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1 Einleitung

1.1. Glioblastoma multiforme

Das Glioblastom ist der haufigste primare (d. h. im Gehirn entstehende) Hirntumor bei Erwachsenen
und wird als Isozitrat-Dehydrogenase (IDH)-Wildtyp WHO Grad 4 Gliom klassifiziert *. Die
Standardtherapie beinhaltet (wenn moglich) die chirurgische makroskopische Komplettresektion mit
anschliefender konkomitanter Temozolomid-Radiotherapie. Dabei werden in der Regel 60 Gy in 30
Fraktionen auf das Tumorbett, das umgebende Odem (mit angenommenen, disseminierten
Glioblastomzellen) sowie einen zuséatzlichen Sicherheitssaum von wenigen mm appliziert. Das Blut-
Hirn-Schranken-gangige Temozolomid zerfallt spontan in Diazomethan, welches DNA-Basen
methyliert und lGber weitere Zellteillungen und die DNA-Mismatch-Reparatur Doppelstrangbriiche in
die DNA einfiigt 2. Nach der Temozolomid-Radiotherapie schlieRt eine adjuvante Temozolomid-
Erhaltungstherapie bis zum Auftreten von Glioblastomrezidiven an 3. Rezidivierende Glioblastome
werden (wenn moglich) re-reseziert, re-bestrahlt und/oder mit weiteren Chemo- oder ,targeted”
(zielgerichteten) Therapien (Physicians’ Choice) bzw. ,Best supportive Care” weiterbehandelt *.

Patienten mit (hyper-)methyliertem Promotor des Temozolomid-Resistenzgens 0°-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT) und deswegen geringerer MGMT-Aktivitat profitieren besonders
von der Temozolomid-Chemotherapie °. Bei MGMT-Promoter unmethylierten Glioblastomen ist
zudem eine auf 31 CpG-Inseln beruhende Methylierungssignatur pradiktiv fiir das Ansprechen auf
Temozolomid ©. Temozolomid-sensitive Tumoren mit methyliertem MGMT-Promotor kénnen
andererseits eine Temozolomidresistenz erwerben, unter anderem (ber Verlust der Fahigkeit zur
DNA-Mismatch-Reparatur 2.

Trotz dieser trimodalen Therapie haben Glioblastom-Patienten weiterhin eine sehr schlechte
Prognose mit einem medianen Gesamtiiberleben von < 2 Jahren (ab Diagnose). Ursachlich hierfir
scheint vermutlich die hohe Streuung der Glioblastomzellen im Gehirn und die hohe
Therapieresistenz der Tumorzellen zu sein. Hier stehen insbesondere Glioblastom Stamm(-Zell-
ahnliche)-Zellen (GSCs) unter Verdacht, kleine therapieresistente Subpopulationen im Tumor zu
bilden und fiir die Rezidivierung des Hirntumors verantwortlich zu sein ’. Altere Arbeiten meiner
Arbeitsgruppe in Tlbingen zeigten, dass Glioblastome mit mesenchymalen GSCs im Vergleich zu
Tumoren mit proneuralen GSCs ex vivo ein starker invasives Wachstum und eine héhere
Radioresistenz aufweisen und mit einer schlechteren Prognose und einer starker Gehirn-infiltrienden
Tumormorphologie der Glioblastompatienten einhergehen ®°. Weiterentwicklungen der
Glioblastom-Therapie sollten daher auch daran gemessen werden, inwieweit sie die GSC-
Subpopulation im Glioblastom eradizieren kénnen.

1.2 TTFields-Elektrotherapie

Neue Therapieansatze wie die onkolytische Virustherapie, Immuntherapien (Immuncheckpoint-
Inhibitoren, CAR-T-Zelltherapien, Tumorvakzine, Ubersichtsartikel in °), oder adjuvante Applikation
zusatzlicher Alkylantien wie des Nitrosoharnstoffs Lomustin (CCNU) ** sind derzeit noch in initialen
Studien oder erbrachten nur sehr bescheidene Ergebnisse. Einzig eine von der Firma Novocure in
Haifa, Israel, entwickelte Tumor Treating Fields (TTFields)-Elektrotherapie (adjuvant zur
Temozolomid-Erhalt-Chemotherapie) fiihrte bei neudiagnostizierten Glioblastompatienten in der
randomisierten (aber nicht placebo-kontrollierten) multizentrischen EF-14 Studie zu einem klinisch
relevanten Uberlebensvorteil (progressionsfreies und Gesamtiiberleben) der Glioblastompatienten



insbesondere bei MGMT-Promotor-methylierten Tumoren >3, Weitere (aber nicht alle %) kleinere
pro- oder retrospektive klinische Studien an neudiagnostizierten Glioblastompatienten (****) deuten
ebenfalls auf einen Benefit von TTFields-Therapie adjuvant zur Temozolomid-Erhaltchemotherapie
hin.

Die TTFields-Therapie, die inzwischen in Deutschland bei neudiagnostiziertem und rezidiviertem
Glioblastom zugelassen ist, appliziert elektrische 200 kHz Wechselfelder mit einer Feldstarke im
einstelligen V/cm-Bereich. Die Einkopplung der Felder in das Gehirn erfolgt kapazitiv Gber auf die
rasierte Kopfhaut aufgeklebte Keramikelektroden-Arrays. Gespeist wird der Elektrische-Feld-
Generator dabei Uber ein Netzgerat oder tiber im Rucksack tragbare Akkus. Die Patienten werden
dabei angehalten, die Felder taglich und moglichst lange am Tag anzulegen. Tatsachlich deuteten
Posthoc-Analysen zweier retrospektiven Studien 2*2° darauf hin, dass eine hohe Compliance (> 2
Monate TTFields-Behandlung in > 75% der Zeit) einen positiven prognostischen Faktor darstellt.
Posthoc-Analysen der EF-14-Studie 2 zeigten direkt mithilfe MRT-Images, Position der aufgeklebten
Elektroden-Arrays und den Generator-Feld-Applikations-Protokollen eine positive Korrelation der
TTFields-Dosisverteilung im Bereich des Tumorbettes mit dem Patienteniiberleben ?* sowie dem
Muster der Tumorprogression 8. Zudem wurde bei einer weiteren Posthoc-Analyse einer Subgruppe
der EF-14 Patienten die lokal applizierte TTFields-Feldstarken unter Verwendung anatomischer
Dosisverteilungsmodellen retrospektiv abgeschatzt. Hier zeigte sich, dass die Tumorprogession in
dem TTFields-Behandlungsarm — bezogen auf die primare Lasion — in entfernteren Hirnarealen als in
den Tumoren des Kontrollarms aufttrat %. Diese TTFields-assoziierte distantere Rezidivierung wurde
auch in einer jiingeren Studie an einer anderen Patientenkohorte beobachtet . Es scheint also, dass
- im Sinne einer besseren lokalen Tumorkontrolle - im ,Hochdosis“-TTFields-Bereich des Gehirns eine
Rezidivierung des Tumors verhindert wird, die Glioblastomprogression dann spéter in ,Niedrigdosis“-
TTFields Gehirnarealen auftritt (alternativ ware auch eine TTFields-induzierte erhohte
Migration/Invasion der Glioblastomzellen denkbar).

Die TTFields Therapie wird abgesehen von Hautirritationen an den Elektrodenarray-Klebestellen gut

vertragen * 2728 ynd zeichnet sich im Vergleich zu anderen innovativen adjuvanten

Therapiebestrebungen durch ein vertretbares Kosten/Effektivitit-Verhaltnis aus 2% 3°. Zudem zeigte
sich in einer groflen (1106 Patienten) retrospektiven ,real World Study” eine positive Korrelation
zwischen Lebensqualitit und TTFields-Nutzungsdauer 3! bei Glioblastompatienten.

1.3 Postulierte Elemente der molekularen Perzeption von TTFields

Als zellularer Effekt wird eine TTFields-evozierte Inhibition der Mitose und Zytogkinese postuliert 3%
%5 Dabei scheinen TTFields das Assemblieren von Proteinen wie Tubulin-Dimeren 3% und Septinen ,
welche sich durch einen hohen intramolekularen Dipolcharakter auszeichnen, zu Makromolekiilen zu
hemmen, und so den Aufbau des Spindelapparates zu storen. Als Folge kommt es wahrend der
Mitose durch TTFields zu einem gestorten Metaphasen-Exit und anschlieBend zu einer
ungleichmaRigen Segregation der Chromatiden auf die Glioblastom-Tochterzellen.

Als weiterer Effekt wird angenommen, dass sich die TTFields-Feldlinien wahrend der Zytokinese in
der Teilungsfurche biindeln. Diese lokale Feldverstarkung soll Giber einen sogenannten
Dielektrophorese-Effekt Zellorganellen in der Teilungsfurche immobilisieren, und so deren
gleichmaRige Verteilung auf die Tochterzellen beeintrachtigen. Entsprechend dieser Hypothesen
entfaltet die TTFields-Therapie den grofSten Effekt, wenn die Feldlinien parallel zu der
Teilungsrichtung der Glioblastomzellen liegen 3°.



34, 35,37-42

Zusatzlich zum Glioblastom ergaben sich bereits friih aus in vitro-Daten , praklinischen in

33,37, 40,41, 43-45

vivo-Modellen und klinischen Pilotstudien 3”468 Hinweise auf eine tumorizide Wirkung

bei weiteren Tumorentitdaten wie verschiedenen Karzinomen. Die dabei beobachtete Tumorspezifitat
der TTFields resultiert moéglicherweise neben der erhéhten Mitoseaktivitat der Tumorzellen aus der
veranderten Geometrie (GrofRe) der Tumorzellen im Vergleich zum Normalgewebe. Tatsachlich
wurden im direkten Vergleich TTFields-, Best“-Frequenzen fiir verschiedene Tumorentitdten

festgestellt, die auf die unterschiedlichen Zellgeometrien der einzelnen Entitaten zurlickgefihrt

wurden. Im Falle des Glioblastoms liegt diese TTFields-,Best“-Frequenz bei 200 kHz 3% 3749,

1.4 Weitere therapeutische TTFields-Wirkungen

Neben der direkten tumoriziden TTFields-Wirkung deuten in vitro-Experimente und Tierversuche auf

38, 50-57

eine TTFields-vermittelte Sensibilisierung gegeniiber Chemotherapie , zielgerichteter Therapie

58-60 42,61

und Protonen-Strahlentherapie ®2 hin. Ferner wurden fiir TTFields eine
63,64

, sowie Photonen-
Hemmung von Fernmetastasierung *3, ein Aufweichen der Blut-Hirnschranke und eine Starkung

der Anti-Glioblastom-Immunantwort berichtet.

