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Zusammenfassung

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass der Onkometabolit D-2-Hydroxyglutarat (D-2-HG) zu
einer kompetitiven Hemmung des o-Ketoglutarat-abhéngigen Reparaturenzyms AlkB Homolog 2
(ALKBH2) in [IDHI-R132H-mutierten Gliomzellen und hierdurch zur Reduktion der ALKBH2-
vermittelten Resistenzbildung gegeniiber DNA-Alkylanzien fiihrt. /DHI-Mutationen kommen in
Oligodendrogliomen und diffusen astrozytiren Gliomen einschlielich eines Teils der Glioblastome vor.
Sie fiihren statt der Bildung von a-Ketoglutarat (a-KG) zur Bildung von D-2-Hydroxyglutarat (D-2-HG).
Zur Untersuchung der o.g. Hypothese wurden die Glioblastomzelllinien A-172, LN-18, LN-229 und U-87
MG mit einem Plasmid, welches entweder das IDH1-Wildtyp (Wt) oder das IDH1-R132H mutierte Protein
kodiert, stabil transfiziert. Die IDHI-Wt- oder IDH1-R132H-transfizierten Glioblastomzelllinien wurden
mit den Zytostatika Doxorubizin, Lomustin (CCNU) oder den beiden monofunktionalen DNA-Alkylanzien
Methylmethansulfonat (MMS) und Temozolomid (TMZ) behandelt und die Sensitivitidt gegeniiber diesen
Zytostatika mittels Zytotoxizitdtsassays bestimmt. Entsprechend der Hypothese einer Hemmung von
ALKBH2 durch D-2-HG wurde ein stirkeres Ansprechen der [IDHI-R132H-transfizierten
Glioblastomzellen auf MMS nach 1-stiindiger Behandlung im Konzentrationsbereich von 3-6 mM und nach
anschlieBender 48-stiindiger Kultivierung der Zellen gefunden. Im Gegensatz hierzu war bei der
kontinuierlichen Behandlung der Zellen mit MMS bzw. TMZ {iber 10 Tage kein Unterschied zwischen den
IDHI-Wt- und den IDHI-R132H-transfizierten Zellen vorhanden. Bei diskontinuierlicher wie auch bei
kontinuierlicher Behandlung der Zellen mit MMS lie3 sich weder beziiglich der relativen Protein- noch der
relativen mRNA-Expression von ALKBH2 ein Unterschied zwischen IDHI-Wt- und [IDHI-R132H-
transfizierten Glioblastomzellen feststellen. Die fiir IDHI-R132H-transfizierte Glioblastomzellen
beobachtete erhohte Zytostatikaempfindlichkeit war in Zelllinien mit 7P53-Mutation und/oder Expression
des DNA-Reparaturenzyms O°-Methylguanin DNA-Methyltransferase (MGMT) nicht nachweisbar. Das
Protein p53 ist an der Regulation der Expression des Enzyms ALKBH?2 beteiligt. Der fehlende indirekte
Nachweis einer Funktionsminderung von ALKBH?2 in /DH-R132H-transfizierten Glioblastomzellen mit
TP53-Mutation spricht fiir eine durch die 7P53-Mutation vermittelte Storung der Expressionsregulation von
ALKBH2, welche unabhidngig vom IDHI-Mutationsstatus ist. Die Beobachtung, dass nur MGMT-
defiziente Glioblastomzellen mit /DHI-Mutation stirker auf MMS reagierten, weist auf die dominante
Bedeutung von MGMT fiir die Resistenz von Gliomzellen gegeniiber DNA-Alkylanzien hin. Die
Ergebnisse dieser Arbeit konnten bedeuten, dass Patienten, deren Tumoren zusatzlich zu einem Verlust der
MGMT-Expression durch Hypermethylierung des MGMT-Promotors eine Mutation von 7P53 und/oder
IDH1 aufweisen, stiarker von einer Therapie mit Temozolomid profitieren als Patienten, deren Tumoren die
entsprechenden Mutationen nicht aufweisen. Diese Hypothese passt zu der klinischen Beobachtung, dass

IDHI-mutierte Gliome besser auf Chemotherapie ansprechen als /DHI-Wildtyp Gliome.



Abstract

This dissertation proposes and tests the hypothesis that the oncometabolite D-2-hydroxyglutarate (D-2-HG)
competitively inhibits the a-ketoglutarate (a-KG)-dependent repair enzyme AlkB homolog 2 (ALKBH?2) in
IDHI-R132-mutant cells and that this inhibition results in a reduced ALKBH2-mediated resistance towards
monofunctional alkylating agents. /DHI mutations are common in oligodendrogliomas and in diffuse
astrocytic gliomas including some glioblastomas. They lead to the production of D-2-HG instead of a-KG.
To test the proposed hypothesis, the glioblastoma cell lines A-172, LN-18, LN-229, and U-87 MG were
transfected with plasmid DNA that encoded either the /DH-R132H mutant or the /DH-wildtype (IDH1-
Wt) sequences. The IDHI-Wt- or IDHI-R132H-transfected glioblastoma cell lines were treated with the
cytostatic substances doxorubicine, lomustine or the two monofunctional alkylating agents
methylmethanesulfonate (MMS) and temozolomide (TMZ). The sensitivity of glioblastoma cells towards
these agents was determined by cytotoxicity assays. In accordance with the hypothesis that ALKBH2 would
inhibit D-2-HG, a 1-hour treatment of cells with MMS at concentrations of 3-6 mM and an ensuing cell
culturing over 48 hours resulted in a stronger response of /DH-R132H-transfected glioblastoma cells.

In contrast, continuous treatment of cells with MMS or TMZ over a period of 10 days did not show different
responses in /IDHI-Wt- compared to /DH1-R132H-transfected cells. Neither discontinuous nor continuous
treatment of cells with MMS resulted in a different relative protein or mRNA expression of ALKBH2 in
IDHI-Wt- and IDHI-R132H-transfected glioblastoma cells. In contrast to the results with /DH/-R132H-
transfected glioblastoma cells, an increased sensitivity to cytostatic agents was not detected in glioblastoma
cell lines with a TP53 mutation and/or expression of the DNA repair enzyme O°-Methylguanin DNA-methyl
transferase (MGMT). The protein p53 is involved in the regulation of the enzyme ALKBH2. The missing
indirect evidence of an impaired function of ALKBH?2 in /DHI-R132H-transfected glioblastoma cells with
a TP53 mutation suggests a disturbed regulation of the expression of ALKBH2 that is induced by the 7P53
mutation and is independent of the mutation status of /DHI. The observation that exclusively MGMT-
deficient glioblastoma cells with an /DH1-R132H-mutation reacted stronger to MMS suggests that MGMT
is of predominant importance for the resistance of glioma cells to DNA-alkylating agents. The results of
these experiments may imply that patients with glioblastomas that not only have a loss of MGMT expression
by hypermethylation of the MGMT promotor but also a mutant 7P53 and/or IDHI gene take more benefit
from therapy with temozolomide than patients without such mutations. This hypothesis fits with the clinical
observation that gliomas with /DH] mutations are more sensitive to chemotherapeutic agents than /DHI-

wildtype gliomas.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Klassifikation der Gliome

Das Glioblastom ist der hdufigste bosartige hirneigene Tumor bei Erwachsenen. Der Tumor wurde mit
einer Inzidenz von 3,19 Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohnern im Jahr 2007-2011 in den
Vereinigten Staaten von Amerika diagnostiziert [1]. Die einzigen gesicherten é&tiologischen
Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Glioblastoms sind die Exposition gegeniiber ionisierenden
Strahlen sowie seltene Erbkrankheiten wie das Li-Fraumeni-Syndrom und das Turcot-Syndrom [2].
Aufgrund des sehr aggressiven und infiltrativen Wachstumsmusters haben Patienten mit einem
Glioblastom selbst bei optimaler Therapie eine ungiinstige Prognose, d.h. das mediane Uberleben der
Patienten liegt im Bereich von lediglich 12 — 16 Monaten nach Diagnosestellung. Insgesamt iiberleben

je nach Studie weniger als 5 % der Patienten mehr als 5 Jahre nach Diagnosestellung [3], [4].

Klinisch fallen Patienten mit einem Glioblastom durch verschiedene Symptome auf, darunter
insbesondere Kopfschmerzen, neu auftretende epileptische Anfille, fokale neurologische Ausfille
und/oder Personlichkeitsverdnderung [5]. Die Symptome sind abhingig von der Tumorlokalisation und
der Ausprigung eines perifokalen Odems, welches als Reaktion des umliegenden Gehirnparenchyms

auf den Tumor entsteht und zu einer Kompression strukturell angrenzender Gewebe fiihren kann.

Glioblastome wurden lange Zeit in primédre und sekundére Glioblastome unterteilt [6]. Primére
Glioblastome entwickeln sich de novo direkt aus neuroepithelialen Stamm- und/oder -Vorlauferzellen
und treten meist im Alter zwischen 50 und 70 Jahren auf. Sekundire Glioblastome entstehen aus diffusen
astrozytdren Gliomen von niedrigerem Malignitdtsgrad durch progressive Malignisierung. Der
Altersgipfel liegt bei ca. 40 Jahren. Bis 2016 wurden Gliome hauptsdchlich nach ihrem histologischen
Phénotyp in Astrozytome, Oligoastrozytome und Oligodendrogliome eingeteilt und es wird ein
sogenanntes Grading durchgefiihrt. Diffuse Astrozytome (WHO-Grad II) zeigen eine erhéhte Zelldichte
verglichen mit normalem zentralnervosem Gewebe. Bei anaplastischen Astrozytomen (WHO-Grad III)
ist die Zelldichte weiter erhoht. Zusidtzlich zeigen die Tumorzellen eine vermehrte Zell- und
Kernpleomorphie, d.h. das Erscheinungsbild der Zellen ist heterogener. Auch ist die mitotische und
proliferative Aktivitdt hoher als bei diffusen Astrozytomen. Glioblastome, die grundsétzlich dem WHO-
Grad IV entsprechen, zeigen zusétzlich zu diesen Verdnderungen, die zudem stirker ausgeprigt sind als

bei den WHO-Grad II- und WHO-Grad III-Tumoren, pathologische glomerulum- und girlandenférmige



GefaBproliferate und Tumorgewebsnekrosen. Letztere konnen sowohl flachenhaft als auch strichformig
sein [7].

