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1. Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Thematische Einfiihrung

Nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen die malignen Tumore die zweithaufigste
Todesursache in den westlichen Industriestaaten dar. Der Prozess der Tumorentstehung
und —progression wird mittlerweile als eine Akkumulation einer gro3en Zahl von erworbenen
aber auch pradisponierenden genetischen Veranderungen angesehen, die zu einer
Entdifferenzierung und Proliferation, aber auch zum Tod der Zelle fliihren kénnen. Damit
bestatigte die Krebsforschung die bereits 1914 von Theodor Boveri aufgestellte These, dass
ein Tumor durch chromosomale Veranderungen, die zu einer abnormen Proliferation flihren,

aus einer einzigen normalen Zelle entsteht.

Die genauere Untersuchung genetischer Veranderungen in malignen Zellen wurde erst
durch  die  Zytogenetik = mdglich. Die  Entwicklung von  Techniken  zur
Chromosomenpraparation fuhrte zur Bestimmung der exakten Zahl von 46 menschlichen
Chromosomen beim Menschen (Tijo & Levan, 1956). Bereits sehr rasch wurden zuerst
numerische, spater auch charakteristische strukturelle Veranderungen mit bestimmten
Neoplasien assoziiert. Die erste in neoplastischem Gewebe nachgewiesene
Chromosomenanomalie war die partielle Deletion des kurzen Arms eines Chromosoms 22
bei der chronisch myeloischen Leukamie (Nowell & Hungerford, 1960). Diese wurde spater
als eine Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 (,Philadelphiachromosom®)
identifiziert, die mit der Bildung eines proliferationsaktivierenden Fusionsgens einhergeht
(Rowley, 1973). Die zweite Beobachtung war der Verlust eines kompletten Chromosoms 22
bei einem in der Regel gutartigen Tumor, dem Meningeom (Zang & Singer, 1967). Durch
eine Weiterentwicklung der Banderungstechniken Anfang der siebziger Jahre wurde es
moglich, auch kleinere Deletionen und Translokationen und andere strukturelle Aberrationen
mikroskopisch sichtbar zu machen. Diese bildeten die Grundlage fiir die Entwicklung der
Tumorzytogenetik, die sich mit der Analyse von erworbenen Chromosomenveranderungen in

vielen hamatologischen Erkrankungen und soliden Tumoren befasst.

Wahrend die konventionelle Zytogenetik von der Qualitat der jeweiligen
Chromosomenpraparation und Banderung in ihrer Auflésung abhangig ist, fuhrte die
EinfUhrung der Fluoreszenz - in situ - Hybridisierung (FISH) Mitte der achtziger Jahre zur
Entwicklung der molekularen Zytogenetik und damit zu einem wesentlichen Fortschritt in der
Chromosomendiagnostik. Bei dieser Methode wird mittels einer markierten DNA- oder RNA-
Sequenz die Lokalisierung komplementarer Sequenzen auf Chromosomen, im Zellkern oder
im Gewebeschnitt ermdglicht. Zunachst war mit dieser von Gall und Pardue 1969 erstmals

beschriebenen Technik nur der Nachweis und die Lokalisierung von radioaktiv markierten
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DNA-Sequenzen mdglich. Aufgrund ihrer Nachteile wurden die urspringlich verwendeten
radioaktiv markierten Nukleotide immer mehr durch den Einsatz von nicht-radioaktiv
markierten Nukleotiden, z.B. Biotin und Digoxigenin, verdrangt. Durch den Einsatz
Fluorochrom-markierter Nukleotide konnte das Verfahren erheblich beschleunigt und
zugleich eine Verbesserung des Auflésungsvermdgens erreicht werden. Aufgrund ihrer
hohen Sensitivitat, der raumlichen Aufldsung der Signale und der Moéglichkeit, verschiedene
Sonden zu kombinieren und differentiell in den Praparaten nachzuweisen, ist diese Technik
in vielen Bereichen angewendet worden. Nachdem es gelang, auch komplexe DNA durch
Suppression repetitiver DNA-Elemente spezifisch zu hybridisieren und durch
chromosomenspezifische DNA-Proben individuelle Chromosomen anzufarben (Painting,
Ried et al., 1997), wurden Strategien entwickelt, um die Anzahl simultan hybridisierbarer und
differentiell nachweisbarer DNA-Sonden zu erhéhen. Die Entwicklung der Techniken der
Spektralen Karyotypisierung (SKY, Schrock et al., 1996), Multiplex-FISH (M-FISH, Speicher
et al., 1996) und Combined Binary Ratio labelling (COBRA, Tanke et al., 1999) ermdglichten
die durch eine 24-Farben FISH simultane Darstellung aller 22 Autosomen und der beiden
Geschlechtschromosomen des menschlichen Genoms in unterschiedlichen Farben. Somit
wird eine komplette Karyotypisierung mit einem einzigen FISH-Experiment erreicht, und
durch die Vielfarben-Chromosomenpaints wird sowohl die Identifizierung von
Markerchromosomen und interchromosomalen Umbauten als auch eine Analyse komplexer

Aberrationen des gesamten Chromosomensatzes mdglich

Ein anderer Ansatz, chromosomale Veranderungen in soliden Tumoren zu untersuchen,
stellt die vergleichende genomische Hybridisierung (Comparative Genomic Hybridization -
CGH) dar. Diese Methode erlaubt eine umfassende Analyse von DNA-Zugewinnen bzw.
Verlusten aus nativem Gewebe und ermdglicht einen Uberblick Uber das gesamte Genom
einer Probe in einem einzigen Versuch. Entwickelt wurde diese Methode von Kallioniemi und
Mitarbeitern (1992), deren Prinzip auf der gemeinsamen Hybridisierung von differentiell
markierter Tumor- und Referenz-DNA auf Metaphase-Chromosomen eines gesunden
Spenders beruht. Die unterschiedlich markierte DNA wird mit Fluorochromen nachgewiesen,
an einem Fluoreszenzmikroskop digital aufgenommen und mit einem speziellen Programm
ausgewertet. Da diese Methode keine Kultivierung der Tumorzellen erfordert und
unabhangig von der Verfiigbarkeit geeigneter DNA-Sonden ist, hat sie einen erheblichen
Beitrag zum Auffinden neuer rekurrenter chromosomaler Verénderungen in soliden Tumoren
geleistet. Dabei fanden sich eine Vielzahl von chromosomalen Aberrationen, die
Uberraschenderweise haufig sehr tumorspezifisch auftreten. Mit der Entwicklung
molekulargenetischer Methoden konnten inzwischen auch spezifische Gene identifiziert

werden, die an der Tumorentstehung und —progression beteiligt sind.



1. Einleitung 3

1.2. Gliome

Hirntumoren treten in der Regel sporadisch auf und sind mit etwa 3% im Vergleich zu der
gesamten Tumorinzidenz relativ selten. Lediglich 50% der Hirntumore sind neuroepithelialen

Ursprungs, wobei die Gliome die Uberwiegende Mehrheit darstellen.

Diese entstehen bevorzugt in den Grol3hirn-Hemispharen und manifestieren sich gewdhnlich
im Erwachsenenalter. Unterschieden werden neben den am haufigsten auftretenden

Astrozytomen auch Oligodendrogliome, Oligoastrozytome (Mischgliome) und Ependymome.

Charakteristisch fur diese Tumore ist sowohl ihre histopathologische Variabilitat als auch ihre
vom Differenzierungsgrad unabhangige Neigung zur diffusen Infiltration in benachbarte und
entferntere Hirnstrukturen sowie ihrer Tendenz zur malignen Progression. Die maligneste

Form der Astrozytome ist das Glioblastoma multiforme.

1.2.1. Astrozytome

Der Begriff ,Astrozytom® wurde erstmals Ende des 19. Jahrhundert von Rudolf Virchow
eingefuhrt und als feststehender Ausdruck 1926 von Bailey und Cushing in die

Histopathologie eingefuhrt.

Mit ca. 60% stellen die diffusen Astrozytome die haufigsten intracranialen Neoplasien des
Menschen mit einer Inzidenz von etwa 6 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr
dar. Epidemiologische Studien konnten, mit Ausnahme der therapeutischen
Strahlenbelastung besonders bei jungen Patienten (Neglia, 1991), keinen kausalen
Zusammenhang zwischen spezifischen Noxen oder Umweltbedingungen und der
Tumorentstehung aufdecken. Man geht davon aus, dass Tumoren durch eine sukzessive
Akkumulation von Veranderungen der genomischen DNA entstehen. Neben einer
genetischen Pradisposition werden weitere, bedingt durch verschiedene Noxen aus der

Umwelt hinzukommende molekularbiologisch relevante Veranderungen vermutet.

Eine Einteilung der Tumore nach ihrer Gut- bzw. Bdsartigkeit erfolgt entsprechend dem
Vorhandensein bestimmter Merkmale, wie z.B. zellularen Pleomorphismen, Mitosen,
Nekrosen und Endothelproliferaten, die Charakteristika fur die Aggressivitat und Malignitat
dieser Tumore darstellen (Kernohan, 1949; Daumas-Duport et al.; 1988; Kleihues et al.,
1993; Kleihues & Cavenee, 2000).

Weltweit akzeptiert ist heutzutage die 2000 neu Uberarbeitete Einteilung der World Health
Organisation (WHO-Klassifikation), die den einzelnen Gliom-Typen eine Graduierung
zwischen | und IV zuteilt und weiterhin die Tumore den Zelltypen zuordnet, aus denen sie

entstanden sind.
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Die WHO teilt die astrozytaren Gliome in 2 Hauptgruppen:

a) die haufigen diffus infiltrierenden Tumore (niedriggradige Astrozytome (Grad II),

anaplastische Astrozytome (Grad lll), Glioblastoma multiforme (Grad 1V))

b) die selteneren astrozytdaren Neoplasien mit einem Uberwiegend umschriebenen

Wachstum (pilozytische Astrozytome und pleomorphe Xanthoastrozytome).

Tumore der letzteren Gruppe treten haufiger bei Kindern und jungen Erwachsenen auf,
zeigen ein verlangsamtes, umschriebenes Wachstum sowie ein begrenztes Potential zur
malignen Progression. Bei der Mehrzahl der Patienten kann durch Tumorresektion eine
Heilung erzielt werden. Hier muss jedoch angemerkt werden, dass auch diese Tumoren,

wenn sie unglnstig liegen, fir die Patienten prognostisch sehr schlecht sind.

Die diffusen Astrozytome manifestieren sich bei Erwachsenen, neigen zur malignen
Progression und Rezidivbildung und kénnen gewdhnlich nicht durch neurochirurgische,
radiotherapeutische und/oder chemotherapeutische Behandlungsstrategien geheilt werden.
Diese Unterschiede in ihren biologischen Charakteristika und klinischen Verhalten spiegeln

sich auch in den unterschiedlichen Mustern genetischer Veranderungen wider.

Die niedriggradigen diffusen Astrozytome reprasentieren ca. 10-15% aller astrozytarer
Hirntumore (1,4 Neuerkrankungen/1 Million Einwohner), wobei das Manifestationsalter bei
30-40 Jahren liegt. Manner sind etwas haufiger betroffen als Frauen (1,2:1). Die
anaplastischen Astrozytome haben ein Manifestationsalter von 40-50 Jahren, wobei Manner
fast doppelt so haufig davon betroffen sind als Frauen. Histologisch zeichnen sich diese gut
differenzierten Tumore durch eine niedrige bis moderate Zelldichte und eine diffuse
Infiltration in das benachbarte Hirnparenchym aus. Mikrozystische Degeneration ist ein
haufiges Merkmal, wahrend Nekrosen, mitotische Aktivitat und mikrovaskulare Proliferation
nicht beobachtet werden. Bei den anaplastischen Astrozytomen treten zusatzlich zu diesen
histopathologischen Kriterien eine erhdhte Zelldichte, Kern-Atypien und mitotische Aktivitat
auf. Die fir die Glioblastome (WHO Grad IV) typischen Merkmale wie Nekrosen und
mikrovaskulare Proliferation sind in den anaplastischen Astrozytomen noch nicht zu

beobachten.

Alle diffusen Astrozytome neigen zur Rezidivbildung sowie zur spontanen Progression. Diese
Progression zu héhergradigen Tumoren ist flir die Prognose der Patienten ausschlaggebend.
So zeigen Patienten mit niedriggradigem Astrozytom (Grad |1l) individuell stark
unterschiedliche Uberlebenszeiten mit einem Mittelwert von etwa 7 Jahren, da die maligne
Progression zum Glioblastom oft erst nach 4-5 Jahren auftritt. Auch fir die anaplastischen
Astrozytome besteht eine deutliche Tendenz einer fir die Prognose wichtigen Progression
zu sekundaren Glioblastomen. Das Zeitintervall variiert auch hier zum Teil betrachtlich mit

einer medianen Uberlebenszeit von 2 Jahren.
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Junges Patientenalter und die Moglichkeit zu einer radikalen Tumorresektion werden als
prognostisch glinstige Faktoren betrachtet. Bei den anaplastischen Astrozytomen werden
zusatzlich eine oligodendrogliale Komponente sowie ein hoher praoperativer Karnofsky
Performance-Status (KPS)' mit einer giinstigeren Prognose in Verbindung gebracht. Eine
Chemotherapie ist als Primartherapie der diffusen Astrozytome Grad Il bisher nicht Ublich.
Sie wird erst bei Rezidiven nach Strahlentherapie und radiologischen Hinweisen auf deren
Malignisierung sowie hohergradigen Astrozytomen empfohlen. Retrospektive Studien zeigen,
dass Patienten mit diesem Tumor nach inkompletter Resektion von einer Strahlentherapie
zwar hinsichtlich eines verlangsamten Tumorwachstums, nicht jedoch hinsichtlich der
Uberlebenszeit profitieren (NOA, 2002).

1.2.2. Oligodendrogliale und oligoastrozytare Tumore

Die Oligodendrogliome stellen eine eigene, gut charakterisierte klinisch-pathologische Entitat
dar und machen ca. 5-10% aller glialer Tumore aus. Sie entwickeln sich aus der
Oligodendroglia, die die Nervenfasern umhullen und sind vorwiegend im Frontallappen des
Groldhirns lokalisiert. Sie werden als WHO Grad Il oder anaplastische Tumore Grad Il
eingestuft, die einen in der Regel prognostisch gunstigeren Verlauf als die Astrozytome
gleichen Malignitatsgrads zeigen. Das Manifestationsalter liegt zwischen 35 und 55 Jahren
mit einem Gipfel bei 45 Jahren. Die Grad Il Tumore treten eher bei Patienten unter 40 Jahren
auf, wahrend Grad lll Tumore haufiger bei Patienten Uber 40 Jahren beobachtet werden.
Manner sind etwas haufiger betroffen als Frauen mit einem Verhaltnis von 1,5:1 bis 2,1:1
(Zulch, 1964; Mork et al., 1986). Die medianen postoperativen Uberlebenszeiten liegen bei
Grad Il Tumoren zwischen 3 und 5 Jahren, bei anaplastischen Oligodendrogliomen zwischen
1 und 3 Jahren. Eine glnstigere Prognose geht mit jingerem Patientenalter,
Frontallokalisation,  postoperativem Karnofsky = Performance-Status, makroskopisch
kompletter sowie Bestrahlung nach partieller Tumorresektion einher.

Als unglinstige Parameter gelten neben Nekrosen eine hohe mitotische Aktivitat, erhdhte

Zelldichte, nukledre Atypien, zellulare Pleomorphismen und mikrovaskulare Proliferation.

Die Oligoastrozytome (Mischgliome) weisen sowohl einen astrozytaren als auch einen
oligodendroglialen Anteil auf und kénnen ebenfalls als Grad Il oder anaplastische Tumore
Grad Il vorliegen. Das Manifestationsalter der Grad Il Tumoren liegt zwischen 35 und 45
Jahren, die anaplastischen Oligoastrozytome zeigen einen Altersgipfel bei 45 Jahren. Auch
hier sind Manner etwas haufiger betroffen als Frauen (1,2:1-1,7:1). Nur wenige Studien

liegen zur Uberlebenszeit dieser Patienten vor. Fir Tumore Grad |l wurden postoperative

' Der KPS beschreibt die préaoperative Morbiditat des Patienten
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Uberlebenszeiten von 3,9 bis 6,3 Jahren und einer 5-Jahresiiberlebensrate von 58% gezeigt.
Die Prognose fir anaplastische Oligoastrozytome (Grad lll) ist relativ unglnstig. Die
mediane Uberlebenszeit betragt knapp 3 Jahre und das 5- bzw. 10-Jahresiberleben 36%
bzw. 9% (Shaw et al., 1997). Eine glnstigere Prognose geht auch hier mit jingerem
Patientenalter, moglichst radikaler Tumorresektion sowie einer postoperativen
Strahlentherapie einher (Kleihues & Cavenee, 2000; Leitlinie DGN, 2003).

1.3. Glioblastoma multiforme

Der haufigste und maligneste Tumor des zentralen Nervensystems ist das Glioblastom
(Glioblastoma multiforme, GBM, WHO Grad |V). Der Anteil an der Gesamtzahl aller
Hirntumoren des Erwachsenenalters betragt ca. 15% mit 2-3 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohner pro Jahr und einem bevorzugten Auftreten im 5.-7. Lebensjahrzehnt. Dieser
Tumor macht etwa 50-60% aller Astrozytome aus und manifestiert sich mit seinem raschen
und diffus infiltrierenden Wachstum hauptsachlich in den Grohirn-Hemispharen.
Histopathologisch ist er durch Gewebs- und Zellpolymorphie, hohe Mitoserate, ausgepragte
Gefaliproliferation und Nekrosen charakterisiert. Der Einsatz immunhistochemischer Marker
erlaubt eine diagnostische Abgrenzung zu Karzinommetastasen bzw. malignen Lymphomen,
wobei haufig untersuchte Marker das saure Gliafaserprotein (GFAP) und das Protein S100
sind. Die supratentoriellen Gliome sind meist GFAP und /oder S100-positiv, aber negativ fir
epitheliale und lymphozytare Marker. Bei Glioblastomen ist eine sichere Unterscheidung
eines  astrozytdren, oligodendroglialen und oligoastrozytdren Ursprungs durch

Immunhistochemie nicht mehr maglich.

Glioblastome kénnen sich sowohl aus weniger malignen Vorstufen (sekundare Glioblastome,

sGBM) als auch de novo (primare GBM) entwickeln.

Prognostisch unterscheiden sich die sekundaren Glioblastome nicht von den primaren
Glioblastomen. Jedoch wird immer deutlicher, dass die primaren und sekundaren
Glioblastome genetisch unterschiedlichen Entstehungswegen folgen (s. Kap. 1.4.), die
Patienten ein unterschiedliches Manifestationsalter zeigen und sich auch in ihrem
Ansprechverhalten auf Therapie unterscheiden. Die primaren Glioblastome stellen die
grolkere Gruppe dar und treten Uberwiegend in alteren Patienten auf (im Mittel 55 Jahre).
Nach einem kurzen klinischen Verlauf von gewohnlich weniger als 3 Monaten manifestieren
sich diese Tumoren de novo ohne klinischen oder histopathologischen Hinweis fir eine
Entstehung aus einer weniger malignen Vorlauferstufe. Die sekundaren Glioblastome, die
sich nach maligner Progression aus niedriggradigen Astrozytomen (WHO Grad II) oder
anaplastischen Astrozytomen (WHO Grad IIl) entwickeln, treten bevorzugt bei jungeren

Patienten (< 45 Jahre) auf. Dabei variiert die Zeitspanne der Progression von einem
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niedriggradigen Tumor bis zum sGBM zum Teil betrachtlich von weniger als einem Jahr bis

hin zu mehr als 10 Jahren.

Als prognostisch glnstigere Parameter werden auch hier ein hoher Karnofsky Performance-
Status, junges Patientenalter, sowie eine moglichst radikale Tumorresektion diskutiert
(Burger & Green 1987; Salmon et al., 1994; Sneed et al., 1995; Watanabe et al., 1996;
Shafgat et al., 1999).

1.3.1. Therapie des Glioblastoma multiforme

Ohne jegliche therapeutische MalRnahmen betrégt die mittlere Uberlebenszeit der Patienten
mit einem Glioblastom nur 3-4 Monate mit einer raschen Verschlechterung des allgemeinen
und zerebralen Zustandes (Hofer et al., 1999). Die primare Standardtherapie stellt die
neurochirurgische Tumorresektion dar. Durch den Einsatz der Neuronavigation fir die
Eingriffsplanung und Tumorlokalisierung in Verbindung mit Magnetresonanz-Tomographie
(MRT) und intraoperativer Sonographie ist es mdglich geworden, selbst Tumoren in
wichtigen Arealen sowie in tiefer liegenden Hirnstrukturen mit gutem funktionellen Ergebnis
zu entfernen. Die Vermeidung zusatzlicher neurologischer Dauerschaden hat dabei Vorrang
gegenlber der operativen Radikalitat. Bei ungunstig lokalisierten oder multiplen Tumoren
sowie bei alteren Patienten in schlechtem Allgemeinzustand wird eine stereotaktische
Biopsie zur Diagnosesicherung durchgefuhrt (Leitlinie DGN 2003; Weller, 2004). Durch ihr in
der Regel invasives Wachstum ist eine neurochirurgische Totalresektion generell unmoglich,
so dass in ca. 90% Tumor-Rezidive in unmittelbarer Nachbarschaft des makroskopisch
komplett entfernt erscheinenden Primartumors beobachtet werden (Hofer et al., 1999;
Kleihues & Cavenee, 2000; Weller, 2003b; Reifenberger & Colins, 2004). Inwieweit jedoch
das Ausmall der Resektion mit der Lange des Uberlebens korreliert, wird kontrovers
diskutiert (Wood et al., 1988; Kreth et al., 1993). Neuere, prospektive Studien sprechen
daflir, das ein wichtiger prognostischer Parameter bei WHO Grad IlIl/IV Gliomen die
makroskopisch vollstdndige Entfernung des Tumorgewebes ist (Prados & Levin, 2000;
Lacroix et al., 2001; Leitlinie DGN, 2003).

1.3.2. Strahlentherapie

Bei der Behandlung von anaplastischen Astrozytomen und Glioblastomen stellt die
postoperative Strahlentherapie ein etabliertes Behandlungsverfahren dar. Trotz maRiger bis
geringer Strahlenempfindlichkeit der hdhergradigen Tumore verldngert diese Therapie,
insbesondere bei geringer Resttumormasse, die Uberlebenszeit der Patienten bei einer

guten Lebensqualitdt. Ihre Durchfuhrung orientiert sich an der Histologie und
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Ausbreitungscharakteristik des jeweiligen Tumors, wobei als Kriterien lokale Infiltration,
Tumorlokalisation und Wirkung der Bestrahlung auf Tumor und gesundes Gewebe
herangezogen werden. Sie bestimmen Zielvolumina, Dosierungen, Fraktionierungen und
Technik der Bestrahlung (Leitlinie DGN, 2003).

Als Standardtherapie beim GBM wird eine fraktionierte Strahlentherapie mit 54-60 Gy und
mehr als 20 Einzelfraktionen von 1,8-2 Gy eingesetzt. Die Verlangerung der medianen
Uberlebenszeit durch diese postoperative Therapie betragt allerdings nur etwa 6 Monate,
eine Erweiterung der Lebenserwartung auf Uber zwei Jahre nach Diagnosestellung ist sehr
selten. Zur Verklrzung der Gesamtbehandlungszeit kann bei alteren Patienten und
Patienten mit schlechten prognostischen Faktoren eine Hochdosis-Strahlentherapie mit 30-
45 Gy in 3 Gy-Fraktionen erfolgen. Eine Ganzhirnbestrahlung erzielt keine besseren
Ergebnisse als eine lokale Strahlentherapie, und die fokussierte Strahlentherapie oder
Radiochirurgie bringt keine Verbesserung gegenlber konventioneller fraktionierter externer
Strahlentherapie (Salcman et al., 1980; Walker et al., 1980; Brada et al., 1999; NOA, 2002;
Leitlinie DGN, 2003).

1.3.3. Chemotherapie

Aufgrund der geringen Chemosensitivitdt dieser Tumoren hat diese Therapieform einen
niedrigeren Stellenwert als die Strahlentherapie. Ein zusatzliches Hindernis fiir die
Chemotherapie stellt die Bluthirnschranke dar, welche die Aufnahme nicht-lipophiler
Substanzen ins Gehirn reduziert und dadurch die Wahl der Chemotherapeutika stark
einschrankt. Obgleich diese bei Hirntumoren nicht voll intakt ist, kann nicht von einer

gleichmaRigen Erreichbarkeit aller Tumorareale ausgegangen werden.

Die am haufigsten eingesetzten chemotherapeutischen Substanzen sind die
Nitrosoharnstoffe Nimustin (ACNU), Carmustin (BCNU), Lomustin (CCNU) und Procarbazin
(PCB), welche als lipophile Alkylanzien die DNA-und Proteinsynthese hemmen und
ausschlieRlich bei proliferierenden Zellen zur Apoptose fiihren. Die resultierenden
morphologischen Veranderungen sind Ublicherweise dauerhaft. Da diese Veranderungen
grundsatzlich alle Korperzellen betreffen, sind solche Substanzen fir die Therapie von
Gliomen besonders gut geeignet, die aufgrund spezifischer Gewebeeigenschaften (z.B.
hoher Fettgehalt des normalen Gewebes) und erhohter Stoffwechselaktivitat (z.B. bei schnell
wachsenden Tumoren) zu einer Akkumulation im Tumorgewebe fuhren. Die
chemotherapeutische Behandlung setzt ein normales Blutbild, normale Leber- und
Nierenfunktionen sowie das Fehlen schwerwiegender pulmonaler und kardialer
Erkrankungen voraus. Es sind regelmaflige Blutbildkontrollen notwendig, da vor allem die
Verwendung von Nitrosoharnstoffen (ACNU, BCNU, CCNU) eine Stérung der Blutbildung
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(Leuko- und Thrombopenien) verursachen kann. Damit einhergehende Beeintrachtigungen
der Immunabwehr, der Blutgerinnung und des Sauerstofftransportes kdnnen einen
Therapiewechsel oder eine Dosisreduktion nétig machen. Daher wird die Chemotherapie vor
allem jungeren Patienten und Patienten mit einem Karnofsky Performance-Status von
mindestens 70 angeboten (De Angelis et al., 1998; Leitlinie DGN, 2003).

Nitrosoharnstoffe werden nicht nur als Monotherapien eingesetzt, viel haufiger kommen sie
in Kombinationsschemata zur Anwendung. Ein sehr haufig angewandtes Schema besteht
aus Procarbazin, CCNU und Vincristin (=PCV). Vincristin ist ein hydrophiles Vincaalkaloid,
welches als Mitosespindelgift wirkt und Uber seinen im Vergleich zu den anderen Zytostatika
andersartigen Wirkmechanismus zu einer Synchronisation des Zellzyklus der Tumorzellen
und damit zu einer besseren Wirksamkeit der anderen eingesetzten Alkylanzien flihren kann.
In Kombination mit Nitrosoharnstoffen kommen zum Teil auch Podophyllotoxinderivate wie
Etoposid (VP16) und Teniposid (VM26) zum Einsatz, deren Wirkungsmechanismus auf einer
Hemmung der Topoisomerase |l beruht und zu Doppelstrangbriichen fuhrt. Weitere
Substanzen, die aufgrund guter Erfahrungen im Einsatz bei anderen Tumorerkrankungen
auch in groBerem Umfang bei Glioblastom-Patienten Einsatz fanden, sind Methotrexat,
Cytarabin und Topotecan. Aufgrund der einfachen oralen Applikationsweise und den
geringen Nebenwirkungen ist in den letzten Jahren vor allem das Alkylanz Temozolomid

eingesetzt worden (s. Kap. 1.3.3.1.).

Meta-analytisch ergab sich allerdings nur eine Verlangerung der medianen Uberlebenszeit
mit kombinierter Radio- und Chemotherapie gegenlber alleiniger Radiotherapie nach
Tumorresektion um 2-3 Monate. Die 1-Jahres-Uberlebensrate stieg von 40% auf 46%, die 2-
Jahres-Uberlebensrate von 15% auf 20%. Signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen, auf Nitrosoharnstoff-basierenden Therapien wurden in der Primartherapie
der Glioblastome bisher nicht nachgewiesen (Fine et al., 1993; Stewart, 2002). Ebenso
konnten keine Unterschiede in der Effektivitat der Chemotherapie bei einer Betrachtung von
Patientengruppen von unterschiedlichem Alter, Geschlecht, Karnofsky Performance-Status
(KPS) oder Ausmald der Resektion festgestellt werden. Die NOA-01 Studie zeigte eine sehr
hohe mediane Uberlebenszeit der Kombinationen ACNU/VM26 (17 Monate) und ACNU/Ara-
C (16 Monate) sowie eine Verbesserung der 2-Jahres-Uberlebensrate auf 29%, ein
Uberlebensvorteil bei unterschiedlichen Behandlungsstrategien, Patientenalter oder KPS
wurde nicht beobachtet. Allerdings wurden in dieser Studie nur die beiden
Chemotherapiearme miteinander verglichen und kein alleiniger Strahlentherapiearm
mitgefuhrt (Weller et al., 2003a).

In der Rezidivbehandlung ist der Wert der Chemotherapie besser belegt. Hier sind derzeit 3
Regime zugelassen: (1) die Polychemotherapie nach dem PCV-Schema, (2) die
Chemotherapie mit ACNU/VM26 und (3) die Monotherapie mit Temozolomid.
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Die Metaanalyse verschiedener Phase-ll-Rezidivstudien ergab ein  mittleres
progressionsfreies Intervall von 9 Wochen und eine progressionsfreie Uberlebensrate nach 6
Monaten von 15% (Wong et al., 1999). Dabei zeigte die ausschlieRliche Behandlung mit
Temozolomid ein mittleres progressionsfreies Intervall von ca. 11 Wochen sowie ein
progressionsfreies Uberleben nach 6 Monaten von 21% (Yung et al., 2000). Der Einsatz
einer Therapie mit BCNU (Gliadel®) zeigte in einer randomisierten Studie nur einen

marginalen Effekt.

Fur die relativ geringen Erfolgsraten der Chemotherapie werden u.a. Resistenzmechanismen
verantwortlich gemacht. Diese werden vornehmlich durch Enzyme vermittelt, die durch ihre
Funktion die Wirkung der Chemotherapeutika autheben oder deutlich abschwéachen. Die
wichtigsten derzeit bekannten Resistenzfaktoren sind die Glutathion-S-Transferase (GST),

das p-Glycoprotein (p-gp) und die O°-Methylguanin-Methyltransferase (MGMT).

Deutlich chemosensitiver als die rein astrozytaren Tumore sind die oligodendroglialen
Tumore gleichen Malignitatsgrades. So konnte fir anaplastische Oligodendrogliome (WHO
Grad Ill) ein gutes Ansprechen auf eine PCV-Chemotherapie mit Allelverlusten (LOH) auf
den Chromosomenarmen 1p und 19q beobachtet werden (Cairncross et al., 1998, Chahlavi
et al., 2003; Hashimoto et al., 2003; Thiessen et al., 2003; van den Bent et al., 2003a). Ein
positiver Einfluss eines LOH auf 1p/19q zeigte sich auch fur die Uberlebenszeit von
Patienten mit einem Oligodendrogliom WHO Grad Il, ein Vorteil dieser Veranderungen fir
Patienten mit einem Oligoastrozytom (Grad Ill) oder Glioblastom konnte nicht nachgewiesen
werden (Smith et al.,, 2000a). Umgekehrt wurden in den bisher untersuchten kleinen
Patientengruppen auch negative molekulare Parameter fiir die Uberlebenszeit mit
anaplastischem Oligodendrogliom identifiziert: dies waren ein LOH auf 9p (CDKN2A-
Deletionen) und LOH auf 10q (Cairncross et al., 1998; Hoang-Xuan et al., 2001; Sanson et
al,. 2002).

1.3.3.1. Temozolomid-Therapie

Das Alkylanz Temozolomid (TMZ, Temodal®) weist ein breites Wirkungsspektrum bei relativ
geringer Toxizitat sowie geringen Nebenwirkungen auf und besitzt die Fahigkeit, die Blut-
Hirn-Schranke zu Uberwinden. Aufgrund der einfachen oralen Applikation und guten
Vertraglichkeit wird es in der Neurochirurgischen Klinik der Universitatskliniken des
Saarlandes, Homburg, seit seiner Zulassung in Deutschland Anfang 1999 in der
Rezidivtherapie der Glioblastome eingesetzt. Wie alle Alkylantien hemmt auch Temozolomid
die Teilungsfahigkeit der Stammzellen im Knochenmark und hat daher eine

immunsupprimierende Nebenwirkung.
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Abb. 1.1. Umbau von Temozolomid (nach Stevens et al., 1987).

Temozolomid gehoért zu den Imidazo-Tetrazinonen, die durch ein bizyklisches, fusioniertes
Ringsystem mit drei nebeneinanderliegenden Stickstoffatomen gekennzeichnet sind. Bei
physiologischem pH erfolgt der spontane Umbau in das zytotoxisch wirksame MTIC (5-(3-
Methyltriazen-1-yl)imidazol-4-carboxamid), welches in ein reaktives Methyldiazonium-lon und
5-Aminoimidazol-4-carboxamid (AIC) abgebaut und Uber die Nieren ausgeschieden wird
(Stevens et al., 1987, Abb.1.1.).

Der Wirkmechanismus beruht auf der alkylierenden Aktivitiat des MTIC, welches neben N'-
Methylguanin, N3-Methyladenin auch die O°-Methylguanin-Addukte generiert (O°-MeG).
Werden diese durch die O°-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (=MGMT, Basen-Excisions-
Reparatur) nicht eliminiert, steht den DNA-Reparaturenzymen keine komplementare Base fir
0°-MeG zur Verfiigung. Dies fiihrt im weiteren Verlauf zu einer Vielzahl von Strangbriichen,
die durch Mismatch-Reparaturproteine (MLH1, MSH2, MSH6, PMS-2) nicht mehr repariert
werden kénnen und es zur Apoptose kommt (Pegg et al., 1995; Pepponi et al., 2003).

1.4. Genetische Veranderungen in Gliomen

Stand der Forschung zu Beginn der Untersuchungen

Die Uberwiegende Anzahl der in den letzten zwanzig Jahren verdffentlichten zytogenetischen
und molekularzytogenetischen Studien an Gliomen konzentrieren sich auf die diffus
infiltrierenden Astrozytome, allen voran die Glioblastome.

In diesen Arbeiten wurden eine Vielzahl spezifischer chromosomaler Veranderungen sowie

Aktivierung und Inaktivierungen tumorrelevanter Gene identifiziert.

Entsprechend ihrer Funktion werden die fir eine Tumorentstehung wichtigen Gene in Proto-
Onkogene und Tumorsuppressorgene eingeteilt. Als Proto-Onkogene bezeichnet man
solche Gene, deren Reaktivierung oder Uberaktivierung zu Onkogenen ein unkontrolliertes

Zellwachstum fordert. Die Erhéhung der Gendosis erfolgt meist mittels Amplifikationen oder
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aktivierender Mutationen. Tumorsuppressorgene dagegen begilnstigen durch ihren
Funktionsverlust eine neoplastische Tansformation der Zelle. Wahrend bei Onkogenen die
Uberexpression eines Allels ausreicht, miissen bei Tumorsuppressorgenen beide Allele
inaktiviert sein. Die fur Tumorsuppressorgene typischen Mechanismen der Inaktivierung
erfolgen Uber die Deletion eines Allels (LOH; loss of heterozygosity) und inaktivierende
Mutation des zweiten Alles oder die homozygote Deletion beider Allele. Neben den Proto-
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen spielen noch 2 weitere Genklassen eine wichtige
Rolle. So verursacht das Ausschalten von Mutatorgenen oder ,mismatch repair® Genen
genomweite Stdérungen vor allem in repetitiven Sequenzen, die zu einer bis zu 100-fachen
Mutationsrate bei Mikrosatelliten-DNA fiihren konnen (Lengauer et al., 1998). Daher werden
Mutationen in Mikrosatellitenrepeats als Marker fir einen Mutatorphanotyp angesehen.
Mutationen der sogenannten ,mitosis checkpoint® Gene fihren zum Verlust der
Apoptosefahigkeit und dadurch zu einem Anstieg numerischer Chromosomenanomalien
(Lengauer et al., 1998). Diese als Aneuploidie bezeichneten numerischen chromosomalen
Imbalanzen stellen die am haufigsten auftretenden genetischen Veranderungen in den bis

heute untersuchten soliden Tumoren dar (Heim & Mitelman, 1995).

Die Karyotypen von Gliomen sind meist sehr komplex aberrant und weisen neben multiplen

numerischen auch strukturelle chromosomale Veranderungen auf.

Kopienzahlvermehrungen (Trisomie bzw. Polysomie) von Chromosom 7 und die Monosomie
von Chromosom 10 stellen die haufigsten Veranderungen in diesen Tumoren dar. Daneben
wurden in 30% der untersuchten Tumoren Deletionen des kurzen Arms von Chromosom 9
nachgewiesen (Henn et al., 1987; Bigner et al., 1988a; Thiel et al., 1992). Typisch sind
weiterhin extrachromosomale ,double minutes® (dmin) und/oder intrachromosomale
,homogeneously staining regions® (hsr), beide als Kennzeichen von Amplifikationen meist
mehrerer benachbarter Gene.

Neben den bekannten Regionen auf 7p12 (EGFR-Gen) und 12q13q15 (MDM2, CDK4, GLlI,
SAS, KUB3, GAS 41) konnten auch Amplifikationen von 1932 (Renin), 4911912 (PDGFRA),
7931 (Met) und 8qg24.1 (cMYC) nachgewiesen werden. Aber auch innerhalb der
Chromosomenregionen 5p13, 7921, 11p, 11913, 11922923, 15q, 20p, 20q und 22q12
wurden amplifizierte Bereiche beobachtet (Schrock et al., 1994; Kim et al., 1995; Schlegel et
al., 1996; Weber et al., 1996a; Weber et al., 1996b; Mohapatra et al., 1998; Nishizaki et al.,
1998; Maruno et al., 1999; Brunner et al., 2000; Koschny et al., 2002). Zuséatzlich zu diesen
Veranderungen konnten weitere Marker identifiziert werden, welche inzwischen
verschiedenen molekularen Regelkreisen zugeordnet wurden und denen zunehmend
diagnostische und pradiktive Bedeutung an der Beteiligung der Tumorentwicklung zukommt.
Dabei kodiert die Mehrzahl der in Gliomen veranderten Gene fur Proteine, die mafigeblich in

die Zellzykluskontrolle involviert sind und den Ubergang in die G1/S-Phase kontrollieren
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sowie apoptotische Mechanismen auslosen. Weitere Untersuchungen beschaftigen sich mit
der Rolle der Neoangiogenese bzw. Vaskularisierung und dem Mechanismus der

chromosomalen Instabilitat bei Gliomen.

TP53-Regelkreis

Veranderungen innerhalb des TP53-Regelkreises sind die haufigsten gefundenen Stérungen
und treten bereits in niedriggradigen Astrozytomen auf. Sie entstehen durch Mutation bzw.
Deletion des Tumorsuppressorgens TP53, aber auch durch eine Amplifikation des TP53
hemmenden MDM2-Gens, oder durch eine Deletion des p14**"
den MDM2 vermittelten Abbau des TP53-Proteins verhindert (Wu et al., 1993; Zhang et al.,

1996).

Gens, dessen Genprodukt

Das auf Chromosomenarm 17p lokalisierte TP53 kodiert flr ein Protein, welches eine
entscheidende Rolle in einer Vielzahl zellularer Prozesse wie Transkriptionskontrolle,
Regulation des Zellzyklus, Priufung auf Genom-Integritat und Induktion von Apoptose spielt
(Fulci et al.,, 1998). TP53 spielt sowohl bei der Entwicklung von niedriggradigen
Astrozytomen als auch bei der Progression zum Glioblastom eine zentrale Rolle. So konnten
in niedriggradigen Astrozytomen, fur die nur wenige zytogenetische und molekulargenetische
Daten vorliegen, in ca. 60% Allelverluste auf Chromosom 17p in der TP53-Region gezeigt
werden. Das verbleibende TP53-Allel lag in der Mehrzahl der Falle mutiert vor. Die Anzahl
untersuchter anaplastischer Astrozytome ist ebenfalls sehr begrenzt. Auch in diesen
Tumoren liegen TP53 Mutationen vor. Schatzungsweise 20% der anaplastischen
Astrozytome weisen Veranderungen der an dem TP53-Regelkreis beteiligten Gene MDM?2
und p74*%F auf und fiihren damit zusétzlich zu einer Stérung des RB71-Regelkreises (Tada et
al., 1996; Collins, 2004). Bei der Entstehung primarer Glioblastome scheint TP53 eine
untergeordnete Rolle zu spielen, nur in lediglich 10% der Tumore wurden Mutationen dieses
Gens nachgewiesen (Watanabe et al., 1996; Ichimura et al., 2000; Collins, 2004).
Immunhistologische Studien zeigten eine abnorme TP53-Expression in 40-70% der
untersuchten Tumore (Fulci et al., 1998). Auffallig ist, dass in den Tumoren der Anteil von
immunhistochemisch detektierbarem TP53-Protein hoher war, als Mutationen im Gen

nachweisbar waren (Louis et al., 1993; Newcomb et al., 1993; Watanabe et al., 1997).

