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1 Einleitung

1.1 Gehirntumoren

Unter Gehirntumoren versteht man Tumoren, die sich im Schidelinneren entwickeln
und das Gehirn und den betroffenen Patienten in unterschiedlicher Weise beeintréchti-
gen konnen. Gehirntumoren zéhlen zu den selteneren Tumorenarten und liegen in ihrer
Haufigkeit deutlich hinter Mamma-Karzinomen, Brochial-Karzinomen und gastroin-
testinalen Karzinomen. Nur ca. 1,6%-2% aller neu diagnostizierten Krebserkrankun-
gen entfallen auf Hirntumoren. Man unterscheidet zwischen priméren und sekundéren
Hirntumoren, wobei sekundére Hirntumore ausserhalb des Gehirns entstandene Tumo-
ren mit zerebralen Metastasen darstellen. Als primére Hirntumoren werden Tumore
bezeichnet, die sich aus verschiedenen Zellen des Gehirns entwickeln kénnen. Die héu-
figsten primdren Hirntumoren sind Gliome, die aus Zellen des Stiitzgewebes des Ge-
hirns, der zerebralen Glia, entstehen. Dabei kdnnen verschiedene Gliome anhand ihrer
Ursprungszellen unterschieden werden: Astrozytome entstehen aus den sternférmigen
Stiitzzellen des Gehirns (Astrozyten), Oligodendrogliome aus den Markscheiden der
Nervenzellen (Oligodendrozyten) und Ependymome aus Zellen, die die Ventrikel und

den Zentralkanal des Riickenmarks auskleiden (Ependymzellen).
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1.1.1 Epidemiologie

Gehirntumoren kénnen in jedem Lebensalter entstehen, am haufigsten jedoch jenseits
des 60. Lebensjahres. Ein weiterer Altersgipfel liegt im Kindesalter. Die Inzidenz fiir
primére Hirntumore, die mit steigendem Lebensalter zunimmt, betrigt 8 bis 12 pro 100
000 Einwohner pro Jahr. Weltweit werden ca. 130 000 primére intrakranielle Tumoren
pro Jahr neu diagnostiziert (Parkin et al. 1999), in 50% der Fille handelt es sich dabei
um Gliome. An zweiter Stelle sind Meningeome mit 24%. Seltener sind Hypophysen-
adenome, Schwannome und priméire ZNS-Lymphome. In Deutschland erkranken ca.
8000 Menschen pro Jahr an einem priméren Gehirntumor. Unterteilt man Hirntumore
in gut- und bosartige Tumore anhand ihres WHO-Gradings, so machen Gliome 80%
der bosartigen priméren Hirntumoren aus (Schwartzbaum et al. 2006). Gliome werden
anhand ihrer Ursprungszellen unterschieden. Astrozytome stellen mit 75% die grofte
Gruppe dar, wobei das Glioblastoma multiforme (oder Glioblastom) iiber 50% aller
astrozytiren Gliome ausmacht.

Die Langzeit-Uberlebensraten fiir priméire Hirntumoren, insbesondere bosartige Hirn-
tumoren (WHO-Grad IIT und IV), sind schlecht. Durch die Verbesserung von The-
rapiemaknahmen in Neurochirurgie, Radiotherapie und Chemotherapie konnte die 5-
Jahresiiberlebensrate fiir primére Hirntumoren von 22,3% (1976) auf 33,3% (2001)
gesteigert werden (Ries et al. 2003). Die Uberlebensrate ist stark von Subtyp und
WHO-Grad des Tumors abhiingig, so liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patienten
mit Astrozytomen WHO-Grad II zwischen 50% und 60%. Eine sehr schlechte 5-Jahres-
Uberlebensrate von unter 2% zeigen Glioblastome, mit einer mittleren Uberlebens-
zeit von ca. 1 Jahr (14,6 Monate nach multimodaler Therapie) nach Diagnosestellung
(Stupp et al. 2005). Auch die Altersverteilung fiir die einzelnen Subtypen ist unter-
schiedlich. Fiir Astrozytome mit WHO-Grad II liegt das mediane Alter bei Erstdia-
gnose zwischen 30 und 40 Jahren, fiir Glioblastome betrigt das mediane Alter 53 Jahre.

Hirntumoren sind fiir 2-3% der krebsbedingten Todesfille verantwortlich (Parkin et al.
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1999, Kleihues et al. 2002).

1.1.2 Atiologie

Fiir die Entstehung von priméren Gehirntumoren konnten bislang nur wenige auslésen-
de Faktoren identifiziert werden. Ein gehduftes Auftreten von Gehirntumoren wurde
nach vorhergehender Schidelbestrahlung, z.B. bei Kindern mit ALL nach prophylak-
tischer Schidelbestrahlung, nach Bestrahlung von anderen intrazerebralen Tumorer-
krankungen, z.B. Hypophysenadenomen, Kraniopharyngeomen, Pinealistumoren, Ger-
minomen, Gliomen, sowie nach niedrigdosierter Bestrahlung bei Tinea capitis nach-
gewiesen. Zusitzlich kann es neben einer familidren Haufung auch im Rahmen von
vererbten Tumorsyndromen z.B. Li-Fraumeni-Syndrom, tuberose Sklerose, Neurofibro-
matose, Turcot-Syndrom oder M. Ollier (multiple Enchondromatose) zum Auftreten
von Hirntumoren kommen. Als auslosende chemische Noxen gelten Vinylchlorid, petro-
chemische Produkte und fraglich eine Pestizid-/Herbizid-Exposition. Auch der Einfluss
elektromagnetischer Strahlung, z.B. von Hochspannungsmasten und Funktelefonen, ist

fraglich. Andere auslosende Faktoren sind bis heute nicht bekannt.

1.1.3 Klassifikation

Anhand der 5 Kriterien Kernatypien, mitotische Aktivitdt des Tumors, Zelldichte, Ge-
fafsproliferation und Nekrosen werden primére Hirntumoren mit Hilfe der WHO-Klassi-
fikation in 4 Grade unterteilt.

Zur Veranschaulichung ist hier die WHO-Klassifikation der Astrozytome mit den je-

weiligen mittleren Uberlebenszeiten dargestellt:

WHO-Grad I:

Pilozytisches Astrozytom Uberlebenszeit: > 10 Jahre
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WHO-Grad II (1/5 Kriterien: meist Kernatypien):

Diffuses Astrozytom Uberlebenszeit: > 5 Jahre

WHO-Grad III (2/5 Kriterien: meist Kernatypien und mitotische Aktivitét):

Anaplastisches Astrozytom (AA) Uberlebenszeit: 2-5 Jahre

WHO-Grad IV (3/5 Kriterien: Kernatypien, mitot. Aktivitit, Gefafprolif. + /- Ne-
krose):

Glioblastoma multiforme (GBM) Uberlebenszeit: < 1 Jahr

Der WHO-Grad der Tumoren korreliert mit der Aggressivitit des Tumors und l&sst

Aussagen iiber die Prognose zu.
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WHO Classification of Tumours of the Nervous System

TUMOURS OF NEUROEPITHELIAL TISSUE

Astrocytic tumours

Diffuse astrocytoma 9400/3"
Fibrillary astrocytoma 9420/3
Protoplasmic astrocytoma 9410/3
Gemistocytic astrocytoma 9411/3

Anaplastic astrocytoma 9401/3

Glioblastoma 9440/3
Giant cell glioblastoma 9441/3
Gliosarcoma 9442/3

Pilocytic astrocytoma 94211

Pleomorphic xanthoastrocytoma 9424/3

Subependymal giant cell astrocytoma 9384/1

Oligodendroglial tumours

Oligodendroglioma 9450/3
Anaplastic oligodendroglioma 9451/3
Mixed gliomas
Oligoastrocytoma 9382/3
Anaplastic oligoastrocytoma 9382/3
Ependymal tumours
Ependymoma 9391/3
Cellular 9391/3
Papillary 9393/3
Clear cell 9391/3
Tanycytic 9391/3
Anaplastic ependymoma 9392/3
Myxopapillary ependymoma 9394/1
Subependymoma 9383/1
Choroid plexus tumours
Choroid plexus papilloma 9390/0
Choroid plexus carcinoma 9390/3

Glial tumours of uncertain origin

Astroblastoma 9430/3
Gliomatosis cerebri 9381/3
Chordoid glioma of the 3" ventricle 9444/1
Morphology code of the International Classification of Diseases
for Oncology (ICD-O) and the Systematized Nomenclature of
Medicine (SNOMED). Behaviour is coded /O for benign tumours
1 for low or uncertain malignant potential or borderline malignancy,
(/2 tor in situ lesions) and /3 for malignant tumours

The tahcised numbers are provisional codes proposed for the
third edition of ICD-O. They should, for the most part,be incorporated

the next edition of 1ICD-0, but they are subject to change

Abbildung 1: Klassifikation der Gehirntumoren nach WHO (World Health Organisati-

on) Teil 1

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours

Gangliocytoma

Dysplastic gangliocytoma of cerebellum
(Lhermitte-Duclos)

Desmoplastic infantile

astrocytoma / ganglioglioma
Dysembryoplastic neuroepithelial tumour
Ganglioglioma

Anaplastic ganglioglioma

Central neurocytoma

Cerebellar liponeurocytoma
Paraganglioma of the filum terminale

Neuroblastic tumours

Olfactory neuroblastoma
(Aesthesioneuroblastoma)

Olfactory neuroepithelioma
Neuroblastomas of the adrenal gland
and sympathetic nervous system

Pineal parenchymal tumours
Pineocytoma

Pineoblastoma

Pineal parenchymal tumour of
intermediate differentiation

Embryonal tumours
Medulloepithelioma
Ependymoblastoma
Medulloblastoma
Desmoplastic medulloblastoma
Large cell medulloblastoma
Medullomyoblastoma
Melanotic medulloblastoma
Supratentorial primitive
neuroectodermal tumour (PNET)
Neuroblastoma
Ganglioneuroblastoma
Atypical teratoid/rhabdoid tumour

TUMOURS OF PERIPHERAL NERVES

Schwannoma
(Neurilemmoma,Neurinoma)
Cellular
Plexiform
Melanotic

9492/0

9493/0

9412/1
9413/0
9505/1

9505/3
9506/1
9506/1
8680/1

9522/3
9523/3

9500/3

9361/1
9362/3

9362/3

9501/3
9392/3
9470/3
9471/3
9474/3
9472/3
9470/3

9473/3
9500/3
9490/3
9508/3

9560/0
9560/0
9560/0
9560/0



Neurofibroma
Plexiform

Perineurioma
Intraneural perineurioma
Soft tissue perineurioma

Malignant peripheral nerve

sheath tumour (MPNST)
Epithelioid
MPNST with divergent mesenchymal
and / or epithelial differentiation
Melanotic
Melanotic psammomatous

TUMOURS OF THE MENINGES

Tumours of meningothelial cells
Meningioma
Meningothelial
Fibrous (fibroblastic)
Transitional (mixed)
Psammomatous
Angiomatous
Microcystic
Secretory
Lymphoplasmacyte-rich
Metaplastic
Clear cell
Chordoid
Atypical
Papillary
Rhabdoid
Anaplastic meningioma
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9540/0
9550/0

9571/0
9571/0
9571/0

9540/3
9540/3

9540/3
9540/3
9540/3

9530/0
9531/0
9532/0
9537/0
9533/0
9534/0
9530/0
9530/0
9530/0
9530/0
9538/1
9538/1
9539/1
9538/3
9538/3
9530/3

Mesenchymal, non-meningothelial tumours

Lipoma

Angiolipoma

Hibernoma

Liposarcoma (intracranial)
Solitary fibrous tumour
Fibrosarcoma

Malignant fibrous histiocytoma
Leiomyoma
Leiomyosarcoma
Rhabdomyoma
Rhabdomyosarcoma
Chondroma

8850/0
8861/0
8880/0
8850/3
8815/0
8810/3
8830/3
8890/0
8890/3
8900/0
8900/3
9220/0

Chondrosarcoma

Osteoma

Osteosarcoma

Osteochondroma

Haemangioma

Epithelioid haemangioendothelioma
Haemangiopericytoma
Angiosarcoma

Kaposi sarcoma

Primary melanocytic lesions
Diffuse melanocytosis
Melanocytoma

Malignant melanoma
Meningeal melanomatosis

Tumours of uncertain histogenesis
Haemangioblastoma

9220/3
9180/0
9180/3
9210/0
9120/0
9133/1

9150/1

9120/3
9140/3

8728/0
8728/1
8720/3
8728/3

9161/1

LYMPHOMAS AND HAEMOPOIETIC NEOPLASMS

Malignant lymphomas
Plasmacytoma
Granulocytic sarcoma

GERM CELL TUMOURS

Germinoma
Embryonal carcinoma
Yolk sac tumour
Choriocarcinoma
Teratoma
Mature
Immature
Teratoma with malignant transformation
Mixed germ cell tumours

TUMOURS OF THE SELLAR REGION

Craniopharyngioma
Adamantinomatous
Papillary

Granular cell tumour

METASTATIC TUMOURS

9590/3
9731/3
9930/3

9064/3
9070/3
9071/3
9100/3
9080/1
9080/0
9080/3
9084/3
9085/3

93501

9351/1
9352/1
9582/0

Abbildung 2: Klassifikation der Gehirntumoren nach WHO (World Health Organisati-

on) Teil 2

1.1.4 Klinik

Je nach Geschwindigkeit des Tumorwachstums kénnen sich Symptome sehr langsam

oder aber extrem rasch, innerhalb von Tagen bis wenigen Stunden, entwickeln. Symp-
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tome konnen mitunter charakteristisch fiir eine bestimmte Gehirnregion, aber auch
vieldeutig und unspezifisch sein.

Allgemeine Symptome als Zeichen eines erhohten Hirndrucks, die bei etwa 50% der
Patienten auftreten, sind Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen. Typisch fiir Kopf-
schmerzen im Rahmen eines gesteigerten intrazerebralen Drucks ist ihr Auftreten wéh-
rend der Nacht und in den friithen Morgenstunden mit einer spontanen Besserung im
Laufe des Tages. Bei etwa 20% der Patienten fiihrt das Auftreten eines ersten epilepti-
schen Anfalls im Rahmen der weiteren Abklédrung zur Diagnosestellung. Je nach Lage
des Tumors konnen bereits bei Diagnosestellung oder im Verlauf der Erkrankung fokal-
neurologische Ausfille auftreten. Je nach betroffenem Gebiet kann es sich dabei um
Sprach- und Sprechstérungen, motorische Stéorungen mit Hemiparesen oder Hemiple-
gien, sensible Storungen mit Pardsthesien oder Dysésthesien, Koordinationsstérungen,
mnestische Stérungen oder Sehstorungen handeln. Durch Angehorige und Patienten
haufig als sehr beunruhigend und bedrohlich wahrgenommen werden Verdnderungen

der Personlichkeit in unterschiedlicher Ausprigung.

1.1.5 Prognosefaktoren

Als wichtige Prognosefaktoren fiir Gliome konnten folgende Faktoren identifiziert wer-
den: Alter bei Erstdiagnose, Ausmaf der Tumorresektion, Karnofsky-Index und Fol-
stein mini-mental Status, WHO-Grad des Tumors, sowie Tumorhistologie und fraglich
eine Kontrastmittelanreicherung in der Bildgebung (Buckner 2003, Lacroix et al. 2001).
Ein besonders relevanter Einfluss auf die Prognose wurde fiir das Ausmak der Tumorre-
sektion bestétigt. Eine Resektion von mehr als 98% der Tumormasse fithrt bei Glioblas-
tomen zu einem signifikant lingeren Uberleben (Ammirati et al. 1987). Die mediane
Uberlebenszeit lag in einer Studie von Lacroix et al. bei 13 Monaten verglichen mit 8,8
Monaten bei Tumorresektionen von weniger als 98% der Tumormasse (Lacroix et al.

2001). Auferdem spielen genetische Faktoren eine wichtige Rolle. Bei anaplastischen
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Oligodendrogliomen verbessert die gleichzeitige Deletion von 1p und 19q die Chemo-
sensitivitdt und fiihrt so zu einer lingeren Uberlebenszeit (Cairncross et al. 1998, Smith
et al. 2000). Fiir maligne Astrozytome (WHO-Grad IIT und IV) konnte ein besseres
Ansprechen auf eine Therapie mit Nitrosoharnstoffen oder Temozolomid bei Nachweis
einer Hypermethylierung des MGMT-Promotors gezeigt werden (Hegi et al. 2004, Brell
et al. 2005, Watanabe et al. 2005, Kamiryo et al. 2004, Tanaka et al. 2003).

1.2 Myelodysplastische Syndrome

Bei dem myelodysplastischen Syndrom, MDS, handelt es sich um eine sehr heteroge-
ne Gruppe von hiamatologischen Erkrankungen mit Verdnderungen des Knochenmarks
und des Blutbildes. Ursédchlich liegt eine klonale Erkrankung der hdmatopoetischen
Stammzellen zugrunde, die mit einer erhdhten Zelldichte im Knochenmark und Rei-
fungsstorungen in einer oder mehreren Zellreihen einhergeht. Im peripheren Blut zeigen
sich typischerweise Zytopenien. Das myelodysplastische Syndrom geht héiufig in eine
akute myeloischen Leukimie, AML, iiber.

Man unterteilt das myelodysplastische Syndrom in ein priméres MDS, dessen auslo-
sende Noxe bisher unbekannt ist, und das sekundéare MDS. Dieses kann z.B. nach einer
vorangegangenen Chemotherapie aufgrund einer anderen Erkrankung oder durch eine
Exposition gegeniiber Benzolen oder organischen Lésungsmitteln auftreten. Das sekun-

dire MDS macht < 5% der Fille aus.

1.2.1 Epidemiologie

Die Inzidenz des myelodysplastischen Syndroms betrégt 4 pro 100 000 Einwohner pro
Jahr. Sie steigt mit zunehmendem Alter an und betrigt in der Altersgruppe iiber 70
Jahre 20 pro 100 000 Einwohner pro Jahr (Williamson et al. 1994, Aul et al. 1992). Fiir

Maénner konnte in einigen Studien eine héhere Inzidenz (4,5 pro 100 000 im Vergleich
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zu 2,7 pro 100 000 pro Jahr fiir Frauen) gezeigt werden (Rollison et al. 2006, Aul et al.
1992). Das mediane Alter bei Erstdiagnose liegt bei ca. 70 Jahren.

