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Zusammenfassung

Glioblastome sind astrozytare Tumore, gehoren zu den aggressivsten Tumorerkrankungen des
Menschen und sind mit einer infausten Prognose vergesellschaftet. Auf der Suche nach
Faktoren, welche Einfluss auf die Entstehung oder Progression von Glioblastomen haben,
geriet zunehmend die epigenetische Forschung in den Fokus.

Das RB1-Gen ist ein Tumorsuppressorgen, welches bei der Entstehung verschiedener
Tumorerkrankungen eine entscheidende Rolle einnimmt. Es kann durch verschiedene
Mechanismen ausgeschaltet werden, unter anderem durch die DNA-Methylierung seiner
Promotorregion, wodurch die Expression des RB1-Gens unterdriickt wird.

Die vorliegende Studie analysierte den Methylierungsstatus des RB1-Promotors bei 85
primiren Glioblastomen. Methodisch kam dabei eine methylierungsspezifische PCR mit
anschlieBender Auswertung der PCR-Produkte mithilfe einer Gelelektrophorese unter
Verwendung von Ethidiumbromid zur Visualisierung der Banden im Gel zum Einsatz.
Zielsetzung war, die Rolle der RB1-Promotormethylierung beim Glioblastom zu evaluieren.
Eine Methylierung des RB1-Promotors konnte bei einer von 85 untersuchten Tumorproben
nachgewiesen werden (1,2%). Eine Korrelation des RB1-Methylierungsstatus mit anderen
erhobenen Parametern war entsprechend statistisch nicht sinnvoll. Das mittlere
Gesamtiiberleben der Patientenpopulation lag bei 15,7 Monaten, das mittlere
progressionsfreie Uberleben bei 9,0 Monaten. Bei 6,1% der Patienten konnte eine IDH1-
Mutation nachgewiesen werden, wobei dies mit jlingerem Patientenalter bei Erstdiagnose
vergesellschaftet war. Zudem war bei 48,2% der Patienten eine Methylierung des MGMT-
Promotors vorhanden. Bei mittlerem Alter der Patientenpopulation von 60,67 Jahren zeigte
sich eine signifikante Verkiirzung von Gesamtiiberleben und progressionsfreiem Uberleben
mit zunehmendem Alter bei Erstdiagnose. Ebenso stellten wir fest, dass Patienten mit hohem
Karnofsky-Score bei Erstdiagnose ein signifikant ldngeres Gesamtiiberleben sowie
progressionsfreies Uberleben vorwiesen.

Insgesamt zeigte nur bei einem von 85 Patienten die Tumorprobe eine Methylierung des RB1-
Promotors — dies ist umso iiberraschender, da sich in der Literatur diesbeziiglich teils
widerspriichliche Ergebnisse finden. Im Vergleich zu den vorliegenden, haufig kleineren
Studien zu dieser Fragestellung konnten wir in dieser Studie mit der hochsten Fallzahl sowie
als erste Studie unter Verwendung der aktuellen WHO-Klassifikation eine klare Aussage zu
diesem Thema treffen.

Unsere Studienergebnisse zeigen, dass die RBi1-Promotormethylierung kein relevantes

Ereignis in der Entstehung und Progression des Glioblastoms darstellt.

Vi



Abstract

Glioblastomas are astrocytic tumors, are among the most aggressive tumor diseases of man,
and are associated with an unfavorable prognosis. In search of factors that have an influence
on the development or progression of glioblastomas, the epigenetic research came into focus.

The RB1 gene is a tumor suppressor gene which plays a key role in the development of various
tumor diseases. It can be turned off by various mechanisms, among other things by DNA
methylation of its promotor region.

This study analyzed the methylation status of the RB1 promotor of 85 primary glioblastomas.

Methodically, a methylation-specific PCR with subsequent evaluation of results of the PCR
products via gel electrophoresis using ethidium bromide to visualize the bands in the gel was
used. The objective was to evaluate the role of the RB1 promotor methylation in glioblastomas.
Methylation of the RB1 promotor could be found in one of the 85 analyzed tumor samples
(1,2%). According to that, a correlation of the RB1 methylation status with other analyzed items
didn’t make sense statistically. The average overall survival of the patient population was 15,7
months, the average progression free survival was 9 months. In 6,1% of the patients, an IDH1
mutation could be detected, this was associated with a younger age of the patients at initial
diagnosis. Additionally, in 48,2% of the patients, a methylation of the MGMT-promotor was
present. With an average age of the patients' population of 60,67 years, there was a significant
shortening of overall survival and progression free survival with increasing age at initial
diagnosis. Likewise, we found out that patients with a high Karnofsky-Score at initial diagnosis
had a significantly longer overall survival and progression free survival.

Overall, in only one of the 85 Patients, the tumor sample showed a methylation of the RB1-
promotor — this is even more surprising as in the literature, there are partly contradictory
results found concerning this matter. In comparison to the available, often smaller studies
regarding this issue, we could in this study, with the highest case number as well as as the first
study using the recent WHO-classification, make a clear statement on this subject.

Our study results indicate that the RB1 promotor methylation is not a relevant event in the

development and progression of glioblastoma.
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1. Einleitung

1.1. Glioblastom

Das Glioblastom ist ein primérer Tumor des zentralen Nervensystems und entspricht einem
WHO-Grad IV-Astrozytom®s.

Atiologisch sind bislang nur wenige eindeutige Risikofaktoren mit dem Glioblastom in
Verbindung gebracht worden. Das Glioblastom tritt in der Mehrheit der Fille sporadisch auf.
Pradisponierende Faktoren konnen ionisierende Strahlung oder genetisch vererbbare
Syndrome wie beispielsweise die Neurofibromatose Typ I und II oder die tuberdse Sklerose
sein#529, Als zusitzliche Risikofaktoren konnen Rauchen sowie die Exposition gegeniiber
Pestiziden und Vinylchlorid an der Entstehung von Glioblastomen beteiligt sein7e.

Die Entwicklung eines Glioblastoms ist oft Ergebnis einer Akkumulation genetischer
Veranderungen und Fehlregulationen von Signalkaskaden, welche zur unkontrollierten
Proliferation der Tumorzellen fiihrt. Ausgangspunkt der Diagnosefindung ist die Anamnese
und klinische Untersuchung des Patienten. Die Klinik stellt sich beim Glioblastom sehr
variabel dar. Typisch ist ein kurzer Krankheitsverlauf mit Entwicklung der Symptome
innerhalb kiirzester Zeit47. Haufig zu findende unspezifische Symptome sind Fatigue,
epileptische Anfille, kognitive Dysfunktion und thromboembolische Ereignisse sowie
Kopfschmerzen, Schwindel, Personlichkeitsveranderungen und Gedachtnisverluste7s.
Radiologisch bietet sich eine CT- oder MRT-Bildgebung zur Darstellung des Tumors an.
Charakteristisch fiir das Glioblastom zeigt sich bei Kontrastmittelgabe oft ein ring- oder
girlandenformiges Kontrastmittelenhancement. Ebenso zeigt sich im MRT-Bild in der T2-
Sequenz oft ein ausgeprigtes perifokales Odem.

Die definitive Diagnose wird jedoch histopathologisch-molekulargenetisch gestellt. Dies
gelingt durch Gewebeentnahme im Rahmen einer stereotaktischen Biopsie oder einer
chirurgischen Resektion. Das Praparat zeigt mikroskopisch typischerweise ein pleomorphes
Zellbild mit hoher Zelldichte, Kernatypien, GefaBproliferationen und Nekrosen (siehe Abb.2).

Der Therapie des Glioblastoms ist multimodal und beinhaltet standardmaBig die chirurgische
Resektion, auf die eine kombinierte Radiochemotherapie folgt®4.

Eine der wichtigsten Sdulen der Therapie und meist erste Therapiemodalitit stellt die
chirurgische Resektion des Tumors dar2. Ziele der Operation sind unter anderem die
histologische Sicherung der Diagnose, eine Verbesserung der Symptomatik sowie eine
Reduktion der Tumormasse in Vorbereitung einer adjuvanten Therapie bei Erhalt der

neurologischen Funktion.



Die Patienteneignung fiir eine chirurgische Intervention muss sorgfaltig gepriift werden.

Ein guter Parameter zur Einschatzung des Benefits einer Operation fiir den Patienten ist dabei
der Karnofsky-Index. Dieser wurde 1949 von Karnofsky et al. zur Erfassung der
Lebensqualitit, der Einschrankung der Aktivitdt und des Bedarfs medizinischer Versorgung
von Patienten mit malignen Tumorerkrankungen entwickelt. Er reicht in einer Skala von 100,
was der Abwesenheit von Einschrankungen entspricht, bis 0, was den Tod des Patienten
bedeutet, wobei 11 Kategorien abgefragt werdens3:.

In einer 2015 durchgefiihrten Studie von Chambless et al. verbesserte sich bei 57 % der
Patienten deren KPS durch die Tumorresektion, wahrend er sich bei 18 % verschlechterte und
bei 25% der Patienten unverandert blieb*.

Als Standardtherapie fiir neu aufgetretene Glioblastomerkrankungen hat sich das Stupp-
Protokoll etabliert. Dieses wurde von Stupp et al. 2005 im Rahmen der EORTC/NCIC-Studie
erprobt und stellt einen Meilenstein der Glioblastomtherapie dar. Wahrend davor eine
alleinige Strahlentherapie als Therapiestandard galt, hat sich durch Einfiihrung des Stupp-

Schemas die mediane Uberlebenszeit von 12,1 Monaten auf 14,6 Monate verlingerts4.
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Abb. 1: GBM, HE, 200-fache VergroBerung: zu  Abb. 2: GBM, HE, 200-fache VergréBerung: Der
sehen sind fiir das Glioblastom typische, astrozytiare Charakter der Tumorzellen ist gut
glomeruldre GefaBproliferationen erkennbar. Die Pleomorphie der Zellen zeigt sich

durch die Unterschiede in ZellgroBe, Form des
Zellkerns sowie die Gestalt der Zellauslaufer



1.1.1. Klassifikation

Die Tumoren des zentralen Nervensystems werden nach der WHO-Klassifikation eingeteilt.
Diese erlebte einen starken Wandel durch die Veroffentlichung der 5. Auflage der
Klassifikation im Mai 2016, welche die vorangegangene Version vom Jahr 2007 ersetzts7.
Nachdem in Letzterer vor allem die histologischen Eigenschaften des Tumorgewebes zur
Klassifikation des Tumors verwendet wurden, spielen nun auch molekulargenetische und
immunhistochemische Parameter eine tragende Rolle bei der Einteilung der Tumorentititen3.
Beziiglich des GBM wurde mit Einfiihrung der WHO-Klassifikation von 2016 eine komplette
Neustrukturierung der Klassifikation erarbeitet.

Die vormalig gangige Bezeichnung eines Glioblastoms als primar oder sekundar ist nach neuer
Klassifikation nicht mehr vorgesehen.

Es werden nun abhingig vom Mutationsstatus der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) drei
verschiedene Typen von Glioblastomen unterschieden:

1. Das Glioblastom, IDH-Wildtyp ist mit ungefdhr 90% der Fille am haufigsten anzutreffen
und entspricht meist dem klinisch definierten primaren Glioblastom der vorherigen WHO-
Klassifikation. Zum Glioblastom, IDH-Wildtyp zahlen auch das neu eingefiihrte epitheloide
Glioblastom, das Riesenzell-Glioblastom sowie das Gliosarkoms37.

2. Das Glioblastom, IDH-mutiert entspricht ungefihr 10% der Fille und ist eng mit dem
ehemalig sekundidren Glioblastom, welches sich aus einem Gliom niedrigeren Grades
entwickelt, verbunden. Es tritt haufig bei Patienten jlingeren Alters aufs7.

3. Der dritte und letzte Untertyp der Glioblastome ist das Glioblastom, NOS (engl. not
otherwise specified). Diese Bezeichnung ist Glioblastomen vorbehalten, bei denen keine oder

nur eine unzureichende genetische Testung erfolgt ist37.

1.1.2. Epidemiologie

Das Glioblastom ist mit einem Anteil von 47,1% aller malignen primaren Hirntumoren der
héufigste bosartige und mit 14,9% der haufigste aller primaren Tumoren des zentralen
Nervensystems des Menschen49. Die altersangepasste Inzidenz belauft sich auf 3,2 pro
100.000 Einwohner49.

Das Glioblastom kann prinzipiell in jedem Lebensalter auftreten, tritt aber gewohnlich im
hoheren Alter mit Inzidenzmaximum zwischen 75 und 84 Jahren auf, da das Glioblastom
zwischen Geburt und 19. Lebensjahr nur 3% aller ZNS-Tumoren ausmacht49. Das mediane
Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren49. Das Glioblastom tritt 1,58-mal haufiger bei Individuen
mannlichen Geschlechtes im Vergleich zu weiblichen auf49. Des Weiteren ist es haufiger bei

Personen mit weifler Hautfarbe zu beobachten43. Es ist in den meisten Fillen supratentoriell



im Cortex, sehr selten im Kleinhirn* und nur in Ausnahmefillen im Hirnstamm oder

Riickenmark lokalisiert3s.

1.1.3. Prognose

Maligne Tumoren des ZNS verursachen im Vergleich zu allen anderen malignen Neoplasien
den groften Verlust an potentiellen Lebensjahren (years of potential life lost) und sind
dementsprechend als eine der gefiahrlichsten und aggressivsten Krebserkrankungen des
Menschen bekannts4.

Das Glioblastom ist der aggressivste primdre Hirntumor und besitzt aktuell unter
kombinierter = Radio-Chemotherapie aufgrund von unter anderem  multiplen
Resistenzbildungen nur ein medianes Uberleben von ca. 15 Monaten 647. Das relative
Uberleben ist mit einer Fiinf-Jahres-Uberlebensquote von 5,5% nach Diagnose gering, als
positiver prognostischer Faktor gilt hier ein frithes Erkrankungsalter49.

Weitere positiv prognostische Faktoren sind das oben genannte AusmaB der chirurgischen
Resektion >98% sowie ein hoher Karnofsky-Index bei Diagnosestellung, ein gutes
Abschneiden im Mini-Mental-State-Test sowie eine vorliegende MGMT-Promotor-
Methylierung34.55:23.2,

Die Prognose ist auBerdem bei Vorliegen einer IDH1-Mutation verbessert gegeniiber einem
IDH1-Wildtyp-Tumor. Dies liegt unter anderem daran, dass Patienten mit IDH1-Mutation
meist bei Diagnosestellung jiinger sind. Der IDH1-Mutationsstatus spielt beziiglich der
Prognose eine wichtigere Rolle als die zugrunde liegende Histologie nach WHO-Klassifikation.
Demzufolge hat beispielsweise ein anaplastisches Astrozytom WHO Grad III mit IDH1-
Wildtyp eine schlechtere Prognose als ein Glioblastom WHO Grad IV mit IDH1-Mutation22.

1.2 Epigenetik

Die Epigenetik wurde 1942 von Conrad Waddington als Verianderung des Phianotyps bei
gleichbleibendem Genotyp definiert7o.

Sie bezeichnet ein Regulationssystem, das die Expression von Genen kontrolliert und steuert.
Epigenetische Mechanismen erméglichen das An- und Ausschalten von Genen und somit die
Moglichkeit, Zellen spezifischen Funktionen zuzuordnen oder auf duBere und innere Faktoren
zu reagieren. So ist die Differenzierung einer Zelle zu einem bestimmten Zelltyp eines Gewebes
ohne Veranderung ihrer DNA-Sequenz durch epigenetische Mechanismen maglichs.
Epigenetische Verianderungen sind grundsitzlich reversibel, konnen aber ebenso vererbt
werden. Wichtige epigenetische Mechanismen sind die DNA-Methylierung, die Histon-
Modifikation und die RNA-Interferenz mittels Micro-RNA.



