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Abkiirzungen

Abkiirzungen, die in der Arbeit verwendet werden, in alphabetischer Reihenfolge:

ADAM Eine Disintegrin- und Metalloprotease-Domane enthaltendes Protein
AK Antikorper
Akt Synonym fiir PKB (Proteinkinase B) — Die Abklirzung leitet sich her aus einer , Ak“-Klasse

von Lymphomen des Thymus bei der Maus, deren Ursache spater auf einen
t“ransformierenden Retrovirus zurlickgefiihrt werden konnte. Dieses virale Onkogen
trug als erstes den Namen , Akt“.

AR Amphiregulin (Ligand flr Erb-B-Rezeptoren)

ATP Adenosintriphosphat

Bax Der Bcl-2 Familie assoziiertes X-Protein

Bcl-2 Den im B-Zell-Lymphom gefundenen Genen und Proteinen verwandte Gen- und

Proteinfamilie

Bcl-xL Ein fur die Apoptose wichtiges Protein der Bcl-Familie

BTC Betacellulin (Ligand fur Erb-B-Rezeptoren)

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

Caspasen Familie von Cystein-abhangigenen Proteasen des Apoptosoms

CDK Cyclin abhangige Kinase

cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat

CKI Inhibitor der Cyclin abhdngigen Kinase

c-myb Ein Onkogen benannt nach einem viralen Onkogen innerhalb der Myeloblastosis bei
Vogeln

COX-2 Cyclooxygenase-2

CpG-Insel Cytosin-Guanin Dinukleotid Cluster

DAG Diacylglycerin

(wt-)EGF(R) (Wildtyp des) Epidermalen Wachstumsfaktor(Rezeptors)
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EGFRuvIII Haufigste Variante des EGFR im Glioblastom

EPR Epiregulin (Ligand fiir Erb-B-Rezeptoren)

Eps EGFR-assoziiertes Protein, welches die Endozytose vermittelt

Erb-B Eine dem Onkogen des die erythroblastdse Leukdmie bei Vogeln hervorrufenden Virus

homologe Proteinstruktur.

Erk Durch ein extrazellulares Signal regulierte MAP-Kinase, die Transkriptionsfaktoren im
Kern aktiviert

EZM Extrazellulare Matrix

FACS Fluoreszenz-abhangiges Verfahren der Durchflufzytometrie zum Sortieren von Zellen
nach bestimmten Eigenschaften und quantitativen Messungen.

FGF(R) Fibroblasten-Wachstumsfaktor(Rezeptor)

GalC Galaktocerebrosidase C

GFAP Saures Gliafaser-Protein

GH(R) Wachstumshormon(Rezeptor)

Grb-2 Wachstumsfaktor gebundenes Signalprotein (Ein Adaptorprotein fir den EGFR)

HB-EGF Heparin-bindendes EGF (Ligand fir Erb-B-Rezeptoren)

HIF-1 Durch Hypoxie induzierter Faktor

IGF(R) Dem Insulin-Rezeptor dhnlicher Wachstumsfaktor(Rezeptor)

IgG Immunglobulin G

iNOS Isoform der Stickstoffmonoxid-Synthase

IP3 Inositoltrisphosphat

IR Insulinrezeptor

Jak Januskinase

LOH Verlust eines Gen-Allels, was gleichzeitig dem Verlust der Heterozygositat fur dieses Gen
entspricht

MAP-2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2
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MAP-Kinasen »Mitogen-aktivierte Proteinkinasen” — eine Familie von Serin/Thronin Kinasen
MDM?2 Gen und Protein, welches p53 inhibiert

MGMT Methylguanin-DNA-Methyltransferase

mGS »Glioblastom-Stammzellkultur unter modifizierten Stammzellbedingungen”
MMP Matrix-Metalloproteinase

m-Sos ,Son of Sevenless” Protein bei Mammalia, ein Austauschfaktor fiir das Protein Ras
mTOR Serin/Threonin Kinase

NF Neurofilamente

NF-kB Nukledrer Transkriptionsfaktor k-B

NRG Neuregulin (Ligand fiir Erb-B-Rezeptoren)

p14/ARF Alternativer Leserahmen des Gens p16/INK4a

p16/INK4a Genlocus fur Inhibitoren der Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK4) des Zellzyklus
PDGF(R) Blutplattchen-Wachstumsfaktor(Rezeptor)

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

P1(4,5)P, Phosphatidylinositol-4-5-Diphosphat

PI(3,4,5)P; Phosphatidylinositol-3-4-5-Triphosphat

PKB Proteinkinase B (Synonym fiir Akt)

PKC Proteinkinase C, eine Serin/Threonin-Kinase

PLA Phospholipase A

PLC Phospholipase C

PLD Phospholipase D

PTB-Domane

Phosphotyrosin-bindende Domane

PTEN

Phosphatase, welche den PI3K-Weg inhibiert

Ras

Eine GTPase, deren Name sich von in Sarkomen bei Ratten gefundenen Proteinen ableitet
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Rb-Protein Retinoblastom-Protein

SH2-Domadne Eine dem src-Protein homologe Doméne (Phosphotyrosin-bindende Doméne)

Shc Ein dem Src-Protein homologe Domane enthaltenes Signalprotein (Ein Adaptorprotein fir
den EGFR)

SOX-2 “[Sex determining region Y]-box 2 - Transkriptionsfaktor

Src Ein aus ,sarcoma” und ,cellular” abgeleiteter Name einer zytosolischen Tyrosinkinase
vom Nicht-Rezeptortyp (Ein Adaptorprotein fir den EGFR).

STAT ,signal transducers and activators of transcription” - Transkriptionsfaktoren

TGF-a Transformierender Wachstumsfaktor-Alpha (Ligand fiir Erb-B-Rezeptoren)

TIMP Gewebe-spezifische Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen

VEGF(R) Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor(Rezeptor)

ZNS Zentrales Nervensystem
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1. Einleitung

1.1. Hirntumore

Hirntumore sind neoplastische Erkrankungen innerhalb des Zentralen Nervensystems (ZNS), die sich
entweder aus dem neuroektodermalen Gewebe selbst ableiten, oder aber ihren Ursprung in ZNS
fremden Geweben haben. Daher unterscheidet man zunachst sekundare Hirntumore, die aufgrund
einer Metastasierung eines Primartumors eines anderen Korpergewebes entstanden sind, von
primaren, die ihren Ursprung in einem Gewebetyp des ZNS haben. Primare Hirntumore haben bei
Mannern (6-11 / 100.000) eine etwas hohere Inzidenz als bei Frauen (4-11 / 100.000) und gehoren
somit zu den seltenen Tumorarten (Parkin et al., 2005), sie sind insgesamt flir weniger als 2% der
Krebstodesfalle verantwortlich (Surawicz et al., 1999), zeigen jedoch in den letzten Jahren eine
steigende Inzidenz unbekannter Atiologie. Ihren Ursprung kénnen primire Hirntumore in den
Nervenzellen, den Meningen, den Hirnanhangsgebilden Hypophyse und Corpus pineale, den
HirngefaBen, dem Plexus choroideus oder aber dem komplexen Hirnstitzgewebe, den Gliazellen
haben (Schlegel, Weller, und Westphal et al., 2003). Zu dieser Glia wiederum gehéren Astrozyten,
Oligodendrozyten und Ependymzellen, wohingegen die Mikroglia einen Bestandteil des
Immunsystems bildet. Alle primaren Hirntumore, die histologisch gliale Charakteristika aufzeigen,
werden zusammengefalit als Gliome und machen etwa 40% aller Hirntumore aus (Kleihues et al.,
1995). Im Folgenden soll aufgrund lhrer besonderen Bedeutung diese Gruppe naher betrachtet
werden.

Gliome

Die Klassifizierung der Gliome erfolgt neuropathologisch nach der histologischen Diagnose, diese
bildet auch die Grundlage der Feststellung des Malignitdtsgrades und der Einteilung nach der WHO-
Klassifikation (Ziilch et al., 1979; Kleihues et al., 2002; Louis et al., 2007). Nach dem histologischen
Bild werden in der WHO Klassifikation 4 verschiedene Grade unterschieden, WHO Grad | bis WHO
Grad IV. Eine Ubersicht gibt Tabelle 1.1.A. Die fiir den WHO Grad entscheidenden histologischen
Merkmale sind die Zelldifferenzierung, Zelldichte, nukledre Polymorphie, mitotische Aktivitat,
Invasion des umgebenden Hirnparenchyms, mikrovaskuldren Endothelproliferate und
Gewebsnekrosen (Kleihues, Burger, und Scheithauer et al., 1993; Kleihues et al., 1995). Da alle
Tumoren ab dem WHO Grad Il diffus infiltrierend wachsen, sind diese chirurgisch nicht mehr
vollstandig resizierbar, und zeigen daher im Verlauf fast immer eine Rezidivbildung. Desweiteren
neigen Gliome des WHO Grades Il zur malignen Progression, was in der Folge die Entstehung von
Tumoren des WHO Grades Il und des WHO Grades IV bedingt (Maher et al., 2001). Man
unterscheidet je nach Ursprungsgewebe des Hirntumors die seltenen Ependymome und
Oligodendrogliome von den haufigen Astrozytomen, wobei — ebenfalls selten — auch Mischformen
vorkommen. Ependymome treten haufig im Kindes- und Jugendalter auf, und aufgrund der
anatomischen Lokalisation der Ursprungszellen meist peri- oder intraventrikular (Staneczek und
Janisch et al., 1994). Oligodendrogliome und die Mischformen der Oligoastrozytome treten haufig im
Alter von 40-50 Jahren auf, oft in Verbindung mit Epilepsien und sind meistens im Cortex oder dem
Marklager zu finden. Wie auch die Ependymome zeigen sie maximal den WHO Grad I, und machen
gemeinsam mit diesen nicht mehr als 10% der Gliome aus (von, Louis, und Wiestler et al., 1995a;
Ohgaki und Kleihues et al., 2005).
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WHO L Mittlere
Tumortyp Haufigkeit Alter . .
Grad Uberlebenszeit
Pilozytische 3-20 . .
. ; s Kurativ heilbar
strozytome 20-30% der Gliome, | "¢
i Il Grad | ist haufigster 6-8 Jahre
SR Hirntumor im 30-50
Astrozytome .
- Kindesalter Jahre
Anaplastische
[} 3 Jahre
Astrozytome

Glioblastome 50% der Gliome
Gliome
Oligoastrozytome Grad Il:
. 35-50 10-16 Jahre/
-l | 3-8% der Gliome
Jahre Grad llI:
Oligodendrogliome 2-10 Jahre
2-6% der Gliome, Kinder-
Epend -1 und Uneinheitlich
pendymome ) 10% aller kindlichen | jugend- neinheitlic
Tumore alter

Tabelle 1.1.A: Ubersicht iiber die klinisch hdufigsten Hirntumore. Einteilung modifiziert nach (Schlegel, Weller, und Westphal
et al., 2003)

Astrozytome

Die deutliche Mehrheit der Gliome bildet mit 70-80% die Gruppe der Astrozytome, welche sich
entsprechend der WHO-Klassifikation in allen 4 Malignitatsgraden zeigen kénnen. Mit Ausnahme des
subependymalen Riesenzell-Astrozytoms und pleomorphen Xanthoastrozytoms sowie des
pilozytischen Astrozytoms WHO Grad | wachsen alle anderen Astrozytome der WHO Grade Il bis IV
diffus infiltrierend in das umgebende Hirnparenchym, sind somit nicht kurativ therapierbar, und
haben in der Regel eine infauste Prognose. Grundsatzlich werden anhand der histologischen
Merkmale die niedrigmalignen Astrozytome der WHO Grade | und Il von den hochmalignen der WHO
Grade Il und IV unterschieden (Kleihues et al., 2002; Louis et al., 2007).

Das Astrozytom WHO Grad | oder auch pilozytische Astrozytom ist ein scharf begrenzter Tumor des
Kindes- und Jugendalters, der aufgrund des langsamen Wachstums und der fehlenden diffusen
Infiltration durch eine vollstandige chirurgische Resektion in den meisten Fallen heilbar ist. Dieses
Astrozytom, welches in mehr als der Halfte aller Falle in den cerebellaren Hemisphdren oder
Mittellinien-Strukturen wie Hypothalamus oder Hirnstamm lokalisiert ist, zeigt nur in Ausnahmefallen
eine Tendenz zur malignen Progression und hat ein charakteristisches histologisches Zwei-
Komponentenmuster. Pilozytische Astrozytome treten in bis zu 30% der Falle von Neurofibromatose
Typ 1 auf (von, Louis, und Wiestler et al., 1995b; Davis, McCarthy, und Berger et al., 1999; Kleihues
und Cavenee et al., 2000; Louis et al., 2007).

Das Astrozytom WHO Grad Il oder auch diffuses Astrozytom ist ein nicht mehr abgegrenzter Tumor
des Erwachsenenalters (Haufigkeitsgipfel 30-40 Jahre), der zwar langsam waéchst, jedoch aufgrund
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seiner diffusen Infiltration des umgebenden Hirnparenchyms im Verlauf von 5 Jahren eine Tendenz
zur malignen Progression zu einem Astrozytom WHO Grad |ll oder sekunddarem Astrozytom WHO
Grad IV (Glioblastom) zeigt (Maher et al., 2001). Eine kurative Therapie ist aufgrund der Invasivitat
nicht méglich, es treten fast immer Rezidive auf, so daR die mittlere Uberlebenszeit 6-8 Jahre betrigt
(Davis, McCarthy, und Berger et al., 1999; Kleihues und Cavenee et al., 2000; Louis et al., 2007).

Das Astrozytom WHO Grad Il oder anaplastische Astrozytom ist ein ebenfalls diffus in das
umgebende Gewebe infiltrierender, im Gegensatz zum Astrozytom WHO Grad Il jedoch schnell
wachsender Tumor, der meistens zwischen dem 40. und 45. Lebensjahr auftritt, und der im Verlauf
fast immer eine Progression zu einem sekundaren Glioblastom zeigt (Maher et al., 2001), die mittlere
Uberlebenszeit betrdgt hier nur noch 3 Jahre. Es ist wie das Astrozytom WHO Grad Il meist in den
GroBhirnhemisphdren gelegen, zeigt im Gegensatz zu diesem aber deutlichere histologische
Auffalligkeiten wie erhdhte Zelldichte, mitotische Aktivitat und Kernpolymorphien (Davis, McCarthy,
und Berger et al., 1999; Kleihues und Cavenee et al., 2000; Louis et al., 2007).

Das Astrozytom WHO Grad IV oder Glioblastoma multiforme, im folgenden verkiirzt als Glioblastom
bezeichnet, zeigt den hochsten Malignitatsgrad und ist gleichzeitig die haufigste Hirntumorentitat,
indem es mehr als die Hélfte aller Gliome aber auch Astrozytome ausmacht. Aufgrund der Bedeutung
des Glioblastoms in der Klinik, aber auch weil es die Grundlage dieser Arbeit bildet, soll im folgenden
Abschnitt detailiert darauf eingegangen werden.

1.2. Glioblastoma multiforme
1.2.1. ,,Phanotyp” des Glioblastoms - Histologische Charakterisierung, Klinik und Therapie

Das Glioblastom ist der haufigste primare Hirntumor, und zugleich der bosartigste, die klinischen
Symptome sind bei Diagnosestellung kaum a&lter als ein paar Monate, und die Prognose trotz
jahrzehntelanger Forschung immer noch infaust. Bevorzugt tritt es bei Patienten im Alter zwischen
65 und 70 Jahren auf, bei denen es dann nach der Diagnose innerhalb von durchschnittlich 13
Monaten zum Tode fiihrt. Als heutige palliative Standardtherapie wird die moglichst umfassende
chirurgische Resektion des Tumors mit anschliefender adjuvanter Radio- und Chemotherapie
angewandt, mit der eine durchschnittliche Verldngerung der Uberlebenszeit von 3 Monaten erreicht
wurde. Chemotherapeutika, die die Uberlebenszeit um wenige Monate erhéhen konnten, sind
entweder Temozolomid (Temodal) oder aber Nitrosoharnstoffderivate wie Nimustin (ACNU),
Carmustin (BCNU) oder Lomustin (CCNU). Temozolomid als alkylierendes Agenz zeigt bei den
Patienten unterschiedliche Erfolge, was im Wesentlichen durch den Mechanismus der Methylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT) begriindet ist, auf den in 1.2.2 noch detailierter eingegangen wird
(Davis, McCarthy, und Berger et al., 1999; Kleihues und Cavenee et al., 2000; Stupp und Regg et al.,
2003; Hegi et al., 2005; Louis et al., 2007). Glioblastome sind meistens in den GroRBhirnhemisphéaren
lokalisiert, haufig im fronto-temporalen Bereich. Aufgrund ihres schnellen und invasiven Wachstums
fihren Glioblastome zu einer massiven Verdrangung und Kompression des umgebenden
Hirngewebes. Desweiteren infiltrieren migrierende Tumorzellen vorwiegend entlang myelinisierter
Bahnen nahezu das gesamte Cerebrum, oft bis in die kontralaterale Hemisphare. Kennzeichend fir
die histologische Diagnosestellung sind neben den auch fir die Astrozytome der WHO Grade Il und llI
beschriebenen Merkmalen vor allem mikrovaskuldare Endothelproliferate sowie Gewebsnekrosen, die
zu einem pseudopalisadenartigen Randwall fihren. Klinisch kann der Tumor ohne vorherige
bekannte Lasion auftreten, man spricht dann vom primaren oder , de novo” Glioblastom, dieses
findet sich wie oben erwahnt meist bei alteren Patienten ab dem 65. Lebensjahr. Die andere
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Moglichkeit ist die Diagnose als rezidivierende Folgeldsion eines bekannten Astrozytoms des WHO
Grades Il oder lll, wobei die Dauer der Progression von Grad Il zu IV etwa 5 Jahre, von Grad Ill zu IV
etwa 2 Jahre betragt. Der in diesem Fall als sekundares Glioblastom bezeichnete Tumor betrifft
Uberwiegend Patienten mittleren Alters ab dem 40. Lebensjahr. In Gber 95% aller Falle wird ein
primares Glioblastom diagnostiziert, daher gilt das sekundare als selten, jedoch ist die
Unterscheidung nicht immer eindeutig zu treffen, da auch ein primares Glioblastom bei Erstdiagnose
durchaus aus einem vormals aufgrund fehlender klinischer Symptomatik nicht diagnostizierten
langsam wachsenden Astrozytom niedrigeren Malignitatsgrades hervorgegangen sein kann (Kleihues
und Cavenee et al., 2000; Maher et al., 2001; Ohgaki et al., 2004; Ohgaki et al., 2005; Louis et al.,
2007; Ohgaki und Kleihues et al., 2007).

1.2.2.,Genotyp” des Glioblastoms — Molekularbiologische Grundlagen und Diversifizierung

Die Unterscheidung zwischen zwei unterschiedlichen Wegen der Pathogenese eines Glioblastoms
wurde erstmals von Scherer 1940 vorgeschlagen, dennoch dauerte es mehr als ein halbes
Jahrhundert, bis heute primares und sekundares Glioblastom in ihrer molekularen Entstehung besser
verstanden sind, wobei diese Diversifizierung nicht immer eindeutig getroffen werden kann.
Interessanterweise wurde noch 1979 das Glioblastom nicht als Astrozytom, sondern als
undifferenzierter embryonaler Tumor klassifiziert (Scherer et al., 1940; Ziilch et al., 1979; Peiffer und
Kleihues et al., 1999). Zunachst ist festzuhalten, dalR zum Verstdndnis der Entstehung von Neoplasien
grundsatzlich zwei Fragen von elementarem Interesse sind, zum einen die Frage nach der oder den
Ursprungzelle(n), zum anderen das Nachvollziehen der Pathogenese, wann folglich welche
Mutationen in welchen Zellen stattgefunden haben, mit welchen Auswirkungen auf das
pathophysiologische Gleichgewicht im gesamten Tumor. Die Frage nach dem Ursprung zeichnet
gerade in den letzten Jahren ein immer deutlicheres Bild, bei dem die Rolle der gewebespezifischen
Stammzellen in adultem somatischen Gewebe in den Vordergrund riickt. Die mittlerweile fur viele
maligne Neoplasien gefundene Tatsache, daR nur eine vergleichsweise kleine Population an Zellen in
der Lage ist, einen Tumor aufrecht zu erhalten, bedingt das sich momentan formende Konzept
sogenannter Tumorstammzellen, deren Herkunft aus mutierten Stammzellen verstarkt diskutiert
wird. So auch bei Hirntumoren und dem Glioblastom, bei denen man entsprechend von Hirntumor-
oder Glioblastomstammazellen spricht. Die Identifizierung und bessere Charakterisierung dieser Zellen
mag fir die Zukunft ein wichtiger Ansatz sein, um ein besseres Verstandnis fur die Pathogenese und
darauf basierender neuer moglicher Therapieansatze zu entwickeln (Singh et al., 2004; Gunther et al.,
2008; Westphal und Lamszus et al., 2009; Lamszus und Gunther et al., 2010). Besser definiert ist die
Pathogenese zumindest beziiglich der hierbei involvierten Gene, bei denen zwei verschiedene Typen
unterschieden werden: Zum einen dominant wirkende Gene, bei denen bereits die Mutation eines
Allels ausreicht, das Wachstum der Tumorzellen zu deregulieren und zu verstarken, diese werden als
Proto-Onkogene bezeichnet (Bishop et al, 1990). Zum anderen die rezessiv wirkenden
Tumorsuppressorgene, deren Produkte meistens das Zellwachstum inhibieren, und die erst bei
Mutation oder Verlust beider Allele ihren regulierenden EinfluB verlieren (Sherr et al., 2004). Daher
sind auch an der Entstehung des primaren und sekundaren Glioblastoms vielfaltige unterschiedliche
Mechanismen der Aktivierung von Onkogenen und Deaktivierung von Tumorsuppressorgenen
beteiligt, die im Folgenden naher betrachtet werden. Sie betreffen unterschiedlichste Bereiche der
Zellphysiologie wie die Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Migration oder inter- und
intrazellulare Kommunikation. Es hat sich gezeigt, dal trotz der vielfiltig verschachtelten und
miteinander verwobenen intrazelluldren Signale die genetischen Verdnderungen meistens drei
verschiedene und fir die Zelle wesentliche Regulationsstellen betreffen, den Zellzyklus (iber das Rb-



[EINLEITUNG] [161]

Protein (Retinoblastom-Protein), die DNA-Reparaturmechanismen lber das p53-Protein und die
intrazelluldre Signaltransduktion eines auto-, para-, juxta- oder endokrinen Signals Uber
Rezeptortyrosinkinasen. Dariberhinaus lassen sich die Mechanismen der Tumorigenese zwei
libergeordneten Bereichen zuordnen, zum einen epigenetischen Mechanismen wie das durch
Methylierung hervorgerufene aberrante ,Silencing” von Genen, sowie die Mutationen, die dem
Tumor die Neoangiogenese und die Invasion in das gesunde Gewebe ermdglicht (Sanson, Thillet, und
Hoang-Xuan et al., 2004; Ohgaki und Kleihues et al., 2007). Letztere sollen zunachst kurz erértert
werden, um anschlieSend die drei wesentlichen Regulationsstellen naher zu beschreiben.

Epigenetische Verdanderungen

Die Methylierung der DNA ist normalerweise ein physiologischer Prozess, bildet er nicht zuletzt die
Grundlage der Inaktivierung eines X-Chromosoms in der Embryonalentwicklung der Mammalia
(Payer und Lee et al., 2008). Bei der Tumorigenese kann nun durch aberrante Methylierung in den
Promoterregionen von Tumorsuppressorgenen und die damit verbundene Inaktivierung eine maligne
Transformation begiinstigt werden. Dieses ,Gen-Silencing” geschieht vor allem an dem Nukleotid
Cytosin im Bereich von sogenannten CpG-Inseln (Cluster aus Cytosin-Guanin Dinukleotiden) (Jones
und Baylin et al., 2002; Issa et al., 2004). Ein Beispiel hierfiir ist die MGMT (O-6-Methylguanin-
Methyltransferase) codiert vom MGMT-Gen, ein Enzym, welches normalerweise spezifisch
promutagene Methylgruppen von der O-6-Position des Nukleotids Guanin an der DNA entfernt, um
so karzinogenen Einfliissen vorzubeugen. MGMT kann aber auch im eigenen Promoterbereich Ziel
einer mutagenen Methylierung sein, so daR zum Beispiel chemotherapeutisch mit Temozolomid
behandelte Patienten, welche solch eine Mutation tragen, besser auf das alkylierende Medikament
ansprechen und dessen Tumor-hemmende Wirkung verstarkt wird. Gleichzeitig jedoch bedeutet die
inaktivierte MGMT eine erhohte Anfalligkeit der DNA fir Punktmutationen, hier vor allem von
Guanin zu Adenin, was wiederum gerade an wichtigen Regulationsstellen wie dem p53-Protein die
prokanzerogene Wirkung erhéht. Neben p53 sind aber auch viele andere Gene Ziel der aberranten
Methylierung, deren Wirkungsweise unten naher erldutert wird, unter anderem p16/INK4a (Related
inhibitors of cyclin dependent kinase 4) und p14/ARF (Alternative reading frame of p16/INK4a)
(Esteller und Herman et al., 2004; Hegi et al., 2005; Ohgaki und Kleihues et al., 2007).

Neoangiogenese / Invasion

In intakten Geweben unterliegt die Angiogenese, die Bildung neuer KapillargefaBe und gréRerer
vaskularer Strukturen, einer starken Regulation. So fiihrt unter anderem Hypoxie tiber HIF-1 (Hypoxia
inducible factor -1), einen durch Sauerstoffmangel sowie Ubiquitin-Ligasen und das Proteasom
regulierten Transkriptionsfaktor, zur Aktivierung von Genen, die in die Bildung neuer Gefille
involviert sind, wie zum Beispiel die fiir den Vaskuldaren Wachstumsfaktor VEGF (Vascular endothelial
growth factor) und seinen Rezeptor VEGFR (Vascular endothelial growth factor receptor). Der VEGFR
ist ein Protein aus der Familie der Rezeptortyrosinkinasen, auf die unter 1.3 noch ausfihrlicher
eingegangen werden wird (Ferrara und Gerber et al., 2001, Smith, Robbins, und Ratcliffe et al., 2008).
Ebenso ist die Fahigkeit zur Migration nur auf wenige Zellen beschrédnkt, die im Rahmen ihrer
physiologischen Prozesse unterschiedliche Gewebe infiltrieren missen, wie zum Beispiel bei der
Immunitat oder inflammatorischen Prozessen (Ridley et al., 2003). Bei Tumoren, so auch gerade bei
Glioblastomen sind diese beiden Prozesse der Neoangiogenese und Gewebsinfiltration stark
dereguliert. So fihrt allein die verstarkte Proliferation der Tumorzellen zu einer hypoxischen
Mikroumgebung, was Uber den Mechanismus von HIF-1 zur vermehrten GefdaBneubildung fihrt.
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Diese kann aber die Sauerstoffversorgung des neoplastischen Gewebes erneut nicht sicherstellen, so
daR es letztendlich zu unreguliertem Zelltod kommt, was sich histologisch in der Ausbildung
nekrotischer Areale zeigt. In der Folge hdufen sich die Tumorzellen, die im Rahmen der Tumorigenese
migratorische Eigenschaften neu erworben haben, in den Randbereichen an, was in dem
histologischen Bild einer hyperzelluliren Zone, dem sogenannten ,pseudopallisadenartigen
Randwall“ beim Glioblastom sein Korrelat findet (Krek et al., 2000; Kleihues et al., 2002; Kaur et al.,
2004; Lee et al., 2004; Sanson, Thillet, und Hoang-Xuan et al., 2004). Migratorische Fahigkeiten,
welche durch verschiedenste Mutationen verursacht werden koénnen, stellen die Grundlage fir die
diffuse Gewebsinfiltration dar, welche gerade fiir die hochmalignen Astrozytome typisch ist. Die fir
diese Eigenschaft wichtigen Gene sind vorwiegend solche, die die chemotaktischen und
haptotaktischen Interaktionen zwischen Komponenten des Zytoskeletts wie Aktin, und Integrinen
sowie Komponenten der EZM (extrazelluldare Matrix) steuern, unter anderem die Familie der MMP’s
(Matrix-Metalloproteinasen). Die MMP’s kdnnen als Kollagenasen oder Gelatinasen zum einen die
Migration beginstigen, indem sie den Durchgang durch die EZM erleichtern, oder aber auch als
Membran-gebundene MMPs Wachstumsfaktoren durch proteolytische Spaltung aktivieren (Rao et
al., 2003; Hu et al., 2003; Ulbricht et al., 2003; Muller et al., 2003; Wang et al., 2003a; Preusser,
Haberler, und Hainfellner et al., 2006). Diese Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren, hier vor allem
Tyrosinkinaserezeptoren nehmen durch ihre mannigfaltigen Wege der intrazelluldren
Signaltransduktion selbst Einfluss auf die Gene die in die Neoangiogenese und Tumorinvasion
involviert sind (E/-Obeid et al., 1997; Maity et al., 2000; Berra, Pages, und Pouyssegur et al., 2000; Lal
et al.,, 2002), auf einen wichtigen Vertreter dieser grolen Gruppe, den EGFR (Epidermal growth
factor rezeptor) wird in 1.5 detailiert eingegangen.

Zellzyklus / Rb-Protein

Der Zellzyklus, und hier insbesondere der Ubergang von der G1 zur S-Phase wird durch Cycline und
CDK’s (Cyclin dependent kinase) reguliert (Hartwell et al., 2002; Hunt et al., 2002; Nurse et al., 2002).
Eine zentrale Rolle spielt hierbei das Produkt des RB1-Gens (Retinoblastom-Gen-1), einem
Tumorsuppressorgen, welches in der Region des Chromosoms 13q14.1-q14.2 codiert wird, das pRb-
Protein (Retinoblastoma-Protein). Dieses verhindert, dafl beschddigte DNA repliziert wird, indem es
den durch Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie induzierten Ubergang von der G1- zur S-Phase
durch Komplexbildung inhibiert und somit reguliert. Die Komplexe aus Cyclin D und CDK4/6 sowie
aus Cyclin E und CDK2 kénnen das pRb-Protein phosphorylieren, und damit inaktivieren (Murphree
und Benedict et al., 1984; Nevins et al., 2001). Die Komplexe aus Cyclinen und CDK’s kdnnen
wiederum durch Inhibitoren der CDK’s, CKI’s (Cyclin dependent kinases inhibitors) selber gehemmt
werden. Hierzu gehdren im Wesentlichen zwei bekannte Gruppen, die der INK4a/ARF-Familie auf
Chromosom 9p21, wie p16/INK4a oder p14/ARF und die der cipl/kipl-Familie wie p21°PY/*™ pa7kPt

kip2

oder p57°"* (Sherr und Roberts et al., 1999; Morgan et al., 2007). Diese stellen unter anderem auch

eine Verbindung zur zweiten Regulationsstelle, dem p53-Protein her.

DNA-Schdden / p53-Protein

Das Protein p53 - entdeckt bereits 1979 (Lane und Crawford et al., 1979) - welches auch ,der
Wichter des Genoms” genannt wird, spielt bei der Uberwachung von DNA-Schiden und den damit
zusammenhangenden Reparaturmechanismen eine zentrale Rolle. Es wird durch das TP53-Gen,
einem Tumorsuppressorgen auf Chromosom 17p13.1 codiert, und hauft sich in Zellen an, die
vermehrt DNA-schadigenden Einflissen ausgesetzt wurden. Seine Akkumulation und damit
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verbundene Aktivitat wird zum einen durch direkte duRRere Einwirkungen auf die Zellstrukturen, wie
z.B. schadigendes UV-Licht oder chemische Noxen, aber auch iber andere Proteine reguliert (Bogler
et al., 1995). Eine wichtige Rolle hierbei spielt Mdm2 (Murine double minute oncogene 2) — selbst ein
Produkt der Gene, die durch p53 reguliert werden —, welches in normalen Zellen den Level an p53
niedrig halt, indem es durch Ubiquitinierung p53 kontinuierlich dem Abbau im Proteasom zufihrt.
Mdm?2 wiederum unterliegt selbst der Kontrolle durch Proteine des Zellzyklus, wie z.B. p14/arf. Uber

cipl/wafl a Uf

die Aktivierung der Gene der cipl/kipl-Familie, die unter anderem das Protein p21
Chromosom 6p21.2 codieren, welches die Komplexe aus Cyclin E/CDK2 oder Cyclin D/CDK4 inhibiert,
kann p53 selbst EinfluB auf den Zellzyklus nehmen (Momand et al., 1992; Oliner et al., 1992; Picksley
und Lane et al., 1993; Zauberman et al., 1995; Stott et al., 1998; Kamijo et al., 1998). Aber auch die
Apoptose und die daran beteiligten Proteine sind das Ziel der Regulation von p53. So kann es z.B.
durch Regulation der Proteine der Bcl-2-Familie (B-cell-lymphoma-2) wie Bax (Bcl-2-associated X
protein) Einfluss nehmen auf die durch Caspasen (Cysteine-dependent aspartate-directed proteases)
vermittelte apoptotische Kaskade des Apotosoms (Miyashita et al., 1994, Miyashita und Reed et al.,
1995; Riedl und Salvesen et al., 2007). Dariiberhinaus wird es durch vielfaltige Kinasen wie z.B. die
MAP-Kinasen (Mitogen activated protein kinases) phosphoryliert und Phosphatasen
dephosphoryliert, die oftmals der Downstream-Effektor einer durch ein externes Signal und den
entsprechenden Zelloberflachenrezeptor ausgeldsten Signaltransduktionskaskade sind (Ohgaki und

Kleihues et al., 2007).

Signaltransduktion / PTEN

Wie bereits zuvor erwahnt spielen Rezeptortyrosinkinasen bei der intrazelluldren Signaltransduktion
eine entscheidende Rolle. Da diese den Mittelpunkt dieser Arbeit bilden, und ausfihrlich unter 1.3
erldutert werden, soll hier nur in der Ubersicht aufgezeigt werden, welche molekulargenetischen
Alterationen fir die Pathogenese des Glioblastoms und seine Diversifizierung wichtig sind.
Grundsétzlich kann eine Dysregulation der Signaltransduktion entweder durch Uberexpression des
Rezeptor-Proteins und seines Liganden auftreten, wobei haufig ein autokriner Loop entsteht, oder
aber durch Genamplifikation des Rezeptors und/oder seiner Mutation, was wiederum meist zur
Uberexpression des Rezeptorproteins fiihrt, sowie im Falle des mutierten EGFR auch einen
ligandenunabhdngigen konstitutiv aktiven Rezeptor zur Folge haben kann. Die dritte Mdglichkeit ist
eine Storung der Weitergabe des intrazellularen Signals durch Verdnderungen der hieran beteiligten
Komponenten wie zum Beispiel das PTEN-Protein (Phosphatase and tensin homologue protein)
(Sanson, Thillet, und Hoang-Xuan et al., 2004).

Autokrine Loops konnten gezeigt werden, unter anderem fiir den EGFR und seinen Liganden TGF-a
(Transforming growth factor alpha), fir PDGFR (Platelet derived growth factor receptor) und seinen
Liganden PDGF, aber auch fiir intrazelluldire Enzyme des Phosphotyrosininteraktoms wie die
Tyrosinphosphatase-{ und ihren Liganden Pleiotropin (Maxwell et al., 1990; Tang, Steck, und Yung et
al., 1997; Ulbricht et al., 2003). Eine Genamplifikation findet sich vor allem im Glioblastom haufig flr
den EGFR, der in den meisten Fallen auRer als wT-EGFR (Wild type epidermal growth factor receptor)
auch noch in diversen Mutationsvarianten vorkommt, am haufigsten jedoch in Verbindung mit der
Variante EGFRvlIl mit Liganden-unabhangiger konstitutiver Aktivitat (Libermann et al., 1985; Huang
et al., 2007a). Bei der intrazelluliren Weitergabe des externen Signals kommt dem PTEN-Protein,
codiert durch das PTEN-Gen auf Chromosom 10q23.31 eine elementare Bedeutung zu, es reguliert
die Aktivitat einer wichtigen Signaltransduktionskaskade, dem PI3K-Weg. Das Schliisselenzym PI3K
(Phosphatidylinositol-3-kinase) katalysiert die Umwandlung von PI(4,5)P, (Phosphatidylinositol-4,5-
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bisphosphate) zu PI(3,4,5)P; (Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate), einem wichtigen sekundaren
Botenstoff, der im weiteren Verlauf zur Aktivierung weiterer Proteinkinasen und schlielRlich
Transkriptionsfaktoren fihrt, die EinfluR auf vielfaltige zellulare Prozesse nehmen. PTEN inhibiert nun
diesen Signalweg, indem es als dual-spezifische Phosphatase PI(3,4,5)P; wieder zu PI(4,5)P,
dephosphoryliert (Li et al., 1997; Maehama und Dixon et al., 1998; Dahia et al., 2000; Knobbe, Merlo,
und Reifenberger et al., 2002).

Glioblastom Typ 1 und Typ 2

Basierend auf den oben genannten Grundlagen wird nun auf molekulargenetischer Ebene verstarkt
eine Unterscheidung zweier verschiedener Enstehungswege des Glioblastoms diskutiert. Diese
Unterscheidung hat dazu gefiihrt, daR heute das primére (Typ 1 oder ,de novo”) und das sekundare
(Typ 2) Glioblastom als unterschiedliche Krankheitsformen angesehen werden, die Patienten
unterschiedlichen Alters betreffen und sich in ihren RNA- und Protein-Expressionsprofilen sowie
ihrem Ansprechen auf Radio- und Chemotherapie unterscheiden (Godard et al., 2003; Furuta et al.,
2004; Ohgaki et al., 2005; Tso et al., 2006; Ohgaki und Kleihues et al., 2007). Einen Uberblick gibt
Abbildung 1.2.2.A.
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Abbildung 1.2.2.A: Darstellung der Entstehung des primdren und sekunddren Glioblastoms. Wdhrend sich das primdre ohne
vorher bekannte Ldsion ,de novo” zeigt, entsteht das sekundédre wahrscheinlich durch Progression aus vormals
diagnostizierten Astrozytomen mit niedrigeren Malignitdtsgraden. Links und rechts sind jeweils identisch die bekanntesten
Mutationen aufgelistet, wobei diejenigen Verdnderungen, die im Verlauf der Tumorigenese eher friiher vermutet werden,
weiter oben stehen, spdtere entsprechend weiter unten. Desweiteren sind jeweils die Mutationen, die typisch und meist
deutlich hdufiger bei dem primdren oder sekunddren Glioblastom beobachtet werden, hervorgehoben und unterstrichen,
und ihr entsprechend eher seltenes Auftreten bei dem jeweiligen Typ kursiv markiert. Einzelne Genverdnderungen sind
ihrem chromsomalen Locus zugeordnet.
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Typisch fir das primare Glioblastom ist die Amplifikation des EGFR-Gens, diese tritt in ca. 50% der
Fille zusammen mit einer spezifischen Mutation, dem EGFRvIII sowie mit einer Uberexpression der
entsprechenden Proteine auf. Diese Amplifikation findet sich — entsprechend dem Durchschnittsalter
der Erkrankung — selten bei padiatrischen Glioblastomen und Patienten unter 35 Jahren. Der LOH
(Loss of heterozygosity) des Chromosoms 10, oder nur des kurzen p-Arms sind ebenfalls
kennzeichnend fiir den Typ 1 des Tumors genauso wie Mutationen des PTEN-Gens auf Chromosom
10g23.31, wohingegen der LOH 10q korrespondierend mit der codierenden Region des PTEN-Gens
bei beiden Typen gleich haufig auftritt, und auch insgesamt die hdufigste genetische Aberration bei
Glioblastomen ist. Da sich bei dem Typ 1 seltener eine TP53-Mutation findet, sind oftmals in den
Tumoren, denen diese Mutation fehlt, in der Folge die Gene verandert, welche Alternativen zur
TP53-Inaktivierung darstellen, wie z.B. die Amplifikation des MDM2- oder CDK4-Gens (Reifenberger
et al.,, 1993; Rasheed et al., 1995; Watanabe et al., 1996; Biernat et al., 1997a; Tohma et al., 1998,
Ichimura et al., 1998; Fujisawa et al., 2000; Kraus et al., 2002; Ohgaki und Kleihues et al., 2007).

Typisch fiir das sekundare Glioblastom ist hingegen eine kontinuierliche Anhdufung von genetischen
Veranderungen, beginnend mit dem LOH des kurzen p-Arms von Chromosom 17 und der
korrespondierenden Mutation des TP53-Gens in den ,Hotspot“-Codons 248 und 273 als friihem
Ereignis in der Tumorigenese, diese findet sich bereits bei 2/3 aller Fille eines Astrozytoms des WHO
Grades ll, aber auch héheren Malignitatsgraden. Die dann folgenden Mutationen lassen sich in ihrer
zeitlichen Abfolge nicht eindeutig der Entstehung eines Astrozytoms des WHO Grades Il oder des
WHO Grades IV zuordnen, sondern nur ndaherungsweise dem friiheren oder spateren Schritt der
Pathogenese des sekundaren Glioblastoms zuschreiben. So findet sich bereits ab dem WHO Grad I
haufig ein LOH des Chromosoms 13q, entsprechend dem Genlocus des Rb-Proteins, sowie ein LOH
des Chromosoms 9p, bei welchem aufgrund ihrer Lage unter anderem die Gene der p16/INK4a-
Familie betroffen sind. Der LOH von 19q sowie von 22q sind auch noch deutlich haufiger bei
anaplastischen Astrozytomen und sekundaren Glioblastomen zu finden, insbesondere die Genloci
22q12.3 - 13.2 und 22q13.31 sind hier betroffen, auf denen unter anderem das Protein TIMP-3
(Tissue inhibitor of metalloproteinase-3) codiert wird, einem Inhibitor der Matrixmetalloproteinasen.
Hingegen ist gerade der Verlust des langen g-Arms auf Chromosom 10 eher ein spates Ereignis in der
Entwicklung des WHO Grades IV, gleichbedeutend mit dem Genlocus des PTEN-Proteins. Genauso
scheint die aberrante Methylierung bestimmter Promotoren in den betroffenen Genen wie fir
MGMT, p14/ARF, p16/INK4a und RB1 nicht nur ein spates Ereignis, sondern auch charakteristisch fur
das sekundare Glioblastom zu sein (el-Azouzi et al., 1989; Watanabe et al., 1997; Biernat et al.,
1997b; Nakamura et al., 2000; Nakamura et al., 2001a; Nakamura et al., 2001b; Nakamura et al.,
2001c; Gonzalez-Gomez et al., 2003; Nakamura et al., 2005; Ohgaki und Kleihues et al., 2007).

