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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC),
einer epigenetischen Modifikation der Base Cytosin, auf die Entstehung und das
Wachstum von Glioblastomen. Das Glioblastom ist ein hochmaligner Hirntumor, dessen
Entstehung sehr wahrscheinlich durch epigenetische Vorgange mit beeinflusst wird. Die
Epigenetik beschreibt DNA-Veranderungen, die nicht durch die Basensequenz der DNA
festgelegt sind. 5-hmC und die fur seine Bildung zustandigen Ten-eleven-Translokase-
Enzyme (TET) ricken seit 2010 in den Fokus der epigenetischen Forschung. Erste
Untersuchungen lassen erkennen, dass 5-hmC bei der Reaktivierung von Genen und
der Variabilitdt der Genexpression beteiligt ist. In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst
in einer histologischen Studie an 94 humanen Glioblastompraparaten der 5-hmC-Gehalt
mittels immunhistochemischer Farbung quantifiziert und die Ergebnisse mit der
Uberlebenszeit der Patienten korreliert. Ferner wurden in verschiedenen
Zellkulturversuchen der 5-hmC-Gehalt, die Proliferationsrate und die Expressionslevel
von am 5-hmC-Stoffwechsel beteiligten Enzymen und die Veranderungen nach
Exposition mit unterschiedlichen Stressoren an Glioblastomzelllinien untersucht. Hierfur
wurden die Zellen unter Zugabe von Retinsaure kultiviert, in Serum-freiem Medium
gefihrt und mittels Vektor wurde TET3 Uberexprimiert. In der histologischen Studie
zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem prozentualen 5-hmC-Gehalt
und der Uberlebenszeit der Patienten. Die Kultivierung mit Retinsdure zeigte keine
eindeutigen Veranderungen. Die Inkubation in Serum-freiem Medium zeigte keinen
signifikanten Effekt. Durch die Rekultivierung in Standardmedium konnte allerdings ein
verstarkter Umsatz von 5-hmC beobachtet werden. Die Uberexpression mittels TET3-
Vektor konnte erfolgreich durchgefihrt werden und neben einem Anstieg der TET3-
Expression zeigte sich eine Zunahme eines der 5-hmC abbauenden Enzyme. Die
Ergebnisse der histologischen Studie lassen Vermutungen zu, dass 5-hmC als
histologischer Marker fur die Infiltrationstiefe des Tumors genutzt oder als
Prognosefaktor gewertet werden kdnnte. Welche Interpretation die wahrscheinlichere
ist, sollte in gréBeren Stichproben weiter untersucht werden. Die Versuchsbedingungen
zur Untersuchung des 5-hmC-Gehalts in der Zellkultur kénnen noch optimiert werden,
durch Verlangerung der Versuchsdauer oder durch Inkubation mit hdéheren
Konzentrationen der verwendeten Substanzen. Das Experiment mit TET3-
Uberexpression ist vielversprechend. Die Uberexpression konnte erfolgreich
durchgefiihrt und Expressionsanderungen von TET3 und TDG beobachtet werden. In
zukinftigen Versuchen kénnten andere TET-Enzyme mittels Vektoren Uberexprimiert
oder 5-hmC abbauende Enzyme durch den Einsatz von si-RNAs ausgeschaltet werden.



Abstract

The doctoral thesis investigates the influence of 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC), an
epigenetic modification of the DNA-base Cytosine, on the formation and growth of
Glioblastoma. Glioblastoma (GBM) is the one of the most malignant brain neoplasm. The
mechanisms leading to GBM are not yet completely understood, but there is evidence
that genetic and epigenetic factors are involved. Epigenetic describes modifications of
the DNA which are not determined by the Base Sequence. Since 2010 5-
hydroxymethylcytosine and the different enzymes, which are responsible for forming and
degrading 5-hmC, are getting into the focus of epigenetic research. Current
investigations have shown, that 5-hmC is involved in reactivating genes. Its purpose is
largely unexplained yet. In this work 94 Glioblastoma samples were examined via
immunohistochemistry, the 5-hmC amount was quantified and correlated to the time of
survival of the patients. In different cell culture experiments the 5-hmC amount, the
proliferation, the expression of enzymes, which are involved in the 5-hmC metabolism
and the changes after incubation with different stressors were investigated. Therefor the
cells were cultured with retinoic acid (RA), under starvation and under overexpression of
TET3. The analysis of the histological study didn't show any significance between the
concentration of 5-hmC and the overall survival of the patients. The incubation with RA
showed ambiguous results. The incubation under starvation didn’t show any significant
changes of the concentration of 5-hmC or the expression of any enzymes. After
reincubating the cells in standard medium the turnover of 5-hmC increased. The
overexpression of TET3 was successful and showed an increase of TET-expression and
of one of the 5-hmC degrading enzymes. The meaning of the histological results is not
clear yet. It is possible that 5-hmC staining could be used as infiltration marker or as a
prognostic marker in the future. Which interpretation is more likely, should be
investigated in larger studies. The experimental conditions of the 5-hmC content in cell
culture should be further optimized. Therefore, the duration of the experiments could be
extended or the substances for incubation could be used in higher concentration. The
experiment with Tet3 vector is promising. Overexpression was performed successfully
and expression changes of TET3 and TDG have been observed. In the future, other TET
enzymes could be overexpressed by vector or 5-hmC degrading enzymes could be
switched off by incubation with si-RNAs.



1 Einleitung

1.1 Gehirntumore

Gehirntumore werden entsprechend der Vorgaben der Weltgesundheitsorganisation
(World Health Organisation, WHO) in vier Grade eingeteilt. Die WHO st eine
Sonderorganisation der Vereinten Nationen und koordiniert das 6&ffentliche,
internationale Gesundheitswesen. Die WHO-KIlassifikation der Tumoren des zentralen
Nervensystems stellt eine weltweit anerkannte Klassifizierung dar, die eine
internationale Vergleichbarkeit neuropathologischer Befunde ermdglicht. Fur die
Einteilung bericksichtigt werden histologische, immunhistologische und seit 2016
ebenso genetische Merkmale.

Die Tumore werden anhand von histologischen Kriterien in WHO Grad I-1V eingeteilt,
wobei mit steigendem WHO Grad die Proliferationsrate und der Grad der Malignitat
zunehmend und die Prognose der Patienten abnehmend ist. WHO-Grad | Tumore
beschreiben histologisch gutartige Tumore mit geringer Proliferationsrate und guter
Prognose. WHO Grad Il Tumore sind histologisch gutartige Tumoren, die infiltrativ
wachsen. Teilweise neigen sie zur Weiterentwicklung zu hdhergradigen, maligneren
Tumoren. WHO Grad Il Tumore sind maligne Tumore, die auch histologische Merkmale
der Malignitat aufweisen, wie Kernatypien und Kernteilungsfiguren. WHO Grad IV
Tumore sind hoch maligne Gehirntumoren, die histologisch charakterisiert sind durch
hohe Teilungsraten, Nekrosen und GeféBproliferationen. (Louis et al., 2007).

Bisher wurden fur die Einteilung der Gehirntumore in erster Linie histologische und
immunhistochemische Untersuchungen verwendet. Mit der Gberarbeiteten Klassifikation
von 2016 werden zusatzlich genetische Profile untersucht, um die Tumorentitaten zu
definieren. Durch die Verwendung von phanotypischen und genotypischen Merkmalen
wird die Zuordnung der Gehirntumore objektivierbarer (Louis et al., 2016).

In friheren Kilassifikationen wurden die neuroepithelialen Tumore in astrozytische,
oligodendrogliale und oligoastrozytische Tumore etc. eingeteilt. In der aktuellen
Klassifikation von 2016 werden die diffusen Gliome, die die diffusen astrozytischen und
oligodendroglialen Tumore umfassen, in einer Gruppe zusammengefasst (Louis et al.,
2016).

Die diffusen Gliome umfassen die WHO Grad Il und Il astrozytischen Tumore und die
WHO Grad Il und Il Oligodendrogliome, sowie das WHO Grad IV Glioblastom. Die
Astrozytome unterteilen sich in WHO Grad |l diffuse Astrozytome und WHO Grad |lI
anaplastische Astrozytome.



Um eine Zuteilung zu einer Entitdt vorzunehmen, werden nach der Uberarbeiteten
Klassifikation zunéchst histologische Differenzierungen in Astrozytom,
Oligodendrogliom, Oligoastrozytom und Glioblastom vorgenommen. Die weitere
Definierung folgt Uber das genetische Profil. Hier wird zunachst der Status der
Isocitratdehydrogenase (IDH) untersucht und die Tumore unterteilt in IDH-Wildtyp oder
IDH-Mutation. Die Einteilung zur IDH-Wildtyp-Gruppe erfolgt, wenn die
Immunhistochemische Farbung auf die R132H IDH1 Mutation negativ ist und die
Sequenzierung des IDH 1 Kodon 132 und IDH2 Kodon 172 ebenso negativ sind.
Charakteristisch, aber nicht definierend, fiir die Astrozytome sind auBBerdem der Verlust
des ATRX und eine Mutation des Tumorsuppressorgens p53.

Oligodendrogliome werden nach Uberpriifung des IDH-Status weiter untersucht auf den
Verlust des kurzen Arms von Chromosom 1 (1p) und den Verlust des langen Arms von
Chromosom 19 (19q) (LOH 1p/19q). Ein histologisch diffus infiltrierendes, langsam
wachsendes Gliom mit einer IDH-Mutation und LOH 1p/19q definiert den Tumor als
Oligodendrogliom (Louis et al., 2016).

Durch Hinzuziehen des genetischen Profils wird die Diagnostik genauer. Andererseits
fallen durch die sehr genau definierten Tumorentitditen mehr Tumore auf, die nicht in
eine der beschriebenen Gruppen passen, die so genannten NOS (not otherwise
specified). Oft erfolgte die Zuteilung zur Gruppe der NOS durch unzureichende
genetische Analysen. Einige Tumore kénnen jedoch auch nach ausfihrlicher
Untersuchung des genetischen Profils nicht einer Entitdt zugeordnet werden. Ein
Beispiel hierflr ist das Oligoastrozytom, eine Tumorentitat, die schon immer schwierig
zu definieren war und eine hohe Uneinigkeit zwischen den verschiedenen Untersuchern
zeigte (van den Bent et al., 2010). Werden genotypische und phanotypische Merkmale
untersucht, passt fast jedes untersuchte ,Oligoastrozytom* entweder in die Gruppe der
Astrozytome oder Oligodendrogliome (Sahm et al., 2014). Und so wurde die Diagnose
des Oligoastrozytoms in der Uberarbeiteten WHO Klassifikation von 2016 zum NOS
(Louis et al., 2016).

In uneindeutigen Fallen, in denen ein Tumorpraparat histologisch z.B. zu den
Oligodendrogliomen z&hlt, genetisch allerdings das typische Mutationsmuster eines
Astrozytoms aufweist, Uberwiegt die Genetik Gber der Histologie. Ersetzen kann die
Genetik die histologischen Untersuchungen jedoch nicht. Zum einem wird durch die
Histologie die Einteilung der WHO-Grade vorgenommen. Zum anderen gibt es
Situationen in denen der vorliegende Tumor genetisch und histologisch nicht eindeutig
in eine Kategorie passt (NOS) und hier eine histologische Bewertung erfolgen ,muss*.
(Louis et al., 2016).
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1.1.1 Die Rolle der Isocitratdehydrogenase in der Entwicklung von Gliomen

In der Familie der IDH-Enzyme gibt es drei Isoformen: IDH1, IDH2 und IDH3. IDH1 ist
im Zytoplasma und in den Peroxisomen lokalisiert und nimmt Teil am Lipidstoffwechsel.
IDH2 und IDH3 befinden sich in den Mitochondrien und sind Mitglieder des Zitratzyklus.
Von IDH3 wurden bisher noch keine Mutationen in Tumorzellen nachgewiesen (Ichimura
et al., 2012).

Im Zitratzyklus ist IDH verantwortlich fir die Oxidation von Isocitrat zu a-Ketoglutarat
(aKG) unter Bildung von Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat (NADPH). Neben
ihren Stoffwechselfunktionen haben IDH1 und IDH2 auch Einfluss auf epigenetische
Vorgange. Das Produkt aKG aktiviert Dioxygenasen, wie bspw. DNA-Methyltransferasen
(DNMTs), Ten-Eleven-Translokasen (TET) und Histondemethylasen (Xu et al., 2011;
Dang et al., 2017).

Mutationen von IDH-Enzymen wurden im Zusammenhang mit verschiedenen Tumoren
beschrieben, unter anderem bei Grad Il und —Ill Gliomen und sekundaren Glioblastomen
(Parsons et al., 2008; Yan et al., 2009). Bis zu 70% der WHO Grad Il und -Ill Gliome
verfigen Uber eine IDH-Mutation (Dang et al., 2017). Entsteht eine Mutation von IDH1
an der Aminosaure Arginin 132 (R132) oder bei der IDH2 am Arginin 172 (R172) wird
das Arginin durch andere Aminosauren ersetzt. (Yan et al., 2009; Dang et al., 2017).
R132 bzw. R172 bilden das katalytische Zentrum der IDH-Enzyme. Wird Arginin durch
Histidin an diesen Positionen ersetzt fihrt dies zur Konformationsanderung der Enzyme
und zu einem erhdhten Risiko der Tumorentstehung (Dang et al., 2017). Das mutierte
Enzym erhalt eine neue Aktivitat. Durch eine erhdhte Affinitat fir akG und NADPH, statt
fOr Isocitrat, reduziert das Enzym aKG weiter zu 2-Hydroxyglutarat (2HG) (Dang et al.,
2009). Das mutierte IDH arbeitet jedoch nicht als Homodimer, sondern als Heterodimer
bestehend aus einer mutierten Variante und einer Wildtyp-Variante. Diese beiden
funktionieren unabhéngig voneinander, wobei die mutierte Form die Wildtyp-Form
partiell inhibiert. So entsteht insgesamt weniger aKG und mehr 2HG (Pietrak et al.,
2011).

Das Substrat der mutierten IDH1/2, 2HG, ist ein Onkometabolit, der unter anderem auch
Einfluss auf die Onkogenese von Gliomen hat (Dang et al., 2009; Dang et al., 2017). Im
Hinblick auf die Entstehung von Gliomen scheinen IDH-Mutationen die Rolle einer
Driver-Mutation einzunehmen. Die Mutationen sind nicht nur sehr haufig nachweisbar,
sie werden auBBerdem sehr friih in der Entstehung von Gliomen beobachtet und bestehen
fort in der Entwicklung der Gliome (Dang et al., 2017). Dadurch, dass 2HG als
Onkometabolit fungiert ist die IDH-Mutation am ehesten eine gain-of-function Mutation



(Dang et al., 2017).

2HG ist ein kompetitiver Hemmer von Dioxygenasen und nimmt Einfluss auf die
Angiogenese durch Hemmung der Prolylhydroxylase (PHD) und auch auf epigenetische
Vorgange.

PHD baut in der Zelle den Transkriptionsfaktor HIF-1a (Hypoxie induced factor 1a) ab.
HIF-1a reguliert die zelluldre Antwort auf Sauerstoffmangel und aktiviert zudem den
vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor VEGF (Zhao et al., 2009). Wird PHD,
physiologisch durch oKG aktiviert, durch 2HG gehemmt, kommt es zu einer
Anreicherung von HIF-1a. VEGF und damit die Angiogenese werden aktiviert und das
Tumorwachstum wird geférdert (Ichimura et al., 2012). Williams et al. konnten allerdings
zeigen, dass keine direkte Korrelation zwischen einer IDH-Mutation und erhdhter
Expression von HIF1-a in Gliomen besteht (2011).

Auch im Kontext der epigenetischen Regulation besitzt 2HG eine hemmende Funktion.
Die Epigenetik beschéaftigt sich mit vererbbaren Verdnderungen der Genomfunktion, die
nicht in der Basensequenz der DNA festgelegt sind. Wichtige Mechanismen der
Epigenetik sind Histonmodifikationen und Methylierung der Base Cytosin zu 5-
Methylcytosin. Ten-Eleven-Translokasen (TET), die die Oxidation von 5-Methylcytosin
(5-mC) zu 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC) katalysieren zahlen zu den Dioxygenasen
und sind aKG abhéngig. Durch die Hemmung von TET durch 2HG wird die
Hypermethylierung einiger Gene erreicht bzw. eine Demethylierung verhindert. Den
Zusammenhang von [DH1/2-Mutationen in Gliomen und einer abnehmenden
Demethylierung zeigten Xu et al. Sie beobachteten, dass bei IDH1/2 mutierten Gliomen
eine signifikante Abnahme von 5-hmC, dem Produkt der TET- Enzyme, und ein erhdhtes
Level an 5mC zu finden sind (2011). Diese Zusammenhé&nge konnten Kraus et al. 2012
in einer histologischen Studie bestétigen. Die Hemmung der TET-Enzyme verandert die
Expression von Tumoronkogenen und Tumorsuppressorgenen und hat somit Einfluss
auf die Tumorgenese. Die Hypermethylierung, die vor allem in Cytosin-Guanin Inseln
(CpG-Inseln) auftritt, wurde von Noushmehr und Mitarbeitern bei verschiedenen
Gliomen nachgewiesen und als ein Gliom-CpG-Insel Methylierungsphanotyp (G-CIMP)
benannt. Die Arbeitsgruppe stellte auBerdem fest, dass Gliome, die ein G-CIMP
vorweisen mit IDH-Mutationen assoziiert sind und ein besseres klinisches Ergebnis
vorweisen (Malta et al., 2017). Die Mutation der IDH und die zunehmende Bildung von
2HG fuhrt zur Hemmung von TET2 und anschlieBend zur Entstehung der G-CIMP
(Gusyatiner et al., 2017).



Durch eine IDH-Mutation ist allerdings nicht nur die Methylierung der CpGs betroffen,
sondern auch Histonmodifikationen. Histondemethylasen sind ebenfalls aKG abhangig,
was zu einer erhdhten Histonmethylierung fuhrt. Die Folge ist eine Inaktivierung von
Genen (Xu et al.,, 2011). Lu et al zeigten, dass in Gliomen mit IDH-Mutation
Histonmethylierungsmarker ansteigen (2012).

Es besteht auch ein Zusammenhang zwischen Tumorgenese und DNA-Schéadigung
durch erhdhten oxidativen Stress, der durch IDH-Mutationen ausgeldst wird. Im
oxidativen Stress der Zelle entstehen Sauerstoffradikale (Reaktive Sauerstoffspezies,
ROS). Im physiologischen Zustand der Zelle werden diese Radikale durch
Antioxidantien inaktiviert. Zu den Antioxidantien zahlt das Glutathion (y-L-Glutamyl-L-
cysteinylglycin, GSH). Bei der Inaktivierung von ROS wird GSH zu Glutathion-Disulfid
(GSSG) oxidiert. Fir die Reduktion von GSSG zu GSH wird NADPH benétigt. Die
Hauptproduzenten von NADPH in der Zelle sind IDH1 und IDH2. Ist IDH1/2 mutiert, kann
die Oxidation von Isocitrat zu 20G, bei der NADPH gebildet wird, nicht mehr katalysiert
werden. Es wird weniger NADPH gebildet. Hinzu kommt, dass die mutierten IDH1/2
Enzyme fir die Reduktion von 20G zu 2HG NADPH verbrauchen (Ichimura et al., 2012).
Eine IDH-Mutation hat also zur Folge, dass ROS nicht mehr abgebaut werden, der
oxidative Stress der Zelle steigt und DNA-Schéden entstehen (Dang et al., 2017).
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1.1.2 Glioblastoma multiforme

Glioblastome sind die haufigsten malignen Gehirntumore mit einer Inzidenz von
3,19/100.000 Betroffenen pro Jahr und einer sehr schlechten Prognose mit einem 5-
JahresUberleben von 4-5% und einem 2-JahresUberleben von 26-33% (Batash et al.,
2017).

In den frlheren WHO-Klassifikationen wurde unterschieden zwischen primaren und
sekundaren Glioblastomen. In der Uberarbeiteten Klassifikation von 2016 werden die
Glioblastome nach ihrem IDH-Status in IDH-Wildtyp und IDH-Mutation unterteilt (Louis
et al., 2016). In 90% der Falle handelt es sich um IDH-Wildtyp Glioblastome, die in der
Regel mit dem klinisch definierten primaren Glioblastom assoziiert sind und sich de novo
entwickeln. Das durchschnittliche Erkrankungsalter betragt 62 Jahre und das mediane
Uberleben nach Diagnosestellung 9 Monate (Kleihues et al., 2013; Louis et al., 2016).

Glioblastome mit IDH-Mutation entwickeln sich aus dem diffusen- oder anaplastischen
Astrozytom und werden somit auch als sekundare Glioblastome bezeichnet. Sie werden
gehauft bei juongeren Patienten beobachtet mit einem durchschnittlichen
Erkrankungsalter von 44 Jahren und zeigen ein medianes Uberleben von 24 Monaten
nach Diagnosestellung (Ohgaki et al., 2007; Ohgaki et al., 2013; Louis et al., 2016).

Nicht nur in Bezug auf den IDH-Status unterscheiden sich die primaren und sekundaren
Glioblastome. Primare Glioblastome weisen in 35% der Falle Uberexpressionen des
Rezeptors des epidermalen Wachstumsfaktors (epidermal growth factor receptor,
EGFR), in 24% der Félle die Inaktivierung des Phosphatase-und-Tensin-Homolog-Gens
(PTEN-Gen) und in 72% der Félle eine Mutation des TERT-Promotors (Telomerase
Reverse Transkriptase Promotor) auf. Der EGF-Rezeptor wird durch die Bindung von
EGF aktiviert. Folge der Aktivierung ist die Zellproliferation und ein erhdhtes
Zelllberleben durch Unterdricken der Apoptose. Das PTEN-Gen reguliert die
Zellmigration und kann auch als Tumorsuppressor aktiv sein. Diese beiden Mutationen
werden in sekundaren Glioblastomen nur in Ausnahmeféllen detektiert (Kleihues et al.,
2013; Louis et al., 2016; Batash et al., 2017).

Sekundare Glioblastome tragen in 81% der Falle eine Mutation des
Tumorsuppressorgens P53 und in 71% der Félle eine ATRX-Mutation (Alpha
Thalassédmie/ Retardierungssyndrom X-gebunden). Diese Mutationen sind ebenso
charakteristisch flr Astrozytome und finden sich in primaren Glioblastomen nur sehr
selten (Kleihues et al., 2013; Louis et al., 2016; Batash et al., 2017).

Die unterschiedlichen genetischen Profile, der IDH-Status, das unterschiedliche

Erkrankungsalter und das durchschnittliche Uberleben der primaren und sekundaren
10



Glioblastome ldsst vermuten, dass es sich um unterschiedliche Tumorentitdten mit
verschiedenen Ursprungszellen handelt (Kleihues et al., 2013).

Zusétzlich zu den genetischen Mutationen unterscheiden sich die primaren und
sekundéren Glioblastome in der Methylierung von Promotern verschiedener Gene. Eine
wichtige epigenetische Mutation ist die Hypermethylierung des O°®-methylguanin-DNA
Methyltransferase(MGMT)-Promotors. MGMT erkennt die O®-Methylierung von Guanin.
Of%-Methylguanin wird wie Adenin gelesen, was zu G->A Mutationen fiihrt. MGMT
erkennt O%-Methylguanin und entfernt es. Bei einer Hypermethylierung des Promotors
ist das MGMT codierende Gen inaktiv (Esteller et al., 2007). Therapeutische Bedeutung
gewinnt diese Mutation bei der Behandlung von Glioblastomen  mit
chemotherapeutischen Medikamenten, wie Temozolomid. Temozolomid alkyliert die
DNA. Die Folge ist eine Apoptose der Zelle. Ist das MGMT-Gen methyliert, ist die
Expression reduziert, das Protein kann die Alkylgruppen nicht entfernen und die Zelle
geht in die Apoptose. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen MGMT-
Hypermethylierung und der Wirksamkeit von Chemotherapie wurde nachgewiesen von
Hegi et al. (2005). Eine Metaanalyse verschiedener klinischer Studien von Binabaj et al.
konnte zeigen, dass Patienten mit MGMT-Promoter-Methylierungen eine bessere
Prognose mit 1angerem Uberleben haben (Malta et al., 2017; Binabaj et al., 2018). Eine
MGMT-Promoter-Methylierung findet sich bei ungefahr 40% der primaren Glioblastome
(Batash et al., 2017).

Glioblastome weisen eine hohe Heterogenitat in ihrem genetischen und epigenetischen
Profil auf, was eine wirksame Therapie erschwert. Diese Heterogenitat entsteht zum
einen durch Variierung der Kombination der verschiedenen genetischen und
epigenetischen Aberrationen. Zum anderen ist unklar, welche Zellen den Ursprung der
Tumorzellen darstellen (Jiang et al., Uhrbom et al., 2012). Vor der Entdeckung von
adulten neuronalen Stammzellen (Neural Stem Cells, NSCs) im Gehirn, wurde
angenommen, dass Astrozyten die Ursprungszellen der Tumoren sind, da sie zu dem
Zeitpunkt die einzigen teilungsféhigen Zellen des Gehirns darstellten. Diese Hypothese
wurde dadurch bekraftigt, dass Gliomzellen den astrozytaren Marker GFAP exprimieren
(Jones et al., 1981). Andere mégliche Ursprungszellen von Gliomen sind Gliazellen oder
NSCs. Diese Hypothesen stiitzen sich auf den Befund, dass einige Gliomzellen gliale
Marker exprimieren. Andere Gliomzellen weisen &hnliche Eigenschaften wie NSCs auf,
wie z.B. die Teilungs- und Differenzierungsfahigkeit oder die Expression von NSC-
Markern. Aus den NSCs entwickeln sich Gliomstammzellen oder Gliom initiierende
Zellen (gliom initiating cells, GICs). Diese Zellen férdern das Tumorwachstum und sind
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resistent gegen Bestrahlung und gegen Chemotherapie (Jiang et al., Uhrbohm et al.,
2012).

1.2 Epigenetik

Epigenetik ist das Studium von mitotisch und / oder meiotisch vererbbaren
Veranderungen der Genfunktion, die nicht durch Veranderungen der DNA-Sequenz
erklart werden kénnen (Felsenfeld, 2014).

Als Mitose wird die gewdhnliche Zellteilung eukaryotischer Zellen bezeichnet. Sie dient
zum Wachstum und zur Erneuerung von Gewebe. Dabei teilt sich die Zelle in zwei
Tochterzellen, die beide genetisch identisch mit der Mutterzelle sind. Die Meiose, auch
Reifeteilung, ist eine spezielle Form der Zellteilung. Sie findet nur bei der Bildung der
Keimzellen statt und sorgt daflir, dass nach der Teilung jeder Tochterzelle nur ein
homologer Partner des Chromosoms zugewiesen wird. So kann nach der Befruchtung
wieder ein kompletter Chromosomensatz und kein doppelter entstehen.