1.2.2 Klassifikation

Myelodysplastische Syndrome wurden bis 2001 nach der FAB-Klassifikation eingeteilt,
die teilweise im klinischen Alltag weiterhin verwendet wird. Seit 2001 erfolgt die Ein-
teilung der myelodysplastischen Syndrome jedoch nach der WHO-Klassifikation.

Zur Veranschaulichung werden hier beide Klassifikationen dargestellt.

Die FAB-Klassifikation unterteilt die myelodysplastischen Syndrome in fiinf unter-
schiedliche Gruppen:

1. RA: Refraktdre Anémie
2. RARS: Refraktire Andmie mit Ringsideroblasten

3. RAEB: Refraktire Anéimie mit Exzess von Blasten (10-20% Blasten im Knochen-

mark)

4. RAEB-T: Refraktire Andmie mit Exzess von Blasten in Transformation (20-30%

Blasten im Kochenmark)
5. CMML: Chronisch myelo-monozytéire Leukdmie

Im Gegensatz zur FAB-Klassifikation beriicksichtigt die WHO-Klassifikation, s. Tab. 1,
zusdtzlich genetische Verénderungen, unilineéire und multilineére Dysplasien (Vardiman
2006). Die CMML gehort nun zu den myeloproliferativen Syndromen. Eine akute Leu-

kimie wird bei >20% Blasten im Knochenmark definiert.
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Tabelle 1: WHO Klassifikation des myelodysplastischen Syndroms (MDS)
Modifiziert nach H.-J. Fricke, K.-O. Kliche, C. Kunert, K. Héffken
KM = Knochenmark; WHO = World Health Organisation

WHO-Subtyp Blasten | Blasten | Weitere Verdnderungen
im peri- im
pheren KM
Blut

Refraktére Andmie (RA) < 1% < 5% | Unilinedres MDS

erythropoetische Dysplasie
Refraktire Andmie mit < 1% < 5% | Unilineidres MDS, erythro-
Ringsideroblasten (RARS) poetische Dysplasie, > 15%

Ringsideroblasten im KM
Refraktare Zytopenie mit < 1% < 5% | Multilinedre Dysplasien
multilinedren Dysplasien
(RCDM)
Refraktire Zytopenie mit < 1% < 5% | Multilinedre Dysplasien,
multilinedren Dysplasien und > 15% Ringsideroblasten
Ringsideroblasten (RCMD-RS) im KM
Refraktire Animie mit < 5% 5-9% | Uni- od. Multilineires MDS
Blasteniiberschuss 1 (RAEB-1) keine Auer-Stébchen
Refraktire Animie 5-19% 10-19% | Uni- od. Multilineares MDS
mit Blasteniiberschuss 2 evtl. Auer-Stibchen
(RAEB-2)
5q-Anomalie < 20% < 20% | Isolierter 5g-Defekt
Unklassifiziertes MDS < 1% < 5% | ausgepragte Myelofibrose,

(MDS-U)

hypozellulare MDS,
MDS im Kindesalter,

therapieassoziierte MDS

10
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1.2.3 Kilinik

Zur Diagnostik des myelodysplastischen Syndroms existiert kein typisches klinisches
Bild. Mehr als ein Drittel der Diagnosen werden zufillig gestellt. Mogliche Symptome
konnen jedoch durch den Schweregrad der Anédmie und ggf. durch eine Verschlechterung
dieser Andmie auftreten. Dazu gehoren insbesondere unspezifische Andmiesymptome
wie Miidigkeit, Kaltegefiihl, Tachykardie, Inappetenz, Riickgang der kérperlichen Leis-
tungsfihigkeit oder Tremor. Auferdem kann es in Abhéngigkeit von der Ausprigung
des MDS aufgrund einer Leukozytopenie zu rezidivierenden Infekten, insbesondere
Pneumonien, Sinusitiden und anderen respiratorischen Infekten, kommen. Im Routine-
Blutbild kann sich neben einer Animie in unterschiedlich starker Ausprigung eine
Leukozytopenie und Thrombozytopenie zeigen. Klinisch relevante Blutungen aufgrund
der Thrombozytopenie treten jedoch erst in fortgeschrittenen Stadien mit stark er-
niedrigten Thrombozytenzahlen oder bei Ubergang in eine akute Leukéimie auf. Zur
Diagnosestellung miissen andere auslosende Faktoren und Diagnosen ausgeschlossen
werden. Somit ist die Diagnose des MDS eine Ausschlussdiagnose und beruht sowohl
auf Verdnderungen in Blutbild und Knochenmark, als auch auf bestimmten genetischen

Verdnderungen.

1.2.4 Pathogenese

Der Pathomechanismus des priméren MDS ist nur teilweise geklart. Eine wichtige Rol-
le spielen Verdnderungen in der Regulation der Apoptose. Zu Beginn der Erkrankung
scheint die Apoptose gesteigert zu sein. Erst in fortgeschrittenen Stadien werden Signa-
le fiir eine gesteigerte Proliferation und eine verminderte Apoptose gefunden (Parker
and Mufti 2004).

Ein myelodysplastisches Syndrom geht in ca. 50% der Félle mit Chromosomenaber-

rationen einher. Es kommen sowohl einzelne numerische Aberrationen, wie Deletionen
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von 5q, 7q, 20q, sowie Monosomie 7, Trisomie 8, als auch Verdinderungen an mehre-
ren Chromosomen gleichzeitig, sogenannte komplexe Karyotypen, vor (Fenaux 2001,
Chen et al. 2004). Diese unterschiedlichen genetischen Verinderungen kénnen zu einer
verdnderten Aktivitdt von Tumorsuppressorgenen fithren (Hirai 2002). Unter anderem
wurde eine vermehrte Methylierung von Tumorsuppressorgenen wie pl5 und SOCSI1
insbesondere bei Hochrisikopatienten beschrieben (Quesnel et al. 1998).

Auferdem konnen Storungen von Kontrollmechanismen durch Genmutationen oder
epigenetische Verdnderungen wie DNA-Methylierung ein MDS begiinstigen. Hierbei
spielen die Familien der ,,Checkpointgene” bzw. der , Mismatchrepairgene” wie CHK2
und das Mismatchrepairgen OS-Methylguanin-DNA-Methyltransferase, MGMT, eine
wichtige Rolle (Hofmann et al. 2001, Hofmann et al. 2006, Herman and Baylin 2003).

1.2.5 Prognosefaktoren

Die Prognose eines MDS-Patienten kann mithilfe des International Prognostic Scoring
Systems (IPSS) eingeschitzt werden. Dieser Prognosescore beriicksichtigt sowohl den
Blastenanteil im Knochenmark als auch die Ausprigung der Zytopenie und zytogene-
tische Faktoren (Greenberg et al. 1997).

Zytopenie im Rahmen dieses Prognosescores ist definiert als Granulozytopenie mit
Granulozyten <1500/ul, Andmie mit einem Hb <10g/dl und Thrombozytopenie mit
Thrombozyten <100 000/ ul.

Die zytogenetischen Faktoren im Rahmen des Scores werden in 3 verschiedene Gruppen
eingeteilt: Die prognostisch gute Gruppe zeigt entweder keine chromosomalen Abnor-
malitdten oder eine isolierte Deletion von 5q, 20q oder des Y-Chromosoms. In die
zytogenetisch schlechte Prognosegruppe gehoren Patienten mit einer Deletion 7 oder
mehr als 3 chromosomalen Verinderungen, also einem komplexen Karyotyp. Alle ande-
ren genetischen Verdnderungen gehoren zur intermedidren Prognosegruppe. Zur Ver-

anschaulichung wird der Prognosescore anhand der folgenenden Tabelle dargestellt.
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Tabelle 2: MDS Prognosescore
MDS = Myelodysplastisches Syndrom; KM = Knochenmark

Scoring Wert 0 0,5 1,0 1.5 2,0
Blasten im KM <5% 5-10% 11-20% 21-30%
Karyotyp Good Intermediate Poor

Zytopenien 0/1 2/3

Anhand des Prognosescores werden 4 Risikogruppen unterschieden:

Eine Niedrig-Risiko-Gruppe mit einem Scoring Wert von 0, eine Intermediér-Risiko-
Gruppe 1 mit einem Scoring Wert von 0,5-1,0, eine Intermediér-Risiko-Gruppe 2 mit
einem Scoring Wert von 1,5-2,0, sowie eine Hoch-Risiko-Gruppe mit einem Scoring
Wert von > 2, 5.

Die mittlere Uberlebenszeit fiir Patienten der , Niedrig-Risiko-Gruppe“ betriigt 5,7 Jah-
re, wobei Patienten unter 60 Jahren durchschnittlich 11,8 Jahre iiberleben, wihrend
die Uberlebenszeit fiir Patienten iiber 70 Jahren bei 3,9 Jahren liegt. Fiir Patienten
der ,Intermedisir-Risiko-Gruppe 1¢ betrigt das mediane Uberleben 3,5 Jahre iiber alle
Altersgruppen gemittelt, fiir die ,,Intermedidr-Risiko-Gruppe 2 1,2 Jahre und fiir die
,Hoch-Risiko-Gruppe“ 0,4 Jahre (Greenberg et al. 1997). Die Daten basieren auf einem
natiirlichen Verlauf der Erkrankung und beriicksichtigen keine verinderten Uberlebens-
zeiten unter Therapie.

Basierend auf der neuen WHO-Klassifikation wird die Prognose auch nach dem WPSS
(WHO Classification-Based Prognostic Scoring System) angegeben.

1.2.6 Komplikationen

Mehr als die Halfte der Patienten verstirbt an den Komplikationen des MDS. Hier-

zu zihlen vor allem Infekte, schwere Blutungen und der Ubergang des MDS in eine
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akute myeloische Leukidmie (AML). 20% der Patienten aus der Niedrig-Risiko-Gruppe
entwickeln innerhalb von 10 Jahren eine AML. In den Intermediar-Risiko-Gruppen
und in der Hoch-Risiko-Gruppe sind es bis zu 70% der Patienten, die nach spétestens
3 Jahren eine sekundire AML entwickeln (Greenberg et al. 1997). Ein zusétzliches
Problem fiir MDS-Patienten stellt eine Eisen-Uberladung dar, die sekundire Himo-
chromatose, mit Folgekomplikationen wie z.B. Kardiomegalie und Leberinsuffizienz.
Sie wird durch die notwendigen, haufigen Transfusionen von Erythrozytenkonzentra-
ten verursacht. Durch subkutane Gabe von Eisenchelatoren (z.B. Desferoxamin) ab
einem Serum-Ferritinspiegel von ca. 1000ng/ml kann diese Eiseniiberladung behandelt

werden.

1.3 Methylierung

Unter Epigenetik werden stabile, vererbbare Verdnderungen der Genexpression ver-
standen, die wihrend der Entwicklung der Zelle und der Zellproliferation stattfinden.
Die Gensequenz bleibt dabei unveréndert. Im Gegensatz zu Mutationen kénnen epige-
netische Verdnderungen reversibel sein (Das and Singal 2004).

Die héufigste epigenetische Verdnderung ist eine Methylierung der DNA. Dabei wird
eine Methylgruppe (CH3) an den Kohlenstoff 5 eines Cytosinrings kovalent gebunden.
Die Methylierung erfolgt nur an Cytosinen, die in der Sequenz einem Guanin vor-
ausgehen, 5°CG 3’ (Herman and Baylin 2003, Baylin et al. 1998). Diese Kombination
wird CpG-Dinukleotid genannt (C preceding G). Die CpG-Dinukleotide sind unsym-
metrisch iiber das Genom verteilt. Neben relativ CpG-armen Bereichen finden sich
auch grofere CpG-reiche Gruppen, so genannte CpG-Inseln, die besonders héufig in
der Promotorregion von Genen zu finden sind. Sie sind meistens unmethyliert. Im Ge-
gensatz dazu sind ca. 80% der nicht in CpG-Inseln vorkommenden CpG-Dinukleotide
methyliert (Antequera and Bird 1993). Der hochste Anteil methylierter DNA findet
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sich im Bereich nicht-kodierender Gen-Abschnitte. Da stark methylierte DNA spéter
repliziert wird als unmethylierte DNA, wird sichergestellt, dass der Grofteil des nicht-
kodierenden Genoms spit repliziert wird (Herman and Baylin 2003, Baylin et al. 1998).

Die Methylierung des Cytosins wird von Enzymen aus der Gruppe der DNA-Methyl-
transferasen (DNMTs) katalysiert. S-Adenosyl-methionin dient dabei als Methylgrup-
pendonor. In Sédugetieren sind drei verschiedene biologisch aktive DNMTs bekannt,
DNMT1, DNMT3a und DNMT3b (Bestor and Verdine 1994). Diese Enzyme sind le-
bensnotwendig wiahrend der embryonalen Entwicklung. Es konnte gezeigt werden, dass
Méiuse, bei denen DNMTs inaktiviert werden, in ihrem embryonalen Wachstum beein-
triachtig sind, schwere Neuralrohrdefekte entwickeln und nicht lebensfiihig sind (Okano
et al. 1999, Li et al. 1992). In neoplastischen Zellen scheinen DNMT1 und DNMT3b eine
wichtige Rolle zu spielen, da beide fiir die DNA-Methylierung verantwortlich sind (Rhee
et al. 2002, Jair et al. 2006). Die Inaktivierung von DNMT1 und DNMT3b fiihrt zu ei-
nem beinahe vollstindigen Verlust der Methyltransferase-Aktivitit und reduziert DNA-
Methylierung um mehr als 95% (Rhee et al. 2002). Bei fehlender Methyltransferase-
Aktivitat kann z.B. ein Gene Silencing des Tumorsuppressorgens p16INK4a aufgehoben
werden, der Insulin-like Growth Factor 1I vermindert exprimiert werden und zusétzlich
das Tumorwachstum unterdriickt werden (Rhee et al. 2002).

Demethylierende Substanzen wie 5-Aza-2-deoxycytidin oder 5-Azacytidin konnen das
Ausmals der DNA-Methylierung verringern und teilweise revidieren. 5-Aza-2-deoxycy-
tidin wird statt Deoxycytidin in die DNA eingebaut. An der Stelle des Kohlenstoffs 5 im
Cytosinring wird durch dieses Stickstoffatom eine Methylierung verhindert. Aktiv de-
methyliert wird die DNA durch das Enzym 5-Methylcytosin-glycosylase. Es entfernt das
methylierte Cytosin ohne dabei die Desoxyribose zu entfernen. DNA-Reparaturenzyme
konnen dann das fehlende Cytosin ersetzen (Kress et al. 2001).

In Untersuchungen zur Tumorgenese konnten bisher sowohl Hyper- als auch Hypome-
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thylierung im Genom nachgewiesen werden (Ehrlich 2002, Nakagawachi et al. 2003,
Herman and Baylin 2003, Esteller et al. 2001, Baylin et al. 1998), jedoch iiberwiegen
Berichte {iber Hypermethylierung in Tumoren und dadurch bedingter Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen (Esteller et al. 2001, Esteller et al. 2002, Das and Singal
2004).

1.4 Epigenetic Gene Silencing durch
Hypermethylierung der Promotorregion

Ubermiifige Methylierung der Promotorregion eines Gens fiihrt iiber verschiedene Me-
chanismen zur Inaktivierung dieses Gens, dem so genannten Epigenetic Gene Silencing
(Herman and Baylin 2003).

Durch die Methylierung von CpG-Dinukleotiden wird direkt die Bindung von Trans-
kriptionsfaktoren an die DNA blockiert. Hiervon betroffen sind Transkriptionsfaktoren
wie z.B. AP-2, c-Myc, cAMP-dependent activator CREB und NFxB. Thre Bindung an
die DNA wird durch die Methylgruppe am Cytosinring verhindert.

Weiterhin wird die Transkription durch so genannte Methyl-cytosin-bindende Protei-
ne gehemmt. Diese Methyl-cytosin-bindenden Proteine erkennen die methylierte CpG-
Sequenz, binden daran und hemmen so die fiir die Transkription der DNA notwendigen
Enzyme. Zur Gruppe der Methyl-cytosin-bindenden Proteine gehéren MeCP1, MeCP2,
MBD1, MBD2, MBD4 und Kaiso (Bird and Wolffe 1999, Prokhortchouk et al. 2001).
Methyl-cytosin-bindende Proteine liegen héufig in Komplexen mit Histondeacetyla-
sen vor (Bird 2002, Fuks et al. 2001). Histone sind Kernproteine, um die sich DNA-
Abschnitte wickeln konnen. Dadurch entstehen so genannte Nukleosomen mit stark
kondensierter DNA. Die starke Kondensierung verhindert die Bindung von Transkrip-
tionsfaktoren an die DNA. Der stark kondensierte Zustand der DNA wird durch De-

acetylierung der Histonproteine zusétzlich begiinstigt. Sind Histone dagegen acetyliert,
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stofsen sich die negativen Ladungen der Acylgruppen und der DNA gegenseitig ab, es
erfolgt keine Kondensierung der DNA zu Nukleosomen, wodurch diese der Transkrip-
tion zugénglich ist. In aktiven Genen mit unmethylierten CpG-Inseln und in Abwe-
senheit von Histondeacetylasen liegen Nukleosomen daher unregelmifig verteilt und
weit auseinander vor, so dass die jeweiligen Gene transkribiert werden kénnen (Her-
man and Baylin 2003). In Genen mit methylierten CpG-Inseln dagegen sind durch
die Bindung von Methyl-cytosin-bindenden Proteinen und Histondeacetylasen die Nu-
kleosomen kompakt, regelméfig und sehr nahe beieinander (Bhakat and Mitra 2003).
Dadurch werden Transkriptionsfaktoren daran gehindert an entsprechende DNA-Ab-
schnitte zu binden und eine Transkription des betroffenen Gens verhindert s. Abb. 3
(Herman and Baylin 2003).

