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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hirntumore

Jahrlich werden bei etwa 273.000 Menschen weltweit Tumore des Gehirns und des zentralen
Nervensystems (ZNS) diagnostiziert. In Deutschland liegt die Inzidenzrate bei Mannern mit
6,2 Fallen pro 100.000 Einwohnern etwas hoéher als die Inzidenzrate von 4,5 Fallen pro 100.000
Einwohnern bei Frauen (1). Tumore des Gehirns und des ZNS gehoren bei Erwachsenen zu den
seltenen Tumorarten, wohingegen sie bei Kindern die am haufigsten vorkommende Form von
soliden Tumoren sind (2). Zu ihnen zdhlen sowohl alle aus Gehirnzellen hervorgehenden
Neoplasien, als auch Neoplasien der Meningen, der Sellaregion, sowie der Cranialnerven (nervi
craniales) und der Spinalnerven (nervi spinales) (2). Gehirntumore mit hirneigenem Ursprung
werden als primdre Tumore bezeichnet, wohingegen sekundare Neoplasien Metastasen anderer
Tumore darstellen. (3). Mit einem Anteil von etwa 30-40 % sind Gliome die am héaufigsten
diagnostizierten intrakraniellen priméren Hirntumore (4). Sie zeigen sowohl morphologische, als
auch histologische und immunhistochemische Differenzierungsmerkmale von Gliazellen. In
Abhingigkeit ihrer morphologischen Ahnlichkeit zu den verschiedenen Gliazelltypen (Astrozyten,
Oligodendrozyten, Ependymzellen) werden Gliome in Astrozytome, Oligodendrogliome oder
Ependymome unterteilt, wobei auch Mischformen wie Oligoastrozytome und glioneuronale
Tumore vorkommen (Abbildung 1) (5). Alle Gliomformen kénnen de novo (spontan) entstehen
oder in Form eines Rezidivs auftreten, welches sich auch in Folge einer Progression aus einem
vormals niedermalignen (weniger bosartigem) Hirntumor entwickeln kann (6).

Wie alle Tumorerkrankungen kénnen auch Gliome mit Hilfe des ICD-O Codes (Code der
international classification of diseases for oncology) in Abhangigkeit ihrer Malignitat, ihrer
Topographie und ihrer Morphologie erfasst werden (Abbildung 1)(7). Zur genaueren
Klassifizierung werden Gliome seit 1979 von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) in
vier Gruppen (WHO-Grad I-1V) eingestuft, welche den Malignitatsgrad wiederspiegeln [Gruppe |
benigne (gutartige) bis Gruppe IV hoch maligne Gliome] (Abbildung 1) (8, 9). Die Einteilung der
Gliome erfolgt hierbei aufgrund von Merkmalen wie Pleomorphie (,Mehrgestaltigkeit®),
Angiogenese (GefaBneubildung), Proliferationsaktivitat, Differenzierungsgrad oder dem

Vorhandensein von nekrotischem Gewebe (8).
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Inzidenz Alters-giofel 5 jahrige
Gliom WHO Grad ICD-Code [je 100.000 glp Uberlebensrate
" [Jahre]
Einwohner] [%]
Il 1 v
pilozytisches
Astrozytom 9421/1 0,37 (2, 8) 19,6 (10) 94,4 (2)
diffuse Astrozytom x 9400/3 0,14 (8) 34,5 (8) 47,3 (2)
]
£ pleomorphes
% Xanthoastrozytom x 9424/3 0,06 (2) 14 (11) 80 (12)
[ anaplastisches
:*E_ Astrozytom x 9401/3 0,37 (2) 54 (2) 26,5 (2)
2 Glioblastom x 9440/3 3,5(8) primar: 62 4,7 (2)
z ’ sekundar: 45 (8) '
Riesenzellglioblastom x 9441/3 0,07 (13) 42 (8) 12,3 (13)
Gliosarkom X 9442/3 0,07 (14) 56 (8) 12,3 (14)
$ K] Oligodendrogliom x 9450/3 0,27 (2) 43 (2) 79,1 (2)
g2
20 §° .2 | anaplastisches
© B O | pligodendrogliom x 9451/3 0,11 (2) 49 (2) 50,7 (2)
é g cE; Oligoastrozytom x 9382/3 0,09 (15) 39,8 (15) 70 (15)
58 lastisch
= 8 i | anaplastisches
o0
s Oligoastrozytom X 9382/3 0,09 (16) 44 (8) 57 (16)
Subependymom 9383/1 0,03 (17) 45,8 (18) 92 (19)
()] e
T o myxopapillares
g g Ependymom 9394/1 0,07 (20) 36 (8) 91 (19)
T =
g2 Y | Ependymom x 9391/3 0,25 (8) 34(21) 74 (19)
w
anaplastischen
Ependymom x 9392/3 0,04 (22) 8,2 (23) 48 (19)

Haufigkeitsverteilung Gliome

B Astrozytare Gliome
® Ependymale Gliome
m Oligodendrogliale Gliome

Oligoastrozytare Gliome

|

astrozytdre Gliome

#

m Glioblastom

® anaplastisches Astrozytom

W pilozystisches Astrozytom

m diffuse Astrozytom
Gliosarkom

Riesenzellglioblastom

pleomorphes
Xanthoastrozytom

Abbildung 1 Klassifizierung und Héufigkeiten sowie durchschnittliches Patientenalter und Uberlebensprognose von
Gliomen. Astrozytire Gliome bilden die gréfite und die am hdufigsten auftretende Gruppe aller Gliome, wohingegen
ependymale, oligodendrogliale und oligoastrozytdre Gliome weitaus seltener diagnostiziert werden. [Quellen: Gliomformen,

WHO-Grad und ICD-Code (8) sonst wie angegeben]

Die vielfaltigste und groBte Gliomgruppe bilden die astrozytidren Gliome (75 % aller Gliome),

wobei das Glioblastom (GBM) das am haufigsten auftretende und gleichzeitig auch das

maligneste aller Astrozytome ist. Auf das laut WHO als Grad IV eingestufte GBM sowie auf seine
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Unterformen das Gliosarkom und das Riesenzell-GBM wird im Abschnitt 1.1.1 gesondert
eingegangen (8).

Das langsam wachsende pilozytische Astrozytom (PA), welches von der WHO als Grad | Gliom
eingestuft wurde, gehort ebenfalls zur Gruppe der astrozytdaren Gliome. Es ist das haufigste
Gliom bei Kindern und Jugendlichen (Altersgipfel 10 Jahre), wobei das Durchschnittsalter
erkrankter Patienten bei 19,6 Jahren liegt (10, 24, 25). Mit einer durchschnittlichen 5-jahrigen
Uberlebensrate von 94,4 % haben Patienten eine giinstige Prognose (2).

Das gut differenzierte und langsam wachsende diffuse Astrozytom (DA) wird von der WHO als
Grad Il Gliom eingestuft (8). An diesem Gliom erkrankte Patienten sind im Schnitt 34,5 Jahre alt
und die 5-jahrige Uberlebensrate betrigt 47,3 % (2). Das DA zeichnet sich durch eine diffuse
Infiltration benachbarter Hirnareale aus, weshalb eine vollstandige Resektion nahezu unmoglich
ist. Ferner bildet es hdufig Rezidive und besitzt eine inhdrente Tendenz zur Progression zum
sekundaren anaplastischen Astrozytom (WHO-Grad Ill) oder zum sekunddren Glioblastom
(GBM) (WHO-Grad IV) (5, 26).

Da eine vollstandige Resektion des schnell und diffus wachsenden anaplastischen
Astrozytoms (AA) (WHO-Grad Ill) kaum moglich ist (8, 27, 28), betrdgt die mediane
Uberlebensdauer lediglich 3,3 Jahre (29) (5-jahrige Uberlebensrate 26,5 %) (2). Der Altersgipfel
von AA-Patienten betragt 40-60 Jahre. Bei jliingeren Patienten geht das AA bevorzugt durch
Progression aus einem diffusen Astrozytom hervor, wohingegen es bei dlteren Patienten zumeist
de novo entsteht (30, 31). Prinzipiell haben AA ein hohes Potential, sich zu einem sekundaren
GBM zu entwickeln (mediale Progressionsdauer: 2 Jahre) und neigen dazu, liber den Liquor
cerebrospinalis zu streuen (29-31) .

Neben den bereits beschrieben Gliomen, gehéren auch die nur sehr selten vorkommenden
subependymalen Riesenzellastrozytome (WHO-Gradl), die pilomyxoiden Astrozytome
(WHO-Grad 1l) und das pleomorphe Xanthoastrozytom (WHO-GradIl) zur Gruppe der
astrozytaren Gliome (8).

Oligodendrogliale Tumore machen 5 % aller Gliome aus und werden in Oligodendrogliome (OD)
(WHO-Grad Il) und anaplastische Oligodendrogliome (AOD) (WHO-Grad Ill) unterteilt (8, 32). Das
deutlich schneller wachsende und Nekrosen aufzeigende AOD kann sowohl aus den
niedermalignen OD hervorgehen, als auch de novo entstehen (8, 33-35). Die diffus wachsenden
oligodendroglialen Tumore treten zumeist zwischen dem 33. und 55. Lebensjahr auf (32, 36).
Patienten mit einem OD haben eine 5-jihrige Uberlebensrate von 79,1 % (2), wohingegen im

Schnitt nur 50,7 % aller AOD-Patienten nach funf Jahren noch leben (2).
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Bei oligoastrozytaren Tumoren handelt es sich um Mischgliome, welche sowohl Zellen mit
oligodendroglialer- als auch Zellen mit astrozytarer-Differenzierung aufweisen. Sowohl das
langsam wachsendere Oligoastrozytom (OA) (WHO-Grad Il), als auch das deutlich schneller
wachsende und malignere anaplastische Oligoastrozytom (AOA) (WHO-Grad Ill) zeigen ein
diffuses Wachstum. Oligoastrozytare Tumore treten zumeist im Alter von 30-50 Jahren auf,
wobei AOA sowohl primar als auch in Folge einer Progression eines OA auftreten kénnen (8, 37,
38) (5-jahrige Uberlebensrate OA: 70 % (15), AOA: 57 % (39)).

Ependymale Gliome gehdren mit einer Haufigkeit von 2-6 % zu den seltenen Gliomen des
Gehirns, wohingegen sie die haufigsten intramedulldren Tumore des Riickenmarks darstellen (4).
Es werden vier verschiedene ependymale Gliome unterschieden, die sehr langsam wachsenden
und gut abgegrenzten myxopapillaren und subependymalen Ependymome (beide WHO-Grad I),
sowie das ebenfalls gut abgegrenzte, langsam wachsende und differenzierte Ependymom
(WHO-Grad Il) und das relativ schnell und infiltrativ wachsende anaplastische Ependymom
(WHO-Grad Ill) (8, 40). Bei Kindern liegt der Altersgipfel bei 6,4 Jahren und im Erwachsenenalter
bei 30-40 Jahren (8). Kinder erkranken zumeist an Grad Ill Ependymomen welche tberwiegend
intrazerebral lokalisiert sind und haben in der Regel nur eine sehr schlechte
Uberlebensprognose. Jugendliche und Erwachse erkranken hingegen vorwiegend an
ependymalen Gliomen des Grades | oder Il welche meistens im Riickenmark oder im Filum
terminale lokalisiert sind. Zudem haben sie eine deutlich bessere Uberlebensprognose als Kinder

(40-42).

1.1.1 Das Glioblastom (Glioblastoma multiforme)

Glioblastome (GBM) bilden mit 15,6 % nach den Meningiomen die zweit grofRte Gruppe aller
(benignen und malignen) Tumore des Gehirns und des zentralen Nervensystems (ZNS) und sind
mit 54,4 % die bei weitem am haufigsten vorkommenden Gliome (2). Die Inzidenzrate des von
der WHO als Grad IV eingestuften Glioms betragt 3,19, wobei Manner 1,57mal haufiger an GBM
erkranken als Frauen (Inzidenz 3,97:2,53)(2, 8). Kinder (0-19 Jahre) erkranken mit einer
Inzidenzrate von 0,19 hingegen nur sehr selten an GBM (2).

Primdre GBM entstehen de novo und sind bevorzugt in der Konvexitat der GroBhirnhemispharen
(insbesondere  fronto-temporal) lokalisiert, koénnen sich aber auch in tiefen
Mittellinienstrukturen manifestieren (43). Der Altersgipfel von Patienten mit einem primaren
GBM betragt 62 Jahre wobei Manner rund 3mal haufiger erkranken als Frauen (8, 44-46). Die
Athologie von primdren GBM ist bis heute weitestgehend unbekannt. Da GBM

molekulargenetisch heterogen sind, und nur bei 5% aller GBM-Patienten eine familidre
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Vorbelastung besteht (47), ist kein fir alle Patienten geltender ,molekularbiologischen Ausléser”
bekannt (48). Einzig ionisierende Strahlung, welche die DNA-Struktur schadigt, scheint die
Entstehung von GBM zu begiinstigen (49).

Im Gegensatz zu primdaren GBM gehen sekunddre GBM aus vormals niedermaligneren
Gliomformen hervor, wobei folgende Progressionswege bekannt sind: (i) vom diffusen
Astrozytom zum sekunddren GBM, (ii) vom diffusen Astrozytom Uber die Zwischenstufe eines
sekundaren anaplastischen Astrozytoms zum GBM (iii) sowie Uber die Progression eines de novo
entstanden anaplastischen Astrozytoms zum GBM (Abschnitt 1.1.2, Abbildung 2) (43, 50).
Patienten mit einem sekunddren GBM (Altersgipfel: 45 Jahre) sind zumeist etwas jlinger als
Patienten mit einem priméren GBM, wobei Frauen rund 3mal haufiger erkranken als Manner (8,
44,51).

Ein besonderes Merkmal von GBM st ihr Uberaus schnelles Wachstum und die diffuse
Infiltration benachbarter und ferner Hirnareale. Da GBM-Zellen bevorzugt entlang von
myelinisierten Bahnen wie dem Balken (Corpus callosum) migrieren, infiltrieren sie auch die
kontralaterale Hemisphdre und koénnen sich in Form beidseitiger ,Schmetterlingsgliome”
manifestieren (43). Aufgrund der Wachstumseigenschaften von GBM ist eine vollstandige
Resektion des Tumors nicht méglich, weshalb die durchschnittliche Uberlebensprognose von
Patienten trotz Behandlung (Resektion, Chemo- und Radiotherapie) lediglich 14 Monate (52, 53)
und die 5-jahrige Uberlebensprognose nur 4,7 % betragt (2). Generell scheint sich ein junges
Patientenalter (5-jahrige Uberlebensrate, 0-19 Jahre: 22,2 % versus 55-64 Jahre: 3,8 %) (2) sowie
ein guter Karnofsky-Index (KPS) (Patienten Alter > 16 Jahre) bzw. Lansky-Index (Alter < 16 Jahre),
welche den physischen Zustand von Patienten beschreiben (54, 55), giinstig auszuwirken,
wohingegen das Geschlecht keinen Unterschied zu machen scheint (45, 51, 54, 56).

In Abhangigkeit von der GrofRe und Lage der Neoplasie, kobnnen GBM sehr unterschiedliche
Symptome wie Ubelkeit und Erbrechen, Kopfschmerzen oder Krampfanfille hervorrufen. GBM
kénnen ferner Personlichkeitsstorungen verursachen oder zu Funktionsstérungen an anderen
Korperstellen, sogenannten fokalen neurologischen Defiziten fiihren. Beispiele hierfiir sind eine
gestorte Motorik von Gliedmaen, eine Beeintrachtigung der Sehkraft sowie der
Gesichtsmuskulatur oder verminderte bzw. verstarkte Wahrnehmung von Sinneseindriicken (43,
48, 52). Die Diagnose von GBM erfolgt in der Regel (ber eine
Magnetresonanztomographie (MRT) Untersuchung (43).

Histologisch zeichnen sich GBM durch zellulare und nukledre Atypien, hyperchromatische Nuklei,
eine hohe Mitoserate, eine verringerte Apoptoserate, Neoangiogenese, sowie durch nekrotische

Areale und eine ausgepragte Anaplasie (Dedifferenzierung) aus, welche sich in einem geringem
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Differenzierungsgrad oder dem Verlust differenzierter Zellen dufert (43, 57, 58). Aufgrund von
histologischen Eigenarten unterscheidet die WHO das GBM von den ebenfalls als Grad IV
eingestuften Riesenzell-GBM und dem Gliosarkom (8). Die zumeist im Temporallappen
lokalisierten Riesenzell-GBM (2-5 % aller GBM (59-61)) zeichnen sich histologisch durch bizarr
geformte, mehrkernige Riesenzellen mit oft stark ausgeprdgtem Retikulinnetzwerk (62). Der
Altersgipfel von Riesenzell-GBM-Patienten liegt bei 51 Jahren, wobei Manner etwas haufiger
erkranken (59,6 % aller Patienten) und die 5-jhrige Uberlebensrate mit 12,3 % etwas besser als
die von GBM-Patienten ist (13).

Bei Gliosarkomen handelt es sich um eine relativ gut begrenzte biphasische Variante des GBM,
welche gliale und mesenchymale Merkmale aufweist (63). Glisarkome zeigen viele der fir GBM
typischen genetischen Aberrationen und chromosomalen Instabilitdten. Sie sind bevorzugt im
Temporallappen (64-66), aber auch im Frontallappen lokalisiert (67, 68). Bei 1,8-2,8 % aller
diagnostizierten GBM handelt es sich um Gliosarkome (64), wobei Méanner etwas héaufiger
erkranken als Frauen (Verhaltnis 1,6:1) (64, 67) und die Prognose von Gliosarkompatienten mit
6,25-11,5 Monaten etwas schlechter ist als die von GBM-Patienten (64-68).

Allen GBM-Varianten gemein ist eine extrem niedrige Metastasierungsrate. Da nur 0,4-0,5 %
aller GBM Metastasen in sekunddren Organen bilden (z.B. in den Knochen, den Lymphknoten
oder der Leber) (69-71), wurde bisher bezweifelt, ob GBM-Zellen tGberhaupt in der Lage sind die
Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu Uberwinden und in umliegendes Gewebe vorzudringen um dort
anzuwachsen (72, 73). In jingsten Studien konnten jedoch bei 20,6 % aller GBM-Patienten
zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cells, CTC) im peripheren Blut nachgewiesen
werden (74). Die absolute Zahl an CTC war hierbei mit 1-22 pro 2 Millionen mononukledrer
Blutzellen vergleichbar mit der Menge an CTC bei Patienten mit anderen soliden Tumoren (75).
Da ferner ein Uberraschend hoher Anteil von 10-20 % aller Transplantationspatienten deren
Spender GBM-Patienten waren, extrakranielle GBM-Tumore in den transplantierten Organen
ausbilden (76), legt dies die Vermutung nahe, dass die Uberlebensspanne von GBM-Patienten fiir
eine Manifestierung von Metastasen schlicht zu gering ist oder dass die Manifestierung durch

das Immunsystem unterbunden wird (74).

Neben histologischen Unterschieden, zeichnen sich GBM auch durch eine Reihe
molekularbiologischer Veranderungen aus, welche gesondert im nachfolgenden Abschnitt 1.1.2

besprochen werden.
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1.1.2 Genetische Alterationen und zentrale Signalwege in Glioblastomen

Primdare und sekunddare GBM zeichnen sich durch ein groBes Spektrum an typischen
molekularbiologischen Veranderungen aus. Sie unterscheiden sich nicht nur in ihrem Genotyp
sondern auch hinsichtlich ihres Promotor-Methylierungsmusters, ihres RNA-Expressionsprofils
und ihres Proteoms (Abbildung 2). Obwohl bisher keine fiir alle GBM giiltige genetische oder
zelluldare Ursache fiir die Entstehung von GBM gefunden werden konnte, scheint es einige
genomische Verdnderungen zu geben, welche die de novo Entstehung von primaren GBM

begiinstigen oder die Progression zu sekunddren GBM vorantreiben (Abbildung 2)(50, 51).

gliale Progenitorzellen
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P53 Mutation 59% Verlust von 1p/19q >60%
v
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LOH 10q und 10p 70% ' i IDH1 Mutation 80%
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Abbildung 2 Progression und genomische Alterationen von Gliomen. Primére GBM entstehen de novo, wobei insbesondere
Verdnderungen des Chromosoms 10 die Bildung eines GBM begiinstigen. Sekundédre GBM gehen durch Progression aus
niedermaligneren Gliomen hervor. Eine Reihe genomischer Verdnderungen ist hierbei hdufig charakteristisch fiir die
einzelnen Progressionsstufen.

Neben einer Vielzahl genetischer Alterationen (77, 78) st der Verlust ganzer
Genomabschnitte (79-84), auf welchen haufig Tumorsupressorgene liegen (84), typisch fir
GBM (Abbildung 2). Die haufigste genetische Alteration ist der Verlust der Heterozygotie des
Chromosoms 10 (LOH10), wobei die Loki 10p14-p15, 10g23-24 und 10g25-p besonders oft
deletiert sind (85-88). Rund 70 % aller primaren GBM zeichnen sich durch den Verlust einzelner
Loki oder kompletter Chromosomarme (10p und 10q) aus. In 63 % aller sekunddren GBM liegt

eine Deletion einzelner Loki oder der Verlust des Chromosomarms 10q vor (44, 50, 85-87, 89).
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Besonders interessant ist hierbei der Verlust des Lokus 10g15-p, welcher bei diffusen und
anaplastischen Astrozytomen nicht auftritt und im direkten Zusammenhang mit der Progression
zum sekunddren GBM steht (44, 90, 91) (Abbildung 2). Haufig enthalten deletierte Loki
Tumorsupressorgene, welche fiir Proteine der DNA-Reparatur oder der Zellzyklus-Kontrolle
kodieren. Die Expression von Proteine kann jedoch nicht nur durch eine chromosomale
Aberration, sondern auch durch epigenetische Modulationen, wie der Hypermethylierung von
Promotoren, verhindert werden (50). Ein typischen Beispiel hierfir st der
p16™***/RB1(Retinoblastoma 1)-Signalweg, welcher sowohl aufgrund einer Gen-Deletion als
auch infolge einer Promotormethylierung in GBM haufig fehlreguliert ist (50, 51). Im gesunden
Gewebe inhibiert p16™* den CDK4 (cyclin-dependent kinase 4)/Cyclin D1-Komplex, welcher
wiederum RB1 phosphoryliert und damit die Abspaltung des Transkriptionsfaktors E2F von RB1
induziert, welcher fir die Expression von Genen der G;/S-Phasen-Transition verantwortlich
ist (92). In 31% aller primaren GBM ist das pl6" *“-Gen (44) deletiert, wohingegen der
p16™***-Promotor in 3 % (50, 93) und der RB1-Promotor in 14 % aller Fille hypermethyliert ist
(94). In sekundaren GBM liegt in 19 % aller Falle eine Deletion des p16'NK4a—Gens (44) oder eine

INK4a

Hypermethylierung des p16 " -Promotors vor (50, 93), wohingegen der RB-1-Promotor sogar in
43% aller sekunddren Tumore hypermethyliert (94). Die beschriebenen genetischen
Modulationen spiegeln sich in einer stark gesteigerten Proliferation der betroffenen GBM-Zellen
wider (92). Da eine Promotormethylierung von RB1 weder in diffusen noch in anaplastischen
Astrozytomen nachgewiesen werden konnte, scheint es sich hierbei um ein spates Ereignis in der
GBM-Pathogenese zu handeln (94). Ob und inwiefern sich die beschriebenen Aberrationen auf
die Uberlebensprognose von GBM-Patienten auswirken, konnte bisher nicht abschlieRend
geklart werden (44, 51, 95).

Neben den bereits genannten zellularen und genomischen Veranderungen scheint vor allem der
p53/MDM2/p14*-Signalweg von groRer Bedeutung fiir die Entstehung von sekundiren GBM zu
sein (50, 51). In nicht transformierten Zellen induziert p53 unter anderem die Expression
weiterer Transkriptionsfaktoren und ist auf diese Weise nicht nur an der Regulation der
Zelldifferenzierung, der Neovaskularisierung und der Apoptose beteiligt, sondern spielt vor allem
durch die Induktion der p21waf/Cip1-Expression eine entscheidende Rolle bei der
Zellzykluskontrolle und der DNA-Reparatur (92, 96, 97). P53 selber wird durch die Bindung von
p14"% stabilisiert, wohingegen MDM2 die Degradation von p53 (Wildtyp und Mutante (98, 99))
induziert (97). In 65 % aller sekundaren GBM ist TP53 mutiert, wobei in 57 % dieser Falle die
Codons 248 und 273 betroffen sind (44). Da ferner bereits 59 % aller diffusen und 53 % aller

anaplastsichen Astrozytome eine TP53 Mutation aufweisen, scheint es sich hierbei um ein
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friihes, entscheidendes Ereignis bei der Entstehung von Astrozytomen und sekundaren GBM zu
handeln (44) (Abbildung 2). Bei primdren GBM tritt eine Mutation des TP53-Gens mit 28 %
weitaus seltener auf. Sie betrifft lediglich in 17 % die Codons 248 oder 273 und scheint auf die
allgemeine genomische Instabilitdit von Tumorzellen zuriickzufiihren zu sein (50). Ob sich eine
TP53-Mutation auf die Prognose von GBM-Patienten auswirkt, wird derzeit noch diskutiert (51).
Neben einer TP53-Mutation ist auch eine homozygote Deletion des p14”*-Gens (76 % aller
GBM) (93) oder die Hypermethylierung des p14”“*-Promotors (primire GBM: 6 %, sekundire
GBM: 31%)(50), welche sich in einem Verlust der p14*%-Proteinexpression #uRern,
charakteristisch flir GBM. Weitaus seltener tritt eine Amplifikation von MDM2 auf (< 10 %) (100),
wobei diese lediglich in primdren GBM vorliegt, welche keine TP53-Mutation aufweisen (100,
101).

Die somatische Mutation des Isozitrat Dehydrogenase (IDH) 1 Gens (102) ist eine der haufigsten
genetischen Alterationen in sekunddren GBM (Haufigkeit > 80 %) (103-105) und bei Tumoren mit
intakter IDH1 liegt haufig eine Mutation der IDH2 vor (106). Das zytosolische Genprodukt der
IDH1 katalysiert die oxydative Phosphorylierung von lsozitrat zu a-Ketogluterat und spielt somit
eine Schliusselrolle im Zitratzyklus (107). Eine Mutation der IDH1 [R132H (in der aktiven Tasche),
analog R172H der IDH2], resultiert in einer verminderten Substrataffinitdt und inhibiert tiber die
Bildung von enzymatisch inaktiven Heterodimeren die Aktivitat intakter IDH1-Proteine (108). Da
eine IDH1-Mutation nicht nur fir sekundire GBM typisch ist, sondern ebenso haufig in
niedermaligneren Astrozytomen (WHO Gradll und Ill) sowie in oligodendroglialen und
oligoastrozytaren Gliomen vorliegt (103-105, 109), deutet auf einen gemeinsamen Ursprung der
genannten Gliome hin (Abbildung 2) und darauf, dass die Mutation der IDH1 ein friihes Ereignis
in der Tumorentstehung ist. Im Gegensatz zu sekunddaren GBM weisen primare GBM nur in sehr
seltenen Féllen eine Mutation der IDH1 auf (103-105, 109). Eine fir primédre GBM typische
genetische Alteration ist hingegen die Mutation des PTEN-Gens (Lokus 10¢23) (110, 111),
welches fiir einen negativen Regulator des PI3K-Akt-Signalwegs kodiert (primdre GBM: 25 %,
sekundare GBM: 4 % (50)) (112).

Die wohl hiufigste genetische Veridnderung von primdren GBM ist die Uberexpression von EGFR
(epidermal growth factor receptor) (50 % aller primaren GBM) sowie die Expression der
konstitutiv aktiven Rezeptorvariante EGFRvIIl (25 % aller EGFR Uberexprimierenden priméren
GBM). Da beide Rezeptoren sowie die EGFR-vermittelte Signaltransduktion zentrale Bestandteile
dieser Arbeit sind, wird in dem Abschnitt 1.2 gesondert auf die Bedeutung von EGFR und

EGFRvIII fiir GBM eingegangen.
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1.2 Der EGF-Rezeptor und seine Bedeutung in der Glioblastom-Pathogenese

1.2.1 Der EGF-Rezeptor

Von besonderer Bedeutung fiir die Pathogenese von primaren GBM ist der EGFR-Signalweg.
Namensgebend fur diesen Signalweg sind die Rezeptoren der EGFR/ErbB-Familie, zu denen der
EGFR (ErbB1, HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4) gehoren (113, 114),
welche sich auf der Oberfliche von epithelialen, mesenchymalen und neuronalen Zellen
befinden (115). Zu den Liganden dieser Rezeptorfamilie gehdéren neben dem epidermalen
Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) auch andere Mitglieder der EGF-Familie wie
beispielsweise HB-EGF (heparin binding EGF-like growth factor), Amphiregulin, oder TGF-a
(transforming growth factor a) (116). Das fiir den EGFR codierende Gen besteht aus 26 Exonen,
ist 110 kb lang und liegt auf dem Chromosom 7p11-13. Der Rezeptor selbst ist ein aus
1186 Aminosauren (AS) (115) bestehendes Glykoprotein (115, 117, 118) das aus einer
amino-terminalen, extrazelluldren-Domane mit Ligandenbindungsstelle, einer hydrophoben,
alphahelikalen Transmembrandoméane und einer carboxy-terminalen intrazelluldren-Domane

besteht (115) (Abbildung 3).

inaktive Form aktive Form

Abbildung 3 Konformationen des EGFR. Der EGFR besteht aus 4 extrazelluliren Domdénen (I-IV) einer
Transmembrandomdne (TMD) sowie einer intrazelluldren Domdéne (1ZD). In der inaktiven geschlossenen Konformation liegt
keine Ligandenbindung vor. In der offenen aktiven Form bilden die Domdnen | und Il die Ligandenbindungsstellen. Nach
erfolgter Ligandenbindung und Dimerisierung werden intrazelluldre Tyrosinreste trans- und autophosphoryliert was die
Aktivierung intrazellulérer Signaltransduktionskaskade zu Folge hat.

Der intrazellulare Teil des EGFR setzt sich aus drei Teilen zusammen, einer
juxtamembran-Domane, einem Abschnitt mit intrinsischer Tyrosinkinase (TK)-Aktivitat und

Src-Homologie-Domanen (SH) 1 Bindungsstellen, sowie einer dritten Domane, welche finf
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Autophosphorylierungsmotive, SH2 und Phosphotyrosin-Bindungstellen (phosphotyrosin
bindingsite, PTB), drei internalisierungs-Motive sowie Bereiche fir Transphosphorylierung,
proteolytische Aktivierung und Degradierung enthalt (115). Die extrazelluldre-Doméane besteht
hingegen aus vier Domanen (I-1V) (117, 119) und kann in zwei verschiedenen Konformationen
vorliegen (117, 119-122) (Abbildung 3). In der geschlossenen, inaktiven Form verhindert eine
intramolekulare Interaktion zwischen den Domanen Il und IV die Interaktion der Doménen | und
Il welche bei Kontakt die Ligandenbindungstasche bilden (121, 122). In der offenen, aktiven
Konformation (123, 124) ist die Interaktion der Doméanen Il und IV unterbrochen. Infolgedessen
kénnen die Domanen | und Il die Ligandenbindungstasche bilden und das Dimerisierungsmotiv
der Domane Il wird exponiert (117, 119). Beide Konformationen stehen im Gleichgewicht, wobei
dieses in Abwesenheit des Liganden in Richtung der geschlossenen, inaktiven Form verschoben
ist. Liegt hingegen eine Ligandenbindung vor, ist das Gleichgewicht zur offenen, aktiven Form hin
verschoben (123, 124). In diesem Fall bildet der Rezeptor entweder Homodimere mit anderen
EGFR (119, 120) oder aber Heterodimere mit EGFRvIII (125, 126), was wiederum zu einer
Aktivierung der TK-Aktivitdt des EGFR fihrt. Infolgedessen werden multiple Tyrosinreste der
zytoplastmatischen Doméane des EGFR auto-(113) oder transphosphoryliert (115, 127), an
welche wiederum Effektorproteine Uber SH2- oder PTB-Domanen binden kdnnen. Auf diese
Weise werden weitere Signalkaskaden aktiviert (128) und negative Regulationsmechanismen,
wie die Rekrutierung von Ubiquitin-Ligasen, welche die Rezeptorinternalisierung und

Degradation einleiten, induziert (129).

1.2.2 Veranderungen des EGFR und der EGFR-vermittelten Signaltransduktion in
Glioblastomen
Bei der EGFR-vermittelten Signaltransduktion handelt es sich um einen pleiotrophen Signalweg.
Dies bedeutet, dass in Abhdngigkeit von der Rezeptor-Liganden bzw. der
Rezeptor-Rezeptor-Kombination in verschiedenen Zellen eines Zellverbundes, aber auch
innerhalb einer Zelle, unterschiedliche Signale ausgeldst werden (130). Auf diese Weise ist der
EGFR-Signalweg an der Steuerung unterschiedlichster zelluldarer Prozesse wie der
Differenzierung (131), der Zellproliferation (132), -migration, -adhasion und der Zellteilung, aber
auch an der Kontrolle des Zellzyklus sowie apoptotischer- (133) und
metabolischer-Prozesse (115) beteiligt. Im Folgenden soll auf verschiedene
Deregulationsmechanismen des EGFR in GBM sowie auf die Hauptsignalwege des EGFR und der

EGFR-Rezeptorvariante EGFRvIII eingegangen werden.
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1.2.2.1 Alterationen des EGFR in Glioblastomen

Eine fiir primare GBM charakteristische Aberration ist die Uberexpression des EGFR (40-70 %),
welche hingegen nur bei 10 % aller sekundaren GBM auftritt (Abschnitt 1.1.2, Abbildung 2) (134).
Die Uberexpression des EGFR kann sowohl auf einer gesteigerten Translation als auch auf einer
Amplifikation des EGFR-Gens beruhen (50) und resultiert in einer gesteigerten EGFR-vermittelten
Signaltransduktion (128). 70-90 % aller GBM-Zellen mit einer EGFR-Uberexpression weisen
zusatzlich eine Genamplifikation auf, wobei eine Genamplifikation immer mit einer
EGFR-Uberexpression einhergeht (50, 135, 136). Bisher konnte nicht abschlieRend geklart
werden, ob sich die Auswirkungen einer EGFR-Amplifikation in GBM von denen einer
gesteigerten EGFR-Translation, wie es bei Brustkrebs der Fall ist, unterscheiden (128, 137). Der
Anteil EGFR-amplifizierter Zellen kann sowohl von Tumor zu Tumor als auch innerhalb eines
Tumors erheblich schwanken und ist somit ein klassisches Beispiel fiir die inter- und
intratumorale Heterogenitat von GBM (138).

Neben der Amplifikation des EGFR-Gens und den in Abschnitt 1.1.2 beschrieben typischen
genetischen Alteration in GBM-Zellen, sind vor allem Punktmutationen und Deletionen des EGFR
von zentraler Bedeutung fur die Pathogenese von GBM (77), wobei die Kinasedomé&ne des EGFR
nur selten von genetischen Verdnderungen betroffen ist (139, 140). Die am héaufigsten
auftretenden Punktmutationen R84K, A265V/D/T, P545L, G574V! liegen alle in der
extrazellularen-Doméane des Rezeptors (117, 119) und sind in etwa 14% aller GBM zu
finden (140). Da sie die Interaktion der Domanen Il und IV férdern und auf diese Weise die
offene  Konformation des Rezeptors beglinstigen (117, 119) und zudem das
Ligandenbindungsvermogen nicht beeinflussen, fihren sie zu einer konstitutiv aktiven Variante

des EGFR (140) (Abbildung 4).

! AS, Einbuchstaben-Code: R, Argenin; K, Lysin; A, Alanin; V, Valin; D, Asparaginsdure; T, Threonin; P, Prolin; L,
Leucin; G, Glycin
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Abbildung 4 Deletionsmutanten des EGFR. Dargestellt sind die einzelnen Domdnen des EGFR sowie hdufig in GBM
vorkommende Deletions-Mutanten (blaue Klammern: deletierete Bereiche) und Punkt-Mutationen.

Rezeptormutationen in Form einer Gen-Deletion kdnnen sowohl die extrazelluldre- als auch die
intrazellulare-Domane des EGFR betreffen und resultieren in verkiirzten, onkogenen Varianten
des EGFR (128) (EGFRvI, EGFRvIl und EGFRvIII (141, 142) bzw. EGFRvIV und EGFRvV, wobei ,v*
fir Variante steht (143)) (Abbildung 4). Deletionen der intrazelluldaren-Doméane treten mit einer
Haufigkeit von 11-17 % in GBM auf (126, 144, 145) und fihren vermutlich zu Defekten bei der
Rezeptorinternalisierung (146). Die Rezeptorvarianten EGFRvlI und EGFRvIl kommen mit 12-16 %
dhnlich haufig vor (126, 144, 145) und sind aufgrund ihrer Deletion nicht mehr in der Lage
EGFR-Liganden zu binden (141, 142). Da sie jedoch nur eine verkiirzte extrazelluldare-Doméane
besitzen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie mit bisher unbekannten Liganden
interagieren kdnnen (128).

Gleiches gilt fir die mit Abstand am héaufigsten auftretende EGFR-Deletionsmutante in GBM,
dem EGFRvIII (141, 142), welcher in 25 % aller EGFR-amplifizierten GBM exprimiert wird (147,
148). Im Gegensatz zum Wildtyprezeptor sind bei EGFRvIIl die Exone 2-7 (801 Basenpaare)
deletiert, weshalb er auch als del2-7 EGFR bezeichnet wird (149). Diese Form der Deletion
manifestiert sich in dem Verlust der extrazelluldren-Domanen | und Il (AS 6-273) (128, 150). Die

Ursachen fir diese spezifische Deletion konnten bisher nicht abschlieRend geklart werden. Es ist
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jedoch wahrscheinlich, dass eine Alu-Sequenz-vermittelte Rekombination der Introns 1 und 7 zu
der Formation von EGFRvIII fihrt (151). Aufgrund der beschriebenen Deletion ist EGFRvIII nicht
in der Lage, EGFR-spezifische Liganden zu binden, kann jedoch immer noch mit anderen EGFR
dimerisieren (150). Da bei EGFRvIII rund 10 % aller intrazelluldren Tyrosinreste (152), welche fir
die Signalweiterleitung von Bedeutung sind, phosphoryliert sind, handelt es sich bei EGFRvIIl im
Gegensatz zu den anderen EGFR-Deletionsmutanten um eine konstitutiv und somit permanent
aktive Form des EGFR (150). Somit benétigt EGFRvIII zur Aktivierung der TK-Domane weder
einen Liganden, noch stellt die Bildung von Homodimeren oder von Heterodimeren mit EGFR,
eine Voraussetzung fiir die EGFRvlll-vermittelte Signaltransduktion dar. Dennoch ist EGFRvIII ein
wichtiger Partner des EGFR und die Bildung von EGFRVIII/EGFR Heterodimeren ist fir die
EGFR-abhdngige Signaltransduktion und somit fiir die GBM-Pathogenese von zentraler
Bedeutung.

In vitro- und in vivo-Experimente mit EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zellen haben gezeigt, dass
die Expression von EGFRvIIl nicht nur zu einer Steigerung des Tumorwachstums und der
Tumorneovaskularisierung (153), sondern auch zu einer Zunahme der Zellproliferation (154),
-Migration und -Invasion fihrte (155, 156). Ob die Expression von EGFRvIII mit einer schlechten
Patientenprognose korreliert ist jedoch umstritten (157).

Im Gegensatz zu den Deletionsmutanten EGFRvI, EGFRvII, EGFRvIV und EGFRvV welche spezifisch
fir GBM sind, wurde EGFRvIII auch in einigen Fallen von nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen
(non-small cell lung cancer, NSCLC) sowie in Brust- und Prostatatumoren nachgewiesen (158,
159) nicht aber in niedermalignen Astrozytomen.

Da die Expression von EGFRvIII in Mausmodellen nicht zu einer de novo-Bildung von primadren
GBM fihrte, sondern hierfiir immer das Zusammenspiel mit anderen genetischen Aberrationen
notwendig war, scheint es sich bei der EGFRvIlI-Expression um ein GBM-férderndes nicht aber

um ein GBM-induzierendes Ereignis wahrend der GBM-Pathogenes zu handeln (128, 150).
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1.2.2.2 Die Hauptsignalwege der EGFR- und EGFRvlll-vermittelten Signaltransduktion in

Glioblastomen

Der PI3K-Akt-Signalweg ist ein fir die Pathogenese von GBM entscheidender EGFR-gesteuerter
Signalweg. Da er der Hauptsignalweg von EGFRvIIl ist, weisen EGFRvlll-exprimierende
GBM-Zellen, im Vergleich zu EGFRvlll-negativen GBM-Zellen, eine erhohte Aktivitat des
PI3K-Akt-Signalwegs (160) und infolgedessen eine gesteigerte Proliferation sowie eine
verminderte Apoptoserate auf (161) (Abbildung 5).

Sowohl durch den konstitutiv aktiven EGFRUVIII, als auch infolge einer EGFR-Stimulation, wird die
aus der katalytischen p110- (kodierendes Gen: PI3KCA) und der regulatorischen
p85-Untereinheit (kodierendes Gen: PI3KR) bestehende Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)
aktiviert, welche die Phosphorylierung des membranstdndigen
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  [PI(4,5)P,] zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
induziert [PI(3,4,5)P5] (162). PI(3,4,5)P; wiederum rekrutiert Akt (protein kinase B, PKB) zur
Plasmamembran, wo es von PDK1 (pyruvate dehydrogenase lipoamide kinase isoenzyme 1) und
mTor (mammalian target of rapamycin) an T308 respektive 5473° phosphoryliert wird (163). Das
nun aktive Akt bindet und phosphoryliert seinerseits weitere Signalproteine (bevorzugt 14-3-3
Proteine). In Abhé&ngigkeit von den Akt-Zielproteinen ist der PI3K-Akt-Signalweg an der
Steuerung unterschiedlichster zellularer Prozesse beteiligt. Beispielhaft hierfiir ist insbesondere
die Steuerung des Zellzyklus Gber p27 (164), aber auch die Regulation der Apoptose, des
Zellwachstums und des Metabolismus ber Bcl2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2, Bcl2)/BAD (Bcl2-
associated agonist of cell death, BAD), TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) bzw. GSK3 (glycogen
synthase kinase 3) (165). Die Regulation des PI3K-Akt-Signalwegs erfolgt Uber
Phosphatidylinositol Polyphosphatasen wie SHIP-1 und 2 (SH2 domain-containing inositol
phosphatase 1/2) oder PTEN welche PI(3,4,5P; zu PI(3,4P, bzw. PI(4,5)P,
dephosphorylieren (162). In 50 % aller GBM ist das PTEN Gen jedoch mutiert oder deletiert (50,
166) dies fiihrt in den betroffenen Zellen zu einem PI(3,4,5)P5s-Uberschuss und infolgedessen zu
einem unkontrollierten Zellwachstum und einer verminderten Apoptoserate (167). Mutationen
oder Amplifikationen der PI3K treten hingegen nur sehr selten auf. Lediglich in rund 10 % aller
GBM ist p85a mutiert (77) und in 5 % aller primaren und 13 % aller sekundaren GBM ist p110a

von einer Mutation oder Amplifikation betroffen (168).

2 AS, Einbuchstaben-Code: T, Threonin; S, Serin



Einleitung

Mégliche aktive Rezeptor-Kombinationen

PI3K-Akt

o
e. Ras-Raf-MEK-Erk \ Signalweg
Signalweg
STAT3 ”

i © MEK
STAT-
Signalwe,
B g ®

14-3-3-Proteine

Q
kanonische Signalwege
'I l ‘ WtEGFR: Ras-Raf-MEK-Erk
-~

STAT3-
Signalweg

- - l l \ EGFRuvlIl: PI3K-Akt
- =~
-~ l\ a ‘
- |
7’ ~
¥ Zellproliferation, Zellzyklus Kontrolle, \
L \ Apoptose, Zellwachstum, Zellstoffwechsel, \
( Differenzierung
!
\ /
A ’
~ - _ ”
S o -

-
- - -
e e e e = =

Abbildung 5 Hauptsignalwege der EGFR-vermittelten Signaltransduktion. wtEGFR und EGFRvIIl Homo- und Heterodimere
kénnen die Ras-Raf-MEK-Erk- sowie den PI3K-Akt- und den STAT-Signalweg aktivieren. Alle Signalwege sind an der
Regulation zentraler zellulérer Prozesse beteiligt. EGFRvIll kann (iber eine direkte Bindung an STAT3 auch als
Transkriptionsfaktor fungieren.

Ein weiterer Aktivator der PI3K ist die kleine GTPase Ras (169), welche ferner eine zentrale Rolle
im Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg einnimmt. Diese auch als Erk1/2-MAPK-Signalweg bezeichnete,
EGFR/EGFRvlll-vermittelte Signaltransduktionskaskade (Abbildung 5) beeinflusst in GBM, dhnlich
dem PI3K-Akt-Signalweg, zahlreiche zentrale zelluldre Prozesse. Nach der Aktivierung von EGFR
bindet das Adapterprotein Grb2 entweder direkt an den phosphorylierten Tyrosinrest Y1086
oder indirekt Uber SHC (SH-Domane beinhaltendes Adapterprotein, SH domain-containing
adaptor protein) an die phosphorylierten Tyrosinreste Y1173 und Y1148 des EGFR (170) und
bildet dort zusammen mit Sos (son of sevenless) den Grb2/Sos-Komplex. Im Falle des konstitutiv
phosphorylierten EGFRvIII bindet Grb2 hingegen an die phosphorylierten Tyrosinreste Y1148 und
Y1068 (171-174). Der Nukleotid Austausch Faktor Sos katalysiert im Folgenden die Aktivierung
von Ras und startet auf diese Weise die aus Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma), MEK

(mitogen-activated protein kinase kinase) und Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinase)
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bestehende Signalkaskade (175-178). In EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zellen ist die
Konzentration an aktivem Ras (173) und MEK (174) zwar deutlich erhoht, die Menge an aktivem
Erk1/2 ist hingegen im Vergleich zu EGFRvIlI-negativen GBM-Zellen kaum verandert (174, 179).
Dies deutet auf eine negative Feedback-Regulation von Erk1/2 hin (174) und fuhrt dazu, dass der
Erk1/2-Signalweg in EGFRvlll-exprimierenden Zellen zwar keine erhohte Aktivitat aufweist,
jedoch konstitutiv aktiviert ist (128).

Ein weiterer EGFR- und EGFRvlll-vermittelter Signalweg in GBM ist der STAT-Signalweg. Bei
diesem Signaltransduktionsweg bindet STAT (signal transducer and activator of transcription)
Uber seine SH2-Domane an phosphorylierte Tyrosinreste des aktiven EGFR, woraufhin der
Rezeptor seinerseits die SH2-Domane von STAT phosphoryliert. STAT wiederum bildet im
folgenden Homo- oder Heterodimere (180, 181), transloziert in den Nukleus und induziert die
Transkription von Genen des Zelliiberlebens (179, 182, 183). Von besonderer Bedeutung fir
EGFRvlll-positive GBM-Zellen ist der STAT3-Signalweg. Anders als EGFR induziert EGFRvIII die
Signaltransduktion nicht Uber eine direkte Phosphorylierung von STAT3 (179, 182, 183).
Vielmehr scheint wtEGFR EGFRVIII zu phosphorylieren (184), woraufhin dieser einen Komplex mit
STAT3 bildet und in den Kern transloziert (185). Dies legt die Vermutung nahe, dass EGFRvlII
zusammen mit STAT die Transkription von bisher unbekannten Zielgenen steuert und somit die
Rolle eines Transkriptionsfaktors Gbernehmen kann (186).

Neben der Uberexpression von EGFR kénnen auch autokrine und parakine Mechanismen zu
einer erhohten EGFR-vermittelten Signalweiterleitung fihren (128). In diesem Zusammenhang
ist die Interaktion von EGFR und EGFRvIll von besonderer Bedeutung. In mehreren Studien
konnte gezeigt werden, dass EGFRvIII die Sekretion des EGFR-Liganden HB-EGF induziert (187,
188) und dass eine Korrelation zwischen EGFRvllI-Expression und TGF-a-Expression
vorliegt (188). Auf diese Weise wird die EGFR-abhangige Signaltransduktion durch EGFRuvIII
autokrin bzw. parakrin stimuliert (187, 188). Ferner konnte gezeigt werden, dass EGFRvIll die
Sekretion von LIF (leukemia inhibitor factor) und IL6 (Interleukin 6) induziert, welche ihrerseits
an LIF respektive IL6-Rezeptoren benachbarter Zellen binden und auf diese Weise das
membranstandige gp130 aktvieren. Dieses kann im Folgenden den STAT3-Signalweg sowie lber
eine direkte Interaktion mit EGFR die EGFR-abhangige Signaltransduktion induzieren (187).