Welche molekulargenetischen Veranderungen in welchem Verhaltnis bei der Entstehung von
Gliomen sowie in der Tumorigenese der beiden Glioblastomtypen auftreten, ist ausfiihrlich von
(Sehgal et al., 1998; Nozaki et al., 1999; Ohgaki und Kleihues et al., 2007) diskutiert worden.

Umfangreichere RNA- und Protein-Expressionsanalysen lassen den Schluf8 zu, daf} in die Entstehung
von sekundaren Glioblastomen eher die ,,loss of function” Gene involviert sind, hier vor allem solche,
die an der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind, und bei primaren Glioblastomen eher die stromale
Antwort eine Dysregulation aufweist, indem extrazellulare Signale nicht korrekt transduziert werden
kénnen (Godard et al., 2003; Furuta et al., 2004; Tso et al., 2006), wie zum Beispiel durch Mutationen
der Rezeptortyrosinkinasen, die nachstehend genauer erldutert werden.



[EINLEITUNG] [21]

1.3. Proteinkinasen und Rezeptortyrosinkinasen

Proteinkinasen sind Enzyme, welche in nahezu alle Bereiche der zelluldren Funktionen sowohl
wahrend der Embryonalentwicklung als auch der adulten Homoostase involviert sind, sie kommen
daher ubiquitdr in allen Eukaryoten vor und sind der ,Prototyp” eines Onkogens, da ihre
pathologische Uberfunktion hiufig mit der Entstehung maligner Prozesse assoziiert ist. Bisher sind
Uber 500 verschiedene Proteine dieser Enzymklasse bekannt, die mehr als 30% der bekannten
zelluldaren Proteine phosphorylieren kénnen, die Gesamtheit dieser Phosphorylierungsprozesse wird
auch als ,Phosphoproteom” oder ,Kinom“ bezeichnet, in Anlehnung an das zelluldre ,Proteom”,
welches das Zusammenspiel aller Proteine einer Zelle beschreibt. Hieran zeigt sich die Bedeutung
dieses post-translationalen Mechanismus in der Signaltransduktion der Zelle, bei dem die auch als
Phosphoryltransferasen bezeichneten Enzyme meist die Ubertragung der tertidren Phosphatgruppe
von ATP (Adenosintriphosphat) auf die Hydroxylgruppe ihres Substrates katalysieren, hierdurch
kénnen unter anderem andere Enzyme oder Transkriptionsfaktoren aktiviert oder deaktiviert, oder
auch deren subzelluldre Lokalisation verandert werden. Proteinkinasen unterliegen einer strengen
und umfangreichen Regulation, unter anderem werden sie selbst durch andere Kinasen oder
Phosphatasen aktiviert oder deaktiviert, sowie durch eine Vielzahl von Kofaktoren, wie z.B. cAMP
(cyclic Adenosin monophosphate), cGMP (cyclic Guanosin monophosphate), DAG (Diacylglycerol), IP;
(Inositol trisphosphate), Ca®* und PI(3,4,5)P; beeinfluBt (Robinson, Wu, und Lin et al., 2000; Manning
et al., 2002; Manning et al., 2005; Hubbard und Miller et al., 2007).

Eine erste Einteilung gelingt durch das Substrat der Proteinkinasen, entsprechend der
phosphorylierten Aminosaure. Neben den eher seltenen Histidinkinasen gibt es die beiden grof3en
Gruppen der Serin/Threonin-Kinasen und Tyrosinkinasen, wobei es auch Enzyme gibt, die sowohl
Serin- und Threonin- als auch Tyrosin-Reste erkennen, diese werden als dual-spezifische
Proteinkinasen bezeichnet. Wichtige Vertreter der Serin/Threonin-Kinasen sind auRer den CDK’s und
MAPK’s vor allem die Proteinkinasen A, B (auch als Akt [,Ak“-class of mouse lymphomas
Lt“ransforming retrovirus] bezeichnet) und C, welche in den Signaltransduktionskaskaden der Zelle
eine wichtige Rolle spielen, hierauf wird unter 1.5.1 noch detailierter eingegangen (KREBS, GRAVES,
und Fischer et al., 1959; Robinson, Wu, und Lin et al., 2000; Capra et al., 2006).

Die weitaus groRte Gruppe aber bilden die nur bei Metazoen vorkommenden Tyrosinkinasen, die
wiederum als Rezeptortyrosinkinasen oder Tyrosinkinasen vom Nicht-Rezeptor-Typ vorkommen.
Bisher sind insgesamt 90 verschiedene Tyrosinkinasen bekannt, hiervon entfallen 58 auf die Familie
der Rezeptortyrosinkinasen, die allesamt ein Transmembranrezeptor vom Typ 1 sind, d.h. sie haben
nur eine einzige die duBere Zellmembran durchspannende Domane. Desweiteren haben alle eine
extrazellulare Ligandenbindungsdomane sowie eine intrazelluldre Tyrosinkinasedoméane, so daf} sie
samtlichst durch die Bindung eines oder mehrerer Liganden und dadurch folgende Di- und
Oligomerisierung aktiviert werden. Rezeptortyrosinkinasen sind allosterische Enzyme, daher werden
durch eine Konformationsdnderung des Rezeptors die Tyrosinkinasen der Di- und Oligomere
angendhert, um so die dadurch freiliegenden Tyrosin-Reste des carboxyterminalen Endes am
anderen Rezeptor (-trans-) oder am eigenen Rezeptor (-cis-) zu phosphorylieren. Die
Phosphotyrosinreste sind danach Bindungsstelle flir die SH2- (Src homology-2 domain) oder PTB-
(Phosphotyrosine binding domain) Doméane von verschiedenen Adaptor-Proteinen, die an der
folgenden Signaltransduktionskaskade beteiligt sind. Eine weitere Einteilung in Subklassen erfolgt
nun an der Struktur der extrazellularen Domane und den damit moglichen Liganden, so gibt es z.B.
die Familie der IR (Insuline receptor), der FGFR (Fibroblast growth factor receptor), der VEGFR, der
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PDGFR und der EGFR, letztere soll nun eingehender betrachtet werden (Pawson et al., 1995;
Robinson, Wu, und Lin et al., 2000; Robinson und Stringer et al., 2001; Mohammadi, Olsen, und
Ibrahimi et al., 2005; Bublil und Yarden et al., 2007; Hubbard und Miller et al., 2007).

1.4. Die Erb-B Familie

Die EGFR-Familie der Rezeptortyrosinkinasen wird auch als Erb-B-Familie bezeichnet, dieser Begriff
leitet sich ab von der urspriinglich entdeckten Homologie der Proteinstruktur der Rezeptoren zum
Produkt eines viralen Onkogens bei einer Leukdmieform bei Vogeln, dem v-Erb-B-Onkogen (Viral
avian erythroblastosis leukemia oncogen), hier dhnelt die Struktur einer mutierten Version des
humanen EGFR, dem EGFRvI (Downward et al., 1984). Die Erb-B-Familie umfasst neben dem wohl am
umfassendsten untersuchten und zuerst charakterisierten Erb-B1 (EGFR) (Carpenter, King, Jr., und
Cohen et al., 1978) in der Reihenfolge ihrer Entdeckung die Rezeptoren Erb-B2 (HER2/neu) (Schechter
et al., 1984), Erb-B3 (Kraus et al., 1989) und Erb-B4 (Plowman et al., 1993). Erb-B2 spielt in der
Therapie des Mamma-Karzinoms eine wichtige Rolle, da der gegen diesen Rezeptor gerichtete
monoklonale Antikérper Trastuzumab (Herceptin) als Medikament in der Immuntherapie bei
entsprechender Erb-B2-Uberexpression die Prognose verbessern kann (Slamon et al., 1989;
Goldenberg et al., 1999; Pietras et al., 1999; Bublil und Yarden et al., 2007).

Alle Erb-B-Rezeptoren teilen eine ahnliche Struktur, mit einer an 12 Stellen glykosilierten
extrazellularen Domane bestehend aus 2 Cystein-reichen Domanen sowie 2 Ligandenbindungs-
domaénen, die insgesamt in lhrer Tertidrstruktur durch 25 Disulfidbriicken stabilisiert wird. An die
darauf folgende Transmembrandomane schlieBen sich die juxtamembrane und intrazellulare
Domadne an, letztere enthdlt bei allen Erb-B-Rezeptoren eine Tyrosinkinase-Domane, sowie eine
carboxyterminale Domane mit den Autophosphorylierungsstellen. Innerhalb der Domanen zeigt sich
in der Erb-B-Familie eine recht starke Sequenzvariabilitat, zwischen 12% und 81%, wobei generell die
Tyrosinkinasedomane am starksten konserviert ist, und die carboxyterminale Domane die hochste
Variabilitat aufweist (Garrett et al., 2002; Cho und Leahy et al., 2002; Jorissen et al., 2003; Garrett et
al., 2003; Bouyain et al., 2005; Linggi und Carpenter et al., 2006).

Die Liganden fiir die Erb-B-Rezeptoren gehoéren alle zur Familie der EGF-verwandten Peptid-
Wachstumsfaktoren, die ihren Namen von dem schon 1960 zuerst entdeckten Vertreter, dem EGF
(Epidermal growth factor) bezieht (Cohen et al., 1986), und deren gemeinsames Merkmal das
Vorkommen einer oder mehrerer Wiederholungen der Konsensussequenz CX;CX,;.5CX19.13CXCXgGXRC
ist, dies wird auch als EGF-Motiv bezeichnet. Durch die tiber 3 Disulfidbriicken in der Kombination C1-
C3, C2-C4 und C5-C6 verbundenen 6 Cysteinreste wird das Motiv auch in seiner rdaumlichen
Anordnung konserviert und stabilisiert. Alle Liganden werden zunachst als Membran-gebundene
Prakursorproteine in die Zellmembran eingebunden, und anschliefend durch proteolytische Spaltung
mittels Enzymen aus der Familie der Matrixmetalloproteinasen (hier vor allem solche der ADAM-
Familie [A disintegrin and metalloprotease domain containing protein]) in ihre aktive 16sliche Form
gebracht. Je nachdem an welchen Rezeptor der Erb-B-Familie sie binden, kann man die Liganden in 3
Gruppen einteilen:

EGF, TGF-a, AR (Amphiregulin) und Epigen kénnen nur spezifisch an Erb-B1 (EGFR) binden, HB-EGF
(Heparin-binding-EGF), BTC (Betacellulin) und EPR (Epiregulin) kdnnen sowohl an Erb-B1 als auch an
Erb-B4 binden, sind folglich dualspezifisch, und die Neureguline NRG-1, NRG-2, NRG-3 und NRG-4. Bei
den letztgenannten kénnen NRG-1 und NRG-2 nur an Erb-B3 und Erb-B4 binden, sowie NRG-3 und
NRG-4 nur an Erb-B4. Bisher ist kein Ligand bekannt, der an Erb-B2 bindet (Shoyab et al., 1988;
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Massague et al., 1990; Higashiyama et al., 1992; Massague und Pandiella et al., 1993; Toyoda et al.,
1995; Yarden et al., 2001; Strachan et al., 2001; Harris, Chung, und Coffey et al., 2003; Blobel et al.,
2005; Esper, Pankonin, und Loeb et al., 2006). Eine Ubersicht gibt Abbildung 1.4.A.

Erb-B-Rezeptor
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Abbildung 1.4.A: Oben: Schematische Darstellung der Protein- und Domdnenstruktur der Erb-B-Rezeptorfamilie. Unten:
Zuordnung der Liganden, welche jeweils nur an unterschiedliche Erb-B-Rezeptoren binden kénnen, Einzelheiten siehe Text.
Die Farbcodierung bedeutet: Gelb und orange=Ligandenbindungsdoménen L1 und L2, Magenta und violett=Cysteinreiche
Doménen CR1 und CR2, Schwarz=Transmembrandomdne, Griin=Tyrosinkinasedomdne, Blau=Carboxyterminale Domdne.
Die Abkiirzungen bedeuten: EZ=Extrazellulire Domdne, IZ=Intrazellulire Domdéne, TM=Transmembrandomdne,
TK=Tyrosinkinase, CT=Carboxyterminaler Rest. Das ,X“ in der Tyrosinkinasedomdne des Erb-B3-Rezeptors bezeichnet dessen
funktionslose Kinase, die beiden ,,?“ in den Domdnen L1 und L2 des Erb-B2-Rezeptors zeigen dessen Unfdhigkeit, Liganden
zu binden. Die grau markierten Liganden innerhalb der gestrichelten Zellen zeigen, welche Liganden an welchen Rezeptor
binden kénnen.

Da alle Rezeptortyrosinkinasen wie in 1.3 beschrieben durch Di- und Oligomerisierung aktiviert
werden, was im Falle der Erb-B-Familie vor allem durch Homo- oder Heterodimerisierung der
einzelnen Erb-B-Rezeptoren geschieht, sind fir die einzelnen Liganden eine Vielzahl an
unterschiedlichen Bindungsaffinitaten gegeben. Prinzipiell scheinen Homodimere ein starkeres Signal
zu generieren als Heterodimere. Desweiteren unterscheidet sich die Umsetzung der Liganden, so
wird z.B. TGF-a schnell proteolytisch gespalten, hat eine kurze Halbwertszeit und wirkt vorwiegend
auto- und parakrin, HB-EGF hingegen wird eher langsam proteolytisch gespalten, hat eine langere
Halbwertszeit und wirkt vor allem juxtakrin. Zusammenfassend kann man sagen, daR die Aktivierung
der Erb-B-Rezeptoren unter physiologischen Bedingungen vorwiegend durch die rdumliche und
zeitliche Expression ihrer Liganden sowie durch die unterschiedlichen Dimerisierungsoptionen und
damit verbundene Ligandenaffinitat gesteuert wird (Cochet et al., 1988; Ullrich und Schlessinger et
al., 1990; Schlessinger und Ullrich et al., 1992; Peles und Yarden et al., 1993; Sliwkowski et al., 1994;
Carraway, Il und Cantley et al., 1994; Riese und Stern et al., 1998; Holbro, Civenni, und Hynes et al.,
2003; Harris, Chung, und Coffey et al., 2003; Wong und Guillaud et al., 2004; Shilo et al., 2005). Auf
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eine weitere Regulationsmoglichkeit, das Trafficking der Rezeptoren, wird weiter unten noch
ausfuhrlicher eingegangen.

Nach Aktivierung durch Ligandenbindung und Dimerisierung mit dem entsprechenden Partner
werden die Autophosphorylierungsstellen in der carboxyterminalen Domane der Erb-B-Rezeptoren
phosphoryliert, und geben dadurch das extrazelluldre Signal lber vielfdltige Transduktionskaskaden
weiter. Durch ihre mannigfaltigen Moglichkeiten der Transaktivierung z.B. durch andere Kinasen von
Zytokinrezeptoren oder Januskinasen oder auch G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wirken sie auch
als Signalintegratoren (Yamauchi et al., 1997; Hackel et al., 1999; Zwick et al., 1999; Prenzel et al.,
1999).

Eine Besonderheit zeigt sich zum einen bei Erb-B2, da er keinen eigenen Liganden hat, ist er fir die
Signalgebung auf die Heterodimerbildung mit einem anderen Erb-B-Rezeptor angewiesen, fiir die er
auch gleichzeitig der bevorzugte Bindungspartner ist, zum anderen hat Erb-B3 eine inaktive
Tyrosinkinasedomane, so dal8 auch dieser Rezeptor fir die Autophosphorylierung auf andere Erb-B-
Rezeptoren angewiesen ist. Darliberhinaus gibt es bei Erb-B4 alternative Splice-Varianten in der
extrazellularen Domane, durch die diese entweder proteolytisch abgespalten werden kann (Jma-
Variante) oder nicht (Jmb-Variante), sowie in der intrazelluldren carboxyterminalen Domane, so daR
Bindungsstellen fiir das Enzym PI3K entstehen (CYT-1-Variante) oder nicht (CYT-2-Variante)
(Karunagaran et al., 1996; Tzahar et al., 1996; Graus-Porta et al., 1997; Kim et al., 1998; Holbro,
Civenni, und Hynes et al., 2003; Linggi und Carpenter et al., 2006).

Die proteolytische Abspaltung der extrazellularen Domaéne ist eine der Voraussetzungen fir den
Transport des aktiven Erb-B4-Rezeptors in den Nukleus, andere Erb-B-Mitglieder wie ErB-B1 (EGFR)
werden (iber einen endozytotischen Prozess eingeschleust, mittlerweile konnte jedoch fiir alle Erb-B-
Rezeptoren deren Anwesenheit im endonukledren Kompartiment nachgewiesen werden. Erb-B1 und
Erb-B4 nehmen hier unter anderem Einfluf} auf die Expression von Genen wie Cyclin D, iNOS, c-myb
und COX-2 (Ni et al., 2001; Sorkin und Von et al., 2002; Carpenter et al., 2003; Miaczynska, Pelkmans,
und Zerial et al., 2004; Giri et al., 2005; Lo und Hung et al., 2006; Lo et al., 2006).

Neben vielfaltigen anderen pathologischen Prozessen, in die die Erb-B-Rezeptorfamilie involviert ist,
wie die Rolle von Erb-B1 bei der Zytomegalie (Wang et al., 2003b), von Erb-B2 bei der infektiosen
Lepra (Tapinos, Ohnishi, und Rambukkana et al., 2006) und von Erb-B4 bei der Schizophrenie (Corfas,
Roy, und Buxbaum et al., 2004, Hahn et al., 2006), spielt sie vor allem bei neoplastischen
Erkrankungen eine zentrale Rolle, indem sie EinfluR nehmen kann auf so wichtige Prozesse wie
Zellproliferation, Apoptose, Migration und Invasion. Der Erb-B1-Rezeptor (EGFR) ist hier einer der
wichtigsten Vertreter, daher soll er nun Gegenstand der weiteren Betrachtung sein, vor allem im
Zusammenhang mit den pathophysiologischen Prozessen bei der Entstehung des Glioblastoms.

1.5. Der Epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR)

Die meisten Erkenntnisse lber die Struktur und Physiologie des EGFR stammen aus Untersuchungen
an Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans. Der EGFR oder Erb-B1 war einer der ersten
Wachstumsfaktorrezeptoren, die bereits in den 70er Jahren entdeckt wurden. Wie bereits in 1.3 und
1.4 erlautert gehort er zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen, und teilt somit viele der im folgenden
dargestellten strukturellen Eigenschaften mit anderen Rezeptoren dieser sehr groRen Familie von
Proteinkinasen.
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1.5.1. Struktur und Physiologie

Das EGFR-Gen ist lokalisiert auf Chromosom 7p12.3 — 12.1, und besteht aus 28 Exons, der Rezeptor
wird als ein 1210 Aminosduren langes Prakursorprotein synthetisiert, und danach N-terminal
gespalten, so daR ein 1186 Aminosauren langes Protein als Endprodukt entsteht. Nach
umfangreicher ebenfalls N-terminaler Glykosilierung, welche einen groRen Anteil am
Molekulargewicht des fertigen Rezeptors von 170 kDa hat, wird der EGFR als Transmembranrezeptor
in die Zellmembran eingebaut (Ullrich et al., 1984; Thompson und Gill et al., 1985; Slieker, Martensen,
und Lane et al, 1986; Fischer et al., 1994; National Center for Biotechnology Information /
U.S.National Library of Medicine et al., 2001).

Die gesamte Polypeptidkette des EGFR ldsst sich zum einen in einen extrazelluldren Teil, einen
Transmembranteil, sowie einen intrazelluldren Teil gliedern, und diese 3 Teile kdnnen wiederum in
Subdomaénen unterteilt werden, in der Abbildung 1.5.1.A wurde versucht, die wichtigsten
strukturellen Merkmale aufzuzeigen.

Extrazelluldrer Teil

Die extrazelluldre oder auch Ektodomane des EGFR gliedert sich in 4 Subdomanen, die beiden
Ligandenbindungsdomanen I (Synonym: L-1, Exons 2-4, Aminosauren 6-151) und III (Synonym: L-2,
Exons 8-12, Aminosauren 313-481) sowie die beiden Cystein-reichen Domanen II (Synonym: CR-1,
Exons 5-7, Aminosduren 152-312) und IV (Synonym: CR-2, Exons 13-16, Aminosduren 482-621). Exon
1 codiert fiir das Signalpeptid, sowie fir die ersten 5 Aminosauren. Die Domanen I, IT und III haben
die tertidre Konformation einer B-Helix, mit einer Sequenz-Homologie zu dem extrazellularen Teil des
IGF-R (insulin-like-growth-factor receptor). Die rdaumliche Struktur der Ektodomane beruht im
Wesentlichen auf den aus kleineren Modulen aufgebauten und stark N-glykosilierten Doméanen 11
und IV, die tber Disulfidbindungen stabilisiert werden. Die Doméane II bildet einen Loop aus, der im
Falle der Rezeptordimerisierung den Kontakt zur Domane II des anderen EGFR herstellt. Die
Liganden binden direkt zwischen den Domanen I und III wobei hierzu eine Konformationsdanderung
sowie das Schaffen einer hydrophoben Ligandenbindungstasche aus interkalierenden Tryptophan-
Resten (hier sind insbesondere die stark konservierten Reste Trp176 und Trp492 wichtig) aller 4
Domanen notwendig ist (Garrett et al., 1998; Elleman et al., 2001; Garrett et al., 2002; Ogiso et al.,
2002; Jorissen et al., 2003; Arjona et al., 2005).

Transmembran- und juxtamembraner Teil

Die Polypeptidkette des EGFR durchspannt die Zellmembran wie alle Membran-standigen
Rezeptoren vom Typ | mit einer singuldren a-Helix, deren hydrophobe Aminosduren-Sequenz das
Protein in der Membran verankert. Codiert wird die Transmembrandomdne durch den
Anfangsbereich des Exons 17 entsprechend den Aminosduren 622-644. Diese a-helicale Sequenz
setzt sich in die juxtamembrane Doméane des EGFR fort, die scheinbar eine Reihe an regulatorischen
Aufgaben erfillt. So ist diese 43 Aminosduren lange Domadne unter anderem involviert in die
Regulation des Rezeptorlevels iber dessen Internalisierung, sowie in die Assoziation mit Proteinen
wie epsl18, Calmodulin (an einer Reihe basischer Aminosduren) oder der Proteinkinase C (liber
Thr654), wobei letztere auch die Tyrosinkinaseaktivitdt modulieren kann. Darliberhinaus spielt die
juxtamembrane Domane bei dem Trafficking der Rezeptoren, auf das weiter unten noch detailierter
eingegangen wird, eine wichtige Rolle. Hierzu zdhlt unter anderem das Sortieren des Rezeptors in
Richtung des basolateralen Anteils der Zellmembran in vielen epithelialen und anderen polarisierten
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Zellen, oder das Adressieren internalisierter Rezeptoren in Richtung Lysosom durch Di-Leucin-Motive
bei den Aminosauren 658-659 und 679-680 und einem P-X-X-P-Motiv bei den Aminosauren 667-670
(Lin et al., 1986; Davis et al., 1988; Ullrich und Schlessinger et al., 1990; Castagnino et al., 1995;
Rigby, Grant, und Shaw et al., 1998; Martin-Nieto und Villalobo et al., 1998; Kil und Carlin et al., 2000;
He et al., 2002).

ABSCHNITT | Extrazellular ITMl Intrazellular |
exons  [E1e2 E5 E8 E13 [e17 [e18 E25 |
136 309 450
AMINO- — — - 973(1022 1186
SAUREN
165 339 481
DOMANEN L1 (1) L2 (1) CR2 (IV)
TYROSIN- § 845 ; 891 ; 920 ; {992;  11068:1086;1101:1148;1173;
RESTE T PY Ry ooy MYE i Y i YiY YooY
ca- CaM-BD Cam-LD

DOMANEN

Abbildung 1.5.1.A: Schematische Darstellung des EGF-Rezeptors (Erb-B1-Rezeptor). Die Domdnenstruktur ist farbig markiert,
entsprechend der schon in 1.4.A verwendeten Codierung. Hierbei bedeuten: Gelb und orange=Ligandenbindungsdomdnen
L1 und L2, Magenta und Vviolett=Cysteinreiche Domdnen CR1 und CR2, Schwarz=Transmembrandomdne,
hellgrau=Calmodulin-bindende Domdine, dunkelgrau=Juxtamembrane Domdne, Griin=Tyrosinkinasedomdne,
Tiirkis=Calmodulin-dhnliche Domdne, Blau=Carboxyterminale Domdne, wobei der vorgelagerte hellblaue Abschnitt wichtige
Sequenzen fiir die Internalisierung des Rezeptors enthdlt. Die Abkiirzungen bedeuten: TM=Transmembrandomdne,
IM=Juxtamembrane Domdéne, TK=Tyrosinkinase, CT=Carboxyterminaler Rest. Die Zeile ,,Exons” zeigt jeweils das Erste der fiir
den jeweiligen Abschnitt codierenden Exons, die Zeile ,Aminoséduren” zeigt den in der Literatur diskutierten Bereich der
Aminosdurenreste, die jeweils den Anfang und das Ende der entsprechenden Domdne bilden, die Zeile , Tyrosinreste” zeigt
einige der Phosphotyrosinreste des Rezeptors und ihre Lokalisation innerhalb der Doménen, und die Zeile ,Ca’ “-Doménen
zeigt die Lokalisiation der fiir die Interaktion mit Calmodulin wichtigen Bereiche. Zusammengestellt aus (Frederick et al.,
2000b; Jorissen et al., 2003; Zawrocki und Biernat et al., 2005; Nicholas et al., 2006; Linggi und Carpenter et al., 2006)

Intrazelluldrer Teil

Der intrazellulare Teil besteht neben dem juxtamembranen Bereich zum einen aus der Tyrosinkinase-
Domaéne, codiert durch die Exons 18-24 entsprechend den Aminosaduren 688-955, und zum anderen
aus der carboxyterminalen Domane, codiert durch die Exons 25-28 entsprechend den Aminosauren
956-1186. Ebenfalls Bestandteil dieser Abschnitte sind die beiden kurzen Domanen CaM-LD, welche
der Tyrosinkinasedomane unmittelbar nachfolgt, und die CaM-BD, die dem juxtamembranen Teil
direkt vorausgeht, beide sind an der Bindung von Calmodulin beteiligt. Die in ihrer Sequenz
hochkonservierte Tyrosinkinase-Domane teilt sich in einen an die juxtamembrane Domane
anschlieRenden N-Lobus, der in seiner globuldren tertidren Konformation durch pB-Faltblatter
dominiert wird und nur eine a-Helix enthélt, sowie einen ebenfalls globuldren C-Lobus, der im
Wesentlichen a-helicale Strukturen hat. Das im C-Lobus gebundene ATP-Molekiil ist genau zwischen
den beiden Lobi so positioniert, da® dessen y-Phosphat auf ein entsprechendes Substrat libertragen
werden kann. Diese Struktur ist homolog zu vielen anderen Proteinkinasen und den meisten
Rezeptortyrosinkinasen. In der carboxyterminalen Domane befinden sich die meisten Tyrosinreste,
die das Ziel der Phosphorylierung bei Aktivierung und Signaltransduktion des Rezeptors sind (unter
anderem: Tyr992, Tyr1068, Tyr1086, Tyr1101, Tyr1148 und Tyr1173), einige Tyrosinreste sind jedoch
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auch innerhalb der Kinasedomane zu finden (unter anderem: Tyr845, Tyr891 und Tyr920). Daneben
finden sich allerdings auch einige Serin- und Threonin-Reste, die nach entsprechender
Phosphorylierung an der Regulation und Endozytose mitwirken. Die Aminosdurenreste 984-996
kénnen Elemente des Zytoskeletts wie z.B. Aktin binden, und sind daher an der Oligomerisierung und
Clusterung der aktivierten EGFR beteiligt (den Hartigh et al., 1992; Hubbard et al., 1997; Stamos,
Sliwkowski, und Eigenbrot et al., 2002; Jorissen et al., 2003; Zawrocki und Biernat et al., 2005; Zhang
et al., 2006b).

Aktivierung

Der EGFR kann wie unter 1.4 beschrieben die Liganden EGF, TGF-a, AR, Epigen, HB-EGF, BTC und EPR
binden. Der Rezeptor liegt in seiner inaktiven Form sowohl als Monomer, aber auch als Heterodimer
mit anderen Mitgliedern der Erb-B-Familie vor (Olayioye et al., 2000; Sako, Minoghchi, und Yanagida
et al., 2000; Moriki, Maruyama, und Maruyama et al., 2001). Zumindest fur EGF und TGF-a, welche
auch als erste EGFR-Liganden beschrieben wurden (Gray, Dull, und Ullrich et al., 1983; Derynck et al.,
1984), ist mittlerweile der Bindungsprozess aufgeklart (Garrett et al., 2002; Ogiso et al., 2002). Durch
die Ligandenbindung zwischen der extrazellularen Domane I und III (bei Homodimeren EGFR/EGFR
sowie den Heterodimeren EGFR/Erb-B3 und EGFR/Erb-B4 binden 2 Liganden an gegenlberliegenden
Stellen des Dimer-Molekils, bei dem Heterodimer EGFR/Erb-B2 nur 1 Ligand) formt sich nun ein
aktives Dimer, indem durch eine so bewirkte Konformationsdnderung des Rezeptors das vorher
durch die extrazellulare Doméane IV verdeckte 10 Aminosauren lange Dimerisationsmotiv des Loops
der extrazellularen Domane II Kontakt herstellt zum entsprechenden Motiv des Loops des anderen
Dimerpartners (auch hier ist bei Erb-B2 wegen seiner Struktur der entsprechende Loop stdndig
exponiert). Dies bewirkt eine weitere Konformationsidnderung der intrazelluldren
Tyrosinkinasedomane, so daf nun der C-Lobus des einen Dimerpartners Kontakt zum N-Lobus des
anderen Dimerpartners herstellen kann, und letzteren damit aktiviert, so daR es im folgenden zur
Autophosphorylierung der entsprechenden Tyrosinreste vor allem im carboxyterminalen Bereich
kommt. Neben dieser trans-Autophosphorylierung des Rezeptors kénnen jedoch auch exogene
Substrate das Ziel der Tyrosinkinase sein, sowie auch die Tyrosinreste des Rezeptors durch externe
Kinasen wie Src oder Jak-2 phosphoryliert werden kénnen (Yarden und Schlessinger et al., 1987;
Honegger et al., 1989; Honegger et al., 1990; Tice et al., 1999; Ferguson et al., 2003; Dawson et al.,
2005; Linggi und Carpenter et al., 2006; Zhang et al., 2006b). Die Abbildung 1.5.1.B zeigt schematisch
den Aktivierungsprozess des EGF-Rezeptors bei Bindung des Liganden EGF.

Die Phosphotyrosinreste sind nun das Ziel vielfaltiger Adapter- und Signalproteine, wobei es im
Gegensatz zu anderen Rezeptortyrosinkinasen wie z.B. dem PDGFR keine spezifische Zuordnung von
Tyrosinresten und Adaptorproteinen zu geben scheint, sondern vielmehr eine primare und
sekundare Praferenz der einzelnen Proteine fiir die Bindung an bestimmte Tyrosinreste gegeben ist
(Linggi und Carpenter et al., 2006). Das Grundprinzip dieses Phosphotyrosininteraktoms versucht die
Abbildung 1.5.1.C noch einmal zu verdeutlichen, wobei die Gesamtheit dieser Prozesse wesentlich
umfangreicher ist (Schulze, Deng, und Mann et al., 2005). Hierdurch und durch weitere Unterschiede
in der carboxyterminalen Domane und den moglichen Liganden der Dimerpartner des EGFR resultiert
ein umfangreiches Repertoire an moglichen Signaltransduktionskaskaden (Hackel et al., 1999), von
denen im folgenden einige wichtige dargestellt werden sollen.



[EINLEITUNG] [28]

EZ

™

Zeit

v

Abbildung 1.5.1.B: Schematische Darstellung der Aktivierung des EGF-Rezeptors durch Ligandenbindung und Dimerisierung
mit entsprechender Konformationsédnderung des Proteins. Zeitpunkt ,t;“: Der EGFR ohne Ligand als inaktives Monomer.
Zeitpunkt ,t,“: Ligandenbindung an den EGFR I6st eine erste Konformationsédnderung des Monomers aus. Zeitpunkt ,t;“:
Dimerbildung und Aktivierung des Rezeptors durch Autophosphorylierung. Die Farbcodierung folgt den Abbildungen 1.4.A
und 1.5.1.A. Die Rémischen Ziffern I-IV bezeichnen die extrazelluldren Domdnen, ,,N“ und ,,C” sind die beiden globuléren
Subdomdnen der Tyrosinkinase. ,P“ bezeichnet einen Phosphotyrosinrest. Die Abkiirzungen bedeuten: EZ=Extrazelluldr,
1Z=Intrazelluldr, TM=Transmembranteil. Modifiziert nach (Linggi und Carpenter et al., 2006, Bublil und Yarden et al., 2007)
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Abbildung 1.5.1.C: Darstellung der Interaktion einzelner Phosphotyrosinreste des EGF-Rezeptors mit den Proteinen einzelner
Signaltransduktionskaskaden. Wie im Text beschrieben, kénnen jeweils verschiedene Phosphotyrosinreste mit einem
bestimmten Protein interagieren, so daf$ es keine spezifische Zuordnung gibt, sondern lediglich Prdferenzen fiir die jeweilige
Bindung. ,Y“ in rundem Kreis=Phosphotyrosinrest der entsprechenden Aminosdure, Griin=innerhalb der
Tyrosinkinasedomdne, Blau=innerhalb der Carboxyterminalen Domdne. Rechteck=Protein der entsprechenden
Signaltransduktionskaskade (Pfeil). Orange=Ras/MAPK-Weg, Rot=PI3K-Weg und STAT vermitteltes Signal, Grau=PLC-y-Weg.
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Ras / MAP-Kinasen

Eine Schliusselfunktion besitzt hier das Adaptorprotein Grb-2 (Growth-factor-bound-protein-2). Grb-2
ist im Cytosol lokalisiert, und kann nach Aktivierung des EGFR und der Autophosphorylierung
entweder direkt Uber seine SH2 Domane an die entsprechenden Phosphotyrosinreste (siehe
Abbildung 1.5.1.C) des Rezeptors binden, oder aber indirekt {ber das phosphorylierte
Adaptorprotein Shc (Src homology-2 domain containing protein), welches seinerseits tber eine PTB-
Domdne an die phosphorylierten Tyrosinreste des EGFR gebunden ist. Da Grb-2 andererseits
permanent mit dem Protein m-Sos (Mammalian son of sevenless protein) assoziiert ist, welches ein
Austauschfaktor fir die GTPase Ras (Eine Abkilrzung von: , Rat Sarcoma proteins”) ist, fihrt die durch
die Bindung an den EGFR erfolgte Relokation des Grb-2/Shc/Sos-Komplexes an die Plasmamembran
zum Austausch von inaktivem Ras-GDP mit dem aktiven Ras-GTP und somit zur Aktivierung von Ras.
Die Ras-Familie an kleinen GTPasen beinhaltet eine Vielzahl von unterschiedlichen Proteinen, die das
Signal weiter transduzieren, unter anderem wird hierdurch Raf-1 (Synonym: c-Raf) aktiviert, eine
Serin/Threonin-Kinase, die durch Phosphorylierung die MAP-Kinasen-Kaskade aktiviert, eine der bei
Eukaryoten wichtigsten Signaltransduktionskaskaden von der Membran zum Nukleus, die
schlussendlich vor allem Uber die MAP-Kinasen Erk-1 (Extracellular signal regulated kinases) und Erk-
2 zur Aktivierung von nukledren Transkriptionsfaktoren fiihrt. MAP-Kinasen regulieren wiederum
Uber einen negativen Feedback-Loop die Aktivitdt von Ras, indem Sie den Grb-2/m-Sos-Komplex
durch Phosphorylierung von m-Sos auflésen, und damit inhibieren (Lowenstein et al., 1992; Hall et
al., 1994; Batzer et al., 1994; Sasaoka et al., 1994; Hallberg, Rayter, und Downward et al., 1994,
Johnson und Vaillancourt et al., 1994; Langlois et al., 1995; Jorissen et al., 2003).

Phospholipid-Metabolismus / PI3K

Die Aktivierung des EGFR nimmt EinfluR auf nahezu alle Wege des Phospholipidmetabolismus in der
Zelle, wobei der PI3K-Weg sicher eine Schliisselfunktion einnimmt. Eine direkte Bindung an die
Phosphotyrosinreste des aktivierten EGFR ist nur bei der eine SH2-Doméane enthaltenden PLC-y
gegeben, die PI(4,5)P, in die sekundaren Botenstoffe IP; und DAG spaltet, wobei IP; zur Freisetzung
von Ca”* und damit verbundenen Aktivierung vieler Calcium-abhéngiger Enzyme fiithrt, und DAG
einen Kofaktor der PKC (Proteinkinase C) darstellt, einer Serin/Threonin-Kinase, die in den
Signaltransduktionskaskaden eine zentrale Schaltstelle ist. So aktiviert sie unter anderem eine
Isoform der PLD (Phospholipase D), PLD-2, welche auch durch Rho, ein Mitglied der Ras-Familie oder
PI(4,5)P, indirekt aktiviert werden kann. Hingegen wird die andere Isoform PLD-1 direkt durch die
aktive Tyrosinkinase des EGFR phosphoryliert und aktiviert, beide Isoformen der PLD spalten
Phosphatidylcholin in Cholin und den sekundaren Botenstoff Phosphorsdure, welche im weiteren vor
allem Sphingosin-Kinasen zur Zellmembran rekrutieren kann. Die wichtigste Rolle hingegen scheint
die PI3K zu spielen, ein Enzym, welches entweder lber eine vorausgegangene Phosphorylierung des
EGFR durch das Adaptorprotein Src direkt an den EGFR binden kann, oder aber lber seine p85-
Untereinheit an das Y-X-X-M-Motiv des Erb-B3-Rezeptors in einem EGFR/Erb-B3 Heterodimer. Nach
Aktivierung der PI3K wandelt diese PI(4,5)P, in PI(3,4,5)P; um, einen sekundaren Botenstoff, welcher
im weiteren Verlauf die Akt-Proteine (Synonym: PKB [Proteinkinase B]) phosphoryliert,
Serin/Threonin-Kinasen welche tber mTOR (Mammalian target of rapamycin), ebenfalls eine
Serin/Threonin-Kinase, unter anderem EinfluR nehmen auf die ribosomale Translation z.B. Uiber die
p70-S6 Kinase oder eukaryotische Initiationsfaktoren, und auf Komponenten des Zytoskeletts.
Dartiberhinaus wird tber PI3K durch die Akt-Kinasen auch die Zelladhdsion mittels B-Catenin und
Cadherinen beeinflusst, sowie die Regulation der Apoptose durch den Transkriptionsfaktor NF-kB
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(Jones et al., 1991; Shoelson et al., 1993; Stover et al., 1995; Kamat und Carpenter et al., 1997;
Hellyer, Cheng, und Koland et al., 1998; Slaaby et al., 1998; Hofer, Berdeaux, und Martin et al., 1998;
Porter und Vaillancourt et al., 1998; Houle und Bourgoin et al., 1999; Chattopadhyay et al., 1999;
Brazil, Park, und Hemmings et al., 2002; Nicholson und Anderson et al., 2002; Cantley et al., 2002;
Choe et al., 2003; Jorissen et al., 2003; Wullschleger, Loewith, und Hall et al., 2006).

Src / STAT’s und Crosstalk

Die beiden oben dargestellten Signaltransduktionskaskaden zeigen, dal} die Aktivierung des EGFR auf
vielfaltige Art und Weise geschehen kann, und die darauf folgenden Signale mannigfach verstarkt
und inhibiert werden kdnnen und sich an gemeinsamen Schnittpunkten gegenseitig beeinflussen.
Eine wichtige Funktion hierbei hat neben den oben bereits genannten Adaptorproteinen Grb-2 und
Shc vor allem Src, welches durch Zusammenwirken mit mindestens 4 Tyrosinresten (Tyr845, Tyr891,
Tyr920 und Tyr1101) nicht nur die Bindung von PI3K beeinflusst, sondern auch die Gber STAT's (Signal
transducers and activators of transcription) vermittelten intrazelluldren Signale. Diese urspringlich
bei den Zytokinrezeptoren gefundenen und im Zytosol lokalisierten inaktiven Transkriptionsfaktoren
werden nach Aktivierung zum Nukleus transportiert, und beeinflussen dort in vielfaltiger Weise die
Genexpression. Anders als bei den Zytokinrezeptoren sind sie beim EGFR permanent mit diesem
assoziiert, und werden nicht durch Januskinasen, sondern direkt durch die Tyrosinkinase des EGFR
phosphoryliert und aktiviert, eine wichtige Rolle kommt hierbei vor allem STAT1, STAT3 und STAT5 zu
(Zhong, Wen, und Darnell, Jr. et al., 1994; Stover et al., 1995; Lombardo, Consler, und Kassel et al.,
1995; Park, Schaefer, und Nathans et al., 1996; David et al., 1996; Darnell, Jr. et al., 1997; Xia et al.,
2002; Jorissen et al., 2003; Kloth et al., 2003).

