Aus dem Medizinischen Zentrum flr Pathologie der
Philipps-Universitat Marburg.

Geschaftsfuhrender Direktor: Prof. Dr. R. Moll

Abteilung fir Neuropathologie, Leiter: Prof. Dr. H. D. Mennel

Die Bedeutung des Fehlpaarungs-Reparatur-Systems und des TP53
Status als pradiktive Faktoren der primaren Chemoresistenz in

humanen Glioblastomen

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der gesamten
Medizin

dem Fachbereich Humanmedizin der Philipps-Universitat Marburg vorgelegt
von Philipp Rellecke aus Meschede

Marburg 2002



Angenommen vom Fachbereich Humanmedizin der Philipps-Universitat
Marburg am 10. Oktober 2002.

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereiches.

Dekan: Prof. Dr. B. Maisch
Referent: Prof. Dr. Jurgen Schlegel

Korreferent: Prof. Dr. H. D. Mennel



Fiir meine lieben Eltern



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung
1.1 Problemstellung
1.2 Glioblastoma multiforme
1.2.1 Klassifikation und Pathologie von glialen Tumoren
1.2.2 Epidemiologie
1.2.3 Atiologie und Risikofaktoren
1.2.4 Pathogenese und molekulare Pathologie
1.2.5 Therapeutische Strategien und Prognose
1.2.6 Chemotherapie beim Glioblastoma multiforme
1.2.7 Chemoresistenz
1.2.8 Chemosensitivitats-Testung in vitro
1.3 Fehlpaarungs-(Mismatch)-Reparatur-System
1.3.1 Nomenklatur und Bestandteile
1.3.2 Mechanismus und Funktion
1.3.3 Mismatch-Reparatur in Tumorigenese und Chemoresistenz
1.4 TP53 in malignen Gliomen
2. Zielsetzung der Arbeit
3. Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Chemikalien und Gerate
3.1.2 Puffer und Loésungen
3.1.3 Oligonukleotide
3.1.4 Antikorper
3.1.5 Glioblastome
3.2 Methoden
3.2.1 Tumorzell-Kultivierung
3.2.2 Chemosensitivitats-Testung
3.2.3 Extraktion der Nukleinsauren
3.2.3.1 Extraktion der RNA
3.2.3.2 Extraktion der genomischen DNA
3.2.4 Extraktion der Proteine
3.2.5 RT-PCR
3.2.5.1 Synthese der komplementaren DNA

- O N N o o

19
21
25
27
28
28
30
32
37
40
41
41
41
42
42
44
44
44
44
45
46
46
47
47
48
48



3.2.5.2 Polymerase Kettenreaktion
3.2.6 Western Blot Analyse

3.2.6.1 Bradford Assay

3.2.6.2 SDS-PAGE

3.2.6.3 Western Blot
3.2.7 Immunhistochemie
3.2.8 TP53 Mutationsanalyse

3.2.8.1 PCR Amplifikation

48
49
49
49
49
50
51
51

3.2.8.2 Denaturierende Hoch-Druck-FlUssigkeits-Chromatographie 51

4. Ergebnisse
4.1 Chemosensitivitats-Testung
4.2 RT-PCR
4.3 hMSH2 Western Blot
4.4 hMSH2 Immunhistochemie
4.5 TP53 Status
4.5.1 TP53 Western Blot
4.5.2 TP53 Mutationsanalyse
5. Diskussion
5.1 Zielsetzung und Ergebnisse
5.2 Chemosensitivitats-Testung
5.3 Mismatch-Reparatur (MMR) Gen-Expression
5.4 TP53 Status
5.5 Zusammenfassende Diskussion und Schluf3folgerungen
6. Zusammenfassung

7. Literaturverzeichnis

53
53
55
61
62
64
64
65
67
67
68
75
81
84
88
90



1. Einleitung
1.1 Problemstellung

Das Glioblastoma multiforme macht etwa 50-60% aller astrozytadren Tumoren
und etwa 40% aller glialen Tumoren aus (Kuratsu et al. 1996/1997, Preston-
Martin et al. 1993). Damit ist dieser maligne gliale Tumor der haufigste
primare Tumor des ZNS und ist fur 12-15% aller intrakraniellen
Tumorerkrankungen verantwortlich (Zilch 1980). Die durchschnittliche
Lebenserwartung nach Diagnosestellung betragt weniger als ein Jahr und
weniger als 2% aller Patienten Uberleben trotz aggressiver Therapie langer
als 3 Jahre (Scott et al. 1998). Aufgrund des extrem infiltrativen
Wachstumsverhaltens des Tumors sind lokal wirksame Therapiemodalitaten,
wie die chirurgische Resektion und die Bestrahlung, wenig in der Lage ein
Langzeitiberleben dieser hochmalignen Erkrankung zu ermdglichen, da
beide Verfahren nicht alle Tumorzellen erfassen. Auch bei der systemischen
Chemotherapie gibt es bisher keinen durchschnittlichen
Uberlebenszeitgewinn, aber man findet nach adjuvanter Chemotherapie etwa
15% Langzeituberlebende im Vergleich zu weniger als 5% nur nach
chirurgischer Resektion und Radiatio (Hofer und Herrmann 2001). Ein
Hauptgrund flr die nur enttduschende Wirkung ist die ausgepragte
Chemoresistenz eines Grofdteils dieser Tumoren (Prados und Levin 2000).
Eine Untergruppe von Patienten scheint allerdings von der Chemotherapie
zu profitieren. Ziel weiterer wissenschaftlicher Arbeit muss daher sein,
pradiktive  Faktoren, madglicherweise in  Form von molekularen
Resistenzmechanismen, zu identifizieren, die ein sinnvolles Einsetzen der
belastenden Chemotherapie mdglich machen. Aber nicht nur fir die
Pradiktion ist es bedeutend Mechanismen der Chemoresistenz zu verstehen,
auch fur die Entwicklung effektiver Strategien gegen diese hochmalignen
Tumoren, ist das Wissen um die Biologie der Chemoresistenz
aulerordentlich wichtig.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Bedeutung von DNA-
Reparatur- und Apoptose-Mechanismen fur die Chemoresistenz in
Glioblastomen. Daraus ableitend soll die Bedeutung dieser Faktoren fir eine

madgliche Pradiktion der Chemosensitivitat erarbeitet werden.



1.2 Glioblastoma multiforme

1.2.1 Pathologie und Klassifikation von glialen Tumoren

Gliome sind pathologisch definiert als Tumoren, die histologische,
immunhistochemische und ultrastrukturelle  Zeichen einer glialen
Differenzierung aufweisen. Die heutige Klassifikation und Graduierung folgt
den Richtlinien der Whorld Health Organization, WHO (Kleihues and
Cavenee 2000).

Gliome werden Klassifiziert entsprechend ihrer angenommenen
Ursprungsgewebe bzw. -—zellen, d.h. sie zeigen Charakteristika von
astroglialen, oligodendroglialen oder ependymalen Gliazellen. Ein
Uberzeugender Beweis dafiir, dass diese Zellen auch der Ursprung der
entsprechend klassifizierten Tumoren ist, steht bis heute allerdings aus
(Collins 1998).

Die Tumoren werden au3erdem entsprechend ihrer Malignitat auf einer 4-
stufigen  Skala, entsprechend den WHO-Graden [-IV, durch
histopathologische Kriterien, auf die weiter unten genauer eingegangen wird,
graduiert.

Im Gegensatz zu einer Vielzahl von soliden Tumoren metastasieren Gliome
praktisch nie hamatogen in andere Organe (Hoffman et al. 1985) und nur
aulRerordentlich selten innerhalb der Liquorraume (Giordana et al. 1995), so
dass die histopathologische Graduierung die primare Determinante fur die
klinische Prognose ist. WHO-Grad | Tumoren sind biologisch benigne und
konnen, falls dies mdglich ist, durch vollstdndige neurochirurgische
Resektion geheilt werden. WHO-Grad Il Tumoren sind niedriggradige
Malignome und kénnen einen glnstigen klinischen Verlauf aufweisen, eine
Heilung durch Resektion ist hierbei allerdings nicht die Regel. Gliome, die
dem WHO-Grad Il entsprechen, sind maligne Tumoren und fuhren innerhalb
weniger Jahre zum Tod der Patienten, WHO-Grad IV Gliome sind hoch-
maligne und letal zumeist innerhalb von 9-12 Monaten. Etwa 70% der WHO-
Grad II Tumoren transformieren sich innerhalb von 5-10 Jahren zu den
hdhergradigen Gliomen vom WHO-Grad llI-IV und verhalten sich klinisch

dann entsprechend.



Das Glioblastome multiforme wurde bereits in der 2. Auflage der WHO-
Klassifikation von Tumoren des Nervensystems der Gruppe der astrozytaren
Tumoren zugeordnet (Kleihues et al. 1993). Einige Autoren gehen zwar
davon aus, dass auch anaplastische Oligodendrogliome und sogar
Ependymome durch Tumorprogression die histopathologischen Kriterien zur
Diagnose eines Glioblastoms erfullen kdénnen, man findet bei diesen
Tumoren allerdings gewohnlich astrogliale Differenzierungen, so dass die
Einteilung in die Gruppe der astrozytdren Tumore gerechtfertigt erscheint.
Weitere Unterstlizung dafir erhielt man durch molekulargenetische
Untersuchungen. Diese konnten zeigen, dass sowohl niedriggradige
Astrozytome, anaplastische Astrozytome und Glioblastome insgesamt in ca.
20-30% TP53 Mutationen aufweisen, dagegen die nicht-astroglialen
Neoplasien nur sehr selten TP53 Veranderungen zeigen (Ohgaki et al.
1991). Detailliertere Ausfiihrungen dazu folgen im Abschnitt Pathogenese
und molekulare Pathologie.

Die astrozytaren Tumore werden in der WHO-Klassifikation in die Gruppe der
umschriebenen Astrozytome und die Gruppe der diffusen Astrozytome
unterteilt.

In die erste Gruppe gehdren das pilozytische Astrozytom (WHO-Grad I), das
pleomorphe Xanthoastrozytom und das subependymale Riesenzell-
Astrozytom (WHO-Grad 1) bei der Tuberdésen Sklerose. Diese Tumoren
wachsen umschrieben, zeigen praktisch keine Progression und sind klinisch
somit als gutartig zu bezeichnen. An dieser Stelle muf} allerdings angemerkt
werden, dass auch diese Tumoren, wenn sie an strategisch ungunstiger
Position liegen, flr die betroffenen Patienten prognostisch sehr unglnstig
sein konnen.

In die Gruppe der diffusen Tumoren gehoéren das Astrozytom (WHO-Grad Il)
mit den Subtypen fibrillares, protoplasmatisches und gemistozytisches
Astrozytom, das anaplastische Astrozytom (WHO-Grad Ill) und das
Glioblastom (WHO-Grad 1V). Diese Gliome wachsen diffus infiltrierend, was
eine chirurgische Resektion schwierig bis unmaoglich macht, und zeigen eine
Tumorprogression von WHO-Grad Il zu WHO-Grad [l und WHO-Grad IV
Tumoren. Sie zeichnen sich so in der Regel durch einen klinisch malignen

Verlauf aus.



Die WHO-Graduierung basiert auf der Prasenz histopathologischer
Charakteristika der Malignitat wie hohe Zellularitat, zellulare Pleomorphie,
hohe mitotische Aktivitat, mikrovaskulare Proliferationen und Nekrosen.
WHO-Grad Il Tumoren weisen zellulare Pleomorphie auf, sonst aber keines
der eben genannten histopathologischen Charakteristika. Das anaplastische
Astrozytom (WHO-Grad Ill) zeigt aullerdem eine hohe mitotische Aktivitat,
das Glioblastom (WHO-Grad 1V) zusatzlich mikrovaskulare Proliferationen
und /oder Nekrosen.

Fir Kklinische Studien werden die Astrozytome aullerdem in die
niedriggradigen, vor allem WHO-Grad Il, und die héhergradigen Tumore,
anaplastische Astrozytome (WHO-Grad Ill) und Glioblastome (WHO-Grad

IV), unterschieden.

1.2.2 Epidemiologie

GroRReren epidemiologischen Studien zufolge betragt die jahrliche Inzidenz
fur primare Hirntumoren in den Industrielandern zwischen 7,2 und 14,3 bzw.
durchschnittlich 10,2 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (Kuratsu et
al. 1996, Kuratsu et al. 1997, Preston-Martin et al. 1993, Radhakrishnan et
al. 1995, Walker et al. 1985). Bis zum Alter von 65 Jahren findet man einen
steten Anstieg der Inzidenzrate, danach fallt sie wieder leicht ab (Preston-
Martin et al. 1993). Zu diesen primaren Hirnneoplasmen kommen nun, mit
einer fast gleich hohen jahrlichen Inzidenz von durchschnittlich 8,2 pro
100.000 Einwohnern, die sekundaren Hirngeschwilste wie Metastasen
(Walker et al. 1985). Mit einem Anteil von etwa 1-2% aller neu
diagnostizierten Tumorerkrankungen Uberhaupt gehoren die primaren
Hirntumoren sicherlich zu den eher seltenen Neoplasien (Prados und Levin
2000), sie machen allerdings immerhin 3-5% aller Krebstodesfalle aus (Fine
et al. 1994, Preston-Martin et al. 1993), was schon auf die Problematik der
teilweise aulRerordentlich schwierigen Therapie und damit haufig schlechten
Prognose hinweist. Obwohl in Deutschland ein zentrales Krebsregister zur
epidemiologischen Datenerfassung fehlt, muss man auch hier von ahnlich

hohen Zahlen ausgehen (Davis et al. 1991). So rechnet man in Deutschland



mit bis zu 8000 Neuerkrankungen pro Jahr an primaren Hirntumoren und
zusatzlich mit etwa in der gleichen Gréflenordung liegenden sekundaren
Hirngeschwulsten. Die Mortalitatsrate fur die primaren Hirntumoren betragt in
Deutschland etwa 5200 Todesfalle pro Jahr, fir metastatische ZNS-
Neoplasien ist dies ungleich schwieriger zu berechnen, da die Todesursache
bei metastasierten Malignomerkrankungen oft nicht valide genug abgrenzbar
ist. Die geschatzte Zahl der ausschliellich an zerebralen Metastasen
Verstorbenen liegt bei 3000 Todesfallen pro Jahr (Steiner et al. 1998).

1998 lag die erwartete Zahl von Neuerkrankungen an Tumorerkrankungen
des ZNS in den USA bei 17.400, wovon 9.800 Patienten mannlich und 7.600
Patienten weiblich waren. Die Zahl der hierdurch erwarteten Todesfalle lag
bei 13.300 im Jahre 1998 (Landis et al. 1999).

Die Tumoren des Neuroepithels, hier vor allem die Gliome, machen mit etwa
60% den groRten Teil aller Hirntumoren aus, wobei der Anteil maligner
Gliome besonders hoch ist; das Glioblastoma multiforme beispielsweise
macht etwa ein Drittel dieser Tumoren aus (Kuratsu et al. 1996/1997,
Preston-Martin et al. 1993). Andere neuroepitheliale Tumoren, wie die
Medulloblastome und die Ependymome zahlen mit jeweils 1-2% aller
Hirntumoren zu den nicht so haufigen Entitaten (Steiner et al. 1998).
Tumoren der Hypophyse, hier vor allem die Hypophysenadenome, machen
etwa 10% aller intrakraniellen Tumoren aus (Kuratsu et al. 1996/1997).
Primare zentralnervése Lymphome, die besonders bei an AIDS erkrankten
Patienten zu finden sind, haben in letzter Zeit stark zugenommen, so dass fur
die nachsten Jahre mit bis zu 2,5 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern
jahrlich gerechnet werden muss. Dadurch wird diese Entitat auch immerhin
etwa 10% aller Hirntumore ausmachen (Corn et al. 1997). Neben den
primaren Lymphomen nehmen bei Menschen uber 65 Jahre aber auch die
malignen Gliome deutlich zu, und zwar unabhangig von der allgemeinen
Zunahme maligner Erkrankungen insgesamt und wunabhangig von
verbesserten diagnostischen Moglichkeiten (Werner et al. 1995)

Insgesamt ist das Glioblastoma multiforme der haufigste Hirntumor und
macht 12-15% aller intrakraniellen Neoplasien und 50-60% aller astroglialen
Neoplasien aus (Zlilch 1980). In den meisten europaischen und

nordamerikanischen Landern liegt die jahrliche Inzidenz bei etwa 2-3
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Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (Lantos et al. 1996). Glioblastome
kénnen grundsatzlich in jedem Alter auftreten, 70% der Erkrankungen treten
allerdings im Alter zwischen 45 und 70 Jahren auf. Das mittlere Alter bei
Diagnosestellung liegt bei 53 Jahren, Manner sind etwa 1,5 mal haufiger
betroffen als Frauen (Zilch 1980). Zwischen 8% und 9% der Falle treten im
Kindesalter auf (Dohrman et al. 1976), angeborene Glioblastome sind
allerdings selten (Buetow et al. 1990), obwohl auch Uber Falle in der 29.

Schwangerschaftswoche berichtet wurde (Doren et al. 1997).

1.2.3 Atiologie und Risikofaktoren

Die Ursache und die Atiologie eines Glioblastoma multiforme sind &hnlich wie
bei anderen Hirntumoren sowie bei einem grolden Teil aller menschlichen
Tumoren weitgehend unbekannt (Hochberg et al. 1984). Man geht heute
allerdings davon aus, dass maligne Tumoren durch eine sukzessive
Akkumulation von Veranderungen der genomischen DNA, bedingt durch
verschiedene Noxen aus der Umwelt auf der Basis einer genetischen
Disposition, entstehen.

Eine Vielzahl von Faktoren, die statistisch signifikant haufiger mit Tumoren
des ZNS einhergehen, sogenannte Risikofaktoren, sind Uber mehrere
Jahrzehnte erarbeitet und z.T. sehr kontrovers diskutiert worden. An dieser
Stelle soll deshalb nur die aktuelle Datenlage zusammenfassend dargestellt
werden.

Ein erhdhtes Risiko haben Menschen, die sehr proteinreiche Nahrung
zufihren, was am ehesten auf die damit assoziierte Aufnahme von
Nitrosaminen zurtckzufihren ist, die ebenfalls einen Risikofaktor darstellen
(Kaplan et al. 1997). Vor allem genetisch suszeptible Menschen scheinen
hier besonders betroffen zu sein, so konnte ein Trend fur ein erhdhtes Risiko
fur Gliome bei Individuen mit einem schnellen NAT2 Azetylierungssystem
festgestellt werden (Trizna et al. 1998). Im Gegensatz dazu scheint die
Aufnahme sowohl von Kochsalz als auch von Fett und Cholesterol eher
invers mit dem Gliom-Risiko korreliert zu sein (Kaplan et al.1997). Eine

Arbeit konnte zeigen, dass der vermehrte Konsum von gebratenen Speisen,
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von Zigaretten, vor allem Zigaretten ohne Filter, und von Alkohol-haltigen
Getranken ebenfalls mit einem hoéheren Risiko flr Gliome einhergeht, die
Zufuhr von Vitamin C allerdings eher protektiv ist (Lee et al. 1997). Protektiv
wirkt ebenfalls die Zufuhr von Gemusen und Friuchten (Hu et al. 1998). Dies
alles weist ebenfalls auf die Bedeutung von Nitrosaminen, aber auch von
anderen Oxidantien, im Hinblick auf die Tumorigenese von glialen Tumoren
hin. Andere Autoren sehen allerdings keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen Alkohol- und Nikotinkonsum und Hirntumoren (Hurley et al. 1996).
Mutagene Umweltgifte wie Organochlorverbindungen, die in Oberflachen-
gewassern zu finden sind, z.B. Trichlormethan als Nebenprodukt der
Chlorierung von Trinkwasser, stellen genauso wie die Nitrosamine ein Risiko
fur die Entstehung von Glioblastomen dar (Cantor et al. 1999). Ein erhdhtes
Risiko fir astrogliale Tumoren besteht aulRerdem bei Exposition mit
chlorierten aliphatischen Kohlen-Wasserstoffen (Cocco et al. 1994). Auch bei
den Umweltgiften spielen genetische Suszeptibilitatsfaktoren  wie
Polymorphismen in Glutathion-S-Transferase- und Cytochrom-P-450 Genen
mit verlangsamter Metabolisierung toxischer Substanzen eine zusatzliche
Rolle (Grant et al. 1995).

Auch physikalische Umweltfaktoren sind untersucht worden, wobei man
zeigen konnte, dass die Arbeit an elektrischen Maschinen (Rodvall et al.
1998a) oder der Gebrauch elektrischer Gerate im Haushalt (Mutnick et al.
1997) keine Bedeutung bei der Entstehung von Gliomen hat. Die Arbeit in
Magnetfeldern ab einer Feldstarke von 0.4 microT stellt allerdings einen
Risikofaktor dar (Rodvall et al. 1998a). Eine weitere wichtige physikalische
Noxe ist die ionisierende Strahlung. Sowohl die Roéntgendiagnostik von
kraniellen (Wrensch et al. 2000) als auch von dentalen (Rodvall et al. 1998b)
Prozessen zeigen kein erhdhtes Risiko fur Gliome, es gibt aber durchaus
Hinweise, dass therapeutische Schadelbestrahlungen einen Risikofaktor
darstellen. So konnten Gliome als Spatkomplikationen nach
Ganzhirnbestrahlungen von ALL-Patienten im Kindesalter diagnostiziert
werden, besonders bei stattgehabtem ZNS-Befall im Rahmen einer
Leukamie (Walter et al. 1998).
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Kein erhdhtes Risiko, an einem Gliom zu erkranken, haben Menschen mit
Amalgam-Fullungen, und zwar unabhangig davon, wieviel Amalgam-
Fallungen vorhanden sind (Rodvall et al. 1998Db).

Interressant und sicher wichtig ist auch die Frage, ob der Gebrauch von
Mobil-Telefonen ein Risiko darstellt. Mehrere Arbeiten sind zu diesem Thema
erschienen. Fur digitale Systeme konnte auch in aktuellen Studien kein
signifikantes Risiko nachgewiesen werden, ein erhohtes Risiko konnte
allerdings fur analoge Systeme auf der “Telefon-Seite” gezeigt werden
(Hardell et al. 1999). Weitere Studien missen hier sicher noch folgen.

Das Immunsystem, welches einen etablierten Platz in Tumorigenese-
Modellen hat, scheint auch bei Glioblastomen eine Rolle zu spielen. So
zeigten einige Arbeiten, dass Gliom-Patienten seltener an allergischen
Erkrankungen wie Asthma bronchiale und atopischem Ekzem leiden
(Hochberg et al. 1990, Schlehofer et al. 1999), andere Autoren konnten
allerdings keine inverse Korrelation zwischen allergischen Erkrankungen und
dem Gliom-Risiko erkennen (Cicuttini et al. 1997).

Aktuelle Untersuchungen zeigen allerdings auch, dass Patienten mit diesen
Tumoren signifikant seltener sowohl an Masern als auch an Varizellen
erkranken bzw. als Kinder erkrankt sind (Wrensch et al. 1997) und auch
signifikant niedrigere Antikdrper-Titer gegen diese Viren aufweisen, daflr
aber hohere Herpes simplex- und Zytomegalie-Virus IgG Spiegel zeigen
(Wrensch et al. 2001).

Mehrere Arbeiten mit unterschiedlicher Datenlage existieren zur Frage, ob
Schadel-Hirn-Traumata mit der Entstehung von Glioblastomen zu tun haben
kénnen. Neueren Untersuchungen zufolge scheint vor allem bei Mannern
das Risiko fiur Gliome durch Schadel-Hirn-Traumata leicht erhoht zu sein,
etwas deutlicher gilt dies allerdings fir Meningeome (Preston-Martin et al.
1998, Wrensch et al. 2000).

Epilepsien gelten ebenfalls als Erkrankung mit erhdhtem Risiko fur die
Entstehung von Gliomen, wobei das Risiko auch bei antiepileptischer
Therapie erhoht bleibt (Schlehofer et al. 1999).

AbschlieRend soll noch Uber die genetischen Faktoren als Ursache bzw.
Risikofaktoren fur Gliome berichtet werden. Es gibt Arbeiten, die zwar kein

statistisch signifikantes, aber immerhin ein suggestives Risiko flir Verwandte
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1. und 2. Grades von Gliom-Patienten annehmen (Zampieri et al. 1994),
wahrend andere Autoren keinerlei Risiko fir Verwandte sehen (Sakas et al.
1994). Interessanterweise konnte man bei Gliom-Patienten signifikant mehr
spontane Chromosomenbriche in normalen Blutlymphozyten detektieren als
bei gesunden Kontroll-Personen als Zeichen einer genetisch bedingten
Suszeptibilitat fur Gliome (El-Zein et al. 1999). Ein weiterer Hinweis flr
genetische Faktoren als Mitursache fur die Entstehung von Gliomen sind
TP53 Keimzellmutationen, die auch fir das Li-Fraumeni-Syndrom
verantwortlich sind. Diese findet man namlich signifikant haufiger bei
Patienten mit multifokalen Gliomen und bei Gliom-Patienten mit positiver
Familienanamnese fur maligne Erkrankungen (Kyritsis et al. 1994).

