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1 Einleitung

1.1 Das Glioblastom (GBM)

Gliome sind eine heterogene Gruppe von Hirntumoren mit Ahnlichkeit zu
glialem Gewebe. Die Einteilung erfolgt dabei durch eine histopathologische,
molekulargenetische und immunhistochemische Differenzierung auf Grundlage
der WHO-Klassifikation und den aktuellen Empfehlungen des cIMPACT-NOW-
Konsortiums (Louis et al., 2021, Brat et al., 2018, Brat et al., 2020). Es werden
die diffusen Gliome vom adulten Typ (hierzu zahlt auch das Glioblastom (GBM)
IDH-Wildtyp [IDH"T]), die diffusen low- und high-grade-Gliome des padiatrischen
Typs und die umschriebenen astrozytischen Gliome unterschieden (Louis et al.,
2021). Das tumorubergreifende Grading von ZNS-Tumoren hat man verlassen

und gradiert jeden Tumor separat.

Die Differenzierung diffuser Gliome vom adulten Typ gelingt durch die
Bestimmung molekulargenetischer sowie histologischer Parameter (Abbildung 1)
(Martin et al., 2023). Zu den Malignitatskriterien des GBM zahlen die erhdhte
Zelldichte und Kernpleiomorphie, diffuse Wachstumsmuster, eine erhdhte
Mitoserate, vorhandene mikrovaskulare Proliferationen und Nekrosen (Agnihotri
et al.,, 2013). Das GBM ist dabei der am haufigsten auftretende maligne
hirneigene Tumor. Zu den Hauptmerkmalen zahlen das diffus infiltrative
Wachstum, die starke Inhomogenitat des Tumorgewebes (Abbildung 2) und eine
hohe Nekroseneigung im Tumorzentrum, welche durch ein rasantes Wachstum

bedingt ist.
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Abbildung 1: Molekulargenetische und histomorphologische Differenzierung der diffusen
Gliome vom adulten Typ mit Darstellung des diagnostisch zugrundeliegenden
Mutationsspektrums

Gezeigt werden genetische und histologische Aberrationen, die als diagnostische Parameter zur
molekulargenetisch/histomorphologischen Differenzierung der jeweiligen Gliom-Entitaten genutzt
werden. Hier sind vor allem Gene der Isocitrat-Dehydrogenase 1/2 (IDH1/2), ATP-abhangigen
Helikase (ATRX), die chromosomale Co-Deletion 1p/19q und die homozygote CDKNZ2A/B
Deletion von Bedeutung. Fir die Diagnose eines GBM sind zusatzlich EGFR-Amplifikationen,
TERT-Promotor Mutationen oder der Verlust von Chromosom 7/ Gewinn von Chromosom 10
entscheidend. Erganzend werden histomorphologisch mikrovaskulare Proliferationen (MVP) und
zentrale Nekrosen beurteilt. [Quelle: (Martin et al., 2023) "From Theory to Practice: Implementing
the WHO 2021 Classification of Adult Diffuse Gliomas in Neuropathology Diagnosis" Brain Sci
13,5, maodifiziert]

Abbildung 2: Kranielle Magnetresonanztomographische (cMRT) Bildgebung des GBM

MRT-Aufnahme eines gesicherten GBM in der rechten Hirnhemisphare in drei Sequenzen. Das
GBM weist einen zystischen Anteil auf und verlagert durch sein starkes Wachstum die Mittellinie.
Dies fiihrt zu einer Verbreiterung des Hinterhorns auf der kontralateralen Seite. Sequenz 1 (links)
= T1-gewichtete, axiale, native Aufnahme; Sequenz 2 (mittig) = T1-gewichtete, axiale Aufnahme
nach Kontrastmittelgabe mit perifokalem Enhancement als Zeichen der Tumoraktivitat sowie
zentraler hypointenser Nekrose; Sequenz 3 = Axiale FLAIR (,fluid attenuated inversion recovery*)
mit der Darstellung beginnender Liquordiapedesesdume und Odembildung. [Quelle:
Universitatsklinikum Tlbingen, Abteilung fir Diagnostische und Interventionelle Radiologie]



1.1.1 Klassifikation der diffusen Gliome vom adulten Typ

Die verschiedenen Entitaten konnen anhand des Kklinisch-pathologischen
Verlaufs und vor allem des genetischen Aberrationsprofils unterschieden werden.
Zu diesen zahlen das IDH-mutierte Astrozytom WHO Grad 2 und 3, das IDH-
mutierte Astrozytom WHO Grad 4, das IDH-mutierte und 1p19qg-kodeletierte
Oligodendrogliom WHO Grad 2 und 3 sowie das GBM IDH"T WHO Grad 4 (Wick
et al., 2021, Louis et al., 2021). Diese, fur jede Entitat typischen genetischen
Aberrationen, beeinflussen das Grading malgeblich und ermdoglichen
schlussendlich die Diagnosestellung (Abbildung 2). Zu wichtigsten molekularen
Biomarkern, die bei der Diagnose der haufigsten diffusen Gliomtypen bei
Erwachsenen von zentraler Bedeutung sind, gehéren die IDH-Mutation, 1p/19g-
Kodeletion, TERT-Promotormutation, EGFR-Amplifikation, +7/-10-Genotyp und
homozygote Deletion von CDKN2A/B, wobei die MGMT-Promotormethylierung
als pradiktiver Marker speziell fir das GBM IDHWT erwahnt wird (Martin et al.,
2023, Wick et al., 2021). Diese Biomarker spielen eine entscheidende Rolle bei
der genauen Diagnose und Klassifizierung der Gliome und tragen zur

Prognoseabschatzung und Auswahl der optimalen Behandlungsstrategien bei.

Als diagnostischer Marker fir IDH-mutierte Gliome sind die IDH1R"32 oder IDH2
R172. Mutation von hochster Relevanz, da hierdurch die Bildung des
Onkometaboliten 2-Hydroxyglutarat stattfindet und eine erhdhte DNA-
Methylierung (CpG Insel-Methylierungsphanotyp) zu beobachten ist (Han et al.,
2020, Brat et al., 2020). Astrozytome mit einer Mutation in der IDH-Genfamilie
weisen haufig auch eine Mutation im alpha-thalassemia/mental retardation, X-
linked (ATRX)-Gen auf oder zeigen einen nachweisbaren Verlust der nuklearen
Expression von ATRX durch immunhistochemische Tests (Weller et al., 2021,
Wick et al., 2021). ATRX-Mutationen spielen eine entscheidende Rolle bei der
Regulation der zellularen Proliferation und der Foérderung der zellularen
Langlebigkeit durch alternative Mechanismen zur Verlangerung von Telomeren
(Ohba et al., 2020). Zusatzlich finden sich in diesen Tumoren auch Mutationen
im Tumorsuppressorgen TP53. Es ist wichtig anzumerken, dass bei diesen IDH-
mutierten Astrozytomen per Definition keine 1p/19g-Kodeletion vorliegt. Neben

den bekannten histologischen Merkmalen wie dem Vorhandensein von Nekrosen



und/oder mikrovaskularen Proliferaten wird eine homozygote Deletion von cyclin
dependent kinase inhibitor 2 (CDKN2)A/B als ein molekularer Marker flr
Astrozytome WHO Grad 4 angesehen, welche zur Inaktivierung der
retinoblastoma (Rb)1- und p53-Signalwege durch die biallelische Deletion von
p16™N%4a p14ARF ynd p15™NK* fiihrt (Fortin Ensign et al., 2023). Eine nukleare
ATRX-Positivitat hingegen hat eine 1p/19g-Kodeletionsanalyse zufolge, welche
die Differenzierung zwischen Astrozytom und Oligodendrogliom ermdglicht
(Weller et al., 2021, Wick et al., 2021). Bei der 1p/19g-Kodeletion sind biallelisch
verschiedene Tumorsuppressorgene inaktiviert (Wesseling et al., 2015). Das
GBM IDH"T ist in der Regel durch histologische Merkmale der Dysplasie
gekennzeichnet, wie pathologische Gefalproliferationen und/oder Nekrosen. Bei
diffusen Astrozytomen, die weder eine mikrovaskulare Proliferation noch
Nekrosen aufweisen und zudem IDH"T sind, sollten genetische Veranderungen
untersucht werden, die mit dem GBM IDH"T assoziiert sind (Wick et al., 2021).
Hierzu zahlen insbesondere die Amplifikation des epidermal growth factor
receptors (EGFR), Promotormutationen des telomerase reverse transcriptase
(TERT)-Gens und/oder Veranderungen in den Chromosomen 7 und 10 (Verlust
von Chromosom 10 und Gewinn von Chromosom 7, auch als +7/-10 bezeichnet)
(Brat et al., 2018). Die Amplifikation des EGFR-Gens bewirkt in diesem Kontext
eine Steigerung der Zellteilung, eine erhdhte Invasion von Krebszellen und eine
verminderte Empfindlichkeit gegentber apoptotischen Signalen, welches durch
eine abnormale Aktivierung des Signalwegs der Rezeptortyrosinkinasen
zustande kommt (Oprita et al., 2021). Erganzend bewirkt die TERT-
Promotormutation eine gesteigerte Expression von TERT, was wiederum zu
einer Stabilisierung der Telomere fuhrt (Ohba et al., 2020). Dies verhindert den
Eintritt der Zellen in die Seneszenz und fordert die Zellproliferation (Ohba et al.,
2020). Schlussendlich fuhrt der +7/-10 Genotyp zu einer Aktivierung von Genen
auf Chromosom 7, die das Tumorwachstum férdern, wobei es gleichzeitig zur
Inaktivierung von Genen auf Chromosom 10 kommt, die eine tumorsuppressive
Funktion haben wie z.B. dem phosphatase and tensin homolog (PTEN)-Gen
(Brat et al., 2018).



Wenn eine oder mehrere dieser Veranderungen festgestellt werden, werden
diese Tumoren auch ohne histologischen Nachweis von mikrovaskularen
Proliferationen und Nekrosen als GBM IDH"T eingestuft (Wick et al., 2021, Weller
et al., 2021).

1.1.2 Epidemiologie des Glioblastoms

Die Inzidenz des GBM in den USA liegt bei 3,26/100.000 und das mittlere
Uberleben bei 15 Monaten (Ostrom et al., 2022). Dabei nimmt die Inzidenz mit
steigendem Alter zu, wobei ein Peak bei 75-84 Jahren erreicht wird (Ostrom et
al., 2022). GBM machen 14,2 % aller primaren Hirntumore aus und haben unter
den malignen primaren Hirntumoren einen Anteil von 50% (Ostrom et al., 2022).
Betroffen sind vor allem Manner mit einer Inzidenzrate, die 1.6-mal hoher ist als
die von Frauen (Ostrom et al., 2013, Ostrom et al., 2022). Die schlechte Prognose
wird vor allem in der nur 6.9%igen 5-Jahres-Uberlebensrate sichtbar (Ostrom et
al.,, 2013, Ostrom et al., 2022). Ein Vergleich von weiler und schwarzer
Bevolkerung zeigt zudem eine doppelt so hohe Inzidenz in der weilden

Bevolkerung (Ostrom et al., 2022).

1.1.3 Prévention, Klinik, Diagnose, Prognose und Therapie des GBM

Patienten zeigen je nach Lokalisation und Wachstum variable Symptomatik. Das
Wachstum im Frontallappen kann mit Personlichkeitsanderungen und
Gemutsschwankungen einhergehen, die leicht mit dementiellen oder
psychiatrischen Erkrankungen verwechselt werden kdonnen (Wirsching et al.,
2016). Typische Anzeichen, die den Verdacht auf eine Raumforderung lenken
konnen, umfassen neu auftretende fokale oder generalisierte epileptische
Anfalle, neurologische Symptome, Personlichkeitsveranderungen sowie
allgemeine Anzeichen erhohten Hirndrucks wie Kopfschmerzen, Ubelkeit,
Erbrechen oder Beeintrachtigungen des Bewusstseins. (Yuile et al., 2006).

Zusammenfassend ist die zu beobachtende Symptomatik aulRerst heterogen.



Pravention und Friherkennung spielen beim GBM keine wesentliche Rolle, da
es derzeit keine verfugbaren Parameter zur Fruherkennung gibt. Allerdings
wurde festgestellt, dass spezifische Mutationen, die mit Gliomen in Verbindung
stehen, wie zum Beispiel IDH- und TERT-Promotor-Mutationen sowie 1p/19q-
Kodeletion, in freier Tumor-DNA im Blutserum und Liquor nachweisbar sind
(Miller et al., 2019, Muralidharan et al., 2021).

Die neuroradiologische Diagnostik wird mittels Magnetresonanztomografie
(MRT)-Untersuchung ohne und mit Kontrastmittelgabe durchgefuhrt. MRT-
Aufnahmen zeigen in der T2-Wichtung sowie in der Fluid-Attenuated Inversion
Recovery (FLAIR) eine verstarkte Kontrastmittelaufnahme im Randbereich als
Zeichen einer Unterbrechung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) und perifokalen
Odembildung, sowie ein zentral gelegenes hypodenses Nekroseareal (Abbildung
1). Perfusions-MR-Untersuchungen und Aminosaure- positron emission
tomography (PET) werden nicht als Standarddiagnostik verwendet, kénnen
jedoch metabolische Hotspots bei Tumoren identifizieren, wenn diese sich an
geeigneten Stellen befinden (Law et al., 2019). Dies dient der prazisen Planung
von Operationen und Biopsien. Die Bildgebung ist hierbei auch fur die
Verlaufsbeurteilung wahrend der Gliomtherapie von grof3er Bedeutung (Okada
et al., 2015). Das praoperative Management eines Hirnddems, welches pra- als
auch postoperativ auftritt sowie tumorassoziierter epileptischer Anfalle, ist

ebenso ausgesprochen wichtig (Wick et al., 2021).

Um ein malRgeschneidertes Therapiekonzept zu erstellen, ist eine histologische
Untersuchung des Tumorgewebes erforderlich. In vielen Fallen wird zusatzlich
eine molekularpathologische Analyse durchgefiihrt, welche durch die
Gewebesicherung mittels Operation oder stereotaktischer Biopsieentnahme
ermoglicht wird (Wick et al., 2021). Die Diagnosestellung des GBM IDHWT beruht
dabei auf der Identifizierung von drei genetischen Parametern (TERT Promotor
Mutation, EGFR-Gen Amplifikation und der kombinierte Verlust von Chromosom
7 bzw. Zugewinn von Chromosom 10), wobei nur einer dieser drei Parameter fur
eine Diagnose ausreicht (Brat et al., 2018). Ebenso ausreichend ist die
histologische Sicherung von mikrovaskularen Proliferationen oder Nekrosen

(Bratetal., 2018, Louis et al., 2021). Erganzend ermdglicht das Next-Generation-



Gen-Panel-Sequencing (NGS) es, alle oder die meisten genetischen und
chromosomalen Abweichungen, die diagnostisch relevant sind, in einem einzigen
Test zu erfassen (Zacher et al., 2017). DarUber hinaus hat sich die DNA-
Methylierungsprofilierung mittels Array-Technologie als effektive und innovative

diagnostische Methode erwiesen (Capper et al., 2018).

Als prognostisch relevant haben sich verschiedene molekulare Marker bewahrt.
Zu diesen zahlen IDH1/2 Mutationen, Methylierung des OS-Methylguanin-DNA
Methyltransferase (MGMT) Promotors, EGFR- sowie p53 Mutationen (Thakkar
et al., 2014). Prognostisch positiv ist vor allem eine nachweisbare Methylierung
des MGMT-Promotors. MGMT st ein Reparaturenzym, das Alkylgruppen von
Guaninbasen entfernt und so mit dem alkylierenden Zytostatikum Temozolomid
(TMZ) interferiert und dessen Wirkung aufhebt. Die Methylierung in der MGMT-

Promotorregion verringert somit Resistenzen gegen TMZ (Hegi et al., 2005).

Die derzeitige Primartherapie besteht aus einem multidisziplinaren Ansatz mit
chirurgischer Resektion oder Biopsie und Chemoradiotherapie mit TMZ und 6
Zyklen TMZ-Erhaltungstherapie sowie ggf. der Tumor Treating Fields (TTF)
Behandlung (Weller et al., 2021, Wick et al., 2021). Bei vulnerableren Patienten
findet eine hypofraktionierte Chemoradiotherapie und 12 Zyklen TMZ-
Erhaltungstherapie oder Radio- oder Chemotherapie nach MGMT-Status statt
(Weller et al., 2021, Wick et al., 2021). Die Rezidivtherapie besteht aus
Resektion, Systemtherapie und/ oder Strahlentherapie (Weller et al., 2021, Wick
et al., 2021).

1.1.4 Neuartige Therapieansétze

Abgesehen von der in Absatz 1.1.3 erwahnten Standardtherapie, sind in den
letzten Jahren zunehmend neue Therapieansatze entwickelt worden, um die
Erfolgsaussichten einer Behandlung zu steigern. Diese umfassen TTFs, die
boron neutron capture therapy (BNCT), antiangiogene Ansatze, Immunotherapie

und die onkolytische Virotherapie (OVT).



In zahlreichen Studien zeigen TTFs vielversprechende Effekte und sind seit 2015
von der Food and Drug Administration (FDA) in den USA fur primare GBM und
deren Rezidive zugelassen. So beispielsweise auch in einer Studie von Stupp et
al., (2017) bei der TTFs in einer randomisierten kontrollierten (RCT)-Studie mit
695 Patienten das mittlere Gesamtuberleben um 4.9 Monate im Vergleich zur
Kontrollgruppe gesteigert haben (TTFs + TZM 20.9 Monate vs. TZM 16 Monate).
TTFs zeigen dabei durch Applikation von alternierenden elektrischen Impulsen
mit 200 kHz eine selektiv-anti-mitotische Wirkung auf GBM-Zellen und fuhren
somit zu Mitosearrest und Apoptose in stark proliferierenden Zellpopulationen
(Kirson et al., 2007, Giladi et al., 2015).

Ein anderer Ansatz ist die BNCT, bei der Boron-10 in Form von
Boronophenylalanin (BPA) selektiv in das Tumorgewebe eingeschleust wird.
Durch Applikation eines Neutronenstrahls wird das Boron-10 in einen energetisch
héheren Zustand versetzt und zerfallt in ein hochenergetisches a-Teilchen (He-
4) und Li-7 (Barth et al., 2018). Da a-Teilchen nur 5-9 uym in menschliches
Gewebe eindringen, fokussiert sich die Radiatio auf die adressierte Krebszelle
(10pum), sodass gesunde Zellen nicht von dieser Intervention betroffen sind
(Barth et al., 2018). In einer klinischen Studie aus Japan, die mit 23 IDH"T-GBM-
Patienten durchgefuhrt wurde, zeigte sich in der Interventionsgruppe, welche
postoperativ nur BNCT erhielt, ein mittleres Gesamtiberleben von 19.5 Monaten

und war somit der Standardtherapie Uberlegen (Kawabata et al., 2009).

In den letzten Jahren sind antiangiogene Therapiemdglichkeiten stark in den
Fokus geruckt. Zu diesen zahlen der humanisierte monoklonale Antikorper
Bevacizumab, der die Funktion des vascular endothelial growth factors (VEGF)
hemmt. Bevacizumab wirkt dabei, durch fehlende Aktivierung der VEGF-
Rezeptoren VEGFR1/flt-1 und VEGFR2/KDR auf Endothelzellen, als Inhibitor der
Angiogenese und des damit verbundenen Tumorwachstums (Winkler et al.,
2018, Ameratunga et al., 2018). Erndchternd waren die Ergebnisse einer
randomisierten, kontrollierten Studie von 2014 mit einer reprasentativen
Probandenzahl von 978. In dieser Studie erzielte die Behandlung mit
Bevacizumab, im Vergleich zur Standardtherapie, keine signifikante

Verlangerung des Gesamtuberlebens; dennoch zeigte sich ein Therapieerfolg im



progressionsfreien Intervall (Gilbert et al., 2014b). Einen interessanten Ansatz
bietet der monoklonal-konjugierte Antikérper Depatuxizumab mafodotin (ABT-
414), der die Blockade des EGF-Rezeptors auf der Oberflache von GBM-Zellen
ermoglicht und zusatzlich Tubulin-Polymerisation mittels Monomethyl-auristatin-
F blockiert (Phillips et al., 2016). In zwei internationalen Phase-I-Multi-
Centerstudien wurde bei Rezidivpatienten ein mittleres Gesamtliberleben von
10.7 bzw. 7.4 Monaten beobachtet und die Wirksamkeit beziehungsweise
Sicherheit von ABT-414 evaluiert (Gan et al., 2018, Lassman et al., 2019). Eine
weitere klinische Studie (NCT02573324) evaluiert derzeit den Effekt auf das
IDHWT GBM.

Bessere Resultate sollen Immuntherapie-Studien unter Verwendung von
chimeric antigen receptor T-cells (CAR-T-Zellen) oder Immun-Checkpoint-
Inhibitoren liefern. CAR-T-Zellen sind genetisch modifizierte, meist autologe,
tumorspezifische T-Zellen, die z.B. tumorspezifische Oberflachenmarker wie
dem trunkierten, konstitutiv aktiven EGFR (EGFRVIIl) adressieren (Yang et al.,
2022, Mahmoud et al., 2022). Eine Phase-I-Studie fur EGFRUvlll-spezifische
CAR-T-Zellen bestatigte Wirksamkeit und Sicherheit der verwendeten CAR-T-
Zellen (O'Rourke et al., 2017). Bei Immun-Checkpoint-Inhibitoren wird die
immunsuppressive Wirkung von inhibitorischen Proteinen wie programmed cell-
death-protein-1 (PD-1), programmed cell-death-ligand-1 (PD-L1) oder cytotoxic-
T-lymphocyte-associated-protein 4 (CTLA-4/CD152) gehemmt, um eine
verstarkte Immunantwort durch zytotoxische T-Zellen zu erzielen (Huang et al.,
2017). Vor allem der PD-1-Signalweg zeigt sowohl in der Grundlagenforschung
(Zeng et al., 2013), als auch in klinischen Studien (Cloughesy et al., 2019) eine
Verlangerung des Gesamtuberlebens, muss jedoch mit anderen
Therapieoptionen kombiniert werden, um im GBM einen durchbrechenden Effekt

Zu erzielen.