Durch neue Methoden zur Analyse epigenetischer sowie molekulargenetischer Alterationen von
Gliomen, wie z.B. die Bestimmung der DNA-Methylierungsprofile sowie der Next-Generation-
Sequenzierung, konnten neue molekulare Biomarker gefunden werden, durch deren Bestimmung die
Klassifikation von Gliomen verbessert werden konnte und die deshalb Eingang in die aktuelle WHO-
Klassifikation der Tumoren des zentralen Nervensystems gefunden haben [7] [8]. In der aktuellen
WHO-Klassifikation werden Gliome daher sowohl nach ihrem Phénotyp als auch nach ihrem Genotyp
eingeteilt, wobei sich abzeichnet, dass letzteres fiir die Prognose und Behandlung der Patienten von
groferer Bedeutung ist [9] [10]. Oligodendrogliome zum Beispiel weisen genetisch eine /DHI- oder
deutlich seltener eine IDH2-Mutation auf, auBBerdem einen durch eine unbalanzierte Translokation
(t (1;19) (q10; p10)) entstehenden kombinierten Verlust des kurzen Armes von Chromosom 1 und des
langen Armes von Chromosom 19. Diffuse Astrozytome weisen dagegen eine IDHI- oder IDH2-
Mutation sowie einen Verlust der nukleéren Expression von ATRX, aber keine Kodeletion von 1p und
19q auf und werden nach histologischen Kriterien in diffuse Astrozytome, /DH-mutiert (WHO-Grad II)
und anaplastische Astrozytome, /DH-mutiert (WHO-Grad III) unterteilt [11].

Die Diagnose Oligoastrozytom sollte nach den aktuellen Kriterien insgesamt nur noch gestellt werden,
wenn molekulargenetische Analysen nicht aufschlussreich waren und somit eine genaue Einteilung
nicht moglich ist [12] [13]. Zudem kristallisieren sich bei der Analyse der Genotypen Mutationsmuster
heraus, die Aufschluss iiber eine unterschiedliche Karzinogenese der verschiedenen Entititen der

Gliome geben [14].

1.2 Charakteristische molekulargenetische Alterationsmuster in Gliomen

Die Karzinogenese ist ein sehr komplexer und teilweise noch nicht verstandener Prozess. In der
gingigsten Theorie der Karzinogenese wird angenommen, dass fiir die Entstehung einer Tumorzelle
eine Akkumulation von Mutationen in Tumorsuppressorgenen und/oder Proto-Onkogenen notwendig
ist [15]. Bei Tumorsuppressorgenen handelt es sich um Gene, welche einer Tumorentstehung
entgegenwirken. Typischerweise sind Mutationen in beiden Allelen des Genes notwendig, um den
Phénotyp zu beeinflussen [16]. Tumorsuppressorgene lassen sich nach ihrer Funktion in die drei
verschiedenen Hauptgruppen Caretaker-Gene, Gatekeeper-Gene [17] [16] und Landscaper-Gene [18]
einteilen. Caretaker-Gene kodieren Proteine, welche bei der Stabilisierung des Genoms eine Rolle
spielen. Wichtige Vertreter dieser Gruppe sind DNA-Reparatur-Enzyme (siehe Abschnitt 1.5).
Gatekeeper-Gene kodieren Proteine, die fiir eine Balance von Zellproliferation und Zelltod sorgen und

typischerweise gewebsspezifisch sind. Landscaper-Gene sind Tumorsuppressorgene, bei welchen
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Mutationen zur Bildung einer sogenannten Tumor-Mikroumgebung fiihren. Die Tumor-
Mikroumgebung fordert das Tumorwachstum, z.B. durch Gefif3bildung. Einige Gene kodieren fiir
multifunktionale Proteine und fungieren sowohl als Gatekeeper-Gene als auch als Caretaker-Gene.
Hierzu zihlt zum Beispiel das Tumorprotein p53 [19].

Das Gegenstiick zu Tumorsuppressorgenen bilden Proto-Onkogene. Meist fiihrt bereits eine einzige
Mutation in diesen Genen zu einer Verstiarkung der Aktivitit der von ihnen kodierten Proteine. Diese

wiederum fordern die Karzinogene, z.B. durch eine verstirkte Stimulation der Zellproliferation [20].

Bei der maligen Transformation und Progression von glialen Zellen sind multiple onkogene Signalwege
identifiziert worden, welche ebenfalls einen Einfluss auf die Prognose und Therapie nehmen. Zu den
klassischen Signalwegverdnderungen in Gliomen, welche in Bezug auf die hier vorgelegten
Experimente besonders relevant sind, zdhlen Mutationen in DNA-Reparaturenzymen (Caretaker-Gene)
und Mutationen von T7P53 (Caretaker-Gene sowie Gatekeeper-Gene), wobei insbesondere die

Caretaker-Funktion von TP53 als Rekrutierer von Reparaturenzymen eine wesentliche Rolle spielt [21].

1.3 Relevante prognostische und priadiktive Marker bei Gliomen

Patienten, die an einem Glioblastom erkrankt sind, erhalten wenn mdglich eine multimodale Therapie,
welche die neurochirurgische Tumorresektion und die adjuvante Radiochemotherapie umfassen. Eine
vollstindige Resektion des Tumorgewebes ist wegen eines sehr infiltrativen Tumorwachstums meistens
nicht moglich. Aus diesem Grund hat die adjuvante Radiochemotherapie zur Verldngerung des
rezidivfreien Intervalls und der absoluten Uberlebenszeit einen besonderen Stellenwert [22]. Ein
Hauptproblem der Radiochemotherapie ist die haufige Resistenzbildung der Tumorzellen wéhrend der

Behandlung [23].

1.3.1 Bedeutung der Hypermethylierung des MGMT-Promotors
Die Standardtherapie fiir Patienten mit einem neu diagnostizierten Glioblastom erfolgt nach
weitestmoglicher neurochirurgischer Resektion des Tumors entsprechend dem sogenannten Stupp-
Protokoll [24]. Dieses Protokoll umfasst eine sechs Wochen dauernde Radiochemotherapie bestehend
aus einer Strahlentherapie mit insgesamt 60 Gy (liber 6 Wochen an 5 Tagen mit jeweils 2 Gy) und einer
Chemotherapie mit Temozolomid (75 mg/m? Korperoberflidche fiir 7 Tage pro Woche) wihrend der
gesamten Dauer der Strahlentherapie. Diese Radiochemotherapie wird dann von 6 Zyklen
Chemotherapie mit Temozolomid gefolgt (150 bis 200 mg/ m? Kérperoberflache fiir fiinf Tage alle 28
Tage). Bei Temozolomid handelt es sich um ein DNA-alkylierendes Chemotherapeutikum, welches
hauptsichlich durch Methylierung von Guanin an Position O° und N7 zelltoxisch wirkt [25].
3



Korperzellen werden vor der kanzerogenen Eigenschaft von Temozolomid durch das Enzym O°-
Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) geschiitzt. Hierbei handelt es sich um ein DNA-
Reparaturenzym, das Alkyl-Gruppen von der OS-Position des Guanins entfernen kann. In
Glioblastomzellen fiihrt eine erhohte Expression des Reparaturenzyms MGMT zu einer
Resistenzbildung der Zellen gegeniiber Temozolomid [26]. Bei vielen Tumorarten wurde eine
Hypermethylierung der Promotorregion des MGMT-Gens gefunden [25]. Die Hypermethylierung der
Promotorregion verdndert die Chromatinstruktur, so dass die Bindungsfdhigkeit von
Transkriptionsfaktoren behindert wird und die Gentranskription nicht mehr oder nur vermindert erfolgen

kann, ein Mechanismus der auch als epigenetic gene silencing bezeichnet wird [27], [28].

Beim Glioblastom besitzt die Hypermethylierung des MGMT-Promotors einen hohen Stellenwert als
prognostischer und pradiktiver Marker und wird daher in der klinischen Praxis standardméifig in den
Tumorzellen bestimmt. Liegt eine Hypermethylierung des MGMT-Promotors in den Tumorzellen vor
und erhilt der Patient eine adjuvante Radiochemotherapie, lebt er durchschnittlich 6 Monate langer als
ein Patient, der an einem Glioblastom ohne eine Hypermethylierung des MGMT-Promotors erkrankt ist
[29]. Die Hypermethylierung des MGMT-Promotors spielt zudem eine wichtige Rolle als pradiktiver
Marker bei der Therapiewahl von élteren Patienten mit einem Glioblastom. Bei dieser Patientengruppe
profitieren nur solche von einer Chemotherapie bei denen die Tumorzellen eine Hypermethylierung des
MGMT-Promotors aufweisen [30], [31]. In der aktuell publizierten NOA-09-Studie kristallisierte sich
heraus, dass Glioblastompatienten, deren Tumoren eine MGMT-Promotor-Hypermethylierung
aufweisen von einer intensivierten Chemotherapie mit der ebenfalls alkylierenden Substanz CCNU in

Kombination mit Temozolomid profitieren [32].

1.3.2  Stellenwert der IDH-Mutation

Im Rahmen einer genomweiten Mutationsanalyse in 22 Glioblastomen identifizierten Parsons und
Kollegen [33] im Jahr 2008 in rund 12 % der Glioblastome somatische Mutationen in dem fiir die
Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDHI) kodierenden Gen. Diese Mutationen in /DHI wurden in 83 % der
sekundédren Glioblastome nachgewiesen. Im Gegensatz dazu zeigten nur ca. 7 % der priméren
Glioblastome eine [DHI-Mutation. Patienten mit [/DHI-mutierten Glioblastomen waren
durchschnittlich jiinger als Patienten, deren Tumoren keine /DHI-Mutation aufwiesen, und hatten
zudem eine bessere Prognose (3,8 Jahre versus 1,1 Jahre Gesamtiiberleben) [34]. Die Autoren konnten
auflerdem nachweisen, dass Mutationen in /DH1 tiberzufallig hdufig mit Mutationen in 7P53 assoziiert
vorkommen. Da bekannt ist, dass Patienten mit einem Glioblastom mit einer Mutation in 7P53 ebenfalls
eine bessere Prognose haben, wurden Patienten mit Glioblastom mit oder ohne Mutation in 7P53 separat

analysiert und die Uberlebenszeiten von Patienten mit Tumoren mit /DH-Mutation verglichen. Dabei



zeigte sich, dass Patienten mit einer /DH1-Mutation ohne 7P53-Mutation ebenfalls langer tiberlebten.

Diese Daten legten nahe, dass die /[DH/-Mutation einen unabhéngigen Prognosefaktor darstellt [33].

In einer nachfolgenden Studie wurden 445 Tumoren des zentralen Nervensystems auf Mutationen in
den IDHI- und IDH2-Genen untersucht [35]. Insgesamt zeigte sich, dass Mutationen in /DHI und
dessen Homolog /DH?2 ausschlieBlich in diffusen Gliomen nachweisbar waren, und hier vor allem in
den diffusen Gliomen der WHO-Grade II und III. Mutationen in /DHI (95% aller Mutationen) waren
deutlich hiufiger nachweisbar als Mutationen in /DH2 (5% aller Mutationen) und die mit weitem
Abstand héufigste Mutation in /DH war ein Austausch der Base Guanin zu Adenin an Position ¢.395,
was auf Proteinebene in einem Aminoséureaustausch von Arginin zu Histidin resultiert (p.R132H). Eine
weitere interessante Beobachtung ergab sich aus diesen Untersuchungen: die Mutationen waren immer
heterozygot, d.h. es war in den mutanten Tumoren immer ein mutiertes sowie ein nicht-mutiertes

(Wildtyp) Allel nachweisbar.