Abschliel3end sei noch an dieser Stelle auf die sogenannten *Brain-Tumour-
Polyposis® (BTP)-Syndrome, oft bekannt unter dem Namen Turcot-
Syndrome, hingewiesen. Patienten mit dem BTP-Syndrom Typ1, neuerdings
auch als ‘wahres’ oder autosomal rezessiv vererbtes Turcot-Syndrom
bezeichnet, entwickeln kolorektale Adenome und Karzinome, ohne oder mit
nur geringer (<100 Adenome) vorbestehender Polyposis, und vor allem
Glioblastome. Dieses Syndrom mit den charakteristischen
Keimzellmutationen in einem der Fehlpaarungs- oder Mismatch-Reparatur
(MMR) Gene ist fur die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse. Bei
der einleitenden Darstellung der Biologie des Mismatch-Reparatur-Systems
in den Abschnitten 1.3.2 und 1.3.3 wird daher noch einmal gesondert auf
dieses Syndrom eingegangen. Patienten mit BTP-Syndrom Typ 2, auch als
autosomal dominantes Turcot-Syndrom bezeichnet, dagegen zeigen
Mutationen in dem APC-Gen und entwickeln neben den kolorektalen

Karzinomen vor allem Medulloblastome (Sunahara et al. 2000).

1.2.4 Pathogenese und molekulare Pathologie

Die Karzinogenese von zahlreichen humanen Tumoren ist ein mehrschrittiger
Prozess. In einigen Neoplasien sind die Stadien der malignen Transformation
teilweise sehr gut charakterisiert, so z.B. die Adenom-Karzinom-Sequenz bei

kolorektalen Karzinomen (Vogelstein et al. 1988). Mittlerweile gelten die
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morphologischen Veranderungen bei der malignen Progression als Produkt
der sequentiellen Aquisition genetischer Veranderungen in malignen
Tumoren (Kleihues et al. 2000).

Bei den Tumoren des ZNS sind es vor allem die astrozytaren Gliome, die
hinsichtlich ihrer Pathogenese und molekularen Pathologie am besten
untersucht sind. Wegen der ausgepragten Tendenz zur diffusen Infiltration in
angrenzendes Hirnparenchym rezidivieren niedriggradige Astrozytome
nahezu ohne Ausnahme. Bei den Rezidivtumoren beobachtet man zudem
regelmanig eine Transition zu héhergradigen Gliomen, so schliel3lich auch zu
Glioblastomen. Diese Glioblastome, die sich aus niedriggradigen Vorstufen
entwickeln, werden als sog. sekundare Gliblastome bezeichnet. Solche, die
sich schnell entwickeln, ohne dass ein solcher Vorlaufer-Tumor bestanden
hat bzw. objektivierbar war, werden als primare oder de novo Glioblastome
bezeichnet (Kleihues und Ohgaki 2000). Diese Terminologie wurde bereits
erstmalig im Jahr 1940 benutzt (Scherer et al. 1940), trotzdem handelt es
sich bei der Unterscheidung zwischen primaren und sekundaren
Glioblastomen eher um ein Konzept als um diagnostisch etablierte Entitaten.
Ein Hauptgrund dafir ist, dass beide Glioblastom-Typen die gleichen
histologischen Charakteristika aufweisen, so dass es umstritten ist, ob man
beide Typen auch histopathologisch differenzieren kann. Diese Schwierigkeit
bei der sicheren histopathologischen Differenzierung macht es ebenfalls
schwierig die relativen Haufigkeiten zu bestimmen. Man geht heute allerdings
davon aus, dass die primaren Tumoren bei weitem Uberwiegen, etwa in einer
Grolkenordung von ca. 80 % (Dropcho et al. 1996).

Obwohl bereits eine nicht unerhebliche Zahl genetischer Veranderungen in
astroglialen Tumoren identifiziert werden konnte, ist man sicher auch heute
noch weit davon entfernt alle Veranderungen und vor allem das komplexe
Zusammenspiel der einzelnen Mutationen zu verstehen. Im folgenden soll
nun auf die bekannten Veranderungen, vor allem auch im Hinblick auf die
Unterscheidung zwischen primaren und sekundaren Glioblastomen,
eingegangen werden.

TP53 Mutationen waren mit die ersten genetischen Lasionen, die in
astrozytaren Tumoren identifiziert wurden (Nigro et al. 1989). Mutationen

dieses Tumorsuppressor-Gens sind in primaren Glioblastomen allerdings
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eher selten und kommen in weniger als 10% dieser Tumoren vor. Bei den
sekundaren Glioblastomen zeigt sich hingegen eine andere Situation, hier
findet man in deutlich Uber 65% TP53 Mutationen (Kleihues und Ohgaki
2000). Weitaus haufiger als Mutationen sind TP53 Protein-Stabilisierungen
(Louis et al. 1993). Auch dieses Phanomen findet man bei den sekundaren
Tumoren mit Uber 90% weitaus haufiger als in den primaren Glioblastomen
mit etwa 35% (Kleihues und Ohgaki 2000).

Das MDM2 Gen enthalt eine DNA Bindungstelle fir das TP53 Protein und es
konnte gezeigt werden, dass MDMZ2 durch das TP53 Protein induziert wird
(Barak et al. 1994). Das MDM2 Protein wiederum komplexiert mit dem TP53
Protein und inaktiviert dessen transkriptionelle Aktivitat im Sinne einer
Feedback Schleife (Kleihues und Ohgaki 2000). In mehr als 50% aller
primaren Glioblastome findet man eine MDM2 Uberexpression, wogegen
weniger als 10% der sekundaren Tumore dieses Phanomen zeigen (Biernat
et al. 1997). Amplifikationen des MDM2 Genes finden sich in weniger als
10% aller Glioblastome, wobei es sich wohl aber nur um primare Tumoren
handelt, die TP53 Mutationen aufweisen (Reifenberger et al. 1993). Sowohl
die Uberexpression als auch die Amplifikation von MDM2 fiihrt Gber eine
Proteinkomplexierung oder eine transkriptionelle Inaktivierung zu einem
funktionellen TP53 Protein Verlust.

Der CDKNZ2A Lokus codiert durch Unterschiede im ersten Exon und
alternative Leserahmen im zweiten Exon flr 2 verschiedene Genprodukte
(p16 und p19”°7F). Der putative Tumorsuppressor p19”°%F blockiert die MDM2
induzierte TP53 Protein-Degradation (Pomerantz et al. 1998). Das p16
Protein hingegen inhibiert die Cyklin-abhangigen Kinasen CDK4 und CDKG®6,
was wiederum zu einer Reduktion der Phosphorylierung des Rb-Proteins
fuhrt. Rb steht fur Retinoblastom-Gen und bezeichnet einen Zell-Zyklus
regulierenden Faktor, der im phosphorilierten Zustand den Ubergang von G1
in S induziert. Dadurch fuhrt das p16 Protein zu einer Transition der G4/S
Phase im Zellzyklus. Rb Alterationen und p76 Deletionen schlieBen sich
sowohl in primaren als auch sekundaren Gliobalstomen nahezu aus, der
Verlust von Rb Expression oder CDK4 Amplifikationen zeigte sich in beiden
Gliobalstomtypen gleich haufig, p716 Deletionen fanden sich dagegen in

primaren Tumoren signifikant haufiger (Biernat et al. 1994 /1997 ).
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Das EGFR (Epith. Growth Factor Receptor) Gen ist ebenfalls in der Kontrolle
von Zellzyklus und Proliferation involviert und zeigt sich in mehr als einem
Drittel aller Glioblastome amplifiziert oder Uberexprimiert (Libermann et al.
1985). Die daraus resultierende Uberfunktion des EGFR Signalweges flhrt
so zu Proliferation und Tumorprogression. In einer Arbeit konnte gezeigt
werden, dass etwa 40% aller primaren Gliobalstome EGFR Amplifikationen
aufweisen, dagegen konnte in keinem von 22 untersuchten sekundaren
Tumoren EGFR Amplifikationen nachgewiesen werden (Tohma et al. 1998).
Glioblastome mit EGFR Amplifikationen zeigen typischerweise haufig
Chromosom 10 Verluste, dagegen scheinen sich TP53 Mutationen und
EGFR Uberexpressionen nahezu auszuschlieRen (Kleihues und Ohgaki
2000).

PDGF-alpha Uberexpressionen wurden sowohl in niedriggradigen als auch in
héhergradigen Gliomen gefunden, aulierdem zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen der PDGF-alpha Uberexpression und einem LOH (Loss
of Heterozygosity) auf Chromosom 17p, was darauf hinweist, dass diese
Veranderungen eine Rolle bei der Pathogenese der sekundaren
Glioblastome spielen (Herrmanson et al. 1996).

Die haufigsten genetischen Veranderungen in Glioblastomen sind LOHs auf
grolRen Teilen von Chromosom 10 bzw. Deletionen des Chromosomes 10
(Kleihues et al. 2000). Das Tumorsuppressor Gen PTEN auf Chromosom
10923.3 ist in etwa 30% aller Glioblastome mutiert. Eine recht aktuelle Arbeit
konnte zeigen, dass PTEN Mutationen fast ausschlieBlich in primaren
Gliobalstomen auftreten (Tohma et al. 1998), aullerdem scheinen sich TP53
und PTEN Mutationen nahezu auszuschlielen (Rasheed et al. 1997).
Interessanterweise konnte ein kirzlich veroffentlichte Arbeit zeigen, dass
PTEN das TP53 Protein vor der MDM2 bedingten TP53 Protein Degradation
schitzt und so Tumorzellen gegenuber Zytostatika sensibel macht (Mayo et
al. 2002). Auf die Problematik der Chemoresistenz auch im Zusammenhang
mit TP53 wird allerdings in den folgenden Abschnitten ausfihrlich
eingegangen.

Abgesehen von ein paar Uberlappungen ist die Pathogenese und molekulare
Pathologie beider Glioblastom-Subtypen doch deutlich verschieden, so dass

man sowohl aus molekulargenetischer als auch aus klinischer Sicht von
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verschiedenen Tumoren mit entsprechender eigener Tumorbiologie
ausgehen kann. Abbildung 1 soll die verschiedenen Progressionswege zum

Glioblastom nocheinmal veranschaulichen.

Differenzierte Astrozyten oder neuroepitheliale Vorlauferzellen

TP53 Mutation EGFR
PDGF-A Uberexpression - Amplifikation

- Uberexpression

niedriggradige Astrozytome

MDM2
LOH 19q —,Srgplifikation_
Rb Alteration - Jberexpression
CDKNZ2A Deletionen
anaplastische Astrozytome LOH 10
PTEN Mutation (30%)
LOH 10q CDK4 Amplifikation
PTEN Mutation (5%) v Rb Alteration
sekundares Glioblastom priméares Glioblastom

Abbildung 1: Klinisch und genetisch definierte Progressionswege zum
Glioblastom, modifiziert nach Kleihues und Ohgaki 2000.

Das flur die vorliegende Arbeit besonders interessante Fehlpaarungs- bzw.
Mismatch-Reparatur (MMR)-System ist hinsichtlich der Bedeutung fir
Pathogenese und Progression in malignen Gliomen noch nicht hinreichend
untersucht. So existieren auch keine Daten, ob sich primare und sekundare
Glioblastome hinsichtlich der Expression oder Muatationsfrequenz der MMR-
Gene unterscheiden. Interessanterweise gibt es Hinweise dafir, dass das
MMR-System  DNA-Schaden  detektiert und Uber eine TP53
Proteinstabilisierung apoptotische Mechanismen aktiviert (Hickman et al.
1999). Zudem hat man ein TP53-response-Element in einem MMR-Gen
identifiziert, was weitere Hinweise flr eine funktionelle Interaktion fur das
MMR-System und TP53 gibt (Warnick et al. 2001). Da es deutliche
Unterschiede von TP53 Mutationen und funktioneller TP53 Protein-

Stabilisierungen zwischen primaren und sekundaren Glioblastomen gibt, sind
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auch hinsichtlich des MMR-Status signifikante Unterschiede zwischen beiden

Tumorentitaten denkbar.

1.2.5 Therapeutische Strategien und Prognose

Die Diagnose eines GBM kann nur nach histopathologischer Untersuchung
sicher gestellt werden. Bei der klinischen Verdachtsdiagnose, die vor allem
auf einer differenzierten Bildgebung mittels MRT beruht, ist daher eine
histopathologische Sicherung der Diagnose anzustreben. Dies sollte, wenn
der Tumor technisch und der Patient aus medizinischer Sicht operabel ist, im
Rahmen einer neurochirurgischen Resektion durchgefuhrt werden. Ist eine
offene Operation nicht mdglich, sollte mittels stereotaktischer Biopsie eine
histopathologische Diagnose herbeigefliihrt werden. Die Sicherung der
Diagnose ist vor allem zur Abgrenzung von lymphatischen Tumoren des ZNS
wichtig, da fur diese Neoplasien véllig andere therapeutische Strategien bzw.
Optionen bestehen.

Sofern moglich, steht also am Anfang des Therapie-Algorhythmus maligner
Gliome die neurochirurgische Resektion. Dieses Vorgehen ist aus mehreren
Grunden sinnvoll. Zum einen kann so, wie oben dargestellt, mit dem
gewonnenen Tumormaterial eine sichere Diagnose gestellt werden. Ein
weiterer Grund fur die initiale Resektion ist die Verbesserung der klinischen
Situation des Patienten durch Reduktion des raumfordernden Prozesses
(Prados und Levin 2000). Fur die malignen Gliome gilt aul3erdem, dass die
Resektion mit der Uberlebenszeit zusammenhéngt. So zeigen schon Daten,
die zwischen 1970 und 1980 erhoben wurden, dass die durchschnittliche
Uberlebenszeit von etwa 3 Monaten ohne Therapie auf 8 Monate nach
neurochirurgischer Therapie ansteigt (Salcman et al. 1980). Das Ausmal} der
Resektion hangt mit der Uberlebenszeit zusammen, so dass heute im
Zeitalter differenzierter mikrochirurgischer Techniken so viel Tumormasse
wie moglich entfernt werden sollte (Prados und Levin 2000). Eine Heilung ist
auf Grund der extremen diffusen Infiltration dieser Tumore durch chirurgische
Resektion allein auch heute nicht mdglich (Hofer und Herrmann 2001).
Postoperativ schliel3t sich eine Strahlentherapie an. Diese bestand friher aus

einer Ganzhirnbestrahlung mit 4500 rad und einer zusatzlichen Herddosis
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von 2500 rad und hob die durchschnittliche Uberlebenszeit auf etwa 9-10
Monate an (Salcman et al. 1980). Da jedoch die Ganzhirnbestrahlung mit
einem sehr hohen Risiko einer Strahlenenzephalopathie behaftet ist und
keinen prognostischen Vorteil hat, bestehen heutige Bestrahlungsprotokolle
ausschlieBlich aus einer Herdbestrahlung. Die weile Substanz des ZNS ist
der begrenzende Faktor bei der Radiotherapie, so dass die Herddosen heute
bei etwa 60 Gy liegen bei taglicher Applikation bis die Herddosis erreicht ist
(Prados und Levin 2000). Die Prognose ist auch heute ahnlich, die
Bestrahlung verlangert die Uberlebenszeit auf durchschnittlich 9-10 Monate,
Langzeituberlebende, die langer als 2 Jahre nach der Erstdiagnose noch
leben, gibt es nach alleiniger Radiatio nur vereinzelt. Alternative
Radiotherapien beinhalten hyperfraktionierte, acceleriert fraktionierte, d.h.
schneller aufeinanderfolgende, Bestrahlungen, die Brachytherapie und die
sog. Radiochirurgie. Die verschiedenen Fraktionierungen zeigten in
verschiedenen Phase Il Studien keine signifikanten Uberlebensvorteile
(Prados und Levin 2000). Die Brachytherapie mit hochaktiven lod-125 Seeds
zeigt bei vorsichtiger Auswahl des Patientenkollektivs, dass ein
Uberlebenszeitgewinn moglich ist, 40-55% der behandelten Patienten
mussen allerdings wegen symptomatischer strahleninduzierter Nekrosen
zwischen 6 Monaten und 2 Jahren nach der Brachytherapie neurochirurgisch
behandelt werden (McDermott et al. 1990). Ein interessanter
radiotherapeutischer Ansatz zur Intensivierung der Herddosis bei Schonung
des umliegenden Parenchyms ist die sog. Radiochirurgie. Hierbei werden mit
Hilfe der Stereotaxie ganz gezielt mit dem Gamma Knife (AB Elektra,
Stockholm, Schweden) oder mit Linearbeschleunigern zahlreiche
Strahlengange auf ein kleines Isozentrum konvergiert. Da auch bei dieser
Methode Strahlennekrosen des umliegenden Hirngewebes induziert werden
konnen und dieses Risiko um so grofer ist, je grolier die bestrahlte Lasion
ist, werden vor allem kleine und tief liegende Tumore mit der Radiochirurgie
behandelt. Derzeit lauft eine Phase Ill Studie der Radiation Therapy
Oncology Group, ob Radiochirurgie vor externer Strahlentherapie eines neu
diagnostizierten Glioblastoms einen prognostischen Vorteil erbringt (Prados
und Levin 2000).
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Das dritte Standbein der Glioblastom-Therapie ist die Chemotherapie. Da die
Problematik der Chemotherapie ein entscheidener Punkt dieser Arbeit ist,
soll daruber in einem gesonderten Abschnitt berichtet werden (siehe 1.2.6).
Kurz seien an dieser Stelle noch die Immuntherapie und die Gen- bzw.
Molekular-Therapie des Glioblastoms erwahnt. Immunologische Strategien
versuchen Uber zytotoxische Zytokine, Antikorper oder Vaccinierungen
sowohl allein als auch in Kombination mit Chemotherapie diese Tumoren zu
beherrschen (Roth et al. 1999). Zur sog. Molekularen Therapie zahlt man
Versuche, Tumor-Supressor- oder Zell-Zyklus regulierende Gene, Inhibitoren
von Wachstumsfakioren bzw. derer Rezeptoren, Inhibitoren der
Neovaskularisation, onkolytische Viren oder Inhibitoren von Matrix-
Metalloproteinasen in die Tumorzellen einzubringen (Karpati et al. 1999).
Substantielles klinisches Potential hat moglicherweise die Adenovirus
basierte Gentherapie maligner Gliome mit Herpes simplex Virus (HSV)-
Thymidinkinase und gleichzeitiger Verabreichung von Ganciclovir. Im
Tierversuch konnten so maligne Gliome in Nacktmausen effizient mit einem
die HSV-Thymidinkinase tragenden Adenovirus transduziert werden und mit
einer anschlieRenden Therapie mit Ganciclovir signifikant remittiert werden
(Chen et al. 1994). Klinisch erscheint die Kombination dieser genetischen
Therapie mit einer Betsrahlung maglicherweise noch effektiver (Kim et al.
1994/1997).

1.2.6 Chemotherapie beim Glioblastoma multiforme

Wie bereits in Abschnitt 1.2.5 dargestellt, ist eine Uberzeugende kurative
Situation mit chirurgischen Verfahren und der Strahlentherapie zumindest
zum heutigen Zeitpunkt nicht zu erreichen. Das extrem diffus infiltrierende
Glioblastom kann durch eine lokal wirksame Therapie wie die chirurgische
Resektion nicht kontrolliert werden. Dies zeigt die Tatsache, dass Uber 90%
der Tumore trotz oft “vollstandiger” Resektion innerhalb von 2cm von der
Primartumorlokalisation rezidivieren (Burger et al. 1988, Hofer und Herrmann
2001). Um dieser diffusen, grenzenlosen Verteilung des Tumores gerecht zu

werden, mussen so systemische Therapien wirksam werden, die maligne
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Zellen auch weit aulRerhalb der Primarlokalisation treffen. Ein fir zahlreiche
verschiedene Tumoren etabliertes systemische Verfahren mit viel klinischer
Erfahrung ist die Chemotherapie. Die ersten Studien, die neben Chirurgie
und Radiatio auch die Chemotherapie beim Glioblastom untersuchten, gab
es Mitte der 60ziger Jahre (Kennedy et al. 1965, Ransohoff et al. 1965). Die
in erster Linie verwendeten Medikamente waren die Derivate des
Nitrosoharnstoffs. Mit dieser Substanzklasse wurde Uber Ansprechraten
zwischen 10% und 40% berichtet, allerdings ohne Untersuchung mit der
damals noch nicht verfligbaren Computertomographie. Einige der
nachfolgenden Studien mit Nitrosoharnstoffen zeigten dann einen kleinen
Benefit fur Glioblastom-Patienten (Fine et al. 1993), andere Arbeiten
allerdings bezweifelten diesen prognostisch gunstigen Effekt dieser
Medikamente (Curran et al. 1993).

Die Nitrosoharnstoff-Derivate, biochemisch sehr lipophile Substanzen,
wurden vor allem wegen der guten Penetration durch die Bluthirnschranke
eingesetzt, wobei das Problem der Bluthirnschranke nach aktuellen
Erkenntnissen wahrscheinlich etwas Uberinterpretiert wurde. Wie CT-
Kontrastmitteluntersuchungen und Liquor-Analysen heute zeigen, ist im
Bereich des Tumors nicht von der normalen Bluthirnschrankenfunktion
auszugehen (Hofer und Herrmann 2001). Modifikationen der klassischen
Chemotherapie mit Nitrosoharnstoff-Derivaten betreffen die Art der
Applikation, die Dosis und die Pharmakogalenik. So zeigten die intraarterielle
Applikation und die Hochdosis-Therapie keinen prognostischen Vorteil (Hofer
und Herrmann 2001). Die Applikation direkt in den Tumor mit BCNU
enthaltenen biodegradierbaren Polymeren zeigte ein kleinen prognostischen
Vorteil vor allem bei Glioblastompatienten, weitere Untersuchungen muissen
aber noch folgen (Brem et al. 1995).

Nitrosoharnstoffe werden allerdings nicht nur als Monotherapien eingesetzt,
sie bilden auch einen wichtigen Pfeiler von Polychemotherapie-Protokollen.
So wird das CCNU zusammen mit Procarbazin und Vincristin im PCV-
Schema eingesetzt. Das PCV-Chemotherapie-Protokoll, welches als erstes
von Levin beschrieben wurde (Levin et al. 1985), qgilt heute als Standard-
Therapie bei der Behandlung von oligodendroglialen Tumoren. Aber auch bei

astroglialen Tumoren, vor allem bei Glioblastomen, wurde die Wirksamkeit
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dieses Protokolls in zahlreichen Studien untersucht. Aufgrund
unzureichender Response-Kriterien und Stratifizierungen gibt es aber
weniger verlassliche Daten. Nach einer Untersuchung von Prados und
Mitarbeiter hat das PCV-Schema keinen Benefit als Zusatz zur etablierten
Chirurgie und Bestrahlung (Prados et al. 1999). Heute stellt das PCV-
Schema ein Standard-Schema dar zum Vergleich mit anderen
Medikamenten in neuen Phase IlI-Studien , genauso wie die Monotherapie
mit BCNU, gegenuber der das PCV Schema nicht Uberlegen ist (Prados et
al. 1999).

An dieser Stelle soll bereits kurz angemerkt werden, dass ein grol3er Telil
aller Glioblastome bereits in vitro resistent gegentber Nitrosoharnstoffen
reagiert, so dass einige Autoren die enttduschenden Ergebnisse der
Chemotherapie bei Glioblastomen auf den vorwiegenden Einsatz dieser
Substanzklasse zurtckfiuhren (Wolff et al. 1999). Auf das Problem der
Chemoresistenz, ein zentraler Punkt der vorliegenden Arbeit, soll in dem
Abschnitt 1.2.7 gesondert eingegangen werden.

An den eben genannten Standardtherapien, BCNU-Monotherapie und PCV,
mussen sich andere Medikamente bzw. Zytostatikakombinationen in Studien
messen lassen. Ein weiteres interessantes Zytostatikum ist das Alkylans
Temozolomid (Temodal), das in Phase Il Studien Remissionsraten von 8%
und Krankheitsstabilisierungen von immerhin 43% bei Glioblastomen zeigt
(Yung et al. 1999). Etwa 15% Remissionen und 55% Stabilisierungen des
Krankheitszustandes zeigen Studien mit Topoisomerase-l-Hemmern wie
Topotecan und Irinotecan (Friedman et al. 1999a und b). Das wahrscheinlich
als unspezifischer Inhibitor der Proteinkinase C wirkende hochdosierte
Tamoxifen zeigt ebenfalls Remissionen und Krankheitsstabilisierungen was
im Endeffekt einen kleinen Uberlebensbenefit im Vergleich mit historischen
Kontrollen erbringt (Couldwell et al. 1996). Das Cisplatin, welches bei einer
Vielzahl von Tumoren als Bestandteil zahlreicher Polychemotherapie-
Protokolle eingesetzt wird, zeigt beim Glioblastoma multiforme keinen
signifikanten Vorteil gegeniber dem BCNU als Monotherapie (Kiu et al.
1995). Das Cytosin-Arabinosid in Kombination mit ACNU (Anders et al.
2000), das Methotrexat, vor allem lokal in den Tumor appliziert (Nierenberg

et al. 1991), und das als Radiosensitizer wirksame und wahrend der
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Bestrahlung applizierte Paclitaxel (Taxol) (Julka et al. 2000) zeigen ebenfalls
Wirkungen bei der Therapie des Glioblastoms, die aber in Phase Il Studien
noch vergleichend quantifiziert werden mussen. Das Teniposid (VM26) zeigt
sich in Kombination mit CCNU nicht so wirksam wie das PCV-Schema
(Jeremic et al. 1992).

