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Bedeutung von NDRG1 fiir die Angiogenese, Tumorproliferation und Therapieresis-
tenz gegenuber einer antiangiogenen und antitumoralen Therapie im Rahmen eines
experimentellen Gliommodells

Einleitung Glioblastome sind mit einer Inzidenz von 3—-4/100.000/Jahr die haufigste
Entitat unter den Gliomen und somit die haufigsten intrinsischen Hirntumore [2]. Hypoxie-
regulierte Molekule spielen eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit vaskularen Re-
sistenzmechanismen gegenuber antiangiogener und chemotherapeutischer Therapie.
Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass das N-myc-downstream-regulierte Gen 1
(NDRG1) durch eine Reihe unterschiedlicher Faktoren wie zellularer Stress, Hypoxie,
DNA-Schaden, Onkogen und Tumorsuppressor-Gene reguliert wird. Ziel der vorliegen-
den Studie war es, die Rolle von NDRG1 in Hinsicht auf die Gliomangiogenese, die
Tumorzellproliferation und TumorgrofRe sowohl unter antiangiogener (Sunitinib) sowie
chemotherapeutischer Behandlung (Temozolomid) zu evaluieren [1].

Material / Methoden Methodisch wurde hierfur ein orthotopes Tumor-Mausmodell
verwendet. Dabei wurden U87MG-Glioblastomzellen stereotaktisch intrakraniell NuNu-
Mausen implantiert. An den Tagen 14, 21 und 28 post operationem wurden MRT-Bilder
erstellt zur Bestimmung der Tumorprogression in vivo. In einer zweiten Versuchsreihe
wurden die Tiere zudem ab Tag 21 fur sechs Tage mit Sunitinib (Su) beziehungsweise
Temozolomid (TMZ) behandelt. An Tag 28 erfolgte in beiden Versuchsreihen die Tumor-
explantation und nachfolgend die Anfertigung von Gefrierschnitten. Anhand der Schnitte
wurden weiterfUhrende Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt [1].

Ergebnisse Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass die Uberexpression von
NDRG1 zu einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums in vivo fuhrt im Vergleich
zu der Kontrollgruppe. Dies resultiert in einem Uberlebensvorteil der Tiere. Zudem wiesen
die Tumore aus den NDRG1-Uberexprimierenden Gliomzellen eine signifikant geringe-
re Tumorzellproliferationsrate (PHH3) auf verglichen mit der Kontrollgruppe. Zusatzlich
konnte auch eine signifikant erniedrigte Endothelzellproliferation (Ki-67) festgestellt wer-
den. Darlber hinaus waren in NDRG1-Uberexprimierenden U87MG-Tumoren reduzierte
Gefalistrukturen nachweisbar bei aufrechterhaltender Endothelzell-Perizyten Interaktion.
Zudem konnte in diesen Tumoren immunhistochemisch eine reduzierte Gefal3dichte dar-
gestellt werden. Dieser antiangiogene Effekt von NDRG1 zeigt sich auch in Experimenten
unter Therapie mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib. So zeigt sich nur eine gering-
gradige Reduktion des Tumorwachstums und der Gefal3dichte, sodass man vielmehr
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von einer resistenten Reaktion gegenuber der antiangiogenen Therapie sprechen kann.
SchlieRlich stellt sich in einer weiteren Versuchsreihe auch eine Resistenz der NDRG1-
Uberexprimierenden Tumore gegenuber einer Therapie mit Temozolomid (TMZ) dar,
wohingegen die TMZ-Therapie bei der Kontrollgruppe eine sehr gute Wirkung entfaltete

[1]

Zusammenfassung Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass NDRG1 ei-
nen antiangiogenen Einfluss auf das sich entwickelnde mikrovaskulare System im Gliom
hat und beteiligt sein konnte an der Entwicklung von Resistenzmechanismen gegenuber
antiangiogenen und alkylierenden Therapeutika [1].
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Abstract

Importance of NDRG1 for angiogenesis, tumor proliferation and therapy resistance
to anti-angiogenic and anti-tumor therapy in an experimental glioma model

Introduction With an incidence of 3—4/100,000/year glioblastomas are the most com-
mon entity among gliomas, and thus the most common intrinsic brain tumor [2]. Hypoxia-
regulated molecules play an important role in connection with vascular mechanisms of
resistance to anti-angiogenic and chemotherapeutic therapy. Numerous studies indicate
that N-myc downstream-regulated gene 1 (NDRGH1) is regulated by a variety of factors in-
cluding cellular stress, hypoxia, DNA damage, oncogenes, and tumor suppressor genes.
The present study aimed to evaluate the role of NDRG1 in glioma angiogenesis, tumor
cell proliferation, and tumor size as well as under antiangiogenic (Sunitinib) and chemo-
therapeutic treatment (Temozolomide) [1].

Material /| Methods An orthotopic tumor mouse model was used for this purpose.
U87MG glioblastoma cells were stereotactically intracranially implanted in NuNu mice.
On days 14, 21, and 28 postoperative, MR images were performed to evaluate tumor
progression in vivo. In the second series of experiments, mice were treated with Su-
nitinib (Su) respectively Temozolomide (TMZ) from day 21 for 6 days. On day 28, the
tumor explantation was carried out followed by the preparation of frozen sections. Further
immunofluorescent stainings were performed [1].

Results The results of our study show that overexpression of NDRG1 leads to a signifi-
cant reduction of tumor growth in vivo compared to the control group. This results in a sur-
vival advantage of the animals. In addition, the tumors from the NDRG1-overexpressing
glioma cells had a significantly lower tumor cell proliferation rate (PHH3) compared to
the control group. Further, a significantly reduced endothelial cell proliferation (Ki-67) was
found. Moreover, in NDRG1 overexpressing U87MG tumors, reduced vascular structures
were detectable with sustained endothelial cell-pericyte interaction. In addition, a redu-
ced vascular density could be demonstrated immunohistochemically in these tumors. This
anti-angiogenic effect of NDRG1 is also demonstrated in experiments under therapy with
the tyrosine kinase inhibitor sunitinib. Thus, only a slight reduction of tumor growth and
vascular density is observed, so that one can rather speak of a resistant reaction to
anti-angiogenic therapy. Finally, in a further series of experiments, the resistance of the
NDRG1-overexpressing tumors to therapy with temozolomide (TMZ) was also shown,
whereas TMZ therapy had a good effect in the control group [1].
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Conclusion The results of this study suggest that NDRG1 has an antiangiogenic impact
on the developing microvascular system in gliomas and may be involved in the develop-
ment of resistance mechanisms to antiangiogenic and alkylating therapeutics [1].
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1.1 Maligne Gliome
1.1.1 Epidemiologie maligner Gliome

Unter primaren Gehirntumoren versteht man eine heterogene Gruppe von Tumoren, die
von Zellen aus dem zentralen Nervensystem (ZNS) abstammen. Diese konnen gutartig
oder bosartig sein. Die haufigsten bdsartigen primaren Gehirntumore bei Erwachsenen
stellen mit 75 % die Gliome dar [3]. Diese sind neuroektodermalen Ursprungs aus Glia-
zellen oder deren Vorlauferzellen und umfassen entsprechend ihrer zytogenetischen Her-
kunft Astrozytome, Oligodendrogliome und Ependymome. Aktuell erfolgt die internationa-
le Nomenklatur und Diagnose von Gliomen nach der WHO (World Health Organisation)-
Klassifizierung. Hierbei werden die Gliome in Grad | bis IV auf Grundlage ihrer Malignitat
und histopathologischer Kriterien eingeteilt. Klasse-I-Gliome beziehen sich auf Lasionen,
die eine geringe Proliferation aufweisen und die durch chirurgische Verfahren behandelt
werden konnen, wahrend Grad-lI- bis -IV-Gliome hochgradig maligne und invasiv wach-
sende Tumore darstellen [4, 5].

Das Glioblastoma multiforme ist die am aggressivsten, invasiv und undifferenziert wach-
sende Form von Gehirntumore und wurde von der WHO mit Grad |V definiert [5, 6].

Primare Gehirntumore machen schatzungsweise etwa 2 % aller Krebsarten aus, mit einer
jahrlichen Gesamtinzidenz von 22 pro 100.000 Einwohner. Die Inzidenz steigt mit voran-
schreitendem Alter und ist am hdchsten bei Personen, die alter sind als 85 Jahre [4].

maligne (32%) nicht maligne (68%)

andere maligneTumore (8%)1 :
Ependymome (WHO 11111}
Cligodendrogliom (<2%)
(WHO 1111}

(~1:5%)

diffuse Astrozytome
(WHO Iy

(~5-5%)

Meningiome (WHO HI)
(37%)

Glioblastome (WHO V) ™
15% -
asn

=

-
/‘

Hypophysen-
tumore
(WHO 11y

andere nicht maligne (16%)

Tumore (7%)*

Nervenscheidentumor(WHO I)
(B%)

Abbildung 1: Gliome sind fur 75 % der malignen Gehirntumoren verantwortlich, von denen
mehr als die Halfte Glioblastome darstellen.
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1 Einleitung

Die Haufigkeit primarer Hirntumore und das Uberleben variiert, abhangig von Alter, Ge-
schlecht, ethnischer Herkunft sowie Tumortyp und molekularen Merkmalen des Patienten.
Maligne Gehirntumore wie Gliome, Lymphome, Embryonal- und Keimzelltumore treten bei
Mannern etwas haufiger auf. Sie haben eine durchschnittliche jahrliche Sterblichkeitsrate
von 4-32 pro 100.000 Einwohner mit einem durchschnittlichen 5-Jahres-Uberleben von
35 % [3, 4].

Zu dem allgemeinen Begriff Glioblastom gehdren astrozytische Tumore (Astrozytom,
anaplastische Astrozytome und Glioblastome), Oligodendrogliome, Ependymome und
gemischte Gliome [6, 7, 8, 9]. Sie sind die am haufigsten vorkommenden Tumore des
zentralen Nervensystems (ZNS), die fast 80 % aller malignen Primartumoren des Ge-
hirns ausmachen (siehe Abbildung 1) [6, 9, 10]. Das Glioblastoma multiforme (GBM)
ist der bdsartigste und haufigste Typ primarer Astrozytome. Das GBM stellt 50 % aller
Gliome aus allen Altersgruppen [11]. Es kann in jedem Alter auftreten, jedoch liegt die
Spitzeninzidenz zwischen 55 und 60 Jahren [12]. Maligne Gliome sind der Grund flr
2,5 % der krebsbedingten Todesfalle und sind die dritthaufigste Todesursache bei Krebs
bei Personen zwischen 15 und 34 Jahren [6]. Das Verhaltnis der GBM-Inzidenz ist bei
Mannern hoher als bei Frauen [13, 12]. Die westliche Welt hat eine hdhere Inzidenz
von Gliomen als weniger entwickelte Lander [13], was auf schlechtere Dokumentation
und eingeschrankten Zugang zum Gesundheitswesen sowie Unterschiede in der Dia-
gnostik zurackzufuhren ist [14]. Trotz multimodaler Behandlungsansatze basierend auf
einer Temozolomid (TMZ)-Chemotherapie und Strahlentherapie, betragt das mediane
Uberleben von Patienten mit GBM nur 14,6 Monate nach Diagnosestellung und die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt lediglich bei 4-5 % [6, 8, 15]. Laut einer Studie Uberlebten
nur 2 % der Patienten mit GBM drei Jahre oder langer [7].

1.2 Atiologie und Risikofaktoren maligner Gliome

Uber die Atiologie von Hirntumoren ist bisher wenig bekannt. Es sind keine eindeutigen
zugrundeliegenden karzinogenen Ursachen gefunden worden. Bis heute ist eine Exposi-
tion gegenuber hochdosierter ionisierender Strahlung der einzige bestatigte Risikofaktor
[16, 17]. So sind seit den 1960er Jahren mehr als 116 Falle von GBM aufgrund von Strah-
lenexposition gemeldet worden und es wird angenommen, dass das Gesamtrisiko fur die
Entwicklung eines GBM nach Strahlentherapie 2,5 % betragt [18]. Es konnte beobachtet
werden, dass relativ geringe Strahlendosen, die beispielsweise zur Behandlung von Tinea
capitis und Hauthamangiomen bei Kindern oder Sauglingen verwendet werden, auch mit
einem relativen Risiko von 3 fur Gliome in Verbindung gebracht werden [6, 19]. Umfangrei-
che retrospektive Kohorten-Studien zeigen auch ein deutlich erhdhtes Risiko bei Kindern
nach der Exposition gegenuber therapeutischer intrakranieller Bestrahlung — abhangig

1
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von Patientenalter und Strahlendosis/-volumen [6]. DarUber hinaus waren Patienten an-
falliger ein GBM zu entwickeln, die eine Behandlung aufgrund einer akuten lymphatischen
Leukamie (ALL) erhielten; entweder als unmittelbare Folge der Leukamie oder als uner-
wulnschte Arzneimittelwirkung der Chemotherapeutika [18]. Kein schllssiger Zusammen-
hang konnte zwischen dem Auftreten von Gliomen und Umweltfaktoren wie Rauchen, Er-
nahrungsverhalten, Handys oder elektromagnetischer Felder, schweren Kopfverletzung
oder beruflichen Risikofaktoren wie Pestizidbelastungen gefunden werden [16, 17]. Dar-
Uber hinaus wurde die These aufgestellt, dass Infektionen und allergische Erkrankungen
eine schutzende Wirkung hinsichtlich der Entwicklung von Gliomen haben konnten, die
auf die Aktivierung des Immunsystems zuruckzufuhren sei [14, 17]. Gliome werden eben-
falls in bestimmten Familien gefunden, allerdings ist das Suszeptibilitdtsgen noch nicht
identifiziert worden [17]. Eine genetische Pradisposition wurde nurin 5-10 % der Falle be-
obachtet [14]. Seltene genetische Storungen einschliellich der Neurofibromatose Typ 1
und Typ 2 sowie dem Li-Fraumeni oder dem Turcot Syndrom sowie die tuberdse Sklerose
sind mit einer erhdhten Inzidenz assoziiert [6, 14, 17, 20].

1.3 Histopathologische und molekulare Klassifizierung von
malignen Gliomen

Die Fortschritte auf dem Gebiet der Molekularbiologie haben das Verstandnis in den ver-
gangenen Jahren hinsichtlich der Pathogenese von Gliomen verbessert. In der Aktualisie-
rung der Klassifikation der WHO im Jahre 2016 erfolgte erstmals die grundlegende Im-
plementierung dieser molekularen Parameter in die neuropathologische Diagnostik, was
wiederum in Kombination mit der Tumor-Histologie respektive dem Grading, basierend auf
morphologischen Merkmalen, in einer differenzierten Einteilung von Gliomen miindete [4,
5, 2].

Zu den wichtigsten molekularen Markern gehoren:

* Isozitrat-Dehydrogenase 1 und/oder -2 (IDH-1/-2)
Diffuse Gliome, die IDH1/2-Mutationen enthalten, sind mit einer besseren Prognose
verbunden als diffuse Gliome mit dem IDH-Wildtyp [4].

» Kodeletion der Chromosomenteile 1p und 19q
1p/19g-Codeletion fuhrt zu einer gunstigen Prognose unter diffusen Gliomen und
l&sst ein besseres Ansprechen auf eine alkylierende Chemotherapie erwarten [2].

* Mutation im Histon 3 (H3 K27M)
Unter allen diffusen Gliomen weisen die H3 Lys27Met-mutierten Tumore im Allge-
meinen die schlechteste Prognose auf (2-Jahres-Uberleben < 10 %). Sie gelten als
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WHO-Grad IV, auch wenn ihre Histologie ansonsten schwach oder anaplastisch er-
scheint [2].

+ Methylierung des Promotors fiir die O®-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
(MGMT)
0O8-Methylguanin-DNA-Methyltransferase ist ein DNA-Reparaturprotein, das an der
Wiederherstellung von Schaden beteiligt ist, die durch Alkylierungsmittel wie Temo-
zolomid induziert wurden. Die Methylierung des MGMT-Promotors (MGMTp) schal-
tet das MGMT-Gen aus und verringert die Fahigkeit von Tumorzellen, solche Scha-
den zu reparieren. Die Methylierung von MGMTp prognostiziert einen Vorteil von
alkylierenden Chemotherapien bei Glioblastompatienten, einschlieBlich alterer Pati-
enten. Die MGMTp verleiht den anaplastischen Astrozytomen und den Glioblasto-
men ebenso eine gunstige Prognose [2, 4].

Diese kombinierte phanotypische und genotypische Klassifikation der Tumore anhand die-
ser zusatzlichen molekularen Parameter erlaubt eine bessere diagnostische Objektivitat
und fihrt mutmalilich zu einer genaueren Bestimmung der Prognose und des Behand-
lungsansprechens. Ebenso bildet sie die Grundlage fur die Erstellung von aktuellen Leitli-
nien fur die Diagnose und Therapie von malignen primaren Hirntumoren [4, 2].

Die Herausforderung besteht derzeit darin, diese Fortschritte in wirksame Behandlungs-
strategien umzusetzen — so konzentrieren sich derzeitige Bemuihungen auf die Entwick-
lung von molekularen zielgerichteten Therapien, Immuntherapien, Gentherapien und neu-
artigen Technologien zur Wirkstoffabgabe.

Die Ergebnisse mit Single-Agent-Therapien waren bisher enttduschend, und Kombina-
tionstherapien scheinen erforderlich zu sein, um ein breites und dauerhaftes Antitumor-
Ansprechen zu erreichen. Biomarker-bezogene klinische Studien kdnnten die Effizienz
der therapeutischen Entwicklung verbessern[4].

1.4 Pathogenese und histologisches Erscheinungsbild des
Glioblastoma multiforme (GBM)

Das GBM ist der bosartigste und haufigste Typ primarer Astrozytome. Gemal’ der WHO-
Klassifikation sind die GBM stets als malige im Sinne eines Grad IV-Tumors zu sehen.
Sie kdnnen sich einerseits primar, d. h. de novo direkt aus Gliazellen des Gehirns ent-
wickeln ohne klinische und histologische Hinweis auf eine Vorlauferlasion oder sich lang-
sam aus einem bereits vorhandenen mindergradigen Astrozytom entstehen (sekundare
GBM) [9]. Aktuelle experimentelle Untersuchungen haben molekulare Korrelate dieser kli-
nischen Definition gezeigt. Zu den kennzeichnenden Veranderungen der primaren GBM
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gehoren hierbei Genmutationen und Amplifikation des epidermalen Wachstumsfaktorre-
zeptors (EGFR), eine Uberexpression des mouse double minute 2 (MDM2), die Deletion
von p16 und der Verlust der Heterozygotie (LOH) von Chromosom 10q mit Phosphata-
se und Tensinhomolog (PTEN) und TERT-Promotormutation. Zu den charakteristischen
Merkmalen sekundarer GBMs gehdéren die Uberexpression des plateled-derived growth
factor A und des plateled-derived growth factor receptor alpha (PDGFA/PDGFRa), des
Retinoblastoms (RB), des LOH von 19q und Mutationen von IDH1/2, TP53 und ATRX [9,
12, 21, 22]. Eine genauere Analyse dieser zahlreichen genetischen Veranderungen hat
gezeigt, dass man diese in drei Haupt-Signalwege gruppieren kann, einschliellich der
Rezeptor Tyrosinkinase (RAS/PI3K), die in fast 88 % der GBMs verandert ist, dem P53-
Signalweg, der 87 % der GBMs betrifft und dem RB Signalweg, der in etwa 78 % der
GBMs betroffen ist [23].

Die primare Lokalisation fur das GBM ist zerebral, genauer gesagt in 95 % der Falle supra-
tentoriell. Nur wenige Prozent der Tumore treten im Kleinhirn, im Hirnstamm und im Ru-
ckenmark auf [24]. Makroskopisch stellt sich das GBM recht heterogen sozusagen “bunt”
dar mit multifokalen Blutungen, thrombosierten Gefal3en, Nekrosenbildung und zystischen
sowie gallertartigen Bereichen [6, 9].

Histologisch ahnelt das GBM einem anaplastischen Astrozytom, d.h. die Tumore zeigen
pleomorphe Zellpopulationen, die von recht kleinen schlecht differenzierten Tumorzellen
bis hin zu groRen multinuklearen Zellen mit multifokaler Nekrose sowie pseudopalisa-
denartigen Kernen und erhdhter Mitose- und Proliferationsrate reichen. Die Proliferation
von Gefaldendothelzellen ist auch ein wichtiges charakteristisches Merkmal [9]. Das GBM
wachst und metastasiert fast ausschliel3lich lokal innerhalb des ZNS. Systemische Meta-
stasen sind sehr selten [14].

1.5 Klinisches Erscheinungsbild und Diagnostik

An erster Stelle in der Diagnostik bei einem Patienten mit einem GBM steht die griindliche
klinische Untersuchung. Meist zeigt der Patient eine kurze klinischen Geschichte, wobeiim
Durchschnitt der Beginn etwa 3—6 Monaten vor Diagnosestellung liegt [6, 25]. Patienten
mit primaren Gehirntumoren kdnnen mit fokal-neurologischen Defiziten (40-60 %) (das
heil3t bezogen auf einen bestimmten Ort im Gehirn) oder mit generalisierten Symptomen
auffallen, die Uber Tage bis Wochen oder Monate bis Jahre bestehen, abhangig von der
Wachstumsgeschwindigkeit und der Lokalisation des Tumors [4, 6]. Tumore kbnnen auch
als Zufallsbefund im Rahmen einer Bildgebung des Gehirns entdeckt werden. Je nachdem
in welchem funktionellen Bereich des Gehirns der Tumor lokalisiert ist, wird ein spezifi-
sches fokal neurologisches Defizit hervorgerufen: so kbnnen Tumore des Frontallappens
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eine Personlichkeitsveranderung (20—40 %) oder eine Schwache oder Dysphasie verur-
sachen und Parietallappen-Tumore kdnnen Taubheit, Hemineglect oder raumliche Des-
orientierung herbeifihren [6]. Hirntumoren kdnnen sich jedoch auch mit generalisierten
Symptomen prasentieren: so leiden 50-80 % der Patienten unter epileptischen Anfallen
und etwa 30-50 % unter Kopfschmerzen sowie 15 % unter Symptomen eines erhdhten
intrakraniellen Drucks, wie progressive Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen sowie
Schlafrigkeit und verschwommenes Sehen aufgrund eines Papilloédems [4, 6]. Wenn die
Ausdehnung des Tumors betrachtlich ist, kann es auch zu Gleichgewichtsstérungen und
Inkontinenz kommen [6, 26].

Es schliel3t sich eine bildgebende Primardiagnostik an. Bildgebende Methode der ersten
Wahl ist hier die Magnetresonanztomographie (MRT) mit Gadolinium (T1 mit und ohne KM,
T2 und FLAIR-Sequenzen) aufgrund seiner Uberlegenen Gewebekontrastierung, womit
sich die Komplexitat und die Heterogenitat der Tumorlasion und das begleitende perifo-
kale Hirnédem deutlich visualisieren lasst [4, 6]. Die Tumore sind normalerweise unifokal,
kdnnen aber auch multifokal auftreten [26]. Eine Kontrastmittelaufnahme im Tumorgewe-
be als Zeichen einer Schrankenstérung weist auf ein malignes Gliom vom WHO Grad Il
oder V. Jedoch kdnnen auch niedriggradige Tumore vorliegen ohne KM-Anreicherung.
Hierfiur sind metabolische Bildgebungen (Positronen-Emissions-Tomographie) oder MRT
mit Magnetspektroskopie mdglich. In der kranialen Computertomographie (CCT) mit KM
weist eine Anreicherung mit girlandenformiger Ringstruktur (ringformiges Enhancement)
auf ein GMB hin — jedoch spielt sie abgesehen von der initialen Notfalldiagnostik eher
eine untergeordnete Rolle, werden aber bei Patienten empfohlen, bei denen eine MR-
Untersuchung aus bestimmten Grunden nicht durchgefuhrt werden kann, z. B. Patien-
ten mit Herzschrittmachern [26]. Bei Verdacht auf eine Hirnmetastase sollte ein systemi-
sches Tumor-Screening mit sorgfaltiger klinischer Untersuchung und mindestens einem
Thorax-Abdomen-CT durchgefuhrt werden. Die Inzidenz von Hirnmetastasen betragt et-
wa das Zehnfache der Haufigkeit von primaren Gehirntumoren bei Erwachsenen und 30 %
der Erwachsenen mit einer systemischen Tumorerkrankung entwickeln Hirnmetastasen.
Das Erscheinungsbild des GBM ist sehr variabel, so dass letztlich die Diagnosesicherung
nur durch eine stereotaktisch geflhrte Serienbiopsie auf Basis struktureller und metaboli-
scher Bildgebung (MRT/PET) und die anschlieRende neuropathologische Untersuchung
des Praparates vorgenommen werden kann [2].

