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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

In Deutschland hat sich die Inzidenz der Tumorerkrankungen seit den 70er Jahren fast
verdoppelt. Hirntumore machten dabei im Jahr 2013 1,4 % der Neuerkrankungen bei Frauen
und 1,6 % bei Mannern aus. Mit einer durchschnittlichen 5 Jahres Uberlebensrate von nur 22,5
% zwischen 2011 und 2013 z&hlen sie zu den aggressiveren Tumorarten. (1) Unter den
Hirntumoren machen die sogenannten gliomatésen Tumore (Gliome) etwa zwei Drittel aus. lhre
Ursprungszellen sind im glialen Stlitzgewebe lokalisiert. Unter den Gliomen istdie am haufigsten
auftretende Tumorfamilie die der Astrozytome, welche von Astrozyten abstammen.
Glioblastoma multiforme stellen die maligneste Tumorart dieser Familie mit der schlechtesten

Prognose dar. (2, 3)

1.1 GLIOBLASTOMA MULTIFORME (GBM)

Das GBM ist der haufigste und aggressivste hirneigene Tumor im Erwachsenenalter und hat
meist eine infauste Prognose. Jahrlich erkranken pro 100.000 Menschen in Nordamerika 3,19
neu an GBM. Manner sind 1,6-mal haufiger betroffen als Frauen. (4—6) Die durchschnittliche
Lebenserwartung betragt derzeit unter Standardtherapie ca. 15 Monate, die 5 Jahres-Uberle-
bensrate liegt bei etwa 5 %. (7-10) Das mittlere Erkrankungsalter betragt 62,2 + 13,4 Jahre. Ein
hdheres Alter bei Diagnosestellung erhdht die Lebenserwartung und ist damit ein positiver prog-
nostischer Marker. (6, 11) Padiatrische Patienten mit GBM sind seltener anzutreffen, haben

jedoch mit einer 5 Jahres-Uberlebensrate von 15-35 % eine bessere Prognose. (3, 12—14)

1.1.1 ATIOLOGIE

Die genauen Ursachen flr die Entstehung von GBM sind weitgehend unbekannt. (15) Ein fami-
lidr gehauftes Auftreten wird nur in 1 % der Falle beobachtet. (9) Allerdings ist das GBM mit
einigen Erkrankungen assoziiert, beispielsweise dem Retinoblastom (16), dem Zytomegalie-
virus (17) oder Tumorsyndromen wie dem Turcot Syndrom, dem Li-Fraumeni Syndrom oder der
Neurofibromatose Typ | (15, 18-21). Bei Assoziationsstudien wurden ein geringfugig haufigeres
Auftreten von Aberrationen bestimmter Risikoallele in Zusammenhang mit der Entstehung eines
GBM beobachtet, wie beispielsweise ein Allelverlust des Chromosoms 9p, oder Chromosom
20g. (22) Als weitere haufig auftretende genetische Aberrationen werden der Verlust der

Heterozygotie des Chromosoms 10 (11), oder Allelverluste auf Chromosom 13q (23), 199 (24)
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oder 22q (25) angefuhrt. Der bislang einzige gesicherte exogene Risikofaktor ist eine Strahlen-

exposition des Kopfes. (9)

1.1.2 KLASSIFIKATION

Es gibt verschiedene Klassifikationsarten fur Hirntumoren. Die haufigste und bekannteste ist die
WHO Einteilung der Tumore des zentralen Nervensystems. Dabei werden Entitdten und
Dignitaten der Tumore anhand der Histologie, Molekularpathologie, Mitoseaktivitdt und der
Gefalproliferation beschrieben. Diese tragen zur Diagnosefindung, Prognose und Vergleich-
barkeit von Tumoren bei. Mit steigender Malignitdt werden die Tumore dabei einem hoheren
WHO-Grad zugeteilt. (26)

Da das GBM viele Kernatypien, infiltratives Wachstum und pathologische Gefalmuster
aufweist, wird es dem hochsten WHO Grad IV zugeordnet (Tab. 1). (27, 28)

Tumorfamilie Tumorentitat Gradl Gradll Grad lll Grad IV

Astrozytare Tumoren z. B. Pilozystisches Astrozy- )
tom

z. B. Diffuses Astrozytom 0

Anaplastisches Astrozytom 0

Glioblastom 0

TABELLE 1: KLASSIFIKATION VON ZNS TUMOREN, MODIFIZIERT NACH RADNER ET AL. 2002 (27)

Histologisch werden auch Sonderformen des GBM beschrieben, wie das Kleinzell-Glioblastom,
mit kleinen monomorphen rundlichen Zellen, das GBM mit oligodendroglialer Komponente, das
groBe Ahnlichkeit mit den Oligodendrogliomen aufweist, oder Riesenzellglioblastome, mit
multinukledren Riesenzellen. (26) Bei Kindern werden neben den Riesenzellglioblastomen noch
das Gliosarkom und das epitheloide Glioblastom beobachtet. (29)

Das GBM kann zudem in primares und sekundares GBM unterteilt werden (Abb.1). Das primare
GBM (90-95 % der Falle) entsteht de novo und tritt vorwiegend bei alteren Menschen auf. Das
sekundare GBM (5-10 % der Falle) entsteht durch Differenzierung von niedriggradigen
Astrozytomen und tritt haufiger bei jungen Menschen auf. (30, 31) Auch ein Astrozytomrezidiv

kann als sekundares GBM auftreten. (32)
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Astrozyten J

v

Diffuses Astrozytom
(WHO Grad Il) o

v

Anaplastisches Astrozytom J

(WHO Grad Ill)

v v v

Sekundares Glioblastom Primares Glioblastom
(WHO Grad IV) (WHO Grad IV) J

ABBILDUNG 1: ENTSTEHUNGSWEGE DES GLIOBLASTOM
EIGENE DARSTELLUNG IN ANLEHNUNG AN OHGAKI ET AL, 2004 (11)

Primare und sekundare GBMs weisen spezifische molekulare Eigenschaften auf. So zeigen
primare GBMs eine erhdhte EGFR-Amplifikationsrate sowie die Mutation oder Deletion des
Tumorsuppressors PTEN, wahrend sekundare GBMs haufig p53 Mutationen aufweisen. (23,
33, 34)

Weiterhin kdnnen GBMs basierend auf dem Expressionsprofil spezifischer Markergene in 4
molekulare Subtypen unterteilt werden (Tab. 2). Durch ihre verschiedenen molekularen Modifi-
kationen unterscheiden sich die verschiedenen Subtypen auch in ihrer Therapieresponse und
der Prognose. So wird dem sogenannten proneuralen Subtyp eine bessere Prognose zugespro-
chen als den anderen Subtypen, allerdings auch ein schlechteres Ansprechen auf Radio- oder
Radiochemotherapie. Diese Klassifizierung kann genutzt werden, um die Therapie zu
individualisieren und damit zu optimieren. (35-37)

GBM Subtyp Markergen
Mesenchymal NF1

Neural SYT1
Proneural PDGFRa/IDH1
Klassisch EGFR

TABELLE 2: GLIOBLASTOMA MULTIFORME SUBTYPEN UND IHRE MARKERGENE (36)
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1.1.3 HISTOLOGIE UND MOLEKULARPATHOLOGIE

GBM sind histologisch charakterisiert durch eine Kern- und Zellpleomorphie sowie einer hohen
Zelldichte. Die Zellvariationen reichen von kleinen undifferenzierten Rundzellen, Gber bipolare
Zellen, bis hin zu multipolaren Zellen oder Riesenzellen. (38) Haufig werden strichférmige,
verfettete Nekrosen, die dicht von Tumorzellen umgeben sind, sogenannte "Pseudopalisaden”,
beobachtet. Des Weiteren zeigen GBM eine hohe Vaskularisation, Blutungen und eine hohe
Mitoserate. Dieses bunte Schnittbild ist fir das GBM charakteristisch und sehr variabel in seiner
Zusammensetzung. (38—40)

Molekularpathologisch zeigen GBMs haufig einen Verlust von Tumorsuppressorgenen, wie Rb1
und p53, sowie eine verstarkte Aktivitat der Signalwege, beispielsweise des PISK/Ak/mTOR
Signalwegs. (41, 42) Die verstarkte Signalweg-Aktivitat wird haufig durch Mutationen von Sig-
nalproteinen, wie bspw. PTEN oder durch Amplifikation von EGFR hervorgerufen. Beide sind
Ofter bei primaren, als bei sekundaren GBM anzutreffen. Auch andere Mutationen, wie bspw.
von KRAS oder BRAF, werden, wenn auch weit seltener, bei GBM vorgefunden. (23, 43—46)
Ein positiver prognostischer Marker des GBM ist eine reduzierte MGMT (O8-Methylguanin—-DNA
Methyltransferase) Proteinexpression, die aus einer Hypermethylierung des MGMT Promotors
resultiert. Durch die verringerte Expression dieses Reparaturenzyms wird die Wirkung DNA-
angreifender Chemotherapeutika verbessert. Weiterhin kommen hauptsachlich bei sekun- daren
GBM somatische Mutationen der Isozitrat Dehydrogenase 1 (IDH1) auf Chromosom 2q und
IDH2 auf Chromosom 15q vor, die ebenfalls mit einer besseren Prognose einhergehen. (35, 41,
47-51)

1.1.4 KLINIK UND DIAGNOSTIK

GBM stammen aus der weil3en Hirnsubstanz (52) und sind am haufigsten im Grof3hirn fronto-
temporal lokalisiert (38). Die Tumorzellen migrieren vorwiegend an myelinisierten Bahnen ent-
lang, auch ein bilaterales Wachstum tiber den Balken ist moglich. Ist dies der Fall, wird das GBM
auch als Schmetterlingsgliom bezeichnet. Durch ihr infiltrierendes und destruktives Wachstum
flhren sie zu einer Verdrangung des umliegenden Gewebes. (38, 53) Da das GBM ein schnell
wachsender Tumor ist, treten erste Symptome bereits innerhalb von 3-5 Monaten auf.
Peritumoral bilden sich meist Odeme, sodass es durch die verstérkte Raumforderung zu
Fokalausfallen abhangig von der anatomischen Lage kommen kann. Hierbei erscheinen Kopf-
schmerzenund epileptische Anfélle als haufigste Symptome. Durchden gestorten Liquorabfluss

kommt es des Weiteren zum erhdhten Hirndruck mit Ubelkeit und Erbrechen. Auch fiihrt das
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GBM haufig zu einem Papillenédem, das aufgrund von symptomatischen Sehstérungen
wegweisend fur die Diagnosestellung sein kann. (40, 54-56)

Bildgebende Verfahren, hauptsachlich die Magnetresonanztomografie oder auch die Compu-
tertomografie, sind fur die Diagnostik notwendig. Es zeigt sich meist eine stark und irregular
Kontrastmittel aufnehmende heterogene Raumforderung mit zentralen Nekrosen und
perifokalem Odem. Das Angiogramm zeigt eine starke Vaskularisierung. Eine stereotaktische
Biopsie oder eine Tumorresektion mit histologischer Untersuchung fuhren zur Diagnosefindung.
(40, 53, 54) Die histologische Begutachtung des Resektats erfolgt nach Farbung von Gewebe-
schnitten mit Hamatoxylin und Eosin, sowie einer immunhistochemische Analyse von GFAP und
S100 zum Nachweis der neuronalen Abstammung. Zur Sicherstellung der Diagnose werden
gegebenenfalls weitere molekularpathologische Untersuchungen zur Charakterisierung des
Tumors herangezogen. (40)

1.1.5 THERAPIE

Aufgrund der Bosartigkeit des GBM und der bislang meist infausten Prognose werden die
Therapieoptionen in gemeinsamer Entscheidungsfindung mit dem Patienten abgewogen. (6)
Stupp et al. haben seit 2005 mit der Verlangerung der medianen Uberlebensrate um ca. 3-4
Monate durch das Zytostatikum Temozolomid die Standardtherapie bis heute malfigebend
gepragt. (8, 57) Dennoch sind die Perspektiven unzureichend und die Suche nach weiteren

neuen Therapiemadglichkeiten ist unabdingbar.

1.1.5.1 THERAPIE NACH LEITLINIE

Die primar kurativ intendierte Therapie des GBM, nach den Leitlinien der deutschen Gesell-
schaft fur Neurologie von 2015, schliet das Bemuhen um eine initiale Totalresektion des
Tumors ein. Durch diffuse Infiltration des Tumors in umliegendes Hirnparenchym wird er zur
besseren Visualisierung wahrend der Operation haufig mit 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) fluo-
reszenzmarkiert. (40, 58) Die Therapie wird durch eine postoperative Bestrahlung der erweiter-
ten Tumorregion mit 50-60 Gray in 1,8-2 Gray Fraktionen Uber einen Gesamtzeitraum von 6-7
Wochen erganzt. Die Strahlendosis wird in der Tumorhdhle mit einem Randsaum von 2-3 cm
am hdchsten angesetzt und nimmt nach auf3en hin ab. Konkomitant wird taglich eine Chemo-
therapie mit Temozolomid -entsprechend dem oben beschriebenen Protokoll von Stupp et al.-
mit 75 mg/m? Korperflache angewandt. Nach dieser sogenannten Begleittherapie-Phase mit
kombinierter Radiochemotherapie wird Temozolomid in der darauffolgenden Monotherapie-
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Phase fur bis zu sechs Zyklen weiter adjuvant verabreicht. Ein Zyklus hat die Dauer von 28
Tagen, wobei 150 mg bis 200 mg/m? Temozolomid an den ersten 5 Tagen des Zyklus
verabreicht werden (Abb. 2). (8, 40, 57, 59, 60)

Strahlen- und Intermittierende Chemotherapie Zyklen
Chemothera-
pie
X-Ray + TMZ 1 2 3 = 5 6
opP 6 10 14 18 22 26 30

Wochen

ABBILDUNG 2: GLIOBLASTOMA MULTIFORME BEHANDLUNGSSCHEMA
EIGENE DARSTELLUNG IN ANLEHNUNG AN STUPP ET AL. 2005 (1)

Bei alteren Patienten (> 60 Jahre) wird derzeit nach der Totalresektion des Tumors zwischen
einer Strahlentherapie, oder einer Chemotherapie mit Temozolomid bei positivem MGMT -
Status entschieden. (8, 40, 61-63) Nach einmaliger Bestimmung des MGMT-Status eines
Patienten ist auch bei einem Rezidiv keine erneute Kontrolle nétig, da dieser gleich bleibt. (64)
Leider wird durch die derzeitige Therapie noch viel benachbartes, normales Hirngewebe
geschadigt und die Ruckfallrate ist hoch. (65)

Die Therapie des Rezidivs besteht bei guter anatomischer Lage des Tumors und bei gutem
Allgemeinzustand des Patienten meist aus Resektion. Adjuvant werden haufig die Zytostatika
Temozolomid bzw. Vincristin verabreicht, oder es wird stereotaktische hypofraktionierte Strah-
lentherapie angewandt. Fur die Behandlung alterer Patienten und fir die Behandlung des
rezidivierten GBM gibt es derzeit noch kein einheitliches Therapieschema. (40, 47, 66—70)

Bei der primar palliativen Therapie kann eine Bestrahlung mit insgesamt 30-45 Gray in hdheren
Einzelfraktionen von 2,5-3 Gray sinnvoll sein, da der Benefit der Schmerzfreiheit und der
Eindammung der Ausfallerscheinungen den Langzeitschaden durch die Nebenwirkungen
Uberlegen ist. (61, 71, 72) Zur Linderung der 6dembedingten Beschwerden koénnen
Corticosteroide zur Senkung des Hirndrucks verabreicht werden. (73)

1.1.5.2 PERSONALISIERTE THERAPIEANSATZE

Aufgrund der bislang unbefriedigenden Therapierbarkeit von GBM befinden sich zahlreiche per-

sonalisierte Therapieansatze in der Entwicklung. Mit dem Ziel eines besseren Therapieerfolgs
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bei geringeren Nebenwirkungen soll sich die personalisierte Therapie an dem fur den Patienten
individuell ermittelten molekularen Profil ausrichten. (74)

Ein Ansatz stellt dabei der Einsatz spezifischer Antagonisten dar, welche gegen bestimmte
Eigenschaften eines individuellen Tumors auf Basis seiner genetischen Heterogenitat und
seiner molekularpathologischen Gegebenheiten gerichtet sind. Diese Therapien richten sich
beispielsweise gegen die in GBM haufig exprimierten Ligand-Rezeptor-Systeme, wie Plateled-
derived growth factor receptor (PDGFR), vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)
und Epidermal growth factor receptor (EGFR), oder gegen veranderte Signalkaskademolekiile,
wie Ras, Raf, Src oder mTor. (75-92) Zur Hemmung der Zellmigration und der bei GBM gestei-
gerten Angiogenese werden Integrine haufig Ziel spezifischer Inhibierung. (90, 93-98) (Abb. 3
und Abb. 4)
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ABBILDUNG 3: SIGNALWEGE UND ANGRIFFSPUNKTE DER PERSONALISIERTEN THERAPIE

EIGENE DARSTELLUNG IN ANLEHNUNG AN WANG ET AL. 2015 (90)
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Weitere vielversprechende Therapiemoglichkeiten stellt die Immuntherapie durch den Einsatz
onkolytischer Viren oder durch Vakzinierungen dar. Die Strategie der aktiven Vakzinierung zielt
darauf ab, das Immunsystem eines Patienten gegen den Tumor zu aktivieren. Als Antigene
konnen Tumorzellen, Zelllysate, Peptide oder mRNA herangezogen werden. Fur die
Krebszelltherapie werden meist kleine Peptide als Antigene verwendet. (99-101)

Die passive Immunisierung durch direkte Antikdrper Gabe ist in der klinischen Krebstherapie
haufiger im Einsatz. Bei einer Fallstudie des Forschungsteams um Dr. Behnam Badie konnte
2016 ein kleiner Erfolg verbucht werden. Sie programmierten T-Zellen mithilfe von harmlosen
Lentiviren so um, dass sie sich gegen IL13Ra2, einem GBM assoziierten Rezeptor, richteten.
Diese sogenannten chimare Antigen Rezeptor (CAR) exprimierenden T-Zellen wurden dann
dem Patienten Uber Katheter zum einen direkt in die Tumorhdhle und zum anderen auch in die
Seitenventrikel appliziert, um Uber den Liquor auch die Metastasen zu erreichen. Der an rezidi-
vierendem GBM erkrankte Patient konnte einen Rlckgang des Tumors fir 7,5 Monate nach
Beginn der CAR-T-Zell-Therapie verbuchen. (102—104)

Mit dem Ziel, die Differenzierung, Transformation, Zellzyklusaktivierung und damit auch die
Zellproliferation und das Zelliberleben zu hemmen und die Apoptose der malignen Zellen
herbeizuflhren, wurden einige verschiedene personalisierte Therapieansatze getestet. Alles in
allem sind die Ergebnisse bislang nicht zufriedenstellend, der erhoffte Durchbruch blieb aus. (8,
105-107)

1.2 EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR (EGFR)

In den 1970er Jahren wurde der EGF-Rezeptor von Stanley Cohen zum ersten Mal beschrie-
ben. Seit dem ist das 170 kDa grof3e Glykoprotein einer der meist erforschten Transmembran-
rezeptoren. (108, 109) EGFR ist wie die bereits genannten Rezeptoren VEGFR und PDGFR
eine sogenannte Rezeptortyrosinkinase. Er gehort ebenfalls zur ErbB Rezeptorfamilie und wird
durch Ligandenbindung aktiviert. Daraufhin kommt es zu einer Konformationsanderung und der
Rezeptor dimerisiert entweder mit einem zweiten EGFR, oder mit einem anderen Rezeptor aus
seiner Familie. Die Tyrosinreste auf zytosolischer Seite des Rezeptors werden daraufhin
transphosphoryliert und fuhren zur Aktivierung der Signalkaskade. (109, 110) Nur wenige der
maglichen Liganden (EGF, TGF-a, Amphiregulin, 3-Cellulin, Epiregulin und HB-EGF) sind zur
Aktivierung von EGFR notwendig. (111-114)

