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Zusammenfassung

Das Glioblastom ist der hiaufigste und aggressivste Hirntumor. Trotz intensiver
wissenschaftlicher und klinischer Bemiihungen liegt die mittlere Uberlebenszeit nach
Diagnosestellung bei ca. 15 Monaten. Eine definitive Heilung ist nicht moglich.

Endogene Tumorsuppressionsmechanismen vermittelt durch neuronale Vorlaufer-
zellen verhindern insbesondere im jungen Gehirn die Formierung von Gliomen. Durch
Ausschiittung von Endovanilloiden und bone morphogenetic protein-7 (=BMP-7) in-
duzieren sie TRPV-1-vermittelten ER-Stress und folgend Zelltod in den Tumorzellen
und insbesondere Tumorstammzellen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte IN VITRO gezeigt werden, dass pflanzliche Canna-
binoide TRPV-vermittelt Zytotoxizitdt in malignen Gliomzellen erzeugen kénnen.
Cannabinoide sind pharmakologisch bereits etabliert und gelten allgemein als gut
vertraglich. Von den zehn getesteten pflanzlichen Cannabinoiden zeigte Cannabidi-
ol (=CBD) die stéarksten zytotoxischen Effekte, die sich zumindestens teilweise auf
eine Aktivierung von TRPV-Rezeptoren zuriickfithren lieflen.

Vor allem die Kombination von Cannabinoiden mit einer pharmakologisch bereits
etablierten Aktivierung des BMP-Signalweges durch sog. Flavonoide zeigt einen
besonders hoffnungsvollen Ansatz zur Entwicklung neuer therapeutischer Optionen

fiir Patienten mit Glioblastomen und evtl. auch mit niedrig-malignen Gliomen.



Kapitel 1
Theoretische Grundlagen der Arbeit

Im ersten Teil der Arbeit sollen die theoretischen Grundlagen fiir eine mdogliche
pharmakotherapeutische Anwendung von Cannabinoiden fiir die Therapie maligner
Gliome erortert werden.

Beginnend mit einer allgemeinen Einfithrung zu Gliomen und Glioblastomen liegt
im weiteren ein Schwerpunkt auf der Rolle neuronaler Stamm- und Vorlduferzellen.
Diese sind sowohl fiir die Tumorgenese von Gliomen als auch fiir endogene Tumor-
suppressionsmechanismen, die den molekularbiologischen Ansatzpunkt dieser Arbeit
bilden, von entscheidender Bedeutung.

Abschlieflend werden dann noch ausfiihrlich die verschiedenen Substanzen und
Stoftklassen vorgestellt, die zur Nachahmung der endogenen Tumorsuppressions-
mechanismen und damit flir eine mogliche Pharmakotherapie von Glioblastomen

eingesetzt werden sollen.

1.1 Gliome und Glioblastome — Allgemeine Ubersicht und

Einfiihrung

Gliome — ausgehend von den verschiedenen Typen an Gliazellen — sind die héufigs-
ten hirneigenen Tumore. (Westphal u.a. 2011) Im Gegensatz zu soliden Tumoren
anderer Gewebe (z.B. sog. Karzinome bei epithelialem Ursprung oder Sarkome bei
mesenchymalem Ursprung) stellen die Gliome eine grundsétzlich andersartige Gruppe
onkologischer Erkrankungen da. (Bocker u.a. 2008)

Glioblastome gehoren zu der aggressivsten und am schwierigsten zu therapierenden
Untergruppe der Gliome und machen zudem auch den gréfiten Anteil der neudiagno-
stizierten Gliome aus. Trotz intensiver wissenschaftlicher und klinischer Bemiihungen
ist die Diagnose Glioblastom immer noch mit einer sehr schlechten bzw. infausten

Prognose verbunden. Die Moglichkeit einer definitiven Heilung besteht nicht, mit
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einer Kombination aus Resektion und aggressiver Radiochemotherapie kann aktuell
nur ein medianes Uberleben von ungefihr 15 Monaten nach Diagnosestellung erreicht
werden. (Aldape u.a. 2015; Stupp u. a. 2009; Westphal u.a. 2011) 5 Jahre nach der
Diagnose Glioblastom sind nur noch ca 3% der Patienten am Leben.(Ohgaki u. a.
2005)

1.1.1 Einordnung in die Tumore des zentralen Nervensystems und
WHO-KIassifikation

Intracranielle Raumforderungen bzw. Tumore kénnen zunéchst grundsétzlich nach
ihrem histologischen Ursprungsgewebe eingeteilt werden. Neben Metastasen extracra-
nieller Tumore (im Erwachsenenalter die hdufigste Ursache einer cerebralen Raumfor-
derung) sind auch intracranielle Manifestationen hidmato-onkologischer Erkrankungen
(z.B. cerebrales Lymphom und meningeosis leucaemica) von den eigentlichen Hirntu-
moren abzugrenzen. (Bocker u.a. 2008; Louis u. a. 2016b) Diese kénnen dann u. a.
unterschieden werden in Meningeome (ausgehend von den Hirnhéuten), embryonale
Tumore (z. B. Medulloblastom) und — wie bereits erwédhnt — die grofie Gruppe der
Gliome (ausgehend von den Gliazellen; Bocker u. a. 2008; Louis u. a. 2016b).

Gliome koénnen histopathologisch durch Morphologie und immunhistochemische
Methoden entsprechend den vermuteten Ursprungszellen u. a. in Astrozytome, Oligo-
dendrogliome oder Ependymome unterschieden werden. (Bocker u. a. 2008; Westphal
u.a. 2011) Klinisch-pathologisch ist dabei — im Gegensatz zum sog. Staging bei
anderen soliden Tumoren — fiir die hirneigenen Tumore — insbesondere die Glio-
me — hauptséchlich das sog. Grading anhand von Zellteilungsrate und Invasivitat
entscheidend fiir die weitere Prognose und Therapieplanung. (Bocker u.a. 2008;
Westphal u.a. 2011) Diese Einteilung nach der sog. WHO-Klassifikation erfolgt von
°I — gutartig mit moglicher Heilung — bis °IV — bosartig mit deutlicher Einschrénkung
der Lebenserwartung. (Louis u.a. 2016b; Westphal u.a. 2011)

Tabelle 1.1 auf der néchsten Seite zeigt einen orientierenden Uberblick iiber die
aktuelle Version der WHO-Klassifikation von 2016. (Bocker u.a. 2008; Louis u. a.
2016b) Im klinischen und wissenschaftlichen Sprachgebrauch hat sich davon ausgehend
eine Einteilung in low-grade (meist °I-°II) und high-grade Gliome (meist °III-°TV,
teilweise auch nur °IV) etabliert. (Louis u.a. 2016b; Westphal u.a. 2011) Ebenfalls
gebrauchlich ist eine Abgrenzung von sog. diffusen Gliomen (meist °1I-°IV), die sich
durch eine Infiltration des umgebenden Hirngewebes auszeichnen und deshalb nach
chirurgischer Entfernung eine nahezu 100 %ige Rezidivrate aufweisen. (Aldape u.a.
2015; Sahm u.a. 2012)
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Wie bereits erwahnt, ist das Glioblastom der hiufigste — ca. 50 % aller diagnos-
tizierten Gliome sind Glioblastome (Ostrom u.a. 2015; Thakkar u.a. 2014) — und
aggressivste Subtyp und wird entsprechend als WHO °IV klassifiziert. (Louis u. a.
2016b; Westphal u.a. 2011) Das Glioblastom wird alternativ auch als Glioblastoma
multiforme (alte histopathologische Bezeichnung) oder als sog. high-grade Gliom
bezeichnet, wobei bei letzterem dann die korrekte Abgrenzung zu anaplastischen
Gliomen bzw. Astrozytomen (WHO °III/IV) zu beachten ist. (Aldape u.a. 2015;
Louis u.a. 2016b; Westphal u.a. 2011)

Histopathologisch stellt sich das Glioblastom als nahezu komplett entdifferenzierter
Tumor dar, die Diagnose erfordert auflerdem den Nachweis von Nekrosen oder
atypischer mikrovaskuléarer Proliferation. (Aldape u.a. 2015; Louis u.a. 2016b) Im
Gegensatz zu den weniger malignen Gliomen (bis einschlielich WHO °III, s. 0.) kann
das Tumorursprungsgewebe histologisch nicht mehr zugeordnet werden. (Bocker u. a.
2008; Louis u.a. 2016b; Westphal u.a. 2011)

Tabelle 1.1: WHO-Klassifikation der Hirntumore — orientierender Uberblick
iiber die WHO-Klassifikation der Tumore des zentralen Nervensystems
anhand der aktualisierten Version von 2016 (Louis u.a. 2016a,b)

WHO-Klassifikation typische Vertreter Charakterisierung
o1 Meningeome gutartig, evtl. Heilung
pilozystische Astrozytome durch Resektion
Astrozytome . . .
°II Oligodendrogliome gutartig, (bosartige)
Ependymome Rezidive moglich

anaplastische Astrozytome
°III anaplastische Oligodendrogliome
anaplastische Ependymome

bosartig, Reduzierung
der Lebenserwartung

prim. und sek. Glioblastome
°IvV Medulloblastome
cerebrale Lymphome

bosartig, deutliche
Lebenseinschréankung

1.1.2 Entstehung und histopathologische Einteilung von Glioblastomen

Nachdem lange Zeit Unklarheit iiber die Ursprungszellen fiir die Gliomagenese be-
stand, kann mittlerweile davon ausgegangen werden, dass Glioblastome aus entarteten
neuronalen Vorlduferzellen entstehen. (Barami 2007; Sanai u.a. 2005) Sowohl kli-

nisch als auch molekularbiologisch lassen sich dabei allerdings zwei verschiedene
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Wege unterscheiden, die beide zur Entwicklung eines Glioblastoms fiihren. (Ohgaki
u.a. 2007, 2013) Die frither allgemein giiltige und in der klinischen Praxis teilweise
weiterhin gebrauchte Einteilung unterscheidet auf der einen Seite die sog. primdren
Glioblastome, die DE NOVO bei zuvor vollkommen gesunden Patienten auftreten, und
auf der anderen Seite die sog. sekunddren Glioblastome, die durch fortschreitende Ma-
lignisierung aus oft langjéhrig bekannten niedriggradigeren Gliomen (typischerweise
WHO °II-°IIT Astrozytome) entstehen. (Ohgaki u.a. 2007, 2013) Histopathologisch
und klinisch lassen sich diese beiden Formen nicht sicher unterscheiden. Erst durch
immunhistochemische bzw. molekularbiologische Methoden gelang die sichere Dif-
ferentialdiagnose, da auch ein DE NOVO diagnostiziertes Glioblastom sekundér aus
einem zuvor nicht bekannten niedriggradigen Gliom entstanden sein kann. (Ohgaki
u.a. 2007, 2013)

1.1.3 Neue molekularpathologische Einteilung in IDH"'- und
IDH™*-Glioblastome

In der aktualisierten Fassung der ,, World Health Organization Classification of
Tumors of the Central Nervous System® (Louis u.a. 2016a) hat sich die Einteilung
der Glioblastome von einer histopathologischen zu einer molekularbiologisch-basierten
gewandelt. (Komori 2017; Louis u.a. 2016b) Als grundlegend setzte sich dabei die
Einteilung nach dem molekulargenetischen Mutationsstatus des Isocitrat-Dehydroge-
nase-1 (=IDH-1)-Gens als sinnvoller und prognostisch relevanterer durch. (Louis u. a.
2016b; Nobusawa u.a. 2009; Ohgaki u.a. 2004, 2013) Es werden dabei Glioblastome
mit Nachweis der nicht-mutierten Wildtyp-IDH (=IDH"!), von solchen mit Nachweis
einer mutierten IDH (=IDH™*) unterschieden. (Louis u.a. 2016b; Nobusawa u. a.
2009; Ohgaki u.a. 2004, 2013) Vereinfacht entsprechen dabei die meisten IDHY*-
Glioblastome den fritheren priméiren Glioblastomen und IDH™"-Glioblastome den
fritheren sekundiren Glioblastomen. (Louis u.a. 2016b; Nobusawa u. a. 2009)

Circa 90 % der neu diagnostizierten Glioblastome entfallen auf IDH"" bzw. primére
Glioblastome, allerdings ist der Anteil an IDH™"-Glioblastomen etwas hoher als
klinisch erwartet. (Nobusawa u. a. 2009; Ohgaki u. a. 2004, 2013; Watanabe u. a. 2009)
Dies wird auf rasche Progredienz von klinisch bis dahin noch nicht aufféllig gewordenen
niedriggradigen Gliomen zuriickgefithrt. (Nobusawa u. a. 2009; Ohgaki u. a. 2004, 2013)
Die moderne Einteilung ist von besonderer Relevanz, da die zusétzlich meist jlingeren
Patienten mit IDH™"-Glioblastomen u.a. wegen der andersartigen genetischen
Mutationen und dem im weiteren Verlauf der Arbeit geschilderten verbesserten

Ansprechen auf ibliche Therapien eine signifikant verbesserte Prognose haben, welche
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bereits zuvor bei den sekundéren Glioblastomen beschrieben wurde. (Louis u.a.
2016b; Nobusawa u.a. 2009; Ohgaki u.a. 2007, 2013) Zudem kann angenommen
werden, dass die Ausbildung einer IDH™"-Vorliuferzelle den ersten Schritt von einer
glialen Vorlauferzelle zu einer malignen Gliomzelle im Rahmen der immer noch so
bezeichneten sekundéren Glioblastomgenese darstellt. Dies unterstreicht die zentrale
Rolle dieser Mutation und rechtfertigt die zentrale Stellung in der Einteilung. (Ohgaki
u.a. 2013; Parsons u. a. 2008; Watanabe u. a. 2009)

Die bei ca. 12 % aller Glioblastome auftretende Mutation betrifft fast ausschlielich
die Isocitrat-Dehydrogenase-1 (=IDH-1) an der 395. Basenstelle und entsprechend der
132. Aminoséure. (Parsons u. a. 2008; Watanabe u. a. 2009) Zu ca. 90 % liegt dabei
eine DNA-Mutation von Guanin zu Adenin (G395A) und ein Ersatz der Aminoséure
Arginin durch Histidin (R132H) vor. (Parsons u. a. 2008; Watanabe u. a. 2009) Die
genannte Mutation betrifft dabei die relevante Substratbindungsstelle des Enzyms.
(Nekrutenko u.a. 1998; Parsons u.a. 2008; Xu u.a. 2004) Interessanterweise kann
die genetische Mutation der IDH durch die charakteristische Proteinmodifikation
in der Gliomzelle durch einen spezifischen Antikérper auch immunhistochemisch
nachgewiesen werden. (Capper u.a. 2009)

Insgesamt sind im humanen Genom fiinf Subtypen der IDH kodiert, wovon drei
im Mitochondrium lokalisiert sind. (Geisbrecht u.a. 1999; Kim u. a. 2007; Lee u. a.
2002) Die IDH-1 ist dagegen im Zytoplasma und in Peroxisomen anzutreffen und
reguliert, u. a. iiber den Citratzyklus und die Produktion von Nicotinamidadenin-
dinukleotidphosphat (=NADPH), oxidativen Zellstress. (Geisbrecht u.a. 1999; Kim
u.a. 2007; Lee u.a. 2002)

1.1.4 Weitere genetische Mutationen

In Glioblastomen kénnen viele verschiedene genetische Mutationen nachgewiesen
werden, die fiir die Entartung neuronaler Vorlauferzellen férderlich bzw. notwendig
sind. Neben der gerade ausfiihrlich diskutierten Einteilung anhand des Mutationssta-
tus der IDH ist mittlerweile auch der sog. 1p/19¢-Status Bestandteil der modernen
Einteilung. (Ceccarelli u.a. 2016; Louis u.a. 2016b) Der gleichzeitige Verlust aller
Allele auf dem kurzen Arm des Chromosoms 1 (1p) und des langen Armes des Chro-
mosoms 19 (19q), welcher zunéchst bei Oligodendrogliomen WHO °III als positiver,
prognostischer Marker identifiziert wurde und als Loss of heterozygosity (=LOH)
bzw. 1p/19¢-Codeletion bezeichnet wird, ist auch in Glioblastomen mit einer deutlich
verbesserten Prognose assoziiert. (Bent u.a. 2003; Brat u. a. 2015; Eckel-Passow u. a.
2015; Parsons u. a. 2008)
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Typisch ist zudem der Nachweis klassischer Tumorsuppressor- bzw. Protoonkogene
wie z. B. p53, RAS oder BRAF. (Aldape u. a. 2015; Barami 2007; Sanai u. a. 2005) Die
Mutationen unterliegen dabei einer fiir spezifische maligne Erkrankungen auffallenden
Heterogenitéat, so kann z. B. die als tyisch betrachtete Amplifikation des Epidermal
growth factor receptor (=EGFR) nur in ca. 30-40 % aller (v.a. IDH"") Glioblastome
nachgewiesen werden. (Aldape u.a. 2015; Hurtt u.a. 1992; Ohgaki u.a. 2013) Auch
weitere nachweisbare Mutationen, wie u.a. in den Genen PTEN, ATRX, NF1 und
PDGFRA, treten nur inkonstant auf. (Aldape u.a. 2015; Ohgaki u. a. 2013)

1.1.5 Epigenetische Mechanismen — MGMT und G-CIMP

Epigenetische Mechanismen (v. a. DNA-Methylierung) scheinen ebenfalls eine wichtige
Rolle in der Entstehung und der Prognose von Glioblastomen zu spielen und sind mitt-
lerweile an der Einschétzung der Prognose und Steuerung der Therapie entscheidend
mitbeteiligt. (Aldape u.a. 2015; LeBlanc u. a. 2016; Ohgaki u.a. 2013) Der klinisch
wichtigste epigenetische Marker ist der Methylierungsgrad des MGMT-Promotors.
(Aldape u. a. 2015; Ohgaki u. a. 2013) Eine Hypermethylierung des MGMT-Promotors
fiihrt zur verminderten Genexpression eines DNA-Reperaturenzyms und damit zu
einer erhohten Empfindlichkeit gegeniiber alkylierenden Substanzen wie z. B. Temo-
zolomid. Hierauf wird in Abschnitt 1.1.8 auf Seite 10 im weiteren noch ausfiihrlich
eingegangen. (Aldape u.a. 2015; Hegi u. a. 2005; Wick u. a. 2012) Ungefdhr 40 % aller
priméren Glioblastome sind MGMT-methyliert. (Aldape u.a. 2015; Hegi u. a. 2005;
Wick u.a. 2012)