Eine weitere Moglichkeit der parakrinen und autokrinen Aktivierung der EGFR-vermittelten
Signaltransduktion stellt die Sekretion von ADAM 12 (a disintegrin and metalloprotease 12) dar,
deren Menge in GBM haufig erhoht ist. ADAM12 ist in der Lage das an die extrazelluldre-Matrix
gebundenen HB-EGF abzuspalten, welches im Folgenden an EGFR binden und die EGFR

abhangige Signatransduktion stimulieren kann (189).
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Neben der Uberexpression und der auto- bzw. parakrinen Stimulation des EGFR, kdnnen auch
Defekte bei der Rezeptor-Internalisierung zu einer gesteigerten Signalweiterleitung fiihren. Nach
der Aktivierung des EGFR und dessen unmittelbare Auto- und Transphosphorylierung, binden Cbl
(Ubiquitin-Ligase) und SETA (SH3 domain-containing gene expressed in tumorigenic astrocytes,
Cbl Adapterprotein) Gber den phosphorylierten Tyrosin-Rest (Y1045) an den Rezeptor und leiten
dessen Ubiquitin-vermittelte Internalisierung und Degradation ein (190). Auf diese Weise wird
die EGFR-Signalweiterleitung unterbrochen und eine permanente Aktivierung des Signalwegs
verhindert (191). Da der konstitutiv aktive EGFRvIIl im Vergleich zum aktivierten wtEGFR deutlich
weniger phosphorylierte Tyrosinreste aufweist (152) und Y1045 statistisch hypophosphoryliert
ist (154, 192), wird die direkte Bindung von Cbl unterbunden. Zwar kann Cbl Gber Grb2 (growth
factor receptor-bound protein 2) an EGFRvIII binden, eine Polyubiquitinilierung und somit eine
Degradation des Rezeptors ist unter diesen Umstinden jedoch nicht moglich (154). Eine sehr
kleine Menge an EGFRvIll scheint dennoch internalisiert zu werden. Anders als der
Wildtyprezeptor wird EGFRvIll jedoch nicht im Lysosom degradiert, sondern endosomal
recycelt (154). Ferner muss die Frage, ob eine vermehrte Dimerisierung von EGFRvIII mit EGFR zu

einer ,,gemeinsamen” Internalisierung und Degradation fiihrt noch geklart werden.

1.3 Therapieansatze zur Behandlung von GBM

Trotz grofRter Bemihungen und intensiver Forschung ist der Durchbruch bei der Behandlung von
GBM bisher ausgeblieben, so dass die durchschnittliche Uberlebensdauer von behandelten
GBM-Patienten bisher lediglich 14 Monate betragt (193, 194). Ein Grund hierfir ist vor allem das
schlechte Ansprechen von Patienten auf primare Therapien aber auch die Entwicklung von
Resistenzen gegeniiber Therapeutika. Die Wirksamkeit von Therapeutika wird unter anderem
von der Blut-Hirn-Schranke (BHS) limitiert, welche aufgrund der MolekiilgroRe oder der
Lipophilitat von Medikamenten haufig nicht oder nur unzureichend lGberwunden werden kann.
Der Erfolg einer GBM-Therapie wird ferner durch den aktiven Efflux von Therapeutika Uber
membranstindige Transporter (195), sowie durch die fir GBM typische Hypoxie (196)
malRgeblich beeinflusst. Desweiteren kann die gleichzeitige Gabe von Steroiden und
Anti-Epileptika die Wirkung von GBM Therapeutika hemmen und Nebenwirkungen
verstarken (197-199). Ein weiteres Problem bei der Behandlung von GBM ist die extreme inter-
und intratumorale Heterogenitat aufgrund welcher Patienten bzw. die Zellen eines GBM sehr

unterschiedlich auf eine Behandlungsmethode reagieren konnen. Die derzeitige
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Standardbehandlung von GBM ist ein von Stupp entwickelter Behandlungsansatz, welcher sich
aus der Resektion des Tumorgewebes, gefolgt von einer postoperativen (adjuvanten) Strahlen-
und Temozolomid (TMZ) —Therapie zusammensetzt (200).

Da gezeigt werden konnte, dass eine Resektion des Tumors von mehr als 98 % den Erfolg einer
anschliefenden Radio- und Chemotherapie beginstigt (201, 202), ist eine moglichst maximale
Resektion von entscheidender Bedeutung fir die Therapieeffizienz. Um die Randbereiche von
GBM zu markieren und eine moglichst maximale Resektion des Tumors zu erzielen werden
GBM-Zellen heutzutage haufig prdoperativ.  mit  5-Aminolavulinsdure (5-ALA)
fluoreszenzmarkiert (203). Eine vollstandige Resektion von GBM ist aufgrund des &duBerst
diffusen und infiltrativen Wachstums allerdings praktisch nie moglich. Durch eine suboptimale
Resektion konnen jedoch die Tumorzellzahl reduziert und Massen-Effekte (z.B. intrakranieller
Druck) verringert werden (48).

Die postoperative Bestrahlung erfolgt in der Regel in Form einer Strahlentherapie (external
beam radiation therapy, EBRT) (Gesamtstrahlendosis von 60 Gy, bei Patienten >70 Jahren: 50 Gy
(204, 205)) in Kombination mit einer Chemotherapie (Dauer: 6 Wochen). Immer haufiger wird
jedoch auch die intensitdtsmodulierte Strahlentherapie (intensity modulated radiation therapy,
IMRT) angewandt. Bei beiden Formen der Strahlentherapie ist zu beachten, dass die
Strahlendosis aufgrund der hohen Radiosensitivitdt einiger neuronaler Strukturen limitiert ist
und nicht bei Patienten unter drei Jahren angewandt werden darf (204-206). Die Zusatzliche
Gabe von Radiosensitivierern (z.B. Misonidazol) hat leider nicht zu einer Verbesserung der
durchschnittlichen Uberlebensdauer gefiihrt (48).

Das heutzutage am hdaufigsten eingesetzte Chemotherapeutikum ist TMZ. Da TMZ oral
verabreicht werden kann, dhnlich effektiv aber weniger toxisch ist als BCNU, hat es das seit den
1990er Jahren primar eingesetzte Carmustin (Bis-Chlorethyl-Nitroso-Urea, BCNU) weitestgehend
abgelost (207, 208). In der GBM-Therapie wird BCNU aktuell nur noch in Form von
Gliadel-Implantaten, welche in die Resektionshdhle eingesetzt werden und die durchschnittliche
Uberlebensdauer um 2 Monate verldngern, verwendet (200, 209, 210). Ebenso wie BCNU und
alle anderen Chemotherapeutika wirkt TMZ nicht tumorspezifisch sondern alkyliert die DNA aller
sich teilender Zellen. Ein wichtiger prognostischer Marker flir den Erfolg einer TMZ-Therapie ist
der Methylierungsstatus des MGMT-Promotors (OS—Methnguanin—DNA—MethyItransferase—
Promotor). Patienten mit einem methylierten MGMT-Promotor (primare GBM: 36%, sekundare
GBM: 75 % (211)) sind gegenliber TMZ deutlich sensitiver als Patienten mit einem
unmethylierten Promotorstatus (212), was sich in einer deutlich erhéhten durchschnittlichen

Uberlebensdauer von 21,7 Monaten (2-jdhrige Uberlebensrate: 46 %) versus 12,7 Monaten
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(2-jahrigen Uberlebensrate: 13,8 %) wiederspiegelt (212). In Anlehnung an dieses Phinomen
wird derzeit getestet, ob sich die Kombination von MGMT-Inhibitoren oder Inhibitoren anderer
DNA-Reparaturenzyme mit TMZ positiv auf den Therapieerfolg bei GBM-Patienten
auswirkt (213).

Neben den beschriebenen Standardtherapien gehort der Einsatz von kleinen Tyrosin-Kinase
Inhibitoren und monoklonalen Antikorpern, welche gegen ein oder mehrere Schliisselproteine
von GBM-spezifischen Signalwegen gerichtet sind, zu den vielversprechendsten experimentellen
Behandlungsansatzen (214, 215). Bei den Zielproteinen handelt es sich haufig um
Tyrosinkinaserezeptoren (TKR) oder um nachgeschaltete Signalproteine von Wachstums- oder
Angiogenese-vermittelnden Signalwegen. Ein typisches Beispiel ist der Einsatz von EGFR- und
EGFRvlll-spezifischen Inhibitoren oder Antikdrpern auf welche detailliert im Abschnitt 1.3.1
eingegangen wird. Da gezeigt werden konnte, dass der Einsatz von Antikdrpern oder
TKR-Inhibitoren, welche gegen einen einzelnen Rezeptor gerichtet sind, haufig nicht ausreicht
um die Signaltransduktion des Zielsignalwegs zu inhibieren, wird derzeit versucht, durch den
Einsatz von Inhibitoren mit mehreren Zielproteinen oder durch eine Kombination von
unterschiedlichen Inhibitoren multiple Zielproteine proximal und distal eines einzelnen oder
aber von mehreren Signalwegen gleichzeitig zu inhibieren. Ferner wird die Wirksamkeit und
Vertraglichkeit von zusatzlich mit Toxinen oder radioaktiven Isotopen konjugierten
Antikorpern (216-219) sowie von Antikorpern-beladenen Immunoliposomen, welche
zytotoxische Agenzien enthalten (216, 220, 221), getestet. Bei den beschriebenen
therapeutischen Antikorper-basierten Ansdtzen handelt es sich um eine passive Immuntherapie.
Das Ziel einer aktiven Immuntherapie ist hingegen, eine gegen den Tumor gerichtet
Immunantwort hervorzurufen. Bei der géngigsten adoptiven Immuntherapie werden
Tumor-spezifische T-Zellen, welche sich von Tumor-infiltrierenden Lympohozyten (TIL) ableiten,
entnommen und in Gegenwart von Interleukin-2 (IL-2) ex vivo kultiviert. Nach der Expansion der
Tumor-Antigen-reaktiven T-Zell-Population und Immunsuppression des Spenders erfolgt der
adoptive-Transfer (intravenose Injektion) der Tumor-spezifischen T-Zellen (222).

Ein weiterer Therapie-Ansatz zur Behandlung von GBM ist der Einsatz von antiangiogenen
Praparaten wie beispielweise der gegen den VEGF (vascular endothelial growth factor)
gerichtete, monoklonale Antikérper Bevacizumab (Avastin) (223, 224). Neueste Studien haben
jedoch gezeigt, dass die Behandlung mit Bevacizimab in Kombination mit einer
Radio-Chemo-Therapie zwar die Progressionsfreie Phase um circa vier Monate verlangerte

(10,6 Monate versus Plazebogruppe 6,2 Monate), jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die
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Gesamtiiberlebensdauer der Patienten hatte (1-jdhrige Uberlebensrate: 72,4 % versus
66,3 % (P=0,049), 2-jahrige Uberlebensrate: 33,9 % versus 30,1 % (P=0.24) (225).

Eine weitere alternative bzw. ergdnzende Methode zur Behandlung von GBM ist die
Gentherapie, bei welcher virale Vektoren, Expressionsplasmide, Nanopartikel-Konstrukte oder
liposomale-Konstrukte verwendet werden, um beispielsweise pro-apoptotische Gene
(z.B. Kaspasen) oder Tumorsupressorgene (z.B. Tp53) in GBM-Zellen zu schleusen (226).

Neben der Gentherapie stellt die epigenetische Alteration der Genexpression eine weitere
alternative Therapieform zur Behandlung von GBM dar. Hier zeigte der Einsatz von
Histondeacetylase Inhibitoren (HDACi) wie Vorinostat erste Erfolge (227). Da die Behandlung von
GBM mit HDACi zentraler Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist, werden HDACi im

Abschnitt 1.3.2 gesondert beschrieben.

Fiir GBM Rezidive die sich trotz Resektion unweigerlich bilden, gibt es keine Standardtherapie. In
der Regel wird bei Patienten mit einem guten KPS eine erneute Resektion vorgenommen gefolgt
von einer Behandlung mit TMZ oder Gliadel. Eine Strahlentherapie ist in diesem Fall nicht Gblich

(48).

1.3.1 EGFR und EGFRuvlll-gerichtete Behandlungsmethoden von GBM

Aufgrund der zentralen Stellung des EGFR wahrend der GBM-Pathogenese stellt dieser ein
vielversprechendes Zielprotein bei der Entwicklung von gerichteten Therapien dar. Hierbei sind
vier  grundlegende  Therapieansatze zu unterscheiden: (i) die Blockierung der
Rezeptor-Liganden-Bindung, (ii) die Inhibition der Rezeptor-Kinase-Aktivitat, (iii) die Inhibierung
von Signalproteinen der EGFR-vermittelten Signaltransduktion sowie (iv) die Induktion einer
EGFR-gerichteten Immunantwort. Obwohl EGFR-gerichtete Therapien bei anderen Krebsarten
erfolgreich angewandet werden (z.B. Kopf-Hals-Tumore), gibt es trotz groRter Bemiihungen und
einer Vielzahl von klinischen Studien derzeit keine zugelassene EGFR- oder EGFRvlll-gerichtete
Therapie zur Behandlung von GBM. Dennoch sollen im Folgenden einige der
vielversprechendsten EGFR- und EGFRVIII- gerichteten Therapieansatze, welche sich derzeit noch
in klinischen Studien befinden, vorgestellt werden.

Um die Rezeptor-Liganden-Bindung zu unterbinden, wurden verschiedene konjugierte und
unkonjugierte EGFR- oder EGFRvllI-spezifische monoklonale Antikorper (mAK) entwickelt. Zu den
aussichtsreichsten unkonjugierten EGFR spezifischen mAK gehéren Cetuximab (Erbitux®),
Panitumumab (Vectibix®, ABX-EGF) und Nimotuzumab (Theraloc®, TheraCIM-hR3). Es konnte

gezeigt werden, dass der wohl bekannteste mAK Cetuximab (IgG1) sowohl die Ligandenbindung
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als auch die Dimerisierung der extrazelluliren Domane unterbindet (228) und die
Rezeptorinternalisierung und -degradation fordert (229). Da Cetuximab jedoch nicht in der Lage
ist die BHS in einem ausreichenden MaRe zu liberwinden zeigten Cetuximab-Monotherapien
lediglich bei direkter intrakranieller Applikation praklinische Erfolge (230, 231). Derzeit wird die
Wirksamkeit von Cetuximab in Kombination mit einer Strahlentherapie und TMZ-Behandlung zur
Behandlung von hochgradigen Gliomen in einer Phase II-Studie ermittelt (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT00311857). Neben unkonjugierten mAK wurden zur lokalen Radiotherapie auch
mit Radioisotopen konjugierte EGFR-spezifische mAK, wie beispielsweise **IMAb 425 (Fox Chase
Cancer Center) entwickelt, welcher sich derzeit ebenfalls in einer Phase Il-Studie befindet
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCTO0589706) (232).

Zu den bekanntesten EGFRvIll-spezifischen mAK zahlt mAb806 (IgG,y), welcher in praklinischen
Studien (EGFRvlll-exprimierenden U87MG-Xenograft-Tumormodellen in Nacktmausen), das
Tumorwachstum, die Angiogenese und die Phosphorylierung von EGFRvIII-Tyrosinresten
signifikant inhibierte, die Apoptoserate der Tumorzellen erhohte und die Expression des
anti-apoptotischen Gens Bcl-XI herunterregulierte. Allerdings konnte auch eine Bindung von
mAb806 an den Wildtyp-EGFR nachgewiesen werden (233-235). Eine Phase I-Studie mit ch806,
einer chimaren (ch) Form des mAb, zeigte, dass ch806 von Patienten mit unterschiedlichen
Tumorentitdten sehr gut vertragen wurde. Da ch806 nicht in normalem Gewebe und auch nicht
in Geweben mit hoher wtEGFR-Expression, wie der Leber oder Haut nachgewiesen werden
konnte, belegte diese Studie ferner die Spezifitdt des mAB (236).

Neben EGFR-spezifischen mAK stellen Vakzine eine weitere Moglichkeit der gerichteten Therapie
dar. Eines der vielversprechendsten Vakzine ist das EGFRvllI-spezifische PEP-3-KLH welches vor
allem unter seinem Synonym Rindopepimut bekannt ist (weitere Synonyme: PEPvVIII-KLH,
CDX-110, Celldex Therapeutics).PEP-3-KLH/Rindopepimut besteht aus einem 14 AS grofRen
PEP-3 (L-E-E-K-K-Q-N-Y-V-V-T-D-H-C)*-Peptid und dem Schlitzschnecken-Hamocyanin (keyhole
limpet hemocyanin, KLH) besteht (237). Durch die Deletion der EGFR-Exone 2-7 hat sich ein
neues, fiir Glycin codierendes Codon im Grenzbereich der Exone 1 und 8 gebildet. Das auf diese
Weise entstandene, fiir EGFRvIIl einzigartige Neoepitop in der extrazelluliren Domane des
Rezeptors, wird von PEP-3 spezifisch erkannt (238). Bei KLH handelt es sich hingegen um einen
Immunstimulator, der sowohl die zelluldre als auch die humorale Immunantwort stimuliert. Wird
KLH an ein Tragermolekiile gekoppelt, in diesem Fall PEP-3, kann auf diese Weise eine

spezifische, gegen das Zielmolekiil des Haptens gerichtete Immunantwort hervorgerufen

3 AS, Einbuchstabencode: L, Leucin; E, Glutaminsdure; K, Lysin; Q, Glutamin; N, Asparagin; Y, Tyrosin; V, Valin;
T, Threonin; D, Asparaginsaure; H, Histidin; C, Cystein
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werden (239). Rindopepimut ist das einzige EGFRvlll-spezifische Vakzin, welches in Kombination
mit TMZ nicht nur in praklinischen Studien, sondern auch in ersten klinischen Studien zu einer
lingeren progressionsfreien Phase und zu einer Erhéhung der mittleren Uberlebensdauer von
GBM-Patienten flihrte (US Food and Drug Administration, BB-IND-9944) (238). Es konnte gezeigt
werden, dass Rindopepimut nur minimal toxisch und somit gut vertraglich ist. Desweiteren ruft
Rindopepimut keine Autoimmunitat hervorruft, sondern induziert vielmehr eine humorale und
zytotoxische EGFRVvIll-spezifische Immunantwort (237, 240). Derzeit befindet sich Rindopepimut
in einer Phase II-Studie (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00458601), in welcher die Wirkung des
Vakzins in einer Kombinationtherapie mit TMZ zur Behandlung von malignen Gliomen
untersucht wird. In einer weiteren Phase II-Studie (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01498328),
sowie in einer Phase lll-Studie (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01480479) wird Rindopepimut
zusammen mit Bevazizumab bzw.TMZ zur Behandlung von GBM, Kleinzelligen-GBM,
Riesenzell-GBM, Gliosarkomen und GBM mit oligodendroglialen Merkmalen eingesetzt (241).

Ein weiterer EGFRvIlI-spezifischer mAb ist L8A4, dessen Wirkung Yang et al. in mehreren Studien
mit BCNT (boron neutron capture therapy)-behandelten Rattengliomen (F98, ektopisch
WEEGFR/EGFRVIII exprimierende Gliome) untersuchten. Bei einer BCNT-Therapie handelt es sich
um eine Radiotherapie Variante, welche auf der selektiven Behandlung von Tumorzellen mit
stabilen Bor-10 Isotopen, gefolgt von einer niederenergetischen Bestrahlung mit Neutronen
(low-energy thermal neutrons) beruht. In dieser Studien konnte gezeigt werden, dass durch die
Verabreichung bronierter L8A4 Konjugaten (BD-L8A4, boronated polyamidoamine
dendrimer-L8A4) mittels CED das Uberleben von BCNT behandelten Tieren signifikant gesteigert

werden konnte (2,8fach im Vergleich zur Kontrollgruppe) (242-245).

Den wohl am intensivsten erforschten Bereich der EGFR-gerichteten Therapie stellen
Thyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKI) dar, welche kompetetiv in der ATP-Bindungstasche der Tyrosin-
Kinase-Domane des Rezeptors binden (246). Auf diese Weise wird die Kinaseaktivitat inhibiert
und die Autophosphorylierung der Rezeptoren sowie die Phosphorylierung von Substraten der
Signaltransduktionskaskade, unterbunden (127).

Es wurden sowohl reversible TKI wie Erlotinib (Tarceva®), Gefitinib (Iressa®) oder Lapatinib
(Tykerb®) (247, 248), als auch irreversible TKI wie Canertinib oder Pelitinib entwickelt (246).
Insbesondere Erlotinib, Gefitinib und Lapatinib stehen im Fokus der Forschung und wurden
bereits flir die Behandlung anderer Krebsarten, wie beispielsweise Lungen- oder Brustkrebs
zugelassen (249). Im Gegensatz zu Erlotinib und Gefitinib, welche bevorzugt den aktiven EGFR

binden (250, 251), bindet Lapatinib primar den inaktiven Rezeptor (250). Phase II-Studien haben
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jedoch gezeigt, dass Lapatinib nur in geringem Male in der Lage ist, die BHS zu tGberwinden und
dass die Konzentration des TKI im Tumor nicht ausreicht, um die Apoptose EGFR-positiver Zellen
zu induzieren oder deren Proliferation nachhaltig zu inhibieren (199, 250). In klinischen Studien
konnte die gute Vertraglichkeit von Erlotinib und Gefitinib bestatigt werden (127, 252), es zeigte
sich jedoch, dass die Konzentration von Erlotinib im Tumor deutlich geringer war als im
Plasma (127). Fir Gefitinib konnte hingegen eine Akkumulation im Tumorgewebe sowie eine
Inhibition der (Auto-) Phosphorylierung von EGFR/EGFRvIII und eine verminderte Bildung von
Homo- bzw. Heterodimeren nachgewiesen werden. Allerdings konnte weder durch eine
Behandlung mit Lapatinib, Erlotinio oder Gefitinibo eine signifikante Inhibition der
EGFR-vermittelten Signaltransduktion erzielt werden (253, 254).

Ein weiteres generelles Problem bei der EGFR/EGFRvIll-gerichteten GBM-Therapie, stellt die
kompensatorische Aktivierung der EGFR/EGFRvIIl-vermittelten Signaltransduktion durch andere
RTK dar. Clark et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die Behandlung von GBM-Zellen mit
Cetuximab zu einer kompensatorischen Aktivierung anderer Mitglieder der EGFR-Familie (ErbB2
und ErbB3) fuhrte, was die Inhibition des EGFR-vermittelten PI3K-Akt- und des
Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs verhinderte (255). Huetal. konnten ferner zeigen, dass
EGFRvlll-exprimierende GBM-Zellen infolge einer Behandlung mit Gefitinib paradoxerweise eine
erhohte Migration zeigten. Der Grund fiir dieses Phanomen war die kompensatorische Erhéhung
der Expression von uPA (urokinase-type plasminogen activator), welches seinerseits den
uPA-Rezeptor (uPAR), einen Aktivator von Kinasen der Src-Familie, aktivierte (256, 257). Da die
Monotherapie mit den TKI nur in einer marginalen Verbesserung gegeniiber der klassischen
Behandlung nach Stupp resultierte (198, 199, 258, 259), liegt der Schwerpunkt aktueller Studien
mit Erlotinib und Gefitinib vor allem auf kombinierten TKI-Radio/Chemo-Therapien, sowie auf

Therapien mit multiplen TKI welche fir unterschiedliche TKR spezifisch sind (241).

1.3.2 Histondeacetylasen und ihre Inhibitoren

In den letzten zwei Jahrzehnten ist die epigenetische Regulation der Genexpression immer mehr
in den Fokus der Tumorpathogenese-Forschung gerlickt und ein zentraler Ansatzpunkt bei der
Entwicklung neuer Krebstherapien geworden. Von besonderer Bedeutung ist hierbei die
Modifikation von Histonen des Nukleosoms durch Histonacetylasen (HAT) und
Histondeacetylasen (HDAC). Im Menschen konnten 18 verschiedene HDAC-Isoformen
identifiziert werden (260-262), welche in Abhangigkeit ihrer Struktur und ihrer Homologie zu den
HDAC der Hefe (260, 263) in vier Gruppen (Klasse I-IV) eingeteilt werden (Abbildung 6). Zur

Klasse | gehoren die ubiquitar exprimierten und primar nuklear lokalisierten HDAC 1, 2, 3 und 8
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(homolog zu RPD3 der Hefe), welche eine hohe Homologie in ihrer katalytischen Domane
aufweisen (264). Neueste phylogenetische Untersuchungen legen eine weitere Einteilung in die
Klassen la (HDAC 1 und 2), Ib (HDAC 3) und Ic (HDAC 8) nahe (265). Klasse Il HDAC (homolog zu
Hdal der Hefe) werden gewebespezifisch exprimiert (266). Sie setzt sich aus HDAC4, 5, 6, 7, 9
und 10 zusammen (261, 262), wobei HDAC der Unterklasse Ila (HDAC4, 5, 7 und 9) sowohl im
Zytoplasma als auch im Nukleus zu finden sind. HDAC der Unterklasse Ilb sind hingegen primar
im Zytoplasma lokalisiert (261, 262, 267). Bei HDAC der Klasse | und Il handelt es sich um
Zink-abhingige Enzyme, HDAC der Klasse Il sind hingegen NAD'-abhingig (260). Zu ihnen
gehoren die Sirtuine (SIRT) 1-7 (homolog zu SIR1 der Hefe), wobei SIRT 1, 6 und 7 im Nukleus,
SIRT 3,4 und 5 in den Mitochondrien und SIRT 2 im Zytoplasma lokalisiert ist (268). Zur letzten
Klasse IV der HDAC, gehort lediglich die Zink-abhdngige HDAC11 (homolog zu Hdal

similar 3) (269), welche sowohl im Nukleus, als auch im Zytoplasma lokalisiert ist (270).
Klassifizierung Zink-abhangiger HDAC
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in die Klassen I-1V unterteilt. HDCA der Klasse I (la, Ib und Ic) sind ausschliefSlich im Nukleus lokalisiert, wohingegen HDCA der
Klasse Ilb auschlieflich im Cytoplasma vorkommen. Alle (brigen HDCA (lla, IV) sind sowohl im Nukleus, als auch im
Zytoplasma zu finden.
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Bei der Acetylierung von Histonen Ubertragen HAT die Acetylgruppen des Acetyl-Coenzyms A
(Acetyl-CoA) auf die aminoterminalen Lysingruppen von Histonen (271). Auf diese Weise wird
die starke elektrische Wechselwirkung zwischen den zuvor positiv geladenen Lysinresten der
Histone und den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA deutlich abgeschwacht. Somit
begiinstigen HAT die Bildung von Euchromatin und infolgedessen die Genexpression (272). HDAC
hingegen entfernen Acetylgruppen von Histonen und begilinstigen somit die Bildung von
Heterochromatin und suprimieren somit die Genexpression (271, 273) (Abbildung 7, links).
Sowohl HDAC als auch HAT bilden aus multiplen HDAC und HAT sowie aus Co-Aktivatoren und

Co-Repressoren der Transkription bestehende Komplexe (274, 275).

Regulationsmechanismen von HAT & HDAC

Zellzyklus, Apoptose, Angiogenese, Immunantwort, Proliferation, Differenzierung

Regulation der Chromatinstruktur Regulation von ,,nicht-Histon“-Substraten

. . Transkriptionsfaktoren, Signaltransduktions-Proteine, DNA-

Deacetyherte Histone 4 \  Reparatur-Enzyme, Chaperone, Proteine des Zytoskeletts,
Heterochromatin w Steroidrezeptoren, Regulationsproteine des nukledren

Imports/Exports und der Inflammation, virale Proteine

- (CH, )4 NHs*

Lysi .
ysinrest Deacetylierte Substrate

Proteinstabilitat

HAT HDAC  |=——— HDACI _| HDAC | Protein-Protein-Interaktion HAT

Protein-DNA-Interaktion

| '

Zellzyklusarrest

acetylierter Lysinrest

Acetylierte Substrate
Inhibition der Angiogenese

@ @ @ @ @ pro-apoptotische Genexpression

und Proteinfunktion

Acetylierte Histone C extrinsische und
Euchromatin intrinsische Apoptose

Abbildung 7 Ubersichtsschaubild der regulatorischen Funktion von HAT und HDAC. HDAC und HAT sind iiber die Steuerung
des Acetylierungsstatus von Histonen und Proteinen in der Lage die Genexpression direkt (liber die Modifikation der
Chromatinstruktur) und indirekt (iiber die Modlifikation von Proteinen der Translationsregulation) zu regulieren und féhig die
Interaktion von Proteinen sowie die Halbwertszeit von Proteinen zu beeinflussen. Auf diese Weise sind HDAC und HAT an der
Steuerung des Zellzyklus, der Apoptose, der Angiogenese, der Immunantwort sowie der Proliferation und Differenzierung
beteiligt. Die Funktion der HDAC kann durch HDACi inhibiert werden.

Der Name der HDAC riihrt daher, dass zundchst angenommen wurde, dass HDAC lediglich
Histone deacteylieren. In den letzten zehn Jahren konnte jedoch gezeigt werden, dass HDAC
auch die Lysinreste von mehr als 50 verschiedenen, funktionellen, nicht-Histon-Substraten
deacetylieren und auf diese Weise mafgeblich an der Regulation der Proteinstabilitdt, der
Protein-Protein-Interaktion und der Protein-DNA-Interaktion beteiligt sind (262, 276-282). Zu

ihren Substraten zdhlen unter anderem DNA-Bindungsproteine (p21 (283, 284)u.a.),
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Transkriptionsfaktoren [NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)
(285) u.a.], Co-Regulatoren der Transkription [Rb (Retinoblastom-Protein) (278) u.a.],
Signalproteine [STAT3 (286), Smad7 (mothers against decapentaplegic homolog 7) (287) u.a.],
DNA-Reparatur Enzyme [Ku70 (288) u.a.], Chaperone [HSP90 (heat shock protein 90) (289)],
Proteine des Zytoskeletts [a-Tubulin (290, 291)] und Steroidrezeptoren [Androgen-Rezeptor
(292) u.a.], aber auch inflammatorische Mediatoren [HMGB1 (high-mobility-group-protein
B1) (293)] und virale Proteine [E1A (adenovirus early region 1A)(294) u.a.]. Aufgrund ihrer
dualen Funktion als Deacetylasen von Histonen und nicht-Histon-Proteinen sind HDAC sowohl an
der direkten epigenetischen und indirekten Regulation der Genexpression Uber TF (262, 276,
278, 279), als auch an der Zellzykluskontrolle (295), sowie der Regulation der Apoptose (266),
der Differenzierung (295, 296), des Metabolismus und der Immunantwort (297) beteiligt.

Da eine Deregulation, Alteration oder Uberexpression von HDAC bereits in mehreren
Tumorentitdten nachgewiesen werden konnte (z.B. HDAC 1 in Prostatatumoren (298), HDAC 2
bei Kolorektalkrebs (299, 300), HDCA1 und 6 bei Brustkerbs (301, 302)) und diese unter
Umstédnden sogar kausal fiir die Entstehung von Krebs sein kénnen (295), stellen HDAC einen
vielversprechenden Ansatzpunkt bei der Entwicklung von Krebstherapien dar. In den letzten zwei
Jahrzehnten wurde eine Vielzahl unterschiedlicher HDAC-Inhibitoren (HDACi) entwickelt, welche
durch eine kompetitive Bindung in der aktiven Tasche spezifischer HDAC deren enzymatische
Aktivitdit  unterbinden. In Abhdngigkeit  ihrer  chemischen  Struktur,  werden
HDAC-Inhibitoren (HDACi) in vier Gruppen eingeteilt: (i) den HDACi mit kurzen Fettsdureketten,
(ii) den Hydroxamaten, (iii) den zyklischen Tetrapeptiden bzw. Depsipeptiden (iiii) und den
Benzamidinen (266, 268, 303, 304).

Bei den meisten HDACi handelt es sich um Pan-Inhibitoren (Breitband-Inhibitoren), welche alle
Zink-abhéngigen HDAC-Isoformen (HDAC Klassel undll) mit geringen oder deutlicheren
Effektivitatsunterschieden inhibieren (267). Sie bestehen in der Regel aus einer
Zink-chelatierenden Kopfgruppe, welche das Zink-lon in der katalytischen Tasche der HDAC
bindet, einer Linker-Gruppe, welche den Tunnel der aktiven Tasche der HDAC durchspannt und

einer oberflachenerkennenden Kappe, welche eine extrem hohe Variabilitat toleriert (267, 303)

o)
H
N N~ OH
H
0

Oberflachen Erkennung Linker Bindung des Metall-lons

(Abbildung 8).
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Abbildung 8 Chemische-Struktur eines Inhibitors von Zink-abhédngigen HDAC. Die Zink-chelatierende Kopfgruppe (griin)
bindet Zink-lone in der aktiven Tasche Zink-abhdngiger HDAC. Der Linker (gelb) durchspannt den Tunnel der aktvive Tasche,
und verbindet die Kopfgruppe mit der Oberflidchen erkennenden Struktur des Inhibitors (violett).

Die Auswirkungen einer HDACi-Behandlung sind zelltyp- und kontextabhdngig. Wahrend HDACi
in nicht-transformierten Zellen in der Regel keine oder nur eine sehr geringe Reaktion
hervorrufen (278), verdandern sie selektiv die Expression von 2-10 % aller exprimierten Gene in
transformierten Zellen. Auf diese Weise sind sie in der Lage sowohl einen Zelllzyklusarrest, als
auch die extrinsische und intrinsische Apoptose, sowie einen autophagischen- oder ROS-
(reactive oxygen species) vermittelten Zelltod auszulosen. Des Weiteren kdonnen HDACi die
Phosphorylierung von Proteinen beeinflussen, die Bildung von Aggresomen storen und die
Angiogenese inhibieren (284, 305-317).

Derzeit befinden sich HDACi aller sechs Gruppen entweder in Form einer Monotherapie oder
aber in Kombination mit weiteren Krebstherapien in klinischen Studien (241). In der
Vergangenheit konnten bereits gute Ergebnisse bei der Behandlung von hamatopoetischen

Krebsformen mit HDACi erzielt werden (318, 319).
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe des Modellsystems der EGFR-amplifizierten und
EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zelllinie BS153 zu (Uberprifen, ob die Amplifikation des
EGFR-Gens bzw. die Expression der Variante Il des EGFR (EGFRvlll) einen Einfluss auf die
Wirkung von EGFR-gerichteten Therapien hat und/oder die Bildung von Resistenzen begiinstigt.
Hierzu sollte die Wirkung der Tyrosinkinase-Inhibitoren Erlotinib und Gefitinib, sowie des
monoklonalen Antikérpers Cetuximab auf die Proliferation, die Migration und die
EGFR-vermittelte Signaltransduktion in vitro untersucht werden.

Eine Moglichkeit, die Effizienz von EGFR-gerichteten Therapien zu erhéhen, ist die Modulation
der EGFR-Expression Uber epigenetische Mechanismen. Es konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass die Transkription von hoch amplifizierten Genen in Krebszellen (z.B. EGFR und
HER2 in Brustkrebszellen), durch die Behandlung mit HDACi selektiv inhibiert werden konnte
(320). Um den Einfluss einer HDACi-Therapie auf die Expression von EGFR sowie auf die
Proliferation und Migration von GBM-Zellen zu analysieren, sollten verschiedene
GBM-Modellsysteme mit unterschiedlichem wtEGFR/EGFRvIII-Status mit HDACi behandelt
werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob modgliche Resistenzen gegeniber
EGFR-gerichteten Therapien durch eine Behandlung mit HDACi umgangen werden kénnen.
Neben dem invasiven und diffusen Wachstum, ist vor allem ein Gberaus hohes MaR an inter- und
intratumoraler Heterogenitat charakteristisch fiir GBM. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es
daher, den Einfluss des EGFR-Status auf die Tumorinitiierung und die Heterogenitat bzw. die
Klonalitat von GBM zu untersuchen. Hierzu sollten BS153-Zellen und U87MG-Zellen
(WtEGFR-exprimierende, EGFRvllI-negative GBM-Zelllinie ohne EGFR-Amplifikation), mit Hilfe von
RGB-Vektoren vielfarbig und somit individuell fluoreszenzmarkiert werden. Im Anschluss sollte
das Tumorinitiierungspotential beider Zelllinien durch in vivo-Maus-Xenograft-Versuche

ermittelt werden.
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3 Methoden

3.1 Methoden der Zellkultur, Transfektionen und Tierexperimente

3.1.1 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl adharent wachsende humane GBM-Zelllinien als auch
spharoid wachsende humane GBM-Stammazelllinien (GS-Zelllinien) verwendet, welche sich
hinsichtlich ihres wtEGFR/EGFRvIII-Status unterschieden. Die Eigenschaften sowie die Herkunft
aller Zelllinien wurden in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Zelllinien GS-27 und GS-30 stammen
aus Vorarbeiten des Labors fiir Hirntumorbiologie der Klinik und Poliklinik fiir Neurochirurgie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE). Sie wurden zur Etablierung von
GBM-Stammzelllinien, unter Einwilligung des jeweiligen Patienten, aus frischen

GBM-Resektionsmaterial gewonnen und in vitro kultiviert.

Zelllinie Zellart | Spezies Histologische EGFR- EGFRuvIII wtEGFR Quelle
P Herkunft Amplifikation Protein Protein
U87MG konv. | human GBM n.v. - wenig Neurochirurgie, UKE
g55t2 konv. | human GBM n.v. - wenig (321)
0306 GS human GBM mittel - mittel (322)
0627 GS human GBM hoch - mittel (322)
GS-27 GS human GBM hoch + mittel (323)
GS-30 GS human GBM hoch - hoch (323)
BS153 konv. | human GBM hoch + mittel (324)
BS153"F konv. | human GBM hoch + wenig Neurochirurgie, UKE
DK-MG konv. human GBM hoch + wenig DSMz, AC277
DK-MG™E | konv. = human GBM mittel + mittel Neurochirurgie, UKE
Astrozyten konv. human Single Donor n.v. - wenig Life Technologies,

N7805-100

Tabelle 1 Verwendete Zelllinien, ihre Herkunft sowie ihr wtEGFR/EGFRvIII-Status. [GS, GBM-Stammzelllinie; gPCR; n.v. (nicht
vorhanden) < 3, mittel < 10, hoch > 10]

3.1.2 Kultivierung und passagieren von Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien (Abschnitt 3.1.1, Tabelle 1) wurden in
Zellkulturflaschen mit den Dimensionen T25, T75 oder T175 in einem Brutschrank bei 37°C und
5 % CO, in vitro kultiviert. Die genaue Zusammensetzung der jeweiligen Kulturmedien, ist in
Tabelle 2 aufgefiihrt. Alle adhdrent wachsenden Zelllinien wurden unter serumhaltigen und alle
spharoid-wachsenden Zelllinien unter serumfreien Bedingungen kultiviert, wobei das Medium
spharoid-wachsender Zelllinien zusatzlich mit rekombinant hergestellten Wachstumsfaktoren

versetzt wurde. Alle Kulturmedien enthielten zusatzlich 100U/ml Penicillin und 100 pg/ml
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Streptomycin. Dem Medium der in dieser Promotion etablierten Erlotinib-resistenten BS153"-

und DK-MG™*-Zelllinien wurden zusatzlich 10 pg/ml Erlotinib beigefugt, wobei der

Tyrosinkinase-Inhibitor bei jedem Mediumwechsel in das Kulturmedium der Zellen gegeben

wurde.

Zelllinie Medium Zusdtze
10 % FCS

BS153 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) | 100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
10 % FCS

BS153" Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) | 100 Y/m! Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
10 pg/ml Erlotinib

10 % FCS
Roswell Park Memorial Insti
DK-MG oswell Park Memorial Institute 100 U/ml Penicillin

(RPMI)-1640 Medium 100 pg/ml Streptomycin

10 % FCS
DK-MG™E Roswell Park Memorial Institute 100 U/ml Penicillin
(RPMI)-1640 Medium 100 pg/ml Streptomycin
10 pg/ml Erlotinib
U87MG 100 U/ml Penicillin
g55t2 100 pg/ml Streptomycin
0,
82(2)3 Neurobasalmedium (NBM) i;: Z-Iizasr:sflement
GS-27 20 ng/ml FGF-2
GS-30 32 IE/ml Heparin
20 % FCS
Astrozyten Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM | 100 U/ml Penicillin

100 ug/ml Streptomycin

Tabelle 2 Zellkulturmedien aller Zelllinien

Alle adhdrent-wachsenden Zelllinien wurden subkonfluent kultiviert. Das Medium wurde
mindestens einmal pro Woche gewechselt und die Zellen bei Bedarf gesplittet. Hierzu wurde
zundachst das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Um die Zellen zu
vereinzeln, wurden diese im Folgenden mit Trypsin/EDTA behandelt. Nachdem sich die Zellen
vom GefaRboden geldst hatten, wurde das Trypsin durch die Zugabe von serumhaltigen Medium
inaktiviert und die Zellen wurden in der gewlinschten Dichte ausgesat.

Das Medium aller sphéaroid-wachsenden Zelllinien wurde ebenfalls mindestens einmal pro
Woche gewechselt. Um optimale Wachstumsbedingungen zu gewahrleisten, wurden die Zellen

ab einer SpharengrélRe von 200-500 um mechanisch dissoziiert.

3.1.3 Kryokonservierung von Zellen (Einfrieren)

Die dauerhaften Lagerung adhadrent- und spharoid-wachsender Zellen erfolgte bei -196°C in

Stickstofftanks. Grundsatzlich befanden sich alle einzufrierenden Zellen in einer optimalen
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(subkonfluenten) Wachstumsphase. Um das Zellkulturmedium vollstdndig zu entfernen, wurden
alle Zellen zunachst mit PBS gewaschen. Adharent-wachsende Zellen wurden zudem durch eine
Behandlung mit Trypsin/EDTA vereinzelt. Im Anschluss wurden jeweils etwa 1 x 10° Zellen bei
1300 rpom pelletiert, in 1,6 ml Einfriermedium (10% DMSO in FCS) resuspendiert, in
Kryo-Rohrchen lberfihrt und langsam bei -80°C eingefroren. Nach flinf Tagen wurden die Zellen

zur dauerhaften Lagerung in Stickstoff-Tanks (-196°C) Gberfiihrt.

3.1.4 Auftauen von Zellen

Das Auftauen in Kryo-Réhrchen bei -196°C gelagerter Zellen erfolgte zligig in einem Wasserbad
bei 37°C. Die aufgetauten Zellen wurden zundchst in 5ml vorgewdrmtem Kulturmedium
aufgenommen und bei 1300 rpm zentrifugiert. Um eine vollstandige Entfernung des FCS und des
DMSO zu gewadhrleisten, wurden die Zellen sorgfaltig mit PBS gewaschen und nach einem
erneuten Zentrifugationsschritt in dem entsprechenden Kulturmedium aufgenommen und

ausgesat.

3.1.5 Proliferations-Assay

Die Quantifizierung der Zell-Proliferation erfolgte mittels des CellTiter-Glo®: Luminescent Cell
Viability Assays (Promega). Mit Hilfe dieses Assays ist es moglich den realtiven ATP-Gehalt von
Zellen zu bestimmen, welcher die metabolische Aktivitat der Zellen widerspiegelt und Aufschluss
Uber die Anzahl vitaler Zellen bzw. der Proliferation-Aktivitdt von Zellen gibt. Bei dem
Lumineszenz basierten verfahren wird Beetle Luciferin in Anwesenheit von ATP, O,, Ultra-Glo™
Recombinant Luciferase und Mg2+ in Oxiluciferin umgesetzt, dessen realtive Menge mit Hilfe des
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System ermittelt wurde.

Am Vortag des Versuches wurden 2,5x 10° Zellen pro Well in eine 96-Well Platte mit
transparentem Boden ausgesat. Am folgenden Tag wurde das Medium der Zellen gewechselt
und die Zellen in DMEM- oder RPMI-Medium mit 2 % FCS bis zur Proliferationsmessung
kultiviert. Sollte der Einfluss von Inhibitoren auf die Proliferation gemessen werden, wurde dem
Medium zusatzlich die entsprechende Menge des Inhibitors hinzugefiigt. Um gleichbleibende
Versuchbedingungen zu garantieren, wurde das Medium nach drei Tagen erneuert. Die
Durchfiihrung des Assays erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Um eine Signifikanz der

Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden mindestens Quadruplikate gemessen.
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3.1.6 Migrations-Assay

Um die ungerichtete und die gegen einen Chemoattraktanten gerichtete Zellmigration sowie die
Einfluss von Substanzen auf die Migration von Zellen zu untersuchen, wurden modifizierte
Boyden-Chamber-Assays durchgefiihrt. Die Messung der gerichteten Migration erfolgte in allen
Fillen gegen den Wachstumsfaktor EGF (20 nM). In Abhdngigkeit von der jeweiligen Zelllinie

wurden hierzu die folgenden Medien verwendet:

Zelllinie Boyden-Medium

0,1% BSA

1% Glutamax

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

BS153, BS153"F
DK-MG, DK-MG™*

0,1% BSA

1% Glutamax

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

in Neurobasalmedium (NBM)

U87MG
0627

Tabelle 3 Boyden-Medien

Um ein moglichst optimales und vergleichbares Ergebnis zu erzielen, wurden
adharent-wachsende Zellen einen Tag und spharoid-wachsende Zellen zwei Tage vor dem Assay
subkultiviert. Einen Tag vor Versuchsbegin wurde ein Filter (Neuprobe, PorengréRRe: 8 pm) mit
5 pg/ml Laminin beschichtete und fir mindestens 16 Stunden bei 37°C im Brutschrank (5 %CO,)
gelagert. Im Anschluss wurden der Filter mit 100 ml 0,1 % BSA in PBS gewaschen und getrocknet.
Am Versuchstag wurden die zu testenden Substanzen in unterschiedlichen Verdiinnungen in
dem jeweiligen Boyden-Medium (Tabelle 3) angesetzt, wobei die Konzentration der Substanzen
vom jeweiligen Versuch abhing. Zur weiteren  Versuchsvorbereitung  wurden
adhadrent-wachsende Zellen mit Trypsin/EDTA vereinzelt und ebenso wie sphiroid-wachsende
Zellen bei 1300 rpm fiir 7 min zentrifugiert. Um das Kulturmedium vollstandig von den Zellen zu
entfernen, wurden diese dreimal mit Boyden-Medium gewaschen, welches gegebenenfalls
bereits die zu testende Substanz enthielt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die
Zellen auf eine Zellzahl von 3 x 10° Zellen/ml eingestellt. Im Folgenden wurde die untere
Boyden-Kammer mit jeweils 30 ul Boyden-Medium befiillt, welches gegebenenfalls zuvor mit
EGF (Endkonzentration 20 nM) oder 2 uM Erlotinib versetzt wurde. Im nachsten Schritt wurde
der beschichtete Filter vorsichtig auf die befiillte Kammer gelegt, auf welchen wieder die obere
Kammer aufgesetzt wurde, bevor beide Kammern fest miteinander verschraubt wurden.

Nachdem beide Kammern fest miteinander verschraubt wurden, wurden jeweils 50 pl der zuvor

eingestellten Zellen (50 pul Boyden-Medium %+ Testsubstanz enthielten 1,5 x 10 Zellen) in die
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Wells der oberen Boyden-Kammer gegeben. Um statistisch signifikante Werte zu erhalten,
wurden mindestens Quadroduplikate pipettiert. Im Anschluss wurden die Kammern fir
24 Stunden im Brutschrank (37°C, 5 %CO,) inkubiert. Um den Versuch zu beenden, wurden die
Kammern auseinandergeschraubt, und die Oberseite der Filter mit Hilfe eines Q-Tips von den
nicht migrierten Zellen befreit. Um die migrierten Zellen auf der Unterseite des Filters zu fixieren
und anzufarben, wurden die Filter jeweils nach Anleitung fiir 3 min in den drei DiffQuick-
Losungen inkubiert.

Zur Auswertung des Assays, wurden die Zellzahl in je zehn Feldern pro Well bei einer 40fachen
VergroRerung am Mikroskop ausgezahlt und die Standardabweichung berechnet. Die Anzahl

migrierter Zellen wurde in Zellen/10 high power fields (hpf) angegeben.