Auf diese Weise kann die Hypermethylierung der Promotorregion eines Gens zu des-
sen Inaktivierung fiihren. Die Methylierung eines Tumorsuppressorgens kann so zur

onkogenen Transformation der Zelle beitragen.
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Abbildung 3: Verminderte Expression durch CpG-Methylierung

Methylierung der CpG’s durch DNA-Methyltransferasen verhindert durch
vermehrte Assoziation der Methyltransferasen mit Histondeacetylasen ei-
ne Transkription des entsprechenden Abschnittes.

Zu 1: normale Transkription bei unmethylierten CpG’s moglich.

Zu 2: Deacetylierte Histonproteine liegen kompakt beieinander und ver-
hindern so die Transkription des Genabschnittes.

CpG = Cytosine preceding Guanine

1.5 MGMT

OS-Methylguanin-DNA-Methyltransferase, MGMT, ist ein DNA-Reparaturenzym und
kommt in allen gesunden menschlichen Zellen vor. Das fiir MGMT kodierende Gen

ist ein Housekeeping-Gen und liegt auf Chromosom 10q26. Zellen der Leber enthalten

18



1 FEinleitung

am meisten MGMT, im Gehirn und in den Blutstammzellen ist der MGMT-Gehalt
am geringsten (Gerson et al. 1986). Das MGMT-Enzym bewirkt als Katalysator die
Entfernung von Alkylgruppen von der O%-Position des Guanins. Dadurch wirkt es als
DNA-Reparaturenzym fiir Schiaden, die durch Alkylierung entstehen.

DNA-Alkylierung ist ein wichtiger Schritt zur Entstehung von Malignomen. Sie kann als
Folge von UV-Bestrahlung der DNA auftreten oder iatrogen durch Chemotherapeuti-
ka verursacht werden. Alkylierung der DNA-Basen zerstort die normale DN A-Struktur
durch Bildung von Kreuzverbindungen zwischen den Doppelstriangen.

Eine weitere Wirkung ist der Austausch von Guanin gegen Adenin. Methylierung von
Guanin verdndert die Wasserstoftbriickenbindungen und fiihrt so zu Fehlablesungen
und -paarungen. Bei der Bildung von DNA-Doppelstringen paart Guanin mit Cyto-
sin. Nach Methylierung des Guanins an der Position O° zu O®-Methylguanin (O°mG)
bildet es aber Wasserstoftbriicken mit Thymin. Thymin wiederum paart bei der néchs-
ten Teilung mit Adenin, so dass aus einem urspriinglichen Cytosin-Guanin-Paar ein
Adenin-Thymin-Paar wird. Diese Basenfehlpaarung von O°mG mit Thymin kann vom
Mismatch-Reparatursystem der Zelle erkannt, aber nicht revidiert werden. Durch er-
folglose Reparaturversuche entstehen dann weitere DNA-Schiden und Strangbriiche.
Unter Beteiligung weiterer Enzymsysteme kénnen solche Strangbriiche zur Apoptose,
also zum programmierten Zelltod, fiihren. Der Mechanismus der Fehlpaarung soll in

der folgenden Abbildung 4 vereinfacht dargestellt werden.
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urspriingliches  Methylierung und
Basenpaar Fehlpaarung neues Basenpaar
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der Basenfehlpaarung nach Methylierung des
Guanins
G = Guanin, C = Cytosin, O°mG = OS-Methylguanin, T = Thymin, A
= Adenin

Das DNA-Reparaturenyzm MGMT repariert den urspriinglichen Schaden, indem es
die Methylgruppe des Guanins auf einen Cysteinrest im aktiven Zentrum des MGMT-
Molekiils iibertragt. Dabei kommt es zum Verbrauch des Enzyms, das dann ersetzt
werden muss (Olsson and Lindahl 1980). Man spricht hierbei von einem Suizidenzym.
Die Enyzm-Aktivitdit von MGMT wird unter anderem {iber den Phophorylierungs-
status des Proteins, die Bindung des E6 Papillomavirus Onkoproteins (Srivenugopal
et al. 2000, Srivenugopal and Ali-Osman 2002), iiber p53 (Harris et al. 1996), Glu-
kokortikoidhormone (Biswas et al. 1999) und andere Transkriptionsfaktoren reguliert.
Phosphorylierung an Tyrosin-, Serin- und Threonin-Resten des Enzyms mittels Se-
rin/Threoninkinasen und Proteinkinase A und C fiihrt zu einer verminderten MGMT-
Proteinaktivitit. Dephosphorylierung dagegen steigert die Proteinaktivitit (Srivenu-
gopal et al. 2000).

Die Aktivitdt des MGMT-Promoters kann durch Transfektion mit Wildtyp-p53 oder
mit humanem Papillomavirus E6 Protein mithilfe eines adenoviralen Vektors unter-
driickt und so die Transkription des MGMT-Gens vermindert werden (Srivenugopal
and Ali-Osman 2002). Im Bereich des MGMT-Promoters konnten so genannte Gluco-
corticoid responsive elements, GRE, gefunden werden. Es handelt sich dabei um Bin-

dungsstellen fiir Glukokortikoide, die die Genexpression beeinflussen. Analysen zeigen,
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dass durch die Gabe von Dexamethason, das an GRE binden kann, die Transkription
von MGMT hochreguliert wird. Die Glukokortikoid-vermittelte Induktion des MGMT-
Gens fiihrt zu einer hoheren Expression des MGMT-Proteins (Biswas et al. 1999).

1.6 Epigenetic Gene Silencing von MGMT in
Gliomen

Zu epigenetischem Gene Silencing des MGMT-Gens kann es durch Hypermethylie-
rung der Promotorregion kommen. Bei unterschiedlichen Tumoren, wie z.B. Gliomen,
Lymphomen, Colon-Karzinomen und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, wurde
eine Inaktivierung des MGMT-Gens nachgewiesen (Esteller et al. 2001, Esteller et al.
2002). Bei etwa 34% der Gliome konnte eine Methylierung der MGMT-Promotorregion
auf Chromosom 10q26 gezeigt werden (Esteller et al. 2001). Mollemann et al. zeigte,
dass eine Hypermethylierung des MGMT-Promoters mit einem signifikant niedrigeren

Level der MGMT-Proteinaktivitét korreliert (Mollemann et al. 2005).

Zur Aktivierung von Onkogenen und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen kénnen
viele unterschiedliche Faktoren beitragen. Sowohl endogene als auch exogene Faktoren
fiihren zu DNA-Schéden mit Deletionen, Insertionen oder Transitionen und folglich zur
DNA-Mutation. Die Inaktivierung des MGMT-Gens durch Methylierung ist ein wichti-
ger Faktor in der Entstehung von Mutationen, da die Reparatur von OS-Methylguanin
zu Guanin fehlt (s. Kap. 1.5). Dies fiihrt zu Transitionen von Guanin zu Adenin. Pas-
siert dies etwa im Bereich des Onkogens K-ras kann es zu einer Aktivierung des Gens

kommen.

Viele der bei Tumoren eingesetzten Chemotherapeutika wirken iiber Alkylierung der

OS-Posititon des Guanins und den unter Kap. 1.5 beschriebenen Folgen. Hierzu gehéren
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Nitrosoharnstoffe, Temozolomid, Cisplatin, Cyclophosphamid, Carmustin, Lomustin
und andere. Das MGMT-Reparaturenzym stellt einen wichtigen Resistenzmechanis-
mus der Zelle gegeniiber alkylierenden Substanzen dar. Es konnte gezeigt werden, dass
Tumoren von Patienten mit methylierter MGMT-Promotorregion sensibler auf das al-
kylierende Chemotherapeutikum Temozolomid reagieren, als solche mit unmethylierter
Sequenz (Hegi et al. 2005). Somit kann eine fehlende Aktivitit des MGMT-Enzyms Tu-
morzellen fiir alkylierende Chemotherapeutika sensibilisieren.

Dies legt die Hypothese nahe, dass sich mithilfe des Methylierungsstatus eines Patien-
ten Vorhersagen iiber das Ansprechen auf eine Chemotherapie mit Alkylanzien machen
lassen. Eine Studie mit B-Zell-Lymphomen zeigt, dass MGMT-Hypermethylierung ein
starker pridiktiver Faktor beziiglich Uberlebenszeit und Tumorprogression ist und an-
deren klinischen Faktoren wie dem International Prognostic Index (IPI) iiberlegen ist
(Esteller et al. 2002).

Erste Studien konnten aufserdem die Wirksamkeit des Alkylanz Temozolomid bei bisher
therapierefraktiren akuten myeloischen Leukimien nachweisen. Temozolomid wurde
dabei gut vertragen und zeigte signifikante antileukdmische Wirkung. 9 von 20 Patien-
ten erreichten einen signifikanten Riickgang der Blasten im Knochenmark (Seiter et al.
2002). Bei MDS-Patienten konnte bisher fiir Temozolomid keine Wirksamkeit nachge-
wiesen werden (Seiter et al. 2004). Dagegen wurden demethylierende Substanzen wie
5-Azacytidin (Vidaza) und 5-Aza-2-deoxycytidin (Decitabine) bei MDS-Patienten er-
folgreich eingesetzt. Ca. 30% der Patienten mit verindertem Karyotyp erreichten eine

Normalisierung des Karyotyps nach der Gabe von 5-Azacytidin (Miiller et al. 2006).
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1.7 Das alkylierende Chemotherapeutikum
Temozolomid

Die moderne Behandlung von malignen Gliomen schlieft Chirurgie, Bestrahlung und
Chemotherapie ein. Ein immer hiufiger eingesetztes Chemotherapeutikum ist Temo-
zolomid. Hierbei handelt es sich um ein neues lipophiles, alkylierendes Pharmakon.
Es iiberwindet die Bluthirnschranke, erhéht die Strahlensensibilitdt von Tumoren bei
simultaner Radiotherapie und ist gut vertriglich. Es wird bei neu diagnostizierten Glio-
blastomen eingesetzt (DeAngelis 2005). Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von
Temozolomid das 2-Jahres-Uberleben der Patienten mit malignen Gliomen WHO-Grad
IIT und IV signifikant verlingert kann, von ca. 12% auf etwa 24% (Stupp et al. 2005).
Alkylierende Pharmaka wie Temozolomid und Nitrosoharnstoff verursachen Zelltod
durch Alkylierung der O%-Position des Guanins mit den unter Kap. 1.5 beschriebe-
nen Mechanismen. Zellen mit vermindertem MGMT-Gehalt reagieren empfindlicher
auf alkylierende Pharmaka, da dieser Mechanismus zur Reparatur der verursachten
DNA-Schéden fehlt (Esteller et al. 2000).

Bei Temozolomid handelt es sich um ein Imidazotetrazin, das oral gegeben wird, mit gu-
ter oraler Bioverfiigbarkeit von 100% und fehlender Kumulation bei wiederholter Gabe.
Nach Resorption wird es spontan zu Monomethyl-Triazenoimidazol-Carboxamid um-
gewandelt. Dieser Metabolit wird iiber 5-Amino-Imidazol-4-Carboxamid zur eigentlich
wirksamen Substanz, einem Methyldiazoniumion, umgesetzt. In der Priméartherapie
der Gliome (WHO-Grad IIT und IV) wird Temozolomid téglich iiber 42 Tage mit 75
mg/m? oral begleitend zur Strahlentherapie gegeben. Anschliefend folgen 6 Zyklen mit
150-200 mg/m? Temozolomid an Tag 1-5 alle 28 Tage (EORTC-Studie 26981/22981).
Dosislimitierend sind Thrombozytopenien und Neutropenien. Die hiufigsten Neben-

wirkungen sind Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhoe.
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1.8 Zielsetzung der Doktorarbeit

Gezeigt werden sollen eine gehdufte Methylierung der Promotorregion des MGMT-
Gens und eine dadurch bedingte verminderte Proteinkonzentration bei Patienten mit
primiren Hirntumoren. Es werden Gewebeproben aus primdrem Tumormaterial von
30 Patienten mittels methylspezifischer PCR auf ihren Methylierungsstatus untersucht.
Auferdem wird mittels Westernblotanalyse das MGMT-Protein untersucht. Die Prote-
inkonzentration wird mit dem Methylierungsstatus verglichen. Des Weiteren wird eine
Sequenzierung des MGMT-Gens durchgefiihrt.

Da auch eine gute Wirksamkeit von Temozolomid bei dlteren Patienten mit akuter
myeloischer Leukdmie in ersten Studien gezeigt werden konnte, soll in dieser Arbeit
auch der Methylierungsstatus von Blutproben von Patienten mit MDS, das hiufig in

eine akute myeloische Leukdmie iibergeht, untersucht werden.
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2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien stammen von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganis-

men und Zellkulturen, Braunschweig.

Bezeichnung Eigenschaften

K562 CML, MGMT-Promotorregion methyliert
HL60 AML, MGMT-Promotorregion unmethyliert
HeLa Cervix-Ca, MGMT-Promotorregion unmethyliert

2.1.2 Chemikalien

Produkt Hersteller

AE Puffer Qiagen, Hilden

Agarose NEEO Carl Roth GmbH, Karlsruhe

AmpliTaq Gold Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA
Antibiotic-Antimycotic Losung Invitrogen, Karlsruhe

Big Dye Terminator v1.1 Cycle Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA

Biocoll Separating Solution (Ficoll) BioChrom, Berlin
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BIO-RAD Protein Assay

Borsaure

Chloroform

Complete Protease Inhibitor

dNTP Stocklésungen

ECL Western blotting
detection reagents

EDTA

Ethidiumbromid

Gene Amp PCR Gold Buffer
+ MgCl,

Isopropanol

L-Glutamin

Milchpulver

Natriumhydroxid

NuPAGE LDS Sample Buffer 4x
NuPAGE MOPS SDS Running

Buffer (20x)

PBS Dublecco 1x

PCR Low Ladder Set

Precision Plus Protein All
Blue Standards

RPMI (Seromed)

TAE Puffer

Tris

TRIzol Reagent

BIO-RAD, Miinchen

AppliChem, Darmstadt

Riedel-de Haen, Seelze

Roche Diagnostics, Mannheim
PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK

Merck, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA

Riedel-de Haen, Seelze

BioWhittaker, Walkersville, MD, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, Berlin
Sigma Aldrich, Steinheim
BIO-RAD, Miinchen

Biochrom, Berlin
Qiagen, Hilden
USB, Cleveland, OH, USA

Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.3 Losungen und Puffer

Tabelle 3: Angaben zur Herstellung der verwendeten Losungen und Puffer

PBS = phosphatgepufferte Salzlésung; HCl = Salzsdure; NaCl = Natrium-

chlorid; EDTA =

Ethylendiamintetraessigsdure; RPMI = Roswell Park Me-

morial Institute Medium; FCS = fetal calf serum

Losung

Herstellung

Blocking-Losung

5% Milchpulver; 0,05% Tween; 1xPBS;

Lysispuffer 1x

0,5% Triton 100x; 20 mM Tris HCI1 (pH 0,8);
137 mM NaCl; 2 mM EDTA; 1 mM Orthovanadat

Nahrlosung fiir Zellkultur

RPMI 1x; 10% FCS; 1% Antibiotic-Antimycotic
(Gibco); 1% L-Glutamin 200 mM

TBE-Puffer 5x

5,4% Tris base; 2,75% Borsaure; 2% EDTA (pH 8);

Transferpuffer:

Kathode

Anode 1
Anode 11

25 mM Tris base (pH 9,7); 24,7 mM 6-Aminohexan-
saure; 20% Methanol

30 mM Tris base (pH 10,4); 20% Methanol

300 mM Tris base (pH 10,4); 20% Methanol

Waschpuffer 0,05%

0,05% Tween; 10% PBS in Aqua bidest

Waschpuffer 0,1%

0,1% Tween; 10% PBS in Aqua bidest
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2.1.4 Antikorper

Antikérper Verdiinnung Hersteller
Akt 1 (goat) 1:500 Santa Cruz, Heidelberg
Aktin (goat) 1:1000 Santa Cruz, Heildelberg
Anti-goat IgG HRP 1:5000 Dako Cytomation, Hamburg
ECL Anti-mouse IgG HRP  1:5000 Amersham Biosciences, Freiburg
MGMT (mouse) 1:500 Chemicon International, Millipore,
Bedford, MA, USA
2.1.5 Primer

Hersteller: Thermo Electron, Ulm

Bezeichnung Sequenz

MGMT unmethyliert ¥ 5-TTT GTG TTT TGA TGT TTG TAG GTT TTT GT-3’
MGMT unmethyliert R 5-AAC TCC ACA CTC TTC CAA AAA CAA AAC A-¥
MGMT methyliert F 5-TTT CGA CGT TCG TAG GTT TTC GC-3’

MGMT methyliert R 5-GCA CTC TTC CGA AAA CGA AAC G-

2.1.6 Kits
Kit
CpGenome DNA Modification Kit
DyeEx 2.0 Spin Kit
QIAamp DNA Mini Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Hersteller

Chemicon International, Bedford, MA, USA
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
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2.1.7 Spezielle Materialien

Produkt Hersteller

Hyperfilm Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK
Immobilon-P Transfer-Membran, Millipore, Bedford, MA, USA
0,45 pm
NuPAGE 12% Bis-Tris-Gel, Invitrogen, Karlsruhe
1 mm x 12 well
Precellys-Keramik-Kit 2,8 mm, PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
2 mL Tubes

Verbrauchsmaterialien und Einwegartikel stammen von den Firmen Amersham Bio-
sciences (Buckinghamshire, UK), Invitrogen (Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), Mil-
lipore (Bedford, MA, USA), Roth (Karlsruhe), Falcon (Oxnard, CA, USA), PEQLAB
(Erlangen) und Whatman, Schleicher und Schuell (Dassel).
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2.1.8 Spezielle Gerate

Gerit

Bio Photometer 6131

Eagle Eye II Still Video System
Entwickler Curix 60

Fastblot B43

Gene Amp PCR System 2400
Homogenisator FastPrep FP120
Horizon 11.14

Magnetriihrer Tkamag RET

Misch- und Schiittelgerdt Polymax 2040
Novex Mini-Cell Electrophoresis System
Power Pack P25 Biotron

Printer Thermal DPU-414-30B

Roller Mixer SRT2

Test-Tube-Rotator 34528
Tischzentrifuge Centrifuge 5415C
Tischzentrifuge Heraeus Biofuge 13
Thermomixer 5436

Waage U4600 P+

2.2 Patienten

Firma

Eppendorf, Hamburg

Stratagene, Cedar Creek, TX, USA
AGFA, Koln

Biometra, Gottingen

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Qbiogene, Carlsbad, CA, USA

Horizontal Electrophoresis System Gibco,
Gathersburg, MD, USA

Janke & Kunkel, Staufen i. Br.