Von hoher prognostischer Relevanz ist zudem der Nachweis des Glioma-CpG Island
Methylator Phenotype (G-CIMP). (Malta u.a. 2018; Noushmehr u.a. 2010) Die
Ausbildung eines G-CIMP wird durch die Mutation der IDH bedingt, nahezu alle
IDH™"*-Glioblastome sind auch G-CIMP+-. (Turcan u. a. 2012) Dies zeigt einen ersten
von vielen vermuteten Zusammenhéngen zwischen genetischen und epigenetischen
Mechanismen in der Tumorgenese. (Malta u.a. 2018; Turcan u. a. 2012) Beziiglich der
Prognose ist allerdings innerhalb der IDH™* /G-CIMP+-Glioblastome erneut eine
ausgepragte Heterogenitét auffillig. (Ceccarelli u.a. 2016) Anhand des Ausmafes
der namensgebenden DNA-Methylierung der CpG-Inseln lassen sich zwei Gruppen
unterscheiden, wobei die als G-CIMP-high bezeichneten Glioblastome mit héherem
Grad an DNA-Methylierung eine verbesserte Prognose und die als G-CIMP-low
mit einem niedrigeren Grad an DNA-Methylierung und einer schlechteren Prognose
einhergehen. (Ceccarelli u.a. 2016; Malta u.a. 2018; Noushmehr u. a. 2010; Turcan
u.a. 2012)
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Abbildung 1.1: Neue Einteilung der Glioblastome anhand Molekularbiolo-
gie und Epigenetik (Louis u.a. 2016a,b; Malta u.a. 2018) entnom-
men aus Malta u.a. (2018, Fig. 5) mit freundlicher Genehmigung von
Neuro-Oncology

In Abb. 1.1 werden schematisch die wichtigsten prognostischen Mutationen und
Mechanismen aufgefiithrt, welche heutzutage zur Klassifikation von Glioblastomen

verwendet werden kénnen. (Malta u.a. 2018)

1.1.6 Molekularbiologische Einteilung in Subtypen

Unabhéngig von der in den vorherigen Kapiteln geschilderten, molekularbiologischen
Einteilung der Glioblastome vorrangig anhand prognostischer Kriterien konnten
auch mittels zunehmender sequentieller Genanalyse, z. B. im Rahmen des ,The
Cancer Genome Atlas (TCGA) Research Network“-Projekts, zunehmend homogene
Subgruppen identifiziert werden, welche die Grundlage fiir eine Einteilung in drei
bzw. vier Subtypen bilden. (Freije u.a. 2004; McLendon u. a. 2008; Phillips u. a. 2006;
Verhaak u.a. 2010) Unterschieden werden zumeist der proneurale, der proliferative

und der mesenchymale Subtyp. (Phillips u.a. 2006) Der proliferative Subtyp wird
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Abbildung 1.2: Die molekularbiologischen Subtypen des Glioblastoms mit
den jeweiligen charakterizierenden genetischen Mutationen, entnom-
men aus Aldape u.a. (2015, Fig. 2) mit freundlicher Genehmigung
von Acta Neuropathologica und Springer®

teilweise weiterhin in einen neuralen und einen sog. klassischen Subtyp unterteilt,
wobei unklar ist, ob nicht Kontamination mit Zellen des den urspriinglichen Tumor
umgebenden Parenchyms fiir das beschriebene Genexpressionsmuster verantwortlich
ist. (Verhaak u.a. 2010) Aufféllig war bei dieser Form der Einteilung zunéchst,
dass der proneurale Subtyp mit einer deutlich verbesserten Prognose verbunden
ist. (Aldape u.a. 2015; Phillips u.a. 2006; Verhaak u.a. 2010) Im Verlauf konnte
allerdings gezeigt werden, dass IDH™"-Glioblastome, und damit alle sekundéren
Glioblastome, ausschliefllich den proneuralen Subtyp ausbilden und sich daher —
u. a. mithilfe geeigneter Subgruppenanalyse — die verbesserten Uberlebensstatistiken
erkldren lassen. (Aldape u.a. 2015; Brennan u. a. 2013)

Abb. 1.2 zeigt nochmals zusammenfassend einen Uberblick iiber die Einteilung
des Glioblastoms in molekularbiologische Subtypen und die entsprechenden cha-
rakteristischen Mutationen. (Aldape u.a. 2015; Phillips u.a. 2006; Verhaak u.a.
2010)

1.1.7 Epidemiologische Betrachtung des Glioblastoms

Die Inzidenz fiir Glioblastome lag in den Jahren 2008-2012 beispielsweise in den USA
bei ca. 3,20 pro 100 000 Einwohner, fiir alle Gliome bei ca. 6,62 pro 100000 Einwohner

und fiir alle Hirntumore (inklusive z. B. Meningeome und Adenome der Hypophyse)
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bei ca. 21,97 pro 100000 Einwohner. (Ostrom u.a. 2015) Die Inzidenzen fiir die
beiden in Industriestaaten hdufigsten Tumorentitdten lagen im gleichen Zeitraum bei
192,83 pro 100 000 Einwohner (nur Ménner iiber 20 Jahre) fiir Prostatakarzinome und
172,01 pro 100000 Einwohner (nur Frauen tiber 20 Jahre) fiir Mammakarzinome im
Vergleich zu bereinigten 28,57 pro 100000 Einwohner iiber 20 Jahre fiir Hirntumore.
(Ostrom u.a. 2015) Die Mehrheit — in der obigen US-amerikanischen Studie von
ungefahr 56 % bzw. 57 % — aller Patienten mit Gliomen bzw. Glioblastomen sind
Maénner, wihrend Frauen allgemein unter Patienten mit Hirntumoren die Mehrheit
darstellen, entsprechend v. a. bei den nicht-malignen Meningeomen und Adenomen.
(Ohgaki u.a. 2004; Ostrom u.a. 2015; Thakkar u.a. 2014)

Typischerweise treten Glioblastome im fortgeschrittenen Erwachsenenalter auf, das
mediane Alter bei Diagnose liegt je nach Studie zwischen 61 und 64 Jahren.(Ohgaki
u. a. 2004; Ostrom u. a. 2015; Thakkar u.a. 2014) Trotz der deutlichen Haufigkeitszu-
nahme im hoéheren Lebensalter sind Hirntumore auch im Kindes- und Jugendalter
relevant. (Ohgaki u.a. 2005; Ostrom u.a. 2015; Thakkar u.a. 2014) Sie stellen in
dieser Altersgruppe die am héufigsten auftretenden Tumore dar und nahezu gleichauf
mit Leukdmien auch die zweithdufigste malignitéits-assoziierte Todesursache, klassi-
sche Glioblastome sind bei Kindern und Jugendlichen aber eine absolute Seltenheit.
(Ostrom u.a. 2015)

1.1.8 Aktuelle Therapiestandards und -erfolge

Die aktuell etablierte Therapie umfasst eine neurochirurgische Resektion — wegen
des bereits erwdhnten diffus-infiltrativen Wachstums ist eine komplette sog. RO-
Resektion bei Glioblastomen nicht moéglich — und anschliefender Kombination aus
Radiotherapie mit 60 Gy und einer Chemotherapie mit Temozolomid. (Stupp u.a.
2009, 2005; Weller 2015) Die Kombination der Strahlentherapie mit gleichzeitiger und
folgender adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid fithrt zu einer Verlangerung des
durchschnittlichen Uberlebens um ca. 3 Monate, zudem erhoht sich bei vertretbaren
Nebenwirkungen die 2-Jahres-Uberlebensrate deutlich. (Stupp u.a. 2009, 2005) Bei
dlteren bzw. starker eingeschrinkten Patienten — ohne vorhergehende Resektion —
zeigte sich eine isolierte Therapie mit Temozolomid der Alternative einer alleinigen
Strahlentherapie ebenfalls als ebenbiirtig. (Wick u.a. 2012) Diese Uberlebensvorteile
fallen besonders deutlich bei methyliertem MGMT-Promoterstatus aus, (Hegi u. a.
2005; Stupp u.a. 2009; Wick u.a. 2012) wobei sich auch hier wieder sehr deutlich
der bereits erwihnte positive Prognosefaktor der IDH™" bestétigt. (Wick u.a. 2013)

Temozolomid (=TMZ, Handelsname Temodal®) is ein oral verabreichbares, alkylie-

10
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rendes Chemotherapeutikum. (Barciszewska u. a. 2015; Fisher u. a. 2007) Alkylierende
Substanzen, wie z. B. Platin-haltige, gehoren zu den &ltesten, aber immer noch fiir
eine Vielzahl maligner Erkrankungen sehr gebrauchlichen Zytostatika. (Barciszewska
u. a. 2015; Fisher u. a. 2007) Die Alkylantien zerstoren die DNA, v. a. von sich schnell
teilenden Zellen, indem sie kleine organische Reste an die DNA-Basen binden und
durch die entstehenden Komplexe die DNA schidigen. (Barciszewska u.a. 2015;
Fisher u.a. 2007) Temozolomid ist ein Prodrug und gehort als Imidazol-Derivat
zur zweiten Generation alkylierender Zytostatika. Es ist lipophil und kann deshalb
die Blut-Hirn-Schranke passieren. (Barciszewska u.a. 2015; Fisher u.a. 2007) Der
aktive Metabolit tibertriagt Methyl-Gruppen auf die verschiedenen DNA-Basen, ins-
besondere auf Guanosin. (Barciszewska u.a. 2015; Fisher u.a. 2007) Das Protein
MGMT entfernt die Methylgruppen umgehend wieder (v.a. an der O-6-Position
von Guanosin), macht damit die DNA-Modifikationen riickgdngig und reduziert
somit drastisch die zytotoxischen Effekte von Temozolomid. (Happold u.a. 2012;
Hegi u.a. 2005; Weller u.a. 2010) Bei methyliertem MGMT-Promotorstatus und
folgender verminderter Genexpression von MGMT entfallt daher dieser Effekt und
die zytotoxische Wirkung von Temozolomid kann sich voll entfalten. (Happold u. a.
2012; Hegi u. a. 2005; Weller u. a. 2010)

Leider sprechen aber viele Patienten nicht oder nur sehr schlecht auf das gerade
beschriebene Therapieprotokoll an oder sind der intensiven Therapie nicht zugénglich,
eine langfristige Kontrolle des Tumors gelingt nur duferst selten. (Aldape u.a. 2015;
Masui u. a. 2012; Stupp u. a. 2009; Westphal u.a. 2011) Auch die Ausbildung verschie-
dener Resistenzmechanismen gegen Temozolomid kann beobachtet werden. (Happold
u.a. 2012) Zudem sind, wie bereits erwidhnt, andere konventionelle Zytostatika fiir
die Therapie hirneigener Tumore meist nahezu komplett ungeeignet (Aldape u. a.
2015; Masui u. a. 2012; Westphal u.a. 2011) und auch Studien mit monoklonalen
Antikoérpern brachten nicht den erhofften Erfolg, wie z. B. das Anti-VEGF (=Vascular
Endothelial Growth Factor) gerichtete Bevacizumab (Handelsname Avastin®). (Chinot
u. a. 2014; Gilbert u.a. 2014) Deshalb und wegen einer immer noch komplett fehlen-
den kurativen Perspektive ist die Entwicklung neuer Therapieansétze fiir Patienten

mit malignen Glioblastomen entscheidend.
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1.2 Endogene Tumorsuppression durch neuronale

Vorlauferzellen

Wie bereits in Abschnitt 1.1.2 auf Seite 4 diskutiert kann angenommen werden,
dass neuronale Stamm- bzw. Vorlauferzellen das Ausgangsgewebe fiir die Entstehung
maligner Gliome darstellen. (Sanai u. a. 2005) Die Anzahl und die Aktivitdt neuronaler
Vorlauferzellen im Gehirn erreicht allerdings das Maximum bereits im Sduglingsalter
und reduziert sich danach beim Menschen — im Gegensatz zur Maus — schnell
und deutlich. (Knoth u.a. 2010; Leuner u.a. 2007) Im Gegensatz dazu werden
die meisten Glioblastome allerdings erst wesentlich spater — im fortgeschrittenen
Erwachsenenalter und damit zu einem Zeitpunkt mit nur noch vereinzeltem Auftreten
neuronaler Vorlduferzellen — diagnostiziert. (Ohgaki u.a. 2005; Stock u.a. 2012)

Im jetzt folgenden Kapitel soll der Mechanismus der endogenen Tumorsuppression
durch neuronale Vorlduferzellen ausfithrlich dargestellt werden, der diesen inversen
Zusammenhang erklart und als Ansatzpunkt fiir eine mogliche Pharmakotherapie

maligner Gliome mit Cannabinoiden dient.

1.2.1 Neuronale Vorlauferzellen im gesunden, adulten Gehirn

Der Hippocampus, hier insbesondere der Gyrus dentatus, und die Subventrikuldre
Zone (=SVZ) sind die einzigen im Gehirn erwachsener Menschen bekannten Lokali-
sationen von neuronalen Stamm- und Vorlduferzellen und damit auch die einzigen
Orte einer funktionierenden Neurogenese. (Conover u.a. 2011; Deng u. a. 2009) Phy-
siologischerweise wandern die neuronalen Vorlduferzellen aus der SVZ zum Bulbus
olfactorius und dienen dort der Regeneration der Riechsinneszellen. (Conover u. a.
2011; Walzlein u. a. 2008) Vergleichbar zu Nagetieren kann auch fiir den Menschen
von einer funktionierenden Neurogenese im Gyrus dentatus eines adulten Gehirns
ausgegangen werden. (Deng u.a. 2009; Knoth u. a. 2010) Dies scheint eine wichtige
Rolle bei der cerebralen Manifestation von Gedéchtnisprozessen im Hippocampus zu
spielen. (Conover u.a. 2011; Deng u.a. 2009; Knoth u. a. 2010)

Die Quantitédt der neuronalen Vorlauferzellen féllt allerdings auch im Gyrus denta-
tus und in der SVZ mit ansteigendem Alter deutlich ab. (Conover u.a. 2011; Knoth
u. a. 2010; Walzlein u. a. 2008)

12
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1.2.2 Migration neuronaler Vorlauferzellen zu Gliomen

Neuronale Vorlduferzellen aus der SVZ wandern allerdings nicht nur unter physiolo-
gischen Bedingungen zum Bulbus olfactorius, sondern auch zu sich neu formierenden
Gliomen. (Glass u.a. 2005) Dort bewirken sie eine deutliche Reduktion der Tu-
morgrofe und fithren in geeigneten IN VIVO Experimenten zu einem signifikant
verlingerten Uberleben der Versuchstiere. (Glass u. a. 2005; Suzuki u. a. 2005) Dieser
tumorsuppressive Effekt zeigt eine deutliche Abhéngigkeit vom Alter der Versuchs-
tiere: je dlter, desto weniger neuronale Vorlduferzellen konnten um die induzierten
Tumore nachgewiesen werden und desto geringer war der tumorsuppressive Effekt.
(Glass u.a. 2005; Walzlein u. a. 2008) Es konnte allerdings gezeigt werden, dass dafiir
nicht das fortgeschrittene Alter der Versuchstiere selbst verantwortlich ist, sondern
aufischliellich die deutlich verminderte Anzahl der neuronalen Vorlduferzellen in
der SVZ im fortgeschrittenen Alter. (Walzlein u.a. 2008) Auch ein altersabhédngiger
Funktionsverlust der neuronalen Stamm- oder Vorlauferzellen, z. B. durch genetischen
Verlust oder Mutation von D-Type Cyclin, scheint an der zunehmenden Ineffektivitét
der endogenen Tumorsuppression beteiligt zu sein (Walzlein u.a. 2008) Die Glio-
blastomtumorzellen dagegen sind auch bei fortgeschrittenem Alter weiterhin fiir die
tumorsuppressiven Effekte von neuronalen Vorlduferzellen empfindlich. (Chirasani
u.a. 2010; Glass u.a. 2005; Stock u.a. 2012; Walzlein u. a. 2008) So kann z. B. IN
VITRO durch Zugabe von funktionsfihigen neuronalen Vorlduferzellen Zelltod in
Glioblastomzellen induziert werden. (Glass u.a. 2005)

Es kann also angenommen werden, dass nach erfolgter maligner Entartung einer
neuronalen Stammzelle (Sanai u.a. 2005) die Bildung eines Glioblastoms nur erfolgen
kann, wenn u. a. aufgrund von fortgeschrittenem Alter und verminderter Anzahl und
Funktion neuronaler Vorlduferzellen in der SVZ eine endogene Tumorsuppression
durch neuronale Vorlduferzellen nicht mehr maéglich ist. (Glass u. a. 2005; Walzlein
u. a. 2008)

1.2.3 Molekulare Mechanismen der endogenen Tumorsuppression

Der therapeutische Einsatz von neuronalen Stammzellen wird wohl erst in weiter
Zukunft moglich sein. Deshalb kommt den molekularen Mechanismen der endogenen
Tumorsuppression eine besondere Bedeutung zu. Die im folgenden beschriebenen
Mechanismen stellen den theoretischen Kern dieser Arbeit dar und sind der entschei-
dende Angriffspunkt fiir eine pharmakologische Nachahmung und damit fiir eine

TRPV-vermittelte Pharmakotherapie maligner Gliome.
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1.2.3.1 Durch bone morphogenetic protein-7 — BMP-7