Ein interressanter neuer Angriffspunkt ist die Angiogenese. So zeigte eine
recht aktuelle klinische Phase Il Studie mit dem generell recht gut
vertraglichen, die  Angiogenese = hemmenden  Thalidomid eine
Antitumorwirkung bei einem kleinen Teil der Glioblastompatienten. Diesem,
wegen seiner terratogenen Wirkungen gut bekannten, Medikament wird vor
allem in Kombination mit Bestrahlung und herkdmmlicher Chemotherapie
madglicherweise in Zukunft eine Bedeutung zukommen (Fine et al. 2000).
Nicht nur die Wahl der Medikamente ist bei der Chemotherapie des
Glioblastoms von Bedeutung, sondern auch der Zeitpunkt der Applikation der
zytostatischen Therapie. So gibt es die Moglichkeit schon vor der
Bestrahlung zu chemotherapieren, was auch als “neoadjuvante” Therapie
beim Glioblastom bezeichnet wird. Es existieren verschiedene Phase I
Studien, die unter anderem Cisplatin, Etoposid, BCNU und Paclitaxel im
neoadjuvanten Ansatz untersucht haben (Frenay et al. 2000), die Daten sind
allerdings nicht konsistent (Hofer und Herrmann 2001). Untersucht wird
derzeit auch die “Chemoradiatio”, also die gleichzeitige Applikation der
systemischen Zytostase und der Bestrahlung. Die auch heute noch
routinemaRig eingesetzte Art ist aber die adjuvante Chemotherapie nach
Resektion und Radiatio (Hofer und Herrmann 2001).

Trotz all dieser oben beschriebenen komplexen und differenzierten
Therapieschemata und Behandlungskonzepte sind die Ergebnisse der
Chemotherapie beim Glioblastoma multiforme insgesamt enttduschend. Es
gibt keine konsistenten Daten, die belegen, dass die adjuvante
Chemotherapie einen EinfluR auf die durchschnittliche Uberlebenszeit hat.
Dies galt schon in den siebziger Jahren (Salcman 1980) und hat sich im
Endeffekt auch heute nicht geandert (Hofer und Herrmann 2001). Durch die
adjuvante Chemotherapie gibt es allerdings etwa 15% langzeitiberlebende
Glioblastompatienten, das heitt Uberleben von mindestens 18 Monaten nach

Diagnosestellung. Im Vergleich dazu leben ohne Chemotherapie nur
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héchstens 5% der Patienten langer als 18 Monate nach Erstdiagnose (Hofer
und Herrmann 2001). Es gibt also moglicherweise ein Kollektiv unter den
Glioblastompatienten, die besonders gut auf die Chemotherapie ansprechen.
Uberzeugende prognostische Parameter, die eine pradiktive Aussage
daruber machen kénnen, welche Patienten besonders gut ansprechen, gibt
es allerdings bisher fir die astroglialen Tumore nicht (deAngelis et al. 1998).
Die optimale Chemotherapie fir Glioblastompatienten gibt es bis heute nicht
und weitere Studien mussen zu dieser Problematik erarbeitet werden (Hofer
und Herrmann 2001).

Ein entscheidendes Problem der Chemotherapie dieses malignen glialen
Tumors ist sowohl die primare Resistenz als auch die sekundar erworbene
Resistenz auf zahlreiche Zytostatika (Prados und Levin 2000). Da diese
Chemoresistenz eine weitere entscheidende Problematik ist, die der
vorliegenden Arbeit zu Grunde liegt, soll dartber in dem folgenden Abschnitt

1.2.7 berichtet werden.

1.2.7 Chemoresistenz

Wie bereits im vorangehenden Abschnitt angemerkt wurde, besteht ein
Hauptproblem der systemischen Therapie des Glioblastoms in der
ausgepragten Chemoresistenz dieses Tumors. Um effektive therapeutische
Strategien entwickeln zu koénnen, ist so das Verstandnis von
Resistenzmechanismen eine entscheidende Voraussetzung. In diesem
Abschnitt soll deshalb zunachst systematisch und dann vor allem im Hinblick
auf Glioblastome tber Chemoresistenz-Mechanismen berichtet werden.

Grundsatzlich unterscheidet man primare Resistenzen, d.h. Resistenzen, die
bereits vor Einleitung der Chemotherapie vorhanden sind, und sekundare
Resistenzen, d.h. Wiederstandsfahigkeit gegenuber einem Medikament,
welche sich erst im Rahmen der Chemotherapie mit diesem Medikament
entwickelt. Diese sekundaren Resistenzen entstehen vor allem durch
Selektionsprozesse, in denen wenige, entweder primare oder durch
Mutationen enstandene, resistente Zellklone gegenliber den sensiblen

Tumorzellen einen Wachstumsvorteil bekommen. Diese resistenten Zellklone
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uberwachsen die anderen Tumoranteile, so dass die Haupttumormasse
schliel3lich klinisch resistent wird. Beide Typen der Resistenz spielen bei
malignen Gliomen eine Rolle (Prados und Levin 2000).

Durch deutliche Fortschritte beim Verstandnis der Tumor-Zellbiologie in den
letzten Jahren kennt man heute eine Reihe von Resistenzmechanismen in
malignen Zellen (Bates et al. 1994), die an dieser Stelle, vor allem im
Hinblick auf Glioblastome, erortert werden sollen.

Zu diesen Mechanismen gehoéren zum Beispiel Veranderungen des
Medikamententransportes der Tumorzellen. Ein bekanntes Beispiel sind die
Multi-Drug-Resistance (MDR)-Proteine oder P-Glykoproteine, die eine
Vielzahl von Zytostatika wieder aus der Tumorzelle ausschleusen. Andere
Mechanismen betreffen den Medikamenten-Metabolismus. So fuhrt eine
Uberexpression sowohl von Glutathion-S-Transferase als auch von
Metallothionein zu einer Inaktivierung von vor allem Alkylantien und Cisplatin.
Vermehrte Aktivitdten von Enzymen wie Bleomycinhydrolase, Dihydrofolat-
und andere Reduktasen reduzieren den Gehalt an aktiven Zytostatika
intrazellular. Da ein groRer Teil der Chemotherapeutika Uber eine DNA-
Schadigung wirksam wird, spielen DNA-Reparaturmechanismen ebenfalls
eine wichtige Rolle. So kennt man Uberexpression von O6-Alkyl-Guanin-
Alkyltransferase (AGAT), die zu Resistenzen gegenuber Alkylantien wie den
Nitrosoharnstoff-Derivaten flhrt. Defekte Mismatch-Reparatur (MMR)-
Mechanismen kennt man zum einen als Ursache der sogenannten
Hereditdren Non-Polyposis Kolon Karzinome (HNPCC), zum anderen aber
auch als Ursache von Chemoresistenzen in verschiedenen Tumoren.
Veranderungen von sogenannten Onkogenen und Tumorsuppressor-Genen,
eine heterogene Gruppe von Genen, die vor allem in die Zell-Zyklus-
Regulation und Apoptose eingreifen, flihren zur schrittweisen malignen
Transformation von Zellen oder Zellverbanden. Da aber auch zytostatische
Substanzen sich vor allem durch DNA-Schaden der Apoptose bedienen und
in den Zellzyklus eingreifen, fihren Veranderungen dieser Gene bzw.
Genprodukte zur Chemoresistenz (El-Deiry et al. 1997). So findet man bei
Mutation von TP53, einem potenten Apoptoseinduktor, sowohl
Tumorinduktion und Tumorprogression als auch Chemoresistenz und damit

eine schlechte Prognose. Beim Glioblastoma multiforme ist es eben diese
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Chemoresistenz, die die systemische zytostatische Therapie so
problematisch gestaltet. Sie ist vor allem bedingt durch eine Uberexpression
von AGAT und durch Veranderungen im Mismatch-Repair (MMR) System
(Prados und Levin 2000). AuRerdem findet man Defekte von TP53, sowohl in
Form von Mutationen als auch funktionellen Protein-Stabilisierungen, die vor
allem in Verbindung mit DNA-Reparatur-Defekten zu Chemoresistenzen
fuhren konnen (Lin et al. 2001, Prados und Levin 2000).

Da, wie bereits oben ausgefuhrt, die Chemoresistenz bei den Glioblastomen
ein  Hauptproblem bei einer suffizienten Therapie darstellt, sind
Chemoresistenztestungen in-vitro etabliert worden, Uber die in einem

gesonderten Abschnitt ausflhrlicher berichtet werden soll.

1.2.8 Chemosensitivitats-Testung in vitro

Verschiedene Assays wurden entwickelt mit dem Ziel, die klinische
Sensitivitat eines Tumors flr ein Chemotherapeutikum vorauszusagen. Der
Colony Forming Assay (CFA) (Hamburger und Salmon 1977) und
colorimetrische Tests wie der Methylthiazol-Diphenyltetrazoliumbromid-Test
(MTT) (Kornblith et al. 1981) sind die am haufigsten verwendeten Methoden,
ohne dass diese den anderen mikrozytotoxischen- oder den radioaktiv
markierten Vorlaufer-Inhibitor-Methoden tUberlegen sind (Kimmel et al. 1987).
Alle diese Testsysteme haben das Problem, dass sie lediglich die
Verhaltnisse in vitro untersuchen und die komplexen Verhaltnisse der
klinischen Situation in vivo nicht ausreichend simulieren kdnnen.
Entsprechend dem vor allem fir die Chemotherapie beim Glioblastom
benuzten Nitrosoharnstoff-Derivat BCNU gibt es hierzu die meisten Daten.
So konnte in einem CFA-Ansatz gezeigt werden, dass etwa 40% der
Glioblastome in vitro noch sensitiv reagierten, wovon noch 71% auch in vivo
Sensitivitat zeigten. Alle in vitro resistent getesteten Gliome waren auch in
vivo resistent, die Pradiktion hinsichtlich der Resistenz betrug also 100%,
gegenuber etwa 70% hinsichtlich der Sensitivitat (Rosenblum et al. 1984).
Ahnliche Daten erhielt man auch im MTT-Assay, die Pradiktion bei der
Resistenz betrug 100%, bei der Sensitivitat 67% (Kornblith et al. 1981).
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Weitere in vitro-in vivo Korrelationen anderer Zytostatika findet man zwar,
eine durch die in vitro Testung basierte Therapie wurde allerdings in keiner
Studie durchgefiihrt, so das die Glltigkeit dieser in vitro Testsysteme
weiterhin fraglich ist (Kimmel et al. 1987).

Eine recht aktuelle Metaanalyse Uber Chemosensitivitatstestungen nimmt an,
dass die enttauschenden Ergebnisse der Chemotherapie bei Glioblastomen
auf der Auswahl der Zytostatika, vor allem der Nitrosoharnstoff-Derivate,
beruhen. Es konnte namlich gezeigt werden, dass die wirksamsten
Medikamente mit der geringsten lethal concentration, LC 50, also mit der
Konzentration bei der 50% der Tumorzellen sterben, nicht BCNU oder ACNU
sind, sondern Vincristin, Mitoxantron, Cisplatin, Methotrexat, Cytosin-
Arabinosid und auch Vinblastin, Doxorubicin und Actinomycin D. Die
Nitrosoharnstoffe zeigten die hochsten in vitro Resistenzen, die ja, wie oben
ausgefihrt, auch einen sehr hohen pradiktiven Wert haben (Wolff et al.
1999).

1.3 Das Fehlpaarungs-(Mismatch)-Reparatur-System

1.3.1 Nomenklatur und Bestandteile

Das Phanomen der Fehlpaarungs- oder auch wie im Weiteren bezeichnet
Mismatch-Reparatur wurde erstmals in Prokaryoten beschrieben, die in der
Lage waren Fehlpaarungen von Nucleotiden in Bakteriophagen zu reparieren
(Wildenberg und Meselson 1975). Dieses System, das sowohl in Bakterien
als auch in Pilzen die Mismatch-Reparatur durchfihrt, wurde ausfuhrlich
1991 beschrieben (Modrich 1991). Bei E.coli sind es drei Gene bzw. Proteine
die in zwei Hauptwegen arbeiten und als MutS, MutL und MutH bezeichnet
werden. Da bei Defekten oder beim Fehlen dieser Proteine die Bakterien
einen sogenannten Mutator-Phanotyp annehmen, d.h. dass sie deutlich
vermehrt Spontanmutationen aufweisen, wurden die Proteine entsprechend

abgekirzt mit “Mut’ fir Mutator-Phanotyp bezeichnet.
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Ein entsprechendes homologes Mismatch-Reparatur System wurde 1992
auch in dem Hefepilz Saccharomyces cerevisiae nachgewiesen und die
entsprechend gefundenen Gene bzw. Proteine wurden als MSH fur MutS-
Homolog und MLH fir MutL-Homolog bezeichnet (Reenan et al. 1992). So
findet man 6 homologe Gene flr das bakterielle MutS in Hefepilzen, namlich
MSH1, MSH2, MSH3, MSH4, MSH5 und MSH6. Fir das bakterielle MutL
findet man in Saccharomyces cerevisiae 4 homologe Gene, MLH1, MLH2,
MLH3 und PMS1. PMS wiederum ist die Abklrzung flr Post Meiotic
Segregation, was zeigen soll, dass dieses Protein bei der homologen
Paarung der Chromosomen in der Meiose eine Rolle spielt.

Im Jahre 1993 flhrten Kopplungsanalysen an Familien mit dem autosomal
dominant vererbten Syndrom der Hereditaren Non-Polyposis K(C)olorektalen
K(C)arzinome, abgekurzt HNPCC, auch bekannt unter dem Namen Lynch-
Syndrom, zu einem Suszeptibilitats-Lokus auf Chromosom 2p (Peltomaki et
al. 1993). Ein Kandidaten-Gen an diesem Lokus war das humane Homolog
des MutS Gens in Bakterien bzw. des MSH2 Gens in Hefepilzen und man
nahm an, dass es sich um ein humanes DNA-Mismatch-Reparatur Gen
handelte (Leach et al. 1993). Dieses humane Gen wurde dann unabhangig
von zwei Arbeitsgruppen kloniert und als hMSH2 bezeichnet (Fishel et al.
1993, Leach et al. 1993). Der Beweis, dass dieses Gen bzw. der Defekt
dieses Genes die Ursache von malignen Tumoren bei Patienten mit dem
HNPCC Syndrom ist, konnte von einer der Gruppen gefihrt werden, indem
gezeigt wurde, dass hereditdre Keimzellmutationen im hMSHZ2 mit der
Krankheit in mehrern HNPCC-Stammbaumen segregierten (Leach et al.
1993). Spater folgten Klonierungen von weiteren an der Mismatch-Reparatur
beteiligten Proteinen, die ebenfalls an der Pradisposition fir HNPCC beteiligt
sind, namlich hMLH1 (Bronner et al. 1994, Papadopoulos et al. 1994) und
hPMS2 (Nicolaides et al. 1994). So flhrte die molekulargenetische
Untersuchung des HNPCC-Syndroms zur Entdeckung der ersten drei
humanen Mismatch-Reparatur Gene. Spater konnten zwei weitere Proteine
des humanen Mismatch-Reparatur Systems identifiziert werden. Dies war
zum eine das hMSH6, auch als hGTBP, fir GT-bindendes Protein,
bezeichnet (Papadopoulos et al. 1995, Palombo et al. 1995), und zum

anderen das hPMS1, bei dem allerdings bis heute der biochemische Beweis
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fur eine Beteiligung an der Fehlpaarungs-Reparatur aussteht (Kolodner et al.
1996). Ahnliches gilt fir hMSH4 und hMSH5, die nicht an der Mismatch-
Reparatur, wohl aber an der reziproken Rekombination und der Segregation
der homologen Chromosomen bei der Meiose beteiligt sind (Paquis-
Flucklinger et al. 1997, Her und Dogget 1998).

1.3.2 Mechanismus und Funktion

Da das Mismatch-Reparatur System urspringlich in Prokaryoten
beschrieben wurde, soll hier kurz der Mechanismus der Mismatch-Reparatur
in E.coli als Grundlage zum Verstandnis der Mechanismen im humanen
System dargestellt werden (Lage und Dietel 1999).

Die bakteriellen MMR-Proteine MutS, MutL und MutH arbeiten in zwei
Systemen. Zum einen gibt es das Methylierungs-gesteuerte long-patch
System und zum anderen das very-short-patch System. Das erstgenannte
System repariert Einzelbasenfehlpaarungen und kleine Insertionen und
Deletionen, wie sie bei der DNA-Replikation entstehen. Die spezifische
Funktion des very-short-patch Systems besteht in der Reparatur von G-T
Fehlpaarungen in nicht replizierter DNA, die durch Deamination von Cytosin-
und 5-Methylcytosin-Resten entstehen. Das Mismatch, das durch die
Replikation entsteht, wird durch das MutS Protein erkannt und gebunden.
Diese Bindung aktiviert nun das System. In einem zweiten Schritt bindet das
MutL Protein an den Komplex aus fehlgepaarter DNA und MutS. Eine
spezifische katalytische Untereinheit ist am MutL Protein bisher nicht
gefunden worden, wahrscheinlich arbeitet es als “molekularer
Zusammenflihrer”, der ATP-abhangig einen stabilen Komplex zwischen zwei
oder mehr Einzelstrang-bindenden Proteinen induziert (Sancar und Hearst
1993). Zusatzlich wird hierbei die DNA-Helicase Il (UvrD) bendtigt. Dieser
Komplex aktiviert nun die Endonuklease MutH, die an einem unmethylierten
Adenin in einem GATC Motiv 1-2kb strangauf- oder strangabwarts von dem
Mismatch einen Strangbruch katalysiert. Die Methylierung der Adeninreste in
den GATC-Motiven wird durch die dam Methylase (dam fir DNA Adenin

Methylierung) ausschlieBlich in dem neu synthetisierten Strang eine kurze
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Zeit nach der Replikation durchgeflihrt. So bleibt die replizierte DNA kurze
Zeit hemimethyliert, so dass der neu synthetisierte Strang anhand der noch
fehlenden Methylierung erkannt werden kann. In diesem kurzen Zeitfenster
kann nun das MMR-System Fehlpaarungen erkennen, ausschneiden und
reparieren. In Abhangigkeit von der Lokalisation des durch MutH induzierten
Strangbruches wird der die Fehlpaarung tragende DNA-Abschnitt entweder
von einer 3'-5'Exonuklease (Exonuklease 1) oder einer 5-3'Exonuklease
(Exonuklease VII) ausgeschnitten. Im Anschluss daran wird ein neuer Strang
durch die DNA-Polymerase Il synthetisiert und durch DNA-Ligasen wird die
Prozedur schlie3lich durch Verbindung der Strange beendet (Lage und Dietel
1999).

In Analogie sowohl zu Bakterien als auch zu Hefen ist das Mismatch-
Reparatur-System auch beim Menschen strang-spezifisch und gesteuert
durch einen Strangbruch in 5 oder 3" Richtung des Mismatches. Der initiale
Schritt ist dann die Bindung vom hMSH2 Protein, entweder allein (Fishel et
al. 1994) oder dimerisiert mit dem hMSH6 (=hGTBP) Protein (Palombo et al.
1995) oder dem hMSH3 Protein (Acharya et al. 1996), an die DNA
Fehlpaarungen. Das Heterodimer hMSH2-hMSH6 wird als hMutS-alpha
bezeichnet, das Heterodimer hMSH2-hMSH3 als MutS-beta. Diese
Heterodimere besitzen unterschiedliche Affinitdten zu verschiedenen DNA
Mismatches. So zeigten biochemische Analysen, dass die beiden
Proteinkomplexe zwar Uberlappende aber nicht identische
Bindungsspezifitaten besitzen. Der h(MSH2-hMSHG6 Protein-Komplex erkennt
sowohl Einzelbasenfehlpaarungen als auch multiple Baseninsertionen und
Basendeletionen, wahrend der Komplex aus hMSH2 und hMSH3 vor allem
langere Insertions- und Deletionsschleifen detektiert (Acharya et al. 1996).
Ein weiterer Proteinkomplex aus hMLH1 und hPMS2, genannt hMutL-alpha,
trifft nun auf den MutS-alpha oder den MutS-beta Komplex nach der initialen
Bindung des Mismatches (Li und Modrich 1995). Die ATP abhange
Formation dieses sog. Reparatur-Initierungs-Komplexes bendtigt das
proliferating cell nuclear antigen (PCNA), der Prozess-aktivierende Faktor
von DNA Polymerase delta und epsilon (Gu et al. 1998). Nun wird die
exonukleolytische Degradation der DNA von dem Strangbruch bis zur

Fehlpaarung, wahrscheinlich durch die 5 Nuklease flap endonuclease |
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(FEN1), stimuliert durch PCNA, katalysiert (Umar et al. 1996). Dieser Schritt
beinhaltet ein Entwinden der DNA durch eine DNA-Helicase. Der Mismatch
tragende Abschnitt wird so entfernt und wahrscheinlich durch die DNA
Polymerase-delta resynthetisiert und abschlieBend durch DNA Ligasen
wieder in die genomische DNA eingebaut (Longley et al. 1997).

Anders als in Prokaryoten ist das menschliche Mismatch Reparatur System
in der Lage Heteroduplices mit Schleifen von bis zu 14 Nukleotiden zu
reparieren (Fishel et al. 1994). Dies ist sehr wichtig zur Erhaltung der
Integritat des Genoms und wird im folgenden Abschnitt ausfihrlich

beschrieben.

1.3.3 Mismatch-Reparatur in Tumorigenese und Chemotherapie-Resistenz

Das MMR-System ist in der Lage Fehlpaarungen, sowohl kurzer als auch
langerer Heteroduplex-Schleifen von bis zu 14 Nukleotiden, entlang des
gesamten menschlichen Genoms zu reparieren. Besonders haufig betroffen
von solchen Heteroduplex-Bildungen, vor allem durch Fehler in der
Replikation, sind die sog. Mikrosatelliten. Menschliche DNA enthalt
zahlreiche Mikrosatelliten. Dies sind repetetive DNA Sequenzen die verstreut
sowohl in kodierenden Abschnitten als auch in nicht kodierenden Abschnitten
des Genoms liegen. Diese Mikrosatellten mit zum Teil sehr langen
repetetiven DNA Sequenzen kdnnen bei Strangverschiebungen wahrend der
Replikation grofde Schleifen entlang der genomischen DNA bilden. Diese
Schleifen bzw. Heteroduplices werden vom MMR-System, wie oben
dargestellt, erkannt und repariert. Aus diesem Grund fuhrt ein Verlust bzw.
ein Defekt im Mismatch-Reparatur-System zu hohen Mutationsraten vor
allem in den Mikrosatelliten-Sequenzen sowohl in kodierender als auch in
nicht kodierender DNA. So kennt man Mutationen in den Mikrosatelliten des
Adenomatdsen Polyposis Gens (APC) (Huang et al. 1996), des Adenin-
Phosphoribosyltransferase Gens (APRT) (Hess et al. 1994), des B-Zell
Lymphom assoziierten Protein X Gens (Bax) (Rampino et al. 1997) und des
transforming growth factor beta Rezeptor Typ Il Locus (Souza et al. 1996).

Diese Effekte erklaren die wichtige Funktion des Mismatch-Reparatur-
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Systems zur Verhinderung von Mutationen und Tumorbildung. Ein groler
Teil von Tumoren im Rahmen des HNPCC Syndroms ist durch Mutationen in
den MMR Genen verursacht (Modrich und Lahue 1996) und zeigen haufig
Mikrosateliten-Instabiltaten (MSI), d.h. Verlangerungen und Verklrzungen
kurzer repetitiver Mikrosatelliten-Sequenzen. MMR Defekte und MSI sind
neben den HNPCC Tumoren auch bei einer Reihe von sporadischen
Tumoren entdeckt worden (Rhyu et al. 1996). So konnte eine verminderte
Expression von MMR Genen auch im Glioblastoma multiforme gezeigt
werden. Etwa 42% der malignen Gliome exprimierten deutlich vermindert das
hMSH2, aber auch hMLH1 und hPMS1 wurden bei 21% bzw. 18% der
glialen Neoplasmen vermindert exprimiert (Wei et al. 1997). Dies wiederum
spielt moglicherweise eine Rolle bei der Tumorigenese und
Tumorprogression bei Glioblastomen. Mutationen der MMR Gene aber sind
in Glioblastomen eher selten (Leung et al. 1998).