Heidolph, Niirnberg

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Biometra, Gottingen

Seiko Instruments, Neu-Isenburg

Stuart Scientific, Stone, Staffordshire, UK
Snijders, Tilburg, NL

Eppendorf, Hamburg

Heraeus Sepatech, Osterode

Eppendorf, Hamburg

Sartorius Universal, Gottingen

Es werden priméare Hirntumorproben von 30 Patienten untersucht. Die Patienten sind

mit der Verwendung des Materials zu Studienzwecken einverstanden. Die Proben wur-

den in der Neurochirurgie des Klinikums Giinzburg entnommen. Von den 30 Proben
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sind 17 Glioblastome WHO Grad IV, 8 Gliome WHO Grad III, 1 Gliom WHO Grad 11,
1 Gliosarkom, 3 Metastasen. Das Patientenalter betrdgt durchschnittlich 56,3 Jahre,
der jiingste Patient ist 32, der &lteste 79 Jahre alt. Das chirurgisch entfernte Material
wird in Formalin fixiert und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C eingefroren.

Aufserdem wird peripheres Blut von 18 Patienten mit myelodysplastischem Syndrom
untersucht. Das Patientenalter bei Erstdiagnose betrdgt durchschnittlich 63,8 Jahre,
dabei ist der jlingste Patient 51, der &dlteste 75 Jahre alt. Das Blut wird in EDTA-
beschichteten Rohrchen abgenommen, die kernhaltigen Zellen werden zeitnah durch

Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Reagenz gewonnen und bei -80°C eingefro-

ren.

Die Charakteristika der Patienten sind in den folgenden zwei Tabellen 4 und 5 darge-

stellt.

2 Material und Methoden

Tabelle 4: Angaben zu den Hirntumorpatienten

Pat. = Patient; Histol. = histologisch; w = weiblich; m = ménnlich; GBM
= Glioblastoma multiforme; Ca = Carcinom; AA = anaplastische Astrozy-

tom; diff. = differenziert; AOD = anaplastisches Oligodendrogliom; AOA =

anaplastisches Oligoastrozytom

Pat-Nr. | Alter | Geschlecht | Histol. Diagnose Rezidiv
Pat. 1 65 W GBM

Pat. 2 79 m Adeno-Ca-Metastase

Pat. 3 67 m GBM

Pat. 4 56 W AA TIT

Pat. 5 56 w niedrig-diff. Ca-Metastase

Pat. 6 53 W gemistozytisches A 11

Pat. 7 32 m Sarkom

Pat. 8 25 m GBM Ja
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Pat. 9 73 W GBM

Pat. 10 73 m GBM

Pat. 11 37 W AOD III Ja
Pat. 12 61 m AOA 1III Ja
Pat. 13 38 m GBM

Pat. 14 73 W GBM

Pat. 15 66 m GBM

Pat. 16 71 W GBM Ja
Pat. 17 41 m AA III

Pat. 18 53 W GBM

Pat. 19 68 W GBM

Pat. 20 73 w GBM

Pat. 21 41 m GBM

Pat. 22 35 W GBM

Pat. 23 43 W AA TIT

Pat. 24 36 W AA TIT Ja
Pat. 25 57 W Gliosarkom

Pat. 26 63 m GBM Ja
Pat. 27 43 W AA TIT

Pat. 28 47 m AOD III

Pat. 29 66 m GBM

Pat. 30 68 m GBM
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Tabelle 5: Angaben zu den MDS-Patienten

Pat. = Patient; w = weiblich; m = ménnlich; MDS = myelodysplastisches

Syndrom; RA = Refraktire Animie; RAEB = Refraktire Anfimie mit Exzess

von Blasten; AML = akute myeloische Leukimie; ED = Erstdiagnose; PNH

= Paroxysmale néchtliche Himoglobinurie

Pat-Nr. | Alter | Geschlecht | WHO Klass. | Karyotyp | sek AML

Pat. 1 63 w RAEB I normal 2 Monate nach ED

Pat. 2 73 W RAEB II komplex 14 Monate nach ED

Pat. 3 67 m RA 5q-

Pat. 4 56 m RA normal

Pat. 5 64 m RA normal

Pat. 6 70 m RAEB II normal 9 Monate nach ED

Pat. 7 63 w RAEB I normal 2 Monate nach ED

Pat. 8 60 m sek. AML 20q- bei Diagnose MDS

Pat. 9 70 m RAEB II normal 9 Monate nach ED

Pat. 10 57 m RAEB I nach | Trisomie 8 | AML-Rezidiv
AML M1/2 nach 9 Monaten

Pat. 11 60 m RA normal

Pat. 12 70 m RAEB II normal 9 Monate nach ED

Pat. 13 75 w RA normal

Pat. 14 48 m RA 20q-

Pat. 15 67 m RAEB II normal 16 Monate nach ED

Pat. 16 75 m MDS normal

Pat. 17 60 w RA mit normal 3 Monate nach ED
PNH-Klon

Pat. 18 51 m MDS normal
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2.3 DNA

2.3.1 DNA-Isolierung aus primdarem Hirntumormaterial

Das Probenmaterial wird im gefrorenen Zustand auf Trockeneis mit Einmalskalpellen
in 2-3 mm grofe Stiicke geschnitten. Diese werden mit 1 ml Trizol-Reagenz in Precelly-
Tubes mit Keramikkiigelchen (PEQLAB Biotechnologies, Erlangen) im Homogenisator
bei 4°C mit 6-facher Geschwindigkeit 3-5 mal fiir 45 s geschiittelt, bis keine festen Ge-
webebestandteile mehr erkennbar sind.

200 pl Chloroform wird zugegeben, bei Raumtemperatur fiir 3 min gemischt und an-
schliefend fiir 15 min bei 13000 Umdrehungen /min zentrifugiert. Nach Verwerfen der
wissrigen Phase werden 1 ml 100% Ethanol zugegeben, 3 min bei RT inkubiert und
weitere 15 min bei 13000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Der Uberstand wird ver-
worfen, das Pellet mit 1 ml 75% FEthanol gewaschen und wieder zentrifugiert. Der
Vorgang wird wiederholt und anschliefend das Ethanol vorsichtig abgenommen. Das
DNA-Pellet wird 5-10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Dem getrockneten Pellet
wird 200 pl Aqua dest. zugegeben, fiir 1 h bei 37°C inkubiert und das Pellet dadurch
gelost. Die isolierte DNA wird bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.3.2 DNA-Isolierung aus peripherem Blut und Zellpellets

Fiir die Gewinnung von kernhaltigen Zellen aus peripherem Blut wird eine Dichte-
gradientenzentrifugation durchgefiihrt. In einem Falcon werden 15 ml Ficoll-Reagenz
(Biochrom, Berlin) vorgelegt. Dariiber werden vorsichtig 15 ml peripheres Patientenblut
aus EDTA-Rohrchen geschichtet. Der Falcon wird 20 min bei 1910 Umdrehungen /min
ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befinden sich die Leukozyten in
einem Ring zwischen den Erythrozyten und dem Serum, dem sogenannten Buffy Coat.
Der Leukozytenring wird abgenommen. In einem neuen Falcon werden die Zellen insge-

samt zweimal mit PBS gewaschen und bei 1200 Umdrehungen /min zentrifugiert. Das
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entstandene Zellpellet mit ca. 5x10° Zellen wird bei -80°C bis zur weiteren Verarbei-
tung eingefroren.

Aus den Zellpellets der Patienten und der Zelllinien wird die DNA mit Hilfe des
QIAamp DNA Mini Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert, in 200 ul
AE-Puffer gelost und anschlieftend bei -20°C gelagert.

2.3.3 Messung der DNA-Konzentration

Die Messung der DNA-Konzentration erfolgt nach 1:50-Verdiinnung mit Aqua dest. auf
insgesamt 100 pl im Bio Photometer (Eppendorf, Hamburg) bei 260 nm.

2.3.4 Bisulfit-Modifikation

Fiir die Natrium-Bisulfit-Modifikation wird jeweils 1 pug DNA in 100 ul Aqua dest.
eingesetzt. Die Modifikation erfolgt mit Hilfe des CpGenome DNA Modification Kits
(Chemicon International) nach Angaben des Herstellers. Die DNA wird dabei mit 3
M NaOH-Losung bei 50°C denaturiert und anschliefend mit Natrium-Bisulfit iiber
Nacht (ca. 16 h) bei 50°C inkubiert. Alle weiteren Reaktionsschritte und Zentrifuga-
tionen erfolgen bei Raumtemperatur. Die denaturierte DNA wird durch Zugabe des
entsprechenden Reagenzes des Modification Kits an einen Tragerstoff gebunden. Sie
wird dreimal mit 70% Alkohol gewaschen und anschliefend mit 20 mM NaOH/90%
Ethanol-Losung entsalzt. Es folgt zweimaliges Waschen mit 100% Alkohol. Die modifi-
zierte DNA wird in einer methylspezifischen PCR, s. Kap. 2.3.5 weiterverarbeitet. Da
sich die modifizierte DNA bei ldngerer Lagerung (iiber mehrere Wochen) bei -20°C als
instabil erweist, erfolgt ein Einfrieren bei -20°C nur in Ausnahmeféillen und nur fiir

wenige Tage.
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2.3.5 Methylspezifische PCR

Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgt mittels methylspezifischer Polymerase-
Kettenreaktion (MSP). Dazu wird jede Probe mit je zwei Primersets, einem methy-
lierten und einem unmethylierten Primerset, amplifiziert. Es werden bei jedem Ansatz
eine methylierte (K562) und eine unmethylierte Kontrolle (HL-60), sowie zwei PCR-
Negativkontrollen (Aqua dest.) mitgefiihrt. Ein PCR-Ansatz mit 50 ul enthélt die in

der folgenden Tabelle dargestellten Konzentrationen und Volumina.

Tabelle 6: Der PCR-Ansatz
PCR = Polymerase-Kettenreaktion; MgClas = Magnesiumchlorid; dNTP =
Desoxynukleotidtriphosphat; Aqua dest. = destilliertes Wasser

Substanz Konzentration | eingesetztes Volumen
Primer 10 pmol/pl 1 ul
AmpliTaq Gold 5U/pl 0,5 ul
Gold Puffer 10x 5 pl
MgCly 25 mM 6 pl
dANTP Mix 10 mM 0,5 ul
Aqua dest. 32 ul
Probe 40 ng/pul 5 pl

Alle Reaktionen erfolgen in einem GeneAmp PCR System (Applied Biosystems, Per-
kin Elmer, Uberlingen). Das Programm fiir simtliche Amplifikationen setzt sich wie in

folgender Tabelle dargestellt zusammen.
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Tabelle 7: Programm fiir die Amplifikationen

DNA = Desoxyribonukleinséure

Reaktionsschritt Temperatur | Zeit | Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94°C 5 min 1x
Denaturierung 94°C 30 s
Primer annealing 59°C 30 s 40x
DNA-Synthese 72°C 30 s
Stabilisierung der Ho-Briickenbindung, 72°C 7 min 1x
Beendigung der Synthese
Reaktionsende 4°C 00

2.3.6 Elektrophorese

Die amplifizierten DNA-Fragmente werden horizontal in Gelkammern (Horizon 11.14,
Gibco, Gathersburg, MD, USA) durch Agarosegele aufgetrennt. Zur Differenzierung
der eng beieinander liegenden methylierten und unmethylierten Banden werden 3%
Agarosegele in 1x TBE-Puffer verwendet. Es werden 5 pl DNA-Proben mit 2 ul La-
depuffer (PCR Ladder Set, Sigma Aldrich) gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgt in 1x TBE als Laufpuffer bei 150 V. Als Marker wird das PCR
Low Ladder Set (Sigma Aldrich) fiir 20 kb und 100 kb verwendet. Die so aufgetrenn-
ten DNA-Fragmente werden im Gel mit Ethidiumbromid inkubiert, unter UV-Licht

sichtbar gemacht und fotografiert.

2.3.7 Sequenzierung

Zur Sequenzierung wird das PCR-Produkt aus der methylspezifischen PCR mittels
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt und iiberschiissige Nukleotide
entfernt. Die Aufreinigung erfolgt geméfs den Angaben des Herstellers mit QIAquick
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Spin Columns (Qiagen). Anschliefend wird die zu sequenzierende DNA mit fluores-
zenzmarkierten ddNTPs des ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kits (Perkin Elmer) versetzt und im Thermo Cycler amplifiziert. Das ein-
gesetzte Volumen an aufgereinigtem PCR-Produkt ist abhingig von der Stdrke der
Banden in der Elektrophorese der urspriinglichen PCR (in etwa 2 bis 4 pl). Zum PCR-
Produkt werden pro Sequenz 4 pl BigDye Terminator Premix und 1 pl Primer der
Konzentration 10 pmol/ul gegeben und der Ansatz mit Aqua dest. auf 15 pl Gesamt-
volumen aufgefiillt. Zur Amplifikation wird das Standard-PCR-Programm wie vom
Hersteller angegeben mit insgesamt 45 Zyklen durchgefiihrt.

Anschliefsend erfolgt die Aufreinigung des Ansatzes und die Entfernung {iberschiissiger
Nukleotide mit den Spin Columns des DyeEx 2.0 Spin Kits (Qiagen). Die Sequenzie-
rung der DNA erfolgt mit dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer Applied

Biosystems).

2.3.8 Pyrosequenzierung

Die isolierte DNA von jeweils 10 Proben der Hirntumor- und der MDS-Patienten wird
zur Pyrosequenzierung an das Labor varionostic in Ulm (varionostic GmbH, Soflin-
gerstr. 100, D-89077 Ulm) geschickt. Die Pyrosequenzierung ermoglicht die qualitative
Sequenzanalyse und quantitative Analyse des Methylierungsstatus des gewéhlten Gen-
abschnittes. Hierzu wird der komplementire Strang an einen DNA-Einzelstrang syn-
thetisiert. Jeder Einbau einer komplementéren Base aktiviert eine Kaskade von che-
molumineszenten Enzymen, woraus ein Lichtsignal resultiert. Dieses Lichtsignal wird
fortlaufend detektiert und gibt Aufschluss iiber die Sequenz und Methylierung der
DNA-Striange.

Im ersten Schritt wird der Primer an einen durch PCR vervielféltigten DNA-Einzelstrang

hybridisiert und mit den Enzymen DNA-Polymerase , ATP-Sulfurylase, Luciferase und
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Apyrase und den Substraten Adenosin-5’-phosphosulfat und Luciferin inkubiert. Da-
raufhin wird eines der vier verschiedenen Desoxy-ribonukleotid-triphosphate (ANTP)
zugegeben. Ist das zugegebene dNTP komplementir zur Base des vorgelegten Ein-
zelstranges, wird das Nukleotid durch die DNA-Polymerase in den Strang eingebaut.
Beim Einbau der Base in den Strang wird Pyrophosphat frei, dessen Menge equimo-
lar zur eingebauten Menge an Nukleotiden ist. In der Anwesenheit von Adenosin-5'-
phosphosulfat wird das freigewordene Pyrophosphat mithilfe der ATP-Sulfurylase in
Adenosin-triphosphat (ATP) umgewandelt. Das ATP wiederum treibt die Reaktion
von Luciferin zu Oxyluciferin mittels des Enzyms Luciferase an, s. Abb. 5. Die Menge
des entstandenen Oxyluciferins ist dabei proportional zur eingesetzten Menge an ATP.
Die Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin generiert sichtbares Licht. Das Licht wird
durch eine Digitalkamera aufgezeichnet und in einem Pyrogram™als Peak dargestellt.
Die Hohe des dargestellten Peaks ist dabei proportional zur Menge der eingebauten
Nukleotide. Die anfangs zugegebene Apyrase degradiert ATP und nicht eingebaute
dNTP’s, beendet damit die Lichtreaktion und regeneriert die Reaktionslésung. Nun
wird ein weiteres der vier unterschiedlichen dNTP’s hinzugefiigt. In jedem Durchlauf
wird immer nur eines der vier ANTP’s verwendet. Anstelle von dATP (Desoxy-adenosin-
triphosphat) wird Desoxy-adenosin-alpha-thio-triphosphat eingesetzt. Dieses kann von
der DNA-Polymerase zum Einbau von Adenosin in den Strang beniitzt werden, erzeugt
aber keine Luciferase-Reaktion. Im weiteren Verlauf wird der komplementire DNA-

Strang gebildet und fiir jede eingebaute Base ein Peak im Pyrogram™verzeichnet.
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w A5PS  Adenosin-5'-phosphosulfat

PPi Pyrophosphat
A5PS + PPi ATP ATP Adenosin-triphosphat

ATP Licht
Oxyluciferin  Luciferin

Abbildung 5: Darstellung der Reaktionsschritte wie oben beschrieben zur Entstehung
von sichtbarem Licht nach Umwandlung des Pyrophosphats und anschlie-

fender ATP-getriebener Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin.