Der ,Crosstalk”, d.h. die gegenseitige Beeinflussung der Komponenten der EGFR-Signaltransduktion,
wie zum Beispiel die Kreuz-Aktivierung Uber andere Rezeptoren oder die Aktivierung multipler
Signalkaskaden durch einzelne Proteine ist ein wichtiges Element im Verstandnis der Gesamtwirkung
des EGFR. So kann er neben Kreuzreaktionen mit vielen anderen Rezeptortyrosinkinasen wie z.B.
dem PDGFR auch durch die Januskinasen der Zytokinrezeptoren oder des GH-Rezeptors (Growth-
hormone-receptor) phosphoryliert und aktiviert werden (Yamauchi et al., 1997), aber auch indirekt
Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die tber die Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen wie
ADAM-10 fur eine verstdrkte Ligandenfreisetzung sorgen, und somit die Aktivitdit des EGFR
beeinflussen kénnen (Zwick et al., 1999). Vielfiltige Verknipfungen der einzelnen Signalwege
untereinander, wie der Einfluss der PKC auf die MAP-Kinase-Kaskade (Marais et al., 1998), oder der
Akt-Proteine auf das p53 regulierende Protein Mdm2 (Jeong et al., 2005), oder aber der EinfluR des
Transkriptionsfaktors mTOR auf die Aktivitat der STAT-Proteine (Kristof et al., 2003) um nur einige
wenige zu nennen, komplettieren das Bild der immer noch nicht vollstindig verstandenen
Interaktionen der Signalwege bei der Aktivierung des EGFR.

Trafficking

Neben den oben beschriebenen Wegen der intrazelluldren Signaltransduktionskaskaden spielt fir
das in seiner rdumlichen und zeitlichen Wirkung integrierte Signal des EGFR auch seine Verteilung auf
der Zellmembranoberflache sowie zwischen der Oberflache und intrazelluldaren Kompartimenten eine
Rolle, sowie die Verdnderung der zelluldren Zyklen der Endozytose und Degradation oder des
Recyclings des Rezeptors, Vorgange die als ,Trafficking” zusammengefasst werden. Vor
Ligandenbindung findet sich der EGFR vorwiegend in Mikrodomadnen der Plasmamembran, den
Caveolae, oder auch lipid-rafts. Diese vorwiegend aus Gangliosiden, Sphingomyelin und Cholesterol
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in Verbindung mit den Caveolin-Proteinen bestehenden Membranteile machen nicht mehr als 10%
der Gesamtfliche der Plasmamembran aus, enthalten aber ca. 60% aller EGFR, die an der
Zelloberflache lokalisiert sind (etwa 80-90% des zellularen EGFR-Pools), und stehen in einem
standigen Austausch mit der Gbrigen Plasmamembran. Normalerweise wird etwa 1-2% dieses EGFR-
Pools pro Minute auBerhalb der Caveolae internalisiert und auch durch Recycling oder
Neuproduktion wieder exprimiert. Bei Ligandenbindung verandert sich dieses dynamische System.
Zum einen wandern die Liganden-gebundenen EGFR verstarkt aus den Caveolae zu den Ubrigen
Membrananteilen, wo sie Gber Clathrin-coated-pits endozytiert werden, zum anderen steigt die Rate
der Internalisierung um den Faktor 5-10 an. Dies ist allerdings nur bei dem EGFR der Fall, alle
anderen Erb-B-Rezeptoren zeigen zwar eine geringere Halbwertszeit, aber keinerlei Veranderung der
Internalisierungsrate bei Aktivierung. Nach der urspringlich nur der Desensitivierung des
Rezeptorsignals zugeschriebenen Internalisierung wird der EGFR (iber die endosomalen
Kompartimente entweder der Degradation im Lysosom oder Proteasom zugefiihrt, oder aber an die
Zelloberflache recycelt. Wahrend des kompletten endosomalen Weges bleibt ein Teil der Rezeptoren
jedoch zum einen mit Liganden verbunden, zum anderen mit vielen der oben genannten
Adaptorproteinen assoziiert, was nach neueren Studien ein nach der Endozytose fortbestehendes
EGFR-Signal nahelegt, welches offensichtlich bis zum moglichen Transport des EGFR in den Nukleus
fortbestehen kann. Hier scheinen die Gber PI3K und PLC-y vermittelten Signaltransduktionskaskaden
eher von den an der Zellmembranoberflache lokalisierten EGFR auszugehen, und die Ras-vermittelte
MAP-Kinase-Kaskade verstarkt aus dem endosomalen Kompartiment. Eine wichtige Rolle fir die
Lokalisation des EGFR in Caveolae, seiner Endozytose, sowie seiner Degradation oder seinem
Recycling spielt neben den Cholesterol-bindenden Caveolinen vor allem die oben bereits
angesprochene juxtamembrane Doméane des EGFR unter anderem Uber die Phosphorylierung von
Thr654 durch die PKC, die EGFR-vermittelte Phosphorylierung von Eps-Proteinen (EGFR protein
substrates) sowie die dem lysosomalen Weg zugeordneten Di-Leucin Motive in diesem Bereich des
Rezeptors (Huang et al., 1990; French et al., 1994; Baulida et al., 1996; Couet, Sargiacomo, und
Lisanti et al., 1997; Alexander et al., 1998; Anderson et al., 1998; Smart et al., 1999; Mineo, Gill, und
Anderson et al., 1999; Torrisi et al., 1999; Sorkina et al., 1999; Carpenter et al., 2000; Burke, Schooler,
und Wiley et al., 2001; Haugh und Meyer et al., 2002; Wiley et al., 2003; Miaczynska, Pelkmans, und
Zerial et al., 2004).

Zusammenfassend zeigt sich, daR das integrierte EGFR-Signal Einflu® nimmt auf nahezu alle
fundamentalen zelluldren Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Motilitdt und Apoptose, so dal}
pathophysiologische Veranderungen in diesem Bereich gravierende Krankheiten wie zum Beispiel
mannigfaltige Neoplasien nach sich ziehen kdénnen (Salomon et al., 1995). Dies soll nun im
Zusammenhang mit der Entstehung des Glioblastoms naher erlautert werden.

1.5.2. Pathophysiologie und Therapieansatze

Grundsatzlich gibt es mehrere Wege, liber die eine Dysregulation des komplexen EGFR-Netzwerkes in
der Entwicklung maligner Tumore zustande kommen kann. Eine Moglichkeit ist die pathologisch
verstarkte Protein-Expression des normalen wt-EGFR, meist verursacht durch Gen-Amplifikation,
haufig finden sich aber auch Mutationen des wt-EGFR-Gens, die durch strukturelle Verdanderungen
des Rezeptors eine pathophysiologische Verdnderung seines Signals bewirken. Dariiberhinaus kann
Uber eine Veradnderung der Proteinexpression der EGFR-Liganden und die damit verbundene
Entwicklung autokriner Loops zwischen Uberexpression von Ligand und Rezeptor die normale
Signaltransduktion des EGFR beeinfluBt werden. All diese Mechanismen sind nicht unabhangig
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voneinander, sondern treten in den allermeisten Fallen zusammen auf und finden sich in einer
Vielzahl verschiedenster maligner Neoplasien (Garcia, | et al., 1993; Moscatello et al., 1995;
Wikstrand et al., 1995), so auch in Gliomen.

Protein-Expression und Gen-Mutationen

In den Neuron- und Gliazellen des normalen Hirngewebes findet sich keinerlei verstarkte Expression
des wt-EGFR sowie keinerlei strukturelle Verdnderung des EGFR-Gens (Ekstrand et al., 1991;
Feldkamp et al., 1999), der Rezeptorlevel betrdgt hier etwa 40.000 — 100.000 Rezeptoren pro Zelle
(Carpenter und Cohen et al.,, 1979), in malignen Tumoren kann sich dieser Level auf mehrere
Millionen Rezeptoren pro Zelle erhéhen (Ennis, Lippman, und Dickson et al., 1991; Wikstrand et al.,
1997). Die haufigste Ursache fiir die verstarkte Protein-Expression des wt-EGFR ist eine Amplifikation
des Gens auf Chromosom 7 (Wullich et al., 1994), welche in 30-50% aller Glioblastome und einem
kleineren Teil der anaplastischen Astrozytome des WHO Grades lll zu finden ist, und zuerst von
(Libermann et al., 1985) entdeckt wurde. Nahezu alle Glioblastome mit Genamplifikation zeigen auch
eine verstarkte Expression der mRNA sowie des EGFR-Proteins (Wong et al., 1987; Chaffanet et al.,
1992), jedoch ist die EGFR-Genamplifikation keine notwendige Voraussetzung fiir die verstarkte
mRNA- und Protein-Expression (Tohma et al., 1998, Worm, Dabbagh, und Schwechheimer et al.,
1999). In den allermeisten Fallen der Glioblastome mit EGFR-Genamplifikation findet sich auch eine
strukturelle Veranderung des amplifizierten Gens — wahrscheinlich als sekundares Ereignis auf die
vorhergehende Amplifikation des wt-EGFR-Gens folgend — einige dieser Mutationen wurden bereits
Ende der 80er Jahre entdeckt (Humphrey et al., 1988; Malden et al., 1988; Yamazaki et al., 1988;
Steck et al., 1988; Chen et al., 1989; Bigner et al., 1990; Yamazaki et al., 1990; Wells et al., 1990;
Ekstrand et al., 1991; Humphrey et al., 1991; Ekstrand et al., 1992), und umfassen heute 9 bekannte
Varianten, die bisher ausschlielRlich die extra- und intrazellularen Domanen betreffen, nicht jedoch
die Transmembrandomane. Neben vielfdltigen Punktmutationen treten hier vor allem Deletionen
und Duplikationen auf, die im folgenden detailierter beschrieben werden sollen (Frederick et al.,
2000b; Kuan, Wikstrand, und Bigner et al., 2001; Arjona et al., 2005): Die Mutationen, die als EGFRvI,
EGFRvIl und EGFRvIIl sowie EGFRvIII/A12-13 und EGFR.TDM/2-7 bezeichnet werden, beinhalten
Veranderungen der extrazelluldren Domine, die Varianten EGFRvIV, EGFRvV, EGFR.TDM/18-25 und
EGFR.TDM/18-26 stellen Verdnderungen der intrazelluldren Domine dar. Eine grafische Ubersicht
gibt die Abbildung 1.5.2. Den intrazellularen Mutationen fehlt im Falle von EGFRvIV die
Aminosauresequenz A959-1030 der carboxyterminalen Domane, bei EGFRvV fehlt das komplette
Ende des Polypeptids ab der Aminosaure 958, auch hier ist nur die carboxyterminale nicht jedoch die
Tyrosinkinase-Doméne betroffen, wohingegen diese bei den Varianten EGFR.TDM/18-25 und
EGFR.TDM/18-26, die jeweils eine Tandem-Duplikation der Aminosiduresequenzen A664-1014
(entsprechend den Exons 18-25) beziehungsweise A664-1030 (entsprechend den Exons 18-26)
zusammen mit einem Teil der Calmodulin-bindenden Internalisierungssequenz betroffen ist.
Ebenfalls eine Tandemduplikation, jedoch mit der Aminosauresequenz A6-273 (entsprechend den
Exons 2-7) stellt die extrazelluldre Mutation EGFR.TDM/2-7 dar, die genau wie die Variante EGFRvI,
die dem bereits unter 1.4 erwdhnten v-Erb-B-Onkogen strukturell homolog ist und der der komplette
Anfang des Polypeptids bis zur Aminosaure 542 fehlt, vor allem die Ligandenbindungsdomanen
beeinflusst. Zusammen mit der Variante EGFRvII, die eine kurze Deletion der Aminosduresequenz
A521-603 (entsprechend den Exons 14-15) zeigt, treten alle bisher genannten Mutationen beim
Glioblastom eher selten auf, die weitaus haufigste Mutation ist hingegen EGFRvIII (Voldborg et al.,
1997; Nicholas et al., 2006). EGFRvIll, welche sich bei ca. 50% aller Glioblastome mit EGFR-
Genamplifikation findet und bereits in den 90er Jahren von (Nishikawa et al., 1994) als tumorigen
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erkannt wurde, zeigt eine 267 Aminosauren lange Deletion der Aminosaduresequenz A6-273
(entsprechend den Exons 2-7, codiert durch eine 801 Basenpaare lange Nukleotidsequenz der
Nukleotide A275-1075) in der extrazelluldren Domane, die zum Verlust der Liganden-
bindungsfahigkeit fahrt (Sugawa et al, 1990, Wong et al, 1992; Ekstrand et al., 1994;
Schwechheimer, Huang, und Cavenee et al., 1995; Wikstrand et al., 1998). Als Ursache hierfir wird
die Rekombination hochrepetetiver Alu-Sequenzen in den Introns 1-7 diskutiert (Frederick et al.,
2000aq; Arjona et al., 2005).

WT-EGFR

EGFRvII

EGFRvIII

EGFRvIII A12-13

06-273 —G* .m»A409-520

EGFR.TDM/2-7

EGFRvIV

A959-1030 -
EGFRvV
I _ . _ 0958 —M

EGFR.TDM/18-25

A0664-1014 0664-1014 I

EGFR.TDM/18-26

‘ A664-1030 I £0664-1030 I

Abbildung 1.5.2: Ubersicht iiber die Mutationsvarianten des EGF-Rezeptors. Das Farbschema und die Abkiirzungen folgen
den Abbildungen 1.4.A und 1.5.1.A und B. In der obersten Zeile wird der Wildtyp des EGF-Rezeptors gezeigt (wt-EGFR), in
den 9 nachfolgenden Zeilen von oben nach unten zundchst die 5 bekannten extrazelluldren Mutationen, danach die 4
bekannten intrazelluldren. Die letzten 3 Zeilen enthalten die von den beiden Autoren Frederick et al. und Arjona et al.
beschriebenen zusdtzlichen Varianten, die bisher keinen speziellen Namen tragen. Modifiziert und zusammengefasst nach
(Frederick et al., 2000b; Kuan, Wikstrand, und Bigner et al., 2001, Arjona et al., 2005)

wt-EGFR und EGFRvlII

EGFRUVIII ist meist kontinuierlich dimerisiert, und zeigt zumindest als Homodimer EGFRvIII/EGFRvIII
eine dhnliche Tyrosinkinaseaktivitat wie der wt-EGFR (Fernandes, Cohen, und Bishayee et al., 2001),
der fast immer mit dem EGFRvIII koamplifiziert und koexprimiert vorliegt (Biernat et al., 2004; Arjona
et al., 2005), und dessen Phosphorylierungsmuster und subzelluldre Lokalisation der von EGFRvlII
gleicht (Wikstrand et al., 1997). Durch Anderungen der tertidren extrazelluliren Konformation
scheinen auch die intrazellularen Doméanen betroffen, so dal® der EGFRvIII nur verzégert internalisiert
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wird, und dadurch seine ohnehin schon vorhandene ligandenunabhangige konstitutive enzymatische
Aktivitat zusatzlich verlangert wirksam wird, scheinbar ein wichtiger Faktor flr sein gegenlber dem
wt-EGFR deutlich erhdéhtes tumorigenes Potential (Huang et al., 1997). Ein weiterer Mechanismus
der Tumorigenitat des EGFRvIII ist offenbar seine Sekretion in das extrazellulare Mikro-Milieu, dies
geschieht zum einen durch direkte Exozytose dieses Proteins wie auch anderer aberranter EGFR-
Transkripte (Ullrich et al., 1984; Reiter und Maihle et al., 1996), zum anderen Uber Mikrovesikel,
kleine von Tumorzellen sezernierte Membranvesikel, die den defekten Tyrosinkinaserezeptor
ebenfalls in Lipid rafts geclustert haben und mit anderen Zellen wieder fusionieren kénnen (Al-
Nedawi et al., 2008). Dies ware ein neuer Prozess der horizontalen Weitergabe der Mutation an
gesunde Zellen der Umgebung, neben den bisher bekannten interzelluldren Interaktionen wie die
phagozytotische Aufnahme von DNA-Resten aus apoptotischen Krebszellen (Bergsmedh et al., 2001)
und diversen parakrinen Effekten. EGFRvIII ist nicht beschrankt auf das Glioblastom, sondern auch
bei Mamma-Karzinomen, Ovarial-Karzinomen, Lungen-Tumoren und Prostata-Karzinomen gefunden
worden (Garcia, | et al., 1993; Moscatello et al., 1995; Wikstrand et al., 1995; Ge, Gong, und Tang et
al., 2002; Okamoto et al., 2003). Sowohl bei dem wt-EGFR als auch dem EGFRvIll spielt die
pathophysiologische Aktivierung der PI3K-Signalwege einerseits und der MAP-Kinasen-Kaskade tber
Ras andererseits in der Entstehung des Glioblastoms eine zentrale Rolle (Porter und Vaillancourt et
al., 1998; Wells et al., 2000). So nimmt eine verstarkte Aktivierung der PI3K lber die Akt-Kinasen
unter anderem einen negativen EinfluR auf die Expression von B-Catenin und Cadherinen, die in der
Zelladhasion eine wichtige Funktion haben, und kann dadurch zur Invasion und Metastasierung in
das umliegende Gewebe beitragen. Desweiteren kann durch (ibermdassige Aktivitdt der PI3K
wiederum (iber den Akt-Signalweg und mittels des Transkriptionsfaktors NF-kB die Expression des
mitochondrialen Proteins Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) hochreguliert werden, was die
Apoptose der Tumorzellen inhibiert, und wahrscheinlich mit ein Grund fir die verstarkte Radio- und
Chemoresistenz des Glioblastoms ist (Nagane et al., 1996; Nagane et al., 1998, Datta, Brunet, und
Greenberg et al., 1999). Der Effekt von PI3K auf das den Zellzyklus regulierende Protein p27 ist
gleichermalen wichtig (Narita et al., 2002), und bereits diese wenigen Beispiele verdeutlichen die
vielfaltigen Wirkungen, die eine Dysregulation der PI3K-Kaskaden auf die Homoostase der Zelle hat
(Choe et al., 2003). Gleiches gilt fur die durch Ras vermittelte Aktivierung der MAP-Kinasen-Kaskade.
Die Proteine der Ras-Familie unterliegen im Glioblastom selten einer direkten Mutation, so daR eine
pathologische Veranderung dieses Signalweges meistens Uber die oben genannten Modifikationen
des EGFR und anderer Rezeptortyrosinkinasen zustande kommt (Feldkamp, Lau, und Guha et al.,
1997; Sanson, Thillet, und Hoang-Xuan et al., 2004). Die verstarkte Aktivierung von Ras und damit
verbundener MAP-Kinasen hat unter anderem eine Wirkung auf die durch Integrine vermittelte
Invasivitdt von Tumorzellen (Hughes et al., 1997), sowie auf deren Proliferation vor allem bei
konstitutiver Aktivierung und damit permanentem mitotischen EinfluR auf den Nukleus (Prigent et
al., 1996). Sowohl die PI3K-Kaskade, als auch die MAP-Kinase-Kaskade sind auch in die
Neoangiogenese des Tumors involviert, da sie die Expression von VEGF verstarken kénnen (Schreiber,
Winkler, und Derynck et al., 1986; Maity et al., 2000). Obwohl all diese pathophysiologischen
Vorgange vom wt-EGFR wie auch von der Variante EGFRvIII induziert werden kdnnen, zeigen sich
trotzdem Unterschiede zwischen beiden. Waihrend bei einer Uberexpression des wt-EGFR
verschiedene Signaltransduktionswege eher gleichmaRig verstarkt werden, wie zum Beispiel die
Wege Uiber STAT’s, Gber MAPK'’s oder die PI3K, wird bei einer Expression der EGFRvllI-Mutante bei
steigenden Rezeptorzahlen der PI3K-Weg bevorzugt (Huang et al., 2007a; Huang et al., 2007b). Dies
mag eine Ursache dafiir sein, dal? der Level der EGFRvIll Expression direkt proportional zu seiner
Tumorigenitat in vivo ist (Johns et al., 2007). Dariberhinaus haben der wt-EGFR und EGFRvIII
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unterschiedliche Expressionsprofile bezliglich der durch ihr Signal beeinflussten Gene. Das Spektrum
der aktivierten Gene des wt-EGFR ist sehr breit, es reicht von Proliferation, U{ber
Wachstumshemmung und Immunmodulation bis hin zum Stoffwechsel, hingegen ist das Spektrum
der von EGFRvIII aktivierten Gene im Vergleich eher klein, hier sind es vor allem spezifisch solche fir
Chemotaxis, Angiogenese und Invasion (Ramnarain et al., 2006), letzteres vor allem mittels
verstarkter Expression von MMP’s (Lal et al., 2002). Haufig konnen die Gene, die dem EinfluB des
EGFRvIII unterliegen, vom wt-EGFR nicht direkt aktiviert werden, wie zum Beispiel bei den Genen fiir
die beiden Liganden TGF-a und HB-EGF. Dies |aBt vermuten, dafl die EGFRvlll Mutante an der
Ausbildung der in Glioblastomen beschriebenen autokrinen Loops beteiligt ist, indem sie die
Expression der Liganden fiir den wt-EGFR verstarkt (Ramnarain et al., 2006). Die Bedeutung solcher
autokriner Loops in der Pathogenese des Glioblastoms und anderer maligner Tumore wurde schon
frih erkannt (Steck et al., 1988; Nister et al., 1988; Ullrich und Schlessinger et al., 1990), da sie die
Proliferation der Tumorzellen weitestgehend unabhdngig von der physiologischen
Wachstumsfaktorproduktion des umgebenden Gewebes machen. Dadurch daR eine Zelle sowohl
Ligand wie auch den zugehorigen Rezeptor verstarkt exprimiert, oder Liganden-produzierende Zellen
den Rezeptor-exprimierenden Zellen direkt benachbart sind, kann durch autokrine oder parakrine
Stimulation vor allem des TGF-0/EGFR und des HB-EGF/EGFR Systems die fortschreitende
pathologische Entwicklung vorangetrieben werden (Tang, Steck, und Yung et al., 1997; Mishima et
al., 1998). Dies scheint insbesondere bei Rezidivtumoren eine der Ursachen fir die erhohte
Malignitdt zu sein (Yung et al., 1990). Diese autokrinen Loops sind eines der Ziele, die in der
Entwicklung von anti-EGFR-spezifischen Therapeutika eine Rolle spielen, von denen einige bereits
Gegenstand klinischer Studien sind.

Therapie

Es gibt zur Zeit diverse Strategien, Therapeutika zu entwickeln, die an der Pathophysiologie des EGFR
ansetzen, hier spielen vor allem monoklonale AK (Antikérper) gegen den wt-EGFR und die Mutante
EGFRvIIl sowie Tyrosinkinaseinhibitoren eine wichtige Rolle. Zu den monoklonalen AK, die bereits in
klinischen Studien erprobt werden, gehéren IMC-C225 (,,Cetuximab® oder ,Erbitux”), welcher die
Ligandenbindung blockiert, ABX-EGF (,,Panitumumab®), welcher die Internalisierung verstarkt, sowie
EMD-72000 (,Matuzumab“) oder Theraloc (,Nimotuzumab“), wobei alle lhren Einsatz
schwerpunktmaRig beim Kolorektalen Karzinom, sowie dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
oder Kopf-Hals Karzinomen finden. Eben diese Tumore sind auch Bestandteil der Studien, die sich mit
der Inhibition der Tyrosinkinase des EGFR beschaftigen, die untersuchten Wirkstoffe umfassen hier
ZD1839 (,Gefitinib“) und OSI-774 (,Erlotinib“), welche beide reversibel und spezifisch die ATP-
Bindungstelle der Tyrosinkinase des EGFR blockieren. Generell sind die oral verabreichten
Tyrosinkinaseinhibitoren besser vertraglich als die intravends applizierten monoklonalen AK, die auch
haufiger eine Immunreaktion des Patienten hervorrufen (Harari und Huang et al., 2000; Ciardiello
und Tortora et al., 2001, Sridhar, Seymour, und Shepherd et al., 2003; Herbst et al., 2004). Zeigen sich
in diesen Studien auch erste kleinere Erfolge, so haben diese Therapeutika beim Glioblastom bisher
keinerlei Wirkung gezeigt (Rich et al., 2004; Rich und Bigner et al., 2004). Hier scheint eine mehr auf
den EGFRVvIII ausgerichtete Entwicklung neuer Wirkstoffe vielversprechend. So gibt es erste klinische
Studien und in vivo Versuche mit EGFRvIIl spezifischen AK wie mAB-806, mAB-528, Y10 oder L8A4,
sowie in vitro Studien mit neuen EGFRvIIl spezifischen Tyrosinkinaseinhibitoren wie AG-1478 und
NSC-154829 (Gan, Kaye, und Luwor et al., 2009). Eines der groRten Hindernisse bei der Anwendung
monoklonaler AK und Tyrosinkinaseinhibitoren ist die Blut-Hirn-Schranke, welche ein Eindringen der
Wirkstoffe in das Hirngewebe weitestgehend verhindert (Pardridge et al., 2002). Daher steht beim
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Glioblastom die intracavitare Einbringung der Therapeutika nach chirurgischer Resektion bisher im
Vordergrund (Riva et al., 1999; Yang et al., 2006), und selbst dann kénnen die Wirkstoffe nur
schwierig die stark disseminierten Tumorzellen erreichen. Relativ neue Strategien sind unter
anderem die Nutzung der RNA-Interferenz (Zhang et al., 2004), oder der Einsatz von Vakzinen,
spezifisch konstruierten Antigenen, die eine entsprechende Immunantwort des Patienten induzieren
sollen (Schmittling et al., 2008; Sampson et al., 2008). Zusammenfassend wird sehr wahrscheinlich
auch ein singular eingesetztes Therapeutikum gegen den EGFRvIIl wenig Wirkung zeigen, vor allem
wegen der intratumoralen Heterogenitdt des Glioblastoms, so daB selbst wenn EGFRvI
exprimierende Zellen sterben, immer wieder Tumorzellen mit anderen Mutationen ein Rezidiv
auslosen kénnen (Sampson et al., 2008; Duhem-Tonnelle et al., 2010), gerade aufgrund der oben
detailiert beschriebenen vielfaltigen Signalwege des EGFR. Deshalb mag eine multimodale Therapie
die sich auch gegen andere Komponenten dieses Systems richtet, ein besserer Ansatz sein (Nicholas
et al., 2006; Furnari et al., 2007), gleiches gilt fur die Prognose. Bisher werden vor allem das Alter des
Patienten, das Ausmall der moglichen chirurgischen Resektion sowie der KPS (Karnofsky
Performance Status) mit einer prognostischen Aussage korreliert (Shinojima et al., 2003; Heimberger
et al.,, 2005), alle anderen molekularen Veranderungen, wie die EGFR-Genamplifikation oder das
Vorhandensein von bestimmten Mutationen brachten eher widerspriichliche Ergebnisse, so daf die
gleichzeitige Auswertung von mehreren molekularen Alterationen unter Umstanden eine bessere
Aussage Uber die Malignitdt des Tumors erbringen kdnnte.

1.5.3. Amplifikation

Eine Genamplifikation in Zusammenhang mit der Entstehung maligner Tumore ist haufig zu finden,
unter anderem im Falle der auch als diagnostischer Marker eingesetzten Amplifikation des Erb-B2
(HER2/neu) — Rezeptors beim Mammakarzinom (Slamon et al., 1989; Menard et al., 2001), oder aber
n-myc bei der Entstehung des padiatrischen Neuroblastoms (Fuller und Bigner et al., 1992), sowie in
vielfaltiger Weise in Gliomen (Collins et al., 1995). Die den EGFR betreffende Amplifikation jedoch hat
eine zentrale Bedeutung bei der Entstehung des Glioblastoms (Arjona, Bello, und Rey et al., 2006),
was sie auch zur Grundlage der nachfolgenden Arbeit macht. Die amplifizierten Bereiche des EGFR-
Gens finden sich im Falle des Glioblastoms vor allem in extrachromosomalen Bereichen, sogenannten
,double minutes” (Bigner et al., 1987; Bigner, Mark, und Bigner et al., 1990; Muleris et al., 1994).
Dies sind meist zirkulare DNA-Abschnitte, die eine oder mehrere Kopien des EGFR-Gens, oder Teile
davon sowie haufig auch Mutationen enthalten, und die in einem postreplikativen fehlgeleiteten
Prozess der DNA-Reparaturmechanismen wie dem NHEJ (Non-homologous end joining) oder MMEJ
(micro-homology end joining) entstehen (Vogt et al., 2004). Die GroRe dieser Amplikons variiert
zwischen einigen hundert Kilobasen und mehreren Megabasen, und enthalt insbesondere beim
Glioblastom haufig noch koamplifizierte Sequenzen anderer Gene (Reifenberger et al., 1996; Wang et
al., 1998). Hierbei kommen durchaus auch verschiedene koamplifizierte Gene in verschiedenen
Amplikons vor. Die EGFR-Genamplifikation war die erste in Gliomen gefundene genetische
Veranderung, und zeigt sich als das haufigste Ereignis bei der Entstehung des Glioblastoms, wo sie in
30-50% aller Falle auftritt. Die Starke der EGFR-Genamplifikation liegt bei einer Kopienzahl zwischen
>2 und 120fach (Libermann et al., 1985; Ekstrand et al., 1991), und ist immer verbunden mit erhéhter
MRNA-und Protein-Expression (Wong et al., 1987). In den Astrozytomen der WHO Grade Il und Il
wird ebenfalls eine Amplifikation des EGFR-Gens beobachtet, jedoch ist sie hier sehr viel seltener
(Hurtt et al., 1992; Lang et al., 1994; Leenstra et al., 1994; Rasheed et al., 1999), in gesundem
Hirngewebe tritt sie nie auf (Ekstrand et al., 1991). Fast immer liegen Gene des wt-EGFR und EGFRVvIII
und anderer Mutationen koamplifiziert vor, und da sich beim Glioblastom fast nie EGFR-Mutationen
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ohne gleichzeitige Amplifikation des wt-EGFR-Gens zeigen (Ekstrand et al., 1992; Ohgaki und Kleihues
et al., 2007), scheint die Mutation als sekunddrer Event der Amplifikation zu folgen. Der
Amplifikation des EGFR-Gens selber geht wiederum haufig der LOH des Chromosoms 10 voraus,
wobei die Koexistenz dieser beiden genetischen Alterationen nur beim Glioblastom zu finden ist (von
Deimling et al., 1992). Andere Korrelationen bestehen zur Deletion des Gens p16/INK4a, welche sich
haufig mit der EGFR-Genamplifikation zusammen findet, oder der Mutation des TP53-Gens, welche
eher selten zusammen mit einer Amplifikation des EGFR-Gens zu finden ist (Sure et al., 1997;
Bouvier-Labit et al., 1998; Batchelor et al., 2004). Darliberhinaus ist der Amplifikationslevel nicht in
allen Zellen des Tumors gleich, sondern variiert stark, zum einen beziglich der Amplifikation
einzelner Genabschnitte, hier werden die extrazelluldren Domanen viel starker amplifiziert als die
intrazelluldaren Bereiche und die Transmembrandomane (Arjona et al., 2005), zum anderen in
Hinsicht auf die rdumliche Verteilung innerhalb des Tumorgewebes, so dal} Zellen in den infiltrativen
Randbereichen viel starker amplifiziert sind, als solche im soliden Tumorzentrum, auch hieran zeigt
sich erneut die intratumorale Heterogenitat des Glioblastoms (Okada et al., 2003; Nafe et al., 2004,
Duhem-Tonnelle et al., 2010). Diese Selektionsvorteile, welche die EGFR-Genamplifikation den
Tumorzellen sehr wahrscheinlich bietet, sind Gegenstand vieler Forschungsansdtze im Kampf gegen
das Glioblastom, so daRR eine den ,in vivo“-Bedingungen mdglichst vergleichbare Zellkultur eine
wichtige Voraussetzung darstellt.

1.5.4. Zielsetzung dieser Arbeit

Die Entwicklung neuer und wirksamer therapeutischer Strategien bedingt die Notwendigkeit, an
Zellkulturen forschen zu koénnen, die auch langfristig mdglichst reale in vivo Bedingungen
widerspiegeln. Hierzu gehoért beim Glioblastom vor allem die Aufrechterhaltung der EGFR-
Genamplifikation, welche sich in ca. 50% aller Fille findet, jedoch bei Inkulturnahme schon nach
kurzer Zeit verloren geht (Pandita et al., 2004), so dal es bis heute keine Glioblastom-Zellkultur gibt,
die Gber einen langen Zeitraum von mehreren Monaten ihre EGFR-Genamplifikation aufrecht erhalt
(Bigner et al., 1990; Huang et al., 2007a). Demgegeniber bleibt diese Amplifikation unter in vivo
Bedingungen nach Xenotransplantation in die Gehirne von Mausen und auch weiteren in vivo
Passagen erhalten, was ein Indiz dafiir sein kdnnte, daRR diese Mikroumgebung derjenigen im
humanen ZNS sehr viel ndher kommt, als die normalen in vitro Bedingungen (Humphrey et al., 1988;
Martens et al., 2008).

Das Ziel dieser Arbeit ist in diesem Zusammenhang die Etablierung von Glioblastom-Zellkulturen, die
auch in vitro ihre EGFR-Genamplifikation und damit eines der fiir diesen Tumor wichtigsten
genotypischen Merkmale aufrecht erhalten, was weitergehende Untersuchungen, insbesondere in
Bezug auf die mit der Amplifikation auftretenden Mutationen und das damit madglicherweise
einhergehende unterschiedliche therapeutische Ansprechen bestimmter Zellpopulationen mit
unterschiedlichem EGFR-Amplifikations- und Mutationsstatus innerhalb eines Tumors, ermoglichen
wirde.

Da in bisherigen Arbeiten gezeigt werden konnte, daR Tumorzellen aus dem Glioblastom bei der
Kultivierung unter modifizierten neuralen Stammzell-Bedingungen den Phanotyp und Genotyp des
Originaltumors auch nach mehreren Passagen besser widerspiegeln als die bisher meist verwendete
Kultivierung unter Serum-Bedingungen (Hemmati et al., 2003; Lee et al., 2006; Gunther et al., 2008),
wurden entsprechende Kulturbedingungen auch fiir diese Arbeit gewahlt.
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Darliberhinaus wurde schon in den 80er Jahren ein Einfluf des Wachstumsfaktors EGF auf die
Proliferation von Zellen mit EGFR-Genamplifikation bei anderen Tumor-Zellkulturen beschrieben,
unter anderem beim Mamma-Karzinom und bei Plattenepithelkarzinomen. Hier hatte die Zugabe von
EGF zur Kultur einen inhibitorischen Effekt ausschlielRlich auf das Wachstum von Tumorzellen mit
starker EGFR-Genamplifikation, wohingegen nur Zellen ohne oder mit nur geringer Amplifikation
keine vergleichbare Wachstumshemmung zeigten. Demnach ist zu vermuten dal} durch die Zugabe
von EGF in vitro Subpopulationen von Tumorzellen beginstigt werden konnten, die keine oder nur
eine geringe EGFR-Genamplifikation aufweisen (Barnes et al., 1982; Kawamoto et al., 1983; Filmus et
al., 1985; Gulli et al., 1996).

In dieser Arbeit wurde ein kombinatorischer Ansatz gewahlt, bei dem sowohl die Kultivierung unter
den oben genannten modifizierten neuralen Stammzellbedingungen erfolgte als auch auf die Zugabe
des Wachstumsfaktors EGF verzichtet wurde. Zunachst wurde versucht, aus frischem Tumormaterial
Glioblastom-Zellkulturen zu etablieren und diese anschliefend lGiber mehrere Monate zu kultivieren.
Dafir wurden jeweils mehrere Zellkulturen aus einem Tumor angesetzt, die entweder mit
unterschiedlichen Konzentrationen von EGF oder aber ohne EGF kultviert wurden. Ausgangspunkt fur
die gewahlten EGF-Konzentrationen waren die bisherigen Arbeiten zur Kultivierung von
Hirntumorstammzellen und normalen Stammzellen, welche Ublicherweise eine EGF-Konzentration
von 20 ng/ml oder 10 ng/ml gewahlt hatten (Chaichana et al., 2006).

Danach sollte die Hohe der EGFR-Genamplifikation bei den unterschiedlichen Glioblastom-
Zellkulturen mit der des Ursprungsmaterials verglichen werden, um festzustellen, ob die Zugabe von
EGF unter in vitro Bedingungen einen vergleichbaren inhibitorischen Effekt auf die Proliferation stark
amplifizierter Zellen beim Glioblastom hat wie in den anderen Arbeiten anhand verschiedener
Tumorentitdten gezeigt wurde, und inwieweit ein kompletter Verzicht auf EGF eventuell die
Subpopulation EGFR-Genamplifizierter Zellen beglinstigt und damit ein Aufrechterhalten dieses
Merkmals auch unter in vitro Bedingungen moglich wird.

Das Wachstum dieser unterschiedlichen Kulturen sollte untersucht und verglichen werden, zum
einen beziglich interner Wachstumsrelationen bei verschiedenen EGF-Wachstumsfaktor-
konzentrationen bei derselben Glioblastom-Zellkultur, zum anderen in Bezug auf externe
Wachstumsrelationen bei gleichen EGF-Wachstumsfaktorkonzentrationen und unterschiedlichen
Glioblastom-Zellkulturen. Eine Aussage (iber die Amplifikation sollte zum einen durch konventionelle
PCR-Methodik, aber auch mittels der Methode der Real Time PCR getroffen werden.

Im Falle des Gelingens sollten die dann etablierten Glioblastom-Zellkulturen, die nach wie vor eine
EGFR-Genamplifikation aufweisen, untersucht werden auf das Vorhandensein extrachromosomaler
Strukturen sowie auf die fiir Hirntumorstammzellen beschriebenen charakteristischen Merkmale wie
Differenzierungspotential und die Tumorigenitat in vivo. Eine so vollig neu etablierte und permanent
unter serumfreien Bedingungen wachsende Zellkultur wiirde es ermdglichen, das therapeutische
Ansprechen von Tumorzellen mit individuell unterschiedlichem EGFR-Amplifikationsstatus, die
demselben Ursprungstumor entstammen, zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Verbrauchsmaterialien

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick
Verbrauchsmaterialien.

Uber die in dieser Arbeit verwendeten

Name

Hersteller

Eppendorf GefdRe (0,2/0,5/ 1,5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

4-Loch Platte "Nunclon Surface — 4’ Well"

6-Loch Platte "Nunclon Surface — 6’ Well"

96-Loch Platte "Nuclon Surface — 96’ Well"

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

T-25 Zellkulturflaschen "Falcon”

Becton Dickinson Labware, NJ, USA

T-75 Zellkulturflaschen "Cellstar"

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

T-175 Zellkulturflaschen "Falcon"

Becton Dickinson Labware, NJ, USA

50 ml GefaRRe "Falcon Cellstar"

15 ml GefaRe "Falcon Cellstar"

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Pipetten "Falcon" (2 /5/10/ 25 ml)

Becton Dickinson Labware, NJ, USA

8-Loch Kammern "Chamber-Slides Lab-Tek"

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Einfrierréhrchen "Nunc CryoTube Vials"

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Combitips (2,5/5/ 10 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

sterile Spritzenvorsatzfilter

Merck GmbH, Darmstadt

96-Loch Platten fir RT-PCR "Optical 96-Well Fast
Thermal Cycling Plate"

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Neubauer Zellzahlkammer

Rudolf Brand GmbH & Co, Wertheim
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2.1.2. Chemikalien

Die folgenden Chemikalien wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Fir die Herstellung einer Zellkultur aus frischem Tumorgewebe:

Name

Hersteller

Collagenase/Dispase (1 mg/ml)

Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-
Whylen

HBSS (Hanks” Balanced Salt Solution)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fur die Zellkultur:

Name

Hersteller

NBM (Neurobasal-A-Medium) ,,Gibco 10888

GlutaMAX (100x)

Penicillin, Streptomycin

Fungizone, Ampotericin B

B-27 Supplement (50x)

PBS-Puffer ,,DPBS Gibco 14190

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

EGF “Recombinant Human Epidermal Growth
Factor”

PeproTech Inc., Rocky Hills, NJ, USA

FGF “Recombinant Human Fibroblast Growth
Factor-basic”

Biosource, Camarilllo, CA, USA

Heparin-Natrium-25000

Ratiopharm GmbH, Ulm

Dimethyl Sulfoxid (DMSO)

MP Biomedicals, Solon, OH, USA
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Fir die DNA-Praparation:

Name Hersteller
100% Ethanol absolut Merck GmbH, Darmstadt
DNeasy Blood & Tissue Kit Quiagen GmbH, Hilden

Fir den DNA Nachweis mittels photometrischer Messung wurde eine Absorptions-Messlosung
hergestellt bestehend aus Tris-Puffer (10 mM) bei pH 7,5.