Letzteres geht aus klinischen Befunden hervor, die auf ein Abschwachen der TTFields-Wirkung durch
das immunsupprimierende Dexamethason hindeuten. Letzteres wird bei Glioblastompatienten zur
Behandlung von Hirnédemen verwendet . Praklinische und ex vivo-Modelle bestétigten tatsichlich,
dass T-Zellen ihre Aktivitit (nicht aber die Proliferation) unter TTFields beibehalten %67,
Dariiberhinaus stimulieren TTFields beschriebenermaRen immunogenen Zelltod ®, die Produktion
von immunstimulierenden proinflammatorischen Zytokinen im Tumor ° sowie peri- bzw.
intratumorale Immunzellinfiltration %3, ,Profiling” der Glioblastom-Genexpression deutet zudem auf
eine TTFields-induzierte verbesserte inflammatorische Immun-Mikroumgebung hin .

1.5 Postulierte biologische TTFields-Effekte und Signalling

Beobachtete TTFields-assoziierte Veranderungen im Transkriptom deuten auf herunterregulierte(n)
Zellzyklus, Proliferation, mitochondriale Funktion, Protein- und RNA-Metabolismus, DNA-Replikation
und DNA-Reparatur (Homologe Rekombination, Nukleotid-Exzisions-Reparatur, Basen-Exzisions-
Reparatur, Mismatch-Reparatur) und auf verstarkte zelluldre Stressantwort (Seneszenz, Autophagy,
Apoptosis, Endoplasmatischer Retikulum-Stress) 772 hin. Auf zellbiologischer Ebene wurde eine
hiermit ibereinstimmende TTFields-induzierte Stérung der DNA-Reparatur ©, ein erhéhter DNA-
Replikationsstress 7, sowie die Induktion von Glioblastomzell-Seneszenz ’* und Autophagie > 5% 7>
beschrieben. Dariiber hinausgehend wurden eine Inhibition der als Warburg-Effekt ® bekannten

t 51,78, 79’ eine

Hochregulation von Glykolyse und Milchsduregirung 77, eine Stérung der Zellmotilits
Erhdhung der Membranpermeabilitat 88!, eine Hemmung der ,,Connectivity” des Glioblastom-

Neuronen-Netzwerkes ® und die Hochregulation der ,Self-Renewal“-Kapazitit von GSCs beobachtet.

Dabei wurden Interaktionen der TTFields mit multiplen Signalwegen postuliert wie z.B. mit den
Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (FGFR)- 8, Phosphoinositid-3-Kinase (P13K)/Proteinkinase B
(AKT)- 8, Aurora Kinase A- 8--B ®, Prostaglandin E2-Rezeptor-3 (EP3)- und Transkriptionsfaktor Zinc
Finger 488- 8¢, Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (Stat3)-, Myeloid Cell Leukemia 1
(Mcl-1)- und Survivin- ®, Guanine Nucleotide Exchange Factor-H1 (GEF-H1)-, Ras Homolog Family



Member A (RhoA)-, und Rho-associated Coiled-Coil Kinase (ROCK)- 8, Mammalian Target of
Rapamycin (mTOR)->° sowie Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)- and Ataxia Telangiectasia and
Rad3-related (ATR)- ¥ Signalwegen. Im Falle der letzten beiden Signalwegen verursachte TTFields im
vollkommenen Gegensatz zu der erwahnten TTFields-assoziierten Hemmung der DNA-Reparatur (z.B.
61.72) eine robuste Aktivierung der PARP- und ATR- vermittelten DNA-Reparatur ¥,

Diese TTFields-modulierten Signalwege vermitteln nicht nur vermutlich die tumorizide TTFields-
Wirkung, sondern kénnen auch im Rahmen einer TTFields-Stressantwort zur TTFields-Resistenz
fiihren. So kann die zielgerichtete Inhibition von FGFR 8, mTOR *°, EP3 ®, PARP oder ATR &
Glioblastom(stamm)zellen gegeniiber TTFields sensibilisieren. Eine TTFields-Sensibilisierung durch
CUSP9v3, einem Cocktail aus neun ,repurposed” Medikamenten & oder dem Multikinase-Inhibitor
Sorafenib ®° wurde ebenfalls beschrieben. Klinische retrospektive Daten deuten darauf hin, dass
Treibermutationen in Neurofibromatose Typ-1 (NF1), p110a-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PIK3CA) und Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) den Tumor gegenliber TTFields
sensibilisieren und so Kandidaten fiir eine zukiinftigen Stratifizierung der Glioblastompatienten
hinsichtlich einer TTFields-Therapie %° sein kénnten.

Somit scheinen TTFields in einer sehr komplexen Weise verschiedenste Signalwege in den
Glioblastomzellen zu modulieren. Schwer nachzuvollziehen ist dabei, dass all diese mannigfaltigen
biologische TTFields-Effekte einzig durch Storung des Spindelapparaaufbaus wahrend der Mitose und
durch den Dielektrophorese-Effekt wahrend der Zytokinese ausgelost werden sollen. Auch schwer
vorstellbar, dass eine Stérung von fiir eine Zelle so fundamentaler Prozesse wie das Assemblieren
von Mikrotubuli nur Tumorzellen aber keine Normalgewebe schadigt. Interessanterweise
berechneten theoretische Modelle, dass die Energiedeposition der elektrischen Wechsel-Felder in
der Zelle deutlich niedriger ist als die Brown’sche Bewegungsenergie der Molekiile und daher sehr
wahrscheinlich nicht ausreicht, um das Assemblieren von Tubulin-Dimeren oder Septinen zu stéren
9193 Auch der Dielektrophorese-Effekt mit einer berechneten TTFields-induzierten Abdriften von
Partikeln in Richtung Teilungsfurche in einem Geschwindigkeitsbereich von 0.003 um/s scheint zu
gering zu sein, um nennenswerte biologische Effekte wihrend der Zytokinese auszutiben °*. Damit
werden zumindest in dieser Publikation ** die grundlegenden Annahmen zur biologischen Wirkung
der TTFields in Frage gestellt.

Erschwerend fur unser Wissen tber die TTFields-Effekte kommt hinzu, dass die Mehrzahl der hier
vorgestellten in vitro-Daten mit dem inovitro™-System der Firma Novocure
(https://www.tumortreatingfieldstherapy.com/research), welches die Firma Novocure weltweit
kooperierenden Arbeitsgruppen unentgeltlich zur Verfligung stellt, oder dem gleichermallen
funktionierenden kommerziellen TEFT-CL-301A Applikationssystem der Firma Antai Kangcheng
Biotechnology Co., Ltd. gewonnen wurden. Diese Systeme weisen aber erhebliche Mangel beziiglich
der Interpretierbarkeit der Daten auf (siehe nachsten Abschnitt).

1.6 Das inovitro™ TTFields-Applikationssystem kann nicht zwischen hyperosmotischen

Stress- und TTFields-induzierten Effekten unterscheiden (Kapitel aus *, verandert).

Fiir das kapazitive Einstrahlen der TTFields benutzt das inovitro™-System kapazitiv-hochpermittive
Keramikelektroden, die in Keramik-Petrischalen integriert sind. Die Zellen werden auf Deckgldaschen
gezogen und dann in die Keramikschale gelegt, wo paralell zum Zell-Monolayer die elektrischen
Felder abwechselnd aus zwei zueinander senkrechten Richtungen eingekoppelt werden. Damit wird
die Wahrscheinlichkeit erhoht, die Feldlinien paralell zu der Teilungsrichtung einzustrahlen (siehe
1.3).



Die Anwendung von TTFields durch das inovitro™-System erhitzt dabei Zellen und Zellkulturmedium.
Die Firma Novocure fiihrt dies auf einen sogenannten ,Joule-Effekt” > % zuriick, bei dem die
Energiedeposition der elektrischen Wechselfelder direkt das Medium und die Zellen aufheizen.
Alternative TTFields-Applikationssysteme sehen dagegen diesen Joule-Effekt nicht %9 97-98 Eine
denkbare Erklarung fiir diese Diskrepanz kdnnte sein, dass beim inovitro™-System anstelle einer
absorbierten Feld-Energie die Verwendung hochpermittiver Keramikelektroden mit der daraus
resultierenden hohen Kondensator-Kapazitat und der bendtigten hohen Ladestrome, eine
mutmalliche Elektronik im Keramikeinsatzboden, die Temperaturmessungen in und aulRerhalb der
Schale und die Feldeinstrahlrichtung steuert, und die vielen elektrischen Kontakte zwischen Keramik-
Schaleneinsatz und Schalenhalterung Giber dabei unvermeidlichen Ohm’sche Widerstande zu einer

Erwarmung des Mediums auch bei niedrigen elektrischen Feldstarken fihren.

Um eine Uberhitzung der Zellen zu vermeiden, werden beim inovitro™-System die TTFields-
Feldstarken indirekt Gber die ambiente Temperatur des Zellkultur-Brutschranks reguliert. Absenken
der ambienten Brutschanktemperatur unter 37 °C erhoht die TTFields-Feldstarke bis an zwei
Temperatursensoren im Innen- und AuBenrand der Keramikschale die Temperatur von Schale und
Medium 37 °C erreichen. Diese indirekte Steuerung bedingt, dass der Wasserdampf-Sattigungsdruck
in der deutlich unter 37 °C warmen Atmosphére des Brutschranks niedriger ist als die auf 37 °C
eingeregelte Luft-Atmosphére Giber dem Medium in der (im besten Fall mit Parafilm versiegelten, im
unglinstigsten Fall lose mit einem Plastikdeckel abgedeckten) Keramikschale. Dadurch verdunstet
kontinuierlich Wasser aus dem Zellkulturmedium. Der Verlust des Wasservolumens aus dem Medium
wird durch wiederholte Zugabe von frischem Medium kompensiert, um ein Austrocknen der Zellen
zu verhindern. Die Volumenerganzung des Wasserverlustes durch Medium-Zugabe fiihrt jedoch zu
einer starken Erhéhung der Medium-Osmolaritit %

Abb. 1. Das Novocure inovitro™-System kann nicht
zwischen osmotischen und TTFields-Effekten
Inkubator unterscheiden. Die TTFields-Feldstérke muss indirekt durch
[ ceredssaymnayglai Absenken der Inkubatortemperatur erhéht werden, da das

Temperatur- Evaporation o . ]
Grad?ent Wasssr- SR inovitro™ System die Kulturschale mit zunehmender
dampfdruck-— gopalen. Feldstdrke zunehmend erhitzt. Nach Einstellen der
PR / Gradient Deckel . . .
ﬁ 37°C /47 mmHGH0  Keramik Brutschranktemperatur erhéht das System die Feldstérke
© $$$ Medium solange bis die Mediumtemperatur konstant auf 37 °C
- Elekirod eingeregelt wird. Aufgrund der unterschiedlichen
= eKtroae . . .
Regelgroe Temperatur resultuierenden unterschiedlichen
F’;’égglr(k'lz Wasserdampf-Séttigungsdriicken in Brutschrank und
X 4 Luftkompartment der Zellkulturschale verdunstet
rege ; L. .
TTFields-Generator kontinuierlich Wasser aus dem Zellkulturmedium. Durch
Feldstarkenerhohung durch wiederholte Zugabe von Zellkulturmedium wird dieser

Temperaturabsenkung Inkubator . . . .
E g Volumenverlust ausgeglichen. Dadurch erhéht sich die

Osmolaritit im Medium erheblich (aus **, verdindert).