Das auf Chromosom 12g14.3q15 lokalisierte MDM2-Gen (mouse double minute) wird durch
TP53 aktiviert (Barak et al., 1994; Zauberman et al., 1995; Biernat et al., 1997). MDM2
kodiert fur 5 Proteine, von denen zwei direkt mit TP53 interagieren und es inhibieren bzw. zu
einer Degradation von p53 fiuhren (Kubbutat et al., 1997). Im Gegenzug wird die
Transkription des MDMZ2-Gens durch Wildtyp-TP53 induziert. Dieses autoregulative
Feedback kontrolliert sowohl die Aktivitdt von TP53 als auch die Expression von MDM?2
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(Oliner et al., 1992; Picksley & Lane, 1993; Haupt & Oren, 1996). Eine Veranderung der
Gene MDM?2 oder p14*%F wurde fiir Astrozytome Grad Il nicht beschrieben (Collins, 2004).

Primare Glioblastome weisen meist keine TP53 Mutationen bzw. Deletionen auf. Allerdings
wurde in 50% eine TP53-hemmende MDM2-Uberexpression beobachtet, in 10% der Falle
eine Amplifikation von MDM2 (Reifenberger et al., 1993; Newcomb et al., 1998; Biernat et
al., 1999). Die Uberexpression oder Amplifikation von MDM2 stellt somit einen alternativen

Mechanismus dar, um die TP53-regulierte Zellzykluskontrolle zu tiberwinden.

Ein weiteres Gen, dessen Transkription durch Wildtyp-TP53 beeinflusst wird, ist das auf
Chromosom 6p lokalisierte p21/waf1/CDKN1A-Gen. Das resultierende 21 kDa grof3e Protein
(p21) hemmt durch seine Bindung an den CDK4/Cyclin D1-Komplex den G1/S-Phase-
Ubergang, indem eine RB1-Phosphorylierung verhindert wird (Harper et al., 1993, vgl. Abb.
1.2.). Die Uberexpression von p21 bewirkt einen Wachstumsarrest der Zelle. Dies unterstiitzt
die These, dass es sich dabei um einen der Hauptregulatoren des Zellzyklus handelt (Harper
et al., 1993). Unabhangig vom Malignitatsgrad ist die Expression von p21 in den meisten
Gliomen erhoéht; eine somatische Mutation von p27 konnte bisher noch nicht nachgewiesen
werden (Jung et al., 1995; Koopmann et al., 1995; Li et al., 1998).

RB1-Regelkreis
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Abb. 1.2. Vereinfachtes Schema der Interaktionen zwischen den Proteinen des RB17- sowie des TP53-
Regelkreises (nach Kleihues & Cavenee, 2000; Collins, 2004; Ichimura et al., 2004).
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RB1-Regelkreis

Neben Stérungen des TP53-Regelkreises weisen die meisten Gliome auch Veranderungen
innerhalb des RB1-Regelkreises (Retinoblastom-Gen) auf (Ueki et al., 1996; Bostrom et al.,
1998). Dieser Regelkreis kontrolliert den Ubergang von der G1 in die S-Phase und kann
durch den Verlust von pRB, durch eine Amplifikation von CDK4 oder durch den Verlust von
p16, einem CDK4-Inhibitor, der die Phosporylierung von pRB vermittelt, gestért sein
(Schmidt et al., 1994). Diese Veranderungen resultieren alle in einem abnormen Anstieg der
Menge an freien E2F-Transkriptionsfaktoren innerhalb der Zelle, so dass es zu einer

unkontrollierten Zellproliferation kommt (Abb. 1.2).

Homozygote interstitielle Deletionen der Region 9p21 - mit den flir p16 und p15 kodierenden
Genen CDKN2A und CDKN2B - zahlen zu den in malignen Gliomen sehr haufig
vorliegenden genetischen Veranderungen. Wahrend das Protein von p74, das einen
alternativen Leserahmen des CDKN2A-Gens darstellt, durch direkte Aktivierung von MDM2
unmittelbar in die TP53-vermittelte Zellzyklussteuerung eingreift, fungieren p16 und p15 als
Inhibitoren der Cyclin-abhangigen Kinasen CDK4 und CDK®6, indem sie deren Fahigkeit zur
RB1-Phosphorylierung blockieren (Serrano et al., 1993). Neben der homozygoten Deletion
der Tumorsuppressorgene CDKN2A und CDKNZ2B in bis zu 40% aller untersuchten
Glioblastome (Olapade et al., 1992; Jen et al., 1994; Schmidt et al., 1994; Ueki et al., 1994;
Nishikawa et al., 1995; Ichimura et al., 1996) wurde auch eine transkriptionelle Stilllegung
dieser Gene durch Methylierung der 5° CpG-Nukleotide in der Promotor-Region
nachgewiesen (Merlo et al., 1995; Costello et al., 1996; Herman et al., 1996; Ueki et al.,
1996).

Das RB1-Gen ist auf Chromosom 13q14 lokalisiert und stellt ein bevorzugtes Ziel fiir
Verluste oder inaktivierende Mutationen dar (James et al., 1988; Henson et al., 1994). In der
G1-Phase ist das RB1-Protein an E2F-Transkriptionsfaktoren gebunden, wodurch diese in
einem inaktiven Zustand gehalten werde. Die CDK-Cyclin D-Komplex abhangige
Phosphorylierung von RB1 resultiert in der Freisetzung der Transkriptionsfaktoren und
initiiert die an der Zellzyklussteuerung beteiligten S-Phase-Gene (Serrano et al., 1993)(vgl.
Abb. 1.2.). Umfassende Studien zeigten Veranderungen von RB17 in 20% der anaplastischen

Astrozytome und in 35% der Glioblastome (James et al., 1990; Henson et al., 1994).

CDK4, auf Chromosom 12q13q14 lokalisiert, ist in 11-15% der malignen Gliome amplifiziert,
hauptsachlich in solchen mit intaktem CDKN2A/B (Reifenberger et al., 1994; Schmidt et al.,
1994; Ichimura et al., 1996). Sowohl CDK4 als auch CDKG6, dessen Gen auf 7921922
lokalisiert ist, bilden Komplexe mit den Mitgliedern der Cyclin D-Familie und werden sowohl

von p16 als auch p15 gehemmt.
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Mutationen im RB171-Gen kdnnen die gleichen funktionellen Konsequenzen wie CDKNZ2A/B-
Mutationen oder CDK4/6-Amplifikationen haben, wobei die CDK4- und Cyclin D1-
Uberexpressionen mdglicherweise einen alternativen Mechanismus zur p16-Deletion bilden,
zumal diese genetischen Veranderungen haufig nicht im gleichen Tumor auftreten (He et al.,
1994; Schmidt et al., 1994).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bereits der Ubergang von niedriggradigen zu
anaplastischen Astrozytomen von Allelverlusten auf den Chromosomen 9p und 13q, seltener
von 12g-Amplifikationen begleitet wird (Furnari et al., 1996; von Deimling et al., 1995) (s.
Abb. 1.3.). So ist in mindestens 50% der anaplastischen Astrozytome und nahezu allen
Glioblastomen mindestens eine Komponente des RB7-Regelkreises verandert, wobei sich
bis auf wenige Ausnahmen die einzelnen Veranderungen gegenseitig ausschlielen
(Ichimura et al., 2000; Collins, 2004).

Wachstumsfaktoren und Rezeptoren

Viele Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, einschlieBlich EGFR (Epithelial Growth
Factor Receptor), PDGF (Platelet-derived growth factor), FGF (Fibroblast Growth Factor)
und VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) werden in Astrozytomen Uberexprimiert.
PDGF-Ligand und Rezeptor werden sowohl in niedrig- als auch in hochgradigen Gliomen
exprimiert, so dass deren Uberexpression bereits in der Initialphase der
Astrozytomentstehung eine wichtige Rolle spielen kdnnte (Hermanson et al., 1992;
Westermark et al., 1995, Kleihues & Cavenee, 2000) (s. Abb. 1.3.).

Das auf 7p12.1 lokalisierte EGFR-Gen liegt in etwa einem Drittel der hochgradigen
Astrozytome amplifiziert und Uberexprimiert vor (Liberman et al., 1985; Wong et al., 1987;
Bigner et al., 1990; Ekstrand et al., 1992). Der zur ERBB-Familie der Transmembran-
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen gehérende Rezeptor reguliert die epitheliale Proliferation und
Differenzierung. Zu seinen Liganden gehdren EGF (Epidermal Growth Factor) und TGFa
(Transforming Growth Factor-a). Durch Bindung dieser Wachstumsfaktoren dimerisiert der
Rezeptor, wobei es zu einer Autophosphorylierung kommt, die ihrerseits durch eine
Phosphorylierung sekundarer Substrate Zellteilung und Proliferation ausldst (Yarden et al.,
1986). In fast 40% aller Glioblastome flihrt die Amplifikation zu einer intrazellularen Erhdhung
der mRNA (Henn et al., 1986; Wong et al., 1987; von Deimling et al., 1992c). In etwa der
Halfte der Glioblastome geht mit der Amplifikation auch ein Gen-Rearrangement einher. Das
haufigste Rearrangement resultiert in einem aberranten SpleiRprodukt, dessen Variante
EGFRUvIIl bzw. del2-7TEGFR keine extranukleare Bindungsstelle mehr besitzt und dadurch
konstitutiv aktiv ist (Sugawa et al., 1990; Wong et al., 1992; Ekstrand et al., 1992 & 1994;
Nishikawa et al., 1994; Wikstrand et al., 1997).
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Die EGFR-Amplifikation stellt ein typisches Merkmal der primaren Glioblastome dar, und
scheint interessanterweise die fur sekundare Glioblastome typische TP53-Inaktivierung
auszuschlieBen (Watanabe et al., 1996). Einer Studie mit knock-out Mausen zufolge
scheinen EGFR-Veranderungen in Kombination mit zusatzlichen Veranderungen im RB17-
Regelkreis einen zur TP53-Inaktivierung unabhangigen anderen molekularen Regelkreis der

Gliomentstehung darzustellen (Holland et al., 1998).

Veranderungen auf Chromosom 10

Neben den Kopienzahlvermehrungen auf Chromosom 7 ist der Verlust eines Chromosoms
10 die am haufigsten gefundene genetische Veranderung in Glioblastomen. In
niedriggradigen Astrozytomen wurde sie wesentlich seltener beobachtet (Ranson et al.,
1992; Rasheed et al., 1992; von Deimling et al., 1992a; Karlbom et al., 1993; Kimmelman et
al., 1996; Ichimura et al., 1998). Allelverluste auf dem langen Arm von Chromosom 10
wurden in Uber 90% der Glioblastome gezeigt, in anaplastischen Astrozytomen in ca. 40%
(Karlbom et al., 1993; Albarosa et al., 1996 Bijleveld et al., 1997; Maier et al., 1997; Fults et
al., 1998; Ichimura et al., 1998; Kon et al., 1998). Diese Befunde lassen vermuten, dass ein
oder mehrere an der Entstehung und/oder Progression von Gliomen beteiligten
Tumorsuppressorgene auf diesem Chromosom lokalisiert sind. Allelverluste auf Chromosom
10 lagen in 60-100% der Glioblastome zusammen mit einer EGFR-Amplifikation sowie in 40-
80% der Falle mit TP53-Mutation vor (von Deimling et al., 1992; Lang et al., 1994; Leenstra
et al., 1998). lhnen wird eine entscheidende Rolle sowohl fir die Entstehung der primaren
als auch der sekundaren Glioblastome zugeschrieben (s. Abb. 1.3.).

Bisher wurden 3 Kandidatenregionen mithilfe von Mutations- und LOH-Untersuchungen auf
10p14pter, 10923 und 10925926 charakterisiert, wobei die Kandidatenregion auf 10p14pter
seltener als die Regionen auf 10q von Allelverlusten betroffen ist. Ein putatives
Tumorsuppressorgen wurde auf ihr bisher noch nicht identifiziert. Das am haufigsten
verandert vorliegende und wohl am besten charakterisierte Gen auf Chromosom 10 ist das
PTEN/MMAC1-Gen auf 10923.3 (Li et al, 1997; Steck et al, 1997). Dieses
Tumorsuppressorgen ist in schatzungsweise 30% der primaren Glioblastome mutiert,
weitaus seltener in anaplastischen Astrozytomen und sekundaren Glioblastomen. In
niedriggradigen Astrozytomen wurden noch keine Mutationen nachgewiesen (Albarosa et al.,
1996; Rasheed et al., 1997; Wong et al., 1997; Duerr et al., 1998; Fults et al., 1998; Ichimura
et al., 1998; Tohma et al., 1998).

Das PTEN-Gen, mit Homologie zum zytoskeletalen Protein Tensin, stellt eine bispezifische
Phosphatase dar, eines der Hauptsubstrate ist das Lipidsignalmolekil Phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphat (PIP3). Die Membranphospholipide, zu denen Phosphatidylinositole gezahlt

werden, sind Hauptregulatoren der Zellzykluskontrolle, indem sie die Proteinkinase 3B/Akt
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(PKB/Akt) aktivieren. Diese Kinase ist ihrerseits ein zentraler Zellzyklusregulator, welche
zahlreiche zelluldre Prozesse, wie z.B. Zelldifferenzierung, Glykolyse, Proteinsynthese und
Apoptose beeinflusst (Downward et al., 1998). PTEN dephosporyliert PIP3-Molekile und ist
somit ein negativer Regulator von PKB/Akt. Bei einem Ausfall des PTEN-Gens, oder einer
inaktivierenden Mutation innerhalb der Phosphatase-Doméane, werden PIP3-Moleklle nicht
langer deaktiviert, so dass der PKB/Akt-Pathway kontinuierlich aktiviert wird. In Kombination
mit anderen Faktoren wird postuliert, dass eine solche Daueraktivierung zu verstarktem
Zellwachstum und mdglicherweise zur Tumorentstehung fiihrt (Cantley & Neel, 1999). Das
zweite, gliomassoziierte Tumorsuppressorgen auf 1092526 ist das DMBT1-Gen (Deleted in
Malignant Brain Tumors 1). Dieses ist in ca. einem Drittel der Glioblastome homozygot
deletiert (Mollenhauer et al., 1997; Somerville et al., 1998), die Aufklarung seiner
genomischen Struktur I&sst auf eine Rolle bei der Entwicklung einer genomischen Instabilitat
schlielten (Mollenhauer et al., 1999).

Neben diesen Tumorsuppressorgenen ist in der Kandidaten-Region 10926 die O°-
Methylguanin-DNA-Methyltransferase MGMT lokalisiert (Rydberg et al., 1990; Tano et al.,
1990). Diese ist in der Krebsforschung von hohem Interesse, da sie sowohl in der Atiologie
als auch in der Pravention eine Rolle spielt. MGMT kodiert fir das DNA-Reparatur-Protein
0°-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (AGT bzw. MGMT). Durch kovalente Bindung werden
Alkyladdukte an der OS%-Position von Guanin, seltener an der O*-Position von Thymin,
entfernt und MGMT dabei inaktiviert. Ist dieser Reparaturmechanismus ausgeschaltet,
fuhren die Alkyladdukte zu G—A Transitionen oder zu Strangbrichen. MGMT spielt somit
eine wichtige Rolle bei der Aufrechthaltung der genomischen Stabilitat. Zudem schitzt sie
normale Zellen vor exogenen Karzinogenen und hat eine entscheidende Rolle bei der
Resistenz von Tumorzellen gegen chemotherapeutische Agenzien (Pegg et al., 1995;
Gerson, 2004).

Weitere genetische Verdnderungen

Allelverluste auf dem langen Arm von Chromosom 19q wurden in allen drei
unterschiedlichen Subtypen der Gliome beschrieben (von Deimling et al., 1992c; Bello et al.,
1994; Maintz et al., 1997; von Deimling et al., 2000), wobei heterozygote Verluste in 44% der
Astrozytome, in 45% der Oligoastrozytome und in bis zu 90% der Oligodendrogliome
nachgewiesen wurden (Hartmann et al., 2004). Trotz Eingrenzung der Region auf den
Bereich 19g13.3 konnte bisher kein gliomspezifisches Tumorsuppressorgen identifiziert
werden. Als alternative Mechanismen der Inaktivierung wird zum einen eine Haploinsuffizenz
infolge reduzierter Expression eines oder mehrerer putativer Tumorsuppressorgene in dieser

Region, d.h. ein Gen-Dosiseffekt postuliert, zum anderen eine durch Hypermethylierung
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verursachte Inaktivierung in der Kandidatenregion des zweiten Chromosoms 19 diskutiert
(Hartmann et al., 2004).

Ein weiterer, haufig progressions-assoziierter LOH wird auf 22q beobachtet. Dieser tritt in 20-
30% aller untersuchten Astrozytome, auch bereits bei Grad II-Tumoren auf. Dies lasst auf ein
frihes Ereignis in der Tumorentstehung schlieRen (Rey et al., 1992). Eine Beteiligung des in
dieser Region lokalisierten NF2-Gens konnte bei Astrozytomen ausgeschlossen werden. Es
gibt in diesen Tumoren Hinweise auf die Beteiligung eines oder mehrerer Gene distal des
NF2-Locus, wobei die Gene noch nicht naher charakterisiert sind (Ino et al., 1999; Oskam et
al., 2000).

differenzierter Astrozyt oder gliale Vorlauferzelle

+7 + 7 oder 7q

EGFR Amplifikation P53 Inaktivierung/Mutation (> 60%)
Uberexpression

PDGF-A, PDGFR-a Uberexpression
P53 Inaktivierung/Mutation (<30%)

diffuses Astrozytom (Grad II)

MDM2 Amplifikation

Uberexpression LOH 19g

CDK4, CDK6 Amplifikation/ CDKNZ2A (p16) Inaktivierung
Uberexpression oder Deletion
RB1 Inaktivi
CDKNZ2A (p16) Inaktivierung naKtvierting
oder Deletion -(22)

RB1 Inaktivierung anaplastisches Astrozytom (Grad IIT)
-10 -10
PTEN Inaktivierung oder Deletion PTEN Inaktivierung oder Deletion (<10%)

(30-40%) PDGFR-a Amplifikation
-(22 -22
(22) VY

primares de novo Glioblastom sekundares Glioblastom
(Grad 1IV) (Grad IV)

Abb. 1.3. Genetische Entstehungswege in der Evolution zu primaren und sekundaren
Glioblastomen (nach Kleihues & Cavenee, 2000; Zang, 2002).
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1.5. Epigenetische Veranderungen

Neben den genetischen Veranderungen wie Aneuploidie-Status, Deletionen und Gewinnen
bzw. Amplifikationen von genomischen Material sowie Punktmutationen, Insertionen oder
Deletionen von zahlreichen Genen, die den Hauptaspekt der Krebsforschung der letzten
zwanzig Jahre darstellen, nimmt die Epigenetik maligner Zellen einen immer gréReren
Stellenwert ein. Unterschieden werden drei Typen epigenetischer Informationsanderung: das

Genomische Imprinting, Histonmodifikationen und die Cytosin-DNA-Methylierung.

Beim genomischen Imprinting erfolgt die Expression eines Gens in Abhangigkeit vom
Geschlecht des Ubermittelnden Elternteils durch unterschiedlich methylierte Regionen in
oder nahe der imprimierten (inaktivierten) Gene, d.h. die Stilllegung eines elterlichen Allels.
Diese Modifikationen werden beim Durchgang durch die Keimbahn zunachst geléscht und
dann geschlechtsspezifisch wieder aufgebaut (entweder maternal oder paternal). Es sind
bereits eine Vielzahl von Genen bekannt, die dem genomischen Imprinting unterliegen, so
z.B. die maternal aktiven Allele H19 und WT1 und die paternal aktiven Allele Xist und ApoE.
Beim Menschen konnten bereits einige Krankheiten mit diesen Genen in Zusammenhang
gebracht werden, z.B. Chorea Huntington, Angelman- und Prader Willi-Syndrom. Auch bei
der Entstehung mancher Krebsarten wie z.B. Wilms-Tumoren, konnte eine Beteiligung des

genomischen Imprinting gezeigt werden.

Histone dienen nicht nur als ,Verpackungsmaterial® der DNA, vielmehr konnten Studien
Histonmodifikationen - wie Acetylierung, Methylierung und Phosphorylierung - eine wichtige
Rolle fur die Durchfiihrung DNA-abhangiger Prozesse, wie der Transkription, zuweisen. So
korreliert z.B. eine Histonacetylierung mit einer Transkriptionsaktivierung, die
Histondeacetylierung mit einer Transkriptionsrepression. Die zugrunde liegenden
Mechanismen sind noch nicht vollstandig geklart, jedoch konnte bereits gezeigt werden,
dass Proteine, die diese Modifikationen verursachen, oftmals in den gleichen Komplexen
eingebunden sind wie solche, die die DNA-Methylierung verursachen. Die Arbeitsgruppen
von Keshet (1986) und Buschhausen (1987) konnten eine direkte Verbindung zwischen
Chromatin und DNA-Methylierung zeigen: eine transkriptionelle Stilllegung der methylierten

DNA erfolgt nur dann, wenn die DNA zusatzlich in inaktivem Chromatin verpackt vorliegt.

Die DNA-Methylierung stellt den Hauptangriffspunkt epigenetischer Modifikationen bei
Saugetieren, im speziellen beim Menschen, dar. Es handelt sich hierbei um kovalente
Modifikationen der DNA, bei der Methylgruppen von S-Adenosylmethionin durch die
Cystosin-DNA-5-Methyltransferasen an die C5-Position von Cytosin Ubertragen werden. Die
DNA-Methylierung tritt nahezu ausschlieRBlich an CpG-Nukleotiden auf. Sie spielt eine
wesentliche Rolle bei der Stilllegung von Genen und repetitiven Elementen im Genom und

fuhrt zu einem Expressionsverlust der betroffenen Gene. Bereits 1979 wurde ein direkter
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Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und Genexpression gezeigt (Taylor & Jones,
1979). lhre Untersuchungen mit dem Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin an Mauszelllinien
zeigten, dass Gene im methylierten Zustand stillgelegt werden und ihre Stilllegung reversibel

ist, wenn die DNA-Methylierung verloren geht.

Die erste in Krebszellen beschriebene epigenetische Veranderung war jedoch der Verlust
dieser Methylierung von CpG-Dinukleotiden (Hypomethylierung) (Feinberg & Vogelstein,
1983; Feinberg & Tycko, 2004). In den malignen Zellen besteht nicht nur eine Fehlregulation
der methylierenden Enzyme, hauptsachlich der DNA-Methyltransferasen 1, 3a und 3b.
Verglichen mit normalen Zellen liegt zusatzlich eine globale Demethylierung in den CpG-
Nukleotiden der Gene vor, wobei diese Hypomethylierung maoglicherweise fir die
chromosomale Instabilitat und auch fiir die Re-Expression endogener retroviraler Sequenzen
verantwortlich ist (Walsh et al., 1998). Durch Hypomethylierung kénnen in Krebszellen
bestimmte Gene wie z.B. das Onkogen HRAS aktiviert oder eine Uberexpression von Cyclin
D2 hervorgerufen werden (Feinberg & Vogelstein, 1983; Oshimo et al., 2003).
Demgegenuber erfahren in  Tumorzellen aber auch bestimmte Sequenzen, die
normalerweise nicht methyliert sind, eine intensive Hypermethylierung (Baylin & Herman,
2000). Schatzungsweise die Halfte der Gen-Promotoren, typischerweise Haushaltsgene,
zeigen diese 0,5-4kb langen CpG-reichen Abschnitte. In normalen Zellen sind diese
unmethyliert, mit Ausnahme monoallelisch inaktivierter Gene und dem inaktiven X-
Chromosom bei Frauen. Sie ermoglichen die Expression benachbarter Gene, vorausgesetzt,

die entsprechenden Transkriptionsfaktoren sind vorhanden.

Mittlerweile stellt die Hypermethylierung der CpG-reichen Promotorregionen die am besten
analysierte epigenetische Veranderung in Tumoren dar und ist mindestens so haufig wie die
klassische Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch Mutation. Da sie eine wichtige
Rolle bei der transkriptionellen Stilllegung von Tumorsuppressorgenen und einem daraus
resultierenden malignen Wachstum spielt, stellt sie bei Genen, denen aufgrund ihrer
Funktion eine fir die Tumorigenese wichtige Rolle zugedacht wird und die haufig nicht
mutiert oder deletiert vorliegen, oft den einzigen Mechanismus flir einen Funktionsverlust in
den Tumoren dar (Feinberg & Tycko, 2004; Esteller et al., 2000; Jones & Baylin, 2002;
Esteller et al., 2005).

Fur die astrozytdren Tumore, allen voran die Glioblastome, konnten mehrere Gene
identifiziert werden, die diese Promotor-Hypermethylierung aufweisen. Dazu zahlen
zellzyklusregulatorische Gene wie CDKN2A, CDKN2B, p14°" RB1 und TP53, Apoptose-
assoziierte Gene wie APAF1 (Watanabe et al., 2003) und DNA-Reparaturgene wie MGMT
(Esteller et al., 2000; Gonzalez-Gomez et al., 2003). Eine MGMT-Promotormethylierung
wurde mit einer kirzeren Zeit bis zur Tumorprogression sowie einer reduzierten

Uberlebenszeit von chemotherapeutisch nicht behandelten niedriggradigen Astrozytomen in



1. Einleitung 22

Verbindung gebracht (Komine et al.,, 2003). Studien an Patienten mit anaplastischen
Astrozytomen und Glioblastomen zeigten, dass eine Promotor-Hypermethylierung des auf
dem langen Arm von Chromosom 10 lokalisieten MGMT mit der Ansprechrate auf
Chemotherapie und der Uberlebenszeit unter Nitrosoharnstoff- und Temozolomid-Therapie
korreliert (Esteller et al., 1999; Hegi et al., 2005; Paz et al., 2005).
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1.6. Eigene Fragestellungen

Gegenlber operativer Entfernung und Strahlentherapie maligner Gliome war bisher der
Stellenwert der adjuvanten Chemotherapie gemessen an der medianen Uberlebenszeit der
Patienten deutlich geringer. Mit der Anwendung von Temozolomid kam ein interessanter

Wirkstoff in den klinischen Einsatz fiir die Therapie der diffusen hochgradigen Gliome.

Da diese Tumoren eine ausgepragte inter- und intratumorale Heterogenitat mit
verschiedenen zellularen Subpopulationen zeigen, ist eine Verbesserung der Prognose nur
durch eine individuell angepasste Therapie zu erreichen. Dabei riickt zunehmend die

Identifizierung von genetischen Parametern in den Mittelpunkt des klinischen Interesses.

In der vorliegenden Arbeit sollte mit molekularzytogenetischen Methoden bei malignen
Gliomen (Grad V) das Profil genetischer Veranderungen erfasst und mit dem Ansprechen
auf Temozolomid-Therapie mittels klinischer Parameter korreliert werden. Dabei sollten
sowohl chromosomale Konsensusregionen, als auch eine Beteiligung bekannter
tumorrelevanter Gene auf diesen chromosomalen Bereichen ermittelt werden. Besondere
Beriicksichtigung fand dabei die aus neueren Studie bekannte Rolle der O°-Methylguanin-
Methyltransferase (MGMT) flr das Ansprechverhalten auf eine Temozolomid-Chemotherapie

sowohl mit molekularen als auch immunologischen Methoden.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterial

Untersucht wurden Tumorgewebeproben von 53 Patienten mit hochgradigem Gliom. 38
waren mannlichen, 15 weiblichen Geschlechts.

Die Gewebeproben wurden in der Neurochirurgischen Klinik der Universitatskliniken des
Saarlandes, Homburg, unmittelbar nach Entnahme in flissigem Stickstoff kryokonserviert,
bei —80°C gelagert und wie angegeben bearbeitet (Tab. 2.1.). Ein Teil jeder Probe wurde
im Institut fir Neuropathologie, Universitatskliniken des Saarlandes, Homburg,

histopathologisch untersucht und nach den Kriterien der WHO beurteilt.

Tab. 2.1. Untersuchte Gliome

durchgefihrte Untersuchungsmethoden

Fall Histologie Ge?(itr(:Zcht [Mgrite] Behandlung MGMT
CGH IHC  RT-PCR  Methyl.

265/00 GBM 461w 231 Radiatio + TMZ X X
1349/99 GBM 54/m 33.8  Radiatio + TMZ X
1782/98 SGBM 26/m 242  Radiatio + TMZ X X X
1099/98 GBM 49/m 238  Radiatio + TMZ X
369/02 SGBM 37/m 143  Radiatio + TMZ X X
1534/00 GBM 62/m 184  Radiatio + TMZ X X X
1106/00 GBM 70/m 19.8  Radiatio + TMZ X X X
662/01 GBM 70/m 134  Radiatio + TMZ X X
1326/99 GBM 56/m 192  Radiatio + TMZ X X X
1515/00 SGBM 40/w 112 Radiatio + TMZ X X X
1707/00 GBM 47/m 294  Radiatio + TMZ X X
1691/00 SGBM 39/w 174 Radiatio + TMZ X X
497/00 GBM 58/w 169  Radiatio + TMZ X X X
1460/99 GBM 31w 119  Radiatio + TMZ X X
896/99 GBM 51/m 130  Radiatio + TMZ X X X X
1405/01 GBM 53/m 74 Radiatio + TMZ X X
643/01 GBM 54/w 153  Radiatio + TMZ X
1795/99 SGBM 31/m 6.9  Radiatio + TMZ X X
T4789 GBM 38/m 441  Radiatio + TMZ X X
T5958 GBM 63/w 144 Radiatio + TMZ X
784/03 GBM 52/m 22,5 Radiatio + TMZ X
T6002 GBM 53/m 11,2 Radiatio + TMZ X
1536/02 GBM 53/m 151  Radiatio + TMZ X
1940/02 GBM 54/w 173 Radiatio + TMZ X

6/02 GBM 41/m 26,2  Radiatio + TMZ X
596/98 GBM 32/m 21,1  Radiatio + TMZ X
947/02 GBM 46/w 177  Radiatio + TMZ X

X

XXL/02 GBM 45/m 8,6 Radiatio + TMZ
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Fortsetzung Tab. 2.1.

durchgefuhrte Untersuchungsmethoden

Fall Histologie Ge?étr(iZcht [Mgrl;ite] Behandlung MGMT
CGH IHC  RT-PCR  Methyl.

T6044 GBM 37/m 76  Radiatio + TMZ X

398/01 GBM 46/m 144  Radiatio + TMZ X
1067/98 AOA 31/m 457 Radiatio + TMZ X

820/00 AOA 32/m 26,6  Radiatio + TMZ X X X
1488/00 AOA 36/w 11,1 Radiatio + TMZ X X X X
1921/01 GBM 66/m T™Z X

861/99 GBM 70/w 22,7 Radiatio X X
1856/98 GBM 46/m 65,8 Radiatio X
1028/98 GBM 62/m 5,6 Radiatio X X
2046/97 GBM 39/m 39,8 Radiatio X X

T6025 GBM 73/m 6,3 Radiatio X

393/98 GBM 65/m 4,6 Radiatio X X

T5954 GBM 61/m 33 Radiatio X
1819/98 GBM 76/w 1 Radiatio X X

63/99 GBM 77w 10,9 Radiatio X

T6052 GBM 24/w 4,8 Radiatio X

832/97 GBM 57/m 8.9 Radiatio X

T4795 GBM 66/m 0.2 Radiatio X X

838/97 GBM 56/w 1.3 Radiatio X X

T4803 GBM 59/m 9.4 Radiatio X X

H549 GBM 38/m 55 Radiatio X X

H321 SGBM 48/m 18.2 Radiatio X X

H147 GBM 48/m 75 Radiatio X X

H281 GBM 56/m 125 Radiatio X X
N111/99 SGBM 24/m 174 Radiatio X X
1394/99 GBM 69/w 0,5 Radiatio X

GBM: Glioblastom multiforme, sGBM: sekundares Glioblastom multiforme
AOA: anaplastisches Oligoastrozytom

m: mannlich, w: weiblich

ULZ: Uberlebenszeit

Radiatio: Strahlentherapie, TMZ: Temozolomid-Chemotherapie

CGH: vergleichende genomische Hybridisierung

Methyl. : Methylierungs-Analyse der Promotor-Regionen von CDKN2A/B und MGMT
MGMT: O°-Methylguanin-Methyltransferase

RT- PCR: Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

IHC: Immunhistochemie
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2.1.1. Einteilung der Patientengruppen

Fur die nachfolgende statistische Auswertung der Daten dieser retrospektiven Studie
wurden die Patienten aufgrund ihrer histologischen Diagnose und erhaltenen
Therapieform in zwei Gruppen eingeteilt. In der sogenannten Kontrollgruppe wurden
Patienten eingeschlossen, die nach chirurgischer Resektion des Tumors eine fraktionierte
Radiotherapie mit 60 Gy erhalten hatten. Zur Kontrolle wurden in regelmaRigen
Abstanden Bildgebende Verfahren wie die Magnet-Resonanz-Tomografie (MRT)
herangezogen. Patienten der TMZ-Gruppe erhielten nach OP und Strahlentherapie bei
Auftreten eines Rezidives eine Chemotherapie mit Temozolomid (s. Abb. 2.1.). Drei
Patienten mit einem anaplastischen Oligoastrozytom (WHO Grad lll) und ein Patient mit
abweichendem Therapieschema (Fall 1921/01) wurden in die spatere statistische

Auswertung nicht mit einbezogen.

Kontroll-Gruppe

Radiatio MRT MRT
60Gy [N B » FO"OW-UP
alle 3 Monate

T T T T T O N I I O O O ||||»,
L L B B B B B Ay
0123 456 7 8 9 1011

TMZ-Gruppe

Radiatio MRT T™MZ TMZ

60 Gy -» 8 Zyklen
I ||||»,
T T T T T T T T T Wochen

I I I
e
012345678 910 11

Abb. 2.1. Einteilung der Patientengruppen aufgrund des Behandlungsschemas.
OP: Operation; MRT: Magnet-Resonanz-Tomografie; TMZ: Temozolomid
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2.2.  Zellkultur und Herstellung von Chromosomenpréaparaten

Zur Gewinnung von Metaphasen-Praparaten flr die vergleichende genomische

Hybridisierung (CGH) wurden Lymphozyten-Kurzzeitkulturen angelegt.

0,8 ml heparinisiertes Vollblut eines gesunden Probanden wurden mit 8 ml Medium
(RPMI, 10% FCS, Penicillin/Streptomycin und 0,4 ml Phytohdmagglutinin) vermischt und
72 Stunden bei 37°C inkubiert. Ein Mitosearrest wurde nach 70 Stunden durch Zugabe
des Spindelgifts Colcemid in einer Endkonzentration von 0,1 ug/ml erreicht. Die Zellen
wurden bei 172 g 8 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen durch
Zugabe von 0,0375 M KCI einer hypotonen Behandlung unterzogen. Je nach Luftdruck,
Umgebungstemperatur und Luftfeuchte variierte die Hypotoniezeit zwischen 5 und 8 min.
AnschlieRend wurden die Zellen bei 172 g 8 min zentrifugiert und der Uberstand
abgehoben. Zur Fixierung wurde vorsichtig eiskaltes Fixativ (Methanol:Eisessig (3:1))
zugegeben und die Lésung gut resuspendiert. Zur besseren Fixierung wurden die Zellen
mindestens 20 min bei —20°C im ersten Fixativ gelagert, 8 min bei 172 g zentrifugiert, der
Uberstand abgehoben und erneut tiefgekiihltes Fixativ zugegeben. Dieser Vorgang wurde

so oft wiederholt, bis das Zellpellet eine weille Farbe hatte.

Die Zellsuspension wurde auf Objekttrager getropft, die in -20°C kaltem 50%igen Ethanol
aufbewahrt wurden. Um eine optimale Spreitung der Chromosomen zu erzielen wurden
die Praparate auf einem feuchten Tuch liegend sehr langsam getrocknet. Im Anschluss
erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der Chromosomenmorphologie im Phasenkontrast,
da fUr die CGH eine sehr hohe Qualitat erforderlich ist. In Frage kamen nur Praparate, die
eine genugend hohe Anzahl gut gespreiteter Mitosen aufwiesen, sehr gut fixiert waren
und dariber hinaus keine Zytoplasmareste um die Chromosomen der Metaphasen

zeigten.

2.3. DNA-Isolierung
2.3.1. Isolierung genomischer DNA aus Blut

Zur Gewinnung einer Referenz-DNA fiir die CGH wurden einem gesunden Spender etwa
10 ml heparinisiertes Vollblut enthommen. Nach Zugabe von drei Volumen Erythrozyten-
Lysis-Puffer wurde der Ansatz eine Stunde auf Eis gestellt und gelegentlich durchmischt.
Wahrend dieser Zeit platzen im hypotonen Puffer die Erythrozyten und die Lésung wird
klar. Anschlielend wurden die Lymphozyten 20 min mit 172 g abzentrifugiert und das
Zellpellet mit 10 ml PBS-Puffer gewaschen. Diese Schritte wurden solange wiederholt, bis

das Pellet eine weile Farbe hatte. Danach wurden die noch intakten Lymphozyten in 4,5
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ml SE-Puffer mit 0,5 ml 10% SDS-Lésung unter Zugabe einer Spatelspitze Proteinase K
1-2 Tage bei 55°C verdaut. Die DNA Extraktions- und Reinigungsschritte erfolgten analog

dem Protokoll der DNA-Isolierung aus Gewebe.

2.3.2. Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Die Tumorgewebeproben wurden mechanisch zerkleinert, im Anschluss in 4,5 ml SE-
Puffer, 0,5 ml 10%iger SDS-Lésung und einer Spatelspitze Proteinase K aufgenommen
und 2-3 Tage bei 55°C inkubiert. Die DNA aus Blut (s. Kap. 2.3.1.) und Gewebe wurde
durch vorsichtige Zugabe von 2 ml 6 M NaCl-Lésung gefallt. Zur DNA-Extraktion wurden
dem Gemisch 7 ml 25:24:1 Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol zugegeben und dieses bei
langsamer Rotation auf einem Uberkopfschiittler eine Stunde durchmischt. Die Phasen
wurden durch Zentrifugation bei 400 g fir 10 min getrennt, die wassrige Phase in ein
frisches Rohrchen Uberfihrt, mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt und weitere
30 min durchmischt. Nach der Zentrifugation wurde die wassrige Phase abpipettiert und
die sich in dieser Phase befindliche DNA durch Zugabe des gleichen Volumens eiskaltem
Isopropanol als knduelartige Struktur ausgefallt. Die DNA wurde danach eine Stunde bei
4°C in 70%igem Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und nach Grélie des DNA-
Pellets in entsprechender Menge Aqua dest. geldst. Die Konzentrationsbestimmung

erfolgte photometrisch.

2.3.3. Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Die Konzentration und Reinheit der DNA wurde mithilfe eines Spektrometers bestimmt.
Nukleinsauren besitzen in Ldsung ein Lichtabsorptionsmaximum bei 260 nm. Einer
optischen Dichte von 1 entspricht bei 260 nm und einer Kiivette mit d = 1 cm Schichtdicke
eine Konzentration von: 50 pg/ml dsDNA

40 pg/ml einzelstrangiger DNA

33 ug/ml Oligonukleotide

40 pg/ml RNA
Da die Absorption nur in einem bestimmten Bereich proportional zur Konzentration ist,
wurde die zu messende DNA-LOsung so verdiinnt, dass die gemessene Absorption einen
Wert von 1,0 nicht Oberschritt. Bei einer Wellenlange von 280 nm liegt das
Absorptionsmaximum aromatischer Aminosauren. Durch eine weitere Messung der DNA
bei dieser Wellenlange kann die Reinheit der DNA-L&sung bestimmt werden. Der

Quotient OD 260 nm/OD 280 nm gibt den Reinheitsgrad der Nukleinsaurelésung an und
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sollte zwischen 1,65 und 1,85 liegen. Ein niedrigerer Wert zeigt Verunreinigungen durch

Proteine an.

2.4. Vergleichende genomische Hybridisierung (CGH)

Die CGH wurde 1992 von Kallioniemi und Mitarbeitern entwickelt und stellt eine
molekular-zytogenetische Methode dar, die dem Nachweis chromosomaler Imbalanzen
dient.

Sie beruht auf der gleichzeitigen Hybridisierung von unterschiedlich markierter Tumor-
und Normal-DNA im Verhaltnis 1:1 auf normale Metaphasen-Chromosomen aus
Blutymphozyten. Der mit eingesetzte Uberschuss humaner Cot1-DNA dient der
Absattigung hochrepetitiver Sequenzen und somit der Suppression unerwinschter

Fluoreszenzsignale, insbesondere im Bereich der Zentromerregionen der Chromosomen.