1.6 Therapieoptionen und Prognose des GBM

Trotz grofRer internationaler Bemihungen ist die GBM-Behandlung immer noch eine der
groflten Herausforderungen in der klinischen Onkologie [6, 27].
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Die groRte Schwierigkeit in der Therapie des GBM steht im Zusammenhang mit der Lage
des Tumors und seiner komplexen und heterogenen Biologie [28, 29]. Fortschritte bei chir-
urgischen Ansatzen, in der Strahlentherapie und der adjuvanten Chemotherapie haben
allmahliche Verbesserungen des Uberlebens und der Lebensqualitdt der GBM-Patienten
herbeigeflhrt, jedoch ist die Prognose immer noch sehr limitiert [6].

Die chirurgische Behandlung ist der Hauptbestandteil der Standardtherapie [6]. In Stu-
dien wurde belegt, dass Patienten von einer moglichst umfassenden Entfernung der
kontrastmittel-affinen Tumorareale profitieren. Ein signifikant langeres Uberleben wurde
mit einer intraoperativen Tumordarstellung mittels systemisch applizierten Fluoreszenz-
farbstoffen (5-Aminolaevulinsaure, [5-ALA]) erreicht [30]. Eine vollstandige Resektion des
GBM ist aufgrund der Zellmigration und Ausbildung von Mikrosatelliten nicht moglich; je-
doch kann durch die Operation eine Reduzierung der Tumorgréfie und das Einschranken
eines moglichen Anfallsleidens, bzw. Aufhebung von neurologischen Defiziten sowie die
Insertion von lokalen Therapeutika u. U. zu einer verbesserte Lebensqualitat fuhren. In
der Regel tritt in etwa 80 % der Falle ein Ruckfall innerhalb von 2-3 cm vom Rand der
ursprunglichen Lasion auf [6]. Im Allgemeinen sollte eine Kontrast-MRT innerhalb von 72
Stunden nach dem Eingriff erfolgen — um das Ausmal} der durchgefuhrten Resektion zu
bestimmen [4].

Die chirurgische Behandlung kann gefolgt sein von einer Strahlentherapie, um verbliebene
Tumorzellen zu téten. Heutzutage erfolgt die perkutane fraktionierte Strahlenbehandlung
standardisiert und wird gut toleriert [2]. Die Behandlung umfasst insgesamt Strahlendosen
von 60 Gy in taglichen Einzeldosen von 1,8-2,0 Gy an funf Tagen pro Woche Uber eine
Gesamtbehandlungszeit von finf bis sechs Wochen [2]. Allerdings wird bei alteren Patien-
ten (> 60 Jahre) eine hypofraktionierte Strahlentherapie (10 x 3,4 Gy Uber zwei Wochen)
empfohlen, da dieses Behandlungsregime wahrscheinlich genauso effektiv wirkt [2].

Um das Uberleben von Patienten dariiber hinaus zu verbessern, wurden zahlreiche Che-
motherapeutika auf ihre Wirksamkeit bei der Behandlung von GBM getestet [15]. Darun-
ter kommen das alkylierende Standardtherapeutikum Temozolomid und die Kombination
aus Procarbazin, Lomustin (CCNU) und Vincristin (sogenanntes PCV-Schema) sowohl
in der Primar- als auch in der Rezidivtherapie zur Anwendung [2]. Temozolomid ist die
einzige Standard-Chemotherapie fir Patienten mit GBM [31]. Oral verabreicht ist TMZ
als Adjuvans oder simultan zur Strahlentherapie der Behandlungsstandard fur Patienten
mit GBM [15, 31]. Der wichtigste Mechanismus, der fur die Zytotoxizitat von TMZ verant-
wortlich ist, ist die Methylierung der DNA an der N7- und O6-Position von Guanin, was
zu einem Versagen des DNA-Missmatch-Reparatursystems fihrt, woraufhin keine kom-
plementare Base fur das methylierte Guanin gefunden wird und folglich der Zellzyklus an
der G2-M-Grenze blockiert und die Apoptose ausgelost wird [32]. Jedoch wurde berich-
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tet, dass eine hohe MGMT-Aktivitat in Tumorzellen mit einem schlechtem Ansprechen auf
Temozolomid assoziiert ist. MGMT ist ein kritisches DNA-Reparaturprotein, das Tumorzel-
len vor alkylierenden Chemotherapeutika schutzt [33, 34, 35, 36]. Carboplatin, Oxalipla-
tin, Etoposid und Irinotecan sind die Second-Line-Medikamente fir Patienten, die nicht
auf die oben beschriebenen Medikamente ansprechen. Andere Chemotherapeutika um-
fassen antiangiogene Wirkstoffe wie Anti-VEGF monoklonale Antikorper (Bevacizumab),
Anti-FGF-Antikorper, zielgerichtete monoklonale Antikérper EGFR (Erlotinib und Gefitinib)
und Tyrosinkinase Inhibitoren [15]. Bis dato bleibt das GBM aufgrund seiner Heterogenitat
und komplexen Pathogenese unheilbar.

Kontrovers diskutiert wird derzeit die externe Applikation von elektrischen Wechselfeldern
(100-300 kHz), die nachweislich in vitro eine antimitotische und apoptotische Wirkung
auf sich teilende Tumorzellen haben. Auf Grundlage der bisherigen Daten werden die Tu-
mortherapiefelder (TTF) primar Patienten mit supratentoriellen Glioblastomen angeboten
[2].

Der derzeitige Standard fur die Behandlung von hochgradigen Gliomen umfasst nicht
nur die therapeutische Behandlung (d. h. Antitumorale-Therapie), sondern auch die Be-
reitstellung einer wirksamen supportiven Behandlung fur den Patienten [4]. Eine effekti-
ve unterstitzende Behandlung beinhaltet die Therapie der verschiedenen begleitenden
Symptome der Krankheit, d. h. von Hirnédemen, Krampfanfallen, Stérungen des Magen-
Darm-Trakts, Behandlung von Osteoporose, vendése Thromboembolie, kognitive Beein-
trachtigung und Gemdutsstorungen [37]. Symptomatische Linderung von neurologischen
Symptomen wird durch Verabreichung von Kortikosteroiden herbeigefuhrt, jedoch wird es
aufgrund seiner erheblichen Nebenwirkungen normalerweise frih im Behandlungsregime
abgesetzt. Dexamethason ist in der Regel aufgrund seiner geringen mineralocorticoiden
Wirkung das bevorzugte Kortikosteroid bei diesen Patienten [26]. Bei Patienten mit Anfal-
len wird Levetiracetam aufgrund seines geringen Toxizitatsprofils und fehlenden Wechsel-
wirkungen mit Chemotherapeutika verschrieben [26]. Zudem stellen Gliome das hdchste
Risiko fur tumorassoziierte vendse Thromboembolien aller Krebsarten dar. Bis zu 20 %
der Patienten mit Glioblastom entwickeln wahrend der perioperativen Periode symptomati-
sche vendse Thromboembolien und bis zu 30 % nach einem Jahr [4]. Im Allgemeinen wird
eine Prophylaxe in Form einer Kompression und Lagerung sowie einer Gabe von nieder-
molekularen Heparin innerhalb von 12—-24 Stunden nach der Operation zur Vermeidung
einer postoperativen vendsen Thromboembolie empfohlen.

Die prognostischen Faktoren variieren je nach Tumorart erheblich. Ein jungeres Alter, ein
hoher Leistungsstatus, ein niedrigerer Tumorgrad und ein grofReres Ausmal’ der Resek-
tion sind gunstige prognostische Faktoren fur die meisten primaren Gehirntumore von
erwachsenen Patienten. Im letzten Jahrzehnt wurden molekulargenetische Veranderun-
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gen als starkere prognostische und pradiktive Marker erkannt als allein das histologische
Erscheinungsbild.

Insgesamt kdnnen die Ergebnisse der modernen Therapieansatze die hohen Erwartun-
gen nicht erflllen. Eine signifikante Anderung des Gesamtiiberlebens konnte bisher bei
keinen der genannten Therapieoptionen erreicht werden. Auch nach Einleitung der mul-
timodalen Therapie bleibt die Prognose mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von
14,6 Monaten nach Diagnosestellung infaust [6, 8, 15].

1.7 N-myc downstream regulated 1 gene (NDRG1)
1.7.1 Das Protein NDRG1

Das N-myc-downstream-regulierte Gen 1 (NDRG1), ebenfalls bekannt als Drg1, Cap43,
Rit42, RTP und PROXY-1 wurde als ein mutiertes Gen in der hereditaren motorisch-
sensiblen Neuropathie Typ | (Charcot-Marie- Tooth-Erkrankung (HMSNL;CMT4D)) identi-
fiziert und auf dem menschlichen Chromosom 8q24 kartiert [9, 38]. Bei dieser autosomal-
rezessiven Neuropathie ist die Demyelinisierung sowohl im peripheren als auch im
zentralen Nervensystem beobachtet worden [39]. NDRG1, NDRG2, NDRG3 und NDRG4
sind Mitglieder der NDRG-Genfamilie, die zur Ubergeordneten Gruppe der a/3-Hydrolasen
gehoren. Obwohl die NDRG-Proteine a/B-Hydrolase-Muster haben, fehlen ihnen die kata-
lytischen Reste und haben daher keine hydrolytische Aktivitat [9, 40]. Proteine, die durch
die NDRG-Gene kodiert werden, zeigen eine zu 52—65 % homologe Aminosauresequenz
zueinander und zeichnen sich durch unterschiedliche Muster in der Gewebeexpression
aus [41, 42]. NDRG1 wird ubiquitar exprimiert, wohingegen NDRG2 hauptsachlich im
Gehirn und im Skelettmuskel nachgewiesen wurde [9]. Das NDRG3-Transkript wurde in
Gehirn und Hoden gefunden und NDRG4 in Gehirn und Herz [41, 42].

NDRGH1 ist ein 43 kDa Protein mit einem isoelektrischen Punkt von pH 5,3, zusammen-
gesetzt aus 394 Aminosauren [9, 41]. Es gehort zu den Phosphoproteinen, umfasst min-
destens sieben Phosphorylierungsstellen und wird in vitro direkt durch die Proteinkinase
A und Calmodulinkinase Il phosphoryliert [43, 44]. Die NDRG1-mRNA ist in Zellen der
meisten Organsysteme vorhanden, einschlieRlich des Verdauungstraktes, der Immun-,
Harn-und Atemwege, jedoch hangt das Transkriptionsniveau vom Gewebetyp ab [9]. Im-
munhistochemische Analysen zeigten ein sehr starkes NDRG1-Signal in Epithelzellen.
Das NDRG1-Protein findet sich hauptsachlich im Zytoplasma, jedoch wurde auch von
nuklearer, mitochondrialer und membranarer Lokalisierung berichtet [40, 45, 46]. Es wur-
de beobachtet, dass NDRG1 den DNA Schaden folgend in einer p53-abhangigen Weise
in den Kern transloziert wird [47]. Histochemische Analysen der NDRG1-Expression bei
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Magenkarzinomen haben gezeigt, dass seine Lokalisation im Nucleus mit einer schlech-
teren Prognose fur den Patienten korreliert, was darauf hindeutet, dass die Translokati-
on zu dem Zellkern zu einem erhdhten Zellinvasionspotential fuhrt [48]. In einigen Ge-
weben wurde nur das NDRG1-Transkript nachgewiesen, aber nicht das Protein selbst,
was die Vermutung nahelegt, dass die Menge des Proteins sowohl auf der Transkriptions-
und auf der Translationsebene durch ein komplexes Regulierungssystem kontrolliert wird
[40]. Eine Vielzahl an Studien zeigte, dass zahlreiche Verbindungen die Expression von
NDRG1 verandern. So wurde nachgewiesen, dass Substanzen wie beispielsweise Ho-
mocystein, Cystein, Tunicamycin, 2-Mercaptoethanol [49] oder Retinsaure [50, 51] die
NDRG1-Expression induzieren. Die genaue Funktion von NDRG1 ist bisher nicht genau
bekannt, da dieses Protein mit vielen Verbindungen interagiert und offenbar an zellularer
Differenzierung, Reaktion auf Hypoxie und Wechselwirkung mit Hormonen beteiligt ist.

1.7.2 Die Funktion von NDRG1 in der Zelle:

Es ist schwierig, die wahre biologische Funktion des NDRG1-Proteins zu bestimmen
und auch zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Expression des NDRG1-Gens
in verschiedenen Situationen unterschiedlich ist. Northern-Blot-Analysen zeigten, dass
die NDRG1-mRNA-Expression in normalen Zellen zweiphasig ist, d. h. es erhoht sich
bei den G- und G2-M-Phasen des Zellzyklus und ist in der S-Phase niedriger [47]. Die
Forschungsgruppe um Kim hat beobachtet, dass NDRG1 mit dem Zentrosom assoziiert
ist, speziell in der Mikrotubulus-Matrix, was die Bedeutung von NDRG1 fur die korrekte
Mikrotubuli-Funktion unterstreicht, deren Stérung zu genomischer Instabilitat fUhren kann
[52]. Zudem ist bekannt, dass DNA-Schaden zur Aktivierung der NDRG1-Expression
fuhren und die Translokation des NDRG1-Proteins in den Kern induzieren kann, obwohl
seine Aminosauresequenz keine offensichtlichen Kernlokalisierungssignal beinhaltet [47].
Stein und Mitarbeiter zeigten, dass NDRG1 ein direktes Ziel fur das Protein p53 darstellt:
Ein Anstieg der NDRG1-Expression wurde nicht nur nach ektopischer Expression von
p53 beobachtet, sondern war auch offensichtlich bei der Behandlung mit dem DNA-
schadigenden Medikament Doxorubicin, was wiederum das endogene TPS53 aktiviert.
Interessanterweise wurde diese Beziehung nicht in metastatischen humanen Krebszell-
linien beobachtet, was nahelegt, dass NDRG1 in metastatischen Zellen anders reguliert
wird als bei nicht-metastatischen Zellen [53]. Eine durchgeflhrte Studie an Darmepithel-
zellen bestatigte, dass das NDRG1-Gen ein direktes Transkriptionsziel von p53 darstellt,
aber stellte auch Beweise dar, dass die p53-abhangige NDRG1-Expression die Zellproli-
feration unterdrickt und keine Apoptose induziert [9]. Es scheint, dass die Funktion von
NDRG1 und seine Wechselwirkung mit anderen Proteinen vom Zelltyp abhangt. Wie
bereits betont, wird das NDRG1-Protein Uberwiegend im Zytoplasma gefunden, aber in
einigen Zelltypen wurde auch von einer Lokalisation im Kern berichtet [40]. Allerdings
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wurde keine Kernlokalisierungssignalsequenz fir dieses Protein identifiziert, was an-
deutet, dass die Translokation von NDRG1 zum Kern von seiner Wechselwirkung mit
anderen Proteinen abhangt. Experimente an Maus-Mastzellen haben gezeigt, dass das
Hitzeschock-verwandte Protein 70 (Hsc70) in der Lage ist die Kerndomane von NDRG1
zu binden und es zum Nukleus zu translozieren [44]. Es ist naheliegend, dass NDRG1
als Antwort auf einen zellulare Stress (z. B. DNA-Schaden) an Hsc70 bindet und so in
den Zellkern transloziert wird, wo es mit der DNA interagiert.

1.7.3 NDRGH1 - ein auf Hypoxie ansprechendes Gen

Sauerstoffmangel fuhrt zur Aktivierung der Zellmaschinerie, die das Zelliberleben unter
herabgesetztem Sauerstoffangebot erlaubt [9]. Der Hypoxie induzierbare Faktor 1 (HIF-
1, hypoxia inducible factor 1) ist ein Transkriptionsfaktor, der die Kaskade von Anderun-
gen initiiert, die notwendig ist, um die Zelle an den hypoxischen Zustand anzupassen [9].
Dieses Protein ist ein Heterodimer, aus einer a-Untereinheit mit einem aktiven Zentrum
(HIF-1a, HIF-2a oder HIF-3a, abhangig vom Gewebe) und aus einer B-Untereinheit, die
an der Bindung zur DNA beteiligt ist [54, 55]. Die NDRG1-Expression nimmt signifikant
zu in Zellen, die einer Hypoxie ausgesetzt waren. Eine Untersuchung des NDRG1-Gens
hat zwei auf Hypoxie ansprechende Elemente (HRE, hypoxia-responsive elements) in sei-
ner nicht-kodierenden Sequenz bei -1376 bp und -7503 bp gezeigt [56]. Es ist bekannt,
dass HIF-1 die Expression einer Vielzahl von Hypoxie-ansprechenden Genen reguliert,
wie das Transferrinrezeptoren oder das Erythropoietin Gen (EPO) durch direkte Bindung
an ihre HER-Sequenz, daher wurde auch vermutet, dass diese Art der Regulierung auch
fur NDRG1 funktionieren konnte [57, 58]. In der Tat haben weitere Studien gezeigt, dass
die Hypoxie-induzierte Expression von NDRG1 in HIF-1a-/-Fibroblasten nicht vorkommt,
wahrend es im Wildtyp-HIF-1 +/+ -Fibroblasten beobachtet wurde [59]. Jedoch wahrend
langerer Hypoxie von mindestens zwei Tagen, wurde auch etwas NDRG1-Protein in HIF-1-
defizienten Zellen nachgewiesen [60]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Hypoxie
die NDRG1-Expression in einer HIF-1-abhangigen und -unabhangigen Art und Weise in-
duziert. Aulderdem erhdhen hypoxische Bedingungen das Niveau von phosphorylierten
NDRG1-Protein, was darauf hinweist, dass NDRG1 einer posttranskriptionellen Regulati-
on unterliegt [61]. Unter normoxischen Bedingungen werden HIF-1a und HIF-2a in einem
von Hippel-Lindau (VHL) Protein-abhangigen Art und Weise schnell abgebaut [62, 63, 64].
Arbeiten an menschlichen Nierenkrebs Zellen zeigten, dass in VHL-negative Zellen die Ex-
pression von mehreren Hypoxie-induzierbaren Genen zugenommen hatte, einschliel3lich
von NDRGH1 [65]. Jedoch ist der detaillierte Mechanismus einer solchen Regulierung noch
nicht identifiziert.
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1.7.4 NDRG1 und Schwermetalle

Nickel, ein bekanntes Karzinogen und Hypoxie-imitierendes Metall, induziert die Expressi-
on verschiedener Gene, die fiir das Uberleben der Zellen unter unglinstigen Bedingungen
notwendig sind. Zunachst wurde nachgewiesen, dass die Exposition der Zellen gegen-
Uber nicht toxischen Dosen von Ni?*-Verbindungen zu einem Anstieg der Expression von
NDRG1 fihrt [66]. Diese Studie dokumentiert, dass in Bezug auf Metalle die Induktion des
NDRG1-Gens nickelspezifisch war. Spatere Studien zeigten, dass eine Metallbindungs-
stelle nachgewiesen werden konnte [67]. Ferner haben Li und Kretzner verdeutlicht, dass
die Induktion von NDRG1 durch Nickel mit der Suppression von N-myc in Neuroblastom-
zellen verbunden ist. N-myc ist ein bekannter Suppressor von NDRG1; so kénnte Nickel
durch Hemmung des negativen Reglers indirekt NDRG1 hochregulieren [68]. Dartber
hinaus ist es moglich, dass Nickel die NDRG1-Gen-Expression durch Stimulation einiger
NDRG1-Induktoren induziert.

Es wurde beobachtet, dass die Nickelexposition der Zelle in einer Erhdhung des HIF-
1a-Proteingehalts resultierte [69, 70]. Andererseits verandern Schwermetalle einschliel3-
lich Nickel die intrazellulare Calciumhoméostase durch gezielte Bindung an Ca®*-Kanalen.
So fuhrt eine Exposition von Zellen gegenlber Nickel zu einem erhéhten intrazellularen
Ca®*-Level und zu einer Uberexpression von NDRG1. Eine weitere Studie zeigte, dass
Ca?*-induzierte NDRG1-Expression sowohl in HIF-1a positiven und negativen Zellen auf-
traten. Der Mechanismus der Ca?*-induzierten NDRG1-Expression ist bisher nicht voll-
standig geklart. Anhand von Experimenten kann davon ausgegangen werden, dass Ni-
ckel ein Stressfaktor darstellt, der zu einem erhdhten PIP3-Level (Phosphatidylinositol-
(3,4,5)-trisphosphat) fuhrt, was wiederum zur Aktivierung der Akt (protein kinase B) und
SGK1 (serum and glucocorticoid-induced protein kinase 1) Kinasen fuhrt [71, 72, 73, 74].
Akt induziert die HIF-abhangige Transkription von NDRG1 und SGK1 phosphoryliert das
NDRG1-Protein, das daraufhin moglicherweise seine Funktion andert. Einige Berichte ver-
binden die Expression von NDRG1 mit dem intrazellularen Eisenspiegel [75, 76].

Eisen ist fir viele zellulare Prozesse erforderlich und seine Deprivation fuhrt zu einem
Arrest in der G1/S-Phase und schlieldlich zur Apoptose. Es wurde beobachtet, dass ei-
ne Exposition von Zellen gegenuber Eisenchelatoren zu einem Anstieg von NDRG1 auf
MRNA-Ebene fuhrt. Der zugrundeliegende Mechanismus der NDRG1-Suppression durch
Eisen ist bisher nicht aufgeklart [56].

1.7.5 NDRG1 und seine Rolle in der Tumorigenese

Die zellulare Funktion von NDRG1 bleibt schwer fassbar; daher ist auch die Rolle des
NDRG1-Gens in der Tumorigenese schwer zu verstehen. So wird versucht die Variabilitat
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des Expressionsniveaus von NDRG1 anhand von Untersuchungen der Beziehungen zwi-
schen NDRG1 und bekannten Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen aufzuklaren. Es
scheint, dass NDRG1 durch ein Produkt des PTEN (Phosphatase und Tensin-Homologe
deletiert auf Chromosom 10) Tumorsuppressorgen hochreguliert wird [77, 78]. PTEN ist
einer der haufigsten Ziele von Mutationen bei Krebs im Menschen, mit einer Mutationsfre-
quenz ahnlich der von TP53. PTEN hemmt die PI3K-abhangige Aktivierung von Akt und
die Deletion oder die Inaktivierung von PTEN flihrt zu einer konstitutiven Akt-Aktivierung
[79]. PTEN, das im Gegensatz zu PI3K wirkt, ist mit dem Zelltod und dem Zellzyklusarrest
verbunden [80].

Studien Uber Prostata- und Brustkrebs zeigten, dass die Expression von NDRG1 signifi-
kant mit der PTEN-Expression korreliert und dass die Hochregulation von NDRG1 durch
einen Akt-abhangigen Weg auftritt [81].