Folglich kann das inovitro™-System nicht zwischen TTFields- und hyperosmotischem Stress-
vermittelten 1% 1% biologischen Effekten unterscheiden, da die Kontroll-Proben (0 Vp,/cm Feldstérke)
in 37 °C warmen Inkubatoren mit isoosmotischem Zellkulturmedium durchgefiihrt werden. Die mit
dem inovitro™-System erhobenen Daten sind deswegen nur sehr begrenzt interpretierbar (siehe
auch %), Leider wurde und wird die Mehrzahl der TTFields in vitro-Daten mit dem inovitro™-System



erhoben. In den Publikationen werden die systeminharenten Schwachen des inovitro™ Systems
jedoch nicht thematisiert.

1.7 Alternativ diskutierte molekulare Mechanismen der TTFields-Effekte

Dies bedeutet, dass viele in den Kapiteln 1.3, 1.4 und 1.5 vorgestellten TTFields-Befunde
moglicherweise (iberinterpretiert wurden und, daraus resultierend, die biologischen TTFields-
Wirkungen doch unverstandener sind, als es die Fille der Publikationen suggerieren méchten.
Alternativ zu der Mitose-/Zytokinese-Hemmung wurden seit langem ein direktes ,Gaten” von
lonenkandlen durch externe elektrische Wechselfelder als molekularer Mechanismus diskutiert.
Insbesondere sehr schnelle spannungsaktivierte lonenkandle, deren Spannungssensoren (ber
elektrostatische Wechselwirkungen den Spannungsabfall (iber die Membran abgreifen und
spannungsinduzierte Konformationsanderungen des Kanals mit Kinetiken im sub-100 ps-Bereich
ausldsen (Ubersichtsartikel in °*), waren mogliche molekulare Zielstrukturen fiir 200 kHz Wechselfelder
(Abb. 2). Tatsichlich kénnen in Siugetierzellen elektrische Wechselfelder intrazelluldre Ca?*-Signale

103109 3n denen unter anderem T- 1 und L-Typ Cay-Kanile beteiligt sind (Ubersichtsartikel

hervorrufen
in 1), Ubereinstimmend mit diesen Befunden, konnte in einer dlteren Arbeit meiner Tiibinger
Arbeitsgruppe eine TTFields-induzierte Aktivierung von Ca,1.2 (CACNA1C) L-Typ Ca®*-Kanilen in zwei

9 Ein méglicher Mechanismus der

humanen Glioblastomzelllinien direkt nachgewiesen werden
biologischen Elektrosensorik lasst sich von der Elektroortung bei Fischen und Amphibien ableiten, bei

der spannungsaktivierte Ca®*- (Cay-) Kanile eine zentrale Rolle spielen (siehe nichstes Kapitel).
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Abb. 2. Molekularer Voltmeter. A. Membrantopologie der alpha-Untereinheit eines Shaker-
spannungsgesteuerten (K,) K*-Kanals. Dargestellt sind porenbildende Domdénen (S5, S6, P-Schleife),
die spannungsverschiebbaren basische Aminoséiurereste der S4-Helix und die sauren
Aminosdureresten der S2- und S3-Helices, die im Spannungssensor als stabilisierende Gegenionen
dienen. B. Hypothetische intramolekulare Relativbewegung des Spannungssensors wihrend des
,@Gatings”. Das aromatische Phenylalanin (F290) und die beiden negativen Reste E293 und D316
(nicht dargestellt) der S2-Helix bilden ein ,,Gating Charge Transfer Center (GCTC)“. Entsprechend
dieser Hypothese bindet das GCTC kurzzeitig und nacheinander die positiv geladenen Reste (blau) des
S4-Spannungssensors, wenn diese — ausgeldst durch Depolarisieren der Membranspannung — den
Kanalporenbereich wéhrend des Gatings durchqueren. Das Schema zeigt den geschlossenen Zustand
des inaktiven Kanals bei hoher negativer Membranspannung (links) und sukzessive
Aufwdrtsbewegung des Spannungssensors (Mitte und rechts) wéhrend Depolarisation des
Membranpotenzials. Transmembrandre Alpha-Helices in (A, B) sind griin gezeichnet, positiv geladene
basische, negativ geladene saure und aromatische (Phenylalanin F290) Aminoséurereste in blau, rot
bzw. orange (aus ** verdndert, dort neu gezeichnet und modifiziert aus 1*?).



1.8 Biologische Voltmeter (Kapitel aus **, veréndert)

Passive oder aktive Elektroortung wird von verschiedenen Knorpel- und Knochenfisch-Arten
praktiziert. Spezialisierte Organe wie die Lorenzinische Ampullen bei Knorpelfischen perzeptieren bei
der passiven Elektroortung schwache elektrische Felder. Letztere resultieren aus der Aktivitat von
Neuronen, Muskeln oder Kiemen-lonenpumpen anderer Tiere in der ndheren Umgebung (Abb. 3). Im
Gegensatz hierzu werden bei der aktiven Elektroortung, wie sie z.B. der Elefantenfisch (Mormyridae)
betreibt, schwache elektrische Wechselfelder aktiv durch ein Elektroorgan im Fischschwanz erzeugt.
Spezielle Knollenorgane in der Haut des Fisches erkennen Verzerrungen dieser Wechselfelder durch
z.B. ndherkommende Beutetiere (Abb. 3).

Bei den Lorenzinischen Ampullen kleiden elektrosensorische Rezeptor- und zusatzliche Stitzzellen
einen Hohlraum unter der Haut aus. Ein Ausfiihrungsgang leitet elektrische Feldstarkenanderungen
von der Hautoberflache zur apikalen Membran der elektrosensorischen Rezeptorzellen, die in den
Hohlraum hineinragt. Dabei verhindern elektrisch hochohmige luminale Zelloberflachen und Zell-Zell-
Verbindungen der Ausfiihrungsgang- und Hohlraum-Wandung eine Feldabschwéachung.
Lorenzinischen Ampullen kénnen beschriebenermalien Feldstarken im Mikrovolt-Bereich erkennen,
also Feldstarken, die deutlich geringer sind als die der therapeutischen TTFields. Dabei werden
Frequenzen zwischen 0,1 und 50 Hz, also langsame Modulationen der elektrischen Feldstarke, von
Lorenzinische Ampullen detektiert. Fisch-Orthologe von spannungsaktivierten L-type Ca,1.3 Ca®*- und
Kv1.x K*-Kanélen sowie Ca**-aktivierte BK K*-Kanilen fungieren dabei vermutlich als elektro-
biologische Transducer. Ca,1.3-Orthologe von Rochen-Rezeptorzellen zeigen im Vergleich zu dem
Saugetier- Ca,1.3 eine niedrigere Aktivierungs-Schwelle und eine steilere
Aktivitdts/Spannungsbeziehung. Dadurch erfolgt die Aktivierung schon bei negativeren
Membranspannungen und der Kanal erreicht unmittelbar nach Uberschreiten der
Aktivierungsschwelle seine maximale Aktivitat. Zusatzlich bewirkt eine wiederum auf den Saugetier
Ca,1.3 bezogene langsamere Inaktivierung einen hohen Ca,1.3-vermittelter Ca**-Einstrom Uber die
apikale Membran in die Rezeptorzelle. Hierdurch verursacht wird eine Verstarkung der
Depolarisation des apikalen Membranpotenzials gepaart mit Ca* Signalen im apikalen Zellpol
(Ubersichtsartikel in °*113), Abbildung 4 zeigt einen hypothetischen weiteren Verlauf der elektrischen
elektro-biologischen Signaltransduktion in der Rezeptorzelle.
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Abb. 4. Rezeptorzelle (rosa) im Epithel der
Lorenzinischen Rochenampulle (hypothetisches
Caz\+ K, BKc, Modell). Der fliissigkeitsgefiillte Ampullen-
Hohlraum (weif8) wird liber Tight Junctions
zwischen Rezeptorzellen (rosa) und umgebenden
Stiitzzellen (blau) elektrisch hochohmig vom
basolateralen Zell-Pol und Interstitium isoliert.
Spannungsgesteuerte L-Typ Ca,1.3 Ca®*-Kandle in
der apikalen Membran der Rezeptorzelle werden
durch schwache elektrische Feld-Anderungen
aktiviert. Resultierender Ca®*-Einstrom und
Depolarisation des apikalen Membranpotenzials
K, BKca  fiihrt nachfolgend zur Aktivierung von apikalen
Ca?*-aktivierten BKce- bzw. spannungsgesteuerten
Ky K*-Kandlen. Diese repolarisieren das
Membranpotenzial und deaktivieren die apikalen
Ca,1.3 und Kv Kandle. Das Ca**-bindende Protein
Parvalbumin-8 puffert apikal eingedrungenes Ca**
ab. Folglich deaktivieren apikale Ca**-aktivierten
BKcq K*-Kandile. Die Deaktivierung von K,- und BKc, K*-Kandilen fiihrt wieder zu einer leichten

Zentrales Zilium —

apikal

Parvalbumin-8

Rezeptor-Zelle

Nervenfaser Rasal

Depolarisation des apikalen Membranpotenzial in die Néihe des Aktivierungs-Schwellenpotenzials der
apikalen Ca,1.3-Kandle, so dass diese sofort wieder durch weitere schwache elektrische
Feldénderungen re-aktiviert werden kénnen. Fortpflanzen der transienten apikalen Depolarisation
zum basalen Zellpol aktiviert vermutlich basolaterale Ca,1.3 Ca**-Kandle. Wahrscheinlich verstérkt
der resultierende Ca**-Einstrom in die Zelle durch Aktivierung Ca?**-requlierter CI-Kandle
Membrandepolarisation, weitere Ca,1.3-Aktivitdt und damit verbunden weiteren Ca®*-Einstrom.
Letzterer triggert die Transmitterfreisetzung aus den Ribbonynapsen. Vermutlich programmiert die
reziproke Aktivitét von basolateralen Ca**-, K*- und Cl-Kandlen éhnlich der fiir die apikale Membran
geschilderten Vorgdnge die Oszillation des Membranpotenzials und der freien zytosolischen Ca?*-
Konzentration und die synchrone Transmitterfreisetzung. Letztendlich schleusen Ca-ATPase und
Na/Ca-Antiporter Ca** wieder iiber die basolaterale Membran aus der Sensorzelle (aus ** verdndert).