Die Malignitédt von Gliomen, insbesondere von Glioblastomen, héngt entscheidend
mit der Aktivitdt der sog. Tumorstammzellen zusammen. (Jordan 2009; Jordan u. a.
2006) Diese werden im weiteren als Glioblastoma-Stem-Cells (=GSCs) bezeichnet.
(Jordan 2009; Jordan u.a. 2006) Gleichzeitig migrieren, wie gerade beschrieben,
neuronale Vorlauferzellen (NPCs) zu entstehenden Gliomen und fithren zu einer
deutlichen Suppression des Tumorwachstums. (Glass u.a. 2005; Walzlein u. a. 2008)
Dies geschieht u. a. durch Ausschiittung von bone morphogenetic protein-7 (=BMP-7).
(Chirasani u. a. 2010) Durch BMP-7 wird allgemein eine Differenzierung neuronaler
Stamm- und Vorlduferzellen — meist in Richtung Astrozyten — bewirkt. (Chirasani u. a.
2010; Gargiulo u. a. 2013; Lim u. a. 2000) Mittlerweile konnte aber auch gezeigt werden,
dass BMP-7 eine Differenzierung der GSCs bewirkt und damit deren Féahigkeit zur
Aufrechterhaltung des Wachstumsprozesses von Gliomen eingeschrankt. (Chirasani
u.a. 2010; Gargiulo u.a. 2013; Lim u. a. 2000)

Die Gruppe der bone morphogenetic proteins (=BMPs) bildet eine Untergruppe
der Transforming Growth Factors (=TGFs). Sie scheinen allgemein eine wichtige
Rolle in der Regulierung der Neurogenese zu spielen, verschiedene Vertreter (neben
dem bereits erwiahnte BMP-7 u.a. auch BMP-2 und BMP-4) konnten bereits in
neuronalen Vorlduferzellen aus der SVZ nachgewiesen werden. (Colak u.a. 2008; Lim
u. a. 2000; Watabe u. a. 2009) Auch fiir die embryonale Neurogenese ist eine relevante
Beeinflussung der neuronalen Differenzierung durch BMPs als erwiesen anzusehen.
(Hochstim u. a. 2008; Kriegstein u.a. 2009) Insbesondere BMP-2 und BMP-4 wurden
auch schon — letztendlich vergeblich — als mdgliche klinische Therapieoptionen fiir
Patienten mit Glioblastom diskutiert, da fiir sie ebenfalls gegen GSCs gerichtete
Effekte aufgezeigt werden konnten. (Lee u.a. 2008; Piccirillo u. a. 2006)

Fiir tumorsupprimierende neuronale Vorlauferzellen konnte IN VITRO und IN VIVO
eine deutlich erhohte Expression und Sekretion von BMP-7 gezeigt werden, was
wiederum zu der bereits erwahnten Differenzierung und Suppression der GSCs
fithrte. (Chirasani u.a. 2010) Durch Suppression der GSCs kann nicht nur von
einer allgemeinen Tumorsuppression ausgegangen werden, sondern auch von einer
deutlichen Reduktion der fiir Glioblastome typischen Neigung zu Rezidiven, die
vermutlich meist von iiberlebenden GSCs ausgehen. (Chirasani u.a. 2010)

Die Aktivierung des BMP-Signalweges durch BMP-7 fithrt in GSCs zu einer
Phosphorylierung der Signalproteine Smadl/5/8. Daraufhin kommt es zu einer
nukledren Translokation von Smad4 mit folgender Beeinflussung der Genexpression,

die letztendlich zu einer Erzeugung von sog. ER-Stress fithrt. (Chirasani u.a. 2010;

14



Kapitel 1 Theoretische Grundlagen der Arbeit

1 |— Noggin, Chordin

BMPR-I BMPR-II

isoliquiritigenin

v /
CHEST/EN) — (PSS
l——l Smad6, 7

dorsomorphin -

cytoplasm
//;::":f !

nucleus
I—) 1d-1, -2

Abbildung 1.3: Die Aktivierung des klassischen BMP-Signalweges mit Dar-
stellung der folgenden zytoplasmatischen und nukledren Prozesse,
entnommen aus Vrijens u.a. (2013, Fig. 1) mit freundlicher Genehmi-
gung von PLoS ONE geméif} Creative Commons Attribution License®

Gargiulo u.a. 2013) Die nukleare Translokation von Smad4 kann aber auch durch

Transforming Growth Factor-g (=TGF-$) und eine folgende Phosphorylierung von
Smad2 bewirkt werden. (Gargiulo u.a. 2013; Watabe u.a. 2009)

Abb. 1.3 gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber die molekularbiologischen

Prozesse nach einer Aktivierung des BMP-Signalweges. (Vrijens u. a. 2013)

1.2.3.2 Durch Endovanilloide via TRPV-1-Rezeptoraktivierung

Die bereits beschriebenen tumorsuppressiven und zytotoxischen Effekte von neu-
ronalen Vorlauferzellen auf Glioblastomzellen konnen durch Einsatz von TRPV-1-

Antagonisten (hier: Capsazepine) signifikant reduziert werden. (Stock u.a. 2012) Au-
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Berdem ist die Expression des TRPV-1-Rezeptors in Glioblastomzellen im Gegensatz
zu gesundem Hirngewebe sehr hoch und im Kulturmedium neuronaler Vorlauferzellen
konnen sog. Endovanilloide (hier z. B. Arachidonoylethanolamide (=AEA), Oleoyl-
ethanolamide (=OEA) und Palmitoylethanolamide (=PEA)) nachgewiesen werden,
die bereits als TRPV-1-Agonisten bekannt sind. (Starowicz u. a. 2007; Stock u. a. 2012;
Szallasi u. a. 2007) Diese drei Endovanilloide kénnen in entsprechender Konzentration
auch alleine IN VITRO deutlich messbare zytotoxische Effekte auf Glioblastomzellen
bewirken, die wiederum durch TRPV-1-Antagonisten signifikant vermindert werden
kénnen. (Stock u.a. 2012) Auch durch das synthetische Vanilloid Avranil, einen
bekannten starken TRPV-1-Aktivator, kann ein vergleichbarer zytotoxischer Effekt
nachgewiesen werden. (Stock u.a. 2012)

Es kann also angenommen werden, dass die endogene Tumorsuppression durch neu-
ronale Vorlduferzellen neben BMP-7 v. a. durch sog. Endovanilloide mittels TRPV-1-
Rezeptoraktivierung vermittelt wird. (Chirasani u.a. 2010; Stock u. a. 2012)

1.2.3.3 Gemeinsame Endstrecke — ER-Stress und ATF-3

Das Endoplasmatische Retikulum (=ER) hat vielfdltige Aufgaben, die der Aufrechter-
haltung der Zellhomdostase dienen, so u.a. der Ca?t-Speicherung, Lipipdsynthese
und posttranslationalen Modifkation (v.a. Faltung und Glykosilierungen) neu synthe-
tisierter Proteine. Kommt es zu einer Anhéufung falsch- oder ungefalteter Proteine,
so werden intracelluldre Signaltransduktionswege in Gang gesetzt, die entweder zu
einer Verminderung der Proteinbiosynthese oder zur Induktion verschiedener Zelltod-
mechanismen fithren. Dies wird als sog. ER-Stress bezeichnet. (Han u.a. 2013; Hetz
2012; Walter u.a. 2011)

Es konnten mittlerweile eine Vielzahl an Proteinen identifiziert werden, die ER-
Stress abhéngige Signaltransduktionswege beeinflussen. Als Beispiele fiir ER-Stress-
und Zelltod-regulierende Proteine sind in diesem Zusammenhang u. a. die Transkripti-
onsfaktoren CHOP, CREB, CREM und Activating Transcription Factor-1(=ATF-1)
bis ATF-7 (teilweise auch unter alternative Bezeichnungen bekannt) zu nennen. (Han
u.a. 2013; Thompson u. a. 2009)

Von besonderem Interesse ist dabei v. a. Activating Transcription Factor-3 (=ATF-3)
wofiir sowohl protoonkogene als auch tumorsuppressive Wirkungen beschrieben wer-
den. (Thompson u.a. 2009) Einen Uberblick iiber die intrazelluliren Wirkungen von
ATF-3 bietet Abb. 1.4 auf der nichsten Seite. (Thompson u.a. 2009)

In Folge einer Einwirkung von Endovanilloiden kommt es in malignen Gliomzellen

zu einer relevanten Entwicklung von sog. ER-Stress. (Stock u.a. 2012) Dies zeigt sich
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Abbildung 1.4: Uberblick iiber die Funktionen von ATF-3 aus Thompson u. a.
(2009, Fig. 1) mit freundlicher Genehmigung des Journal of Molecular
Medicine und von Springer®
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durch eine deutliche Gréflenzunahme des endoplasmatischen Reticulums (=ER) und
der verstarkten Expression von bekannten Proteinen, die mit ER-Stress assoziiert
sind, wie v.a. ATF-3. (Stock u. a. 2012) Diese Effekte konnen ebenfalls durch TRPV-1-
Antagonisten signifikant reduziert werden. (Stock u. a. 2012) Zu vermuten ist, dass die
0. g. Endovanilloide aufgrund ihrer Lipophilie die Zellmembran ungehindert passieren
kénnen und durch Bindung an TRPV-1-Rezeptoren in der Membran des ERs die
folgenden Signalkaskaden unter Beteiligung von ATF-3 und ATF-4 aktivieren (vgl.
schematische Darstellung in Abb. 1.5 auf der néchsten Seite). (Stock u.a. 2012)

Somit kann angenommen werden, dass ein relevanter Anteil der endogenen Tu-
morsuppression via BMP-7- und TRPV-1-Aktivierung mit Induktion von ER-Stress
und den gerade beschriebenen Signalkaskaden vermittelt wird. (Chirasani u.a. 2010;
Stock u.a. 2012)

1.3 Vanilloide und Cannabinoide — bekannte
TRPV-Agonisten

Um den gerade beschriebenen Mechanismus einer TRPV-1-Rezeptoraktivierung
mit folgender Erzeugung von ER-Stress pharmakologisch nachzuvollziehen, sollen
in dieser Arbeit pflanzliche Cannabinoide zum Einsatz kommen. Als besondere
Vorteile dieser Stoffklasse kénnen eine sehr gute Vertrédglichkeit und ein bereits
laufender erfolgreicher klinischer Einsatz genannt werden. Dies steht im Gegensatz zu
endogenen und synthetischen TRPV-1-Agonisten, die bei systemischer Therapie durch
Rezeptorsensitivierung im Riickenmark Schmerzen neu erzeugen oder verstirken
konnen. (Chu u.a. 2003)

1.3.1 TRPV-Rezeptoren

Ausgeschrieben als transient receptor potential vanilloid (subfamily member) 1 be-
zeichnet ist der TRPV-1-Rezeptor der erste beschriebene Vertreter der Vanilloid-
Untergruppe der grofien Gruppe der TRP-Rezeptoren bei Sdugetieren und Menschen.
(Montell 2005; Venkatachalam u.a. 2007) Die TRP-Rezeptoren sind allesamt als
transmembrandse Kationenkanile beschrieben, die nach Aktivierung und Offnung
durch Einstrom von Na*t- und Ca?*-Ionen zu einer Depolarisierung der Zelle fiih-
ren, deshalb ist auch die Bezeichnung als TRP-Kanal oder -Ionenkanal teilweise
in Verwendung. (Montell 2005; Venkatachalam u.a. 2007) Insgesamt sind zur Zeit
sieben Untergruppen der TRP-Rezeptoren bekannt, die Vanilloid-Untergruppe hat
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Glioma cell death

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Induktion von TRPV-1-ver-
mittelter Cytotoxizitdt durch NPCs mittels Sekretion von
Endovanilloiden entnommen aus Stock u.a. (2012, Fig. 4f) mit
freundlicher Genehmigung von Nature Medicine und der Nature

Publishing Group®
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aktuell sechs bekannte Mitglieder, TRPV-1 bis TRPV-6, wobei einerseits TRPV-1-4
und andererseits TRPV-5 und TRPV-6 jeweils eine funktionelle Untergruppe bilden.
(Montell u.a. 2002; Venkatachalam u. a. 2007)

Urspriinglich wurde der TRPV-1-Rezeptor in der Mundschleimhaut (zur Wahrneh-
mung von Schérfe) und an den Axonen gering myelinisierter afferenter Nervenfasern
nachgewiesen. (Caterina u. a. 2000, 1999, 1997; Tominaga u. a. 1998) Die Besonderheit
des TRPV-1-Rezeptors liegt — wie bei allen TRPV-Rezeptoren — im Mechanismus
seiner Aktivierung. So kann er nicht nur klassischerweise von Capsaicin (vgl. Struk-
turformel in Abb. 1.6a auf Seite 24, deshalb teilweise auch als Capsaicin-Rezeptor
bezeichnet) aktiviert und gedffnet werden, sondern wird z. B. auch durch Einwirkung
von Hitze (ab ca. 43 °C) oder H*-Ionen aktiviert. (Ferrer-Montiel u. a. 2012; Szallasi
u.a. 2007; Venkatachalam u.a. 2007) Somit kann durch den TRPV-1-Rezeptor eine
Vielzahl von potentiell gewebeschiddigenden Reizen wahrgenommen und in Schmerz-
reize umgewandelt werden, ein genetischer knock-out dieses Rezeptors fithrt zu einer
stark gestorten Schmerz- und Hitzewahrnehmung. (Caterina u.a. 2000; Szallasi u. a.
2007)

Der TRPV-1-Rezeptor findet sich aber nicht nur im peripheren afferenten Nerven-
system, sondern auch in vielen verschiedenen Bereichen des zentralen Nervensystems.
(Starowicz u.a. 2007; Szallasi u.a. 2007) Mittlerweile konnte der TRPV-1-Rezeptor
auch in verschiedenen anderen Geweben und Zellen nachgewiesen werden, z. B. in
Lymphozyten. (Saunders u.a. 2007) Wie bereits erwidhnt kann aber auch in den Tu-
morzellen von Glioblastomen eine deutlich erhohte Expression von TRPV-1 gemessen
werden. (Stock u.a. 2012)

Auch der TRPV-2-Rezeptor wurde zuerst als Hitze-Rezeptor beschrieben (Kanal-
offnung fiir Kationen hier bei ungeféhr 52 °C), scheint aber sowohl in der endogenen
Thermoregulation als auch der Thermorezeption keine Rolle zu spielen. (Caterina u. a.
1999; Park u. a. 2011; Peralvarez-Marin u. a. 2013) Ebenso wie der TRPV-1-Rezeptor
ist auch der TRPV-2-Rezeptor im zentralen Nervensystem exprimiert, er scheint
hier insbesondere in der embryonalen Ausbildung der Axone eine Rolle zu spielen.
(Peralvarez-Marin u. a. 2013; Shibasaki u.a. 2010) Auch im adulten Gehirn ist der
TRPV-2-Rezeptor an vielen verschiedenen Stellen exprimiert und scheint ebenso wie
der TRPV-1-Rezeptor eine grofie Rolle in autonomen Regulationsprozessen zu spielen,
u. a. in der Aufrechterhaltung der osmotischen Stabilitdt sowie der Hunger- und
Durstregulation. (Muraki u. a. 2003; Nedungadi u. a. 2012) Eine wichtige Rolle nimmt
der TRPV-2-Rezeptor auflerdem im Zusammenspiel mit dem Glucagon-like Peptide
1(=GLP-1) in den B-Zellen des Pankreas in den Steuerungs- und Riickkopplungs-
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mechanismen der Insulinausschiittung ein. (Aoyagi u.a. 2010; Hisanaga u.a. 2009;
Kanzaki u. a. 1999) Eine Beteiligung an kardiovaskuldren Regulationsfunktionen wird
ebenfalls diskutiert, (Peralvarez-Marin u.a. 2013) eine Expression von TRPV-2 in
der glatten Muskulatur von arteriellen und vendsen GeféBen lief} sich beweisen. (Park
u.a. 2003; Peng u.a. 2010) Auch in vielen lymphatischen Geweben, wie z. B. der
Milz, und in vielen verschiedenen Zellen des Immunsystems, wie z. B. Kupffer-Zellen,
Langerhans-Zellen, Alveolarmakrophagen und Lymphozyten ist TRPV-2 dauerhaft
exprimiert. (Caterina u.a. 1999; Link u.a. 2010; Saunders u. a. 2007)

Auch fiir viele verschiedene Tumorentitdten, ausgehend z. B. von embryonalem,
hepatischem oder urogenitalem Gewebe, konnte mittlerweile eine molekulare Uberex-
pression des TRPV-2-Rezeptors nachgewiesen werden. (Caprodossi u. a. 2008; Liu u. a.
2010; Peralvarez-Marin u. a. 2013) Insbesondere fiir Blasenkarzinome konnte auch ein
tumorsuppressiver Effekt durch die Aktivierung des TRPV-2-Rezeptors gezeigt wer-
den. (Yamada u.a. 2010) Im Gegensatz dazu konnte fir Prostatakarzinomzellen bei
TRPV-2-Nachweis eine verstarkte Metastasierungsrate und Migrationsbereitschaft
beobachtet werden. (Monet u.a. 2009, 2010)

Von besonderem Interesse ist fir diese Arbeit die Tatsache, dass auch fiir den
TRPV-2-Rezeptor — wie auch fiir den TRPV-1-Rezeptor (Stock u.a. 2012) — eine
Assoziation zu tumorsuppressiven Mechanismen auf Glioblastomzellen gezeigt werden
konnte. (Morelli u.a. 2012; Nabissi u.a. 2010, 2013) Die IN VITRO Zellproliferation
und Widerstandsfahigkeit gegen zytotoxische Einfliisse von malignen Gliomzellen
nahm mit steigendem Level an TRPV-2-Expression deutlich ab. (Nabissi u.a. 2010)
Zudem fiihrt eine TRPV-2-Aktivierung durch geeignete Rezeptoragonisten zu einer
Verringerung der Aktivitat und Proliferation der spezifischen Tumorstammzellen (hier
GSCs) durch Differenzierung und damit zu einer wirkungsvollen Tumorsuppression,
die vom Mechanismus mit einer Aktivierung des BMP-7-Signalweges vergleichbar ist.
(Morelli u.a. 2012) Die TRPV-2-Aktivierung bewirkt aulerdem eine erhéhte Sensibi-
litdt gegen klassische zytotoxische Chemotherapeutika, wie z. B. die Standardtherapie
mit Temozolomid. (Nabissi u.a. 2013)