1.3. Methylierung

Die Methylierung gilt als haufigster und einer der wichtigsten epigenetischen Mechanismen.
Sie spielt eine essentielle Rolle unter anderem in Bezug auf Embryogenese, X-Inaktivierung,
genomische Priagung, Regulation der Genexpression und Karzinogenese®s.

Die menschliche DNA ist aus den Basen Adenin, Cytosin, Thymin und Guanin aufgebaut. Die
Methylierungsreaktion findet beim Menschen exklusiv an den Cytosin-Nukleotiden innerhalb
von CpG-Inseln in Richtung 5'-CpG-3' statt. Die Katalyse der Methylierungsreaktion, in der
aus Cytosin durch Anlagerung einer Methylgruppe an Position C5 ihres Pyrimidinringes 5-
Methylcytosin entsteht, erfolgt durch DNA-Methyltransferasen.

Als Methylgruppendonator und Co-Faktor der Reaktion fungiert hierbei S-Adenosylmethionin
(SAM)°. CpG-Dinukleotide sind besonders haufig in repetitiven DNA-Sequenzen oder in CpG-
Inseln anzutreffen. Wiahrend genomweit ca. 70% aller CpG-Dinukleotide methyliert sind,
stellen CpG-Inseln eine Ausnahme dar®s. Letztere sind hiufig Teil der Promotorregionen von
Genen und in der Regel unmethyliert. Methylierungen der Promotorregionen sind mit Gen-
Silencing assoziert.’* Dies ist im Speziellen interessant, wenn durch in diesem Falle
transkriptionellem Gen-Silencing die Expression von Tumorsuppressorgenen verhindert wird
und so ein Tumor entstehen kann®s.

Wie bereits erwahnt, konnen beim Glioblastom IDH1-Mutationen vorliegen.

Sie sind wahrscheinlich friihe Ereignisse in der Tumorgenese und verursachen DNA-
Methylierungen®®. Eine Studie von Figueroa et al. an Leukamie-Patienten beschreibt das durch
das veranderte IDH1-Protein gebildete 2-Hydroxyglutarat als Ursache fiir eine allgemein
hypermethylierte DNA mit spezifischen Methylierungsmustern*s.

Dadurch kommt eine hohe Assoziation von IDH-Mutationen mit CpG-Insel-Methylierungen
zustande, sodass IDH-mutierte Glioblastome auch Glioma CpG Island Methylator Phenotype
(G-CIMP) genannt werden©®6-44,

Neben der Hypermethylierung existiert auch die Hypomethylierung, also eine Verminderung
der anzutreffenden 5-Methylcytosin-Reste in der DNA. Diese wurde erstmals 1983 in einer
Studie von Feinberg und Vogelstein bei Tumoren des Menschen beschrieben®. Sie ist haufig
bei Tumoren unterschiedlicher Entititen anzutreffen, kann zur Aktivierung von Onkogenen
fiihren und verursacht eine Instabilitat des Genoms. Cadieux et al. beschrieben diese auch als

eine haufige epigenetische Veranderung beim Glioblastom?.

1.4. MGMT

Die MGMT ist ein DNA-Reparatur-Protein, kodiert vom MGMT-Gen auf Chromosom 10q26,
welches die DNA vor dem Angriff durch O6-akylierende Substanzen schiitzt. Es verhindert die



Bildung von O6-Methylguanin aus Guanin, indem es die Alkylgruppe vom Sauerstoff der DNA
auf den eigenen Cytosin-Rest im aktiven Zentrum {iibertragt. MGMT wird daher auch O6-
Alkyl-Guanin-Transferase, kurz AGT, genannt.

Im Anschluss an diese Reaktion wird die nun inaktivierte MGMT ubiquitiniert und im
Proteasom abgebaut®277. Durch diese Eigenschaft kann eine MGMT somit nur einen einzigen
Alkylrest entfernen. Das Ausmaf3 des Schutzes der DNA vor alkylierenden Substanzen beruht
somit auf der Verfiigbarkeit von MGMT-Proteinen innerhalb der Zelle sowie ihrer
Resyntheserates©.

Methylierung von CpG-Inseln des MGMT-Promotors fiihrt zum Gen-Silencing von MGMT73.
Ist die Aktivitat der MGMT gestort, konnen die durch Alkylanzien verursachten DNA-Schaden
nicht mehr repariert werden und es kommt zur Apoptose der Zelle.

Eine Vielzahl von beim Glioblastom eingesetzten Chemotherapeutika sind selbst Alkylanzien,
wodurch die Aktivitit von MGMT einen entscheidenden Einfluss auf die Wirksamkeit der
Therapie hat. Ein Tumor mit hoher MGMT-Aktivitdt hat somit eine hohe Resistenz gegen
selbige Medikamente, was zum Therapieversagen fithren kann9-27. Als wichtigste Substanzen
sind hier Temozolomid und Carmustin sowie Nimustin, Lomustin und Procarbazin zu nennen.
In einer Studie von Hegi et al. aus dem Jahr 2005 an Glioblastompatienten mit methyliertem
MGMT-Promotor zeigte sich bei Gabe von Temozolomid zusétzlich zur Radiotherapie eine
signifikante Verlingerung des Uberlebens gegeniiber Patienten, die mit alleiniger
Radiotherapie behandelt wurden. Zusatzlich wurde gezeigt, dass Glioblastom-Patienten mit
methyliertem MGMT-Promotor behandlungsunabhingig eine verbesserte Prognose

gegeniiber Patienten mit nicht methyliertem Promotor aufweisen23.

1.5 RB1

1.5.1 Two-Hit-Hypothese nach Knudson

Alfred Knudson beschrieb 1971 nach Untersuchung von Retinoblastom-Patienten eine
Hypothese zur Tumorentstehung aufgrund aufeinander folgender Mutationen der DNA.
Maligne Entartung ist das Ergebnis mehrerer Genveranderungen, welche zu Storungen des
Zellzyklus, der Apoptose und der Intaktheit des Genoms fiihrens®.

Jedes Gen des Menschen liegt in zwei Kopien, den sogenannten Allelen, auf homologen
Chromosomen vor. Je eines wurde geerbt von viterlicher und eines von miitterlicher Seite, so
auch bei Tumorsuppressorgenen. Wird eine der beiden Genkopien inaktiviert, so wird durch
das verbleibende funktionelle Allel noch genug Tumorsuppressorprotein hergestellt, um eine
Tumorentstehung zu verhindern.

Im Falle von RB1 miissen nun also fiir eine Tumorentstehung beide Allele inaktiviert werden,

da sonst noch genug pRB produziert wird und kein Tumor entstehen kann. Im Falle einer
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Mutation oder Deletion beider Allele des RB1-Gens konnen zuerst Retinoblastome, woher auch
der Name riihrt, im Verlauf aber auch andere Tumoren entstehen.

Es gibt dabei zwei Arten der Tumorgenese. Bei der familidren Form des Retinoblastoms wurde
bereits ein mutiertes/inaktives Allel von einem Elternteil geerbt (1. Hit). Der Tumor entsteht,
sobald es ebenso zum Verlust des normal aktiven Allels kommt (2.Hit). Bei der familidren
Form kommt es somit frith zur Tumorentstehung, ebenso liegen im Verlauf oft
bilaterale/multiple Tumoren vorsz.

Die spontane Tumorgenese beschreibt die zweite Moglichkeit. Hier bestehen anfangs zwei
Wildtyp-Allele. Zur Tumorgenese notwendig ist somit eine Alteration mit Funktionsverlust
beider Allele. Die Wahrscheinlichkeit einer Tumorentstehung ist damit weitaus geringer, die

Tumoren entstehen spater und ohne familidre Haufungs2.
1.5.2. RB1-Signalweg

Das RB1-Gen ist ein auf Chromosom 13q14.1-q14.2 befindliches Tumorsuppressorgen®:.

Es besteht aus 200kb DNA inklusive 27 Exons und codiert fiir das RB-Protein, kurz pRB, ein
nukledres, aus 928 Aminosadureresten bestehendes Phosphoprotein. Letzteres ist beteiligt an
der Regulation des Zellzyklus, der Zelldifferenzierung und der Einleitung der Apoptoses°.

Es ist zusammen mit dem Retinoblastoma-Like-Protein 1 (RBL1, p107) sowie dem
Retinoblastoma-Like-Protein 2(RBL2, p130) Teil der Pocket-Protein-Familie, welche durch
Vorhandensein einer Bindetasche (engl. pocket) zur Bindung anderer Molekiile charakterisiert
sind. Die Funktion von RB1 liegt in der Unterbrechung des Zellzyklus am Ubergang der G1- in
die S-Phase®°.

Die Regulation der Aktivitat von pRB erfolgt iiber dessen Phosphorylierungsstatus:

Wiéhrend pRB in der Go- und der friihen G1-Phase unphosphoryliert vorliegt, wird es mit der
Anniherung des Zellzyklus an den G1-S-Ubergang phosphoryliert. Es verbleibt dann in diesem
Zustand, bis es in der spaten M-Phase wieder dephosphoryliert wirds.

Die Phosphorylierung geschieht durch den CDK4/Cyclin D1-Komplex, dessen Aktivitat durch
den p16INK4a-Cyclin-Kinase-Inhibitor kontrolliert wird42. pRB ist im dephosphoryliertem
Zustand aktiv und kann dann die Transkription von zellzyklusfordernden Genen
unterdriicken. Dies geschieht durch mehrere Mechanismen, welche jeweils spezifisch fiir den
jeweiligen Promotor sind38. Zum einen konkurriert pRB mit fiir die Transkription wichtigen
Faktoren um die gleiche Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors E2F1 und kann bei Bindung
an Letzteren die Wirkung dieser Faktoren verhinderns°. Der Transkriptionsfaktor E2F1 leitet
die S-Phase des Zellzyklus durch Initiierung der Transkription von Genen ein, welche fiir die
DNA-Synthese von Bedeutung sind. Zum anderen bilden pRB und E2F einen Komplex,
welcher mit dem RB-Pocket an die Promotorsequenz der von E2F1-kontrollierten Genen

binden kann und deren Transkription unterdriickts’.



Abgesehen von E2F1 kann pRB die Transkription von Zellzyklusgenen auch iiber Bindung und
Aktivierung von Histon-Deacetylasen verhindern. Dies gelingt durch Deacetylierung von
Histonen am Promotor und der daraus folgenden Formationsianderung des Chromatinsss.
Fehlregulierungen von RB1 sind mit einer Vielzahl von Tumoren assoziiert. Neben dem
Retinoblastom spielt es eine wichtige Rolle unter anderem beim kleinzelligen
Bronchialkarzinom, bei Osteosarkomen, dem Mammakarzinom sowie den glialen Tumorens9.
Der RB1-Signalweg ist eng mit dem p53- Signalweg verkniipft. Das p14ARF-Protein, welches
MDM2 hemmt und somit dessen Blockade von p53 aufhebt, so dass dieses die Apoptose der
Zelle einleiten kann, wird in seiner Aktivitat von E2F reguliert®. Somit kann auch eine
Akkumulation des Transkriptionsfaktors E2F trotz seiner sonst gegenteiligen Wirkung den
Zelltod herbeifiihren4+2.

Des Weiteren wird das Protein P144RF wie p16 vom Tumorsuppressorgen CDK2NA codiert.
Dieses stellt ein Bindeglied der beiden Pfade dar. p16 bindet und hemmt CDK4 und CDK6 und
blockiert somit den Gi-S-Ubergang. Liu et al. beobachteten, dass eine CDK2NA-
Uberexpression iiber eine Cyclin-D1-Hemmung das Wachstum von Gliom-Zelllinien hemmt.
Ebenso beschrieben sie eine Assoziation einer verringerten Expression von CDK2NA mit
einem hoheren Malignitatsgrad und einer schlechteren Prognose bei Gliomens3®¢.

Henson et al. entdeckten 1994, dass 30% aller malignen Astrozytome einen Verlust der
Heterozygotie (LOH) des RBi-Gens vorwiesen, wihrend dies bei niedriggradigen
Astrozytomen nicht zu beobachten war. Ein Funktionsverlust von RB1 tragt somit zum
Upgrading von niedrigmalignen zu hochmalignen Astrozytomen bei24.

Eine Veranderung des CDKN2A- oder RB1-Gens durch Mutationen oder LOH ist bei
Glioblastomen sehr haufig zu finden, in den meisten Fillen ist dabei nur eines der Gene
betroffen®9-28.

64% der 120 Glioblastomfille einer Studie von Ichimura et al. wiesen Genveranderungen auf,
welche eine Stérung der Kontrolle des Zellzyklus am G1-S-Ubergang bedingten. Weitere 30%
wiesen den Verlust eines Allels des CDKN2A- oder RB1-Gens auf, in nur 6% der Fille waren
beide Gene unverandert. Verianderungen des CDKN2A-Gens waren mit 40% aller

Glioblastome recht haufig anzutreffen, in 14% der Falle war das RB1-Gen verandert2s.
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2, Zielsetzung der Studie

Das Glioblastom ist eine der bosartigsten neoplastischen Erkrankungen, die beim Menschen
bekannt sind. Trotz Fortschritten im Bereich der Diagnostik und Therapie gelang bislang kein
entscheidender Durchbruch, welcher das Uberleben in weitreichendem MaBe verlingern
konnte. Die Prognose des Glioblastoms ist nach wie vor sehr schlecht, eine Heilung unmoglich.
Das RB1-Gen ist seit langerer Zeit bekannt und spielt eine wichtige Rolle bei einer ganzen
Reihe von Tumorerkrankungen. Auch seine Rolle beim Glioblastom wurde bereits in einigen
Studien untersucht. RB1 ist als Tumorsuppressorgen im Rahmen seines Signalweges mit einer
Vielzahl von anderen Genen und Faktoren komplex verbunden, auch beim Glioblastom spielen
Modifikationen des RB1-Signalweges eine wichtige Rolle.

Speziell die Rolle der Methylierung des RB1-Promotors beim Glioblastom ist bislang
umstritten. In der Literatur finden sich hierzu teils gegensatzliche Aussagen. Es wurden
mehrere kleinere, teilweise iltere Studien durchgefiihrt, welche unterschiedliche Ergebnisse
lieferten. Zudem lag jeweils die vorherige Version der WHO-Klassifikation der Tumoren des
zentralen Nervensystems von 2007 zugrunde. Als erste Studie zu diesem Thema sollte die
Klassifikation der eingeschlossenen Glioblastome gemaB der aktuellen Version von 2016
erfolgen. Unsere Intention war es, ein moglichst groBes Kollektiv von Glioblastom-Patienten
zu untersuchen und dieses beziiglich der Eigenschaften mit Patientenkollektiven publizierter
Studien zum GBM zu vergleichen, um eine allgemeingiiltige Aussage beziiglich des GBM zu
tatigen.

