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1. Einleitung

1.1. Glioblastoma multiforme

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Der Begriff Glioblastoma multiforme wurde 1926 von Percival Bailey und Harvey
Cushing gepragt. Er basierte auf der Vorstellung, dass sich der Tumor aus
Glioblasten entwickelt sowie der Beobachtung, dass er ein sehr multiformes
Erscheinungsbild mit Nekrosen, Einblutungen und Zysten zeigt (Bailey et Cushing
1926).

Das Glioblastoma multiforme ist ein hochmaligner, glialer Tumor astrozytaren
Ursprungs. Die WHO unterteilt die Astrozytome in vier Grade (I-IV) mit aufsteigender
Malignitat (Kleihues et al. 1995). Das Glioblastoma multiforme wird dabei als Grad-
IV-Gliom klassifiziert (Louis et al. 2007). Mit einem Anteil von 15-20% ist er der
haufigste primare Hirntumor (Ohagaki et Kleihues 2005; McLendon et al. 2011) und
gleichzeitig der bosartigste (McLendon et Rich 2011). Das Glioblastoma multiforme
kann entweder de novo (sog. primares Glioblastom) entstehen oder das Endstadium
einer fortschreitenden Entdifferenzierung eines anfangs niedrig malignen

Astrozytoms sein (sekundares Glioblastom) (Goetz et Pappert 2003).

Mit Entdeckung der neuronalen Stammzellen im zentralen Nervensystem kam es zu
Spekulationen, dass diese Zellen (Uber eine  Dysregulierung des
Zellerneuerungsmechanismus zu einem Hirntumor fuhren kdnnen. Tumorzellen, die
Eigenschaften von neuronalen Stammzellen besitzen, nennt man daher tumorale
Stammzellen (Ma et al. 2008). Die Tumorstammzell-Theorie besagt, dass der Tumor
sich aus einer einzelnen, sich selbst erneuernden Zellpopulation entwickelt, die einen
Wachstumsimpuls an die umliegenden Tumorzellen gibt (Ma et al. 2008; Rahman et
al. 2010).

1.1.2. Histopathologie

Das Glioblastoma multiforme ist vorzugsweise in der weif3en Hirnsubstanz des
Frontal- und Temporallappens lokalisiert. Bei Kindern ist nicht selten auch der
Hirnstamm betroffen. Histologisch zeichnet sich die Malignitdt durch zentrale

Nekrosen, Zellreichtum, GefalRproliferation, Zellkernpolymorphie, hohe Mitoseraten



sowie Invasivitdt aus (Louis et al. 2007). Die palisadenférmige Anordnung der
Tumorzellkerne entlang der Nekrosen ist ein weiteres typisches Bild (Kleihues et al.
1993).

1.1.3. Klinik und Diagnostik

Menschen, die an einem Glioblastoma multiforme erkrankt sind, prasentieren sich
gewdhnlich mit subakuten, progredienten neurologischen Defiziten, typischerweise
fokalneurologischen Ausféllen oder Personlichkeitsveranderungen entsprechend der
Lokalisation des Tumors im Gehirn. In 20-40% der Falle sind epileptische Anfalle
eines der ersten klinische Symptome eines Glioblastoma multiforme (Moots et al.
1995). Der als Folge des erhohten intrakraniellen Drucks auftretende unspezifische
Kopfschmerz ist ebenfalls haufig (Matkovic et al. 1984).

Besteht der Verdacht auf einen Hirntumor, wird die Magnetresonanztomographie
(MRT) mit Kontrastmittel als bildgebendes Verfahren durchgefthrt.

Eine korrekte neuroonkologische Therapie setzt als Goldstandard die
histopathologische Untersuchung des Tumorgewebes voraus, um die Diagnose zu

bestétigen. Hierfur ist zumindest eine stereotaktische Biopsie erforderlich.

1.1.4. Therapie und Prognose

Die derzeitige Therapie der Wahl muss als palliativ verstanden werden (Stummer et
Steiger 2002). Sie besteht in der mdglichst radikalen Resektion des Glioblastoma
multiforme. Mit Hilfe der Fluoreszenzdiagnostik mit 5-Aminolavulinsdure kann
intraoperativ das Glioblastomgewebe besser sichtbar gemacht und damit gezielter
reseziert werden (Stummer et al. 2000).

Zur Eliminierung einzelner ins umliegende Gewebe infiltrierter Tumorzellen erfolgt
anschlieBend standardisiert die Radiatio mit konkomitanter und adjuvanter
Chemotherapie. Die Dosierung erfolgt nach dem 2005 vertffentlichten Stupp-
Schema (Stupp et al. 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass die konkomitante und adjuvante Anwendung von
Radio- und Chemotherapie die Uberlebenschancen der Patienten im Vergleich zur
alleinigen Radiatio signifikant erhoht. Die Zwei-Jahre-Uberlebensrate steigt von
10,4% bei alleiniger Radiatio auf 26,5% bei adjuvanter Anwendung von
Chemotherapie und Radiatio an (Stupp et al. 2005; Yang et al. 2008).



Trotz aller Mdglichkeiten der heutigen Therapie liegt die durchschnittliche Zeit bis
zum Auftreten eines Rezidivs bei nur 6,9 Monaten und die Funf-Jahres-
Uberlebensrate bei unter 5%, wobei ein hoheres Lebensalter als negativer pradiktiver
Faktor anerkannt ist (Ohagaki et Kleihues 2005; Stupp et al. 2009).

Chemo- sowie Radiotherapie sind derzeit noch nicht in der Lage, alle Tumorzellen
vollstdndig zu entfernen, da es eine Population an Zellen innerhalb des Tumors gibt,
die resistent gegen Chemotherapie und Radiatio ist und dem induzierten Zelltod
entkommen kann. Diese Zellen kénnen nach einiger Zeit wieder in den Zellzyklus
eintreten und so zu einem Rezidiv fihren. Bei diesen Zellen kdnnte es sich um

tumorale Stammzellen handeln (Gilbert et Ross 2009).

1.2. Temozolomid

Das Imidazo-Tetrazin-Derivat Temozolomid (Temodal®) ist ein lipophiles, Blut-Hirn-
Schranken-gangiges Alkylans, das seine Wirksamkeit bei verschiedenen
fortgeschrittenen Tumoren, einschlie3lich des malignen Glioblastoms, bewiesen hat
(Yung 2000; Brada et al. 2001).

Nach oraler Gabe wird Temozolomid mit 97% Bioverfligbarkeit resorbiert (Ostermann
et al. 2004). Durch Hydrolyse bei physiologischem pH-Wert entsteht daraus der
aktive  Metabolit Monomethyl-triazeno-imidazol-carboxamid (MTIC), dessen
Zytotoxitat auf der Methylierung der O° Position von Guanin mit sich anschlieBender
Alkylierung der N’ Position beruht (Newlands et al. 1992; Ostermann et al. 2004).
Temozolomid ist Uber diesen Mechanismus in der Lage, die Ausschittung von p53
zu induzieren und die Apoptose von Zellen herbeizufiihren (D" Atri et al. 1998).
Temozolomid verzégert die Progression des Krankheitsverlaufes und kann so die mit

der Gesundheit verbundene Lebensqualitat des Patienten erhalten (Yung 2000).

1.3. Chemokine

Chemokine umfassen eine kleine Gruppe meist loslicher Peptidmediatoren (Held-
Feindt et al. 2008). Ihr Molekulargewicht betragt 6-14 kDa (Held-Feindt et al. 2008;
Terasaki et al. 2011). Chemokine werden von mehreren Zelltypen produziert. Unter
anderem konnte deren Expression durch Gliomstammzellen nachgewiesen werden
(Hattermann et al. 2010). Sie besitzen eine Vielzahl von Funktionen (Held-Feindt et

al. 2008). So erhthen Sie die Proliferationsrate (Hogaboam et al. 1999), regulieren



die Angiogenese (Strieter et al. 1995) und nehmen Einfluss auf Tumorwachstum und
Metastasierung (Luca et al. 1997).

Es scheint daher von besonderem Interesse, den Wirkungsmechanismus von
Chemokinen zu weiter untersuchen, um die Therapie des Glioblastoma multiforme

weiter voranzutreiben.

1.3.1. CXCL12/SDF-1 (stromal cell-derived factor-1)

Das Chemokin CXCL12/SDF-1 gehort zur Gruppe der CXC Chemokine, welche eine
der vier Hauptgruppen der Chemokine darstellt. CXCL12 spielt eine bedeutende
Rolle in der Tumorinvasion, Proliferation und Metastasierung (Hattermann et al.
2010). Es reguliert Neoangiogenese, Angiogenese, Stammzellbeweglichkeit (Burns
et al. 2006) und besitzt antiapoptotische Eigenschaften (Hattermann et al. 2010).
Dabei vermittelt CXCL12 seine Effekte durch die Bindung an zwei G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, CXCR4 und CXCR7 (Burns et al. 2006; Hattermann et al.
2010; Terasaki et al. 2011; Watanabe et al. 2010). CXCL12 ist oftmals mit CXCR4
colokalisiert (Hattermann et al. 2010). Mit zunehmender Tumormalignitat steigt auch

die Expression von CXC12 an (Rempel et al. 2000).

1.3.2. CXCR4

CXCRA4 ist ein Rezeptorprotein aus der Familie der Chemokinrezeptoren. CXCR4 ist
ein G-Protein-gekoppelter Transmembranrezeptor mit sieben Transmembran-
Domanen (Maksym et al. 2009). Der NH,-Terminus dieses Rezeptors befindet sich
extrazellular, der C-Terminus intrazellular. CXCR4 bindet spezifisch nur ein einziges
Chemokin, CXCL12 (SDF-1). Die Bindung von CXCL12 erfolgt in zwei Schritten. Als
erstes interagiert die N-terminale Region von CXCR4 mit den Aminosauren 12-17
von CXCL12. Dies fuhrt zu einer Konformationsédnderung des Rezeptors, wodurch
eine Bindung der N-terminalen Region von CXCL12 an weitere Regionen von
CXCR4 ermdoglicht wird. Erst diese zweite Bindung fihrt zu einer bioaktiven
Konformation des Rezeptors (Crump et al. 1997; Huang et al. 2003).

CXCR4 wird von Tumorzellen exprimiert (Schutyser et al. 2007) und ist auf3erdem
auf stammzellartigen Gliomzellen angesiedelt (Hattermann et al. 2010). Die
Expression von CXCR4 sinkt dabei mit zunehmendem Differenzierungsstatus der
Zellen (Hattermann et al. 2010). Im Glioblastoma multiforme zeigt sich zudem im

Vergleich zu gesundem Gewebe ein statistisch signifikant erhéhter Wert von CXCR4



exprimierenden Zellen (Ma et al. 2008). Diese beiden Aspekte sprechen fir eine
Expression von CXCR4 in dedifferenzierten, eventuell Tumorstammzellen &hnlichen
Zellen. CXCRA4 spielt aul3erdem in der Angiogenese eine wichtige Rolle und wird im
Glioblastoma multiforme bei Hypoxie durch HIF-lalpha hochreguliert (Zagzag et al.
2006). Die Blockierung von CXCR4 induziert einen signifikanten Anstieg der
Apoptose (do Carmo et al. 2010). Die Interaktion zwischen CXCR4 und CXCL12
beeinflusst zudem die Zellwanderung und Proliferation (do Carmo et al. 2010;
Rempel et al. 2000).

1.3.3. CXCR7

CXCRY7 ist ein G-Protein-gekoppelter Transmembranrezeptor aus der Familie der
Chemokinrezeptoren (Hou et al. 2010). Er besitzt sieben Transmembran-Domanen
und bindet mit hoher Affinitdt die Chemokine CXCL11 und CXCL12 (Hattermann et
al. 2010; Hou et al. 2010). CXCR7 wird von Tumorendothelzellen, Mikrogliazellen
und allen Gliomzelllinien exprimiert, wahrend das Vorkommen von CXCR4 deutlich
eingeschrankter ist und auf nur einer von acht Gliomzelllinien nachgewiesen werden
konnte (Hattermann et al. 2010). Mit zunehmender Zelldifferenzierung steigt auch die
Expression von CXCR7 drastisch an (Hattermann et al. 2010) und wird auf3erdem
unter Hypoxie hochreguliert (Schutyser et al. 2007). CXCR?7 ist ein funktioneller
Rezeptor fir CXCL12 in Glioblastomen und verhindert die durch Temozolomid
induzierte Apoptose. Der selektive Antagonist von CXCR7 ist CCX733. Er reduziert
den antiapoptotischen Effekt von CXCR7 auf CXCL12 (Hattermann et al. 2010;
Watanabe et al. 2010).

1.4. Stammzellmarker

Um tumorale Stammzellpopulationen innerhalb eines Tumors nachweisen zu
kbnnen, bedient man sich bestimmter Marker. Dazu z&hlen unter anderem
CD133/Prominin-1, Nestin, SOX-2 und Musashi-1 (Ma et al. 2008).

1.4.1. CD133/Prominin-1

CD133 ist ein pentaspan-transmembran Glycoprotein, welches einen bedeutenden
Oberflachenmarker verschiedener Stammzellpopulation, gesund und tumorgs,
darstellt (Fargeas et al. 2007). Innerhalb eines Tumors finden sich CD133-positive

Zellen haufig in Gruppen angeordnet und mit TumorgefaRen assoziiert (Thon et al.



2010). CD133 wurde als tumoraler Stammzellmarker beim Glioblastoma multiforme,
Ependynom, Medulloblastom und bei Prostatakrebs nachgewiesen (Ma et al. 2008).
Im Vergleich zu gesundem Hirngewebe kann CD133 im Glioblastoma multiforme
vermehrt nachgewiesen werden (Ma et al. 2008). Die Expression von CD133
korreliert dabei beim Glioblastoma multiforme mit dem Grad der Malignitat (WHO I-
IV), wobei mit zunehmender Malignitat auch die Expression ansteigt (Ma et al. 2008;
Thon et al. 2010).

1.4.2. Nestin

Nestin ist ein Protein mit einem Gesamtmolekulargewicht von 198 kDa und gehort
zur Gruppe der Intermediarfilamente. Diese sind wie Mikrotubuli und Mikrofilamente
wesentliche Bestandteile des Zytoskeletts. Nestin wird wahrend der Entwicklung von
multipotenten neurodermalen Stammzellen aus allen Regionen des ZNS exprimiert.
Im ausgewachsenen Hirn gilt es als Marker fir neuronale Stammzellen (Dahlstrand
et al. 1992 a, b; Kleeberger et al. 2007; Ma et al. 2008). Nestin konnte in primaren
Hirntumoren, Melanomagewebe, Mammakarzinomen, Prostatakarzinomen und in
duktalen Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden (Dahlstrand et al. 1992 a, b;
Ehrmann et al. 2005; Flgrenes et al. 1994; Brychtova et al. 2007; Li et al. 2007,
Kleeberger et al. 2007; Kawamoto et al. 2009).

In differenzierten Geweben kommt es zu einer verminderten Nestin-Expression
(Michalczyk et Ziman 2005). Dahingegen ist die Expression von Nestin im
Glioblastoma multiforme deutlich erhoht und korreliert mit dem Grad der
Tumormalignitat (Ma et al. 2008).

1.4.3. SOX-2

Der Transkriptionsfaktor SOX-2 (sex determining region Y-related HMG box 2) gehort
zur Familie der High Mobility Group (HMG) DNA Proteine. HMG Proteine binden an
die kleine Furche der Doppelhelix und erzeugen eine starke Beugung des DNA-
Stranges (Fang et al. 2011). SOX-Proteine haben eine 79 Aminoséauren grof3e HMG
box Domane, die fur die sequenzspezifische Bindung am DNA-Strang verantwortlich
ist (Gubbay et al. 1990; Wright et al. 1993).

SOX-2 ist eines der Schlusselmitglieder der SOX-Familie und wird in mindestens drei
Typen von Stammzellen nachweislich exprimiert. Namlich in neuronalen,

embryonalen und trophoblastischen Stammzellen (Ma et al. 2008).



SOX-2 ist ein bekannter Marker, um tumorale Stammzellpopulationen innerhalb
eines Astrozytoms nachweisen zu kdnnen (Ma et al. 2008). Die Menge des Markers
korreliert dabei mit dem Grad der Malignitat (Ma et al. 2008).

Dabei ist SOX-2 sowohl fur die Proliferation neuronaler Stammezellen als auch fur die
Proliferation tumoraler neuronaler Stammzellen verantwortlich. Es scheint, dass
SOX-2 fundamental an der Aufrechterhaltung der Selbsterneuerungseigenschaften
neuronaler Stammzellen beteiligt ist, wenn diese tumorale Eigenschaften erworben
haben. In Abwesenheit von SOX-2 stoppt die Zellproliferation sofort, ungeachtet der
verschiedenen Differenzierungsgrade (Gangemi et al. 2009; Fang et al. 2011).
AuBBerdem fluhrt eine Ruhigstellung von SOX-2 innerhalb eines Glioblastoma
multiforme zum Verlust der Tumorgenitat (Gangemi et al. 2009).

1.4.4. Musashi-1

Musashi-1 gehort zur einer Gruppe von RNA-bindenden Proteinen, die ausschlie3lich
von neuralen Progenitor- und Stammzellen exprimiert werden (Ma et al. 2008;
Ohyama et al. 2008). Das Musashi-1-Protein bindet an die 3" Position der noch nicht
replizierten target mMRNA und unterdriickt deren Translation (Ohyama et al. 2008).
Dabei verfugt es uber zwei hintereinander liegende RNA-Bindungsdoménen (RBD),
RBD1 und RBD2. Die Bindungsdomanen interagieren miteinander und fihren zu
einer kooperativen Bindung des Musashi-1-Proteins an die target mMRNA (Ohyama et
al. 2008).