Fir die konventionelle PCR und quantitative Real-Time PCR:

Name Hersteller

2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix Quiagen GmbH, Hilden

Tag-Polymerase (5 U/ul)

dNTP Mix (ATP, GTP, CTP, TTP) (10 mM)

Primer EGFR-1 (10 pmol/ul)
5'AGC CAT GCCCGCATT AGCTC 3’

Primer EGFR-2 (10 pmol/pul)
5'AAA GGA ATG CAACTT CCCAA 3’

. MWG-Biotech AG, Ebersberg
Primer INF-y-1 (10 pmol/ul)

5'AGT GAT GGC TGA ACT GTC GC 3’

Primer INF-y-2 (10 pmol/ul)
5'CTG GGATGC TCT TCG ACCTC 3’

MgCl,

PCR Puffer (10X), bestehend aus
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Fir den nicht quantitativen DNA Nachweis mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese:

Name Hersteller

Polyacrylamid Merck GmbH, Darmstadt
TBE-Puffer (5x) Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck GmbH, Darmstadt
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck GmbH, Darmstadt

Die hierbei verwendeten Puffer setzten sich wie folgt zusammen:

TBE-Puffer (5x) zur Gelherstellung:

e 89 mM TRIS-Base (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
e 89 mM Borat (Salz der Borsaure)

e 2mM EDTA-Na, (Ethylendiamintetraessigsaure)

e IndH,O

Das 6%ige Polyacrylamid-Gel wurde pro 30 ml Volumen hergestellt aus:

21,8 ml dH,0

6 ml Acrylamid

3 ml TBE-Puffer (5x)
200 pl APS

e 20 pl TEMED

Ladepuffer (6x) flr die Einbringung der gefarbten DNA in die Geltaschen:

e 0,25% Bromphenolblau
e 0,25% Xylenecyanol
e 15% Ficoll 400


http://de.wikipedia.org/wiki/Ammoniumperoxodisulfat
http://de.wikipedia.org/wiki/Tetramethylethylendiamin
http://de.wikipedia.org/wiki/TRIS
http://de.wikipedia.org/wiki/Borate
http://de.wikipedia.org/wiki/Bors%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Ethylendiamintetraacetat
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Fir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung:

Name

Hersteller

Homo Sapiens PAC Klon RP5-1091E12
Genbank Accession No. AC006977

Quiagen GmbH, Hilden

BioPrime® DNA Labeling System

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Spectrum-Orange-dUTP

Abbott Molecular, lllinois

Bio-Spin® 30 Tris Column

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Cot-1 DNA® (1 mg/mL)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Hairpin-Loop-DNA

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Blue-Dextran (100 mg/mL)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Natrium-Acetat

Merck GmbH, Darmstadt

100% Ethanol absolut

Merck GmbH, Darmstadt

Formamid (50%)

Merck GmbH, Darmstadt

SSC-Puffer (2x)

Merck GmbH, Darmstadt

Polysorbat Tween 20 (0,1%)

Merck GmbH, Darmstadt

DAPI-Lésung
“CyStain DNA 1 step” staining solution

Partec GmbH, Miinster
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Citifluor Antifading Solution

Agar Scientific Ltd., Essex

Der hierbei verwendete SSC-Puffer (2x) setzte sich wie folgt zusammen:

e 300 mM Natriumchlorid

e 30mM Natriumcitrat
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Fir die Zelldifferenzierung:

Name Hersteller

All-trans Retinsdure (1 mM)
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

cAMP (10 mg/ml)

0,5% Trypsin EDTA Invitrogen GmbH, Karlruhe

FCS (Fetal Calf Serum) ,Gibco“ Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fir die immunzytochemische DurchfluBzytometrie (FACS):

Name Hersteller

Paraformaldehyd (4%)
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Saponin (0,5%)

Pferdeserum "Gibco” Invitrogen GmbH, Karlruhe

DAPI-L6sung “CyStain DNA 1 step” staining

. Partec GmbH, Munster
solution
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Folgende Antikoérper wurden fir die FACS-Methode verwendet:

Name

Hersteller

Kaninchen anti-nestin, (1:200)

Maus anti-nestin, (1:200)

Maus anti-galactocerebroside (GalC), (1:100)

Maus anti microtubule

(MAP2), (1:50)

associated protein2

Chemicon, Temecula, CA

Kaninchen anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP),
(1:40)

Dako, Glostrup, Denmark

Maus anti-neurofilament (NF), (1:500)

Sternberger Monoclonals Inc., Lutherville, MD

Maus anti-neurofilament (NF), (1:25)

Dako, Glostrup, Denmark

Maus anti-SRY-related HMG-box gene 2 (SOX-2),
(1:50)

R&D Systems, Minneapolis, MN

Maus IgG1, (1:25)

BD Biosciences

Kaninchen IgG, (1:250)

Dako, Glostrup, Denmark

Maus 1gG1-PE

Santa Cruz

FcR Blockierungs- Reagenz

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

FITC-konjugierter Schwein anti-Maus Antikorper,
(1:40)

FITC-konjugierter Ziege anti- Kaninchen Antikorper,
(1:20)

Dako, Glostrup, Denmark

Anti-lgG-Antikorper gegen IgG der Maus "Alexa
fluor 488"

Invitrogen, Carlsbad, CA

Anti-lgG-Antikorper Kaninchen

"Alexa fluor 546"

gegen 1gG des

Kindler GmbH, Freiburg
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Fir die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung von in Paraffin eingebetteten Mausehirnen:

Name

Hersteller

Mayers Himalaunlésung

EosinG, gelblich

Xylol

Isopropanol

Salzsaure (HCI) (25%)

100% Ethanol absolut

Merck GmbH, Darmstadt

“Eukitt” Eindeckelmedium

Kindler GmbH, Freiburg

Folgende Losungen wurden fiir die HE-Farbung hergestellt:

e “Ethanol/HCI”

aus 964 ml Ethanol (96%) + 21,6 ml HCI (25%)

e “Eosin”

aus 1000 ml Ethanol (96%) + 10 g EosinG, gelblich

2.1.3. Gerate

Die folgenden Gerate wurden fiir diese Arbeit verwendet:

Name

Hersteller

Zellkultur, Differenzierung und verschiedene Anwendungsbereiche

Sicherheitswerkbank Herasafe Klasse 2

Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund

Begasungs-Brutschrank

Mikroskop "DM IL"

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Mikroskop "DM IRB"

Zentrifuge (Megafuge 1.0)

Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund




IMATERIAL UND METHODEN]

[47]

Zentrifuge "Centrifuge 5810"

Tisch-Zentrifuge "Centrifuge 5415 C"

Tisch-Zentrifuge "miniSpin"

Eppendorf AG, Hamburg

-80 Grad Kiihltruhe

Kryotec GmbH, Hamburg

Wasserbad

Kottermann GmbH, Uetze

Vortexer

Heidolph GmbH, Schwabach

DNA Praparation und Quantifizierung

Elektrophoresekammer  "Mini  Gel Migration Cosmo Bio Co Ltd. Carlsbad. CA. USA
Trough"

UV-Tisch Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell
Kamera Kodak GmbH, Stuttgart

Photometer mit Quarzkiivetten "GeneQuant pro"

Amersham plc, Little Chalfont, England

Real-Time PCR Analysen

7500 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzlampe

Carl Zeiss AG, Oberkochen

DurchfluBzytometrie

DurchfluRzytometer PAS

Partec GmbH, Minster

Tierversuche

Mikrotiterspritze zur Injektion

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz/Schweiz

stereotaktischer Rahmen fir intrakranielle OP

Eigenfertigung

Mikrotom "SM 2000R"

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
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2.2. Methoden
2.2.1. Verarbeitung von frischem Tumormaterial

Frisch resezierter Tumor der Neurochirurgischen Klinik Hamburg Eppendorf wurde, nach Einwilligung
des Patienten, in etwa 1 mm? kleine Fragmente geschnitten und in einem Medium bestehend aus
Collagenase/Dispase (1 mg/ml) und HBSS fir 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension durch ein 100 um Sieb filtriert und der Durchfluss, der die vereinzelten Tumorzellen
enthielt, bei 1000 rpm (80g) fiir 6 Minuten zentrifugiert. Zum Waschen wurde das Zellpellet in 5 ml
HBSS resuspendiert, erneut zentrifugiert und dann in das modifizierte Stammzellmedium, bestehend
aus Neurobasalmedium nebst den in 2.2.2 genannten unterschiedlichen Zusatzen aufgenommen und
zundchst in eine 6-Loch Platte tberfihrt.

2.2.2. Serumfreie Zellkultur mit variabler EGF-Konzentration

Grundlage der serumfreien Zellkultur war neben der Kultivierung bei 37°C und CO,-angereicherter
Atmosphiare (5%) bei hoher Luftfeuchtigkeit der Umgebung innerhalb eines Begasungs-Brutschranks
vor allem die kontinuierliche Arbeit unter sterilen Bedingungen mithilfe einer Sicherheitswerkbank
Klasse 2, um mikrobiologische Kontaminationen durch Bakterien, Viren oder Pilze weitestgehend
auszuschlieflen. Die Zellen wurden in Lochplatten verschiedener GréRen sowie bei Expansion in T-25,
T-75 und T-175 Flaschen mit Neurobasal-A Medium (NBM) unter Zusatz von:

e 1% GlutaMax

e 1% Penicillin / Streptomycin

e 1% Fungizone / Ampotericin B
o 2% B-27 Supplement

im Brutschrank kultiviert, und in wdchentlichen Abstianden mit einer Kombination aus 2 ng/ml FGF
und 6 pl Heparin (32 IE/ml) sowie verschiedenen Zusitzen des Wachstumsfaktors EGF pro ml
Kulturvolumen versorgt. Die verwendeten Konzentrationen an EGF betrugen 0, 5, 10, 15 oder 20
ng/ml. Sobald die Zelldichte einen gewissen Grad erreicht hatte, der bei einer konfluenten T-25
Flasche etwa bei 5 Millionen Zellen lag, wurden die Sphdren bei 1000 rpm (80g) 5 Minuten
zentrifugiert, danach mechanisch dissoziiert durch Resuspension in 200 pl NBM, und anschliessend
verdiinnt (gesplittet). Dieser Splitvorgang bezeichnete eine “Passage”.

2.2.3. Einfrieren / Auftauen von Zellen

Zur langerfristigen Archivierung der Zellen konnten diese auch bei -80°C eingefroren werden oder in
flissigen Stickstoff bei -196°C verbracht werden. Hierzu zentrifugierte man die Zellen 5 min bei 1000
rpm (80g), und dissoziierte sie danach wie in 2.2.2 beschrieben, und nahm sie in der Folge in 1,6 ml
DMSO+FCS Medium (bestehend aus 10% DMSO in FCS) auf, mischte kurz durch pipettieren, und
Uberfiihrte die gesamten 1,8 ml anschlieBend in ein Einfrierrohrchen, welches zligig verschlossen und
bei -80°C verwahrt wurde.

Das Auftauen geschah durch schnelles Erwdarmen des Einfrierrohrchens im Wasserbad bei 37°C,
Zugabe von 10 ml NBM und Resuspendierung. Anschliefend wurde bei 1000 rpm (80g) 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet in 10 ml PBS-Puffer resuspendiert und wiederum 5
Minuten bei 1000 rpm (80g) zentrifugiert. Durch erneutes Resuspendieren in 10 ml PBS-Puffer wurde
ein zweites Mal gewaschen, danach folgte ein dritter Zentrifugationschritt mit 5 Minuten bei 1000
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rpm (80g), und zum SchluB resuspendierte man das Pellet in NBM, lberfiihrte es in eine T-25 Flasche
und setzte Wachstumsfaktoren und Heparin in wie unter 2.2.2 beschriebenen Mengen hinzu.

2.2.4. Auswertung der Wachstumsrelationen

Zur Auswertung der Wachstumsrelationen wurde die Kultivierungsdauer in Tagen gemessen, und
jeweils notiert, in welchem Verhaltnis die Zellkultur bei welcher Passage zu welchem Zeitpunkt
gesplittet wurde. Aus Multiplikation von einer Zahl ,,n“ der einzelnen Splittingverhaltnisse ergab sich
dann das in den Ergebnissen dargestellte gesamte Splittingverhaltnis 1:n nach entsprechend 90, 180,
270 und 360 Tagen, wobei in der Regel nicht nach genau diesen Zeitrdaumen ein Splitting stattfand,
hier wurde dann das Verhéltnis verwendet, welches gemessen in Tagen jeweils unmittelbar vor
Ablauf des entsprechenden Quartals erreicht worden war. Das Splittingverhaltnis wurde in Relation
zu den jeweils zu den angegebenen Quartalszeitpunkten erreichten Passagen gesetzt, um so einen
Vergleich beider Werte zuzulassen.

2.2.5. Nachweis der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation
2.2.5.1. Prdparation genomischer DNA

Die DNA-Praparation wurde unter Verwendung eines ,,DNeasy Blood & Tissue Kit“ der Firma Qiagen
vorgenommen. Hierbei wurde die genomische DNA zum einen sofort aus frischem Tumormaterial
isoliert, zum anderen aus den unter verschiedenen EGF-Wachstumsfaktorkonzentrationen
gewachsenen Zellkulturen nach mehreren Monaten. Grundlage bildete daher entweder Zellgewebe,
oder ein durch 5 minttige Zentrifugation bei 1000 rpm (80g) aus der Zellkultur gewonnenes Pellet,
von dem der Uberstand entfernt wurde, und welches in 200 pl PBS-Puffer resuspendiert wurde. Die
Praparation erfolgte entsprechend dem Protokoll des Herstellers zur Reinigung von DNA aus Zellen.
Das Prinzip basiert auf der Lyse der Zellen durch Proteinase-K mit anschliefRender Bindung der
Nukleinsduren an eine Silica-Membran und nachfolgender Elution der gebundenen DNA in Wasser
oder Nieder-Salz Puffern. Hierbei wurde bericksichtigt, dalR die Lyse des Zellgewebes langer dauert
als bei zentrifugierten Zellen einer Kultur, daher wurden unterschiedlich lange Inkubationszeiten fur
die Proteinase-K entsprechend dem Protokoll in Verbindung mit verschiedenen Puffern angewandt.
Fir die langerfristige Verwahrung wurde die so gewonnene DNA in 30 pl Volumen in 1,5 ml
Eppendorf-Gefdllen bei -80°C gelagert.

2.2.5.2. DNA-Nachweis mittels photometrischer Messung

Eine absolute Quantifizierung der DNA ist moglich durch photometrische Bestimmung des DNA-
Anteils, bei dem die maximale Absorption der DNA bei 260 nm mithilfe eines Spektralphotometers
gemessen wird. Eine optische Dichte von 1 entspricht bei dieser Wellenlange innerhalb einer 1 cm
durchmessenden Kivette einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml, und die Verunreinigung durch
Proteine kann anhand eines Quotienten aus der Absorption bei 260 und 280 nm (Proteine)
dargestellt werden. Das Absorptionsmaximum liegt hier bei den aromatischen Aminosaduren, wobei
Werte des Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 als proteinfrei gelten. Die zu untersuchende DNA-Probe
wurde zu einer entsprechend der Dichte der Losungskonzentration zu wahlenden Menge an vorher
als Referenz gesetzter Absorptions-Messlosung gegeben, um nachfolgend die Konzentration durch
Messung der Absorption bei 260 nm ermitteln zu kénnen.



IMATERIAL UND METHODEN] [50]

2.2.5.3. PCR und Gelelektrophorese

Fir die Amplifikation von DNA wurde die von Kary B. Mullis entwickelte Methode der PCR verwendet
(Mullis und Faloona et al., 1987). Mittels DNA-Polymerasen, meist aus dem thermophilen Bakterium
Thermophilus aquaticus (Tag), werden der codogene oder nicht codogene Strang der Matrize an
komplementéren Oligonukleotiden (Primer) mit einer freien 3’-OH-Gruppe de novo synthetisiert.
Durch Hybridisierung der Primer an die hitzedenaturierten Template-Strange werden folglich das
terminale 5’- und 3’-Ende des zu amplifizierenden DNA-Fragments definiert. Die Primer werden nun
in 5’-3’-Richtung verlangert. Als Ergebnis sind aus einem doppelstrangigen DNA-Template zwei
doppelstrangige DNA-Fragmente entstanden, die nun wiederum selbst als Template fungieren. Die
mehrfache Wiederholung des PCR-Zyklus, bestehend aus den drei Temperaturschritten
Denaturierung, Annealing und Elongation, fihrt zur exponentiellen Anreicherung der DNA. Diese
Methode wurde als Differentielle PCR fiir die nicht-quantitative Uberpriifung der EGFR-Amplifikation
der primaren Tumore eingesetzt. Hierbei wurde parallel eine Amplifikationsreaktion fiir das Gen des
EGF-Rezeptors und des Gens fiir Interferon-y (INF-y) als Referenzgen durchgefiihrt. Nachfolgend sind
die PCR-Bedingungen sowie die Primer Sequenzen aufgefiihrt:

Fiir einen 20 pl PCR Ansatz:

e 40 ng genomische DNA

o 2 ul 10xPCR-Puffer

e 0,4 ul dNTPs-Mix

e 2 ul Mgcl,

e 1 pMol Primer EGFR-1

e 1 pMol Primer EGFR-2

e 1 pMol Primer INF-y-1

e 1 pMol Primer INF-y-2

e 0,1 ulTaq Polymerase

e X plddH,0 um 20 pl Ansatzvolumen zu vervollstandigen

Reaktionsbedingungen:

e Initiale Denaturierung fiir 180 Sekunden bei 94°C

e 25 Zyklen
e Denaturierung far 30 Sekunden bei 94°C
e Annealing fr 30 Sekunden bei 54°C
¢ Elongation far 60 Sekunden bei 72°C

o finale Elongation fiir 600 Sekunden bei 72°C
o Abklhlung auf 4°C bis zur weiteren Verwendung

Primersequenzen:

e EGFR-1:5AGC CAT GCCCGCATT AGCTC3’
e EGFR-2:5AAA GGA ATG CAACTTCCCAA 3’
e INF-y-1:5 AGT GAT GGC TGA ACT GTC GC 3’
e INF-y-2:5CTGGGATGCTCT TCGACCTC3’
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Die PCR-Produkte wurden anschlieBend auf ein 6%iges Polyacrylamidgel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei trennen sich beide Amplikons voneinander. Da Interferon als
Referenzgen fungierte, und in nur einer Kopie vorliegt, konnte man anhand des Bandenintensitats-
verhaltnisses zwischen EGFR und INF-y bestimmen, ob das Gen fiir den EGF-Rezeptor amplifiziert
vorlag oder nicht (Neubauer et al., 1992).

2.2.5.4. Quantitative Real-Time PCR

Die Real-Time PCR ermoglicht eine Quantifizierung der Genamplifikation, indem wahrend der PCR
Fluoreszenz-Messungen vorgenommen werden. Diese Fluoreszenz kann durch verschiedene mit der
DNA interkalierende Farbstoffe erreicht werden, hier wurde der Farbstoff SYBR-Green verwendet.
SYBR-Green bindet doppelstrangige DNA, woraus ein DNA-Fluoreszenzfarbstoffkomplex resultiert,
welcher bei einer Wellenldange von A, = 494 nm blaues Licht absorbiert, und bei einer Wellenldange
von Anax = 521 nm griines Licht emittiert. Zwei weitere jedoch schwachere Absorptionsmaxima liegen
bei den Wellenldngen A, = 284 nm und A, = 382 nm. Die so gemessene Fluoreszenz nimmt
proportional mit der Menge der Amplifikate zu. Der Zeitpunkt, an dem die Fluoreszenzintensitat
einen Schwellenwert Gberschreitet, wird als Ct-Wert registriert, und bezeichnet die Anzahl der bisher
abgelaufenen 2Zyklen wahrend der PCR als nicht ganzzahligen Wert. Alle nun folgenden
Berechnungen wurden mithilfe der Software “Microsoft Excel 2003” vorgenommen (Abbildung
2.2.5.1). Anhand der Ct-Werte fir das EGFR-Gen ist ein Vergleich zu den Ct-Werten einer endogenen
Kontrolle moglich, flr die auch hier INF-y als Referenzgen verwendet wurde, um die differentielle
PCR auf die Real-Time PCR zu adaptierten. Die Differenz dieser Ct-Werte (ACt) wurde in Beziehung
gesetzt zu dem ACt-Wert eines Kalibrators, der zum einen humane Leukozyten-DNA fiir den Vergleich
der Amplifikation im urspriinglichen Tumorgewebe war, zum anderen die DNA aus dem
urspriinglichen Tumorgewebe selbst, um eine Veranderung der Amplifikation in den Glioblastom-
Zellkulturen feststellen zu kénnen. Aus dieser zweiten Differenz (AACt) wurde mithilfe der Formel

RQ =2-(AACt)

ein RQ-Wert (RQ: Relative Quantification) berechnet, der die relative Verdnderung der EGFR-
Amplifikation bezogen auf den Kalibrator zum Ausdruck bringt. Aus den so ermittelten vier RQ-
Werten der Quadruplikate (RQquad) wurde dann der Mittelwert (RQquad MW) und die
Standardabweichung (RQquad StAbw) ermittelt, und mithilfe der Software “Sigma-Plot” und
»Microsoft Excel 2003 grafisch dargestellt.

Fiir einen 20 pl-Ansatz pro Loch der 96-Loch Platte wurden:

e 10 ul 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
e 1 pMol Primer EGFR-1 oder INF-y-1
e 1 pMol Primer EGFR-2 oder INF-y-2

unmittelbar vor Reaktionbeginn zugegeben zu:

e 1 ulgenomischer DNA
e 8ulddH,0

wobei die Primersequenzen den in 2.1.2 und 2.2.5.3 genannten entsprechen. Die RT-PCR Analyse
wurde ausgefiihrt mit einem 7500 Fast Real-Time PCR System von Applied Biosystems mit
Standardkonditionen im ,,9600 Emulation-Run-Mode*.
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Ct ACt RQquad RQquad
Probe Well Sample Detector Ct StAbw  Temp ACt MW AACt RQquad MW StAbw
Al Leukozyten EGF-R 26,884 0 0 3,527 3,225 0,302 0,811 1,040 0,330
Leukozyten DNA Bl Leukozyten EGF-R 26,813 0 0 3,712 3,225 0,487 0,714 1,040 0,330
C1 Leukozyten EGF-R 26,215 0 0 2,925 3,225 -0,300 1,231 1,040 0,330
e ________.B1_ __ Leukozyten __ EGF-R___ 26000 ____O ____0 2736 _ 3225 -0,489 1,403 1,040 0,330
GB-03
A5 Ursprung EGF-R 24,670 0,356 79,7
GB-03
GB-03 B5 Ursprung EGF-R 24,480 0,356 80 -0,290 -0,585 -3,515 11,432 14,325 3,376
Ursprungstumor GB-03
DNA C5 Ursprung EGF-R 24,050 0,356 80 -0,830  -0,585 -4,055 16,622 14,325 3,376
GB-03
deeeeeeeeeoo...D5___ Ursprung ____EGF-R___ 23910 0356 ___803 __ 0,930 __-0,585 _ 4155 __ 17815 __ 14325 ___3.376
A6 GB-03 EGF 0O EGF-R 18,980 0,776 79,7 -2,410 -2,801 -1,825 50,755 67,677 14,130
GB-03 B6 GB-03 EGF 0 EGF-R 18,480 0,776 80 -2,890 -2,801 -2,305 70,790 67,677 14,130
EGF 0 C6 GB-03EGF0 EGF-R 18,180 0,776 80 -3,150 -2,801 -2,565 84,769 67,677 14,130
feeiiieeeo......D6 ___GBOSEGFO EGF-R ___18547 0776 __ 803 ___-2753 2801 _-2168 __ 64392 __ 67,677 __ 14130
A7 GB-03EGF5 EGF-R 23,210 0,455 80 2,840 2,443 3,425 1,334 1,826 0,621
GB-03 B7 GB-03EGF5 EGF-R 22,970 0,455 80 2,460 2,443 3,045 1,736 1,826 0,621
EGF 5 C7 GB-03 EGF 5 EGF-R 23,080 0,455 80 2,660 2,443 3,245 1,511 1,826 0,621
feeeieieeeo.....D7____GB:.O3EGF5 _EGF-R ___22200 0455 __ 803 ___1810 2443 _ 239 ____ 2724 1826 0,621
A8 GB-03 EGF 10 EGF-R 18,873 0,493 79,7 -1,467 -1,562 -0,882 26,394 28,381 3,944
GB-03 B8 GB-03 EGF 10 EGF-R 18,620 0,493 80 -1,840 -1,562 -1,255 34,189 28,381 3,944
EGF 10 Cc8 GB-03 EGF 10 EGF-R 18,950 0,493 80 -1,520 -1,562 -0,935 27,388 28,381 3,944
D8 GB-03 EGF 10 EGF-R 19,050 0,493 80 -1,420 -1,562 -0,835 25,554 28,381 3,944
IFN
El Leukozyten Gamma 23,357 0 0
IFN
Leukozyten DNA F1 Leukozyten Gamma 23,101 0 0
IFN
Gl Leukozyten Gamma 23,290 0 0
IFN
e HL __ leukozyten __ Gamma ___ 23264 ____ O ____ O ____________ ...
GB-03 IFN
E5 Ursprung Gamma 24,960 0,079 79,3
GB-03 IFN
GB-03 F5 Ursprung Gamma 24,770 0,079 79,3
Ursprungstumor GB-03 IFN
DNA G5 Ursprung Gamma 24,880 0,079 79,3
GB-03 IFN
feedeeeoo__..H5 __Urspung _____ Gamma ___24840 __0079 ____: L
IFN
E6 GB-03EGFO0  Gamma 21,390 0,043 79,3
IFN
GB-03 F6 GB-03 EGF 0 Gamma 21,370 0,043 79,3
IFN
EGF 0 G6 GB-03EGFO0  Gamma 21,330 0,043 79,3
IFN
feeeeeeeeo.._...H6_ ___GB:O3EGFO __Gamma __21300 __0043 ____: L
IFN
E7 GB-03EGF5 Gamma 20,370 0,06 79,3
IFN
GB-03 F7 GB-03 EGF 5 Gamma 20,510 0,06 79,3
IFN
EGF 5 G7 GB-03EGF5 Gamma 20,420 0,06 79,3
IFN
....__H7____GB-03EGF5 __Gamma___20,3%0_ __ 0,06 ____ TS .
IFN
E8 GB-03 EGF 10 Gamma 20,340 0,064 79,3
IFN
GB-03 F8 GB-03 EGF 10 Gamma 20,460 0,064 79,3
IFN
EGF 10 G8 GB-03 EGF 10 Gamma 20,470 0,064 79,3
IFN
H8 GB-03 EGF 10 _Gamma 20,470 0,064 79

Abbildung 2.2.5.1: Beispiel fur die Auswertung der Real-Time PCR anhand GB-03: Spalte ,Ct“: Gemessener Ct-Wert fiir
EGFR-Amplifikation in Zeile 1-20, Ct-Wert fur endogene Kontrolle IFN-y in Zeile 21-40. Kalibratoren sind Leukozyten DNA in

Zeile 1-4 und Ursprungstumor-DNA aus GB-03 in Zeile 5-8. ,StAbw = Standardabweichung, ,MW*
Abklirzungen siehe Text.

Mittelwert, andere
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2.2.5.5. FISH: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Diese Methode wurde in enger Kooperation mit dem Institut der Tumorbiologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt.

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zum Nachweis der EGFR-Amplifikation beruht auf dem Prinzip
der Hybridisierung zweier komplementdarer DNA-Einzelstrange. Ein DNA-Strang wird kinstlich
hergestellt, so dal er die nachzuweisende DNA-Sequenz enthalt, welche mit einem Fluoreszenz-
Farbstoff als Sonde markiert wurde, der komplementdre DNA-Strang befindet sich in dem zu
untersuchenden Praparat, daher ,in situ“-Hybridisierung. Nach Inkubation des Praparates mit der
DNA-Sonde und entsprechender Farbung kann man Gber Mikroskopische Techniken die Lokalisation
des DNA-Abschnittes, welcher hier die extrachromsomalen EGFR-Amplikons darstellte, direkt im
Praparat sichtbar machen.

Die Sonde fir die Detektion des EGFR-Gens wurde von dem humanen PAC Klon RP5-1091E12
generiert, der die Exone 1 bis 20 des EGFR-Gens umfasst. Hierzu wurde zunachst der DNA-Abschnitt
mit dem Fluoreszenz-Farbstoff ,Spectrum-Orange-dUTP“ mithilfe des ,BioPrime® DNA Labeling
System” der Firma Invitrogen markiert.

Folgende Schritte waren dafiir notwendig: Zunachst wurde 1 ug der zu markierenden DNA des
humanen PAC Klon RP5-1091E12 in 19 ul ddH,0 gelost, fir 5 Minuten gekocht um die
doppelstrangige DNA zu denaturieren, und danach auf Eis gekihlt. Im Anschlufl daran wurden zu
dem Ansatz:

e 5 pul dNTP-Mix (10x)

e 20 ul Random-Primer-Mix (2,5x)

e 1 pl DNA-Polymerase (Klenow-Fragment)
e 5 ul Spektrum-Orange-dUTP (0,5 mMol/L)

gegeben, mithin 50 pl Gesamtvolumen, welches fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert wurde. Hierbei
wurde die denaturierte einzelstrangige DNA durch die DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) mit den
Spektrum-Orange-dUTP-Nukleotiden zusammen mit nicht markierten Nukleotiden wieder als
doppelstrangige DNA synthetisiert, um so den Bereich des gesuchten EGFR-Gens mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff zu markieren. Die so erhaltene DNA wurde danach mittels einer ,,Bio-Spin® 30
Tris Column“ der Firma Bio-Rad aufgereinigt. Um eventuell vorhandene hoch-repetitive oder
palindromische DNA-Sequenzen, welche das Fluoreszenz-Signal storen wiirden, zu blockieren, wurde
anschlieRend 1 pl des markierten DNA-Sonden-Ansatzes entnommen und zu diesem:

e 50 pl Cot-1 DNA® (1 mg/mL) von Invitrogen
e 1 ul Hairpin-Loop-DNA von Sigma-Aldrich

e 1 pl Blue-Dextran (100 mg/mL)

e 7 ul Natrium-Acetat

hinzugegeben, um so ein neues Gesamtvolumen von 60 pl zu erhalten. Die nun fertige DNA-Sonde
wurde mit 2,5x Ethanol (100%) gefallt, und anschlieRend zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde
mit 10 pl Formamid in SSC-Puffer gelost, um durch pH-Verschiebung eine erneute Denaturierung des
Doppelstranges zu erreichen, damit die dann einzelstrangigen DNA-Sonden mit der gesuchten
Zielsequenz des Praparates hybridisieren kénnen.
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Das Praparat selber, die Zellen wurden nun mit dieser Sonde hybridisiert.
2.2.6. Proliferationskinetik

Zur Analyse der Proliferation wurden 2000 vereinzelte Zellen in die Vertiefungen einer 4-Loch-Platte
ausgesat und in modifiziertem Stammzellmedium kultiviert. An finf aufeinander folgenden
Zeitpunkten (2 Tage, 3 Tage, 4 Tage, 6 Tage und 8 Tage nach Aussaat) wurden die Zellen manuell
ausgezahlt und die Mittelwerte der Quadruplikatansatze bestimmt. Nach dreimaliger Wiederholung
der Experimente wurden schlieflich die Mittelwerte und Standardabweichungen aller drei Versuche
berechnet und hieraus eine Proliferationskinetik erstellt.

2.2.7. Differenzierungspotential
2.2.7.1. chemisch induzierte Zelldifferenzierung

Das Differenzierungspotential einer Zelle mit Stammazelleigenschaften beschreibt die Fahigkeit,
inwieweit sich diese Zellen in vitro in eine neuronale oder gliale Richtung weiter differenzieren
lassen, oder ob sie einer chemisch induzierten Differenzierung widerstehen. In dieser Arbeit wurde
die durch Retinsdure vermittelte Induktion der Differenzierung unter Zusatz von FCS und cAMP
verwendet. Die Induktion der Differenzierung fand durch Inkubation der Zellen in einem
Differenzierungsmedium statt, welches zum einen aus dem unter 2.2.2 beschriebenen
Zellkulturmedium bestand, allerdings ohne jeglichen Zusatz der Wachstumsfaktoren FGF und EGF
sowie ohne Heparin, zum anderen aus den die Differenzierung induzierenden Komponenten:

e FCS(10%)
e all-trans Retinsaure (1ImM)
e cAMP (10 mg/ml)

Die Auswertung der Differenzierung erfolgte im AnschluR mithilfe der DurchfluRzytometrie. Hierzu
wurden 25.000 Zellen pro Vertiefung in 6-Loch Platten mit jeweils 2 ml Differenzierungsmedium
ausgesat und dann entsprechend des geplanten Zeitrahmens ohne weitere Zusatze im Brutschrank,
wie unter 2.2.2 beschrieben, kultiviert. Jeweils kurz nach Differenzierungsinduktion (Tag 0) sowie
nach Ablauf von 4 beziehungsweise 6 Tagen wurden die adhdrent wachsenden Zellen mechanisch
vom Boden abgeldst und vereinzelt, um anschlieBend die durchflusszytometrischen Untersuchungen
durchfiihren zu kénnen.

2.2.7.2. FACS: Fluorescence-Activated-Cell-Sorting

Diese Methode der DurchfluRzytometrie erlaubt eine quantitative Messung der Verteilung der die
entsprechenden Differenzierungsmarker (Antigene) exprimierenden Zellen bezogen auf die
Gesamtzellpopulation. Dazu miissen die vorher vereinzelten Zellen entsprechend mit fur die
Differenzierungsmarker spezifischen Fluoreszenz-AK markiert werden, um anschliessend durch eine
spezielle Quarzkivette des FACS-Gerdtes geschleust zu werden, wo mithilfe eines Lasers das
Fluoreszenzsignal gescannt wird. Durch gleichzeitige Messung der ZellgroRe durch den
Vorwartsstreulichtkanal (FSC  ,forward scatter”) und der Granularitit durch den
Seitwartsstreulichtkanal (SSC ,sideward scatter”), welche einzeln fokussierte Laserstrahlen
darstellen, kann eine zellindividuelle Modifikation desjenigen Laserstrahls erreicht werden, der die
eigentliche Fluoreszenzmessung vornimmt. Dies minimiert unerwiinschte Storsignale, indem es eine
Feinjustierung des Messbereiches der AK-Signale ermoglicht. Eine Negativ-Kontrolle wurde
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eingesetzt, um die Hintergrund-Fluoreszenzsignale zu subtrahieren, und ein Triplikat-Ansatz der
jeweiligen Probe ermoglichte die Berechnung einer Standardabweichung. Zur Markierung der
differenzierten Zellen wurden diese zundchst dissoziiert, in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® (1,5 ml)
Uberfuhrt, und anschlieBend fir 10 Minuten in Paraformaldehyd (4%) fixiert. Nach zweimaligem
Waschen in PBS-Puffer wurden die Zellen mit Saponin (0,5%) 10 Minuten lang permeabilisiert, und
dann in PBS-Puffer unter Zusatz von Pferdeserum (5%) 20 Minuten inkubiert, um mithilfe der hierin
enthaltenen AK unspezifische Bindungstellen zu blockieren. Nun konnte der Erst-AK (spezifischer AK
gegen den zu untersuchenden Differenzierungsmarker) hinzugegeben werden, welcher 30 Minuten
inkubiert wurde, und anschlieRend wurde erneut durch Waschen mit Pferdeserum (1%) eine
Verdrangung des spezifischen Erst-AK von unspezifischen Bindungstellen vorgenommen. Danach
konnte der Zweit-AK (mit Fluoreszenzmarker versehener IgG-AK gegen den Erst-AK) fiir 30 Minuten
inkubiert werden, woran sich zuletzt eine Zellkernfarbung mithilfe von DAPI (4',6‘-Diamidin-2-
phenylindol) anschloss. Eine genaue Ubersicht der verwendeten AK gibt 2.1.2. Die so markierten
Zellen konnten nun der durchfluBzytometrischen Untersuchung zugefiihrt werden, welche mithilfe
der Software ,,Flomax”“ vorgenommen wurde.

2.2.8. Tumorigenitat in vivo
2.2.8.1. Xenotransplantation der Tumorzellen und Explantation der Maushirne

Die verwendeten Tiere wurden unter Berlicksichtigung ihres jeweiligen Koérpergewichtes mit 100
mg/kg Korpergewicht Ketanest und 5 mg/kg Korpergewicht Xylazin narkotisiert und unter sterilen
Bedingungen fir die intrakranielle Zellinjektion vorbereitet. Diese Vorbereitung beinhaltete neben
der Desinfektion der fiir die Operation wichtigen Korperregionen im Wesentlichen die Fixierung des
Tieres in einem stereotaktischen Operationsrahmen. Durch einen sagittalen Schnitt in die duRere
Kopfhaut wurde die Galea aponeurotica freigelegt. Diese wurde vorsichtig um den Bereich der
Sutura coronalis entfernt, um frontal dieser Knochennaht und minimal rechts lateral der Mittellinie
einen Zugang fir einen Feinbohrer zu schaffen. Nach Bohrung wurden an dieser Stelle mithilfe einer
Mikrotiterinjektionsspritze pro Tier 1000 Zellen in 4 pul sterilem PBS-Puffer in einer intrazerebralen
Tiefe von 2 mm im Bereich des Striatums eingebracht. AbschlieBend wurde der Hautschnitt mit
medizinischem Gewebekleber versorgt, und die Tiere bis zur Ende der Narkose unter warmenden
Bedingungen unter Beobachtung gehalten. Eine postoperative Schmerzbehandlung erfolgte einmalig
mit 50 mg/kg Korpergewicht Novalgin subkutan und 25 mg/20 ml Trinkwasser Metamizol Uber 3
Tage.

Nach Abnahme des Gesamtkdrpergewichtes um mehr als 10% wurden die Versuche abgebrochen.
Die Tiere wurden mittels CO, Begasung getotet, und das Gehirn explantiert. Dies geschah durch
Dekapitation, und vorsichtiges Eroffnen des Schadelinnenraums mit nachfolgender Entnahme des
Prosencephalons und Teilen des Mesencephalons. Dieses wurde unmittelbar nach Explantation in 4%
Paraformaldehyd fiir mindestens 24 Stunden fixiert und anschlieBend in Paraffinblocke gegossen um
den weiteren histologischen Untersuchungen zugefiihrt zu werden.

2.2.8.2 HE-Farbung und histologische Auswertung

Die explantierten und in Paraffin eingebetteten Mausehirne wurden zunachst in der Frontalebene im
Bereich des Sulcus centralis halbiert, und danach mithilfe eines Mikrotoms in 3 um Abstanden an
beiden Halften in sagittaler Richtung im Abstand von 100 um geschnitten, und auf einen Objekttrager
aufgebracht.
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Die nunmehr geschnittenen histologischen Praparate wurden der HE-Farbung unterzogen, die die
zelluldre Struktur des Gewebes sichtbar werden lasst, indem der saure Anteil der nuklearen
Strukturen durch (H)amalaun blau und der basische Anteil des Zytoplasmas durch (E)osin rot gefarbt
wurde. Hierzu wurden die Schnitte zunachst in einer Xylol/Isopropanol-Verdiinnungsreihe nach
folgendem Schema entparaffiniert und hydriert:

e 3 x Xylol fiir 10 Minuten

e Isopropanol (98%) fiir 5 Minuten
e Isopropanol (96%) fir 5 Minuten
e Isopropanol (90%) fir 5 Minuten
e Isopropanol (80%) fiir 5 Minuten
e Isopropanol (70%) fiir 5 Minuten
e dH,0 fir 5 Minuten

AnschlieBend wurde die Kernfarbung durch Hamalaun in Wasser unter Zugabe von Ethanol/HCI-
Losung durchgefiihrt. Hierzu wurde Hamoxylin fir 5 Minuten mit dem Praparat inkubiert, danach
kurz mit Leitungswasser gespilt und im AnschluB daran das Prdparat fir 15 Minuten unter
flieRendem Leitungswasser geblaut. Die Farbung der cytoplasmatischen Strukturen wurde erreicht
durch eine sich direkt anschlieRende 3 miniitige Inkubation mit einer 1%igen Eosin-Losung, kurzem
Waschen in dH,0 und aufsteigender Isopropanol/Xylol-Verdiinnungsreihe nach folgendem Schema:

e Isopropanol (70%) fiir 5 Sekunden

e [sopropanol (80%) flir 5 Sekunden

e [sopropanol (90%) flr 5 Sekunden

e 2 xlIsopropanol (100%) fiir 5 Minuten
e Xylol fir 3 Minuten

Zum SchluB wurden die Praparate mit ,Eukitt” eingedeckelt. Die histologische Auswertung erfolgte
nach den unter 1.1 und 1.2 genannten und vor allem fir das Glioblastom charakteristischen
histologischen Kriterien wie erhohter Zelldichte, mitotischer Aktivitat, Kernpolymorphien und
mikrovaskuldrer Endothelproliferate sowie Gewebsnekrosen.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte versucht werden, eine Langzeit-Zellkultur aus einem Glioblastom unter
modifizierten Stammzellbedingungen zu gewinnen, welche (iber den gesamten Untersuchungs-
Zeitraum von mehr als einem Jahr die EGFR-Genamplifikation des urspriinglichen Tumorgewebes
auch in vitro aufrecht erhalt. Hierzu wurde insbesondere durch Entzug des Wachstumsfaktors EGF
wahrend der Kultivierung versucht, die Amplifikation in ihrer urspringlichen Auspragung zu erhalten,
da bisherige Arbeiten gezeigt hatten, dall EGF einerseits das Wachstum stark amplifizierter
Tumorzellen hemmt, andererseits aber das Wachstum nicht oder nur schwach amplifizierter Zellen
verstarkt (Barnes et al., 1982; Filmus et al., 1985). Die Selektion erfolgte zunachst anhand des
Wachstums, da nur ein Teil der Kultivierungsversuche tberhaupt zu einer Proliferation der Zellen in
vitro fuhrte. Danach wurden die Zellkulturen auf das Vorhandensein der EGFR-Genamplifikation
analysiert, und bei positivem Nachweis entsprechend weiter kultiviert. Fir vergleichende
Kontrolluntersuchungen wurden auch einige der Zellkulturen weiter tGbernommen, die keine
Amplifikation aufwiesen.