Eine weitere Therapiestrategie ist die onkolytische Virotherapie (OVT), die 1950
erstmals beschrieben wurde (Pack, 1950). Ein Comeback der OVT mit neuen
Anwendungsmaoglichkeiten inklusive der Gliomtherapie zeigt sich in den letzten
5-10 Jahren. Der Wirkmechanismus von genetisch modifizierten onkolytischen

Viren (OV) verschiedenster Herkunft beruht auf der Fahigkeit der selektiven



Replikation und Lyse von Krebszellen, wobei u.a. auch anti-angiogene
Wirkungen, vermutlich durch Infektion von Endothelzellen im tumorassoziierten
Gewebe, beobachtet wurden (Bartlett et al., 2013, Mahmoud et al., 2022).
Zusatzlich induzieren OV erhdéhte Immunantworten, bedingt durch eine generelle,
infektionsbedingte Stimulation des Immunsystem sowie durch wahrend der
Onkolyse freigesetzte Tumorantigene und Damage-Associated Molecular
Pattern (DAMP) Molekule (Workenhe and Mossman, 2014, Gujar and Lee, 2014,
Harrington et al., 2019). Zurzeit werden mehr als 20 OV im praklinischen und
klinischen Einsatz getestet wobei Adenoviren einen Grol3teil der OV ausmachen
(Mahmoud et al., 2022). Mehrere klinische Phase-l/lI-Studien zeigen
Verlangerungen des Gesamtuberlebens oder des progressionsfreien Intervalls
(Geletneky et al., 2017, Fukuhara et al., 2016). Modifizierte rekombinante Parvo-
Rhinoviren (PVSRIPO) zeigten in einer klinischen Phase-I-Studie eine
signifikante Erhdhung der 24- bzw. 36-Monats-Uberlebensrate und somit den
progressiven Fortschritt der OVT (Desjardins et al., 2018). In Kombination mit
weiteren immunotherapeutischen Ansatzen wird derzeit untersucht, ob OV
kumulativ wirksam sind (Hardcastle et al., 2017). Die Entwicklung verbesserter
OVs und OVTs ist Gegenstand aktueller Forschung (Mahmoud et al., 2022).

1.1.5 Motilitat und Immunsuppression

Ein aberrantes Verhalten bezuglich Migration und Invasion sowie die
ausgepragte Immunsuppression sind zentrale Charakteristika des GBM, die
grofdtenteils zum jahrzehntelangen Misserfolg der GBM-Therapie beigetragen

haben.

Die molekularen Mechanismen der Motilitdt sind dabei ursachlich fur das
infiltrative Wachstum beziehungsweise die schlechte Prognose des GBM. Es
findet eine sukzessive Infiltration und Ubernahme der gesunden neuronalen
Netzwerke statt, was die Ursache fur Therapieversagen und Rezidivbildung
darstellt (Demuth and Berens, 2004, Venkatesh et al., 2019). Dazu tragt ein
multifaktorieller Prozess aus Veranderungen in GBM-Zellen und Arealen des

Extrazellularraumes, also des Tumor-Mikromilieus, bei (Abbildung 3) (Armento et
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al., 2017). So migrieren Zellen in die kontralaterale Hirnhemisphare und
fungieren dort als Vorlaufer eines Rezidivs lange bevor klinische Symptome
auftreten (Chicoine and Silbergeld, 1995). Dabei dienen Gliomzellen, die noch
nicht in Tumor-Tumor- oder Astrozyten-Tumor-Netzwerke integriert sind als
zentrale Treiber der Invasion (Venkataramani et al., 2022). Zur Migration nutzen
GBM-Zellen die gleichen Routen wie noch undifferenzierte Neurone. So
okkupieren GBM-Zellen nicht nur den perivaskularen und perineuronalen Raum,
sondern migrieren auch entlang myelinisierter Axone und der Pia mater (Miyai et
al., 2023). Ergénzend verfigen Gliomzell-Netzwerke Uber sogenannte ,tumor-
microtubes®, welche fur die Invasion, als auch das Analysieren des Tumor-
Mikromilieus verantwortlich sind (Osswald et al., 2015). Nicht-konnektierte
Gliomzellen, welche eine Subpopulation bilden, zeigen dabei ein
Migrationsverhalten, das Neuronen gleicht, welche sich am Anfang der
neuronalen Entwicklung befinden (Venkataramani et al., 2022). Zwecks Invasion
und Migration werden Signalproteine wie Endothelzell-sezerniertes Bradykinin,
oder Ephrine und Netrine, welche von Neuronen produziert werden, als
Leitproteine der Chemotaxis genutzt (Chédotal et al., 2005, Montana and
Sontheimer, 2011). Wahrend der Migration wurden hydrodynamische
Veranderungen mit Verlusten des Zellvolumens um bis zu 35% beobachtet. Dies
wird durch den ,Missbrauch® von lonenkanalen bewerkstelligt (Watkins and
Sontheimer, 2011). Weiterhin zeigte sich die autokrine Ausschittung von
Glutamat im Tumorareal, die zu Nekrosen fuhrt und derart Raum fur die
Tumorzell-Infiltration und Besiedlung dieser Nische bereitstellt (Lyons et al.,
2007). GBM-Zellen zeigen im Verlauf der Migration Hypoxie-induzierte
metabolische Veranderungen; Migration wird dabei u.a. durch Hypoxie initiiert.
Wie bereits erwahnt, spielt das Tumor-Mikromilieu und das extrazellulare
Tumorareal eine wichtige Rolle bezuglich Zellmotilitdt. So hat die Konsistenz der
Extrazellularmatrix (ECM) groRen Einfluss auf die GBM-Zell-Matilitat (Lo et al.,
2000, Cuddapah et al., 2014). Wahrend der Tumorzellinfiltration wird das Areal
durch sukzessive Ausschittung von Matrixmetalloproteinasen (MMPs),
Matrixmetalloproteinasen mit Thrombospondin Motiv (ADAMTS), Urokinase-Typ

Plasminogen Aktivator (uPA), Cathepsin B und A-Disintergrin remodelliert (Lu et
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al., 2012, Hatoum et al., 2019). Daruber hinaus werden Komponenten der ECM
wie Laminin, Fibronectin (FN) und Kollagen, sowie auch der vaskularen
Basalmembran (BM) wie Tenascin (TNC) sezerniert (Mahesparan et al., 2003).
Neben dem extrazellularen Areal muss bei migratorischen Prozessen auch das
Zytoskelett der migrierenden Zelle moduliert werden. Fur die Zellprotusion sind
Modifikationen der Aktinpolymerisation und der Zellpolarisation von essenzieller
Bedeutung, es kommt zur Ausbildung von Filopodien, Lamellopodien, und
Invadopodien (Yamaguchi and Condeelis, 2007, Fabian et al., 2021).
Interaktionen zwischen Zytoskelett und den intrazellularen Integrindoméanen
werden moduliert und fokale Adhasionskomplexe am migrierenden Pol der Zelle
gebildet (Ridley et al., 2003). Integrine sind dabei das Bindeglied zwischen
Extrazellularraum und Zelle und konntektieren mittels FN, Kollagen und Laminin
an die ECM. Via Bindung der Liganden an Integrinkomplexe wird eine Aktivierung

der focal adhesion kinase (FAK) erzielt, intrazellulare Signalwege aktiviert und

derart migratorische Prozesse unterstitzt (Mitra et al., 2005).

Eine essenzielle Rolle in der Invasion nimmt die Epithelial-Mesenchymale
Transition (EMT) ein. Obwohl das GBM kein epithelialer Tumor ist, finden im
Tumor dennoch EMT-ahnliche Prozesse statt. Neueste Forschung hat gezeigt,
das Gliomzellen mit einem mesenchymalen Phanotyp vornehmlich im Tumorkern
sitzen, an das Tumor-Tumor-Netzwerk angeschlossen sind und sich nicht in der
Randzone des GBM befinden (Venkataramani et al., 2022). Dies steht im
Kontrast zu Arbeiten, die einen mesenchymalen Phanotyp als Grundlage fiur die
Invasion ansehen (lwadate, 2016), stimmt jedoch mit ersten Beobachtungen
Uberein, dass der mesenchymale Phanotyp mit einer Ausbildung multizellularer
Netzwerke mit Membranausstilpungen begleitet wird (Venkataramani et al.,
2022). EMT-Prozesse mit der Ausbildung eines mesenchymalen Phanotyps
zeichnen sich durch einen Verlust von Zelladhasion und Polaritat aus, wobei
Signalmolekiile wie hypoxia inducible factor (HIF), transforming growth factor 3
(TGF-B), epidermal growth factor (EGF), platelet derived growth factor (PDGF)
oder fibroblast growth factor (FGF)-2 EMT fordern (Moustakas and Heldin, 2007,

Iwadate, 2016). Vor einigen Jahren wurde die ‘Go or Grow’-Hypothese
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favorisiert, die die Dichotomie zwischen Proliferation und Migration postuliert -
beide Prozessen finden jeweils exklusiv statt (Hatzikirou et al., 2012). Dies wird
in neuen Studien in Frage gestellt, in denen eine komplette Dichotomie als

unwahrscheinlich angenommen wird (Scribner and Fathallah-Shaykh, 2017).
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Abbildung 3: Mechanismen der Migration und Invasion des GBM

Dargestellt sind zelluldare und extrazellulare Mechanismen und beteiligte Strukturen, welche
mafgeblich zum Invasions- und Migrationsverhalten einer GBM-Zelle beitragen und somit
dessen Phanotyp bedingen und die Komplexitat der verschiedenen Interaktionen verdeutlichen
sollen. [Quelle: (Armento et al., 2017) ,Molecular Mechanisms of Glioma Cell Motility” In:
Glioblastoma. Steven De Vleeschouwer (Editor), Codon Publications, Brisbane, Australia ISBN:
978-0-9944381-2-6, p.76]

Das GBM st ein heterogener, stark immunsuppressiver, aber nur schwach
immunogener Tumor. Deutlich wird dies bei Betrachtung der Effektivitat von
aktuellen Immunotherapien. Ein durchschlagender Erfolg, wie beispielweise beim

hoch-immunogenen Melanom wurde, sehr wahrscheinlich aufgrund dieser
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Charakteristika des GBM, noch nicht beobachtet. Die Immunevasion des GBM
basiert auf diversen Mechanismen zu denen die Uberexpression von PD-L1 auf
Tumorzellen, CD4* T-Lymphoyten, Mikrogliazellen und Tumor-assoziierten
Makrophagen (TAM) und eine Uberexpression von PD-1 auf CD8" T-
Lymphozyten, Naturlichen Killerzellen (NK) und B-Lymphozyten gehort (Rafii et
al., 2023). Erganzend tritt eine Uberexpression von CTLA-4/CD152 auf allen T-
Lymphozyten sowie von T-cell immunoglobulin and mucin-domaincontaining
(TIM)-3/HAVCR2 auf CD4* und CD8" T-Lymphozyten auf (Rafii et al., 2023).

Neftel et al. (2019) postulieren vier Zustande von GBM-Zellen, die mal3geblich
die intratumorale Heterogenitat definieren und so die Immuntherapie erschweren.
Eine interessante Eigenschaft ist auch die reduzierte Migration von T-Zellen aus
dem Knochenmark ins Blut, was durch den Verlust des surface spingosine-1-
phosphate receptor 1 (S1P1) erklart werden kann (Thangada et al., 2010).
Immunmodulatorische Prozesse finden jedoch nicht nur in peripheren,
hirnexternen Arealen des menschlichen Korpers statt. Sobald T-Zellen das GBM
infiltrieren wird ein Grof3teil dieser T-Zellen funktionell inaktiviert. Mechanismen,
die diese Inaktivierung vermitteln, sind u.a. die Hochregulation von PD-L1
und/oder B7-1 und -2 auf GBM-Zellen oder PD-L1 bindet an den ,exhaustion”
Rezeptor PD-1, an die Cluster of Differentiation-Proteine CD80/B7-1/2 und
CD86/B7-2 sowie an CTLA-4/CD152 auf aktivierten T-Zellen. Dies fuhrt zu deren
Inaktivierung, wird aber auch der Hyposensitivitat von T-Zellen zugeschrieben
(Woroniecka et al., 2018). Der Verlust des Tumorsuppressors PTEN erhoéht die
Expression von PD-L1 auf GBM-Zellen und fuhrt somit zur T cell exhaustion, der T-

Zell-Ermidung und -inaktivierung (Parsa et al., 2007).

Zusammenfassend bedienen sich GBM verschiedenster molekularer
Mechanismen. Allesamt tragen zur Pathogenitat, Letalitat und Therapieresistenz
bei.

1.2 Transforming Growth Factor
Die TGF-B-Superfamilie besteht aus strukturell ahnlichen Proteinen, zu denen
TGF-B1 bis -3, bone morphogenetic proteins (BMP), growth differentiation factors

(GDF) sowie die Activin- und Nodal-Subfamilie zahlen (Kaminska and
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Cyranowski, 2020). Die TGF-B-Subfamilie besteht dabei aus multifunktionalen
Zytokinen, die in die ECM sezerniert werden und dort eine Vielzahl an Aufgaben
verrichten. Die Signalwirkung dieser Zytokine spielt dabei eine zentrale Rolle im
Rahmen der Proliferation, Differenzierung, Migration, ECM-Produktion und
Uberleben vieler verschiedener Zelltypen (Ferrer et al., 2018). Dariiber hinaus
zeigten verschiedene Studien eine Schlusselrolle von TGF-f in
inflammatorischen und immunregulatorischen Prozessen (Gorelik and Flavell,
2001, Thomas and Massague, 2005, Massague, 2008). Die Dysregulation der
TGF-B-Expression und/oder -Signalwirkung wird dabei mit der Pathogenese
vieler Erkrankungen und vor allem Krebs in Verbindung gebracht (Massague,
2008).

1.2.1 TGF-B Proteine

Der TGF-B Subfamilie werden TGF-B1, TGF-2 und TGF-B3 zugeordnet. Sie
zeigen strukturelle Ubereinstimmungen, werden jedoch von verschiedenen
Genen kodiert und wirken in autokrinen und parakrinen regulatorischen
Netzwerken (Gilbert et al., 2016). Obwohl die Aminosauresequenz der drei
Zytokine zu mehr als 80% Ubereinstimmt und die Signalwirkung tber dieselben
kanonischen Mediatoren (small body size mothers against decapentaplegic,
SMAD 2/3) erfolgt, zeigen sich dennoch unterschiedliche physiologische
Wirkungen (Laverty et al., 2009). Jedes TGF-B-Gen wird von einem spezifischen
Promotor flankiert und zeigt dabei unterschiedliche Expressionsmuster, je nach
Gewebetyp (Roberts et al., 1991). Alle drei Proteine werden als Dimer, gekoppelt
an das latent TGF-B binding protein (LTBP) sezerniert und sind zunachst inaktiv
(Robertson et al., 2015). Auch nicht-kanonische Signalwege wie der
RAS/MAPK/ERK-, PI3K/AKT-, TAK1-p38/JNK- und PARG6-Polarity-Signalweg,
werden von allen drei Proteinen, wenn auch in unterschiedlichem Ausmal,
aktiviert (Kaminska and Cyranowski, 2020). Sowohl die Gewichtung der
Signalwege, die Adressierung verschiedener Zellen, als auch die in der ECM und

im Zytosol vorhandene Konzentration bilden dabei ein sich deutlich
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unterscheidendes Muster und mussen deshalb kontextabhangig betrachtet
werden (Gilbert et al., 2016).

1.2.2 Gene und Funktion

Alle TGF-B-Gene besitzen 7 Exons und kodieren fur ein Pra-Propeptid mit 390
Aminosauren (Abbildung 4). Das Pra-Propeptid wird im Golgi-Apparat von Furin-
Proteasen in ein 112 Aminosauren langes Fragment, welches der bioaktiven
Form entspricht, und ein vom Protein-Aminoende ausgehendes Fragment,
welches nicht-kovalent an die bioaktive Form gebunden ist, gespalten (Derynck
et al.,, 1985). Das nicht-kovalent gebundene Fragment wird auch als latency
associated peptide (LAP) bezeichnet, es wird gemeinsam mit LTBP und dem
bioaktiven Peptid als latentes TGF- in das extrazellulare Areal sezerniert. Dort
wird es von spezifischen Proteasen aktiviert, indem LAP und LTBP abgespalten
werden. LTBP spielt dabei in der Adressierung der Zielzellen und der Stabilitat
von TGF-B eine entscheidende Rolle. Dieses liegt nach der Abspaltung als
homodimeres Protein vor, welches durch Disulfidbricken miteinander verbunden
ist und ein Molekulargewicht von 25 kDa ausweist. Die Abspaltung erfolgt durch
Plasmin, MMPs, Integrine oder Thrombospondin-1 (Shi et al., 2011, Robertson
et al., 2015). Dimeres TGF-B bindet an den auf der Zelloberflache vorhandenen
Typ-I/1I-Rezeptor (TBRI/Il) und aktiviert die intrazellulare TGF-B-Signalkaskade
(Abbildung 5). Die Rezeptoren bestehen aus der extrazellularen, der
Transmembran- und der intrazellularen Domane. Nach Ligand-Bindung erfolgt
eine Konfirmationsanderung des TPRIl, die mit der Serin/Threonin-
Phosphorylierung der TRRII-Kinasedomane, Aktivierung von TBRI und Bildung
eines heterotetrameren Komplexes aus zwei TRRII und zwei TBRI einhergeht
(Heldin and Moustakas, 2016).

Auf Endothelzellen findet sich ebenfalls TRRI, der activin-receptor-like-kinase-1
(ALK-1) genannt wird. Es folgt eine durch TBRI hervorgerufene Phosphorylierung
von SMAD-Proteinen (v.a. SMAD 2/3). Die Phosphorylierung von SMAD wird
durch anchor for receptor activation (SARA) unterstutzt, welches an die

intrazellulare Membran gebunden ist (Miura et al., 2000). Zeitgleich findet die
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Internalisierung der TGF-B-Rezeptoren statt. Aktivierte SMAD-Proteine werden
in diesem Rahmen als R-SMADs bezeichnet und fungieren als intrazellulare
Effektoren der Transkription. SMADs werden dabei grundsatzlich in drei
verschiedene Gruppen eingeteilt. R-SMADs interagieren mit TBRI (SMAD-
1,2,5,8), |-SMADs dienen als negative Regulatoren der kanonischen
Signalkaskade (SMAD 6, 7), Co-SMAD 4 bildet einen Komplex mit R- und I-
SMAD-Proteinen (Wrana, 2013). Wichtig fur die SMAD-Phosphorylierung und
Translokation in den Nukleus sind die konservierten Domanen mad homology
(MH) 1 und 2 am C-terminalen Ende und durch eine sogenannte Linker-Region
miteinander verbunden sind. MH2 ist dabei essenziell fir die Komplexbildung von
R-SMADs und SMAD 4, da somit ein Import in den Nukleus stattfinden und die
Wirkung als Transkriptionsfaktor (TF) durch Bindung an das SMAD binding
element (SBE), ein Element, lokalisiert im Promotorbereich diverser Gene,
zusammen mit anderen TF erfolgen kann (Hill, 2016). Die geringe Selektivitat von
SMAD 1,3 und 4 bedingen, dass sogenannte DNA-bindende Partner wie
forkhead activin signal transducer-1 (Fast1) oder die Jun/Fos rekrutiert werden
mussen, um eine hohe Affinitdt zu erzielen (Massague and Wotton, 2000,
Massague et al., 2005). I-SMADs (v.a. SMAD 7) wirken auf verschiedene Weise
als Antagonisten dieser Signalkaskade, indem sie beispielsweise die SMAD-
specific E3-Ubiquitin-Ligase (SMURF)2 rekrutieren und so TRRI-Rezeptoren
inaktivieren, durch rekrutierte Phosphatasen aktivierte TRRI-Rezeptoren
dephosphorylieren, inaktivieren und degradatorischen Prozessen zufuhren

(Miyazawa and Miyazono, 2017).
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Abbildung 4: Gene fiir TGF-1 und 2

Gendarstellung mit Exons (schwarz) und Introns (Linie), sowie 5° und 3‘-untranslatierten Region
(wei8). TGF-B1 und 2 zeigen je 7 Exons. Malstab ist je mit 1000bp angegeben. [Quelle:
http://www.wormweb.org/exonintron, Exon-Intron Graphic Maker]

Abseits der kanonischen Signalkaskade gibt es auch nicht-kanonische
Aktivierungswege (Abbildung 5). So werden beispielsweise PDGF und EGF
durch Aktivierung des TGF-B-Signalwegs indirekt vermehrt exprimiert und
aktivieren ihrerseits nicht-kanonische Signalwege. ,Downstream® von T@RII
werden Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), Rho-like GTPase und der
phosphatidylinositol-3 (PI13K)/AKT-Signalwege aktiviert (Zhang, 2017). Im
Bereich der Tight Junctions (TJ) von Gefal3-Endothelzellen phosphoryliert TRRII
Mitglieder der Partitioning Defective (PAR) Proteinfamilie und rekrutiert SMURF1,
welches zusammen mit dem TBR durch Herabregulation und Degradation TJ
assoziierter Proteine deren Auftreten reduziert, was zellulare Protrusionen
ermdglicht (Ozdamar et al., 2005). Die translationale Regulation kann dartber
hinaus auch Uber target of rapamycin (mTOR) erfolgen, indem TR mit der p85-
Untereinheit der PI3K interagieren und den PI3K/AKT-Signalweg aktivieren
(Bakin et al., 2000). Essenziell fur das Verstandnis dieser komplexen Signalwege
ist, dass es Interaktionen der kanonischen und nicht-kanonischen Signalwege
gibt.

18



TGF-B TGF-B Plasma membrane

pESRhENSy | D WBhRRRStdhREe SSRGSt

TBRII TERI | TBRII TBRI Cytoplasm
SMAD2/3 e
|3 |a
[P : ShcA ub TRAF4/6 PI3K PARG CDC42/RAC
SMAD2/3 MAD
BMADED G2 TAK1 SMURF1
SMURF2  SOS
= AKT SMAD?
o %Yo a RAS
¥ oL
3 ) mTOR PAK2
SMAD4

RAF  MEKK1 MLK3 IKK

! : ! 1 RhoA
: MEK1 MKK4 MKK3/6 NFxb @
. i ) i S6K
Nucleus ERK JNK P38
% & ®empi2
Transcription
Translational
I Transcription control | Tight junctions

Abbildung 5: Kanonische und nicht-kanonische TGF-f Signalwege
TGF-B Signalwege. P =Phosphorylierung, Ub = Ubiquitinylierung, Griiner Pfeil = Aktivierung,

Roter Pfeil = Hemmung, GTFs = Basale Transkriptionsfaktoren [Quelle: (Hao et al., 2019) , TGF-
B Mediated Epithelial-Mesenchymal Transition and Cancer Metastasis” Int J Mol Sci 20(11):3]

1.2.3 Alterationen des TGF-3 Signalwegs und deren Folgen

Durch die mannigfaltigen Effekte von TGF- und dessen Kopplung an eine
Vielzahl von relevanten Signalwegen wirken sich Alterationen in dieser
Signalkaskade ganz besonders auf die Tumorprogression aus (Korkut et al.,
2018). Es gibt hinreichende Belege, die einen Zusammenhang zwischen solchen
Veranderungen und dem Gesamtuberleben aufzeigen. So konnte die TGF-(3-
Expression signifikant mit progressionsfreiem und Gesamtiberleben korreliert

und als prognostischer Biomarker identifiziert werden (Roy et al., 2018).