Ziel unserer Studie war es, unter Einschluss der bislang gréBten Fallzahl bei einem Klar
definierten Kollektiv von priméren Glioblastomen und unter Verwendung der aktuellen WHO-
Klassifikation von 2016, eine klare Aussage iiber die Relevanz der RB1-Methylierung beim
Glioblastom zu formulieren und etwaige Auswirkungen der Methylierung auf klinische

Parameter zu evaluieren.
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3. Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt werden Thnen Material und Methodik ausfiihrlich dargelegt. Nach
kurzer Ubersicht iiber die eingeschlossenen Patienten folgt eine Beschreibung des
experimentellen Ablaufes, welcher mit der DNA-Isolation inklusive deren Konzentrations-
bestimmung beginnt, auf welche die Bisulfit-Konvertierung folgt, an die sich die MS-PCR
anschlieft. Daraufhin erlautert werden die Agarose-Gelelektrophorese sowie die IDH1-

Immunhistochemie. Das Kapitel schlieBt mit der Darlegung der statistischen Methoden.
3.1 Patienten

Untersucht wurden die Tumoren von 85 Patienten mit der Diagnose GBM (WHO Grad IV), die
in der Zeit von 2003 bis 2013 in der Klinik fiir Neurochirurgie des Universitatsklinikums des
Saarlandes operiert wurden. Die Tumorproben wurden direkt nach Entnahme des Tumors in
Kryo-Tubes bei -80°C eingefroren. Alle Patienten wurden nach dem Therapiekonzept von
Stupp et al., dem sogenannten Stupp-Schema, behandelt.

Ein positives Votum der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes liegt vor (92/16).
3.2 DNA-Isolation

Das Tumorgewebe wurde in eine sterile Petrischale iiberfiihrt und zerkleinert, wofiir Pinzette
und Schere verwendet wurden. AnschlieBend wurde 4,5 ml SE-Puffer (siehe Pufferverzeichnis)
in die Petrischale pipettiert und somit das Tumorgewebe in der Fliissigkeit emulgiert. Dieses
Gemisch konnte daraufhin unter Nutzung einer Pipette in ein 50 ml Falcon tiberfiihrt werden.
Es folgte die Zugabe von 0,5 ml 10% SDS (siehe Pufferverzeichnis) mit einem pH-Wert von
8,0. Zusitzlich wurde nun eine Spatelspitze Proteinase K hinzugegeben. Das Falcon mit den
Inhaltsstoffen wurde nun fiir 1-3 Tage ins Schiittelbad bei 55°C gestellt, wobei die Probe tiglich
kontrolliert wurde und jeweils eine weitere Spatelspitze Proteinase K hinzugefiigt wurde. Die
Probe wurde weiterverarbeitet, sobald eine klare Losung entstanden war, welche keine
makroskopisch sichtbaren Gewebereste mehr enthielt. Nach diesem Schritt folgte die
Aufarbeitung der DNA.

Die Zentrifuge wurde auf 4°C gekiihlt und es wurden zwei weitere 50 ml Falcons bereitgelegt.
Nun wurde das Falcon mit der hergestellten Losung aus dem Schiittelbad entnommen.

In dieses Falcon wurde nun vorsichtig unter langsamem Bewegen 2 ml 6-molare, warme NaCl-
Losung hinzugefiigt. Darauthin wurden 7 ml Chloroform hinzugegeben und das Gemisch iiber
1 Stunde tiberkopf schiitteln gelassen. Sobald dieser Schritt abgeschlossen war, wurde das
Falcon in die Zentrifuge gegeben und 1 Stunde bei 2500 rpm und 4°C zentrifugiert.
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Nach Abschluss der Zentrifugation hatten sich drei Phasen gebildet, von denen nur die oberste,
wassrige Phase abpipettiert wurde und in ein neues Falcon iiberfiihrt wurde. Kontakt mit der
Interphase musste dabei vermieden werden, diese sowie die unterste Phase wurden verworfen.
Der iibernommene Uberstand im neuen Falcon wurde nun mit 7 ml Chloroform versetzt und
das Gemisch fiir eine Stunde iiberkopf geschiittelt. Darauthin folgte ein weiterer
Zentrifugationszyklus fiir 1 Stunde bei 4000 rpm und 4°C.

Der Uberstand nach Abschluss der Zentrifugation wurde abermals in ein neues Falcon
iiberfiihrt.

Hier wurde nun -20°C kaltes Isopropanol in gleichem Volumen wie das Volumen im Falcon
hinzugefiigt und das Falcon vorsichtig hin- und herbewegt. Diese sollte nun zum Ausfillen der
DNA in Form eines Knauels fiihren.

Es wurde nun ein mit 1 ml 70 % -20°C EtOH befiilltes Eppendorf-Reaktionsgefa3
bereitgestellt, in welches das Kniuel iibertragen wurde und bei 4°C fiir mindestens 30 Minuten
gewaschen wurde.

Das EtOH konnte nun dekantiert oder nach einer weiteren Zentrifugation mit 2000 rpm bei
4°C entfernt werden. Die DNA wurde nun fiir 30 Minuten auf einer Heizplatte bei 37°C
getrocknet und daraufhin volumenadaptiert mit, zwischen 50 ul und 500ul, Aqua destillata
versetzt und iiber Nacht bei 4°C gelost.

Nun konnte die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration durchgefiihrt werden.

War es nicht zum Ausfallen eines Knauels gekommen, wurde die Losung fiir weitere 15
Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abpipettiert und
verworfen.

Es folgte die Zugabe von 400ul 1x TE-Puffer pH 7 und das Losen des selbigen bei 65°C fiir 20
Minuten im Wasserbad. Darauthin wurde 40 pl 3-molares Natriumacetat sowie 800 ul 100%
EtOH hinzugegeben und die Inhaltsstoffe iiber Nacht bei -20°C gelost. Hierunter fallt ein
Knduel aus, welches in ein mit 1ml 70% -20°C kaltem EtOH befiilltem Eppendorf-
ReaktionsgefaB iiberfiihrt wurde. Auf ein einstiindiges Waschen bei 4°C folgte eine
Zentrifugation fiir 25 Minuten bei 14000 rpm und ebenfalls 4°C. Sobald diese abgeschlossen
war, wurde der Uberstand vorsichtig abgekippt und die sich am Boden des ReaktionsgefiBes
befindliche DNA fiir 30 Minuten auf einer Heizplatte bei 37°C getrocknet. Wie im oben
beschriebenen Fall wurde auch hier Aqua destillata je nach GroBe des Pellets angepasst
hinzugefiigt, die DNA {iiber Nacht bei 4°C gelost und darauthin eine photometrische

Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt.
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3.3 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Messung der Konzentration der im vorigen Schritt isolierten DNA wurde mittels des
NanoDrop 2000/2000c¢ Spektralphotometers des Herstellers Thermo Fisher Scientific
durchgefiihrt. Das Spektroskop stellt dabei den Wellenldngenbereich von 190-840 nm dar.
Hierbei wurde vor Messung der Probe ein Blank (Leerprobe) mit 1,5 ul RNAse-freiem Wasser
durchgefiihrt. Nach jedem Blank wurde ein Re-Blank durchgefiihrt, welcher als Referenzwert
fiir die anschlieBende Konzentrationsmessung verwendet wurde.

Fiir die Konzentrationsmessung wurden je 1,5 ul der isolierten DNA verwendet und das
Ergebnis mithilfe der Nano-Drop-Software ausgewertet.

Zur Qualitatskontrolle der Proben und Ausschluss einer Kontamination wurde auBerdem eine
Bestimmung des  A260/A280-Quotienten  durchgefiihrt. = Hierbei  wird das
Absorptionsspektrum bei 260 nm Wellenldnge mit dem bei 280 nm Wellenldnge verglichen.
Eine ausreichende Qualitdt und Reinheit der Proben war bei Ergebnissen im Bereich von 1,9-
2,1 gegeben.

Zusatzlich zur Berechnung des Quotienten wurde die graphische Darstellung des Spektrums
im Diagramm zum Ausschluss von Verunreinigungen mit beispielsweise Proteinen

herangezogen, wobei nur ein einziger Peak im Diagramm sichtbar sein sollte.

3.4 Bisulfit-Behandlung

3.4.1 Theorie

Die Bisulfit-Behandlung ist ein von Frommer et al. entwickeltes Verfahren zur Detektion von
methylierten Cytosin-Basen in der DNA. Die Behandlung mit
Natriumbisulfit(=Natriumhydrogensulfit=NaHSO;)  fiihrt zur Umwandlung von
unmethyliertem Cytosin zu Uracil, wihrend methyliertes Cytosin unverandert

bleibt=o.

Im ersten Schritt wird dabei durch Erhitzung eine Denaturierung der DNA erreicht.

Es kommt nun unter sauren Bedingungen zur Anlagerung von Bisulfit an die 5-6-
Doppelbindung des Cytosins, dessen C6-Atom dabei sulfoniert wird. Daraufhin folgt die
hydrolytische Desaminierung am Kohlenstoffatom C4, sodass im letzten Schritt unter
alkalischen Bedingungen durch Entfernung der Sulfonatgruppe schlieBlich Uracil entsteht.
5-Methylcytosin ist hingegen resistent gegen die Desaminierung und bleibt somit unverandert,
was die spatere Unterscheidung zwischen methylierten und unmethylierten Genabschnitten

ermoglicht.
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Die Reaktion ist einzelstrangspezifisch, die Regulation erfolgt durch die Bisulfitkonzentration,
die Temperatur sowie den pH-Wert.

In Folge der Reaktion ist die Komplementaritat der beiden DNA-Einzelstrange zueinander
nicht mehr gegeben, was die Verwendung unterschiedlicher Primer in der folgenden

Amplifikation per Polymerasekettenreaktion notwendig macht.

Sulfonierung Hydrolytische Desaminierung Sulfonierung
NH: NH2 fo] O
H20 NHs* _
N - HN HSO
= | HSO3 A HN i HN
J\ on o i\
o o SOz (o] SOs. (o}
N N N
H H H H
Cytosin Cytosinsulfonat Uracilsulfonat Uracil

Abb. 4: Bisulfit-Konvertierung 1

ACGAC"GTTCGAC"GGAAC"GAGCG

@ Bisulfit-Behandlung @

AUGAC"GTTUGAC"GGAAC"GAGUG

Abb. 5: Bisulfit-Konvertierung 2

3.4.2 Praktischer Teil

Die Bisulfit-Behandlung wurde mit dem EZ DNA Methylation Gold Kit des Herstellers Zymo
Research durchgefiihrt.
Fiir die Verwendung des Kits musste zunichst noch die DNA-Probe auf eine Konzentration

von 25 ng/ul gebracht werden.
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Der erste Schritt der Bisulfit-Behandlung beinhaltete die Herstellung der CT-Conversion
Reagent-Losung:

Hierbei mischte man das CT-Conversion-Agent mit gooul Aqua destillata, 3ooul M-Dilution
Buffer und 50ul M-Dissolving Buffer. Die Bestandteile wurden mit dem Vortexmischer
griindlich durchmischt, bis alles komplett gelost und die Losung geklart war.

Es folgte nun die Befiillung eines Eppendorf-ReaktionsgefaBes mit 130l des CT-Conversion
Reagent sowie 20ul der jeweiligen DNA-Probe, daraufhin eine kurze Zentrifugation. Das Gefal3
wurde nun in den PTC-100 Thermal Cycler der Firma MJ Research eingebracht und unter

folgenden Temperaturen weiterverarbeitet:

Tab. 1: Durchfiihrung der Bisulfit-Konvertierung im Thermal Cycler

Step 1 98°C 10 Minuten
Step 2 64°C 150 Minuten
Step 3 4°C Lagerung (bis 20 Stunden)

Es wurde nun das im Kit befindliche, aus einem Filterteil und einem Auffanggefal3 bestehende
FiltergefaB verwendet und 60oul M-Binding Buffer hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die im
vorherigen Schritt hergestellte Probe ebenfalls in das FiltergefiB pipettiert und dieses
invertiert.

Es folgte eine Zentrifugation bei 14000 rpm fiir 30 Sekunden. Daraufthin wurde die unten im
Gefal angesammelte Fliissigkeit abgeschiittet. Es wurde nun 1ooul M-Wash Buffer
hinzugefiigt und nochmals fiir 30 Sekunden bei 14000 rpm zentrifugiert. Darauthin folgte die
Zugabe von 200l M-Desulphonation Buffer. Das Gemisch wurde bei 20-30°C fiir 20 Minuten
inkubiert, worauthin eine 30-sekiindige Zentrifugation bei 14000 rpm folgte und das
Auffanggefa abermals geleert wurde. Darauffolgend wurde 200ul M-Wash Buffer hinzugefiigt
und abermals fiir 30 Sekunden bei 14000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde zweimal
ausgefiihrt. Der Filterteil des Filtergefies wurde nun vorsichtig von dem Auffanggefal3
getrennt und in ein 1,5ml Eppendorf-ReaktionsgefaB eingebracht. Das AuffanggefiaB konnte
abgeworfen werden. Man fiigte nun 10ul M-Elution Buffer, alternativ auch Aqua destillata,
hinzu und zentrifugierte ein letztes Mal fiir 30 Sekunden bei 14000 rpm.

Die behandelte DNA befand sich nun am Boden des Eppendorf-Reaktionsgefiafes, der Filter

konnte abgeworfen und die DNA bei -20°C eingefroren werden.
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3.5 Methylierungsspezifische PCR (MS-PCR)

Nachdem bei der im vorherigen Schritt durchgefiihrten Bisulfit-Behandlung je nach
Methylierungsstatus unterschiedliche Produkte entstanden sind, wurde nun eine
methylierungsspezifische PCR durchgefiihrt. Diese ist ein Verfahren zur Analyse des DNA-
Methylierungsstatus in CpG-Inseln.

Die Methode wurde 1996 von Herman et al. entwickelt2s. Die MS-PCR ist ein enzymbasiertes
Verfahren zur Amplifikation gewiinschter DNA-Sequenzen. Verwendet werden neben der Tag-
Polymerase und dNTPs zwei Paare von Primern. Primer sind Oligonukleotide, welche an ihrem
3'-OH-Ende eine Hydroxygruppe besitzen, die der Polymerase als Startpunkt fiir die
Replikation dient. Die Besonderheit der MS-PCR liegt darin, dass hier, im Gegensatz zur
klassischen PCR, zwei Paare von Primern statt einem eingesetzt werden.

Das erste Primerpaar ist zur Amplifikation der DNA-Sequenz eines methylierten RB1-
Promotors vorgesehen. Es besteht aus einem Primer fiir den DNA-Leitstrang(forward) und
einem Primer fiir den DNA-Folgestrang(reverse) und ist komplementéar zu der jeweiligen
Nukleotidsequenz, welche den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt des RBi-Promotors
flankiert. Das zweite Primerpaar dient entsprechend hierzu zur Amplifikation des DNA-
Abschnitts eines unmethylierten RB1-Promotors. Zur Analyse des Methylierungsstatus einer
Tumorprobe ist es notwendig, jeweils zwei PCR-Ansatze mit Tumor-DNA anzulegen. In jeden
Ansatz wird eines der beiden Primerpaare hinzugefiigt, sodass sich je nach vorliegendem RB1-
Promotormethylierungsstatus der Tumorprobe die jeweilig passenden Primer an die DNA

anlagern konnen. Folglich kommt es zur Amplifikation der DNA in einem der beiden Ansitze.

Zusitzlich wurden drei Kontrollen durchgefiihrt, eine Positivkontrolle, welche methylierte
DNA der Firma Zymo Research enthielt, sowie eine Negativkontrolle, hier wurde die
unmethylierte DNA eines mannlichen Spenders verwendet. Als letzte Kontrolle diente die
Verwendung von destilliertem Wasser dem Test des Mastermix auf Verunreinigung.