1.3.2 Vanilloide

Vanilloide sind definiert als Verbindungen, die sich in ihrer chemischen Struktur
vom Vanillin (vgl. Abb. 1.6b auf Seite 24) ableiten lassen und als Agonisten am
TRPV-1-Rezeptor — hier dann auch als Vanilloid-Rezeptor oder VR-1-Rezeptor be-
zeichnet — wirken. (Rémpp Enzyklopéddie 2016, s.v. Vanillin, Vanilloid-Rezeptor;
Szallasi u.a. 2007) Als Endovanilloide werden entsprechend die hauptséchlich zen-
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tral wirkenden endogenen Agonisten am TRPV-1-Rezeptor bezeichnet. (R6mpp
Enzyklopadie 2016, s.v. Endovanilloide; Starowicz u.a. 2007) Als erstes Endova-
nilloid konnte Arachidonoylethanolamid (=AEA, meist als Anandamid bezeichnet,
vgl. Abb. 1.6¢c auf Seite 24) identifiziert werden, welches bereits zuvor als Ago-
nist an zentralen Cannabinoid-Rezeptoren beschrieben worden war. (Howard u. a.
2013; Mechoulam u. a. 1998; Rompp Enzyklopéddie 2016, s. v. Endovanilloide; Staro-
wicz u.a. 2007) Mittlerweile konnte eine Vielzahl an Endovanilloiden beschrieben
werden, wie z. B. N-Arachidonoyldopamin (=NADA, vgl. Abb. 1.6d auf Seite 24)
oder N-Oleoyldopamin (=ODA), die u.a. fiir komplexe zentrale Prozesse wie die
endogene Thermoregulation von Bedeutung sind. (Rémpp Enzyklopédie 2016, s.v.
Endovanilloide; Starowicz u.a. 2007)

Neben der bereits erwédhnten Vanillyl-Gruppe bzw. einer stereochemisch dhnlichen
Gruppe bestehen Endovanilloide hiufig noch aus einem mehrfach ungeséttigten
Fettsdurerest, wie z. B. einem Derivat der Arachidonsidure, und zeigen damit maog-
liche Verbindungen zu einem weiteren komplexen Zellkommunikationssystem der

Prostaglandine und Leukotriene auf. (Howard u.a. 2013; Mechoulam u.a. 1998)

1.3.3 Cannabinoide

Cannabinoide sind eine Gruppe an Substanzen, die urspriinglich aus den weiblichen
Bliitenspitzen (Marihuana) und dem aus diesen gewonnenen Harz (Haschisch) der
indischen Hanfpflanze Cannabis sativa isoliert werden konnten. (Elsohly u.a. 2005;
Rompp Enzyklopadie 2016, s. v. Cannabinoide) Diese natiirlich gewonnene Mischun-
gen zeigen ausgepragte psychotrope Auswirkungen auf den menschlichen Organismus,
die v.a. mit dem Gehalt an 8-9-Tetrahydrocannabinol (=THC, vgl. Abb. 1.6e auf
Seite 24) in Korrelation stehen. (Elsohly u.a. 2005; Rémpp Enzyklopéidie 2016, s. v.
Cannabinoide) Weitere nachweisbare Inhaltsstoffe sind u.a. Cannabidiol (=CBD, vgl.
Abb. 1.6f auf Seite 24) und Cannabinol. (Elsohly u.a. 2005; Rompp Enzyklopadie
2016, s.v. Cannabinoide) Wahrend die berauschende Wirkung von THC hauptséch-
lich auf einen direkten Agonismus an den zentralen Cannabinoid-Rezeptoren CB;
und CBj zuriickgefithrt werden kann, (Howlett u.a. 2002; Pertwee 2006) sind fiir
andere Cannabis-Bestandteile, wie insbesondere fiir CBD, nur sehr geringe, zum
Teil auch antagonistische Wirkungen an diesen Rezeptoren bekannt. (Mechoulam
u.a. 2007; Scuderi u.a. 2009) Da deshalb die typischen berauschenden oder sedie-
renden Nebenwirkungen fehlen, ist CBD pharmakologisch besonders interessant.
(Mechoulam u.a. 2007; Scuderi u.a. 2009) Fir CBD werden u. a. Interaktionen am

Serotonin-Rezeptor 5-HT1a und an verschiedenen TRPV-Rezeptoren, allosterische
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Modulationen an Opiod-Rezeptoren, Beeinflussung diverser Zytokin-Systeme (wie
z.B. TNF-a und IFN-y) und anti-oxidative Effekte diskutiert. (Mechoulam u.a.
2007; Scuderi u.a. 2009) Aktuell sind deshalb u. a. antiepileptische, antiemetische,
analgetische, hypnotische und weitere v. a. zentrale und neuroprotektive Wirkungen
Gegenstand intensiver pharmakologischer Forschung. (Elsohly u. a. 2005; Mechoulam
u.a. 2007; Scuderi u.a. 2009)

Mittlerweile konnte &hnlich dem Endovanilloid-System auch ein cerebrales Endocan-
nabinoid-System nachgewiesen werden, als zentrale Rezeptoren dienen hier v. a. die
Cannabinoid-Rezeptoren CB; und CBs. (Mechoulam u. a. 1998; Rompp Enzyklopédie
2016, s.v. Cannabinoid-Rezeptor) Zusitzlich wird auch eine Beteiligung verschiede-
ner weiterer Rezeptoren, wie z. B. des N-Arachidonoylglycin-Rezeptors GPR 18, des
Orphan-Rezeptors GPR 55 oder des GPR 119-Rezeptors diskutiert. (Mechoulam u. a.
1998; Pertwee u.a. 2010) Im Gegensatz zu den TRPV-Rezeptoren handelt es sich bei
den endogenen Cannabinoid-Rezeptoren CB; und CBj nicht um Ionenkanile, son-
dern sie beeinflussen als G-Protein gekoppelte Rezeptoren Phosphorylierungsprozesse
in verschiedenen Zelltransduktionswegen — z. B. durch Beeinflussung der Adenylat-
Cyclase und damit der intrazelluldren Konzentration an cyclischem AMP (=cAMP) —
und die Offnungswahrscheinlichkeiten verschiedener K*- und Ca?*-Ionenkanile mit
meist inhibitorischen Effekten. (Howlett u. a. 2002; Pertwee 2006; Rompp Enzyklopé-
die 2016, s. v. Cannabinoid-Rezeptor) Die CB;j-Rezeptoren kommen hauptsichlich
im zentralen und peripheren Nervensystem vor, die CBs-Rezeptoren dagegen sind
vorwiegend in den verschiedenen Zellen des Immunsystem lokalisiert, kommen aber
teilweise ebenfalls im zentralen Nervensystem vor. (Howlett u.a. 2002; Pertwee 2006;
Rompp Enzyklopadie 2016, s. v. Cannabinoid-Rezeptor)

Als wichtige Endocannabinoide kénnen das bereits bei den Endovanilloiden er-
wahnte Anandamid und 2-Arachidonoylglycerin (=2-AG) genannt werden. (Mechou-
lam u.a. 1998) Wie am Beispiel von Anadamid zu sehen, bestehen zwischen dem
Endovanilloid-System und dem Endocannabinoid-System weitreichende Uberschnei-
dungen. So interagieren viele Endovannilloide agonistisch oder antagonistisch mit
CB-Rezeptoren. Umgekehrt konnte auch fiir Cannabinoide bereits eine Interaktion
mit TRPV-Rezeptoren gezeigt werden. (Peralvarez-Marin u.a. 2013; Pertwee u. a.
2010; Starowicz u.a. 2007)

Insbesondere fiir den TRPV-2-Rezeptor ist eine mogliche Aktivierung durch pflanzli-
che Cannabinoide bereits bekannt und gut etabliert, die notwendigen Konzentrationen
bewegen sich je nach Substanz im Bereich ab 1,25 uM fiir CBD. (De Petrocellis u. a.
2011; Peralvarez-Marin u.a. 2013; Qin u.a. 2008) Die im letzten Absatz von Ab-
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Abbildung 1.6: Strukturformeln ausgewihlter Vanilloide und Cannabinoide
Strukturformeln erstellt mit mol2chemfig (mol2chemfig 2016) nach
Abgleich mit PubChem (PubChem 2016)

schnitt 1.3.1 auf Seite 18 erwdhnten tumorsuppressiven Effekte auf Glioblastomzellen
durch TRPV-2-Agonisten konnten durch Einsatz pflanzlicher Cannabinoide — hier
insbesondere von Cannabidiol (=CBD) — erreicht werden. (Morelli u. a. 2012; Nabissi
u.a. 2013; Solinas u.a. 2013) Neben dieser TRPV-2 vermittelten Tumorsuppression
von Glioblastomen konnten auch fiir eine Vielzahl anderer maligner Erkrankungen,
wie z.B. fiir Prostata-, Brust-, Lunge-, Haut- und Pankreaskarzinome sowie fiir
maligne Lymphome, tumorsuppressive Effekte durch Cannabinoide gezeigt werden.
(Sarfaraz u.a. 2008) Teilweise konnten dabei Zellsignalkaskaden identifiziert werden,
die iiber die aktivierten Cannabinoid-Rezeptoren durch Phosphorylierungsprozesse
Apoptose induzieren. Zudem ist aber auch die bereits erwdahnte TRPV-2 vermittelte

Tumorsuppression zu diskutieren. (Sarfaraz u.a. 2008; Yamada u. a. 2010)

24



Kapitel 1 Theoretische Grundlagen der Arbeit

1.3.4 Etablierter klinischer Einsatz pflanzlicher Cannabinoide

Neben den im vorherigen Abschnitt bereits diskutierten moglichen pharmakologi-
schen Einsatzgebiete fiir pflanzliche Cannabinoide gibt es einige Indikationen und
Substanzen, fiir die bereits eine komplette Zulassung inkl. kompletter Phase-I- bis
Phase-III-Studien erfolgt ist. So werden Cannabinoide, hier eine je 50 %ige Mischung
aus 0-9-Tetrahydrocannabinol (=THC) und Cannabidiol (=CBD), unter dem Handels-
namen Nabiximols® bereits erfolgreich zur Behandlung von Spastik und Schmerzen
bei Multipler Sklerose eingesetzt. (Howard u.a. 2013; Notcutt 2015; Zettl u.a. 2016)
Zudem koénnen Cannabinoide auch erfolgreich bei Chemotherapie-induzierter Ubelkeit
und Erbrechen (v.a. THC), bei AIDS-abhéngiger Anorexie (hier z. B. das syntheti-
sche Cannabinoid Nabilone) und auch bei nicht anders kontrollierbaren chronischen
Schmerzen — auch ohne Tumorassoziation — zum Einsatz kommen. (Howard u. a. 2013,
Lynch u. a. 2015) Mittlerweile wird auch intensiv ein Einsatz bei therapierefraktérer
kindlicher Epilepsie evaluiert, insbesondere beim Lennox-Gastaut-Syndrom oder auch
beim Dravet-Syndrom.(Campbell u.a. 2017; Szaflarski u. a. 2019; Wheless u. a. 2019)

1.4 Flavonoide als Aktivatoren des BMP-7-Signalweges

Neben der TRPV-1-Rezeptoraktivierung durch Endovanilloide, die in dieser Ar-
beit pharmakologisch mit Cannabinoiden erfolgen soll, ist wie bereits beschrieben
auch eine Aktivierung des BMP-7-Signalweges an der endogenen Tumorsuppression
beteiligt. (Chirasani u.a. 2010; Stock u.a. 2012) Es kann vermutet werden, dass
mit zunehmendem Alter und Verminderung neuronaler Vorlauferzellen das durch
BMP-7-Aktivierung vermittelte Gleichgewicht zwischen Tumorsuppression und Glio-
magenese in den neuronalen Vorlduferzellen verschoben wird. (Chirasani u.a. 2010)
Die Flavonoide sind eine pharmakologisch bereits erprobte und gut untersuchte
Substanzgruppe, die IN VITRO und IN VIVO eine Aktivierung des BMP-7-Signalweges
bewirken kann. (Gargiulo u.a. 2013; Vrijens u.a. 2013) Dadurch koénnte ein thera-
peutischer Ersatz fiir die endogene Aktivierung des BMP-7-Signalweges moglich sein.
(Chirasani u. a. 2010)

In einem sog. High Throughput Screening konnten vier verschiedene Flavonoide — je
zwei Chalone (Isoliquiritigenin und 4 ’-Hydroxychalon) und Flavone (Diosmetin und
Apigenin) — identifiziert werden, die eine Aktivierung des BMP-Signalweges bewirken.
(Vrijens u.a. 2013) Nur fiir die beiden Chalone — insbesondere das im weiteren
Verlauf dieser Arbeit verwendete Isoliquiritigenin — konnte auch phosphoryliertes

Smadl/5 (pSmadl/5, ab einer Konzentration von 5-10 pM Isoliquiritigenin) und

25



Kapitel 1 Theoretische Grundlagen der Arbeit

Id1, sowie Id2 (ab einer Konzentration von 14-28 uM Isoliquiritigenin) nachgewiesen
werden. (Vrijens u.a. 2013) Zusétzlich wurde fiir Isoliquiritigening auch bereits IN
VIVO ein Agonismus an intracerebralen GABA s-Rezeptoren gezeigt, somit kann eine
verlissliche Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke angenommen werden. (Cho u. a.
2011)

Damit bietet sich Isoliquiritigenin zur pharmakologischen Aktivierung des BMP-7-
Signalweges an, IN VITRO in dieser Arbeit und moglicherweise auch zur pharmakolo-

gischen Nachahmung der endogenen Tumorsuppression IN VIVO.

1.5 Tumornekrosefaktor-oo — TNF-o

Tumornekrosefaktor-o (=TNF-o, teilweise auch als Cachectin oder Lymphotoxin
bezeichnet) wurde urspriinglich als von Makrophagen und Lymphozythen sezerniertes
Protein beschrieben, welches zur Lyse von Zellen, insbesondere von Tumorzellen, fiihrt.
(Carswell u. a. 1975; Granger u. a. 1969; Locksley u. a. 2001) Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass TNF-a eine wichtige Rolle in der Entstehung von Fieber spielt und
noch viele weitere, vorwiegend immun- und entziindungsmodulatorische Funktionen
hat. (Beutler u.a. 1986; Locksley u.a. 2001)

Von besonderer Bedeutung fiir diese Arbeit ist die Tatsache, dass TNF-a die Emp-
findlichkeit prasynaptischer TRPV-1-Rezeptoren im Riickenmark fiir die Einwirkung
von endogenen Agonisten &dhnlich den o.g. Endovanilloiden (z. B. N-Oleoyldopamin)
deutlich erhoht. (Spicarova u.a. 2010) Dabei wird durch TNF-a zunéchst u. a. die
Aktivitat der Cyclin-dependent kinase 5 (=Cdk5) gesteigert, die anschliefend durch
eine Phosphorylierung am TRPV-1-Rezeptor den Einstrom von Ca?*-Ionen in die
Zelle und damit (vgl. Abschnitt 1.3.1 auf Seite 18) die bereits beschriebene Akti-
vierung des Rezeptors begiinstigt. (Caterina u.a. 1997; Pareek u.a. 2007; Rozas
u.a. 2016) Urspriinglich zur Schmerzreaktion auf Entziindungszreize dienend, kénnte
dieser Effekt fiir eine TRPV-vermittelte Pharmakologie maligner Gliome niitzlich
sein.

TNF-o scheint — neben u. a. Interleukin (=IL)-6, IL-8, IL-10 und TGF-$ — auch im
cerebralen Tumor-Microenviroment von Glioblastomen eine wichtige Rolle zu spielen.
(Aggarwal u.a. 1996; Bhat u.a. 2013; Charles u.a. 2012) So konnte z. B. gezeigt
werden, dass eine molekulargenetische Blockade von TNF-a IN VIVO tumorsuppressiv
auf Glioblastome wirkt. (Aggarwal u.a. 1996) Weiterhin scheint TNF-o auch einen
Einfluss auf die Auspriagung des molekularbiologischen Subtyps zumindest IN VITRO
zu haben. (Bhat u.a. 2013) Durch Einwirkung von TNF-o kommt es in GSCs vom
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proneuralen Subtyp zur Aktivierung der NF-xB-Kaskade und zur Expression von u. a.
CD44 und damit zur Auspriagung des mesechymalen Subtyps und einer verminderten
Strahlensensitivitdt IN VITRO. (Bhat u.a. 2013)

FEine wichtige Rolle nimmt TNF-a auch in der Immunreaktion als Stimulator von
Makrophagen ein. Diese Stimulation ist insbesondere in der Reaktion auf Mycob-
acterium tuberculosis, den Erreger der Tuberkulose entscheidend. Wahrend einer
Behandlung mit Anti-TNF-o-Antikérpern besteht hier eine grofie Gefahr der Reak-
tivierung einer latenten Infektion. (Keane u.a. 2001) Die Anti-TNF-a-Antikérper,
z. B. Inflixzimab (Remicade®) oder Adalinumab (Humira®) sind heutzutage wichtige
Bestandteile der Therapie verschiedener Autoimmunerkrankungen, wie z. B. den
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa oder
der rheumatoiden Arthritis, so dass davon ausgegangen werden kann, dass TNF-a

auch in der Pathogenese dieser Krankheiten zentral beteiligt ist. (Hehlgans u. a. 2005)
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Verwendete Materialien und Methoden

Im Verlauf des folgenden Kapitels werden die verwendeten Materialien, insbeson-
dere die zu untersuchenden Cannabinoide, aufgefithrt und ihre Verwendungs- und
Lagerungsbedingungen dokumentiert. Weiterhin werden auch die angewandten Mess-
und Analysemethoden vorgestellt, mit besonderem Fokus auf Durchfiihrung und
Weiterentwicklung der Methode der fluoreszenzbasierten Messung der relativen Zyto-
toxizitit (CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay, Promega # G 9262). Zudem wird
die Technik der IN-VITRO-Zellkultivierung beschrieben, wie sie im Tumorbiologischen

Labor der Abteilung fiir neurochirurgische Forschung etabliert ist.