Knollenorgane sind im Gegensatz zu den Lorenzinischen Ampullen elektrisch von der Umgebung
isoliert. Nur externe elektrische Wechsel-Felder konnen daher kapazitiv zu den Rezeptorzellen
gelangen: Der molekulare Mechanismus der elektro-biologischen Signaltransduktion der
Rezeptorzellen, die auf elektrische Wechselfelder im Frequenzbereich bis zu 25 kHz reagieren, ist
noch weitgehend unverstanden (Ubersichtsartikel in * 11> 116) ‘wobei der Nachweis von
spannungsaktivierten K,1-dhnlichen K*-Kanalen in den Rezeptorzellen der Knollenorgane 7 eine zu
den Lorenzinischen Ampullen vergleichbare elektro-biologische Transduktion vermuten lassen
kénnte.

Die Welt der Fische zeigt, dass spannungsaktivierte lonenkanale als elektro-biologische Transducer-
Molekiile von externen elektrischen Wechselfeldern mit niedriger Feldstarke fungieren und somit
durchaus auch bei der TTFields-Therapie zentrale Rollen spielen kdnnten. Elektrosensitivitat misste
dann aus einer aberanten Co-Expression bestimmter spannungs- und Ca®*-aktivierter lonenkanal-
Typen und ,elektrosensitiven” Kanal-Isoformen der Tumorzellen resultieren. Tatsachlich exprimieren
Glioblastomzellen neben mehreren spannungsaktivierten Ca, Ca®*-Kanaltypen 7 gBK, eine
tumorassoziierte Isoform des Ca®*-aktivierten BK K* Kanals mit verdnderten biophysikalischen
Eigenschaften 8,



Ungeachtet der fehlenden gesicherten Kenntnisse iber molekulare Prozesse der tumoriziden Effekte
von TTFields, erwachst aus den klinischen Daten (siehe 1.2) doch eine geniigend grolRe Evidenz fiir
den therapeutischen Nutzen der TTFields-Elektrotherapie. Im Zuge der Therapieoptimierung wird
derzeit beim Glioblastom versucht, zusatzlich zur adjuvanten TTFields-Applikation wahrend der
Temozolomid-Erhaltungstherapie, die Elektrotherapie auch schon konkomitant zur Radio-
Temozolomid-Therapie anzuwenden.

1.9 TTFields-Behandlung konkomitant zur Radio-Temozolomid-Therapie

Die Rationale hierfiir kommt aus den diskutierbaren (siehe 1.6) in vitro-Daten zu TTFields-induzierter
Hemmung der DNA-Reparatur und Radiosensibilisierung von Tumorzellen

(z.B. ®1). Theoretische Studien zur Dosisplanung **° und klinische Pilotstudien zur Sicherheit und
Machbarkeit %1% (clinicaltrials.gov Identifier: NCT03477110 und NCT03477110) deuten darauf hin,
dass eine konkomitante TTFields-Radio-Temozolomid-Therapie durchfiihrbar und sicher ist und
(ausser den schon bekannten Hautirritationen an den Klebestellen der Elektrodenarrays auf der
rasierten Kopfhaut) keine zusatzlichen Nebenwirkungen hervorruft. Zurzeit lauft die von der Firma
Novocure finanzierte, seit 12/2020 rekrutierende, randomisierte, multizentrische TRIDENT EF-32-
Studie (clinicaltrials.gov Identifier: NCT04471844), die geplant Anfang 2026 abgeschlossenen sein
sollte und bisher (Stand 10/2025) 981 Patienten einschlieBen konnte. Die TRIDENT EF-32-Studie
vergleicht TTFields konkomitant zur Radio-Temozolomid-Therapie und adjuvanter TTFields-
Temozolmid-Erhaltungstherapie mit alleiniger Radio-Temozolomid-Therapie plus adjuvanter
TTFields-Temozolmid-Erhaltungstherapie. Eine kleinere retrospektive chinesische Studie am Huashan
Hospital in Shanghai mit gleicher Fragestellung ergab bei einer kleineren Patienten-Kohorte (41 und
31 Patienten) keinen Vorteil einer TTFields Behandlung konkomitant zur Radio-Temozolomid-
Therapie '**. Unabhingig von einem positiven oder negativen Ergebnis der groBen TRIDENT EF-32
Interventionsstudie ware es klinisch relevant, auf robuste praklinische Daten liber mogliche
Synergismen von Strahlentherapie und TTFields-Behandlung zuriickgreifen zu konnen und maogliche
zugrundeliegende molekulare Mechanismen zu verstehen. Dieses Verstandnis konnte zukiinftig zur
Therapie-Stratifizierung geeigneter Glioblastompatienten-Untergruppen beitragen oder Strategien
zur Uberwindung von méglichen TTFields-Resistenzmechanismen aufzeigen. Die vorliegende Arbeit
verfolgt daher die folgenden Ziele:

1.10 Projektziele

1.10.1 Erstellen einer Kohorte patientenstammiger GSC-anreichernden Spharoid-Kulturen (pGSCs)
aus Glioblastom-Resektaten und Charakterisierung der Kulturen beziglich ihrer
proneural/mesenchymalen Stammzell-Phinotypen und Radiosensibilitaten

1.10.2 Etablieren und Evaluieren eines isotherm arbeitenden Systems zur Applikation von klinisch
relevanten (2-6 Vyp/cm) TTFields-Feldstarken an pGSC-Kulturen.

1.10.3 Analyse der Auswirkung einer TTFields-Behandlung auf das klonogene Uberleben und die
Radioresistenz von pGSC-Zellen.

1.10.4 Analyse der Auswirkung einer TTFields-Behandlung auf DNA-Reparatur und Zellzykluskontrolle
von unbestrahlten und bestrahlten pGSC-Zellen

1.10.5 Identifikation von TTFields-induzierten Anderungen der lonenkanalaktivitdten in der
Plasmamembran von pGSC-Zellen



1.10.6 Definition der funktionellen Signifikanz von in 1.10.5 identifizierten TTFields-induzierten
lonenkanal-Aktivitaten fiir die TTFields-Effekte auf klonogenes Uberleben und Radioresistenz von
pGSC-Zellen.

1.10.7 Transkriptomanalyse weiterer molekularer TTFields-Targets in unbestrahlten und bestrahlten
pGSCs

1.10.8 Abschatzen moglicher TTFields-Effekte auf die Immunzellfunktion am Beispiel der in vitro-Lyse
von pGSC-Zellen durch CAR (Chimarer Antigen-Rezeptor)-NK (natirliche Killer)-Zellen
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2 Material und Methoden

2.1 Anlegen und Kultivierung von patientenstammige stammzellangereicherten
Glioblastom Spharoid (pGSCs)-Kulturen und Zichten der CD276-gerichtete CAR NK-92

Zellinie

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente an Patienten-Material wurden von der
Ethikkommission der Universitat Tibingen in den Ethikvoten 510/2021B0O2 vom 27.07.2021
genehmigt. Zur Aufzucht von stammzellanreichernden Glioblastomkulturen wurden die 0.1 bis 0.5
cm? groRen Glioblastomresektate in mit 5% CO,-equilibriertem Neurocult-Komplettmedium (siehe
unten) gefiillten 50 ml Falcon-Réhrchen aus dem OP-Saal abgeholt. Die Tumorproben wurden 3x mit
Ca”*- und Mg**-freiem PBS (Phosphate-buffered solution) gewaschen und mit einem Skalpell
zerkleinert und jeweils nach Absedimentieren der jetzt etwa 1-5 mm3 groRen Tumorstiicke und
Verwerfen des Ubestands fiir 15 min mit Trypsin/ Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA; 0.05%, Gibco,
Thermo Fischer Scientific) bei 37°C verdaut und der enzymatische Aufschluss durch Zugabe des
gleichen Volumens von Soyabohnen-Trypsin-Inhibitor (10 pg/ml in PBS, Carl Roth, GmbH, Karlsruhe)
abgestoppt. Nach Zentrifugieren (200x g fiir 5 min bei Raumtemperatur) wurde das Pellet zunachst in
1 ml Neurocult Komplett (NSC)-Medium (Zusammensetzung 500 ml NSC Medium: NS-A Basal
Medium 450 ml, Neural Stem Cell Proliferation Supplement 50 ml, Epidermal Growth Factor (EGF) 10
mg, Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) 5mg, Heparin (0,2%) 500 ul, alles Stemcell, Vancouver,
Kanada) resuspendiert, mit Medium auf 15 ml aufgefullt, durch einen 40 um Zellsieb (Falcon, Thermo
Fischer Scientific) abgeseiht und das Filtrat zentrifugiert (200x g fiir 5 min bei Raumtemperatur). Das
Zellpellet wurde dann wiederum in 12 ml NSC-Medium mit 120 pl/12 ml Penicillin und Streptomycin
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland) resuspendiert, auf zwei 25 cm? Zellkulturflaschen verteilt und bei
37°Cin 5% CO,-Atmosphare als Zellkulturpassage O kultiviert.

Fiir diese Arbeit wurden n = 26 individuelle Glioblastom-Resektate in Kultur genommen von denen n
=19 Kulturen zu mehr oder weniger am Zellkulturflaschenboden adharierende Spharoide
auswuchsen. Zum Splitten wurden die Spharoide nach Waschen mit PBS durch Accutase (A7089,
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) -Verdau (5 min bei 37°C) und mechanisch sofern
notwendig vom Boden abgeldst und die darin erhaltenen Zellen vereinzelt, die Zellen abzentrifugiert,
in Medium aufgenommen und in einer Neubauer (Webcraft GmbH, Gottmadingen, Deutschland)
Kammer gezahlt. Von den Zellkulturen Passagen 2 mit 4 wurden jeweils 10° Zellen/1 ml in NSC-
Medium mit 10% Dimethylsulfoxld (DMSO, Sigma-Aldrich) durch langsames Absenken der
Temperatur (Mr. Frosty, Gefrierbehalter, Thermo Fisher Scientific) bis -80°C und anschlieRend bei
-196°C in N,-Atmosphare kryoasserviert.

Die CD276-gerichtete CAR NK-92 Zellinie wurde in der Kinderklinik der Universitat Tlbingen generiert
125 und dankenswerterweise von Frau Dr. Sabine Schleicher unserer Arbeitsgruppe zur Verfiigung
gestellt. Die CD276 CAR NK-92 Zellen wurden mit 20 % Fetal Bovine Serum” (FBS) und 100 IU/ml
Interleukin-2 (IL-2, #202-1L-050/CF, R & D Systems, Wiesbaden, Deutschland) supplementiertem
MEM-A Medium (#32561-029, Thermo Fisher Scientific) geziichtet. Zum Splitten und fir die Lyse-
Experimente wurden die NK-92-Zellen fiir 5-10 min enzymatisch mit Accutase vereinzelt und
anschlieRend die Zellzahlen mit der Neubauer Zahlkammer bestimmt.
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2.2 Molekulare Charakterisierung der pGSCs mittels Reverse-Transkription

Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

Diese Arbeit charakterisierte mittels RT-PCR die ehemals in unserere Arbeitsgruppe etablierte
proneural-mesenchymal mRNA Signatur & von n = 10 pGSC-Kulturen. Hierzu wurde fiir jede
individuelle Kultur in jeweils 3 Passagen 10° aus den Sphéaroiden herausgléste und 1x mit PBS
gewaschenen und pelletierte pGSC-Zellen in fllissigem N, schockgefroren und bei -80° C bis zur RNA-
Praparation aufbewahrt. Die RNA des Zellpellets wurde dann mit dem NucleoSpin RNA Isolation Kit
(Macherey-Nagel, Diren, Germany) gemaR des Hersteller Protokolls isoliert, die RNA in 20 ul RNAse-
freiem Wasser (highQu GmbH, Kraichtal, Deutschland) aufgenommen und die RNA-Menge und die
Reinheit der RNA-Prdparation im Nanodrop Spektralphotometer (Mettler-Toledo GmbH, GieRRen,
Deutschland) kontrolliert und deren Mengen bestimmt. RNA mit Absorption (A)-Verhaltnissen von
A260/A280 nm = 1.8 -2.0 und A260/A230 nm = 1.8 -2.2 wurde als ausreichend rein erachtet und
weiterverarbeitet.