Die genomische DNA bindet quantitativ an die ihr homologen Sequenzen der
Chromosomen. Im Tumor relativ weniger vorkommende bzw. fehlende Sequenzen flihren
zur quantitativ Uberwiegenden bzw. alleiniger Hybridisierung von Normal-DNA. Das
Fluoreszenzsignal des Normalgenoms in diesem Bereich Uberwiegt. Im umgekehrten Fall
einer DNA-Uberreprasentierung oder Amplifikation in der Tumor-DNA bindet
entsprechend mehr Tumor-DNA und die Fluoreszenz des Tumorgenoms uberwiegt.
Durch die Aufnahme mehrerer Bilder am Auflichtfluoreszenzmikroskop mit geeigneten
Farbfiltern und einer anschlielenden quantitativen Auswertung der Fluoreszenzsignale
entlang der Chromosomen kdnnen die DNA-Imbalanzen eines Tumors berechnet werden.
Das Ergebnis wird in Form eines Ratio-Profils dargestellt, bei dem Ausschlage nach links
einem DNA-Verlust und Ausschlage nach rechts einer DNA-Uberreprasentierung
entsprechen (s. Abb. 2.2.).
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Comparative Genomische Hybridisierung (CGH)

0,5 0,75 1,0 1,25 1,5

Referenz-DNA \\j

Cot1-DNA
Test-DNA
Metaphase- Messung der Fluoreszenz-
Chromosom Fluoreszenz- Ratio-Profil
intensitat .
Verlust Gewinn

Abb. 2.2. Schema der CGH, nach Jung, 2001.

2.4.1. Markierung genomischer DNA

Die genomische DNA wurde mit Nick-Translations-Systemen entsprechend den
Herstellerangaben markiert.

Die Methode der Nick-Translation beruht darauf, dass die DNase | in Anwesenheit von
Mg®* an statistisch verteilten Stellen eines DNA-Substrates Einzelstrangschnitte,
sogenannte ,Nicks®, erzeugt. Die DNA-Polymerase | aus E. coli benutzt die freien 3‘OH
Enden dieser Nicks als Primer fir die 5°>3° DNA-Synthese, komplementar zum intakten
Strang. Die 5°>3' Exonuklease-Aktivitat der DNA-Polymerase | entfernt dabei gleichzeitig
die Nukleotide in Synthese-Richtung. Die durch die Exonuklease-Aktivitdt abgebauten
Nukleotide werden durch die Polymerase-Aktivitat mit Hapten- oder Fluorochrom-

markierten Nukleotiden ersetzt.

Verwendet wurden der Biotin- und DIG-Nick-Translation-Mix. Zur Markierung wurde 1,7
Mg genomische DNA in einem Endvolumen von 16 pl gelost und 4 pul Biotin- bzw. DIG-
Nick-Translations-Mix dazu pipettiert. In diesen sind DNase |, DNA-Polymerase |,
unmarkierte Nukleotide und Biotin-16-dUTP, beziehungsweise DIG-11-dUTP, enthalten.
Die Reaktion erfolgte flir 90 min bei 15°C im Kuhlwasserbad.

Die Fragmentlangen wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese Uberprift (s. Kap. 2.4.3.).
Dazu wurden 2 pl des Markierungsansatzes eingesetzt. Die optimale Fragmentldnge
sollte zwischen 200-500 bp liegen. Gegebenenfalls wurde die Inkubationszeit verlangert.
Die Reaktion wurde mit 0,1 Vol 3 M Natriumacetat (pH 5,5) und 2,5x Vol eiskaltem
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Ethanolapsout Uber Nacht gefallt. Nach Zentrifugation bei 16.000 g und Trocknung wurden
die Proben in 20 pl Aqua dest. gel6st und bis zur Hybridisierung bei -20°C gelagert.

2.4.2. Dot-Blot

Der Dot-Blot dient der Kontrolle des Einbaus biotin- bzw. digoxigeninmarkierter Nukleotide
in die DNA.

Von der Probe wird eine Verdinnungsreihe von 1:10 bis 1:10.000 in 10er Schritten in 6x
SSC hergestellt und die einzelnen Konzentrationen auf eine Nitrocellulosemembran
aufgebracht. Die Bindung zwischen der DNA und der Nitrocellulose wird durch
Behandlung in einem UV-Strata-Linker verstarkt. Die nachfolgende Behandlung mit 1%
BSA oder 1% Magermilchpulver in 6x SSC sattigt freie Bindungsstellen ab. Nachdem die
Membran 30 min mit Streptavidin-alkalischer Phosphatase bzw. Digoxigenin-alkalischer
Phosphatase 1:1000 in TN-Puffer inkubiert wurde, wird sie sorgfaltig mit Dot-Puffer
gewaschen und in eine BCIP- (chromogenes Substrat: 5-Bromo-4-Chloro-Indolylphophat)
und NBT- (Farbstoffverstarker: Nitroblau-Tetrazoliumsalz) Lésung (5,7 ml Dot-Puffer, 33
pI NBT, 25 ul BCIP) wUberfuhrt und im Dunkeln inkubiert. Dabei |8sst sich aufgrund des
Substratumsatzes durch die Alkalische Phosphatase am Prazipitat eines violetten
Farbstoffkomplexes die Einbaurate semiquantitativ feststellen. Damit die markierte DNA

erfolgreich eingesetzt werden kann, sollte sie noch bis 1 pg nachweisbar sein.

2.4.3. Agarosegel-Elektrophorese

Agarose wurde in einer Konzentration von 1% (w/v) in TAE-Puffer aufgekocht, auf 55°C
abgekihlt, mit Ethidiumbromid (500 ng/ml) versetzt und in einen Geltrager gegossen. Die
Proben wurden mit 1/10 Vol Ladepuffer versetzt und bei einer Feldstarke von 7-10 V/cm
elektrophoretisch aufgetrennt. Das zugefligte Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA, so
dass eine Anregung mit UV-Licht (254 nm) die DNA durch die resultierende Fluoreszenz

sichtbar macht.

2.4.4. Hybridisierung

Zur Hybridisierung wurden 9,5 pl Nick-markierte Tumor-DNA (900 ng DNA), 9,5 ul
Kontroll-DNA (900 ng), 60ug humane Cot1-DNA (1 mg/ml) mit 0,1x Vol 3 M Natriumacetat
(pH 5,5) und 2,5x Vol Ethanolsoyt Uber Nacht bei -20°C oder 30 min bei -80°C gefallt. Die
DNA wurde im Anschluss bei 16.000 g fir 30 min bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand

verworfen, das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, dekantiert und im
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Vakuum getrocknet. Das Pellet wurde in 3,5 pl Formamid 30 min unter Schiitteln
resuspendiert. Nach Zugabe von 3,5 ul 20% Dextransulfat/4x SSC wurde die DNA erneut
30 min geldst und anschliefiend 7 min bei 75°C denaturiert. Zur Bindung von Cot1-DNA
an repetitive DNA-Sequenzen innerhalb der Genome erfolgte eine Vorhybridisierung von
30 min bei 37°C.

Die Metaphasen-Praparate chromosomal unauffalliger Spender wurden folgendermalien
vorbereitet:

Sie wurden 20 min mit 100 pl RNase H (100 pug/ml) in 2x SSC bei 37°C inkubiert, zweimal
5 min in 2x SSC gewaschen und zur Entfernung von Proteinen in 100 ml 0,05% Pepsin in
0,01 M HCI bei 37°C fir 1-3 min eingestellt. Der Pepsinverdau stellt einen besonders
kritischen Schritt dar und musste fiir jede Charge der Metaphasen-Praparation zeitlich
optimiert werden. Nach kurzem Spulen mit PBS wurden die Chromosomen 10 min bei RT
in 4% Paraformaldehyd/PBS nachfixiert, erneut mit PBS gewaschen, in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 96% Ethanol) dehydriert und luftgetrocknet.

Die Objekttrager wurden mit 100 ul Denaturierungslésung (70% Formamid/2xSCC) fur 90
sek bei 72°C auf einer Heizplatte denaturiert. Nach der Denaturierung wurden die
Objekttrager sofort in eiskaltes 70%iges Ethanol tUberflhrt, um ein Renaturieren der DNA
zu verhindern. Nach einer aufsteigenden eiskalten Ethanol-Reihe wurden die Objekttrager
luftgetrocknet und vor der Hybridisierung kurz auf eine 37°C warme Heizplatte gelegt. Die
DNA-LAsung wurde auf die vortemperierten OT gegeben, ein Deckglas aufgelegt und mit
Fixogum abgedichtet. Die Hybridisierung erfolgte in einer feuchten Kammer fur 3 Tage bei
37°C.

2.4.5. Stringenzwaschungen und Detektion

Bei diesem Schritt erfolgt der Nachweis der hybridisierten DNA durch die Bindung von
sekundaren Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern bzw. Enzymen an Digoxigenin bzw.
Biotin. Dazu wurden die Deckglaser entfernt und die Objekttrager zunachst dreimal 5 min
in 50% Formamid/2x SSC, zweimal 5 min in 2x SSC, und einmal 5 min in 0,1x SSC bei
45°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Praparate in 4x SSC/0,1% Triton-X100 5 min bei
RT eingestellt.

Der anschlielende Blockingschritt mit 100 pl 5% BSA/4x SCC erfolgte bei RT fir 30 min
in einer feuchten Kammer. Die biotinylierte Tumor-DNA wurde mit Streptavidin-FITC
(Verdinnung 1:80 in 100 pl 5% BSA/4x SSC) detektiert, die DIG-markierte Referenz-DNA
mit anti-DIG-Rhodamin-Antikérpern (Verdinnung 1:20 in 100 pl 5% BSA/4x SSC).
Uberschissige Fluorochrome wurden durch Waschschritte in 4x SSC-Triton X100 (3x 5

min bei 37°C) entfernt und die Praparate im Anschluss in einer aufsteigenden Ethanol-
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Reihe dehydriert, luftgetrocknet und mit einer Antifade-Lésung mit DAPI (Vectashield®)

eingedeckt.

2.4.6. Auswertung

Die Auswertung der Hybridisierungsergebnisse wurde mit der Software ISIS 3.0
durchgefiihrt. Die zu analysierenden Metaphasen wurden an einem Olympus AX 70
Auflichtfluoreszenzmikroskops mit einer gekiihlten s/w-CCD-Kamera aufgenommen. Die

Beleuchtung erfolgte mit einer 100 W Quecksilberlampe.

Tab. 2.2.: Charakteristika der FluoreszenZfilter (Olympus, Hamburg)

Bezeichnung der Filter NU (DAPI) | MWIBA (FITC) MWIG (Rhodamin)
Anregungsfilter 360-370nm 460-490nm 520-550nm
Emissionsfilter >420nm 515-550nm >580nm
Strahlenteiler Transmission 400nm 505nm 565nm

FITC = Fluorescein-Isothiocyanat; DAPI = 4,6-diamino-2-phenylindol

Es wurde flr jedes der drei eingesetzten Fluorochrome (FITC - griin / Rhodamin — rot /
DAPI — blau) unter Verwendung der selektiven Filter (s. Tab. 2.2.) getrennt ein Schwarz-
Weil3-Bild aufgenommen und am Bildschirm in Falschfarbendarstellung mit der Farbe der
entsprechenden Fluoreszenz dargestellt (s. Abb. 2.3.). Die Belichtungszeiten hingen von
der Intensitat der Fluoreszenzsignale ab und lagen fir FITC zwischen 1 und 15 s, fir

Rhodamin zwischen 2 und 12 s und fir DAPI zwischen 0,1 und 0,6 s.
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Abb. 2.3. Hybridisierte normale Metaphase mit der DNA eines Glioblastoms gegen die
DNA eines genetisch gesunden Spenders.
(A) Mit Referenz-DNA hybridisierte Metaphase eines genetisch gesunden
Spenders. Detektion mit Anti-Dig-Rhodamin (B) Hybridisierung der Tumor-DNA.
Detektion mit Streptavidin-FITC. (C) DAPI-Gegenfarbung der Metaphasen-
Chromosomen als Grundlage fiir die Karyotypisierung. (D) Uberlagerung der
FITC, Rhodamin und DAPI Bilder aus (A) (B) und (C) .

Nach Korrektur des Bildkontrastes werden die Chromosomen karyotypisiert und mithilfe
der Software begradigt. Die Karyotypisierung erfolgte anhand der inversen Darstellung
der schwarz/weiss aufgenommenen DAPI-Gegenfarbung. Durch diese Darstellung erzielt
die DAPI-Banderung bei guter Denaturierung und Praparation ein der GTG-Banderung
ahnliches Muster. Nicht eindeutig zuzuordnende oder sich berlagernde Chromosomen

wurden von der Auswertung ausgeschlossen.

Fur die Auswertung eines Falles wurden mindestens 12 auswertbare Metaphasen
aufgenommen, damit gentgend Einzel-Chromosomen flir eine Analyse zur Verfigung
standen. Das Programm berechnet zundchst das durchschnittliche Verhaltnis von Grin
(FITC) zu Rot (Rhodamin) einer Metaphase. Das Verhaltnis wird fur jede Metaphase
automatisch neu berechnet, da versuchsbedingte Artefakte, wie z.B. unterschiedliche
Hybridisierungsqualitdt und Signalintensitat, beriicksichtigt werden missen. Dieses

Verhaltnis von Griin und Rot wird fir jede Metaphase auf 1 gesetzt.
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Danach erfolgt die Auswertung der einzelnen Chromosomen?. Entlang der Mittelachse
jedes einzelnen Chromosoms wird Uber seine gesamte Breite fur jeden detektierten
Bildpunkt (Pixel) ein mittlerer Wert fiir Rot und Griin ermittelt und das Verhaltnis (Ratio)
von Rot zu Grun bestimmt. Das Programm ermittelt nun fur jedes Chromosom ein
sogenanntes Mittelprofil, welches mit einer Kurve die Verteilung von Rot zu Griin entlang
der Mittelachse des Chromosoms darstellt. Eine Langennormierung der einzelnen
Chromosomen wird ebenfalls durchgefiihrt, da innerhalb einer Metaphasen-Praparation
Chromosomen unterschiedlicher Kondensationsgrade vorliegen. Das Zentromer wird

hierbei als Fixpunkt benutzt und die p- und g-Arme getrennt voneinander normiert.

Bei der von uns verwendeten Software ISIS werden als Sicherheitsschranken die
zweifache Standardabweichung oder ein Konfidenzintervall von 99% gewahlt. Dabei
berechnet dieses Programm fiir jeden einzelnen Pixel entlang der Chromosomenachse
den Mittelwert aller vorliegenden Werte mit dem entsprechend eingestellten
Sicherheitsintervall. Das eingestellte Konfidenzintervall entscheidet Uber Spezifitat und
Sensitivitdt der Ergebnisse. Eine Schranke von 99% ist weniger sensitiv, die noch

erkennbaren Gewinne und Verluste jedoch deutlich spezifischer.

Nicht alle Chromosomenbereiche kénnen gleichwertig in die Auswertung mit einbezogen
werden. So weisen die Chromosomenabschnitte 1q, 9q und 16q in den zentromernahen
Bereichen sowie der lange Arm des Y-Chromosoms einen hohen Gehalt an
Heterochromatin auf, der zwischen verschiedenen Individuen sehr variabel ist und daher
zu starken Schwankungen im Hybridisierungsergebnis fuhren kann (Kallioniemi et al.,
1994). Die Chromosomenabschnitte 1p32pter, 16p, und die Chromosomen 19 und 22
weisen einen hohen GC-Gehalt auf und muissen aufgrund ihrer Anfalligkeit fir Artefakte

besonders kritisch bei der Analyse betrachtet werden.

2.4.7. Kontrollen der Markierungsreaktion und CGH

Zur Uberprifung der Qualitat von Markierungsreaktion und CGH wurden nachfolgende
Kontrollen durchgeflihrt:

Die mittels Nick-Translation markierte Tumor- und Referenz-DNA wurden zur
Hybridisierung eingesetzt, wenn sie bis 1pg im Dot Blot nachweisbar war und in der
Agarosegel-Elektrophorese eine Bandenlange von 200-500 bp aufwies. Zum Ausschluss
von versuchsbedingten CGH-Hybridisierungsartefakten wurde in einigen Fallen ein
Aliquot der isolierten DNA erneut markiert und hybridisiert. Mehrmaliges Hybridisieren der

DNA eines Falles erbrachte die gleichen Ergebnisse. Auch zeigte eine Hybridisierung mit

? CGH-Befunde filhren zu der Formulierung Gewinne/Verluste auf, statt wie gewohnt von
Chromosomen.
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zwei unterschiedlich markierten Referenz-DNAs keine genetischen Veranderungen,
wodurch Referenz-DNA-basierende und versuchsbedingte Artefakte ausgeschlossen

werden konnen.

2.4.8. Uberlebenszeitanalyse

Die statistische Auswertung wurde von Herrn Dr. Jorg Rahnenfiihrer, Max Planck Institut
fur Informatik, Saarbriicken durchgefiihrt.

Um zu untersuchen, ob das Ansprechverhalten der Gliome mit spezifischen genetischen
Veranderungen im Tumorgewebe mit der Uberlebenszeit und der Behandlungsart der
Patienten korreliert ist, wurden Gruppen gemaly des genetischen Status und ihrer
Therapie (OP und Strahlentherapie bzw. OP, Strahlentherapie und Temozolomid-
Behandlung) definiert. Mithilfe der Uberlebenszeitanalyse wurde die Wahrscheinlichkeit
berechnet, dass ein Ereignis, in diesem Fall das Versterben des Patienten, bis zu einem
bestimmten Punkt eintritt. Dieses ist mit der Kaplan-Meier-Methode auch dann mdglich,
wenn nicht alle Patienten identische Beobachtungszeitrdume haben und ermdglicht das

Ablesen spezifischer Uberlebensraten oder Uberlebenszeiten.

Die Behandlungseffekte wurden durch Cox-Regressionsanalyse (mit 95%igem
Konfidenzintervall fir die Abschatzung der Hazard Ratio) ermittelt. Die Cox-
Regressionsanalyse, auch proportionales Hazard Modell genannt, stellt eine weit
verbreitete Regressionsmethode zur Analyse von Uberlebenszeitdaten dar. Sie wird
eingesetzt, wenn gleichzeitig der Effekt mehrerer EinflussgroRen auf eine Zielvariable, in
unserem Fall die Uberlebenszeit, hin untersucht werden soll. Es handelt sich dabei um
einfache Zwei-Gruppenvergleiche, in denen die Relevanz bzw. das Ausmal} des
Therapieeffektes hinsichtlich des Uberlebens der Patienten unter gleichzeitiger
Bericksichtigung weiterer relevanter Einflussfaktoren (Alter, Karnofsky Performance-
Status, Geschlecht und genetische Veranderungen) untersucht wird. Dabei erlaubt es
dieses Modell, den Harzard, d.h. das unmittelbare Risiko, fiir eine Person im Hinblick auf
das interessierende Ereignis zu schatzen. Gleichzeitig mussen jedoch die Werte fur alle
Einflussvariablen dieser Person gegeben sein. Als Mall fur die Starke des
Zusammenhangs der Variablen dient die aus dem Regressionskoeffizienten berechnete
adjustierte Hazard Ratio. Liegt die Hazard Ratio < 1 ist das Risiko geringer, > 1 ist das
Risiko — in diesem Fall zu Versterben - hoher (Ziegler et al., 2004). In allen
Uberlebenszeitanalysen wurden die ermittelten Werte ab p < 0,05 als signifikant
betrachtet.
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2.5. Bestimmung der Genexpression mittels realtime-PCR
2.5.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR stellt eine Methode zur gezielten Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten dar,
welche von zwei bekannten Sequenzen, sog. Primern, eingerahmt werden. Eine
hitzestabile DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) verlangert die Primer entlang einer
einzelstrangigen DNA-Matrize in Gegenwart von Puffer und Mg?*-lonen durch den Einbau
von Nukleotiden (dNTP). Dadurch werden neue DNA-Doppelstrange synthetisiert, welche
in jeder Vermehrungsrunde wieder als Matrize dienen, so dass es theoretisch zu einer

exponentiellen Erhéhung der Kopienzahl kommt.

Eine PCR besteht aus ca. 25-35 Zyklen mit jeweils drei definierten Schritten. Nach einer
Denaturierung der als Matrize fungierenden DNA bei 93°C his 95°C folgt die sog.
~-Annealing Phase®, bei der die Primer an die Matrize binden. Die exakte Annealing-
Temperatur ist von der Schmelztemperatur der eingesetzten Primer abhangig und liegt im
Allgemeinen bei 52°C bis 62°C. Im Anschluss folgt die Extensions-Phase bei 72°C, dem
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase. Dabei synthetisiert die Polymerase durch
Anhangen von Desoxynukleosidtriphosphaten (ANTPs) an das 3'-Ende der Primer eine
zur Matrize komplementare DNA-Sequenz. In der ersten Runde entstehen noch Produkte
nicht definierter Lange. Ab der ca. dritten Runde entstehen vorwiegend Produkte der
gewdlnschten Lange, die durch die Primerpositionen vorgegeben sind. Theoretisch ist eine
exponentielle Vermehrung der Zielsequenz ab der vierten Runde moglich. Dies wird aber
in der Praxis durch verschiedene Faktoren behindert. Die Reaktion wird zum einen durch
die Enzymmenge im Verhaltnis zur steigenden DNA-Menge nach 25 bis 35 Zyklen
begrenzt. Zudem nimmt die Aktivitdt des Enzyms ab, da die Polymerase in der Hitze
langsam denaturiert. Weiterhin treten bei zunehmender Anzahl von DNA-Strangen auch
Bindungen zwischen den komplementaren Strangen auf, die um die Primerbindungen
konkurrieren, und die Menge der zur Verfiigung stehenden dNTPs nimmt zum Ende der

Reaktion hin ab.

Der Erfolg einer PCR sowie die Qualitat des gebildeten Produktes sind stark von den
eingesetzten Primern abhangig. Um sequenzspezifisch zu binden, wurden Primer mit
einer Lange von 18-24 Nukleotiden eingesetzt, da kurzere Primer eine geringere
Sequenzspezifitdt bieten, wahrend Iangere Primer die Spezifitat nicht erhdhen. Sowohl die
Lange als auch der GC-Gehalt von 40-60% der beiden Primer sollten dhnlich sein, sowie
eine unbalancierte Verteilung von G/C-und A/T-reichen Domanen vermieden werden. Um
der Entstehung von Primerdimeren entgegenzuwirken, sollten die jeweiligen Primerpaare,

vor allem am 3'-Ende, nicht komplementar zueinander sein. Auch sollte auf eine ahnliche
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Schmelztemperatur (T,,) der eingesetzten Primer geachtet werden. Die Berechnung der

Schmelztemperatur erfolgt dabei nach folgender Formel:
Tm (°C) = 2 (Na+N71)+ 4 (Nc+N¢) (Thein & Wallace, 1986)

N= Anzahl der in den Primern enthaltenen Basen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin

2.5.2. RNA-Isolierung

Die Isolierung der Ribonukleinsauren wurde mit dem RNeasy® Mini Kit nach der
Guanidin-Isothiocyanat Methode (Chomczynski & Succhi, 1987) und mit gesonderten

RNase-freien Materialien und Lésungen durchgefuhrt.

Dazu wurden 40-60 mg Tumor-Gewebe in 1200 ul RLT-Puffer und 12 ul beta-
Mercaptoethanol mit einem Zellhomogenisator aufgeschlossen und das Lysat auf
Qiashredder®-Saulen pipettiert. Nach 2 min Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei ca.
6.000 g wurde das Lysat mit dem gleichen Volumen 70% Ethanol durch Pipettieren
gemischt, auf eine RNeasy®-Saule gegeben, deren Silikagel-Matrix selektiv RNA bindet,
zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Nach Waschen mit 700 pl Puffer RW1 wurde
zentrifugiert, 2x 500 ul Puffer RPE zugegeben und wiederum zentrifugiert. Anschlielend
wurde die RNA mit 40 ul Aqua dest. durch 1 min Zentrifugation bei 5.000 g eluiert, das
Eluat zur Erhohung der Ausbeute nochmals auf die Saule gegeben und der
Zentrifugationsschritt wiederholt. Nach einer photometrischen Konzentrationsbestimmung
(s. Kap. 2.3.3.) erfolgte die Lagerung der RNA bei —70°C.

2.5.3. Reverse Transkription

Um die Expression verschiedener Gene untersuchen zu kdnnen, ist es notwendig, die in
der extrahierten Gesamt-RNA enthaltene mRNA in komplementare DNA (cDNA)
umzuschreiben. Man bedient sich hierbei eines Enzyms retroviralen Ursprungs, der
reversen Transkriptase. Diese besitzt Funktionen als RNA- und DNA-abhangige DNA-
Polymerase und fungiert weiterhin als RNase. Durch diese Kombination ist eine
Umschreibung des einzelstrangigen RNA-Genoms in doppelstrangige cDNA moglich. Die
RNA-abhangige DNA-Polymerase-Aktivitat stellt die eigentliche reverse Transkriptase dar
und generiert einen komplementaren DNA-Strang aus einer RNA-Matrize. Die RNase
Aktivitdt degradiert dabei die RNA aus dem RNA-DNA-Hybrid, ohne freie RNA zu
zerstoren. Die erhaltene cDNA ist in einem nachfolgenden PCR-Ansatz als Template

einsetzbar.
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2.5.3.1. RT-PCR

Fur die Expressionsanalyse von MGMT wurden jeweils 500 ng isolierte RNA mithilfe des
Omniscript® Reverse Transcriptase Kit umgeschrieben. Das Reaktionsgemisch setzte
sich aus 2 ul 10x RT-Puffer, 2 yl ANTP-Mix (je 5 mM dNTP), 1ul PeqGold RNase Inhibitor
Plus (3 U/ul in RT-Puffer), 1 pyl Omniscript® Reverse Transkriptase, 2 pl Oligo(dT4s)-
Primer (10 pM), 500 ng RNA und RNase-freies Aqua dest. in einem Volumen von
insgesamt 20 pl zusammen. Die Reaktion erfolgte in einem Thermocycler fiir 1 h bei 37°C

und einem abschlief’enden Inaktivierungsschritt bei 95°C flir 5 min.

2.5.4. Aufbau des LightCyclers™

Zur relativen Quantifizierung der mRNA mittels realtime-PCR wurde ein LightCycler™
(Version 5.32) verwendet. Dieses Geréat stellt eine Kombination eines Thermocyclers mit
einem Fluorimeter dar, der - Uber Luft geheizt und gekuhlt - ein rotorahnliches Karussell
beinhaltet (Wittwer et al., 1998). Als Reaktionsgefalle werden Glaskapillaren verwendet,
die sowohl einen schnellen Warmetransfer ermoglichen als auch gleichzeitig als optisches
Element zur Sammlung des Lichtes dienen. Das Fluorimeter emittiert Licht einer
bestimmten Wellenldnge (470 nm), welches Uber eine Linse auf die Spitze der Kapillare
fokussiert wird. Dadurch wird ein Fluoreszenz-Farbstoff (SYBR® Green 1) in den
Kapillaren angeregt. Die von diesem Farbstoff abgegebene Fluoreszenz wird von
derselben Linse wieder gesammelt und an Photohybrid-Detektoren weitergeleitet. Diese
messen und vergleichen die Signalstéarken der einzelnen PCR-Ansatze miteinander (s.
Abb. 2.4.). Bis zu 32 Proben kénnen in einem Lauf in einem Volumen von bis zu 20 ul und

einer Zeitspanne von einer halben Stunde untersucht werden.

20 ul Glaskapillaren

Ifrrrior
Iy

Probenblock

Heizspirale ""| “ S

Karussell flir 32 Proben

Lufter

Filter —;?3??

| | = |
LED Lichtquelle ! Photohybridzellen

Abb. 2.4. Schematische Darstellung des Lightcycler™ (aus Roche Diagnostics, Mannheim).
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Im Gegensatz zur herkdmmlichen PCR bietet die Methode der realtime-PCR die
Méglichkeit, eine exakte Quantifizierung von PCR-Produkten {ber einen grolien
dynamischen Bereich zu erhalten. Quantitativ bestimmt und verglichen werden
Fluoreszenzsignale, die mit der PCR-Produktbildung durch die Taqg-Polymerase
einhergehen. Voraussetzung dabei ist, dass das Reaktionsgemisch
Hybridisierungssonden oder Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR® Green | enthalt. Der in
dieser Arbeit verwendete Nachweis mit SYBR® Green | erfolgt durch dessen Bindung an
doppelstrangige DNA und einen dadurch bedingten Anstieg der Fluoreszenzintensitat (s.
Abb. 2.5.). Das Absorptionsmaximum von SYBR® Green | liegt bei 497 nm, das

Emissionsmaximum bei 521 nm.

SYBR Green

1 2 S

_ VT
T

P e ¥ i . Polymerase

Abb. 2.5. Schematische Darstellung des Einbaus von SYBR® Green | in Doppelstrang-DNA.

Zu Beginn der Amplifikation enthalt der Reaktionsansatz denaturierte DNA, Primer und den Farbstoff SYBR®
Green |. Ungebundene Farbstoffmolekiile zeigen eine nur schwache Fluoreszenz, die in einem minimalen
Hintergrundsignal resultiert und durch Computeranalyse subtrahiert wird (A). Nach Anlagerung der Primer
binden schon wenige SYBR® Green | Molekile am Doppelstrang (B). Die Bildung von doppelstrangigem
PCR-Produkt resultiert in einem steilen Anstieg der von SYBR® Green | hervorgerufenen Lichtemission nach
Anregung (C) (aus Roche Diagnostics, Mannheim).

Die Quantifizierung basiert auf der Software-gestitzten Berechnung eines
Fluoreszenzschwellenwertes. Der Zyklus, in dem die zu untersuchende Probe diesen
Wert signifikant Uberschreitet, wird als Schwellenwert-Zyklus (treshold cycle, C;) der
jeweiligen Probe zugewiesen. Erreicht wird dieser Schwellenwert umso schneller, je mehr
Zielsequenzen sich in der zu untersuchenden Probe befinden. Eine Quantifizierung erfolgt
durch den Vergleich des der Probe zugewiesenen Schwellenwert-Zyklus (C;) mit den
ermittelten Schwellenwertzyklen eines parallel amplifizierten DNA-Standards eines
Haushaltsgens mit einer definierten Kopienzahl in der gleichen Probe und einer daraus
abgeleiteten Korrelationsgeraden. Dabei kann der Prozess der PCR-Produktbildung
wahrend jedes Temperaturschrittes in allen Zyklen kontinuierlich und zu jedem Zeitpunkt

online auf dem Bildschirm verfolgt werden (realtime).
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Abb. 2.6. Darstellung der Produktmenge bei steigender Zykluszahl (aus Roche Diagnostics,
Mannheim).

Bei suboptimalen Bedingungen oder geringen Mengen an Ausgangsmaterial ist eine
Bindung des Farbstoffes an jede Form doppelstrangiger DNA moglich, so dass z.B.
unspezifische Nebenprodukte oder Primerdimere entstehen koénnten. Um dies
auszuschlieen, kann die Schmelzkurve des jeweiligen PCR-Produktes eine Zuordnung
liefern, da Amplifikat und Nebenprodukte unterschiedliche Schmelztemperaturen
aufweisen. Dabei wird als Indikator fiir die Bildung von Einzelstrangen aus den PCR-
Doppelstrangprodukten  die  Fluoreszenzabnahme bei  einer  kontinuierlichen
Temperaturerhéhung in der Reaktion gemessen. Diese Analyse der Schmelzkurve erfolgt
im Anschluss an die Amplifikation. Eine Unterscheidung ist dann mdglich, wenn sich der
Schmelzpunkt der spezifischen Sequenz wesentlich vom Schmelzpunkt (T.) der
unspezifischen Sequenz unterscheidet. Ein vorgeschalteter finaler Extensionsschritt
gewahrleistet, dass alle DNA-Molekulle als Doppelstrang vorliegen und die maximale
Menge SYBR® Green | gebunden ist. Danach wird langsam auf 95°C erhitzt, wobei eine
kontinuierliche Fluoreszenzmessung erfolgt. Bei Erreichen des T,-Wertes kommt es zu
einer Freisetzung von SYBR® Green | aus dem denaturierenden Doppelstrang und somit
zu einer Verringerung der Fluoreszenz. Die LightCycler™-Software erstellt fur ihre
Analyse die erste negative Ableitung (-dF/dT) der gemessenen Fluoreszenz und tragt
diese gegen die Temperatur (T) auf. Aufgrund dieser Darstellung erscheint der plétzliche
Abfall der Fluoreszenz als Spitze (,Peak®) und ermdglicht eine leichtere Zuordnung der
spezifischen Schmelztemperaturen zu den Amplifikaten. In Abbildung 2.7. ist schematisch
eine Schmelzkurve dargestellt. Die vorhergehenden kleineren Peaks entstehen durch die
Aufschmelzung der Primerdimere, wahrend der gréRere ,Peak® die Schmelztemperatur
des PCR-Produktes prasentiert.
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Abb. 2.7. Schematische Darstellung einer Schmelzkurve (aus Roche Diagnostics, Mannheim).

2.5.5. Expressionsanalyse von MGMT mittels SYBR® Green 1

In diesem Teilaspekt der Arbeit wurde untersucht, ob sich die einzelnen Tumore in ihrer
MGMT-Transkription unterscheiden. Da die Effizienz der cDNA-Synthese gewissen
Schwankungen unterliegen kann, liefert eine Quantifizierung nur eine Aussage Uber die
Menge an cDNA im Ansatz, jedoch nicht Uber die urspriinglich vorhandene mRNA-
Menge. Aus diesem Grunde wurde ein externer Standard hinzugezogen. Beta-2-
Mikroglobulin (RB2-MG) ist ein sogenanntes Haushaltsgen, von dem man annimmt, dass
es in allen Zellen gleich exprimiert wird. Die Menge an spezifischer mRNA wird dann auf

dieses Haushaltsgen, dessen Transkriptionsrate als Konstante genommen wird, bezogen.

2.5.6. Erstellen einer Standardkurve

Um die relative Expressionsstarke des Gens zwischen den einzelnen Tumoren und in den
unterschiedlichen PCR-Laufen miteinander vergleichen zu kénnen, wurde eine
Verdlnnungsreihe eines externen Standards angelegt. Dazu wurde RNA von der
Brustkrebszelllinie MCF7 (RNA wurde mir von Fr. Dr. Alexandra Klein zur Verfligung
gestellt) in cDNA umgeschrieben (s. Kap. 2.5.3.1.) und in einer Verdunnungsreihe in 10er
Schritten von 1:10 bis 1:100.000 analog zu den untersuchten Tumoren mit MGMT und R2-
MG im LightCycler™ analysiert. Fir jede Verdunnung wurde eine Dreifach-Bestimmung
fur das Zielgen MGMT und fur das Referenzgen $2-MG vorgenommen. Das Verhaltnis
von Zielgen zu Referenzgen sollte dabei in jeder Verdinnungsstufe gleich sein. Aus den
resultierenden Daten, die die PCR-Effizienz von Zielgen und Referenzgen beschreiben,
wurde mit der RelQuant™-Software eine Regressionsgerade erstellt, welche als
Standardkurve eingesetzt wurde. Die relativen Standardkurven wurden fir jedes Gen

bestimmt und in einem Modul der Software (Version 3.5) als Koeffizient hinterlegt.
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2.5.7. Kalibrator-normalisierte relative Quantifizierung mit Effizienzkorrektur

Fur die Quantifizierung der mRNA des Zielgens MGMT relativ zu der mRNA des
Haushaltsgens 32-MG mit dem LightCycler™ wurden die Proben jeweils im Doppelansatz
fur beide Primerpaare gemessen. Die Ansatze setzten sich aus 10 yl QuantiTect SYBR
Green PCR Kit (Qiagen), 0,25 pl Primer 5-MGMT bzw. 5-32-MG, 0,25 pl Primer 3'-
MGMT bzw. 3-R2-MG, 2 ul cDNA, 7,5 ul Aqua dest. zusammen. Um die Bildung von
Primerdimeren, die frihzeitige Elongation sowie unspezifische Primeranlagerungen zu
verhindern, wurde die Quantifizierungs-PCR mit dem HotStart-Verfahren durchgefuhrt.
Fir die Reaktion wurde eine modifizierte DNA-Polymerase verwendet, die erst nach einer
15mindtigen Denaturierung bei 95°C funktionsfahig ist. Die optimalen Bedingungen fir die

zu amplifizierenden Sequenzen wurden durch Vorversuche ermittelt.

In dieser Arbeit wurden die in der Studie von Tanaka und Mitarbeitern (2003)
beschriebenen Primer mit der Software Blast (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer) auf die entsprechenden Kriterien hin Gberprift und verwendet.

Tab. 2.3. Sequenzen der eingesetzten Primer

Bezeichnung Primersequenz
5-MGMT CCT GGC TGAATG CCTATTTTC
3 -MGMT GAT GAG GAT GGG GAC AGG ATT
5°-R2-Mikroglobulin TTC TGG CCT TGG AGG GGC ATC C
3’-R2-Mikroglobulin ATC TTC AAACCT CCATGA TG

Um eine Normalisierung der Ergebnisse zu erreichen und die unterschiedlichen Laufe
miteinander vergleichen zu koénnen, wurde in jedem Lauf ein Kalibrator mitgeflhrt.
Prinzipiell kann jede beliebige positive cDNA-Vergleichsprobe als Kalibrator dienen, die
ein stabiles Verhaltnis von Ziel - zu Referenzgen besitzt. In diesen Untersuchungen wurde
als Kalibrator die schon fiir die Erstellung der Standardkurve verwendete RNA von MCF7
eingesetzt, welche analog zu den Tumoren in cDNA umgeschrieben, portioniert und bei —
20°C gelagert wurde. Zum Vergleich der unterschiedlichen Laufe und einer
Normalisierung der Ergebnisse wurde von der Software fur jede Probe und den Kalibrator
die Menge an Zielgen relativ zur Menge an Referenzgen mittels relativer Quantifizierung
analysiert. Da die Ergebnisse als Verhaltnis Zielgen/Referenzgen der Probe dividiert
durch das Verhaltnis Zielgen/Referenzgen des Kalibrators ausgedriickt werden, kdnnen

Probeninhomogenitat und nachweisabhangige Variabilitaten korrigiert werden.

Cp Median (Zielgen prove) / Cp Median (Referenzgen prope)

Cp Median (Zielgen kaiibrator) / Cp Median (Referenzgen kaiibrator)
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Die Kalkulation der kalibrator-normalisierten relativen Quantifizierungsdaten basiert
ausschlie8lich auf den von der Software automatisch ermittelten Cp-Werten (Crossing
points). Das Ergebnis der Kalibrator normalisierten relativen Quantifizierung ist eine
Funktion der PCR-Effizienz und der Bestimmung der Crossing Points.

In der Genauigkeit der Mengenbestimmung nehmen diese Effizienzunterschiede einen

wichtigen Stellenwert ein.
Die Amplifikationseffizienz einer PCR wird beschrieben als

N =Nyx2"
N = Kopienanzahl nach n Zyklen, N, = anfangliche Kopienzahl, n = Anzahl der durchgefiihrten
PCR-Zyklen

Theoretisch betragt eine optimale PCR-Effizienz den Wert 2, d.h. jedes PCR-Produkt wird
in jedem Zyklus einmal repliziert. Tatsachlich wird diese Effizienz jedoch von mehreren

Parametern beeinflusst, so dass sich die Effizienz von dem Wert 2 unterscheidet.
N=N,xE"

Die Lightcycler Software berechnet die Steigung fiir jede Standardkurve durch die relative

Distanz der Cp-Werte. Dadurch errechnet sich die Effizienz der PCR nach der Formel

E=10 —1/Steigung

Eine Effizienz-korrigierte relative  Quantifizierung des Kalibrator-normalisierten
Verhaltnisses von Zielgen zu Referenzgen wurde automatisch von der ,Lightcycler™
Relative Quantification Software® durchgefuhrt. Dabei greift die Software auf die relativen
Standardkurven zurlck, welche die PCR-Effizienz von Zielgen und Referenzgen
beschreiben (s. Kap. 2.5.6).

2.5.8. Auswertung

Eine mdgliche Korrelation der Expressionsstarke von MGMT mit dem Ansprechverhalten,
dem Alter und Geschlecht der Patienten wurde von Herrn Dr. Jorg Rahnenflihrer mit der
Kaplan-Meier Analyse und dem t-Test untersucht. Als signifikant wurden Werte ab p <
0,05 betrachtet.
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2.6. Immunhistochemische Analyse
2.6.1. Gewebepraparation

Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden Gewebeproben in gepuffertem
Formalin (6%, pH 7,2-7,4) fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Von den
Tumorblécken wurden 5um Schnitte angefertigt und auf silanisierte Objekttrager

aufgezogen.