Musashi-1 spielt wahrend der embryonalen Entwicklung des ZNS eine wichtige Rolle,
indem es den Status der Stammzellen aufrecht erhalt (Ma et al. 2008). Aul3erdem ist
Musashi-1 ein hervorragender Marker, um neuronale Progenitor- und Stammzellen
im erwachsenen Gehirn nachweisen zu kénnen. Die Expression von Musashi-1
konnte in Astrozytomen verschiedener WHO-Grade nachgewiesen werden, wobei
die Expression mit dem Grad der Malignitat korreliert (Ma et al. 2008).

Das Ausschalten von Musashi-1 fuhrt zu einem Stillstand des Tumorwachstums,

Ruckgang der Proliferation und einem Anstieg der Apoptose (Sureban et al. 2008).

1.5. Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, wie das Glioblastoma multiforme im Hinblick

auf die Expression und funktionelle Bedeutung von Chemokinen sowie



verschiedenen Stammzellmarkern unter der Therapie mit dem Chemotherapeutikum
Temozolomid (Temodal®) reagiert.

Dafur bieten sich insbesondere mit C6-Zellen induzierte Gliome sowohl im
Tierexperiment mit Wistar-Ratten (Grobben et al. 2002) als auch in vitro an. C6-
Zellen werden aus einem Rattengliom geklont. C6-Gliome weisen Zeichen der
Malignitdt, wie hohe Mitoseraten, Tumornekrosen, intratumorale Blutungen,
Infiltration ins umliegende Gewebe und gelegentliche Bildung von Odemfliissigkeit
auf und sind damit dem humanen Glioblastoma multiforme am ahnlichsten (Grobben
et al. 2002).

In dieser Arbeit wurde mittels gPCR evaluiert, ob sich innerhalb der gebildeten C6-
Gliome bestimmte Marker nachweisen lassen und in welcher Weise diese
temozolomidsensitiv reagieren. Dieses sind die Chemokinrezeptoren CXCRA4,
CXCR7 und der dazugehdrige Chemokinligand CXCL12 sowie die Stammzellmarker
CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1.

Des Weiteren wurde das Proliferations- und Apoptoseverhalten von C6-Zellen unter
dem Einfluss von Temozolomid sowie bei der Zugabe von CXCL12 und des CXCR7-

Inhibitors CCX733 in verschiedenen Kombinationen getestet.



2. Material

Die verwendeten Tiere, Chemikalien

und Medizinprodukte, gebrauchsfertige

Reagenziensysteme, Puffer, Gerate und Verbrauchsmaterialien sind mit deren

Bezugsquelle in nachfolgenden Tabellen zusammengefasst.

2.1. Tiere
Tabelle 1: Tiere

Tiere

Bezugsquelle

Wistar-Ratte, méannlich

Charles River Laboratories GmbH,
Sulzfeld

2.2. Chemikalien und Medizinprodukte
Tabelle 2: Chemikalien und Medizinprodukte

Chemikalien und Medizinprodukte B

ezugsquelle

Bepanthen Augensalbe

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Chloralhydrat 4%

Merck Pharma GmbH, Darmstadt

Chloroform

Merck Pharma GmbH, Darmstadt

C6-Zelllinie, Rattengliom, Nr. ACC 550,

DSMZ GmbH, Braunschweig

CCX733

ChemoCentryx, Mountain View, CA,
USA

CXCL12 (SDF-1)

Pepro Tech GmbH, Hamburg

Dietylether

BUFA Chemikalien GmbH&Co. KG,
Libeck

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 25mM

Merck Pharma GmbH, Darmstadt

Ethanol

Carl Roth GmbH&C0.KG, Karlsruhe

Fetales Kalberserum (FKS) 10%

Life Technologies, Darmstadt

L-Glutamin 3%

Carl Roth GmbH&C0.KG, Karlsruhe

Isopropanol

Merck Pharma GmbH, Darmstadt

Knochenwachs

Braun Melsungen AG, Melsungen

Kochsalzlésung (NaCl)

DeltaSelect GmbH, Dreieich

Penicillin-Streptomycin 3%, in vivo

Life Technologies, Darmstadt
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Penicillin-Streptomycin 1%, in vitro Life Technologies, Darmstadt

Random Hexamer Primer, 0,2ug/ul Amersham Bioscience,
Buckinghamshire, UK

Scandicain 1% AstraZeneca GbmH, Wedel

Ssniff R-Z Ssniff Spezialitditen GmbH, Soest

Temozolomid, Temodal®, in vivo Essex Pharma GmbH, Minchen

Temozolomid, Temodal®, in vitro Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Trypanblau Merck Pharma GmbH, Darmstadt

Trypsin-EDTA 1% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Wasserstoffperoxid 3% Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe

2.3. Gebrauchsfertige Reagenziensysteme

Tabelle 3: Gebrauchsfertige Reagenziensysteme

Gebrauchsfertige Reagenziensysteme Bezugsquelle

CyQuant Cell Proliferation Assay Kit Molecular Probes, Eugene, OR, USA
DNase Promega, Madison, W1, USA
DNase-Puffer Promega, Madison, WI, USA
RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Fermentas, Glen Burnie, MD, USA
Transkriptase, 200u/pl

Target Assay CXCR4, Applied Biosystems, Branchburg, NJ,
Rn00573522_s1 USA

Target Assay CXCRY7, Applied Biosystems, Branchburg, NJ,
Rn00584358_m1 USA

Target Assay CXCL12, Applied Biosystems, Branchburg, NJ,
Rn00573260_m1 USA

Target Assay CD133, Applied Biosystems, Branchburg, NJ,
Rn00572720_m1 USA

Target Assay Nestin, Applied Biosystems, Branchburg, NJ,
Rn00564394_m1 USA

Target Assay SOX-2, Applied Biosystems, Branchburg, NJ,
Rn01286286_g1 USA

Target Assay Musashi-1, Applied Biosystems, Branchburg, NJ,
Rn00596059 m1 USA

Tagman Universal Master Mix, 20x Applied Biosystems, Branchburg, NJ,
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USA

TRIzol-Reagenz®

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.4. Puffer und Lésungen

Tabelle 4: Puffer und Lésungen

Puffer und Losungen Bestandteile Menge
Verdunnter Lysis-Puffer Lysis-Puffer Konzentrat 1ml
aus CyQuant Cell
Proliferation Assay Kit
A. dest. von Firma Merck, | 19ml
Darmstadt
PBS (phosphatgepufferte | Na; HPO4 x 1H,0 1,15¢g
Kochsalzlésung), selbst KH,PO4 0,29
angesetzt KCL 0,29
pH-Wert 7,2 - 7,3 NacCl 8,09
A. bidest Auffillen auf 11

Alle Bestandteile bezogen

von Merck Pharma GmbH,

Gesamtvolumen

Darmstadt
2 X Reagenz CyQuant GR aus CyQuant | 50ul
Cell Proliferation Assay Kit
verdunnter Lysis-Puffer 10ml
RNase RNase Sigma R- 6513 10mg (=0,8 U/ml) I6sen in

(DNase frei) von Sigma-
Aldrich Chemie GmbH,
Munchen

A. dest. von Merck
Pharma GmbH, Darmstadt
vor Gebrauch 20ul geloste
RNase + 180ul A. dest.
verdinnen (1:10)

1ml




2.5. Gerate und Verbrauchsmaterial

Tabelle 5: Gerate und Verbrauchsmaterial

12

Gerate und Verbrauchsmaterial

(wy)

ezugsquelle

Brutschrank, Heracell 240

Hereaus GmbH, Langenselbold

Cups, 0,2ml und 1,5ml

Sarstedt AG, Numbrecht

Digitalkamera, AxioCam MRC5

Carl Zeiss GmbH, Jena

Einmalskalpell, Fig. 11

Aesculap GmbH, Tuttlingen

Einmalspritzen, BD Discardit 2 10ml

Becton Dickison GmbH, Heidelberg

Einmalspritzen fur die Chemotherapie,
Luer-Lock, Medallion®

Merit Medical Systems, South Jordan,
Utah, USA

Eismaschine, AF-10

Scotsman, Glasgow, Schottland

Eppendorfgefal’

Eppendorf AG, Hamburg

Faden, 4-0 Perma-Hand

Ethicon GmbH, Norderstedt

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200

Carl Zeiss GmbH, Jena

Folie, optische Folie

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen

Frase, diamantierte Frase in Nadelform
0,14, Komet®

Gebr. Brasseler GmbH, Lemgo

Gefrierschrank

National Lab GmbH, Mo6lin

Gewebsstanze, Biopsy Punch

Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach

Hamilton®-Mikrospritze

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,

Schweiz

Kantlen, Sterican®, Gr. 17, 0,55 x 0,25
BL/LB,

Braun Melsungen AG, Melsungen

Klebeband, Transpore 3M

Braun Melsungen AG, Melsungen

Kihlschrank

National Lab GmbH, Mo6lin

Mastercycler®

Eppendorf AG, Hamburg

Mikropinzette, FD 280

Aesculap GmbH, Tuttlingen

Mikroschere, FD 16

Aesculap GmbH, Tuttlingen

Mikroskop, Wild M3Z

Leica Microsystems CMS GmbH,
Wetzlar

Mikrotiterplatte

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Nahtmaterial, 2/0 Mersilene

Ethicon GmbH, Norderstedt

PCR-Softtubes, 0,2ml

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

PCR-Detektionssystem, iQ5™ Multi

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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Color Real-Time PCR Detection System
+ Laptop und iCycler Optical System
Power Supply

Reaktionsgefalie

Sarstedt AG, Numbrecht

Photometer, Ultrospec 3100 pro

Amersham Bioscience Europe GmbH

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenspitzen

Sarstedt AG, Numbrecht

Pipettierhilfe, Macro

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Rosenbohrer, Stahlbohrer Kugelfrase
0,05, Komet®

Gebr. Brasseler GmbH, Lemgo

Safe-Lock-Reaktionsgefal

Eppendorf AG, Hamburg

Stereotakter

TSE Systems GmbH, Bad Homburg und
David Kopf Instruments, Tujunga, CA,
USA

Ultraturrax, IKA-Ultraturrax®, T 25 basic

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Vortexer, REAX 2000

Omnilab-Laborzentrum GmbH & Co. KG,

Bremen

well-Platten, 6-well und 96-well

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zellkulturflaschen

Sarstedt AG, Numbrecht

Zentrifuge, Rotilab Minizentrifuge

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Zentrifuge, Biofuge pico

Hereaus GmbH, Osterode

Zentrifuge, 5417 R

Eppendorf AG, Hamburg

Alle weiteren nicht naher

entsprachen dem ublichen Laborstandard.

bezeichneten Gerdte und Verbrauchsmaterialien
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3. Methoden

Es wurden sowohl Versuche in vivo an Wistar-Ratten (3.1.) als auch in vitro
durchgefihrt (3.2.).

3.1. Versuchsabschnitt an Wistar-Ratten

3.1.1. Versuchstiere

Die Versuche wurden an 6 méannlichen Wistar-Ratten durchgefihrt. Die Tiere wurden
10 Tage vor Beginn der Versuchsreihe bezogen. Sie hatten ein Gewicht von 120g -
140g. Die Tiere wurden vor und wahrend der Experimente im zentralen Tierstall des
UKSH unter Standardbedingungen (Raumtemperatur 21<C, Luftfeuchtigkeit 50%) in
einem Polycarbonkéfig gehalten. Bei Versuchsbeginn lag das durchschnittliche
Gewicht bei 179,2g. Das durchschnittliche Endgewicht der Versuchstiere (T1-T4) lag
nach 18 Tagen Versuchsdauer bei 300,8g. Das Endgewicht der Kontrolltiere (K1, K2)
betrug durchschnittlich 324g. Die Futterung erfolgte mit Ssniff R-Z, ein Alleinfutter fur
die Rattenzucht, und Leitungswasser. Die Tiere wurden téglich von ausgebildeten
Tierpflegern versorgt. Alle Tierversuche erfolgten in Ubereinstimmung mit dem
Tierschutzgesetz und mit Genehmigung des Ministeriums fur Landwirtschaft, Umwelt
und landliche R&aume des Landes Schleswig-Holstein, V31 Tierschutz
(Tierversuchsantrag Nr. V 313-72241.121-35 (58-5/07)).

3.1.2. C6-Zellen
Die C6-Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH bezogen. Die C6-Zellen wurden aus einem Rattengliom geklont,

welches durch N-Nitrosomethylurea induziert wurde.

3.1.2.1. Kulturbedingungen und Kultivierung

Die Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgeftihrt. Die Zellen wurden
im Brutschrank bei 37C, 5% CO , und einer Luftfeuchtigkeit von 90% kultiviert. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in sterilen Kulturschalen. Das fur die C6-Zellen
verwendete Wachstumsmedium setzte sich aus DMEM, 10% FKS, 3% L-Glutamin
und 1% Penicillin/Streptomycin  zusammen. Pro Kulturschale wurde eine

Gesamtmediummenge von 7ml verwendet. Dieses wurde alle 2 Tage gewechselt.
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3.1.2.2. Mediumwechsel und Splitten der C6 Zellen

Zum Wechsel des Mediums wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen
wurden anschlieend mit PBS gewaschen. Danach wurde neues Medium
hinzugegeben, welches sich erneut aus DMEM, 10% FKS, 3% L-Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin zusammensetzte.

Zum Splitten der Zellen wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen
anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde fir die Dauer von 20
Sekunden 1ml Trypsin auf die Platte gegeben, um die adharent wachsenden Zellen
vom Boden abzulésen. Anschliel3end wurde das Trypsin wieder abgesaugt und die
Platte fur 3 Minuten in den Brutschrank gelegt. Noch nicht vollstandig vom Boden
abgeldste Zellen wurden durch leichtes Beklopfen des Schalenbodens mobilisiert.
Danach wurde mit 5ml Medium (DMEM, 10% FKS, 3% L-Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin) resuspendiert. AnschlieRend wurde die Suspension zu
gleichen Volumina auf neue Kulturschalen verteilt und auf ein Gesamtvolumen von

7ml aufgefillt.

3.1.2.3. Vorbereitung der C6 Zellen zur Injektion

Um eine Zellsuspension von 20 x 10° in 5ul Medium, bestehend aus DMEM, 3% L-
Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin, fir die Stereotaxie (2.3.) zu erhalten,
wurden die Zellen mehrfach mit PBS gewaschen. Anschlielend wurde das PBS
abgesaugt und fur 20 Sekunden 1ml Trypsin beigefiigt, um eine vollstandige
Mobilisierung der Zellen zu erreichen. Danach wurde die Schale fir 3 Minuten in den
Brutschrank gestellt. Am Schalenboden persistierende Zellen wurden anschlie3end
durch leichtes Beklopfen des Bodens gel6st. Die Zellen wurden mit 5ml Medium
(DMEM, 3% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin) resuspendiert und in einem
Falcon Tube® gemischt. 25ul Zellsuspension wurden im Verhdltnis 1:1 mit 25ul
Trypanblau verdinnt. Die Zellen wurden in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt
und durch Zugabe der notwendigen Menge Medium (DMEM, 3% L-Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin) auf eine Konzentration von 20 x 10° Zellen in 5ul Medium
DMEM, 3% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin) eingestellt. Bis zur
Zellinjektion wurde die Suspension in einem Safe-Lock-Reaktionsgefald in einem
Wasserbad bei 37T aufbewabhrt.
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3.1.3. Stereotaxie

3.1.3.1. Narkose und Analgesie

Um die Therapie- und Kontrolltiere méglichst schonend zu narkotisieren, wurde eine
kurze Inhalationsnarkose mit Ather durchgefuihrt. Dafiir wurden die Tiere einzeln in
ein GlasgefaR gesetzt, dessen Deckel mit Ather getrankt war. Kamen die Tiere zur
Ruhe, verharrten regungslos und zeigten auch auf adaquate Schmerzreize keine
Reaktion, so wurden sie anschlieRend mit Chloralhydrat narkotisiert. Dieses wurde in
einer Dosierung von 1ml pro 100g Korpergewicht intraperitoneal verabreicht. Die
Tiefe der Narkose wurde anhand der Atemfrequenz und der Reaktion auf adaquate
Schmerzreize beurteilt.

Die lokale Analgesie erfolgte mittels subkutaner Verabreichung von Scandicain. Zur

Injektion wurden Einmalspritzen und Kanulen verwendet.