Obwohl TGF-B eine Reihe von inhibitorischen Effekten auf Zellzyklus und
Zellwachstum ausulbt, zeigen Studien in hochgradigen Gliomen eine erworbene

Resistenz auf (Massague, 2008). Bei anderen Effekten, wie beispielsweise der
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positiven Regulation von Matrixproteinen oder der Angiogenese, wird jedoch
genau das Gegenteil beobachtet. Ein aulierst raffiniertes Zusammenspiel aus
Resistenz gegenuber tumorhemmenden und Potenzierung von tumorférdernden
Effekten scheinen so maflgeblich zur Malignitat des GBM beizutragen (Han et
al., 2015).

1.2.3.1 Einfluss von TGF-B auf die Proliferation

TGF-B moduliert Proliferation durch Induktion der Expression von Cyclin-
abhangigen Kinase-Inhibitoren (CDK-Inhibitoren) wie p21 und p15/INK4B, sowie
durch Repression des Protoonkogens c-myc. In Folge arretieren TGF-B-
responsible Zellen in der Go/G1-Phase des Zellzyklus (lavarone and Massague,
1997, Chen et al., 2002). Im GBM ist in der Regel die TGF-3 Sekretion signifikant
erhoht, jedoch ist diese Hochregulation begleitet vom Verlust der Zellzyklus-
hemmenden Funktion von TGF-B. Aufgrund dieser fehlenden Funktion werden
p21 und p15'NK4B aber auch die cyclin-dependent-kinase (CDK)4 und Cyclin D1,
trotz erhdhter TGF-B Konzentrationen im Tumorareal, nicht hochreguliert (Zhang
et al., 2006). Auch scheint der Komplex aus TGF-B und SMAD 2/3 onkogenes
Potenzial im Rahmen des Zellwachstums aufzuweisen, indem es als
transkriptioneller Aktivator des PDGF-B Gens fungiert, wenn dieses, wie in
mehreren GBM-Proben nachgewiesen, einen demethylierten Promotor aufweist
(Bruna et al., 2007).

1.2.3.2 Einfluss von TGF-B auf die Motilitat

Infiltration von Tumorzellen in das gesunde Hirnparenchym ist eines der
zentralen Malignitatskriterien des GBM und zeichnet sich durch Degradierung der
ECM aus (Platten et al.,, 2001). Auch in diesem Prozess spielt TGF-B eine
zentrale Rolle. So hat rekombinantes TGF-B1, durch vermehrte Expression der

Integrin-Untereinheiten a2 5 und B3 (Platten et al., 2000). sowie durch

Hochregulation und Aktivierung von MMP-2, -9 und MT1-MMP, einen direkten
Einfluss auf die Motilitdat. Eine Erhdhung der MMP2 Aktivitat kann jedoch auch
Uber TGF-B2 erzielt werden. (Wick et al., 2001). Dartber hinaus kann TGF-31
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die Expression der MMPs ADAM17 und ADAMTS-1 induzieren, welche
vornehmlich das Proteoglykan Vesican, aber auch andere Proteoglykane wie
Aggrecan und Brevican spalten; resultierend in der Degradierung der ECM (Lu
et al.,, 2011). Neben ECM-modulierenden Mechanismen spielen TGF-B-
vermittelte EMT-ahnliche Prozesse eine zentrale Rolle bei der GBM-Zell-Motilitat,

da diese migratorische und invasorische Prozesse einleiten (siehe 1.2.3.3).

1.2.3.3 Epithelial-Mesenchymale Transition

EMT zeichnet sich aus durch den Verlust der Zell-Zell-Adhasion, Zellpolaritat,
und dem ,Shift‘ hin zu einem mesenchymalen Phanotyp, der sich durch erhdhte
Motilitat, Stammzelleigenschaften und invasivem Verhalten auszeichnet. EMT-
Prozesse spielen somit eine zentrale Rolle in der Metastasierung und
Tumorprogression. Unter physiologischen Bedingungen findet EMT in der
Wundheilung und Embryogenese statt (Lamouille et al., 2014). Da die Zellen in
spaten Stadien der Tumorgenese immer weniger auf inhibitorische TGF-3
Wirkungen reagieren, gestaltet TGF-$ den EMT-Prozess maf3geblich mit (Hao et
al., 2019). Einhergehend mit der EMT-vermittelten Steigerung der Zellmotilitat ist
der Verlust von E-Cadherin und Vimentin und die Uberexpression von N-
Cadherin, der sogenannte ,Cadherin-Switch“, welcher jedoch momentan in der
Literatur diskutiert wird (Noronha et al., 2021). Dies fuhrt zu einem Verlust der
Zellpolaritat der Zelle (Thiery, 2002). Die Folgen des ,Cadherin-Switches” sind
verminderte Zell-Zell-Adhasion, der Verlust von TJs und eine erhdhte Tendenz
zur Metastasierung, Invasion und Motilitat (Noronha et al., 2021). Auch im GBM,
obwohl kein epithelialer Tumor, zeigt sich ein Zusammenhang zwischen
mesenchymalem Phanotyp, Chemotherapieresistenz und schlechter Prognose
(Verhaak et al., 2010). Auf molekularer Ebene induzieren SMADs die Expression
transkriptioneller Repressoren wie SNAIL1, SNAIL2/SLUG, Zink-Finger E-box
Binding homeobox Proteine (ZEB) und TWIST, die die E-Cadherin-Expression
herunterregulieren und so zur EMT-Progression fuhren (Lamouille et al., 2014).
Hypoxie-Indikatoren wie HIF1a sowie ZEB wurden im Tumormikromilleu

nachgewiesen und deuten ebenso auf eine Beteiligung an der Tumorpathologie
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hin (Huang et al, 2018). Der Knockdown (K.D.) von ZEB2 bewirkte
beispielsweise die Hochregulation der E-Cadherin-Expression und reprimierte
die Expression von N-Cadherin- und SNAIL (Qi et al., 2012). Im Mausmodell
wurde dartber hinaus durch K.D. von ZEB1 verringerte Invasivitat nachgewiesen
(Zhang et al., 2019). Auch eine nicht-kanonische, TGF-B-abhangige EMT-
Induktion Uber Komponenten diverser Rezeptortyrosinkinase-abhangiger
Signalkaskaden wurde beschrieben (Edlund et al., 2002).

1.2.3.4 Einfluss von TGF-B auf die Angiogenese

Angiogenese ist essenziell fur die Versorgung von Tumoren und Metastasen, die
groRer als 1-2mm sind, da Diffusionsprozesse nur eine sehr geringe Reichweite
haben, fur das Tumorwachstum jedoch die ausreichende Versorgung mit
Sauerstoff und Nahrstoffen stets gewahrleistet sein muss (Quintero-Fabian et al.,
2019). Verschiedenste Wachstumsfaktoren werden in den Extrazellularraum
abgegeben. So bindet TGF-B beispielsweise an ALK1 und induziert Gber SMAD-
und den DNA-binding protein inhibitor (ID)1 Angiogenese (Goumans et al., 2002).
Unter hypoxischen Bedingungen wird die Expression von VEGF und Ras
induziert, gefolgt von vermehrter Zellinvasion und Angiogenese (Breier et al.,
2002). Auch bilden HIF1a und SMAD3 einen gemeinsamen Komplex, der die
VEGF-Expression fordert (Sanchez-Elsner et al., 2001). Fur die Reifung von
Blutgefalien ist darlber hinaus der plasminogen activator inhibitor (PAl-1) wichtig,
dessen Expression durch TGF-f ebenfalls stimuliert wird (Goumans et al., 2002).
TGF-B bewirkt weiterhin eine vermehrte Bildung von connective tissue growth
factor (CTGF), MMP- 2, -9 und -10 sowie die Hemmung von tissue inhibitor of
metalloproteinase (TIMP), was zu einer vermehrten Bildung von Blutgefalien
fuhrt (Kaminska and Cyranowski, 2020). Die proangiogenen Eigenschaften von
TGF-B tragen somit auch zur chaotischen Vaskularisierung des GBM bei
(Quintero-Fabian et al., 2019)
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1.2.3.5 Einfluss von TGF-B auf das Immunsystem

Das Immunsystem ist eines der wichtigsten Komponenten der anti-tumoralen
Antwort, Zellen des angeborenen (NK-Zellen) und des erworbenen (T-Zellen)
Immunsystems zeigen anti-tumorale Wirkung. Das GBM hat die Eigenschaft, sich
der immunologischen Kontrolle zu entziehen. Immunevasion ist hierbei ein

zentrales Malignitatskriterium des GBM (David and Massague, 2018).

Einige der immunsupressiven Eigenschaften des GBM basieren auf von
Tumorzellen sezerniertem TGF-B (Donkor et al., 2011). Nicht nur die tumorale
TGF-B1-Produktion scheint in diesem Zusammenhang weitreichende
immunevasive Effekte zu erzielen, sondern auch die TGF-B1-Produktion durch
T-Zellen (Donkor et al., 2012). So wird Uber eine dysfunktionale Erkennung von
tumoralen Antigenen und den Verlust von Antigen-prasentierenden Zellen (APC)
im Gehirn in diesem Zusammenhang diskutiert (Zagzag et al., 2005). Der Verlust
dendritischer Zellen (DC) wird durch die TGF-B vermittelte Induktion von
Apoptose und Hemmung der Migration herbeigefuhrt (Imai et al., 2012). Dartber
hinaus hemmt TGF-31 die Expression von Major Histocompatibility Complex Il
(MHC IlI) auf Gliomzellen, Mikroglia und Makrophagen (Zagzag et al., 2005).
Ebenso wurde nachgewiesen, dass die Differenzierung naiver T-Zellen zu CD8"
zytotoxischen T-Zellen und CD4* T-Helferzellen (THZ) durch TGF-B1 gehemmit,
die Differenzierung hin zu immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen jedoch

gefordert wird. Weiterhin wird durch Reduktion der H202- NO- und des Tumor

Necrosis Factors (TNF)a- und vermehrter Produktion von immunsuppressivem
Interleukin (IL)-10 die Makrophagenaktivierung gehemmt (Nduom et al., 2015).
Gliom-sezerniertes TGF-3 fihrt dartber hinaus zur proteolytischen Abspaltung,
dem ,Shedding“, des aktivierenden Rezeptors NKG2D auf NK-Zellen sowie von
NKG2D-Liganden wie Major Histocompatibility Complex Class | Chain-Related
Protein (MIC)A, MICB und Mitgliedern der UL 16-Binding Protein (ULBP)-Familie
auf Gliomzellen. Eine Herabregulation der TGF-B-Expression in Gliomzellen
mittels RNA-Interferenz (RNAI) reaktivierte den NKG2D-Rezeptor auf NK-Zellen
(Friese et al., 2004). Alternativ fihrte auch die Reexpression des NKG2D-
Liganden MICA auf Gliomzellen zu einer vermehrten, gliomspezifischen NK-Zell-
Aktivitat (Friese et al., 2003).
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1.2.3.6 Therapieoptionen mit Bezug auf den TGF-f3 Signalweg

Aufgrund der vielseitigen Funktionen und Beteiligung von TGF-3 an zahlreichen
Signalwegen erscheint dieser als interessantes Ziel fur therapeutische Ansatze.
Derzeit werden verschiedene TGF-B-Signalweg-Inhibitoren getestet, darunter
neutralisierende Antikorper (AK), Antisense-Oligonukleotide (AON) und
Rezeptor-Kinase-Inhibitoren (RKI) (Akhurst, 2017). AON werden eingesetzt, um
TGF-B-mRNA in Immunzellen zu degradieren und deren Translation zu hemmen.
Bislang fanden diese jedoch nur bei Patienten mit nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom (NSCLC), Melanomen und Pankreaskarzinomen in klinischen
Phase-I- und -1I-Studien Anwendung (Jaschinski et al., 2011, Zappa and Mousa,
2016). Mit RKI wird vor allem TBR1 adressiert. Eine Studie, in der RKI in
Kombination mit 1D11, einem pan-TGF-B-neutralisierenden Antikdrper, und dem
immunstimulierenden OX40-Antikorper eingesetzt wurde, zeigte eine reduzierte
Tendenz zur Metastasierung. Derzeit laufen Studien, in denen die Funktion von
TGF-B gehemmt und parallel die Bindung von PD-1 an PD-L1 mittels eines Anti-
PD1-AK blockiert wird (Garrison et al., 2012, Fujiwara et al., 2015).
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1.3 CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 ist ein prazises Werkzeug zur Durchfiihrung von Modifikationen
auf genomischer Ebene. Dazu zahlen Deletionen, Insertionen, die Induktion oder
Repression der Transkription sowie der Austausch einzelner Nukleotide. Dieses
System nutzt Komponenten, die als Teil des adaptiven antiviralen Immunsystems
von Bakterien identifiziert wurden. CRISPR steht fur Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats und bildet zusammen mit einer
spezifischen Guide-RNA, einer Tracer-RNA und der bakteriellen Endonuklease
SpCas9 ein funktionelles System. In Bakterien dient ein CRISPR-Array als
immunologisches Gedachtnis. Dazu werden virale palindromische Sequenzen
nach einer Phageninfektion in das bakterielle Genom integriert und bei Bedarf
abgelesen (Zhang, 2019, Doudna and Charpentier, 2014)

Um eine prazise Veranderung eines Genabschnitts zu bewirken, wird eine crRNA
bendtigt, die das Transkript eines CRISPR- ,Arrays“ darstellt und fur
molekularbiologische Anwendungen synthetisch hergestellt wird. Diese crRNA
ist komplementar zur Zielsequenz und 20 Nukleotide (nt) lang. Zusatzlich wird
die Endonuklease SpCas9 bendtigt, die an die crRNA-gebundene Zielsequenz
bindet und dort einen Doppelstrangbruch (DSB) induziert (Abbildung 6). Fur die
Induktion eines DSB ist das Protospacer Adjacent Motif (PAM, 5-NGG-3')
unabdingbar, da es als Erkennungssequenz flur SpCas9 dient. Der DSB erfolgt
dabei drei Basenpaare in 5-Richtung vom PAM entfernt. Die PAM-Sequenz

variiert bei verschiedenen Cas-Proteinen.

Um SpCas9 gezielt an den gewlinschten Genabschnitt zu leiten, wird zusatzlich
eine Trans-Activating crRNA (tracrRNA) bendtigt, die teilweise komplementar zur
crRNA ist, sie bindet und gemeinsam die Guide-RNA (gRNA) bildet. In
molekularbiologischen Anwendungen werden crRNA und tracrRNA oft
zusammen synthetisiert und dann als Single Guide RNA (sgRNA) bezeichnet.
(Ran et al., 2013b, Adli, 2018, Doudna and Charpentier, 2014)
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Abbildung 6: Schematische Abbildung eines gRNA/SpCas9-Komplexes

Die SpCas9-Endonuklease (gelb) wird von der sgRNA, bestehend aus crRNA (blau) mit einer
Lange von 20 Nukleotiden und der tracrRNA (rot), zur genomischen Zielsequenz geleitet, um dort
einen Doppelstrangbruch (DSB) zu induzieren (markiert durch den roten Keil). [Quelle: (Hao et
al., 2019, Ran et al., 2013b),Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system." Nat Protoc
8(11): 2281-2308:2282]

Modifikationen auf genomischer Ebene durch das CRISPR/Cas-System werden
durch zellulare Reparaturmechanismen ausgeldst. Der durch CRISPR/Cas
induzierte Doppelstrangbruch  (DSB) aktiviert die fehleranfallige Non-
Homologous End Joining (NHEJ)-Reparatur und fuhrt dabei zu kleinen
Insertionen oder Deletionen, den sogenannten ,Indels* (Abbildung 7). Wenn
diese Indels in ein Exon oder einen Exon-Intron-Ubergang fallen, resultieren sie
in einer Frameshift-Mutation mit vorzeitigem Stoppcodon und flihren zu einem
stark verkurzten, funktionslosen Protein, was in einem Knockout (KO) resultiert.
Beim selteneren Homology Directed Repair (HDR) wird eine kurze DNA-
Reparaturvorlage zwischen die beiden Enden des DSB eingefugt. Der Effekt
ahnelt dem der Indels (Ran et al.,, 2013b). Um mehrere Loci gleichzeitig zu

adressieren, sind mehrere gRNAs erforderlich. Schon zwei gRNAs erhohen die
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Chancen auf eine Deletion und damit auf einen Gen-Knockout erheblich (Ran et
al., 2013b, Acosta et al., 2018).

Cas9 DSB
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Abbildung 7: Schematische Abbildung der induzierten DNA-Reparaturmechanismen

Durch die CRISPR/Cas-Methode induzierte Doppelstrangbriiche (DSB) fuhren zur fehlerhaften
DNA-Reparatur Uber die Mechanismen NHEJ oder HDR. Diese Reparaturwege erzeugen
Veranderungen im Gen, die letztendlich zu einem Knockout fihren. [Quelle: (Hao et al., 2019,
Ran et al., 2013b),Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system." Nat Protoc 8(11):
2281-2308:2282]

Modifikationen von Cas-Endonukleasen ermdglichen eine héhere Spezifitat und
erweitern das Anwendungsspektrum der CRISPR-Technologie. So ist es
beispielsweise mit der Cas9-Nickase (Cas9n) madglich, gezielt einen
Einzelstrangbruch zu induzieren. Dabei gewahrleistet die Kombination zweier
gRNAs fur denselben Genlokus eine hohere Prazision (Ran et al., 2013a). Auch
weitere Anwendungsbereiche wurden inzwischen entwickelt: Modifikationen in
der Endonuklease flhrten beispielsweise zur katalytisch defizienten SpCas9-
Variante (dCas9), die durch Bindung an einen bestimmten Lokus fur die
Expressionsregulation genutzt werden kann. Zusatzliche Modifikationen
ermoglichen die Bildgebung von Insertionen mithilfe von Tracking-Sequenzen
oder die Durchfihrung epigenetischer Veranderungen (Gilbert et al., 2014a,
Duan et al., 2018).
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1.4 Fragestellung

TGF-B1 und -B2 sind im GBM, im Vergleich zu normalem Hirngewebe, deutlich
hochreguliert (Roy et al., 2018). High-Grade Gliome (HGG) zeigen eine
erworbene Resistenz gegenuber der proliferationshemmenden Wirkung von
TGF-B. Fur TGF-B-basierte angiogene Effekte wurde Kontrares beobachtet (Han
et al., 2015). GBM weisen eine ausgepragte Tumorvaskularisierung mit stark
dysmorphen Gefal3strukturen auf und zeigen eine Destruktion der BHS, die es
naher zu untersuchen gilt.

TGF-B spielt, durch Induktion von EMT-Transkriptionsaktivatoren und -
repressoren, eine Schlusselrolle bei EMT-Prozessen und ist eng mit dem
malignen Verhalten von Gliomen verknupft. EMT-Prozesse induzieren in Zellen
einen Shift hin zu einem mesenchymalen Phanotyp (Hao et al., 2019). Dies
erfolgt nicht nur in Gliomzellen, sondern auch in Perizyten. Vorarbeiten zeigten
erhohte SLUG-Level exklusiv in Perizyten Gliom-assoziierter Gefalde, nicht aber

in Perizyten auf Gefallen des gesunden Hirngewebes (Mader et al., 2018).

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen eines TGF-B-Knockouts in
murinen GL261-Gliomzellen hinsichtlich Proliferation, Migration und Invasion
sowie die daraus resultierenden Veranderungen der Zytokin- und
Chemokinproduktion in vitro zu untersuchen. Nach intensiver Charakterisierung
der Einzel- (TGF-B1 und TGF-32) und Doppel- (TGF-1 plus TGF-f2) Knockout-
Zellen soll im Weiteren der Einfluss von Gliom-sezerniertem TGF-B auf die
Morphologie gliom-assoziierter GefalRe sowie auf die Integritat der Blut-Hirn-
Schranke (BHS) in einem autologen, orthotopen Maus-Gliommodell untersucht

werden.
Mittels der vorgelegten Arbeit werden folgende Fragestellungen bearbeitet:
1. Welchen Einfluss hat ein CRISPR-Cas9-induzierter Knockout von TGF-31
und/oder TGF-B2 auf die Eigenschaften muriner GL261-Gliomzellen

hinsichtlich  Proliferation, Migration, Invasion sowie Zytokin- und

Chemokinexpression?
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2. Inwieweit unterscheiden sich Einzel- und Doppel-Knockout TGF-$ GL261-

Gliomzellen?

Folgende Arbeiten werden dazu durchgefihrt:

1. Generierung von TGF-B1-, TGF-B2- und TGF-B1/2-Knockout (KO) GL261-

Zellen.

2. Validierung und Sequenzierung der CRISPR-Cas9-induzierten Knockouts

mittels PCR und Sanger-Sequenzierung.

3. Evaluation der Proliferation, Migration, Invasion sowie Zytokin- und

Chemokinproduktion in Einzel- und Doppel-KO-Zellen.

4. Markierung der TGF-B1-, TGF-B2- und TGF-B1/2-Knockout-GL261-Zellen

mit dem Fluoreszenzprotein mCherry mittels lentiviraler Transduktion.