Aber nicht nur bei Tumorigenese und Tumorprogression ist das MMR-
System beim Glioblastoma multiforme interessant. Wie bereits im Abschnitt
1.2.7 beschrieben, spielt es offenbar auch eine Rolle bei der Chemoresistenz
in malignen Gliomen.

Das Zielmolekul von zahlreichen chemotherapeutischen Substanzen ist die
DNA. Die Resistenz gegenlber solchen zytotoxischen Agentien kdnnte so
mit der Reparatur-Kapazitat in Tumoren zusammenhangen. Tatsachlich
konnte gezeigt werden, dass die erhdhte Aktivitat der O-Alkylguanine DNA
Alkyltransferase (AGAT) zu einer deutlichen Resistenz gegenuber den
alkylierenden Substanzen BCNU und anderen Nitrosoharnstoffderivaten aber
auch gegenuber Dacarbazin, Triazen und Triazin fuhrt (Fritz et al. 1991,
Preus et al. 1996, Lage et al. 1999). Erhdhte Aktivitat der Poly-ADP-Ribose
Polymerase, ein Teil der Einzel-Strangbruch-Reparatur, schitzt gegen
Medikamente wie Cisplatin und Bleomycin (Urade et al. 1989, Chen und
Zelle 1994), vermehrt aktive Nukleotid-Exzisions-Reparatur fuhrt zu
Resistenzen gegen verschiedene Agentien wie BCNU, Cisplatin und
Cyclophosphamid (Calsou und Salles 1993). Die vermehrte Aktivitat dieser
Reparatur-Enzyme flhrt zu gesteigerter Reparatur-Kapazitat. So kdnnen die
durch die Chemotherapie gesetzten Schaden an der DNA entfernt werden.

Die Apoptose, der sog. programmierte Zelltod, als Antwort auf exzessiven
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DNA-Schaden bleibt aus, die Tumorzellen tberleben und der Tumor reagiert
klinisch resistent. Im Gegensatz dazu fand man bei chemoresistenten
Tumorzellen eher keine erhdhten Aktivitaten der MMR Gene. Trotzdem ist in
mehreren Studien gezeigt worden, dass das MMR-System eine wichtige
Rolle bei der Chemoresistenz bei verschiedenen Tumoren spielt, so auch bei
Glioblastomen (Friedman et al. 1997, Prados und Levin 2000).
Interessanterweise wurde bei resistenten Tumoren eine verminderte Aktivitat
des Mismatch-Reparatur-Systems gesehen. Erklart wird dieses zunachst
widerspruchlich erscheinende Phanomen dadurch, dass die MMR-Proteine
nicht nur wie der Name nahelegt bei Reparaturprozessen eine wichtige Rolle
spielen, sondern auch bei der Initiierung des programmierten Zelltodes, der
Apoptose, entscheidende Funktionen Ubernehmen. Vor allem dann, wenn
der DNA-Schaden sehr ausgepragt ist, wie beispielsweise bei Exposition
gegenuber Zytostatika, werden diese apoptotischen Signalwege tber MMR
Proteine aktiviert, um die Integritdt des Genoms und damit auch die Integritat
des Gesamtorganismus zu wahren (Lage und Dietel 1999). So kann es durch
Defekte im MMR-System zu Chemoresistenzen kommen, einmal direkt durch
Fehler bei der DNA Schadenserkennung und Ausbleiben der Apoptose, zum
anderen aber auch indirekt durch vermehrte Mutationen in anderen
Chemoresistenz-Genen. Es konnte gezeigt werden, dass MMR defiziente
Zellen eine 100 bis 1000 fach erhdhte Mutationsrate im Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase Gen haben (Aebi et al. 1996). Dieses Enzym ist
essentiel zur zytotoxischen Aktivierung von 6-Thioguanin, Defekte dieses
Enzyms fUhren so zu Resistenzen gegenuber diesem Chemotherapeutikum.
Die Hypothese, dass das MMR-System eine Rolle bei der zellularen
Homeostase spielt, wird durch zahlreiche Argumente unterstitzt. So zeigt
sich, dass das System bei dem G2 Zell-Zyklus Arrest eine Rolle spielt (Hawn
et al. 1995), Zellen mit intaktem MMR-System zeigen einen G1 und G2
Arrest nach Exposition mit 6-Thioguanin, wahrend MMR defiziente
Tumorzellen keinen G2 Arrest, sondern lediglich eine G1 Verzdgerung
aufwiesen (Brown et al. 1997). Dies zeigt deutlich, dass das MMR-System
mit dem G2 check-point interagiert. MMR defekte Zellen zeigten deutlich
verminderte apoptotische Aktivitaten, moglicherweise als Resultat des
fehlenden G2 check-point Arrests (Fink et al. 1996). Dieser Zell-Zyklus
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check-point erlaubt es den Zellen eine Reparatur, oder bei ausgepragten
Schaden, die Apoptose einzuleiten, dhnlich wie der G2 Arrest mediiert durch
TP53 und p21. Die Faktoren, die diese Antwort auf DNA Schaden vermitteln
sind nicht genau bekannt, mdglicherweise spielt der p34-Cyclin-B Komplex
bei diesem Signal eine Rolle (King et al. 1994). Diese Verbindung zwischen
dem MMR-Protein-Komplex, der Reparatur von DNA-Schaden und dem G2
Zell-Zyklus check-point zeigt, dass das MMR-System sowohl in Reparatur-
Prozesse als auch in die die Zellteilung limitierende Signaltransduktion
involviert ist.

Der Verlust bzw. die Verminderung der Aktivitat des MMR-Systems kann so
zu einer Resistenz gegenuber einer Reihe von verschiedenen zytostatischen
Substanzklassen fuhren. Die Resistenz gegenuber alkylierenden Agentien
konnte haufig beobachtet werden (Liu et al. 1996, Friedmann et al. 1997,
Dosch et al. 1998, Shin et al. 1998). Alkylierende Substanzen wie die
Nitrosoharnstoffderivate, Procarbazin und Temozolomid (Temodal) fuhren
zur Bildung von O-Methyl-Guanin Addukten, mit denen bei der Replikation
falschlicherweise ein Thymin gepaart wird. Dieses Mismatch wird durch das
MMR-System erkannt, der neu synthetisierte, das Thymin tragende Strang
wird ausgeschnitten und meist wieder mit einem Thymin in der
entsprechenden Lokalisation neu synthetisiert. Nach zahlreichen solcher
frustranen Reparaturversuche steigt das Risiko fiur die Entstehung von DNA-
Doppelstrangbriichen, die dann schlieBlich die Apoptose induzieren. Andere
alkylierende Medikamente, so auch BCNU, Melphalan und Perfosfamid, die
biologisch aktive Form des Cyclophosphamid, werden mdglicherweise nicht
vom MMR-System erkannt, Resistenzen auf diese Medikamente kdnnen so
auch anders bedingt sein (Liu et al. 1996, Aebi et al. 1997). Dazu gibt es
aber auch andere Daten, die Gegenteiliges zeigen (Friedman et al. 1997).
Tumorzellen koénnen sich durch Reduktion der MMR Aktivitat gegen
Antimetabolite wie das 6-Thioguanin und die Mercaptopurine schitzen
(Swann et al. 1996, Dosch et al. 1998). Diese Medikamente werden von der
Zelle in 2-Deoxy-6-Thioguanin Triphosphate konvertiert, welche nach
Inkorporation in das Genom durch S-Adenosylmethionin methyliert werden
und S-Methylthioguanine bilden. Diese werden nur schlecht von der O-

Methylguanin-Methyltransferase (MGMT) erkannt und kénnen
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Fehlpaarungen mit Thymin eingehen, die wiederum durch den hMSH2-
hMSH6 Proteinkomplex erkannt werden (Swann et al. 1996, Waters und
Swann 1997). Wahrscheinlich spielen noch weitere zytotoxische Effekte der
Antimetabolite eine Rolle, die ebenfalls durch MMR erkannt werden (Fink et
al. 1998). Defekte der Mismatch-Reparatur kbnnen so auch zu Resistenzen
gegenuber Antimetaboliten fuhren.

Die Platin enthaltenden Zytostatika Cisplatin und Carboplatin fUhren zu DNA-
Schaden, die ebenfalls durch den MutS-alpha Komplex bestehend aus
hMSH2 und hMSH6 Proteinen erkannt werden. So konnte in mehreren
Arbeiten gezeigt werden, dass Defekte im MMR-System auch zu
Resistenzen gegenuber diesen Platinverbindungen fuhren kénnen (Aebi et
al. 1996, Drummond et al. 1996, Fink et al. 1996, Lage et al. 1999, Mello et
al. 1996, Duckett et al. 1996). Der MutS-beta Komplex aus hMSH2 und
hMSH3 Proteinen spielt hierbei allerdings keine Rolle (Vaisman et al. 1998).
Durch Defekte im MMR-System fehlt die Induktion des programmierten
Zelltodes durch Erkennung der DNA-Schaden, was die Tumorzellen auf
diese Weise wiederum Uberleben lasst und damit resistent macht (Nehme et
al. 1997, Hawn et al. 1995).

Die aulerordentlich lipophilen Anthrazykline wie das Doxorubicin
interkalieren in  den DNA-Doppelstrang und hemmen die DNA
Topoisomerase |l nachdem das Enzym einen Doppelstrangbruch katalysiert
hat (Corbett et al. 1993). Durch den Verlust der physiologischen Funktion
dieses Enzymes flhren diese Doppelstrangbriche schliel3lich zur Apoptose
(Gieseler et al. 1996). Ahnliche Effekte konnten auch bei dem
Topoisomerase |l aktiven Zytostatikum Etoposid (VM26) gezeigt werden.
Dieses Epipodophylotoxin produziert DNA-Doppelstrangbriche durch
Interaktion mit der DNA Topoisomerase |l und flhrt so zur Apoptose (Walker
et al. 1991). Interessanterweise zeigten MMR defiziente Zellen Resistenzen
gegenuber diesen Topoisomerase |l aktiven Medikamenten, wobei der
Mechanismus derzeit noch nicht ganz klar ist (Aebi et al.1997, Lage et al.
1999, Drummond et al. 1996). Mdglicherweise dient das MMR-System als
Detektor des Komplexes aus Topoisomerase Il und DNA Strangbrichen
induziert durch Doxorubizin und Etoposid (Chen und Liu 1994). Ein anderer

moglicher Mechanismus ware, dass MMR Proteine den Strangbruch
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induzierenden Komplex aus den genannten Zytostatika und der DNA
Topoisomerase |l stabilisieren und so den Schaden an der DNA verstarken,
bei Verlust der MMR Funktion ware die Wirkung der Topoisomerase I
Hemmer dadurch deutlich vermindert (Fink et al. 1998).

Medikamente, die die Dihydrofolatreduktase hemmen wie Methotrexat,
fihren zur Inhibition der Thymidylat-Synthese und induzieren so
Fehlinkorporationen von Nukleotiden in die genomische DNA. Diese
Fehlpaarungen kdonnen nun auch vom MMR-System erkannt werden und
eine recht aktuelle Arbeit konnte zeigen, dass zwar sowohl in MMR
profizienten als auch in MMR defizienten Tumorzellen apoptotische Funktion
nach Exposition von Methotrexat nachweisbar war, die Tumorzellen mit
MMR- Funktion aber nach Metothrexat-Behandlung deutlich weniger vital
waren und die Apoptose deutlich effizienter getriggert wurde (Frouin et al.
2001).

Zusammenfassend erkennt man, dass der Verlust oder aber auch die
verminderte Funktion des Mismatch-Reparatur-Systems zu
Chemoresistenzen gegen zahlreiche, in der klinischen Praxis verwendete
Substanzen fuhrt. Eine Arbeitsgruppe konnte allerdings auch zeigen, dass
verschiedene Zelllinien, die eine vermindert MMR-Funktion aufwiesen,
deutlich sensitiver gegentber dem Nitrosoharnstoffderivat CCNU reagierten
(Aquilina et al. 1998). Mdglicherweise spielt bei manchen Tumoren also nicht
nur die apoptotische Funktion des Systems, sondern auch die
Reparaturkapazitat der  MMR-Proteine eine Rolle bei der
Resistenzentwicklung.

In einem weiteren einleitenden Abschnitt soll nun auf die Verbindung des
MMR-Systems mit apoptotischen Signalwegen, vor allem mit TP53,

eingegangen werden.

1.4 TP53 in malignen Gliomen

Das TP53 Genprodukt wurde 1979 unabhangig voneinander von drei
Arbeitsgruppen entdeckt. Zwei der Gruppen konnten zeigen, dass Antikorper

gegen ein DNA Tumorvirus-Genprodukt auch ein 53kD Protein offensichtlich
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zelluldaren Ursprungs prazipitierten (Lane und Crawford 1979, Linzer und
Levine 1979). In einem weiteren Ansatz konnte gezeigt werden, dass
Immunseren von Tieren mit verschiedenen Tumoren mit einem zellularen
53kD Protein in Tumorzellen deutlich starker reagierten als in normalen
Zellen (DelLeo et al. 1979). 1985 wurde die cDNA von TP53 kloniert (Harlow
et al. 1985), und verschiedene Studien konnten dann mit TP53 eine maligne
Transformation von Zellen in vitro, vor allem in Kombination mit anderen
Onkoproteinen wie ras, nachweisen (Jenkins et al. 1984, Rovinski und
Benchimol 1988). Dies fuhrte zu der Annahme, dass TP53 ein dominantes
Protoonkogen ist. Spater konnte dann auch die Rolle von TP53 in der
natlrlichen Tumorigenese nachgewiesen werden, indem in Leukamien
sowohl bei Mausen (Ben David et al. 1988) als auch bei Menschen
(Prokocimer et al. 1986) und auch in humanen osteogenen Sarkomen
(Masuda et al. 1987) TP53 Veranderungen gefunden wurden. Bei diesen
Veranderungen handelte es sich vor allem um grof3ere Deletionen und
grélkere Fehlanordungen im TP53 Gen-Lokus, so dass eine Zunahme an
TP53  Funktion entsprechend eines dominanten  Protoonkogens
unwahrscheinlich wurde. Dieses Paradoxon klarte sich, als gezeigt wurde,
dass das ursprunglich klonierte und fur Transformationsstudien eingesetzte
TP53 mutiert war und nicht dem Wild-Typ entsprach. Spater wurde dann der
Verlust von TP53 Wild-Typ in zahlreichen Tumoren nachgewiesen, so dass
es heute als Tumor-Suppressor Gen gilt (Baker et al. 1989, Marshall et al.
1991, Bogler et al. 1995).

Eine Hauptfunktion des TP53 Proteins ist das Anhalten des Zell-Zyklus in der
G1-Phase und damit das Verhindern der Progression in die S-Phase nach
DNA-Schadigung. Hierdurch wird der Zelle die Mdéglichkeit zur Reparatur
dieser Schaden gegeben und eine Akkumulation von Mutationen und damit
die Gefahr einer malignen Transformation wird vermindert (Kastan et al.
1991, Kuerbitz et al. 1992). Daneben spielt TP53 auch bei der Seneszenz,
das heildt der Zell-Zyklus bzw. Proliferationskontrolle, unabhangig von DNA
Schaden eine Rolle (Bond et al. 1994). Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl Gamma- als auch UV-Strahlung TP53 induziert (Kastan et al. 1991,
Maltzman und Czyzy 1984), aber auch bestimmte Medikamente zeigten eine

TP53 induzierende Wirkung (Yin et al. 1992). Ein wichtiger Signalweg, uber
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das das TP53 Protein den Zell-Zyklus arretiert, ist die Induktion von p21, ein
Protein, auch bekannt als Waf1 oder Cip1 Protein, welches Uber die
Inhibition von CDK (Cyclin Dependent Kinase, Zyklin abhangige Kinase) —
Cyclin-Komplexen den Zell-Zyklus und die Proliferation aufhalt (El-Deiry et al.
1994, Harper et al. 1993). Ein weiterer wichtiger Signalweg, Uber den TP53
die Zellproliferation und DNA Reparatur regelt, ist das GADD45 Gen
(Growth-Arrest-and-DNA-Damage-inducible) (Kastan et al. 1992, Chen et al.
1994). GADD45 wird nach DNA Schaden TP53 abhangig induziert, fuhrt zu
einem Proliferationsstop und aktiviet PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) (Kastan et al. 1992, Sancar et al. 1994). Die Assoziation von
GADD45 und PCNA fihrte zur direkten Stimulation von Reparatur in vitro
(Smith et al. 1994). Neben den Zell-Zyklus-Arrest -und Reparatur-Induktions-
Funktionen ist das TP53 Protein allerdings auch ein potenter Apoptose-
Induktor unter anderem nach Exposition mit Zytostatika (Lowe et al. 1993).
So konnte gezeigt werden, dass das Ansprechen von experimentellen
Tumoren auf Gamma-Strahlen und Adriamycin vom TP53 Status abhangig
war (Lowe et al. 1994).

Der Verlust eines Alleles von Chromosom 17p und TP53 Mutationen werden
in niedriggradigen Astrozytomen, anaplastischen Astrozytomen und den
sekundaren Glioblastomen mit etwa gleicher Haufigkeit von etwa 40-50%
gesehen (Louis et al. 1994). Dies zeigt, dass der TP53 Wild-Typ Verlust
offensichtlich ein frihes Ereignis in der Gliom-Enstehung ist. Die TP53
Mutationen in humanen Gliomen sind meist Missense-Mutationen und
betreffen vor allem die Exone 5, 7 und 8 (Louis et al. 1993). Ein weiterer
Hinweis, dass TP53 bei der Gliomgenese eine Rolle spielt, ist die Tatsache,
dass Patienten mit einer Keimzell-Mutation von TP53, auch als Li-Fraumeni-
Syndrom bezeichnet, ein deutlich erhéhtes Risiko flr die Entstehung glialer
Tumoren haben (Malkin et al. 1990). Niedriggradige Astrozytome zeigen
charakteristischerweise eine geringe mitotische Aktivitat, aber auch eine
hohe Rate an weiterer maligner Transformation. Beides koénnte die
Inaktivierung von TP53 Ptotein reflektieren, welche typischerweise zu
genomischer Instabilitdt fuhrt. Diese Instabilitat bedingt die Ansammlung
weiterer Mutationen, welche dann schliefdlich zur Transformation in ein
sekundares Glioblastom flhrt (Maher et al. 2001).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Ein Hauptproblem bei der heute angewendeten Chemotherapie von
Glioblastomen ist, dass nur eine kleine Gruppe von Patienten von einer
systemischen  Chemotherapie  profitiert.  Pradiktive  Faktoren  zur
Identifizierung dieser Patientengruppe fehlen bislang. Ein nicht unerheblicher
Teil der Glioblastome zeigt sich bereits in vitro resistent gegen eine Vielzahl
von Chemotherapeutika. Interessanterweise weist ein Teil der Glioblastome
eine verminderte Expression von MMR Genen auf, die bereits bei anderen

Tumoren mit Zytostatikaresistenzen in Verbindung gebracht wurden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung dieser differentiellen
Expression von MMR-Genen flir die Chemoresistenz in Glioblastomen zu
untersuchen. Daraus ableitend sollte die Funktion dieser molekularen
Veranderungen, auch im Zusammenhang mit genetischen und funktionellen
Veranderungen von TP53, welches mit dem MMR-System interagiert, als
mogliche pradiktive Faktoren der Chemoresistenz bzw. Chemosensitivitat

erarbeitet werden.

Dazu wurde zunachst untersucht, ob die mRNA-Expression der 5 MMR
Gene hMLH1, hMSH2, hMSH6 (GTBP), hPMS1 und hPMS2 mit der in vitro
Resistenz von 25 primaren bzw. de-novo Glioblastomen korreliert.

Wenn sich Hinweise flur eine Korrelation mit der transkriptionellen Expression
von MMR Genen ergeben sollten, sollte zusatzlich die Protein-Expression
untersucht werden, um die funktionelle Bedeutsamkeit dieser differentiellen

MRNA Expression auf Proteinebene zu bestatigen.

Das MMR System interagiert bzw. aktiviert TP53 Protein abhangige
apoptotische Signalwege. Das TP53 ist in astroglialen Tumoren haufig
genetisch, aber auch haufig funktionell alteriert. Aus diesem Grund sollte
zusatzlich der TP53 Status, d.h. Mutationen und TP53 Protein-
Stabilisierungen, untersucht und mit der MMR Gen-Expression in

Zusammenhang gebracht werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Gerate

Alle in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Chemikalien wurden -soweit
nicht anders im Text vermerkt- von der Firma Boehringer, Ingelheim,
Deutschland bezogen.

Sterile Plastikwaren fur die Zellkultur stammten von der Firma Falcon, New
Jersey, NJ, USA und die Zellkultur-Medien und -Seren von der Firma Gibco
BRL, Karlsruhe, Deutschland.

Taqg-DNA-Polymerase und DNA/RNA-Isolations-Kits wurden bei Firma
Quiagen, Hilden, Deutschland erworben. Hexanukleotid-Primer, Moloney-
Murine-Leukemia-Virus (M-MLV) Reverse Transkriptase, 2° Deoxynukleosid
5" Triphosphate (dNTPs) und die DNA- und Protein-GroRenmarker kamen
von Firma Boehringer, Mannheim, Deutschland.

Alle Reagenzien fur die Bradford-Protein-Assays wurden von Firma Biorad,
Minchen, Deutschland bezogen, die Rdntgenfime X-AR kamen von
Eastman Kodak, Rochester, USA und die Polyvinylidon-Difluorid (PVDF)
Immobilion-Membranen fur die Western-Blot-Analysen von Firma Millipore,
Bedford, MA, USA. Die Agarose wurde bei Firma Roth, Karlsruhe,

Deutschland erworben.

Die Tumorzellen wurden in einem Stericult 200 Inkubator, Firma Heraeus,
kultiviert, die PCR-Reaktionen fanden in einem PTC-100 Thermocycler von
MJ-Research Inc., Waterston, Mass., USA statt. Gelelektrophoresekammern
stammten von Biorad, Hercules, CA, USA und die Power-Units von

Pharmacia CKB, Freiburg, Deutschland.
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3.1.2 Puffer und Losungen

Die in Tabelle 1 augefiihrten Puffer und Losungen wurden benutzt.

DNA Ladepuffer

SDS Ladepuffer

SDS Laufpuffer

Protein Lysepuffer

DHPLC Puffer A

DHPLC Puffer B

Puffer / Lésung Zusammensetzung

TE (pH 8.0) 10 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)

TBE 89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 0,2 mM EDTA

PBS (pH 7.4) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM NaHPO1,4 mM KHEPOZ]
TBS 20 mM Tris (pH 7,5), 138mM NaCl

TTBS 20 mM Tris (pH 7,5), 138mM NaC, 0,1% Tween 20l

95% Foramid, 10 mM NaOH, 0,05% Bromphenol Blau, 0,05% Xylen- Cyanol

62,5 mM Tris-Cl (pH 6,8), 2% SDS, 10% Glycerol, 50 mM DTT,
0,1% Bromphenol Blau

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS

20mM Tris-Cl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton
X-100, 2,5 mM Natrium Pyrophosphat, 1 mM 3-Glycerolphosphat, 1 mM Naz;VO4
1 mM PMSF, 1 yg/ml Leupeptin,

0,1 M Triethylammonium-Azetat (TEAA), 0,025% Azetonitril

0,1 M Triethylammonium-Azetat (TEAA), 25% Azetonitril

Tabelle 1: Puffer und Losungen

3.1.3. Oligonukleotide

Die in Tabelle 2 aufgelisteten Oligonukleotide wurden in den MMR RT-PCR-

Analysen bei spezifischen Anlagerungstemperaturen benutzt. Alle Primer

wurden bei der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland hergestellt.
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Primer

Oligonukleotidsequenzen

hMLH1

3-Actin sense
antisense

hMSH2 sense
antisense

sense

antisense

hPMS1 sense
antisense

hPMS2 sense
antisense

hMSH®6 sense
antisense

5"-ACACTGTGCCCATCTACGAGG-3°
5-AGGGGCCGGACTCGTCATACT-3"

5-GTCGGCTTCGTGCGCTTCTTT-3
5-TCTCTGGCCATCAACTGCGGA-3’

5-GTGCTGGCAATCAAGGGACCC-3
5-CACGGTTGAGGCATTGGGTAG-3"

5"-GCGGCAACAGTTCGACTCCTT-3"
5'-AGCCTTGATACCCTCCCCGTT-3"

5-TGCATGCAGCGGATTTGGAAA-3
5'-GAACCCCTCAGAATCCACGGA-3

5'-CCCTCAGCCACCAAAGAAGCA-3
5'-CTGCCACCACTTCCTCATCCC-3'

Tabelle 2: Oligonukleotide der MMR RT-PCR

Die in Tabelle 3 aufgefuhrten Oligonukleotide wurden fur die Amplifikationen

der Exone 5-8 des p53 Genes benutzt.