3.1.3.2. Stereotaxieablauf

Nach dem vollstdndigen Eintritt der Narkose wurde die Kopfhaut utber der
Schadelkalotte rasiert. Die Augen wurden zum Schutz vor Austrocknung mit
Bepanthen Augensalbe geschutzt. Anschlielend wurde das Tier in Bauchlage und
mit horizontal ausgerichtetem Kopf durch zwei Stutzstifte im Porus acusticus
externus im Stereotakter fixiert. Anschliel3end wurde mittels eines 2cm langen, Uber
der Sutura sagittalis verlaufenden Hautschnittes die Kopfhaut erdffnet und die
Schadelkalotte freiprapariert. Das Operationsfeld wurde mit zwei Nadelhaltern
aufgespannt. Die Schéadelkalotte wurde mit Wasserstoffperoxid gereinigt und
desinfiziert. Zusatzlich wurden durch diesen Schritt die Schédelndhte eindeutig
identifizierbar gemacht. AnschlieBend wurde 3mm lateral und 1mm rostral des
Bregmas mit einem Rosenbohrer stereotaktisch ein Loch durch die Schéadelkalotte
der linken Hemisphére gebohrt und die Dura mater mittels Stichinzision eréffnet. Die
fur das Anlegen des Bohrloches notwendigen Koordinaten stammen aus dem
Stereotaxie-Atlas fur Rattenhirne (Paxinos et Watson 1986). Zielstruktur der
Stereotaxie war das Corpus striatum (Nucleus caudatus und Putamen).

In das Bohrloch wurde stereotaktisch die Nadel einer 5ul Hamilton®-Mikrospritze in
die Tiefe von 5,5mm vorgeschoben, ausgehend von der Schadelkalottenoberflache.
Anschliel3end wurde die Nadel 0,5mm zurlckgezogen, um fir die zu applizierende
Zellsuspension eine Mulde Zu schaffen. Die Vorschiebe- und

Ruckziehgeschwindigkeit der Nadel betrug 1mm/min. Pro Tier wurden 5yl
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Zellsuspension mit einer Geschwindigkeit von 1ul/min injiziert. Um ein Aufsteigen der
Zellsuspension im Stichkanal zu verhindern und ein moglichst zirkulares Wachstum
der C6-Zellen zu erreichen, wurde eine Wartezeit von 2 Minuten eingehalten.
Anschlie3end wurde die Nadel der Hamilton®-Mikrospritze mit der oben genannten
Geschwindigkeit zurickgezogen. Nach dem vollstdndigen Entfernen der Nadel aus
dem Stichkanal wurde das Bohrloch mit Knochenwachs und der Hautschnitt mit nicht
resorbierbarem Nahtmaterial verschlossen. Diese Arbeitsablaufe erfolgten in
Anlehnung an die 1973 erstmalig von Barker et al. beschriebene stereotaktische
Implantation einer im Labor gezlichteten Zellsuspension (Barker et al. 1973).

Nach Beendigung des Eingriffes wurde das Tier in seinen Kéfig zuriickgelegt und vor
Unterkihlung geschutzt.

In der sich anschlieRenden zehntdgigen Wachstumsphase der Gliome wurden die
Tiere wie unter 2.1. beschrieben versorgt. Aul3erdem wurden die Therapie- und
Kontrolltiere regelméaflig gewogen und beobachtet, um auszuschliel3en, dass sie
unter Komplikationen des Tumorwachstums wie Blutungen, Lahmungen oder
Krampfanfallen leiden.

Abb. 1: Narkotisierte Wistar-Ratte liegt fixiert fi  r die Stereotaxie im Stereotakter. Die Kopfhaut
wurde erdffnet und ein Loch 3mm lateral des Bregmas in die Schadelkalotte gebohrt, eine 5ul-

Hamilton-Spritze ist vertikal ins Hirn vorgeschoben.

3.1.4. Chemotherapie mit Temozolomid
Nach 10-tdgiger Tumorwachstumsphase wurden die vier Therapietiere (T1-T4) eine

Woche lang mit Temozolomid therapiert. Temozolomid wurde in einer Dosierung von
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20mg/kg Korpergewicht (KG) pro Tag verabreicht. Dies entspricht 222mg/m?
Korperoberflache (Qingyu et al. 2007). Das Chemotherapeutikum wurde
intraperitoneal verabreicht. Zur Injektion wurden Einmalspritzen verwendet.

Die Kontrolltiere (K1, K2) erhielten wahrend der einwdchigen Temozolomidgabe

keine Therapie.

3.1.5. Gewebeentnahme

Nach Beendigung der einwdchigen Chemotherapie mit Temozolomid wurden
Therapie- und Kontrolltiere wie unter 2.3.1. beschrieben narkotisiert. Anschlie3end
wurde die Schadelkalotte rasiert. Dazu wurde das Tier im Stereotakter wie unter
2.2.3. beschrieben fixiert. Die Kopfhaut wurde mittels eines 2cm langen, tber der
Sutura sagittalis verlaufenden Schnitts erdffnet und die Schadelkalotte freiprapariert.
Das Operationsfeld wurde mit Hilfe von zwei Nadelhaltern aufgespannt. Die
Schadelkalotte wurde mit Wasserstoffperoxid gereinigt und desinfiziert. Dann wurde
mit Hilfe eines Rosenbohrers und einer diamantierten Frase auf jeder Hemisphare
eine kreisrunde Offnung mit einem Durchmesser von 5mm angelegt. Die eine
Offnung wurde direkt auf die Stelle der Tumorzellinjektion gelegt, die zweite Offnung
wurde in die gesunde Hemisphare gelegt und besald denselben Abstand zur Sutura
sagittalis. Aus beiden Bohrlochern wurde mit Hilfe einer Gewebsstanze
Hirnparenchym entnommen. Der Stanzdurchmesser betrug 5mm. Die Lange der
Schneide betrug 7mm. Die Gewebsstanze wurde immer auf ganzer Lange ins
Hirnparenchym  eingefiihrt. Die  Gewebeproben wurden in  Safe-Lock-
ReaktionsgefalRen verwahrt und unverzuglich in flissigem Stickstoff bei -180T
kryofixiert. Anschliel3end wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80C

gelagert.



Abb. 2: Narkotisierte Wistar-Ratte liegt fixiert zu  r Gewebsentnahme im Stereotakter. Die

Schéadelkalotte ist freigelegt und die erste Offnung zur Gewebsentnahme wurde angelegt.

3.1.6. Aufbereitung der Gewebeproben zur CXCR4, CXC R7, CXCL12 und
CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1 Bestimmung

3.1.6.1. RNA-Isolierung

Zur Untersuchung der CXCR4-, CXCR7-, CXCL12-, CD133-, Nestin-, SOX-2- und
Musashi-1-Expression auf mRNA-Ebene mittels Real-Time RT-PCR wurde zunachst
die Gesamt-RNA aus C6-Tumoren und gesundem Hirngewebe der Ratte isoliert.

Zu diesem Zweck wurden 100mg kryokonserviertes Gewebe mit 1ml TRIzol®-
Reagenz, einer gebrauchsfertigen LAsung aus Phenol und
Guanidiniumisothiocyanat, versetzt und mittels eines Ultraturrax homogenisiert. Das
Grundprinzip dieses Einschrittverfahrens wurde erstmals von Chomczynski und
Sacchi 1987 beschrieben und basiert auf einer quantitativen Denaturierung von
RNasen durch Guanidinisothiocyanat (GITC), einer sauren Phenolextraktion sowie
einer Isopropanfallung (Chomczynski et Sacchi 1987). Das Homogenisat wurde in
ein steriles Cup gegeben und zur Trennung der I6slichen Bestandteile vom
Zelldetritus 10min bei 12000xg und 2-8TC zentrifugiert. Nach Inkubation des
flissigen, die RNA enthaltenden Uberstandes fiir 5min bei Raumtemperatur erfolgte
die Durchmischung nach Zugabe von 200upl Chloroform/ml TRIzol® fur 15-30s.
Anschlie3end wurden die fur 2-3min inkubierten Proben fir 15min bei 12000xg und
2-8T zentrifugiert. Es bildete sich eine Phasentre nnung: Eine obere wassrige Phase
(RNA), eine Interphase (DNA) und eine untere rote Chloroform-Phenol-Phase
(Proteine und Zelldetritus).
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Der obere RNA-haltige Uberstand (ungefahr 60% des Gesamtvolumens) konnte von
den anderen Phasen getrennt und zur Ausféllung in einem neuen Reaktionsgefald
mit 500ul Isopropanol versetzt werden. Nach zehnminitiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur erfolgte die Prazipitation der RNA durch Zentrifugation bei 12000xg
und 2-8C. Das vorher nicht sichtbare RNA-Prazipitat erschien nach dem
Zentrifugieren als weil3es, gelartiges Pellet am Boden des Reaktionsgefal3es. Durch
erneutes Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet durch Vortexen in 1ml 75%
Ethanol gewaschen, zentrifugiert (fir 5min bei 7500xg und 2-8C) und nach
Abpipettieren der wassrigen Phase getrocknet (5-10min). Durch Ldsen in 50l
RNase-freiem A. dest., mehrmaligem Durchmischen und anschlieRender Inkubation
fur 10min bei 55-60C konnte die gewonnene RNA bei -80C bis zur weiteren

Verwendung gelagert werden.

3.1.6.2. Photometrische RNA-Konzentrationsbestimmun g und
Qualitatsbeurteilung

Um gleiche Mengen an RNA zu verwenden, ist die Ermittlung des RNA-Gehaltes der
vorher isolierten Probe durch UV-spektroskopische Messung unabdingbar.

Hierzu erfolgte nach Kalibrierung einer mit A. dest. gefullten Kivette auf den Nullwert
die Extinktionsmessung einer mit A. dest. auf 1:100 verdinnten RNA-L6sung (Wert
hier: 5ul RNA, 495ul A. dest.).

Das Absorptionsmaximum der RNA liegt bei 260nm, das der Proteine bei 280nm. Die
Quantifizierung der RNA in der Probe errechnet sich aus der Bestimmung der
optischen Dichte (OD) bei 260nm. Eine OD,g Vvon 1 entspricht bei einer Schichtdicke
der Quarzkivette von 1cm 40ul/ml RNA. Zur Konzentrationsbestimmung einer RNA-

Ldsung findet somit folgende Gleichung Anwendung (Sambrook et al. 1989):

[1] Extinktionzeonm X Verdinnungkavette = RNA [ug/ml]

Um eine Aussage Uber Verunreinigungen der Probe durch Proteine oder Phenol
treffen zu kdnnen, muss der Quotient aus den Absorptionsmaxima von 260nm und

280nm gebildet werden:

[2] Extinktionswertzgonm / Extinktionswertzgonm
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Ein Quotient zwischen 1,8-2,0 spricht fiir eine saubere RNA-Isolierung, wahrend ein
Wert kleiner 1,8 auf eine Kontamination der Probe mit Proteinen, ein Wert grof3er 2,0

auf eine Verunreinigung mit Phenol schlie3en lasst.

3.1.6.3. DNA-Verdau

Zur Eliminierung genomischer DNA aus der Gesamt-RNA wurde im Vorfeld der Real-
Time RT-PCR ein DNA-Verdau durchgefihrt. Dazu wurden 1pug Gesamt-RNA in 7pl
RNase freiem Wasser gelost. Die Menge des zu verwendenden RNA-Templates
errechnet sich aus den vorher spektrometrisch gewonnenen Extinktionswerten (1pl
RNA / Extinktionswert = xul). Anschlie3end wurde 1pl DNase (1U/ul), sowie 1ul des
dazugehdrigen 10xDNase-Puffers hinzu gegeben, und das Ganze fir 15min bei
37T inkubiert. Danach wurde das Gemisch unverziglich auf Eis gestellt,
zentrifugiert und mit 1ul EDTA (Ethylendiamintetraacetat, 25mM) versetzt. Eine
erneute Inkubation bei 65T fur 15min zur Inaktivie rung des vorher zugesetzten
Enzyms beendete den Vorgang.

3.1.6.4. Herstellung von cDNA durch Reverse Transkr iption

Da ausschlief3lich cDNA durch Real-Time RT-PCR detektiert werden kann, musste
die isolierte RNA mittels Reverser Transkription umgewandelt werden. Die Synthese
der cDNA erfolgte dabei mit ,RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase®
(200U/ul). Dem auf Eis stehenden RNA-Template wurde als Primer 2ul Random
Hexamer (0,2ug/ul), ein aus willkdrlich ausgewabhiten, kurzen
Oligonukleotidsequenzen bestehendes und Uber die gesamte Lange der RNA
unspezifisch bindendes Transkriptat, beigefiigt, anschlieRend wurde es bei 70C
inkubiert und auf Eis abgekihlt. Die Vervollstandigung des Ansatzes geschah mit

folgenden Komponenten:

Tabelle 6: Ansatz zur Herstellung von cDNA

Volumen | Konzentration
Reaction Buffer | 4pl 5 X
dNTP-Mix 2ul 10mM
H,O ad 19yl

Inkubation bei 25 fur 5min
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Im Anschluss wurde dem Ansatz 1ul Reverse Transkriptase hinzugefuigt, gefolgt von
zehnminutiger Inkubation bei Raumtemperatur, Erwarmung auf 42<C fur 60min sowie
zehnminutigem Erhitzen auf 70C, um die Reaktion zu beenden. Die bei der
Reversen Transkription hergestellte cDNA diente nun als Template fur die Real-Time
RT-PCR.

3.1.6.5. Real-Time RT-PCR

Die Real-Time RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) ist eine
sensitive, reproduzierbare Methode, welche die Expression eines Gens mittels
Echtzeit-PCR nachweist. Im Vergleich zur konventionellen RT-PCR kann bei der
Real-Time RT-PCR eine genaue Quantifizierung der amplifizierten PCR-Produkte
erfolgen. Mit Hilfe einer Fluoreszenzdetektion, deren Intensitdt proportional zur
Menge des Amplikons zunimmt, kann so direkt auf die enthaltene Menge einer
Nukleotidsequenz geschlossen werden. Aul3erdem ist es durch die Real-Time RT-
PCR mdoglich, die Amplifikation der PCR-Produkte UUber den gesamten
Reaktionsverlauf zu visualisieren und die DNA-Menge innerhalb des logarithmisch-
linearen Anstiegsbereichs zu ermitteln. Der eigentlichen Real-Time RT-PCR voraus
gehen spezielle Schritte: die RNA-Isolierung, die photometrische RNA-
Konzentrationsbestimmung und Qualitatsbeurteilung, der DNA-Verdau und die
Reverse Transkription.

Die Durchfihrung der Real-Time RT-PCR erfolgte in diesem Versuchsaufbau nach
dem Tagman-Prinzip mittels eines IQ5TM Multi Color Real-Time PCR Detection
Systems, einer Kombination aus Thermocycler und Fluoreszenzoptik. Dieses
homogene System ermdglicht die simultane Messung der Fluoreszenzprodukte und
damit die Bestimmung des PCR-Produkts wahrend der Amplifikationsreaktion. Die
Quantifizierung der PCR-Produkte basiert dabei auf der softwaregestitzten
Berechnung des Fluoreszenzschwellenzyklus, dem sogenannten Threshold Cycle
oder CT-Wert. Dieser bezeichnet jene Zykluszahl, bei der die Reporterfluoreszenz
einen festgelegten Schwellenwert Uberschreitet. Dafir wird dem PCR-Ansatz, neben
den fur die Amplifikation notwendigen spezifischen Primern, eine sequenzspezifische
Hybridisierungssonde zugefiigt, welche an die zu amplifizierende cDNA bindet.
Dieses als Tagman-Sonde bezeichnete Oligonukleotid ist am 3’Ende mit einem
fluoreszenzléschenden Quencherfarbstoff (Rhodamin-Derivat) und 5’Ende terminal

mit einem fluoreszierenden Reporterfarbstoff (Fluoreszin-Derivat) verknlpft. Bei
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Anregung der intakten Sonde durch ultraviolettes Licht wird die Fluoreszenz-
Emission des Reporterfarbstoffes aufgrund der engen raumlichen N&he zum
Quencher unterdruckt. Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz-Energie-Transfer (FET)
bezeichnet. Wahrend der Primerverlangerung im Rahmen der PCR-Reaktion wird die
hybridisierte Sonde durch die 5’-3’-Endonuklease-Aktivitat der Tagman-Polymerase
hybridisiert. Aufgrund dieser Trennung wird der raumliche Abstand zwischen
Quencher und Reporter vergrol3ert, der Energietransfer geringer und der Reporter-
Farbstoff kann das Fluoreszenzlicht emittieren. Da freie und nicht hybridisierte
Sonden nicht gespalten werden, ist die Zunahme der Reporterfluoreszenz zu jedem
Zeitpunkt der Reaktion proportional zu der Konzentration der amplifizierten
Zielsequenz.

Neben den spezifischen Primern und Hybridisierungssonden, die eine
Quantifizierung der RNA-Menge ermdglichen, wird zur Bestimmung der relativen
Quantifizierung zwischen verschiedenen Proben ein Parallelansatz mit einem
internen Standard als Referenz bendtigt. Als Standard dient oftmals das
.housekeeping-gene” Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH). Von
diesem nimmt man an, dass es in den untersuchten Ansétzen selbst nicht
transkriptionell reguliert wird (Bustin 2000). Zusatzlich wird fir jeden Primer eine ,no-
template-control* (NTC) angesetzt, die als Kontrollmechanismus flr
Primerverunreinigung dient. Bei sauberer Arbeitsweise dirfen in  diesem

Reaktionsansatz keine Amplifikate gebildet werden.

Die Real-Time RT-PCR wurde in 2 Replikationen jeder Probe (Gesamtvolumen:
20ul) mittels eines Multi Color Real-Time PCR Detection System sowie Tagman-

Primer-Proben und Target Assays durchgefihrt.
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Tabelle 7: Reaktionsansatz der Real-Time PCR

Reaktionsansatz Volumen | Konzentration
Target Assay CXCR4, CXCR7, CXCL12, CD133, | 1ul 20 x

Nestin, SOX-2, Musashi-1

Tagman Universal Master Mix 10pl 2 X

geldst in 7ul RNase-freiem H,O

Volumen des Reaktionsansatzes pro well 18ul

Pro well vorgelegt: 10ng bzw. 100ng cDNA geldst in 2ul | 2pl

RNase-freiem H,O

oul

N

Gesamtvolumen pro well

Auf die Platte wurde pro well 2ul cDNA-Template vorgelegt, entsprechend 10ng bzw.
100ng. AnschlieBend wurde jedes well der 96-well-Platte mit 18ul des
Reaktionsansatzes aufgefulit.

