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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Tumorerkrankungen

Die Atiologie und Therapie von Tumoren ist trotz stetiger Fortschritte in diagnostischen
und therapeutischen Bereichen nachwievor ein zentrales Thema in der medizinischen
Forschung. Tumorerkrankungen sind nach kardiovaskuldren Erkrankungen mit einem
Anteil von 26,3 % an der Gesamtsterblichkeit die zweithdufigste Todesursache in Deutsch-
land und anderen Industrienationen'. Im Jahr 2012 verstarben allein in Deutschland
221.611 Menschen an Krebs. Bei Mannern und Frauen waren dabei gleichermalien bos-
artige Neubildungen des Verdauungstraktes in der Todesstatistik fihrend, gefolgt von
Neubildungen der Atmungsorgane bei Mannern und Neubildungen in der Brustdriise bei
Frauen (Abb. 1)2.

Todesursachen bdsartiger Neubildungen 2012 in Deutschland

ler blutbildenden Organe (inkl. lymphatischen System) -[0[0] = mérm.lich
... der Genitalorgane -:D B weiblch
... der Brustdrtise -:|
... der Atmungsorgane -:D
... der Verdauungsorgane -:l:l
bosartige Neubildungen - | |
0 50000 100000 150000 200000 250000

Gestorbene

Abb. 1: Todesursachen bdsartiger Neubildungen in Deutschland 2012 (nach Statistisches Bundesamt, Fachserie 12, Reihe
4,2012).

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) konnen dabei 30 % aller Tumor-
erkrankungen auf die funf fihrenden Fehlverhalten: starkes Ubergewicht, vitaminarme
Ernahrung, ungentigende Bewegung, Tabak- und Alkoholabusus zuriickgefiihrt werden®.
Als krebsauslosende Faktoren kommen zusétzlich physikalische Noxen wie ionisierende
Strahlung, chemische Noxen wie Benzol oder Nitrosamine* und onkogene Viren in
Betracht. Diese humanen, tumorassoziierten Viren sind zum Beispiel HBV/HCV
(Hepatitis-B- und Hepatitis-C-Virus) als Ausldser von Leberkarzinomen® und HPV

(Humanes Papilloma-Virus) als eine mogliche Ursache fiir Zervixkarzinome®”.
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1.1.1 Tumoren des Zentralnervensystems (ZNS)

Im Jahr 2010 erkrankten in Deutschland circa 7000 Menschen an einem Tumor des
Zentralnervensystems, das entspricht einem Anteil von 1,5% an allen Tumorneu-
erkrankungen. Ménner erkrankten mit einer Anzahl von etwa 4000 ZNS-Tumoren haufiger
als Frauen und das Erkrankungsalter lag mit 61 Jahren im Mittel bei M&nnern niedriger
gegentiiber 67 Jahren bei Frauen®. Grundsatzlich kdnnen Hirntumoren in jedem Lebensalter
entstehen, mit steigendem Alter steigt aber auch deren Haufigkeit an. Tumoren des ZNS
betreffen zu 95 % das Gehirn und den Hirnstamm, die tbrigen Neubildungen entstehen im
Riickenmark und an den Spinalnerven®. Ein Drittel aller ZNS-Tumoren sind gutartige
Meningiome, gefolgt von Glioblastomen, die 15,6 % aller Hirntumoren ausmachen.
Betrachtet man lediglich die malignen ZNS-Tumoren bei Erwachsenen ist mehr als jeder

zweite Hirntumor ein Glioblastom (siehe Abb. 2)°.

Die Begrifflichkeit der priméren, malignen Hirntumoren umfasst eine grole, heterogene
Gruppe an Tumorentitaten, die durch die WHO fortwéhrend anhand von histologischen,
immunohistochemischen und molekulargenetischen Eigenschaften klassifiziert werden™®.
Die erste Klassifizierung erfolgt basierend auf den zugrunde liegenden Ursprungszellen.
Die klinisch bedeutsamste Gruppe der neuroepithelialen Tumoren bilden die Gliome, die
sich von Gliazellen, zu denen Astrozyten, Oligodendrozyten und Ependymzellen gehoren,
ableiten. Gliazellen wurden vor ber 150 Jahren von Rudolph Virchow entdeckt und
beschrieben. Virchow nahm damals an, dass ihnen lediglich eine Stiitzfunktion fiir die
Neuronen zukommt (Glia = griechisch ,,Leim®). Seit den spaten 70er- Jahren weill man
jedoch, dass die Gliazellen zuséatzlich eine Nahrfunktion haben und sie im Zusammenspiel

mit Neuronen zur Informationsverarbeitung und -iibertragung im Gehirn beitragen®*.

Neben der Typisierung durch die zugrunde liegenden Ursprungszellen, wird von der WHO
eine vierstufige Graduierung (WHO-Grad I-1V) vorgenommen. Die Einteilung reicht von
benigne (WHO-Grad I) bis hochmaligne (WHO-Grad IV). Sie beruht auf histopatho-
logischen Eigenschaften wie Kern- und Zellatypien, Nekrosearealen, der mitotischen Akti-
vitdt und dem Vorhandensein von pathologischen GefaRneubildungen. In der klinisch
bedeutsamsten Gruppe der Astrozytome finden sich alle vier Dignitdtsgrade. Die pilo-
zystischen Astrozytome (WHO-Grad I) treten hauptsachlich bei Kindern und jungen
Erwachsenen auf. Sie gelten als benigne und gut therapierbar'?. Diffuse Astrozytome
gehéren zu den semibenignen WHO-Grad II-Tumoren, die langsam, aber infiltrierend

wachsen. Das mittlere Uberleben liegt hier zwischen 5-8 Jahren®. Anaplastische

2



1 Einleitung

Astrozytome (WHO Grad IlI) und Glioblastome (WHO Grad IV) gehoren zu den
hochmalignen Astrozytomen, die deutlich proliferationsaktiver und histologisch stark
entdifferenziert sind. Glioblastome weisen zusatzlich pathologische GefaRproliferate und

ausgedehnte Nekrosen auf*.

Diese WHO-KlIassifizierung ist bis heute das verlasslichste Kriterium, um Aussagen Uber
das Verhalten der Tumoren und auch das Uberleben der Patienten tatigen zu konnen™.
Abb. 2 zeigt die Haufigkeiten der Gliome aus dem statistischen Report des Central Brain
Registry of the United States (CBTRUS) aus dem Jahre 2012.

Oligoastrozytome ~ Alle anderen
3,3% /_Gliome 1,9%

pilozystische
Astrozytome 5,1%

anaplastische
Astrozytome 6,0%

Abb. 2: Haufigkeitsverteilung von Gliomen, eingeteilt nach Histologie, n=92504, adaptiert nach CBTRUS Statistical
Report 2006-2010.

1.1.2 Glioblastoma multiforme (GBM)

Das Glioblastoma multiforme ist der hdufigste hirneigene Tumor im Erwachsenenalter.
Trotz aggressiver Therapie mit Resektion des Tumors, gefolgt von einer adjuvanten,
kombinierten Radio- und Chemotherapie mit Temozolomid, liegt die mittlere Uberlebens-
zeit bei nur 14,6 Monaten™®. Aufgrund des charakteristisch invasiven Wachstums der
Glioblastome, ist die moglichst vollstdndige Resektion der Primartumormasse jedoch nicht
kurativ. Die infiltrierenden Tumorzellen fuhren meist innerhalb von 6-8 Monaten zu

Rezidiven und sind ursachlich fiir die Therapieresistenz'®.
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Die Atiologie des Glioblastoma multiforme ist noch relativ unbekannt. Eine erhohte
Inzidenz flr Glioblastome ergibt sich aus diversen genetischen Dispositionen wie der tube-
résen Sklerose, der Neurofibromatose, dem Li-Fraumeni- und dem Turcot-Syndrom®"*8*°,
Auch die Exposition mit hochdosierter ionisierender Strahlung gilt als fordernd. Weitere
Umweltfaktoren, die fur die Pathogenese des Tumors ursachlich sind, wurden bislang nicht
identifiziert? . In seltenen Fallen Uberleben einige Patienten mit einem Glioblastom langer
als 3Jahre. Sie werden als Langzeitiberlebende bezeichnet”. Es wurden verschiedene
klinische und histopathologische Eigenschaften als forderlich fiir ein langeres Uberleben
beschrieben. Dazu gehodren ein junges Erkrankungsalter, ein guter Allgemeinzustand, eine
Totalresektion des Tumors, adjuvante Therapien und eine stark ausgeprégte oligodendro-

gliale Differenzierung?%,

1.1.2.1 Onkogenese des Glioblastoma multiforme

Die pathogenetisch bedeutsame Unterscheidung in primare und sekundére Glioblastome
wurde gepragt von Hans-Joachim Scherer, einem deutschen Neuropathologen. Wahrend
primare Glioblastome de novo ohne klinischen oder histologischen Hinweis auf eine
niedrigmaligne Vorstufe entstehen, gehen sekundare Glioblastome aus niedriggradigen
Gliomen wie diffusen oder anaplastischen Astrozytomen hervor®.

Abb. 3: Glioblastoma multiforme; (A): Gadoliniumverstarkte T1-gewichtete MRT-Aufnahme in koronarer Ebene (BdT
Erlangen); (B): makroskopisch vielféltig erscheinendes Bild des Glioblastoma multiforme mit Nekrosen und einer
Einblutung; (C): histologisches Bild (40-fache VergroRerung, HE-Farbung) mit ausgedehnten Nekrosen, deutlicher
Kapillarproliferation und hoher Zelldichte ((B) und (C) aus UTAS School of Medicine, Discipline of Pathology).

Mehr als 90 % aller Glioblastome sind als primare Tumoren einzustufen®®. Sie unter-
scheiden sich im mittleren Erkrankungsalter und auch hinsichtlich der Uberlebenszeit von
sekundaren Glioblastomen. Patienten mit einem priméren Glioblastom sind im Mittel
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65 Jahre alt, wéahrend der Erkrankungsgipfel bei sekunddren Glioblastomen bei 45 Jahren
liegt. Zudem gibt es geschlechtsspezifische Unterschiede: so erkranken Manner h&ufiger
an priméren Glioblastomen (Mann/Frau: 1,33) und Frauen wesentlich 6fter an sekundéren
Glioblastomen (Mann/Frau: 0,65)*2. Histologisch betrachtet sind beide Tumorarten
zellreich und polymorph. Sie weisen sehr hohen Mitoseraten, pathologische GefaR-
proliferate und ausgeprégten Nekroseareale auf (siehe Abb. 3 C). Bei sekundéren Glio-

blastomen wird zusatzlich eine vermehrt oligodendrogliale Komponente beschrieben?’.

Die Pathogenese der Glioblastome ist nach wie vor umstritten. Man geht davon aus, dass

adulte Stammzellen oder Astrozytenvorlauferzellen durch eine Vielzahl von Mutationen zu

sogenannten tumoriniziierenden Zellen?® transformiert werden (schematisch dargestellt in

Abb. 4). Die genauere Betrachtung der zugrunde liegenden Mutationsprofile zeigt auf, dass

es sich bei primaren und sekundéren Glioblastomen um distinkte Tumorentitaten handelt.
neurale/gliale 10q Verlust

Differenzierung EGFR-Amplifikation
Selbsterneuerung PTEN-Mutationen

PIK3R1-Mutationen

PIK3CA-Mutationen

NF1-Alterationen
INK4alARF Verlust

Neuronale MDM2/MDM4 Amplifikationen _
Stammzellen und
Gliale Vorlaufer
Stammzellmarker
. CD133 MGMT
*  Nestin

. Sox-2 Modulator der chemotherapeutischen Effizienz \
* Musashi-1 9p Verlust
IDH1/2 TP53 Mutation

Mutationen | 7q Verstarkung Grad Il Grad 11 Grad IV

Premaligne Zellen? ’

Abb. 4: Schematische Darstellung der Pathogenese von priméren und sekundéren Glioblastomen (GBM) mit mdglichen
genetischen Alterationen, veranderten Signalwegen und therapeutischen Modulatoren (modifiziert nach ).

Kennzeichnend fur die Entstehung primérer Glioblastome sind u.a. ein Verlust von
Chromosom 10, Amplifikationen und Mutationen des EGF-Rezeptors (EGFR; epidermal
growth factor receptor) und Mutationen der Phosphatase PTEN (phosphatase and tensin
homolog)*>®. Sekundare Glioblastome zeichnen sich v. a. durch Mutationen des Tumor-
suppressorgens p53 (TP53) und dem Verlust des langen Arms von Chromosom 19 aus®*2.
Zur Unterscheidung des priméren und sekundaren Glioblastoms dient auch der Nachweis
der IDH1 (isocitrate dehydrogenase 1)-Mutation, die als sicherer molekularer Marker fiir

das sekundare Glioblastom gilt**%'.
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1.1.2.2 Diagnostik und Therapie des Glioblastoma multiforme

Die Standardtherapie des Glioblastoma multiforme umfasst die maximal mdgliche
Resektion des Tumors gefolgt von einer kombinierten Radio- und Chemotherapie. Die
vollstdndige Resektion des Tumors ist dabei abhangig von seiner GroRe und Form, aber
auch von dem Vorhandensein von wichtigen Blutgefdlen sowie der eventuellen Lokali-
sation in funktional essentiellen Hirnregionen. Die chirurgische Resektion wird klassi-
fiziert in die Totalresektion (GTR =gross total resection) und die Subtotalresektion
(STR = subtotal resection). Die Beurteilung des Resektionsstatus erfolgt mit der bild-

gebenden Methode der Magnetresonanztomographie (MRT).

Glioblastome flhren durch ihr destruktiv infiltrierendes Wachstum zu einer gestorten
Funktion der Blut-Hirn-Schranke®***. Dies macht man sich in der diagnostischen MRT-
Bildgebung dieser Tumoren zu nutze. Es werden nichtionische, gadoliniumhaltige Kon-
trastmittel z. B. Gadovist® (Bayer AG) verwendet, die durch die gestorte Blut-Hirn-
Schranke im Bereich des Tumors in das Gewebe gelangen und sich dort anreichern. Ist
postoperativ kein kontrastmittelaufnehmender Tumor mehr nachweisbar, hat man eine
Totalresektion erreicht. Liegt der Anteil der entfernten Tumormasse zwischen 50 und unter

100 %, spricht man von einer Subtotalresektion.

Im Anschluss an die operative Entfernung des Tumors erhélt der Uberwiegende Anteil der
Patienten eine Radiotherapie. Bereits 1979 zeigten Walker und Kollegen, dass das post-
operative Bestrahlen dosisabhangig das Uberleben der Patienten verlangerte®®. Die
Bestrahlung induziert DNA-Schaden und verursacht durch so entstandene DNA-Doppel-
strangbriiche idealerweise die Einleitung der Apoptose in den Tumorzellen®’. Aktuell
gehort die akzelerierte, hyperfraktionierte Radiotherapie mit 50 - 70 Gray und einer Fokus-
sierung des Tumorbettes zur Standardtherapie. Die Einzeldosis betrdgt hierbei 1,8-2 Gray,
mit der der Patient bis zu 5-mal wochentlich (iber einen Zeitraum von 6 Wochen bestrahlt

wird.

Das standardmalig oral verabreichte Chemotherapeutikum in der Glioblastom-Therapie ist
Temozolomid. Temozolomid ist ein Zytostatikum, das Purine alkyliert und so die DNA-
Replikation hemmt®. Ein entscheidender Vorteil dieses Alkylanz ist seine zentrale Wirk-
samkeit durch die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke*. In einer groRen klinischen
Studie wiesen Stupp et al. 2005 nach, dass Patienten mit einer kombinierten Radio- und

Chemotherapie mit Temozolomid mit einer mittleren Uberlebenszeit von 14,6 Monaten
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signifikant l&nger Uberlebten, als Patienten, die nur bestrahlt wurden und durchschnittlich
12,1 Monate Uberlebten. Die 2-Jahrestiberlebensrate erhohte sich zusétzlich von 10,4 %
mit alleiniger Radiotherapie auf 26,5 % bei kombinierter Radio- und Chemotherapie'®. Der
therapeutische Erfolg von Temozolomid wird jedoch durch einen tber das MGMT-Enzym
(O-6-methylguanine-DNA-methyltransferase) vermittelten Resistenzmechanismus ver-
mindert. MGMT st ein DNA-Reparaturenzym, das die durch Temozolomid alkylierten
Purine demethyliert und so der Wirksamkeit des Zytostatikums entgegenwirkt. Bei Glio-
blastom-Patienten mit einer Methylierung des MGMT-Promotors, die mit einer ver-
minderten MGMT-Expression einhergehen soll, ist somit die Effektivitat einer Temo-
zolomidtherapie gesteigert, weshalb der MGMT-Promotorstatus heute oftmals vor Beginn

der Therapie tberpriift wird*#2,

Trotz dieser aggressiven, postoperativen Radio- und Chemotherapie ist das Glioblastom
auch heute nicht heilbar. Die mittlere Uberlebenszeit ist tber die letzten 20 Jahre zwar
angestiegen, der therapeutische Erfolg liegt aber weit hinter dem anderer solider Tumoren
zuruck. Ein vielversprechender Therapieansatz, der in den letzten Jahren auch zunehmend
fir die Behandlung des Glioblastoms erforscht wird, stellt die zielgerichtete Therapie
(targeted therapy) dar. Hierbei sollen Zielstrukturen angegriffen werden, die moglichst
tumorzellspezifisch sind, um idealerweise auch tief ins Hirnparenchym infiltrierte, einzelne
Tumorzellen zu erreichen und so die Rezidivneigung zu vermindern. Diese neuen Thera-
peutika umfassen monoklonale Antikorper (z. B. gegen VEGF - vascular endothelial
growth factor oder den EGFR), Immuntherapeutika (z. B. DCVax®-L von Northwest
Biotherapeutics), onkolytische Viren (z. B. gegen PDGFR-exprimierende Tumorzellen —
platelet-derived growth factor receptor) und sogenannte small molecule inhibitors. Diese
small molecule inhibitors machen derzeit den grofiten Anteil, der sich in der klinischen
Testung befindlichen potenziellen Therapeutika, aus und richten sich insbesondere gegen
Protoonkogene (z. B. Aktl - v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) und
Wachstumsrezeptoren (z. B. EGFR), die in Glioblastomen haufig Gberexprimiert werden

und so das Tumorwachstum beschleunigen®.

1.2 Protoonkogene und Onkogene

Wie bereits unter 1.1.2.1 erortert, ist die Pathogenese des Glioblastoma multiforme mit

verschiedenen molekularen Verdnderungen assoziiert. Die Transformation von einer
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gesunden Zelle zu einer Tumorzelle ist dabei grundsatzlich ein mehrstufiger Prozess als
Resultat der individuellen, genetischen Faktoren und den zuvor beschriebenen physika-
lischen, chemischen und biologischen Umweltfaktoren. Bei der malignen Transformation
kommt den Onkogenen eine zentrale Bedeutung zu. Onkogene wurden urspringlich als
retroviral kodierte Gene entdeckt, die in Vogeln und Nagern nach Virusinfektionen
Tumoren erzeugten. Die retroviralen Onkogene konnten als Abkémmlinge zellulérer Gene
identifiziert werden, die in mutierter und damit aktivierter Form in das Virusgenom inte-
griert wurden*. Auch menschliche Onkogene werden als Abkémmlinge von zelluldren
Genen, den sogenannten Protoonkogenen, definiert. Die Ursachen, die zur Aktivierung
eines Onkogens aus einem Protoonkogen fiihren, sind sehr vielféltig und reichen von
ionisierender oder ultravioletter Strahlung, Gber Chemikalien und Viren. Die Entwicklung
von einem Protoonkogen zu einem Onkogen ist dabei ein dominantes Mutationsereignis.
Das intakte, nicht mutierte zweite Allel des Protoonkogens kann den Ph&notyp des
aktivierten Allels nicht kompensieren. Man spricht von gain of function Mutationen, da
aktivierte Onkogene generell stimulierende Effekte auf die Zellproliferation haben, indem
sie den Zellzyklus aktivieren, die Zelldifferenzierung inhibieren und die Apoptose
blockieren. Die gain of function Mutationen von Protoonkogenen gehen im Transforma-
tionsprozess einer Zelle oftmals einher mit dem Funktionsverlust, sogenannten loss of
function Mutationen, von Tumorsuppressorgenen (z. B. p53), die normalerweise hem-
mende Effekte auf die Proliferation und das Wachstum von Zellen ausuben. Nach der
klonalen Zelltheorie zur Entstehung von Tumoren reicht dabei die Transformation einer
einzigen, dominanten Tumorzelle aus, um einen Tumor zu initiieren®. In den letzten
Jahrzehnten wurde eine Vielzahl von Onkogenen identifiziert, denen auch im Glioblastom-
Geschehen eine Bedeutung zugeschrieben wird. Sie umfassen zellulare Signalmolekiile
(z. B. PDGF - platelet-derived growth factor), Tyrosinkinase-Rezeptoren (z. B. EGFR),
membranassoziierte Signalmolekiile (z. B. Ras - Rat sarcoma) Transkriptionsfaktoren
(z. B. c-Myc), zellzyklusregulierende Proteine (z. B. CDK4 - cyclin dependent kinase 4)
oder auch Serin/Threonin-Kinasen wie Aktl und Pim1. Insbesondere im Hinblick auf
zielgerichtete Therapien gegen wachstumsfordernde Kinasen kénnte Pim1 zukiinftig eine

zentrale Bedeutung zukommen, die im Folgenden naher erldautert werden soll.
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1.2.1 Das Protoonkogen Pim1 — Entdeckung, Struktur und Bedeutung fir das
Tumorgeschehen

Pim1 (proviral insertion site of Moloney murine leukemia virus 1) kodiert fur eine
Serin-/Threonin-Kinase und wurde ursprunglich in murinen Lymphomen als die préaferen-
zielle Insertionsstelle des Moloney murine leukemia virus (MML-Virus) identifiziert*’. Die
Insertion dieses Virus in die untranslatierte 3"-Region des Pim1-Gens resultiert in der
Bildung eines langlebigen Pim1-Transkripts, welches verstarkt abgelesen wird und so zu
einer erhdhten Pim1-Expression in diesen Zellen fiihrt*®. Durch spétere Untersuchungen
von Lohuizen et al. konnte Pim1 schlieBlich als Protoonkogen identifiziert werden. So
wurde in Pim1-transgenen Mausen gezeigt, dass die Pim1-Uberexpression die Entstehung
von Lymphomen induziert und eine Infektion mit dem MML-Virus und die damit
verbundene bevorzugte Integration in den Pim1-Genlokus die Tumorprogression zusatzlich

verstarkt*®.

Im menschlichen Genom ist das Piml1l-Gen auf dem Chromosom 6 (6p21.2-21.31)
lokalisiert (Abb. 5). Es beinhaltet 6 Exon-Sequenzen, die in die entsprechende mRNA
transkribiert werden. Diese wiederum kann durch die Nutzung von alternativen Trans-
lationsstartpunkten in zwei Pim1-Proteinisoformen translatiert werden: die kurze Isoform
Pim1S (34 kDa) und die lange Isoform Pim1L (44 kDa). Sie unterscheiden sich hinsicht-
lich ihrer subzelluldren Lokalisation und somit sehr wahrscheinlich auch beziiglich ihrer
Substrate. Wahrend Pim1S vorrangig zytoplasmatisch und nukleér lokalisiert ist, konnte

Pim1L auch membranassoziiert nachgewiesen werden®.

Pim1

6p21.2-21.31

A s,

\
s

)

mMRNA 5’\ﬂD:-m-’3’
I—> [T 34kDa

Protein ' ATG

=---» 44 kDa
CTG

Kinasedomane

Abb. 5: Schematische Darstellung des pim1-Gens. Das pim1-Gen ist aufgebaut aus 6 Exons (dunkelblau), umgeben von
3’und 5"UTR (untranslated regions, weif3) und einer GC-reichen Region vor Exon 1 (hellblau). Durch Nutzung eines zu-
sétzlichen alternativen Translationsstartpunktes werden zwei Isoformen, Pim1S (34 kDa) und Pim1L (44 kDa) gebildet
(modifiziert nach®).
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Zur Familie der Pim-Kinasen gehdren neben Pim1 auch Pim2 und Pim3, die zu 61 bzw.
70 % sequenzhomolog mit Pim1 sind und teilweise redundante Substratspezifitaten auf-
weisen®?. Dies ist wahrscheinlich ursachlich dafiir, dass ein Einzel-knockout der Pim-Gene
in Méausen nicht letal ist und keinen auffallig veranderten Phanotyp aufweist, da die jeweils
intakten anderen Pim-Kinasen die Phosphorylierung der Substrate kompensieren kdnnen.
Auch ein Dreifach-knockout von Pim1, Pim2 und Pim3 geht mit einem fertilen Phénotyp in
Mausen einher. Die Mdause weisen jedoch ein um circa 30 % reduziertes Geburtsgewicht
verglichen mit den Kontrolltieren auf und zeigen ein vermindertes Ansprechen auf hdmato-
poetische Wachstumsfaktoren®., Die murinen und humanen Pim1-Gensequenzen erwiesen
sich in Studien von Domen et al. mit einer Ubereinstimmung von 94 % als hochgradig

homolog®*, so dass die Maus ein geeigneter Modellorganismus fiir in vivo-Analysen ist.

1.2.2 Zellulare Funktionen und Substrate von Pim1

Pim1 wirkt als zellularer Uberlebensfaktor und unterscheidet sich in einem Punkt wesent-
lich von anderen Kinasen: Pim1 ist konstitutiv aktiv und muss somit posttranslational nicht
erst Uber die Phosphorylierung durch andere Kinasen aktiviert werden®>. In den letzten
Jahren wurden zahlreiche Substrate identifiziert, die die onkogene Funktion von Piml
unterstreichen. So wirkt Pim1 ber die Phosphorylierung ihrer Substrate im Allgemeinen

proliferationsfordernd, migrationsfordernd und antiapoptotisch.

Eine wichtige Funktion von Pim1 ist die Beeinflussung des Zellzyklus in proliferierenden
Zellen. Mochizuki et al. wiesen erstmalig die Phosphorylierung der zellzyklusaktivieren-
den Phosphatase Cdc25A (cell division cycle homolog A) durch Pim1 nach, welche die
Aktivitat von Cdc25A steigert und somit den Ubergang von der G; in die S-Phase des
Zellzyklus beschleunigt®™. Einen weiteren Angriffspunkt in der Zellzykluskontrolle hat
Pim1 durch die Inaktivierung der Zellzyklusinhibitoren p21 und p27, wodurch wiederum

der Ubergang in die S-Phase und somit die Zellzyklusprogression forciert werden®"®,

Die antiapoptotischen Effekte vermittelt Pim1 u. a. durch die Phosphorylierung von BAD
(Bcl-2 associated death promoter) am Serin-112. Dies inaktiviert das proapoptotisch
wirkende BAD, welches nicht mehr mit Bcl-2 dimerisieren und dessen Funktion
blockieren kann. In Folge dessen inhibiert Bcl-2 die Porenbildung in der Mitochondrien-
membran und somit die fur den intrinsischen Weg der Apoptose essentielle Freisetzung

von Cytochrom c aus den Mitochondrien®. Der Transkriptionsfaktor FOX0O3a (forkhead
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box O3) konnte ebenfalls als Pim1-Substrat identifiziert werden. Die Phosphorylierung
durch Piml inaktiviert FOXO3a und hemmt so die Expression von proapoptotischen

Proteinen sowie die des zuvor beschriebenen Zellzyklusinhibitors p27°'.

o socs1/3 Fx03a xR
(® J
) < «-YQx\ @
Zellzyklus  Signaltransduktion Antiapoptose Migration

Abb. 6: Darstellung ausgewahlter Substrate von Pim1 und ihr Bezug zum Zellstoffwechsel (modifiziert nach®).

Eine Koexpression und Kooperation von Piml mit dem ubiquitdr exprimierten Trans-
kriptionsfaktor c-Myc war lange bekannt, bevor man den Zusammenhang auf molekularer
Ebene beschreiben konnte. Bereits 1989 zeigten Lohuizen et al., dass die Infektion von
transgenen Mausen mit dem MML-Virus zur Bildung von Lymphomen fihrt, die eine
hohe Expression von Piml und c-Myc aufwiesen®®. Die Abhéngigkeit der onkogenen
Wirkung des c-Myc von der Pim1-Expression fiir die Transformation von Zellen wurde
spater erstmals in Prostatakarzinomen durch Wang et. al. beschrieben. Sie zeigten, dass ein
knockdown von Pim1 die Zellproliferation und das Uberleben der Tumorzellen inhibiert,
auch wenn die Expression von c-Myc unverandert war®:. Den Nachweis einer direkten
Interaktion zwischen Pim1 und c-Myc erbrachten schliellich Zippo et.al. in transfizierten
HEK?293-Zellen. Sie wiesen eine durch c-Myc induzierte Bindung von Piml an den
c-Myc-MAX (Myc-associated factor X) -Komplex nach, in dessen Folge Piml das
Histon 3 am Serin-10 phosphoryliert und so die Transkription von c-Myc-abhéngigen
Genen aktiviert. Die mehr als 200 regulierten Gene sind involviert in den Zellmetabolis-
mus, die Proteinsynthese, die Zellzyklusprogression sowie Antiapoptose und lassen einen
entscheidenden Synergismus von c-Myc und Pim1 bei der Transformation von Zellen in

der Onkogenese vieler Tumorentitaten vermuten®.
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1.2.3 Expression und Regulation von Pim1

Unter physiologischen Bedingungen wird Pim1 besonders stark im Knochenmark, dem
Thymus und der Milz aber auch in nicht blutbildenden Organen wie der Prostata, dem
Hippocampus und oralen Epithelien exprimiert®®. Eine pathologisch erhéhte Pim1-Ex-
pression, die zu einer aggressiven Tumorprogression und somit einer schlechten Prognose

4784 'in denen die Funktion von

flhrt, konnte zusétzlich zu T-Zell- und B-Zell-Lymphomen
Pim1l als Onkogen urspringlich nachgewiesen wurde, auch fir verschiedene solide
Tumoren aulRerhalb des hdmatopoetischen Systems gezeigt werden. Eine hohe Piml-
Expression wird mit einer schlechten Prognose bei Patienten mit Blasenkarzinomen®,

67.88 in Verbin-

Magenkarzinomen® und Plattenepithelkarzinomen des Kopf/Hals-Bereiches
dung gebracht. In Pankreaskarzinomen hingegen ist eine erhéhte Piml1-Expression mit
einer guten Prognose fir die Patienten assoziiert®. Im Gegensatz dazu lagen zum Zeit-
punkt der in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen keinerlei Daten zur Expression und

Funktion von Pim1 bei Glioblastomen vor.

Die Piml-Expression kann durch verschiedene Stimuli induziert werden, darunter
Zytokine (z. B. Interleukin-2 und -7)°, Wachstumsfaktoren (z. B. EGF)®’ und Hormone
(z. B. Prolaktin)™, aber auch im Zuge einer zellulren Stressantwort auf Hypoxie?. In die
Regulation der Piml1-Expression sind je nach Gewebeart unterschiedliche Signaltrans-
duktionswege involviert (siehe Abb. 7).

Verschiedene Liganden/Rezeptoren: IL-2, IL-3,
IL-5,IL-7,GM-CSF.EGFR, PRL, TNFa, ...
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Abb. 7: Regulation der Piml-Expression: Die Bindung verschiedener Liganden an ihre Rezeptoren filhrt zur
Aktivierung eines komplexen Netzwerks von Signaltransduktionswegen, die zu einer Hochregulation der Pim1-mRNA-
Expression fihrt (modifiziert nach’®).
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Vielfach beschrieben ist die Regulation tber JAK-2 (Janus kinase 2) und STAT3 bzw.
STAT5 (signaltransducer und activator of transcription 3/5) """, Wahrend die Pim1-
Expression in B-Zellen iiber den Transkriptionsfaktor NFkB moduliert wird™, ist Pim1 im
Herzen v. a. Uber den PI3K (Phosphoinositol-3-kinase)/Akt-Signaltransduktionsweg regu-
lierbar’”. Des Weiteren kénnen auch pharmakologische Substanzen eine zelluldre Stress-
antwort induzieren und so die Hochregulation von Onkogenen bewirken. Fir Pim1 ist dies
beispielsweise flr Docetaxel, einem Zytostatikum aus der Klasse der Taxane, in der
Prostatakarzinomzelllinie RWPE-2 gezeigt worden. Docetaxel induziert ber STAT3 die
Pim1-Expression, was wiederum zur Hochregulation antiapoptotischer Proteine und so

zum Uberleben der Tumorzellen fihrt™.