Primer Oligonukleotidsequenzen

Exon5 sense 5-ATGTGTTCACTTGTGCCCCTG-3"
antisense 5"-AACCAGCCCTGTCGTCTCTC-3"

Exon6 sense 5"-AGGGTCCCCAGGCCTCTGAT-3"
antisense 5-CACCCTTAACCCCTCCTCCC-3"

Exon7 sense 5'-CCAAGGCGCACTGGCCTCATC-3"
antisense 5"-CAGAGGCTGGGGCACAGCAGG-3°

Exon8 sense 5-TTCCTTACTGCCTCTTGCTT-3"
antisense 5-TGTCCTGCTTGCTTACCTCG-3'

Tabelle 3: Oligonukleotide der p53 PCR-Amplifikationen, Exon 5-8.
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3.1.4. Antikorper

Fir die hMSH2 Western Blot Analysen und die hMSH2 Immunhistochemie
wurden monoklonale Antikdrper gegen das Carboxy-Terminale Fragment von
dem humanen MSH2 Protein, Klon FE11, Fa. Oncogene Research Products,
Cambridge, MA, USA, in Verdiinnungen von 1:1000 in TTBS-Puffer (Western
Blot) bzw. 1:200 (Immunhistochemie) benutzt.

FUr die TP53 Western Blot Analysen wurden Antikérper gegen das TP53
Protein, Klon DO-7, Fa. Dako, Hamburg, Deutschland, in einer Verdinnung
von 1:1000 in TTBS-Puffer benutzt.

3.1.5. Glioblastome

Es wurde Tumor-Material von 25 Patienten mit primaren Glioblastomen, die
zwischen 1998 und 2000 operiert wurden, verwendet. Die Patienten waren
bei Diagnose-Stellung in einem Alter zwischen 29 und 77 Jahren mit einem
Durchschnittsalter von 58 Jahren. Das Geschlechterverhaltnis lag bei 1,7

mannlichen Patienten auf 1 weibliche Patientin.

3.2 Methoden

3.2.1 Tumorzell-Kultivierung

Tumorgewebe von nicht-nekrotischen Tumorarealen von 25 Glioblastomen
wurde bereits intraoperativ in RPMI 1640 Medium (Fa. Gibco) tberfuhrt. Das
Medium enthielt 10% fetales Kalberserum (fetal calf serum, FCS), 20 U/ml
Penicillin und 20pg/ml Streptomycin. Das Gewebe wurde nach einer
zweistindigen Inkubationszeit mit 10ml/g Gewebskollagenase (14%) und
DNAse (0,01%) der Fa. Sigma, Deutschland, zerstlckelt, zweimalig mit
HBSS gewaschen und in RPMI 1640 Medium (10% FCS, 20U/ml Penicillin
und 20ug/ml Streptomycin) resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden
dann in Plastik-Kulturflaschen, 75cm? der Fa. Falcon, bei 37°C, 5% CO? und
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93% Luftfeuchte inkubiert. Um toxische Tumorprodukte zu entfernen, wurde

das Medium taglich gewechselt.

3.2.2 Chemosensitivitats-Testung

Der MTT Test (Methyl-Thiazol-Tetrazolium Test) wurde von Nikkhah und
Mitarbeitern 1993 fur Hirntumorsensitivitatstestungen optimiert. Die
kultivierten Tumorzellen wurden mit Zytostatikaldsungen von ACNU, BCNU,
CCNU, Mitoxantron oder Teniposid (VM 26) fir eine Stunde, von Cisplatin flr
4 Stunden oder von Cytosin-Arabinosid, Methotrexat, Taxol, Temodal oder
Vincristin kontinuirlich inkubiert. ACNU und Cisplatin wurden von der Fa.
Asta, Frankfurt, bezogen, Cytosin-Arabinosid wurde von Fa. Cell-Pharm,
Hannover, Mitoxantron von Fa. AWD, Dresden, BCNU, CCNU, Taxol,
Vincristin und VM26 von der Fa. Bristol-Myers Squibb, New York, USA,
Methotrexat von der Fa. Rhone-Poulonc, Frankfurt, und Temodal von der Fa.
Essex, Munchen, bezogen. Die Konzentrationen der getesteten

Medikamente sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

Zytostatika Eingesetzt Konzentrationen
ACNU 5 pg/ml
BCNU 5 ug/ml
Cytosin-Arabinosid 20 pg/ml
CCNU 20 pg/ml
Cisplatin 4 ug/ml
Mitoxantron 0,35 pg/mi
Methotrexat 0,1 pg/ml
Taxol 0,1 pg/ml
Temodal 5 pg/mi
Vincristin 0,01 pg/mi
VM 26 10 pg/ml

Tabelle 4: Konzentrationen der eingesetzten Zytostatika

45



Die Tumorzellen wurden nach der Inkubation mit PBS gewaschen und in
einer Konzentration von 6000 Zellen pro Well auf eine 96-Well
Mikrotiterplatte in jeweils 300ul Medium Uberfihrt. Nach einer weiteren
Inkubationszeit von 7 Tagen, bei 37°C, 5% CO? und 93% Luftfeuchte, wurde
der Uberstand entfernt und in jedes Well wurden 200l frisches Medium
zusammen mit dem MTT Reagenz (Fa. Sigma, Deutschland) in einer
Konzentration von 1mg/ml hinzupipettiert. Die Mikrotiterplatten wurden so fur
4 Stunden inkubiert, danach wurde der Uberstand wieder entfernt und in
jedes Well wurden 100ul DMSO hineinpipettiert. Die Platten wurden dann fir
5 Minuten geschittelt und die Extinktionwerte der Formazan-LOsung,
produziert durch vitale Tumorzellen, wurden durch einen MR 700
Mikrotiterplatten Leser der Fa. Dynatech, Deutschland, bei einer Wellenlange
von 550nm (Referenzwellenlange 630nm) bestimmt. Diese Werte korrelierten
nun mit dem Tumorwachstum nach bzw. unter Behandlung mit den
aufgefihrten Zytostatika. Die Unterschiede der Absorptionen zwischen Test-
und der Referenzwellenlangen wurden bestimmt und die mittlere Vitalitat der
behandelten Glioblastomzellen wurde mit einer unbehandelten Kontrolle des
gleichen Tumors verglichen. Ein Tumor wurde als resistent gegenuber einem
Zytostatikum bezeichnet, wenn 50% oder mehr der Tumorzellen trotz
Behandlung mit dem Medikament Uberlebt haben. Durch die lange
Inkubationszeit von 7 Tagen (s.0.) wurde nicht nur die Akuttoxizitat, sondern

auch der antproliferative Effekt der Medikamente miterfasst.

3.2.3 Extraktion der Nukleinsauren

3.2.3.1 Extraktion der RNA

Bei der Isolierung der Ribonukleinsduren wurde mit gesonderten RNAse-
freien Materialien und Lésungen gearbeitet. Die RNA wurde aus zu etwa
70% Konfluenz gewachsenen Monolayer-Kulturen aus Petrischalen mit 10cm
Durchmesser gewonnen. Die Isolation wurde mit dem RNeasy-Kit der Fa.
Quiagen, Hilden, Deutschland modifiziert nach der Guanidinium-

Isothiocyanat-Methode (Chomczynski und Succhi, 1987) durchgefuhrt. Der
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beigefligte Lyse-Puffer wurde nach einmaligem Waschen der Monolayer mit
PBS-L6sungen direkt auf die Zellen gegeben. Alle anderen Schritte wurden
entsprechend des dem Kit beigefugten Protokolls der Fa. Quiagen
durchgefuhrt. AbschlieBend wurde die RNA in RNAse-freiem Wasser
aufgenommen und bei -80°C aufbewahrt. Auf einem 5% Agarose-Gel wurde

die RNA auf DNA-Kontaminationen untersucht.

3.2.3.2 Extraktion der genomischen DNA

Die genomische DNA wurde aus zu etwa 70% Konfluenz gewachsenen
Monolayer-Kulturen aus Petrischalen mit 10cm Durchmesser gewonnen. Die
Isolation wurde mit dem QIlAamp DNA Mini-Kit der Fa. Quiagen, Hilden,
Deutschland durchgefluhrt. Dazu wurden die Tumorzellen mit Trypsin von
den Petrischalen abgel6dst und bei 1200 rpm flr 1 Minute abzentrifugiert. Das
abzentrifugierte Zell-Pellet wurde zum Waschen zweimal in jeweils 2ml PBS
aufgenommen und wieder abzentrifugiert und dann schlielich in 200ul PBS
resuspendiert. Zu der Resuspension wurden 20ul Proteinase K hinzugeflgt,
alle weiteren Schritte wurden entsprechend des dem Kit beigefligten

Protokolls der Fa. Quiagen durchgeflhrt.

3.2.4 Extraktion der Proteine

Entsprechend dem Standard-Protokoll (Sambrook et al. 1989) wurden die
proliferierenden Zellen nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem PBS fur 10
Minuten mit Leupeptin als Proteaseinhibitor entaltenem Triton X-100-
Lysepuffer auf Eis inkubiert. Die lysierten Zellen wurden anschlielRend
mechanisch mit einem Zell-Schaber von der Petrischale geldst, der
Zelldetritus wurde durch Zentrifugation mit 10.000 Umdrehungen pro Minute
(rounds per minute, rpm) fir 10 Minuten bei 4°C entfernt und der Uberstand
wurde bei -80°C aufbewahrt.
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3.2.5 RT-PCR

3.2.5.1 Synthese der komplementaren DNA

Fir die Erststrangsynthese der komplementaren DNA (cDNA) wurden jeweils
250ng der isolierten Tumor-RNA verwendet. Bei 70°C wurde die RNA fur 15
Minuten zunachst denaturiert, um Sekundarstrukturen aufzuldésen. Danach
fand die Anlagerungsreaktion der zufdllig generierten Hexamer-
Oligonukleotide in einem Reaktionsgemisch mit 50mM Tris-HCI, 75 mM Kcl,
3 mM MgCl,, 20mM DTT, 250 pM jedes dNTP und 0,5 pl des
Hexanukleotidgemisches bei Raumtemperatur in einem Volumen von 20l
statt. Nach Zugabe von 100U M-MLV Reverse Transkriptase fand die
Srangverlangerungsreaktion bei 37°C fir 120 Minuten statt, die durch

anschlieBende Erhitzung auf 100°C flr 5 Minuten beendet wurde.

3.2.5.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion fand in einem Reaktionsgemisch statt,
welches 5ul des Erststrangansatzes, 10mM Tris-HCI, 75 mM KCI, 1,5 mM
MgCI?3, 200 yM dNTP, 0,4 U Taqg-DNA-Polymerase und entweder hMSH 2
und AMLH 1, hPMS 1, hPMS 2 und hGTBP oder D7S12 (B-Actin)
Oligonukleotide in einem Endvolumen von 50ul enthielt. Nach einem initialen
Denaturierungsschritt  (94°C, 5 min.) wurden 30 Zyklen bei 59°C
Annaherungstemperatur fir die MMR Gene und 24 Zyklen bei 61°C
Annaherungstemperatur flr die R-Actin Kontrolle durchgefiihrt, gefolgt von
einem terminalen Strangverlangerungsschritt von 10 Minuten bei 72°C. Die
einzelnen Temperaturzyklen bestanden aus einem Denaturierungsschritt
(94°C fir 1 min.), einem Annaherungsschritt (59°C bzw. 61°C flr 1 min.) und

einer Strangverlangerung (72°C flr 2 min.).

48



3.2.6 Western Blot Analyse

3.2.6.1 Bradford Assay

Diese Methodik dient der Quantifizierung von Protein und basiert auf dem
Prinzip, dass Proteine den Farbstoff Coomassie-Blau binden und damit
dessen Absorptionsmaximum von 465nm nach 595nm verschieben. Die
Absorption bei Messung mit entsprechender Wellenlange verhalt sich somit
proportional zu der vorhandenen Proteinmenge (Bradford 1976). Die Proben
wurden vor der Messung zunachst in PBS und in PBS mit 0,01% Triton X-
100 1:200 bzw 1:400 verdinnt und danach mit mit dem Bradford-Reagenz (s.
Puffer und Losungen) versetzt. AnschlieBend wurde dann bei einer
Wellenlange von 595nm (s.0.) gegen einen Leerwert aus 0,01% Triton X-100
in PBS und Bradford Reagenz gemessen. Aus den erhaltenen Absorptionen
wurden dann mit Hilfe der Absorptionen eines bekannten Proteinstandards

die Konzentrationen berechnet.

3.2.6.2 SDS-PAGE

Bei der SDS Polyakrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) wurden die
Proteine in 5-fach konzentriertem SDS-Ladepuffer aufgenommen und fir 5
Minuten bei 100°C denaturiert. Danach wurden die Proben fir 10 Sekunden
abzentrifugiert und auf 10% SDS-Polyakrylamid-Gele geladen. Bei 90V
Gleichstrom-Spannung wurden die Proteine dann in der vertikalen Mini-
Protein-Kammer von Biorad fir 1,5h in SDS-Laufpuffer (s.Puffer und

Lésungen) elektrophoretisch aufgetrennt.

3.2.6.3 Western Blot

Im Anschlul® an die elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurden die
SDS-PAA Gele nach Sambrook (Sambrook 1989) in einem halb-trockenen
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(‘'semi-dry’) System mit drei Puffern (Anodenpuffer 1: 0,3M Tris, 20%
Methanol, Anodenpuffer 2: 25mM Tris, 20% Methanol, Kathodenpuffer :
25mM Tris, 40mM e-Amino-n-Capronsaure, 20% Methanol) bei 150mA fir
eine Stunde auf PVDF-Membranen (Immobilon) geblottet. Nach diesem
Transfer der Proteine wurden die Membranen mit fettfreiem Magermilch-
Pulver in TTBS fur eine Stunde geblockt und anschliefend 3mal jeweils fir 5
Minuten in TTBS gewaschen. Dann wurden sie fur 12 Stunden mit den
Primar-Antikdrpern gegen humanes MSH2- bzw. humanes TP53 Protein bei
4°C inkubiert. Nach dieser Inkubation folgten nochmals 3 Waschschritte fur
jeweils 5 Minuten in TTBS und danach die Inkubation mit den Sekundar-
Antikdrpern fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss daran wurde
die Immunreaktion mit Hilfe einer Chemielumineszenz-Reaktion sichtbar
gemacht. Die an den Sekundar-Antikérper gebundene Meerrettich-
Peroxidase setzt das in dem ECL-Reagenz von Amersham geldste Substrat
in in einen fluoreszierenden Farbstoff um, was durch Exposition der
Membranen gegenuber hochsensiblen Rontgenfilmen wie Kodak X-OMAT

MA fir 5 Minuten schlieBlich die Immunreaktion sichtbar machte.

3.2.7 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden nach der indirekten
Immunperoxidase-Reaktion durchgefuhrt. Zunachst wurden 6um Schnitte
des in Paraffin eingebetteten Tumorgewebes angefertigt. Diese Schnitte
wurden dann zur Antigenwiederaufbereitung in Zitratpuffer, pH 6,0, fur 30
Minuten bei 95°C in der Mikrowelle vorbehandelt. Danach wurden die
Schnitte mit spezifischen Antikbrpern gegen das Carboxy-terminale
Fragment des humanen MSH2 Proteins (Klon FE11, Oncogene Research
Products, Cambridge, MA, USA) in einer Verdlinnung von 1:200 inkubiert.
Bei den ebenfalls angefertigten Negativ-Kontrollen wurde dieser Primar-
Antikdrper weggelassen. Als Sekundar-Antikorper diente ein Biotin-
konjugierter Pferde-Anti-Maus-IgG Antikorper, mit dem die Schnitte in einer

Verdinnung von 10ul in 10ml PBS fur 30 Minuten inkubiert wurden. Zur
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Detektion wurde Avidin-Biotin-Meerrettich Peroxidase benutzt, wodurch die
Immunreaktion mit dem Substrat 3,3 -Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
(DAB) in einer Konzentration von 5 mg/ml in 0,05 M Tris-Puffer, pH 7,6, bei
15 Minuten Inkubationszeit sichtbar gemacht wurde. Die Schnitte wurden

dann im Anschluss mit Mayer's Haemalaun gegengefarbt.

3.2.8 TP53 Mutationsanalyse

3.2.8.1 PCR Amplifikationen

Die Polymerase-Kettenreaktionen fanden in 50ul Reaktionsgemischen statt,
welche 4ul der genomischen DNA (entsprach 50-200ng DNA), 10mM Tris-
HCI, 50 mM KCI, 1 mM MgClI2 (Exon 6 und 7) bzw. 1,5 mM MgCI2 (Exon 5
und 8), 200 mM dNTP, 0,4 U Tag-DNA-Polymerase und jeweils 0,4 mM
spezifische Oligonukleotide von Exon 5, Exon 6, Exon 7 oder Exon 8
enthielten. Nach einem initialen Denaturierungsschritt (94°C, 4 min.) wurden
40 Zyklen bei 60°C Annaherungstemperatur fir Exon 5, 62°C flr Exon 6,
65°C fur Exon 7 und 56°C fur Exon 8 durchgefuhrt, gefolgt von einem
terminalen Strangverlangerungsschritt von 10 Minuten bei 72°C. Die
einzelnen Temperaturzyklen bestanden aus einem Denaturierungsschritt
(94°C fur 30 sek.), einem Annaherungsschritt (60°C, 62°C, 65°C oder 56°C
fur 30 sek.) und einer terminalen Strangverlangerung (72°C fur 30 sek.). Die
spezifischen Fragmente wurden schlie3lich auf 2% Agarose Gelen sichtbar

gemacht.

3.2.8.2 Denaturierende Hoch-Druck Flussigkeitschromatographie (DHPLC)

Die Mutationsanalyse wurde entsprechend der Methode von O'Donovan und
Oefner (1998) mit einem automatischen DHPLC Analyse System
(Transgenomic, Omaha, USA) durchgefuhrt. Zu den PCR Amplifikaten der 18
Glioblastome wurden in einem Verhaltnis von etwa 1:3 PCR Amplifikate von

Wild-Typ TP53 zu den entsprechenden Exonen hinzupipettiert, um sicher zu
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stellen, dal} auch Mutationen in beiden TP53 Allelen durch Heteroduplex-
Formation detektiert wurden. Diese PCR Produkt-Gemische wurden dann
nach initialer Denaturierung bei 94°C fur 4 min. schrittweise um ein 1°C pro
Minute bis auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die PCR Amplifikate wurden auf
eine  vorgeheizte = Umkehrphasen-Chromatographiesaule = (DNA-Sep®,
Transgenomic, Omaha, USA) aufgeladen. Das Auswaschen der DNA fand
entlang eines linearen Azetonitril Gradienten der DHPLC Puffer A und B
(siehe Abschnitt Puffer und Losungen) statt. Die Analysetemperatur der
Chromatographie-Saule jedes PCR Amplifikates entsprach der Temperatur,
bei der 75% der DNA als alpha-Helix vorlag bzw. 1-2°C hdéher. In Tabelle 5

sind die DHPLC-Bedingungen fur die einzelnen Exons aufgefihrt.

Exon Temperatur (°C) Azetonitril-Gradient

(% Puffer B)

5 62 50-63
65 48-60

67 48-59

6 61 48-61
7 64 47-59
8 59 49-61
62 47-59

64 45-57

Tabelle 5: DHPLC-Bedingungen fur die Exone 5-8 des p53 Genes.

Die mit der DHPLC detektierten mutierten Exons wurden zur genaueren

Charakterisierung der Mutationen im Anschluss direkt sequenziert.
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4. Ergebnisse

4.1 Chemosensitivitats-Testung

Das Tumorgewebe von 22 Glioblastomen wurde wie in Abschnitt 3.2.2
beschrieben als Monolayer flir maximal 3 Passagen Kkultiviert. Die
Tumorzellen wurden durch Inkubation mit Trypsin abgel6ost und mit den
Medikamenten inkubiert. Tabelle 4 zeigt die Medikamente mit dazugehdrigen
cut-off Konzentrationen. Nach medikamentenfreier Inkubation flr 7 Tage,
MTT Inkubation fir 4 Stunden und Zugabe von DMSO wurden die
Absorptionen aller 22 Tumorzellpassagen bei einer Wellenlange von 550nm
und 690nm gemessen. Die Absorption korreliert nun mit der Menge vitaler
Tumorzellen, wobei durch die lange medikamentenfreie Inkubationszeit von 7
Tagen sowohl die direkten zytotoxischen als auch die antiproliferativen
Effekte erfasst wurden.

Als Ergebnis wurde sowohl der Anteil vitaler Zellen im Vergleich zu den
eingesetzten 6000 Zellen pro well einer 96-well-Platte erfasst als auch ein
Sensitivitats-Index (Sl1) erstellt. Dieser ergab sich aus dem Verhaltnis der
AUC (Area Under the Curve) der behandelten Zellen zu der AUC der
mitgefuhrten Kontrollen ohne Behandlung. Ein Tumor bzw. eine Tumorzell-
Passage galt dann als resistent in vitro, wenn der Sl Gber 0.5 lag.
Zusammenfassend sind die Ergebnisse der Chemoresistenz-Testung in
Tabelle 6 dargestellt und werden im folgenden kurz beschrieben.

Alle getesteten Tumoren zeigten Resistenzen gegen die Nitrosoharnstoff-
Verbindungen ACNU und BCNU. Jeweils ein Gliom zeigte sich noch
empfindlich gegen Cisplatin (Zellkultur Nr. 654) und Methotrexat (Zellkultur
Nr. 670). Zwolf der 25 untersuchten Tumore (48%) zeigten sich resistent
gegenuber Cytosin-Arabinosid, 18 von 25 Gliomen (72%) waren resistent
gegenuber Mitoxantron, 10 von 25 Tumoren (40%) zeigten Resistenzen
gegen Vincristin, 14 von 25 Tumore (56%) gegen Teniposid und 10 von 25
Tumoren (45%) gegen Taxol, soweit Daten verfugbar waren. Die in vitro
effektivsten chemotherapeutischen Medikamente waren somit Zytosin-

Arabinosid, Vincristin, Teniposid, Taxol und auch Mitoxantron, die
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Nitrosoharnstoff-Derivate ACNU und BCNU und das Cisplatin dagegen
zeigten sich in vitro praktisch nicht wirksam.

Insgesamt wurden so 9 von 25 Glioblastomen (36%) als resistent gegenuber
allen eingesetzten Zytostatika getestet, ein Tumor (Zellkultur Nr. 765) zeigte
sich lediglich sensitiv gegenuber Vincristin. Diese 10 Gliome wurden von uns
als “multi-resistent” bezeichnet. Im Gegensatz dazu zeigten sich 15 der 25
Tumore (60%) sensitiv gegenliber mindestens 3 der eingesetzten
zytostatischen Substanzen, diese Gliome wurden daher von uns als

‘sensitiv’ bezeichnet.

é\b
Zytostatika . \Qo
?SQ}Q Q & 6‘18\ $& <
O & O & & & F Lo
Zellkult. Nr. é’e A q,oé S @ ¢ & &
573 R R R R R R R R R
588 R R R R R R R R R
635 R R R R R R R R R
650 R R R R R R R R R
685 R R R R R R R R R
732 R R R R R R R R R
735 R R R R R R R R R
765 R R R R R R SEN R R
819 R R R R R R R R R
822 R R R R R R R R R
636 R SEN R R R R SEN SEN -
654 R SEN R SEN R R SEN SEN -
670 R SEN R R R SEN SEN SEN SEN
677 R SEN R R R R SEN SEN -
693 R SEN R R SEN R SEN R SEN
704 R SEN R R SEN R SEN SEN SEN
722 R SEN R R SEN R SEN SEN SEN
723 R SEN R R SEN R SEN SEN SEN
727 R SEN R R SEN R SEN SEN SEN
731 R SEN R R R R SEN R SEN
761 R SEN R R R R SEN SEN SEN
766 R SEN R R R R SEN R SEN
767 R SEN R R R R SEN R SEN
768 R SEN R R SEN R SEN SEN SEN
821 R R R R SEN R R SEN SEN
R = resistent SEN = sensitiv = - = keine Daten vorhanden

Tabelle 6: in vitro Chemoresistenztestung der 25 Glioblastome.
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4.2 RT-PCR

Die 5 Mismatch-Reparatur Gene wurden in zwei Reaktionen der RT-PCR
untersucht. In einer ersten Reaktion wurden die Gene hMSH2 und hMLH1, in
einer zweiten Reaktion die Gene hPMS1, hPMS2 und hMSH6 amplifiziert. In
einer dritten RT-PCR-Reaktion wurde zur Expressionskontrolle das
Haushalts-Gen B-Actin untersucht.