Jeder vielzellige Organismus beginnt mit der befruchteten Eizelle, der Zygote. Zu Beginn
der Embryogenese sind die Zellen pluripotent. Mit zunehmender Differenzierung der
Zellen werden, je nach Gewebetyp, Gene deaktiviert, die fir die physiologische Funktion
nicht gebraucht werden. So erhalt jedes Gewebe sein eigenes Expressionsmuster. Die
Inaktivierung von Genen beeinflusst nicht die DNA-Sequenz. Sie entsteht auf einer
Ebene oberhalb der reinen Genetik und wird als Epigenetik bezeichnet (epi= altgr. fur
,<dazu“ oder ,auBerdem“ und Genetik). Bereiche der Epigenetik sind bspw. DNA-
Methylierung, Histon-Modifikationen und micro-RNAs. Ein neuer Mitspieler, der erst
2009 zum ersten Mal von Kriaucionis und Heintz im Gehirn nachgewiesen wurde, ist die
Hydroxymethylierung (2009).

Die verschiedenen Mechanismen der Epigenetik sind miteinander verknipft, kdbnnen
sich gegenseitig unterstitzen und missen Uber die Zellteilung gewahrt werden, um die
zelluldre Identitdt zu bewahren. Sie beeinflussen wichtige zelluldare Prozesse, wie
Genexpression, DNA-Protein-Interaktionen, Zelldifferenzierung, Embryogenese und X-
Chromosom Inaktivierung. Die Histonmodifikation, DNA-Methylierung und DNA-
Hydroxymethylierung als zentrale Mechanismen der Epigenetik werden im Folgenden
detaillierter dargestellt (Felsenfeld, 2014).
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1.2.1 Histonmodifikationen

Die DNA liegt im Zellkern in Form des Chromatins vor. Chromatin ist die Struktur aus
DNA und gebundenen Proteinen, unter anderem Histonproteine. Mikroskopisch lasst
sich Hetero- von Euchromatin unterscheiden. Heterochromatin ist die inaktive Form der
DNA. Es ist dichter gepackt und die Gene kdénnen nicht von Transkriptionsenzymen
erkannt und abgelesen werden. Das Euchromatin stellt die aktive Form der DNA dar. Es
ist lockerer angeordnet und dem Transkriptionsapparat zuganglich (Miller et al., 2015).

Far die Verpackung der DNA zum Chromatin wird sie mit Hilfe von Histonproteinen
aufgerollt. Es gibt vier verschiedene Histonproteine (H2A, H2B, Hz und Hy). Sie bilden
zusammen ein Nukleosom, in dem jedes Protein in zweifacher Ausfiihrung vorkommt
(Mdller et al., 2015). Um die Nukleosomen wickelt sich die DNA. Die Histone kdnnen
durch Methylierung, Acetylierung und Phosphorylierung modifiziert werden. Die
Modifikationen finden an der Aminosaure Lysin statt (Felsenfeld, 2014). Eine
Methylierung flhrt zu einer dichteren Verpackung und Inaktivierung der Gene
(Gusyatiner et al., 2017). Lysin kann einfach, zweifach oder dreifach methyliert sein
(Mdller et al., 2015). Die Histonmodifikationen sind allerdings nicht stabil Uber die
Zellteilung und verschwinden nach einigen Zellteilungen wieder (Deichmann et al.,
2016).

1.2.2 Micro-RNAs

Das menschliche Genom besteht aus codierenden Bereichen, die ungeféhr 2%
ausmachen und dem gréBeren Bereich der nicht-codierenden Sequenzen (Esteller et
al., 2011). Bei Transkription der nicht-codierenden Gene entstehen nicht-codierende
RNA-Strange. Zu diesen zahlen unter anderem die kleinen nicht-codierenden RNAs
(small non-coding RNA, nc-RNA), die so genannten micro-RNAs (Esteller et al., 2011).
Micro-RNAs kontrollieren die Translation von mRNAs und nehmen so post-
transkriptionell Einfluss auf die Inaktivierung von Genen. Sie binden an das 3'UTR
(untranslatierte Region am 3’"Ende der mRNA) der Ziel-mRNA und verhindern so die
Translation (He et al.,, 2004). Micro-RNAs nehmen teil an der Regulation von
Zellproliferation, -differenzierung und Apoptose von Zellen (Esteller et al., 2011).

In Tumoren verandert sich das Expressionsprofil der micro-RNAs. Sie kdnnen als
Tumorsuppressorgene oder als Onkogene fungieren und haben einen relevanten Anteil
an der Tumorentwicklung (Esquela-Kerscher et al., 2006; Esteller et al., 2011). Die
falsche Regulierung von micro-RNAs kommt wahrscheinlich durch epigenetische
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Veranderungen, wie z.B. Hypermethylierung von Promotoren, zustande (Davalos et al.,
2012).

Im Gehirn findet man das gréBte Spektrum an exprimierten micro-RNAs. Sie nehmen
Teil an der neurologischen Entwicklung und eine Dysregulation wird bei fast allen
neurologischen Erkrankungen beobachtet (Cao et al., 2006; Esteller et al., 2011).
AuBerdem wurde beschrieben, dass micro-RNAs mitverantwortlich sind fur die
Entwicklung und Metastasierung von Gliomen und fir die Erhaltung von Gliom-
Stammzellen (GSC) (Zhang et al., 2012; Zhao et al., 2014).

1.2.3 Methylierung

Die physiologische Methylierung der DNA betrifft ausschlieBlich die Base Cytosin.
Hierbei wird an dem flnften Kohlenstoff des Cytosins eine Methylgruppe (CHs)
angehangt. Es entsteht 5-Methylcytosin (5-mC). Diese Reaktion wird durch DNA-
Methyltransferasen (DNMT) katalysiert (Malta, 2017). In Sdugern werden insbesondere
dort Cytosine methyliert, wo sie in Cytosin-Guanin-Dinukleotiden (CG-Dinukleotide)
vorkommen. Annahernd 70-80% der CG-Dinukleotide sind methyliert (Kohli et al., 2013).
Da bei der Basenpaarung der beiden DNA-Strange ein Cytosin ausschlieBlich mit einem
Guanin eine Wasserstoffbriickenbindung eingehen kann, liegen sich stets CG- und GC-
Dinukleotide gegenlber. In der Regel sind entweder beide Cytosine methyliert oder
nicht. Die CG-Dinukleotide kommen im Genom selten vor. Es gibt allerdings bestimmte
Regionen, wo eine erhéhte Dichte an CG-Dinukleotiden auftritt, die so genannten CpG-
Inseln (Malta et al., 2017). CpG bedeutet Cytosin-phosphatidyl-Guanin.

CpG-Inseln finden sich vor allem am 5 Ende von Genen, an Promotorregionen von
regulatorischen Genen, Housekeeper-Genen, gewebespezifischen Genen und Gene
der Entwicklung (Malta et al., 2017). 60-70% aller Promotorregionen enthalten CpG-
Inseln. Studien Uber die Genomweite Verteilung von 5-mC haben ergeben, dass CpG-
Inseln oft keine Methylierung tragen (Li et al., 2010; Deichmann et al., 2016; Malta et al.,
2017). In Tumoren sind CpG-Inseln im Vergleich zu normalen Zellen oft hypermethyliert,
was zu einer Inaktivierung der betroffenen Gene fihrt (Egger et al., 2004).

Eine Isoform der DNMT-Enzyme, DNMT1, sorgt zusammen mit einem Cofaktor dafr,
dass die 5-mC-Muster Uber die Zellteilung weitergegeben werden (Bostick et al., 2007).
So fuhrt die DNA-Methylierung zu einer langanhaltenden Veranderung in der

Genexpression.

Die Methylierung selbst schaltet Gene nicht ab, da es kein aktiver Hemmer der

Genexpression ist, allerdings erhélt es eine permanente Inaktivierung von Genen
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(Deichmann et al., 2016). Die Inaktivierung spezifischer DNA-Bereiche schutzt und
stabilisiert die DNA und ist nétig fir die Differenzierung von Zellen. Sie entsteht durch
eine Konformationséanderung der DNA nach der Methylierung von Cytosin. Die DNA
besteht aus zwei komplementaren Doppelstrangen, die sich um einander winden und
durch Basenpaarung verbunden sind. Durch die Windungen verbleiben seitlich Licken.
Es entsteht eine groBe und eine kleine Furche in denen die Basen direkt an der
Oberflache liegen. In der groBen Furche kénnen Cytosine methyliert werden. In diesem
Bereich befinden sich auch die Bindungsstellen anderer Proteine, die z.B. zum
Transkriptionsapparat gehéren. Durch die Methylgruppen werden dieser Bereich und die
Bindungsstellen der anderen Proteine blockiert. Der betroffene DNA-Abschnitt kann
nicht mehr transkribiert werden. Die Inaktivierung wird unterstitzt durch Methyl-
bindende-Proteine, wie z.B. das Methyl-CpG-bindende-Protein (MeCP2) (Bogdanovic et
al., 2009). MeCP2 rekrutiert auBerdem Histon-modifizierende Enzyme, wie z.B.
Histonmethyltransferasen. Durch Methylierung der Histonproteine wird der DNA-
Abschnitt dichter verpackt und die Repression der Genexpression noch verstarkt
(Gusyatiner et al., 2017). Tachibana et al. beobachteten, dass auch Histon-
modifizierende ~ Enzyme  die = Cytosinmethylierung  beeinflussen. Histon-
Methyltransferasen (HMT) rekrutieren DNA-Methyltransferasen (DNMTs) und
unterstitzen so eine de novo Methylierung (Tachibana et al., 2008). AuBerdem wurde
beobachtet, dass IDH-Mutationen zu einer vermehrter Methylierung von Histonen fuhrt
(Malta et al., 2017).

Die DNA-Methylierung dient dem Organismus zun&chst als Schutzfunktion. Bei
Bakterien wird fremde DNA von Restriktionsenzymen erkannt und entfernt. Die fremde
DNA, wie z.B. Viren-DNA, tragt ein anderes Methylierungsmuster als die eigene DNA.
Das abweichende Muster wird von den Restriktionsenzymen als fremd erkannt und
ausgeschnitten. Auch beim Menschen gibt es die Methylierung als Schutzfunktion. 90 %
der methylierten CG-Dinukleotide betreffen die sogenannten intragenischen Regionen
(intragenic regions, Introns) (Goll et al., 2005). Introns sind nicht-kodierende Bereiche
der DNA. Sie werden zwar transkribiert, jedoch aus der pra&-mRNA herausgeschnitten,
bevor die reife mMRNA zur Translation aus dem Zellkern ausgeschleust wird. Die reife
MRNA besteht nur noch aus Exons, kodierenden Bereichen. Die Methylierung von
Introns dient zur Stabilisierung der DNA und der Abwehr gegen Fremd-DNA (Weber et
al., 2007). Methylierung innerhalb des Genkdrpers tritt oft in stark exprimierten Genen
auf. Es wird angenommen, dass die Methylierung in diesen Bereichen Einfluss hat auf
das RNA-SpleiBen und die zeitliche Koordination der Replikation (Aran et al., 2010).
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Neben der Inaktivierung von Parasiten-DNA und mobilen Segmenten im eigenen
Genom, sorgt die Methylierung auch fur die Differenzierung von Zellen. Jede Zelle des
Kérpers verfligt Uber die gleiche DNA-Sequenz. Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gewebetypen entstehen durch verschiedene Methylierungsmuster, die
der jeweils spezifischen Funktion der Zelle entsprechen. Jeder Zelltyp beansprucht zur
Auslbung seiner Funktion nur einen bestimmten Pool an Genen. Die restlichen Gene,
die nicht bendtigt werden, sind ausgeschaltet. Die Methylgruppen verstarken die
Inaktivierungen und erhalten sie Uber die Zellteilungen hinaus aufrecht. Der Grad der
Methylierung ist daher bei den Genen, die eine Zelle nicht benétigt, besonders hoch. Die
Methylierung stellt eine Informationsebene dar, die der DNA-Sequenz nachgeordnet ist.
Sie enthalt keine Informationen Gber den Bauplan von Proteinen, sondern kontrolliert, ob
die codierten Proteine Uberhaupt synthetisiert werden (Kegel et al., 2009).

Es wird vermutet, dass die epigenetischen Modifikationen in der DNA-Sequenz
vorgegeben sind. In einer Studie von Lienert et al. wurden DNA-Fragmente in die inerte
genomische Sequenz von Maus-Stammzellen eingebaut. Die integrierte DNA nahm das
gleiche Methylierungsmuster auf, wie die endogene Sequenz ( 2011).

1.2.3.1 DNA-Methyltransferasen

Die DNA-Methyltransferasen (DNMT) katalysieren die Bindung zwischen einer
Methylgruppe (CHs) und dem 5. Kohlenstoff einer Cytosin-Base. Es wird eine
Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) auf Cytosin Ubertragen (Pang et al.,
2016). Die Familie der DNMTs beinhaltet drei verschiedene Isoenyzme, DNMT1,
DNMT3A und DNMT3B. Sie besitzen alle die gleiche katalytische Untereinheit,
unterscheiden sich jedoch in ihrer Substratspezifitdt. DNMT1 bewahrt die
Methylierungsmuster bei der Zellteilung. Als Substrat dient ihr die hemimethylierte DNA
(Gusyatiner et al., 2017). Hemimethyliert bedeutet, dass der Ursprungsstrang methyliert
ist und der neu synthetisierte Strang noch nicht. Da die Strange komplementéar sind und
die CG-Bereiche palindromisch angeordnet sind, ist es fir DNMT1 mdoglich die
methylierten Bereiche des alten Stranges zu erkennen und dieses Muster auf den neuen
Strang zu Ubertragen. Hemimethylierte CG-Dinukleotide machen die DNA angreifbar fir
die katalytische Doméane des Enzyms. Unmethylierte Cytosine hingegen werden durch
eine autoinhibitorische Konformationsanderung geschitzt. DNMT1 interagiert in der S-
Phase mit dem Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) (Auclair ert al., 2012). Ein
weiterer Kofaktor ist UHRF1 (ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains 1)
(Bostick et al., 2007). Diese beiden Faktoren erkennen und binden an hemimethylierte

DNA und rekrutieren DNMT1 (Wu et al., 2017).
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DNMT3A und DNMT3B sind zustandig fur die de novo Methylierung wahrend der
embryonalen Entwicklung (Gusyatiner et al., 2017). DNMT3B wirkt wahrend der friihen
Entwicklung des Embryos und sorgt fir Methylierung der DNA wéhrend der Implantation.
DNMT3A wird in spéateren Entwicklungsstadien exprimiert und sorgt fur das
Methylierungsmuster der reifenden Gameten. Murine Knock-out-Modelle haben gezeigt,
dass Dnmt3b” Mause in friihen embryonalen Entwicklungsstadien sterben und Dnmt3a-
~Mause wahrend der ersten vier Wochen nach Geburt. Es wird angenommen, dass
beide DNMT3 auch bei der Wartung der DNA-Methylierung wahrend der Zellteilung eine
Rolle spielen und solche Bereiche methylieren, die von DNMT1 versehentlich
ausgelassen wurden. Ein anderes Protein, DNMT3L, ist verwandt mit DNMT3A und B,
verflgt jedoch nicht Uber eine katalytische Doméne. Es dient DNMT3A und B als
Kofaktor, stimuliert die de novo Methylierung und férdert die Bindung der DNMT3 an das
Chromatin (Auclair et al., 2012).

1.2.3.2 5-Methylcytosin in der Tumorgenese

Der DNA-Methylierung scheint auch bei der Tumorgenese eine Bedeutung zu
zukommen, da viele Tumorzellen aberrante Methylierungsmuster vorweisen. Es treten
globale Hypomethylierungen auf, die zu genomischer Instabilitat fihren und
Hypermethylierung an CpG-Inseln im Promotorbereich, die zur Stilllegung von Genen
fihren (Malta et al., 2017).

Viele der inaktivierten Gene sind im normalen Gewebe und in embryonalen Stammzellen
Zielgene der so genannten Polycomp-Protein-Gruppe. Der Polycomp-Komplex besitzt
Histon-Methyltransferaseaktivitat und legt die entsprechenden Gene nach Methylierung
der Histone still (Widschwendter et al., 2007). Diese Gene werden auch im gesunden
Gewebe nicht oder nur in geringem MaBe exprimiert, da sie durch Histonmethylierung
inaktiviert sind (Pfeifer et al., 2014). Eine Methylierung der Gene flhrt somit nicht zu
einer grundlegenden Herabregulierung (Sproul et al., 2013). Ferner wird indes
angenommen, dass durch die Methylierung eine permanentere und irreversible
Inaktivierung erzeugt wird (Pfeifer et al.,, 2014). Zurzeit wird erwagt, dass die
Inaktivierung von diesen Genen, die fir Differenzierungsvorgange verantwortlich sind,
die Tumorzellen in einem undifferenzierten Status halt und DNA-Hypermethylierung so
die zelluldare Plastizitdt senkt (Nejman et al., 2014; Pfeifer et al., 2014). Zu den
inaktivierten Genen zahlen vor allem auch Tumorsuppressorgene oder solche, die
Proteine des Zellzyklus und der Apoptose kodieren (Jones et al., 2007; Malta et al.,
2017).
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Wie die Hypermethylierung zustande kommt ist bis jetzt nicht geklart. Zwar wurde eine
Uberexpression von DNMT in Tumorzellen beobachtet. Dies kann jedoch daran liegen,
dass die Zellteilungsrate in Tumoren generell steigt. AuBerdem wirde dieser Ansatz
nicht erklaren, warum einige CpG-Inseln hypermethyliert werden und andere nicht
(Pfeifer et al., 2014).

Ungewdhnlich hohe Konzentrationen von DNA-Methylierung in CpG-Bereichen fanden
Noushmehr et al. in einer Studie an 272 Glioblastompréparaten. Sie bezeichneten diese
Entdeckung als Gliom-CpG-Insel-Methylierungsphanotyp (G-CIMP) (2010; Malta et al.,
2017). Sie stellten auBerdem fest, dass Patienten mit G-CIMP Gliomen jinger waren,
ein besseres Kklinisches Langzeitergebnis hatten und IDH-Mutationen trugen
(Noushmehr et al., 2010; Malta et al., 2017). In Glioblastomen wurde der G-CIMP
insbesondere bei sekundaren Glioblastomen bzw. IDH-mutierten Glioblastomen
festgestellt. Zudem wurde ein Zusammenhang gesehen zwischen MGMT-Promoter-
Methylierungen, die mit einer besseren Prognose vergesellschaftet sind, IDH-Mutation
und G-CIMP (Malta et al., 2017). Malta et al. konnten weiter zeigen, dass Gliome mit G-
CIMP in G-CIMP high und -low unterteilt werden kénnen und Gliome mit prozentual mehr
G-CIMP eine bessere Prognose aufweisen (2017).

1.2.4 Hydroxymethylierung

Hydroxymethyliertes Cytosin (5-hmC) wurde im menschlichen Gehirn zum ersten Mal
von Kriaucionis et al. festgestellt (2009). Die Enzyme, Ten-Eleven-Translokasen (TET),
die 5-hmC bilden, wurden erstmals von Tahiliani beschrieben (2009). Die Funktion von
5-hmC ist bis jetzt nicht eindeutig geklart. Es ist noch nicht sicher, ob 5-hmC lediglich ein
Zwischenprodukt der passiven oder aktiven DNA-Demethylierung ist (Pang et al., 2016)
oder eine eigene epigenetische Bedeutung besitzt. Bekannt ist lediglich, wie es gebildet
wird und dass es im menschlichen Gewebe in unterschiedlichen Konzentrationen verteilt

ist.

In adulten Gewebe liegt die Konzentration von 5-mC bei 4-5% aller Cytosine und ist
damit relativ konstant. Im Gegensatz dazu variiert das 5-hmC-Level je nach Gewebetyp
zwischen 0,1% und 0,7% der Cytosine. In jedem Gewebe ist 5-hmC vorhanden, mit der
héchsten Konzentration im Nervensystem, gefolgt von Muskeln, Herz und Lungen. Die
geringsten Konzentrationen an 5-hmC finden sich mit 0,03- 0,06% in Leber, Milz und
den endokrinen Drlsen (Globisch et al., 2010). Selbst innerhalb des Gehirns variieren
die 5-hmC-Konzentrationen. 5-hmC ist im Kortex héher konzentriert als in der wei3en
Substanz und ebenso im Kleinhirn und Hippocampus finden sich héhere
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Konzentrationen (Kraus et al., 2012; Pang et al., 2016). In der Hypophyse liegen sehr
geringe Mengen vor. Diese Befunde stitzen die Hypothese, dass ein hoher 5-hmC-
Gehalt mit der neuronalen Funktion des Gewebes und nicht mit der Lokalisation im
Gehirn korreliert (Globisch et al., 2010).

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass der 5-hmC-Gehalt bei Gliomen stark
abnimmt und dass der 5-hmC-Gehalt mit steigender Malignitat des Tumors sinkt (Kraus
et al., 2012; Orr et al., 2012). Jin et al. stellten eine Abnahme der 5-hmC-Konzentration
bei Gehirntumoren um das 30-fache fest. Sie konnten auch nachweisen, dass ein
Zusammenhang zwischen 5-hmC-Reduktion und steigender Proliferationsrate besteht
(2011). Stark proliferierende Tumore verlieren ihr 5-hmC demnach wahrscheinlich
wahrend der Zellteilung. Haffner et al. konnten auch in anderen Geweben zeigen, dass
der 5-hmC-Gehalt des Tumorpréparats im Vergleich zum normalen Gewebe stark sinkt.
AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass der 5-hmC-Gehalt in hierarchisch
aufgebauten Geweben, wie Haut und Kolon, in Richtung Oberflache/Lumen mit dem
Differenzierungsgrad der Zellen zunimmt. Auch hamatopoetische Stammzellen
enthalten weniger 5-hmC als die ausdifferenzierten Zellen (2011). Der Umstand, dass
Tumorzellen, genau wie Stammzellen, weniger 5-hmC enthalten, mag daran liegen,
dass Tumorzellen Stammzell-dhnliche Funktionen, wie z.B. die Fahigkeit der
Selbsterneuerung, annehmen. Neben der Abnahme von 5-hmC wird nur eine geringe
Abnahme der 5-mC-Konzentration beobachtet.

1.2.4.1 Ten-Eleven-Translokase (TET)

Hydroxymethylierung des Cytosins entsteht bei der Oxidierung von 5-mC durch die Ten-
Eleven-Translokation (TET) Enzymfamilie. Die Familie der TET-Enzyme wurde zuerst
im Zusammenhang mit einer speziellen Form der akuten Leukd&mie, der MLL
(myeloid/lymphoid oder mixed lineage Leukamie), beschrieben (Ono et al., 2002). Bei
dieser Leukamie fusioniert das MLL-Gen, welches auf Chromosom 11 liegt durch
Translokation mit verschiedenen Genen (Meyer et al, 2009). Unter diesen
Fusionsgenen befindet sich auch das LCX (Leukdmie-assoziiertes Protein mit CXXC-
Domane) auf Chromosom 10, oder auch TET (Ten-Eleven-Translokation) Enzym (Ono
et al., 2002; Lorsbach et al., 2003). Von den TET-Enzymen gibt es drei Isoformen, TET1,
2 und 3. Sie sind alle zu unterschiedlichen Zeiten der Entwicklung aktiv.

Die TET-Proteine gehéren zu den aKG-abhangigen Dioxingenasen. TET1 und TET3
verfligen Uber eine DNA-Bindedoméne, den CXXC-Zinkfinger (Koivunen et al., 2017).
Auch andere Enzyme, die am 5-mC-Stoffwechsel beteiligt sind, besitzen diese
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Bindedoméne. Die Domane der TET-Enzyme unterscheidet sich allerdings ein wenig
von der der anderen Proteine. Dieser kleine Unterschied ermdglicht es TET1 und TET3
unmethylierte und methylierte Bereiche der DNA zu erkennen und dort zu binden. An
ihrem C-terminalem Ende besitzen sie eine katalytische Untereinheit mit 5'-Hydroxylase
Aktivitat. TET oxidieren nicht nur 5-mC zu 5-hmC, sondern kénnen 5-hmC weiter
oxidieren zu 5-Formylcytosin (5-fC) oder 5-Carboxylcytosin (5-caC) (lto et al., 2011;
Pang et al, 2016; Koivunen et al. 2017). 5-fC und 5-caC sind ebenfalls
Intermediérprodukte der DNA-Demethylierung.

TET3 ist vor allem zustandig fur die schnelle Demethylierung des paternalen Vorkerns
vor der Verschmelzung der beiden Vorkerne. Es befindet sich in Oozyten und Zygoten
(Gu et al., 2011). TET2 ist vor allem in hdmatopoetischen Zellen vertreten. TET1 ist
Uberwiegend in der frihen embryologischen Entwicklung aktiv, wenn sich der Embryo
noch im pluripotenten Stadium befindet (Auclair et al., 2012).

Uberexpression der TET-Enzyme im Mausmodel hat gezeigt, dass nicht nur 5-hmC
angereichert wird, sondern auch eine DNA-Demethylierung passiert und damit eine
Reaktivierung der Gene stattfindet (Zhang et al., 2010).

Da TET-Proteine a-KG abhéangig sind und a-KG ein Intermediar des Zitratzyklusses ist,
besteht die Mdglichkeit, dass TET-Proteine metabolische Verdnderungen wahrnehmen
kénnen und eine Rolle in der Adaption der Zelle an sich andernde Bedingungen
einnehmen (Wang et al., 2011).

1.2.4.2 Passive und aktive Demethylierung

Passive Demethylierung geschieht wahrend der Replikation, wenn 5-hmC in CG-
Dinukleotiden die Bindung von DNMT1 verhindert und die Cytosine des neu
synthetisierten Stranges nicht methyliert werden kénnen. DNMT1 hat eine geringere
Affinitat zu 5-hmC und zu seinen Oxidationsprodukten 5-caC und 5-fC. Es erkennt diese
nicht und kann das betroffene Cytosin des neu synthetisierten Stranges wéahrend der

Zellteilung nicht methylieren (Pang et al., 2016).

Eine wichtige Rolle in der aktiven Demethylierung spielen die TET-Enzyme, die im ersten
Schritt 5-mC zu 5-hmC hydroxylieren (Pang et al., 2016). 5-hmC kann nun auf zwei
Wegen weiter abgebaut werden. Entweder entsteht unter Abspaltung der Aminogruppe
am ersten C-Atom des Pyrimidinrings 5-Hydroxymethyluracil (5-hmU). Die
Desaminierung wird durch die Familie der Cytidin-Deaminasen AID (activation induced
deaminase) und APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme complex)
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durchgefuhrt. 5-hmU wird durch DNA-Reparaturenzyme erkannt und durch Cytosin
ersetzt. Zu den Reparaturenzymen z&hlen die Thymin-DNA-Glykosylase (TDG) und die
Strang-selektierende monofunktionale Uracil-DNA-Glykosylase 1 (strand-selective
monofunctional uracil-DNA glykosylase, SMUG1), die beide eine hohe Affinitat
gegenlber 5-hmU:Guanin Fehlpaarung besitzen (Guo et al., 2011). Eine andere
Abbaumadglichkeit von 5-hmC ist die Oxidation zu 5-Formylcytosin (5-fC) und weiter zu
5-Carboxylcytosin (5-caC). Diese beiden Oxidationsschritte werden durch die TET-
Proteine katalysiert. Sowohl 5-fC als auch 5-caC sind Substrate flr TDG und werden
ersetzt durch Cytosin (Zhu et al., 2009; Wu et al., 2017).