Posttranskriptionell wird Pim1 durch das Hitzeschockprotein HSP90 stabilisiert und somit
vor der Degradation durch das 26S-Proteasom geschitzt. Daraus resultiert eine verlangerte
Halbwertzeit beider Pim1-Isoformen®. Die Bindung an das Hitzeschockprotein HSP70

hingegen filhrt zur Ubiquitinylierung und proteosomalen Abbau von Pim1%,

1.2.4 Pharmakologische Inhibition von Pim1 bei Tumoren

Die Piml-Kinase stellt eine attraktive Zielstruktur fir die Therapie unterschiedlicher
Tumorerkrankungen dar, da sie in viele verschiedene tumorzellspezifische Signalwege
involviert ist, die das Zelluberleben, die Zellzyklusprogression, die Migration und die
Angiogenese in Tumoren fordern. Mehr als 100 Pim-Inhibitoren sind bis dato beschrieben.
Diese wurden berwiegend als Pim1-Inhibitoren entwickelt, hemmen durch die Sequenz-
homologie in den meisten Fallen jedoch alle drei Pim-Kinasen (Pim1, Pim2 und Pim3) und
teilweise auch weitere Kinasen mit ahnlichem Substratspektrum®. Es konnte fiir einige
Substanzen aber eine hohere Spezifitdt fur bestimmte Pim-Isoformen nachgewiesen
werden. Beispielsweise wurde M-110 als spezifischer Inhibitor fiir Pim3 beschrieben,
wahrend K00486 am effektivsten in der Piml-Inhibition ist®. Ein ATP-kompetitiver,
unspezifischer Inhibitor, der alle drei Pim-Kinasen hemmt, ist SGI1776. Dieser Inhibitor
ist chemisch ein Imidazolpyridinderivat, wurde von Astex Pharmaceuticals entwickelt und
vielfach fiir die unterschiedlichsten Tumorentitaten in vivo und in vitro getestet. Chen et al.
wiesen u. a. in AML (akute myeloische Leukamie)-Zelllinien, AML-Xenografts und sogar
in primdren Blasten fir AML-Patienten eine dosisabhangige Apoptoseinduktion durch

SGI1776 nach®. Des Weiteren zeigten Mumenthaler et al. in Prostatakarzinomzellen eine

13



1 Einleitung

dosisabhéngige Abnahme der Phosphorylierung von Piml-Substraten durch SGI1776
verbunden mit einem G;-Zellzyklusphasenarrest und erhohten Apoptoseraten. Dabei
resensitivierte SGI1776 zuvor taxanresistente Tumorzelllinien gegentiber diesem Zyto-
statikum®®. Die vielversprechenden praklinischen Daten zur Inhibition von Pim1 durch
SGI1776 in Zelllinien und Xenografts fihrten zur Initiierung von klinischen Studien.
Anfang 2008 wurde SGI1776 bei Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen und standard-
therapieresistenten Prostatakarzinomen in einer Phase I-Studie zur Dosisfindung und
Untersuchung der Pharmakokinetik und Nebenwirkungen untersucht. Diese Studie musste
auf Grund starker kardialer Nebenwirkungen im November 2010 jedoch terminiert werden
(NCT00848601). CX-4595 als Inhibitor der Caseinkinase 2, Piml und Pim2 wurde
ebenfalls bereits in Phase I-Studien bei Patienten mit fortgeschrittenem Brustkrebs und
Multiplem Myelom getestet. Dabei konnte bei 17 % bzw. 9% der Patienten das
Fortschreiten der Erkrankung Uber mehr als 6 bzw. 12 Monate aufgehalten werden
(NCT01199718). Auch fur den potenten Pim-Inhibitor AZD-1208 wurde eine Phase I-
Studie zur Sicherheit, Wirksamkeit und Pharmakokinetik bei Patienten mit AML
(NCTO01489722) sowie fortgeschrittenen soliden Tumoren und malignen Lymphomen
(NCT01588548) initiiert, die im Januar 2015 abgeschlossen sein soll®*®*. Zur anti-
tumoralen Wirksamkeit von Pim-Inhibitoren bei Patienten mit malignen Hirntumoren

liegen bisher keine Daten aus klinischen Studien vor.
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1.3 Aufgabenstellung

Glioblastome sind die haufigsten hirneigenen Tumoren im Erwachsenenalter. Trotz
intensiver Forschung und multimodaler Therapie geht diese Erkrankung noch immer mit
einer &uRerst schlechten Prognose einher. Umso bedeutsamer ist die Suche nach neuen
therapeutischen Strategien unter Einbeziehung von tumorspezifischen Zielstrukturen. In
diesem Kontext sind onkogene Kinasen in den letzten Jahren zunehmend in den Mittel-
punkt neuer Therapieansatze geruckt. Fir viele Tumorerkrankungen konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression einzelner Kinasen wesentlich zur Tumorprogression
beitragen kann. Der Einsatz von Kinase-Inhibitoren bei Tumoren stellt demnach eine sehr

spezifische, zielgerichtete therapeutische Option dar.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Bedeutung der onkogenen Kinase Pim1 fur das
Tumorgeschehen des Glioblastoma multiforme untersucht werden. Hierfiir sollten Unter-
suchungen zur mRNA- und Protein-Expression von Piml und weiteren ausgewahlten
Zielstrukturen (Aktl, EGFR, c-Myc) an chirurgisch entfernten Glioblastom-Geweben
durchgefiihrt werden. Diese Expressionsdaten sollten mit patientenbezogenen Daten
(z. B. Alter bei Diagnosestellung, Geschlecht und Gesamtiiberleben) korreliert werden, um
Aussagen zur prognostischen Relevanz dieser Gene flir das Tumorgeschehen tatigen zu

kdnnen.

Des Weiteren sollte tiberprift werden, ob eine Assoziation zwischen dem EGF-Rezeptor
(EGFR), der haufig bei Glioblastomen mutiert oder tiberexprimiert vorliegt, und der Pim1-
Expression bei Patienten mit Glioblastom besteht. In vitro sollte zudem die Expression von
Pim1 in unterschiedlichen Glioblastom-Zelllinien Gberprift sowie eine EGFR vermittelte

Regulation von Pim1 untersucht werden.

AbschlieRend sollte in einem orthotopen Glioblastom-Modell der Maus, unter Verwendung
der murinen Glioblastom-Zelllinie GL261 und MRT-gestltzter Visualisierung der Hirn-
tumoren, der Einfluss oral applizierter Pim1-Kinase-Inhibitoren auf das invivo Glio-

blastom-Wachstum untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréate und Hilfsmittel
20G 12 " Kantlen

24G 17 Kantlen

27G 314" Kantlen
Analysenwaage research R200D
Blotapparatur

Brutschrank

Chemi Doc™ XRS
Chirurgisches Nahtmaterial Polyester S
Deckglaser 14 mm @

Fast Real-time PCR-System
Feinschere
Filterpapier

Fluoreszenzmikroskop

Gel Logic 200 Imaging System
Gene Amp® PCR System 9700

Hamilton Spritze 2 i
Heizblock Grant QBT

Inhalationsanésthesiesystem IAS 3802
Kleintier-MRT ClinScan 70/30
Kryorohrchen Cryo.S™

Kryotom CM 1900

Magnetrihrgerat MR 3001

M icroAmp®O ptical 96-Well
Reaction Plate
Micro-Dismembranator S
Mikroskop Axiovert 25
Mikrotiterplatten, 96-Well
Mikrotiterplattenlesegerat

Molecular Imager®
MRT-Spule

MULTIWELL™ 12-Well-Platten

Material und Methoden

BD Microlance™ 3, Heidelberg
BD Microlance™ 3, Heidelberg
BD Microlance™ 3, Heidelberg
Sartorius, Gottingen

Biometra, Gottingen

BBD 6220, Heraeus Instruments
Hanau

Bio-Rad, Minchen

Catgut GmbH, Markneuenkirchen
Marienfeld GmbH & Co. KG
Lauda Kdnigshofen

Applied Biosystems, Weiterstadt
F.S.T. Fine Science Tools, Heidelberg
Whatman International
Buckinghamshire, England

LSM 780, Zeiss

AxioVision HXP120C, Zeiss
Eastman Kodak Company

Applied Biosystems, Weiterstadt
Hamilton Bonaduz AG, Hoechst

Grant Instruments, Cambridgeshire
England

Fohr Medical Instruments, Seeheim
Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten
Greiner BioOne GmbH, Frickenhausen
Leica, Micrpsystems, Wetzlar
Heidolph, Schwabach

Applied Biosystems, Weiterstadt

B.Braun Biotech International
Zeiss, Jena
Nunc™, Roskilde Ddnemark

Infinite®200, Tecan, Crailsheim

Mousebrain 2 x 2, Bruker Biospin
GmbH Ettlingen, Deutschland
BD Falcon™, Heidelberg
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MULTIWELL™ 24-Well-Platten

Nahthalter
Nano-Drop™ 1000
Nitrozellulose-Membran
Pinzette

Pipetboy acu

pH-Meter pHenomenal
Plattenschiittler Titramax
Sauger

Scalpell No.21
Schiittler Rocking Platform

SDS-Page Elektrophoresekammer

Software

Spitze, 1 ml
Stereotaktischer Kopfhalter

Stickstofftank 1500 Series-190
SuperFrost® Plus Objekttrager

Standard Power Pack 25
Sterilwerkbank HeraSafe KS
Stripping-Apparatur
Trockenschrank
Vakuumpumpe

Vaporisator

Vortex Reaxtop

Waage Explorer
Warmeplatte

Wasserbad

Zellkulturflaschen, 75 cm?

Zelizahlgerat
Zentrifugen

Material und Methoden

BD Falcon™, Heidelberg

F.S.T. Fine Science Tools, Heidelberg
PegLab, Erlangen

Proton, Schleicher und Schiill, Dassel
F.S.T. Fine Science Tools, Heidelberg
Integra Bioscience

VWR, Darmstadt

Heidolph, Schwabach

neoLab, Heidelberg

Feather® Safety Razor Co., LTD Japan
Biometra®, Gottingen

Biometra®, Gottingen

Office 2007, Microsoft, USA
GraphPadPrism®, Kalifornien

QuantityOne®, Biorad, Miinchen

Zen, Zeiss, Jena

BD Plastipak, Heidelberg

Digital Lab Standard™ Stereotaxic, Stoelting Co.,
Chicago

Cryo-Tech, Geilnau

R. Langenbrinck, Emmendingen
Biometra®, Géttingen

Thermo Scientific, Langenselbold
Compact Line OV4, Biometra, Gottingen
Mememrt, Schwabach

Vaccubrand, Wertheim

Vapor 19.3, Grager, Lubeck

Heidolph, Schwabach

Ohaus, Schweiz

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten
Lauda, Lauda-Kdnigshofen

BD, Falcon, Heidelberg

Casy® 1, Schérfe System, Reutlingen
biofuge fesco, Heraeus Instruments
Megafuge 1.0R, Heraeus Instruments
Hanau

Eppendorf Centrifuge 5804 R
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Material und Methoden

2.1.2 Chemikalien, Enzyme und Medien

AG1478

Agarose NEEO Ultra Quality
Aprotinin

APS

Aqua ad injectabilia

Bovines Serumalbumin
Bromphenolblau

BSA

CASY®ton

DAKO®Fluorescent
Mounting Medium
Dextrose

Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTPs (10 mM)

Ethanol z. A.
Ethidiumbromid

Fetales Kélberserum (FCS)

Glutamin
Glycerol

Glycin
Hydrogenchlorid
Kaliumchlorid
Leupeptin
DMEM Medium
MEM Medium
Methanol
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Nicht-essentielle Aminosauren
Orthovanadat
Phenylmethansulfonytfluorid (PMSF)
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
Platinum Taqg Polymerase

PonceauS

Rotiphorese® Gel (37,5:1)

Rox Reference Dye

SDS Molecular Weight Marker
SGI1776

TCS Pim1-1
Tetramethylethylendiamin (Temed)
Trishydrochlorid (Tris-HCI)

Calbiochem AG, Luzern

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich Co, Deisenhofen
B. Braun, Melsungen

PAA, Pasching

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Scharfe System, Reutlingen

DakoCytomation GmbH, Hamburg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Co, Deisenhofen

GIBCO®, Invitrogen, Karlsruhe

GIBCO®, Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Co, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Co, Deisenhofen
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Co, Deisenhofen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

GIBCO®, Invitrogen, Karlsruhe
Sigma- Aldrich Co, Deisenhofen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Co, Deisenhofen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Co, Deisenhofen
Selleckchem, Houston, USA
Tocris, Ellisville, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Tris-Ultra

Triton-x-100

Trypsi/EDTA (0,05%/0,02%)
Tween®-20

3-Mercaptoethanol

peqGold 100bp Ladder

peqGold 1kb Ladder

2.1.3 Kits

BCA™ Protein Assay
control SiRNA
ECL Plus Western Blotting Detection

Reagent

EGFR-siRNA

PeqGold RNA Pure
Pim1-siRNA

Pim1-siRNA

Resazurin Assay

TagMan Reverse Transkription
Reagent

Material und Methoden

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
SERVA, Heidelberg

Seromed Biochrom KG, Berlin

Sigma- Aldrich Co, Deisenhofen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

pegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
peqgLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Santa Cruz Biotechnologies, Inc., Heidelberg

Amersham® Biosciences, Freiburg

Santa Cruz Biotechnologies, Inc., Heidelberg
PegLab, Erlangen

OriGene Technologies, Inc., Rockville

Santa Cruz Biotechnologies, Inc., Heidelberg
Promocell GmbH, Heidelberg

Applied Biosystems, Weiterstadt

2.1.4 TagMan®-Assays (Applied Biosystemsm)

18S Hs03003631_g1
Aktl Hs00178289_ml
BCRP Hs01053795_ml
c-Myc Hs00153408 ml
EGFR Hs01076068_m1
MGMT Hs01037698_m1
PECAM-1 Hs00169777_ml
Piml Hs00171473_ml

2.1.5 Primére und Sekundare Antikorper

Tab. 1: Sekundére Antikorper fir die Western Blot-Analyse

Name | Spezies | Kopplung | Firma
anti-goat Pferd HRP Vector Laboratories, Burlingame, USA
anti-mouse Ziege HRP BioRad, Miinchen
anti-rabbit Ziege HRP BioRad, Munchen
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Tab. 2: Sekundéare Antikorper fiir die Immunfluoreszenz

Material und Methoden

Name Spezies Kopplung Firma

anti-goat Hlhnchen | Alexa-Fluor® 488

anti-goat Affe Alexa-Fluor® 568
anti-mouse Hihnchen | Alexa-Fluor® 488 Molecular Probes, Inc., Eugene
anti-mouse Ziege | Alexa-Fluor® 568 B
anti-rabbit Affe Alexa-Fluor® 488
anti-rabbit Ziege | Alexa-Fluor® 568

Tab. 3: Primare Antikdrper fur Western Blot und Immunfluoreszenz

Name Spezies GroRe Firma
anti-3-Aktin Ziege 42 kDa Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
anti-GAPDH Maus 36 kDa | Meridan Life Science®,Inc. Memphis, USA
anti-pEGFR (p-Tyr1173) Maus 175 kDa Muillipore, Schwalbach
anti-Pim1L (1302) Kaninchen | 45 kDa bioworld Technology, Inc. Minnesota, USA
anti-Pim1L Maus 45 kDa LSBio, Inc., Eching

anti-Pim1(EP2645Y) Kaninchen | 34 kDa abcam®, Cambridge, England

2.1.6 Puffer und LAsungen

Ammoniumpersulfat Ammoniumpersulfat 1g
10 % (whv) Aqua dest. ad 10 ml
Blockierlosungen Western Blot - Magermilchpulver 590
5 %-ig TBST (1X) ad 100 ml
FCS 5ml
TBST (1x) 95 ml
Curry Master Mix Aqua ad injectabilia 595,75 U
CMM 1 M Tris-HCI 46
2 M KCI 575U
25 mM MgCl, 276 Wl
Glycerol 2u
10 mM dNTPs 46
Rox Reference Dye 23 ul
Kulturmedium DMEM DMEM 500 ml
FCS 50 ml
Glutamin 55ml
NEAS 55ml
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Kulturmedium MEM

Kulturmedium

Lammli-Puffer (4x)

Lysepuffer Proteinaufarbeitung

SDS
10 %-ig

PBS
(10x), pH=7,4

Saccharose-Stopper (10x)

Sammelgelpuffer pH=6,4
(Western Blot)

Stripping-Puffer
(Western Blot)

MEM
FCS
Glutamin
NEAS

NeuroCult® NSC Basal Medium
NeuroCult® Proliferation supplement
Heparin 2mM

0,25 mM Tris-HCI pH=6,8
SDS

Glycerol

Bromphenolblau
R-Mercaptoethanol

Aqua dest.

5 mM Tris-HCI
Leupeptin
Aprotinin
PMSF
Orthovanadat

SDS
Aqua dest.

NaCl

KCI
NH,PO,*2H,0
KH,PO,

Aqua dest.

0,2 M EDTA pH=8,0
Saccharose
Bromphenolblau

0,5 M Tris-HCI
Aqua dest.

62,5 mM Tris-Ultra
SDS
Aqua dest.

500 ml
50 ml
55 ml
55ml

500 ml
50 ml
2 ml

3,125 ml
19

58ml
5mg
2,5ml

ad 12,5 ml

ad 1ml
1
1
1w
1

lg
ad 10 ml

80¢g
29
1449
2449
ad 11

ad 4 ml
2549
25mg

7849
ad 100 mi

7,579
209
ad 11

Material und Methoden
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2 Material und Methoden
Tankpuffer (10x) Tris Base 60 g
(Western Blot) Glycin 288 ¢

SDS 209
Aqua dest. ad 21
TBE-Puffer (10x) Tris-Base 121 g
EDTA-Na 7,79
Borsaure 53,49
Aqua dest. ad 11
Towbin-Puffer (10x) Tris-HCI 30,39
Glycin 144 g
Agua dest. ad 11
Trenngelpuffer Tris-HCI 59,19
Aqua dest. ad 250 ml
Triton x-100 (0,1 %) Trion x-100 1ml
PBS ad 11

Waschpuffer (10x) Tris-HCI 60 g

(Immunfluoreszenz) NaCl 160 g
KCI 29
Agua dest. ad 2|

Waschpuffer (1x) Waschpuffer (10x) 200 ml

(Immunfluoreszenz) Tween-20 800
Aqua dest. ad 21

2.1.7 Zelllinien

Die hier verwendete humane Zelllinie LN18 wurde von ATCC (American Type Culture
Collection, Rockville, USA) bezogen. Es handelt es sich um eine adhdrent wachsende
Glioblastom-Zelllinie astrozytaren Ursprungs. Die LN18-Zellen wurden 1976 aus einem
65-jahrigen, mannlichen Patienten mit einem Grad IV Glioblastom im rechten Temporal-
lappen isoliert und sind morphologisch sehr stark entdifferenziert. Sie wachsen eher bi-
polar als sternférmig und sind durch pleomorphe Zellkerne charakterisiert®. LN18-Zellen
weisen loss of function-Mutationen in den Tumorsuppressorgenen p53, p16 und p14 auf, so
dass die Zellzykluskontrolle gestort ist. Sie exprimieren den Wildtyp der Phosphatase

PTEN (Phosphatase and Tensin homolog)®’, einem wesentlichen negativem Regulator des

22



2 Material und Methoden

PI3K-Akt-Signalwegs, und weisen einen hohen Gehalt des Wildtyp-EGFR (EGFRwit)

aufe®,

Die in dieser Arbeit verwendete murine Glioblastom-Zelllinie GL261 ist die am hdufigsten
verwendete Zelllinie zur Untersuchung von subkutanen und intrakraniellen Glioblastom-
Tumormodellen®. Der Tumor, aus dem diese Zelllinie isoliert worden ist, wurde 1939 von
Seligmann und Shear durch intrakranielle Verabreichung des Karzinogens 20-Methyl-
cholanthren in C57BL/6 Mausen erzeugt. Sie replantierten die so generierten Tumorzellen
in Mausen desselben Stammes und gewannen schlieBlich daraus die GL261-Zellen als
stabile Zelllinie®®. Die GL261-Zellen weisen in vivo histopathologische und biologische
Eigenschaften von humanen Glioblastomen auf. Die gebildeten Tumoren zeigen nekro-
tische Areale und abnorme Gefal3strukturen. Die Tumorzellen wachsen pseudopalisaden-
artig und sie migrieren als einzelne Zellen oder Zellgruppen ins Hirnparenchym®. Die hier
verwendeten GL261-Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Synowitz (MDC

Berlin, Buch) zur Verfligung gestellt.

Zusétzlich wurden primére Glioblastom-Zellen von Dr. Sandra Bien-Moller (140402LP-
TZ; Universitatsmedizin Greifswald) und Prof. Hrvoje Miletic (N421k, P3, P6 und P28;
Universitat Bergen, Norwegen) zur Verfligung gestellt. Aus der Arbeitsgruppe von Prof.
Miletic stammen ebenfalls die verwendeten Lysate der Glioblastomzelllinien A172, GaMg,
HF66, U251MG und U373 bzw. die Lysate der Xenografts aus Ratten (P8, P17 und P22).

Abb. 8: Durchlichtaufnahmen der LN18-Zellen (links, VergréfRerung 20-fach) und N421k-Sphéren (rechts, VergréfRerung
5-fach).
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2.1.8 Humane Hirngewebeproben

Bei den hier verwendeten humanen Tumorproben handelt es sich um diffuse und
anaplastische Astrozytome (WHO-Grad II und Il1) sowie Glioblastome (WHO Grad 1V),
die von der Klinik und Poliklinik fir Neurochirurgie der Universitdtsmedizin Greifswald
unter der Leitung von Prof. Dr. H.W.S. Schroeder bereitgestellt wurden. Die Tumorproben
wurden standardisiert wahrend der Resektion des Tumors im Rahmen der Behandlung
entnommen, unmittelbar in flissigem Stickstoff tiefgefroren und langfristig gelagert. Die
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Ernst-Moritz-Arndt  Universitét
Greifswald genehmigte die Entnahme und Verwendung der humanen Hirngewebe fir
Forschungszwecke (BB 89/08). Makroskopisch und histologisch wurden die Proben vom
Institut flr Neuropathologie in Greifswald unter der Leitung von Frau Prof. Dr.
S. Vogelgesang untersucht und basierend auf dieser Diagnose den einzelnen Gruppen
zugeordnet. In die Analysen gingen 100 Glioblastom-Priméartumoren und 39 Tumor-
rezidive ein. Des Weiteren waren 15 niedriggradige Astrozytome (10 diffuse Astrozytome
WHO-Grad Il und 5 anaplastische Astrozytome WHO-Grad I11) Teil der Untersuchungen.
Der Vitalstatus wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Community Medicine der
Universitat Greifswald beim Zentralen Informationsregister des Landes Mecklenburg
Vorpommerns abgefragt. Die letzte Abfrage erfolgte am 01.08.2014. Fir 91 von
100 Glioblastom-Patienten war der Vitalstatus verfuigbar, dabei waren 82 Patienten am
Studienende verstorben und 9 am Leben. In der hier betrachteten Untersuchungsgruppe
waren 63 mannliche Patienten (63 %) und 37 weibliche Patienten (37 %) vertreten.

Die nicht-malignen Hirngewebe (Normalgewebe, n=10) wurden zum Teil vom Institut fur
Neuropathologie in Greifswald unter der Leitung von Frau Prof. Dr. S. Vogelgesang zur
Verfugung gestellt bzw. bei der Firma BioChain Institute Inc. (Newark, CA, USA)
k&uflich erworben. Es handelte sich um Hirngewebeproben aus dem Frontal- und dem
Temporallappen, da die Tumoren der Patienten fast ausnahmslos in dieser Hirnregion
lokalisiert waren. Bei der Auswahl der Proben war sichergestellt, dass die Patienten
keinerlei neurologische Erkrankungen aufwiesen. Sie verstarben an Pneumonien, Herz-
versagen, Sepsis oder Pankreaskarzinomen. Die Gewebeproben wurden ebenfalls nach der

Entnahme unmittelbar in flissigem Stickstoff tiefgefroren und dauerhaft dort gelagert.
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Homogenisierung des Gewebes

Zur Aufarbeitung der tiefgefrorenen Gewebeproben wurden ungeféahr 25 mg entnommen
und in ein vorgekihltes 2 ml Eppendorf-GefaR Gberfihrt. In jedes GefaR wurde eine
Stahlkugel mit einem Durchmesser von 5 mm gegeben und die Probe bei 30 Hz fir 2 min
in den vorgekiihlten Probenrecks mittels TissueLyser Il (Qiagen®, Hilden, Deutschland)
Gerat homogenisiert. Das so erhaltene Pulver wurde sofort mit dem Homogenisations-

puffer fur die RNA- bzw. Protein-lIsolierung versetzt und entsprechend aufgearbeitet.

2.2.1.2 RNA-Isolierung aus homogenisiertem Gewebe

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mittels peqGOLD RNAPure™ von PegLab.
PeqGOLD ist ein gebrauchsfertiges Reagenz, welches es ermdglicht, in einer Einphasen-
Flussigkeits-Extraktion die Gesamt-RNA zu gewinnen. Die Methode basiert auf der
,»single-step Methode von Chomczynski und Sacchi, die 1986 als Erste die RNA-Isolation
auf Basis von Guanidinisothiozyanat, Phenol und Chloroform beschrieben®.
Guanidinisothiozyanat und Phenol lysieren dabei bei Raumtemperatur die Zellen,
inaktivieren RNasen und dienen als Lésungsmittel fiir die RNA.

Nach erfolgter Homogenisierung des Gewebes wurde das Pulver in 250 pul peqGOLD
RNA-Pure™-Reagenz resuspendiert und finf Minuten zur Dissoziation der Nukleotid-
komplexe bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 125 pl Chloroform und
sorgfaltigem Invertieren zum Durchmischen der Phasen und einer 5-min(tigen
Inkubationszeit bei Raumtemperatur folgte eine Auftrennung des Homogenates durch
Zentrifugation (5 min, 12 000 rpm) in drei Phasen. In der unteren, organischen Chloro-
form-Phenol-Phase sammeln sich Proteine; die mittlere Interphase enthélt Zelltrimmer und
DNA. Die RNA, in der oberen, wassrigen Phase lokalisiert, wurde fur die folgende
Aufreinigung vorsichtig abgenommen und in ein steriles Eppendorf-Gefal3 Uberfuhrt. Nach
Zugabe von 250 ul Isopropanol erfolgte eine zehnminitige Inkubation bei Raum-
temperatur, gefolgt von einem weiteren Zentrifugations-Schritt (10 min, 12 000 rpm bei
4°C) zur Ausfillung der RNA aus dem Flussigkeitsgemisch. Der Isopropanol-Uberstand
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wurde abgenommen und das RNA-Pellet zweimal mit 350 pl 75 % (v/v) Ethanol
gewaschen. Nach weiteren Zentrifugations-Schritten wurde der Ethanol-Uberstand sorg-
faltig entfernt, die RNA-Pellets unter der Laminarbox bei Raumtemperatur getrocknet und
anschlieBend in Abhangigkeit von der GrolRe des RNA-Pellets in 25 - 50 pl RNase-freiem
Wasser aufgenommen und resuspendiert. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.2.1.3 RNA-Isolierung aus Zellen

Die Isolation der Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte ebenfalls mit pegGOLD RNA-Pure™,
Hierfir wurde das Medium von den noch adhédrenten Zellen abgesaugt und ohne darauf-
folgenden Waschschritt 250 pl peqGOLD-L6sung in jedes Well pipettiert. Nach fiunf-
minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Losung mit der Pipette homo-
genisiert, in 1,5 ml Eppendorf-GefaRe Uberfiuhrt und mit 50 pul Chloroform uberschichtet.
Das weitere VVorgehen entspricht unter Anpassung der Volumina der obrigen Methoden-

beschreibung (RNA-Isolation aus homogenisiertem Gewebe; 2.2.1.2).

2.2.1.4 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mit dem NanoDrop™ 1000. Der
NanoDrop 1000 ist ein klvettenfreies Spektro-Photometer, das sich durch einen geringen
Verbrauch an Probenvolumen auszeichnet. Die Messung beruht auf der UV-Absorption
aromatischer Ringsysteme der Nukleotide bei einer Wellenlange von 260 nm. Fur die
Konzentrationsbestimmung wurden 1,5 ul RNA-L6sung auf die untere optische Oberflache
pipettiert und mit der oberen optischen Messoberflache ohne Lufteinschluss in Kontakt
gebracht. Die RNA-Konzentration wurde in ng/ul angegeben. Zudem konnte die Reinheit
der RNA durch die Quotienten 260 nm/280 nm und 260 nm/230 nm bestimmt werden, die
Aussagen uber Verunreinigungen mit Proteinen, Kohlenhydraten und Phenolen zulassen.
Fir den Quotienten 260 nm/280 nm wurde ein Wert zwischen 1,8 und 2 angestrebt. Der

Quotient 260 nm/230 nm sollte einen Wert von 2 nicht unterschreiten.
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2.2.1.5 Reverse Transkription

Um Expressionsanalysen auf Basis der mRNA durchfihren zu kénnen, muss die RNA
zundchst in die komplementare cDNA umgeschrieben werden, da die RNA in der PCR
nicht als Matrize dienen kann. Eine virale RNA-abhangige DNA-Polymerase, die Reverse
Transkriptase, synthetisiert dabei zunéchst den zur RNA komplementéren DNA-Strang, so
dass ein RNA-DNA-Hybrid entsteht. Die RNase H-Aktivitat des Enzyms baut im néchsten
Schritt den RNA-Strang ab und es erfolgt die Synthese des zweiten DNA-Stranges. Die so
gebildete doppelstrangige cDNA kann nun mittels PCR amplifiziert werden. Fur die
Reverse Transkription wurde das TagMan® Reverse Transcription Kit eingesetzt, welches
u. a. Random Hexamere als Oligonukleotide enthalt, die unspezifisch an die RNA binden
und so das Umschreiben der Gesamt-RNA, inklusive tRNA und rRNA, durch die Reverse
Transkriptase ermdglichen. Dies ist wichtig, da die Expression der Gene auf das house-

keeping-Gen 18S-rRNA normalisiert wurden.

Die Reverse Transkription erfolgte in einem T100™ Thermal Cycler von BioRad. Die
Anlagerung der Primer (annealing) findet bei 25°C statt, die Reverse Transkription selbst
bei 48°C. Im letzten Schritt wird das Enzym bei 95°C inaktiviert, um die sich anschlieR3-
enden TagMan-Analysen nicht zu beeinflussen. Der Reaktionsansatz und das Temperatur-
profil sind Tab. 4 und 5 zu entnehmen. Nach der Reaktion wurden die Proben mit Aqua ad
injectabilia auf 50 pl aufgefillt, um eine theoretische cDNA-Konzentration von 10 ng/ul

zu erreichen. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Tab. 4: Reaktionsansatz Reverse Transkription

Reaktionskomponente Volumen im Ansatz
10x TagMan™ RT-Puffer 20 ul

25 mM MgCl, 45 ul

10 mM dNTP-Mix 40

50 uM Random Hexamere 104

20 U/l RNase-Inhibitor 04

50 U/l Reverse Transkriptase 054

RNA (500 ng/ul) variabel
Aqua ad injectabilia ad 20

Tab. 5: Temperaturprofil Reverse Transkription

Reaktionsschritt | Tempe ratur| Zeit

Primer-Anlagerung 25°C 10 min
Reverse Transkription 48°C 30 min
Inaktivierung Reverse Transkriptase 95°C 5 min
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2.2.1.6 Konventionelle PCR

Bei der PCR (polymerase chain reaction) handelt es sich um eine in vitro-Methode zur
Amplifizierung spezifischer Nukleotidsequenzen. Die von Kary B. Mullis entwickelte
Methode wurde in den letzten Jahren vielfaltig weiterentwickelt, dennoch findet die
konventionelle PCR nach wie vor Anwendung. Das Grundprinzip der PCR besteht aus
einer zyklischen Wiederholung von drei Reaktionen. Im ersten Schritt wird die zu
amplifizierende DNA denaturiert, dies geschieht meist bei 93-95°C. Dann erfolgt die
Anlagerung der genspezifischen Oligonukleotide (Primer-Annealing). Die Annealing-
Temperatur ist von den verwendeten Primern abhéngig und sollte circa 5°C unter der
Schmelztemperatur dieser liegen. Das Primer-Paar wird so gewahlt, dass das zu ampli-
fizierende DNA-Fragment von ihnen flankiert wird. Man spricht von einem Vorwaérts- und

einem Rickwarts-Primer.

Tab. 6: Reaktionsansatz, Temperaturprofil und Primer-Sequenzen fir die konventionelle PCR

Reaktionskomponente |[Volumen im Ansatz

Aqua ad injectabilia 137

10x PCR-Puffer 2

10 mM dNTPs 04

50 mM MgCl, 06

Vorwarts-Primer 05u

Ruckwarts-Primer 054
Platinum-Tag-Polymerase 03

cDNA 2l

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 95°C 2 min
Denaturierung 95°C 30s
Primer-Anlagerung 55°C 45 35 Zyklen
Elongation 72°C 2min 30 s
Finale Elongation 72°C 10 min
Khlung 4°C

Primersequenzen
Vorwarts-Primer 5-GGGCTGGAAAAGAAA-3
Ruckwarts-Primer 3'-AGGCCCTTCGACTTCTTAC-5

Die Elongation, also die eigentliche Synthese der komplementdren DNA-Strénge, erfolgt
bei 68-72°C in Abhéangigkeit von der verwendeten Polymerase. Die hitzestabile DNA-
abhangige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Tag-Polymerase), ermdglicht eine

fortlaufende Reaktion, da selbst der sich erneut anschlieBende Denaturierungsschritt die
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Tag-Polymerase nicht inaktiviert. Die mehrfache Wiederholung dieser Reaktionsabfolge
fuhrt zu einer exponentiellen Amplifikation der gewinschten DNA-Sequenz. Die
konventionelle PCR wurde hier angewandt, um das Vorhandensein von EGFR-Wildtyp
und der EGFRvIII-Deletionsvariante in den Patientenproben nachzuweisen. Hierfir
wurden Primer verwendet, die von Lena et al. zum Nachweis dieser EGFR-Variante in
Gliomen bereits etabliert wurden®. Der Tab. 6 ist der Reaktionsansatz, das Temperatur-

profil und die Primersequenz zu entnehmen.