Die Amplifikate der 3 Reaktionen wurden dann auf 10 prozentigen PAA-
Gelen aufgetragen. Um die Daten Ubersichtlich darzustellen, sind sie
entsprechend den Ergebnissen der Chemosensitivitats-Testung geordnet. Da
die Chemoresistenz-Daten aber zum Zeitpunkt der RT-PCR nicht bekannt
waren, befinden sich auf den Gelen Amplifikate sowohl resistenter als auch
sensitiv getesteter Glioblastome. Beispielhaft werden einige der angefertigten
PAA-Gele in Abbildung 2 und 3 gezeigt. Die PAA Gele wurden
ausschnittsweise aneinandergereiht, so dass jeweils die resistenten bzw. die
sensitiven Tumore nebeneinander dargestellt sind. Hierdurch wird ein
Ubersichtlicher Vergleich mit den Chemoresistenz-Daten maoglich. In
Abbildung 2 sind auf einem Gel die Banden von hMSH2 (oben, 429 bp) und
hMLH1 (unten, 215 bp) zu sehen, darunter auf einem zusatzlichen Gel die
Banden der B-Actin Transkriptionskontrolle (180 bp). Bande Nr.1 entspricht
der Lymphozyten-Normal DNA. Die folgenden 5 aufgetragenen Gliome
entsprechen den Zellkultur Nummern 735, 732, 685, 822 und 819 in Tabelle
6 und sind multi-resistent, die nachfolgenden sensitiv getesteten Tumore 7-
13 in Abbildung 2 entsprechen den Zellkultur Nummern 723, 766, 704, 636,
677 und 654 in Tabelle 6. Die Amplifikate der Transkriptionskontrolle B-Actin
stellten sich in allen 13 beispielhaft dargestellten Fallen einschliel3lich der
Lymphozyten-Normal-DNA sehr gleichmaRig dar, dies zeigt, dass
gleichmallige Mengen an RNA eingesetzt wurden. Ebenfalls recht
gleichmalig zeigten sich die Amplifikate von hMLH1 in allen Proben, im
Gegensatz dazu allerdings erkennt man beim hMSH2 deutliche
Unterschiede. Sowohl die Lymphozyten als auch die ersten 5 resistenten
Gliome demonstrierten deutliche hMSH2 Banden, wahrend von den

folgenden 7 sensitiven Tumoren lediglich einer ein deutliches hMSH2
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Amplifikat aufwies, bei den anderen 6 Gliomen zeigten sich allenfalls

auRerordentlich schwache Banden.

res sen

hMSH2 429bp
hMLH1 215bp
R-Actin | 180bp

Abbildung 2: PAA Gele mit spezifischen Amplifikaten von hMSH2, hMLH1
und B-Actin von 12 beispielhaft dargestellten Gliomen und von Blut-
Lymphozyten. Zur besseren Vergleichbarkeit mit den Chemoresistenz-Daten
sind die PAA Gele ausschnittsweise aneinandergereiht dargestellt. (res =

resistent, sen = sensibel)

In Abbildung 3 sind auf einem dritten Gel die Banden von hPMS2 (oben,
359bp), hMSH6 (in der Mitte, 288 bp) und hPMS1 (unten, 174 bp) dargestellt.
Die ersten 4 aufgetragenen Tumoren entsprechen den Zellkultur Nummern
765, 735, 732 und 685 in Tabelle 6 und sind multi-resistent getestete Gliome.
Die folgenden 4 sensitiven Tumoren entsprechen den Zellkultur-Nummern
636, 677, 654 und 722 in Tabelle 6. Alle 8 beispielhaft dargestellten Tumore
zeigten recht gleichmaRig die spezifischen PCR-Amplifikate sowohl von
hPMS1 als auch von hPMS2 und hMSH6. Ebenfalls zeigten die Amplifikate
der Blutlymphozyten DNA eine vergleichbare Expression dieser 3 Gene. Die
entsprechende Transkriptionskontrolle R-Actin dieser Tumore wurde bereits

oben in Abbildung 2 dargestellt.
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res sen

hPMS2 359bp
hMSH6 288bp
hPMS1 174bp

Abbildung 3: PAA Gel mit spezifischen PCR Produkten von hPMS1,
hPMS2 und hMSH6 von 8 beispielhaft dargestellten Glioblastomen. (res =

resistent, sen = sensibel)

Zur Gesamtdarstellung der RT-PCR Ergebnisse aller 25 Glioblastome sind
die PAA-Gele eingescannt und die spezifischen PCR-Amplifikate
densitrometrisch bestimmt worden. Aus den densitrometrischen Intensitaten
der jeweiligen Mismatch-Reparatur Gen-Amplifikate wurde dann zum
Vergleich mit einer endogenen Haushalts-Kontrolle mit der Intensitat des
zugehdrigen B-Actin Amplifikates ein Quotient gebildet. Der entsprechende
Quotient der lymphozytaren Normal-DNA wurde gleich 1,00 gesetzt, die
Quotienten der 25 Glioblastome wurden dann mit der Normal-DNA ins
Verhaltnis gebracht. Ein Wert Uber 1,00 entsprach somit einer starkeren
Expression, ein Wert unter 1,00 entsprach einer schwacheren Expression im
Vergleich zur Lymphozyten-Normal-DNA. Die so erhaltenen Werte der
semiquantitativen PCR konnten Ubersichtlich dargestellt und statistischen
Berechnungen zuganglich gemacht werden. In den folgenden Abbildungen
4-8 sind diese Quotienten in Form von Punkt-Wolken (*Dot-Blot’) dargestellt.

Die schwarzen Balken entsprechen den Mittelwerten.

In Abbildung 4 sind die densitrometrisch evaluierten Intensitaten der h(MSH2
Amplifikate aufgetragen. Man erkennt, dass alle 10 resistent getesteten
Gliome deutliche hMSH2 Banden aufwiesen, die hMSH2/3-Actin Quotienten

57



lagen zwischen 0,82 und 1,29. Bei den sensitiven Tumoren hingegen zeigten
13 von 15 (86%) lediglich schwache hMSH2 Amplifikate mit
densitrometrischen Quotienten unter 0,6. Nur zwei der sensitiv getesteten
Gliome zeigten ebenfalls starkere hMSH2 Expressionen mit Quotienten von
0,89 bzw. 1,11. Die Mittelwerte der densitrometrischen Quotienten lagen bei
1,03 in der Gruppe der multi-resistenten und bei 0,41 in der Gruppe der
sensitiven Glioblastome, im U-Test nach Mann-Whitney zeigte sich so eine
hochsignifikant niedrigere hMSH2 mRNA-Expression bei den sensitiven
Tumoren (p<0,01).

Im Gegensatz dazu fanden sich bei den anderen 4 MMR-Genen keine
signifikanten Unterschiede. Die mittleren Densitometrie-Quotienten betrugen
von hMLH1 1,07 bei den resistenten und 0,98 bei den sensitiven Gliomen,
von hPMS1 1,05 bei den resistenten und 1,01 bei den sensitiven Tumoren,
von hPMS2 1,03 bei den resistenten und 0,96 bei den sensitiven
Glioblastomen und schlie3lich von hMSH6 1,04 bei den resistenten und 0,97

bei den sensitiven Tumoren (Abbildung 5-8).
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Abbildung 4: Dot-blot der hMSH2 Expression im Vergleich mit 3-Actin. (res

= resistent, sen = sensibel)
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Abbildung 5: Dot-blot der hMLH1 Expression im Vergleich mit R-Actin. (res

= resistent, sen = sensibel)
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Abbildung 6: Dot-blot der hPMS1 Expression im Vergleich mit R-Actin. (res

= resistent, sen = sensibel)
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Abbildung 7: Dot-blot der hPMS2 Expression im Vergleich mit R-Actin. (res

= resistent, sen = sensibel)
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Abbildung 8: Dot-blot der hMSH6 Expression im Vergleich mit 3-Actin. (res

= resistent, sen = sensibel)
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4.3 hMSH2 Western Blot

Bei 19 von den insgesamt 25 Glioblastomen war eine Kultivierung von
ausreichend Tumormaterial mdglich, so dass neben der RNA auch Gesamt-
Protein isoliert werden konnte. 10ug des Proteins wurden auf PAA Gele
(10%) geladen und nach elektrophoretischer Auftrennung und nach Transfer
auf PVDF Membranen schlieBlich zunachst mit den Primar-Antikdrpern und
dann mit den Sekundar-Antikdrpern inkubiert. In Abbildung 9 sind die
Western Blots dargestellt. Damit auch hier ein Ubersichtlicher Vergleich mit
den erhobenen Chemoresistenz-Daten mdglich wird, wurden auch diese
Western Blot Gele gescannt und dann ausschnittsweise aneinandergereiht.
So entsprechen die ersten 8 Banden in Abbildung 10 den Zellkultur-
Nummern der multi-resistent getesteten Gliome 573, 588, 735, 819, 822,
765, 732 und 685. Man erkennt bei allen resistenten Gliomen eine kraftige
hMSH2 Protein-Expression. Die folgenden zwei Banden in Abbildung 9 (9
und 10) entsprechen den sensitiven Tumoren mit den Zellkultur Nummern
722 und 821, auch hier sind deutliche hMSH2 Protein Banden zu sehen.
Dagegen zeigten die Ubrigen sensitiv getesteten Tumore (Banden 11-19, in
Abbildung 9), entsprechend den Zellkultur Nummern 654, 731, 677, 636,
768, 767, 766, 761 und 723, aulderordentlich schwache hMSH2 Protein-
Expressionen. Insgesamt exprimierten so alle resistent getesteten
Glioblastome die hMSH2 Proteine deutlich, dagegen zeigten 9 von 11
sensitiven Tumoren (81%) lediglich sehr schwache hMSH2 Protein-
Expressionen. Die Protein-Expressionen aller 19 Gliome korrelierten mit den
in Abschnitt RT-PCR dargestellten mRNA-Expressionen, alle Tumore mit
deutlich detektierbarer hMSH2 mRNA zeigten auch hohe hMSH2 Protein-

Level und umgekehrt.

res sen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

hMSH2

L“ﬂh‘i“‘* RIS 100kD

Abbildung 9: Western Blot Analyse der h(MSH2 Protein-Expression. (res =

resistent, sen = sensibel)
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4.4 hMSH2 Immunhistochemie

Da die Western Blot Analyse mit Proteinen aus Zellkulturmaterial
durchgefuhrt wurde, entsprechen diese Daten den in vitro Verhaltnissen. Um
einen Vergleich mit den in situ Konditionen zu bekommen, wurden deshalb
noch immunhistochemische Untersuchungen zur hMSH2 Protein-Expression
an 12 Tumorbiopsien angefertigt.

Wie in Abschnitt Material und Methoden beschrieben, wurde die
Immunfarbung mit der indirekten Immun-Peroxidase-Reaktion durchgefihrt.
Dabei zeigten sich die Tumore recht heterogen hinsichtlich der
Immunreaktion. Es gab Areale mit deutlicher h(MSH2 Immunreaktivitat, aber
auch Areale mit schwacher oder negativer Immunreaktion innerhalb eines
Tumors. Insgesamt zeigten allerdings die Tumore mit deutlicher hMSH2
Protein-Expression im Western Blot eine positive nukleare Reaktion in etwa
60-70% der Tumorzellen, wahrend die Gliome mit geringen hMSH2 Protein-
Mengen im Western Blot nur in etwa 30% der Tumorzellen eine positive
nukleare Reaktion demonstrierten. Bei einem Glioblastom mit kraftiger
hMSH2 Expression im Western Blot zeigten sich nur etwa 40% der
Tumorzellen positiv in der Immunhistochemie, der Tumor zeigte sich
allerdings auch im dazugehoérigen H&E-Schnitt recht zellarm, so dass es sich
hier auch vornehmlich um die Infiltrationszone des Glioblastoms gehandelt
haben kann.

In den Abbildungen 10 und 11 werden beispielhaft hochvergroRerte
Ausschnitte aus dem resistenten Tumor mit der Zellkultur Nummer 732 und

dem sensitiven Glioblastom mit der Zellkultur Nr. 654 gezeigt.
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Abbildung 10: hMSH2 Immunhistochemie Tumorzellkultur Nr. 732

Abbildung 11: hMSH2 Immunhistochemie Tumorzellkultur Nr. 654
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4.5 TP53 Status

451 TP53 Western Blot

Um die TP53 Protein-Stabilisation des kultivierten Tumorgewebes zu
erfassen, wurden Western Blot Analysen mit 10ug Protein von den 19 der
insgesamt 25 Glioblastome durchgefuhrt, bei denen ausreichend
Zellkulturmaterial zur Proteinextraktion vorhanden war.

Auch hier wurden aus Griinden der besseren Ubersicht die Gele gescannt
und ausschnittsweise zusammengestellt. Die Tumore sind in der gleichen
Reihenfolge wie bei den hMSH2 Western Blots angeordnet. In Abbildung 12
sind die Western Blots sowohl der TP53 Protein-Stabilisation als auch zum
Vergleich nochmal der hMSH2 Protein-Expression dargestellt. Bis auf einen
Tumor (Zellkultur Nr. 573, Bande 1) zeigten alle Glioblastome mit starker
hMSH2 Protein-Expression niedrige TP53 Protein-Level, wahrend umgekehrt
alle Tumore mit geringer hMSH2 Protein-Expression deutlich mehr TP53
Protein aufwiesen. So zeigten 7 der 8 resistenten Tumoren deutliche hMSH2
Protein-Expression, aber nur wenig TP53 Protein, ein resistenter Tumor
(Zellkultur Nr. 573) zeigte sowohl deutliche hMSH2 als auch TP53 Protein-
Banden. 9 der 11 sensitiv getesteten Gliome demonstrierten dagegen
schwache hMSH2 Protein-Expression mit deutlicher TP53 Protein-
Stabilisierung, die Ubrigen 2 sensitiven Tumore zeigten ein umgekehrtes
Muster (Banden 9 und 10, Abbildung 12).

res sen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

hMSH2 p—"ﬁh‘i“‘ MG 100kD

p53 r“’ ' -— i | 53KD

Abbildung 12: Western Blot Analysen von TP53 und hMSH2 im Vergleich.

(res = resistent, sen = sensibel)
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4.5.2 TP53 Mutationsanalyse

Die genomische DNA wurde mit spezifischen Oligonukleotiden der Exone 5-8
des TP53 Gens amplifiziert. Zur Kontrolle der durchgefuhrten PCR wurden
die Amplifikate auf 2% Agarose-Gele aufgetragen. In Abbildung 13 sind
beispielhaft die Amplifikate von Exon 8 von 7 Glioblastomen dargestellt. Die
Banden 1-7 entsprechen den Tumorzellkultur-Nrn. 573, 588, 654, 765, 767,
819 und 822, Spur Nr.8 einer Negativkontrolle ohne DNA-Template. Man
erkennt bei allen Tumorproben recht gleichmaRige spezifische Banden der
217bp Fragmente, bei der Negativkontrolle hingegen finden sich keine
spezifischen oder unspezifischen Amplifikate. Genauso stellten sich die
PCR-Amplifikate der Exone 5, 6 und 7 aller untersuchten 18 Glioblastome
dar. Von der Intensitat der Amplifikate auf den Agarose-Gelen konnte dann
die Menge der einzusetzenden PCR-Produkte fur die DHPLC-Analyse

abgeschatzt werden.

Exon 8 217bp

Abbildung 13: TP53 Exon 8, PCR-Amplifikate (217 bp) von 7
Glioblastomen (Spur 1-7) und einer Negativkontrolle (Spur 8).

Zwischen 8 und 15ug der PCR-Amplifikate wurden auf die Chromatographie-
Saule geladen wund durch einen linearen Azetonitril-Gradienten
ausgewaschen, die DHPLC-Bedingungen fur die einzelnen Exons sind im
Abschnitt 4.2.7.2. aufgefihrt. Die Retentionszeiten, das heit die Zeit,
nach der die DNA-Fragmente wieder aus der Saule gewaschen wurden,
hingen von der Konformation der PCR-Produkte ab. Entsprechend konnte
man anhand der Retentionszeiten und der Form der Elutionskurven die auf
Mutationen hinweisende Heteroduplex-DNA erkennen. In Abbildung 14 sind

beispielhaft die Elutionskurven mit entsprechenden Retentionszeiten von
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Intensitat (mV)

Exon 6 der Tumoren mit den Zellkultur-Nrn. 685 und 735 dargestellt. Bei
Tumor Nr. 735 zeigte sich ein schmaler Peak mit einer Retentionszeit von
5,37 min., bei Tumor Nr. 685 dagegen zeigte sich ein deutlich abweichendes
Elutionkurvenmuster mit einem Peak bei 5,39 min. und einem weiteren Peak
bei 5,82 min., was das Vorhandensein von DNA-Heteroduplices anzeigte.

So konnte eine Mutation in Exon 6 von Tumor Nr. 685 detektiert werden. Der

Tumor reagierte multiresistent im Chemoresistenztest.
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Abbildung 14: DHPLC-Analyse TP53, Exon 6. In der oberen Elutionskurve
eine TP53 Mutation (Zellkultur Nr. 685), darunter die Elutionskurve eines
TP53 Wild-Typ (Zellkultur Nr. 732).
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Die in der DHPLC Analyse detektierte Mutation wurde durch
Direktsequenzierung von Exon 6 bewiesen, es handelte sich um eine
Punktmutation mit einem Basenaustausch von ATC zu ACC in Codon 195,
was zu einem Aminosaureaustausch vom ursprunglichen Isoleucin gegen

Threonin fuhrte.

5. Diskussion

5.1 Zielsetzung und Ergebnisse

Trotz zahlreicher technischer Fortschritte in der Therapie maligner Gliome ist
die Prognose fir diese Patienten aullerordentlich unglinstig. Nur wenige
Patienten profitieren von der Chemotherapie, diese allerdings zeigen dann
deutlich langere Uberlebenszeiten. Die Mechanismen, die der die
Chemotherapie limitierenden Chemoresistenz in malignen Gliomen zu
Grunde liegen, sind nur sehr eingeschrankt verstanden. So gibt es bisher
keine validen Faktoren, die das Ansprechen auf die belastende
Chemotherapie voraussagen konnen. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
Systeme untersucht, von denen gezeigt wurde, dass sie beim Ansprechen
auf Therapie induzierte DNA-Schaden eine Rolle spielen: das TP53 und das
MMR System.

In der vorliegenden Arbeit wurde unter konstitutiven Bedingungen, d.h. ohne
experimentelle Behandlung, die Expression der 5 MMR Gene hMSH?2,
hMLH1, hPMS1, hPMS2 und hMSH6 auf transkriptioneller Ebene untersucht.
Dabei konnten deutliche Unterschiede hinsichtlich der Expression von
hMSH?2 festgestellt werden. So konnten 2 Gruppen von Glioblastomen
identifiziert werden, zum einen Tumore mit deutlicher Expression, zum
anderen Gliome mit sehr schwacher bis hin zu fehlender h(MSH2 Expression.
Es zeigte sich eine enge Korrelation mit der entsprechenden Protein
Expression von hMSH2, sowohl im Western Blot als auch in der
Immunhistochemie, was zeigte, dass die Unterschiede ganz offensichtlich

durch transkriptionelle Regulation zu Stande kamen. Interessanterweise
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konnte ein inverses Muster der TP53 Protein-Expression bzw. -Stabilisation
gezeigt werden. Tumore mit deutlicher TP53 Protein-Stabilisation zeigten nur
schwache Expression von hMSH2, Tumore mit niedrigem TPS53 Protein-
Level zeigten deutliche hMSH2 Expressionen. Aufierdem konnte eine
bemerkenswerte Korrelation dieser TP53/hMSH2 Muster mit der
Chemoresistenz in vitro gefunden werden. Alle bis auf einen der resistenten
Tumoren zeigten deutliche hMSH2 Expressionen bei geringem TP53 Protein-
Level und alle bis auf zwei sensitive Tumore gehorten zu der Gruppe mit
niedriger hMSH2 Expression bei deutlicher TP53 Protein-Stabilisierung. Bei
den resistenten Glioblastomen konnte eine Mutation in Exon 6 von TP53
entdeckt werden, bei den sensitiven Tumore konnten keine Mutationen
detektiert werden.

In der Diskussion soll im Weiteren zunachst auf die angewendeten Methoden
in einzelnen Abschnitten kritisch eingegangen werden. Hierzu werden
einleitend die jeweiligen spezifischen Problemstellungen kurz erortert, es
wird der Einsatz der verwendeten Methoden kritisch diskutiert und kurz auf
die jeweiligen gewonnenen Ergebnisse eingegangen. In einer dann
folgenden Darstellung werden die Ergebnisse im Zusammenhang ausfihrlich

kritisch diskutiert und zu einer Schlufdfolgerung formuliert.

5.2 Chemosensitivitats-Testung

Trotz aggressiver Therapie liegt die mediane Uberlebenszeit von
Glioblastompatienten bei etwa einem Jahr. Es gibt zwar Studien, die Uber
signifikante mediane Uberlebensverlangerungen durch Chemotherapie
berichten, dieser Effekt auf die Gesamtluberlebenszeit  von
Glioblastompatienten ist allerdings allenfalls gering (Shapiro et al. 1986).
Andere Autoren bezweifeln sogar den signifikanten Effekt auf die mittlere
Uberlebenszeit (Hofer und Herrmann 2001). Einigkeit herrscht allerdings im
Hinblick auf die Tatsache, dass es unter Chemotherapie deutlich mehr
Langzeitiberlebende, das heil3t Lebende langer als 18 Monate nach

Diagnosestellung, gibt. Es existiert also offensichtlich unter den Patienten
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eine Subpopulation, die besonders auf die Zytostatika anspricht und die es
gilt, mit Hilfe der Bestimmung von pradiktiven Faktoren herauszufiltern.

Aus dem oben dargestellten ergibt sich, dass ein Hauptproblem der
Chemotherapie die ausgepragte Chemoresistenz eines Grolteils dieser
malignen Gliome ist (Shapiro et al. 1982). Um diese Chemoresistenz besser
zu verstehen, wurden in vitro Testsysteme etabliert, die die Resistenz
quantifizieren sollten. Daraus ableitend sollte so auch die Chemoresistenz in
vivo vorausgesagt werden, um basierend auf diesen in vitro Daten
individuelle Therapie-Schemata flr die Patienten zu erstellen (Rosenblum et
al. 1984, Salmon et al. 1978 und 1984).

Zellkulturen von humanen Gliomen haben sich als gut durchfuhrbare
Methodik herausgestellt , so dass man grol3e Teile der Tumorbiopsien mit
gutem Erfolg ohne ausgepragte Fibroblasten-Kontaminationen in Kultur
bringen kann. Permanente Linien entwickeln sich allerdings nicht immer
(Kimmel et al. 1987). Dass es sich nach wie vor um maligne Zellen glialen
Ursprungs handelt, kann man mit immunologischen, biochemischen und
genetischen Untersuchungen determinieren (Bigner et al. 1981, Shapiro et
al. 1984).

Es gibt grundsatzlich 3 Techniken Tumorzellen zu kultivieren, zum einen als
sog. Monolayer-Kulturen, d.h. einschichtige Tumorzell-Lagen in Petrischalen
oder Kulturflaschen. Es gibt aber auch die Mdglichkeit in der Zellkutur das 3-
dimensionale Wachstum von Gliomen nachzuahmen, zum einen mit sog.
Organkulturen, zum anderen mit der "Multizell-Tumor-Spharoid’-Technik
(MTS). Bei den Organkulturen werden die Tumorzellen in eine gel-artige
Matrix implantiert, in die die Zellen weiter invadieren und so die Architektonik
eines Tumores in vivo immitieren (Saez et al. 1977). Bei der MTS-Technik
werden die Tumorzellen unter Bedingungen gehalten, die ebenfalls ein 3-
dimensionales Wachstum induzieren und zwar in Form von Spharoiden, also
kugelférmige Formationen. Die Zellen proliferieren hierbei in den Randzonen,
das Tumorzentrum dagegen stirbt bei einer bestimmten GroRe des
Spharoids ab, so dass zentral eine Nekrose entsteht. Die in vivo Konditionen
werden hierdurch ebenfalls immitiert (Darling et al. 1983). Die Monolayer-
Kulturen haben zwar den Nachteil, dass ein raumliches Wachstums in vitro

nicht nachgeahmt wird, bei dieser Technik kann allerdings ausreichend
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Tumorzell-Material kultiviert werden, so dass ausreichend DNA, RNA und
Protein flr quantitative und semiquantitative Untersuchungen gewonnen
werden koénnen. Es wurde von mehreren Autoren berichtet, dass
Glioblastom-Zellen in Agar nicht so gut wachsen wie in Monolayer-Kulturen
(Rosenblum et al. 1978). AuRerdem wird dieses System nicht zuletzt auf
Grund der recht einfachen Handhabung von zahlreichen Autoren benutzt und
gehort so sicher zu den etabliertesten Verfahren (Kimmel et al. 1987), so
dass auch Vergleiche mit anderen Studien bzw. Arbeiten mdglich sind. Aus
diesen Griinden ist in der vorliegenden Arbeit dieses Glioblastom-Zellkultur-
System verwendet worden.