Die Platte wurde anschliel3end mit optischer Folie verschlossen. Jede Platte erhielt
zur Negativkontrolle gleichzeitig 3 Leerproben (NTC).

5™ Multi Color Real-Time

Zur Analyse erfolgte die Uberfiihrung der Platten in das iQ
PCR Detection System und der Start des entsprechenden Real-Time RT-PCR-

Programms.

Tabelle 8: Real-Time PCR-Programm

UNG-Aktivierung: 2min bei 50C
Polymerase-Aktivierung: 10min bei 95T
Denaturierung: 15sec bei 95C
Annealing und Kettenverlangerung: | 1min bei 60T

Der Prozess der Denaturierung sowie das anschlielende Annealing und die
Kettenverlangerung laufen in 40 Zyklen ab.

3.1.6.6. Relative Quantifizierung der Amplifikation  sprodukte

Um neben der Quantifizierung der mRNA-Expression von CXCR4, CXCR7, CXCL12,
CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1 innerhalb einer Probe auch eine Analyse der
Expressionsunterschiede  zwischen tumorésem Gewebe und gesundem

Hirnparenchym vornehmen zu konnen, wurde als interner positiver Standard
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gleichzeitig GAPDH mitgetestet. Durch den Vergleich mit diesem internen Standard
ist eine relative Abschatzung der vorhandenen Menge CXCR4, CXCR7, CXCL12,
CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1 zwischen den verschiedenen Proben mdglich.
Die relative Quantifizierung erfolgte tUber die Ermittlung der sogenannten AC+-Werte.

Der Berechnung der ACt-Werte liegt folgende Formel zugrunde:

[B] ACT = (10CTx—3,3 +100CTx) / 2 - (10CTearor— 3,3 + 100CTearpH) / 2

CTx gibt die Thresholdzyklen fur die Zielsequenz, in diesem Ansatz CXCR4, CXCR7,
CXCL12, CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1, und CTgappn die Thresholdzyklen
fur GAPDH wieder. 10CTx und 100CTyx stellen die CT-Werte der unterschiedlich
eingesetzten Konzentrationen (10ng und 100ng) einer Probe dar. Das Vorgehen
beinhaltet die Subtraktion der 10ng CT-Werte einer Gewebsprobe minus 3,3 sowie
Addition mit den 100ng CT-Werten und anschliel3ender Bildung des Mittelwertes. Ein
aquivalentes Vorgehen wurde fur die CT-Werte von GAPDH durchgefihrt und die
Ergebnisse im Anschluss voneinander subtrahiert. Dabei ist der ACt-Wert
proportional zum Logarithmus der Templatemenge im Reaktionsansatz. Zum
weiteren Vergleich von tumorésem und gesundem Hirnparenchym wurde
anschlieRend der AACT-Wert ermittelt:

[4] AACT-Wert cxcra, CXCR7, CXCL12, CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1
— o -ACT(TX) | 5 -ACT(KX)

ACT(Ty) bzw. ACT(Ky) stehen dabei fur die gemittelten ACT-Werte des
Tumorgewebes (Tx) sowie der gesunden Kontrollseite (Kyx). Der AACT-Wert gibt die
n-fache Uber- oder Unterexpression von CXCR4, CXCR7, CXCL12, CD133, Nestin,
SOX-2 und Musashi-1 des Tumorgewebes im Verhaltnis zum gesunden

Hirnparenchym der gegeniberliegenden Hemisphare an.
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3.2. Versuchsabschnitt in vitro

3.2.1. Versuch zur Messung der Expression von CXCR4 , CXCR7, CXCL12,
CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1 in C6-Zellen

3.2.1.1. C6-Zellen

Die C6-Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH bezogen. Sie wurden aus einem Rattengliom geklont, welches
durch N-Nitrosomethylurea induziert wurde.

3.2.1.2. Kulturbedingungen und Kultivierung
Die Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefihrt. Es wurden sterile
Zellkulturflaschen verwendet. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37C, 5% CO;

und einer Luftfeuchtigkeit von 90% kultiviert.

3.2.1.3. Aussaat der C6-Zellen

Die C6-Zellen wurden mit PBS gewaschen. Anschlie3end wurde soviel Trypsin in die
Zellkulturflaschen pipettiert, dass alle Zellen damit bedeckt waren. Durch ein kurzes
Schwenken wurde das Trypsin gleichméaRig verteilt. Nach Absaugen der
Uberschissigen Flussigkeit wurden die Zellkulturflaschen fur 3-5min im Brutschrank
platziert, bis eine vollstandige Abldsung der Zellen von den Zellkulturflaschen erfolgt
war. Danach wurde das Trypsin durch die Zugabe von Wachstumsmedium
inaktiviert. Das Wachstumsmedium setzte sich zusammen aus DMEM, 10% FKS,
3% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin. Anschlielend wurden die Zellen
gezahlt. Es wurden jeweils 100.000 Zellen auf drei Zellkulturflaschen verteilt, die in
jeweils 2ml Wachstumsmedium (DMEM, 10% FKS, 3% L-Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin) geldst waren. Insgesamt wurden drei Versuchsdurchlaufe

durchgefihrt.

3.2.1.4. Mediumwechsel und Stimulation der C6-Zelle n

Nach 24 Stunden wurde das Medium in den Zellkulturflaschen gewechselt. Das alte
Medium wurde abgesaugt und die Zellen anschlieRend mit PBS gewaschen. Dieser
Vorgang wurde zweimal wiederholt. AnschlieRend erhielt jede Zellkulturflasche 2ml
neues, sogenanntes Mangelmedium (DMEM, 0,5% FKS), da es sonst im

Versuchsverlauf zu einer GberschieBenden Zellproliferation kadme.
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Die  Stimulantien der drei Zellkulturflaschen sind nachstehender Tabelle zu

entnehmen.

Tabelle 9: Stimuli der C6-Zellen zur Messung der Ex pression von CXCR4, CXCR7, CXCL12,
CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1.

Zellkulturflaschen Nr. S$timulus und Konzentration

1 unstimuliert

2 0,1% DMSO, entspricht 2ul

3 40ug Temozolomid (20pug/ml)

Die erste Flasche erhielt keine weitere Behandlung. Die Zellen blieben unstimuliert.
Die zweite Zellkulturflasche wurde mit 0,1% DMSO, das entspricht 2ul, versetzt. Die
dritte Zellkulturflasche wurde mit 40pug Temozolomid versetzt.

Die drei Zellkulturflaschen wurden fiir 48 Stunden im Brutschrank belassen. Danach
wurde der oben erlauterte Vorgang wiederholt. Die Zellkulturflaschen wurden nun ftr
72 Stunden im Brutschrank belassen, bevor sich der Ablauf erneut wiederholte. Es
wurde erneut 48 Stunden abgewartet. Nun wurden die Zellen zweimalig mit PBS
gespult und das PBS abgesaugt. Zu jeder Zellkulturflasche wurde 1ml TRIzol®-
Reagenz hinzugefugt. Die Zellen wurden abgekratzt und in beschriftete
EppendorfgefalRe Uberfuhrt. AnschlieBend wurden die Zellsuspensionen wie unter

Abschnitt 3.1.6. beschrieben ausgewertet.

3.2.2. Versuch zur Messung der Proliferation von C6  -Zellen
3.2.2.1. C6-Zellen
Entsprechend 3.2.1.1.

3.2.2.2. Kulturbedingungen und Kultivierung
Entsprechend 3.2.1.2.

3.2.2.3. Aussaat der C6-Zellen

Das Ablosen der Zellen erfolgte wie unter 3.2.1.3. beschrieben. AnschlieRend
wurden die Zellen gezahlt. Ein well einer 6-well-Platte enthielt 1ml
Wachstumsmedium, bestehend aus DMEM, 10% FKS 3% L-Glutamin und 1%

Penicillin/Streptomycin. Pro well wurden 50.000 Zellen ausgeséat. Der Versuch
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beinhaltete 8 Stimulationsansatze, wovon jeder Stimulus auf drei unabhéngigen 6-

well-Platten erfolgte.

3.2.2.4. Mediumwechsel und Stimulation der C6-Zelle n

Die Zellen wurden nach der Aussaat fur 24 Stunden zum Anwachsen in den
Brutschrank gestellt. Danach erfolgte der Wechsel des Nahrmediums wie unter
3.2.1.4. beschrieben. Das neu hinzugefligte Mangelmedium bestand aus DMEM und
0,5% FKS. Zusatzlich erfolgte der Stimulus der acht Versuchsarme. Die Stimulantien

sind nachstehender Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 10: Stimulationsansatze zur Messung der Pro  liferation von C6-Zellen

Versuchsarm Nr. Stimulus und Konzentration

1 unstimuliert

2 SDF-1 1nM

3 DMSO 1%

4 DMSO 1%, SDF 1nM

5 Temozolomid 20ug/ml

6 Temozolomid 20ug/ml, SDF-1
1nM

7 Temozolomid 100ug/ml

8 Temozolomid 100ug/ml, SDF-1

1nM

Versuchsarm 1 blieb unstimuliert. Versuchsarm 2 erhielt eine Stimulation durch SDF-
1 1nM. Der dritte Versuchsarm erhielt eine Zugabe von DMSO 1%. Zum vierten
Versuchsarm wurde DMSO 1% in Kombination mit SDF-1 1nM gegeben.
Versuchsarm 5 erhielt Temozolomid in der Dosierung 20ug/ml. Der sechste
Versuchsarm erhielt ebenfalls Temozolomid 20ug/ml, allerdings in Kombination mit
SDF-1 1nM. Der siebente Versuchsstrang erhielt Temozolomid 100ug/ml und der

achte Therapiearm erhielt ebenfalls Temozolomid 100ug/ml, versetzt mit SDF-1 1nM.

Anschliel3end wurden die 6-well-Platten fur eine Gesamtdauer von funf Tagen in den

Brutschrank gestellt. Nach drei Tagen erfolgte ein Wechsel des Mediums (DMEM,
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10% FCS, 3% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin), der wie unter 3.2.1.4.
beschrieben durchgefihrt wurde.

3.2.2.5. Aufbereitung der Stimulationsansatze

Nach weiteren zwei Tagen erfolgte die Aufbereitung der Stimulationsansatze durch
das Absaugen des Mediums aus den einzelnen wells und sich anschlie3ender 2-
facher Spilung mit PBS. Nach dem Absaugen des PBS wurden die Zellen fur 24
Stunden bei -30T gelagert. Danach wurden die Zelle n aufgetaut und in jedes well
250ul vorbereiteter verdinnter Lysis-Puffer mit 5ul RNase gegeben. Die RNase sollte
die RNA zerstéren und verhindern, dass sich im spateren Ablauf der
Fluoreszenzfarbstoff daran bindet. Zur vollstandigen Lyse wurden nachfolgend die 6-
well-Platten mitsamt dem Inhalt fir eine Stunde auf Eis inkubiert. An die Inkubation
schloss sich die Uberfiihrung der Zellen in EppendorfgefalRe an. Dazu wurden die 6-
well-Platten schrag gehalten, die Zellen mit Hilfe eines Zellkratzers sorgféltig nach
unten hin abgekratzt und in das jeweilige beschriftete Gefal pipettiert.

Die Weiterverarbeitung geschah nach dem in folgender Tabelle aufgefiihrten Ansatz.

Tabelle 11: Pipettierschema zur Messung der Prolife  ration

Lysat DNA-Standard | Verdinnter 2 x Reagenz
(50ng DNA = | Lysis-Puffer
10.000 Zellen
Leerwert - - 250ul 250ul
Probe 50ul - 200yl 250ul
Standard - 50ul 200ul 250ul

Vor jeder Zugabe musste das Zelllysat gevortext werden. Die Menge des Zelllysats
wurde nach folgendem Prinzip festgesetzt: Eine konfluente Kultur besteht aus etwa
einer Million Zellen. In 25ul Zelllysat befinden sich demnach 100.000 Zellen. Bei
erwarteten 500.000 Zellen pro Kultur kann man 50pl Zelllysat und 200ul verdiinnten
Lysis-Puffer mischen. In 50ul Zelllysat sind dann wiederum 100.000 Zellen enthalten.
Durch  Einlagerung in die DNA-Doppelhelix anderte der eingesetzte
Fluoreszenzfarbstoff sein Absorptionsmaximum (480nm). Die Emissionsstrahlung
wurde im Fluoreszenzphotometer bei einer Extinktion von 480nm und 520nm

gemessen. Es bestand hierbei eine Linearitat zwischen Intensitat und DNA-Menge.
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3.2.2.6. Berechnung der DNA-Menge
Die DNA-Konzentration der einzelnen Proben ergab sich nach Umstellung der
folgenden Formel:

Korrigierter Standard: Standard (50ng DNA = 10.000 Zellen) — Leerwert

Korrigierter Probenwert: Probenwert — Leerwert

[5] Korrigierter Probenwert x 50 x Verdiinnung = DNA-Menge

Korrigierter Standard

3.2.3. Versuch zur Messung der Apoptose von C6-Zell en
3.2.3.1. C6-Zellen
Entsprechend 3.2.1.1.

3.2.3.2. Kulturbedingungen und Kultivierung
Entsprechend 3.2.1.2.

3.2.3.3. Aussaat der C6-Zellen

Das Ablosen der C6-Zellen ist unter 3.2.1.3. nachzulesen. AnschlieRend wurden die
Zellen auf Deckglasern mit einer Poly-D-Lysin-Oberflache ausgesat. Als Nahrmedium
wurde DMEM, 10% FKS, 3% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin
hinzugegeben und die C6-Zellen wurden zum Anwachsen flr einen Tag in den
Brutschrank gestellt. AnschlieBend wurde das Medium wie unter 3.2.1.4. beschrieben
gewechselt und gegen ein Mangelmedium bestehend aus DMEM mit 0,5% FKS
ausgetauscht. Nun erfolgte die Zugabe der verschiedenen Stimulationsansatze. Zu
diesem Zeitpunkt waren die Zellen zu 50%-70% konfluent auf den Deckglasern
angewachsen.

Der erste Versuchsabschnitt bestand aus finf Therapiearmen und untersuchte die
Effekte verschiedener Temozolomidkonzentrationen auf die C6-Zellen. Die

Stimulantien und Konzentrationen sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.
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Tabelle 12: Konzentrationsreihe mit Temozolomid zur Messung der Apoptose von C6-Zellen

Deckglas Nr. Stimulus

1 DMSO 2%

2 Temozolomid 100pg/ml
3 Temozolomid 200pg/ml
4 Temozolomid 400pg/ml
5 Temozolomid 600pg/ml

Deckglas 1 wurde DMSO 2% hinzugefugt. Deckglas 2 wurde mit Temozolomid
100pg/ml stimuliert. Dem dritten Deckglas wurde Temozolomid in der Konzentration
von 200ug/ml hinzugefugt. Deckglas 4 wurde mit 400ug/ml Temozolomid stimuliert
und Deckglas 5 wurde Temozolomid 600ug/ml hinzugefigt.

Der zweite Versuchsabschnitt bestand aus acht Therapiearmen und untersuchte die
Effekte von Temozolomid in Kombination mit SDF-1 und CCX733 auf die C6-Zellen.

Die Stimulantien und Konzentrationen sind nachstehender Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 13: Stimulationsanséatze zur Messung der Apo  ptose von C6-Zellen unter dem Einfluss

von Temozolomid, SDF-1 und CCX733 in verschiedenen Kombinationen.

Deckglas Nr. Stimulus

DMSO 1%

DMSO 1%, SDF-1 1nM

DMSO 1%, CCX733 100nM

DMSO 1%, SDF-1 1nM, CCX733 100nM

Temozolomid 200 pg/ml

Temozolomid 200 pug/ml, SDF-1 1nM

~N| o g B~ W N

Temozolomid 200 pg/ml, CCX733
100nM

8 Temozolomid 200 pg/ml, SDF-1 1nM,
CCX733 100nM

Deckglas 1 wurde DMSO 1% hinzugeflgt. Deckglas 2 wurde mit DMSO 1% und
SDF-1 1nM stimuliert. Dem dritten Deckglas wurde DMSO 1% in Kombination mit
CCX733 100nM hinzugefugt. Deckglas 4 wurde mit DMSO 1%, SDF-1 1nM und
CCX733 100nM stimuliert. Deckglas 5 wurde Temozolomid 200ug/ml hinzugefiugt.
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Dem sechsten Deckglas wurde Temozolomid 200ug/ml und SDF-1 1nM beigefigt.
Deckglas 7 wurde mit Temozolomid 200pg/ml in Kombination mit CCX733 100nM
stimuliert und das achte Deckglas erhielt Temozolomid 200ug/ml, SDF-1 1nM und
CCX733 100nM in Kombination. Von allen Ansatzen wurden Mehrfachwerte

angelegt.