NDRGH1 ist ein Hypoxie-assoziiertes Gen und seine Expression sollte sich in Tumorzellen
erhdhen, was meist in einer Umgebung funktioniert, die arm an Sauerstoff und Nahrstof-
fen ist. In der Tat haben einige Studien eine erhdhte Expression von Hypoxie-induzierten
Genen in Krebszellen dokumentiert [82]. Wang und Mitarbeiter demonstrierten, dass sich
der NDRG1-Proteinspiegel schrittweise wahrend der kolorektalen Karzinogenese erhdh-
te und dass es einen signifikanten Unterschied in der Expression von NDRG1 zwischen
nicht-metastatischen und metastatischen Tumoren gibt [83]. Pankreas-Krebszelllinien, die
ein relativ hohes Level an NDRG1 exprimieren, zeigten ein signifikant geringeres invasi-
ves Potential als Zellen mit einem niedrigeren NDRG1-Expressionsmuster [81]. In diesen
Studien stdrte eine Uberexpression von NDRG1 in Pankreaskrebszellen nicht die Wachs-
tumsrate in Kultur, jedoch reduzierte es deutlich die Tumorwachstumsrate in Mausen. Die
Uberexpression von NDRG1 wurde in humanen hepatozellularen Krebszellen beobachtet,
was wiederum mit der Tumoraggressivitat und einem schlechteren Uberleben der Patien-
ten korrelierte [84]. Die Assoziation von hohem NDRG1-Niveau mit der Aggressivitat des
hepatozellularer Karzinoms legte eine tumorférdernde Rolle von NDRG1 nahe. Arbeiten
von Yan und Mitarbeitern zeigten, dass das Stummschalten des NDRG1-Gens in hepato-
zellularen Karzinomzelllinien die Zellproliferation und -invasion hemmt und gleichzeitig die
Apoptose induziert, was wiederum unterstreicht, dass dieses Protein eine pro-Uberleben
und eine anti-apoptotische Funktionen besitzt [85]. Allerdings haben andere Studien ge-
zeigt, dass nach Untersuchung einer Vielzahl von unterschiedlichen Tumorgeweben das
Expressionsniveau von NDRG1 in Krebszellen in der Regel ahnlich oder im Vergleich
mit normalen Zellen verringert ist [78, 86, 87]. Es wurde beobachtet, dass ein niedriger
NDRG1-Proteingehalt mit einer schlechteren Prognose fur Patienten mit Gliomen [88], Ko-
lorektalkarzinom [87], Osophagus-Plattenepithelkarzinom [86], duktalem Adenokarzinom
des Pankreas [81], Prostatakrebs [89] und Brustkrebs [45] assoziiert ist. Die erwahnten
Studien zeigen, dass abhangig von der Tumorentitat NDRG1 positiv oder negativ mit dem
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Uberleben und Fortschreiten der Krankheit korreliert. Die zunachst widerspriichlichen Er-
gebnisse bezlglich der NDRG1-Genexpression und sein Verhaltnis zur Tumorprogression
konnte darauf hinweisen, dass NDRG1 zellenspezifisch funktioniert und weist darauf hin,
dass tumorbedingte Faktoren die Funktion von NDRG1 in der Zelle verandern. Zudem
gibt es Berichte, die andeuten, dass das Verhaltnis zwischen NDRG1-Proteinexpression
und klinischem Outcome bei Krebserkrankungen auch von der Ethnizitat der Patienten ab-
hange. Studien von Koshiji und Kollegen dokumentieren, dass eine erhéhte Expression
von NDRG1 in kolorektalen Karzinomen signifikant mit einem aggressiven Phanotypen
bei Japanern korreliert, wahrend bei kaukasischen Patienten das Gegenteil beobachtet
wurde [90]. Weiterfuhrende Untersuchungen haben gezeigt, dass die Zeit bis zur notwen-
digen postoperativen Intervention bei Patienten mit hohem NDRG1-Expressionsmuster
signifikant langer (P = 0,026) war, was darauf hinweist, dass ein hoher NDRG1-Spiegel
ein unabhangiger Prognosefaktor fur ginstige Ergebnisse bei Patienten mit WHO-Grad-
[I-Gliomen darstellt [91]. Jedoch geht dies nicht mit einem langeren Gesamtlberleben ein-
her [91]. Die Experimente von Said et al. wiesen nach, dass die NDRG1-Expression mit
Langzeithypoxie (24 Stunden) assoziiert war, nicht jedoch mit Kurzzeithypoxie in mensch-
lichen GBM-Zellen. Es wurde festgestellt, dass die Expression von NDRG1 mit der Prote-
inexpression von HIF-1a, SP1, CEBPaq, YB-1 und Smad7 korreliert [92]. Sun et al. haben
gezeigt, dass die NDRG1-Expression in Gewebeproben von hochgradigen Gliomen im
Vergleich zu denen in Gewebe von niedriggradigen Gliomen und normalem Hirngewebe
herunterreguliert wurde [88]. Diese Ergebnisse legen nahe, dass NDRG1 ein intrinsischer
Regulator der Gliomagenese sein kann [92, 88]. Die Mechanismen, die den Auswirkun-
gen von NDRG1 auf die Tumorentstehung von Gliomen zugrunde liegen, konnten jedoch
noch nicht geklart werden. Daher ist es erforderlich, die Rolle von NDRG1 bei der Regulie-
rung des Wachstums, des Uberlebens und der Invasion von Gliomzellen zu untersuchen
[93].

1.7.6 NDRG1 und seine Rolle in der Angiogenese

Das Wachstum eines Tumors hangt von der Nahrstoff- und Sauerstoffverfigbarkeit ab, die
durch die Blutversorgung bestimmt wird; neue Gefalde entwickeln sich in progredienten
Tumoren mittels Angiogenese. Bei einigen Tumorarten wurde berichtet, dass die Expres-
sion von NDRG1 mit der angiogenen Aktivitat korreliert.

In cervicalen Adenokarzinomen ist die erhdhte Expression von NDRG1 mit der VEGF-
Expression und Angiogenese korreliert sowie mit schlechtem Gesamtluberleben [46]. Au-
Rerdem zeigten Maruyama und Mitarbeiter, dass die Produktion von angiogenen Fakto-
ren wie die Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9), Interleukin-8 (IL-8) und VEGF in NDRG1
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Uberexprimierenden Zelllinien deutlich reduziert ist [81]. Allerdings missen zukUlnftige Stu-
dien die Frage klaren, ob NDRG1 eine kausale Rolle in der Angiogenese spielt.

Eine der wichtigsten Bestandteile klinischer Studien hinsichtlich der Tumorprogression
ist die Untersuchung der Sensitivitdt gegenuber Krebsmedikamenten. Bislang ist wenig
bekannt Gber die Beteiligung von NDRG1 an der Veranderung der Tumorsensitivitat ge-
genuber der Behandlung, aber es gibt eindeutige Hinweise, die darauf hindeuten, dass
es in diesen Prozess involviert ist.

So zeigten Studien an Kolonkarzinomzellen, dass die Veranderung der NDRG1-Expression
die Empfindlichkeit gegenuber Irinotecan andert. Irinotecan ist ein halbsynthetisches Ana-
logon von Camptothecin, das die Topoisomerase | inhibiert und in der kolorektalen

Krebstherapie eingesetzt wird [94].

1.8 Ziel der Dissertation / Hypothesen

Die bis heute gesammelten Daten zeigen, dass das NDRG1-Gen ubiquitar im menschli-
chen Gewebe exprimiert wird, einschliel3lich in Tumorzellen. Seine Expression unterliegt
komplexen regulatorischen Mechanismen und wird durch pleiotrope Faktoren beeinflusst,
einschlieBlich Hypoxie, Onkogene, Tumorsuppressorgene, Metallione und Hormone. Da-
her scheint es, dass die Expression von NDRG1 von den in der Zelle vorherrschenden
Faktoren abhangt. Viele Studien zeigen, dass das Niveau der NDRG1 mRNA und/oder
des Proteins mit der Tumorprogression korreliert. Die Bestatigung der moglichen Rolle
von NDRGH1 bei der Progression des Glioblastoma multiforme gilt es zu untersuchen. In
diesem Zusammenhang mochte die vorliegende Studie folgende Fragestellungen eror-
tern:

* Ist ein Einfluss des Proteins NDRG1 auf das Tumorwachstum von U87MG-
Gliomzellen in vivo nachweisbar?

* Inwieweit wirkt sich dies auf die Angiogenese und auf die Proliferation der Tumor-
zellen aus?

* Welchen Effekt hat eine antiangiogene Therapie auf das Tumorwachstum in vivo
bzw. auf die Angiogenese und proliferative Aktivitat der Tumorzellen?

» Zeigt Temozolomid eine therapeutische Wirkung auf das Tumorwachstum in vivo
respektive auf die Angiogenese und Proliferation der Glioblastomzellen?
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Tabelle 1: Medien und Zusatze

Medium / Zusatz Hersteller

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Inkl. 10 % FCS PAA Laboratories GmbH

Und 5 % Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH
Zell-Einfriermedium:

* 90 % Fetales Kalberserum (FCS) und PAA Laboratories GmbH

* 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck Millipore

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien Hersteller

0,9 % NaCl (Natriumchloridldsung) Merck Millipore

IS Mounting Medium PI + DAPI Dianova

Methanol Merck Millipore
Phosphate-buffered saline (PBS) Gibco® Life Technologies
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich

Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) PAA Laboratories

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Flextle Innendurchmesser 0,76 mm, Vasofix Brauntle Braun

Zellkulturflasche: Falcon, 25 cm? | 75 cm? BD Biosciences
Zentrifugenréhrchen 352098 Tube, 50 ml Thermo Fisher Scientific
Zentrifugenrohrchen 352055 Tube, 15 ml Thermo Fisher Scientific
Prolene 5/0 Ethicon Johnson & Johnson
Filter: Millex® GP, 0,22 um Merck Millipore
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Material Hersteller
Neubauer Zahlkammer neolLab
Objekttrager-Kasten neolLab
Objekttrager SuperFrost® Plus R. Langenbrinck
DAKO Pen Dako

Tissue Tek OCT Compound Sakura Finetek
Einmalhandschuhe S/M Charité Berlin
NaCl-Lésung (0,9 %) Fresenius
Desinfektionsspray, Softasept B. Braun
Einmalspritzen (1 ml, 2 ml, 10 ml) BD Biosciences
Kanulen BD Biosciences

2.1 Antikorper

Tabelle 4: Immunhistochemie — Primare Antikorper

Antigen Epitop Hersteller

CD31 Ratte gegen Maus Pharmingen (cat no. 550274)
Desmin Kaninchen gegen Maus Abcam (cat. no Ab15200)
Ki-67 Ratte gegen Maus DAKO Clone Tec-3 (M7249)

Phospho-Histone H3 Kaninchen gegen Maus Millipore (cat. no. 06-570)

Tabelle 5: Immunhistochemie — Sekundare Antikorper

Epitop Fluorochrom Hersteller

Esel gegen Ratte FITC Dianova (cat. no. 712-095-150)
Esel gegen Ratte Cy3 Dianova (cat. no. 712-165-150)
Esel gegen Kaninchen FITC Dianova (cat. no. 711-095-152)
Esel gegen Kaninchen Cy3 Dianova (cat. no. 711-165-152)
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Tabelle 6: Puffer und Standardlésungen

Puffer / Standardl6ésung Zusammensetzung

Blockierungspuffer 100 ml TBS/T, 5 g Magermilchpulver
Casein 0,5 % 5 g/l PBS

Casein 1 % 10 g/l PBS

PBS/BSA PBS + 1 g/ BSA

Tris Buffered Saline (TBS) 87,66 g NaCl, 12,11 g Tris, base pH 7,4 in dH20

Tabelle 7: Medikamente

Medikament Hersteller
Bepanthen ® (Augensalbe) Roche

Ketamin 10 % (Ketavet ®) Pfizer

Lidocain (Xylocain ®) AstraZeneca GmbH

Xylazinhydrochlorid (Rompun ®) Bayer
Temozolomid (Temodal®) MSD Sharp & Dohme GmbH
Sunitinib (Sutent®) Pfizer

Tabelle 8: Gerateliste

Gerat Hersteller

(Begasungs-) Brutschrank Thermo Fisher Scientific
Eisbereiter Scotsman
Fluoreszenzmikroskop; Zeiss Axio Observer Z1 Zeiss, Jena, DE
Gefrierbox Carl Roth

Feinwaage Abj Kern

Inkubator Heraeus BBD620 Thermo Fisher Scientific
Kryostat HM 560 MICROM

Kudhl- und Gefrierschranke Liebherr

Magnetrihrer Yellow Line MSH
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Gerat Hersteller

Mikrobohrer Fire Science Tools
Operationsmikroskop M650 Wild/Leica Microsystems
Sicherheitswerkbanke Herasafe Thermo Fisher Scientific
Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Wasserbad Memmert

Zentrifuge Heraeus Fresco 17 Thermo Fisher Scientific
Universalzentrifuge Heraeus Megafuge 16 Thermo Fisher Scientific

7 Tesla Kleintier-MRT Bruker PharmaScan 70/16
Hamilton 10 pl Hamilton SYR 10 pl 7001 KH

Model 900 LS Small Animal Stereotaxic Instrument Kopf, Tujunga, Californien

Tabelle 9: Software

Software Hersteller
Adobe Photoshop CS6 Adobe
AxioVision 4 Carl Zeiss
Excel 2007 Microsoft

GraphPad Prism Version 6.0 GraphPad Software

Imaged National Institutes of Health
LaTeX LaTex Project Team
Word 2007 Microsoft

2.2 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden folgende lentiviral transduzierte NDRG1/GFP-Uberexprimierende
Zellen sowie stabile NDRG1 knock-down Zellen (shNDRG1, kein GFP) einschlie3lich der
entsprechenden Kontrollzellen verwendet, die uns von Prof. Dr. Wolfgang Wick vom Deut-
schen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg zur Verfigung gestellt wurden. Da-
bei handelt es sich um Gliomzelllinien humanen Ursprungs.
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Der Einsatz dieser Zelllinien als xenogenes Glioblastommodell in der athymischen
Nacktmaus gilt als etabliert [95, 96].

2.3 Mausmodell

Fir die Versuche wurden ausschlieBlich immundefiziente Nacktmause (Stamm: Crl: CD1-
Foxn1 nu) NuNu-Mause der Firma Charles River Laboratories verwendet. Diese Nackt-
mause konnen aufgrund eines genetischen Defekts, der eine Thymusaplasie bedingt,
keine reifen T-Lymphozyten ausbilden. Durch die Athymie der Versuchstiere wurde ein
entsprechendes Wachstum der oben beschriebenen Zelllinien “in vivo” beglnstigt.

Die ausgenommen weiblichen Mause im Alter zwischen 8—10 Wochen wiesen ein Gewicht
von 22-25 g auf.

2.3.1 Tierhaltung

Die Versuchstiere wurden in der geschlossenen Tierhaltung in einem konventionellen
Haltungssystem im Aschheim-Zondek-Haus der Experimentellen Neurochirugie (CCM)
der Charité — Universitatsmedizin Berlin gehalten. Die HygienemalRnahmen vor Betre-
ten der Tierrdume beinhalteten Handedesinfektion, Handschuhe, Einmalkittel und Einmal-
Uberziehschuhe. Alle Tiere wurden in apathogenen Raumen mit kontrollierter Luftfeuch-
tigkeit, einer Temperatur von 22,5 +/- 5 °C und 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus in durch-
sichtigen Kunststoffkafigen zu je maximal acht Tieren gehalten. Die Nacktmause erhielten
Trockenfutter und Wasser ad libitum. Wahrend der Studie wurden alle Anforderungen und
Bedingungen nach § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes eingehalten.

2.4 Medikamente

Im zweiten Teil dieser Studie wurden zwei unterschiedliche Wirkstoffe eingesetzt: der zy-
totoxische Wirkstoff Temozolomid und der Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib.

2.4.1 Temozolomid

Eigenschaften und Wirkungsmechanismus

Bei dem Wirkstoff Temozolomid handelt es sich um 8-Carbamoyl-3-Methyl-Imidazo[5,1-
d]-1,2,3,5-Tetrazin-4(3H)-one(l), das als alkylierendes Zytostatikum zur simultanen adju-
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vanten Therapie von Glioblastomen in Kombination mit Radiatio eingesetzt wird (siehe
Abbildung 2) [97].

H,NOC
Ny
= N
N\\/N ril
o
0

Abbildung 2: Temozolomid

Temozolomid verhalt sich bei einem sauren pH-Wert (< 5) stabil und labil bei einem
ph-Wert > 7 und kann somit oral verabreicht werden. Temozolomid wird bei einem phy-
siologischen pH-Wert zur aktiven Form 5-(3-Methyltriazen-1-yl)Imidazole-4-Carboxamide
(MTIC) spontan hydrolisiert und zum sauren Metaboliten 3-Methyl-2,3-Dihydro-4-Oxoimidazo-
[5,1,-d]-Tetrazine-8-Carboxylsaure (TMA) (siehe Abbildung 3).

MTIC wird weiter zerlegt in 5-Aminoimidazole-4-Carboxamid (AIC) und in ein Methyl-
Diazo-Kation, das ein proximales DNA methylierendes Mittel ist [98].

Die hydrophobe Natur des MTIC befahigt es, die Blut-Hirn-Schranken-Membran zu durch-
dringen.

Temozolomid weist eine In-Vitro-Halbwertszeit von 1,9 Stunden in einem Phosphatpuffer
bei 37 °C und einem pH-Wert von 7,4 auf, wohingegen das MTIC in derselben Losung
eine Halbwertszeit von ungefahr 2 Minuten aufweist [99].
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Abbildung 3: Die vorgeschlagenen Metabolismus- und Zerlegungswege von Temozolomid
[97]

Temozolomid ist fur die Depletion des DNA-Reparaturenzyms MGMT verantwortlich. Die
antitumorale Wirkung von Temozolomid besteht in der Methylierung der O6-Position
von Guaninresten. Diese wiederum spielen eine wesentliche Rolle, indem sie die Gen-
transkription blockieren, wodurch die GBM-Empfindlichkeit gegenuber Strahlung erhéht
wird und pro-autophagische und apoptotische Prozesse aktiviert werden [100]. Dieser
Wirkungsmechanismus ist von entscheidender Bedeutung fur den Therapieerfolg, da
GBM-Patienten mit hoher MGMT-Expression (unmethylierter Promoter des MGMT Gens)
wesentlich schlechter auf Temozolomid ansprechen als Patienten mit niedriger MGMT-
Expression (methylierter MGMT-Promoter) [101, 102].

Die Aktivierung von TMZ bei alkalischen oder nahezu alkalischen Bedingungen kann einer
der Griinde sein, die zur Anfalligkeit von Tumorgewebe fir das Medikament beitragen, da
Gehirntumorgewebe einen héheren pH-Wert als natlrliche Gewebe haben [98].

Experimentelle und klinische Erfahrungen mit Temozolomid

TMZ wird schnell absorbiert und wandelt sich spontan in den aktiven Metaboliten MTIC
um. Die maximale Plasmakonzentration wird nach oraler Einnahme nach ca. 30 bis 90
Minuten erreicht; die Plasma-Habwertzeit betragt etwa 2 Stunden. TMZ wird von Patien-
ten in der Regel gut vertragen. Haufig leicht bis mittelschwer auftretende Nebenwirkun-
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gen sind Obstipation, Miidigkeit sowie Ubelkeit und Erbrechen, was gewdhnlich leicht mit
Standard-Antiemetika zu kontrollieren ist. Die schwerwiegendste und zugleich dosislimi-
tierende UAW ist eine Myelosuppression, insbesondere die Thrombozytopenie, die ca. 3
bis 4 Wochen nach Beginn der Behandlung bei weniger als 10 % der Patienten auftritt
[100, 103].

Temozolomid hat bei der Behandlung wiederkehrender Gliome als einziges Agens Antitu-
moraktivitat gezeigt. Der genehmigte herkdmmliche Zeitplan umfasst eine tagliche Dosis
von 150 bis 200 mg pro Quadratmeter Kérperoberflache fir 5 Tage eines jeden 28-tagigen
Zyklus. Eine tagliche Therapie mit einer Dosis von 75 mg pro Quadratmeter flr bis zu sie-
ben Wochen ist erprobt und sicher. Diese Exposition gegentber Temozolomid verbraucht
MGMT. Dieser Effekt kann wichtig sein, da niedrige MGMT-Spiegel im Tumorgewebe bei
Patienten mit Glioblastom, die eine auf Nitrosoharnstoff basierende adjuvante Chemothe-
rapie erhalten, mit einem langeren Uberleben verbunden sind [103].

2.4.2 Sunitinib

Eigenschaften und Wirkungsmechanismus

Sunitinib (friher SU11248, benannt nach Schlessinger und Ullrich) ist ein orales Oxin-
dol, ein Multi-Target-Tyrosinkinase-Inhibitor, der aufgrund seiner Selektivitat antiangioge-
ne und antitumorale Aktivitaten aufweist (siehe Abbildung 4) [104].
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Abbildung 4: Chemische Struktur von Sunitinib [105]

Diese Eigenschaften resultieren aus einer selektiven Inhibition von VEGFR1 (auch
als FLT1 bekannt), VEGFR2 (auch bekannt als FLK1/KDR), VEGFR3 (auch als FLT4
bekannt), PDGFRa, PDGFRB sowie einer Inhibition des Stammzellwachstumsfaktor-
Rezeptor (KIT), fms-verwandte Tyrosinkinase 3 (FLT3), RET und CSF1-Rezeptor (CSF1R)
(siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Eigenschaften von Sunitinib [104]

Die Wirkung von Sunitinib kommt durch kompetitive Inhibition im Bereich der intrazellula-
ren ATP-Bindungsstelle zustande. Durch die Inhibition dieser Rezeptoren werden multiple
Effekte auf zellulare Prozesse wie Tumorzelliberleben, Endothelzellwachstum und Endo-
thelzellmigration sowie GefalRpermeabilitat und Perizytenrekrutierung ausgetbt [104].

Sunitinib hat ein akzeptables Vertraglichkeitsprofil mit Gberschaubaren und reversiblen Ne-
benwirkungen und kann mit Hilfe eines flexiblen Dosierungsschemas verabreicht werden,
um den individuellen Patientenbedurfnissen gerecht zu werden. Zukunftige Richtungen
fir Sunitinib und andere Multi-Target-Therapien umfassen die Anpassung der Therapie
an den individuellen Patienten- und Tumortyp sowie die Uberwindung von Arzneimittelre-
sistenzen. Dies kann die Kombination von Sunitinib mit anderen gezielten Therapien oder
einer Chemotherapie sowie die Verwendung von Sunitinib als Teil eines multimodalen
Ansatzes bei der Krebsbehandlung umfassen. Translationale Forschung und die Identifi-
zierung relevanter Biomarker durften zur Optimierung der Therapie beitragen [104].
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3 Methoden

Alle hier aufgefihrten methodischen Verfahren und dargestellten Ergebnisse sind in Zu-
sammenarbeit und mit technischer Hilfestellung der folgenden MTAs und Mitdoktoran-
den/innen entstanden und etabliert worden: Irina Kremenetskaia, MTA; Melina Nieminen,
MTA; Jeannette Brinner, ehemalige Doktorandin; Stephan Marticorena-Garcia, ehemali-
ger Doktorand; Guliz Acker, ehemalige Doktorandin; Thomas Broggini, ehemaliger Dokto-
rand. Alle beschriebenen Tierversuche fanden unter Beachtung des deutschen Tierschutz-
gesetzes statt und wurden vom Land Berlin genehmigt (Aktenzeichen: G0003/08).

3.1 Zellkultivierung und Zellaufbewahrung

Die NDRG1-Uberexprimierenden Zellen (U87MG LV902-NDRG1) und deren Kontrolle
(UB7MG LV-902 empty) wurden in DMEM mit 4,5 g/L Glukosegehalt inklusive 10 % FBS
und 5%igem Penicillin/Streptomycin Zusatz im Brutschrank unter konstanten Bedingun-
gen (37 °C, 5 % CO2-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Das Nahrmedium wurde
im Intervall von 24 bis spatestens 48 Stunden gewechselt, wobei ungefahr 50 % ersetzt
wurde. Taglich erfolgte eine lichtmikroskopische Kontrolle bei 200-facher Vergré3erung
hinsichtlich der Vitalitat der Zellen, bakterieller Kontamination und Wachstumsverhalten.
Dabei wurden polygonale Zellen mit einer nachweisbaren Adharenz zum Boden als vitale
Zellen definiert und kugelférmige nicht adharente Zellen als tote Zellen beurteilt und aus-
geschlossen. Bis zu einer Konfluenz von 80 % wurden die Zellen in Kultur gehalten und
danach gesplittet/subkultiviert und in 75 cm? groRen Zellkulturflaschen umgesetzt. Zum
Ablésen der adharenten Zellen erfolgte die Inkubation der Zellen mit 2 ml der 0,5%igen
Trypsin/EDTA-L6sung bei 37 °C fur 1-3 min in einem Brutschrank. Die enzymatische Re-
aktion der nun zu Spheres geformten Zellen wurde mittels 8 ml des jeweiligen Kulturme-
diums unterbrochen, in ein 15 ml Falcon-Réhrchen Uberfuhrt und bei 1300 rpm und 24
°C sieben Minuten lang abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstands und der Re-
suspension des Zellpellets in frischem Nahrmedium wurden die Zellen entweder wieder
erneut in Kultur genommen, fiir die stereotaktische Implantation vorbereitet oder mittels
Einfriermedium (FCS + 10 % DMSO) in stickstofftauglichen Kryoréhrchen bei -80 °C im
Stickstofftank gefroren gelagert.