3.1. Etablierung der Glioblastom-Stammzellkulturen

Insgesamt konnte in einem Zeitraum von 16 Monaten aus 31 verschiedenen Glioblastomen
Gewebematerial gewonnen werden, welches wie unter 2.2.1 beschrieben verarbeitet und in Kultur
genommen wurde. Bei insgesamt 9 dieser Glioblastom-Stammzellkulturen zeigte sich eine mogliche
Kultivierung Gber mehr als zwei Passagen, welche im Folgenden als mGS (,,modifizierte Glioblastom-
Stammzellkultur”) bezeichnet werden sollen, und die Zellkulturen aus einer mGS, die mit
unterschiedlichen EGF-Konzentrationen kultiviert wurden, entsprechend als mGS-Kulturen. Bei allen
der in 2.2.2. beschriebenen EGF-Konzentrationen (5, 10, 15 und 20 ng/ml) und auch bei fehlendem
Zusatz dieses Wachstumsfaktors konnte eine Proliferation der mGS-Kulturen beobachtet werden,
wobei sich ohne EGF ein Wachstum erst deutlich spater einstellte, so daR hier durchschnittlich in
den ersten 4 Monaten der Untersuchungen keinerlei Verdnderung zu erkennen war (Tabelle 3.1.A).

mGS Passagen Kultivierungsdauer (Tage)
GB-02 7-11 531
GB-03 15-21 527
GB-10 11-12 414
GB-11 7 408
GB-15 13-16 387
GB-17 3 360
GB-18 4-5 360
GB-19 12-16 360
GB-22 4 360

Tabelle 3.1.A: Glioblastom-Stammzellkulturen (mGS), bei denen eine Kultivierung (iber mehr als zwei Passagen méglich war.
Gezeigt wird jeweils die Anzahl der erreichten Passagen und die Dauer der Kultivierung insgesamt. Eine unterschiedliche
Zahl der Passagen ergibt sich aus dem unterschiedlichen Wachstum der einzelnen jeweils mit unterschiedlichen EGF-
Konzentrationen kultivierten mGS-Kulturen.

Bei den 22 restlichen Glioblastom-Zellkulturansatzen blieben die vereinzelten Zellen Gber
unterschiedlich lange Zeitrdume vital, einige bildeten auch einen Verbund in Form einer oder
mehrerer Spharen, insgesamt war jedoch bei keiner dieser verbleibenden Zellkulturen eine
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Proliferation zu beobachten, und dies war unabhangig von der zur Kultivierung eingesetzten EGF-
Konzentration. Die weitere und dauerhafte Kultivierung war dann abhangig von einer wie in 2.2.5
beschriebenen Analyse der Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens in der aus dem urspriinglichen
Glioblastom-Tumorgewebe gemiR 2.2.5.1 isolierten genomischen DNA. Eine Ubersicht geben die
Tabellen 3.1.A und 3.1.B.

mGS Passagen Kultivierungsdauer (Tage)
GB-01 GB-20
GB-04 GB-21
GB-05 GB-23
GB-06 GB-24 Weni Zwischen
GB-07 GB-25 eanllsger 15
GB-08 GB-26 . und
zwei
GB-09 GB-27 198
Passagen
GB-12 GB-28 Tagen
GB-13 GB-29
GB-14 GB-30
GB-16 GB-31

Tabelle 3.1.B: Glioblastom-Stammzellkulturen (mGS), die aufgrund fehlender oder zu gering ausgeprdgter Proliferation nicht
liber mehr als zwei Passagen kultiviert werden konnten. Die sehr unterschiedliche Kultivierungsdauer ergibt sich aus der
Tatsache, daf3 die Zellen dieser mGS verschieden lange vital blieben, und daher auch unterschiedlich lange weiter kultiviert
wurden, um doch noch ein Wachstum zu erreichen.

3.2. Wachstumsmuster

Um einen ersten Vergleich der untersuchten mGS zu erreichen, wurde festgestellt, wie sich die Zellen
im Kulturmedium phéanotypisch in ihrem Wachstum darstellen, dies wird im Folgenden als
Wachstumsmuster bezeichnet. Bei allen 31 untersuchten Ansdtzen einer Glioblastom-
Stammzellkultur lieRen sich zu Beginn der Kultivierung drei verschiedene Wachstumsmuster
unterscheiden:

1. Die Zellen wuchsen nicht-adharent in einer oder mehreren, unterschiedlich groRen Spharen
frei beweglich im Zellkulturmedium

2. Die Zellen wuchsen semi-adharent, meist in kleineren Spharen aber auch einzeln mit leicht zu
|6sendem Kontakt zum Boden der Zellkulturflasche

3. Die Zellen wuchsen einzeln adhdrent mit schwer zu I6sendem Kontakt zum Boden der
Zellkulturflasche

Die 9 verschiedenen mGS, welche eine sichtbare Proliferation zeigten, und lUber mehr als zwei
Passagen kultiviert werden konnten, beschrankten sich hingegen auf die beiden unter 1. und 2.
genannten Wachstumsmuster. Hierbei war zu beobachten, dal die Zellen am Anfang fiir die jeweilige
MGS nur ein bestimmtes Wachstumsmuster aufwiesen, unabhdngig davon, ob die mGS-Kulturen
ohne den Wachstumsfaktor EGF oder mit einer EGF-Konzentration von 5, 10, 15 oder 20 ng / ml
kultiviert wurden. Eine Ubersicht gibt Tabelle 3.2.A. Hierbei gab es von den beiden oben genannten
Wachstumsmustern durchaus auch Mischformen, der gesamte Phadnotyp einer mGS aber war zu
Beginn identisch.
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mGS Wachstumsmuster
GB-02 grosse Spharen bis hin zu nur einer einzelnen ,Riesensphare” / semi-adharent
GB-03 grosse Sphéaren / semi-adharent
GB-10 grosse und kleine Spharen / nicht-adharent
GB-11 grosse und kleine Sphéaren / nicht-adharent
GB-15 grosse und kleine Sphéaren / nicht-adharent
GB-17 kleine Spharen oder einzeln / semi-adharent
GB-18 grosse Spharen / nicht-adharent
GB-19 grosse Spharen / nicht-adharent
GB-22 kleine Sphéaren / nicht-adharent

Tabelle 3.2: Glioblastom-Stammzellkulturen (mGS), die liber mehr als zwei Passagen kultiviert werden konnten, und ihr

Wachstumsmuster zu Beginn der Kultivierung. Der Begriff ,,Riesensphdre” von GB-02 wird unter 3.3.1.1 ndher erldutert.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen konnte man beobachten, daR sich das Wachstumsmuster
mit zunehmender Kultivierungsdauer verdndert. Die in Tabelle 3.2 festgestellten Wachstumsmuster
waren so in den ersten 3 Monaten nach sichtbarem Start der Proliferation zu beobachten, danach
veranderte sich bei den mGS-Kulturen, deren Zellen semi-adhérent in Spharen oder einzeln wuchsen,
das Wachstumsmuster hin zu Zellen, die nicht-adharent in kleinen oder grolRen Spharen wuchsen. Bei
den mGS-Kulturen, die von vorneherein dieses nicht-adharente Wachstumsmuster zeigten, blieb es
im weiteren Kultivierungsverlauf unverdndert. Abbildung 3.2 zeigt anhand einiger Beispiele den
mikroskopisch sichtbaren Phanotyp der einzelnen Wachstumsmuster:

Abbildung 3.2: Mikroskopische Bilder des Wachstumsmusters von Zellen der untersuchten mGS in vitro. Links: nicht-
adhdrentes Wachstum in Sphdren, Mitte: semi-adhdrentes Wachstum in Sphdren sowie von einzelnen Zellen mit leicht zu
I6sendem Kontakt zum Boden der Zellkulturflasche, Rechts: adhdrentes Wachstum einzelner Zellen mit schwer zu I6sendem

Kontakt zum Boden der Zellkulturflasche.
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3.3. Wachstumsrelationen

Insgesamt betrachtet war es sehr schwierig, aus dem urspriinglichen Tumorgewebe der Glioblastome
eine Zellkultur zu etablieren, und danach diese mGS-Kulturen unter den Bedingungen verschiedener
EGF-Konzentrationen liber einen langen Zeitraum aufrecht zu erhalten. Das Wachstum der einzelnen
mGS-Kulturen war so unterschiedlich ausgepragt, dal es nicht moglich gewesen ist, einen definierten
Zeitraum und ein definiertes Verhéltnis fiir das Splitting festzulegen. Beide Faktoren jedoch, sowohl
die Intervalle, in denen die Zellen ohne duRere mechanische Einfliisse in vitro wachsen kénnen, als
auch das Verhiltnis, in dem die Kultur gesplittet wird, haben EinfluR auf das Wachstumsverhalten der
mGS-Kulturen. Aufgrund dieser Tatsache und des gerade zu Beginn nur minimal vorhandenen
Zellmaterials wurde in dieser Arbeit keine klassische Proliferationskinetik zur Feststellung der
Wachstumsgeschwindigkeit vorgenommen. Vielmehr wurde eine Darstellung gewahlt — im
Folgenden als Wachstumsrelation bezeichnet —, welche eine vergleichende Analyse der Proliferation
zu bestimmten Zeitpunkten erlaubt, und dabei sowohl die erreichten Passagen als auch das jeweilige
Splittingverhaltnis berilicksichtigt. Hierzu wurden die einzelnen Splittingvorgdnge kumuliert, zu
Quartalszeitpunkten errechnet und mit der Anzahl der Passagen zusammen in einem Zeitfenster von
360 Tagen dargestellt. Abbildung 3.3 zeigt diese Berechnung beispielhaft fiir GB-03.

GB-03
20.03.2006
EGFO EGF5 EGF10

Datum Zeit Passage Faktor Datum Zeit Passage Faktor Datum Zeit Passage Faktor
20.3 0 1 20.3 0 1 20.3 0 1
214 32 1/2 21.4 32 1/2 21.4 32 1/2
24.7 126 1 315 72 1 315 72 1
17.8 150 1 6.7 108 1/10 6.7 108 1/10
31.8 164 1/10 17.8 150 1/3 17.8 150 1/3
22.9 186 1/10 31.8 164 1/10 31.8 164 1/10
9.10 203 1/5 22.9 186 1/10 22.9 186 1/10
20.10 214 9/10 9.10 203 1/5 9.10 203 1/5
7.11 232 1/10 20.10 214 9/10 20.10 214 9/10
29.11 254 1/10 7.11 232 1/10 7.11 232 1/10
3.1 289 1/40 2211 247 1/10 29.11 254 1/10
19.2 336 1/40 13.12 268 1/20 27.12 282 1/20
20.4 396 1/40 31 289 1/40 311 317 1/40
4.6 441 1 311 317 1/40 5.3 350 1/40
27.6 464 1/10 5.3 350 1/40 5.4 381 1/40
15.8 513 1/4 5.4 381 1/40 2.5 408 1/40
25 408 1/40 4.6 441 1
20.6 457 1 20.6 457 1
5.7 472 1/2 5.7 472 1/2
13.7 480 1/2 1.8 499 1/3
1.8 499 1/3 15.8 513 1/4

15.8 513 1/4

Abbildung 3.3: Auswertung der Wachstumsrelationen anhand mGS GB-03. In der zweiten Zeile von oben ist das Datum der
Inkulturnahme angegeben, in der dritten Zeile von oben findet sich die Konzentration des Wachstumsfaktors EGF, welcher
der entsprechenden mGS-Kultur zugesetzt wurde. In der Spalte ,Datum” findet sich das Datum an dem die Zellkultur eine
neue Passage erreicht hatte, in der Spalte ,Zeit” findet sich der Kultivierungszeitraum in Tagen, die Spalte ,,Faktor” zeigt das
jeweils vorgenommene Splittingverhdltnis, welches dann in den Abbildungen 3.3.1.1 bis 3.3.2.5 kumuliert dargestellt wird.

Zur Unterscheidung der Wachstumsgeschwindigkeit werden dabei drei unterschiedliche
Klassifizierungen vorgenommen, welche als langsame(s), moderate(s) und schnelle(s) Proliferation
(oder Wachstum) bezeichnet werden. Dabei bedeuten:
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e Langsam: bei x <= 5 Passagen ein kumuliertes Splittingverhaltnis von n <= 10°
e Moderat: bei 5 < x < 11 Passagen ein kumuliertes Splittingverhaltnis von 10 < n < 10°
e Schnell: bei x >=11 Passagen ein kumuliertes Splittingverhaltnis von n >= 10°

Jeweils bezogen auf die am schnellsten proliferierende Kultur einer mGS. Weiterhin mul} erwahnt
werden, daR die Kultivierung ohne EGF, wie bereits unter 3.1 erwahnt, in den ersten 4 Monaten der
Untersuchungen keinerlei Erfolge aufwies, so daR im weiteren Verlauf neben den drei urspriinglich
fir die Experimente ausgewahlten EGF-Konzentrationen 0, 5 und 10 ng/ml auch mGS-Kulturen mit
den drei EGF-Konzentration 10, 15 und 20 ng/ml kultiviert wurden. Einen Uberblick gibt Tabelle 3.3.
Daher soll nun zundchst das Ergebnis der beobachteten Wachstumsrelationen der mGS-Kulturen mit
verschiedenen EGF-Konzentrationen aus derselben mGS dargestellt werden (interne Wachstums-
relation), und danach die Wachstumsrelationen der mGS-Kulturen mit gleicher EGF-Konzentration
aus unterschiedlichen mGS (externe Wachstumsrelation).

Verwendete EGF-Konzentrationen

3
»

GB-02

GB-03

GB-17

mGS-Kulturen mit 0, 5 und 10 ng/ml EGF
GB-18

GB-19

GB-22

GB-10

GB-11 mGS-Kulturen mit 10,15 und 20 ng/ml EGF

GB-15

Tabelle 3.3: Glioblastom-Stammzellkulturen (mGS), die tiber mehr als zwei Passagen kultiviert werden konnten und die EGF-
Konzentrationen, mit denen die einzelnen mGS-Kulturen kultiviert worden sind.

3.3.1. Interne Wachstumsrelationen
3.3.1.1. GB-02:

Die mGS-Kulturen von GB-02 zeigten insgesamt eine moderate Proliferation, es lieRen sich hier
minimal 7 und maximal 11 Passagen in 531 Tagen darstellen, im unten gezeigten Zeitfenster des
Untersuchungszeitraums von 360 Tagen jedoch maximal 7 Passagen. Die mGS-Kultur, die ohne den
Wachstumsfaktor EGF kultiviert wurde, zeigte nach ca. 380 Tagen und der 7. Passage kein weiteres
Wachstum, und die Kultur, die mit einer EGF-Konzentration von 5 ng/ml kultiviert wurde, zeigte nach
ca. 400 Tagen und der 8. Passage kein weiteres Wachstum. Bis zum Ende der Untersuchungen wuchs
lediglich die mGS-Kultur, die einen Zusatz von 10 ng/ml EGF erhalten hatte. Es gab einen sichtbaren



[ERGEBINISSE] [62]

Unterschied in der Wachstumsgeschwindigkeit abhangig davon, ob der Wachstumsfaktor EGF
hinzugegeben wurde, oder nicht. Die beiden mGS-Kulturen, die die EGF-Konzentration von 5 und 10
ng/ml erhielten, zeigten ein schnelleres Wachstum als die mGS-Kultur, die keinerlei EGF erhalten
hatte. Einen Uberblick gibt Abbildung 3.3.1.1. Die Zellen zeigten bei jeder EGF-Konzentration eine
Neigung zur Aggregation zu groReren Spharen, am deutlichsten trat dieses Phanomen jedoch ohne
Zugabe des Wachstumsfaktors EGF auf, hier bildete sich regelmaflig aus allen Zellen nur eine
»Riesensphare”, die frei beweglich und semi-adharent in der Glioblastom-Zellkultur wuchs und stetig
gréRer wurde. Diese ,,Riesensphidre” konnte bis zur pH-Wert-Anderung des Zellkulturmediums, die
ein Splitten notwendig machte, einen Durchmesser von 5 mm erreichen. Ab einem Durchmesser von
mehr als 3 mm bildete sich ein mikroskopisch erkennbarer dunkler Bereich aus, der mit
zunehmendem Durchmesser ebenfalls grofRer wurde. Nach mechanischer Dissoziation dieser Sphare
im Rahmen der Splittingvorgdange fanden sich die vereinzelten Zellen innerhalb von ca. 7 Tagen
wieder zu einer groBen Sphare zusammen, die in der Folge erneut stetig groRer wurde.

Wachstum von GB-02
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Abbildung 3.3.1.1: Gezeigt wird das Wachstum der drei mGS-Kulturen von GB-02, die jeweils mit 0, 5 und 10 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360 Tagen. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte
Passagenzahl, die lineare Darstellung zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdltnis der
jeweiligen Zellkultur.

3.3.1.2. GB-03

Die von der mGS GB-03 abgeleiteten mGS-Kulturen gehorten zu den schnell proliferierenden
Zellkulturen, in einem gesamten Kultivierungszeitraum von 527 Tagen wurden 15 bis 21 Passagen
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erreicht, bezogen auf das Zeitfenster des Untersuchungszeitraums konnten maximal 14 Passagen
dargestellt werden. Alle 3 jeweils unterschiedlich mit 0, 5 oder 10 ng/ml EGF kultivierten mGS-
Kulturen zeigten ein kontinuierliches Wachstum bis zum Ende der Untersuchungen. Auch hier gab es
einen sichtbaren Unterschied in der Wachstumsgeschwindigkeit, abhangig von der zugegebenen
EGF-Konzentration. Am schnellsten wuchs die mGS-Kultur, die mit 5 ng/ml EGF kultiviert wurde, hier
lieBen sich bis zum Ende der Untersuchungen 21 Passagen darstellen, wohingegen die mGS-Kulturen,
die mit 0 und 10 ng/ml EGF kultiviert wurden, im gleichen Zeitraum entsprechend nur 15 und 20
Passagen durchliefen. Auch hier wuchs die mGS-Kultur, die ohne den Wachstumsfaktor EGF kultiviert
wurde, am langsamsten. Einen Uberblick gibt Abbildung 3.3.1.2.

Wachstum von GB-03
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Abbildung 3.3.1.2: Gezeigt wird das Wachstum der drei mGS-Kulturen von GB-03, die jeweils mit 0, 5 und 10 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360 Tagen. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte
Passagenzahl, die lineare Darstellung zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdltnis der
jeweiligen Zellkultur.

3.3.1.3. GB-17

In einem Zeitraum von zunachst ca. 140 Tagen wurden die 3 mGS-Kulturen, die mit den EGF-
Konzentrationen von 0, 5 und 10 ng/ml kultiviert wurden, jeweils dreimal zu gleichen Zeitpunkten
gesplittet. Eine mechanische Dissoziation der Zellen mit anschlieRender Expansion war notwendig, da
die Kulturen trotz geringer Proliferation eine entsprechende pH-Wert-Verdnderung des
Zellkulturmediums aufwiesen. Innerhalb der sich bildenden Zell-Spharen zeigten sich dunkle
Regionen, die hier jedoch bei einem sehr viel kleineren Durchmesser der Spharen auftraten als bei
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der mGS-Kultur GB-02 ohne EGF, meist bei einem Durchmesser von unter 1 mm. Nach den 140 Tagen
blieben die Zellen zwar vital, stellten aber bei allen drei verwendeten EGF-Konzentrationen das
weitere Wachstum ein. Daher lieRen sich nur 3 Passagen darstellen, so dal} diese mGS-Kulturen zu
den langsam proliferierenden zu zahlen sind.

3.3.1.4.GB-18

Auch die mGS-Kulturen von GB-18 proliferierten langsam, (iber einen Zeitraum von 360 Tagen wurde
maximal Passage 5 erreicht. Zunachst zeigte die mGS-Kultur, die ohne den Wachstumsfaktor EGF
kultiviert wurde, gemessen an den erreichten Passagen und dem Splittingverhaltnis die starkste
Proliferation, jedoch konnte bei dieser Zellkultur nach ca. 180 Tagen kein weiteres Wachstum
festgestellt werden. Ahnlich verhielt es sich mit der mGS-Kultur, die mit einer Konzentration von 5
ng/ml EGF kultiviert wurde, diese zeigte im Vergleich zu der mGS-Kultur ohne EGF eine langsamere
Proliferation und stellte nach ca. 230 Tagen das Wachstum ein. Lediglich die mGS-Kultur, die mit
einer Konzentration von 10 ng/ml EGF kultiviert wurde, konnte (ber den gesamten
Untersuchungszeitraum von 360 Tagen kultiviert werden, jedoch verlangsamte sich hier ebenfalls
nach ca. 180 Tagen die Wachstumsgeschwindigkeit. Einen Uberblick gibt Abbildung 3.3.1.4.

Wachstum von GB-18

6 104
5 3
4 v
o £
:©
2 3 — 2
© 10 ]
o &
£
2 — E
3 o
n
1 ]
0 I - 100
90 180 270 360
Zeit in Tagen
I EGF 10 Passage I EGF 5 Passage EGF 0 Passage
--Hl-~- EGF 10 Splitting ——A— EGF 5 Splitting EGF 0 Splitting

Abbildung 3.3.1.4: Gezeigt wird das Wachstum der drei mGS-Kulturen von GB-18, die jeweils mit 0, 5 und 10 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360 Tagen. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte
Passagenzahl, die lineare Darstellung zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdltnis der
jeweiligen Zellkultur.
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3.3.1.5. GB-19

Alle 3 mGS-Kulturen von GB-19 konnten bis zum Ende der Untersuchungen nach 360 Tagen kultiviert
werden, und zeigten dabei ein schnelles Wachstum, entsprechend wurde hier minimal Passage 12
bei einer Konzentration von 10 ng/ml EGF und maximal Passage 16 bei einer Konzentration von 5
ng/ml EGF erreicht. Gemessen an der Anzahl der erreichten Passagen und dem Splittingverhaltnis
zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen der mGS-Kultur, die mit 5 ng/ml EGF kultiviert wurde
zu den anderen beiden mGS-Kulturen, die mit 10 ng/ml EGF beziehungsweise ganzlich ohne Zusatz
des Wachstumsfaktors EGF kultiviert wurden. Bereits nach ca. 80 Tagen wuchs die mit 5 ng/ml EGF
kultivierte mGS-Kultur schneller, und setzte dieses im Vergleich zu den beiden anderen mGS-Kulturen
starkere Wachstum bis zum Ende der Untersuchungen fort. Einen Uberblick gibt Abbildung 3.3.1.5.

Wachstum von GB-19
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Abbildung 3.3.1.5: Gezeigt wird das Wachstum der drei mGS-Kulturen von GB-19, die jeweils mit 0, 5 und 10 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360 Tagen. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte
Passagenzahl, die lineare Darstellung zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdltnis der
jeweiligen Zellkultur.

3.3.1.6. GB-22

Ahnlich wie bei GB-17 wuchsen die mGS-Kulturen von GB-22 unabhingig von der eingesetzten EGF-
Konzentration von 0, 5 und 10 ng/ml alle vergleichbar langsam, und muRten trotz minimaler
Proliferation aufgrund des veranderten pH-Wertes im Zellkulturmedium jeweils viermal zu gleichen
Zeitpunkten gesplittet werden. Diese 4 Passagen umfassten einen Zeitraum von ca. 285 Tagen,
danach zeigte sich bis zum Ende der Untersuchungen nach 360 Tagen kein weiteres Wachstum.
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3.3.1.7.GB-10

Bei GB-10 wurden die 3 mGS-Kulturen jeweils mit Zusdtzen von 10, 15 und 20 ng/ml EGF kultiviert,
und alle so etablierten Zellkulturen wuchsen langer als in dem dargestellten Zeitfenster von 360
Tagen, in welchem maximal Passage 12 erreicht wurde. Im gesamten Untersuchungszeitraum von
414 Tagen erreichte die mGS-Kultur mit 20 ng/ml EGF Passage 11, und die beiden mGS-Kulturen mit
10 und 15 ng/ml EGF wuchsen bis zur Passage 12. Demzufolge gehort GB-10 zu den schnell
proliferierenden Zellkulturen. Berlicksichtigt man sowohl die Passagenzahl, als auch das
Splittingverhaltnis, zeigte die mGS-Kultur mit einem Zusatz von 10 ng/ml EGF die schnellste
Proliferation. Einen Uberblick gibt Abbildung 3.3.1.7.

Wachstum von GB-10
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Abbildung 3.3.1.7: Gezeigt wird das Wachstum der drei mGS-Kulturen von GB-10, die jeweils mit 10, 15 und 20 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360 Tagen. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte
Passagenzahl, die lineare Darstellung zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdltnis der
jeweiligen Zellkultur.

3.3.1.8. GB-11

Ein moderates Wachstum wie schon bei GB-02 beschrieben zeigten auch die mGS-Kulturen aus GB-
11, welche jedoch mit den EGF-Konzentrationen von 10, 15 und 20 ng/ml kultiviert wurden. Diese
proliferierten mit vergleichbarer Starke, und erreichten alle in einem Zeitraum von ca. 300 Tagen
Passage 7. Keine der mGS-Kulturen konnte kontinuierlich bis zum Ende des Untersuchungszeitraums
nach 408 Tagen weiter expandiert werden, da alle im weiteren Verlauf der Untersuchungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten die Proliferation vermissen lieRen.
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3.3.1.9. GB-15

Erneut unabhidngig von der eingesetzten EGF-Konzentration konnten die mGS-Kulturen aus GB-15
alle Giber den gesamten Untersuchungszeitraum von 387 Tagen kontinuierlich expandiert werden,
und erreichten im Falle der mGS-Kultur mit 20 ng/ml EGF minimal Passage 13 und im Falle der mGS-
Kulturen mit 15 und 20 ng/ml EGF maximal Passage 16. Im dargestellten Zeitfenster von 360 Tagen
wuchsen die Zellkulturen maximal bis zur Passage 15, wobei hier die mGS-Kulturen mit 10 und 15
ng/ml EGF einen leichten Wachstumsvorteil gegeniber der mGS-Kultur mit 20 ng/ml EGF hatten.
Einen Uberblick gibt Abbildung 3.3.1.9.

Wachstum von GB-15
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Abbildung 3.3.1.9: Gezeigt wird das Wachstum der drei mGS-Kulturen von GB-15, die jeweils mit 10, 15 und 20 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360 Tagen. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte
Passagenzahl, die lineare Darstellung zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdltnis der
jeweiligen Zellkultur.

Zusammenfassung

Nimmt man die Beobachtungen und Ergebnisse aus den Punkten 3.3.1.1 — 3.3.1.9 der internen
Wachstumsrelationen zusammen, ist festzustellen, dal} entsprechend der unter 3.3.1 gemachten
Definition der Wachstumsgeschwindigkeiten die einzelnen Kulturen aus einer mGS immer alle in
dieselbe Klassifikation eingeordnet werden kdnnen, so dal® 4 der untersuchten mGS ein schnelles, 2
ein moderates und 4 ein langsames Wachstum aufzeigten, Tabelle 3.3.1 zeigt dies im Uberblick.



[ERGEBINISSE] [68]

mGS mGS-Kulturen Wachstum
GB-03
0, 5 und 10 ng/ml EGF
GB-19
schnell
GB-10
10, 15 und 20 ng/ml EGF
GB-15
GB-02 0, 5 und 10 ng/ml EGF
moderat
GB-11 10, 15 und 20 ng/ml EGF
GB-17
GB-18 0, 5und 10 ng/ml EGF langsam
GB-22

Tabelle 3.3.1: Ubersicht iiber die Wachstumsgeschwindigkeiten im Vergleich. Es hat sich gezeigt, daf8 immer alle 3
abgeleiteten mGS-Kulturen unabhdngig von der zugesetzten EGF-Konzentration in eine bestimmte Klassifizierung der
Wachstumsgeschwindigkeit eingeordnet werden kénnen.

3.3.2. externe Wachstumsrelationen

Im néachsten Schritt sollten nun die mGS-Kulturen gegenilbergestellt werden, die sich aus
unterschiedlichen Glioblastomen ableiteten, jedoch bei gleicher EGF-Konzentration kultiviert worden
waren.

3.3.2.1. Kultivierung mit 0 ng/ml EGF

Die beiden mGS-Kulturen aus GB-03 und GB-19 unterschieden sich beziiglich der erreichten
Passagenzahl und des Splittingverhéltnisses von allen anderen ohne den Wachstumsfaktor EGF
kultivierten mGS-Kulturen auch bei externer Betrachtung der Wachstumsrelationen durch ein hierbei
im Vergleich deutlich zu sehendes schnelleres Wachstum. Dabei konnte dieser Unterschied in der
Proliferation keineswegs schon zu Beginn der Untersuchungen festgestellt werden, sondern zeigte
sich bei GB-03 erst nach Ablauf von ca. 180 Tagen durch ein beschleunigtes Wachstum gegeniiber
den anderen Zellkulturen, bei der am schnellsten proliferierenden mGS-Kultur GB-19 war dies bereits
nach etwa 100 Tagen zu beobachten. Die mGS-Kultur aus GB-02 zeigte ohne EGF im Vergleich ein
eher moderates Wachstum, wie auch schon unter 3.3.1.1 erldutert. Da sich hier jedoch immer wieder
die bereits in Tabelle 3.2 und 3.3.1.1 erwahnte singuldre , Riesensphare” bildete, die entsprechend
haufig mechanisch dissoziiert werden musste, trotzdem aber nur eine geringe Vermehrung der
Zellzahl zeigte, erreichte diese mGS-Kultur aus GB-02 eine im Vergleich hohe Passage bei gleichzeitig
niedrigem Splittingverhaltnis. Hierdurch gruppiert sie sich in dieser externen Betrachtungsweise der
Wachstumsrelationen eher zu der Gruppe der langsam wachsenden Zellkulturen. Zu dieser Gruppe
gehorte unter anderem die mGS-Kultur aus GB-18, welche ohne EGF-Zusatz relativ schnell bereits
nach ca. 50 Tagen eine Proliferation feststellen lieB, diese jedoch wie unter 3.3.1.4 beschrieben nach
ca. 180 Tagen einstellte. Die mGS-Kulturen aus GB-17 und GB-22 zeigten im Vergleich dazu liber
einen sehr langen Zeitraum kaum eine Proliferation, so dall gerade bei den Letztgenannten der
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Unterschied zu den schnell wachsenden Zellkulturen GB-03 und GB-19 sowohl bezogen auf die
erreichte Passage als auch auf das kumulierte Splittingverhaltnis noch deutlicher zu Tage tritt. Einen
Uberblick gibt Abbildung 3.3.2.1.

Wachstum bei EGF 0 ng/ml
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Abbildung 3.3.2.1: Gezeigt wird das Wachstum der mGS-Kulturen von GB-02, GB-03, GB-19 (rot schattiert) und GB-17, GB-
18 und GB-22 (blau schattiert), die alle ohne den Wachstumsfaktor EGF kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360
Tagen. Die rot schattierten mGS-Kulturen wuchsen iber den gesamten Zeitraum von 360 Tagen, die blau schattierten
stellten vorher das Wachstum zu unterschiedlichen Zeitpunkten ein. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte
Passagenzahl, die lineare Darstellung zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdltnis der
jeweiligen Zellkultur.

3.3.2.2. Kultivierung mit 5 ng/ml EGF

Auch bei der Kultivierung mit einer Konzentration von 5 ng/ml des Wachstumsfaktors EGF zeigte sich
bezliglich der erreichten Passagenzahl und dem Splittingverhéltnis ein deutlicher Unterschied der
mGS-Kulturen aus GB-03 und GB-19 zu allen anderen bei diesem EGF-Zusatz untersuchten
Zellkulturen. Bereits nach ca. 80 Tagen, somit spater als bei der Kultivierung ohne EGF, zeigte sich ein
beschleunigtes Wachstum dieser beiden mGS-Kulturen, welches bis zum Ende des hier dargestellten
Zeitfensters aufrecht erhalten wurde, wobei GB-19 erneut am schnellsten proliferierte. Ebenfalls
vergleichbar zu dem unter 3.3.2.1 geschilderten Sachverhalt bildete GB-02 auch bei dieser EGF-
Konzentration in Relation zu den anderen Zellkulturen ein moderates Wachstum ab, welches
korrigiert um das Splittingverhaltnis diese mGS-Kultur wiederum in die Ndhe der langsam
wachsenden Gruppe riickt. GB-18 zeigte eher als GB-02 eine Proliferation, allerdings lieR sich nur GB-
02 bei dieser EGF-Konzentration kontinuierlich tber die abgebildeten 360 Tage expandieren, GB-18
stellte nach ca. 230 Tagen das weitere Wachstum ein (siehe 3.3.1.4.). Wie schon bei der Kultivierung
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ohne EGF beschrieben, gehorten die beiden mGS-Kulturen aus GB-17 und GB-22 auch hier zu den
langsam wachsenden Zellkulturen, was im Vergleich zu den anderen mGS-Kulturen umso deutlicher
ausgepragt war, und beide stellten vor Ablauf von 360 Tagen die weitere Proliferation ein (siehe
3.3.1.3 und 3.3.1.6). Einen Uberblick gibt Abbildung 3.3.2.2.

Wachstum bei EGF 5 ng/ml
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Abbildung 3.3.2.2: Gezeigt wird das Wachstum der mGS-Kulturen von GB-02, GB-03, GB-19 (rot schattiert) und GB-17, GB-
18 und GB-22 (blau schattiert), die alle mit einer EGF-Konzentration von 5 ng/ml kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und
360 Tagen. Die rot schattierten mGS-Kulturen wuchsen liber den gesamten Zeitraum von 360 Tagen, die blau schattierten
stellten vorher das Wachstum zu unterschiedlichen Zeitpunkten ein. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte
Passagenzahl, die lineare Darstellung zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdéltnis der
jeweiligen Zellkultur.

3.3.2.3. Kultivierung mit 10 ng/ml EGF

Diese EGF-Konzentration erlaubte einen Vergleich der externen Wachstumsrelationen aller 9
untersuchten mGS-Kulturen, und fiihrte zu dem Ergebnis, dall, gemessen an Passagenzahl und
Splittingverhaltnis, zusatzlich zu GB-03 und GB-19 auch GB-10 und GB-15 eine schnelle
Proliferationsgeschwindigkeit aufwiesen, welche sich von der bei den langsam wachsenden
Zellkulturen deutlich unterschied. Nach ca. 300 Tagen zeigte die mGS-Kultur aus GB-10 jedoch ein
verlangsamtes Wachstum, so dal? diese Zellkultur zum Ende des dargestellten Zeitfensters eine etwas
weniger klare Abgrenzung zu den anderen mGS-Kulturen erkennen lieR. Trotzdem konnten alle 4
schnell wachsenden mGS-Kulturen bei dieser EGF-Konzentration ({ber den gesamten
Untersuchungszeitraum  kontinuierlich expandiert werden. Gleichwohl war ein klarer
Wachstumsvorteil von GB-19 gegeniber den anderen 3 schnell wachsenden Zellkulturen bei diesem
EGF-Zusatz nicht mehr auszumachen. Ahnlich bei GB-11: Diese mGS-Kultur zeigte unter den
Kulturbedingungen von 10 ng/ml EGF ein im Vergleich moderates Wachstum, welches nur
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geringfligig starker ausgepragt war als die Proliferation der ebenfalls moderat wachsenden mGS-
Kultur GB-02. Letztere wuchs lber den gesamten Untersuchungszeitraum, mithin langer als 360
Tage, wohingegen GB-11 nach etwa 320 Tagen keine weitere Proliferation aufzeigte. Beide dieser
gemalR der unter 3.3.1 getroffenen Definition moderat wachsenden mGS-Kulturen erwiesen sich
indes auch bei der Kultivierung mit 10 ng/ml bei Berlicksichtigung sowohl der Passagenzahl als auch
des Splittingverhaltnisses als eher der Gruppe der langsam wachsenden Zellkulturen zugehorig.
Bezliglich dieser Gruppe ist zu sagen, daB im Gegensatz zu den beiden auch bei dieser EGF-
Konzentration langsam wachsenden mGS-Kulturen GB-17 und GB-22, die auch hier schon vor Ablauf
von 360 Tagen nicht weiter proliferierten, GB-18 Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
kultiviert werden konnte, wenn sich auch das ohnehin gering ausgepragte Wachstum wie unter
3.3.1.4 bereits beschrieben, nach 180 Tagen nochmals reduzierte (siehe Abbildung 3.3.2.3).

Wachstum bei EGF 10 ng/ml
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Abbildung 3.3.2.3: Gezeigt wird das Wachstum der mGS-Kulturen von GB-02, GB-03, GB-19, GB-10, GB-15 (rot und orange
schattiert) und GB-17, GB-18, GB-22 und GB-11 (blau und violett schattiert), die alle mit einer EGF-Konzentration von 10
ng/ml kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360 Tagen. Die rot und orange schattierten mGS-Kulturen wuchsen iiber
den gesamten Zeitraum von 360 Tagen, die blau und violett schattierten stellten vorher das Wachstum zu
unterschiedlichen Zeitpunkten ein. GB-18 hat in diesem Fall eine graduierte blau-rote Darstellung, weil nur bei der mGS-
Kultur dieser EGF-Konzentration eine Kultivierung (ber den gesamten Zeitraum mdéglich war. Die Balkendarstellung zeigt
die jeweils erreichte Passagenzahl, die lineare Darstellung zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte
Splittingverhdiltnis der jeweiligen Zellkultur.
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3.3.2.4. Kultivierung mit 15 ng/ml EGF

Der externe Vergleich der Wachstumsrelationen der mGS-Kulturen von GB-10, GB-11 und GB-15
zeigte bei der Kultivierung mit 15 ng/ml EGF sowohl einen Unterschied zwischen den beiden schnell
wachsenden mGS-Kulturen GB-10 und GB-15 als auch zwischen den schnell wachsenden und der
langsam proliferierenden mGS-Kultur aus GB-11. GB-15 zeigte das schnellste Wachstum, und konnte
wie auch GB-10 bis zum Ende der Untersuchungen kontinuierlich expandiert werden, demgegeniiber
stellte GB-11 vor Ablauf des dargestellten Zeitfensters von 360 Tagen seine moderate und damit in
diesem Vergleich auch langsamste Proliferation ein. Einen Uberblick gibt Abbildung 3.3.2.4.

Wachstum bei EGF 15 ng/ml
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Abbildung 3.3.2.4: Gezeigt wird das Wachstum der mGS-Kulturen von GB-10, GB-15 (orange schattiert) und GB-11 (violett
schattiert), die alle mit einer EGF-Konzentration von 15 ng/ml kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360 Tagen. Die
orange schattierten mGS-Kulturen wuchsen iiber den gesamten Zeitraum von 360 Tagen, die violett schattierte stellte
schon vorher das Wachstum ein. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte Passagenzahl, die lineare Darstellung
zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdltnis der jeweiligen Zellkultur.

3.3.2.5. Kultivierung mit 20 ng/ml EGF

Ganz dhnlich wie fir die Kultivierung mit einer Konzentration von 15 ng/ml EGF unter dem
vorhergehenden Abschnitt beschrieben, stellten sich die Wachstumsrelationen bei 20 ng/ml EGF dar.
Wiederum war die mGS-Kultur aus GB-15 die am schnellsten proliferierende, gefolgt von GB-10, und
die mGS-Kultur aus GB-11 entsprechend die mit dem langsamsten Wachstum. Ebenfalls analog den
Ergebnissen fir die EGF-Konzentration von 15 ng/ml war auch hier eine kontinuierliche Expansion
der Zellkulturen nur bei den beiden schnell wachsenden mGS-Kulturen aus GB-10 und GB-15 bis zum
Ende der Untersuchungen moglich und nicht bei der mGS-Kultur aus GB-11, die demgemal ihre



[ERGEBINISSE]

[J31]

weitere Proliferation schon vor Ablauf des Zeitfensters von 360 Tagen einstellte. Einen Uberblick gibt

Abbildung 3.3.2.5.
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Abbildung 3.3.2.5: Gezeigt wird das Wachstum der mGS-Kulturen von GB-10, GB-15 (orange schattiert) und GB-11 (violett
schattiert), die alle mit einer EGF-Konzentration von 20 ng/ml kultiviert wurden, nach 90, 180, 270 und 360 Tagen. Die
orange schattierten mGS-Kulturen wuchsen liber den gesamten Zeitraum von 360 Tagen, die violett schattierte stellte

schon vorher das Wachstum ein. Die Balkendarstellung zeigt die jeweils erreichte Passagenzahl, die lineare Darstellung

zeigt das zu dem jeweiligen Zeitpunkt erreichte gesamte Splittingverhdltnis der jeweiligen Zellkultur.