2.2.1.7 cDNA-Quantifizierung nach dem TagMan®-Prinzip

Um die Expression eines Genes auf mMRNA-Ebene zu untersuchen, bedient man sich der
Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip. Sie ist eine Vervielfaltigungemethode fiir
Nukleinsduren, die als Weiterentwicklung der konventionellen PCR, eine Quantifizierung
der synthetisierten DNA in Echtzeit (Real-time) ermdglicht. Zusétzlich zu den gen-
spezifischen Primern, ist eine zur Ziel-DNA komplementére, spezifische Oligonukleotid-
Sonde im Reaktionsansatz enthalten. Diese Sonde ist am 5°-Ende mit einem Donor-
Fluoreszenzfarbstoff (z. B. FAM, 6-carboxyfluorescein) und am 3"-Ende mit einem
Quencher (z. B. NFQ, non fluorescent quencher) markiert, der ebenfalls ein Fluorophor ist.
Der Quencher kann das Fluoreszenzsignal des Donor-Farbstoffes am 5°-Ende unter-
driicken, solange die Sonde intakt ist und die 5 -Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase
nicht durch die Abspaltung des Donor-gekoppelten 5 -terminalen Nukleotids Donor und
Quencher-Farbstoffe voneinander rdumlich getrennt hat. Diese Methode basiert auf dem
Prinzip des FRET (Forster Resonance Energy Transfer). Hierbei wird ein Fluoreszenz-
farbstoff mit Licht einer bestimmten Wellenldange angeregt und emittiert langerwelliges
Licht, welches detektiert werden kann. Beim FRET nutzt man das Phdnomen aus, dass das
vom Donor emittierte Licht am 5"-Ende der Anregungswellenlange vom Quencher am 3’-
Ende entspricht, der dadurch angeregt wird und wiederum langerwelliges Licht abstrahlt.
Es erfolgt somit ein Energietransfer vom Donor zum Quencher, der mit einem Energie-
verlust durch die Anregung einher geht (sog. Stokes-shift). Bei intakter Sonde resultiert
daraus ein weitaus geringeres Fluoreszenzsignal, das im Amplifikation-Plot als Basislinie
zu erkennen ist. Die hier verwendeten Primer-/Sonden-Gemische waren ausschlie3lich mit
dem Reporter-Farbstoff FAM und mit dem nicht fluoreszierenden Quencher (NFQ)
markiert. Diese Kombination bietet den Vorteil, dass bei intakter Sonde nahezu keine
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Fluoreszenz messbar ist, wodurch das Hintergrundsignal verringert und der Assay

sensitiver wird.

Wie schon bei der klassischen PCR beschrieben, handelt es sich auch hier um eine
zyklische Wiederholung von Denaturierung, Primer-Annealing und Elongation der DNA
(siehe Abb. 9).

Polymerisation R = Reporter

Q = Quencher
Forward R
g JLAmer ot Probe 3
= st : 5
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Abb. 9: Ablauf der Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip (modifiziert nach dkfz).

Es lagern sich Primer und Sonde an den durch Hitze denaturierten cDNA-Strang an und
die hitzestabile Tag-Polymerase synthetisiert den komplementaren DNA-Strang durch
Anlagerung von desoxy-Nukleotiden. Wahrend der Elongation trifft die Polymerase auf
die sich zwischen den Primer befindende, genspezifische Sonde. Aufgrund der 5°-3"-
Exonuklease-Aktivitat der Polymerase wird das Nukleotid mit dem gebundenen Donor-
Fluoreszenzfarbstoff am 5°-Ende von der Sonde abgespalten. Durch die raumliche
Trennung von Donor und Quencher steigt das Fluoreszenzsignal deutlich an, da nun das

vom Donor emittierte Licht nicht mehr in dem Malie vom Quencher absorbiert wird.

Im Amplification-Plot wird das Fluoreszenzsignal in Abhangigkeit vom Reaktionszyklus
aufgetragen, so dass beim Abbau der Sonde ein Anstieg des Fluoreszenzsignals graphisch
dargestellt wird. Bezug nehmend auf die zu Beginn im Reaktionsansatz enthaltene cDNA-
Menge, erreicht eine Probe friher oder spéter die exponentiell lineare Phase, bei der sich in
jedem Zyklus die Anzahl an DNA-Molekilen exakt verdoppelt. Mittels eines thresholds
(Schwellenwert) kann der Zeitpunkt bestimmt werden, bei dem sich alle Proben in der
logarithmisch linearen Phase befinden. Das zu einer Probe gehtrende Lot vom Schnitt-
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punkt des thresholds mit dem Graphen ist der Ct-Wert (threshold cycle). Je kleiner der C+-
Wert einer Probe, desto mehr cDNA und demnach mRNA-Transkripte waren in der

urspriinglichen Probe enthalten. Abb. 10 zeigt einen solchen Amplifikation-Plot.
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Abb. 10: Schematische Darstellung eines Amplifikation-Plot (modifiziert von PE Biosystems).

Analyse der Proben

Die Komponenten der Real-time-PCR nach dem TagMan® Prinzip entsprechen denen einer
herkdbmmlichen PCR mit dem Unterschied, dass anstelle von Vorwarts- und Ruckwarts-
Primern ein genspezifisches Primer/Sonden-Gemisch verwendet wurde. Alle fiir die
Reaktion nétigen Komponenten wurden in einem Mastermix vereinigt, der dann zur Her-
stellung der Submastermixe eingesetzt wurde. Die Zusammensetzung des Master- und

Submastermixes ist Tab. 7 zu entnehmen.

Tab. 7: Reaktionsansatz fiir die Real-time PCR nach dem TagMan®-Prinzip

Komponente Maste rmix Volumen im Ansatz

Aqua ad injectabilia 595 ul ™

1 M Tris HCI pH=84 46

2 M KClI 575 Curry-

25 mM MgCl, 276 )
Glycerol 92 l Mastermix
10 mM dNTP-Mix 46 W

Rox (interner Standard) 23 _

Komponente Submastermix | Volumen im Ansatz

Curry-Mastermix 1150 pl
Aqua ad injectabilia 805
Primer/Sonden-Mix (10-fach) 115
Tag-Polymerase sul
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Aus dem Submastermix wurden pro Reaktion 9 pl entnommen und direkt in die 96-Well-
Platte pipettiert. Fur eine technische Doppelbestimmung der Proben wurde zweimal je 1 pl
der cDNA ebenfalls direkt zum Submastermix pipettiert. Um ausschliefen zu kénnen, dass
Komponenten des Reaktionsansatzes mit DNA verunreinigt sind, wurde eine no-template-
control (NTC) auf jeder Platte fur jeden Assay mitgefiihrt. Dabei wurde die cDNA im
Ansatz durch Aqua ad injectabilia ersetzt. Nur wenn in dieser NTC keine DNA ampli-
fiziert wurde, war die PCR auswertbar. Zusétzlich zu den Zielgenen missen fur die Aus-
wertung der Expressionsanalyse auch sogenannte housekeeping-Gene gemessen werden,
die moglichst keiner Regulation unterliegen und demnach konstant exprimiert werden. Flr
diese Arbeit wurden die Expression der Zielgene auf 18S-rRNA normalisiert.

Die Detektion erfolgte mittels dem ABI Prism 7900 Sequence Detection System von
Applied Biosystems™., Fiir jede Expressionsanalyse der Gene (Piml, EGFR, c-myc,
PECAM-1, MGMT und Aktl) wurde nach Standard-Protokoll mit nachfolgendem
Temperaturprofil gearbeitet. Nach einer zweiminitigen, einmaligen Vorinkubation bei
50°C wurde das Reaktionsgemisch flr 15 s auf 95°C erhitzt, um die cDNA zu denaturieren
und die Tag-Polymerase zu aktivieren. Die Primeranlagerung und die Strangverlangerung
(Elongation) erfolgten in einer Minute bei 60°C. Es wurden konstant 45 Zyklen detektiert.

Auswertung der Real-time-PCR

Die Auswertung der Real-time-PCR erfolgte nach der sogenannten 2**“-Methode. Dabei
wurde vom Ct-Wert des Zielgens der Cr-Wert des housekeeping-Gens subtrahiert.
AnschlieBend wurde die Differenz aus dem so erhaltenen ACt-Wert der jeweiligen Probe
und des ACt-Mittelwerts der Kontrollgewebe gebildet. AbschlieBend wurde der 2744-“Wert
berechnet, der die relative Expressionsverdnderung bezogen auf die Kontrollgewebe
angibt. Graphisch dargestellt und statistisch ausgewertet wurden die mRNA-EXxpressions-
werte mittels GraphPadPrism®. Wenn mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen
wurden und keine Normalverteilung vorlag, wurde eine OneWayAnova Analyse, genauer
gesagt der Kruskal-Wallis-Test mit nachgeschaltetem Dunns-Test anstelle des t-Tests,

durchgefthrt.
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2.2.1.8 Nukleinsaure-Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Technik, die verwendet wird, um Proteine, RNA oder auch
DNA ihrer GroRRe entsprechend, in einem elektrischen Feld durch den Siebeffekt einer
Gelmatrix, aufzutrennen. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode genutzt, um das
Vorhandensein des EGFRwt bzw. der EGFRvIII-Deletionsvariante nach erfolgter Kklas-
sischer PCR, zu visualisieren. Die Agarose ist ein Polysaccharid aus D-Galaktose und
2,3-Anhydro-L-Galaktose, welche glykosidisch miteinander verbunden sind und je nach
Konzentration in einem Puffer zu einem Gel unterschiedlicher Porengréfie auspolymeri-
sieren. Je kleiner die DNA-Fragmente, desto hdher konzentriert sollte das Gel sein, da mit
steigender Agarose-Konzentration die Porengrof3e sinkt und somit der Siebeffekt steigt. Im
elektrischen Feld wandern die DNA-Molekile auf Grund ihrer molekularen Struktur zur
positiv geladenen Anode. Zur Sichtbarmachung der DNA-Banden wird dem Agarosegel
Ethidiumbromid zugesetzt, welches in einem Abstand von 10 bp in die DNA-Doppel-
strange interkaliert und nach Bestrahlung mit einer Wellenldnge von 300 nm Licht im
sichtbaren Bereich emittiert.

Die Agarose wurde in TBE-Puffer mit 5 pl Ethidiumbromid/100 ml Puffer aufgekocht und
nach dem Abkuhlen auf circa 70°C in einen entsprechenden Gelschlitten gegossen. Als
Langenstandard diente der 100 bp bzw. 1 kb-Marker von peqGOLD. Es wurden 8 ul Probe
mit 2 ul Saccharose-Stopper vermischt. Dieser Probenpuffer enthélt neben Saccharose
auch Glyzerin und Bromphenolblau. Glyzerin erhoht die Viskositét, so dass die Probe in

die Geltasche absinkt. Bromphenolblau ist ein Farbstoff, der die Laufmittelfront markiert.

2.2.2 Proteinanalytische Methoden

2.2.2.1 Proteinisolierung aus Gewebe

Aus allen verwendeten Glioblastom-Proben und Normalhirngewebe-Proben wurde das
Gesamtprotein isoliert. Daflir wurde das tiefgeklhlte Gewebestiick in 150 pl 5 mmol Tris-
Lysepuffer (pH=7,4) aufgenommen und, wie unter 2.2.1.1 beschrieben, homogenisiert. Der
Puffer enthielt die Proteaseinhibitoren PMSF, Aprotinin und Leupeptin (jeweils 1 M)
sowie den Phosphataseinhibitor Orthovanadat (250 mg/ml) je 1:1000 in Lyse-Puffer

verdinnt. Zum Aufschluss der Zellen wurde das Homogenat fiir mindestens 30 min auf Eis
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lysiert und dabei mehrfach mittels Vortexer aufgeschlammt. Um die Zelltrimmer abzu-
trennen, wurden die Proben anschlieBend 5 min bei 6000 rpm zentrifugiert und der Uber-
stand in ein neues Eppendorf-Gefal} uberfuhrt. Bis zur weiteren Verwendung lagerte das
Proteinlysat bei -80°C.

2.2.2.2 Proteinisolierung aus Zellen

Bei der Gesamtproteinisolierung aus Zellen wurde &hnlich wie unter 2.2.2.1 verfahren. Der
Unterschied bestand darin, dass die Zellen vorher nicht homogenisiert werden mussten. Sie
wurden mit Hilfe von sterilen Zellschabern vom KulturgefaBuntergrund abgel6st und in
Medium in Eppendorf-ReaktionsgefalRe tberfuhrt. Die Zellsuspension wurde bei 6000 rpm
5 min zentrifugiert, der Flissigkeitsiiberstand abgenommen und das Zellpellet im zuvor
beschriebenen Lysepuffer inklusive Protease- und Phosphataseinhibitoren resuspendiert.
Der weitere Protein-Aufschluss erfolgte wie zuvor unter 2.2.2.1 beschrieben.

2.2.2.3 Proteinbestimmung

Die Quantifizierung des Proteingehalts in den zuvor gewonnenen Gesamtproteinlysaten
erfolgte mit der von Smith et al. 1985 zuerst beschriebenen BCA-Methode™. Diese
Methode basiert auf der Reduktion von Cu®*-lonen durch Proteine zu Cu'* in alkalischer
Losung. Die Menge an reduzierten Kupferionen ist dabei proportional zum Proteingehalt in
der Probe. Die gebildeten Cu*-lonen bilden nachfolgend mit der in der Lésung ent-
haltenen Bicinchoninséure (BCA) einen rot-violetten Farbkomplex, welcher photometrisch

bei einer Wellenlange von 562 nm gemessen werden kann.

Die Proben wurden fir die Proteinbestimmung in der Regel 1:10 mit Aqua ad injectabilia
direkt in der 96-Well-Platte verdunnt. Eine mitgefiihrte Verdunnungsreihe einer BSA-
(bovine serum albumin) Standardlésung (1 mg/ml) mit 0, 10, 20, 30, 40 und 50 pg/ml
Proteingehalt diente als Eichgerade, anhand derer der Proteingehalt der Proben bestimmt
werden konnte. Die Proben wurden mit je 200 pl der frisch hergestellten BCA-Farbe-
reagenz-Losung versetzt, die aus 50 Teilen BCA-L6sung (1 %) und einem Teil CuSO,

(4 %) bestand. Nach einer Inkubationszeit von 45 min bei 37°C wurde die Extinktion bei
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einer Wellenlange von 562 nm am Infinite®200 gemessen. Die Auswertung erfolgte mit
Hilfe der Linearen Regression, durchgefiihrt in Microsoft® Excel 2010.

2.2.2.4 Western Blot-Analyse

Mittels Western Blot-Analyse kdnnen Proteine aus einem Proteingemisch spezifisch nach-
gewiesen werden. Im ersten Schritt werden die Proteine ihrer GrélRe nach gelelektro-
phoretisch aufgetrennt und dann auf eine Nitrocellulose-Membran mittels eines Blot-
Verfahrens transferiert und immobilisiert. Auf dieser Membran kdnnen die Zielproteine
spezifisch (ber eine Antigen-Antikdrper-Reaktion mit dem zugehdrigen Detektionssystem

nachgewiesen werden.

Probenvorbereitung

Es wurden 40 pg Protein aufgetragen. Dafur wurden die Proben mit der entsprechenden
Menge Aqua ad injectabilia verdiunnt und mit 4-fach konzentriertem Lammli-Puffer im
Verhaltnis 1:4 versetzt. Der Lammli-Puffer enthalt neben dem Farbstoff Bromphenolblau
auch SDS und R-Mercaptoethanol, die zur Denaturierung und Reduktion der Proteine
dienten. Vor der Auftragung der Proben (inklusive Grolienstandard Marker V1) erfolgte

standardmafig zusétzlich eine Hitzedenaturierung fiir 5 min bei 95°C.

SDS-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte durch eine vertikal ablaufende,
diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Das im Reak-
tionsansatz enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) bildet mit den Proteinen anionische
Komplexe, tberdeckt so die Eigenladung der Proteine und bewirkt die Wanderung aller
Proteine im Gel in Richtung der Anode. Zudem fiihren SDS und 3-Mercaptoethanol zur
Entfaltung von Proteinen. Durch die Ausbildung von langgestreckten, negativ geladenen
SDS-Protein-Komplexen ergibt sich ein konstantes Ladungs-/Masse-Verhaltnis, so dass
die Wanderung der Proteine im elektrischen Feld nur noch vom Molekulargewicht
abhangig ist. APS als Radikalbildner und TEMED als Katalysator der Polymerisierungs-
reaktion sind ebenfalls im Gel enthalten. Bei der hier angewandten diskontinuierlichen
Gelelektrophorese kommen zwei unterschiedliche Gele zum Einsatz. Das niedrig konzen-
trierte Sammelgel (pH 6,8) enthélt Glyzin, das als Zwitterion vorliegt und somit eine

geringere Mobilitat aufweist, als das ebenfalls enthaltene negativ geladene Chloridion.
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Zwischen beiden lonen bilden sich Proteinstapel aus. Auf diese Weise kommt es zur Vor-
trennung und Aufkonzentrierung der Proteine. Im Trenngel &ndert sich der pH-Wert
(pH 8,8), das Glyzin liegt nun negativ geladen vor. Die zuvor vorhandene Potential-
differenz wird aufgehoben und die Trennung der Proteine nach ihrer MolekiilgroRe erfolgt
durch den Siebeffekt des Polyacrylamidgels. In Abhangigkeit von den zu untersuchenden
Proteinen, kann die Porengrofie des Trenngels durch Variierung des Acrylamidanteils
bestimmt werden. Ein hochprozentiges Gel (z. B. 12,5%) trennt Proteine im niedrigen
Massenbereich (20-60 kDa) gut auf. Niedriger konzentrierte Gele (z.B. 7,5%) sind
optimal zur Auftrennung von Proteinen bis zu einer MolekuilgréRRe von 200 kDa. Je kleiner
das Protein desto schneller wandert es im elektrischen Feld.

Tab. 8: Zusammensetzung von Sammelgel und Trenngel

Sammelgel
Reaktionskomponente |Volumen im Ansatz
Agua dest. 3,0ml
Acrylamid 650 Wl
Sammelgel-Puffer 1,23 ml
10 % SDS 50 pl
10 % APS 50
TEMED 5ul
Trenngel

Volumen im Ansatz (in %)
Reaktionskomponente 75 10 125
Agua dest. 3,6 ml 3,0ml 24 ml
Acrylamid 19 ml 25 ml 3,1ml
Trenngel-Puffer 1,9 ml 1,9 ml 1,9 ml
10 % SDS 75 ul 75 ul 75 ul
10 % APS 75 75 75
TEMED 75 ul 75 ul 75 ul

Das Trenngel wurde, wie in Tab. 8 beschrieben, angesetzt und rasch zwischen zwei
Glasplatten pipettiert, bis eine Héhe von circa 75 % erreicht war, und zur Ausbildung einer
geraden Trennschicht mit Isopropanol tberschichtet. Nach Polymerisierung des Trenngels
wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel gegossen. In das flissige Sammelgel
wurden die Kdmme gesteckt, die zur Bildung der Probentaschen dienten. Nach circa
30 min war das Sammelgel auspolymerisiert und die Glasplatten konnten in die Elektro-
phoresekammer eingespannt werden. Der Laufpuffer (1 x Tank) wurde in die Kammer
gefillt, der Probenkamm aus dem Sammelgel gezogen und die Proben mit einer Hamilton-

spritze entsprechend dem Probenvolumen aufgetragen. Im Sammelgel lag zuné&chst eine
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Spannung von 90 Volt an. Nach Erreichen des Trenngels konnte die Spannung auf
konstant 130 Volt erhoht werden.

Western Blot

Der Western Blot wurde 1979 von George Stark entwickelt. Er ermoglicht den Transfer
der mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine hydrophobe Nitrocellulose-
Membran, so dass der eigentliche spezifische Nachweis Uber eine Antigen-Antikorper-
Reaktion moglich ist. Die Namensgebung lehnt sich an den von Edwin Southern ent-
wickelten Southern Blot zum Transfer von DNA-Molekdlen auf eine Membran an. Es gibt
unterschiedliche Blotverfahren, in dieser Arbeit wurde ausschlieflich mit dem von
Towbin et al. entwickelten Nassblotverfahren gearbeitet®™. Dazu wurden sechs Whatman-
Filterpapiere und eine Nitrocellulosemembran mit einer PorengréfRe von 0,2 um auf eine
Grolke von 10 x 8 cm bzw. 9 x 7 cm zugeschnitten und im eisgekuhlten Towbinpuffer fir
circa 10 min aquilibriert. Das im Towbin-Puffer enthaltene Methanol aktiviert die Protein-
Bindungsstellen der Nitrocellulose-Membran und verstarkt so die Effizienz des Transfers.
Der sogenannte Sandwichblot wurde wie in Abb. 11 dargestellt luftblasenfrei zusammen-
und in die Blotkammer eingebaut. Der Proteintransfer erfolgte bei 370 mA fur 2 h unter
stdndiger Eiskuhlung in Towbinpuffer. Die Kontrolle der Transferqualitat und -effizienz
konnte durch das unspezifische Anféarben der Proteine mit PonceauS durchgefiihrt werden.
Die in der PonceauS-Ldsung enthaltene Essigsaure fixierte zusétzlich die Proteine auf der
Membran. Durch mehrmaliges Spulen mit Aqua dest. wurde die Membran entfarbt und mit

der Immundetektion konnte begonnen werden.

Gel
Transfermembran
—— Filterpapier

Pads
————_ Stltzpapier

Elektrophoretischer Transfer

Gel/Membran/Filter-Sandwich

——— Puffertank

Richtungdes
Transfers

Abb. 11: Aufbau einer Nassblot-Apparatur (modifiziert aus www.western-blot.us).
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Immundetektion

Der spezifische Proteinnachweis erfolgte auf Grundlage der Immundetektion. Um un-
spezifische Bindungsstellen auf der Membran zu séttigen, wurde die Membran mit 5 %
FCS in TBST 1h bei Raumtemperatur blockiert. Die Blockierlésung wurde durch drei-
maliges kurzes Waschen mit TBST entfernt. Es erfolgte die Zugabe des monoklonalen
oder polyklonalen Primar-Antikorpers in der empfohlenen Verdinnung in einer 1 %
BSA/TBST-Losung. Die Inkubationszeit der Primér-Antikorper und die Umgebungs-

temperatur variierten. Sie sind neben der Art der Blockierung der Tab. 9 zu entnehmen.

Tab. 9: Ubersicht der zur Immundetektion verwendeten Antikorper

Name Spezies | GroRe Inkubationszeit Blockierung
anti-pEGFR (p-Tyr1173) | Maus |[175kDa| 2 Tage bei4°C 5% FCS in TBST
anti-Pim1L (1302) Kaninchen| 45 kDa | tiber Nacht bei 4°C|5 % Magermilch in TBST
anti-Pim1L Maus | 45 kDa | Uber Nacht bei 4°C 5% FCSin TBST
anti-Pim1(EP2645Y) Kaninchen| 34 kDa | Gber Nacht bei 4°C 5% FCSin TBST
anti-GAPDH Maus | 35 kDa 1h bei RT 5% FCSin TBST
anti-R-Aktin Ziege | 42 kDa | Uber Nacht bei 4°C 5% FCSin TBST

Zum Entfernen nicht gebundener Antikorper wurde die Membran erneut dreimal 5 min
unter Schwenken mit TBST gewaschen. AnschlieRend inkubierte der Sekundér-Antikorper
1,5 h unter Schwenken bei Raumtemperatur. Nach mehrmaligem Waschen konnte das ent-
sprechende Detektionssystem verwendet werden, um das Protein nachzuweisen. Abb. 12
zeigt schematisch das Prinzip der angewendeten Chemilumineszenz-Reaktion HRP-
gekoppelter Sekundar-Antikorper. Das ECL-Plus Western Blotting Reagenz wurde unter
Lichtausschluss auf der Membran inkubiert und das Chemilumineszenz-Signal mit dem

BioRad ChemiDoc XRS System visualisiert sowie quantifiziert.
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Abb. 12: Prinzip der ECL-Reaktion beim Western Blot (von Cell Signaling Technologies).
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Vor einem erneuten Antigennachweis wurde die Membran 3 min bei 52°C in 50 ml
Strippingpuffer und 350 pl 3-Mercaptoethanol in einer Hybridisierungsrohre inkubiert.
Dieses sogenannte stripping dient der Entfernung der gebundenen Antikdérper und

ermdoglicht den erneuten spezifischen Nachweis weiterer Proteine.

2.2.2.5 Indirekte Immunfluoreszenz

Mithilfe der Immunfluoreszenzfarbung kénnen Proteine subzelluldr visualisiert werden.
Auch hier wird ein indirektes Verfahren angewendet, d. h. erst der gegen den F¢-Teil des
Primar-Antikorpers gerichtete Sekundar-Antikorper ist mit einem Fluorochrom gekoppelt.
Das Fluorochrom wird mit Licht der entsprechenden Wellenlange angeregt und emittiert
langerwelliges, energiedarmeres Licht, das detektiert werden kann. Somit wird die Visua-
lisierung des Antigens moglich. Es wurden sowohl Zellen als auch selbst hergestellte
Gefrierschnitte gefarbt.

Herstellung von Gefrierschnitten

Die bei -80°C gelagerten humanen und murinen Gewebe wurden im Jung freezing Medium
eingebettet und mittels Gefriermikrotom, bei einer Blocktemperatur von -17°C und einer
Umgebungstemperatur von -20°C, Schnitte mit einer Schichtdicke von 6 um angefertigt.
Die Schnitte wurden auf einem Objekttréager platziert und bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

Vorbereitung der LN18-Zellen fir die Immunfluoreszenz

Fir die Immunfluoreszenz wurden die Zellen in 12-Well-Platten auf Deckglaschen mit
einer Zellzahl von 50000 Zellen/Well ausgesét. Sie wurden 24 - 48 h bis zum Erreichen der
optimalen Zelldichte (70 %) bei 37°C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert.

Immunfluoreszenzfarbung

Sowohl die Gewebeschnitte als auch die Zellen wurden mit eisgekuhlten 4 % Paraform-
aldehyd fir 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Von den Zellen wurde zun&chst das
Medium entfernt und, nach einmaligem Waschen mit PBS, 500 ul Paraformaldehyd hinzu
pipettiert. Die Gefrierschnitte wurden in der feuchten Kammer mit Paraformaldehyd tber-
schichtet. Damit die Antikorper an subzelluldr lokalisierten Proteinen binden kénnen, ist

eine Permeabilisierung der Zellen notwendig. Hierfir wurde eine 0,1 % Triton X-100-
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Losung in PBS verwendet, die 10 min bei Raumtemperatur inkubierte, gefolgt von drei-
maligem Waschen mit PBS. Um die Spezifitat der Antikorperbindung zu erhdhen, wurden
die Schnitte bzw. Zellen flr 2 h bei Raumtemperatur mit 5% FCS-haltiger PBS-L0dsung
blockiert. Ohne weiteren Waschschritt inkubierten die in Blockier-Losung verdiinnten
Priméar-Antikorper (ber Nacht bei 4°C. Die verwendeten Primér-Antikorper sind der

Tab. 10 zu entnehmen.

Tab. 10: Ubersicht tiber die fir die Immunfluoreszenzfarbung eingesetzten Antikorper

Name Spezies | GroRe |Inkubationszeit| Blockierung |Verdinnung
anti-pEGFR (p-Tyr1173) | Maus |[175kDa| 2hbeiRT |5% FCSinPBS 1:50
anti-Pim1L (1302) Kaninchen| 45kDa | 2hbeiRT |5% FCSinPBS 1:50
anti-Pim1L Maus |45kDa| 2hbeiRT |[5% FCSinPBS 1:50
anti-Pim1(EP2645Y) Kaninchen| 34 kDa | 2hbeiRT |5% FCSinPBS 1:100

Es wurden je Schnitt bzw. Well 50 pul Antikorperlosung bendétigt und zur optimalen
Benetzung mit Parafilm bedeckt. Durch dreimaliges Waschen mit PBS fir jeweils 5 min
wurde am néchsten Tag (nach circa 16 h) der nicht gebundene Antikdrper entfernt und es
folgte die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundar-Antikdrper, in der Regel
fir 1,5h bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss. Das sich anschlielende, drei-
malige Waschen zum Entfernen nicht gebundenen Sekundar-Antikorpers mit PBS erfolgte
ebenfalls unter Lichtausschluss, um eine Abschwachung des Fluoreszenzsignals zu
verhindern. Zur Kerngegenfarbung wurde DAPI in einer 1:1000-Verdinnung in
Blockierlosung tber 10 min bei Raumtemperatur eingesetzt. DAPI ist ein Fluorochrom,
das sich selektiv an doppelstrangige DNA bindet und mit AT-reichen Nukleinsdure-
regionen blau fluoreszierende Komplexe bildet. Die Deckglaschen, auf denen die Zellen
fixiert und geférbt wurden, wurden auf einen Objekttrager Uberfihrt und mit Dako
Fluorescent Mounting Medium eingebettet. Die Gefrierschnitte wurden ebenfalls mit
diesem Medium bedeckt und mit einem Deckglas versiegelt. Uber Nacht trockneten die
Objekttrager bei 4°C liegend unter Lichtausschluss. Die Fluoreszenzaufnahmen erfolgten

am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM780 von Zeiss.

2.2.2.6 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die H&matoxylin-Eosin-Farbung (HE-Férbung) ist eine Farbemethode in der Histologie,
die es ermdglicht die verschiedenen Strukturen eines Gewebeschnittes sichtbar zu machen.

Die HE-Farbung als sogenannte Ubersichtsfarbung stellt basophile Strukturen, insbeson-
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dere Zellkerne mit der darin enthaltenen DNA und das mit Ribosomen angereicherte
Endoplasmatische Retikulum, durch die Farbung mit Hamatoxylin blau dar. Die zweite
Farbstoffkomponente Eosin féarbt alle basischen Gewebeteile, wie das Zytoplasma, die
Mitochondrien sowie Keratin und Kollagen, rot. Diese Methode wurde verwendet, um
Gefrierschnitte der murinen Gehirne aus dem Tiermodell zu farben und so die zellkern-
reichen Tumoren im Hirnparenchym sichtbar zu machen. Die Gefrierschnitte mit der
Schichtdicke von 6 pum wurden wie unter 2.2.2.5 beschrieben hergestellt und mit Paraform-
aldehyd fixiert. Die Gewebeschnitte trockneten auf dem Strecktisch bei 37°C und wurden
anschlieRend fir 10 min mit 0,1 %-iger Mayers Hamalaunldsung gefarbt. Zur Entfernung
nicht gebundenen Férbesubstrates wurden die Schnitte fur 5 min unter flieRenden, kalten
Wasser gewaschen und zur Gegenfarbung mit Eosin zwélffach in die 0,5 % Eosin-Lésung
getaucht. Das Tauchen in kaltes destilliertes Wasser entfernte erneut nicht gebundenes
Farbesubstrat. Die nun folgende aufsteigende Alkoholreihe mit 50 %-, 70 %-, 95 %- und
100 % igem Ethanol, in die die Schnitte je zehnfach getaucht wurden, entfernte Schritt fiir
Schritt das Wasser aus dem Gewebe. AbschlieBend wurden die Schnitte in Xylene equili-
briert und konnten nach einer kurzen Trockungszeit von circa drei Minuten mit Ein-

bettungsmedium (Roti-Kit, Carl Roth GmbH Karlsruhe) versiegelt werden.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

Alle zellkulturtechnischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Steril-
werkbank und mit sterilen Arbeitsmaterialien durchgefiihrt. Die zur Kultivierung not-

wendigen Medien und Ldsungen wurden vor Gebrauch auf 37°C im Wasserbad erwarmt.

2.2.3.1 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 cm®-Zellkulturflaschen mit 15 ml Medium im
Brutschrank bei 37°C unter einer wasserdampfgesattigten, 5 %-igen CO,-Atmosphére. Die
LN18-Zellen und GL261-Zellen wurden in DMEM-Medium kultiviert. Dem Medium
wurde vor Gebrauch 10 % FCS, 1 % Glutamin und 1 % NEAS (non-essential-amino-acids)
zugesetzt. Fiir die N421k- und P3-Zellen wurde ein Stammzellmedium (NeuroCult® NSC
Basal Medium, Stemcell Technologies) mit Proliferationszusatz und Heparin verwendet.

Das Zellwachstum wurde regelmaBig im Lichtmikroskop kontrolliert, nicht zuletzt um
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Kontaminationen mit Pilzen oder Bakterien ausschliel3en zu kdnnen. Nach Erreichen eines
konfluenten Zellrasens wurden die Zellen passagiert, d. h. das Medium wurde abgesaugt,
die Zellen einmal mit 10 ml PBS gewaschen und anschlieend fiir 3 min bei 37°C mit 3 ml
Trypsin/EDTA-LOsung inkubiert. Das EDTA ist ein Chelatbildner, das eine besonders
hohe Affinitat zu zweifach positiv geladenen lonen besitzt und hier Ca?* und Mg?*-lonen
bindet, die fir das Anheften der Zellen Uber extrazellulare Proteine auf dem Zellkultur-
flaschenuntergrund essentiell sind. Das Trypsin unterstiitzt das Ablésen der Zellen durch
den proteolytischen Verdau der extrazellularen Proteine. Zum Abstoppen der Reaktion
nach dem vollstandigen Ablésen der Zellen wurden 7 ml Medium hinzu pipettiert. Das im
Medium enthaltene FCS inaktiviert das Trypsin. Durch Resuspendieren mit einer sero-
logischen Pipette wurden die Zellen vereinzelt und 500 pl der Zellsuspension in eine neue
75cm? Zellkulturflasche tiberfuhrt. Alle 3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel, um die
Zellen mit neuen Wachstumsfaktoren und Nahrstoffen zu versorgen und Stoffwechsel-
produkte sowie abgestorbene Zellen zu entfernen. Das alte Medium wurde abgesaugt, die

Zellen zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und mit 15 ml frischem Medium Uberschichtet.

2.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Fur die Zellversuche musste eine definierte Zahl an Zellen ausgesat werden. Hierfur
wurden 50 pl der frisch abtrypsinierten Zellen in 10 ml einer schwachen Elektrolytlésung
(Casy®ton) pipettiert. Das Casy®1-Zytometer zieht diese Losung durch eine Kapillare
definierten Durchmessers mit einer konstanten Stromungsgeschwindigkeit. An die
Kapillare ist uber zwei Platinelektroden eine Spannung angelegt, so dass ein spezifischer
Widerstand erzeugt wird. Passieren Zellen in der Elektrolytlésung die Kapillare, ver-
dréngen sie entsprechend ihres Durchmessers eine definierte Menge der Elektrolytlosung,

wodurch sich der Widerstand erhoht. Die Zellzahl wurde in Zellen/ml angegeben.