Die Sequenzen der verwendeten Primer bei der MS-PCR des RB1-Gens entsprechen denen,

welche von van Tilborg et al. 2006 in deren Studie genutzt wurden®s:

Methylated (forward): GGGAGTTTCGCGGACGTGAC
Methylated (reverse): ACGTCGAAACACGCCCCG
Unmethylated (forward): GGGAGTTTTGTGGATGTGAT
Unmethylated (reverse): ACATCAAAACACACCCCA

Jeder PCR-Ansatz bestand aus je 23ul Mastermix und 2pul DNA in einem Eppendorf-PCR-

GefaB3. Der Mastermix setzte sich folgendermaBen zusammen:
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Tab. 2: Bestandteile des PCR-Mastermix

Bestandteil Menge
Destilliertes Wasser 17,8ul
taq-Puffer 2,5ul
Primer forward(m/u) 1ul
Primer reverse(m/u) 1ul
dNTP(10mM) 0,5ul
tag-Polymerase 0,2ul
=23ul

Jeder PCR-Ansatz wurde invertiert, fiir 4 Sekunden zentrifugiert und anschlieBen in den
Thermal Cycler eingebracht (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Folgende Schritte
wurden durchgefiihrt:

Tab. 3: Zeitlicher Ablauf der MS-PCR

Schritt 1 95°C 15 min
Schritt 2 95°C 45s
Schritt 3 55°C 45s
Schritt 4 72°C 1 min

35 Zyklen der Schritte 2-4

Schritt 5 72°C 10 min

Schritt 6 4°C Lagerung; bis zu 48 h

Es wurde eine Hot-Start-PCR durchgefiihrt. Hierbei ist im ersten Schritt eine Erhitzung der
Proben fiir 15 Minuten auf 95°C zur Aktivierung der Polymerase notwendig. Damit soll eine
Amplifikation unspezifischer Produkte von Primern und DNA beziehungsweise anderen
Primer verhindert werden.

Im zweiten Schritt kommt es jeweils durch Erhitzen auf eine Temperatur von 95°C zu einer
Denaturierung der DNA. Dies bedeutet eine Auftrennung der doppelstrangigen DNA in
Einzelstrange durch Losen der Wasserstoftbriickenbindungen.

Es folgt im dritten Schritt die sogenannte Primerhybridisierung. Sie bezeichnet die Anlagerung
der Primer an die fiir sie komplementaren DNA-Abschnitte.

Dies erfolgt bei einer Temperatur von 55°C.

Im vierten Schritt, der Elongation, wird durch die taq-Polymerase aus dem Einzelstrang mit

angelagertem Primer wieder ein Doppelstrang hergestellt, beginnend am 3'-Ende des Primers
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durch Anlagerung der dNTPs. Dies geschieht bei einer Temperatur von 72°C, was dem
Temperaturoptimum der taq-Polymerase entspricht.

Es werden 35 Zyklen der Schritte zwei bis vier durchgefiihrt, um eine ausreichende
Amplifikation der DNA zu ermoglichen.

AbschlieBend werden die Proben auf 4°C gekiihlt und konnen nun gelagert oder direkt

weiterverwendet werden. Die Schritte sind in Abb. 6 nochmals schematisch dargestellt.

A 5I

/ Denaturierung \ 95°C

] — B —

i Primerhybridisierung J/ 55°C

s[]
s

\L Elongation \I/ 72°C
—>
s’ ] S I——
o — . s
F

!

3] — 3] — -
L —— Ll ——
DNA-Doppelstrénge

Abb. 6: Schematischer Ablauf der MS-PCR

3.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach
GroBe in einem Agarose-Gel unter Anlegung einer elektrischen Spannung.

GroBere DNA-Strange wandern hierbei weniger weit als kleine, wodurch die Linge durch
Abschitzung unter Einsatz einer vorgegebenen DNA-Leiter bestimmt werden kann.

Der Polymerasekettenreaktion folgend konnte nun also bestimmt werden, ob die DNA-Strange
im Ansatz fiir das methylierte oder im Ansatz fiir das unmethylierte RB1-Gen amplifiziert
wurden.

Es wurde ein Gel mit einer Agarosekonzentration von 2,5% gegossen.
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Zunachst wurden 100ml TBE-Puffer (1x) in einen Erlenmeyerkolben gegeben, mit 3,75¢g
Agarose versetzt und anschlieBend in der Mikrowelle erhitzt, bis sich die Agarose vollkommen
im TBE-Puffer aufgelost hatte. Dies war durch das Entstehen einer klaren Losung erkennbar.
Es wurde nun verdunstetes Aqua destillata ersetzt sowie weitere 5o0ml TBE-Puffer hinzugefiigt.
AnschlieBend kiihlte das Gel auf eine Temperatur von 50°C ab. Im folgenden Schritt wurden
1oul Ethidiumbromid mit Hilfe einer Pipette dem Gel hinzugefiigt.

Ethidiumbromid ist ein DNA-bindender Farbstoff, der unter UV-Licht mit Hilfe einer
Kamera mit UV-Filter die im Gel gewanderten DNA-Striange sichtbar machen kann.

Das Gel konnte nach abermaligem Schwenken nun in die Elektrophoresekammer eingefiillt
werden. In diese war vorab ein Kamm zur Bildung der entsprechenden Geltaschen eingesetzt
worden, etwaige Luftblasen wurden mit Hilfe einer Pipettenspitze aus dem Gel gestrichen.
Letzteres kiihlte nun 30 Minuten ab und wurde dabei fest, der Kamm konnte nun entfernt

werden.

Es folgte die Herstellung einer DNA-Leiter zur Zuordnung der Banden. Die Leiter setzte sich

hierbei folgendermaBen zusammen:

1,5ul 50 bp DNA-Ladder

3ul  Loading Dye (= Ladepuffer)

12ul  Aqua destillata

Das Agarosegel in der Elektrophoresekammer wurde nun mit 1x TBE-Puffer {iberdeckt,

der Kamm herausgezogen und 4ul Ladepuffer jeder DNA-Probe hinzugefiigt.

Die Proben konnten anschlieBend in die Geltaschen eingebracht werden.

Zur Durchfiihrung der Elektrophorese wurde nun fiir zwei Stunden ein elektrisches Feld mit

einer Spannung von 135V und einer Stromstirke von 260 mA angelegt.

3.7 IDH1-Immunhistochemie

Zur Bestimmung des IDHi-Mutationsstatus wurde die indirekte, zweistufige
Antikorpermethode unter Verwendung eines IDH1 R132H-Primirantikorpers, welcher die
haufigste IDH1-Mutation R132H nachweisen kann, verwendet. Im Falle der hier gewahlten
indirekten Methode bindet der primire Antikorper das Antigen und wird dann wiederum vom
sekundiren Antikorper gebunden. Da mehrere sekundire Antikorper einen priméiren
Antikorper binden konnen, kommt es zur Signalverstarkung. Das hier verwendete Dako Real
Envision-Nachweisreagenz besteht aus einem Dextran-Riickgrat, an das die sekundiren
Antikorper sowie mehrere Molekiile der Meerrettichperoxidase(HRP) gebunden sind. Letztere
katalysieren die Reaktion bei Zugabe des DAB+ Chromogen-Wasserstoffperoxidpuffer-

Gemisches, in welcher Wasserstoffperoxid durch die Peroxidase umgesetzt und dabei
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3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB+) oxidiert wird. Dieses wird somit bei
Vorliegen eines mutierten IDH1 durch eine Braunfarbung an der Nachweisstelle sichtbar.

Die abschlieBende Hamatoxylin-Gegenfarbung dient der Darstellung der Zellkerne durch
Blaufarbung.

Die Bestimmung des IDHi-Status erfolgte in Kooperation mit dem Institut fiir
Neuropathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes.

Verwendet wurden Leerschnitte aus Paraffinblocken der jeweiligen Tumoren, welche im
Archiv des Instituts fiir Neuropathologie gelagert werden. Diese mussten zunichst zur
Anwendung der Immunhistochemie durch Entfernung des Einbettungsmediums
entparaffiniert und anschlieBend rehydriert werden.

Dafiir wurde zuerst Xylol sowie anschliefend eine absteigende Alkoholreihe verwendet, in
welche die Objekttrager nacheinander eingebracht wurden. Folgende Schritte wurden dabei

durchgefiihrt:

Tab. 4: Schritte der Entparaffinierung und Rehydrierung der Objekttrdger

Xylol 3x5 Minuten

100% Ethanol 2x2 Minuten

90% Ethanol 2 Minuten

80% Ethanol 2 Minuten

70% Ethanol 2 Minuten

Aqua destillata bis zur Weiterverarbeitung

Es folgte nun im nichsten Schritt die sogenannte Peroxidase-Blockierung mit
Wasserstoffperoxid. Dieser Schritt ist notwendig zur Blockade der gewebseigenen endogenen
Peroxidase, welche sonst eine interferierende, unspezifische Hintergrundfarbung des
Praparats verursachen kann. Die Objekttrager wurden dafiir fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur in einer 3% Losung aus 300ml Aqua destillata und 10 ml Wasserstoffperoxid
inkubiert. Es folgte eine ausgiebige Spiilung mit Aqua destillata.

Im Anschluss wurde die Antigen-Demaskierung der zu untersuchenden Schnitte durchgefiihrt.
Die Epitope der Antigene in paraffiniertem Gewebe kénnen beim Fixierungsprozess durch
Strukturveranderungen und Vernetzungen der Proteine maskiert und somit nicht mehr vom
zugehorigen Antikorper erkannt werden. Die Antigen-Demaskierung dient der Freilegung der
Epitope und Wiederherstellung der Immunreaktivitiat des Gewebes, sodass darauffolgend die
Applikation und Bindung der Antikorper erfolgen kann. Verwendet wurde hier die
hitzebasierte Methode zur Antigen-Desmaskierung (Heat Induced Epitope Retrival (HIER)).
Die dafiir in einen leicht alkalischen (pH 9) TRIS-Puffer eingetauchten Objekttrager wurden
fiir 15 Minuten in einem Philips Dampfkochtopf gegart, anschlieBend lie man sie fiir 30

Minuten bei Raumtemperatur abkiihlen.
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Daraufhin wurde 4 mal mit Aqua destillata sowie abschlieBend einmal mit TRIS-Puffer (10%)
gespiilt. Die Objekttrager wurden nun auf sogenannte Coverplates (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) aufgebracht, sodass eine darauffolgende Verteilung des Antikorpers iiber den
kleinen Spalt zwischen Coverplate und Objekttriager optimal erfolgen kann und damit der
gesamte Schnitt mit Antikorpern bedeckt ist. Das mogliche Auftreten von Luftblasen musste
dabei verhindert werden. Vor Zugabe der Primirantikorper wurde eine Durchlauf-
Kontrollspiilung mit TRIS-Puffer durchgefiihrt. Die Primirantikorper wurden in einem
Verhiltnis von 1:50 verdiinnt. Hierzu mischte man pro Objekttrager 1ooul der
Antikorperverdiinnungslosung Dako Real® Antibody Diluent mit 2ul des Antikorpers mit der
Bezeichnung Anti-Human IDH-1R132H.

In jedes Coverplate wurde nun 100pl der Losung eingebracht und diese fiir 45 Minuten bei
Raumtemperatur abgedeckt. Es folgte eine dreimalige Spiilung mit TRIS-Puffer.

Der nichste Schritt beinhaltete das Einbringen des sekundiren Antikorpers, welcher an die
dafiir passende Bindungsstelle des Primirantikorpers bindet. Verwendet wurde der im
Envision Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV) Nachweisreagenz
vorliegende, in Ziegen geziichtete Antikorper der Dako Deutschland Gmbh. Hierbei wurden
jeweils 100pl dieses Nachweisreagenz pro Coverplate verwendet, eine Verdiinnung war hierbei
nicht notwendig, da der Antikorper bereits in Pufferlosung gebrauchsfertig vorliegt.
AnschlieBend wurden samtliche Coverplates nochmals fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
abgedeckt inkubiert. Darauffolgend wurde auch hier dreimal mit TRIS-Puffer nachgespiilt.
Man entfernte anschlieBend die Objekttrager aus den Coverplates und platzierte sie in eine
Feuchtkammer.

Es wurde nun mithilfe einer Pipette 200ul DAB-Substrat auf jeden Objekttrager aufgebracht.
Das DAB-Substrat besteht aus einer Losung von 25ul Dako REAL™ DAB+ Chromogen(50x),
einem 3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid in Losungsmittel gelost, 1:40 verdiinnt in 1ml
DAB-Substratpufferlosung (Dako REAL™ Substrate Buffer).

Nach 10 Minuten war unter Beobachtung der Farbintensitit ein Entnehmen der Objekttrager
aus der feuchten Kammer moglich.

AbschlieSend wurden diese noch mehrmals in der Kiivette mit Aqua destillata gespiilt.

Zur Sichtbarmachung der Kerne erfolgte auBerdem eine HE-Gegenfarbung, indem man die
Objekttrager fiir 20 Sekunden in Hamatoxylin tauchte, kurz mit Aqua destillata spiilte und
anschliefend fiir 3 Minuten unter laufendem Leitungswasser blauen lies. Darauf folgte je ein
kurzes Eintauchen der Objekttrager in die Kiivetten einer aufsteigenden Alkoholreihe mit
70%-80%-90%-100% und letztlich zwei aufeinanderfolgende zweiminiitige Xylolbader.
AbschlieBend wurde der gefarbte Schnitt mit Entellan eingedeckt und mit einem Deckglas
versehen. Nach zehnminiitigem Trocknen im Wairmeschrank bei 80°C konnte der

Objekttrager mikroskopiert und der IDH1-Status festgestellt werden.
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Es wurde zur Kontrolle der Aussagekraft der Immunhistochemie auerdem eine Himatoxylin-
Eosin-Farbung der auf die IDH1-Mutation zu untersuchenden Schnitte angefertigt und
mikroskopiert. Die wie bei der Immunhistochemie entparaffinierten und rehydrierten Schnitte
wurden dabei zur Kernfiarbung fiir 8 Minuten in eine Kiivette mit Mayers Hamalaunlosung
eingestellt und anschlieBend mit Aqua destillata abgespiilt. Differenziert wurde iiber das
dreimalige Schwenken der Objekttriger in einer Losung aus Salzsdure und Alkohol.

Die Schnitte wurden nun unter laufendem Leitungswasser fiir fiinf Minuten gebldaut und
anschlieBend wieder mit Aqua destillata abgespiilt.

Es schloss sich die fiinfminiitige Gegenfarbung mit Eosin an. Nach nochmaligem Abspiilen
wurden die Schnitte zur Entwisserung einer aufsteigenden Alkoholreihe zugefiihrt.

Die Praparate wurden nun noch zweimal fiir jeweils zwei Minuten in mit Xylol gefiillten
Kiivetten geklart, ehe sie mit Entellan eingedeckt wurden. Nach mehrminiitigem Trocknen im

Warmeschrank konnten die Schnitte mikroskopiert werden.

3.8 Statistische Methoden

Die statistische Datenanalyse fiihrten wir mit der R-Software durch (www.r-project.org).
Zur Uberpriifung von Abhingigkeiten wurde die Analyse der Daten mit Hilfe der

Kaplan-Meier-Analyse sowie der Cox-Regressionsanalyse gewahlt.