Zusammenfassung

Betrachtet man die Ergebnisse aus 3.3.2 der externen Wachstumsrelationen zusammen mit den

Ergebnissen aus 3.3.1 der internen Wachstumsrelationen, so zeigt sich, daR sich diese Relationen

auch bei dem externen Vergleich der unterschiedlichen mGS bei gleichen EGF-Konzentrationen als

jeweils charakteristisches gleichbleibendes Merkmal der jeweiligen mGS zeigten. Unabhangig von der

EGF-Konzentration wuchsen die mGS-Kulturen entweder schnell, moderat oder langsam und zeigten

sich auch konstant in dem gegenseitigen Vergleich einer jeweils relativ starkeren oder schwéacheren

Proliferation. Derweil riickten die beiden moderat wachsenden mGS-Kulturen aus GB-02 und GB-11

im externen Vergleich bei Betrachtung der beiden Kriterien Passagenzahl und Splittingverhaltnis

nadher an die Gruppe der langsam proliferierenden Zellkulturen, so daf® im Hinblick auf das Wachstum

auch eine Zweiteilung der mGS-Kulturen maoglich scheint. Tabelle 3.3.2 soll dies verdeutlichen.
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mGS mGS-Kulturen Wachstum
GB-03
0, 5 und 10 ng/ml EGF
GB-19
schnell

GB-10

10, 15 und 20 ng/ml EGF
GB-15
GB-02 0, 5 und 10 ng/ml EGF
GB-11 10, 15 und 20 ng/ml EGF
GB-17 moderat bis langsam
GB-18 0, 5 und 10 ng/ml EGF
GB-22

Tabelle 3.3.2: Ubersicht iiber die Wachstumsgeschwindigkeiten im Vergleich unter der Beriicksichtigung der externen
Wachstumsrelationen. Eine mégliche Zwei- anstatt einer Dreiteilung der mGS-Kulturen soll hier durch die gestrichelte Linie
dargestellt werden, da bei externem Vergleich die moderat proliferierenden Zellkulturen ndher an die langsam wachsende
Gruppe heranriicken.

3.4. Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens

Die bisherige Selektion anhand des Wachstums erbrachte mGS-Kulturen mit unterschiedlichen EGF-
Zusatzen aus insgesamt 9 verschiedenen Glioblastomen, die sich alle Gber mehr als 2 Passagen
kultivieren lieSen. Im nachsten Schritt sollte nun die Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens analysiert
werden, zum einen in dem urspriinglichen Tumorgewebe aller untersuchten Glioblastome, um einen
Uberblick tiber die Gesamtzahl der amplifizierten Tumore zu bekommen (3.4.1), zum anderen in den
Uber einen ldangeren Zeitraum kultivierten mGS-Kulturen aus den 9 Tumoren, die als langerfristige
Zellkultur etabliert werden konnten (3.4.2), um Unterschiede bei den verwendeten EGF-
Konzentrationen in Bezug auf eine Verdnderung der Amplifikation feststellen zu kénnen.
Desweiteren war das Ziel, eine mGS-Kultur zu finden, die aufgrund veranderter Kulturbedingungen
hinsichtlich des EGF-Zusatzes ihre Amplifikation in vitro aufrecht erhdlt. Hierbei wurden zwei
verschiedene Methoden verwendet, einerseits die konventionelle PCR (3.4.1.1), andererseits die
Real-Time PCR (3.4.1.2), was seinen Grund in der Tatsache findet, daRR die in der quantitativen
Analyse exaktere Real-Time PCR erst wahrend der laufenden Untersuchungen etabliert worden ist,
und somit zu Anfang nicht zur Verfligung stand.

3.4.1. Amplifikation im urspriinglichen Tumorgewebe

Ein Teil des Gewebes aus den Glioblastomen, welche die Grundlage fiir die Etablierung der
Zellkulturen der einzelnen mGS-Kulturen bildeten, wurde unmittelbar vor der Verarbeitung wie in
2.2.1 beschrieben abgesondert, und als Kryopraparat bei -80°C gelagert. Hieraus wurde nun die
genomische DNA prapariert, und den weiteren konventionellen und Real-Time PCR-Analysen auf
EGF-Rezeptor-Genamplifikation zugefihrt.
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3.4.1.1. Analyse mittels differentieller PCR

Ein Teil der Analysen der Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens in dem Gewebe der zugrunde-
liegenden Glioblastome wurde mittels der konventionellen PCR vorgenommen. Hierbei wurde
zunachst die genomische DNA aus dem Zellgewebe extrahiert (siehe 2.2.5.1) und anschlieRend der
PCR-Analyse zugefiihrt. Zwecks eines Vergleichs der relativen Kopienzahl des EGFR-Gens wurde
parallel IFN-y als Referenz untersucht, da es in den Zellen als sogenanntes ,single-copy“-Gen vorliegt,
was durch das singuldre Vorkommen einen Vergleich zum teils amplifizierten und somit in mehreren
Kopien vorkommenden EGFR-Gen ermoglicht. Fiir beide Gene wurde jeweils ein Primer-Paar wie
unter 2.2.5.3 beschrieben verwendet und das Endprodukt der PCR gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Dabei wurden jeweils eine Positivkontrolle sowie ein DNA-GroRenmarker mit aufgetragen, so daR die
anschlieRende Intensitat der Banden einen semi-quantitativen Nachweis einer EGFR-Amplifikation
erlaubte. Die Abbildung 3.4.1 zeigt einige Beispiele: GB-06 wie auch GB-08 lassen keinen sichtbaren
Unterschied in den Banden fir das EGFR-Gen (obere Bande) und das IFN-y-Gen (untere Bande)
erkennen, und sind daher als nicht amplifiziert beurteilt worden. GB-09 hingegen zeigt eine deutliche
Differenz zwischen beiden Banden, und dies sogar deutlicher als die Positivkontrolle, demgegeniber
weisen GB-02 und GB-03 zwar auch einen Unterschied zwischen den Banden auf, welcher jedoch in
Relation zur Positivkontrolle weniger stark ausgeprdgt ist als bei GB-09. Daher sind alle drei
letztgenannten als positiv und folglich amplifiziert beurteilt worden. GB-07 stellt einen Grenzfall dar,
da die Differenz zwischen den Banden sehr gering ausfallt. Insofern wurde in solchen Fallen die
Amplifikation als nur geringfligig ausgepragt bewertet. Insgesamt sind von den durch diese Methode
analysierten 22 Glioblastomen 10 (45%) als deutlich amplifiziert und 4 (18%) als nur gering
amplifiziert beurteilt worden, eine Gesamtibersicht liefert Tabelle 3.4.1 in der mittleren Spalte.

3.4.1.2. Analyse mittels Real-Time PCR

Im Laufe der hier vorliegenden Arbeit wurde durch die Etablierung der Methode der Real-Time PCR
eine genauere quantitative Analyse der EGFR-Genamplifikation moglich, so daR fir alle 31
untersuchten Glioblastome eine erneute Auswertung vorgenommen werden konnte. Wie unter
2.2.5.4 detailiert erlautert, bildet bei der Real-Time PCR der sogenannte Ct-Wert als Anzahl der
abgelaufenen PCR-Zyklen bis zum Uberschreiten eines Schwellenwertes des gemessenen Signals (hier
die Fluoreszenzintensitdt von SYBR-Green) die Grundlage fir die festgestellte relative Kopienzahl
eines Gens. Da hier das Ergebnis ein ganzzahliger Wert ist, kann eine im Vergleich zur
konventionellen PCR sehr viel exaktere Aussage beziiglich der Starke der Amplifikation getroffen
werden. Entsprechend der konventionellen PCR (3.4.1.1) bildete IFN-y auch hier das Referenzgen,
wobei bei der spateren Auswertung die DNA von Leukozyten zusatzlich als Kalibrator herangezogen
wurde. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 3.4.1. Diese erneute Analyse zeigte sich nicht in allen Fallen in
Ubereinstimmung mit den Resultaten aus der konventionellen PCR, so ist unter anderem GB-09,
welcher in Abbildung 3.4.1 als deutlich positiv beurteilt werden kann, nach Bewertung durch die
Real-Time PCR nicht amplifiziert. Aber auch die ebenfalls als positiv ausgewerteten Glioblastome GB-
04, GB-12, GB-14 und GB-17 zeigen in den Analysen beider Methoden unterschiedliche Ergebnisse.
Alle durch die konventionelle PCR als gering amplifiziert gewerteten Tumore wurden durch die Real-
Time PCR ebenfalls als nicht amplifiziert beurteilt. Insgesamt sind so aus den 31 untersuchten
Glioblastomen 7 (23%) als amplifiziert hervorgegangen, wobei der Grenzwert fiir eine positive
Beurteilung bei einem relativen Vielfachen >=5 und fiir eine negative bei einem relativen Vielfachen
von <=2 angenommen wurde, da keine Werte zwischen 2 und 5 fach gemessen werden konnten.
Einen Uberblick liefert erneut Tabelle 3.4.1 in der rechten Spalte.
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Tabelle 3.4.1: Ubersicht der Ergebnisse der Analyse der EGF-Rezeptor-Gen Amplifikation aller untersuchten Glioblastome
mithilfe einer konventionellen PCR (mittlere Spalte) und der Real-Time PCR (rechte Spalte). Die Glioblastome, aus denen die
9 mGS-Kulturen hervorgingen, die liber mehr als 2 Passagen kultiviert werden konnten, sind grau hinterlegt. Die Symbole in
der mittleren Spalte bedeuten: +: Amplifikation vorhanden, (+): Amplifikation vorhanden, aber nur gering ausgeprdgt, -:
keine Amplifikation vorhanden, N.U.: nicht untersucht, weil Real-Time PCR bereits etabliert, die Werte der rechten Spalte
geben das Vielfache der Amplifikation in Bezug auf das Referenzgen an, X bedeutet Vielfaches der Amplifikation <2 und
damit nicht amplifiziert.

Abbildung 3.4.1: Ergebnisse der gelelektrophoretischen Auftrennung der Produkte der konventionellen PCR. Der Unterschied
in der Ausprdgung der beiden Banden fiir die DNA-Fragmente des EGFR-Gens (obere Bande) und des IFN-y-Gens (untere
Bande) sowie der Vergleich zur Differenz der Banden der Positivkontrolle erlaubt eine semi-quantitative Analyse der EGFR-
Genamplifikation. Die Symbole bedeuten: M: DNA-Gréfsenmarker, AD: Aqua dest., +: Positivkontrolle. Oben links: GB-06
zeigt keine Amplifikation, da beide Banden gleich stark gefdrbt sind. Oben rechts: GB-02 und GB-03 zeigen beide eine
ausgeprdgte Amplifikation. Unten links: GB-09 zeigt eine Amplifikation, die spdter durch die Real-Time PCR nicht bestdtigt
wurde. Unten rechts: GB-07 zeigt hier nur eine schwach ausgeprdgte Amplifikation, die allerdings durch die Real-Time PCR
ebenfalls nicht bestdtigt wurde, GB-08 war als nicht amplifiziert zu bewerten.
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3.4.2. Veranderungen der Amplifikation innerhalb der mGS-Kulturen

Nach Analyse der Amplifikation in den urspriinglichen Glioblastomen sollten nun in einem zweiten
Schritt Veranderungen dieses Wertes nach langerer Kultivierungszeit der einzelnen mGS-Kulturen
untersucht werden. Da die Real-Time PCR zu diesem Zeitpunkt bereits etabliert war, konnten die
dazu notwendigen Auswertungen auf diese Methode beschrankt werden, so dal8 die konventionelle
PCR hier nicht zur Anwendung kam.

Aufgrund der bisherigen Selektion nach Wachstum und EGFR-Genamplifikation kamen fir die
weiteren Analysen zundchst nur die mGS-Kulturen aus den 5 Glioblastomen GB-02, GB-03, GB-10,
GB-15 und GB-22 in Frage, da nur diese auf der einen Seite ein kontinuierliches Wachstum (ber
einen langeren Zeitraum aufwiesen, und auf der anderen Seite eine durch die Real-Time PCR
bestatigte Amplifikation zeigten. Zur Kontrolle insbesondere beziglich des Einflusses der
Zellkulturbedingungen wurden dariberhinaus jedoch auch einige der mGS-Kulturen aus den nicht
amplifizierten Tumoren zusatzlich ausgewertet.

Wie unter 3.3 beschrieben, war die Proliferation der einzelnen mGS-Kulturen extrem unterschiedlich,
so dal} es aufgrund des fehlenden Zellmaterials weder zu gleichen Zeitpunkten noch zu gleichen
Passagen moglich war, eine entsprechende Analyse durchzufiihren. Aus diesem Grund wurde die
Real-Time PCR jeweils zu moglichst nahe beieinander liegenden Zeitpunkten nach einem maoglichst
langen Kultivierungszeitraum ausgefiihrt, friihestens jedoch nach 100 Tagen und spatestens bei
erkennbarer Verringerung der Proliferation. Bei allen nachfolgenden Darstellungen findet sich daher
ein Hinweis auf den Zeitpunkt sowie auf die Passage, zu denen eine Untersuchung vorgenommen
wurde.

Zusammenfassend werden unter den nachstehenden Punkten 3.4.2.1 bis 3.4.2.8 drei
unterschiedliche Sachverhalte nédher betrachtet:

a) Eine Analyse der EGFR-Amplifikation nach Ablauf eines langeren Kultivierungszeitraums im
Hinblick auf eine Verstarkung oder Abschwachung des gemessenen Wertes als quantitatives
Merkmal der gesamten mGS-Kultur. Daflir werden bei den amplifizierten Tumoren GB-02,
GB-03, GB-10, GB-15 und GB-22 jeweils die 3 mGS-Kulturen im Vergleich zum urspriinglichen
Tumorgewebe betrachtet, die mit unterschiedlichen EGF-Konzentrationen kultiviert worden
sind (3.4.2.1 bis 3.4.2.5). Dies sollte auch Aufschluss dariiber geben, ob eine mGS-Kultur
gefunden werden konnte, die trotz langer Kultivierungsdauer ihre EGFR-Genamplifkation
aufrecht erhalten hatte.

b) Eine Analyse der mGS-Kulturen aus den nicht amplifizierten Tumoren GB-11, GB-18 und GB-
19 als Kontrolle etwaiger Einflisse der besonderen Kulturbedingungen, auch hier im Hinblick
auf die unterschiedlichen EGF-Konzentrationen (3.4.2.6).

c) Bei den mGS-Kulturen aus GB-10 und GB-15, welche unabhangig von dem EGF-Zusatz in allen
Fallen zwar einen reduzierten, aber dennoch als amplifiziert zu bezeichnenden Wert
aufzeigten, eine Analyse hinsichtlich dem Zeitverlauf dieser Verdnderung. Dazu wurde jeweils
eine frihe und eine spate Passage verglichen, um eine Aussage treffen zu kénnen, ob die
Reduzierung des gemessenen Wertes ein entsprechend eher friihes oder spates Ereignis
darstellt (3.4.2.7 und 3.4.2.8).
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3.4.2.1. GB-02

GB-02 zeigte im urspriinglichen Tumorgewebe eine ca. 35 fache Amplifikation des EGF-Rezeptor-
Gens in Bezug auf die Referenz (IFN-y) und den Kalibrator (Leukozyten-DNA). Bei den beiden mGS-
Kulturen, die mit 5 und 10 ng/ml EGF kultiviert worden sind wurde die genomische DNA in der 7.
Passage nach Ablauf von jeweils 286 Tagen prapariert, bei der mGS-Kultur ohne EGF-Zusatz konnte
aufgrund des langsameren Wachstums erst nach 386 Tagen, jedoch ebenfalls in Passage 7 eine
Analyse vorgenommen werden. Im Ergebnis ergab die Untersuchung der Amplifikation nach mehr als
9 Monaten bei den beiden mit EGF kultivierten mGS-Kulturen eine Reduzierung auf einen Wert <2,
was entsprechend der unter 3.4.1.2 getroffenen Definition als nicht mehr amplifiziert zu bewerten
ist. Anders hingegen bei der mGS-Kultur, die ohne EGF-Zusatz gewachsen ist. Hier ist die
Amplifikation noch vorhanden, jedoch deutlich reduziert, im Vergleich zum Ursprungstumor etwa um
die Halfte. Eine Ubersicht zeigt Abbildung 3.4.2.1.
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Abbildung 3.4.2.1: Verdnderung der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation bei den mGS-Kulturen aus GB-02. Messung mittels
Real-Time PCR. Dargestellt wird die Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens als Vielfaches in Bezug auf das ,single-copy*-
Referenzgen IFN-y als Merkmal der gesamten genomischen DNA der Zellen. Bréunlich gefirbte Balken linke Seite: DNA des
urspriinglichen Tumorgewebes und Leukozyten-DNA als Kalibrator, Schwarz-grau gefdrbte Balken rechte Seite: DNA der
Zellkultur, bei vorausgegangener Kultivierung der entsprechenden mGS-Kultur mit 0, 5 oder 10 ng/ml des Wachstumsfaktors
EGF. Die schwarz-grau gefdrbten Rechtecke bezeichnen die jeweilige Passage und den Kultivierungszeitraum, nach dem die
genomische DNA zur Analyse der Amplifikation prépariert wurde.
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3.4.2.2. GB-03

Die mGS-Kulturen aus GB-03 konnten alle langer als 11 Monate kultiviert werden, bevor die Analyse
bezliglich einer Veranderung der EGFR-Genamplifikation vorgenommen wurde. Um jedoch wie unter
3.4.2 angestrebt moglichst nah beieinanderliegende Zeitpunkte der Untersuchung zu erreichen,
mufSten auch hier unterschiedliche Passagen verwendet werden, die genauen Daten zeigt Abbildung
3.4.2.2. Es wird deutlich, daf der EinfluR der Kultivierung mit unterschiedlichen EGF-Konzentrationen
verschiedene Wirkungen bei den einzelnen mGS-Kulturen gezeigt hat. Wahrend bei der Kultur mit
einer EGF-Konzentration von 5 ng/ml die Amplifikation auf einen Wert <2 reduziert wurde, ist sie bei
den beiden anderen im Vergleich zum Ursprungstumor nun deutlich erhéht. Mit einem Zusatz von 10
ng/ml EGF hat sie sich verdoppelt, von 14 auf 28 fach, und ohne den Wachstumsfaktor EGF sogar
vervierfacht, von 14 auf mehr als das 67 fache. Somit konnte durch die Etablierung der
Langzeitzellkulturen aus GB-03 sowohl bei der mGS-Kultur mit 10 ng/ml als auch ohne EGF das Ziel
dieser Arbeit erreicht werden, unter serumfreien modifizierten Stammzellbedingungen auch in vitro
die EGFR-Genamplifikation aufrecht zu erhalten. Dabei bleibt zunachst offen, ob hier wie auch bei
den anderen untersuchten mGS-Kulturen der verschiedenen Glioblastome der gemessene Wert der
Amplifikation eine Veranderung bezliglich der in den einzelnen Zellen vorhandenen Kopien des EGFR-
Gens darstellt, oder aber durch eine positive oder negative Selektion der amplifizierten Zellen bei
gleichbleibender Kopienzahl pro Zelle erreicht wird. Dies wird bei der weiteren Charakterisierung
dieser mGS-Kulturen noch eingehender untersucht werden.
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Abbildung 3.4.2.2: Verdnderung der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation bei den mGS-Kulturen aus GB-03. Messung mittels
Real-Time PCR. Dargestellt wird die Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens als Vielfaches in Bezug auf das ,single-copy -
Referenzgen IFN-y als Merkmal der gesamten genomischen DNA der Zellen. Bréunlich gefirbte Balken linke Seite: DNA des
urspriinglichen Tumorgewebes und Leukozyten-DNA als Kalibrator, Schwarz-grau geférbte Balken rechte Seite: DNA der
Zellkultur, bei vorausgegangener Kultivierung der entsprechenden mGS-Kultur mit 0, 5 oder 10 ng/ml des Wachstumsfaktors
EGF. Die schwarz-grau gefirbten Rechtecke bezeichnen die jeweilige Passage und den Kultivierungszeitraum, nach dem die
genomische DNA zur Analyse der Amplifikation prédpariert wurde.
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3.4.2.3.GB-10

Das Glioblastom, welches die Grundlage fir die mGS-Kulturen von GB-10 bildete, hatte mit einem
Wert von 75 fach die zweitstarkste Amplifikation des EGFR-Gens im Tumorgewebe gezeigt. Bei allen
drei mGS-Kulturen, welche jeweils die EGF-Zusatze von 10, 15 und 20 ng/ml erhalten hatten, konnte
nach einem Ablauf von mehr als 7 Monaten genomische DNA aus den Zellkulturen zur weiteren
Amplifikations-Analyse gewonnen werden. Das Resultat war flir die einzelnen Kulturen relativ
ahnlich, insofern, als dalk alle drei einen deutlichen Riickgang des gemessenen Wertes aufzeigten,
wobei im Mittel immer noch 1/3 der urspriinglichen Auspragung erreicht wurde, mindestens jedoch
15 fach. Dabei gab es keinen erkennbaren Unterschied zwischen den Zellkulturen mit
unterschiedlichen EGF-Konzentrationen. GemaR der Definition (3.4.1.2) galten damit zwar alle mGS-
Kulturen weiterhin als amplifiziert, durch die Verringerung des Wertes war hier allerdings das Ziel,
die Amplifikation des Ursprungstumors aufrecht zu erhalten, nicht erreicht worden. Die unten
stehende Abbildung 3.4.2.3 soll einen besseren Uberblick schaffen.
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Abbildung 3.4.2.3: Verdnderung der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation bei den mGS-Kulturen aus GB-10. Messung mittels
Real-Time PCR. Dargestellt wird die Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens als Vielfaches in Bezug auf das ,single-copy -
Referenzgen IFN-y als Merkmal der gesamten genomischen DNA der Zellen. Bréunlich gefdrbte Balken linke Seite: DNA des
urspriinglichen Tumorgewebes und Leukozyten-DNA als Kalibrator, Schwarz-grau gefirbte Balken rechte Seite: DNA der
Zellkultur, bei vorausgegangener Kultivierung der entsprechenden mGS-Kultur mit 10, 15 oder 20 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF. Die schwarz-grau gefdrbten Rechtecke bezeichnen die jeweilige Passage und den
Kultivierungszeitraum, nach dem die genomische DNA zur Analyse der Amplifikation prépariert wurde.
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3.4.2.4. GB-15

Vergleichbar zu dem unter dem vorherigen Punkt geschilderten Sachverhalt der mGS-Kulturen aus
GB-10 zeigten sich die Zellkulturen von GB-15. Das Gewebe des hier zugrunde liegenden
Glioblastoms zeigte von allen 31 untersuchten Tumoren die starkste Amplifikation mit einem Wert
von 78 fach. Aufgrund des bei diesen mGS-Kulturen recht gleichmaRigen Wachstums konnte zu fast
gleichen Passagen und Zeitpunkten eine Analyse auf die Veranderung der EGFR-Genamplifikation
durchgefiihrt werden, was die Abbildung 3.4.2.4 verdeutlicht. Nach mehr als 8 Monaten war wie
schon bei den Kulturen von GB-10 die Amplifikation ebenfalls reduziert, allerdings durch die
Verringerung auf durchschnittlich 1/5 und mindestens 13 fach etwas starker ausgepragt. Trotzdem
konnten auch diese langzeitkultivierten mGS-Kulturen weiterhin als amplifiziert beurteilt werden,
und gleichermalRen den Verhaltnissen von GB-10 folgend gab es entsprechend keinen erkennbaren
Unterschied beziiglich der verwendeten EGF-Konzentrationen.
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Abbildung 3.4.2.4: Verdnderung der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation bei den mGS-Kulturen aus GB-15. Messung mittels
Real-Time PCR. Dargestellt wird die Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens als Vielfaches in Bezug auf das ,single-copy*-
Referenzgen IFN-y als Merkmal der gesamten genomischen DNA der Zellen. Bréunlich gefdrbte Balken linke Seite: DNA des
urspriinglichen Tumorgewebes und Leukozyten-DNA als Kalibrator, Schwarz-grau gefirbte Balken rechte Seite: DNA der
Zellkultur, bei vorausgegangener Kultivierung der entsprechenden mGS-Kultur mit 10, 15 oder 20 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF. Die schwarz-grau gefdrbten Rechtecke bezeichnen die jeweilige Passage und den
Kultivierungszeitraum, nach dem die genomische DNA zur Analyse der Amplifikation prépariert wurde.
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3.4.2.5. GB-22

Mit einer etwa 5 fachen Amplifikation kann GB-22 als Grenzfall betrachtet werden. Entsprechend der
Definition unter 3.4.1.2 wurde dieser zwar als amplifiziert beurteilt, jedoch zeigt er von allen
untersuchten Glioblastomen die geringste Auspragung der EGFR-Genamplifikation mit einem Wert
von 5 fach. Angesichts des sehr langsamen und sich zunehmend verringernden Wachstums konnte
hier nur bis zum Ablauf von 4 Monaten zugewartet werden, bevor eine Analyse vorgenommen
wurde, jedoch war dies wenigstens zu identischen Zeitpunkten und Passagen moglich. Bei allen drei
mit 0, 5 oder 10 ng/ml EGF kultivierten mGS-Kulturen war der gemessene Wert auf <2 zurlick
gegangen, so daR keine der Zellkulturen mehr als amplifiziert beurteilt werden konnte. Wie schon bei
GB-10 und GB-15 geschildert, gab es auch hier keine erkennbare Differenz beziiglich der eingesetzten
EGF-Konzentration. Die Abbildung 3.4.2.5 zeigt diese Erlduterungen nochmals in grafischer
Darstellung.
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Abbildung 3.4.2.5: Verdnderung der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation bei den mGS-Kulturen aus GB-22. Messung mittels
Real-Time PCR. Dargestellt wird die Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens als Vielfaches in Bezug auf das ,single-copy“-
Referenzgen IFN-y als Merkmal der gesamten genomischen DNA der Zellen. Bréunlich gefirbte Balken linke Seite: DNA des
urspriinglichen Tumorgewebes und Leukozyten-DNA als Kalibrator, Schwarz-grau geféirbte Balken rechte Seite: DNA der
Zellkultur, bei vorausgegangener Kultivierung der entsprechenden mGS-Kultur mit 0, 5 oder 10 ng/ml des Wachstumsfaktors
EGF. Die schwarz-grau gefirbten Rechtecke bezeichnen die jeweilige Passage und den Kultivierungszeitraum, nach dem die
genomische DNA zur Analyse der Amplifikation prépariert wurde.
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3.4.2.6. GB-11, GB-18 und GB-19 als Kontrolle

Um eventuelle Einflisse der Zellkulturbedingungen festzustellen, wurden die Kulturen aus 3
verschiedenen nicht amplifizierten mGS (GB-11, GB-18 und GB-19) als Kontrolle analysiert (siehe
auch 3.4.2 Abschnitt b). Um jeweils einen Vertreter aus den Gruppen mit unterschiedlicher
Proliferationsgeschwindigkeit untersuchen zu kénnen wurde GB-18 als langsam, GB-11 als moderat
und GB-19 als schnell wachsendes Mitglied ausgewahlt. Keines der den vorstehenden mGS-Kulturen
zugrunde liegenden Glioblastome wurde unter 3.4.1.2 als amplifiziert beurteilt, somit war jedes als
Kontrolle geeignet. Die Analyse konnte bei allen Zellkulturen nach mindestens 5 Monaten
durchgefiihrt werden, zu welchen Zeitpunkten und Passagen geben die Abbildungen 3.4.2.6.A und
3.4.2.6.B ausfuhrlich wieder. Im Ergebnis zeigt sich deutlich, dal® weder bei den EGF-Konzentrationen
0, 5 und 10 ng/ml (GB-18 und GB-19) noch bei 10, 15 und 20 ng/ml EGF eine erkennbare
Veranderung des fiur die EGFR-Genamplifikation gemessenen Wertes aufgetreten ist, sie bleibt
sowohl im Vergleich der mGS-Kulturen untereinander als auch im Verhaltnis zum urspriinglichen
Tumorgewebe <=2 fach.

GB-18 und GB-19
Veranderung der Amplifikation

3,5

1,5

EGF-Rezeptor-Amplifikation

GB-18
GB-19

0,5

Leukozyten Tumorgewebe EGFO EGF 5 EGF 10

Passage 4
Passage 8
Passage 4
Passagell
Passage 4
Passage 8

DNA-Probe

Abbildung 3.4.2.6.A: Verdnderung der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation bei den mGS-Kulturen aus GB-18 und GB-19.
Messung mittels Real-Time PCR. Dargestellt wird die Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens als Vielfaches in Bezug auf das
,Single-copy“-Referenzgen IFN-y als Merkmal der gesamten genomischen DNA der Zellen. Brdunlich gefirbte Balken linke
Seite: DNA des urspriinglichen Tumorgewebes und Leukozyten-DNA als Kalibrator, Schwarz-grau gefirbte Balken rechte
Seite: DNA der Zellkultur, bei vorausgegangener Kultivierung der entsprechenden mGS-Kultur mit 0, 5 oder 10 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF. Die schwarz-grau gefdrbten Rechtecke bezeichnen die jeweilige Passage und den
Kultivierungszeitraum, nach dem die genomische DNA zur Analyse der Amplifikation prdpariert wurde.
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GB-11
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Abbildung 3.4.2.6.B: Verdnderung der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation bei den mGS-Kulturen aus GB-11. Messung mittels
Real-Time PCR. Dargestellt wird die Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens als Vielfaches in Bezug auf das ,single-copy“-
Referenzgen IFN-y als Merkmal der gesamten genomischen DNA der Zellen. Bréunlich geférbte Balken linke Seite: DNA des
urspriinglichen Tumorgewebes und Leukozyten-DNA als Kalibrator, Schwarz-grau geféirbte Balken rechte Seite: DNA der
Zellkultur, bei vorausgegangener Kultivierung der entsprechenden mGS-Kultur mit 10, 15 oder 20 ng/ml des
Wachstumsfaktors EGF. Die schwarz-grau gefédrbten Rechtecke bezeichnen die jeweilige Passage und den
Kultivierungszeitraum, nach dem die genomische DNA zur Analyse der Amplifikation prépariert wurde.

3.4.2.7. GB-10 und GB-15 — Friihe und spate Passage

Nach Analyse der Verdnderung der EGFR-Genamplifikation waren als einzige jeweils alle drei mGS-
Kulturen aus GB-10 und GB-15 nach wie vor amplifiziert, wie auch die Kultur aus GB-02, die ohne
EGF-Zusatz kultiviert worden war. Wie unter 3.4.2 Abschnitt ¢) erwahnt sollte bei diesen nun
untersucht werden, ob die Reduktion des gemessenen Wertes eher ein frilhes oder spates Ereignis
ist, indem jeweils noch eine friihere mit der bereits analysierten spaten Passage verglichen wurde.
Aufgrund des sehr spat einsetzenden Wachstums der mGS-Kultur aus GB-02 ohne EGF konnte fir
diese keine friihe Passage verwendet werden, so dal’ hier kein Vergleich mdglich war. Das Resultat
fir alle mGS-Kulturen aus GB-10 und GB-15 hingegen war einheitlich, insoweit als daR alle zwischen
der frithen und spaten Passage keinen erkennbaren Unterschied aufwiesen, was die Reduktion der
EGFR-Genamplifikation als eher friihes Ereignis bei der Kultivierung vermuten lasst. Die Abbildungen
3.4.2.7.Aund 3.4.2.7.B geben einen Uberblick.
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GB-10
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Abbildungen 3.4.2.7.A(oben) und B(unten): Vergleich der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation bei den mGS-Kulturen aus GB-10
und GB-15 einer friihen und einer spdten Passage. Messung mittels Real-Time PCR. Dargestellt wird die Amplifikation des
EGF-Rezeptor-Gens als Vielfaches in Bezug auf das ,,single-copy “-Referenzgen IFN-y als Merkmal der gesamten genomischen
DNA der Zellen. Brdunlich gefirbte Balken linke Seite: DNA des urspriinglichen Tumorgewebes und Leukozyten-DNA als
Kalibrator, Schwarz-grau gefdrbte Balken rechte Seite: DNA der Zellkultur, bei vorausgegangener Kultivierung der
entsprechenden mGS-Kultur mit 10, 15 oder 20 ng/ml des Wachstumsfaktors EGF. Die schwarz-grau gefdrbten Rechtecke
bezeichnen die jeweilige Passage und den Kultivierungszeitraum, nach dem die genomische DNA zur Analyse der
Amplifikation prdpariert wurde. Ein halb gefiilltes Rechteck bezeichnet die friihe, ein ganz gefiilltes die spéte Passage.
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Zusammenfassung

Es hat sich gezeigt, da unabhangig von der Zugabe an EGF, sowohl bei komplettem Verzicht
wahrend der Kultivierung als auch bei unterschiedlichen Konzentrationen die EGFR-Genamplifikation
entweder stark reduziert wird, oder aber auf einen Wert <=2 sinkt, so dal8 die Zellkultur als nicht
langer amplifiziert zu bewerten ist. Dies ist nicht immer ein einheitliches Merkmal fiir die jeweiligen
Kulturen aus einem mGS, sondern durchaus unterschiedlich, wie im Falle von GB-02. Letztlich
konnten nur 2 mGS-Kulturen, beide aus GB-03 als langfristige stabil zu expandierende Zellkulturen
etabliert werden, die gleichzeitig den Wert der analysierten Amplifikation vergroRert hatten. Zum
einen war dies die Kultur, die ganz ohne EGF-Zusatz, zum anderen die, die mit einer Konzentration
von 10 ng/ml EGF kultiviert worden war. Beide mGS-Kulturen konnten auch nach AbschluR dieser
Arbeit noch mehrere Monate weiter unter diesen Bedingungen aufrecht erhalten werden. Tabelle
3.4.2 schafft einen Uberblick.

EGFR-Amplifikation in vitro nach mehreren Monaten
mGS Konz%ation Reduziert / Reduziert /und | Unveradndert/
E— verstarkt aber nicht mehr nicht
amplifiziert amplifiziert amplifiziert
X

GB-03 5 X

10 X

0 X
GB-02

10
GB-22 0,5und 10
GB-10 10, 15 und 20
GB-15 10, 15 und 20
GB-18 0,5und 10
GB-19 0,5und 10
GB-11 10, 15 und 20

Tabelle 3.4.2: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Analyse beziiglich einer Verdnderung der EGFR-Genamplifikation nach
ldngerer Kultivierungsdauer bei allen untersuchten mGS-Kulturen. Die roten Kreuze zeigen die beiden Kulturen aus GB-03,
bei denen das Ziel dieser Arbeit — die Aufrechterhaltung der Amplifikation in vitro — erreicht wurde. GB-18, GB-19 und GB-11
dienten als Kontrolle

3.5. Charakterisierung von GB-03

Im letzten Teil dieser Arbeit sollten nun die beiden mGS-Kulturen aus GB-03, die als stabile
Langzeitkulturen iber mehr als 17 Monate mit aufrecht erhaltener EGFR-Genamplifikation etabliert
werden konnten, auf weitere fiir die Charakterisierung von Tumorstammzellen wichtige Merkmale
untersucht werden. Dabei wurde auch die mGS-Kultur mit einbezogen, welche bei einer EGF-
Konzentration von 5 ng/ml gemaR der vorausgegangenen Analyse als nicht mehr amplifiziert zu
beurteilen war, um etwaige Unterschiede zu den anderen beiden Kulturen ohne und mit 10 ng/ml
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EGF feststellen zu konnen. Samtliche Ergebnisse der folgenden 4 Punkte 3.5.1 bis 3.5.4 geben die
Eigenschaften der mGS-Kulturen nach einem Kultivierungszeitraum von mehr als 12 Monaten
wieder. Zur Vereinfachung werden die 3 mGS-Kulturen aus GB-03 im weiteren Verlauf als GB-
03/EGF(0), GB-03/EGF(5) und GB-03/EGF(10) bezeichnet. Insofern finden sich in den folgenden
Abschnitten Untersuchungen zur Lokalisation und Auspragung der EGFR-Genamplifikation in den
einzelnen Zellen (FISH-Analyse), zur genauen Wachstumsgeschwindigkeit, zum
Differenzierungspotential und zur Tumorigenitat in vivo anhand eines Mausmodells.

3.5.1. FISH-Analyse

Nachdem die Real-Time PCR Analysen nur einen Querschnitt tber die relative Zahl der EGFR-
Genkopien in allen Zellen einer Zellkultur geben konnten, war dieser Wert der Amplifikation nur
eingeschrankt aussagefahig bezlglich der Genkopien einzelner Zellen sowie deren Anzahl im
Verhaltnis zu den nicht amplifizierten Zellen. Ndheren AufschluB dariber konnte die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung bringen, bei der wie unter 2.2.5.5 erlautert, die spezifische Fluoreszenz-
Markierung des zu untersuchenden Genabschnittes Aufschlufld dariiber gibt, wie die Lokalisation und
Starke der Amplifikation bei einzelnen Zellen ausgepragt ist. Durch mikroskopische Auswertung
lassen sich dabei auch die Amplikons extrachromosomaler Strukturen, sogenannter ,double
minutes” von Duplikationen innerhalb der Chromosomen unterscheiden, da im letzteren Fall starker
homogen gefdarbte chromosomale Banden auftreten. Diese Untersuchungen fanden in enger
Kooperation mit dem Institut fiir Tumorbiologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf statt.
Das Resultat brachte deutlich zum Vorschein, dafl die in den Real-Time PCR Analysen (3.4.2.2.)
gemessene Reduzierung beziehungsweise Verstarkung des Wertes fiir die EGFR-Genamplifikation bei
allen drei mGS-Kulturen GB-03/EGF(0), GB-03/EGF(5) und GB-03/EGF(10) trotz geringer Unterschiede
in den Signalen pro Zellkern weniger auf einer Veranderung der Genkopienzahl innerhalb einzelner
Zellen zurlckzufuhren ist, als vielmehr auf der Anzahl der in einer Kultur vorkommenden
amplifizierten Zellen im Verhaltnis zu den nicht-amplifizierten beruht. Daher scheinen die
Kulturbedingungen eine entsprechende Selektion jeweils zu beglinstigen oder zu verhindern. Die
Beurteilung der Signallokalisation bestatigte das Vorhandensein der EGFR-Amplikons vorwiegend in
den extrachromosomalen double minutes, wobei die Zahl der Signale als Mal§ fiir die Starke der
Amplifikation in den einzelnen Zellen durchaus vergleichbar schien. Die Bilder der Abbildung 3.5.1
sollen dies verdeutlichen. Anhand des Vergleichs der beiden mGS-Kulturen GB-03/EGF(0) und GB-
03/EGF(10) wird ersichtlich, daB ohne Zusatz des Wachstumsfaktors EGF immer viele Kerne mit
entsprechend vielen Signalen erkennbar sind, wohingegen bei Kultivierung mit 10 ng/ml lediglich
einige wenige Kerne mit viel Signal auftreten zwischen einer sehr viel gréReren Zahl an nicht
amplifizierten Zellen ohne oder mit nur vereinzelten Signalen, wobei die Bildausschnitte jeweils einen
reprasentativen Ausschnitt aus dem gesamten untersuchten Praparat zeigen. GB-03/EGF(5) wird in
dieser Abbildung nicht gezeigt, hatte aber diesen Ergebnissen folgend nur noch selten auffindbare
Zellkerne mit viel Signal als Hinweis auf amplifizierte Zellen.
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GB-03/EGF(0) GB-03/EGF(0)

GB-03/EGF(10) GB-03/EGF(10)

Abbildung 3.5.1: Auszugsweise Darstellung der Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH): Oben links und
oben rechts: GB-03/EGF(0), unten links und unten rechts: GB-03/EGF(10). Das Fluoreszenz-Signal wird als punktuelle rote
Férbung vorwiegend in extrachromosomalen Bereichen sichtbar. In den beiden oberen Bildern erkennt man viele Signale in
den einzelnen Zellen als Korrelat der markierten Kopien des amplifizierten EGFR-Gens, sowie mehrere dieser Zellen im
Verbund. In den beiden unteren Bildern erkennt man nur noch einzelne Zellen mit viel Signal neben einer Vielzahl von nicht
amplifizierten Zellen. Die Anzahl der Signale pro Zelle ist dabei in allen Bildern vergleichbar stark ausgeprdgt.

3.5.2. Proliferationskinetik

Samtliche mGS-Kulturen aus GB-03 hatten nach dem Zeitraum von 12 Monaten eine kontinuierliche
Proliferation ausgebildet, so dal® zur vergleichenden Untersuchung der Wachstumsgeschwindigkeit
eine klassische Proliferationskinetik von GB-03/EGF(0), GB-03/EGF(5) und GB-03/EGF(10) angefertigt
werden konnte. Das Resultat der Uiber 8 Tage durchgefiihrten Messungen ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(10), lediglich GB-03/EGF(5) zeigte eine
signifikante leicht verringerte Proliferationsrate, korrespondierend zu den anderen Ergebnissen, die
sie von den beiden nach wie vor amplifizierten mGS-Kulturen differenzieren. Die Abbildung 3.5.2.
stellt dies nochmals grafisch dar.
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Abbildung 3.5.2: Proliferationskinetik der mGS-Kulturen GB-03/EGF(0), GB-03/EGF(5) und GB-03/EGF(10) lber einen
Zeitraum von 8 Tagen. GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(10) zeigen eine vergleichbare Wachstumsgeschwindigkeit wohingegen
GB-03/EGF(5) langsamer proliferiert. Signifikante Unterschiede bei P<0,01: x‘= zwischen GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(10),
“*=zwischen GB-03/EGF(5) und den beiden anderen mGS-Kulturen.