Hauptsachlichen werden vier Signalkaskaden von EGFR aktiviert (Abb. 4). Der Ras-Raf-MEK-
ERK-Weg aktiviert gezielt Transkriptionsfaktoren, die an Zellmigration und Zellzyklusprogres-
sion beteiligte Gene aktivieren. Dies erfolgt Uber Translokation von ERK in den Nukleus. Die
Aktivierung des PI3K-Akt-mTOR-Wegs fuhrt zur Inhibierung proapoptotischer Proteine, zur
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Aktivierung von mTOR, VEGF und HIF1a. Damit geht eine Steigerung von Angiogenese und
Zellproliferation einher. Beim JAK-STAT-Weg transloziert ein aktiviertes Protein aus der STAT-
Familie in den Nukleus und reguliert direkt auf Genebene Zelliberleben und Proliferation.
Jedoch kann STAT auch direkt mit dem EGFR assoziiert sein und von diesem selbst phospho-
ryliert und aktiviert werden. Beim Phospholipase C-y-DAG-IP3 Weg hydrolisiert die aktivierte
Phospholipase C-y PIP2 in DAG und IP3. Beide zusammen aktivieren die Proteinkinase C.
Daraus resultiert eine Aktivierung des Zellzyklus, Differenzierung und Transformation der Zellen.
(115-121)

Um die Komplexitat des EGFR und seinen Stellenwert zu begreifen, ist es wichtig nachzuvoll-
ziehen, dass sich diese Signalkaskaden Uber vielseitige Verflechtungen im sogenannten
"crosstalk" gegenseitig beeinflussen und bedingen koénnen. (122, 123) Innerhalb eines
Zellverbands, aber auch innerhalb einer Zelle kbnnen damit verschiedene Prozesse angesto-
Ren werden. (124)
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ABBILDUNG 4: EGFR SIGNALKASKADEN
EIGENE DARSTELLUNG IN ANLEHNUNG AN WANG ET AL. (90)

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass EGFR das Vorantreiben des Zellzyklus und die

Apoptosehemmung in Epithelzellen fordert. Daraus resultiert ein wachstumsstimulierender

Effekt. (125, 126) Auch in der Embryogenese und Entwicklung des zentralen Nervensystems

hat der EGFR eine herausragende Rolle. Er ist bis ins Erwachsenenalter fur die Proliferation,

Migration, Differenzierung und das Uberleben aller ZNS-Zelltypen und ihrer Vorlauferzellen

verantwortlich. (127) In Krebszellen allerdings férdert die Deregulation des EGFR die Zellprolife-
ration und das Zelliberleben und damit die Onkogenese. (125)

10
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1.2.1 DEREGULATION VON EGFR BEI GLIOBLASTOMA MULTIFORME

GBMs weisen haufig Stérungen des EGFR Signalwegs auf. Auf Rezeptorebene ist dies bedingt
durch eine erhdhte Expression des Liganden oder des Rezeptors. Ein typischerweise Uber-
exprimierter Ligand des EGFR ist TGF-a. Zur erhdhten EGFR Expression kommtes meistdurch
eine Amplifikation des EGFR Gens. Weiter kann der Signalweg auch unterhalb der Rezeptor-
ebene aktiviert werden, wie beispielsweise durch PTEN oder NF-1 Inhibierung (Abb.5). (128—
130)

\ EGF B-Cellulin
TNFa Epiregulin
Amphiregulin HB-EGF

EGFR

N.F-'/

\ PIP PLC-y Ras

PTEN —|T‘,4— PI3K

PIP3 PIP2 DAG Raf

IP3
AKT MEK JAK
PKC
MTOR BAD VEGF ERK STAT
HIF 1
+ Anti-Apoptose + Angiogenese o Zellzyklus- » Zellmigration + Zelliiberleben
» Zellproliferation aktivierung o Zellzyklus- » Zellproliferation
* Transformation aktivierung
« Differenzierung
PI3K-Akt- Ras-Raf-
mTOR-Wea MEK-ERK-
PLC-y-DAG- JAK-STAT-
IP3-Weqg Weg

ABBILDUNG 5: HAUFIGE DEREGULATIONEN IM EGFR SIGNALWEG BEIM GBM
EIGENE DARSTELLUNG IN ANLEHNUNG AN WANG ET AL. (90)
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Bei ca. 50 % der adulten Patienten mit GBM wird eine erhohte EGFR Amplifikationsrate vorge-
funden, mit Gber 80-90 % vor allem in priméaren Glioblastomen. Die Amplifikation wird dabei
entweder in allen Zellen des Tumors vorgefunden, oder in heterogener Distribution. Die zusatz-
lichen EGFR-Kopien koénnen sowohl direkt auf Chromosomen, als auch hauptsachlich auf
tumortypischen extrachromosomalen Bereichen lokalisiert sein. Bei chromosomaler Lokalisie-
rung kdnnen sie, im Fall repetitiver Anordnung, in zytogenetischen Analysen als homogenously
staining regions (HSRs) erscheinen. Sind Onkogene allerdings auf extrachromosomaler DNA
lokalisiert, erreichen sie eine weitaus hohere Amplifikationsrate. Es wird angenommen, dass 30
% der extrachromosomalen DNA beim GBM sogenannte double minute Chromosomen
darstellen. Diese sind kleine Doppelchromatinelemente, die sich von der chromosomalen DNA
abgespalten haben und nur in Tumorzellen vorzufinden sind. Sie werden bei der Zellteilung
zufallig an die Tochterzellen weitergegeben. Die genauen Vorgange bei der Entstehung der
double minute Chromosomen sind jedoch bislang nicht hinreichend geklart. (131-141)

Neben der diagnostischen Relevanz des EGFR als Markergen werden GBM Patienten mit
erhohter Amplifikationsrate eine besonders schlechte Prognose und unzureichende Therapie-
maglichkeiten zugesprochen. (43, 48, 142—145) Sie erhoht die Malignitdt des Tumors und
beeinflusst damit auch Genese und Progression. (128, 145-151) Zudem hat EGFR einen
Einfluss auf die Tumorentstehung, da er Zellproliferation und Zellmigration beférdert und
Apoptose-inhibierend wirkt. (149, 152—-159) Eine erhdhte EGFR Amplifikation korreliert meist
mit einer erhdhten membrandsen und zytoplasmatischen EGFR Expression, aber bedingt diese
nicht zwangslaufig. (33, 135, 160-162) Padiatrische GBM Patienten besitzen allerdings ein
anderes genetisches Profil als Erwachsene, dem EGFR wird dabei keine besonders grof3e Rolle
zugesprochen. So sind nur bei 0-5 % der padiatrischen Falle eine EGFR Amplifikation und bei
ca. 25 % eine erhdhte EGFR Expression vorzufinden. (163, 164)

Bei GBM Patienten werden neben der EGFR Amplifikation auch verschiedene EGFR
Mutationen gefunden. In einem GBM kénnen dabei auch mehrere verschiedene Mutationen
nachgewiesen werden. (161, 165) Die haufigste Mutation ist die EGFRvVIIl Mutation, bei der eine
in-frame Deletion der Exons 2 bis 7 des EGFR Gens vorliegt, die in einer 267 Aminosauren-
Deletion in der extrazellularen Doméne des Proteins resultiert. Ublicherweise geht EGFRVIIl mit
einer EGFR Amplifikation einher, entsprechend tritt er haufiger bei primaren GBM auf. (143,
146, 154-156, 158, 160, 166—170)

EGFRVIII kann keine Liganden binden, ist allerdings konstitutiv aktiv. Wahrend der Wildtyp-
Rezeptor nach Ligandenbindung sofort internalisiert und phosphoryliert wird, wird EGFRVIIl nur
verzogert internalisiert. Trotz konstitutiver Aktivitat von EGFRUVII, erhoéht ein vermehrtes
Vorliegen des Liganden die Phosphorylierungsrate. Die Ursache wird in einer EGFR wt/vlli
Heterodimerisierung vermutet. (170—172) Daruber hinaus aktiviert EGFRVIII verstarkt die EGFR
Signalwegsproteine Ras, JNK und tber das am EGFR assoziierte SHP2 die MAPK. Dies fuhrt

12
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zu einer im Vergleich zu EGFR stark erhohten Proliferations- und Migrationsrate bei geringerer
Apoptose. (46, 151, 160, 173-179) Uber Vesikeltransfer kann die EGFRVIII Mutation an
benachbarte Tumorzellen weitergegeben werden (180), auch die Angiogenese wird angeregt.
(181, 182) Somit tragt die EGFRvIIl Mutation zu einer verstarkten Tumorigenitat bei und ist ein
besonders negativer pradiktiver Marker. (156, 158, 160, 173—-175, 179)

EGFRVIII kann zudem die Expression der EGFR Liganden HB-EGF und TGF-a induzieren. Dies
deutet auf eine dem GBM nachgesagte Eigenschaft hin, sogenannte autokrine oder parakrine
loops bilden zu kdnnen. Dabei wird der Ligand von der Rezeptor-tragenden Zelle selbst, oder
einer benachbarten Tumorzelle produziert. Studien zeigten, dass Zellen mit alleiniger erhohter
EGFR Expression einen geringeren Einfluss auf die Malignitat aufweisen, als Zellen mit einer
zusatzlich erhéhten TGF-a Expression. Diese und viele weitere Studien flihren zur Annahme,
dass autokrine loops ebenfalls zur Malignitat des GBM beitragen. (130, 183—-189)

Da dem EGFR also eine Schlusselrolle bei der Entstehung, dem Progress und bei der

Therapierbarkeit von GBM zugesprochen wird, ist die Suche nach einer spezifischen, auf EGFR

abzielenden Therapie vielversprechend.

1.2.2 EGFR ALS ZIEL PERSONALISIERTER THERAPIEANSATZE

Um die EGFR-Signalkaskade auf Rezeptorebene zu stoppen, werden Tyrosinkinase-Inhibitoren
eingesetzt. Die beiden am meisten untersuchten Inhibitoren Erlotinib und Gefitinib binden den
Rezeptor spezifisch an der intrazellularen Doméane und inhibieren somit die Kinaseaktivitat.
(106, 107) Wahrend sowohl praklinische als auch klinische Phase | Studien grol3e Hoffnung
machten, konnten diese Therapeutika in Phase Il Studien bei primarem und rekurrentem GBM
weder in Kombination mit der Standardtherapie oder anderen Therapeutika, noch als
Monotherapie einen Vorteil beweisen. In vitro Studien suggerierten, dass ein erhdhter EGFR
Amplifikationsstatus ein Ansprechen auf Erlotinib und Gefitinib beglnstigt. Dies konnte
allerdings in klinischen Studien nicht bestatigt werden. (106, 107, 190-205) Fur Patienten mit
rekurrentem GBM lauft derzeit eine weitere klinische Studie mit Tesevatinib, einem
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor der zweiten Generation, der eine bessere Passage der Blut-Hirn-
Schranke aufweist. (206, 207)

Eine EGFR-spezifische Immuntherapie kann aktiv oder passiv erfolgen. Nach dem Prinzip der
passiven Immunisierung wurde versucht, durch Gabe monoklonaler, EGFR-spezifischer Anti-
korper eine effizientere Therapie zu gewahrleisten. Ein Antikorper, der in in vitro Studien
Ligandenbindung und Transphosphorylierung des EGFR verhindern konnte, war Cetuximab. In
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klinischen Studien verbesserte Cetuximab die durchschnittliche Uberlebensrate von Patienten
mit kolorektalem Karzinom, zeigte jedoch keine Effektivitat bei GBM Patienten. (149, 208-211)
Die ersten Studien Uber EGFR spezifische aktive Immuntherapie wurden mit dem 14 Amino-
sauren grofden Peptid Peplll durchgefuhrt. Durchdie Deletion der Exons 2-7 entsteht im Grenz-
bereich zwischen Exon 1 und 8 ein EGFRUVIII spezifisches Neoepitop, gegen das Peplll gerichtet
ist. Aus diesem Grund geht man davon aus, dass Zellen mit physiologischer EGFR Expression
nicht angegriffen werden. An KLH (keyhole limpet hemocyanin) konjugiert, inhibierte Peplll in
Xenografts das Tumorwachstum, induzierte Apoptose und reduzierte die EGFR
Phosphorylierungsrate. Zur Antigenprasentation wurde das an KLH konjugierte Peptid an
dendritische Zellen gekoppelt, um nach dem Prinzip der aktiven Immunisierung eine gesteigerte
Immunreaktion gegen den GBM spezifischen Rezeptor auszulésen. (212—-220)

Bei der ersten klinischen Studie, der VICTORI Studie, wurde nach der Standardtherapie den
Patienten mit neu diagnostiziertem GBM das Peptid-Antigen verabreicht. Auch wenn die
Patienten ein langeres progressionsfreies Intervall und Gesamtiberleben zeigten als ohne die
Antikérpertherapie, wurde keine statistische Signifikanz erreicht. (221) Die darauffolgenden
Phase Il Studien mit de novo GBM Patienten waren die ACTIVATE, ACT Il und ACT Il Studien.
Da dendritische Zellen schwer zu kultivieren und auch in der Kultivierung sehr teuer sind, wurde
den Patienten Peplll-KLH mit GM-CSF (Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender
Faktor) nach der Standardtherapie verabreicht. GM-CSF ist ein Glykoprotein, das als Zytokin
zytotoxische T-Zellen und die Reifung der dendritischen Zellen stimuliert. Bei allen Phase I
Studien verlangerte sich im Vergleich zur Standardtherapie das Gesamtiberleben und das
progressionsfreie Intervall und die Therapie wurde gut toleriert. Bei nach Therapie auftretenden
Rezidiven wurde ein Verlust der EGFRUVIIl Expression beobachtet, was ein Ansprechen der
Therapie gegen EGFRVIII suggerierte. (100, 222—-227) Auch die ReACT Studie mit Patienten
mit rekurrentem GBM zeigte bei Gabe von Peplll-KLH mit adjuvanter Bevacizumab Gabe nach
Standardtherapie eine signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit. (228)

Trotz guter Therapievertraglichkeit —und therapieinduzierter  erhohter EGFRVIII-
Antikdérperbildung, zeigte die anschlieffiende doppelblind randomisierte Phase Il Studie ACT IV
keine klinische Verbesserung im Vergleich zur alleinigen Standardtherapie. (229) Des Weiteren
wurde kritisiert, dass die fehlende EGFRVIII Expression bei einem Rezidiv nach der

Immuntherapie die mutagene Wirkung der Radiochemotherapie verstarken konnte. (224)
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Therapeutikum Struktur Stadium

Erlotinib Tyrosinkinaseinhibitor Praklinisch, klinisch |
Gefitinib Tyrosinkinaseinhibitor Praklinisch, klinisch |
Tesevatinib Tyrosinkinaseinhibitor Laufende klinische Studie
Cetuximab Monoklonaler Antikdrper Praklinisch

Pepli-KLH Antigen Praklinisch, klinisch 1 und I

TABELLE 3: PERSONALISIERTE THERAPIEANSATZE MIT EGFR ALS ZIELSTRUKTUR

Einen Uberblick Uber die wichtigsten personalisierten Therapieanséatze gibt Tabelle 3. Alle
Versuche, EGFR und die Proteine seines Signalwegs als Ziel einer personalisierten Therapie
fir GBM zu nutzen, waren damit enttduschend. Bislang ist nur die haufige Mutation EGFRuvIII
aulBerhalb klinischer Studien Ziel einer personalisierten Therapie. (40)

Erklarungsansatze fur das bisherige Versagen der personalisierten Therapiestrategien sind die
Heterogenitat des Tumors, die inadaquate Inhibition der Zielstruktur oder die kompensatorische
Aktivierung anderer Signalwege. Ein weiterer Erklarungsansatz ist die Blut-Hirn-Schranke, die
das Heranreichen des Therapeutikums an den Tumor erschwert. (197, 199, 202, 230) Daher
erscheint es umso wichtiger, Bedingungen zu schaffen, die die Untersuchung von GBM Zellen
mit erhdhter EGFR Amplifikation erleichtern.

1.3 GLIOBLASTOM-TUMORMODELLE

Um GBM praklinisch besser untersuchen zu kdnnen und Therapieoptionen zu entwickeln, sind
adaquate Modelle unerlasslich. Dafiir missen die spezifischen Charakteristika des Tumors im
Modell bestmdglich abgebildet werden. Experimente am lebenden Organismus wirden
hierdurch erganzt oder ersetzt. Deshalb wurden einige Versuche unternommen, Tumormodelle
zu etablieren. Diese konnten jedoch keine befriedigende Ahnlichkeit mit dem Primartumor
aufweisen. (231-233)

1.3.1 IN vivO MODELLE

Zum Abschluss praklinischer pharmakologischer Untersuchungen braucht es adaquate
Tiermodelle, um die Aufnahme, Verteilung, Metabolisierung, Wirkung und Ausscheidung von

Substanzen im lebenden Organismus beurteilen zu kdnnen. Um in vivo Tumormodelle zu
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erstellen, werden Tumore entweder ins Tiermodell transplantiert, oder durch genetische
Eingriffe bzw. Exposition gegenlber Karzinogenen induziert. Die gebrauchlichsten in vivo GBM
Modelle sind murine Modelle, bei denen humanes Tumorgewebe entweder heterotop subkutan
in die Flanke, oder orthotop ins Hirn transplantiert wird. Diese Modelle nennen sich Xenografts.
(26, 234, 235)

Heterotope Xenografts werden standardmaRig in praklinischen onkologischen Studien
eingesetzt, da das Tumorwachstum und das therapeutische Ansprechen relativ schnell unter-
sucht werden konnen. Des Weiteren stellt es die Histologie und Molekularpathologie des
Tumors im Patienten relativ gut dar, auch die EGFR Amplifikation kann erhalten werden. (135,
236-239) Die EGFR Amplifikationsrate kann dabei im Xenograft hoher ausfallen als im
ursprunglichen Primartumor. Dies resultiert aus der vergleichsweise heterogenen Distribution
der EGFR Amplifikation im Ursprungstumor. Des Weiteren weist die EGFR positive
Subpopulation in vivo einen relativen Selektionsvorteil gegenliber der EGFR negativen auf.
(240, 241)

Der Vorteil des orthotopen Xenograft-Modells besteht darin, dass eine relative Analogie zur
ursprunglichen Umgebung erzeugt wird. Fir die Testung neuer therapeutischer Substanzen
kann dieses Modell bestmdglichen Aufschluss tUber Wechselwirkungen mit dem umliegenden
Gewebe geben. Migration, Vaskularisation und Metastasierung eines Tumors lassen sich somit
gut erforschen. (26, 234, 235, 242, 243) Auch im orthotopen Mausmodell bleibt die EGFR Amp-
lifikationsrate erhalten. Dies kdnnte darin begriindet sein, dass diese Mikroumgebung das
humane zentrale Nervensystem besser reprasentiert. (244)

Mausmodelle sind allerdings aufgrund des notwendigen Einsatzes immunsupprimierter Mause
und durch die Einrichtungen, die es braucht um diese zu halten, mit hohen Kosten vergesell-
schaftet. Auch aus bioethischen Grinden sollte der Gebrauch von Tiermodellen auf ein
Minimum reduziert werden. (235)