Fur die eigentliche Chemoresistenztestung stehen ebenfalls mehrere
Moglichkeiten zur Verfugung. Ein hdufig benutzter und gut etablierter Test ist
der sog. "Colony Forming Assay’ (CFA) (Hamburger und Salmon 1977). Bei
diesem Testsystem werden Tumorbiopsien zu Einzel-Zell-Suspensionen
disaggregiert, welche dann mit entsprechenden Zytostatika behandelt
werden. Diese behandelten Tuzmorzellen werden dann entweder als Soft-
Agar- oder als Monolayer-Kulturen kultiviert. Nach 2-4 Wochen kann man
dann die Tumorzell-Kolonien, die in den Kulturen gewachsen sind,
hinsichtlich ihrer Anzahl und Gréfde mit den mitgefihrten unbehandelten
Kontrollen vergleichen. Der CFA wurde vor allem entwickelt, um den
Zytostatikaeffekt auf sog. Tumor-Stammzellen zu untersuchen. An dieser
Stelle soll kurz auf dieses Tumor-Stammzell-Konzept eingegangen werden
(Buick et al. 1984, Selby et al. 1983). Man geht davon aus, dass ein grolder
Teil der Tumorzellen nur ein geringes Proliferationspotential hat. Diese Zellen
machen zwar den Hauptteil der Tumormasse aus, sie sind aber nicht in der
Lage den Tumor deutlich wachsen zu Ilassen, Metastasen bzw.
Satellitenherde zu bilden oder nach Resektion des Tumores ein Tumorrezidiv
auftreten zu lassen. Hierfur sind vor allem Zellen verantwortlich, die ein
grolRes Proliferationspotential haben und so nach operativer Entfernung den
Tumor und sich selbst wieder neu bilden kénnen. Neben diesen Tumor-
Stammzellen gibt es auch Ubergéange zwischen Stammzellen und den
Tumor-Endzellen, die sog. Transitional-Zellen. Auch diese haben zumeist
noch ein hohes Proliferationspotential und werden so zusammen mit den

Stammzellen auch als “klonogene™ Zellen bezeichnet. Diese beiden letzten
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Zellformen sind vor allem fir Rezidive und fur Metastasen bzw. Satelliten-
Herde verantwortlich und sind deshalb das primare Ziel adjuvanter
Chemotherapien, nachdem die Tumorhauptmasse operativ entfernt wurde.
Der Vorteil des CFA liegt nun darin, dass eben diese Zellen mit hohem
Proliferationspotential bei dieser Chemoresistenztestung erfasst werden. Ein
Nachteil dieser Methode ist allerdings der nicht unerhebliche Arbeitsaufwand
im Labor und der Zeitaufwand von bis zu 4 Wochen (Kimmel et al. 1987).
Aulerdem muss man auch davon ausgehen, dass es Tumor-Stammzellen
gibt, die sich gerade in der G0-Phase befinden, aber sonst das gleiche
Potential haben. Solche Zellen wirde man mit dem CFA somit nicht sicher
erfassen.

Ein anderer Ansatz, die Chemoresistenz in vitro zu untersuchen, erfolgt mit
Hilfe radioaktiv-markierter Substrate, die in Abhangigkeit von der
Proliferations-Aktivitdt von den Zellen aufgenommen werden. So kdnnen
Tritium markiertes Thymidin oder Uridin oder auch markierte Aminosauren in
der DNA, RNA bzw. den Proteinen nachgewiesen und die Proliferation nach
entsprechender Zytostatika-Exposition bestimmt werden (Kaufmann et al.
1984). Vorteil dieses Testsystems ist die recht einfache und vor allem schnell
durchfuhrbare Methode, der Nachteil liegt vor allem darin begrindet, das so
lediglich die Proliferations-Inhibition der Zytostatika bestimmt werden kann,
nicht aber die Zytotoxititdt der Substanzen. Vor allem wenn die
Beobachtungszeit der Proliferations-Inhibition nicht lange genug ist, kdnnen
so vitale Zellen, die erst spater wieder proliferieren, ubersehen werden und
der Test liefert auf diese Weise eventuell falsch positive Ergebnisse. Dass
einige Medikamente wie z.B. Methotrexat und 5-Fluoruracil wegen
Interaktionen mit dem Stoffwechsel der markierten Substrate nicht getestet
werden konnen, ist ein weiterer Nachteil dieser Methode.

Die heute am haufigsten eingesetzte Methode der Chemoresistenztestung in
vitro ist der Zytotoxizitats-Test. Hierzu werden Tumorzellen als Monolayer
kultiviert, mit den zu testenden Chemotherapeutika behandelt und danach
mit einer Substanz versetzt, die nur in vitalen Zellen in einen bei einer
bestimmten Wellenlange zu detektiernden Farbstoff umgesetzt werden. Ein
haufig eingesetztes Testsystem ist der Methyl-Thiazol-Tetrazolium (MTT)-

Test, der von Nikkhah et al. (1992) fur die in vitro Resistenztestung fur
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Hirntumore optimiert wurde. Je nach Lange der Kultivierung nach der
Inkubation mit den Zytostatika kann dann der akut toxische Effekt auf die
Tumorzellen, nach kurzer Kultivierung, aber auch der antiproliferative Effekt,
nach langerer Kultivierung, erfasst werden. Die Vorteile dieser Methode sind
daher auch hier der relativ zum CFA geringere Arbeits- und auch
Zeitaufwand, gegentber den radioaktiven Tests werden aber auch toxische
und nicht nur antiproliferatve Effekte erfasst. Dies ist allerdings wiederum
abhangig von der Lange der Tumorzell-Kultivierung nach Behandlung mit
den Zytostatika, so werden bei sehr langer Kultivierung zwar sehr zuverlassig
auch spater einsetzende antiproliferative Effekte erfasst, dies allerdings auf
Kosten der Zytotoxititat und umgekehrt. Ein weiterer Vorteil ist, dass dieser
Test heute sicher der am weitesten verbreitete ist und so direkte Vergleiche
mit zahlreichen anderen Studien am besten méglich sind. Es konnte gezeigt
werden, dass die Ergebnisse der Chemoresistenztestung des CFA und des
MTT-Tests bei Glioblastomen gut korrelieren (Tonn et al. 1994). Dies sind die
Grunde, weshalb auch in der vorliegenden Arbeit das MTT Test-System
benutzt wurde.

Ein ganz entscheidender Kritikpunkt bei all diesen in vitro-Testsystemen ist,
dass man nur bedingt von diesen artefiziellen Ansatzen Rickschlisse auf die
in vivo Bedingungen und damit auf die klinische Situation ziehen kann.
Deshalb gibt es zahlreiche Arbeiten, die die klinischen Ansprechraten der
Chemotherapien mit den in vitro Daten vergleichen. So konnte bei
Verwendung des CFA gezeigt werden, dass die klinische Resistenz gegen
BCNU in bis zu 100% korrekt vorausgesagt werden konnte, die klinische
Sensitivitat konnte allerdings nur in etwa 70% korrekt vorausgesagt werden
(Rosenblum und Gerosa 1984). Ahnliche Daten konnten bei Verwendung
zytotoxischer Testsysteme erhoben werden. Auch hier konnte die Resistenz
sowohl gegen BCNU als auch gegen CCNU in vitro immer korrekt bestimmt
werden, die Sensitivitat gegenlber diesen Substanzen in vivo stimmte nicht
immer, nur etwa 67% der in vitro sensitiv getesteten Tumore waren auch in
vivo sensitiv (Kornblith et al. 1981).

Eine Ursache flr diese Diskrepanzen hinsichtlich der Sensitivitat liegt
moglicherweise in der Pharmakokinetik der Medikamente begrindet. So sind

Parameter wie Bioverfugbarkeit, Verteilungsraum, Penetration durch
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biologische Membranen und Metabolisierung in einem Gesamtorganismus
ungleich komplexer. Ein anderer Faktor, der den Vergleich zwischen
Zellkultur und Tumor in situ schwierig gestaltet, ist die Heterogenitat der
Gliome. Schon bei histopathologischer Betrachtung fallt auf, dass diese
Tumore, besonders die Glioblastome, alles andere als homogen sind, was
ihnen auch den Namen “Glioblastoma multiforme’ mit verliehen hat. Bei
weiterer differenzierter Untersuchung zeigen sich nicht nur 2zwischen
individuellen Tumoren, sondern auch innerhalb eines Tumors deutliche
Unterschiede der Tumorzellen hinsichtlich der Antigen- und der genetischen
bzw. chromosomalen Zusammensetzung (Shapiro et al. 1984).
Entsprechend findet man auch ausgepragte Heterogenitaten hinsichtlich der
Chemoresistenz innerhalb eines individuellen Tumors (Yung und Shapiro
1982, Shapiro et al. 1981). Bei Kultivierung entsprechender resistenter oder
sensitiver Klone wird so das Gesamtresistenzbild verschoben und die
Korrelation zu klinischen Daten wird fehlerhaft.

Trotz dieser Nachteile und Probleme kdnnen diese in vitro Testsysteme zum
Screening auf Resistenzen beispielsweise gegen neu zu etablierende
Medikamente eingesetzt werden, bevor eine klinische Testung angestrebt
wird. Offensichtlich wird die Resistenz mit sehr hoher Sicherheit richtig
vorausgesagt, so dass auch molekulare Faktoren hinsichtlich ihres
Zusammenhangs mit der Resistenz durchaus sinnvollerweise zunachst in
solchen Zellkultursystemen untersucht werden koénnen, bevor auch hier
aufwendige, teure und viel Zeit in Anspruch nehmende klinische Studien
initiiert werden.

Ein wichtiges Ziel bei der Chemotherapie von Glioblastomen ist es, wie
bereits einleitend beschrieben, eben solche bisher fehlenden pradiktiven
Faktoren, seien es klinische oder molekulare Marker, zu identifizieren. Zum
einen um eine differenzierte Indikationsstellung zur Chemotherapie moglich
zu machen, zum anderen, um aus diesen Erkenntnissen um molekulare
Resistenzmechanismen und ihre Bedeutung in Glioblastomen therapeutische
Alternativen zu entwickeln, ist dies flr die zukinftige Glioblastom-Forschung

aullerordentlich wichtig.
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Aus diesen Grunden ist die Chemoresistenztestung in vitro mit dem MTT
Test flur die Ziele der vorliegenden Arbeit sicherlich ein adaquates, wenn
auch kein perfektes System, den Resistenzstatus zu erheben.

In der vorliegenden Arbeit wurden 25 Glioblastome auf Chemoresistenzen
gegenuber 10 Zytostatika untersucht. Zwei zusatzliche Medikamente
(Temodal und CCNU) wurden erst spater in den routinemaflig angewandten
MTT-Test etabliert, so dass hier nur Daten bei zwei Tumoren (Zellkultur Nr.
819 und 822) vorliegen. Ein Tumor galt immer dann als resistent, wenn der
Sensitivitats-Index (SI), d.h. der Quotient aus vitalen Tumorzellen nach
Behandlung und vitalen Tumorzellen ohne Behandlung, Uber 0,5 lag. Dies
entsprach mindestens 50% vitaler Tumorzellen nach Behandlung. Die
Festlegung dieser Grenzwerte entsprach derjenigen, die auch im CFA von
anderen Autoren benutzt wurde (Bertelsen et al. 1984). MTT-Testsysteme
mit diesen Grenzwerten wiederum korrelierten mit den Daten aus dem CFA,
die Resistenz lag insgesamt allerdings im MTT Test um etwa 10% hoher
(Nikkhah et al. 1992).

Neun der untersuchten Tumore zeigten sich resistent gegenuber allen
getesteten Substanzen, ein Tumor reagierte nur noch sensitiv auf Vincristin.
Diese Tumore wurden als “multi-resistent’ bezeichnet. 15 Glioblastome
dagegen zeigten sich sensitiv gegenuber mindest 3 Zytostatika, diese
Tumore wurden daher insgesamt noch als ‘sensitiv’ bezeichnet. Diese
Einteilung bzw. Grenzziehung zwischen resistenten und sensitiven
Glioblastomen erscheint zunachst etwas willkirlich, wenn man sich allerdings
die zusammengefassten Daten der Resistenztestung in Tabelle 6 ansieht, so
erkennt man, dass die in vitro wirksamsten Medikamente Cytosin-Arabinosid,
Vincristin, Taxol, VM 26 (Teniposid), Temodal und auch Mitoxantron sind.
Aulerdem fallt auf, dass fast alle Tumore, die gegenlber einem der eben
genannten Zytostatika sensitiv sind, auch auf mindestens 2 andere dieser
Substanzen reagieren. Die resistenten Tumore zeigen sich dagegen gleich
gegen alle genannten Zytostatika unempfindlich, lediglich ein Tumor kann
noch als sensitiv gegenuber Vincristin gewertet werden. Es erscheint daher
durchaus gerechtfertigt diese beiden Gruppen zu unterscheiden und sie
hinsichtlich ihrer MMR Gen Expression und ihres TP53 Status zu

vergleichen. Interessant ist weiterhin, dass die von uns untersuchten
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Glioblastome durchweg resistent gegen die Nitrosoharnstoffderivate ACNU
und BCNU sind. CCNU wurde nur bei 2 Tumoren untersucht, die ebenfalls
resistent reagierten; eine relevante Aussage kann hiervon sicher nicht
abgeleitet werden. Dies sind aber die Substanzen, die hauptsachlich in der
Chemotherapie eingesetzt werden, sowohl als Monotherapie als auch als
Kombinationstherapie, zum Beispiel im Rahmen des PCV-Schemas (siehe
Abschnitt "Chemotherapie’). Wenn man bedenkt, dass die Resistenz recht
zuverlassig durch in vitro Daten vorausgesagt werden kann, so erscheint es
nicht sehr sinnvoll an Chemotherapie-Protokollen festzuhalten, die aus
Nitrosoharnstoffderivaten bestehen oder diese zumindest beinhalten. In einer
Metaanalyse von Uber 1600 Arbeiten zum Thema Chemoresistenz in Gliom-
Zellen zwischen 1966 und 1995 konnte gezeigt werden, dass gerade die
Nitrosoharnstoffe im Vergleich zu anderen Medikamenten wie Vincristin,
Mitoxantron und Cytosin-Arabinosid in vitro auf3erordentlich schlecht wirken.
Die Autoren gehen sogar so weit zu sagen, dass die Therapie-limitierende
Chemoresistenz und dadurch die enttduschenden Therapieergebnisse der
Glioblastome mit an der Auswahl der eingesetzten Medikamente, vor allem
der Nitrosoharnstoffe, liegen kénnten (Wolff et al. 1999). Insgesamt stimmen
die in dieser Arbeit erhobenen in vitro Daten also recht gut mit den
Ergebnissen dieser Metaanalyse Uberein, man muss daher davon ausgehen,
dass man sie fur eine valide Korrelation mit den MMR Gen Expressionen und

dem TP53 Status verwenden kann.

5.3 Mismatch-Reparatur (MMR) Gen-Expression

Ein Hauptprinzip der systemischen Chemotherapie maligner Tumore ist,
dass man trotz systemischer Verabreichung der Medikamente mdglichst
selektiv die malignen Zellen, nicht dagegen die gesunden Zellen eines
Organismus, vernichten will. Dieses Prinzip funktioniert umso besser, je
empfindlicher die Tumorzellen gegenlber den eingesetzten Substanzen sind.
Da maligne Tumore sich charakteristischerweise durch eine recht hohe
Proliferationsrate auszeichnen, sind sie im Vergleich mit weniger Teilungs-
aktiven Zellen deutlich vulnerabler gegeniber Agentien, die die DNA

beschadigen oder mit der DNA interagieren. Die systemische
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Chemotherapie, mit fur einen kranken Menschen vertretbaren
Nebenwirkungen, funktioniert also nur, solange die Tumorzellen relativ zum
Normalgewebe sensibler gegenuber den eingesetzten Medikamenten sind.
Ein Hauptproblem der systemischen zytotoxischen Therapie ist daher die
Chemoresistenz, die sowohl primar vorhanden sein kann, aber auch erst
sekundar im Rahmen der Therapie auftreten kann.

Durch deutliche Fortschritte beim Verstandnis der Tumor-Zellbiologie in den
letzten Jahren kennt man heute eine Reihe von Resistenzmechanismen in
malignen Zellen (Bates et al. 1994). So findet man Veranderungen bei
Medikamenten-Transportmechanismen und Metabolisierungen, durch
Mutation oder aberante Expression veranderte Zielmolekile, Abweichungen
bei der DNA Reparatur und Alterationen der Zellzyklus-Regulation
einschliellich der Apoptose.

Bei der Chemoherapie maligner Gliome spielen Resistenzentwicklungen eine
grofl3e Rolle. Vor allem 2 Mechanismen sind bei Glioblastomen als Ursache
dieser Chemoresistenzen nachgewiesen worden. Zum einen flhren
Uberexpressionen der 06-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (AGAT) zu
Resistenzen gegenuber alkylierenden Substanzen (Wiestler et al. 1984).
Zum anderen konnten in Xenograft-Studien Defekte der zellularen Mismatch-
Reparatur (MMR) als Ursache von Chemoresistenzen in humanen Gliomen
nachgewiesen werden (Kat et al. 1993, Friedman et al. 1997). Wahrend die
Uberexpressionen der 06-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase lediglich zu
Resistenzen gegenuber alkylierenden Substanzen fuhrt, ist das MMR-
System an der Detektion von verschiedenen DNA-Lasionen beteiligt. So
konnten bei MMR defizienten Tumoren neben Resistenzen gegenuber
Alkylantien wie Nitrosoharnstoffe, Procarbazin und Temozolomid (Kat et al.
1993, Cin et al. 1996, Friedman et al. 1997, Dosch et al. 1998) auch
Resistenzen  gegenuber  Antimetaboliten  wie  6-Thioguanin  und
Mercaptopurine (Swann et al 1996, Dorsch et al. 1998), gegenuber Cisplatin
und Carboplatin (Aebi et al. 1996, Fink et al. 1996, Lage et al. 1999),
gegenuber Anthrazyklinen wie Doxorubicin (Corbett et al. 1993), gegenuber
Topoisomerase || Hemmer wie VM 26 (Teniposid) (Walker et al. 1991) und
gegenuber dem Dihydrofolatreduktase-Hemmer Methotrexat (Frouin et al.

2001) gezeigt werden. Auf die entsprechenden Mechanismen, wie das MMR-
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System die entsprechenden Resistenzen vermittelt wurde bereits einleitend
im Abschnitt 1.3.3 eingegangen. Daraus ergibt sich, dass gerade das MMR
System bei der in Glioblastomen haufig zu detektierenden Multi-Resistenz
moglicherweise eine groRe Rolle spielt. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit dieses System und nicht die recht spezifisch bei
einzelnen Zytostatika-Klassen einsetzenden Resistenzmechanismen, wie
beispielsweise die AGAT-Uberexpression, untersucht.

Defekte im MMR System findet man regelmaRig bei den "Heriditaren Nicht-
Polypdsen K(C)olon K(C)arzinomen™ (HNPCC, oder Lynch-Syndrom) (Fishel
et al. 1993). Mutationen in einem der MMR Gene fihren hier zu den
charakteristischen Mikrosatelliten-Instabilitaten (MSI), d.h. Verlangerungen
und Verklrzungen kurzer repetitiver Sequenzen in der DNA. Dies zeigt eine
Form der genetischen Instabilitat an, die flr die Tumorigenese bei diesen
Patienten mit verantwortlich gemacht wird. Es konnte gezeigt werden, dass
MMR defekte Kolon-Karzinom Zelllinien solcher Patienten chemoresistent
sind im Vergleich zu MMR profizienten Zellen und dass Transfektion dieser
Zellen mit nicht mutiertem hMLH1 tragendem Chromosom 3 die verstarkte
Chemoresistenz wieder aufhob (Koi et al. 1994). Ahnliches konnte auch in
einem Glioblastom-Xenotransplantat gezeigt werden, hier fuhrte die fehlende
Expression von hMSH2 ebenfalls zu Resistenzen gegenuber alkylierenden
Substanzen wie BCNU (Friedman et al. 1997). Die Haufigkeit von
Mikrosatelliten-Instabilitaten, die Defekte im MMR-System anzeigen, in
Glioblastomen ist von mehreren Autoren untersucht worden. So zeigten
Dams et al. (1995) MSI in Glioblastomen und anaplastischen Astrozytomen
in Uber 30%, zahlten allerdings auch Tumore mit Instabilitdten in nur einem
von 7 Mikrosatelliten Loci dazu, was die heute geforderte 40%-Grenze fir die
Definition von MSI deutlich unterschreitet. Andere Autoren zeigten
entsprechend deutlich geringere Frequenzen zwischen 0-3% (Zhu et al.
1996, Wooster et al. 1994, Amariglio et al. 1995). Man muss also eher davon
ausgehen, das MSI in astroglialen Tumoren im Vergleich zu HNPCC
Tumoren sehr selten sind. Eine Ausnahme bilden hier Patienten mit dem
Turcot-Syndrom, die Keimzellmutationen in einem der MMR Gene haben
konnen und neben kolorektalen Karzinomen u.a. auch Glioblastome

entwickeln kénnen; hier ist die MSI Frequenz entsprechend hdéher. Eine
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Untersuchung der Haufigkeiten von MSI und MMR Gen-Mutationen an
jungen Patienten mit malignen Gliomen zeigte, dass 18% dieser Tumore MSI
entsprechend der heute gultigen 40%-Grenze aufwiesen. Alle diese
Patienten wiesen Keimzellmutationen in einem der MMR-Gene auf und ein
grolRer Teil entwickelte zusatzlich spater Kolonkarzinome, so dass die
Kriterien der Diagnose eines Turcot-Syndromes erflllt waren (Leung et al.
1998). Daraus folgt, dass, wenn MSI in sporadischen Glioblastomen selten
sind, auch genetische Veranderungen in Form von Mutationen des MMR-
Systems in Glioblastomen eher selten sind. Verminderte Expressionen von
MMR Genen sind dagegen in diesen Tumoren durchaus haufiger
anzutreffen. So konnten verminderte transkriptionelle Expressionen von
hMSH2 in 42%, hMLH1 in 21% und von hPMS1 in 18% in hdhergradigen
Astrogliomen gefunden werden (Wei et al. 1997). Da davon auszugehen ist,
dass Mutationen eher selten sind, spielen bei Glioblastomen wahrscheinlich
andere Faktoren eine Rolle, die zur verminderten Expression fuhren. So
konnte gezeigt werden, dass Hypermethylierungen von CpG-Islands in
Promotoren bei Gliomen zu verminderter Expression verschiedener Gene
fuhrten (Fueyo et al. 1996), u.a. von p16/CDKNZ2 (Costello et al. 1996). An
dieser Stelle soll bereits kurz erwahnt werden, dass kurzlich im hMSH2
Promotor ein TP53-Response-Element identifiziert wurde, welches ebenfalls
Einfluss auf die Expression dieses Gens haben kann (Warnick et al. 2001).

Aufgrund der dargestellten Daten und Erkenntnisse wurde in der
vorliegenden Arbeit die Expression der MMR Gene untersucht, nicht
dagegen der MSI- oder MMR Gen-Mutations-Status. Die Expression wurde
allerdings nicht nur auf transkriptioneller Ebene, sondern auch auf
Proteinebene detektiert. Verwendet wurde dazu eine RT-PCR, mit der die
transkriptionelle Aktivitat von hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 und hMSH6
erfasst wurde. Obwohl dies lediglich ein semiquantitativer Ansatz war,
konnten so schon von Wei et al. (1997) Unterschiede deutlich detektiert
werden. Bei der eben genannten Studie wurden lymphatische Zellen als
Kontrollgewebe mit untersucht. Der Vergleich normalen lymphatischen
Gewebes mit malignen glialen Tumoren ist sicherlich problematisch. Da aber
astrogliales Normalgewebe von entsprechenden Patienten nicht so leicht zu

gewinnen und zu kultivieren ist, kann man von den Kontrollen in der Arbeit
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von Wei et al. sicherlich einen gewissen Anhalt Uber einen sog.
Normalzustand bekommen. In der vorliegenden Arbeit ist als sog.
Normalgewebe RNA aus Blutlymphozyten gewonnen worden, die MMR Gen-
Expression entsprach dabei soweit vergleichbar den bereits publizierten
Daten von Wei et al. (1997). Die Expression von MMR Genen in
lymphatischem Gewebe wie z.B. Blutlymphozyten ist aber sicher nur
eingeschrankt mit der Expression in glialen Zellen oder aber glialen Tumoren
vergleichbar. Im Vergleich zum lymphatischen Gewebe kann man so nicht
unbedingt bei entsprechend niedriger oder erhohter Expression in
Glioblastomen von einem entsprechend pathologischen Zustand ausgehen.
So kann in glialem Gewebe mit im Vergleich zu lymphatischem Gewebe eher
geringerer Proliferationakivitat auch eine deutlich geringere Expression von
MMR Genen der Normalzustand sein. In diesem Sinne waren dann die von
Wei et al. (1997) gezeigten Daten von verminderter Expression von MMR
Genen in Glioblastomen modglicherweise auch der sog. Normalzustand. Die
starke Expression bei einem Teil dieser Tumore ware dann in diesem Sinne
moglicherweise eine Uberexpression mit entsprechenden funktionellen
Konsequenzen. Um die Expression der verschiedenen MMR-Gene
untereinander besser vergleichbar zu machen, wurden die densitometrisch
erfassten Expressionen sowohl zum [3-Actin als Haushaltskontrolle als auch
zum lymphatischen Gewebe ins Verhaltnis gesetzt. Das in der vorliegenden
Arbeit benutzte sog. Normalgewebe diente dementsprechend nicht zur
Determination von ‘normal’ oder pathologisch, sondern zur relativen und
vergleichbaren Darstellung der unterschiedlichen Expression in den
verschiedenen Tumoren.