Eine Passage (p) wurde als Zyklus von der Aussaat bis zur erneuten Ablésung mittels
Trypsin/EDTA festgelegt. Allgemein wurden alle Arbeiten an den Zellen unter einer sterilen
Arbeitsbank mit sterilen Instrumenten/Materialien durchgeflhrt.
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3.1.1 Zellzahlbestimmung

Zur Vorbereitung der Implantation wurde eine Zellzahlbestimmung mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer mit Trypanblau durchgefihrt. Hierzu erfolgte die Wiederaufnahme des Zell-
pellets in 1 ml PBS und dessen Resuspension. Sodann wurden 10 yl abgenommen und
mit Trypanblau (0,4 %) verdunnt (1:10). Tote Zellen erscheinen durch Trypanblau blau,
da es durch die instabile Membran gelangen kann. Vitale Zellen werden nicht angefarbt.
Es ist wichtig, darauf zu achten, dass angefarbte Proben nicht langer stehen gelassen
werden, da der Farbstoff toxisch auf die Zellen wirkt und somit falsch positive Ergebnisse
zustande kommen konnten.

Zur Zellzahlbestimmung werden 10 pl der angefarbte Zellsuspension in die Zahlkammer
geflllt und unter dem Mikroskop bei 100-facher VergroRerung bewertet.

Mit Hilfe des definierten Volumens jedes einzelnen Quadrates von 0,1 ul kann mit

Zellzahl > nxFx 104
ml 2

die Zellzahl pro ml berechnet werden, wobei > n die Summe der vitalen Zellzahl in 2 Qua-
dranten der Neubauer-Zahlkammer beschreibt und F den Verdinnungsfaktor (1:10).

3.1.2 Zellaufbereitung und praoperative Vorbereitung der Zellsuspension

Die zur Inokulation vorbereiteten Zellen besal3en eine Konfluenz von ca. 90 %. Je Tiergrup-
pe wurde dieselbe Zellpassage implantiert (erste Versuchsreihe P5 und zweite Versuchs-
reihe P3/4). Die Vorbereitung hierfur erfolgte unmittelbar vorher, wie bereits beschrieben.
Die Zellzahl wurde ermittelt und in PBS aufgenommen und bis zur Implantation auf Eis
gelagert.

In den Versuchen wurden 100.000 Zellen pro 2 ul zur Implantation verwendet. Zur Ver-
meidung von Suspensionsfehlern und um eine blasenfreie Aufnahme der Suspension zu
gewahrleisten, wurde pro Tier mindestens 2,5 pl Volumen bereitgestellt.

Aufgrund der Lange des Eingriffes pro Maus wurden nach maximal drei Stunden frisch
geerntete Zellen gleicher Linie und gleicher Passage verwendet. Die Zellen in Suspension
wurden auf Eis bei -5 °C kihl und abgedunkelt bis zur Implantation gelagert und pro Tier
frisch in die verwendete Hamilton Spritze aufgenommen.
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3.2 Versuchsplan

Zunachst wurden im Rahmen der ersten Versuchsreihe 12 Nacktmause mit den zwei ver-
schiedenen Zelllinien (NDRG1+/+ und Empty-Vektor) orthotop stereotaktisch implantiert
und nach 14, 21 und 28 Tagen ein MRT (7T MRT) je Maus erstellt (siehe Abbildung 6).
Es erfolgte die Konservierung der Gehirne innerhalb von 12 Stunden post MRT sowie die
histologische / immunhistochemische Untersuchung der erstellten Schnittbilder.

In der zweiten Versuchsreihe wurden 24 Tiere analog zur ersten Versuchsreihe stereotak-
tisch implantiert und zudem ab dem 21. Tag fur sechs Tage mit Temozolomid (50 mg/kg
KG) oder Sunitinib (80 mg/kg KG) behandelt. Die Versuchsmause wurden in zwei Haupt-
gruppen mit je zwei Untergruppen zu je sechs Tieren unterteilt.

Der Endpunkt wurde auf den 28. Tag nach dem letzten MRT-Scans bzw bei Vorliegen
von klinischen Symptomen festgelegt, d. h. die Tiere wurden mittels kardialer Perfusion
getotet und das Gewebe anschlielliend immunhistologisch untersucht. Die hierbei einge-
setzten immunhistologischen Marker wurden zur naheren Differenzierung des veranderte
Gewebes herangezogen.

Implantation Behandlungsdauer 6d NaCl, Su, TMZ Explantation
1. MRT 2. MRT 3. MRT
v I IS RS
| | | | >
0 7 14 21 28 Zeit in Tagen

Abbildung 6: Versuchsablauf

3.2.1 Abbruchpunkte

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden die Nacktmause taglich hinsichtlich fol-
gender Bewertungspunkte kontrolliert:

* Prozentuale Reduktion des Kérpergewichts (KG)
Auffalliges Verhalten

Futter-/Wasseraufnahme
Abwehr-/Schmerzreaktion

* Atmung
Mototrik (verandertes Gangbild)
Korperhaltung
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3.3 In vivo Methoden
3.3.1 Stereotaktische intrakranielle Implantation

Praoperative Vorbereitung und Versuchsaufbau

Die stereotaktischen Operationen fanden in einem gesonderten, speziell fur chirurgische
Eingriffe vorgesehenen Raum statt. Alle verwendeten Instrumente wurden vor dem Eingriff
autoklaviert. Pro Tag wurde eine Versuchsgruppe von maximal 12 Tieren implantiert (siehe
Abbildung 7).

Alle bendtigten Materialien wurden vor Sedierung der Tiere wie folgt aufgebaut:

Abgedunkelter Kéfig fur > Operationstisch mit ]
Tiere nach Sedierung stereotaktischem Rahmen Operationsbesteck

A
Y

Neuer Kafig far

Ké&fig mit unsedierten Mausen Versuchstiere postoperativ

Abbildung 7: Versuchsaufbau

Nach erfolgter Sedierung wurden die Versuchstiere einzeln in einen abgedeckten Kafig
gesetzt. Mit Hilfe einer Warmelampe wurde eine Temperatur von ungefahr 37 °C gewahr-
leistet. Nach der erfolgten Implantation wurden die Tiere in einen frischen Kafig gesetzt.

Sedierung

Alle Versuchstiere wurden mittels einer intraperitonealen Injektion analgosediert. Die ver-
wendeten Substanzen wurden vorher unter sterilen Bedingungen als gebrauchsfertige
Lésung angemischt. Verwendet wurde eine Mischung aus 3/4 Ketamin (Hostaket) 120
Mg/kg KG als klassisches Anasthetikum und 1/4 Xylazin (Rompun) 16 ug/kg KG als An-
algetikum. Diese Medikamentenlésung wurde mit einer Dosierung von 0,01 ml/10 g KG .
p. appliziert.
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Zu Beginn der Eingriffe wurde die Losung frisch hergestellt und geklhlt sowie lichtge-
schutzt bis zur Verwendung gelagert. Das Injektionsvolumen wurde durch Ermittlung des
Korpergewichts bestimmt.

Nach Injektion erhielt jede Maus Bepanthen-Augensalbe und wurde durch eine auf 37 °C
eingestellte Warmeplatte bis zum Wirkungseintritt warm gehalten. Die optimale sedative
Wirkung setzte bei den Versuchstieren nach etwa 8-10 Minuten ein und hielt eine halbe
Stunde an. Zudem erfolgte eine Kennzeichnung der Tiere mit Ohrmarken in einem bzw.
beiden Ohren. Die Narkosetiefe wurde anhand der Tiefensensibilitat zwischen den Zehen
der Mause mit einer chirurgischen Pinzette Uberpruft und ggfs nachappliziert.

Stereotaktische intrakranielle Implantation

Abbildung 8: Stereotaktischer Rahmen [106]

Zu Beginn wurden die Versuchstiere in Brustlage auf den stereotaktischen Rahmen gelegt
und die Ventilation durch das Einspannen der Oberkieferfrontzahne in eine Bissschiene
und Vorlagern der Zunge gewabhrleistet (siehe Abbildung 8). Zudem erfolgte die stabile
Fixierung des Schadels in exakt waagrechter Lage mittels beidseitiger Positionierungs-
stifte. Dies ist besonders wichtig, um eine Messung mit senkrechtem Injektionskanal zu
gewabhrleisten.

Sodann erfolgte die Desinfektion und nach Abwarten der Einwirkzeit die Eréffnung der
Cutis auf Hohe der Ohrbasis mittels medianer Inzision, gefolgt vom Einbringen der Fa-
denzigen zur Wundspreizung sowie der Freilegung des Periosts.

AnschlieRend wurde anhand des Bregmas der Implantationspunkt bestimmt und markiert
(siehe Abbildung 9). Hierzu wurden am stereotaktischen Rahmen die dreidimensionalen
Koordinaten des Bregmas bestimmt und folgende Werte hinzuaddiert:

e Anterior: + 1 mm
e Lateral: + 2 mm
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Abbildung 9: Schemazeichnung Bregma [106]

An diesem Punkt wurde ein kleines Loch mit einer dinnen 23 G Kanlle vorgebohrt. An-
schliellend wurde die 10 pyl Hamilton Spritze in die Halterung eingespannt. Die mit 2 ul der
Tumorzellsuspension befullte Spritze wurde zunachst auf Hohe des Kortexes gebracht
und dann vorsichtig 3—4 mm caudal Richtung Basalganglien abgesenkt. Nach Abwarten
von 2—-3 Minuten erfolgte die Bewegung der Nadel um 2 mm nach kranial und nach kur-
zem Warten die Injektion der Suspension mit einer durchschnittlichen Rate von 0,25 pl pro
Minute. Nach vollstandiger Injektion wurde die Hamilton Spritze zunachst fur drei Minuten
am Ort der Implantation belassen und schliel3lich Gber einen Zeitrahmen von sechs Minu-
ten 0,5 mm pro Minute repositioniert, um einen Reflux zu vermeiden. Der Schadel wurde
mit Knochenkleber und die Kutis mit Einzelknopfnahten verschlossen. Das Versuchstier
wurde zuruck in die Warmebox gelegt und bis zur vollstandigen Mobilitat kontinuierlich
Uberwacht.

Die Operation einer Maus dauerte ca. 60 Minuten, darunter rund 10 Minuten fur die Anas-
thesie, 30 Minuten fur den eigentlichen Eingriff und 20 Minuten fur die Aufwachphase.

Postoperatives Management

Es erfolgte die kontinuierliche Uberwachung und Versorgung der Versuchstiere bis zur
vollstandigen Regeneration. AnschlieRend wurde die Wunde taglich kontrolliert.

3.3.2 Magnetresonanztomographie (MRT)

An den Tagen 14, 21 und 28 wurden bei allen Versuchstieren die Gehirne mittels MRT
bildlich dargestellt. Alle Messungen sowie die Auswertung der Tumorvolumina sind mit der
Hilfe der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Christoph Harms, insbesondere Frau Susanne
Muller und Frau Prof. Ulrike Harms, entstanden. Zum Einsatz kam ein 7-Tesla Scanner
fur Nagetiere (Pharmascan 70/16, Bruker BioSpin, Ettlingen, Deutschland) mit der Bruker
Paravision Software Version 4.
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Vorbereitung des Kontrastmittels

Um alle strukturellen Veranderungen optimal darzustellen, wurde den Tieren Uber die
Schwanzvene Kontrastmittel appliziert. Verwendet wurde hierfur Magnevist (Bayer, Le-
verkusen) 2,0 mmol/l in verdinnter Lésung. Jede Maus erhielt dabei 0,5 mmol/kg Kor-
pergewicht (KGW) Gd-DTPA Magnevist, entsprechend 100 ul der angefertigten Losung
intravends.

Vorbereitung der Mause

Die Tiere wurden am Tag des MRT gruppenweise im Kafig zum MRT transportiert. Vor
Ort erfolgte eine kurze Beurteilung der Mause. Nach Fixierung des Tieres erfolgte der
intravendse Zugang in die laterale Schwanzvene.

Durchfiihrung

Die Mause wurden in das MRT in Bauchlage, die Nase in einer 3 ml Spritze zur Narkose-
ventilation umgelegt. Die Anasthesie wurde mit 2,5 % (v/v) Isofluran/Sauerstoffgemisch
eingeleitet und mit 1,5-2 % (v/v) Isofluran/Sauerstoffgemisch mittels Gesichtsmaske auf-
recht erhalten. Wahrend der Untersuchung wurden die Mause auf eine Warmematte ge-
legt, um eine konstante Kérpertemperatur von 37 °C zu gewahrleisten. Zudem wurde die
Atemfrequenz mit einem Monitoring-System Uberwacht.

Zur bildlichen Darstellung der Gehirne wurden T1- und T2-gewichtete 2D Turbo Spin-
Echo-Sequenzen mit folgenden Bildgebungsparamtern verwendet: fur TIWTR/TE =
800/10,6 ms, RARE-Faktor 2, 4 Mittelwerte und fir T2w TR/TE = 4200/36 ms, RARE
Faktor 8, 4 Mittelwerte.

Zwischen dem Bulbus olfactorius und dem Cerebellum wurden von rostral nach caudal
20 koronare Schnitte mit einer Schnittdicke von jeweils 0,5 mm, einem Sichtfenster von
27,65 x 27,65 mm und einer Matrix mit 256 x 256 Pixel aufgenommen.

Nach der letzten Messung erfolgte ein sofortiges Umlagern der Maus in die Transportbox
unter stetigem Monitoring.

Kardiale Perfusion und Entnahme / Fixierung der Gehirne

Die Tiere wurden innerhalb von 24 Stunden nach dem letzten MRT am 28. Tag post OP
unter Schmerzfreiheit mittels kardialer Perfusion tierschutzgerecht getétet und die Gehirne
explantiert und fixiert.
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Hierzu wurden die Versuchstiere zunachst irreversibel sediert, jedoch der Kreislauf auf-
rechterhalten. Nach Uberpriifung der Tiefensensibilitat und bei Ausbleiben der Reflexe
erfolgte die Fixierung der Extremitaten an einem Styroporbett unter der Abzugshaube.
Danach wurde die Bauchhaut desinfiziert und das Abdomen im Bereich der Mittellinie mit-
tels feiner chirurgischer Schere erdffnet. Sodann erfolgte die Freilegung der Bauch- und
Thoraxwand sowie der Zwerchfellkuppe unter Schonung der A./V. thoracica und anschlie-
Rend die Durchtrennung der Rippen beidseits lateral bis kranial des Herzens mit Hilfe einer
scharfen Schere. Nach Losung der vorderen Thoraxwand wurde diese nach kranial ver-
lagert und nach Freilegung des Herzens der rechte Vorhof und somit der grol3e Kreislauf
mittels eines Scherenschlages eroffnet. Mit einer 10 ml Spritze wurde der linke Ventrikel
punktiert und die 4%ige PFA-L6sung langsam injiziert. Der Perfusionserfolg konnte leicht
durch das Austreten der klaren PFA-LOsung aus dem rechten Atrium und an dem Ver-
blassen der inneren Organe (Leber, Darm) sowie dem Versteifen des Tieres kontrolliert
werden. Zigig wurde der Kopf mit einer Schere abgesetzt und die Kopfhaut mittig durch-
trennt und entfernt. Anschlieliend wurde die Sutura sagittalis aufgesucht und mit einer
spitzen Schere eroffnet. Nach vollstandiger Entfernung der oberen Schadeldecke erfolgte
das Absetzen aller sichtbaren Hirnnerven (I, Il und V) und die vorsichtige Entnahme des
Gehirns aus der Schadelbasis. Das enthommene Gehirn wurde in ein Falcon-Rdhrchen
Uberfuhrt und fur 24 Stunden bei -50 °C aufbewahrt. Nach der Fixierung wurden die Ge-
hirne in flissigem Stickstoff bei -80 °C kryokonserviert und gelagert.

Bildanalyse

Die Berechnung des Tumorvolumens wurde mit dem Programm Analyze 5.0 (Analyze
Direct, Inc.; Lenexa USA) durchgefiihrt. Die hyperintensiven Bereiche in T2-gewichteten
bzw. T1-gewichteten Bildern wurden mit einem Region-of-Interest-Tool belegt. Dies er-
moglicht eine schwellenwertbasierte Segmentierung durch Verbinden aller Pixel innerhalb
eines spezifizierten Schwellwertbereichs um das ausgewahlte Startpixel herum und flhrt
zu einer 3D-Objektkarte der gesamten Tumorregion. Anschlielend wurde das Gesamtvo-
lumen der gesamten Objektkarte automatisch berechnet.

3.4 Anfertigung von Kryoschnitten

Zur immunhistochemischen Analyse der Tumorexzidate wurden Gefrierschnitte mit einer
durchschnittlichen Dicke von 6—10 ym an einem Gefriermikrotom (Microm, HM 560) ange-
fertigt. Daflir wurden die bei -80 °C gefrorenen Exzidate zunachst auf den Probenhalter mit-
tels Tissue Tec aufgebracht und Uber den Schnell-Gefrier-Modus befestigt. Im Anschluss
wurde die Probe fur eine halbe Stunde im Mikrotom gelagert, um eine Schnitttemperatur
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von 20-23 °C zu erreichen. Die Einstellung der Kammertemperatur erfolgte je nach Aulen-
temperatur und betrug durchschnittlich -20 °C; die Temperatur des Tragers lag zwischen
-20 °C und -25 °C.

Die Schnitte wurden in kranio-kaudaler Fuhrung erstellt, analog zur Schnittebene im MRT.
Zur Aufnahme der Schnitte wurden speziell beschichtete Objekttrager (SuperFrost Plus
Microm) verwendet und wahrend der gesamten Zeit des Schneidevorgangs bei -20 °C
gelagert. Pro Objekttrager wurden zwei Schnitte aufgezogen. Parallel zum Schneidevor-
gang wurden stets alle Proben gekuhlt im Mikrotom aufbewahrt und alle fertigen Schnitte
wurden ziigig in Objekttragerkasten in den -80 °C kalten Gefrierschrank umgelagert. Die
weitere Fixierung der Schnitte wurde erst unmittelbar vor Durchfihrung der jeweiligen im-
munhistochemischen Farbung durchgefuhrt.

3.4.1 Immunhistologische Farbungen

Farbung fiir den Tumorzellproliferationsmarker Phospho-Histone H3 (PHH3)

Der Proliferationsmarker PHH3 ist ein Histonprotein, welches zusammen mit anderen
Histonen die Proteinhauptbestandteile des Chromatins in eukaryotischen Zellen bildet.
Gerade wahrend der Mitose zeigt es eine maximale Chromatin-Kondensation, wohinge-
gen die Interphase keine Rolle spielt [107]. Zudem wiesen Untersuchungen auch keine
Phosphorylierung am Histon H3 wahrend der Apoptose nach [108]. Demzufolge wurde
PHH3 als mitotischen Marker verwendet, um mitotische, d. h. aktiv proliferierende Tumor-
zellen von apoptotischen Korperchen und Resten des karyorrhektischen Kernzerfalls zu
differenzieren (Millipore cat. no. 06-570, Wirt: Kaninchen, 1:500).

Farbung zur Detektion von Endothelzellproliferation mittels Anti-Maus-Ki-67

Um die proliferierenden Endothelzellen im Tumorgewebe darzustellen, wurde der im-
munhistochemische anti-Maus-Ki-67-Marker verwendet (DAKO, Clone Tec-3, Wirt: Ratte,
1:25). Die induzierte Tumorangiogenese durch spezifische Stimuli wie beispielsweise VE-
GF wird vom Wirt Maus, d.h. von mauseigenen Endothelzellen realisiert. Ki-67 bindet an
ein nukleares Protein, das bei allen aktiven Zellen aulderhalb der Ruhephase (Zellzyklus
GO0) nachgewiesen werden kann [109]. Je hdher die Proliferationsrate, desto kraftiger ist
die Farbung. Tumore, wie das primare GBM mit hoher Proliferationsrate, weisen eine
kraftig positive Farbung auf. Ki-67 eignet sich also insbesondere zur Bestimmung der
Proliferationskapazitat eines Tumors und damit auch zur Einschatzung der Malignitat
[109].
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Doppelimmunfluoreszenzfarbung Pecam-Desmin

Die gleichzeitige Darstellung von Perizyten (Desmin-positiv) und Endothelzellen (CD31-
positiv) gelang durch kombinierte Anwendung beider Immunfluoreszenzmarkierungen von
Desmin (Abcam, Wirt: Kaninchen, 1:100-1:200) und Pecam (CD31, BD Pharmingen, Wirt:
Ratte, 1:50) auf den Schnitten.

Diese Doppelimmunfluoreszenz-Farbung erfolgte simultan, d.h. beide Primarantikdrper
sowie beide Sekundarantikérper wurden gemeinsam in einer Antikdrperldosung inku-
biert.

Immunhistochemisches Farbeprotokoll

Die zunachst bei -80 °C aufbewahrten Objekttrager wurden unmittelbar in Methanol Uber-
fuhrt und flr 5-10 Minuten bei -20 °C fixiert. Nach kurzer Trocknung wurde jeder ein-
zelne Schnitt mit dem Fettstift DAKO Pen als zirkulare Barriere umkreist. Anschliel3end
wurden die Schnitte bei Raumtemperatur (RT) drei Mal fur jeweils 5 Minuten mit PBS,
pH 7,4 gewaschen. Danach wurden die Schnitte zur Blockierung unspezifischer Antigen-
bindungsstellen in einer 1%igen Casein-PBS Losung fur 30 Minuten bei RT inkubiert. Es
schloss sich die Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikorper (in 0,5%igen Casein-PBS
entsprechend verdinnt) fur 2 Stunden bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer ohne
Lichtexposition an. Hierbei wurden 80-100 pl der jeweiligen primaren Antikorperlosung
auf jeden Schnitt mit einer Eppendorf Pipette so aufgetragen, dass die mit dem Fettstift
gebildete Grenze nicht Uberschritten wurde. Nach erfolgter Inkubation wurden die Kryo-
statschnitte vorsichtig aufgestellt, so dass die Losung abflieRen konnte. Danach wiederum
ein dreimaliger Waschvorgang bei RT mit 0,5%igen Casein-PBS. Darauf folgte das Auftra-
gen des jeweiligen Sekundaren Antikorpers verdunnt mit 0,5%igen Casein-PBS und die
Inkubation fur 2 Stunden bei RT in einer dunklen Feuchtkammer. Danach wurde das Se-
kundarantikdrpergemisch vorsichtig von den Objekttragern abgeschuttelt und die Schnit-
te wieder drei Mal fur 5 Minuten bei RT jedoch unter Lichtschutz (durch Alufolie) in PBS
gewaschen. Abschliel3end erfolgte die Farbung der Zellkerne mittels DAPI und das Ein-
decken mittels Deckglaschen. Nach 30-minltigem Lufttrocknen unter Lichtschutz wurden
die Deckglaschen mittels durchsichtigem Nagellack zum Luftausschluss versiegelt. Die
gefarbten Kryoschnitte wurden bis zur Mikroskopie und Auswertung bei 4 °C in einer licht-
undurchlassigen Box aufbewahrt.

Die Negativkontrollen zum Ausschluss unspezifischer Antikérperbindungen erfolgte je-
weils durch Zugabe des Sekundarantikdrpers ohne Verwendung des Primarantikorpers.
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3 Methoden

Mikroskopie und Auswertung

Um optimale Farberesultate zu erzielen und eine mogliche Signalabschwachung der Im-
munfluoreszenz zu vermeiden, wurde die Mikroskopie der gefarbten Schnitte nach Ab-
schluss der Farbung oder am darauffolgenden Tag vorgenommen.

Die mikroskopische Auswertung wurde mit Hilfe des computergestitzten Axioskops der
Firma Zeiss und der dazugehorigen Software Axiovision 4.0 durchgefuhrt.