1.3.2 IN VITRO MODELLE

Um die Rolle des EGFR beim GBM genauer darzulegen und um adaquat an EGFR-spezifischen
Therapieoptionen zu forschen, sind in vitro Modelle des GBM, ohne zusatzliche gentechnische
Veranderungen und nahe am Primarius vielversprechend. Die Vorteile der Zellkultur sind die
gute Verfugbarkeit, die schnelle Zellexpansion, die Mdglichkeit der Standardisierung sowie die
genaue Definierbarkeit und Manipulierbarkeit. Insbesondere zu Beginn von pharmakologischen
Testungen braucht es im Hochdurchsatzverfahren in vitro Modelle, um direkte Ergebnisse zu
ermitteln und diese zu beurteilen. Zentrale Herausforderung hierbei ist die Erhaltung von

tumorspezifischen geno- und phanotypischen Merkmalen.
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Es hat sich gezeigt, dass serumfreie Kultivierungsbedingungen durch die Bildung von
sogenannten Neurospharen den GBM Primartumor sowohl morphologisch, als auch auf
genetischer Ebene besser widerspiegeln. Auch die molekularen Subtypen bleiben im Vergleich
zur Standardkultur besser erhalten und es hat sich als vorteilhafter fir die Anwendung neuer
therapeutischer Strategien erwiesen. (234, 240, 241, 245-254) Des Weiteren wird durch die
Gabe von bFGF zum serumfreien Medium neben der Proliferationsinduktion die Differenzierung

der Zellen unterdrickt und die Formation der Neurospharen unterstitzt. (243, 247, 255)

Ein bisheriges Kulturartefakt ist jedoch der schnelle Verlust der EGFR Amplifikation. (168, 240,
256, 257) Nur eine Zelllinie mit erhaltener endogener EGFR Amplifikation konnte bislang erfolg-
reich etabliert werden. (258-260) Ein Erklarungsansatz ist der negative Selektionsdruck in vitro.
Subpopulationen mit geringer EGFR Amplifikationsrate wachsen bevorzugt in Zellkultur, wah-
rend diese mit hoher Amplifikationsrate in vivo ihre favorisierte Umgebung haben. (214, 257)
Um die Eigenschaften des Rezeptors dennoch in vitro zu untersuchen, wurde bisher EGFR
exogen der Zellkultur hinzugeflgt. Will man jedoch das direkte Verhalten und die Abhangigkeit
der Tumorzellen in Bezug auf EGFR studieren, so sind diese Modelle nicht zweckdienlich.
Genetisch  veranderte Modelle sind weiterhin  schlecht reproduzierbar und die
extrachromosomale Komponente des EGFR wird nicht bertcksichtigt. (241, 261-263)

2011 konnten Stockhausen et al. jedoch mit serumfreier Kultur und dem Zusatz von 10 ng/mi
EGF die EGFR Amplifikation Uber mehrere Passagen in vitro erhalten, auch wenn die Rate im
Vergleich zum Xenogaft geringer war. (241)

Schulte et al. hingegen waren erfolgreich mit EGF Entzug. Zwei Zelllinien behielten die Amplifi-
kation Uber 20 Passagen, auch wenn die relative Amplifikationsrate bei einer auf unter ein Viertel
des urspriinglichen Wertes des Primartumors gefallen war. Zur Uberprifung der Stabilitat wurde
dann einer der serumfrei und ohne EGF kultivierten Zelllinien, die erhohte EGFR Amplifikation
aufwies, daraufhin 10 Wochen lang 10 ng/ml EGF zum Medium zugefuhrt. Die Amplifikations-
rate blieb dennoch erhalten. Auch einer mit 10 ng/ml EGF kultivierter Zelllinie, die eine verlorene
Amplifikationsrate aufwies, wurde der Ligand entzogen, ohne dass dadurch die Amplifikation
wiedererlangt wurde. (264) Andererseits beobachteten Mazzoleni et al., dass EGFR negative
Zellen bei Reduktion der Ligandenkonzentration von 20 ng/ml auf 5 ng/ml wieder EGFR
exprimieren konnten. (265)

Auch bei anderen Studien wurde bei Erhdhung der EGF Konzentration im serumfreien Medium
ein schneller Abfall der EGFR Amplifikationsrate beobachtet. Weitere Einflisse des EGF auf die
Zellkultur waren eine verminderte Proliferationsfahigkeit und vermehrtes Zellsterben. (264, 266—
269) Des Weiteren wird angenommen, dass die Morphologie der Zellen durch die EGF

induzierte Spharenausbildung beeinflusst wird. (251)
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14 ZIELSETZUNG

Trotz moderner operativer Verfahren und groflem Fortschritt in der GBM-Therapie durch
Temozolomid (7, 8, 59) ist die Erfolgsrate unbefriedigend. Da die bisherigen Bemuhungen der
personalisierten Therapie erfolglos waren, wird deutlich, dass neben der Definierung von
pathologischen Signalwegen die Funktionen und Wechselwirkungen der Signalwege in GBM
Zellen ermittelt werden mussen. (270-272)

Daflr bieten sich in vitro Modelle an, die auch langfristig moéglichst reale Bedingungen wider-
spiegeln sollen. Durch die Fortschritte der Genotypisierung kann die Tumorarchitektur erfasst
werden und Modelle nahe am Primarius, ohne zusatzliche gentechnische Veranderungen und
mit gleichen molekularen Eigenschaften nachgebildet werden. (152, 273-276)

Ein grundsatzliches in vitro-Artefakt ist der schnelle Verlust der EGFR Genamplifikation. (168,
240, 256, 257, 277) Die EGFR Amplifikation ist in 50 % aller GBM Falle vorzufinden und geht
mit einer erhdhten Malignitat einher. Um weitere Untersuchungen in Bezug auf Amplifikations -
status, Mutationen und die daraus resultierenden Therapieoptionen vornehmen zu kénnen, ist
es wichtig, ein adaquates Tumormodell mit erhaltener EGFR Amplifikationsrate zu etablieren.
(265) Erste positive Ergebnisse konnten Stockhausen et al. und Schulte et al. mit ihren
veranderten Kulturbedingungen im serumfreien Medium mit 10 ng/ml EGF (241) und ohne EGF
(264) erzielen. Daher lag die Vermutung nahe, dass die EGF Konzentration als Stellschraube
in der Zellkultur einen Einfluss auf die EGFR Amplifikationsrate nehmen kann.

Ziel dieser Arbeit ist es daher zu untersuchen, ob (1) geringe EGF Konzentrationen in
serumfreiem Medium dazu beitragen, eine GBM Zelllinie mit einer Uber mehrere Passagen
erhaltenen EGFR Amplifikationsrate zu etablieren. Zudem soll (2) analysiert werden, inwieweit
die EGFR Amplifikation von der EGF Konzentration abhangig ist und sich dementsprechend
durch Anderung der Ligandenkonzentration manipulieren lasst. Des Weiteren haben Schulte et
al. und Mazzoleni et al. kontroverse Ergebnisse bei der Betrachtung der Stabilitat der Zellkul- tur
erzielt. (264, 265) Daher soll (3) die Regenerierbarkeit einer durch hohe EGF Konzentration im
serumfreien Medium abhandengekommener EGFR Amplifikation untersucht werden.
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2. MATERIAL

2.1 CHEMIKALIEN UND AGENZIEN

Substanz Hersteller

Acrylamid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Agarose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

B27 (50x) Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Basic fibroblast growth factor (o0FGF)  ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland
Bromphenolblau AppliChem, Darmstadt, Deutschland

3,3'-Diaminobenzidin (DAB)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DFS-Tag-Polymerase
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithiothreitol

gDNA, human

Eosin

Essigsaure
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol 100 %, vergallt
Fetales Kalber Serum FKS
Fixogum

Formafix 4 %

Glycin

Wasserstoffperoxid
Hamatoxylin

Isopropanol

Kalilaun

L-Glutamin

Methanol

Mounting Medium
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natrium-lodat

Paraffin

Dako, Hamburg, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Bioron diagnostics, Ludwigshafen, Deutschland

Promega Corporation, Fitchburg, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Promega Corporation, Fitchburg, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
Marabu GmbH, Tamm, Deutschland
Grimm, Torgelow, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Fluka Honeywell, Mosbach, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

J.T Baker/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Dako, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
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Penicillin/Streptomycin
Phosphat gepufferte Salzlésung
(PBS)

Protease Inhibitor Mini Tablets
Protein GroRenstandard
rhEGF

Rotihistol

RIPA-Lysepuffer

Tris

Trypanblau

Tween20

Trypsin/EDTA

Biochrom, Berlin, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Pierce/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

TABELLE 4: CHEMIKALIEN UND AGENZIEN

2.2 PUFFER UND LOSUNGEN

Lésung Zusammensetzung
Blockierungspuffer 5 % Milchpulver in TBS
10x Tris-buffered saline (TBS) 60,57 g Tris
pH-Wert 7,5 43,83 g NaCl

500 mI H.O

1x TTBS

Einfriermedium

Hamalaun-Lésung

Laemmli Puffer

100 mI10x TBS

1 ml Tween20

11 H0

5 mlI DMSO

45 ml FKS
Hamatoxylin

Kalilaun
Natrium-lodat

100 mg SDS

15 mg Dithiothreitol
2,5 ml 0,5M Tris/HCI
1,15 ml Glycin

10-20 Tropfen Bromphenolblau
(1 % in 96 % Ethanol)
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Lysepuffer

Standardmedium

Serumfreies Medium

Sammelgel-Puffer pH 6,8
Trenngel-Puffer pH 8,8
Laufpuffer 10x pH 8,3

10 % SDS

10 % Ammoniumpersulfat

Anodenpuffer 1 pH 10,4

Anodenpuffer 2 pH 10,4

Kathodenpuffer pH 9,4

RIPA

Proteaseinhibitor
DMEM Ham's F12

2 mM L-Glutamin

10 % FKS

DMEM Ham's F12

2 mM L-Glutamin

1x B27

10 ng/ml bFGF

0; 0,5; 1;1,5; 2; 2,5; 10; 30 ng/mL rhEGF
0,5 M Tris/HCI

1,5 M Tris/HCI

0,25 M Tris

2 M Glycin

HCI

2,59 SDS

10 g SDS

100 mIH.0O

1 g Ammoniumpersulfat
10 ml H.O

300 mM Tris/Hcl

20 % Ethanol

30 mM Tris/HCI

20 % Ethanol

40 mM 6-Aminohexansaure
25 mM Tris/HCI

20 % Ethanol

2.3 GERATE

TABELLE 5: PUFFER UND LOSUNGEN

Gerat Hersteller

Autoklav Systec, Munster, Deutschland

Blotsystem TE70x semi-dry transfer unit, Hofer, Sulzbach, Deutschland
Brutschrank INCO2246, Memmert, Schwabach, Deutschland
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Einbettungsgerat Excelsior AS System, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Einfriercontainer Nalgene/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Elektrische Pipettier- Pipetboy, Integra Biosciences GmbH, Biebertal, Deutschland

hilfe

Fotomikroskop Olympus BX53 Kamera Olympus DP72, Olympus, Hamburg,
Deutschland

Gefrierschrank -28 °C Premium NoFrost, Liebherr, Bulle, Schweiz

Gefrierschrank -80 °C  VIP seriesSanyo, Moriguchi, Japan

Geldokumentation GelLogic 1500 Imaging System, Kodak, Berlin, Deutschland

Handstuckzahler neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

Heizblock CHB-202, Bioer, Hangzhou, China

Horizontalschuittler Rotamax 120, Heidolph, Schwabach, Deutschland

Hybridisierungsofen, VWR International Darmstadt, Deutschland

INCU-Line 1L23

IHC-System Autostainer Link 48, Dako, Hamburg, Deutschland

Kahlschrank 4 °C Bosch, Stuttgart, Deutschland

Laufkammer MightySmall ll, Hofer, Sulzbach, Deutschland

Microplate Reader Infinite M200, Tecan, Mannedorf, Schweiz

Mikropipetten (10; 20; Eppendorf, Hamburg, Deutschland

200; 1000 pt)

Mikroskop CK40, Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikrotom Leica, Wetzlar, Deutschland

Multistep Pipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

PCR-System StepOne Realtime PCR System, Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Spannungsquelle BluePower500, Serva, Heidelberg, Deutschland

Spectrophotometer NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sterilbank Safemate 1.8 Vision, EuroClone, Pero, ltalien

Tischzentrifuge Mikro200, Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Manual Tissue Arrayer  MTA-1, Beecher Instruments, Sun Prairie, USA

Vakuum Absaugsystem Integra Biosciences GmbH, Biebertal, Deutschland

Waage Alt 220-4M, Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Deutsch-
land

Warmeplatte Prazitherm, StérkTronic, Stuttgart, Deutschland

Zahlkammer Neubauer, Marienfeld, Deutschland

Zentrifuge Rotanta 460R, Hettich, Tuttlingen, Deutschland

TABELLE 6: GERATE
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24 BIOCHEMISCHE KITS
Kit Hersteller Gebrauch
BCA Assay Kit Merck Millipore, Darm- Proteinkonzentrationsbestim-

EnVision FLEX Visualisa-
tion Systems
SensiFastSYBR Hi-Rox-
Kit

Super Signal West Femto
KIT

stadt, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutsch-
land

Bioline, Luckenwalde,
Deutschland
Pierce/Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, USA

mung

Immunhistochemie

gPCR

Western Blot

Wizard® Genomic DNA Promega GmbH, Mann- DNA Extraktion
Purification Kit heim, Deutschland
ZytoDot 2C SPEC Zytomed Systems, Berlin,  CISH
EGFR/CEN 7 Probe Deutschland
TABELLE 7: BIOCHEMISCHE KITS
2.5  ANTIKORPER
Antikdrper Verdlinnung Hersteller
Maus aEGFR (Klon 3G143) 1:20 Zytomed Systems, Berlin, Deutschland
Maus aEGFRVIII 1:200 Biorbyt, Cambridge, United Kingdom
Maus a-B-Actin 1:1000 Abcam, Cambridge, United Kingdom
Kaninchen a-Maus-hrp 1:1000 Antibodies-online.com, Aachen, Deutschland
Ziege a-Kaninchen-hrp 1:1000 Antibodies-online.com, Aachen, Deutschland

TABELLE 8: ANTIKORPER

2.6 ZELLLINIEN
Zelllinie Herkunft Zelltyp
HROG22 Human Primare GBM Zellen aus PDX
HROG33 Human Primare GBM Zellen aus PDX
HROG59 Human Primare GBM Zellen aus PDX

TABELLE 9: ZELLLINIEN
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2.7 OLIGONUKLEOTIDE

Genort  Forward Primer Reverse Primer Hersteller

EGFR 5-TCCCATGAT- 5-CAGGAAAAT- biomers.net, Uim,
GATCTGTCCCTCACA-3 GCTGGCTGACCTAAG- Deutschland

3

LINE 1 5-TGCTTTGAAT- 5-AAAGCCGCTCA- biomers.net, Uim,

GCGTCCCAGAG-3’ ACTACATGG-3’ Deutschland
TaBELLE 10: OLIGONUKLEOTIDE
2.8  VERBRAUCHSMATERIALIEN

Verbrauchsmaterial Hersteller

Blottingpapier Whatman/Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dakopen Dako, Hamburg, Deutschland

Deckglaser Menzel, Braunschweig, Deutschland

Einweg- Skalpell

Einbettkassette

Handschuhe latexfrei, puderfrei S

Kryoréhrchen 2 mi

Mikroreaktionsgefald 1,5 mi

Miktrotiterplatte

Objekttrager

Optical-Clear Klebefolien

Petrischalen (100 mm)

Pipettenspitzen (10;20;200;1000 pl)

steril (mit und ohne Filter)

Polypropylemréhrchen (15 ml; 50 ml)

PVDF Membran

Serologische Pipetten (2;5;10 ml)
Zellkulturflaschen mit Filter 75 cm?®

Zellsieb 70 um
96Well-PCR-Platte

96Well-PCR-Platte

Dahlhausen, KoéIn, Deutschland

KABE Labortechnik, Nurnbrecht, Deutschland
Kimberly-Clark, Dallas, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Marienfeld, Lauda Koénigshofen, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
GE Healthcare, Solingen, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
96Well Multiply Half-Skirt, Sarstedt, NUmbrecht,

Deutschland

ThermoSprint Plate 96, Bilatec, Marstetten, Schweiz
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96Well-PCR-Platte

96Well-Platte (U-Form, unsteril)

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

TABELLE 11: VERBRAUCHSMATERIALIEN

2.9  SOFTWARE
Software Hersteller Anwendung
StepOne V2.1 Applied Biosystems, Darmstadt, gPCR
Deutschland
Citavi 5 Swiss Academic Software GmbH, Zitierprogramm
Wadenswil, Schweiz
Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmont, USA  Auswertung

Microsoft Word
Adobe Acrobat Rea-
der

NanoDrop Spec-
trometer ND-1000
Molecular Imaging
Software

CellSens Dimension
1.5 Software
Magellan v7.2

Microsoft Corporation, Redmont, USA
Adobe Systems, Dublin, Ireland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
Kodak, Berlin, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Dissertationsschrift

Dissertationsschrift

DNA Konzentrationsbestim-

mung

Western Blot Visualisierung

Immunhistochemie

Protein Konzentrationsbe-

stimmung

TABELLE 12: SOFTWARE
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3. METHODEN

3.1 ZELLKULTUR

Bei der Zellkultur werden Zellen in verschiedenen Nahrmedien in vitro kultiviert. Dabei werden

Zellen einer Gewebeart, die sich in Zellkultur unbegrenzt teilen, als Zelllinie bezeichnet.

3.1.1 EXPANSION DER ZELLKULTUR

Ausgehend von patientenindividuellen GBM Gewebeproben wurden zuvor im eigenen Labor die
patient derived Xenograft (PDX)-Modelle HROG22, HROG33 und HROG59 etabliert. Die
Prozedur erfolgte nach schriftlich erklartem Einverstandnis der Patienten, sowie auf der
Grundlage eines zustimmenden Votums der Ethikkommission der Universitatsmedizin Rostock
(Referenznummer: A 2009/34).

Aus diesen PDX-Modellen wurden Zelllinien etabliert. Diese wurden entweder in Standard-
medium (DMEM/Ham's F12, 2 mM L-Glutamin, 10 % FKS), oder in serumfreiem Medium
(DMEM/Ham’s F12, B27, 10 ng/ml bFGF, verschiedene Konzentrationen EGF) kultiviert. Dafur
wurde das Tumorgewebe mit einem sterilen Skalpell in einer Petrischale fein zerkleinert und
durch ein Zellsieb (PorengréfRe 70 uM) gespdilt. Die Einzelzellsuspensionen wurden zu gleichen
Teilen unter allen Kulturbedingungen (Standardmedium mit 10 % FKS, serumfreies Medium mit
0 ng/ml; 0,5 ng/ml; 1 ng/ml; 1,5 ng/ml; 2 ng/ml; 2,5 ng/ml; 10 ng/ml oder 30 ng/ml EGF) ausgesat.
Die Inkubation erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2und 95 % Luftfeuchtigkeit.

Adharent wachsende Zelllinien wurden passagiert, sobald die Kulturflaschen konfluent
bewachsen waren. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gespult, und an-
schliefend mit 1 ml Trypsin/EDTA Losung vom Boden der Kulturflasche geldst. Bei in Suspen-
sion wachsenden Zelllinien erfolgte die Teilung nach Spharoidbildung mechanisch durch ein
Zellsieb mit einer Porengrofie von 70 uM. Die Zellen wurden anschlie3end zentrifugiert (5 min,
300 x g, RT), der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in frischem Medium

resuspendiert.

Das Medium wurde regelmafig erneuert, um die Konzentration von rhEGF so konstant wie
moglich zu halten. Alle Arbeitsschritte wurden in einer Sterilwerkbank durchgefihrt, alle Gerate

wurden vor dem Gebrauch desinfiziert oder autoklaviert.
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3.1.2 LANGZEITKONSERVIERUNG VON ZELLLINIEN

Zur langfristigen Aufbewahrung der Zellen erfolgte die Kryokonservierung bei -80 °C. Dabei
werden alle Stoffwechselvorgange eingestellt und die Vitalitat der Zellen wird zu einem gewis-
sen Anteil erhalten. Durch langsames Abkuhlen und durch die Zugabe von Schutzmitteln wird

die Uberlebensrate der Zellen erhoht.