In humanen Zellen finden sich drei verschiedene Isozyme der Isocitratdehydrogenase: IDH1, IDH2 und
IDH3. Bei den Enzymen IDH1 und IDH2 handelt es sich jeweils um NADP*-abhiangige Homodimere,
die Isocitrat in alpha-Ketoglutarat (a-KG) umwandeln und dabei NADP" zu NADPH reduzieren [36].
IDH1 ist vor allem im Zytoplasma und in den Peroxisomen lokalisiert, wihrend IDH2 in den
Mitochondrien nachweisbar ist. Im Gegensatz zu IDH1 und IDH2 handelt es sich bei IDH3 um ein
Schliisselenzym des Zitratzyklus, welches als Heterotetramer in den Mitochondrien lokalisiert ist und

zwar ebenfalls Isocitrat in 0-KG umwandelt, hierbei aber NAD" zu NADH reduziert [37].

Wie bereits ausgefiihrt, katalysieren IDH1 und IDH2 die NADP"-abhidngige Umwandlung von Isocitrat
in 0-KG. Hierbei kommt es zu der oxidativen Abspaltung von CO; von Isocitrat. Diese Reaktion ist
prinzipiell reversibel. Fiir die R132H-Mutation in /DHI konnte gezeigt werden, dass es zu einer
funktionellen Verdnderung des aktiven Zentrums der IDH1 kommt, die sich durch eine hohere Affinitét
zu NADPH und eine schwichere Bindungsaffinitdt zu Isocitrat auszeichnet [38]. Insgesamt fiihrt die
Mutation zu einer signifikant verringerten oxidativen decarboxylierenden Enzymaktivitit. Gleichzeitig
fiihrt die R132H-Reaktion dazu, dass die IDH]1 eine partiell inverse Reaktion katalysiert, bei der a-KG
reduziert, aber nicht carboxyliert wird, so dass D-2-Hydroxyglutarat (D-2HG) entsteht [38]. Die Menge

des akkumulierten D-2HG scheint mit der Gesamtiiberlebenszeit der Patienten zu korrelieren [39].
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Abb. 1: Enzymatische Funktionen von Wildtyp-IDH1 und mutiertem IDH1 (modifiziert nach
Hanumantha Rao Madala et al. [40]).

Neben seiner Bedeutung im Zitratzyklus handelt es sich bei a-KG um einen wichtigen Kofaktor von
mehr als 70 Enzymen. Durch die Akkumulation von D-2HG in /DH-mutierten Zellen kommt es
moglicherweise zur kompetitiven Inhibition dieser Enzyme, wodurch der Zellstoffwechsel verdndert
wird und es ggf. zu einer malignen Transformation kommt. Fiir /DH-mutierte Zellen konnte bereits bei
einigen a-KG-abhingigen Enzymen eine Dysfunktion nachgewiesen werden. Besondere Bedeutung
wird der Inhibition der Enzyme TET-Hydroxylase und verschiedener Histondemethylasen durch D-
2HG beigemessen [40]. So fiithrt die Dysfunktion der TET2-Hydroxylase in vielen Loci des
Tumorgenoms zu einer Hypermethylierung der DNA, wodurch das Genom der Zellen epigenetisch
verdndert wird und es zu einer aberranten Genexpression kommt. Die Inhibition multipler
Histondemethylasen in /DH-mutanten Gliomen fiihrt zu einer Hypermethylierung verschiedener
Histone. Es konnte gezeigt werden, dass z.B. die Aktivitit der H3K9-Demethylase reduziert wird, was
wiederum zu einer Blockade der Zelldifferenzierung fiihrt [41]. Insgesamt wird durch die Dysfunktion
der oben genannten Enzyme bereits deutlich, dass /DH-Mutationen komplexe Auswirkungen auf

Stoffwechsel und Epigenetik der mutierten Zellen haben.

1.3.3 2-Gen-Pradiktor aus MGMT-Promotor-Hypermethylierung und /IDH-Mutation

Sekundére Glioblastome weisen hédufig sowohl eine /DH-Mutation als auch eine MGMT-Promotor-
Hypermethylierung auf [42]. Molenar und Kollegen haben die Frage untersucht, ob eine Kombination
aus beiden Markern einen gesonderten prognostischen und therapeutischen Stellenwert hat. Die Autoren
konnten in ihrer Studie zeigen, dass Patienten, die an einem Glioblastom erkrankt sind, das sowohl eine
IDH-Mutation als auch eine MGMT-Promotor-Hypermethylierung aufweist, eine signifikant bessere
Prognose haben, als Patienten mit einem Glioblastom, dass nur einen der beiden Biomarker aufweist

[43]. Die Autoren schlugen daher vor, die Kombination von /DH1-Mutation und MGMT-Promotor-
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Hypermethylierung als 2-Gen-Pradiktor zu werten. Wie signifikant der Unterschied der einzelnen
Préadiktoren im Vergleich zu der Kombination aus beiden ist, ist allerdings noch schwer zu sagen, weil
die Patienten in dieser Studie nicht alle nach dem Standard-Protokoll nach Stupp und Kollegen [44]
behandelt wurden. AuBlerdem haben andere Autoren nachgewiesen, dass eine MGMT-Promotor-
Hypermethylierung in /DH-mutierten Gliomen zwar eine prognostische, jedoch keine pridiktive

Bedeutung hinsichtlich des Ansprechens auf eine Chemotherapie mit Temozolomid besitzt [45].

1.4 Stellenwert verschiedener Chemotherapeutika bei der Behandlung des

Glioblastoms

Bei der Behandlung von Glioblastomen spielen insbesondere die Chemotherapie und die
Strahlentherapie eine Rolle, da eine kurative Resektion des Tumors trotz neuer Methoden, wie z.B. der
Neuronavigation sowie fluoreszenzgestiitzter Operationstechniken, nicht moglich ist [2], [46]. Der
Grund hierfiir ist zum einen das invasive Wachstum der Tumoren entlang préaformierter,
neuroanatomischer Strukturen und zum anderen ein eingeschrinktes Resektionsausmall durch
Aussparung von eloquenten Hirnregionen, deren Schadigung zum Tod oder zu starken Behinderungen
fiihren wiirde. Ein wichtiger Ansatz zur Verbesserung der therapeutischen Effizienz bei der Behandlung
von Glioblastomen ist daher eine Optimierung der Chemotherapie, welche unter anderem durch eine
Uberwindung von Zytostatikaresistenzen erreicht werden kann. Die Resistenzbildung von Tumorzellen
gegen Chemotherapeutika ist ein komplexer Prozess, welcher durch sehr unterschiedliche
Zelleigenschaften gefordert werden kann. Beispiele hierfiir sind zum einen die Beeinflussung der
intrazelluldre Zytostatika-Konzentration durch eine vermehrte Expression von Effluxpumpen (z.B.
ABC-Transporter) oder eine verminderte Expression von Influxpumpen, zum anderen kénnen in den
Tumorzellen Signalwege alteriert sein, die zu einer Verstirkung anti-apoptotischer Signalwege und
somit zur Resistenzbildung beitragen [47]. In der vorliegenden Dissertationsarbeit wird eine weitere
Moglichkeit der Beeinflussung der Resistenzbildung basierend auf der Hochregulierung von DNA-
Reparaturenzymen, wie zum Beispiel der O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase, untersucht. Uber
diesen Mechanismus werden durch Zytostatika induzierte DNA-Schéden effizienter beseitigt und die

zytotoxische Wirkung der Therapie wird gesenkt [48].

Als Standardtherapie des Glioblastoms wird adjuvant zur Radiotherapie das monofunktionale
alkylierende Zytostatikum Temozolomid (TMZ) verabreicht. TMZ ist ein Vorldufermedikament, das
oral eingenommen und spontan hydrolytisch zu MTIC (= 5-(3-N-Methyltriazen-1-yl) -Imidazol-4-
Carboxamid) gespalten wird. MTIC ist ein instabiles Zwischenprodukt, welches in die Substrate AIC
(= 5(4) -Aminoimidazol-4(5) -Carboxamid) und Methylhydrazin zerféllt. Methylhydrazin ist der



eigentliche zelltoxische Wirkstoff und fiihrt zur Alkylierung von DNA-Basen [49]. Unter der
Behandlung mit TMZ kann es zu einer Thrombozytopenie und Neutropenie kommen, so dass wihrend
der Therapie das Blutbild regelmiBig kontrolliert werden muss. Selten wurde als Nebenwirkung auch
das Auftreten von Leberschiden bis hin zum Leberversagen beobachtet, so dass die

Therapiemoglichkeiten bei erhohten Leberwerten oder vorgeschidigter Leber eingeschréinkt sind.

Als weitere Substanzen fiir die Chemotherapie von malignen glialen Tumoren konnen der
Nitrosoharnstoff Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitroso-Urea (CCNU) und die Kombinationstherapie von
Procarbacin, CCNU und Vincristin als sog. PCV-Kombinationstherapie genutzt werden. Die PCV-
Kombination wird insbesondere fiir die Behandlung von /DH-mutierten und 1p/19q-kodeletierten
anaplastischen Oligodendrogliomen empfohlen, spielt in der Therapie des Glioblastoms aber keine
Rolle [50]. Die Gabe von CCNU zusitzlich zu Temozolamid hat zu einer Verlingerung des Uberlebens

von Patienten mit MGMT-Promotor-methylierten Glioblastomen gefiihrt [32].

1.5 Durch Alkylanzien induzierte DNA-Schiden und deren Reparaturmechanismen

Die DNA eines Menschen wird allein durch endogene Ursachen tdglich ca. 20.000-mal pro Zelle
geschidigt. Diese enorme Zahl macht deutlich, welchen Beitrag DNA-Reparaturmechanismen fiir die
Pravention von Krebsentstehung und die Entwicklung von Anomalitidten sowie die Vorbeugung einer
frithzeitigen Zellalterung leisten. Alkylierende Substanzen gehoren zu den wichtigsten Ursachen einer
DNA-Schédigung. Sie konnen in niedrigen Konzentrationen wihrend verschiedener metabolischer
Prozesse endogen entstehen und sie finden sich auch in Umweltfaktoren wie Nahrung, Luft und Wasser.
Deutlich hohere Konzentrationen von akylierenden Agenzien werden fiir die Therapie von Tumoren in

Form von Zytostatika genutzt [51].