3.1.7 Knockdown

Der Knockdown spezifischer Gene erfolgte mittels siRNA. Hierzu wurden die adharent
wachsenden Zellen am Vortag des Versuches angesplittet und semikonfluent in eine
Zellkulturschale ausgesdt. Die siRNA-Transfektion erfolgte mittels Lipofectamine
RNAiMax-Reagent (Life Technologies) gemaR den Angaben des Herstellers. Folgende siRNAs

wurden verwendet:

siRNA-Sequenzen:

EGFRvIII 5'-CUGGAGGAAAAGAAAGGUAAU-3’ (325)
PI13Kp1006 5'-TCAGCTGCTCCAAAGACATCCAGTA-3' (326)

Kontroll-siRNA:
Control siRNA-A (sc-37007), Santa Cruz

3.1.8 Kolonie-Formations-Assays

Die in vitro-Tumorigenitat von Zellen wurde durch Kolonie-Formations-Assays ermittelt. Zur
Versuchsvorbereitung wurde eine 2 %ige Agarose-Stammlésung in PBS angesetzt und
autoklaviert. Einen Tag vor Versuchsbeginn wurden die Wells einer 6-Well-Platten mit jeweils 1,5
ml einer 0,8 %iger Agarose-Losung (2 % Agarose-Stammldsung + Serumfreies Medium) befillt.
Um eine optimale Wachstumsphase am Versuchstag sicherzustellen, wurden die zu
untersuchenden Zellen ebenfalls einen Tag vor Versuchsbegin angesplittet und semikonfluent
ausgesat. Am Versuchstag wurden die Zellen zunachst trypsiniert und vereinzelt. Im Anschluss
wurden je Well 10-50 x 10®° Zellen in 1,5ml einer 0,3 %igen Agarose-Losung

(2 % Agarose-Stammlosung  +  Zellkulturmedium, 2 % FCS, 100 U/ml Penicillin und
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100 pg/ml Streptomycin + evt. 10 ug/ml Erlotinib) ausgesat. Die Aushartung der Agarose erfolgte
fir 15 min bei 4°C. Im Anschluss wurden die Zellen fiir sieben Tage in einem Brutschrank (37°C,
5% CO,) kultiviert. Um ein Austrocknen der Agarose zu verhindern wurde jeden zweiten Tag
Medium auf die Zellen gegeben welches gegebenfalls Erlotinib (10 ug/ml) enthielt. Zur
Auswertung des Assays, wurden die Zellen fiir 5 min mit einer 5 %igen Kristallviolett Losung

angefarbt, bevor die Kolonien an einem Lichtmikroskop ausgezahlt wurden.

3.1.9 RGB-Markierung von Zellen

Eine elegante Moglichkeit, die Heterogenitat bzw. die Klonalitdt von Tumoren (in vivo) und
Zelllinien (in vitro) zu untersuchen, bietet die von Weber et al. entwickelte RGB- (rot, griin, blau,
multiple Farbmischung) Markierung von Zellen (327). Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich,
tausende von Zellen individuell Fluoreszenz zu markieren und auf diese Weise ihr Schicksal zu
verfolgen. Das RGB-Verfahren beruht auf dem Prinzip der additiven Farbmischung, nach
welchem alle Spektralfarben durch die Mischung der drei Grundfarben rot, griin und blau

dargestellt werden kénnen (Abbildung 9) (328).

Abbildung 9 Additives Farbmischungsprinzip. Durch die Mischung der drei Grundfarben rot, griin und blau, kénnen alle
Spektralfarben gebildet werden (multiple Farbmischung).

Angelehnt an das additive Farbmischungsprinzip werden alle zu markierenden Zellen simultan
mit drei verschiedenen lentiviralen Vektoren (LetiLox 3,7, lentivirale Vektoren der dritten
Generation), welche fiir die Fluoreszenzproteine mCherry (LeGO-C2, rot) (327), Venus (LeGO-V2,
gelb-griin) (329) oder Cerulean (LeGO-Cer2, blau) (328) kodieren, transduziert (Abbildung 10). Da
alle RGB-Vektoren zusatzlich eine Puromycin-Resistenz vermitteln, ist es im Anschluss an die
Transduktion moglich, durch eine Behandlung mit dem Antibiotikum positiv transduzierte Zellen

anzureichern (327).
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Abbildung 10 RGB-Vektoren. Schematische Darstellung der RGB-Vektoren LeGO-V2 (kodiert fiir Venus, gelb-griin), LeGO-C2
(kodiert fiir mCherry, rot) und LeGO-Cer2 (kodiert fiir Cerulean, blau). Bei allen Vektoren handelt es sich um lentivirale
LentiLox 3.7 Vektoren. [ALTR =long terminal repeat, SFFV (Promotor) = spleen focus-forming virus, wRPE = woodchuck
hepatitis virus posttranscriptional regulatory element] (veréindert nach Weber et al. (327))

Bei einer stark vereinfachten Darstellung des RGB-Prinzips, nach welcher jede Zelle in der Lage
ist maximal drei verschiedene Vektoren aufzunehmen, konnen auf diese Weise 64

unterschiedlich fluoreszenzmarkierte Zellen generiert werden (Abbildung 11).

Kopien von LeGO-C2 (rot)
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Kopien von LeGO-V2 (gelb-griin)

Abbildung 11 Farbmischungs-Matrix nach dem Prinzip der RGB-Markierung. Durch die simultane Transfektion von Zellen
mit RGB-Vektoren ergeben sich bei einer maximalen Vektorzahl von drei pro Zelle, in Abhéngigkeit von der Vektorzahl und
der Vektorkombination, 64 verschiedene Farben. (verdndert nach Weber et al. (327))

Bei der RGB Markierung von Zellen ist die Farbvielfalt ungleich hoher als in Abbildung 11
dargestellt, was teilweise auf eine vielfaltigere Transduktionsrate und somit auf eine groRere
Spannbreite der Vektoranzahl pro Zelle zuriick zu fiihren ist (330). Das Farbspektrum
RGB-markierter Zellen wird ferner malgeblich durch die genomische Insertionsstelle der
Vektoren bestimmt. In Abhangigkeit dieser kann die Expressionsrate eines Vektors um den

Faktor vier schwanken (331).
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Von groller Bedeutung flir die Farbvielfalt ist neben der Transduktionsrate und der
Insertionsstelle der Vektoren auch die Wahl des Richtigen MOI (multiplicity of infection), welcher
das Verhaltnis der Viruspartikel zu den zu transduzierenden Zellen wiedergibt. Idealerweise sollt
der MOI 0,7 betragen. In diesem Fall sollte die theoretische Transduktionsrate je RGB-Vektor,
bezogen auf die Zellzahl der Gesamtpopulation circa 50 % betragen. Bei drei unterschiedlichen
Vektoren ergeben sich auf diese Weise acht verschiedene, gleichgroRe Zellpopulation welche
jeweils 12,5 % der Gesamtpopulation darstellen. In diesem Fall setzt sich die Gruppe 1 aus nicht
transfizierten Zellen zusammen, wohingegen Zellen welche einfach oder mehrfach mit einem der
drei Vektoren transfiziert wurden die Gruppen 2-4 bilden. Die Gruppen 5-7 sowie die Gruppe 8
setzten sich wiederum aus Zellpopulationen zusammen, welche mit jeweils zwei bzw. drei
verschiedenen Vektoren transduziert wurden (Abbildung 12) (327, 330).

MOI 0,7 ~ 50 %ge Transduktionsrate

12,5 % nicht transduziert

37,5 % einfach transduziert
LeGO-V2 (12,5%),
LeGO-C2 (12,5%),
LeGO-Cer2 (12,5%)

37,5 % zweifach transduziert
LeGO-V2 und LeGO-C2 (12,5%),

LeGO-V2 und LeGO-Cer2 (12,5%),

LeGO-C2 und LeGO-Cer2 (12,5%)
12,5 % dreifach transduziert

LeGO-V2, LeGO-C2 und LeGO-Cer2

Abbildung 12 Transduktionsschema der RGB-Markierung von Zellen. Bei einem MOI von 0,7 ergibt sich eine theoretische
Transduktionsrate von 50 %. In diesem Fall ergeben sich 8 gleichgrofse Zellpopulationen (je 12,5 %), welche mit den
folgenden Vektoren tansduziert wurden: Gruppe 1: nicht transduzierte Zellen; Gruppe 2-4: LeGO-V2, LeGO-C2 oder
LeGO-Cer2; Gruppe 5-7: LeGO-V2 +LeGO-C2, LeGO-V2 +LeGO-Cer2 oder LeGO-C2+LeGO-Cer2; Gruppe8: LeGO-
V2 + LeGO-C2 + LeGO-Cer?2.

Sollte der MOI zu niedrig gewahlt werden, resultiert dies in einer verminderten Farbvielfalt. Der
Grund hierfiir ist eine verringerte Anzahl an Zellen, welche mit allen drei Vektoren transduziert
wurden. Ein zu hoher MOI dulert sich ebenfalls in einem verminderten Farbspektrum. In diesem
Fall Uberwiegt der Anteil der Zellen, welche mit zwei oder drei verschiedenen Vektoren
transduziert wurden, was in einer verminderten Farbsattigung und in der Bildung von
Pastelltonen resultiert (Abbildung 13). Desweiteren fiihrt ein erhéhter MOI zu einer gesteigerten

Toxizitat und einem héheren Risiko insertionaler Mutagenese (332, 333).
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Abbildung 13 Auswirkungen der Transduktionsrate bei einer RGB-Markierung von Zellen. In Abhéngigkeit von der
Transduktionsrate variiert das Verhdltnis einfach- (Zellen mit einer Vektorsorte), doppelt- (Zellen mit zwei unterschiedlichen
Vektoren), dreifach- (Zellen mit drei unterschiedlichen Vektoren) und nicht-transduzierter Zellen. Bei einer niedrigen
Transduktionsrate (0-40 %) liberwiegt der Anteil einfach-transduzierter Zellen, bei einer hohen Transduktionsrate (60-100 %)

liberwiegt hingegen der Anteil mehrfach-transduzierter Zellen. Ein ideales Verhdltnis zwischen den Transduktionsgruppen
liegt bei einer Transduktionsrate von 50 % vor. (verdndert nach Weber et al. (330))

Bei der Wahl des richtigen MOI und unter idealen Transduktionsbedingungen, ergeben sich bei
einer Zellpopulation von 50.000 Zellen theoretisch 6.250 (12,5 %) nicht transfizierte Zellen und
43.700 individuell Fluoreszenz markierte Zellen. Hierbei handelt es sich jedoch nur um eine
mathematische Annahme, da der derzeitige technische Stand eine Unterscheidung aller

Fluoreszenzfarben und somit aller Klone nicht zuldsst (330).

Die RGB-Markierung von Zellen wurde nach dem Protokoll zur RGB-Markierung von 293T-Zellen
(330) in Zusammenarbeit mit der Klinik fir Stammzellentransplantation des Onkologischen

Zentrums des UKE durchgefiihrt.

3.1.10 Tierexperimente
Alle Tierexperimente wurden durch die Behorde fur Gesundheit und Verbraucherschutz der

Freien und Hansestadt Hamburg genehmigt und nach den gesetzlichen Vorgaben und Richtlinien

fir Tierhaltung durchgefihrt.

3.1.10.1.1 Tierexperimente mit humanen GBM-Zellen

Zur Ermittlung der in vivo Tumorigenitat von Zellen wurden 1,5 x 10° Zellen intrazerebral in sechs
bis acht Wochen alte NMRI-FoxN1™ Nacktmause implantiert. Hierzu wurden die zu
untersuchenden, adharent-wachsenden Zellen im Vorfeld zunachst mit Trypsin/EDTA vereinzelt,
zwei mal mit Medium (ohne Zusatze) gewaschen und auf 62,5 x 10° Zellen/ml in Medium (ohne

Zusatze) eingestellt. Zur Injektion der Zellen wurden die Versuchstiere durch die intraperitoneale
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Injektion von Ketamin (120 mg/kg) und Xylazin (16 mg/kg) narkotisiert (Vollnarkose). Im
Anschluss wurden die Tiere stereotaktisch fixiert. Um ein auskiihlen der Tiere zu unterbinden,
wurden diese wahrend der Operation auf ein Heizkissen gelegt. Zudem wurden die Augen mit
einer Creme bedeckt um eine Reizung oder Austrocknung dieser zu verhindern. Nachdem die
Kopfhaut der Tiere mit einer Jodtinktur desinfiziert wurde, wurde die Kopfschwarte durch einen
sagittalen Mittellinienschnitt er6ffnet. Die Kraniotomie erfolgte durch ein Bohrloch 2 mm links
lateral der Sagittalnaht und 1 mm anterior des Bregmans. Zur Injektion der Zellen wurde eine
Hamilton-Spritze am Arbeitsarm der Stereotaxie-Vorrichtung angebracht. Nachdem die Nadel
der Spritze vorsichtig 2,5 mm tief in das Caudatum/Putamen vorgeschoben wurde, erfolgte die
Injektion der Zellen (4 ul mit 1,5 x 10° Zellen) mit Hilfe der Microinjection-Unit Gber einen
Zeitraum von 5 min, wodurch ein Herausquellen der Zellen aus dem Gewebe verhindert wird.
Um eine schnelle Heilung zu gewahrleisten, wurde das Bohrloch im Anschluss an die Zellinjektion
mit Knochenwachs und die Kopfschwarte mit Gewebekleber verschlossen. Zur Linderung der
Schmerzen, wurde den Tieren wahrend der Narkose subkutan 6 mg/kg Carprofen (Rimadyl)
verabreicht und post-operativ 1,25 mg/ml Novalgin fur drei Tage Trinkwasser beigefligt. Im
Anschluss an die Operation wurden die Tiere regelmaRig tGberwacht und Gewichtskontrollen
durchgefiihrt. Bei einer Gewichtsabnahme von mehr als 10 % im Vergleich zum Ausgangsgewicht
sowie beim Auftreten neurologischer Symptome, welche auf eine Verschlechterung des
Allgemeinzustandes der Tiere hindeuteten, wurden diese umgehend durch eine finale
CO,-Narkose getotet. Nachdem der Tod der Tiere festgestellt wurde, erfolgte die Er6ffnung des
Schadels und die Entnahme des Gehirns, welche in 4 % Formalin (36-40% Formaldehyd) Uber
Nacht fixiert wurde. Im Anschluss wurden die Gehirne in Einbettautomaten des Instituts fir
Neuropathologie weiter prozessiert und in Paraffinblécke gegossen. Zur Untersuchung der
Gehirne wurden von den Parafinblocken mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica) koronare
Stufenserienschnitte angefertigt (Dicke: 4 um), auf SuperFrost Objekttrager tGbertragen und lber

Nacht bei 37°C getrocknet.

3.1.10.1.2  Tierexperimente mit RGB-markierten humanen GBM-Zellen

Neben den im Abschnitt 3.1.10.1.1 beschriebenen in vivo-Versuchen mit humanen GBM-Zellen,
wurden auch Tierversuche mit RGB-markierten humanen GBM-Zellen durchgefiihrt.

Die Vorbereitung der Zellen sowie die Operation, die post-operative Versorgung und die
Kontrolle der Tiere erfolgte wie unter 3.1.10.1.1 beschrieben. Auch in diesem Fall wurden die
Tiere bei einem Gewichtsverlust von mehr als 10 % oder dem Auftreten anderer Symptome,

welche auf eine Verschlechterung des Allgemeinzustandes hindeuteten umgehend durch eine
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finale CO,-Narkose getotet. Nach der Entnahme der Gehirne, wurden diese bei 4°C in PBS
gelagert. Fir eine weitere Auswertung der Versuche, wurden 35-50 um dicke, serielle Schnitte
der Gehirne am Vibratom (VT1000S, Leica) angefertigt. Hierzu wurde die Schneidekammer des
Vibratoms mit PBS befiillt und das Gehirn auf die Schneidevorrichtung des Vibratoms geklebt.
Die angefertigten Schnitte wurden kurzzeitig in einer mit PBS beflllten 24-Well Platte bei 4°C
gelagert. Zur mikroskopischen Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Carl Zeiss),
wurden die Schnitte auf Objekttrager tGbertragen und mit Fluoromount-G® (SouthernBiotech)

eingedeckelt.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 DNA-Isolation aus Zellen
Zur Isolation der gesamten genomischen DNA aus Zellen wurde in Abhangigkeit von der Zellzahl
das NucleoSpin Tissue oder das NucleoSpin Tissue XS Kit von Macherey Nagel verwendet. Die

Isolation erfolgte gemal den Angaben des Herstellers.

3.2.2 RNA-Isolation aus Zellen
In Abhangigkeit von der Zellzahl wurde zur Isolation der Gesamt-RNA entweder das NucleoSpin
RNA Il Kit (bei 5 x 10 bis 5 x 10° Zellen) oder das NucleoSpin RNA XS Kit (<5x 10° Zellen) von

Macherey-Nagel verwendet. Die Isolation erfolgte gemald den Angaben des Herstellers.

3.2.3 Bestimmung der Nukleinsdaurenkonzentration

Die Bestimmung der DNA- oder RNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlange von 260 nm. Zur Messung der Reinheit, wurde die Absorption bei einer Wellenlange
von 230 und 280 nm ermittelt. Anhand des Quotienten aus OD,g,/OD5go Wird die Reinheit einer
Probe ermittelt. Ein Wert von 1,8 steht fiir reine DNA wohingegen bei einem Wert von 2,0 reine
RNA vorliegt. Ist die Probe ferner frei von Kontaminationen und Proteinen liegt der Quotient aus

OD,g0/O0D>30 zwischen einem Wert von 2,0 und 2,2.

3.2.4 cDNA-Synthese mittels reverser Transkription
Um die isolierter RNA einer Zelle (siehe Abschnitt 3.2.2) in cDNA umzuschreiben
Die Umschreibung der isolierter RNA von Zeller in cDNA erfolgte durch eine reverse

Transkription unter Verwendung von oligo-dT Primern und mit Hilfe des SuperScript



Methoden

First-Strand® Synthese Systems. Fir einen 100 pl Reaktionsansatz wurden die in Tabelle 4
aufgefiihrten Komponenten des Ansatzes (A) auf Eis in einem 0,2 ml groRen, DNase und RNase

freiem ReaktionsgefaR pipettiert.

Komponente Menge

RNA 15 pg

dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 50 uM
Oligo-dT Primer 2,5 ug
ddH,0 (DNase/RNase-freies Wasser) ad 60 ul

Tabelle 4 Ansatz (A) der Reversen-TRanskriptase-Reaktion

Im nachsten Schritt wurde der Ansatz (A) fiir 5 min bei 65°C inkubiert und anschlieRend auf 4°C

abgekiihlt. Parallel hierzu wurde der in Tabelle 5 aufgefiihrte Ansatz (B) pipettiert:

Komponente Menge/Probe
5x Reaktionspuffer 20 ul
DTT (100 mM) 10l
RNaseOut (40U/pul) 5ul
SuperScript Il RT (200 U/ul) 5ul

Tabelle 5 Ansatz (B) der Reversen-TRanskriptase-Reaktion (SuperScript First-Strand® Synthese System)

Nachdem Abkiihlen der Ansatz (B) zum Ansatz (A) gegeben wurde, erfolgte die Umschreibung
der RNA in cDNA in der darauffolgenden Inkubationzeit von 52 min bei 42°C. Im Anschluss wurde
die Reaktion durch die Hitze-Inaktivierung der Reversen-Transkriptase bei 70°C (15 min)

gestoppt. Bis zur weiteren Verwendung wurde die cDNA bei -20°C gelagert.

3.2.5 Quantitative Real-Time PCR (gPCR)

Die Quantitativen Real-Time PCR (quantitative real time polymerase chain reaction, qPCR)
beruht auf dem Prinzip der klassischen PCR, ermdglicht jedoch zusatzlich die Quantifizierung der
synthetisierten DNA-Menge in Echtzeit. Eine gPCR besteht ebenso wie die klassische,
nicht-quantitative PCR aus mehreren Zyklen welche sich jeweils aus der folgenden Phasen
zusammensetzten: (i) Denaturierung der doppelstrangigen DNA in Einzelstriange, (ii)
Hybridisierung (annealing) der Primer an komplementare DNA-Sequenzen und (iii) Elongation
des komplementdaren DNA-Strangs an der freien 3’-OH-Gruppe am Ende des angelagerten
Primers (in 5°-3'-Richtung). Die Elongation wird hierbei durch die Aktivitit einer
DNA-Polymerase, welche zumeist aus dem thermophilen Bakterium Thermophilus aquaticus

(Tag) gewonnen wird, katalysiert. Das auf diese Weise de novo entstanden doppelstrangige
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DNA-Fragment dient in den darauffolgenden PCR-Zyklen selber als Template fir die Synthese
weiterer DNA-Fragmente, wodurch die exponentielle Anreichung von DNA-Abschnitten, welche
durch die Primer definiert werden moglich ist.

Die Quantifizierung der synthetisierten DNA-Menge kann durch verschiedene Methoden
erfolgen, beruht aber immer auf dem Prinzip der Fluoreszenzmessung. Einige gangige Methoden
der gPCR sind Quantifizierung der DNA-Menge durch DNA-interkallierende Farbstoffe
(SYBR Green |, Ethidiumbromid) (Abschnitt 3.2.5.2), durch FRET-Sonden oder mit Hilfe von
TagMan-Sonden (Abschnitt 3.2.5.1).

Fir die Quantifizierung der qPCR-Produkte wurde in der vorliegenden Arbeit der Ct-Wert der
gPCR-Reaktion verwendet, welcher ein Schwellwert ist und angibt bei welchem Zyklus das
Fluoreszenzsignal erstmals signifikant grofRer ist als das Hintergrund-Fluoreszenzsignal. Um eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu ermdglichen, wurden die Ct-Werte der Zielgene gegen die
Ct-Werte einer endogenen Kontrolle (house keeping gene, z.B. RPL13a) normalisiert
(delta Ct, ACt). Zur Ermittlung der relativen Quantitdt des Ausgangstemplates gegeniiber der
Bezugsprobe (Kalibratorprobe, z.B. eine unbehandelte Kontrolle), wurde die Differenz aus dem
ACt-Wert der zu untersuchenden Probe und dem ACt-Wert der Kalibratorprobe gebildet (AACt).

-AACt

Durch das einsetzten des AACt-Wertes in die Gleichung x =2 wurde die n-fache Expression

des Zieltranskript einer Probe gegeniiber der Kalibratorprobe bestimmt.

3.2.5.1 TagMan-PCR

Zur Bestimmung der relativen mRNA-Menge von Zellen wurde zunachst die gesamt-RNA-Menge
der Zellen aufgereinigt (3.2.2), in cDNA umgeschrieben (3.2.4) und eine auf
fluoreszenzmarkierten TagMan Sonden basierende quantitative Real-Time-PCR (qPCR) (siehe
Abschnitt 3.2.5) durchgefiihrt wurde. Hierzu wurde in der vorliegenden Arbeit das Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System mit validierten 6-carboxyfluorescein- (FAM) gelabelten
TagMan-Sonden der Firma Applied Biosystems benutzt. Bei diesen Sonden befindet sich der
Reporter (FAM) am 5°-Ende und der Quencher am 3’-Ende jeder Sonde. Basierenden auf dem
Prinzip des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET) wird das Fluoreszenzsignal des
Reporters, zunachst durch den Quencher unterdriickt. Erst durch den Elongationsprozess kommt
es zu einer raumlichen Trennung des Reporters und des Quenchers, wodurch die Energie des
angeregten Reporters nicht langer auf den Quencher Ubertragen und das Fluoreszenzsignal des
Reporters detektiert werden kann. Auf diese Weise ist eine Echtzeitdarstellung der

synthetisierten Amplifikate moglich.


http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescein
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Die Quantifizierung der Messwerte erfolgte wie unter 3.2.5 beschrieben wobei RPL13a in allen
Fallen als endogene Kontrolle (house keeping gene) verwendet wurde. Um die Signifikanz der
Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden alle PCR-Ansdtze mindestens als Triplikate untersucht und
der Mittelwert sowie die Standartabweichung dieser berechnet. Fir einen qPCR-Ansatz wurde je
ein Reaktionsansatzes (20 pl) (Tabelle 6) in ein Well einer thermostabilen 96-Well Platte (Applied

Biosystems) pipettiert.

Taqg-Man (klassisch)

Komponente Menge/Probe
cDNA-Probe 1l
Tag-Man Sonde 1yl
RNase freies Wasser 8 ul
2x ReaI—Time Mastermix TaqMan Fast 10 i
Universal PCR Master Mix
Tagq-Man (EGFRvili)
Komponente Menge/Probe
cDNA-Probe 1l
Tag-Man Sonde 1l
EGFRVIItorwarg Primer 1l
EGFRVIIl,eyers Primer 1l
RNase freies Wasser 6 ul
2X ReaI-Time Mastermix TaqMan Fast 10 i
Universal PCR Master Mix

Tabelle 6 Komponenten eines gPCR-Ansatzes(TagMan-Sonden: Applied Biosystems)

Die Reaktion wurde wunter den von der Firma Applied Biosystems empfohlenen
Standardbedingungen durchgefihrt (Tabelle 7), wobei 40 Zyklen (Denaturierung,

Hybridisierung/Annealing und Elongation) durchlaufen wurden.

Phase Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 50 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 15 sec
Annealing und Elongation 60°C 1 min

Tabelle 7 gPCR Programm

Folgende TagMan-Sonden der Firma Applied Biosystems wurden in der vorliegenden Arbeit

verwendet:
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Gen ABI-ID
EGFRy Hs01076088_m1
WtEGFR Hs01076078_m1

Humanes RPL-13a

Hs01578912_m1

PI3Kp100a Hs00907957_m1
PI3Kp100B Hs00927728_m1
PI3Kp100Y Hs00227090_m1
PI13Kp100& Hs_00192399_m1
Gen Primersequenz
EGFRVIforward 5°-CAG CAG ATG TGG ATC AGC AAG-3" (334)
EGFRVII eyers 5-GCA TTT GCG GTG GAC GAT-3'(334)

Tabelle 8 Verwendete TagMan-Primer der Firma Life Technologies

3.2.5.2 SYBR Green | PCR

Zur Bestimmung des EGFR-Amplifikationsstatus von Zellen, wurde zundchst die
gesamt-DNA-Menge der Zellen aufgereinigt (3.2.1) und eine auf SYBR Green| basierende
guantitative Real-Time-PCR (qPCR) durchgefiihrt. Bei SYBR Green | handelt es sich um einen
asymmetrischen Cyanin-Farbstoff, welcher in die kleine Furche doppelstriangiger DNA
interkaliert. Der auf diese Weise gebildete DNA-Farbstoffkomplex absorbiert blaues Licht (Amax =
497 nm) und emittiert griines Licht (Anax = 520 nm) welches von einem Photometer detektiert
werden kann.

Zur Messung des SYBR Green | Fluoreszenzsignals wurde in der der vorliegenden Arbeit das
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System verwedent. Die Quantifizierung der Messwerte
erfolgte wie unter 3.2.5 beschrieben wobei humane Leukozyten-DNA, welche 2
EGFR-Gen-Kopien enthalten in allen Fallen als endogene Kontrolle und INF, als
Housekeeping-gene verwendet wurde. Um die Signifikanz der Ergebnisse zu gewahrleisten,
wurden alle PCR-Ansdtze mindestens als Triplikate untersucht und der Mittelwert sowie die
Standartabweichung dieser berechnet. Fir einen 20 pl Reaktionsansatz wurden die Tabelle 9
aufgefiihrten Komponenten in einem Well einer thermostabilen 96-Well-Platte mit dunklen
Wanden (Nunc™ MicroWell™ 96-Well-Platten, Thermo Scientific) pipettiert. Fiir die SYBER Green
I-PCR-Reaktion wurde das Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System verwendet. Zundchst

wurden die Proben fir 2 min auf 50°C und im Anschluss fur 10 min auf 95°C erwarmt. Die
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folgenden 60 Zyklen setzten sich aus einer Deanturierngs-Phase (95°C, 15sek) einer

Annealing/Elongations-Phase (60°C, 60 sek) zusammen.

Komponente Menge/Probe
genomische DNA 4 ul (10ng/ul)
SYBER Green | Master Mix 10 ul
EGFR-1 Primer 0,5 pl (10 pmol/ul)
EGFR-2 Primer 0,5 pl (10 pmol/ul)
INFy-1 Primer 0,5 pl (10 pmol/ul)
INFy-2 Primer 0,5 pl (10 pmol/ul)
ddH,0 (DNase/RNase-freies Wasser) 5 ul

Tabelle 9 Komponenten sowie Konzentrationen eines PCR-Ansatzes zur Ermittlung der EGFR-Amplifikation

Sequenzen der verwendeten Primer:

EGFR-1 > 5°AGC CAT GCC CGCATT AGCTC 3’
EGFR-2 > 5'AAA GGA ATG CAACTTCCCAA 3’
INFy-1 > 5°AGT GAT GGC TGA ACT GTCGC 3’
INFy-2 > 5°CTG GGATGCTCT TCGACCTC3

3.2.6 RTK-Array Analysen

Der RTK-Phosphorylierungsstatus von Zellen wurde mit Hilfe eines Proteome Profiler Human
Phospho-RTK Array Kits von R&D-Systems ermittelt. Die zu untersuchenden, adhérent
wachsenden Zellen wurden einen Tag vor dem Versuch angesplittet und semikonfluent ausgesat.
Zur Analyse des RTK-Status wurden die Zellen trypsiniert, vereinzelt und nach Anleitung des
Herstellers in Puffer aufgenommen. Durchfliihrung das Arrays erfolgte gemall den Angaben des

Herstellers.

3.2.7 Fluorescence in situ Hybridization (FISH)

Die Amplifikation des EGFR-Gens wurde mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) in
Zusammenarbeit mit dem |Institut fir Tumorbiologie des UKE untersucht. Die Probe zur
EGFR-Detektion stammte aus Homo sapiens PAC Klon RP5-1091E12 und enthielt nahezu die
gesamte EGFR-Gensequenz (Genbank no. AC006977). Zur Standardisierung des Versuchs wurde

ferner eine Zentromer-7 Probe (Spectrum Green) verwendet. Mit Hilfe des BioPrime DNA
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Labeling Systems (Invitrogen) wurde die Probe mit Spectrum Orange-dUTP (Abbot Molecular,
Inc) fluoreszenz-gelabelt. 1 ug der Probe wurde vorsichtig in 19 pul ddH,0 geldst, fir 5 Min
aufgekocht und auf Eis abgekiihlt. Subsequent wurden 5 ul 10x Deoxynukleoid Triphosphate ,
20 pl 2,5x random Hexamere, 1 pl Klenow-Fragment und 5 pl 0,5mmol/L Spectrum Orange-dUTP
zur Probe gegeben und fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde die DNA mit Hilfe
einer Bio-Spin 30 Tris Sdule (Bio-Rad) isoliert. Zu 1 pl der DNA-Probe wurden im Folgenden 50 pl
Cot-1-DNA (1 mg/ml, Invitrogen), 1 pl hairpin-loop DNA (Sigma-Aldrich), 1 ul blue dextran
(100 mg/ml) und 7 ul sodium acetat gegeben, bevor die DNA durch die Zugabe von 2,5
Volumeneinheiten gefallt wurde. Im Anschluss wurde das DNA-Pellet in 10 ul einer 50 %igen
Formadine-Losung und 2x SSC aufgenommen. Die geloste DNA wurde im Anschluss iber Nacht
(37°C) auf im Vorfeld endparaffinierte Maus-Hirn-Paraffinschnitte (4 um) gegeben
(Endparaffinierung: 0,25mg/ml Proteinkinase K, 45 min bei 45°C). Am folgenden Tag wurden
nicht hybridisierte DNA-Sonden durch das Waschen der Schnitte bei 45°C mit 50 % formadine, 2x
SSC und 2x SSC/0,1 % Tween 20 entfernt. Die Gegenfarbung der Kerne erfolgte im Anschluss mit
4’,6-diamidino-2-phenylindole (Vector Laboratories) bevor die Zellen mit Citifluor antifading

solution (Agar Scientific) fixiert wurden.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Proteinisolation

Fir die Proteinisolation aus eukaryotischen Zellen wurde Triton X-Lysis-Puffer verwendet
(Abschnitt 7.1.6). Um eine Dephosphorylierung der Proteine zu verhindern, wurde der
Lysis-Puffer zusatzlich mit Orthovanadat (Phosphatase-Inhibitor, 2mM) versetzt.

Zur Proteinisolation wurden adharente- und spharoid-wachsende Zellen zunachst mit gekiihltem
PBS (4°C) gewaschen und in Triton X-Lysis-Puffer + Orthovanadat (gekihlt, 200 ul, je
1 x 10° Zellen) aufgenommen, wobei die Zellen bei jedem Schritt auf Eis gelagert wurden. Im
Anschluss wurden die Zellen fir 30 min schiittelnd auf Eis inkubiert und fir 30 min bei 1300 rpm
in einer Kithlzentrifuge (4°C) zentrifugiert. Sowohl das Pellet als auch der Uberstand wurden
entweder in flissigem Stickstoff schockgefroren und dann bei -80°C gelagert, oder fiir eine
nachfolgenden SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (Abschnitt 3.3.2) direkt mit Lammli-Puffer

versetzt.
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3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (SDS-Page)

Zur analytischen Trennung der Proteine in Abhadngigkeit ihres Molekulargewichts wurden
Gradienten-Gel (4-15 %) der Firma Bio-Rad verwendet (Abschnitt 7.1.2). Nachdem die Proteine
aus den zu untersuchenden Zellen isoliert wurden, (Abschnitt 3.3.1) die Pellets zur Analyse von
Kern-Proteinen in 2fach Lammli-Puffer aufgenommen (Volumen des Puffers entsprach dem
eingesetzten Lysis-Puffer-Volumen), wohingegen die Uberstande mit 10fach Lammli-Puffer
versetzt wurden (Endkonzentration 1fach) (Abschnitt 7.1.6). Zur Denaturierung der Proteine
wurden die Proben im Anschluss fir 5 min bei 98°C aufgekocht. Aufgrund des im Lammli-Puffers
enthaltenden B-Mercaptoethanols werden auf diese Weise vorhandene Disulfidbriicken und
durch das ebenfalls enthaltene SDS (sodium dodecyl sulfate) nicht-kovalente Bindungen
zwischen Aminosduren zerstort. Zudem erhalten alle Proteine durch die Anlagerung des SDS eine
negative Ladung, was eine Auftrennung der Proteine nach ihrer GrofRe ermdoglicht.

Als Marker  fir  das Molekulargewicht  der  Proteine  wurde bei  jeder
SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (-Page) zusatzlich 10 ul des Precision Plus Protein™ Standard
Dual Color (Bio Rad) mit auf das Gradienten-Gel aufgetragen. Von den Proteinlysaten wurden
jeweils 2-18 ul pro Gel-Tasche aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100 Volt
(Dauer: 1 bis 2 Stunden).

3.3.3 Western Blot

Zur ldentifizierung der in der SDS-Page aufgetrennten Proteine erfolgte mittels Western Blot.
Hierzu wurden die Gradienten-Gele nach Anweisung des Herstellers aus den Gel-Kammern
gelést.  Im  Anschluss  erfolgte die  Ubertragung der  Proteine auf eine
Polyvinylidendifluorid- (PVDF) Membran (Abschnitt 7.1.2). Hierzu wurden die Membran zunachst
aktiviert (Inkubation in: (i) Methanol (ii) H,O und (iii) Transfer-Puffer (Abschnitt 7.1.6) und
zusammen mit dem Gradienten-Gel zwischen zwei Glasfasermatten und je zwei in
Transfer-Puffer getrankte Whatman-Filter (3MM) fixiert (Abschnitt 7.1.2). Der Transfer der
Proteine erfolgte in einer Blot-Kammer in eiskaltem Transferpuffer bei 100 Volt (30 min). Zur
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran im Anschluss an den
Blot-Vorgang fir mindestens 1 Stunde mit Roti-Block inkubiert (Abschnitt7.1.4). Die
anschlieBende Inkubation des Primaren-Antikorpers [Tabelle 10, gelost in TNT-Puffer
(Abschnitt 7.1.6)] erfolgte Gber Nacht auf einem Schittler bei 4°C. Ungebundene Antikorper
wurden am folgenden Tag durch drei Waschschritte mit TNT (je 10 min) von der Membran

entfernt. Im nachsten Schritt erfolgte die Inkubation des Sekundaren-Antikorpers (Tabelle 11,
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gelost in TNT) fur 1 Stunde auf dem Schittler bei Raumtemperatur (RT). Auch in diesem Fall

wurden ungebundene Antikorper durch drei Waschritte mit TNT (je 10 min) entfernt.

Zum Nachweis der gebundenen Antikérper wurde die Membran zunachst mit ddH,0 gespiilt und

im Anschluss fir 5 min mit den Chemi-lumineszenz-Reagenzien Luminol/Enhancer und stabiler

H,0,-Lésung (SuperSignal West Pico oder Femto) inkubiert (Abschnitt 7.1.4). Die Detektion der

Signale erfolgte in der Dunkelkammer. In Abhangigkeit von der Signalstarke, wurden X-Ray Filme

(Fuji Medical) mit variabler Expositionszeit aufgelegt und im Anschluss entwickelt. Die

densiometrische Quantifizierung der Signale erfolgte mit Hilfe der Software Imagel.

Antikorper Spezies Klonalitat Konzentration Hersteller ::;tﬂ:r
Tubulin Maus monoklonal 0,1 pg/ml Calbiochem CPO6
Akt Kaninchen monoklonal Nllcit) (():I(;I 32:5:;?:’ '(;::Jhsr:(g)Tc?gllir;E 4691
P-Akt Kaninchen monoklonal Nllcit) (?(;J 32:2::;?1?' '?:::lhsr:(g)Tc?g“ir;i 4060
I[Eig:rlzlzgelll(z?;:] Kaninchen monoklonal 0,2 pug/ml Santa Cruz sc-03
o™t | tomncnen | monoonat | "ecien | coiSate | s
e kaninchen | monoktonal | " e | Techmelogies | %12
fﬁhlizl(/)i/TyrZM) Kaninchen monoklonal Nllcré (;:](;J 32::;]2;?:’ '(IleclhsriiTjgliir;§ 9101
[p44/42 MAPK] '

Histone H3 (D1H2) XP Kaninchen monoklonal Nllcré(?;jz:g:;irtt’ gee(lzlhsr:(g)Tc?ghir;i 4499
ey | Kaninten | monoonl | "o | €l | g
L8A4 Maus monoklonal 0,1 pg/ml D.Bigner (335) -
e S| ancnen | monoonat | Mgt | CeiSeaie | sy
E-SPSB($458)/p55(Y199) Kaninchen | monoklonal Nlif?ct)c?; 32:5 Lzéirtt (T:zlclhsring)Tc?gliir;i 42285
PI3Kp85 Kaninchen monoklonal Nllcré g; 32::&2:51?’ geetl:lhsr:iT;g“iZi 4257
PI3Kp100a Kaninchen monoklonal Nllcr(; S(;J 32::;]2;?‘:’ g:tl:lhsriirl]jgiz 4249
PI3Kp100B Kaninchen monoklonal Nllcr(;(?;sz:g:rﬁrtt’ '(Izzcl:lhsriirl]jg"ir;i 3011
PI3Kp1006 Kaninchen monoklonal Nllcr(;(?;sz:g:rﬁrtt’ Abcam Ab109006
PTEN Kaninchen monoklonal Nllcr(; (;4; 32::5:\?::’ g:::lhsriirl];g"iri 138G6
P-PTEN Kaninchen monoklonal Nllcr(; S(;J 32::;]2;?‘:’ g:tl:lhsriirl];g“izg 9551

Tabelle 10 Verwendete Primdre-Antikérper (Western Blot)
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Antikorper Gekoppelte Substanz | Spezies | Verdiinnung | Hersteller | Bestellnummer

a-Kaninchen-IgG HRP Schaf 1:80000 Sigma A0545

a-Maus-1gG HRP Schaf 1:20000 Sigma A9309

Tabelle 11 Verwendete Sekunddre-Antikérper (Western Blot)

3.3.4 Entfernung gebundener Antikodrper (Strippen)

Um an die PVDF-Membran gebundene Primadre- und Sekundare-Antikérper zu entfernen,
wurden die Membranen zunachst mit TNT-Puffer gewaschen (5 min, RT) und fir 15 min bei RT
mit Restore Western Blot Buffer (Abschnitt 7.1.6) inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt
(TNT-Puffer, 5 min bei RT), wurden die Membranen wie im Abschnitt 3.3.3 beschrieben erneut

blockiert und fiir die Detektion weiterer Proteine verwendet.

3.3.5 Magnetic Cell Sorting (MACS)

Um die Bidlung von EGFR Heterodimeren nachzuweisen wurde das Magnetic Cell Sorting (MACS)
-System von Miltenyi Biotec verwendet. Hierzu wurden BS153-Zellen einen Tag vor dem Versuch
angesplittet und semikonfluent ausgesat (Zellkulturschale). Am Versuchstag wurden die Zellen
zundchst mit kaltem PBS/0,01 % NaN; gewaschen, vorsichtig mit einem Zellschaber vom
GefaRboden gelost und in PBS/0,01 % NaNs; aufgenommen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation
des primaren Antikérpers (Tabelle 12) fir 45 min bei 4°C. Um nicht gebundene Antikorper zu
entfernern wurden die Zellen mit PBS/0,01 % NaN; gewaschen. Im nachsten Schritt folgte die
Bindung der primdren Antikorper an anti-Maus IgG Microbeats (Miltenyi Biotech) des
MACS-Systems sowie die Trennung der Zellen mit Hilfe einer MiniMACS™ MS-Ssule (Miltenyi
Biotec). In beiden Fallen wurde nach den Herstellerangaben vorgegangen. Die Auswertung des

Experiments erfolgte mittels Western Blot.

Antikorper Spezies Klonalitat Konzentration Hersteller Bestellnummer

EGFR.1 Th
(extrazellulsr) Maus monoklonal 3 ug/ml erme MA5-13048

Scientific
L8A4 Maus monoklonal 3 ug/mi D.Bigner (335) -

Tabelle 12 MACS-System: Primdre AntikGrper

3.3.6 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Analyse kdnnen einzelne Zellpopulationen anhand der

ZellgroRe oder Zellmorphologie innerhalb einer Gesamtpopulation identifiziert und quantifiziert
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werden. Zudem ist es mittels spezifischer Antikorper moglich, Zellen mit unterschiedlichem
Antigen-Expressionsmuster voneinander zu unterscheiden. Das Prinzip der Durchflusszytometrie
beruht auf der Fluoreszenzmarkierung von Zellen durch Fluorochrom-gekoppelte Antikérper
oder Proteine, welche an spezifische Antigene bzw. an spezifische zellulare Strukturen binden. Es
ist ferner moglich Zellen durch chemischer Substanzen, welche von den Zellen aufgenommen
und intrazellular in fluoreszierende Molekiile umgesetzt werden, zu markiert. Wahrend einer
durchflusszytrometrischen Analyse einer Zellpopulation flieBen alle Zellen mit hohem Tempo in
einem diinnen Strahl in den Mikrokanal einer Kiivette und passieren dabei einen Laserstrahl. Das
auf diese Weise entstandene Streulicht wird im Vorwartsstreulicht-Kanal (forward scatter, FCS)
und im Seitwaértstreulicht-Kanal (sideward scatter, SSC) detektiert, wobei das Signal des FCS ist
ein MaR fir die GrofRe der Zelle und der SSC ein MaR fiir die Granularitat einer Zellen ist. In
Abhangigkeit von der Wellenlange des Laserstrahls, kénnen zudem unterschiedliche
Fluoreszenzproteine angeregt werden deren Emission von einem Photomultiplier detektiert
wird.

Um die Signifikanz der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden alle durchflusszytometrischen
untersuchten Proben mindestens als Quadruplikate gemessen und der Mittelwert sowie die
Standartabweichung dieser berechnet. Als Kontrolle diente in allen Fallen eine unbehandelte
Probe.

Die Farbverteilung von RGB-gefarbten Zellen wurde am FACSAria™ Il (BD) der Corefacility des
UKE untersucht. Zur Vorbereitung, wurden die adharent wachsenden Zellen einen Tag vor dem
Versuch angesplittet und semikonfluent ausgeséat (Zellkulturschale). Am Versuchstag wurden die
Zellen mit kaltem PBS gewaschen und auf Eis vorsichtig mit einem Zellschaber vom GefaRRboden
geldst und in kaltem PBS aufgenommen. Bis zur durchflusszytometrischen Analyse wurden die
Zellen auf Eis gelagert.

Um den wtEGFR/EGFRvIII Status von Zellen mittels Durchflusszytometrie zu ermitteln, wurden
die zu untersuchenden Zellen am Vortag der Messung angesplittet und semikonfluent ausgesat.
Am Versuchstag wurden die adharent wachsenden Zellen auf Eis mit einer kalten
0,01 %igen NaNs-PBS-Losung gewaschen, vorsichtig mit einem Zellkulturschaber vom
GefaBboden gel6st und in 0,01 % NaN;-PBS aufgenommen. Im Anschluss an einen
Zentrifugationsschritt (4°C, 1.300 rpom) wurden je 2 x 10° Zellen pro 150 pl NaNs-PBS in ein
Eppendorf ReaktionsgefaR (1,5 ml) Gberfiihrt. Die Inkubation der primaren Antikérper (Tabelle
13) erfolgte fir 1 Stunde auf Eis auf einem Schiittler. Um nicht gebundene Antikdrper von den
Zellen zu trennen wurden diese mit 0,01 % NaNs3-PBS gewaschen und mit je 150 pl FCS

unterschichtet. Die Inkubation der sekundaren Antikorper (Tabelle 14) erfolgte fiir 1 Stunde auf
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Eis auf einem Schittler. Nachdem darauffolgenden Waschschritt (0,01 % NaNs-PBS und FCS)

wurden die Zellen zur abschlielenden Farbung der Nuklei in 150 ul DAPI-Cystain aufgenommen.

Die Auswertung der Fluoreszenzsignale erfolgte an einem Partec PAS Durchflusszytometer.

Antikérper Spezies Klonalitat Konzentration Hersteller Bestellnummer
EGFR.1 Thermo
M kl | | MA5-1304
(extrazellular) aus monokiona 3 ug/m Scientific >-13048
L8A4 Maus monoklonal 3 pg/ml D.Bigner (335) -
Tabelle 13 Verwendete Primdre-Antikérper (Durchflusszytometrie)
T . Konzen- -
Antikorper Gekoppelte | ghezies | Fluoreszenz . Hersteller | Bestell
Substanz tration nummer
Anti-Maus FITC Schaf grin 10 pg/ml Dako FO479

Tabelle 14 Verwendete Sekunddre-Antikérper (Durchflusszytometrie)

3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Histologische Untersuchungen mittels H&E-Farbung
Um die Lokalisation, Morphologie sowie das Mall der Invasion von Maushirnen aus
Maus-Xenograft-Tumoren zu untersuchen wurden Gewebeschnitte mittels Hamatoxylin-Eosin
(H&E-Farbung) angefarbt (Praparation der Gewebeschnitte siehe Abschnitt 3.1.10.1.1). Da
Hamatoxylin seine farbenden Eigenschaften erst durch die Oxidation zu dem blauen Frabstoff
Hamatein entwickelt, farbt Himatoxylen bzw. Hamatein alle sauren Bestandteile einer Zelle
(Uberwiegend die DNA der Zellkerne) blau an. Bei Eosin handelt es sich hingegen um einen
Farbstoff welcher alle basischen Strukturen einer Zelle und somit vor allem zytoplasmatische

Strukturen wie Proteine des Zytoplasmas, Mitochondrien, Kollagen, Keratin u.a. an.

Zur H&E-Farbung von Mausehirnen wurden zunachst folgende Lésungen hergestellt:

Eosin-Stammldsung (1%) 1000ml Ethanol (99%) + 10 g EosinG

Ethanol/HCI-Differenzierungslésung 964 ml Ethanol (98%) + 21,6 ml HCI (25%)

Von den im Vorfeld fixierten Mausehirne (Abschnitt 3.1.10.1.1) wurden mit Hilfe eines

Mikrotoms (Leica) koronare Stufenserienschnitte angefertigt (Dicke: 4 um), auf SuperFrost
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Objekttrager Gbertragen und liber Nacht bei 37°C getrocknet. Zur Entparafinierung wurden die
Schnitte am Folgetag zweimal fiir je 10 min in Xylol inkubiert und im Anschluss jeweils 2 min in
einer absteigenden Alkoholreihe (98 %, 96 %, 80 %, 70 %) rehydriert. Nachdem die Schnitte
5 min mit ddH,0 gewaschen wurden, erfolgte die Farbung der Kerne durch eine 5 miniitige
Inkubation in Hamatoxylin. Um das Uberschiissige Hamatoxylin zu entfernen, wurden die
Schnitte vorsichtig unter flieRendem Leitungswasser fiir 5 min gespiilt. Im Anschluss wurden die
Schnitte fiir 2 sek in Ethanol/HCI differenziert und fiir weitere 5 min erneut unter flieBendem
Leitungswasser gewaschen. Im nachsten Schritt erfolgte die Eosin-Farbung durch eine 7 mindtige
Inkubation in einer 1 %igen Eosin Losung (in 96 % Ethanol). Um das Uberschiissige Eosin zu
entfernen und die Schritte zu Dehydrieren, wurden diese im Anschluss fiir jeweils 10 min in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (90%, 96 %, 100 %) und fir 10 min in Xylol inkubiert. Zur
mikroskopischen Analyse der H&E-Farbung wurden die Schnitte mit Eukitt® Eindeckmedium

Uberschichtet und mit einem Deckgldaschen bedeckt.