Die einzufrierenden Zellen wurden, wie unter 3.1.1. beschrieben, geerntet und zentrifugiert (5
min, 300 x g, RT). Das Zellpellet wurde in 1,5 ml Einfriermedium (FKS mit 10 % DMSO)
resuspendiert und in ein Kryordhrchen Uberfuhrt. Dieses wurde in einem mit Isopropanol gefull-
ten Einfriercontainer bei -80 °C mit einer Absenkung der Temperatur um 1 °C/min eingefroren.
Kryokonservierte Zellen wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und sofort mit PBS gewaschen.
Nach dem Zentrifugieren (5 min, 300 x g, RT) und der Abnahme des Uberstandes wurden sie

in frischem Medium resuspendiert und in eine Kulturflasche ausgesat.

3.2 HISTOLOGIE

Bei der histologischen Untersuchung wird die Mikrostruktur des Gewebes durch verschiedene

Farbemethoden sichtbar gemacht und anschlie3end betrachtet.

3.2.1 ZELL- UND GEWEBE-EINBETTUNG

Um das Gewebe histologisch zu untersuchen, muss es fixiert und in feine Schnitte geschnitten
werden. Die Fixierung ist notwendig, um das Gewebe madglichst in seiner physiologischen Form
zu erhalten und die enzymatische Autolyse zu stoppen. Nach der Fixierung muss das Gewebe
zur Weiterverarbeitung in ein Medium eingebettet werden. In der Routinediagnostik hat sich die

Paraffineinbettung nach Formalinfixierung (FFPE-Gewebe) durchgesetzt.

Nach dem ernten wurden die Zellen zweimal in PBS gewaschen und anschlie3end in neutral
gepuffertem Formalin (4 %) fixiert. Dieses wirkt quervernetzend und wenig denaturierend,
wodurch die natlrliche Form der Zellen gut erhalten wird. Um das Gewebe dann vom
hydrophilen Formalin ins hydrophobe Paraffin zu Uberfihren, wurde es zunachst mit einer auf-
steigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 96 %, 100 % Ethanol) dehydratisiert. Das Gewebe wird

dabei sekundarfixiert. Nach der Dehydratation wurde das Gewebe beim sogenannten Clearing
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in RotiHistol gegeben, das sowohl mit Alkohol, als auch mit Paraffin mischbar ist. Dadurch wird
das Gewebe von Wasser oder Alkohol befreit, wodurch sich seine Schnittfestigkeit erhoht.
Daraufhin erfolgte das Einbetten des Gewebes in Paraffin im Excelsior AS System nach
Standardprotokoll. Das Paraffin wurde dabei durch Erhitzen bis zum Schmelzpunkt (ca.
52-60 °C) verflussigt. Nach der Infiltration des Gewebes mit Paraffin bis zur Sattigung wurde durch
Temperatursenkung der Paraffin-Gewebe-Block erhartet. Fir weitere Analysen wurden

Gewebeschnitte von 3-5 ym Dicke mithilfe eines Mikrotoms erstellt.

3.2.2 HAMATOXYLIN UND EOSIN FARBUNG

Die Hamatoxylin und Eosin-Farbung ist eine Routine Ubersichtsfarbung um den Kontrast der
Zellen zu erhéhen. Dadurch kann die Zellmorphologie lichtmikroskopisch dargestellt werden.

Die Zellkerne sind insgesamt negativ geladen und damit basophil. Sie ziehen den basischen
Farbstoff Mayers Hamalaun Uber lonenbindung an und erscheinen dadurch blau. Zytoplasma
und Bindegewebe besitzen eine positive Gesamtladung und lassen sich durch saure Farbstoffe

wie Eosin farben. Infolgedessen erscheinen sie rosa.

Vor der Farbung wurden die Schnitte in Clearing Losung gegeben, um das Gewebe zu
entparaffinieren. Danach wurde in absteigender Alkoholreihe bis Aqua dest. rehydriert. Die
Farbung erfolgte zunachst 10 min in Hamalaun Lésung, die Schnitte wurden dann kurz unter
Leitungswasser gespult. Danach wurden sie 2 min mit Eosin gegengefarbt und wiederum unter
Leitungswasser kurz abgespult. Mit aufsteigender Ethanolreihe wurden die Schnitte wieder
dehydratisiert. Nach dem Clearing in RotiHistol wurden sie mit Mounting Medium und einem
Deckglaschen eingedeckt.

3.2.3 TISSUE MICROARRAY

Zelllinien wurden vor der Paraffin-Einbettung mit Hamalaun angefarbt, um sie fir die TMA-
Herstellung besser visualisieren zu kdnnen. Mit dem Manual Tissue Arrayer MTA-1 wurden
Tissue microarrays (TMAs) hergestellt. Vom Donor-Block wurden dabei 3 Zylinder gestanzt und
in einen Akzeptor-Block transferiert. Der Block wurde auf 50 °C erhitzt und die korrekte
Platzierung der Stanzen wurde lichtmikroskopisch validiert. Nach der Temperaturerniedrigung
war der Block erhartet.
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3.2.4 IMMUNHISTOCHEMIE

Mit immunhistochemischen Methoden werden Proteine via Antikdrper-Antigenreaktion
visualisiert und gegebenenfalls auch durch direkten Vergleich quantifiziert. Ein spezifischer
Primarantikorper wird mit einem entsprechenden Sekundarantikérper auf das zu untersuchende
Gewebe gegeben. Der Sekundarantikdrper weist die Existenz und Bindung des Primar-
antikdrpers an das Antigen nach. Der Sekundarantikdrper ist Meerrettichperoxidase (HRP)
konjugiert. HRP katalysiert die Umwandlung von 3,3'-Diaminobenzidin unter Verbrauch von

H.O, zu einem braunen Farbstoff. An den Stellen, an denen die gesuchten Proteine im Gewebe

vorhanden sind, wird das braune Signal dargestellt.
Die Immunhistochemie-Farbung wurde an TMA-Schnitten mit dem Autostainer link 48 nach

Routineprotokoll durchgefuhrt. Gefarbt wurde mit 3,3'-Diaminobenzidin, gegengefarbt mit

Hamatoxylin.

3.2.5 CHROMOGENE IN SITU HYBRIDISIERUNG (CISH)

Mit der 2 coloured chromogenen in situ Hybridisierung (2C CISH) kdnnen spezifische DNA-
Sequenzen in der Interphase in histologischen Praparaten visualisiert werden. Eine
komplementare markierte Sonde bindet an die spezifische Sequenz und diese wird durch eine

Farbreaktion lichtmikroskopisch sichtbar gemacht.

Das EGFR Gen wurde mit dem ZytoDot 2C SPEC EGFR/CEN 7 Probe Kit, mithilfe markierter
DNA-Sonden durch chromogene in situ Hybridisierung nachgewiesen. Die Objekttrager wurden
nach Herstellerangaben vollstandig von Paraffin geldst und durch Inkubation mit Pepsin von
Proteinen befreit, um die DNA fur die Sonde zuganglich zu machen. Mit einer aufsteigenden
Ethanolreihe wurden die Schnitte dehydratisiert und danach an der Luft getrocknet.
Anschliel3end wurden 10 pl Sonde aufgetragen, miteinem Deckglas abgedeckt und mit Fixogum
versiegelt. Danach wurde die DNA durch Hitze denaturiert (5 min, 78-80 °C) und Gber Nacht in
einer feuchten Kammer bei 37 °C mit den Sonden, die zum EGFR-Gen bzw. dem Zentromer
des Chromosoms 7 als interne Kontrolle komplementar sind, hybridisiert. Am nachs- ten Tag
wurde das Deckglas entfernt und die Zellen nach Herstellerangaben gewaschen. Die Antikdrper
Anti Dig/DNP-Mix wurden aufgetragen. Nach wiederholtem Waschen wurde der HRP/AP
Polymer-Mix aufgetragen. Die Farbung erfolgte mit AP Red Solution/HRP Green Solu- tion und
einer Gegenfarbung mit Nuclear Blue Solution. Mounting Medium wurde aufgetragen, die

Schnitte wurden mit einem Deckglas abgedeckt und unter dem Lichtmikroskop ausgewertet.
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3.3 MOLEKULARBIOLOGIE

3.3.1 DNA EXTRAKTION

Die DNA-Extraktion aus Zelllinien erfolgte mittels Wizard Genomic DNA Purification Kit nach
Angaben des Herstellers. Dabei wurde das Zellpellet zunachst lysiert und von Proteinen und
RNA befreit. Mit Isopropanol und Ethanol wurde die DNA daraufhin aufgereinigt.

Die DNA-Konzentration wurde anschlieend mit dem NanoDrop Spectrometer ND-1000
bestimmt. Die Absorption der DNA Probe wurde photometrisch bei 260 nm gemessen. Die

Konzentration wurde in ng/ul angegeben.

3.3.2 QUANTITATIVE REAL TIME PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Wiederholung mehrerer DNA Replikationszyklen
in vitro. Durchdie Nutzung spezifischer Primer wird so ein bestimmter DNA Bereich amplifiziert.
Ein PCR Zyklus besteht aus der Auftrennung des Strangs durch Hitze (Denaturierung), der
Bindung der gegenlaufigen Primer an den Strang (Annealing) und der Bildung des neuen
Strangs (Elongation). Durch die Wiederholung der Schritte kommt es zur exponentiellen Ver-

mehrung des gewunschten Abschnitts (siehe Abb. 6).

— —>
Il (LI
[T
DNA Doppelstrang\A f
[l [T
_’ — >
Denaturierung Annealing Elongation

ABBILDUNG 6: DREI TEILSCHRITTE EINES REAKTIONSZYKLUS DER PCR

Die quantitative real time PCR basiert auf dem Prinzip der PCR und der Darstellung durch einen

Fluoreszenzfarbstoff. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | lagert sich an doppelstrangige
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DNA an. So nimmtdie Fluoreszenzstarke proportional mit der Menge des amplifizierten Gens
zu. Die Fluoreszenz wurde bei 530 nm detektiert (Abb. 7).

Denaturierung

Annealin
g SYBR Green |

nicht aktiviert
SYBR Green |
aktiviert
ungebundene
DNA
gebundene
DNA

Elongation

ABBILDUNG 7: PRINZIP DER REAL-TIME PCR mMIT SYBR GREEN |
EIGENE ABBILDUNG IN ANLEHNUNG AN SYBR GREEN DYE AssAY, THERMO FISHER SCIENTIFIC (278)

Die quantitative Real-Time PCR wurde mit dem SensiFastSYBR Hi-Rox-Kit nach Hersteller-
angaben durchgefiihrt. Die Kalibrierung erfolgte mit kommerzieller humaner genomischer DNA.
Das repetitive Element LINE1 diente als endogene Kontrolle. Als Matrize wurden 30 ng gDNA
pro Reaktion eingesetzt und wie in Tabelle 13 dargestellt amplifiziert.

Zyklen Temperatur Zeit

1 95°C 2/3 min

40 95°C 5s

40 60-65 °C 10s

40 72°C 5-20 s
4°C 0

TABELLE 13: QPCR ZykLus MiIT SYBR GREEN |
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Die Auswertung erfolgte mit dem aaCt-Algorithmus. Die Anzahl der PCR Zyklen bis zu dem
Schwellenwert, an dem die Fluoreszenz die Hintergrundstrahlung Uberschreitet, wird als Ct-
Wert gekennzeichnet. Dies wird fur das EGFR-Gen und die endogene Kontrolle LINE1
durchgeflhrt, die Differenz der Ct-Werte ACt wird ermittelt. Dieser ACt-Wert wird zum ACt-Wert
des Kallibrators in Relation gesetzt. Aus diesen Differenzen wurde ein relativer quantitativer
Wert (RQ-Wert) berechnet mit der Formel:

RQ=2+840

ForRMEL 1: RQ-WERT BERECHNUNG

PCR Produkte besitzen eine spezifische Schmelztemperatur, bei der die DNA wieder
denaturiert. Da unspezifische Produkte, wie beispielsweise Primerdimere, bei niedrigeren
Temperaturen schmelzen, kdnnen sie von spezifischen PCR Produkten in einer
Schmelzkurvenanalyse unterschieden werden. Dadurch wird verifiziert, dass das Ergebnis nicht
durch Nebenprodukte verfalscht wird.

Die gPCR wurde mit dem StepOne V2.1 im StepOne Plus Cycler angefertigt, initial wurde die
Schmelzkurvenanalyse (Abb. 8) durchgefuhrt. Alle Ansatze wurden in technischen Triplikaten
gemessen, daher wurde aus den drei RQ-Werten der Mittelwert und die Standardabweichung

ermittelt und mit Hilfe von Microsoft Excel und StepOne V2.1 dargestellt.

Detivative Repoder (-Rn)

85.0 0.0 T5.0 20.0 a85.0 on.o as5.0
Tm: 21.55
Temperature [°C)

ABBILDUNG 8: SCHMELZKURVENANALY SE
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3.3.3 PROTEINISOLATION

Flr die Proteinisolation wurden die Zellen wie unter 3.1.1. beschrieben geerntet und durch
Zentrifugation (300 x g, 5 min, RT) pelletiert. Die Zellpellets wurden anschlieRend in Lysepuffer
resuspendiert und 30 min bei RT inkubiert. Zur Entfernung von Zelldebris wurden die Proben
zentrifugiert (10 min, 13000 x g, 4 °C) und der Uberstand in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal

uberfuhrt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte via BCA Assay nach Herstellerangaben.

3.3.4 SDSPaAGE

Bei der SDS Page werden Proteine durch ein elektrisches Feld nach ihrem Gewicht aufgetrennt.
Dafur wird die Probe im Verhaltnis 1:1 mit Laemmli Puffer gemischt. Das darin enthaltene -
Mercaptoethanol spaltet die Disulfidbricken. Das SDS bindet proportional zur Lange der
Proteine und sorgt fur eine negative Gesamtladung. Die Elektrophorese fuhrt deshalb zu einer
Trennung der Proteine nach Masse. GroRenmarker mit bekannter Grole werden ebenfalls

neben den Proben aufgetragen um die Grée zu vergleichen.
Das Gemisch aus Probe und Puffer wird 5 min bei 95 °C gekocht und anschlieend auf das

Sammelgel aufgetragen. Der Gellauf startetim neutralen Sammelgel in einer Gelkammer bei 80
V. Die Spannung wurde ab Eintritt der Probe ins Trenngel auf 100 V erhoht.

3.3.5 WESTERN BLOT

Das Western Blot Verfahren ist ein Inmundetektionsverfahren zur Visualisierung von Proteinen
durch Antikérper auf einer Membran. Um Proteine durch spezifische Antikdrper nachzuweisen,
werden die Proteine auf dem Gel nach der Auftrennung durch SDS Page durch eine elektrische
Spannung auf eine PVDF Membran transferiert. Danach wird das Protein mittels indirekter
Immundetektion sichtbar gemacht. Die Membran wird dafir zunachst mit einem spezifischen

Primarantikdrper und spater mit einem hrp-konjugierten Sekundarantikdrper inkubiert.

Damit die Proteine an der PVDF Membran haften, wurde diese mit 100 % Ethanol benetzt.
Danach wurde die Membran fir 10 min in Anodenpuffer 2 inkubiert. Zwei Blottingpapiere wurden
in Anodenpuffer 1, ein Blottingpapier in Anodenpuffer 2 und drei Blottingpapiere in
Kathodenpuffer gelegt. Das SDS Gel wurde ebenfalls 10 min im Kathodenpuffer inkubiert.
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Danach wurde der Blot wie folgt zusammengesetzt: auf die positiv geladene Anode kamen die
Blottingpapiere aus dem Anodenpuffer 1, dann die aus dem Anodenpuffer 2, die PVDF
Membran, das SDS-Gel und schlussendlich die Blottingpapiere aus dem Kathodenpuffer. Die
negative Kathode, in Form des Geratedeckels schloss die semi-dry Blotting Kammer ab. Durch
semidry Transfer wurden die Proteine 45 min lang bei 40 mA in der Blotting Kammer auf die
PVDF Membran ubertragen. Um spater unspezifische Antikbrper Bindung zu verhindern, wurde
die Membran Uber Nacht in Blockierungspuffer gelegt. Die Membran wurde mit dem
Primarantikérper, der nach Herstellerangaben in 2 % Milchpulver in TBS verdinnt wurde, 1,5 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin erfolgte das Waschender Membran zweimal 5 min mit
TTBS und zweimal 5 min mit TBS. Die Membran wurde dann mit dem Sekundarantikorper, der
nach Herstellerangaben in 2 % Milchpulver in TBS verdinnt wurde, 1,5 h bei Raum- temperatur
inkubiert. Wiederholt wurde die Membran zweimal 5 min mit TTBS, zweimal 5 min mit TBS und
5 min mit Tris/HCI gewaschen. Die Visualisierung erfolgte nach Herstellerangaben mit dem
Super Signal West Femto KIT (Pierce/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
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4. ERGEBNISSE

Wie in Abschnitt 1.1.3. beschrieben, ist das GBM durch eine ausgepragte inter- und intra-
tumorale Heterogenitat gekennzeichnet. Eine haufig auftretende Aberration ist die erhdhte
EGFR Amoplifikationsrate. Bisherige Versuche, eine Zellinie mit erhaltener EGFR Amplifikati-
onsrate zu etablieren, waren weitestgehend unbefriedigend. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
untersucht, ob geringe Mengen EGF als Zusatz in serumfreiem Medium zum Erhalt der EGFR-

Amplifikation und somit zur Optimierung des Tumormodells beitragen kénnen.

4.1 CHARAKTERISIERUNG IM VORFELD DER ARBEIT

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden PDX ausgehend von patientenindividuellen GBM Gewebe-
proben etabliert. Alle gewonnenen Gewebeproben wurden im Institut fir Pathologie der
Universitatsmedizin Rostock als GBM diagnostiziert. (279)

4.1.1 VERIAKATION DER GENETISCHEN IDENTITAT DER PDX MODELLE

Zur Verifizierung der Zuordnung der in dieser Arbeit verwendeten PDX zu deren jeweiligen
Primartumoren wurden im Vorfeld der Arbeit genetische Fingerprint Analysen durchgefuhrt. Da
der genetische Fingerprint nur bei eineiigen Zwillingen identisch ist, eignet er sich zur Identifi-
kation und zur Verifizierung der korrekten Zuordnung des Xenografts zum jeweiligen Primartu-
mor. Die Anzahl der Wiederholungen von bestimmten Genloci, den variable number tandem
repeats (VNTRs) ist individuell unterschiedlich und fir jeden Menschen spezifisch. Bei der
Untersuchung mehrerer solcher Loci ergab es ein flr das Individuum spezifisches Profil. In
Tabelle 14 sind die Profile der untersuchten Tumore bzw. PDX dargestellt. Die Ziffer benennt
die Anzahl der Wiederholungen des betreffenden Genlocus. Das Vorhandensein von nur einer

Ziffer bedeutet, dass das Merkmal homozygot vorliegt.
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A
Tumor ID D5S818 D7S820 D16S539 D13S317  Amelogenin
HROG22 Tumor 10, 12 8,9 11 12,14 m
HROG22PDXT5 10, 12 8,9 11 12,14 m
HROG33 Tumor 10, 11 7,13 8 10 f
HROG33PDXT2 10, 11 7,13 8 10 f
HROGS59 Tumor 10, 12 9, 11 8,10 m
HROGS59PDX T2 10, 12 9, 11 8,10 m

B
Tumor ID VWA TPOX THO1 CSF1
HROG22 Tumor 14,15 8 6,9 12
HROG22PDXT5 14,15 8 6,9 12
HROG33 Tumor 16, 18 8, 11 6,9 10, 11
HROG33PDXT2 16, 18 8, 11 6,9 10
HROGS59 Tumor 16, 18 11 7,10 10
HROGS59PDX T2 16, 18 11 7,10 10

TABELLE 14: FINGERPRINT GENDATEN-UBERSICHT
DER PRIMARTUMOREN UND XENOGRAFTS A UND B (279)

Die Genprofile der Primartumore stimmtenin allen Fallen mit ihren korrespondierenden Xeno-
grafts Uberein. Der Verlust bei CSF-1 zwischen HROG33 und HROG33 PDX T2 ist zu
vernachlassigen und schwacht nicht die Aussagekraft des Fingerprints.