Grundsitzlich bewirken alkylierende Zytostatika, dass die N- oder O-Atome der DNA-Basen durch
nukleophile Angriffe der reaktiven Substanzen alkyliert werden. Ca. 80 % der Alkylierungen finden an
den N-Atomen der DNA-Basen statt, wobei die Stabilitdt und Toxizitét je nach Position des N-Atoms
sehr unterschiedlich ist. Obgleich Alkylierungen von O-Atomen prozentual deutlich seltener auftreten
als N-Alkylierungen, spielen sie eine signifikante Rolle bei der Induktion von DNA-Schéden, da sie
besonders mutagen und genotoxisch wirken. Hierbei ist insbesondere eine Methylierung der DNA-Base
Guanin am O°%Atom (O%-MeG) schidlich. Insbesondere in Tumoren, die eine Hypermethylierung des
MGMT-Promotors und somit keine oder eine verringerte Expression des Enzyms MGMT aufweisen,
konnen diese Schaden nicht unmittelbar repariert werden. Methylierungen an den N- und O-Atomen der

DNA-Basen werden durch unterschiedliche Mechanismen repariert [25].



Alkylierende Zytostatika werden je nachdem, ob sie ausschlieBlich eine alkylierende Gruppe oder
mehrere alkylierende Gruppen transferieren konnen, in monofunktionale (MMS, Dacarbazin und
Temozolomid) oder bifunktionale Alkylanzien (Chlorambuzil, CCNU) eingeteilt [52]. Wahrend die
durch  monofunktionale  Alkylanzien induzierten @ DNA-Schdden  hauptsdchlich  durch
Basenexzisionsreparatur (BER) und durch Reparaturenzyme repariert werden (ausfiihrlichere
Beschreibung in Abschnitt 1.5.1) , erzeugen polyalkylierende Substanzen Quervernetzungen zwischen
DNA-Basen und Proteinen oder zwischen zwei DNA-Basen [51]. Die Reparatur der Quervernetzungen
und der daraus resultierenden Schéden ist insgesamt sehr komplex und fehlertréchtig (ausfiihrlichere

Beschreibung in Abschnitt 1.5.2).

1.5.1 Reparatur von DNA-Schiiden, die durch monofunktionale Alkylanzien induziert sind

Die Reparatur einer monofunktionalen Methylierung an N-Atomen findet hauptsidchlich durch die
Basenexzisionsreparatur (BER) oder durch Reparaturenzyme statt, welche zu der Familie der sog.
“human alkylation repair homologs* (ALKBH) zéhlen. Eine detaillierte Darstellung der Funktionsweise
der Reparaturenzyme ALKBH2 und ALKBH3 findet sich in Abschnitt 1.5.5. Die Entfernung der
Methylierung am O°®MeG wird vor allem durch das Suizid-Enzym MGMT erreicht. Der genaue
Reparaturmechanismus von MGMT wird in Abschnitt 1.5.4 erldutert. Unrepariertes O%-MeG kann bei
einer Replikation des DNA-Stranges zu einer Fehlpaarung der komplementéren Basen fithren und durch
die DNA-Polymerase und die Mismatch-Reparaturenzym-Proteine (MMR-Proteine) erkannt werden, so
dass die falsche Base herausgeschnitten werden kann [53]. Falls O%MeG auch bei der Replikation
persistiert, kommt es zum Doppelstrangbruch (DSB), wodurch Doppelstrangbruch-Reparaturwege
eingeleitet werden. Letztere konnen grob in homologe und nicht-homologe Reparatur unterteilt werden.
Als Backup-Reparatursystem der N- und O-Methylierungen kann die Nukleotidexzisionsreparatur
(NER) angesehen werden. Hierbei werden sog. “bulky lesions®, also Stellen, bei denen die Helixstruktur
der DNA gestort ist, erkannt. AnschlieBend wird an dieser Stelle ein 25-30 Basen langer DNA-Abschnitt

herausgeschnitten und neu synthetisiert [54].

1.5.2 Reparatur von DNA-Schiiden, die durch bifunktionale Alkylanzien induziert sind

Die Reparaturmechanismen, die bei durch bifunktionale Alkylanzien induzierten DNA-Schiden
eingeleitet werden, konnen entsprechend einer Ubersichtsarbeit von Rischle und Kollegen [55] wie folgt
kurz beschrieben werden: Bifunktionale Alkylanzien wie Nitrosoharnstoffe (z.B. CCNU) besitzen zwei
oder mehr funktionelle Gruppen. Diese Substanzengruppe erzeugt Quervernetzungen zwischen DNA -
Basen und Proteinen oder zwischen zwei DNA-Basen. Die DNA-Basen konnen hierbei entweder
innerhalb desselben, die sog. intrastrand cross-links, oder innerhalb des komplementdren DNA-
Stranges, sog. interstrand crosslinks (ICLs) vernetzt werden. Wahrend intrastrand crosslinks teilweise

von DNA-Polymerasen behoben werden konnen, sind ICLs irreversibel. ICLs haben zur Folge, dass



eine Separation der DNA-Strange nicht mehr méglich ist, wodurch essenzielle Vorginge wie die
Transkription und Replikation nicht mehr stattfinden konnen. ICLs sind aus diesem Grund &uBerst
zelltoxisch. Die Reparaturmechanismen fiir Crosslinks sind sehr komplex und im Vergleich zur
Beseitigung von anderen DNA-Schidden noch wenig erforscht. Die Reparatur der ICLs beginnt mit der
Markierung der an die ICLs angrenzenden DNA durch ubiquitinierte Proteine. AnschlieBend kommt es
zur Rekrutierung von Nukleasen. Es wird angenommen, dass diese Nukleasen die DNA an den durch
Proteine markierten Bereichen spalten. Durch eine Blockade des Replisoms durch die ICLs kann die
DNA-Polymerase III den Folgestrang nicht weiter synthetisieren. Diese Aufgabe iibernimmt stattdessen
die DNA-Polymerase IV, die ein Teil der Transldsionssynthese ist und bei
Schadentoleranzmechanismen eine Rolle spielt. Die Reparatur des Doppelstrangbruches erfolgt mittels

homologer Reparatur [55].

Eine weitere Moglichkeit der Reparatur von Doppelstrangbriichen ist das sog. non-homologous end-
joining (NHEYJ). Hierbei bildet sich ein Komplex aus den Proteinen Ku70 und Ku80, welcher an die
freien Enden des DSB bindet und dadurch die DNA vor dem Abbau durch Exonukleasen schiitzt.
AnschlieBend findet die Reparatur des Bruches durch den XRCC4-DNA-Ligase [V-Komplex statt. Eine
Reparatur durch NHEJ ist deutlich fehleranfilliger als die homologe Reparatur, so dass es zu kleinen

Deletionen oder Insertionen kommen kann [56], [57].

1.5.3 Basen-Exzisionsreparatur (BER)

Bei der Basenexzisionsreparatur werden desaminierende, oxidierende und alkylierende Schiden an
einzelnen Basen der DNA behoben. Es gibt zwei unterschiedliche Basenexzisionsmechanismen, die
short-patch-BER, welche deutlich haufiger ablduft, und die long-patch-BER [58]. Das Grundprinzip
beider Mechanismen ist die Erkennung und Entfernung von fehlerhaften Basen durch spezifische DNA-
Glykosylasen, wodurch ein abasischer DNA-Abschnitt entsteht. An dem abasischen DNA-Abschnitt
wird durch die apurinische/apyrimidische Endonuklease 1 (APE1) ein Einzelstrangbruch im Zucker-
Phosphat-Geriist erzeugt. Beim short-patch-BER synthetisiert die DNA-Polymerase PolyB die passende
Base, indem sie den komplementiren fehlerfreien DNA-Strang als Matrize nimmt. Fiir diese Prozesse
benotigt die DNA-Polymerase ein freies 5-Phosphatende, welches sie selbst durch die Entfernung des
5-Desoxyriobosephosphat-Restes (5°-dRP) am abasischen DNA-Abschnitt erzeugt. Kann die
Polymerase kein freies 5-Phosphatende auf Grund z.B. einer Oxidierung der 5°-dRP-Gruppe erzeugen,
wird der Jong-patch-BER-Mechanismus eingeleitet. Beim long-patch-BER-Mechanismus sind deutlich
mehr Proteine involviert. Im Prinzip synthetisiert eine Polymerase (entweder Poly3, Polyd oder Polye)
einen um 2-20 Nukleotide ldngeren DNA-Strang, der zur Verdrédngung des alten Stranges fiihrt. Durch
eine Endonuklease wird der verdréingte DNA-Strang abgeschnitten. Anschlieend erfolgt bei beiden

BER-Mechanismen der Verschluss des Einzelstrangbruches durch eine Ligase.
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In der vorliegenden Arbeit wird insbesondere die spezifische Rolle der BER bezogen auf durch
Zytostatika induzierte alkylierende DNA-Schiden beleuchtet. Bei alkylierenden DNA-Addukten
werden Schiden am N7-MeG, N3-MeA und N*-MeG durch die BER repariert (siche Tabelle 1). N’-MeG
ist unter diesen Addukten das stabilste und besitzt eine Halbwertszeit von 40-80 h [59].

1.5.4 O°%Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)

Das Enzym MGMT ist von auBerordentlicher Relevanz fiir die Prognose und Therapie von Patienten
mit Glioblastom (siche Abschnitt 1.3.1). MGMT entfernt die O®-Methylierung am Guanin (0%-MeG)
oder die seltener vorkommende O*-Methylierung am Thymin, indem es die Alkylgruppe vom
Sauerstoffatom der DNA auf die Aminosiure Cystein im aktiven Zentrum des Enzyms irreversibel
transferiert [60] MGMT kann auch DNA-Schiden beheben, welche durch chloroethylierende
Substanzen wie CCNU verursacht sind [61]. Da MGMT nach dem Transfer der Alkylgruppe
enzymatisch inaktiviert ist, und nicht wieder in den nicht-alkylierten Zustand iiberfiihrt werden kann, ist
es ein Suizidenzym. Entsprechend ist die Moglichkeit einer Zelle, die Methylierung an O%-MeG zu
entfernen, abhdngig von der Gesamtmenge an MGMT-Enzym und der Geschwindigkeit, dieses neu zu
synthetisieren. Erfolgt keine Reparatur des O®-MeG durch MGMT, so kommt es bei der Replikation der
DNA zum Einbau der nicht komplementiren Base Thymin, was als Mismatch bezeichnet wird.
Daraufhin wird die Reparatur der Mismatchbasen {iber Mismatch-Reparaturproteine eingeleitet. Die
Mismatch-Reparatur (MMR) fiihrt letztlich zu Doppelstrangbriichen, was eine Apoptose der Zelle oder

Genschéden zur Folge hat.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass eine MGMT-Dysfunktion die Tumorentstehung in
unterschiedlichen Geweben, wie z.B. Pankreas, Leber, Gehirn und Ovar, fordert [62]. Beim Glioblastom
fiihrt typischerweise eine Hypermethylierung des Promotors zu einer verminderten Expression des

Proteins und damit zu einer verminderten Reparaturaktivitit (siche Abschnitt 1.3.1).