Zur Bestimmung der proneural-mesenchymal mRNA Signatur wurden die mRNA-Abudanzen von
KCNN4, KCNMA1, ALDH1A3, CXCR4, Sox2, Notch1, Oct4, MSI1, Nestin, FABP7 und der Housekeeper
Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH), B-Aktin (ACTB) sowie Pyruvat Dehydrogenase-3
(PDHB) unter Verwendung der QuantiTect Primer Assays (QIAGEN, Venlo, Netherlands) QT00003780,
QT00024157, QT00077588, QT00223188, QT00237601, QT01005109, QT00210840, QT00025389,
QT00235781, QT00007322, QT01192646, QT00095431 bzw. QT00031227 und dem 1Step RT gPCR
Green ROX L Kit (highQu, Kraichtal, Germany) in einem LightCycler 96 (Roche Diagnostics, Basel,
Schweiz) gemald der Hersteller-Protokolle bestimmt. Die ,, Threshold cycle” (Ci)-Werte der einzelnen
Transkripte wurden auf den geometrischen Mittelwert der Ci-Werte aller drei Houskeeper
normalisiert und so die relative mRNA Abundanz (mRNA.) mit folgender Formel berechnet:

MRNA/e = ((Ct apron X Cracts X Cepors) > — Cenrna)?. Fir jedes Transkript einer pGSC-Kultur wurden die
logio-Werte (L) der Housekeeper-normalisierten mRNA-Abundanz (A, L = logi0A) weiterhin auf die
entsprechenden minimalen (Lmin) und maximalen (Lmax) Werte (N) aller pGSC-Kulturen normalisiert
unter Verwendung der folgenden Gleichung: N = (L — Lmin)/(Lmax — Lmin) + 1. Die molekulare Signatur
wurde dann durch den geometrischen Mittelwert von Nkcnna, Nkenvat, Naionias, Nexcra Und Noca geteilt
durch den geometrischen Mittelwert von Nyestin, Nsox2, Nmsi1, Nragp7 und Niotcn: abgeleitet 8,

2.3 Analyse des klonogenen Uberlebens der pGSCs mittels , Limited Dilution Assay”

Da die pGSC-Zellen nicht adhdrent am Plastikboden wachsen, kann zur Bestimmung des klonogenen
Uberlebens nicht der tibliche Koloniebildungstest herangezogen werden. Stattdessen wurden in
einem sogenannten , Limited Dilution Assay” die Zellen aus dem Spharoidverbund durch Accutase-
Verdau vereinzelt, gewaschen, gezahlt (siehe oben) und auf eine Zellzahl von 2048 Zellen/100 pl NSC-
Medium eingestellt. Mit einer Multipette M4 (Eppendorf SE, Hamburg Deutschland) wurden in jedes
Loch einer 96-Loch-Zellkulturplatte 100 ul NSC-Komplettmedium vorgelegt und dann in die erste 8er-
Saule der 96er-Platte 100 pl Medium mit 2048 pGSC-Zellen pipettiert. Mit der automatisierten
Vermisch-, 100 pl-Entnahme und 100 pl-Zugabe-Funktion der Multipette wurden die Zellen der
ersten 8er-Saule in 12 Schritten sequentiell 1:2 verdiinnt so dass in jeder Verdiinnungsreihe 1024 bis
0,5 Zellen pro Loch vorlagen, und die letzte 100 pl-Entnahme der zwolften 8er Saule verworfen. Die
nun 100 pl Zellsuspension pro Loch wurden anschlieend mit 100 pl NSC-Komplettmedium (eventuell
mit doppeltkonzentrierten Inhibitoren bzw. doppelter entsprechender DMSO Vehikel-Menge, siehe
unten) auf 200 pl aufgefillt und mit TTFields und/oder ionisierender Strahlung und gegebenenfalls
Kanalinhibitoren behandelt (siehe unten). Nach Behandlungsende wurden die Zellen fiir 28 Tage
weiterkultiviert und am Versuchsende unter Stereomikroskop-Kontrolle pro Verdiinnungsreihe, die
fiir das klonogene Uberleben der pGSC-Kultur benétigte minimale Zellzahl bestimmt.
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Der Kehrwert dieser minimalen Zellzahl ergab die sogenannte ,,Plating Efficiency” (PE, Anwachsrate).
Durch Dividieren der so erhaltenen PEs innerhalb eines Experiments durch die gemittelte PE der
Kontrollsituation (0 mV/cm TTFields, 0 Gy, gegebenenfalls DMSO-Vehikelkontrolle, siehe unten)
wurden normalisierte PEs errechnet. Durch Dividieren der PEs nach Einzel- oder fraktionierter
Bestrahlung (siehe unten) durch die gemittelte 0 Gy-Kontrolle des jeweiligen Versuchsarms (+
TTFields, + Inhibitor, siehe unten) errechnete sich die ,Survival Fraction” (SF, Uberlebensfraktion).
Die SF blendet somit die direkten Effekte von TTFields und/oder Inhibitor auf das klonogene
Uberleben aus, sondern zeigt stattdessen deren indirekten Effekte auf das klonogen Uberleben (iber
die EinfluBnahme auf die DNA-Schadensantwort der Zelle.

2.4 Design und Evaluierung eines isothermen und isoosmotischen Tumor-Treating-
Fields (TTFields) Multiloch-Zellkulturplatten-Applikators

Mit zwei Kupfer-Plattenelektroden, die unter- und oberhalb einer Multiloch-Zellkultur-Platte
angebracht waren, wurden die pGBS-Spharoide im Zellkulturmedium mit 200 kHz Sinus-Elektro-
Wechselfelder behandelt (Abb. 6). Bei diese Zellkultur TTF-Applikation wurden die elektrischen
Felder somit senkrecht zu der Zellkulturplatte eingestrahlt (da die nicht adharierenden pGSC-
Einzellzellen und die bei fraktionierten Behandlungsschemta daraus sich entwickelnden Zellen im
Spharoidverbund in allen Raumrichtungen vorliegen, wurden damit im Gegensatz zu den planaren
Zellkulturen im NovoCure InoVitro-System die Felder nicht parallel zur Teilungsebene appliziert).

In der Multiloch-Zellkulturplatte hat das Zellkulturmedium eine viel h6heren Konduktivitat verglichen
mit den Polystyrolwanden der Lécher und dem Luftraum dazwischen. Die elektrischen Feldlinien
eines senkrecht zur der Multilochplatte eingestrahlt elektrischen Feldes treten deswegen weitgehend
im Mediumfillbereich der Locher im Medium durch die Zellkulturplatte. Ganz grob vereinfacht lasst
sich daher unser TTFields Zellkultur-Applikationssystem als Plattenkondensator mit vier in Serie
geschalteten Dielektrika-Schichten (Polystyrol-Zellkulturplatten-Boden, Zellkulturmedium, Luft,
Polystyrol-Zellkulturplatten-Deckel) betrachten. In jedem dieser Dielektrika fallt die an den Kupfer-
Plattenelektroden angelegte Spannung unterschiedlich stark ab, womit sich die TTFields Feldstarke
zwischen den einzelnen Dielektrika extrem unterscheidet. In einem solchen sogenannten
Spannungsteiler errechnet sich der Teil-Spannungsabfall (U:i) im jeweiligen Dielektrikum am
Gesamtspannungsabfall (Ugesomt) Uber den Anteil der Impedanz (Z:i) des Dielektrikums an der
Gesamtimpedanz (Zgesam:) des Systems (Gleichung (1))

(1)

Zeoil aus der Bachelorarbeit Medizintechik
Uteir = 7 ¥ Ugesamt Universitdt Tiibingen ,, TTFields
Elektrotherapie: Priifung eines
Applikationssystems flir Zellkulturen” von
Eva Beumer

Die Impedanz einer Kapazitat (Z:) wiederum hangt unter anderem von der Schichtdicke und der
relativen Permittivitat des Dielektrikums ab (Gleichung (2).

(2)

aus der Bachelorarbeit von Eva Beumer

A
Ze = 2TfC ,wobei flir C = EOETE gilt.

Mit ¢ = Kapazitit (, Well“: Einzel-Loch der Zellkultur-Platte)

= Frequenz
& =8854x10-12 % (elektrische Feldkonstante)
& =relative Permittivitit 13

A = Fliche eines Wells
d = Schichtdicke



Aus der Gesamt-Impedanz (Zgesamt in Gleichung (3) und (4)) lassen sich die Impedanzen der einzelnen
Dielektrika (Zp, Zm und Z; in Gleichung (4)) und somit der Spannungsabfall und daraus abgeleitet die
elektrische Feldstarke im Medium (Gleichung (5) und (6)) wie folgt berechnen:

Zgesamt = Zp (Polystyrol) + Z, (Medium) + Z; (Luft) (3) Dielektrika Boden und Deckel
der Zellkultur-Platte wurde
vereinfachend als eine Schicht
zusammengefasst. aus der
Bachelorarbeit von Eva Beumer

1 1 1
+ +

2nfegey dﬁ 2nfenerm % 2nfeger dﬁf (4) aus der Bachelorarbeit von
Eva Beumer
1 p Ay dp

*
ZﬂfSOA Erp Erm et

desamt =

Mit €., =relative Permittivitét Polystrol
&.m = relative Permittivitit Medium
&+ = relative Permittivitét Luft

1 A f
.o e’ - o ) A * Ugesame (5) aus der Bachelorarbeit von
teil — gesamt — Eva Beumer
;*(ﬁﬁ-ﬂi-ﬁ) grm*<d_p+ﬁ+ﬁ)
2mfeyA rp  frm  Ert ' Srp frm Ert
g ~ Ugenr Ugesamt (6) aus der Bachelorarbeit von
Mednm =g, - ( dp , diy , dp ) Eva Beumer
rm gr,p gr,m ‘9r,t