4.1.2 MOLEKULARPATHOLOGISCHE ANALYSEN DER PDX MODELLE

Ubliche GBM Merkmale, wie der Methylierungsstatus des MGMT Promotors und weitere
Mutationen wurden ebenfalls in Vorarbeiten untersucht.

Nur der HROG22 Tumor und sein PDX weisen einen positiven Methylierungsstatus auf,
HROG33 Tumor, HROG59 Tumor und die entsprechenden PDX sind unmethyliert. Die
untersuchten Mutationen KRAS, BRAF und p53 waren weder im Tumor, noch im korrespondie-
renden PDX vorhanden. Die mit einer besseren Prognose korrelierenden Mutationen der IDH1
und IDH2 konnten ebenfalls in keinem der Tumore oder ihren Xenografts detektiert werden.
Somit sind alle untersuchten Merkmale der GBM Tumore in den jeweiligen PDX identisch und

konnten erhalten werden. (279)

36



ERGEBNISSE

4.2 ETABLIERUNG DER ZELLLINIEN

Ausgehend von zwei GBM PDX, HROG33 PDX und HROG59 PDX, die eine erhdohte EGFR
Amplifikationsrate aufwiesen, wurden die Zelllinien HROG33 und HROG59 etabliert. Aus dem
GBM HROG22 PDX, das keine EGFR Amplifikation aufwies, wurde die Zelllinie HROG22
etabliert und als interne Kontrolle der Kulturbedingungen mitgefuhrt.

Far jeden PDX wurden Zellkulturen unter serumfreien Bedingungen unter Zugabe von 2 mM L-
Glutamin, B27 und 10 ng/ml bFGF angelegt. Zudem wurden den serumfreien Zellkulturen
verschiedene EGF Mengen zugesetzt(0 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 1,5 ng/ml, 2 ng/ml, 2,5 ng/ml,
10 ng/ml und 30 ng/ml). Als Kontrolle wurde pro PDX eine Zelllinie unter Standardbedingungen
(10 % FKS, 2 mM L-Glutamin) angelegt. Die aus dem jeweiligen GBM PDX gewonnenen Zellen
wurden bei der Etablierung der verschiedenen Modelle zu gleichen Teilen auf alle

Kulturvarianten aufgeteilt.

4.2.1 MORPHOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG DER ZELLLINIEN

Wie in 1.3.2. beschrieben, neigen Zellen in serumfreien Medium und durch bFGF Gabe zur
Neurospharenbildung. Diese Beobachtung konnte in allen Zelllinien der drei analysierten Falle
bestatigt werden (Abb. 9-11). Die Zelllinien bildeten in serumfreiem Medium frei bewegliche
Neurospharen oder semiadharente Neurospharen mit leicht zu I6sendem Oberflachenkontakt.
Im Verlauf der Zellkultur wurde beobachtet, dass die Zelllinien mitzunehmender Passagierung
dazu neigten, immer groRere Neurospharen zu bilden. Die Morphologie der GBM Zellen konnte
in serumfreiem Medium Uber alle Passagen hinweg gut erhalten werden. Es wurde kein
Zusammenhang zwischen der EGF Konzentration und der Neigung zur Spharenbildung oder
zum Frequenzintervall der Passagierung beobachtet. In Standardmedium (10 % FKS) wuchsen

die Zelllinien wie erwartet adharent und gleichmaRig am Boden der Zellkulturflasche.
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ABBILDUNG 9: LICHTMIKROSKOPISCHE AUFNAHMEN VON HROG33 IN PO
IN SERUMFREIEM MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF UND O NG/ML EGF (A), 0,5 Ne/ML EGF (B), 1 Na/ML EGF (C), 1,5 NG/ML

EGF (D), 2NG/ML EGF (E), 2,5NG/ML EGF (F), 10 Ne/ML EGF (G), 30 N/ML EGF (H) UND IN STANDARDMEDIUM 10 %
FKS (I), 200X VERGROBERUNG
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ABBILDUNG 10: LICHTMIKROSKOPISCHE AUFNAHMEN VON HROG59 IN PO
IN SERUMFREIEM MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF UND O NG/ML EGF (A), 0,5 Ne/ML EGF (B), 1 Ne/ML EGF (C), 1,5 NG/ML

EGF (D), 2NG/ML EGF (E), 2,5NG/ML EGF (F), 10 Ne/ML EGF (G), 30 N/ML EGF (H) UND IN STANDARDMEDIUM 10 %
FKS (I), 200XxVERGRORERUNG
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ABBILDUNG 11: LICHTMIKROSKOPISCHE AUFNAHMEN VON HROG22 IN PO
IN SERUMFREIEM MeDIUM MIT 10 NG/ML BFGF uND 0 NG/ML EGF (A), 0,5 Ne/ML EGF (B), 1 NG/ML EGF (C), 1,5 NG/ML EGF

(D), 2 NG/ML EGF (E), 10 NG/ML EGF (F), 30 NG/ML EGF (G) UND IN STANDARDMEDIUM 10 % FKS (H), 200XVERGRORERUNG

4.3 UNTERSUCHUNG DER EGFR AMPLIFIKATION

Wie im Abschnitt 1.3.2. beschrieben, ist ein haufiges Zellkulturartefakt bei GBM der schnelle
Verlust der EGFR Amplifikationsrate. Um diese in den Zelllinien und in ihren korrespondierenden
Xenografts zu untersuchen, wurde die EGFR Amplifikation via gPCR und 2C CISH ermittelt und

die Ergebnisse wurden miteinander verglichen.

4.3.1 BESTIMMUNG DER EGFR KOPIEZAHL

In vorherigen Arbeiten wurde die EGFR Amplifikationsrate der GBM Tumoren und ihrer PDX
untersucht (Tab.15).
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HROG33 zeigt im ursprunglichen Tumorgewebe eine 31-fache Erhéhung der EGFR Kopien-
zahl. Nach Xenograft Transplantation ist die Amplifikation weiter erhoht. Auch bei HROG59
erhoht sich die Amplifikationsrate im PDX gegentiber des Primartumors. HROG22 zeigte weder
im Primartumor, noch im Xenograft eine EGFR Amplifikation.

ProbenID EGFR-Amplifikation [x-fach]
HROG33 Tumor 31,00
fT2 Xenograft 50,46
HROG59 Tumor 16,10
fT2 Xenograft 58,36
HROG22 Tumor 0,58
fT5 Xenograft 1,14

TABELLE 15: EGFR AMPLIFIKATIONSRATEN DER PRIMARTUMOREN (279) UND XENOGRAFTS

Das Ziel der Arbeit war es, die EGFR Amplifikation in den Zellkulturen zu allen mdglichen
Passagen zu betrachten. Eine Analyse der EGFR Amplifikation erfolgte in Abhangigkeit zur EGF
Konzentration. EGFR gilt hierbei, wie auch in anderen Studien festgelegt, ab einer 5-fachen
Erhdhung des Wertes im Vergleich zur Kontrolle (RQ=1) als amplifiziert. (136, 280) Ab einer 15-
fachen Erhohung des Wertes gilt EGFR als stark amplifiziert.

Die Ergebnisse der gPCR Analyse der Zellinie HROG33 sind in Abbildung 12 dargestellt. Die
relative EGFR Amplifikation wird in den einzelnen Balken fiir das urspriingliche PDX und die
untersuchten Passagen (P0-P10) fur alle analysierten Konditionen abgebildet. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung der technischen Triplikate, die exponentielle Linie bildet den
Trend ab.

Es konnte gezeigt werden, dass die EGFR Amplifikation in serumfreiem Medium ohne den EGF
und mit geringen EGF Konzentrationen Uber mindestens 10 in vitro Passagen erhalten werden
kann (Abb. 12 A, B, C, D, E, F). Jedoch erscheint die EGFR Amplifikationsrate zwischen den
unterschiedlichen Passagen variabel. So zeigte sich beispielsweise in Passage 5 eine 38-fache
Amplifikation, wohingegen der Wert in Passage 10 ohne Zugabe von EGF auf eine 21-fache
Amplifikation sank (Abb. 12 A). Damit ist die EGFR Amplifikation bezogen auf den Wert des
PDX (ca. 50-fache Erhdhung) auf unter die Halfte gefallen, gilt aber dennoch als stark
amplifiziert. In den Diagrammen der Abb. 12 B, C, D ist aber auch zu erkennen, dass geringe
EGF Substitution im Medium die Amplifikation besser erhalt (detaillierte Datentbersicht Tabelle
A im Anhang). Die Untersuchung dieser Zellkulturen ergab EGFR Amplifikationsraten,
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die sich ndher am Ausgangswert des Xenografts befanden. Bei Zugabe von 2 und 2,5 ng/ml
EGF (Abb. 12 E und F) waren mit einer ca. 20-fachen Erhdhung der EGFR Ampilifikation in P10
ahnliche Ergebnisse wie bei EGF Entzug zu erzielen. Damit konnte die Amplifikationsrate
ebenfalls erhalten werden. Bei der Zugabe von 10 ng/ml (Abb. 12 G) ist mit einer 7,6-fachen
Erhdhung des Werts grenzwertig von einer Amplifikation zu sprechen. Sehr hohe EGF
Konzentrationen wie 30 ng/ml EGF senken die EGFR Amplifikationsrate rapide ab (Abb. 12 H).
Dieses Ergebnis ist mit der Kultivierung in Standardmedium mit 10 % FKS (Abb. 12 1) vergleich-
bar. Dadurch wird ersichtlich, dass die EGFR Amplifikationsrate in serumfreiem Medium
prinzipiell mit der Zugabe von 10 ng/ml bFGF ohne und mit EGF Substitution von 0,5 bis 10
ng/ml erhalten werden kann. Sehr hohe EGF Konzentrationen tragen nicht zur Erhaltung der
EGFR Amplifikation bei. Weiterhin wird deutlich, dass verschiedene EGF Konzentrationen die
Kultivierung beeinflussen. Es erscheint, als ob eine Substitution von 10 ng/ml bFGF und geringe
EGF Konzentrationen die EGFR Amplifikation besser erhalten, als das serumfreie Medium ohne
EGF, oder mit 10 ng/ml EGF. Eine klare Tendenz ist bei den serumfreien Zellkulturen mit O bis
2,5 ng/ml aber nicht zu erkennen, sowohl ein leichter Anstieg wie auch Abfall werden
beobachtet. Hierbei bleiben die gemessenen RQ-Werte der Zelllinien meistgeringer als der RQ-
Wert des PDX.
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ABBILDUNG 12: QPCR ANALYSE vON HROG33
IN SERUMFREIEM MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF UND O NG/ML EGF (A), 0,5 Ne/ML EGF (B), 1 Na/ML EGF (C), 1,5 NG/ML

EGF (D), 2nG/ML EGF (E), 2,5 NG/ML EGF (F), 10 N6/ML EGF (G) 30 NG/ML EGF (H) UND IN STANDARDMEDIUM
10 % FKS (1)

Die Zellinie HROGS9 zeigte ahnliche Ergebnisse wie die Zelllinie HROG33. Von der stark
erhohten Amplifikationsrate im Xenograft (ca. 58-fach) konnte in P10 bei 0 ng/ml EGF noch eine
etwa 30-fache Erhéhung erhalten werden (Abb. 13 A).

Hier ist in P10 bei einem Zusatz von 0,5 ng/ml EGF und 1 ng/ml EGF (Abb. 13 B und C) mit
einer ca. 50 fachen Erh6hung die Amplifikationsrate starker erhéht und fast am Wert des Xeno-
grafts, von dem die Zelllinie abstammt. Bei der Zugabe von 1,5 ng/ml EGF, 2,5 ng/ml EGF und
10 ng/ml (Abb. 13 D, E, F) ist eine ahnlich erhdhte EGFR Amplifikationsrate wie bei EGF Entzug
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zu erkennen. Erst bei der Zugabe sehr hoher EGF Konzentrationen (30 ng/ml EGF, Abb. 13 G)
sinkt die Amplifikationsrate auf einen mit 10 % FKS vergleichbaren Wert (Abb. 13 1).

Auch hier zeigt sich ein Einfluss der verschiedenen EGF Konzentrationen auf die Kultivierung
ahnlich der HROG33 Zelllinie. Geringe EGF Konzentrationen scheinen der Erhaltung der EGFR
Amplifikation zutraglicher zu sein, bei sehr hoher EGF Zugabe sinkt die EGFR Amplifikation
drastisch. (Datenubersicht: Tabelle B im Anhang)
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ABBILDUNG 13: QPCR ANALYSE vON HROG59
IN SERUMFREIEM MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF unD O NG/ML EGF (A), 0,5 Ne/ML EGF (B), 1 Na/ML EGF (C), 1,5 NG/ML

EGF (D), 2,5 NG/ML EGF (E), 10 NG/ML EGF (F), 30 NG/ML EGF (G) UND IN STANDARDMEDIUM 10 % FKS (H)

Die aus einem nicht EGFR amplifizierenden Xenograft abstammende Zelllinie HROG22 wurde
als Kontrolle ebenfalls zu den genannten Konditionen kultiviert. In samtlichen HROG22
Zellkulturen zu allen Passagen wurde HROG22 als nicht amplifiziert beurteilt (Abb. 14). Daraus
folgt, dass die Zugabe von EGF in serumfreien Medium keinen Selektionsvorteil fir EGFR
Amplifikation beinhaltende Zellen bietet, wenn die Amplifikation in den Zellen, aus denen die

Zelllinie etabliert wurde, nicht bereits erhoht ist. (Datentbersicht: Tabelle C im Anhang)
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ABBILDUNG 14: QPCR ANALYSE VON HROG22
IN SERUMFREIEM MeDIUM MIT 10 NG/ML BFGF uND O Ne/ML EGF (A), 0,5 Na/ML EGF (B), 1 Na/ML EGF (C), 1,5 NG/ML EGF

(D), 2 NG/ML EGF (E), 2,5 NG/ML EGF (F), 10 Ne/ML EGF (G), 30 NG/ML EGF (H) UND IN STANDARDMEDIUM 10 % FKS (I)

Insgesamt wird die EGFR Amplifikationsrate der Zelllinien HROG33 und HROGS59 wie in Abb.
15 zu erkennen bei EGF Entzug und bei geringen EGF Konzentrationen EGF im serum- freien
Medium erhalten, mit einem relativen Optimum bei Zugabe von ca. 0,5 bis ca. 1,5 ng/ml EGF.

Hierbei bleiben die gemessenen Werte meist geringer als der Wert des PDX. Aber auch wenn
die Ergebnisse in vitro geringer ausfielen als im Xenograft und variabel erscheinen, kann bei
der Kultivierung im serumfreien Medium mit geringen EGF Konzentrationen ein Erfolg verbucht

werden.
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ABBILDUNG 15: VERGLEICHENDE QPCR ANALYSE VON HROG33 unpo HROG59

In Tabelle 16 wird die EGFR Amplifikation in Abhangigkeit zum urspriinglichen PDX Wert der
Zelkulturen HROG33 und HROG59 in allen serumfreien Kulturkonditionen betrachtet. Dabei soll
fir jede Zellkultur genau erortert werden, wie viel Prozent der urspringlichen EGFR
Amplifikationsrate im PDX bei der jeweiligen Kulturbedingung in P10 noch erhalten wurde. Die
Ergebnisse werden in der sogenannten heatmap dargestellt, bei der die unterschiedlichen
Erhaltungsraten in Abhangigkeit zu ihrer Hohe eingefarbt werden. Das Farbspektrum geht dabei
von Dunkelgrin bei der hochsten Erhaltungsrate, Uber Gelb und Orange zu Rot bei der

niedrigsten Erhaltungsrate. Die Ubrigen Werte inmitten der hochsten und niedrigsten

IN P10

Erhaltungsrate werden anteilig eingefarbt.

EGFR Amplifikation (x- fach) in Ab-
ng/ml héngigkeit zum PDX-Wert
EGF HROG33 HROG59
0 42 % 55 %
0,5 84 % 87 %
1 72 % 86 %
1,5 78 % 42 %
2 40 %
2,5 41 % 50 %
10 15 % 52 %
30 7% 13 %

TABELLE 16: HEATMAP EGFR AMPLIFIKATION IN PASSAGE 10 IN ABHANGIGKEIT ZuM PDX
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4.3.2 WIEDERHERSTELLUNG DER EGFR AMLIFIKATION

Wie in Abschnitt 1.3.2. angesprochen, gibt es in der Literatur unterschiedliche Aussagen
darUber, ob die EGFR Amplifikationsrate stabil bleibt. Um dies zu betrachten, wurde den 30
ng/ml EGF Zelllinien, die von EGFR amplifizierenden Xenografts abstammen, nach Passage 10
das EGF entzogen. Fur weitere 5 Passagen wurden die Zelllinien ohne EGF kultiviert. Diese
Zelllinien werden im Folgenden HROG33 30—0 ng/ml und HROG59 30—0 ng/ml genannt.

A HROG33 30 ng/ml; 30-0 ng/ml EGF

80
70
60
50
40
30

20
I, .
10 _ ol
0 " BT A
PDX P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10

P11 P12 P13 P14 P15

.
‘4
—

EGFR Amplifikation (x-fach)

B HROG59 30 ng/ml; 30-0 ng/ml EGF

EGFR Amplifikation (x-fach)
N
o

20 e “‘I' I
Lo
10 e . B | -
0 a = wn-A- K
PDX P2 P3 P4 P5 P6 P P9 P10

5 6 7 P8 P11 P12 P13 P14 P15

ABBILDUNG 16: QPCR ANALYSEN NACH LIGANDENENTZUG
IN SERUMFREIEM MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF UND 30 NG/ML EGF (MAGENTA) Bzw. NACH EGF ENTZUG (GRAU) NACH KULTI-

VIERUNG MIT 30 NG/ML EGF voN HROG33 (A) unD HROG59 (B)
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Wie in Abbildung 16 zu sehen, stiegen sowohl bei HROG33, als auch bei HROG59 nach nur 2
Passagen (P12) durch die EGF Verminderung die Werte wieder an und EGFR galt als
amplifiziert. Somit ist festzustellen, dass die Amplifikationsrate in den Zelllinien nicht als stabil
gewertet werden kann und durch EGF Zufuhr beziehungsweise Entzug moduliert wird.