Die Tumorgewebeschnitte wurden im Institut fir Neuropathologie der Universitatskliniken
des Saarlandes, Homburg, angefertigt. Die als Referenzgewebe dienenden Tonsillen
wurden freundlicherweise von Frau Bechtel, Klinik und Poliklinik fur Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde der Universitatskliniken des Saarlandes, Homburg, zur Verfigung

gestellt.

2.6.2. Silanisieren von Objekttragern

Gereinigte Objekttrager wurden unter Schitteln 30 sek in Aceton und im Anschluss
10 sek in 2% 3-(Triethoxysilyl)-propylamin in Aceton gewaschen. Danach wurden sie je 2x

in Aceton und Aqua dest. gesplilt und bei 37°C getrocknet.

2.6.3. Nachweis der O°-Methylguanin-Methyltransferase (MGMT)

Die Darstellung von Antigenen in Zellen und Gewebe erfolgte in einem
Zweistufenprozess, durch die Bindung eines Antikdrpers an das nachzuweisende Antigen
und dem anschlieBRenden Nachweis und das Sichtbarmachen des gebundenen

Antikdrpers durch ein Enzym-Chromogen-System.

Indirekte Nachweismethoden besitzen gegeniber direkten Methoden eine hoéhere
Empfindlichkeit. Wahrend bei der direkten Methode das Enzym direkt an den
Primarantikorper gekoppelt ist, wird bei der indirekten Methode das Enzym an ein an den
Primar-Antikorper bindendes sekundares Reagenz (Link-Antikorper) gekoppelt, wodurch
eine Verstarkung des Antigen-Bindungsvorganges erzielt wird. Bekannteste indirekte
Methoden sind die Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP), der Avidin-Biotin Complex (ABC)
und das Biotin-Streptavidin amplifizierte (B-SA) System.

Der in dieser Arbeit eingesetzte MultiLink®-HRP Kit reprasentiert ein verbessertes Biotin-
Streptavidin (B-SA) System, bei dem der Link-Antikérper so modifiziert wurde, dass die

Bindung mehrerer Biotin-Molekule ohne Beeinflussung der Bindungsaffinitat moglich wird.
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Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden nach einer indirekten Peroxidase-
Reaktion durchgeflhrt. Zunachst wurden 5 uym Schnitte des in Paraffin eingebetteten
Tumorgewebes bzw. Referenzgewebes 3 x 10 min in Xylol entparaffinisiert, anschlieend
3 x 10 min in 96% Ethanol rehydriert und in 1,85% Wasserstoffperoxid in Methanol
eingestellt. Zur Antigen-Demaskierung wurden die Schnitte 10 min mit AR-10-Ldsung in
der Mikrowelle durch mehrfaches, kurzes Aufkochen vorbehandelt und anschlielend auf
Raumtemperatur abgekihlt. Nach mehreren Waschschritten mit Aqua dest. und PBS
erfolgte ein 15minitiges Blocken der endogenen Peroxidase (im Lieferumfang des
MultiLink®-HRP Kit, s.u. enthalten), gefolgt von einem Waschschritt in PBS. Nach 15 min
Blocken mit 3% BSA/PBS wurden die Schnitte mit spezifischen monoklonalen Antikérpern
gegen humanes MGMT-Protein (Klon MT3.1) in einer Verdiinnung von 1:25 in PBS Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Bei den parallel angefertigten Negativ-Kontrollen wurde dieser

Primar-Antikorper durch PBS ersetzt.

Die Schnitte wurden 1 Stunde auf Raumtemperatur adaptiert, mit PBS gewaschen und mit
dem MultiLink®-HRP Kit behandelt. Die nachfolgenden Schritte wurden entsprechend den
Herstellerangaben durchgefuhrt. Als Sekundar-Antikérper diente ein Biotin-konjugiertes
Anti-lmmunglobulin, mit dem die Schnitte 20 min inkubiert wurden. Zum Nachweis wurde
Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes Streptavidin benutzt, die Immunreaktion selbst wurde
mit dem Substrat 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) nach 5 min
Inkubationszeit sichtbar gemacht. Im Anschluss erfolgte die Gegenfarbung der Schnitte
fur 1 min mit Harris modified Hematoxylin, gefolgt von 5 min in Aqua dest., 10 sek in
Ammoniakwasser (1 Tropfen 25% NH;OH in 250 ml Aqua dest.) und einer Blauung unter
flieRendem Leitungswasser. Nach der aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 96%
Ethanol), Lufttrocknen und Eindecken mit 50 pl Roti®-HistoKit wurden die Praparate mit

einem Hellfeldmikroskop ausgewertet.

2.6.4. Auswertung

Ein mdglicher Einfluss der Starke der Aktivitat von MGMT auf das Ansprechverhalten der
Patienten auf die Chemotherapie und ihre Uberlebenszeit wurden mit der Kaplan-Meier
Analyse von Herrn Dr. Jorg Rahnenfihrer, Max Planck Institut fir Informatik,
Saarbriicken, untersucht. Die ermittelten Werte wurden bei p < 0,05 als signifikant

betrachtet.
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2.7. Methylierungsanalyse
2.7.1. Bisulfit-Modifikation der DNA

Die Bisulfitbehandlung zum Nachweis von 5-Methyl-Cytosinresten an der DNA erfolgte
nach Zeschnigk et al., (1997) und Rein et al. (1998). Sie besteht in der Desaminierung
von Cytosin-Resten durch die Behandlung mit Natrium-Bisulfit (NaHSO3) zu Uracil. Da
Natrium-Bisulfit leicht mit der 5,6-Doppelbindung von Cytosin, sehr selten jedoch mit
methylierten Cytosinen reagiert, werden generell nur nicht-methylierte Cytosin-Reste zu
Uracil umgewandelt. Durch die Reaktion von Cytosin mit dem Bisulfit-lon entsteht ein
sulfoniertes Cytosin-Intermediat, welches durch anschlielende Desaminierung ein
sulfoniertes Uracil bildet. Unter alkalischen Bedingungen entsteht dann nach Abspaltung
der Sulfongruppe Uracil (Abb. 2.8.).

Da das Kohlenstoffatom-6 des Pyrimidinringes in doppelstrangiger DNA sterisch blockiert
ist, kann diese Reaktion nur in einzelstrangiger DNA stattfinden. Durch die Umwandlung
von Cytosin zu Uracil nach erfolgter Bisulfit-Modifikation sind die beiden Einzelstrange
jedoch nicht mehr komplementar zueinander, so dass bei einer nachfolgenden
Amplifikation der DNA die jeweiligen PCR-Primer strangspezifisch ausgewahlt werden

mussen.

Bei der anschlieRenden Neusynthese des zu dem modifizierten DNA-Einzelstrang
komplementaren Strangs bewirkt Uracil den Einbau eines Adenins, so dass es zu einem
Austausch eines GC-Basenpaares durch ein AT-Basenpaar kommt. Lediglich 5-
Methylcytosin bleibt erhalten und ist bei einer Sequenzierung auch zu identifizieren,

wahrend alle nicht-methylierten Cytosine durch Thymidin ersetzt sein sollten.

NH, 1 NH_ 2 0 3 0

7 A\LH Hz0 HN
o NJ OH‘3 0)\ sto_ﬁ' /J\ )t H803 /J\ J|
. k ! 4

S50z
Cytosin Cytosin- Uracil- Uracil
sulphonat sulphonat

Abb. 2.8. Chemischer Ablauf der Bisulfit-induzierten hydrolytischen Desaminierung von Cytosin
zu Uracil. 1: Sulphonierung, 2: Hydrolytische Desaminierung, 3: Alkali-Desulfonierung.

4 ug genomische DNA wurden durch Zugabe von TE-Puffer auf ein Gesamtvolumen von
70 pl gebracht. Zur Denaturierung wurde die DNA mit 8 pl 3 mol/l NaOH versetzt und 15

min bei 37°C inkubiert. Nach zusatzlicher Hitze-Denaturierung und anschlieRendem
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Abkuhlen auf Eis wurden 480 pl Natriumbisulfit-Lésung zugegeben und die Sulfonierung
durch 20 Zyklen mit jeweils 30 sek 95°C und 15 min 50°C in einem Thermocycler
durchgefihrt.

Um Bisulfit, Hydrochinon und Salze nach erfolgter Modifikation zu entfernen, wurde die
DNA mit dem Wizard® DNA Clean-Up System aufgereinigt. Dazu wurde die DNA mit der
Wizard®-Gebrauchslésung gemischt, die DNA-bindende Komponenten enthalt. Diese
Lésung wurde auf die mitgelieferte Saule gegeben, durch Anlegen eines Vakuums schnell

mit Isopropanol (80%) gespult und mit 80°C warmen 100 pl Aqua dest. eluiert.

Im Anschluss erfolgte die alkalische Desulfonierung durch Zugabe von 11 ul 3 mol/l NaOH
und 15 min Inkubation bei 37°C. Danach wurde mit 80 pl Ammoniumacetatiésung
neutralisiert und die DNA mit dem 2,5x Vol eiskalten Ethanol gefallt. Nach Zentrifugation
bei 5.000 g und Waschen in 70%igem Ethanol wurde das Pellet luftgetrocknet und in 20 pl
Aqua dest. geldst.

2.7.2. PCR nach Bisulfitmodifikation

Fur die Promotor-Regionen der Gene MGMT, CDKN2A und CDKNZ2B wurden
entsprechend den in Kapitel 2.5.1. dargestellten Kriterien von uns Primer entworfen,
deren Sequenzen in Tabelle 2.4. dargestellt sind. Alle verwendeten Primer wurden von

der Fa. Operon, Kéln, synthetisiert.

Tab. 2.4. Sequenzen der verwendeten Primer.

Bezeichnung Primersequenz (5" — 3°)
MGMT sense TGATAG GGT TTTTGTTGG TTT
MGMT antisense CCT TTT CCT ATC ACA AAA ATA ATC
p15 sense TGG GAA AGA AGG GAAGAG TG
p15 antisense AAA CCC TAAAAC CCCAACTACC
p16 sense GGT GGG GAGGAGTTTAGTTITT
p16 antisense CAACCCCTCCTCTTTCTT CC

Der aus 5 yl 10x PCR-Puffer, 5 yl dNTP (je 2 mM), 0,5 yl PCR-Primer sense, 0,5 ul PCR-
Primer antisense (je 100 pmol), 0,25 ul Tag-Polymerase (5 U/ul), 10 pyl Q-Lésung und
27,25 pl Aqua dest. zusammengesetzte Reaktionsansatz wurde zu den Probengefallen

mit 1 ul bisulfitmodifizierter DNA pipettiert.
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Um eine ausreichende Menge an Amplifikations-Produkt zu erzielen, erfolgte eine weitere
PCR mit dem bereits amplifizierten Produkt. Dazu wurden 4,5 pl 10x PCR-Puffer, 5 pl
dNTP (je 2 mM), 0,5 ul PCR-Primer sense, 0,5 ul PCR-Primer antisense, 0,25 pl Tag-
Polymerase (5 U/ul), 9 pl Q-Lésung und 25,25 ul Aqua dest. zu 5 yl Template aus der
ersten PCR pipettiert.

Beide PCR-Reaktionen wurden mit nachfolgendem Programm an einem Thermocycler
durchgeflhrt.

Programm: 15 min 95°C
45 sek 94°C
45 sek 60°C 40 Zyklen
1 min 72°C
7 min 72°C
10 min 4°C

2.7.3. Préaparative Agarosegel-Elektrophorese

10 ul des PCR-Amplifikats wurden mit 4 ul Ladepuffer versetzt und auf einem 2%igen
praparativen Agarosegel in 1x TBE mit Ethidiumbromidiésung (0,1 pg/ml) bei 90 mV Uber
2,5-3 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt, auf einem UV-Transilluminator zur
Uberprifung der PCR-Reaktion und Darstellung der Léngenverteilung visualisiert und

dokumentiert.

2.7.4. Isolierung der DNA aus Agarosegelen

Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell moglichst genau

ausgeschnitten und bis zur Aufreinigung bei —20°C trocken gelagert.

Zur Extraktion der DNA wurde der GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit verwendet.
Zu je 10 mg Gel wurden 10 pl Capture Buffer in einem maximalen Volumen von 300 ul
zugeben, gemischt und bei 60°C bis zur vollstandigen Auflésung der Agarose inkubiert.
Nach kurzem Abzentrifugieren wurden die Proben in GFX-Saulen transferiert, 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert, 30 sek bei 6.000 g zentrifugiert und der Durchlauf verworfen.
Im Anschluss wurde 500 pl Waschpuffer auf die Saule gegeben, zentrifugiert und die
Saulen in 1,5 ml ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Die Membran der Saule wurde mit 50 pl
Aqua dest. 1 min inkubiert, die DNA durch 1 min Zentrifugation mit maximaler
Geschwindigkeit eluiert und bei —20°C aufbewahrt.
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2.7.5. Klonierung der PCR-Produkte

Der in dieser Arbeit verwendete TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing ermdglicht eine
direkte Insertion mit Tag—Polymerase amplifizierter PCR-Produkte in Plasmidvektoren flr

nachfolgende Sequenzierungsanalysen.

Die Einklonierung erfolgt Giber die angehangten Desoxyadenosin-Reste an das 3'-Ende
der PCR-Produkte durch eine Template-unabhangige terminale Transferase-Aktivitat der
eingesetzten Tag-Polymerase. Der Vektor pCR®4-TOPO® besitzt zu diesen
Desoxyadenosin-Resten komplementare 3’-Desoxythymidin-Reste, so dass eine

effiziente Ligation des PCR-Inserts mit dem Vektor gewahrleistet wird.

Um sicherzustellen, dass nach der Gelextraktion der DNA-Bande ausreichend
Desoxyadenosin-Reste vorhanden waren, wurde zusatzlich eine A-Uberhang-Reaktion
angeschlossen. Dazu erfolgte eine Inkubation von 50 pl Eluat mit 4ul dATP (2 mmol/l), 6
Ml 10x Tag-Puffer und 0,1 pl Hot Star Taq Polymerase bei 72°C 15 min in einem

Thermocycler.

2 yl dieses PCR-Produktes wurden zu 1 pl Salzlésung und 1 pl Aqua dest. pipettiert, nach
Zugabe von 1 pl Vektor 5 min bei Raumtemperatur ligiert und 5-30 min auf Eis inkubiert.
Zur abschliefienden Transformation wurden 2 pl der Ligationsmischung entsprechend den
Herstellerangaben in One Shot® TOP10 Escherichia coli- Zellen pipettiert, vorsichtig
durchmischt und 15 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 30 sek bei 42°C
im Wasserbad wurde der Ansatz erneut auf Eis inkubiert und 250 ul vorgewarmtes SOC-
Medium zugegeben. Der Transformationsansatz wurde 1 Stunde bei 37°C stark
geschittelt und 50 pl bzw. 150 uyl auf LB-Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin

ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte tber Nacht bei 37°C.

2.7.6. Isolierung von Plasmid-DNA

Je Fall wurden von den Ausstrichen 15 Einzelkolonien mit Zahnstochern gepickt und in
Minikulturen mit 4 ml LB-Medium und 70 ug/ml Ampicillin Gberflhrt. Parallel wurden die
Klone auf eine LB-Agarplatte aufgebracht und Platte sowie Minikulturen Uber Nacht bei
37°C inkubiert. Jeweils 1 ml der Kultur wurden anschlieRend 5 min bei 6.000 g pelletiert,
der Uberstand verworfen, und zur Langzeitaufbewahrung mit LB-Medium mit 20%
Glycerin und 50 pg/ml Ampicillin resuspendiert. Nach Schockfrieren in flissigem Stickstoff
wurde der Bakterienstock bei —70°C gelagert, die restliche Bakterienkultur wurde zur

Plasmidisolierung mit dem Plasmid Mini Kit eingesetzt.
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Diese Methode basiert auf einer alkalischen Bakterienlyse und einer nachfolgenden
selektiven Bindung von Plasmid-DNA an eine Silika-Matrix. Die Isolierung wurde geman

den Herstellerangaben mit den im Kit enthaltenen Lésungen durchgeflhrt.

3 ml der Bakterienkultur wurden durch Zentrifugation bei 6.000 g fir 5 min pelletiert, der
Uberstand entfernt und das Bakterienpellet in 300 pl Puffer P1 resuspendiert. Danach
wurden die Zellen mit 300 pl Aufschlusspuffer P2 durch invertieren gemischt und 5 min
bei Raumtemperatur lysiert. Dieser Puffer enthalt SDS, welches die zellularen Proteine
denaturiert, und Natriumhydroxid, das neben der Zelllyse eine Denaturierung von
chromosomaler und Plasmid-DNA bewirkt. Durch Zugabe von 300 ul Neutralisationspuffer
P3 erfolgte eine Renaturierung der unter diesen Bedingungen in Losung vorliegenden
Plasmid-DNA, wahrend chromosomale DNA aufgrund ihrer Grofie denaturiert bleibt und
zusammen mit den Proteinen und SDS prazipitiert. Dieses Prazipitat wurde anschlieRend
10 min bei 6.000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die mit QBT-Puffer
aquilibrierte Saule pipettiert, und nach 4maligem Waschen mit je 1 ml QC-Puffer die
Plasmid-DNA mit 800 ul QF-Puffer eluiert. Anschliellend wurde die DNA mit 0,7x Vol
Isopropanol und Zentrifugation bei 14.000 g geféllt, mit 70% Ethanol gewaschen,
luftgetrocknet und in 10 yl Aqua dest. geldst.

2.7.7. Uberpriifung der Produkte

Um sowohl die erfolgreiche Klonierung als auch die Identitat des Inserts zu kontrollieren,
wurde eine PCR mit M13-Primern durchgefihrt. Dazu wurden zu 0,1 uyl des Plasmides
jeweils 0,5 yl M13-Primer (s. Tab. 2.4.), 2,5 yl 10x Taq Puffer, 2,5 ul dNTP, 0,15 pl Taq
und 18,75 pl Aqua dest. zugegeben. Nach 15 min bei 95°C, 30 Zyklen mit 35 sek 94°C,
45 sek 55°C und 1 min 72°C, anschlieRend 5 min 72°C, 10 min 4°C wurden jeweils 1 pl
des urspringlichen Plasmides neben 5 pl des PCR-Produktes auf einem 1%igen
Agarosegel in TBE mit Ethidiumbromid (0,1 ug/ml) aufgetrennt.

Eine erfolgreiche Klonierung zeigte sich in 2 Banden fiir lineares bzw. ,coiled* Plasmid,
die Identitdt des Inserts wurde anhand der Bandenldange des entsprechenden PCR-

Produktes entsprechend der Lange des untersuchten Gens bestimmit.

Um die Ausbeute an Plasmid-DNA fir die Sequenzierreaktion abzuschatzen, wurde
zusatzlich eine quantitative Analyse auf einem Agarosegel durchgefiihrt. Dazu wurden in
einem 1%igen Agarose-Minigel in TBE mit Ethidiumbromid, 1 pl Plasmid sowie 1 pl
Marker VIII (0,25 pg/pl) bei 90 V eine Stunde aufgetrennt.
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Tab. 2.5. Verwendete Primer.

Bezeichnung Primersequenz (5" — 3°)
M 13 forward GTA AAA CGA CGG CCA G
M 13 reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC

Die Sequenzen der M13-Primer entstammen der Beschreibung des TOPO TA Cloning®

Kit for Sequenzing.

2.7.8. Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA-Proben nach der Kettenabbruch-bzw.
Didesoxyribonukleosidtriphosphat(ddNTP)-Methode wurde von den Firmen Qiagen,
Hilden bzw. Genterprise, Mainz, auf einem ABI Prism 3773 bzw. Abi 3730 durchgefihrt.

Die resultierenden Sequenzen wurden mit den aus Datenbanken bekannten bzw.
entsprechend den durch Bisulfitbehandlung verénderten Zielsequenzen auf ihren
Methylierungsstatus hin verglichen (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-
align.html) und die erhaltenen tumorspezifischen Methylierungsmuster der jeweiligen

Gene dokumentiert.


http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html
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3. Ergebnisse
3.1. Ergebnisse der vergleichenden genomischen Hybridisierung (CGH) von Gliomen

Aus kryokonserviertem Gewebe von 53 malignen Gliomen wurde die DNA isoliert und mit

der Methode der CGH auf genetische Imbalanzen untersucht.

Die Tumore untergliederten sich in 43 primare Glioblastome, 7 sekundare Glioblastome und
3 anaplastische Oligoastrozytome. Eine Gesamtibersicht der Befunde ist in Tabelle 3.1.

detailliert wiedergegeben.

Als Beispiel fur eine CGH-Auswertung sind in Abbildung 3.1 eine karyotypisierte Metaphase
(A) und das zugehorige Ratio Profil der CGH (B) des Falls H549 dargestellt. In diesem
Tumor sind Gewinne auf 3921923, 3g26.2gter und 7921.3931.1 eine Amplifikation auf
12911914 sowie Verluste auf 6q21q23.3, 10q, 11p, 11q11, 13q12.1qter und 14 zu erkennen.

Abb. 3.1.A. Dargestellt sind die zugeordneten Chromosomen einer Metaphase nach CGH des Falles
H 549. Einzelne Chromosomen, die den Kriterien der CGH nicht geniigen, sind geldscht.
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Abb. 3.1.B. Dargestellt ist das Ergebnis (Ratio Profile) der CGH des Falles H 549 nach Zuordnung
der Chromosomen. Die erste Zahl unter jedem Chromosom gibt das Chromosom selbst
an, die zweite Zahl gibt die Anzahl der Chromosomen an, aus denen der Mittelwert fir
dieses Profil errechnet wurde.

Mit der Methode der CGH waren zahlreiche quantitative genetische Veranderungen in den
einzelnen Tumoren nachweisbar. Lediglich in Fall 398/01 wurden keine Aberrationen
gefunden. Die anderen Tumore wiesen zwischen 2 und 30 Veranderungen auf (Mittelwert
9,5). Wahrend in einem Tumor ausschlief3lich DNA-Gewinne nachgewiesen wurden (Fall H
281), zeigten zwei Tumore ausschlieBlich DNA-Verluste (Fall 265/00 und 1795/99). Die

anderen untersuchten Tumore hatten sowohl chromosomale Gewinne als auch Verluste.

In den untersuchten Glioblastomen lagen DNA-Gewinne seltener als DNA-Verluste vor (171
DNA-Gewinne gegentiber 199 DNA-Verluste).

Die haufigsten, in den Glioblastomen nachgewiesenen Gewinne waren auf den
Chromosomen 7 (68%) (34/50), 19 (41%) (20/50) und 12 (30%) (15/50) zu beobachten.
Gewinne auf Chromosom 18 traten in 22% (11/50) der Falle, Gewinne auf Chromosom 1 und
Chromosom 20 in 18% (9/50) auf. Die Chromosomen 5 und 17 zeigten in jeweils 16% (8/50),

Chromosom 4 in 14% (7/50) der untersuchten Glioblastome Gewinne.

Die Verluste betrafen vor allem die Chromosomen 10 (58%) (29/50), 9 (32%) (16/50) und 13
(32%) (16/50). Chromosom 1 zeigte in 20% (10/50) der Tumore DNA-Verluste, Chromosom
14 und 22 in 18% (9/50) der Tumore. In ebenfalls 18% (9/50) der Glioblastome war
Chromosom 4 bzw. die Region 4p16 deletiert und in 16% (8/50) Chromosomenarm 6q.
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In 6 Tumoren lagen Amplifikationen auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 in der EGFR-
Region vor. Zwei Tumore zeigten eine Amplifikation der Region 12q11q14 (Fall H549) bzw.
12q13.1g21.2 (Fall 1921/01). Weitere Amplifikationen wurden fir die Regionen 1p36pter

(Fall 497/00), 2p22pter (Fall XXL/02), 12p13.1 und 18g11.1g11.2 (Fall T6052)
nachgewiesen.
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Abb. 3.2. Genetische Veranderungen der untersuchten Glioblastome.
Chromosomale Gewinne sind griin, Verluste rot dargestellt.

Die graphische Darstellung verdeutlicht, dass die Chromosomen bzw. Chromosomenarme
4p, 9p, 10, 13 sowie 14 typischerweise Verluste aufzeigten, wohingegen Chromosom 7
nahezu ausschlieBlich chromosomale Gewinne zeigte. Interessanterweise zeigten die
Chromosomen bzw. Chromosomenabschnitte 1p, 3, 5p, 6q, 8q, 12qter, 15qter, 16p, 17, 19

und 22 sowohl DNA-Gewinne als auch Verluste in einer vergleichbaren Haufigkeit.
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Tab. 3.1. Genetische Veranderung in primaren und sekundaren Glioblastomen.

Vergleich primare GBM sekundare GBM
Anzahl Tumore 43 7

DNA Gewinne 154 17
DNA-Verluste 174 25

Gewinn auf 7 74% (32/43) 14% (1/7) (7q31.3qter)
Amp 7p 14% (6/43) 0

Gewinn auf 12q 28% (12/43) 0

Amp 12q 5% (2/43) 0

Verluste auf 9p 28% (12/43) 29% (2/7)
Verluste auf 10q 67% (29/43) 29% (2/7)
Verluste auf 13q 35% (15/43) 14% (1/7)
Verluste auf 4p 16% (7/43) 0

Verluste auf 4q 0% (0/43) 29% (2/7)

Ein Vergleich der primadren und sekundaren Glioblastome ergab, dass Gewinne von
Chromosom 7 ein haufiges Ereignis in primaren Glioblastomen darstellen, wahrend in den
sekundaren Glioblastomen lediglich in einem Fall die terminale Region 7q31.3qter vermehrt
vorlag. Amplifikationen in der EGFR-Region auf 7p wurden ausschlief3lich in primaren
Glioblastomen gezeigt und traten immer simultan mit Verlusten von Chromosom 10 auf.
Verluste von Chromosom 10 lagen in 2/3 der primaren Glioblastome vor, in den sekundaren
Glioblastomen weitaus seltener (2/7). Verluste auf dem Chromosomenarm 13q wurden
ebenfalls haufiger in den primaren Glioblastomen nachgewiesen (35% vs. 14%). Spezifisch
fur die primaren Glioblastomen waren zudem Gewinne bzw. Amplifikationen auf dem langen
Arm von Chromosom 12. Diese wurden in den untersuchten sekundaren Glioblastomen nicht
nachgewiesen.

Interessanterweise traten Verluste des kurzen Arms von Chromosom 4 nur in primaren, und
Verluste des langen Arms von Chromosom 4 nur in sekundaren Glioblastomen auf.

Verluste auf Chromosomenarm 9p wurden mit anndhernd gleicher Haufigkeit sowohl in den

primaren als auch den sekundaren Glioblastomen gezeigt.

Von den drei untersuchten anaplastischen Oligoastrozytomen zeigte ein Fall Verluste,
welche die Regionen 1p21p34.1 und 19913.1qter betrafen. In einem weiteren Fall wurden
Gewinne auf 4p15.1pter und 4q11921.1 sowie 7q32q34, 10p12.2pter und 12p nachgewiesen
(1488/00). Der dritte Fall (820/00) zeigte ebenfalls einen Gewinn auf dem langen Arm von
Chromosom 7, hier in der Region 7q34qter. Verluste lagen in diesen beiden Tumoren auf 2q,
4q, 69, 10q, 11p und 13q vor.
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Tab. 3.2. Ergebnisse der vergleichenden genomischen Hybridisierung.

Fall

Alter/
Geschlecht

Histologie

ULz
[Monate]

Behandlung

Chromosomale Imbalanzen nach CGH

896/99

51/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7)
rev ish dim (6q22.2qter, 9p2 1pter, 10p12.2pter,
10g23.1qter, 13q13qter, 14, 16q13qter, 22q12.2)

1326/99

56/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7q34qter, 12p13.1pter)
rev ish dim (10q21.3qter, 22q13.1q13.3)

1349/99

54/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (X)
rev ish dim (16p, Y)

1460/99

31/w

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (6q22.2qter, 9p2 Ipter, 10p12.2pter, 10q23.1qter,
13q13qter, 14, 16q13qter, 22q12.2)

rev ish dim (3q11.1925.2, 5p, 13q12.3qter, 164,
20q11.2qter, Y)

265/00

46/w

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish dim (10q25.3qter, 16p12p13.3)

497/00

58/w

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7p11.2p13, amp 1p36pter)
rev ish dim (6q12q21, 9p23p24)

1106/00

70/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7q21.1qter, 12q13.1q14, 19p)
rev ish dim (10q, 13q12.3922,Y)

1534/00

62/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7q11.2q21, 19p13.1p13.3, X)
rev ish dim (4pl6pter, 10g24.1qter, 13q21.3qter)

1707/00

47/m

GBM

29,4

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7, 12q13.3q14)
rev ish dim (10q21.1qter)

398/01

46/m

GBM

14,4

Radiatio + TMZ

keine

643/01

54/w

GBM

25,0

Radiatio + TMZ

rev ish enh (4pl6pter, 7pl11.1p13, 7q32qter, 16p12pter, 19q,
22)
rev ish dim (10, 13q15g22.1)

1099/98

49/m

GBM

23,8

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7, 12q13.2q13.3)
rev ish dim (1p31.3p32.3, 1q32.1q41, 10q)

662/01

70/m

GBM

13,4

Radiatio + TMZ

rev ish enh (3q24q26.3, 7p11.1p12, 7q31.1q34,
18q12.1921.1, X)
rev ish dim (4p16, 8p22pter, 10q, 16p11.2p13.2,Y)

1405/01

53/m

GBM

7.4

Radiatio + TMZ

rev ish enh (4q31.3q33)
rev ish dim (8p23.1pter, 16p, 17, 19q13.2qter)

T5958

63/w

GBM

14,4

Radiatio + TMZ

rev ish enh (2922935, 3p11.1p14.1, 3p25pter, 3q13.1q21,
3q24q26.3, 4p14p15.3, 4q21.2q34, 5pl4, 5q13.1q22,
6q14q23.1, 7, 8q22.3, 11p13p15.3, 11ql4.1qter,
13q14.1q33, 14q12q22, 20p12pter, amp 7pl1.1p11.2)
rev ish dim (1p32.3pter, 10, 12q23q24.3, 16p, 17p,
17q24qter, 18p11.2,19,22,Y)

784/03

52/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7p13p22, 7q11.1q22, 19p, X, amp 7p11.1p13)
rev ish dim (4p16, 8p22pter, Ip11p13, 9p23pter, 10p13pter,
10q11.2g21.2, 16p)

T6002

53/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (5, 6, 7, 12p, 12q11ql4, 12q24.1qter, 15, 19, 20,
amp 7pll.1pl1.2)

rev ish dim (1p21p31.3, 3p, 3923q26.3, 10, 13, 17p11.1p13,
18, 22)

T4789

38/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (8p, Xq23q28)
rev ish dim (3q13.1q25.3, 9p)

1536/02

53/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (3p11.1p14.1, 3q11.1926.3, 7, 9q, 21q21qter, X)
rev ish dim (1p33p36.1, 4p15.1pter, 10, 12p12.1pter,
12q11q21.3, 15, 17q12q23, 18p11.1p11.2, 19q13.3qter,
20pll.1pl1.2)

1940/02

54/w

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (5p13.3p15.2, 7p15.3pter, 18p)
rev ish dim (8q22.1q24.1, 10, 12q14q23, Xp11.4pter,
Xql3qg21.3)

6/02

41/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (6q12ql5, 6q25.1qter, 7, 12q14q21.1, X)
rev ish dim (4p16, 9p11p23, 10, 11q12q14.3, 15q11.1¢22.2,
20p1L.1pl1.2,Y)

596/98

32/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7, 12q13.3q21.1, 17p11.1p12, 19, Y)
rev ish dim (3g26.1q36.3, 10, X)

947/02

46/w

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7, 15q24q26.1, 18p, 19, 20q)
rev ish dim (9p21p23, 10q21.1q25.2)

T6044

37/m

GBM

Radiatio + TMZ

rev ish enh (18p11.1p11.2, 19p, X)
rev ish dim (6q25.2qter, 7q36)
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Fortsetzung Tab. 3.2.

Fall

Alter/
Geschlecht

Histologie

ULz
[Monate]

Behandlung

Chromosomale Imbalanzen nach CGH

XXL/02

45/m

GBM

8,6

Radiatio + TMZ

rev ish enh (7p15.1pter, 7q11.1q31.3, amp 2p22pter)
rev ish dim (1p36pter, 10, 13q13q21.1, 17p12pter,
22q13.1qter, X)

1921/01

66/m

GBM

™Z

rev ish enh (7, X, amp 12q13.1q21.2)
rev ish dim (8p23.1pter, 10, 15, 16p, 19q13.2qter)

H147

48/m

GBM

Radiatio

rev ish enh (7q11.1q11.2, 19, 20q11.1q13.1)
rev ish dim (10p13pter, 10q11.2q21.3)

H281

56/m

GBM

Radiatio

rev ish enh (7p11.1p12)

H549

38/m

GBM

Radiatio

rev ish enh (392123, 3q26.2qter, 7q21.3q31.1, amp
12q11q14)
rev ish dim (6921qg23.3, 10q, 11p, 11ql1, 13q12.1qter, 14)

T4793

57/m

GBM

8,9

Radiatio

revishenh (4, 5, 7, 8q22.1q24.3, 14q11.1q12, 14924.3q31,
179244925, 19, 20, 22, X)
rev ish dim (3p, 9p13p24, 9922.1q31, 10, 21q22)

T4795

66/m

GBM

0,2

Radiatio

rev ish enh (4p15.1p16, 6q24q27, 7p15.1p22, 18q12.3q23,
20p13)
rev ish dim (10, 11p, 11q11g23.1, 13, 14, 19,22, X, Y)

T4797

56/w

GBM

1,3

Radiatio

rev ish enh (7, 16, 17q12q21.3, 19, X, amp 7p11.2p12)
rev ish dim (9p21p24, 10, 13, 14, 22)

T4803

59/m

GBM

9,4

Radiatio

rev ish enh (1p32.1p36.3, 7, 9932q34.2, 12q13.1q14,
15q22.1q24, 17,20q11.1q13.1)
rev ish dim (10, 14)

861/99

70/w

GBM

22,7

Radiatio

rev ish enh (2p21p23, 7p12, 12q14q21.3, 13q21.3932)
rev ish dim (4p15.3pter, 8p22pter, 16p, 19p, 20q13.1qter)

1856/98

46/m

GBM

65,8

Radiatio

rev ish enh (13921.1q32)
rev ish dim (1p34pter, 17q12q21.3, 19q, 22, Y)

1028/98

62/m

GBM

5,6

Radiatio

rev ish enh (6q11ql4, 7, 19p, X, Y)
rev ish dim (10, 14, 15, 18)

2046/97

39/m

GBM

Radiatio

rev ish enh (1p13.3p31.1, 1g25q41, 3p24.1pter, 3p11.1p13,
3q11.2q13.3, 3q24q26.3, 4p11p15.2, 4q12q13.3, 492228,
Spl3.3pter, 5q12q23.3, 6q12q23.1, 7, 8p22pter, 9p,
14q11.2q24.1, 18p11.3pter, 20p13, 21q11.122.1)

rev ish dim (1p35pter, 10, 11, 12q22qter, 13q12.1q14.1,
13q32qter, 15q21.3qter, 17, 19, 20q11.2qter, 22)

T6025

73/m

GBM

6,3

Radiatio

rev ish enh (1p34.3p36.1, 1q31q43, 3pl4.1p21.1, 7,
16pl1.1p13.2, 17p11.1p12, 17q, 18p11.1p11.3, 19p, Y, amp
Tpll.1pl2)

rev ish dim (2p24pter, 4p15.1p15.3, Sp15.2pter, 8p21.3pter,
8q22.1q24.1, 10, 12q15q21.3, 13q14.3qter, 14, 15q21.3qter,
20p12pter)

393/98

65/m

GBM

4,6

Radiatio

rev ish enh (1p, 3, 7, 12q11q13.2, 12q23q24.3, 16p, 17q, 19,
20q, 22. amp 7pl1.1p12)
rev ish dim (1q32.2qter, 9p, 10, 13922q31, 21ql1.1g21)

T5954

61/m

GBM

3.3

Radiatio

rev ish enh (1p24.1pter, 11ql1q14.1, 16p, 18p11.1p11.2, 19,
20q, 22q12.3q13.3, Xp, Xql1.1q21.2)
rev ish dim (9p13pter, 13, 14ql11.1q12, 18q12.1gter)

1819/98

76/w

GBM

Radiatio

rev ish enh (4q32qter, Spl4pter, 5q23.3q35.1, 6p23pter,
6q22.3qter, 7933936, 8q23q24.2, 13q21.3q33, 18q12.2qter)
rev ish dim (17q11.2q21.3, 19p)

63/99

77w

GBM

Radiatio

rev ish enh (7p11.1p12, 7q11.1q11.2)
rev ish dim (5p, 5q11.2¢23.1, 6p23pter, 6q15q22.3,
9p23pter, 18p11.3pter)

T6052

24/w

GBM

Radiatio

rev ish enh (5, 7, 12, 18, 19p, amp 12p13.1, 18q11.1q11.2)
rev ish dim (3p25pter, 3q26.3qter, 6p23pter, 8q22.1qter,
9p2lpter, 11q23.3qter, 13q21.3q31, 20q13.2qter)

369/02

37/m

sGBM

14,3

Radiatio + TMZ

rev ish enh (1q, 5p15.1pter, 7q31.3qter, 8q21.1qter, 9p, 10p,
12p, 15q25qter, 18pl1.2pter)

rev ish dim (1p33p36.1, 4q21.1qter, 5q21qter, 10q21.3qter,
11p12p15.3, 13q12.1q31, 15q14q21.2, 19)

1795/99

31/m

sGBM

6,9

Radiatio + TMZ

rev ish dim (5p15.1pter, 6q16.3qter, 8p23.2pter, 9p13pter
18q12.1qter)

1782/98

26/m

sGBM

24,2

Radiatio + TMZ

rev ish enh (19p, X)
rev ish dim (16p13.1p13.3)




3. Ergebnisse 59

Fortsetzung Tab. 3.2.

Alter/ Histologie ULZ Behandlung Chromosomale Imbalanzen nach CGH
Fall Geschlecht [Monate]

rev ish enh (19p)

1515/00 40/w sGBM 11,2 Radiatio + TMZ rev ish dim (2p23pter, 3p24.2p26, 21q21 gter)
1691/00 39/w sGBM 17,4 Radiatio + TMZ | rev ish dim (1p35p36.1, 4927q32, 9p21, 9921.2q32, 14)
L rev ish enh (1p32pter, 11q13, 17, 19, 20, 22)
N111/99 24/m sGBM 17,4 Radiatio rev ish dim (6q16¢23)
o rev ish enh (19p, 20q11.2q13.1, X)
H321 48/m sGBM 18,2 Radiatio rev ish dim (5p15.2pter, 9p21pter, 10q, Y)
L rev ish enh (X)
1067/98 31/m AOA 45,7 Radiatio + TMZ rev ish dim (1p21p34.1, 19q13. 1qter)
820/00 32/m AOA 266 | Radiatio+TMz | ' ish enh (7a34qter, Xp, Xql1.1426)

rev ish dim (6922.1q25.2, 10925.1q26.1, 13q11q13)

rev ish enh (4p15.1pter, 4q11q21.1, 7q32q34, 10p12.2pter,
1488/00 36/w AOA 11,1 Radiatio + TMZ | 12p)
rev ish dim (2q31q32.1, 4q22qter, 11p15.4pter, Xp)

m: mannlich, w: weiblich; GBM: Glioblastom multiforme, sGBM: sekundares Glioblastom multiforme, AOA:
anaplastisches Oligoastrozytom, ULZ: Uberlebenszeit nach OP/Diagnose GBM; TMZ: Temozolomid; CGH:
komparative genomische Hybridisierung; rev ish: reverse in situ hybridization; enh: enhanced (Zugewinne); dim:
diminished (Verluste); amp: Amplifikation (nach ISCN, 1995)

3.2. Genetische Verdnderungen der Glioblastome in der TMZ-Gruppe

In dieser Gruppe wurden Patienten mit einem Glioblastom zusammengefasst, die nach einer
chirurgischen Resektion des Tumors eine fraktionierte Strahlentherapie sowie nach
Diagnose eines Rezidives eine TMZ-Chemotherapie erhalten haben (n=29). Es soll an dieser
Stelle betont werden, dass es sich um eine retrospektive Studie handelt; d.h. die genetischen
Untersuchungen erfolgten nach Abschluss der Therapie und hatten keinen Einfluss auf
diese.

Die Tumore gliederten sich in 24 primare Glioblastome und 5 sekundare Glioblastome.

In Abbildung 3.3. sind die chromosomalen Gewinne und Verluste der untersuchten Tumore
als Ubersicht dargestellt.

In Fall 398/01 konnten keine genetischen Veranderungen mit der Methode der CGH
nachgewiesen werden, so dass dieser Fall von den weiteren statistischen Untersuchungen
ausgeschlossen wurde. Ebenfalls ausgeschlossen wurde Fall 1921/01 aufgrund eines
abweichenden Therapieschemas. Der Patient erhielt lediglich eine TMZ-Chemotherapie,

jedoch keine Strahlentherapie im Anschluss an die Tumorresektion.
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Abb. 3.3. Genetische Veranderungen der Tumore in der TMZ-Gruppe.