3.4.2 Immunhistologische Farbung

Um die Expressionsmuster spezifischer Gene in Gewebsschnitten zu bestimmen wurden
Gewebsschnitte von Maushirnen aus Maus-Xenograft-Versuchen immunbhistologisch gefarbt
(Praparation der Gewebeschnitte siehe Abschnitt 3.1.10.1.1). Hierzu wurden zuvor getrocknete
Stufenserienschnitte zunachst zweimal fir 10 Min in Xylol entparaffiniert. Um die Schnitte von
Uberschissigem Xylol zu befreien, wurden diese fir 2 min in 100 % Ethanol inkubiert. Die
Blockierung endogener Peroxidasen erfolgte in 3 % H,0, in 100 % Ethanol (3 min), bevor die
Schnitte zur Rehydrierung in 2 min Intervallen eine abfallende Alkoholkonzentrationsreihe
(100 %, 96 %, 90 %, 80 %, 70 % Ethanol) durchliefen. Nachdem die Schnitte 5 min in H,0
gewaschen wurden erfolgte die Demaskierung der Gewebsschnitte fir 60 min kochendem
Citrat-Puffer (pH 6,0, Abschnitt 7.1.6). Nachfolgend wurden die Schnitte fir jeweils 5 min mit
ddH,0 und Trit-Triton-Puffer (TTP, Abschnitt 7.1.6) gewaschen bevor Gber Nacht die Inkubation
des Primaren-Antikorpers (in TTP, Tabelle 15) bei 4°C in einer Feuchtkammer erfolgte. Um nicht
gebundene Antikorper zu entfernen, wurden die Schnitte am folgenden Tag dreimal fiir 5 min
mit TTP gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation des Sekundaren-Antikorpers (in TTP,
Tabelle 16) fur 1 Stunde bei RT in einer Feuchtkammer, bevor die Schnitte erneut dreimal fiir
5 min mit TTP gewaschen wurden. Zur Detektion der gebundenen Antikdrper-Komplexe wurden
die Schnitte nachfolgend mit NovaRed Substrat fiir Peroxidasen (Abschnitt 7.1.4) behandelt,
wobei das Substrat durch die Aktivitat der HRP der Sekundaren-Antikorper in einen braunlichen

Farbstoff umgesetzt wird. Um die Farbreaktion zu stoppen wurden die Schnitte im fir 5 min
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unter flieBendem Leitungswasser gewaschen. Zur Anfarbung der Kerne wurden die Schnitte im
Anschluss fiir 30 sek in Mayer’s Hdmalaun inkubiert bevor sie erneut fir 10 min mit flieRendem

Leitungswasser gewaschen wurden. Zur mirkoskopischen Auswertung der Immunfarbung,

wurden die Schnitte mit Glyceringelatine eingedeckelt (Abschnitt 7.1.4).

Antikérper Spezies Klonalitat Konzentration Hersteller Bestellnummer
L8A4 Maus monoklonal 0,1 pg/ml D.Bigner (335) -
EGFR, (1005) Kaninchen monoklonal 0,2 pug/ml Santa Cruz sc-03
Ki-67 Antigen, Nicht quantifiziert,
Clone MIB-1 Maus monoklonal | 41000 verdiinnt Dako M724025-2
Tabelle 15 Verwendete Primdre-Antikérper (Immunhistologische Fdrbung) M724029-2
Antikorper Gekoppelte | gpezies | Verdiinnung Hersteller Bestell-
Substanz nummer
Histofine Simple Stain"" Nichirei
MAX PO (M) HRP Schaf unverdiinnt Biosciences Inc., 41413
Histofine a-Maus-IgG Tokyo, Japan
Histofine” Simple Stain' Nichirei
MAX PO (R) HRP Schaf unverdinnt Biosciences Inc., 41414
Histofine a-Kaninchen-IgG Tokyo, Japan
Histofine Simple Stain"™ Nichirei
MAX PO (G) HRP Kaninchen unverdiinnt Biosciences Inc., 41416
Histofine a-Schaf-1gG Tokyo, Japan

Tabelle 16 Verwendete Sekunddre-Antikérper (Immunhistologische Firbung)

3.5 Auswertung und Statistik

Die Aufarbeitung der Daten sowie die Auswertung und die grafische Darstellung der Ergebnisse
erfolgte mit dem Programmen Excel (Microsoft Office, Microsoft Corporation). Zur Darstellung
der Uberlebensspanne von Versuchstieren der invivo Maus-Xenograft-Experimente, wurden
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven mit Hilfe der Software MedCal erstellt. Die Signifikanz wurde
mittels Longrank-Tests berechnet. Alle Ergebnisse wurden in Form von Mittelwerten mit den
dazugehorigen Standardabweichungen dargestellt. Die vergleichende Statistik erfolgte mit Hilfe
von Excel (Microsoft Office, Microsoft Corporation). Das t-Test-Verfahren wurde zum Vergleich
zweier Gruppen, unabhangiger oder abhangiger Stichproben, angewandt. Ein Ergebnis mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde in allen Fallen als signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Wirkung von Erlotinib, Gefitinib und Cetuximab auf BS153-Zellen

Da etwa die Hilfte aller GBM-Patienten eine Uberexpression des EGFR aufweisen, wurden
verschiedenste TKI und mAK zur Inhibierung der EGFR-vermittelten Signaltransduktion
entwickelt. Obwohl EGFR-spezifische TKI und mAK in praklinischen Studien vielversprechende
Ergebnisse lieferten, konnten diese in klinischen Studien nicht bestatigt werden (198, 200, 336).
Ein Grund fir diese Diskrepanz ist vermutlich nicht zuletzt die Wahl inaddquater in vitro
Modellsysteme. Da primare GBM-Zellen invitro in der Regel ihre EGFR-Amplifikation
verlieren (337), wurden in der Vergangenheit haufig ektopisch EGFR exprimierende
GBM-Modellsysteme gewadhlt, welche sich jedoch anders Verhalten als GBM-Zellen mit
endogener EGFR-Amplifikation (323). Anders als bisher charakterisierten GBM-Zelllinien
exprimiert die urspringlich von Jones et al. beschriebene BS153-Zelllinie, welche als
Modellsystem fir diese Arbeit ausgewahlt wurde, EGFRvIIl und zeigt eine etwa 50fache
EGFR-Genamplifikation (324). BS153-Zellen wachsen in vitro als adhdrenter Monolayer und sind
in der Lage, invasive Maus-Xenograft-Tumore induzieren (Abbildung 14 C, D). Sie stellen somit
ein reprasentatives EGFR-amplifiziertes und EGFRvlll-exprimierendes Modellsystem dar, um die

Wirkung EGFR-spezifischer TKI oder mAK in vitro und in vivo zu untersuchen.
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Abbildung 14 BS153-Zellen. (A) FISH-Analyse: BS153-Zellen zeigen eine deutliche EGFR-Amplifikation. Vereinzelte
EGFR-Signale auflerhalb des Nukleus sind charakteristisch fiir extrachromosomale Double-Minute-Chromosomen wdhrend
der Interphase. Alle Zellen weisen eine Polysomie des Chromosoms 7 auf. (rot, EGFR; griin, Cen7; blau, DAPI).
(B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen: BS153-Zellen zeigen eine deutliche Férbung fiir EGFR und EGFRVIII (griin, EGFR
bzw. EGFRVIII; blau, DAPI/Nukleus). (C) Kaplan-Meier Uberlebenskurve von Maus-Xenograft-Versuchen mit BS153-Zellen:
BS153-Zellen wurden in das Caudatum/Putamen von NMRI/Fox1™ Nacktmduse implantiert; mediane Uberlebensdauer:
59 Tage (rote Linie). (D) H&E Fdrbung von Maushirnen des Versuchs (C): BS153-Zellen induzieren in vivo invasive Tumore.
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Da GBM ein stark invasives Wachstum zeigen, sollte eine effiziente GBM-Therapie idealerweise
die Proliferation und Migration von GBM-Zellen unterbinden. Um die Auswirkungen einer
EGFR-spezifischen TKI- und mAK-Behandlung zu bestimmen, wurde zu Beginn dieser Arbeit der
Einfluss einer Erlotinib-, Gefitinib- (TKI) bzw. einer Cetuximab- (mAK) Behandlung auf die
Proliferation (Abschnitt 4.1.1), Migration (Abschnitt 4.1.2) und den wtEGFR/EGFRvIII-Status
(Abschnitt 4.1.3) von BS153-Zellen in vitro untersucht.

4.1.1 Wirkung von Erlotinib, Gefitinib und Cetuximab auf die Proliferation von
BS153-Zellen

Um die Wirkung von Erlotinib, Gefitinib und Cetuximab auf BS153-Zellen auf die Proliferation zu

untersuchen, wurden diese zunachst (ber einen Zeitraum von 72 und 144 Stunden mit

unterschiedlichen Konzentrationen (0,5-10 pg/ml) der TKI bzw. des mAK behandelt. Im Anschluss

wurde der relative ATP-Gehalt der Zellen, welcher ein MaR fur die Proliferationsaktivitat ist, tiber

ein lumineszenzbasiertes Verfahren gemessen (Abschnitt 3.1.5).

A

16000 72 h

0 0,5 1 2 5 10 0 0,5 1 2 5 10
Erlotinib (ug/ml) Erlotinib (ug/ml)
B 12000 72 h 14000 144 h
10000 12000
8000 10000
Z 6000 z 8000
4000 *k kK 6000
4000
2000 % sk 2000
0 0
0 0,5 1 2 5 10 0 0,5 1 2 5 10
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Abbildung 15 Wirkung von Erlotinib, Gefitinib und Cetuximab auf die Proliferation von BS153-Zellen. BS153-Zellen wurden
mit steigenden Konzentrationen der TKI Erlotinib (A) und Gefitinib (B) bzw. des mAK Cetuximab (C) behandelt. Die
Proliferation wurde nach 72 h und 144 h gemessen (CellTiter-Glo®-Assay). Erlotinib und Gefitinib inhibierten die Proliferation
signifikant und konzentrationsabhdngig. Cetuximab zeigte hingegen keinen inhibitorischen Effekt (72 h) und stimulierte die
Proliferation teilweise sogar (144 h). [Dargestellt ist eines von drei unabhdngigen Experimenten; RL, relative Lumineszenz;
*P < 0.05, **P < 0.005, t-test; Mittelwerte einer achtfach-Bestimmung #+ Standardabweichung (SA)]
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Die Behandlung mit Erlotinib und Gefitinib flihrte innerhalb von 72 Stunden zu einer
signifikanten, konzentrationsabhangigen Inhibition der Proliferation. Eine
Gefitinib-Konzentration von 1 ug/ml war ausreichend, um die Proliferation um mehr als 50 % zu
senken (Abbildung 15B), wohingegen ein vergleichbarer Effekt erst bei einer
Erlotinib-Konzentration von 5 pg/ml erzielt wurde (Abbildung 15A). Ferner fuhrte die
Behandlung mit 5 und 10 pg/ml Gefitinib innerhalb von 144 Stunden zu einer vollstdndigen
Inhibition der Proliferation (Abbildung 15 B). Zellen, welche mit 10 pug/ml Erlotinib behandelt
wurden, wiesen im gleichen Versuchszeitraum hingegen immer noch eine leichte
Proliferationsaktivitat auf. Interessanterweise zeigten mit 0,5 ug/ml Erlotinib behandelte Zellen
nach 144 Stunden eine leichte, aber signifikante Steigerung der Proliferation (p < 0,005 im
Vergleich zu unbehandelten Zellen) (Abbildung 15 A). Fir Gefitinib konnte ein derartiger Effekt
nicht beobachtet werden (Abbildung 15 B).

Die Behandlung mit Cetuximab fiihrte nach 72 Stunden lediglich bei einer Konzentration von 1
und 10 uM zu einer marginalen Inhibition der Proliferation. 144 Stunden nach der Behandlung
mit dem mAK konnte fir alle Konzentrationen (1-10 uM) eine signifikante Steigerung der
Proliferation gemessen werden (Abbildung 15 C). Somit konnten die TKI Erlotinib und Gefitinib
die Proliferation von BS153-Zellen signifikant inhibieren, wohingegen eine Behandlung mit dem

mAK Cetuximab in vitro keine Wirkung zeigte.

4.1.2 Wirkung von Erlotinib, Gefitinib und Cetuximab auf die Migration von
BS153-Zellen

Um den Einfluss von Erlotinib, Gefitinib und Cetuximab auf die Migration zu ermittelten, wurden
BS153-Zellen mit jeweils 10 pg/ml (25 uM) der TKI bzw. des mAK behandelt. Die Messung der
Migration erfolgte nach 6 Stunden mit Hilfe eines modifizierten Boyden Chamber Assays
(Abschnitt 3.1.6), wobei sowohl die ungerichtete als auch die chemotaktisch gesteuerte

Migration in Richtung des EGFR-Liganden EGF, ermittelt wurde.
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Abbildung 16 Wirkung von Erlotinib, Gefitinib und Cetuximab auf die Migration von BS153-Zellen. BS153-Zellen wurden
mit 10 ug/ml Erlotinib, Gefitinib oder Cetuximab behandelt. Die Migration erfolgte ungerichtet oder gerichtet
(chemotaktisches Stimulanz: 20 nM EGF) jeweils (iber einen Zeitraum von 6 h. EGF stimulierte die Zellmigration wohingegen
Erlotinib und Gefitinib die Migration signifikant inhibierten. Die Behandlung mit Cetuximab steigerte die ungerichtete
Migration; bei einer zusdétzlichen Stimulation mit EGF verdnderte sich die Migration im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht.
[*P < 0.05, **P < 0.005, t-test; Mittelwerte einer achtfach-Bestimmung * SA; dargestellt wurde eines von drei unabhdngigen
Experimenten; hpf, high power fields (Hauptgesichtsfeld)]

In Abwesenheit der TKI induzierte EGF, verglichen mit der unstimulierten Kontrolle (ungerichtete
Migration) eine signifikante Steigerung der Migration (Abbildung 16). Die Behandlung der Zellen
mit den beiden TKI Erlotinib und Gefitinib fihrte sowohl in An-, als auch in Abwesenheit von EGF,
zu einer signifikanten Reduktion der Migration, wobei Gefitinib (65 % + 1) die Migration
effizienter inhibierte als Erlotinib (53 % % 5). Die Behandlung mit dem mAK Cetuximab flhrte in
Abwesenheit von EGF hingegen zu einer Steigerung der Migration (30 % * 5). Bei zusatzlicher
EGF Stimulation zeigten sich im Vergleich zur Kontrolle keine Unterschiede. Erlotinib und
Gefitinib konnten somit die Migration von BS153-Zellen inhibieren, wohingegen die Behandlung

mit Cetuximab zu einer Steigerung der ungerichteten Migration fiihrte.

4.1.3 Wirkung von Erlotinib, Gefitinib und Cetuximab auf die EGFR-vermittelte
Signaltransduktion von BS153-Zellen
Im nachsten Schritt sollten die Auswirkungen einer Erlotinib-, Gefitinib- oder
Cetuximab-Behandlung auf die EGFR-Expression und -Aktivitat sowie auf die EGFR-vermittelte
Signaltransduktion untersucht werden. Hierzu wurden BS153-Zellen (iber einen Zeitraum von
30 min mit den TKI oder dem mAK (je 10 ug/ml) behandelt. Nach 10 min erfolgte zudem eine
zusatzliche Stimulation mit EGF (20 nM). Im Anschluss wurde der Phosphorylierungsstatus von
Akt, einem Schlusselprotein des EGFR/EGFRvIIl-vermittelten PI13K-Akt-Signalwegs, und Erk, einem
zentralem Protein des EGFR/EGFRVvIII-vermittelten Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs, im Western Blot

untersucht.
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Abbildung 17 Wirkung einer Erlotinib-, Gefitinib- oder Cetuximab-Behandlung von BS153-Zellen auf die EGFR-vermittelte
Signaltransduktion. (A) BS153-Zellen wurden fiir 10 min mit Erlotinib, Gefitinib oder Cetuximab (10 ug/ml) préinkubiert
bevor sie fiir 20 Min mit EGF (20 nM) stimuliert wurden. (B) Densitometrische Quantifizierung der Protein-Phosphorylierung.
(A)-(B) Erlotinib und Gefitinib inhibierten die Phosphorylierung (P-) von EGFR, Akt und Erk unabhdngig von einer Stimulation
mit EGF. Die Phosphorylierung von EGFRvIII wurde durch die TKI hingegen nur geringfiigig beeinflusst. Die Behandlung mit
Cetuximab induzierte eine gesteigerte EGFRvIlI-Phosphorylierung, sowie eine erhéhte Erk- und Akt-Phosphorylierung.
[Ladekontrolle: Tubulin, dargestellt wurde eines von drei unabhdngigen Experimenten]

Die Stimulation mit EGF flhrte zu einem starken Anstieg der wtEGFR-Phosphorylierung, sowie zu
einer gesteigerte Akt- und Erk-Phosphorylierung sowie zu eine geringfligig gesteigerten
Phosphorylierung von EGFRvlll (Abbildung 17 A und B). Interessanterweise wurde die
Phosphorylierung von EGFRvIII durch die Behandlung mit Erlotinib oder Gefitinib nur geringfigig
beeinflusst, wohingegen die Phosphorylierung von wtEGFR durch die beiden TKI fast vollstéandig
reduziert werden konnte. Ferner fiihrten Erlotinib oder Gefitinib zu einer Reduktion der Akt- und
Erk-Phosphorylierung, wobei Erlotinib die Aktivierung von Erk etwas deutlicher und Gefitinib die

Aktivierung von Akt fast vollstandig inhibierte. Alle genannten Effekte waren unabhangig von der
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Stimulation mit EGF. Im Gegensatz zu den TKI bewirkte der Einsatz von Cetuximab sowohl in An-
als auch in Abwesenheit von EGF keine Inhibition der EGFR-Phosphorylierung. Vielmehr flihrte
die Behandlung mit Cetuximab zu einer signifikant gesteigerten Phosphorylierung von wtEGFR
und EGFRvIIl. Zudem induzierte Cetuximab in Abwesenheit von EGF die Phosphorylierung von
Akt und Erk. Zusammenfassend konnten Erlotinib und Gefitinib die EGFR-vermittelte
Signaltransduktion mit leichten Spezifitdtsunterschieden inhibieren, wohingegen eine

Behandlung mit Cetuximab zu einer Induktion der untersuchten Signalwege fiihrte.

4.2 Chronische Behandlung von BS153-Zellen mit TKI: Etablierung einer

Erlotinib-resistenten Zelllinie
Da die Ergebnisse der Versuche 4.1 gezeigt haben, dass Cetuximab im Gegensatz zu Erlotinib und
Gefitinib nicht in der Lage ist die Proliferation, die Migration oder die EGFR-abhangige
Signaltransduktion zu inhibieren, wurden die folgenden Versuche lediglich auf die beiden TKI

beschrankt.

Um zu untersuchen, ob es sich bei der Erlotinib-vermittelten Inhibition der Proliferation um
einen temporaren oder permanenten Effekt handelte, wurden BS153-Zellen chronisch (> 15
Passagen) mit 10 ug/ml des TKI behandelt (BS153gctinib-Z€llen). Im Anschluss wurde die
Proliferationsrate von BS153¢.tinib-2€llen in Anwesenheit von Erlotinib und Gefitinib Uber einen
Zeitraum von 144 Stunden ermittelt. Da bereits gezeigt wurde, dass eine Behandlung mit 5 und
10 pg/ml Gefitinib nach sechs Tagen zu einer vollstdndigen Inhibition der Proliferation fiihrte

(Abschnitt 4.1.1, Abbildung 15) wurde dieser Versuch lediglich mit Erlotinib durchgefiihrt.

Bs:|'53I5rlotir1ib
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=
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] Abbildung 18 Proliferation von permanent mit Erlotinib
g 600 - behandelten BS153-Zellen. Proliferationsassay (CellTiter Glo®)
5 permanent  Erlotinib-behandelter =~ BS153-Zellen (10 ug/ml
£ 400 - Erlotinib, > 15 Passagen) (iber einen Zeitraum von 144 h.
= Chronisch mit Erlotinib-behandelte BS153-Zellen zeigten eine
200 4 stabile Proliferation und waren sensitiv gegeniiber Gefitinib.
[*P < 0.005, t-test; Mittelwerte einer achtfach-Bestimmung + SA;
0 - dargestellt ist eines von drei unabhdngigen Experimenten; RL,
o o . .
= = relative Lumineszenz]
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o [t
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Permanent mit Erlotinib behandelte Zellen zeigten eine stabile Proliferation, mit einer
Verdopplungsrate von 44 Stunden. Zudem fiihrte eine Gefitinib-Behandlung von

BS153¢,0tinb-Zellen zu einer signifikanten Inhibition der Proliferation (Abbildung 18).

Da BS153-Zellen auch unter dem permanenten Einfluss von Erlotinib in der Lage waren stabil zu
proliferieren und sich somit tolerant gegentiber dem TKI zeigten, werden BS153¢iinib-Zellen im

Folgenden als Erlotinib resistente BS153-Zellen (BS153™F) bezeichnet.

4.3 Charakterisierung des wtEGFR- und EGFRuvIII-Status von Erlotinib-resistenten
BS153-Zellen (BS153™)

Zur Charakterisierung der aus Abschnitt 4.2 hervorgegangenen Erlotinib-resistenten
BS153-Zelllinie (BS153™F), wurde diese zunichst morphologisch mit der parentalen BS153-
Zelllinie verglichen. Zudem wurde der EGFR- und EGFRvIII-Status von BS153™*-Zellen auf DNA-,

RNA- und Protein-Ebene untersucht.

4.3.1 Morphologie und RTK-Status von BS153"-Zellen

Bei einem lichtmikroskopischen Vergleich von parentalen und Erlotinib-resistenten BS153-Zellen
konnten keine deutlichen Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien festgestellt werden. Die
Zellen beider Zelllinien waren etwa gleich groR und beide Zellpopulationen setzten sich aus

morphologisch heterogenen Zellen zusammen (Abbildung 19).

Abbildung 19 Morphologie von parentalen und Erlotinib resistenten BS153-Zellen. Parentale und Erlotinib resistente
BS153-Zellen unterschieden sich hinsichtlich ihrer Morphologie nicht. [Lichtmikroskop, 20fache VergréfSerung]

Um zu untersuchen, ob die permanente Erlotinib-Behandlung von BS153-Zellen zu einer
Veranderung der EGFR-Aktivierung oder zu einer kompensatorischen Erhéhung der Aktivitat von

anderen RTK fiithrte, wurden RTK-Arrays von BS153- und BS153™*-Zellen angefertigt. Mit Hilfe

dieser Arrays ist es moglich den Phosphorylierungsstatus von 49 verschiedenen RTK parallel zu

Abbildung 20 RTK-Array von BS153- und BS153"*-Zellen. (A) RTK-Array von BS153- und BS153"*-Zellen. (B) Auswertung
von (A): Die Signalstérke von EGFR unterscheidet sich in BS153- und BS153™*-Zellen nicht signifikant. In BS153"-Zellen
konnte verglichen mit BS153-Zellen, keine generelle kompensatorische Hochregulation der RTK-Signalstdrke gemessen
werden. [Proteome Profiler Human Phospho-RTK Array Kit, R&D Systems; t-test, *P < 0.05, +SA;]. (C) Positionen
(Koordinaten) der einzelnen RTK auf dem Array.
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C
Koordinaten | Rezeptor-Familie RTK Koordinaten | Rezeptor-Familie RTK
A1,2 Reference Spots D 1,2 Tie Tie-2
A 2324 Reference Spots D 3,4 NGFR TrkA
B 1,2 EGFR EGFR D 5,6 NGFR TrkB
B34 EGFR ErbB2 D 7,8 NGFR TrkC
B 5,6 EGFR ErbB3 D 9,10 VEGFR VEGF R1
B 78 EGFR ErbB4 D 11,12 VEGFR VEGF R2
B 9,10 FGFR FGFR1 D 13,14 VEGFR VEGF R3
B 11,12 FGFR FGFR2a D 15,16 MuSK MuSK
B 13,14 FGFR FGFR3 D 17,18 Eph R EphAl
B 15,16 FGFR FGF R4 D 19,20 EphR EphA2
B 17,18 InsulinR InsulinR D 21,22 EphR EphA3
B 19,20 InsulinR IGF-IR D 23,24 Eph R EphA4
B 21,22 Axl Ax| E1,2 Eph R EphA6
B 23,24 Axl Dtk E3,4 Eph R EphA7
C1,.2 Axl Mer E5,6 EphR EphB1
C34 HGFR HGFR E78 Eph R EphB2
C56 HGFR MSP R £ 9,10 EphR EphB4
c78 PDGFR PDGF Ra E 11,12 Eph R EphB6
€ 9,10 PDGFR PDGF RB E 13,14 InsulinR ALK
C 11,12 PDGFR SCFR E 15,16 (-) DDR1
C 13,14 PDGFR Flt-3 £17,18 (-) DDR2
C 15,16 PDGFR M-CSFR E 19,20 Eph R EphAS
C 17,18 RET c-Ret E 21,22 EphR EphA10
C 19,20 ROR ROR1 F1,2 Reference Spots
C 21,22 ROR ROR2 F 5,6 EphR EphB3
C 23,24 Tie Tie-1 F78 (-) RYK
F 23,24 PBS ()

Der Vergleich der RTK-Arrays von parentalen und Erlotinib resistenten Zellen zeigte, dass die
Signalstirke von keinem RTK in BS153™*-Zellen signifikant hoher war als in BS153-Zellen.

Vielmehr konnte bei einigen RTK (zum Beispiel: FGFR1, HGFR u.a) eine Abnahme der Signalstarke
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in BS153™-Zellen gemessen werden. Ein Vergleich der ErbB-Familie zeigte zudem, dass lediglich
die Signalstérke von ErbB3 in BS153"*-Zellen geringer war als in BS153-Zellen, wohingegen sich
die Signale von ErbB1, ErbB2 und ErbB4 in den beiden Zelllinien nicht signfikant unterschieden
(Abbildung 20). Somit fiihrte die permanente Erlotinib Behandlung von BS153-Zellen zu keiner

kompensatorischen Hochregulation der Aktivitdt von anderen RTK.

4.3.2 Aktivitat von Proteinen der HER-Familie in BS153™-Zellen

Aufgrund der zentralen Stellung des EGFR fiir BS153- und BS153™*-Zellen (Abschnitt 4.3.1),
sollte im nachsten Schritt die Gesamtexpressionsmenge des wtEGFR im Western Blot untersucht
werden. Um die Ergebnisse des RTK-Arrays zu Uberprifen und eine kompensatorische
Aktivierung von anderen Mitgliedern der HER-Familie definitiv auszuschlieRen, wurden zusatzlich
die Proteinexpression und der Phosphorylierungsstatus von allen Mitgliedern der HER-Familie

(EGFR/HER1, HER2. HER3 und HER4) analysiert.

BS153rest
U87MG

Astrozyten
BS153

P-HER1 (WtEGFR)

HER1 (WtEGFR)

i R
* HER2

-— P-HER3
—_
L~ TN
p )
» ’i ‘ P-HER4 Abbildung 21 Expression und Aktivitdt von Mitgliedern der
e SN HER-Familie. Western Blot von BS153- und BS153°-Zellen
HER4 (Kontrollen: Astrozyten und U87MG; Ladekontrolle: Tubulin).
l v Sowohl! die Gesamtproteinmenge, als auch die Aktivitdt von HER1,
HER2und HER3 war in BS153-Zellen geringer als in BS153-Zellen.
. Die Phosphorylierung von HER4 war hingegen leicht erhéht.
Tubulin
Der Vergleich der Proteinexpression von parentalen und

Erlotinib-resistenten BS153-Zellen verdeutlichte, dass sowohl die Gesamtproteinmenge, als auch
die Menge an phosphoryliertem
HER1- (WtEGFR), HER2- und HER3-Protein in B5153"**-Zellen geringer war als in BS153-Zellen. Ein

anderes Bild zeigte sich bei einem Vergleich des HER4-Status. Wahrend die
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Gesamtproteinmenge in beiden Zelllinien nahezu identisch war, konnte eine leichte Erhéhung
der HER4-Phosphorylierung in BS153™*-Zellen detektiert werden. Demnach zeigten
BS153"*-Zellen verglichen mit der parentalen Zelllinie insgesamt keine konsistente Herauf- oder

Herunterregulation der Expression und der Aktivitdt von Proteinen der HER-Familie.

4.3.3 EGFR-Status von BS153™-Zellen auf DNA-Ebene

Im Abschnitt 4.3.2 konnte gezeigt werden, dass die permanente Erlotinib-Behandlung von
BS153-Zellen zu einer Reduktion der wtEGFR-Phosphorylierung fiihrte. Um zu untersuchen, ob
die Veranderung des EGFR-Proteinstatus auf einem Verlust der EGFR-Amplifikation beruht, sollte
in diesem Versuch die Amplifikation des EGFR-Gens in BS153- und BS153"-Zellen mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung, (fluorescent in situ hybridization, FISH) und gPCR-Analysen

ermittelt und miteinander verglichen werden.
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Abbildung 22 EGFR-Amplifikation von BS153- und BS153"*-Zellen. (A)FISH-Analyse: Sowoh! BS153-, als auch
BS153"-Zellen zeigten eine deutliche EGFR-Amplifikation, wobei sich die Signalquantitdt beider Zelllinien nicht unterschied.
(rot, EGFR; griin, Cen7; blau, DAPI). (B) Quantitative PCR-Analyse des EGFR-Gens: Die quantitative Auswertung der PCR
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien. (Kontrolle Astrozyten, 2fache EGFR-Amplifikation)

Sowohl BS153- als auch BS153™*-Zellen zeigten eine deutliche EGFR-Amplifikation. Bei der
guantitativen Auswertung der FISH-Analyse konnten keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der Signalquantitdt zwischen den beiden Zelllinien gemessen werden
(BS153: 45,9+ 8,5 % versus BS153™F: 41,4+ 6,5 % Signale pro Zelle). Sowohl BS153- als auch
BS153"*-Zellen wiesen eine Chromosom 7-Polysomie und vereinzelte EGFR-Signale auerhalb
des Nukleus auf, welche charakteristisch fiir extrachromosomale Double-Minutes wahrend der
Interphase sind (Abbildung 22 A). Die Ergebnisse der FISH-Analyse konnten durch die
quantitative PCR-Analyse des EGFR-Gens von BS153- und BS153™F-Zellen bestitigt werden
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(EGFR-Amplifikation  von  BS153™-Zellen:  39,5fache +5,0 versus BS153™*-Zellen:
39,5fache + 5,0) (Abbildung 22 B). Somit weisen sowohl BS153- als auch BS153"*-Zellen eine

etwa 40fache Amplifikation des EGFR-Gens auf.

4.3.4 WEGFR- und EGFRVIII-Status von BS153"*-Zellen auf mRNA-Ebene

Da die im Vergleich zu BS153-Zellen verminderte EGFR-Aktivitit von BS153™¢-Zellen
(Abschnitt 4.3.2) nicht nur auf einer Veranderung der Genamplifikation, sondern auch auf einer
erhohten Transkriptionsrate beruhen kann, wurde im folgenden Versuch der EGFR—mRNA-Status
von BS153- und BS153™t-Zellen miteinander verglichen. Die Quantifizierung der mRNA erfolgte
sowohl mittels konventioneller, semiquantitativer PCR, als auch mit Hilfe quantitativer PCR.

Neben dem mRNA-Status des wtEGFR, wurde zudem auch der mRNA-Status von EGFRvlI

untersucht.
A
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Abbildung 23 EGFR-Status von BS153-Zellen auf mRNA-Ebene. (A)Semiquantitative PCR-Analyse der cDNA und
(B) quantitative PCR-Analyse der mRNA: verglichen mit BS153-Zellen konnte eine Abnahme der wWtEGFR-mRNA in
BS153°F-Zellen  gemessen werden. Die Menge der EGFRvI-mRNA  war unveréndert.  [(A) GAPDH,
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; (B) **P < 0.005, t-test, n.s = nicht signifikant ; Mittelwerte einer vierfach-
Bestimmung + SA]

Der Vergleich der cDNA-Menge von BS153- und BS153™%F-Zellen mittels semiquantitativer
PCR-Analyse zeigte, dass die WtEGFR-Menge in BS153™%*-Zellen geringer war als in der
parentalen Zelllinie, wohingegen sich sie EGFRvIII-cDNA-Mengen nicht unterschieden (Abbildung
23 A). Die direkte quantitative Messung der mRNA-Menge mittels real-time PCR-Analyse,
bestitigte diese Ergebnisse. Wihrend sich die EGFRvII-mRNA von BS153- und BS153"-Zellen
guantitativ nicht signifikant voneinander unterschied, waren die wtEGFR-mRNA- und die gesamt

EGFR-mRNA-Menge in den resistenten Zellen signifikant geringer als in den parentalen Zellen
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(Abbildung 23 B). Somit unterschied sich der EGFRvIII-Status von BS153- und BS153™-Zellen auf
mRNA-Ebene nicht, wohingegen die wtEGFR-mRNA Menge in BS153™¢-Zellen deutlich geringer

war als in parentalen Zellen.

4.3.5 WLEGFR- und EGFRvIII-Status von BS153™-Zellen auf Protein-Ebene

Die Expression des WtEGFR wund des EGFRvIll auf Proteinebene, wurde mittels
Durchflusszytometrie und Western Blot untersucht. Zudem wurden MACS- (Magnetic Activated
Cell Sorting) Experimente durchgefiihnrt um zu Gberprifen, ob es sich bei den
EGFRvlll-exprimierenden Zellen um Subpopulationen der Gesamtzellpopulation handelte, oder
ob EGFRvIII ubiquitdr von allen Zellen exprimiert wurde. Ferner sollte mit diesen Experimenten
festgestellt werden, ob in BS153-Zellen nur EGFR-Homodimere oder EGFR-Heterodimere
vorliegen oder ob sowohl Homo- und Heterodimere nachgewiesen werden kénnen. Sollte es
moglich sein, wtEGFR-EGFRvllI-Heterodimere nachzuweisen, ware dies ein Indiz fiir eine

mogliche, Liganden-unabhangige Kreuzaktivierung von wtEGFR durch EGFRvIII.

Die durchflusszytometrische Analyse der wtEGFR- und EGFRuvIII-Expression zeigte, dass lediglich
8,3+ 1,3 % aller BS153-Zellen EGFRvIIl exprimierten (Abbildung 24 A), wohingegen der Anteil
EGFRvlll-positiver BS153™t-Zellen mit 52,9+1,9% in BS153"t-Zellen 6,6mal hdher war
(Abbildung 24 B). Ein &hnliches Bild zeigte sich bei einem Vergleich der mittleren
Fluoreszenzintensitit (mean fluorescence intensity, MFI), welche ein Mall fir die
Gesamtsignalstarke und somit fir die Gesamtmenge an wtEGFR und EGFRvIIl pro Zelle ist.
Wahrend flir EGFRvIII in BS153-Zellen lediglich eine MFI von 19,8 + 1,7 gemessen werden konnte
(Abbildung 24 A), war diese in BS153™-Zellen mit 72,2 * 3,8 deutlich héher, was einer 3,7fachen

Hochregulation der EGFRvIII-Rezeptoranzahl pro Zelle entspricht (Abbildung 24 B).
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Abbildung 24 Vergleich der wtEGFR- und EGFRvIlI-Expression in BS153"% Zellen mittels Durchflusszytometrie. Der Anteil

EGFRvlll-positiver Zellen war in BS153"*-Zellen im Vergleich zu parentalen BS153-Zellen stark hochreguliert, wohingegen

BS153-Zellen deutlich weniger wtEGFR exprimierten (MFI= mean fluorescence intensity).

Ebenso wie bei der durchflusszytrometischen Analayse der wtEGFR- und EGFRvIII-Expression von
BS153- und BS153"*-Zellen, konnte auch mittels Western Blot-Analysen ein deutlicher Anstieg
der EGFRvII-Menge in BS153"-Zellen beobachtet werden. Zudem exprimierten beide Zelllinien
mehr EGFRvIII als wtEGFR, wobei sich die Konzentration des wtEGFR in beiden Zelllinien nicht

wesentlich unterschied (Abbildung 25).

kDa

| | BS153
| |BS153rest

185 wtEGFR
145 SR £crryil
Abbildung 25 Vergleich der WtEGFR- und

e EGFRuvllI-Protein-Expression in BS153- und
145 . EGFRuvIII BS153™*.Zellen. (A) Western Blot von BS153- und

BS153™% Zelle: BS153-Zellen exprimierten im Vergleich

buli zu BS153-Zellen deutlich mehr EGFRvIll, wéhrend die
60 “ Tubulin Expression des WtEGFR unverdndert war.
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In MACS-Experimenten mit BS153-Zellen (Abbildung 26) konnten in der EGFRvIlI-Bead-Fraktion
sowohl wtEGFR als auch EGFRvIIl nachgewiesen werden. In der Proteinfraktion, welche nicht an
die Beads gebunden hatte, konnte hingegen lediglich wtEGFR detektiert werden. In der wtEGFR-
Bead-Fraktion konnten ebenfalls beide Rezeptorvarianten nachgewiesen werden. In der
Zellpopulation, welche nicht an die Antikorper-gekoppelten Beads gebunden hat, konnten
hingegen weder der wtEGFR, noch EGFRvIII detektiert werden. Zusammenfassend lassen diese

Versuche auf eine Heterodimersisierung von wtEGFR und EGFRvIII schlieRRen.

MACS Fraktionen:

EGFRvIIl WtEGFR

+ - o+ -
185 . WtEGFR Abbildung 26 Vergleich der wtEGFR- und
145 . - EGFRuvIII EGFRuvlli-exprimierenden  Zellpopulation in
BS153-Zellen. Western Blot einer
1B wacs-Analyse  mit  EGFRI-  oder
145 (] ‘ EGFRvlII WEEGFR-spezifischen Antikérpern. Sowohl mit

Hilfe von WtEGFR- als auch mittels
EGFRvlll-gekoppelter  Beads konnte eine
65 w Tubulin Heterodimerisierunh der beiden Rezeptoren

nachgewiesen werden. [+ Bead-Fraktion, -
Durchflussfraktion]

resE

4.4 Tumorinitiierungskapazitat von BS153™"-Zellen

Neben der Proliferation und Migration ist die Tumorinitiierungskapazitdt von GBM-Zellen ein
zentrales Merkmal eines reprasentativen GBM-Modellsystems. Um die

Tumorinitilerungskapazitit von BS153™F

-Zellen mit der von parentalen BS153-Zellen zu
vergleichen, wurden sowohl invitro Kolonie-Formations-Assays (4.4.1) als auch invivo

Maus-Xenograft-Versuche (4.4.2) durchgefiihrt.

'esE_zellen in vitro

4.4.1 Tumorinitiierungskapazitdt von BS153
Das adhisionsunabhingige Wachstum von 153- und BS153™F-Zellen, welches die
in vitro-Tumorinitiierungskapazitat von Zellen widerspiegelt, wurde mit Hilfe von Kolonie-

Formations-Assays ermittelt.
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Abbildung 27 In vitro-Tumorinitiierungskapazitét von BS153- und BS153 " -Zellen. Kolonie-Formations-Assay mit BS153-
und BS153"-Zellen (Inkubationszeit 7 d). Verglichen mit BS153-Zellen, zeigten 153°*-Zellen eine deutlich verzégerte
Koloniebildung.

Parentale BS153-Zellen bildeten bereits nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden erste

resE

Kolonien, wohingegen BS153 ~"-Zellen 7 Tage bendtigten, um Kolonien auszubilden. Die

durchschnittliche Kolonienanzahl nach sieben Tagen betrug fiir unbehandelte BS153-Zellen pro

resk

1mm? sieben, wohingegen BS153 "-Zellen durchschnittlich lediglich eine Kolonie ausbildeten.
Der Durchmesser von BS153-Kolonien betrug durchschnittliche 98,2 um und von
BS153"*-Kolonien 24,3 um. Somit zeigten BS153'‘-Zellen im Vergleich zu parentalen

BS153-Zellen eine verminderte in vitro-Tumorinitiierungskapazitat.

4.4.2 Tumorinitiilerungskapazitat von und BS153"*-Zellen in vivo

Zur weiteren Validierung der Tumorinitiierungskapazitit von BS153™- Zellen wurden neben den
unter 4.4.1 beschriebenen in vitro-Versuchen, auch in vivo-Versuche durchgefiihrt. Hierzu
wurden NMRI/Fox1™ Nacktmiusen jeweils 150.000 BS153- (n=7) oder BS153"*-Zellen (n=5)
intrakraniell in das Caudatum/Putamen (Striatum) implantiert (Abbildung 28 A). Bei einer
Gewichtsabnahme von mehr als 10 % im Vergleich zum Ausgangsgewicht sowie beim Auftreten

neurologischer Symptome, wurde die Tumore entnommen und histologisch ausgewertet

(Abbildung 29).
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Abbildung 28 In vivo-Tumorinitiierungskapazitit von BS153- und BS153*-Zellen. (A) schematische Darstellung eines
Maushirns (verdndert nach http://www.gensat.org/atlas/ADULT_ATLAS_07.jpg). (C) Kaplan-Meier Kurve von NMRI/Fox1™
Nacktméusen mit intrakraniell implantierten BS153- (n=7) oder BS153"*-Zellen (n=5). Méuse mit BS153-Xenograft-Tumoren
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wurden signifikant friiher symptomatisch als Mduse mit BS153 " -Xenograft-Tumoren (Median: 61d versus 78d).

[*p = 0.0194; long-rank test]

Mause mit BS153-Xenograft-Tumoren entwickelten im Median bereits nach 61 Tagen
Symptome, wohingegen Maiuse mit BS153"f-Xenograft-Tumoren erst 17 Tage spéter
(Durchschnitt: 78 Tagen) symptomatisch wurden (Abbildung 28 B).

Die im Anschluss durchgefiihrte histologische- und immunhistochemische-Untersuchung der
Tumore zeigte, dass BS153- und BS153"™*-Xenograft-Tumore, sowohl solide als auch invasive
Areale (H&E-Farbung) mit hoch proliferativen Zellen (MIB-1 Antikérper gegen Antigen KI-67
(Ki-67)) aufwiesen (Abbildung 29). Ebenso wie fir BS153- und BS153"™*-Zellen beobachtet,
wiesen die  Zellen von  BS153™‘-Xenograft-Tumoren eine starke und von
BS153-Xenograft-Tumoren eine maRige EGFRvIII-Expression auf. Ferner zeigten die Tumore
beider Zelllinien eine starke EGFR-Expression (EGFRioa= WtEGFR und EGFRVIII) sowie eine
deutliche EGFR-Amplifikation (FISH-Analyse). Somit spiegelten BS153- und BS153™¢-Tumore alle

phanotypischen Merkmale der jeweiligen Zelllinie wieder (siehe auch Abschnitt 4.3).

H&E EGFRvIIl  EGFRy, MIB-1 FISH

BS153

BS153resE

Abbildung 29 Histologische- und immunhistochemische-Analyse von BS153- und B$153'“E-Xenograft-Tumoren.
Paraffinschnitte von BS153- und BSl53’ESE-Xenograft-Tumoren zeigten solide und invasive Areale (H&E Férbung),
wohingegen lediglich BS153™*-Tumore eine starke EGFRuvliI-Uberexpression aufwiesen. Beide Tumor wiesen zudem eine
deutliche EGFR-Expression auf (EGFR.:;= WtEGFR und EGFRVIIl), beinhalteten hoch proliferative Zellen (MIB-1 AK gegen
Ki-67) und zeigten eine deutliche EGFR-Amplifikation (FISH).

4.5 Bedeutung des EGFR-Status fir die Bildung von GBM und fir die Ausbildung
von BS153™*-Zellen

Ein besonders pragnantes Merkmal von GBM ist ein &dulerst hohes MalR intra- und
intertumoraler Heterogenitat, welche sich in der heterogenen Amplifikation des EGFR-Gens oder
der EGFRvIII-Expression widerspiegelt. Welche Rolle der heterogene wtEGFR/EGFRvIII-Status bei
der Tumorinitiierung spielt, konnte jedoch bisher nicht vollstandig geklart werden.

Da BS153-Zellen nicht nur morphologisch sehr unterschiedlich sind, sondern sich auch in

hinsichtlich ihres wtEGFR/EGFRvIII-Status signifikant unterscheiden, eignen sie sich hervorragend
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um die intratumorale Heterogenitdat von GBM zu untersuchen. In den folgenden Abschnitten
sollte geklart werden, ob der unterschiedliche wtEGFR/EGFRvIII-Status von BS153- und
BS153"*-Zellen (Abschnitt 4.3.3-4.3.5) auf einer Reduktion der klonalen Vielfalt beruht oder
aber auf eine Adaptation des Expressionsprofils parentaler BS153-Zellen zurilickzufiihren ist
(Abschnitt 4.5.2). Zudem sollte die Bedeutung des wtEGFR/EGFRvIII-Status hinsichtlich der
GBM-Initiierung in vivo untersucht werden (Abschnitt 4.5.3).

Eine elegante Moglichkeit, die Heterogenitdt bzw. die Klonalitdt von Zelllinien (in vitro) und
Tumoren (in vivo) zu untersuchen, bietet die von Weber et al. entwickelte RGB- (rot, griin, blau,
multiple Farbmischung) Markierung von Zellen (327). Angelehnt an das Prinzip der additiven
Farbmischung (Abbildung 30 A) werden Zellen simultan mit drei verschiedenen lentiviralen
Vektoren (LetiLox 3,7, lentivirale Vektoren der dritten Generation), welche fir die
Fluoreszenzproteine mCherry (LeGO-C2, rot) (327), Venus (LeGO-V2, gelb-griin)(329) oder
Cerulean (LeGO-Cer2, blau) (328) kodieren, transduziert (Abbildung 30 B). In Abh&ngigkeit von
der individuellen Transduktionsrate und Faktoren wie der genomischen Insertionsstelle der
Vektoren, welche maRgeblich die Expressionsrate der einzelnen Vektoren beeinflusst, kdnnen
tausende von Zellen individuell fluoreszenzmarkiert werden (siehe auch Abschnitt 3.1.9). Auf

diese Weise ist es moglich das Schicksal einzelner Zellen in vitro und in vivo zu verfolgen.

A

LeGO-V2

LeGO-Cer2
ALTR

cPPT

oE SFFV 4 Cerulean g gWwPRE; ALTR

LoxP LoxP

Abbildung 30 RGB-Markierung. (A) Additives Farbmischungsprinzip: Durch die Mischung der drei Grundfarben rot, griin
und blau, kénnen alle Spektralfarben gebildet werden (multiple Farbmischung). (B) RGB-Vektoren: Schematische Darstellung
der RGB-Vektoren LeGO-V2 (kodiert fiir Venus, gelb-griin), LeGO-C2 (kodiert fiir mCherry, rot) und LeGO-Cer2 (kodiert fiir
Cerulean, blau). Bei allen Vektoren handelt es sich um lentivirale LentiLox 3.7 Vektoren. [ALTR =long terminal repeat,
SFFV (Promotor) = spleen focus-forming virus, wRPE = woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element]
(verdindert nach Weber et al. (327))
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4.5.1 RGB-Markierung von GBM-Zellen

resE

Um zu untersuchen ob BS1537-Zellen durch klonale Selektion, oder aufgrund einer
veranderten Expressionsprofils aus der parentalen BS153-Zellen hervorgegangen sind, wurden
zunachst parentale BS153-Zellen RGB-markiert (Abbildung 31 A). Da zudem die Bedeutung des
WtEGFR/EGFRVIII-Status flir die in vivo-Tumorinitiierung von GBM untersucht werden sollte,
wurden neben BS153-Zellen auch U87MG-Zellen, welche weder eine EGFR-Amplifikation
aufweisen, noch EGFRvlll exprimieren, ebenfalls RGB-markiert (Abbildung 31 B). Die
Anreicherung erfolgreich transduzierte Zellen erfolgte im Anschluss an die Transduktion durch
eine Behandlung mit Puromycin.
A
BS153-RGB

Vektor-Titer: 10x

*

Vektor-'l"iter: 10

> .

. .