Fiir die Pyrosequenzierung wurde die DNA wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben isoliert

und bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Die Original-Sequenz des MGMT-Promotors (NCBI Zugriffsnummer AL355531) setzt
sich wie im Folgenden dargestellt zusammen. CpG-Stellen sind rot markiert. Die griin
markierten CpG-Stellen bezeichnen den End- bzw. Startpunkt von Teil 1/Teil 2 des
durchgefiihrten Assays.
CTTGCTTTTCTCAGGTCCTCGGCTCCGCCCCGCTCTAGACCCCGCCCCACGCCGCCATCCCCGTGCCCCTCGG
CCCCGCCCCCGCGCCCCGGATATGCTGGGACAGCCCGCGCCCCTAGAACGCTTTGCGTCCCGACGCCCGCAGG
TCCTCGCGGTGCGCACCGTTTGCGACTTGGTGAGTGTCTGGGTCGCCTCGCTCCCGGAAGAGTGCGGAGCTCT
CCCTCGGGACGGTGGCAGCCTCGAGTGGTCCTGCAGGCGCCCTCACTTCGCCGTCGGGTGTGGGGCCGCCCTG
ACCCCCACCCATCCCGGGCGAGCTCCAGGTGCGCCCCAAGTGCCTCCCAGGTGTTGCCCAGCCTTTCCCCGGG
CCTGGGGTTCCTGGACTAGGCTGCGCTGCAGTGACTGTGGACTGGCGTGTGGCGGGGGTCGTGGCAGCCCCTG
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CCTTACCTCTAGGTGCCAGCCCCAGGCCCGGGCCCCGGGTTCTTCCTACCCTTCCATGCTGCCAGCTTTCCCT
CCGCCAGCTGCTCCAGGAAGC

Nach Bisulfitmodifikation ergibt sich die folgende, modifizierte Sequenz. CpG-Stellen
sind rot markiert. Die griin markierten CpG-Stellen bezeichnen wieder den End- und
Startpunkt von Teil 1/Teil 2 des Assays. Y bezeichnet C/T-Basenpaare, t bezeichnet
urspriinglich unmethylierte Cytosine nach Bisulfitmodifikation. Die hellgrau markierten
C’s sind Bisulfit-Kontrollen.
tTTGETTTTtTCAGGTEtTtGGtTttGttttGtTtTAGAttttGttttAtGttGttATttttGTGEtttTLGG
ttttGtttttGtGttttGGATATGETGGGAtAGttYGYGCttttTAGAAYGtTTTGYGTttYGAYGtEtYGLAG
GTttTYGYGGTGYGCtAtYGTTTGYGAtTTGGTGAGTGTtTGGGTYGttTYGtTttYGGAAGAGTGYGGAGET
tTtttTYGGGAYGGTGGCtAGLtTYGAGTGGTttTGLtAGGYGtttTtAtTTYGLYGTYGGGTGTGGGGLYGtE
tTGAtttttCAtttATttYGGGYGAGETttAGGTGYGttttAAGTGttTtttAGGTGTTIGEttAGttTITttt
tGGGttTGGGGTTttTGGAtTAGGtTGtGtTGtAGTGAtTGTGGAtTGGtGTGTGGtGGGGGTtGTGGtAGtLt
tETGLtTTAttTtTAGGTGttAGEtttAGGEtLtGGGTLtttGGGTTETTCtTAtttTTttATGE TGt tAGLTTT

tttTttGttAGTTGtTttAGGAAGT

Zur Amplifikation wurde eine nested PCR, durchgefiihrt. Die dufere PCR ergab dabei
ein 332 bp Produkt, die innere PCR ein 288 bp Produkt. Der Ansatz der inneren PCR
mit 50 pl enthilt die in der folgenden Tabelle dargestellten Konzentrationen und Vo-

lumina.
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Tabelle 8: Der nested PCR-Ansatz

PCR = Polymerase-Kettenreaktion; Mg = Magnesium; MgCls = Magnesi-

umchlorid; dANTP = Desoxynukleotidtriphosphat; DNA = Desoxyribonukle-

insdure
Substanz Konzentration | eingesetztes
Volumen
USB E Puffer mit Mg?* 10x / 15 mmol 5 ul
MgCl, 25 mM 1 pl
dANTP 10 mM 1,8 ul
Forward Primer 5 uM 2,2 pl
Reverse Primer (biotinyliert) 5 uM 2,2 ul
Taq DNA Polymerase USB Hotstart IT 1,25 U/ul 1,6 pl
DNA (332 bp Produkt der duferen PCR) 1,2 pl
destilliertes Wasser 35 pl

Das Programm fiir die Amplifikationen der inneren PCR setzt sich wie folgt zusammen:

Tabelle 9: Programm fiir die Amplifikationen der nested PCR

PCR = Polymerase-Kettenreaktion; DNA — Desoxyribonukleinsiure

Reaktionsschritt Temperatur | Zeit | Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94°C 3 min 1x
Denaturierung 94°C 35s
Primer annealing 51,5°C 35 s 50x
DNA-Synthese 72°C 35 s
Stabilisierung der Ho-Briickenbindung, 72°C 5 min 1x
Reaktionsende 4°C 00
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Im Anschluss an die nested PCR werden die Proben mit Hilfe des Vacuum Prep Tool
nach Herstellerangaben aufbereitet. Es werden 25 pl des PCR-Produktes an 3 ul Strep-
tavidin Sepharose™HP Kugeln (GE Healthcare, bisher Amersham Biosciences) immo-
bilisiert. Anschliefend erfolgt das Annealen an 2 ul Primer (5 pM) fiir die Sequenzie-
rung bei 80°C fiir 2 min. Die Sequenzierung wird nach Standardvorgehen der Firma

varionostic durchgefiihrt. Die Analyse der CpG’s erfolgt mit der Pyro Q-CpG Software.

2.4 Proteine

2.4.1 Protein-lIsolierung aus Tumormaterial und Zelllinien

Wie schon bei der DNA-Isolierung beschrieben wird das Probenmaterial im gefrorenen
Zustand auf Trockeneis mit Finmalskalpellen in 2-3 mm grofse Stiicke geschnitten. Die-
se werden mit 800 ul Lysispuffer in Precelly-Tubes mit Keramikkiigelchen (PEQLAB
Biotechnologies, Erlangen) im Homogenisator (FastPrep Biol01/Savant) bei 4°C mit
6-facher Geschwindigkeit 3-5 mal fiir je 45 s geschiittelt, bis keine festen Gewebebe-
standteile mehr erkennbar sind. Anschliefend rotieren die Proben fiir 15 min bei 4°C
auf einem Rotator und werden dann 10 min mit Hochstgeschwindigkeit zentrifugiert.
Die im Puffer gelosten Proteine werden daraufhin abpipetiert und bei -20°C bis zur
weiteren Verarbeitung gelagert.

Analog dazu werden fiir die Protein-Isolierung aus Zelllinien die Zellpellets mit jeweils
100 pl Lysispuffer versetzt, 15 min bei 4°C rotiert, zentrifugiert und der Uberstand

abpipetiert.

2.4.2 Messung der Protein-Konzentration

Die Konzentration der Proteine wird mit Hilfe des Bradford-Reagenzes (BIO-RAD

Protein Assay) bestimmt. Die 5x Stammlosung wird 1:5 mit Aqua dest. verdiinnt. Zu 1
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ml 1x Protein Assay wird je 5 ul der zu analysierenden Probe gegeben. Fiir jede Probe
erfolgt die Messung der Extinktion von jeweils zwei Verdiinnungen bei 595 nm im Bio
Photometer (Eppendorf, Hamburg). Aus dem Mittelwert der beiden Messergebnisse

wird anhand einer Eichkurve die Konzentration in ug/ul berechnet.

2.4.3 Auftrennung der Proteine

Die Auftrennung der Proteine erfolgt mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter
Verwendung von 12% Bis-Tris-Gelen (NuPAGE, Invitrogen). Hierfiir werden 20 ug Pro-
teine in wéssriger Losung mit 5 ul Ladepuffer fiir 10 min bei 70°C inkubiert und auf das
Gel aufgetragen. Als methylierte Kontrolle wird K562 aufgetragen, als unmethylierte
Kontrolle HL-60, als Standard werden 10 pl des Precision Plus Protein All Blue Stan-
dards eingesetzt. Die Auftrennung der Proteine erfolgt mit MOPS-SDS-Running-Buffer
(Invitrogen), 1:20 mit Aqua dest. verdiinnt, bei 70-80 mA.

2.4.4 Western Blotting

Die aufgetrennten Proteine werden im Semidry Blotting Verfahren mittels Fastblot
B43 (Biometra) auf eine PVDF-Membran {ibertragen. Dazu werden jeweils 3 Schich-
ten Chromatographiepapier mit Anodenpuffer T und IT und Kathodenpuffer getrinkt.
Die PVDF-Membran wird mit Methanol getrinkt. Das Chromatographiepapier wird
dann wie folgt vom Pluspol zum Minuspol in den Blotter geschichtet: Anode II, Ano-
de I, befeuchtete PVDF-Membran, Gel mit aufgetrennten Proteinen, Kathode. Der
Proteintransfer auf die Membran bendétigt 30 min bei 400 mA. Um eine unspezifi-
sche Hintergrundaktivitdt von Antikorpern zu vermeiden, wird die Membran mit einer

Milchprotein-Losung bei 4°C iiber Nacht geblockt.
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2.4.5 Qualitative Analyse der Proteine durch

Antikorper-Markierung

Die Analyse der aufgetrennten Proteine erfolgt laut Standardprotokoll mit monoklo-
nalen und polyklonalen Antikérpern. Dazu wird die Membran entweder fiir 2-3 h bei
Raumtemperatur oder bei 4°C iiber Nacht mit einem monoklonalen Erstantikorper
inkubiert. Als Waschlosung wird 1x PBS/0,05% oder 0,1% Tween je nach Erstanti-
korper verwendet. Die Membran wird dreimal fiir 15 min gewaschen. Darauf folgt die
Inkubation mit einem polyklonalen Zweitantikdrper ebenfalls bei Raumtemperatur fiir
2-3 h oder bei 4°C iiber Nacht. Der Zweitantikérper ist mit Horseradish Peroxidase
gekoppelt. Als Substrat fiir die Horseradish Peroxidase dienen ECL detection reagents
(Amersham Biosciences, UK), bestehend aus 2 Einzelreagenzien, welche im Verhalt-
nis 1:1 gemischt werden. Die Membran wird kurz im ECL-Reagenzgemisch inkubiert
und auf einen Fotofilm (Hyperfilm) aufgelegt. Beim Umsetzen des Substrats durch die
Peroxidase entsteht Lumineszenz. Diese wird durch Belichten des Films nach dessen

Entwicklung (Curix, AGFA) als schwarze Bande sichtbar.

2.5 Kultivierung von Zelllinien

Die Zelllinien werden bei 37°C, 5% CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95%
in RPMI 1640 Medium kultiviert. Dem Medium werden 10% FCS, 1% Penicillin-
Streptomycin und 1% L-Glutamin zugesetzt. Das Medium wird unter Konstanthaltung
der Zellkonzentration alle 3 Tage gewechselt und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. Ad-
harent wachsende Zellen werden mit 7 ml Trypsin 5 min im Inkubator gelost und mit
FCS gestoppt. Es werden Zellpellets mit ca. 5x10° Zellen pro Pellet hergestellt, in 1 ml

PBS resuspendiert und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren.
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2.6 Statistik

Da die Fallzahl in dieser Arbeit n=30 fiir die Hirntumorpatienten, bzw. n=18 fiir die
MDS-Patienten betragt, wird auf statistisches Testen verzichtet. Die Darstellung der

Ergebnisse in der Auswertung erfolgt in absoluten Zahlen und Prozentwerten.
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3.1 Hirntumorpatienten

3.1.1 MGMT-Methylierungstatus von Zelllinien

Die DNA aus den drei Zelllinien HL60, K562 und HeLa wird mit Hilfe des QIAamp
DNA Mini Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert. Anschliefend wird die
DNA mittels methylspezifischer PCR nach Bisulfit-Modifikation analysiert. Es werden
zwel Primersets verwendet, ein Set jeweils fiir die methylierte und die unmethylierte
Sequenz. Die HL60-Zellen zeigen nur fiir das unmethylierte Primerset eine Bande, die
K562- und HeLa-Zellen zeigen jeweils nur eine Bande fiir das methylierte Primerset,
s. Abb. 6. DNA der HL60-Zelllinie wird im Folgenden als unmethylierte Kontrolle bei
der methylspezifischen PCR mitgefiihrt, DNA von K562 und HeLa als methylierte
Kontrolle.

Zusétzlich werden die Proteine der drei Zelllinien mittels eines Lysispuffers isoliert
und im Westernblot-Verfahren analysiert. Die HL60-Zelllinie zeigt dabei eine starke
Expression von MGMT, in den Zelllinien K562 und HeLa ldsst sich MGMT-Protein

im Westernblot nicht nachweisen, s. Abb. 7.
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Abbildung 6: MGMT-Polymerase-Kettenreaktion fiir K562 und HL-60; , K562 m* ent-
spricht methyliertem Primerset, ,,KK562 u“ entspricht unmethyliertem Pri-
merset, fiir HL-60 entsprechend, ,A“ entspricht der Negativkontrolle mit
destilliertem Wasser;

MGMT = Methylguanin-Desoxyribonukleinsdure-Methyltransferase
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Abbildung 7: Westernblot fiir HL-60 und K562;
MGMT = Methylguanin-Desoxyribonukleinsdure-Methyltransferase

3.1.2 MGMT-Methylierung auf DNA-Ebene in primdrem

Tumormaterial von Patienten mit Gehirntumoren

Die DNA von 30 primdren Hirntumoren wird aus den bei -20°C gelagerten Proben
unter Verwendung der Trizol-Methode extrahiert. Anschlieffend wird die DNA mit-
tels methylspezifischer PCR (MSP) nach Bisulfit-Modifikation analysiert. Mithilfe von
zwei unterschiedlichen Primersets, einem fiir die methylierte Sequenz 5-TTT CGA
CGT TCG TAG GTT TTC GC-3” und einem fiir die unmethylierte Sequenz 5-TTT
GTG TTT TGA TGT TTG TAG GTT TTT GT-3’ wird der Methylierungsstatus des
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MGMT-Gens bestimmt. Als unmethylierte Kontrolle wird die Zelllinie HL-60 mitge-
fiihrt, als methylierte Kontrolle werden die Zelllinien K562 und HeLa verwendet.
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Abbildung 8: MGMT-Polymerase-Kettenreaktion fiir K562, HL-60 und die Hirntumor-
proben von den Patienten P1-P30; ,m“ entspricht methyliertem Primer-
set, ,u“ entspricht unmethyliertem Primerset, ,,A“ entspricht der Negativ-

kontrolle mit A. dest.; MGMT — Methylguanin-DNA-Methyltransferase
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Proben werden als methyliert gewertet, wenn die Bande des methylierten Primers nach-
weisbar ist. Bei fast allen Proben findet sich gleichzeitig eine unmethylierte Bande, wie
in der Literatur beschrieben, da bei primédrem Tumormaterial davon auszugehen ist,
dass das Probenmaterial neben Tumorzellen auch gesunde, unmethylierte Zellen (Blut-
bestandteile, Gefaftwand, Bindegewebe) enthélt. Es ist daher unwahrscheinlich, in einer
Tumorgewebsprobe nur Banden der methylierten Sequenz nachzuweisen.

13 von 26 auswertbaren Proben sind methyliert und 13 unmethyliert, das entspricht
jeweils einem Anteil von 50% der Proben. Unter Einbeziehung der Tumorhistologie
sind 8 der methylierten Proben Glioblastome, 3 anaplastische Giome WHO-Grad 111,
davon jeweils 1 anaplastisches Oligoastrozytom WHO Grad 111, ein anaplastisches Oli-
godendrogliom WHO Grad III und 1 anaplastisches Astrozytom WHO Grad 111, sowie
ein Astrozytom WHO Grad II und ein Gliosarkom.

7 der 13 unmethylierten Proben sind Glioblastome und 3 anaplastische Gliome WHO-
Grad IIT, davon 1 anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad I1T und 2 anaplastische
Astrozytome WHO Grad III. 3 Metastasen (2 Karzinome, ein Sarkom) erweisen sich
ebenfalls als unmethyliert. 4 von 30 Proben (2 anaplastische Astrozytome WHO-Grad
IT1, 2 Glioblastome WHO-Grad IV) kénnen nicht eindeutig ausgewertet werden.
Bezieht man diese Ergebnisse nur auf die aggressivsten Hirntumoren, die Glioblastome
WHO Grad IV, so sind 8 von 15 Proben methyliert (53,3%) und 7 von 15 unmethyliert
(46,7%), s. Abb. 9.
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unmethyliert

47% methyliert

53%

Abbildung 9: Grafische Darstellung der Anteile der methylierten und unmethylierten
Proben bei Glioblastomen WHO (World Health Organisation) Grad IV

3.1.3 Expression des MGMT-Proteins

Proteine des primdren Tumormaterials werden, wie im Kapitel 2.4.1 beschrieben, ex-
trahiert. Anschlieffend wird die Protein-Expression von MGMT mittels Westernblot-
analyse bestimmt. Als Referenz dienen die unmethylierte Zelllinie HL-60 mit Nachweis
des MGMT-Proteins und die methylierte Zelllinie K562, bei der im Westernblot kein
MGMT-Protein nachweisbar ist. Das Housekeeping-Gen Aktin wird zur Kontrolle des
Westernblots beniitzt. Die MGMT-Bande wird mit der Aktin-Bande verglichen und
ihre Stérke bezogen auf Aktin abgeschétzt.

ol



3 Ergebnisse
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Abbildung 10: Westernblot mit Aktin- und MGMT-Antikérpern fiir K562, HL-60 und
die Patienten P1-P12.
MGMT = Methylguanin-DNA-Methyltransferase

4 von 30 Proben konnen aufgrund fehlender Aktinbanden und zu wenig Material nicht
ausgewertet werden. Bei 6 von 26 Proben (23%) ist bei vorhandener Aktin-Bande kein
MGMT-Protein nachweisbar. Die restlichen 20 Proben zeigen jeweils eine unterschied-
lich starke MGMT-Bande bei 22 kDa. Diese wurde je nach Stirke der MGMT-Bande
bezogen auf Aktin in drei Untergruppen unterteilt. 6 von 26 auswertbaren Proben
(23%) zeigen eine hohe MGMT-Proteinkonzentration mit starker Proteinbande. 5 von
26 Proben (19%) zeigen eine mittelstarke Bande und 9 von 26 Proben (35%) zeigen
eine schwache MGMT-Bande verglichen mit Aktin und folglich eine niedrige MGMT-
Proteinkonzentration.

Insgesamt ist die Proteinkonzentration in 58% der Félle vermindert oder nicht nach-

weisbar.