Ein dritter Weg der aktiven Demethylierung fihrt Gber die direkte Desaminierung von 5-
mC. Diese Reaktion wird ebenfalls durch die schon oben erwdhnten Desaminasen
katalysiert. Nach Abspaltung der Aminogruppe entsteht die Base Thymin. Diese
Abspaltung kann auch spontan geschehen. Die T: G Fehlpaarung wird von TDG oder
MBD4 (methyl-CpG-binding-domain-protein 4) erkannt und Thymin durch Cytosin
ersetzt. Die funktionalen Zusammenhéange sind in Abbildung 3 noch einmal graphisch
zusammengefasst (Branco et al., 2012).

Die Hypothese der aktiven Demethylierung wird durch den Befund unterstutzt, dass im
Vergleich zu anderen Geweben im Gehirn sehr groBe Mengen an 5-hmC vorhanden
sind. Die neuronalen Zellen teilen sich jedoch nicht mehr, was eine passive
Demethylierung bei der Replikation ausschlieBt und nur die Mdglichkeit einer aktiven
Demethylierung zulasst.
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Deamination pathway

Oxidation pathway

Abbildung 3: Mégliche Reaktionswege der DNA-Demethylierung (Branco et al., 2012)

Die aktive Demethylierung spielt eine Rolle bei der Erhaltung der Pluripotenz von ESC
und bei der Demethylierung des paternalen Pronucleus.

Auch bei adulten Zellen ist die aktive Demethylierung wichtig. T-Zellen beispielsweise
mussen durch Interleukin 2 (IL-2) aktiviert werden, um eine Immunantwort auslésen zu
kénnen. Der IL-2-Promotor wird im Fall einer Immunreaktion als Folge von
Signaltransduktion demethyliert und IL-2 kann exprimiert werden (Bhutani et al., 2011).
Auch in Muskelzellen wurde schon vor 20 Jahren eine aktive Demethylierung beobachtet
(Weiss et al., 1996). Im Gehirn wird der Promotor des Wachstumsfaktors BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) aktiv demethyliert. BDNF wirkt auf Neuronen des zentralen
und peripheren Nervensystems und sorgt fir den Schutz von Synapsen und
existierenden Neuronen. AuBerdem férdert er die adulte Neurogenese. Martinowich et
al. wiesen nach, dass eine gesteigerte Synthese von BDNF nach der Depolarisierung
der Synapse mit Abnahme der CpG-Methylierung des BDNF-Gens korreliert (2003).
Auch im Hamatopoetischen System spielt Demethylierung bei der Differenzierung von
hamatopoetischen Stammzellen zu ausdifferenzierten Zellen eine Rolle (Auclair et al.,

2012). Klug et al. beobachteten aktive Demethylierung bei postmitotischen
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hamatopoetischen Zellen, wie beispielsweise Monozyten wahrend ihrer Differenzierung
zu dendritischen Zellen (2010).

1.2.4.3 Proteine der DNA-Demethylierung

Bei der aktiven Demethylierung folgt der Oxidation von 5-mC zu 5-hmC zun&chst die
Desaminierung. Sie wird katalysiert durch die AID/APOBEC-Enzyme. Sie desaminieren
Cytosin, 5-mC und 5-hmC zu Uracil, Thymin und 5-hmU. Desaminierungen treten in
jeder Zelle jeden Tag spontan bei 100-500 Cytosinen und dessen Modifikationen auf
(Kemmerich et al., 2012). Die entstandenen Desaminierungsprodukte werden durch die
zustandigen Glykosylasen weiter verstoffwechselt. Bis jetzt ist noch nicht geklart, wie
AID an die DNA bindet und 5-mC erkennt, da es im Gegensatz zu den TET-Proteinen
nicht Uber ein DNA-Bindemotiv verfigt. Eine Mausmodellstudie an Aid-knockout-PGCs
(Primordial Germ Cells) zeigte einen drastischen Anstieg an Methylierungen (Popp et
al., 2010). Das Fehlen von Aid fuhrte jedoch nicht zum Tod oder zu einer Veréanderung
des Phéanotyps. Dies impliziert, dass der Abbauweg Uber die Oxidation von 5-hmC Gber
5-fC und 5-caC als Alternative zur Desaminierung genauso wichtig ist. Andernfalls
wirden Aid-knockout-Mause sterben (Nabel et al., 2011). Bei ESC spielt AID eine Rolle
in der Demethylierung von Pluripotenzgenen, wie z.B. NANOG und OCT4, was Bhutani
et al. in einer knockout Studie zeigten (Bhutani et al., 2010).

Neben ihrer Funktion in der aktiven Demethylierung haben die Enzyme der
Desaminierung auch andere Funktionen im Stoffwechsel. AID spielt eine Rolle im
Immunsystem. Es ist verantwortlich fir den Klassenwechsel der Immunglobuline (Fritz
et al.,, 2010; Nabel et al.,, 2011). APOBEC-Enzyme, zu denen auch AID gehért,
bekdmpfen Retroviren, wie HIV, durch Desaminierung der viralen cDNA. APOBEC3G
(A3G) wird in das Virus eingebaut und kann das Genom durch Desaminierung schadigen
(Nabel et al., 2011).

MBD4, SMUG1 und TDG gehéren zur Familie der DNA-Glykosylasen. Sie erkennen
Fehlpaarungen in der DNA-Basenpaarung und spalten die N-glykosidische Bindung der
falschen Base zu den beiden Nachbarbasen. Es entsteht eine Apyrimidin oder Apurin
(AP) Stelle. Als néachstes wird das zuriickgebliebene Nukleosid durch eine
Endonuklease ausgeschnitten, die freie Stelle wird mit dem richtigen, komplementaren
Nukleotid durch eine DNA-Polymerase gefullt und mit Hilfe einer DNA-Ligase mit dem
Strang verknlpft. Dies alles gehdrt zum Mechanismus der Basenexzisionsreparatur
(BER). Neben der Rolle als Teilnehmer in der DNA-Reparatur, haben alle DNA-
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Glykosylasen eine Funktion in der aktiven Demethylierung von 5-mC und sind somit
wichtig flr die epigenetische Regulation der Zelle.

Die Gruppe der MBD-Proteine beinhaltet MeCP2 und MBD1-4. Die Proteine bestehen
aus einer MBD Untereinheit, die methylierte CpG erkennt und bindet. So verstarken sie
die Stillegung von methylierten Genabschnitte (Gusyatiner et al., 2017). AuBerdem
besitzen die Enzyme eine DNA-Glykosylase-Untereinheit. Diese Untereinheit ermdglicht
eine Teilnahme an der aktiven Demethylierung und der DNA-Reparatur. Die MBD-
Proteine erkennen G:X-Falschpaarungen und schneiden die falsche Base aus der DNA
heraus. Das X steht fir ein Uracil, Thymin oder 5-hmU, welche die
Desaminierungsprodukte von Cytosin, 5-mC und 5-hmC darstellen (Hashimoto et al.,
2012). Hashimoto et al. zeigten, dass MBD4 nur die Fehlpaarungen G: U, G: T und G:5-
hmU erkennt und nicht die korrekten Basenpaarungen, wie G:C, G:5-mC, G:5-hmC
(2012).

Die Familie der MBD-Proteine ist nicht nur wichtig um die Schritte der aktiven
Demethylierung zu beenden. Sie schitzt die DNA auch vor Mutationen. 5-mC
beispielsweise ist eine mutagene Substanz, die sich nicht nur durch Desaminierung,
sondern auch spontan zu Thymin umwandeln kann. So kommt es zu einer
Punktmutation, die entfernt werden muss. Den Zusammenhang zwischen erhdhter
Umwandlung von 5-mC zu Thymin und steigendem Vorkommen von Koloncarcinomen
in Mbd4-knockout-M&usen zeigten Miller et al. (2002).

SMUG1 wurde urspriinglich nach seiner Fahigkeit Uracil (U) aus einzelstrangiger DNA
zu entfernen benannt. Heute wei3 man, dass SMUG1 aktiver an doppelstrangiger DNA
ist. Es erkennt, wie die MBD-Proteine Uracil, Thymin und 5-hmU und entfernt sie.
Kemmerich et al. zeigten an Smug1-knockout-Mausen, dass das Fehlen von Smug1 in
totalem Ausfall der 5-hmU Entfernung resultiert (2012). SMUG1 wére in dem Fall
hauptverantwortlich fur die Erkennung und Entfernung von 5-hmuU.

Die TDG-Enzyme erkennen G:T- und G:U-Fehlpaarungen und auch die
Oxidationsprodukte von 5-hmC, 5-fC und 5-caC. Eine hohere Affinitdt hat TDG
gegenuber 5-caC (Zhang et al., 2012; Wu et al., 2017). Cortellino et al. zeigten an Tdg-
knockout-Mausen, dass das Fehlen von Tdg zum Tod noch wéhrend der Embryogenese
fihrt. Die Arbeitsgruppe beobachtete Defekte bei der Entwicklung des Herzens und bei
der Angiogenese. TDG wirkt als positiver Regulator der Transkription von Retinsdure
(retinoic acid, RA) -abhangigen Genen. Es ermdglicht die Interaktion zwischen der
Histonacetyltransferase p300 und dem RA-Rezeptor. Acetylierung der Histonproteine
fihrt zu einer Lockerung der Chromatinstruktur und macht die betroffenen Gene
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zuganglich fur Transkriptionsfaktoren. Tdg-knockout-Mause zeigten eine deutliche
Abnahme der Expression von RA-abhangigen Genen. Die RA-abhangigen Gene zeigten
auBerdem eine Hypermethylierung der Promotoren. Die Tdg-knockout-Mause zeigten
auch eine Abnahme der AID-Expression, was annehmen lasst, dass TDG die Stabilitat
oder das Expressionslevel von AID beeinflusst (Cortellino et al., 2011).

1.2.4.4 5-hmC als selbststandige epigenetische Modifikation

Die Tatsache, dass de novo-DNMTs in differenziertem Gewebe eher selten zu finden
und gleichzeitig das 5-hmC-Level in einigen Geweben relativ hoch ist, Iasst annehmen,
dass 5-hmC in diesen Geweben Einfluss auf die Genexpression nimmt. 5-hmC kann zu
Rekrutierung bestimmter Proteine fUhren oder zu Blockierung der DNA fir andere
Proteine. Unterstltzt wird diese Hypothese durch die Entdeckung von Jin et al., dass 5-
mC-bindende-Proteine 5-hmC nicht erkennen und von der DNA ab dissoziieren, sobald
Methylcytosin hydroxyliert wird (2011). Dazu z&hlt zum Beispiel das 5-mC-bindende-
Protein MeCP2 (Methyl-CpG-bindendes Protein 2), das zusammen mit 5-mC fir eine
Hemmung des betroffenen DNA-Abschnitts und Inaktivierung der Genexpression flhrt.
Wird 5-mC jedoch oxidiert, kann MeCP2 nicht mehr binden und die Inaktivierung des
Gens ist aufgehoben (Jin et al., 2011).

1.2.4.5 TET-Enzyme und 5-hmC in der Tumorgenese

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass in Tumorgewebe der 5-hmC-Gehalt
stark abnimmt und ein niedrigere 5-hmC-Gehalt mit einer hohen Proliferationsrate
korreliert (Jin et al., 2011; Kraus et al., 2012). Wie der Verlust von 5-hmC zustande
kommt, ist nicht eindeutig geklart. Einerseits scheint er mit einer erhdhten
Zellteilungsrate der Tumorzellen zusammenzuhéngen, da stark proliferierende Zellen
Uber weniger 5-hmC verfligen. Andererseits wurde auch beobachtet, dass die
Expression von TET-Enzymen, die 5-hmC bilden, in Tumoren sinkt (Yang et al., 2012).

In einer Studie von Yang et al. wurde nachgewiesen, dass ein Zusammenhang besteht
zwischen Tumorentstehung und der Abnahme von 5-hmC und der TET-Expression. In
der Studie wurden die 5-hmC-Konzentrationen und die TET-Expressionslevel in
Tumorpraparaten und normalem Gewebe von Lunge, Brust, Leber, Prostata und
Pankreas verglichen. Expressionsanalysen der TET-Enzyme ergaben, dass die
Expression aller drei TET-Enzyme stark sank, wobei jedoch der Grund fir diese
Inaktivierung nicht eindeutig geklart werden konnte (2012). In einer Studie an

Mammakarzinomen konnte gezeigt werden, dass niedrige Expressionsraten von TET1
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mit  fortgeschrittenem Krebsstadium, Lymphknotenmetastasen und kirzerer
Uberlebenszeit korrelieren. Auf der anderen Seite konnte eine erhdhte Expression von
TET1 die Zellinvasion der Tumorzellen senken (Hsu et al., 2012).

Es gibt verschiedene Erklarungsansatze fir die abnehmende Expression von TET in
Tumoren. Zum einen wird die Translation der TET-mRNA durch mehr als 30
verschiedene micro-RNAs moduliert (Huang et al., 2014). So konnte in
Mammakarzinomzellen nachgewiesen werden, dass die micro-RNA-22 (miR-22) das
3'UTR von TET-Enzymen angreift und eine Translation verhindert. Der Ausfall von TET
resultierte in einer erhdhten Promotormethylierung und Herabregulierung von miR-200,
einer antimetastatisch wirkenden micro-RNA. Dies flihrte zuletzt zu einer erhéhten
Transkription von Schllsselfaktoren der Metastasenentwicklung (Song et al., 2013;
Huang et al., 2014). Auch bei der akuten myeloischen Leukédmie (AML) konnte eine
Abnahme der TET2-Expression verursacht durch verschiedene micro-RNAs gezeigt
werden (Cheng et al., 2013; Huang et al., 2014; Koivunen et al., 2017).

Eine andere Mdglichkeit ist, dass TET-Enzyme durch Stoffwechselprodukte gehemmt
werden. So hemmt 2HG, das Produkt der mutierten IDH, a-KG abhéangige
Dioxygenasen, zu denen auch TET z&hlen. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass
durch die 2-HG assoziierte Hemmung von TET2 eine DNA-Hypermethylierung an G-
CIMP erreicht wird (Gusyatiner et al., 2017). In einer histologischen Studie konnten
Kraus et al. zeigen, dass bei Gliomen mit einer Mutation der IDH geringere 5-hmC-Level
vorhanden sind (2012). Die Abnahme von 5-hmC kénnte durch eine Hemmung von TET
erklart werden. Zwei andere Enzyme, die im Zitratzyklus beteiligt sind, Fumarathydratase
(FH) und Succinatdehydrogenase (SDH), sind in verschiedenen Tumoren mutiert
(Pfeifer et al., 2014; Koivunen et al., 2017). Fumarat und Succinat akkumulieren, falls
FH und SDH mutiert sind (Yang et al., 2013) und sind zudem kompetitive Inhibitoren von
aKG-abhangigen Dioxygenasen (Xiao et al., 2012; Koivunen et al., 2017). Mason und
Hornick konnten 2013 in einer Studie an Gastrointestinalen Stromatumoren zeigen, dass
eine Mutation der SDH mit einer Abnahme des 5-hmC-Vorkommens korreliert (2013).

AuBerdem konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass Vitamin C flr die
optimale Funktion von TET nétig ist. Vitamin C scheint den Cofaktor Fe(ll) in seinem
reduzierten Zustand zu erhalten (Blaschke et al., 2013; Chen et al., 2013; Pfeifer et al.,
2014). Blaschke et al. beobachteten eine starke Zunahme der Tet-Expression und des
globalen 5-hmC-Gehaltes in Maus-ESC nach der Zugabe von Vitamin C (2013). Es
besteht die Mdglichkeit, dass der Mangel an Vitamin C in Tumorzellen mitverantwortlich
ist fr eine reduzierte Aktivitdt von TET und reduziertem 5-hmC-Gehalt (Pfeifer et al.,

2014).
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Eine weitere Feststellung ist, dass TET2, zumindest in hdmatologischen Erkrankungen,
oft mutiert ist. Bei der Mutation handelt es sich sehr wahrscheinlich um eine loss-of-
function-Mutation, da zwei defekte Kopien von TET2 fir eine Mutation nétig waren. Somit
ware TET2 ein Tumorsuppressorgen. (Kosmider et al., 2009; Pfeifer et al., 2014;
Koivunen et al., 2017).

Insgesamt scheint eine verminderte TET-Expression und geringere Konzentrationen von
5-hmC bei verschiedenen Tumoren mit einer schlechteren Prognose und kirzerem

Uberleben assoziiert zu sein (Koivunen et al., 2017).
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1.3 Ziele der Arbeit

In einer vorhergehenden Studie der Arbeitsgruppe konnte in immunhistochemischen
Farbungen gezeigt werden, dass sich der 5-hmC-Gehalt von Gliomen umgekehrt
proportional zum WHO-Grad verhélt (Kraus et al., 2012). In der vorliegenden Studie
sollte nun als weiterer Schritt untersucht werden, wie sich der 5-hmC-Gehalt der
Glioblastome zur Uberlebenszeit der Patienten verhdlt. Hierzu wurden von 94
Glioblastompraparaten immunhistochemische Farbungen angefertigt, der 5-hmC-Gehalt
quantifiziert und mit Hilfe von GraphPad Prism mit der Uberlebenszeit und der
progressionsfreien Zeit der Patienten korreliert.

Als nachstes sollte in verschiedenen Zellkulturversuchen untersucht werden, ob sich der
5-hmC-Spiegel nach Behandlung der Zellen mit verschiedenen Medien und Reagenzien
verandert und in wie weit ein verdnderter 5-hmC-Gehalt das Wachstum und die
Morphologie der Zellen beeinflusst.

1.3.1 Versuche mit Retinsaure

Retinsaure (RA) ist ein Derivat von Vitamin A. Es entsteht durch die Oxidierung von
Retinol zu Retinaldehyd und weiter zur All-trans-Retinsdure (RA). Vitamin A kann vom
menschlichen Korper nicht selbst synthetisiert werden, sondern muss mit der Nahrung
zugefuhrt werden. Im Darm wird es zu Retinol hydrolysiert und schlieB3lich in der Leber
gespeichert, die es je nach Bedarf wieder freigesetzt. Die intrazellulare Konzentration
an Retinoiden wird Uber die Aktivitat verschiedener metabolischer Enzyme reguliert
(Blaner et al., 1994). Diese Enzyme werden in verschiedenen Gewebetypen und
Differenzierungsstadien der Zelle unterschiedlich stark exprimiert.

RA vermittelt seine biologische Wirkung Uber nukledre Rezeptoren, die als
Transkriptionsfaktoren wirken. Die Rezeptoren der Retinoide werden in zwei Familien
eingeteilt, die Retinsdure-Rezeptoren (RAR) und die Retinoid-X-Rezeptoren (RXR). Die
beiden Rezeptoren kdnnen als Homodimere vorliegen, Ublicherweise treten sie jedoch
als RAR-RXR Heterodimere auf. Nach Bindung des Liganden an den Rezeptor wirkt
dieser als Transkriptionsfaktor durch Bindung an sogenannte RA-response elements
(RAREs). In Abwesenheit des Liganden wirkt der Rezeptor in Verbindung mit einem
Corepressorkomplex als Repressor. Der Corepressorkomplex enthalt verschiedene
Proteine, unter anderem Histondeacetylasen (Perissi et al., 2010). Nach Bindung eines
Liganden interagiert der Rezeptor-Ligand-Komplex mit Koaktivatoren, unter denen ein
Protein mit Histonacetyltransferase-Aktivitét ist (O’'Malley et al., 2009).
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Der RARg2 Rezeptor ist der vorherrschende Rezeptor fiur die Ausfihrung der
hemmenden Effekte von RA auf die Zellproliferation (Altucci et al., 2007). Dieser
Rezeptor stimuliert unter anderem die Expression von Zellzyklusinhibitoren wie Pas.

Studien haben gezeigt, dass Retinoide wachstumshemmende und differenzierende
Wirkung in Neuroblastomen und Gliomen haben. Zudem konnte in verschiedenen
experimentellen und Kklinischen Studien nachgewiesen werden, dass RA einen
hemmenden Einfluss auf den Zellzyklus und die Proliferationsrate hat und Apoptose
einleitet. Der Zellzyklusarrest in der G1/G0-Phase wird erreicht durch Reduktion der
Cyclin-D1-Expression und einer gesteigerter Proteolyse von Cyclin-D1 (Ma et al., 2005).
Zuséatzlich hat RA Einfluss auf das Wachstum der Zelle Uber den EGF-Rezeptor. Die
Behandlung mit RA fhrt zur Hemmung der Autophosphorylierung des Rezeptors und
eine Signaltransduktion kann nicht stattfinden (Yung et al., 1989).

Far die vorliegende Versuchsreihe wurde erwartet, dass eine Ausdifferenzierung der
Zellen nach der Behandlung mit RA stattfindet und als Folge ein Anstieg der 5-hmC-
Konzentration. Die Zellen wurden tUber mehrere Tage mit RA inkubiert und ein méglicher
Effekt anhand von Immunfluoreszenzfarbungen und Genexpressionsanalyse mittels
gPCR Uberprdft.

1.3.2 Kultivierung von Zellen in Serum-freiem Medium

Die Kultivierung von Zellen in Serum-armem oder Serum-freiem Medium hat zwei
Grunde. Zum einen kdnnen die Zellen im Zellzyklus synchronisiert werden, zum anderen
kann beobachtet werden, wie und in welchem Maf die Zelle auf die Stressreaktion
reagiert. Tumorzellen, die in Stresssituationen geraten (z.B. Hypoxie,
Temperaturanderungen, pH-Schwankungen) reagieren mit erhdhter Angiogenese,
Umstellen des Metabolismus auf anaerobe Glykolyse, Regulierung der Proliferationsrate
und der Apoptose. Die Kultivierung von Zellen in Serum-freiem Medium stellt ebenfalls
eine Stresssituation dar und die Zellen reagieren mit der Anderung des
Expressionsmusters verschiedener Enzyme (Darzynkiewicz et al., 2011).

Werden Zellen unter Serum-freiem Medium kultiviert treten sie in die G1/G0-Phase des
Zellzyklus ein und teilen sich nicht mehr. Sobald die Zellen wieder in Serum-haltigem
Medium kultiviert werden, setzen sie den Zellzyklus alle in der gleichen Phase fort
(Darzynkiewicz et al., 2011).

Fir die vorliegende Studie wurde erwartet, dass die Kultivierung von Zellen in Serum-
freiem Medium einen Zellzyklusarrest in der GO-Phase bewirkt, die Tumorzellen
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Eigenschaften von differenzierten Zellen annehmen und ihr Expressionsmuster &ndern.
Da ausdifferenzierte Zellen in gesundem menschlichem Gewebe hdhere 5-hmC-Spiegel
aufweisen als ihre Stammzellen (Haffner et al., 2011), wurde fur die Zellkulturversuche

ebenfalls ein Anstieg der 5-hmC-Konzentration erwartet.

Anhand von Immunfluoreszenzfarbungen und Expressionsanalysen sollten mégliche
Anderungen der Enzymexpression und des 5-hmC-Gehalts der Zellen detektiert werden.

1.3.3 TET3-Uberexpression

In einem letzten Versuch sollte durch eine transiente Transfektion der Zellen mit einem
Tet3-Vektor eine Uberexpression von TET3 bewirkt werden. Durch die Uberexpression
sollte ein Anstieg der 5-hmC-Konzentration erreicht werden und als Folge eine
Ausdifferenzierung der Zellen oder morphologische Veranderungen beobachtet werden.

Auch hier sollte der Erfolg des Versuchs mittels Immunfluoreszenz- und

Genexpressionsanalysen Uberprift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 1: Reagenzien und Chemikalien

Ware/Produkt

Hersteller

Agarose fiir DNA Elektrophorese

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Rinderserumalbumin

G Bioscience, Baltimore, US

Triton-X-100

Na2HPO4

Ethanol

Methanol

Agar- Agar

Hefeextrakt

Milchpulver aus Casein

Trypton/ pepton

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Gel Loading Buffer

Paraformaldehyd

DMSO, Dimethylsulfoxid

Tris- Base

Retinsdure (retinoic acid =RA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Xylol

Staub& Co, Miinchen, Deutschland

Gel Pilot 100BP Ladder

RNase-free-DNase Set

Nuklease-free-water

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Lipofectamin 2000

4' 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

NGS, Normal Goat Serum

Abcam plc, Cambridge, UK

SYBR-Green, PCR Mastermix

SYBR-Gold, nucleic acid gel staining

Life technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

HCI

NaOH

NaH2PO4

NaCl

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Na-EDTA

Essigsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hamalaun

Chroma

Harz Coverquick 2000

Labosphera, Santiago die Sompostella,

Spanien
2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
Ware/Produkt Hersteller
Semperguard: Latex puderfreie | Semperit Technische Produkte GmbH,
Handschuhe Wien, Osterreich
Qiashredder Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Kim-Tech Préazisionstlicher

Kimberly Clark GmbH, Koblenz,

Deutschland

Zentrifugenréhrchen 50 ml

Zentrifugenréhrchen 15 ml

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Zellschaber

SPL Life Science, Korea

Zellkulturflasche 75cm?

Zellkulturflasche 25 cm?

Multischalen 24 well-Format

Multischalen 6 well-Format

Kryoréhrchen 2ml

PCR-Reaktionsstreifen

Thermo Scientific GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Mikrotestplatten 96 well-Format

PCR-Platten 96 well Format

Klebefolie BZO Seal Film

Biozym  Scientific GmbH,  Hess.