U87MG-RGB
Vektor-Titer: 3x Vektor-Titer: 10x

Abbildung 31 RGB Markierung von BS153- und U87MG-Zellen. BS153- und U87MG-Zellen wurden mit unterschiedlichen
RGB-Vektor-Titern transduziert. Exemplarische fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von (A) BS153-RGB-Zellen, welche mit
einem 10x und 30x Vektortiter transduziert wurden, sowie von (B) U87MG-RGB-Zellen welche mit einem 3x und einem 10x
Vektor-Titer transduziert wurden. Fiir BS153-Zellen erwies sich ein 10x und fiir U87MG-Zellen ein 3x Vektor-Titer als optimal.
[1x Titer entspricht einem MOI von 0,7; fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nachdem die Zellen 4 Tage lang mit
Puromycin behandelt wurden. Overlay]
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Sowohl BS153- als auch U87MG-Zellen wurden mit unterschiedlichen RGB-Vektor-Titern
transduziert, wobei ein 1x Titer einem MOI von 0,7 entsprach. Fir die RGB-Markierung von
BS153-Zellen (Abbildung 31 A) erwies sich ein 10x Vektor-Titer als optimal was sich in einer
farbintensiven Fluoreszenzmarkierung der Zellen widerspiegelte. Die Transduktion von
BS153-Zellen mit einem 30x Titer, fihrte hingegen zu einem Uberdurchschnittlich hohen Anteil
mehrfach transduzierter Zellen, was zu der vermehrten Bildung von Pastelltonen fihrte. Ein
anderes Bild zeigte sich bei RGB-markierten U87MG-Zellen (Abbildung 31 B). Fiir diese Zellen
erwies sich 3x Vektor-Titer als optimal, wohingegen ein 10x Vektor-Titer bereits zu einer
besonders hohen Rate mehrfach transduzierter Zellen und der Bildung von Pastelltonen und

fuhrte.

Die Untersuchung von BS153-RGB (Titer 10x) (Abbildung 32 A) und U87MG-RGB (Titer 3x)
(Abbildung 32 B) Zellen mittels Durchflusszytometrie, zeigte bei beiden Zellpopulationen einen
gleich hohen Anteil von Zellen mit LeGO-C2, (mCherry, rot), LeGO-V2 (Venus, gelb-griin) und
LeGO-Cer2 (Cerulean, blau) Vektoren. Dies spricht dafir, das sich die Zellpopulation aus acht
verschiedenen, gleich groRen Zellsubpopulationen zusammensetzte (jeweils 12,5% der
Gesamtpopulation = Gruppe 1: nicht transfizierten Zellen, Gruppe 2-4: Zellen mit einer oder
mehrfachen Kopien von einem der drei RGB-Vektoren, Gruppe 5-7: Zellen mit zwei
verschiedenen RGB-Vektoren, Gruppe 8: Zellen mit allen drei RGB-Vektoren, siehe auch

Abschnitt 3.1.9)
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Abbildung 32 Durchflusszytometrische-Analyse von BS153-RGB- und U87MG-RGB-Zellen. (A) (B) FACS-Diagramme der
fluoreszenzmikroskopisch untersuchten (A) BS153-RGB- (Titer 10x) und (B) U87MG-RGB-Zellen (Titer 3x) (Abbildung 31),
sowie die statistische Auswertung der Durchflusszytometrischen-Analyse (C). Beide Zielllinien zeigten einen etwa gleich
hohen Anteil von Zellen mit LeGO-C2, (mCherry, rot), LeGO-V2 (Venus, gelb-griin) und LeGO-Cer2 (Cerulean, blau) Vektoren
RGB-Vektoren.
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4.5.2 Mechanismus der Erlotinibresistenz-Ausbildung

resE

In der vorliegen Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass BS153 " -Zellen verglichen mit
parentalen BS153-Zellen eine Hochregulation der EGFRvIll- und eine Herunterregulation der
WtEGFR-Expression aufweisen (Abschnitten 4.1-4.4). Um zu kliren ob BS153"*-Zellen aufgrund
einer Veranderung des Expressionsprofils, oder aber durch die Selektion einzelner a priori
resistenter Zellen aus der parentalen BS153-Zelllinie hervorgegangen sind, wurden BS153-Zellen
RGB-markiert (Abschnitt 4.5.1) und Uber einen Zeitraum von 46 Tagen permanent mit Erlotinib
(10 pg/ml) behandelt. Eventuelle Veranderungen im Farbspektrum wurden

fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert (Abbildung 33 A). Zudem wurde das Farbspektrum der

Zellen nach 50 Tagen durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 33 B). Die Ergebnisse wurden
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mit unbehandelten RGB-markierten BS153-Zellen vergliechen (Abbildung 33 C, D).
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Abbildung 33 Permanente Behandlung von BS153-RGB-Zellen mit Erlotinib. (A), (C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
und (B), (D) FACS-Diagramme von BS153-RGB-Zellen welche teilweise (A), (B) mit Erlotinib behandelt wurden (10 ug/ml).
[Beobachtungszeitraum: 50 d]

Mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen von permanent Erlotinib-behandelten,
RGB-markierten BS153-Zellen (46 Tage, 10 ug/ml Erlotinib), konnten keine Verdanderung in der
farblichen Zusammensetzung der Zellpopulation beobachtet werden. Zudem bildeten sich zu
keiner Phase Areale mit Zellen einer Farbe aus (Abbildung 33 A). Ein Vergleich unbehandelter
und Erlotinib-behandelter BS153-RGB-Zellen zeigte hinsichtlich der Farbvielfalt keine
Unterschiede zwischen den Zellpopulationen. Gleiches gilt fir die durchflusszytometrische
Analyse von Erlotinib-behandelten (Abbildung 33 B) und unbehandelten BS153-RGB-Zellen
(Abbildung 33 D) 50Tage nach dem Beginn der Erlotinibbehandlung. Auch mit dieser
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Untersuchungsmethode konnten keine Unterschiede hinsichtlich der Farbverteilung zwischen

den beiden Zellpopulationen aufgezeigt werden.

4.5.3 BS153-RGB- und U87MG-RGB-Xenograft-Maus-Modelle

Um die Bedeutung des wtEGFR/EGFRuvIII-Status fiir die GBM-Initiierung zu untersuchen, wurde
die invivo-Tumorinitiierungskapazitdt von RGB-markierten BS153- und U87MG-Zellen
(Abschnitt 4.5.1) mit Hilfe von Xenograft-Maus-Versuchen miteinander verglichen. Im Gegensatz
zu BS153-Zellen weisen U87MG-Zellen keine EGFR-Amplifikation auf und exprimieren zudem
kein EGFRvIIl (Abbildung 34 C). Frihere invivo-Versuche zeigten bereits, dass durch
U87MG-induzierte Tumore klar umgrenzt sind (Abbildung 34 B), wohingegen BS153-induzierte
Tumore das Hirngewebe diffus infiltrieren (Abbildung 34 A, vergleiche auch 4.4.2).

BS153 U87MG
kb —

185
WP = = wiecrr
145 -- EGFRvIII

65 S Tl

Abbildung 34 BS153- und U87MG-Zellen in Xenograft-Mausmodellen. H&E-Féirbung von NMRI/Foxn1™ Maus-Gehirnen
nach der Implantation von (A) BS153-Zellen oder (B) U87MG-Zellen. (C) Western Blot von BS153- und U87MG-Zellen.
U87MG-Zellen exprimieren kein EGFRvIll und deutlich weniger wtEGFR als BS153-Zellen. (Ladekontrolle: Tubulin)

Um die Rolle des EGFR/EGFRvIII wahrend der GMB-Initiierung zu untersuchen, wurden jeweils
150.000 BS153-RGB- oder U87MG-RGB-Zellen (RGB-Markierung siehe Abschnitt 4.5.1, Abbildung
31 A,B) intrakraniell in das Caudatum/Putamen (Striatum) von immundefizienten
NMRI/Foxn1™ M3usen  implantiert. Sobald die Ma&use symptomatisch  wurden
(Gewichtsabnahme > 10 % oder neurologische Symptome), wurden die Tumore entnommen und

fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (Abbildung 35).
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U87MG-RGB-Zellen in das Caudatum/Putamen (Striatum) von NMRI/Foxn1™ Méusen implantiert (BS153-RGB, n = 16;
U87MG-RGB, n = 6). (A) (B) BS153-RGB-Tumore zeigten grofse, klar begrenzte Areale die nur aus einer Farbe bestanden und
somit vermutlich von einem Klon gebildet wurden. (C) (D) US87MG-RGB-Tumore zeigten keine Aufteilung in voneinander
abgegrenzte Farbareale.
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BS153-RGB-Zellen bildeten Tumore aus, welche Uberraschender Weise aus nur wenigen
unterschiedlich gefarbten Arealen bestanden (Abbildung 35 A, B), die lediglich kleine unterschied
hinsichtlich der Farbintensitdt aufwiesen. Da die Farben zudem klar voneinander getrennt
waren, deutet dies darauf hin, dass jedes Farbareal aus nur einem Klon hervorgegangen ist.

Die durch U87MG-RGB-Zellen induzierten Tumore wiesen derartige, deutlich voneinander
abgegrenzte Farbareale hingegen nicht auf (Abbildung 35 C, D). Die Tumore setzten sich in allen
Fallen aus vielen unterschiedlichen Farben zusammen, welche stark gemischt und nicht
voneinander getrennt waren. Dies spricht dafiir, dass durch U87MG-RGB-Zellen induzierte

Tumore aus vielen unterschiedlichen Klonen hervorgegangen sind.

4.6 Aktivitat von Signalproteinen der EGFR-vermittelten Signaltransduktion in

BS153- und BS153™¢-Zellen

E . .
**_Zellen im Vergleich zu

Da gezeigt werden konnte, dass die Expression von EGFRvIII in BS153
BS153-Zellen stark hochreguliert ist, wohingegen die Expression des wtEGFR durch die
chronische Behandlung mit Erlotinib herunterreguliert wurde, sollten im Folgenden mdgliche
Auswirkungen des veranderten WtEGFR/EGFRvIII-Status auf die EGFR-abhdngige

resk

Signaltransduktion in BS153"-Zellen untersucht werden. Hierzu wurde sowohl die Expression
als auch die Aktivitat von Schliisselproteinen des EGFR-vermittelten Ras-Raf-MEK-Erk und des

PI3K-Akt-Signalwegs in BS153- und BS153"-Zellen ermittelt und miteinander verglichen.

4.6.1 Aktivitat des PI3K-Akt und des Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs in BS153™-Zellen

Um die Aktivitdt des PI3K-Akt-Signalwegs in BS153"-Zellen zu untersuchen, wurde die
Expression und Aktivitat von Akt und mTor sowie von der regulatorischen PI3K-Untereinheit p85
und der katalytischen PI3K-Untereinheit p110 im Western Blot untersucht. Sowohl bei PI3K als
auch bei Akt und mTor handelt es sich um Schliisselproteine des PI3K-Akt-Signalwegs, wobei
PI3K sowohl durch den konstitutiv aktiven EGFRvIII als auch durch die Stimulation des wtEGFR
aktiviert werden kann. Die aktive PI3K phosphoryliert PI(4,5)P, zu PI(3,4,5)Ps;, an welches Akt
bindet. Infolge der PDK1- und mTor-vermittelten Phosphorylierung von Akt, wird wiederum die
Signalkaskade des PI3K-Akt-Signalwegs induziert (siehe auch Abschnitt 1.2.2.2, Abbildung 5).

Da wtEGFR und EGFRvIII ferner in der Lage sind den Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg zu aktvieren,
wurde mit Erk1/2 zudem auch ein Schlisselproteinen des zweiten Hauptsignalwegs der
wtEGFR/EGFRvIII-vermittelten Signaltransduktion untersucht. Bei Erk1/2 handelt es sich um ein

Signalprotein, welches am Ende der fiir diesen Signalweg namensgebenden Signalkaskade steht,
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die sich aus der GTPase Ras, sowie aus Raf, MEK und Erk zusammensetzt (siehe auch

Abschnitt 1.2.2.2, Abbildung 5).

kDa

BS153
BS153rest

289 s s P-mTOR

289 e MTOR
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145 :. EGFRvIII
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110 ™ ™ p_pi3K(p110)

85 P-PI3K(p85)
85 W W p|3¢(pss)

60 W P-Akt

—_— Abbildung 36 Expression von Signalproteinen des PI3K-Akt- und
60 S Akt des Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs in BS153- und BS153*-Zellen.
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Western Blot von parentalen BS153-Zellen und BS153 " -Zellen.
Die Expression von Erk1/2, mTor und Akt war in BS153°*-Zellen
42 ww= @ P-Erk1/2 im Vergleich zu BS153-Zellen unverdindert. Die Expression von
_ P-Erk1/2, P-mTor und P-Akt war in BS153-Zellen hingegen
gﬁ PR Erk 1/2 erhéht. Wéhrend die Menge der PI3K(p85) in BS153"*- und
BS153-Zellen gleich war, war die Konzentration der PI3K(p110) in

60 Tubulin BS153**-Zellen stark erhéht.

resk

Die Gesamtmenge an Erk1/2 war in BS153™"-Zellen im Vergleich zu parentalen BS153-Zellen
nicht verdndert, die Menge an phosphoryliertem (P-) Erk war in den resistenten Zellen hingegen
leicht erhoht (Abbildung 36). Gleiches gilt fir mTor und Akt, wohingegen P-mTor nur leicht und
P-Akt in BS153"-Zellen kaum erhdht war. Ein anderes Bild zeigte sich bei PI3K. Wihrend die
Expressionsmenge sowie die Aktivitat der regulatorischen Untereinheit (PI3K(p85)) unverdandert

resE

waren, zeigten BS153 7 -Zellen im Vergleich zu BS153-Zellen einen drastischen Anstieg der

PI3K(p110)-Aktivierung (P-P13K(p110)).

4.6.2 Aktivitat der PI3K in BS153™*-Zellen

Aufgrund der Ergebnisse des Abschnitts 4.6.1, welcher gezeigt hat, dass die Phosphorylierung
und somit die Aktivitit der katalytischen PI3K(p110)-Untereinheit in BS153"-Zellen im
Vergleich zu parentalen BS153-Zellen stark erhoht ist, wurde im Folgenden die Expression der

PI3K(p110)-Isoformen a, B und & im Western Blot und mittels quantitativer PCR untersucht.
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Abbildung 37 Expression der Isoformen a, 8 und & der katalytischen Untereinheit der PI3K (PI3K(p110)). (A) Western Blot
von BS153- und BS153-Zellen. PI3K(p110a) und PI3K(p1108) wurden in BS153"*- und BS153-Zellen gleich stark
exprimiert. Die Menge der PI3K(p1106) war in BS153"t-Zellen hingegen stark erh6ht. [entwickelt mit SuperSignal West piko,
Thermo Scientific] (B) Western Blot von Erlotinib (10 ug/ml) behandelten BS153-Zellen nach 3 und 6 Tagen. Die Expression
der p1106 verdnderte sich in dem Beobachtungszeitraum nicht [p1106 entwickelt mit SuperSignal West femto, Thermo
Scientific entwickelt (hoch sensitiv)].

Wadhrend die Proteinmenge der Isoformen o und B der katalytischen p110 Untereinheit der PI3K
in BS153™t-Zellen im Vergleich zu BS153-Zellen nicht verandert war, konnte gezeigt werden,
dass die Menge der Isoform & in B5153™*-Zellen drastisch erhéht war (Abbildung 36 A). Dieser
Effekt zeigte sich jedoch lediglich in der Erlotinib-resistenten Zelllinie, nicht aber in temporar mit
Erlotinib behandelten parentalen BS153-Zellen (10 pg/ml Erlotinib fir 3 bzw. 6 Tage) (Abbildung
36 B).

Die mRNA-Analyse der PI3K(p110)-Isoformen mittels quantitativer PCR zeigte verglichen mit
BS153-Zellen, einen extrem starken Anstieg der PI3K(p1108)-mRNA in BS153™¢-Zellen
(Abbildung 38). Die mRNA-Level der PI3K(p110a), der PI3K(p110B) sowie der PI3K(p110y) waren
in den resistenten und den parentalen BS153-Zellen

70
hingegen nahezu identisch.
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3] Abbildung 38 mRNA-Analyse der Isoformen der
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BS153- und BS153"*-Zellen. Die mRNA-Mengen

10 der PI3K(p110)-Isoformen a, 8 und y waren in

BS153- und BS153"%-Zellen nahezu identisch,

wdhrend die  PI3K(p1105)-mRNA-Menge in

BS153 BS153rest BS153™*-Zellen stark erhéht war. [**P < 0.005,
t-test;  Mittelwerte einer  vierfach-Bestim-
mung + SA; dargestellt wurde eines von drei
unabhdngigen Experimenten]
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4.6.3 Expression und Aktivitdt von PTEN in BS153"*-Zellen

Da die Versuche des Abschnitts 4.6.1 und 4.6.2 zeigten, dass PI3K(p1108) in BS153™¢-Zellen
verglichen mit parentalen BS153-Zellen stark hochreguliert ist, wurde im nachsten Schritt der
Status von PTEN, einem wichtigen negativen Regulator des PI3K-Akt-Signalwegs (siehe auch

Abschnitt 1.2.2.2, Abbildung 39) untersucht.
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Abbildung 39 Expression und Aktivitdt von PTEN. (A)Western Blot und (B)densitometrische Quantifizierung
(PTEN-Tubulin-Verhdltnis) von BS153- und BS153*-Zellen. Sowohl die Gesamtexpressionsmenge als auch die Aktivitét von
PTEN war in BS153™*-Zellen geringer als in BS153-Zellen. [(A) Ladekontrolle: Tubulin, (B) Standardisiert an Astrozyten;
Negativkontrolle U87MG]

Western Blot-Analysen von BS153- und BS153"F-Zellen zeigten, dass nicht nur die
Gesamtproteinmenge von PTEN, sondern auch die Phosphorylierung und somit die Aktivitat des

reskE

negativen Regulators des PI3K-Akt-Signalwegs, in BS153 ~-Zellen geringer war als in parentalen

BS153-Zellen.

4.7 Die funktionelle Rolle von EGFRvIII und PI3Kp1108 fur BS153"™*-Zellen

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass nicht nur die EGFRvIII-Expression,
sondern auch die Expression von PI3K(p1108), in BS153™*-Zellen deutlich héher ist als in
parentalen BS153-Zellen (Abschnitt4.3 und 4.6). Da es sich bei PI3K(p1106) um ein
Schlisselprotein des PI3K-Akt-Signalwegs handelt, welcher der Hauptsignalwegs der

EGFRvlll-vermittelten Signaltransduktion ist, sollte in den folgenden Versuchen die Bedeutung
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dieser beiden Proteine fiir den Erlotinib resistenten Phanotyp von BS153 " "-Zellen weiter

validiert werden.

4.7.1 Die Bedeutung von EGFRVIII fur die Proliferation von BS153™*-Zellen

Um die Bedeutung von EGFRvIII fur BS153™*-Zellen zu genauer zu untersuchen, wurden die
Auswirkungen eines EGFRvllI-Knockdowns auf die Proliferation von parentalen und
Erlotinib-resistenten BS153-Zellen in An- und in Abwesenheit von Erlotinib ermittelt. Hierzu
wurden BS153- und BS153"*%-Zellen mit einer EGFRvIlI-spezifischen siRNA (small interfering RNA
(siRNA), 20 pmol) transfiziert und fur 6 Tage mit Erlotinib (10 pg/ml) behandelt, bevor die
Proliferation der verschiedenen Zellpopulationen ermittelt wurde. Um einen vollstidndigen

Knockdown des EGFRvIIl sicherzustellen, wurde die EGFRvllI-Experssion im Western Blot

Uberpruft.
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Abbildung 40 Die Rolle von EGFRVIII fiir die Proliferation von BS153- und BS153"-Zellen. Transfektion von BS153- und
BS153"*-Zellen mit EGFRvIll-spezifischer- (vill) oder Scrambled- (scr) siRNA (Kontrolle), je 20 pmol. (A) Western Blot von
BS153°F-Zellen, 48 wund 72h nach der siRNA-Transfektion (Ladekontrolle: Tubulin). Die Transfektion —mit
EGFRvlil-spezifischer siRNA fiihrte zu einer Unterbindung der EGFRvllI-Expression. (B) Proliferations-Assay, 6 d nach
siRNA-Transfektion und Behandlung mit Erlotinib (10 ug/ml). Die Proliferation von BS153-Zellen und BS153™*-Zellen wurde
durch den Knockdown von EGFRVIIl reduziert. Eine zusdtzliche Behandlung mit Erlotinib fiihrte zu einer gesteigerten
Inhibition der Proliferations von BS153"-Zellen. [**P < 0.005, *P =0.05, t-test, n.s. = nicht signifikant; Mittelwerte einer
achtfach-Bestimmung + SA; dargestellt wurde eines von drei unabhdngigen Experimenten]

Die Transfektion von BS153"*-Zellen mit EGFRvIlI-spezifischer siRNA fiihrte nach 48 Stunden
und 72 Stunden zu einer Unterbindung der EGFRvIII-Expression. Die Transfektion der Zellen mit
der Kontroll-siRNA (Scrambled- (scr) siRNA) beeinflusste hingegen weder die Proteinexpression
(Abbildung 40 A) noch die Proliferation von BS153- und BS153"*-Zellen (Abbildung 40 B). Der
Knockdown von EGFRvIII fithrte bei BS153-Zellen zu einer leichten und bei BS153™*-Zellen zu

einer etwa 25 %igen Inhibition der Proliferation. Die Behandlung von BS153-Zellen mit Erlotinib
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bewirkte eine starke Hemmung der Proliferation um mehr als 50 %, wobei ein zusatzlicher
EGFRvIII-Knockdown nicht in einer Steigerung der Inhibition resultierte. Anders als bei
BS153-Zellen bewirkte die Transfektion von BS153"-Zellen mit EGFRvllI-spezifischer siRNA, bei
gleichzeitiger Behandlung mit Erlotinib, eine zusatzliche Inhibition der Proliferation um
insgesamt etwa 50 %. Zusammenfassend resultierte der Kockdown von EGFRvIIl in einer
Inhibition der Proliferation, wobei eine gleichzeitige Behandlung mit Erlotinib lediglich bei
BS153"*-Zellen zu einer gesteigerten Reduktion der Proliferation fithrte und somit in einer

Sensitivierung gegeniiber dem TKI resultierte.

4.7.2 Die Bedeutung von EGFRvIII fir die EGFR/EGFRvIII-vermittelte Signaltransduktion
auf Proteinebene

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss von EGFRvlll auf die Expression und Aktivitdt von

zentralen Signalproteinen der EGFR/EGFRvIII-vermittelten Signaltransduktion untersucht. Hierzu

wurden BS153"*t-Zellen zunichst mit EGFRvIll-spezifischer oder scr-siRNA transfiziert (je

20 pmol). Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurde die Gesamtexpressionsmenge sowie

die Menge an aktivem (phosphoryliertem) PI3K, Akt und Erk im Western Blot untersucht.
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Abbildung 41 Einfluss von EGFRvIIl auf die Expression und Aktivitéit von Signalproteinen der EGFR/EGFRvIlI-vermittelten

Signaltransduktion in BS153"*-Zellen. (A) Western Blot von BS153°t-Zellen, 72 h nach der Transfektion mit

EGFRvlll-spezifischer-  oder scr-siRNA  (je 20 pmol). (B) Densitometrische  Quantifizierung des Verhdltnisses
Gesamtproteinmenge/phosphorylierte Proteinmenge. Der Knockdown von EGFRVIIl beeinflusste die Expression von PI3K, Akt
und Erk nicht, fiihrte aber zu einer Reduktion der PI3K(p85)-, PI3K(p1106)-, Akt- und Erk-Phosphorylierung.

Die Transfektion von BS153™-Zellen mit scr-siRNA beeinflusste weder die Expression noch die
Aktivierung von PI3K, Akt oder Erk (Abbildung 41). Der Knockdown von EGFRuvIII fihrte zu einer
Reduktion der PI3K(p110)-, der PI3K(p85)-, der PI3K(p11068)-, der Akt- und der
Erk-Phosphorylierung. Auf die Gesamtexpressionsmenge der genannten Proteine hatte die

Transfektion mit EGFRvlII-spezifischer siRNA hingegen keinen Einfluss.

4.7.3 Die Bedeutung von PI3K fiir die Proliferation von BS153"-Zellen
Da die Versuche des Abschnitts 4.6 gezeigt haben, dass PI3K fiir die EGFRvlll-abhangige
Signaltransduktion in BS153™-Zellen von zentraler Bedeutung ist, sollte im nichsten Schritt

getestet werden, ob eine Inhibition der PI3K die Proliferation von BS153"*

-Zellen signifikant
beeinflusst. Hierzu wurde die Proliferation von parentalen und Erlotinib-resistenten BS153-
Zellen, welche (iber einen Zeitraum von 6 Tagen mit unterschiedlichen Konzentration PX-866

(0,25-10 uM) behandelt wurden, ermittelt. Bei PX-866 handelt es sich um ein
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Wortmannin-Analog, welches alle vier Isoformen der der PI3K inhibiert. Zudem befindet sich
PX-866 derzeit in einer Phase lI-Studie zur Behandlung von GBM-Rezidiven und sekundaren GBM
(241).
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Abbildung 42 Einfluss von PI3K auf die Proliferation von BS153- und BS153™*-Zellen. Proliferations-Assay von BS153- und
BS153™% Zellen welche fiir 6 d mit unterschiedlichen Konzentrationen des PI3K-Inhibitors PX-866 (0,25-10 uM) behandelt
wurden. PX-866 inhibierte die Proliferation von BS153- und BS153"%-Zellen ab einer Konzentration von 1 uM bzw. 0,25 uM,
wobei PX-866 die Proliferation von BS153*-Zellen signifikant stérker inhibierte als sie Proliferation parentaler BS153-Zellen.
[RL=relative Lumineszenz, **P <0.005, t-test, n.s.=nicht signifikant; Mittelwerte einer achtfach-Bestimmung +SA ;
dargestellt wurde eines von drei unabhdngigen Experimenten]

Die Proliferation von BS153"-Zellen wurde bereits bei einer PX-866-Konzentration von 0,25 puM
signifikant inhibiert (Abbildung 42). Die Behandlung von BS153-Zellen mit PX-866 fiihrte
hingegen erst ab einer Inhibitorkonzentration von 1 uM zu einer signifikanten Reduktion der
Proliferation. Ein Vergleich der beiden Zelllinien zeigte, dass PX-866 die Proliferation von
BS153™*-Zellen tber die gesamte Konzentrationsreihe signifikant stirker inhibierte als die
Proliferation parentaler BS153-Zellen, was auf eine besonders starke Abhdngigkeit von

BS153"-Zellen vom PI3K-Akt-Signalweg hindeutet.

4.7.4 Die Bedeutung der PI3K(p1108)-Aktivitat fiir die Proliferation von BS153"-Zellen
In den Abschnitten 4.7.2 und 4.7.3 konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt der PI3K(p1108) in
BS153"*-Zellen hochreguliert ist und dass PI3K fiir die Proliferation von BS153"*-Zellen von
zentraler Bedeutung ist. Um den spezifischen Einfluss der PI3K(p1108) auf die Proliferation von
BS153"*-Zellen zu ermitteln, wurden die Auswirkungen eines PI3K(p1106)-Knockdowns
(PI3K(p1106)-siRNA) auf die Proliferation von parentalen und Erlotinib-resistenten BS153-Zellen

resk

in An- und in Abwesenheit von Erlotinib untersucht. Hierzu wurden BS153- und BS153 ~"-Zellen
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entweder mit einer PI3K(p1108)-spezifischen- oder einer scr-siRNA (je 20 pmol) transfiziert und
mit Erlotinib (10 pg/ml) behandelt. Die Proliferation der verschiedenen Zellpopulationen wurde

nach 6 Tagen gemessen.
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Abbildung 43 Einfluss von PI3K(p1106) auf die Proliferation von BS153- und BS153°*-Zellen. Transfektion von BS153- und
BS153F-Zellen mit PI3K(p1106)-spezifischer- oder scr-siRNA (je 20pmol). (A) Western Blot 72h nach der
SiRNA-Transfektion: Die Transfektion mit PI3K(p1106)-siRNA fiihrte zu einer fast vollstidndigen Inhibition der
PI3K(p1106)-Expression. (B) Proliferations Assay, 6 d nach der siRNA-Transfektion und Behandlung mit Erlotinib (10 ug/ml):
Der PI3K(p1106)-Knockdown reduzierte die Proliferation von BS153.Zellen signifikant stdrker als von BS153-Zellen. Die
gleichzeitige Behandlung von BS153-Zellen mit Erlotinib hatte, verglichen mit lediglich Erlotinib-behandelten Zellen, keinen
additiven Effekt. Die Erlotinib-Behandlung von BS153"*-PI3K(p1106)-Knockdown-Zellen fiihrte, verglichen zu nicht
Erlotinib-behandelten Knockdown-Zellen zu einer zusdtzlichen Inhibition der Proliferation. [RL=relative Lumineszenz,
**P < 0.005, t-test, n.s.=nicht signifikant; Mittelwerte einer achtfach-Bestimmung + SA ; dargestellt wurde eines von drei
unabhdngigen Experimenten]

Die Transfektion von BS153™%*-Zellen mit PI3K(p1108)-spezifischer-siRNA fiihrte zu einer fast
vollstandigen Inhibition der PI3K(p11068)-Expression, wohingegen die Expression der
PI3K(p110a)-Isoform nicht beeinflusst wurde (Abbildung 43 A). Proliferationsanalysen von
BS153- und BS153"-Zellen zeigten, dass die Transfektion mit PI3K(p1108)-spezifischer-siRNA zu
einer maligen aber signifikanten Inhibition der Proliferation von BS153-Zellen und zu einer etwa
40 %igen Reduktion der BS153"*-Proliferation fiihrte (Abbildung 43 B). Die Behandlung mit

Erlotinib beeinflusste die Proliferation von BS153"F

-Zellen nicht, fiihrte aber zu einer starken
Reduktion der Proliferation von BS153-Zellen. Interessanterweise konnte durch den Knockdown
von PI3K(p1108) bei gleichzeitiger Behandlung mit Erlotinib eine etwa 70 %ige Reduktion der

resk

Proliferation von BS153 " -Zellen erzielt werden. Auf die Proliferation von parentalen
BS153-Zellen hatte eine Behandlung mit Erlotinib bei gleichzeitigem PI3K(p1108)-Knockdown,
hingegen keinen zusatzlichen Effekt. Durch die Transfektion mit scr-siRNA wurde weder die
Proliferation von parentalen, noch von Erlotinib resistenten Zellen beeinflusst. Somit resultierte

der Knockdown von PI3K(p1108) in einer Reduktion der BS153- und BS153™¢-Zellproliferation.
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Da dieser Effekt durch die gleichzeitige Behandlung mit Erlotinib gesteigert werden konnte

resE

flhrte der Knockdown von PI3K(p1106) zu einer Sensitivierung von BS153"-Zellen gegeniiber

dem TKI.

4.8 Die Bedeutung von HDAC fir die Proliferation, Migration und den
wtEGFR/EGFRVIII-Status von GBM-Zellen

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten die Auswirkungen einer Inhibition der HDAC-Aktivitat, durch
die Behandlung mit spezifische Inhibitoren, auf die Proliferation, Migration und den
WtEGFR/EGFRvIII-Status von GBM-Zellen untersucht werden. Hierzu wurde eine Reihe
reprasentativer in vitro-GBM-Modellsysteme, sowie zwei Erlotinib-resistente GBM-Zelllinien
(BS153™F, DK-MG"™*) mit verschiedenen HDACi (SAHA, Scriptaid, MS275, TSA), sowie mit dem
kombinierten EGFR-HDAC-Inhibitor CUDC-101 behandelt. Die untersuchten GBM-Modellsysteme
umfassten sowohl EGFR-amplifizierte und nicht-amplifizierte-Zelllinien welche teilweise zudem

EGFRvIIl exprimierten, als auch Erlotinib-resistente GBM-Zellen (Tabelle 17).
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Zelllinie Zellart EGFR Amplifikation EGFRvIII Protein wtEGFR Protein
U87MG konventionell n.v. - wenig
g55t2 konventionell n.v. - wenig
0306 GS hoch - mittel
0627 GS mittel - mittel
GS-27 GS hoch + mittel
GS-30 GS hoch - hoch
BS153 konventionell hoch + mittel
*BS153"¢ konventionell hoch + wenig
DK-MG konventionell hoch + wenig
*DK-MG"™** konventionell hoch + mittel

Tabelle 17 Zusammenfassung der in Abschnitt 4.8 verwendeten Zelllinien. Angegeben wurde die Zellart [Konventionelle
Zelllinien — wachsen invitro in  Anwesenheit von 10%FCS als adhdrenter Monolayer;  GS-Zelllinien
(Gliom-Stammzellen-Ghnliche Zellen) wachsen unter Kulturbedingungen fiir neurale Stammzellen als Neurosphdren], die
EGFR-Amplifikation [qPCR; n.v. (nicht vorhanden) < 3, mittel < 10, hoch > 10] sowie die Proteinmenge des WtEGFR und des
EGFRvIIl (Western Blot). Herkunft der Zelllinien siehe Abschnitt 3.1.1. [* Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Zellen]

Bei DK-MG-Zellen handelt es sich um eine GBM-Zelllinie, welche adhdrent wachst,
EGFRvlll-exprimiert und eine moderate wtEGFR-Amplifikation zeigt (Tabelle 17). Ebenso wie
BS153-Zellen, konnte durch die chronische Behandlung mit Erlotinib (10 pg/ml, > 15 Passagen)
eine Erlotinib-resistente Zelllinie generiert werden, welche im Folgenden als DK-MG™*

bezeichnet wird.

4.8.1 Einfluss von HDACi auf die Proliferation von GBM-Zellen

Um den Einfluss eines veranderten Acetylierungsstatus auf die Proliferation von GBM-Zellen zu
untersuchen, wurden alle in Tabelle 17 (Abschnitt 4.8) aufgefiihrten Zelllinien mit den HDACi
SAHA, Scriptaid, MS275 und TSA behandelt, welche unterschiedliche HDAC-Klassen inhibieren
(Tabelle 18).

HDACi Synonym Klasse Spezifitat Quelle
TSA Trichostatin A Hydroxamate KI?s:Ceh!(, II_:aD’Al:bS’)IV (338)
. . Zolinza: -
SAHA Vorinostat; Zolinza; Octanedioic Hydroxamate Klasse I, Ila, llb, IV (339)
acid hydroxyamide phenylamide
Scriptaid Hydroxamate Klasse | (340)
HDAC 1,3
-2 Eti DX-2 -27-2 B idi ! 1
MS-275 tinostat, SNDX-275, MS-27-275 enzamidine (HDAC 8 marginal) (341)
Klasse |, lla, llb und
CuDC-101 EGFR, HER2 (342)

Tabelle 18 Synonyme und Spezifitit spezifischer HDACI. (Quellen wie angegeben)
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Durch die gleichzeitige Behandlung mit Erlotinib bzw. durch eine Behandlung mit dem
EGFR/HER2-HDACi CUDC-101 sollte ferner untersucht werden, ob die simultane Inhibition von
HDAC und EGFR zu einer gesteigerten Reduktion der Proliferation fiihrt. Um zu untersuchen, ob
es moglich ist, eine erworbene Erlotinibresistenz durch eine Verdanderung des
Acetylierungsstatus der Zellen zu {berwinden, wurden alle Experimente zudem mit

Erlotinib-resistenten BS153"*- und DK-MG"**-Zellen durchgefiihrt.

4.8.1.1 Einfluss von HDACi auf die Proliferation von wtEGFR-amplifizierten und
EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zellen
Im ersten Schritt sollte der Einfluss einer HDACi- sowie einer kombinierten
HDACi-Erlotinib-Behandlung auf die Proliferation von  wtEGFR-amplifizierten und
EGFRvlll-exprimierenden Zellen untersucht werden. Hierzu wurden BS153/BS153"¢-Zellen und
DK-MG/DK-MG™*-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen der HDACi Scriptaid, SAHA,
MS275 und TSA (0,1, 0,5, 1, 2 und 5 uM) alleine, sowie in Kombination mit Erlotinib (10 uM) oder
mit CUDC-101 (0,1, 0,5, 1, 2 und 5 puM) behandelt. Die Messung der Proliferation erfolgte nach

6 Tagen.
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Abbildung 44 Einfluss einer HDACi-Behandlung auf die Proliferation von BS153/BS153*- und DK-MG/DK-MG'***-Zellen.
BS153/B5153"-und DK-MG/DK-MG"**-Zellen wurden mit je 0,1-5uM der HDACi Scriptaid, SAHA, MS275, TSA sowie
parallel zusdtzlich mit Erlotinib (10 uM) behandelt. Nach 6 d wurde die Proliferationsaktivitit der Zellen ermittelt
(CellTiter-Glo®-Assay). (A, B) Scriptaid, (C, D) SAHA und (E, F) MS275, reduzierten die Proliferation von BS153/BS153"%- und

resE

DK-MG/DK-MG ~"-Zellen konzentrationsabhdngig, wohingegen (D) TSA die Proliferation vollstdndig inhibierte. (A)-(H) Die
parallele Behandlung mit HDACi und Erlotinib fiihrte bei allen parentalen und bemerkenswerter Weise auch bei allen
Erlotinib-resistenten Zelllinien zu einer gesteigerten Inhibition der Proliferation. [*P < 0.05, (* oberhalb jeder Sdule) im
Vergleich zur Kontrolle ohne HDACi; *P < 0.05, (* unterstrichen, oberhalb von Sdulenpaaren) Additiver Effekt von Erlotinib;
t-test ; Mittelwerte einer achtfach-Bestimmung + SA ; Dargestellt ist eines von drei unabhdngigen Experimenten]

Die Erlotinib-Behandlung parentaler und Erlotinib-resistenter BS153- und DK-MG-Zellen fiihrte
wie erwartet zu einer Reduktion der Proliferation der parentalen Zelllinien, nicht aber der
Erlotinib-toleranten Zelllinien (Abbildung 44 A-H). Die Behandlung der Zellen mit den HDACiI
Scriptaid, SAHA und MS275 bewirkte hingegen in allen Fallen eine konzentrationsabhangige
Inhibition der Proliferation (Abbildung 44 A-F). Die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit
Erlotinib und dem jeweiligem HDACi resultierte verglichen mit lediglich HDACi-behandelten
Zellen, nicht nur bei den parentalen Zelllinien sondern bemerkenswerter Weise auch bei
Erlotinib-resistenten Zelllinien BS153™F und DK-MG™F, in einer additiven Reduktion der
Proliferation (Abbildung 44 A-H).

Ein Vergleich der inhibitorischen Wirkung von SAHA, Scriptaid und MS275 zeigte, dass MS275 im
Gegensatz zu den beiden anderen HDACi (Abbildung 44 C, D) in der Lage war, die Proliferation

von DK-MG/DK-MG™*-Zellen bereits ab einer Konzentration von 0,1 uM fast vollstindig zu



Ergebnisse

inhibieren (Abbildung 44 E, F). Insgesamt konnte bei MS275-behandelten BS153"*-Zellen jedoch
der geringste Proliferationsriickgang beobachtet werden (Abbildung 44 F).

Ein anderes Bild zeigte sich bei TSA behandelten Zellen (Abbildung 44 G, H). Dieser HDACi konnte
die Proliferation parentaler und Erlotinib-resistenter BS153- und DK-MG-Zellen, unabhangig von
einer zusatzlichen Erlotinib-Behandlung, bereits ab einer Konzentration von 0,1 uM nahezu
vollstandig unterbinden.

Zusammenfassend inhibierten alle HDACi die Proliferation von parentalen und
Erlotinib-resistenten Zellen, wobei durch eine zusatzliche Behandlung mit Erlotinib eine
gesteigerte Inhibition der Proliferation von Erlotinib-resistenter Zellen und somit eine

Sensitivierung der Zellen gegeniliber dem TKI erzielt werden konnte.

Durch die Behandlung mit dem kombinierten EGFR/HER2-HDACi CUDC-101 konnte die
Proliferation parentaler BS153-Zellen (Abbildung 45 A) sowie parentaler und Erlotinib-resistenter
DK-MG-Zellen (Abbildung 45 B), bereits ab einer Konzentration von 0,1 uM nahezu vollstindig

'esE_Zellen wurde bei einer CUDC-101-Konzentration

inhibiert werden. Die Proliferation von BS153
von 0,1-1puM konzentrationsabhdngig inhibiert und eine Inhibitorkonzentration von 2 uM
bewirkte eine nahezu vollstdndige Unterbindung der Proliferation (Abbildung 45 A). Bei allen
Zelllinien war die Proliferationsreduktion durch CUDC-101 signifikant starker als durch Erlotinib

(Abbildung 45).
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Abbildung 45  Einfluss einer CUDC-101-Behandlung auf die Proliferation von BS153/BS153™*- und
DK-MG/DK-MG"*:-Zellen.

BS153/BS153"-und DK-MG/DK-MG™**-Zellen wurden mit je 0,1-5uM des EGFR/HER2-HADCi CUDC-101 oder mit
Erlotinib (10 uM) behandelt. Die Messung der Proliferationsaktivitdt erfolgte nach 6 d. CUDC-101 inhibierte die Proliferation
von (A) BS153 und (B) DK-MG/DK-MG'®* Zellen bereits ab einer Konzentration von 0,1 uM und von (A) BS153" ab einer
Konzentration von 2 uM nahezu vollstdndig. Die Reduktion der Proliferation war in allen Fdéllen signifikant stérker als durch
Erlotinib. [*P <0.05, t-test; Mittelwerte einer achtfach-Bestimmung + SA; Dargestellt ist eines von drei unabhdngigen
Experimenten]
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Abbildung 46 Einfluss einer HDACi-Behandlung auf die Proliferation von GBM-Zellen. U87MG-, g55t2-, 0627-, 0306-,
GS-27- und GS-30-Zellen wurden den HDAC Scriptaid, SAHA, MS275, TSA (je 0,1-5uM) sowie in einem weiteren
Versuchsansatz zusdtzlich mit Erlotinib (10 uM) behandelt. Nach 6 d wurde die Proliferationsaktivitit der Zellen ermittelt
(CellTiter-Glo®-Assay). (A)-(D) Alle HDACi reduzierten die Proliferation der untersuchten GBM-Zellen, unabhdngig von ihrem
WtEGFR/EGFRVIII-Status, zudem fiihrte die parallele Behandlung mit Erlotinib zu einer gesteigerten Inhibition der
Proliferation. [*P < 0.05, t-test; Mittelwerte einer achtfach-Bestimmung + SA; Dargestellt ist eines von drei unabhdngigen
Experimenten]

Unabhangig von ihrem wtEGFR/EGFRvIII-Status und der Zellart (konventionelle-/GS-Zelllinien)
fihrte die Behandlung mit Erlotinib bei allen Zelllinien zu einer signifikanten Reduktion der
Proliferation (Abbildung 46). Ebenso wie bereits im Abschnitt 4.8.1.1 (Abbildung 45) fir
BS153/BS153"*- und DK-MG/DK-MG"™*-Zellen (alle wtEGFR-amplifiziert und EGFRvIII-positiv)
beschrieben, fiihrte auch hier die Behandlung mit Scriptaid (Abbildung 46 A), SAHA (Abbildung
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46 B) und MS275 (Abbildung 46 C) zu einer konzentrationsabhdngigen Inhibition der
Proliferation von U87MG-, g55t2- und 0627-Zellen (alle wtEGFR-amplifiziert und
EGFRvlll-negativ), sowie von 0306- und GS-30-Zellen (wtEGFR-amplifiziert und EGFRvlll-negativ)
bzw. von GS-27-Zellen (wtEGFR-amplifiziert und EGFRvlII-positiv). Ein Vergleich der einzelnen
Versuche zeigte, dass der inhibitorische Effekt von allen drei HDACi bei 0306-Zellen am
deutlichsten war (Abbildung 46) Eine zusatzliche Behandlung mit Erlotinib fiihrte, verglichen mit
lediglich Erlotinib oder HDACi behandelten Zellen, immer zu einer additiven Steigerung der
Proliferationsinhibition (Abbildung 46). Im Gegensatz zu Scriptaid, SAHA und MS275, fiihrte die
Behandlung mit TSA lediglich bei den konventionell wachsenden Zelllinien U87MG, g55t2 sowie
bei den GS-Zelllinie 0627 und 0306-Zellen zu einer relativ gleichmaRigen,
konzentrationsabhdngigen Inhibition der Proliferationsaktivitdit (Abbildung 46 D). Die
Proliferation von GS-30- und GS-27-Zellen wurde hingegen erst aber einer TSA-Konzentration
von 1 uM beeinflusst, wobei in beiden Fallen die Proliferation nicht nur reduziert sondern fast
vollstandig unterbunden wurde. Eine zusatzliche Behandlung mit dem TKI Erlotinib fihrte auch
bei GS-27- und GS-30-Zellen zu einer additiven Inhibition der Proliferation.

Insgesamt konnten alle HDACi die Proliferation der untersuchten GBM-Zellen inhibieren, und
wirkten somit unabhingig vom wtEGFR/EGFRvIII-Status der Zellen. Eine zuséatzliche Behandlung

mit Erlotinib fiihrte in allen Fallen zu einer gesteigerten Inhibition der Proliferation.
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Abbildung 47 Einfluss einer CUDC-101-Behandlung auf die Proliferation von GBM-Zellen. U87MG-, g55t2-, 0627-, 0306-,
GS-27- und GS-30 Zellen wurden mit je 0,1-5 uM des EGFR/HER2-HADCi CUDC-101 oder mit Erlotinib (10 uM) behandelt. Die
Messung der Proliferationsaktivitéit erfolgte nach 6 d. CUDC-101 inhibierte die Proliferation aller GBM-Zellen unabhéngig
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vom wtEGFR/EGFRVIII-Status der Zellen. Die Reduktion der Proliferation war immer signifikant stdrker als durch Erlotinib.
[*P < 0.05, t-test; Mittelwerte einer achtfach-Bestimmung + SA; Dargestellt ist eines von drei unabhdngigen Experimenten]

Die Behandlung mit dem kombinierten EGFR/HER2-HDAC-Inhibitor CUDC-101 fihrt bei allen
Zelllinien zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der Proliferation (Abbildung 47). Zudem
war der inhibitorische Effekt von CUDC-101 bei den konventionell wachsenden Zelllinien
U87MG, g55t2 (Abbildung 47 A) sowie bei den GS-Zelllinien 0627 (alle wtEGFR-amplifiziert und
EGFRvlll-negativ), 0306 (WtEGFR-amplifiziert und EGFRvlll-negativ) (Abbildung 47 B) und GS-30
(wWtEGFR-amplifiziert und EGFRvIll-negativ) (Abbildung 47 C), stets starker als die Wirkung von
Erlotinib. Lediglich bei einer CUDC-101 Konzentration 0,1 und 0,5 uM war die Reduktion der
Proliferation von GS-27-Zellen (wtEGFR-amplifiziert und EGFRvlll-positiv) im Vergleich zu
Erlotinib-behandelten GS-27-Zellen, geringer (Abbildung 47 C). Somit fihrt eine Behandlung mit
CUDC-101 bei allen Zelllinien und somit unabhingig vom wtEGFR/EGFRvIII-Status oder der

Zellart (konventionell/GS) zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der Proliferation.

4.8.2 Einfluss von HDACi auf die Migration von GBM-Zellen

Da bekannt ist, dass die Uberexpression von WtEGFR und EGFRvIIl mit einem besonders
invasiven und hoch migratorischen GBM-Phanotyp assoziiert ist (343, 344), sollte im Folgenden
untersucht werden, ob eine Behandlung mit den HDACi SAHA, Scriptaid, MS274 und TSA nicht
nur zu einer Reduktion der Proliferation, sondern auch zu einer Inhibition der Migration fihrt.
Weil BS153- und DK-MG-Zellen eine hohe bzw. eine moderate wtEGFR-Amplifikation zeigen und
zudem EGFRuvlll-exprimieren (Tabelle 17), wurden sie als GBM-Modellsystem fiir diesen Versuch
gewdhlt. Um den Einfluss der wtEGFR-Amplifikation und der EGFRuvIlI-Expression auf die
Versuchsergebnisse besser bestimmen zu kdnnen, wurden die folgenden Versuche zusatzlich mit
U87MG- und 0627-Zellen (beide zeigen keine wtEGFR-Amplifikation oder EGFRvIII-Expression;
vergleiche auch 4.8, Tabelle 17) durchgefiihrt. Vor dem Hintergrund der Versuche des
Abschnitts 4.8.1, welche bereits zeigten, dass die Behandlung von BS153™%*- und
DK-MG"™*-Zellen mit HDACi zu einer Sensitivierung der Zellen gegeniber Erlotinib fiihrte, sollte
in einem weiteren Versuchsansatz zudem untersucht werden, ob sich dieser Effekt auch auf die
Migration der Zellen Ubertragen lasst. Bei allen Versuchsansatzen wurde die Migrationsaktivitat
mit einem modifizierten Boyden Chamber Assay ermittelt, wobei die Messung der Migration
Uber einen Zeitraum von 6 Stunden erfolgte. Es wurde sowohl die ungerichtete

Migrationsaktivitat der Zellen als auch die gerichtete Migration in Richtung des EGFR-Liganden
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EGF (20 nM), sowie in An- und Abwesenheit von Erlotinib (10 uM) bzw. von den HDACi Scriptaid,
SAHA, MS275 und TSA oder dem kombinierten Inhibitor CUDC-101 (je 2 uM) ermittelt.
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Abbildung 48 Einfluss einer HDACi-Behandlung auf die Migration von GBM-Zellen. BS153/BS153"°*-, DK-MG/DK-MG"**-,
U87MG- und 0627-Zellen wurden jeweils mit 2 uM der HDACi MS275, SAHA, TSA oder Scriptaid, bzw. mit dem
EGFR/HER2-HDACi CUDC-101 oder mit 10 uM Erlotinib behandelt. Die Messung der EGF-gerichteten (20 nM) und der
ungerichteten Migration erfolgte mit Hilfe eines modifizierten Boyden Chamber Assays und (iber einen Zeitraum von 6 h.
(A)-(D) Die Behandlung mit HDACi hatte keinen Effekt auf die gerichtete- und ungerichtete-Migration parentaler und
Erlotinib-resistenter GBM-Zellen. [Die Anzahl migrierter Zellen/10 high power field (hpf), *P <0.05, im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle; Mittelwerte einer vierfach-Bestimmung Dargestellt ist eines von drei unabhdngigen Experimenten]
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Insgesamt zeigten alle untersuchten Zelllinien sowohl in An- als auch in Abwesenheit von HDACi
eine starke EGF-gerichtete Migration (BS153- und DK-MG-Zellen, Abbildung 48 A; U87MG- und
0627-Zellen, Abbildung 48 C, D; BS153™%*- und DK-MG™*-Zellen, Abbildung 48 B). Durch die
Behandlung mit Erlotinib konnte die Migration aller parentalen Zelllinien jedoch wieder auf ein
basales Niveau gesenkt werden ((BS-, DK-MG, U87MG- und 0627-Zellen; Abbildung 48 A, C, D).
Die EGF-gerichtete Migration von BS153™f- und DK-MG™*-Zellen wurde durch Erlotinib
hingegen nicht beeintrachtigt (Abbildung 48 B).