3.5.3. Differenzierungspotential

Als weiteres Charakteristikum wurde bei den mGS-Kulturen aus GB-03 deren Reaktion auf eine
chemisch induzierte Zelldifferenzierung untersucht. Mittels der unter 2.2.7.2 beschrieben Methode
des FACS konnte die Signalintensitat verschiedener molekularer Marker als Eigenschaft der gesamten
Zellpopulation einer mGS-Kultur gemessen werden, als Hinweis auf die Fahigkeit der Zellen, sich
entweder weiter auszudifferenzieren, oder aber einem solchen Mechanismus Widerstand
entgegenzusetzen. Fiir die Analyse dieses als Differenzierungspotential bezeichneten Merkmals
kamen die Marker NF (Neurofilaments), MAP-2 (Microtubule-associated protein 2), GFAP (Glial
fibrillary acidic protein), GalC (Galactocerebrosidase), das Intermediarfilament Nestin und SOX-2
([Sex determining region Y]-box 2) zum Einsatz. Kennzeichnend fiir die weitere Ausbildung reifer
Zellen verschiedener neuraler Linien sind dabei NF (neuronal), MAP-2 (neuronal), GFAP (astrozytar)
und GalC (oligodendrozytar), demgegeniiber die Expression von Nestin und SOX-2 eher die
Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters anzeigt. Da fir Tumorstammzellen in der Literatur
bereits ofter beschrieben worden ist, dall diese bei der chemisch induzierten Zelldifferenzierung
selbiger meist widerstehen, sollte auch bei allen drei mGS-Kulturen aus GB-03 gepriift werden,
inwieweit hier eine Ubereinstimmung mit den bisherigen Beobachtungen zu finden ist. Auf eine
statistische Berechnung der signifikanten Unterschiede wurde verzichtet, da vor allem die
Darstellung von Tendenzen wichtig war.



[ERGEBINISSE] [90]

3.5.3.1. GB-03/EGF(0)

Die den Stammzellcharakter kennzeichnenden Marker Nestin und SOX-2 sind bei der mGS-Kultur GB-
03/EGF(0) vor Induktion der Differenzierung deutlich ausgepragt. Im Verlauf zeigen beide dann
unterschiedliche Reaktionen: Wahrend Nestin in seiner Signalintensitat unverandert hoch bleibt, fallt
diese bei SOX-2 auf einen Wert nahe Null. Auch der fiir Oligodendrozyten charakteristische Marker
GalC weist vor Beginn der Differenzierung bereits einen hohen Wert mit iber 50% positiver Zellen
auf, wohingegen zu diesem Zeitpunkt eine Expression des astrozytaren Markers GFAP nicht messbar
ist. Wahrend unter Differenzierungsbedingungen dann das Signal von GalC auf einem hohen Niveau
verbleibt, steigt die Zahl GFAP-positiver Zellen zunachst auf Giber 50% der Gesamtpopulation an, um
sich dann nach 6 Tagen wieder auf etwa 20% zu reduzieren. Eine weitere neuronale Differenzierung
scheint nicht zu erfolgen, da sowohl bei MAP-2 als auch NF das Signal bei etwa 10-30% positiver
Zellen wie schon vor Induktion verbleibt, mit einer kurzen Reduktion des Wertes bei MAP-2 am Tag
4, der aber an Tag 6 wieder auf sein Ausgangsniveau zurlickgekehrt ist. Abbildung 3.5.3.1 gibt einen
Uberblick.
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Abbildung 3.5.3.1: Differenzierung der mGS-Kultur GB-03/EGF(0) nach Kultivierung iiber mehr als 360 Tage. Gezeigt wird die
relative Anzahl der fiir den jeweils mittels FACS gemessenen Marker positiven Zellen der Gesamtpopulation sowohl vor
Induktion als auch nach chemisch induzierter Zelldifferenzierung nach Ablauf von 4 und 6 Tagen.
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3.5.3.2. GB-03/EGF(5)

Etwas anders als zuvor fir GB-03/EGF(0) stellen sich die Verhiltnisse fur Nestin und SOX-2 bei GB-
03/EGF(5) dar: Mit einem leicht erniedrigten Ausgangsniveau fiir Nestin bei dieser Zellkultur sinkt
auch hier unter Differenzierungsbedingungen die Zahl positiver Zellen bei SOX-2 auf nahe Null,
demgegeniiber sie bei Nestin auf einem hoheren Wert verbleibt, mit leicht abnehmendem Trend.
Wiederum eher gleiche Verhiltnisse lassen sich bei GalC beobachten, indem mehr als die Halfte aller
Zellen der untersuchten Population diesen Marker exprimieren, was Uber den Zeitverlauf
unverandert bleibt. Ein Unterschied zeigt sich bei GFAP: Vor Induktion der Differenzierung ist bei GB-
03/EGF(5) wie schon bei GB-03/EGF(0) kein Signal fiir diesen Marker messbar, und ebenso ist er nach
dem 4 Tag auf mehr als 50% angestiegen, jedoch verbleibt er bei GB-03/EGF(5) auf diesem Wert auch
nach 6 Tagen, derweil er bei GB-03/EGF(0) wieder deutlich reduziert war. MAP-2 und NF liefern
wieder ein vergleichbares Bild zwischen GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(5), indem sie beide auf ihrem
Ausgangsniveau verbleiben und MAP-2 sich wie auch schon zuvor an Tag 4 leicht reduziert darstellt,
mit einem etwas erh6hten Ausgangswert positiver Zellen fir MAP-2 bei GB-03/EGF(5) gegentiber GB-
03/EGF(0). Abbildung 3.5.3.2 soll dies verdeutlichen.
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Abbildung 3.5.3.2: Differenzierung der mGS-Kultur GB-03/EGF(5) nach Kultivierung (iber mehr als 360 Tage. Gezeigt wird die
relative Anzahl der fiir den jeweils mittels FACS gemessenen Marker positiven Zellen der Gesamtpopulation sowohl vor
Induktion der Differenzierung, als auch nach chemisch induzierter Zelldifferenzierung nach Ablauf von 4 und 6 Tagen.
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3.5.3.3. GB-03/EGF(10)

Die dritte untersuchte mGS-Kultur GB-03/EGF(10) folgt bezuglich der Auspragung der fiir die Marker
Nestin und SOX-2 gemessenen Werte eher der Zellkultur GB-03/EGF(0), indem auch hier die Anzahl
Nestin positiver Zellen mit Gber 30% eher gleich bleibt, und das Signal von SOX-2 von einem
Ausgangswert von Uber 20% kommend, an Tag 6 nahe Null gemessen wird. GalC erweist sich mit
Uber 50% bei GB-03/EGF(10) ebenfalls vor Differenzierungsinduktion als deutlich ausgepragt, sinkt
jedoch im weiteren Verlauf auf etwa 30% ab, und GFAP ist in diesem Fall zu Beginn der
Untersuchungen bei ca. 10% aller Zellen messbar. Ein so deutlicher Unterschied unter
Differenzierungsbedingungen in der Ausprdgung dieses Markers wie bei GB-03/EGF(0) und GB-
03/EGF(5) ist bei GB-03/EGF(10) nicht erkennbar, durch den Anstieg nach 4 sowie die Reduktion nach
6 Tagen lasst sich jedoch eine Ahnlichkeit der Reaktion zu GB-03/EGF(0) vermuten. MAP-2 und NF
folgen in den Ergebnissen fir N41/EGFR(10) weitestgehend denen der anderen beiden mGS-
Kulturen, so daBB NF einen gleichbleibend niedrigen Wert von 10-20% positiver Zellen aufzeigt,
lediglich die sonst beobachtete Reduktion von MAP-2 an Tag 4 von etwa 30-40% auf 10%, welche bei
GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(5) nach Tag 6 wieder auf das Ausgangsniveau zurlckgekehrt war,
verbleibt bei GB-03/EGF(10) auf niedrigem Niveau. Abbildung 3.5.3.3 soll erneut diese Ergebnisse
zusammenfassen.
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Abbildung 3.5.3.3: Differenzierung der mGS-Kultur GB-03/EGF(10) nach Kultivierung iiber mehr als 360 Tage. Gezeigt wird
die relative Anzahl der fiir den jeweils mittels FACS gemessenen Marker positiven Zellen der Gesamtpopulation sowohl vor
Induktion der Differenzierung, als auch nach chemisch induzierter Zelldifferenzierung nach Ablauf von 4 und 6 Tagen.
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Zusammenfassung

Alle drei mGS-Kulturen zeigen vor Beginn der Differenzierung eine Auspragung der Marker Nestin
(30-40% positiver Zellen) sowie SOX-2 (20-30% positiver Zellen), beide kennzeichnend fir
Stammazelleigenschaften. Unter Differenzierungsbedingungen verbleibt dann Nestin immer auf etwa
gleichem Niveau, wohingegen der fiir SOX-2 gemessene Wert regelmaBig auf nahe Null absinkt. Eine
oligodendrozytare Vordifferenzierung lasst sich aufgrund der Tatsache vermuten, dall ebenfalls bei
allen 3 Zellkulturen vor Differenzierungsinduktion immer mehr als 50% GalC positiver Zellen
innerhalb der Gesamtpopulation festgestellt werden konnten, eine weitere Auspragung in diese
Richtung war hingegen nicht zu beobachten, da sich die Zahl der GalC exprimierenden Zellen bis auf
eine leichte Reduktion bei GB-03/EGF(10) an Tag 6 nicht veranderte. Das die astrozytiare Ausreifung
markierende saure Gliafaserprotein GFAP konnte bis auf eine kleine Anzahl positiver Zellen bei GB-
03/EGF(10) zu Anfang der Differenzierung nicht detektiert werden, stieg dann jedoch unter
Differenzierungsbedingungen auf Uber 50-60% stark an. Diese Besonderheit blieb nur bei GB-
03/EGF(5) nach 6 Tagen erhalten, bei den beiden anderen mGS-Kulturen reduzierte sich der Wert
positiver Zellen um mehr als die Halfte auf unter 20-30%. Eine weitere neuronale Differenzierung der
Zellen konnte offensichtlich in keinem Fall induziert werden, da die mit 30-40% MAP-2- und 10-20%
NF-positiver Zellen konstatierte leichte neuronale Vordifferenzierung aller Zellkulturen zu Beginn im
weiteren Verlauf der Differenzierung keine erkennbaren Veranderungen erkennen liels.

3.5.4. Tumorigenitat in vivo

Zur Vervollstandigung der Charakterisierung aller mGS-Kulturen aus GB-03 kam ein in vivo-Modell
mit immunsupprimierten Nacktmdusen zum Einsatz, anhand dessen die Tumorigenitat Uberpriift
werden sollte. Bisherige Untersuchungen in anderen Arbeiten hatten gezeigt, daR unter serumfreien
Kulturbedingungen wachsende Hirntumorstammzellen durchaus in der Lage sind, einen Tumor in
vivo zu induzieren, dessen morphologisches Erscheinungsbild ein Korrelat zu dem bei menschlichen
Glioblastomen beobachteten histologischen Merkmalen darstellt. Daher lieBe ein dhnliches Resultat
fiir die mGS-Kulturen aus GB-03 das Vorhandensein solcher Hirntumorstammzellen vermuten. Das
Modell umfasste die intrakranielle Injektion von jeweils etwa 1000 Zellen aus den Kulturen GB-
03/EGF(0), GB-03/EGF(5) und GB-03/EGF(10) im Rahmen einer stereotaktischen Operation, die im
Bereich des Striatums vorgenommen wurde. Als Indiz fiir eine mogliche Tumorinduktion und
Proliferation galt ein Gewichtsverlust von mehr als 10%, der sich bei einigen der Mduse nach 4
Monaten feststellen lieB, so dalR der Versuch nach diesem Zeitraum beendet und die Tiere getotet
wurden. Nach sich anschlieBRender Explantation des Hirns und Aufarbeitung der hiervon
angefertigten Schnitte konnte eine histologische Analyse durchgefiihrt werden. In der HE-Farbung
wiesen die mGS-Kulturen von GB-03/EGF(0) deutliche Unterschiede zu denen von GB-03/EGF(5) und
GB-03/EGF(10) auf. AusschlieBlich die Préparate von GB-03/EGF(0) bestdtigten in allen Tieren die
Induktion eines Tumors dessen Zellen bereits vorwiegend entlang myelinisierter Bahnen nahezu das
gesamte Hirnparenchym durchwandert hatten. Dabei prasentierte sich histologisch in der Tat ein
dhnliches Bild der diffusen Infiltration durch migrierende Tumorzellen mit Mitosen,
Kernpolymorphien und erhohter Zelldichte, wie sie auch bei humanen Glioblastomen typischerweise
beobachtet wird. Die Abbildungen 3.5.4.A bis 3.5.4.C zeigen dies an Beispielen von GB-03/EGF(0) und
GB-03/EGF(10) recht gut, indem bei GB-03/EGF(0) im gesamten striatalen Bereich mit Schwerpunkt
rechts basal Tumorgewebe sichtbar wird, dessen migrierende Zellen vorwiegend entlang
myelinisierter Bahnen des Corpus Callosum sowie zwischen Cortex und Basalganglien diffus das
gesamte Hirnparenchym durchwandert haben (Abbildung 3.5.4.A). Durch die Ausbreitung der
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Tumorzellen erscheint das Corpus Callosum extrem verbreitert, und scheint den Ausgangspunkt fir
die weitere Durchwanderung corticaler sowie subcorticaler Strukturen darzustellen (Abbildung
3.5.4.B). In hoherer Auflosung zeigt sich dann der Einbruch der Tumorzellen in den Cortex und die
damit einhergehende subsequente Auflosung seiner laminaren Struktur, bei einer ausgepragten
Kernpolymorphie mit deutlich erhéhter Zellzahl (Abbildung 3.5.4.C). Interessanterweise konnte in
keinem der analysierten Hirngewebsschnitte aus den mGS-Kulturen von GB-03/EGF(5) und GB-
03/EGF(10) eine Tumorinduktion beobachtet werden, was im Ergebnis dem bei diesen Tieren
fehlenden Gewichtsverlust entsprach. Daher dient hier GB-03/EGF(10) als Vergleich zum
physiologischen Zustand.

GB-03/EGF(10)

GB-03/EGF(0)

Abbildung 3.5.4.A: Ubersicht der Koronarschnitte durch die Hirne einer gesunden und einer erkrankten Maus in HE-Férbung.
Oben: Das gesunde Hirn einer Maus, die Zellen aus der mGS-Kultur GB-03/EGF(10) erhalten hatte, als physiologischer
Zustand zum Vergleich. Unten: Das Hirn einer Maus, die Zellen aus der mGS-Kultur GB-03/EGF(0) erhalten hatte. Hier wird
der diffus wachsende Tumor mit Ausbreitung liber das gesamte Hirnparenchym sichtbar. VergréfSerung 1,6 fach. F.C.: Falx
Cerebri, C.C.: Corpus Callosum, V.D.: Rechter Ventrikel, V.S.: Linker Ventrikel, CX.: Cortex.
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Abbildung 3.5.4.B: AusschnittsvergréfSerungen um den medialen Bereich des Corpus Callosum in HE-Fdrbung. Oben:
Physiologischer Zustand bei dem Hirn einer Maus, die Zellen aus der mGS-Kultur GB-03/EGF(10) erhalten hatte. Unten:
Pathologischer Zustand bei dem Hirn einer Maus mit Zellen aus der mGS-Kultur GB-03/EGF(0). Man erkennt deutlich die
Verbreiterung des Corpus Callosum mit einer stark erh6hten Zahl an atypischen Zellen, die auch benachbarte anatomische
Strukturen durchwandert haben. Vergréfierung 10 fach. F.C.: Falx Cerebri, C.C.: Corpus Callosum, V.D.: Rechter Ventrikel,
V.S.: Linker Ventrikel.



[ERGEBINISSE] [96]

Abbildung 3.5.4.C: AusschnittsvergréfSerungen des parietalen Cortex rechts cranial in HE-Fdrbung. Oben: Physiologischer
Zustand bei einem Hirn einer Maus, die Zellen aus der mGS-Kultur GB-03/EGF(10) erhalten hatte. Unten: Pathologischer
Zustand bei dem Hirn einer Maus, die Zellen aus der mGS-Kultur GB-03/EGF(0) erhalten hatte. Man erkennt unten rechts im
Bild noch die urspriingliche laminare Struktur des Cortex, die links durch die Durchwanderung mit Tumorzellen bereits
aufgelést erscheint. VergréfSerung 20 fach. L.: Lumen, CX.: Cortex, MY.: Myelinisierte Bahn als Grenze zu den Basalganglien.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer stabilen Langzeitzellkultur unter modifizierten
Stammzellbedingungen aus dem Tumorgewebe eines Glioblastoms, welche die EGFR-
Genamplifikation Uber den gesamten Untersuchungszeitraum aufrecht erhélt. Dies sollte mithilfe
einer urspringlich fur die Kultivierung von normalen neuralen Stammzellen entwickelten Methode
geschehen, welche unter serumfreien Bedingungen die Anreicherung wenig differenzierter
Hirntumorstammzellen ermoglicht, indem in einem solchen selektiven System die starker
differenzierten Zellen aufgrund des Selektionsnachteils zugrunde gehen. Durch die beiden mGS-
Kulturen GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(10) wurde dieses Ziel erreicht, beide konnten auch nach
Abschlul’ dieser Arbeit kontinuierlich weiter expandiert werden. Die Untersuchungen bezliglich der
Wachstumsrelationen und der EGFR-Genamplifikation in Zusammenhang mit dem Zusatz
unterschiedlicher Konzentrationen des Wachstumsfaktors EGF ermoglichte einige interessante
Beobachtungen, welche nun im folgenden diskutiert werden sollen, bevor im AnschluR daran die
Charakteristik der mGS-Kulturen aus GB-03 anhand einiger fiir Hirntumorstammzellkulturen als
typisch beschriebenen Eigenschaften naher erldutert wird.

4.1. Wachstum und EGF-Konzentration

Zunachst ist festzuhalten, daB von insgesamt 31 zur Verfligung stehenden Glioblastom-OP-
Praparaten aus 9 dieser Praparate Zellkulturen als unterschiedliche mGS-Kulturen etabliert werden
konnten, wobei wiederum nur bei 5 dieser Glioblastome die mGS-Kulturen als stabil zu
expandierende Langzeitzellkulturen aus den Untersuchungen hervorgingen, wohingegen die mGS-
Kulturen der restlichen 4 Glioblastome keine weitere Proliferation zeigten, dies jedoch nach sehr
unterschiedlichen Zeitraumen. Hierbei fiel auf, daR bei den jeweils verwendeten 3 verschiedenen
EGF-Konzentrationen immer entweder alle mGS-Kulturen eines Glioblastoms kontinuierliches
Wachstum zeigten, oder aber entsprechend einheitlich die Proliferation einstellten. Und nur bei 1
Glioblastom konnte die EGFR-Amplifikation bei zwei der sich davon ableitenden stabil expandierten
mGS-Kulturen aufrecht erhalten werden. Eine Ubersicht gibt Tabelle 4.1.

3
[9)]
N

Wachstum der mGS-Kulturen

GB-02
GB-03
GB-10 Stabil zu expandierende Langzeitzellkulturen
GB-15
GB-19

GB-11
GB-17
GB-18
GB-22

Proliferation zu unterschiedlichen Zeitpunkten eingestellt

Tabelle 4.1: Glioblastome, deren mGS-Kulturen entweder alle stabil expandiert werden konnten, oder aber alle zu
verschiedenen Zeiten kein weiteres Wachstum zeigten, rot markiert GB-03, von dem zwei der drei mGS-Kulturen die EGFR-
Amplifikation aufrecht erhalten haben.
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Der Hintergrund fir die eher geringe Zahl an erfolgreichen Kultivierungsversuchen konnte die
Tatsache sein, daR wahrscheinlich stets nur eine relativ kleine Population an Zellen die Gruppe der
Hirntumorstammzellen bildet (Reya et al., 2001; Singh et al., 2003) (siehe auch Abbildung 4.1.A), so
daR bei Inkulturnahme der Gewebeprobe nicht immer eine ausreichende Menge dieser Zellen
Uberfuhrt wird. Denn wahrscheinlich braucht es eine bestimmte Zahl an Hirntumorstammzellen in
einem bestimmten Kulturvolumen, um eine Mikroumgebung zu schaffen, welche ein dauerhaftes
Uberleben dieser Zellen und der weiteren aus ihnen hervorgehenden Progenitoren sichert. Das
Wachstumsmuster der Zellkulturen war insgesamt sehr heterogen, jedoch konnte bei allen
Zellkulturen, die Uber einen langen Zeitraum expandiert wurden, eine Tendenz zu sphéarischem
Wachstum beobachtet werden. Keine der mGS-Kulturen zeigte ein ausschlieflich durch einzeln
adhdrent wachsende Zellen gepragtes Bild, wie es bei der Kultur unter konventionellen
Serumbedingungen wie zum Beispiel der Linie U87-MG zu beobachten ist (Gan, Kaye, und Luwor et
al., 2009). Vielmehr zeigten die Zellen mit zunehmender Kultivierungsdauer eher eine Neigung, ihr zu
Anfang semi-adharentes Wachstum in Richtung des nicht adharenten Wachstums zu verdandern. Dies
wadre im Einklang mit der bisherigen Beobachtung, dal® sich Hirntumorstammzellkulturen unter
serumfreien Bedingungen durch ihr spharisches Wachstum &hnlich verhalten wie normale neurale
Stammzellen, aus denen bei Kultivierung in vitro ,Neurosphdren” entstehen (/gnatova et al., 2002;
Hemmati et al., 2003).

@0 Differenzierte Zelle
@A Progenitor
@ Stammzelle
@& Maligne Tumorzelle
@0 Maligner Progenitor
~
o

Tumorstammazelle

apoptotische Zelle

Abbildung 4.1.A: Schematische Darstellung der hypothetischen Modelle der Stammzellentwicklung in normalem neuralen
Gewebe (N) links, von Hirntumorstammzellen bei der Tumorigenese (H-Hierarchisches Modell / S-Stochastisches Modell)
mitte, und der Zellkultivierung der mGS-Kulturen (Z) rechts. In Bild (N) entwickeln sich aus Stammzellen zundchst
Progenitoren, und aus diesen im weiteren Verlauf die differenzierten Zellen. Wihrend im stochastischen Modell (S) alle
Tumorzellen unabhéngig von ihrem Differenzierungsgrad einen neuen Tumor induzieren kbnnen, ist diese Féhigkeit beim
hierarchischen Modell (H) auf die sogenannten Hirntumorstammzellen begrenzt. Weiter ausdiffenzierte Tumorzellen kénnen
hiernach keinen neuen Tumor induzieren und sterben ab. Bild (Z) zeigt die angenommenen Voraussetzungen fiir eine
erfolgreiche Etablierung von Zellkulturen, indem nur bei Uberfiihrung einer ausreichenden Anzahl entweder von
Hirntumorstammzellen oder aber deren unmittelbaren Progenitoren eine Proliferation in vitro induziert wird (obere zwei
Bilder rechts), da die weiter ausdifferenzierten Tumorzellen dieses Potential nicht aufzeigen (unteres Bild rechts).
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Auch hier [a3t sich eine Ursache am ehesten bei der fiir das Wachstum von Zellen wichtigen
Mikroumgebung finden, da durch Bildung einer Sphare die Zellen auto- und parakrine Effekte am
effektivsten umsetzen konnen, weil hier eine Zelle stets von der maximal moglichen Zahl anderer
Zellen umgeben ist. Die letztgenannte Gegebenheit wird um so bedeutsamer, da in diesem
Mikromilieu Strukturen und Komponenten der Extrazelluldren Matrix produziert werden, was
zusammen betrachtet mit den auto- und parakrinen Interaktionen der Situation der Tumorzellen in
vivo am ehesten entspricht (Gilbertson und Rich et al., 2007). Indes sind zwei unterschiedliche
Mechanismen denkbar, die zu solch einheitlichem Wachstums-Phanotyp fiihren. Zum einen kénnten
sich die Zellen durch Veranderungen ihrer Physiologie an die in vitro Bedingungen anpassen, zum
anderen mag die natirliche Selektion bei Expansion der Kultur schlicht die Zellen begiinstigen, die
nicht adharent in Spharen wachsen, so dalk die Population an Zellen, die noch adharentes Wachstum
zeigt, zugrunde geht. Fir einen Vorteil des spharischen Erscheinungsbildes spricht auch die Tatsache,
daR alle mGS-Kulturen unabhidngig von der zugegebenen EGF-Konzentration am Ende der
Untersuchungen nach dem relativ langen Zeitraum von einem Jahr und vielen Passagen
ausschlieBlich nicht adhdrentes Wachstum zeigten. Die Abbildung 4.1.B unternimmt den Versuch
einer grafischen Darstellung der Mikroumgebung.

In vivo In vitro

Einzeln adharent

Abbildung 4.1.B: Vergleich der Mikroumgebung in vivo (links) und in vitro (rechts). Der runde grau hinterlegte Bereich soll
einen vergréfierten Ausschnitt darstellen, der runde rot schattierte die Mikroumgebung einer Hirntumorstammzelle. Die
Legende der unterschiedlichen Zellen folgt Abbildung 4.1.A. Die roten Pfeile bezeichnen sowohl die auto- und parakrinen
Effekte als auch die Produktion von Komponenten der Extrazelluldren Matrix durch die umgebenden Zellen auf die
Effektorzelle in der Mitte. Der Vergleich der beiden verschiedenen Wachstumsmuster in vitro (rechts) soll verdeutlichen, daf8
bei nicht-adhdrenten Sphdren die Wirkungen innerhalb der Mikroumgebung wahrscheinlich deutlich stérker ausgeprégt
sind, als bei vereinzelt adhdrent wachsenden Zellen.

Der Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen des Wachstumsfaktors EGF wahrend der Kultivierung
zeigte verschiedenste Auswirkungen. Zunachst haben alle mGS-Kulturen ohne EGF-Zusatz deutlich
langer gebraucht, eine sichtbare Proliferation zu generieren als alle anderen, bei denen EGF in
unterschiedlicher Konzentration Bestandteil des Zellkulturmediums gewesen ist. Haben die Zellen
unter Zusatz von EGF schon innerhalb der ersten Wochen ein sichtbares Wachstum und die damit
verbundene Moglichkeit der Expansion gezeigt, so war dies ohne EGF erst nach mehreren Monaten
der Fall. Interessanterweise hat sich dieses langsamere Wachstum unter fehlendem EGF-Zusatz aber
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nicht bei allen Zellkulturen lber den gesamten Zeitraum fortgesetzt, sondern ist nur bei GB-02 und
GB-03 bestehen geblieben, welche wiederum beide im urspriinglichen Tumor eine Amplifikation
aufwiesen. Hingegen ist zum Beispiel die nicht amplifizierte mGS-Kultur aus GB-19 ohne EGF nach
einigen Monaten durchaus vergleichbar schnell gewachsen wie mit 5 oder 10 ng/ml dieses
Wachstumsfaktors. Dies spricht fir einen schon vorher beschriebenen negativen Einflufl einer
vorhandenen EGFR-Amplifikation auf das Wachstum in vitro (Bigner et al., 1990; Nishikawa et al.,
1994). Insbesondere auch aus dem Grund, da sich der zunachst im Vergleich zu GB-03 um das
Doppelte starker amplifizierte Tumor GB-02 durch ein im Verhaltnis zu selbigem betrachtet deutlich
langsameres Wachstum unter EGF-Entzug auszeichnet. Hier konnte die durch die Amplifikation des
EGFR-Gens verursachte Uberexpression des Rezeptor-Proteins eine Rolle spielen. Denn eine
Verstarkung des proliferierenden Effekts einer hoheren Rezeptorzahl bendtigt zumindest flir den wt-
EGFR unter anderem die entsprechenden Liganden. Da diese weder durch Zugabe zur Kultur, noch
durch eher unwahrscheinliche auto- und parakrine Effekte aufgrund der gerade zu Kulturbeginn
relativen Abgesondertheit der einzelnen Zellen in gréBerer Menge vorhanden sind, mag eine Zelle,
welche urspriinglich in vivo einen Selektionsvorteil aufgrund der durch EGFR-Uberexpression
verstarkten Proliferation hat (Okada et al., 2003), diesen in vitro verlieren, wohingegen andere
Zellen, bei denen die verstirkte Proliferation auf der Dysregulation anderer Signal-
transduktionskaskaden und/oder Liganden/Rezeptor-Systeme beruht, fir ihr Wachstum in vitro auch
nicht zwingend EGF benétigen (siehe Abbildung 4.1.C).

Zelle mit EGFR-Uberexpression Zelle mit anderen Mutationen

[ Ras/MAPK |' R @

P53 P53
[ RB1 RB1
[ DAG/IP3 >

=< ) =

L ] (= (>

Proliferation Proliferation Proliferation
In vivo In vivo In vitro

Abbildung 4.1.C: Unterschiede in den Mutationen von Tumorzellen, die zu unterschiedlichen Ergebnissen bei der Kultivierung
ohne EGF fiihren. Die Symbolik folgt der in den Abbildungen 1.5.1.B und C der Einleitung eingefiihrten Darstellung. Die rote

o2

©

Umrandung bezeichnet Mutationen der jeweiligen Komponenten. Links: Zelle mit Uberexpression des EGFR meist aufgrund
von Genamplifikation, die in vivo durch den vorhanden Liganden EGF einen Selektionsvorteil hat, und diesen in vitro ohne
EGF verliert. Rechts: Zelle mit Mutationen innerhalb anderer Signaltransduktionskaskaden und /oder in anderen Rezeptor
(R) / Ligand (L)-Systemen, die unabhédngig vom Vorhandensein des Liganden EGF eine Proliferation in vitro sicherstellen.

Weiteren AufschluB kdnnte hier eine Untersuchung der Zellkulturen auf die Amplifikation der EGFR-
Mutation EGFRvIII geben, welche im Gegensatz zu dem wt-EGFR keine Liganden fiir ihr verstarktes
Proliferationssignal bendtigt (Ramnarain et al., 2006). Trotzdem scheint EGF fiir die Mikroumgebung
aller Tumorzellen wichtig, da alle Kulturen ohne EGF vergleichsweise lange gebraucht haben, um in
vitro ein Wachstum zu generieren. Der Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen an EGF scheint
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ansonsten keinen weiteren EinfluR auf das Wachstum bezliglich der aus dem gleichen Glioblastom
gewonnen mGS-Kulturen zu haben, lediglich ein kleiner Vorteil bei der jeweils geringsten EGF-
Konzentration von 5 ng/ml bei GB-02, GB-03 und GB-19 sowie 10 ng/ml bei GB-10 und GB-15 koénnte
anhand der Ergebnisse vermutet werden, dieser misste jedoch durch entsprechende
Proliferationskinetiken untermauert werden.

Vergleicht man nun das Wachstum der mGS-Kulturen aus unterschiedlichen Glioblastomen bei einer
bestimmten EGF-Konzentration untereinander, so fallt bei allen Ansdtzen eine Dichotomie auf.
Unabhangig von der zugesetzten Menge an EGF gibt es zum einen Zellkulturen, welche entsprechend
der unter 3.3 getroffenen Definition langsam oder moderat expandiert werden konnten, meist nicht
Uber mehr als 4-7 Passagen, mit entsprechend geringen Splittingverhaltnissen, zum anderen zeigten
sich Zellkulturen, die stabil tGber 11-16 Passagen gewachsen sind, und auch anhand des
Splittingverhaltnisses ein im Vergleich zur anderen Gruppe deutlich schnelleres Wachstum zeigten.
Eine dhnliche dichotomische Spaltung wurde bereits von (Gunther et al., 2008) beschrieben, und soll
hier durch 2 Gruppen bezeichnet mit zum einen beschleunigtem und zum andern verzégertem
Wachstum bezeichnet werden, Abbildung 4.1.D veranschaulicht die folgenden Erlauterungen.

Wachstum ohne Zusatz von EGF Wachstum bei einem Zusatz von 10 ng/ml EGF

Beschleunigtes

Wachstum ©
Beschleunigtes
Wachstum ©

Verzogertes
Wachstum

Wachstum

-

+

Abbildung 4.1.D: Dichotomie in der beobachteten Verteilung der Wachstumsrelationen. Vergleich aller mGS-Kulturen
unterschiedlicher Glioblastome bei Kultivierung ohne (links) und mit 10 ng/ml EGF (rechts). In beiden Fdllen wird die
Aufspaltung in 2 Gruppen mit deutlich differierenden Proliferationsgeschwindigkeiten anhand der Passagenzahl (Balken)
und dem Splittingverhdltnis (Linien) sichtbar, hier mit rotem (beschleunigtes Wachstum) und blauem Kreis (verzégertes
Wachstum) markiert.

Es konnte vermutet werden, dal das hier beobachtete Phdnomen der dort beschriebenen Aufteilung
der Zellkulturen in bestimmte Phanotypen entspricht, bei dem die resultierenden Hirntumor-
stammzellen einer Langzeitzellkultur ihren Stammzellcharakter mehr oder weniger aufrecht erhalten
konnen, wobei das eher langsame Wachstum nur eine der fiir Stammzellen beschriebenen
Charakteristika ist. So zeigt sich sowohl ohne Zusatz von EGF, als auch bei Zusatz von 5 ng/ml dieses
Wachstumsfaktors genauso ein einheitliches Bild, in dem die mGS-Kultur aus GB-19 am schnellsten
proliferiert, gefolgt von GB-03, wie auch bei 10 ng/ml EGF, bei der zu diesen beiden schnell
wachsenden Zellkulturen noch die Kulturen aus GB-10 und GB-15 hinzukommen, und damit die eine
Gruppe mit beschleunigtem Wachstum bilden. Die beiden letztgenannten folgen dann diesem
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Schema, indem bei allen Kulturen aus GB-10 und GB-15 unabhangig von den eingesetzten EGF-
Konzentrationen 10, 15 und 20 ng/ml diejenigen aus GB-15 die starker proliferierenden darstellen.
Alle anderen mGS-Kulturen (aus GB-02, GB-11, GB-17, GB-18 und GB-22) bilden mit ihrem langsamen
und moderaten Wachstum die Gruppe der verzogert wachsenden Zellkulturen, bei denen eine
detailliertere  Unterscheidung anhand der hier gewahlten Kriterien Passagenzahl und
Splittingverhaltnis nicht moglich ist. Die Ursache fiir die scheinbar fehlende Bedeutung der Menge
des EGF-Zusatzes fir das Wachstum der Kultur konnte die fiir Glioblastome typische Anh&dufung
vielfaltiger Mutationen sein, die neben dem EGFR auch noch mannigfaltige andere Rezeptoren und
Signaltransduktionskaskaden betreffen (Ohgaki und Kleihues et al., 2007). Somit ware ein mehr oder
weniger dynamisch eingestelltes , Gleichgewicht” der Dysregulation (siehe auch Abbildung 4.2.B im
folgenden Abschnitt) mehrerer zelluldrer Funktionen bei verschiedenen Glioblastomen
unterschiedlich ausgepragt, und wiirde damit einen weitaus dominanteren EinfluB auf das Wachstum
des Tumors haben als nur die singuldr betrachtete Verdnderung im EGFR-Signal. Dies ware im
Einklang mit der haufig beschriebenen multifaktoriellen Pathogenese und damit verbundenen
notwendigen multimodalen Therapieansatzen beim Glioblastom (Arjona, Rey, und Taylor et al., 2006;
Furnari et al., 2007).

Das Wachstumsverhalten hat aber offensichtlich keinen EinfluR auf die Prognose, ob eine mGS-Kultur
als stabile Langzeitkultur erhalten bleibt. So haben alle Kulturen aus GB-11, die deutlich starker als
zum Beispiel die aus GB-02 expandiert sind, nach ca. 300 Tagen das Wachstum komplett eingestellt,
wohingegen bei GB-02 auch nach Ende der Untersuchungen alle mGS-Kulturen zumindest tber
weitere 3 Monate expandiert werden konnten.

Zusammenfassend kann man feststellen, dall eine unterschiedliche Konzentration des
Wachstumsfaktors EGF bei der Langzeitkultivierung scheinbar keinen Einfluf} auf das Wachstum hat,
die Zellkulturen expandieren entweder schnell oder langsam unabhangig von der EGF-Zugabe.
Lediglich der komplette Verzicht auf EGF scheint bei den Zellkulturen, die eine Amplifikation des
EGFR-Gens zeigten, einen EinfluB auf das Wachstum zu haben, wobei dies zu Beginn der Kultivierung
deutlicher ausgepragt war, als am Ende der Untersuchungen.

4.2. Amplifikation des EGFR-Gens und EGF-Konzentration

Ubereinstimmend mit bisherigen Beobachtungen gestaltete es sich auch in dieser Arbeit sehr
schwierig, eine Zellkultur zu finden, welche liber einen langen Zeitraum expandiert werden kann, und
gleichzeitig ihre EGFR-Genamplifikation aufrecht erhdlt (Humphrey et al., 1988; Besson und Yong et
al., 2001; Okada et al., 2003; Huang et al., 2007a). Lediglich bei zwei mGS-Kulturen [GB-03/EGF(0)
und GB-03/EGF(10)] aus nur einem einzigen von 31 Glioblastomen wurde dies bei GB-03 zum ersten
Mal erreicht. In der Gesamtheit zeigten durch die Real-Time PCR-Analyse bei diesen Untersuchungen
23% der Glioblastome im Ursprungstumor eine EGFR-Genamplifikation, was geringfiigig weniger ist,
als sonst in der Literatur beschrieben wird (Ohgaki und Kleihues et al., 2007). Dabei zeigten sich
Werte zwischen einer 5 fachen bis zu einer 78 fachen Amplifikation des EGFR-Gens in den Tumoren,
dies nun wiederum konform mit den festgestellten Werten anderer Autoren, dort lag die gemessene
Amplifikation dieses Rezeptorgens zum Beispiel zwischen Werten von 6-60fach (Libermann et al.,
1985), 10-110fach (Ekstrand et al., 1991) oder 40-120fach (Hegi et al., 1997). Die Hohe dieses Wertes
scheint allerdings keine einheitliche Wirkung auf das Wachstum der Zellkulturen in vitro zu haben, da
das Vorhandensein und die Auspragung der Amplifikation im Ursprungstumor weder unter Entzug
des Wachstumsfaktors EGF, noch bei Zugabe eine einheitlich verstiarkende oder abschwéachende
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Wirkung auf das Wachstum zu Beginn oder am Ende der untersuchten Kultivierungsdauer zeigt. Es
kénnte vermutet werden, daR die Zellkulturen wahrscheinlich ein bestimmtes pathophysiologisches
Gleichgewicht innerhalb der in vitro Bedingungen einstellen, welches dann einen Phanotyp
hervorbringt, der charakteristisch fiir eine mGS-Kultur ist, jedoch relativ unabhangig von der
Veranderung nur einzelner Faktoren, wie auch dem Zusatz von EGF oder einer Verdnderung der
Kopienzahl des EGFR-Gens aus den bereits unter 4.1 beschriebenen Griinden der mannigfaltig
veranderten Zellphysiologie. Die Abbildungen 4.2.A und 4.2.B unternehmen den Versuch der
niheren Erlduterung, indem zum einen nochmals die schon in 1.2.2 und 1.5.1 erwahnten
molekularbiologischen Komponenten und Wege zusammengefasst werden (Abbildung 4.2.A), und
zum anderen das vermutete pathophysiologische Gleichgewicht grafisch dargestellt wird (Abbildung
4.2.B).
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Abbildung 4.2.A: Ubersicht der Komponenten und Wege, die bei der Signaltransduktion des EGF-Rezeptors eine Rolle
spielen. Das Rezeptorsymbol folgt Abbildung 1.5.1.B, Die Doppelhelix im Kern symbolisiert das EGFR-Gen, die abgerundeten
Rechtecke stehen fiir einzelne Peptide, Proteine oder Proteinfamilien, die geraden Pfeile symbolisieren zwei wichtige Wege
der Weiterleitung des EGFR-Signals. Gleiche Farben stellen die Zugehérigkeit der Komponenten zu einem bestimmten
System dar, orange=Ras/MAPK-Weg, rot=PI3K-Weg, griin=PLC-y-Weg, violett=Rb1/CDK gesteuerter Zellzyklus, blau=p53-
Regulation, hellgriin=Apoptose-Regulation, braun=Zelladhdsion. Dabei gibt es natiirlich vielfiltige Wechselwirkungen
einzelner Komponenten untereinander, auf deren Darstellung aus Ubersichtsgriinden verzichtet wurde. Die dunkelgrau
markierten Komponenten sind tibergeordnet (MGMT), eigenstdndig (STAT’s) oder in mannigfaltige Systeme involviert (src).
Die hellgrauen Symbole in der Zellmembran stehen fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) und andere
Rezeptortyrosinkinasen (RTK), die mittels ,crosstalk” die Signaltransduktion beeinflussen (durch runde Pfeile angedeutet).
Die rote Umrandung des Rezeptors deutet eine pathologische Aktivitdtssteigerung an, die zu ebenfalls rot umrandeten weil
pathologisch verdnderten Reaktionen der Zelle fiihrt. Die Abktiirzungen finden sich sémtlichst im Abkiirzungsverzeichnis.
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Abbildung 4.2.B: Schematische Darstellung der Ausbildung eines vermuteten pathophysiologischen Gleichgewichts. Mittlere
Spalte von oben nach unten: Das pathophysiologische Gleichgewicht, welches sich aus einem physiologischen Zustand
heraus (Waage im Gleichgewicht) zunéchst wéhrend der Tumorigenese in vivo neu einstellt (Waage in einem
Ungleichgewicht), um unter der serumfreien Zellkultur aufgrund der verdnderten Mikroumgebung der Zellen wiederum
verdndert zu werden (Waage im anderen Ungleichgewicht). Links: Die Symbole folgen Abbildung 4.2.A, EGFR-Protein und
EGFR-Gen sind blau markiert, die rote Umrandung zeigt eine Verénderung einzelner Komponenten an, ohne dabei spezifisch
die in Abbildung 4.2.A an gleicher Stelle positionierten Proteine bezeichnen zu wollen. Rechts: Verhdltnismdssige Darstellung
der Ausprdgung der ebenfalls in Abbildung 4.2.A eingefiihrten zelluldren Reaktionen. Obere Zeile: Wdhrend im
physiologischen Zustand keine pathologische Verdnderung der Komponenten (links) zu erkennen ist, zeigen sich die meisten
Zellen als ausdifferenziert (rechts). Mittlere Zeile: Bei der Tumorigenese in vivo erfolgt nun durch Mutationen eine
pathologische Verdnderung vielfiltiger Komponenten, auch des EGFR-Gens, dessen Amplifikation und vermehrte
Rezeptorproteinexpression durch dicke rote Umrandung (links) gekennzeichnet ist, woraufhin eine verstdrkte Proliferation
und Migration der Zellen (rechts) ermdéglicht wird. Untere Zeile: Unter Serumfreien Kulturbedingungen stellt sich in vitro nun
ein verdndertes pathophysiologisches Gleichgewicht ein, bei dem méglicherweise ganz andere Komponenten der
intrazelluléren Regulation durch Mutationen betroffen sind (links), die unter anderem nunmehr die in vivo eher
kontraproduktive Zelladhdsion foérdern (Doppelpfeil rot umrandet links unten), um eine kontinuierliche Proliferation
sicherzustellen (rechts unten fehlt die Migrationsfihigkeit, die in vivo einen Selektionsvorteil bot — Mitte rechts rot
umrandet). Dabei reduziert sich die EGFR-Amplifikation und Expression des Proteins (schwache rote Umrandung links
unten).
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Bis auf die beiden Kulturen aus GB-03 zeigten die Langzeitzellkulturen aller anderen Glioblastome
eine Reduktion des fiir die EGFR-Genamplifikation gemessenen Wertes unter den gewahlten in vitro
Bedingungen, welche jedoch recht unterschiedlich ausgepragt war. Wurde er bei GB-02 unter Entzug
des Wachstumsfaktors EGF halbiert, so zeigte sich bei anderen mGS-Kulturen aus diesem Tumor
unter Zugabe von unterschiedlichen Mengen an EGF nach langerer Kultivierungszeit ein Ergebnis
nahe Null, wohingegen bei den beiden urspriinglich starker amplifizierten Glioblastomen GB-10 und
GB-15 unabhdangig von der Zugabe einer bestimmten Menge an EGF jeweils eine etwa gleich hohe
Restamplifikation in Hohe von ca. 25% des Ausgangswertes zu beobachten war. Diese
Restamplifikation der mGS-Kulturen von GB-10 und GB-15 zeigte sich auch zu beiden untersuchten
Zeitpunkten einer frihen und einer spaten Passage mit einem etwa gleich hohen Wert, was
vermuten lasst, daR sich diese EGFR-Genkopienzahl eher friih unter der veradnderten in vitro-
Mikroumgebung einstellt, und dann wahrend der Expansion relativ unverandert bleibt. Bei dem nur
schwach amplifizierten Glioblastom GB-22 erfolgte eine totale Reduktion der Amplifikation, ebenfalls
ohne Zusammenhang mit der Zugabe einer bestimmten Menge an EGF. Betrachtet man nun all diese
Ergebnisse in Kombination mit der Tatsache, dal8 die zwecks einer Kontrolle bezliglich des direkten
Einflusses der Kulturbedingungen untersuchten mGS-Kulturen aus GB-11, GB-18 und GB-19, welche
im Ursprungstumor keine EGFR-Genamplifikation zeigten, sich auch unter in vitro Bedingungen
sowohl bei Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Wachstumsfaktors EGF als auch ohne
Zusatz dieses Faktors unverdndert darstellten, laBt sich folgendes feststellen: Die EGFR-
Genamplifikation, welche in vivo den Tumorzellen einen deutlichen Vorteil bringt, scheint unter den
bisher zur serumfreien und stammzelldhnlichen Kultivierung verwendeten Bedingungen keinerlei
Selektionsvorteile zu bieten, was letztlich in der Reduktion der EGFR-Genkopienzahl Uber den
Expansionszeitraum resultiert (Okada et al., 2003). Dabei scheint die Zugabe des Wachstumsfaktors
EGF kaum eine Rolle zu spielen, dies scheint eher die Reduzierung zu verstarken.