Oldendorf, Deutschland

Parafilm Laboratory Film

Objekttrager

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

1,5ml
Reaktionsgefale

Eppendorf safe-lock-

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2ml Eppendorf safe-lock Reaktionsgefal3e

0,2ml Eppendorf PCR- Reaktionsgefal3e

Eppendorf Combitips Plus 2,5ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

MultiGuard Barriere Tips: 10ul

MultiGuard Barrier Tips: 100pl

Sorenson BioScience, Salt Lake City,
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MultiGuard Barrier Tips: 200pl

MultiGuard Barrier Tips: 1000pl

Serologische Pipetten 25ml

Serologische Pipetten 10ml

Serologische Pipetten 5ml

Serologische Pipetten 2ml

Greiner-Bio-One GmbH, Leipzig,

Deutschland

Deckglaser 24x40 mm

Deckglaser 24x32 mm

Marienfeld GmbH& Co. KG, Lauda-
Kénigshofen, Deutschland

2.1.3 Kits
Tabelle 3: Kits

Kits

Hersteller

RNeassy Plus Mini Kit

QIAmp DNA Micro Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

SuperScript Vilo-cDNA Synthese Kit

Click-iT EdU Alexa Fluor 555 Imaging Kit

Click-iT EdU Alexa 488 Imaging Kit

Invitrogen by life  technologies,

Darmstadt, Deutschland

HRP IHC
Detection System fiir Immunhistochemie

Super-Sensitive  Polymer-

BioGenex, Fremont, Kalifornien, USA

Agilent RNA 6000 Pico Kit

Agilent  Technologies,
Kalifornien, USA

Santa Clara,

2.1.4 Gerate
Tabelle 4: Gerate

Geréte

Hersteller

Light Cycler (LC-480-I1)

Roche

Sicherheitswerkbank Hera Safe

Brutschrank Hera Cell Invanz 240

Kihlschrank -80°C Hera freeze

Heraeus Instruments GmbH, Osterode,
Deutschland

DNA/ RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR

Gelkammer

Kisker Biotech GmbH&Co0.KG, Steinfurt,
Deutschland

Wasserbad

Memmert GmbH, Schwabach,

Deutschland

Eppendorf Zentrifuge 5430

Eppendorf Zentrifuge 5415 R
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Eppendorf Zentrifuge 5804 R

Eppendorf Zentrifuge 5810 R

Thermocycler: Mastercycler gradient

Eppendorf Zentrifuge 5804 R

Eppendorf research Pipette 0,5-10 pl

Eppendorf research Pipette 10-100 pl

Eppendorf research Pipette 20-200 pl

Eppendorf research Pipette100-1000 pl

Eppendorf Multipipette Plus

Eppendorf easypet elektrische

Pipetierhilfe

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Centrifuge/Vortex Combi-Spin

NanoDrop™ ND-1000 Spektrophotometer

peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Vortex-Genie-2

Scientific Industries Carl Roth

GmbH&Co, Karlsruhe, Deutschland

Inc.,

Netzteil Power-Pac 1000

BioRad, Mtnchen, Deutschland

Klhlschrank -20°C Liebherr Premium

Liebherr, Lindau, Deutschland

Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies, Santa Clara,

Kalifornien, USA

pH- Meter- MP120 Mettler- Toledo GmbH, GieBen,
Deutschland
Autoklav KSG Sterilisatoren GmbH, Olchin,

Deutschland

Stickstofftank -196°C Cryo 300

Thermo Scientific GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

3 UV Transilluminator

UvP

Eismaschine ScotsmannAF10

Horst Zimmermann GmbH, Nirnberg,
Deutschland

Milli-Q-Wasseraufbereitungssystem

Waage CP-2201-OCE

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Fotodrucker Sony- Upp 110 HG

Sony, Minchen, Deutschland

Inverses Mikroskop Olympus IX50

Kamera IX SPT

Olympus BX 50- Lichtmikroskop

Mikroskopkamera- ~ Color  View-Soft

imaging System

Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland
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2.1.5 Puffer und Lésungen
Tabelle 5: Puffer und Lésungen

Puffer/L6sungen

Rezepte

TAE- Puffer (pH= 8)

1219 Trisbase, 28,5ml Essigséaure, 9,319
Na EDTA

10x PBS (Stammlésung) (pH=7,4)

12,79 Na2HPO4; 3,99 NaH2PO4,
85,09 NaCl, 1000ml dH20

1x PBS (Arbeitslésung)

10x PBS 1:10 mit dH20 verdiinnt

NaBorat (pH=9)

PBS Triton-X-100 (pH=7,4)

1x PBS, 0,5% Triton-X-100

PBS Triton X-100 (pH=7,4)

1x PBS, 0,3% Triton-X-100

Blockierungslésung PBS, 10%NGS, 0,3% Triton-X-100
BSA in PBS 3% BSA in PBS
DAPI Lésung PBS, DAPI (1:1000)

Alexa Fluor Lésung

PBS, 3%NGS, 0,3% Triton-X-100, Alexa
(1:500)

2YT- Medium

Bacto Trypton: 16g
Yeast Extract: 59
NaCl: 59

LB (Luria Bertani)

Bacto Trypton: 10g
Yeast Extract: 59
NaCl: 59

LB- Agar:

Bacto Trypton: 10g
Yeast Extract: 59
NaCl: 5g

Agar: 15¢g

2.1.6 Zellkulturmedien und Reagenzien

Tabelle 6: Zellkulturmedien und Reagenzien

Ware

Hersteller

DPBS, steril filtriert

Fetales Rinderserum
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Penicillin(10000U/ml), Pan Biotech GmbH, Aidenbach,
Streptomycin(10mg/ml) Deutschland
Trypsin/EDTA, steril filtriert
L-Glutamin
DMEM
2.1.7 Antikérper
Tabelle 7: Antikorper
Antikdrper Art Quelle Verdlnnung | Blockier- Hersteller
I6sung
5-hmC Primar- Kaninchen 1:1000 0,5%Triton-X- | Active
Antikdrper 100 in PBS | motif,
10%NGS La Hulpe,
Belgien
Alexa Fluor 546 | Sekundar- Ziege 1:500 Invitrogen,
Antikorper 0,5%Triton-X- | Darmstadt,
Alexa Fluor 546 | Sekundar- Ziege 1:500 100 in PBS + | Deutsch-
Antikbrper 3% NGS land
Alexa Fluor 488 | Sekundar- Ziege 1:500
Antikbrper

2.1.8 Primer

Tabelle 8: Primer von Eurofins, Ebersberg, Deutschland

Protein

Sequenz

TET1 3 forward

CCA ACC TTA GGG AGT AACACT G

TET1 3'revers

CTG AGT CTT CCC GAA GGC ATC

TET2 both forward

GCT TGG AAG CAG GAG ATG G

TET2 both revers

GGC TGC CCT CTAGTT GAATTT

TET3 forward

CCA TTG CAA AGT GGG TGA

TET3 revers

CGC ACC AGG CAG AGT AGC

TDG 59 forward

GAA CCT TGT GGC TTC TCT TCA

TDG 59 revers

GTC ATC CAC TGC CCATTA GG

AICDA forward

GAC TTT GGT TAT CTT CGC AAT AAG A

AICDA revers

AGG TCC CAG TCC GAG ATG TA

SMUG1 forward

CAG ACTGGGGTGCCCTTTG
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SMUG1 revers

CAG GCT GTC CAC AGAGGT TC

MBD4 forward

GAA CAC AAC GAG AAG TAT GAG GAT AC

MBD4 revers

GTG GGATGG TAT CTT GAAATATTT TC

CCND1 forward

CTG TGC CAC AGATGT GAAGTTC

CCND1 revers

GCG TGT GAG GCG GTA G

GFAP forward CTG GAC ACC AAG TCTGTG TC

GFAP revers CTC CTT AAT GAC CTC TCC ATC C

TBP forward GAA CAT GGA TCA GAA CAACA

TBP revers ATA GGG ATT CCG GGA GTC AT

IPO8 forward GAT TTA GTG AGA GTC CAATTA ACA ATG
IPO8 revers GTC TTC ACC AGT TGA TAC AGG

ACTB forward GAA GAT GAC CCAGATCATGTTTGAG

ACTB revers

CTC GGT GAG GAT CTT CAT GAG

2.1.9 Zelllinien

Die humane Gehirntumorzelllinie U87-MG wurde bei American Type Culture Collection

(ATCC), Manassas, Virginia, USA gekauft. Hierbei handelt es sich um eine Zelllinie, die

von einer 44-jdhrigen weiblichen Patientin aus einem de novo Glioblastom stammt.

Morphologisch handelt es sich um epitheloide Zellen, die adh&rent wachsen.

Die Linien LN71, LN319 und LN401 wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von

Dr. de Tribolet, Lausanne. Diese Linien wurden genetisch charakterisiert von Ishii et al.

Tabelle 9: Genetische Charakterisierung der LN71, LN319, LN401 (Ishii et al., 1999)

Linie | Tumor | Alter/ P53 Status PTEN-Status P16
Geschlecht Status
Kodon DNA&Aminosauren | Kodon | Mutation&Aminosauren
Austausch Austausch

LN71 De 67/M 146/146 | TGG 173 CGC(Arg)>CAC(His) del
novo (Trp)>TGA(Stop)
GBM

LN319 | De 67/M 175/175 | CGC(Arg)>CAC 15 AGA(Arg)>ATA(lle) WT
novo (His)
AA

LN401 | De 63/M 215/215 | AGT(Ser)>AGA 27 TAT(Tyr)>TAG(Stop) del
novo (Arg)
GBM

2.1.10 Bakterien

Die kompetenten Escheria coli (E. coli) Bakterien DH10B, die zur Transformation des

Tet3-Vektors genutzt wurden, wurden von Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland bezogen.
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2.2 Methoden
2.2.1 Farbungen

2.2.1.1 Immunhistochemie
In der Immunhistochemie werden Antigene (z.B. Proteine, DNA-Modifikationen) durch
die Bindung von Antikérpern sichtbar gemacht.

In dieser Studie wurden histologische Schnitte von 94 verschiedenen Glioblastomen mit
einem 5-hmC-Antikérper gefarbt. Die Gewebeproben wurden zunachst in Formalin
fixiert. Die Formalinfixierung zahlt zu den Immersionsfixierungen, bei denen das Gewebe
in einer, dem lebenden Zustand gleichartigen Form, fixiert und Enzymsyteme inaktiviert
werden, die autolytische Prozesse bewirken kénnten. Als nachstes wurde das Praparat
durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert. Das Einbettungsmaterial Paraffin ist
mit dem Alkohol nicht vertraglich und so wird das Gewebe zunéachst in Xylol gelegt, das
durch seine alkoholentziehenden und paraffinlésenden Eigenschaften als Intermedium
zwischen Alkohol und Paraffin dient. Die Gewebeprobe wird anschlieBend in
geschmolzenes Paraffin gegeben, das nach Abkihlen einen Paraffinblock bildet. Von
diesem Paraffinblock kénnen nun mit einem Mikrotom Schnitte angefertigt werden, die
auf Objekttragern abgelegt werden. Vor Beginn der Farbung wird der Gewebeschnitt
zunachst durch Xylol deparaffiniert, durch eine absteigende Alkoholreihe rehydriert und
anschlieBend in 2M HCI-Puffer bei 35°C fir 20 Minuten inkubiert. Durch die
Formalinfixierung entstehen Proteinvernetzungen, die das Antigen verdecken. Durch die
Vorbehandlung mit HCI werden diese Vernetzungen gelést und das Antigen ist dem
Antikérper wieder zuganglich. Nach Abkuhlen bei Raumtemperatur wurde mit PBS
gewaschen. Als néachstes folgte ein 20-mindtiger Inkubationsschritt in
Wasserstoffperoxid, das in Methanol gelést wurde. Das Wasserstoffperoxid (H20-)
blockt die gewebsendogene Peroxidase und verhindert so, dass nach Behandlung mit
dem Chromogen Diaminobenzidin, dass durch eine Peroxidase umgesetzt wird, eine
Hintergrundfarbung entsteht. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wurde das
Gewebe mit einer Milchpulver enthaltenden Blockierungslésung (I-Block) inkubiert. Die
Blockierungslésung dient zum Besetzen von unspezifischen Bindungsstellen des
Antikérpers. So wird im optimalen Fall gewéhrleistet, dass der Antikdrper nur an die
vorgesehenen Stellen bindet. Der anschlieBend aufgetragene polyklonale 5-hmC anti-
rabbit Antikdrper wurde Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag folgte nach Abwaschen
des Uberstehenden Antikérpers mit PBS die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper
(Super-Enhancer-Reagent (SE-Reagent)) fir 20 Minuten und anschlieBend mit
Meerrettichperoxidase-Polymer  (Polymer-Horseredishperoxidase (HRP)) far 30

Minuten. Das ,Super-Sensitive Polymer-HRP IHC Detection System®, das den
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sekundaren Antikérper und die Peroxidase fur die Farbreaktion stellt, wurde von
BioGenex genutzt. AnschlieBend wurde fir 5 Minuten mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)
inkubiert. Der Farbstoff DAB dient als Substrat der Peroxidase, und bildet einen braunen
Niederschlag. Bei dieser Methode bindet an den Primarantikdrper, hier 5-hmC, ein
Sekundarantikérper (SE-Reagent) an den wiederum ein oder mehrere Polymermolekile
binden. Die Polymere sind mit Enzymen, in diesem Fall Peroxidasen, markiert (Polymer
HRP) Die Peroxidase oxidiert Wasserstoffperoxid. Durch die frei werdenden Protonen
wird das Chromogen zu seinem farbigen Endprodukt oxidiert. Ein Chromogen, hier DAB,
ist die farblose Vorstufe des Farbstoffs, die erst nach Umwandlung die Farbe annimmt.
Der braune Niederschlag zeigt die 5-hmC positiven Zellen. Da die Enzyme, die den
Farbstoff herstellen, direkt an den Antikdper gebunden sind, wird eine
Hintergrundfarbung reduziert und das Ergebnis ist besser verwertbar.

Nach Abwaschen des Uberschissigen DAB mit destilliertem Wasser wurde der
Gewebeschnitt fir 2 Minuten in Hamalaun inkubiert. Bei Hdmalaunen handelt es sich
um Farbstoffkomplexe aus Hamatein, der oxidierten Form des Hamatoxylins, und
Alaunen. Diese Farbstoffkomplexe bilden wiederum Komplexe mit anionischen
Strukturen, wie zum Beispiel der DNA in Zellkernen. Sie zeigen einen dunkelblau-
violetten Farbton.

Durch eine aufsteigende Alkoholreine wurde das Préparat erneut entwdassert.
AbschlieBend wurde der Gewebeschnitt mit einem Deckglas und Coverquick, einem
flissigen Harz von Labosphera abgedeckt und konnte nun unter dem Mikroskop

analysiert werden.

2.2.1.2 Immunfluoreszenzfarbung

Von allen Zellkulturversuchen wurden Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt. Jeder
Ansatz wurde mit EAU (5-Ethynyl-2-Deoxyuridin) und 5-hmC cogefarbt. EAU dient als
Marker fur die Zellteilungsrate. Es baut sich bei der Zellteilung in die DNA ein.

Fur die Farbung mit EAU wurden die Zellen zuné&chst fur eine Stunde mit je 5ul/well EAU
behandelt, in 10uM Konzentration. EAU, als Nukleosid- Analog von Thymidin, wird bei
der Zellteilung statt Thymin in die DNA eingebaut. Die Detektion basiert auf einer so
genannten Klick-Reaktion, einer Kupfer-katalysierten kovalenten Reaktion zwischen
einer Saure und einem Alkin. EAU nimmt als Alkin und der sekundare Antikérper, Alexa
Fluor Farbstoff, als Sure an der Reaktion teil.
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Nach der einstiindigen Inkubationszeit mit EAU wurde das Medium abgenommen und
die Zellen fur 10 Minuten mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert. AnschlieBend wurde das
PFA abgesaugt und durch PBS ersetzt. In PBS wurden die Zellen bis zur Farbung
aufbewahrt. Die Farbung erfolgte mit dem EdU-Click-iT Kit von Invitrogen nach
Herstellerprotokoll. Modifiziert wurden lediglich die verwendeten Mengen der einzelnen

Reaktionsgemische und Puffer.

Nach zwei Waschschritten mit Bovines Serum Albumin (BSA) in PBS und folgend Triton-
X-100 in PBS wurde das Reaktionsgemisch mit dem sekundaren Antikérper auf die
Zellen gegeben und fir 30 Minuten inkubiert. BSA dient als Blockierungslésung und
bindet an unspezifische Bindungsstellen. Triton-X-100 dient zur Reduzierung der
Oberflachenspannung und Permeabilisierung der Zellen, sodass der Antikdrper besser

in die Zellen eindringen kann.

Tabelle 10: Puffermengen flr die Immunfluoreszenzfarbung

Waschpuffer Menge
0,5%Triton-X-100 in PBS 300ul/well
3%BSA in PBS

Fir das EdU-Reaktionsgemisch wurden folgende Mengen verwendet.

Tabelle 11: Reaktionsgemisch fur die Immunfluoreszenzfarbung

Reagenz Menge/ 200pl
Click-iT-Puffer 172

CuS0O4 8

Alexa Fluor Azide 0,48 ul

EdU reaction-buffer-additive 10pl

Nach Anfarbung des EdU mit dem sekundéren Antikdrper wurde auf die Zellen der
primare 5-hmC-Antikdrper in einer Blockier-Losung gegeben und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Zum Belegen unspezifischer Bindungsstellen diente hier Normal-Goat-Serum
(NGS).

Am folgenden Tag wurde zun&chst durch 3 Waschschritte der nicht aufgenommene
Antikérper von den Zellen entfernt. AnschlieBend wurde mit dem sekundaren Antikérper
fir 30 Minuten inkubiert. Auch dieser wurde in einer Blockierungslésung mit NGS und
PBS 1:500 verdunnt, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Es folgten 2
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Waschschritte und anschlie3end die Inkubation mit DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol)
fir 5 Minuten zur Farbung der Zellkerne. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich
besonders an Adenin und Thymin reichen Regionen an der DNA anlagert. Nach einem
weiteren Waschschritt verblieben 300ul PBS in den Wells.

Tabelle 12: Puffer und Antikdrperlésungen

Puffer/Lésung Rezept Menge/ well
Triton-X-100 in PBS 0,3%Triton-X-100 in PBS 300ul
Alexa Fluor in Blocking- | PBS, 3%NGS, 0,3% | 200ul
Lésung Triton-X-100, Alexa

(1:500)
DAPI-Lésung PBS, DAPI (1:1000) 300ul

2.2.1.3 Quantifizierung der gefarbten Zellen

Nach den Farbungen wurden die histologischen Préaparate bzw. die gefarbten Zelllinien
fotografiert. Es wurden stets Aufnahmen in 4x, 10x, 20x und 40x VergréBerungen
angefertigt. Aus den Fotos der 20x Vergré3erung wurde je ein reprasentativer Ausschnitt
von 100x100um gewahlt und fur die Quantifizierung verwendet. Die gezahlten 5-hmC
positiven bzw. EAU positiven Zellen wurden auf alle gezahlten Zellkerne quantifiziert.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Zellkultivierung

Die Kultivierung der Glioblastomzelllinien LN401, LN319, LN71 und U87 erfolgte im
Wérmeinkubator in 5% CO2 Atmosphare bei 37°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 97%. Die Zellen wurden in T75 oder T25 Zellkulturflaschen geziichtet. Die
Zellkulturarbeiten wurden unter der Sterilbank mit autoklavierten bzw. sterilen
Materialien durchgefiihrt. Das Medium (DMEM) wurde zuséatzlich mit 10% FBS und 1%
L-Glutamin versetzt. Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen subkultiviert.
Hierzu wurden die Zellen nach Abnahme des Mediums mit DPBS gewaschen und
anschlieBend mit Trypsin behandelt, um die Zelladh&sion am Flaschenboden zu l&sen.
Nach einigen Minuten Inkubationszeit im Warmeinkubator wurde das Trypsin mit
dreifacher Menge DMEM inaktiviert. Nach Zentrifugation wurde das Uberstehende
Trypsin-DMEM-Gemisch abgesaugt und das Zellpellet mit DMEM resuspendiert. Falls
die Zellen nicht flr einen Versuch gebraucht wurden, wurden sie 1:2 oder 1:5 in
geeigneter Menge an Medium subkultiviert.
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Tabelle 13: Anzahl der Zellen fir Zellkulturflaschen

Aufbewahrung Zellzahl Medium
T75 Kulturflasche 200ul /500pl 20ml
T25 Kulturflasche 125 ul 5ml
24-well Platte 25 pl 475ul
6-well Platte 100ul 2ml

2.2.2.2 Gewinnung von Zellpellets

Zum Einfrieren von Zellen fur eventuelle DNA- oder RNA-Extraktion wurde das Zellpellet
nach dem Zentrifugieren mit 10ml PBS resuspendiert und die Suspension in 1ml
Portionen in Tubes pipettiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das PBS
abgenommen und die Tubes bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

2.2.2.3 Behandlung mit Retinsaure

Als Reagenz wurde Retinsdure von Sigma Aldrich, Minchen, verwendet. Zur
Behandlung der Zellen mit Retinsaure (RA) wurden von 80-90% konfluierten Zellen nach
Trypsinierung und Zentrifugation 200 ul Zellen entnommen und in 20ml Medium in T75
Kulturflaschen kultiviert. Zum ersten Ansatz wurden 80 pl RA hinzugegeben. Da RA in
DMSO geldst wurde, wurde in einem zweiten Ansatz 80 ul DMSO zum Medium gegeben.
So konnte ein méglicher Effekt von DMSO auf die Zellen beobachtet werden. Zusétzlich
wurde eine Kulturflasche mit gleicher Zellzahl und Mediummenge mitgefihrt ohne RA
und ohne DMSO. Die Zellen wurden unter diesen Bedingungen 10 Tage kultiviert. Nach
5 Tagen wurden die Zellen 1:5 passagiert und das Medium gewechselt. Der Versuch
wurde mit der LN319 und der LN71 durchgefuhrt. Es wurden pro Zelllinie je 3 Ansatze
der RA-behandelten Zellen, DMSO-behandelten Zellen und der Kontrollzellen
mitgeflhrt.

Fiar die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen der drei Versuchsgruppen auf 24-
well-Platten an Tag 9 des Versuchs ausgesat und an Tag 10 mit EJU behandelt. Die
restlichen Zellen wurden an Tag 10 abgenommen und nach der Zentrifugation
eingefroren und fur die RNA-Extraktion weiterverwendet.
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2.2.2.4 Kultivierung von Zellen in Serum-freiem Medium

Nach der Behandlung mit Retinsdure wurde beschlossen die Zellen durch Kultivierung
in Serum-freiem Medium unter Stress zu setzen und so eventuell die 5-hmC-Bildung
oder dessen Abbau zu beeinflussen.

Die Zellen wurden Uber 3 Tage in T25 Kulturflaschen kultiviert. Die in ndhrarmen Medium
kultivierten Zellen wurden in 5ml Medium ohne FBS (DMEM + 0%FBS+ 1%Glutamin)
gehalten. Als Kontrolle wurden Zellen in normalem Medium (DMEM + 10% FBS)
mitgeflhrt. Nachdem die Zellen 3 Tage mit ndhrarmen Medium gefuttert wurden, wurden
sie erneute 3 Tage mit dem gewohnten Medium (DMEM + 10%FBS+ 1%Glutamin)
kultiviert. Sowohl nach den 3 Tagen im Hungerzustand, also auch nach erneutem
Anflttern, wurden die Zellen mit EAU behandelt und RNA extrahiert.

2.2.2.5 TET3-Uberexpression

Im dritten Zellkulturversuch wurden die Zellen mit einem Tet3-Vektor transfiziert und
mégliche Anderungen der Enzymexpression und der 5-hmC-Bildung beobachtet. Der
Tet3-Vektor wurde freundlicherweise von Professor Leonhard, Professor fir
Humanbiologie und Bioimaging an der LMU Munchen, zur Verfigung gestellt.

2.2.2.5.1 Transformation

Es wurde die Methode der chemischen Transformation gewahlt, bei der die Zellen einem
Hitzeschock unterzogen werden, der daflr sorgt, dass kleine Poren in der Zellmembran
der Bakterien entstehen, durch die die Plasmid-DNA in die Zelle diffundieren kann. Die
chemisch kompetenten E. coli Bakterien wurden zun&chst auf Eis aufgetaut. Von den
Zellen wurden 100pl in ein separates ReaktionsgefaB gegeben und 50pg des Vektors
hinzugegeben. Nach 30-mindtiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen bei 42°C flr 90
Sekunden dem Hitzeschock unterzogen. Nach einer Inkubationszeit von 2 Minuten auf
Eis wurde zu den Zellen 900ul S.0.C-Medium hinzugegeben und fiir eine Stunde bei
37°C im Schittler inkubiert. Folgend wurde die Suspension 1:100 mit S.0.C.-Medium
verdiinnt und 100l auf LB- Platten ausgesét. Die Plasmid-DNA enthielt ein Gen fir
Antibiotikaresistenz. Das LB- Medium der Platten war mit 100pg/ml Ampicillin,
Antibiotikum, versetzt. So konnten nur die Bakterien auf den Platten wachsen, die das
Plasmid aufgenommen hatten und resistent gegen das Ampicillin waren. Die Bakterien
wurden fir ein bis zwei Tage im Wéarmeinkubator wachsen gelassen. AnschlieBend
wurde eine Kolonie herausgepickt und in flissiges LB- Medium in einen

Erlenmeyerkolben gegeben.
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2.2.2.5.2 Plasmid-Aufreinigung

Zur Plasmid-Aufreinigung wurde das Plasmid Maxi Kit von Qiagen verwendet. Das
Protokoll wurde nach Herstellangaben durchgeflhrt. Die vorher in flissigem LB-Medium
gezichteten Bakterien wurden zunachst abzentrifugiert. Das entstandene Zellpellet
wurde mit einem alkalischen Puffer lysiert. Nach Trennung des Pellets von dem
alkalischen Puffer durch Zentrifugation wurde die DNA durch Waschen mit einem
salzarmen und pH-optimierten Puffer an eine Saule gebunden. Verunreinigungen
wurden durch Waschen mit einem an Salz hdher konzentrierten Puffer entfernt.
SchlieBlich wurde die DNA mit einem hochkonzentrierten Salzpuffer geldst und mit Hilfe
einer Isopropanol-Fallung entsalzt.

Fir die Behandlung der Zellen mit Plasmid-DNA wurden sie 24 Stunden vor der
Transfektion auf einer 24-well Platte im gewohnten Medium (10% FBS, 1% Glutamin)
ohne Zugabe von Antibiotika so ausgeséat, dass sie nach 24 Stunden 90-95%ig konfluiert
waren. Am folgenden Tag wurde vor der Transfektion das Medium gewechselt.

Plasmid-DNA und Lipofectamin 2000 wurden nach Herstellerangaben entsprechend mit
Serum-freiem Medium (Opti-MEM | Reduced Serum Medium) verdinnt und 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden beide gemischt und weitere 20
Minuten bei RT zur Ausbildung von DNA-Transfektionskomplexen inkubiert. Das
Reaktionsgemisch wurde auf die Zellen gegeben und die Zellen wurden fir weitere 24
Stunden kultiviert und anschlieBend fir Immunfluoreszenzfarbung bzw. RNA- Extraktion

weiterverwendet.

Lipofektion bedeutet das Einschleusen von DNA in Zellen mit Hilfe von Liposomen.
Liposome sind vesikulare Strukturen, die sich in wassriger Lésung spontan aus
Lipidmolekilen formen. Meistens sind hier, auf Grund ihres amphiphilen Charakters,
Phospholipide beteiligt. Durch elektrostatische Wechselwirkung zwischen den negativen
Phosphatgruppen der Plasmid-DNA und der hydrophilen Kopfgruppe der kationischen
Lipide entstehen Komplexe, die Lipoplexe genannt werden. Kationisch wirkt hier die
Ammoniumverbindung, die Uber eine Phosphoesterbindung an das Glycerin des Lipids
gebunden ist. Die Liposomen fusionieren mit der Zellmembran, die auch aus Lipiden
besteht und bringen so die DNA in die Zelle.

Der Vektor war mit einem GFP-Signal gekennzeichnet. GFP bedeutet Griin-
fluoreszierendes-Protein. Seine Gensequenz wurde in dem Vektor mit dem Tet3-Gen
fusioniert. Bei Expression des Vektors durch die Wirtszelle, wird auch das GFP
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exprimiert. Dieses fluoresziert griin bei Anregung mit blauem Licht. So kann Gberprift
werden, ob die Transfektion erfolgreich war.