Das Konfidenzintervall legten wir auf 95% fest, das Signifikanzniveau auf a<0,05.
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4. Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden Thnen die in der vorliegenden Arbeit erworbenen Ergebnisse
detailliert dargestellt. Zunachst erfolgt dabei der deskriptive Abschnitt mit Prasentation der
Ergebnisse der RB1-Methylierungsanalyse, woran sich eine Ubersicht iiber die untersuchten
Patienten anschlieBt. Darauthin werden die Resultate der MGMT-Methylierungsanalyse und
der Analyse des IDH1-Mutationsstatus prasentiert. Es folgt die Auswertung der
Uberlebenszeitdaten, welche spezifisch die Faktoren Alter, IDH1-Mutationsstatus, MGMT-
Methylierungsstatus sowie Karnofsky-Index abhandelt. Der Ergebnisteil endet mit einer

kasuistischen Darstellung des Patientenfalles mit RB1-Promotormethylierung.
4.1 Deskriptiver Abschnitt

In dieser Studie erfolgte eine Methylierungsanalyse des RB1-Gens an den Glioblastomen von
85 Patienten. Die Einschlusskriterien der Studie umfassten Patienten mit de-novo-
Glioblastom, die am Universitdtsklinikum des Saarlandes operiert wurden und bei denen
Tumormaterial vorlag.

Es wurde eine DNA-Isolation aus der kryokonservierten Tumorprobe durchgefiihrt, an welche
sich eine Bisulfit-Konvertierung und anschlieBend eine methylierungsspezifische PCR
angeschlossen haben. Ausgewertet wurden die Produkte mithilfe einer Gelelektrophorese
unter Verwendung eines 3%-Agarosegels, welches unter UV-Licht begutachtet wurde.

Von den 85 in die Studie eingeschlossenen Patienten waren zum Zeitpunkt der letzten
Beobachtung (12/2019) 84 Patienten an der Krankheit gestorben, wahrend ein Patient (Patient

79) am Leben und tumorfrei war.
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4.2 Ergebnisse der RB1-Methylierungsanalyse

Die Lange der PCR-Produkte fiir den methylierten und den unmethylierten Ansatz betragt 172
Basenpaare. Die Banden im Gel sind somit zwischen der 150bp-Bande und der 200bp-Bande
der DNA-Leiter zu erwarten.

Die RB1-Methylierungsanalyse ergab ein positives Resultat fiir eine Methylierung bei Patient
79. Eine RB1-Methylierung ist somit bei 1/85 Patienten gefunden worden, was 1,18% der

Population entspricht. Dieser Patient ist zugleich der einzige Uberlebende der Studie.

Pat. 77 Pat. 78 Pat. 79 Pat. 80 Pat. 81

Abb. 8: Gelelektrophorese (Pfeil zeigt methyliertes Produkt)

Abb. 8 zeigt die Auswertung der Gelelektrophorese der Tumorproben der Patienten 77 bis 82.

Im Folgenden bietet Tabelle 5 eine Ubersicht iiber die untersuchten Patienten.
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Tab. 5: Ergebnisse der Studie

Alter bei Gesamt- | Progressionsfreies | IDHi- MGMT- RB1-
Erstdiagnose | iiberleben Uberleben Mutations- | Methylierungs- | Methylierungs-
Patient| Geschlecht [Jahre] [Monate] [Monate] status status status
1 w 81,09 0,92 0,92 0 0 0
2 m 80,14 2,63 2,63 0 1 0
3 m 75,54 1,05 1,05 0 1 0
4 w 72,82 22,09 16,11 0 1 0
5 w 69,80 1,68 1,12 0 1 0
6 w 69,45 9,90 8,05 0 1 0
7 w 52,41 20,12 11,54 0 1 0
8 w 52,24 25,84 8,71 1 0 0
9 w 39,49 18,12 10,55 0 0 0
10 m 74,87 7,00 4,83 0 0 0
11 m 72,14 2,47 2,47 0 0 0
12 m 69,50 21,24 8,78 0 1 0
13 m 63,10 5,79 4,37 o o o
14 m 53,60 62,04 50,14 0 0 0
15 m 57,93 11,21 9,24 0 1 0
16 m 55,88 16,73 4,80 0 0 0
17 m 52,38 16,70 12,16 0 0 0
18 m 52,72 42,48 16,80 0 1 0
19 m 45,59 12,16 4,08 0 0 0
20 m 43,54 5,05 5,05 1 0 0
21 m 44,54 28,14 16,47 0 0 0
22 w 54,08 69,83 39,52 0 1 0
23 m 67,05 3,78 3,78 0 0 0
24 m 71,00 1,08 1,08 0 1 0
25 w 54,05 8,45 5,95 ) 1 )
26 m 75,32 5,52 1,35 0 0 0
27 w 69,17 2,99 2,99 0 0 0
28 m 44,62 36,76 32,75 0 1 0
29 m 73,47 2,33 2,33 o 1 o
30 m 50,57 12,23 5,03 0 0 0
31 m 70,61 1,97 1,58 0 0 0
32 m 59,36 23,01 9,67 0 0] 0]
33 m 64,29 16,64 10,39 0 0 0
34 w 50,23 10,03 7,56 0 1 0
35 m 45,54 11,97 2,76 0 0 0
36 w 82,90 1,05 1,05 0 1 0
37 w 83,02 0,62 0,62 0 0 0
38 m 71,64 27,68 6,87 0 1 0
39 w 73,74 2,40 2,40 ) 1 )
40 w 70,99 2,04 2,04 0 0 0
41 w 68,24 2,17 2,17 0 0 0
42 w 52,56 10,78 5,23 0 0 0
43 m 54,72 7,00 7,00 0 1 0
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44 w 35,97 60,36 50,43 9 1 )
45 m 72,40 3,39 3,39 o ) )
46 m 72,30 1,84 1,84 0 1 0
47 m 68,22 13,51 3,42 0 1 0
48 m 66,78 41,56 21,14 0 0 0
49 m 58,87 4,54 4,54 0 1 0
50 m 54,02 17,88 5,00 0 0 0
51 w 54,73 20,61 14,14 0 0 0
52 m 52,03 34,98 23,41 0 1 0
53 m 49,77 14,70 3,91 n.a. o o
54 m 44,46 21,67 17,69 0 1 0
55 m 50,00 8,42 2,06 n.a. 1 0
56 m 41,51 12,72 9,60 0 1 0
57 m 37,25 125,29 5,95 1 1 )
58 w 59,64 2,20 2,20 0 1 0
59 w 68,97 10,95 8,52 0 1 0
60 w 71,48 2,33 0,95 0] 0] 0
61 w 51,92 8,68 8,68 0 1 0
62 w 76,13 35,18 20,95 0 1 0
63 m 65,19 7,40 3,16 n.a. 1 0
64 w 46,74 42,21 30,67 0 1 0
65 w 69,15 11,41 6,71 0 0 0
66 m 50,24 9,83 3,88 0 1 0
67 m 72,79 14,14 14,14 1 1 0
68 m 56,76 9,47 8,22 0 0 0
69 w 65,80 6,67 6,67 0 0] 0]
70 m 56,14 3,12 2,83 0 0 0
71 m 42,29 20,81 4,96 0 0 0
72 w 63,01 3,29 2,66 0 0 0
73 w 55,46 12,99 8,28 0 0 0
74 m 48,40 28,57 13,32 0 0 0
75 m 75,39 16,90 10,62 0 0 0
76 w 57,38 11,47 11,47 0 1 0
77 w 63,87 2,53 2,53 ) 1 )
78 m 56,19 23,93 10,98 1 1 0
79 m 54,89 lebt kein Rezidiv 0 1 1
80 m 73,78 1,78 1,78 0 0 0
81 w 67,53 8,42 4,50 0 0 0
82 m 64,05 5,62 5,62 0 0 0
83 m 74,50 1,71 1,25 0 0 0
84 m 48,69 25,32 25,32 0 0 0
85 m 65,99 19,82 3,91 0 1 0
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4.3 Ergebnisse der MGMT-Methylierungsanalyse

In unserem Institut wurden alle 85 Tumorproben auf eine Methylierung im MGMT-Gen
untersucht.
Ein positiver Methylierungsstatus fand sich bei 41/85 Tumorproben, dies entspricht 48,2% der

Untersuchungsgruppe.
4.4 Analyse des IDH1-Mutationsstatus

Die Bestimmung des IDH1-Status wurde bei allen Patienten mit Ausnahme von Patient 53, 55
sowie 63 durchgefiihrt. Bei den genannten Patienten war kein Material mehr vorhanden.

Eine R132H-Mutation der IDH1 konnte bei 5 Patienten nachgewiesen werden (Patient 8,20,
57, 67,78). Somit lag bei insgesamt 6,1% der Patienten ein positiver IDH1-Mutationsnachweis

VOr.
4.5 Auswertung der Uberlebenszeitdaten

Wir fithrten die Kaplan-Meier-Analyse sowie die Cox-Regressionsanalyse zur Analyse der
klinischen Parameter durch. Bei der Auswertung der Werte mittels Kaplan-Meier-Kurve
verwendeten wir den Log-Rank-Test zur Bestimmung des p-Wertes.

Da Patient 79 zum Zeitpunkt der letzten Untersuchung 12/2019 am Leben war, wahlten wir
einen Cut-Off von 130 Monaten bei den Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben sowie
von 60 Monaten bei den Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben. Somit
konnen die Daten aller Patienten in angemessener Weise dargestellt werden.

Wir werteten verschiedene Faktoren und deren Einfluss auf das Uberleben der Patienten aus.
Hierbei untersuchten wir sowohl das progressionsfreie Uberleben als auch das
Gesamtiiberleben. Das mittlere Gesamtiiberleben in der Studienpopulation lag bei 15,7
Monaten, das kiirzeste Gesamtiiberleben bot Patient 37 mit 0,62 Monaten, das mit Ausnahme
des noch lebenden Patienten 79 langste Gesamtiiberleben Patient 57 mit 125,29 Monaten. Das
95%-Konfidenzintervall betragt 15 + 3.83 Monate (zwischen 11.2 und 18.8 Monaten). Die
Standardabweichung betrigt 18,73 Monate. Das mittlere progressionsfreie Uberleben betrigt
9,0 Monate, das kiirzeste progressionsfreie Uberleben bot Patient 37 mit 0,62 Monaten, das
langste Patient 44 mit 50,43 Monaten.

Das 95%-Konfidenzintervall betriagt 9 + 2.13 Monate (zwischen 6.87 und 11.1 Monaten). Die

Standardabweichung betragt 10,12 Monate.
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4.5.1 Alter

Das mediane Alter der Patientenpopulation bei Erstdiagnose liegt bei 59,6 Jahren, die
Altersverteilung erstreckt sich vom jlingsten Patienten mit 35 Jahren bis hin zum Zltesten
Patienten mit 82 Jahren.

Es zeigt sich bei der Kaplan-Meier-Analyse eine signifikante Verkiirzung sowohl des
Gesamtiiberlebens als auch des progressionsfreien Uberlebens bei Zunahme des Lebensalters
bei Erstdiagnose (siehe Abb. 9 und Abb. 10).

Bei errechnetem medianen Alter von 59,6 Jahren bei Diagnosestellung wahlten wir einen Cut-
Off von 60 Jahren zum Vergleich des Uberlebens der Patienten #lter 60 Jahre mit denen mit
einem Alter von jiinger als 60 Jahren.

Sowohl in der Analyse des Gesamtiiberlebens als auch des progressionsfreien Uberlebens
zeigte sich eine schlechtere Prognose in der Gruppe der Patienten iiber 60 Jahren. Diese
Assoziation ist bei einem p-Wert < 0,0001 hochsignifikant. Auch die durchgefiihrte Cox-
Regressionsanalyse zeigte, dass bei hohem Alter bei Erstdiagnose der Erkrankung eine
schlechtere Prognose beziiglich progressionsfreiem- und Gesamtiiberleben vorliegt. Dieser

Zusammenhang ist statistisch ebenso hochsignifikant.

Gesamtuberleben nach Alter

1.00 Alter bei ED < 60 Jahre == > 60 Jahre
0.75
0.50 p < 0.0001

0.25

Uberlebenswahrscheinlichkeit [%]

0.00

0 25 50 75 100 125
Gesamtuberleben [Monate]

Abb. 9: Kaplan-Meier-Analyse Gesamtiiberleben nach Alter, Vergleich Alter<60 Jahre versus
Alter>60 Jahre
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Progressionsfreies Uberleben nach Alter
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Abb. 10: Kaplan-Meier-Analyse Progressionsfreies Uberleben nach Alter, Vergleich Alter<6o Jahre
versus Alter>60 Jahre

Tab. 6: univariate Cox-Regressionsanalyse Alter bei ED/Gesamtiiberleben (OS)

Parameter Hazard Ratio 95% p-Wert
Konfidenzintervall
Alter OS 1,05 1.03-1.07 <0,0001

Tab. 7: univariate Cox-Regressionsanalyse Alter bei ED/Progressionsfreies Uberleben (PFS)

Parameter Hazard Ratio 95% p-Wert
Konfidenzintervall
Alter PFS 1,05 1,03-1,07 <0,0001

4.5.2 IDH1-Mutationsstatus

Wir fiihrten eine Cox-Regressionsanalyse mit den Variablen Alter, IDH1-Status sowie
Gesamtiiberleben durch. Es zeigte sich abermals eine hohe Signifikanz (p<0,001) der
Assoziation von niedrigem Erkrankungsalter und lingerem Uberleben (Abb.11) — fiir IDH1
konnte keine signifikante Assoziation festgestellt werden. Bei einer Fallzahl von n=5 fiir
Patienten mit nachgewiesener IDH1-Mutation war eine weitere statistische Auswertung hier

nicht sinnvoll.
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ADbb. 11: Cox-Regressionsanalyse IDH1-Mutationsstatus

4.5.3 MGMT-Methylierungsstatus

Wir analysierten die Auswirkung des MGMT-Methylierungsstatus der Patienten auf das
Uberleben. Wir fithrten hierzu eine Kaplan-Meier-Analyse durch (Abb. 12 und Abb. 13).

Gesamtuberleben nach MGMT-Promotor-Methylierungsstatus
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Abb. 12: Kaplan-Meier-Analyse Gesamtiiberleben nach MGMT-Status, Vergleich methyliert versus
unmethyliert
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Progressionsfreies Uberleben nach MGMT-Promotor-Methylierungsstatus
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Abb. 13: Kaplan-Meier-Analyse Progressionsfreies Uberleben nach MGMT-Status, Vergleich
methyliert versus unmethyliert

Es zeigte sich, dass Patienten mit methyliertem MGMT-Promotor ein lingeres Uberleben
vorweisen. Dieser Zusammenhang ist bezogen auf das progressionsfreie Uberleben (p=0,048)
statistisch signifikant (Abb. 13), bezogen auf das Gesamtiiberleben (p= 0,066) jedoch nicht
(Abb. 12).

4.5.4 Karnofsky-Index

Die Karnofsky-Indices zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, die fiir die Patienten wihrend des
stationdren Aufenthalts erhoben worden, liegen mit Ausnahme von Patient 58 (Karnofsky-
Score 30) bei allen Patienten im Bereich von 60 bis 100. Wir fiihrten eine Kaplan-Meier-
Analyse zur Untersuchung auf eine Assoziation zwischen Karnofsky-Score (KPS) und
Uberleben durch. Wir teilten die Patienten dabei wie Mrugala et al. in drei Gruppen ein:

Patienten mit einem Karnofsky-Score bis 60, von 70 bis 80 sowie groBer gleich 9039.
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Gesamtuberleben nach Karnofsky-Index
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Abb. 14: Kaplan-Meier-Analyse Gesamtiiberleben nach Karnofsky-Index
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Abb. 15: Kaplan-Meier-Analyse Progressionsfreies Uberleben nach Karnofsky-Index

Wir stellten fest, dass Patienten mit hohem Karnofsky-Index zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
einen besseren Verlauf der Krankheit vorwiesen. Es zeigte sich dabei sowohl beim
Gesamtiiberleben als auch beim progressionsfreien Uberleben eine deutliche Verlingerung.
Der Zusammenhang ist in beiden Fallen statistisch hoch signifikant, beim Gesamtiiberleben
noch deutlicher (p=0,0006) als beim progressionsfreien Uberleben (p=0,0013).