Da die frequenzabhiangige Permittivitat einer Salzl6sung mit physiologischer lonenstadrke hundert- bis
tausendfach héher ist *2° als die von Luft (g.¢ = 1) und Polystyrol (g,, = 2,5)
(https://de.wikipedia.org/wiki/Permittivit%C3%A4t) kann nach Gleichung (6) eine klinisch relevante
TTFields Feldstarke im Bereich von 2-6 Vp,/cm im Medium bei der gegebenen Geometrie der
Multiloch-Zellkulturplatte nur durch eine hohe Ausgangsspannung des Generators von bis zu 350 Vp,
und einer durch hohem Medienfiillstand moglichst kleiner Luftschicht erreicht werden. Hierzu wurde
von Herrn Uwe Schiler, Elektroniklabor der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat,
Universitat Tiibingen ein, verglichen zu einem friiheren Projekt meiner Arbeitsgruppe in Tiibingen ¥/,
leistungsstarkerer TTFields-Generator entwickelt. Vor und zwischen den Experimenten wurde die
Feldstdrke im Medium in zwei Test-48- bzw. 96-Loch-Zellkulturplatten (mit identischem
Mediumfillstand wie bei den eigentlichen Experimenten) durch zwei an den Spitzen abisolierte
Kupferdrdahte mit einem digitalen Speicher-Oszillographen (Textronix TPS 2024, Beaverton, Oregon)
differentiell abgegriffen und auf 5 V,p/cm kalibriert. Gleichzeitig wurde die Medium-Temperatur mit
einem Thermistor (Thermowiderstand, B5786150103F040, TDK Electronics, Miinchen, Deutschland,
Abb. 5) und einem Ohm-Meter (digitales VC185 TRMS Multimeter, Conrad Electronic, Hirschau,
Deutschland) kontrolliert (Versuchsanordnung Abb. 6C-E).
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Abb. 6. TTFields Multiloch-Zellkulturplatten-Applikation. A. Schaltplan des TTFields 200 kHz/350 V-
Generators. B, C. Zeichnung des Applikationssystems (A) und der Testplatte zur Messung der TTFields-
Feldstdirke (C, oben) und Medium-Temperatur (C, unten). D, E. Fotografien von TTFields-Generator,
digitalem Speicher-Oszillograph (D) und 48-Loch-Testplatte ohne Medium Deckel und obere
Plattenelektrode (E)

2.5 KCNN4-Knockdown mittels inverser siRNA-Transfektion

Fiir den small-interfering-RNA (siRNA)-Oligonukleotid vermittelteten Knockdown von KCNN4 (1Kca)
wurden die KCNN4-spezifische ON-TARGETplus SMARTpool siRNA (L-004461-00-0005) und die ,,non-
targeting” (nt) ON-TARGETplus Contol Pool RNA (D-001810-10-05, beide, Dharmacon Reagent,
Horizon) als 20 uM (4x 5 uM Pool) Stamml&sung in RNase freiem Wasser aufgeldst, aliquotiert bei
-80°C eingefroren. In 6-Loch-Zellkulturplatten wurde in jedes Loch phenolrotfreies Opti-MEM
Medium (250 pl, Gibco) mit jeweils 5 pl Lipofectamin (Lipofectamine RNAIMAX invitogene) vorgelegt
und 10 min bei Zimmertemperatur vorinkubiert. Dannach wurde in jedes Loch 250 pl phenolrotfreies
Opti-MEM Medium mit jeweils 3 pl KCNN4 siRNA- bzw. ntRNA-Stammldsung nachgelegt und weitere
30 min inkubiert. Letzlich wurden in jedes Loch 2,5x 10° vereinzelte pGSC-Zellen in 2.5 ml NSC-
Medium hinzugefiigt (20 nM finale gepoolte siRNA Konzentation) und die Zellen fir 48 h in 5% CO,-
Atmosphare im Brutschrank kultiviert. Das Ausmal des KCNN4-Knockdowns wurde funktionell
mittels Patch-clamp-Technik (siehe unten) bewertet.

2.6 Behandlung der pGSCs mit Einmal- und fraktionierter ionisierender Strahlung

Die unbehandelten oder 48 h KCNN4 siRNA- bzw. ntRNA-behandelten pGSC-Zellen wurde durch
Accutase aus den Spharoidverbund vereinzelt und in den 96-Lochplatten am Linearbeschleuniger der
Radioonkologie in Tlibingen (LINAC SL25 Philips, Eindhoven, Niederlande) einfach (0, 2 oder 4 Gy)
oder fraktioniert (5x 0 bzw. 5x 2 Gy) bei Zimmertemperatur im NSC-Medium mit 6 MV Photonen
bestrahlt (4 Gy/min Dosisleistung). Mit 1 cm dicken RW-3 Platten (PTW, Freiburg, Deutschland)
oberhalb und 10 cm dicken RW-3 Blécken unterhalb der 96-Lochplatten wurde wahrend der
Bestrahlung der Dosisaufbau vor den Zellen bzw. die Reflexion der Strahlung aus dem RW-3 Block
zurick in die Zellen gewahrleistet. Die korrekte Dosisstarke und homogene Dosisverteilung liber die
96-Lochplatten-Flache wurde auf Zellebene von Herrn Dipl.-Ing. Savas Tsitsekidis, Medizinische
Physik, Klinik fir Radioonkologie, UKT Tiibingen, durch Filmdosimetrie (Gafchromic 3 films; Ashland
Inc., Covington, KY) liberprift.

2.7 Kombinierte Behandlung der pGSC-Kulturen mit TTFields, ionisierender Strahlung

und pharmakologischem/molekularem K*-Kanal Targeting

Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden die pGSC-Kulturen in bis zu 8
verschiedenen Versuchsarmen behandelt (+ TTFields, + ionisierende Einfach- bzw. fraktionierte
Strahlung, £ pharmakologische Hemmung bzw. molekularbiologische Herunterregulation von IKc,).
Hierzu wurden die Accutase-vereinzelten unbehandelten bzw. KCNN4 siRNA/ntRNA-behandelten
pGSC-Zellen in 96-Lochplatten gegebenenfalls mit dem IKc,-Blocker TRAM-34 (1-[(2-Chlorophenyl)
Diphenylmethyl]-1H-Pyrazol, Sigma, Aldrich, 0 bzw. 5 uM) in DMSO (0.05% v/v, Sigma-Aldrich, jeweils
finale Konzentrationen) ausgesat (200 pl Medium/Loch). Zur Hemmung von BKc, wurde Paxilline (0
bzw. 5 uM, Sigma-Aldrich) in in DMSO (0.05% v/v) dem Medium zugesetzt. Fiir die LDAs im
sogenannten pre-plating-Modus (i.e., vor der Bestrahlung) wurden die pGSC-Zellen auf 1024 bis 0.5
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Zellen pro Loch wie in (2.3) beschrieben sequenziell verdiinnt. Fir die Bestimmung der residuellen
YH2Ax-Foci (siehe 2.8) wurden 2x 10* pGSC-Zellen/Loch, fiir die Zellzyklus-Analyse (siehe 2.9) 2x 10°
pGSC-Zellen/Loch und fiir die Transkriptom-Analyse (siehe 2.12) 1x 10* (5x 0 Gy) bzw. 2x 10° pGSC-
Zellen/Loch (5x 2 Gy) ausgesat. Gegebenenfalls nicht mit Zellen befillte Lécher der 96-Lochplatten
wurden mit 200 ul PBS aufgefiillt.

Nach der Aussaat wurden die Zellen fiir 30 min im Brutschrank (37°C/5% CO,) mit TTFields (200 kHz,
0 oder 5 Vps/cm) neo-adjuvant behandelt, danach bei Zimmertemperatur mit 0, 2 bzw. 4 Gy
bestrahlt, und dann weitere 1 h (yH2Ax-Foci), 24 h (LDA, yH2Ax-Foci, Zellzyklus) bzw. 48 h (Zellzyklus)
ohne Medienwechsel mit TTFields (200 kHz, 0 oder 5 Vyp,/cm) adjuvant behandelt. Zur fraktionierten
Bestrahlung (5x 0 Gy bzw. 5 x 2 Gy in manchen LDA-Experimenten und fiir die Transkriptom-Analyse
wurde die 0/2 Gy-Bestrahlung mit anschlieRender 24 h TTFields (0/5 Vyp/cm)-Behandlung an vier
weiteren aufeinanderfolgenden Tagen fortgesetzt. Abbildung 7 verdeutlicht schematisch die Ablaufe
bei den LDA-Experimenten mit Einfach- und fraktionierter Bestrahlung.

pGSC ZeIIen A Veﬁdunnt’e//e + TTFields (0.5 h + 24 h) )sq klonogenes Uberleben
"onaaUng —»; — — |
@) - O O n""r\,+ Bestrahlung (2 bzw. 4 Gy) X
pGSC-
Giomasphare 1024 e * Bestrahlung (5x 2 Gy) I

64 -—
2oy, 16 » é
2ah| 0.5 Zelltod / -inaktivitat

+ TTFields (0.5 h + 5x 24 h)

Abb. 7. Schemazeichnung der sequenziellen Verdiinnung der aus den pGSC-Sphdiroiden
herausgeldsten Glioblastomzellen in 96-Loch Zellkulturplatten, der anschliefSenden Behandlung mit
TTFields und (fraktionierter) Bestrahlung sowie der abschliefenden Analyse der
behandlungsabhdéngigen Klonogenizitit aus der minimalen Zellzahl, die fiir das Uberleben der Zellen
benétigt wird.

2.8 Immunhistologische Bestimmung der residuellen nuklearen yH2Ax-Foci als

Surrogat-Marker nicht-reparierter DNA-Doppelstrangbriche (DNA-DSBs)

Die pGSC-Zellen bzw. kleinen Spharoide wurden 1 h bzw. 24 h nach Bestrahlung durch Accutase-
Verdauung (5 min/37°C) und mechanisch vom 96-Lochplatten-Boden abgeldst bzw. vereinzelt,
gepoolt (Zellen aus jeweils 4 Lochern), abzentrifugiert (200 x g fiir 5 min bei Zimmertemperatur), mit
PBS gewaschen, erneut abzentrifugiert, in 200 ul NSC-Medium aufgenommen, und bei
Zimmertemperatur auf Objektrager in der Zytozentrifuge (Shandon Cytospin 3, Thermo Fisher,
Scientific) abzentrifugiert (200x g fiir 5 min). AnschlieRend wurde das Medium nach Entfernen von
Filter und Cytofunnel-Trichter (Epredia Thermo Fisher, Scientific) vom Objekttrager abgeschiittelt,
der Objekttragerrand mit Zellstoff getrocknet und die Zellen durch Eintauchen des Objektragers in
eiskaltes 70° Ethanol flir 10 min fixiert. Nach 3-maligem Waschen durch Eintauchen der Objekttrager
in eiskaltes PBS wurden die Randflachen der Objekttrager mit Zellstoff getrocknet und die Zellen
tragende Glas-Oberflache mit einem Fettstift-Ring begrenzt.
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Die Zellmembranen wurden dann in eiskaltem PBS mit 0.1% Triton-X100 fiir 15 min solubilisiert,
danach die Objekttrager 3x in eiskaltem PBS gewaschen und die unspezifischen Bindungsstellen
durch 15 minitige Inkubation mit 3% (w/v) BSA in PBS bei Zimmertemperatur geblockt und
anschliefend nacheinander der murine anti human phospho-Seri3s-H2AX-Antikérper (Cat. 613402,
BioLegend, Amsterdam, Niederlande, 0.5 pg/ml) und nach dreimaligem Waschen mit PBS der Alexa-
Fluor 488 goat anti mouse IgG (A11001, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) jeweils 1:1000 verdiinnt
in 1% BSA/PBS fiir jeweils 30 min bei Zimmertemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen ein
letztes Mal 3x in PBS gewaschen, dieObjektrager mit Vectashield Plus Antifade Mounting Medium
with DAPI (Biozol) eingedeckelt.