2.2.3 Genexpressionsanalysen

2.2.3.1 RNA-Extraktion

Zur RNA-Extraktion aus Zellpellets wurde das RNeasy-Mini-Kit der Firma Qiagen
verwendet. Das Protokoll wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt mit Ausnahme
eines DNase- Verdauschritts.

Die Zellen wurden zuné&chst durch einen denaturierenden Puffer lysiert, die Proteine
denaturiert und RNasen inaktiviert. So wurden Verunreinigungen der Proben verhindert.
AnschlieBend wurde Ethanol zu dem Zelllysat hinzugegeben, wodurch die
Bindungskapazitat an die SGulenmembran erhéht wurde. Die Zellen wurden nun auf eine
Saule aufgetragen. Dort banden die Zellen an eine Membran, die in folgenden drei
Waschschritten von méglichen Verunreinigungen gereinigt wurde. AnschlieBend wurde
der DNase-Verdau eingeschoben, bei dem auf die Membran RDD-Puffer und DNase
gegeben und anschlieBend fir 15 Minuten inkubiert wurde. Der DNase-Verdau wurde
durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die erhaltene RNA nicht mit DNA kontaminiert ist
und so das Ergebnis nicht verfalscht wird. Der RDD-Puffer (RNase free DNase Set,
Qiagen) ist ein optimierter Puffer fir DNase-Verdau auf S&ulen. Es folgten weitere
Waschschritte und letztlich das Lésen der RNA von der Membran mit RNase freiem
Wasser in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3. Die RNA wurde nach der Verdinnung mit
destilliertem Wasser auf die Arbeitskonzentration von 50ng/pl bei -20°C bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt.

2.2.3.2 DNA-Extraktion

Zur DNA-Extraktion aus Zellpellets wurde das QIAmp-DNA-Micro-Kit von Qiagen
verwendet. Das Protokoll wurde nach Herstellerangaben umgesetzt. Zunachst wurde
das Pellet mit einem stark denaturierenden Puffer und in Anwesenheit von Proteinase K
lysiert. Proteinase K ist eine Endo- und Exopeptidase, die Peptidbindungen spaltet und
so Proteine abbaut und Nukleinsduren freisetzt. AnschlieBend wurde das Lysat unter
Zugabe von Ethanol auf eine Saule gegeben und an deren Membran adsorbiert. Es
folgten verschiedene Waschschritte mit Puffern mit bestimmten Salzkonzentrationen
und pH-Bedingungen, die sicherstellen, dass Proteine und andere mdgliche
Kontaminationen ausgewaschen werden. Die DNA wurde schlieB3lich durch Zugeben
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von destilliertem Wasser von der Membran geldst, in einem 1,5 ml Reaktionsgefaf3
aufgefangen und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.2.3.3 Reverse Transkription

Zur reversen Transkription der extrahierten RNA wurde das SuperScript Vilo™ cDNA
Synthesis Kit von Invitrogen genutzt. Die RNA wird bei dieser Reaktion in
komplementédre DNA, complementary DNA (cDNA), umgewandelt. Die cDNA ist
wesentlich stabiler als die RNA und eignet sich deshalb besser fir weitere Versuche.
Die Mengenangaben des Herstellerprotokolls wurden halbiert. Der SuperScript-Enzym-
Mix liefert die Reverse Transkriptase und einen Ribonuklease-Inhibitor, der verhindert,
dass die RNA des Gemisches abgebaut werden kann. Der 5x VILO™ Reaction Mix liefert
die Primer, MgCl> und dNTPs (Desoxynukleosidtriphosphate) fir die Reaktion. MgCl»
dient der Reaktion als Cofaktor.

Tabelle 14: Reverse Transkription- Reaktionsgemisch

Reagenz Menge/ Ansatz in ul

10x SuperScript Enzym Mix 2ul

5x VILO™ Reaction Mix 1ul

RNA 5ul bis zu einer Konzentration von
250ng/ul

dH20 5ul

Bei einer hdheren RNA-Konzentration als 250ng/ul wurde die zugegebene RNA-Menge
halbiert und mit dH20 auf 10ul aufgeflllt. Nach Vortexen der Proben wurden sie fiir ca.
2 Stunden im Thermocycler bei folgendem, optimiertem Programm inkubiert:

1. 25°C 10 Minuten
2. 42°C 90 Minuten
3. 85°C 5 Minuten

AnschlieBend wurde die Konzentration der cDNA mit dem NanoDrop™ gemessen. Nach
Verdinnung auf eine Arbeitskonzentration von 50ng/ul wurde die Probe erneut
gemessen und anschlieBend bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
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2.2.3.4 Bestimmung der Reinheit und Konzentration von RNA und DNA

Nach der Extraktion wurde die RNA-/ DNA-Konzentration mittels NanoDrop™ ND-1000
Spektrophotometer von Peglab gemessen. Als Einstellung fir die RNA-Messung wurde
RNA-40 genutzt und fur die DNA Messung DNA-50.

Vor der Messung wurden die Messpulte zundchst mit Nuklease-freiem Wasser gereinigt.
Da die RNA/ DNA in Nuklease-freiem Wasser (dH>O) geldst wurden, wurde das Geréat
vor der eigentlichen Messung auf das Wasser geeicht. Es folgte das Messen der
Extrakte. Hierzu wurden von der Probe jeweils 1,5ul auf den unteren Messarm pipettiert.
Der Nanodrop misst bei verschiedenen Wellenlangen die Extinktion. Extinktion bedeutet
die Abschwéachung eines Lichtstrahls in einem Probemedium. Das Gerat misst zunachst
das Spektrum der Eichlésung, in diesem Fall dH2O. Das Absorptionsspektrum der
anschlieBend gemessenen Proben wird verrechnet mit dem Spektrum der Eichkurve und
es wird das Spekitrum der DNA oder RNA abgebildet. Die Konzentration des
gemessenen Stoffes wird mit Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes berechnet und in ng/pl
angegeben. Der NanoDrop™ kann auch die Reinheit der gemessenen RNA/ DNA
berechnen. DNA bzw. RNA absorbieren das Licht bei einer Wellenldnge von 260nm
(Aze0). Proteine hingegen absorbieren bei 280nm (Azso). Durch den Quotienten Azso/Azso,
der bei 1,9-2,3 liegen sollte konnten Proteinkontaminationen ausgeschlossen werden.
Durch den Quotienten Azso/A2s0 konnten Kontaminationen durch EDTA und
Kohlenhydrate ausgeschlossen werden.

2.2.3.5 Bestimmung der RNA-Integritat

Zur Bestimmung der Qualitdt der RNA wurde der Bioanalyzer 2100 von Agilent
Technologies, USA verwendet. Bei der extrahierten RNA handelte es sich tberwiegend
um mRNA (messenger-RNA), die Aussage Uber die Proteinexpression in der Zelle gibt.
Die mRNA ist ein relativ instabiles Molekil, da sie einem stéandigen Auf- und Abbau
unterlegen ist. Da die Genexpressionsanalysen mit dem Light Cycler auf der RNA/
mRNA aufbauen, ist es sinnvoll die RNA auf ihre Qualitat zu Gberprifen. Der Bioanalyzer
arbeitet auf dem Prinzip der Kapillargelelekirophorese und berechnet die RNA-
Integritatsnummer (RIN). Die Ubliche Gelelektrophorese wird hier verlagert auf einen
Chip. Durch den Chip werden die Auftrennungszeit und das benétigte Material an Proben
und anderen Reagenzien, wie z.B. Gel und Leiter, verringert. Der Chip enthalt zum einen
16 wells, die fir das Gel, die Leiter und die Proben genutzt werden und zum anderen
Micro-Tunnel, die die wells untereinander verbinden. Die verschieden langen RNA-
Molekile werden durch einen Spannungsgradienten aufgetrennt. Die langeren Stlicke

laufen wie bei der Gelelektrophorese langsamer im Gel. Farbstoffmolekile lagern sich
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an den RNA-Strang an und werden durch eine Laser-induzierte Fluoreszenz detektiert.
Die erhaltenen Daten werden in Form eines Gel-ahnlichen Bildes (Gelbanden) und eines
Elektropherogramms  wiedergegeben. Das  Elekiropherogramm  stellt  die
Fluoreszenzintensitat gegen die Laufgeschwindigkeit/ GréBe des Molekils (Agilent 2100
Bioanalyzer, 2100 Expert User's Guide, S.66 ff.). Die RIN kann Werte zwischen 1-10
annehmen, wobei ein Wert von 1 eine vollig degradierte RNA und 10 eine intakte RNA
bedeutet. Der RIN-Wert wird mit Hilfe des Verhaltnisses der ribosomalen Untereinheiten
18S- und 28S-rRNA und deren mdéglichen Abbauprodukte berechnet.

Das Protokoll wurde exakt nach Herstellerangaben durchgeflihrt. Vor jeder Messung
wurden die Elektroden des Gerats mit Hilfe eines Reinigungschips, der mit Nuklease-
freiem Wasser geladen wurde, gereinigt. Daraufhin wurde ein neuer RNA 6000 Pico Chip
mit den Proben und der Leiter beladen. Zur Gelmatrix wurde 1pl Farbstoffkonzentrat
hinzugegeben und fur 10 Minuten bei 13000g zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden
die Proben fir 2 Minuten bei 70°C Hitze denaturiert. Nun wurden die Wells des Chips
mit Gelmatrix, Leiter und Proben nach Vorgaben beladen, von der Gelmatrix 9ul, von
den Proben und der Leiter jeweils 1pul. Jede Probe wurde in Duplikaten angelegt. Nach
Vortexen des Chips fur eine Minute wurde er im Bioanalyzer 2100 vermessen.

2.2.4 Gelelektrophorese

Fir das Gel wurde Agarose von Sigma genutzt. Um ein 2%iges Gel zu erhalten wurden
1,0g Agarose mit 50ml 1x TAE Puffer (Trisbase, Essigsaure, NaEDTA) gemischt und
anschlieBend in der Mikrowelle erhitzt, bis eine homogene FlUssigkeit entstand. Zu der
flussigen Gelmasse wurde 1ul SYBR-Gold Farbstoff von Invitrogen hinzugegeben.
SYBR-Gold ist ein synthetischer Cynanin-Farbstoff, der an die cDNA bindet und unter
UV-Licht fluoresziert und somit die Banden im Gel sichtbar macht. Nach Abkihlen des
Gels wurden die Kdmme entfernt und die Proben in die Taschen pipettiert. Fir die
Proben wurden jeweils 1ul der Probe und 4ul des Ladefarbstoffs von Sigma Aldrich
vermengt. Der Ladepuffer enthdlt Bromphenol Blau und lagert sich an die cDNA-
Fragmente an. So wird sichtbar gemacht, wie weit die Banden im Gel laufen. Als Leiter
diente 100 Basenpaar Gel-Ladder von Qiagen, von der ebenfalls 1ul mit 4pl
Ladefarbstoff verdiinnt wurde.

Nach AnschlieBen der Elektroden wurde eine Spannung von 70 Volt eingestellt und das
Gel fur eine Stunde laufen gelassen.

Nach Durchlaufen des Gels wurden mit einem 3-UV Transilluminator von Uplande die

Banden zuné&chst sichtbar gemacht und schlieBlich mit einer Canon Kamera fotografiert.
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Die Banden wurden mit den Light-Cycler (LC) Ergebnissen verglichen. Hier entspricht
ein niedriger C--Wert (Cycle of threshold) im LC einer starken Bande im Gel.

2.2.5 Quantitative PCR (qPCR)

Die quantitative PCR (gqPCR) beruht auf dem Mechanismus der herkémmlichen
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR), bei der ein gewlinschtes
Gen der DNA mit Hilfe von den zugehdrigen Primern und Desoxynukleosidtriphosphaten
(dNTPs) vervielfaltigt wird. Mit der PCR kénnen innerhalb kurzer Zeit kleinste Mengen
von DNA-Abschnitten vervielfacht werden. Bendtigt werden hierzu neben der cDNA die
Primerpaare, Nukleotide, Puffer und eine thermostabile Polymerase. Die Primerpaare
sind spezifisch fir ein Gen, das wahrend der PCR vervielféltigt werden soll. Die
Vervielfaltigung des spezifischen DNA-Abschnitts geschieht in drei Einzelschritten, die
in mehreren Zyklen wiederholt werden. Nach einer Denaturierung, bei der sich der
Doppelstrang der DNA trennt, folgt die Anlagerung (Annealing) der Nukleotide und
schlieBlich die Elongation, Verlangerung des komplementaren Stranges, durch die
Polymerasen. Im optimalen Fall wird die cDNA nach jedem Zyklus verdoppelt. Bei der
quantitativen PCR (gPCR) wird durch den Fluoreszenzfarbstoff, SYBR-Green, zusatzlich
eine Quantifizierung der gewonnen DNA ermdglicht. SYBR-Green bindet an
doppelstrangige DNA und emittiert nach der Bindung grines Licht. Die Fluoreszenz
nimmt proportional zur Menge der PCR-Produkte zu. So kann am Ende des Laufs mit
Hilfe der Fluoreszenzsignale die Quantifizierung der DNA vorgenommen werden.

Fur die gPCR wurde der empfohlene Ansatz von Invitrogen von 20ul auf 10 pl gesenkt.
Als Mastermix, der sowohl Fluoreszenzfarbstoff als auch die Polymerasen enthalt, wurde
Power SYBR-Green PCR-Master-Mix von Invitrogen genutzt.

Tabelle 15: gPCR Ansatz

Reagenz Menge pro Ansatz
Power SYBR- Green PCR Master Mix 5ul

Forward Primer 0,5ul

Revers Primer 1,5ul

Von dem Mastermix wurden 7l pro well angesetzt. Von der zu testenden cDNA wurden
pro well jeweils 3ul hinzugegeben.
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Auf die 96-well-Platte wurde wie folgt pipettiert:

Die erste Reihe der 96-well-Platte wurde fur die Kontrollen verwendet. Hier wurde fir
jedes Primerpaar von dem zuvor gemischten Mastermix 7ul in ein well der ersten Reihe
pipettiert. Keine cDNA wurde hinzugegeben. Die Kontrollen dienten zum Ausschluss von
Kontaminationen durch Fremd-DNA, die zu Verfadlschungen des Ergebnisses flhren

wirden.

In der zweiten Reihe wurde auf jeder Platte ein Triplet der Standardkurve pipettiert. Fur
die Standardkurve diente der Housekeeper Actin-beta (ACTB). Die Referenz-cDNA
wurde aus gesundem Gehirngewebe gewonnen. Da zum Berechnen einer
Standardkurve vier verschieden Punkte benétigt werden, wurden neben der
Ursprungskonzentration der Referenz-cDNA auch vier Verdinnungsstufen hergestellt
und von jeder Konzentration ein Triplet auf die Platte pipettiert.

Ab der dritten Reihe wurden dann die Test-cDNAs auf die Platte pipettiert. Auch hier
wurde fir jedes Primerpaar ein Triplet angelegt.

Als Gerat wurde der Light Cycler 480 von Roche genutzt.

Programm:
Schritt Temperatur Zeit Messmodus
Prainkubation 50°C 2 Minuten
2. Ampilizierung 95°C 10 Minuten
Quantifizierung 94°C 15 Sekunden 40x
53°C 10 Sekunde
60°C 1 Minute
4. Schmelzkurven 40°C 30 Sekunden
60°C 1 Sekunde
95°C kontinuierlich
5. Kihlung 40°C 10 Minuten
2.2.51 Primer

Die Primersequenzen wurden von Dr. Theo Kraus selbst designed und sind in Tabelle 8

zu finden.
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2.2.5.2 Referenzgene

Als Referenzgene (housekeeper) bezeichnet man solche Gene, die konstant exprimiert
werden. Es wird empfohlen den Mittelwert der Expression von mindestens zwei
Referenzgene zu verwenden. Die hier verwendeten Referenzgene, TBP (TATA-Box-
binding-Protein) und IPO8 (Importin 8) wurden von Kreth et al. als Gene mit
konstantester Expression bei Glioblastomen beschrieben (2010).

2.2.5.3 Relative Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Genexpression wird der Ci-Wert (Cycle of threshold) verwendet.
Der Ci-Wert beschreibt denjenigen Zyklus der gqPCR, bei dem die Fluoreszenz erstmalig
signifikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Bei den vorigen Zyklen reichen
die vervielfaltigten DNA-Strdnge noch nicht aus, um eine messbare Fluoreszenz zu
erzeugen. Bei den folgenden Zyklen werden die dNTPs langsam verbraucht und die
Polymerase erschopft, was schlieBlich zu einer Plateauphase fihrt, in der sich der
Fluoreszenzwert nicht mehr wesentlich andert. Je niedriger der Ci-Wert ist, also je eher
sich das Fluoreszenzsignal von der Hintergrundstrahlung abhebt, desto mehr Kopien
des Zielgens sind schon vor der gPCR vorhanden.

Die Expressionsmuster der Enzyme bzw. die méglichen Anderungen der Expression
nach der Behandlung der Zellen wurden mit Hilfe der vergleichenden Ci-Methode (AACT
Methode) berechnet. Da zum Vergleich der Expressionsmuster von behandelten Zellen
und Kontrollzellen nicht die exakte Kopienzahl der cDNA der einzelnen Gene bendtigt
wird, sondern das Verhaltnis der Expressionswerte der Versuchsgruppen zueinander,
wurden die Werte relativ quantifiziert. Es wurde nach der AACT-Methode gearbeitet. Hier
wird nach folgender Formel berechnet:

ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen
AA Ci = AGy Zielgruppe ~ AGy Kontrollgruppe

Relative Expression = 244 CT)
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Da die Expressionsmuster aller Versuchsansatze, die teilweise auf verschiedenen Light
Cycler-Platten vermessen wurden, im Bezug zu der gleichen Kontrollgruppe berechnet

wurden, konnten alle Ansatze miteinander verglichen werden.

Als Referenzwert wurde in jedem Versuch der Mittelwert der beiden Referenzgene IPO8
und TBP verwendet. Als Zielgen der Kontrollgruppe wurde TET1 des ersten Ansatzes
der Kontrollgruppe verwendet und als Referenzgen der Mittelwert von IPO8 und TBP
desselben Ansatzes. Diese Anordnung wurde fir jede Zelllinie und jeden Versuch gleich

durchgefuhrt mit den jeweils zugehdérigen Werten.

2.2.5.4 Statistische Analysen

Die berechneten Werte der relativen Expression wurden in GraphPad Prism
ausgewertet. Erstellt wurde zunachst ein Ubersichtsgraph, der die Expressionsmuster
der Versuchsgruppen darstellte. Berechnet wurde hier mit dem ANOVA-Test. Zusatzlich
wurden die Ratio-Werte der einzelnen Enzyme innerhalb der Versuchsgruppen im t-Test

verglichen und in einzelnen Graphen dargestellt. Die Signifikanzniveaus wurden mit ,,
als signifikant (p <0,05) und ,*** als hochsignifikant (p <0,01) gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Histologie

In der histologischen Studie wurden Préaparate von 94 verschiedenen
Glioblastompatienten immunhistochemisch mit einem Antikdrper auf 5-hmC geféarbt. Als
Kontrolle dienten 5-hmC-Farbungen von Schnitten aus 10 verschiedenen gesunden

Gehirngeweben.

Abbildung 4: Immunhistochemische Farbungen einiger Glioblastome mit Antikérper gegen 5-
hmC. a-c Stereotaxie. d-f Biopsie. g-i Stereotaxie mit 5-hmC positiven Zellen. a,d,g)
10x VergréBerung. b,e,f) 20x VergréBerung. c,f,i) 40x VergréBerung.

Nach Quantifizierung der 5-hmC positiven Zellen konnte das Patientenkollektiv nach
dem medianen 5-hmC-Gehalt in zwei Gruppen unterteilt werden. Die eine Gruppe mit
weniger 5-hmC positiven Zellen (low-5-hmC-Gruppe; 5-hmC positive Zellen < 0,37%)

und die Gruppe mit mehr 5-hmC positiven Zellen (high-5-hmC-Gruppe; 5-hmC positive
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Zellen >0,37%). In der low-5-hmC-Gruppe fanden sich 70% maéannliche Patienten und
30% weibliche Patienten. Das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung betrug 60
Jahre. Die genetische Analyse zeigte 17% MGMT-Promoter-Methylierungen und 2%
IDH-Mutationen. Es zeigte sich ein medianes Uberleben von 374 Tagen. Die high-5-
hmC-Gruppe umfasste 58% mannliche und 42% weibliche Patienten mit einem
Durchschnittsalter bei Diagnosestellung von 61 Jahren und einer medianen
Uberlebenszeit von 443 Tagen. MGMT-Promoter-Methylierungen fanden sich in 33%,
keine |IDH-Mutationen. Die Kontrollgruppe umfasste 10 Patienten mit einem
Durchschnittsalter von 63 Jahren und 70% ménnlichen und 30% weiblichen Patienten.

Tabelle 16: Beschreibung des Patientenkollektivs

Low-5-hmC- High-5-hmC- Kontrollgruppe
Gruppe Gruppe
Absolut | Relativ Absolut | Relativ
Anzahl Patienten 47 48 10
Durchschnittsalter 60 61 63
Mannlich 33 70 % 28 58 % 70 %
Weiblich 14 30 % 20 42 % 30 %
MGMT methyliert 8 17 % 16 33 %
MGMT nicht methyliert | 22 47 % 11 23 %
MGMT n.a. 17 36 % 21 44 %
IDH-Mutation 1 2% 0 0%
IDH nicht mutiert 42 89 % 42 88 %
IDH-Status unklar 4 9% 6 12 %
LOH 2 4 % 1 2 %
Kein LOH 16 34 % 16 33 %
Isolierter Verlust 1p 2 4 % 2 4 %
LOH-Status unklar 27 57 % 29 60 %
Medianes Uberleben 374 443
nach
Diagnosestellung(Tage)

In GraphPad Prism wurden zun&chst die 5-hmC positiven Zellen des Patientenkollektivs
mit denen der Kontrollpréparate verglichen. Es konnte eine signifikant héhere Menge an
5-hmC positiven Zellen in der Kontrollgruppe festgestellt werden als in den
Glioblastompraparaten.
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Abbildung 5: Vergleich des 5-hmC-Gehalts zwischen gesundem Gehirngewebe
(Kontrolle) und Glioblastomen (GBM). Die Kontrollpréparate wiesen durchschnittlich
39,4% 5-hmC positive Zellkerne auf. Die Glioblastompréparate hatten durchschnittlich
2,65% 5-hmC positive Zellkerne

Als nachstes wurde eine Kaplan-Mayer-Kurve erstellt und die Uberlebenszeit nach
Diagnosestellung der low-5hmC mit der high-5-hmC-Gruppe verglichen. Es zeigt sich
kein signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit in den beiden Gruppen. Schaut man
sich die Mutationsanalysen der beiden Gruppen an, fallt auf, dass in der high-5-hmC-
Gruppe prozentual mehr MGMT-Promoter-Methylierungen vorliegen (833%) als in der
low-5-hmC-Gruppe (17%). Die MGMT-Promoter-Methylierung ist mit einer besseren
Prognose fir die Patienten assoziiert, unter anderem durch ein besseres
Therapieansprechen auf Chemotherapie (Hegi et al., 2005; Binabaj et al., 2018). Diese
Auswirkung zeigt sich in der Uberlebenskurve nicht.
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Abbildung 6: Gesamtiiberleben von Glioblastompatienten mit 5-hmC positiven
Zellkernen von <0,37% (low-5-hmC-Gruppe) und >0,37% (high-5-hmC-Gruppe).
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3.2 Zellkultur

3.2.1 Versuche mit Retinsaure (RA)

Retinsdure hat nachweislich Einfluss auf den Zellzyklusarrest und die
Differenzierungsvorgange in der Zelle. Die Ausgangsfrage fir diesen Versuch war, ob
sich die Tumorzellen nach Behandlung mit RA ausdifferenzieren, die Proliferation
abnimmt und als Folge die Expression von TET-Enzymen zunimmt und damit die Bildung
von 5-hmC ansteigt.

3.2.1.1 Genexpressionsanalysen

Mit Hilfe von gPCR wurden die Expressionsmuster der behandelten Zellen untersucht
und mit den Ergebnissen der Kontrollzellen verglichen. Es wurden die Expression der 5-
hmC bildenden Enzyme, TET1-3, der Abbauenzyme AICDA, TDG, MBD4 und SMUGH
und zwei Housekeepern, TBP und IPO8, untersucht. Zudem wurden die Proteine GFAP
und CCND1 mituntersucht, um die Wirkung von RA zu bestatigen. Die Expression von
CCND1 nimmt unter RA-Behandlung ab, die Expression von GFAP steigt (Ying et al.,
2011).

Es wurden stets drei Versuchsansatze parallel gefihrt. Der Kontrollansatz wurde ohne
jeglichen Zusatz geftihrt. Ein Ansatz wurde unter der Zugabe von DMSO (-RA+DMSO)
kultiviert, da RA in DMSO geldst wird und so ein Effekt von DMSO auf die Zellen
ausgeschlossen werden sollte. Der dritte Ansatz wurde mit RA und DMSO behandelt
(+RA+DMSO) behandelt. Es ergaben sich einige signifikante Unterschiede in der
Enzymexpression zwischen den mit RA behandelten Zellen und den Kontrollzellen (-
RA/-DMSOQ). Zwischen den Kontrollzellen und den mit DMSO kultivierten Zellen ergaben
sich keine Signifikanzen, sodass ein mdglicher Effekt von DMSO auf die

Enzymexpression ausgeschlossen wurde.

Fur die LN71-Zelllinie ergab sich eine signifikante Expressionsminderung von CCND1
bei den RA-behandelten Zellen. AuBBerdem zeigte sich eine Expressionsabnahme der
TET2-, TET3-Enzyme und von GFAP bei den RA-behandelten Zellen im Gegensatz zu
den Kontrollzellen (-RA/-DMSO).
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Abbildung 7: Ubersichtsgraph der Genexpressionen der Zellinie LN71. Kultivierung von
Glioblastomzellen fir 10 Tage mit Retinsdure. Als Kontrollen: 1 Ansatz ohne Zusatz (Kontrolle), 1
Ansatz mit DMSO ohne RA (-RA +DMSO); 1 Ansatz inkubiert mit Retins&ure. Auswertung der qPCR-
Daten mittels AACt-Methode; Referenzwert: Mittelwert der beiden Housekeepergene IPO8 und TBP.
Kalibratorgen der Kontrollgruppe: TET1 des ersten Ansatzes der Kontrollgruppe.
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Abbildung 8: Einzelanalyse der Genexpressionen der Zelllinie LN71. Kultivierung von
Glioblastomzellen fiir 10 Tage mit RA. Als Kontrollen: 1 Ansatz ohne Zusatz (Kontrolle), 1 Ansatz
mit DMSO ohne RA (-RA +DMSO). 1 Ansatz inkubiert mit Retinsdure (+RA). Auswertung der
gPCR-Daten mittels AACi-Methode; Referenzwert: Mittelwert der beiden Housekeepergene IPO8
und TBP. Kalibratorgen der Kontrollgruppe: TET1 des ersten Ansatzes der Kontrollgruppe . a)
TET2-Expression; b) TET3- Expression; ¢) GFAP-Expression; d) CyclinD1-Expression; p-Werte
s. Tab.17
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Die Expressionswerte der

einzelnen

Enzyme wurden

innerhalb der

drei

Versuchsgruppen mittels t-Test verglichen. Die Signifikanzen fir die LN71 sind in

folgender Tabelle abgebildet.