Die derart generierten und charakterisierten TGF-B-KO-Gliomzellen werden bei
weiteren Fragestellungen in-vivo Maus-Gliommodellen verwendet, um den
Einfluss von Gliom-sezerniertem TGF-f auf Perizyten und somit auf
Angiogenese, Gefalistruktur und Integritat der Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu

untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriéte

Name Hersteller
10/100/1000 pl Pipetten Eppendorf; Hamburg, Deutschland

ChemiDoc™ Imaging System Biorad; Muinchen, Deutschland

COg2 Brutschrank Sanyo; Munchen, Deutschland
ELISA Reader (Thermo Electron Thermo Electron Cooperation;
Multiscan EX) Karlsruhe, Deutschland
Fluoreszenzmikroskop (Axioscope 5) | Carl Zeiss Microscopy GmbH; Jena,
Deutschland
SHB800 Cellsorter Sony Biotechnology; San Jose, USA
Groldzentrifuge (Multifuge 3 S-R Heraeus; Hanau, Deutschland
Mikroskop (Eclipse TS 100) Nikon Instruments; Kingston, UK
MilliQ Integral Merck; Darmstadt, Deutschland
Nano-Drop® ND-1000 UV-Vis Thermo Fisher Scientific;
Spektrophotometer Braunschweig, Deutschland
Neubauer Zahlkammer Marienfeld; Bad Mergentheim,
Deutschland
PT-200 Thermo Cycler Biorad; Munchen, Deutschland
Sterilwerkbank (Hera Safe) Heraeus; Hanau, Deutschland
Thermomixer Comfort Eppendorf; Hamburg, Deutschland
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Tischzentifuge (Biofuge pico) Heraeus; Hanau, Deutschland

Tischzentifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller

Combitips Advanced 2.5/ 5ml Eppendorf, Hamburg, Germany

Deckglaser R. Langenbrick; Emmendingen,
Deutschland

Einmalpipetten Corning; New York, USA

Falcon Tubes 15/ 50ml Greiner Bio-One; Frickenhausen,
Deutschland

Nitrozellulose Membran Whatmann GmbH; Dassel,
Deutschalnd

Objekttrager 76x26 mm R. Langenbrick; Emmendingen,
Deutschland

Pipetten Spitzen Ratiolab; Dreieich, Deutschland

PVDF 0.45 Transfer Membran Serva (Heidelberg, Deutschland)

Reaktionsgefalle 0.5/ 1.5/ 2ml Greiner Bio-One; Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturflaschen T25/75/125 Greiner Bio-One; Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturplatten CELLSTAR® 6/ 12/ | Greiner Bio-One; Frickenhausen,

24/ 48/ 46 Deutschland

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Bovine Serum Albumine (BSA) Sigma-Aldrich; Taufkirchen,
Deutschland
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Bromphenolblau Serva (Heidelberg, Deutschland)
Dimethylsulfoxid (DMSOQO) Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland
Ethanol 99% Merck; Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid (EtBr) Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland

Essigsaure Merck; Darmstadt, Deutschland

Glyzerol Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland
Kristallviolett Merck; Darmstadt, Deutschland

Methanol Merck; Darmstadt, Deutschland
Paraformaldehyd (PFA) AppliChem; Darmstadt, Deutschland

10x PCR Buffer Sigma-Aldrich; Taufkirchen,
Deutschland

Sephadex® G50 Sigma-Aldrich; Taufkirchen,
Deutschland

Triton X 100 Sigma-Aldrich; Taufkirchen,
Deutschland

Trypan Blau 0.4% Sigma-Aldrich; Taufkirchen,
Deutschland

2.1.4 Medien, Puffer & Lésungen

Name Hersteller

Dulbecco’s modifiziertes Eagle PAA Laboratories GmbH; Pasching,
Medium (DMEM) Osterreich
Dulbecco’s Phosphate Buffered PAA Laboratories GmbH; Pasching,

Saline (PBS) Osterreich

Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom; Berlin, Deutschland
G418 (Neomycin) Sigma-Aldrich; Taufkirchen,
Deutschland
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Penicillin/ Streptomycin PAA Laboratories GmbH; Pasching,
Osterreich

Trypsin-EDTA PAA Laboratories GmbH; Pasching,
Osterreich

2.1.5 Enzyme

Name Hersteller

Alt-R® S.p Cas9 Nuclease V3 Integrated DNA Technologie Inc.;
Coralville, IA, USA

Taq DNA-Polymerase Sigma-Aldrich; Taufkirchen,

Deutschland

2.1.6 Oligonukleotide
Name (5‘=>3° Richtung) Hersteller
ATTO™ 550 CRISPR-Cas9 tracrRNA Integrated
DNA
Technologie
Inc.; Coralville,
IA, USA
dNTP’s 100mM Invitrogen;
Darmstadt,
Deutschland
mTGFB1_FRW Merck;
(GTCAGAGCCTCACCGCGA) Darmstadt,
Deutschland
mTGFB1_REV Merck;
(TTCCTCCAGCCAGTTTCCTCTG) Darmstadt,

Deutschland
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mTGFB2_FRW_Crisprdetect Sigma-Aldrich;
(CGTTTCTTCCTTTTAAAAACATG) Taufkirchen,
Deutschland
mTGFB2_REV_Crisprdetect Sigma-Aldrich;
(TGTCGATTTTATAAACCTCCTTG) Taufkirchen,
Deutschland
MTGFB1 guide_2 (Alt-R® CRISPR-Cas9 crRNA) Integrated
(GGCAGUAGCCGCAGCCCCGAGUUUUAGAGCUAUGCU) | DNA

Technologie

Inc.; Coralville,

IA, USA
MTGFB1 guide_10 (Alt-R® CRISPR-Cas9 crRNA) Integrated
(GUACAAAGCGAGCACCGCCUGUUUUAGAGCUAUGCU) | DNA

Technologie
Inc.; Coralville,
IA, USA
MTGFB2 guide 4_4 (Alt-R® CRISPR-Cas9 crRNA) Integrated
(GCUCCGCUCGCGCUCGCAGGGUUUUAGAGCUAUGCU | DNA
Technologie
Inc.; Coralville,
IA, USA
MTGFB2 guide (Alt-R® CRISPR-Cas9 crRNA) Integrated
(GCGCCACCGGGACCAGAUGCGUUUUAGAGCUAUGCU) | DNA
Technologie
Inc.; Coralville,
IA, USA

2.1.7 Kits

Name Hersteller

Amaxa™ Cell Line Nucleofactor™ Kit | Lonza Group Ltd; Basel, Schweiz
\
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BigDye® Terminator v 3.0 Applied Biosystems; Carlsbad
Deutschland

DNeasy® Blood & Tissue Kit Qiagen GmbH; Hilden, Deutschland

Mouse Cytokine Array C3 (AAM- RayBiotech; GE, USA

CYT-3-2)
MycoAlert™ Mycoplama Detection Kit | Lonza Group Ltd; Basel, Schweiz
NucleoSpin® Gel and PCR Clean Up | MACHERY-NAGEL GmbH & Co. KG;

Kit Duren, Deutschland

2.1.8 Zelllinien
Name Hersteller
GL261
GL261 GFP
GL261 mCherry

Naumann Lab, Hertie-Institut
Naumann Lab, Hertie-Institut

Naumann Lab, Hertie-Institut

2.1.9 Vektoren

Name Hersteller

Lenti-pLV-mCherry (#36084) Addgene; MA, USA

2.1.10 Software
Name Hersteller
FinchTV Version 1.5

Image Lab Version 6.0.1
JMP 14

Geospiza Research Team

Biorad; Munchen, Deutschland
SAS; Boblingen, Deutschland
Microsoft Word Microsoft; Redmond, WA, USA
NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific; MA, USA
Prism GraphPad Version 10.0.3 GraphPad Software; San Diego, CA,
USA
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ZEN 3.3 Carl Zeiss Microscopy GmbH; Jena,
Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO, in einer gesattigten Atmosphare
kultiviert. Als Kulturmedium kam Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
zum Einsatz, welches mit 10 % fetalem Kalberserum (vor der Nutzung 30 Minuten
lang bei 56 °C hitzeinaktiviert), 100 1U/ml Streptomycin und 100 ug/ml Penicillin
erganzt wurde. Vor der Arbeit mit den Zellkulturen wurden das Medium, PBS und
Trypsin-EDTA im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Alle Arbeiten fanden unter einer

Sterilwerkbank statt.

Wurden Zellen fir ein Experiment bendtigt, wurde das Medium abgesaugt und
die Zellen mit PBS gewaschen, welches anschlieRend ebenfalls abgesaugt
wurde. Um die Zellen vom Flaschenboden zu 16sen, wurde Trypsin-EDTA flr 2—
3 Minuten hinzugegeben und bei 37 °C inkubiert. Zusatzlich wurden die Zellen
nach der Inkubationszeit durch leichtes Klopfen gelost. Anschlie3end wurden die
Zellen mit Vollmedium aufgenommen, sorgfaltig suspendiert und in ein Falcon-
Roéhrchen Uberfuhrt. Danach wurde die Zelldichte mittels Neubauer-Zahlkammer

bestimmt, und die bendétigte Zellzahl wurde aus der Suspension entnommen.

Fur die Passage der Zellen wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und Trypsin-EDTA hinzugegeben. Die Zellen wurden nach
kurzem Klopfen vom Flaschenboden geldst, in DMEM resuspendiert und in ein
Falcon-Rohrchen uberfuhrt. Das Splitten erfolgte im Verhaltnis 1:2 bis 1:4, wobei

frisches Vollmedium hinzugegeben wurde.
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Um die Zellen zu konservieren, wurde die Zellsuspension fir 5 Minuten bei 1200
rpom und 4 °C zentrifugiert, das Medium entfernt und die Zellen in PBS erneut fur
5 Minuten unter denselben Bedingungen zentrifugiert und gewaschen.
Anschlieffiend wurde das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium (70 % DMEM, 20 %
FCS, 10 % DMSO) resuspendiert und schrittweise bei 4 °C, -20 °C, -80 °C und
schliellich bei -142 °C heruntergekihlt und gelagert.

Einfriermedium:

Volumen/Menge Inhalt

45ml (90%) Vollmedium (DMEM + FCS)

5mi (10%) DMSO

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um spezifische DNA-Abschnitte zu amplifizieren und nachzuweisen, wurde das
Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) angewendet. Mithilfe dieses
Verfahrens ist es mdglich, einen Nukleinsdureabschnitt  mithilfe

sequenzspezifischer Primer Uber mehrere Zyklen zu vervielfaltigen.

Ansatz fir die PCR (20 ul):

Volumen/Menge Inhalt

DNA
10x PCR Puffer Standard
dNTP (10mM)

Primer forward (100uM)
Primer reverse (100uM)

Taqg-Polymerase
ddH20

Konditionen der PCR im PTC-200 Thermo-Cycler:
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Schritte Temperatur

1.Initiale Denaturierung 5 Minuten 94 °
2.Denaturierung 45 Sekunden 94°
3.Annealing 30 Sekunden primerspezifisch

4.Elongation 1:30 Minuten 72°
Schritte 2-4 25-40x wiederholen

5 .Primer Extension 7 Minuten 72°

6.Aufbewahrung unbegrenzt 4°

Fir den Nachweis der amplifizierten PCR-Produkte wurde ein 1-2 %-iges
Agarosegel verwendet, das durch Zugabe von Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) unter

UV-Licht sichtbar gemacht wurde.

2.2.3 Agarosegelelektrophorese

DNA und PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt.
Das Gel bestand aus 1-2 % (w/v) Agarose und 0,5x TAE-Puffer. Die jeweiligen
Proben wurden mit dem Peqlab 6x Orange Loading Dye im Verhaltnis 1:5
vorbereitet und bei 100 Volt separiert. Zur GroRenbestimmung wurde die
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) als Maf3stab verwendet. Zur
Visualisierung wurde Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) unter UV-Licht eingesetzt.

2.2.4 Mykoplasmen-Nachweis

Um eine mogliche Kontamination mit Mykoplasmen in allen verwendeten
Zelllinien auszuschlielen, wurde das MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit
eingesetzt. Dazu wurden zun&chst je Zelllinie 500 ul Uberstand von etwa 80—90
% konfluenten Zellen zentrifugiert (2000 rpm, 5 Minuten). Davon wurden 50 pl in
eine weille 96-Well-Platte pipettiert. Zu jeder Probe wurden 50 ul Reagenz
hinzugefugt, fir 5 Minuten inkubiert und die Lumineszenz gemessen (Wert A).
Nach der ersten Messung wurden erneut 50 pl Reagenz hinzugeflgt, 10 Minuten
inkubiert und die Lumineszenz gemessen (Wert B). Uberschreitet das Verhaltnis
von B zu A den Wert 1,2, wird dies gemal Herstellerangaben als Kontamination
klassifiziert. Kontaminierte Zelllinien waren mit den BIOMYC-Losungen 1-3
behandelt worden. Flr die Experimente wurden ausschliel3lich negative Zelllinien

verwendet.
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2.2.5 DNA-Isolation

Zur DNA-Isolation wurde das DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) verwendet. Die Isolation erfolgte stets gemal den
Herstellerangaben. Sowohl die Konzentration (ng/pl) als auch die Reinheit der
isolierten DNA wurden mit dem NanoDrop®-Spektrophotometer bestimmt. Die
Reinheit wurde anhand der optischen Dichte (OD) gemessen, wobei die
Messungen bei 260 nm und 280 nm Wellenlange erfolgten. Ein Verhaltnis von
1,8-2,0 OD260/280 wurde als optimal betrachtet. Nach der Isolation wurde die
DNA bei -80 °C gelagert.

2.2.6 CRISPR/Cas9 Genalteration

Fir die Induktion eines Knockouts mittels CRISPR/Cas9-Technologie (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) wurden die Zellen 24 Stunden
vor dem Experiment in ein Penicillin- und Streptomycin-freies Medium Uberfihrt.
Fir das Experiment werden 1-5 x 10"5 Zellen bendtigt. Um einen gezielten
Knockout zu induzieren, werden die ATTO™ 550 nm-markierte tracrRNA und die
crRNA des Sense- und Antisense-Strangs (jeweils fur TGF-B1 oder TGF-f2) in
aquimolaren Mengen gemischt (je 200 uM) und fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert, um den gRNA-Komplex des Sense- und
Antisense-Strangs zu bilden. Jeweils zwei gRNA-Komplexe pro Gen werden

vorbereitet.

Anschlieend werden 1,18 pyl der gRNA-Komplexe mit 2,0 uyl SpCas9-
Endonuklease gemischt und 1,0 ul Electroporation Enhancer hinzugeflgt. Die
Mischung wird erneut fir 15 Minuten bei RT inkubiert. Wahrenddessen wird fur
die Elektroporation 82 pl Nucleofactor-Lésung mit 18 ul Supplement gemischt.
Die vorbereiteten Zellen werden vorsichtig in 100 pl Elektroporationslosung
resuspendiert und 5,36 ul Ribonucloprotein-Komplex (RNP-Komplex)
mit Enhancer hinzugefligt. Das Gemisch wird in eine Nucleofactor-Kuvette

Uberfuhrt und mit einem zellspezifischen Programm (T-024) transfiziert.

Nach der Elektroporation wird das transfizierte Zellgemisch mithilfe einer

Plastikpipette in 2 ml 37 °C-warmes Vollmedium tberfihrt.
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2.2.7 CRISPR/Cas Off-Target-Analyse

Die CRISPR Off-Target Analyse wurde mit dem Online-Tool CCTop der
Universitat Heidelberg durchgefuhrt (Stemmer et al., 2015). Dabei wurden nur
Off-Targets in Betracht gezogen, die ein Mismatch von 1-3 Basenpaaren (bp) in
der Erkennungssequenz aufwiesen. Mismatches von 4 bp oder mehr hatten
keinen Doppelstrangbruch verursacht. Die Ergebnisse wurden mittels Excel
ausgewertet, und die Off-Targets wurden mithilfe einer PCR Uberprift. Eine
verklrzte Sequenz in der Gelelektrophorese weist dabei auf einen Off-Target-
Effekt hin. Alle mit CRISPR/Cas9 veranderten Zelllinien wurden dahingehend

untersucht, um maogliche Off-Target-Effekte auszuschlielRen.

2.2.8 Zellisolation und Sortierung mittels Durchflusszytometrie

Das transfizierte und fluoreszenzmarkierte Zellgemisch wurde daraufhin mit dem
SHB800 Cellsorter (AG Neher, DZNE Tubingen) (Sony Biotechnology; San Jose,
USA) sortiert. Wahrend dem Sortieren wurden als Kontrolle nicht transfizierte
GL261-Zellen verwendet. Die Gating-Strategie befindet sich in Abbildung 8. Die
Zellen wurden in ein 15 ml Falconrohrchen sortiert (100 Zellen pro ml) und in eine
10 cm Zellkulturschale tUberfuhrt. Hierbei sind 100 Zellen in 10 ml ausgesat und
fir 1-2 Wochen inkubiert worden um Einzelzellkolonien zu etablieren. Nach 1-2
Wochen wurden die Einzelzellkolonien mittels 50 ul Pipette in eine 96-Well Platte
Uberfuhrt. Nach erneuten 1-2 Wochen wurde die jeweilige Kolonie mittels PCR

evaluiert.

2.2.9 Sanger-Sequenzierung

Zunachst wird die zu sequenzierende DNA mittels PCR amplifiziert (siehe
Abschnitt 2.2.2). Das PCR-Produkt wird mit einem PCR-Clean-up-Kit aufgereinigt
und fur die Sequenzier-PCR (Sequencing-PCR) verwendet. AnschlieRend erfolgt

ein weiterer Aufreinigungsschritt des Amplifikats. Dazu wird ein Teil der PCR-
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Reaktion mit drei Teilen Natriumacetat/Ethanol (0,4 ml 3 M Natriumacetat, gelost
in 10 ml 100 % Ethanol) gemischt und fir 45 Minuten bei 5500 rpm und
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und 100 pl 70 %
Ethanol auf das Pellet gegeben. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt unter

den zuvor genannten Bedingungen fur 15 Minuten.

Der Uberstand wird erneut verworfen, und das Pellet wird fiir eine Minute bei
2400 rpm und RT zentrifugiert. Anschlie3end wird das Pellet bei 40 °C erhitzt,
sodass das restliche Ethanol verdampft. Danach wird das Pellet mit 30 yl ddH,O
fur 30 Minuten im ThermoMixer bei 300 rpm resuspendiert und ist bereit fir das
Sanger-Sequencing, das freundlicherweise ,in-domo* in der Arbeitsgruppe von
Professor Thomas Gasser durchgefuhrt werden konnte. Die Daten wurden

anschlieRend mit FinchTV ausgewertet.

Ansatz fur die Sequencing-PCR (20 pl):

Volumen/Menge Inhalt
8 ul PCR-Produkt
3.3 pl Sequencing Buffer 5x

2 ul Primer forward (100uM)
2 ul Primer reverse (100puM)
1.4 pl Big Dye v3 1.0

5.3 ddH20

Konditionen der Sequencing-PCR im PTC-200 Thermo-Cycler:

Schritte Dauer Temperatur

1.Initiale Denaturierung 1 Minute
2.Denaturierung 10 Sekunden

3.Annealing 5 Sekunden

4.Elongation 4 Minuten
Schritte 2-4 30x wiederholen

5.Aufbewahrung unbegrenzt
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2.2.10 Proliferationsassay

Es wurden 2000 Zellen in Triplikaten in einer 96-Well-Platte ausgesat und Uber
Nacht inkubiert. Fur die Farbung wurde bei jeweils einem Triplikat nach 0 h, 24
h, 48 h, 72 h und 96 h das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und
mit 100 ul Kristallviolett fir 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) angefarbt und
fixiert. AnschlieRend wurde das Kristallviolett entfernt und die Wells dreimal mit
PBS gewaschen. Nach Lufttrocknung wurden alle Wells mit 50 pl Zitratpuffer
versetzt. Die Absorption wurde anschlie®end bei 570 nm mit einem Photometer

gemessen.

Zur Berechnung der Verdopplungszeit der modifizierten Zelllinien wurde die

folgende Formel angewendet:

In(2)
Wachstumsrate

Verdopplungszeit =

Die Wachstumsrate wurde mit Excel berechnet.

2.2.11 Migrationsassay

22111 Transwell-Migrationsassay

Zunachst werden die Migrationskammern (8 um PorengrofRe) in eine 24-Well-
Platte eingesetzt und mit 100 pl serumfreiem Medium uber Nacht rehydriert.
Gleichzeitig wird das Medium der flir das Experiment bendtigten Zellen
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und durch DMEM mit 2 % FCS ersetzt.
Nach 8-12 Stunden werden die Zellen wie oben beschrieben mit Trypsin
abgeldst, gewaschen und eine Zellsuspension von 200 ul je Migrationskammer
vorbereitet, die 2,5 x 10* Zellen enthalt. Die Zellen wurden zuvor fur 3 Stunden
mit Mitomycin C (0,5 pg/ul) behandelt, um die Proliferation zu hemmen. Das

Medium fur die Zellsuspension enthalt 2 % FCS.
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Als Attraktionsmedium dient NIH-3T3-Zell-konditioniertes Medium (700 pl,
enthalt 10 % FCS). Die Migrationsdauer betragt je nach Experiment 24—48
Stunden. Danach wird das Medium vorsichtig aus der Migrationskammer entfernt
und die Kammer zweimal mit PBS gewaschen. Anschliellend erfolgt eine
Farbung und Fixierung mit Kristallviolett fur 5 Minuten. Die Migrationskammern
werden erneut zweimal mit PBS gewaschen. Nicht migrierte Zellen werden
vorsichtig mit einem Wattestabchen von der Innenseite der Migrationskammer

entfernt, und das Insert wird fir 30 Minuten getrocknet.

Die Membran wird anschlieliend mit einem Skalpell entfernt und auf einem
Objekttrager mit Permount® fixiert. Die Zahlung der migrierten Zellen, die sich

auf der Unterseite der Membran befinden, erfolgt manuell unter dem Mikroskop.

2211.2 Wundheilungs-/Scratch-Assay

Fir den Wundheilungsassay wird pro Well einer 6-Well-Platte eine
Zellsuspension von 1 x 10° Zellen in 2 ml bendtigt. Nach einer Inkubationszeit
von 8-12 Stunden werden die Zellen fur 3 Stunden mit Mitomycin C (0,5 pg/ul)
behandelt, um die Proliferation zu hemmen. Anschlielliend wird das Medium
entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen, um das Mitomycin C zu entfernen, und
serumfreies Medium hinzugegeben. Mit einer 200-ul-Pipettenspitze wird dann
eine vertikal verlaufende ,Wunde® (Scratch) in die Zellschicht gezogen, die
danach vorsichtig mit PBS gewaschen wird, um abgeloste Zellen und
Zellbruchsticke zu entfernen. Zu den Zeitpunkten 0, 12, 24 und 36 Stunden
werden Bildaufnahmen des sich schlielRenden Zellrasens unter dem Mikroskop

angefertigt, und die Groélke des Scratches wird mit ImageJ gemessen.

2.2.12 Invasionsassay

Zunachst werden die Invasionskammern, die mit Matrigel-beschichteten
Membranen (8 um Porengrofle) ausgestattet sind, in eine 24-Well-Platte

uberfuhrt und mit 100 pl serumfreiem Medium Uber Nacht rehydriert. Gleichzeitig
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wird das Medium der fur das Experiment bendtigten Zellen abgesaugt, die Zellen
mit PBS gewaschen und wie beim Migrationsassay durch DMEM mit 2 % FCS
ersetzt. Nach 8—-12 Stunden wird das Medium vollstandig entfernt, die Zellen mit
Trypsin abgeldst, in Medium aufgenommen und fur 3 Stunden mit Mitomycin C
(0,5 pg/ul) behandelt. Nach Entfernen des Mitomycins durch Waschen mit PBS

werden die Zellen gezahlt.

FiUr jede Invasionskammer wird eine Zellsuspension mit 200 pl und 2,5 x 104
Zellen in DMEM mit 2 % FCS vorbereitet. Als Attraktionsmedium dient in der
unteren Kammer NIH-3T3-Zell-konditioniertes Medium (700 pl, enthalt 10 %
FCS). Je nach Experiment betragt die Invasionsdauer 24-48 Stunden.
Anschlieliend wird das Medium vorsichtig aus der Invasionskammer entfernt und
die Zellen werden zweimal mit PBS gewaschen. Danach erfolgt eine Farbung
und Fixierung mit Kristallviolett fur 5 Minuten. Die Invasionskammern werden
erneut zweimal mit PBS gewaschen. Nicht invadierte Zellen werden mit einem
Wattestabchen von der Innenseite der Invasionskammer entfernt, und das Insert

wird fur 30 Minuten getrocknet.