52



3 Ergebnisse

3.1.4 Zusammenhang zwischen Methylierungsstatus,

Expression und Tumorhistologie

Von den insgesamt 30 Proben werden 6 aufgrund von nicht auswertbarer DNA- oder
Protein-Ergebnisse von dieser Analyse ausgeschlossen. 8 von 24 Proben (33,3%) sind
methyliert und zeigen keine, bzw. eine geringe Proteinexpression. Dagegen ist bei 4
von 24 Proben (16,7%), die in der PCR methyliert waren, das MGMT-Protein im
Westernblot deutlich nachweisbar. 6 von 24 Proben (25%) zeigen bei unmethylierter
MGMT-Sequenz eine mittlere bis hohe Proteinkonzentration. Weitere 6 von 24 Proben
(25%) sind unmethyliert bei geringem oder nicht nachweisbarem MGMT-Protein.

Es kann gezeigt werden, dass bei 67% der Proben (8/12) mit methylierten MGMT-
Promotor wenig bzw. kein MGMT-Protein nachweisbar ist. Bei einem Grofteil dieser
methylierten Proben mit niedriger Proteinkonzentration handelt es sich um Gliome
WHO Grad IIT und IV (7/8). Ein gemistozytisches Astrozytom WHO Grad II zeigte
ebenfalls bei methylierter Sequenz eine niedrige Proteinkonzentration, s. Tabelle 10
und Abb. 11. 50% der unmethylierten Proben zeigen eine mittlere bis hohe Protein-
konzentration und weitere 50% zeigen eine niedrige bzw. nicht nachweisbare Protein-

konzentration, s. Tabelle 10 und Abb. 11.
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Abbildung 11: Zusammenhang zwischen Methylierung und Proteinkonzentration:

0 entspricht nicht nachweisbarer Proteinkonzentration, + entspricht
niedriger Proteinkonzentration, ++ entspricht mittlerer Proteinkonzen-
tration, +-+-+ entspricht hoher Proteinkonzentration; jeweils fiir die me-

thylierten und unmethylierten Proben.
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Tabelle 10: Methylierung und Expression der Hirntumorpatienten
MGMT = Methylguanin-DNA-Methyltransferase, GBM = Glioblastoma

multiforme, Ca = Carcinom, Met = Metastase, AA = anaplastische Astrozy-

tom, gemistozyt. A = gemistozytisches Astrozytom, AOD = anaplastisches

Oligodendrogliom, AOA = anaplastisches Oligoastrozytom, WB = Western

Blot
Pat-Nr. | Histologie PCR-Ergebnis | MGMT Banden-
Protein stirke
im WB
Pat. 1 GBM nicht methyliert | kein Protein 0
Pat. 2 Adeno-Ca-Met nicht methyliert | Protein +++
Pat. 3 GBM nicht methyliert | Protein ++
Pat. 4 AA T nicht auswertbar | Protein +++
Pat. 5 niedrig-diff. Ca-Met. | nicht methyliert | Protein +++
Pat. 6 gemistozyt. A 11 methyliert Protein +
Pat. 7 Sarkom nicht methyliert | Protein +
Pat. 8 GBM methyliert kein Protein 0
Pat. 9 GBM nicht meythliert | kein Protein 0
Pat. 10 | GBM nicht auswertbar | Protein +
Pat. 11 | AOD III nicht methyliert | Protein ++
Pat. 12 | AOA III methyliert Protein +
Pat. 13 | GBM methyliert Protein +
Pat. 14 | GBM nicht methyliert | Protein ++
Pat. 15 | GBM nicht methyliert | Protein +
Pat. 16 | GBM methyliert Protein +++
Pat. 17 | AA III nicht methyliert | Protein +
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Pat. 18 | GBM nicht methyliert | nicht auswertbar -
Pat. 19 | GBM methyliert Protein ++
Pat. 20 | GBM methyliert kein Protein 0
Pat. 21 GBM methyliert Protein +
Pat. 22 | GBM methyliert Protein +++
Pat. 23 | AA III methyliert kein Protein 0
Pat. 24 | AA 11T nicht auswertbar | nicht auswertbar -
Pat. 25 | Gliosarkom methyliert Protein +++
Pat. 26 | GBM methyliert nicht auswertbar -
Pat. 27 | AATII nicht methyliert | kein Protein 0
Pat. 28 | AOD III methyliert Protein +
Pat. 29 | GBM nicht methyliert | Protein ++
Pat. 30 | GBM nicht auswertbar | nicht auswertbar 0

3.1.5 Sequenzanalysen

Die Sequenz der MGMT-Promotorregion wird mittels fluoreszenzmarkierter Nukleotide
im ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer Applied Biosystems) analysiert. Die
Daten werden mit Sequenzen der Genbank verglichen. Es lassen sich methylierte CpG-
Inseln im Bereich der Promotorregion von MGMT auf Chromosom 10q26 nachweisen.
Es werden jeweils 6 der methylierten und 6 der unmethylierten Proben sequenziert. So-
wohl fiir die untersuchten 6 methylierten als auch die 6 unmethylierten Proben konnten
die Ergebnisse, die mit Hilfe der methylspezifischen PCR nach Bisulfit-Modifikation er-
hoben wurden, bestitigt werden. Bei Analyse der methylierten Proben zeigte sich eine

Methylierung aller analysierten CpG-Inseln, wahrend alle CpG-Inseln der unmethy-
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lierten Proben auch in der Sequenzanalyse keine Methylierung zeigten. In Abb. 12 ist

exemplarisch die Sequenzierung von Patient Nr. 5 gezeigt.

Patient 5 forward

TGIGATTG TTGIRATTICEIGAGTCITTCEST TAI T T TGT T T TTGRA
10 20 30 40 5

Patient 5 reverse

CTCACCAANNCGCAAACSATACGCACCGCG AAAACCTACGAACGT @

10 20 30 40 50

f

Abbildung 12: Ergebnis der Sequenzierung von Patient Nr.5

3.1.6 Pyrosequenzierung von Proben der Hirntumorpatienten

Die isolierte DNA von jeweils 10 Proben der Hirntumorpatienten wird mittels Pyrose-
quenzierung, wie in Kapitel 2.3.8 beschrieben, im Labor varionostic in Ulm (varionostic
GmbH, So6flingerstr. 100, D-89077 Ulm) untersucht. Die Pyrosequenzierung ermoglicht
die qualitative Sequenzanalyse und quantitative Analyse des Methylierungsstatus der
einzelnen CpG’s des gewihlten Genabschnittes.

Fiir jede der 27 im untersuchten Genabschnitt ermittelten CpG-Positionen wird der

Anteil der methylierten Cytosine in Prozent angegeben. Nach den Angaben des Labors
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werden Anteile von weniger als 3% der Cytosine als unmethyliert gewertet. Diese An-
nahme ergibt sich aus Erfahrungen des auswartigen Labors mit Negativkontrollen.

5 von 10 der von uns eingesandten Proben zeigen in unserer MSP Banden fiir den
methylierten Primer, die anderen 5 Proben fiir den unmethylierten. Die Analyse von
varionostic zeigt in 9 von 10 Proben der Hirntumor-Patienten eine Methylierung von
mindestens einer der 27 moglichen Positionen. Dabei sind in den einzelnen Proben 2
bis maximal 9 von 27 CpG-Positionen methyliert. Der Grad der Methylierung liegt
zwischen 0% und 100%. Ein Methylierungsmuster innerhalb der verschiedenen Positio-
nen lasst sich angesichts der geringen Fallzahl nicht erkennen. Allerdings sind 9 von 27
CpG-Positionen in allen Proben unmethyliert. Immerhin 3 CpG-Positionen (Position
20, 24 und 27) zeigen in jeweils 5 von 10 Proben eine Methylierung. Ein bestimmtes
Muster in der Methylierung wére bei einer grofseren Fallzahl durchaus denkbar. Zur
Veranschaulichung eines solchen moglichen Musters ist im Anschluss Abb. 13 eingefiigt.
Diese zeigt zusatzlich zu den Ergebnissen der Hirntumor-Proben die Methylierungsana-
lysen aus DNA von Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie, AML, die ebenfalls von
unserem Labor iiber die Firma varionostic veranlasst wurden. Die folgende Tabelle 11
und Abbildung 14 zeigen die Ergebnisse der Pyrosequenzierung der Hirntumorproben

mit den Anteilen der methylierten CpG-Positionen in Prozent.
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Tabelle 11: Ergebnisse der Pyrosequenzierung von Proben der Hirntumor-Patienten

Anteile der Methylierung sind in % angegeben. Methylierte Positionen sind

rot unterlegt.

CpG = Cytosine preceding Guanine

CpG-Position

Pat. | 1 2 3 4 5
3| 0 0 0
9 0 0 0 0 0
13, 0 (039 0 0 0
14 - 0 0 007 0
15| 0 0 0 0 | 1,06
16| 0 0 0 0 0
20| 0 0 0 0 0
21| 0 - 1,65
22| 0 0 0 0 0
20 0 [027] 0 0 | 1,14
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Probe

CpG-Position

Pat. 3
Pat. 9

Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.
Pat.

13
14
15
16
20
21
22
29

AML1
AML2
AML3
AML4
AML5
AML6
AML7
AMLS
AML9
AML10
AML11
AML12
AML13
AML14

1

2 3 456 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19]|20|21 22 23|24|25 26|27

unmethyliertes CpG
methyliertes CpG

Abbildung 13: Grafische Darstellung eines eventuell vorhandenen Methylierungsmus-

ters. Dargestellt sind die Ergebnisse von Gliompatienten (Pat. 3-29) und
Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML 1-14). Drei Positionen
mit besonders hoher Methylierung in mehreren Proben sind markiert.

CpG = Cytosine preceding Guanine
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[G7 ¢ TTTVGGGAYGGTGGTAGTTTYGAGTGGTTIIGTAGGYGTTTTTATTTYGTYGIVGGGTGTGGGGIVGTTTIGA (ATTTA YGGGYGAG] (AGGTGYG AR

(s il | 3

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
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Abbildung 14: Darstellung eines Pyrograms®™am Beispiel von Patient Nr.3

3.2 MDS-Patienten

3.2.1 Methylierungsstatus der MDS-Patienten

Die DNA von 18 Patienten mit myelodysplastischem Syndrom wird mit Hilfe des
QIAamp DNA Mini Kits extrahiert. Mittels methylspezifischer PCR nach Bisulfit-
Modifikation wird die extrahierte DNA, wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben, analysiert.
Als unmethylierte Kontrolle wird DNA der Zelllinie HL-60 mitgefiihrt, als methylierte
Kontrolle werden die Zelllinien K562 und HeLa verwendet, s. Kapitel 3.1.1 und Abb.
6.

8 der untersuchten 18 Proben (44,4%) zeigen eine Methylierung des MGMT-Gens. In
10 von 18 Proben (55,6%) ist nur die unmethylierte Bande nachweisbar, s. Abb. 15.
Nach Analyse der Knochenmarkzytologie und -histologie handelt es sich bei 3 der 8
methylierten Proben um refraktire Anédmien, 1 der 8 Proben zeigt ein RAEB I, 2 von
8 sind RAEB II und 2 von 8 sind nicht klassifizierbar. Bei den unmethylierten Proben
sind 4 von 10 refraktdre Anémien, 2 von 10 RAEB I und 3 von 10 RAEB II, s. Tabelle
12.
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Tabelle 12: Methylierungsstatus der MDS-Patienten
MDS = Myelodysplastisches Syndrom, RA = Refraktire Andmie, RAEB =
Refraktidre Andmie mit Exzess von Blasten, sek. = sekundir, AML = akute

myeloische Leukidmie, PNH = Paroxysmale néchtliche Himoglobinurie

Pat-Nr. | WHO-Klassifikation PCR-Ergebnis
1 RAEB I unmethyliert
2 RAEB II unmethyliert
3 RA methyliert

4 RA unmethyliert
5 RA unmethyliert
6 RAEB II methyliert

7 RAEB I unmethyliert
8 sek. AML bei MDS unmethyliert
9 RAEB II unmethyliert
10 RAEB I nach AML M1/2 | methyliert
11 RA unmethyliert
12 RAEB II methyliert
13 RA unmethyliert
14 RA methyliert
15 RAEB II unmethyliert
16 MDS methyliert
17 RA mit PNH-Klon methyliert
18 MDS methyliert

63



3 Ergebnisse

Marker
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Abbildung 15: Polymerasekettenreaktion von O%-Methylguanin-DNA-Methyltransfera-
se fiir K562, HL-60 und die Proben der MDS-Patienten P4-P18; ,m*
entspricht methyliertem Primerset, ,u“ entspricht unmethyliertem Pri-
merset, ,A“ entspricht der Negativkontrolle mit destilliertem Wasser.

MDS = Myelodysplastisches Syndrom

3.2.2 Pyrosequenzierung von Proben der MDS-Patienten

Die isolierte DNA von jeweils 10 Proben der MDS-Patienten wird zur Methylierungs-
analyse mittels Pyrosequenzierung (s. Kapitel 2.3.8) im Labor varionostic in Ulm un-
tersucht. Die Auswertung erfolgt wie im Abschnitt 3.1.6 beschrieben. Ab einem Me-
thylierungsanteil von iiber 3% gilt die Probe als methyliert.

Die Proben der MDS-Patienten erweisen sich in der Pyrosequenzierung grofitenteils als
unmethyliert, s. untere Tabelle 13. Der hochste Methylierungsanteil einer CpG-Position
betrégt nur 7,49%. Der hochste Methylierungsanteil der Hirntumor-Proben lag im Ver-
gleich dazu bei 100%.
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Jedoch zeigt immerhin die Hélfte der Proben eine sehr geringe Methylierung mit Antei-

len unter 8% an einzelnen, jeweils unterschiedlichen CpG-Positionen. Dabei entfallen

auf eine Probe nur 1 bis maximal 2 methylierte CpG-Positionen, verglichen mit einer

Methylierung von bis zu 9 Positionen bei den Hirntumor-Proben.

Tabelle 13: Ergebnisse der Pyrosequenzierung von Proben der MDS-Patienten

Teil 1: CpG-Positionen 1-12

Anteile der Methylierung in %; Methylierte Positionen sind rot unterlegt.

MDS = Myelodysplastisches Syndrom; CpG = Cytosine preceding Guanine

Pat.

:

Sy e W N

11
14
15
16
17

-t

=
—_

o O O O o o o O

65

CpG-Position
2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
0 0 0 003 0 |0,46 0 0 0 0 -
0 0 [0,75(1049]191| 0 0 0 1055 0 0
0 0 [026] O 1,2 | 0,11 0 0 0 | 1,81 0
0 0 0 1037 0 0 0 0 1092217 0
0 0 0 0 (026 0O 0 0,61 1,3 0 0
0,26 | 0O 0 |0,76 | 2,19 | 1,94 0 0 0 | 1,68 0
0,15| 0 0 0 0 (017 | O 2,06 | 0,45 | 0 1,01
1,821 0 0 0 0 0 0 0 0 (0,84 0
0,85 | 1,67 0,64 | 0 0 |0,42 | 0,81 0 | 1,35 0 0,72
0 0 0 0 0 0 ! 032 0 0 0
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Tabelle 14: Ergebnisse der Pyrosequenzierung von Proben der MDS-Patienten
Teil 2: CpG-Positionen 13-24

Anteile der Methylierung in %; Methylierte Positionen sind rot unterlegt.

MDS = Myelodysplastisches Syndrom; CpG = Cytosine preceding Guanine

CpG-Position

Pat. | 13 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 20 21 | 22 | 23 | 24
1 0 0 0 0 0 0 0 1,42 | 0,69 | 0,13 | O 2,7
2 0 0 0 0 0 1,00 O 0,28 0 1068 0 |0,05
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0,14 0 0 0
4 - 0 0 0 0 0 0 - 0 1023 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0,66 0 1057 0O 0

11 0 0 0 0 0 0 10,15 0 0,72 10,93 | 0,82 | 2,08
14 0 0 0 0 0 0 | 1,08 0 0 1088|0,19] 0,05
15 | 1,59 - 01094 0 0 0 0 0 11,22 0 0
16 0 0 0 0 1238 0 0 1,63 0 1025 0 |0,69
17 0 0 0 0 0 0 |296 0 0,191 0 0 0
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Tabelle 15: Ergebnisse der Pyrosequenzierung von Proben der MDS-Patienten
Teil 3: CpG-Positionen 25-27
Anteile der Methylierung in %; Methylierte Positionen sind rot unterlegt.
MDS = Myelodysplastisches Syndrom; CpG = Cytosine preceding Guanine

CpG-Position
Pat. | 25 |26 | 27
1| 0 0 | 1,06
2 o | o
3] 0 0 | 0,22
41 0 0 0
6| O 0 0
11 1,85 0 0
14| 0 0 | 0,79
15 | 1,16 | O 0
16 | 0,37 | O 0
17| 0 0 0

75

25

ES GTTCG TATCG TGC TAT G T TCGAGTGT TG TATGTCGET TGAT TCAGTC TG TCG TGETGGTCGTTGATCTATGATTCAGTCGAGTTAGTAGTCGTT
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Abbildung 16: Pyrogram™von Patient Nr.1
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4.1 MGMT-Promotormethylierung bei Hirntumoren

In Deutschland erkranken durchschnittlich 10 von 100 000 Menschen pro Jahr neu an
einem Hirntumor. Die Hirntumore stellen 1,6% der neu diagnostizierten Krebserkran-
kungen dar. Uber die Hilfte davon sind maligne Gliome. Bei den Gliomen astrozytiiren
Ursprungs ist das Glioblastoma multiforme (Glioblastom) das héufigste. Es handelt
sich hierbei um einen der bosartigsten Tumoren des Menschen. Die Prognose und die
Langzeit-Uberlebensraten fiir Hirntumoren sind im Allgemeinen schlecht. Sie verursa-
chen 2-3% der krebsbedingten Todesfille (Parkin et al. 1999).