Zur quantitativen Auswertung der jeweiligen immunhistochemischen Untersuchun-
gen wurden zunachst im ersten Teil des Experiments 4 Tumore mit U87MG NDRG1-
Uberexprimierenden Zellen und 4 Tumore mit dem Empty-Vektor herangezogen. Pro
Tumor wurde eine Anzahl von insgesamt neun Schnitten evaluiert. Von jedem Schnitt
wurden funf Untersuchungsfelder (ROls; Region of Interest) in einer 200-fachen Vergro-
Rerung analysiert.

Im zweiten Teil des Experiments wurden 4 Tumore pro Behandlungsgruppe (4 x NDRG1
mit Su, 4 x NDRG1 mit TMZ sowie 4 x Empty/Kontrolle mit Su und 4 x Empty/Kontrolle mit
TMZ) untersucht und ebenso drei Schnitte je Farbung und finf ROIs je Schnitt bewertet.

3.5 Statistische Methoden

Aus den quantitativen Daten wurde der Mittelwert £+ SD (Standardabweichung) berech-
net. Die Mittelwerte der einzelnen Parameter wurden aus den Ergebnissen der jeweiligen
Versuchstiere zu den betreffenden Untersuchungszeitpunkten bestimmt.

Mittels der ANOVA-Varianzanalyse und nachfolgender Bonferroni-Korrektur (Post-hoc-
Test) erfolgte die statistische Auswertung von Unterschieden. Zur statistischen Analyse
von Vergleichen zwischen Gruppen wurde der Student-t-Test durchgefihrt.

Als statistisch signifikant wurden alle Werte P < 0,05 definiert. Die statistische Auswertung
wurde mit Hilfe der Software GraphPad Prism (Version 6.0, La Jolla) und Excel (Microsoft)
durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswirkung der NDRG1-Uberexpression auf das
Gliomwachstum

4.1.1 Effekte auf das Tumorvolumen in vivo

Das Tumorwachstum von NDRG1-uUberexprimierenden U87MG Zellen und der Em-
pty/Kontrollgruppe wurde in vivo Uber einen Zeitraum von 28 Tagen beobachtet. In den

erstellten MRT-Aufnahmen zeigen sich deutlich positive Tumorbefunde an Tag 14, 21 und
28 (siehe Abbildung 10).

Empty / Kontrolle NDRG1 +/+

Tag 14

Tag 21

Tag 28

Abbildung 10: MRT-Bilder von NDRG1-uberexprimierenden Gliomzellen und der Ver-
gleichsgruppe: hyperintense, inhomogene Areale kennzeichnen den jeweiligen positiven
Tumorbefund. Die Versuchstiere wurden mit der gleichen Zellzahl an identischer Stelle
implantiert.
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Interessant ist hierbei, dass sich bis zu Tag 21 ein vergleichbares Wachstumsverhal-
ten zeigt und sich erst ab Tag 21 Unterschiede darstellen. So entwickelten sich die
NDRG1-uberexprimierenden Tumoren schneller und wiesen an Tag 14 eine Grolie von
2,19 mm? * 3,079 mm?im Vergleich zur Empty/Kontrollgruppe (0,74 mm?3 + 0,62 mm?) auf
(siehe Abbildung 11). An Tag 21 zeigte das Tumorvolumen der Gruppe Empty (Empty:
7,01 mm?® = 5,97 mm?3) ein um 46 % reduzierte Tumorgrofe im Vergleich zur NDRG1-
Gruppe (NDRG1: 12,92 mm? = 18,39 mm3). Am Tag 28 post OP war dieses Verhaltnis
beinahe exakt umgekehrt. Die Tumore der Empty/Kontroll-Gruppe zeigten einen Mittel-
wert von 61,02 mm? £ 40,13 mm? im Vergleich zur NDRG1-Uberexprimierenden Gruppe
(33,52 mm? + 25,26 mm?); somit konnte hier ein um 45 % reduziertes Tumorvolumen der
NDRG1-Gruppe im Vergleich zu Empty beobachtet werden.

E 100 -e- Empty/ Kontrolle
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Abbildung 11: Wachstumsverhalten der U87MG-Tumorzellen in vivo: im MRT gemes-
sene Tumorvolumina der stereotaktisch intrakraniell implantierten U87MG NDRG1-
Uberexprimierenden Gliomzellen und des Empty-Vektors zu den Untersuchungszeitpunk-
ten an Tag 14, 21 und 28. Je Gruppe N = 8; alle Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben.

Es lasst sich beobachten, dass kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Mit-
telwerten der beiden Versuchsgruppen an den jeweiligen Tagen festgestellt werden kann.
Tag 14 NDRG1 vs. Empty/Kontrolle — P > 0,999; Tag 21 NDRG1 vs. Empty/Kontrolle —
P > 0,999; Tag 28 NDRG1 vs. Empty/Kontrolle — P = 0,1797 (siehe Abbildung 1).

Betrachtet man hingegen die Differenz der Mittelwerte zwischen den verschiedenen Zeit-
ebenen und stellt das relative Tumorwachstum dar, so besteht ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Empty/Kontrollgruppe (Tag 14 vs. Tag 28: * P < 0,0001 und Tag 21
vs. Tag 28: * P < 0,0001), der grofer ist als zufallig zu erwarten ware (siehe Abbildung
12).
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Abbildung 12: Relatives Tumorwachstum von NDRG1-Uberexprimierenden Tumorzellen
und Tumorzellen mit dem Empty-Vektor/Kontrolle: dargestellt sind Balkendiagramme mit
Mittelwerten der beiden Gruppen (NDRG1; Empty/Kontrolle) und Standardabweichung. N
= 8 Tiere/Gruppe.

4.1.2 Charakterisierung der GefaRdichte und der PECAM/Desmin-Ratio

Anhand der Doppelimmunfluoreszenzfarboung PECAM/Desmin wurden die Perizyten-
Endothel-Interakion der untersuchten Gliomzellen analysiert (siehe Abbildung \ref{IHC-
Darstellung).

Empty NDRG1

Abbildung 13: Reprasentative fluoreszenzimmunhistochemische Darstellung der Gefal3-
Perizyten-Assoziation in NDRG1-Uberexprimierenden U87MG Tumoren und Kontrollen:
PECAM (rot)/Desmin (grin), 20-fache VergrofRerung. Auffallig ist die reduzierte Gefald-
dichte in NDRG1-Uberexprimierenden Zellen.

In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen werden, dass die Gefalldichte (siehe
Abbildung 14) in NDRG1-Uberexprimierenden Tumoren signifikant reduziert war (NDRG1:
83,65 n/ROI = 10,62 n/ROI) verglichen mit der Kontrollgruppe (Empty/Kontrollgruppe:
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111,5n/ROI £ 10,64 n/ROI); * P =0,00235. (NDRG1 vs. Empty/Kontrolle). Die Endothelzell-
Perizyten-Interaktion war hingegen unbeeinflusst hinsichtlich der NDRG1-Uberexpression
(NDRG1: 0,879 + 0,05 und Empty/Kontrolle: 0,824 + 0,08).
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Abbildung 14: Darstellung der GefalRdichte (“Vessel density”): signifikanter Unterschied
in der GefaRdichte (NDRG1 vs. Empty/Kontrolle), jedoch unveranderte Endothelzell-
Perizyten-Interaktion. Balkendiagramme der Mittelwerte mit Standardabweichungen. N =
4 Tiere/Gruppe. * P = 0,00235.

4.1.3 Bestimmung der Tumorzellproliferation mittels Phospho-Histon H3 und Ki-67

Mithilfe des Proliferationsmarkers Phospho-Histon H3 konnte die Tumorzellproliferation
immunhistochemisch analysiert werden (siehe Abbildung 15) und mittels der Ki-67-
immunhistochemischen Farbung wurde die Endothelzellenproliferation dargestellt (siehe
Abbildung 16).

Empty NDRG1

o 200um 200 ym

Abbildung 15: Beispielhafte immunfluoreszenshistochemische Darstellung der Tumorzell-
proliferation in NDRG1-Gliomzellen und Kontrollzellen: Phospho-Histon H3 (rot) und Zell-
kernfarbung mittels DAPI (blau). Vergré3erung 20-fach.
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Abbildung 16: Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Endothelzellproli-
feration in U87MG-Gliomzellen mittels Anti-Maus Ki-67 (grin). Visualisierung der Zell-
kerne mit DAPI (blau). 20-fache VergrofRerung. Maldstab 200um. Die U87MG NDRG1-
Uberexprimierenden Zellen wiesen auch eine signifikante Reduktion der Proliferation der
Endothelzellen auf.

Die Darstellung der Tumorzellproliferation in den beiden Tumorzellgruppen ist in Abbil-
dung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Darstellung der Tumorzellproliferation und der Endothelzellproliferation
der NDRG1-Uberexprimierenden Zellen und Zellen mit dem Empty-Vektor: die NDRG1-
positive Gruppe weist eine signifikante Reduktion der Tumorzellproliferation im Vergleich
zur Referezgruppe auf. Signifikante Verminderung der Endothelzellproliferation in der
NDRG1-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle. N = 4; alle Werte sind als MW + SD ange-
geben. Ungepaarter t-Test.
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Es konnte eine signifikant verminderte Tumorzellproliferation in den NDRG1-positiven Tu-
moren (NDRG1: 12,65 n/ROI £ 4,76 n/ROI) dargestellt werden verglichen mit der Em-
pty/Kontrollgruppe (Empty/Kontrolle: 25,48 n/ROI £ 7,75 n/ROI; * P = 0,0078). Die Tu-
morzellproliferation in der NDRG1-Gruppe ist im Durchschnitt 50 % geringer als in der
Kontrollgruppe. Auch bezuglich der Endothelzellproliferation konnte ein signifikanter Un-
terschied mit * P = 0,0047 konstatiert werden: NDRG1 wies einen Wert von 1,15 n/ROI
1,40 n/ROI und Empty/Kontrolle 6,15 n/ROI = 3,71 n/ROI.

4.2 Charakterisierung der therapeutischen Effektivitat von Sunitinib
hinsichtlich NDRG1-uberexprimierende Tumorzellen

4.2.1 Effekte auf das Tumorvolumen in vivo

Zur Untersuchung inwieweit sich eine antiangiogene Behandlung auf das Wachstumsver-
halten der NDRG1-Uberexprimierenden Tumorzellen auswirkt, wurden die Versuchstiere
in der zweiten Versuchsreihe ab dem 21. Tag Uber sechs Tage mit Sunitinib i.p. behandelt.
Die Abbildungen (siehe Abbildung 18) zeigen reprasentativ MRT-Befunde an Tag 28 in den
beiden Gruppen (NDRG1-lberexprimierende Gliomzellen unter Therapie mit Su und der
Empty-Vektor/Kontrolle unter Therapie mit Su). Hyperintense, inhomogene Areale kenn-
zeichnen den deutlich positiven Tumorbefund. Die Versuchstiere wurden mit der gleichen
Zellzahl an identischer Stelle implantiert und mit Su (80 mg/kg KG i.p.) behandelt.

Tag 28 (T1 Rare2)
Empty + Su NDRG + Su

Abbildung 18: MRT-Bilder von NDRG1-Uberexprimierenden Gliomzellen und der Ver-
gleichsgruppe unter Therapie mit Su.

Bemerkenswert ist, dass sich auch in der Therapiegruppe mit Su zunachst die NDRG1-
Uberexprimierenden Tumore schneller entwickelten und an Tag 14 eine Grdole von
1,03 mm?3+ 0,80 mm?3 (NDRG1 ohne Therapie: 2,19 mm?+ 3,079 mm?3) im Vergleich zu Em-
pty/Kontrolle + Su: 0,23 mm? + 0,30 mm? (Empty-Kontrollgruppe ohne Therapie: 0,74 mm?
+ 0,62 mm?3) aufwiesen (siehe Abbildung 19). Daraus lasst sich ableiten, dass NDRG1 +
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Su ein um 52,97 % reduziertes Tumorwachstum im Vergleich zur NDRG1-Gruppe ohne
Therapie aufweist und Empty + Su ein um 68,92 % reduziertes Tumorvolumen.

nE 100
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Abbildung 19: Wachstumsverhalten der U87MG-Tumorzellen in vivo unter Therapie mit
Sunitinib: NDRG1 und Empty/Kontrolle N = 8; NDRG1 + Su: N = 4; Empty/Kontrolle + Su:
N = 6. Alle Werte sind als Mittelwerte £ SD angegeben. Two-way ANOVA mit Bonferronis
multiple comparison post-hoc Test.

An Tag 21 zeigte sich, dass das Tumorvolumen in der Gruppe von NDRG1 + Su: 7,23 mm?3
+ 7,00 mm? deutlicher zugenommen hat (vgl. NDRG1 ohne Therapie: 12,92 mm?3 %
18,39 mm?3) als in der Vergleichsgruppe Empty/Kontrolle + Su: 3,98 mm? £ 3,50 mm?3
(vgl. Empty/Kontrolle ohne Therapie: 7,01 mm?® + 5,97 mm?). Hieraus ergibt sich ein
um 44,04 % vermindertes Tumorvolumen in der NDRG1 + Su-Therapiegruppe im Ver-
gleich zur NDRG1 ohne Therapie und eine um 43,22 % reduzierte Tumorgro3e in der
Empty-Gruppe + Su.

Am Tag 28 post OP veranderte sich das Verhaltnis deutlich. Hier konnte ein statis-
tisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen Empty/Kontrolle ohne Therapie
(61,02 mm3 £ 40,13 mm?3) und Empty/Kontrolle + Su (24,29 mm? + 23,80 mm?) aufgezeigt
werden; *P = 0,0331. So zeigte das Tumorvolumen der Gruppe von Empty/Kontrolle + Su
ein um 60,19 % reduziertes Tumorwachstum verglichen mit der Empty/Kontrollgruppe oh-
ne Therapie. Die NDRG1 + Su Gruppe (21,36 mm? £ 21,00 mm?) zeigte ein um 36,28 %
reduziertes Tumorvolumen im Vergleich zur nicht therapierten Kohorte (33,52 mm3 %
25,26 mm?3). Zwischen den anderen Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied fest-
gestellt werden (Tag 14/21: NDRG1 vs. NDRG1 mit Su — P > 0,999).
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4.2.2 Charakterisierung der GefaRdichte und der PECAM/Desmin-Ratio

Anhand der Doppelimmunfluoreszenzfarbung PECAM/Desmin wurde auch in dieser Stu-
diengruppe die Gefal-Perizyten-Assoziation analysiert (siehe Abbildung 20).

Empty + Su NDRG1 + Su

Abbildung 20: Reprasentative fluoreszenzimmunhistochemische Darstellung der Gefal3-
Perizyten-Assoziation in NDRG1-Uberexprimierenden U87MG Tumoren und Kontrollen
nach Therapie mit Sunitinib: PECAM (rot)/Desmin (grin), 20-fache VergroRerung. Auffal-
lig ist die signifikant reduzierte Gefaldichte in der Kontrollgruppe (Empty/Kontrolle vs. Em-
pty/Kontrolle mit Su).

Wie in der folgenden Abbildungen dargestellt (siehe Abbildung 21), konnte ein signifi-
kanter Unterschied hinsichtlich der Gefalidichte in den Gruppen Empty/Kontrolle vs. Em-
pty/Kontrolle mit Su (111,5 n/ROI £ 10,64 n/ROIl vs. 69,05 n/ROI + 6,36 n/ROI, * P =0,0012)
beobachtet werden und dartber hinaus auch in der Gruppe Empty/Kontrolle vs. NDRG1
(* P=0,00198).

In der Behandlungsgruppe NDRG1 vs. NDRG1 mit Su (83,66 n/ROI + 10,62 n/ROl vs. 72,9
n/ROI £ 11,43 n/ROI) konnte kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.
So lasst sich schlussfolgern, dass die Gruppe von NDRG1 + Su eine um 12,86 % ge-
ringere Gefaldichte als die Vergleichsgruppe ohne Therapie aufweist. Darlber hinaus
zeigt sich eine deutlich groliere Reduktion der Gefalidichte um 38,07 % in der Gruppe
Empty/Kontrolle + Su im Vergleich zur Empty/Kontrolle ohne Therapie.
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Abbildung 21: Darstellung der GefalRdichte (“Vessel density”) der U87MG Gliomzellen
nach Behandlung mit Sunitinib: Darstellung mittels Balkendiagrammen. Angegeben sind
die Mittelwerte mit Standardabweichungen; multiple Varianzanalyse two-way ANOVA mit
Bonferronis post-hoc test. N = 4 Tiere/Gruppe.

Hinsichtlich der Endothelzell-Perizyten-Interaktion konnten auch signifikante Differenzen
in den einzelnen Gruppen festgestellt werden (siehe Abbildung 22): NDRG1 vs. NDRG1 +
Su (NDRG1: 0,879 £ 0,05; NDRG1 + Su: 0,689 + 0,103; * P <0,001) und Empty/Kontrolle
vs. Empty/Kontrolle + Su (Empty/Kontrolle: 0,825 £ 0,08; Empty/Kontrolle + Su: 0,663 +
0,105; * P <0,001). Auch hier Iasst sich eine um 21,62 % geringere Endothelzell-Perizyten-
Interaktion in der NDRG1 + Su-Gruppe (im Vergleich mit NDRG1 ohne Therapie) nach-
weisen und eine um 19,64 % reduzierte Interaktion zwischen Empty/Kontrolle + Su und
Empty/Kontrolle ohne Therapie.
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Abbildung 22: Desmin/PECAM (CD31+)-Ratio: Balkendiagramme zur Veranschaulichung
der signifikanten Unterschiede in den Gruppen. Angegeben sind die Mittelwerte mit Stan-
dardabweichungen; multiple Varianzanalyse two-way ANOVA mit Bonferronis post-hoc
test. N = 4 Tiere/Gruppe.
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4.2.3 Bestimmung der Tumorzellproliferation mittels Phospho-Histon H3 und
Endothelzellproliferation mittels Ki-67

Auch in der Therapiegruppe wurde mithilfe des Proliferationsmarkers Phospho-Histon H3
die Tumorzellproliferation immunhistochemisch analysiert (siehe Abbildung 23).

PHH3: Empty + Su PHH3: NDRG1 + Su

Abbildung 23: Beispielhafte immunfluoreszenshistochemische Darstellung der Tumorzel-
Iproliferation: Proliferationsmarker Phospho-Histon H3 (rot) und Zellkernfarbung mittels
DAPI (blau). Vergrofierung 20-fach.

Die Auswertung zeigt, dass die Tumorproliferation in der NDRG1-Uberexprimierenden Ver-
suchsgruppe bei 12,65 n/ROI £ 4,76 n/ROI und in der Therapiegruppe (NDRG1 mit Su) bei
11,48 n/ROI £ 4,79 n/ROl liegt (siehe Abbildung 24). Die Differenz ist statistisch nicht signi-
fikant. Hingegen ist der Unterschied zwischen den Gruppen NDRG1 (12,65 n/ROI + 4,76
n/ROI) vs. Empty/Kontrolle (25,48 n/ROI = 7,75 n/ROI) und NDRG1 mit Su (11,48 n/ROI
14,79 n/ROI) vs. Empty/Kontrolle statistisch signifikant (*P = 0,0276 und 0.0165). Es zeigt
sich eine Reduktion der Tumorzellproliferation um 41,05% in der Empty + Su-Gruppe im
Vergleich zur Empty/Kontrollgruppe.
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Abbildung 24: Darstellung der Tumorzellproliferation in NDRG1-Uberexprimierenden Zel-
len und dem Empty-Vektor: gemessen in Phospho-Histon-H3-positiven Zellen pro Beob-
achtungsfeld von 0,04 mm?2. N = 4 Tiere/Gruppe; alle Werte sind als MW + SD angegeben.
Multiple Varianzanalyse two-way ANOVA mit Bonferronis post-hoc test.
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Auch im Hinblick auf die Endothelzellproliferation erfolgte die immunhistochemische Ana-
lyse mittels Anti-Maus Ki-67 (siehe Abbildung 25).

Ki-67: Empty + Su Ki-67: NDRG1 + Su

Abbildung 25: Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Endothelzellprolife-
ration: Anti-Maus Ki-67 (grun). Visualisierung der Zellkerne mit DAPI (blau). 20-fache Ver-
grolRerung. Mal3stab 100 pm.

Es konnte ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Endothelzellproliferation aufge-
zeigt werden (siehe Abbildung 26): Als signifikant stellt sich die Differenz in den Gruppen
Empty/Kontrolle (6,15 n/ROI = 3,71 n/ROI) vs. NDRG1 (1,15 n/ROI = 1,40 n/ROI) mit *P
= 0,016 und Empty vs. NDRG1 + Su (2,35 n/ROI = 1,15 n/ROI) mit *P = 0,0107 sowie
Empty/Kontrolle + Su (5,13 n/ROI + 2,15 n/ROI) vs. NDRG1 mit *P = 0,0078 dar. Im Ge-
gensatz dazu konnte in der Gruppe von NDRG1 (1,15 n/ROI £ 1,40 n/ROI) vs. NDRG1 +
Su (2,35 n/ROI £ 1,15 n/ROI) kein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden,
auch wenn NDRG1 + Su eine starkere Endothelzellproliferation als die Vergleichsgrup-
pe (NDRG1 ohne Therapie) aufwies bei einer insgesamt sehr niedrigen Anzahl an Ki-67
positiven Zellen im Tumorareal.
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Abbildung 26: Darstellung der Endothelzellproliferation der NDRG1-lUberexprimierenden
Zellen und Zellen mit dem Empty-Vektor nach Therapie mit Sunitinib: signifikante Un-
terschiede der Endothelzellproliferation. Angegeben sind die Mittelwerte + SD. Multiple
Varianzanalyse mit two-way ANOVA mit Bonferronis multiple post-hoc test. N = 4 Tie-
re/Gruppe.
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4.3 Darstellung der therapeutischen Effektivitat von Temozolomid
auf NDRG1-uberexprimierende Tumorzellen

4.3.1 Effekte auf das Tumorvolumen in vivo nach Therapie mit TMZ

Zur Untersuchung inwieweit sich eine antitumorale Behandlung auf das Wachstumsver-
halten der NDRG1-Uberexprimierenden Tumorzellen auswirkt, wurden die Versuchstiere
in einer weiteren Versuchsreihe ab dem 21. Tag uber sechs Tage mit Temozolomid i.p. be-
handelt. Auch hier wurde das Tumorwachstum von NDRG1-Uberexprimierenden U87MG
Zellen und der Empty/Kontrollgruppe in vivo Uber einen Zeitraum von 28 Tagen beobachtet.
Die dargestellten MRT-Scans (siehe Abbildung 27) zeigen reprasentativ MRT-Befunde am
Tag 28 in den beiden Gruppen (NDRG1-Uberexprimierende Gliomzellen nach Therapie mit
TMZ und der Empty-Vektor/Kontrolle nach Therapie mit TMZ). Hyperintense, inhomogene
Areale kennzeichnen den deutlich positiven Tumorbefund. Die Versuchstiere wurden mit
der gleichen Zellzahl an identischer Stelle implantiert und mit TMZ behandelt.

Tag 28 (T1 Rare2)
Empty + TMZ NDRG + TMZ

Abbildung 27: Exemplarische MRT-Bilder von NDRG1-Uberexprimierenden Gliomzellen
und der Vergleichsgruppe nach Therapie mit TMZ

Bei der Anayse der Daten ist auffallend, dass sich auch in der Therapiegruppe mit TMZ
zunachst die NDRG1-uberexprimierenden Tumore schneller entwickelten und an Tag 14
eine Grole von 2,37 mm?® £ 2,3 mm? (NDRG1 ohne Therapie: 2,19 mm? + 3,079 mm?) im
Vergleich zu Empty/Kontrolle + TMZ: 1,06 mm? £ 0,70 mm?® (Empty-Kontrollgruppe ohne
Therapie: 0,74 mm? + 0,62 mm?3) aufwiesen (siehe Abbildung 28). Daraus lasst sich ablei-
ten, dass die untherapierte Gruppe von NDRG1 ein um 7,59 % reduziertes Tumorwachs-
tum im Vergleich zur NDRG1-Gruppe unter Therapie mit TMZ aufweist und Empty ohne
Therapie ein um 30,19 % reduziertes Tumorvolumen im Vergleich zu Empty + TMZ.
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Abbildung 28: Im MRT gemessene Tumorvolumina der stereotaktisch intrakraniell implan-
tierten U87MG NDRG1-Uberexprimierenden Gliomzellen und des Empty-Vektors unter
Therapie mit TMZ (Behandlung der Tiere fur 6 Tage i.p. ab Tag 21) zu den Untersuchungs-
zeitpunkten an Tag 14, 21 und 28. NDRG1 und Empty/Kontrolle N = 8; NDRG1 mit TMZ
und Empty/Kontrolle mit TMZ: N = 4. Alle Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben. Zur
Analyse von Unterschieden wurde die two-way ANOVA Varianzanalyse mit Bonferronis
multiple comparison post-hoc Test durchgefuhrt.