Die Behandlung mit MS275 fiihrte bei gleichzeitiger Behandlung mit Erlotinib, verglichen mit den
jeweiligen Kontrollgruppen, Uberraschenderweise zu einer Steigerung der ungerichteten
Migration von DK-MG-Zellen (Abbildung 48 A) sowie zu einem Anstieg der EGF-gerichteten
Migration von DK-MG™*-Zellen (Abbildung 48 B). Bei allen anderen Zelllinien fuhrt die
Behandlung mit MS275 zu keiner Beeinflussung der Migration.

Unerwarteterweise fihrte die Behandlung mit SAHA ebenfalls zu einer Stimulation der
ungerichteten Migration von BS153- und DK-MG-Zellen (Abbildung 48 A) sowie von
BS153"*-Zellen (Abbildung 48 B). Auf die Migration von DK-MG"*- (Abbildung 48 B), US7MG-
(Abbildung 48 C) und 0627-Zellen (Abbildung 48 D) hatte SAHA hingegen keinen Einfluss.

Ein Ahnliches Bild zeigte sich fiir TSA und Scriptaid, welch die Migration von parentaler BS153-
Zellen (Abbildung 48 A) stimulierten. Auf die Migration aller anderen Zelllinien, hatten TSA und
Scriptaid hingegen keinen Einfluss (Abbildung 48 A-D).

Wihrend die Behandlung mit dem kombinierten EGFR/HER2-HDACi CUDC-101 die ungerichtete
Migration der untersuchten Zelllinien nicht beeinflusste (Abbildung 48 A-D), fiihrte die
Behandlung mit CUDC-101 zu einer signifikanten Reduktion der EGF-gerichteten Migration von
BS153- und DK-MG-Zellen (Abbildung 48 A) sowie von U87MG- (Abbildung 48 C) und 0627-Zellen
(Abbildung 48 D). Auf die gerichtete Migration von BS153™F- und DK-MG™*-Zellen, hatte
CUDC-101 hingegen keinen Einfluss (Abbildung 48 B).

4.8.3 Einfluss von HDACi auf den wtEGFR/EGFRVIII- und den Histonacetylierungs-Status
von GBM-Zellen

In den Abschnitten 4.8.1 und 4.8.2 konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von GBM-Zellen
mit HDACi zu einer Inhibition der Proliferation, nicht aber zur einer Reduktion der Migration
fuhrte. Um den Einfluss der HDACi auch den EGFR-Status der Zellen zu bestimmen, sollten im
Folgenden sollten die akuten und langfristigen Auswirkungen einer HDACi-Behandlung auf die

Expression und Aktivitdt von wtEGFR und EGFRvIII (Phosphorylierung von Y1068), sowie auf die

100
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Acetylierung von Histonen 3 [Histon 3 (H3)/Acetylierter Lysinrest 9 des Histons 3 (H3(Ac)K9)] im

Western Blot untersucht werden.

4.8.3.1 Akute Auswirkungen einer HDACi-Behandlung auf den wtEGFR/EGFRvIII- und

den Histonacetylierungs-Status von GBM-Zellen

Um den Einfluss einer akuten HDACi-Behandlung auf die Expression und die Aktivitdt von

WtEGFR und EGFRvIII sowie auf die Acetylierung des Histons 3 an Position K9 zu untersuchen,

wurden BS153/BS153™F- DK-MG/DK-MG"™t- sowie US7MG- und 0627-Zellen fiir 4 Stunden mit

den HDACi SAHA, Scriptaid, TSA oder MS275, bzw. mit der TKI Erlotinib oder dem kombinierten

EGFR/HER2-HDACi CUDC-101 behandelt (10 uM). 15 min vor der Zelllyse wurden die Zellen

zudem mit EGF (20 nM) stimuliert.
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Abbildung 49 Effekt einer HDACi-Behandlung auf den wtEGFR/EGFRvIII-Status und die Histon-Acetylierung von
GBM-Zellen. BS153/B5153°-, DK-MG/DK-MG™:-, US7MG- und 0627-Zellen wurden fiir 4 h mit den HDACi SAHA, TSA,
MS275 oder Scriptaid (je 10 uM) und EGF (20 nM, 15 min) behandelt. (A)-(D) Alle HDACi induzierten die Acetylierung von
H3K9 (H3(Ac)K9), beeinflussten aber weder die Expression noch die Phosphorylierung des wtEGFR oder des EGFRvIll
(P-wtEGFR: Position Y1068, P-EGFRvIII: Position Y1068). Der Effekt von MS275 war bei allen Zelllinien am geringsten.
[Ladekontrolle: Tubulin, dargestellt ist eines von drei unabhdngigen Experimenten]

Es konnte gezeigt werden, dass alle HDACi in der Lage waren eine gesteigerte Acetylierung des
Lysinrests 9 von Histon 3 (H3K9) zu induzierten (Abbildung 49 A-D). Auffillig war hierbei, dass
der durch MS275-induzierte Effekt bei allen Zelllinien geringer war, als die durch SAHA, Scriptaid
oder TSA bewirkte Histonacetylierung (Abbildung 49 A-D). Die Untersuchung des
WtEGFR/EGFRVIII-Status zeigte jedoch, dass keiner der getesteten HDACi die Expression der
Rezeptoren oder ihre Aktivitdt in dem untersuchten Versuchszeitraum beeinflusste (Abbildung

49 A-D).

Ebenso wie die HDACi konnte CUDC-101 die Expression von wtEGFR und EGFRvlll nicht
beeinflussen. Eine Behandlung mit dem Kombinierten Inhibitor flihrte hingegen in allen Fallen zu
einer signifikanten Induktion der H3 Acetylierung (H3K9) (Abbildung 50A-D) und
bemerkenswerterweise auch zu einer vollstandigen Unterbindung der wtEGFR und EGFRUvIII
Phosphorylierung (Abbildung 50 A-D). Einzig in DK-MG™%*-Zellen konnte nach erfolgter
CUDC-101-Behandlung eine geringe Menge an phosphoryliertem wtEGFR und EGFRvIII detektiert
werden (Abbildung 50 B). Dennoch war die Inhibition der wtEGFR/EGFRvIII-Aktivitat in diesen
Zellen durch CUDC-101 effektiver als durch den Erlotinib, was sich auch bei einem Vergleich von

Erlotinib- und CUDC-101-behandelten BS153"*-Zellen zeigte (Abbildung 50 B).
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Abbildung 50 Effekt einer CUDC-101-Behandlung auf den wtEGFR/EGFRvIII-Status und die Histon-Acetylierung von
GBM-Zellen. BS153/BS153°-, DK-MG/DK-MG**-, US7MG- und 0627-Zellen wurden fiir 4 h mit dem EGFR/HER2-HDACi
CUDC-101, Erlotinib (10 uM) oder EGF (20 nM, 15 min) behandelt. (A)-(D) CUDC-101 inhibierte die Aktvierung von wtEGFR
und EGFRVIIl in BS153/BS153°*-, DK-MG-, US7MG- und 0627-Zellen. Lediglich in DK-MG™* Zellen konnte eine geringe
WtEGFR/EGFRVIII-Phosphorylierung (P-wtEGFR: Position Y1068, P-EGFRVIII: Position Y1086) nachgewiesen werden. In allen
Féllen war CUDC-101 effektiver als Erlotinib. Zudem induzierte CUDC-101 in allen Zelllinien die Acetylierung von H3K9.
[Ladekontrolle: Tubulin, dargestellt ist eines von drei unabhéngigen Experimenten]
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4.8.3.2 Langfristige Auswirkungen einer HDACi-Behandlung auf den wWtEGFR/EGFRvIII-
und den Histonacetylierungs-Status von GBM-Zellen
Im zweiten Teil des Abschnitts 4.8.3 sollten die langfristigen Auswirkungen einer
HDACi-Behandlung auf die Transkription und Translation sowie auf Aktivitdit wvon
WtEGFR/EGFRVIII und den Acetylierungsstatus von Histon untersucht werden. Da eine 3 bzw.
btagige Behandlung mit dem HDACi SAHA zwar zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation
fihrte, jedoch immer noch genligend vitale Zellen vorhanden waren um eine
Proliferationsaktivitat zu messen (Abschnitt 4.8.1) wurden die folgenden Versuche exemplarisch
mit dem HDACi SAHA durchgefiihrt. Neben BS153- und BS153"*-Zellen wurden auch GS-27- und
GS-30-Zellen fur 144 Stunden mit SAHA behandelt. Um mdoglichst viele Informationen liber den
zeitlichen Verlauf zu erhalten, wurden alle Zellen 24, 48, 72 und 144 Stunden nach der

Stimulation mit dem HDACi untersucht (Abbildung 51).
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Abbildung 51 Langfristige Auswirkungen einer SAHA-Behandlung auf den wtEGFR/EGFRvIli-Status und die
Histon-Acetylierung von GBM-Zellen. Western Blot von BS153/BS153"%-, GS-27- und GS-30-Zellen welche fiir 24, 48, 72 und
144 h mit SAHA (2 uM) behandelt wurden. (A)-(D) SAHA induzierte die Acetylierung von H3(Ac)K9 bereits nach 24 h und
fiihrte zu einer deutlichen Herunterregulation der wtEGFR- und EGFRvIlI-Expression. [Ladekontrolle: Tubulin, dargestellt ist
eines von drei unabhdngigen Experimenten]
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Wie bereits im Abschnitt 4.8.3.1 (Abbildung 49) fiir einen Behandlungszeitraum von 4 Stunden
gezeigt, induzierte SAHA auch Uber einen Zeitraum von 6 Tagen in allen Zelllinien die
Acetylierung von Histon 3 [H3(Ac)K9, Abbildung 51]. Mit Ausnahme von GS-30-Zellen (Abbildung
51 D) konnte nach 144 Stunden jedoch eine Abnahme der H3K9 Acetylierung, und somit der
inhibitorischen Wirkung von SAHA beobachtet werden (Abbildung 51 A-C). Interessanterweise
wurde die Expression des wtEGFR und des EGFRvIII bereits 24 Stunden nach Behandlungsbeginn
deutlich herunterreguliert (Abbildung 51 A-D). In BS153"F -Zellen (Abbildung 51 B) konnten die
Expression der beiden EGF-Rezeptoren durch SAHA nach 72 Stunden und in BS153- (Abbildung
51 A) und GS-27-Zellen (Abbildung 51 C) nach 144 Stunden nahezu vollstdndig unterbunden
werden. Ein anderes Bild zeigte sich hingegen bei GS-30-Zellen (Abbildung 51 D). Hier nahm die
Menge des WtEGFR ebenfalls bereits nach 24 Stunden deutlich ab, erreichte jedoch nach

72 Stunden ihr Minimum bevor sie nach 144 Stunden wieder deutlich zunahm.

Um zu untersuchen ob die beobachtete Herunterregulation der WwtEGFR- und
EGFRvIII-Expression auf translationalen oder aber auf transkriptionalen
Regulationsmechanismen beruhte, wurde die wtEGFR- und EGFRvVIII-RNA-Menge von
SAHA-behandelten BS153- und BS153"*-Zellen mittels quantitativer PCR-Analysen ermittelt.

Es konnte gezeigt, dass die Menge der wtEGFR- und der EGFRvIII-RNA infolge einer Behandlung
mit SAHA (24 Stunden 5 uM) in parentalen (Abbildung 52 A) und Erlotinib-resistenten
BS153-Zellen (Abbildung 52 B) signifikant abnahm. Wahrend in BS153-Zellen die Menge der
EGFRVIII-RNA starker Herunterreguliert wurde, fihrte die Behandlung mit SAHA in

BS153™-Zellen zu einer stiarkeren Reduktion der wtEGFR-RNA Menge.
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Abbildung 52 Auswirkungen einer SAHA-Behandlung auf die wtEGFR- und EGFRvill-mRNA Menge in BS153- und
BS153-Zellen. PCR-Analyse der wtEGFR- und EGFRvIII-mRNA Menge von SAHA-behandelten (24 h, 5 uM) BS153- und
BS153™% Zellen. (A) Die Behandlung mit SAHA fiihrte sowohl in BS153-Zellen als auch in (B) BS153"-Zellen zu einer
Reduktion der WtEGFR- und EGFRvIII-mRNA Menge. [t-test, *P < 0.05; Mittelwerte einer vierfach-Bestimmung * SA;
dargestellt ist eines von drei unabhéngigen Experimenten]
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5 Diskussion

5.1 Wirkung von Erlotinib, Gefitinib und Cetuximab auf BS153-Zellen

Der Signalweg des epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptors (EGFR) ist an der Steuerung
unterschiedlichster zelluldrer Prozesse wie der Migration und der Proliferation beteiligt und
insbesondere fir die Pathogenese von EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-exprimierenden GBM
von zentraler Bedeutung. Vor diesem Hintergrund stellen wtEGFR und EGFRvIIl sowie die
Signalproteine der EGFR-vermittelten Signaltransduktion, vielversprechende Ziele bei der
Entwicklung neuer GBM-Therapien dar. In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe
unterschiedlichster EGFR-gerichteter Therapien entwickelt und bereits in klinischen Studien zur
Behandlung von GBM getestet. Zu den bekanntesten Therapeutika zdhlen EGFR- bzw.
EGFRvlll-spezifische Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) wie Erlotinib und Gefitinib, oder
monoklonale Antikdrper (mAK) wie Cetuximab. Leider fiihrte die Behandlung von Patienten mit
den genannten Therapeutika aufgrund der intra- und intermolekulare Heterogenitat von GBM,
der Entwicklung von Resistenzen und des mangelhaften Penetrationsvermogens der
Therapeutika, bisher nicht zu dem erwarteten Erfolg (198, 200, 336).

Im Gegensatz zu enttdauschenden klinischen Daten, lieferten praklinische Studien mit EGFR
-spezifischen TKI und mAK vielversprechende Ergebnisse. Ein Grund fiir diese widerspriichlichen
Ergebnisse konnte die Wahl inadaquater in vitro-Modellsysteme sein. Da primare GBM-Zellen in
der Regel sobald sie in vitro kultiviert werden, ihre EGFR-Amplifikation und somit auch ihre
EGFRvIII-Expression verlieren (337), wurden in der Vergangenheit die meisten in vitro-Studien
mit ektopisch EGFR-lUberexprimierenden GBM-Modellsystemen (z.B. transfizierte U87MG-Zellen)
durchgefiihrt. In jlingster Zeit konnte jedoch gezeigt werden, dass sich die Effekte einer
ektopischen EGFR-Uberexpression (z.B. durch Expressionsplasmide), von denen einer endogenen
EGFR-Uberexpression unterscheiden (323). Daher ist es wahrscheinlich, dass die positiven
in vitro-Ergebnisse von EGFR-gerichteten Therapien, welche durch Versuche mit ektopisch
EGFR-Uberexprimierenden GBM-Modellsystemen erlangt wurden, nicht reprasentativ fiir den
urspriinglichen Tumor sind. Eine Moglichkeit, diese Problematik zu umgehen, stellt die direkte
Verwendung von humanem  GBM-Resektionsmaterial flir  Xenograft-Versuche in
immundefizienten Madusen oder Ratten dar. Hierbei bleibt die natiirliche EGFR-Amplifikation und
die Expression von EGFRvIII in vivo erhalten, allerdings ist diese Methode mit einem hohem
Aufwand verbunden und nur schwer zu standardisieren (231, 337). Anders als die meisten
GBM-Zelllinien, welche ihre EGFR-Amplifikation in der Regel in vitro verlieren, weist die gut

charakterisierte Gliomzelllinie SMKG-3 eine maRig starke Amplifikation (8fach) des EGFR-Gens
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auf. Da SMKG-3-Zellen jedoch kein EGFRvlll exprimieren (345) und in Nacktmdusen nicht
tumorigen sind (323), eignen sie sich nur bedingt als Modellsystem fiir EGFR-amplifizierte GBM.
Im Gegensatz zu SMKG-3-Zellen weist die urspriinglich von Jones et al. beschriebenen
BS153-Zelllinie (324) weisen eine etwa 50fache EGFR-Amplifikation auf. Da BS153-Zellen zudem
EGFRvIII exprimieren, und in Nacktmadusen tumorigen sind, eignen sie sich hervorragend als
Modellsystem flir EGFR-amplifizierte und EGFRvlll-exprimierende GBM.

Zu Beginn dieser Arbeit sollten die Auswirkungen einer Behandlung mit den EGFR-spezifischen
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI)  Erlotinib  und  Gefitinib sowie mit dem ebenfalls
EGFR-spezifischem monoklonalen Antikdrper (mAK) Cetuximab, auf die Proliferation, Migration
und die EGFR-vermittelte Signaltransduktion endogen EGFR-lberexprimierender GBM-Zellen
untersucht werden. Hierzu wurde die GBM-Zelllinie BS153 verwendet, welche erst in jlingster
Zeit in den Fokus der Forschung geriickt ist (253, 346). Die Behandlung von BS153-Zellen mit den
TKI Erlotinib und Gefitinib fihrte nicht nur zu einer konzentrationsabhangig Inhibition der
Proliferation (Abschnitten 4.1.1, Abbildung 15), sondern auch zu einer signifikanten Reduktion
der Migration (Abschnitten 4.1.2, Abbildung 16), wobei sich Gefitinib in beiden Fallen als
effizienter erwies als Erlotinib. Interessanterweise zeigten BS153-Zellen bei einer Behandlung mit
0,5 pg/ml Erlotinib nach 144 Stunden einen leichten Anstieg der Proliferation (Abbildung 15 A).
Dies deutet auf einen adaptiven Mechanismus von BS153-Zellen gegeniber dem TKI hin, welcher
es ihnen erlaubt, auch in Anwesenheit von Erlotinib zu proliferieren. Dieses Phdnomen konnte
bei Gefitinib-behandelten Zellen nicht beobachtet werden.

Ein Grund fir die nicht vollstandige Inhibition der Zellmigration durch die beiden TKI zeigte sich
bei der Untersuchung der Auswirkungen einer Erlotinib- und Gefitinib-Behandlung auf die
Aktivierung von wtEGFR und EGFRVIII (Abschnitt 4.1.3, Abbildung 17). Beide Inhibitoren waren
zwar in der Lage, die Phosphorylierung von wWtEGFR zu inhibieren, die Phosphorylierung von
EGFRvIIl wurde durch die beiden TKI hingegen nur marginal beeinflusst. Diese Ergebnisse
bestatigten friihere Beobachtungen von Erlotinib-behandelten stammzelldhnlichen Gliomzellen,
bei welchen ebenfalls eine Inhibition der wtEGFR-Phosphorylierung, nicht aber der
EGFRvIII-Phosphorylierung nachgewiesen werden konnte (323). Diese Ergebnisse stehen
allerdings im Widerspruch zu Beobachtungen von Learn et al. welche zeigen konnte, dass eine
Behandlung mit Gefitinib in einer Inhibition der EGFRvIII-Phosphorylierung resultiert (347). Da
diese jedoch auf Experimenten mit ektopisch EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zellen beruhen,
verdeutlichen sie einmal mehr, dass sich die Effekte einer ektopischen EGFR-Uberexpression von

denen einer endogenen Uberexpression signifikant unterscheiden kénnen und stellt die
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Bedeutung von Gliom-Modellsystemen, welche auf einer ektopischen EGFR- oder
EGFRvIII-Expression beruhen in Frage.

Neben der Wirkung von Erlotinib und Gefitinib auf die Phosphorylierung von wtEGFR und
EGFRvIIl wurden auch die Auswirkungen einer Behandlung mit den beiden TKI auf die
WtEGFR/EGFRVIII-vermittelte Signaltransduktion untersucht (Abschnitt 4.1.3, Abbildung 17). Es
zeigte sich, dass Erlotinib und Gefitinib die wtEGFR/EGFRvIIl-vermittelte Signaltransduktion
lediglich reduzierten. Dies ist vermutlich zum einen auf die nur marginale Beeinflussung des
EGFRvVIII-Phosphorylierungsstatus durch die beiden TKI und zum anderen auf die Aktivierung der
Signalproteine durch andere RTK zurilickzufihren. Interessanterweise zeigten sich deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Spezifitat der inhibitorischen Wirkung von Erlotinib und Gefitinib.
Waihrend Erlotinib die Phosphorylierung von Erk starker reduzierte als Gefitinib, inhibierte dieses
im Gegenzug die Aktivierung von Akt deutlich effektiver als Erlotinib. Der groRe Einfluss von
Gefitinib auf die Phosphorylierung von Akt konnte bereits in verschiedenen
Lungenkrebs-Zelllinien beobachtet werden, deren Sensitivitat gegenliber Gefitinib stark mit der
Abhédngigkeit vom PI3k-Akt-Signalweg korrelierte (348). Vermutlich ist die im Vergleich zu
Erlotinib, starkere inhibitorische Wirkung von Gefitinib auf die Phosphorylierung von Akt auch
verantwortlich fur die effizientere Inhibition der Proliferation und Migration durch Gefitinib
(Abschnitten 4.1.1 und 4.1.2). Diese Beobachtung ist zudem ein Indiz daflir, dass der
PI3K-Akt-Signalweg vermutlich einen stadrkeren Einfluss auf die Proliferation und Migration von
EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-positiven GBM-Zellen ausibt als der
Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg.

Neben den Auswirkungen einer TKI-Behandlung, wurden auch die Folgen einer
Cetuximab-Behandlung auf die Proliferation, Migration und die EGFR-vermittelte
Signaltransduktion von BS153-Zellen untersucht (Abschnitt4.1). Anders als Erlotinib und
Gefitinib inhibiert der mAK Cetuximab kompetitiv die Bindung von EGFR-Liganden an den
Rezeptor. Im Gegensatz zu den TKI konnte Cetuximab die Proliferation von BS153-Zellen jedoch
nicht inhibieren (Abschnitt 4.1.1, Abbildung 15) und fiihrte in Abwesenheit von EGF sogar zu
einer leichten Stimulation der Migration (Abschnitt 4.1.2, Abbildung 16). Die Untersuchung der
WtEGFR/EGFRvIlI-vermittelten  Signaltransduktion zeigte ferner, dass Cetuximab die
Phosphorylierung von wtEGFR nicht inhibierte sondern vielmehr eine gesteigerte EGFRvIII, Akt
und Erk Phosphorylierung in vitro bewirkte (Abschnitt 4.1.3, Abbildung 17).

Da Cetuximab nicht in der Lage war die Proliferation von BS153-Zellen zu inhibieren und sogar zu

einer Stimulation der Migration fiihrte, scheint die Behandlung mit Cetuximab eine
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Rezeptoraktivierung und infolgedessen eine gesteigerte EGFR-Signaltransduktion zu bewirken.
Diese Ergebnisse bestatigen friihere Beobachtungen welche zeigten, dass die Akt-abhangige
Signaltransduktion in Cetuximab behandelten SKMG-3-Zellen weiterhin aktiv ist (116). Zudem
fihrte eine Cetuximab Behandlung der NSCLC-Zelllinie H292 zu einer gesteigerten
Phosphorylierung von WtEGFR (349). Die erhohte Phosphorylierung von EGFRvIIl in
Cetuximab-behandelten BS153-Zellen deckt sich zudem mit der Beobachtung, dass Cetuximab in
EGFRvlll-transfizierten U373-Gliomzellen an EGFRvlll bindet und eine gesteigerte
Phosphorylierung des Rezeptors bewirkt (350). Ein weiterer moglicher Grund fir die erhohte
Phosphorylierung von EGFRvIII kdnnte eine Phosphorylierung des Rezeptors durch den wtEGFR
sein, welche von Fan et al. in WwWtEGFR/EGFRvllI-Heterodimeren in ektopisch
EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zellen beobachtet werden konnte (185).
In vivo-Xenograft-Versuche mit humanem GBM-Resektionsmaterial zeigten ferner, dass
Cetuximab die Proliferation von EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-exprimierenden
Xenografttumoren, nicht aber die Proliferation von Tumoren ohne EGFR-Amplifikation
inhibierte (351-353). Somit scheint die Mikroumgebung in vivo fiir den anti-Tumor-Effekt von
Cetuximab von entscheidender Bedeutung zu sein. Zudem legen die beschriebenen
Beobachtungen nahe, dass eine Cetuximab vermittelte, Antikdrper abhéangige zelluldre
Zytotoxitat (antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC) und nicht die direkte Unterbindung
der EGF-EGFR-Interaktion fir die Wirkung von Cetuximab in Xenograft-Versuchen verantwortlich

sein konnte (354, 355).

5.2 Chronische Behandlung von BS153-Zellen mit TKI: Etablierung einer

Erlotinib-resistenten Zelllinie
Ein groRes Problem bei der Behandlung von GBM stellt die Entwicklung von Resistenzen dar. Um
festzustellen, ob es sich bei der zuvor beobachteten inhibitorischen Wirkung von Erlotinib auf
Proliferation und Migration der EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-exprimierenden
BS153-GBM-Zelllinie (Abschnitt 4.1) um einen temporareren oder permanenten Effekt handelt,
wurden BS153-Zellen dauerhaft mit dem TKI behandelt (Abschnitt 4.2). Da BS153-Zellen auch
nach mehreren Passagen in Gegenwart von Erlotinib stabil proliferierten, bildete sich durch die
permanente Behandlung mit dem TKI eine Erlotinib-resistente Zelllinie (BS153™F) aus. Eine
Gefitinib-tolerante Zelllinie konnte hingegen selbst bei deutlich niedrigeren Konzentrationen des

Inhibitors (0,5 pg/ml) nicht generiert werden. Eine mogliche Erklarung fir die unterschiedlichen
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Effekte der beiden TKI kénnte die unzureichende Inhibition der Akt-Phosphorylierung durch
Erlotinib sein (Abschnitt 4.1.3, Abbildung 17).

resk

Interessanterweise zeigte die Behandlung von BS153"-Zellen mit Gefitinib, dass die
Erlotinib-resistenten Zellen sensitiv gegeniiber einer Gefitinib-Therapie waren (Abschnitt 4.2,
Abbildung 18). Obwohl Erlotinib und Gefitinib eine dhnliche chemischen Struktur besitzen und
kompetitiv in der ATP-Bindungstasche der Tyrosinkinase-Domé&ne des EGFR binden (127, 356),
deuten die beschriebenen Ergebnisse darauf hin, dass Erlotinib und Gefitinib in
EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zellen einen unterschiedlichen
Wirkungsmechanismus haben. Belegt wird dies auch durch die Beobachtung, dass durch die
Behandlung mit Gefitinib eine starke Inhibition der Proliferation und Migration von BS153-Zellen
induziert werden konnte als durch eine Erlotinib-Behandlung (Abschnitts 4.1). Zudem konnte
gezeigt werden, dass Gefitinib die Phosphorylierung von Akt starker inhibierte als Erlotinib,
wohingegen Erlotinib einen grolReren Einfluss auf die Reduktion der Erk-Phosphorylierung hatte.
Bestatigt werden diese Ergebnisse durch die Beobachtung, dass Gefitinib, nicht aber Erlotinib in
der Lage ist, die Proliferation von wtEGFR/EGFRvIlI-negativen Kolorektalkrebszellen zu inhibieren
(357). Ein weiteres Beispiel fiir die Unterschiedliche Wirkung von Erlotinib und Gefitinib zeigt
sich bei der Behandlung von Lungenkebspatienten mit aktivierender EGFR-Mutation. Die
Erstlinientherapie dieser Patienten sieht zunachst eine Behandlung mit Gefitinib vor. Sollte es
jedoch zu einem erneuten relevanten Wachstum des Tumors oder dem Auftreten von nicht
akzeptablen Nebenwirkungen kommen, wird die Therapie der Patienten in der Regel auf
Erlotinib umgestellt (358). Da zudem, gezeigt werden konnte, dass Gefitinib auch an andere RTK
wie RIPK2 (Receptor-interacting serine/threonine protein kinase 2), BLK (B-cell lymphocyte
tyrosine kinase) oder JNK2 (c-Jun n-terminal protein kinase 2) bindet (359), spielen weitere
EGFR-unspezifische Zielrezeptoren der TKI, vermutlich ebenfalls eine Rolle bei der
unterschiedlichen Wirkung von Erlotinib und Gefitinib. Ein weiterer Grund flr die starkere
Inhibition durch Gefitinib kdnnte zudem eine Verdanderung des Zielproteins sein. Ein Beispiel
hierflir ~ sind  Lungenkrebspatienten mit einer aktivierenden Mutation in der
EGFR-Tyrosinkinasedomane, welche besonders gut auf eine Behandlung mit Gefitinib
ansprechen (360). Da solch eine Mutation in GBM bisher jedoch nicht beobachtet werden
konnte (361), scheidet diese als Ursache fiir die unterschiedliche Wirkweise von Erlotinib und

Gefitinib vermutlich aus.
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5.3 Charakterisierung des WtEGFR- und EGFRvIII-Status in Erlotinib-resistenten
BS153-Zellen (BS153™)

E
®t_Zellen besser zu

Um die molekularen Mechanismen der Erlotinib-Resistenz von BS153
verstehen, wurde sowohl die Morphologie, als auch der wtEGFR/EGFRvIII-Status von BS153- und
BS153™*-Zellen untersucht und miteinander verglichen (Abschnitt4.3). Bei der
lichtmikroskopischen Analyse der Zellmorphologie konnten keine auffilligen Unterschiede
zwischen den beiden Zelllinien beobachtet werden (Abschnitt 4.3.1, Abbildung 19).

Die Untersuchung der RTK-Aktivitat der ErbB-Familie mittels RTK-Array zeigte, dass lediglich die
Aktivierung von ErbB3 in BS153"F-Zellen geringer war als in BS153-Zellen, wohingegen sich die
Aktivitat von ErbB1, ErbB2 und ErbB4 in den beiden Zelllinien nicht signifikant voneinander
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unterschied. Insgesamt war die Signalstarke von keinem getesteten RTK in BS153
signifikant hoher als in BS153-Zellen (Abschnitt 4.3.1, Abbildung 20). Somit flihrte die
permanente Erlotinib Behandlung von BS153-Zellen zu keiner kompensatorischen
Hochregulation der allgemeinen RTK-Aktivitat.

Ein anderes Bild zeigte sich bei einem Vergleich der HER-Familien-Proteinexpression und

resE

-Phosphorylierung im Western Blot. Mit dieser Methode konnte in BS153"-Zellen verglichen
mitBS153-Zellen insgesamt eine Herunterregulation der Expression und der Aktivitdt von
Proteinen der HER-Familie (HER1- (wtEGFR), HER2- und HER3-Protein) beobachtet werden
(Abschnitt 4.3.2, Abbildung 21). Die Diskrepanz zwischen den RTK-Array-Daten und der Western
Blot Analyse sind vermutlich auf unterschiedliche Antikoper und eine geringere Spezifitdt des
Arrays zurtickzufiihren.

Die Ergebnisse des RTK-Arrays und des Western Blots stehen im Widerspruch zu Beobachtungen
von TKl-behandelten Tumorzellen anderer Tumorentitaten. Es konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass die Behandlung von Kolorektalkrebszellen mit TKI zu einer gesteigerten Expression
und Aktivitdt von HER2 fiihrte (362). Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir EGFR-spezifische
mAK beobachtet werden. Clark et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die Behandlung von
GBM-Zellen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften mit Cetuximab, eine kompensatorische
Hochregulation der HER2- und HER3-Expression bewirkte (363). Wu et al. konnte ferner
nachweisen, dass eine Behandlung von Kolorektalkrebszellen (DiFi) mit dem EGFR-spezifischen
mAK Cetuximab (mAB 225) zu einer kompensatorischen Hochregulation von IGF-1 (insulin-like
growth factor) und infolge dessen zu einer erhdhten Aktivitat des IGF-1R (insulin-like growth

factor-receptor) fiihrte (364).
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Im néchsten Schritt sollte der wtEGFR/EGFRvIII-Status der parentalen und Erlotinib-resistenten
Zellen nadher untersucht und miteinander verglichen werden. Wahrend keine Unterschiede
hinsichtlich der EGFR-Amplifikation (Abschnitt 4.3.3, Abbildung 22) und der EGFRvIII-mRNA in
BS153- und BS153"*-Zellen gemessen werden konnten, war die Menge an WtEGFR-mRNA in
BS153™*-Zellen signifikant geringer als in BS153-Zellen (Abschnitt 4.3.4, Abbildung 23)
(Abbildung 53). Weitere Unterschiede zeigten sich bei einem Vergleich der Proteinexpression
mittels Durchflusszytometrie. Die permanente Behandlung von BS153-Zellen mit Erlotinib
bewirkte nicht nur eine Abnahme der wtEGFR-Konzentration, sondern auch einen drastischen
Anstieg der EGFRvIlI-Expression (Abschnitt 4.3.5, Abbildung 24) (Abbildung 53). Somit ist die
EGFRvIII-mRNA Menge in BS153™%*-Zellen im Vergleich zu BS153-Zellen zwar unverindert, die
EGFRvIII-Proteinexpression ist hingegen signifikant erhdht. Diese Diskrepanz ist vermutlich auf
eine translationale Regulation der EGFRvIll-Expression zuriickzufiihren. Die Analyse der
WtEGFR/EGFRVIII-Expression mittels Durchflusszytometrie zeigte ferner, dass nur eine
Subpopulation der parentalen BS153-Zellen EGFRvIIl exprimierte, wohingegen nahezu alle
WtEGFR-positiven BS153"**-Zellen auch EGFRvIII exprimierten (Abschnitt 4.3.5, Abbildung 24).

resE

Die starke Hochregulation der EGFRvllI-Expression von BS153"-Zellen konnte im Western Blot

bestatigt werden. Im Gegensatz zu den durchflusszytometrischen Analysen, zeigten sich bei

resk

einem Vergleich der wtEGFR-Expression von BS153- und BS153"-Zellen im Western Blot jedoch
keine Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien. (Abschnitt 4.3.5, Abbildung 25). Diese
widerspriichlichen Ergebnisse sind vermutlich darauf zurlickzufiihren, dass mittels
Durchflusszytometrie lediglich alle membranstdandigen Proteine detektiert werden, wohingegen
im Western Blot die Proteinmenge von Zelllysaten untersucht wird. Auf diese Weise werden im

Western Blot nicht nur membranstandige Proteine sondern und die Gesamtproteinmenge von

Zellen und somit beispielsweise auch in Vesikeln internalisierte Rezeptoren erfasst.
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l EGFR-Amplifikation

BS153-Zellen = BS153*t-Zellen

P
wtEGFR-mRNA EGFRvIll-mRNA
BS153-Zellen > BS153ret-Zellen BS153-Zellen = BS153t-Zellen
BS153-Zellen 3> BS153"F-Zellen BS153-Zellen < BS153™-Zellen

WEGFR EGFRvlII

Abbildung 53 WtEGFR/EGFRvIIl mRNA- und Protein in BS153- und BS153"*-Zellen. Sowoh! die mRNA-Menge als auch die
Expression des WtEGFR ist in BS153™% Zellen geringer als in BS153-Zellen. Wdhrend die EGFRvIII-mRNA-Menge in
BS153"-Zellen im Vergleich zur parentalen Zelllinie unverdndert ist, die Menge an aktivem EGFRvlll-Proteinen in
BS153"*-Zellen deutlich erhéht.

MACS-Experimente mit BS153"-Zellen und WtEGFR- bzw. EGFRvIII-Antikdrpern zeigten, dass
EGFRvIIl in der Lage ist, mit wtEGFR-Heterodimere zu bilden (Abschnitt 4.3.5, Abbildung 26).
EGFRvIII- oder wtEGFR-Homodimere kénnen mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden.
Somit konnte erstmals eine Heterodimerisierung von wtEGFR und EGFRvIIl in einem endogen
EGFR-amplifizierten, EGFRvlll-exprimierenden GBM-Modellsystem nachgewiesen werden. Die
Bildung von wtEGFR-EGFRvIII-Heterodimeren in einem ektopisch wtEGFR und EGFRVvIII
exprimierenden System, konnte bereits von Luwor et al. in transfizierten BaF/3 (murine IL-3
dependet pro-B-cell line) Zellen beobachtet werden (184). Fan et al. konnte ferner in ektopisch
WtEGFR- und EGFRuvlll-exprimierenden LN-229 zeigen, dass der Liganden aktivierte wtEGFR in der
Lage ist EGFRvIIl zu phosphorylieren und auf diese Weise dessen Internalisierung und
Translokalisierung in den Nukleus zu induzieren (185). Anders als Luwor konnte Fan jedoch keine
physikalische Interaktion der beiden Rezeptoren nachweisen.

Insgesamt ist die Bedeutung von EGFRVIII hinsichtlich der Wirksamkeit einer Erlotinib-Therapie
von Gliom-Patienten weiterhin umstritten. Einerseits konnte in einer Studie mit Erlotinib- oder
Gefitinib-behandelten Gliomrezidiv-Patienten gezeigt werden, dass die Coexpression von
EGFRvIIl und PTEN ein positiver Indikator flir den Therapieerfolg ist (167). Andererseits zeigte
eine grol§ angelegte Phase II-Studie mit Erlotinib-behandelten GBM-Rezidiv-Patienten, dass keine

positive Korrelation zwischen der Uberlebensprognose und der Coexpression von EGFRvIIl und
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PTEN besteht (198). In einer weiteren Phase |-Studie mit Erlotinib-behandelten
Gliomrezidiv-Patienten konnte ferner gezeigt werden, dass die Amplifikation und
Uberexpression des WtEGFR kombiniert mit einer geringen Akt-Phosphorylierung den
Therapieerfolg positiv beeinflusst und ein hoher Phospho-Akt-Anteil folglich ein negativer
Indikator fur den Erfolg einer Erlotinib-Therapie EGFR-amplifizierter GBM ist. Da jedoch keiner
der Studienteilnehmer EGFRvIIl exprimierte, bleibt die Bedeutung der Beobachtungen fir
EGFRvlll-positive GBM weiterhin offen (365). Nathanson et al. konnten hingegen zeigen, dass die
Behandlung von in vitro-GBM-Modellsystemen mit den EGFR-spezifischen TKI Erlotinib und
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Lapatinib sowie die Behandlung von GBM-Patienten mit Lapatinib, anders als bei BS153 "-Zellen

zu einem Verlust extrachromosomaler EGFRvIII-DNA und infolge dessen zu einer Abnahme
EGFRvlll-exprimierender GBM-Zellen fiihrte. Interessanterweise bewirkte die erneute
Erlotinib-Behandlung der GBM-Zelllinien nach einer Behandlungspause, einen starken Anstieg

der EGFRvIII-Expression und eine Erhohung extrachromosomaler EGFRvIII-DNA (366).

reskE

5.4 Tumorinitiierungskapazitat von BS153"-Zellen
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Zur Evaluation der Tumorinitiierungskapazitat von BS153 " "-Zellen in vitro und in vivo, wurden

Kolonieformations-Assays und  Xenograft-Experimente mit  NMRI/Fox1™ Nacktmausen
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durchgefiihrt. Da die Kolonienbildung von BS153™"-Zellen im Vergleich zu BS153-Zellen deutlich
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verzogert war, spricht dies fir einen weniger aggressiven Phanotyp von BS153
(Abschnitt 4.4.1, Abbildung 27). Diese Beobachtung bestatigte sich in
Xenograft-Experimenten (Abschnitt 4.4.2). Auch hier bildeten Maé&use mit implantierten
BS153™*-Zellen signifikant spiter Tumore aus, als Miuse mit BS153-Zellen (Abbildung 28).
Histopathologisch unterschieden sich die Tumore resistenter und parentaler BS153-Zellen
hingegen nicht (Abbildung 29). Die Untersuchung des wtEGFR- und EGFRvllI-Status zeigte, dass
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die Xenografttumorzellen alle Eigenschaften der urspriinglichen BS153- und BS153
aufwiesen und somit den Phanotyp der Ursprungszellpopulation in vivo widerspeigelten. Dies
belegt die Eignung von BS153-Zellen als Modellsystem fir EGFR-amplifizierte und
EGFRvlll-exprimierende GBM.

E . .
¢t Zellen koénnte in der

Ein Grund fiur die verzogerte Kolonien und Tumorbildung von BS153
verminderten Expression des wtEGFR liegen, dessen Expression eng mit der Aufrechterhaltung
eines stammzelldhnlichen Phanotyps verbunden ist. Mazzoleni et al. konnten beispielsweise

zeigen, dass die Expression von WwtEGFR eine Voraussetzung fir die invitro- und
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in vivo-Tumorigenitat von primédren GBM-Zelllinien und Tumorstammzelllinien (CSC) ist. Zudem
konnte die Tumorigenidt der untersuchten Zelllinien durch eine gesteigerte wtEGFR-Expression
erhoht und durch eine verminderte Expression oder Inhibition der Rezeptoraktivitat reduziert
werden (322). Im Gegensatz zum wtEGFR erhoht EGFRuvIII alleine die Tumorinitiierungskapazitat
von Zellen nicht, sondern scheint vielmehr mit einer erhohten Tumorinvasivitat assoziiert zu
sein. Lal et al. konnten in immunhistologischen Untersuchungen von humanem
GBM-Resektionsschnitten beispielsweise zeigen, dass die Expression von EGFRvIII stark mit der
Expression von extrazelludren Matrix-Bestandteilen (Fibrillin-1), Metalloproteasen (matrix
metalloproteinase 1, MMP1) und Serinproteasen (Fibroblast activation protein a, FAP) korreliert,
welche mit einem besonders invasiven Zellphdnotyp verbunden sind. In vitro-Versuche mit stabil
transfizierten GBM-Zellen bestatigten, dass die Expression von EGFRvIIl eine Steigerung der
Invasivitat von GBM-Zellen bewirkt (343). Diese Ergebnisse konnten von Feng et al. und Zheng et
al. welche ebenfalls einen direkten Zusammenhang zwischen der in vitro Invasivitat und der
Expression von EGFRuvIII in ektopisch EGFRvllI-exprimierenden GBM-Modellsystem nachweisen
konnten, bestitigt werden (367, 368). EGFRvIIl scheint somit mit einer erhohten
Tumorinvasivitat assoziiert zu sein und die Expression des Rezeptors kénnte ein wesentlicher
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Grund fir die das ungewdhnlich invasive Wachstum von BS153- und BS153"-Zellen in vivo sein.

5.5 Bedeutung des EGFR-Status fur die Bildung von GBM und fir die Ausbildung
von BS153"*-Zellen

Neben einem &uRerst diffusen und invasiven Wachstum ist vor allem ein hohes Mal an
intratumoraler Heterogenitat charakteristisch fir GBM. Ein Beispiel hierfiir ist die heterogene
Expression von wtEGFR und EGFRuvIIl innerhalb eines Tumors. Da sich die GBM-Zelllinien BS153
und BS153™F durch eine heterogene WtEGFR- und EGFRvIII-Expression auszeichnen, stellen sie
ein  besonders geeignetes GBM-Modellsystem dar um die Bedeutung des
WtEGFR/EGFRuvIII-Status fiir die GBM-Initiierung zu untersuchen. Eine elegante Moglichkeit die
Heterogenitat und Klonalitdt von Tumoren invitro und invivo zu untersuchen, bietet die
RGB-Markierung von Zellen. Durch individuelle und stabile Fluoreszenzmarkierung aller Zellen
einer Zellpopulation, ist es moglich, das Schicksal einzelner Zellen anhand ihres Farbcodes in
vitro und in vivo zu verfolgen (4) (Abschnitt 3.1.9).

Um die Bedeutung von wtEGFR und EGFRvIII fiir die Bildung von GBM und fir die Ausbildung von

Erlotinib-resistenten BS153-Zellen zu untersuchen wurden neben BS153-Zellen auch
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U87MG-Zellen, welche keine EGFR-Amplifikation und EGFRvllI-Expression aufweisen,
RGB-markiert (Abschnitt 4.5.1). Hierbei zeigte sich, dass ein 10x RGB-Vektor Titer fir die
Transduktion von BS153-Zellen optimal war, wohingegen sich ein 3x RGB-Vektor Titer fir die
Transduktion von U87MG-Zellen als geeignet erwies (Abbildung 31). Der Grund fir die
unterschiedlichen Vektor-Titer der beiden Zelllinien sind zellspezifische Eigenschaften wie

beispielsweise eine unterschiedliche Transduktionsrate.

Abbildung 54 RGB-markierte BS153-Zellen.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
RGB-markierten BS153-Zellen des
Abschnitts 4.5.14.5.1 (10x Vektor-Titer).
Mit der RGB-Markierungsmethode ist es
mdglich Zellen individuell mit nahezu allen
Spektralfarben fluoreszent zu markieren.

Aufgrund der individuellen Fluoreszenzmarkierung der Zellen, kdnnen anhand der Farbverteilung
innerhalb der adhdrent wachsenden Zellpopulation ferner Schlussfolgerungen hinsichtlich
Proliferations-Aktivitat und der Klonalitat der Zellen gezogen werden. Die Ausbildung einzelner
Farbareale, bestehend aus Zellen einer Farbe, spricht beispielsweise dafir, dass die Zellen eines
solchen Farbareals urspriinglich von einem Klon mit erhdhter Proliferations-Aktivitat
ausgegangen sind. Da jedoch weder Erlotinib-behandelte noch unbehandelte BS153-RGB-Zellen
derartige Farbareale ausbildeten, spricht dies dafiir, dass die Proliferationsaktivitat aller Zellen
nahezu identisch war und durch den TKI nicht beeinflusst wurde. Dies ist wiederum ein
eindeutiger Hinweis darauf, dass sich die Klonalitat beider Zellpopulationen nicht verandert hat
und die Ausbildung der Erlotinib-toleranten BS153-Zelllinie, nicht auf einer klonalen Selektion,
sondern vielmehr auf einer Veranderung des Expressionsprofils der parentalen Zelllinie beruhte.
Um den Einfluss des wtEGFR/EGFRUvIII-Status auf die Tumorinitiierung zu untersuchen, wurden
immundefizienten Mausen RGB-markierte BS153- oder U87MG-RGB Zellen in das

Caudatum/Putamen (Striatum) implantiert (Abschnitt 4.5.3). Sowohl BS153-RGB als auch
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U87MG-RGB-Zellen waren in der Lage Tumore zu induzieren, welche sich hinsichtlich ihrer
Invasivitdt zum Zeitpunkt des Versuchsendes (auftreten von Symptomen), nicht von BS153- bzw.
U87MG-induzierten Tumoren unterschieden. Wahrend sich BS153-RGB-Tumore nur aus wenigen
Farben zusammensetzten, welche zudem klar voneinander abgegrenzt waren (Abbildung
35 A, B), bestanden U87MG- Tumore aus einer Vielzahl unterschiedlicher Farben und wiesen
keine Einteilung in definierte Farbareale auf (Abbildung 35 C, D).