Ein wichtiger Grund konnte der folgende sein: Immer wieder wurde beschrieben, daf} die
unterschiedlichen Bereiche des Glioblastoms, vor allem das solide und eher hypoxische Zentrum
einerseits und die invasiven hochinfiltrativ wachsenden Randbereiche andererseits beziiglich des
EGFR-Gens verschieden stark amplifizierte Tumorzellen enthalten (Sauter et al., 1996; Nafe et al.,
2004). Wahrscheinlich spielt gerade fir die Invasion des umliegenden Gewebes, die insbesondere
durch verstarkte Interaktion mit der Extrazelluldren Matrix und neu erworbene migratorische
Eigenschaften der Tumorzellen, hier insbesondere der Hirntumorstammzellen erreicht wird, der
EGFR eine entscheidende Rolle, da er tiber den PI3K- oder MAPK-Signalweg unter anderem Einflul®
nimmt auf hierfiir notwendige Komponenten wie Thrombin oder Integrine sowie den wnt/B-Catenin-
Weg (Kumar et al., 1998; Porter und Vaillancourt et al., 1998; Prenzel et al., 1999). Somit wird
deutlich — grafisch vereinfacht in Abbildung 4.2.C dargestellt —, warum die Amplifikation und damit
verbundene Uberexpression des EGFR-Gens in vivo einen Vorteil beziiglich der Migration und
Invasion bietet, genauso jedoch, warum sie in vitro nicht mehr notwendig scheint, da hier die
Mikroumgebung der Tumorzellen eine véllig andersartige ist, und gerade eine die Zelladhasion
vermindernde Eigenschaft (siehe 1.5.2) nur kontraproduktiv sein kann, denn das spharische
Wachstum in der Umgebung jeweils moglichst vieler Zellen bedeutet in vitro zweifelsohne den
groReren Selektionsvorteil (vergleiche auch 4.1 und Abbildung 4.1.B).
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Abbildung 4.2.C: Vereinfachte Darstellung der vermuteten Selektionsvor- und Nachteile der EGFR-Amplifikation und
entsprechend verstdrkten Proteinexpression. Die Symbolik folgt den bisherigen Abbildungen. Die EGFR-vermittelte
verminderte Zelladhdsion als Voraussetzung fiir die Invasion bietet in vivo einen Selektionsvorteil, wéhrend sie in vitro einen
Selektionsnachteil darstellt, da fiir die Sphdrenbildung die interzelluldre Adhdsion wichtig ist. Daher reagiert die Zelle
entsprechend mit Reduzierung oder Erhéhung der EGFR-Genkopienzahl, was eine entsprechende Auswirkung auf die
Expression des Rezeptorproteins an der Zelloberfléiche hat.

Warum aber hat nun die Zugabe von EGF einen scheinbar verstarkenden Effekt auf den Riickgang der
Amplifikation? Geht man von dem Vorhandensein der ebenfalls haufig und detailiert fur
Glioblastome beschriebenen autokrinen Loops aus (Nister et al., 1988; Tang, Steck, und Yung et al.,
1997), so kdnnte man dies wie folgt interpretieren: Um in vitro den optimalen Selektionsvorteil durch
ein bestimmtes integriertes EGFR Signal (siehe 1.4 und 1.5.1) zu erreichen, muss die Kopienzahl auf
ein bestimmtes MaR reduziert werden, welches jedoch nicht nur vom Level der Rezeptorexpression
abhingt, sondern gleichermallen von der bei autokrinen Loops vorhandenen Liganden-
Uberexpression (Yung et al., 1990; Schlegel et al., 1990; Mishima et al., 1998; Nicholas et al., 2006).
Der kiinstliche Zusatz eines Liganden fiir den EGFR, in diesem Falle EGF wiirde dieses Gleichgewicht
in Richtung weniger fir das integrierte Signal notwendiger Rezeptoren verschieben, so daR die
Amplifikation durch natiirliche Selektion weiter verringert wiirde. Hierbei miisste nattrlich auch ein
eventuell vorhandener EinfluR des zugegebenen Liganden auf die schon vorhandene Expression von
Liganden durch die Tumorzellen beriicksichtigt werden, ein solcher negativer Feedback-Loop ist
jedoch bisher nach Kenntnisstand des Autors nicht beschrieben. Die Abbildung 4.2.D mag der Ansatz
einer mathematischen Beschreibung solch eines integrierten EGFR-Signals sein.

Die Feststellung bei den Glioblastomen GB-10 und GB-15, die im Ursprungstumorgewebe etwa
doppelt bis zehnmal starker amplifiziert sind als GB-02, GB-03 und GB-22, dal} mit zunehmendem
Ausgangsniveau der Amplifikation deren Reduktion unter in vitro Bedingungen nicht mehr vollstandig
vollzogen wird, kénnte auf die unterschiedliche Lokalisation der EGFR-Amplikons zurtickzufiihren
sein. Da diese zum einen direkt auf dem das wt-EGFR-Gen enthaltenen Chromosom 7 zu finden sind,
als auch in den extrachromosomalen ,double minutes” (Vogt et al.,, 2004), konnte eine héhere
Kopienzahl sich im Verlauf auch verstarkt innerhalb des Chromosoms 7 finden, welche dort bei der
Mitose der Tumorzellen seltener einer genetischen Alteration unterliegen, welche zur Deletion der
Amplikons fiihren wiirde, als dal8 sie in Form extrachromosomaler Abschnitte innerhalb der ,double
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minutes” aufgrund der fehlenden Centromere nicht gleichmaBig an die Tochterzellen weitergegeben
werden.
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Signal (Xl) |[" Autokrine / parakrine Signale
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Abbildung 4.2.D: Mathematischer Ansatz einer Beschreibung des integrierten EGFR-Signals. Verschiedene Signale X, (links)
wirken iliber einen Zeitraum t (oben links) auf den EGF-Rezeptor (graues Symbol mitte) ein. Der EGFR integriert dann (ber
einen Zeitraum t; bis t, die Summe aller Signale X, (grofer Pfeil). Zusdtzlichen Einfluf auf das Resultat dieser
Signalintegration nehmen dann unter anderem die Verdnderung des eigenen Expressionslevels, sowie eine zum Beispiel
durch Mutationen erfolgte genetische Alteration anderer Komponenten der Signaltransduktion, welche diesen Prozess
zusdtzlich modifiziert (runde Pfeile oben und unten). Das Ergebnis spiegeln dann die verschiedenen zelluldren Reaktionen
wieder (rechts).

Dartiberhinaus lieRen sich sicher noch vielfache andere Griinde fiir diese unter in vitro Bedingungen
beobachtete EGFR-Genamplifikationsveranderung anfihren, der Versuch der vollstindigen
Beschreibung aller Zusammenhinge wirde jedoch sicher den Rahmen dieser medizinischen
Dissertation sprengen. Daher soll hier nur noch auf einen weiteren wichtigen Zusammenhang
eingegangen werden, der nicht nur die Reduktion sondern genauso die Verstarkung der
Amplifikation bei den beiden mGS-Kulturen aus GB-03 erklaren kdnnte.

Wir beobachten bei GB-03 nicht nur ein Aufrechterhalten des im Ursprungstumor vorhandenen
Wertes einer 15 fachen Amplifikation, sondern unter Verzicht auf den Wachstumsfaktor EGF sogar
eine Verstarkung auf das 68 fache, mithin um mehr als das Vierfache. Wahrend hingegen bei Zugabe
einer Konzentration von 5 ng/ml EGF die Amplifikation gegen Null tendiert, bleibt das Ergebnis bei
Zugabe von 10 ng/ml EGF Uber den Untersuchungszeitraum relativ konstant. Da die mGS-Kulturen
aus GB-03 den gleichen Selektionsvor- und Nachteilen in vitro unterliegen wie auch alle anderen
Zellkulturen kénnte hier die Ursache fiir die zunehmende Amplifikation des EGFR-Gens die folgende
sein: Wie bereits unter 1.5 ausfiihrlich beschrieben nimmt das durch den EGFR vermittelte
integrierte Signal EinfluR auf viele verschiedene Komponenten unter anderem der Regulation von
p53, aber auch anderer, den Zellzyklus regulierender Proteine, und damit auf einen wesentlichen der
das Uberleben der Zelle sichernden Faktoren (Besson und Yong et al., 2001; Oda et al., 2005; Ohgaki
und Kleihues et al., 2007). P53 unterliegt wiederum der Kontrolle von Mdm2 und viele der die
Transition von der G1 zur S-Phase mittels des pRb-Proteins steuernden Cyclin/CDK-Komplexe werden
durch spezifische Inhibitoren, zum Beispiel den Produkten von Genen der INK4a/ARF-Familie wie
pl6/ink4a oder pl4/arf reguliert (vergleiche auch Abbildung 4.2.A). Nun finden sich fur fast alle
dieser soeben genannten Proteine und Gene auch genetische Alterationen, welche in Astrozytomen
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unterschiedlicher Malignitat beschrieben wurden, so zum Beispiel Amplifikationen von MDM2 und
CDK4 oder Mutationen beziehungsweise Deletionen von P14/ARF, P16/INKAA und RB1.
Interessanterweise wurde aber auch beobachtet, dall einige dieser Verdnderungen der einzelnen
Gene und damit verbundenen unterschiedlichen Proteinexpressionen eher selten zusammen
auftreten, dies konnte gezeigt werden fur Mutationen von P14/ARF, MDM2 und P53 sowie fiir CDK4,
P16/INK4A und RB1 (Reifenberger et al., 1993; Schmidt et al., 1994; Reifenberger et al., 1994; Collins
et al., 1995; He, Olson, und James et al., 1995; Reifenberger et al., 1996; Ichimura et al., 1996; Biernat
et al., 1997a; Biernat et al., 1997b; Burns et al., 1998; Ichimura et al., 2000).

Dies zusammen mit der Beobachtung, dall die EGFR-Genamplifikation in fast allen Fallen reduziert
wird, konnte bedeuten, daB in der Uberwiegenden Zahl der Glioblastome, bei denen eine
Kultivierung unter serumfreien Bedingungen versucht wurde, die genetischen Alterationen in den
eben genannten Bereichen der Zellzykluskontrolle ausreichend sind, die Proliferation unter in vitro
Bedingungen sicher zu stellen, so daR das EGFR-Signal, welches nicht nur der Proliferation dient,
sondern daneben auch andere fiir diese in vitro Bedingungen eher kontraproduktiven Signale
vermittelt, durch Verringerung des Amplifikationslevels reduziert werden kann, wohingegen bei den
mGS-Kulturen GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(10) eine andere jedoch seltene Situation gegeben ist:
Hier konnte durch spezifische Mutationen in den genannten Zellzyklus-Komponenten ein Fall
eingetreten sein, der unter in vitro Bedingungen fiir eine weitere Proliferation ein verstarktes EGFR-
Signal zwingend benoétigt, so dal hier die Sicherstellung der weiteren Proliferation gegeniiber dem
Nachteil eventueller nicht bendétigter Effekte des EGFR-Signals bei der natirlichen Selektion
Uberwiegt, und daher Zellen, die das EGFR-Gen weiter amplifizieren beglinstigt werden. Dazu wiirde
auch die Beobachtung passen, dald bei Zugabe des Wachstumsfaktors EGF die Amplifikation nicht
verstarkt sondern nur aufrecht erhalten wird, da die Zugabe von EGF den Wachstumsvorteil bieten
koénnte, der sonst nur durch zusatzliche Genkopien erreicht werden kann. Die Abbildung 4.2.E soll
dies verdeutlichen, wobei sie das in der Abbildung 4.2.B eingefiihrte Schema eines
pathophysiologischen Gleichgewichts mit einbezieht.

Nicht einzuordnen ist hingegen die totale Reduktion der Amplifikation bei einer EGF-Zugabe von 5
ng/ml, was seine Ursache nach Ansicht des Autors am ehesten in einer friihen zufilligen Mutation
dieser mGS-Kultur findet, die das sonst bei GB-03 vorgefundene pathophysiologische Gleichgewicht
zum Vorteil des EGFR-Signals wieder zugunsten einer normalerweise stattfindenden Selektion auf die
Reduzierung der EGFR-Genamplifikation verschiebt.

Obwohl die EGFR-Genamplifikation kennzeichnend fir priméare Glioblastome ist (Ohgaki und Kleihues
et al., 2007), kénnte vermutet werden, dall aufgrund dieses seltenen Sonderfalls bei weiteren
molekulargenetischen Analysen das urspriinglich als primar klassifizierte Glioblastom GB-03 doch
eine — ebenfalls eher seltene — sekunddre Entstehungsgeschichte haben koénnte, mit einer
urspringlichen klinisch unauffalligen Prakursorlasion, nicht zuletzt aufgrund der Ergebnisse bezlglich
des Differenzierungspotentials, wie im nachsten Teil noch detailierter zu sehen sein wird. AufschluR
Uber diese Hypothesen konnte sicher eine genauere Untersuchung von GB-03 bezogen auf samtliche
genetischen Alterationen geben, die in dem Ursprungstumorgewebe sowie in den daraus
abgeleiteten 3 verschiedenen mGS-Kulturen vorhanden sind, sowie eine weitere Analyse bezlglich
einer eventuell vorhandenen EGFR-Mutation, welche mit dem wt-EGFR koamplifiziert wird.
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Abbildung 4.2.E: Schematische Darstellung der Ausbildung eines vermuteten pathophysiologischen Gleichgewichts im
besonderen Fall von GB-03. Mittlere Spalte von der mittleren Zeile ausgehend: Das pathophysiologische Gleichgewicht,
welches sich wéhrend der Tumorigenese in vivo eingestellt hat (Waage in einem Ungleichgewicht) kann nur mithilfe des
durch Gen-Amplifikation verstdrkten EGFR-Signals unter in vitro Bedingungen die Proliferation aufrecht erhalten (Pfeil nach
unten), ohne diese Amplifikation wiirden die Zellkulturen absterben (oben). Links: Die Symbole folgen Abbildung 4.2.A,
EGFR-Protein und EGFR-Gen sind blau markiert, die rote Umrandung zeigt eine Verdnderung einzelner Komponenten an,
ohne dabei spezifisch die in Abbildung 4.2.A an gleicher Stelle positionierten Proteine bezeichnen zu wollen. Rechts:
Verhdltnismdssige Darstellung der Ausprdgung der ebenfalls in Abbildung 4.2.A eingefiihrten zelluldren Reaktionen. Mittlere
Zeile: Durch mdglicherweise fehlende andere Mutationen im Bereich der Signaltransduktion, Zellzyklus-Kontrolle und
Regulation (links nur wenige rote Markierungen) stellt die Tumorzelle in vivo Proliferation und Migration durch EGFR-
Amplifikation und verstdrkte Rezeptorproteinexpression (links rote Markierung) sicher. Obere Zeile: Hypothetischer Fall bei
Reduzierung der EGFR-Genamplifikation mit diesen Voraussetzungen unter Entzug des Wachstumsfaktors EGF wéhrend der
Kultivierung: Die Zelle hdtte keine Méglichkeit mehr, die weitere Proliferation in vitro aufrecht zu erhalten, und die
Zellkulturen wiirden absterben. Untere Zeile: Lediglich eine Verstdrkung der EGFR-Genamplifikation (dicke rote Umrandung
links unten) wdhrend der Zellkultur kann die weitere Proliferation ohne EGF sicherstellen, hierbei wird deswegen die sonst
ebenfalls durch den EGFR vermittelte in vitro jedoch eher kontraproduktive verstdrkte Migrationsféhigkeit (rechts unten) in
Kauf genommen.
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4.3. GB-03: Hirntumorstammzellen mit EGFR-Genamplifikation ?

Nachdem sich am Ende des Untersuchungszeitraumes die beiden mGS-Kulturen GB-03/EGF(0) und
GB-03/EGF(10) als die beiden einzigen gezeigt hatten, die nach wie vor den urspriinglichen Wert der
EGFR-Genamplifikation aufwiesen, sollten nun die fiir Hirntumorstammzellkulturen beschriebenen
charakteristischen Merkmale untersucht werden, um eine Einschatzung geben zu kénnen, inwieweit
diese Eigenschaften bei allen mGS-Kulturen aus GB-03 noch ausgepragt waren. Desweiteren sollte
mithilfe der FISH-Analyse die Lokalisation der EGFR-Amplikons geklart werden, gerade im Vergleich
zwischen der Kultur, die ohne Zusatz des Wachstumsfaktors EGF kultiviert wurde, und der Kultur,
welche einen Zusatz von 10 ng/ml EGF erhalten hatte. Ausgehend von den fiir Stammzellen
beschriebenen notwendigen Eigenschaften wie ihre Fahigkeit zur kontinuierlichen Selbsterneuerung
sowie die Moglichkeit, sie aus ihrem undifferenzierten multipotenten Status in einen differenzierten
Zustand zu versetzen (Weiner et al., 2008), zeichnen sich durch die bisherigen Beobachtungen die
Hirntumorstammzellen neben einer ebenfalls vorhandenen stetigen Proliferation vor allem durch
eine relative Differenzierungsresistenz aus, wie auch die Befdhigung, einen xenotransplantierten
Tumor in vivo zu generieren (Singh et al., 2004; Martens et al., 2006; Zhang et al., 2006a; Gunther et
al., 2008).

Eine kontinuierliche Selbsterneuerung hatten alle mGS-Kulturen aus GB-03 bereits dadurch gezeigt,
daR sie sowohl wahrend als auch nach dem Ende des Untersuchungszeitraumes stabil expandiert und
somit als Langzeitkultur etabliert werden konnten, unabhdngig von der Menge der Zugabe des
Wachstumsfaktors EGF. Im Weiteren wurden trotz der herausragenden Bedeutung der Kultur, die
ohne Zugabe von EGF gewachsen war und ihre Amplifikation verstarkt hatte, auch die anderen
beiden Kulturen, welche mit 5 und 10 ng/ml EGF kultiviert worden waren, im Vergleich untersucht.
Die zundchst durchgefiihrte Proliferationkinetik aller 3 Kulturen zeigte ein interessantes Resultat, hier
konnte man bei allen Zellkulturen unabhingig von der Zugabe an EGF eine &hnliche
Wachstumsgeschwindigkeit beobachten, lediglich GB-03/EGF(5) zeigte ein geringfigig langsameres
Wachstum, was zu der unter 4.2 gestellten Vermutung passt, daf} sich diese Kultur von den beiden
mit EGFR-Genamplifikation im Verlauf der Kultivierungsdauer durch zuséatzliche Mutationen in ihren
Eigenschaften separiert hat. Diese Fahigkeit zur kontinuierlichen Proliferation kdnnte ein erster
Hinweis auf das Vorhandensein von Hirntumorstammzellen sein.

Um das Potential der Differenzierungsfahigkeit festzustellen wurde ein Ansatz gewdhlt, mit dem
neben Zugabe von Serum (FCS) vor allem Retinsdure und cAMP eine Reaktion der Zellen bewirken
sollten. Retinsaure ist ein wichtiger Faktor in der Embryogenese, wahrend deren sie die Entwicklung
des neuralen Anteils des Ektoderms steuert, aber auch in vitro wurde ihre Fahigkeit zur Induktion der
neuronalen oder astrozytaren Differenzierung gezeigt (Jones-Villeneuve et al., 1982; Jones-Villeneuve
et al., 1983; van Inzen et al., 1996; Gilbert et al., 2000; Das, Banik, und Ray et al., 2008). Hingegen ist
cAMP ein entscheidender Faktor bei der oligodendrozytdren Differenzierung, die er einerseits
induziert, aber auch gleichzeitig die weitere Proliferation der Progenitoren dieser Richtung inhibiert
(Raible und McMiorris et al., 1993). Durch die Analyse verschiedener molekularer Marker sollte dann
eine Aussage Uber Stammzelleigenschaften sowie das noch vorhandene Differenzierungspotential
getroffen werden. Hierbei wurden als Marker fiir Stammzellen das Intermediarfilament Nestin und
der Transkriptionsfaktor SOX-2 verwendet, als neuronale Marker das Intermediarfilament NF
(Neurofilament) sowie das Mikrotubuli-assoziierte Protein MAP-2, und als Marker fiir Astrozyten und
Oligodendrozyten GFAP (Saures Gliafaser-Protein) sowie GalC (Galaktocerebrosidase C) respektive
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(Satoh, Tai, und Kim et al., 1996; Eng, Ghirnikar, und Lee et al., 2000; Long et al., 2005; Dell’Albani et
al., 2008). Die Differenzierung wurde Uber einen Zeitraum von 6 Tagen durchgefiihrt.

Bezugnehmend auf die Ergebnisse aus 3.5.3 insbesondere der Zusammenfassung kann man
festhalten, dafl alle 3 mGS-Kulturen von GB-03 durch die Auspragung der die
Stammzelleigenschaften kennzeichnenden Marker Nestin und SOX-2 bei mindestens % bis % der
Zellen einer Population zundchst durch die unverminderte Expression von Nestin unter
Differenzierungsbedingungen eine gewisse Resistenz gegenliber einer weitergehenden
Ausdifferenzierung zeigten, SOX-2 hingegen folgt diesem Verhalten nicht. MAP-2 und NF wiederum
bestatigten diesen Widerstand, da liber den Zeitraum von 6 Tagen nach Differenzierungsinduktion
keine Erhohung der Zahl der fiir diese Marker als positiv gemessenen Zellen zu beobachten war, und
somit eine starkere neuronale Differenzierung als eher unwahrscheinlich betrachtet werden mufite.
Relativ einheitlich bei allen drei mGS-Kulturen aus GB-03 stellte sich auch die starke
oligodendrozytdre Vordifferenzierung dar, die ebenfalls keinerlei erkennbare Veranderung ihrer
Auspragung wahrend der Differenzierung erfuhr, insofern folglich auch hier keine weitergehende
Ausreifung induziert werden konnte. Einzig der Marker GFAP separierte bei diesen Untersuchungen
die mGS-Kultur GB-03/EGF(5) von den beiden anderen Kulturen GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(10),
indem zwar bei allen dreien dessen Expression vor Beginn der Differenzierung kaum feststellbar war,
jedoch im weiteren Verlauf nach 4 Tagen durch mehr als 50% positiv beurteilter Zellen stark anstieg,
nach 6 Tagen hingegen nur bei GB-03/EGF(5) auf diesem Niveau erhalten blieb, und bei den anderen
beiden Zellkulturen deutlich abfiel. Indes ist die Beurteilung von GFAP nicht ganz einfach, da er
sowohl reife Astrozyten als auch neurale Stammzellen markieren kann (Kimelberg et al., 2004;
Roelofs et al., 2005; Liu et al., 2006), so dall nur bei angenommener letzterer Eigenschaft von einer
Differenzierungsresistenz gesprochen werden kénnte. Ubergreifend ist erneut anzumerken, daR wie
die anderen Merkmale zuvor auch das Differenzierungspotential unabhéngig von der zugegebenen
EGF-Konzentration erkennbar war.

Bericksichtigt man das heutige Verstandnis der Neurogenese, bei der sich aus neuralen Stammzellen
zunachst neurale und gliale Progenitoren entwickeln, die in der Folge aus der neuralen Linie
Neuronen bilden und aus der glialen Astrozyten und Oligodendrozyten (Ming und Song et al., 2005;
Emsley et al., 2005; Kempermann et al., 2011), lasst dies folgenden SchlufR zu: Bei allen 3 mGS-
Kulturen von GB-03 sehen wir wahrscheinlich eine Mischpopulation aus neuralen und
oligodendrozytaren Progenitorzellen, mit einem Schwerpunkt der oligodendrozytdren Richtung. Da
insgesamt betrachtet durch die Mehrheit der Ergebnisse nahegelegt wird, daR sowohl GB-03/EGF(0)
und GB-03/EGF(10) als auch GB-03/EGF(5) allen Differenzierungsversuchen Widerstand
entgegengesetzt haben, deutet einiges darauf hin, da in allen mGS-Kulturen von GB-03
Hirntumorstammzellen vorhanden sind, die eventuell die Grundlage der Zellkultur bilden, und die im
Zustand durch Mutationen veranderter neuraler und glialer Progenitoren der Differenzierung
widerstanden, und damit den von (Gunther et al., 2008) beschriebenen Tumorstammzellkulturen mit
eingeschranktem Stammzell-Phdnotyp dhneln kénnten. Daneben steht die beobachtete relativ stark
ausgepragte oligodendrozytare Komponente dieser Zellkulturen im Einklang mit der unter 4.2
aufgestellten Hypothese, es kdnnte sich hierbei um ein sekundares Glioblastom handeln, da dieses
Merkmal als fur die Pathogenese dieses Tumortyps charakteristisch beschrieben worden ist (Homma
etal., 2006).

Ein weiteres wesentliches Kriterium fir den Nachweis von Hirntumorstammzellen ist ihre
Tumorigenitat in vivo. Daher wurden von allen 3 mGS-Kulturen des Glioblastoms GB-03 jeweils eine



[DISKIISSION 1121

Xenotransplantation von ca. 1000 Zellen in das Gehirn von athymischen und damit
immunsupprimierten Nacktmdusen vorgenommen, um deren Fahigkeit in vivo einen Tumor zu
generieren zu Uberprifen. Bei den Tieren, die eine intrakranielle Injektion von Zellen aus der mGS-
Kultur GB-03/EGF(0) erhalten hatten, konnte dies bereits nach einem Zeitraum von 4 Monaten
vermutet werden, da alle Mause deutliche klinische Symptome zeigten. Die anschliefende
histopathologische Untersuchung bestatigte das Ausbilden eines jeweils diffus und hochinfiltrativ
wachsenden Tumors, der bereits das gesamte Prosencephalon erfalit hatte. Die Gehirne der Tiere,
die Zellen aus den beiden mGS-Kulturen GB-03/EGF(5) und GB-03/EGF(10) erhalten hatten, und zum
selben Zeitpunkt prapariert wurden, lieBen demgegeniiber keinen Hinweis auf die Tumorinduktion in
vivo erkennen. Ubereinstimmend mit bisherigen Beobachtungen bei dieser Art der serumfreien
Kultur zeigte sich auch hier eine Morphologie des Tumorwachstums, die der von menschlichen
Glioblastomen, die ebenfalls diffus das Hirnparenchym infiltrieren, sehr viel ndher kommt (Louis et
al., 2007). Bisherige Xenotransplantationen aus Glioblastom-Zellkulturen, die unter Serum-
Bedingungen wuchsen, zeigten kein solch diffuses Wachstum. Daher spricht dieses Resultat zum
einen fir die Existenz von Hirntumorstammzellen zumindest in GB-03/EGF(0) zum anderen jedoch
erneut fur einen Unterschied dieser mGS-Kultur zu den beiden anderen GB-03/EGF(5) und GB-
03/EGF(10).

Weiteren AufschluR Gber die Lokalisation und Verteilung der Amplifikation pro Zelle gab die FISH-
Analyse. Anhand der so markierten EGFR-Genkopien konnte deren rdaumliche Verteilung besser
zugeordnet werden, dies erschien sinnvoll, da die Messung des Amplifikationslevels mithilfe der Real-
Time-PCR letztendlich nur eine Aussage Uber die gesamte Menge der Amplikons in einer gréBeren
Zellpopulation geben konnte. Hierbei zeigte sich zum einen bestatigt, dal die GroRzahl der
Amplikons in punktuell markierten extrachromosomalen Strukturen innerhalb der Kerne vorliegt, da
starker homogen gefarbte chromosomale Banden fehlten (Vogt et al., 2004). Dariberhinaus konnte
allerdings gezeigt werden, daR der Amplifikationslevel pro Zelle in allen mGS-Kulturen eher
vergleichbar war, und daR es bei GB-03/EGF(0) gegenliber GB-03/EGF(10) lediglich eine weitaus
groBere Zahl an Zellen mit dieser Auspragung der Amplifikation gab, und welche bei GB-03/EGF(5)
kaum noch zu finden waren. Somit scheint der bei der Real-Time-PCR beobachtete Unterschied in
der Starke der Amplifikation nicht in unterschiedlich stark amplifizierten Zellen zu liegen, sondern
vielmehr in der Zahl der Zellen, die eine Amplifikation des EGFR-Gens aufzeigen. Dies ware nur ein
weiterer Hinweis darauf, daR sich die beiden Kulturen GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(10) durchaus in
dem vermuteten pathophysiologischen Gleichgewicht dahneln, die Zugabe von EGF jedoch bei GB-
03/EGF(10) auch das Uberleben anderer nicht oder nur wenig amplifizierter Zellen erméglicht.
Demgegeniiber ist diese Beobachtung zumindest nicht widerspriichlich zu der angenommenen durch
Mutation sich davon abgrenzenden mGS-Kultur GB-03/EGF(5).

Somit deuten doch mehr oder weniger alle Ergebnisse darauf hin, dall mit der Etablierung der mGS-
Kulturen aus GB-03 als Langzeitkulturen, und hier insbesondere durch GB-03/EGF(0) eine Zellkultur
gefunden wurde, die aufgrund einer eher seltenen Mutations-Konstellation Hirntumorstammzellen
selektiert, welche ihre EGFR-Genamplifikation stabil aufrecht erhalten.
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5. Ausblick

Immer mehr Hinweise bestadtigen die Vermutung, dal} die Entstehung maligner Neoplasien im Hirn
wie auch in anderen menschlichen Geweben ein mehrstufiger Prozess ist, welcher klinisch unauffallig
mit einer benignen Hyperplasie startet, und in einem invasiven und teils metastasierenden malignen
Tumor endet. Fast immer beruht dies auf multifaktorieller Pathogenese durch mannigfaltige
genetische Alterationen und nicht zu vernachldssigende epigenetische Mechanismen, wobei wir
letztere gerade erst zu verstehen beginnen. Wahrend dieses Prozesses erlangen die Tumorzellen
neue Eigenschaften, welche fiir den malignen Phanotyp notwendig sind. Sie missen proliferatives
Potential bekommen, und sich kontinuierlich teilen, um dies zu erreichen, missen sie die
Kontaktinhibition sowie diverse andere Checkpunkte umgehen, die normalerweise die Apoptose
induzieren wirden. Darliberhinaus, um ein Wachstum Uber eine bestimmte Grenze hinaus zu
erreichen, mul® der Tumor seine Versorgung durch Sauerstoff und Nahrstoffe mittels der Produktion
neuer Gefalle sicherstellen. Der finale Schritt ist, dal® die Tumorzellen ihren primaren Entstehungsort
verlassen, um an anderen Stellen Metastasen zu bilden, hierzu benétigen sie erneut zusatzliche
Fahigkeiten zur Migration und Invasion fremden Gewebes (Holbro, Civenni, und Hynes et al., 2003).
Und gerade in letzter Zeit deutet vieles darauf hin, daR es trotzdem nur eine kleine Population an
Tumorstammazellen ist, die all diese Fahigkeiten vereint. Der EGFR aber auch jedes andere Mitglied
der Erb-B-Familie spielt in jedem dieser beschriebenen Prozesse eine Rolle, was sie berechtigterweise
zu einem wichtigen Forschungsschwerpunkt macht. Mit der Etablierung der mGS-Kultur GB-
03/EGF(0) ist es wahrscheinlich gelungen, eine Hirntumorstammzellen enthaltene Langzeitkultur zu
etablieren, welche mit der EGFR-Genamplifikation eines der Merkmale, das bei fast der Halfte aller
Glioblastome vorkommt und somit einen entscheidenden Selektionsvorteil in vivo bietet, auch unter
in vitro Bedingungen stabil aufrecht erhdlt, und somit weitere Untersuchungen ermdoglicht.
Insbesondere die Feststellung eventueller Mutationsvarianten des EGFR bei allen drei mGS-Kulturen
aus GB-03, wie zum Beispiel EGFRvIIl ware im nachsten Schritt sicher von Interesse, aber auch eine
genauere Untersuchung der Kulturen beziiglich ihres Genexpressionsprofiles kénnte Aufschluf
dariber geben, was sie von allen anderen mGS-Kulturen verschiedener Glioblastome, die alle im
Verlauf der Untersuchungen ihre Amplifikation reduziert haben, unterscheidet. Dies konnte
letztendlich neue Hinweise darauf geben, ob es auch therapeutische Moglichkeiten gibt, die
Bedingungen fir die Tumorzellen in vivo so zu verandern, dal} die durch das EGFR-Signal getriggerte
maligne Progression des Glioblastoms in einem ersten Schritt zumindest verzogert werden kann.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde versucht, frisches, aus chirurgischen Resektionen gewonnenes Tumormaterial
aus primaren Glioblastomen in eine serumfreie Zellkultur zu (ibernehmen, in der nach stabiler
Langzeitexpansion der Kulturen sowohl der Nachweis von Hirntumorstammzellen gelingt, als auch
die EGFR-Genamplifikation der Tumorzellen erhalten bleibt, was bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht
gelungen war. Dabei wurden die Zellkulturen jeweils mit unterschiedlichen Mengen des
Wachstumsfaktors EGF versorgt, sowie auch ganzlich ohne diesen expandiert. Es zeigte sich, dal das
Wachstum der Zellen nicht mit der Zugabe von EGF korreliert ist, sondern vielmehr die mGS-Kulturen
eines bestimmten Glioblastoms unabhéangig von der Wachstumsfaktorzugabe durch ein bestimmtes
Wachstumsmuster sowie ein eher beschleunigtes oder verzégertes Wachstum phéanotypisiert sind.
Insgesamt konnte dies durch eine Dichotomie in 2 Gruppen dargestellt werden, die sich in ihrer
Proliferation deutlich unterschieden. Fiir einen sichtbaren Beginn der Proliferation brauchten die
mGS-Kulturen ohne Zugabe von EGF jeweils deutlich mehr Zeit, als alle anderen Zellkulturen. Uber
den Untersuchungszeitraum veranderte sich dariiberhinaus auch die Wachstumsmorphologie, so daf3
der anfangliche Unterschied zwischen adhdrentem, semi-adhdrentem und nicht adhdrentem
Wachstum sich am Ende der Kultivierungszeit zugunsten eines nahezu einheitlich nicht adharenten
Wachstumsmusters gewandelt hatte. Lediglich % der anfanglichen Kultivierungsversuche war utber
den langen Zeitraum erfolgreich, wobei nur zwei mGS-Kulturen aus einem einzigen Glioblastom ihre
EGFR-Amplifikation aufrecht erhalten und sogar noch verstarkt hatten, namentlich GB-03/EGF(0)
ohne Zusatz des Wachstumsfaktors EGF, hier hatte sich der Wert der Amplifikation sogar vervierfacht
und GB-03/EGF(10), welche mit 10 ng/ml EGF kultiviert wurde, und eine Verdopplung des
Ausgangswertes aufwies. Dabei lieR sich kein Zusammenhang zwischen einer Zugabe des
Wachstumsfaktors EGF und einem Verlust der EGFR-Genamplifikation ersehen, was eine
entsprechend seltene Mutations-Konstellation bei diesen beiden mGS-Kulturen aus GB-03 nahelegt.
Methodisch zeigte sich die Analyse der Amplifikation mithilfe der Real-Time-PCR der konventionellen
PCR Uberlegen, mit der auch eine quantitative Analyse der Zahl der Amplikons moéglich wurde. Bei
dieser Arbeit zeigten sich 23% der untersuchten Glioblastome als amplifiziert, geringfligig weniger,
als in der Literatur beschrieben wird. Die nahere Untersuchung der mGS-Kulturen aus GB-03
bestdatigte dann sowohl durch ihre kontinuierliche Proliferation als auch ihre relative
Differenzierungsresistenz bei allen dieser drei Zellkulturen die vermutete Anwesenheit von
Hirntumorstammzellen, wobei GB-03/EGF(5) sich in allen untersuchten Merkmalen von den beiden
anderen Kulturen GB-03/EGF(0) und GB-03/EGF(10) ein wenig unterschied, am deutlichsten jedoch
bei der Fahigkeit, einen Tumor in vivo zu generieren. In dem gewahlten Mausmodell konnte nur GB-
03/EGF(0) als tumorigen beurteilt werden, indem sie in allen Tieren einen das gesamte Hirngewebe
diffus infiltrierenden Tumor ausbildete, dhnlich der Morphologie beim menschlichen Glioblastom.
Eine recht starke bereits vor dem Differenzierungsversuch ausgeprédgte oligodendrozytdre
Vordifferenzierung konnte dabei ein Hinweis auf die Pathogenese dieses Tumors als sekundares
Glioblastom sein. Durch eine FISH-Analyse zeigte sich, daR die vorhandene EGFR-Genamplifikation
einzelner Zellen als eher gleichmaRig zu beurteilen ist, und daR die quantitativen Unterschiede aus
der Real-Time PCR-Messung wahrscheinlich eher aufgrund einer durch EGF-Zugabe mehr oder
minder starken Population relativ gleichmaRig amplifizierter Zellen zustande kommt. Damit wurde
erfreulicherweise das Ziel dieser Arbeit erreicht, und die nun vorhandene Langzeitkultur GB-
03/EGF(0) eroffnet hoffentlich viele neue Madglichkeiten, wichtige Erkenntnisse Uber die
Pathophysiologie des Epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors zu erlangen, dessen integriertes Signal
eine solch Uberragende Bedeutung in der inter- und intrazellularen Kommunikation zu haben scheint.
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