An Tag 21 zeigte sich, dass das Tumorvolumen in der Gruppe von NDRG1 + TMZ:
8,95 mm?3 x 2,50 mm? deutlicher zugenommen hat (vgl. NDRG1 ohne Therapie: 12,92 mm?
1 18,39 mm?) als in der Vergleichsgruppe Empty/Kontrolle + TMZ: 4,36 mm? £ 2,90 mm?
(vgl. Empty/Kontrolle ohne Therapie: 7,01 mm? £ 5,97 mm?). Hieraus ergibt sich ein um
30,73 % vermindertes Tumorvolumen in der NDRG1 + TMZ-Therapiegruppe im Ver-
gleich zur NDRG1 ohne Therapie und eine um 37,8 % reduzierte Tumorgréf3e in der
Empty-Gruppe + TMZ.

Am Tag 28 post OP veranderte sich das Verhaltnis deutlich. Hier konnte ein statis-
tisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen Empty/Kontrolle ohne Thera-
pie (61,02 mm3® £ 40,13 mm3) und Empty/Kontrolle + TMZ (12,72 mm? £ 9,70 mm?3)
aufgezeigt werden; * P = 0,0025. So zeigte das Tumorvolumen der Gruppe von Em-
pty/Kontrolle + TMZ ein um 79,15 % reduziertes Tumorwachstum verglichen mit der Em-
pty/Kontrollgruppe ohne Therapie. Die NDRG1 + TMZ Gruppe (19,41 mm? £ 4,50 mm?)
zeigte ein um 42,09 % reduziertes Tumorvolumen im Vergleich zur nicht therapierten
Kohorte (33,52 mm?® + 25,26 mm?®). Zudem sind die Differenzen in der Gruppe Em-
pty/Kontrolle (Tag 14) vs. Empty/Kontrolle (Tag 28) mit * P < 0,0001 sowie der Gruppe
Empty/Kontrolle (Tag 21) vs. Empty/Kontrolle (Tag 28) mit * P < 0,0001 statistisch hochsi-
gnifikant.
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4.3.2 Charakterisierung der GefaRdichte und der PECAM/Desmin-Ratio

Anhand der Doppelimmunfluoreszenzfarbung PECAM/Desmin wurde auch in dieser Stu-
diengruppe die Gefal-Perizyten-Assoziation analysiert (siehe Abbildung 29).

Empty + TMZ NDRG1 + TMZ

© L a00um

Abbildung 29: Reprasentative fluoreszenzimmunhistochemische Darstellung der Gefal3-
Perizyten-Assoziation in intrakraniellen U87MG Gliomxenografts nach Therapie mit TMZ:
PECAM (rot) und Desmin (griin); 20-fache VergroRerung. Visualisierung der Zellkerne mit
DAPI (blau). Mal3stab 100um.

Die Analyse der Gefalidichte ist in der folgenden Abbildung graphisch dargestellt (siehe
Abbildung 30). Wie bereits bekannt, Iasst sich ein signifikanter Unterschied in der Gruppe
Empty/Kontrolle (111,5 n/ROI £ 10,64 n/ROI) vs. NDRG1 (83,66 n/ROI + 10,62 n/ROI)
mit *P = 0,0197 dargestellten. Ebenso liegt ein statistisch signifikanter Unterschied in der
Gruppe Empty vs. NDRG1 mit TMZ (77,2 n/ROI £ 18,04 n/ROl) vor (* P < 0,0052).

150—A *
o) 1 Hm Empty/ Kontrolle
14
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Abbildung 30: Darstellung der GefalRdichte (“Vessel density”) der U87MG Gliomzellen
nach Behandlung mit Temozolomid: Darstellung mittels Balkendiagrammen. Angegeben
sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen; multiple Varianzanalyse two-way ANOVA
mit Bonferronis post-hoc test. N = 4 Tiere/Gruppe.
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Kein Unterschied ist hingegen in den unmittelbar vergleichbaren Gruppe von Em-
pty/Kontrolle vs. Empty/Kontrolle mit TMZ (94,2 n/ROI + 20,34 n/ROI) sowie NDRG1
vs. NDRG1 mit TMZ zu erkennen. So lasst sich ableiten, dass die Gruppe von NDRG1
ohne Therapie nur eine um 7,8 % geringere Gefalldichte aufweist als die Vergleichsgrup-
pe mit Therapie. Dartber hinaus zeigt sich eine Reduktion der GefalRdichte um 15,5 % in
der Gruppe Empty/Kontrolle ohne Therapie im Vergleich zur Empty/Kontrolle mit TMZ.

Hinsichtlich der Endothelzell-Perizyten-Interaktion konnten keine signifikanten Differen-
zen in den einzelnen Gruppen festgestellt werden (siehe Abbildung 31): NDRG1 (0,879
1 0,05) vs. NDRG1 mit TMZ (0,86 £ 0,12) und Empty/Kontrolle (0,825 £ 0,08) vs. Em-
pty/Kontrolle mit TMZ (0,79 + 0,099). Hier lIasst sich eine um 2,16 % geringere Endothelzell-
Perizyten-Interaktion in der NDRG1 + TMZ-Gruppe (im Vergleich zu NDRG1 ohne Thera-
pie) nachweisen und eine nur um 4,24 % reduzierte Interaktion zwischen Empty/Kontrolle
+ TMZ und Empty/Kontrolle ohne Therapie.

o 1'0A _ Em Empty/ Kontrolle
5 0.8 7 mE Empty/ Kontrolle mit TMZ
= / ] NDRG1 +/+
§ 067 % @z NDRG1 +/+ mit TMZ
o- -
%
£ %
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Abbildung 31: Desmin/PECAM (CD31+)-Ratio nach Therapie mit TMZ: Balkendiagramme
zur Veranschaulichung der Unterschiede. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichungen; multiple Varianzanalyse two-way ANOVA mit Bonferronis post-hoc test. N
= 4 Tiere/Gruppe.

4.3.3 Bestimmung der Tumorzellproliferation mittels Phospho-Histon H3 und Ki-67
Auch in der Therapiegruppe mit TMZ wurde mithilfe des Proliferationsmarkers Phospho-

Histon H3 die Tumorzellproliferation immunhistochemisch analysiert (siehe Abbildung 32).
Die Analyse der Daten ist in Abbildung 33 dargestelit.
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PHH3: Empty + TMZ PHH3: NDRG1 + TMZ

Abbildung 32: Beispielhafte immunfluoreszenshistochemische Darstellung der Tumorzell-
proliferation in NDRG1-Gliomzellen und Kontrollzellen: Phospho-Histon H3 (rot) und Zell-
kernfarbung mittels DAPI (blau). Vergrolierung 20-fach.

= A *

8 407 * El Empty/ Kontrolle

£ wd - B Empty/ Kontrolle mit TMZ
S 1 NDRG1 +/+

Z - NDRG1 +/+ mit TMZ

>

% 10 E 2

3 7

2 _

% 0- T |/

Abbildung 33: Darstellung der Tumorzellproliferation in NDRG1-lberexprimierenden Zel-
len und dem Empty-Vektor nach Therapie mit TMZ: N =4 Tiere/Gruppe; alle Werte sind als
MW £ SD angegeben. Multiple Varianzanalyse two-way ANOVA mit Bonferronis post-hoc
test.

Die Tumorproliferation liegt in der NDRG1-Uberexprimierenden Versuchsgruppe bei 12,65
n/ROI £ 4,76 n/ROI und in der Therapiegruppe (NDRG1 mit TMZ) bei 10,62 n/ROI + 3,58
n/ROI. Die Differenz ist statistisch nicht signifikant (P = 0,2471). Hingegen ist der Unter-
schied zwischen den Gruppen NDRG1 (12,65 n/ROI % 4,76 n/ROI) vs. Empty/Kontrolle
(25,48 n/ROI = 7,75 n/ROI) und Empty/Kontrolle (25,48 n/ROI £ 7,75 n/ROI) vs. Em-
pty/Kontrolle mit TMZ (14,92 n/ROI + 7,14 n/ROI) statistisch signifikant (* P = 0,0027 und
0,0014). Es zeigt sich eine prozentuale Reduktion der Tumorzellproliferation um 16,05 %
in der NDRG1 + TMZ-Gruppe im Vergleich zur Gruppe NDRG1 ohne Therapie. Eine deut-
lich hohere Verminderung der Tumorzellproliferation um 41,44 % konnte in der Empty +
TMZ Gruppe beobachtet werden (im Vergleich zur Empty/Kontrollgruppe).
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Auch im Hinblick auf die Endothelzellproliferation erfolgte eine immunhistochemische Ana-
lyse mittels Anti-Maus Ki-67 (siehe Abbildung 34).

Ki-67: Empty + TMZ Ki-67: NDRG1 + TMZ

Abbildung 34: Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Endothelzellprolife-
ration in U87MG-Gliomzellen: Anti-Maus Ki-67 (grin). Visualisierung der Zellkerne mit
DAPI (blau). 20-fache VergrofRerung. Mal3stab 100um.

Nach Analyse der Daten konnten signifikante Unterschiede hinsichtlich der Endothelzell-
proliferation dargestellt werden (siehe Abbildung 35): Zwischen der Gruppe NDRG1 (1,15
n/ROI £ 1,40 n/ROI) vs. NDRG1 mit TMZ (2,25 n/ROI = 1,32 n/ROI) besteht kein sta-
tistisch signifikanter Unterschied. Als signifikant stellt sich die Differenz in den Gruppen
Empty/Kontrolle (6,15 n/ROI = 3,71 n/ROI) vs. NDRG1 (1,15 n/ROI £ 1,40 n/ROI) bzw.
NDRG1 mit TMZ (2,25 n/ROI £ 1,32 n/ROI) mit * P = 0,0027 und Empty/Kontrolle (6,15
n/ROI = 3,71 n/ROI) vs. Empty/Kontrolle mit TMZ (3,5 n/ROI £ 1,95 n/ROI) dar (* P =
0,0314). Hier lasst sich ableiten, dass die Gruppe Empty/Kontrolle unter Therapiemit TMZ
eine um 43 % reduzierte Endothelzellproliferation zeigt. Im Gegensatz dazu hat die The-
rapie mit TMZ in der NDRG1-Gruppe keinen inhibierenden Effekt.
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Abbildung 35: Darstellung der Endothelzellproliferation der NDRG1-Uberexprimierenden
Zellen und Zellen mit dem Empty-Vektor nach Therapie mit TMZ: signifikanter Unterschied
der Endothelzellproliferation. Angegeben sind die Mittelwerte + SD. Multiple Varianzana-
lyse mit two-way ANOVA mit Bonferronis multiple post-hoc test. N = 4 Tiere/Gruppe.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik
5.1.1 Das Glioblastom Modell

Wie bereits in Kapitel drei ausflhrlich erlautert, wurden zur Untersuchung der Rolle
von NDRG1 die etablierten U87 Gliomzellen stereotaktisch orthotop intrazerebral NuNu-
Mausen implantiert. Die NuNu-Versuchsmause sind seit Jahrzehnten ein wissenschaftlich
etabliertes Modell und wurden bereits aufgrund der bestehenden Thymusaplasie von Pan-
telouris 1970 erstmals beschrieben und mit fotalen und neugeborenen Mausen verglichen
[110]. Aufgrund der fehlenden Immunkompetenz sind Nacktmause speziell fur orthotop
injizierte humane Zellen etabliert [111].

Erste Berichte Uber Xenograft-Modelle wurden von Tan et al. 1977 veroffentlicht. Hierbei
wurde nachgewiesen, dass die orthotope Implantation von Kolonadenokarzinomen in den
Dickdarm zu einer deutlichen Zunahme von hepatischen Metastasen fuhrte im Vergleich
zur ektopen Injektion (subkutane Injektion) [112]. Diese und andere Studien konnten bele-
gen, dass orthotope Xenograft-Modelle das klinisch relevantere Tumormodell in Hinsicht
auf das urspringliche reale anatomische Mikromilieu darstellen [111]. Einige Studien ha-
ben im Tumorwachstum Unterschiede festgestellt. Zudem ist die organspezifische Um-
gebung auch gerade bei der Untersuchung von (Auswirkungen von) Chemotherapeutika
und/oder Bestrahlung von groRer Bedeutung. Weitere Vorteile im Vergleich zur subkuta-
nen Injektion ist die Entstehung von spontanen Tumormetastasen bei der orthotopen intra-
kraniellen Implantation [113] und die Moglichkeit Prozesse, die zur lokalen Tumorinvasion
fuhren (z. B. Inhibierung von Proteasen oder Stérung der Angiogenese), klinisch untersu-
chen zu kdnnen [114]. Gerade zur Vorhersage klinischen Ansprechens einer Wirkstoffak-
tivitat unterscheiden sich die subkutane von den orthotopen praklinischen Modellen [114].
Jedoch haben die orthotopen Xenograft-Modelle auch eine Reihe von Nachteilen: so sind
diese technisch anspruchsvoller und bendtigen mehr Zeit zur Etablierung. Daruber hin-
aus stellt die chirurgische Intervention eine héhere Belastung flir das Versuchstier dar mit
moglichen Risiken wie schweren Schadigungen oder Tod. Zudem ist eine postoperativer
Erholungsphase der Versuchstiere notwendig. Methoden zur Bestimmung des Tumorvo-
lumens sind meist aufwendig wie beispielsweise das Kleintier-MRT oder die Positronen-
Emissions-Tomographie, was auch dazu beitragt, dass sie insgesamt neben den erfor-
derlichen aufwendigen operativen Malihahmen sehr zeit- und kostenintensiv sind [114,
115].
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5.1.2 Die orthotope stereotaktische Implantation

Bei allen operierten NuNu-Mausen wurde eine orthotope Implantation durchgefihrt. Wie
in der einschlagigen Literatur dargestellt, so wurde auch in dieser Studie die kraniale,
rechte Hemisphare (das Putamen) fur die Implantation ausgewahlt [116, 117, 118]. Die
Lokalisation ist besonders geeignet, da erst mit fortgeschrittener Volumenbildung mit neu-
rologischen Ausfallen zu rechnen ist. Um eine reproduzierbare Implantation zu gewahr-
leisten wurde mit einem Stereotaxie-Rahmen fur Mause gearbeitet — das Prozedere ist in
etlichen Publikationen beschrieben und gilt ebenfalls als etabliert [116, 117]. Beim operati-
ven Vorgehen ist besonders darauf zu achten, dass das Tier im stereotaktischen Rahmen
gerade gelagert wird und so die senkrechte Achse des Einstichkanals gewahrleistet wird.
Eine weitere Fehlerquelle stellt das Injektionsvolumen sowie die Injektionsrate dar. Hier-
bei wurde ein Injektionsvolumen von 100.000 Zellen pro 2 ul mit einer Injektionsrate von
0,25 pl/min implantiert und die Nadel nach funf minitigem Abwarten Uber einen Zeitraum
von funf Minuten wieder repositioniert. Dieses Vorgehen lasst sich auch in anderen Verof-
fentlichungen als Standard finden [111].

Gerade diese Parameter sind wichtig, da es bei zu schneller Applikation und bei zu schnel-
ler Repositionierung der Kanlle leicht zu einem Reflux der Zellen entlang des Injektions-
kanals kommen kann und konsekutiv zu einem atypischen Tumorverteilungsmuster. Bei
einem zu hohen Injektionsvolumen ist eine laterale Verteilung von Tumorzellen in das Ven-
trikelsystem denkbar [118]. Vor jeder Implantation fand eine Resuspension der Zelllosung
statt und auch durch die singulare Aufnahme in die Hamilton Spritze und Injektion unter
Sicht kann davon ausgegangen werden, dass die Zellsuspension stabil war.

5.1.3 Kardiale Perfusion / Fixation des Gewebes

Mit Hilfe der kardialen Perfusion kdnnen gréRere Praparate (> 1 cm Durchmesser) effektiv
mit PFA fixiert werden. Dieses Verfahren stellt den Goldstandard der Gewebefixation dar.
Durch das Spulen mit PFA kommt es zu einer weitgehenden Blutleere aller Gefallabschnit-
te und zu einer vollstandigen Sattigung im Gewebe. Dadurch wird eine Artefaktbildung in
den histologischen Praparaten deutlich vermindert [119].

Demgegenuber steht die Immersionsfixation, bei der das Praparat durch Eintauchen in ein
Medium passiv gesattigt wird [120]. Es wurden in der Literatur zahlreiche Vergleichsstu-
dien zwischen Perfusionsfixation und Immersionsfixation veroffentlicht. So konnte Beach
nachweisen, dass durch Perfusion fixierte Proben insgesamt eine deutlich bessere Quali-
tat in der Immunhistochemie zur Folge haben bedingt durch ein homogeneres Schnittbild.
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Ganz ahnliche Ergebnisse lieferten auch die Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Ka-
sukorthi. Auch hier wurden beide Methoden bei Praparaten bis 1 cm Durchmesser mitein-
ander verglichen. Auch in dieser Studie stellte sich die Perfusion als uberlegene Methode
dar [119].

Dietzmann fihrt jedoch auch Nachteile an: die Perfusionsfixation stellt ein deutlich auf-
wendigeres Verfahren dar, bei der mit nicht etablierter Technik, wie beispielsweise ein
zu hoher intravasaler Druck oder eine unvollstandige Perfusion zu einer ungenigenden
Fixation und somit zur eingeschrankten Beurteilbarkeit der Praparate fuhren kann [121].

5.1.4 Die Medikamente Sunitinib und TMZ
Sunitinib

Bereits in zahlreichen praklinischen und klinischen Studien hat sich gezeigt, dass es sich
bei dem Multi-Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib um eine Substanz mit starker antiangioge-
ner und antiproliferative Aktivitat handelt [104]. Diese Eigenschaften ergeben sich aus der
selektiven Inhibition der Rezeptoren VEGFR1-3, KIT, FLT3, PDGFR-a, PDGFR-3 sowie
RET und CSF1R [104].

Die Wirkung von Sunitinib wird — als Einzelwirkstoff und in Kombination mit anderen
Wirkstoffen — in unterschiedlichen klinischen Studien fur verschiedene Tumorarten eva-
luiert. Es hat sich gezeigt, dass eine Therapie mit Sunitinib in Mausmodellen zu einer
Tumorregression bzw. Tumorwachstumsverzogerung bei einer Vielzahl von Tumorentita-
ten einschliel3lich Lungen-, Brust-, Kolon-, Nierenzell- und Prostatakarzinom bewirkt hat
[122]. Zudem haben auch Experimente mit subkutanen Gliomxenografts der Zelllinien C6,
GL261 und SF763T unter Anwendung von Sunitinib eine wachstumsverzégernde und
tumorverkleinernde Wirkung gezeigt [123]. Daruber hinaus konnte auch im orthotopen
Mikromilieu die antiinvasiven und antiangiogenen Effekte von Sunitinib nachgewiesen
werden. Hierbei fand die Forschungsgruppe um de Bouard heraus, dass eine Therapie
mit Sunitinib bei Tieren mit intrazerebral implantierten U87-Xenografts einen signifikanten
Uberlebensvorteil von 36 % im Vergleich zur Kontrolle zeigt [122]. Es ist davon auszuge-
hen, dass Sunitinib infolge seiner dualen inhibierenden Wirkung gegenuber VEGFRs und
PDGFRs sowohl das Uberleben als auch die Proliferation von Endothelzellen, Perizyten
und PDGFR-exprimierende Gliomzellen beeinflusst.

WeiterfUhrende Studien haben nachgewiesen, dass Sunitinib die Blutgefalibildung signifi-
kant reduzierte, jedoch nur eine geringe Wirkung auf bereits vorhandene Blutgefale hatte
[124, 125]. Dies deutet darauf hin, dass unreife Tumorgefal3e anfalliger gegenuber einer
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Sunitinib-Therapie sind, wahrend reife Gefalie sich als resistent darstellen. Die verblei-
benden reifen Gefalle in den Tumoren sind in der Lage, den Blutfluss aufrechtzuerhalten
und Sauerstoff und Nahrstoffe bereitzustellen, wodurch das Tumorwachstum unterstutzt
wird [124]. Die Arbeitsgruppe um Zhou et al. kommen in ihrer Studie zu dem Schluss,
dass die erworbene Tumorresistenz gegenuber Sunitinib nicht mit einer Revaskularisie-
rung im Tumor assoziiert ist, sondern mit der Aktivierung alternativer Uberlebenswege,
insbesondere den durch PLC-1- und c-Jun-Proteine vermittelten [124]. Die verminderte
Medikamentenaufnahme in Tumorzellen, die auf hochreguliertes ABCG2 zuriickzuflhren
ist, scheint auch eine Rolle bei der erworbenen Sunitinib-Resistenz zu spielen. Weitere
Studien sind erforderlich, um die Rolle dieser potenziellen Resistenzfaktoren bei der Re-
sistenz gegenuber Sunitinib zu klaren [124].

In einer Vorgangerstudie aus unserer Klinik wurde der Effekt von Sunitinib auf die Tumor-
mikrohamodynamik und den lokalen Zufluss einer Chemotherapie in SF 126-Xenografts
intravitalmikroskopisch veranschaulicht [95]. Hierbei zeigten sich Tumorgefalde, die sich
gegenuber antiangiogenen Stimuli refraktar verhielten — weiterfirende Untersuchungen
konnten belegen, dass diese GefalRe einen durchschnittlich groReren Gefalddurchmes-
ser aufwiesen mit konsekutiv hoherer Blutflussrate und zunehmender Erythrozytenfliel3-
geschwindigkeit (Red Blood Cell Velocity = RBCV). Man vermutete, dass Sunitinib ei-
nen “chemosensibilisierenden” Effekt auf TumorgefalRe und Tumorzellen austiben kénnte
[95].

Zukunftige Richtungen fir Sunitinib und andere Multi-Target-Therapien umfassen die An-
passung der Therapie an den individuellen Patienten- und Tumortyp sowie die Uberwin-
dung von Arzneimittelresistenzen. Dies kann die Kombination von Sunitinib mit anderen
gezielten Therapien oder einer Chemotherapie sowie die Verwendung von Sunitinib als
Teil eines multimodalen Ansatzes bei der Krebsbehandlung umfassen.

Temozolomid

Bei Temozolomid handelt es sich um eine antineoplastische Substanz aus der Gruppe
der Alkylanzien, die von Stevens et al Ende der Achtziger Jahre synthetisiert worden ist
[126]. TMZ stellt ein Prodrug dar, dessen wirksame Form nennt sich Monomethyl-Triazinyl-
Imidazol-Carboxamid (MTIC) und entfaltet seine zytostatische Wirksamkeit durch Alky-
lierung an der O6-Stelle des Guanins mit zusatzlicher Alkylierung der N-7-Position mit
folgendem Zellzyklus-Arrest und konsekutiver Apoptose [127]. Erste Untersuchungen in
Studien bestatigten die gute antitumorale Aktivitat in zahlreichen Tumorentitaten in vivo
[127]. Klinische Studien Anfang der neunziger Jahre wiesen eine gute Wirksamkeit beim
Melanom und Glioblastom nach bei gleichzeitig guter oraler Bioverfligbarkeit und geringer
Myelotoxizitat [127, 29].

65



5 Diskussion

In weiterfhrenden Untersuchungen wurden vielversprechende Ergebnisse bei der Eva-
luation einer TMZ-Therapie bei primaren Hirntumoren erzielt [128]. So wurden synergisti-
sche zytotoxische Effekte einer Radio-/TMZ-Therapie hinsichtlich Gliomzellen aufgedeckt.
In diesem Zusammenhang war die multizentrische Studie der Arbeitsgruppe von Stupp et
al. wegweisend fur den bis heute geltenden Therapiestandard [102]. Ein bisher unibertrof-
fene Erfolg wurde mit Hilfe der kombinierten Temozolomid-/Radiotherapie erreicht: hierbei
konnte eine Verlangerung der Uberlebenszeit von Glioblastompatienten auf durchschnitt-
lich 14,6 Monate und somit eine Steigerung der 2-Jahres-Uberlebensrate auf 27,2 % sowie
der 5-Jahres-Uberlebensrate auf 9,8 % erzielt werden [103].