3.2.3.4. Aufbereitung der Stimulationsanséatze

Nach 48 Stunden wurde die Stimulation beendet, indem die Zellen mit PBS
gewaschen und anschlielend durch die 10-minitige Zugabe einer eisgekihlten
Losung aus Aceton und Methanol (Mischungsverhéltnis 1:1) fixiert wurden.
Anschlie3end wurden die Zellen dreimalig gewaschen und gemafR Nicoletti-Staining
(Nicoletti et al. 1991) mit DAPI angeféarbt. Die Deckglaser wurden eingedeckelt und
unter dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert. Pro Deckglas wurden sechs

Gesichtsfelder ausgezahlt.

3.2.3.5. Auszahlen der beschadigten und gesunden Ze  llkerne

Um objektive Werte zu erhalten, erfolgte das Auszahlen der gesunden und der
beschadigten Zellkerne durch eine am Versuch unbeteiligte Person. Pro Deckglas
wurden sechs Gesichtsfelder ausgezabhilt.

3.3. Statistische Analyse

Als statistische Grolien wurden die arrythmetrischen Mittelwerte (MW) und deren
Standardabweichungen (SD) gemdalR den ublichen Methoden verwendet. Die
Signifikanzpriufung wurde mit einem homoskedatischen zweiseitigen Student’schen
T-Test ermittelt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p galt bei p<0.05 als statistisch
signifikant und wurde mit * markiert. Bei p<0,01 wurden die Differenzen als statistisch
sehr signifikant gewertet und mit ** markiert. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,001

galt als hoch signifikant und wurde mit *** gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Versuchsergebnisse erlautert und graphisch
dargestellt. Das vollstdndige Zahlenmaterial ist im Anhang tabellarisch aufgefihrt
(siehe 8.1.).

4.1. Ergebnisse des tierexperimentellen Versuchsabs  chnittes

4.1.1. Gewichtsentwicklung der Versuchstiere

Fur den tierexperimentellen Versuchsabschnitt wurden sechs mannliche Wistar-
Ratten verwendet. Diese wurden 10 Tage vor Versuchsbeginn mit einem Gewicht
von 120g-140g bezogen (siehe 3.1.1.). An Tag 1 des Versuches wurden allen Tieren
mit Hilfe der Stereotaxie C6-Zellen in die linke Hemisphare injiziert (siehe 3.1.3.).
Nach 10-tagiger Tumorwachstumsphase begann am elften Tag fiur die Therapietiere
T1-T4 die siebentagige Therapie mit dem Chemotherapeutikum Temozolomid
(Temodal®). Am 18. Tag erfolgte die Gewebeentnahme aus den C6-Gliomen der
Rattenhirne (siehe 3.1.5.). Uber die gesamte Versuchsdauer wurde das Gewicht der
Versuchstiere alle 3-4 Tage kontrolliert. Der genaue Gewichtsverlauf ist

nachstehender Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 14: Gewichtsentwicklung der Versuchstiere (in g). Therapietiere (T1-T4), Kontrolltiere (K1,

K2), S=Stereotaxie, T=Therapiebeginn bei den Therapietieren, G=Gewebsentnahme

TaglS |Tag4 Tag 8 TagllT |Tag1l3 |Tagl6 |Tagl8G
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Aus der Gewichtstabelle geht hervor, dass die Therapietiere T1-T4 insgesamt ein
geringeres Ausgangs- und Endgewicht aufwiesen als die Kontrolltiere K1 und K2.

Die durchschnittliche prozentuale Gewichtszunahme ist allerdings mit 73% bei den
Therapie- und 71% bei den Kontrolltieren annahernd gleich. Die einwdchige Gabe
von Temozolomid hatte also auf die Gewichtsentwicklung der Therapietiere einen nur
geringfugig positiven Effekt, wéhrend die Nichtbehandlung der C6-Gliome der
Kontrolltiere zu einer minimal geringeren durchschnittlichen Gewichtszunahme
fuhrte.

4.1.2. Expressionsverhalten von CXCR4, CXCR7, CXCL1 2, CD133, Nestin, SOX-
2 und Musashi-1 auf mRNA-Ebene in C6-Gliomen sowie im gesunden
Hirngewebe mit und ohne Temozolomid-Therapie

Zur Bestimmung der in C6-Gliomen und gesundem Hirngewebe von Wistar-Ratten
vorhandenen CXCR4, CXCR7, CXCL12, CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1
MRNA-Mengen mit und ohne Gabe von Temozolomid wurde aus kryokonservierten
Gewebeproben die Gesamt-RNA isoliert. AnschlielRend erfolgten: DNA-Verdau,
cDNA-Synthese und Reverse Transkription Real-Time PCR.

Die mRNA-Expressionsdaten der gemessenen Chemokine und Stammzellmarker
lie3en sich hinsichtlich der Temozolomidsensitivitdt und der Expressionsunterschiede

zwischen C6-Gliomen und gesundem Hirngewebe in drei Gruppen einteilen.

Tabelle 15: Gruppeneinteilung der Chemokine und Sta  mmzellmarker hinsichtlich ihres

Expressionsmusters und der Temozolomidsensitivitat.

[a)

Gruppe | Unterscheidungsmerkmale themokine/

Stammzellmarker

A Es fanden sich deutliche Unterschiede der mRNA- | CXCR4
Expression zwischen gesundem Hirngewebe und | Nestin

Tumor, unabhéangig von der Temozolomidtherapie

B Es fanden sich im Allgemeinen geringe Unterschiede | CXCR7
der MRNA-Expression zwischen gesundem | Musashi-1
Hirngewebe und Tumor, unabhéngig von der

Temozolomidtherapie

C Es fanden sich im Allgemeinen geringe Unterschiede | CXCL12/SDF-1
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der MRNA-Expression zwischen gesundem | CD133
Hirngewebe und Tumor im Therapietier, aber | SOX-2
deutlichere  Unterschiede der mRNA-Expression
zwischen gesundem Hirngewebe und Tumor im

Kontrolltier

Die folgenden Abbildungen zeigen die Resultate der Real-Time PCR-Analyse in
graphischer Form. Der ACT-Wert spiegelt die mRNA-Expression wider. Dabei
korrespondiert eine hohe mRNA-Expression mit einem niedrigen ACT-Wert, wahrend
eine niedrige MRNA-Expression durch einen hohen ACT-Wert ausgedrtckt wird. Bei
der Real-Time PCR handelt es sich um ein logarithmisches Verfahren. Das bedeutet,
dass ein um 3,3 erhohter oder erniedrigter ACT-Wert einer 10-fach erhéhten oder
erniedrigten  mMRNA-Expression des untersuchten Chemokins/Stammzellmarkers
entspricht. Der Expressionsunterschied zwischen dem gesunden Hirngewebe und

den C6-Gliomgewebe wird durch den AACT-Wert wiedergegeben.

4.1.2.1. Gruppe A

Zu dieser Gruppe gehoren der Chemokinrezeptor CXCR4 und der Stammzellmarker
Nestin.

Es fanden sich hier deutliche Unterschiede der mRNA-Expression zwischen
gesundem Hirngewebe und Tumor. Sowohl bei den Therapietieren (T1-T4) als auch
bei den Kontrolltieren (K1, K2) war die mRNA-Expression von CXCR4 und Nestin im
tumordsen Gewebe im Vergleich zum gesunden Hirngewebe deutlich erhéht und ist
somit unabhéngig von der Therapie mit Temozolomid.
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Abb. 3: Graphische Darstellung der CXCR4-Expression bei Therapietieren (T1-T4) und
Kontrolltieren (K1, K2), jeweils im gesunden Hirnge  webe (dunkle Balken) und im Tumorgewebe
(helle Balken).

Darstellung der mittels Real-Time PCR ermittelten ACT-Werte. Durch Normalisierung mit GAPDH
wurde der ACT-Wert jeder Probe ermittelt. Eine hohe mRNA-Expression korrespondiert dabei mit
einem niedrigen ACT-Wert, eine niedrige mRNA-Expression wird durch einen hohen ACT-Wert
demonstriert. Wegen der logarithmischen Verhdaltnisse der ACT-Werte untereinander gibt ein 3,3-
facher Unterschied eine 10-fache Expressionsdifferenz (Uber- oder Unterexpression) an.

Die mRNA-Expression von CXCR4 ist sowohl bei den Therapietieren als auch bei den Kontrolltieren

im Tumorgewebe deutlich erh6ht und reagiert somit temozolomidunabhéngig.
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Abb. 4: Graphische Darstellung der Nestin-Expressio  n bei Therapietieren (T1-T4) und
Kontrolltieren (K1, K2), jeweils im gesunden Hirnge  webe (dunkle Balken) und im Tumorgewebe
(helle Balken).

Die mRNA-Expression von Nestin ist sowohl bei den Therapietieren als auch bei den Kontrolltieren im

Tumorgewebe deutlich erhéht und scheint nicht temozolomidsensitiv zu sein.

Exemplarisch sei dies anhand der mRNA-Expressionswerte von CXCR4 des
Therapietieres T3 und des Kontrolltieres K2 erlautert. Bei Tier T3 lag der ACT-Wert
des gesunden Gewebes bei 9,48. Der ACT-Wert des tumords veranderten Gewebes
betrug 7,32. Der AACT-Wert lag bei 4,47, was bedeutet, dass die mMRNA-Expression
von CXCR4 im erkrankten Gewebe im Vergleich zum gesunden Hirngewebe bei T3
um das fast 4,5-fache erhoht war. Bei Tier K2 lag der ACT-Wert im gesunden
Gewebe bei 8,48 und im erkrankten bei 6,37. Der AACT-Wert betrug 4,32. Auch hier

war die Expression im erkrankten Gewebe um das 4-fache gesteigert.

Fur den Stammzellmarker Nestin betrachten wir die mRNA-Expressionwerte des
Therapietieres T1 und des Kontrolltieres K2. Bei Tier T1 lag der ACT-Wert im
gesunden Gewebe bei 10,46, wahrend der ACT-Wert im tumords verdnderten
Gewebe bei 8,52 lag. Der AACT-Wert betrug somit 3,84. Das bedeutet, dass die
MRNA-Expression von Nestin im erkrankten Gewebe im Vergleich zum gesunden

Hirngewebe um das knapp 4-fache gesteigert war.
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Bei Tier K2 lag der ACT-Wert im gesunden Gewebe bei 11,39. Im tumor6s
veranderten Gewebe betrug der ACT-Wert 9,25, was zu einem AACT-Wert von 4,41
fuhrte. Die mMRNA-Expression von Nestin war also auch bei dem Kontrolltier im

erkrankten Gewebe um das 4-fache erhoht.

Generell war die mRNA-Mehrexpression von CXCR4 und Nestin im tumordsen
Gewebe mindestens um den 0,83-fachen Wert erh6ht und stieg bis auf das maximal
25,99-fache der im gesunden Gewebe exprimierten mRNA der beiden Marker an.

Insgesamt lag die messbare mRNA-Expression von Nestin deutlich unter der mRNA-
Expression von CXCR4 — ausgedruckt durch die generell héheren ACT-Werte fir

das Filamentprotein.

4.1.2.2. Gruppe B

In diese Gruppe gehoren der Chemokinrezeptor CXCR7 und der Stammzellmarker
Musashi-1. Hier zeigten sich sowohl bei den Therapietieren als auch bei den
Kontrolltieren im Allgemeinen nur geringe Unterschiede in der mRNA-Expression
zwischen gesundem und tumorés verandertem Gewebe. Die mRNA-Expression von
CXCR7 wund Musashi-1 scheint also wie auch in Gruppe A eher nicht
temozolomidsensitiv, zudem scheint die Menge an CXCR7- und Musashi-1-mRNA in
unserem Modell nur zu einem geringen Teil von einer malignen Entartung der Zellen

abhangig zu sein.
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Abb. 5: Graphische Darstellung der CXCR7-Expression bei Therapietieren (T1-T4) und
Kontrolltieren (K1, K2), jeweils im gesunden Hirnge  webe (dunkle Balken) und im Tumorgewebe
(helle Balken).

Es zeigen sich bei Therapie- und Kontrolltieren nur geringe Unterschiede in der mRNA-Expression
zwischen gesundem und tumords veréandertem Gewebe. Eine Ausnahme scheint hier das Therapietier
T2 zu sein. Im tumords veranderten Gewebe tritt im Allgemeinen eine nur geringe
Expressionssteigerung ein. Die mRNA-Expression von CXCR7 scheint temozolomidunabhéngig und

im Allgemeinen nur gering abhangig von einer malignen Entartung der Zellen zu sein.
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Abb. 6: Graphische Darstellung der Musashi-1-Expres  sion bei Therapietieren (T1-T4) und
Kontrolltieren (K1, K2), jeweils im gesunden Hirnge  webe (dunkle Balken) und im Tumorgewebe
(helle Balken).

Es zeigen sich bei Therapie- und Kontrolltieren nur geringe Unterschiede in der mRNA-Expression
zwischen gesundem und tumords verandertem Gewebe. Eine Ausnahme stellt hier das Therapietier
T2 dar. Die mRNA-Expression von Musashi-1 scheint insgesamt betrachtet nicht temozolomidsensitiv

zu sein und nur gering abhangig von einer malignen Entartung der Zellen.

Erlautert sei dies anhand der mRNA-Expressionswerte von CXCR7 des
Therapietieres T3 und des Kontrolltieres K1.

Im gesunden Gewebe betrug der ACT-Wert von T3 6,21, im erkrankten Gewebe lag
er bei 5,58. Der AACT-Wert war 1,54. Tier K1 hatte im gesunden Gewebe ebenfalls
einen ACT-Wert von 6,21, im erkrankten von 5,50, womit der AACT-Wert 1,65
betrug. In beiden Fallen war also die mMRNA-Expression von CXCR7 im erkrankten

Gewebe nur um das etwa 1,5-fache gesteigert.

Fur den Stammzellmarker Musashi-1 betrachten wir exemplarisch ebenfalls das
Therapietier T3, sowie das Kontrolltier K1.

Im gesunden Gewebe lag der ACT-Wert von T3 bei 5,65. Im erkrankten Gewebe
betrug der ACT-Wert 5,09. Damit lag der AACT-Wert bei 1,47. Kontrolltier K1 wies im
gesunden Gewebe einen ACT-Wert von 5,49 auf. Der ACT-Wert des erkrankten
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Gewebes lag bei 4,81. Der AACT-Wert belief sich auf 1,60. Sowohl Therapietier als
auch Kontrolltier wiesen also im erkrankten Gewebe nur eine um das etwa 1,5-fach
gesteigerte mMRNA-Expression auf.

Kurz erwdhnt sei Therapietier T2, welches deutliche Unterschiede in der mRNA-
Expression zwischen gesundem und erkranktem Gewebe aufwies und somit eine
Ausnahme im Expressionsmuster von CXCR7 und Musashi-1 in unserem Modell
darstellte.

Die mRNA-Expression von CXCR7 und Musashi-1 im Tumorgewebe bei Therapie-
und Kontrolltieren ist, verglichen mit dem gesunden Gewebe, insgesamt nur um das
0,71-fache erniedrigt beziehungsweise um das 1,83-fache erhdht.

Insgesamt betrachtet liegt die mMRNA-Expression von Musashi-1 nur geringfligig Gber

der mRNA-Expression von CXCR7 — ausgedriickt durch nahezu gleiche ACT-Werte.

4.1.2.3. Gruppe C

In diese Gruppe lassen sich der Chemokinligand CXCL12 sowie die
Stammzellmarker CD133 und SOX-2 zusammenfassen.

Diese Gruppe zeichnet sich dadurch aus, dass sich die mRNA-Expression von
gesundem und tumordsem Hirngewebe bei den Therapietieren im Allgemeinen nur
geringfugig unterschied, wahrend es bei der mRNA-Expression von gesundem und

erkranktem Gewebe bei den Kontrolltieren deutlichere Unterschiede gab.
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Abb. 7: Graphische Darstellung der CXCL12-Expressio  n bei Therapietieren (T1-T4) und
Kontrolltieren (K1, K2), jeweils im gesunden Hirnge  webe (dunkle Balken) und im Tumorgewebe
(helle Balken).

Es zeigen sich mit Ausnahme des Therapietieres T3 nur geringe Unterschiede in der mRNA-
Expression von CXCL12 zwischen gesundem Hirn und Tumor bei den Therapietieren. Bei den
Kontrolltieren zeigen sich deutlichere Abweichungen in der mRNA-Expression von CXCL12 zwischen
gesundem Hirn und Tumor. Die mMRNA-Expression von CXCL12 scheint somit temozolomidsensitiv zu

sein.
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Abb. 8: Graphische Darstellung der CD133-Expression bei Therapietieren (T1-T4) und
Kontrolltieren (K1, K2), jeweils im gesunden Hirnge  webe (dunkle Balken) und im Tumorgewebe
(helle Balken).

Es zeigen sich nur geringe Unterschiede in der mRNA-Expression von CD133 zwischen gesundem
Hirn und Tumor bei den Therapietieren. Eine Ausnahme stellt hier das Therapietier T2 dar. Bei den
Kontrolltieren zeigen sich deutlichere Abweichungen in der mRNA-Expression von CD133 zwischen

gesundem Hirn und Tumor. Die CD133 mRNA-Expression scheint somit temozolomidsensitiv zu sein.
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Abb. 9: Graphische Darstellung der SOX-2-Expression bei Therapietieren (T1-T4) und
Kontrolltieren (K1, K2), jeweils im gesunden Hirnge  webe (dunkle Balken) und im Tumorgewebe
(helle Balken).