4.3.3 ANALYSE DER EGFR GENKOPIEN IN SITU

Die Auswertung der Gewebeschnitte wurde in Vorarbeiten ausschlielRlich an den zellreichen
Arealen vorgenommen, diese wurden zuvor am HE Schnitt identifiziert. Mit einem grinen Signal
wurde das EGFR Gen dargestellt, mit einem roten Signal Chromosom 7 als interne Kontrolle.
EGFR qilt als amplifiziert, wenn das Verhaltnis des grinen zum roten Signal >2 betragt, oder
wenn das grune Signal in Clustern erscheint. Unter diesen Bedingungen wird somitin Abbildung
17 die EGFR Amplifikation des HROG33 PDX und HROG59 PDX bestatigt. Wie erwartet ist im
CISH-Gewebeschnitt des HROG22 PDX keine EGFR Amplifikation zu erkennen.
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ABBILDUNG 17: 2C CISH ANALYSE DER PDX GEWEBESCHNITTE
400x VERGRORERUNG, HROG33 (A) HROG59 (B) HROG22 (C) (279)

In Zusammenarbeit mit dem Institut fur Pathologie der Universitatsmedizin Rostock wurden in
Passage 10 der Zelllinien TMAs angefertigt. Die Auswertung wurde an den zellreichen Arealen
vorgenommen, diese wurden zuvor am HE Schnitt identifiziert (siehe Abbildung A im Anhang).
In den 2C CISH Analysen von HROG33 (Abb.18) sieht man deutlich ein verstarktes griines
Signal bei den serumfrei kultivierten Zellkulturen mit geringer oder ohne Ligandenzufuhr.
Wahrend in Abb. 18 G bei der Zellkultur mit 10 ng/ml EGF Zusatz wie zu erwarten ein schwa-
cheres, aber noch als amplfiziert geltendes, Signal wahrgenommen wird, sind in Abb. 18 H (30
ng/ml EGF) und Abb. 18 I (Standardmedium, 10 % FKS) etwa gleich viele rote und griine Signale
zu erkennen und werden damit als nicht amplifiziert klassifiziert. Diese Beobachtungen sind mit

den Daten der gPCR Analyse Ubereinstimmend.
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ABBILDUNG 18: 2C CISH ANALYSE DER HROG33 TMAs
IN P10 IN SERUMFREIEN MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF unD O NG/ML EGF (A), 0,5 Na/ML EGF (B), 1 Ne/ML EGF (C),

1,5NG/ML EGF (D), 2NG/ML EGF (E), 2,5 Ne/ML EGF (F), 10 NG/ML EGF (G), 30 NG/ML EGF (H), UND IN STANDARDME-
DIUM10 % FKS (l), 400x VERGRORERUNG

Auch in den 2C CISH Analysen von HROG59 (Abb. 19) ist ein intensiv grines Signal bei den
serumfrei kultivierten Zellkulturen mit geringer oder ohne Ligandenzufuhr wahrzunehmen.
Wahrend in Abb 19 A wie zu erwarten ein sehr starkes Signal wahrgenommen wird, sinkt die
Signalstarke mit Steigerung der EGF Zufuhr (Abb.19 B, C, D). Auch diese Beobachtungen

decken sich mit den Daten der gPCR Analyse.
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ABBILDUNG 19: 2C CISH ANALYSE DER HROG59 TMAs
IN P10 IN SERUMFREIEN MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF UND ONG/ML EGF (A), 2,5 NG/ML EGF (B) 10 Ne/ML EGF (C) uUND

30 Ne/ML EGF (D), 400X VERGRORERUNG

In der 2C CISH Analyse von HROG22 (Abb. 20) ist Uber alle Kulturbedingungen hinweg kaum
ein Signal zu beobachten und EGFR gilt als nicht amplifiziert. Auch diese Untersuchungen sind

mit den Daten der gPCR Analyse Ubereinstimmend.

ABBILDUNG 20: 2C CISH AnALYSE DER HROG22 TMAs
IN P10 IN SERUMFREIEN MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF UND O NG/ML EGF (A), 2,5 NG/ML EGF (B), 10 Na/ML EGF (C),

30 NG/ML EGF (D) UND IN STANDARDMEDIUM 10 % FKS (E), 400X VERGRORERUNG
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Die Steigerung der EGFR Amplifikation der Zellkulturen, denen nach Passage 10 der Ligand
EGF entzogen wurde, ist durch eine Verstarkung des griinen Signals in Passage 15 dargestellt
(Abb. 21 B und D). Somit ist von einer Steigerung der EGFR Amplifikationsrate nach
Ligandenentzug auszugehen. Damit korrelieren auch diese Untersuchungen mit den
Ergebnissen der gPCR Analyse.

ABBILDUNG 21: 2C CISH ANALYSE DER TMAS NACH LIGANDENENTZUG
IN SERUMFREIEM MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF UND 30 NG/ML EGF IN P10 voN HROG33 (A) unD HROG59 (C) Bzw.NACH

EGF ENTZUG NACH KULTIVIERUNG IN P15 MiIT 30 NG/ML EGF voN HROG33 (B) unD HROG59 (D), 400X VERGRORERUNG

Auch wenn die CISH Analyse kein absolut quantitatives Ergebnis zulasst, ist dennoch
ersichtlich, dass es Unterschiede in der EGFR Amplifikation zwischen den verschiedenen

Zellkulturen gibt. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen der gPCR.
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4.4 UNTERSUCHUNG DER EGFR PROTEINEXPRESSION

Da eine erhohte EGFR Amplifikationsrate sowohl durch gPCR als auch durch 2C CISH bestatigt
werden konnte, sollte im Folgenden dieses Ergebnis durch die Analyse der Proteinexpression
verifiziert werden. Wie in 1.2.1. beschrieben, ist bei vorhandener EGFR Ampilifikation auch
haufig eine Expression anzunehmen. Um die Auswirkung der EGF Zugabe zum serumfreien
Medium auch auf Proteinebene sichtbar zu machen, wurden Schnitte immunhistochemisch

gefarbt und Western Blot Analysen durchgefihrt.

4.41 ANALYSE DER EXPRESSION DURCH IMMUNHISTOLOGISCHE FARBUNG

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Pathologie der Universitatsmedizin Rostock wurden

TMAs angefertigt. Die EGFR Expression wurden mittels Inmunhistochemie (IHC) dargestellt.

4.4.1.1 EGFR ANALYSE DURCH IHC

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Anfarbung mit einem
Antikoérper gegen EGFR zu sehen. Betrachtet wird HROG33 in den verschiedenen Nahrmedien

in Passage 10. Der vorhandene EGF-Rezeptor farbt sich braun.
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ABBILDUNG 22: HROG33 TMAs miT IHC EGFR FARBUNG
MIT 400X VERGRORERUNG IN P10 IN SERUMFREIEN MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF unD O NG/ML EGF (A), 0,5 Ne/ML EGF (B),

1 NG/ML EGF (C), 1,5 N6/ML EGF (D), 2 Ne/ML EGF (E), 2,5 NG/ML EGF (F), 10 NG/ML (G), 30 NG/ML (H) UND IN STAN-
DARDMEDIUM 10 % FKS (1), 400x VERGRORERUNG

Sowohl bei HROG33 als auch bei HROG59 ist eine Anfarbung des EGFR zu betrachten. Die
mit Hamatoxylin gefarbten Zellkerne treten deutlich hervor. In den fir das Nahrmedium
spezifisch abgebildeten Ausschnitt ist zu erkennen, dass EGFR Expression bei serumfreier
Kultur mit 0-2,5 ng/ml ausgepragt vorhanden ist. Korrelierend mit den gqPCR Ergebnissen der
Amplifikationsrate, ist ein schwacheres EGFR Expressionssignal im serumfreien Nahrmedium
mit 10 ng/ml EGF und ein sehr schwaches Signal mit 30 ng/ml EGF bzw. im Standardmedium
mit 10 % FKS vorzufinden (Abb. 22 und Abb. 23).
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ABBILDUNG 23: HROG59 TMAs miT IHC EGFR FARBUNG
MIT 400X VERGRORERUNG IN P10 IN SERUMFREIEN MeEDIUM MIT 10 N&/ML BFGF unD O NG/ML EGF (A) , 2,5 N6/ML EGF (B),

10 Ne/ML EGF (C) unD 30 NG/ML EGF (D), 400X VERGRORERUNG

Wie zu erwarten ist in HROG22 unabhangig von der Ligandenkonzentration kaum eine
Anfarbung des EGFR vorzufinden (Abb.24). Dieses Ergebnis korreliert mit den gPCR
Ergebnissen der EGFR Amplifikationsrate.
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ABBILDUNG 24: HROG22 TMAs miT IHC EGFR FARBUNG
MIT 400X VERGROBERUNG IN P10 IN SERUMFREIEN MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF UND O NG/ML EGF (A), 2,5 Nc/ML EGF (B),

10 Ne/ML EGF (C), 30 NG/ML EGF (D) uND IN STANDARDMEDIUM 10 % FKS (E), 400X VERGRORERUNG
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Auch bei der immunhistochemischen Betrachtung der Zellkulturen, denen nach Passage 10
EGF wieder entzogen wurde, ist eine vergleichsweise starkere EGFR Farbung in der 5. Passage
nach Ligandenentzug zu erkennen (Abb. 25). Somit ist von einer Steigerung der EGFR

Expression nach Ligandenentzug auszugehen. Damit korrelieren auch diese Untersuchungen
mit den Ergebnissen der gqPCR und CISH Analysen.

ABBILDUNG 25: TMAs miT IHC EGFR FARBUNG NACH LIGANDENENTZUG
HROG33 IN SERUMFREIEM MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF uND 30 NG/ML EGF IN P10 voN HROG33 (A) unp HROG59 (C)

BZW.NACH EGF ENTZUG NACH KULTIVIERUNG MIT 30 NG/ML EGF IN P15 voNn HROGS33 (B) unD HROG59 (D), 400x VER-
GRORERUNG

4.4.1.2 EGFRVIII ANALYSE DURCH IHC

Im Vorfeld der Arbeit wurden die PDX via gPCR auf eine etwaige EGFRUVIIl Expression unter-
suchtund im Fall von HROG33 PDX festgestellt. Daher wurden nur die TMAs von Passage 10
des HROG33 immunhistochemisch auf Vorhandensein des EGFRUVIII untersucht. In

56



ERGEBNISSE

Abbildung 26 werden die Ergebnisse der IHC Anfarbung mit einem Antikérper gegen EGFRuvIII
des HROG33 in den verschiedenen Nahrmedien gezeigt. Die EGFRVIII Expression ist, wie auch
die Wildtyp Variante, bei serumfreier Kultur mit 0-2,5 ng/ml EGF (Abb. 26 A B, C, D, E, F)
ausgepragt vorhanden und bei serumfreier Kultur mit 10 ng/ml EGF (Abb 26. G) viel weniger
dargestellt. Bei 30 ng/ml EGF bzw. mit 10 % FKS ist kaum ein Signal vorzufinden (Abb 26. H,

1). Die Ergebnisse korrelieren erwartungsgemaf mit den Farbeergebnissen des EGFR.
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ABBILDUNG 26: HROG33 TMAs miT IHC EGFRVIII FARBUNG
MIT 400X VERGRORERUNG IN P10 IN SERUMFREIEN MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF unD O NG/ML EGF (A), 0,5 Na/ML EGF (B),

1 Ne/ML EGF (C), 1,5 Ng/ML EGF (D), 2 NG/ML EGF (E), 2,5 Na/ML EGF (F), 10 NG/ML (G), 30 NG/ML (H) UND IN STAN-
DARDMEDIUM 10 % FKS (l)

Auch wenn die immunhistochemische Farbung insgesamt kein absolut quantitatives Ergebnis
zulasst, ist auch hier ersichtlich, dass es Unterschiede im Expressionsprofil zwischen den

verschiedenen Zellkulturen gibt. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen der gPCR.
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4.4.2 WESTERN BLOT

Auch durch Western Blots wurde die EGFR Expression analysiert. Als Beladungskontrolle
fungierte das in jeder Kdrperzelle exprimierte housekeeping Gen (3-Actin, das sich auf Hohe von
42 kDa mit einer Bande darstellen lasst. Die GréRenzuordnung der sichtbaren Banden erfolgte
durch den Vergleich mit einem Protein GroRenstandard. Da dieser nur auf der PVDF Membran
sichtbar ist, erfolgte die Gro3enzuordnung durch Vergleich der Membran mit dem Roéntgenfilm.
Die EGFR Bande war auf Hohe von 170 kDa zu erwarten.

Der in Abb. 27 dargestellte Western Blot zeigt die sichtbargemachten EGFR-Proteine in
HROG33 unter den angegebenen Kulturbedingungen. Die EGFR Expression konnte fir 0,5
ng/ml, 1,5 ng/ml, 2 ng/ml, 2,5 ng/ml und 10 ng/ml bestatigt werden. Die Bande bei 0 ng/ml und
1 ng/ml war etwas schwacher detektierbar, wobei dennoch eine Expression festzustellen ist.
Besonders stark wird die Bande bei 0,5 ng/ml EGF Zugabe zum serumfreien Medium
dargestellt. Wie durch die qPCR Daten vermutet, ist die Bande bei 10 ng/ml schwacher
dargestellt und bei 30 ng/ml bzw. Standardmedium mit 10 % FKS nicht vorhanden.
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ABBILDUNG 27:HROG33 WESTERN BLOT ANALYSE DER EGFR EXPRESSION

Wie aus Abbildung 28 ersichtlich wird, konnten in der Western Blot Analyse des HROG59 EGFR
Banden entsprechend der qPCR Daten detektiert werden. Es zeigt sich somit, dass die EGFR
Expression mit EGFR Amplifikation einhergeht. Bei 0 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 1,5 ng/ml, 2
ng/mlund 10 ng/ml EGF in serumfreien Medium ist ein starkes Signal zu erkennen. Die fehlende

Bande bei 2,5 ng/ml ist vermutlich durch fehlerhafte Beladung zustande gekommen,
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da auch die Ladekontrolle durch B-Actin negativ ausfallt. Wie erwartet ist keine Bande bei
30 ng/ml EGF zu beobachten.
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ABBILDUNG 28: HROG59 WESTERN BLOT ANALYSE DER EGFR EXPRESSION

Bei HROG22 (Abb. 29) ist bei positiver Ladekontrolle zu allen Konditionen wenig Signal

detektierbar, EGFR wird sehr schwach exprimiert.
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ABBILDUNG 29: HROG22 WESTERN BLOT ANALYSE DER EGFR EXPRESSION

Folglich korrelieren die Blots grotenteils mit den Ergebnissen der immunhistochemischen
Schnitte und den qPCR Analysen. Etwaige Abweichungen sind der hohen Sensitivitat der Tests
verschuldet.
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5. DISKUSSION

Das GBM ist der haufigste und aggressivste hirneigene Tumor im Erwachsenenalter mit einer
infausten Prognose. Die genauen Ursachen der Entstehung sind bisweilen unbekannt. (1, 15)
In ca. 50 % aller GBM ist eine EGFR Amplifikation vorzufinden, die mit einer erhdhten Malignitat
des Tumors einhergeht. (135) Um das direkte Verhalten und die Abhangigkeit der Tumorzellen
in Bezug auf den EGFR zu studieren, ist die Etablierung eines adaquaten in vitro Tumormodells
notwendig. Zentrale Herausforderung hierbei ist die Erhaltung von tumorspezifischengeno- und
phanotypischen Merkmalen. Ein grundsatzliches in vitro-Artefakt ist jedoch der schnelle Verlust
der EGFR Genamplifikation. (168, 240, 256, 257) Verschiedene Grinde wurden hierfur erortert,
von hoher EGF Konzentration in serumfreier Kultur (240), Uber Kultivierung mit 10 % FKS, bis
zu einem willkirlich auftretenden Verlust (257). Letztgenannter Grund ist allerdings aufgrund
der RegelmalRigkeit des Verlustes in vitro unwahrscheinlich. (168, 240, 241, 256, 264)

Ziel dieser Arbeit war daher die Identifikation von Zellkulturbedingungen, die die Erhaltung der
EGFR Amplifikation von GBM-Zellen ermdglichen. Stockhausen et al. konnten mit serumfreier
Kultur und dem Zusatz von EGF die EGFR Amplifikation ein Stlick weit erhalten. Von 36 Pati-
enten haben sie 18 Xenografts etabliert, sechs von diesen wurden dann mit N2, B27, 10 ng/ml
bFGF und 10 ng/ml EGF in Zellkultur genommen. Von diesen sechs Zellkulturen besalien vier
im Patienten und im Xenograft eine erhohte EGFR Amplifikation, zwei von diesen auch die
EGFRVIII Mutation. Bei einem Xenograft mit besonders erhdhter EGFR Ampifikation konnten
sie unter diesen Kulturbedingungen tUber mehrere Passagen in vitro EGFR und vlll Amplifikation
erhalten, auch wenn die Rate im Vergleich zum Xenogaft geringer war. (241) Schulte et al.
hingegen waren erfolgreich mit EGF Entzug. Sie etablierten Zellkulturen aus Primartumor in
serumfreiem Medium mit B27, bFGF und 20 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml oder 0 ng/ml EGF. Zwei
Zelllinien konnte die Amplifikation mit 0 ng/ml EGF in serumfreiem Medium Uber 20 Passagen
behalten, auch wenn die relative Amplifikationsrate bei einer auf unter ein Viertel des urspring-
lichen Wertes des Primartumors gefallen war. Da somit die ersten positiven Ergebnisse im
serumfreien Medium mit 10 ng/ml EGF (241) und ohne EGF (264) erzielt wurden, lag die
Vermutung nahe, dass die EGF Zugabe in serumfreier Kultur die EGFR Amplifikation in vitro
beeinflusst. Um dies zu untersuchen, wurden ausgehend von GBM PDX mit erhdhter EGFR
Amplifikation (HROG33 und HROGS9) und ohne erhdhter EGFR Amplifikation (HROG22) Zell-
linien etabliert. Fur jedes PDX wurden Zellkulturen unter serumfreien Bedingungen unter
Zugabe von 2 mM L-Glutamin, B27 und 10 ng/ml bFGF angelegt. Serumfrei kultivierte Zellen
ahneln geno- und phanotypisch starker dem Primartumor. (245, 248—250) Daher lag auch die
Vermutung nahe, dass charakteristische Tumormerkmale wie EGFR Amplifikation wahrschein-

licher erhalten werden. (241) Der Zusatz von bFGF wurde zur Unterstutzung der Zellproliferation
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in allen serumfrei kultivierten Konditionen auf konstantem Niveau gehalten. Da allen Zelllinien
die gleiche Menge bFGF zugefuhrt wurde, wirkte sich der in einer Studie beschriebene EGFR
amplifikationssteigernde Effekt von bFGF auf alle gleichermallen aus und war nicht fur die
unterschiedlichen Amplifikationsraten ausschlaggebend. (247) Zudem wurden den serumfreien
Zellkulturen verschiedene EGF Mengen zugesetzt (0 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 1,5 ng/ml, 2
ng/ml, 2,5 ng/ml, 10 ng/ml oder 30 ng/ml). Als Kontrolle wurde fur jeden PDX eine Zelllinie unter
Standardbedingungen (10 % FKS, 2mM L-Glutamin) angelegt. Die Etablierung der
verschiedenen in vitro Modelle war im Fall von HROG22 und HROG33 fur alle gewahlten
Konditionen erfolgreich. Eine Zelllinie von HROG59 konnte unter serumfreien Bedingungen
unter Zugabe von 2 ng/ml EGF nicht etabliert werden. Auch die Kontrollzelllinie mit 10 % FKS
wurde im Fall von HROG59 nicht erfolgreich etabliert, die Zellproliferation stoppte nach wenigen
Passagen. Fur alle weiteren Konditionen konnten im Fall von HROG59 erfolgreich Zelllinien
etabliert werden. Es wird angenommen, dass EGF unterschiedliche Effekte auf die Proliferati-
onsgeschwindigkeit von Zellen mit EGFR Amplifikation hat: Wahrend in der Modell-Zelllinie des
epidermoiden Karzinoms A431 ein inhibitorischer Einfluss von EGF beobachtet wurde (281,
282), wurde in GBM Zelllinien hohere Proliferationsraten ermittelt (264). Im Rahmen dieser
Dissertation war es aufgrund fehlenden Zellmaterials technisch nicht méglich die Proliferations-
kinetik im Detail zu betrachten, bei der Kultivierung konnten allerdings keine Unterschiede in der
Proliferationsgeschwindigkeit der Zelllinien unter Zugabe verschiedener EGF Konzentrationen
beobachtet werden.