Tabelle 17: Signifikanzen fur die Zelllinie LN 71 nach RA-Behandlung

Gen p-Werte
Kontrolle «& +RA -RA « +RA Kontrolle « -RA
CCNDf1 0,0042 (**) 0,024 (*) 0,73
TET3 0,0081 (**) 0,1269 0,5713
TET2 0,0423 (%) 0,078 0,9252
GFAP 0,0299 (*) 0,1749 0,6062

Nach der Auswertung der LN319 konnte keine signifikante Expressionsabnahme von
CCND1 beobachtet werden. Hier zeigten sich allerdings signifikante Anderungen der
TET2- und MBD4-Expression, die bei den RA-behandelten Zellen im Vergleich zu den

Kontrollzellen abnahm.
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Abbildung 9: Ubersichtsgraph der Genexpressionen der Zelllinie LN319. Kultivierung von
Glioblastomzellen fir 10 Tage mit Retisnaure (RA). Als Kontrollen: 1 Ansatz ohne Zusatz (Kontrolle), 1
Ansatz mit DMSO ohne RA (-RA +DMSO). 1 Ansatz inkubiert mit Retinsdure (+RA). Auswertung der
gPCR-Daten mittels AACt+-Methode; Referenzwert: Mittelwert der beiden Housekeepergene IPO8 und
TBP. Kalibratorgen der Kontrollgruppe: TET1 des ersten Ansatzes der Kontrollgruppe.
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Abbildung 10: Einzelanalysen der Genexpressionen der Zelllinie LN319. Kultivierung von

Glioblastomzellen fir 10 Tage mit Retinsdure (RA). Als Kontrollen: Ansatz ohne Zusatz (Kontrolle),
Ansatz mit DMSO ohne RA (-RA +DMSOQ). 1 Ansatz inkubiert mit Retinsaure (RA). Auswertung der
gPCR-Daten mittels AACi-Methode; Referenzwert: Mittelwert der beiden Housekeepergene IPO8 und

TBP. Kalibratorgen der Kontrollgruppe: TET1 des ersten Ansatzes der Kontrollgruppe a) MBD4-

Expression; b) TET2- Expression. p-Werte s. Tab. 18

Die Signifikanzniveaus fur die LN319 sind in folgender Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 18: Signifikanzen fur die Zelllinie LN 319 nach RA-Behandlung

Gen p-Werte

K< +RA -RA - +RA K« -RA
TET2 0,0448 (*) 0,2647 0,4508
MBD4 0,2835 0,0233 (*) 0,6649

Zur besseren Ubersicht der relativen Anderungen der Enzymexpression der zwei

Zelllinien und den verschiedenen Anséatzen sind die relativen Differenzen in Tabelle 19

zusammengefasst.
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Tabelle 19: Relative Differenzen der Enzymexpressionen, sowie GFAP-
Expression, der Zelllinie LN71 und LN319 im Vergleich, nach RA-Behandlung

Enzym Ansatz LN71 LN319
TET1 Kontrolle vs (-RA+DMSO) 0,9 0,11
Kontrolle vs (+RA+DMSO) 0,24 0,58
(-RA +DMSO) vs (+ RA+DMSO) 0,87 0,62
TET2 Kontrolle vs (-RA+DMSO) 0,04 0,2
Kontrolle vs (+RA+DMSO) 0,74 0,49
(-RA +DMSO) vs (+ RA+DMSO) 0,73 0,36
TET3 Kontrolle vs (-RA+DMSO) 0,18 0,37
Kontrolle vs (+RA+DMSO) 0,7 0,25
(-RA +DMSO) vs (+ RA+DMSO) 0,63 0,16
TDG Kontrolle vs (-RA+DMSO) 0,28 0,32
Kontrolle vs (+RA+DMSO) 0,42 0,38
(-RA +DMSO) vs (+ RA+DMSO) 0,58 0,08
AlID Kontrolle vs (-RA+DMSO) 0,47 0,08
Kontrolle vs (+RA+DMSO) 0,37 0,71
(-RA +DMSO) vs (+ RA+DMSO) 0,67 0,74
SMUG1 Kontrolle vs (-RA+DMSO) 0,12 0,03
Kontrolle vs (+RA+DMSO) 0,22 0,02
(-RA +DMSO) vs (+ RA+DMSO) 0,31 0,05
MBD4 Kontrolle vs (-RA+DMSO) 0,13 0,11
Kontrolle vs (+RA+DMSO) 0,15 0,34
(-RA +DMSO) vs (+ RA+DMSO) 0,03 0,41
CCND1 Kontrolle vs (-RA+DMSO) 0,06 0,19
Kontrolle vs (+RA+DMSO) 0,61 0,86
(-RA +DMSO) vs (+ RA+DMSO) 0,64 0,82
GFAP Kontrolle vs (-RA+DMSO) 0,18 0,04
Kontrolle vs (+RA+DMSO) 0,45 0,22
(-RA +DMSO) vs (+ RA+DMSO) 0,55 0,18
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3.2.1.2 Immunfluoreszenzfarbung

Neben den Expressionsanalysen wurden die Zellen in der Immunfluoreszenz mit EdU,
als Proliferationsmarker, und 5-hmC kogeféarbt. Nach Fotografieren der Zellen wurden
die EdU positiven und 5-hmC positiven Zellen in Bezug auf den Zellkernmarker DAPI

quantifiziert.

Abbildung 11: Fluoreszenzfarbung von LN319 (-RA/+DMSO) a) 5-hmC. b) EdU. c) DAPI. d)
Fusionsbild. MaBstab betrédgt 100pum
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Tabelle 20: Quantifizierung der Immunfluoreszenz von LN71 nach RA Behandlung

Ansatz DAPI (abs.) | EdU 5-hmC (abs.) | EQU/DAPI [%] | 5-hmC/DAPI
(abs.) [%]
LN71 +RA | 176 87 11 49,43 6,25
LN71 +RAIl | 93 44 5 47,31 5,38
LN71+RA Il | 145 55 4 37,93 2,76
Mittelwert 138 62 6,67 44,93 4,83
LN71 -RAI | 167 86 8 51,49 4,79
LN71 -RA Il | 195 84 12 43,08 6,15
LN71-RA Il | 147 57 5 38,78 3,40
Mittelwert 169,67 75,67 8,33 44,6 4,91
LN71 K | 190 91 6 47,89 3,16
LN71 KI 258 120 7 46,51 2,71
LN71 K Il 135 65 10 48,15 7,41
Mittelwert 194,33 92 7,67 47,34 3,95

Tabelle 21: Quantifizierung der Immunfluoreszenz von LN319 nach RA-Behandlung

Ansatz DAPI (abs.) | EdU 5-hmC EdU/DAPI 5-hmC/DAPI [%]
(abs.) (abs.) [%]

LN319 +RA | | 349 147 8 42,12 2,29
LN319 +RA Il | 246 130 9 52,85 3,66
LN319 +RAIll | 155 85 2 54,84 1,29
Mittelwert 250 120,67 6,33 48,27 2,53
LN319 -RA | | 243 122 13 50,21 5,35
LN319 -RA Il | 328 158 8 48,17 2,44
LN319 -RAlll | 272 139 8 51,10 2,94
Mittelwert 281 139,67 9,67 49,707 3,447
LN319 K | 161 98 5 60,87 3,11
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LN319 K Il 186 94 4 50,54 2,15
LN319 K Il 147 90 2 61,22 1,36
Mittelwert 164,6666667 | 94 3,67 57,09 2,23

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bei der EdU- oder 5-hmC-Quantitat
zwischen den einzelnen Ansatzen. Nach Vergleich der einzelnen Gruppen im t-Test

ergaben sich folgende Signifikanzen (s.Tab.22).

Tabelle 22: Signifikanzniveaus der quantifizierten EAU und 5-hmC-Werte fiir LN71 und

LN319
Ansatz p-Werte
Ke +RA +RA< -RA Ko -RA
LN71 EdU 0,5 0,936 0,46
LN71 5-hmC 0,85 0,99 0,84
LN319 EdU 0,22 0,98 0,099
LN319 5-hmC 0,82 0,362 0,25

In der qPCR wurde bei der LN319 die Abnahme der TET2- und TET3-Expression
beobachtet, was zu einer Abnahme in der Bildung von 5-hmC fiihren sollte. Nach der
Farbung ergaben sich jedoch fir die 5-hmC-Quantitét keine signifikanten Unterschiede.
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3.2.2 Versuche mit Serum-freiem Medium

Der Versuch wurde mit zwei verschiedenen Zelllinien angesetzt, LN401 und U87. Die
Zellen wurden fUr drei Tage in funf parallel gefihrten Ansatzen mit Serum-freiem Medium
kultiviert.  Nach drei Tagen wurden Zellen fur RNA-Extraktion und
Immunfluoreszenzfarbung abgenommen. Die restlichen Zellen wurden flur weitere 3
Tage mit Standardmedium (10%FBS) weiter kultiviert. Uber die ganze Zeit wurden 5
Kontrollansétze in Standardmedium parallel mitgefhrt.

Tag 3 Tag 6
0% FBS 0%+10% FBS
> >
10% FBS 10% FBS
> >

Abbildung 12: Versuchsaufbau der Zellkulturversuche mit Serum-freiem Medium. Die
Zellen wurden bis Tag 3 in Serum-freiem Medium kultiviert (0% FBS). Nach Tag 3 wurde RNA
gewonnen und Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt. Die Zellen wurden nun mit 10% FBS
rekultivert (0%+10% FBS) und an Tag 6 gleich verfahren. Die Kontrolle (10%FBS) wurde

einmal an Tag 3 und einmal an Tag 6 abgenommen.

3.2.21 U87-Zelllinie
3.2.2.1.1 Genexpressionsanalysen

Die Ergebnisse der gPCR wurden auch hier mit der AACi-Methode berechnet und in
GraphPad Prism mit dem ANOVA-Test ausgewertet. In einem Ubersichtsgraph wurden
alle drei Versuchsgruppen dargestellt. Es gab die Kontroligruppe (10%FBS), in
Standardmedium kultiviert, Zellen, die in Serum-freiem Medium (0%FBS) kultiviert
wurden und die Gruppe der Zellen, die nach Kultivierung in Serum-freiem Medium
anschlieBend in Standardmedium (0%+10% FBS) weitergefiihrt wurden. Die Werte der
einzelnen Enzyme wurden im t-Test miteinander verglichen und in separaten Graphen

dargestellt.
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Die Zellen, die in Serum-freiem Medium Kkultiviert wurden, zeigten eine
Expressionszunahme von CCND1 im Vergleich zu den Kontrollzellen. Zwischen diesen
beiden Anséatzen ergaben sich keine weiteren Signifikanzen. Allerdings zeigten sich
weitere Signifikanzen zwischen den in Serum-freiem Medium kultivierten Zellen und
denen, die in 10% FBS rekultiviert wurden. Eine Expressionsabnahme bei den
rekultivierten Zellen war zu beobachten fir das Enzym TET2 und den
Differenzierungsmarker GFAP. Eine Expressionszunahme ergab sich flr die Enzyme
TDG und CCND1. Im Folgenden werden zunichst in einem Ubersichtsgraph die
Expressionsmuster aller Ansatze und Enzyme dargestellt und in einzelnen Graphen,
diese Enzyme im Detail, bei denen sich Expressionséanderungen zeigten.

relative Expression
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Abbildung 13: Ubersichtsgraph der Genexpressionen der Zelllinie U87. Kultivierung von
Glioblastomzellen in Serum-freiem Medium fir 3 Tage (0%FBS), danach Rekultivierung mit
10% FBS fliir 3 Tage (0%+10%FBS). Kontrollgruppe (10%FBS) von Tag 3 und Tag 6.
Auswertung der gqPCR-Daten mittels AACi-Methode; Referenzwert: Mittelwert der beiden
Housekeepergene IPO8 und TBP. Kalibratorgen der Kontrollgruppe: TET1 des ersten von
funf Ansétzen der Kontrollgruppe (10%FBS).
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Abbildung 14: Einzelanalysen der Genexpressionen der Zelllinie U87. Kultivierung von

Glioblastomzellen in Serum-freiem Medium fiir 3 Tage (0%FBS), danach Rekultivierung mit 10%
FBS fir 3 Tage (0%+10%FBS). Kontrollgruppe (10%FBS) von Tag 3 und Tag 6. Auswertung der
gPCR-Daten mittels AACt-Methode; Referenzwert: Mittelwert der beiden Housekeepergene IPO8

und TBP. Kalibratorgen der Kontrollgruppe: TET1 des ersten von finf Ansétzen der

Kontrollgruppe (10%FBS). a) CyclinD1-Expression; b) TET2-Expression; c) TDG-Expression; d)

GFAP-Expression; Signifikanznievaus s.Tab. 23

Die Signifikanzen der Enzymexpressionen sind in der untenstehenden Tabelle
abgebildet.

Tabelle 23: Signifikanzniveaus (p-Werte) der Zelllinie U87 nach Kultivierung in Serum-
freiem Medium

Enzym p-Werte
10%FBS vs 0%FBS 0%FBS vs 0%+10%FBS | 0%+10%FBS vs10%FBS
CCND1 | 0,0095 (**) 0,0402 (*) 0,1025
TET 2 0,8152 0,0104 (*) 0,0916
TDG 0,7083 0,0186 (*) 0,0064 (**)
GFAP 0,2079 0,0038 (**) 0,8621
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3.2.2.1.2 Qualitatsmessung der RNA

Die extrahierte RNA, die fUr die reverse Transkription zur Gewinnung der cDNA
weiterverwendet wurde, wurde mit Hilfe des Bioanalyzers 2100 von Agilent Technologies
auf ihre Qualitat Uberpruft. Der Bioanalyzer bestimmt die RIN (Schréder et al., 2006).
Diese kann Werte zwischen 0 und 10 annehmen und gibt Auskunft Gber die Stabilitat der
RNA. Bei Werten zwischen sechs und zehn kann man von einer guten Stabilitat
ausgehen und annehmen, dass die Ergebnisse der gPCR nicht durch Abbauprodukte
der RNA verfélscht wurden. Dadurch, dass die RIN-Werte der verglichenen
Versuchsgruppen nicht stark voneinander abweichen, sind auch die Ergebnisse
vergleichbar. Fir die Kontrolle und die in Serum-freiem Medium kultivierten Zellen
ergaben sich RIN-Werte von 7,6, fir die in Standardmedium rekultivierten Zellen ein

Wert von 7,1.

a) b)
U87-10FBS-11-16.05. U87-0FBS-IV-13.05.
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Abbildung 15: RIN-Werte der U87 nach Hungern. a) RIN der Kontrolle (10%). B RIN der Serum-

frei kultivierten Zellen (0%). ¢) RIN der in Standardmedium rekultivierten Zellen (0%+10%).

3.2.2.1.3 Immunfluoreszenzfarbung
Von jedem Versuchsansatz wurden Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt und die

EdU bzw. 5-hmC positiven Zellen quantifiziert.
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Tabelle 24: Quantifizierung der Immunfluoreszenz der Zelllinie U87 nach Kultivierung in

Serum-freiem Medium

Ansatz DAPI EdU 5-hmC EdU/DAPI 5-hmC/DAPI
(abs.) (abs.) (abs.) [%] [%]
U887 10% | 119 26 0 21,85 0
U87 10% Il 118 26 0 22,03 0
U87 10% Ill | 55 20 0 36,36 0
U887 10% IV | 60 16 0 26,67 0
ug710% VvV | 88 19 0 21,59 0
Mittelwert 88 21,4 0 25,70 0
u87 0% I 7 0 7 0 0
u87 0% lI 11 1 5 9,09 0
U87 0% Il 10 1 7 10 0
us7 0% IV 20 0 0 0 0
us7 0% V 15 15 0 0 0
Mittelwert 12,6 6,8 0,4 3,82 0
us7 66 22 14 33,33 0
0%+10% |
ug7 67 14 0 20,89 0
0%+10% Il
ug7 78 21 0 26,92 0
0%+10% 1lI
us7 52 11 0 21,15 0
0%+10% IV
us7 29 17 0 58,62 0
0%+10% V
Mittelwert 58,4 17 2,8 32,19 0

Die Auszahlung der EdU positiven Zellen zeigt eine Abnahme der Proliferation bei

Zellen, die Serum-frei kultiviert wurden. Wurden die Zellen in nahrreichem Medium

wieder rekultiviert stieg die Proliferationsrate an.
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Es wurden Phasenkontrastbilder wahrend des Verlaufs des Versuchs angefertigt. Schon
nach dem ersten Tag in Serum-freien Medium zeigen die Zellen deutliche
morphologische Verénderungen. Werden die Zellen dann jedoch wieder mit normalem
Medium kultiviert, erholen sie sich relativ schnell und zeigen die gleiche Morphologie wie

die Kontrollzellen.
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Abbildung 16: Phasenkontrastbilder der Zelllinie U87 nach Kultivierung in Serum-freiem
Medium. a) Kontrollzellen (10% FBS). b) Zellen nach einem Tag in Serum-freiem Medium
(0%FBS). c) Zellen nach drei Tagen im Serum-freien Medium (0%FBS). d) in Standardmedium
rekultiverte Zellen (0%+10%FBS). MaBstab: 200um.

In Abbildung 17 ist der Unterschied in der Fluoreszenzfarbung zwischen Kontrollzellen,
Serum-frei kultivierten Zellen und in Standardmedium rekultivierten Zellen sichtbar. Die
Zellen, die Serum-frei gezlichtet wurden exprimierten signifikant weniger EdU als die
Kontrollzellen. EdU positive Zellen sind wenige vorhanden und auch die Zelldichte sinkt.
Sobald die Zellen jedoch unter normalen Bedingungen rekultiviert werden, erhéht sich
die Proliferation, mehr EdU positive Zellen kénnen detektiert werden und die Zelldichte
steigt. 5-hmC positive Zellen konnten bei keinem Ansatz detektiert werden.

74






.

Abbildung 17: Immunfluoreszenz der Zelllinie U87 nach Kultivierung in Serum-freiem
Medium. a-d: Kontrolle (10%FBS). e-h: Serum-frei kultivierte Zellen (0%FBS). i-I: in
Standardmedium rekultivierte Zellen (0%+10%). a,e,i) 5-hmC, b,f,j) EdU, c,g,k) DAPI, d,h,l)
Fusionsbild, MaBstab: 100um
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3.2.2.2 LN401-Zelllinie

3.2.2.2.1 Genexpressionsanalysen

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse wurden auch fir die LN401 mit GraphPad
Prism ausgewertet und sowohl Ubersichtsgraphen (s. Abb.18) als auch Graphen fiir die
Enzyme, bei denen eine Veranderung beobachtet werden konnte (s. Abb.19), erstellt.
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Abbildung 18: Ubersichtsgraph der Genexpressionen der Zelllinie LN401. Kultivierung von
Glioblastomzellen in Serum-freiem Medium fir 3 Tage (0%FBS), danach Rekultivierung mit
10% FBS fir 3 Tage (0%+10%FBS). Kontrollgruppe (10%FBS) von Tag 3 und Tag 6.
Auswertung der gPCR-Daten mittels AAC+-Methode; Referenzwert: Mittelwert der beiden
Housekeepergene IPO8 und TBP. Kalibratorgen der Kontrollgruppe: TET1 des ersten von
finf Anséatzen der Kontrollgruppe (10%FBS).

Es konnten keine signifikant unterschiedlichen Genexpressionen zwischen den in
Serum-freiem Medium kultivierten Zellen und den Kontrollzellen beobachtet werden.
Signifikante Anderungen ergaben sich zwischen in Serum-freiem Medium kultivierten
Zellen und in Standardmedium rekultivierten Zellen (0%+10%FBS). Hier zeigte sich eine
Expressionsabnahme von TET1 bei den in Standardmedium rekultivierten Zellen. Eine
Expressionszunahme ergab sich fiur die Enzyme AICDA, SMUG1 und CCND1.
AuBerdem zeigte sich zwischen den rekultivierten Zellen (0%+10%FBS) und den
Kontrollzellen von Tag 6, dass die Expression von TET2, TET3, TDG, AICDA und
SMUG1 bei den Kontrollzellen abnahm.
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Abbildung 19: Einzelanalysen der Genexpressionen der Zelllinie LN401. Kultivierung von
Glioblastomzellen in Serum-freiem Medium fiir 3 Tage (0%FBS), danach Rekultivierung mit 10% FBS
fir 3 Tage (0%+10%FBS). Kontrollgruppe (10%FBS) von Tag 3 und Tag 6. Auswertung der qPCR-
Daten mittels AACi-Methode; Referenzwert: Mittelwert der beiden Housekeepergene IPO8 und TBP.
Kalibratorgen der Kontrollgruppe: TET1 des ersten von fiinf Ansatzen der Kontrollgruppe (10%FBS).
a) TET1-Expression; b) TET2-Expression; c) TET3-Expression; d) TDG-Expression; e) AICDA-
Expression; f) SMUG1-Expression; g) Cyclin-D1-Expression; Signifikanznievaus s.Tab. 25
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Tabelle 25: Signifikanzniveaus (p-Werte) der Zelllinie LN401 nach Kultivierung in
Serum-freiem Medium

Enzym p-Werte
10%FBS vs 0%FBS | 0%FBS vs 0%+10% FBS | 0%+10%FBS vs 10%FBS

TET1 0,1743 0,0058 (**) 0,1037

TET2 0,8303 0,1646 0,0160 (*)

TET3 0,1456 0,0527 0,0255 (*)

SMUG1 | 0,3440 0,0299 (*) 0,0145 (*)

AICDA 0,0621 0,0280 (*) 0,0215 (*)

CCND1 | 0,8947 0,0110 (*) 0,1776

Zur besseren Ubersicht und Vergleich der Enzymexpressionen der beiden Zelllinien und

der verschiedenen Ansatze wurden die relativen Differenzen der Expression in einer

separaten Tabelle dargestellt (s. Tab. 26).
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Tabelle 26: Relative Differenzen der Zelllinie LN401 und U87 nach Behandlung mit

Serum-freiem Medium

Enzym
TET 1

TET 2

TET 3

TDG

AICDA

SMUG 1

MBD 4

CCND1

GFAP

Ansatz

0% FBS vs 10%FBS
0%FBS vs 0%+10%FBS
0%+10%FBS vs 10% FBS

0% FBS vs 10%FBS
0%FBS vs 0%+10%FBS
0%+10%FBS vs 10% FBS

0% FBS vs 10%FBS
0%FBS vs 0%+10%FBS
0%+10%FBS vs 10% FBS

0% FBS vs 10%FBS
0%FBS vs 0%+10%FBS
0%+10%FBS vs 10% FBS

0% FBS vs 10%FBS
0%FBS vs 0%+10%FBS
0%+10%FBS vs 10% FBS

0% FBS vs 10%FBS
0%FBS vs 0%+10%FBS
0%+10%FBS vs 10% FBS

0% FBS vs 10%FBS
0%FBS vs 0%+10%FBS
0%+10%FBS vs 10% FBS

0% FBS vs 10%FBS
0%FBS vs 0%+10%FBS
0%+10%FBS vs 10% FBS

0% FBS vs 10%FBS
0%FBS vs 0%+10%FBS
0%+10%FBS vs 10% FBS

relative Differenzen

LN401

0,28
0,64
0,16

0,04
0,26
0,48

0,22
0,66
0,8

0,23
0,17
0,51

0,5
0,9
0,96

0,1
0,63
0,74

0,08
0,13
0,05

0,02
0,43
0,23

0,07
0,96
0,97

us87

0,02
0,25
0,51

0,06
0,47
0,26

0,34
0,49
0,2

0,06
0,29
0,34

0,73
0,87
0,56

0,01
0,01
0,24

0,2
0,1
0,12

0,51
0,33
0,23

0,54
0,6
0,02
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3.2.2.2.2 Immunfluoreszenzfarbung

Von jedem der finf Ansatze der drei

Versuchsgruppen wurden Zellen mit

Immunfluoreszenzfarbung gefarbt. Dabei konnte bei der LN401 beobachtet werden,

dass sich die Zahl der EdU-positiven Zellen zwar verringert, sobald sie in Serum-

reduzierten Medium kultiviert wurden. Es bleiben allerdings noch Zellen, die sich teilen.

5-hmC positive Zellen konnten weder bei der Kontrolle noch bei den in Serum-freiem

Medium kultivierten Zellen detektiert werden.

Tabelle 27: Quantifizierung der LN401 Kultivierung in Serum-freiem Medium

Ansatz DAPI EdU | 5-hmC EdU/DAPI [%] | 5-hmC/DAPI [%]
(abs.) (abs.) | (abs.)
LN401 10% | 102 21 0 20,59 0
LN401 10% I 154 22 0 14,29 0
LN401 10%l 127 27 0 21,26 0
LN401 10% IV 123 32 0 26,02 0
LN401 10% V 131 46 0 35,11 0
Mittelwert 1274 (296 |0 23,45 0
LN401 0% | 3 0 0 0 0
LN401 0% Il 48 9 0 18,75 0
LN401 0% Il 34 6 0 17,65 0
LN401 0% IV 20 1 0 5 0
LN401 0% V 23 6 0 26,09 0
Mittelwert 25,6 4.4 0 13,49 0
LN401 0%+10% | | 37 18 0 48,65 0
LN401 0%+10% Il | 57 21 0 36,84 0
LN401 0%+10% Il | 51 23 0 45,1 0
LN401 0%+10% IV | 83 38 0 45,78 0
LN401 0%+10% V | 52 17 0 32,69 0
Mittelwert 56 234 |0 41,81 0
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Die Phasenkontrastbilder des Versuchsverlaufs zeigten, dass auch bei der LN401
morphologische Veranderungen der Zellen auftreten, sobald sie in ndhrarmem Medium

kultiviert wurden.

Abbildung 20: Phasenkontrastbilder des Versuchsverlaufs der Zelllinie LN401. a) Kontrolle
(10%FBS). b) Zellen nach einem Tag Kultivierung in Serum-freiem Medium (0% FBS). c) Zellen nach
drei Tagen Kultivierung in Serum-freiem Medium. d) Zellen drei Tage nach Rekultivierung in
néhrreichem Medium (0%+10% FBS)

Vergleicht man die morphologischen Veranderungen der Zellen nach Kultivierung in
Serum-freiem Medium ahneln sich sehr den Zellen aus der Studie von Im et al., die
ebenfalls Serum-frei kultiviert wurden (2015).
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Abbildung 21 : Serum-frei kultivierte Zellen nach 24h von Im et al. (2015). Zugabe von

Wachstumsfaktoren im Medium
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Abbildung 22: Immunfluoreszenzbilder der Zelllinie LN401 nach Kultivierung in Serum-freiem
Medium. a-d: Kontrolle (10% FBS), e-h: Serum-frei kultivierte Zellen (0% FBS), i-l: in
Standardmedium rekultivierte Zellen (0%+10% FBS). a,e,i) 5-hmC, b.f,j) EdU, c,g,k) DAPI, d,h,l)
Fusionsbild. MaBstab:200um

86



3.2.3 TET3-Uberexpression mittels Vektor
In diesem Versuch wurde die Uberexpression des TET3-Enzyms durch einen Vektor
bewirkt. 8 Stunden nach der Transfektion wurde durch Detektion des GFP-Signals
Uberprift, ob die Transfektion erfolgreich war.