Die Therapie von Gliomen sollte unter einem multidisziplindren Ansatz mit primérer
chirurgischer Resektion und anschliefiender Radiochemotherapie erfolgen (Stupp et al.
2005). Fiir Patienten mit Astrozytomen WHO Grad II liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate
dann zwischen 50% und 60%. Bei Patienten nach Diagnosestellung Glioblastom WHO
Grad IV betriigt die mittlere Uberlebenszeit nur ca. 1 Jahr, trotz multimodaler The-
rapie (Stupp et al. 2005).

Die relativ hohe Mortalitét ist vor allem dadurch bedingt, dass primédre Tumoren des
Gehirns schwer zu behandeln sind und im Falle des Glioblastoms auch noch sehr schnell
und aggressiv wachsen. Hirntumoren kénnen nicht grofziigig im Gesunden mit brei-
tem Sicherheitsabstand reseziert werden, da hierdurch zu grofse neurologische Defi-

zite entstehen konnen. Des Weiteren konnen nicht alle Chemotherapeutika die Blut-
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Hirnschranke durchdringen und eine effektive Wirkkonzentration am Tumor aufbauen.

Ein neues Chemotherapeutikum fiir die Behandlung von Hirntumoren ist das alky-
lierende Pharmakon Temozolomid. Es iiberwindet die Bluthirnschranke, erhcht die
Strahlensensibilitdt von Tumoren bei simultaner Radiotherapie und ist gut vertrig-
lich. Studien zeigen, dass die Gabe von Temozolomid die mittlere Uberlebenszeit si-
gnifikant verlangert. Patienten, die wihrend und nach einer Strahlentherapie adjuvant
fiir 6 Zyklen Temozolomid erhielten, erreichten eine mittlere Uberlebenszeit von 14,6
Monaten. Die mittlere Uberlebenszeit der Patienten, die nur Strahlentherapie erhiel-
ten, lag bei 12,1 Monaten (Stupp et al. 2005). Temozolomid verursacht Zelltod durch
Alkylierung der O6-Position des Guanins und darauf folgender Apoptose (Roos et al.
2007). Ein wichtiger Resistenzmechanismus der Zelle gegeniiber alkylierenden Substan-
zen ist das DNA-Reparaturenzym OS-Methylguanin-DNA-Methyltransferase, MGMT
(Gerson et al. 1986, Roos et al. 2007). Es kommt in allen gesunden menschlichen Zellen
vor und bewirkt als Katalysator die Entfernung von Alkylgruppen von der O%-Position

des Guanins (Gerson et al. 1986, Gerson 2004, Pegg et al. 1983).

Fiir einige Tumorzelllinien konnte eine verminderte Expression von MGMT gezeigt
werden, so z.B. bei Hirntumoren, Kolonkarzinomen, Osophagus- und Lungenkarzino-
men (Nakagawachi et al. 2003, Kondo et al. 2003). Es wird angenommen, dass die
verminderte Expression von MGMT durch epigenetische Verdinderungen der DNA be-
dingt ist. Epigenetik bezeichnet stabile, vererbbare Verdinderungen der Genexpression,
die wihrend der Entwicklung der Zelle und der Zellproliferation stattfinden. Die Gense-
quenz wird dabei nicht verdndert (Das and Singal 2004). Epigenetische Verdnderungen
sind im Gegensatz zu Mutationen reversibel. Die hdufigste epigenetische Modifikation
ist die DNA-Methylierung. Dabei wird eine Methylgruppe (CH3) an den Kohlenstoff 5
eines CpG-Dinukleotids kovalent gebunden. Ein solches CpG-Dinukleotid enthilt ein
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Cytosin, das in der Basenabfolge einem Guanin direkt vorausgeht (C preceding G).
Durch die Methylierung entsteht 5-Methylcytosin, 5’m5CG 3’ (Herman and Baylin
2003).

Besonders CpG-reiche Bereiche des Genoms, sogenannte CpG-Inseln, sind besonders
haufig in der Promotorregion eines Gens zu finden. Die meisten CpG-Inseln sind im
Normalfall jedoch unmethyliert (Antequera and Bird 1993). UbermiRige Methylierung
der Promotorregion eines Gens kann zu dessen Inaktivierung fithren, dem so genannten
Epigenetic Gene Silencing (Herman and Baylin 2003). Betrifft dieses Epigenetic Gene
Silencing Tumorsuppressorgene oder Reparaturenzyme kann dies zu einer malignen
Transformation der Zelle fithren. Wie M. Esteller in einem Review schreibt: ,, Zusétz-
lich zu genetischen Ursachen kann Krebs auch als epigenetische Erkrankung betrachtet
werden (Esteller 2005). Es wird davon ausgegangen, dass der in einigen Tumorzelllini-
en gefundene verminderte MGMT-Proteingehalt (Nakagawachi et al. 2003) durch eine
solche iiberméfige Methylierung der Promoterregion und daraus folgender Inaktivie-
rung des Gens verursacht wird. Ein niedriger MGMT-Proteingehalt sensibilisiert die
Tumorzellen fiir die Wirkung von alkylierenden Chemotherapeutika und korreliert mit
lingeren Uberlebenszeiten (Hegi et al. 2005, Esteller et al. 2000, Chen et al. 1999).

In einer Studie von Hegi et al. zeigten Patienten mit methyliertem Promotor des
MGMT-Gens bei kombinierter Radiochemotherapie mit Temozolomid eine mittlere
Uberlebenszeit von 21,7 Monaten, im Vergleich zu 15,3 Monaten bei Patienten ohne
Temozolomid. Bei Patienten mit unmethyliertem MGMT-Promoter war der Unter-
schied zwischen Radiotherapie alleine und Radiochemotherapie mit Temozolomid nur
gering mit einer Differenz der Uberlebenszeiten von 0,9 Monaten (12,7 Monate mit Te-
mozolomid versus 11,8 Monate bei alleiniger Radiotherapie). Die mittlere Uberlebens-
zeit fiir Patienten mit unmethylierter MGMT-Promotorregion war mit 12,3 Monaten
insgesamt signifikant kiirzer als fiir Patienten mit Promotormethylierung (Hegi et al.

2005). MGMT-Promotormethylierung kann demnach laut Hegi als ein unabhéngiger
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pradiktiver Faktor fiir das Ansprechen auf eine Therapie mit alkylierenden Substanzen

angesehen werden (Hegi et al. 2004, Esteller et al. 2000).

In dieser Arbeit wurde der Methylierungsstatus von insgesamt 30 Hirntumorproben
mittels methylspezifischer PCR untersucht, s. Kap. 2.3.5. Es zeigte sich dabei, dass die
Methode relativ anfillig ist und ein mehrmaliges Durchfiihren der Bisulfit-Behandlung
mit nachfolgender methylspezifischer PCR unter gleichen Bedingungen fiir dieselben
Proben teilweise unterschiedliche Ergebnisse zeigte. Es wurde daraufhin festgelegt, die
oben genannten Prozeduren insgesamt drei Mal je Probe zu wiederholen. Eine Pro-
be wurde als methyliert gewertet, wenn mindestens in zwei der drei Durchgéinge im
Anschluss an die PCR eine Bande fiir den methylierten Primer im UV-beleuchteten
Agarose-Gel nachweisbar war. Wie in der Literatur beschrieben, werteten wir Proben,
die sowohl fiir den methylierten als auch fiir den unmethylierten Primer eine Bande
zeigen als methyliert. Es wird davon ausgegangen, dass in den Tumorproben auch ge-
sundes Gewebe enthalten ist, dessen DNA unmethyliert ist (Herman et al. 1996).

Die Analyse von 30 primaren Hirntumorproben mittels methylspezifischer PCR ergab
eine Methylierung der MGMT-Promotorregion in 50% der Félle (13 von 26). Esteller
et al zeigte in einer Studie mit verschiedenen Tumorarten eine MGMT-Promotorme-
thylierung von 34%. In dieser Studie wurde jedoch nicht zwischen verschiedenen Hirn-
tumorarten nach der WHO-Klassifikation unterschieden (Esteller et al. 2001). In der
vorliegenden Arbeit dagegen handelt es sich bei den Tumorproben in der Mehrzahl um
Glioblastome und hohergradige Astrozytome. Hegi et al. fand eine Promotormethylie-
rung in 44,7% bei Glioblastomen (Hegi et al. 2005). In einer anderen Studie konnte
gezeigt werden, dass die MGMT-Promotorregion bei 45,2% der Patienten mit anaplas-
tischem Astrozytom und 44,6% der Glioblastom-Patienten methyliert war (Kamiryo
et al. 2004). Ein etwas hoherer Anteil an Promotormethylierung wurde in einer Studie

von Maxwell et al nachgewiesen. Methylspezifische PCR. ergab in 61% eine Methylie-
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rung der Promotorregion bei 31 Proben von malignen Gliomen (Maxwell et al. 2006).
Die Ergebnisse der methylspezifischen PCR sind unter anderem stark abhingig von
der Aufbereitung und Aufbewahrung der entnommenen Tumorproben (in Paraffin ein-
gebettet oder in Formalin fixiert, unterschiedliche Aufbewahrungstemperaturen) und

schwanken daher zwischen den einzelnen Zentren und Studien.

Ein Vergleich der Ergebnisse der Pyrosequenzierung, die das varionostic Labor in Ulm
fiir uns durchfiihrte, mit unseren MSP-Ergebnissen zeigt ebenfalls Unterschiede im Me-
thylierungsstatus der Proben.

In den Analysen mittels Pyrosequenzierung zeigte sich eine unterschiedlich starke Me-
thylierung an den einzelnen CpG-Positionen fiir die jeweiligen Proben, s. Tab. 11 in
Kap. 3.1.6. Insgesamt 9 Positionen waren in keiner einzigen Probe methyliert, ande-
re dagegen relativ haufig. Nur eine der untersuchten 10 Proben wies im untersuchten
Abschnitt kein einziges methyliertes CpG auf, wihrend in der von uns selbst durch-
gefithrten MSP 50% der Proben (13 von 26) als unmethyliert gewertet wurden. Im
Vergleich dazu zeigten sich die MDS-Proben in der Analyse des auswartigen Labors als
fast vollstindig unmethyliert. Nach unserem Ergebnis hingegen sind 44,4% der MDS-
Proben (8 von 18) methyliert.

Die von uns und von dem auswirtigen Labor auf Methylierung untersuchten CpG-
Inseln befanden sich dabei in unterschiedlichen DNA-Abschnitten, s. Kap. 2.1.5 und
2.3.8. In welchem DNA-Abschnitt ist Methylierung nun relevant fiir die epigenetische
Inaktivierung eines Gens? Es stellt sich aulerdem die Frage, wie viele methylierte CpG’s
eine Inaktivierung des MGMT-Gens bewirken oder ob bestimmte CpG-Positionen me-
thyliert sein miissen, wihrend die Methylierung anderer vielleicht keine Inaktivierung
zur Folge hat. Interessant wére hier eine weiterfiihrende Studie mit groferer Fallzahl,
in der die Analysen der Pyrosequenzierung mit Western Blots oder immunhistochemi-

schen Analysen fiir das MGMT-Protein verglichen werden.
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Der Zusammenhang zwischen Promotormethylierung und verminderter Expression des
MGMT-Gens zeigte sich in bisherigen Studien ebenfalls als unterschiedlich stark. Um
diesen Zusammenhang niaher zu untersuchen wurde in dieser Arbeit der Methylierungs-
status der MGMT-Promotorregion bei Gliomen analysiert und mit der Genexpressi-
on verglichen. Die Expression des MGMT-Gens wurde durch Nachweis des Proteins
mittels Western Blot-Analyse untersucht. Die Proteinkonzentration war in 57,7% ver-
mindert bezogen auf Aktin oder nicht nachweisbar. In einer anderen Studie konnte
durch Immunfluoreszenz- Assays ebenfalls ein verminderter MGMT-Gehalt bei Gliomen
nachgewiesen werden. In 36% wurde kein MGMT nachgewiesen (Chen et al. 1999). In
immunhistochemischen Analysen konnte gezeigt werden, dass bei malignen Gliomen
in 31% der Falle die MGMT-Konzentration vermindert war. Die Untersuchung der
MGMT-Aktivitat in dieser Studie ergab eine niedrigere Aktivitdt in 38% der Félle
(Maxwell et al. 2006).

Ein Vergleich der PCR-Ergebnisse mit den Expressionsanalysen zeigt einen deutlichen
Zusammenhang zwischen Promotormethylierung und verminderter Genexpression. Bei
67% der methylierten Proben war das MGMT-Protein im Western Blot vermindert
oder nicht mehr nachweisbar, bei den unmethylierten Proben dagegen nur in 50%. Im-
munhistochemische Analysen von 52 Oligodendrogliomen zeigen, dass bei methylierten
Proben in 79% der Féille die Anzahl der MGMT-positiven Tumorzellen vermindert
(<10%) oder nicht nachweisbar war (Méllemann et al. 2005). Der Methylierungsstatus
wurde in dieser Studie ebenfalls mittels methylspezifischer PCR und anschlieffender Se-
quenzierung bestimmt. Eine Studie von Brell et al. konnte dagegen keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen Promotormethylierung und Genexpression bei
Gliomen nachweisen (Brell et al. 2005). In dieser Studie wurde der Methylierungsstatus
ebenfalls mittels MSP untersucht. Der MGMT-Proteingehalt der Tumorzellen wurde

immunhistochemisch bestimmt. Ein moglicher Grund fiir die unterschiedlichen Ergeb-
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nisse ist der stark schwankende Gehalt an zellulirem MGMT-Protein in verschiedenen
Arealen einer Tumorprobe, der in immunhistochemischen Analysen nachgewiesen wird
(Brell et al. 2005).

Ein gemeinsames Problem der methylspezifischen PCR, Western Blots und der im-
munhistochemischen Farbungen ist der stark schwankende Anteil an malignen Zellen
im Probenmaterial. Die zu untersuchenden Tumorproben enthalten neben maligne ent-
arteten Zellen auch gesundes Bindegewebe, Nervenzellen, Blutgefifte und Blutzellen.
Ergebnisse der MSP fallen dementsprechend heterogen aus (Herman et al. 1996) und
auch in den immunhistochemischen Analysen schwankt der MGMT-Protein-Gehalt

stark zwischen den einzelnen Arealen, s.o. (Brell et al. 2005).

4.1.1 Weitere mogliche Ursachen eines verminderten

MGMT-Gehalts

Den unterschiedlichen Ergebnissen aus den oben genannten Studien kdnnten auch noch
andere Ursachen zugrunde liegen. Studien legen nahe, dass eine Inaktivierung des
MGMT-Gens durch Promotormethylierung nicht der einzige Grund fiir den niedri-
gen MGMT-Proteingehalt von Tumorzellen ist.

Sasai et al untersuchte anhand von transformierten normalen menschlichen Astrozyten
(normal human astrocytes, NHA) die MGMT-Expression nach Zugabe von demethy-
lierenden Substanzen wie 5-Aza-2-deoxycytidin und Histondeacetylase-Inhibitoren wie
Valproinsidure oder Trichostatin A (Sasai et al. 2007). Die NHA-Zellsysteme wurden
durch das Einbringen von Genen wie hTERT, SV40ER, H-RasV12 und myrAKT als
experimentelle Modelle fiir Gliome beniitzt. Es konnte gezeigt werden, dass in die-
sen transformierten NHA-Zellsystemen der MGMT-Gehalt deutlich reduziert war. Wa-

re die Promotormethylierung der alleinige Grund fiir den reduzierten MGMT-Gehalt
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in den transformierten Zellen, so miisste sich der MGMT-Proteingehalt nach Zuga-
be von demethylierenden Substanzen normalisieren. Durch die Zugabe von 5-Aza-2-
deoxycytidin alleine bzw. die kombinierte Gabe von 5-Aza-2-deoxycytidin und Valpro-
insdure konnte eine leichte Erhohung der MGMT-Proteinkonzentration in den Zellen
bewirkt werden. Jedoch reichte diese Behandlung der Zellen nicht aus, die normale
MGMT-Konzentration wiederherzustellen. Es ist davon auszugehen, dass weitere Fak-
toren notig sind, um die MGMT-Proteinkonzentration in den Zellen weiter zu erhéhen.
Das Modell zeigt, dass die Methylierung der CpG-Dinukleotide einer, aber wahrschein-
lich nicht der einzige Mechanismus zur Inaktivierung des MGMT-Gens ist.

Eine zusétzliche Moglichkeit zur Gen-Inaktivierung ist eine verminderte Acetylierung
der Histonproteine. Untersuchungen zeigen, dass Histondeacetylasen gehauft in Kom-
plexen mit Methyl-cytosin-bindenden Proteinen vorliegen. Eine Methylierung der Pro-
motorregion fiihrt zu einer Bindung von Methyl-cytosin-bindenden Proteinen an die
methylierte DNA. Die Methyl-cytosin-bindenden Proteine sind mit Histondeacetylasen
assoziiert und bewirken auf diese Weise eine verminderte Histonacetylierung (Bird and
Wolffe 1999, Bird 2002, Fuks et al. 2001).

Es konnte gezeigt werden, dass in Zelllinien mit verminderter Acetylierung von Histonen,
nachgewiesen durch Chromatin-Immunprézipitation, die MGMT-Expression bzw. die
MGMT-RNA erniedrigt war im Vergleich zu Zelllinien mit normaler oder vermehrter
Histonacetylierung. Danam et al. gelang es Zellen mit niedrigeren MGMT-Spiegeln
durch eine Behandlung mit Trichostatin A, einem Inhibitor der Histondeacetylase, den
Gehalt der Zellen an MGMT-RNA wieder leicht anzuheben. Allerdings ist der Effekt
der Histondeacetylase-Inhibitoren bei der Wiederherstellung normaler MGMT-Spiegel
geringer als der von demethylierenden Substanzen wie 5-Aza-2-deoxycytidin. Eine kom-
binierte Behandlung der Zellen mit Trichostatin A und 5-Aza-2-deoxycytidin erzielte
dabei eine signifikant hohere MGMT-Expression als die Behandlung mit jeweils nur

einer der beiden Substanzen (Danam et al. 2005). Histondeacetylierung scheint also
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bei der Inaktivierung des MGMT-Gens eine Rolle zu spielen, allerdings dominiert nach
bisherigen Studien der Effekt der Methylierung von CpG-Dinukleotiden. Normalisiert
werden konnten die MGMT-Spiegel auch nicht nach Gabe beider Substanzen.