Da gezeigt werden konnte, dass die RGB-Markierung von Zellen auch in vivo stabil ist (327),
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die in BS153-RGB-Tumoren beobachteten Farbareale
jeweils aus einem einzelnen, definierten Klon hervorgegangen sind. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass sich die Fluoreszenzfarbung einer Zelle bzw. die
Fluoreszenzfarbung der Klone einer Ursprungszelle aufgrund einer chromosomalen Instabilitat
verandert. Der Verlust oder die Zunahme von Chromosomen kdnnte beispielsweise zu dem
Verlust bzw. zu der Duplikation eines im Genom inserierten LeGO-Vektors und in Folge dessen zu
einer Abweichung der Fluoreszenzfarbung fihren (327). Zudem ware es denkbar, dass
LeGO-Vektoren aufgrund epigenetischer Verdanderungen, wie der Methylierung von Promotoren,
von einzelnen Zellen nicht Ianger exprimiert werden (329). Da die Differenzierung von Zellen zu
einer Veranderung der Chromatinstruktur sowie des Transkriptions- und Translationsprofils
fihrt, kann diese ebenfalls in einer Veranderung der LeGO-Vektoren-Expression resultieren
(369). Derartige Veranderungen konnten die geringen Farbunterschiede innerhalb eines
Farbareals bei BS153-RGB-Tumoren erkldren (Abbildung 35 A, B). Es ist jedoch auch denkbar,
dass diese beispielsweise auf einer unterschiedlichen Zellzyklusphase und somit auf einer
individuellen Proteinexpressionsrate und einem unterschiedlichen Kern-Zytoplasma-Verhaltnis
der Zellen, oder schlicht auf der ungleichmalRigen Dicke der Schnitte beruhen. Daher ist es
wahrscheinlich, dass die beschriebenen Farbareale in BS153-RGB-Tumoren jeweils auf einen
einzigen Klon und somit auf eine einzelne Zelle mit Tumorinitiierungseigenschaften
zuriickzufihren ist, was die These der Tumorstammzellen (TSZ) untermauert.

Ahnlich den Stammzellen, welche in Abhingigkeit ihres Differenzierungspotentials durch
asymmetrische Zellteilung unterschiedlichste Zellen ausbilden kdnnen, geht die TSZ-Theorie
davon aus, dass Tumore Zellen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften enthalten, welche ein
hohes Tumorinitiierungspotential besitzen und mafgeblich am Tumorerhalt beteiligt sind (328,
370, 371). Bekraftigt wird diese Theorie durch die Beobachtung, dass GBM multipotente Zellen
enthalten (370, 372, 373), welche nicht nur positiv flir die neuronalen Stammzellenmarker
CD133 (cluster of differentiation 133, Prominin) und Nestin sind (370), sondern zudem auch die

embryonalen Stammzellenmarker Sox2 (sex determining region Y (SRY)- box 2) und Olig2
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(Oligodendrocyte transcription factor 2) exprimieren (374). Im Gegensatz zu gewdhnlichen
Tumorzellen sind ein erhohtes Potential zur Proliferation, Selbsterneuerung sowie die Fahigkeit
zur multilinearen Differenzierung charakteristisch flir diese Subpopulation (375). Sie sind ferner
in der Lage sich asymmetrisch zu teilen, Tumore zu induzieren (328, 370, 371) und zeigen eine
erhohte Resistenz gegeniber Chemo- und Radiotherapie (370, 372, 373). In vitro-Versuche
konnten zeigen, dass CD133-positive GBM-Zellen, wie beispielweise BS153-, GS27- und
GS30-Zellen, im Gegensatz zu konventionellen GBM-Zelllinien unter serumfreien Bedingungen
und bei gleichzeitiger Stimulation mit den Wachstumsfaktoren EGF und FGF2, dhnlich adulten
neuronalen Stammzellen, Neurosphéren ausbilden (374, 375).

Die These, dass EGFR fiir TSZ von Bedeutung sein konnte, wird durch die Beobachtungen von
Galli et al. bestétigt, denen es gelungen ist zwei stabile, EGFR amplifizierte primare GBM-Zelllinie
zu generieren (0627 und 0306 siehe auch Abschnitt 3.1.1, Tabelle 1), welche als Neurospharen
wachsen, invivo invasive Tumore ausbilden und ihre Tumorigenitdt auch bei seriellen
Transplantationen behalten (371). Es konnte ferner gezeigt werden, dass EGFR-amplifizierte und
EGFRvlll-exprimierende primdre GBM-Zellen in vivo invasive Tumore bilden, wohingegen nicht
amplifizierte Zellen entweder nicht tumorigen waren oder extrem langsam wachsende Tumore
induzierten (323). Fur Zellen des Plattenepithelkarzinom des Kopf und Nackens (head and neck
squamous cell carcinoma, HNSCC; Zelllinie UMSCC22B) konnte beobachtet werden, dass die
Expression und Stimulation von EGFR die Expression bekannter Stammzellmarker (CD44, Oct-4
u.a.) induzierte und zur Ausbildung eines TSZ-Phanotyps (z.B. erhohte Tumorspharenformation)
fihrte. Wurde die EGFR-Aktivitdt der HNSCC-Zellen hingegen durch eine Behandlung mit
Gefitinib inhibiert verloren sie alle Merkmale des TSZ-Ph&dnotyps (376).

Neben GBM konnten Zellen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften auch bei Patienten mit
myeloischer Leukdmie (AML) (377, 378) sowie bei Brustkrebs (379), Darmkrebs (380) und
Prostatakrebspatienten (381) nachgewiesen werden. Der zelluldare Ursprung von TSZ konnte
bisher jedoch nicht geklart werden. Es ware beispielsweise denkbar, dass differenzierte Zellen
durch einzelne oder durch die Summe verschiedener mutagener Verdanderungen
stammzelldhnliche Eigenschaften erlangen (370). Da differenzierte Zellen jedoch nur ein
eingeschranktes Proliferationspotential besitzen und zudem relativ kurzlebig sind, ist es
wahrscheinlicher, dass TSZ aus den langlebigeren, adulten neuronalen Stammzellen oder
Progenitorzellen hervorgehen, welche sich durch ein deutlich hoheres Proliferationspotential
auszeichnen (378, 382-385). Bekraftigt wird diese These beispielsweise durch die Beobachtung,
dass die somatische Inaktivierung der Tumorsupressorgene TP53 und Nf1l ausschlieBlich bei

neuronalen Stammzellen oder Progenitorzellen der subventrikuldren Zone, nicht aber bei Zellen
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aullerhalb dieser Region, die Bildung von Astrozytomen in Mausen induziert. Gleiches konnte fir
PTEN, dem negativen Regulator des PI3K-Akt Signalwegs, gezeigt werden (386), was die zentrale
Stellung des EGFR-Signalwegs fiir die Tumorinitiierung verdeutlicht. /n vivo-Versuche konnte
ferner zeigen, dass die EGFR-vermittelte Signaltransduktion die Proliferation von einigen Zellen
des Striatums induzierte, welche Eigenschaften neuronaler Stammzellen aufwiesen (387). Ferner
ist der EGFR-Signalweg einerseits maRgeblich an der Regulation der Proliferation und
Selbsterneuerung von neuronalen Stammzellen beteiligt und kann andererseits die
Differenzierungsrichtung dieser beeinflussen (388). Somit ist der EGFR-Signalweg in GBM-Zellen
nicht nur haufig verandert sondern auch fir neurale Stammzellen und Progenitorzellen von
grofRer Bedeutung. Zusammenfassend sind diese Beobachtungen ein weiteres Indiz dafiir, dass
neuronale  Stammzellen  oder  Progenitorzellen den  zelluldiren  Ursprung von
GBM-Tumorstammzellen bilden und dass der EGFR-Signalweg nicht nur fiir neurale Stammzellen
im Allgemeinen, sondern auch fliir GBM-TSZ im Speziellen von zentraler Bedeutung ist.

Die These, dass TSZ fir die Initilerung von Tumoren verantwortlich sind, wird von dem
hierarchischem Modell der Tumorinitiierung zusammengefasst (Abbildung 55 B). Dieses Modell
geht von einer strikten, hierarchischen Zellorganisation innerhalb eines Tumors aus und davon,
dass lediglich eine Subpopulation von Tumorstammzellen tumorigen ist (375). Dieses Modell
steht im Widerspruch zum alteren, stochastischen Tumormodell (Abbildung 55 A), nach welchem
alle Zellen eines Tumors das gleiche Proliferationspotential besitzen und mit der gleichen
stochastischen Wahrscheinlichkeit in der Lage sind Tumore zu induzieren (382). Die
Beobachtung, dass U87MG-RGB-Tumore nicht von einzelnen wenigen Klonen abzustammen
scheinen, spricht eher gegen das hierarchische- und fir das stochastische-Modell. Denkbar und
wahrscheinlicher ware jedoch ein drittes Modell, dass Plastizitats-Modell (Abbildung 55 C).
Dieses basiert auf dem hierarchischen Modell der TSZ, geht aber davon aus, dass auch normale
Tumorzellen, aufgrund von duBeren Einfllissen oder spontan, stammzellahnliche Eigenschaften
erlangen konnen und somit eine bidirektionale Interversion zwischen TSZ und normalen
Tumorzellen existiert (389). Fir dieses Modell spricht die Beobachtung, dass die Klonalitat von
Tumorzellen stark von der Permissivitat der gewahlten Bedingungen abzuhdngen scheint. Zeng
et al. konnten beispielsweise beobachten, dass die Klonogenitdt von Rattengliomzellen unter
serumfreien Bedingungen, im Vergleich zu Standardbedingungen um etwa 60 % abnimmt (390).
Zudem konnte gezeigt werden, dass auch CD133-negative GBM-Zellen sich selbst erneuern und
differenzieren kénnen (391, 392) und das CD133-negative Zellen, anders als bisher angenommen
in der Lage sind durch asymmetrische Teilung CD133-positive Zellen hervorzubringen (393) und

Uberdies ebenfalls tumorigen sind (391, 392).
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Abbildung 55 Modelle der Tumorinitiierung und Tumorpathogenese. (A) Stochastisches Modell: Tumore bestehen aus
heterogenen Zellen, welche ein dhnliches proliferatives Potential besitzen und Tumore induzieren kénnen.(B) Hierarchisches
Modell: Die Zellen eines Tumors sind heterogen und lediglich eine kleine Subpopulation von Tumorstammzellen (TSZ) ist in
der Lage Tumore zu induzieren. (C) Plastizitdts Modell: Dieses Modell basiert auf dem hierarchischem Modell. Es geht jedoch
von einer bidirektionalen Interversion zwischen TSZ und nicht-TSZ aus, nach welcher nicht-TSZ aufgrund von dufleren
Einfliissen oder spontan stammzelldhnliche Eigenschaften erlangen und Tumore induzieren kénnen.

5.6 Aktivitdt von Signalproteinen der EGFR-vermittelten Signaltransduktion in

BS153- und BS153™¢-Zellen

Da die permanente Behandlung mit Erlotinib eine Verdanderung des wtEGFR/EGFRvIII-Status von
BS153-Zellen bewirkte (Abschnitt 4.3 und 4.4), wurde im Anschluss die Expression und Aktivitat

resk

von Signalproteinen des EGFR-Signalwegs von BS153 " -Zellen untersucht (Abschnitt 4.6). Es
konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt von Erkl/2, einem Schlisselprotein des
Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs, in BS153™*F-Zellen im Vergleich zu parentalen BS153-Zellen nur
leicht erhoht war. Gleiches gilt fir mTor und Akt, zwei zentralen Proteinen des
PI3K-Akt-Signalwegs. Anders verhielt es sich bei einem weiteren Schllsselprotein dieses
Signalwegs, der PI3K. Im Gegensatz zur regulatorischen PI3K-Untereinheit p85 deren Expression

E
et Zellen

unverandert war, war die Aktivitdt der katalytischen pl110-Untereinheit in BS153
drastisch erhoht (Abschnitt 4.6.1, Abbildung 36) (Abbildung 56). Ein Grund hierfiir konnte die

Hochregulation der EGFRvllI-Expression in BS153™-Zellen sein, welcher primar den
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PI3K-Akt-Signalweg aktiviert (394, 395). Bekréaftigt wird diese These durch die Beobachtung, dass
EGFRvIIl in NIH 3T3-Zellen (embryonale Mausfibroblasten) die konstitutive Aktivierung der PI3K
vermittelt (160).

Interessanterweise war einzig die mRNA-Menge und die Proteinexpression der p1106-Isoform
der PI3Kp110, nicht aber die der a-, B- und y-Isoformen, in chronisch Erlotinib-behandelten
BS153™-Zellen erhdht (Abschnitts 4.6.2, Abbildung 37 und Abbildung 38). Eine akute
Behandlung von BS153-Zellen mit Erlotinib wirkte sich hingegen nicht auf die Expression der
PI3K(p1108) aus. Die Erhéhung der PI3K(p11006) ist insbesondere unter dem Gesichtspunkt, dass
diese Isoform normalerweise nicht im Gehirn, sondern hauptsachlich vom hdamatopoetischen
System exprimiert wird interessant (396, 397). Neueste Forschungsergebnisse zeigten zudem,
dass der Knock-Down von PI3K(p1106) in Gliomzellen (U-87MG, SW1783 und SK-MG3) zu einer
Herunterregulation der Fak- und Cyclin42-Proteinmenge sowie zu einer Reduktion der
Zellmigration und Invasion fiihrte. Auf die Zellvitalitdt, den Zellzyklus sowie auf die Apoptoserate
der Zellen, hatte der Knock-Down von PI3K(p1108) hingegen keinen Einfluss (398).

Zu Beginn dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die permanente
Erlotinib-Behandlung von BS153-Zellen zu einer Herunterregulation der wtEGFR-Expression und
im Gegenzug zu einer starken Hochregulation der EGFRvIII-Expression fihrte (Abschnitts 4.3.5).
Obwohl BS153"*-Zellen aufgrund dieses inversen WtEGFR/EGFRvIII-Verhiltnisses vermutlich
vermehrt auf die EGFRvIlI-vermittelte Signaltransduktion angewiesen sind, weisen sie verglichen
mit parentalen BS153-Zellen lediglich eine geringe Erhohung der EGFRvIII-Phosphorylierung auf.
Vor diesem Hintergrund ist es moglich, dass es sich bei der Hochregulation der
PI3K(p11068)-Isoform um einen weiteren kompensatorischen Mechanismus der Zellen handelt,
um die verringerte wtEGFR-vermittelte Signaltransduktion auszugleichen und die Aktivierung des
PI3K-Akt-Signalwegs zudem lber einen wtEGFR/EGFRvIII-unabhingigen Weg zu gewihrleisten.
Aufgrund der beschriebenen Beobachtungen wurden neben PI3K, Akt und mTor auch die
Expression und der Phosphorylierungsstatus von PTEN, einem zentralem negativen Regulator
des PI3K-Akt-Signalwegs, untersucht. Anders als PI3K, welche die Phosphorylierung von PI(4,5)P,
zu PI(3,4,5)P3 katalysiert, vermittelt PTEN die Dephosphorylierung von PIP(3,4,5); zu PIP(4,5),
(162). Western Blot Analysen der PTEN-Expression und —Aktivitat zeigten, dass die permanente,
nicht aber die temporare Behandlung von BS153-Zellen, zu einer Reduktion der PTEN-Expression
und einer Verminderung der PTEN-Aktivitat fihrte (Abbildung 56; Abschnitts 4.6.3, Abbildung
39).

Diese Ergebnisse werden durch Studien bestatigt, welche ebenfalls einen Zusammenhang

zwischen einer verminderten PTEN-Expression und einer Resistenz gegeniliber EGFR-spezifische
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TKI nachweisen konnten. Bianco et al. konnten beispielsweise zeigen, dass Erlotinib zwar die
EGFR-Phosphorylierung von PTEN-negativen Brustkrebszellen (MDA-468) inhibierte, jedoch
keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von Akt hatte und demnach die Aktivitdt des
EGFR-vermittelten PI3K-Akt-Signalwegs nicht beeinflusste. Da die Expression von PTEN die
Dephosphorylierung von Akt sowie eine gesteigerte Apoptoserate und somit eine Sensitivierung
der Zellen gegeniber Erlotinib induzierte, deuten diese Ergebnisse auf einen direkten
Zusammenhang zwischen einem Verlust bzw. einer verminderten PTEN-Expression und einer
Resistenz gegeniiber Erlotinib hin (399).

Diese Beobachtungen konnten von Menninghoff et al. bestatigt werden, welche zeigen konnten,
dass die Apoptoserate von Erlotinib- oder PKI-166- (EGFR-spezifischer TKI) behandelten,
PTEN-negativen GBM-Zellen (SF295) durch die ektopische Expression von PTEN signifikant
gesteigert werden konnte. Interessanterweise konnten Menninghoff et al. in einer Studie mit
Gliom-Rezidiv-Pateinten zudem nachweisen, dass 7 von 13 Patienten welche keine
PTEN-Mutation aufwiesen, und 95 % aller Patienten welche zusatzlich EGFRvlll-exprimierten,

positiv auf eine TKI-Therapie (Erlotinib oder Gefitinib) ansprachen (167).
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Abbildung 56 Proteinaktivitéit der EGFR-vermittelten Signaltransduktion in BS153"
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PI3Kp1106, Erk1/2, mTor und Akt ist in BS153"F-Zellen ist im Vergleich zu BS153-Zellen mit abnehmender Ausprédgung
erhéht.

Zusammenfassend scheint die permanente Behandlung von EGFR-amplifizierten und
EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zellen mit Erlotinib auf drei unterschiedliche Art und Weisen zu
einer erhohten Aktivitat des PI3K-Akt-Signalwegs zu flihren. Zum einen induziert die chronische
Erlotinibbehandlung die gesteigerte Expression des EGFRvlll. Da dieser primar den
PI3K-Akt-Signalweg steuert, kommt es vermutlich infolgedessen zu einer erhdhten
Phosphorylierung und somit einer erhohten Aktivierung von Akt und mTor, zwei zentralen
Proteinen des PI3K-Akt-Signalwegs. Zum anderen scheint die chronische Erlotinibbehandlung
einerseits eine gesteigerte Expression der PI3K(p1108) und somit eine erhéhte PI3K-Aktivitat zu

induzieren und andererseits zu einer Verminderung der PTEN-Expression, zu fiihren.

5.7 Die funktionelle Rolle von EGFRvIII und P13Kp1106 fiir BS153™¢-Zellen

Vor dem Hintergrund, dass die Expression von EGFRvIIl und PI3Kp1108 in permanent Erlotinib
behandelten BS153-Zellen hochreguliert ist (Abschnitte 4.3-4.6). Um die Bedeutung dieser
beiden Proteine fir die erworbenen TKI-Resistenz zu untersuchen, wurden im nachsten Schritt
verschiedene EGFRvIII- und PI13K(p1106)-Knockdown-Experimente durchgefihrt.

E
®t_Zellen durch den Knockdown von

Hierbei zeigte sich, dass die Proliferation von BS153
EGFRvIII, deutlich starker inhibiert wurde als die Proliferation von parentalen BS153-Zellen
(Abschnitts 4.7.1., Abbildung 40). Die unterschiedlich starken Auswirkungen des
EGFRvIlI-Knockdowns sind vermutlich darauf zurtickzufiihren, dass die chronische Behandlung
von BS153-Zellen mit Erlotinib zu einer erhohten EGFRvIll, sowie einer verminderten
WtEGFR-Expression und somit zu einer gesteigerten Abhadngigkeit dieser Zellen von der
EGFRvlll-vermittelten Signaltransduktion flihrte.

Die Analyse der Protein-Expression zeigte ferner, dass der Knockdown von EGFRvIIl in
BS153"*-Zellen eine signifikante Reduktion der Aktivitit von PI3K(p110), PI3K(p85), PI3K(p1108)
sowie von Akt und Erk bewirkte. Die Gesamtproteinmenge und somit die Expression der
entsprechenden Gene wurde durch den EGFRvlll-Knockdown von EGFRvIIl hingegen nicht
beeinflusst (Abschnitt 4.7.2, Abbildung 41). Die verminderte Phosphorylierung von Akt und Erk
verdeutlicht, dass EGFRvIIl in BS153"%¢-Zellen nicht nur den PI3K-Akt- sondern auch den
Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg aktiviert.

Die Behandlung von BS153-EGFRvlll-Knockdown-Zellen mit Erlotinib flhrte, verglichen mit

unbehandelten Zellen, zu keiner weiterer Reduktion der Zellproliferation. Interessanterweise
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fuhrte jedoch die Behandlung von BS153™*F-EGFRvIlI-Knockdown-Zellen mit Erlotinib, verglichen
mit unbehandelten Zellen, zu einer signifikant gesteigerten Inhibition der Proliferation und somit
zu einer Sensitivierung der Zellen gegeniiber dem TKI (Abschnitts 4.7.1, Abbildung 40) (Abbildung
57). Eine Erklarung fir die inhibitorische Wirkung von Erlotinib, kénnte moglicherweise eine
erhdhte Abhingigkeit von BS153"“-EGFRvIlI-Knockdown-Zellen von der wtEGFR-vermittelten
Signaltransduktion sein. Infolge der hieraus resultierenden vermehrten Aktvierung des wtEGFR,
kann Erlotinib die TKI-Aktivitdit des WwtEGFR und somit die wtEGFR-vermittelten

resE

Signaltransduktion in BS153 " -Zellen effektiv inhibieren. Die starke Wirkung von Erlotinib auf
WtEGFR-exprimierende aber EGFRvlll-negative Zellen konnten von Schulte at al. bestatigt
werden, welche zeigen konnten, dass Gliomzelllinien wie U87MG und G55 eine chronische
Behandlung mit Erlotinib nicht Gberleben (357).

Die beschriebenen EGFRvllI-Knockdown-Experimente (Abschnitte 4.7.1 und 4.7.2) zeigen, dass
EGFRvIII durch die Regulation des PI3K-Akt- und des Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs vermutlich eine
zentrale Rolle bei der Ausbildung einer Erlotinibresistenz von EGFR-amplifizierten und
EGFRvlll-positiven GBM-Zellen einnimmt. Da der Knockdown von EGFRVIII zu einer Sensitivierung
von BS153™*-Zellen gegeniber Erlotinib fiihrte, scheint nicht die kompensatorische Aktivierung
anderer RTK, sondern die Hochregulation von EGFRvIIl und die hiermit assoziierte

Herunterregulation von wtEGFR, fiir die beobachtete Erlotinib-Resistenz von BS153-Zellen

verantwortlich zu sein.
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Abbildung 57 Mechanismus der Erlotinib-Sensitivierung von BS153™-Zellen. Durch den Knockdown von EGFRVIII oder
PI3K(p1106) fiihrt zu einer verminderten Aktivitit des Ras-Raf-MEK-Erk- und des PI3K-Akt-Signalwegs sowie zu einer
Sensitivierung von BS153-Zellen gegeniiber Erlotinib.

Neben einer Verdnderung des WtEGFR/EGFRvIII-Status, fluhrte die chronische
Erlotinib-Behandlung von BS153-Zellen auch zu einer Hochregulation der PI3K(p11068)-Expression
und infolgedessen zu einer gesteigerten Aktivitat der PI3K (Abschnitt 4.6). Um die Bedeutung der
PI3K fir die BS153"™t-Zellen niher zu untersuchen, wurden die Auswirkungen einer
PX-866-Behandlung auf die Proliferation von BS153™t-Zellen ermittelt (Abschnitt 4.7.3). Der
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PI3K-Inhibitor, reduzierte die Proliferation von BS153 "-Zellen signifikant starker und bereits bei
niedrigeren Konzentration als die Proliferation parentaler Zellen (Abbildung 42). Dies zeigt, dass
die chronische Behandlung von BS153-Zellen mit Erlotinib vermutlich zu einer gesteigerten
Abhangigkeit von der PI3K flihrte. Ferner ist zu vermuten, dass eine gleichzeitige Behandlung von
GBM-Zellen mit Erlotinib und PX-866 die Ausbildung einer Erlotinibresistenz unterbinden kdnnte.
Da PI3K jedoch ubiquitdr exprimiert wird und an der Steuerung einer Vielzahl fundamentaler
zelluldrer Prozesse beteiligt ist und PX-866 alle Isoformen der PI3K inhibiert, waren bei einer
Behandlung mit diesem Medikament gravierende Nebenwirkungen zu erwarten. Dennoch
befindet sich PX-866 derzeit in einer Phase II-Studie zur Behandlung von GBM-Rezidiven und
sekundaren GBM (400).

Da in BS153"-Zellen lediglich die Expression der p1106 Untereinheit, nicht aber die Expression
der p110a-, B- und y-Isoformen erhéht ist, wurden zudem PI3K(p1108)-Knockdown-Experimente

durchgefiihrt (Abschnitt 4.7.4). In parentalen BS153-Zellen fiihrte der Knockdown der
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PI3K(p1108) lediglich zu einer leichten, in BS153"™*-Zellen hingegen zu einer deutlichen
Reduktion der Proliferation (Abbildung 43). Die unterschiedlich starken Auswirkungen des
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PI3K(p11068)-Knockdowns sind vermutlich auf die gesteigerte Abhangigkeit von BS153 " "-Zellen
vom PI3K-Akt-Signalweg im Allgemeinen und von der PI3K bzw. der PI3K(p1108) im Speziellen
zurickzufihren (Abschnitt 4.6.2).

Die hervorstechende Bedeutung der PI3K(p1108) fiir den PI3K-Akt-Signalweg, dem Hauptweg
der EGFRvlll-vermittelten Signaltransduktion in GBM, wird durch Beobachtung von Evangelia et
al. verdeutlicht. Interessanterweise kann PI3K(p1108) Gber die indirekte Inhibition von RohA (Ras
homolog gene family, member A) und ROCK (Rho-associated protein kinase) die Aktivitdt von
PTEN, dem wichtigsten negativen Regulator der PI3K(p1108) und der PI3K-Akt-Signalwegs, in
BBM-Zellen (bone marrow-derived macrophages) inhibieren. Somit konnten Evangelia et al. eine
reziproke Interaktion von PI3K(p1108) und PTEN nachweisen (401).

Bemerkenswerterweise fiihrte die Behandlung von BS153"%-PI3K(p1108)-Knockdown-Zellen mit
Erlotinib, verglichen mit unbehandelten Zellen, zu einer abermals reduzierten Proliferation und
somit zu einer Sensitivierung der Zellen gegeniiber dem TKI (Abbildung 57). Die Behandlung von
BS153-PI3K(p1106)-Knockdown-Zellen mit Erlotinib, flihrte verglichen mit lediglich Erlotinib
behandelten Zellen, hingegen nicht zu einer Steigerung der inhibitorischen Wirkung des TKI
(Abschnitt 4.7.4, Abbildung 43). Diese Ergebnisse zeigen, dass neben der Hochregulation von
EGFRvIII, vermutlich auch die gesteigerte Expression der PI3K(p1108) ein zentrales Element der
Erlotinibresistenz von EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zellen ist. Da die
erhdhte  PI3K-Aktivitit in  BS153™*-Zellen  wahrscheinlich auf eine gesteigerte
PI3K(p11068)-Expression zuriickzufihren ist und die p1106-Isoform nicht von gesundem
Gehirngewebe exprimiert wird, stellt die Inhibition dieser Isoform einen interessanten
Ansatzpunkt fir die Umgehung der erworbenen Erlotinibresistenz dar. Zu den bekanntesten
PI3K(p11068)-Inhibitoren zahlt CAL-101, welches in praklinischen Studien in vitro-Studien mit
Lymphomzellen bereits erfolgreich vielversprechende Ergebnisse lieferte und sich derzeit in

klinischen Studien befindet (396, 398, 402).

5.8 Die Bedeutung von HDAC fir die Proliferation, Migration und den
wtEGFR/EGFRvIII-Status von GBM-Zellen

Da die Entwicklung von Resistenzen gegeniiber EGFR-spezifischen TKI ein Grund fiir die schlechte
klinische Wirkung von EGFR-gerichteten Therapien ist, ist es von zentraler Bedeutung, die

grundlegenden Mechanismen einer derartigen Resistenz zu verstehen und Wege zu finden um
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diese zu Uberwinden. Sharma et al. konnten zeigen, dass humane PC9 Adenokarzinomzellen eine
kleine Zellpopulation mit einer inhdrenten Resistenz gegenliber EGFR-gerichteten TKI besitzen.
Interessanterweise ist es gelungen, diese resistente Zellpopulation durch die Behandlung mit
HDACI gegenliber EGFR-spezifischen TKI zu sensitivieren (403). Ferner konnte gezeigt werden,
dass HDAC eine Schlisselrolle bei der Regulation der Transkription spielen (262, 276, 278, 279)
und dass die HDAC-vermittelte Verdanderung der Genexpression von zentraler Bedeutung fiir die
Tumorprogression ist (404, 405). Interessanterweise konnten Kim et al. zeigen, dass die
HDAC-Inhibitoren (HDACi) SAHA und TSA in Brustkrebszellen durch die Inhibition der
RNA-Polymerase ll-Elongation selektiv die Transkription des Uberexprimierten HER2-Proteins
inhibieren (320). Um festzustellen, ob die Expression von EGFR in EGFR-amplifizierten
GBM-Zellen durch eine HDACi-Behandlung inhibiert und eine erworbene TKI-Resistenz
Gberwunden werden kann, wurde der Einfluss von HDACi auf parentale und Erlotinib-resistenten
GBM-Zelllinien (BS153 und DK-MG bzw. BS153"F und DK-MG™*) untersucht (Abschnitt 4.8).Bei
DK-MG-Zellen handelt es sich um eine EGFRvlll-exprimierende GBM-Zelllinie mit moderater
EGFR-Amplifikation, von welcher durch die chronische Behandlung mit Erlotinib (10 uM Erlotinib,
> 15 Passagen), ebenfalls eine Erlotinib-resistente Zelllinie generiert werden konnte (Abschnitt
4.8, Tabelle 17).

Um ein besonders breites Spektrum an HDAC zu inhibieren, wurden alle Versuche mit den
folgenden HDACi durchgefiihrt: SAHA (inhibiert HDAC der Klassen 1, lla, llb, 1V), Scriptaid
(inhibiert HDAC der Klasse 1), MS-275 (inhibiert HDAC 1 und 3 sowie HDAC 8 marginal) und TSA
(Klasse 1, lla, llb, IV jedoch nicht HDACS8) (Abschnitt 7.1.4.2, Tabelle 25). Zudem wurden alle
Zellen in parallelen Versuchsansatzen gleichzeitig mit den genannten HDACi und Erlotinib sowie
mit dem EGFR/HER2-HDACi CUDC-101 behandelt. Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob
die gleichzeitige Inhibition der EGFR- und HDAC-Aktivitdt zu synergetischen oder additiven
Effekten fiihrt (Abschnitts 4.8.1 und 4.8.2).

5.8.1 Einfluss von HDACi auf die Proliferation von GBM-Zellen

Um die Auswirkungen einer Inhibition von HDAC auf die Proliferation von GBM-Zellen zu
untersuchen, wurden parentale und Erlotinib resistente GBM-Zelllinien mit unterschiedlichem
WtEGFR/EGFRVIII-Status (Tabelle 17) mit den HDACi SAHA, Scriptaid, MS-275 und TSA, sowie mit
Erlotinib und dem kombinierten EGFR/HER2-HDACi CUDC-101 behandelt. Hierbei zeigte sich,
dass die HDACi SAHA, Scriptaid, MS275 und TSA in der Lage waren, die Proliferation aller
parentalen und Erlotinib-resistenten Zelllinien konzentrationsabhdngig zu inhibieren

(Abschnitts 4.8.1, Abbildung 44 und Abschnitt 4.8.1.2, Abbildung 46). Dieses Ergebnis deutet
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darauf hin, dass die inhibitorische Wirkung der HDACi nicht vom wtEGFR/EGFRvIII-Status
(Gen-Amplifikation, Proteinexpression) der GBM-Zellen abhangig ist. Die hohe anti-proliferative
Wirkung der HDACi beruht vermutlich unter anderem darauf, dass HDACi sowohl die
HDAC-Aktivitat sich teilende, als auch sich nicht teilender Tumorzellen inhibiert (406). Ferner
konnte beobachtet werden, dass die Reduktion der Proliferation aller parentaler GBM-Zellen bei
gleichzeitiger Behandlung mit Erlotinib und HDACi immer starker war, als die inhibitorische
Wirkung von Erlotinib oder HDACi alleine (Abschnitts 4.8.1, Abbildung 44 und Abschnitt 4.8.1.2,
Abbildung 46). Dies zeigt, dass die gleichzeitige Behandlung mit Erlotinib und HDACi zu einer
additiven Inhibition der Proliferation fihrte. Interessanterweise konnte dieser additive Effekt
von HDACi und Erlotinib nicht nur bei allen parentalen Zellen, sondern selbst bei den
Erlotinib-resistenten Zelllinien BS153™F und DK-MG™* beobachtet werden (Abschnitts 4.8.1,
Abbildung 44). Da Erlotinib alleine die Proliferation von BS153™- und DK-MG"™*-Zellen nicht
signifikant beeinflusste, konnte durch diesen Versuch zudem erstmals gezeigt werden, dass
Erlotinib-resistente, wtEGR-amplifizierte und EGFRvIlIl exprimierende GBM-Zellen durch die
gleichzeitige Behandlung mit Erlotinib und HDAC gegeniiber dem TKI sensitiviert werden kénnen
(Abbildung 58).

Ebenso wie die Behandlung mit HDACI, fuhrte auch die Behandlung mit CUDC-101 zu einer
Inhibition der Proliferation parentaler und Erlotinib-resistenter GBM-Zelllinien (Abschnitt 4.8.1,
Abbildung 45 und Abschnitt 4.8.1.2, Abbildung 47). Die Reduktion der Proliferation durch
CUDC-101 war in allen Fallen bereits ab einer Konzentration von 0,1 uM signifikant starker als
die inhibitorische Wirkung von Erlotinib. Dies belegt die zuvor gemachte Beobachtung, dass die
simultane Inhibition von EGFR und HDAC zu einer additiven Reduktion der Proliferation fiihrt.
Die Wirkung von CUDC-101 konnte bereits in praklinischen Studien mit Brust-, Darm- und
NSCLC-Zelllinien nachgewiesen werden (407, 408). Zudem konnte in einer ersten klinischen
Phase I-Studie mit an soliden Tumoren erkrankten Patienten (Brustkrebs, Kopf und
Nackentumore, NSCLC, SCLC, Osophaguskarzinom, Kolerektalkrebs, Pankreaskrebs, Magenkrebs
und Nierenkrebs), die Vertraglichkeit von CUDC-101 nachgewiesen und die Inhibition der
HDAC-Aktivitat (Acetylierungsstatus des Histons (H) 3) durch den Inhibitor bestatigt werden
(409). Die Behandlung von GBM-Zellen mit CUDC-101 zeigte ferner, dass die Proliferation
parentaler und Erlotinib-resistenter Zellen auch nach einer sechstdgigen Behandlung mit den
HDACi oder CUDC-101 gehemmt wurde (Abschnitts 4.8.1). Dies ist ein Indiz dafiir, dass keine der

getesteten Zelllinien eine Resistenz gegeniiber den HDACi oder CUDC-101 entwickelte.
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Insgesamt zeigen diese Versuchsergebnisse, dass durch die gleichzeitige Inhibition der EGFR- und
der HDAC-Aktivitat durch Erlotinib und HDACi oder durch CUDC-101 die Proliferation von
WtEGFR-amplifizierten und EGFRvlll-exprimierenden parentalen Zellen additiv inhibiert und die
Ausbildung einer TKI-Resistenz unterbunden werden kann. Zudem deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass eine bereits vorhandene Erlotinib-Resistenz durch die kombinatorische Behandlung mit
Erlotinib und HDACi Gberwunden werden kann.

Ahnliche Beobachtungen konnten unter anderem auch von Bruzzese et al. gemacht werden,
welche zeigen konnten, dass die gleichzeitige Behandlung von Plattenepithelkarzinomzellen des
Kopf-Hals-Bereichs (squamous cell carcinoma of the head and neck, SCCHN) und von
Gefitinib-resistenten SCCHN-Zellen mit SAHA und dem TKI Gefitinib zu einer additiven Inhibition
der Proliferation, Migration und Invasion sowie zu einer gesteigerten Apoptoserate der Zellen
flihrte. Zudem konnte gezeigt werden, dass der grundlegende Mechanismus der synergetischen
Wirkung des HDACi und des TKI auf einer Modulation der Expression von Proteinen der
ErBb-Familie durch SAHA beruhte. Eine Behandlung der SCCH-Zelllinie CAL27-Zellen mit SAHA
flhrte beispielsweise zu einer Herunterregulation der EGFR-, ErbB2- und ErbB3-Expression sowie
zu einer Inhibition der EGFR-vermittelten Signaltransduktion. In Gefitinib-resistenten
SCCHN-Zellen (KB- und Hep2-Zellen) induzierte SAHA sowohl eine verminderte EGFR- und
ErbB2-Expression als auch eine gesteigerte Expression von ErbB3, was zu einer Umkehrung der

Epithelialen-Mesenchymalen-Transition (epithelial-mesenchymal transitions, EMT) flihrte (410).
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LaBonte et al. konnte ferner einen synergetischen Effekt des HDACi Panobinostat (LBH589) und
des dualen EGFR/HER2-Inhibitors Lapatinib in Kolorektalkrebszellen (colorectal cancer cells, CRC)
nachweisen. Die Behandlung mit Panobinostat und Lapatinib fiihrte in allen getesteten
CRC-Zelllinien zu einer additiven Inhibition der Proliferation und der Kolonienformation (Maf fiir
die in vitro-Tumorigenitat), welche auf einer gesteigerten Apoptoserate und einer Reduktion der
EGFR-vermittelten Signaltransduktion (PI3K-Akt- und Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg) beruhte. Die
Behandlung mit Panobinistat filhrte ferner zu einer Reduktion der EGFR-, HER2- und
HER3-Tranlation und Proteinexpression (411).

Edwards et al. konnten in einer weiteren Studie mit Panobinostat zeigen, dass die kombinierte
Behandlung von Lungenkrebszellen mit Erlotinib und dem HDACi zu einer synergetischen
Inhibition der Zellvitalitat flhrte. Ursachlich fur diesen Effekt scheinen vor allem eine gesteigerte
Acetylierung von HSP90 und eine erhdhte Apoptoserate zu sein, welche durch die Behandlung
mit Panobinostat induziert wurden. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Auswirkungen einer
Panobinostat-Behandlung insbesondere in Lungenkrebszellen mit einer aktivierenden
EGFR-Mutation zu beobachten waren, wohingegen eine etwa 10fach hohere Panobinostat-
Konzentration bendtigt wurde, um die gleichen Effekte in Lungenkrebszellen ohne aktivierende
EGFR-Mutation hervorzurufen (412).

Trotz dieser vielversprechenden klinischen Daten wurde eine Phase I/ll Studie, welche die
Wirkung einer kombinierten Vorinostat (SAHA)-Erlotinib-Behandlung bzw. einer
Vorinostat (SAHA)-Erlotinib-TMZ-Behandlung von Patienten mit anaplastischen Gliomen und
GBM-Rezidiven untersuchen sollte, auf Grund unerwarteter Nebenwirkungen abgebrochen

(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01110876) (241).

5.8.2 Einfluss von HDACi auf die Migration von GBM Zellen

Da die Uberexpression von wWtEGFR/EGFRvIIl mit einem besonders invasiven und somit hoch
migratorischem GBM-Phanotyp assoziiert ist (343, 344) sollte eine GBM-Therapie idealerweise
nicht nur die Proliferation, sondern auch die Migration von GBM-Zellen inhibieren. Um den
Einfluss einer HDACi-Behandlung, sowie einer CUDC-101-Behandlung und einer kombinierten
HDACi-Erlotinib-Therapie auf die Migration von GBM-Zellen zu untersuchen, wurde sowohl die
ungerichtete als auch die EGF-gerichtete Migration von HDACi-behandelten parentalen und
Erlotinib-resistenten GBM-Zellen (BS153/BS153™F, DK-MG/DK-MG"™F, U87MG und 0627)
analysiert (Abschnitts 4.8.2). Die HDACi-Behandlung von parentalen GBM-Zellen flhrte,
unabhangig vom wtEGFR/EGFRuvIII-Status der Zellen (Tabelle 17), iberraschender Weise nicht zu

einer Inhibition sondern teilweise sogar zu einer leichten Stimulation der Migration (Abbildung
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48). Die Migration parentaler Zelllinien konnte jedoch durch eine kombinierte Behandlung mit
Erlotinib und HDACi bzw. durch eine CUDC-101-Behandlung auf ein basales Niveau gesenkt
werden (Abbildung 48 A). Auf die Migration der resistenten Zelllinien BS153™* und DK-MG™*
hatte CUDC-101 bzw. eine kombinierte HDACi-Erlotinib-Therapie hingegen keinen Einfluss
(Abbildung 48 B). Somit konnte, anders als zuvor fiir die Zellproliferation beschrieben
(Abschnitt 4.8.1), durch eine kombinierte Inhibition der HDAC-und EGFR-Aktivitdt keine additive
Inhibition der Migration und somit auch keine Sensitivierung Erlotinib-resistenter Zellen
gegeniber dem TKI erzielt werden.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Beobachtungen von Wang et al., welche zeigen
konnten, dass die Migration von TKl-resistenten NSCLC und Brustkrebszellen durch die
Behandlung mit CUDC-101 inhibiert werden konnte. Es wurde jedoch nicht geklart, ob der
inhibitorische Effekt von CUDC-101 auf einer Veranderung der Histonacetylierung und/oder auf
der Inhibition der EGFR-Aktivitdt beruhte (408). Zhou et al. konnten ferner zeigen, dass die
Behandlung von Ovarialkarzinomzellen (Caov3) mit TSA zu einer Reduktion der Zellmigration
fihrte, wobei der anti-migratorische Effekt des HDACi durch die gleichzeitige Behandlung mit
EGFR- oder PI3K-Inhibitoren gesteigert werden konnte. Interessanterweise konnten Zhou et al.
jedoch auch zeigen, dass die Behandlung mit TSA zu einer gesteigerten Phosphorylierung und
somit Aktivierung von EGFR und Akt fihrte (413, 414). Ahnliche Ergebnisse konnten auch von
Song et al. erzielt werden, welche zeigen konnten, dass die Behandlung epidermoider
Karzinom-Zellen (A431) mit SAHA oder TSA zu einer CBP (CREB-Bindungsprotein)
Acetyltransferase vermittelten Acetylierung von EGFR (Lysinreste: K684, K836 und K843) und in
Folge dessen zu einer gesteigerten Phosphorylierung des EGFR fiihrte (413, 414). Diese
Beobachtung kdnnte auch eine mogliche Erklarung fiir die Stimulation der GBM-Zellenmigration
durch HDACi sein (Abschnitt 4.8.1).

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse dieses Abschnitts, dass die Migration von
EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-exprimierenden parentalen und Erlotinib-resistenten
GBM-Zellen durch eine HDACi-Behandlung nicht inhibiert werden konnte. Zudem konnte die
Migration von Erlotinib-behandelten GBM-Zellen durch die zusatzliche Inhibition der
HDAC-Aktivitdt nicht weiter reduziert werden. Somit scheint die Aktivitdt der EGF-Rezeptoren,
nicht aber die der HDAC fiir die Migration von GBM-Zellen von Bedeutung zu sein. Das
beobachtete Unvermoégen der verschiedenen HDACi die Migration zu inhibieren, ist jedoch
moglicherweise eine Erklarung dafiir, dass HDACi keinen oder nur einen geringen Effekt bei der
Behandlung von GBM-Rezidiven zeigten. Obwohl SAHA (Vorinostat) von GBM-Patienten gut

toleriert wird und es bereits zur Behandlung von T-Zell-Lymphomen mit Manifestationen in der
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Haut (cutaneous T cell lymphoma, CTCL) angewandt wird, konnte seine Wirksamkeit bei der
Behandlung von GBM bisher nicht nachgewiesen werden. In einer Phase II-Studie mit
GBM-Rezidiv-Patienten konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine Monotherapie mit
SAHA lediglich zu einer geringfiigigen jedoch nicht signifikanten Erh6hung der progressionfreien
Phase fiihrte (227). Zudem stellte sich in einer weiteren Phase ll-Studie mit
GBM-Rezidiv-Patienten heraus, dass eine kombinierte Behandlung mit SAHA und dem
Proteasom-Inhibitor Bortezomib klinisch unwirksam ist (415). GBM-Rezidiv-Patienten welche mit
dem HDACi Romidepsin behandelt wurden, zeigten ebenfalls lediglich eine leichte jedoch nicht

signifikante Erhéhung der Uberlebensdauer (416).

5.8.3 Einfluss von HDACi auf den wtEGFR/EGFRVIII und den Histonacetylierungsstatus
von GBM Zellen

Um die molekularbiologischen Auswirkungen einer HDACi-Therapie zu untersuchen, wurden der
Histonacetylierungs- und der WtEGFR/EGFRvIII-Status von HDACi-, CUDC-101- und
HDACi-Erlotinib-behandelten GBM-Zelllinien (BS153/BS153", DK-MG/DK-MG"* sowie US7MG
und 0627) untersucht (Abschnitt 4.8.3). Wahrend die Acetylierung von Histon 3 (H3) durch alle
getesteten HDACi (SAHA, Scriptaid, MS275 und TSA) bereits nach 4 Stunden deutlich gesteigert
wurde, hatte die HDACi-Behandlung keinen Einfluss auf die Expression und Aktivitat von wtEGFR
und EGFRVIII (Abbildung 49). Ein umgekehrtes Bild zeigte sich bei der Behandlung der Zellen mit
Erlotinib, welches die Histonacetylierung nicht beeinflusste aber wie zu erwarten die Aktivierung
von wWtEGFR/EGFRVvIII inhibierte.

Der kombinierte EGFR/HER2-HDAC-Inhibitor CUDC-101, induzierte einerseits die Acetylierung
von H3 und inhibierte anderseits die Phosphorylierung von wtEGFR und EGFRvIIl, wobei die
Wirkung von CUDC-101 auf die Aktivitat der Rezeptoren verglichen mit Erlotinib, entweder gleich
stark (BS153, DK-MG, U87MG, 0627, Abbildung 50 A, C und D) oder aber stirker war (BS153"
und DK-MG'™, Abbildung 50 B). Somit induzierte CUDC-101 in GBM-Zellen sowohl die Effekte
eines HDACI, als auch die einer Erlotinib-Behandlung. Die starke Wirkung von CUDC-101 auf die
Histonacetylierung und die Inhibition von wtEGFR/EGFRuvIII ist eine mogliche Erklarung fur die
Uberaus effektive Inhibition der Proliferation von parentalen und Erlotinib-resistenten
GBM-Zellen durch CUDC-101 (Versuch 4.8.1, Abbildung 45 und Abbildung 47).

Die Untersuchung der Auswirkungen einer 144stiindigen SAHA-Behandlung von parentalen und
Erlotinib-resistenten GBM-Zellen (BS153/BS153"F, GS-27 und GS-30) zeigte, dass die

Behandlung mit dem HDACi nach 24 Stunden zu einer starken Herunterregulation der wtEGFR-
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und EGFRVvIII-Proteinexpression fiihrte (Abschnitt 4.8.3.1, Abbildung 51). Dieser Effekt nahm in
dem untersuchten Beobachtungszeitraum weiter zu, bis nach 144 Stunden nur noch sehr geringe
Mengen der beiden Rezeptoren nachgewiesen werden konnten. Bemerkenswerterweise konnte
die Herunterregulation von wtEGFR und EGFRvIII nicht nur in parentalen GBM-Zellen (Abbildung
51 A, C, D) sondern auch in BS153"*-Zellen (Abbildung 51 B) beobachtete werden, welche eine
Uberexpression des EGFRvIII aufweisen (Abbildung 59).

Bestatigt wurden diese Beobachtungen durch die Untersuchung der wtEGFR- und EGFRvIII-RNA
Menge. Es zeigte sich, dass die RNA-Menge der beiden Rezeptoren nach einer 24stiindigen
Behandlung mit SAHA in BS153- und BS153"™*-Zellen stark herunterreguliert wurde (Abschnitt
4.8.3.2, Abbildung 52) (Abbildung 59).
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Abbildung 59 Einfluss von HDACi auf BS153- und BS153™*-Zellen. Durch die Behandlung von BS153- und BS153"*-Zellen
mit HDACi ist es méglich die Proliferation der Zellen zu inhibieren. Durch die gleichzeitige Behandlung mit Erlotinib kann
dieser Effekt gesteigert, und BS153™%-Zellen kénnen gegeniiber dem TKI sensitiviert werden. Die Wirkung von HDACi beruht
vermutlich auf einer verminderten Histon- und Protein-Deacetylierung. Es konnte ferner gezeigt werden, dass HDACi in der
Lage sind die die Expression von wtEGFR und EGFRVvIIl zu inhibieren, was vermutlich der Grund fiir die Sensitivierung von

BS153-Zellen gegeniiber dem TK ist.
Die Beobachtung, dass eine HDACi-Behandlung zu einer verminderten EGFR-Expression fihrt,

konnte bereits in anderen Tumorentitdten gemacht werden. Chou et al. konnten beispielsweise

zeigen, dass die Behandlung von Kolorektalkrebszellen mit SAHA zu einer Herunterregulation der
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EGFR-Promotor-Aktivitdat und infolge dessen zu einer Reduktion der EGFR-mRNA, einer
verminderten EGFR-Expression und in letzter Konsequenz zu einer geringen Zellvitalitat fihrte
(417). In Anbetracht des veridnderten EGFRvIII-Status von BS153™*- und DK-MG"*-Zellen und
der Beobachtung, dass die Behandlung mit HDACi innerhalb von 24 Stunden zu einer
Herunterregulation des wtEGFR und EGFRvIll fihrte, ist es wahrscheinlich, dass die
Sensitivierung von BS153™*- und DK-MG™*-Zellen gegeniiber Erlotinib zumindest teilweise auf
den durch HDACI induzierten veranderten wtEGFR/EGFRvIII-Status zurlickzufiihren ist. In der
Literatur wird EGFRvIII bei einer gleichzeitigen Coexpression von PTEN (phosphatase and tensin
homolog), als positiver prognostischer Marker fir eine TKI-Therapie von GBM-Patienten
beschrieben (167). In einer Phase I-Studie mit Gliom-Patienten konnte darliber hinaus gezeigt
werden, dass der Erfolg einer Erlotinib-Therapie mit der Amplifikation und Uberexpression von
EGFR und einer niedrigen Akt-Phosphorylierungsrate assoziiert ist (365). Diese Beobachtungen
widersprechen jedoch einer Phase II-Studie mit GBM-Rezidiv-Patienten, welche zeigte, dass kein
Zusammenhang zwischen der Expression von EGFRvIII und PTEN und dem positiven Ansprechen
auf eine Erlotinib-Behandlung besteht (198). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass EGFRvIII in Erlotinib-resistenten BS153- und DK-MG-Zellen, im Vergleich zu den jeweiligen
parentalen Zelllinien, stark hochreguliert ist (Abschnitt 4.3.2-4.3.5). Da BS153™*- und
DK-MG'™*t-Zellen nach dem Knockdown von EGFRVIII sensitiv auf eine Erlotinib-Behandlung
reagierten, konnte ferner ein direkter Zusammenhang zwischen der Erlotinib-Resistenz von
BS153- und DK-MG-Zellen und der Uberexpression von EGFRvIll gezeigt werden
(Abschnitt 4.7.1).