Es zeigen sich nur geringe Unterschiede in der mRNA-Expression von SOX-2 zwischen gesundem
Hirn und Tumor bei den Therapietieren. Bei den Kontrolltieren zeigen sich deutlichere Abweichungen
in der mMRNA-Expression von SOX-2 zwischen gesundem Hirn und Tumor. Die mRNA-Expression von

SOX-2 scheint somit temozolomidsensitiv zu sein.

Beispielhaft sei dies an den mRNA-Expressionswerten von CXCL12 bei Therapietier
T1 und Kontrolltier K1 erlautert. T1 hatte im gesunden Gewebe einen ACT-Wert 4,95.
Im Tumorgewebe lag der ACT-Wert bei 4,37. Daraus lie3 sich ein AACT-Wert von
1,50 ermitteln. Kontrolltier K1 hingegen wies im gesunden Hirngewebe einen ACT-
Wert 3,97 auf. Der ACT-Wert des erkrankten Gewebes lag bei 2,54. Hier betrug der
AACT-Wert 2,70.

Die mRNA-Expression von CD133 sei ebenfalls anhand von Therapietier T1 und
Kontrolltier K1 erlautert. T1 hatte im gesunden Gewebe einen ACT-Wert 6,14 und im
Tumorgewebe einen ACT-Wert von 5,63. Der AACT-Wert betrug hier nur 1,42. Tier
K1 hingegen wies im gesunden Gewebe einen ACT-Wert 7,12 und im erkrankten
Gewebe einen ACT-Wert von 5,67 auf, woraus sich ein AACT-Wert von 2,73 ergab.
Eine Ausnahme im mRNA-Expressionsverhalten von CD133 stellte auch hier erneut
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Therapietier T2 dar, wo es, verglichen mit den Therapietieren T1, T3 und T4, zu einer
deutlichen Divergenz in der mRNA-Expression zwischen gesundem und erkranktem

Hirngewebe kam.

Zuletzt sei die mRNA-Expression von SOX-2 ebenfalls exemplarisch anhand von
Therapietier T1 und Kontrolltier K1 erlautert. Im gesunden Gewebe lag der ACT-Wert
von T1 bei 10,08. Im erkrankten Gewebe betrug der ACT-Wert 9,72. Der AACT-Wert
lag bei 1,28. Bei Kontrolltier K1 hingegen betrug der ACT-Wert des gesunden
Hirngewebes 10,51 und der ACT-Wert des erkrankten Gewebes lag bei 9,24. Daraus
ergab sich ein AACT-Wert von 2,41.

Insgesamt lasst sich erkennen, dass die mMRNA-Expression von CXCL12, CD133 und
SOX-2 bei allen Therapietieren, verglichen mit dem gesunden Gewebe, im
erkrankten Gewebe nur um das 0,43- bis maximal 2,58-fache ansteigt. Bei den
Kontrolltieren hingegen liegt diese Mehrexpression der mRNA im Tumorgewebe bei

den 2,39- bis 4,82-fachen Werten gegentiber dem gesunden Hirngewebe.

In dieser Gruppe scheint also die mMRNA-Expression von CXCL12, CD133 und SOX-
2 in C6-Gliomen erhdht zu sein — ausgedrickt durch die generell geringeren ACT-
Werte der Marker. AuRerdem wird deutlich, dass diese Marker temozolomidsensitiv
reagieren, indem es bei Gabe von Temozolomid im gesunden Gewebe zu einer
vermehrten Expression dieser Marker kommt — verdeutlicht durch die geringeren
AACT-Werte bei den Therapietieren, verglichen mit den Kontrolltieren.

Abschlielend muss festgestellt werden, dass die mRNA-Expression von SOX-2
deutlich geringer ist als die mRNA-Expression von CXCL12 und CD133. Verdeutlicht
wird das durch die hohen ACT-Werte, die fir die Expression der mRNA von SOX-2
ermittelt wurden. Diese liegen im Bereich zwischen 9,24 — 11,11. Die ACT-Werte der
MRNA-Expression von CD133 und CXCL12 liegen hingegen im Bereich von 3,50 —
7,37.



46

4.2. Ergebnisse des Versuchsabschnittes  in vitro

4.2.1. Expressionsverhalten von CXCR4, CXCR7, CXCL1 2, CD133, Nestin, SOX-
2 und Musashi-1 in unstimulierten, mit Temozolomid stimulierten und mit
DMSO behandelten C6-Zellen

Um genauer untersuchen zu kénnen, welchen Effekt das Chemotherapeutikum
Temodal® auf die C6-Tumorzellen hat, wurden diese im folgenden
Versuchsabschnitt isoliert in vitro betrachtet.

In dem dreiarmigen Versuchsaufbau (siehe 3.2.1.) blieben die C6-Zellen im ersten
Arm unstimuliert, im Zweiten erfolgte die Zugabe von 0,1% DMSO, der dritte Arm
wurde mit 20ug/ml Temozolomid stimuliert. Der Versuch wurde dreimalig
durchgefuhrt.

AnschlieBend wurde mittels DNA-Verdau, cDNA-Synthese durch Reverse
Transkription mit anschlielender Real-Time PCR die mRNA-Expression von CXCR4,
CXCR7, CXCL12, CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1 fur jeden Versuchsarm
ermittelt. Diese wird durch den ACT-Wert ausgedruckt, der wie unter 4.1.1.
beschrieben zu interpretieren ist.

Die Mehrexpression nach Temozolomidstimulus errechnete sich aus dem ACT-Wert
der mit DMSO 0,1% behandelten C6-Zellen und dem ACT-Wert der mit Temozolomid
behandelten C6-Zellen. Sie wird als AACT-Wert ausgedriickt. Da Temozolomid zur
Therapie in DMSO gelost wird, muss folgerichtig die Mehrexpression zwischen
diesen beiden Werten ermittelt werden, um die rein durch Temozolomid verursachte
Expressionssteigerung ablesen zu konnen. Wirde die Mehrexpression zwischen den
ACT-Werten der unstimulierten C6-Zellen und den mit Temozolomid behandelten
C6-Zellen errechnet, lieBe sich nicht mit Sicherheit sagen, ob die Mehrexpression
durch Temozolomid entstanden ist, oder durch das DMSO, in welchem es geldst

wurde.

Die folgende Abbildung stellt die Mehrexpression nach Temozolomidgabe als
Mittelwert (MW) der AACT-Werte der drei Versuchsdurchlaufe mit jeweiliger
Standardabweichung (SD) graphisch dar.
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Abb. 10: Graphische Darstellung der Mehrexpression unter Temozolomidstimulus.
Dargestellt ist der jeweilige Mittelwert einschliel3lich Standardabweichung. p<0,05: *. Cut off bei

Expressionsinduktion von 1,5.

Es geht aus Abbildung 10 hervor, dass die Chemokinrezeptoren CXCR4, CXCR7
und der Chemokinligand CXCL12 alle unter den gewahlten in vitro Bedingungen auf
den Stimulus mit Temozolomid mit einer statistisch signifikanten (p<0,05: *)
Expressionssteigerung um den mindestens 1,5-fachen Wert reagierten, wahrend alle
Stammzellmarker unter dem statistisch signifikanten Cut off von 1,5 verblieben und
somit als nicht temozolomidsensitiv einzustufen sind. Unter Vorbehalt ist hier die
Expressionssteigerung von CD133 zu interpretieren, da die Messungen aufgrund der

eher geringen Expression dieses Markers am Detektionslimit lagen.

4.2.2. Proliferationsverhalten von C6-Zellen

Dieser Versuch untersuchte das Proliferationsverhalten von C6-Zellen (siehe 3.2.2.)
in acht verschiedenen Anséatzen. Die Zellen blieben im ersten Versuchsarm
unstimuliert und erhielten in den weiteren sieben Armen einen Stimulus mit
Temozolomid in verschiedenen Konzentrationen, SDF-1 1nM und/oder DMSO 1%,
jeweils in unterschiedlicher Kombination. Jeder Stimulus erfolgte dabei auf drei

unabhéangigen 6-well-Platten. Nach Beendigung der Stimulation wurden die Ansatze
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aufbereitet. Mit Hilfe des Fluoreszenzphotometers wurde die Extinktion der Zelllysate
ermittelt, woraus sich wiederum die Menge der DNA berechnen lie3.
Die folgende Abbildung stellt das Proliferationsverhalten der C6-Zellen graphisch dar.
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Abb. 11: Graphische beispielhafte Darstellung des P roliferationsverhaltens von C6-Zellen.
Dargestellt sind die errechneten Mittelwerte mit jeweiliger Standardabweichung. p>0,05: * und p<0,01:
**  Die Stimuli werden wie folgt abgekirzt: SDF-1 1nM (SDF-1), Dimethylsulfoxid 1% (DMSOQ),
Temozolomid 20ug/ml (Tem20), Temozolomid 100ug/ml (Tem100).

Der Mittelwert der Proliferationsrate unstimulierter C6-Zellen betrug in diesem
Versuch 100% mit einer Standardabweichung von 1,2%. Die Zugabe von SDF-1 1nM
hatte auf das Proliferationsverhalten nahezu keinen Effekt. Der Mittelwert lag
weiterhin bei 99,7% + 6,4% Standardabweichung.

Mit DMSO 1% stimulierte C6-Zellen zeigten einen leichten, allerdings statistisch nicht
signifikanten und somit im Rahmen der Mel3schwankungen angesiedelten Ruckgang
der Proliferation. Der Mittelwert betrug 93,1% + 5,8% Standardabweichung. Dieser
Ruckgang konnte durch die zusatzliche Gabe von SDF-1 1nM aufgehoben werden
und die Proliferation stieg auf einen Mittelwert von 102,8% + 5,2%
Standardabweichung.

Unter Temozolomidstimulus mit einer Konzentration von 20ug/ml (Tem20) ging die
Proliferation auf einen Mittelwert von 85,9 % + 9,6% Standardabweichung zuriick.

Hier fuhrte die zusétzliche Gabe von SDF-1 1nM zu einer Gegenregulation und die
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Proliferation stieg auf einen Mittelwert von 107,2% + 2,8% Standardabweichung an.
Die Unterschiede waren statistisch signifikant (p>0,05: *).

Erhohte man die Temozolomidkonzentration auf 100ug/ml (Tem100), sank die
Proliferation der C6-Zellen weiter ab und lag bei einem Mittelwert von 66,1% + 1,6%
Standardabweichung. Die zusatzliche Gabe von SDF-1 1nM erhohte die
Proliferation, sodass der Mittelwert bei 83% + 5,6% Standardabweichung lag. Die
Unterschiede waren hier statistisch sehr signifikant (p<0,01: **).

Es wird also deutlich, dass Temozolomid die Proliferation von C6-Zellen
dosisabhangig reduziert. Bei gleichzeitiger Stimulation mit SDF-1 kann dieser Effekt
bei niedrigen Konzentrationen vollstandig, bei hbheren Temozolomidkonzentrationen

deutlich reduziert werden.

4.2.3. Apoptoseverhalten von C6-Zellen

Der Versuch zum Apoptoseverhalten der C6-Zellen (siehe 3.2.3.) bestand aus zwei
Versuchsabschnitten. Der erste Versuchsabschnitt setzte sich aus funf
Therapiearmen zusammen und untersuchte die Auswirkungen verschiedener
Temozolomidkonzentrationen auf die C6-Zellen. Der zweite Versuchsabschnitt
bestand aus acht Therapiearmen und untersuchte die Effekte von Temozolomid in
Kombination mit SDF-1 1nM und CCX733 100nM auf die C6-Zellen. Nach
Beendigung der Stimulation wurden die verschiedenen Ansétze aufbereitet und
mittels Nicoletti-Staining angefarbt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden pro
Deckglas sechs Gesichtsfelder ausgezahlt.

Die folgende Abbildung stellt die graphische Auswertung des ersten
Versuchsabschnittes dar. Dargestellt sind aul3erdem die Kerne der C6-Zellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Anzahl der
apoptotischen Kerne unter Temozolomidtherapie deutlich zunimmt. Die durch das
sogenannte ,blebbing* abgeschnurten Vesikel und die geschrumpften Zellkérper der
apoptotischen C6-Zellen imponieren durch starkere Fluoreszenz und abnorme
Zellkernstrukturen. Die Zellanzahl ist, verglichen mit dem DMSO 2%-Stimulus,

deutlich verringert.



50

Konzentrationsreihe mit Temozolomid

100

*kk

~
(6]

w1
o

Beschéadigte Zellkerne
in % der gesamten Zellkerne

N
(0]
——
H-o—
——

DMSO 2% Tem100 Tem200 Tem400 Tem600

Abb. 12: Graphische Darstellung des apoptotischen E  ffektes von Temozolomid auf C6-Zellen.
Abgebildet sind die jeweiligen Mittelwerte mit Standardabweichung fiir jeden Therapiearm. p>0,05: *
und p<0,001: ***, Die Stimuli der Therapiearme werden wie folgt abgekirzt: Dimethylsulfoxid 2%
(DMSO 2%), Temozolomid 100ug/ml (Tem100), Temozolomid 200ug/ml (Tem200), Temozolomid
400ug/ml (Tem400), Temozolomid 600ug/ml (Tem600).
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Abb. 13: Aufnahmen unter dem Fluoreszenzmikroskop. Das linke Bild zeigt die Zellkerne der C6-
Zellen unter dem Einfluss von Dimethylsulfoxid 2% (DMSO 2%). Es sind kaum beschéadigte Zellkerne
zu sehen. Auf dem rechten Bild wird der apoptotische Effekt von Temozolomid 200ug/ml auf die
Zellkerne der C6-Zellen sichtbar. Es sind insgesamt weniger Zellkerne sichtbar, wovon deutlich mehr
deformierte, starker fluoreszierende Zellkerne erkennbar sind. Hinweis: Apoptotische Zellkerne sind

durch Pfeile markiert.

Unter Zugabe von DMSO 2% lag der Mittelwert der beschadigten Zellkerne bei 7,8%
+ 5,1% Standardabweichung.

Unter dem Stimulus von Temozolomid 100ug/ml (Tem100) stieg die Zahl der
beschadigten Zellkerne auf einen Mittelwert 26,7% + 13,6% Standardabweichung

an. Durch die Verdoppelung der Temozolomidkonzentration auf 200pug/ml (Tem200)
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stieg die Zahl der beschadigten Zellkerne auf einen Mittelwert von 29,2% + 7,6%
Standardabweichung. Eine weitere Konzentrationserhhung auf 400ug/ml
Temozolomid (Tem400) brachte keinen erhdhten Apoptoseeffekt. Die Zahl der
beschadigten Zellkerne lag bei einem Mittelwert von 26,2% =+ 9%
Standardabweichung. Bei einem Stimulus mit Temozolomid 600ug/ml (Tem600)
stieg die Apoptoserate auf einen Mittelwert von 47,7% + 30% Standardabweichung.
Die Unterschiede im Apoptoseverhalten der C6-Zellen, die unter Temozolomid
100pg/ml, 200pg/ml und 400ug/ml verglichen mit DMSO 2% sichtbar wurden, sind
statistisch hoch signifikant (p<0,001: ***). Der Unterschied, der sich zwischen DMSO
2% und Temozolomid 600ug/ml ergab, war statistisch signifikant (p>0,05: *).

Es lasst sich erkennen, dass der apoptotische Effekt von Temozolomid auf C6-Zellen
dosisabhangig ansteigt.

Die Ergebnisse des zweiten Versuchsabschnittes werden durch nachstehendes

Diagramm dargestellt.

Temozolomid 200 pg/ml + SDF-1 + CCX733
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byt
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Abb. 14: Graphische Darstellung des apoptotischen E  ffektes von Temozolomid 200ug/ml, SDF-
1 und CCX733 auf C6-Zellen.

Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte der Therapiearme mit Standardabweichungen. p>0,05: *.
Die Stimuli werden wie folgt abgekirzt: SDF-1 1nM (SDF-1), CCX733 100nM (CCX733),
Dimethylsulfoxid 1% (DMSO 1%), Temozolomid 200ug/ml (Tem200).

Durch Zugabe von DMSO 1% zu den C6-Zellen kam es zu einer Apoptoserate, die
bei einem Mittelwert von 4% + 1,1% Standardabweichung lag. Durch Zugabe von
DMSO 1% und SDF-1 1nM lag die Zellkernsterblichkeit bei einem Mittelwert von 6%
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+ 4,7% Standardabweichung. Beim dritten Arm lag der Anteil der beschadigten
Zellkerne unter Therapie mit DMSO 1% und CCX733 100nM bei einem Mittelwert
von 5,6% + 2,7% Standardabweichung. Der vierte Arm erreichte durch die
Kombination von DMSO 1%, SDF-1 1nM und CCX733 100nM eine Apoptoserate die
bei einem Mittelwert von 6,5% + 2,6% Standardabweichung lag.

Da die Gabe von DMSO kaum einen apopotischen Effekt auf die C6-Zellen hat, tritt
auch durch die Zugabe von zusatzlichem SDF-1 kein Rettungseffekt bzw. kein
aufhebender Effekt durch die Zugabe von CCX733 ein. Die vier ersten Werte der
Graphik kénnen daher als natirlicher Schwankungsbereich der Zellsterblichkeit von
mit DMSO behandelten C6-Zellen angesehen werden.