In anderen Studien wurde untersucht, inwieweit der prozentuale Anteil an CpG-Methylierungen im
MGMT-Promotor mit der Expression des Gens korreliert. Es wurde festgestellt, dass es nicht moglich
ist, eine konkrete Aussage zu treffen, ab welchem prozentualen Anteil an CpG-Methylierungen eine
MGMT-Expression nicht mehr stattfindet. Grund hierfiir ist wahrscheinlich, dass bestimmte CpG-
Methylierungen eine stérkere Auswirkung auf die Expression des MGMT-Gens haben als andere [28].
Dennoch wird bei zunehmender CpG-Methylierung des Promotors eine Reduktion der MGMT-

Expression wahrscheinlicher.
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In einer retrospektiven Studie von Radke und Kollegen wurde gezeigt, dass Patienten mit einer starken
Hypermethylierung des MGMT-Promotors in IDHI-Wildtyp Glioblastomen circa 1 Jahr langer leben

als Patienten mit einem geringerem Methylierungsstatus [63].

1.5.5 Reparaturenzyme ALKBH2 und ALKBH3

Die Enzyme ALKBH2 und ALKBH3 reparieren durch oxidative Demethylierung die DNA-Schéden 1-
Methyladenin (1-MeA) und 3-Methylcytosin (3-MeC), die z.B. durch alkylierende Substanzen wie
Temozolomid verursacht werden [64]. ALKBH2 und ALKBH3 fungieren hierbei als a-Ketoglutarat-
und F(II)-abhingige Dioxygenasen und oxidieren die relevanten Methylgruppen der DNA-Basen, so
dass die Methylgruppen als Formaldehyd freigesetzt werden [65]. Die beiden Reparaturenzyme
ALKBH2 und ALKBH3 unterscheiden sich in mehreren Aspekten. ALKBH2 repariert bevorzugt
Schéden an Doppelstrang-DNA (dsDNA) wahrend der S-Phase von proliferierenden Zellen. Zusitzlich
repariert das Enzym Schéden an Einzelstrang-DNA (ssDNA). ALKBH3 repariert Schiaden an ssDNA,
bevorzugt wihrend der Replikation und entfernt zusétzlich 1-MeA- und 1-MeC-Schiden an RNA
[66],[67]. In einer Studie von Cetica et al. [68] wurde gezeigt, dass bei padiatrischen Glioblastomen und
Medulloblastomen wahrend der Zytostatikatherapie eine Hochregulation insbesondere von ALKBH2,
aber auch von ALKBH3 stattfindet. In diesen pédiatrischen Hirntumoren wurden auch mehrere
Mutationen in ALKBH2 und ALKBH3 entdeckt und analysiert. In einer experimentellen Studie von
Johannessen et al. [69] wurde gezeigt, dass bei Glioblastomzellen, die eine Hypermethylierung des
MGMT-Promotors aufweisen, eine Herunterregulierung des Enzyms ALKBH2 durch siRNA zu einer
hoheren Sensibilitit gegeniiber den akylierenden Zytostatika MMS und TMZ fiihrt.

Li et al. [70] berichteten 2013, dass ein Knockdown des Enzyms ALKBH2 zur gehiuften Bildung von
Einzelstrangbriichen (SSBs) und Doppelstrangbriichen (DSBs) fiihrt. Durch das Fehlen von ALKBH?2
werden die DNA-Schéden vermehrt von alternativen Reparaturmechanismen, insbesondere der BER,
behoben. Als Maf3stab fiir den Anteil an DSBs diente in der Arbeit von Li et al. [70], wie auch in der

vorliegenden Dissertationsarbeit, die Expression des Proteins y-H2AX (siehe Abschnitt 1.5.6).

ALKBH? ist, anders als ALKBH3 als prognostischer Marke in Nierenzellkarzinom, Brustkrebs und
Urothelkarzinom bereits etabliert [71], [72] und es wurde nachgewiesen, dass ALKBH2 primir die
oxidativen DNA-Schiden 1meA und 3meC repariert [70], [73]. In Gehirngewebe ist ALKBH2 hoher
exprimiert als ALKBH3 [74] und seine Rolle fiir die Resistenzentwicklung von Hirntumoren gegeniiber
alkylierenden Zytostatika ist besser untersucht [69]. Aus diesen Griinden konzentriert sich die
vorliegende Dissertationsarbeit auf die detaillierte Untersuchung der Funktionalitéit des Enzyms
ALKBH?2 in IDHI-mutierten Zellen. Interessant fiir die vorliegende Dissertationsarbeit waren zudem

die Erkenntnisse einer Arbeit von Tsujikawa et al. [75], in der zwei verschiedene mRNA-Varianten des
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Enzyms ALKBH2 neu beschricben wurden. Bei der ALKBH2-mRNA mit einer Linge von 852
Nukleotiden (nt) handelt es sich um ein Transkript aller Exone des ALKBH2-Genes, welches

entsprechend den Daten aus der “Universal protein database” (UniProt) fiir ein Protein mit 261

Aminosduren kodiert, das eine Masse von 29,322 Da besitzt (www.uniprot.org; RefSeq
Zugangsnummer: XP_003832559; 261 Amioséduren; 29,322 Da). Im Gegensatz hierzu liegt bei der
ALKBH2-mRNA mit einer Lange von 577 nt ein Verlust des Exons 3 vor, weswegen diese [soform nur
fiir ein Protein mit 157 Aminoséuren kodiert, das eine Masse von 17,064 Da aufweist (Wwww.uniprot.org;

RefSeq Zugangsnummer: XP_008956192.1 und XM_008957944.1;157 aa Aminosduren, 17,064 Da).

Im Exon 3 befindet sich unter anderem die 2-Oxoglutarat-abhingige Oxygenase-Doméne. Die
ALKBH2-mRNA mit 852 nt Linge wurde nachfolgend als ALKBH2-mRNA-Variante [ und die mit
577 nt Lénge als ALKBH2-mRNA-Variante II bezeichnet.

1.5.6 Bedeutung des Proteins y-H2AX als Marker fiir DNA-Doppelstrangbriiche

y-H2AX ist ein wichtiger Marker fiir DNA-Doppelstrangbriiche und korreliert mit deren Anzahl [76],
[77]. Eine der ersten Zellantworten auf einen Doppelstrangbruch der DNA besteht unter anderem in der
Bildung von mehreren hundert bis tausend y-H2AX-Molekiilen durch Phosphorylierung der Histone
H2AX an Ser139 [61], [78]. Die H2AX Proteine akkumulieren zu sog. y-H2AX-Foci, welche
wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Reparaturfaktoren spielen [78]. ALKBH2
repariert Doppelstrangbriiche. In der Arbeit von Pishun Li und Kollegen konnte gezeigt werden, dass
ein Knockdown von ALKBH2 zu einem signifikanten Anstieg der DSB nach Behandlung mit MMS
fiihrt [70]. Dementsprechend lésst sich anhand des Anstieges von y-H2AX als Marker fiir DSB indirekt
auf die Aktivitdt und Funktionalitit von ALKBH2 schlie3en.

1.6 Ubersicht der verwendeten Zytostatika mit den jeweils dazugehorigen

Reparaturmechanismen

In Tabelle 1 werden die in der vorliegenden Dissertationsarbeit verwendeten Zytostatika aufgelistet.
Zudem wurde in einer Literaturrecherche analysiert, welche DNA-Schdden durch die jeweiligen
Zytostatika induziert werden und welche Reparaturmechanismen zur Behebung der DNA-Schiden
beitragen. ALKBH2 und ALKBH3 spielen als Reparaturenzyme bei DNA-Schéden, welche durch TMZ
oder MMS induziert werden, eine Rolle [64].
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Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Zytostatika mit induzierten DNA-Schéden und dazugehorigen
Reparaturmechanismen

Zytostatikum DNA-Schéden Reparaturmechanismen Referenzen
Lomustin Interstrand Crosslinks MGMT (am hiufigsten) [79], [80], [81]
(CCNU) Intrastrand Crosslinks Homologous end joining

Non-homologous end-joining (selten)
Doxorubizin Interkalation in die DNA Nukleotid-Exzissionsreparatur [82], [83]
(DOX) Hemmung der Topoisomerase II. Homologous end joining
Doppelstrangbriiche
Methylmethansulfonat 1.N7-MeG (82 %) 1. Basen-Exzissionsreparatur [84], [85], [84,
(MMS) 2.N3-MeA (11 %). 2. Basen-Exzissionsreparatur 86]
3.N'-MeA/N3-MeC (<5 %) 3. ALKBH2/ALKBH3
4.0°-MeG (0,3 %) 4. MGMT
Temozolomid 1.N"-MeG (70 %) 1.Basen-Exzissionsreparatur [64], [87]
(TMZ) 2.N3-MeA (10 %) 2. Basen-Exzissionsreparatur
3.0%-MeG (5-7 %) 3. MGMT
4.N'-MeA (2,8 %) 4. ALKBH2/ALKBH3
5.N3-MeC (2,3 %) 5. ALKBH2/ALKBH3

1.7 Ziele der Arbeit

Patienten, die an einem Glioblastom erkranken, haben eine durchschnittliche Uberlebenszeit von nur
12-16 Monaten. Ein Grund dafiir ist u.a. das nur voriibergehende Ansprechen der Tumoren auf
Strahlentherapie und Chemotherapie, letzteres unter anderem aufgrund einer raschen Resistenzbildung
der Tumorzellen gegen die verwendeten Chemotherapeutika. Fiir neue therapeutische Ansétze erscheint
ein besseres Verstindnis der Faktoren der Resistenzbildung und der Escape-Mechanismen der
Tumorzellen unerlésslich. Ein wesentliches Charakteristikum von diffusen Gliomen einschlieB8lich eines
Teils der Glioblastome sind Missense-Mutation in den Isocitrat-Dehydrogenasen 1 oder 2 (IDHI1 oder
IDH2). In der vorliegenden Dissertationsarbeit sollten daher die Auswirkungen der Expression von
mutiertem [/DHI (IDHI-Mt) auf die Resistenz von Glioblastomzellen gegeniiber verschiedenen
Zytostatika sowie die Moglichkeiten einer Modifikation der Resistenzbildung untersucht werden. Dazu
sollten in verschiedenen Glioblastomzelllinien die Auswirkungen einer stabilen Transfektion von /DH -
R132H im Vergleich zu IDHI-Wildtyp erfasst werden. Dies erscheint notwendig, weil sich in der
Onkologie immer deutlicher abzeichnet, dass fiir eine addquate Therapie die spezifischen genetischen
Alterationen in den Tumorzellen zu beriicksichtigen sind, da diese einen Einfluss auf das Ansprechen
des Tumors auf die Therapie haben konnen. Eine weitere Zielsetzung der Dissertationsarbeit ist die
Untersuchung der Aktivitit des Reparaturenzyms ALKBH2 in IDHI-R132H- im Vergleich zu IDHI-
Wildyp-transfizierten Glioblastomzellen. ALKBH2 entfernt a-Ketoglutarat-abhingig 1-Methyladenin-
und 3-Methylcytosin-Schiaden der DNA, welche insbesondere durch die Zytostatika Temozolomid und
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Methylmethansulfonat entstehen. Daher sollte untersucht werden, ob der in /DH1-R132H-transfizierten
Glioblastomzellen gebildete Metabolit 2-Hydroxyglutarat zu einer kompetitiven Hemmung des a-
Ketoglutarat-abhiangigen Reparaturenzyms ALKBH2 fiihrt und somit zu einer geringeren

Resistenzbildung der Glioblastomzellen gegeniiber Zytostatika beitrigt.