Abbildung 23: Vektor-transfizierte Zellen mit GFP-Signal. Uberlagerung von

Phasenkontrastaufnahme und Fluoreszenzbild.

3.2.3.1 Genexpressionsanalysen

Nach der Analyse in der qPCR ergab sich, dass die Transfektion erfolgreich war. Die
TET3-Expression der behandelten Zellen stieg signifikant an mit p=0,0064. AuBerdem
konnte ein Anstieg der TDG-Expression mit p=0,01 bei den behandelten Zellen
beobachtet werden (s.Abb. 24).
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Abbildung 24: Genexpression der Zelllinie U87. Inkubation von Glioblastomzellen mit
Tet3-Vektor. Auswertung der gPCR-Daten mittels AACt+Methode; Referenzwert:
Mittelwert der beiden Housekeepergene IPO8 und TBP. Kalibratorgen der
Kontrollgruppe: TET1 des ersten von finf Ansatzen der Kontrollgruppe (10%FBS). a)
Ubersichtsgraph aller Enzym-Expressionen; b) TET3-Expression; ¢c) TDG-Expression
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Die Werte der gPCR wurden, wie auch schon bei den anderen Versuchen mit der AA C;
Methode berechnet und in GraphPad-Prism mit ANOVA verglichen. Die Werte von TET3
und TDG der beiden Gruppen wurden separat im t-Test verglichen und in den zwei
separaten Graphen abgebildet mit Angabe der Signifikanzniveaus.

3.2.3.2 RNA-Qualitatsmessung
Die RIN-Werte der extrahierten RNA im Vektor Versuch ergaben fir die Vektor-
behandelten Zellen einen Wert von 8,4 und fiir die Kontrolle einen Wert von 7,6.

a) b)
Us7-Vektor-11-09.05. U87-V-Kontrolle-11-09.05.

RIN: 8.40 RIN: 7.60
[Ful _ [FU]
200
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Abbildung 25: Ergebnisse der RIN-Messung fur U87 nach Vektorbehandlung. a)
Vektorbehandlung. b) Kontrolle

3.2.3.3 Immunfluoreszenzfarbung

Auch bei diesem Versuch wurden neben der quantitativen Bestimmung der
Enzymexpression die Zellen auf EdU und 5-hmC kogefarbt und quantifiziert. Nach
Auswertung der quantifizierten Zellen im t-Test ergab sich ein Unterschied mit einem
Signifikanzniveau von p=0,05 der EdU positiven Zellen. Die mit Vektor behandelten
Zellen teilten sich weniger als die Kontrollzellen. Es konnten weder bei den behandelten
Zellen noch bei den Kontrollzellen 5-hmC positive Zellen detektiert werden.

Tabelle 28: Quantifizierung der Zelllinie U87 nach Vektorbehandlung

Ansatz DAPI | EdU 5-hmC EdU/DAPI [%] | 5-hmC/DAPI [%]
(abs.) | (abs.) (abs.)

ug7 v 187 37 0 26,81 0

us7 vl 107 18 0 16,82 0

ug7 v i 61 11 0 18,03 0

us7 Vv iIv 74 16 0 21,62 0

89



ug7vyv 58 10 0 17,24

Mittelwert 87,6 18,4 0 20,11

us7 Kl 63 21 0 33,33 0
us7 K li 106 37 0 34,91 0
us7 Kl 70 17 0 24,29 0
us7 K 1Iv 84 24 0 28,57 0
ug7 KV 106 32 0 30,19 0
Mittelwert 85,8 26,2 0 30,26 0

3.3 Immunfluoreszenzfarbung von Mauskoérnerzellen

Da in den Fluoreszenzfarbungen, die von den Versuchen angefertigt wurden, oft keine
eindeutigen 5-hmC-Signale zu detektieren waren, wurde das Farbeprotokoll an Maus-
Kérnerzellen Uberprift. Es konnten eindeutig 5-hmC positive Zellkerne detektiert
werden, sodass eine Fehlerquelle im Farbeprotokoll als Ursache flr die geringen 5-hmC-
Signale in den Zellkulturversuchen ausgeschlossen werden konnte.

Abbildung 26: Mauskérnerzellen mit 5-hmC positivem Signal im Zellkern. MaBstab:
100um
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4 Diskussion

4.1 Histologie

In der Arbeitsgruppe wurde bereits eine histologische Studie durchgefihrt, die den 5-
hmC-Gehalt von gesundem Gehirngewebe und Gliomgewebe verglich. Die Farbungen
des gesunden Gewebes ergaben, dass im Kortex mehr Prozent 5-hmC positive
Zellkerne zu finden sind, als in der weiBen Substanz. Die immunhistochemische Analyse
von 117 Gehirntumoren, darunter Gliome (WHO I-1V), Ependymome und Meningeome,
ergab, dass der 5-hmC-Gehalt mit steigendem Tumorgrad sinkt. Des Weiteren konnte
die Arbeitsgruppe um Kraus et al. zeigen, dass bei Grad Il und Il Tumoren ein
Zusammenhang zwischen einer IDH-Mutation und niedrigem 5-hmC-Gehalt besteht
(2012).

Mutierte IDH-Enzyme fUhren zur Bildung des Onkometabolits 2-Hydroxyglutarat (2HG).
2HG hemmt Dioxygenasen, zu denen auch die TET-Enzyme zahlen (Dang et al., 2017).
Der Zusammenhang zwischen mutierten IDH-Enzymen und geringerer 5-hmC-
Konzentration konnte bei Glioblastomen nicht nachgewiesen werden. Kraus et al.
untersuchten auch den Zusammenhang von Zellproliferation und 5-hmC-Konzentration.
Der Vergleich von 5-hmC-positiv gefarbten Zellen und Ki67-positiv gefarbten Zellen
ergab, dass starker proliferierende Zellen weniger 5-hmC aufweisen. Glioblastome sind
die am starksten proliferierenden Gehirntumore und haben wahrscheinlich deswegen
den geringsten Prozentsatz 5-hmC positiver Zellkerne (Kraus et al., 2012).

Die vorliegende Studie konnte zun&chst die vorigen Erkenntnisse der Arbeitsgruppe,
dass Glioblastome Uber signifikant weniger 5-hmC positive Zellen verfligen als gesundes
Gehirngewebe, stitzen. So zeigte das Kollektiv der Glioblastompatienten einen
durchschnittlichen Prozentsatz 5-hmC positiver Zellkerne von 2,65%, die Kontrollgruppe
hingegen einen durchschnittlichen Prozentsatz von 39,4%.

In einem nachsten Schritt sollte Uberprift werden, in wie weit der 5-hmC-Gehalt mit der
Uberlebenszeit der Patienten korreliert.

Es wurden von 94 verschiedenen Glioblastompatienten Proben verwendet und
immunhistologisch auf 5-hmC gefarbt. Nach dem medianen Prozentsatz an 5-hmC
positiven Zellkernen konnte das Kollektiv in zwei Gruppen unterteilt werden. Eine Gruppe
mit wenig 5-hmC positiven Zellkernen (<0,37%, low-5-hmC-Gruppe) und die andere
Gruppe mit >0,37% 5-hmC positiven Zellkernen (high-5-hm-Gruppe).

In der low-5-hmC-Gruppe fanden sich 70% mannliche Patienten und 30% weibliche

Patienten. Das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung betrug 60 Jahre. Die
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genetische Analyse zeigte 17% MGMT-Promoter-Methylierungen und 2% |IDH-
Mutationen. Das mediane Uberleben nach Diagnosestellung betrug 374 Tage. Die high-
5-hmC-Gruppe umfasste 58% mannliche und 42% weibliche Patienten mit einem
Durchschnittsalter bei Diagnosestellung von 61 Jahren. MGMT-Promoter-
Methylierungen fanden sich in 33%, keine IDH-Mutationen. Das mediane Uberleben
betrug 443 Tage. Die Kontrollgruppe umfasste 10 Patienten mit einem Durchschnittsalter
von 63 Jahren und 70% ménnlichen und 30% weiblichen Patienten

Da die genetische Untersuchung nur in einem Fall eine IDH-Mutation nachweisen konnte
und die 93 anderen Patienten Uber eine IDH-Wildtyp verfligen, kann davon ausgegangen
werden, dass es sich in den 93 Féllen gemal der aktuellen WHO-Klassifikation der
Gliome um de novo entstanden, primare Glioblastome handelt (Louis et al., 2016).

Der 5-hmC-Gehalt nimmt bei Gliomen stark ab und sinkt weiter mit steigender Malignitat
des Tumors (Kraus et al., 2012; Orr et al., 2012), sodass auch fiir diese Studie
angenommen wurde, dass die Patienten mit hdherem Prozentsatz an 5-hmC positiven
Zellkernen langer Uberleben.

Die Korrelation der beiden Gruppen mit der Uberlebenszeit zeigte allerdings keinen
signifikanten Unterschied der Uberlebenszeit zwischen den zwei Gruppen. In den
Mutationsanalysen zeigte die high-5-hmC-Gruppe mit 33% etwas mehr MGMT-
Promotor-Methylierungen, die generell mit einer besseren Prognose assoziiert sind
(Hegi et al., 2005; Binabaj et al., 2018). Dies hat jedoch keinen signifikanten Effekt auf
das Uberleben in der vorliegenden Studie.

Auch Orr et al. untersuchten in ihrer histologischen Studie Praparate von 69
Glioblastomen und anaplastischen Astrozytomen auf den 5-hmC-Gehalt. Zunéachst
konnten sie bestatigen, dass mit steigendem Tumorgrad der Prozentsatz an 5-hmC
positiven Zellkernen sinkt. Die Korrelation mit der Uberlebenszeit der Patienten ergab,
dass ein kiirzeres Uberleben mit einem niedrigeren 5-hmC-Gehalt einherging. Auch hier
wurden das Kollektiv nach high-5-hmC und low-5-hmC unterteilt, wobei das mediane
Uberleben der low-5-hmC-Gruppe 6 Monate betrug und das der high-5-hmC-Gruppe
15,6 Monate. Orr et al. untersuchten auBerdem die Expression verschiedener Gene, die
im 5-hmC-Stoffwechsel beteiligt sind. Hierunter waren die Enzyme TET1-3, zwei
Desaminasen (APOBEC, AICDA) und DNA-Reparaturenzyme (TDG, SMUG1, MBD4).
Sie konnten zeigen, das niedrige Expressionslevel von TET1 und TET3 und erhdhte
APOBEC3G-Expression mit kiirzerer Uberlebenszeit der Patienten korrelierten (2012).

Genetische Analysen der TET-Enzyme, die 5-hmC bilden und der abbauenden Enzyme

AICDA, APOBEC, TDG und MBD4 wurden in der vorliegenden Studie nicht
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vorgenommen. Es wére allerdings eine interessante Erganzung zu den Ergebnissen der
histologischen Untersuchung, ob eventuell hier eine Korrelation zwischen TET-
Expressionsleveln, APOBEC-Expressionsleveln und der Uberlebenszeit der Patienten
gefunden werden kénnte.

Zhang et al. untersuchten den 5-hmC-Gehalt von 287 Gliompraparaten, darunter Gliome
vom WHO Grad I-1V und korrelierten den Prozentsatz 5-hmC positiver Zellkerne mit der
Uberlebenszeit der Patienten. Insgesamt ergab sich ein langeres Uberleben fiir die
Patienten mit mehr 5-hmC positiven Zellkernen. Wurde die Uberlebenszeit in Bezug auf
den 5-hmC-Gehalt der einzelnen Gliomgruppen, unterteilt nach WHO-Grad, betrachtet,
ergab sich fur WHO Grad Il Astrozytome und WHO Grad Il und Il Oligodendrogliome
ein langeres Uberleben bei héheren Prozentzahlen 5-hmC positiver Zellkerne. Fiir WHO
Grad Il Astrozytome und WHO Grad IV Glioblastome (n=64) konnte diese Korrelation
nicht signifikant nachgewiesen werden (2016). Das Ergebnis entspricht dem der
vorliegenden Studie. In weiteren Farbungen und Studien kénnte untersucht werden, ob
bei niedriggradigen Gliomen eine signifikante Korrelation zwischen langerer
Uberlebenszeit und hdherem Prozentsatz 5-hmC positiver Zellkerne festzustellen wére.

Eine weitere histologische Studie von Kraus et al., zu der auch die histologischen
Untersuchungen dieser Arbeit beitrugen, untersuchte die intratumorale Verteilung von 5-
hmC im zentralen Tumorbereich und in den umliegenden, infiltrierten Bereichen. Dabei
zeigte sich, dass infiltrierte Bereiche signifikant weniger 5-hmC-Konzentrationen
aufwiesen als der Kortex und signifikant mehr 5-hmC positive Zellen zu finden waren,
als im Zentrum des Tumors. Dies eréffnet die Moglichkeit 5-hmC als histologischen
Marker fir die Infiltrationszone von Glioblastomen zu verwenden (2015).
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4.2 Zellkulturversuche

4.2.1 Immunfluoreszenzfarbung

Nach jedem Versuch wurden von den verschiedenen Versuchsgruppen
Immunfluoreszenzfarbungen auf 5-hmC, EdU und DAPI durchgefihrt. Bei den jeweiligen
Kontrollgruppen wurden keine 5-hmC positiven Zellkerne erwartet, da in Tumoren der 5-
hmC-Gehalt sinkt und Zelllinien sehr geringe bis keine Konzentrationen an 5-hmC
aufweisen kénnen (Nestor et al., 2011). Durch die verschiedenen Versuche wurde ein
Anstieg der 5-hmC-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle erwartet. Die
Immunfluoreszenzfarbungen sollten die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

unterstitzen.

In allen drei Experimenten konnte, nach Inkubation mit dem jeweiligen Versuchsmedium,
keine signifikante Anderung der 5-hmC Detektion beobachtet werden. Die Behandlung
mit RA flhrte zu einer Expressionsabnahme einzelner TET-Enzyme. Die Expression der
5-hmC abbauenden Enzyme anderte sich nicht. Mdglicherweise wurde 5-hmC zwar in
den RA behandelten Zellen weniger gebildet, jeoch noch nicht abgebaut, sodass sich
keine Anderung der 5-hmC positiven Zellen zeigte. Bei den mit Serum-freiem Medium
behandelten Zellen zeigte sich bereits fir die Kontrollzellen kein 5-hmC Signal. Da sich
in den Expressionsanalysen keine Zunahme der TET-Expression zeigte, wurde keine
signifikante Anderung der 5-hmC Detektion erwartet. Die Uberexpression von TET3
konnte mittels Vektors erfolgreich durchgefihrt werden. Zudem zeigte sich eine erhéhte
Expression von TDG. Das vermehrt gebildete 5-hmC wurde mdglicherweise, bevor es
durch eine Farbung detektiert werden konnte, schon wieder abgebaut. Eine weitere
Maoglichkeit wére, dass die Abbauenzyme eine héhere Enzymeffektivitat besitzen als die
TET-Enzyme. AuBerdem ist es mdglich, dass der erhéhte 5-hmC-Spiegel noch nicht
ausreicht, um ein detektierbares Signal auszulésen. Da der 5-hmC-Gehalt in Tumoren
und in Zellkultur drastischer sinkt, hatte es mdglicherweise einer stérkeren oder langer
anhaltenden Stimulation der Zellen gebraucht, um nicht nur auf molekularer Ebene eine

Veranderung feststellen zu kénnen, sondern auch in der Immunfluoreszenz.

5-hmC ist eine DNA-Modifikation und so sollte sich das Signal stets nuklear zeigen. In
den Farbungen der vorliegenden Studie war eine starke Hintergrundfarbung zu
beobachten, die die langliche Zytoplasmaform der Zellen darstellte und kein eindeutige
nukledre Farbung. Zur Uberpriifung des Farbeprotokolls wurde deshalb die gleiche
Farbemethode bei Maus-Kérnerzellen angewendet. Tatsachlich konnten einige 5-hmC
positive Zellkerne detektieren werden und das Farbeprotokoll konnte als mdgliche
Fehlerquelle fur die nicht eindeutige nukleare 5-hmC-Farbung ausgeschlossen werden.
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Die detektierte Hintergrundfarbung ist mdglicherweise zurlckzufiihren auf RNA-
Modifikationen oder Methylierung der Mitochondrien-DNA (mtDNA). Es gibt Hinweise,
dass mtDNA von einer Isoform der DNMT1, der mtDNMT1, methyliert wird (Shock et al.,
2011). Shock et al. berichteten von signifikantem 5-hmC-Gehalt der mtDNA. Isoformen
der TET-Enzyme, die fir die Hydroxymethylierung der mtDNA zusténdig sind, sind noch
nicht bekannt. Dzitoyeva et al. konnten via Western Blot TET1- und TET2-Expression in
Mitochondrien der Maus nachweisen. Cofarbungen mit einem mitochondrialen Marker
und einem TET2-Antikdrper zeigten colokalisierte Signale im Zytoplasma (2012).

Das zunéchst als Hintergrundfarbung eingeordnete Signal durch den 5-hmC-Antikérper,
ist also méglicherweise auf ein 5-hmC-Vorkommen in den Mitochondrien der Zelle

zurtickzufuhren.

In weiteren Versuchen kénnte man die Zellen mit TET-Antikérpern farben, um eine
bessere Korrelation zwischen der TET-Expression in der gPCR und der Quantifizierung
Uber die Farbung zu erhalten. AuBerdem kdnnte versucht werden durch andere
Untersuchungsmethoden wie zum Beispiel Dotblot oder Massenspektrometrie 5-hmC zu
quantifizieren und so einen bessern Vergleich des 5-hmC-Gehaltes zwischen den
Kontrollzellen und den behandelten Zellen zu erhalten.

Nach den Farbungen zur vorliegenden Studie wurden von den Kontrollzellen und den
behandelten Zellen die EAU positive Zellkerne quantifiziert. Der Vergleich der EdU
Quantifizierung sollte Aufschluss dartiber geben, ob sich die Proliferationsrate der Zellen
nach der Behandlung &ndert. Dieser Vergleich wurde auf molekularbiologischer Ebene
mit der Expression von CCND1 verglichen. Bei einem Anstieg der 5-hmC-Konzentration
in der Farbung, wurde eine Abnahme der EdU positiven Zellen erwartet, da sich Zellen
mit héherem 5-hmC-Gehalt weniger teilen.

4.2.2 Diskussion der qPCR-Methoden

4.2.2.1 Referenzgene fir qPCR

Far die Auswertung der Zellkulturversuche mit gqPCR wurden geeignete Referenzgene
bendtigt, um die unterschiedlichen Versuchsgruppen untereinander vergleichen zu
kénnen. Die Referenzgene werden idealerweise in jeder Versuchsgruppe, unabhéngig
von der Behandlung, in gleichem Maf3e exprimiert. So kénnen die Expressionswerte der
untersuchten Gene normalisiert werden. Unterschiede, die durch verschiedene Quantitat
und Qualitat der RNA oder unterschiedliche Effizienz von Extraktionen oder reverser
Transkription auftreten, kénnen ausgeschlossen werden. Kreth et al. testeten in einer
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Studie verschiedene Referenzgene auf ihre Expressionsstabilitat bei WHO Grad II-1IV
Tumoren, darunter auch Glioblastome. Die Referenzgene sollten gleichmafig exprimiert
werden, unabhangig von Gewebetyp, Entwicklungszustand, Krankheitszustand und
medikamentdser oder experimenteller Behandlung (2010). In den gPCR Auswertungen
der vorliegenden Studie wurden stets die Mittelwerte von den Referenzgenen IPO8 und
TBP verwendet. IPO8 steht bei Kreth et al. fir Glioblastome auf Platz 2 der stabil
exprimierten Gene und TBP auf Platz 8 (2010).

4.2.2.2 RIN

Um die Vergleichbarkeit der Genexpressionsanalyse zu garantieren, wurde von den
verwendeten RNAs die Integritat (RIN) bestimmt. Ein guter RIN-Wert, zwischen 7-10,
zeugt von einer stabilen RNA und senkt die Wahrscheinlichkeit der Verfalschung von
Genexpressionsanalyse durch RNA-Abbauprodukte. Uber den Nachweis einer stabilen
RNA mittels RIN konnten die Genexpressionsanalyse zuverlassig ausgewertet werden
(Schréder et al., 2006).

4.2.3 Diskussion der Genexpressionsanalysen

Fur die Experimente mit Retinsdure und Serum-freiem Medium wurde die gemeinsame
Hypothese aufgestellt, dass beide Medien eine Stressreaktion der Zellen auslésen, zu
einem Zellzyklusarrest in der G1/G0-Phase fihren und somit eine Differenzierung von
Zellen anstoBen (Ma et al., 2005). Differenzierte Zellen, die sich in der GO-Phase
befinden, weisen héhere 5-hmC-Level als ihre Vorlauferzellen bzw. Stammzellen auf
(Haffner et al., 2011). So wurde angenommen, dass nach Inkubation der Zellen mit dem
jeweiligen Medium eine Differenzierung stattfindet, der 5-hmC-Gehalt ansteigt und sich
die Expression der am Stoffwechsel von 5-hmC beteiligten Enzyme andert. Es sollte
geprift werden, ob eine mégliche Zunahme des 5-hmC-Levels durch die gesteigerte
Bildung oder den verminderten Abbau hervorgerufen wird. Die Uberexpression von
TET3 mittels eines Vektors sollte zu einem erhéhten 5-hmC-Gehalt und schlieBlich zur
Differenzierung der Tumorzellen fUhren. Flr alle drei Versuchsansatze wurden in der
gPCR die Expression der 5-hmC bildenden TET-Enzyme (TET1-3) und der Enzyme, die
an einer moglichen aktiven Demethylierung teilhaben, namentlich AID, SMUG1, TDG
und MBD4, untersucht. Zudem wurde stets die Expression des Differenzierungsmarkers
GFAP und des Zellproliferationsmarkers Cyclin-D1 untersucht.
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4.2.3.1 Experimente mit Retinsaure-Behandlung

Studien haben gezeigt, dass Retinoide wachstumshemmende und differenzierende
Wirkung in Neuroblastomen und Gliomen haben. AuBerdem konnte nachgewiesen
werden, dass RA einen hemmenden Einfluss auf den Zellzyklus und die
Proliferationsrate hat und einen programmierten Zelltod einleitet. Der Zellzyklusarrest
wird erreicht durch Reduktion der Cyclin-D1 Expression und einer gesteigerten
Proteolyse von Cyclin-D1 (Ma et al., 2005). Ying et al. konnten nachweisen, dass nach
RA Behandlung die Expression von GFAP steigt und die CCND1-Expression sinkt
(2011). Es gibt verschiedene Studien, die zu widersprichlichen Ergebnissen Uber die
Wirkung von RA gelangen.

Als Erste beschrieben Singh et al. die Existenz von Gehirntumorstammzellen (Brain
tumor stem cells, BTSCs). Die Stammzellen zeigen Eigenschaften, wie
Selbsterneuerung und kontinuierliche Proliferation und kénnen nach Isolation und
Kultivierung den Ursprungstumor exakt reproduzieren und nahren. BTSCs wurden in

Gehirntumorgewebe, und kultivierten Gehirntumorzellen nachgewiesen (2004).

Lee et al. und Im et al. konnten zeigen, dass Gehirntumorzellen, die in Serum-freiem
Medium kultiviert werden Eigenschaften von Stammzellen entwickeln und die
Expression von Stammzellmarkern, wie SOX2 steigt (Lee et al., 2006; Im et al., 2015).

Studien an Gehirntumorzellen mit RA wurden oftmals an Gehirntumorstammzellen
durchgefiihrt. Zunachst wurden die Zellen in Serum-freiem Medium kultiviert, um
Stammzellen zu generieren und anschlieBend wurden die Zellen mit RA inkubiert, um
zu prifen, ob RA eine differenzierende Wirkung auf die Gehirntumorstammzellen
ausubt.

Niu et al. zeigten, dass die Kultivierung von Gehirntumorstammzellen mit RA keinen
hemmenden Effekt auf die Stammzellen hat, sondern deren Proliferation noch férdert
(2010). Choschzick et al. untersuchten die Wirkung von RA an verschiedenen
Glioblastomstammzellen und konnten ebenso zeigen, dass die Zelllinien Uberwiegend
mit einer Steigerung der Proliferationsrate reagierten und diese Wirkung vor allem
induziert wurde durch zwei Rezeptoruntergruppen, RARq und RAR,. AuBerdem zeigten
sie, dass die Proliferationsrate umso mehr anstieg, je hdher die RA-Konzentration war
(2014).

Shi et al. inkubierten die Zellen zunadchst in Serum-freiem Medium, um
Glioblastomstammzellen zu generieren, die sie als nachstes mit 1-2umol/l RA
kultivierten. Dies fUhrte zu einer Differenzierung der Zellen und Steigerung der GFAP-
Expression. H6here Konzentrationen allerdings flhrten zur Apoptose der Zellen. Eine
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vollstandige Differenzierung konnte nicht erzielt werden, da zu jedem Zeitpunkt der
Stammzellmarker CD133 exprimiert wurde (2013). Friedmann et al. konnten ebenso
zeigen, dass die Behandlung mit RA von Glioblastomstammzellen zum Verlust des
Stammzellmarkers Nestin fihrte und eine Differenzierung der Zellen stattfand (2013).

Altucci et al. und Tang et al. konnten in weiteren Studien eine Resistenz der kultivierten
Zellen gegenuber RA auf eine Hypermethylierung des RARg2-Gens zurlickfihren. RARg:
ist der Hauptrezeptor fur die hemmenden Effekte von RA auf die Zellproliferation (2007).
In Tumoren ist das RARg2-Gen oft durch Hypermethylierung an CpG-Inseln inaktiviert.
Es kommt zur Expressionsabnahme des Rezeptors (Tang et al., 2011). Dies flhrt
schlieBlich zu einer Resistenz gegentber RA.

Choschzick et al. fanden in ihrer Studie verschiedene Erklarungsansatze, weshalb es so
unterschiedliche Studienergebnisse Uber die Wirkung von RA gibt. Wird RA in zu hohen
Konzentrationen zu den Zellen gegeben, erfolgt die Wirkung mdéglicherweise nicht nur
Uber die verschiedenen RA-Rezeptoren, sondern zudem (ber andere Signalwege.
Werden die Zellen in normalem, Serum-haltigen Medium kultiviert, hat dies schon einen
differenzierenden Effekt und die Wirkung von RA ist mdglicherweise nicht so
durchschlagend. Zudem sind Zelllinien, die etabliert sind und schon einige Passagen
durchlaufen haben, differenziert, an die Zellkultur adaptiert und reagieren nicht mehr
adaquat auf Stimuli (2014).