Anschlielend wird die Membran vorsichtig mit einem Skalpell entfernt und auf
einem Objekttrager mit Permount® fixiert. Die Zahlung der invadierten Zellen, die
sich auf der Unterseite der Membran befinden, erfolgt manuell unter dem

Mikroskop.

2.2.13 Zytokin-Array

Zur Evaluation der Zytokinproduktion der modifizierten Zelllinien wurde
das Mouse Cytokine Array C3 (AAM-CYT-3-2) verwendet, das dem Nachweis
von 62 Zytokinen dient. Das Zytokin-Array wurde gemall dem Herstellerprotokoll
unter Verwendung von 1 ml unverdunntem Zellkulturiberstand pro Membran
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde durch Inkubation von 5 x 10° Zellen in einer
6-Well-Platte in FCS-freiem Medium fiir 48 Stunden gewonnen, da FCS Zytokine

enthalt, die das Messergebnis verfalschen konnten.
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Der Uberstand wurde aliquotiert, bei 20000 rpm und 4 °C fir 15 Minuten
zentrifugiert und mit 25 ul/ml ProteaseArrest™ versetzt. Fur das Array wurde der
Uberstand aufgetaut, erneut zentrifugiert (20000 rpm, 5 Minuten, 4 °C) und 1 ml
unverdiinnter Uberstand verwendet. Die Inkubation der Membranen erfolgte tiber
Nacht bei 4 °C. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit einem biotinylierten
Antikérpercocktail und HRP-Streptavidin gemals den Herstellerangaben. Die
Membranen wurden mit dem ChemiDoc™ Imaging System (Bio-Rad) fur 10
Sekunden belichtet.

Die numerischen Densitometriedaten aller Spots wurden mit ImagedJ und dem
Add-On Protein Array Analyzer for Imaged (Gilles Carpentier, Protein Array
Analyzer for Imaged, 15. Oktober 2010, Update 1.1.c vom 07.09.2018)
berechnet. In Excel wurden der Mittelwert der Duplikate berechnet und der
Hintergrund (negative Kontrollspots) subtrahiert. Zum Vergleich der Ergebnisse
wurden alle Werte Uber mehrere Arrays auf die Positivkontrolle des Zytokin-
Arrays normalisiert. Auflerdem wurden alle Werte der GL261 TGF-31-KO-,
GL261 TGF-B2-KO- und GL261 TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen auf die Werte der
parentalen GL261-Zellen normalisiert und die relative Zytokinproduktion im

Vergleich zur Kontrolle berechnet.

2.2.14 Lentivirales Labeling

Zunachst wurden 50.000 Zellen pro Well einer 6-Well-Platte ausgesat und uber
Nacht zur Adhasion inkubiert. Nach 24 Stunden wurden diese Zellen mit 20 pl
Lenti-mCherry (Addgene #36084) unter leichtem Schwenken transduziert. Das
Lenti-mCherry-Virus kodiert parallel zum mCherry-Gen auch fur ein Puromycin-
Resistenzgen. Der Umgang mit dem Lentivirus erfolgte stets in einem S2-Labor
unter Einhaltung aller notwendigen Sicherheitsrichtlinien. Nach weiteren 24
Stunden erfolgte ein Mediumwechsel zu DMEM-Vollmedium. Die
Transduktionseffizienz wurde fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Anschliel3end
wurde Puromycin (G418; 2 ug/ml) zur Selektion mCherry-positiver Zellen

hinzugefugt. Nach 2—-3 Tagen wurde die mCherry-Positivitat erneut tberpruft.

45



2.2.15 Datenanalyse

Fur die Datenanalyse wurden Excel, Imaged, GraphPad Prism (Version 10.0.2,
GraphPad Software, Inc.), Floreada.io und FinchTV verwendet. Die statistische
Signifikanz wurde wie folgt definiert: ns = nicht signifikant, * p < 0,05; ** p < 0,01;
***p <0,001; **** p < 0,0001. Zur Bearbeitung der Mikroskopbilder wurde ZEN
3.5 (Blue Version) verwendet. Alle in vitro-Experimente wurden, sofern nicht

anders beschrieben, in mindestens dreifacher Ausfuhrung durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung und Validierung von TGF- Knockout Zelllinien

3.1.1 Generierung der TGF-B Knockouts

Fur die Induktion eines Knockouts von TGF-31 bzw. TGF-B2 wurde die CRISPR-
Cas9 Methode verwendet, um in den entsprechenden Genen einen
Doppelstrangbruch zu erzeugen. Dieser Bruch fuhrt nach NHEJ dazu, dass im
weiteren Verlauf des Gens ein vorzeitiges Stoppcodon entsteht. Dadurch wird
das Genprodukt nicht mehr durch den zellularen Proteinsyntheseapparat
hergestellt. Um den CRISPR-Cas9-Proteinkomplex in die Zelle zu bringen, wurde
eine Elektroporation durchgefuhrt, bei der die tracrRNA mit einer Markierung von
ATTO™ 550 nm fur spatere Detektion in die Zelle eingefihrt wurde. Da die
tracrRNA ein  rotes  Fluoreszenzsignal erzeugt, wurde  mittels
Durchflusszytometrie (Abbildung 8) der Nachweis einer erfolgreichen
Transfektion erbracht, wodurch auf einen moglichen Knockout in der jeweiligen
Zelle geschlossen werden konnte. Zur Sortierung dieser Zellen wurde nach
Vorwarts- und Seitwartsstreuung (FSC und SSC) differenziert, um den Detritus
von intakten Zellen zu unterscheiden (Abbildung 8). Nach der Elektroporation
befand sich vermehrt Detritus in der Zellsuspension. Daraufhin wurde in Gate A
nach Einzelzellen sortiert, um verklumpte Zellen auszusortieren. In Gate B wurde
schlie8lich das rote Fluoreszenzsignal der Zellen detektiert. In untransfizierten
Kontrollzellen lag das Fluoreszenzsignal auf der logarithmischen X-Achse
zwischen 103 und 10* (keine Fluoreszenz). In elektroporierten Zellen hingegen
(GL261 TGF-p1, TGF-B2 und TGF-B1/2-Doppelknockout) lag das
Fluoreszenzsignal bei 10° bis 10° (positives Signal). Zellen mit einem
Fluoreszenzsignal von = 10° wurden fiir die Validierung des jeweiligen Knockouts
weiterverwendet. Diese generierten Zellen wurden in unserer Publikation (Merk

et al., 2024) fur weiterfUhrende Experimente verwendet.
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Abbildung 8: Gating-Strategie fiir die Durchflusszytometrie zur Detektion erfolgreich
elektroporierter Zellen

Kontrolle (PAR) mitsamt den modifizierten Zelllinien (GL261 TGF-31-, TGF-$2-KO und TGF-31/2-
Doppelknockout). Die Knockouts zeigen in Gate B eine rote Fluoreszenz, resultierend aus der
erfolgreichen Elektroporation mit der ATTO™ 550 tracrRNA (IDT DNA Technologies, USA). Die
Grafik wurde mit Floreada.io erstellt.
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3.1.2 Validierung der TGF-8 Knockouts mittels PCR

Die PCR bestatigt den Knockout von TGF-B1 und TGF-B2, denn nur in erfolgreich
mit CRISPR modifizierten Zellen werden verkurzte Genabschnitte amplifiziert.
Fur TGF-B1 KO-Zellen wurde ein verklrztes Amplifikationsprodukt erwartet und
synthetisiert, das eine Deletion von 214 bp aufweist. Ebenso zeigt sich fur das
TGF-B2 Gen in gecrisperten Zellen eine Deletion von 227 bp. Heterozygotie, bei
der nur jeweils eines der beiden Allele des entsprechenden Gens mit CRISPR
verandert wurde, kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, jedoch ist dies
nicht in Abbildung 9 ersichtlich, da im Agarosegel ein PCR-Amplifikat eines
unmodifizierten Gen-Allels weder fur TGF-B1 noch fuir TGF-B2 nachgewiesen
wurde. Es wird daher angenommen, dass bei allen Zelllinien ein homozygoter

Knockout vorliegt. Dies wurde durch Sanger-Sequenzierung weiter validiert.

GL261
GL261 GL261 TGF-
TGF-  TGF-  PB1/2-
B1-KO PB2-KO KO

BP PAR M

1000

500

TGF-p1
Primer

100

1000

500

TGF-B2
Primer

100

Abbildung 9: Agarosegelelektrophorese der PCR-Amplifikationsprodukte

Agarosegelelektrophorese (2%-iges Gel) zum Nachweis der TGF-31-, TGF-B2-Knockouts sowie
des TGF-31/2 Doppelknockouts. Die amplifizierten Genabschnitte von TGF-31 (636 bp), TGF-
B1-KO (422 bp) sowie von TGF-B2 (342 bp) und TGF-B2-KO (115 bp) sind erkennbar. In
Doppelknockout-Zellen sind verkirzte PCR-Amplifikate von sowohl TGF-1 als auch von TGF-
B2 erkennbar. (M: 100 bp DNA-Leiter; BP: Basenpaare).
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3.1.3 Sanger-Sequenzierung isolierter genomischer DNA von TGF-8
Knockout-GL261-Zellen

Zur prazisen Validierung der erzeugten Knockouts fur TGF-1 und -2 wurde
eine Sanger-Sequenzierung durchgefiihrt. Ziel dieser Analyse war es, die
genaue Abfolge der Basenpaare zu bestimmen, die Deletion exakt nachzuweisen
und eine Heterozygotie auszuschlieBen. Abbildung 10 und 11 zeigen die
detaillierte Basenpaarabfolge fur TGF-B1 bzw. TGF-2. Auch hier wurde im
Vergleich zur PCR die Deletion von 214 bp im TGF- 1-Gen (Abbildung 10 B)
und die Deletion von 227 bp im TGF-B2-Gen (Abbildung 11 B) nachgewiesen,
was fur den erfolgreichen Knockout in den korrespondierenden Zelllinien spricht.
In der TGF-B1/2 Doppelknockoutzelllinie wurden dementsprechend beide
Knockouts nachgewiesen. Da fur die Sequenzierung Primer genutzt wurden, die
sowohl das entsprechende ,full-length® als auch das gecrisperte Gen
amplifizieren, zeigt die Reinheit der Sanger-Sequenzierung (keine Uberlagernden

Sequenzen), dass jeweils beide Allele mit CRISPR modifiziert wurden.
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Abbildung 10: Sanger Sequenzierung fiir TGF-31

(A) Die Sanger-Sequenzierung zeigt die genaue Basenpaarabfolge fir den Genabschnitt von
TGF-B1, in dem die Deletion mittels CRISPR/Cas erfolgte (Pfeil) sowie in (B) den Vergleich der
Deletion (untere Sequenz) mit der korrespondierenden Sequenz des ,full-length® Gens (obere
Sequenz) (B). Erkennbar ist die Deletion von 214 bp. Aufgrund der Ungenauigkeit des
Sequenzierverfahrens war an den Amplifikatenden ein komplettes Matching der Kontroll- mit der
Knockoutsequenz am 3'und 5°-Ende der Amplifikate nicht immer moglich. Erstellt mit CRISP-ID
v1.1. (Dehairs et al., 2016).
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Abbildung 11: Sanger-Sequenzierung fiir TGF-2
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(A) Die Sanger-Sequenzierung zeigt die genaue Basenpaarabfolge flir den Genabschnitt von
TGF-B2, in dem die Deletion mittels CRISPR/Cas erfolgte (Pfeil) sowie in (B) den Vergleich der
Deletion (untere Sequenz) mit der korrespondierenden Sequenz des ,full-length® Gens (obere
Sequenz) (B). Erkennbar ist die Deletion von 227 bp. Aufgrund der Ungenauigkeit des
Sequenzierverfahrens war an den Amplifikatenden Ein komplettes Matching der Kontroll- mit der
Knockoutsequenz am 3'und 5°-Ende der Amplifikate war nichtimmer moglich. Erstellt mit CRISP-
ID v1.1. (Dehairs et al., 2016).

52



3.2 Effekte des TGF-B Knockouts in vitro

3.2.1 Zellproliferation

Die Proliferation wurde mittels eines photometrischen Verfahrens bei 570 nm
durchgefuhrt, wozu die Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Aussaat mit
Kristallviolett-Ldsung fixiert und gefarbt wurden. Eine erhdhte optische Dichte
(OD) entspricht dabei einer hoheren Zellzahl. Alle Knockout-Zellen (TGF-31,
TGF-B2 und TGF-B1/2) zeigten im Vergleich zur parentalen GL-261 Zellen eine
verringerte Proliferationsrate. Dies ist besonders nach 72 und 96 Stunden hoch
signifikant (p<0,0001) (Abbildung 12). Die Verdopplungszeit unterscheidet sich
deutlich zwischen parentalen und KO-Zellen. Fur parentale GL261-Zellen betragt
sie 46,2 h, fir TGF-B1-KO - 53,3 h, fur TGF-2-KO- 65,4 h und fur TGF-1/2-
Doppel-KO-Zellen 85,6 h. Der Vergleich unter den einzelnen Knockouts zeigt
dabei den groRten Negativeffekt auf die Proliferation von TGF-B1/2-Doppel-KO-
Zellen. Ebenso lasst sich auch ein signifikanter Unterschied im
Proliferationsverhalten zwischen TGF-2-KO- und den Doppel-KO-Zellen nach
72 (p<0.05) und 96 h beobachten (p<0.0001) (nicht in Abbildung 12 B). Laut
zweifaktorieller Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) und der Posthoc Tukey-Test
besteht im Hinblick auf den Genotyp, wenn dieser insgesamt keine Auswirkung
hat, eine Wahrscheinlichkeit von weniger als 0,01 %, dass in einem Experiment
dieser GréRenordnung zufallig ein Effekt dieser Grof3e zu beobachten ist. Somit
ist der Effekt der Genalteration von TGF-B1 und TGF-32 auf die Zellproliferation
in allen KO-Zelllinien als hoch signifikant einzustufen. Diese Ergebnisse wurden
in unserer Arbeit (Merk et al., 2024) publiziert.

53



O PAR
O GL261 TGF-g1-KO
-
-

GL261 TGF-B2-KO

1.5 GL261 TGF-R1/2-KO
R sl
E
e
E vk
510
Q
o}
0.5
0.0 1 I || || ]
0 24 a8 72 96
Zeit (h)
kokok
I PAR ook okdok
I GL261 TGF-B1KO l ' Hokdok
AFkkok *kdek ]
20 Bl GL261 TGF-p2-KO — — .
Bl GL261 TGF-B172-KO ns ns
£_w
1.5 -
==
==
£
o
o
5 1.0
(=] =
o 3
ns
0.5
0.0 T T T
24 48 72 96
Zeit (h)

Abbildung 12: Zellproliferationsassay

Dargestellt ist ein Proliferationsassay als Kurvendiagramm zur besseren Ubersichtlichkeit (A) und
als Balkendiagramm flir die detailliertere Darstellung der Signifikanzwerte (B). Gezeigt ist die
optische Dichte (OD) bei 570 nm aufgetragen gegen die Zeit in Stunden (n=4, SEM, Two-Way
ANOVA mit Posthoc Tukey-Test, ns= nicht signifikant, *** p<0,001, **** p<0,0001). (Merk et al.,
2024)
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3.2.2 Migration

3.2.2.1 Transwell-Migration-Assay

Der Transwell-Migration-Assay wurde unter Verwendung von
Migrationskammern mit Membranen einer Porengréf3e von 8 um durchgefuhrt.
Um Zellproliferation zu hemmen, welche Einfluss auf die Anzahl migrierter Zellen
nehmen kann, wurden zu untersuchende Zellen mit Mitomycin C vorbehandelt,
somit nur Effekte des jeweiligen KO auf Zellmotilitat detektiert. Obwohl die
Verdopplungszeit parentaler GL261-Zellen mindestens 46,2 Stunden betragt
(siehe Kapitel 3.2.1), war es unserer Ansicht nach dennoch erforderlich,
Proliferation vollstandig zu unterdricken, um vergleichbare Ergebnisse bei der
Bewertung der Migration zu erhalten. Als Attraktionsmedium wurde in der unteren
Kammer der Migrationsplatte konditioniertes Medium von NIH-3T3-Zellen

verwendet.

Das Migrationsverhalten von parentalen und KO-Zellen unterscheidet sich
signifikant. Wie in Abbildung 13 A zu sehen ist, wanderten im Vergleich zu KO-
Zellen fast doppelt so viele parentale GL261 durch die Migrationsmembran
(p<0,01). Diese Beobachtung wird durch exemplarische Fotografien migrierter
Zellen, lokalisiert auf der Unterseite der Migrationsmembran bestatigt (Abbildung
13 B). Insbesondere der Vergleich zwischen parentalen und TGF-B1/2-Doppel-
KO-Zellen zeigt einen hochsignifikanten Unterschied im Migrationsverhalten
(p<0,01). Die Post-hoc-Analyse mittels des Tukey-Tests zeigt ebenfalls einen
Effekt zwischen TGF-1-KO und dem TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen (p<0,05),
jedoch keine Signifikanz zwischen TGF-B1-KO- und TGF-B2-KO- bzw. zwischen
TGF-B2-KO- und TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen. Somit lasst sich aus diesen
Daten schlussfolgern, dass in GL261-Zellen der Knockout von TGF-B1 bzw.
TGF-2 bzw. der Doppel-KO beider Gene einen negativen Effekt auf das
Migrationsverhalten aufweist. Diese Ergebnisse wurden in unserer Arbeit
publiziert (Merk et al., 2024).
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Abbildung 13: Transwell-Migration-Assay

Dargestellt in A ist die Auswertung des Transwell-Migration-Assays nach 24 Stunden, welcher
mit 25.000 Zellen pro Well durchgefuhrt wurde. Migrierte Zellen wurden manuell ausgezahit. In B
sind exemplarisch mikroskopische Aufnahmen (Mikroskop: Axioscope 5) 24 Stunden nach
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Migrationsbeginn auf der Unterseite von fixierten Membran-Inlays gezeigt. Die Aufnahmen
wurden durch Erhdhung des Kontrasts modifiziert (n=4, SEM, One-Way ANOVA mit Posthoc
Tukey-Test, ns= nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01) (Merk et al., 2024)

3.2.2.2 Wundheilungs-/Scratch-Assay

Fir den Wundheilungs-/Scratch-Assay wird in jedem Well einer 12-Well
Zellkulturplatte im Zellrasen eine artifizielle Wunde mittels gelber Pipettenspitze
erzeugt. Vorher werden die Zellen fur 3 Stunden mit Mitomycin C (0.5 pg/pl)
inkubiert. Danach wurde das Medium entfernt, die Zellen gewaschen, um
Mitomycin C zu entfernen und anschlie3end serumfreies Medium hinzugegeben.
Wie in 3.2.2.1 wurde Mitomycin C genutzt, um Proliferation zu hemmen und

lediglich Effekte der Zellmotilitat beurteilen zu kdnnen.

Betrachtet man die Auswertung des Wundheilungs-/Scratch-Assays in Abbildung
14 B, so erkennt man, dass der relative Wundverschluss der parentalen im
Vergleich zu allen KO-Zellen zu allen Messzeitpunkten einen signifikanten
Unterschied aufweist (p<0.0001). Lediglich der Vergleich fir TGF-2-KO- und
TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen zeigt keine Signifikanz. Nach 36 Stunden war in
parentalen Zellen ein relativer Wundverschluss von ca. 80 % sichtbar,
wohingegen bei TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen dieser nur ca. 30 % betrug. Nimmt
man die exemplarischen Hellfeldmikroskopaufnahmen hinzu (Abbildung 14 A),

so fallt der Vergleich der parentalen zu den anderen KO-Zellen ahnlich aus.
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Abbildung 14: Wundheilungs-/Scratch-Assay

Dargestellt in A sind exemplarisch Hellfeldmikroskopaufnahmen der parentalen und KO-Zellen O,
12, 24 und 36 h nach Migration. Die Aufnahmen sind durch Erhéhung des Kontrasts modifiziert.
In B ist die Auswertung des Wundheilungs-/Scratch-Assays gezeigt, welcher den relativen
Wundverschluss in Prozent darstellt. (n=3, SEM, Two-Way ANOVA mit Posthoc Tukey-Test, ns
= nicht signifikant, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001)
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3.2.3 Invasion

Fur die Invasionsassays wurden mit Matrigel beschichtete Migrationsmembranen
mit einer Porengrofde von 8 um genutzt. Fur die Hemmung der Proliferation
wurden die Zellen analog zum Migrationsassay mit Mitomycin C (0.5 ug/ul)
vorbehandelt. Als Attraktionsmedium dient NIH-3T3-Zell-konditioniertes Medium,

der Zahlvorgang der mit Kristallviolett fixierten Zellen erfolgte manuell.

Die Invasionsfahigkeit parentaler Zellen war (Abbildung 15 A) am grofiten. Diese
Fahigkeit war in KO-Zellen ausgepragt reduziert und war mit einer 8-fachen
Reduktion am prominentesten in TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen (p < 0.0001). Der
Vergleich der Einzel-KO zeigt zwischen den TGF-B1-KO- und TGF-B2-KO-Zellen
keinen statistischen Unterschied. Mikroskopische Aufnahmen invadierter Zellen

(Abbildung 15 B) unterstitzen die quantitative Auswertung der Invasionsassays.
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Abbildung 15: Invasionsassay

Dargestellt in A ist die Auswertung der Invasionsassays nach 24 Stunden, welche mit 25.000
Zellen pro Well durchgefiihrt wurde. Die invadierten Zellen wurden manuell ausgezahlt. In B sind
exemplarisch mikroskopische Aufnahmen fixierter Membran-Inlays, aufgenommen mit einem
Axioscope 5-Mikroskop, 24 h nach der Invasion gezeigt. Die Aufnahmen sind durch Erhéhung
des Kontrasts modifiziert. (n=3, SEM, One-Way ANOVA mit Posthoc Tukey-Test, ns = nicht
signifikant, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001)
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3.2.4 Zytokinproduktion

Die Evaluation der Zytokinsekretion in parentalen und TGF-B-KO GL261 Zellen
wurde mittels eines Zytokin-Arrays durchgefuhrt, der den Nachweis der relativen
Expression von 62 Zytokinen erlaubt. Die Einteilung der Zytokine erfolgte hierbei
getrennt entsprechend ihrer Funktionen (Proliferation, Motilitat, Angiogenese und

Inflammation).

Um nicht falschlicherweise im Wachstumsmedium (enthalt FCS) enthaltene
Zytokine zu detektieren, wurden parentale und TGF-3-KO GL261 Zellen zur
Gewinnung von Zellkulturiberstanden in FCS-freiem Medium kultiviert. Die
bildgebende Darstellung der Membranen erfolgte mit dem ChemiDoc™ Imaging
System (Biorad) fur jeweils 10 Sekunden. Die mit ImageJ und Excel erhobenen

Densitometriedaten wurden im Anschluss fur weitere Analysen genutzt.