Arzneimittelresistenz ist ein Hauptproblem bei der Behandlung von Gliomen [129]. Es ist
heute weithin anerkannt, dass die Methylierung des MGMT-Promotors ein Biomarker fur
das TMZ-Therapieansprechen ist, da das Enzym die Wirkung von TMZ antagonisiert, so
dass es deren Zytotoxizitat entgegenwirkt und als negativer prognostischer Faktor ein-
zustufen ist [130, 131]. Aktuelle Studien um die Arbeitsgruppe von LoDico et al. aus
dem Jahr 2018, wiesen nach, dass es weitere Biomarker gibt, die die Wirksamkeit von
TMZ voraussagen kénnen [100]. So wird die HIF-1a-Aktivitat als friher Biomarker fur
die Reaktion auf TMZ in U251-Gliomzellen vorgeschlagen [132]. Der durch Hypoxie in-
duzierbare Faktor hangt mit einer Reihe von Merkmalen von Gliomen zusammen, die
an Tumorprogression, Malignitat und Behandlungsresistenz beteiligt sind [133, 134, 135].
Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass die Expression von HIF-1a (aber nicht HIF-2a)
durch die TMZ-Behandlung moduliert werden kann und dass nur die HIF-1a-Modulation
fur die Gliom-Reaktion auf den Wirkstoff verantwortlich ist. Diese These wird durch HIF-
1a-Silencing-Experimente in resistenten Zellen nach der TMZ-Behandlung untermauert:
Der Test der Zelllebensfahigkeit zeigt, dass die HIF-1a-Downregulation allein eine notwen-
dige und ausreichende Voraussetzung flr die Wiederherstellung der Reaktionsfahigkeit
des Arzneimittels TMZ ist. Neue Erkenntnisse haben gezeigt, dass die HIF-1a-Aktivitat
bei vielen verschiedenen Tumoren eine grundlegende Rolle spielt, da sie nicht nur an
der Zellreaktion auf Hypoxie, sondern auch am bioenergetischen Gleichgewicht der Zel-
len, der Aufrechterhaltung und der Invasivitat beteiligt ist [136, 137]. Beispielsweise wur-
de berichtet, dass das metastatische Potenzial von Brustkrebs bei Patienten, die sich
einer anti-angiogenen Therapie unterziehen, erhoht ist, moglicherweise aufgrund einer
positiven Modulation der HIF-1a-Aktivitat unter hypoxischen Bedingungen. Weiterfihren-
de Studien haben gezeigt, dass es bei der pathophysiologischen Bewertung von Gliomen
eine Rolle spielt, da HIF-1a-Stummschaltung in Kombination mit einer Strahlentherapie
die therapeutische Wirksamkeit der Gliombehandlung erhéht regulieren zellzyklus- und
apoptosebezogene Signalwege [138, 139]. In gleicher Weise wurde bereits gezeigt, dass
ein Zusammenhang zwischen der Aufhebung der HIF-1a-Aktivitat und einer verminderten
Lebensfahigkeit und Migration von Tumorzellen besteht, wodurch auch das Metastasen-
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potenzial reduziert wird [140]. Aus diesem Grund wurde eine Reihe von HIF-1a-Inhibitoren
in Kombination mit einer Standard-Chemotherapie zur Behandlung von Melanomen [141],
Brustkrebs [142] und GBMs [143] in klinischen Studien verwendet, in denen festgestellt
wurde, dass die Inhibition von HIF-1a die Reaktion des Tumors auf die Behandlung erhéht
und so zu einer Verringerung der Tumorprogressionsrate fuhrt, was sie zu einer interes-
santen neuen therapeutischen Option macht [144]. Weitere Studien werden erforderlich
sein, um zu verstehen, welches Molekul in der Lage ist, in Kombination mit TMZ die hochs-
te Synergie zu erzielen, wodurch die Nebeneffekte minimiert werden.

5.1.5 Immunhistologie

In unserer Studie kamen eine Reihe unterschiedlicher immunhistochemischer Marker zur
Anwendung. Inwieweit die genannten Marker flr unsere Fragestellung geeignet sind, soll
im Folgenden naher erortert werden.

PHH3 als Proliferationsmarker

Eine immunhistochemische Farbung gegen das phosphorylierte PHH3 wurde zur Darstel-
lung der proliferierenden Zellen in einer Verdinnung von 1:500 durchgefuhrt. Histon H3
stellt eines der Hauptproteine, das mit anderen Histonen die Hauptproteinbestandteile in
eukaryontischen Zellen bildet. PHH3 erreicht seine maximale Chromatinkondensation im
Zellkern wahrend der Mitose und kommt in der Interphase des Zellzyklus nur in vernach-
lassigbarer Quantitat vor, was somit eine Differenzierung zwischen apoptotischen und
mitotischen Zellkernen erlaubt [145]. Der Vorteil der Phospho-Histon-H3-Farbung im Ver-
gleich zu Ki-67 liegt darin, dass nur Zellen wahrend der Mitose angefarbt werden, d.h. in
der Prophase, Metaphase, Anaphase und Telophase, nicht in der Interphase und somit
eine wirkliche Aussage zum Mitoseindex gemacht werden kann. Laut Datenblatt von Mil-
lipore erfolgt eine Markierung der Zellen hingegen bei der Ki-67/MIB-1-Farbung in allen
Phasen des Zellzyklus, ausgenommen GO.

Ki-67 als Proliferationsmarker fiir Endothelzellen

Ki-67 stellt ein nukleares Zellzyklusregulatorprotein dar, dessen Expression eng mit zel-
lularer Proliferation gekoppelt ist. Zur Visualisierung der proliferierenden Endothelzellen
in unseren humanen Xenografts, was gleichzusetzen ist mit dem Anteil der aktiver An-
giogenese, wurde ein monoklonalen Antikdrper der Ratte gegen das Maus Ki-67 Antigen
verwendet. Da bei diesem Klon keine Kreuzreaktion mit humanem Ki-67-Antigen nachge-
wiesen werden kann, ist davon auszugehen, dass die von der Maus in den xenogenen
Tumoren induzierte Angiogenese mit Endothelzellproliferation dargestellt wird.
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Das Ki-67-Antigen wird wahrend der aktiven Phasen des Zellzyklus (G1-, S-, G2- und M-
Phase) exprimiert, wahrend es in der GO-Phase in ruhenden Zellen nicht nachweisbar ist.
Mit Beginn der Mitose wird das Protein zur Oberflache der Chromosomen transportiert,
wohingegen es in der Interphase ausschlieflich innerhalb des Zellkerns zu finden ist. Es
besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit [146] und wird zlgig abgebaut, wenn die Zelle in
die nicht-proliferative Phase eintritt. Parallel zu DNA-Reparaturprozessen ist keine Ki-67-
Expression nachweisbar.

Der Name des Ki-67-Antigens leitet sich aus der Stadt Kiel ab, in der das Antigen ur-
sprunglich identifiziert wurde und dem entsprechenden “Well” mit Ursprungsklon in einer
Arbeitsplatte 117. Laut Datenblatt der Firma Dako wird das Protein in allen Phasen des
Zellzyklus exprimiert au3er in der Ruhephase GO und zu Beginn der G1 Phase. Damit
wird die proliferative Fraktion der normalen und der neoplastischen Zellen nachgewiesen.
Zahlreiche Studien haben eine erhdhte Expression von Ki-67 in unterschiedlichen soliden
sowie hamatologischen Tumoren darstellen kdnnen [147]. Ferner besteht eine Korrelati-
on zwischen histopathologischem Grading und dem ermittelten Ki-67-Index (Prozentsatz
der Ki-67 positiven Zellen) [148]. In der Routinediagnostik von Gliomen findet Ki-67 zur
Darstellung erhohter mitotischer Aktivitat auch heute seine Anwendung.

Desmin als Perizytenmarker sowie CD31/PECAM zur GefaRdarstellung

In etlichen Studien sind in der Vergangenheit zahlreiche Marker zur Identifizierung und
Visualisierung von vaskularen Endothelzellen untersucht und evaluiert worden. Als Bei-
spiele hierfur sind vor allem CD31, CD105, CD34, VEGFR-2, vWF, VE-Cadherin sowie
Integrine und Lectine [149] zu nennen.

Der panendotheliale Marker CD31, auch bekannt unter der Bezeichnung PECAM-1, gilt
seit langem als gut etabliert fur die visuelle Darstellung der Angiogenese respektive die
Gefaldichte [150]. Untersuchungen zur Expression von CD31 haben ergeben, dass die-
ser ein endothelialer Marker ist der im ZNS vor allem vaskular vorkommt, aber auch in
Lymphgefalien nachgewiesen werden kann und bei Tumoren verwendet wird, um dessen
Differenzierung einzugrenzen [151]. Dartber hinaus wird CD31 ebenso in Thrombozyten,
Monozyten und Granulozyten exprimiert — was insgesamt aus seine geringe Selektivitat
hinweist. Die besondere Eigenschaft des Markers CD31 besteht darin auch frihe, das
heil3t unreife GefalRabschnitte visualisieren zu kdnnen.

Die Blutgefallwand setzt sich zusammen aus Endothelzellen und Perizyten sowie glatten
Muskelzellen [152]. Ihre Funktion beinhaltet unter anderem die Stabilisation hamodyna-
mischer Prozesse und der Erhalt der Blut-Hirn-Schranke. Zum Zeitpunkt der Durchfuh-
rung der Experimente zu dieser Studie waren die Perizyten im Allgemeinen noch nicht
ausreichend untersucht, so dass keine verlasslichen Marker zur Verfliigung standen. In
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den vergangenen Jahren konnten zahlreiche Marker benannt werden, die mit Perizyten
vergesellschaftet sind. Darunter sind a-SMA, Vimentin, Desmin, Nestin und PDGFR so-
wie NG-2. In unserer Studie wurde das Intermediarfilament Desmin verwendet, das zum
Typ Il gehoért und in den Sarkomeren von Skelett- und Herzmuskelzellen sowie in glat-
ten Muskelzellen zu finden ist. Es lasst sich bereits frih in der Embryonalentwicklung im
Muskel nachweisen. Auch wenn Desmin primar fur den Nachweis von Zellen muskularen
Ursprungs, wie beispielsweise fur die Diagnostik von Rhabdomyosarkomen, verwendet
wird, kommt dieser Marker auch regelmalig fur die Detektion von Perizyten zur Anwen-
dung [153]. Endothelzellen lassen sich mit Desmin allerdings nicht nachweisen [154].

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Als einer der Ersten erkannte Judah Folkman die zentrale Bedeutung der Blutgefalle fur
das Tumorwachstum, die Tumorinvasion sowie deren lymphogene und hamatogene Me-
tastasierung und stellte Hypothesen zur Tumorangiogenese auf [155]. Folkmans Theorien
begrinden sich auf der Annahme, dass sich Tumore nur bis zu einer bestimmten Grol3e
allein durch Diffusion aus dem bereits bestehenden GefalRsystem mit Nahrstoffen und
Sauerstoff erhalten kénnen [156]. Bei einem weiteren Wachstum des Tumors kommt es
zu einem Aussprossen neuer GefalRknospen (“sprouts”) aus dem bestehenden Gefalisys-
tem des umliegenden Gewebes. Dies nannte Folkman “angiogenic switch” [156]. Ferner
proklamierte er bereits in seinen ersten Arbeiten einen Faktor, der die Tumorgefal’e zur
Proliferation anregen kann. Diesen bezeichnete er als Tumor-Angiogenese-Faktor (TAF).
Seit jener Zeit wird das Gebiet der Tumorangiogenese intensiv untersucht mit dem Ziel,
Oberflachenstrukturen auf den Tumorzellen zu erkennen und therapeutisch nutzbar zu
machen [156, 155].

Bis heute wurden, ausgehend von den ursprunglichen Untersuchungen Folkmans, zahl-
reiche Studien verdffentlicht, die das mdgliche Potenzial des therapeutischen Ansatzes
naher beleuchtet haben. Insgesamt hat dies zu einem profunderen Verstandnis der zu-
grundeliegenden Pathophysiologie und angiogener Vorgange gefuhrt.

Unsere Studie ruckt in diesem Zusammenhang das Protein NDRG1 und seinen Einfluss
auf angiogene Vorgange unter antiangiogener und antitumoraler Therapie in den Fokus.
Wie bereits einleitend erwahnt, ist die genaue Funktion des Proteinprodukts von NDRG1
bisher noch ungeklart [157]. Abhangig vom Gewebetyp ist das NDRG1-Protein im Zyto-
plasma, Kern, Mitochondrium oder in Membranen lokalisiert. Daruber hinaus kann die
Expression von NDRG1 durch mehrere Faktoren wie Hypoxie, Schwermetalle, DNA-
Schaden, Hormone, Onkogen und Tumorsuppressor Gene verandert sein [157]. Eine
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Reihe von Studien betonen die Rolle von NDRG1 in der Krebsentstehung. Vermutlich be-
teiligt sich NDRG1 an der Angiogenese, Entstehung von Metastasen und Mechanismen,
die zu einer Resistenzentwicklung gegenuber Chemotherapeutika fuhrt.

Die Rolle von NDRG1 in der Pathogenese von Krebs und sein moglicher Nutzen als pro-
gnostischer Faktor fur Patienten mit Krebs wird ebenfalls diskutiert.

5.2.1 Verbesserte Uberlebensrate bei NDRG1-iiberexprimierenden Gliomzellen

In unserer Studie wurden insbesondere die verbesserte Uberlebensrate unter NDRG1-
Uberexprimierenden Gliomzellen beleuchtet. Es konnte experimentell nachgewiesen wer-
den, dass die Tumorgrdlie bei den mit NDRG1-Uberexprimierenden Gliomzellen implan-
tierten Versuchstieren signifikant reduziert war verglichen mit der Kontrollgruppe. Unsere
Ergebnisse knupfen damit auch direkt an die Studie von Sun et al. an, die zudem auch eine
erhéhte Uberlebensrate nachweisen konnte [88]. Die gerade in dieser Studie angespro-
chene Hypothese, wonach das verbesserte Uberleben das Ergebnis einer verminderten
Tumorzellproliferation und einer geringeren Tumorzellinvasion und Angiogenese resultier-
te als Antwort auf eine veranderte NDRG1-Expression — haben wir in dieser Studie un-
tersucht und kdnnen dies bestatigen. Die Tumore aus den NDRG1-Uberexprimierenden
Gliomzellen wiesen eine signifikant reduzierte Tumorzellproliferationsrate aufim Vergleich
zur Kontrollgruppe. Zudem konnte auch eine signifikant verminderte Endothelzellprolife-
ration festgestellt werden. Auch in der Studie von Wei MA konnte belegt werden, dass die
Uberexpression von NDRG1 die Zellproliferation und -invasion hemmt sowie die Apoptose
in den U87 MG-Gliomzellen induziert, wahrend die Herunterregulierung von NDRG1 die
Proliferation erhohte, die Apoptose unterdriickte und die Invasion von Gliomzellen férderte
[93].

Zahlreiche Studien zeigten, dass die Expression von NDRG1 auf mRNA- und Protein-
ebene in primaren Krebs- und Metastasenzellen, einschliel3lich Kolon- [158, 159, 17],
Prostata- [153, 160], Brustkrebs [160] und Plattenepithelkarzinom der Speiserdhre [86]
sowie Gliomen [88] reduziert ist, verglichen mit dem in gesunden Zellen. Dartber hinaus
unterdriickte die Uberexpression von NDRG1 in U87 MG-Zellen in einem subkutanen Tu-
mormodell an der Maus die Tumorigenitat in vivo [93]. Sun et al. haben gezeigt, dass die
NDRG1-Expression in Gewebeproben von hochgradigen Gliomen im Vergleich zu denen
in Gewebe von niedriggradigen Gliomen und normalem Hirngewebe herunterreguliert wur-
de [88]. Diese Ergebnisse legen nahe, dass NDRG1 ein intrinsischer Regulator der Gliom-
genese sein kann. Das lasst die Schlussfolgerung zu, dass NDRG1 flir die Hemmung der
Gliomgenese erforderlich ist und das Targeting auf NDRG1 und seine nachgeschalteten
Ziele die Moglichkeit neuartiger Therapien fur die Behandlung von Gliomen darstellen
konnte. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass NDRG1 bei bestimmten Tumoren mit
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Zellwachstum, Differenzierung, Tumorigenese, Metastasierung und schlechten klinischen
Ergebnissen zusammenhangt [93].

Ein weiteres wichtiges Merkmal von Gliomzellen ist neben der schnellen Proliferation und
Resistenz gegen Apoptose das Eindringen in das umgebende gesunde Gehirngewebe
[161]. Es wurde bereits vermutet, dass Vimentin, N-Cadherin und der invasive Marker E-
Cadherin in zahlreichen Gliomzelllinien und chirurgisch resezierten Proben deutlich erhéht
sind [162]. Die Studie von Wei Ma zeigte eine negative Korrelation zwischen Vimentin, N-
Cadherin und NDRG1-Expression und eine positive Korrelation zwischen E-Cadherin und
NDRG1-Expression. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Uberexpression von
NDRG1 die Invasivitat von Gliomzellen durch Modulation von Vimentin, N-Cadherin und E-
Cadherin hemmen kann [93]. Daruber hinaus bestatigten die Ergebnisse der Nacktmaus-
Xenotransplantatstudien auch, dass die Uberexpression von NDRG1 die Proliferation und
die Bildung von Mikrogefalien in vivo signifikant hemmen konnte. Eine in der bereits ge-
nannten Studie durchgefuhrte immunhistochemische Analyse zeigte, dass die Expression
von Ki-67 und CD31 im Tumorgewebe abnahm, wahrend die Expression der gespaltenen
Caspase-3 in der NDRG1-Gruppe erhoht war. Auch in unserer Studie konnte die Ki-67-
Expression in NDRG1-Uberexprimierenden Gliomzellen als signifikant reduziert nachge-
wiesen werden, ebenso wie die CD31-Expression. Weitere Untersuchungen anderer For-
schungsgruppen konnten nachweisen, dass die Herunterregulierung von NDRG1 einen
Anstieg der Proteinexpressionsniveaus von Bcl-2 induzierte und auch die Expressionsni-
veaus von Bax signifikant senkte. Ferner induziert ein NDRG1-Knockdown auch die AKT-
Phosphorylierung, wahrend es die Expression von total-AKT nicht beeinflusste. Daher
kann der Anstieg von p-AKT zusammen mit der erhdhten Expression von Bcl-2 erklaren,
warum Zellen mit niedriger NDRG1-Expression gegen durch Chemotherapie induzierte
Apoptose resistent sind [94].

5.2.2 Verminderte angiogene Aktivitat in NDRG1-liberexprimierenden Gliomzellen

Unsere Studie konnte zeigen, dass in NDRG1-uberexprimierenden U87MG-Tumoren
reduzierte Gefallstrukturen nachweisbar waren, bei aufrechterhaltender Endothelzell-
Perizyten Interaktion. Zudem konnte in diesen Tumoren immunhistochemisch eine re-
duzierte GefalRdichte dargestellt werden, wobei kein signifikanter Unterschied in der
Gefalreifung festgestellt wurde.

Dieser antiangiogene Effekt von NDRG1 widerspricht dem allgemeinen Konzept, demzu-
folge Hypoxie eine der wichtigsten Induktoren der Neoangiogenese ist. Interessanterwei-
se supprimiert NDRG1 das Tumorwachstum und die Angiogenese in Pankreastumoren,
bedingt durch die reduzierte VEGF Aktivitat [163]. Vor allem in der Gliomforschung un-
terstreichen diese Ergebnisse die verschiedenartigen Effekte, die Hypoxie auf das angio-
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gene System auslben kann. Es deutet vieles darauf hin, dass eine durch NDRG1 indu-
zierte Hochregulation von TFSF15 vielleicht im nekrotischen Kern von malignen Gliomen
auftaucht, der durch massive Hypoxie und geminderte Angiogenese gekennzeichnet ist
[164, 165]. Das Gegenteil durfte in der weniger hypoxischen, jedoch proangiogenen Infil-
trationszone von malignen Gliomen auftreten [166].

Wie bereits erortert, stellt NDRG1 ein Tumorsuppressor dar mit dem Potenzial, Meta-
stasenbildung, Invasion und Migration von Krebszellen zu unterdriicken. Es wird durch
Stressbedingungen wie Hunger oder Hypoxie reguliert. Die NDRG1-Regulation wird durch
hypoxische Bedingungen sowohl durch HIF-1a-abhangige als auch unabhangige Wege
induziert und kontrolliert.

In Untersuchungen der Forschungsgruppe von Said et al. wurde experimentell nachge-
wiesen, dass eine langfristige (24 Stunden), aber keine kurzfristige Hypoxie zur Indukti-
on der NDRG1-Expression in humanen Gliomzelllinien fihrte [92]. Zudem korreliert die
Expression von NDRG1 mit der Proteinexpression von HIF-1a, SP1, CEBPa, YB-1 und
Smad7. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die NDRG1-Expression in Gliomzellen un-
ter Hypoxie zeitabhangig reguliert wird zusammen mit HIF-1a, CEBPa, YB-1 und Smad?.
Diese Molekile kénnen einzeln oder in Kombination das Potenzial besitzen, Zielmoleku-
le fur therapeutische Angriffe gegen Tumoren zu werden, insbesondere in menschlichen
Gehirntumoren.

Das lasst darauf schlie3en, dass die NDRG1-Expression mit Langzeithypoxie assoziiert
ist, nicht jedoch mit Kurzzeithypoxie in menschlichen Gliomzellen. Eine ubliche Uberle-
bensstrategie von Tumorzellen zu Beginn der Hypoxie umfasst die Remission des Pasteur-
Effekts. In diesem Fall scheint HIF-1a an HER-Sequenzen von auf Hypoxie reagieren-
den Genen [58] zu binden und stimuliert dadurch glykolytische Transportproteine und
die Enzymexpression [167]. Das NDRG1-Gen enthalt zwei HREs in seiner nichtkodie-
renden Sequenz [56], was darauf hinweist, dass seine Regulation HIF-1a-abhangig ist
[157]. Daher liegt es nahe NDRG1 als Marker fur hypoxische Regionen innerhalb einer
Tumormasse zu nutzen [168]. Eine andere Studie zeigte jedoch, dass die Expression von
NDRG1-mRNA und -Protein in GBM im Vergleich zu normalem Hirngewebe insgesamt re-
duziert ist [88]. Diese Beobachtungen legen nahe, dass die Regulation von NDRG1 krebs-
zellenspezifisch sein kann und auch vom Sauerstoffstatus des Tumorgewebes abhangig
ist. Die Stabilitdt von NDRG1 nach der Reoxygenierung nach langzeitiger Exposition un-
ter hypoxischen Oxygenierungsbedingungen kann sowohl mit posttranskriptionellen als
auch posttranslationalen Modifikationen zusammenhangen. Basierend auf weiterflihren-
den Forschungsdaten, kann angenommen werden, dass eine posttranskriptionelle Mo-
difikation durch NDRG1-Interaktion mit dem HSP90-Protein erreicht werden kann [169].
Der mTOR-Signalweg ist in dem Zusammenhang auch beteiligt, da der nachgeschalte-
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te Regler CCR4-NOT NDRG1 [170] hochregulieren kann. Eine solche posttranskriptio-
nelle Regulation kann zusammen mit einer posttranslationalen Modifikation wirken, wie
z. Sumoylierung von HIF-1a. HIF-1a ist destabilisiert und als Konsequenz ist die Tran-
skriptionsrate von NDRG1 reduziert. Es wurde gezeigt, dass ein kooperativer Mechanis-
mus die Regulierung von Genen fordert, die fir die Anpassung der Zelle an verschie-
dene Mikroumgebungen erforderlich sind, beispielsweise wahrend Hunger und Hypoxie
[171]. Es wurde in Studien gezeigt, dass eine Hochregulierung von CEBPa in humanen
GBM-Zellen als Reaktion auf Hypoxie erfolgt. Unterschiedliche Signaltransduktionswege
werden durch verschiedene Wachstumsfaktoren und Umweltereignisse wie hypoxische
Oxygenierungsbedingungen gesteuert und moduliert [172]. Es liegt nahe, dass HIF-1a
die NDRG1-Expression in GBM-Zellen in Verbindung mit SP1, CEBPaq, YB-1 und Smad7
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen reguliert, wahrend Egr-1 als Cofaktor
fungieren kann [173]. Ein sehr ahnlicher Regulationsmechanismus kann auch fur andere
Hypoxie-induzierte Gene [174], wie CA9, Epo und VEGF bei menschlichem Gehirntumor
[175], existieren. Diese Faktoren werden auch durch HIF-1a gesteuert. Andere Kofaktoren
konnen jedoch beteiligt sein. Das Wissen uber solche regulatorischen Prozesse wahrend
der Krebsentwicklung ist wichtig fur die Entwicklung und Anwendung von Krebsbehand-
lungsmodalitaten.