Am haufigsten waren die Chromosomen 7 und 10 von genetischen Veranderungen

betroffen. Verluste von 10q zeigten 66%, Gewinne auf 7p 52% der untersuchten Falle.

Verluste von 9p und 13q traten in 28% der Falle auf, wahrend Gewinne auf 12q in 21% der

Falle beobachtet wurden.

3.3. Genetische Verdnderungen der Glioblastome in der Kontroll-Gruppe

In dieser Gruppe wurden Glioblastome von Patienten einbezogen, welche nach OP

ausschlielllich eine fraktionierte Strahlentherapie ohne nachfolgende Chemotherapie

erhielten (n=19).

Untersucht wurden 17 primare Glioblastome und 2 sekundare Glioblastome.

Abbildung 3.4. zeigt sowohl die chromosomalen Gewinne als auch Verluste der Tumoren

dieser Kontroll-Gruppe.
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Abb. 3.4. Genetische Veranderungen der Tumore in der Kontroll-Gruppe.

Am haufigsten waren auch hier die Chromosomen 7 und 10 von genetischen Veranderungen
betroffen. Verluste von 10q zeigten 58% der untersuchten Falle, Gewinne auf 7p 63%. In
32% der Falle traten Verluste von 9p und in 42% Verluste von 13q auf. Gewinne auf 12q

wurden in 21% der Falle beobachtet.

3.4. Haufigkeit der typischen genetischen Verdanderungen in den beiden

Patientengruppen

Tab. 3.3. Vergleich der TMZ-behandelten Gruppe vs. der TMZ-unbehandelten Kontroll-

Gruppe
TMZ-Gruppe Kontroll-Gruppe
Verluste auf Chromosom 10 66 % (19/29) 58 % (11/19)
Gewinne auf Chromosom 7 52 % (15/29) 63 % (12/19)
Verluste auf 9p 28 % (8/29) 32 % (6/19)
Verluste auf 13q 28 % (8/29) 42 % (8/19)
Gewinne auf 12q 21% (6/29) 21 % (4/19)
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Die bekannten, tumorspezifischen Veranderungen wurden sowohl in der TMZ-behandelten
Gruppe als auch in der Kontroll-Gruppe mit einer ahnlichen Haufigkeit detektiert. Eine
Ausnahme stellten die Verluste des langen Arms von Chromosom 13 dar, hier wurde ein
groflerer Unterschied beobachtet (28% bzw. 42%).

3.5. Einfluss verschiedener Parameter auf die Uberlebenszeit der Patienten

Alle Patienten erhielten nach der (subtotalen) operativen Entfernung des Tumors eine
Strahlentherapie. Ein Teil der Patienten (19/48) erhielt zusatzlich eine Chemotherapie mit
Temozolomid (TMZ). Im Folgenden werden die ausschlielllich bestrahlten Patienten als

LJKontrollen“ definiert.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen oben genannten Therapieformen und des
genetischen Status des Tumors auf die mediane Uberlebenszeit der Patienten wurde mittels
Kaplan-Meier Analyse untersucht. Die mdglichen Effekte von Therapieform, Geschlecht,
Alter und Karnofsky Performance Status (KPS) wurden mit Hilfe der Cox-
Regressionsanalyse und der Abschatzung der Hazard Ratio mit einem 95%igen

Konfidenzintervall ermittelt.

3.5.1. Therapieeffekt

Die Uberlebenszeit von Patienten mit alleiniger Strahlentherapie nach OP betrug 7,5 Monate;
dabei lag das mediane Patientenalter bei 57 Jahren. Demgegenuber lag die mediane
Uberlebenszeit der Patienten mit Strahlentherapie und anschlieRender TMZ-Chemotherapie
bei 19,2 Monaten. Hier war das mediane Patientenalter 49 Jahre. Die um mehr als das
Doppelte verlangerte Uberlebenszeit zeigte sich in der Kaplan-Meier Analyse als
hochsignifikant (p=0,0058, Abb. 3.5).

In der univariaten Cox-Regressionsanalyse bestatigte sich der positive Effekt einer TMZ-
Behandlung auf die Uberlebenszeit der Patienten (p=0,00063, Hazard Ratio=0,409, Tab.
3.4.). Ebenfalls positiv auf die Uberlebenszeit wirkten sich jiingeres Patientenalter sowie ein
hoherer Karnofsky Performance-Status aus (0,017 bzw. 0,0074). Patienten Uber 53 Jahren
hatten eine schlechtere Prognose (Alter >53: Hazard Ratio=1,03). Keinen Einfluss auf das
Ansprechverhalten - gemessen an der Uberlebenszeit - hatte das Geschlecht der Patienten
(p=0,93).
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Abb. 3.5. Kaplan-Meier Analyse: Uberlebenszeit der mit Operation, Bestrahlung und TMZ
behandelten Patientengruppe (TMZ) vs. der Gruppe mit ausschlieRlicher Bestrahlung nach
OP (Kontrolle).

Tab. 3.4. Univariate Cox-Regressionsanalyse unterschiedlicher Faktoren auf die

Uberlebenszeit.

Faktor Hazard Ratio p-Wert
(95% Konfidenzintervall)

T™MZ 0,409 (0,245-0,683) 0,00063
Geschlecht 1,03 (0,589-1,79) 0,93
Alter >53 1,03 (1,00-1,05) 0,017

KPS >90 0,955 (0,923-0,988) 0,0074
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3.5.2. Einfluss von genetischen Verinderungen auf die Uberlebenszeit der

Patienten

3.5.2.1. Tumore mit Gewinn auf Chromosomenarm 7p

58% (28/48) der Patienten zeigten einen (partiellen) Gewinn des kurzen Arms von
Chromosom 7 in ihrem Tumor.

In der Kontroll-Gruppe lag die mediane Uberlebenszeit der Patienten bei 7,5 Monaten. Hier
hatten Patienten mit 7p-Gewinn eine um 15% verlangerte Uberlebenszeit gegeniiber
Patienten ohne diese Veranderung (8,9 gegenuber 6,5 Monaten).

Die mediane Uberlebenszeit der Patienten unter TMZ-Therapie war um mehr als das
Doppelte erhoht (19,2 Monate). Lag ein Gewinn auf 7p im Tumor vor, betrug die mediane
Uberlebenszeit 17,3 Monate, bei Patienten ohne diesen 7p-Gewinn im Tumor 20,0 Monate.
Das mediane Alter der Patienten mit einem Gewinn auf 7p lag in der TMZ-Gruppe bei 52
Jahren, in der Kontroll-Gruppe bei 59 Jahren. Patienten ohne einen Gewinn auf 7p hatten in
der TMZ-Gruppe ein medianes Alter von 40 Jahren, in der Kontrollgruppe von 47 Jahren.

Die Kaplan-Meier-Kurven und die univariate Cox-Regressionsanalyse zeigten trotz der
verdoppelten Uberlebenszeit (17,3 Monate vs. 8,9 Monate) keinen signifikanten Effekt der
angewandten Chemotherapie fiur Patienten mit Tumoren, die einen Gewinn auf
Chromosomenarm 7p aufwiesen (p=0,05. Abb. 3.6. bzw. p=0,61, Tab. 3.6.A).

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse (Subgruppenanalyse) wurde ein signifikant
haufigeres Auftreten von Gewinnen auf 7p in Tumoren &lterer Patienten nachgewiesen, und
ging mit einer extrem schlechten Prognose einher (p=0,038, Hazard Ratio=5,6, Tab. 3.6.B).
Erhalten diese Patienten eine TMZ-Therapie, wirkt sich diese positiv auf ihre Uberlebenszeit
aus (p=0,032, Tab. 3.6.B).

Tab. 3.5. Vergleich der beiden Patientengruppen hinsichtlich medianem Alter und

Uberlebenszeit in Abhangigkeit der genetischen Veranderung auf 7p.

Alter [Jahre] ULZ [Monate]

T™MZ

Gewinn auf 7p (n=15) 52 17,3

Kein Gewinn auf 7p (n=14) 40 20,0

Median 49 19,2
Kontrolle

Gewinn auf 7p (n=13) 59 8,9

Kein Gewinn auf 7p (n=6) 47 6,5

Median 57 7,5
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Gruppe vs. Gruppe mit ausschlief3licher Bestrahlung.

Kaplan-Meier Analyse: Uberlebenszeit der Patienten mit Gewinn auf 7p in der TMZ-

Tab. 3.6. Cox-Regressionsanalyse: Subgruppenanalyse von unterschiedlichen Effekten in
Abhangigkeit der genetischen Veranderung auf 7p.

Im univariaten Modell wurde der TMZ-Effekt abgeschatzt (A), in dem multivariaten Model
wurden der TMZ-Effekt, der Alterseffekt und die Interaktion zwischen TMZ und Alter
abgeschatzt (B).

Alteration/

Normal

Variable

Hazard Ratio

(95% Konfidenzinterval)

p-Wert (2-seitig)

A) Gewinn auf 7p TMZ/Kontrolle 0.427 (0.183-1.0) 0.05
kein 7p-Gewinn TMZ/Kontrolle 0.453 (0.152-1.35) 0.16
B) Gewinn auf 7p TMZ/Kontrolle 1.5024 (0.31847-7.09) 0.61

Alter >53/<53 5.6158 (1.09933-28.69) 0.038

TMZ x Alter 0.0846 (0.00884-0.81) 0.032

kein 7p-Gewinn TMZ/Kontrolle 0.884 (0.230-3.40) 0.86

Alter >53/<53
TMZ x Alter

(0.000-Inf)
(0.000-Inf)

* aufgrund der geringen Fallzahl von alteren Patienten ohne Gewinn von 7p (n=4) konvergiert der

Algorithmus nicht.
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3.5.2.2. Tumore mit Verlust auf Chromosomenarm 9p

Ein (partieller) Verlust des kurzen Arms von Chromosom 9 wurde in 29% (14/48) der
untersuchten Tumoren nachgewiesen.

Patienten, die diese genetische Veranderung im Tumor aufzeigten, hatten unter TMZ-
Chemotherapie eine mediane Uberlebenszeit von 20,1 Monaten gegeniiber 4,7 Monaten von
Patienten mit 9p-Verlust, die nur nachbetrahlt wurden. Diese um fast das Vierfache
verlangerte Uberlebenszeit der TMZ-behandelten Patienten mit dieser chromosomalen
Veranderung war sowohl in der Kaplan-Meier Analyse als auch in der univariaten Cox-
Regressionsanalyse hochsignifikant (p=0,001, Abb. 3.7 bzw. p=0,0085, Tab. 3.8.A). Ohne
genetische Veranderung auf 9p betrugen die Uberlebenszeiten der Patienten in der TMZ-
Gruppe 19,2 Monate, in der Kontroll-Gruppe 9,4 Monate. Obwohl die Uberlebenszeit der
chemotherapierten Gruppe mehr als doppelt so hoch war, erreichte dieser Unterschied keine
Signifikanz (p=0,102, Abb. 3.7 und p=0,11, Tab. 3.8.A).

Tab. 3.7. Vergleich der beiden Patientengruppen hinsichtlich Alter und Uberlebenszeit in
Abhangigkeit der genetischen Veranderung auf 9p.

Alter [Jahre] ULZ [Monate]

T™MZ

Verlust auf 9p (n=8) 44 20,1

Kein Verlust auf 9p (n=21) 53 19,2

Median 49 19,7
Kontrolle

Verlust auf 9p (n=6) 59 4,7

Kein Verlust auf 9p (n=13) 56 9,4

Median 57 7,5

Das mediane Alter von Patienten mit 9p-Verlust betrug in der TMZ-Gruppe 44 Jahre, in der
Kontroll-Gruppe 59 Jahre. Patienten ohne Veranderungen von 9p waren in der TMZ-Gruppe
53 Jahre gegeniber 56 Jahren in der Kontrollgruppe.

Der positive Effekt der TMZ-Therapie auf die Uberlebenszeit der Patienten mit Tumoren mit
Verlust von 9p bestatigte sich in der Cox-Regressionsanalyse sowohl im univariaten
(p=0,0085, Tab. 3.8.A) als auch im detaillierten multivariaten Modell nach Alterskorrektur
(p=0,034, Tab. 3.8.B).

Altere Patienten ohne diese genetische Veranderung hatten in der multivariaten Analyse
eine schlechtere Prognose (> 53 Jahren, p=0,048). Der negative Einfluss des Alters in dieser

Patientengruppe wurde durch die TMZ-Therapie ausgeglichen (p=0,0081, Tab. 3.8.B).
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Abb. 3.7. Kaplan-Meier Analyse: Uberlebenszeit der Patienten mit 9p-Verlust in der TMZ- Gruppe
vs. Gruppe mit ausschlief3licher Bestrahlung.

Tab. 3.8. Cox-Regressionsanalyse: Subgruppenanalyse von unterschiedlichen Effekten in
Abhangigkeit der genetischen Veranderung auf 9p.

Im univariaten Modell wurde der TMZ-Effekt abgeschatzt (A), in dem multivariaten Model
wurden der TMZ-Effekt, der Alterseffekt und die Interaktion zwischen TMZ und Alter

abgeschéatzt (B).
Alteration/ Variable Hazard Ratio p-Wert (2-seitig)
Normal (95% Konfidenzinterval)
A) Verlust auf 9p TMZ/Kontrolle 0.055 (0.0064-0.48) 0.0085
kein 9p-Verlust TMZ/Kontrolle 0.52 (0.234-1.15) 0.1
B) Verlust auf 9p TMZ/Kontrolle 0.037 (0.0017-0.78) 0.034
Alter >53/<53 0.81 (0.081-8.09) 0.86
TMZ x Alter 3.57 (0.13-99.15) 0.45
kein 9p-Verlust TMZ/Kontrolle 1.36 (0.45-4.16) 0.59
Alter >53/<53 3.67 (1.01-13.29) 0.048

TMZ x Alter 0.078 (0.012-0.52) 0.0081
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3.5.2.3. Tumore mit Verlust auf Chromosomenarm 10q

60% (29/48) der Patienten zeigten eine (partielle) Monosomie 10 in ihrem Tumor.

Die mediane Uberlebenszeit der TMZ-behandelten Patienten mit einem Verlust des langen
Arms von Chromosom 10 betrug 19,2 Monate gegeniber 6,3 Monaten von Glioblastom-
Patienten mit dieser genetischen Veranderung, die nur nachbestrahlt wurden. Diese auf das
nahezu Dreifache verlangerte Uberlebensrate von Patienten mit TMZ-Chemotherapie und
mit 10g-Verlust war in der Kaplan-Meier Analyse hochsignifikant (p=0,005, Abb. 3.8).

Die um nahezu 60% verlangerte Uberlebensrate (TMZ-Gruppe: 19,8 Monate vs.
Kontrollgruppe: 11,7 Monate) von Patienten ohne diese genetische Veranderung war nicht
signifikant (p=0,32, Abb. 3.8.).

Patienten in der TMZ-Gruppe waren im Median 7 Jahre jlinger als die in der Kontroll-Gruppe.
Das mediane Alter von Patienten mit 10g-Verlust lag in der TMZ-Gruppe bei 49 Jahren, in
der Kontroll-Gruppe bei 57 Jahren. Patienten ohne Veranderungen auf 10q waren in der

TMZ-Gruppe im Median 52 Jahre, in der Kontrollgruppe 59 Jahre.
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Abb. 3.8. Kaplan-Meier Analyse: Uberlebenszeit der Patienten mit 10g-Verlust (10q -) in der TMZ-
Gruppe vs. Kontroll-Gruppe.
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Tab. 3.9. Vergleich der beiden Patientengruppen hinsichtlich Alter und Uberlebenszeit in
Abhangigkeit der genetischen Veranderung auf 10q.

Alter [Jahre] ULZ [Monate]

TMZ-Gruppe
Verlust auf 10q (n=19) 49 19,2
Kein Verlust auf 10q (n=10) 52 19,8
Median 50 19,5

Kontroll-Gruppe

Verlust auf 10q (n=11) 57 6,3
Kein Verlust auf 10q (n=8) 59 11,7
Median 57 7,5

Tabelle 3.10. Cox-Regressionsanalyse: Subgruppenanalyse von unterschiedlichen Effekten
in Abhangigkeit der genetischen Veranderungen auf 10q.

Im univariaten Modell wurde der TMZ-Effekt abgeschatzt (A), in dem multivariaten
Model wurden der TMZ-Effekt, der Alterseffekt und die Interaktion zwischen TMZ und
Alter abgeschatzt (B).

Alteration/ Variable Hazard Ratio p-Wert (2-seitig)
Normal (95% Konfidenzintervall)
A) Verlust auf 10q TMZ/Kontrolle 0.31 (0.134-0.729) 0.0071
kein Verlust auf 10g TMZ/Kontrolle 0.59 (0.204-1.69) 0.33
B) Verlust auf 10q TMZ/Kontrolle 0.85 (0.25-2.91) 0.79
Alter >53/<53 10.47 (1.87-58.65) 0.0076
TMZ x Alter 0.040 (0.0044-0.36) 0.0042
kein Verlust auf 10g TMZ/Kontrolle 1.40 (0.28-7.04) 0.69
Alter >53/<53 3.28 (0.59-18.02) 0.17

TMZ x Alter 0.12 (0.0077-1.94) 0.14
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Auch in der univariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich der positive Effekt der TMZ-
Therapie fur Patienten mit Verlusten des langen Arms von Chromosom 10 (p=0,0071, Tab.
3.10.A).

Dieser Therapieeffekt konnte im multivariaten Modell, in dem neben dem TMZ-Effekt auch
ein moglicher Alterseffekt sowie eine Interaktion zwischen TMZ und Alter bertcksichtigt
wurden, nicht gezeigt werden (Tabelle 3.10.B).

Die Subgruppenanalyse ergab jedoch, dass Verluste auf 10q mit einer schlechten Prognose
bei alteren Patienten einhergehen (> 53 Jahren p=0,0076). Dieser negative Alterseffekt kann
durch eine TMZ-Therapie ausgeglichen werden (p=0,0042). Fir Patienten, deren Tumoren
diese genetische Veranderung nicht zeigten, wurden keine entsprechenden Effekte

nachgewiesen.

3.5.2.4. Tumore mit Verlust auf Chromosomenarm 13q

In 35% (17/48) der Tumoren lagen Verluste auf dem langen Arm von Chromosom 13 vor.
Dabei war die mediane Uberlebenszeit der TMZ-behandelten Patienten gegeniiber nur
nachbestrahlten Patienten mit Tumoren, die einen Verlust von 13q aufwiesen, auf das
Dreifache verlangert (16,4 gegeniiber 4,8 Monaten). Dieser positive,
Uberlebenszeitverlangernde Effekt der TMZ-Chemotherapie von Patienten mit einem Verlust
von 13q erreichte in der Kaplan-Meier Analyse und im univariaten Cox-Regressionsmodell
statistische Signifikanz (p=0,047, Abb. 3.9. und p=0,0057, Tab. 3.12.A.).

Tab. 3.11. Vergleich der beiden Patientengruppen hinsichtlich Alter und Uberlebenszeit in
Abhangigkeit der genetischen Veranderung auf 13q.

Alter [Jahre] ULZ [Monate]

TMZ-Gruppe
Verlust auf 13q (n=8) 52 16,4
Kein Verlust auf 13q (n=21) 47 19,2
Median 49 19,2

Kontroll-Gruppe

Verlust auf 13q (n=9) 56 4.8
Kein Verlust auf 13q (n=10) 58 10,2
Median 57 7,5
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Abb. 3.9. Kaplan-Meier Analyse: Uberlebenszeit der Patienten mit 13g-Verlust.

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse konnte der Vorteil dieser genetischen
Veranderung unter Chemotherapie nicht gezeigt werden (p=0,91, Tab. 3.12.B). Diese ergab -
ungeachtet einer Alteration auf Chromosom 13 - einen negativen prognostischen Effekt
eines hoheren Patientenalters, der in beiden Gruppen durch die TMZ-Therapie ausgeglichen
werden konnte, wenngleich in der Gruppe ohne 13g-Verlust die Signifikanzgrenze nicht
erreicht wurde.

Die Patienten der TMZ-Gruppe waren im Median 8 Jahre jlinger als die der Kontroll-Gruppe.
Dabei betrug das mediane Alter von Patienten mit 13g-Verlust in der TMZ-Gruppe 52 Jahre,
in der Kontroll-Gruppe bei 56 Jahre. Patienten ohne Veranderungen auf 13q waren in der

TMZ-Gruppe im Median 47 Jahre, in der Kontrollgruppe 58 Jahre.
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Tab. 3.12. Cox-Regressionsanalyse: Subgruppenanalyse von unterschiedlichen Effekten in
Abhangigkeit der genetischen Veranderung auf 13q.

Im univariaten Modell wurde der TMZ-Effekt abgeschatzt (A), in dem multivariaten Model
wurden der TMZ-Effekt, der Alterseffekt und die Interaktion zwischen TMZ und Alter

abgeschatzt (B).
Alteration/ Variable Hazard Ratio p-Wert (2-seitig)
Normal (95% Konfidenzinterval)
A) Verlust auf 13q TMZ/Kontrolle 0.327 (0.103-1.03) 0.0057
kein 13g-Verlust TMZ/Kontrolle 0.458 (0.200-1.05 0.066
B) Verlust auf 13q TMZ/Kontrolle 1.0867 (0.244307-4.834) 0.91
Alter >53/<53 9.3446 (1.299987-67.170) 0.026
TMZ x Alter 0.0169 (0.000725-0.395) 0.011
kein 13g-Verlust TMZ/Kontrolle 1.334 (0.2937-6.06) 0.71
Alter >53/<53 5.507 (1.0446-29.03) 0.044
TMZ x Alter 0.129 (0.0159-1.06) 0.056

3.5.2.5. Weitere genetische Veranderungen in Glioblastomen

Eine genetische Veranderung, die fur die untersuchten Glioblastome ebenfalls typisch ist und
relativ haufig gezeigt werden konnte, ist die Kopienzahlvermehrung auf dem langen Arm von
Chromosom 12. Signifikante Unterschiede der Uberlebenszeiten zwischen den beiden
untersuchten Patientengruppen wurden nicht beobachtet.

Andere genetische Veranderungen mit zum Teil bekannter prognostischer Bedeutung traten
fur eine statistische Analyse zu selten in den Tumoren auf. Dies traf z.B. auf die
Veranderungen der Chromosomen 1p, 17, 19q und 22 zu. Daher war auch keine Einteilung
in Untergruppen bezlglich unterschiedlicher Kombinationen der vorstehend dokumentierten

Veranderungen auf den Chromosomen 7, 9, 10 und 13 méglich.
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3.6. Ergebnisse der Expressionsanalyse von MGMT mittels realtime-PCR am

Lightcycler™

Ob ein (heterozygoter oder homozygoter) Verlust der auf 10926 lokalisierten Region flr
MGMT vorliegt und wie sich dieser auf die Expression dieses Gens in den Hirntumoren
auswirkt, sollte die Untersuchung mittels realtime-PCR am Lightcycler™ aufzeigen.
Insgesamt konnte von 17 Tumoren sowie von humaner Kopfhaut und der Zelllinie MCF 7 als
Kontrolle die Gesamt-RNA isoliert und revers transkribiert werden. Im Anschluss wurden
mittels realtime-PCR die Expressionsunterschiede von MGMT im Verhaltnis zu R-2-
Mikroglobulin (32-MG) als Haushaltsgen untersucht.

Alle untersuchten Falle gehoren aufgrund der Gewebeverfligbarkeit der TMZ-

chemotherapierten Patientengruppe an.

Zur Etablierung der Methode und Erstellung der fir die Datenverarbeitung notwendigen
Standardkurven wurde die RNA der Zelllinie MCF7 in cDNA transkribiert und mittels
Dreifach-Bestimmung in 10er-Verdinnungsschritten von 1:10 bis 1:100.000 eingesetzt. Die
naherungsweise exponentielle bzw. exponentielle Zunahme der Mittelwerte der
verschiedenen cDNA-Mengen zeigt (Abb. 3.10), dass die Bedingungen bei nachfolgendem
Programm (Tab. 3.13.) optimal waren. Die Schmelzkurvenanalyse ergab fur MGMT und 32-
MG charakteristische Kurven, sodass SYBR® Green Artefakte oder Primerdimere

ausgeschlossen werden konnten (Abb. 3.11).

Die Proben wurden im Doppelansatz flr beide Primerpaare von MGMT und [32-MG
gemessen und der jeweilige Median fur die Bestimmung der mRNA-Expressionswerte
verwendet. Im Anschluss wurde mit Hilfe der RelQuant™ Software die MGMT-Expression im

Vergleich zu der Expression des Haushaltsgens 32-MG bestimmt.

Tab. 3.13. PCR-Protokoll fir die quantitative realtime-PCR mit MGMT und 32-MG

Reaktion Temperatur Dauer Zyklen Aufheizen
Aktivierung 95°C 15 min 20°C/s
Denaturierung 94°C 15s 20°C/s
Annealing 60°C 25s 50 20°C/s
Extension 72°C 20s 20°C/s
Schmelzkurven- 95°C Os 20°C/s
Analyse 65°C 15s 20°C/s
95°C Os 0,1°C/s
Ende 40°C 20s 20°Cl/s
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Abb. 3.10. A) Standardkurven und PCR-Effizienz fur MGMT.

Der obere Bereich der Abbildung stellt jeweils die Messkurven fir die cDNA-Verdinnungsstufen
von 1:10 bis 1:100.000 dar, der untere Teil die daraus von der Software ermittelten
Standardgerade.
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Abb. 3.10. B) Standardkurven und PCR-Effizienz fiur 32-MG.

Der obere Bereich der Abbildung stellt jeweils die Messkurven fiir die cDNA-Verdiinnungsstufen
von 1:10 bis 1:100.000 dar, der untere Teil die daraus von der Software ermittelten

Standardgerade.
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Abb. 3.11. Schmelzkurvenanalyse fir 32-MG und MGMT.
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Abbildung 3.12. zeigt exemplarisch die Messung der MGMT-Expression mittels realtime-
PCR am Beispiel der Glioblastome 1795/99 und 369/02. In Tabelle 3.14. sind die Mittelwerte

der einzelnen Versuchslaufe nach der Kalibrator-normalisierten relativen Quantifizierung mit

Effizienzkorrektur (RQV) unter Verwendung der Standardkurven sowie die zugehorige

Standardabweichung zusammengefasst.
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Tab. 3.14. Ergebnisse der Expression von MGMT mittels realtime-PCR und CGH-Befunde

auf Chromosom 10q.

Fall Geschlecht RQV MGMT [MW] £ SD Verlust von 10q
1795/99 m 0,743 + 0,693 0
896/99 m 0,995 + 0,064 1
1534/00 m 0,045 + 0,007 1
1326/99 m 1,43 1
1106/00 m 0,26 £ 0,198 1
1405/01 m 1,325 £ 0,488 0
369/02 m 0,145 £ 0,021 1
662/01 m 1,14 1
1782/09 m 1,625+ 0,163 0
1707/00 m 0,147 £ 0,081 1
265/00 w 0,44 1
1691/00 w 0,093 + 0,059 0
1460/99 w 0,123 + 0,043 0
1515/00 w 0,16 £ 0,071 0
497/00 w 0,02 0
820/00 ® m 0,025 + 0,007 1
1488/00° w 0,015 + 0,007 0

m = mannlich, w = weiblich
RQV = Wert der Kalibrator-normalisierten relativen Quantifizierung mit Effizienzkorrektur
SD = Standardabweichung

4= anaplastisches Oligoastrozytom, nicht in statistischer Auswertung beriicksichtigt
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Eine Korrelation der Daten mit dem Geschlecht der Glioblastom-Patienten ergab fir Frauen
eine signifikant geringere MGMT-Expression (RQV) als fur Manner (P=0,01, Tab. 3.15.).

Tab. 3.15. Korrelation der Expression von MGMT mit dem Geschlecht der Patienten

Manner (n=10) Frauen (n=5) t-Test
RQV MGMT 0,786 + 0,599 0,167 + 0,161 0,0107
Alter 50,3 42,8
mediane ULZ 19,7 21,2

RQV = Kalibrator-normalisierte relative Quantifizierung mit Effizienzkorrektur

ULZ = Uberlebenszeit in Monaten

Ein Vergleich der Expressionsstarke mit den CGH-Befunden auf Chromosomenarm 10q
zeigte keine Korrelation (Tab. 3.16.). Der Mittelwert der MGMT-Expression in Tumoren mit
10g-Verlust lag bei RQV=0,542, in Tumoren ohne 10g-Verlust bei RQV=0,505.

Tab. 3.16. Korrelation der Expression von MGMT mit den Veranderungen auf

Chromosomenarm 10g nach CGH.

Verlust von 10q (n=8) Kein 10q Verlust (n=7)
RQV MGMT 0,542 0,505
Alter 58,9 39,7
mediane ULZ 22,8 17,3

RQV = Kalibrator-normalisierte relative Quantifizierung mit Effizienzkorrektur

ULZ = Uberlebenszeit in Monaten

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der CGH-Untersuchungen wurde auch in dieser
kleineren Patientengruppe ein bevorzugter 10g-Verlust bei alteren Patienten gezeigt. Die
Uberlebenszeit dieser Patienten war um 31% verlangert gegenliber Patienten ohne 10g-
Verlust (22,8 vs. 17,3 Monate).

TMZ-behandelte Patienten, in deren Tumoren eine geringe MGMT-Expression
nachgewiesen wurde, zeigten eine um 53% verléangerte mediane Uberlebenszeit gegeniiber
Patienten mit einer starkeren Expression (20,2 vs. 13,2 Monate) (Abb. 3.13, Tab. 3.17). Eine
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statistische Signifikanz wurde aufgrund der geringen Fallzahl nicht erreicht. Auch der

Einfluss weiterer, sich mdglicherweise gegenseitig beeinflussender Faktoren wie
Patientenalter und Geschlecht kann bei der kleinen Fallzahl durch statistisches Testen nicht

ausgeschlossen werden.

Tab. 3.17. Korrelation der Starke der Expression von MGMT mit der Uberlebenszeit der

Patienten.
RQV MGMT < 0,500 RQV MGMT > 0,500
mediane ULZ 20,2 13,2
Alter 46 52
Geschlecht w/m 5/4 0/6

RQV = Wert der Kalibrator-normalisierten relativen Quantifizierung mit Effizienzkorrektur

ULZ = Uberlebenszeit in Monaten, w = weiblich, m = mannlilch
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Abb. 3.13. Korrelation der Expression von MGMT mit der Uberlebenszeit der Patienten.
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3.7. Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung von MGMT

Es wurde geprift, ob mit dem Verlust einer Kopie des langen Arms von Chromosom 10 nur
eine heterozygote oder durch eine nicht erkennbare Mikrodeletion auf dem zweiten
Chromosom 10 eine homozygote Inaktivierung des MGMT-Gens einhergeht. Mit einem
gegen humanes MGMT-Protein gerichteten monoklonalen Antikérper wurde untersucht, ob
MGMT vermindert oder gar nicht mehr exprimiert wird.

Die Etablierung der Methode wurde an humanen Tonsillengewebeschnitten als
Positivkontrolle sowie normalem Hirngewebe durchgefiihrt. Zur internen Versuchskontrolle
wurden Tonsillengewebeschnitte parallel zu den Tumorgewebeschnitten behandelt.

Von den 25 eingesetzten Paraffingewebeschnitten waren 16 Falle auswertbar. 14 dieser
Tumoren stammten von Patienten, die der ausschliellich bestrahlten Kontroll-Gruppe
zugeordnet waren. Nur zwei Falle standen von Patienten der TMZ-Gruppe zur Verfligung, da
infolge eines Kommunikationsproblems die (brigen Praparate keine von mir untersuchten

Falle waren.

Tab. 3.18. Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung von MGMT mit den
entsprechenden CGH-Befunden flir den Chromosomenarm 10q.

Fall Behandlung MGMT-IHC | Verlust von 10q (CGH)
T4789 Radiatio+TMZ 0 0
1782/98 Radiatio+TMZ 1 0
H281 Radiatio 0 0
1394/99 Radiatio 0 n.a.
861/99 Radiatio 1 0
T4795 Radiatio 1 1
1819/98 Radiatio 1 0
2046/97 Radiatio 1 1
H147 Radiatio 1 1
T4803 Radiatio 1 1
N111/99 Radiatio 0 0
H321 Radiatio 0 1
838/97 Radiatio 1 1
393/98 Radiatio 0 1
H549 Radiatio 1 1
1028/98 Radiatio 1 1

ICH= Immuhistochemisches Ergebnis, 0 = negativ, 1 = positiv, n.a. nicht auswertbar
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Abb. 3.14.

Immunhistochemischer Nachweis von MGMT an

A) Positivkontrolle und B) Negativkontrolle an einer humanen Tonsille

C) normalem Hirngewebe, D) Fall T4803 (positiv),

E) 1394/99 (positiv) und F) Fall 393/98 (negativ), mit 100x bzw. 60x Vergrolierung.
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3.7.1. TMZ-Gruppe

In der TMZ-behandelten Patientengruppe lag in einem Fall (1782/98) ein positiver MGMT-
Proteinnachweis am Tumorgewebeschnitt vor, der zweite Fall (T4789) war negativ.

Die Uberlebenszeit des MGMT-positiven Patienten betrug 24 Monate. Der andere Patient
ohne nachweisbares MGMT-Protein hatte eine Uberlebenszeit von 55 Monaten.

Die CGH-Analyse ergab in beiden Fallen keine Veranderungen auf Chromosom 10.

Eine Korrelation von MGMT-Protein, chromosomaler Veranderung und der Uberlebenszeit
der Patienten ist jedoch aufgrund dieser kleinen Zahl an auswertbaren Praparaten der

chemotherapierten Patientengruppe nicht mdglich.

3.7.2. Kontroll-Gruppe

Tumore dieser nach OP ausschliellich bestrahlten Patientengruppe (n=14) waren in 9 Fallen
MGMT-positiv, in 5 Fallen war das MGMT-Protein immunhistochemisch nicht nachweisbar.
Eine Korrelation der immunhistochemischen Ergebnisse mit den fir Chromosom 10
erhobenen CGH-Befunde wurde nicht gezeigt (s. Tab. 3.19.).

Die mediane Uberlebenszeit der MGMT-Protein positiven Patienten lag bei 7,5 Monaten, die
der Patienten ohne nachweisbares Protein bei 12,5 Monaten. Diese um 60% verlangerte
Uberlebenszeit der negativen Patientengruppe war statistisch nicht signifikant (p > 0,05, Abb.
3.15).

Tab. 3.19. Zusammenfassung der immunhistochemischen Untersuchung von MGMT in der

Kontrollgruppe.

MGMT positiv MGMT negativ
Verlust von 10q 7 2
10q unauffallig 2 2
kein CGH-Befund 1
mediane ULZ [M] 7.5 12,5

ULZ = Uberlebenszeit in [Monaten]
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Abb. 3.15. Kaplan-Meier Analyse der Uberlebenszeit von ausschlieRlich bestrahlten Patienten mit
bzw. ohne nachweisbares MGMT-Protein.

3.8. Ergebnisse der Methylierungsanalyse

Um zu prifen, ob die Gene CDKN2A, CDKN2B und MGMT epigenetisch verandert sind und
eine dadurch resultierende Stilllegung Einfluss auf die Uberlebenszeit der Patienten hat,
wurde eine Methylierungsanalyse der Promotor-Regionen dieser Kandidatengene etabliert.
Untersucht wurden die Methylierungsmuster der jeweiligen CpG-Nukleotide von 4 Tumoren
sowie als Kontrolle DNA aus Blut eines gesunden Probanden.

Je Fall wurden zwischen 7-12 unterschiedliche Klone auf Hyper- bzw. Hypomethylierung der
Kandidatengene hin analysiert.

Die Abbildungen 3.16.-3.18. zeigen schematisch den Vergleich der jeweiligen Sequenzen
einzelner Klone flr die entsprechende Tumor-DNA bzw. eingesetzte Kontroll-DNA. In den

Tabellen 3.20.-3.22. sind die prozentualen Anteile methylierter Cytosinreste aufgefihrt.
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3.8.1. Ergebnisse der Methylierungsanalyse von CDKN2A

In der Promotor-Region von CDKN2A wurden 15 CpG-Nukleotide mittels Sequenzanalyse
auf ihren Methylierungsstatus untersucht. Eine Analyse der Kontroll-DNA aus Blut ergab
Uberwiegend unmethylierte Klone (75%), in 2/8 untersuchten Klonen (25%) lag ein
methyliertes CpG vor (s. Tab. 3.20.). Dieses war in Klon 1 an Position 1, in Klon 2 an
Position 9.

In Tumor 820/00 war ein Klon (10%) an einer CpG-Stelle methyliert (Position 6), die anderen
Klone zeigten keine methylierten CpG-Nukleotide (90%). In den Tumoren 896/99, 1460/99
und 1488/00 lagen ausschliefldlich unmethylierte Klone vor (s. Abb. 3.16. und Tab. 3.20.). Die
erste Reihe der Abbildung 3.10. zeigt, dass 3 der 15 mdglichen CpG’s methyliert waren, 2
waren in der Kontroll-DNA methyliert (schraffiert), ein CpG-Nukleotid in Tumor 820/00
(dunkelgrau).
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Abb. 3.16. Verteilung der CpG-Nukleotide in der Promotor-Region von CDKN2A.
Eine horizontale Reihe entspricht jeweils einem sequenzierten Klon.
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Tab. 3.20. Methylierungsanalyse von CDKNZ2A.

Fall unmethylierte Klone [%]| methylierte Klone [%] methylierte CpG’s [%]
Kontrolle 75 (6/8) 25 (2/8) 6,7 (1/27)
896/99 100 (9/9) 0 (0/9) 0
1460/99 100 (11/11) 0 (0/11) 0
1488/00 100 (9/9) 0 (0/9) 0
820/00 90 (9/10) 10 (1/10) 6,7 (1/27)

3.8.2. Ergebnisse der Methylierungsanalyse von CDKN2B

Die Analyse der Promotor-Region von CDKN2B ergab 27 CpG-Stellen. In der Kontroll-DNA
lagen unmethylierte (50%) und methylierte Klone vor (50%). Drei Klone zeigten jeweils ein
methyliertes CpG, ein Klon an Position 25, zwei an Position 19. In einem Klon waren die
Positionen 1, 5, 8, 13 und 22 methyliert, dies entspricht einer Methylierung des Klons von
18,5%.

In den Tumoren waren zwischen 50 und 90% der Klone unmethyliert. In den Tumoren
1460/99 und 1488/00 lag ein methyliertes CpG an Position 18 bzw. 14 vor (s. Abb. 3.17. und
Tab. 3.21.). Tumor 896/99 zeigte 3 methylierte Klone (30%): Klon 1 zeigte 5 methylierte
CpG’s an den Positionen 5, 8, 13, 22 und 27; Klon 2 ein methyliertes CpG an Position 22
und Klon 3 zwei methylierte CpG’s an den Positionen 22 und 24. In Tumor 820/00 waren in 5
Klonen (50%) methylierte CpG’s vorhanden, in Klon 1 an den Positionen 1 und 18, Klon 2 an
Position 12 und 15, Klon 3 an Position 26, Klon 4 an Position 11 und Klon 5 an den
Positionen 2, 3, 24 und 25.
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Abb. 3.17. Verteilung der CpG-Nukleotide in der CDKN2B-Promotor-Region.

Eine horizontale Reihe entspricht jeweils einem sequenzierten Klon.

In der ersten Reihe der Abbildung 3.17. ist die Verteilung der CpG-Nukleotide in der Kontroll-
DNA und den Tumor-DNAs dargestellt. 10 der 27 moglichen CpG’s lagen nur in den
Tumoren methyliert vor (Positionen 2, 3, 11, 12, 14, 15, 18, 24, 26, 27 - dunkelgrau),

wohingegen Position 19 nur in der Kontrolle methyliert war (schraffiert). 6 CpG-Stellen waren

sowohl in der Kontroll-DNA als auch in der DNA aus den Tumoren methyliert (Position 1, 5,

8, 13, 25 — hellgrau) und 10 CpG's waren nicht methyliert (weild).
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Tab. 3.21. Methylierungsanalyse von CDKN2B.

Fall unmethylierte Klone [%] | methylierte Klone [%] methylierte CpG’s [%]

Kontrolle 50 (4/8) 37,5 (3/8) 3,7 (1/27)
12,5 (1/8) 18,5 (5/27)
50

896/99 70 (7/10) 10 (1/10) 3,7 (1/27)
10 (1/10) 7,4 (2/27)
10 (1/10) 18,5 (5/27)
30

1460/99 87,5 (7/8) 12,5 (1/8) 3,7 (1/27)

1488/00 90 (9/10) 10 (1/10) 3,7 (1/27)

820/00 50 ( 5/10) 20 (2/10) 3,7 (1/27)
20 (2/10) 7,4 (2/27)
10 (1/10) 14,8 (4/27)
50

3.8.3. Ergebnisse der Methylierungs-Studie von MGMT

Mittels Sequenzanalyse der Promotor-Region von MGMT wurden insgesamt 20 CpG-Stellen
untersucht.