2.2.3.3 Zellviabilitats-Assay

Um die Viabilitat von Zellen unter bestimmten Einflissen beurteilen zu kénnen, bedient
man sich verschiedener Methoden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Resazurin-Assay
angewendet. Resazurin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) ist ein blauer, nicht
fluoreszierender Farbstoff, der von vitalen Zellen zu dem roten, fluoreszierenden Farbstoff
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Resorufin umgesetzt werden kann (Abb. 13). Genauer gesagt wird Resazurin hauptséchlich
in den Mitochondrien durch die Reduktionsmittel NADH und NADPH reduziert.

Viable Cell

Reduction
Reactions

Resazurin Resorufin

Emits fluorescence at 590nm

Abb. 13: Reduktion von Resazurin zu Resorufin (nach Promega).

Das Fluoreszenzsignal ist dabei proportional zur Anzahl der vitalen Zellen. Die Messung
wurde 48 h nach Substanzgabe am Infinite® 200 bei einer Wellenldnge von 590 nm
durchgefuhrt. Das Medium wurde zuvor abgesaugt, 90 pl neues Medium wurden in die
Wells pipettiert und je 10 pl Resazurin-Lésung hinzugegeben, was einer 1:10 Verdinnung
entsprach. Die Platten inkubierten bei 37°C im Brutschrank bis ein deutlicher
Farbumschlag erkennbar war. Damit eine Eigenfluoreszenz des Mediums bzw. Reaktions-
produkte des Mediums mit der Resazurin-Lésung die Messung nicht verfélschen, wurde
eine Leerwertmessung ohne Zellen mitgefuhrt und der Mittelwert der hier gemessenen

Fluoreszenzintensitét von allen Messwerten abgezogen.

2.2.3.4 siRNA-vermittelter knockdown von Pim1

Um zuséatzlich die Effekte eines siRNA-vermittelten knockdowns von Piml zu unter-
suchen, wurden die LN18-Zellen in einer 12-Well-Platte fiir Protein-Analysen
(2*10° Zellen/Well), in einer 24-Well-Platte fir RNA-Analysen (1*10° Zellen/Well) und
in einer 96-Well-Platten (5*10° Zellen/Well) fir Zellviabilitats-Analysen ausgesat. Nach
Erreichen einer Konfluenz der Zellen von circa 70 % erfolgte die Transfektion mit Lipo-
fectamine®2000 (Invitrogen) in Opti-MEM (Gibco®) nach dem Standardprotokoll. Die
Pim1-siRNA und die Kontroll-siRNA wurden in einer Endkonzentration von 5 pmol
eingesetzt. Sowohl Lipofectamine®2000 als auch die siRNA wurden in Opti-MEM vorver-
diinnt und im Verhaltnis Lipofectamine®2000 zur siRNA von 2:1 fiir 30 min vorinkubiert,

bevor das Reaktionsgemisch zu den Zellen pipettiert wurde. Dies sollte die Bildung von
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Liposomen erméglichen, die sich aus dem kationischen Lipid des Lipofectamine®2000 und
der anionischen siRNA bildeten. Die Liposomen dienten als Transportvehikel der siRNA
in die zu transfizierenden Zellen, da die Liposomen mit der Zellmembran verschmelzen
und die siRNA dann intrazelluldr im Zytoplasma vorliegt und die RNA-Expression der
Zielgene beeinflussen kann. Um die knockdown-Effizienz zu erhéhen, wurde die Trans-
fektion 24 h nach der ersten SiRNA-Applikation wiederholt. Die weiterfuhrende
Aufarbeitung der Proben bzw. der Zellviabilitats-Assay wurden wie oben beschrieben

durchgefiihrt.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

Das orthotope murine Tumormodell wurde in dieser Arbeit verwendet, um den Einfluss
einer Pim1-Inhibition auf das Wachstumsverhalten von Glioblastomzellen in vivo zu

untersuchen.

2.2.4.1 Versuchstiere

Fur das im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Tiermodell wurden weibliche, 12 Wochen
alte C57BL/6-Mé&use verwendet. Die Tiere wurden im Alter von 10 Wochen bei Charles
River (Erkrath, Deutschland) bestellt und befanden sich vor Versuchsbeginn 2 Wochen in
den Stallen der Zentralen Service und Forschungseinrichtung fur Versuchstiere der
Universitat Greifswald (ZSFV), um eine Eingewdhnung und Erholung vom Transport zu
gewahrleisten. Die Haltung erfolgte mit maximal 5 Tieren je Kafig in einem temperatur-
kontrollierten Tierstall (23°C) mit einem festgelegten Tag- und Nacht-Rhythmus von 12 h.
Die Tiere hatten uneingeschrankten Zugang zu Leitungswasser und pellettiertem Haltungs-
futter (Sniff®, Soest, Deutschland). Der Tierversuch wurde durch das Landesamt fiir
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF
M-V) genehmigt und tGberwacht (Aktenzeichen: LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-036/12).

2.2.4.2 Intrakranielle Inokulation von GL261-Zellen in C57BL/6 Mause

Fur die intrakranielle Inokulation der GL261-Zellen in das murine Gehirn wurden die

Zellen zunachst trypsiniert und auf eine Zellzahl von 2,5*10* Zellen/pl in sterilem PBS
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eingestellt. Die Zellen wurden bis zur Injektion in 1,5 ml Eppendorf-GefaRen auf Eis
gekunhlt.

Vor Beginn der Operation wurden die Mduse gewogen, um eine gewichtsadaptierte intra-
peritoneale Injektions-Narkose mit Ketaminhydrochlorid (Ketavet®, 100 mg/ml, Pfizer,
Berlin, Deutschland) und Xylazinhydrochlorid (Rompun, 2 %, Bayer Health Care,
Leverkusen, Deutschland) in isotonischer Kochsalzlésung durchzufihren (0,06 mi/10 g
Maus).

Zusammensetzung des Narkosegemisches:
0,1 ml Rompun 2 %

0,35 ml Ketavet®

1,55 ml NaCl 0,9 %

Wenige Minuten nach intraperitonealer Verabreichung des Narkosegemisches zeigten die
Tiere erste Anzeichen einer Sedierung. Sie wurden auf die Warmeplatte gelegt, um zu
starkes Auskihlen zu verhindern. Nach vollstandiger Relaxierung und Uberprifung der
Narkosetiefe erfolgte die Fixierung der Mduse unter Verwendung eines stereotaktischen
Kopthalters (Digital Lab Standard™ Stereotaxic, Stoelting Co., Chicago, USA) zum Einen
durch das Einspannen des Oberkiefers und zum Anderen durch das Einfuhren von
Halterungen in die Gehérgénge der Tiere. Die Tiere befanden sich nun in der sogenannten
,flat skull position* (Abb. 14 A). In dieser Position bildet die Schadeloberflache in rostral-
kaudaler Orientierung eine annahernd gerade Ebene. Diese Lagerung und Fixierung der
Tiere war notwendig, um eine standardisierte und prazise Injektion der Zellen zu gewahr-
leisten. Im Anschluss wurden die Augen zum Schutz vor dem Austrocknen mit einer
Augen- und Nasensalbe (Bepanthen®, Bayer Health Care) bedeckt und die Kopfhaut
zweimalig mit Ethanol desinfiziert. Die Kopfhaut wurde mit einem Skalpell in der
Medianlinie auf einer Strecke von circa 0,8 cm erdffnet (Abb. 14 B) und mittels Zuhilfe-
nahme des Binokulars das Bregma markiert (Abb. 14 C). Das Bregma ist der Treffpunkt
der Sutura coronalis und Sutura sagittalis und diente als Orientierungspunkt fir die
standardisierte Injektion der Tumorzellen. Ausgehend vom Bregma wurde 1,0 mm anterior
und 1,5 mm lateral die Injektionsstelle festgelegt und mittels einer 23G-Kanlile, die in der
stereotaktischen Halterung fixiert war, unter leichtem Druck die Schédeldecke ertffnet
(Abb. 14 D). Nach vorsichtigem, mehrmaligem Resuspendieren der GL261-Zellen wurden
2 ul in eine Hamilton-Spritze aufgezogen und in die stereotaktische Halterung eingespannt.

Von der Schadeldecke ausgehend, wurde die Kantle vorsichtig und gleichmaRig 3,5 mm
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tief in das M&usegehirn eingebracht und auf eine Hohe von 3,0 mm zuriickgezogen
(Abb. 14 E), um einen Hohlraum zu erzeugen.

Abb. 14: Bildhafte Darstellung des Operationsablaufs: (A) Lagerung der Maus auf der Wérmeplatte in der ,flat skull
position®. (B) Er6ffnen der Kopfhaut mittels Skalpell, (C) Markierung des Bregma (roter Pfeil), (D) Erdffnung der
Schédeldecke 1 mm anterior und 1,5 mm lateral vom Bregma (roter Pfeil), (E) Injektion der GL261-Zellen mittels
Hamilton-Spritze, (F) Wundverschluss mit sterilem Nahtmaterial.

AnschlieBend wurde gleichmaRig 1 pl der Zellsuspension in diesen Hohlraum injiziert und
2 min gewartet. Nachfolgend wurde die Spritze auf 2,0 mm zurtickgezogen und erneut 1 pl
Zellsuspension injiziert. Nach zweiminutigem Warten wurde die Kanile vorsichtig entfernt
und die Wunde mit sterilem Nahtmaterial verschlossen (Abb. 14 F) und zusétzlich mit
Spruhpflaster versiegelt. Die Tiere wurden zum Schutz gegen Auskiihlen mit mehreren
Lagen Tork® Papierhandtiichern umwickelt und bis zum vollstandigen Erwachen aus der

Narkose beobachtet.

Bis zur ersten MRT-Vermessung (12 Tage nach Tumorzell-Injektion) verblieben die Tiere
in den Rdumen der ZSFV. Das Gewicht und allgemeine Befinden der Tiere wurde taglich
kontrolliert und dokumentiert. Zeigten die Tiere Anzeichen von starken Schmerzen bzw.
auffalligem Verhalten oder einen zu starken Gewichtsverlust, wurden sie aus ethischen
Grinden vor Versuchsende getdtet. Die Beurteilung der Belastung der Tiere erfolgte

anhand eines Belastungs-Scores mit definierten Abbruchkriterien. Erreichte ein Tier einen
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Score von 20 oder hoher, schied es aus tierschutzrechtlichen Griinden vorzeitig aus dem
Versuch aus. Im Folgenden ist der Belastungs-Score aufgefihrt.

Beobachtung beim Tier Punktewertung

| Korpergewicht

- Keine Gewichtsabnahme 0
- Gewichtsreduktion <5 % 1
- Gewichtsreduktion 5-10 % 5
- Gewichtsreduktion 11-20 % 10
- Gewichtsreduktion >20 % 20

I Allgemeinzustand

- Fell glatt und glanzend, Kérperdffnungen sauber, Augen klar 0
- Fell stumpf und ungeordnet, ungepflegte Kérperdéffnungen,

Augen triib 5
- Schmutziges Fell, verklebte/feuchte Korperdffnungen, Augen

triib, anormale Korperhaltung 10
- Verkrampfungen/Lahmungen (Rumpfmuskulatur, Extremitaten),

Atemgeradusche, Tier fuhlt sich kalt an 20

11 Verhalten des Tieres

- Normales Verhalten (z. B. Reaktion auf Beriihrung, Neugier,

Sozialkontakte) 0
- Ungewdhnliches Verhalten wie eingeschrénkte Motorik oder

Hyperkinetik 5
- Selbstisolation, Lethargie, starke Hyperkinetik und Stereotypien,

Koordinationsstdrungen 10
- Schmerzlaute beim Ergreifen, Selbstamputation/Autoaggression 20

Die Erstellung des Belastungs-Scores erfolgte durch Frau Dr. Bien-Moller (Institut fur
Pharmakologie/Klinik fiir Neurochirurgie) in Anlehnung an die Kriterien zur vorzeitigen
Totung von erheblich leidenden Versuchstieren (Mausen/Ratten) des Tierschutzbeauf-
tragten der Universitat Wirzburg (Stabsstelle Arbeitsschutz, Tier- und Umweltschutz) so-

wie dem Arbeitskreis Berliner Tierschutzbeauftragter (Charité, 2. Auflage, 2009).

2.2.4.3 Kleintier-Magnetresonanztomographie

Die im Folgenden beschriebenen Arbeiten am Kleintier-MRT wurden in Zusammenarbeit
mit der Sektion Kleintier-MRT unter der Leitung von Dr. Jens Kihn (Institut fir

diagnostische Radiologie und Neuroradiologie, Universitat Greifswald, Leitung: Prof. Dr.
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Norbert Hosten) durchgefiihrt. Das Messprogramm wurde von Stefan Hadlich (MTRA) in
Absprache mit Dr. Sonke Langner (Neuroradiologe, Universitatsklinikum Greifswald)
erarbeitet und optimiert und die MRT-Messungen unter Anleitung von Stefan Hadlich
durchgefuhrt. Ziel der Kleintier-MRT-Messung war die TumorgréfRenbestimmung vor
Beginn der Substanzgabe und zum Endzeitpunkt, um den Einfluss einer pharmako-
logischen Inhibition von Piml auf das Tumorwachstum visualisieren und beurteilen zu
konnen. Die Messung wurde an einem 7.1 Tesla Hochfeld-Magnetresonanztomographen
der Firma Bruker (Clinscan, Bruker Biospin GmbH Ettlingen, Deutschland) mit einer
Bohr-Offnung von 15,4 cm und einer Gradientenfeldstarke von 290 mT/m durchgefiihrt.
Zur Detektion wurde eine phasengesteuerte Oberflachenspule (Mousebrain 2 x 2, Bruker
Biospin GmbH Ettlingen, Deutschland) verwendet. Das Tier wurde auf einem fiir Maus-
kopfuntersuchungen angefertigten Schlitten gelagert und nach Positionierung der Spule mit
Hilfe einer Markierung so in den Scanner eingebracht, dass das Tier stets an der gleichen
Stelle optimal positioniert werden konnte.

Narkose und Ventilation

Die Versuchstiere wurden durch eine Inhalationsnarkose mit einem Isofluran-Sauerstoff-
gemisch narkotisiert. Die Vorteile dieser Narkose liegen in der einfachen Handhabung, der
guten Steuerbarkeit der Narkoseldnge und der ausreichenden Narkosetiefe ber die
gesamte Messzeit. Isofluran flutet aufgrund der verhaltnisméaRig schlechten Loslichkeit im
Blut schnell an und auch wieder ab und wird dabei fast ausschlie3lich pulmonal abgeatmet.
Das Mischungsverhéltnis von Isofluran und Sauerstoff erzeugte der Vaporisator (Vapor
19.3). Initial erfolgte die Narkose Uber circa 2 min mit 4 % Isofluran bei einer FlieR-
geschwindigkeit von 2 Litern/min Sauerstoff (100 %) in einer Narkosekammer. Nach
Erreichen einer stabilen Narkose wurde die Maus schnell auf den Messschlitten im MRT
gelegt und dort bei 2 % Isofluran und einer FlieBgeschwindigkeit von 1 Liter/min Sauer-
stoff stabil Gber die Messzeit in Narkose gehalten. Die Maus wurde dabei so in Bauchlage
positioniert, dass Uber der Schnauze eine Beatmungsmaske lag, aus der das Isofluran-
Sauerstoffgemisch stromte. Von besonderer Bedeutung ist die Uberwachung und Erhaltung
der Korpertemperatur von 37°C. Es wurde deshalb mit einem wasserdurchstromten
Schlitten gearbeitet. Ein Thermostat erwdrmte das Wasser konstant auf 37°C. Die Korper-
temperatur der Maus konnte Uber ein Rektalthermometer Uberwacht werden. Der fir die
Atem-Uberwachungseinheit notige Messfilhler wurde auf Hohe der Rippenbdgen unter der

Maus positioniert. So konnte die Atemfrequenz Uber die gesamte Messzeit Uberwacht
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werden. Da in der Narkose der Lidschluss-Reflex erlischt, wurden die Augen erneut mit
Bepanthen® Augen und Nasensalbe bedeckt. Nach Fixierung der Maus in der optimalen
Position auf dem Messschlitten wurde der Kopf mit der Hochfrequenz-Messspule bedeckt
und fixiert. Anschliefend wurde die Maus in die vorgegebene Position vorgeschoben und

nach Verlassen des Raumes die MRT-Messung gestartet.

Messprozedur

Zu Beginn der Messung wurden zundchst raumachsenorientierte (transversale und
sagittale) localizer-Sequenzen mit geringer rédumlicher und zeitlicher Auflésung zur
optimalen Positionsbestimmung des Kopfes durchgefuhrt. Das anschlielende Mess-
programm beinhaltete native T1- und T2-gewichtete koronare Sequenzen sowie T1-
gewichtete Gadolinium-verstarkte (Gadovist® 1 mmol/ml, Bayer Health Care) koronare
und axiale Sequenzen. Die Schichtdicke betrug jeweils 0,7 mm. Die jeweiligen Mess-
parameter sind Tab. 11 zu entnehmen.

Sequenz | Raumachse nativ  |Gadolinium- FOV TR/TE  |Schichtdicke| Anzahl der Schichten
verstarkt
T1 koronar ja 25x 25mm| 578/13ms 0,7 mm 15
T1 koronar ja 25% 25mm | 500/12 ms 0,7 mm 14
T1 transversal ja 25x 25mm| 702/14ms 0,7 mm 15
T2 koronar ja 25% 25mm | 2750/46ms| 0,7 mm 11
T2 transversal ja 25% 25mm | 2750/46 ms 0,7 mm 16

Tab. 11: Messparameter des durchgefiihrten Messprogramms fiir die Visualisierung des Hirntumors mittels MRT. FOV
(Field of view), TR (Time to Repeat), TE (Time to Echo).

Vor der Aufnahme der gadoliniumverstarkten Sequenzen, wurde der narkotisierten Maus
(iber die Schwanzvene 5 ul Gadovist® injiziert und nach einer Wartezeit von 5 min die
Sequenzen aufgezeichnet. Diese Wartezeit war notig, damit das Gadolinium sich im

Hirntumor anreichern konnte.

2.2.4.4 Tumor-Volumetrie mit OsiriX

Die TumorgroRen-Bestimmung erfolgte mit der OsiriX-Software. Dabei wurde in den
gadoliniumverstarkten, koronaren und transversalen Bildsequenzen jeweils der Tumor-
bereich markiert (ROI=Region of Interest) und vom Programm ein 3D-Modell des Tumors

errechnet. Daraus ergab sich das Tumorvolumen fir die koronare und transversalen Mess-
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ebenen, aus denen flr weitere Analysen der Mittelwert errechnet wurde. Ab Tag 12 nach
Implantation der Tumorzellen ins Mausgehirn wurden die Tiere hinsichtlich einer Tumor-
aushildung untersucht. Ab einer Tumorgroée von 1,5 mm?® wurde mit der Substanzgabe

begonnen.

2.2.4.5 Orale Gabe der Pim1-Inhibitoren

Um den Einfluss einer Pim1-Kinaseinhibition in vivo zu untersuchen, wurden die M&use
randomisiert in 3 Gruppen eingeteilt, 2 Substanzgruppen sowie eine Kontrollgruppe, die
lediglich das Ldsungsmittel verabreicht bekam. Die verwendeten Substanzen waren der
unselektive Pim-Inhibitor SGI1776 (Selleckchem, USA) und der selektive Pim1-Inhibitor
TCS Pim1-1 (Tocris, Bristol, UK). Beide Substanzen wurden in 5 % Dextrose geldst. Mit
dem Piml-Inhibitor SGI1776 wurde 2009 bereits eine in vivo-Studie in Mausen mit
myeloischer Leukamie durchgefiihrt. Dort wurde die Substanz in 5 % Dextrose und in
einer Konzentration von 75 mg/kg Koérpergewicht den Tieren oral mittels Schlund-Sonde
verabreicht®®. In Anlehnung an diese Publikation wurde auch in der vorliegenden Arbeit
diese Konzentration bzw. dieses Losungsmittel fur beide Substanzen gewéhlt. Nach
Einschluss in die jeweilige Versuchsgruppe wurden die Tiere alle 2 Tage gewogen und
ihnen die Substanzen gewichtsadaptiert oral mit Hilfe einer leicht gebogenen Schlund-

Sonde verabreicht.

2.2.4.6 Euthanasie und Organentnahme

Die Tiere wurden nach 12 Tagen Substanzgabe final im MRT vermessen und die noch
narkotisierten Ma&use mittels zervikaler Dislokation getdtet. Im Anschluss wurde der
Brustkorb eréffnet und aus dem Herzen Blut durch eine Spritze entnommen. Danach
erfolgte die Entnahme von Milz, Niere, Leber, Lunge, Dunndarm, Dickdarm und Gehirn.
Die Organe wurden kurz in PBS gespult und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Das geronnene Blut wurde 5 min bei 3500 rpm zentrifugiert und das Serum in ein neues
Reaktionsgefal3 Gberfuhrt. Bis zur weiteren Verwendung lagerten die Organe und das

Serum in flissigem Stickstoff.
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2 Material und Methoden

2.2.4.7 Statistische Auswertung

Die Auswertung der MRT-Bilder erfolgte unter Verwendung des OsiriX-Programmes
(OsiriX Imaging Software, Pixmeo, Schweiz). Hierfir wurde der kontrastmittel-
aufnehmende Tumorbereich in allen Schichten der koronaren und transversalen Ebene des
Versuchstieres markiert und mittels der 3D-Volumenbestimmung die Tumorgrofie
bestimmt. Der Mittelwert beider Ebenen ergab das flir die Auswertung verwendete Tumor-
volumen zum jeweiligen Messzeitpunkt. Der Vergleich der Tumorvolumina zwischen den
einzelnen Behandlungsgruppen zu den jeweiligen Versuchszeitpunkten erfolgte mit dem

TwoWay-Anova-Test und Bonferroni post-Test.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

In der vorliegenden Dissertation sollte untersucht werden, inwieweit die Kinase Piml
prognostische Relevanz fur die Pathogenese des Glioblastoma multiforme hat. Im Nach-

folgenden sind die Ergebnisse der durchgefuihrten Experimente zusammengestellt.

3.1 Untersuchungen zur Expression von Piml und assoziierten

Genen in humanen Gewebeproben

3.1.1 Klinisch-pathologische Kenndaten der Glioblastom-Patientenkohorte

Die Klinisch-pathologischen Kenndaten der in dieser Arbeit untersuchten Glioblastom-
Patienten sind in Tab. 12 zusammengefasst. Im Studienzeitraum vom 15.10.2007 bis zum
02.08.2014 wurden 100 Primértumoren in unsere Patientendatenbank aufgenommen,
davon 63 Tumoren von Mannern und 37 Tumoren von Frauen. Das durchschnittliche
Erkrankungsalter lag mit 65,2 Jahren bei mannlichen Patienten hoher als bei Frauen, die
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Mittel 62,5 Jahre alt waren. Dieser Unterschied
war nicht signifikant. Zum Studienendpunkt Anfang August 2014 waren 82 Patienten
verstorben, 9 am Leben und von weiteren 9 Patienten waren keine Angaben zum Vital-

status verfligbar.

Der Resektionsstatus lie sich fir 63 Patienten nachvollziehen. Dabei wurde bei
37 Patienten (58,7 %) eine operative Totalresektion vorgenommen, d. h. das postoperative
Kontroll-MRT zeigte keinen Kontrastmittel aufnehmenden Resttumor. Bei 22 Patienten
(34,9 %) konnte eine Subtotalresektion erreicht werden. Der Anteil des entfernten Tumor-
gewebes betrug Uber 50 und unter 100 % der Gesamttumormasse. Lediglich bei zwei
Patienten (3,2 %) konnte nur circa 50 % des Tumors entfernt werden. Bei zwei weiteren

Patienten (3,2 %) wurde eine Biopsie vorgenommen.

Das empfohlene Therapieschema nach RCTx (adjuvante Radiochemotherapie) fand bei
47 (64,3 %) von 73 Patienten der untersuchten Kohorte Anwendung. Zwolf Patienten
(16,4 %) erhielten eine postoperative Bestrahlung und vier Patienten zusatzlich zur Be-
strahlung ein Zytostatikum. Nur neun Patienten (12,3 %) erhielten keinerlei postoperative
Behandlung.
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Manner Frauen gesamt

Anzahl Primartumoren 63 (63 %) | 37 (37 %) 100
medianes Alter bei Diagnose (in Jahren) 65,5 68 66

mittleres Alter bei Diagnose (in Jahren) 65,2 62,5 63,4
verstorbene Patienten bis August 2014 54 26 82
lebende Patienten bis August 2014 4 5 9
kein Vitalstatus verfiigbar 3 6 9
Totalresektion 24 13 37
Subtotalresektion 16 6 22
Resektion ca. 50% 2 0 2
Biopsie 2 0 2

Therapie nach RCTx 36 11 47
Bestrahlung 5 7 12
Bestrahlung plus Zytostatikum 2 2 4
keine postoperative Behandlung 5 4 9

Ergebnisse

Tab. 12: Zusammenstellung der klinisch-pathologischen Kenndaten der in dieser Arbeit untersuchten Patienten (RCTx
steht fur adjuvante Radiochemotherapie).

3.1.2 Untersuchungen zur Expression von Pim1 auf mRNA-Ebene in niedrig-
gradigen Astrozytomen und Glioblastomen im Vergleich zum nicht-malignem
Hirngewebe

Zuné&chst wurde die Expression der Pim1-Kinase auf mRNA-Ebene mittels quantitativer
Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip in nicht-malignem Hirngewebe (Frontal-/
Temporallappen) sowie den Glioblastom- und Astrozytom-Tumorproben gemessen. Die
Normalisierung erfolgte auf das housekeeping-Gen 18S-rRNA und ist relativ zur Ex-
pression in den Normalhirngeweben (Kontrollen) angegeben. In Abb. 15 A und B sind die
Expressionsdaten als Box-Plots mit den 5-95 %-Perzentilen halblogarithmisch aufgetragen.

In Abb. 15 A ist die mMRNA-Expression von Piml in den nicht-malignen Normalhirn-
geweben mit den Glioblastomen verglichen. Die Glioblastome wurden dabei subgruppiert
in Primartumoren sowie 1. und 2. Rezidiv. Es zeigte sich, dass im Glioblastom-Gewebe
eine signifikant erhohte Pim1-mRNA-Expression im Vergleich zum Normalhirngewebe
vorliegt. Die Primé&rtumoren wiesen mit einer mittleren, relativen Pim1-mRNA-Expression
von 7,05 eine 6-fach erhéhte Expression gegeniuber den Kontrollen mit einer mittleren
Pim1-mRNA-Expression von 1,19 auf. In den Glioblastom-Rezidivproben (1. und
2. Rezidiv) konnte mit einer mittleren Pim1-mRNA-Expression von 5,23 und 7,81
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ebenfalls eine 4,4- bzw. 6,6-fach erhdhte Expression gegentiber dem Normalhirngewebe

nachgewiesen werden.
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Abb. 15: Nachweis der Pim1-mRNA-Expression in Glioblastom- und Astrozytom-Patientenproben im Vergleich
zum Normalhirngewebe (Frontal-/Temporallappen). A: Pim1-mRNA-Expression in Normalhirngeweben
(Kontrollen) im Vergleich zu Glioblastom-Patientenproben, die in Primartumoren, 1. und 2. Rezidiv subgruppiert
wurden. B: Pim1-mRNA-Expression in Normalhirngeweben (Kontrollen) im Vergleich zu Astrozytomen Grad |1, Grad
11 und Glioblastomen. Die Quantifizierung erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Expression
wurde auf 18S-rRNA normalisiert, dargestellt ist der Median mit 5-95 %-Perzentilen. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
OneWay-Anova (Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post-Test).

Im Gegensatz dazu konnte fur die Astrozytome Grad Il und 111 keine signifikant veréanderte
Pim1-Expression im Vergleich zu den nicht-malignen Hirngeweben ermittelt werden
(siehe Abb. 15 B).

3.1.3 Untersuchungen zur Protein-Expression der Isoformen Piml1lS und
Pim1L in Glioblastomen und nicht-malignen Hirngeweben

Der Nachweis der beiden Piml-Isoformen Piml1lS und PimlL erfolgte semiquantitativ
mittels Western-Blot-Analyse in den Glioblastom- und den Normalhirngewebe-Proben.
Die Protein-Expression wurde jeweils auf das housekeeping-Gen 3-Aktin normalisiert und
relativ zur Expression in den Normalhirngeweben angegeben. Auf Proteinebene wurde
eine signifikante Hochregulation der beiden Isoformen Pim1lS und PimlL in den
Glioblastom-Proben im Vergleich zu dem nicht-malignen Normalhirngeweben ermittelt.
So lag die mittlere Pim1S-Protein-Expression in den Glioblastomen bei 3,64 und somit
4,1-fach hoher als in den Normalhirngeweben mit einer relativen Expression von 0,88. Die

lange Isoform Pim1L zeigte mit einem relativen Wert von 3,93 ebenfalls einen mehr als

54



3 Ergebnisse

3,5-fach hoheren Proteingehalt verglichen mit den Normalhirngeweben mit einer relativen
Expression von 1,11 (Abb. 16 A und B).

Zur Visualisierung und Lokalisierung beider Piml-lsoformen im Tumorgewebe und
Normalhirngewebe wurden Immunfluoreszenzfarbungen an 6 um dicken Gefrierschnitten
angefertigt. Die Schnitte wurden mit Antikorper-Losungen identischer Konzentration
inkubiert und am konfokalen Lasermikroskop (LSM780, Zeiss) mit identischer Intensitat
belichtet. In Abb. 16 C ist die Doppelfarbung fur den phosphorylierten EGF-Rezeptor
(EGFR, p-Tyr 1173; griiner Kanal) mit einem Pim1-Antikorper (Abcam®; roter Kanal), der
beide Isoformen erkennt (Pim1S + L), dargestellt. Wéhrend im Normalhirngewebe nahezu
keine Farbung nachgewiesen werden konnte, sient man eine deutliche immunopositive
Farbung des phosphorylierten EGFR (pEGFR) sowie von Piml im Glioblastom-Gewebe
eines Patienten (GBM-31). Pim1 ist dabei vor allem zytoplasmatisch lokalisiert und weist
eine partielle Kolokalisation mit dem pEGFR auf, was aus der Gelbfarbung bei Uber-

lagerung der Rot- und Griinkanéle (Merge) hervorgeht.
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Abb. 16: Nachweis der Piml-Protein-Expression in Glioblastom-Proben im Vergleich zum Normalhirngewebe
(Frontal-/Temporallappen). A: Pim1S-Protein-Expression in Normalhirngeweben (Kontrollen, K) im Vergleich zu
Glioblastom-Patientenproben (GB). B: Pim1L-Protein-Expression in Normalhirngeweben (Kontrollen, K) im Vergleich
zu GlioblastomPatientenproben (GB). Die Quantifizierung erfolgte mittels Western Blot mit densiometrischer Aus-
wertung (PDQuest, BioRad®) und Normalisierung auf B-Aktin. Dargestellt ist der Median mit 5-95 %Perzentilen,
***p<0,001 t-Test (Mann-Whitney-Test). C und D: Immunfluoreszenzfarbung von Normalhirngewebe (Frontal-/
Temporallappen) und Glioblastomgewebe mit den entsprechenden Antikdrpern gegen Pim1S + L und pEGFR (C) bzw.
gegen Piml1L und pEGFR (D). Die Kernfarbung wurde mit DAPI durchgefiihrt. Die Aufnahmen erfolgten am LSM780
(Zeiss).
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In Abb. 16 D ist die Doppelfarbung vom pEGFR mit einem Pim1-Antikorper, der nur die
lange Isoform von Piml (Piml1L) erkennt, dargestellt. Auch hier zeigt sich eine stark
immunopositive Farbung beider Proteine im Glioblastom-Gewebe (Patient GBM-36) und
nur eine sehr schwache Farbung im Normalhirngewebe. Die Pim1L-Isoform scheint im
Patientengewebe ebenfalls vorrangig zytoplasmatisch lokalisiert zu sein. In der Uber-
lagerung beider Fluoreszenzkandle sieht man vereinzelt eine Kolokalisation von Pim1L
und pEGFR anhand der Gelbfarbung.

3.1.4 Untersuchungen zur Expression des EGFR und des Transkriptions-
faktors c-Myc auf mRNA-Ebene in niedriggradigen Astrozytomen und
Glioblastomen im Vergleich zu nicht-malignem Hirngewebe

Nachdem eine Uberexpression von Piml in den Glioblastom-Geweben nachgewiesen
werden konnte, sollte weiterhin in der vorliegenden Patientenkohorte untersucht werden,
ob auch andere Gene, die mit der Piml-Funktion assoziiert sein kdnnen, pathologisch
verandert sind. Betrachtet wurde daher die Expression des EGFR und des Transkriptions-
faktors c-Myc auf mMRNA-Ebene.

Fur den EGFR konnte eine signifikant erhohte Expression mit einem relativen Wert von
32,88 in Primartumoren, von 74,62 beim 1. Rezidiv und von 117,4 beim 2. Rezidiv im
Vergleich zum Normalhirngewebe mit einer mittleren EGFR-mRNA-Expression von 1,26
nachgewiesen werden. Das entsprach jeweils einer 26-, 59- bzw. 93-fach erhohten
Expression in den Glioblastom-Proben bezogen auf die Normalhirngewebe (Abb. 17 A). In
den niedriggradigen Astrozytomen konnte ebenfalls eine erhohte EGFR-mRNA-Ex-
pression ermittelt werden. Diese lag mit einem relativen Expressionswert von 10,49 in
Astrozytomen Grad Il und 20,19 in Astrozytomen Grad Il signifikant hoher als in den
Normalhirngeweben, war jedoch niedriger als in den Glioblastom-Proben, die eine mittlere
EGFR-mRNA-Expression von 36,45 aufwiesen. Der Expressionsunterschied zwischen
niedriggradigen Astrozytomen und Glioblastomen war statistisch nicht signifikant
(Abb. 17 B).