5.9 Ausblick

Auf der Basis des aktuellen Kenntnisstandes und der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eréffnen
sich potenzielle therapeutische Perspektiven. In dieser Arbeit konnte unter anderem gezeigt
werden, dass der Knockdown der katalytischen p1108-Untereinheit der PI3K in vitro zu einer
Sensitivierung Erlotinib-resistenter, EGFR-amplifizierter und EGFRvllI-exprimierender GBM-Zellen
gegeniber dem TKI fihrte. Da PI3K(p1108) nicht von gesundem Gehirngewebe exprimiert wird
stellt die gleichzeitige Inhibition der PI3K(p1106)-Aktivitat wahrend einer Erlotinib-Therapie eine
interessante Moglichkeit dar, um die Bildung von Erlotinib-Resistenzen zu verhindern oder um
vorhandene Resistenzen zu umgehen. Zu den bekanntesten PI3K(p1108)-Inhibitoren zihlt

CAL-101 (small molecule inhibitor), welches die Kinaseaktivitat der katalytischen Untereinheit
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inhibiert und sich derzeit in klinischen Studien zur Behandlung von Lymphomen befindet (396,
398, 402). In weiteren in vitro und in vivo Versuchen sollte daher die Wirkung einer kombinierten
Erlotinib-CAL-101-Therapie untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass die Behandlung von
EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-positiven GBM-Zellen mit HDACi zu einer Herunterregulation
der wtEGFR- und EGFRvIII-Expression fuhrte. Zudem konnte durch die simultane Inhibition der
HDAC- und EGFR-Aktivitat durch eine HDACi-Erlotinib-Therapie bzw. durch eine Behandlung mit
dem Kombinierten EGFR/HER2-HDAC-Inihibitor cuDC-101 eine Sensitivierung
EGFR-amplifizierter und EGFRvlll-positiver GBM-Zellen gegeniiber dem TKI erzielt werden. In
weiteren  Abreiten  sollte  daher die  Effizienz einer CUDC-101-Therapie in
in vivo-Xenograft-Versuchen bestimmt werden. In praklinischen Studien mit Brust-, Darm- und
NSCLC-Zelllinien konnte die Wirkung von CUDC-101 bereits bestatigt und die Vertraglichkeit des
Praparats in einer ersten klinischen Phase I-Studie mit an soliden Tumoren erkrankten Patienten
(Brustkrebs, Kopf und Nackentumore, NSCLC, SCLC, Osophaguskarzinom, Kolerektalkrebs,
Pankreaskrebs, Magenkrebs und Nierenkrebs) nachgewiesen werden (409). Ob sich die positiven
in vitro Ergebnisse in weiteren klinischen Studien bestatigen bleibt abzuwarten. Parallel zu der
vorliegenden Arbeit wurde eine Phasel/ll Studie mit anaplastischen Gliompatienten
durchgefiihrt um die Vertraglichkeit und Wirkung einer kombinierten
Vorinostat (SAHA)-Erlotinib-Behandlung bzw. einer Vorinostat (SAHA)-Erlotinib-TMZ-Behandlung
zu untersuchen, welche jedoch aufgrund unerwarteter starker Nebenwirkungen abgebrochen
werden musste (241).

Neben der Identifikation der Mechanismen einer Erlotinib-Resistenz, wurde in der vorliegenden
Arbeit auch die Bedeutung des EGFR-Status fir die GBM-Initilerung untersucht. In
in vivo-Experimenten mit RGB-markierten BS153-Zellen, welche eine Amplifikation des
EGFR-Gens aufweisen und zudem  EGFRvlll  exprimieren, zeigte sich, dass
BS153-RGB-Xenograft-Tumore vermutlich lediglich von einigen wenigen tumorigenen Zellen
induziert wurden. In zukilnftigen Arbeiten sollte das Gen- und das Protein-Profil der
tumorinitiierenden Klone untersucht werden. Zudem sollten weitere in vivo-Versuchen mit
unterschiedlich markierten, definierten Klonen, deren Expressionsprofil bekannt ist durchgefiihrt
werden. Auf diese Weise kénnen in zukiinftigen Abreiten weitere Schlisse hinsichtlich der
Bedeutung des wtEGFR/EGFRuvIII-Status sowie anderer Gene/Proteine fir die Tumorigenitat von
Zellen gezogen werden. Die bereits durchgefiihrten Versuche lassen einen Zusammenhang
zwischen der Amplifikation von EGFR und Tumorstammzellen vermuten. Eine typische

Eigenschaft von Tumorstammzellen (TSZ) ist neben einer inharenten Teilungsfahigkeit und der

135




Diskussion

Resistenz gegeniliber einer Radio- und Chemotherapie auch die Fahigkeit zu disseminieren.
Entgegen friiheren Arbeiten konnte in jlingsten Studien gezeigt werden, dass fast jeder dritte
GBM-Patient zirkulierenden Tumorzellen (CTC) aufweist und dass diese zudem haufig eine
Amplifikation des EGFR-Gens aufweisen (74). Diese Ergebnisse lassen einen Zusammenhang
zwischen CTC, TSZ und der Amplifikation von EGFR vermuten. Vor diesem Hintergrund, kdnnte
eine effiziente EGFR-gerichtete Therapie und somit die Ergebnisse dieser Arbeit, zuklnftig an

Bedeutung fiir die Entwicklung von TSZ-gerichteten GBM-Therapien gewinnen.
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6 Zusammenfassung

Glioblastome (GBM) sind die haufigsten, aggressivsten und malignesten humanen Hirntumore.
Eine besonders haufig auftretende und fiir primdare GBM charakteristische Aberration ist die
Uberexpression des EGFR, welche auf einer gesteigerten Translation und/oder auf einer
Amplifikation des EGFR-Gens beruhen kann und haufig mit der Expression des konstitutiv aktiven
Deletionsmutante EGFRvlll verbunden ist. In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe
unterschiedlichster EGFR-gerichteter Therapien entwickelt, wie beispielsweise EGFR-spezifische
Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) und Antikérper (mAB). Da GBM-Patienten jedoch héaufig
Resistenzen gegeniber diesen Therapeutika entwickeln, konnten anfanglich positive
praklinische-Ergebnisse in klinischen Studien nicht bestatigt werden. In der vorliegenden Arbeit
sollte mit Hilfe des Modellsystems der EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-exprimierenden
GBM-Zelllinie BS153 die Bedeutung des wtEGFR und EGFRvIIl fir die GBM-Tumorinitiierung
sowie der Einfluss der EGFR-Amplifikation und der EGFRvIII-Expression auf die Wirkung von
EGFR-gerichteten Therapien und die Bildung von TKI-Resistenzen untersucht werden.

In  invivo-Xenograftversuchen  mit  individuell  fluoreszenzmarkierten = BS153-Zellen
(RGB-Markierung) konnte gezeigt werden, dass BS153-Tumore im Gegensatz zu
U87MG-Tumoren, welche keine EGFR-Amplifikation aufweisen und EGFRvllI-negativ sind, aus
wenigen, EGFR-positiven Klonen (< 8) mit Tumorinitiierungs-Eigenschaften hervorgegangen sind.
Dieses Ergebnis bestatigt die These der Tumorstammzellen (TSZ) und unterstreicht die
Bedeutung von EGFR fir Tumorstammzellen.

Die Behandlung von BS153-Zellen mit den TKI Erlotinib und Gefitinib fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der Zellproliferation und —migration, wohingegen der mAK Cetuximab keine
inhibitorische Wirkung zeigte. Durch die chronische Behandlung der Zellen mit Erlotinib konnte

E . . .
"®") generiert werden, welche verglichen mit der

eine Erlotinib-resistente Zelllinie (BS153
parentalen Zelllinie eine Hochregulation des EGFRvIlI-Proteinexpression sowie eine
Herunterregulation des wtEGFR (auf mRNA- und Proteinebene) aufwies. Die EGFR-Amplifikation
von BS153™F-Zellen war im Vergleich zu BS153-Zellen hingegen unverindert. Durch

reskE

EGFRvIII-Knockdown-Experimente mit BS153 ~"-Zellen konnte gezeigt werden, dass EGFRvIIl an
der Steuerung des PI3K-Akt- und des Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs beteiligt ist. Die zentrale
Bedeutung von EGFRvIII fir BS153"™*-Zellen wurde ferner durch die Beobachtung verdeutlicht,
dass der Knockdown von EGFRvIII zu einer Sensitivierung der Zellen gegentliber Erlotinib flihrte.

resE

In in vivo-Experimenten mit immundefizienten Mausen waren BS153 " -Zellen ebenso wie

BS153-Zellen tumorigen und induzierten invasive Tumore, wobei der wtEGFR/EGFRvIII-Phanotyp
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in vivo erhalten blieb. Die chronische Erlotinib-Behandlung von RGB-markierten BS153-Zellen

resk

zeigte, dass die Erlotinib-resistente BS153 "-Zelllinie vermutlich nicht aufgrund einer klonalen
Selektion, sondern vielmehr infolge einer Veranderung der Genexpression aus der parentalen
BS153-Zelllinie hervorgegangen ist. Neben einem verdnderten wtEGFR/EGFRvIII-Status wiesen
BS153™*-Zellen zudem eine erhdhte Expression der katalytischen p1108 Untereinheit der PI3K
und eine verminderte Expression von PTEN, dem wichtigsten negativen Regulator des
PI3K-Akt-Signalwegs auf. Der Knockdown von PI3K(p1108) fiihrte zu einer verminderten
Proliferation von BS153- und BS153™*-Zellen und bemerkenswerterweise zu einer Sensitivierung
von BS153"*-Zellen gegeniiber Erlotinib. Da PI3K(p1108) nicht von gesundem Gehirngewebe
exprimiert wird, stellt die Inhibition der PI3K(p1108) einen interessanten Ansatzpunkt fir die
Umgehung erworbener Erlotinib-Resistenzen dar.

Eine Moglichkeit, die Effizienz von EGFR-gerichteten Therapien zu erhdhen, ist Modulation der
EGFR-Expression Uber epigenetische Mechanismen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung von BS153- und BS153™*-Zellen mit Histondeacetylase-Inhibitoren
(HDACi) zu einer starken Herunterregulation der wtEGFR- und EGFRvIII-Expression sowie zu einer
Inhibition der Zellproliferation, nicht aber der Migration fiihrte. Zudem konnte durch die
gleichzeitige Inhibition der HDAC- und EGFR-Aktivitat durch HDACi und Erlotinib eine additive
Inhibition der Proliferation von BS153- und BS153"*-Zellen erzielt werden. Somit fiihrte die

simultane Behandlung von BS153"

-Zellen mit HDACi und Erlotinib zu einer Sensitivierung der
Zellen gegeniiber dem TKI.

Zusammenfassend scheinen die Hochregulation des EGFRvlll und der PI3K(p1108) sowie die
Herunterregulation des WwtEGFR, zentrale Mechanismen der Erlotinibresistenz von
EGFR-amplifizierten und EGFRvlll-exprimierenden GBM-Zellen zu sein. Zudem stellen die
Inhibition der PI13K(p11068) sowie die epigenetische Modulation der wtEGFR/EGFRvIII-Expression

durch HDACi vielversprechende Ansatzpunkte dar, um Resistenzen gegeniiber Erlotinib zu

verhindern und zu Gberwinden.
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6.1 Summary

Glioblastoma is the most frequent, aggressive and maligne human brain tumor. One of the most
common characteristic aberration of primary GBM is the overexpression of EGFR which is caused
by increased translation and/or an amplification of the EGFR gene and is often associated with
the expression of the constitutive active deletion variant EGFRVIII. In the past few years different
EGFR-specific therapies such as EGFR specific tyrosine kinase inhibitors (TKI) and antibodies
(mAB) were developed. Because glioblastoma patients do often not respond or develop
resistance against these therapeutics, initial positive preclinical results could not be confirmed in
clinical studies. In the present study the impact of wtEGFR and EGFRvIIl on GBM initiation as well
as the influence of EGFR amplification and EGFRvIII expression on the efficacy of EGFR-specific
therapies and the development of TKI resistance was analyzed using EGFR amplified and EGFRuvlII
expressing GBM model cell lines.

Using in vivo xenograft experiments with individually fluorescence-labeled BS153 cells (RGB
marking), it was demonstrated that in contrast to U87MG tumors, which showed no EGFR
amplification and were EGFRvIIl negative, BS153 tumors were only induced by a limited number
of EGFR positive clones (< 8) with tumor initiation capacity. This supports the thesis of cancer
stem cells and highlights the impact of EGFR on cancer stem cells.

Treatment of BS153 cells with the TKls erlotinib and gefitinib induced a significant reduction of
cell proliferation and migration whereas mAB cetuximab showed no inhibitory effect. Chronical
treatment of BS153 cells with erlotinib, led to erlotinib resistant cell line (BS153"™%), which
showed increased EGFRVIII protein expression and reduction of wWtEGFR (mRNA and protein)
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compared to the parental cell line. In contrast, the EGFR amplification of BS153 " cells was not
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changed in comparison to BS153 cells. EGFRvIIl knock down experiments with BS153™" cells

showed, that EGFRvIII contributes to the regulation of the PI3K-Akt- and the Ras-Raf-MEK-Erk
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signaling pathway. The central importance of EGFRvIII for BS153 " cell was further elucidated by

the observation that the knock down of EGFRvIII caused a resensitization to erlotinib.

E . .
" cells were tumorigenic

In in vivo experiments with immune deficient mice, BS153 and BS153
and induced invasive tumors, whereas the wtEGFR/EGFRvIII phenotype was preserved. Chronic
erlotinib treatment of RGB labeled BS153 cells showed, that the erlotinib resistant cell line
BS153"F emerged from parental BS153 cell by a modification of gene expression and not by
clonal selection. Besides a modified wtEGFR/EGFRvIII status, BS153"F cells showed increased
expression of the catalytic p1106 subunit of PI3K and decreased expression of PTEN, the most
important negative regulator of the PI3K-Akt signaling pathway. The knock down of PI3K(p1106)

resk

caused a decrease cell proliferation and a resensitization of BS153 " cells to Erlotinib. Because
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PI3K(p1108) is not expressed by healthy brain tissue, the inhibition of PI3K(p1106) is an
interesting and promising new treatment approach to overcome acquired erlotinib resistance.

One possibility to increase the efficacy of EGFR targeted therapy is the modulation of EGFR
expression by epigenetic mechanisms. The present study demonstrates that the treatment of
BS153 and BS153™F cells with histone deacetylase inhibitors (HDACi) results in reduced wtEGFR
and EGFRvIIl expression as well as decreased proliferation, whereas cell migration is not affected
by HDACi treatment. Importantly, the simultaneous inhibition of EGFR and HDAC activity by
Erlotinib and HDACi caused an additive inhibition of BS153 and BS153™ proliferation. Therefore,

resk

it was possible to sensitize BS153 " cell to Erlotinib by parallel treatment with HDAC and the
TKI.

In summary, the upregulation of EGFRvIII and PI3K(p1108) seem to be central mechanisms of the
erlotinib resistance of EGFR amplified and EGFRvIIl expressing GBM cells. Furthermore, the
inhibition of PI3K(p1108) as well as the epigenetic modulation of wtEGFR/EGFRvIII expression by

HDACi are promising treatment approaches to prevent and overcome erlotinib resistance.



7 Anhang

7.1 Materialien

7.1.1 Laborgeréte

Anhang

Die wahrend der Promotion verwendeten Laborgerate sind in Tabelle 19 aufgelistet.

Anwendungsbereich: Zellkultur und sonstige

Bezeichnung

Hersteller

Design Reiskocher Pro 42518

Gastroback GmbH, Hollenstedt

Durchflusszytometer PAS

Partec GmbH, Miinster

FACSAria™ Ill

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Floureszenzlampe

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Fluoreszenzlampe “HBO 50“

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Fluoreszenzmikroskop “Axioskop”

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikroskop “DM IL“

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Mikroskop “DM IRB“

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Nanodrop 2000 Spectrophotometer

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Partec PAS Durchflusszytometer

Sysmex, Norderstedt

pH Meter “CG820“

Schott-Gerdate GmbH, Ludwigshafen

Prazisionswaage “440-33"

Kern Sohn GmbH, Balingen

Power Pac 200

BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA

Schiittler “Polymax”

Heidolph GmbH, Schwabach

Shaker Incubator Series 25

New Brunswick Scientific Co., Inc., New Jersey,
USA

Sicherheitswerkbank HeraSafe Klasse 2

Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund

Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg

Tisch-Kuhlzentrifuge “Biofuge Fresco”

Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund

Tisch-Zentrifuge “Minispin

Eppendorf AG, Hamburg

Vibratom, VT1000S Leica
Vortex Heidolph GmbH, Schwabach
Wasserbad Kottermann GmbH, Uetze

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach

Zellkulturbrutschrank HeraCell

Heraeus Instruments GmbH, Bad Grund

Zentrifuge “Centrifuge 5810

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge “Megafuge 1.0R"

Heraeus GmbH, Bad Grund

-80°C Kuihltruhe

Kryotec GmbH, Hamburg

Anwendungsbereich: RNA-Préparation

Bezeichnung

Hersteller

FlexCycler Thermal Cycler

Analytik Jena AG, Jena

Anwendungsbereich: cDNA-Préiparation

Bezeichnung

Hersteller
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FlexCycler Thermal Cycler

Analytik Jena AG, Jena

Anwendungsbereich: Real-Time-PCR-Analysen

Bezeichnung

Hersteller

7500 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Anwendungsbereich: in vivo-Tierversuche

Bezeichnung

Hersteller

Mikrotiterspritze zur Injektion

Hamilton

Mikrotom ,,SM 2000R“

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Tabelle 19: Laborgerate

7.1.2 Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 20 sind alle verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgelistet

Bezeichnung

Hersteller

Cell Scraper 16 cm

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Combitips advanced (0,1/0,5/1/2,5/5/10 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Combitips Plus (1 /5 /12,5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Einmalspritzen ,,Injekt“ (1 /5 /10 /20 ml)

Braun Melsungen AG, Melsungen

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

Eppendorf AG, Hamburg

Falcon Cellstar-GefalRe (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Filtermembranen Polycarbonat

Neuro Probe, Gaithersburg, Maryland, USA

Fluoromount-G®

SouthernBiotech

Glasgerate (Becherglaser, Kolben etc.)

Schott-Duran, Mainz

anti-Maus IgG Microbeats

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Immobilon-P Transfer Membran (PVDF-Membran),
PorengréfRe 0,45 um

EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

Kulturplatten 35 x 10 mm ,Falcon”

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, New
Jersey, USA

Kulturplatten 100 x 20 mm ,,Falcon“ ERGANZEN

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, New
Jersey, USA

Kryoréhrchen ,,Cryo Pure” (1,6 ml)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

MiniMACS™ MS-S&ule

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Mini-PROTEAN® TGX™ Gels (4-15%)

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Multiwell “Primaria” Flat Bottom 6-Well “Falcon”

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, New
Jersey, USA

Neubauer Zdhlkammer

Rudolf Brand GmbH & Co., Wertheim

Nunc™ MicroWell™ 96-Well-Platten

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Objekttrager SuperFrost®

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG,
Braunschweig

Pipettenspitzen (10 / 200 / 1000 pl)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Pipettten Biosphere® Filter Tips (10 /20 /200 /1000 pl)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Serologische Pipetten “Falcon” (2/5/ 15/ 25 ml)

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, New
Jersey, USA
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Sterile Spitzenvorsatzfilter

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

T-25 Zellkulturflaschen “Falcon”

Jersey, USA

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, New

T-25 “Primaria” Tissue Culture Plates “Falcon”

Jersey, USA

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, New

T-75 Zellkulturflaschen “Cellstar”

Greiner Bio One, Frickenhausen

T-75 “Primaria” Tissue Culture Plates “Falcon”

Jersey, USA

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, New

T-175 Zellkulturflaschen “Falcon”

Jersey, USA

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, New

96-well Platte fiir gPCR

Applied Biosystems, Darmstadt

Whatman Benchkote and Benchkote Plus Absorbent
Papers (3MM)

Whatman International Ldt, Maidstone, GB

X-Ray Filme

Fuji Medical, Dusseldorf

Zellkulturplaten (96-well, 48-well, 24-well, 6-well)

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Tabelle 20 Verbrauchsmaterialien

7.1.3 Kits

In Tabelle 21 sind alle verwendeten Kits tabellarisch aufgefiihrt.

Kit / Array

Hersteller

NucleoSpin RNA XS

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

NucleoSpin RNA 11

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

NucleoSpin Tissue XS

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

NucleoSpin Tissue

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren

NucleoSpin TriPrep

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

CellTiter-Glo®: Luminescent Cell Viability Assays

Promega, Fitchburg, USA

Proteome Profiler Human Phospho-RTK Array Kits

R&D-Systems, Minneapolis, USA

Tabelle 21 Kits

7.1.4 Chemikalien

In Tabelle 22 sind alle verwendeten Chemikalien aufgelistet.

Produkt Hersteller Katalognummer
Aceton Merck KGaA, Darmstadt 1.00013
AlamarBlue™ Serotec, Diisseldorf BUF012B
Alfazyme PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich L11-012
Amplc.|.|I|.n, Natriumsalz, Sigma-Aldrich, Steinheim A9518
lyophilisiert
6-Aminonicotinamide (6-AN) Sigma-Aldrich, Steinheim A68203
Antibody Diluent R t

nt .O y iluent Reagen Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt 003218
Solution
BioPrime DNA Labeling Systems Invitrogen 18094-011
Bio-Spin 30 Tris Saule Bio-Rad 732-6231
BSA, Fraction V, >99% Sigma-Aldrich, Steinheim A-3059
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PAA Laboratories / GE Healthcare Europe GmbH,

BSA, Faction V Velizy-Villacoublay, Frankreich K41-001-100
Carboxy-H2DCFDA Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt C400
Cel D|559C|at|on Solution, Non- Sigma-Aldrich, Steinheim C5914
enzymatic

Chloroform Merck KGaA, Darmstadt 102445
Citifluor antifading solution Agar Scientific AGR1320A
Citronensaure-Monohydrat Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 27490

Complete Mini EDTA-free
(Protease Inhibitor Cocktail
Tablet)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

11 836 170 001

Coomassie Brilliant Blue, R-250 Bio Rad, Hercules, CA, USA 161-0400
4’,6-diamidino-2-phenylindole Vector Laboratories H-1200
;@é?;ﬁf:;o(g;‘p;;nyhnd0|e Sigma-Aldrich, Steinheim D9542
S'gfgf;,’f’;‘_jihj’,lﬁtﬁfjf“®’ 2 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 6053.2
Diff Quik Stain Set Medion Diagnostics AG, Dudingen, Schweiz 130832
Dimethylsulfoxid (DMSQ) MP Biomedicals 196055
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim D-9779
dNTP Set (100mM) Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt 10297-018
EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim E-4884
zfgsvr:hb:;i:;:'(‘érg?; Epithelial Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA AF-100-15
Essigsdure (100%) Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 2234.1000
Eosin (1%) Sigma-Aldrich, Steinheim 45260
Ethanol (abs) Merck KgaA, Darmstadt 1.00983
Z:Z:Zd (abs), Emplura, HPLC Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn 8.18760
Ethidiumbromid (1%) Merck KgaA, Darmstadt 1.11608
Eukitt® Eindeckmedium O. Kindler GmbH, Freiburg

Fotales Kadlberserum (FCS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich A15-151
ngsvr:hb'F':"Crt'z:’(ugi;‘_;:;ir:blaﬂ Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 100-188B
Formalin Losung (10%) Sigma-Aldrich, Steinheim HT501320
Gemcitacinhydrochlorid Sigma-Aldrich, Steinheim G6423
Glutaraldehyd Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 23114
GlutaMAX (100x) Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt 35050-038
Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim G5516
Glycin, 299%, p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 3908.2
hairpin-loop DNA Sigma-Aldrich

Heparin Rotexmedica GmbH, Trittau 20283
HEPES Sigma-Aldrich, Steinheim H-3375
Isopropanol Sigma-Aldrich, Steinheim 24137-52-R
Lipofectamine RNAiMax-Reagent Life Technologies 13778-075
Kaiser’s Glyceringelatine Merck KGaA, Darmstadt 1.09242.0100
Kristallviolett Merck KgaA, Darmstadt 115940
Magermilchpulver Spinnrad GmbH, Bad Segeberg 2231018
Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim M-1028
Hama?laun, Mayer’s Hemaleum Merck KgaA, Darmstadt 109249
Solution

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim M3148
Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim 65548
Natriumacetat (wasserfrei) Merck KgaA, Darmstadt 6268.0250
Natriumazid Merck KgaA, Darmstadt 106688
Natriumchlorid Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 1367.5000
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Natriumcitrat Salz Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 38642
Natriumlaurylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Steinheim L-4390
Natriumorhtovanadat ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA 159564
Natriumpyruvat Biochrom AG L0473
Natronlauge, 1 mol/L (NaOH) Merck KgaA, Darmstadt 1.09137
NovaRed Substrate Kit Vector Labs, Burlingame, CA, USA SK-4800
Oligo-dT Primer ( mM) Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany
Ornidazol Sigma-Aldrich, Steinheim 05879
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Steinheim P6148
PBS Tabletten ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA 2810307
Penicillin/Streptomycin Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt 15140-122
Presicion Plus Protein Standards, Bio Rad, CA, USA 161-0394
Dual Color
Puromycindihydrochlorid Sigma-Aldrich, Steinheim P8833
™ . N
Restore ™ Western Blot Stripping | ) scientific, Rockford, IL, USA 21059
Buffer
Retinsaure Sigma-Aldrich, Steinheim R2625
RNase A Sigma-Aldrich, Steinheim R5000
RNase Out, Ribonuclease Inhibitor | Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt 10777-019
Roti Block Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe A151.1
Salzsdure 1mol/L Merck KgaA, Darmstadt 1.09057
Cambrex Bio Science Rockland Inc., Rockland,
SeaKem LE Agarose ME, USA 50004
Spectrum Orange-dUTP Abbot Molecular, Inc
SuperSignal® West Pico Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 34080
Chemiluminescent Substrate
SuperSignal® West Femto Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 34080
Chemiluminescent Substrate
SuperSc.rlptII Reverse Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt 18064-014
Transcriptase
:'lr(l)s);fcetat-EDTA-Puffer (TAE) Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt 15558-026
Taq DNA Polymerase Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt 10342-020
Temozolomid Sigma-Aldrich, Steinheim 76899
Tris Sigma-Aldrich, Steinheim T1503
Triton X-100 Merck KGaA, Darmstadt
0,05% Trypsin-EDTA-L6sung (1x) Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt 25300-054
Tween-20 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 37470
Wasserstoffperoxid (H,0,) (30%) Merck KGaA, Darmstadt 107209
Ziegenserum DakoDeutschland GmbH X0907

Tabelle 22 Verwendete Chemikalien

7.1.4.1 EGFR-Inhibitoren

Folgende EGFR-spezifische Tyrosinkinase-Inhibitoren (Tabelle 23) und mAK (Tabelle 24) wurden

verwendet:

Name Hersteller Bestellnummer
Erlotinib LC Laboratories E-4007

Gefitinib LC Laboratories G-4408

Tabelle 23 EGFR-spezifische Tyrosinkinase-Inhibitoren



https://www.lclabs.com/PRODFILE/D-F/E-4007.html

Anhang

Name

Hersteller

Bestellnummer

Cetuximab

Zu Verfigung gestellt von Eli Lilly and Company
(ehemals ImClone Systems)

Tabelle 24 EGFR-spezifische mAK

7.1.4.2 HDAC Inhibitoren

Im Folgenden sind alle verwendeten HDAC-Inhibitoren, sowie deren Eigenschaften tabellarisch

aufgefihrt (Tabelle 25).

Name

TSA

SAHA

Synonym

Trichostatin A

Vorinostat; Zolinza; Octanedioic acid
hydroxyamide phenylamide

Chemische Formel

C17H22N203

C14H20N203

chemischer Name

[R-(E,E)]-7-[4-(Dimethylamino)phenyl]-
N-hydroxy-4,6-dimethyl-7-oxo-2,4-
heptadienamide

N1-hydroxy-N8-phenyl-octanediamide

Molekular Gewicht |302.37 264,33 g/mol

Klasse Hydroxamate Hydroxamate

Spezifitat Klasse I, lla, llb, IV (nicht HDACS) Klasse |, lla, llb, IV

Firma Cal Biochem Cayman Chemical Company
Bestellnummer 647926 10009929

Name Scriptaid MS-275
Synonym Etinostat, SNDX-275, MS-27-275
Chemische Formel CygH1gN,0, Cy1HoN,405

chemischer Name

6-(1,3-Dioxo-1H,3H-
benzo[de]isoquinolin-2-yl)-hexanoic-

(Pyridin-3-yl)methyl (4-[(2-
aminophenyl)carbamoyl]phenyl)methyl)-

acid hydroxyamide carbamat
Molekular Gewicht | 326,36 g/mol 376,4 g/mol
Klasse Hydroxamate Benzamidine
Spezifitat N/A --> Alex klasse | HDAC 1,3 (HDAC 8 marginal)
Firma Cayman Chemical Company US Biological
Bestellnummer 10572 M4693-15A
Name CUDC-101
Synonym
Chemische Formel | Cy4H»N40,

chemischer Name

7-[[4-(3-Ethynylphenylamino)-7-
methoxyquinazolin-6-ylJoxy]-N-
hydroxyheptanamide

Molekular Gewicht | 434,49 g/mol

Klasse

Spezifitat Klasse |, lla, llb und EGFR, HER2
Firma Sigma Aldrich

Bestellnummer EPS003-5MG

Tabelle 25 Verwendete HDAC-Inhibitoren
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7.1.5 PI3K Inhibitoren

Der folgende PI3K Inhibitor wurde verwendet:

PX-866 LC Laboratories (Bestellnummer: P-7501)

7.1.6 Losungen und Puffer

Im Folgenden sind alle verwendeten Losungen und Puffer tabellarische aufgefiihrt (Tabelle 26).

Bezeichnung Zusammensetzung

27 mL Stammldsung A + 123 ml Stammldsung B + 1350 mL ddH,0

Stammldsung A:
Citratpuffer (10 mM, pH 6,0) 0,1 M Citronensaure-Monohydrat in dest. H,0

Stammldsung B:
0,1 M Natriumcitrat auf in dest. H,O

0,077 % (w/v) Coomassie
25 % Isopropanol

10 % Eisessig

in dest. H20

Coomassie-Losung

0,1 M Tris/HCl, pH 7,4

50 % (v/v) B-Mercaptoethanol
25 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Lammli-Puffer (10x)

1,87 M Gylcin
Laufpuffer 0,25 M Tris-HCI
1% (w/v) SDS

0,15 M NaCl
TNT 10 mM Tris-HCL
0,05 % Tween 20

1,92 M Glycin

Transferpuffer 0,5 M Tris-HCL

0,05 M Tris
0,145 M NacCl
0,01 % Triton
pH 7,6

Tris-Triton-Puffer (TPP)

1 % Triton
Triton-X-Lysispuffer Complete Protease Inhibitor (Roche)
2 mM Orthovanadat

Tabelle 26 Losungen und Puffer

7.1.7 Medien fir die Zellkultur

Nachfolgenden sind alle in der Zellkultur verwendeten Medien aufgelistet (Tabelle 27).

Bestellnummer

Bezeichnung Hersteller
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (1x), | Gibco, Life Technologies GmbH, 31966-021
high glucose, GIutaMAXTM, Pyruvate Darmstadt
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), high | Gibco, Life Technologies GmbH, 21063-029
glucose, HEPES, no Phenol Red Darmstadt
Neurobasal A-Medium (1x) Gibco, Life Technologies GmbH, 52400-025

Darmstadt
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Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 | Gibco, Life Technologies GmbH,
. 10888-022
Medium Darmstadt
DPBS (1x) Dulbecco's Phosphate Buffered Saline Gibco, Life Technologies GmbH, 14190-814
Darmstadt
0,05 % Trypsin-EDTA Gibco, Life Technologies GmbH, 25300-54
Darmstadt

Tabelle 27 Medien fur die Zellkultur

7.2 Ergebnisse der bioinformatischen RTK-Array-Auswertung

reskt

Tabelle 28 RTK-Array-Daten von BS153- und BS153~"-Zellen
RTK-Array BS153-Zellen RTK-Array BS153"*-Zellen
Koordinaten Rezep't.o r Rezeptor Array-Werte Koordinaten Rezep't.o r Rezeptor Array-Werte
Familie Familie
A1 Reference Spots 10.811 A1l Reference Spots 24.667
A 2 Reference Spots 14.883 A 2 Reference Spots 18.688
A 23 Reference Spots 14.815 A 23 Reference Spots 11.936
A 34 Reference Spots 14.035 A 34 Reference Spots 10.542
B 1 EGFR EGFR 8.767 B 1 EGFR EGFR 7.676
B 2 EGFR EGFR 14.223 B 2 EGFR EGFR 21.763
B 3 EGFR ErbB2 1.105 B 3 EGFR ErbB2 0.673
B 4 EGFR ErbB2 0.720 B 4 EGFR ErbB2 0.570
B 5 EGFR ErbB3 0.522 B 5 EGFR ErbB3 0.505
B 6 EGFR ErbB3 0.508 B 6 EGFR ErbB3 0.520
B 7 EGFR ErbB4 0.450 B 7 EGFR ErbB4 0.511
B 8 EGFR ErbB4 0.480 B 8 EGFR ErbB4 0.517
B 9 FGFR FGF R1 0.530 B 9 FGFR FGF R1 0.570
B 10 FGFR FGF R1 0.541 B 10 FGFR FGF R1 0.567
B 11 FGFR FGF R2a 0.556 B 11 FGFR FGF R2a 0.622
B 12 FGFR FGF R2a 0.560 B 12 FGFR FGF R2a 0.620
B 13 FGFR FGF R3 0.497 B 13 FGFR FGF R3 0.518
B 14 FGFR FGF R3 0.519 B 14 FGFR FGF R3 0.518
B 15 FGFR FGF R4 0.477 B 15 FGFR FGF R4 0.472
B 16 FGFR FGF R4 0.484 B 16 FGFR FGF R4 0.468
B 17 Insulin R Insulin R 0.538 B 17 Insulin R Insulin R 0.523
B 18 Insulin R Insulin R 0.523 B 18 Insulin R Insulin R 0.531
B 19 Insulin R IGF-I R 0.546 B 19 Insulin R IGF-IR 0.440
B 20 Insulin R IGE-I R 0.562 B 20 Insulin R IGF-IR 0.431
B 21 Axl Axl 1.138 B 21 Axl Ax 0.590
B 22 Axl Axl 1.158 B 22 Axl Axl 0.622
B 23 Axl Dtk 0.560 B 23 Axl Dtk 0.455
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B 24 Ax Dtk 0.567 B 24 |[Ax Dtk 0.431
c 1 Ax Mer 0572 c 1 Axl Mer 0.579
c 2 Axl Mer 0.624 c 2 Axl Mer 0.624
c 3 HGF R HGF R 0547 c 3 HGF R HGF R 0.571
cC 4 HGF R HGF R 0525 C 4 HGF R HGF R 0.538
cC 5 HGF R MSP R 0.556 c 5 HGF R MSP R 0.691
C 6 HGF R MSP R 0.530 cC 6 HGF R MSP R 0.664
c 7 PDGF R PDGF Rol 0461 c 7 PDGF R PDGF Rat 0.523
c 8 PDGE R PDGF Rt 0.474 c 8 PDGF R PDGF Ra 0.544
cC 9 PDGE R PDGF RB 0.628 c 9 PDGF R PDGF RB 0.736
C 10 PDGE R PDGF RB 0.643 C 10 | PDGFR PDGF RB 0.695
c 11 PDGFR | SCER 0516 C 11 | PDGFR SCFR 0.568
c 12 PDGER | SCER 0.503 C 12 | PDGFR SCFR 0.570
c 13 PDGF R Flt-3 0.464 C 13 | PDGFR Flt-3 0.481
C 14 PDGE R Flt-3 0.463 C 14 | PDGFR Flt-3 0.477
c 15 PDGF R M-CSF R 0.584 c 15 PDGFR M-CSF R 0.583
C 16 PDGF R M-CSF R 0.606 c 16 PDGFR M-CSF R 0.586
c 17 RET c-Ret 0.509 C 17 | RET c-Ret 0.498
c 18 RET c-Ret 0.508 C 18 | RET c-Ret 0.521
c 19 ROR ROR1 0521 C 19 | ROR ROR1 0.499
cC 20 ROR ROR1 0.498 C 20 |ROR ROR1 0.482
c 21 ROR ROR2 0712 C 21 |ROR ROR2 0.707
c 22 ROR ROR2 0.657 C 22 |ROR ROR2 0.671
c 23 Tie Tie-1 0.539 c 23 |Tie Tie-1 0.446
c 24 Tie Tie-1 0.540 C 24 |Tie Tie-1 0.430
D 1 Tie Tie-2 0553 D 1 Tie Tie-2 0.581
D 2 Tie Tie-2 0.537 D 2 Tie Tie-2 0.633
D 3 NGE R TrkA 0.475 D 3 NGF R TrkA 0.574
D 4 NGF R TrkA 0.487 D 4 NGF R TrkA 0.549
D 5 NGF R TrkB 0478 D 5 NGF R TrkB 0.571
D 6 NGF R TrkB 0.487 D 6 NGF R TrkB 0.541
D 7 NGF R TrkC 0.486 D 7 NGF R TrkC 0.572
D 8 NGF R TrkC 0477 D 8 NGF R TrkC 0.573
D 9 VEGF R VEGF R1 4.082 D 9 VEGF R VEGF R1 3.561
D 10 VEGE R VEGE R1 4124 D 10 | VEGFR VEGF R1 5.316
D 11 VEGE R VEGE R2 0473 D 11 | VEGFR VEGF R2 0.508
D 12 VEGF R VEGF R2 0467 D 12 | VEGFR VEGF R2 0.484
D 13 VEGF R VEGF R3 0491 D 13 | VEGFR VEGF R3 0.583
D 14 VEGE R VEGE R3 0.530 D 14 | VEGFR VEGF R3 0.590
D 15 MuSK MuSK 0.482 D 15 | Musk MuSK 0.520
D 16 MUSK MUSK 0.504 D 16 | Musk MuSK 0.495
D 17 Eph R EphAl 0.585 D 17 | EphR EphAl 0.621
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D 18 Eph R EphA1 0.620 D 18 | EphR EphAl 0.681
D 19 Eph R EphA2 0481 D 19 | EphR EphA2 0.506
D 20 Eph R EphA2 0472 D 20 |EphR EphA2 0.488
D 21 Eph R EphA3 0.438 D 21 |EphR EphA3 0.437
D 22 Eph R EphA3 0467 D 22 |EphR EphA3 0.431
D 23 Eph R EphA4 0581 D 23 |EphR EphA4 0.450
D 24 Eph R EphA4 0.561 D 24 |EphR EphA4 0.427
E 1 EphR EphA6 0.489 E 1 EphR EphA6 0.480
E 2 EphR EphA6 0.494 E 2 EphR EphA6 0.517
E 3 EphR EphA7 0.493 E 3 EphR EphA7 0.577
E 4 Eph R EphA7 0.483 E 4 Eph R EphA7 0.533
E S Eph R EphB1 0.460 E 5 EphR EphB1 0.515
E 6 Eph R EphB1 0.454 E 6 EphR EphB1 0.522
E 7 EphR EphB2 0.507 E 7 EphR EphB2 0.602
E 8 Eph R EphB2 0.529 E 8 EphR EphB2 0.611
E 9 Eph R EphB4 0.492 E 9 EphR EphB4 0.599
E 10 Eph R EphB4 0.491 E 10 Eph R EphB4 0.547
E 11 Eph R EphB6 0.504 E 11 | EphR EphB6 0.549
E 12 Eph R EphB6 0436 E 12 | EphR EphB6 0.541
E 13 InsulinR | ALK 0.496 E 13 | InsulinR | ALK 0.519
E 14 InsulinR | ALK 0.496 E 14 |InsulinR | ALK 0.515
E 15 DDR1 0.509 E 15 DDR1 0.583
E 16 DDR1 0.521 E 16 DDR1 0.545
E 17 DDR2 0.493 E 17 DDR2 0.517
E 18 DDR2 0.499 E 18 DDR2 0.505
E 19 Eph R EphAS 0.505 E 19 | EphR EphAS 0.515
E 20 Eph R EphAS 0.480 E 20 Eph R EphAS 0.519
E 21 Eph R EphA10 0.430 E 21 | EphR EphA10 0.431
E 22 Eph R EphA10 0.440 E 22 |EphR EphA10 0.421

Reference 11.898
E 1 Reference 10.625 F o1

Spots Spots

Reference 10.947

E 2 Reference 21796 E 2
Spots Spots

F 5 EphR EphB3 0.421 F 5 EphR EphB3 0.453
F 6 EphR EphB3 0.415 F 6 EphR EphB3 0.455
F 7 RYK 0.419 F 7 RYK 0.462
F 8 RYK 0.429 F 8 RYK 0.452
F 23 PBS (-) 9.067 F 23 | PBS() 9.511
F 24 | pes() 17.618 F 24 |[PBs() 14.682
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7.4 Abkirzungsverzeichnis

5-ALA 5-Aminolavulinsaure

ug Mikrogramm

UM Mikromolar

A Alanin

AA anaplastisches Astrozytom
Acetyl-CoA Acetyl-Coenzyms A

ADAM a disintegrin and metalloprotease
AML myeloische Leukdamie

AOA anaplastisches Oligoastrozytom
AOD anaplastisches Oligodendrogliom
AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

BAD Bcl-2 assoziierter Agonist des Zelltods
BBM bone marrow-derived macrophages
Bcl2 B-Cell CLL/Lymphoma 2

BCNT boron neutron capture therapy
BCNU Bis-Chlorethyl-Nitroso-Urea

BHS Blut-Hirn-Schranke

BLK B-cell lymphocyte tyrosine kinase
BS153"*F Erlotinib resistente BS153 Zellen
bzw beziehungsweise

CBP CREB-binding protein

CcD cluster of differentiation

CDK4 cyclin-dependent kinase 4

CED convection-enhanced delivery

ch chimare Form

CRC colorectal cancer cells

CREB cAMP response element-binding protein
Csc cancer stemm cells

CTC circulating tumor cells

CTCL cutaneous T cell ymphoma

d Tage

D Asparaginsaure

DA diffuses Astrozytom

ddH,0 destilliertes Wasser

DNA deoxyribonucleic acid

E1A adenovirus early region 1A

EBRT external beam radiation therapy
EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor
EGFRvIII vlll Splicevariante des EGFR

EMT epelthiale mesenchymal transition


http://en.wikipedia.org/wiki/Cutaneous_T_cell_lymphoma

Erk
FAM
FCS
FISH
FRET

GAPDH
GBM
Grb2
GSK3
Gy

h

H292
H,0

H3
HB-EGF
HAT
HDAC
HDACi
HMGB1
HNSCC
hpf
HSP90
ICD-O Code
IDH
IGF
IGF-R
IgG
IMRT
K

Kb

kDA
kHz
KLH
KPS
LeGO
LIF
LOH10
LTR

MACS
mAK
MAP
MAPK

extracellular signal-regulated kinase
6-carboxyfluorescein

forward scatter

fluorescent in situ hybridization
Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
Glycin
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glioblastom

growth factor receptor-bound protein 2
Glycogen synthase kinase 3

Gray

Stunde

NSCLC Zellinie

Wasser

Histon 3

heparin binding EGF-like growth factor
Histonacetylasen

Histondeacetylase

HDAC-Inhibitoren
high-mobility-group-protein B1
Plattenepithelkarzinom des Kopf und Nackens
high power fields

heat shock protein 90

Code der International Classification of Diseases for Oncology
Isozitrat Dehydrogenase

insulin-like growth factor

insulin-like growth factor receptor
Immunglobulin

intensity modulated radiation therapy
Lysin

Kilobasenpaare

Kilodalton

Kilohertz

keyhole limpet hemocyanin
Karnofsky-Index

Lentiviral gene ontology

leukemia inhibitor factor

Loss of heterozygosity on chromosome 10
long terminal repeat

Meter

Magnetic Activated Cell Sorting
monoklonaler Antikorper
mitogen-activated protein
mitogen-activated protein kinase



http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescein

MEK MAPK/Erk

mg Milligramm

MGMT OS—Methnguanin—DNA—MethyItransferase
min Minuten

ml Milliliter

MOl multiplicity of infection

MRNA messenger RNA

MRT Magnetresonanztomographie

MSPR Macrophage-stimulating Protein Receptor
mTor mammalian target of rapamycin

NF-«kB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
NIH 3T3 mouse embryonic fibroblast cells

nM Nanomolar

NSCLC non-small cell lung cancer

OA Oligoastrozytom

oD Oligodendrogliom

Olig2 Oligodendrocyte transcription factor 2

oP Operation

P Prolin

PCR polymerase chain reaction

PDF Polyvinylidendifluorid

PDK1 Pyruvate dehydrogenase lipoamide kinase isoenzyme 1
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PI3KCA Gen der kathalytischen Untereinheit der PI3K
PI3KR Gen der regulatorische Untereinheit der PI3K
PI(4,5)P, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PI(3,4,5)P; Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat

PKB Protein Kinase B

pmol Pikomol

PTB phosphotyrosin bindingsite

PTEN Phosphatase und Tensin Homolog

gPCR guantitative real time polymerase chain reaction
R Argenin

RGB Rot Griin Blau

RIPK2 Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2
RL relative Lumineszenz

RNA Ribonucleic acid

ROCK Rho-associated protein kinase

RohA Ras homolog gene family, member A

ROS reactive oxygen species

RT Raumtermperatur

S Serin

SA Standardabweichung

SCCHN squamous cell carcinoma of the head and neck



SDS
SDS-Page
SETA
scr
SFFV
SH
SHC
SHIP
SiRNA
SIRT
SKMG-3
SCLC
Smad?7
Sos
Sox2
SRY
SSC
STAT
T
TGF-a
TK

TKI
TKR
T™MZ
TP53
TSC
TSC2
TSZ
u.a.
U373
UKE
uPA
uPAR
Vv
VEGF
WHO
wPRE
wtEGFR
Y

z.B.
ZNS

sodium dodecyl sulfate
SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese

SH3 domain-containing gene expressed in tumorigenic astrocytes
Scrambled

spleen focus-forming virus (Promotor)
Src-Homologie Domanen

SH domain-containing adaptor protein

SH2 Domane beinhaltende Inositol Phosphatase
small interfering RNA

Sirtuin

Gliom-Zelllinie

small cell lung cancer

mothers against decapentaplegic homolog 7
son of sevenless

sex determining region Y (SRY)- box 2

sex determining region Y

sideward scatter

signal transducer and activator of transcription
Threonin

transforming growth factor a

Tyrosinkinase

Tyrosin-Kinase Inhibitoren
Tyrosinkinaserezeptor

Temozolomid

Tumor Protein P53

tuberose Sklerose

Tuberous Sclerosis Complex 2
Tumorstammzelle

unter anderem

Gliomzelllinie

Universitatsklinikum-Eppendorf, Hamburg
urokinase-type plasminogen activator
urokinase-type plasminogen activator receptor
Valin

vascular endothelial growth factor
Weltgesundheitsorganisation

woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element
wildtyp EGFR

Tyrosin

zum Beispiel

zentralen Nervensystems
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