In der vorliegenden Arbeit wurden 25 Glioblastome hinsichtlich ihrer
transkriptionellen Aktivitat der MMR-Gene untersucht. Hierbei zeigten 12 der
25 Tumoren Expressionen aller untersuchten Gene, 13 Glioblastome (52%)
zeigten allerdings deutlich schwachere bis fehlende hMSH2 mRNA-Level.
Bei den anderen MMR-Genen gab es lediglich kleine Schwankungen, aber
keine deutlichen Unterschiede. Die Frequenz der verminderten Expression
von hMSH?2 entsprach so etwa derjenigen von Wei et al. (1997) mit 42%.
hMLH1 und hPMS1 zeigten in der ebengenannten Arbeit in deutlich

geringerem Ausmal ebenfalls Unterschiede. Wenn man sich die Daten in
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der vorliegenden Arbeit ansieht, so erkennt man auch hier gewisse
Schwankungen. Die Daten sind also durchaus konsistent, vor allem in
Hinblick auf die recht kleinen Fallzahlen in beiden Arbeiten.

Das hMSH2 scheint bei Glioblastomen das interessanteste Gen des MMR
Systems zu sein, so dass in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, ob die
verminderte Expression auf mRNA-Ebene sich auch auf der Proteinebene,
also der eigentlichen Funktions-Ebene, ebenfalls zeigt. Von 19 der 25
Tumore konnte ausreichend Zellkulturmaterial gewonnen werden, so dass
hinreichend Protein extrahiert werden konnte. So konnte gezeigt werden,
dass die Ergebnisse der RT-PCR und der Western-Blot-Analysen sehr eng
korrelierten, was den Schluss nahelegt, dass hMSH2 offensichtlich vor allem
transkriptionell reguliert wird. Dies konnte ebenfalls von anderen Autoren
gezeigt werden, posttranslationale Regulationen scheinen erst bei mutierten
MMR-Genen eine Rolle zu spielen (Chang et al. 2000). Ein weiterer Hinweis
daflr, dass Mutationen in diesen Genen bei Glioblastomen keine grofe Rolle
zu spielen scheinen.

Sowohl die RT-PCR als auch die Western-Blot Analysen wurden mit
Zellkulturmaterial durchgeflihrt. Dies war sicherlich sinnvoll, da schlieflich
auch die Chemoresistenztestungen in der Zellkultur durchgeflhrt wurden.
Trotzdem gibt es auch hier das Problem, dass der in situ Status so nicht
unbedingt reprasentiert wird. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden
Arbeit auch immunhistochemische Untersuchungen an 12 der 19 im Western
Blot untersuchten Gliome durchgefuhrt. Dies aber lediglich mit dem Ziel, die
Validitat der in vitro Daten zu Uberprifen, somit um auszuschlie3en, dass
sich die Tumoren hinsichtlich ihres MMR- bzw. besonders ihres hMSH2-
Status in vitro gegenuber der in situ Situation anders verhalten. Die
immunhistochemische Expression schwankte zwar deutlich nicht nur
zwischen den Tumoren, sondern war auch innerhalb eines individuellen
Tumors sehr heterogen, die Ergebnisse der in vitro und in situ
Untersuchungen Kkorrelierten allerdings gut. Glioblastome mit kraftiger
hMSH2 Protein Expression im Western Blot zeigten in 60-70% der
Tumorzellen eine unterschiedlich starke spezifische Immunreaktion in der
Immunhistochemie, umgekehrt zeigten Tumore mit nur 30-40% schwach bis

maldig positiver Zellen in situ deutlich schwachere hMSH2 Protein-Level im
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Western Blot. Hieraus darf auf keinen Fall eine Korrelation
immunhistochemischer Daten der hMSH2 Expression mit
Chemoresistenzdaten abgeleitet werden, die Immunhistochemie zeigte
lediglich die, wenn auch eingeschrankte, Glltigkeit der in vitro Daten an.

Die entscheidenden Ergebnisse, namlich die Korrelation der hMSH2
Expression mit der Chemoresistenz, sollen allerdings nicht an dieser Stelle
sondern in einem zusammenfassenden Abschnitt in Zusammenhang mit den
TP53 Daten diskutiert werden.

5.4 TP53 Status

Der Verlust eines Alleles von Chromosom 17p und TP53 Mutationen werden
in niedriggradigen Astrozytomen, anaplastischen Astrozytomen und den
sekundaren Glioblastomen mit etwa gleicher Haufigkeit von etwa 40-50%
gesehen (Louis et al. 1994). In de novo Glioblastomen liegt die Frequenz von
TP53 Mutationen mit etwa 10% allerdings deutlich darunter (Watanabe et al.
1996). Insgesamt liegt die Haufigkeit von TP53 Mutationen bei Glioblastomen
bei etwa 30%. Die Frequenz von TP53 Protein-Stabilisationen, also Protein-
Akkumulationen, liegt noch deutlich hdher (Newcomb et al. 1993). So findet
man dieses Phanomen bei Uber 90% der sekundaren und bei weniger als
35% der de novo Glioblastome (Watanabe et al. 1996).

In verschiedenen Studien wurde untersucht, ob diese haufig zu
detektierenden TP53 Alterationen mit klinischen Parametern, vor allem der
Prognose, aber auch mit Radio- oder Chemotherapieresistenzen, korrelieren
und so eine Pradiktion ermdglichen. Die Daten sind allerdings recht
inkonsistent und insgesamt muss man wohl eher von einem nur marginalen
prognostischen Voraussagewert von TP53-Veranderungen ausgehen
(Nieder et al. 2000).

Interessant ist allerdings, dass das MMR-System nach Detektion von DNA-
Lasionen unter anderem TPS53 Protein abhangige Apoptose-Signalwege
initiiert. So konnte gezeigt werden, dass der MutS-alpha Komplex, bestehend
aus hMSH2 und hMSHG6, ndétig ist, um die Apoptose als Antwort auf O6-
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Alkylguanin-Lasionen, hervorgerufen durch alkylierende Zytostatika, zu
induzieren. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die TP53 Protein
Stabilisation als Antwort auf O6-Alkylguanin-Lasionen ebenfalls MutS-alpha
abhangig ist (Hickman und Samson 1999). Desweiteren konnte gezeigt
werden, dass TP53 Protein abhangige Signalwege bei der Apoptose-
Induktion durch andere in der Klinik eingesetzte Zytostatika eine Rolle
spielen. So moduliert der TP53 Protein-Status von Tumorzellen die
Chemoresistenz in Zusammenhang mit der MMR Funktion. Defekte von
TP53 in MMR defizienten Tumoren verstarken die Resistenz gegenuber 6-
Thioguanin und Etoposid (VP 16), hingegen vermindern sie
interessanterweise die Resistenz gegenuber Cisplatin (Lin et al. 2001). Dies
weist schon darauf hin, dass offensichtlich die Chemoresistenz nicht von
Einzelfaktoren, sondern von einem komplexen Zusammenspiel vieler
Faktoren abhangt. Chemotherapie-Response gegentiber Cytosin-Arabinosid,
aber auch gegenuber Alkylantien wie Temozolomid und Nitrosoharnstoffen,
hangen ebenfalls mit dem TP53 Status zusammen, da nach Exposition mit
diesen Substanzen TP53 Protein abhangige Apoptose-Signalwege aktiviert
werden (Anderson et al. 1999, Hirose et al. 2001).

Der TP53 Status spielt nach dem oben Gesagten also vor allem im
Zusammenhang mit dem MMR-System fur die Chemoresistenz in
Glioblastomen durchaus eine wichtige Rolle. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit der TP53 Status in den untersuchten Tumoren bestimmt.
Es konnte gezeigt werden, dass die TP53 mRNA-Expression sehr variabel ist
und haufig nicht mit den entsprechenden TP53 Protein Daten korrelierte
(Koga et al. 1996). Dies weist darauf hin, dass die haufig zu detektierende
TP53 Protein Stabilisation posttranslational reguliert ist. Aus diesem Grund
wurde keine TP53 RT-PCR durchgefuhrt, sondern die TP53 Protein
Stabilisation der Tumorzellkulturen erfasst. Die Proteinstabilisation in situ ist
mittels Immunhistochemie an Paraffinmaterial bereits gut untersucht
(Newcomb et al. 1993), so dass in der vorliegenden Arbeit das TP53 Protein
mit der fUr Zellkulturen adaquaten Western Blot Analyse erfasst wurde.

Da, wie bereits oben geschildert, fir einen Teil der TP53 Protein-
Stabilisationen Mutationen in den konservierten und fur die DNA Bindung

zustandigen Exons 5-8 verantwortlich sind, wurden die Tumore auch
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hinsichtlich ihres Mutationsstatus in diesen Exons untersucht. Erst karzlich
wurde Uber den Einsatz einer denaturierenden Hochdruck Flussigkeits-
Chromatographie (Denaturating High Pressure Liquid Chromatographie,
DHPLC) zur TP53 Mutationsanalyse bei ovariellen Tumoren berichtet (Gross
et al. 2001). Die Vorteile dieser von Oefner und Underhill (1998)
beschriebenen Methode liegt darin, dass man groRere Mengen an DNA-
Proben recht schnell und mit akzeptablem Laboraufwand analysieren kann.
Gross et al. konnten zeigen, dass die DHPLC eine sensitive und effiziente
Methode zur TP53 Mutationsanalyse darstellt, die gerade zum Screening
grélRerer Probenmengen geeignet ist. In der kurzlich veroffentlichten Analyse
von Keller et al. (2001) wurden mit den auch in der vorliegenden Arbeit
benutzten DHPLC-Bedingungen 10 von 10 vorher charakterisierten TP53
Sequenzvariationen (Mutationen und Polymorphismen) detektiert. Man muss
also davon ausgehen, dass die verwendete DHPLC TP53 Mutationsanalyse
eine adaquate Methode zur Bestimmung des TP53 Mutations Status in der
vorliegenden Arbeit ist. Die auf diese Weise gefundene Mutation wurde dann
durch Direktsequenzierung des entsprechenden Exons bestatigt und
charakterisiert.

Wie bereits bei den Ergebnissen besprochen, war bei 19 von den insgesamt
25 Tumoren ausreichend Zellkulturmaterial vorhanden, so dass Protein
extrahiert werden konnte. Insgesamt zeigten 9 von 19 (~47%) untersuchten
Glioblastomen kraftige TP53 Protein-Banden als Zeichen einer TP53 Protein-
Stabilisation. Diese Frequenz liegt in etwa in dem flir de novo Glioblastome
erwarteten Bereich von ca. 30-40%, aber deutlich unter dem fur sekundare
Glioblastome erwarteten Wert von 90%.

Bei 18 der insgesamt 25 Tumore konnte ausreichend genomische DNA zur
Mutationsdetektion extrahiert werden. Dabei konnte bei einem Tumor eine
Mutation an Kodon 195 in Exon 6 detektiert werden. Dies flhrte zu einem
Aminosaureaustausch von Isoleucin nach Threonin. Insgesamt zeigte sich so
bei den untersuchten Tumoren eine TP53 Mutationsfrequenz von 5,5 %.
Auch dieser Wert liegt recht nahe an der erwarteten Frequenz von etwa 10%
bei de novo Glioblastomen. Detallierte klinische Daten zu den Tumoren

konnten leider nicht gewonnen werden, das durchschnittliche Alter der
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Patienten lag allerdings bei Uber 58 Jahre, was ebenfalls dem
durchschnittlichen Alter von de novo Glioblastom-Patienten entspricht.

Die entscheidenden Ergebnisse, namlich die Korrelation der TP53 Daten mit
der Chemoresistenz und der MMR Gen-Expression, sollen aber in dem nun

folgenden zusammenfassenden Abschnitt diskutiert werden.

5.5 Zusammenfassende Diskussion und Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine positive Korrelation von
hMSH2 mRNA und hMSH2 Protein-Expression und Multi-Chemoresistenz in
humanen de novo Glioblastomen. Ebenso findet sich eine inverse Korrelation
von hMSH2 Expression und TP53 Proteinstabilisation. Diese Daten zeigen
somit, dass hohe hMSH2 Expression, moglicherweise im Zusammenhang
mit normalem TP53, ein Pradiktor flir Chemoresistenz und niedrige hMSH2
Expression im Zusammenhang mit TP53 Protein-Stabilisation ein Pradiktor
fur Chemosensitivitat sein kann. Diese Ergebnisse stehen allerdings im
Gegensatz zu Chemoresistenz- Daten sowohl von sporadischen als auch
von familiaren Tumoren vor allem des HNPCC Spektrums. In diesen
Tumoren fuhren Defekte der MMR Gene, vor allem der Verlust bzw. die
Mutation von hMSH2, zur Chemoresistenz (Fink et al 1998). Mutationen von
MMR Genen gelten als die Ursache des familiaren Tumor-Syndroms HNPCC
oder Lynch-Syndrom (Fishel et al. 1993) mit vor allem Kolorektalen
Karzinomen, aber auch Ovarialtumoren und auch Glioblastomen. Mutationen
dieser Gene sind bei den mit Abstand haufigeren sporadischen Gliomen
sicher selten, die verminderte Expression scheint allerdings regelmafig auch
in diesen Tumoren zu finden zu sein, wie die vorliegende Arbeit und andere
Daten zeigen (Wei et al. 1997). Experimentelle Daten zeigten, dass hMSH?2
in Glioblastomen herunter reguliert wurde, die wiederholt mit dem
Zytostatikum Procarbazin behandelt worden sind und darunter resistent
wurden (Friedman et al. 1997). Die Resultate der vorliegenden Arbeit sind
gegensatzlich zu diesen Daten, allerdings sind die Ansatze auch deutlich
unterschiedlich. So wurden in dieser Arbeit die MMR Expression vor einer

Therapie erfasst, in vielen anderen Studien dagegen wurde die Expression
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nach Chemotherapie, bzw. die Antwort auf Chemotherapie nach
Veranderung des MMR-Status untersucht. Wenn man all diese Erkenntnisse
zusammen betrachtet, so scheinen Veranderungen des MMR-Systems
durchaus eine Rolle bei der Chemoresistenz auch in humanen
Glioblastomen zu spielen; die genaue Stellung dieses Reparatur Systems bei
der Chemoresistenz in den glialen Tumoren ist allerdings noch nicht ganz
klar. Es gibt nur wenige Daten Uber den MMR Gen-Status in humanen
Glioblastomen. Wei et al. (1997) zeigten, dass hMSHZ2 in etwa 42% aller
Gliome deutlich vermindert exprimiert wird; diese Daten entsprechen den in
der vorliegenden Arbeit erhobenen Ergebnissen. Mikrosatelliten-Instabilitaten
(MSI) dagegen konnte von der Arbeitsgruppe lediglich in einem Tumor
gefunden werden, ein Hinweis dafur, dass die eigentliche Mismatch-
Reparatur noch funktioniert. MMR-defekte Tumorzellen zeigen dagegen
typischerweise MSI (Aaltonen et al. 1993, Fishel et al. 1993), maligne Gliome
dagegen mit 0-3% eher selten (Zhu et al. 1996, Wooster et al. 1994,
Amariglio et al. 1995). Man musste eine hohere Rate an MSI erwarten, wenn
die verminderte Expression von MMR Genen funktionelle Effekte hatte; das
ist allerdings nicht der Fall. Deshalb ware es auch madglich, dass die bisher
als vermindert bezeichnete hMSH2 Expressionen den ‘Normalzustand®
zeigen und die hohere Expression einen aktivierten bzw. verstarkten
Reparatur-Status  anzeigen, der wiederum fir Chemoresistenzen
verantwortlich ist. So kdnnte die hohe Expression von hMSH2 bei resistenten
Tumoren in der vorliegenden Arbeit erklart werden.

Alterationen des TP53 Status, entweder durch Mutationen oder durch
funktionelle Protein-Stabilisierungen, findet man in einem groflen Teil
maligner Gliome. Interessanterweise fihren Veranderungen von TP53
Protein ebenfalls zu Veranderungen der Chemoresistenz. Auferdem scheint
es Verbindungen zwischen dem MMR-System und TP53 zu geben, die die
Chemoresistenz beeinflussen. Defekte von TP53 Protein in MMR defizienten
Tumoren verstarken die Resistenz beispielsweise gegentber 6-Thioguanin
und Etoposid (VP 16), hingegen vermindern sie interessanterweise die
Resistenz beispielsweise gegenuber Cisplatin (Lin et al. 2001). Der MutS-
alpha Komplex aus hMSH2 und hMSH6 Proteinen stabilisiert das TP53
Protein und initiiert so die Apoptose nach DNA- Schadigung mit Bildung von
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0O6-Alkylguanin Lasionen (Hickman und Samson 1999). Auf der anderen
Seite arbeitet TP53 als Schadigungs-abhangiger Transkriptionsfaktor. So
wurde ein TP53 Protein Response Element im hMSH2 Promotor kirzlich
beschrieben, so dass hMSH2 mdglicherweise auch durch TP53 reguliert wird
(Warnick et al. 2001). Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit
eine inverse Korrelation von hMSH2 und TP53 Proteinen gezeigt werden.
Diese Daten koénnten darauf hinweisen, dass hMSH2 in glialen Tumoren
konstitutiv durch TP53 reguliert wird und so die gegensatzliche negative
Regulation beider Faktoren erklart werden konnte. Niedrige TP53 Protein-
Level unter konstitutiven, d.h. nicht stimulierten Bedingungen, entsprechen
dem ‘Normalzustand'. Entsprechend zeigen die dazu gehdrigen hohen
hMSH2 Expressionen ebenfalls eine normale Situation an. Im Gegensatz
dazu zeigen die konstitutiv TP53 Protein stabilisierenden Tumoren ein
alteriertes TP53 System an. So konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl
die durch Mutation als auch durch funktionelle Stabilisation veranderten
TP53 Proteine eine veranderte transkriptionelle Aktivitat verschiedener Gene
z.B. nach experimenteller Bestrahlung aufweisen. Das kénnte bedeuten,
dass der alterierte TP53 Status - sei es durch Mutation oder auch funktionelle
Stabilisierung - die transkriptionelle Regulierung von hMSH2 verandert und
dieser Zustand wichtig flr eine primare Chemoresistenz sein kénnte. Um
diese komplexen Zusammenhange noch etwas genauer zu beleuchten, ist es
wichtig, noch einmal die Mechanismen zu diskutieren, Uber die das MMR-
System zum Zelltod fuhrt. DNA Schéaden, z.B. durch Zytostatika, werden
durch einen Komplex aus hMSH2 und hMSH6 Proteinen erkannt, dieser
Komplex, auch als MutS alpha bezeichnet, fuhrt zu einer Aktivierung und
Komplexierung von hMLH1 und PMS2 (MutL), wodurch die Apoptose
induziert werden kann. Letzters geschieht, zumindest als Antwort auf O6-
Alkylguanin-Lasionen, Uber eine TP53 Stabilisierung (Hickmann et al. 1999)
oder Uber eine TPS53 Protein-Phophorylierung (Li et al. 1999) mit
anschlieBender Aktivierung der Apoptose-Maschinerie. Aber die Proteine des
MMR-Systems sind nicht nur an der Induktion der Apoptose beteiligt,
sondern auch mafigeblich in die Reparatur von DNA Schaden involviert. Die
Reparaturmoglichkeiten bzw. —kapazitaten hangen allerdings nicht nur von

der Intaktheit des MMR-Systems, sondern auch von den Bedingungen fir
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das System ab. So ist vor allem ein ausreichend langer G;M-checkpoint-
arrest eine wichtige Voraussetzung fir die Reparaturmoglichkeiten. So sind
TP53 Wildtyp tragende humane Glioblastomzellen durch einen im Vergleich
zu TP53 mutierten bzw. defekten Zellen deutlich langeren G,M checkpoint-
Arrest gekennzeichnet (Hirose et al. 2001). Dieser lasst, mdglicherweise in
Kombination mit einer starken hMSH2 Expression durch das TP53
Response-Element im hMSH2 Promotor, ausgepragte, durch das MMR
System initiierte, Reparaturprozesse zu mit konsekutiver Resistenz
gegentber DNA-schadigenden Substanzen.

Abschlieend muss man sagen, dass den Chemoresistenzmechanismen
humaner Glioblastome komplexe molekulare Interaktionen zu Grunde liegen.
Dies bestatigte auch wiederum eine kurzlich verdffentliche Arbeit, die zeigen
konnte, dass PTEN das TP53 Protein vor der MDM2 bedingten TP53
Degradation schitzt und so die Sensitivitdt gegenlber Zytostatika erhoht
(Mayo et al. 2002). Ziel weiterer wissenschaftlicher Arbeit muss daher sein,
diese komplexen molekularen Interaktionen weiter zu verstehen. Eine
effektive  fir den Patienten sinnvolle Chemoresistenz-  bzw.
Chemosensitivitatsdetektion erscheint so nach den in der vorliegenden Arbeit

gezeigten und diskutierten Daten in Zukunft durchaus maglich.
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6. Zusammenfassung

Die Prognose des Glioblastoma multiforme ist sehr schlecht und nur eine
kleine Gruppe der betroffenen Patienten profitiert von aggressiven
multimodalen Therapien. Vor allem die Chemotherapie tragt bei diesen
Patienten zu einer deutlich verlangerten Lebenserwartung bei. Die Mehrheit
der Glioblastome zeigt aber eine ausgepragte Resistenz gegen eine
Chemotherapie. Bisher sind die Mechanismen der zu Grunde liegenden
Chemoresistenz aber nur unzureichend verstanden. Es gibt Hinweise auf
eine wesentliche Beteiligung des Fehlpaarungs- bzw. Mismatch-Reparatur
(MMR) -Systems, welches in vielen anderen Tumoren offensichtlich eine
Rolle bei der Chemoresistenz spielt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von 5 MMR-Genen
(hWMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 und hMSH6) unter konstitutiven
Bedingungen, d.h. ohne experimentelle Behandlungen, der TP53 Status und
die in vitro Chemoresistenz in humanen Glioblastomen untersucht, die dem
Subtyp der primaren bzw. de novo Glioblastome zugeordnet werden
konnten. Dabei zeigten sich fur die Expression von hMSH2 signifikante
Unterschiede, so dass zwei Gruppen von Glioblastomen identifiziert werden
konnten: Eine Gruppe mit einer hohen und eine zweite Gruppe mit einer
deutlich verminderten bis hin zu fehlender Expression von hMSH2. Dabei
fand sich eine gute Ubereinstimmung der mRNA-Daten mit der Protein-
Expression, was darauf hinwies, dass die hMSH2 Expression in
Glioblastomen offenbar transkriptionell reguliert wird. Das TP53, welches
ebenfalls haufig in Glioblastomen sowohl genetisch als auch funktionell
alteriert ist, zeigt sowohl direkte als auch indirekte Interaktionen mit dem
MMR-System. Interessanterweise konnte eine inverse Korrelation der
hMSH2 Expression mit der TP53 Protein-Stabilisation demonstriert werden.
Tumoren mit deutlich detektierbarem TP53 Protein zeigten geringe hMSH2-
Expression, Tumoren mit nur gering detektierbarem TP53 Protein
exprimierten hMSH2 deutlich starker. Es ergab sich aul’erdem eine enge
Korrelation der quantitativen in vitro Chemoresistenz mit diesem molekularen

Muster. Alle bis auf einen Tumor aus der Gruppe der resistenten
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Glioblastome zeigten eine deutliche hMSH2 Expression und ein geringes
TP53 Protein-Niveau. Dagegen wiesen alle bis auf zwei der sensitiv
getesteten Tumoren das Muster mit geringer h(MSH2 Expression bei hohem
TP53 Protein-Niveau auf. Die erhobenen Daten zeigen, dass die primare
Chemoresistenz in malignen Gliomen das Ergebnis eines komplexen
Zusammenspiels verschiedener molekularer Faktoren und Mechanismen ist.
Durch weitere Untersuchungen und weiteres Verstandnis dieser komplexen
Interaktionen multipler molekularer Marker und Faktoren scheint so eine
sinnvolle Pradiktion der Chemoresistenz bzw. —sensitivitdt und dadurch eine

sinnvolle Patientenselektion fir belastende zytostatische Therapien moglich.
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