Die Ergebnisse neuerer Studien deuten darauf hin, dass in der Genese, Rezidiventste-
hung und Chemotherapieresistenz solider Tumoren transformierte Stammzellen eine
wichtige Rolle spielen. Demnach wiirden nicht nur hamatopoetische Krebserkrankun-
gen wie Leukiimien aus transformierten Stammzellen entstehen, sondern auch solide
Tumoren in geringen Anteilen Tumorstammzellen aufweisen. Charakteristisch fiir die-
se Tumorstammzellen ist ihre Fahigkeit, sich selbst zu erneuern und Tumorgenese zu
induzieren.

Es gelang der Nachweis einer Population von moglichen Stammzellen in Hirntumorge-
webe, die vermutlich bei der Genese, Rezidiventstehung und Chemotherapieresistenz
von Gliomen eine wichtige Rolle spielen. Anhand des Oberflichenmarkers CD133 lie-
fsen sich die potentiellen Tumorstammzellen von Hirntumoren durch FACS-Analysen
isolieren (Singh et al. 2004, Panagiotakos and Tabar 2007). Liu et al. konnte zeigen,
dass die Expression von Genen zur Therapieresistenz und Apoptose-Inhibition in den
Tumorstammzellen deutlich héher war als in CD133-defizienten Tumorzellen. Die Ex-
pression des DNA-Reparaturenzyms MGMT war in dieser Studie in den CD133+ Zel-
len 32,4-mal hoher als in CD133-negativen Zellen. Ebenfalls erh6ht war die Expression
von anti-apoptotischem Protein, Apoptose-Inhibitoren und BRCP1, einem Protein,
dessen physiologische Funktion im Schutz der Zellen vor zytotoxischen Substraten be-
steht (Liu et al. 2006, Zhou et al. 2002). CD133+ Zellen zeigten sich, verglichen mit
CD133-negativen Zellen, in Kultur stérker resistent gegeniiber Chemotherapeutika wie
Temozolomid, Carboplatin, Paclitaxel und Etoposid (Liu et al. 2006).

Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass die Expression von CD133 in Tumorgewebe

von Glioblastomrezidiven signifikant hoher war, als in Gewebe von neu diagnostizier-
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ten Tumoren (Liu et al. 2006). Die Daten deuten darauf hin, dass die CD133+ Zellen
durch die gesteigerte oder noch intakte Expression von Resistenzgenen und Repara-
turenzymen chemoresistenter sind und daher in Rezidivtumoren in hoheren Anteilen
nachweisbar sind.

Es wire interessant, in zukiinftigen Studien den Methylierungsstatus der MGMT-
Promoterregion dieser CD133+ Tumorstammzellen zu untersuchen, um nachzuprii-
fen, inwieweit die MGMT-Expression von der Methylierung oder auch von anderen
Zellzyklus-regulierenden Faktoren, wie z.B. dem Hedgehog GLI Pathway abhéngt (Sa-
sai et al. 2007). Dieser Signalweg reguliert die Expression von Genen mit stammzellahn-
lichen Eigenschaften der CD133-+ Zellen und deren Fahigkeit sich selbst zu erneuern.
Es konnte gezeigt werden, dass die Signale des Hedgehog Pathways aufkerdem fiir das
Wachstum und das Uberleben der Tumorzellen von Gliomen benétigt werden. Die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung der CD133+ Zellen lief sich durch Gabe von Temo-
zolomid nicht beeintréchtigen (Clement et al. 2007). Durch Methylierungsanalysen an
den CD133+ Zellen konnten aukerdem Aussagen dariiber gemacht werden, zu welchem
Zeitpunkt in der Differenzierung der transformierten Tumorzellen die Methylierung der

CpG-Dinukleotide auftritt.

4.1.2 Zukiinftige personalisierte Therapie nach

Methylierungsstatus

Bisherige Therapieregimes fiir Hirntumoren erfolgen nach der ,jone fits all“-Strategie,
wobei alle Patienten einer Risikogruppe die gleiche Therapie erhalten. Neuere Ansétze
verfolgen jedoch das Ziel, die Therapie zu ,,personalisieren“. Dabei wird z.B. eine Che-
motherapie neben klinischen Faktoren auch nach molekularen Gesichtspunkten aus-
gewihlt. Patientenbezogene Faktoren wie der Methylierungsstatus des MGMT-Gens

konnten zukiinftig bei der Auswahl der geeigneten Therapie eine wichtige Rolle spielen

77



4 Diskussion

(Hau et al. 2007).

Vorher miisste allerdings in weiterfithrenden Studien nachgewiesen werden, ob die me-
thylspezifische PCR die geeignete Methode zur Bestimmung des Methylierungsstatus
eines Patienten darstellt. Die vorliegende Arbeit zeigt die unterschiedlichen Ergebnisse

von MSP und Pyrosequenzierung.

Ist der Methylierungsstatus eines Patienten festgestellt, konnten Patienten mit MGMT-
Promotormethylierung gezielt fiir eine adaptierte Therapie mit Temozolomid ausge-
wahlt werden. Fille von Patienten ohne Promotormethylierung mit voraussichtlich
schlechtem Ansprechen aber hoher Toxizitdt konnten dann friihzeitig erkannt und an-
ders behandelt werden. Alternativ kénnten Patienten ohne Promotormethylierung von
einer zusitzlichen Therapie mit MGMT-Inhibitoren profitieren. Ein solcher MGMT-
Inhibitor ist O%-Benzylguanin. Es handelt sich hierbei um ein Pseudosubstrat, das mit
MGMT analog der alkylierten DNA reagiert (Dolan et al. 1991). Neuere Studien zeigen,
dass sich durch die Kombination von alkylierenden Substanzen wie Temozolomid mit
MGMT-Inhibitoren zuvor Therapie-refraktire Tumoren oder Leukimiezellen fiir die
zytotoxischen Effekte der Alkylanzien sensibilisieren lassen. Eine Studie von Turriziani
et al. belegt die Wirksamkeit von OS-(4-bromothenyl-)guanin (PaTrin-2), ebenfalls ein
MGMT-Inhibitor, in Kombination mit Temozolomid bei kultivierten Zellen einer aku-
ten Leukdmie (Turriziani et al. 2006). Ergebnisse einer Studie von Kanzawa et al. deuten
darauf hin, dass die Gabe von O5-Benzylguanin Glioblastomzelllinien empfindlicher fiir
die zytotoxische Wirkung von Temozolomid macht (IKanzawa et al. 2003). Eine Phase
I Studie von Quinn et al. bestimmte 2005 die benétigte Dosis von OS-Benzylguanin
in vivo, die ausreicht um die MGMT-Aktivitdt in Tumorzellen zu unterdriicken. Es
wurde aufterdem die maximal tolerierte Einzeldosis von Temozolomid in Kombination
mit O%Benzylguanin bestimmt (Quinn et al. 2005). Phase II und III Studien sollen

folgen.
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Es konnte auferdem gezeigt werden, dass bei Patienten mit refraktirer bzw. rezidi-
vierender akuter Leukdmie Lomeguatrib, ebenfalls ein Pseudosubstrat des MGMT-
Enzyms, die MGMT-Aktivitat in vivo erfolgreich unterdriickt. 6 von 8 Patienten zeig-
ten nach der Behandlung mit Temozolomid und Lomeguatrib einen partiellen oder
kompletten Riickgang der Blasten im peripheren Blut oder Knochenmark (Caporaso

et al. 2007).

4.2 MGMT-Promotormethylierung bei
myelodysplastischem Syndrom

Das myelodysplastische Syndrom, MDS, eine sehr heterogene Gruppe von hamato-
logischen Erkrankungen mit Verdnderungen des Knochenmarks und des Blutbildes,
entsteht ursdchlich durch eine klonale Erkrankung der hamatopoetischen Stammzel-
len. Es treten Reifungsstorungen mit einer meist erhéhten Zelldichte im Knochenmark
auf, die eine oder mehrere Zellreihen betreffen. Im peripheren Blut zeigen sich typi-
scherweise Zytopenien. Da das MDS héaufig in eine akute myeloische Leukidmie, AML,
iibergeht, liegt es nahe, auch hier das MGMT-Reparaturenzym und damit eventuelle
Chemosensitivitiat oder -resistenz zu untersuchen. Eine MGMT-Promotormethylierung
fiihrt zu einem besseren Ansprechen von Tumor- bzw. Leukimiezellen auf das alkylie-
rende Pharmakon Temozolomid. In Untersuchungen mit Gliompatienten konnte gezeigt
werden, dass Tumoren von Patienten mit vermindertem MGMT-Proteingehalt bei In-
aktivierung des MGMT-Gens sensibler auf Temozolomid reagieren als solche mit hohem
MGMT-Proteingehalt (Hegi et al. 2005).

Seiter et al. wies einen signifikanten antileukdmischen Effekt fiir Temozolomid nach.
In der Behandlung von Therapie-resistenten akuten Leukdmien konnte es erfolgreich

eingesetzt werden (Seiter et al. 2002).
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Im Rahmen von Phase I Studien wird das Alkylanz Temozolomid mittlerweile auch bei
anderen malignen Erkrankungen eingesetzt, unter anderem bei Lymphomen und mali-
gnen Melanomen. Laber et al. setzten Temozolomid in Kombination mit Capecitabine
und Thalidomid bei Patienten mit fortgeschrittenen Krebserkrankungen ein. Die Stu-
die schloss Patienten mit unterschiedlichen Tumoren ein (Magen-, Kolon-, Pankreas-
und Prostatakarzinome, renale Tumoren), die bereits metastasiert und vortherapiert
waren. Die Kombination aus Thalidomid, Capecitabine und Temozolomid erwies sich
dabei als effektive palliative Chemotherapie mit 4 von 23 Fillen mit teilweisem An-
sprechen (partial response) und 4 von 23 Féllen ohne eine weitere Verschlechterung der
Erkrankung (stable disease) (Laber et al. 2007). Eine weitere Studie konnte die Wirk-
samkeit von Temozolomid bei priméren Lymphomen des Gehirns in der second line
Therapie nachweisen (Reni et al. 2007). In der Behandlung von malignen Melanomen

wird Temozolomid ebenfalls eingesetzt (Wolchok and Saenger 2007).

Akute Leukimien, die haufig im Verlauf eines MDS auftreten, sind teilweise sehr schwer
zu therapieren und sprechen schlecht auf etablierte Chemotherapien an. In Untersu-
chungen wird iiberpriift, inwieweit alkylierende Chemotherapeutika, speziell Temozo-
lomid, in diesen Féllen effektiv sind. In dieser Arbeit wurde deshalb der Methylie-
rungsstatus des MGMT-Promotors in Blutproben von 18 MDS-Patienten mittels me-
thylspezifischer PCR bestimmt. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass eine MGMT-
Promotormethylierung in 44% der Falle vorliegt. 56% der Proben erwiesen sich als
unmethyliert. Die Methylierung lief sich dabei keinem bestimmten Krankheitsstadium
nach WHO-Klassifikation zuordnen. Die methylierten Proben stammen von Patienten
in allen Stadien von refraktdrer Andmie bis hin zur RAEB II und sekundéirer AML. Es
liefs sich auch kein Zusammenhang zwischen Methylierungsstatus und Karyotyp fest-
stellen. Sowohl Patientenproben mit Verdnderungen des Karyotyps als auch Proben

mit normalem Karyotyp waren methyliert. Gleiches galt fiir die unmethylierten Pro-
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ben.

In einer ersten humanen Zelllinie mit therapiebedingtem MDS, PC-MDS, wurde der
Methylierungsstatus unterschiedlicher Gene untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
Gene wie pl5(INK4b) und pl6(INK4a), die an der Regulation des Zellzyklus be-
teiligt sind, zudem aber auch das Reparaturenzym MGMT methylierte Promotorre-
gionen aufweisen (Bogdanovic et al. 2007). Hofmann et al. zeigte ebenfalls an nicht-
adhérenten Zellen des Knochenmarks von MDS-Patienten, dass die Gene p15(INK4b)
und pl6(INK4a) methylierte CpG-Dinukleotide in der Promotorregion aufweisen. In
Untersuchungen von aufgereinigten CD34+ Zellen des Knochenmarks, einem Marker
fiir hdmatopoetische Stammzellen, zeigen sich diese regulatorischen Gene dagegen un-
methyliert. Dies deutet darauf hin, dass die Methylierung der den Zellzyklus kontrol-
lierenden Gene erst spét in der Differenzierung von myelodysplastischen Zellen auftritt

(Hofmann et al. 2006).

Das Alkylans Temozolomid wurde bereits in einer ersten Phase I Studie bei MDS
Patienten eingesetzt. Ein therapeutischer Effekt trat nicht ein. Einige MDS-Patienten
zeigten dagegen unter der Behandlung mit Temozolomid eine Verschlechterung der Zy-
topenien, des neutropenischen Fiebers und verstirkt kardiovaskuldre Probleme. Ein
Riickgang der dysplastischen Zellen in Blut und/oder Knochenmark oder eine Norma-
lisierung des Karyotyps wurde nicht nachgewiesen (Seiter et al. 2004).

Dass eine iiberméfbige Methylierung dennoch eine Rolle in der Pathogenese des MDS
spielt, zeigt eine Untersuchung von Miiller et al. Demethylierende Substanzen wie 5-
Aza-cytidin und 5-Aza-2-deoxycytidin wurden dabei erfolgreich in der Therapie von
MDS-Patienten eingesetzt. Etwa 30% der Patienten zeigten nach einer Behandlung
mit 5-Aza-2-deoxycytidin eine Normalisierung des Karyotyps (Miiller et al. 2006). 5-
Aza-2-deoxycytidin (Decitabine) wurde mittlerweile in den USA von der FDA fiir die

Behandlung aller MDS-Subtypen zugelassen.
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Pro Jahr erkranken durchschnittlich 10 von 100 000 Menschen neu an einem Hirntu-
mor. Die Prognose und Langzeit-Uberlebensraten sind im Allgemeinen schlecht. Die
moderne Behandlung von malignen Gliomen schliefst Chirurgie, Bestrahlung und Che-
motherapie ein. Ein dabei immer haufiger eingesetztes Chemotherapeutikum ist das
Alkylanz Temozolomid.

Das Desoxyribonukleinséiure(DNA)-Reparaturenzym OS-Methylguanin-DNA-Methyl-
transferase, MGMT, erkennt DNA-Schéden, die durch alkylierende Substanzen wie z.B.
Temozolomid entstanden sind. Durch das MGMT-Protein werden Alkylgruppen von
der O%-Position des Guanins entfernt und die DNA repariert. Ubermiifige Methylierung
der Promotorregion von MGMT auf Chromosom 10q26 fiihrt zum Funktionsverlust des
Enzyms. Der Verlust von MGMT kann zu einer erhéhten Sensibilitét fiir alkylierende
Chemotherapeutika fiithren. Die durch die Alkylierung der DNA verursachten Schiden,
insbesondere das gebildete O-Methylguanin, kénnen dann nicht repariert werden und
fiihren zum Zelltod. In der Behandlung von Hirntumoren mit Temozolomid kann der
Methylierungsstatus des MGMT-Promotors daher eine grofse Rolle spielen.

In dieser Arbeit wurden 30 Proben aus primérem Tumormaterial untersucht. Es handel-
te sich dabei um Gewebeproben von Gliomen WHO (World Health Organisation) Grad
[-IV, sowie von Metastasen solider Tumoren. Der Methylierungsstatus des MGMT-
Promotors wurde mittels methylspezifischer Polymerase-Kettenreaktion (MSP) nach

Natrium-Bisulfit-Modifikation der DNA bestimmt. Aufterdem wurde durch Western
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Blot-Analyse das MGMT-Protein untersucht. Die Proteinkonzentration von MGMT
wurde mit dem Methylierungsstatus verglichen. Es folgten Sequenzierungen des be-
troffenen Genabschnitts.

13 von 26 auswertbaren Proben (50%) zeigten sich methyliert, 13 von 26 unmethyliert.
Bezieht man diese Ergebnisse nur auf die aggressivsten Hirntumoren, die Glioblastome
WHO Grad IV, waren 8 von 15 Proben methyliert (53%). Es konnte gezeigt werden,
dass bei 67% der Proben (8/12) mit methylierten MGMT-Promotor wenig bzw. kein
MGMT-Protein nachweisbar ist. Bei einem Grofteil dieser methylierten Proben mit
niedriger Proteinkonzentration handelte es sich um Gliome WHO Grad III und IV
(7/8). Die Sequenzierung der methylierten Proben bestétigte die Ergebnisse der MSP.
Unsere Daten zeigen, dass bei hohergradigen Gliomen die Promotorregion des MGMT-
Gens gehauft methyliert und die Proteinkonzentration vermindert ist. Patienten mit
methyliertem MGMT-Promotor kénnten daher eher von einer Temozolomid-Therapie
profitieren, als solche, deren DNA unmethyliert ist.

Es wurden auferdem DNA-Proben von 18 Patienten mit myelodysplastischem Syn-
drom, MDS, untersucht. Da das MDS héufig in eine akute myeloische Leukémie iiber-
geht, liegt es nahe, auch hier das MGMT-Reparaturenzym und damit eventuelle Che-
mosensitivitat oder -resistenz zu untersuchen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine
MGMT-Promotormethylierung in 44% der Fille. Es konnte keine Korrelation zwischen
Methylierungsstatus und dem Krankheitsstadium nach WHO-Klassifikation, dem Alter
des Patienten oder des Karyotyps hergestellt werden.

Bei MDS-Patienten wurde Temozolomid in einer Phase I Studie eingesetzt, zeigte je-
doch keinen therapeutischen Effekt. Dagegen konnten demethylierende Substanzen wie
5-Aza-2-deoxycytidin (Decitabine) erfolgreich in der Therapie von MDS-Patienten ein-
gesetzt werden. Etwa 30% der Patienten zeigten nach einer Behandlung mit Decitabine
eine Normalisierung des Karyotyps. Es wurde mittlerweile in den USA (United States

of America) fiir die Behandlung aller MDS-Subtypen zugelassen.
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