2.1 Zellkultur

Es wurden zwei verschiedene Formen der IN-VITRO-Zellkultur verwendet. Grund-
sitzlich zu unterscheiden sind dabei die lang etablierten sog. Zelllinien, die in
serumhaltiger Kultur eine unbegrenzte Wachstums- und Teilungspotenz haben, von
den sog. Primdrkulturen, die direkt aus Operationspraparaten gewonnen in serum-
freiem Medium kultiviert werden. Letztere zeichnen sich zwar durch eine groflere
zellbiologische Ahnlichkeit zu IN-vIVO-Tumorgewebe aus, haben aber eine deutlich
eingeschrankte Teilungsgeschwindigkeit und -potenz sowie wesentlich anspruchsvollere

Kulturbedingungen.

2.1.1 Zelllinien

Fiir die Kultivierung der eingesetzten Zelllinien wurde als Standardkulturmedium
DMEM (=Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Biochrom # FG 0415) eingesetzt mit
den empfohlenen Zusétzen von 10 % FCS (=Fetal-Calf-Serum, Biochrom # SO 115),
1% MEM NEAA (=Non-Essential-Amino-Acids, Gibco # 11140-035) und 1% Peni-
cillin/Streptomycin/Glutamin (Gibco # 10378-016). Letzteres konnte im Verlauf der
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Arbeit auf 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco # 15140-122) umgestellt werden, da
bereits im Ausgangsmedium standardméfig ausreichend L-Glutamin enthalten ist.
Zur Ablésung der meist adhérenten Zellen vom Boden des Kulturgefdfies — sog.
Splitten — wurde 0,5 %iges Trypsin mit Zusatz von 0,2 % EDTA (Biochrom # L 2153)
verwendet, wie allgemein iiblich diente als Waschpuffer isotonisches PBS (=Phosphate-
Buffered-Saline, Bezug iiber Klinikapotheke).

Die verwendeten Zelllinien, hauptséichlich die etablierte humane Glioblastom-Zell-
linie U87, wurden in Zellkulturflaschen verschiedener GroéBen (25 cm? TPP # 90026,
75cm? TPP # 90760 und 150 cm? TPP # 90151) bei 37 °C, 5% CO2 und 95%
Luftfeuchtigkeit in einem handelsiiblichen Brutschrank kultiviert. Bei regelméfliger
mikroskopischer Kontrolle des Zellwachstums erfolgte mindestens zweimal pro Woche
ein Wechsel des o.g. Kulturmediums, bei ausreichender Dichte des Zellrasens (ca.
70-90 % Konfluenz) wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurde das Medium entfernt,
der Zellrasen mindestens einmal mit PBS gewaschen und der Boden der Zellkultur-
flasche mit Trypsin/EDTA bedeckt. Nach kurzer Inkubation bei Raumtemperatur,
falls erforderlich auch bei 37 °C im Brutschrank, und einer anschlieenden kurzen
mikroskopischen Kontrolle auf die komplette Ablosung aller Zellen vom Boden, wurde
das Trypsin/EDTA mit mindestens dem doppelten Volumen an Kulturmedium —
durch die antiproteolytischen Bestandteile des zugesetzten FCS — inaktiviert. Die
erhaltene Zellsuspension wurde dann fir fiinf Minuten bei 2 000 rpm zentrifugiert
und das entstandene Zellpellet in einer definierten Menge Medium (z. B. 1ml) resus-
pensiert, sodass eine Zellzahl bzw. -konzentration mithilfe der Neubauer-Zihlkammer
(Roth # T 728.1) bestimmt werden konnte. Zur weiteren Kultivierung wurden meist
ungefahr 10 % der abgelosten Zellen gemeinsam mit frischem Medium zuriick in
die Zellkulturflasche gegeben, alternativ nach Zahlung ca. 100000 Zellen mit 4 ml
Medium in eine kleine Zellkulturflasche (25 cm?), ca. 300 000 Zellen mit 10 ml Medium
in eine mittlere Zellkulturflasche (75cm?) oder ca. 600000 Zellen mit 20 ml Medium
in eine grofe Zellkulturflasche (150 cm?). Die {ibrigen Zellen konnten dann fiir die im
weiteren beschriebenen zellbiologischen Experimente verwendet werden.

Nach jedem Splitten wurde geméfl der Konvention die Passagezahl um 1 erhoht.
Im Laufe der Arbeit wurden ausschliellich Zellen mit laborinternen Passagezahlen
zwischen 5 und 40 verwendet. Um dies zu ermoglichen, wurden zu Beginn der
Arbeit Zellen mit niedrigen Passagezahlen in speziellem Einfriermedium unter Zusatz
von DMSO (=Dimethylsulfoxid) bei -80 °C im Tiefkiihlschrank bzw. bei -196 °C in

fliissigem Stickstoff kryokonserviert.
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2.1.2 Primarkulturen

Im Gegensatz zu den Zelllinien wurde fiir die Primarkulturen serumfreies Medium ver-
wendet. Zu Beginn der Arbeit wurde dafiir Neurobasal MEDIUM A (Gibco # 12349-
015) eingesetzt, allerdings ohne Zusatz von Phenolrot, um Interaktionen mit den
anschlielenden fluoreszenzbasierten Messmethoden zu vermeiden. Entsprechend den
Empfehlungen wurde 1% Penicillin/Streptomycin/Glutamin (Gibco # 10378-016),
1% B27-Supplement (Gibco # 17504-044), 0,5 % N2-Supplement (Gibco # 17502-048)
und je 20ng/ml hEGF (R & D # 236-EG), bFGF (PeproTech # 100-18B) und Hepa-
rin (Sigma # H 3149-10KU) zugesetzt. Nachdem Vergleichsexperimente ein gleiches
Wachstumsverhalten gezeigt hatten, wurde das serumfreie Medium auf DMEM /F-12
(Gibco # 21041-033) umgestellt, ebenfalls ohne Phenolrot und mit Zusatz von 1 % Pe-
nicillin/Streptomycin (Gibco # 15140-122), 2 % B27-Supplement (Gibco # 17504-044)
und je 20ng/ml hEGF (R& D #236-EG) und bFGF (PeproTech # 100-18B). L-
Glutamin war hier ebenfalls schon standardméfig enthalten.

Bei regelméafliger mikroskopischer Kontrolle des Zellwachstums erfolgte hier min-
destens dreimal pro Woche ein Wechsel des Kulturmediums. Aufgrund des teilweisen
oder vollstandigen spharoiden Wachstums der verwendeten Priméarkulturen wurde
dabei zundchst immer das alte Medium fiir fiinf Minuten bei 1 500 rpm zentrifugiert
und dann das entstandene Zellpellet resuspensiert bzw. gesplittet. Zum Splitten wurde
anstelle von Trypsin/EDTA hier Accutase (Sigma # A6964) verwendet, die allerdings
nicht durch im Medium enthaltene Proteine inaktiviert wurde, sondern ausschliefSlich
durch Verdiinnung und anschliefendes Abzentrifugieren entfernt werden konnte. Das
weitere Vorgehen ist vergleichbar zum Protokoll bei Zelllinien.

Tabelle 2.1 zeigt eine Auflistung der vier verwendeten humanen Primdrkulturen —
etabliert im Tumorbiologischen Labor der Abteilung fiir neurochirurgische Forschung
—und fiihrt jeweils rein subjektiv Wachstumsgeschwindigkeit und dominierende Wachs-

tumsform auf.

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Primirkulturen

Name  Wachstumsgeschwindigkeit = dominierende Wachstumsform

GBM10 mittel gemischt adhérent und sphéroid
GBM13 langsam rein sphéroid

GBM20 schnell mehr adhérent als sphéroid
GBM29 mittel gemischt adhdrent und spharoid
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2.1.3 Versuchsaufbau im Multi-Well-Format

Fiir die zellbiologischen Versuche wurde ein Multi-Well-Format mit 24- und 96-
Well-Testplatten verwendet (TPP # 92424 und TPP # 92096). Zur Vermeidung von
unerwiinschten Storeffekten wurden in jeder 96-Well-Platte der duflere Rand der
Platte nicht genutzt und zum Ausgleich mit je 200 1l PBS gefiillt, bei den 24-Well-
Platten wurde darauf verzichtet. Im weiteren werden Vorgehen und Mengen fiir
96-Well-Platten mit Zelllinien beschrieben, fiir die 24-Well-Platten sind die Zahlen
und Volumina analog zu den Gréflenverhéltnissen, insbesondere der Bodenfliache pro
Well, jeweils um den Faktor 5 zu erhdhen. Die Besonderheiten fiir die Primdrkulturen
werden jeweils extra aufgefiihrt.

Am ersten Versuchstag wurden die gesplitteten Zellen in Aliquots von 200 nl
Kulturmedium mit je 3000 Zellen bzw. zu Beginn der Arbeit je 10000 Zellen pro Well
auf die Platten verteilt. Mindestens fiinf Wells wurden als Leerkontrolle entsprechend
mit Medium ohne Zellen befillt.

Am folgenden Tag wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und jeweils 90 1l serum-
freies Primérkulturmedium zugegeben. Bei Priméarkulturzellen begann der Versuch
erst zu diesem Zeitpunkt, es wurden direkt je 3000 Zellen in 90 pnl Primarkulturme-
dium pro Well aliquotiert. War eine Vorbehandlung der Zellen geplant (z.B. mit
TRPV-Antagonisten oder TNF-a) wurden die entsprechenden Substanzen in der
geplanten Wirkkonzentration direkt dem Medium hinzugefiigt.

Nach einer erneuten Inkubationszeit von 24 Stunden wurden pro Well jeweils
10 pl Primérkulturmedium mit der gleichen Konzentration an eventueller Vorbehand-
lungssubstanz und der zehnfachen gewiinschten Konzentration der Wirksubstanzen
(z.B. Cannabinoide oder Flavonoide) zugegeben. Dies fithrte zu einer weiterhin
konstanten Konzentration der Vorbehandlungssubstanz und durch die Verdiinnung
zu der gewiinschten Konzentration der zu untersuchenden Substanz. Zusétzlich zu
den oben beschrieben Leerkontrollen wurden auf jeder Platte jeweils mindestens
fiinf Kontrollwells mit unbehandelten Zellen eingerichtet. Je getesteter Konzentrati-
on, Kombination oder korrespondierender Kontrolle (z. B. nur mit Vorbehandlung)
wurden ebenfalls immer mindestens fiinf Wells verwendet. Die Konzentration an ver-
wendeten organischen Losungsmitteln (v.a. DMSO) wurde iiber alle Wells inklusive
aller Kontrollen exakt gleich gehalten.

In der Folge wurde — nach gewiinschter Inkubationszeit — entweder die gesamte
Platte einer kombinierten Messung von Zytotoxizitat und Zellzahl zugefiihrt, wie
in Abschnitt 2.4 auf Seite 36 und Abschnitt 2.3 auf Seite 35 beschrieben, oder

es wurden unter sterilen Bedingungen 20l Aliquots entnommen und mit der im
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letzten Absatz von Abschnitt 2.3 beschriebenen weiterentwickelten Messmethode fiir
relative Zytotoxizitdt analysiert, um Zeitverldufe zu erstellen oder den optimalen

Messzeitpunkt zu ermitteln.

2.2 Verwendete Wirksubstanzen und Konzentrationen

Im folgenden Abschnitt werden jetzt die einzelnen Substanzen aufgefiihrt, die im ge-
rade beschriebenen Versuchsaufbau mit Glioblastomzellen auf IN VITRO zytotoxische
Effekte, sowie auf die Verstarkung oder Inhibition dieser Effekte untersucht werden

sollten.

2.2.1 Vanilloide und Cannabinoide

In Tabelle 2.2 auf der néchsten Seite sind insgesamt zehn Cannabinoide aufgefiihrt,
die auf ihre zytotoxischen Effekte untersucht werden sollten. Diese wurden mit
beiliegendem Certificate of Analysis freundlicherweise von GW Pharmaceuticals®
zur Verfiigung gestellt. Ergdnzt wurden die Testsubstanzen von den bekannten
endogenen TRPV-1-Aktivatoren Capsaicin (Sigma # M 2028) und N-Arachidonoyldo-
pamin (=NADA, Sigma # A 8848). Alle Substanzen aufler NADA wurden in DMSO
mit einer Konzentration von 100 mM gelost. NADA wurde bereits gelost in Ethanol
geliefert (50mg/ml entsprechend 113,73 mM) und mit reinem Ethanol ebenfalls auf
eine Konzentration von 100 mM verdiinnt. Bei einer maximalen Wirkkonzentration
von 10 pM in den Experimenten entspricht dies einer Verdiinnung im Verhéltnis von
1:10 000 und damit ebenfalls einer Lésungsmittelkonzentration von 1:10000. Diese
ist somit wesentlich geringer als die — insbesondere fiir DMSO — allgemein {ibliche
kritische Grenze von 1:2000 bis maximal 1:1000. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
allerdings ein Grenzwert von maximal 1:4 000 nach Moglichkeit nicht iiberschritten,
da einzelne, nicht-signifiknate Versuchsreihen tatséchlich bereits bei derartigen Kon-
zentrationen zytotoxische Effekte zeigten. Die Lagerung der gelosten Substanzen
erfolgte bei -20 °C, die der ungelésten Produkte entsprechend den Empfehlungen der

Hersteller im Zweifel immer bei -80 °C.

2.2.2 TRPV-Antagonisten

Tabelle 2.3 auf Seite 34 zeigt eine Auflistung der TRPV-Antagonisten, die verwen-
det wurden, um die zytotoxischen Effekte der Cannabinoide auf ihre Abhéngig-

keit von TRPV-Rezeptoraktivierung zu untersuchen. Es wurden die spezifischen
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Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Cannabinoide

Name Abkiirzung Losungsmittel
Cannabidiol CBD DMSO
Cannabigerol CBG DMSO

Cannabidivarin CBDV DMSO
Tetrahydrocannabivarinic Acid THCVA DMSO
Cannabidiolic Acid CBDA DMSO
Cannabigerolic Acid CBGA DMSO
Cannabigevarin CBGV DMSO
Tetrahydrocannabivarin THCV DMSO
Cannabidivarinic Acid CBDVA DMSO
Cannabichromene CBC DMSO
Capsaicin CAP DMSO
N-Arachidonyl-Dopamine NADA Ethanol

TRPV-1-Antagonisten 5-IRTX (=5-Iodoresiniferatoxin, Tocris # 1362-10) in einer
Konzentration von 10 nM (vergleichbar den relevanten Vorexperimenten; Marinel-
li u.a. 2002; Stock u.a. 2012; Szallasi u.a. 2007; Wahl u.a. 2001) und SB366791
(Sigma # S0441) in einer Konzentration von 1puM (Szallasi u.a. 2007; Varga u. a.
2005), der unspezifische TRPV-1-Antagonist Capsazepine (Sigma # C 191) in einer
Konzentration von 1 pM (Marinelli u. a. 2002; Stock u.a. 2012; Szallasi u.a. 2007),
der spezifische TRPV-2-Antagonist Tranilast (Sigma # T 0318) in einer Konzentra-
tion von 100 pM (Peralvarez-Marin u.a. 2013) und der unspezifische TRPV- und
Ca?t-Kanal-Antagonist Ruthenium Red (Sigma # R 2751) in einer Konzentration
von 1 pM (Caterina u. a. 1999; Peralvarez-Marin u. a. 2013) verwendet. Diese wurden
in der 10 000-fachen in der Tabelle aufgefiihrten Wirkkonzentration in DMSO gelGst,
sodass erneut eine Losungsmittelkonzentration von 1:10 000 im Experiment moglich
war und bei Kombination mit einem Cannabinoid eine Konzentration von 1:5000

nicht iiberschritten wurde. Die Lagerung der Losungen erfolgte ebenfalls bei -20 °C.

2.2.3 Rekombinantes BMP-7 und Isoliquiritigenin

Um die in Abschnitt 1.2.3.1 auf Seite 14 und Abschnitt 1.4 auf Seite 25 beschriebe-
nen Effekte auch IN VITRO in Kombination mit Cannabinoiden zu testen, wurden
rekombinantes BMP-7 und das Flavonoid Isoliquiritigenin verwendet. Isoliquiriti-
genin (Sigma # 13766) wurde mit einer laut Herstellerangabe maximal moglichen
Konzentration von 50 mM in DMSO gelést und rhBMP-7 (=recombinant human bone
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Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die verwendeten TRPV-Antagonisten
(Caterina u.a. 1999; Marinelli u.a. 2002; Peralvarez-Marin u.a. 2013;
Stock u.a. 2012; Szallasi u.a. 2007; Varga u.a. 2005; Wahl u.a. 2001)

Name Abkiirzung Losungsmittel Rezeptor Konz.
5-lodoresiniferatoxin 5-IRTX DMSO spez. TRPV-1  10nM
SB366791 DMSO spez. TRPV-1 1M
Capsazepine CZpP DMSO TRPV-1 1pM
Tranilast DMSO spez. TRPV-2 100 M
Ruthenium Red Ruth.Red DMSO unspez. TRPV 1M

morphogenetic protein-7, PeproTech # 120-03) mit einer Konzentration von 10 pg/ml
in PBS mit Zusatz von 0,1 % BSA (=Bovine-Serum-Albumin, Sigma # A 9418). Da
dieses Losungsmittel im Zellkulturmedium als interaktionsfrei zu werten ist, war eine
1:1000 Verdiinnung fiir die erforderliche Endkonzentration von 10 ng/ml rhBMP-7
im Testwell moglich. Vorversuche zeigten fiir Isoliquiritigenin in Kombination mit
Cannabinoiden bereits ab einer Konzentration von 5 pM eine deutliche Steigerung der
zytotoxischen Effekte, sodass auch hier mit einer Verdiinnung von 1:10 000 gearbeitet
werden konnte und in Kombination mit einem Cannabinoid ebenfalls eine Konzentra-
tion an DMSO von maximal 1:5000 nicht iiberschritten wurde. Die Lagerung beider

Substanzen erfolgte wie iiblich auch bei -20 °C.