Die mRNA-Analyse fiir den Transkriptionsfaktor c-Myc ergab ebenfalls eine signifikant
erhdhte Expression in den Glioblastom-Proben in Relation zum Normalhirngewebe. Fir
die Primartumoren lag die c-Myc-Expression im Mittel bei 13,32, fur das 1. Rezidiv bei

10,45 und fir das 2. Rezidiv bei 13,45 und war damit gegenuber dem Normalhirngewebe
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mit einer mittleren c-Myc-mRNA-Expression von 1,19 um das 11-fache (Primartumoren
und 2. Rezidiv) bzw. das 8,8-fache (1. Rezidiv) erhoht (Abb. 17 C). Die c-Myc-Expression
in den Astrozytomen Grad Il schwankte stark und war mit einem mittleren Wert von 12,47
dennoch nicht signifikant gegeniuber dem Normalhirngewebe erhoht. In den Astrozytomen
Grad Il war die c-Myc-mRNA-Expression mit 21,8 signifikant hoher als in den Normal-
hirngeweben (Abb. 17 D).
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Abb. 17: Nachweis der EGFR- und c-Myc-mRNA-Expression in Glioblastom- und Astrozytom-Patientenproben
im Vergleich zum Normalhirngewebe (Frontal-/Temporallappen). EGFR-mRNA-Expression (A) und c-Myc-mRNA.-
Expression (C) in Normalhirngeweben (Kontrollen) im Vergleich zu Glioblastom-Patientenproben, die in Primdrtumoren
sowie 1. und 2. Rezidiv subgruppiert wurden. EGFR-mRNA-Expression (B) und c-Myc-mRNA-Expression (D) in
Normalhirngeweben (Kontrollen) im Vergleich zu Astrozytomen Grad Il, Grad Il und Glioblastomen. Die Quanti-
fizierung erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA normalisiert.
Dargestellt ist der Median mit 5-95 %-Perzentilen, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, OneWay-Anova (Kruskal Wallis-
Test mit Dunns post-Test).

3.1.5 Korrelationsanalysen zur mRNA-Expression von Piml, EGFR und
c-Myc

Mittels nichtparametrischer Korrelationsanalysen nach Spearman wurde tberprift, ob die

Expression von Piml mit der des EGFR bzw. c-Myc assoziiert werden kann. Die
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Korrelationsanalyse zeigte fur die EGFR-mRNA und Pim1-mRNA eine signifikant
positive Korrelation mit r=0,46 (p<0,0001) bei den 97 analysierten Prim&rtumoren
(Abb. 18 A). Fur die c-Myc- und Pim1-mRNA konnte ebenfalls eine positive Korrelation

mit r=0,67 (p<0,0001) nachgewiesen werden (Abb. 18 B).
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Abb. 18: Untersuchungen zur Assoziation zwischen der Pim1- und der EGFR- (A, C) bzw. der c-Myc-Expression
(B, D) auf mRNA-Ebene in Glioblastom-Priméartumoren. Spearman’s nichtparametrische Korrelationsanalysen,
zwischen der Pim1- und EGFR- (A) bzw. der c-Myc-Expression (B) auf mRNA-Ebene in Glioblastom-Primértumoren
(***p<0,001). (C) Expression von Piml in Abhéngigkeit von der EGFR-mRNA-Expression (EGFR-Median=8,49;
EGFR-mRNA<Median vs. EGFR-mRNA>Median). (D) Expression von Piml in Abhé&ngigkeit von der c-Myc-mRNA-
Expression (c-Myc-Median=7,03; c-Myc-mRNA<Median vs. c-Myc-mRNA>Median). Die Quantifizierung erfolgte
mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA normalisiert. Dargestellt ist der
Median mit 5-95 %-Perzentilen, ***p<0,001, t-Test (Mann-Whitney-Test).

Zusétzlich wurde die Piml-Expression in Abh&ngigkeit von der EGFR- bzw. c-Myc-
MRNA-Expression ermittelt, indem eine Unterteilung in zwei Subgruppen erfolgte:
<mediane mMRNA-Expression vs. >mediane mRNA-Expression. In dieser Analyse besta-
tigte sich der positive Zusammenhang zwischen Pim1 und dem EGFR bzw. c-Myc (Abb.
18 C und D). Patienten, die eine EGFR-mRNA-Expression unterhalb des Medians von
8,49 aufwiesen, exprimierten auch signifikant niedrigere Pim1-mRNA-Level (4,87) als
Patienten, die eine hohe EGFR-Expression zeigten (8,47). Gleiches galt auch fir Patienten
mit einer c-Myc-Expression oberhalb des Median von 7,03. Die mittlere Pim1-Expression
war in der Gruppierung c-Myc<Median mit einem relativen Wert von 2,95 deutlich
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niedriger als in der Gruppierung c-Myc>Median mit einer relativen Expression von 10,48
(Abb. 18 C und D).

3.1.6 Korrelationsanalyse zur Proteinexpression von Pim1 und dem phospho-
rylierten EGFR (pEGFR)

Da die Expression des EGFR auf mRNA-Ebene keine Schliisse auf die Aktivitat des
Rezeptors zulésst, wurde diese Uber die Phosphorylierung am Tyrosin 1173 (Tyrl173)
mittels Western Blot-Analyse in den Patientenproben untersucht und eine Assoziation zu

beiden Pim1-Isoformen analysiert.

Die hierflr durchgefiihrte Korrelationsanalyse berucksichtigte sowohl die kurze Isoform
Pim1S als auch die lange Isoform PimlL und zeigte fur beide Piml-lsoformen eine
positive Korrelation mit dem phosphorylierten EGFR (pEGFR). Der Spearman-Korre-
lationskoeffizient betrug fiir Pim1S und den pEGFR im untersuchten Patientenkollektiv
(n=53) 0,437 (p<0,001, Abb. 19 A) und fiir Pim1L und den pEGFR (n=44) 0,60 (p<0,001,
Abb. 19 B).

Zusétzlich wurde die Expression der Pim1-Isoformen in Abhédngigkeit von der medianen
pEGFR-Aktivitat aufgetragen, indem Patienten mit einer unterhalb des Medians befind-
lichen pEGFR-Expression mit denen einer oberhalb des Medians gelegenen pEGFR-
Aktivitat verglichen wurden. Hier bestatigte sich die positive Korrelation mit der pEGFR-
Expression ebenfalls fir beide Piml-Isoformen. Patienten, die eine pEGFR-Expression
oberhalb des Medians von 2,66 aufwiesen, zeigten auch eine signifikant erhdhte Pim1S-
Expression mit einem relativen Wert von 14,05 verglichen mit Patienten, die mit ihrer
PEGFR-Expression unterhalb des Medians lagen (pEGFR<Median) und einen relativen
Pim1S-Expressionsmittelwert von 2,84 besal’en (Abb. 19 C). Fir Pim1L konnte zwischen
der Patientengruppe mit einem pEGFR<Medians und denjenigen mit einem pEGFR
>Medians ein etwa zweifacher Expressionsunterschied ermittelt werden. Patienten mit
einer pEGFR-Expression oberhalb des Medians zeigten eine signifikant hohere Pim1L-
Expression mit einem relativen Wert von 8,14 gegeniiber den Patienten mit einem
niedrigeren pEGFR-AKktivitatsstatus (relative Pim1L-Expression von 3,87, Abb. 19 D).
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Abb. 19: Untersuchungen zur Assoziation zwischen den Piml-lsoformen und dem phosphorylierten EGFR
(PEGFR) in Glioblastom-Priméartumoren auf Proteinebene. Spearman’s nichtparametrische Korrelationsanalyse
zwischen dem pEGFR und Pim1S (A) bzw. dem pEGFR und Piml1L (B). (**p<0,01, ***p<0,001) (C) Expression von
Pim1S in Abhéngigkeit von der pEGFR-Expression (pEGFR-Median=2,66; pEGFR-Protein<kMedian vs. pEGFR-
Protein>Median). (D) Expression von PimlL in Abhéngigkeit von der pEGFR-Expression (pEGFR-Median=2,74;
PEGFR-Protein<Median vs. pEGFR-Protein>Median). Die Quantifizierung erfolgte mittels Western Blot-Analyse mit
densitometrischer Auswertung (PDQuest, BioRad®). Die Expression wurde auf B-Aktin normalisiert. Dargestellt ist der
Median mit 5-95-Perzentilen, **p<0,001, t-Test (Mann-Whitney-Test).

3.1.7 Einfluss des EGFR-Wildtyps bzw. der Deletionsvariante vill auf die
Pim1-Expression in Glioblastom-Primartumoren

Nachdem eine positive Korrelation zwischen dem pEGFR und Piml gezeigt werden
konnte, sollte zusatzlich zwischen dem Wildtyp-EGFR (EGFRwt) und der Deletions-
variante vlll (EGFRvIII) differenziert werden. Der Nachweis beider EGFR-Varianten
wurde mittels klassischer PCR und den von Lena et al.*® bereits verwendeten Primern
erbracht. Ein représentativer Ausschnitt des Agarosegels einer EGFR-PCR ist in Abb. 20 A
gezeigt. Die verwendeten Primer ergaben fiur den EGFRwt ein PCR-Produkt von 933
Basenpaaren (bp) und fur die Deletionsvariante von 128 bp. In der untersuchten Patienten-
kohorte konnte fur 19 von 100 Patienten die Expression der EGFRvIII nachgewiesen
werden, das entspricht einer Frequenz von 19 %. Betrachtet man die Pim1l-mRNA-
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Expression in Abhéngigkeit vom EGFR-Status, so zeigte sich, dass Patienten, die den vllI-
Rezeptor exprimierten, mit einem relativen Wert von 11,45 eine signifikant erhohte Pim1-
Expression gegenuber den Patienten mit dem EGFRwt aufwiesen, deren mittlere Pim1-

Expression bei 4,16 lag und somit fast dreimal niedriger war (Abb. 20 B).
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Abb. 20 Einfluss des Wildtyp-EGF-Rezeptors (EGFRwt) und der Deletionsvariante vill (EGFRvIII) auf die Pim1-
Expression in Glioblastom-Primartumoren. (A): Exemplarische Darstellung der EGFR-PCR-Produkte im Agarose-
Gel. (B): Piml-mRNA-Expression in Abhdngigkeit vom EGFR-Status in Glioblastom-Primartumoren. Die Quanti-
fizierung erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Piml-Expression wurde auf 18S-rRNA
normalisiert. (C) und (D) Darstellung der Pim1S-Protein-Expression (C) bzw. der Pim1L-Protein-Expression (D) in
Abhéngigkeit vom EGFR-Status. Die Quantifizierung von Piml erfolgte mittels Western Blot-Analyse mit densito-
metrischer Auswertung (PDQuest, BioRad®). Die Pim1-Expression wurde auf R-Aktin normalisiert. Dargestellt ist der
Median mit 5-95 %-Perzentilen, **p<0,001, t-Test (Mann-Whitney-Test).

Auf Proteinebene bestétigte sich dieser Expressionsunterschied fur beide Pim1-Isoformen.
Die Pim1S-Expression betrug in Patienten mit dem vlll-Rezeptor 4,67 und war somit
signifikant 1,5-fach hoher als bei Patienten mit dem EGFRwt, die eine relative Pim1S-
Expression von 3,30 besalRen (Abb. 20 C). Auch die Pim1L-Expression war in Patienten
mit dem EGFRvIII mit einer mittleren Expression von 5,94 etwa 1,8-mal hoher als in
Patienten mit dem EGFRwt, die eine relative Pim1L-Expression von 3,25 aufwiesen (Abb.
20 D).
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3.1.8 Untersuchungen zur Expression von ABCG2, MGMT, PECAM und
Aktl in Glioblastomen

Um die Untersuchungen in unserer Patientenkohorte mit anderen Studien vergleichen zu
kdnnen, wurden weitere Gene untersucht, die im Zusammenhang mit der Pathogenese des
Glioblastoma multiforme diskutiert werden. Hierzu zahlen die Expression des ABC-(ATP
binding cassette)-Transporters ABCG2, des Enzyms MGMT (0O6-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase), des Endothelmarkers PECAM-1 (Thrombozyten-Endothelzellen-
Adhésionsmolekul) und der Kinase Aktl (murine thymoma viral oncogene homolog 1).

Eine Uberexpression von Aktl ist in Glioblastomen vielfach beschrieben®®’. Auch in der
hier untersuchten Patientenkohorte wurde eine signifikant erhdhte Expression von Aktl in
den Primdartumoren (relativer Expressionswert 8,76), dem 1. Rezidiv (relativer Ex-
pressionswert 23,19) und dem 2. Rezidiv (relativer Expressionswert 28,37) im Vergleich
zum Normalhirngewebe mit einer mittleren Expression von 1,18 ermittelt. Damit konnte
eine 7,5-fach, 19,6-fach bzw. 24-fach erhohte Aktl-mRNA-Expression gegenuber den
nicht-malignen Hirngeweben nachgewiesen werden (Abb. 21 A).

Die MGMT-Expression schwankte in den drei Patientengruppen sehr stark, so dass die
mittleren Expressionswerte fir die Primartumoren mit 3,33 und flr das 1. Rezidiv mit 5,98
nicht signifikant gegentber dem Normalhirngewebe, das eine relative Expression von 1,35
zeigte, erhoht waren. Das MGMT-Expressionsniveau des 2. Rezidivs lag mit 1,44 im
Bereich der Normalhirngewebe (Abb. 21 B).

Die mRNA-Expression des Endothelmarkers PECAM-1 war in allen Tumorgruppen im
Mittel erhoht, die Werte schwankten aber innerhalb der Gruppen stark, so dass dieser Ex-
pressionsunterschied gegenuber dem Normalhirngewebe nicht signifikant war. Die mittlere
Expression von PECAM-1 betrug fur die Primdrtumoren 3,65, fiir das 1. Rezidiv 5,58, fir
das 2. Rezidiv 3,74 und fir die Normalhirngewebe 1,97 (Abb. 21 C). Ebenfalls keine
signifikant verénderte Expression in den Tumorproben zeigte sich fur ABCG2, auch
bekannt als BCRP (breast cancer resistance protein). Die mittlere ABCG2-Expression in
den Normalhirngeweben lag bei 1,52. Die Expression in den Primértumoren sowie dem
1. und 2. Rezidiv war mit einem Mittelwert von 3,12, 2,95 bzw. 2,91 nur leicht erhtht
(Abb. 21 D).
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Abb. 21: mRNA-Expression von Aktl, MGMT, PECAM und ABCG2 in Glioblastomen im Vergleich zum
Normalhirngewebe (Frontal-/Temporallappen). Aktl-mRNA-Expression (A), MGMT-mRNA-Expression (B),
PECAM-1-mRNA-Expression (C) und ABCG2-mRNA-Expression (D) in Normalhirngeweben (Kontrollen) im
Vergleich zu Glioblastom-Patientenproben, die in Priméartumoren sowie 1. und 2. Rezidiv subgruppiert wurden. Die
Quantifizierung erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA
normalisiert. Dargestellt ist der Median mit 5-95 %-Perzentilen, **p<0,01, ***p<0,001, OneWay-Anova (Kruskal-
Wallis-Test mit Dunns post-Test.)

3.1.9 Korrelationsanalysen zur mRNA-Expression von Pim1 und Aktl bzw.
Pim1 und MGMT

Die Expression der unter 3.1.8 untersuchten Gene sollte nun mittels nichtparametrischer
Korrelationsanalysen mit der Pim1-Expression assoziiert werden, um mogliche Zusam-
menhénge zu diesen Alterationen zu untersuchen. Fir die beiden Kinasen Pim1 und Aktl
konnte auf mMRNA-Ebene keine Korrelation gezeigt werden (r=0,021, Abb. 22 A). Dies
bestatigte sich in der Aktl-Median-Analyse (Abb. 22 C). Die Patienten mit einer Aktl-
Expression unterhalb des Medians von 3,72 unterschieden sich hinsichtlich ihrer Pim1-
MRNA-Expression nicht von den Patienten mit einer Aktl-Expression oberhalb des
Der 6,58 (Aktl<Median) bzw. 5,22
(Akt1>Median). Fir die Korrelationsanalyse zwischen der mRNA-Expression von Piml
und MGMT
Korrelationskoeffizienten r=-0,33 (Abb. 22 B). Die nachfolgende Mediananalyse bestétigte
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diesen Zusammenhang. Patienten mit einer MGMT-Expression unterhalb des Medians von
1,65 zeigten eine signifikant erhdhte Pim1-mRNA-Expression mit einem relativen Wert
von 7,63 gegeniiber den Patienten, die eine MGMT-Expression oberhalb des Medians
aufwiesen und eine mittlere Pim1-mRNA-Expression von 3,81 besal3en (Abb. 22 D).
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Abb. 22: Untersuchungen zur Assoziation zwischen Piml und Aktl bzw. Piml und MGMT in Glioblastom-
Primértumoren auf mMRNA-Ebene. Spearman’s nichtparametrische Korrelationsanalyse zwischen Aktl und Piml (A)
bzw. MGMT und Piml (B). (C) Expression von Piml in Abhéngigkeit von der Aktl-Expression (Aktl-mRNA-
Median=3,72; Aktl-mRNA<Median vs. Aktl-mRNA>Median). (D) Expression von Piml in Abhéngigkeit von der
MGMT-Expression (MGMT-mRNA-Median=1,65; MGMT-mRNA<Median vs. MGMT-mRNA>Median). Die Quanti-
fizierung erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA normalisiert.
Dargestellt ist der Median mit 5-95 %-Perzentilen, *p<0,05, t-Test (Mann-Whitney-Test).

3.1.10 Korrelationsanalyse von Pim1S und Pim1L mit pAktl in Glioblastom-
Primartumoren in Abhangigkeit vom EGFR-Status

Da die Kinasen Aktl und Pim1 ein redundantes Substratspektrum aufweisen, sollte unter-
sucht werden, ob die Expression von Pim1l mit der aktivierten Aktl-Kinase (pAktl)

korreliert.

Es zeigte sich sowohl fur die kurze Isoform Pim1S (Abb. 23 A) als auch fiir die lange

Isoform Pim1L (Abb. 23 B) eine leicht positive Korrelation mit pAktl in der Gesamt-
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kohorte der Glioblastom-Primértumoren. Die Korrelationskoeffizienten betrugen 0,40 flr
Pim1S und pAktl bzw. 0,379 fiir Pim1L und pAktl. Betrachtete man die Expressionswerte
in einer Korrelationsanalyse, die lediglich EGFRvIII-positive Glioblastome einschloss,
konnte eine deutlich stirke Korrelation zwischen Pim1S und pAktl mit einem Korre-
lationskoeffizienten von 0,808 in den 13 untersuchten Patienten nachgewiesen werden
(Abb. 23 C). Fur Pim1L und pAktl zeigte sich keine solche Korrelation in der Patienten-
gruppe der EGFRvIII-positiven Glioblastom-Primértumoren (Abb. 23 D).
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Abb. 23: Untersuchungen zur Assoziation zwischen den Piml-lsoformen und pAktl in Glioblastom-
Primértumoren in Abhangigkeit vom EGFRvIII-exprimierenden Primartumoren auf Proteinebene. Spearman’s
nichtparametrische Korrelationsanalyse zwischen pAktl und Pim1S (A) bzw. pAktl und Piml1L (B) in der Gesamt-
kohorte der Glioblastom-Primartumoren. Spearman’s nichtparametrische Korrelationsanalyse von pAktl und Pim1S (C)
bzw. pAktl und Piml1L (D) in EGFRuvIII-positiven Glioblastom-Primértumoren. Die Quantifizierung aller Expressions-
werte erfolgte mittels Wesrtern Blot-Analyse, die Expression wurde auf B-Aktin normalisiert. **p<0,01, ***p<0,001

3.1.11 Kaorrelationsanalyse zur mRNA-Expression von Piml und PECAM-1
bzw. Pim1 und ABCG2

Die Korrelationsanalyse zwischen dem Endothelmarker PECAM-1, der Rickschlisse auf
die Anzahl der GefélRe im Gewebe zuldsst, und Piml ergab eine schwach negative
Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von r=-0,371 in den untersuchten
Glioblastom-Proben (n=64, p=0,0027, Abb. 24 A). Die Mediananalyse zeigte auch hier
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eine signifikant erh6hte Pim1-Expression bei denjenigen Patienten, die eine PECAM-1-
Expression unterhalb des Medians von 1,90 aufwiesen, im Vergleich zu den Patienten,
deren PECAM-1-Expression oberhalb dieses Medians lag. Die Pim1-Expression in der
Gruppe PECAM-1<Median war mit einer relativen Expression von 8,15 fast doppelt so
hoch wie in der Gruppe PECAM-1>Median mit einem Expressionswert von 4,21
(Abb. 24 C).
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Abb. 24: Untersuchugen zur Assoziation zwischen Piml und PECAM-1 bzw. ABCG2 in Glioblastom-
Primértumoren auf mRNA-Ebene. Spearman’s nichtparametrische Korrelationsanalyse zwischen PECAM-1 und Pim1
(A) bzw. ABCG2 und Pim1 (B). (C) Expression von Pim1 in Abh&ngigkeit von der PECAM-1-Expression (PECAM-1-
MRNA-Median=1,90; PECAM-1-mRNA<Median vs. PECAM-1-mRNA>Median). (D) Expression von Piml in
Abhéngigkeit von der medianen ABCG2-Expression (ABCG2-Median=1,36; ABCG2-mRNA<Median vs. ABCG2-
mRNA>Median). Die Quantifizierung erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Expression wurde
auf 18S-rRNA normalisiert. Dargestellt ist der Median mit 5-95 %-Perzentilen, *p<0,05, **p<0,01, t-Test (Mann-
Whitney-Test).

Die Korrelationsanalyse zwischen der Pim1- und der ABCG2-mRNA zeigte ein &hnliches
Ergebnis. Es lieB sich eine leicht negative Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten
von r=-0,375 nachweisen (p=0,0025, Abb. 24 B). Auch dieser Befund bestatigte sich in der
Mediananalyse. Patienten, die eine ABCG2-Expression unterhalb des Medians von 1,36

aufwiesen, zeigten eine signifikant erhéhte Pim1-Expression, die mit einem relativen Wert
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von 7,10 etwa 1,8-fach hoher lag als bei den Patienten, die eine ABCG2-Expression
oberhalb des Medians aufwiesen und eine mittlere Pim1-Expression von 3,87 besaRen
(Abb. 24 D).

3.1.12 Untersuchungen zum Einfluss von Alter und Geschlecht auf die Pim1-
Expression

Bevor die prognostische Relevanz der Pim1-Expression naher untersucht wurde, sollte
zundchst betrachtet werden, ob das Alter bei Diagnosestellung oder das Geschlecht

Einfluss auf die Pim1-Expression nehmen.

In Bezug auf das Alter bei Diagnose unterschieden sich Ménner und Frauen in unserer
Patientenkohorte nicht signifikant voneinander. Die Manner waren im Mittel bei Diagnose-
stellung 65,2 Jahre alt und das Alter der Frauen betrug 62,5 Jahre (Abb.25 A). Das
Diagnosealter wirkte sich signifikant auf das Gesamtuberleben der Glioblastom-Patienten
aus. Unterteilte man die Patienten hinsichtlich des medianen Uberlebens von 348 Tagen
nach Diagnosestellung in 2 Gruppen (Uberleben<Median vs. Uberleben>Median), so
zeigte sich, dass die Patienten, die langer als 348 Tage uberlebten, mit einem durchschnitt-
lichen Diagnosealter von 57,7 Jahren signifikant jinger waren, als Patienten, die friiher
verstarben und ein mittleres Diagnosealter von 69 Jahren aufwiesen (Abb. 25 B).

Wie aus Abb. 25 C und D ersichtlich wird, hatte weder das Geschlecht noch das Alter bei
Diagnosestellung einen Einfluss auf die Pim1-Expression in der untersuchten Patienten-
kohorte. Die mittlere Pim1-mRNA-Expression bei Frauen war mit einem relativen Wert
von 6,0 geringfugig niedriger als bei Ménnern, die im Mittel eine relative Pim1-Expession
von 7,69 aufwiesen (Abb. 25 C). Die Subgruppierung in Abh&ngigkeit vom medianen
Diagnosealter von 66 Jahren zeigte ebenfalls keinen signifikanten Pim1-mRNA-
Expressionsunterschied. Patienten, die bei Diagnosestellung jinger als 66 Jahre waren,
hatten eine mittlere Pim1-mRNA-Expression von 7,23 gegenuber den Patienten, die alter
als 66 Jahre waren und eine mittlere Pim1-mRNA-Expression von 6,16 aufwiesen
(Abb. 25 D).
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Abb. 25: Einfluss von Alter bei Diagnosestellung sowie Geschlecht von Patienten mit einem Glioblastom-Primar-
tumor auf die Uberlebenszeit bzw. die Piml-Expression. (A) Darstellung des Alters bei Diagnosestellung in
Abhéngigkeit vom Geschlecht der Patienten. (B) Darstellung des Alters bei Diagnosestellung in Abhangigkeit von der
Uberlebenszeit (Median=348 Tage; Uberleben<Median vs. Uberleben>Median), ***p<0,001, t-Test (Mann-Whitney-
Test). (C) Darstellung der Pim1-mRNA-Expression in Abhdngigkeit vom Geschlecht der Patienten. (D) Darstellung der
Pim1-mRNA-Expression in Abh&ngigkeit vom Alter der Patienten (Median=66 Jahre; Alter<Median vs. Alter>Median).
Die Quantifizierung erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA
normalisiert. Dargestellt ist der Median mit 5-95 %-Perzentilen, t-Test (Mann-Whitney-Test).

3.1.13 Untersuchungen zum Einfluss der postoperativen Therapie auf das
Gesamtiiberleben in Relation zur Pim1-mRNA-Expression

Zusétzlich zum Einfluss von Alter und Geschlecht der Patienten sollte das Therapieschema
beriicksichtigt werden. Wie unter 3.1.1 zusammengefasst, fanden sich in der untersuchten
Patientenkohorte einige Patienten, die keinerlei postoperative Folgetherapie erhielten
(n=9), Patienten, die ausschliellich bestrahlt wurden (n=12) oder zusétzlich noch ein Zyto-
statikum erhielten (n=4). Der Uberwiegende Teil der Patienten (n=47) wurde jedoch mit
der Standardtherapie nach RCTx behandelt. Fiir 28 Patienten standen keine Angaben zum
Therapieschema zur Verfigung. Wie aus Abb. 26 A ersichtlich wird, tberlebten Patienten,
die eine RCTx-Therapie erhielten, im Mittel mit 477 Tagen signifikant l&nger, als

Patienten mit alleiniger postoperativer Bestrahlung, die durchschnittlich 155 Tage Uber-
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lebten. Die RCTx-behandelte Patientengruppe Uberlebte zudem wesentlich langer als die
postoperativ unbehandelten Patienten, deren durchschnittliches Uberleben nur 130 Tage
nach Diagnosestellung betrug. Die Patienten, die eine kombinierte Radio-/Chemotherapie
erhielten (Bestrahlung + Zytostatikum), wiesen mit durchschnittlich 488 Tagen ein &hnlich
langes Uberleben wie die Patienten der RCTx-Gruppe auf. Aufgrund der geringen n-Zahl
von 4 Patienten konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zu den ausschlieRlich

bestrahlten oder postoperativ unbehandelten Patientengruppen ermittelt werden.
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Abb. 26: Vergleich des Gesamtuberlebens bzw. der Pim1-mRNA-Expression der Patienten mit einem Glioblastom-
Primartumor in Abhé&ngigkeit vom postoperativen Therapieschema. (A) Darstellung des Gesamtiiberlebens (in
Tagen) der Patienten in Abhéngigkeit von der postoperativen Therapie, ***p<0,001, OneWay-Anova (Kruskal-Wallis-
Test mit Dunns post-Test.) (B) Darstellung der Pim1-mRNA-Expression in Abhédngigkeit von der postoperativen
Therapie. Die Quantifizierung erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Expression wurde auf
18S-rRNA normalisiert. Dargestellt ist jeweils der Median mit 5-95 %-Perzentilen, OneWay-Anova (Kruskal-Wallis-Test
mit Dunns post-Test).

Die Pim1-mRNA-Expression in den einzelnen Behandlungsgruppen unterschied sich nicht
signifikant. Die mittlere Pim1-Expression lag in der Gruppe, die ausschliellich bestrahlt
wurde bei 3,47 und somit &hnlich hoch wie in der Patientengruppe, die zusétzlich zur
Bestrahlung noch ein Zytostatikum erhielt und eine mittlere Pim1-mRNA-Expression von
3,32 aufwies. Die Pim1-Expression in der RCTx-Gruppe war mit einem relativen Wert von
7,06 etwa doppelt so hoch, jedoch war dieser Expressionsunterschied nicht statistisch
signifikant. Am hdchsten war die Pim1-Expression mit einem relativen Wert von 12,74 in
der postoperativ unbehandelten Gruppe. Aufgrund der kleinen GruppengrofRe und der
starken Streuung innerhalb der Gruppe war dieser Expressionsunterschied zu den anderen

Gruppen ebenfalls nicht signifikant (Abb. 26 B).
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3.1.14 Untersuchungen zum Einfluss des Resektionsstatus auf das Gesamt-
uberleben in Relation zur Pim1-mRNA-Expression

Die Uberlebenszeit der Patienten hingt maRgeblich von der operativen Entfernung der
Tumormasse ab. Aufgrund der Lokalisation im Gehirn ist eine angestrebte Totalresektion
nicht immer mdéglich. Fiir 37 Patienten konnte eine Totalresektion erreicht werden, d.h. das
postoperative Kontroll-MRT zeigte keinen kontrastmittelaufnehmenden Tumor mehr. Eine
subtotale Resektion, also eine Tumormassenresektion zwischen 50 und 100 %, wurde fur
22 Patienten durchgefuhrt. Wie sich in Abb. 27 A zeigt, bestétigt sich der Einfluss des
Resektionsstatus auf die Uberlebenszeit auch in der vorliegenden Patientenkohorte.
Patienten mit einer Totalresektion Uberlebten im Mittel 453 Tage und damit durchschnitt-
lich doppelt so lange wie Patienten mit einer Subtotalresektion, deren mittleres Uberleben

nur 215 Tage betrug.
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Abb. 27: Darstellung des Gesamtiiberlebens (in Tagen) bzw. der Pim-mRNA-Expression der Glioblastom-
Patienten in Abhangigkeit vom Resektionsstatus. (A) Vergleich der Uberlebenszeit von Patienten mit einer subtotalen
Resektion (entfernte  Tumormasse>50 % und <100%) und Patienten mit einer Totalresektion (entfernte
Tumormasse=100 %), ***p<0,001, t-Test (Mann-Whitney-Test). (B) Vergleich der Pim1l-mRNA-Expression bei
Patienten mit einer Totalresektion bzw. einer subtotalen Resektion in Abhangigkeit von der medianen Uberlebenszeit
(Median=289 Tage). Die Quantifizierung erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-Prinzip, die Pimi-
Expression wurde auf 18S-rRNA normalisiert. Dargestellt ist jeweils der Median mit 5-95 %-Perzentilen, *p<0,05, t-Test
(Mann-Whitney-Test).

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich innerhalb der Gruppen in Abhangigkeit von der
Uberlebenszeit in Kombination mit dem Resektionsgrad Unterschiede in der Pim1-mRNA-
Expression zeigten. Fur diese Analyse wurden die Patienten in vier Gruppen unterteilt: 1.)
Totalresektion + Uberlebenszeit<Median, 2.) Totalresektion + Uberlebenszeit>Median, 3.)
Subtotalresektion + Uberlebenszeit<Median und 4.) Subtotalreaktion + Uberlebenszeit>

Median. Interessanterweise unterschieden sich die Patienten mit einer Totalresektion in

Abhéngigkeit von der Gesamtlberlebenszeit nicht signifikant in ihrer Pim1-mRNA-Ex-
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pression. Die Patienten mit einer Uberlebenszeit unterhalb des Medians von 289 Tagen
wiesen eine relative Pim1-Expression von 6,84 auf. Fir die Patienten, die langer als
289 Tage Uberlebten, konnte eine mittlere Pim1-Expression von 4,4 bestimmt werden
(Abb. 27 B). Bei den Patienten mit einer Subtotalresektion zeigte sich hingegen ein
signifikanter Pim1-Expressionsunterschied in Abhéngigkeit von der Uberlebenszeit.
Patienten mit einer Subtotalreaktion, die kilrzer als 289 Tage nach Diagnosestellung tber-
lebten, wiesen eine signifikant hohere Pim1-Expression mit einem relativen Wert von 12,8
im Vergleich zu den Patienten mit Subtotalreaktion auf, die langer als 289 Tage Uberlebten
und deren relative Pim1-Expression 2,77 betrug (Abb. 27 B).

3.1.15 Untersuchungen zum Einfluss der Expression von Piml, dem EGFR
bzw. c-Myc auf die mediane Uberlebenszeit der Patienten

Nachdem der Einfluss klinisch-pathologischer Parameter auf die Pim1-Expression unter-
sucht wurde, sollte im Folgenden analysiert werden, ob die Expression von Piml eine
direkte, prognostische Relevanz fiir das Uberleben von Glioblastom-Patienten hat. Zu
diesem Zweck wurde zunéchst eine Mediananalyse fir alle Glioblastom-Primértumoren
durchgefiihrt. Das mediane Uberleben der Patienten betrug 317 Tage. In Abb. 28 A wird
ersichtlich, dass Patienten, deren Gesamtiberleben unterhalb dieser 317 Tage lag, eine
signifikant erhdhte Pim1-mRNA-Expression aufwiesen. Die mittlere Pim1-Expression war
mit einem Wert von 9,85 etwa 2,7-fach gegenuber den Patienten erhéht, die langer als
317 Tage Uberlebten und eine relative Pim1-Expression von 3,63 besallen. Patienten mit

einer niedrigeren Pim1-Expression lebten demnach signifikant langer.