3.2.4.1 Proliferation

Die proliferativen Eigenschaften der in Abbildung 16 dargestellten Zytokine
zeigen eine deutliche Korrelation zu TGF-. Die Sekretion von CTACK, CXCL16,
Eotaxin, G-CSF, IL1- 3, IL-6, IL-13, Leptin und LIX ist in TGF-B1-Zellen deutlich
reduziert, bei einer Reduktion von teilweise mehr als 50 Prozent (CXCL16,
Eotaxin, G-CSF, IL1-B, IL-6). Signifikante Korrelation des TGF-B2-KO mit
verminderter Sekretion sind fur G-CSF, IL1-beta, IL-6, SDF-1- a und TNF-alpha
erkennbar. Fur G-CSF und TNF-alpha wurde dabei eine geringere
Zytokinsekretion in TGF-B2-KO-Zellen, im Vergleich zu TGF-p1-KO-Zellen,
gezeigt. Ein synergistischer Effekt einer reduzierten Zytokinsekretion in TGF-
B1/2-Doppel-KO-Zellen war fur IL-6, Leptin, P-Selectin, SDF-1- a und TNF- a
erkennbar. Interessanterweise zeigte sich eine signifikant hdhere Reduktion der
Zytokinsekretion von G-CSF und IL1-beta in TGF-B1- bzw. TGF-2-KO-Zellen,
im Vergleich zu TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen, obwohl in Doppel-KO-Zellen ein
additiver Effekt zu erwarten war (Abb. 16).
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Abbildung 16: Zytokine mit positivem Einfluss auf die Proliferation

Dargestellt sind Zytokine, deren Sekretion in TGF-3-KO GL-261-Zellen, im Vergleich zu
parentalen Zellen, signifikant verandert ist und die Einfluss auf die proliferativen Eigenschaften
von Gliomzellen aufweisen. Uberstande wurden pro Zelllinie jeweils einmal gewonnen,
Messungen der Zytokine erfolgten mehrere Male (technische Replikate der Messungen). Der
Hintergrund wurde subtrahiert. Werte unter 500 arb. units (arbitrary units) gelten als auferst
niedrig und nahe der Detektionsgrenze des Zytokin-Arrays. (n=4, SEM, One-Way ANOVA plus
Posthoc Tukey-Test, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001)
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3.2.4.2 Motilitat

Migration und Invasion von Zellen werden maf3geblich durch die in Abbildung 17
dargestellten Zytokine beeinflusst. Der KO von TGF-B1 in GL-261-Zellen
resultierte in einer signifikanten Reduktion der Sekretion von CTACK, Eotaxin, G-
CSF, IL6, Leptin, LIX und RANTES. Im Gegensatz dazu zeigt sich keine
signifikante Steigerung der Sekretion fur motilititshemmende Zytokine in diesen
Zellen. In TGF-B2-KO-Zellen ist eine signifikante Reduktion der Zytokine G-CSF
und IL6 sowie eine erhdhte Sekretion von IGFBP-6 und TIMP-1 zu beobachten.
Trotz motilitatsfordernder Funktion wurde ebenso eine erhohte Sekretion von
CXCL16, Eotaxin, LIX und RANTES beobachtet. Ein synergistischer Effekt ist fur
IL6, IGFBP-6 und TIMP-1 in TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen zu erkennen. In TGF-
B1/2-Doppel-KO-Zellen ist insbesondere flr Leptin, IL6 und TNF-alpha eine
deutliche Reduktion der Zytokinsekretion erkennbar. Paradoxerweise zeigte sich
fur G-CSF in TGF-B1/2-KO-Doppel-KO-Zellen hohere Sekretion als in den
Einzel-KO-Zellen. Interessanterweise ist die Sekretion des Zytokins RANTES in
TGF-B2-KO-, im Vergleich zu parentalen Zellen, um das 3-fache erhoht, aber
signifikant erniedrigtin GL261-Zellen, in denen TGF-B1 ausgeknockt wurde (Abb.
17).
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Abbildung 17: Sekretion von Zytokinen, die Effekte auf die Zellmotilitat bewirken kénnen

Dargestellt sind Zytokine, deren Sekretion in TGF-3-KO GL261-Zellen signifikant verandert ist
und die Effekte auf die Motilitdt von Gliomzellen vermitteln kénnen. Gezeigt sind
motilitatsférdernde (PRO) und -hemmende (ANTI) Zytokine. Uberstande wurden pro Zelllinie
jeweils einmal gewonnen, Messungen der Zytokinkonzentration erfolgten mehrfach (technische
Replikate). Der Hintergrund wurde subtrahiert. Werte unter 500 arb. units (arbitrary units) gelten
als auflerst niedrig und nahe der Detektionsgrenze des Zytokin-Arrays. (n=4, SEM, One-Way
ANOVA plus Posthoc Tukey-Test, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001)
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3.2.4.3 Angiogenese

Angiogenese modulierende Zytokine (Abb. 18) kénnen proangiogen wirken und
somit bei Sekretion zu den typischen vaskularen Veranderungen im GBM fuhren.
In TGF-B1-KO-Zellen erkennt man eine verminderte Sekretion vieler proangiogen
wirksamer Zytokine (Eotaxin, IL1-beta, Leptin, LIX, MIP-3-alpha, V-CAM, VEGF-
A). Einige proangiogen aktive Zytokine werden jedoch verstarkt sezerniert (AXL
und SDF-1-alpha). Ahnliche Effekte sind auch in TGF-B2-KO-Zellen erkennbar,
vor allem fur IL1-beta, M-CSF, MIP-3-alpha, SDF-1-alpha und VEGF-A. Im
Vergleich zu TGF-B1-KO-Zellen ist VEGF-A in TGF-B2-Zellen signifikant
reduziert. In TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen ist ein ahnlicher Trend mit verminderter
Sekretion der Zytokine IL-1-beta, Leptin, M-CSF, MIP-3-alpha, SCF, SDF-1-
alpha, V-CAM und VEGF-A zu beobachten. Eindrucksvoll ist der additive Effekt
bei Herabregulation in TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen fir Leptin, MIP-3-alpha,
SCF, SDF-1-alpha und vor allem fur VEGF-A. Die Sekretion von VEGF-A ist in
diesen Zellen um nahezu 9-fach reduziert. Kontrar dazu ist die Konzentration des
Zytokins sTNF R1 (eine I6sliche Form des TNF-Rezeptors 1) in TGF-1/2-
Doppel-KO-Zellen signifikant erhoht.
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Abbildung 18: Sekretion von Zytokinen die Effekte auf die Angiogenese bewirken konnen

Dargestellt sind Zytokine, deren Sekretion in TGF-B-KO GL261-Zellen signifikant verandert ist
und die in Gliomzellen angiogene Effekte vermitteln. Uberstande wurden pro Zelllinie jeweils
einmal gewonnen, Messungen der Zytokinkonzentration erfolgten mehrfach (technische
Replikate). Der Background wurde subtrahiert. Werte unter 500 arb. units (arbitrary units) gelten
als aulerst niedrig und nahe der Detektionsgrenze des Zytokin-Arrays. (n=4, SEM, One-Way
ANOVA plus Posthoc Tukey-Test, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001)
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3.2.4.4 Inflammation

Auch die Sekretion von Zytokinen, die einen Einfluss auf das inflammatorische
Geschehen und das Immunsystem haben koénnen, wird in TGF-B-KO-Zellen
moduliert (Abb. 19) Die Einteilung der Zytokine erfolgte getrennt entsprechend
ihrer Funktionen (pro-, anti- und gemischt pro-/anti-inflammatorische Zytokine).

In TGF-1 in GL-261-Zellen ist die Sekretion eines Groldteils der
proinflammatorischen Zytokine signifikant reduziert (CD30, CD40, CTACK,
Eotaxin, G-CSF, INF-gamma, IL1-beta, IL2, IL3, IL6, Leptin, LIX, L-Selectin, MIP-
2, MIP-3-alpha, PF4 und RANTES; Abb. 19 A). In TGF-B-KO-Zellen sind, im
Vergleich zu parentalen Zellen, vor allem die Uberstands-Konzentration von
CDA40, IL3 und IL6 drastisch vermindert bis hin zum fehlenden Nachweis dieser
Zytokine. Kontrar werden einige Zytokine in TGF-B1-KO-Zellen vermehrt
sezerniert (Eotaxin, Fas-Ligand und SDF-1-alpha). In TGF-32-KO-Zellen ist eine
signifikant verminderte Sekretion von CD30, CD40, Eotaxin 2, Fas-Ligand, G-
CSF, GM-CSF, INF-gamma, IL1-beta, IL2, IL3, IL6, Lymphotactin, MIP-1-
gamma, MIP-2, MIP-3-alpha, M-CSF, und SDF-1-alpha erkennbar. Eine
drastische Reduktion bis hin zur Reduktion der Sekretion bis unterhalb der
Nachweisgrenze ist fur CD30, CD40, Fas-Ligand, G-CSF, INF-gamma, IL1-beta,
IL3 und IL6 gezeigt. Eine erhohte Sekretion wurde hingegen fur Eotaxin, LIX und
RANTES beobachtet. Eine Steigerung der Zytokinsekretion in TGF-B2-KO-
Zellen, im Vergleich zu TGF-1-KO-Zellen, wurde fur CD30, G-CSF, INF-gamma
und M-CSF gezeigt. In TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen ist die Konzentration nahezu
aller im Array nachweisbaren Zytokine reduziert, hier lasst sich ein additiver
Effekt bei INF-gamma, IL6, Leptin, MIP-1-alpha, MIP-3-alpha und TNF-alpha
erkennen (Abbildung 19 A).

Fur anti-inflammatorische Zytokine (Abb. 19 B), ist kein vergleichbar klares Bild
erkennbar. Fur gemischt anti-/proinflammatorisch aktive Zytokine (Abb. 19 C) ist
in TGF-B1/2-KO-Zellen die Konzentration fir IL4 und TARC signifikant erhéht und
fur IL12-p70 und MCP-1 reduziert. Ein Effekt in TGF-B1-KO-Zellen lasst sich bei
diesen Zytokinen nicht nachweisen. In TGF-B2-KO-Zellen ist eine signifikante
Anderung fiir IL12-p70, TARC (vermehrte Sekretion) und MCP-1 erkennbar.
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Abbildung 19: Sekretion von Zytokinen, die Effekte auf den inflammatorischen Prozess
bewirken kénnen

Dargestellt sind Zytokine, deren Sekretion in TGF-B-KO GL-261-Zellen, im Vergleich zu
parentalen Zellen, signifikant verandert ist und die Einfluss auf inflammatorische Prozesse und
das Immunsystem aufweisen. Es erfolgte eine Aufteilung in pro- (A), anti- (B) und gemischt pro-
/anti-inflammatorische (C) Zytokine. Uberstande wurden pro Zelllinie jeweils einmal gewonnen,
Messungen der Zytokinkonzentration erfolgten mehrfach (technische Replikate). Der Background
wurde subtrahiert. Werte unter 500 arb. units (arbitrary units) gelten als dufRerst niedrig und nahe
der Detektionsgrenze des Zytokin-Arrays. (n=4, SEM, One-Way ANOVA mit Posthoc Tukey-Test,
*p<0,05 *p<0,01,*** p<0,001, **** p <0,0001)
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3.3 Lentivirales Labeling der TGF-B Knockouts

Durch lentivirale Transduktion mit LV-mCherry wurden gecrisperte und parentale
GL261-Zellen derart genetisch modifiziert, dass nach Transduktion das mCherry
Protein in diesen Zellen exprimiert wird. Abbildung 16 zeigt exemplarisch je eine
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der transduzierten Zellen.
Bildmorphologisch erkennbar ist eine nahezu 100-prozentige
Transduktionseffizienz. Die derart hergestellten Zelllinien (GL261-mCherry,
GL261-TGF-B1-KOmMChemry  GL261-TGF-B2-KO™Chey  und GL261-TGF-B1/2-
Doppel-KO™Chey)  wurden in folgenden Experimenten in einer weiteren
medizinischen Doktorarbeit flr in vivo Experimente verwendet, deren Ergebnisse

mittlerweile publiziert wurden.

GL261 TGF-B1-KO

GL261 TGF-B-KO

GL261 TGF-B1/2-KO

Abbildung 20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mCherry-positiver Zellen

Dargestellt sind die LV-mCherry transduzierten GL261-Zellen. Aufgenommen wurden die Bilder
mit dem Axioscope 5-Mikroskop (10-fache Vergrélerung). Es wurde eine nahezu 100-prozentige
Transduktionseffizienz erreicht.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und in welchem Grad ein
CRISPR-Cas9 induzierter TGF-B-Knockout in murinen GL261-Gliomzellen
Auswirkungen  auf  Proliferation, Migration, Invasion und das
Zytokinexpressionsprofil hat. Dies geschieht vor allem in Hinblick auf die
Unterschiede der so generierten Knockout-Zelllinien fur TGF-1, TGF-2 und
TGF-p1/2.

EMT-Prozesse, welche maligeblich von TGF-B induziert werden, tragen zum
malignen Verhalten von Gliomen bei (Hao et al., 2019). Gleiches gilt fir die im
ausgepragte Tumorvaskularisierung im GBM, wodurch sich dysmorphe
Gefalstrukturen bilden und eine Destruktion der BHS stattfindet (Hahn et al.,
2019, Merk et al., 2024). In der zu Beginn der Arbeit formulierten Hypothese wird
postuliert, dass das maligne Verhalten von GBM-Zellen in-vitro durch den
Knockout von TGF- einerseits reduziert wird und andererseits das spezifische
Zytokinexpressionsprofil, welches malfigeblich an den malignen Eigenschaften
des GBM beteiligt ist, hin zu einem weniger tumorfordernden Phanotyp

verschoben wird.

4.1 Der Knockout von TGF-f hat einen positiven Effekt auf das maligne
Verhalten von GBM-Zellen

4.1.1 Ein TGF-B-KO reduziert die Proliferation im GBM in-vitro

Der Knockout von TGF-f1 und TGF-B2 sowie der Doppelknockout beider
Zytokine zeigen, dass die Proliferationsrate in murinen GL-261 Zellen deutlich
verringert wird (Abb. 12A). Der grote Effekt hinsichtlich Reduktion der
Proliferationsrate wird bei den TGF-31/2-Doppel-KO-Zellen beobachtet, wobei
eine Verdopplungszeit von 85,6 h vs. 46,2 h in parentalen Zellen nachweisbar ist.
In mehreren Studien (Ferrer et al., 2018, lavarone and Massague, 1997) konnte
dabei belegt werden, dass die Signalwirkung dieser Zytokine eine imminente
Rolle im Rahmen proliferativer Prozesse einnimmt. Eine hinreichende
Differenzierung zwischen TGF-B1 und TGF-f2 im GBM findet in der Literatur
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bezuglich ihrer jeweiligen Wirkung auf die Proliferation jedoch nicht hinreichend
statt (Golan-Cancela and Caja, 2024). Beide Zytokine sind Isoformen und binden
an die gleichen Rezeptoren, jedoch mit unterschiedlicher Affinitat und daraus
resultierender Wirkung und finden sich auf verschiedenen Genloci (Laverty et al.,
2009). Unsere Daten belegen, dass es einen signifikanten Unterschied zwischen
dem Knockout von TGF-B1 und TGF-B2 in GL-261 Zellen hinsichtlich des
Einflusses auf die Proliferation gibt, wobei die Proliferationsrate von TGF-p2-KO-
Zellen signifikant niedriger ist als die von TGF-B1-KO Zellen. Dies kdnnte durch
eine hohere Affinitat und Wirkung von TGF-2 an den TBR und der
nachfolgenden Signalkaskade erklart werden, bleibt jedoch eine ,Black-Box*
aufgrund der hohen Komplexitat der Signalwirkung der jeweiligen Zytokine
(Tzavlaki and Moustakas, 2020). Ein additiver Effekt des TGF-1 und TGF-32-
KO ist anzunehmen, da die Verdopplungszeit bei diesen Zellen am héchsten und

die Proliferationsrate am niedrigsten ist.

Verschiedene Limitationen des Kristallviolett-Assays sind im Rahmen der
Interpretation der Ergebnisse zu beachten. Zu diesen zahlt das Fehlen der
kontinuierlichen Uberwachung der Zellproliferation im Laufe der Zeit, wodurch
dynamische Veranderungen in der Proliferationsrate Ubersehen werden kénnen.
Des Weiteren verfugt der Kristallviolett-Assay Uber eine begrenzte Sensitivitat,

da bei ihr niedrige Proliferationsraten nicht ausreichend erfasst werden konnen.

4.1.2 Knockout von TGF-B reduziert die Motilitat im GBM in-vitro

Die Motilitat, zu der Migration und Invasion zahlen, ist ein zentraler Bestandteil
im Ausbreitungsverhalten des GBMs (Armento et al., 2017). TGF- bildet dabei
einen von vielen Schllsselfaktoren, der die Migration und Invasion von GBM-
Zellen vorantreibt (Joseph et al., 2014, Platten et al., 2001, Weller et al., 2001,
Platten et al., 2000). Neueste wissenschaftliche Arbeiten zeigen, dass TGF-3 an
der Ausbildung von ,Tumor-Microtubes® beteiligt ist, welche nicht nur das lokale
Ausbreitungsverhalten vom GBM stlitzen, sondern auch als Erklarungsmodell fir

solitare Satellitenherde dienen (Joseph et al., 2022).

73



In dieser Arbeit wurde mittels des Transwell-Migration-Assays (Abbildung 13 A)
und des Wundheilungs-/Scratch-Assays (Abbildung 14 B) gezeigt, dass sowohl
der Knockout von TGF-B1, TGF-32 als auch der Doppelknockout beider Zytokine
zu einer signifikanten Reduktion der Zellmotilitat fihrt. Hierbei konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen dem TGF-B1- und TGF-B2-KO festgestellt
werden. Sowohl TGF-B1 als auch TGF-B2 sind an migratorischen Prozessen
beteiligt, wobei eine Gewichtung der Zytokine und ihr jeweiliger Beitrag in der
Literatur nicht differenziert wird. Beide Zytokine wirken promigratorisch,
exemplarisch zum einen Uber die Hochregulation der av@3s Integrin-Expression
(Platten et al., 2000), jedoch auch Uber weitere Signalkaskaden. Hierzu zahlen
fur TGF-B1 beispielsweise die Expression-Induktion der MMPs ADAM17 und
ADAMTS-1 (Lu et al.,, 2011) und fur TGF-B2 die Aktivierung der Aktin-
Polymerisation und des PI3K/Akt-Signalweges uber die TGF-B-
Signaltransferproteine Smad 2 und 3 (Huang et al., 2021). Dies kénnte der Grund
daflr sein, dass TGF-B-Doppel-KO Zellen einen additiven Effekt in der Reduktion
der Migration aufweisen. Nichtsdestotrotz ist eine detaillierte Aufschlisselung der
jeweiligen Effekte, die zur Reduktion geflhrt haben, in dieser Arbeit nicht mdglich.
Hierzu bedarf es weiterer Forschung. Ein limitierender Faktor beider
Migrationsassays ist moglicherweise deren mangelnde physiologische
Aussagekraft. Beim  Transwell-Migration Assay ist die fehlende
Dreidimensionalitat der Zellstruktur zu erwahnen, da ein Zell-Monolayer
physiologisch eher untypisch ist und somit ein verandertes Migrationsverhalten
aufweisen kdnnte. Ebenso kdnnen dynamische Veranderungen im Zellverhalten
moglicherweise nicht vollstandig erfasst werden. Im Vergleich dazu ist bei dem
Wundheilungs-/Scratch-Assay anzuflhren, dass eine variable Grofle des
Scratches, aber auch die Beeintrachtigung der Zell-Zell-Interaktion durch

Schadigung des Zell-Monolayers zu unerwlnschten Effekten flihren kann.

Das Invasionsverhalten der TGF-B1-, TGF-B2- und TGF-B-Doppel-KO-Zellen
zeigt ein ahnliches Bild wie ihr Migrationsverhalten (Abbildung 15 A). Ein
signifikanter Unterscheid zwischen TGF-B1- und TGF-2-KO-Zellen wurde nicht
nachgewiesen. Dennoch ist das Invasionsverhalten dieser KO-Zellen reduziert.

Am deutlichsten bei TGF-B-Doppel-KO-Zellen. Unsere Daten sind somit konform
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zu Arbeiten der Arbeitsgruppe um (Joseph et al., 2022), bei der die Inhibition von
TGF-B1 zu einer verminderten Invasion durch verminderte Bildung von ,Tumor-
Microtubes® fuhrte. Im Einklang mit diesen Ergebnissen ist auch eine
Veroffentlichung von Corbet et al., bei der die Inhibition von TGF-32 Uber eine
verminderte Lipidtropfenbildung in einer Reduktion der Invasion resultierte
(Corbet et al., 2020). Der exakte Mechanismus, der zur Reduktion der Invasion
in unserer Arbeit gefuhrt hat, besteht sicherlich aus mehreren Bausteinen, die
hier nicht naher aufgeschlisselt werden konnten. Hierzu bedarf es ebenso
weiterer Experimente. Erwahnenswert ist, dass neue Arbeiten zum
Invasionsverhalten des GBM der Interaktion von Neuronen und Tumorzellen
einen entscheidenden Stellenwert beimessen (Venkataramani et al., 2022), die
hier in unserem Versuchsaufbau nicht naher untersucht wurde. TGF-B nimmt
dabei nachweislich eine Schlisselrolle in der Ausbildung von Neuriten ein und
konnte somit mal3geblich an der Interaktion von Neuronen mit Tumorzellen
beteiligt sein (Knoferle et al., 2010). Zu den Limitationen des hier verwendeten
Invasionsassays zahlen zum einen, dass die Interaktion von GBM-Zellen mit der
ECM oder die Reaktion auf chemische Signale nicht erfasst werden, denn in vivo
beruht Invasion grundsatzlich auf einem Zusammenspiel mehrerer Zelltypen und
deren Interaktion untereinander. Somit Ilasst sich die physiologische
Invasionsfahigkeit nicht genau abbilden, sondern nur anndhrend bestimmen.
Zum anderen konnte die begrenzte Beobachtungszeit, vor allem der TGF-(3-
Doppel-KO Zellen, bei welchen eine stark reduzierte Invasion nachgewiesen

wurde, durch nicht lineare Effekte auf die Invasion bedingt sein.
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4.2 Der Knockout von TGF-f beeinflusst die Zytokinexpression von
GBM-Zellen

4.2.1 In GBM-Zellen hat die TGF-B-KO-vermittelte verédnderte
Zytokinexpression einen negativen Einfluss auf Zellproliferation

Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, weist TGF-3 eine zentrale Rolle in der

Regulation der Proliferation auf. Insbesondere die Korrelation zwischen den

TGF-B-KOs und der Alteration der Zytokinsekretion verdeutlicht den Einfluss auf

das Tumormikromilieu und die Modulation der Zytokinlandschaft.