Durch die Zugabe von Temozolomid 200ug/ml (Tem200) stieg der Anteil der
apoptotischen Zellkerne erwartungsgemafl an und lag bei einem Mittelwert von
69,8% + 13,2% Standardabweichung. Bei gemeinsamer Verabreichung von
Temozolomid 200pug/ml und SDF-1 1nM lag die Anzahl der beschadigten Zellkerne
bei einem Mittelwert von 58% + 11,5% Standardabweichung. Das SDF-1 1nM zeigte
hier also einen gegenregulierenden Effekt. Der Unterschied zur vorhergegangenen
reinen Temozolomidgabe war statistisch signifikant (p>0,05: *). Temozolomid
200pg/ml in Kombination mit CCX733 100nM erreichte eine Apoptoserate die bei
einem Mittelwert von 65,9% = 12,5% Standardabweichung lag. CCX733 100nM
reduziert hier den antiapoptotischen Effekt von CXCL12 und fihrt zusammen mit
Temozolomid zu einer erhdhten Apoptoserate. Der achte Arm kombinierte
Temozolomid 200pug/ml, SDF-1 1nM und CCX733 100nM. Durch Uberlagerung des
zellrettenden Effektes von CXCL12 und des aufhebenden Effektes von CCX733
100nM lag die Zellsterblichkeit, &hnlich wie bei alleinigem Temozolomidstimulus, bei

einem Mittelwert von 65,1% * 9,5% Standardabweichung.
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5. Diskussion

Das Glioblastoma multiforme ist der haufigste und auch der bdsartigste priméare
Hirntumor (Dresemann 2010). Die derzeitige Therapie der Wahl besteht aus der
maoglichst radikalen Tumorresektion. Dem schliel3t sich eine Strahlentherapie mit
konkomitanter Chemotherapie mit dem Blut-Hirnschranken-géngigen Alkylans
Temozolomid (Temodal®) nach dem 2005 von Stupp veroffentlichten Schema an
(Stupp et al. 2005).

Trotz aller Fortschritte bei operativen Verfahren und adjuvanten Therapien ist die
Prognose fir einen an einem Glioblastoma multiforme erkrankten Patienten mit einer
Funf-Jahres-Uberlebensrate unter 5% immer noch sehr schlecht (Stupp et al. 2009).
Einer der Hauptgriinde fir diese schlechte Prognose liegt im Verbleib einzelner, ins
umliegende Gewebe infiltrierter Tumorzellen. Bei diesen Zellen kdnnte es sich um
tumorale Stammzellen handeln. Sie sprechen nicht auf Radiatio- oder
Chemotherapie an, kbnnen nach einiger Zeit wieder in den Zellzyklus eintreten und
fuhren so zu einem Rezidiv (Gilbert et Ross 2009).

Des Weiteren ist bekannt, dass Chemokine/Chemokinrezeptoren nicht nur im
gesunden Nervensystem, sondern auch unter pathologischen Bedingungen eine
bedeutende Rolle spielen. Sie beeinflussen Parameter der Tumorgenese wie

Tumorzellproliferation, Angiogenese und Metastasierung (Held-Feindt et al. 2008).

Um Stammzellpopulationen innerhalb eines Tumors nachweisen zu kénnen, bedient
man sich Stammzellmarkern und Chemokinen/Chemokinrezeptoren. Es ist daher
von grundlegender Bedeutung, die Rolle dieser Marker besser zu erforschen, um die

Therapie des Glioblastoma multiforme weiter zu verbessern.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, wie das Glioblastoma
multiforme im Hinblick auf die Expression und funktionelle Bedeutung von
Chemokinen sowie verschiedenen Stammzellmarkern unter der Therapie mit dem

Chemotherapeutikum Temozolomid reagiert.

Im Rahmen des tierexperimentellen Abschnittes konnten in Hirnparenchymproben
mittels Real-Time PCR die Chemokinliganden/-Rezeptoren CXCL12, CXCR4 und
CXCR7 nachgewiesen werden. Aul3erdem lie3en sich die Stammzellmarker CD133,
Nestin, Musashi-1 und SOX-2 nachweisen. Die Gewebeproben wurden Wistar-
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Ratten jeweils aus der gesunden Hirnhemisphare und aus der durch C6-Zellen
tumoros veranderten Hemisphare entnommen.

Innerhalb dieser Chemokine/Stammzellmarker konnte im Hinblick auf deren
Expressionsmuster und der Temozolomidsensitivitét eine Einteilung in drei Gruppen
vorgenommen werden.

In der ersten Gruppe, bestehend aus CXCR4 und Nestin, fanden sich deutliche
Unterschiede der mRNA-Expression zwischen gesundem und erkranktem
Hirngewebe, unabhéngig von der Temozolomidtherapie. In der zweiten Gruppe, die
aus CXCR7 und Musashi-1 bestand, fanden sich im Allgemeinen nur geringe
Unterschiede in der mRNA-Expression zwischen gesundem Hirngewebe und Tumor,
ebenfalls unabhéngig von der Gabe von Temozolomid. Die dritte Gruppe wurde aus
CXCL12, CD133 und SOX-2 gebildet. Hier fanden sich im Allgemeinen nur geringe
Unterschiede in der mRNA-Expression bei den Therapietieren, jedoch deutlichere
Unterschiede der mRNA-Expression bei den Kontrolltieren.

In einer von Ma et al. 2008 durchgeftihrten Studie wurde ebenfalls die mMRNA-
Expression von verschiedenen Stammzellmarkern und Chemokinen mittels Real-
Time PCR ermittelt. Man verglich dabei die mMRNA-Expression der Chemokine und
Stammzellmarker von 72 Astrozytomen verschiedener WHO-Klassifikation mit der
von gesundem humanen Hirngewebe. Es konnten im Rahmen dieser Untersuchung
die Stammzellmarker Nestin, CD133, SOX-2 und Musashi-1 nachgewiesen werden,
was mit unseren Ergebnissen Ubereinstimmt. Des Weiteren wies die von Ma et al.
durchgefiihrte Untersuchung ebenfalls den Chemokinrezeptor CXCR4 nach, welchen
auch wir ermitteln konnten. Ma et al. beschrieben in ihrer Studie eine signifikante
Erhohung der mRNA-Expression aller Marker in den Astrozytomproben, verglichen
mit dem gesunden humanen Hirngewebe. Dabei korrelierte die Menge der
nachgewiesenen mRNA-Mengen von Nestin, CD133, SOX-2 und Musashi-1 mit dem
WHO-Grad des Astrozytoms.

Unabhangig von der Gruppeneinteilung hinsichtlich der Temozolomidsensibilitat
konnte in der vorliegenden Arbeit, korrelierend zu den von Ma et al. beschriebenen
Ergebnissen, ebenfalls eine allgemeine Erhéhung der mRNA-Expression von
Chemokinen und Stammzellmarkern innerhalb der C6-Gliome festgestellt werden.

In vorangegangenen Studien werden unsere Ergebnisse bestéatigt. Es konnte
ebenfalls eine gesteigerte Expression von CXCR4 und SDF-1 im Glioblastoma

multiforme festgestellt werden (Zagzag et al. 2006, do Carmo et al. 2010). Der
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funktionelle Rezeptor CXCR7, der mit hoher Affinitat an CXCL12 bindet, wird unter
Hypoxie, wie sie beim schnell wachsenden Glioblastoma multiforme auftritt,
hochreguliert (Schutyser et al. 2007). Die Expression von Nestin, Musashi-1 und
SOX-2 korreliert im Glioblastoma multiforme mit dem Grad der Tumormalignitat (Ma
et al. 2008). Auch die Expression von CD133 ist in diesem Tumor deutlich erhéht (Ma
et al. 2008; Thon et al. 2010) und korreliert mit der Uberlebensrate der Patienten
(Zeppernick et al. 2008). In Analogie dazu zeigte sich auch in unserem in vivo-
Versuch eine deutliche Erhéhung der CD133-Expression bei den Therapie- und
Kontrolltieren, was zu einem verminderten Ansprechen des Tumors auf das
Chemotherapeutikum fiihrt (Angelastro et Lamé 2010). Neue Studien geben
allerdings Anlass zur Hoffnung, das Ansprechen des Glioblastoma multiforme auf die
Chemotherapie mit Temozolomid verbessern zu kénnen, indem die Signalwege zur
Aktivierung von CD133 blockiert werden (Ulasov et al. 2011).

Um die Wirkweise von Temozolomid auf die C6-Zellen genauer untersuchen zu
kénnen, wurden diese im Anschluss isoliert in vitro betrachtet.

Unter Temozolomidstimulus zeigten die C6-Zellen eine statistisch signifikante
Expressionssteigerung der Chemokinrezeptoren CXCR4, CXCR7 und des
Chemokinliganden CXCL12, wéhrend die Expressionssteigerung aller ermittelten
Stammzellmarker unter dem gesetzten Cut-off von 1,5 verblieb.

C6-Zellen exprimieren CXCR7 und CXCL12 auf einem gut nachweisbaren Niveau,
wahrend der Chemokinrezeptor CXCR4 in geringeren Mengen nachzuweisen ist.
Temozolomid induziert sowohl die vermehrte Expression von CXCL12 als auch der
Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7. CXCR4 scheint eine wichtige Rolle in der
Entwicklung des Gehirns zu spielen, insbesondere bei der Migration und dem
Uberleben von neuronalen und oligodendroglialen Vorlauferzellen (Dziembowska et
al. 2005). CXCRY7 ist am Reifeprozess von Gliazellen beteiligt (Géttle et al. 2010) und
ist der dominante Rezeptor fir CXCL12 im Rattenhirn (Schonemeier et al. 2008).
CXCL12 und CXCRY7 vermitteln einen Rettungseffekt bei humanen Glioblastomzellen
und wirken der medikament6s induzierten Apoptose entgegen (Hattermann et al.
2010). Unsere Ergebnisse bestéatigen diese Aussage fur C6-Gliome. Veranschaulicht
wird dieser Mechanismus in der in unserem Versuchsaufbau besonders gesteigerten

Expression von CXCL12 und CXCR7 unter Temozolomidstimulus.
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Bei Tumoren, die resistent auf die adjuvant angewendete Chemotherapie mit
Temozolomid reagieren, konnte seit einiger Zeit eine kleine Population von Zellen
nachgewiesen werden, die dafir ursachlich sind. Beim Glioblastoma multiforme
handelt es sich dabei um Glioblastomstammzellen. Es konnte gezeigt werden, dass
diese Stammzellen nicht auf die Therapie mit dem Chemotherapeutikum
Temozolomid ansprechen (Fu et al. 2009). Analog dazu lasst sich schlussfolgern,
dass auch die entsprechenden Stammzellmarker auf einen chemischen Reiz durch
Temozolomidgabe nicht mit einer Expressionssteigerung reagieren durften. Diese
Vermutung wird durch unsere Ergebnisse im in vitro-Abschnitt dieser Arbeit bestétigt.
Die Expression der Stammzellmarker Musashi-1, Nestin, CD133 und SOX-2 stieg

auch unter Temozolomidstimulus nicht statistisch signifikant an.

Wahrend sich also im in vivo-Versuch die mRNA-Expression von CD133 und SOX-2
im gesunden Hirnparenchym temozolomidsensitiv veranderte, konnten wir im in vitro-
Abschnitt keine Temozolomidsensitivitat beobachten. Ein Grund fur die gesteigerte
Expression von CD133 und SOX-2 im gesunden Hirngewebe nach
Temozolomidgabe mag in den Umgebungsfaktoren des Tierversuches begriindet
sein.

So induziert Temozolomid Uber die Aktivierung von p53 die Apoptose (Oliva et al.
2010). Das Tumorwachstum wird so gestoppt oder verlangsamt. Da das
Glioblastoma multiforme schlecht auf die Chemotherapie anspricht (Daga et al.
2011), wird der Prozess des Tumorwachstums vorerst nur verlangsamt. Zusatzlich zu
diesen Effekten koénnten nun durch die Gabe von Temozolomid Substanzen im
Hirnparenchym aktiviert werden. Diese fuhren dazu, dass Stammzellmarker
andersartig reguliert werden und sich, wie unsere Versuchsergebnisse zeigen, im
gesunden  Hirnparenchym  erhohte Mengen mMRNA von  bestimmten
Stammzellmarkern nachweisen lassen.

Somit ist aufgrund der Wechselwirkungen, die zwischen den Zellen des gesunden
umliegenden Hirnparenchyms und den Tumorzellen entstehen kdnnen, eine direkte
Vergleichbarkeit der in vivo-Ergebnisse mit den in vitro-Ergebnissen nicht ohne
Weiteres mdglich, obwohl die in vivo-Ergebnisse interessante Hinweise auf mégliche

Regulationsmechanismen der untersuchten Chemokine/Stammzellmarker bieten.
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Zudem kam zum Nachweis der Chemokine und Stammzellmarker, sowohl in vivo als
auch in vitro, die Real-Time RT-PCR in unseren Versuchen zur Anwendung. Die
Real-Time RT-PCR ist eine sensitive Methode, welche die Expression eines Gens
mittels Echtzeit-PCR nachweist. Im Vergleich zur konventionellen RT-PCR kann bei
der Real-Time RT-PCR eine genaue Quantifizierung der amplifizierten PCR-Produkte
erfolgen. Die hohe Sensitivitat der Real-Time RT-PCR beinhaltet allerdings den
Nachteil, dass bei einer ausreichenden Expression verschiedener Gene immer ein
Signal gemessen wird. Dieses kann unter Umstdnden dazu fuhren, dass
Unterschiede zwischen einzelnen Ansatzen nicht so ideal abgebildet werden kdnnen.
Alternativ zur Real-Time PCR gibt es zum Nachweis bestimmter Marker des
Weiteren die Mdglichkeit, diese auf Proteinebene mittels qualitativer Western-Blot-
Analyse nachzuweisen. Der Western-Blot ist allerdings im Nachweisverfahren
weniger empfindlich und die Detektierbarkeit eines Proteins ist stark abhangig von
der Qualitat des verwendeten Antikdrpers. Die von uns gewonnenen Ergebnisse sind
zudem quantitativ, was fur unsere Fragestellung von grundlegender Bedeutung war.
Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisationen der von uns nachzuweisenden
Chemokine und Stammzellmarker war die Verwendung der Western-Blot-Analyse
zudem schwierig. Wahrend die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7
beispielsweise in der Zellmembran aufzufinden sind, ist SOX-2 im Zellkern
nachzuweisen. Dieses hatte einen unterschiedlichen Aufschluss der Zellen
vorausgesetzt (Zellmembranisolation versus Gesamtlysat) und somit zu
Ungenauigkeiten gefuhrt. CXCL12 wird zudem sofort von der Zelle sezerniert und ist
daher nicht in der Zelle, sondern im Uberschuss zu lokalisieren. Fiir CXCL12 kame
somit keine Western-Blot-Analyse, sondern ein ELISA-Test (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) zur Anwendung. Fur unsere Fragestellung und dem damit
verbundenen Versuchsaufbau war daher die Real-Time RT-PCR die Methode der
Wabhl.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Real-Time PCR die mRNA-Expression der
Stammzellmarker Nestin, CD133, SOX-2 und Musashi-1 nachgewiesen. Dieses sind
klassische Marker, die, wie auch in unserer Arbeit, zum Nachweis von Zellen mit
stammzellartigen Qualitaten innerhalb von Glioblastomen herangezogen werden (Ma
et al. 2008, Gilbert et Ross, 2009). Gemald der Stammzelltheorie ist diese

Zellpopulation durch ihre Eigenschaft zur Selbsterneuerung fir die hohe
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Therapieresistenz und hohe Rezidivrate des Glioblastoma multiforme verantwortlich
(Rahman et al. 2011). Bei der Verwendung der oben genannten Marker als tumorale
Stammzellmarker bleibt allerdings zu bedenken und muss kritisch mit in die
Uberlegungen einbezogen werden, dass sich einige der Marker ebenfalls auf
benignen Zelloberflachen nachweisen lassen und damit nicht ausschlief3lich in der
Tumorforschung Anwendung finden. So ist CD133 ein Oberflachenmarker fur
neuronale Stammzellen (Uchida et al. 2000) und wurde erstmals verwendet, um
hamatopoetische Stammzellen nachweisen zu kénnen (Miraglia et al. 1997). Andere
Studien haben gezeigt, dass das Intermediarfilament Nestin bei Ratten nach einer
Ischamie in erh6htem Mal3e von reaktiven Astrozyten exprimiert wird (Pforte et al.
2005). Kirzlich konnte eine gesteigerte Nestin-Expression im Gehirn und
Ruckenmark von Mausen als Reaktion auf eine periphere Nervschadigung
nachgewiesen werden (Matsumura et al. 2010).

Auch im Beckenganglion der Ratte kam es nach caverndser Nervlasion zur einer
Hochregulation der Nestin-Expression (Kutlu et al. 2011). Es wird also deutlich, dass
der auslosende Stimulus, der zu einer erhdhten Nestin-Expression fuhrt, nicht
ausschlief3lich malignen Ursprungs sein muss, auch wenn die verwendeten Marker

nach géangiger Literatur anerkannte Stammzellmarker darstellen.