In der normalen Kontroll-DNA lagen sowohl methylierte als auch unmethylierte Klone vor.
Der Anteil der methylierten CpG-Stellen betrug zwischen 5 und 35% (s. Tab. 3.22.), betroffen
waren die Positionen 1-6 und 8. An den Positionen 6 sowie 9-20 wurde in den 10
untersuchten Klonen der Kontroll-DNA keine Methylierung nachgewiesen (s. Abb. 3.18.). Ein
Tumor (896/99) zeigte einen zur Kontroll-DNA ahnlichen Methylierungs-Status: der Anteil der
methylieten CpG’s in den 12 sequenzierten Klonen betrug maximal 35%, vollstandig
unmethylierte Klone lagen nicht vor (s. Tab. 3.22.). Methyliert waren die CpG-Nukleotide an
den Positionen 1-9, 14 und 15.

Auch in den Tumoren 1460/99, 1488/00 und 820/00 wurden ausschlieRlich methylierte Klone
nachgewiesen, der Anteil der methylierten CpG’s war zum Teil erheblich héher. Betrug
dieser Anteil Uber 50% aller mdglichen CpG-Stellen, wird er im Folgenden als

Hypermethylierung bezeichnet.
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In Tumor 820/00 lag der Anteil methylierter CpG’s bei 10-95%, d.h. neben Klonen mit einem
der Kontroll-DNA vergleichbaren Methylierungmuster lagen auch Klone mit einer
Hypermethylierung vor. Tumor 1460/99 zeigte in der Mehrzahl der Klone (9/10) eine
Hypermethylierung von 65-95% aller mdglichen CpG-Stellen, ein Klon wies eine zur Kontroll-
DNA vergleichbare Methylierung von 25% auf. In Tumor 1488/00 lag in allen sequenzierten
Klonen (8/8) eine Hypermethylierung von 55-80% der CpG’s vor (Tab. 3.22.).

Die erste Reihe der Abbildung 3.18. verdeutlicht, dass alle analysierten, moglichen CpG-
Stellen wenigstens einmal in methylierter Form vorgefunden wurden. Die sowohl in der
Kontroll-DNA als auch in den Tumoren methyliert vorliegenden Positionen sind hellgrau
dargestellt (Position 1-6, 8), die ausschlieBlich in den Tumoren methylierten CpG’s
dunkelgrau (Position 7, 9-20).
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Tab. 3.22. Methylierungsanalyse von MGMT.

Fall unmethylierte Klone [%] | methylierte Klone [%] methylierte CpG's [%]
Kontrolle 10 (1/10) 10 5 (1/20)
20 15 (3/20)
10 20 (4/20)
10 25 (5/20)
30 30 (6/20)
10 35 (7/20)
90
896/99 0 (0/12) 16,7 5 (1/20)
25,0 20 (4/20)
33,3 25 (5/20)
16,7 30 (6/20)
8.3 35 (7/20)
100
1460/99 0 (0/10) 10 25 (5/20)
20 65 (13/20)
10 70 (14/20)
20 90 (18/20)
40 95 (19/20)
100
1488/00 0 (0/10) 40 55 (11/20)
20 60 (12/20)
30 65 (13/20)
10 80 (16/20)
100
820/00 0 (0/8) 25 10 (2/20)
12,5 25 (5/20)
12,5 75 (15/20)
37,5 80 (16/20)
12,5 95 (19/20)
100

3.8.4. Korrelation der Methylierungsbefunde mit den Daten aus den anderen

methodischen Anséatzen

Tumor 1460/99 zeigte einen chromosomalen Gewinn der Region 10923.1qgter. Weiterhin
wurde eine erniedrigte Expression von MGMT (RQV=0,123+0,043) sowie eine
Hypermethylierung der Promotor-Region von MGMT nachgewiesen. Die Uberlebenszeit
dieser Glioblastom-Patientin unter TMZ-Therapie betrug 11,9 Monate. In Fall 896/99 handelt
es sich um einen 51-jahrigen Glioblastom-Patienten mit einer Uberlebenszeit von 13

Monaten. Im Tumor lag ein Verlust der Region 10q23.1qter sowie eine relativ hohe MGMT-
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Expression (RQV=0,995+0,064) vor. Eine Hypermethylierung der MGMT-Promotor-Region
lag nicht vor.

Bei den Tumoren 1488/00 und 820/00 handelte es sich um anaplastische Oligoastrozytome
(WHO Grad III). (1488/00),
Uberlebenszeit von 11,1 Monaten. Eine genetische Veranderung auf Chromosom 10 wurde
CGH
Hypermethylierung der MGMT-Promotor-Region sowie eine geringe Expression von MGMT
auf RNA-Ebene (RQV=0,015+0,007). Der zweite Fall (820/00), ein mannlicher Patient von 32

Jahren, hatte eine Uberlebenszeit von 26,6 Monaten. Die CGH zeigte einen Verlust auf

Der erste Fall eine 36-jahrige Patientin, zeigte eine

mittels nicht nachgewiesen. Die weiteren Untersuchungen ergaben eine

Chromosom 10g25.1926.1. Die weiteren Befunde zeigten eine geringe MGMT-Expression
(RQV=0,025+0,007) und eine Hypermethylierung der MGMT-Promotor-Region (s. Tab.
3.23.A).

Weder in den beiden Glioblastomen noch in den beiden anaplastischen Astrozytomen wurde
eine Hypermethylierung der Promotor-Regionen von CDKN2A und CDKNZ2B nachgewiesen.
Die CGH ergab einen Verlust der Region 9p21pter in dem Glioblastom 896/99, das
Glioblastom 1460/99 sowie die beiden anaplastischen Oligoastrozytome 1488/00 und 820/00
waren in der CGH unauffallig bezuglich Veranderungen auf dem kurzen Arm von
Chromosom 9 (9p21).

Tab. 3.23. Korrelation der Daten aus verschiedenen methodischen Anséatzen
A) zu Chromosomenarm 10qg und MGMT

. Alter/ - Expresssion | Hypermethyl.
Fall | Histol. | geschiecht | Y2 CGH MGMT MGMT
1460/99 | GBM 31/w 11,9 +10923.1qgter | 0,123+0,043 ja
896/99 GBM 51/m 13,0 -10923.1qter | 0,995+0,064 nein
1488/00 | AOA 36/w 11,1 unauffallig 0,015+0,007 ja
820/00 AOA 32/m 26,6 -10925.1926.1 | 0,025+0,007 ja
B) zu Chromosomenarm 9p und CDNKZ2A/B
: Alter/ - Hypermethylierung
Fall | Histol. | Goscnlecnt | Y4 CGH CDKN2A  CDKN2B
1460/99 | GBM 31/w 11,9 unauffallig nein nein
896/99 GBM 51/m 13,0 -9p21pter nein nein
1488/00| AOA 36/w 11,1 unauffallig nein nein
820/00 AOA 32/m 26,6 unauffallig nein nein
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4. Diskussion

4.1. Heterogenitat des Untersuchungsmaterials

In dieser Arbeit wurde natives Tumormaterial direkt, d.h. ohne vorhergehende Kultivierung
der Tumore, eingesetzt. Eine mogliche klonale Selektion, wie sie z.B. bei der klassischen
Zytogenetik aufgrund der vorangehenden Zellkultur beobachtet wird, kann somit
ausgeschlossen werden.

Da es sich bei den Uberlassenen Tumorproben nur um einen Teil des Resektates handelt, ist
allerdings nicht gewahrleistet, dass der histopathologisch diagnostizierte Tumorabschnitt
dem genetisch untersuchten Tumorstick entspricht. Aufgrund des diffus infiltrierenden
Wachstumsverhaltens der Gliome kann in den Gewebeproben neben Tumor- auch
Normalgewebe enthalten sein. Zudem weist das Tumorgewebe, wie auch im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, neben einer morphologischen auch eine genetische
Heterogenitat auf (Jung et al., 1999; Loeper et al., 2001). Nach der Tumoraufarbeitung ist in
der isolierten DNA und in der RNA ein Gemisch aus Anteilen von Zellen unterschiedlicher
Dignitat vorhanden. Die erhaltenen Ergebnisse entsprechen dabei den Zellen, die im
Homogenat Uberwiegen. Veranderungen, die nur wenige Zellen betreffen, bleiben
unbeobachtet. Eine zusatzliche histopathologische Untersuchung der fur die DNA- und RNA-
Isolierung vorgesehenen Tumorabschnitte zur CGH- bzw. Expressionsanalyse ist aufgrund

der oft recht kleinen Tumorproben nicht maoglich.

4.2. Kritische Anmerkungen zur Methode der vergleichenden genomischen
Hybridisierung (CGH)

Die erstmalig 1992 von Kallioniemi und Mitarbeitern beschriebene Methode der
vergleichenden genomischen Hybridisierung stellt eine zeitaufwendige Methode dar, bei der
die Herstellung einheitlicher Praparationen von Metaphasen-Chromosomen, die als Basis flr
die Hybridisierungen dienen, einen kritischen Schritt darstellt. Nicht jede nach
Standardprotokoll (s. Kap. 2.2.) hergestellte Praparation liefert Chromosomen, die den
Anforderungen der CGH genligen. Die Qualitat dieser Metaphasen-Praparate ist abhangig
von vielen Faktoren, insbesondere der umgebenden Raumtemperatur und der
Luftfeuchtigkeit, deren Einflisse auf den Trocknungs- und Spreitungsprozess der Metaphase
noch immer nicht vollstandig aufgeklart sind (u. a. Hliscs et al., 1997).

Die CGH lasst nur Aussagen Uber relative quantitative Verdnderungen des genomischen
Materials zu. Eine Vermehrung oder Verminderung des Gesamtgenoms, z.B. ein tetraploider
Chromosomensatz, ist nicht zu erkennen. Strukturelle Aberrationen wie beispielsweise

Translokationen, Inversionen oder Insertionen koénnen nicht nachgewiesen werden.
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Punktmutationen oder sehr kleine quantitative Veranderungen (<5-10 Mb) (Deletionen,
Duplikationen) sind ebenfalls nicht nachweisbar. Auch im Hinblick auf die nachweisbaren
Gewinne und Verluste ist die Auflésungsgrenze unterschiedlich. Fir Tumorproben wird die
minimale GréRe einer nachweisbaren einfachen Kopienvermehrung mit 15 Mb angegeben,
wohingegen eine 1,5 Mb lange Sequenz noch nachweisbar ist, wenn sie zehnfach
amplifiziert vorliegt (Parente et al., 1997). Bei einer sehr guten Hybridisierungsqualitat und
einer sehr starken Amplifikation, z.B. eines Onkogens, kann sogar eine Auflésung von 1 Mb
erreicht werden (Forozan et al., 1997; Kirchhoff et al., 1999). Der Nachweis von Deletionen
ist schwieriger. In Modellversuchen mit definierten Veranderungen an Zelllinien lag die
Auflésung einer Deletion bei 2 Mb (Piper et al., 1995). In Versuchen mit nativem Tumor-
Material wurde eine solche Auflésung jedoch nicht erreicht. Die kleinsten nachweisbaren
Deletionen werden mit 5-20 Mb angegeben (Kallioniemi et al., 1992; Forozan et al., 1997;
Bentz et al., 1998). Dabei wurde festgestellt, dass kleinere Deletionen zwar erkennbar sind,
ihre Profile jedoch nicht die Signifikanzschranken Uberschreiten und daher nicht als Verlust

gewertet werden (Bentz et al., 1998).

Eine Kontrolle der Praparate vor einer CGH-Untersuchung ist unerlasslich, z.B. auf einen
unvollstandigen Verdau der Zytoplasmareste um die Chromosomen, wodurch eine
homogene Hybridisierung behindert wird, sowie eine Uberdenaturierung der Chromosomen
(Kallioniemi et al., 1994; Karhu et al., 1997). Es hat sich bewahrt, fir eine komplette
Metaphasen-Praparation Probe-Hybridisierungen mit Test-DNA mit bekannten genetischen

Veranderungen durchzuflhren, um die Qualitat der Einzelcharge zu beurteilen.

Eine weitere Limitierung der Hybridisierungsqualitdt liegt in der Stéchiometrie der
eingesetzten Tumor- und Kontroll-DNA. Beide DNAs missen systembedingt in gleichen
Mengen hybridisiert werden. Die Konzentrationsbestimmung ist beim Einsatz von
genomischer Tumor-DNA oder aus Blut isolierter Kontroll-DNA relativ zuverlassig und
reproduzierbar photometrisch oder mit einem Agarosegel zu bestimmen. Enthalt das DNA-
Homogenat der Tumorprobe selbst jedoch mehr als 50% Normal-DNA aus Bindegewebe-

Stroma, kann ein pathologischer Befund verfalscht sein (Kallioniemi et al., 1994).

Die Sicherheitsschranken zur Beurteilung der Mittelwerte werden in der Literatur
unterschiedlich angegeben. Schranken nahe dem Mittelwert von 1,0 bedeuten eine hohe
Sensitivitat bei einer geringen Sicherheit des Ergebnisses. Bei weiter gewahlten Schranken
wird eine groRere Sicherheit erzielt, daflr werden aber auch weniger Verdnderungen
nachgewiesen. Die rechnerisch ermittelte Sicherheitsschranke fur die Nachweisbarkeit eines
monosomen bzw. trisomen Chromosomenabschnitt betragt 0,75 bzw. 1,25. Diese Schranke
ist jedoch sehr weit gelegt und birgt die Gefahr einer zu geringen Spezifitdt. Als Standard fur
gute Hybridisierungen werden mittlerweile Sicherheitsschranken von 0,85 und 1,15 gewahlt

(Kallioniemi et al., 1994; Nupponen et al., 1998; Alers et al., 1999), wobei diese festen und
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vordefinierten  Schranken keine  Schwankungen in der Hybridisierungsqualitat
bertcksichtigen. Da diese von Versuch zu Versuch, aber auch innerhalb eines Praparates in
verschiedenen Arealen unterschiedlich sein kann, wurden mit statistischen Methoden
Sicherheitsschranken gezogen, die sich aus den jeweiligen Hybridisierungsergebnissen
eines Versuchs ergeben (du Manoir et al., 1993 & 1995). Das verwendete Programm ISIS
berechnet fir jeden einzelnen Pixel entlang der Chromosomenachse die Mittelwerte aller
vorliegenden Werte mit dem entsprechend eingestellten Sicherheitsintervall. Das eingestellte
Konfidenzintervall von 99% entscheidet Uber Spezifitdt und Sensitivitdt der Ergebnisse.
Dieses Vorgehen ist zwar weniger sensitiv, die nachgewiesenen Gewinne und Verluste sind
jedoch deutlich spezifischer, so dass diese Schranken auch haufig in anderen Arbeiten
verwendet wurden (Altura et al., 1997; Kirchhoff et al., 1998; Knuutila et al., 1998; Sattler et
al., 1999)

Wie in Kap. 2.4.6. bereits beschrieben, wurden nicht alle Chromosomenbereiche bei der
Einordnung der Ergebnisse gleich gewertet. Kritisch beurteilt wurden die zentromernahen
Bereiche der Chromosomenarme 1q, 9q, 16q sowie Yqg. Die in diesen Bereichen
auftretenden  Polymorphismen  kdnnen zu  starken  Schwankungen in  den
Hybridisierungsergebnissen und somit zu Artefakten fuhren. Die kurzen Arme der
akrozentrischen Chromosomen wurden von der Analyse ausgeschlossen, da diese
Regionen aufgrund ihrer repetitiven Sequenzen sehr polymorph sind. AuRerdem wurden die
GC-reichen Regionen 1p32pter, 16p, 19p+q und 22q sehr kritisch bei der Analyse betrachtet
(Kallioniemi et al., 1994; Karhu et al., 1997).

4.3. Interpretation der Ergebnisse der vergleichenden genomischen Hybridisierung
(CGH) von Gliomen

Trotzdem hat sich die CGH als sehr wertvolles Screening-Verfahren in der Tumorgenetik
etabliert. Es ist bereits eine Vielzahl von Studien an verschiedenen Tumortypen
veroffentlicht, da die CGH trotz ihres limitierten Auflésungsvermdgens den Vorteil bietet,
auch bei sehr unibersichtlichen strukturellen Chromosomenaberrationen ein komplexes Bild
der quantitativen Veranderungen aller Chromosomen(abschnitte) des Tumors gleichzeitig zu
ermitteln. Allerdings gelingt dies nur, wenn ca. 40-50% der untersuchten Zellen die
Veranderungen aufweisen (Kallioniemi et al., 1994). Bei der Untersuchung von
Homogenaten histomorphologisch heterogener Tumoren, wie den in dieser Arbeit
untersuchten Glioblastomen, ist nicht gewahrleistet, dass alle im Tumor (klonal) vorliegenden
Veranderungen nachgewiesen werden kdénnen. Zudem ist vor allem in den Randzonen eine
eventuelle Verschiebung der Ergebnisse durch nicht-neoplastische Zellen dieser diffus

infiltrierenden Tumoren in Richtung Normalbefund zu bertcksichtigen. Letzteres kdnnte auf
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Fall 398/01 zutreffen, da hier mit der CGH keine genetischen Veranderungen nachgewiesen
wurden. Hier scheint der Anteil an normalen Zellen zu GUberwiegen und hat daher mit grol3er
Wahrscheinlichkeit zu diesem nicht reprasentativen Ergebnis geflihrt.

Die zahlreichen - auch von unserer Arbeitsgruppe - zu Glioblastomen publizierten CGH-
Studien (Schrock et al., 1994; Kim et al., 1995; Schlegel et al., 1996; Weber et al., 1996 a&b;
Harada et al., 1998; Mohapatra et al., 1998; Nishizaki et al., 1998; Huhn et al., 1999; Jung et
al., 1999; Maruno et al., 1999; Brunner et al., 2000) bestéatigen die hohe Inzidenz der aus der
konventionellen Chromosomenanalyse bereits bekannten Gewinne von Chromosom 7 und
Verluste der Chromosomen/arme 9p und 10 (Bigner et al.,, 1997; Shapiro, 2002).
Glioblastome sind in der Regel hypotetraploid. Dabei sind relative chromosomale Verluste in
diesen Tumoren haufiger als Gewinne. Systembedingt sind Verluste mit der CGH schlechter
darstellbar (s. Kap. 4.2.) und wurden deshalb vermutlich nicht immer erkannt. In den
untersuchten Glioblastomen (n=50) wurden insgesamt 171 chromosomale Gewinne

gegenlber 199 Verlusten beobachtet.

Tab. 4.1: Prozentsatz der mit der Technik der CGH ermittelten haufigsten

chromosomalen Aberrationen in Glioblastomen.

Veranderung Haufigkeit (n = 178)* eigene Daten (n = 50)

+7 51% 68%
-10 50% 58%
-9p 18% 32%

* aus: Meta-Analyse CGH an Gliomen, Koschny et al., 2002

Deletionen der Chromosomenabschnitte 1p, 4931932, 11p und 11q, 13913914, 14921923,
1492432, 17922qqter, 18q12g22, 19g und 22 stellen ebenfalls haufige Aberrationen in
diesen Tumoren dar (Schrock et al., 1994; Schlegel et al., 1996; Schrock et al., 1996; Weber
et al., 1996 a&b; Mohapatra et al., 1998; Brunner et al., 2000).

Amplifikationen wurden typischerweise flir die Chromosomenabschnitte 7p12 (EGFR)
(Schlegel et al., 1996; Weber et al. 1996a; Mohapatra et al., 1998) und 12913-q15 (GL/,
MDM?2, CDK2, CDK4, SAS und GAS) gezeigt. Amplifikationen von Regionen, in denen
andere als amplifiziert bekannte Gene lokalisiert sind, z.B. 1931 (Renin), 4911912
(PDGFRA), 7931 (MET) und 8924 (cMYC), lagen selten vor (Schrock et al., 1994; Weber et
al., 1996 a&b; Mohapatra et al., 1998). Mit der CGH konnten auch Amplifikationsregionen auf
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1p34pter, 5p, 11p, 11913 und 11922q23, 12p, 13932934, 14921922, 15p, 17q22qter, 18p,
20p und 22q12 nachgewiesen werden (Schrock et al., 1994; Schlegel et al.,1996; Schréck et
al., 1996; Weber et al., 1996 a&b; Mohapatra et al., 1998; Brunner et al., 2000).

Diese hohe Anzahl chromosomaler Veranderungen spiegelt sowohl die Komplexitat der
genetischen Veranderungen als auch die ausgepragte intratumorale Heterogenitat in

Glioblastomen wider.

In der eigenen Studie an 50 Glioblastomen konnten alle charakteristischen Veranderungen
wie Kopienzahlvermehrungen auf Chromosom 7 bzw. Amplifikationen der EGFR-Region auf
7p12 und Kopienzahlvermehrungen bzw. Amplifikationen auf 12q gezeigt werden. Auch die
glioblastomtypischen DNA-Verluste von Chromosom 10 bzw. 10q, 9p und 13g wurden mit

einer ahnlichen Haufigkeit wie aus der Literatur bekannt nachgewiesen (s. Tab. 4.1.).

Gewinne auf Chromosom 7 stellen in Uber 60% der Falle die haufigste - sowohl mit
zytogenetischen als auch molekularzytogenetischen Methoden - beobachtete
Kopienzahlvermehrung in Glioblastomen dar (Jenkins et al., 1989; Thiel et al., 1992;
Koschny et al., 2002; Wiltshire et al., 2004). In dieser Studie lagen Zugewinne auf diesem
Chromosom in 70% der untersuchten Glioblastome vor. Diese umfassten in 16 Tumoren das
komplette Chromosom, in 5 Tumoren waren bestimmte Regionen sowohl auf dem kurzen als
auch dem langen Arm von Chromosom 7 vermehrt. Gewinne auf dem kurzen Arm waren in
sechs, auf dem langen Arms in neun Tumoren nachweisbar. Diese Kopienzahlvermehrungen
traten nahezu ausschlieBlich in primaren Glioblastomen auf. In den weitaus seltener
auftretenden sekundaren Glioblastomen war in lediglich 14% (1/7) ein Teil von Chromosom 7

vermehrt, betroffen war der distale Bereich des langen Arms in der Region 7q31.3qter.

Zusatzlich zu diesen Kopienzahlvermehrungen zeigten 12% der primaren Glioblastome eine
Amplifikation in der Region 7p12. Das in dieser Region lokalisierte EGFR-Gen stellt mit bis
zu 40% das am haufigsten in Glioblastomen amplifizierte Gen dar, wobei die Amplifikation
mit einer signifikanten Erhdhung der mRNA einhergeht (Libermann et al., 1985; Henn et al.,
1986; Wong et al., 1987; Watanabe et al.,, 1996; Tohma et al., 1998). Diese stellt ein
spezifisches Ereignis in primaren Glioblastomen dar. Sie wird nur sehr selten in
anaplastischen Astrozytomen und sekundaren Glioblastomen beobachtet (von Deimling et
al., 1992a; Tohma et al., 1998; Chakravarti et al., 2001; Smith et al., 2001; Schmidt et al.,
2002). Auch eine Uberexpression von EGFR wird weitaus haufiger in primaren (60%) als in
sekundaren (10%) Glioblastomen nachgewiesen (Watanabe et al., 1996), korreliert aber
nicht zwingend mit einer Amplifikation des Gens. Typischerweise geht diese EGFR-
Amplifikation in Glioblastomen mit einem simultanen Verlust von Chromosom 10 einher (von
Deimling et al., 1992; Lang et al., 1994; Batchelor et al., 2004), was sich auch in den eigenen

Befunden bestatigen liel3.
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Allelverluste (LOH) auf Chromosom 10 stellen in Uber 80% der Falle die haufigste genetische
Veranderung sowohl in primaren als auch in sekundaren Glioblastomen dar. In
anaplastischen Astrozytomen liegen sie weniger haufig (40%) und nur selten in
niedriggradigen Astrozytomen vor (Rasheed et al., 1992; von Deimling et al., 1992a, Karlbom
et al., 1993; Rasheed et al., 1995; Albarosa et al., 1996; Kimmelmann et al., 1996; Sonoda et
al., 1996; Fults et al., 1998; Ichimura et al., 1998). Die hohe Inzidenz von Verlusten auf
Chromosom 10 wurde auch mit CGH-Studien in vergleichbarer Haufigkeit bestatigt und auch
in den eigenen Untersuchungen in fast 60% der untersuchten Glioblastome gezeigt. Ein LOH
auf Chromosom 10 wurde sowohl in bis zu 100% der Glioblastome in Verbindung mit einer
EGFR-Amplifikation als auch in bis zu 80% der Glioblastome mit einer TP53-Mutation
beobachtet, weshalb eine entscheidende Rolle sowohl bei der Entstehung der primaren
Glioblastome als auch bei der Progression zum sekundaren Glioblastom vermutet wird (von
Deimling et al., 1992a; Lang et al., 1994; Leenstra et al., 1998). Auch die in dieser Arbeit
verwendete molekularzytogenetische Methode konnte diese 100%ige Korrelation bestatigen.
In den primaren Glioblastomen ist meist das komplette Chromosom betroffen, bei
sekundaren Glioblastomen gehen haufiger nur Teile dieses Chromosoms verloren (Tohma et
al.,, 1998; Fujisawa et al., 2000). Auch in den 2/6 sekundaren Glioblastomen der eigenen
Studie beschrankte sich der Verlust auf den langen Arm von Chromosom 10. Da in dieser
Arbeit nicht nach TP53-Mutationen gesucht wurde, sind keine Aussagen zu eventuellen

Korrelationen maglich.

In den untersuchten Tumoren war meist das ganze Chromosom 10 bzw. der komplette lange
Arm deletiert, Konsensusregionen lagen nicht vor. Somit kdnnen keine Ruickschlisse
getroffen werden, ob bevorzugt gewisse Kandidatengene wie z.B. PTEN/MMAC1 auf
10923.31 (Li et al., 1997; Steck et al., 1997) oder DMBT1 (deleted in malignant brain tumors
1) auf 10924925 (Mollenhauer et al., 1997) involviert sind. Der gewahlte methodische Ansatz
lasst auch keine Aussagen uber homozygote Deletionen oder Punktmutationen dieser
Kandidaten-Gene zu, die in 50-60% der Glioblastome flir PTEN gezeigt werden konnten
(Rasheed et al., 1997; Wang et al., 1997; Bostrom et al., 1998; Duerr et al., 1998; Fults et al,.
1998).

Homozygote komplette, aber auch interstitielle Deletionen des kurzen Arms von Chromosom
9 in der Region 9p21 sind ebenfalls sehr haufige genetische Alterationen in malignen
Gliomen und werden je nach Untersuchungsmethode in bis zu 50% der Falle gezeigt
(Olopade et al., 1992; Jen et al.,1994; Schmidt et al., 1994; Nishikawa et al. 1995; Ichimura
et al., 1996; Ueki et al., 1996; Biernat et al., 1997, Ichimura et al., 2000; Koschny et al., 2002;
Wiltshire et al., 2004). Die in der Region 9p21 Iokalisierten Tumorsuppressorgene
CDKNZ2A/p16 und CDKN2B/p15 kodieren fir drei unterschiedliche Genprodukte und sind auf

unterschiedliche Weise in die Zellzykluskontrolle involviert. Die Genprodukte von p76 und
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p15 wirken als Inhibitoren der cyclinabhdngigen Kinasen CDK4 und CDKG6, indem sie deren
Fahigkeit zur RB1-Phosphorylierung blockieren. Ihre Inaktivierung wird hauptsachlich durch
Deletionen verursacht und resultiert in der ungestérten Phosphorylierung von pRB durch den
Cyclin D-CDK4-Komplex und letztendlich in unkontrolliertem Zellwachstum. Dagegen greift
p1
Aktivierung von MDM?2 in die TP53 vermittelte Zellzyklussteuerung ein (Serrano et al., 1994;
Saxena et al., 1996).

4°RF welches einen alternativen Leserahmen von CDKN2A darstellt, direkt (ber die

Die eigenen Untersuchungen zeigten Ubereinstimmend mit der Literatur in Uber 30% der
Glioblastome Verluste auf 9p. Da diese Deletionen gréftenteils die Region 9p21 betrafen
bzw. Uberspannten, ist von einem Verlust der in dieser Region lokalisierten
Tumorsuppressorgene auszugehen. Ob es sich jedoch um heterozygote, homozygote
Deletionen oder eine Promotor-Hypermethylierung handelt, die zu einer reduzierten oder
fehlenden Expression flihren, kann im Rahmen dieses methodischen Ansatzes nur spekuliert

werden.

Eine durch Deletion oder Mutation verursachte Inaktivierung des auf Chromosom 13q14
lokalisierten Tumorsuppressorgens RB17 stellt mit ca. 35% ein ebenfalls haufiges Ereignis in
Glioblastomen dar und fihrt zu den gleichen funktionellen Konsequenzen wie die oben
genannten Veranderungen von CDKNZ2A/B oder Amplifikationen des auf 12q lokalisierten
CDK4-Gens (Smith & Jenkins, 2000; Koschny et al., 2002; Collins, 2004). Dabei scheint die
p16-Expression der Tumorzellen negativ mit der von pRB korreliert zu sein. In Tumoren mit
normaler pRB-Expression wurde eine verringerte bzw. keine p16-Expression nachgewiesen,
im Gegenzug war bei inaktiviertem pRB die p16-Expression normal. Glioblastome haben
also entweder einen Defekt in p16 oder pRB, wahrend beide Gene eher selten im gleichen
Tumor inaktiviert vorliegen (Goussia et al., 2000; Shapiro, 2002). Die CGH-Analyse zeigte in
ca. 30% der eigenen Falle Verluste auf Chromosom 13 und 9p. Ein sich gegenseitiges

Ausschlie3en von Veranderungen auf 9p und 13q wurde nicht grundsatzlich bestatigt.

Amplifikationen der Region 12913915 wurden in bis zu 12% der mit CGH untersuchten
Glioblastome gezeigt (Weber et al. 1996a; Schlegel et al., 1996; Mohapatra et al., 1998),
Kopienzahlvermehrungen in bis zu 30% (Koschny et al., 2002). Bei den eigenen
Untersuchungen wurden Amplifikationen von 1291315 bzw. Gewinne auf 12q in
vergleichbarer Haufigkeit mit 5 bzw. 30% der Tumore nachgewiesen. Diese Veranderungen
waren ausschlieBlich den primaren Glioblastomen zuzuordnen und lagen auch in der

Literatur nur selten in sekundaren Glioblastomen vor (Biernat et al., 1997).

Auch unter Berucksichtigung der methodischen Grenzen der CGH-Analyse konnten generell

die differenten Entstehungswege der beiden Tumorentitdten, die zur selben prognostisch
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ungunstigen Erkrankung fiihren, aufgrund der vorliegenden genetischen Veranderungen
bestatigt werden (s. Abb. 1.3.).

Als neuer Befund konnten Verluste auf dem kurzen Arm von Chromosom 4 den primaren
Glioblastomen zugeordnet werden, wahrend Verluste auf dem langen Arm dieses
Chromosoms nur in den sekundaren Glioblastome auftraten. Es stellt sich die Frage, ob es
sich bei diesen Alterationen um weitere chromosomale Marker handelt, welche die
genetischen Unterschiede der beiden Entstehungswege widerspiegeln. Eine Ausweitung
dieser Untersuchung auf eine gréRere Fallzahl vor allem der eher seltenen sekundaren
Glioblastome ware fir diese Fragestellung erforderlich, da die eigenen Ergebnisse im
Gegensatz zu einer Studie an 31 primaren und 25 sekundaren Glioblastomen stehen, die
eine nahezu identische Verteilung dieser Veranderungen in beiden Glioblastomtypen ergab
(Wiltshire et al., 2004). Eine spezifische Untersuchung moglicher Konsensusregionen sowie
eine Uberpriifung potentieller Tumorsuppressorgene bzw. Onkogene sollten weitere

Informationen liefern.

Ein weiteres Charakteristikum der Glioblastome wie der meisten malignen menschlichen
Tumoren ist eine genetische Instabilitdt. Dabei werden 2 Typen unterschieden: Eine kleinere
Gruppe von Tumorentitaten zeigt eine Instabilitat auf Nukleotidebene, die durch einen Defekt
von DNA-Reparaturmechanismen verursacht wird. Dies resultiert in einer gesteigerten
Mutationsrate sowie einer Mikrosatelliteninstabilitat (MIN) (Lengauer et al., 1998; Michor et
al., 2005). Die Mehrzahl der soliden Tumoren zeigt jedoch eine Instabilitdt auf
chromosomaler Ebene (CIN). Dabei treten Verluste oder Gewinne von kompletten bzw.
lichtmikroskopisch erkennbaren grof3eren Teilen von Chromosomen auf, die zu einem
aneuploiden Chromosomensatz und vermehrten Allel-Verlusten (LOH) flihren. Die Folge sind
Veranderungen der Kopienzahl von einem oder mehreren Genen, Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen sowie Unterschiede in der Genexpression. Aneuploidie und
chromosomale Instabilitdt sind haufig mit der Progression zu hoéhergradigen, invasiven

Tumoren assoziiert und gehen mit einer schlechteren Prognose einher (Borel et al., 2002).

Eine frihere Studie unserer Arbeitsgruppe konnte mittels FISH-Analysen mit Zentromer-
spezifischen Sonden eine Aneuploidie der Chromosomen 8, 12 und 18 in Glioblastomen
zeigen (Loeper et al., 2001). Die eigenen Befunde ergaben, dass noch weitere
Chromosomen bzw. Chromosomenabschnitte wie 1p, 3, 5p, 6q, 12qter, 15qter, 16p, 17, 19
und 22 eine Anfélligkeit fur Fehlverteilungen bzw. strukturelle Umbauten zeigen. Dies
bestatigt zum Teil auch die CGH-Metaanalyse von Koschny et al. (2002). Ob jedoch allein
genetische Mechanismen fur die chromosomale Instabilitdt (CIN) verantwortlich sind, ist
Gegenstand der aktuellen Studien (Lengauer, 2005). Auch epigenetische Veranderungen
werden mittlerweile in diesem Zusammenhang vermutet. Als weitere Faktoren werden

pathologische Besonderheiten der Spindelstruktur diskutiert, da abnormale Zentrosomen und
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Spindeln in vielen Tumoren identifiziert werden konnten (Mitelman, 1994). Dartber hinaus
konnte eine am Institut fir Humangenetik angefertigte Dissertation zeigen, dass es selbst bei
intakt  erscheinendem  bipolarem  Spindelapparat zu einer erheblichen und
chromosomenspezifischen Aneuploidierate in Glioblastomen kommt. Die Befunde sprechen
fur Zentromer- bzw. Kinetochor-spezifische und gegen Spindel-spezifische Mechanismen
(Dissertation Dr. A. Klein). Um weiter zu klaren, ob alle bzw. welche dieser Auffalligkeiten
eher Ursache denn Konsequenz der chromosomalen Instabilitat sind, ist ein weitaus tieferes
Verstandnis Uber die die Integritat des Genoms sichernden Mechanismen nétig (Lengauer et
al., 1998).

4.4. Prognostisch relevante klinische Faktoren fur ein Ansprechen der

Glioblastompatienten auf Chemotherapie

Trotz der allgemeinen Fortschritte in der Medizin und der Erprobung neuer
chemotherapeutischer Ansatze ist der Erfolg selbst multimodaler Therapiekonzepte fur die
Prognose von Patienten mit malignen Gliomen stark limitiert. Vergleiche unterschiedlicher
chemotherapeutischer Ansatze konnten keinen Vorteil eines bestimmten Therapieschemas
aufzeigen (Deutsch et al., 1989; Shapiro et al., 1992; Selker et al., 2002; Stewart, 2002).
Aufgrund der allgemein guten Vertraglichkeit sowie der geringen Nebenwirkungen wird in
vielen Einrichtungen Temozolomid zur adjuvanten Behandlung eingesetzt. Obwohl Patienten
mit diesen Tumoren generell eine sehr unglnstige Prognose haben, werden sehr grol3e
individuelle Unterschiede in ihrem Ansprechverhalten beobachtet, die sich in einer zum Teil
Uberdurchschnittlich langen Uberlebenszeit manifestieren.

In der eigenen Studie konnte der positive Einfluss von Temozolomid nach vorangegangener
Operation und Radiotherapie der Glioblastompatienten gezeigt werden. Die mediane
Uberlebenszeit dieser Patientengruppe lag bei 19,2 Monaten im Vergleich zu 7,5 Monaten
von Patienten mit alleiniger postoperativer Radiotherapie. Die Uberlebenszeiten der
Patienten mit Radiotherapie stimmen mit den aus der Literatur bekannten Zeiten von 7,7 -
12,1 Monaten (iberein, die Uberlebenszeit der Patienten in der TMZ-Gruppe war gegeniiber
13,4-16 Monaten in der Literatur leicht erhoht (Stupp et al., 2001a; Athanassiou et al., 2005;
Stupp et al., 2005). Bisherige Arbeiten zeigten lediglich einen Effekt dieser Therapieform auf
die progressionsfreie Uberlebenszeit und keinen Einfluss auf das Gesamtiiberleben (Young
et al., 2000; Brada et al., 2001; Stewart, 2002), d.h. das einmal eingetretene Rezidiv fuhrt
dramatisch schnell zum Tode. Da bisherige Studien sowohl Patienten mit Glioblastom als
auch mit anaplastischem Astrozytom eingeschlossen hatten und letztere bekanntermallen
eine langere Uberlebenszeit aufweisen, koénnten abweichende Ergebnisse auf nicht

vergleichbare Studienprotokolle zurtckzufihren sein. Auch wurden in bisher publizierten
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Arbeiten sehr unterschiedliche Chemotherapieansatze mit einer Temozolomid-
Chemotherapie verglichen, so dass kein direkter Vergleich der jeweiligen Arbeiten moglich

ist.

Im Laufe der letzten Jahre wurden zudem klinische und histopathologische Faktoren gezeigt,
die sich als prognostisch relevant fir die Uberlebenszeit von Glioblastompatienten
herausgestellt haben. Dazu zahlen auch die in der eigenen Studie bestatigten Parameter
eines jlingeren Lebensalters sowie eines hoheren Karnofsky Performance-Status (Burger &
Green, 1987; Nakamura et al., 2000; Kunwar et al., 2001; Reavey-Cantwell et al., 2001;
Kleihues et al., 2002; Schmidt et al., 2002). Eine aktuelle Arbeit konnte zeigen, dass sowohl
die Diagnostik mit bildgegebenden Verfahren (MRI vs. CT) als auch die Behandlung
(Probenbiopsie vs. Totalresektion, die Wahl der Strahlenquelle sowie die Fraktionierung der
Bestrahlung) sich bei jlingeren und alteren Patienten nicht signifikant unterschieden.
Unterschiede in der Patientenversorgung sind somit nicht fir die schlechtere Prognose der
alteren Patienten verantwortlich (Lutterbach et al., 2005). Bei zerebralen Lymphomen wird
die schlechtere Prognose der alteren Patienten durch gleichzeitig vorliegende, zusatzliche
Erkrankungen diskutiert (Corry et al., 1998), Studien einer diesbezuglichen Korrelation bei

Glioblastompatienten stehen jedoch noch aus.

Interessanterweise konnte in den eigenen Untersuchungen gezeigt werden, dass gerade der
negative Faktor eines hoheren Patientenalters durch die TMZ-Behandlung kompensiert
wurde. Die unterschiedliche Prognose bei jungeren und alteren Gliompatienten ist von
erheblichem Interesse. In diesem Zusammenhang wurde von der Neuroonkologischen
Arbeitsgruppe (NOA) eine Studie ins Leben gerufen, die das Ansprechen alter Patienten
(>65 Jahre) auf Temozolomid und Radiotherapie, auch unter Berlcksichtigung
prognostischer molekularer Parameter sowie moglicher Resistenzmechanismen (MGMT),
untersuchen soll (Methvsalem/NOA-08: Temozolomid (one week on/one week off) versus
Strahlentherapie in der Primartherapie anaplastischer Astrozytome und Glioblastome bei

alteren Patienten).

4.5. Genetische Veranderungen als prognostische Parameter

Um zu Uberprifen, ob das Ansprechen der Patienten auf die Temozolomid-Chemotherapie
mit bestimmten genetischen Veranderungen korreliert, wurden alle Glioblastome mithilfe der
vergleichenden genomischen Hybridisierung auf ihre chromosomalen Verdnderungen hin
untersucht und die erhaltenen Befunde mit den Patientendaten korreliert.

Bekanntlich werden bei oligodendroglialen Tumoren (partielle) Verluste der

Chromosomenarme 1p und 19q bereits als Marker fir die Uberlebenszeit und das
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Ansprechen der Patienten auf eine Chemotherapie eingesetzt (von Deimling et al., 2000;
Kraus et al., 2001; Reifenberger & Louis, 2003; Felsberg et al., 2004).