Der DNA-spezifische Farbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) zur Zellkernmarkierung und der
Alexa-Fluor 488 Antikérper wurde im Zeiss Fluoreszenzmikroskop mit den
Excitation/Beamsplitter/Emission-Wellenldngen von G365/FT395/LP420 nm bzw. 450-
490/FT510/LP520 nm nacheinander als blaues bzw. griines Fluoreszenzlicht detektiert und
fotografiert. Bei der Analyse der nukledren yH2Ax-Foci wurde bei mindest 3 Zellkulturpassagen und
10-15 Bildern pro Passage zunachst in der DAPI-Aufnahme intakte Zellkerne markiert, und dann in
dem superimponierten Alexa-Fluor 488 Fluoreszenzbild, die Anzahl der griinen Foci in den
markierten Zellkernen dokumentiert.

2.9 Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie

Zur Analyse des Zellzyklus wurden die pGSC-Zellen mittels Accutase-Verdau und mechanisch vom 96-
Lochplatten-Boden abglost, aus den kleinen sich bildenden Spharoiden herausgeldst und direkt in
FACS (Fluorescence-activated Cell Sorting)-Réhrchen Gberfiihrt und gepoolt (3-4 Lécher).
AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (200x g fiir 5 min bei Zimmertemperatur), das Zellpellet
zum Waschen in PBS resuspendiert und die Zellen erneut abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann
in einer vereinfachten Propidiumiodid-haltigen Nicoletti-Losung (0.1% (w/v) Na-Zitrat (Sigma-
Aldrich), 0,1% Triton X-100, 10 pg/ml Propidiumiodid (Sigma-Aldrich) in H,0) **’ resuspendiert (bei
dem hypertonen Sprengen der Zellen sollen hierbei ausreichend zelleigene RNasen mobilisiert
werden, so dass bei diesem Protokoll keine externen RNasen hinzugefiihrt werden miissen '¥’). Die
Zellen wurden dann in der Nicoletti-Losung fiir 30 min im Dunklen bei Zimmertemperatur inkubiert
und anschliefend die DNA-spezifische Propidiumiodid-Fluoreszenz-Intensitat der Zellen im
Durchflusszytometer (FACScalibur mit CellQuest Aufnahme-Software, BD, Franklin Lakes, NJ) bei
488/10 nm Excitation und 585/42 nm Emission vermessen und schlieRlich die Zellzyklusverteilung
FCS Express-3 Software (De Novo Software, Pasadena, CA, USA) analysiert.

2.10 Patch-Clamp Ableitungen

On-cell (cell-attached)-Strome (iber einen in die Ableitelektroden-Pipettenspitze (,,Patch-Pipette”)
eingesaugten Plasmamembran-Fleck (,,Patch”) wurden in der Spannungsklemme mit Hilfe eines
druckluftgelagerten und Faraday-Kafig abgeschirmten, invertierten Axiovert-100 Mikroskop
(schwenkbarer Kondensor-Turm, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) und einem 32x Long-Distance
Objektiv (Zeiss) im Phasenkontrast aufgezeichnet. Schwingungsgedampfter druckluftgelagerter Tisch
und Faraday-Kafig waren urspriinglich von der Feinmechanik-Werkstatte des Physiologischen
Institut-1 der Universitat Tibingen gebaut worden. Die pGSC-Spharoide wurden in einer am
Mikroskop-Kreuztisch montierten Halterungsplatte in einer 3 cm @ Petrischale bei konstant 37°C mit
einer Flussrate von 0.5-1 ml/min superfundiert. Hierzu wurde ein von der Feinwerkstatt der Klinik fir
Radioonkologie gebauter Petrischalen-Ringeinsatz mit Wasserbad-Durchlauf und
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Superfusionsanschliissen verwendet, der das Fllssigkeitsvolumen in der Petrischale auf < 100 pl
erniedrigte und somit schnelle Austauschraten der Badlosung Uber den Zellen gewahrleistete. Zudem
bewirkte der niedrige Flissigkeitsstand der Badldsung eine geringe Eintauchtiefe der
Ableitelektroden-Pipettenspitze und somit eine geringe elektrische Kapazitat der eingetauchten
Glasoberflache die mit der Crsi-Kompensationsfunktion des Patch-Clamp-Verstatkers leicht
ausgeglichen werden konnte. An der Halterungsplatte waren auch Absaugrohr und Salzbriicke (mit
Badl6sung gefilltes Glasrohrchen) zur Ag/AgCl-Referenzelektrode sowie der Einzellzell-TTFields-
Applikator (siehe unten) montiert (Abb. 8).

Abb. 8. In der Petrischale inserierter
Ringeinsatz zur 37°C Temperierung und
Superfusion der Badlésung wéhrend des
Ableitens von On-cell Strémen liber die

~ .
ﬂipettenhalter Plasmamembran von pGSC-Zellen (diese
2 Abbildung stammt aus der Doktorarbeit
‘ ,‘,"A/I\:’atch—Pipette von Milan Misovic ,,Radiogene
- ‘ Bat™ & Plasmamembran-Transporte in
Hal%klem me SIS i Tumorzellen”, Medizinische Fakultdt der

Universitdt Tiibingen).

e

Pefﬁschale

2

Mit einem DMZ-Puller (Zeitz, Augsburg, Deutschland) wurden die Patch-Pipetten im Dreifachzug-
Verfahren aus Glaskapillaren mit Filament (Borosilikat-Glas , GC150 TF-10, Harvard Apparatus,
March-Hugstetten, Deutschland) Mikroprozessor-gesteuert gezogen und anschlieRend die
Abbruchkante der Pipetten-Spitze mit der Polierfunktion des Geréates hitzepoliert. Der Widerstand
der Pipettenspitze mit den lonenstarken der verwendeten Pipettenldsungen wurde dabei auf + 5 MQ
eingestellt. Die Patch-Pipetten wurden mit Pipettenl6sung gefillt, Gber die Ag/AgCl-Ableitelektrode
des Vorverstarkers (siehe unten) geschoben und mit der Gummi-Ring-abdichtenden Klemm-
Schraubvorrichtung des Pipettenhalters luftdicht fixiert (Abb. 8), so dass auf das Pipettenlumen
Unterdruck Uber einen weiteren Zugang zum Lumen des Pipettenhalter aufgebaut werden konnte.
Uber diesen wurde das Membran-Patch in die Offnung des Patch-Pipettenspitze eingesaugt und der
Abdichtungs (Seal)-Widerstand zwischen Bad- und Pipettenlésung im 10 GQ-Bereich erreicht, der
benétigt wird, um Strome im pA-Bereich messen zu konnen. Die Patch-Pipetten-Spitze wurde
mikroskopisch kontrolliert Giber einen am Mikroskop-Stativ angeschraubten STM-Mikromanipulator
(Lange, GmbH and Co., KG, Deutschland), an dem Vorverstarker mit Patch-Pipetten-Halter
angebracht waren, kombiniert mechanisch und ,remote-access” elektrisch an die Zelloberflache
angendhert.

Nach Einsaugen der Plasmamembran in die Patch-Pipetten-Spitze und Erreichen eines Seal-
Widerstandes zwischen Pipetten- und Badlosung im Bereich von 10 und 100 GQ wurden die
makroskopischen Strome und Einzelkanalaktivitaten tber das elektrisch isolierte, eingesaugte
Plasmamembran-Patch in der Spannungsklemme im On-cell (Cell-attached)-Modus mit einem EPC-9-
Verstarker (Heka, Lambrecht, Deutschland) und einer ITC-16-AD/DA-Wandler-Karte (Instrutech, Port
Washington, NY, USA) unter Verwendung der Pulse Software (Heka) mit einer 10 kHz Sampling-Rate
aufgezeichnet und 3 kHz-Tiefpass-gefiltert. Mit der Pulsgenerator-Funktion des Systems wurde
ausgehend von 0 mV Haltepotenzial die Spannung in 700 ms Rechteckspriingen in 5 mV Schritten auf
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Werte zwischen maximal -100 mV und +100 mV geklemmt. Mit physiologischer Extrazellularraum
angeglichener Badlosung liegt im On-cell-Modus (bei dem die Zelle intakt bleibt) bei 0 mV
Haltepotenzial das physiologische Membranpotenzial an der Spannungs-geklemmten Membran an zu
welchem sich wahrend der Spannungsspriinge die Klemmspannung addiert.

Zur Auswertung wurde mit der Oszillographen- und Analysen-Funktion der Pulse-Software die Starke
des makroskopischen Stroms (iber das Patch (i.e., der Gesamtstrom unter Vernachlassigung von
Einzelkanalereignisse) wahrend des 100-700 ms Zeitfenster eines 700 ms Spannungsstroms gemittelt
und gegen die Klemmspannung aufgetragen. Bei der Einzelkanalanalyse wurden identifizierte
»Unitary Current Transitions” als MaR der lonenkanal-Amplitude bei verschieden Klemmspannungen
bestimmt und gegen die Klemmspannung aufgetragen. Durch Lineare Regression linearer Bereiche
der Strom/Spannungskurve bzw. Kanalamplitude/Spannungskurve wurden Membran- bzw.
Einzelkanal-Leitfahigkeiten berechnet. Weiterer Endpunkt war das Strom-Umkehrpotenzial (Vre/), das
als Schnittpunkt der Strom/Spannungs-Kurve mit der Spannungs-Achse definiert ist. Die
angegebenen Spannungen beziehen sich auf die zytoplasmatische Seite der Plasmamembran.
Ausgehend von der 0 pA-Nullstromlinie (meist als rote Linie dargestellt) bewirken Einwartsstome in
den original Oszillosgraphendarstellungen Ausschlage der Stromspur nach unten, Auswartsstréme
Ausschldge nach oben. Einwartsstome werden durch den Einstrom von Kationen aus der
Pipettenlosung in die Zelle (bzw. durch Ausstrom von Anionen aus der Zelle in die Pipettenldsung)
hervorgerufen und werden im Strom/Spannungs-Diagramm als negative Stréme eingezeichnet.
Entsprechend verursachen Ausstrom von Kationen aus und Einstrom von Anionen in die Zelle
Auswirtsstrome, die im Strom/Spannungs-Diagramm positive Werte annehmen. In den original
Oszillosgraphendarstellung werden die Strome der einzelnen Spannungsspriinge
Ubereinandergelagert gezeigt.