5.2.3 Resistenz gegeniiber antiangiogener Therapie

Wie in der Literatur beschrieben, ist Angiogenese durch verschiedene angiogene Mole-
kile bedingt, in erster Linie durch VEGF [176]. Unsere Untersuchungen zeigen, dass die
Inhibition von VEGFR2 durch Therapie mit Sunitinib nicht zu einer signifikanten Reduk-
tion des Tumorwachstums in der Gruppe der NDRG1 Uberexprimierenden Tumore fuhrt.
Auch ist keine signifikante Reduktion der Gefalidichte in dieser Gruppe nachweisbar. Auf
der anderen Seite mindert die Behandlung mit Sunitinib sowohl bei den Kontrolltieren als
auch bei den NDRG1-uberexprimierenden Tumore die Endothelzell-Perizyten Interaktion
signifikant. Zusammengenommen weist dies auf eine mdgliche Resistenz der NDRG1-
Uberexprimierenden U87-Gliomzellen gegenlber einer antiangiogenen Therapie hin. Mog-
liche Mechanismen, die dazu flihren, sollen an dieser Stelle naher beleuchtet werden. Die
molekularen Gruinde, die der Resistenz gegenuber einer antiangiogenen Therapie zugrun-
de liegen sind sehr unterschiedlich [177]. Zunachst wird nach “Ausschaltung” eines angio-
genen Pfades ein alternativer proagiogener Weg kompensatorisch genutzt und somit ein
“angiogeneischer Notfallplan” eingeleitet, der im Falle einer Therapie mit Sunitinib zu einer
Induktion der Faktoren MMP-9, CXCL1 und FGF-1/-2 fuhrt [64, 136, 137] [178]. Zudem
I&sst sich beobachten, dass gerade im Falle einer alleinigen VEGF-Inhibition eine erhohte
Rekrutierung und Assoziation von Perizyten beobachtet werden kann, die insbesondere
das Fortbestehen von Tumorgefallen férdert. Im Allgemeinen sind Perizyten fur die Ge-
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falstabilisierung und Gefallausbildung essentiell. In der Literatur ist bereits bekannt, dass
mit einem Perizytenverlust auch ein massiver Verlust der Gefalintegritat mit Bildung von
Odemen oder Mikroaneurysemn sowie Metastasenbildung einhergeht [140, 118]. Weiter-
fuhrende Untersuchungen konnten zeigen, dass Perizyten auch einen inhibitorischen Ef-
fekt auf Endothelzellproliferation austiben und durch feste Verbindung in dieser Perizyten-
Endothelzell-Interaktion auch eine Hochregulation von Basalmembranproteinen wie La-
minin und Intergrinen induzieren, was wiederum zu einer erhohten vaskularen Resistenz-
entwicklung fuhrt [64, 142]. In einer Vorgangerstudie in unserer Arbeitsgruppe wurden po-
tenzielle Signalwege fur die vaskulare Perizytenaktivierung untersucht [96]. In diesem Zu-
sammenhang ist der Ang-1/Tie-2 Signalweg zu nennen. Perizyten und glatte Muskelzellen
generieren Ang-1, das wiederum endotheliale Gap-junctions induziert und durch Aktivie-
rung von Tie-2-Rezeptoren die Perizyten-Endothelzell-Interaktionen in GefalRabschnitten
beschleunigt [51]. In der besagten Studie wurde neben der Ang-1/Tie-2-Expression auch
eine signifikante Reduktion von DLL-4 (Delta-like ligand 4-Expression) unter antiangioge-
ner Therapie entdeckt [96]. Allgemein spielt die DLL-4/Notch-Signalkaskade eine wichtige
Rolle bei der Entstehung von Gefallverzweigungen [60].

Ein weiterer Mechanismus, der zur Resistenz gegenuber Sunitinib fuhrt, ist die Mobi-
lisierung von vaskularen Vorlauferzellen und anderen proangiogenen Monozyten aus
dem Knochenmark. Gerade im Bereich hypoxischer Tumorareale kommt es durch pro-
angiogene Signalkaskaden zu einer Aktivierung von EPCs und anderen Angiogenese-
stimulierenden Faktoren [64].

Weitere Untersuchungen in unserer Forschungsgruppe haben nachfolgend ergeben, dass
dieser antiangiogene Phanotyp begleitet ist von einer signifikanten Hochregulation des an-
tiangiogenen Gens TNFSF15 [1]. Die TNFSF15-Hochregulation ist vergesellschaftet mit
der NDRG1 induzierten Aktivierung von NF-kB und AP-1 response elements innerhalb
der TNFSF15 Promotor-Region. Infolgedessen wird gezeigt, dass NDRG1 Uberexprimie-
rende Gliome an sich resistent gegenuber antigangiogener Therapiemalinahmen sind [1].
Unsere Daten unterstreichen die komplexe Regulation der Aktivitdt von NDRG1, indem
sie die vielfaltigen zellularen und gewebeabhangigen Effekte von NDRG1 aufzeigen.

Wie in der Literatur beschrieben, ist Angiogenese durch verschiedene angiogene Moleku-
le bedingt, in erster Linie durch VEGF [176]. Bei der Uberexpression von NDRG1 wurde
keine Veranderung der Genexpression von proangiogenen Molekulen beobachtet. Der
einzige hochregulierte proangiogene Effektor war CCL2 [179]. Allerdings wurde ein an-
tiangiogener Phanotyp in den Tumoren beobachtet, so dass die CCL2-Expression nur
einen geringen Effekt in den Experimenten ausubt. Stattdessen wurde eine hoch signi-
fikante Veranderung des endogenen TNFSF15 festgestellt. Dieses Phanomen lasst ver-
muten, dass TNFSF15 ein Schlisselmolekul darstellt, das fir den antiangiogenen Pha-
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notyp verantwortlich ist [1]. TNFSF15 wurde initial als spezifischer autokiner Inhibitor be-
schrieben, der durch endotheliale Zellen exprimiert wird [180]. Gonsky et al. wiesen nach,
dass auch Monozyten TNFSF15 exprimieren [181]. Zudem wurden luminale, glandulare
und tief glandulare epitheliale Zellen des Rinderuterus positiv fir TNFSF15 gefarbt, was
zeigt, dass die TNFSF15-Expression nicht auf endotheliale Zellen begrenzt ist [182]. In
dieser Hinsicht scheint es auch nicht Uberraschend, dass Gliomzellen, die fur diverse Gen-
mutationen und Genregulierungen bekannt sind, auch TNFSF15 exprimieren. Demzufol-
ge wurde die TNFSF15-Expression in Gliom-Patienten mit einem sehr unterschiedlichen
Expressions- und DNA copy number Profil nachgewiesen. Es wurden 3 Isoformen von
TNFSF15 entdeckt: VEGI-174, VEGI-192 und VEGI-251 [183]. Die einzige Isoform des
TNFSF15, die ein Sekretionssignalpeptid ist und bei dem nachgewiesen wurde, dass es
von Endothelzellen und Krebszellen sezerniert wird, ist VEGI-251 [184]. Der Uberstand
der NDRG1 uberexprimierenden Gliomzellen Ubt einen negativen Effekt auf die Proliferati-
on, Migration und tube formation von HUVEC-Zellen aus, ahnlich zu den Ergebnissen der
Experimente mit VEGI-251 Uberexprimierende Brusttumorzellen [184, 1]. Daher erscheint
es wahrscheinlich, dass die NDRG1 uberexprimierenden Gliome eine gesplicte Variante
von VEGI-251 ausscheidet. In diesem Zusammenhang wurde beschrieben, dass TNF-
alpha und ll11b die Ausscheidung von TNFSF15 induzieren [185, 186]. Jedoch wurden
diese Mediatoren in der Studie durch NDRG1-Uberexpression nicht verandert, abgesehen
von TNF-alpha und II1b als Induktoren fur TNFSF15 in den Experimenten. Sezerniertes
TNFSF15 inhibiert die Vaskulogenese durch herunterregulierte Membranschranke VEGF
Rezeptor 1 und durch Erhéhung des I6slichen VEGF Rezeptor 1, dadurch greift es in
die Vaskulogenese ein [187]. Ferner wurde in weiterfihrenden Experimenten in unserer
Forschungsgruppe gezeigt, dass TNFSF15 einen antiangiogenen Effekt ausubt, indem
es einen fruhen G1 Arrest in ruhenden Endothelzellen ausldst sowie durch Stimulation
der Apoptose in proliferierenden Endothelzellen [188, 1, 189]. Dies konnte auch eine Er-
klarung fur die von uns festgestellte signifikante Reduktion der Endothelzellproliferation
darstellen.

5.2.4 NDRGH1 als pradiktiver Marker fiir die Reaktion auf eine alkylierende
Chemotherapie

Unsere Studie zeigt, dass die Gabe von TMZ in der Empty/Kontrollgruppe zu einer si-
gnifikanten Reduktion des Tumorwachstums in vivo fuhrt. Dieser deutliche therapeuti-
sche Effekt von TMZ kann in der NDRG1-Uberexprimierenden Gruppe nicht in dem Ma-
Re vorgefunden werden. Dies deutet auf eine mdogliche TMZ-Resistenz bei den NDRG1-
Uberexprimierenden Tumoren hin.
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Allgemein ist die primare oder erworbene Resistenz gegenuber einer antitumoralen The-
rapie eines der grofdten Hindernisse in der Onkologie. Fur Gliome ist dies bis heute ent-
scheidend fur ein Ansprechen der Standardtherapie, die aus einer Strahlentherapie und
begleitender Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) besteht. Die Studie von Weiler et
al. 2014 veranschaulicht, dass das DNA-Reparaturprotein MGMT eine entscheidende
Rolle bei der Primarresistenz gegenuber der alkylierenden Substanz TMZ spielt [190].
Es fiel auf, dass die NDRG1 Uberexprimierenden Zellen in vitro langsamer proliferieren
als die Kontrollzellen. Auch in dieser Studie konnte dies mit Experimenten in vivo besta-
tigt werden. Auf der einen Seite wirkt TMZ direkt auf die Proliferation von Endothelzellen
negativ und daruber hinaus werden auch durch indirekte systemische antivaskulare Ef-
fekte, durch generelle Myelosuppression die Mobilisierung von Knochenmarkszellen ge-
hemmt. Hier sind insbesondere die endothelialen Progenitorzellen im Fokus, die aktivam
Prozess der Vaskulogenese und Angiogenese Anteil haben. Zudem war augenschein-
lich NDRG1 in humanen Gliomproben mit dem Malignitatsgrad assoziiert. Nachfolgende
Untersuchungen an Tumorproben von unbehandelten Patienten konnten belegen, dass
NDRG1 nur in moderaten Mengen primar in hypoxischen, perinekrotischen Bereichen
des Tumors zu finden ist. Tritt nach erfolgter Therapie mit TMZ ein Rezidiv auf und wurde
wiederholt Tumorgewebe operativ entfernt, so konnte gezeigt werden, dass die NDRG1
Expression deutlich ausgepragter war und dies nicht nur im perinekrotischen, sondern
auch gerade im perivaskularen Raum. Weitergehende Untersuchungen haben ergeben,
dass die Expression von NDRG1 in Gliomgewebe mit einem schlechten Ansprechen spe-
ziell auf alkylierende Chemotherapeutika assoziiert ist. Molekulare Untersuchungen flhr-
ten zu dem Schluss, dass die exogene Expression von NDRG1 zu einer verstarkten De-
methylierungsaktivitdt von MGMT in Gliomzellen flhrt, die TMZ ausgesetzt waren. Dies
lasst darauf schliel3en, dass NDRG1 direkt mit dem DNA-Reparaturprotein MGMT sowie
weitere wie APEX1 und PNKP interagiert und somit den MGMT-vermittelten Schutz vor
TMZ fordert. Mittels Koimmunprazipitation konnte diese Interaktion auf molekularer Ebe-
ne validiert werden [190]. So bildet NDRG1 mit MGMT direkt einen chaperonahnlichen
Proteinkomplex, der MGMT in seiner Funktion fordert und die Resistenz gegenuber TMZ
induziert. NDRG1 wiederum wird unter anderem von Steroiden Gber SGK1 induziert. Das
Serin/Threonin-Kinase-Ziel von Rapamycin (mTOR) dient hier als zentraler Dreh- und An-
gelpunkt, der mehrere intrazellulare und extrazellulare Signale integriert und damit ein
attraktives Antitumorziel darstellt. Die Aktivierung des Signalnetzwerks, an dem die Prote-
ine Inositol-3-Kinase/AKT/mTOR-Achse beteiligt ist, erfolgt haufig durch Aktivierung von
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK), wobei hauptsachlich der epidermale Wachstumsfaktor-
rezeptor (EGFR) die am haufigsten veranderte RTK bei Glioblastomen verkorpert. Je-
doch zeigte sich in weiteren Experimenten, dass die bloRe Hemmung von EGFR oder
MTOR bei Glioblastomen unwirksam blieb [190]. Es liegt nahe, dass die hypoxische Mi-
kroumgebung als Keimzentrum fur aggressivere und therapieresistente Tumorzellphano-
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typen dient [191], die zudem auch die Wirksamkeit der Strahlentherapie verhindert [192,
193]. Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass Hypoxie eine Resistenz gegenuber
verschiedener Antikrebsmittel in Neuronen [194], aber auch in Gliomzellen induziert [195].
Wie bereits erwahnt, verursacht im Allgemeinen Hypoxie die Akkumulation des Transkrip-
tionsfaktors HIF-1, was zur Expression hypoxieinduzierbarer Gene fuhrt, wie z. B. flr
den VEGF und das NDRG1 [190, 196]. In unserer Studie konnten wir keine signifikan-
te Differenz in der GefalRdichte in der NDRG1 + TMZ-Behandlungsgruppe gegentber der
NDRG1-Gruppe ohne Therapie feststellen. Deutlicher war die Differenz in den Kontroll-
gruppen. Demgegenulber zeigten sich bei der Endothel-Perizyten-Interaktion deutliche
Unterschiede. Dies legt die Vermutung nahe, dass es sich hier um die Neu-Ausbildung
unreifer GefalRabschnitte handelt. So haben frihere Untersuchungen von Carmeliet et
al. nachgewiesen, dass die Tumorvaskularisation morphologisch strukturlos und inhomo-
gen wirkt. So findet man Gefalabbriche und labyrinth-ahnliche Sprol3bildungen, die ins-
gesamt wenig ausdifferenziert erscheinen [197].

Umgekehrt zeigten die tUberexprimierenden NDRG1-Zellen eine Verringerung des durch
TMZ induzierten G2/M-Arrests, was einer Verringerung der Proliferation in vitro und des
Tumorwachstums in vivo entsprach. In unserer Studie zeigte sich eine nahezu gleichblei-
bende Tumorzellproliferationsrate in der NDRG1 und der NDRG1 + TMZ-Gruppe. Im Ge-
gensatz dazu zeigte die Empty/Kontrollgruppe eine signifikante Differenz; hier konnte die
Therapie mit TMZ die Tumorproliferation deutlich senken. Hinsichtlich der Endothelzell-
proliferation scheint es bemerkenswert, dass die NDRG1-Uberexprimierenden Zellen, die
nicht TMZ ausgesetzt waren, signifikant langsamer proliferierten als die Kontrollen; die-
se Ergebnisse korrespondieren auch mit den Untersuchungen der Kollegen Weiler et al.
[190]. In diesem Zusammenhang wurde die weiterfuhrende Hypothese untersucht, inwie-
weit sich der Einfluss therapeutischer Mallnahmen, die die Tumormikroumgebung beein-
flussen, auf die Expression und Aktivitat von NDRG1 auswirkt. Es zeigte sich, dass die
durch Bestrahlung induzierte NDRG1-Expression von der p53-Expression abhangig war
— im Gegensatz zur Hypoxie — wurde jedoch durch HIF-1a- oder HIF-2a-Gen-Silencing
nicht beeintrachtigt, was darauf hinweist, dass Hypoxie und Bestrahlung verschiedene Si-
gnalwege verwenden, um uber NDRG1 eine Chemoresistenz zu induzieren [190]. Folglich
fUhrte die langfristige Exposition gegenuber TMZ zu einer erhdhten Phosphorylierung von
NDRG1 an Position T346 in Uberlebenden Zellen [190]. Die NDRG1-Phosphorylierung
bei T346 ist mit einer erhdhten Aktivitat verbunden [198]. Zusammenfassend zeigen diese
Daten, dass Hypoxie und Bestrahlung, jedoch keine alkylierende Chemotherapie, NDRG1
auf unterschiedlichen Wegen aktivieren, was zu einer Resistenz gegenuber einer alkylie-
renden Chemotherapie fuhrt [190].

Jedoch ist, im Gegensatz zur transkriptionellen Regulation von NDRG1 durch Hypoxie und
Bestrahlung, die Signalkaskade, die die NDRG1-Phosphorylierung in TMZ-resistenten
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Gliomzellen vermittelt, bislang unklar; es wird vermutet, dass sie hdchstwahrscheinlich
stromabwarts von mTOR zu finden ist [190]. So fuhrte die Herunterregulierung des
Rapamycin-unempfindlichen Begleiters der mTORC2-Untereinheit von mTOR (RICTOR),
nicht jedoch des regulatorisch assoziierten Proteins der mTORC1-Untereinheit von
MTOR (RAPTOR) zu einer Reduktion der NDRG1-Phosphorylierung und -Expression.
Die Kontrolle der NDRG1-Phosphorylierung durch RICTOR ist unabhangig von seiner
transkriptionellen Regulation von NDRG1 als knockdown von RICTOR in Zellen mit exo-
gener NDRG1-Expression, was zu einer Verringerung der NDRG1-Phosphorylierung und
anschlielfenden Sensibilisierung gegenitber TMZ fuhrt [190]. Studien bei Pankreastumo-
ren zeigten, dass die Phosphorylierung von NDRG1 an dieser spezifischen Stelle durch
den mutmalRlichen mTOR-Downstream-Effektor Serumglucocorticoid-induzierte Protein-
kinase 1 (SGK1) vermittelt wird [199]. Dexamethason (DEX), ein wesentlicher Bestandteil
bei der Behandlung von malignen Gliomen als Mittel zur Kontrolle des Odems, induzierte
die Transkription von SGK1 und erhdhte die Phosphorylierung von NDRG1 bei T346.
Ein Tierversuch mit U87MG-Zellen unterstitzt einen negativen Einfluss von DEX auf die
Wirksamkeit von TMZ [190]. Eine Pharmakologische Hemmung von SGK1 durch die
Substanz “EMD638683” fuhrte zu einer verminderten Phosphorylierung von T346 und
Uberwand den NDRG1-vermittelten Schutz vor TMZ.

Zusammenfassend wurde NDRG1 als ein einzigartiges, durch Hypoxie, Steroide und
mMTORC2/SGK1 reguliertes Molekul in Gliomen identifiziert, das als pradiktiver Biomar-
ker fur die Reaktion auf die Behandlung mit TMZ in hochgradigen Gliomen verstanden
werden kann. Seine TMZ-Schutzwirkung macht NDRG1 zu einem attraktiven Kandi-
daten fUr eine zielgerichtete Therapie nicht nur bei Gliomen, sondern auch bei einer
Vielzahl anderer Krebsarten, moglicherweise durch Hemmung von SGK1. Die praklini-
schen Daten deuten auf mehrere Ebenen von zellinternen (mTORC1), Mikroumgebungen
(Hypoxie) und iatrogenen (Radiotherapie, Dexamethason) Einfluss auf diesen kritischen
Signalweg stromabwarts von mehreren Wachstumsfaktorrezeptoren hin. So kann der
MTORC2/SGK1/NDRG1-Weg als Ziel fir zuktinftige praklinische und klinische Forschun-
gen zur Therapieresistenz dienen.

78



6 Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Trotz erheblicher Fortschritte in den letzten zehn Jahren bei der Aufklarung der mole-
kularen Grundlagen von primaren Hirntumoren gibt es nur wenige wirksame Therapien.
Hypoxie-regulierte Molekule spielen eine zentrale Rolle im Zusammenhang mit vaskula-
ren Resistenzmechanismen gegenuber antiangiogener und alkylierender Therapie. Das
N-myc-downstream-regulierte Gen 1 (NDRG1) wird durch eine Reihe unterschiedlichster
Faktoren wie Hypoxie, Schwermetalle, DNA-Schaden, Hormone, Onkogen und Tumor-
suppressor Gene exprimiert. Bisher durchgeflihrte Studien betonen die Rolle von NDRG1
in der Krebsentstehung, Bildung von Metastasen und Mechanismen, die zu einer Resis-
tenzentwicklung gegenuber Chemotherapeutika fuhrt; jedoch ist die genaue Funktion des
Proteinprodukts von NDRG1 bisher noch ungeklart [157]. Ziel der vorliegenden Studie
war es, die Rolle von NDRG1 in Hinsicht auf die Gliomangiogenese, die Tumorzellpro-
liferation und TumorgrdflRe sowie unter antiangiogener (Sunitinib) sowie chemotherapeu-
tischer Behandlung (Temozolomid) zu evaluieren. Methodisch wurde hierfur ein etablier-
tes intrakranielles Tumormodell verwendet sowie magnetresonanztomographische Unter-
suchungen durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die GBM-Tumorxenografts mit NDRG1-
Uberexprimierenden Tumorzellen sowie die Kontrollgruppe zur Beurteilung immunhisto-
chemisch analysiert.

Eine Uberexpression von NDRG1 resultiert in einer signifikanten Reduktion des Tumor-
wachstums in vivo im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Dies resultiert in einem Uberle-
bensvorteil der Tiere. Zudem wiesen die Tumore aus den NDRG1-Uberexprimierenden
Gliomzellen eine signifikant geringere Tumorzellproliferationsrate (PHH3) auf vergli-
chen mit der Kontrollgruppe. Zusatzlich konnte auch eine signifikant erniedrigte En-
dothelzellproliferation (Ki-67) festgestellt werden. Dartuber hinaus waren in NDRG1-
Uberexprimierenden U87MG-Tumoren reduzierte Gefaldstrukturen nachweisbar bei auf-
rechterhaltender Endothelzell-Perizyten-Interaktion. Zudem konnte in diesen Tumoren
immunhistochemisch eine reduzierte GefaRdichte dargestellt werden, wobei kein signi-
fikanter Unterschied in der Gefalireifung konstatiert wurde. Dieser antiangiogene Effekt
von NDRG1 zeigt sich auch in Experimenten unter Therapie mit dem Tyrosinkinase-
Inhibitor Sunitinib. So zeigt sich nur eine geringe Reduktion des Tumorwachstums und
der Gefaldichte, sodass man von einem resistenten Verhalten gegenuber der antiangio-
genen Therapie sprechen kann. Schliellich stellt sich in einer weiteren Versuchsreihe
auch eine Resistenz der NDRG1-Uberexprimierenden Tumore gegentber einer Therapie
mit Temozolomid (TMZ) dar, wohingegen die TMZ-Therapie bei der Kontrollgruppe eine
sehr gute Wirkung entfaltete. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass NDRG1 einen
antiangiogenen Einfluss auf das sich entwickelnde mikrovaskulare System im Gliom hat
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und beteiligt sein konnte an der Entwicklung von Resistenzmechanismen gegenuber
antiangiogenen und alkylierenden Therapeutika.
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