Ein gutes Ansprechen auf PCV-Chemotherapie ist bei Oligodendrogliomen mit Verlusten auf
den Chromosomenarmen 1p und 19q positiv korreliert und wurde unabhangig vom
Tumorgrad gezeigt (Caincross et al., 1998, Hartmann et al., 2004). Vorlaufige Ergebnisse an
einem kleinen Patientenkollektiv zeigten auch einen positiven Einfluss von Verlusten auf
Chromosomenarm 1p auf das Ansprechverhalten dieser Tumore auf Temozolomid-Therapie
(Chahlavi et al., 2003). Bei Oligoastrozytomen und Glioblastomen wurde dieser Effekt bisher
nicht nachgewiesen (Smith et al., 2000), obwohl diese genomischen Alterationen auch in
Glioblastomen, wenngleich in einer geringeren Haufigkeit mit ca. 10% LOH auf Chromosom
1p und bis zu 30% LOH auf 19q, auftreten (von Deimling et al., 1992, 1994 a,b, 2000;
Schmidt et al., 2002).

Der bei den oligodendroglialen Tumoren gezeigte Effekt eines besseren Ansprechverhaltens
auf die Chemotherapie ist offenbar vor allem von dem Verlust auf 1p abhangig. Fir Tumoren
mit einem Verlust von 19q ohne einen 1p-Verlust wurde er nicht gezeigt (von Deimling et al.,
2000). Da letzterer jedoch in Glioblastomen weniger haufig als der Verlust von 19q auftritt,
war eine aussagekraftige statistische Auswertung, welche weitere prognostische Parameter,
wie z.B. Patientenalter und eine Interaktion mit anderen genetischen Markern mit einbezieht,

aufgrund zu seltener Ereignisse bisher nicht moglich.

Aullerdem fuhrt die von uns verwendete Methode der CGH =zu gelegentlichen
Interpretationsschwierigkeiten bei den Besonderheiten der Region 1p36 und von
Chromosom 19 (hoher GC-Gehalt), so dass die Ergebnisse mit Zuriickhaltung zu bewerten

sind.

Die fir Glioblastome typischen genetischen Veranderungen der Chromosomen 7, 9, 10 und
12 wurden in einer vergleichbaren Haufigkeit sowohl in der TMZ-behandelten als auch in der
TMZ-unbehandelten Kontrollgruppe gefunden (s. Kap. 3.4.) und stellten die Grundlage flr
die statistische Auswertung dar. Lediglich fir die Verluste auf dem langen Arm von
Chromosom 13 lag ein gréRRerer prozentualer Unterschied vor (28% in der TMZ-Gruppe und
42% in der Kontroll-Gruppe). Da dieses Ereignis insgesamt weniger haufig in Glioblastomen
vorliegt, flihren bereits wenige Veranderungen zu einer groReren Abweichung in den

Ergebnissen und sind deswegen als vorlaufig zu betrachten.

4.5.1. Gewinn von Chromosom 7 und Amplifikation von 7p12 (EGFR)

Bereits in niedriggradigen Astrozytomen (WHO Grad Il) konnten Kopienzahlvermehrungen

von Chromosom 7 mit einer kiirzeren Uberlebenszeit korreliert werden (Wessels et al.,
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2002). Eine CGH-Studie an anaplastischen Astrozytomen (WHO Grad lll) zeigte ebenfalls
den negativen prognostischen Einfluss von Gewinnen auf 7p sowie eines hdheren
Patientenalters, wobei diese beiden Effekte voneinander unabhangig waren (Kunwar et al.,
2001).

Die Uberwiegende Mehrzahl der Studien bezlglich eines mdglichen prognostischen
Einflusses von Veranderungen auf Chromosom 7 in héhergradigen Gliomen konzentriert sich
auf eine EGFR-Amplifikation bzw. Uberexpression. So wird der Uberexpression eine
Bedeutung bei der relativen Resistenz von Glioblastomen gegeniber Strahlentherapie
zugesprochen (Barker et al., 2001). Des Weiteren wird ein negativer prognostischer Einfluss
der Amplifikation auf die Uberlebenszeit der Patienten diskutiert. Einige Arbeitsgruppen
konnten eine schlechtere Prognose bei EGFR-Amplifikationen sowohl bei der damit haufig
einhergehenden Uberexpression sowohl von Wildtyp-EGFR als auch der mutierten
EGFRuyvlll-Variante zeigen (Chakravarti et al., 2001; Muracciole et al., 2002, Shinojima et al.,
2003, Arslantas et al., 2004). Demgegenuber verneinen die Meta-Analyse von Huncharek &
Kupelnick (2000) und die Studien von Burton et al. (2002), Simmons et al. (2001), Smith et
al. (2001) und Chakravarti et al. (2005) einen prognostischen Einfluss von EGFR-
Amplifikationen bzw. Uberexpression. Die Arbeiten von Simmons et al. (2001), Smith et al.
(2001) und Batchelor et al. (2004) wiesen jedoch nach, dass altere Patienten mit einer
Uberexpression bzw. Amplifikation eine bessere Prognose als jlingere Patienten mit dieser
Veranderung haben. Die gleiche Tendenz zeigten auch Schmidt und Mitarbeiter (2002),

wenngleich in ihrer Studie das Ergebnis keine Signifikanz erreichte.

EGFR liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 7. Im Hinblick auf die widersprichlichen
Befunde wurde eine Kopienzahlvermehrung des kurzen Arms von Chromosom 7 auf einen
maoglichen prognostischen Effekt hin untersucht. Ein negativer prognostischer Effekt dieser
genetischen Veranderung wurde nicht gezeigt. Da hier Kopienzahlvermehrungen keine
EGFR-Amplifikation bedeuten, aber trotzdem eine Uberexpression erfolgen kann, sind
Vergleiche nur indirekt moglich. Trotz der nicht gleichzusetzenden Aussagen bezlglich
Kopienzahlvermehrungen von Chromosom 7p und der Uberexpression wurde die aus der
Literatur bekannte positive Korrelation mit einem hoherem Patientenalter bestatigt (Barker F
et al.,, 2001; Simmons et al.,, 2001; Schmidt et al., 2002; Shinojima et al.,, 2003). Die
multivariate Analyse ergab weiterhin, dass gerade altere Patienten eine verlangerte
Uberlebenszeit nach der TMZ-Chemotherapie haben. Ob dieser Effekt allein auf die TMZ-
Therapie  zurickzufihren ist oder den Zusammenhang zwischen EGFR-
Amplifikation/Uberexpression, Alter und Prognose (Simmons et al., 2001; Smith et al., 2001;
Batchelor et al., 2004) widerspiegelt, kann an unserem Material nicht beantwortet werden, da
aufgrund einer zu kleinen Anzahl an Patienten in dieser Altersgruppe ohne diese

Veranderung keine Berechnung mdglich ist (s. Tab. 3.5.). Die Befunde zeigen jedoch bereits
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sehr deutlich, dass in diesen Tumoren Interaktionen einer Vielzahl unterschiedlicher

Faktoren flir das Ansprechverhalten der Patienten verantwortlich sind.

4.5.2. Verluste von 9p

In bis zu 40% aller untersuchten Glioblastome findet man Deletionen der auf Chromosom
9p21 lokalisierten Tumorsuppressorgene CDKN2A/p16 und CDKN2B/p15 (Olopade et al.,
1992; Schmidt et al., 1994; Nishikawa et al. 1995; Ichimura et al., 1996; Jen et al., 1996).
Darlber hinaus wird in einigen malignen Gliomen eine reduzierte oder fehlende p16-
Expression ohne mikroskopisch erkennbare 9p-Deletion nachgewiesen, weshalb ein anderer
Mechanismus der p16 Inaktivierung vorliegen muss (Nishikawa et al., 1995). So konnten
einige Arbeiten bereits eine transkriptionelle Stilllegung des p76-Gens durch eine Promotor-
Hypermethylierung nachweisen (Merlo et al., 1995; Fueyo et al, 1996).
Immunhistochemische Studien zeigten eine prognostische Bedeutung eines p16-
Proteinverlusts. Der Verlust ging in hochgradigen Astrozytomen (WHO Grad Ill und 1V) mit
einer schlechteren Prognose einher (Miettinen et al., 1999, Newcomb et al., 1998; Kirla et al.,
2000). Bestatigt wurde dieser Befund durch LOH-Studien bzw. Deletionsuntersuchungen von
9p bzw. p76 (von Deimling et al., 2000; Rasheed et al., 2002). Weiterhin konnte ein negativer
prognostischer Effekt bei alteren Patienten mit einem p16 Proteinverlust bzw. einer Deletion
beobachtet werden (Newcomb et al., 1998; Batchelor et al., 2004). Eine negative Prognose
fur Glioblastompatienten mit dieser Veranderung wurde bisher nicht nachgewiesen
(Miettinen et al., 1999). Die aufgeflihrten Arbeiten bezogen sich meist auf hochgradige
Astrozytome, unterschieden aber nicht zwischen anaplastischem Astrozytom Grad Il und
Glioblastom. Nur in wenigen Fallen wurde das Alter der Patienten als zusatzlicher Faktor
berucksichtigt; nach dessen Korrektur verlor sich die Signifikanz. Allen Arbeiten ist
gemeinsam, dass sie nie einen Einfluss der Therapie (Teilbiopsie oder Komplettresektion,

Bestrahlung oder Chemotherapie) in die Auswertung miteinbezogen.

Auch in der chemotherapeutisch unbehandelten Kontroligruppe dieser Arbeit konnte ein
negativer prognostischer Effekt, gemessen in einer verkirzten Uberlebenszeit von 4,7
Monaten gegentber 9,4 Monaten beobachtet werden, wenn keine 9p-Deletion vorlag.
Sowohl die Kaplan-Meier Analyse als auch die univariate Cox-Regressionsanalyse
ermittelten jedoch umgekehrt einen signifikanten Uberlebenszeitverlangernden Effekt der
TMZ-Therapie bei Patienten mit dieser genetischen Veranderung. Dieser Effekt blieb auch in
der multivariaten Analyse nach Alterskorrektur bestehen, so dass altersbedingte Effekte hier
auszuschlie®en sind. Homozygote Deletionen des CDKN2A Gens auf 9p21 konnten in
anaplastischen Oligodendrogliomen als Indikator fiir eine schlechte Prognose und eine

schlechteres Ansprechen auf Chemotherapie gezeigt werden (Cairncross et al., 1998). Diese
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Deletionen wurden jedoch nur in Fallen ohne LOH auf 1p beobachtet. Auch fur Glioblastome
mit oligodendroglialer Komponente liegen ahnliche Befunde vor (Kraus et al., 2001; Fuller et
al., 2003). Fir oligodendrogliale Tumoren wurde zudem eine Assoziation von 9p Deletionen
bzw. CDKNZ2A Alterationen mit dem Auftreten von Nekrosen und mikrovaskularer
Proliferation gezeigt. Eine starkere Vaskularisierung kann eine Erklarung flir das bessere
Ansprechverhalten auf Chemotherapie liefern (Godfraind et al., 2003). Diese kdnnte auch
der Grund fir das bessere Ansprechverhalten der Glioblastom-Patienten auf die TMZ-
Chemotherapie sein, wenngleich eine positive Korrelation dieser genetischen Veranderung
mit einer erhdhten Vaskularisierung noch nicht gezeigt wurde. Es konnte sich bei dem
positiven Effekt auch um einen unspezifischen Mechanismus handeln, da Deletionen von
CDKNZ2A zu einer verstarkten Zellproliferation fihren und Chemotherapeutika vor allem in

proliferierenden Zellen wirksam sind.

Lag diese Deletion auf 9p nicht vor, zeigte die multivariate Cox-Regressionsanalyse einen
negativen und durch TMZ-Chemotherapie kompensierbaren Alterseffekt. Da in den Tumoren
ohne 9p-Verlust meist eine Deletion auf 10q vorlag, koénnte dieses Ergebnis die

Besonderheiten der Patientengruppe mit 10g-Verlust widerspiegeln.

4.5.3. Verluste von Chromosom 10

LOH-Studien haben bereits eine negative prognostische Bedeutung genetischer
Veranderungen auf Chromosom 10 gezeigt (Rasheed et al., 2002; Schmidt et al., 2002). So
wurde ein LOH in der PTEN-Region auf 10924 mit einer kiirzeren Uberlebenszeit der
Patienten korreliert (Balesaria et al., 1999; Tada et al.,, 2001; Terada et al., 2002).
Mutationen des PTEN-Gens selbst bestatigten dieses Phanomen (iberraschenderweise nicht
(James et al., 1999; Kraus et al., 2000; Smith et al., 2001; Schmidt et al., 2002).

Auch in der eigenen Arbeit wurde in der Kontrollgruppe die schlechtere Prognose von
Patienten mit 10g-Verlust bestatigt. Die aus der Literatur bekannte positive Korrelation dieser
genetischen Veranderung mit hdherem Patientenalter wurde ebenfalls gezeigt.

Umgekehrt wird, wie beim 9p-Verlust, unter TMZ-Chemotherapie ein positiver Effekt eines
10g-Verlustes auf die Uberlebenszeit der Patienten beobachtet. Er ist wahrscheinlich durch

einen damit einhergehenden heterozygoten Verlust von MGMT bedingt.

Das auf 10926 lokalisierte MGMT-Gen kodiert fir ein Reparatur-Enzym, welches die
Wirkung alkylierender Substanzen aufhebt und somit eine Erklarung fir den geringen Effekt
der Chemotherapie liefern kann. Der Verlust dieses Proteins konnte mit einer
Hypermethylierung der MGMT-Promotor-Region korreliert werden (Esteller et al., 1999). In

neueren Arbeiten wurde ein direkter Zusammenhang zwischen der MGMT-Promotor-
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Hypermethylierung und einer verbesserten Ansprechrate auf Temozolomid nachgewiesen
(Esteller et al., 2000; Hegi et al., 2004 & 2005; Paz et al., 2005). Die antagonistische
Wirkung von MGMT auf alkylierende Chemotherapeutika hangt direkt von der Menge des
vorhandenen Proteins ab, da fiir jeden Transfer einer Alkylgruppe vom OS-Guanin ein
MGMT-Molekdl inaktiviert wird (Srivenugopal et al., 1996). Der heterozygote Verlust des
Gens wirde maximal in einem Dosiseffekt und einer geringen Proteinmenge resultieren. Ein
kompletter Proteinverlust kdme dann erst nach homozygotem Verlust, z.B. durch Deletion
des einen und der epigenetischen Stillegung des MGMT-Gens durch Hypermethylierung des

anderen Allels zustande.

Nach Alterskorrektur war dieser Effekt in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse nicht
mehr signifikant (s. Tab. 3.10.). Die mutivariate Analyse ergab jedoch, dass gerade altere
Patienten mit einem 10g-Verlust von der TMZ-Chemotherapie profitieren. Dies ist insofern
von besonderem klinischem Interesse, als ein hdheres Patientenalter mit einer unglnstigen
Prognose einhergeht, diesen Patienten aber oft aufgrund ihres meist schlechteren

Allgemeinzustandes eine belastende Chemotherapie nicht zugemutet wird.

Ausgehend von den Studien einer MGMT-Promotor-Hypermethylierung und dem
Ansprechen auf eine Chemotherapie mit Alkylanzien stellt sich die Frage, ob diese
Hypermethylierung, moglicherweise Uber einen Dosis-Effekt mit einer homozygoten

Inaktivierung von MGMT, in einem unterschiedlichen Ansprechverhalten resultiert.

4.5.4. Verluste auf Chromosomenarm 13q

Auf Chromosom 13q14 ist das wie bei vielen anderen Tumoren auch in Glioblastomen
inaktivierte Tumorsuppressorgen RB1 (Retinoblastom-Gen) lokalisiert. Die Inaktivierung
kann durch Deletionen, Mutationen oder Methylierung hervorgerufen werden und flhrt zu
den gleichen funktionellen Konsequenzen wie CDKNZ2A/B Mutationen oder CDK4/6
Amplifikationen. In Gliomen waren sowohl Alterationen von RB71 als auch der ebenfalls fir
den RB17-Regelkreis kodierenden Gene CDKNZ2A, CDKN2B und CDK4 mit einer klirzeren
Uberlebenszeit der Patienten korreliert (Backlund et al., 2003). Auch bei Kopf-Hals-Tumoren,
Brustkrebs und Myelomen (Kroger et al., 2004; Li et al., 1994; Eiriksdottir et al., 1998) wurde
bei Deletionen auf 13q ein negativer prognostischer Effekt fliir den Patienten gezeigt. Ein
prognostischer Effekt einer reduzierten oder fehlenden pRB Expression in Gliomen wurde
bisher nicht nachgewiesen (Chakravarti et al., 2001).

In der relativ kleinen Glioblastom-Patientengruppe mit dieser Verdnderung zeigte sich eine
sehr kurze Uberlebenszeit von 4,8 Monaten ohne TMZ-Therapie, und von 20 Monaten mit
Therapie (p< 0,005). Nach Einbeziehen weiterer prognostischer Faktoren wie Alter und der

Kombination Alter mit Chemotherapie in der multivariaten Cox Analyse war dieser Nutzen
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nicht mehr signifikant. Die multivariate Analyse ergab einen negativen prognostischen Effekt
eines hoheren Patientenalters. Dieser war jedoch unabhangig von einer Veranderung auf
Chromosomenarm 13q. Bei einem Miteinbeziehen der Therapie wurde deutlich, dass altere
Patienten mit einem Verlust auf 13q von der TMZ-Chemotherapie profitierten, nicht jedoch
ohne 13g-Verlust. Da dieses Ereignis jedoch insgesamt selten in Glioblastomen aufzufinden
ist, kdnnen bereits geringe Anderungen der Fallzahl zu einer groBeren Abweichung fihren.
Weiterhin ist denkbar, dass die vorliegenden Korrelationen auf parallel vorliegende, in
diesem Zusammenhang nicht berlcksichtigte Ereignisse zurlickzufiihren sind, da z.B. die
Expression von pRB bekanntermalien invers mit der von p16 korreliert. D.h. Glioblastome
haben entweder einen Defekt in p16 oder pRB und liegen eher selten im gleichen Tumor
inaktiviert vor (He et al., 1994; Schmidt et al., 1994; Ueki et al., 1996; Goussia et al., 2000).

4.5.5. Weitere genetische Veranderungen in Glioblastomen

Neben den diskutierten genetischen Veranderungen der Chromosomen 7, 9, 10 und 13
stellen auch Gewinne auf Chromosomenarm 12q bzw. Amplifikationen der Region 12q13q15
ein relativ haufiges und tumorspezifisches Ereignis in Glioblastomen dar. Die Haufigkeit im
eigenen Untersuchungsmaterial entsprach den Literaturergebnissen. EGFR auf 7p12.1 ist
das am haufigsten, CDK4 auf 12914 das am zweithaufigsten in Glioblastomen amplifizierte
Onkogen. MDM?2 (12914.3q15) liegt seltener amplifiziert vor (Collins, 1995 & 2004; Galanis
et al.,, 1998). Bei einer zusammenfassenden Betrachtung von Veranderungen des RB7-
Regelkreises (CDKN2A, CDKN2B, CDK4 und RB7) wurde eine Korrelation mit einer
kiirzeren Uberlebenszeit nachgewiesen (Backlund et al., 2003). Eine Korrelation zwischen
einer CDK4-Genamplifikation allein und der Uberlebenszeit der Patienten bzw. einem
Ansprechen auf Chemotherapie wurden bisher nicht gezeigt (Galanis et al., 1998; Backlund
et al., 2003).

Auch die eigenen Untersuchungen ergaben keine Korrelation von Kopienzahlvermehrungen
auf 12q mit einem prognostischen Effekt. Allerdings kénnen die hier erhobenen Befunde
nicht mit den aus der Literatur bekannten Befunden gleichgesetzt werden, da die CGH keine
Aussage zulasst, welches Gen in dem nachgewiesenen Amplikon amplifiziert bzw. co-

amplifiziert ist. Eine direkte Aussage bezlglich der CDK4-Amplifikation ist nicht mdglich.

4.6. Expressionsanalyse von MGMT mittels realtime PCR

Seit der Einfuhrung 1987 (Mullis & Faloona, 1987) wird die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) standardmalig zum Nachweis und Amplifikation von definierten DNA-Sequenzen

eingesetzt. Herkdmmliche PCR-Reaktionen sind recht =zeitintensiv. So dauert eine
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konventionelle PCR zwei bis vier Stunden; zur Auswertung missen die Proben im Anschluss
elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem DNA-bindenden Farbstoff, z.B. Ethidiumbromid
oder SYBR®Green, angefarbt werden. Die Auswertung erfolgt in der Regel semiquantitativ
mit densitometrischen Methoden. Ein weiterer Nachteil der konventionellen PCR ist, dass
man die Reaktion nicht verfolgen kann und somit nicht sieht, wann die Reaktion die

exponentielle Phase verlasst und die Plateau-Phase erreicht.

Bei der realtime PCR erfolgen Reaktion und Auswertung in einem geschlossenen System,
was eine erhebliche Zeitersparnis mit sich bringt. Durch die Zugabe von
Fluoreszenzfarbstoffen wird weiterhin eine Detektion der gebildeten Produkte ermdglicht,
wodurch die Reaktion ,online” verfolgt werden kann. Ein Nachteil dieser Methode besteht in
ihrer Unfahigkeit, die Lange des Amplikons anzuzeigen. Die Schmelzkurvenanalysen
ermoglichen lediglich, zwischen spezifischen Produkien und Primerdimeren zu
unterscheiden. Eine Unterscheidung der Produkte selbst ist nur bei unterschiedlichen
Schmelztemperaturen mdglich. Ahnliche Schmelztemperaturen erfordern eine zusétzliche

gelelektrophoretische Untersuchung.

Nach der erfolgreichen Etablierung der realtime-PCR bestétigten die eigenen MGMT-
Expressionsdaten die aus der Literatur bekannten Zusammenhange recht deutlich,
wenngleich anhand der geringen Fallzahl keine statistisch signifikanten Ergebnisse erzielt
werden konnten. Aufgrund der Gewebeverflgbarkeit konnte die flr die Expressionsanalyse
notwendige RNA-Isolierung nur an Tumorgewebe von Patienten, die der TMZ-Gruppe

angehdrten, durchgefiihrt werden.

Eine Studie der ,Southwest Oncology Group“ (Jackle et al., 1998) konnte die MGMT-
Expression als einen unabhangigen prognostischen Faktor von Alter, KPS und Histologie auf
das Gesamtiberleben der Patienten nachweisen, allerdings nach BCNU-Therapie. Die
eigenen Befunde zeigten eine langere Uberlebenszeit TMZ-chemotherapierter Patienten mit

einer geringen MGMT-Expression (20,2 vs. 13,2 Monate, statistisch nicht signifikant).

Weiterhin lag eine positive Korrelation eines jlingeren Patientenalter und einer geringeren
MGMT-Expression vor. Eine Alterskorrelation wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
Immunhistochemische Assays zeigten ebenfalls eine geringere MGMT-Expression bei
jungeren Patienten (Jackle et al.,, 1998), wahrend Expressionsstudien mit RT-PCR eine
inverse Korrelation der MGMT-Expression mit dem Alter nachweisen konnten (Rolhion et al.,
1999; Silber et al., 1998). Interessanterweise lag in den eigenen Befunde eine signifikant
geringere MGMT-Expression in Tumoren von weiblichen Patienten vor (P=0,01). Diese
Korrelation wurde auch von Rolhion und Mitarbeitern (1999) nachgewiesen. Wodurch die
geschlechtsspezifischen Expressionsunterschiede jedoch begrindet sind und ob sie in

einem unterschiedlichen Ansprechverhalten auf Chemotherapie resultieren, ist bisher nicht
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bekannt. In den eigenen Untersuchungen konnte kein relevanter Unterschied zwischen den
medianen Uberlebenszeiten von Mannern und Frauen unter TMZ-Chemotherapie gezeigt
werden (19,7 vs. 21,2 Monate). Diese Befunde veranschaulichen sehr deutlich, dass die
ursachlichen prognostischen Parameter recht schwer zu bestimmen sind und weitere, sich
moglicherweise synergistisch beeinflussende Parameter wie MGMT-Status, Alter,
Geschlecht, aber auch andere genetische Veranderungen in der statistischen Auswertung

bericksichtigt werden missen.

Die naheliegende Korrelation der Expressionsdaten zu MGMT mit den CGH-Befunden auf
Chromosomenarm 10q konnte nicht gezeigt werden. Neben dem bereits diskutierten Einfluss
der intratumoralen Heterogenitdt auf diese Ergebnisse kann das unterschiedliche
Auflosungsvermdgen der molekularzytogenetischen bzw. molekulargenetischen Methode
dafur verantwortlich sein, da der Verlust einzelner Gene mit CGH nicht darstellbar ist. Wie
bereits in Kapitel 4.5.3. diskutiert, ist wahrscheinlich, dass ein heterozygoter Verlust des
Gens maximal in einem Dosiseffekt und einer geringen Proteinmenge resultiert. Ein
kompletter Proteinverlust kdme dann erst nach homozygotem Verlust, z.B. durch Deletion
des einen und der epigenetischen Stilllegung des MGMT-Gens durch Hypermethylierung des

anderen Allels zustande. Untersucht wurde dieser Zusammenhang bisher jedoch noch nicht.

4.7. Immunhistochemische Analyse von MGMT

Zentrale Reagenzien der immunhistochemischen Analysen sind Immunglobuline oder
Antikérper. Fir reprasentative Ergebnisse ist es wichtig, Antikérper mit einer hohen Spezifitat
und geringen Kreuzreaktivitat einzusetzen, die durch Interaktionen mit ahnlichen oder sogar
vollig unterschiedlichen Epitopen hervorgerufen werden. Fir die Bindungseffizienz und
Gewebepenetration ist im Allgemeinen die Grofle und Form der Antikérpermolekiile von
untergeordneter Bedeutung, wohingegen eine ausgepragte Uberfixierung der Zellen durch

Formalin die Penetration der Antikorper und ihrer Komplexe erschwert.

Eine entscheidende Rolle fur die Qualitdt der immunhistochemischen Farbung spielen die
sich gegenseitig beeinflussenden Faktoren Antikorpertiter, Inkubationszeit und Temperatur.
Dabei ist der Antikdrpertiter so zu wahlen, dass bei héchster Verdinnung des Antiserums
eine optimale spezifische Farbung bei minimalem Hintergrund erreicht wird. Die optimalen
Bedingungen wurden fir den eingesetzten MGMT-Antikorper und die zu untersuchenden

Tumor- und Kontroll-Gewebe durch Vorversuche bestimmt.

Die Detektion des Antigens kann bei der direkten Methode durch einen enzymmarkierten
bzw. direkt fluoreszenzmarkierten Primarantikérper mit dem Gewebeantigen erfolgen und
wird mit einer nachfolgenden Chromogen-Substrat-Reaktion abgeschlossen. Bei

fluoreszenzmarkierten  Antikdrpern  entfallt diese Detektion. Da jedoch keine



4. Diskussion 109

Signalverstarkung durchgefuhrt wird, ist diese Methode nicht sehr sensitiv. Bei der indirekten
Methode bindet zunachst ein unkonjugierter Primarantikérper an das Antigen. Danach wird
ein gegen diesen Primarantikbrper gerichteten, enzymmarkierten Sekundarantikdrper
aufgetragen. Den Abschluss stellt die Substrat-Chromogen-Reaktion dar. Da diese Methode
flexibler und sensitiver als die direkte Methode ist, wurde sie in dieser Arbeit verwendet.
Parallel zu den Versuchen mit MGMT-spezifischem Antikérper wurden Negativkontrollen
ohne den Primarantikérper durchgeflihrt. Nur wenn keine Hintergrundfarbung durch den
Sekundarantikorper vorlag, erfolgte die Auswertung der Praparate. Eine Hintergrundfarbung
kann auch durch hydrophobe oder elektrostatische Interaktionen hervorgerufen werden.
Diese Hydrophobie tritt in unterschiedlichem Ausmalf bei den meisten Proteinen auf und wird
durch die Seitenketten der Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan
hervorgerufen. Sie gehort zu den natirlichen Kraften, die der Tertidrstruktur der Proteine
Stabilitat verleihen, wirkt aber auch zwischen unterschiedlichen Proteinmolekilen und
verleiht gebildeten Immunkomplexen Stabilitdt. Auch die Fixierung mit aldehydhaltigen
Fixativen wie Formalin kann die Bildung chemischer Quervernetzungen induzieren und
dadurch einen partiellen oder vollstdndigen Verlust der Immunreaktivitdt der Antigene
verursachen. Dies wird auch als ,Maskierung“ des Antigens bzw. Epitops bezeichnet. Zur
Verbesserung der Immunreaktivitat formalinfixierter Gewebeantigene wurden deshalb, neben
dem Einsatz von proteolytischen Enzymen, Methoden entwickelt, welche Erhitzen mit
Mikrowellen und Citrat-Pufferlésungen (pH 6, 95-99°C) (Shi et al., 1991; Cattoretti et al.,
1994) einsetzen. Der Mechanismus dieser Antigendemaskierung, auch Antigen Retrieval
(AR) genannt, ist weitgehend ungeklart. Hitze scheint jedoch dazu beizutragen, den
Schaden, der durch die Formalinfixierung und Paraffineinbettung entstanden ist, zumindest
teilweise riickgangig zu machen. Diese ,strapaziése® Vorbehandlung kann aber auch zu
einem Abldésen der Praparate fihren, wie es zum Teil auftrat. Zur Unterdriickung einer
endogenen Peroxidase-Aktivitat, verursacht z.B. durch Diffusion von Blut in das Gewebe vor
der Fixierung, wurde eine Inkubation mit 3%iger H,0O,-Lésung durchgefihrt. Auch
physikalische Verletzungen (Quetschartefakte) und Austrocknung des Gewebes vor der
Fixierung oder unvollstandige Infiltration des Gewebes mit dem Fixativ sowie unvollstandige

Entparaffinisierung kdnnen zu diffusen Farbungen und falsch positiven Ergebnissen flihren.

In diesem Teil der Arbeit sollte gezeigt werden, ob sich der durch eine verringerte
Proteinmenge von MGMT beschriebene positive, Uberlebenszeitverlangernde Effekt einer
TMZ-Chemotherapie auf hochgradige Gliome (Esteller et al., 1999; Hegi et al., 2004; Paz et
al., 2005; Hegi et al., 2005) auch in dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv von
Glioblastomen bestétigen lasst. In diesem Zusammenhang sollte weiterhin Gberprift werden,
ob in Tumoren mit einer heterozygoten Deletion des langen Arms von Chromosom 10 in der

Region des MGMT-Gens in einer verringerten Proteinmenge korreliert.
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Das Patientenkollektiv bestand urspriinglich aus 11 TMZ-behandelten Fallen und 14 nicht
TMZ-behandelten Kontrollen. Leider stellte sich heraus, dass infolge eines
Kommunikationsfehlers nur 2 der 11 TMZ-behandelten Falle zu meinem Kollektiv gehérten.
Weder diese beiden Praparate der TMZ-Gruppe noch die 14 der Kontroll-Gruppe ergaben
einen direkten Zusammenhang zwischen Verlusten des langen Arms von Chromosom 10

und einem negativen MGMT-Proteinnachweis.

Dies mag zum einen in der Heterogenitat dieser Tumore begriindet sein, da jeweils
unterschiedliche Bereiche desselben Tumors mit den jeweiligen Methoden untersucht
wurden. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass bereits das durch eine heterozygote MGMT-
Aktivitat gebildete Protein noch ausreicht und sich der positive Nutzen einer Chemotherapie
erst bei einem kompletten Proteinverlust auf3ert. Dieser kommt erst nach der Ausschaltung
beider Allele zustande, z.B. durch Deletion des einen und der epigenetischen Inaktivierung
des verbleibenden Allels (Esteller et al., 1999).

Da MGMT bekanntermalRen sowohl Tumor- als auch normale Zellen vor alkylierenden
Agentien wie TMZ schitzt (Gerson, 2002), wird diesem Protein-Verlust eine entscheidende
Rolle fur das Ansprechen von Glioblastom-Patienten auf die TMZ-Chemotherapie
zugesprochen (Esteller, 2005b; Hegi et al., 2005; Paz et al., 2005).

In der TMZ-Gruppe lag die Uberlebenszeit des einen Patienten (T4789), in dessen
Tumorprobe kein MGMT-Protein nachgewiesen werden konnte, bei Gberdurchschnittlichen
55 Monaten. Die CGH konnte allerdings keine Deletion auf 10q zeigen. Der Verlust des
Proteins kann durch eine unterhalb der Auflésungsgrenze der CGH liegenden Deletion von
MGMT und/oder einer epigenetischen Inaktivierung des Gens verursacht sein.
Uberraschenderweise erreichte auch der andere Patient mit MGMT-positivem Tumor
(1782/98) eine Uberdurchschnittlich lange Uberlebenszeit von 24 Monaten. Dieser Befund
erscheint au3erordentlich wichtig, da er darauf hin deutet, dass es alternative Mechanismen
geben muss, die auch in Anwesenheit von MGMT-Protein eine Wirksamkeit von TMZ

ermoglichen.

In chemotherapeutisch unbehandelten niedriggradigen Astrozytomen, aber auch in anderen
Tumoren wie z.B. Mammakarzinomen konnte gezeigt werden, dass Patienten mit MGMT-
positiven Tumoren eine schlechte Prognose haben (Matsukara et al., 2001; Cayre et al.,
2002; Komine et al., 2003). Dieser negative prognostische Effekt eines Aktivitatsverlusts von
MGMT wird auch bei Glioblastomen vermutet und als eine mit der epigenetischen Stilllegung
von MGMT einhergehenden Akkumulation von Mutationen gedeutet (Esteller & Herman,
2004).

Die Befunde in der TMZ-unbehandelten Kontroll-Gruppe (n=14) zeigten keine signifikanten

Unterschiede in den Uberlebenszeiten der Patienten mit MGMT-positiven bzw. MGMT-
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negativen Tumoren, so dass diese Daten die Hypothese nicht bestatigen. Ferner lag, wie bei
den beiden TMZ-behandelten Patienten, keine Korrelation der immunhistochemischen
Befunde mit den CGH-Ergebnissen vor. Wie bereits oben diskutiert ist es mdglich, dass zum
einen eine Deletion von MGMT aufgrund der Heterogenitat der Tumore und der geringen
Auflésungsgrenze der CGH nicht nachgewiesen wurde. Zum anderen kann auch eine
MGMT-Promotor-Hypermethylierung allein, wie bereits unter Kapitel 4.5.2 diskutiert, oder in

Kombination mit einer Deletion des anderen Gens den Proteinverlust verursacht haben.

Aufgrund der wenigen zur Verfigung stehenden Daten erbrachte auch der Vergleich der
Befunde der TMZ-behandelten Patienten mit denen der Kontroll-Gruppe keinen
Informationsgewinn, so dass eine abschlieliende Beurteilung der diskutierten Effekte und

Korrelationen eine Ausweitung der Fallzahl notwendig macht.

In einer kirzlich veroffentlichten Arbeit wurde gezeigt, das die immunhistochemische
Darstellung von MGMT sowohl in normalem als auch in nicht-neoplastischen Hirngewebe
eine Kernfarbung verursachen kann. Diese war sowohl in endothelialen, inflammatorischen
und ependymalen Zellen, aber auch in Astrozyten und Oligodendroglia sichtbar. Wenngleich
die endothelialen Zellen leicht von den neoplastischen Zellen unterschieden werden kénnen,
kann die in den hohergradigen Gliome vorliegende nicht-neoplastische, MGMT-positive
Komponente félschlicherweise fur Tumorzellen gehalten werden. Da dieser Anteil nicht-
neoplastischer Zellen mit unter 10% angegeben wird (Nakasu et al., 2004), liegt er unterhalb
der von mir angelegten Grenze nach Bericksichtigung der parallel untersuchten
Normalhirngewebeschnitte. Um letztendlich sicherzustellen, dass es sich bei den
untersuchten Zellen um reprasentative Tumorzellen handelt, ware es sinnvoll, spezifische
Tumormarker simultan darzustellen. Interessant ware in diesem Zusammenhang zudem die
Etablierung einer Kombination aus der immunhistochemischen Darstellung von MGMT-

Protein mit einer Fluoreszenz - in situ - Hybridisierung der chromosomalen Region 10926.

Da es sich bei der immunhistochemischen Untersuchung um ,Momentaufnahmen® handelt
und sich MGMT beim Schutz der Zellen vor alkylierenden Substanzen selbst verbraucht,
kann neben diesen Untersuchungen an einer entsprechend grof’en Fallzahl die weitere
Analyse eines moglichen Dosis-Effektes z.B. durch Deletion in Kombination mit einer
epigenetischen Stilllegung des MGMT-Gens zu einer genaueren Aussage des Einflusses

von MGMT auf ein Therapieansprechen flihren.

4.8. Methylierungsanalyse

Der wichtigste epigenetische Einfluss auf die Genregulation in Eukaryonten stellt die

Methylierung von Cytosinresten an der 5°-Position des Pyrimidinringes dar. Das
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Vorhandensein von CpG-Nukleotiden in der Promotor-Region bestimmter Gene beeinflusst
die Bindung von Transkriptionsfaktoren und anderen Proteinen an die DNA, wie z.B. Methyl-
DNA bindende Proteine und die die Chromatinstruktur modifizierenden Histon-Deacetylasen.
Durch die Blockierung der Transkription kommt es zur Stilllegung des entsprechenden Gens,
so dass der Methylierung der Cytosin-Reste eine Schlisselrolle in der Regulation der

Genexpression zukommt (Fraga & Esteller, 2002).

Bis vor wenigen Jahren war die Untersuchung einer DNA-Methylierung nur durch
Methylierungs-sensitive Restriktionsenzyme moglich, die zwischen unmethylierten und
methylierten Schnittstellen unterschieden. Die Nachteile dieser Methode liegen in der
Limitierung der Untersuchungen auf bestimmte Regionen und einem mdglichen inkompletten
Schneiden dieser Restriktionsstellen. Auch eine Auflésung auf Einzelmolekil-Niveau ist nicht
moglich und bei einer kombinierten Southern Blot Technik anstelle einer PCR-Reaktion

werden relativ groRe Mengen hochmolekularer DNA bendtigt (Esteller, 2005 a & b).

Die mittlerweile am weitesten verbreitete Methode zum Nachweis von 5-Methylcytosin ist die
von Frommer et al. (1992) und Clark et al. (1994) entwickelte Bisulfitbehandlung der DNA,
welche unmethyliertes Cytosin (C) in Uracil (U) umwandelt, nicht jedoch methyliertes C (5-
mC). Durch die nachfolgende PCR werden alle U’s in T's umgewandelt. Die in der
Endsequenz verbleibenden C’s sind auf 5-mC’s in der urspringlichen Sequenz

zuruckzufihren.

In Kombination mit einer Amplifikation durch spezifische PCR-Primer (MS-PCR),
kombinierter Restriktions-Analyse oder genomischer Sequenzierung wurde es fir nahezu
jedes Labor mdglich, DNA-Methylierung zu untersuchen. Durch diese Technik wurde sowohl
die quantitative als auch die akkurate Bestimmung des Methylierungsstatus eines Allels,

sogar auf Einzelzell-Niveau mdglich.

Da die Bisulfitmodifikation einzelstrangige DNA erfordert, ist eine vorhergehende DNA-
Denaturierung noétig (Fraga & Esteller, 2002). Die haufig auftretende partielle Denaturierung
der DNA, entweder durch inkomplette Trennung der Strange oder eine Wiederanlagerung
wahrend der Reaktion, kann zu falsch positiven Nachweisen von 5-Methylcytosin fiihren
(Frommer et al., 1992; Fraga & Esteller, 2002; Warnecke et al., 2002). Dies kann durch den
Einsatz stark fragmentierter DNA und der Verwendung frisch angesetzter NaOH-Ldsung
verhindert werden (Warnecke et al., 2002). Auch Proteinreste konnen eine komplette
Bisulfitumwandlung der DNA verhindern, wodurch es zu einer offenbar zufalligen nicht-CpG-
Methylierung kommt. Daher sollte nur moglichst reine DNA z.B. durch vorhergehenden
Proteinase K-Verdau eingesetzt werden. Auch eine inkomplette Desulfonierung nach der
Bisulfitbehandlung kann Probleme verursachen. So verhindern Reste der Bisulfitidsung eine

adaquate Alkalisierung der Ldsung, welche bei einem pH <9 die Pyrimidin-Desulfonierung
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stark verlangsamt und letztendlich die DNA-Polymerase die Ziel-DNA nicht repliziert
(Thomassin et al., 1999).