2.2.4 Rekombinanter Tumornekrosefaktor-o

Fiir eine experimentelle Kombination der tumorsuppressiven Effekte von Canna-
binoiden und TNF-o wurde rekombinanter Tumornekrosefaktor-o (=rhTNF-o, Pe-
proTech # 300-01A) verwendet. Das thTNF-a wurde genau wie thBMP-7 mit einer
Konzentration von 10 pg/ml in PBS mit Zusatz von 0,1 % BSA (=Bovine-Serum-
Albumin, Sigma # A 9418) gelost. Somit konnte nach einer Verdiinnung von 1:1 000
ebenfalls eine Wirkkonzentration von 10 ng/ml im Well erreicht werden, entsprechend
den in Abschnitt 1.5 auf Seite 26 verwendeten Konzentrationen. (Bhat u.a. 2013)

Die Lagerung erfolgte ebenfalls bei -20 °C.
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2.3 Messung der relativen Zytotoxizitat mittels des

CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assays

Zur Messung der zytotoxischen Effekte der im bisherigen Verlauf des Kapitels beschrie-
benen Substanzen auf Glioblastomzellen wurde der CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity
Assay (Promega # G 9262) verwendet. Dieser, eigens fiir den Einsatz im Multi-
Well-Format entwickelte Assay, bildet die relative Zytotoxizitat durch Messung sog.
dead-cell-protease activity ab. (Niles u.a. 2007) Diese Proteasen werden ausschliefilich
von sterbenden Zellen, deren Membranintegritit beschadigt ist, aus dem Zellplasma
freigesetzt, gleichzeitig kann das Assaysubstrat bissAAF-R110 (=bis-Alanyl-Alanyl-
Phenylalanyl-Rhodamine 110) eine intakte Zellmembran nicht durchdringen. (Niles
u.a. 2007) Das bis-AAF-R110 Substrat wird von den dann im Kulturmedium ge-
l6sten Proteasen in direkter Proportionalitit in das fluoreszierende Rhodamine 110
(485 nmp, /520 nmp,, ) iberfihrt. (Niles u.a. 2007) Dieses kann dann von einem sog.
Plate Reader mit geeignetem Fluoreszenzfilter ausgelesen werden. Hier wurde der
Infinte® F200 PRO von Tecan® mit einem Filter fiir 485 nmpy /535 nmgy, verwendet.
Somit kénnen Unterschiede in der zytotoxischen Aktivitdt zwischen den einzelnen
Wells und damit auch zwischen den verschiedenen Wirksubstanzen relativ messbar
gemacht werden. (Niles u.a. 2007)

Zur Auswertung wurde von allen Messwerten zunéchst die durchschnittliche Fluo-
reszenzaktivitdt der Leerkontrollen und danach auch der Kontrollwells mit unbe-
handelten Zellen abgezogen. Die erhaltenen Werte wurden dann jeweils durch den
durchschnittlichen Wert der Kontrollwells mit unbehandelten Zellen geteilt, damit
wurde fiir jedes Well ein relativer Zytotoxizitdtswert berechnet und der Durchschnitts-
wert fiir die unbehandelten Zellen rechnerisch gleich 0 gesetzt. Unter der Annahme,
dass die Messwerte fiir die einzelnen Wells innerhalb eines Versuchsansatzes nor-
malverteilt sind, wurden danach mittels des Nalimouv-Tests eventuelle statistisch
signifikante Ausreifler-Wells identifiziert innerhalb der einzelnen Gruppen identi-
fiziert und aussortiert. Abschlielend wurde von den iibriggebliebenen Werten der
Durchschnitt bestimmt und als einzelner Ergebniswert vermerkt, der dann mit den Er-
gebnissen der Wiederholungsexperimente zum endgiiltigen Ergebnis gemittelt wurde.
Zur korrekten Berechnung der Standardabweichung in diesem Setting wurden neben
der Standardabweichung der Mittelwerte auch die Standardabweichungen der einzel-
nen Versuche beriicksichtigt. Bei weiterfithrenden Versuchen, die eine Abschwéchung
oder Steigerung der relativen Zytotoxizitdt der untersuchten Cannabinoide (z.B.
nach Zugabe von TRPV-Antagonisten oder BMP-7-Aktivatoren) untersuchen sollten,
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wurde vor dem Mitteln noch eine zweite Normalisierung der einzelnen Messwerte
auf die alleinige relative Zytotoxizitdt der Cannabinoide vorgenommen, die damit
auf 1 (entsprechend 100 %) gesetzt wurde. Die statistische Auswertung erfolgte unter
Nutzung von Prism® von GraphPad® mittels ANOVA. Als Post-hoc-Test wurde ent-
weder der Tukey-Test, bei Vergleich zwischen allen Gruppen, oder der Dunnett-Test
durchgefiihrt, falls nur ein statistischer Vergleich zu einer Kontrollgruppe sinnvoll
war.

Zu Beginn der Arbeit wurde der Assay geméfl dem empfohlenen Protokoll von
Promega® eingesetzt. Die beiden Komponenten, der Assay Buffer und das Substrat
bis-AAF-R110, wurden im Verh&ltnis 1:1 000 gemischt und zu jedem Well das bereits
darin enthaltene Volumen (meist 100 pl in einer 96-Well-Platte) zugegeben. Fiir eine
Positivkontrolle wurde zuvor in einige Wells je 10 pl einer Losung von 300 pg/ml Digi-
tonin (Serva # 19551.01) in destilliertem Wasser zugegeben, um eine absolute Zelllyse
und damit maximale Zytotoxizitdtswerte zu erreichen. Nach einer Inkubationszeit
von 1-3 Stunden bei 37 °C wurde die Messung vorgenommen.

Aufgrund von Problemen mit dieser empfohlenen Anwendung der Messmethode,
die zusammen mit der in der Folge durchgefiihrten Weiterentwicklung in Anhang A
auf Seite 62 beschrieben sind, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit ausschlieBlich die
folgende verbesserte Version verwendet. Zum Zeitpunkt der geplanten Messung wurde
aus allen Wells je 20l in ein Well einer schwarzen 384-Well-Platte (Corning # 3573)
iiberfiihrt und danach je 20 pl des fertig gemischten Assays dazu gegeben. Die Messung

erfolgte weiterhin nach einer Inkubationszeit von 1-3 Stunden.

2.4 Fluoreszenzbasierte Messung der relativen Zellzahl —
HOECHST 33342

Um die im vorherigen Kapitel erwéhnten und ausfiihrlich in Anhang A auf Seite 62
dargestellten Probleme der Vergleichbarkeit und Messbarkeit zu deutlicher zytotoxi-
scher Effekte zu 16sen, wurde zu Beginn der Arbeit eine Normalisierung der relativen
Zytotoxizitat auf die ebenfalls relativ gemessene Zellzahl vorgenommen. Dafiir wur-
de die HOECHST-Messmethode verwendet, die von Gilbert u.a. (2011) in PLoS
ONE in »A novel multiplex cell viability assay for high-throughput RNAi screening«
vorgestellt und mit anderen etablierten sog. Cell Viability Assays verglichen wurde.
Angestrebt wurde eine Konzentration von 10 pM HOECHST 33342 im Well und eine
Inkubationszeit von 1-3 Stunden. (Gilbert u.a. 2011)

Dazu wurde in einer 96-Well-Platte entsprechend das enthaltene Volumen mit der
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doppelten Konzentration (d.h. 20 M) an HOECHST 33342 in serumfreiem Medium
ohne Phenolrot zugegeben und fiir 1-3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Zur Kombination
der beiden Messmethoden wurde die entsprechende Menge HOECHST 33342 direkt
in den fertigen CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay gegeben und dann wie im
dritten Absatz von Abschnitt 2.3 auf Seite 35 beschrieben fortgesetzt. Nach Ende
der Inkubationszeit und ggfs. nach Abschluss der fluoreszenzbasierten Messung der
relativen Zytotoxizitdt wurde das in den Wells enthaltene Medium abgesaugt und
pro Well jeweils 100 pl serumfreies Medium wiederum ohne Phenolrot zugegeben.
Danach wurde unmittelbar die fluoreszenzbasierte Messung bei 360 nmg, /465 nmgn,
mit dem Infinte® F200 PRO von Tecan® durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte vergleichbar zur Auswertung der Messungen der relativen
Zytotoxizitat. Zunédchst wurde von allen Werten der durchschnittliche Wert der
Leerkontrollen abgezogen. Die erhaltenen Werte wurden dann jeweils durch den
Durchschnittswert der Kontrollwells mit unbehandelten Zellen geteilt, um fiir jedes
Well einen relativen Zellzahl-Wert zu erhalten. Der Durchschnittswert der Kontroll-
wells mit unbehandelten Zellen wurde damit hier dann sinnvollerweise auf 1 (=100 %)
gesetzt. Bei einer Kombination mit der fluoreszenzbasierten Messung der relativen
Zytotoxizitat wurde danach fiir jedes Well jeweils der relative Zytotoxizitatswert
durch den relativen Wert fiir die Zellzahl geteilt und damit auf die Zellzahl normali-
siert. Abschliefend wurden ebenfalls mittels des Nalimov- Tests statistisch signifikante
Ausreifler identifiziert und aussortiert, und dann von den ibriggebliebenen Werten

die Durchschnittswerte gebildet.
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Ergebnisse der Arbeit

Im folgenden werden jetzt die Ergebnisse der Arbeit vorgestellt, die mit den gerade
beschriebenen Substanzen und Methoden erzielt wurden. Dabei wurde — falls nicht
anders angegeben — die weiterentwickelte Version der Messmethoden verwendet, wie
im letzten Absatz von Abschnitt 2.3 auf Seite 35 dargestellt.

3.1 Screening zehn verschiedener Cannabinoide

In Abb. 3.1 auf der néchsten Seite werden die relativen Zytotoxizitdtswerte normali-
siert auf die relativen Zellzahlwerte fiir alle in Tabelle 2.2 auf Seite 33 aufgefiihrten
Cannabinoide bei einer Konzentration von jeweils 10 nM verglichen. Es zeigte sich fiir
alle getesteten Substanzen eine erhohte Zytotoxizitit gegeniiber der Kontrolle mit
unbehandelten Zellen (hier gleich 1 gesetzt), welche bei niedriger Wiederholungszahl
und der beschriebenen Messproblematik zu Beginn der Versuchsdurchfithrung (vgl.
Abschnitt 2.3 auf Seite 35 und Anhang A auf Seite 62) mit Ausnahme des hauptsach-
lich zur Kontrolle eingestzten N-Arachidonoyldopamin (=NADA ) kein Signifikanzlevel
erreichten. Aufgrund der Charakteristik dieses Experiments als priméres Screening
fiir die eigentlichen, weiterfiihrenden Untersuchungen wurde auf weitere Wiederho-
lungen verzichtet und direkt mit den drei Substanzen, die orientierend die hochsten
Zytotoxizitatswerte zeigten, — Cannabidiol (=CBD), Cannabigerolic Acid (=CBGA)
und Tetrahydrocannabivarin (=THCV) — fortgesetzt.

In der folgenden Abb. 3.2 auf Seite 40 sind dann entsprechend vollstdndige Dosis-
Wirkungskurven fiir diese vier Substanzen aufgefiihrt. Hierbei lasst sich fiir CBD in
Abb. 3.2a eine deutliche Zunahme der auf die Zellzahl normalisierten Zytotoxizitat
ab einer Konzentration von 5 uM nachweisen, ab 7 1M sind die Werte gegeniiber der
unbehandelten Kontrolle signifikant erhoht. Auch fiir NADA in Abb. 3.2b zeigt sich
eine steigende relative Zytotoxizitéit, allerdings ohne Nachweis einer statistischen
Signifikanz. Die zytotoxischen Effekte von Endoanilloiden und die TRPV-1-Affinitat
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Abbildung 3.1: Screening zehn verschiedener Cannabinoide und zweier Ver-
gleichssubstanzen (Capsaicin und NADA) auf maximale zytotoxische
Effekte mit 10000 Zellen U87 pro Well und 72h Inkubationszeit,
normalisiert auf die Zellzahl und die unbehandelte Kontrolle (hier
gleich 1 gesetzt und durch gestrichelte Linie gekennzeichnet)
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test (hier
Dunnett, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle), Fehlerbalken
entsprechen dem Standardfehler des Mittelwertes, n=2
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Abbildung 3.2: Erweitertes Screening der Cannabinoide — Dosis-

Wirkungskurven

Semilogarithmische Darstellung der zytotoxischen Effekte von CBD,
NADA, THCV und CBGA, signifikanter Anstieg der relativen
Zytotoxizitdt (normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle) kann nur
fir CBD nach 72 h Inkubationszeit mit 10000 Zellen U87 pro Well
nachgewiesen werden.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test (hier
Dunnett, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle), Fehlerbalken
entsprechen dem Standardfehler des Mittelwertes, n=2
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von NADA ist bereits ausfiihrlich beschrieben worden. (Starowicz u.a. 2007; Stock
u.a. 2012) Da NADA hier zudem nur zur Kontrolle dient, wurde auf ausfiihrliche
Wiederholungen und Optimierung verzichtet. Wie in Abb. 3.2c und 3.2d gezeigt,
konnten die zytotoxischen Effekte von THCV und CBGA aus dem ersten Screening
hier nicht bzw. nur vergleichsweise schwach reproduziert werden und bleiben weit
hinter den deutlichen Effekten fiir CBD zuriick.

Dieses und das vorhergehende erste Diagramm wurden noch nach der urspriingli-
chen, weniger sensitiven Messmethode fiir die relative Zytotoxizitat und entsprechend
mit Normalisierung auf die relative Zellzahl erstellt.Wegen der deutlich {iberlegenen
zytotoxischen Effekte von CBD im Vergleich zu den anderen getesteten Substanzen
wurden diese Screening-Experimente mit der weiterentwickelten Methode aber nicht
wiederholt und CBD (=Cannabidiol) direkt als zu untersuchendes Cannabinoid fiir
die weiterfithrenden Experimente zur Evaluation einer moglichen Pharmakotherapie
mit Cannabinoiden fiir Glioblastome ausgewéahlt.

In Abb. 3.3 auf der nichsten Seite wird dann die relative Zytotoxizitat von 10puM
CBD im Zeitverlauf aus einem 24-Well-Versuch gezeigt. Einschlieflich diesem Versuch
wurden alle weiteren Experimente mit der modifizierten Messtechnik durchgefiihrt.
Es zeigte sich ab dem zweiten Tag ein deutlicher Anstieg der relativen Zytotoxizitit
auf ungefdhr das drei- bis vierfache Niveau der Kontrolle mit unbehandelten Zellen,
also um ca. 300-400 %. Dieser Effekt blieb dann bis zum sechsten Beobachtungstag
anndhernd konstant hoch messbar und ist an Tag 4 und 5 gegeniiber der unbehandel-
ten Kontrolle statistisch signifikant. Ab dem siebten Tag Inkubation mit CBD war
dann aufgrund des zunehmend geschlossenen Zellrasens in den Kontrollwells und des
gleichzeitig schon weit fortgeschrittenen Zelltods in den Testwells wiederum keine

sinnvolle Messung mehr moglich.

3.2 Testung an Primarkulturen

In Abb. 3.4 auf Seite 44 wird die Dosis-abhéngige Zytotoxizitét von CBD auf verschie-
dene Primdrkulturen dargestellt. Es konnte fiir die laborintern GBM10 (Abb. 3.4a),
GBM20 (Abb. 3.4c) und GBM29 (Abb. 3.4d) genannten Primérkulturen jeweils ab
einer Konzentration von 3 bzw. 4 pM CBD eine erhohte Zytotoxizitit gegeniiber der
Kontrolle mit unbehandelten Zellen gezeigt werden, fiir die hoheren Konzentratio-
nen lief} sich jeweils statistische Signifikanz gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
nachweisen. Fiir GBM20 erreicht die relative Zytotoxizitéit bei einer Konzentration
von 10pM CBD den 6,7-fachen Wert der unbehandelten Kontrolle entsprechend
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Abbildung 3.3: Zytotoxizitdt von CBD im Zeitverlauf
Darstellung des Anstieges der relativen Zytotoxizitat von 10 uM CBD

im Zeitverlauf aus einem 24-Well-Versuch mit 15000 Zellen U87 pro
Well

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test (hier
Dunnett, gepaarte Analyse verglichen mit dem Nullwert), Fehlerbal-
ken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwertes, n=3
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einer Zunahme um 670 % und damit den absoluten Maximalwert in diesem Vergleich.
Fir GBM10 und GBM29 konnte immer noch je ungefihr der 4-fache Wert der
Kontrolle und damit eine Steigerung der Zytotoxizitat um 400 % gemessen werden.
Ausschlielich bei GBM13 (Abb. 3.4b) zeigten sich dagegen nur sehr gering erhohte
relative Zytotoxizitdtswerte ohne jede statistische Signifikanz. Der Hochstwert einer
0,4-fachen Erhchung iiber den Basalwert wurde bei der maximal verwendeten Kon-
zentration von 10 pM CBD erreicht. GBM13 war allerdings auch die einzige komplett
nicht-adhérente der hier verwendeten Priméarkulturen und zeigte im Vergleich zu den
anderen auch ein wesentlich langsameres Wachstums- und Reaktionsverhalten.

Zu beachten ist auBlerdem, dass die Ergebnisse mit Primarkulturen alle mit einer
Inkubationszeit von maximal 24 h erzielt wurden. In Vorversuchen und Weiterfiih-
rungen der Experimente tiber mehrere Tage hatte sich ein komplett eingetretener
Zelltod bereits ab dem zweiten Tag Inkubation gezeigt. Somit waren dann keine
Unterschiede in der Zytotoxizitdt mehr messbar, da wiederum das bereits diskutierte
und in Anhang A auf Seite 62 dargestellte Problem der Messbarkeit von zytotoxischen

Proteasen bei komplett toten Zellen auftrat.

3.3 Ergebnisse mit TRPV-Antagonisten

Zur genaueren Evaluation der Mechanismen der gerade gezeigten zytotoxischen
Effekte von Cannabinoiden auf Glioblastomzellen wurden CBD und NADA in Kom-
bination mit den verschiedenen TRPV-1- und TRPV-2-Antagonisten getestet, wie sie
in Tabelle 2.3 auf Seite 34 aufgefiihrt sind. Neben dem Nachweis einer Abhéngigkeit
dieser Effekte von einer TRPV-Aktivierung — insbesondere des TRPV-1-Rezeptors —
und damit der Md&glichkeit einer potentiellen Imitation der endogenen Tumorsuppres-
sion durch Cannabinoide sollte auch eine Abgrenzung von rein lytischen Effekten auf
die Zellmembran erfolgen.