Auch die Wirkung von RA auf die GFAP-Expression ist nicht ganz eindeutig. So
untersuchten Yung et al. in einer Studie kultivierte Gliomzellen von verschiedenen
Patienten. Drei der acht Zelllinien zeigten eine Resistenz gegentber RA. Bei den
anderen fanf Linien konnte ein Wachstums-hemmender Effekt nachgewiesen werden.
Sie beobachteten weiter, dass der Effekt von RA durchschlagender ist bei Zellen, die nur
wenige Passagen durchlaufen haben. Eine Steigerung der GFAP-Expression konnten
die Arbeitsgruppe ebenfalls nicht detektieren, was sie damit erklarten, dass die Fahigkeit
GFAP zu exprimieren wahrend der Kultivierung verloren ging (1989). Ying et al. konnten
allerdings in einer weiteren Studie einen Expressionsanstieg von GFAP nach
Behandlung mit RA nachweisen (2011).

In der Studie der vorliegenden Arbeit ist der Effekt von RA nicht ganz eindeutig. Die
Zellen wurden zun&chst in normalem, serum-haltigen Medium kultiviert und RA
hinzugegeben. Andere Studien (Shi et al., 2013; Friedmann et al., 2013) nutzten
Gehirntumorstammzellen, die sie durch die vorige Kultivierung in Serum-freiem Medium
generierten, und inkubierten diese mit RA, um einen differenzierenden Effekt zu
erzeugen. Moglicherweise hatte man einen durchschlagenderen Effekt erzielt, wenn in

der vorliegenden Studie ebenso Stammzellen der Saure ausgesetzt worden waren und
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die Zellen nicht schon vor Inkubation mit RA allein durch das Serum-haltige Medium
differenziert waren. Zudem sind die beiden untersuchten Zelllinien LN71 und LN319
etablierte Linien, die schon einige Passagen durchlaufen haben und an die Bedingungen
der Zellkultur adaptiert sind. Laut Yung et al. und Choschzick et al. ist der
differenzierende Effekt der Retinsdure auf die Zellen starker, wenn diese noch nicht so
viele Passagen durchlaufen haben und an die Zellkultur adaptiert sind (Yung et al., 1989;
Choschzick et al., 2014). Des Weiteren sollte auf die Konzentration der Saure in der
Zellkultur geachtet werden und in weiteren Versuchen besser angepasst werden. Shi et
al. konnten eine Wirkung von RA detektieren, allerdings nur in einer Konzentration von
1-2umol/l. Héhere Konzentrationen flhrten zur Apoptose der Zellen (Shi et al., 2013).
Choschzick et al., die eine proliferations-férdernde Wirkung von RA beobachteten,
entdeckten zusatzlich, dass héhere Konzentrationen von RA die Proliferation weiter
steigerten (2014).

Die RA-Behandlung fiihrte bei der LN319 nicht zu eindeutigen Expressionsanderungen.
Die TET2-Expression nahm zwar signifikant ab, allerdings konnte die Wirkung von RA
durch eine CCND1-Expressionsabnahme oder GFAP-Expressionszunahme nicht belegt
werden. Moglicherweise ist die LN319 eine Zelllinie, die gegen die Wirkung von RA
resistent ist. Eine Resistenz wurde von Altucci et al. und Tang et al. auf eine
Hypermethylierung des RARg2-Gens zuriickgefiihrt (Altucci et al., 2007; Tang et al.,
2011). Eine Expressionabnahme von MBD4 kann nicht auf die Wirkung von RA
zurlickgefiihrt werden, da sich die die Anderung zwischen den mit RA behandelten
Zellen und den mit DMSO behandelten Zellen zeigte und nicht zwischen RA behandelten
Zellen und Kontrollzellen und so ein Effekt von DMSO nicht eindeutig ausgeschlossen
werden kann. AuBerdem zeigte sich eine Expressionsabnahme von MBDA4.

Die Ergebnisse der LN71-Zelllinie sind ebenso widersprichlich. RA bewirkt zum einen
eine Abnahme der CCND1-Expression, was auf eine verminderte Proliferation der Zellen
hindeutet und den erwarteten Effekt von RA entspricht. Andererseits konnte keine
erhéhte Differenzierung nachgewiesen werden, stattdessen nahm die GFAP-Expression
ab. Auch die Abnahme der TET2- und TET3-Expression spricht, unter der Annahme,
dass differenzierte Zellen tGber héhere Konzentrationen von 5-hmC verflgen (Haffner,
2011), eher gegen die differenzierende Wirkung von RA.

Takai et al zeigten, dass eine Zunahme der TET1-Expression und hdéhere 5-hmC-
Konzentrationen zur Glioblastomgenese fihren (2014). Falls diese Beobachtung stimmt,
kénnte im Umkehrschluss in dieser Studie eine abnehmende TET-Expression zu
geringeren 5-hmC-Konzentrationen fihren und eine Differenzierung bedeuten.
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Allerdings konnte man die Expressionsabnahme nicht fur die TET1-Expression
feststellen und die Differenzierung ist auch durch eine erhéhte GFAP-Expression nicht

Zu stitzen.

Far eine Verbesserung der Versuchsanordnung kénnen verschiedene Méglichkeiten in
Betracht gezogen werden.

Zunachst sollten weitere Zelllinien untersucht werden. Es sollten mdglichst solche in
Betracht gezogen werden, die noch nicht viele Passagen durchlaufen haben und somit
noch nicht an die Zellkultur adaptiert sind (Yung et al., 1989; Choschzick et al., 2014).
Des Weiteren sollten solche Zelllinien genutzt werden, die gegendber RA nicht resistent
sind. Hierzu kdnnte das Expressionslevel des RARg2-Gens gemessen werden, um eine
Hypermethylierung und somit Inaktivierung des Gens auszuschlieBen. Ein weiterer
Ansatz wére die Zellen zundchst in Serum-freiem Medium zu kultivieren, um
Stammzellen zu generieren und diese als nachsten Schritt mit RA zu inkubieren, um
einen differenzierenden Effekt (Friedmann et al., 2013; Shi et al., 2013) und als
Konsequenz steigende TET-Expression und zunehmende 5-hmC-Konzentrationen zu
erzielen, im Vergleich zu den Stammzellen (Haffner et al., 2011). Zudem sollte die
Konzentration von RA Uberprift und angepasst werden. Zu hohe Konzentrationen flihren
zur Apoptose der Zellen (Shi et al., 2013).

4.2.3.2 Experimente mit Serum-freiem Medium

Levin et al. untersuchten in ihrer Studie an verschiedenen Gliom- und
Adenocarcinomzelllinien den Effekt von Serum-armem Medium auf die
Enzymexpression. Sie kultivierten die Zellen in 0,5% FBS Medium fur 24h und konnten
schon nach dieser kurzen Zeit beobachten, dass Gliomzellen mit einer Steigerung der
Expression verschiedener Enzyme reagierten. Adenocarzinomzellen zeigten eher eine
Expressionsabnahme. Die Expressionssteigerung der Gliomzellen betraf vor allem
Apoptosefaktoren (z.B. Bax, Bcl-2, Bcl-xL) und Zellzyklusregulatoren (z.B. CDK4, Cyclin
B). Nach bereits 24 Stunden konnte eine Apoptoseresistenz festgestellt werden. Levin
et al. erkannten, dass die Gliomzellen starker resistent gegenliber Serumentzug sind,
weil sie durch Expressionssteigerung bestimmter Enzyme ihr Uberleben sichern (2010).
Als Ursache flr die Erhaltung der Proliferationsrate kénnen Stammzellen verantwortlich
sein. Singh et al. entdeckten, dass Gehirntumorstammzellen (Brain Tumor Stem Cells,
BTSCs) in Gehirntumorgewebe und auch in dessen kultivierten Zelllinien vorhanden sind
(2004). Die Arbeitsgruppe von Niu konnte einige Jahre spater nachweisen, dass BTSCs
sich selbst erneuern und kontinuierlich proliferieren, auch wenn sie in Serum-armem
Medium kultiviert werden (2010).
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Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass Tumorzelllinien, die Serum-frei
kultiviert werden ihre Morphologie andern und Stammzellmarker wie SOX2 exprimieren
(Im et al., 2015; Lee et al., 2006). Lee et al. konnten zeigen, dass Serum-frei kultivierte
Glioblastomzellen ihre Morphologie andern, Spharen bilden und zu 90% SOX2
exprimieren. Wurden diese Zellen wieder mit normalem Serum kultiviert nahm die SOX2-
Expression ab und die Zellen zeigten ein exponentielles Wachstum (2006). Auch Im et
al. zeigten an A172 Glioblastom Zellen, dass unter Serum-freier Kultivierung die SOX2-
Expression zunahm und sich die Morphologie anderte (2015). Sowohl Lee et al. als auch
Im et al. verwendeten in dem Serum-freiem Medium zusétzlich Wachstumsfaktoren
(EGF), sodass nicht auszuschlieBen ist, dass auch die Wachstumsfaktoren die SOX2-
Expression beeinflussten.

Zeitlich parallel zu den Versuchen der vorliegenden Studie, konnten Darzynkiewicz et al.
zeigen, das normale, nicht-Tumorzellen, durch Serum-freies Medium in der G1/GO0-
Phase synchronisiert werden kénnen. Dieser Effekt tritt bei Tumorzellen, die Serum-frei
kultiviert werden, allerdings nicht ein (2011).

Die Genexpressionsanalysen der vorliegenden Arbeit zeigten kaum Anderungen durch
die Kultivierung in Serum-freiem Medium, lediglich die U87 zeigte eine Zunahme der
Zellteilung. Die Expressionsanalysen der LN401 zeigten keinerlei signifikante
Anderungen zwischen den Kontrollzellen und den in Serum-freiem Medium kultivierten
Zellen. Dies zeigt, dass die Kultivierung in Serum-freiem Medium keinen hemmenden,
differenzierenden Einfluss hat, sondern die Zellen sich auch ohne Serum erhalten.
Eventuell hatte man die Zellen noch langer unter diesen Bedingungen kultivieren
mussen um gréBere Veranderungen zu beobachten. Die Phasenkontrastbilder, die im
Verlauf angefertigt wurden, zeigen jedoch, dass sich die Zellen ohne Zusatz von Serum
morphologisch andern. Vergleicht man die Phasenkontrastbilder der Studie von Im et al.
mit denen der LN401 der vorliegenden Arbeit, lassen sich Ahnlichkeiten feststellen. Die
Zellen der LN401 entwickeln nach bereits 24h Inkubation in Serum-freiem Medium
Zellfortsatze und sammeln sich in Sphéren, ahnlich wie die Zellen der Studie von Im et
al. (2015). Im et al. konnten durch Expressionsanalysen zeigen, dass die Zellen SOX2
exprimieren und somit Stammzelleigenschaften aufweisen. In  weiteren
Expressionsanalysen der vorliegenden Arbeit sollten ebenso Stammzellmarker
untersucht werden, um zu testen, ob bei den untersuchten Zelllinien unter Serum-freier
Kultivierung ebenso Tumorstammzellen bleiben, die das Wachstum erhalten. Werden
die Zellen rekultiviert bilden sich die Fortsatze zurtick und die Morphologie ahnelt den
Kontrollzellen.
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AuBerdem konnte beobachtet werden, dass Serum-frei kultivierte Zellen, die in
Standardmedium rekultiviert werden eine weitere Proliferationszunahme aufweisen.
Auch Lee et al. beobachteten in ihrer Studie, dass rekultivierte Zellen eine
Proliferationszunahme bis hin zu einem exponentiellen Wachstum zeigen und
gleichzeitig die Expression des Stammzellmarkers SOX2 abnimmt (2006). Beide
Zelllinien zeigten eine Zunahme der CCND1-Expression nach Rekultivierung der Zellen

in normalem, Serum-haltigen Medium.

Des Weiteren hat es den Anschein, dass der 5-hmC-Umsatz durch Serum-freies Medium
und anschlieBende Rekultivierung in normalem Medium steigt. So steigt bei der Zelllinie
U87 die TDG-Expression nach Rekultivierung in normalem Medium an und bei der Linie
LN401 die AICDA- und SMUG1-Expression. AuBerdem zeigt sich zum Teil eine
Abnahme der TET-Expression. Bei der LN401 sinkt die TET1-Expression nach
Rekultivierung der Zellen signifikant und TET2 zeigt die Tendenz ebenfalls weniger
exprimiert zu werden, allerdings nicht signifikant. Die U87 zeigt signifikante
Expressionsabnahme von TET2 und GFAP nach Rekultivierung in normalem Medium
und die Tendenz bei TET3. Durch Zugabe von Serum fangen die Zellen starker an zu
proliferieren, andern ihre Morphologie und bilden weniger 5-hmC bzw. bauen 5-hmC
starker ab. Mdéglichweise zeigt sich hier eine Tumorgenese, unter der Annahme, dass
Tumore geringe 5-hmC-Konzentrationen aufweisen (Haffner et al., 2011).

In einer Studie von El Habr et al. an Glioblastomstammzellen konnte allerdings gezeigt
werden, dass durch die Hemmung von TET2 und somit verminderter 5-hmC-
Konzentration die Zellen zu weniger aggressiven Zellen differenzierten und die
Proliferationsrate abnahm (2016). Auch Takai et al. konnten in einer Studie an
Glioblastomzellen zeigen, dass hohe Konzentrationen von TET1 und 5-hmC zur
Tumorgenese durch die gesteigerte Transkription von Tumor assoziierten Genen wie
EGFR und CCND2 fuhrt (2014). Falls diese Annahme zutrifft, wirde dies flr die
vorliegende Studie bedeuten, dass die Rekultivierung der Zellen und der darunter
beobachtete vermehrte Umsatz von 5-hmC die Tumorgenese hemmt. Hierzu passt
allerdings nicht die steigende Proliferationsrate, die eher ein Tumorwachstum suggeriert.

D’Amico et al. konnten in ihrer Studie an einer Gliomzelllinie zeigen, dass die Kultivierung
von Zellen in Serum-freiem Medium zur Abnahme der Cyclin D1-Expression und ebenso
zur Abnahme der Expression des antiapoptotischen Faktors bcl-2 flihrt. Weiter konnten
Sie eine Expressionszunahme des proapoptotischen p53 Proteins feststellen. Allerdings
zeigte sich unter Kultivierung im Mangelmedium eine Abnahme der GFAP-Expression.
Im weiteren Verlauf inkubierte die Arbeitsgruppe die in Serum-freiem Medium kultivierten

Zellen zusétzlich mit den zwei Peptiden Hypophysen-Adenylatcyclase-aktivierendes-
102



Peptid (pituitary adenylat cyclase activating protein; PACAP) und dem vasoaktiven
intestinalen Peptid (VIP). Diese zwei agieren im ZNS als Neurotransmitter und nehmen
Einfluss auf die Zellteilung, neuronale Differenzierung und neuronales Uberleben
(Vaudry et al., 2000). D’Amico et al. entdeckten, dass sich nach Zugabe von VIP und
PACAP die Effekte des Serum-freien Mediums noch verstéarkten und zudem auch die
Expression des Differenzierungsmarkers GFAP anstieg (2013).

In weiteren Versuchen sollte die Anordnung noch optimiert werden. Zum einen kdnnten
die Zellen langer dem Serum-freiem Medium ausgesetzt werden, um einen starkeren
Effekt zu erzielen. Falls durch die Serum-freie Kultivierung auch in der vorliegenden
Studie Stammzellen generiert wurden, was zumindest die Morphologie nahelegt, sollte
die Expression von Stammzellmarkern, wie SOX2, mittels gPCR untersucht werden. So
kdnnte nachvollzogen werden, ob Stammzellen entstehen und nach Rekultivierung die
SOX2-Expression wieder zurlickgeht und die Zellen exponentiell wachsen, wie Lee et
al. es beobachteten (2006). Zudem kdnnte getestet werden, ob durch eine Zugabe von
VIP und PACAP, wie es D’Amico et al. in ihrer Studie anwendeten (2013), die Expression
von GFAP signifikant ansteigt und als Folge der Differenzierung eventuell die 5-hmC-
Konzentration und die TET-Expression zunimmt. Des Weiteren kénnte nach einer
maoglichen Generierung von Tumorstammzellen durch die Serum-freie Kultivierung eine
anschlieBende Differenzierung durch die Inkubation mit RA erzeugt werden und
gegeben falls eine erhéhte TET-Expression und 5-hmC-Konzentration detektiert werden.

4.2.3.3 Experimente mit Tet3-Vektor

Die transiente Transfektion der Zellen mit dem Tet3-Vektor sollte zu einer
Uberexpression von TET3 filhren. Durch die Markierung des Vektors mit einem GFP
Signal, das nach Expression der Vektor-DNA grin fluoresziert, konnte der Erfolg der
Transfektion Uberpruft werden. Das Signal konnte jeweils ca. 12 Stunden nach
Inkubation detektiert und die Wirksamkeit des Vektors somit nachgewiesen werden.

In der qPCR sollte die Wirkung der TET3-Uberexpression auf die Expression
verschiedener Enzyme Uberprift werden. Die Expression von GFAP und CCND1
wurden als Marker fUr eine erfolgreiche Transfektion verwendet. Laut der aufgestellten
Hypothese sollte durch einen Anstieg der 5-hmC-Konzentration eine Differenzierung der
Zellen stattfinden und eine Abnahme der Proliferationsrate erkennbar sein. Die GFAP-
und CCND1-Expression der transfizierten Zellen zeigte jedoch keine signifikanten
Anderungen. Des Weiteren wurden die Expressionslevel der TET-Enzyme und der 5-
hmC abbauende Enzyme tberprift. Ein Anstieg der TET3-Expression konnte signifikant
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nachgewiesen und die erfolgreiche Transfektion bestatigt werden. AuBerdem konnte ein
Anstieg der TDG-Expression detektiert werden.

TDG zahlt zu den DNA-Glykosylasen und nimmt Teil an der DNA-Reparatur. Es erkennt
T:G Fehlpaarung, wobei Thymin als spontane Mutation von 5-mC entsteht. Zudem
erkennt es die Abbauprodukte von 5-hmC, 5-hmU, 5-fC und 5-caC. 5-hmU entsteht
durch Desaminierung von 5-hmC durch AID/APOBEC. Eine erhéhte Expression von AID
konnte nicht detektiert werden, wodurch dieser Abbauweg ausscheidet. 5-fC und 5-caC
entstehen durch Oxidation von 5-hmC durch die TET-Enzyme. Eine Zunahme der TET3-
Expression scheint zunachst die Bildung von 5-hmC zu férdern und gleichzeitig den
vermehrten Abbau von 5-hmC durch Oxidation zu 5-fC und 5-caC zu begtinstigen. Diese
Zwischenprodukte werden wiederum tber TDG aus der DNA ausgeschnitten und durch
Cytosin ersetzt. In weiteren Versuchen sollte geklart werden, ob der Anstieg der TDG-
Expression durch die ansteigende TET-Expression, die erhéhte Konzentration von 5-
hmC oder durch die erhéhte Konzentration der Substrate 5-fC und 5-caC induziert wird.
TET3 und TDG scheinen voneinander abhangig zu sein und direkt

zusammenzuarbeiten, um eine schnelle Demethylierung zu erreichen.

Fir den nicht eindeutig nachweisbaren Effekt von 5-hmC auf die Differenzierung der
Zellen und Abnahme der Proliferation kann es verschiedene Erklarungen geben.

Falls tatsachlich die 5-hmC-Spiegel entscheidend sind flir die Differenzierung der Zelle,
wie durch die Arbeitsgruppen von Haffner und Jin (Haffner et al., 2011; Jin et al., 2011)
gezeigt, bleibt eine Differenzierung der Zellen in der vorliegenden Studie mdglicherweise
aus, weil das gebildete 5-hmC direkt durch TDG abgebaut wird. Die Tumorzelle scheint
der Differenzierung, ausgeldst durch die vermehrte Bildung von 5-hmC, entgegen zu
wirken, indem sie 5-hmC wieder abbaut. Mdglich ist jedoch auch, dass nicht der 5-hmC-
Spiegel allein, sondern die Demethylierung von bestimmten Genen Uber eine
Ausdifferenzierung der Zellen entscheidet. Die Demethylierung der DNA nimmt durch
eine TET3- und TDG-Uberexpression zu. Es sollten neben der GFAP-Expression noch

weitere Differenzierungsmarker auf inre Expressionslevel untersucht werden.

Die Tatsache, dass der 5-hmC-Gehalt von Zellen, die in Kultur genommen werden, auf
ein Minimum absinkt (Nestor et al., 2011), spielt in der vorliegenden Versuchsreihe sehr
wahrscheinlich auch eine Rolle. Die durch TET3-Uberexpression erreichten 5-hmC-
Konzentrationen bzw. die induzierte Demethylierung reicht méglicherweise noch nicht
aus, um eine Differenzierung im detektierbaren Maf3 auszulésen. In weiteren Versuchen

sollte die Uberexpression verstarkt werden.
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Fir die Zukunft kdnnte das Ergebnis der gPCR, das einen deutlichen Anstieg der TET3-
Expression zeigt, durch Farbungen mit einem TET3-Antikorper unterstitzt werden.

In weiteren Versuchen sollten auch die anderen TET-Enzyme Uberexprimiert werden.
Interessant ware es zu beobachten, ob die gleichen Effekte eintreten oder andere
Enzyme in ihrer Expression beeinflusst werden. TET1 ist vor allem aktiv in der friihen
embryologischen Entwicklung, wenn sich der Embryo noch im pluripotenten Stadium
befindet. TET1 sorgt hier fir die Beibehaltung der Aktivitat von Pluripotenzfaktoren (z.B.
NANOG, OCT4). Huang et al. konnten in einer Studie zeigen, dass die TET1-Expression
bei MLL-Leukamie Patienten im Gegensatz zu Kontrollproben sehr viel hdher ist und die
5-hmC-Konzentration ebenfalls steigt. Sie konnten nachweisen, dass TET1 als Onkogen
fungiert (2013). Es erhalt die Funktion der Selbsterneuerung von Stammzellen und wirkt
einer Differenzierung eher entgegen. Es stellt sich die Frage, ob Tumorzellen mit TET1-
Uberexpression durch die erhdhte 5-hmC-Konzentration und gesteigerte
Demethylierung Pluripotenzfaktoren reaktivieren und das Tumorwachstum steigt. In
diesem Fall misste eine Expressionsabnahme des Differenzierungsmarkers GFAP und
eine Zunahme von CCND1 beobachtet werden. In der Farbung mit EdU sollte eine
gesteigerte Proliferation detektiert werden kénnen. AuBBerdem sollten als Unterstiitzung
von Genexpressionsanalysen, die Zellen mit TET1-, 2- und 3-Antikérper gefarbt werden.

Lian et al. konnten wiederum zeigen, dass eine Uberexpression von TET2 in
Melanomzellen das Wachstum der Tumorzellen begrenzt (2012). In weiteren Studien an
Glioblastomzellen sollte geprift werden, ob dieser Effekt nachvollziehbar ist und eine
TET2-Uberexpression zu einer Abnahme des Tumorwachstums fiihrt.

4.3 Ausblick

Fidr die Zukunft kdnnten die Zellkulturversuche weiter variiert und optimiert werden, um
einen Proliferationsstopp, eine Ausdifferenzierung der Zellen und als mégliche Folge den
Anstieg der 5-hmC-Konzentration zu erreichen. Zun&chst sollten die in dieser Studie
untersuchten Versuchsreihen weiter optimiert werden, wie schon in den einzelnen

Abschnitten besprochen.

Dartber hinaus kdnnten andere Versuchsansatze, die zu einem Proliferationsstopp und
einer Differenzierung der Zellen fhren, getestet werden.

Zunachst koénnen durch die Verwendung von small interfering RNAs (siRNA)
verschiedene Peptide ausgeschaltet werden. Eine Mdglichkeit ist es die Expression von
Pluripotenzfaktoren ~ zu  unterbinden.  Glioblastomzellen  exprimieren  den
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Pluripotenzfaktor SOX2, der die Selbsterneuerung der Zellen garantiert. 2009 konnte
von Gangemi et al. bereits gezeigt werden, dass die Stilllegung von SOX2 in Tumor-
initierenden  Glioblastomzellen zum Proliferationsstop und zum Verlust von
Tumoreigenschaften fihrt (2009). In einer anderen Studie nutzten Guo et al. siRNA, um
den Zellzyklusregulator SYF2, der am G1/S-Ubergang mitwirkt, herab zu regulieren
(2014). Die Arbeitsgruppe beobachtete, dass nach Kultivierung der Zellen in serum-
freiem Medium der Expression von SYF2, und auch die Expression von Cyclin D1
anstiegen. Nachdem jedoch SYF2 durch siRNA ausgeschaltet war, nahm auch die
Expression von Cyclin D1 ab (Guo et al., 2014).

Eine andere Option wére es mit Hilfe von miRNAs den Zellzyklus zu beeinflussen. Hui
et al. entdeckten in einer Studie, dass miR-195 in Gliomzelllinien und in Gliomgewebe
stark herunter reguliert ist im Gegensatz zu gesundem Gewebe. Sie konnten
nachweisen, dass eine Uberexpression von miR-195 zur Abnahme der Zellproliferation
fuhrt, die Expression von Cyclin D1 und E1 sinkt, und die Zellen vermehrt in die G1/GO-
Phase Ubergehen (2013). Fir weitere Studien ware es eine Mdglichkeit zu testen, ob
miR-195 auch in den Glioblastomzellen wenig exprimiert wird. Sollte dies der Fall sein,
kénnte durch eine Uberexpression eventuell auch hier ein Proliferationsstopp und eine
Ausdifferenzierung erreicht werden, um dann zu beobachten, ob sie die TET-Expression
andert und mit ihr der 5-hmC-Spiegel.

Ware dieser Faktor ausgeschaltet und somit ein Proliferationsstopp erreicht, sollte eine
gleichzeitig Uberexpression von TET-Enzymen einen Differenzierungsvorgang einleiten
kénnen. GFAP wirde in diesem Fall starker exprimiert und 5-hmC sollte auch in der

Immunfluoreszenz detektierbar sein.

Eine andere Mdglichkeit wére die Steigerung der TET-Enzymaktivitat durch Inkubation
der Zellen mit Vitamin C.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werde, dass Vitamin C fir die optimale
Funktion von TET nétig ist. Vitamin C scheint den TET-Cofaktor Fe(ll) in seinem
reduzierten Zustand zu erhalten (Blaschke et al., 2013; Chen et al., 2013; Pfeifer et al.,
2014). Blaschke et al. beobachteten eine starke Zunahme der Tet-Expression und des
globalen 5-hmC-Gehaltes in Maus-ESC nach der Zugabe von Vitamin C (2013). Auch in
der Zellkultur kénnte eine Inkubation mit Vitamin C getestet werden, um bestenfalls die
TET-Expression zu steigern, das 5-hmC-Level anzuheben und schlieBlich die Effekte
auf das Zellwachstum beobachten zu kénnen.
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