Da zuvor eine Assoziation der Expression von Piml mit dem EGFR und c-Myc
nachgewiesen werden konnte, wurde die Mediananalyse auch fir diese beiden Gene
durchgefuhrt. Sowohl fiir den EGFR als auch c-Myc zeigte sich, dass Patienten, die klrzer
als die mediane Uberlebenszeit tiberlebten, tendenziell eine héhere Expression dieser Gene
aufwiesen. Dieser Expressionsunterschied war aber weder fir den EGFR, noch fiir c-Myc
statistisch signifikant. Die mittlere EGFR-Expression in der Gruppe Uberleben<Median
war mit einem relativen Wert von 26,85 niedriger als in der Gruppe Uberleben>Median,
die eine EGFR-Expression von 35,13 aufwies (Abb. 28 B).

Die mittlere c-Myc-Expression war in den Patienten, die eine kiirzere Uberlebenszeit als

317 Tage aufwiesen, mit einem relativen Wert von 17,18 mehr als doppelt so hoch
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verglichen mit den Patienten, die langer Uberlebten und eine mittlere Expression von 8,24
zeigten (p=0,069; Abb. 28 C).
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é\@ é\@ Median mit 5-95 %-Perzentilen, ***p<0,001, t-Test
C I S (Mann-Whitney-Test).

3.1.16 Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen fiir die mRNA-Expression von
Pim1, dem EGFR und c-Myc

Neben dem zuvor beschriebenen Vergleich der Genexpressionen bei Kurz- und Lang-
zeitiiberlebenden anhand des medianen Uberlebens, wurden Kaplan-Meier-Uberlebenszeit-
analysen zur Schitzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit von dem
Expressionsgehalt in den Glioblastom-Primartumoren auf mMRNA-Ebene durchgefiihrt. Die
Gruppierung der Patienten erfolgte hier anhand der medianen mRNA-Expression. Der
Vergleich der beiden Piml1-Expressionsgruppen lieferte Gber den Gehan-Breslow-Wil-
coxon Test einen signifikanten Unterschied hinsichtlich des betrachteten Uberlebenszeit-
raums von ca. 2000 Tagen ab dem Diagnosezeitpunkt (p =0,008). Das Uberleben der

Patienten mit einer Pim1-Expression unterhalb von 3,84 (Pim1-mRNA-Median) war mit
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371 Tagen mehr als doppelt so hoch verglichen mit den Patienten, die eine Piml-
Expression oberhalb des relativen Expressionswertes von 3,84 zeigten und eine mediane
Uberlebenszeit von nur 150 Tagen besaBen. Bei Betrachtung der Kaplan-Meier-Uber-
lebenskurven war jedoch aufféllig, dass Patienten mit einer Pim1-Expression oberhalb des
Medians im Beobachtungszeitraum der ersten 450 Tage eine deutlich geringere Uber-
lebenszeit aufwiesen als Patienten mit einer Pim1-Expression, die unterhalb des Medians
liegt. Nach circa 450 Tagen (berkreuzen sich die beiden Uberlebenskurven und zeigen fiir
einige Patienten mit einer hohen Pimi1-Expression eine verlidngerte Uberlebenszeit
(Abb. 29 A). In Abb.29B ist der Kurvenverlauf der Kaplan-Meier-Analyse flr den
Beobachtungszeitraum von 450 Tagen dargestellt, was einer mittleren Uberlebenszeit von

8.9 yvielfach fir Glioblastom-Patienten

15 Monaten entspricht, die in der Fachliteratur
beschrieben ist. Diese Darstellung verdeutlicht, dass in den ersten 15 Monaten Patienten
mit einer hohen Pim1-Expression signifikant friiher verstarben im Vergleich zu Patienten,

die eine Pim1-Expression unterhalb des Medians besalien.

Die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse fir den EGFR zeigte keinen signifikanten
Unterschied auf. Patienten mit einer EGFR-Expression unterhalb des Medians von 9,87
lebten im Mittel mit 303 Tagen circa 100 Tage langer als die Patienten mit einer hohen
EGFR-Expression. Insgesamt verlaufen die beiden Uberlebenskurven vorrangig parallel
zueinander und machen keinen wesentlichen Uberlebensunterschied zwischen den Patien-
tengruppen deutlich (p=0,35; Abb. 29 C und D). Interessanterweise kreuzen sich auch in
dieser Uberlebenszeitanalyse zum EGFR-Expressionsstatus nach circa 450 Tagen die

Kurvenverlaufe.

Die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse zum c-Myc-mRNA-Gehalt (Abb. 29 E und F) zeigte
ein &hnliches Bild wie flr die Pim1-Expression. So wiesen Patienten mit einer hohen
c-Myc-Expression ein medianes Uberleben von 175 Tagen auf, wéhrend Patienten mit
einer niedrigen c-Myc-Expression mit 339 Tagen doppelt so lange tberlebten. Obwohl der
Kurvenverlauf fur die c-Myc-Analyse in Abb. 29 E und F einen deutlichen Uberlebens-
vorteil flr Patienten mit einer c-Myc-Expression unterhalb des Medians im Zeitraum von
150 bis 450 Tagen vermuten lasst, ist dieser Unterschied nicht statistisch signifikant.
Ahnlich wie bei der Pim1-Uberlebenszeitanalyse uiberkreuzen sich auch bei der c-Myc-
Analyse zum Zeitpunkt von 450 Tagen die beiden Kurven und eine hohe c-Myc-

Expression geht mit einem deutlich langeren Uberleben der Patienten einher. Diese
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Uberkreuzung der Kurven konnte fiir alle drei untersuchten Gene in unterschiedlichem

Ausmald gezeigt werden.
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Abb. 29.: Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse fiir Patienten mit einem Glioblastom-Primartumor in

Abhéngigkeit von der Piml-, EGFR- bzw. c-Myc-mRNA-Expression. Die Aufteilung der Patienten erfolgte anhand
der medianen Genexpression in zwei Gruppen: 1. Patienten mit einer oberhalb des Medians gelegenen Genexpression
(schwarze Kurve) und 2. Patienten mit einer unterhalb des Medians befindlichen Genexpression (graue Kurve).
Aufgetragen ist das kumulative Uberleben der Glioblastom-Patienten. (A) Kaplan-Meier-Analyse fiir die Pim1-mRNA-
Expression (Median=3,84, n=40 fur <Median, n=41 fir >Median), ***p=0,0008, Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test. (B)
Darstellung der ersten 450 Tage des Kurvenverlaufs aus (A). (C) Kaplan-Meier-Analyse fir die EGFR-mRNA-
Expression (Median=8,64, n=40 fiir <Median, n=41 fiir >Median), Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test. (D) Darstellung der
ersten 450 Tage des Kurvenverlaufs aus (C). (E) Kaplan-Meier-Analyse fiir die c-Myc-mRNA-Expression
(Median=6,82, n=39 fir <Median, n=40 fir >Median), Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test. (F) Darstellung der ersten
450 Tage des Kurvenverlaufs aus (E). Die Quantifizierung aller mRNA-Daten erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem
TagMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA normalisiert.

3.1.17 Kombinierte Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen fir Pim1 und den
EGFR bzw. Pim1 und c-Myc

Da in vorangegangenen Untersuchungen eine positive Assoziation zwischen Piml und

dem EGFR bzw. c-Myc nachgewiesen werden konnte, wurde folglich eine kombinierte
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Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt. Hierfir wurden jeweils vier Gruppen
anhand der medianen Genexpression gebildet: 1.) Pim1 und EGFR bzw. c-Myc<Median,
2.) Piml und EGFR bzw. c-Myc>Median, 3.) Piml<Median und EGFR bzw. c-Myc
>Median bzw. 4.) Pim1>Median und EGFR bzw. c-Myc<Median. Die sich daraus ergeb-
enden Kurvenverldufe sind in Abb. 30 A-D dargestellt. Auch in der kombinierten Analyse
lieR sich ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit einer niedrigen Pim1- und
EGFR-Expression (graue Kurve) gegenuber Patienten mit einer hohen Pim1- und EGFR-
Expression (schwarze Kurve) nachweisen (p=0,0092). Ebenso wie bei alleiniger Betrach-
tung der Pim1-Expression im Rahmen der Kaplan-Meier-Analysen trafen sich auch hier
die Kurvenverliufe nach circa 500 Tagen. Die mediane Uberlebenszeit lag bei 392 Tagen
in der Gruppe Pim1 und EGFR<Median gegeniliber 150 Tagen bei Patienten mit Pim1 und
EGFR>Median. Fir Patienten mit einer niedrigen Pim1-Expression und einer gleichzeitig
hohen EGFR-Expression (griine Kurve) zeigte sich im Vergleich zur Patientengruppe Pim1
und EGFR<Median eine signifikant reduzierte Uberlebenswahrscheinlichkeit (p=0,012).
Das mediane Uberleben dieser beiden Gruppen unterschied sich um 80 Tage (Pim1 und
EGFR<Median: 392 Tage vs. Piml<Median und EGFR>Median: 312 Tage). Der
Vergleich von Patienten mit Pim1<Median und EGFR>Median gegentber Patienten, die
Piml und den EGFR oberhalb des Medians exprimierten war mit p=0,137 nicht
signifikant, obwohl sich die medianen Uberlebenszeiten mit 150 Tagen (Pim1 und
EGFR>Median) vs. 312 Tagen (Pim1<Median und EGFR>Median) deutlich voneinander
unterschieden. Bei Betrachtung der zugehérigen Uberlebenskurven war jedoch ersichtlich,
dass die Patienten beider Gruppen nach circa 550 Tagen verstarben. Fir die vierte
Patientengruppe mit einer hohen Piml1- und niedrigen EGFR-Expression (rote Kurve)
verlief die Kurve in den ersten 200 Tagen nahezu identisch mit der Gruppe, die Pim1 und
den EGFR oberhalb des Medians (schwarze Kurve) exprimierten. Ab dem Zeitpunkt von
etwa 200 Tagen zeigten sich jedoch Unterschiede zwischen diesen beiden Patienten-
gruppen. Wahrend es in der Gruppe Pim1 und EGFR<Median auch Langzeitliberlebende
gab, waren in der Analyse der Gruppe Pim1>Median und EGFR<Median alle Patienten
nach circa 550 Tagen verstorben. Fir die Gruppe Pim1>Median und EGFR<Median gab es
lediglich im Vergleich zu Patienten mit Pim1 und EGFR>Median einen signifikanten
Unterschied in der medianen Uberlebenszeit. Das mediane Uberleben der Patienten mit
Pim1l und EGFR<Median (graue Kurve) war mit 392 Tagen mehr als 2,5-mal so hoch

verglichen mit der Gruppe, die eine hohe Pim1-Expression (>Median) kombiniert mit einer
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niedrigen EGFR-Expression (<Median) besaRen (rote Kurve) und ein medianes Uberleben
von nur 150 Tagen nach Diagnosestellung aufwiesen (Abb. 30 A und B).
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Abb. 30: Kombinierte Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse von Patienten mit einem Glioblastom-Primartumor in
Abhéngigkeit von der Pim1- und EGFR- bzw. Piml- und c-Myc-Expression. Die Aufteilung der Patienten erfolgte
anhand der medianen Genexpression in vier Gruppen: 1. Patienten mit einer Pim1- und EGFR- bzw. c-Myc-mRNA-
Expression unterhalb des Medians (graue Kurve), 2. Patienten mit einer Pim1l- und EGFR- bzw. c-Myc-mRNA-
Expression oberhalb des Medians (schwarze Kurve), 3. Patienten mit einer Pim1-mRNA-Expression unterhalb des
Medians und einer EGFR- bzw. c-Myc-mRNA-Expression oberhalb des Medians (griine Kurve) und 4. Patienten mit
einer Pim1-mRNA-Expression oberhalb des Medians und einer EGFR- bzw. c-Myc-mRNA-Expression unterhalb des
Medians (rote Kurve). Aufgetragen ist das kumulative Uberleben der Glioblastom-Patienten. (A) Kaplan-Meier-Analyse
fur die kombinierte Betrachtung der Pim1- und EGFR-mRNA-Expression. (B) Darstellung der ersten 450 Tage des
Kurvenverlaufs aus (A). (C) Kaplan-Meier-Analyse fiir die kombinierte Betrachtung der Pim1- und c-Myc-mRNA-
Expression. (D) Darstellung der ersten 450 Tage des Kurvenverlaufs aus (C). *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001, Gehan-
Breslow-Wilcoxon-Test. Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem
TagMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA normalisiert.

Die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse fiir die kombinierte Betrachtung der Pim1- und
c-Myc-mRNA-Expression ist in Abb. 30 C und D dargestellt. Es zeigte sich ein signi-
fikanter Uberlebensvorteil mit einem medianen Uberleben von 371 Tagen fiir Patienten mit
Pim1 und c-Myc<Median (graue Kurve) gegenuiber 147 Tagen bei Patienten mit Pim1 und
c-Myc>Median (schwarze Kurve). Die zuvor beschriebene Uberkreuzung der Kurven nach
circa 500 Tagen trat auch in der kombinierten Pim1/c-Myc-Analyse auf. Interessanterweise
zeigten die gegenséatzlichen Kombinationen aus Piml1- und c-Myc-Expression &hnliche
Kurvenverldufe wie die Patienten mit Piml und c-Myc<Median bzw. Pim1l und c-
Myc>Median. So verliefen die Uberlebenskurven fir Pim1 und c-Myc<Median (graue
Kurve) und Pim1<Median mit c-Myc>Median (griine Kurve) iiberlagert. Die Uberlebens-
kurven fur Patienten mit Pim1 und c-Myc>Median (schwarze Kurve) und Pim1>Median
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mit c-Myc<Median (rote Kurve) zeigten ebenfalls einen &hnlichen Verlauf. Unterschied-
lich war jedoch, dass nach circa 500 Tagen alle Patienten verstorben waren, die Pim1 und
c-Myc<Median (graue Kurve) exprimierten, sowie diejenigen Patienten, die Pim1>Median
und c-Myc<Median aufwiesen (rote Kurve). Im Gegensatz dazu zeigten die Patienten mit
Pim1 und c-Myc>Median (schwarze Kurve) und Pim1<Median mit c-Myc>Median (griine
Kurve) nach circa 500 Tagen einen &hnlichen Kurvenverlauf und die Patienten tiberlebten
uberdurchschnittlich lange. Es gilt jedoch zu beachten, dass nur jeweils 2 Patienten aus der
Gruppe Pim1<Median und c-Myc>Median und nur 5 Patienten aus der Gruppe Pim1 und
c-Myc>Median ein Gberdurchschnittlich langes Uberleben zeigten. Die Analyse ergab trotz
der Uberkreuzung der Kurven einen signifikanten Unterschied in der Uberlebenszeit
zwischen Patienten mit Pim1 und c-Myc>Median (schwarze Kurve) und Patienten mit
Pim1<Median und c-Myc>Median (griine Kurve, p=0,0278). Die mediane Uberlebenszeit
lag in der Gruppe mit Pim1<Median und c-Myc>Median mit 370 Tagen 2,5-mal hoher als
in der Gruppe, in der beide Gene oberhalb des Medians exprimiert wurden (Pim1 und
c-Myc>Median: 147 Tage). Der Vergleich der Kurven von Patienten mit Pim1l und
c-Myc<Median und Patienten mit Pim1>Median und c-Myc<Median ergab trotz
ungleicher Kurvenverlaufe mit p=0,0641 keinen signifikanten Unterschied. Die Analyse
der beiden Gruppen, die Piml und c-Myc gegensatzlich exprimierten (griine und rote
Kurve), zeigte hingegen einen signifikanten Uberlebensvorteil fiir Patienten mit
Pim1<Median und c-Myc>Median (p=0,0424). So war das mediane Uberleben der Gruppe
mit Pim1<Median und c-Myc>Median (grine Kurve) mit 370 Tagen doppelt so hoch wie
bei Patienten, die eine Pim1-Expression oberhalb des Medians aufwiesen (rote Kurve,
Pim1>Median und c-Myc<Median: 178 Tage).
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3.2 In vitro-Untersuchungen zur Expression und Regulation von
Piml

3.2.1 Untersuchungen zur Expression und Lokalisation von Piml in
Zelllinien, Xenografts und priméren, humanen Glioblastom-Zellen

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten ausgewéhlte Ergebnisse der Patienten-Analysen in
in vitro-Versuchen Uberpruft werden. Zundchst wurde die Expression der beiden Pim1-
Isoformen Pim1S (34 kDa) und Pim1L (44 kDa) auf Proteinebene mittels Western Blot-
Analyse in Glioblastom-Zelllinien untersucht (Abb. 31 A links; human: A172, GaMg,
HF66, LN18, US7TMG, U251MG, U373; murin: GL261). Wie aus Abb. 31 A ersichtlich
wird, exprimierten alle untersuchten Zelllinien beide Piml-Isoformen &hnlich stark.
Lediglich die Zelllinie A172 zeigte im Vergleich zu den anderen Zelllinien eine verstérkte

Expression der kurzen Isoform Pim1S.

Das Pim1-Expressionsmuster in den priméren, humanen Zellen (LP-TZ, P28, P6, P3 und
421K) und der Xenografts aus Ratten (P8, P17 und P22) war heterogener (Abb. 31 A
rechts) verglichen mit den Zelllinien. Von den humanen, priméren Zellen zeigte LP-TZ die
niedrigste Expression beider Pim1-Isoformen, gefolgt von den 421k-Zellen. Die hdchste
Pim1S-Expression konnte in P28-Zellen nachgewiesen werden, die aber nur geringfiigig
die lange Isoform Pim1L exprimierten. Eine hohe Expression von Pim1L zeigte sich in den
Xenografts P8 und P17, die zudem einen mittleren Proteingehalt der kurzen Isoform
Pim1S enthielten. Die Xenograft-Linie P22 wies eine hohe Pim1S-Expression und eine
durchschnittliche PimlL-Expression verglichen mit den anderen Zelllinien auf. Der
uberwiegende Anteil der nachfolgenden Untersuchungen wurde mit der humanen LN18-

Zelllinie durchgeftihrt.

Zur Untersuchung der subzelluldren Lokalisation beider Pim1-Isoformen wurde an LN18-
Zellen eine Immunfluoreszenzfarbung mit den entsprechenden Antikorpern vorgenommen.
Abb. 31 B zeigt die Doppelfarbung fir Pim1L mit dem pEGFR (Tyr1173, links) sowie fir
Pim1S mit dem pEGFR (rechts). Wahrend der pEGFR Uberwiegend membranstandig und
zytoplasmatisch lokalisiert war, konnte die kurze Isoform Pim1S vor allem im Zellkern
nachgewiesen werden, was bei der Ubereinanderlagerung aller Kanéle (Merge) durch die
Mischfarbe violett aus dem roten Pim1-Kanal und dem blauen DAPI-Kanal ersichtlich
wurde (Abb. 31 B rechts). Der Farbstoff DAPI interkaliert in die DNA und markierte den
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Zellkern. Die Doppelfarbung von Pim1L und dem pEGFR zeigte fur Piml1L eine haupt-
séchlich zytoplasmatische Lokalisation und nur eine sehr schwache Expression im Zellkern
(Abb. 31 B links).

primére Xenografts primére
Zellen ausRatten Zellen

Zelllinien

Pim1S
Pim1L
GAPDH

B

Abb. 31: Nachweis der Pim1-Protein-Expression in humanen Glioblastom-Zelllinien und Xenografts aus Ratten.
(A) Darstellung der Western Blot-Analyse zur Pim1S- und PimlL-Protein-Expression in humanen Glioblastom-
Zelllinien (A172, GaMg, HF66, LN18, U87MG, U251MG, U373) und einer murinen Zelllinie (GL261) (linke Abb.) und
in humanen, primdren Zellen (LP-TZ, P28, P6, P3, 421k) bzw. in Xenografts aus Ratten (P8, P17, P22) (rechte Abb.). Als
Ladungskontrolle wurde GAPDH mitgefilhrt. (B) Immunfluoreszenzférbung von Pim1L und dem pEGFR (Tyr1173)
(linke Abb.) bzw. Pim1S und dem pEGFR (rechte Abb.) in LN18-Glioblastom-Zellen. Die Kernfarbung wurde mit DAPI
durchgefiihrt. Die Aufnahmen erfolgten am LSM780 (Zeiss), VergroRerung 60-fach, GréRenstandard 20 pm.

3.2.2 In vitro-Untersuchungen zum Einfluss des Wachstumsfaktors EGF auf
die Pim1-Expression in LN18-Zellen

Die unter 3.1.5 und 3.1.6 gezeigte positive Korrelation zwischen Pim1 und dem EGFR in
den Patientenproben liel3 eine Regulation von Pim1 tber EGF vermuten. Um eine EGFR-
vermittelte Regulation von Pim1 nachzuweisen, wurden verschiedene in vitro-Versuche
mit LN18-Glioblastom-Zellen durchgefihrt.

Zunéchst wurden die LN18-Zellen mit 1 bzw. 10 ng/ml EGF stimuliert und die Pim1-

Expression nach 48 h mittels quantitativer Real-time-PCR gemessen. Wie aus Abb. 32 A
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ersichtlich wird, bewirkten beide EGF-Konzentrationen eine etwa 4-fache Hochregulation
der Pim1-mRNA-Expression gegeniiber der PBS-Kontrolle. Auf Proteinebene bewirkte die
EGF-Stimulation eine signifikante Steigerung der Pim1S-Expression um das 2-fache
(1 ng/ml EGF) bzw. 3-fache (10 ng/ml EGF). Fir die lange Piml-lsoform wurde flr
10 ng/ml EGF ebenfalls eine signifikant um das 2,5-fach erhéhte Expression nach-

gewiesen. (Abb. 32 B).
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*EGF10ngml Abb. 32: Nachweis der Regulation von Pim1 tiber den EGF-
PMSO A i Rezeptor. (A) Darstellung der Pim1-mRNA-Expression nach
PEGFR 180 kDa — Stimulation von LN18-Glioblastom-Zellen mit 1 und 10 ng/ml
PimiL 40 kDa = EGF im Vergleich zur PBS-Kontrolle zum Zeitpunkt t=48 h,
B-Aktin 42 kDa (n=5). (B) Darstellung der Piml1S- und PimlL-Protein-Ex-
§ 15 pression in LN18-Zellen nach Stimulation mit 1 und 10 ng/ml
ég EGF im Vergleich zur PBS-Kontrolle zum Zeitpunkt t=48 h.
u%% 10 Die Quantifizierung erfolgte mittels Western Blot-Analyse mit
<5 densitometrischer Auswertung (PDQuest, BioRad®) und
g2 051 o * Normalisierung auf B-Aktin. (C) Darstellung der Pim1-mRNA-
E E” Expression (unten) und Pim1S-, PimlL- und pEGFR-Protein-
.E £ Expression (oben) nach einstiindiger Vorinkubation mit
00 N i AG1478 bzw. Gefitinib und anschlieBender Stimulation mit
5 o B@\ . \§\ 10 ng/ml EGF im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die Quanti-
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C 9 L& S dem TagMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA
- normalisiert, *p<0,05, **p<0,01, OneWayAnova

Eine pharmakologische Hemmung des EGFR mit AG1478 und Gefitinib flihrte zu einer
verringerten Piml1-Expression (Abb. 32 C). Auf mRNA-Ebene zeigte sich fiur beide
Inhibitoren nach 48 h eine signifikant auf circa 50 % erniedrigte Pim1-mRNA-Expression
verglichen mit der unbehandelten DMSO-Kontrolle (Abb. 32 C, unten). Auch auf Protein-
ebene konnte die verringerte Pim1-Expression in den inhibitorbehandelten Zellen fir beide
Isoformen nachgewiesen werden. Représentative Blots sind fiir die Pim1S- und Pim1L-
Proteinexpression in Abb. 32 C (oben) gezeigt. Die durch die Inhibitoren verringerte Phos-
phorylierung des EGFR konnte ebenfalls nachgewiesen werden und ist in Abb. 32 C

(oben) dargestellt.
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3.2.3 Untersuchungen zur Expression von Piml in humanen EGFRwt- bzw.
EGFRvIII-Uberexprimierenden P3- und NCH421k-Zellen

In den Patientenproben konnte in EGFRvIII-positiven Glioblastomen eine gegeniber den
EGFRwt-exprimierenden Tumoren zusétzlich erhohte Pim1-Expression nachgewiesen
werden (siehe 3.1.7). Um dieses Ergebnis in vitro in einem Zellmodell zu Uberprifen,
wurden die humanen, priméren Glioblastom-Zelllinien P3 und NCH421k verwendet. Die
Zellen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hrvoje Miletic (Universitat Bergen,
Norwegen) lentiviral mit Vektoren fir den EGFRwt bzw. EGFRVIII transfiziert und uns
freundlicherweise fiir diese Analysen bereitgestellt. Zunachst wurde die Uberexpression in
den P3- und NCH421k-Zellen mittels quantitativer Real-time-PCR (berpriift. Die ver-
wendete EGFR-Sonde vervielféltigte dabei sowohl den Wildtyp als auch die Deletions-

variante.

Die Abb. 33 A zeigt die auf 18S-rRNA normalisierten und relativ zu den untransfizierten
Kontrollzellen angegebenen EGFR-Expressionswerte. Die EGFRwt- und EGFRvIII-
transfizierten P3-Zellen wiesen eine 25- bzw. 27-fach erhohte EGFR-mRNA-Expression
gegenuber den untransfizierten P3-Zellen auf. In den NCH421k-Zellen, die keinen EGFR
exprimieren, konnte durch die lentivirale Transfektion eine um das 4100 bzw. 4600-fach

gesteigerte EGFR-Expression erreicht werden (Abb. 33 A).
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Abb. 33: Nachweis der Expression von Piml in P3 und NCH421k-Glioblastom-Zellen. (A) Nachweis der
Uberexpression des EGFR-Wildtyps (EGFRwt) und der Deletionsvariante vill (EGFRvIII) in den entsprechend trans-
fizierten P3- und NCH421k-Glioblastom-Zellen im Vergleich zu den untransfizierten Kontrollzellen. (B) Nachweis der
Pim1-mRNA-Expression in EGFRwt- und EGFRvIII-iiberexprimierenden P3- und NCH421k-Glioblastom-Zellen im
Vergleich zu den untransfizierten Kontrollzellen. Die Quantifizierung der mRNA-Daten erfolgte mittels Real-time-PCR
nach dem TaqMan®-Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA normalisiert, *p<0,05, **p<0,01, OneWay-Anova
(Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post-Test).
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Die nachfolgende Analyse der Pim1-mRNA-Expression bestatigte die Patientendaten
(siene 3.1.7). Auch in vitro zeigte sich eine gegenlber den EGFRwt-Zellen gesteigerte
Pim1-Expression in den EGFRvlll-exprimierenden Zellen. Fur die P3-Zellen war die
Piml1-Expression in den EGFRwt-Zellen um das 2-fache und in den EGFRvlII-lber-
exprimierenden Zellen um das 3,3-fache erhoht. Der Piml-Expressionunterschied
zwischen den EGFRuvllI-tberexprimierenden Zellen und den EGFRwt-Zellen war
signifikant (p=0,027). In den NCHA421k-Zellen zeigte sich eine noch deutlichere
Steigerung der Pim1-Expression in den transfizierten Zellen. Die Expression war in beiden
Transfektanten signifikant um das 3,3- (EGFRwt) bzw. 5,4-fache (EGFRvIII) gegentber
den untransfizierten Zellen erhoht.

3.2.4 Untersuchungen zum siRNA-vermittelten knockdown von Piml und
dem EGFR in LN18-Glioblastom-Zellen

Nachdem eine signifikante Bedeutung der Pimi1-Expression fir das Uberleben von
Patienten mit Glioblastom nachgewiesen wurde (siehe 3.1.15 und 3.1.16), sollte untersucht
werden, ob Pim1 einen direkten Einfluss auf das Uberleben von Glioblastomzellen in vitro
hat. Hierfir wurde die Piml1-Expression mittels Transfektion spezifischer siRNA von
Santa Cruz Biotechnologiey sowie Origene in LN18-Zellen inhibiert. Wie aus Abb. 33 A
ersichtlich, konnte fir Pim1l nach 48 h ein knockdown auf 11-15 % verglichen zu den
Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen erreicht werden. Damit waren die verwendeten
siRNAs vergleichbar effektiv. Die zuvor nachgewiesene Regulation von Pim1 {ber den
EGFR konnte in den knockdown-Versuchen bestatigt werden. Der siRNA-vermittelte
knockdown des EGFR resultierte in einer signifikant erniedrigten Pim1-Expression von
circa 40 % im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 33 A). Auf Proteinebene bestéatigte
sich die Effizienz des siRNA-vermittelten Pim1-knockdowns. Abb. 33 B zeigt représenta-
tive Immunoblots fir die deutlich verringerte Expression beider Pim1-lIsoformen in den
mit Pim1-siRNA transfizierten Zellen nach 48 und 72 h.

Im Anschluss an diese Expressionsanalysen wurde der Einfluss des Pim1-knockdowns auf
die Zellviabilitat von LN18-Zellen untersucht. Es zeigte sich 72 h nach der Transfektion
ein signifikanter Zellviabilitatsverlust in den mit Piml-siRNA-transfizierten Zellen in
Abhéngigkeit von den verwendeten siRNAs auf 37 - 48 % verglichen mit den Kontroll-

zellen.
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Abb. 33: Darstellung des si-RNA-vermittelten
knockdowns von Piml1 und dem EGFR in LN18-
Zellen. (A) siRNA-vermittelter knockdown von
Piml und dem EGFR in LN18-Zellen auf mRNA-
Ebene nach 48 h. Es wurden siRNAs von Origene
(A + B Ori, A + C Ori) oder Santa Cruz Biotechno-
logies (SC) verwendet. Die Kontroll-siRNA (co-
siRNA) wurde von Santa Cruz Biotechnology
bezogen. Die Quantifizierung der mRNA-Daten
erfolgte mittels Real-time-PCR nach dem TagMan®-
Prinzip, die Expression wurde auf 18S-rRNA
normalisiert (n=4). (B) Nachweis des Pim1S- und
Pim1L-knockdowns auf Proteinebene (Ori A + B) in
LN18-Zellen nach 48 h und 72 h. Als Ladungs-
kontrolle wurde R-Aktin verwendet. (C) Darstellung
der Zellviabilitat in LN18-Zellen, die fiur 72 h mit
Piml- bzw. EGFR-siRNA transfiziert wurden im
Vergleich zu Kontrollzellen (co-siRNA). Die
Messung der Zellviabilitdt erfolgte mit Resazurin
am Tecan Infinite® bei 590 nm, ***p<0,001,
*p<0,05, OneWayAnova (Kruskal-Wallis-Test mit
Dunns post-Test).

Der knockdown des EGFR resultierte ebenfalls in einer mit dem Piml-knockdown

vergleichbaren, erniedrigten Zellviabilitat von circa 50 % in Relation zu den Kontrollzellen
(co-siRNA). Dieser inhibitorische Effekt auf die Zellviabilitat von LN18-Zellen war bei

kombiniertem Pim1- und EGFR-knockdown mit einer Zellviabilitat von 25 % gegenuber

den Kontrollzellen, aber auch gegentiber dem alleinigen EGFR-knockdown signifikant
erniedrigt (Abb. 33 C).
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3.3 In vivo-Untersuchungen zum Einfluss einer pharmakologischen
Piml1-Inhibition auf das Glioblastom-Wachstum in C57BL/6-

Mausen

Um den Beweis zu erbringen, dass eine pharmakologische Inhibition von Pim1 das Tumor-
wachstum hemmt und Piml somit ein potentielles Zielmolekil fur die Glioblastom-
Therapie darstellen konnte, wurde eine orthotope in vivo-Studie mit murinen GL261-
Glioblastom-Zellen (Abb. 34) in C57BL/6-Mdusen durchgefihrt. Die GL261-Zellen
wurden stereotaktisch in das Mausgehirn injiziert und nach 12 Tagen die Tumorgroie
mittels MRT bestimmt, um die Substanzapplikation ab einer TumorgréBe von 1,5 mm?® zu
beginnen. Die Mause erhielten alle 2 Tage oral Uber eine Schlundsonde entweder den
selektiven Pim1-Inhibitor TCS Pim1-1 (TCS, 75 mg/kg Korpergewicht, TCS-Tiere), den
unselektiven Pim-Inhibitor SGI11776 (75 mg/kg Korpergewicht, SGI1776-Tiere) oder das

Losemittel der beiden pharmakologischen Substanzen (5 % Dextrose, Kontrolltiere).

PEGFR

Abb. 34: (A) Vitalitatskontrolle der fur die stereotaktische Inokulation verwendeten GL261-Zellen. Die Zellen wurden
trypsiniert, in PBS aufgenommen (25000 Zellen/ul) und Gber die gesamte OP-Dauer auf Eis gelagert. AnschlieRend
wurden sie in Kulturgefae wieder ausgesét und nach 7 Tagen im Durchlicht die Bilder am PalmRobo (Zeiss) auf-
genommen (ohne vorherigen Waschschritt). VergroRerung 20-fach, der GréRRenstandard entspricht 150 um. (B) Nachweis
der Pim1-Expression in murinen GL261-Glioblastom-Zellen. Immunfluoreszenzfarbung von GL261-Glioblastom-Zellen
mit Antikérpern gegen Pim1S und Pim1L (rot) und dem pEGFR (griin). In der Ubereinanderlagerung der Fluores-
zenzkanéle (Merge) sieht man die deutliche Kolokalisation von Pim1 mit dem pEGFR. Fiir die Kernfarbung (blau) wurde
DAPI verwendet. Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten am LSM780 (Zeiss), VergroRerung 40-fach, der GroRen-
standard entspricht 20 pum.

Es wurden insgesamt 30 Tiere operiert. Zwei Tiere verstarben wahrend der Operation und
zwei im Verlauf der MRT-Messprozedur. Weitere zwei Tiere entwickelten einen Tumor,
der jedoch im Versuchszeitraum von 12 Tagen nicht die erforderlichen 1,5 mm? erreichte

und drei von 30 Tieren zeigten postoperativ kein Tumorwachstum. Es wurden des
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Weiteren zwei Tiere als sham-Kontrollen mitgefuhrt, d. h. sie wurden standardmaRig
operiert. Ihnen wurde jedoch nur PBS stereotaktisch injiziert, um die Auswirkungen der
Operationsprozedur auf das murine Gehirn im MRT beurteilen zu kénnen. Damit ergab
sich eine GruppengrolRe von je 6 Tieren in den Substanzgruppen TCS und SGI1776 und
von 7 Tieren in der Kontrollgruppe, die 5 % Dextrose erhielt.