Beim Versuch die EGFR Amplifikation im in vitro Modell zu erhalten, wurden diese in niedrigen
Passagen analysiert, um Kulturartefakte zu vermeiden. Die Morphologie der GBM Zellen
(Neurospharen im serumfreien Medium, adharent am Boden der Kulturflasche im Standard-
medium mit 10 % FKS) wurde Uber alle analysierten Passagen hinweg gut erhalten. Die EGF
Konzentration hatte dabei keinen Einfluss auf die Neigung zur Spharenbildung. Alle Passagen,
bei denen Material zur Untersuchung entnommen werden konnte, wurden via gPCR, CISH, IHC
und Western Blot auf ihre EGFR Amplifikation und Expression untersucht.

Die EGFR Amplifikation wird im serumfreien Medium mit Zusatz von EGF in geringen

Konzentrationen erhalten.

Die verschiedenen EGFR Amplifikationsraten der beiden Zelllinien mit erhaltener EGFR Ampli-
fikation, HROG33 und HROG59, wurden in Abhangigkeit zur EGF-Konzentration im serumfreien
Medium analysiert. Hierbei konnte die Studie von Schulte et al. (264), die zeigte, dass die EGFR
Amplifikation in serumfreien Medium ohne den Zusatz von EGF erhalten wird, via qPCR

bestatigt werden. CISH Analysen verifizierten diesen Befund. Kontroverse Ergebnisse wurden
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allerdings bei dem Versuch erzielt, die EGFR Amplifikation mit dem Zusatz von 10 ng/ml EGF
zu erhalten. Wahrend Stockhausen et al. unter diesen Kulturbedingungen eine Zelllinie mit
erhaltener EGFR Amplifikation etablieren konnten, ist die Amplifikation bei Schulte et al. fast
vollstandig abhandengekommen. Bei der Betrachtung der Zelllinie HROGS9 wird sowohlin der
gPCR als auch in der CISH Analyse die erhaltene Amplifikation bei 10 ng/ml EGF im serum-
freien Medium bestatigt. Die Zelllinie HROG33 zeigte jedoch diesbezuglich in der gq°PCR Analyse
einen Ruckgang der Amplifikationsrate, wahrend die CISH Analyse eine schwéchere, aber noch
erhaltene EGFR Amplifikation vermuten lie®. Auch wenn insgesamt weniger Signal detektiert
wurde, konnten dennoch Cluster identifiziert werden. Weitere Studien sollten den Einfluss von
10 ng/ml EGF auf die EGFR Amplifikation genauer beleuchten, aber die Vermutung liegt nahe,
dass diese Kondition zur Erhaltung beitragt.

Bei der gPCR Analyse der beiden GBM Zelllinien mit erhohter EGFR Amplifikation im urspring-
lichen Xenograft HROG33 und HROG59 wurde weiterhin beobachtet, dass geringere EGF
Konzentrationen von 0,5 ng/ml bis 2,5 ng/ml EGF im Medium die Amplifikation ebenfalls sehr
gut erhalten. Die per gPCR ermittelten Genkopiezahlen befanden sich nahe des
Ursprungswertes des Xenografts, die Amplifikation blieb wahrend der betrachteten Passagen
erhalten. Die CISH Analysen der in P10 betrachteten Zelllinien validierten die qPCR Ergebnisse.
Es wurde ein deutlich verstarktes EGFR-spezifisches grines Signal beobachtet.

Eine sehr hohe Ligandenkonzentration (hier 30 ng/ml) wiederum mindert durch das
Uberangebot die Selektion der EGFR amplifizierenden Zellen. Die Amplifikation sank auf
ahnliche Werte wie die Standardmediumkontrolle mit 10 % FKS. Dieses bereits in einigen
Studien beobachtete Ereignis konnte sowohl durch gPCR, als auch durch CISH
Untersuchungen bestatigt werden. (240, 241, 264, 265)

Auch wenn die EGFR Amplifikation Uber 10 Passagen erhalten wurde, ist eine starke Variabilitat
zwischen den Amplifikationsraten der einzelnen Passagen zu beobachten. Diese Erscheinung
ist sowohl bei HROG33, als auch bei HROG59 zu allen Kulturkonditionen wahrzunehmen. Eine
maogliche Erklarung fur die starken Schwankungen ware, dass nicht bei jeder Passagierung die
gleiche Menge an Material enthommenwurde. So brauchten die Zelllinien unterschiedlich lange,
um sich vom Splittingvorgang zu erholen und wieder Neurospharen zu bilden. Die Erholungs-
dauer und Spharenformation kdnnte sich auch auf die EGFR Amplifiaktionsrate auswirken. Des
Weiteren kann, trotz aller Bemuhungen die EGF Konzentration im Medium konstant zu halten,
diese dennoch in geringem Umfang schwanken. Da aber die Amplifikation auch nach 10
Passagen nachweisbar ist, scheint diese Variabilitdt keinen der Erhaltung der Amplifikation
schadenden Effekt zu bewirken.

Im Fall von HROG22 ist es nicht gelungen, aus einem EGFR negativen Xenograft eine Zelllinie
zu etablieren, die eine EGFR Amplifikation aufweist. Wie in 1.2.1. beschrieben, ist die GBM
EGFR Amplifikation hauptsachlich auf den extrachromosomalen double minutes lokalisiert. Die
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Zugabe von EGF in serumfreien Medium konnte keinen Selektionsvorteil fur die extrachromo-
somale EGFR Amplifikation beinhaltende Zellen bieten, wenn diese Amplifikation in dem PDX,
aus dem die Zelllinie etabliert wurde, nicht bereits vorhanden war. Nach einer These von Stark
et al. muss zunachst ein ungeplantes urspringliches Ereignis, wie beispielsweise fehlerhafte
DNA Replikation oder invertierte Duplikation vorfallen, um extrachromosomale Amplifikation von
Genen zu induzieren. (283) Nach dieser Betrachtungsweise ist dieses Ereignis im Fall des als
nicht amplifizerend klassifizierten PDX HROG22 nicht aufgetreten. Dies lasst weiter vermuten,
dass so ein beschriebenes Ereignis auch nicht EGF abhangig in vitro ausgeldst werden kann.
Die deutlich geringe EGFR Expression, durch IHC und Western Blots ermittelt, sichert das
Ergebnis der fehlenden EGFR Ampilifikation.

Extrachromosomale DNA gilt als weniger stabil als chromosomale DNA und gibt ihre Erbinfor-
mation ungleich an die Tochterzellen weiter. Somit wird den Tumorzellen erméglicht, sehr
schnell sehr hohe EGFR Genkopienzahlen zu erhalten und damit die Heterogenitat des Tumors
weiter zu steigern. (139, 284, 285) Des Weiteren bewirkt extrachromosomale Onkogen-Amplifi-
kation, dass sich Tumore besser an ihrer Umgebung anpassen kénnen. Dadurch werden sie
aggressiver und schlechter behandelbar. Turner et al. beobachteten aulerdem, dass das die
Amplifikation der fir EGFRUVIII kodierenden Gene von extrachromosomaler DNA auf chromoso-
male HSRs verschoben werden kann. (139) Nathanson et al. haben einen ahnlichen Effekt
beschrieben: Sie beobachteten einen spezifischen Verlust extrachromosomaler EGFR Amplifi-
kation nach Gabe von Tyrosinkinaseinhibitoren bis zur Resistenzbildung. In unbehandelten
Zellen und in Zellen, denen nach dieser Behandlung das Therapeutikum wieder entnommen
wurde, fanden sie reichlich extrachromosomale EGFR Amplifikation vor. Jedoch konnte
zwischen den Zellen kein Unterschied der chromosomalen EGFR Amplifikation festgestellt
werden, Markerchromosomen mit HSRs wurden in allen drei Gruppen gefunden. (263) HSRs
auf Markerchromosomen konnten infolgedessen ein Reservoir fir EGFR Genkopien darstellen.
Tumorzellen ware somit ermdglicht, nach einem externen Stimulus wie beispielsweise der EGF
Konzentration im Medium wieder extrachromosomale EGFR Amplifikation zu erhalten. (263,
284) Dies dient als mdgliche Erklarung, weshalb die EGFR Amplifikation durch die EGF
Konzentration modulierbar ist.

Alle Ergebnisse der EGFR Amplifikationsanalysen von HROG33 und HROGS9 via gPCR und
CISH wurden durch die immunhistochemische Darstellung der EGFR Expression und durch
Western Blot Analysen validiert, um die Funktionalitdt der EGFR Amplifikation nachzuweisen.
Wahrend IHC die EGFR Expression unter allen Konditionen korrelierend zu den qPCR Daten
bestatigt, kommt es beim Western Blot zu Abweichungen. Der Western Blot des HROG33 zeigt
bei Zugabe von 0 ng/mlund 1 ng/ml EGF zum serumfreien Medium nur eine schwache Bande,
wobei unter diesen Konditionen eine hohe Amplifikationsrate vorgefunden wurde. Diese

Ergebnisse sind mutmalilich der Sensitivitat des Western Blots, die durch hohe
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Fehleranfalligkeit der einzelnen Teilschritte zustande kommt, zuzuschreiben. Des Weiteren
zeigte HROG59 mit 2,5 ng/ml im serumfreien Medium kultiviert eine sehr schwach ausgepragte
Bande bei 170 kDa, was eine Abwesenheit von EGFR Protein implementiert. Diese Beobach-
tung ist allerdings, da bei der entsprechenden B-Actinbande bei 2,5 ng/ml im Vergleich zur -
Actinbande bei 30 ng/ml auch kein Signal detektierbar war, héchst wahrscheinlich auf eine
fehlerhafte Beladung zurtckzufuhren.

Zusatzlich zur erhdhten EGFR Amplifikation kommt es in Uber einem Drittel der GBM Falle zur
unter 1.2.1. beschriebenen EGFRVIII Mutation. (143) In Vorstudien wurden HROG33 PDX und
HROG59 PDX auf EGFRVIII Amplifikation untersucht, HROG33 PDX wies diese auf. In der
immunhistochemischen Betrachtung dieser Zellinie wurde ersichtlich, dass der mutierte
EGFRVIII nur in den Bereichen stark exprimiert wurde, in denen auch EGFR Expression
vorhanden war, wie bereits durch Aldape et al. beobachtet. (286) Die nicht vorhandene EGFRUVIII
Amplifikation in HROG59 PDX wurde ebenfalls durch IHC Analyse der Zelllinie HROG59 in P10
validiert. Die Western Blots von HROG33 und HROGS59 zeigten zu allen Konditionen eine
Doppelbande. Der EGFR Antikdrper, der bei der Western Blot Anaylse neben dem EGFR auch
EGFRUVIII bindet, stellt zumindest fur HROG33 eine mdgliche Ursache dar. Weitere Erklarungen
waren suboptimale Bedingungen bei der Fertigung des Western Blots, wie bspw. eine zu niedrige
Verdinnung, polyklonale Antikérper, die Nebenprodukte binden und ein nicht optimierter pH-
Wert. Diese Erklarungsansatze kdnnen auch zur 3-Actin Doppelbande, die bei allen Zelllinien zu
beobachten ist, geflhrt haben.

Die EGFR Amplifikation ist von der EGF Konzentration abhangig und lasst sich dement-

sprechend durch Anderung der Ligandenkonzentration regulieren.

Da nun vorher beobachtet wurde, dass die Zugabe von 10 ng/ml EGF und noch besser 0 ng/ml
EGF im serumfreien Medium die EGFR Amplifikation erhalten kénnen, sollte in dieser Arbeit der
Prozess des EGF Einflusses genauer betrachtet werden. Es sollte beleuchtet werden, ob der
Abfall der EGFR Amplifikation mit steigender EGF Konzentration einen linearen Prozess, oder
ein abruptes Ereignis ab einem gewissen Sattigungsgrad des Liganden darstellt.

Bei der Untersuchung der Zelllinien deuteten die Ergebnisse zunachstdarauf hin, dass die Hohe
der EGF Konzentration die Kultivierung beeinflusst. Bei naherer Betrachtung der beiden
Zelllinien HROG33 und HROG59 durch gPCR schienen niedrigere EGF Konzentrationen zu
héheren EGFR Amplifikationsraten, die sich ndher am Ausgangswert des Xenograft befinden,
zu fuhren. Dadurch lag die Vermutung nahe, dass geringe EGF Konzentrationen in serumfreien
Medium die EGFR Amplifikation besser erhalten kdnnen, als ein ganzlicher Verzicht auf EGF
oder Konzentrationen ab 10 ng/ml EGF.
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Durch die Resultate der qPCR erschien die Tendenz, als ob die Zugabe von 0,5 ng/ml bis ca.
1,5 ng/ml EGF zum serumfreien Medium die Amplifikation hoher ausfallen liel3, als andere
Kulturkonditionen. Die CISH Analyse der EGFR Amplifikation und die immunhistochemische
Betrachtung der EGFR Expression konnten diese Beobachtung nicht bestatigen, da in ihren
Ergebnissen keine Unterschiede zwischen den Konditionen von 0 ng/ml bis 2,5 ng/ml EGF
erkennbar waren. In der Western Blot Analyse, die zwischen den Ergebnissen der EGFR
Expression insgesamt ebenfalls keine echten Unterschiede aufwies, konnte allerdings ein
aulRerordentlich verstarktes Signal bei der 0,5 ng/ml EGF Kondition des HROG33 dargestellt
werden. Um allerdings eine aussagekraftige Beurteilung treffen zu kénnen, mussten weitere
Daten in Folgestudien erhoben werden. Die Ergebnisse auf Grundlage zweier Zelllinien lassen
an dieser Stelle nur Vermutungen zu. Mdgliche Begrindungen fur die etwas verbesserten
Amplifikationsraten, auch verglichen mit dem serumfreien Medium ohne EGF Zugabe, kdnnte
sein, dass die Zellen auch in ihrer physiologischen Umgebung EGF erhalten und dieses auch
bendtigen. In der nicht lebensgleichen Umgebung mit sehr hohen EGF Konzentrationen
scheinen die Zellen allerdings weitaus weniger dazu zu neigen, EGFR zu amplifizieren. Auch
wurde in 1.2.1. beschrieben, dass die Zellen Uber auto- und parakrine loops in der Lage sind,
selbst die Ligandenproduktion flr ihren Rezeptor zu induzieren. Diese Wechselwirkungen
werden auch durch die Neurospharenbildung der Zellen begunstigt. (287) Schulte et al.
beobachteten, dass Zellen mit erhdhter EGFR Amplifikation und Expression EGF in solchen
Mengen sezernieren kdnnen, dass den Zellen erméglicht wird, EGFR im autokrinen loop zu
stimulieren. (264) Es ware denkbar, dass die Zugabe geringer EGF Konzentration ebenfalls
einen Einfluss auf diese Wechselwirkungen hat und die Eigenbildung der Liganden unter
bestimmten Konditionen begunstigt. Die Betrachtung der Mechanismen der zelleigenen

Ligandenproduktion ware ebenfalls Gegenstand weiterer Folgestudien.

Eine durch hohe EGF Konzentration im serumfreien Medium abhandengekommene

EGFR Amplifikation ist wieder regenerierbar.

Schulte et al. und Mazzoleni et al. hatten kontroverse Ergebnisse bei der Betrachtung der
Stabilitat der Zellkultur erzielt. Bei Schulte et al. kam es nach EGF Entzug nicht zur Erhéhung
der Amplifikation, aber dafur zum Zelltod (264). Bei Mazzoleni et al. exprimierte eine mit 20
ng/ml kultivierte Zelllinie, nachdem sie auf 5 ng/ml EGF reduziert wurde, wieder EGFR. Er
schlussfolgert daher, dass jede Zelle potenziell EGFR positiv werden kann. (265)

Um dies zu untersuchen, wurde den beiden unter Zugabe von 30 ng/ml EGF kultivierten
Zelllinien, die von EGFR amplifizierenden Xenografts abstammen, nach Passage 10 fur weitere
5 Passagen das EGF entzogen. Sowohl bei HROG33 als auch bei HROGS9 stiegen nach nur
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2 Passagen (P12) durch die Verminderung der EGF Konzentration im Medium die Werte gra-
duell wieder an und EGFR galt als amplifiziert. CISH in P15 bestatigte die Amplifikation, die IHC
Analyse die Expression des EGFR. Somit ist davon auszugehen, dass die Amplifikationsrate in
den Zelllinien nicht als stabil gewertet werden kann und durch EGF Zufuhr beziehungsweise
Entnahme moduliert wird. Die EGFR Amplifikation scheint somit von der EGF Konzentration im
Medium abhangig zu sein. Es ist nicht hinreichend geklart, ob die EGFR Amplifikationsraten
eine Erhdhung der relativen Anzahl der EGFR Genkopien, oder eine Selektion der Subpopula-
tion bei gleichbleibender Kopienzahl der einzelnen Zellen darstellt. Dass aber bei Entnahme von
EGF nach Passage 10 die EGFR Amplifikation wieder erlangt wurde, wirde daflr sprechen,
dass die Subklone nicht durch externe Modulation komplett verdrangt werden kdnnen. Auch die
IHC Analyse suggeriert durch das EGFR Verteilungssmuster, dass EGFR negative Zellen dazu
stimuliert werden kénnen EGFR zu exprimieren. Um also EGFR Amplifikation in hoher Kopien-
zahl und damit wahrscheinlich extrachromosomal in den Zellen zu erhalten, muss diese zwar
bereits im Xenograft vorhanden gewesen sein, ist dann aber auch, wenn sie durch exogene
Faktoren wie sehr hohe EGF Konzentration im serumfreien Medium abhandenkommt, wieder
regenerierbar. Weiterhin wurde der Versuch unternommen, die in Standardmedium mit 10 %
FKS kultivierte HROG33 Zellinie nach Passage 10 in serumfreiem Medium ohne EGF zu
kultivieren. Jedoch gelang keine Anpassung der Zellen an die neue Kondition. Die Proliferation
stoppte und die Zellen starben ab. FKS schien somit hier die EGFR Amplifikation irreversibel zu
eliminieren.