Der Erfolg dieser Methode ist somit hauptsachlich von der kompletten Umwandlung der
Cytosine in Uracil abhangig, wobei die maximale Umwandlungsrate bei 55°C nach 4-18 h
sowie bei 95°C nach 1 Stunde erreicht wird. Dabei werden zwischen 84-96% der DNA
degradiert (Grunau et al., 2001), so dass alle bisulfit-assoziierten Methoden eine
nachfolgende PCR-Amplifikation der modifizierten DNA bendtigen. Da die DNA-Stréange
nach der Bisulfitumwandlung nicht mehr komplementar zueinander sind, stellt das
Primerdesign einen wichtigen und kritischen Schritt dar. Es ist jedoch ausreichend, Primer
fir einen Strang zu entwerfen, da davon ausgegangen wird, dass die Methylierung

symmetrisch vorliegt (Eden et al., 1994; Tomatsu et al., 2002).

Die am weitesten verbreitete Methode nach Bisulfitumwandlung stellt die
methylierungsspezifische PCR (MS-PCR) dar (Herman et al., 1996). Sie differenziert
zwischen methylierter und unmethylierter DNA, |asst jedoch keine Aussage der Methylierung
auf Nukleotid-Ebene oder einer Quantifizierung und Identifizierung einer zellularen
Heterogenitat zu. Eine genauere Analyse ist nur durch eine Sequenzierung mdglich. Erfolgt
diese direkt im Anschluss an die PCR, mussen mehr als 10% der DNA methyliert vorliegen,

um nachgewiesen werden zu konnen (Myohanen et al., 1994).

Die sensitivste Methode stellt die Verwendung von PCR, nachfolgender Klonierung der PCR-
Fragmente in Plasmidvektoren mit der anschlielenden Sequenzierung zahlreicher einzelner
Klone dar (Frommer et al.,, 1992; Clark et al., 1994). Diese auch in der eigenen Arbeit
angewandte Methode ist zwar sehr zeit- und kostenintensiv, ihr Vorteil ist jedoch die Analyse
aller Methylierungsstellen auf Nukleotid-Ebene sowie eine Darstellung mdglicher
Methylierungsmuster der jeweiligen Tumoren (Clark et al., 2002). Um eine Amplifikation der
bisulfitmodifizierten DNA unabhangig ihres Methylierungsmusters zu erzielen, wurden
»,methylierungsunabhangige“ Primer verwendet, die aufierhalb von CpG-Nukleotiden
lokalisiert sind. Die Detektion einer 10%igen Methylierung, vergleichbar mit der MS-PCR,
erfordert rein rechnerisch 10 sequenzierte Klone, der Nachweis einer 1%igen Methylierung
100 Klone.

Die erste beschriebene Veranderung einer aberranten DNA-Methylierung in menschlichen
Tumorzellen war die Beobachtung einer globalen Hypomethylierung (Feinberg & Vogelstein,
1983). Eine ursprunglich vermutete Assoziation dieser genomischen Hypomethylierung mit
einer Uberexpression von Onkogenen wurde nicht bestatigt, wird jedoch in Zusammenhang
mit einer generellen Chromosomeninstabilitdt diskutiert. Parallel mit der globalen
Hypomethylierung des Genoms der Tumorzelle, die mit steigender Malignisierung zunimmt,

erfolgt eine Hypermethylierung der CpG-Inseln, welche in den Promotor-Regionen von
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Tumorsuppressorgenen lokalisiert sind (Fraga et al., 2004). Diese liegen normalerweise
unmethyliert vor, erfahren in Tumorzellen aber eine starke Hypermethylierung, welche zu
einer Stilllegung des Gens fuhrt. Erstmals konnte eine Promotor-Hypermethylierung 1989 flr
das Rb1-Tumorsuppressorgen gezeigt werden (Greger et al., 1989). Den eigentlichen
Anfang epigenetischer Studien stellt wohl die Entdeckung einer CpG-Hypermethylierung als
weit verbreiteter Mechanismus der Tumorsuppressorgen-Inaktiverung von CDKNZ2A in
menschlichen Tumoren dar (Herman et al., 1995; Merlo et al., 1995). Mittlerweile sind eine
Vielzahl potentieller Tumorsuppressorgene in unterschiedlichen Tumoren bekannt, die nicht
nur durch Mutation, sondern auch durch eine Promotor-Hypermethylierung inaktiviert werden
und dabei eine entscheidende Rolle bei der Tumorigenese spielen. Nicht jedes dieser Gene
ist in jeder Tumorentitat hypermethyliert, vielmehr liegt eine starke Gewebespezifitat vor. So
ist z.B. die Promotor-Hypermethylierung von BRCA1 hauptsachlich auf Brust- und Ovarial-
Karzinome beschrankt, wahrend CDKNZ2A in vielen Tumortypen wie z.B. Lungen-, Brust- und
Colontumoren, Kopf-Halstumoren sowie Gliomen hypermethyliert vorliegt. Generell ist eine
steigende Anzahl von hypermethylierten Genen mit héherem Malignitatsgrad korreliert
(Fraga et al., 2004).

Die funktionelle Signifikanz einer Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen wird
ebenfalls bei einer Betrachtung der Konsequenzen einer Allel-Inaktivierung deutlich. Nach
Knudson's two hit Modell erfolgt eine phanotypische Konsequenz erst nach der Inaktivierung
beider Allele eines Tumorsuppressorgens. In diesem Zusammenhang konnten Studien
belegen, dass es zu einer funktionellen Geninaktivierung aufgrund einer stabilen Mutation
des einen und einer Hypermethylierung des anderen Allels im Tumor kommen kann. Hierbei
scheint die Hypermethylierung das zweite, inaktivierende Ereignis darzustellen, das
angeblich nur in der Promotorregion des Wildtyp-Allels und nicht im mutierten Allel auftritt
(Jones & Baylin, 2002).

4.8.1. CDKN2A und CDKN2B

Die auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 lokalisierten Tumorsuppressorgene CDKN2A
und CDKNZ2B kodieren fir die Proteine p16 und p15, welche durch Inhibieren der Cyclin-
abhangigen Kinasen CDK4 und CDK6 den G1/S-Phase-Ubergang negativ regulieren (Ruas
et al, 1998; Roussel, 1999). Beide Gene liegen bekanntermallen in anaplastischen
Astrozytomen und Glioblastomen (Olapade et al., 1992; Jen et al.,, 1994; Schmidt et al.,
1994; Ueki et al., 1994; Nishikawa et al., 1995; Ichimura et al., 1996; Steilen-Gimbel et al.,
1999; Ichimura et al., 2000), aber auch in einer Vielzahl von weiteren menschlichen Tumoren

homozygot deletiert vor (Ruas et al. 1998; Roussel, 1999).
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Neben der homozygoten Deletion von CDKN2A und CDKNZ2B konnte die in Gliomen
vorliegende transkriptionelle Stillegung zudem mit einer Hypermethylierung von CpG-
Nukleotiden in der Promotorregion dieser Gene assoziiert werden (Merlo et al., 1995; Fueyo
et al.,, 1996; Herman et al., 1996). Homozygote Deletionen von CDKN2A und CDKN2B
liegen in 20-50% der untersuchten Gliome vor, wahrend Mutationen mit 0-3% der Falle ein
seltenes Ereignis darstellen (Jen et al., 1994; Nishikawa et al., 1995; Ueki et al., 1996; Hegi
et al., 1997). Demgegenuber variiert der Prozentsatz der hypermethylierten Tumore in der
Literatur betrachtlich. Fir CDKNZ2A werden von weniger als 5% (Hegi et al., 1997; Schmidt et
al.,, 1997; Nakamura et al., 2000; Yu et al.,, 2004) bis hin zu etwa 60% Promotor-
Hypermethylierungen nachgewiesen (Fueyo et al., 1996; Park et al., 2000). Allerdings liegt
eher eine partielle denn komplette Hypermethylierung aller moglichen CpG-Nukleotide der
CDKNZ2A-Promotor-Region vor, welche auch unabhangig vom Malignitatsgrad des Glioms
auftritt (Costello et al., 1996). Neben den Glioblastomen wurde eine epigenetische Stilllegung
des CDKNZ2A-Gens auch flr anaplastische Astrozytome (Grad Ill), niedriggradige
Astrozytome (Grad Il) sowie Oligoastrozytome Grad Il und Ill beschrieben (Costello et al.,
1996; Fueyo et al., 1996; De Souza Nascimento et al., 2001; Nakamura et al., 2001a; Wolter
et al.,, 2001; Fan et al., 2002; Watanabe et al., 2003). Bezuglich Veranderungen von
CDKNZB liegen weitaus weniger Daten in der Literatur vor. Die Promotor-Hypermethylierung
von CDKNZ2B ist in oligodendroglialen Tumoren (Grad Il und Ill) (Wolter et al.,, 2001;
Uhlmann et al., 2003) und in den niedriggradigen und anaplastischen Oligoastrozytomen
relativ haufig anzutreffen (Wolter et al., 2001; Uhlmann et al., 2003). Demgegenuber scheint
sie in den Astrozytomen - wenn Uberhaupt - nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, da sie
bisher nur sehr selten in den niedriggradigen Astrozytomen und in den wenigen untersuchten
Glioblastomen nie gezeigt wurde (Uhimann et al, 2001; Yu et al., 2004).

Die fur die vorliegenden Untersuchungen etablierte und verwendete Methode ermdglicht es,
eine in den Tumorzellen heterogen verteilte sowie eine nur partiell vorliegende
Hypermethylierung nachzuweisen und erhoht somit im Vergleich zur
methylierungsspezifischen PCR (MS-PCR) die Auflésungsgrenze. In den bisher
untersuchten beiden anaplastischen Oligoastrozytomen sowie den beiden Glioblastomen
wurde weder eine Promotor-Hypermethylierung von CDKN2A noch CDKN2B gezeigt. Da
der Expressionsverlust von p16 und p15 hauptsachlich durch die homozygote Deletion der
entsprechenden Gene verursacht und eine Hypermethylierung lediglich  zur
Aufrechterhaltung des Expressionsverlustes diskutiert wird, ware es unter diesem Aspekt
sinnvoll, sowohl Daten bezlglich des Methylierungsstatus als auch erganzend die
Expression sowie Deletionen der Tumorsuppressorgene zu erheben und diese mit der
Prognose und dem Ansprechverhalten der Patienten auf Chemotherapie zu korrelieren.

Dadurch koénnte dann definitiv geprift werden, ob der therapeutische Nutzen der
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angewandten TMZ-Chemotherapie von Patienten auf eine Deletion von 9p und den Verlust

der Tumorsuppressorgene CDKN2A/B zurlckzuflhren ist.

4.8.2. MGMT

Eine CpG-Hypermethylierung stellt sowohl einen Marker fir Tumorzellen dar, spielt aber
auch eine Rolle als Marker flir das Tumorverhalten oder das Ansprechverhalten auf die
Behandlung.

Letzteres ist fir die O°-Methylguaninmethyltransferase MGMT zutreffend. Diese kodiert fiir
ein DNA-Reparatur-Enzym, welches Alkylreste von der O°-Position eines Guaninrestes
entfernt und die Zelle somit vor zytotoxischen und mutagenen Einflissen schitzt (Pegg
1990; Pegg et al.,, 1995). Da diese Base den Hauptangriffspunkt einer Vielzahl von
alkylierenden Chemotherapeutika an die DNA darstellt, waren Tumoren ohne MGMT
aufgrund einer Promotor-Hypermethylierung sensitiver gegeniiber diesen Agenzien. Die
Schaden wurden nicht mehr repariert und fuhrten somit zum Zelltod (Esteller et al., 1999).
Diese Korrelation wurde fur Gliompatienten sowohl nach BCNU-Behandlung, als auch nach
TMZ-Chemotherapie gezeigt. Ohne alkylierende Chemotherapie stellt die MGMT Promotor-
Hypermethylierung jedoch einen unglnstigen prognostischen Parameter dar (Hayashi et al.,
2002; Kohya et al., 2002; Brabender et al., 2003; Komine et al., 2003; Esteller & Herman,
2004), wahrscheinlich durch die mit der epigenetischen Stilllegung von MGMT bedingte
Akkumulation von Mutationen. Diese Mutationen entstehen, da bei der DNA-Replikation o8-
Methylguanin von der DNA-Polymerase falschlicherweise als Adenin abgelesen wird,
wodurch es zu einer bevorzugten Paarung von O°-Methylguanin mit Thymin kommt, d.h. es
erfolgt eine Konversion von G/C zu A/T Paaren (Coulondre and Miller 1977; Horsfall et al.,
1990). Dieser Effekt konnte bereits fir TP53 und K-ras sowohl in Hirntumoren als auch in
kolorektalen Tumoren und Lungentumoren gezeigt werden (Esteller et al., 1999; Nakamura
et al., 2001b; Yin et al., 2003; Watanabe et al., 2005). Vorhandenes funktionales MGMT
verhindert diesen mutagenen Effekt (Pegg et al., 1995). Hierbei muss jedoch bertcksichtigt
werden, dass fiir jeden Transfer einer Alkylgruppe vom O°-Guanin ein MGMT-Molekiil
inaktiviert wird, welches anschlieliend mittels Ubiquitinierung degradiert wird (Srivenugopal
et al., 1996). Wie stark MGMT als Antagonist der alkylierenden Chemotherapeutika wirkt,
hangt somit direkt von der Menge des vorhandenen Proteins ab. Eine inverse Korrelation der
Starke der Promotor-Hypermethylierung mit einer MGMT-Expression konnte bereits in

Gliom-Zelllinien gezeigt werden (Costello et al., 1994).

Eine verstarkte Sensitivitdt von Gliompatienten auf alkylierende Agenzien konnten
immunhistochemische Untersuchungen mit einer reduzierten MGMT-Aktivitat bzw. einem

Proteinverlust korrelieren (Silber et al., 1993; Belanich et al., 1996; Jaeckle et al., 1998;
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Gerson, 2002). Als Ursache fir diesen MGMT-Aktivitatsverlust wurde von Esteller und
Mitarbeitern (1999) eine aberrante MGMT-Promotor-Hypermethylierung nachgewiesen.
Nachfolgend konnten diese ihre Hypothese einer Hypermethylierung mit einem guten
Ansprechen auf Chemotherapie, sowie eine langere Uberlebenszeit und eine langere
progressionsfreie Uberlebenszeit von Gliompatienten unter BCNU-Therapie bestatigen
(Esteller et al., 2000b; Balana et al., 2003). Dieser Effekt wurde auch fiir Cyclophosphamid
(Mattern 1998, Cai et al., 1999; Friedman et al., 1999; Gamcsik et al., 1999), ACNU
(Watanabe et al., 2005) und Temozolomid (Esteller et al., 2000b; Hegi et al., 2004; Paz et
al., 2004; Hegi et al, 2005) gezeigt, jedoch nicht fir Cisplatin (Mattern et al., 1998) oder die

Kombination aus Temozolomid mit Cisplatin (Balana et al., 2003).

In den bisher erschienenen Studien wurde in ca. 40% der untersuchten Gliome eine MGMT-
Hypermethylierung nachgewiesen (Esteller et al., 1999; Nakamura et al., 2001b; Yu et al.,
2004; Watanabe et al., 2005). Dabei lag sowohl in den niedriggradigen Astrozytomen in bis
zu 50% als auch in 50-80% der anaplastischen Astrozytome eine aberrante MGMT-
Promotor-Hypermethylierung vor. Bei den Glioblastomen war eine Hypermethylierung in 36%
der primaren und in 75% der sekundaren Glioblastome vorhanden, so dass ein MGMT-
Verlust als ein friihes Ereignis bei der Progression zu sekundaren Glioblastomen diskutiert
wird (Esteller et al.,, 1999; Nakamura et al.,, 2001b; Mdllemann et al., 2005). In den
oligodendroglialen Tumoren ist eine MGMT-Hypermethylierung sogar ein weitaus haufigeres
Ereignis als in den rein astrozytaren Tumoren. In der Studie von Mdllemann und Mitarbeitern
(2005) lagen in 90% der Oligodendrogliome (WHO Grad Il und Ill) und in 85% der
Oligoastrozytome (WHO Grad Il und Ill) eine Hypermethylierung des MGMT-Promotors vor.
In der Mehrheit der hypermethylierten Tumoren resultierte dies in einer gegeniber
Normalhirngewebe um mehr als 50% reduzierten Expression von MGMT. Weiterhin zeigte
diese Studie, dass in oligodendroglialen Tumoren eine MGMT-Hypermethylierung signifikant

haufiger in Tumoren mit Allelverlusten auf 1p und 19q auftritt (Méllemann et al., 2005).

Nach der erfolgreichen Etablierung der Methode war es mdglich, eine in den Tumorzellen
heterogen verteilte oder eine nur partiell vorliegende Hypermethylierung von MGMT
nachzuweisen. Die untersuchte Kontroll-DNA aus Blut eines gesunden Spenders sowie ein
Glioblastom (Fall 896/99) zeigten jeweils ca. 10% vollstandig unmethylierte Klone, in den
methylierten Klonen lagen maximal 35% der moglichen CpG’s methyliert vor.
Demgegenuber wurden bei dem zweiten Glioblastom (Fall 1460/99) und den beiden
anaplastischen Oligoastrozytomen (Fall 1488/00 und Fall 820/00) ausschlie3lich
hypermethylierte Klone nachgewiesen. Der Anteil methylierter CpG’s in den untersuchten
Klonen dieser Tumoren betrug dabei bis zu 95%. Bereits diese wenigen untersuchten
Tumoren bestatigen die Literaturbefunde einer haufigen MGMT-Promotor-Hypermethylierung

sowohl in anaplastischen Oligoastrozytomen als auch in Glioblastomen. Stellt man diese
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Methylierungsergebnisse in direkten Zusammenhang mit den Befunden aus der realtime
PCR-Analyse, ist eine deutliche Korrelation eine verringerten MGMT-Expression der MGMT-
Promotor-hypermethylierten Tumoren 2zu erkennen. Die beiden hypermethylierten
anaplastischen Oligoastrozytome (1488/00, 820/00) zeigen eine geringe MGMT-Expression
(RQV=0,015 bzw. 0,025). In Fall 820/00 lag ein Verlust auf 10925.1926.1 in der Region von
MGMT vor, so dass in diesem Fall das Gen méglicherweise vollstidndig ausgeschaltet ist. In
dem zweiten hypermethylierten anaplastischen Oligoastrozytom war mit CGH keine Deletion
in der MGMT-Region nachweisbar. Da die Expression in diesem Tumor jedoch so gering
war, ist eine unterhalb der Aufldsungsgrenze liegende Deletion des MGMT-Gens sehr
wahrscheinlich. Umgekehrt lag eine relativ hohe Expression (RQV=0,995) von MGMT in dem
Glioblastom 896/99 ohne eine MGMT-Promotor-Hypermethylierung vor. Hier ergab der
CGH-Befund einen Verlust auf 10q in der MGMT-Region eines Chromosoms, d.h. bereits
heterozygot vorhandenes MGMT resultiert in einer entsprechenden Proteinmenge. In dem
Glioblastom 1460/99 wurde eine Hypermethylierung des Promotors sowie ein Gewinn in der
MGMT-Region mit Hilfe der CGH nachgewiesen. Die Expression von MGMT liegt mit RQV=
0,123 erheblich tber den Werten der hypermethylierten Tumore mit bzw. ohne 10q Verlust.
Trotz des mit CGH nachgewiesenen Gewinns in der MGMT-Region liegt der Wert der
MGMT-Expression erheblich unter der Expression des Glioblastoms 896/99, in dem kein
hypermethylierter MGMT-Promotor gefunden wurde. Bereits diese kleine Fallzahl
verdeutlicht, dass die Promotor-Hypermethylierung eine entscheidende Rolle fir die Starke
der MGMT-Expression spielt und bestatigt den aus der Literatur bekannten Zusammenhang
einer geringeren Menge bzw. nicht vorhandenem MGMT durch epigenetische Stilllegung des
Gens (Esteller, 2005b). Inwiefern sich ein direkter Einfluss homozygot oder heterozygot
vorhandenem MGMT durch Deletion und/oder Promotor-Hypermethylierung zeigen lasst,
kann nur eine hohere Fallzahl ergeben. Im Hinblick auf die MGMT-Promotor-
Hypermethylierung ist jedoch interessant, dass sich Klon- bzw. tumorspezifische
Methylierungsmuster auszupragen scheinen. Ob sich auch der Prozentsatz der methylierten
CpG’s, wie bereits beschrieben (Costello et al., 1994, Méllemann et al., 2005), auf die Starke
der Expression auswirkt, l1asst sich mit den bisherigen Daten nicht zeigen. Denkbar ware
weiterhin, dass es flr eine transkriptionelle Stilllegung ausreichend ist, wenn bestimmte
CpG-Nukleotide methyliert vorliegen. Erst die Untersuchung einer grélReren Fallzahl kann -
nach gleichzeitiger Bericksichtigung weiterer prognostischer Parameter - zeigen, ob
spezifische = Methylierungsmuster der Promotorregion des einen Allels oder
musterunabhangige Hypermethylierung das gute Ansprechverhalten der Patienten auf
Chemotherapie bewirken (Dosiseffekt) oder, ob die deletionsbedingte Inaktivierung des
zweiten Allels erforderlich ist. Dies wirde klaren, ob ein durch verschiedene genetische und

epigenetische Mechanismen ausgeldster Dosis-Effekt zum gleichen Resultat, in diesem Fall
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dem besseren Ansprechverhalten, fuhrt. In diesem Zusammenhang waére es interessant zu
Uberprifen, ob auch in den Glioblastomen parallel vorliegende genetische Veranderungen,
wie fur die oligodendroglialen Tumoren beschrieben (Mdllemann et al., 2005), zu dem
besseren Ansprechverhalten der Patienten mit einem 10g-Verlust bzw. einer Promotor-

Hypermethylierung von MGMT als positivem prognostischen Faktor beitragen.

4.9. Ausblick und Vorschléage fiir weitere Untersuchungen

Die vorgelegten Ergebnisse haben gezeigt, dass mit der im Vergleich zu einer
molekulargenetischen  Untersuchung relativ  gering auflésenden  vergleichenden
genomischen Hybridisierung bereits gute Korrelationen zu der Wirksamkeit von
Temozolomid beim Patienten gefunden werden kénnen. Dabei Uberblickt die CGH das
Gesamtgenom, zeigt also auch unerwartete Befunde, bzw. solche, nach denen nicht gezielt
gesucht worden ist, wahrend mit molekulargenetischen Ansatzen (z.B. Sequenzierung,
SSCP, LOH) immer nur Informationen zu einzelnen Genen gewonnen werden, die gezielt
untersucht werden. Aus den CGH-Befunden lasst sich jedoch keine Aussage Uber
heterozygote oder homozygote Verluste treffen, so dass offen bleibt, welche der in diesen
Regionen lokalisierten (und bekannten) Gene fur das Tumorgeschehen und den
Therapieerfolg jeweils relevant sind. Mittels weiterfUihrenden molekulargenetischen
Methoden sollte geklart werden, ob die jeweils zweiten Allele dieser Gene ebenfalls durch
Deletion, Mutation oder epigenetische Mechanismen, wie Promoter-Methylierung, inaktiviert
werden. Auch die Wirksamkeit kombinierter heterozygoter Verluste oder Inaktivierungen
mehrerer Gene wird diskutiert und ist beschrieben (Gendosis-Effekte). Bereits die reduzierte
Expression eines DNA-Reparatur-Gens kann gegebenenfalls nicht mehr die Wirkung eines
Zytostatikums verhindern. Der heterozygote Verlust eines Tumorsuppressorgens kann in
Kombination mit anderen ebenfalls noch hemizygot aktiven Genen noch eine Apoptose
erzwingen. Immunhistochemische Untersuchungen und solche mit Expressions-Arrays
kénnen hier weiterflihrende quantitative Ergebnisse Uber die Modulation der Genexpression
liefern. Aus wissenschaftlichen Griinden ist es allerdings unverzichtbar, die beteiligten Gene,
Wirkmechanismen und Dosisbeziehungen aufzuklaren. Da diese Tumoren bekanntermalen
neben einer intertumoralen auch eine intratumorale Heterogenitat aufzeigen, ist weiterhin
denkbar, dass gerade durch die nachfolgende Strahlen- und Chemotherapie in vivo ein
Selektionsvorteil bestimmter Klone entsteht.

Fur die klinische Anwendung fragt sich allerdings, ob derartige Untersuchungen auf dem
hdéheren Wissensstand dann fir den konkreten Patienten noch sinnvoll und finanzierbar sind
und die Ergebnisse in einem verninftigen zeitlichen Abstand zur Operation erzielt werden
kénnen. Die CGH-Befunde koénnen in ca. zwei Wochen nach Erhalt der Tumorbiopsie

mitgeteilt werden, so dass diese Daten in der Nachsorge der Patienten beziglich der an die
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Operation anschlieBenden Chemotherapie nach etwa vier Wochen berticksichtigt werden

kbnnen.
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5. Zusammenfassung

Das Glioblastom, das typische Karzinom des Gehirns, gehdrt zu den bdésartigsten
Tumoren des Menschen. Es flhrt, behandelt wie unbehandelt zum Tode. Eine véllige
operative Entfernung ist wegen der ausgepragten Infiltration ins umgebende Hirngewebe
unmaglich. In der Regel wird eine Strahlenbehandlung, haufig auch eine Chemotherapie
angeschlossen, die den Zeitraum bis zum Auftreten eines Rezidivs und bis zum Tode des

Patienten von weniger als einem Jahr bis auf etwa zwei Jahre zu verlangern vermag.

Das Glioblastom ist auRerdem ein Tumor mit erheblichen genetischen Veranderungen
und einer ungewodhnlichen groflen intratumoralen wie intertumoralen genetischen
Heterogenitat, die im histologischen Befund nur bedingt zum Ausdruck kommt, aber

offenbar wesentlichen Einfluss auf den - voriibergehenden- Therapieerfolg austibt.

In der vorliegenden Arbeit wurde gepriift, ob der unterschiedliche Behandlungserfolg von
Glioblastomen mit dem handelslblichen Zytostatikum Temozolomid (TMZ; Temodal®),
einem DNA-alkylierenden Agens, durch definierte genetische Veranderungen der

Tumorzellen beeinflusst wird.

Es wurden 53 Gliome mit Hilfe der vergleichenden genomischen Hybridisierung
karyotypiert. Bei diesem Verfahren wird die Gesamt-DNA einer kleinen Tumorbiopsie
unter standardisierten Bedingungen auf normale Metaphasechromosomen hybridisiert.
Dadurch werden Vermehrungen und Verluste bestimmter Chromosomenabschnitte mit
einer Auflésung von etwa 15 Mb fur Kopiengewinne (1,5 Mb fur hdhere Amplifikationen)
und 20-30 Mb far Verluste erkennbar, die in ca. 40-50% der untersuchten Zellen

vorliegen. Veranderungen in sehr kleinen Subklonen werden nicht erkannt.

Als charakteristische einheitliche Veranderungen, die in der Uberwiegenden Mehrzahl der
Tumoren vorlagen, wurden Zugewinne von Chromosomen 7 (komplett oder partiell) und
Verluste von 9p, 10 (komplett oder partiell) sowie 13q nachgewiesen. Es wurde
sichergestellt, dass kein statistischer Unterschied in diesem Spektrum zwischen den
Tumoren der Patienten die nur nachbestrahlt worden waren und denjenigen, die

zusatzlich TMZ erhalten hatten, bestand.

TMZ-behandelte Patienten zeigten eine deutlich hdhere Uberlebenszeit von 19.2/7,5
Monaten. Bei den TMZ-unbehandelten Patienten bestatigte sich der bekannte Effekt, dass
der Verlust von 9p- und 10q die Uberlebenszeit signifikant verschlechtert. Es zeigte sich
weiter, dass jedoch gerade diese Untergruppe von TMZ besonders profitiert. Eine
Multivarianz-Analyse differenzierte dahingehend, dass der Effekt fur 9p-Verluste der

allgemein starkere war, fur Patienten Gber 53 Jahren jedoch 10g-Verluste.
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In Ubereinstimmung mit der Literatur wurde die Hypothese aufgestellt, dass als
Markergene in erster Linie fir 9p die einander benachbarten Tumorsuppressorgene
CDKN2A und CDKN2B (p16, p15) und fur 10q das DNA-Reparatur-Gen MGMT zu
diskutieren sind. Die fur einen weitgehenden oder kompletten Expressionsverlust dieser
Gene erforderliche Inaktivierung der jeweils zweiten Kopie der Markergene kann durch
(submikroskopische) Deletion, Mutation oder epigenetisch durch Promoter-
Hypermethylierung erfolgen. In drei von vier darauf untersuchten Tumoren konnte eine
Hypermethylierung und in der RT-PCR eine deutlich reduzierte Expression von MGMT

gezeigt werden.

Die Ergebnisse genetischer Untersuchungen koénnten kiinftig eine gezieltere
Chemotherapie von Glioblastompatienten ermoéglichen, da histologische Befunde keine

diesbezliglichen Informationen liefern.
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6. Summary

The Glioblastoma, typical karzinoma of the brain, belongs to the most malignant tumors of
humans. It leads, treated as untreated to death. A complete surgical removal is impossible
because of the pronounced infiltration in the surrounding brain tissue. Usually a
radiotherapy, frequently also a chemotherapy, is attached which is able to extend the
period up to the reccurrence and up to the death of the patient of less than one year up to

approximately two years.

In addition, the Glioblastoma is a tumor with substantial genetic changes and an unusual
large intratumoral and intertumoral genetic heterogeneity, which is in the histological
findings only conditionally expressed, but obviously exercises substantial influence on -

passing therapy success.

In the available work it was examined, whether the different treatment success of
glioblastoma with the commercial cytostatic drug Temozolomid (TMZ; Temodal®), an

DNA alkylating agent, is affected by defined genetic changes of the tumor cells.

53 gliomas were karyotyped with the help of comparative genomischen hybridizing (CGH).
With this procedure, the entire DNA of a small tumorbiopsie is hybridized on normal
metaphase-chromosomes under standardized conditions. Thus gains and losses of
intended chromosomal regions become recognizable with a dissolution of approximately
15 Mb for copy gains (1.5 Mb for higher amplifications) and 20-30 Mb for losses, which
are present in approx. 40-50% of the examined cells. Changes in very small subclones

are not recognized.

As characteristic uniform changes, which were present in the predominant majority of the
tumors, increases of chromosome 7 (completely or partially) and losses of 9p, 10
(completely or partially) as well as 13q became proven. It was guaranteed that no statistic
difference in this spectrum between the tumors of the patients had been only after-

illuminated and those, which had received additionally TMZ existed.

TMZ-treated patients showed a clearly higher survival period of 19.2/7,5 months. With the
TMZ-untreated patients, the well-known effect was confirmed that the loss of 9p and 10q
worsened the survival period significantly. However, straight this sub-group particularly
profits from TMZ. A multivariate-analysis differentiated in such a way that the effect of 9p

losses was the generally stronger, for patients over 53 years however 10g-losses.

In agreement with the literature the hypothesis was set up that as marker genes for 9p
primarily the each other neighbouring tumorsuppressorgenes CDKN2A and CDKN2B
(p16, p15) and for 10q the DNA repair gene MGMT are to be discussed. that necessary

for a large or complete expression Inactivating loss of the second copy of the marker
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genes can take place via (submicroscopic) deletion, mutation or epigenetically via
promoter-hypermethylation. In three of four tumors examined for it a Hypermethylierung

could be shown and in the RT-PCR a clearly reduced expression of MGMT.

In the future, the results of genetic investigations could make a more purposeful
chemotherapy possible of glioblastoma patients, since histological findings do not supply

relevant information.
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8.1. Abkiirzungsverzeichnis
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ACNU
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AlIC

Aqua dest
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bio-11-dUTP
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BCNU
BSA

bzw

°C

ca.

CCNU

cen
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CDK
CDKN2A/B
CGH
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DAPI

deion

d.h.
dig-11-dUTP

DMBT1
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DNA
DNase
E. coli
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EGF
EGFR
EtOH
FCS
FGF
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g

GAS
GLI
GBM
GS
GST
GTG-Banderung
h

Ampere

Abbildung

absolut
1-[(4-amino-2-methyl-pyrimidin-5-yl)methylamino]-N-(2-
chloroethyl)-N-nitroso-formamid
0°-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase
5-Aminoimidazol-4-carboxamid
destilliertes Wasser

American Type Culture Collection

mit Biotin Uber eine Kohlenstoffkette verknlpftes
Desoxyuridintriphosphatmolekil
R2-Mikroglobulin

Basenpaare
N-(2-chloroethyl)-1-(2-chloroethylamino)-N-nitroso-formamid
Rinderserumalbumin

beziehungsweise

Grad Celsius

circa
1-(2-chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-Nitrosurea
zentromernahes Heterochromatin
komplementare DNA (copy DNA)
Cyclin-dependent kinase
Cyclin-dependent kinase inhibitor-2A/B
Vergleichende genomische Hybridisierung
Zentimeter

4,6-Diamino-2-Phenylidol

deionisiert

das heif3t

mit Digoxygenin Uber eine Kohlenstoffkette verknupftes
Desoxyuridintriphosphatmolekdl

Deleted in malignant brain tumors 1
double minutes

Desoxyribunukleinsaure
Desoxyribonuklease

Escherichia coli
Ethylendiaminotetraessigsaure

Epidermal growth factor

Epidermal growth factor receptor

Ethanol

Fetales Kalberserum

Fibroblast growth factor

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
Fluoresceinisothiocyanat
Erdbeschleunigung 9,81m/s?

Glioma amplified sequence
Glioma-associated oncogene homolog (zinc finger protein)
Glioblastoma multiforme

Ziegen-Serum

Glutathion-S-Transferase

Giemsa Trypsin -Banderung

Stunde
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HRAS Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
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ISH In situ- Hybridisierung

kB Kilobasen

I Liter

LOH Loss of heterozygosity, Verlust eines Allels durch dessen
heterozygote Deletion

M Molar

MDM2 Mouse double minute 2

MET met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor)

mg Milligramm

MGMT 0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

MTIC 5-(3-Methyltriazen-1-yl)imidazol-4-carboxamid

min Minute

mi Milliliter

mM Millimolar

MMR mismatch repair

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

MW Mittelwert

MYC v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog

NF Neurofibromatose

ng Nanogramm

Nr. Nummer

OGAT O°-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase

0°-MeG 0°-Methylguanin

oT Objekttrager

P kurzer Arm des Chromosoms

PBS Phosphat-gepufferte Salzldsung

PCR Polymerase Ketten Reaktion

PDGF platelet derived growth factor

PDFGFR platelet derived growth factor receptor

PFA Paraformaldehyd

pg Pikogramm

p-gp p-Glycoprotein

PIP3 Phosphatidyl inositol phosphat

PTEN Phosphatase and tensin homolog

q langer Arm des Chromosoms

RB1 Retinoblastoma 1

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

SAS Sarcoma amplified sequence

SD Standardabweichung

SDS Sodium dodecyl sulfate

sek Sekunden

sGBM sekundares Glioblastoma multiforme

SSC Natriumchlorid-Citrat-Puffer

ssss-DNA single strande salmon sperm DNA

STK Serine/Threonin Kinase

Tab Tabelle

™ Schmelzpunkt

TMZ Temozolomid

TP53 Tumorsuppressorgen p53

Tris Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
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UPM Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

U.N. Uber Nacht

Vv Volt

VEGF vascular endothelial growth factor
Vol Volumen

WHO Weltgesundheitsorganisation

WT Wildtyp

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem

Mg Mikrogramm

i Mikroliter

8.2. Material- und Herstellernachweis

8.21.

Agarose
anti-DIG-Rhodamin
AR-10-Solution
R2-Mikroglobulin sense, antisense
BCIP (Bromo-4-Chloro-Indolylphophat)
Biotin-Nick-Translation-Mix
Bovine Serum Albumin BSA
Colcemid
Cot1-DNA, human (1 mg/ml)
Cy3-dCTP
Cy5-dCTP
DAPI (Vectashield® with DAPI)
DNA-Leiter (50 bp)
dNTP-Mix
DIG-Nick-Translation-Mix
Digoxigenin-alkalische Phosphatase
Ethidiumbromid (500 ng/ml)
fetales Kalberserum FCS
Fixogum
GenoSensor™Array 300
GFX PCR DNA &

Gel Band Purification Kit
Harris modified Hematoxylin
Marker VIII (0,25 ug/ul)
MGMT-Antikérper, humanes Klon MT3.1
MGMT sense, antisense
MultiLink®-HRP Kit
Nitrocellulosemembran Hybond
NBT (Nitroblau-Tetrazoliumsalz
Oligo(dTg)-Primer

Chemikalien, Enzyme, Kits, Verbrauchsmaterial

Biozym, Hessisch Oldendorf

Roche Diagnostics, Mannheim
Biogenex, San Ramon, CA, USA
Operon, Koln

Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma, Taufkirchen

GIBCO BRL, Life Technologies, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim

Perkin Elmer/NEN

Perkin ElImer/NEN

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Life-Technologies

Amersham pharmacia, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Merck, Darmstadt

GIBCO BRL, Life Technologies, Karlsruhe
Marabu, Tamm

Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA
Amersham pharmacia, Freiburg

Sigma, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Chemicon, Temecula, CA, USA
Operon, Koln

Biogenex, San Ramon, CA, USA
Amersham pharmacia, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim
Operon, Koln
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Pbmax
PCR-Puffer
Penicillin
Pepsin (2500 U/mgq)
PeqGold RNase Inhibitor Plus (10 U/ul)
Plasmid Mini Kit
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol
25:24:1, pH 8.0
Phytohamagglutinin
Proteinase K (30 mAnson-U/mg)
Q-Lbésung
Omniscript® Reverse Transcriptase Kit
Qiashredder®-Saulen
QuantiTect SYBR Green PCR Kit
RNase H (100 ug/ml)
RNeasy® Mini Kit
Roti®-HistoKit
RPMI,
SOC-Medium
2 % Trypton, 0,5 % Hefe-Extrakt,

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Amersham pharmacia, Freiburg

GIBCO BRL, Life Technologies, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

PeqLab, Erlangen

Qiagen; Hilden

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

GIBCO BRL, Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

GIBCO BRL, Life Technologies, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCly,

10 mM MgSQO,, 20 mM Glucose
Streptavidin-alkalische Phosphatase
Streptavidin-FITC
Streptomycin
Taqg-Polymerase (5 U/pul)

TOPO TA Cloning® Kit for Sequenzing
Wizard Genomic DNA Purififcation Kit

Vector, Burlingame, CA, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA
GIBCO BRL, Life Technologies, Karlsruhe
Amersham pharmacia, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Alle weiteren, hier nicht genannten Puffersalze und Chemikalien wurden von den Firmen
Merck (Darmstadt), Sigma (Taufkirchen) oder Serva (Heidelberg) bezogen.

8.2.2. Losungen

Alle Lésungen wurden mit Aqua dest. unter méglichst reinen Bedingungen angesetzt.

Im Folgenden sind die haufig benutzten Lésungen angegeben. Die speziellen Lésungen

finden sich bei der jeweiligen Technik im Methodenteil.

Erythrozyten-Lysis-Puffer

155mM Nh,CI

10mM KHCO;
0,imM Na EDTA pH 7,4

Ladepuffer

0,1 M NasEDTA

40 % Saccharose
1 Spatelspitze Bromphenolblau (fir 10 ml)
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SE-Puffer

20x SSC

PBS-Puffer

10 x TAE-Puffer

TE-Puffer

75mM NacCl

25mM EDTA (pH8,0)

3M NaCl

0,3 M NaCitrat (pH 7,0)

150mM NaCl
8mM Na;HPO,
2mM KCI

2mM KH,PO, (pH7,0)

400 mM Tris

120 mM Natriumacetat

20 mM EDTA

mit HCI auf pH 8,3 einstellen

10 mM Tris-HCI (ph7,6)

1 mM Na,EDTA

8.2.3. Gerate und Software

Brutschrank
CCD-Kamera

Fluoreszenzmikroskop

Heizplatte

Hellfeldmikroskop

ISIS Software
Kahlzentrifuge

Power Supply

RelQuant Software

Spektrometer
Thermocycler

Thermomixer
Tischzentrifuge

UV-Stratalinker
Waagen

Wasserbader
Werkbank
Zytozentrifuge

begast

CH 250 (Kamera)
CE 200A (Kuhlung)

AX 70

15801

BX 61

Version 3.1
Z233MK
Rotanta/RP
EPS 301
Version 3.5
Ultrospec 3000
LightCycler 5.32
PTC-100™

comfort
Minispin
Hyspin 16K
1800

H110
L2200S
1803
LaminAir
Rotanta/P

Heraeus, Hanau
Photometrics, Tucson, Arizona,
USA

Olympus, Hamburg

Medax

Olympus, Hamburg
Metasystems, Altlussheim
Hermle, Wehingen

Hettich, Tuttlingen

Pharmacia Biotech, Erlangen
Roche Diagnostics, Mannheim
Pharmacia Biotech, Erlangen
Roche Diagnostics, Mannheim
MJ Research, Inc.; Biozym
Diagnostics GmbH, Hessisch Oldendorf
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Anachem, Luton, UK
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Sartorius, Gottingen

Sartorius, Géttingen

GFL, Grof3burgwedel
Heraeus, Hanau

Hettich, Tuttlingen
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