In Abb. 3.5 auf Seite 46 ist die deutliche Reduktion der relativen Zytotoxizitit
von 10uM NADA, hier auf 1 — entsprechend 100 % — normalisiert, nach Zugabe
verschiedener Antagonisten zu sehen. Deutliche Effekte zeigten sich bei Zugabe des
spezifischen TRPV-2-Antagonisten Tranilast, mit Abschwichung auf ungefahr ein
Viertel des Ausgangswertes, und ebenfalls bei Zugabe des unspezifischen Rezeptorant-
agonisten Ruthenium Red, mit Verminderung auf ca. 36 %. Eine Abschwéichung der
relativen Zytotoxizitat von NADA auf je ca. 60 % war auch nach Zugabe des eher
unspezifischen TRPV-1-Antagonisten Capsazepine (=CPZ) und des hochspezifischen
TRPV-1-Antagonisten SB366791 messbar. Nach Zugabe des ebenfalls hochspezifischen
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Abbildung 3.4: CBD in Priméirkulturen — Dosis-Wirkungskurven
Semilogarithmische Darstellung der zytotoxischen Effekte von CBD
in den vier verwendeten Priméarkulturen nach 24 h Inkubationszeit bei
je 3000 Zellen pro Well (96-Well-Platte) mit signifikantem Anstieg
bei GBM10, GBM20 und GBM 29 und fehlendem Effekt bei GBM13
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test (hier
Dunnett, bezogen jeweils auf die unbehandelte Kontrolle), Fehlerbal-
ken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwertes, n=2 fiir (a),
(b) und (d), n=4 fiir (c)
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TRPV-1-Antagonisten 5-Iodoresiniferatoxin (=5-IRTX) zeigte sich kein relevanter
Effekt. Statistische Signifikanz konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Da die
Auswirkungen von NADA bereits ausfiihrlich beschrieben und nicht explizit Inhalt
dieser Arbeit sind, wurde hier auf weitere Wiederholungen verzichtet. Insgesamt
kann mit den vorliegenden Ergebnissen trotzdem ein funktionierendes Messsystem
zur entsprechenden Testung weiterer Cannabinoide angenommen werden.

In Abb. 3.6 auf Seite 47 ist eine deutliche, aber nicht-signifikante Abschwdchung
der relativen Zytotoxizitat von 10uM CBD auf ca. 36 % des Vergleichswerts durch
Zugabe des spezifischen TRPV-2-Antagonisten Tranilast in einer Konzentration von
100 pM zu sehen. Fiir alle anderen in dieser Arbeit verwendeten Antagonisten konnte
in diesem Modell keine Verminderung der relativen Zytotoxizitdt von CBD erreicht
werden. Exemplarisch ist hier der nahezu gleichbleibende Wert nach Zugabe von 1 uM
des hochspezifischen TRPV-1-Antagonisten SB366791 gezeigt.

Bei Testung in Priméarkulturen (Abb. 3.7 auf Seite 48), hier mit den bereits als
besonders empfindlich identifizierten GBM20-Zellen, konnte eine hochsignifikante
Verminderung der relativen Zytotoxizitit von CBD auf ein Niveau von ungefdhr
40 % des Ausgangswerts durch Einsatz des unspezifischen Rezeptorantagonisten
Ruthenium Red erreicht werden. Durch einen spezifischen TRPV-2-Antagonismus
(Tranilast) lief sich in Primérkulturen im Gegensatz zum vorherigen Versuch mit der
UR7-Zelllinie keine nennenswerte Abschwichung der relativen Zytotoxizitédt erreicht
werden. Die getesteten TRPV-1-Antagonisten erbrachten in Primérkulturen ebenfalls
keine Verminderung der relativen Zytotoxizitat, exemplarisch ist erneut der nahezu
gleichbleibende Wert nach Zugabe von SB366791 gezeigt.

Fiir die Einordnung der hier auftretenden Unterschiede zwischen Zelllinien und
Primérkulturen sind erneut die stark abweichenden Inkubationszeiten von 24 bzw.
96 h zu beachten, die zu diesen Ergebnissen fithrten. Wie bereits in Abschnitt 3.2 auf
Seite 41 diskutiert, sind maximale Zytotoxizitatswerte fiir CBD in Primérkulturen
nach spatestens 24 h Inkubation messbar, im U87-Zelllinien-Modell dagegen begin-
nen die zytotoxischen Effekte erst am zweiten Tag nach Zugabe und erreichen ihr
Maximum nach 72-96h Inkubation (vgl. Abb. 3.3 auf Seite 42).

Um diese zeitlichen Unterschiede genauer erfassen und die mogliche Beteiligung
mehrerer Rezeptoren untersuchen zu kénnen, wurde im Zeitverlauf in einem 24-Well-
Versuch im U87-Modell eine Kombination von TRPV-1- und TRPV-2-Antagonisten
durchgefiihrt. In Abb. 3.8 auf Seite 50 ist die bereits bekannte fehlende Abschwéichung
der relativen Zytotoxizitat von CBD durch SB366791 im gesamten Versuchszeitraum

zu sehen. Ebenfalls konnte die bereits bekannte Verminderung der Zytotoxizitat von
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Abbildung 3.5: Reduktion der relativen Zytotoxizitdt von NADA durch
TRPV-Antagonisten
Nach 48 h Inkubationszeit mit 10 uM NADA und 24 h Vorbehand-
lung mit 100 pM Tranilast, 1 tM Ruthenium Red, 1 pM CZP, 1 uM
SB366791 oder 10nM 5-IRTX in einer 96-Well-Platte mit 3000 Zellen
U87 pro Well zeigt sich — mit Ausnahme von 5-IRTX — durchgehend
ein Abfall der gegeniiber der unbehandelten Kontrolle hochsignifikant
erhohten Zytotoxizitdt von NADA
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test (hier
Dunnett), Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittel-
wertes, n=3
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Abbildung 3.6: Abschwichung der relativen Zytotoxizitdt von CBD durch
TRPV-2-Antagonisten
Abfall der CBD-vermittelten Zytotoxizitdt durch TRPV-2-
Antagonisten und kein Effekt durch den TRPV-1-Antagonisten nach
96 h Inkubationszeit mit 10 pM CBD und 24 h Vorbehandlung mit
100 pM Tranilast, bzw. 1 pM SB366791 in einer 96-Well-Platte mit
3000 Zellen U87 pro Well
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test (hier
Dunnett), Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittel-
wertes, n=3
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Abbildung 3.7: Verminderung der relativen Zytotoxizitidt von CBD durch
Ruthenium Red in Primirkulturen
Nach 24 h Inkubationszeit mit 10 pM CBD und 24 h Vorbehandlung
mit 1M Ruthenium Red, 100 uM Tranilast oder 1 M SB366791
in einer 96-Well-Platte mit 3 000 Zellen GBM20 pro Well lisst sich
durch Ruthenium Red ein hochsignifikanter Abfall der gegeniiber
der unbehandelten Kontrolle ebenfalls hochsignifikant erhohten Zy-
totoxizitdat von CBD erreichen, fiir die spezifischen TRPV-1- und
TRPV-2-Antagonisten ldsst sich kein Effekt nachweisen
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test (hier
Dunnett), Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittel-
wertes, n=5
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CBD unter Einwirkung von Tranilast auf Werte zwischen 25 % und 50 % tiber alle drei
Zeitpunkte reproduziert werden. Es zeigt sich allerdings iiber den gesamten Untersu-
chungszeitraum zusétzlich bei Kombination der beiden spezifischen Antagonisten eine
nochmalige deutliche Reduzierung der gemessenen relativen Zytotoxizitdt von CBD.
Am deutlichsten tritt dieser Effekt an Tag 5 des Beobachtungszeitraums auf. Hier
vermindert sich die relative Zytotoxizitat von CBD von ca. 0,34 mit Tranilast alleine
— entsprechend ungefahr 34 % — auf nur noch ca. 0,16 — entsprechend 16 % — durch
die Kombination von Tranilast und SB366791 und wird damit nochmals um 50 %
reduziert. Statistisch signifikant waren allerdings nur die Unterschiede zwischen der
Kombination aus CBD, Tranilast und SB366791 im Vergleich zu CBD und SB366791
bzw. CBD alleine. Somit ist Tranilast ein Antagonist der zytotoxischen Wirkung von
CBD, eine TRPV-2 vermittelte (Teil-)Komponente somit gesichert. Eine Beteiligung
des TRPV-1-Rezeptors kann stark vermutet, aber nicht als bewiesen angenommen

werden.

3.4 Kombination der zytotoxischen Wirkung von CBD mit
einer Aktivierung des BMP-7-Signalweges

Wie in Abschnitt 1.2.3 auf Seite 13 beschrieben, sind an der endogenen Glioblastom-
Tumorsuppression durch neuronale Vorlauferzellen neben Vanilloiden noch weitere
Substanzen, wie z. B. bone morphogenetic protein-7(=BMP-7), beteiligt. Es wer-
den jetzt Ergebnisse einer IN-VITRO-Kombination von CBD und rekombinantem
BMP-7 vorgestellt. Im weiteren Verlauf der Experimente erfolgte die Aktivierung des
BMP-7-Signalweges dann mit dem Flavinoid Isoliquiritigenin, einem pharmakologisch
einsetzbaren Aktivator des BMP-Signalweges (s. Abschnitt 1.4 auf Seite 25).

In Abb. 3.9 auf Seite 51 wird im Zeitverlauf aus einem 24-Well-Versuch mit der
Zelllinie U8T eine deutliche Zunahme der relativen Zytotoxizitéit bei einer Kombination
von CBD mit thBMP-7 gezeigt, im Vergleich zu den auf 1 normalisierten Werten fiir
CBD alleine. Unter zusétzlicher Einwirkung von BMP-7, das alleine keinen messbaren
zytotozischen Effekt hat, steigt die relative Zytotoxizitdt von CBD iiber den gesamten
Messverlauf auf jeweils mindestens das 1,5-fache und damit um 50 % an.

In Abb. 3.10 auf Seite 53 zeigt sich im Primérkulturmodell GBM20 ebenfalls
eine deutliche Steigerung auf mehr als das Doppelte der relativen Zytotoxizitdt von
CBD bei einer Kombination mit BMP-7. BMP-7 induziert hier selbst eine geringe,
aber nicht signifikante Zytotoxizitit, die bei einem Wert von ca. 11 % der relativen

Zytotoxizitat von CBD allerdings wesentlich kleiner ist als die absolute Steigerung
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Abbildung 3.8: Reduktion der Zytotoxizitdt von CBD durch Kombination
von TRPV-1- und TRPV-2-Antagonisten im Zeitverlauf
Die im Zeitverlauf (24-Well-Format mit 15000 Zellen U87 pro Well)
durchgehend signifikant-erhéhte Zytotoxizitat von 10 pM CBD wird
durch eine Kombination aus 100 pM Tranilast und 1 pM SB366791
(24 h Vorbehandlung) signifikant erniedrigt.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test (hier
Tukey), Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwer-
tes, n=3
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Abbildung 3.9: Kombination von CBD mit BMP-7
Eine Kombination von 10 pM CBD mit 10 ng/ml BMP-7 fithrt im
Zeitverlauf (24-Well-Format mit 15000 Zellen U87 pro Well) konstant
zu einer Erhéhung der Zytotoxizitét.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test (hier
Tukey), Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwer-
tes, n=3

o1



Kapitel 3 Ergebnisse der Arbeit

der Zytotoxizitdt von CBD durch die Kombination mit BMP-7. Abweichend von
allen anderen Versuchen wurde CBD hier in einer Konzentration von 5 pM verwendet,
welche im GBM20-Modell in der Dosis-Wirkungskurve (Abb. 3.4c auf Seite 44) bereits
ein deutliches Ansprechen gezeigt hatte, aber noch weit von dem Maximalwert fir
10pM CBD entfernt war. Dadurch bleibt hier der notwendige Raum nach oben fiir
den Nachweis einer Steigerung der relativen Zytotoxizitat durch die Kombination.
In Abb. 3.11 auf Seite 54 werden wieder im Zeitverlauf aus einem 24-Well-Versuch
die Ergebnisse einer Kombination von 10uM CBD mit 5uM Isoliquiritigenin ge-
zeigt. Auch hier wird durch die Aktivierung des BMP-7-Signalweges eine deutliche
Steigerung der von CBD induzierten Zytotoxizitiat erreicht. An Tag 4 und 5 des
Beobachtungszeitraumes ist der Anstieg der relativen Zytotoxizitdt durch die Kom-
bination um ca. den Faktor 2,5 statistisch hochsignifikant im Vergleich zu CBD
bzw. Isoliquiritigenin alleine. Auch an Tag 5 und 6 fillt der Zuwachs mit einem
Faktor von 2,4 bzw. 3,0 jeweils sehr deutlich aus und ist auflerdem wesentlich hoher
als die nur geringfiigig messbare Zytotoxizitdt von 5pM Isoliquiritigenin alleine.
Wie im theoretischen Teil der Arbeit bereits ausgefiihrt, liegt die Konzentration
an Isoliquiritigenin in Monotherapie bei Werten gréfer als 25 uM zum Erreichen
messbarer zytoreduktiver Effekte. Dies konnte in einfachen Kontrollen jeweils erreicht
und bestétigt werden, fiir wegweisende Kombinationseffekte geniigte hier allerdings

wie schon erwéhnt eine deutlich geringere Konzentration von 5 M.

3.5 Kombination von Cannabinoiden mit TNF-a

In Abb. 3.12 auf Seite 55 ist ein deutlicher Anstieg der relativen Zytotoxizitét
von CBD nach einer 24-stiindigen Vorbehandlung mit 10ng/ml TNF-a zu sechen.
Erwéhnenswert ist, dass der Anstieg bereits im Zeitraum zwischen Tag 1 und 3 zu
messen ist und damit wesentlich friither, als dies bei alleinigem Einsatz von CBD
oder in Kombination mit Aktivatoren des BMP-7-Signalweges der Fall ist. So ist die
relative Zytotoxizitat der Kombination von CBD und TNF-a am ersten Tag statistisch
signifikant um ca. das 5,4-fache erhoht gegeniiber dem Effekt von CBD allein. Zu
diesem Zeitpunkt kann fiir CBD alleine noch kaum ein relevanter zytotoxischer Effekt
gegeniiber der Kontrolle mit unbehandelten Zellen gemessen werden (vgl. Abb. 3.3
auf Seite 42). Auch an Tag 2 bzw. 3 des Messzeitraums ist die relative Zytotoxizitat

weiterhin deutlich gesteigert, um den Faktor 3,3 bzw. 4,1.
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Abbildung 3.10: Kombination von CBD mit BMP-7 in Primarkulturen

Nach 24 h Inkubationszeit in einer 96-Well-Platte mit 3 000 Zellen
GBMZ20 pro Well erhoht sich die relative Zytotoxizitiat von 5 M
CBD auch in Primérkulturen durch Kombination mit 10ng/ml
BMP-7 nach 24 h Inkubationszeit in einer 96-Well-Platte mit 3 000
Zellen GBM20 pro Well

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test
(hier Tukey), Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des
Mittelwertes, n=3
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relative Zytotoxizitét

Tag 4 Tag 5 Tag 6

l0w/o [bIso §BCBD HBCBD+Iso

Abbildung 3.11: Verstiarkung der Zytotoxizitdt von CBD durch Kombinati-
on mit Isoliquiritigenin
Die Zytotoxizitdt von 10pM CBD wird durch Kombination mit
5 M Isoliquiritigenin (Iso) hochsignifikant gegeniiber allen Kontrol-
len nach 4 bzw. 5 Tagen im Zeitverlauf (24-Well-Format mit 15000
Zellen U87 pro Well) erhoht.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test

(hier Tukey), Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mit-
telwertes, n=3
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%%k

relative Zytotoxizitéat

Tag 1 Tag 2 Tag 3
l0w/o 00TNF-« 083CBD IRCBD+TNF-o

Abbildung 3.12: Steigerung und Beschleunigung der zytotoxischen Effekte
von CBD durch TNF-«
Durch 10ng/ml TNF-a werden die zytotoxischen Effekte von 10 pM
CBD signifikant gesteigert und treten bereits ab Tag 1 (Zeitverlauf
im 24-Well-Format mit 15000 Zellen U87 pro Well) auf.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 mit ANOVA und Post-hoc-Test
(hier Tukey), Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des
Mittelwertes, n=3
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Diskussion der Ergebnisse

In diesem Abschnitt der Arbeit sollen jetzt die gerade vorgestellten Ergebnisse in den
theoretischen Kontext eingeordnet werden, sowie weiterhin Perspektiven und noch
notwendige Schritte erdrtert werden, um eine Pharmakotherapie maligner Gliome

mit Cannabinoiden zu etablieren.

4.1 Interpretation der Ergebnisse des

Cannabinoid-Screenings

Wie bereits im entsprechenden Abschnitt des Ergebnisteils diskutiert, wurde nach
Abschluss des ersten Screenings und Erstellung von Dosis-Wirkungskurven fiir die
vier wirksamsten Cannabinoide Cannabidiol (=CBD) aus den zehn getesteten Can-
nabinoiden fiir weitere Experimente und Untersuchungen ausgewéhlt. Dies erfolgte
hauptséchlich aufgrund der stiarksten zytotoxischen und Zellzahl reduzierenden Ef-
fekte, die zudem bereits bei den im Vergleich niedrigsten Konzentrationen auftraten.
Auflerdem zeigte sich der zytotoxische Effekt von CBD im entsprechenden Ver-
suchsaufbau stets stabil — was fiir die weiterfithrenden Experimente von grofler
Bedeutung war — und konnte auch in den meisten Primérkulturen reproduziert
werden. Es trat hier zudem der positive Effekt auf, dass in den meisten getesteten
Primérkulturen im Vergleich zu Zelllinien eine um ungefahr 50 % geringere Kon-
zentration fiir nennenswerte zytotoxische Effekte ausreichend war. Aufgrund der
groBeren zellbiologischen Ahnlichkeit von Primérkulturen zu IN vivo Tumorgewebe
kann deshalb auch auf positive Testergebnisse in einem noch durchzufithrenden
Tierexperiment gehofft werden.