Auch in der univariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich eine statistische Signifikanz
beziiglich einer lingeren Uberlebenszeit bei hdherem Karnofsky-Index bei Erstdiagnose. Dies

wird in Tabelle 8 und 9 dargestellt.
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Tab. 8: univariate Cox-Regressionsanalyse Karnofsky-Index/Gesamtiiberleben (OS)

Parameter Hazard Ratio 95% p-Wert
Konfidenzintervall
KPS OS 0.965 0.947-0, 0.983 0,0003

Tab. 9: univariate Cox-Regressionsanalyse Karnofsky-Index/ Progressionsfreies Uberleben (PFS)

Parameter Hazard Ratio 95% p-Wert
Konfidenzintervall
KPS PFS 0.967 0.949-0.986 0.0005
4.6 Kasuistik

Eine statistische Auswertung der RB1-Methylierungsanalyse war bei einer Fallzahl von n=1
nicht sinnvoll, daher wird Thnen im Folgenden der Fall, bei dem eine Methylierung des RB1-
Promotors nachgewiesen wurde, als Kasuistik dargelegt.

Patient 79 (H.H.) ist der einzige von uns untersuchte Patient, dessen Tumor eine RB1-
Promotormethylierung aufwies.

Beim 1958 geborenen Herrn H. wurde im Dezember 2012 aufgrund progredienter
rechtsseitiger =~ Kopfschmerzen und  gelegentlich  auftretender  Ubelkeit und
Lichtempfindlichkeit eine radiologische Bildgebung mittels Computertomografie
durchgefiihrt. Es zeigte sich eine parieto-okzipital lokalisierte Raumforderung mit Verdacht
auf Glioblastom.

Eine daraufhin durchgefiihrte Magnetresonanztomographie zeigte eine multizystische
Raumforderung mit ausgedehntem, bis nach frontal und okzipital reichendem Perifokalédem.
Die Raumforderung zeigte ein kraftiges, randstindiges Enhancement nach Kontrastmittel-
Applikation. Es zeigte sich auBerdem eine Mittellinienverlagerung von ca. 7 mm nach links.
Lokal waren die duBeren Liquorrdume verstrichen.

In der Vorgeschichte waren keine Tumorerkrankungen bekannt. Ein Karnofsky-Score von 100
wurde festgestellt.

In der neurologischen Untersuchung zeigte sich die Pupille rechts geringfiigig enger als links,
beide waren indirekt und direkt lichtreagibel. Im Bereich des Gesichtsfeldes zeigte sich eine

Hemianopsie linksseitig, der restliche Hirnnervenstatus war unauffallig.
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Im Bereich der Extremitaten zeigten sich keine sensomotorischen Defizite. Die
Muskeleigenreflexe waren seitengleich und unauffillig. Die Blasen-Mastdarm-Funktion war
intakt.

Es wurde eine osteoklastische Kraniotomie rechts okzipital und Tumorresektion in
mikrochirurgischer Technik unter neuronavigatorischer Fiihrung inklusive einer Einlage von
Carmustin-Wafern in die Tumorhohle durchgefiihrt. Der intraoperative Verlauf war
komplikationslos.

Im Verlauf konnte der Verdacht auf ein Glioblastom histopathologisch bestétigt werden.

Die weitere pathologische Diagnostik ergab den Nachweis der Marker MAP2, PHH3 und
GFAP. Der Ki67-Proliferationsindex betrug 60%. Es lag eine Methylierung des MGMT-
Promotors vor. Der IDH-1-Mutationstatus war negativ.

Die postoperative CCT-Kontrolle zeigte eine gute Tumorresektion ohne Hinweis auf
Nachblutung.

Herr H. erhielt eine bedarfsgerechte Analgesie und eine antithrombotische Prophylaxe.
Postoperativ zeigte sich der neurologische Status unveriandert, es gab keinen Anhalt fiir neu
aufgetretene neurologische Defizite.

Aufgrund der Carmustin-Wafer-Einlage in die Tumorhohle erhielt Herr H. eine antiodematose
Therapie mit Dexamethason 8 mg 4 x taglich, diese Therapie wurde fiir 4 Wochen fortgesetzt.
Im Januar 2013 kam es zu einer Infektion des Knochendeckels, sodass dieser entfernt werden
musste. Bei durch einen Duradefekt austretendem Liquor musste eine externe
Ventrikeldrainage implantiert werden. In 04/2013 wurde darauthin ein epiduraler Abszess

festgestellt, sodass eine Abszessausraumung durchgefiihrt werden musste.

Es erfolgte ab 02/2013 die Behandlung nach Stupp-Protokoll, welches im September 2013
nach Beendigung des 6. Zyklus der Temozolomid-Chemotherapie abgeschlossen wurde.

Die adjuvante Radiatio der Tumorregion rechts okzipital belief sich gemaf3 Protokoll auf

eine Gesamtstrahlendosis von 60 Gy unter simultaner Chemotherapie mit Temozolomid (75
mg/m2 Korperoberflache).

Im Anschluss wurden geplant im 3-Monats-Rhythmus Kontrolluntersuchungen durchgefiihrt.
EinschlieBlich der letzten Beobachtung 12/2019 bestand seitdem ein stabiler klinischer
Zustand, die zur radiologischen Kontrolle durchgefiihrten MRT-Untersuchungen zeigten
ebenso einen stabilen Befund ohne Tumorrest oder Tumorrezidiv.

Abb. 18 zeigt eine Ubersicht der magnetresonanztomographischen Bildgebung im Verlauf.
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Abb. 16: cMRT-Verlauf bei Patient 79 (T1-Wichtung), A: roter Pfeil zeigt Glioblastom mit
randstdndigem Kontrastmittel-Enhancement 12/2012. B: Postoperatives MRT 02/2013 bei Zustand
nach Knochendeckelexplantation. C: Untersuchung 05/2013 nach epiduraler Abszessausrdumung.
D-I: jahrliche Kontrolluntersuchungen 2015-2020
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5. Diskussion

Das RB1- Tumorsuppressorgen ist an der Pathogenese einer Vielzahl von neoplastischen
Erkrankungen beim Menschen beteiligt. Beziiglich der Rolle der RB1-Promotormethylierung
beim Glioblastom liegen einige Studien vor, jedoch konnte bei teils widerspriichlichen
Ergebnissen bislang keine abschlieBende Aussage getroffen werden.

Wir fiihrten eine Methylierungsanalyse des RBi-Promotors mit Hilfe von Bisulfit-
Konvertierung, MS-PCR und Gelelektrophorese durch.

Es handelt sich hierbei um eine retrospektive Studie an insgesamt 85 Glioblastompatienten,
welche am Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg operiert wurden.

Eine Methylierung des Promotors von RB1 zeigte sich dabei bei einem Patienten, was einer
Methylierungsrate von 1,18% entspricht. Simtliche Tumorproben wurden in der Zeit zwischen
2003 bis 2013 gewonnen. Durch die im Vergleich mit anderen Malignomen als niedrig zu
bezeichnende Inzidenz des Glioblastoms ist die Fallzahl im statistischem Kontext eher gering.
Im Vergleich mit publizierten Studien zu dieser Fragestellung hat unsere Studie allerdings die
hochste Fallzahl.

5.1 Vergleichbarkeit unserer Kohorte mit der gingigen Literatur

Unsere Studie umfasste insgesamt 85 Patienten, davon 53 mannliche und 32 weibliche.
Somit waren Manner mit einem Anteil von 1,65:1 haufiger vertreten als Frauen. Dies deckt sich
mit den Angaben der Literatur. Die groBangelegte CBTRUS-Studie beobachtete ein um den
Faktor 1,58 haufigeres Auftreten von Glioblastomen bei Mannern, sowie eine generell hohere
Pravalenz von Astrozytomen beim mannlichen Geschlecht49.

Das Alter bei Erstdiagnose der Erkrankung ist ein wichtiger prognostischer Marker, wobei ein
jiingeres Alter mit verbesserter Prognose und lingerem Uberleben einhergeht49.

Das mittlere Alter bei Erstdiagnose betrug bei der hier untersuchten Patientenpopulation
60,76 Jahre, das mediane Alter 59,64 Jahre.

Der im Ergebnisteil angegebene Cut-Off bei 60 Jahren erscheint somit sinnvoll, Bezug
nehmend auf eine Studie von Roa et al., die Glioblastom-Patienten iiber 60 Jahre als altere
Patienten klassifiziertess.

Da auch in unserer Patientenpopulation ein jlingeres Alter mit einer besseren Prognose
vergesellschaftet ist, sind unsere Daten somit mit denen der Literatur kongruent.

Der Karnofsky-Index ist wie bereits zuvor erwahnt ebenfalls prognosebeeinflussend. Ein hoher
Karnofsky-Index zum Zeitpunkt der Diagnosestellung pradestiniert fiir eine bessere

Prognosess.
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Mit Ausnahme von zwei Patienten hatten alle Patienten einen Karnofsky-Index von
mindestens 70. Dies bedeutet, eine Selbstversorgung der Patienten ist moglich, wobei keine
Arbeitsfahigkeit gegeben ist. Auch bei unserem Patientenkollektiv zeigte sich, dass ein hoher
Karnofsky-Index mit einer verbesserten Prognose einhergeht.

Scott et al. studierten in einer groBangelegten Studie an 689 Glioblastompatienten die
Charakteristika der Langezeitiiberlebenden, welche sie mit einer Uberlebensrate von iiber 3
Jahren nach Diagnosestellung definierten. Neben einem jungen Erkrankungsalter waren auch
das AusmaB der Tumorresektion, ein hoher Karnofsky-Index bei Erstdiagnose sowie weniger
Mitosen und ein niedriger Ki-67-Index fiir ein Langzeitiiberleben ausschlaggebendss.

Wie bereits beschrieben, spielt die Kenntnis des IDH1-Mutationsstatus eine essentielle Rolle
beim Glioblastom. Die von uns untersuchte R132H-Mutation inaktiviert die Fahigkeit der
Isocitrat-Dehydrogenase 1, die Reaktion von Isocitrat zu a-Ketoglutarat zu katalisierens2.

Wir fanden einen positiven IDH1-Mutationsstatus bei 5 unserer Patienten. Abziiglich dreier
Patienten, deren IDH1-Status aufgrund von mangelndem Material nicht bestimmt werden
konnte, waren 5 von 82 Patienten fiir die R132H-Mutation positiv. Dies entspricht 6,1% der
Kohorte. Wir untersuchten in unserer Studie ausschlieflich die IDH1-R132H-Mutation,
welche den GroBteil der Mutationen des IDH1-Gens bei Hirntumoren ausmachts.

Fiir Glioblastome wird ein je nach IDH1-Mutationsstatus unterschiedliches durchschnittliches
Erkrankungsalter angegeben. So liegt dieses bei IDH1-Wildtyp-Glioblastomen bei 60.9 + 13.3
Jahren (mittleres Alter+ Konfidenzintervall), im Vergleich dazu bei IDH1-mutierten Tumoren
bei 47.9 + 12.9 Jahren43.

Auch in unserer Kohorte ergaben sich hingehend des Alters Assoziationen mit dem IDH1-
Status: Das Durchschnittsalter betrug bei vorliegender IDH1-Mutation 52,4 Jahre und bei
IDH1-Wildtyp 61,6 Jahre, womit auch hier ein positiver IDH1-Mutationsstatus mit jiingerem
Patientenalter bei Erstdiagnose vergesellschaftet war.

Der IDH1-Status von Glioblastomen ist ein in zahlreichen Studien betrachteter Parameter.

So fanden Nobusawa et al. in ihrer Studie mit 407 Glioblastompatienten in 8,8% der
untersuchten Tumoren eine IDH1-Mutation — dabei war diese deutlich haufiger in sekundéren
Glioblastomen zu finden — 22 von 30 dieser Tumoren und damit 73% waren hier IDH1-mutiert
im Vergleich zu 3,7% der primaren Glioblastome4s.

Yan et al. detektierten in 12,5% ihrer 136 Patienten umfassenden Studiengruppe eine IDH1-
Mutation. Dabei war in 11 von 13 (85%) sekundaren und 6 von 123 primiren Glioblastomen
(4,8%) eine IDH1-Mutation zu finden?8.

Zu einem dhnlichen Ergebnis wie in der vorliegenden Studie kamen auch Combs et al. Sie
wiesen in 3% ihrer 140 untersuchten Glioblastomproben eine IDH1-Mutation nach —

verantwortlich war in allen Fillen die R132H-Mutation!3.
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Der MGMT-Methylierungsstatus ist bei Glioblastompatienten von essentieller Wichtigkeit, da
er signifikante Auswirkungen auf das Ansprechen auf die Therapie mit alkylierenden
Substanzen hat23. Diese sind in Form von Temozolomid Chemotherapeutikum der ersten Wahl
in der Glioblastombehandlung®4. MGMT entfernt Alkylgruppen und antagonisiert damit die
Wirkung von Temozolomidsc. Eine Methylierung des MGMT-Promotors fiihrt zu einer
reduzierten Expression des Gens und somit zu einem besseren Therapieansprechen2s.

In unserem Patientenkollektiv lag in 40 von 85 Fillen eine Methylierung des MGMT-
Promotors vor. Dies entspricht 47% der Patienten. Unsere Daten decken sich mit der Literatur,
in welcher ahnliche Anteile gefunden werden konnen:

So fanden Ellingson et al. in 141 von 379 untersuchten Fillen einen methylierten MGMT-
Promotor, dies entspricht 37,2% der untersuchten Tumoren?s.

Zawlik et al, die mit 371 Patienten eine dhnlich groBe Kohorte aufweisen konnten, fanden in
44,5% einen methylierten MGMT-Promotors:.

Mit 44,8% methylierten MGMT-Promotoren bei einer Studiengruppe von 248 Patienten war
der Anteil einer Studie von Weller et al. der von Zawlik et al. sehr d&hnlich74.

Bei Reifenberger et al. waren es mit 57,5% Methylierung der insgesamt 233 untersuchten
Tumoren etwas mehr als bei den zuvor genannten Studiens2.

Im Vergleich befindet sich unser Patientenkollektiv somit in einem dhnlichen Bereich wie die
Studien, die die MGMT-Promotor-Methylierung mit groBen Fallzahlen nachgewiesen haben.
Patienten mit methyliertem MGMT-Promotor haben unabhingig von weiteren Faktoren eine
verbesserte Prognose und auBerdem ein verlingertes Uberleben gegeniiber Patienten ohne
diese Eigenschaft, sofern ihnen eine kombinierte Radiochemotherapie zuteilwird=2s.