Die beobachtete starke Verminderung der Sekretion von CTACK, CXCL16,
Eotaxin, G-CSF, IL1-beta, IL6, IL13, Leptin und LIX in TGF-B1-KO-Zellen (bei
einer Reduktion von uber 50 % fur CXCL16, Eotaxin, G-CSF, IL1-beta und IL6)
zeigt, dass TGF-B1 als wichtiger Regulator dieser Zytokine fungiert (Abb. 16).
Diese Ergebnisse stimmen uberein mit Befunden von Liu (Liu et al., 2021) bei
denen nachgewiesen wurde, dass IL-6 Uber nicht-kanonische Signalwege von
TGF-B1 induziert wird und somit malfigeblich zur Proliferation in Gliomzellen
beitragt (Liu et al., 2010). Obwohl TGF-B1 in gesunden Zellen eine inhibitorische
Wirkung auf die IL1-beta Ausschuttung hat, kommt es in bestimmten zellularen
Kontexten, besonders im Tumormikromilieu, paradoxerweise zu einer Steigerung
der IL1-beta Expression (Rustenhoven et al., 2016). Hier sehen wir ebenfalls eine
Ubereinstimmung bei vermindertem IL1-beta Nachweis in Gliomzellen (Abb.16.)
Bezlglich des Zytokins CXCL-16 kann TGF-B1 je nach Kontext sowohl dessen
Expression hemmen als auch fordern. Im Tumormikromilieu kann TGF-31
jedoch, vor allem Uber nicht-kanonische Signalwege, die CXCL16-Produktion
steigern, was in der Rekrutierung von Immunzellen und Steigerung der
Proliferation resultiert (Lepore et al., 2018). Dies verdeutlicht die komplexe Rolle
von TGF-B1 bei der Regulation von CXCL16 und der damit verbundenen
Immunmodulation und Tumorprogression. Unsere Ergebnisse stehen somit im
Einklang mit den Befunden anderer Forschungsgruppen. Bei GCSF besteht eine
schlechte Datenlage bezlglich dessen Induktion durch TGF-B1. Jedoch

bestatigen frihere Studien die proliferationsfordernde Wirkung von GCSF in
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Gliomzellen (Wang et al., 2012). Unsere Arbeit zeigt in GBM-Zellen eine direkte
Verbindung von TGF-B1 auf die Sekretion von GCSF. Daraus resultierende

Effekte bedurfen jedoch weitere funktionelle Experimente.

Die Analyse von TGF-B2-KO-Zellen hinsichtlich Zytokinsekretion zeigte ebenfalls
eine Abnahme der Sekretion von G-CSF, IL1-beta, IL6, SDF-1-alpha und TNF-
alpha hin (Abb.16). Die Tatsache, dass G-CSF und TNF-alpha in TGF-2-KO-
Zellen starker reduziert sind als in TGF-B1-KO-Zellen, deutet auf eine
differenzierte Funktion der beiden TGF-B-Isoformen in der Zytokinregulation hin
(Abb.16) TNF-alpha wird einerseits von TGF-§ induziert, induziert aber auch
umgekehrt die Expression von TGF-B (de Souza Dantas Oliveira et al., 2014).
TGF-2 scheint dabei einen deutlich groReren Einfluss zu haben. Die
Arbeitsgruppe von Zhu (Zhu et al., 2022) zeigte, dass TNF-alpha deutlich zum
proliferativen Verhalten in Gliomzellen beitragt. Signifikanz wurde in unserer
Arbeit jedoch erstin Zellen mit kombiniertem TGF-1/2-KO nachgewiesen, wobei
unsere Ergebnisse auf einen additiven Effekt hinweisen. Der Unterschied in den
Zytokinexpressionsprofilen weist dabei auf unterschiedliche Signalwege oder
spezifische zellulare Kontexte hin, die durch TGF-B1 und TGF-B2 unterschiedlich
moduliert werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Literatur, die
TGF-B als vielseitigen Mediator beschreibt, der durch seine Isoformen

verschiedene Funktionen ausiben kann (Golan-Cancela and Caja, 2024).

Besonders hervorzuheben ist der beobachtete additive Effekt in TGF-1/2-
Doppel-KO-GL261-Zellen, der zu einer weiter verstarkeren Reduktion der
Zytokinsekretion von IL6, Leptin, P-Selectin, SDF-1-alpha und TNF-alpha flhrt.
Dies deutet darauf hin, dass beide Isoformen von TGF-B gemeinsam an der
Regulierung dieser Zytokine Dbeteiligt sind, was die komplexen
Wechselwirkungen zwischen TGF-1 und TGF-f2 im Tumor-Mikromilieu

unterstreicht.

Eine unerwartete Beobachtung war, dass die Zytokinsekretion von G-CSF und
IL1-beta in den TGF-B-Doppel-KO-Zellen weniger stark reduziert war als in den
TGF-B1- oder TGF-B2-KO-Zellen. Dies steht im Widerspruch zu der Annahme

eines additiven Effekts in TGF-B-Doppel-KO-Zellen und kdnnte auf eine mogliche
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kompensatorische Regulation durch andere Signalwege hinweisen, die bei der
gleichzeitigen Inhibition beider Isoformen aktiviert werden. Alternativ kdnnte eine
Feedback-Schleife innerhalb der Zytokin-Netzwerke vorliegen, die in den TGF-[3-
Doppel-KO-Zellen zur teilweisen Aufrechterhaltung der Sekretion dieser Zytokine
fuhrt. Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse die Komplexitat der TGF-f3-
vermittelten Zytokinregulation und legen nahe, dass beide Isoformen in
spezifischen und teilweise Uberschneidenden Signalwegen involviert sind. Die
differenziellen Effekte zwischen den einzelnen TGF-B-KO-Zellen heben die
Notwendigkeit hervor, die spezifischen Rollen von TGF-1 und TGF-32 weiter zu
untersuchen. Zukunftige Studien sollten sich darauf konzentrieren, die zugrunde
liegenden Mechanismen dieser Kompensations- oder Feedback-Prozesse
aufzuklaren, um das Zusammenspiel der verschiedenen TGF-B-abhangigen

Signalwege besser zu verstehen.

4.2.2 In GBM-Zellen hat die TGF-B3-KO-vermittelte verdnderte
Zytokinexpression einen negativen Einfluss auf Zytokine, die die
GefédBarchitektur modulieren

Weitere Resultate unserer Studie zeigen, dass TGF-3 eine zentrale Rolle in der

Regulation der Gefalstruktur im GBM aufweist (Merk et al., 2024). In der

Angiogenese spielen angiogenese-modulierende Zytokine eine essentielle Rolle.

Deren Dysregulation ist maRgeblich flr die aberrante GefalRarchitektur im GBM

verantwortlich. In TGF-B1-KO-Zellen wurde eine signifikant verminderte

Sekretion proangiogener Zytokine wie Eotaxin, IL1-beta, Leptin, LIX, MIP-3-

alpha, V-CAM und VEGF-A beobachtet (Abb. 18). Diese Zytokine sind an der

Forderung der Angiogenese beteiligt und tragen durch ihre Sekretion zur

Ausbildung des charakteristischen vaskularen Phanotyps des GBM bei (Plate et

al., 1994, Breier et al., 2002, Ferla et al., 2011, Tseng et al., 2011). Auffallig ist

jedoch, dass bestimmte proangiogene Faktoren wie AXL und SDF-1-alpha in

TGF-B1-KO-Zellen verstarkt sezerniert wurden (Abb. 18). Dies deutet darauf hin,

dass die Hemmung von TGF-B1 mdglicherweise kompensatorische

Mechanismen aktiviert, um die Angiogenese im GBM aufrechtzuerhalten.
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Ein ahnliches Muster wurde in TGF-B2-KO-Zellen beobachtet, insbesondere fur
IL1-beta, M-CSF, MIP-3-alpha, SDF-1-alpha und VEGF-A (Abb. 18).
Bemerkenswert ist, dass VEGF-A in den TGF-B2-KO-Zellen im Vergleich zu
TGF-B1-KO-Zellen signifikant starker reduziert ist, was auf eine differenzierte
Rolle der beiden TGF-B-Isoformen in der Regulation von VEGF-A hindeutet.
VEGF-A, ein Schlusselzytokin der Angiogenese, spielt eine zentrale Rolle bei der
Induktion der Gefalineubildung im Tumorgewebe. Die starke Reduktion von
VEGF-A in TGF-B2-KO-Zellen weist darauf hin, dass TGF-B2 eine besonders
wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der VEGF-A-Sekretion und damit der
Tumorangiogenese einnimmt, wobei diese Ergebnisse mit den Befunden von
Hardee (Hardee and Zagzag, 2012) und Marsden (Das and Marsden, 2013)
Ubereinstimmen. Diese Autoren postulieren, dass sowohl TGF-31 als auch TGF-
B2 die Expression von VEGF-A in Gliomen férdern, wobei TGF-B2 in der Regel
als starkerer Regulator gilt, besonders in hochgradigen Tumoren. Dies wirde
auch die Unterschiede in der Zytokinexpression in den TGF-B-Doppel-KO-Zellen

erklaren.

TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen zeigten hinsichtlich der Expression angiogener
Zytokine einen additiven Effekt, resultierend in einer weiter verstarkten
Herabregulation der Sekretion von IL1-beta, Leptin, M-CSF, MIP-3-alpha, SCF,
SDF-1-alpha, V-CAM und VEGF-A. Besonders eindrucksvoll ist die fast
neunfache Reduktion von VEGF-A. Dies unterstreicht die Bedeutung beider
TGF-B-Isoformen flr die Angiogenese im GBM (Abb. 18).

Interessanterweise istim Gegensatz zu den anderen Zytokinen die Konzentration
des sTNF R1 in TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen signifikant erhéht. Dies kdnnte auf
einen kompensatorischen Mechanismus hindeuten, der durch die Hemmung der
TGF-B-Signalwege aktiviert wird, um proinflammatorische und méglicherweise
proangiogene Effekte Uber den TNF-Signalweg zu verstarken. Im Gegensatz zu
unseren Ergebnissen zeigt eine Arbeit von Ahluwalia (Ahluwalia et al., 2017) eine
erhohte Konzentration von sTNF R1 in Gliomrezidiven. Dabei ist es mdglich, dass
methodische Unterschiede zu den abweichenden Ergebnissen gefuhrt haben, da

in deren Arbeit keine TGF-$ Quantifizierung stattgefunden hat.
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Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse die komplexe Rolle von TGF-$3 bei der
Regulation der Angiogenese im GBM und verdeutlichen indirekt, dass sowohl
TGF-B1 als auch TGF-B2 gemeinsam zu angio-pathologischen Prozessen
beitragen. In der 2024 publizierten Arbeit sahen wir hierbei einen klaren
Zusammenhang zwischen dem KO von TGF-B und einer partiellen
Wiederherstellung der aberranten GefaRarchitektur im experimentellen GBM
(Merk et al., 2024). Dies deutet darauf hin, dass die TGF-B-KO-vermittelte, in
dieser Arbeit beschriebene negative Beeinflussung von proangiogenen

Zytokinen von zentraler Bedeutung ist.

4.2.3 Die veranderte Zytokinexpression reduziert die Motilitdt in GBM-
Zellen

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Motilitat von GL-261-Zellen malfigeblich

durch einen KO von TGF-B1 und TGF-B2 beeinflusst wird (Abb. 13, Abb. 14,

Abb. 15). Die in Abbildung 17 dargestellten Zytokinexpressionsprofile

unterstreichen hierbei die Schlusselrolle von TGF- in der Regulation Motilitats-

hemmender und -férdernder Zytokine und identifizieren zusatzlich Zytokine, die

Zellmigration und -invasion modulieren.

In TGF-B1-KO-Zellen war die Sekretion der Zytokine CTACK, Eotaxin, G-CSF,
IL6, Leptin, LIX und RANTES signifikant reduziert. Diese Zytokine sind flr
ihre motilitats- und invasionsfordernden Eigenschaften bekannt (Kast et al.,
2017, Liu et al., 2010, Korbecki et al., 2020, Ferla et al., 2011). Beispielsweise
tragen IL-6 und G-CSF in verschiedenen Tumormodellen zur Erhohung der
Zellmotilitat und Invasion bei, insbesondere durch Induktion von EMT-Prozessen
und einer Rekrutierung von Tumor-assoziierten Immunzellen, die die
Tumorzellmigration unterstutzen (Kast et al., 2017, Singh et al., 2022). Die
beobachtete Reduktion dieser Zytokine in TGF-B1-KO-Zellen deutet darauf hin,
dass TGF-B1 als zentraler Regulator dieser pro-invasiven Faktoren fungiert. Die
Ausschaltung von TGF-B1 reduziert somit die Invasivitdt von Tumorzellen.

Interessanterweise zeigte sich keine signifikante Steigerung der Sekretion von
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motilitatshemmenden Zytokinen, was auf eine unidirektionale Rolle von TGF-{31

in der Forderung der Zellbewegung hinweist.

In TGF-B2-KO-Zellen zeigte sich signifikante Reduktion der G-CSF- und IL-6-
Sekretion, was auf eine ahnliche Rolle von TGF-B2 wie TGF-B1 hinweist (Abb.
17). Gleichzeitig wurde jedoch eine erhdhte Sekretion von IGFBP-6 und TIMP-
1 beobachtet, die als Motilitatsinhibitoren gelten und den Zellbewegungs- und
Invasionsprozess hemmen (Bei et al., 2017, Ries, 2014). Neueste Studien von
Xu (Xu et al., 2024) zeigen jedoch, dass z.B. TIMP-1 in Gliomen eine vermehrte
Migration und Invasion bedingen koénnte. Dies deckt sich mit unseren
Ergebnissen, wobei die dedizierte Wirkung von TIMP-1 in zukinftigen
Experimenten naher untersucht werden sollte. Unsere Resultate deuten darauf
hin, dass TGF-B2 moglicherweise eine spezifischere Rolle in der Modulation der
Migration und Invasion hat als TGF-31, indem es die Expression oder Sekretion
sowohl motilitatsfordernder als auch -hemmender Zytokine reguliert. Die erhdhte
Sekretion von CXCL16, Eotaxin, LIX und RANTES in TGF-B2-KO-Zellen, trotz
deren bekannter pro-invasiver Eigenschaften, ist bemerkenswert und konnte
auf kompensatorische Mechanismen hindeuten, durch die die Zellen versuchen,

den Verlust von TGF-32 auszugleichen.

Ein additiver Effekt wurde in den TGF-B1/2-Doppel-KO-Zellen fur IL6, IGFBP-
6 und TIMP-1 beobachtet, was eine verstarkte Hemmung der Migration und
Invasion impliziert (Abb.17). Die signifikante Reduktion von Leptin, IL6 und TNF-
alpha in den Doppel-KO-Zellen unterstreicht die komplementare Funktion von
TGF-B1 und TGF-B2 in der Regulation der Zytokinexpression oder -sekretion,
insbesondere im Hinblick auf die Foérderung von Zellmotilitat und -invasion.
Interessanterweise war die Sekretion von RANTES in TGF-2-KO-Zellen
signifikant erhéht, wahrend sie in TGF-B1-KO-Zellen stark vermindert war
(Abb.17). RANTES ist bekannt flr seine Rolle in der Rekrutierung von
Immunzellen in das Tumormikromilieu und kann proinflammatorische als auch
proinvasive Effekte fordern (Novak et al., 2020, Kranjc et al., 2019). Unsere
Ergebnisse deuten auf eine differenzierte Regulation hin, bei der TGF-1 und
TGF-B2 unterschiedliche, moglicherweise sogar gegensatzliche Wirkungen auf

die Modulation von Zytokinen wie RANTES haben. Diese Beobachtung deutet
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auf eine spezifische Funktion von TGF-B2 in der Steuerung der Tumorinvasion
durch proinflammatorische Zytokine hin, wahrend TGF-B1 mdglicherweise eine

hemmende Wirkung auf RANTES in diesem Zellmodell ausubt.

Der paradoxe Anstieg der G-CSF-Sekretion in den TGF-1/2-Doppel-Knockout-
Zellen im Vergleich zu den Einzel-KOs weist auf komplexe Feedback-
Mechanismen hin, die die Zellen aktivieren, um den Verlust beider TGF-[3-
Isoformen zu kompensieren. Die genaue Entschlisselung dieser Mechanismen
erfordert jedoch weitere Untersuchungen, um die zugrunde liegenden
molekularen Prozesse besser zu verstehen. Studien zu einem KO beider TGF-
B-Isoformen sind in der Literatur kaum vorhanden, wodurch die hier vorliegende
Arbeit einen Ansatz fur weitere Untersuchungen im Bereich der GBM-Forschung
bietet.

4.2.4 In GBM -Zellen reduziert der KO von TGF-B die Sekretion
inflammatorischer und immunevasiver Zytokine

Unsere Ergebnisse zeigen, dass der KO von TGF-B in GL-261-Zellen die
Sekretion von Zytokinen, die das inflammatorische Geschehen und das
Immunsystem beeinflussen, stark moduliert. In den TGF-B1-KO-Zellen ist die
Sekretion der meisten proinflammatorischen Zytokine signifikant reduziert (Abb.
19). CD30, CD40, G-CSF, IL1-beta, IL6 wund INF-gamma, die im
Tumormikromilieu eine wichtige Rolle bei der Regulation der Immunzellantwort
spielen (Yeo et al., 2021, Codrici et al., 2022), zeigen in diesen Zellen eine
Abnahme bis hin zur vollstandigen Abwesenheit und verdeutlichen, dass TGF-
B1 ein zentraler Regulator anti-inflammatorischer Signalwege in Tumorzellen ist.
Die stark reduzierte Sekretion von IL6, IL1-beta und INF-gamma, welche
kontextabhangig zur Hemmung von Immunzellen beitragen (Scheller et al., 2011,
Jorgovanovic et al., 2020, Kiss et al., 2021), deutet auf eine verstarkte
Immunantwort im Tumormikromilieu hin. Dies muss jedoch in weiteren

funktionellen Experimenten validiert werden.

Interessanterweise war die Sekretion einiger Zytokine wie Eotaxin, Fas-Ligand
und SDF-1-alpha, in TGF-B1-KO-Zellen erhoht (Abb. 19). Diese Zytokine sind
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teilweise fir die Zellmigration und das Uberleben von Tumorzellen von
Bedeutung (Di Nunno et al., 2023, Korbecki et al., 2020, Tian et al., 2016) was
darauf hinweisen konnte, dass Tumorzellen kompensatorische Mechanismen
aktivieren, um trotz des KOs von TGF-31 ihre Aggressivitat aufrechtzuerhalten.
Besonders der Fas-Ligand spielt eine Rolle bei der Apoptose-induzierten
Immunmodulation (Zhang et al., 2022), was darauf hindeuten konnte, dass diese

Zellen Apoptose-resistente Eigenschaften fordern.

TGF-B2-KO-Zellen zeigten ebenfalls eine signifikante Reduktion der Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie G-CSF, IL6, INF-gamma und M-CSF (Abb.
19). Dies spiegelt die Effekte des TGF-B1-KOs wider; somit spielt TGF-32 eine
ahnliche Rolle bei der Regulation proinflammatorischer Zytokine wie TGF-31.
Eine besondere Bedeutung erhalt die Beobachtung, dass in den TGF-32-KO-
Zellen auch anti-inflammatorische Zytokine wie Fas-Ligand und SDF-1-alpha
reduziert sind, was darauf hinweist, dass TGF-B2 ebenfalls eine Rolle bei der

Modulation von immunhemmenden Mechanismen spielt.

Ein entscheidender Befund ist der beobachtete additive Effekt in TGF-B1/2-
Doppel-KO-Zellen. Hier zeigte sich eine nahezu vollstdndige Reduktion der
Sekretion insbesondere fir INF-gamma, IL6, MIP-1-alpha und TNF-alpha, was
auf eine komplementare Funktion von TGF-B1 und TGF-B2 in der Regulation von
Entzindungsreaktionen hindeutet. Diese Doppelregulation verdeutlicht, dass
TGF-B als ein Mediator der Tumor-Immunevasion fungiert, wobei die
entzindliche Reaktion gedampft wird und zur Immunevasion beitragt (Golan-
Cancela and Caja, 2024)

Far anti-inflammatorische Zytokine ist das Bild weniger klar. Es zeigt sich keine
koharente Anderung in deren Sekretion, was darauf hindeutet, dass TGF-B
moglicherweise eine starkere Rolle bei der Regulation proinflammatorischer als
anti-inflammatorischer Zytokine spielt. In TGF-B1/2-KO-Zellen wurden jedoch
signifikante Anderungen bei Zytokinen mit gemischt pro- und anti-
inflammatorischen Funktionen beobachtet, wie eine erhdhte Sekretion von IL4
und TARC, wahrend IL12-p70 und MCP-1 reduziert waren. Diese Ergebnisse

deuten darauf hin, dass TGF-B Uber verschiedene Signalwege differenzierte
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Effekte auf Zytokine mit gemischten Funktionen auslbt. Diese Beobachtung
reflektiert die Ubersichtsarbeiten von Goran Cancela und Seoane (Golan-
Cancela and Caja, 2024, Seoane and Gomis, 2017)

Insgesamt verdeutlichen diese Ergebnisse die komplexe Rolle von TGF-31 und
TGF-2 in der Regulierung des inflammatorischen Geschehens und der
Immunmodulation in GBM-Zellen. TGF- wird somit eine Schllsselrolle in der
Balance pro- und anti-inflammatorischer Zytokine zugewiesen. Wir konnten
zeigen, dass im GBM der KO von TGF-f die Zytokinlandschaft in deutlichem
Mal3e hin zu einer anti-tumoralen Umgebung verandert. Ob dann schlussendlich
Immunevasion und Inflammation im selben MalRe moduliert werden, miissen

weitere Arbeiten in diesem Bereich zeigen.

4.2.5 Limitationen der Zytokinarrays

Zytokinarrays sind ein  wertvolles Instrument zur Analyse des
Zytokinexpressionsprofils, unterliegen jedoch mehreren Einschrankungen, die
sowohl technischer als auch biologischer Natur sind und die Interpretation der
Ergebnisse beeinflussen konnen. Eine der Hauptlimitationen liegt in der
begrenzten Sensitivitdt des Verfahrens, insbesondere bei Zytokinen, die in
geringen Konzentrationen exprimiert werden. Zytokine, die unterhalb der
Nachweisgrenze des Arrays liegen, kénnen dadurch mdglicherweise nicht
detektiert werden, was zu einer Unterschatzung oder einem vollstandigen
Ubersehen ihrer biologischen Relevanz fiihrt. Zudem liefern Zytokinarrays
lediglich quantitative Informationen Uber die Proteinmenge und bieten keine
Erkenntnisse Uber die biologisch aktive Form der Zytokine. Da viele Zytokine
posttranslationalen Modifikationen unterliegen, die ihre Funktion mafgeblich
beeinflussen, bleiben diese Modifikationen durch die Array-Technologie

unberucksichtigt.