Des Weiteren sollte die Hypothese gepriift werden, ob eine kompetitive Hemmung des Reparaturenzyms
ALKBH2 zu einer kompensatorischen Hochregulation von ALKBH2 fiihrt. Hierfiir wurde die
Transkription und Proteinexpression von ALKBH?2 mittels mRNA- und Western-Blot in /DH-R132H-
und [DHI-Wt-transfizierten Glioblastomzellen nach der Behandlung mit MMS bestimmt und

miteinander verglichen.

Alkylierende Zytostatika fiihren zu multiplen Schédden, so dass mehrere Reparaturmechanismen bei der
Behebung der Schédden beteiligt sind und teilweise dadurch auch gleiche Schiden unterschiedlich
repariert werden konnen. In der vorliegenden Dissertationsarbeit sollte daher auch geklart werden,
inwieweit sich die Reparaturenzyme MGMT und ALKBH?2 wechselseitig hinsichtlich des Ansprechens

von Glioblastomzellen auf DNA-Alkylanzien beeinflussen.

2 Material

2.1 Nihrmedium fiir die Kultivierung von E. coli

Fir die Transformation wurden DHS5a-kompetente E. coli der Firma Invitrogen verwendet. Fiir die
Herstellung von Agarplatten fiir die Bakterien wurden 15 g Agar in 1 Liter LB-Medium (siehe Abschnitt
2.3.4) gelost und anschlieBend autoklaviert oder aber das LB-Medium wurde fiir Fliissigkulturen ohne
Agar autoklaviert. In das handwarme Ndhrmedium wurde Kanamycin pipettiert. Fiir die Kanamycin-
Stocklosung wurde Kanamycin in H>O in einer Konzentration von 50 mg/ml gelost und die Stockldsung
anschlieBend durch einen 0,22 pm-Filter sterilfiltriert und aliquotiert. Diese Stocklosung wurde fiir die
Experimente 1:1000 in autoklaviertem LB-Medium oder in autoklaviertem LB-Medium mit Agar
verdiinnt. Fiir die Agarplatten wurde das so hergestellte Medium sodann auf Petrischalen verteilt, um

dort auszuhérten.
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2.2 Plasmid pIRES2-EGFP

Zur Transfektion humaner Glioblastomzelllinien mit Wildtyp-IDHI bzw. mit R132H-mutiertem /DH1
wurde der pIRES2-EGFP Vektor der Firma ClonetechTM, USA, benutzt. Beim pIRES2-EGFP-Plasmid

wird die gesamte kodierende Sequenz des Proteins, welches man exprimieren mochte, nach

Restriktionsenzymverdau mittels Ligation in die Multiple Cloning Site (MCS) eingefiigt. Das Plasmid

besitzt des Weiteren die komplette interne ribosomale FEintrittsstelle (IRES) des Cytomegalovirus

(CMV), welche sich zwischen MCS und der Sequenz fiir das Enhanced Green Fluorescent Protein

(EGFP) befindet und dazu fiihrt, dass sowohl das Insertionsgen als auch EGFP transkribiert werden.

Durch die EGFP-Region an Position 1254-1973 ist es moglich, die Transfektionseffizienz mittels

Durchflusszytometrie zu bestimmen und die Zellen durch ihre Fluoreszenz-Aktivitdt zu sortieren.

Daneben beinhaltet das Plasmid an Position 3204-3998 eine Kan-/Neo-Kassette, wodurch eine Selektion

in Bakterien- und Séugerzellen ermdglicht wird.

2.3 Verwendete Labormaterialien

2.3.1 Zellkulturmaterialien

Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir die Zellkultur. Schiittler, Pipetten,

Falcon-Rohrchen, Zellkulturplatten und -flaschen sowie weitere nicht in Tabelle 2 gelistete Instrumente

und Plastikwaren, waren den wissenschaftlichen Anforderungen entsprechender Laborstandard.

Tabelle 2: Zellkulturmaterialien.

Zellkulturmaterial
DMEM, high glucose, no glutamine
DPBS, magnesium
DPBS, no calcium, no magnesium

DMSO
Fetal bovine serum, dialyzed

Gibco® Opti-MEM™ Media
Lipofectamine® 2000
Pen/Strep (10.000 U/ml)

Trypsin-EDTA (0,05 %), phenol red

Bestellnummer

41965-039

14190169

14190-094

D5879
12346086

31985047

11668019

15140-122

25300054

Hersteller

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
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2.3.2 Glioblastomzelllinien

In dieser Arbeit wurden die humanen Glioblastomzelllinien A-172, LN-18, LN-229, T98G, U-87 MG
und TP365MG verwendet. Die Zelllinien A-172, T98G und U-87 MG wurden von der Firma “American
Type Culture Collection” (ATCC, Manassas, VA, USA) kauflich erworben. Die Zelllinien LN-18 und

LN-229 wurden freundlicherweise von Frau Dr. Monika Hegi, Universitit Lausanne (Schweiz) und die

Zelllinie TP365MG von Herrn Professor V. Peter Collins, Universitidt Cambridge (UK) zur Verfiigung

gestellt.

2.3.3 Reagenzien und Chemikalien

Die fiir die eigenen Arbeiten verwendeten Reagenzien und Chemikalien sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

Tabelle 3: Reagenzien und Chemikalien.

Reagenz/Chemikalie
7-AAD

Albumin Fraction V
Agarose standard
Benzonase® Nuclease

B-Mercaptoethanol

100 bp DNA-Leiter

3cOmplete ULTRA Tablets, Mini,
EDTA-free, EASYpac

CutSmart® Buffer

DHS50™ Competent Cells

dNTP (2’-desoxynucleotide-5 -
triphosphate) Mix
Dralll Restriktionsenzym

EcoRI Restriktionsenzym
Geneticin®

Hot Star Taq DNA Polymerase
Isopropanol

1 kb DNA-Leiter
Magnesiumchlorid

Methanol

Midori Green Advanced DNA
Farbstoff

Milchpulver

Bestellnummer
559925
8076.3
3810.3
E1014-25KU

M3148-100ML

85-2000-250
11836170001

B7204S
18265017
80-85011000
R3510S
FD0274
10131-027
20260
6752.5
85-1000-250
10005482
CP43,4

MG04

T145.3

Hersteller

BD  Pharmingen, San Jose,
California, USA

Carl Roth GmBH, Karlsruhe

Carl Roth GmBH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich®,St-Louis,
Missouri, USA
Sigma-Aldrich®,St-Louis,
Missouri, USA

Biobudget

Roche GmbH, Grenzach-Wyhlen

New England BioLabs, Ipswich,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Bio-Budget GmbH, Krefeld

New England BioLabs, Ipswich,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA

QIAGEN GmbH, Hilden

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Biobudget

QIAGEN GmbH, Hilden

Merck KGaA, Darmstadt

Nippon Genetics Europe GmbH,
Diiren

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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MTT

NuPage Novex 4-12 % Bis-Tris
Protein Gels, 15-Well

NuPAGE Novex 4-12 % Bis-Tris
Protein Gels, 12-Well

NuPAGE Novex 4-12 % Bis-Tris
Protein Gels, 10-Well

PageRuler Prestained Protein
Ladder, 10 to 180 kDA
PhosSTOP™

pIRES-EGFP Vector

Platinum® SYBR® Green qPCR
SuperMix

PstI Restriktionsenzym

PyroMark Gold Q24 Reagents 5x24
PyroMark Q24 CpG Line-1 4x24
PyroMark Q24 Vaccum Prep Tool
Filter Probes

PyroMark Annealing Buffer
PyroMark Binding Buffer
PyroMark Wash Buffer

PyroMark Denaturation Solution
Ribitol

Rnase-freies Wasser
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

SuperScript® II Reverse
Transkriptase

TagMAn MasterMix; 5 ml

T4 DNA Ligase

TRIS (2-Amino-2-hydroxymethyl-
propane-1,3-diol)

TritonX-100

TRIzol™ Reagent

Tween® 20

Whatman Chromatography Paper,
3 mm Chr

Xhol Restriktionsenzym

2.3.4 Losungen und Puffer

M5655
NP0336
NPO0335
NP0322

26616
04906837001
6029-1
11744100
RO140L
970802
970042
56404

979009

979006

979008

979007

A5502

AMO9937
D6750-100G

18064014
4369016
EL0014

9090.3

3051.1
1559-6018

9127.2
3030-861

RO146S

Sigma-Aldrich®, St. Louis,
Missouri, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Roche GmbH, Grenach-Wyhlen
Clonetech, Kusatsu, Japan

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

New England BioLabs, Ipswich,
MA, USA

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden
Sigma-Aldrich®, St. Louis,
Missouri, USA

Applied Biosystems
Sigma-Aldrich®, St. Louis,
Missouri, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

Applied Biosystems

Fermentas

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Carlsbad, California,
USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

GE healthcare, Little Chalfront, UK

Cell Signaling/NEB

Die fiir die eigenen Arbeiten verwendeten Losungen und Puffer sind in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4: Losungen und Puffer.