Durch Etablierung des Stupp-Schemas als Standardtherapie ist dies normalerweise der Fall.
In unserem Patientenkollektiv konnte dies bestitigt werden. Die Patienten mit methyliertem
MGMT-Promotor verzeichneten ein ldngeres Gesamtiiberleben sowie ein ldngeres
progressionsfreies Uberleben. Es lag ein durchschnittliches Gesamtiiberleben von 19,87
Monaten bei methyliertem MGMT-Promotor versus 12,54 Monaten bei unmethyliertem
MGMT-Promotor vor. Das durchschnittliche progressionsfreie Uberleben betrug 7,36 Monate
mit unmethyliertem und 10,79 Monate mit methyliertem MGMT-Promotor.

Der Vergleich der Eigenschaften unseres Patientenkollektivs mit denen publizierter Studien
zum Glioblastom konnte zeigen, dass die Eigenschaften unseres Kollektivs im Wesentlichen
denen der Literatur entsprechen beziehungsweise sich keine groferen Diskrepanzen im
Hinblick auf die verglichenen Marker zeigen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die von uns untersuchten Patienten als
reprasentatives Kollektiv von Glioblastompatienten gelten konnen.

Di'(.esl.n}llacht eine Evaluation des RB1-Methylierungsstatus als Marker beim Glioblastom
moglich.
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5.2 Methodendiskussion

Zur Bestimmung des Methylierungsstatus eines Genlocus stehen eine Vielzahl an Methoden
zur Verfiigung. Wir verwendeten eine PCR-basierte Methode mit vorangehender Bisulfit-
Konvertierung der zu untersuchenden DNA.

Zur Feststellung des Methylierungsstatus der zu untersuchenden DNA-Abschnitte ist eine
Amplifikation selbiger notwendig. Die DNA-Polymerase, welche das dafiir zustdndige Enzym
darstellt, kann nicht zwischen Cytosin und seiner methylierten Version, dem
5-Methylcytosin, unterscheiden. Folglich muss vor Beginn der PCR eine Modifikation der DNA
stattfinden, welche eine spezifische Amplifikation und darauffolgende Bestimmung des
Methylierungsstatus ermoglicht. Dafiir stehen verschiedene Mdoglichkeiten bereit. Einsetzbare
Verfahren sind neben der von uns verwendeten Bisulfit-Behandlung der DNA beispielsweise
die Verwendung von methylierungsspezifischen Restriktionsendonukleasen(MSRE),

Hydrazin oder Permanganat4. Die ersten beiden stellen dabei die gingigsten Verfahren dar.

Die Bisulfit-Konvertierung gilt als die mit der groten Sensitivitat und Spezifitat zur Detektion
von Methylierungen an einzelnen Gen-Loci verbundene Methodess. Grundlage ist die
Umwandlung unmethylierter Cytosine in CpG-Inseln in Uracil, wahrend 5-Methylcytosin zum
GroBteil unverandert bleibt. Somit kann auch nach Durchfiihrung der PCR eine
Unterscheidung zwischen methylierter und unmethylierter DNA anhand ihrer
Sequenzunterschiede erfolgen.

Vorteil dieser Methode ist ihre universelle Anwendbarkeit, jedes CpG-Dinukleotid einer
ganzen Zellpopulation oder auch nur eines einzigen DNA-Molekiiles kann auf eine
Methylierung untersucht werden.

Eine Einschrankung der Methode ist ihre Neigung zu Artefakten. Das haufigste Artefakt
entsteht durch die inkomplette Konversion von Cytosin zu Uracil, da Bisulfit nur mit DNA-
Einzelstrangen reagiert und keine in Basenpaarungen vorliegenden Cytosin-Molekiile
konvertieren kann. Diese liegen allerdings vor, wenn es im Vorfeld nur zu einer
unvollstandigen DNA-Denaturierung oder bereits zu einer Renaturierung gekommen ist4.
Der von uns favorisierte Losungsansatz beinhaltet die Durchfiihrung der Bisulfit-Konversion
in einem Thermocycler, wobei es durch eine mehrere Temperaturstufen durchlaufende
Erhitzung auf bis zu 95°C kommt, was zu einer vollstindigen Denaturierung fiihrt7.

Auch die Verwendung von Proteinase K bei der Durchfiihrung der Isolation der spater
verwendeten DNA triagt dazu bei, dass weniger Artefakte entstehen7:14. Proteinase K ist Teil
des von uns verwendeten Protokolls zu DNA-Isolation, sodass wir hier insgesamt zwei
Mechanismen nutzten, um das Auftreten von Artefakten zu verhindern und somit zuverlassige

Ergebnisse erhalten konnten.
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Wird die Bisulfit-Behandlung unter geeigneten Bedingungen durchgefiihrt, so kann von einer
Konversionsrate von unmethyliertem Cytosin zu Uracil von ungefihr 99% ausgegangen
werden®’.

Abgesehen davon bestehen noch andere mégliche Quellen, die zu einem weniger zuverldssigen
Ergebnis der Bisulfit-Konvertierung fithren konnen. So kann es zu einer spontanen zufilligen
Konversion einiger 5-Methylcytosine zu Thymin wihrend der Inkubation der Probe kommen.
Eine lange Inkubationszeit kann auBerdem zu ausgeprigten Schiden der DNA fiihren, was
eine Amplifikation dieser erschwerts!. Bei vollstindig denaturiert vorliegender DNA reicht
nach aktueller Studienlage eine vierstiindige Inkubation, um eine ausreichende Konversion
herbeizufiihrens:.

Ein weiterer Mechanismus, der zur DNA-Degradation fiihren kann, ist die sdurekatalysierte
Depurinierung der DNA wihrend der Bisulfit-Behandlung?4.

Ein komplexeres Problem kann vorliegen, wenn die Primerpaare fiir methylierte und
unmethylierte DNA diese in unterschiedlicher Effizienz amplifizieren. Es sollten daher
grundsitzlich Proben mit methylierter und unmethylierter DNA in festgelegten Mengen im
Experiment verwendet werden, um den Fehler herauszurechnen?z.

Ein zur Bisulfitbehandlung alternatives, ebenso populires Verfahren ist der Verdau mit MSRE.
Verwendet werden Isoschizomere bakterieller Endonukleasen, die sich in der Sensitivitat fiir
5-Methylcytosin unterscheiden. Wahrend eines der Enzyme die DNA auch bei Vorliegen von
5-Methylcytosin spalten kann, ist das dem anderen Enzym des Paares nicht moglich. Somit
kann eine Unterscheidung anhand des Methylierungsstatus erfolgen.

Die Probleme der MSRE liegen in ihrer Aussagekraft. So konnen nur DNA-Abschnitte
analysiert werden, welche eine fiir die Isoschizomere spezifische Nukleotidsequenz aufweisen.
Es muss auBerdem auf einen vollstindigen Verdau der DNA geachtet werden, da bei einem
unvollstindigen Verdau falsch positive Ergebnisse in Bezug auf vorliegende Methylierungen
resultieren konnen. Bei Vorliegen groBer DNA-Mengen konnen die MSRE mit einem Southern
Blot kombiniert werden, ansonsten wie die Bisulfit-Konvertierung mit einer PCR. Es schliefit
sich eine Elektrophorese, ein Blotting auf eine Nylon-Membran sowie eine Hybridisierung mit
radioaktiven Markern an*4.

Die Polymerasekettenreaktion beinhaltet die Amplifikation der zu untersuchenden DNA-
Abschnitte mit Hilfe von speziell fiir den zu testenden Lokus kreierten Primern. Nach
Durchfiihrung der Bisulfit-Behandlung liegen keine komplementaren DNA-Strange mehr vor.
Beim Design der Primer muss entschieden werden, welche grundsatzliche Strategie verfolgt
werden soll. Soll eine quantitative Auswertung der methylierten und unmethylierten DNA-
Strange erfolgen, so werden Primer erstellt, welche unabhingig vom Methylierungsstatus eine
Amplifikation der DNA erreichen. Diese Methode wird methylierungs-unabhingige PCR
(engl. Methylation-independent PCR (MIP)) genannt3s. Sie hat den klaren Nachteil, dass hier

eine PCR-bezogene Priferenz der Amplifikation von unmethylierter DNA vorliegt, was der
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Verschiebung der Ergebnisse in Richtung eines verminderten Methylierungsgrades
entspricht72. Versuche, dieses Phanomen durch Modifikation der Bedingungen der PCR wie
beispielsweise der Temperatur bei Primerhybridisierung oder Denaturierung zu verhindern,
scheiterten72. Zusatzlich muss die geringe analytische Sensitivitat der MIP bei der Auswahl der
praferierten Methode beriicksichtigt werdens3s.

Soll eine qualitative Methode wie in unserer Studie angewendet werden, so ist eine hohe
Sensitivitat und Spezifitdt der Primer notwendig. Es werden hierfiir zwei Paare von Primern
verwendet. Essentiell ist hierbei die richtige Auswahl der Primer, welche zwischen methylierter
und unmethylierter DNA differenzieren konnen. Moglich wird dies durch das Design eines
Primers mit CpG-Insel am 3‘-Ende. Ebenso ist eine Unterscheidung von durch die Bisulfit-
Behandlung konvertierter und unkonvertierter DNA notwendig. Der Primer enthalt dafiir zwei
nicht-CpG-Cytosine am 3°-Ende. Bei dieser von uns verwendeten Methode handelt es sich um
die methylierungsspezifische PCR (MS-PCR).

Zur Validierung der Ergebnisse sollten grundsitzlich bei jedem Durchgang der Bisulfit-
Konvertierung und konsekutiven PCR Kontrollen durchgefiihrt werden. N6tig ist sowohl eine
Positivkontrolle in Form von methylierter DNA, wir verwendeten hier methylierte DNA der
Firma Zymo Research, eine Negativkontrolle mit sicher unmethylierter DNA, in unserer Studie
in Form einer Duraprobe sowie eine Kontrolle mit destilliertem Wasser zum Test auf
Verunreinigung des PCR-Mastermix mit DNA.

Als Negativkontrolle kann wie in unserer Studie DNA von normalem Hirngewebe verwendet
werden. Die Positivkontrolle kann alternativ selbst hergestellt werden. Man verwendet dabei
das Enzym CpG Methyltransferase (M.SssI), welches eine ausgewihlte DNA-Probe komplett
methyliert8°. Gonzalez-Gomez et al. verwendeten hierfiir beispielsweise normale DNA von
Lymphozyten, welche sie mit M.Sssl behandelten, wihrend Yu et al. aus Lebergewebe
extrahierte DNA verwendeten2!8°,

Ein groBer Vorteil der MS-PCR ist ihre hohe Sensitivitat. Schon kleinste DNA-Mengen reichen
zur Durchfilhrung, und schon ein Anteil von methylierten Molekiilen von 0,1% der
Gesamtpopulation reichen zur Detektion?s.

Einfluss auf die analytische Sensitivitit haben unter anderem das Design der Primer, die
Temperatur bei Primerhybridisierung sowie die Zyklusanzahl der PCR3s.

Die MS-PCR kann grundsatzlich als qualitative Methode zum Nachweis der Methylierung
eines bestimmten Gens verwendet werden. Sollten quantitative Informationen benétigt oder
mehr als nur ein kleiner DNA-Abschnitt auf Methylierung untersucht werden, ist ein
Methodenwechsel oder eine Kombination mit einem anderen Verfahren notwendig.

Die MS-PCR birgt die Gefahr der Generierung von falsch-positiven Ergebnissenss. Dies steht
unter anderem mit der hohen Sensitivitdt der Methode in Zusammenhang, Ursache der falsch
positiven Ergebnisse konnen die Anlagerung eines falschen Primers und folgende

Amplifikation seinss.
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Ein geeignetes Primerdesign sowie die Vorgabe einer hohen Temperatur zur
Primerhybridisierung kann diesem Problem entgegenwirken. Essentiell in diesem
Zusammenhang ist die Verwendung einer Negativprobe, ebenso sollte eine Kontamination der
Probe selbstverstandlich verhindert werdenss.

Ein groBer Vorteil der MS-PCR ist, dass zu ihrer Durchfiihrung kein spezielles Equipment
notwendig sind und sie somit in den meisten Laboren problemlos durchfiihrbar ist.
AuBerdem ist hervorzuheben, dass sie eine sowohl zeitlich als auch finanziell groBe Effizienz
bietetss.

Ein Vergleich der Ergebnisse eines Southern Blots nach Durchfiihrung eines MSRE-Verdaus
mit den Ergebnissen einer MS-PCR an derselben Gewebeprobe kann die Resultate der jeweilig
anderen Methode bestitigen, sofern beide Methoden zum selben Ergebnis kommen.
Zusatzlich konnen somit falsch positive bzw. negative Ergebnisse detektiert werden. Bei
sorgfiltig ausgewihlten Positiv- und Negativkontrollen bzw. einer Wiederholung der Messung
bei unklaren Ergebnissen ist dies allerdings nicht notwendig, da in diesem Fall bereits eine
ausreichende Aussagekraft vorliegtso.

Die MS-PCR bietet somit eine Vielzahl an Vorteilen gegeniiber alternativen Verfahren zur
Feststellung des Methylierungsstatus, sodass wir uns in Abwigung dieser mit den
vorhandenen Nachteilen fiir die Verwendung dieser Methode entschieden haben.

Die Mehrheit der relevanten Publikationen zur Promotormethylierung des RB1-Gens
verwendeten diese Methode, welche sich somit als Standardmethode zu Beantwortung dieser

Fragestellung etablieren konnte4t-21.79.80,

5.3 Ergebnisdiskussion

Epigenetische Modifikationen des Erbguts sind Teil der Genese der meisten Tumoren und
spielen auch beim Glioblastom eine wichtige Rolle.
RB1 ist zusammen mit E2F, p53, CDK4/6 und CDKN2A Teil eines Regelkreises, der

Zellteilung, Differenzierung, Seneszenz und Apoptose kontrolliert.

In unserer Studie beobachteten wir nur bei einem von 85 Patienten eine Methylierung des RB1-
Promotors (1/85;1,18%). Dies ist ein solch geringer Wert, dass wir von einem zu
vernachlassigenden Einfluss der RBi-Promotormethylierung beim Glioblastom ausgehen
miissen. Die RB1-Promotormethylierung scheint kein relevantes Ereignis bei der Entwicklung
und Progression des Glioblastoms darzustellen.

Vorausgehende Studien beschrieben hier teilweise abweichende Ergebnisse. Die zwei Studien

mit den groBten Fallzahlen, welche die RB1-Methylierung beim Glioblastom untersuchten,
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sind eine Studie von Nakamura et al. aus dem Jahr 2001 mit 56 Fallen sowie eine Studie von

Gonzalez-Gomez et al. aus dem Jahr 2003 mit 42 Fallen4t-21,

Nakamura et al. untersuchten den Methylierungsstatus des RB1-Promotors bei 56 Patienten
und fanden dabei bei insgesamt 14 Patienten einen methylierten Promotor, dies entspricht
25% der untersuchten Fille und damit deutlich mehr als in unserer Studie. Sie unterteilten
auBerdem die Glioblastome nach alter WHO-Klassifikation in primar und sekundéar und
stellten fest, dass eine Promotormethylierung signifikant haufiger bei sekundaren (43%) als
primaren (14%) Glioblastomen auftritt4:.

Im Gegensatz dazu entsprechen die von uns untersuchten Tumoren alle primaren
Glioblastomen. Ein geringerer Anteil an nachgewiesenen RB1-Methylierungen ist insofern mit
den Ergebnissen von Nakamura et al. vereinbar, wobei der Anteil in unserer Studie mit 1,18%
nochmals deutlich vermindert war.