Ein weiterer Versuch der vorliegenden Arbeit betrachtete isoliert das
Proliferationsverhalten von C6-Zellen unter der Zugabe von Temozolomid in
verschiedenen Konzentrationen, SDF-1 und/oder DMSO 1%, jeweils in
unterschiedlicher Kombination. Dabei stellte sich heraus, dass SDF-1 den
antiproliferativen Effekt von Temozolomid bei geringer Dosierung vollstandig und bei
hoherer Dosierung zum grof3ten Teil aufhebt. Vermittelt wird dieser Rettungseffekt
von SDF-1 durch den Rezeptor CXCR7 (Hattermann et al. 2010). Bisher
beschriebene Beispiele fur Effekte, die durch SDF-1 Uber den Rezeptor CXCR7
vermittelt werden, sind die Chemotaxis in T-Lymphozyten (Balabanian et al. 2005),
die Angiogenese, Infiltration und das tumorale Wachstum von hepatocellularen
Karzinomen (Zheng et al. 2010) sowie die Foérderung des Tumorwachstums
verschiedener humaner Tumore in vivo (Burns et al. 2006; Miao et al. 2007).

Dass, wie unsere Ergebnisse zeigen, SDF-1 Uber den Rezeptor CXCR7 den
antiproliferativen Effekt von Temozolomid aufheben beziehungsweise verringern

kann, wurde in der Literatur durch Hattermann et al. 2010 beschrieben.
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Um unsere Ergebnisse weiter zu verifizieren, analysierte der letzte Versuchsaufbau
das Apoptoseverhalten von C6-Zellen unter der Zugabe von Temozolomid in
verschiedenen Konzentrationen, sowie bei der Zugabe von Temozolomid in
Kombination mit SDF-1 und CCX733.

Der Versuch liel3 erkennen, dass der apoptotische Effekt von Temozolomid auf C6-
Zellen dosisabhéangig ansteigt. Wie erwartet zeigte die zuséatzliche Gabe von
Temozolomid und SDF-1 durch den antiapoptotischen Effekt einen Rickgang der
Apoptoserate, wahrend die Apoptoserate durch die Kombination von Temozolomid,
SDF-1 und CCX733 wieder anstieg. Da CCX733 der selektive Antagonist von
CXCR7 ist, bestatigt dieses Ergebnis die bereits im vorangegangenen
Versuchsaufbau gewonnene Erkenntnis, dass der antiapoptische Effekt von SDF-1
Uber den Rezeptor CXCR7 vermittelt wird. Im humanen Glioblastoma multiforme
verhindert dieser SDF-1/CXCR7-Mechanismus das Ansprechen der Tumorzellen auf
die Chemotherapie (Hattermann et al. 2010). Fur die Behandlung des Glioblastoma
multiforme  stellt diese Erkenntnis einen wichtigen Ansatz fir neue
Therapiemoglichkeiten dar und bedarf weitergehender Forschung.

Ahnliche Therapieansatze untersuchte eine Studie fir den Pankreas- und
Kolonkrebs. Das Medikament Celastrol nimmt hier Einfluss auf den CXCR4/CXCL12-
Mechanismus und fihrt zu einer Herunterregulierung von CXCR4. Das wiederum
fuhrt dazu, dass die Invasivitdt der Tumorzellen unterdriickt wird, welche durch
CXCL12, den Liganden von CXCR4, ausgelost wird (Yadav et al. 2010).

Eine weitere Studie konnte ahnliche Entdeckungen in der Therapie von Brustkrebs
machen. Es konnte eine erhdhte Expression von CXCR4 und des Cannabinoid-
Rezeptors CB(2) nachgewiesen werden. Zwischen diesen beiden Rezeptoren
scheint es zu einer Interaktion zu kommen. Wird nun CB(2) durch seinen selektiven
Antagonisten JWH-015 inhibiert, so wird dadurch der CXCR4/CXCL12-Mechanismus
blockiert, welcher fur Tumorwachstum und Metastasierung verantwortlich ist (Nasser
et al. 2011).

Die Schlussfolgerung der vorliegenden Arbeit ist, dass die derzeitige
Standardtherapie des Glioblastoma multiforme, bestehend aus operativer
Tumorresektion, gefolgt von Radiatio mit konkomitanter Chemotherapie mit

Temzolomid, nach dem heutigen Stand der Forschung weiterer Optimierung bedarf.



60

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die im Glioblastoma multiforme nachweisbaren
Stammzellmarker Nestin, Musashi-1, CD133 und SOX-2 nicht temozolomidsensitiv
reagieren und dass der Chemokinligand CXCL12/SDF-1 Uber seinen erst kirzlich
entdeckten Rezeptor CXCR7 in der Lage ist, den apoptotischen Effekt von
Temozolomid dosisabhangig zu reduzieren/aufzuheben. Dies missen Ansatzpunkte
fur zukidnftige Untersuchungen sein, um schlielich das Glioblastoma multiforme
nicht nur palliativ, sondern kurativ therapieren zu kdnnen. C6-Zellen stellen daftr
aufgrund ahnlicher Eigenschaften wie humane Gliomzellen in vitro als auch in vivo an

Wistar-Ratten ein gutes Modell fir weiterfihrende Forschungen dar.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden im in vivo-Abschnitt 6 mannlichen Wistar-
Ratten mittels Stereotaxie C6-Gliomzellen in das linke Corpus striatum implantiert.
Nach 10-tagiger Wachstumsphase der C6-Gliome wurden die Tiere in zwei Gruppen
unterteilt. Die Therapietiere erhielten eine 1-wochige Behandlung mit Temozolomid.
Die Kontrolltiere blieben unbehandelt. Anschlielend wurde allen Tieren unter
Narkose Hirnparenchym aus beiden Hemispharen entnommen. Daraus wurden die
MRNA-Mengen von CXCR4, CXCR7, CXCL12, CD133, Nestin, Musashi-1 und SOX-
2 mittels Reverse Transcription mit anschlieRender Real-time PCR bestimmt.
Hinsichtlich des Expressionsmusters und der Temozolomidsensitivitat lie3en sich
drei Gruppen bilden. CXCR4 und Nestin zeigten therapieunabhangig deutliche
Unterschiede im Expressionsverhalten zwischen gesundem und erkranktem
Gewebe. CXCR7 und Musashi-1 zeigten therapieunabhangig im Allgemeinen nur
geringe Unterschiede im Expressionsverhalten zwischen gesunder und erkrankter
Hemisphare. CXCL12, CD133 und SOX-2 zeigten bei den Therapietieren nur geringe
Unterschiede des Expressionsmusters von gesunder und tumordser Hemisphare, bei
den Kontrolltieren deutlichere.

Der in vitro-Abschnitt untersuchte isoliert das Expressionsverhalten oben genannter
Chemokine/Stammzellmarker von C6-Zellen unter Zugabe von Temozolomid, DMSO
und unbehandelt. Es wurde das Proliferationsverhalten von C6-Zellen unter
Temozolomidstimulus in verschiedenen Konzentrationen, SDF-1 und/oder DMSO
1%, jeweils in verschiedenen Kombinationen sowie das Apoptoseverhalten von C6-
Zellen unter Zugabe von Temozolomid, SDF-1, DMSO 2% und CCX733, einem
CXCR7 Antagonisten, untersucht.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass CXCR4, CXCR7 und CXCL12 auf den
Temozolomidstimulus mit einer statistisch signifikanten Expressionssteigerung
reagierten, wahrend alle Stammzellmarker nicht signifikant reguliert wurden.
Temozolomid reduzierte die Proliferation von C6-Zellen dosisabhangig. Dieser Effekt
konnte bei gleichzeitiger Gabe von SDF-1 bei niedrigen Konzentration vollstandig,
bei hoheren Temozolomidkonzentrationen deutlich reduziert werden. Der
apoptotische Effekt von Temozolomid auf C6-Zellen stieg dosisabhangig an. Die
zusatzliche Gabe von SDF-1 wirkte antiapoptotisch. Der selektive CXCR7-Antagonist
CCX733 antagonisierte diesen Effekt. Diese Befunde zeigen Ansatzpunkte auf, die
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es zukinftigen Studien ermdglichen, die Therapie des Glioblastoma multiforme

weiter zu verbessern.
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8. Anhang

8.1. Ausflhrliche tabellarische Darstellung der Erg  ebnisse

8.1.1. In vivo - Ermittlung des Expressionsverhaltens von CXCR4, CXCRY7,
CXCL12, CD133, Nestin, SOX-2 und Musashi-1 auf mRNA -Ebene in C6-Gliomen
sowie im gesunden Hirngewebe mit und ohne Temozolom id-Therapie (siehe
4.1)

Tabelle 16: Expressionsverhalten von CXCR4, CXCR7, CXCL12, CD133, Nestin, SOX-2 und
Musashi-1 auf mMRNA-Ebene im in vivo-Versuch. Dargestellt sind die ACT-Werte und AACT-
Werte bei den Therapietieren (T1-T4) und den Kontrolltieren (K1-K2), jeweils vom gesunden

Hirnparenchym (Hirn) und vom Tumorgewebe (Tumor). AACT stellt die Induktion der Expression dar.

CXCR4 CXCRY CXCL12

T1 Hirn ACT 7,02 6,78 4,95

T1 Tumor |ACT 3,49 6,70 4,37
AACT 11,5514336|1,05701804 | 1,49484925

T2 Hirn ACT 8,26 5,58 4,67

T2 Tumor |ACT 5,25 8,31 5,16
AACT 8,0556444|0,15072598| 0,7120251

T3 Hirn ACT 9,48 6,21 4,72

T3 Tumor |ACT 7,32 5,58 3,35
AACT 4,46914855 | 1,54756499 | 2,58470566

T4 Hirn ACT 7,63 6,22 3,81

T4 Tumor |ACT 7,90 5,93 4,00

AACT 0,82931955|1,22264028 | 0,87660572

K1 Hirn ACT 9,30 6,21 3,97

K1 Tumor |ACT 4,60 5,49 2,54
AACT 25,9920767|1,64718203 | 2,69446715

K2 Hirn ACT 8,48 6,47 4,76

K2 Tumor |ACT 6,37 5,60 3,50

AACT 4,31691295| 1,8276629 | 2,39495741

Musashi-1 Nestin CD133 SOX-2
T1 Hirn |ACT 4,70 10,46 6,14 10,08
T1 ACT 5,18 8,52 5,63 9,72
Tumor

AACT 0,71697762|3,83705648 | 1,4240502| 1,2834259

T2 Hirn |ACT 4,48 10,06 6,17 9,76
T2 ACT 9,84 6,17 8,58 10,97
Tumor
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AACT 0,02434889| 14,825409|0,18815584|0,43226862
T3 Hirn |ACT 5,65 11,10 7,20 10,91
T3 ACT 5,09 9,83 6,31 9,70
Tumor

AACT 1,47426922|2,41161566|1,85317612|2,31337637
T4 Hirn |ACT 5,07 10,26 6,52 9,91
T4 ACT 4,88 9,77 5,73 9,84
Tumor

AACT 1,14076372|1,40444488|1,72907446|1,04971668
K1 Hirn |ACT 5,49 10,65 7,12 10,51
K1l ACT 4,81 8,48 5,67 9,24
Tumor

AACT 1,60213976|4,50023394|2,73208051|2,41161566
K2 Hirn |ACT 5,02 11,39 7,37 11,11
K2 ACT 4,24 9,25 5,10 9,23
Tumor

AACT 1,71713087|4,40762046 |4,82323131| 3,6807506

8.1.2. In vitro - Ermittlung des Expressionsverhaltens von CXCR4,

CXCL12, CD133, Nestin,

Temozolomid stimulierten und mit DMSO behandelten C

SOX-2 und Musashi-1

Tabelle 17: Expressionsverhalten von CXCR4, CXCR7,

Musashi-1 auf mRNA-Ebene im

CXCL12, CD133, Nestin, SOX-2 und
in vitro-Versuch. Dargestellt sind die ACT-Werte und AACT-

in unsti

mulierten,
6-Zellen (siehe 4.2.1.)

Werte. Die Stimuli werden wie folgt abgekiirzt: Dimethylsulfoxid 0,1% (DMSO 0,1%), Temozolomid
20pg/ml (Tem?20),
(Tem20/DMSO 0,1%), undetektierbare ACT-Werte (-). Die Mittelwerte der Induktion (MW) und

dazugehdrigen Standardabweichungen (SD) wurden aus den drei Versuchsdurchlaufen ermittelt.

Induktion der Expression Temozolomid 20ug/ml zu Dimethylsulfoxid 0,1%

Versuchsdurchlauf 1:

CXCR4 CXCRY7 CXCL12

C6-Zellen,
unstimuliert ACT 14,84 9,22 8,63
C6-Zellen,
DMSO 0,1% ACT 14 9,47 8,32
C6-Zellen,
Tem20 ACT 13,33 8,42 7,59
Induktion
Tem20/DMSO 0,1% |AACT 1,59107297|2,07052985 | 1,65863909

Musashi-1 Nestin CD133 SOX-2

C6-Zellen,
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unstimuliert ACT 12,6 4,11 16,95 7,51
C6-Zellen,
DMSO 0,1% |ACT 12,66 4,64 19,25 7,54
C6-Zellen,
Tem20 ACT 12,13 3,83 16,62 7,71
Induktion
Tem20/DMSO
0,1% AACT [1,4439292|1,75321144|6,19025997 | 0,88884268
Versuchsdurchlauf 2:
CXCR4 CXCR7 CXCL12
C6-Zellen,
unstimuliert ACT 13,32 8,93 10,8
C6-Zellen,
DMSO 0,1% ACT 13,49 9,21 11,48
C6-Zellen,
Tem20 ACT 13,09 8,51 10,07
Induktion
Tem20/DMSO 0,1% |AACT 1,31950791|1,62450479 | 2,65737163
Musashi-1 Nestin CD133 SOX-2
C6-Zellen,
unstimuliert ACT 12,88 4,64 17,66 -
C6-Zellen,
DMSO 0,1%
ACT 12,77 4,88 - -
C6-Zellen,
Tem20 ACT 11,98 4,84 - -
Induktion
Tem20/DMSO
0,1% AACT 1,72907446|1,02811383 - -
Versuchsdurchlauf 3:
CXCR4 CXCR7 CXCL12
C6-Zellen,
unstimuliert ACT 15,76 9,16 10,33
C6-Zellen,
DMSO 0,1% ACT 15,92 8,78 10,6
C6-Zellen,
Tem20 ACT 15,36 7,65 8,89
Induktion
Tem20/DMSO 0,1% |AACT 1,47426922|2,1885874|3,27160823
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Musashi-1 Nestin CD133 SOX-2
C6-Zellen,
unstimuliert ACT 12,36 5,32 17,87 6,48
C6-Zellen,
DMSO 0,1%
ACT 11,75 5,9 17,93 6,81
C6-Zellen,
Tem?20 ACT 12,05 6,04 16,71 6,27
Induktion
Tem20/DMSO
0,1% AACT [0,8122524|0,90751916 |2,32946717 |1,45397252
Marker MW der Induktion SD
CXCR4 1,461616699 0,136223932
CXCRY7 1,961207348 0,297507738
CXCL12 2,529206318 0,814086681
Musashi-1 1,328418685 0,469198981
Nestin 1,229614808 0,457439444
CD133 4,259863574 2,729992771
SOX-2 1,171407599 0,399607139
8.1.3. Proliferationsverhalten von C6-Zellen (siehe  4.2.2))

Tabelle 18: Proliferationsverhalten von C6-Zellen i
abgekirzt: SDF-1 1nM (SDF-1), Dimethylsulfoxid 1% (DMSO 1%), Temozolomid 20ug/ml (Temz20),
Temozolomid 100pug/ml (Tem100). Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) sind jeweils in

m in vitro-Versuch. Die Stimuli werden wie folgt

Prozent (%) angegeben.

Stimulus MW in % SDin %
unstimuliert 100 1,2
SDF-1 99,7 6,4
DMSO 1% 93,1 5,8
SDF-1, DMSO 1% 102,8 5,2
Tem20 85,9 9,6
Tem?20, SDF-1 107,2 2,8
Tem100 66,1 1,6
Tem100, SDF-1 83 5,6




80

8.1.4. Apoptoseverhalten von C6-Zellen (siehe 4.2.3 )

Tabelle 19: Apoptoseverhalten von C6-Zellen im in vitro-Versuch bei Gabe von Temozolomid.
Die Stimuli werden wie folgt abgekirzt: Dimethylsulfoxid 2% (DMSO 2%), Temozolomid 100ug/ml
(Tem100), Temozolomid 200ug/ml (Tem200), Temozolomid 400ug/ml (Tem400), Temozolomid
600pg/ml (Tem600). Die Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) sind jeweils in Prozent
(%) dargestellit.

Stimulus MW in % SDin %
DMSO 2% 7,8 5,1
Tem100 26,7 13,6
Tem200 29,2 7,6
Tem400 26,2 9
Tem600 47,4 30

Tabelle 20: Apoptoseverhalten von C6-Zellen im in vitro-Versuch bei Gabe von Temozolomid,
SDF-1 und CCX733 in verschiedenen Kombinationen. Die Stimuli werden wie folgt abgekdrzt:
Dimethylsulfoxid 1% (DMSO 1%), SDF-1 1nM (SDF-1), CCX733 100nM (CCX733), Temozolomid
200ug/ml (Tem200). Die Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) sind jeweils in Prozent
(%) dargestellt.

Stimulus MW in % SDin %
DMSO 1% 4 11
DMSO 1%, SDF-1 6 4,7
DMSO 1%, CCX733 5,6 2,7
DMSO 1%,

SDF-1, CCX733 6,5 2,6
Tem200 69,8 13,2
Tem200, SDF-1 58 11,5
Tem200, CCX733 65,9 12,5
Tem200, SDF-1, 65,1 9,5
CCX733
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