Puffer
Agarose-Gel-Laufpuffer 1x

Blotpuffer (1 Liter) 1x

0,1%iger Kristallviolett-Losung

Laemmli-Puffer
(wird in aufzutragenden Proben
auf das Vierfache verdiinnt)

LB-Medium

MES-Laufpuffer 20x
(MES 1 Liter)

MTT-Losung (5mg/ml):
Aufbewahrung bei -20°C
MTT-Assay I:
Solubilisierungs -Ldsung
(Sorensons Puffer)
MTT- Assay 11
Solubilisierungs -Losung

RIPA-Puffer

TBS 10x

TBS-T

Zusammensetzung

Agarose Pulver
TAE
25 mM TRIS
0,2 M Glycine
20 % MeOH
Cristal violet
37 % Formalin
Methanol
10x PBS

100 mM TRIS
6 % SDS
40 % Glycerol
4 % 2-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
H>O
Bacto-Trypton
Yeast-Extract
NaCl
H,O

MES
Tris Base
SDS
EDTA
H,0
MTT
DPBS (pH 7,5)
Gylcin (MR 75,07)
NaCl (MR 58,44)
pH (mit NaOH)

40 %igem DMF (in H,O)
4 %iger AcOH (in H,O)
16 %igem SDS (in H,O)

50 mM Tris HCI pH 8
150 mM NaCl
1 % NP-40

0,5 % Natriumdeoxycholat

0,1 % SDS

10 mM Tris
150 mM NaCl
TBS 10x
Tween20

Menge

0,8 -3g (je nach Gelhérte)
100ml

3,03g

15,01 g

0,21

Mit dH,O auf 1000ml auffiillen
Ig

109 ml

40 ml

141 ml

0,6 g

15 ml aus 20 % SDS Losung
20 ml

2 ml

Spatelspitze

50 ml

10g

5¢g

10g

Auf 1 Liter auffillen und
anschlieend autoklavieren
1952 ¢

1212 ¢

20g

30g

Auf' 1 Liter auffiillen

Smg

1 ml

7,507 g

5,844 ¢

10,5

100 ml

100 ml

pH-Wert - Anpassung: 4,7
Aufbewahrung bei RT

500 ml (dH,0)
15,76 g

40¢g

200 ml

2,00 ml

ad 2 1 (dH,0)
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2.3.5 Laborkits

Die fiir die eigenen Arbeiten verwendeten Kits sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Falls nicht anders
beschrieben, wurden die Protokolle entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Tabelle 5: Laborkits.

Laborkits Bestellnummern Hersteller

EZ DNA Methylation-Gold Kit D5006 Zymo Research Europa GmbH,
Freiburg

HotStar HiFidelity Polymerase Kit. 202602 QIAGEN GmbH, Hilden

JetQuick™ DNA Purification Spin Kit 450250 Genomed GmbH, Léhne

JetQuick ™ Gel Extraction Spin Kit 420050 Genomed GmbH, Lohne

JetQuick™ PCR Purification Spin Kit 410250 Genomed GmbH, Léhne

PeqGOLD Plasmid Mini Prep Kit 12-6942-029 PeqLab GmbH, Erlangen

Pierce™ BCA Protein Assay Kit 23225 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Plasmid Maxi Kit 12163 Qiagen GmbH, Hilden

Plasmid Miniprep Kit I 12-6942-02 PeqLab GmbH, Erlangen

Q5® High-Fidelity PCR Kit M0491S New England BioLabs, Ipswich,
MA, USA

2.3.6 Zytostatika

Die fiir die eigenen Arbeiten verwendeten Zytostatika sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Alle

Zytostatika wurden von Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim erworben.

Tabelle 6: Zytostatika.

Zytostatikum Verdiinnungskonzentration und -medium
Doxorubicin hydrochlorid 2,5 mM in DMSO
(10 mg)
Hydroxyurea (1 g) 500 uM in HO, steril filtriert
Lomustin (100mg) 250 mM in 100 %igem Ethanol
Methymethansulfonat (5 g) 1 M in 100%igem Ethanol
Temozolomide (100 mg) 50 mM in DMSO

2.3.7 Antikérper

Bestellnummer

DI515

H8781
L5918
M4016
T2577

Die fiir die eigenen Arbeiten verwendeten Primér- und Sekundirantikérper sind in Tabelle 7
zusammengefasst. Alle verwendeten Antikorper wurden in dem Puffer TBS-T mit 5 % BSA verdiinnt.
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Tabelle 7: Priméar- und Sekundérantikorper.

Primirantikorper Verdiinnung Hersteller

Anti- ABH2 Rb (#ab154859) 1:1000 Abcam Inc., Cambridge, MA, USA
Anti-B-Aktin Rb (#ab8227) 1:2000 Abcam Inc., Cambridge, MA, USA
Anti-IDH1 (D2H1) Rb (#8137S) 1:1000 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
Anti-IDH1-R132H Ms (DIA-H09) 1:500 Dianova GmbH, Hamburg,
Anti-MGMT Ms (ab39253) 1:500 Abcam Inc., Cambridge, MA, USA
Anti-P-Histone H2A.X Rb (#9718) 1:1000 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
Vinculin Antibody rabbit 1:2000 Abcam Inc., Cambridge, MA, USA
(EPR8185)

Sekundiirantikorper
IRDye 800 CN anti-Mouse IgG 1:10 000 LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg von
(#926-32350) der Hohe
IRDye 800 CN anti-Rabbit IgG 1:10 000 LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg von
(H+L) (#926-32211) der Hohe

FACS-Antikorper

Gamma-pH2AX 1:10 in PBS Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

2.3.8 Oligonukleotide
Die fiir die Real-time PCR-Untersuchungen verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 8
zusammengefasst. Die Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon, Inc. erworben, in TE

entsprechend einer Stockldsung von 100 uM geldst und fiir die Arbeitslosung 1:10 in H>O verdiinnt.

Tabelle 8: Oligonukleotide.

Primer Primersequenz 5°-3"
ALBH2-Hs-F2 CTGCAGTTACACAGTCCTGTT
ALKBH2-Hs-F3 CGAAGGAGACAGAGGCAATG
ALKBH2-Hs-R3 GTGACTGGACAGACCTTCAAC
ALKBH2-Hs-R4 CACAGCCATCTTTATACCTGTAAAAT
ARF-F1 GACCACGATCCTCTACAAGC
ARF-R3 TCCCACACAGTGAAGCTGATG
CMV-pIRES2-EGFP-F TGGGAGTTTGTTTTGGCACC
IDH1-Hs-RT-F2 CCTATCATCATAGGTCGTCATG
IDH1-Hs-RT-R2 CGTCACTTGGTGTGTAGGTTA
IRES-seq-R CAAAAGACGGCAATATGGTGG
MGMT-Tag-F3 CGAAATAAAGCTCCTGGGCA
MGMT-Tag-R3 GAACTCTTCGATAGCCTCGGG

Die als Primer fiir die Methylierungs-spezifischen PCR-Untersuchungen verwendeten Oligonukleotide
sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Tabelle 10 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten siRNAs.
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Tabelle 9: Primer fiir die methylierungs-spezifische PCR

Primer Bisulfidbehandlung Primersequenz 5°-3°
MGMT-M/F2 GTTTTTAGAACGTTTTGCGTTTCGAC
MGMT-M/R2 CACCGTCCCGAAAAACTCCG
MGMT-U/F2 TGTGTTTTTAGAATGTTTTGTGTTTTGAT
MGMT-U/R2 CTACCACCATCCCAAAAAAAAACTCCA

Die verwendeten siRNAs wurden von der Firma QIAGEN erworben und mit RNase-freiem H,O

verdiinnt.

Tabelle 10: siRNAs.

siRNA Menge Zielsequenz
Negative Control - siRNA 20 nmol AATTCTCCGAACGTGTCACGT
Hs MGMT 1 10 nmol CACCAGACAGGTATGGAA
Hs MGMT 2 10 nmol GACAAGGATTGTGAAATGAAA
Hs MGMT 3 10 nmol AAGCTGCTGAAGGTTGTGAAA
Hs MGMT 6 10 nmol CCGGCTCTTCACCATCCCGTT

2.3.9 Instrumente

Tabelle 11 gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten Laborgerite.

Tabelle 11: Laborgerite.

Laborgeriite Hersteller
Autoklaviergerdt VX-150 Systec, Miinster
Digitale Waage ALC Sartorius Ag, Gottingen
Gefrierschrank -80 ° C Hettich GmbH, Tuttlingen
Gel Kammern fiir Agarose Gele PeqLab GmbH, Erlangen
Invitrogen NuPage® Novex® Gel System Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Kiihlzentrifuge EBA 12 R Hettich GmbH, Tuttlingen
Multi-Mode Validation Plate Molecular Devices, Silicon Valley, CA, USA
Novex Tris-Glycine gels Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
PCR Thermocycler T3 Biometra GmbH, Gottingen
Photometer NanoDrop ND-1000 PeqLab GmbH, Erlangen
PyroMark Q24 QIAGEN GmbH, Hilden
QUANTUM ST5 Vilber, Eberhardzelle
Real-time PCR StepOnePlus™ Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Schiittler 3013 GFL GmbH, Burgwedel
Stromversorgung fiir Gelkammer PowerPac 3000 BioRad Gmbh, Miinchen
Thermoblock TD Falc, Treviglio, Italy
Tischzentrifuge 5417 Eppendorf AG, Hamburg
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VI-CELL XR Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Wasserbad GFL GmbH, Burgwedel
Zentrifuge 46 R Hettich GmbH, Tuttlingen
Zentrifuge 5424 Eppendorf AG, Hamburg

2.4 Software

Der Text und die Tabellen der Dissertationsschrift sowie Abbildung 3 wurden mit Microsoft Office
Word 2019 erstellt. Als Literaturverwaltungsprogramm fiir die Onlinesuche in Datenbanken und die
Anlage sowie das Zitieren von Literaturdatenbanken wurde EndNote X9 benutzt. Fiir die statistischen
Analysen und die Erstellung von Graphiken wurde Graphpad Prism 9 verwendet. Die Auswertung der
Real-Time-PCR-Versuche erfolgte mit der Software StepOneTM Software v2.0. Die Beurteilung der
Western-Blots erfolgte durch die Messung des Fluoreszenzsignals der Sekundarantikdrper mit Hilfe des
Odyseey Infrared Imaging Systems. Die Analyse der Pyrosequenzierungen wurde mit der PyroMark
Q24 Software durchgefiihrt. Die Sangersequenzierungen wurden mit FinchTV ausgewertet. Die
photometrischen Messungen des MTT-Assays und der Kristallviolett-Farbung wurde mit der
Multimode Analysis Software durchgefiihrt. Fiir die Erstellung von Abbildung 1 wurde das Programm

ChemDraw benutzt. Eine Ubersicht der verwendeten Software bietet Tabelle 12.

Tabelle 12: Software.