Trotz intensiver BemUhungen um die Etablierung einer personalisierten GBM Therapie ist die
Erfolgsrate bis heute unbefriedigend. Ein grundsatzliches Hindernis fir die Erforschung von
Funktion und Wechselwirkungen der Signalwege in GBM Zellen ist ein optimales in vitro Modell,
nahe am Primarius, ohne gentechnische Veranderungen und mit erhaltener EGFR
Amplifikation.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erfolgreich in vitro GBM Modelle mit erhaltener EGFR
Amplifikation etabliert werden. Die Zelllinien wurden von zwei verschiedenen PDX angelegt, der
Einfluss des EGF auf die Modulierung der EGFR Amplifikation war in beiden Fallen ahnlich.
Somit konnte der Erhalt der Amplifikation bestatigt werden, die Aussagekraft Gber das exakte
Konzentrationsoptimum ist jedoch durch die geringen Fallzahlen limitiert. Dieses Modell soll in
Zukunft die Erforschung des direkten Verhaltens und der Abhangigkeit der Tumorzellen in
Bezug auf den EGFR optimieren und die Basis fur eine praklinische Erprobung neuer Therapien
darstellen. In Folgestudien kdnnen weitere Fragestellungen erdrtert werden, wie bspw. die
direkte Verhaltensweise der Signalwege auf Erhéhung oder Erniedrigung der EGFR
Amplifikation, die Reaktion auf Therapeutika, oder die direkte Analyse von EGFR abhangigen

Effekten in einer sonst genetisch gleichen Umgebung.
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ANHANG
Datenuibersicht HROG33

Sample ID RQ RQ min RQ max Error down Errror up
33P20ng 28,34 26,86 29,90 1,48 1,56
33P30ng 49,82 47,98 51,74 1,84 1,91
33P40ng 67,45 39,76 114,39 27,67 46,94
33P50ng 38,00 35,76 40,40 2,24 2,40
33P60 ng 36,67 35,71 37,65 0,96 0,98
33P70ng 36,56 33,60 39,77 2,95 3,21
33P80 ng 41,37 32,76 52,24 8,61 10,87
33P90 ng 22,72 21,71 23,79 1,02 1,06
33P100ng 21,29 18,13 25,00 3,16 3,71
33P20,5 ng 27,36 23,01 32,54 4,35 5,18
33P30,5ng 46,38 42,41 50,71 3,97 4,34
33P40,5 ng 41,64 39,44 43,97 2,20 2,33
33P50,5 ng 33,00 29,95 36,33 3,05 3,33
33P6 0,5 ng 34,55 31,19 38,28 3,36 3,73
33P70,5ng 23,50 19,22 28,73 4,28 5,23
33 P80,5 ng 37,22 32,20 43,02 5,02 5,80
33P90,5 ng 24,71 17,96 34,01 6,75 9,30
33 P10 0,5ng 42,44 40,49 44,47 1,95 2,04
33P21ng 31,35 28,32 34,69 3,02 3,35
33P41ng 9,63 9,03 10,28 0,60 0,65
33P51 ng 11,98 11,36 12,63 0,62 0,65
33P61 ng 18,90 18,29 19,56 0,61 0,66
33P71ng 27,24 25,22 29,42 2,02 2,18
33P81 ng 28,91 27,71 30,17 1,21 1,26
33P91ng 42,43 39,20 45,93 3,23 3,50
33P10 1 ng 36,20 34,49 37,99 1,71 1,79
33P21,5ng 22,22 20,36 24,26 1,86 2,04
33P31,5ng 18,95 16,33 21,98 2,61 3,03
33P41,5ng 15,43 13,42 17,73 2,01 2,30
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33P51,5ng 39,79 33,90 46,70 5,89 6,91
33P61,5ng 9,55 8,76 10,42 0,80 0,87
33P71,5ng 20,53 19,12 22,05 1,41 1,52
33P81,5ng 47,59 44,74 50,62 2,85 3,03
33P91,5 ng 51,31 40,59 64,85 10,72 13,55
33P101,5ng 39,55 37,86 41,32 1,69 1,77
33P22ng 13,77 13,01 14,58 0,76 0,81
33P32ng 44,61 38,20 52,10 6,41 7,49
33P42ng 28,47 27,66 29,30 0,81 0,83
33P52ng 33,67 27,70 40,92 5,97 7,25
33P62ng 24,26 22,69 25,94 1,57 1,68
33P72ng 25,56 23,48 27,82 2,08 2,26
33P82ng 17,71 16,46 19,05 1,25 1,34
33P92ng 21,72 19,97 23,63 1,75 1,91
33P10 2ng 20,25 19,53 21,00 0,72 0,76
33P22,5ng 44,11 41,10 47,35 3,01 3,24
33 P32,5ng 27,00 24,65 29,55 2,35 2,55
33P42,5ng 55,22 46,34 65,80 8,88 10,58
33P52,5ng 46,60 40,97 53,03 5,63 6,43
33P62,5ng 21,80 19,64 24,19 2,16 2,39
33P72,5ng 64,15 44,87 91,70 19,27 27,55
33 P8 2,5 ng 39,00 36,47 41,78 2,53 2,78
33P92,5ng 37,54 35,53 39,67 2,01 2,13
33 P10 2,5ng 20,46 18,45 22,69 2,01 2,23
33P210 ng 23,08 22,55 23,63 0,53 0,55
33P310 ng 30,43 29,09 31,83 1,34 1,40
33P410 ng 18,40 16,29 20,79 2,11 2,39
33P510 ng 23,85 21,58 26,37 2,27 2,52
33P610 ng 12,18 11,35 13,08 0,83 0,89
33P710 ng 19,55 17,74 21,54 1,81 1,99
33 P810 ng 12,31 9,11 16,62 3,19 4,31
33P910 ng 13,26 10,09 17,42 3,17 4,16
33 P10 10 ng 7,60 7,13 8,10 0,47 0,50
33P230 ng 30,09 28,40 31,88 1,69 1,79
33 P3 30 ng 24,76 22,05 27,80 2,71 3,04
33 P4 30 ng 5,41 4,15 7,05 1,26 1,64
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33 P530 ng 7,52 7,08 7,99 0,44 0,47
33 P6 30 ng 4,93 4,39 5,53 0,54 0,60
33P730 ng 3,33 3,16 3,52 0,17 0,19
33 P8 30 ng 4,12 3,47 4,89 0,65 0,77
33 P9 30 ng 3,80 3,62 4,00 0,18 0,20
33 P10 30 ng 3,30 2,49 4,38 0,81 1,08
33P010 % FKS 41,76 40,87 42,66 0,89 0,90
33P110 % FKS 39,16 36,26 42,30 2,90 3,13
33P310 % FKS 20,25 18,55 22,11 1,70 1,86
33P610 % FKS 6,27 6,05 6,49 0,22 0,23
33P710 % FKS 246 2,31 2,61 0,14 0,15
33P810 % FKS 1,86 1,78 1,95 0,08 0,09
33P910 % FKS 2,71 2,36 3,11 0,35 0,40
33 P10 10 % FKS 2,26 2,09 2,44 0,17 0,18
33P1130—-0ng 7,70 7,16 8,29 0,55 0,59
33P1230—-0ng 14,90 13,89 15,99 1,01 1,08
33P1330—-0ng 14,95 13,80 16,19 1,15 1,24
33P14 30-0ng 33,67 30,88 36,71 2,79 3,04
33P1530—-0ng 30,19 25,70 35,46 4,49 5,27

TABELLE A: DATENUBERSICHT HROG33

Dateniibersicht HROG59
Sample ID RQ RQ min RQ max Error down Errror up
59 P20 ng 33,95 31,37 36,73 2,58 2,78
59 P30 ng 75,94 72,53 79,51 3,41 3,57
59 P40 ng 8,31 7,06 9,80 1,26 1,49
59 P50 ng 31,41 28,31 34,86 3,10 3,45
59 P6 0 ng 27,15 25,83 28,53 1,32 1,38
59 P70 ng 30,00 28,11 32,02 1,89 2,02
59 P8 0 ng 50,59 47,88 53,45 2,71 2,86
59 P9 0 ng 37,18 36,43 39,23 1,37 1,42
59 P10 0 ng 31,27 28,64 36,35 3,63 4,08
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59 P2 0,5 ng 21,70 19,54 24,10 2,16 2,40
59 P4 0,5 ng 25,88 24,09 27,80 1,79 1,92
59 P50,5 ng 28,15 26,79 29,58 1,36 1,43
59 P7 0,5 ng 44,29 42,57 46,09 1,72 1,79
59 P8 0,5 ng 47,74 44,20 51,57 3,55 3,83
59 P9 0,5 ng 43,04 38,46 48,16 4,58 5,12
59 P10 0,5 ng 50,80 43,76 58,97 7,04 8,17
59 P21 ng 51,61 47,62 55,93 3,99 4,32
59 P31 ng 35,12 33,42 36,91 1,70 1,79
59 P41 ng 46,12 43,37 49,04 2,74 2,92
59 P61 ng 36,22 34,50 38,04 1,72 1,81
59 P71 ng 45,66 40,88 51,00 4,78 5,34
59 P81 ng 51,64 49,00 54,42 2,64 2,78
59 P91 ng 53,63 48,92 58,80 4,71 5,17
59 P10 1 ng 50,37 31,26 81,17 19,11 30,8
59 P21,5 ng 19,05 16,87 21,50 2,18 2,45
59 P4 1,5 ng 24,17 22,81 25,61 1,36 1,44
59 P51,5 ng 28,41 26,72 30,21 1,69 1,80
59 P6 1,5 ng 25,90 23,49 28,56 2,41 2,66
59 P71,5 ng 32,70 29,59 36,12 3,10 3,43
59 P8 1,5 ng 19,77 17,99 21,71 1,77 1,95
59 P9 1,5 ng 30,35 27,99 32,92 2,37 2,57
59 P10 1,5 ng 24,27 23,26 25,33 1,01 1,05
59 P2 2,5 ng 35,28 31,14 39,97 4,14 4,69
59 P3 2,5 ng 39,14 31,42 48,76 7,72 9,62
59 P4 2,5 ng 53,49 45,50 62,88 7,99 9,39
59 P5 2,5 ng 32,53 29,29 36,13 3,24 3,60
59 P6 2,5 ng 34,77 27,89 43,36 6,89 8,59
59 P7 2,5 ng 29,56 27,63 32,55 1,93 2,99
59 P8 2,5 ng 25,29 23,32 27,42 1,97 2,13
59 P9 2,5 ng 25,71 24,32 27,18 1,39 1,47
59 P10 2,5 ng 28,98 26,71 31,44 2,27 2,46
59 P2 10 ng 26,92 25,79 28,10 1,13 1,18
59 P310 ng 33,46 30,56 36,64 2,90 3,18
59 P4 10 ng 38,84 36,19 41,67 2,64 2,83
59 P510 ng 24,56 23,29 25,90 1,27 1,34




ANHANG

59 P6 10 ng 16,55 14,99 18,26 1,56 1,71
59 P8 10 ng 27,88 18,91 41,10 8,97 13,22
59 P9 10 ng 34,57 31,10 38,44 3,47 3,86
59 P10 10 ng 30,16 26,87 33,86 3,29 3,69
59 P2 30 ng 24,98 23,46 26,61 1,52 1,63
59 P3 30 ng 22,14 20,45 23,97 1,69 1,83
59 P4 30 ng 32,81 27,88 38,61 4,93 5,80
59 P5 30 ng 3,34 2,89 3,86 0,45 0,52
59 P6 30 ng 3,67 3,44 3,92 0,23 0,25
59 P7 30 ng 4,85 4,72 4,99 0,13 0,13
59 P8 30 ng 4,91 4,60 5,24 0,31 0,33
59 P9 30 ng 6,15 5,89 6,42 0,26 0,27
59 P10 30 ng 7,65 6,10 9,60 1,55 1,95
59 P110 % FKS 57,19 54,11 60,45 3,08 3,26
59 P210 % FKS 58,30 54,73 62,09 3,57 3,79
59 P11 30—-0ng 11,80 10,59 13,14 1,21 1,35
59 P12 30-0ng 16,24 13,56 19,45 2,68 3,21
59 P13 30—-0ng 16,51 15,53 17,54 0,97 1,03
59 P14 30-0ng 2348 22,15 24,88 1,33 1,41
59 P15 30—-0ng 2265 20,82 24,65 1,83 1,99
TABELLE B: DATENUBERSICHT HROG59

Dateniibersicht HROG22
Sample ID RQ RQ min RQ max Error down Errror up
22P10 ng 1,88 1,79 1,97 0,09 0,09
22P20 ng 1,29 1,14 1,45 0,15 0,16
22 P30 ng 2,26 2,08 2,46 0,18 0,20
22P40 ng 1,00 0,85 1,17 0,15 0,17
22P50ng 1,10 1,00 1,22 0,10 0,12
22 P60 ng 1,15 1,06 1,24 0,09 0,09
22 P70 ng 1,21 0,34 4,29 0,87 3,08
22 P80 ng 2,63 2,34 2,95 0,29 0,32
22P90 ng 2,97 2,48 3,56 0,49 0,59
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22 P10 0 ng 1,25 0,99 1,58 0,26 0,33
22 P10,5 ng 1,49 1,34 1,64 0,15 0,15
22 P2 0,5 ng 1,92 1,82 2,02 0,10 0,10
22 P30,5 ng 1,59 1,35 1,86 0,24 0,27
22 P4 0,5 ng 1,00 0,84 1,19 0,16 0,19
22 P50,5 ng 1,32 1,25 1,40 0,07 0,07
22 P70,5 ng 1,11 1,02 1,21 0,09 0,10
22 P8 0,5 ng 1,44 1,35 1,53 0,09 0,09
22 P9 0,5 ng 2,79 2,40 3,25 0,39 0,46
22 P10 0,5 ng 3,63 2,96 4,44 0,67 0,81
22 P11 ng 0,90 0,80 0,94 0,10 0,04
22 P21 ng 1,43 1,35 1,52 0,08 0,09
22 P31 ng 2,58 2,40 2,77 0,18 0,20
22 P41 ng 0,83 0,67 1,01 0,16 0,18
22 P51 ng 0,89 0,85 0,93 0,04 0,04
22 P61 ng 1,01 0,98 1,05 0,03 0,04
22 P71 ng 2,01 1,54 2,63 0,47 0,62
22 P81 ng 2,73 2,54 2,93 0,19 0,20
22 P91 ng 1,90 1,44 2,50 0,45 0,60
22 P10 1 ng 1,11 1,07 1,14 0,03 0,04
22 P11,5 ng 1,37 1,25 1,49 0,12 0,12
22 P21,5 ng 1,39 1,24 1,57 0,15 0,18
22 P31,5 ng 1,75 1,68 1,84 0,07 0,09
22 P41,5 ng 0,34 0,32 0,36 0,02 0,02
22 P51,5 ng 2,81 2,28 3,45 0,53 0,64
22 P6 1,5 ng 1,82 1,77 1,87 0,05 0,05
22 P71,5 ng 1,27 1,17 1,37 0,10 0,10
22 P81,5 ng 1,47 1,31 1,64 0,16 0,17
22 P91,5 ng 1,41 1,02 1,96 0,39 0,54
22 P10 1,5 ng 3,86 3,64 4,10 0,22 0,24
22 P12 ng 0,42 0,41 0,43 0,01 0,01
22 P22 ng 1,72 1,60 1,85 0,12 0,13
22 P32 ng 1,71 1,59 1,84 0,12 0,13
22 P42 ng 0,47 0,44 0,50 0,03 0,03
22 P52 ng 0,99 0,84 1,17 0,15 0,18
22 P62 ng 1,45 1,35 1,55 0,10 0,10
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22P72 ng 1,28 1,21 1,35 0,07 0,07
22 P82 ng 1,51 0,40 5,71 1,11 4,20
22 P9 2 ng 2,12 1,69 2,66 0,43 0,54
22 P10 2 ng 1,58 1,32 1,88 0,26 0,30
22 P12,5 ng 0,90 0,84 0,96 0,06 0,06
22 P2 2,5 ng 2,33 2,16 2,52 0,17 0,19
22 P32,5 ng 1,02 0,90 1,15 0,12 0,13
22 P4 2,5 ng 0,84 0,81 0,87 0,03 0,03
22 P52,5 ng 0,95 0,90 0,99 0,05 0,04
22 P6 2,5 ng 2,05 1,86 2,26 0,19 0,21
22 P7 2,5 ng 2,40 2,28 2,52 0,12 0,12
22 P8 2,5 ng 1,92 1,76 2,08 0,15 0,16
22 P9 2,5 ng 1,44 1,37 1,51 0,07 0,08
22 P10 2,5 ng 2,09 1,94 2,27 0,16 0,17
22 P110 ng 1,67 1,49 1,86 0,18 0,19
22 P210 ng 1,31 1,17 1,47 0,14 0,16
22 P310 ng 2,01 1,88 2,15 0,13 0,14
22 P4 10 ng 3,07 2,23 4,21 0,84 1,14
22 P510 ng 0,94 0,89 0,99 0,05 0,05
22 P6 10 ng 1,39 1,33 1,45 0,06 0,06
22 P710 ng 2,90 2,68 3,14 0,22 0,24
22 P8 10 ng 1,90 1,78 2,03 0,12 0,13
22 P9 10 ng 2,46 2,35 2,59 0,12 0,13
22 P10 10 ng 1,22 1,20 1,25 0,02 0,03
22 P1 30 ng 0,60 0,49 0,73 0,11 0,13
22 P2 30 ng 0,69 0,67 0,72 0,02 0,03
22 P3 30 ng 0,90 0,65 1,23 0,25 0,33
22 P4 30 ng 0,59 0,54 0,64 0,05 0,05
22 P5 30 ng 1,40 0,97 2,02 0,43 0,62
22 P6 30 ng 0,90 0,85 0,98 0,05 0,08
22 P7 30 ng 0,90 0,82 0,98 0,08 0,08
22 P8 30 ng 2,43 1,27 4,64 1,16 2,21
22 P9 30 ng 1,93 1,37 2,72 0,56 0,79
22 P10 30 ng 1,26 0,67 2,35 0,58 1,09
22P110 % FKS 1,24 1,17 1,31 0,07 0,07
22P310%FKS 1,25 1,09 1,44 0,16 0,18
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22P410 % FKS 1,64 1,55 1,74 0,09 0,10
22P510 % FKS 1,49 1,38 1,61 0,11 0,12
22P610 % FKS 2,09 1,98 2,21 0,11 0,12
22P710 % FKS 2,21 2,13 2,29 0,08 0,08
22P810 % FKS 1,56 1,34 1,82 0,22 0,26
22P910 % FKS 1,68 1,56 1,80 0,12 0,13
22 P10 10 % FKS 1,58 1,35 1,84 0,23 0,26

TABELLE C:DATENUBERSICHT HROG22

HE Schnittbilder HROG33

ABBILDUNG A: TMAs miIT HE FARBUNG VON HROG33 IN P10

IN SERUMFREIEM MEDIUM MIT 10 NG/ML BFGF UND O NG/ML EGF (A), 0,5 Ne/ML EGF (B), 1 Ne/ML EGF (C), 1,5 NG/ML
EGF (D), 2nG/ML EGF (E), 2,5NG/ML EGF (F), 10 NG/ML EGF (G), 30 NG/ML EGF (H) unD IN STANDARDMEDIUM 10 %

FKS (1)
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1)

2)

3)

4)

5)
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7)

8)

9)

10)

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist durch eine grofe inter- und intratumorale

Heterogenitat gekennzeichnet.

Das GBM kann EGFR positive und EGFR negative Zellen aufweisen. Eine erhdhte
EGFR Amplifikation korreliert meist mit einer hohen EGFR Protein-Expression, aber
bedingt diese nicht zwangslaufig.

Bei GBM Patienten werden neben der EGFR Amplifikation auch verschiedene EGFR
Mutationen gefunden, die haufigste Mutation ist die EGFRVIII Mutation.

Um die Rolle des EGFR beim GBM genauer darzulegen und um adaquat an EGFR-

spezifischen Therapieoptionen zu forschen, sind GBM in vitro Modelle vielversprechend.

Unter Standard Zellkultur wachsen GBM-Zellen adharent am Boden der
Zellkulturflasche, unter serumfreien Kultivierungsbedingungen kommtes zur Bildung von

sogenannten Neurospharen, welche den GBM Primartumor besser widerspiegeln.

Ein in vitro-Artefakt der Standard Zellkultur ist der schnelle Verlust der EGFR-
Genamplifikation.

EGFR Amplifikation wird mit serumfreier Kultur und ohne EGF Uber mehrere Passagen

in vitro erhalten.

Die EGFR Amplifikation wird im serumfreien Medium auch mit dem Zusatz von EGF in
geringen Konzentrationen erhalten. Dabei ist sie von der EGF Konzentration abhangig

und l3sst sich durch Anderung der Ligandenkonzentration manipulieren.

Eine durch hohe EGF Konzentration im serumfreien Medium abhandengekommene

EGFR Amplifikation ist wieder regenerierbar.

Die in vitro Kultivierung von GBM-Zellen unter modifizierten Kulturbedingungen kann
keine Erhaltung der EGFR Amplifikation bedingen, wenn diese Amplifikation in dem
patient derived Xenograft (PDX), aus dem die Zelllinie etabliert wurde, nicht bereits

vorhanden war.
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