Hervorzuheben ist allerdings, dass wir in unserer Studie die aktuelle WHO-Klassifikation von
2016 verwendeten. Diese sieht keine Einteilung der Glioblastome nach primar und sekundar
mehr vor, vielmehr wird eine Einteilung beziiglich des IDH1-Mutationsstatus vorgenommen.

Samtliche der von uns untersuchten Tumoren sind nach neuer WHO-Klassifikation als
Glioblastome zu klassifizieren. Im Gegensatz dazu ist es somit moglich, dass in die Studie von
Nakamura et al. durch Verwendung der alten WHO-Klassifikation Patienten eingeschlossen
waren, deren Tumoren nach aktueller Klassifikation nicht mehr als Glioblastome bezeichnet
werden konnen bei bereits initial geringerer Fallzahl.

Methodisch verwendeten Nakamura et al. die MS-PCR im Anschluss an die
Bisulfitkonvertierung, welche mit Hilfe des CpGenome DNA Modification Kit des Herstellers
Intergen durchgefiihrt wurde. Die verwendeten Primer entsprachen den von uns verwendeten.
Auch die Gelelektrophorese wurde wie in unserer Studie mit einem 3%-Agarosegel unter
Verwendung von Ethidiumbromid zur Visualisierung durchgefiihrt4:.

Es kann zusammengefasst werden, dass bis auf einige Unterschiede bei der Durchfiihrung im
Allgemeinen dieselben Methoden wie in unserer Studie zur Anwendung kamen.

Nakamura et al. untersuchten auSerdem den Zusammenhang von RB1-Promotormethylierung
und dem Verlust der pRB-Expression, welchen sie mithilfe von Immunhistochemie
nachwiesen. Sie stellten fest, dass in der groBen Mehrheit der Fille mit pRB-
Expressionsverlust eine RB1-Promotormethylierung vorlag (11 von 13 Fille, 85%). In 93% der
Tumoren mit pRB-Expression war aulerdem keine Methylierung nachweisbar4:.

Wir hatten im Rahmen dieser Studie nicht die Moglichkeit, die Expression des pRB-Proteins
zu untersuchen. Trotzdem ist in Anbetracht der Literaturdaten auch in unserer
Studienpopulation von einer hohen Wahrscheinlichkeit eines pRB-Expressionsverlusts bei

RB1-Promotormethylierung auszugehen.
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Ein Verlust der Expression von RB1 wurde bereits als moglicher negativer prognostischer
Faktor beschrieben. Hilton et al. beobachteten in ihrer Studie an 107 Glioblastom-Patienten
ein schlechteres klinisches Outcome bei vorliegendem Verlust der Expression des
Retinoblastom-Proteins26. Auch Nakamura et al. stellten 1996 eine Assoziation eines pRB-
Expressionsverlustes mit einer Verkiirzung des mittleren Uberlebens fest. Wihrend die
Patienten mit Tumoren, welche eine pRB-Expression aufwiesen, durchschnittlich 11 Monate
iiberlebten, waren es bei fehlender Expression nur 6 Monate4°.

Bicklund et al. berichteten auBerdem von einem signifikant kiirzeren medianen Uberleben von
Glioblastom-Patienten, bei denen Veranderungen von Genen mit Funktion innerhalb des RB1-

Signalweges nachgewiesen wurden+.

Die zweite groBe Studie, welche sich mit der Methylierung des RBi-Promotors bei
Glioblastomen beschéftigte, wurde von Gonzalez-Gomez et al. im Jahr 2003 im
Universitatsklinikum La Paz in Madrid durchgefiihrt. Die Studie umfasste neben anderen
Tumorentitaten des zentralen Nervensystems 42 Glioblastome. Es konnte ein Nachweis einer
RB1-Promotormethylierung bei 9 der 42 Tumoren gefunden werden, dies entspricht einem
Anteil von 21%. Wie schon von Nakamura et al. berichtet war auch hier eine hohere
Methylierungsrate bei sekundiren Glioblastomen im Vergleich zu primaren beobachtet
worden. Die Studie beinhaltete 32 priméare und 10 sekundare Glioblastome, dabei waren 15%
der priméren (5 von 32 Tumoren) und 40% der sekundaren Glioblastome (4 von 10 Tumoren)
methyliert. Gonzalez-Gomez et al. formulierten als Schlussfolgerung die Annahme, dass die
Hypermethylierung des RB1-Promotors ein haufiges epigenetisches Ereignis darstellt, welches
mit der Entwicklung von Hirntumoren assoziiert ist2!.

Dies widerspricht den Ergebnissen unserer Studie insofern, als dass wir eine RBi1-
Methylierung nur in 1,18% der Fille nachweisen konnten. Es muss dabei nochmals erwihnt
werden, dass in unserer Studie eine geringere Rate an RB1-methylierten Tumoren zu erwarten
war, da wir ausschlieBlich primare Glioblastome untersuchten, allerdings ist der Anteil mit
1,18% nochmals deutlich unter dem von Gonzalez-Gomez et al. mit 15%.

Wie schon bei der Studie von Nakamura et al. muss auch hier bedacht werden, dass es sich bei
einigen in der Studie von Gonzalez-Gomez et al. eingeschlossenen Tumoren nach aktueller
WHO-Klassifikation nicht mehr um Glioblastome handeln konnte bei wiederum initial
deutlich geringerer Fallzahl.

Methodisch wurde auch hier eine DNA-Isolation, Bisulfit-Konvertierung und anschlieBende
MS-PCR durchgefiihrt, auch hier wurden die gleichen Primer wie in unserer Studie verwendet.
Wie in der Studie von Nakamura et al. und unserer Studie wurde zur Auswertung eine
Gelelektrophorese in einem 3%-Agarosegel angeschlossen. Als Positiv- und Negativkontrolle
verwendeten Gonzalez-Gomez et al. DNA von Lymphozyten gesunder Spender, welche fiir die

Verwendung als Positivkontrolle vorher mit SSS1-Methyltransferase behandelt wurden2'.
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Yin et al. untersuchten in ihrer Studie die Gene p14, p15, p16 und RB1 bei Patienten mit
Hirntumoren. Bei keinem der 30 untersuchten Glioblastome lag dabei eine RB1-Methylierung
vor7e.

Die Ergebnisse decken sich somit mit den unseren, wenn auch Yin et al. eine deutlich kleinere
Fallzahl untersuchten. Durch den geringen Methylierungsgrad von RB1, aber auch p15 und p16
formulierten sie die Annahme, dass die Methylierung dieser Gene eine untergeordnete Rolle
bei der Entwicklung von Hirntumoren im Allgemeinen spielen.79

Anhand unserer Ergebnisse der RBi1-Methylierung an 85 Patienten konnen wir die Aussage
zumindest teilweise bestitigen — die Methylierung des RB1-Gens scheint bei der Entwicklung
des Glioblastoms keine groBe Rolle zu spielen.

Auch Yu et al. beschiftigten sich mit dem Methylierungsstatus von Genen, welche bei der
Entwicklung von Astrozytomen eine Rolle spielen konnten. Unter anderem waren 12
Glioblastome Teil der ausgewerteten Tumoren. Neben p144RF und p15™NK4b war auch im RB1-
Gen bei keinem Glioblastom eine Methylierung festzustellen. Wie auch in den vorigen Studien

kamen hier dieselben Methoden wie in unserer Studie zur Anwendungse.

Eine weitere Studie, welche sich mit der Promotormethylierung von Genen der
Zellzykluskontrolle beschaftigt, wurde von Ohta et al. an malignen Astrozytomen
durchgefiihrt. In die Studiengruppe eingeschlossen waren 31 Glioblastome und 23
anaplastische Astrozytome. Untersucht wurden neben RB1 die Gene p144RF, p15INKab p16INK4a,
p21Waft/Cipt poKipt und p73. Gefunden wurde eine Methylierung des RB1-Promotors in drei der
Tumoren, was einem Anteil von 6% der untersuchten Tumoren entspricht — dabei wurde
allerdings nicht zwischen Glioblastomen und anaplastischen Astrozytomen differenziert.
Waihrend 50% der Tumoren ein abnormes Promotor-Methylierungsmuster mindestens eines
untersuchten Gens aufwiesen, waren in keinem der Tumoren drei oder mehr Gene betroffen.
Interessanterweise fand sich keine signifikante Assoziation zwischen dem Methylierungsstatus
der Gene mit klinisch-pathologischen Parametern. Der Methylierungsstatus der Gene hatte
weder einzeln noch in Kombination Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben oder das
Gesamtiiberleben. Ohta et al. schlussfolgerten somit, dass die Promotormethylierung nur eine
untergeordnete Rolle in Bezug auf die Entwicklung maligner Hirntumoren spielen kann4o.

Dies stimmt in Bezug auf RB1 mit unseren Ergebnissen tiberein.

Auf Gene des RB1-Signalweges und deren Expression in Astrozytomen spezialisierte sich eine
2015 von Ferreira et al. durchgefiihrte Studie. Analysiert wurden 58 Proben, von denen es sich
bei 23 Fillen um Glioblastome handelte. Eine Methylierung des RB1-Promotors konnte in
keiner der Proben festgestellt werden. Neben der Methylierung wurde auBerdem die

Expression unter anderem von RB1 in den in die Studie eingeschlossenen Tumoren
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untersucht. Hier wurde deutlich, dass RB1 in Glioblastomen seltener exprimiert wird als in
Astrozytomen niedrigerer Grade, und zwar 1,6-fach seltener als in diffusen Astrozytomen und
1,4-fach seltener als in anaplastischen Astrozytomen. Die Expression stellt sich somit
stadienabhingig dar mit verminderter Expression in hoheren Tumorstadien. Ferreira et al.
schlussfolgerten somit, dass die Unterexpression von RB1 sowie CDKN2A und CDKN2B mit
der Aggressivitit des Tumors assoziiert sein kann?7.

Methodisch wurde hier im Vergleich zu unserer Studie bzw. den anderen bereits genannten
Studien anders gearbeitet. Ferreira et al. entschieden sich zur Verwendung der Bisulfit-
Sequenzierung, einer der Bisulfit-Konversion folgenden DNA-Sequenzierung (BSP). Sie
begriindeten das mit der Vermutung, die BSP liefere genauere Ergebnisse als die MSP.

In der Polymerasekettenreaktion wurde eine Primerhybridisierung bei 52°C durchgefiihrt,
dies ist 3°C kélter als in unserer Studie. Die amplifizierte DNA-Sequenz hatte eine Linge von
280 Basenpaaren. Trotz unterschiedlicher Methode konnte somit ein Ergebnis erzielt werden,

das sich mit unseren Erkenntnissen deckt?’.

Wie bereits erwihnt, wies in unserer Studie nur einer von 85 Patienten eine Methylierung des
RB1-Promotors auf. Interessanterweise ist eben dieser Patienten der einzige
Langzeitiiberlebende unserer Studie und zugleich der einzige Patient, welcher aktuell noch am

Leben ist. Dies kann aber selbstverstandlich nicht statistisch ausgewertet werden.
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5.4 Zusammenfassung und Ausblick

Das Glioblastom ist nach wie vor eine der aggressivsten Krankheiten und weist eine
auBerordentlich schlechte Prognose vor. Trotz vieler wissenschaftlicher Bemiihungen konnte

bislang kein groBer Fortschritt beziiglich der Uberlebenszeit der Patienten erzielt werden.

Die vorliegende Studie zeigt, dass die Methylierung des RB1-Promotors kein relevantes
Ereignis in der Entstehung und Progression des Glioblastoms ist. Dies ist der Tatsache
geschuldet, dass sie ein sehr seltenes Geschehen bei Glioblastom-Patienten darstellt.

RB1 kann zwar eine Rolle beim Glioblastom spielen — allerdings nicht die epigenetische

Regulation mittels Promotor-Methylierung.

Allerdings, der einzige Langzeitiiberlebende unserer Studie wies eine RB1-
Promotormethlylierung auf. Inwieweit hier eventuell ein Zusammenhang mit komplexeren
Methylierungsmustern besteht, bleibt offen.

Die Evaluation weiterer epigenetischer Marker wird zu verbesserten Erkenntnissen im
Hinblick auf die Entstehung und Pathogenese der Erkrankung fiihren.

Am Beispiel von MGMT konnte bereits deren Relevanz beziiglich Prognose und
Therapieentscheidung beim Glioblastom gezeigt werden.

Ziel muss sein, moglichst viele pathogenetische Mechanismen der Krankheitsentstehung zu

entschliisseln, um dahingehend zielgebundene Therapien etablieren zu konnen.
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Anhang

Pufferverzeichnis

TBE-Puffer 5x

54 g Tris-Base
27,5 g Borsaure
1,86 g EDTA

Mit Aqua dest. auf 1 Liter auffiillen und pH 8 einstellen.

SE-Puffer

75 mM Natriumchlorid (4,38g)
25 mM EDTA (8,9g)

Mit Aqua dest. Auf 1 Liter auffiillen und pH 8 einstellen.

TE-Puffer 1x

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
1 mM EDTA (pH 8)

SDS (10%)

10 g Natriumdodecylsulfat
80 ml Aqua dest.

Bei 68°C erhitzen, anschlieBend auffiillen mit Aqua dest. auf 100ml und
pH 7,2 einstellen

Proteinase K Stammlosung

20mg Proteinase K in 1ml Aqua dest. losen.

Tris-Puffer (10%)

900 ml Aqua dest.
100 ml Dako Wash Buffer(10x)
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Xylol (Isomerengemisch bestehend aus
Ethylbenzol, m-Xylol, c-Xylol und p-Xylol)
Wasserstoff-Peroxid-Losung 30%
Dako Target Retrieval Solution, pH 9 (10x)
Dako Wash Buffer 10x

Anti-IDH1 R132H

EnVisionP FLEX+ MOUSE LINKER
Dako REALP Antibody Diluent

Dako REAL™ EnVision™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse
Kupfer-(1I)-Sulfat-Pentahydrat

Shandon Instant Hematoxylin
Shandon Bluing Reagent

Eosin G-Losung
0,5% wassrig

Hersteller

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Merck KGaA, Darmstadt

Zymo Research, Irvine, USA

Zymo Research, Irvine, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Roth, Karlsruhe

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sigma, Osterode am Harz

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
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Merck KGaA, Darmstadt
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Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Eurofins Genomics, Ebersberg

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma, Osterode am Harz

Merck KGaA, Darmstadt

Otto Fischar GmbH & CoKG, Saarbriicken

Otto Fischar GmbH & CoKG, Saarbriicken
Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Dianova GmbH, Hamburg
Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Merck KGaA, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Merck KGaA, Darmstadt

62



Geriateverzeichnis

Gerat
Kiihlzentrifuge
Zentrifuge
Zentrifuge
Vortex/Minishaker
Uberkopfschiittler
Schiittelwasserbad
Heizplatte
Nanodrop 2000
Thermal Cycler
Waage
Elektrophoresekammer

Elektrophorese-Stromzufiihrung

Wiérmeschrank Heraeus Function Line
Shandon™ Plastic Coverplates

Dampfgarer Philips Pure Essentials

Hersteller

Sigma 3-16 PK, Osterode am Harz
Anachem Hyspin 16K, Leicester, UK
VWR Galaxy MiniSpin, Radnor,USA
IKA MS1, Staufen i. Br.

GFL, GroSburgwedel

GFL 1080, GroB3burgwedel

Medite OTS40, Burgdorf

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
MJ-Research Inc. PTC-100, St.Bruno, CAN
Sartorius H110, Gottingen

OWL-System, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

EPS 301 Powersupply,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

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

Philips, Amsterdam, NL
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