In Abb. 34 A ist die Durchlichtaufnahme der als Vitalitatskontrolle mitgeftihrten GL261-
Zellen, die zur stereotaktischen Inokulation verwendet wurden, dargestellt. Die Zellen
wurden steril tber die gesamte Operationszeit auf Eis gelagert und am Ende wieder in
Medium in einer 6-Well-Platte ausgesat. Nach 7 Tagen wurde das Bild ohne vorherigen
Waschschritt aufgenommen. Man erkennt deutlich vitale und adhérente Zellen. Dieselben
Zellen wurden fur die in Abb. 34 B dargestellte Immunfluoreszenzfarbung verwendet. Es
wird ersichtlich, dass die GL261-Zellen sowohl Pim1l (PimlS + L) als auch die phos-
phorylierte Form des EGFR (pEGFR-Tyr1173) exprimieren. Beide Proteine sind deutlich
kolokalisiert, was anhand der Gelbfarbung in der Ubereinanderlagerung der Fluoreszenz-

kanéle (Merge) zu erkennen war.

3.3.2 Beurteilung des Allgemeinzustandes der Versuchstiere (ber den
Versuchszeitraum

Anhand der animal welfare guidelines wurde ein Punktesystem zur Beurteilung des
Allgemeinzustandes inklusive Gewicht, Stereoatypien und physiologischen Merkmalen
erstellt. Dieses Punktesystem war die Grundlage fur die Versuchsdauer, da alle Tiere tGber
den gleichen Zeitraum behandelt werden sollten. Wie aus Tab. 12 hervorgeht hatten nach
12 Tagen Substanzapplikation bereits 3 Tiere der Kontrollgruppe (Tier 49, Tier 33 und
Tier 1715) eine Punktzahl von 20 Punkten Uberschritten, so dass dieser Zeitpunkt als
Endpunkt des Versuches festgelegt wurde, um den Tieren weiteres Leid zu ersparen. Diese
Tiere zeigten einen starken Gewichtsverlust, Koordinationsstoérungen (z. B. Kreiseln im
Kéfig oder Rollen beim Erwachen aus der MRT-Narkose) und hatten stumpf wirkendes
Fell. Die Tiere der Kontrollgruppe wiesen 12 Tage nach Beginn der Substanzgabe im
Mittel ein um 8,45 % (£3,29 %) reduziertes Korpergewicht auf (Abb. 35). Im Gegensatz zu
den Kontrolltieren war bei den Tieren der TCS- und SGI1776-Gruppe ein stabiles Korper-
gewicht zu verzeichnen. In der TCS-Gruppe stieg das mittlere Gewicht um 0,80 %
(4,63 %).
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Zustand Tag 12 Kontroll-Tiere Gewichtsverlust | Stereoatypien/Koordinationsstdrungen | Allgemeinzustand | Summe
Tier 49 10 10 5 25
Tier 33 10 10 0 20
Tier 1715 10 5 5 20
Tier 40 5 10 0 15
Tier 47 1 0 0 1
Tier 1683 5 10 0 15
Tier 1684 5 10 0 15
Zustand Tag 12 TCS-Tiere Gewichtsverlust | Stereoatypien/Koordinationsstdrungen | Allgemeinzustand | Summe
Tier 1693 2 0 0 0 0
Tier 1694 0 0 0 0
Tier 1714 0 10 0 10
Tier 1704 1 0 0
Tier 32 0 0 0
Tier 37 1 0 0
Zustand Tag 12 SGI1776-Tiere Gewichtsverlust | Stereoatypien/Koordinationsstdrungen | Allgemeinzustand | Summe
Tier 1702 5 10 0 15
Tier 1701 1 0 0 1
Tier 1716 1 10 0 11
Tier 48 1 0 0
Tier 43 0 0 0
Tier 45 1 5 5 11

Tab. 13: Zusammenfassung des Allgemeinzustandes aller Versuchstiere 12 Tage nach Beginn der Substanzgabe.
Der Gesundheitszustand der Tiere (C57BL/6-Mduse) wurde téglich protokolliert und anhand der erstellten Kriterien in
einem Punktesystem erfasst. Im Vorfeld wurde eine Gesamtpunktzahl >20 als Abbruchkriterium gewéhlt, da dann von
einer nicht zumutbaren, schlechten Verfassung des Tieres auszugehen war. Da an Tag 12 der Substanzgabe bereits 3 der
7 Kontrolltiere (5% Dextrose) diese Punktezahl erreicht hatten, wurde Tag 12 als Endpunkt fur alle Versuchstiere
gewdhlt.

In der Gruppe, die mit SGI1776 behandelt wurde, trat ein geringfiigiger Gewichtsverlust
Uber den Zeitraum der Substanzgabe von 0,25 % (2,51 %) auf. Die Tiere der TCS-Gruppe
waren bis auf ein Tier (Tier 1714), das am Tag 12 ein stereotypes Kreiseln im Kafig zeigte,
nicht verhaltensauffallig. Tier 1714 war zudem das einzige Tier der TCS-Gruppe, das

einen Tumorprogress von 2,32 mm?® auf 4,27 mm® unter Substanzapplikation aufwies.
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Abb. 35: Gewichtsverlauf der Versuchstiere (ber den Zeitraum der Substanzgabe. Dargestellt ist der
Gewichtsverlauf von C57BL/6-Méausen fiir die beiden Substanzgruppen (SGI1776 und TCS) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (5 % Dextrose) mit Mittelwert und Standardabweichung tiber die Zeit der Substanzgabe von 12 Tagen.
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Die Tiere der SGI1776-Gruppe verhielten sich hingegen inhomogener. Trotz eines relativ
stabilen Gewichtsverlaufs zeigten 3 Tiere (Tier 1702, Tier 1716 und Tier 45) deutliche
Verhaltensstérungen wie Kreiseln im Kafig und eine schrage Kopflage. Dabei handelte es
sich ebenfalls um die Tiere, die einen Tumorprogress unter der Substanzapplikation

aufwiesen.

3.3.3 MRT-gestutzte Untersuchung zum Einfluss einer Pim1-Inhibition auf
das Glioblastom-Wachstum in vivo

Nachdem den Ma&usen je 50000 GL261-Zellen stereotaktisch ins Gehirn injiziert wurden,
erfolgte ab Tag 12 postoperativ eine MRT-Messung zur Bestimmung der TumorgréRe. Es
wurden native und gadoliniumverstarkte koronare und sagittale Bildsequenzen auf-
genommen. Die Beurteilung der TumorgroRen wurde an den gadoliniumverstarkten
T1-gewichteten Bildsequenzen beider Ebenen mit Hilfe des OsiriX-Programmes vorge-
nommen und der Mittelwert beider Ebenen ergab die fur die Auswertung relevante Tumor-
grolRe zum jeweiligen Zeitpunkt. Die Tiere wurden in die Substanzgruppen eingeschlossen,

sobald eine TumorgréBe von >1,5 mm? erreicht war.

Wie aus Abb. 36 hervorgeht, unterschieden sich die einzelnen Gruppen nicht hinsichtlich
der mittleren TumorgréRen zu Beginn der Substanzgabe (Tag O der Intervention). Die
mittlere TumorgroRe betrug in der Kontrollgruppe 2,19+0,65, in der SGI1776-Gruppe
2,64+1,49 und in der TCS-Gruppe 2,79+0,66 zu Beginn der Substanzgabe. Nach 12 Tagen
Substanzapplikation zeigten sich signifikante Unterschiede in den TumorgréfRen zwischen
den verschiedenen Substanzgruppen. Wahrend die Kontrolltiere einen deutlichen Tumor-
progress auf 27,42 mm?® (+25,40) zeigten, wurde die TumorgréRe in den TCS-behandelten
Tieren im Mittel auf 1,79 (x£1,58) reduziert und fiel damit signifikant kleiner aus als in den
Kontrolltieren (Abb. 36 A). Abb. 36 B zeigt die TumorgréRen fur jedes Tier der jeweiligen
Gruppe (TCS vs. Kontrolle). Es wird ersichtlich, dass alle Kontrolltiere einen deutlichen
Tumorprogress aufwiesen. In der Gruppe der TCS-Tiere hingegen zeigte lediglich ein Tier
einen Tumorprogress, bei zwei Tieren blieb die TumorgroRe Uber die Substanzgabe
konstant und bei weiteren 3 Tieren verkleinerte sich der Tumor auf unter 0,5 mm®. In den
SGI1776-behandelten Tieren stieg die TumorgroRe Uber den Zeitraum der Substanzgabe
von 2,64 mm® auf 9,69+9,60 mm?3, war jedoch signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe
(5% Dextrose) mit einer Tumorgroe von 27,42 mm® (Abb. 36 C). Betrachtet man den
TumorgroRenverlauf fur jedes einzelne Tier, wird ersichtlich, dass sich der Einfluss von
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SGI1776 interindividuell sehr verschieden auswirkte. Drei Tiere zeigten ein deutliches
Tumorwachstum unter der Substanzgabe, bei einem Tier blieb die TumorgréRe relativ
konstant und bei zwei Tieren verkleinerte sich der Tumor im Beobachtungszeitraum von

12 Tagen (Abb. 36 D). Die Ergebnisse waren somit wesentlich inhomoger als in der TCS-

Gruppe.
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Abb. 36: Untersuchungen zum Einfluss einer pharmakologischen Pim1-Inhibition auf das Glioblastom-Wachstum
in C57BL/6 Mausen. (A) und (B): Darstellung der TumorgréRen unter oraler Gabe des selektiven Pim1-Inhibitors TCS-
Pim1-1 (75 mg/kg TCS) im Vergleich zu den Kontrolltieren (5 % Dextrose) zum Zeitpunkt t=0 d (Start der Substanz-
gabe) und zum Zeitpunkt t=12 d (Ende des Versuches). In (A) ist der Gruppen-Mittelwert mit Standardabweichung dar-
gestellt, (B) zeigt den Verlauf fur das individuelle Tier. (C) und (D): Darstellung der TumorgréRen unter oraler Gabe des
unselektiven Pim-Inhibitors SGI1776 (75 mg/kg SGI1776) im Vergleich zu den Kontrolltieren (5 % Dextrose) zum
Zeitpunkt t=0 d und t=12 d. In (C) ist der Gruppen-Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt, (D) zeigt den Verlauf
fir jedes Tier. Zu Versuchsbeginn (Tag 0) wurden nur Tiere mit einer TumorgroRe von mindestens 1,5 mm® in den
Versuch eingeschlossen, *p<0,05, **p<0,01, TwoWay-Anova (Bonferroni post-Test).

In der Abb. 37 sind représentative koronare, gadoliniumverstarkte, T1-gewichtete MRT-
Aufnahmen fir jeweils zwei Tiere pro Gruppe zum Zeitpunkt t=0 d (Start der Substanz-
gabe) und t=12d (Ende des Versuches) dargestellt. Fir die mit Dextrose behandelten
Kontrolltiere wird fiir beide Tiere das starke Tumorwachstum ersichtlich. Im Gegensatz

dazu ist bei den beiden Tieren der TCS-Gruppe ein konstantes Tumorvolumen
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(Tier 1693_2) bzw. eine Tumorremission (Tier 32) erkennbar. Fir die SGI1776-Gruppe
sind représentativ ein Tier mit gleichbleibender TumorgroRe (Tier 1701) und ein Tier mit

deutlichem Tumorprogress dargestellt (Tier 1716).

MRT nach 0 Tagen Substanzgabe MRT nach 12 Tagen Substanzgabe

5% Dextrose I

o) l~

Tier 1683

U,r

75mg/kgTCS e

6

Tier 32 Tier 1693_2

75mg/kg SGI1776 |

Tier 1701 Tier 1716 : Tier 1701 Tier 1716

Abb. 37: Beispielhafte Darstellung der gadoliniumverstarkten MRT-Aufnahmen. Fir jede Gruppe sind
reprasentative MRT-Aufnahmen (koronare Raumachse, gadoliniumverstérkt, T1-gewichtet) von 2 Tieren zum Zeitpunkt
t=0 d (Beginn der Substanzgabe) und t=12 d (Ende des Versuches) dargestellt.

Zusétzlich zur MRT-gestltzten Visualisierung wurden von allen Mausgehirnen auch
histologische Kryoschnitte in einer Starke von 6 um angefertigt und eine klassische HE-
Farbung zur Darstellung des Tumors im umgebenden Hirnparenchym durchgefihrt. Der
kernreiche Tumor zeichnete sich durch eine stark basophile Blaufarbung vom gesunden
Hirngewebe ab. In Abb. 38 sind reprasentative HE-Farbungen fur die einzelnen Versuchs-
gruppen dargestellt. Links ist eine unvergrolierte Aufnahme des gesamten Gehirnpréparats
abgebildet, mittig die 20-fache VergroBerung im Lichtmikroskop und rechts eine
entsprechende MRT-Aufnahme desselben Tieres. Diese Gegeniberstellung verdeutlicht,
dass die MRT-Bildgebung dem histologischen Bild des Tumors weitestgehend entspricht.
Das abgebildete Kontrolltier (Tier 1715, 5 % Dextrose) zeigte auch in der HE-Farbung
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eine massive, intrazerebrale Tumorentwicklung, wéhrend das mit TCS behandelte Tier
(Tier 32) nur noch einen Tumorrest aufwies, der erst in der 20-fachen VergroRerung
sichtbar wurde. Das abgebildete Tier der SGI1776-Gruppe (Tier 43) zeigte eine Uber den

Verlauf der Substanzgabe stabile TumorgroRe.

Tier 1715 - Kontrolle :

Tier 32 - TCS1-Piml

Tier 43 - SG11776

Abb. 38: Beispielhafte Darstellung der HE-Farbung muriner Gehirne in Relation zur entsprechenden MRT-
Aufnahme des Tieres. Fir jede Gruppe ist repréasentativ ein Tier aufgefiihrt. Ganz links ist jeweils eine HE-Férbung
eines 6 pum-Gefrierschnitts des murinen Gehirnes zum Zeitpunkt t=12 d gezeigt (Aufnahmen mit einer Canon Ixus 230
HS). Mittig ist eine 20-fache VergroRerung der HE-Farbung des Tumorbereiches dargestellt, der GréRenstandard
entspricht 150 um (Aufnahme mit AxioVision HXP120C, Zeiss). Rechts ist die entsprechende koronare, gadolinium-
verstérkte T1-gewichtete MRT-Aufnahme des Tieres zum Zeitpunkt t=12 d gezeigt.
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4 Diskussion

Trotz intensiver Forschung im diagnostischen und therapeutischen Bereich stellt das
Glioblastoma multiforme nach wie vor eine grof3e Herausforderung in der Onkologie dar.
Die Hauptursache fir die auRerordentlich schlechte Prognose dieses hochmalignen Tumors
mit einer mittleren Uberlebenszeit von nur 12-15 Monaten liegt in einem Mangel an
ausreichend spezifischen und effektiven Behandlungsstrategien, die auch vereinzelte, ins
Hirnparenchym eingewanderte Tumorzellen abtdten und so eine kurative Therapie moglich
machen konnten. Daher ist die Suche nach neuen therapeutischen Strategien unter
Einbeziehung von tumorspezifischen Zielstrukturen fur diese Erkrankung von besonderer
Bedeutung. In den letzten Jahren konnte fiir viele solide Tumoren gezeigt werden, dass die
Uberexpression einzelner Kinasen einen wesentlichen Beitrag in der Onkogenese dieser
Erkrankungen leistet, so dass die Inhibition von Kinasen als zielgerichtete, therapeutische
Option erkannt wurde. Eine solche Kinase, die in den letzten Jahren vermehrt in das
Interesse der Forschung geruickt ist, stellt die onkogene Kinase Pim1 dar. Da es zum Zeit-
punkt der vorliegenden Studie keinerlei Untersuchungen zur Expression von Piml im
Glioblastom gab, sollte im Rahmen dieser Dissertation analysiert werden, ob sich die
Expression von Piml in Glioblastomen von nicht-malignem Normalhirngewebe unter-
scheidet und ob die Pim1-Expression eine prognostische Relevanz fiir das Uberleben der
Glioblastom-Patienten aufweist. Zudem sollte untersucht werden, ob Pim1 ein neues Ziel-

molekdl fur die Therapie des Glioblastoma multiforme darstellen kann.

Verwendet wurden fir die Analysen insbesondere primare Glioblastome, da die Patienten
vor Entnahme des Tumorgewebes keiner antitumoralen Therapie unterzogen wurden und
somit der Einfluss derartiger Medikamente auf die Expression der untersuchten Zielgene
ausgeschlossen werden konnte. Zundchst wurde die Pim1-mRNA-Expression in priméren
Glioblastom-Patientenproben analysiert und mit nicht-malignem Hirngewebe verglichen.
Interessanterweise zeigte sich eine in der Fachliteratur zuvor noch nicht beschriebene
signifikante Uberexpression von Pim1 in den Tumorproben. Zudem konnte eine gegeniiber
den Primértumoren tendenziell gesteigerte Pim1-Expression beim 1. und 2. Rezidiv beob-
achtet werden, wobei dieser Expressionsunterschied jedoch nicht signifikant war. VVor dem
Hintergrund, dass Patienten mit einem Rezidiv bereits einer antitumoralen Therapie wie
Bestrahlung und Chemotherapie ausgesetzt waren, konnte man mutmafRen, dass durch
diese therapeutischen MalRnahmen die Pim1-Expression zusatzlich induziert wird und als

escape-Mechanismus des Tumors fungiert. Andererseits kdnnte auch eine gesteigerte
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Aggressivitat der Rezidivtumoren zu einer erhohten Piml-Expression beitragen. Eine
Regulation von Piml durch Zytostatika konnte bereits in verschiedenen Tumorzellen
gezeigt werden. So bewirkt Docetaxel in RWPE-2 und DU145-Prostatakarzinomzellen
sowie in DU145-Maus-Xenografts eine dosis- und zeitabhéngige Induktion der Pim1l-
Expression auf mRNA- und Proteinebene, die Uber eine Aktivierung von STAT3 und
NFkB vermittelt wird’®. Ebenso filhrt 5-Fluorouracil in Kolonkarzinomzellen zu einer
dosisabhangigen Pim1-Induktion’®. Des Weiteren wurde Ende der 80er Jahre durch
Warren und Kollegen gezeigt, dass durch N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff induzierte
Thymome in Mausen eine erhéhte Aktivierung des Pim1-Genlocus aufweisen'®. Es gibt
bis dato keine publizierten Untersuchungen zu einer méglichen Induktion von Pim1 durch
Temozolomid, dem standardméRig beim Glioblastom postoperativ verabreichtem Zyto-
statikum, es wére im Zuge einer zytotatikainduzierten zelluldren Stressantwort aber denk-
bar. Jedoch konnte in unserer Arbeitsgruppe (Diplomarbeit Steven Behnisch, 2011) in
LN18-Glioblastom-Zellen sowie anderen Tumorzellen keine Induktion der Piml-
Expression durch Temozolomid in vitro nachgewiesen werden. Eine durch Bestrahlung
erhdhte Pim1-Expression, die Gber den EGFR vermittelt wird, wurde von Peltola et al. in
HNSCC nachgewiesen. Dabei induzierte die Bestrahlung auch eine Translokation von
Pim1 in den Zellkern, was auf eine verstarkte Piml1-abhangige Genexpression hinweisen
konnte®”. Eine derartige Piml-Regulation durch Radiotherapie ware somit auch bei

Patienten mit einem Glioblastom mdglich.

Der Vergleich der Piml-Expression zwischen Glioblastomen und diffusen sowie ana-
plastischen Astrozytomen (WHO-Grad Il bzw. I11) zeigte deutlich, dass eine Pim1-Uber-
expression glioblastomspezifisch ist, da keine erhdhte Pim1-Expression im Vergleich zum
Normalhirngewebe in diesen niedriggradigeren Tumoren nachgewiesen werden konnte.
Eine solche vom Malignitatsstatus abhangige Piml-Expression zeigten Holder etal. in
Prostatakarzinomen und ihren Vorstufen. Auch hier war die Pim1-Expression in Prostata-
karzinomen signifikant gegeniiber dem gesunden Prostatagewebe und den niedriggradigen
Prostatahyperplasien erh6ht'®2. Da nur primére Glioblastome in unserer Patientenkohorte
untersucht wurden, kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die Uberexpression
von Pim1 auch ein spéates Ereignis in der Onkogenese von sekundéren Glioblastomen dar-
stellt oder ob es ausschliellich in der Onkogenese primarer Glioblastome von Bedeutung
ist. Bekannt ist jedoch, dass eine Uberexpression von Pim1 eine zentrale Rolle in der
Tumorprogression durch die Regulation von Zellproliferation, Apoptose und Migration

einnehmen kann®,
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Die Uberexpression von Pim1 in Glioblastomen bestatigte sich ebenfalls auf Proteinebene.
Dabei konnten beide Pim1-Isoformen in den Glioblastom-Zellen nachgewiesen werden. Es
ist bekannt, dass das Pim1-Gen durch die Nutzung eines alternativen Translations-
startpunktes fur zwei Isoformen kodiert: eine kurze Isoform PimlS (34 kDa) und eine
lange Isoform Pim1L (44 kDa), die sich hinsichtlich ihrer subzelluldren Lokalisation unter-
scheiden™. Auch in dieser Arbeit konnte durch den immunhistochemischen Nachweis in
Glioblastom-Patientengewebe und in der Glioblastom-Zelllinie LN18 eine verstérkte
nukledre Lokalisation fir die kurze Isoform Pim1S nachgewiesen werden, wahrend Pim1L
vor allem membranassoziiert und zytoplasmatisch lokalisiert war. Diese unterschiedliche
Lokalisation konnte das breite Substratspektrum von Pim1 erkléren. So reguliert Piml
z. B. als Co-Faktor die c-Myc-abhangige Transkription im Zellkern®® und andererseits die
Phosphorylierung des membranstandigen ABC-Transporters ABCG2. Diese Phospho-
rylierung von ABCG2 wurde spezifisch fir die lange Isoform Pimi1L beschrieben'®. Fiir
die zahlreichen anderen Substrate konnte bisher keine eindeutige Zuordnung zu einer der

beiden Pim1-Isoformen nachgewiesen werden.

In Glioblastomen sind h&ufig drei bedeutende Signaltransduktionswege durch Genampli-
fikation oder Mutationen verstarkt aktiviert. Dazu gehoren 1.) der p53-Signalweg, der in
35 % der Glioblastome verédndert vorliegt, 2.) der Rb-Weg, bei dem in 50 % aller Félle die
Zellzykluskinaseinhibitoren CDKN2A und 2B inaktiviert sind, und 3.) der Rezeptor-
tyrosinkinase/Ras/PI3K-Weg, zu dem der EGFR, PTEN und die Kinase Aktl z&hlen.
Letzterer ist besonders fur die Onkogenese priméarer Glioblastome von besonderer Bedeu-
tung. In Uber 50 % aller primaren Glioblastome finden sich Uberexpression und/oder
Mutationen des EGFR, der so nicht nur das Tumorwachstum beschleunigt, sondern auch
eine entscheidene Rolle in der Regulation der Zellmigration und Angiogenese einnimmt*®.
Der EGFR, auch HER-1 genannt, ist eine membranstandige Rezeptortyrosinkinase aus der
eng verwandten ErbB-Familie, zu der auch HER-2, HER-3 und HER-4 gehotren. Der
Rezeptor kann durch verschiedene Liganden, wie EGF (epidermal growth factor), TGF-a
(transforming growth factor-a), HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor) und
neuregulin, aktiviert werden. Wichtige Signaltransduktionswege, durch die der EGFR das
extrazellulére Signal ins Zellinnere weiterleitet, umfassen den PI3K/Aktl-, den STAT- und
den MEK/ERK-Signalweg'®. Welcher dieser Signalwege verstarkt aktiviert wird, ist dabei
von dem zugrunde liegenden Gewebe abhédngig. Grundsétzlich ist der EGFR unter

physiologischen Bedingungen ein essentieller Regulator fiir Prozesse wie Proliferation,
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Differenzierung, Zellliberleben, Zellmigration und Zellzykluskontrolle in epithelialen,

mesenchymalen und neuronalen Zellen*”’.

Wie bereits erlautert, kommt dem EGFR in der Pathogenese des Glioblastoma multiforme
eine wichtige Bedeutung zu, was in seiner Funktion als Aktivator von tumorférdernden
Prozessen begrundet ist. Nicht zuletzt deshalb wurde in dieser Arbeit eine Assoziation von
Piml zum EGFR untersucht. In unserer Patientenkohorte bestétigte sich die vielfach

beschriebene EGFR-Uberexpression'®

in Glioblastomen, aber auch in niedriggradigen
Astrozytomen Grad Il und I11'®, die u.a. auch von Hwangetal. in immunohisto-
chemischen Untersuchungen von niedriggradigen und hochmalignen Astrozytomen gezeigt
werden konnte™°. Interessanterweise konnte in unseren Glioblastom-Proben eine positive
Korrelation zwischen Pim1 und dem EGFR auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen
werden. Eine Induktion der Piml1-Expression durch die Aktivierung des EGFR wurde
bereits von Peltola und Kollegen in Tumoren des Kopf-Halsbereiches (HNSCC)®’
beschrieben. In den durchgefihrten in vitro-Untersuchungen an LN18-Glioblastom-Zellen
bestatigte sich eine konzentrationsabhéngige Induktion der Pim1-Expression auf mRNA-
und Proteinebene durch Stimulation der Zellen mit EGF. LN18-Zellen weisen einen hohen
Gehalt des Wildtyp-EGFR auf®®, weshalb sie ein gutes Modellsystem fiir die hier durch-
geflihrten Untersuchungen darstellen. Die durch EGF induzierte Hochregulation von Pim1
konnte durch eine Vorinkubation mit den EGFR-Kinaseinhibitoren AG1478 und Gefitinib
gezielt blockiert werden, was auch in vitro eine Regulation von Piml Uber den EGFR
bestatigte. Welche Bedeutung die Inhibition von Pim1 fir das Uberleben der LN18-
Glioblastom-Zellen hat, zeigte der spezifische knockdown von Pim1. Mit einer knockdown-
Effizienz von circa 87 % nach 48 h erniedrigte sich die Zellviabilitat der LN18-Zellen auf
unter 50 % im Vergleich zu den Kontrollzellen. Dies verdeutlicht die zentrale Rolle der
Pim1-Kinase fir das Uberleben von Glioblastomzellen in vitro. Durch den kombinierten
knockdown von Pim1 und dem EGFR in LN18-Zellen wurde die Zellviabilitat weiter auf
25 % der Kontrollzellen reduziert. Dies gibt erste Hinweise darauf, dass eine kombinierte
Inhibition von Pim1 und dem EGFR synergistisch wirken koénnte, vor allem im Hinblick
darauf, dass nicht nur eine Regulation von Piml tGber den EGFR nachgewiesen werden
konnte, sondern auch ein negativer feedback-Mechanismus tber MIG-6 (auch bekannt als
ERRFI-1, ERRB receptor feedback inhibitor 1). MIG-6 ist ein negativer Regulator des
EGFR, der die Dimerisierung und Autophosphorylierung des EGFR inhibiert, um eine
Uberaktivierung des Rezeptors zu verhindern. Sui et al. wiesen in Prostatakarzinomzellen

durch den spezifischen Pim1-Inhibitor M-100 nach, dass MIG-6 ein Pim1-abhangiges Gen
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ist, das bei einer Inhibition von Pim1 induziert wird''*. Dies bedeutet wiederum, dass eine
Pim1-Uberexpression uber die Repression von MIG-6 die Internalisierung und damit auch
Beendigung des wachstumsférdernden Signals durch den EGFR inhibiert. Die fehlende
Phosphorylierung des EGFR in den mit spezifischer Pim1-siRNA behandelten Zellen
zeigt, dass dieser negative feedback tber MIG-6 auch in LN18-Zellen denkbar ist. Zur
Bestdtigung dieser Hypothese musste ferner der Nachweis einer auf die Pim1-Repression

zurlickgehende MI1G-Hochregulation in den LN18-Zellen erbracht werden.

Der EGFR weist in Glioblastomen nicht nur eine deutliche Uberexpression und verstarkte
Phosphorylierung und somit Aktivierung der nachfolgenden Signaltransduktionswege auf,
sondern auch gehauft auftretende Mutationen im EGFR-Gen. Durch Genamplifikationen in
den Glioblastom-Zellen entstehen im Laufe der Onkogenese vermehrt Deletionen, welche
zu funktionsfahigen EGFR-Varianten filhren'*2. Die mit tber 60 % am haufigsten auf-
tretende Variante ist die in-frame Deletion von 801 Basenpaaren im Exon 2-7 des EGFR-
Gens. Dieser sogenannte EGFRVIII ist eine 140 kDa'*® groRe Variante des EGFR, die
keine extrazellulare Ligandenbindedoméne mehr besitzt und sich somit der Regulation
iber seine Liganden entzieht'** (Abb. 39).

Extrazellular- l Deletion der AS 6-273
. (=801 bp)
doméne Liganden- e
bindedoméne

A
Transmembran- [
domaéne

. « Tyrosin-
Kinasedomane Phosphorylierung

intrazellulare {

—
EGFRvIII

~ ~—/

Wildtyp-EGFR

Abb. 39: Schematische Darstellung der Domanen des Wildtyp-EGFR und des EGFRVIII (modifiziert nach''®).

Dies flhrt zu einem erhéhten onkogenen Potential, da der EGFRvVIII konstitutiv aktiv ist,
durch die fehlende Ligandenbindung nicht internalisiert wird und somit in der Zell-
membran persistiert**®**"1'® Der EGFRvIIl wurde in Prostata-, Brust-, Ovarial- und

19120121 sqwie nicht zuletzt auch in Glioblastomen?? beschrieben.

Lungenkarzinomen
Charakteristisch ist eine fortwéahrende Koexpression des EGFR-Wildtyps und der Variante

vI11?®, die sich auch in den hier untersuchten Glioblastom-Patienten bestatigte. Diese
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Koexpression flhrt zu einem stark proliferativen und migratorisch-invasiven Phanotyp von

Glioblastoment?+125126

Die Héaufigkeit des EGFRvIII in Glioblastomen schwankt je nach Studie zwischen 17 und
30 %'"1?812% |n der vorliegenden Patientenkohorte konnte in 19 von 100 Glioblastom-
Patienten mit einem Primartumor der EGFRvVIII mittels klassischer PCR nachgewiesen
werden, was einem Anteil von 19 % entspricht und somit als reprasentativ anzusehen ist.
Es zeigte sich, dass EGFRvllI-positive Glioblastome eine signifikant erhohte Piml-
Expression auf mRNA- und Proteinebene gegentiber den EGFR-Wildtyp-exprimierenden
Tumoren aufwiesen. Auch in dem gewéhlten in vitro-Modell mit primaren, lentiviral trans-
fizierten Glioblastomzellen (P3 und NCHA421k) bestétigte sich die erhohte Piml-
Expression in den EGFR-lberexprimierenden Zellen, wobei die EGFRvIII-transfizierten
Zellen eine gegeniiber den EGFR-Wildtypzellen zusatzlich gesteigerte Expression von
Pim1 aufwiesen. Interessanterweise wurde die Pim1-Expression durch die lentivirale Uber-
expression des EGFR auch in den P3-Glioblastomzellen gesteigert, die keine basale
EGFR-Expression besitzen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die spezifische
Uberexpression des EGFR eine erhéhte Pim1-Expression bewirkt. Obwohl die intrinsische
Aktivitat des EGFRVIII niedriger als die des phosphorylierten Wildtyp-EGFR ist'*?, wird
ihm dennoch ein gesteigertes onkogenes Potential zugeschrieben, da er dauerhaft wachs-
tumssteigernde Signale ins Zellinnere weiterleitet*?’. So zeigten Nishikawa und Kollegen
ein verstarktes Tumorwachstum in Nacktmdusen durch EGFRvlII-tberexprimierende
U87MG-Zellen, die entweder subkutan oder intrazerebral injiziert wurden'®. Dieselbe
Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass diese EGFRvIII-Uberexprimierenden Tumoren
wesentlich proliferationsaktiver waren und erhéhte Bcl-X(L)-Spiegel aufwiesen, wodurch
antiapoptotische Effekte vermittelt wurden. Gleiches konnte in vitro unter serumfreien
Bedingungen gezeigt werden, wobei die Proliferationssteigerung und Antiapoptose direkt

auf den konstitutiv aktiven EGFRvIII zurtickzufiihren war'?®,

Dies lasst vermuten, dass durch die fehlende Ligandenbindung und veranderte intrinsische
Aktivitdt des EGFRvIIIl unterschiedliche Signaltransduktionswege verstarkt aktiviert
werden und so z. B. auch die Regulation der Pim1-Expression bei beiden EGFR-Rezeptor-
varianten unterschiedlich sein konnte. Es ist bekannt, dass der EGFRwt vor allem (ber
STAT3 und MEK seine Signale ins Zellinnere weiterleitet, wahrend der EGFRvVIII neben
MEK auch verstarkt den PI3K/Aktl-Signalweg aktiviert®. Im Herzen ist eine Regulation

von Pim1 uber Aktl beschrieben®®, so dass dies auch in Glioblastomen denkbar ware, da
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in Glioblastomen ebenfalls eine Uberexpression und verstarkte Aktivierung fiir Aktl nach-

gewiesen werden konnte!*%

. In unseren Glioblastom-Proben war trotz der signifikant
erhdhten Aktl-Expression auf mRNA-Ebene keine positive Korrelation zwischen Pim1l
und Aktl nachweisbar. Da die Kinase Aktl fur ihre Aktivierung im Gegensatz zu Piml

132 \war eine Korrelations-

jedoch eine Phosphorylierung durch andere Kinasen benétigt
analyse auf Proteinebene notig. Hier zeigte sich eine positive Korrelation zwischen
phosphoryliertem, aktivem Aktl (pAktl) und beiden Pim1-Isoformen. Betrachtete man nur
die EGFRvIII-positiven Tumoren, so ergab sich fir Pim1S und pAktl trotz der geringen
Fallzahl eine hochsignifikant positive Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von
0,807. Dies stutzt die Hypothese einer gesteigerten Aktivierung von pAktl in EGFRvIII-
positiven Glioblastomen und l&sst eine verstarkte Regulation von Piml Uber den
PI3K/Aktl-Signalweg vermuten. Die gegeniber den EGFRwt-exprimierenden Glio-
blastomen erhohte Piml1-Expression in den EGFRvllI-positiven Tumoren ist auch in
Hinblick auf eine Kombinationstherapie unter Verwendung von Piml- und EGFR-
|133,134

Inhibitoren interessant, da der EGFRvIII ein tumorzellspezifisches Zielmoleki ist

und somit auch tief ins Hirnparenchym infiltrierte Tumorzellen erreicht werden kdnnten.