CBD ist aulerdem bereits pharmakologisch etabliert und im klinischen Einsatz.
Somit ist eine sichere Vertrdglichkeit und das weitgehende Fehlen gravierender

Nebenwirkungen im Menschen bereits garantiert, was als weiteres Argument fiir eine
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intensivere Untersuchung gelten kann. Zudem ist fiir CBD auch eine fehlende Wirkung
an den Cannabinoid-Rezeptoren beschrieben, so dass eine psychotrope Wirkung
ausgeschlossen werden kann. (Scuderi u.a. 2009) Es konnten auch bereits weitere
tumorsuppressive Effekte auf Glioblastomzellen IN VITRO nachgewiesen werden, u. a.
eine dosisabhingige deutliche Verminderung der Expression verschiedener Proteine,
die das Tumorwachstum begiinstigen. (Solinas u.a. 2013) AuBerdem wurde ein
positiver Effekt einer Kombinationstherapie von Temozolomid mit Cannabinoiden —
hier THC und auch CBD — gezeigt, im speziellen auch auf Temozolomid-resistente
Zellen. (Torres u.a. 2011)

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass Cannabinoide und spezi-
ell Cannabidiol (=CBD) einen hoffnungsvollen neuen therapeutischen Ansatz fiir
Patienten mit Glioblastom darstellen. Allerdings sind die IN VITRO benétigten Kon-
zentrationen fiir messbare Effekte noch um ca. den Faktor 10 héher als die pharma-
kotherapeutisch IN VIvO erreichbaren Konzentrationen. Berichtet wurden bisher z. B.
trotz konstanter, maximal vertréglicher Zufuhr interindividuell stark schwankende
Konzentrationen meist zwischen 100 ng/ml (=0,32pM) und 500 ng/ml (=1,59pM),
in Ausnahme- bzw. Einzelfillen bis zu 1200 ng/ml (3,82pM), evaluiert beim Einsatz
als Antiepileptikum. (Szaflarski u.a. 2019; Wheless u.a. 2019) Hier werden weite-
re Experimente Aufschluss geben miissen, ob ausreichende Wirkkonzentrationen
IN VIVO erreichbar sind. Hoffnung macht dafiir die oben bereits erwahnte grofiere

Empfindlichkeit von Primérkulturen im Vergleich zu Zelllinien.

4.2 Rezeptoren der tumorsuppressiven Wirkung von CBD

Die deutliche Reduzierung der relativen Zytotoxizitdt nach Zugabe des hochspezi-
fischen TRPV-2-Antagonisten Tranilast zeigt, dass TRPV-2 an der Induktion von
Zytotoxizitdt in Glioblastomzellen durch CBD beteiligt ist. Auch der vergleichba-
re Effekt in Primérkulturen nach Zugabe des unspezifischen Rezeptorantagonisten
Ruthenium Red — fiir den ebenfalls ein relevanter TRPV-2-Antagonismus bekannt
ist — verdeutlicht dies in Ubereinstimmung mit den im theoretischen Teil der Arbeit
aufgefithrten, bereits publizierten Ergebnissen zusétzlich. (Nabissi u.a. 2013)
Ebenfalls kann aus den Ergebnissen fiir Ruthenium Red, welche eine hochstsignifi-
kante Verminderung der zytotoxischen Effekte von CBD durch diesen unspezifischen
Rezeptor-Antagonisten (u.a. TRPV-Rezeptor) zeigen, auf eine Beteiligung mehrerer
verschiedener Rezeptoren geschlossen werden. Eine besondere Relevanz ergibt sich,

da diese Ergebnisse mit Priméarkulturen erzielt wurden und damit eine wesentlich
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groflere Ndhe zur IN vivo Tumorbiologie angenommen werden kann. Bestétigt wurde
die Vermutung einer Beteiligung mehrerer Rezeptoren durch die Ergebnisse der Kom-
bination hochspezifischer TRPV-1- und TRPV-2-Antagonisten, die eine nochmalige
Reduktion der zytotoxischen Effekte von CBD bewirkte. Somit kann angenommen
werden, dass in der verwendeten U87-Zelllinie neben einer dominierenden TRPV-2
vermittelten Zytotoxizitdt vermutlich auch TRPV-1 vermittelte Effekte eine Rolle
spielen.

Die signifikante Verstarkung der relativen Zytotoxizitat von CBD bei zusétzlicher
Aktivierung des BMP-7-Signalweges gibt Anlass zur Annahme, dass hier eine kombi-
nierte Rezeptoraktivierung dhnlich zur endogenen Tumorsuppression durch neuronale
Vorlduferzellen als Grundlage der gemessenen zytotoxischen Effekte vorliegt. Somit
kann auch aus diesen Experimenten eine Beteiligung des TRPV-1-Rezeptors an den
gemessenen zytotoxischen Effekten stark vermutet werden. Ebenso kann der deutliche
Anstieg der Zytotoxizitdt nach Zugabe von TNF-a, wofiir bereits im theoretischen
Teil u. a. eine Sensitivierung von TRPV-1-Rezeptoren diskutiert wurde, als Indiz fiir
eine TRPV-1-vermittelte Komponente aufgefasst werden.

Mittlerweile konnte von der Arbeitsgruppe der Abteilung fiir neurochirurgische
Forschung mit einem auf diese Arbeit aufbauenden TRPV-1-knockout-Versuch IN
VITRO der Zusammenhang einer TRPV-1-Aktivierung mit der CBD-vermittelten
Zytotoxizitdt auf Glioblastomzellen deutlich bestétigt und bewiesen werden. (Dasari
u.a. 2015)

Abschlieflend kann somit festgestellt werden, dass die IN VITRO zytotoxischen
Effekte von CBD wohl am ehesten durch eine Beteiligung von TRPV-1- und TRPV-2-
Rezeptor-Aktivierung bewirkt werden. Zudem ist noch eine Beteiligung weiterer
Rezeptoren zu diskutieren, fiir eine entsprechende Aufklarung sind noch weitere

umfangreiche Arbeiten erforderlich.

4.3 Cannabinoide und Flavonoide — eine vielversprechende

Kombination?

Wie im Ergebnisteil auf- und ausgefiihrt, kann durch eine Kombination von Canna-
binoiden (hier CBD) mit einer Aktivierung des BMP-7-Signalweges eine deutliche
Steigerung des zytotoxischen Effekts erzielt werden. Im Interesse dieser Arbeit lag es,
den Mechanismus der endogenen Tumorsuppression durch neuronale Vorlauferzellen
IN VITRO mit Cannabinoiden statt Endovanilloiden nachzuvollziehen. Nachdem der

gewiinschte Effekt durch Einsatz von rABMP-7 erreicht werden konnte, zeigte sich
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ein sogar noch etwas stirkerer Effekt auch fiir die pharmakologische Aktivierung
des BMP-7-Signalwegs durch Flavonoide (hier Isoliquiritigenin) in vergleichsweise
geringer Konzentration. Wie bereits erwidhnt zeigen andere Arbeiten auch vielver-
sprechende tumorsuppressive Effekte fiir Flavonoide alleine, allerdings in hoherer
Konzentration. (Gargiulo u.a. 2013)

Somit konnte eine Kombination von Cannabinoiden und Flavonoiden in der Zukunft
eine hochst effektive Therapieoption fiir Patienten mit Glioblastomen darstellen,
da einerseits die gegenseitige Wirkverstarkung und Nachahmung eines erfolgreichen
endogenen Mechanismus, andererseits aber auch die synergistischen Effekte einer

blofen Kombination zweier zytoreduktiver Substanzen genutzt werden konnten.

4.4 Mogliche Folgerungen aus der Wechselwirkung von

Cannabinoiden und TNF-a

Die deutlich erhohte relative Zytotoxizitat von CBD bei Kombination mit TNF-a
kann wohl am ehesten auf die in Abschnitt 1.5 auf Seite 26 beschriebene Phosphory-
lierung und damit Aktivierung des TRPV-1-Rezeptors durch TNF-a zuriickgefithrt
werden. (Pareek u.a. 2007; Rozas u.a. 2016; Spicarova u.a. 2010) Einen deutlichen
Hinweis auf eine vorliegende erhéhte Empfindlichkeit des TRPV-1-Rezeptors nach
Einwirkung von TNF-a gibt ein einmalig orientierendes Experiment mit zusétzlich
einem TRPV-1-Antagonisten, hier konnte eine teilweise Abschwéchung der erhéhten
relativen Zytotoxizitdt durch SB366791 gemessen werden. Dies kann als weiteres
Indiz fiir eine TRPV-1-abhéngige Komponente in der Vermittlung von Zytotoxizitét
durch CBD bzw. Cannabinoide im allgemeinen gewertet werden.

Welche Rolle z.B. der molekularbiologische Subtyp, der zumindest IN VITRO
ebenfalls durch TNF-o beeinflusst wird (Bhat u.a. 2013), in der Empfindlichkeit
gegeniiber Cannabinoiden spielt, kann wohl nur in einem ausfiihrlichen IN vVIVO

Tierversuch evaluiert werden, da er wie bereits erwahnt sich IN VITRO angleicht.

4.5 Ausblicke und Perspektiven

Im folgenden letzten Abschnitt der Arbeit sollen basierend auf den vorgestellten
Ergebnissen abschlieflende Ausblicke und Perspektiven zum pharmakotherapeutischen

Einsatz von Cannabinoiden aufgezeigt werden.
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4.5.1 Weitere Schritte zur pharmakologischen Evaluierung von
Cannabidiol als Therapeutikum fiir Glioblastome

In Zusammenschau mit den bereits erwahnten Ergebnissen fiir TRPV-1-knockout-
Zellen (Dasari u.a. 2015) kann die IN VITRO TRPV-1-vermittelte tumorsuppressive
Wirkung von CBD auf Glioblastomzellen endgiiltig bestétigt werden. In einem
néchsten Schritt wéire die Durchfithrung eines Tierexperimentes zur erstmaligen IN
VvIvO Evaluierung notwendig. Auch hier wiirde sich eine Erginzung um ein TRPV-1-
knockout- Modell anbieten. Bei ebenfalls positiven Ergebnissen kénnten anschlieflend
die iiblichen pharmakologischen Zulassungsstudien durchgefiihrt werden, wobei hier
wiederum die bereits erfolgte pharmakologische Etablierung von Vorteil wére. Von
Anfang an wére dabei eine Kombination mit Flavonoiden zu diskutieren, um die
mutmafBlichen Synergieeffekte von Anfang an auszunutzen bzw. besser beschreiben

zu konnen.

4.5.2 Cannabinoide als Therapeutika fiir Low-Grade-Gliome?

In Abschnitt 1.1 auf Seite 2 wurden bereits ausfiihrlich die verschiedenen Arten von
hirneigenen Tumoren und der Prozess einer sekundédren Genese eines Glioblastoms
aus einem niedriggradigen Gliom erldutert. Fur diese sog. Low-Grade-Gliome exis-
tieren nur sehr eingeschrinkte Therapieoptionen, insbesondere um bei den meist
noch verhaltnisméfig jungen Patienten eine sekundére Malignisierung zu verhindern.
Aufgrund der geringen Zellteilungsrate ist zudem die Empfindlichkeit gegen kon-
ventionelle Chemotherapeutika sehr eingeschrankt und eine Resektion in kurativer
Absicht ebenfalls nicht immer moglich.

Um diesen Patienten langfristige Uberlebensperspektiven zu geben, kénnte eine
Pharmakotherapie mit Cannabinoiden — eventuell in Kombination mit Flavonoiden
— erfolgversprechend sein. Basierend auf der Hypothese eines Versagens der endo-
genen Tumorsuppresion durch eine verminderte Anzahl neuronaler Vorlauferzellen
bei zunehmendem Alter kénnte eine pharmakologische Imitation hier neue Chan-
cen bieten. Die bereits erwiahnte gute Vertraglichkeit und das weitgehende Fehlen
relevanter Nebenwirkungen wiirde auch eine moglicherweise lebenslang erforderliche
Langzeittherapie iiber viele Jahre bzw. Jahrzehnte erlauben.

Problematisch fiir eine entsprechende weitergehende Evaluierung ist, dass fiir Low-
Grade-Gliome aufgrund ihrer geringen Zellproliferationsrate eine IN VITRO Zellkultur
nicht oder nur sehr schwer (z.B. fiir °III-Astrozytome) moglich ist. Die charakte-

ristische Ausprigung einer mutierten IDH (=IDH™") geht zudem IN VITRO meist
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verloren, so dass auch ein Vergleich des Ansprechens von priméren und sekundéren
Glioblastomen sehr schwierig ist. (Piaskowski u.a. 2011) Ebenfalls wiirden aufgrund
der langsamen Progredienz und der geringen Fallzahlen entsprechende klinische
Studien sehr lange Beobachtungszeiten von wahrscheinlich mehreren Jahrzehnten
voraussetzen.

Der hoffnungsvollste Weg zu einer zukiinftigen derartigen Pharmakotherapie fithrt
wahrscheinlich tiber eine erfolgreiche Evaluierung fiir Glioblastome (entsprechend
WHO °IV) und anschliefende Erweiterung auf die Low-Grade-Gliome (entsprechend
WHO °II-III), wie es in der Vergangenheit z. B. bereits mit der heutigen Standard-

therapie Temozolomid erfolgt ist.
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Anhang A

Weiterentwicklung der Messmethode fiir
Zytotoxizitat

Wie in Abschnitt 2.3 auf Seite 35 beschrieben wurde der CytoTox-Fluor™ Cytotoxi-
city Assay zu Beginn der Arbeit geméfl den Empfehlungen von Promega® verwendet.
Dazu wurde zu den in den Wells befindlichen 100 pul Kulturmedium — ggfs. mit Zusét-
zen — je 100 pl fertiger Assay gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1-3 Stunden
wurde die fluoreszenzbasierte Messung durchgefiihrt und wie bereits beschrieben
ausgewertet.

Héufig zeigten sich dabei Messergebnisse, die mit den optisch gesehenen und
photographisch dokumentierten Eindriicken nicht tibereinstimmten. Als besonders
problematisch erwiesen sich dabei hohe gemessene Werte fiir die Kontrollwells mit un-
behandelten Zellen, die als Referenzwerte fiir die relativen Zytotoxizitétswerte dienen
sollten. Teilweise zeigten sich dann in der Auswertung nur sehr gering erhohte relative
Zytotoxizitatswerte fiir maximale Cannabinoid-Konzentrationen mit mikroskopisch
deutlicher Zellschiddigung, was bedeutet, dass die gemessene sog. dead-cell-protease
activity in den behandelten Wells niedriger war, als in den unbehandelten. Zusammen-
fassen war festzustellen, dass die iiber die gesamte Kultur gemittelten Werte deutlich
niedriger als erwartet waren, vermutlich da in CBD-behandelten Wells mittlerweile
deutlich weniger Zellen vorhanden waren.

Bei der mikroskopischen Beobachtung der unbehandelten Zellen nach Zugabe des
CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay bis nach Abschluss der fluoreszenzbasierten
Messung fiel eine zunehmende Schadigung der zuvor hochvitalen Zellen auf. Eine
endgiiltige Erklarung fiir diese Beobachtung konnte nicht gefunden werden, zu
beachten ist allerdings, dass das Assaysubstrat bis-AAF-R110 (=bis-Alanyl-Alanyl-
Phenylalanyl-Rhodamine 110) in DMSO gelist geliefert wird und zur Herstellung des
fertigen Assays nur 1:1 000 verdiinnt wird. Dies fiithrt zu einer DMSO-Konzentration

von 1:1000 im fertigen Assay und damit bis zur Messung von mindestens 1:2 000
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im Kulturmedium der Zellen. Zusammen mit dem bereits im Verlauf zugegebenen
DMSO ergab sich eine Konzentration von deutlich oberhalb der kritischen Grenze
von 1:4000, sodass dadurch bedingte lytische Effekte auf die Zellmembranen als
Erklarung auf jeden Fall nicht ausgeschlossen werden konnten. (Niles u.a. 2007)

Da — zumindest zu Beginn der Arbeit — ausschliefllich adhérente Zellen fir die
Untersuchungen verwendet wurden und auf explizite Nachfrage von Promega® be-
statigt wurde, dass die zu messenden Proteasen definitiv frei im Medium gel6st
seien, entstand die Idee, die dead-cell-protease activity auch ausschliefSlich im Medium
zu messen. Fir orientierende Versuche wurden einfach je 50 ul Kulturmedium aus
einem Well in ein entsprechendes Well einer frischen 96-Well-Platte tiberfithrt und
mit dem Assay gemischt. Nachdem dies iiberzeugende Ergebnisse brachte, wurde
zur weiteren Optimierung fiir die Messung jeweils eine schwarze 384-Well-Platte
(Corning # 3573) verwendet. Dadurch konnten einerseits die bekannten Vorteile einer
komplett schwarzen Messplatte bei fluoreszenzbasierten Messungen ausgenutzt wer-
den und andererseits das benétigte Volumen an Kulturmedium und Assay auf nur
noch 20 pl pro Well und Messung weiter reduziert werden. Somit konnte bei deutlich
erhohter Messsensitivitat auch die Kosten pro Messung insgesamt um den Faktor 5
reduziert werden.

Durch die erhéhte Messsensitivitdt konnte auch die Zellzahl zu Versuchsbeginn auf
3000 Zellen pro Well reduziert werden. Damit sank die gemessene dead-cell-protease
activity v.a. in den unbehandelten Wells noch weiter ab. Es wurde auflerdem eine
lingere Inkubation der Zellen erméglicht, da mehr Zeit bis zur vollstindigen Uberwu-
cherung der Kontrollwells verblieb und auch der absolute Verbrauch an Néahrstoffen
aus dem Kulturmedium vermindert war. Es konnten somit dann Experimente mit
bis zu sechs Tagen Inkubation, d.h. entsprechend acht Tagen Gesamtdauer sinn-
voll und mit verwertbaren Ergebnissen, die den optischen Eindriicken entsprachen
durchgefiihrt werden und wie bereits beschrieben mithilfe von 24-Well-Platten auch

Zeitverldufe der relativen Zytotoxizitdt erstellt werden.
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