Auch wenn Zytokinarrays Veranderungen in der Proteinexpression aufzeigen,
ermoglichen sie keine kausalen Ruckschlusse darauf, ob ein bestimmtes Zytokin
fur die Modulation von Prozessen wie Proliferation, Migration, Invasion,

Immunevasion oder Inflammation verantwortlich ist. Um solche funktionellen
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Zusammenhange zu validieren, sind erganzende funktionelle Experimente
erforderlich. Insbesondere bei komplexen zellularen Prozessen wie Migration,
Invasion und Inflammation bleibt die Untersuchung von Zell-Zell-Interaktionen
unberucksichtigt, obwohl diese in der Tumorumgebung eine wesentliche Rolle
spielen. Die pleiotrope Natur vieler Zytokine, die mehrere biologische Prozesse
gleichzeitig beeinflussen kénnen, erschwert zusatzlich die Zuweisung eines
spezifischen Effekts zu einzelnen Zytokinen, auch wenn gewisse Trends

erkennbar sein kbnnen.

Ein weiteres technisches Manko der Zytokinarray-Technologie ist die mangelnde
Fahigkeit, zeitliche Dynamiken in der Zytokinsekretion abzubilden. Dies flhrt
dazu, dass kritische, zeitabhangige Veranderungen in der Zytokinproduktion, die
fur die Regulation inflammatorischer und immunologischer Prozesse
entscheidend sind, moglicherweise Ubersehen werden. Daruber hinaus finden
viele inflammatorische Regulationsmechanismen auf der Ebene von
Zytokinrezeptoren und Signaltransduktionswegen statt oder werden durch
andere Mediatoren wie Lipidmediatoren und Chemokine beeinflusst, welche

durch Zytokinarrays nicht erfasst werden.

Auch im Kontext der Immunevasion bleibt die Zytokinexpression nur ein
indirekter Marker. Die Detektion eines immunsuppressiven Zytokins allein |asst
keine eindeutigen Ruckschlisse auf die Effektivitdt der Immunevasion durch
Tumorzellen zu, da diese Zytokine zwar vorhanden sein kdnnen, aber nicht
zwangslaufig mit einer funktionellen Aktivierung immunsuppressiver Zellen, wie
z.B. regulatorischer T-Zellen (Tregs), korrelieren. SchlieBlich bieten
Zytokinarrays keine Informationen tber die raumliche Verteilung der Zytokine im
Tumorareal, obwohl diese Verteilung entscheidend sein kann, beispielsweise bei
der Entstehung von Tumor-Nischen, der Infiltration von Immunzellen und der

Interaktion mit der Mikroumgebung.

4.3 Klinische Relevanz fiir zukiinftige Therapieansatze
Trotz der in den vorigen Abschnitten genannten Limitationen geben unsere
Ergebnisse Hinweise dafur, dass ein CRISPR-Cas9 induzierter KO von TGF-31
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als auch TGF-B2 und vor allem der TGF-B-Doppel-KO zu einer signifikanten
Reduktion des malignen Verhaltens von GBM-Zellen fihrt, zumindest in der in
dieser Arbeit untersuchten Maus-GBM-Zelllinie GL-261. Ebenso zeigt in TGF-B-
KO-Zellen das Zytokinexpressionsprofil einen Shift hin zu einem weniger
tumorfordernden Phanotyp mit verminderter Expression proliferations- und
motilitatsférdernder sowie immunsuppressiver und proangiogener Zytokine. Da
ein dysregulierter TGF-B-Signalweg nicht nur beim GBM eine essenzielle Rolle
im  Rahmen der Pathogenese spielt, sondern auch bei anderen
Tumorerkrankungen wie dem Kolon-, Prostata-, Lungen-, Brust- und dem
Leberzellkarzinom (Baba et al., 2022, Hao et al., 2019, Villalba et al., 2017,
Sheen et al., 2013), kommt TGF-(3 als potenzieller therapeutischer Angriffspunkt
dieser verschiedenen Tumorentitdten in Betracht. Dabei kamen sowohl in
klinischen als auch praklinischen Studien bereits TGF-B neutralisierende

Therapien zum Einsatz, welche ebenfalls Gliomzellen beeinflussen.

Bezogen auf die oben genannten Tumorentitaten und das GBM scheint ein
wesentliches Problem dieser Studien der richtige Zeitpunkt der therapeutischen
Intervention zu sein. Da TGF- im frihen Krankheitsverlauf als Tumorsuppressor
aktiv ist und im Progress tumorfordernd wirkt, ist die Applikation verschiedener
Therapeutika hinsichtlich der Interventionsphase zu evaluieren (Baba et al.,
2022). Ebenso ist fraglich, ob es ein therapeutisches Fenster gibt, welches, wenn
es Uberschritten ist, dazu fuhrt, dass besagte therapeutische Ansatze keinen
hinreichenden Effekt mehr aufweisen. Im GBM wurden verschiedene
Therapeutika getestet. Zu diesen zahlen das Antisense-Oligonukleotid (AS-
OGN) Trabedersen, welches vor allem gegen TGF-B2 gerichtet ist (Jaschinski et
al., 2011, Bogdahn et al., 2011, Hau et al., 2009), der Tyrosin-Kinase Inhibitor
(TKI) Galunisertib, welcher gegen den TGF-B RI wirkt (Wick et al., 2020) und
Fresolimumab, ein Antikérper gegen TGF-B1, 2 und 3 (Akhurst, 2017). Dabei
konnte keiner der genannten Wirkstoffe im GBM eine ausreichende Wirkung
zeigen, sodass es zukulnftiger Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet bedarf.
Begrundet liegt dies hochstwahrscheinlich in der Heterogenitat des GBM. Da
selbstinnerhalb eines einzelnen Tumors mehrere Zellpopulationen existieren, die

auf die Blockade von TGF-B unterschiedlich reagieren (Zhang et al., 2017) und
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das Tumor-Mikromilieu, das aus verschiedenen Zelltypen besteht,
dementsprechend beeinflusst wird, kann dies als Erklarungsansatz fur die noch
nicht ausreichende Wirkung der Blockade des TGF-B-Signalwegs gewertet
werden. Die Zukunft der pharmakologischen Gliomtherapie liegt
dementsprechend in einer Kombinationstherapie mehrerer Therapeutika, bei der
die Blockade von TGF-B, Gefallnormalisierung, Immuncheckpoint-Inhibition,
OVT und Tumorvakzine eine entscheidende Rolle spielen werden (Czarnywojtek
et al., 2023).
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurde die Bedeutung eines CRISPR/Cas9-
induzierten Knockouts von TGF-B1 und TGF-B2 in murinen GL261-Gliomzellen
untersucht. Ziel der Arbeit war es, die Auswirkungen dieser Knockouts auf das
Tumorverhalten, insbesondere auf Zellproliferation, Migration, Invasion sowie die

Produktion von Zytokinen und Chemokinen, zu analysieren.

Die Methodik umfasste die Anwendung von CRISPR/Cas9, um spezifische
Knockouts der TGF-B1- und TGF-B2-Gene in den Gliomzellen zu erzeugen.
Diese Knockout-Zellen wurden durch PCR und Sanger-Sequenzierung validiert.
Anschlieliend wurden in vitro Assays zur Zellproliferation, Migration und Invasion
durchgefuhrt. Darlber hinaus wurde die Zytokin- und Chemokinproduktion
mittels eines Zytokin-Arrays untersucht. Die Knockout-Zellen wurden ferner
durch lentivirales Labeling mit mCherry fluoreszenzmarkiert, um sie in weiteren

Experimenten nutzen zu konnen.

Unsere Arbeit zeigte, dass der Knockout von TGF-B1 und TGF-2 signifikante
Auswirkungen auf das Verhalten der Gliomzellen hatte. Sowohl die Proliferation
als auch die Motilitat und Invasivitat der Knockout-Zellen waren im Vergleich zu
den Kontrollzellen reduziert. Dabei traten deutliche Unterschiede zwischen den
Einzel- und Doppel-Knockouts auf. Interessanterweise fuhrte der Knockout auch
zu einer veranderten Zytokinproduktion, insbesondere zu einer Reduktion
proinflammatorischer und angiogener Zytokine, was darauf hindeutet, dass TGF-

B eine zentrale Rolle bei der Regulation des Tumormikromilieus spielt.

Der Knockout von TGF-B1 und TGF-B2 in murinen Gliomzellen flhrte zu einer
signifikanten Reduktion der malignen Eigenschaften dieser Zellen. Sowohl die
Proliferation als auch die Motilitdt und Invasionsfahigkeit der Knockout-Zellen
waren im Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich reduziert, wobei der Doppel-
Knockout den grofdten Effekt zeigte. Dies unterstreicht die Bedeutung von TGF-
B1 und TGF-B2 in der Tumorprogression und bietet einen potenziellen

Ansatzpunkt fur therapeutische Strategien, die auf die Inhibition dieser Zytokine
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abzielen. Die veranderte Zytokinproduktion in den Knockout-Zellen legt zudem
nahe, dass TGF-B auch eine zentrale Rolle bei der Tumor-Immunevasion und

der Tumorangiogenese spielt.

Zukunftige Studien konnten untersuchen, inwieweit eine pharmakologische
Hemmung von TGF-B in Kombination mit anderen Therapieansatzen, wie
Immuncheckpoint-Inhibitoren oder anti-angiogenen Medikamenten, die
Behandlung von Gliomen verbessern kdnnte. Die vorliegende Arbeit liefert
wichtige Grundlagen fur weitere Forschungsarbeiten, die das Potenzial von TGF-

B-Inhibitoren in der Krebstherapie untersuchen.
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Abbildung 21: Zytokin-Array

A: Array-Karte B: Array-Aufnahmen und darunter Densitometriedaten erstellt mit ImageJ (n=4)

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Funktionen der untersuchten Zytokine
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Weitere Informationen / Funktionen Anti-/ Immun- Anti-/Pro-  Proliferation,
Proinfamma  modulation Angiogen Migration,
tion Invasion

Ax| - Hochreguliert im GBM Anti Verminderte Pro P+, M+, |+

- fordert EMT angeborene

- spielt eine wichtige Rolle in der Immunantwort

Therapieresistenz des GBM

-TGF-R reguliert AXL hoch
BLC - férdert Chemotaxis, Pro Aktiviert das - P+, M+, [+
(CXCL13) Differenzierung zu Plasmazellen Immunsystem

und B-Gedéachtniszellen

- Mediator von TAM-Immunitat im

GBM
CD30 Ligand - Herabregulation von CD30(L) in Pro Aktiviert das - -
(TNFSF8) vivo fiihrt zu vermehrtem Immunsystem

Tumorwachstum und Akkumulation

von TAMs
CD30 - Herabregulation von CD30(L) in Pro Aktiviert das - -
(TNFRSF8) vivo fihrt zu vermehrtem Immunsystem

Tumorwachstum und Akkumulation

von TAMs
CD40 - Kostimulator von B-Zellen, Pro Verstéarkte - -
(TNFRSF5) Dendritischen Zellen und soliden Immunantwort

Tumorzellen
CRG-2 - getriggert durch Gamma-Interferon = Pro Verstarkte - -
(CXCL10) - wirkt als Chemokin im adaptiven Immunantwort

Immunsystem

- im GBM hochreguliert
CTACK - wirkt chemotaktisch auf T- Pro Verstarkte - P+. 1+
(CCL27) Gedachtniszellen Immunantwort

- Uber die CCL27-CCR10-Achse

wird p-Akt im GBM aktiviert
CXCL16 - Im GBM Uberexprimiert Anti Abgeschwachte | - P+/-, M+, I+

- Chemokin zur Wanderung und Immunantwort

Mobilisierung von T-Lymphozyten durch

Uber den Rezeptor CXCR6 Aktivierung von

TAMs

Eotaxin-1 - Chemokin fir Eosinophile, Aktiviert Pro Verstarkte Pro P+, M+, |+
(CCL11) Mikrogliazellen Immunantwort

- bindet an CCR2, CCR3 und CCR5
Eotaxin-2 - Chemokin fir Eosinophile Pro Verstarkte - -
(MPIF-2/CCL24) - bindet an CCR3 Immunantwort
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Zytokin

Fas Ligand
(TNFSF6)

Fractalkine
(CX3CL1)

G-CSF

GM-CSF

IFN-y

IGFBP-3

IGFBP-5

Weitere Informationen / Funktionen

- im GBM nicht liberexpimiert

- Apoptoseinduktion
- im GBM (iberexprimiert

- Chemokin fur T-Zellen und
Monozyten, Mikrogliazellen

- wird von TGF-R1 moduliert

- beeinflusst negativ die Invasion
von GBM-Zellen

- regt die Bildung von Granulozyten
an

-wirkt chemotaktisch auf reife
neutrophile Granulozyten

- Shift der Lymphpoese zur
Granulopoese ->
Immunosuppression

- im GBM Uiberexprimiert

- dient der Differenzierung von
Makrophagen und Granulozyten

- wird vom GBM Uberexprimiert zur
Immunsuppression

- Shift der Lymphopoese zur
Granulopoese

- Antivirale Aktivitat

- Immunregulierende Funktionen

- Aktiviert Makrophagen

- induziert die Expression von PD-
L1 auf GL261-Zellen in vitro

- Transportprotein fiir den
Wachstumsfaktor IGF

- induziert PD-L1 Expression auf
GBM-Zellen

- wird durch TGF-R hochreguliert in
einem positiven Feedbackloop

- Transportprotein fiir den
Wachstumsfaktor IGF

- wirkt positiv auf Invasion und

negativ auf Proliferation tber EMT-

Anti-/
Proinflamma

tion

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Immun-

modulation

Verstarkte

Immunantwort

Abgeschwachte

Immunantwort

Abgeschwéachte

Immunantwort

Verstarkte

Immunantwort

Abgeschwéachte
Immunantwort

Anti-/Pro-
Angiogen

Proliferation,
Migration,

Invasion

P+, M+, |+

P+, M+, I+

P-, I+
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Zytokin Weitere Informationen / Funktionen Anti-/ Immun- Anti-/Pro-  Proliferation,

Proinflamma  modulation Angiogen Migration,

tion Invasion

Prozesse und Akt-Pathway-
Aktivierung
IGFBP-6 - Transportprotein fiir den - - - M-
Wachstumsfaktor IGF-1
- bei Uberexpression verminderte
Migration von GBM-Zellen
IL-1 alpha - induziert Apoptose Pro Verstarkte - -
(IL-1 F1) - involviert in verschiedene Immunantwort
Vorgange der Immunantwort,

Entziindung und Hamatopoese

IL-1 beta - Induziert Entziindungsantwort Pro - Einstrom und Pro P+
(IL-1 F2) - beteiligt an veschiedenen Aktivierung von

zellularen Aktivitaten Neutrophilen

(Differenzierung, Apoptose, - Induziert T-

Angiogenese, Proliferation) und B- Zell

- starker Induktor der Expression Aktivierung

von VEGF und MMPs
IL-2 - reguliert die Proliferation von T- Pro Verstarkte - -
und B-Lymphozyten Immunantwort
- stimuliert B-Zellen, Monozyten,
NK-Zellen und GBM-Zellen

IL-3/1L-3 (R) - wachstumsférdernd, involviert in Pro Verstarkte - -
Zellwachstum, Differenzierung und Immunantwort
Apoptose

IL-4 - weitreichende Pro/Anti Variable - -
immunmodulatorische Funktionen Immunantwort
- wird nicht von GL261-Zellen
exprimiert

IL-5 - Wachstums- und Pro Verstéarkte - -
Differentierungsfaktor fir B-Zellen Immunantwort

und Eosinophile
- wird nicht von GL261-Zellen

exprimiert

IL-6 - Induktor der Akute-Phase Pro Verstarkte / - P+, M+, |+
Reaktion Abgeschwachte
- B-Zell-Reifung Immunantwort
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Zytokin Weitere Informationen / Funktionen Anti-/ Immun- Anti-/Pro-  Proliferation,

Proinflamma  modulation Angiogen Migration,

tion Invasion

- weitreichende Prozesse der
Immunitat, Metabolismus und
Regeneration

- spielt eine wichtige Rolle in der
Immunsuppression im GBM

IL-9 - reguliert die Hdmatopoese Pro Verstarkte - P+
- vor allem wir es von CD4+-Zellen Immunantwort
exprimiert

- keine Expression in GL261-Zellen

IL-10 - B-Zell Proliferation, Uberleben, Pro/Anti Verstarkte / - P+, M+, |+
Antikérper-Produktion Abgeschwachte
- GBM-Zellen exprimieren IL-10R Immunantwort

auf ihrer Oberflache

IL-12 p40/p70 - Wachstumsfaktor fiir aktivierte T- Pro/Anti Verstarkte / - -
und NK-Zellen Abgeschwachte
- induziert die Bildung von Th1- Immunantwort
Zellen

IL-12 p70 - Wachstumsfaktor fiir aktivierte T- Pro/Anti Verstarkte / - -
und NK-Zellen Abgeschwachte
- induziert die Bildung von Th1- Immunantwort
Zellen

IL-13 - B-Zell-Reifung und Differenzierung = Anti Abgeschwachte | - P+
- Runterregulation der Immunantwort
Makrophagenaktivitat

- Inhibiert die Produktion
inflammatorischer Zytokine

- in Anwesenheit von EGFRuvlII
férdert IL-13 die Proliferation

IL-17A - weitreichende immunologische Pro Verstarkte - M+, |+
Funktionen proinflammatorischer Art Immunantwort
- aktiviert Pi3K/Akt -Pathway
KC - Chemokin fir Neutrophile Pro Abgeschwachte = Pro P+, M+, |+
(CXCL-1) - Aberrante Expression ist assoziiert Immunantwort
mit Wachstum und Progression von im Tumor
Tumoren

- dient der Immunevasion im GBM
- induziert EMT-Prozesse im GBM
Leptin -Regulation des Energiehaushalts Pro Verstarkte Pro P+, M+, |+

- hemmt NK-Zellen Immunantwort
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Zytokin Weitere Informationen / Funktionen Anti-/ Immun- Anti-/Pro-  Proliferation,

Proinflamma  modulation Angiogen Migration,

tion Invasion

- aktiviert T-Zellen und Monozyten

- stimuliert B-Zellen Produktion und
Zytokinausschuttung

- Leptin-R Uberexprimiert auf GBM-

Zellen
LIX - beteiligt an der Immunantwort Pro Abgeschwéachte = Pro P+ M+, |+
- wirkt chemotaktisch auf Immunantwort
Neutrophile im Tumor
L-Selectin - Adhasion von Lymphozyten bei Pro Verstarkte - -
(CD62L) einer Immunreaktion Immunantwort
Lymphotactin - Chemokin fiir Lymphozyten Pro Verstarkte - -
(XCL1) - verstarkte Expression im GBM Immunantwort
MCP-1 . Chemokin fiir Neutro- und Pro/Anti Immunevasion - -
(CCL2) Basophile im GBM
MCP-5 -Chemokin fiir Neutrophile, Pro Verstarkte - -
Eosinophile und Lymphozyten Immunantwort
M-CSF - kontrolliert die Produktion, Pro Verstarkte Pro -
Differenzierung und Funktion von Immunantwort
Makrophagen

- fordert die Freisetzung
proinflammatorsicher Zytokine
- fordert IGF-1 Freisetzung und
somit Angiogenese im GBM

MIG - Involviert in die zellulare Pro/Anti Verstarkte - P+, I+
(CXCL9) Transportsignalkaskade von T- Immunantwort
Zellen

- aktiviert T-Lymphozyten
- Uberexprimiert im GBM

MIP-1 alpha - an Entziindungsprozessen Pro Verstarkte - -

(CCL3) beteiligt, bindet Leukozyten Immunantwort

MIP-1 gamma - an Entziindungsprozessen Pro Verstarkte - -
beteiligt Immunantwort

MIP-3 beta - an Entziindungsprozessen Pro Verstarkte - -

(CCL19) beteiligt Immunantwort
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Zytokin

MIP-3 alpha
(CCL20)

PF4
(CXCL4)

P-Selectin

RANTES

(CCL-5)

SCF

SDF-1 alpha
(CXCL-12 alpha)

TNF RI
(TNFRSF1A)

TNF RII

(TNFRSF1B)

TARC
(CCL17)

1-309
(TCA-3/CCL1)

Weitere Informationen / Funktionen

- Chemokin fiir T-Gedachtniszelle

und Dendritische Zellen
- an Entziindungsprozessen

beteiligt

- Chemokin fiir Lymphozyten und

Neutrophile
- im GBM hochreguliert

- Reguliert HIF-1 alpha hoch uber

NF-kappa B

- Beteiligt an der Immunantwort
- Chemokin dient als zellulares
Warnsignal

- vermittelt Zelladh&sion von
Leukozyten an Endothelzellen
- Chemokin fiir Monozyten, T-
Helferzellen und Eosinophile

- Histaminfreisetzung aus

Basophilen

- fordert Proliferation, Migration und

Uberleben von hamatopoetischen

Vorlauferzellen

. Chemokin flir Monozyten und T-

Lymphozyten

- Entziindungsreaktion

- Tumorwachstum und
Metastasierung

- beteiligt an der Apoptose und
Entziindungsvorgéngen

- aktiviert Endothelzellen

- nicht auf GL261-Zellen

- beteiligt an der Apoptose und
Entziindungsvorgangen

- Chemokin fur T-Lymphozyten
- Beteiligt an der T-Zell-Reifung

- Chemokin flir Monozyten

Anti-/
Proinflamma
tion

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro/Anti

Pro

Immun-

modulation

Verstarkte

Immunantwort

Verstarkte

Immunantwort

Verstarkte

Immunantwort

Verstarkte

Immunantwort

Verstarkte

Immunantwort

Anti-/Pro-
Angiogen

Pro

Anti

Pro

Pro

Pro

Proliferation,
Migration,

Invasion

P+, I+

P+
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Zytokin

TECK
(CCL25)

TIMP-1

TNF-alpha

Thrombopoietin
(TPO)

VCAM-1
(CD106)

VEGF-A

Weitere Informationen / Funktionen

- Chemokin fiir Thymozyten,
Dendritische Zellen und
Makrophagen

- Beteiligt an der T-Zell-Reifung
- MMP-Hemmung

- Regulation mehrerer biologischer
Prozesse (Differenzierung,
Apoptose, Lipidmetabolismus,
Gerinnung)

- Beeinflusst die Megakaryozyten-

Reifung und Thrombopoese

- hauptsachlich von Endothelzellen
sezerniert

- bedingt die Adhéasion von
Lymphozyten, Monozyten und
Eosinophilen an die Gefallwand

- induziert Endothelzellproliferation
- hemmt Apoptose

- induziert Permeabilisierung von
Blutgefalen

- im GBM hochreguliert

Anti-/
Proinflamma
tion

Pro

Pro

Immun-

modulation

Verstarkte

Immunantwort

Anti-/Pro-
Angiogen

Pro

Pro

Proliferation,
Migration,

Invasion

P+
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