Ein weiteres Gen, welches in dieser Arbeit hinsichtlich seiner Expression und Assoziation
zu Pim1 betrachtet wurde, ist c-Myc. C-Myc ist ein ubiquitér exprimierter Transkriptions-
faktor, der Uber ein Helix-Turn-Helix-Bindemotiv als Heterodimer mit dem Protein MAX
(myc-associated factor X) an E-Box-Sequenzen von Promotoren bindet und so die Gen-
expression reguliert'®. In 10-15 % aller humanen Gene lieR sich eine c-Myc-Bindungs-
stelle im Promotorbereich nachweisen'®. Diese c-Myc-abhangigen Gene codieren u. a. fiir
Proteine, die den Zellzyklus, das Zellwachstum, den Zellmetabolismus und auch die
Proteinsynthese sowie die Apoptose regulieren'®”. So ist es nicht verwunderlich, dass eine
Dysregulation der c-Myc-Expression und Aktivitat zur Transformation von Zellen bei-
tragen kann und c-Myc deshalb als Protoonkogen klassifiziert wurde'®. C-Myc ist in
Lymphomen und leukdmischen Zellen haufig durch chromosomale Translokationen dys-
reguliert, wahrend es in soliden Tumoren durch Genamplifikation tiberexprimiert wird*®,
Eine pathologisch erhéhte c-Myc-Expression, die mit einer schlechten Prognose assoziiert
ist, konnte u. a. in Mammakarzinomen'*°, Zervixkarzinomen'*!, Kolonkarzinomen* und

nicht zuletzt auch in Glioblastomen*® nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Patientenkohorte zeigte sich eine hochsignifikante Uberexpression von

c-Myc in den Glioblastomen verglichen mit dem Normalhirngewebe. In Astrozytomen
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Grad 11l konnte ebenfalls eine signifikant erhdhte c-Myc-Expression auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden, die sich tendenziell auch in Astrozytomen Grad Il andeutete, auf
Grund der starken Schwankungen bei gleichzeitig geringer Fallzahl jedoch nicht signi-
fikant unterschiedlich gegenuber dem Normalhirngewebe war. Dieser Befund deckt sich
mit den Untersuchungen von Orian etal., die nachweisen konnten, dass die c-Myc-
Expression mit dem Malignitatsgrad der Astrozytome ansteigt™**. Eine Koexpression und
ein Synergismus von c-Myc und Pim1 wurden zuerst von Lohuizen et al. 1989 in MML-
infizierten transgenen Mausen untersucht®®. Der Nachweis einer direkten Interaktion
zwischen Pim1 und c-Myc konnte spater in transfizierten HEK293-Zellen erbracht werden.
Es wurde in diesem Modell gezeigt, dass eine Bindung und Phosphorylierung von Pim1
am Serin-10 des Histon 3 am c-Myc-MAX (Myc-associated factor X) -Komplex, eine
Aktivierung von circa 200 c-Myc-abhangigen Genen induziert, die insbesondere den Zell-
metabolismus, die Zellzyklusprogression sowie die Antiapoptose forderten und somit einen
Synergismus von Pim1 und c-Myc bei der Transformation von Zellen in der Onkogenese
vieler Tumorentitaten vermuten lassen®®. Die Spearman-Korrelationsanalyse in den Glio-
blastom-Primartumoren dieser Studie bestétigte eine hochsignifikant positive Korrelation
zwischen Pim1 und c-Myc auf mRNA-Ebene, so dass ein funktioneller Zusammenhang der
Expression beider Gene auch in Glioblastomen denkbar ist.

Die Expressionsanalyse weiterer Gene, die mit der Progression von Glioblastomen
assoziiert wurden, ergab keine signifikante Veranderung fir MGMT, PECAM1 sowie
ABCG2, wobei grof3e interindividuelle Schwankungen in der Expression der Gene zu
verzeichnen waren. Dennoch zeigte sich zwischen der Piml- und der MGMT-mRNA-
Expression eine signifikant negative Korrelation. MGMT ist ein DNA-Reparaturenzym,
das der Wirkung von Alkylantien im Rahmen einer Chemotherapie entgegenwirken kann
und dessen Promotormethylierung in Glioblastomen mit einem besseren Ansprechen auf
die Temozolomidtherapie assoziiert wurde'*. Ein funktioneller Zusammenhang zwischen
Pim1 und MGMT ist bisher nicht beschrieben.

Die Spearman-Korrelationsanalyse zwischen der Pim1- und PECAM-1-mRNA-Expression
erbrachte ebenfalls eine signifikant negative Korrelation. PECAM-1 ist ein Thrombozyten-
Endothelzellen-Adhé&sionsmolekul, dessen Expression als Marker fur die Vaskularisierung

von Tumoren interpretiert wird"**’

, S0 dass auf Grundlage dieser Annahme eine hohe
Pim1-Expression mit einer geringen Vaskularisierung des Tumors assoziiert ist. Dies

erscheint schlissig, da bekannt ist, dass Piml im Zuge einer hypoxieinduzierten Stress-
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antwort verstarkt exprimiert wird’? und Pim1 so in den Tumorzellen durch seine anti-
apoptotische Wirkung die Stressresistenz und somit die Persistenz von Glioblastom-Zellen

auch in nahrstoffunterversorgten Bereichen des Tumors ermdglicht.

Bis dato gibt es keine Assoziationsstudien zum Einfluss der Piml-Expression auf die
Pathogenese von Glioblastomen. Es wurden deshalb zunéchst klinische Parameter im
Zusammenhang mit der Piml-Expression untersucht. GemaR den Literaturangaben,
wonach Glioblastome h&ufiger bei Mannern auftreten, sind in unserer Untersuchungs-
gruppe zur Uberlebenszeitanalyse 47 mannliche Patienten (65,3 %) und 25 weibliche
Patienten (34,7 %) vertreten. Die Manner und Frauen der untersuchten Patientenkohorte
unterschieden sich weder hinsichtlich ihres Diagnosealters noch in ihrer Pim1-Expression.
Wahrend auch das Alter keinen Einfluss auf die Pim1-Expression zeigte, bestétigte sich
der bekannte Einfluss des Diagnosealters auf das Gesamtiiberleben®*. Altere Glioblastom-
Patienten wiesen eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit auf als die jingeren Patienten.
Ebenso Uberlebten Patienten, die keine postoperative Behandlung erhielten, signifikant
klrzer, als Patienten, welche die empfohlene Therapie nach RCTx, bestehend aus einer
kombinierten Radio-/Chemotherapie, erhielten. Interessanterweise bot auch die alleinige
postoperative Bestrahlung keinerlei Uberlebensvorteil fiir die Patienten verglichen mit den
postoperativ unbehandelten Patienten. Die lebenszeitverlangernde Wirkung einer kombi-
nierten Radio-/Chemotherapie wurde bereits in einer groRen Studie 2005 von Stupp et al.
gezeigt'® und bestatigte sich auch in unserer Patientenkohorte. Die Pim1-Expression unter-
schied sich in den einzelnen Behandlungsgruppen hingegen nicht signifikant. Lediglich in
der Gruppe der postoperativ unbehandelten Patienten zeigte sich eine leicht erhdhte Pim1-
Expression, die einher ging mit der zuvor beschriebenen verkiirzten Uberlebenszeit, was
ein Hinweis auf die prognostische Relevanz von Piml bei Glioblastom-Patienten sein
konnte. Die Pim1-Expression war weder geschlechtsspezifisch noch altersbedingt beein-
flusst und es konnte auch kein Zusammenhang mit der Behandlungsstrategie nachgewiesen

werden. Dieser Befund war entscheidend fiir die weitergehenden Analysen.

Der Resektionsstatus hat ohne Zweifel einen Einfluss auf das Gesamtiiberleben der
Patienten. Deshalb wird, wenn es die Lokalisation des Tumors zuldsst, immer eine Total-
resektion angestrebt, so dass im postoperativen Kontroll-MRT kein kontrastmittel-
aufnehmender Tumor mehr nachweisbar ist. Auch in unserer Patientenkohorte bestatigte
sich dies, da Patienten mit einer Totalresektion signifikant langer Uberlebten als Patienten,

die nur eine Subtotalresektion erhielten und deren zurlickbleibende Tumormasse somit bis
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zu 50 % der Gesamttumormasse betrug. In der Gruppe der Patienten, die eine Subtotal-
resektion erhielten, tberlebten die Patienten signifikant langer, die eine geringere Pim1-
Expression im resezierten Tumor aufwiesen, d. h. verblieb Tumormasse mit einer hohen
Pim1-Expression verstarben die Patienten signifikant friher. Um die prognostische
Relevanz von Pim1l auf das Gesamtiberleben der Glioblastom-Patienten n&her zu unter-
suchen, wurden zun&chst basierend auf der Piml1-Expression Mediananalysen durch-
geflihrt. Dabei zeigte sich, dass Patienten mit einer Pim1l-mRNA<Median signifikant
langer Uberlebten. Die entsprechenden Analysen fir den EGFR und c-Myc erbrachten
hingegen keinen signifikanten Uberlebensunterschied in Abhangigkeit von der medianen
mMRNA-Expression. Im nachsten Schritt wurden Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen auf
Grundlage der individuellen mRNA-Expression erstellt. Fiir Pim1 konnte ein signifikanter
Uberlebensvorteil fur Glioblastom-Patienten mit einer Pim1-mRNA-Expression unterhalb
des Medians nachgewiesen werden. Die Kurvenverldufe unterschieden sich besonders
stark im Zeitraum der ersten 450 Tage nach Diagnosestellung, was der vielfach
beschriebenen mittleren Gesamtiiberlebenszeit von 12-15 Monaten entspricht. Die Kaplan-
Meier-Analyse flr das Gesamtuberleben in Abhéngigkeit von der medianen EGFR- bzw.
c-Myc-Expression ergab keinen signifikanten Unterschied in den Kurvenverldufen. Die
Koexpression des EGFR verbunden mit einem Verlust der Expression von PTEN und
cyclinabhéngiger Kinasen wurde u. a. von Cohen et al. als lebenszeitverkiirzend beschrie-
ben'*®. Die alleinige Erhéhung der EGFR-Expression scheint jedoch kein prognostischer
Faktor fur das Gesamtiberleben von Glioblastom-Patienten zu sein. Lediglich fur die
c-Myc-Expression ergab sich bei Betrachtung der ersten 450 Tage eine Assoziation mit
dem Uberleben der Patienten, wobei eine niedrige c-Myc-Expression (c-Myc<Median) mit
einem langeren Uberleben einher ging. Alle Kaplan-Meier-Analysen zeigten eine Uber-
kreuzung der Uberlebenskurven nach circa 450 Tagen, so dass eine Genexpression, die bis
dahin mit einem langeren Uberleben assoziiert schien, nach diesem Zeitraum als prognos-
tisch unginstig galt. Um einen méglichen Zusammenhang zwischen der Uberkreuzung der
Uberlebenskurven und der Expression der analysierten Gene zu untersuchen, wurden in
weiterfuhrenden Kaplan-Meier-Analysen 4 Patientengruppen gebildet: 1.) Pim1 und EGFR
bzw. c-Myc<Median, 2.) Pim1l und EGFR bzw. c-Myc>Median, 3.) Piml<Median und
EGFR bzw. c-Myc>Median sowie 4.) Pim1>Median und EGFR bzw. c-Myc<Median. In
dieser Analyse zeigte sich, dass die Kurvenverldufe fir Pim1l und EGFR>Median bzw.
Piml1>Median und EGFR<Median nahezu identisch verliefen, d.h. exprimierten die

Patienten viel Pim1 (> Median) verstarben sie signifikant friiher und das unabhangig vom
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EGFR-Expressionstatus. Interessant ware in diesem Zusammenhang eine weitere Analyse,
die den Phosphorylierungs- und damit Aktivitatsstatus des EGFR berticksichtigt, da in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Stimulation des EGFR durch EGF die
Pim1-Expression erhoht. Die wenigen Patienten der beiden analysierten Patientengruppen,
die ein Giberdurchschnittlich langes Uberleben aufwiesen, erhielten alle eine Totalresektion,
das empfohlene Therapieschema RCTx und ihr Erkrankungsalter lag mit im Mittel 60
Jahren (Piml und EGFR>Median) bzw. 62 Jahren (Pim1>Median und EGFR<Median)
leicht unter dem mittleren Erkrankungsalter der gesamten Patientenkohorte. Das
Geschlecht hingegen schien keinen Einfluss zu haben, da sowohl Manner als auch Frauen
zu jenen Langzeituberlebenden gehdrten, Manner aber entsprechend der Gesamtkohorten-
haufigkeit etwas starker vertreten waren. Die Ergebnisse der kombinierten Kaplan-Meier-
Analyse fiir Patienten mit einer niedrigen Piml-Expression (>Median) ergab hingegen
unterschiedliche Kurvenverldaufe in Abhéngigkeit vom EGFR-mRNA-Status. Patienten, die
neben einer geringen Piml1-Expression (<Median) eine hohe EGFR-mRNA-EXxpression
(>Median) aufwiesen, verstarben friher als Patienten, die fur beide Gene eine niedrige
Expression zeigten. Dies lasst vermuten, dass in Glioblastomen mit niedriger Piml-
Expression dem EGFR-Expressionsstatus eine groRere Bedeutung hinsichtlich der Tumor-
progression zukommt. Interessanterweise zeigte sich aber auch hier der bekannte prognos-
tische Einfluss von Therapie und Alter bei Diagnosestellung auf das Gesamtiberleben. Die
Patienten, die Uberdurchschnittlich lange Uberlebten, erhielten alle die RCTx-Therapie und
bis auf einen Patienten jeweils eine Totalresektion. Das mittlere Erkrankungsalter dieser
Langzeittberlebenden lag mit 58 Jahren (Pim1 und EGFR <Median) bzw. 55 Jahren (Pim1
<Median und EGFR>Median) deutlich unter dem mittleren Erkrankungsalter der gesamten
Patientenkohorte. Des Weiteren spricht dieses Ergebnis dafiir, dass eine Uberexpression
der EGFR-mRNA nicht zwangslaufig in einer verstarkten Expression von Piml in Glio-
blastomen resultiert, da moglicherweise auf Ebene der EGFR-AKktivitét keinerlei Verande-
rungen verursacht werden. Zudem kann die Expression von Pim1 nebem dem EGFR auch
(iber andere Rezeptoren oder Stimuli wie z. B. Zytokine’™, Hormone™ oder im Zuge einer
Stressantwort’® induziert werden. Diese Signalwege konnten somit ebenfalls Einfluss auf

die Tumorprogression und damit die Uberlebenswahrscheinlichkeit nehmen.

Auch bei der kombinierten Kaplan-Meier-Analyse fir c-Myc und Piml verliefen die
Kurven fiir Piml und c-Myc>Median bzw. Pim1>Median und c-Myc<Median nahezu

identisch. Dies bedeutet, dass das Uberleben der Patienten zwar durch die Piml-
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Expression beeinflusst wird, es jedoch keinen Hinweis auf die gleichzeitige Modulation
durch die c-Myc-Expression gibt.

Eine niedrige Pim1-Expression zeigte in allen Analysen lediglich in den ersten 500 Tagen
einen Uberlebensvorteil fir die Glioblastom-Patienten gegeniiber jenen Patienten mit einer
hohen Piml1-Expression im Tumor. Dies zeigt auf, dass trotz der nachgewiesenen
Regulation von Piml (ber den EGFR und einer in der Fachliteratur beschriebenen
Kooperation mit c-Myc noch weitere Faktoren die Uberlebenszeit der Patienten beein-
flussen miissen und so mdglicherweise Tumorsubgruppen existieren. Derartige Tumorsub-
gruppen konnten erklaren, warum einige wenige Patienten trotz einer sehr hohen Pim1-
Expression ein (iberdurchschnittlich langes Uberleben von bis zu 1700 Tagen (entspricht
circa 4,5 Jahren) besitzen. Als prognostisch glinstig auf das Gesamtiiberleben konnte auch
in dieser Studie ein jungeres Erkrankungsalter und eine Totalresektion des Tumors nach-
gewiesen werden. Der Allgemeinzustand der Patienten, das VVorhandensein von Komorbi-
ditaten sowie die Klassifizierung in histologische Glioblastom-Subtypen, die beispiels-
weise fur eine hohe oligodendrogliale Differenzierung eine bessere Prognose beschei-
nigen®’, waren jedoch nicht Gegenstand dieser Untersuchungen. Desweiteren wére es
mdoglich, dass eine Vielzahl dysregulierter Gene und Signaltransduktionswege in den Glio-
blastom-Zellen Einfluss auf die zellularen Wirkungen einer Pim1-Uberexpression nehmen.
Eine gegeniiber dem gesunden Vergleichsgewebe erhdhte Pim1-Expression wurde z. B. in
kleinzelligen Lungenkarzinomen® und Pankreaskarzinomen® als prognostisch giinstig
beschrieben, wahrend eine erhdhte Pim1-Expression u.a. in Osophaguskarzinomen*,

% mit einer schlechten

Blasenkarzinomen® und Karzinomen des Kopf-/Halsbereiches'
Prognose und einem verminderten Ansprechen auf die Tumortherapie assoziiert wurde.
Somit scheint eine Pim1-Uberexpression unterschiedliche Auswirkungen auf die Tumor-
progression zu haben, die abhangig ist vom Tumortyp und auch dem Zusammenspiel der
dysregulierten Signaltransduktionswege in den Tumorzellen. In der vorliegenden Arbeit
konnte nun nachgewiesen werden, dass die Pim1-Expression in Glioblastomen gegeniiber
dem Normalhirngewebe erhoht ist und sich diese Hochregulation in den meisten Patienten
als prognostisch ungunstig erweist. Zudem konnten wir zeigen, dass eine Hemmung von
Piml das Wachstum von Glioblastom-Zellen in vitro beeintrachtigt. Die Daten der
vorliegenden Arbeit sprechen somit daflr, dass Pim1 ein relevantes Zielmolekul fir die
Glioblastomtherapie darstellen kénnte. Wahrend eine Uberexpression von Pim1 in Glio-
blastomen erstmalig von unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen wurde, konnten

Weirauch et al. erst kirzlich in subkutanen Tumoren in Mausen, die durch U87MG-Zellen
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induziert wurden, zeigen, dass eine spezifische Inhibierung der Pim1-Expression durch
sogenannte small interfering RNAs zu signifikant kleineren Tumoren in vivo fihrt™*°. Im
Gegensatz zu dem von Weirauch et al. verwendeten subkutanen Tumormodell wurde in
dieser Arbeit ein orthologes Glioblastom-Tumormodell in C57BL/6-Mausen gewahlt, um
invivo die Auswirkungen einer pharmakologischen Inhibition von Pim1 auf das intra-
zerebrale Tumorwachstum zu untersuchen. Hierfur wurden murine GL261-Zellen
stereotaktisch und standardisiert in das Mausegehirn injiziert. Der Tumor, aus dem diese
Zelllinie isoliert wurde, wurde 1939 von Seligmann und Shear durch intrakranielle
Verabreichung des Karzinogens 20-Methylcholanthren ebenfalls in C57BL/6 M&usen
erzeugt, replantiert und schlieBlich als stabile murine Glioblastom-Zelllinie GL261
etabliert™. Diese Zelllinie wurde bewusst fur dieses Tumormodell gewahlt, da sie in vivo
histopathologische und biologische Eigenschaften von humanen Glioblastomen aufweist,
wie z. B. nekrotische Areale und abnorme GeféRstrukturen, aber auch das palisadenartige
Wachstum der Tumorzellen und die Migration einzelner Tumorzellen ins umgebende
Hirnparenchym®. GL261 ist deshalb die am haufigsten verwendete Zelllinie zur Unter-
suchung von subkutanen und intrakraniellen Glioblastom-Tumormodellen®®. Des Weiteren
machte es der murine Ursprung der Zellen moglich, mit immunkompetenten Mé&usen zu
arbeiten. Dies erscheint sinnvoll, da auch dem Immunsystem vermutlich eine wichtige
Bedeutung im Rahmen der Progression von Glioblastomen zukommt. Die Visualisierung
der Tumorbildung und die TumorgroRenbestimmung erfolgten mittels MRT (Magnet-

Resonanz-Tomographie).

Beim MRT wird die Magnetisierung von Wasserstoffatomen im biologischen Gewebe
durch das Einstrahlen einer Radiowelle gedndert. Nach Beendigung des Impulses re-
laxieren die Protonen und die aufgenommene Energie wird als Welle wieder abgegeben.
Die Intensitat dieser Energie ist je nach Gewebeart und -zusammensetzung unterschiedlich
und wird in verschiedenen Graustufen in der MRT-Aufnahme visualisiert. Man unter-
scheidet die Relaxation der Wasserstoffatome in T1- und T2-gewichtete MRT-Sequenzen,
die je nach Fragestellung unterschiedliche Informationen liefern. T1 beschreibt die Spin-
Gitter-Relaxationszeit, die sogenannte L&ngsrelaxationszeit, bei der die Protonen ihre
Energie an das umgebende Gitter abgeben. T2 ist die Spin-Spin-Relaxationszeit, die soge-
nannte Querrelaxation, bei der eine Desynchronisierung der Protonen stattfindet, ohne
Abgabe von Energie an das Gitter. In der T1-Gewichtung erscheint Fettgewebe, aber auch
myelinreiches Hirngewebe, hell und Wasser dunkler. Bei der T2-Gewichtung stellt es sich

umgekehrt dar: Fettgewebe ist dunkler und Wasser heller. Besonders im Gehirn bietet das
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MRT einen hohen Weichteilkontrast und ist somit Mittel der Wahl fiir die Diagnostik™".
Um den sich entwickelnden Tumor im Mausgehirn noch deutlicher vom gesunden Tumor-
gewebe abgrenzen zu kénnen, wurde das Kontrastmittel Gadovist® verwendet, das auch in
der humanen Hirntumordiagnostik zum Einsatz kommt. Das darin enthaltene Gadolinium
ist ein paramagnetisches Element mit ungepaarten Elektronen, das ein dauerhaftes magne-
tisches Moment besitzt und u. a. die T1-Relaxationszeit herabsetzt. Gadolinium kann auf
Grund seiner hohen Toxizitat und der starken Anreicherung in den Knochen und der Leber
nicht in der ionischen Form appliziert werden. Es wird in vivo chelatiert verabreicht, da es
in dieser Form thermisch und kinetisch hoch stabil und somit untoxisch vorliegt**2. Durch
die pathologisch verénderten BlutgefaRe im Bereich des Glioblastoms kann dieses groRe
Chelat dennoch die Blut-Hirn-Schranke tbertreten und sich im Tumor anreichern**®. In der
T1-gewichteten, gadoliniumverstarkten MRT-Sequenz lasst sich so der hell erscheinende
Tumor vom umgebenden Hirnparenchym abgrenzen. In der Verlaufskontrolle wurden
Tumoren ab einer GréRe von 1,5 mm? in die Versuchsgruppen eingeschlossen und mit der
oralen Substanzgabe begonnen. Dabei unterschieden sich die 3 Behandlungsgruppen
(Kontrolltiere, TCS-Tiere und SGI1776-Tiere) zu Behandlungsbeginn weder hinsichtlich
der TumorgréRe noch im Kdérpergewicht signifikant. Wahrend das Kérpergewicht in den
beiden Piml-Inhibitor-Substanzgruppen uber den Zeitraum der Substanzgabe von
12 Tagen stabil blieb, hatten die Tiere der Kontrollgruppe teilweise einen dramatischen
Gewichtsverlust zu verzeichnen, der zudem mit einem verschlechterten Allgemeinzustand
der Tiere einherging und somit ein entscheidendes Kriterium fir die Wahl der Versuchs-
dauer darstellte. Alle Tiere bekamen Uber einen Zeitraum von 12 Tagen alle 2 Tage die
Substanz bzw. die Losemittelkontrolle oral verabreicht. Der spezifische Pim1-Inhibitor
TCS zeigte in dieser Tierstudie eine signifikante Reduktion der Tumorgrofien, so dass bei
2 Tieren am Tag 12 der Behandlung kein Tumor mehr im Kontroll-MRT nachgewiesen
werden konnte. Lediglich ein Tier der TCS-Gruppe zeigte einen Tumorprogress verglichen
mit dem Tag O der Substanzgabe. Dieses Tumorwachstum war dennoch geringer als in
allen Kontrolltieren, so dass die Hemmung des Tumorwachstums durch eine Pim1-Kinase-
inhibition mittels TCS einen neuen potentiellen therapeutischen Ansatz fiir die Behandlung
von Glioblastomen darstellen kdnnte. Der als unspezifisch geltende Pim-Inhibitor SGI11776
zeigte bezliglich des Tumorwachstums inhomogenere Ergebnisse. Bei zwei Tieren ver-
kleinerte sich der Tumor Uber den Behandlungszeitraum, ein Tier zeigte einen leichten und
drei weitere Tiere einen deutlichen Tumorprogress. Eine Ursache daflir koénnte die

Inhibition mehrerer Kinasen sein, von denen bisher neben Pim1 z. B. auch Pim2, Pim3 und
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FLT3 (receptor-type tyrosin kinase) vom Hersteller genannt werden™*. Dabei ist schwer
vorherzusagen, ob eine Hemmung all dieser Signalwege und die dadurch induzierten mole-
kularen Veranderungen synergistisch mit einer Piml1-Inhibition wirken oder ob auch
tumorférdernde Mechanismen aktiviert werden konnten. Zusatzlich gilt fur beide
Substanzen zu beachten, dass bei einer oralen Applikation viele Biomembranen tber-
wunden werden mussen, damit letztendlich im Tumor eine Wirkung erzielt werden kann.
Neben den natirlichen Zellbarrieren beeinflussen auch Enzyme und Transportproteine, die
in ihrer Expression einer interindividuellen Diversitéat unterliegen, die Bioverfligbarkeit am
Wirkort. Es wurden in dieser Studie keine kinetischen Untersuchungen diesbeziiglich
durchgefihrt. Die Dosierung beider Substanzen und auch die Wahl des Ldsungsmittels
Dextrose orientierte sich an einer Tierstudie von Chen et al., die in einem subkutanen
AML-Mausmodell mit SCID (severve combined immunodeficiency)-Méausen die Wirkung
von SGI1776 auf das Wachstum der Tumoren untersuchten®®. Fiir TCS gab es zum Zeit-
punkt dieser Studie allerdings noch keine in vivo-Studien und daher erfolgte die Dosierung
in Anlehnung an die von SGI1776. Die vorliegende Tierstudie unter Verwendung von TCS
zeigt somit erstmals die potentielle Bedeutung von Pim1 als Zielmolekil im Rahmen einer
therapeutischen Intervention beim Glioblastom. Es erscheint daher von groRem Interesse,
in weiteren Studien diesen wichtigen Befund ndher zu charakterisieren und beispielsweise
auch die Funktion von Pim1 fir die sogenannten glioma stem cells zu untersuchen. Dabei
sollten auch die genauen Mechanismen aufgeklart werden, durch die eine Hemmung von
Pim1 das Glioblastomwachstum unterdriickt bzw. den Untergang von Tumorzellen auslst,
um einerseits beurteilen zu kénnen, welche Patienten von einer zielgerichteten Therapie

profitieren, und andererseits geeignete Kombinationstherapien zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung

Glioblastome sind die hdaufigsten hirneigenen Tumoren im Erwachsenenalter. Trotz
intensiver Forschung und multimodaler Therapie geht die Erkrankung noch immer mit
einer &uRerst schlechten Prognose und einer mittleren Uberlebenszeit von nur 12-15
Monaten einher. Umso wichtiger ist die Suche nach neuen therapeutischen Strategien unter
Einbeziehung von tumorspezifischen Zielstrukturen. In diesem Zusammenhang sind onko-
gene Kinasen in den letzten Jahren zunehmend in den Mittelpunkt neuer Therapieansatze
geriickt, da fiir viele Tumorentititen gezeigt werden konnte, dass die Uberexpression
einzelner Kinasen wesentlich zur Tumorprogression beitragt. Im Gegensatz zu anderen
Tumoren gab es bislang keinerlei Daten zur Expression und Funktion der onkogenen
Kinase Pim1 bei Glioblastomen. Daher sollte die Bedeutung von Pim1 flr die Pathogenese
des Glioblastoms im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine bis dato nicht beschriebene signifikant erhohte
Pim1-Expression in Glioblastom-Patientenproben gegeniber den nicht-malignen Normal-
hirngeweben nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur erhéhten c-Myc- und EGFR-
Expression in Astrozytomen Grad Il und Ill, war keine Pim1-Uberexpression in diesen
niedriggradigen Astrozytomen nachweisbar. Die Spearman-Korrelationsanalyse der
MRNA-Expressionen ergab fur Piml und den EGFR bzw. Piml und dem Transkrip-
tionsfaktor c-Myc jeweils eine signifikant positive Korrelation, die fur den EGFR und
Pim1l auch auf Proteinebene bestétigt werden konnte. Dies wies auf eine mogliche
Regulation von Pim1 (ber den EGFR hin, die auch in in vitro-Untersuchungen in LN18-
Glioblastom-Zellen auf mRNA- und Proteinebene u. a. durch die Stimulation mit EGF und
dem Einsatz von EGFR-Kinaseinhibitoren gezeigt werden konnte. Der spezifische SIRNA-
vermittelte knockdown von Pim1 in LN18-Zellen zeigte eine essentielle Rolle von Pim1 fir
das Zelliiberleben auf, da sich die Zellviabilitdt im Vergleich zu den Kontrollzellen etwa
halbierte. Der kombinierte knockdown von Pim1 und dem EGFR verstarkte diesen Effekt

und wies auf einen Synergismus zwischen Pim1 und dem EGFR hin.

Interessanterweise war die Piml1-Expression in den EGFRvIlI-positiven Glioblastomen
gegenuiber den EGFRwt-exprimierenden Tumoren signifikant erhoht, was auf eine unter-

schiedliche Regulation von Pim1 in Abhé&ngigkeit vom EGFR-Status hindeuten konnte.

Die Pim1-Expression zeigte sich in der untersuchten Patientenkohorte weder alters- noch

geschlechtsabhangig und stand auch nicht im Zusammenhang mit der postoperativen
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5 Zusammenfassung

Therapie. Es lieB sich jedoch ein signifikanter Uberlebensvorteil fir Patienten nachweisen,
die eine Pim1-Expression unterhalb des Medians aufwiesen und das sowohl in der Median-
als auch in der Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse. Fiir den EGFR und c-Myc konnte dies
hingegen nicht gezeigt werden. Auffallig war jedoch in allen Analysen, dass sich die
Uberlebenskurven nach circa 450 Tagen, was der mittleren Uberlebenszeit von etwa
15 Monaten entspricht, tberkreuzten und einige wenige Patienten trotz einer sehr hohen
Pim1-mRNA-Expression Uberdurchschnittlich lange Uberlebten. Die zugrunde liegenden
Ursachen bleiben bislang ungeklart und bedurfen weiterer Untersuchungen. Kombinations-
analysen zeigten zudem, dass eine hohe Pim1-Expression sich sowohl bei einer niedrigen
als auch hohen c-Myc- bzw. EGFR-Expression als prognostisch unginstig auswirkt und
somit eine Pim1-Uberexpression als isolierter negativer Faktor in Glioblastomen ange-

sehen werden kann.

AbschlieBend wurde in einem orthotopen, murinen Glioblastom-Modell der Einfluss einer
pharmakologischen Pim1-Inhibiton auf das Tumorwachstum in vivo untersucht, um die
zuvor erhobenen in vitro- und patientenbasierten Daten zu verifizieren. Fir den spezi-
fischen, ATP-kompetitiven Piml-Inhibitor TCS konnte ein signifikant vermindertes
Tumorwachstum gegeniiber den Kontrolltieren nachgewiesen werden, wobei bei zwei von
sechs Tieren zum Versuchsende im MRT kein Tumor mehr nachweisbar war. Fir den als
unspezifisch geltenden ATP-kompetitiven Pim-Inhibitor SGI1776 ergaben sich inkonsis-
tente Ergebnisse, da einige Tiere einen Tumorregress zeigten, andere wiederum einen
Tumorprogress. Im Mittel lag das Tumorwachstum jedoch auch fur die mit SGI1776
behandelten Tiere signifikant unter dem Tumorwachstum der ausschlieBlich mit Dextrose

behandelten Kontrolltiere.

Insgesamt betrachtet zeigen die Ergebnisse dieser Studie eine wichtige Rolle der Kinase
Piml in der Pathogenese von Glioblastomen. Pim1 kdnnte somit als potentielles Ziel-
molekdl fir die Glioblastom-Therapie von Bedeutung sein, insbesondere auch in Hinblick
auf eine Kombinationstherapie mit EGFR-Kinaseinhibitoren, um das Uberleben von

Glioblastom-Patienten in Zukunft zu verbessern.
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