Software Hersteller
ChemDraw Cambridgesoft Corp., Cambridge, MA, USA
EndNote X9 Clarivate Analytics LLC, Philadelphia, USA
FinchTV 1.4.0 Geospiza Inc, Seattle, WA, USA
Graphpad Prism 9 Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, USA
Microsoft Office Word 2019 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Multimode Analysis Software 3.3.0.9 Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA
Odyseey Infrared Imaging System Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA
Application Software 3.0.30
PyroMark Q24 Software QIAGEN GmbH, Hilden, DE
StepOneTM Software v2.0 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

2.5 c¢DNA aus Tumorgewebeproben von Patienten mit Gliomen

Die aus kryoasservierten Tumorgeweben gewonnenen RNA-Proben werden in der ZNS-

Tumorgewebebank des Instituts fiir Neuropathologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf
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katalogisiert und aufbewahrt (Studiennummer: 3005). Zur Gewinnung der RNA-Proben wurden Teile
des resezierten Tumorgewebes direkt nach der Operation in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieBend bei -80 °C gelagert. Die Tumorproben wurden nach den Kriterien der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) entsprechend der aktuellen Klassifizierung der Tumoren des
Nervensystems eingestuft [7]. Die RNA-Extraktion und anschlieBende Umwandlung in cDNA wurde
von Mitarbeitern des Instituts fiir Neuropathologie der Heinrich-Heine-Universitét durchgefiihrt, wobei
ausschlieBlich Tumorgewebe mit einem Gehalt von mindestens 80 % Tumorzellen benutzt wurde. Fiir
die Untersuchung der cDNA aus Gewebeproben der ZNS-Tumorbank im Rahmen dieser Dissertation
liegt ein positives Votum der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitit vor (Studiennummer:

5576).

3 Methoden

3.1 Methoden der Kultivierung von Glioblastomzelllinien

3.1.1 Kaultivierung humaner Glioblastomzelllinien

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank Typ I mit sterilen, pyrogenfreien
Materialien und Medien durchgefiihrt, um Kontaminationen zu vermeiden. Die verwendeten
Glioblastomzelllinien wurden in 10 cm-Zellkulturschalen in DMEM mit 10 % FCS und 1 % PS
(DMEM++) in einem Zellinkubator bei 37 °C, 5 % CO>und 90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.

3.1.2 Splitten und Einfrieren von Glioblastomzelllinien

Zum Splitten der adhdrenten Zellen wurde das Medium von den Platten abgesaugt und die Zellen
wurden mit PBS” (ohne Magnesium und Calcium) gewaschen. Danach wurde auf 10 cm-Platten 1 ml
und auf 6 cm-Platten 0,5 ml Trypsin-EDTA (0,05 %) aufgetragen und die jeweilige Platte fiir ca. 5 min
im Zellinkubator inkubiert. Die Proteasewirkung des Trypsins wurde nach 5 min durch Hinzufiigen von
DMEM-++ im Verhiltnis zu Trypsin von 4:1 beendet. Je nach gewiinschter Zellzahl in der Anzucht
wurden in einem bestimmten Verhéltnis die im Medium suspendierten Zellen abgesaugt und durch
neues Medium ersetzt. Zum Wegfrieren der Zellen wurde das abgesaugte Medium nicht verworfen,
sondern in Falcon-Rohrchen gefiillt und bei 1000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das
Medium entfernt, so dass nur das Zellpellet im Falcon-Rohrchen zuriickblieb. Das Pellet wurde in 900
ul FCS und 100 ul DMSO suspendiert und in einem Nunc-Réhrchen zunichst bei -80 °C und dann in
fliissigem Stickstoff gelagert.
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3.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl und Vitalitit der Glioblastomzellen zu ermitteln, wurden diese nach der Trypsinierung
in DMEM++ resuspendiert und mindestens 500 pl der Suspension in Vi-CELL-Tubes iiberfiihrt. Die
Zellen wurden anschlieBend durch die Trypanblau-Methode im Vi-CELL-Zellzéhler- und -Zellvitalitét-

Analysegerét analysiert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase- Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR ist es moglich, durch spezifische Primer gewiinschte DNA-Abschnitte zu
amplifizieren. Das Gesamtvolumen der PCR-Proben war in dieser Arbeit stets 20 pl. Der Standard-
Reaktionsmix fiir PCR-Reaktionen ist in Tabelle 13 aufgelistet. Zu 17 ul Reaktionsmix wurden jeweils
3 ul cDNA pro Reaktionsgefdl hinzugefiigt, wobei von jeder cDNA-Probe ein Triplett erstellt wurde.
Bei jeder PCR wurden zum Ausschluss einer Kontamination des Reaktionsmixes mit cDNA eine
Negativkontrolle (Reaktionsmix ohne cDNA) zusitzlich zu den cDNA-Proben erstellt, bei der 3 pul H,O

anstelle von cDNA eingesetzt wurde.

Tabelle 13: Reaktionsmix fiir eine konventionelle PCR.

Komponenten 1x Reaktionsmix
10x PCR Buffer 2,0 ul
2 mM dNTP 0,5 ul
MgCl, 0,5 ul
Primer Forward (PF) 0,5 ul
Primer Reward (PR) 0,5 ul
HotStar Taq-Polymerase 0,1 ul
MilliQ H»O 12,9 ul

Der PCR-Ansatz wurde fiir die Amplifikation der DNA-Abschnitte im Thermocycler mit den in_Tabelle
14 angegebenen FEinstellungen durchgefiihrt. Hierbei war die Anzahl der Zyklen bestehend aus
Denaturierung, Annealing und Elongation von der gewiinschten Ausbeute der DNA-Abschnitte

abhéngig und variierte in einem Bereich zwischen 30 und 40 Zyklen.

Tabelle 14: Einstellungen des Thermocyclers fiir die Standard-PCR.

Stadien Temperatur Zeit ZyKklen
Anfangsdenaturierung 95 °C 15 min 1
Denatrurierung 95 °C 20s
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Annealing 56 °C 20s 30-40

Elongation 72 °C 20s

Auffiillphase 72 °C 5 min 1
Lagerungstemperatur bis zur 4°C o0

Weiterverarbeitung

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Nach der PCR wurden die DNA-Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und sichtbar
gemacht. Zur Herstellung eines Agarose-Gels wurden je nach GroBe des amplifizierten DNA-Fragments
1-3 g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puffer suspendiert und durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst.
Danach wurden 3,5 ul des DNA-Farbstoffes Midori Green zu der Agarose-Losung hinzugefiigt und gut
durchmischt. AnschlieBend wurde die Losung auf einen Geltrdger gegossen und die Kémme, deren
Aussparungen spater die Geltaschen bilden, wurden eingesetzt. Nach Erstarren des Gels wurde es in
eine Elektrophoresekammer eingebracht. Als Laufpuffer diente 1x TAE, mit welchem die
Elektrophoresekammer gefiillt war und das Gel komplett bedeckte. Je nach Grofle des amplifizierten
DNA-Fragments wurde entweder ein 100 bp-DNA-Leiter oder eine 1 kb-DNA-Leiter als
GroBenstandard verwendet und in die erste Geltasche pipettiert. Vor der Beladung der Geltaschen mit
den PCR-Produkten wurde jede PCR-Reaktion mit 5 pl 6x Ladepuffer (0,1 % (w/v) Bromphenolblau,
40 % Glyzerin) versetzt. Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurde eine elektrische Spannung von
180 V fiir 20 min angelegt. Die Darstellung der DNA-Banden und die Dokumentation des
entsprechenden Gels wurden mit dem Quantum ST4-Gerét von Vilber durchgefiihrt.

3.2.3 Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR)

Die qRT-PCR erlaubt es, semiquantitative Aussagen iiber die Expression von Genen zu treffen. Das
Prinzip der qRT-PCR besteht darin, dass wihrend der PCR fluoreszierende Farbstoffe (in dieser Arbeit
SYBR Green I) in die DNA interkalieren. Bei jedem Zyklus der PCR nimmt die vervielfiltigte Ziel-
DNA und somit auch die Fluoreszenz zu, so dass die Messung der Fluoreszenz Riickschliisse iiber die
Konzentration der Ziel-DNA erlaubt. In dieser Arbeit wurde die Expression der mRNAs von ALKBH?2
und MGMT mittels qRT-PCR untersucht. Fiir ALKBH2 wurden zwei unterschiedliche mRNA-
Sequenzen untersucht (siche Abschnitt 1.5.5). Die Primer ALKBH2-Hs-F3 und ALKH2-Hs-R3 wurden
fiir die Analyse der mRNA-Variante I und die Primer ALKBH2-Hs-F2 und ALKBH2-Hs-R4 wurden
fiir die Analyse der mRNA-Variante Il verwendet. Zur semiquantitativen Analyse der unterschiedlichen
mRNA-Varianten von ALKBH?2 sowie von MGMT wurde fiir jede Probe die mRNA von ARFI als

Referenz-mRNA untersucht.

Fiir die Analyse der Real-time-PCR-Daten wurde der Cycle threshold (Cr) fir ALKBH2 bzw. MGMT

auf die Cr-Werte der Referenz-mRNA ARF normalisiert. AnschlieBend wurde das Expressionsniveau
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der untersuchten Zellen auf das Expressionsniveau der Human Reference cDNA Probe bezogen und so

eine relative Expression berechnet.

Der Reaktionsmix fiir ein Well der PCR-Platte bestand bei den Primern fiir ALKBH2 und ARF1 aus 10
ul SYBR®Green Master Mix, 5 ul MilliQ H,O und 1 pl Forward Primer sowie 1 pl Reverse Primer
(jeweils 10 uM). Bei den Analysen der MGMT-mRNA setzte sich der Reaktionmix ebenfalls aus 10 pl
SYBR®Green Master Mix zusammen, jedoch wurden nur 0,75 pl Forward Primer sowie Reverse Primer
(jeweils 10 uM) und 5,5 pl H>O verwendet. In jedes Well der Platte wurden 17 pl des Reaktionsmixes
pipettiert und anschlieBend 3 pl cDNA pro Well hinzugefiigt, wobei von jeder cDNA-Probe ein Triplett
erstellt wurde. Um eine Kontamination des Reaktionsmixes mit cDNA auszuschlieBen, wurde pro
TagMan-Platte von jedem Reaktionsmix eine Negativkontrolle ohne cDNA erstellt. Die PCR wurde mit
dem Gerit StepOnePlus™ gRT-PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA) durchgefiihrt und
mit der Quantifizierungsmethode ,,comperative CT (AACT)“ ausgewertet. Die Analyse der gewonnenen
Daten erfolgte mit der Software StepOne v2.3. Das Programm fiir die qRT-PCR ist in Tabelle 15

angegeben.

Tabelle 15: Programm fiir die qRT-PCR Reaktion.

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 10 min 1
95°C 15s 40
60 °C 1 min

4°C e8] oo

3.2.4 Extraktion von RNA au