Als Badlosung und teilweise als Pipettenlosung wurde eine dem physiologischen Extrazellularmilieu
angenaherte NaCl-reiche Losung (in mM: 125 NaCl, 32 N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-
Ethanesulfonisdure (HEPES), 5 KCI, 1 MgCl,, 1 CaCl;, mit NaOH auf pH 7.4 titriert) verwendet. In
weiteren Experimenten wurde die NaCl-Badlésung mit KCI-Pipettenldsung (130 KCl, 32 HEPES, 1
MgCl;, 1 CaCly, mit KOH auf pH 7.4 titriert) kombiniert. Das Liquid Junction Potenzial zwischen NaCl-
und KCI-Lésung (wenige mV) das vor Erreichen des GQ-Seals genullt wurde und nach dem ,sealen”
als negativer Wert an der Membran anlag, wurde nicht weiter bei der Auswertung bericksichtigt. Zur
Aktivierung des IKc, K* Kanals wurde der Kanal6ffner 1-Ethyl-2-Benzimidazolinon (1-EBIO, 500 uM in
0.25% DMSO) und zu dessen Hemmung zuséatzlich TRAM-34 (200 nM in 0.02% DMSO) superfundiert.

2.11 TTFields Einzelzell-Applikation

TTFields wurden wahrend der Patch-clamp-Ableitungen mithilfe eines in vitro-Mikroapplikators, der
von der Feinmechanik-Werkstatt der Klinik fiir Radioonkologie entworfen und hergestellt wurde, auf
einzelne pGSC-Spharoide appliziert. Der Applikator besteht aus zwei Ag/AgCl-Elektroden, die mithilfe
einer Halterung auf dem Boden einer Petrischale parallel in einem Abstand von 7 mm platziert
wurden (Abb. 9). Die beiden Elektrodendrahte wurden lGber Kupferlitzen und Goldstecker mit einem
Impulsgenerator (Funktionsgenerator Modell DS340, Stanford Research System, 1290-D Reamwood
Avenue, Sunnyvale, CA 94089) verbunden, wobei eine Kapazitat (4,7 uF) zwischen einer Litze und
dem Generatorausgang geschaltet war. Dies sollte zum einen Kriechstrome aufgrund moglicher
Offsetpotenziale zwischen den beiden Generatorausgangen verhindern und zum anderen ein
kapazitives Einkoppeln der elektrischen Felder gewahrleisten. Die TTFields-Feldstarke wurde mit zwei
an den freiliegenden Enden abisolierten Drahten, die liber ein Gewebeklebeband parallel mit einem
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Abstand von 5 mm montiert waren, und einem handelstblichen Oszillographen direkt in der
superfundierten Badlésung auf Spharoidebene gemessen und auf 5 Vyp/cm eingestellt (Abb. 9).

A

TTFields-Applikator Funktionsgenerator

Petrischale : J_

Kapazitat -(
J; §

t

Ag/AgCI

200 kHz, 5V, jcm "\ -

Abstand Ableitelektroden = 0.5 cm

Abb. 9. TTFields Einzelzell-Applikator. A. B. Zeichnung der am mikroskoptisch eingeklipsten
Halterungsplatte (grau) mit Petrischale, Superfusions-Ringeinsatz und TTFields-Applikator (A) sowie
des herausvergréflerten TTFields-Applikators alleine mit den beiden Ag/AgCl-Elektroden (B). C.
Photographie der tatsdchlichen in (A) gezeigten Versuchsanordnung. D. Oszillograph-Anzeige der auf
5 Vpo/cm Feldstdrke eingestellten TTFields (Ableitelektroden mit 0.5 cm Abstand; Abbildungsteile A
und B aus ¥’, veréindert).

2.12 Transkriptomanalyse

2.12.1 RNA-Aufbereitung und RNA-Bibliothek (durch IMGM Laboratories GmbH, Miinchen-
Martinsried, Deutschland)

Zwei pGSC-Kulturen (TA11 und TA16) wurden fiir diese Experimente ausgewahlt und in jeweils drei
Passagen fiir 5 Tage fraktioniert bestrahlt (5x 0 Gy oder 5x 2 Gy) und gleichzeitig mit TTFields (200
kHz, 0 oder 5 Vyp/cm fiir 5x 24 h) behandelt: Die Zellen wurden nach dem der letzten Bestrahlung
nachfolgenden 24 h-TTField-Intervall geerntet, pelletiert (200x g fiir 5 min bei Zimmertemperatur),
mit PBS gewaschen, erneut pelletiert, und die Zellpellets in fllssigen Stickstoff schockgefrohren, im -
80°C-Gefrierschrank aufbewahrt und dann auf Trockeneis zur Probenaufbereitung und
Transkriptomanalyse zur Firma IMGM Laboratories GmbH, Miinchen-Martinsried, Deutschland)
versendet.
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Dort wurde die RNA mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) entsprechend der Hersteller-Anleitung
isoliert, in 30 pl H,0 eluiert und deren Konzentration und Qualitdt im NanoDrop ND-1000
Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific) Gber die 260 nm/280 nm und 260 nm/230 nm
Absorptionsratios analysiert. PBS/H,0-Kontrollen wurden zum Ausschluss von Kontaminationen
mitgefiihrt. Anschliefend wurden mittels Kapillarelektrophorese (2100 Bioanalyzer) unter
Verwendung des RNA 6000 Pico Kit (beides Agilent Technologies) die RNA nach ihrer
Fragmentgrossen separiert und aus den dadurch erhaltenen Elektropherogrammme und virtuelle
Gel-Images sogenannte ,RNA quality number or RNA integrity number (RQN/RIN)“ mit RNA-
Qualitatsindize-Werten von 1-10 erstellt. RIN-Werte > 7.0 wurden als ausreichend fiir das Erstellen
der RNA-Bibliothek angesehen.

Die Praparation der RNA-Bibliothek wurde mit dem NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation
Module und dem NEBNext® UltraTM Il Directional RNA kit (New England Biolabs) gemaR der
Herstelleranleitung durchgefiihrt. Hierzu wurden zunachst mittels Oligo-dT-Beads poly(A) RNA
magnetisch selektioniert, die mRNA fragmentiert und mit random Priming revers in Erst-Strang cDNA
transkribiert. Nach der Zweit-Strang cDNA Synthese wurden die 3’-Enden adenyliert, Sequenzierungs-
Adapter (bestehend aus Sequenzierungs-Primer-, flow cell-Bindungsstellen und multiplexed
Sequenzierungsindizes) ligiert, in 10-11 PCR Zyklen amplifiziert und aufgereinigt. Universale human
Referenz-RNA (UHR) wurde gleichzeitig als interne Positiv-Kontrolle mitprozessiert und nach
erfolgreicher Validierung verworfen. Nach cDNA-Synthese und PCR-Amplifikation wurde gemaR der
Herstelleranleitungen die Adapter-ligierte DNA mit dem 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
qualitatskontrolliert, mittes des hoch-sensitiven Fluoreszenz-Farbstoff-basierenden Qubit® ds DNA
HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) quantifiziert, mit anderen Proben gleicher cDONA-Menge
gepoolt und mit NaOH denaturiert.

2.12.2 RNA-Sequenzierung (durch IMGM Laboratories)

Die ssDNAs wurden dann auf die lllumina NovaSeq® flow cell-Kassette geladen, die Templates mit
der exclusion amplification (ExAmp) Chemie amplifiziert und schlieRlich die so erhaltenen Cluster im
NovaSeq® 6000-Instrument mit der ,,Sequencing by Synthesis (SBS)“-Methode (iber den
sequenziellen Einbau Fluoreszenz-markierter Terminator-dNTPs unter Verwendung der NovaSeq
Control Software (NCS) v1.8.1. sequenziert. Die Fluoreszenz-Images wurden mit Real Time Analysis
3.4.4 Software (RTA) prozessiert (FastQ only processing pipeline) und die so erhaltenen Bilddaten mit
dem bcl2fastq 2.20.0.422 Software-Paket analysiert sowie die Sequenzierungs-Qualitat im lllumina
Sequence Analysis Viewer (SAV) 2.4.7. kontrolliert.

2.12.3 RNAseg-Daten-Analyse (durch IMGM Laboratories)

Nach mehreren Qualitdtskontrollen und Herausfiltern von z.B. Mischfragment-RNA-Clustern wurden
die Rohdaten in die CLC Genomics Workbench 23.0.4 (Qiagen) fiir das ,read mapping” und das
Erstellen der Transkriptlisten importiert und mithilfe des “Create Sequencing QC report” und “RNA-
Seq analysis” tool das ,,demultiplexing” vorgenommen und die Sequenzen gegen das Homo sapiens
Referenzgenoms (NCBI) ,gemappt”. Die Leseraten der so kartierten Sequenzen werden als RPKM
(Reads per Kilobase of Exon Model per Million mapped Reads) = total Exon Read Count / (mapped
Reads [Millions] * Exon Length [kb]) als normalisiertes MaR fiir die Transkript-Abundanz
umgerechnet.

2.12.4 Hauptkomponenten-Analyse, Volcanoplot und Netzwerke

Zunachst wurden in den beiden untersuchten pGSCs in einer Hauptkomponenten-Analyse (ebenfalls
durch IMGM Laboratories) die Richtung der gréRten Datenvariabilitat gegen die der zweitgroRen in
Abhangigkeit der Kulturpassage und der Versuchsbedingung graphisch aufgetragen. Die
Expressionlevel wurden auf Transkriptebene differentiell zwischen den Versuchsgruppen mithilfe des
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“Differential Expression for RNA-Seq” Tools der CLC Genomics Workbench 23.0.4 analysiert. Log,-
fache Unterschiede in der mittleren Transkript-Abundanz zwischen zwei Versuchsgruppen von > 2
bzw. < -2 wurden dann als biologisch relevant erachtet, wenn sich eine False Discovery Rate-
korrigierte Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 ergab.

Vom Autor dieser Arbeit wurden dann die von IMGM Laboratories bereitgestellten FDR-korrigierten
Irrtumswahrscheinlichkeiten und die TTFields-assoziierten RNA-Abundanz-Veranderungen der beiden
pGSC-Kulturen in Volcano-Plots visualisiert und wahrscheinliche fraktionierte Bestrahlungs- bzw.
TTFields-modulierte Interaktionsnetzwerke mit dem freien NetworkAnalyst-Online-Tool
(https://www.networkanalyst.ca/NetworkAnalyst/) prognostiziert. Heat Shock-regulierte Transkripte
wurden aus der Target-Liste des Qiagen, RT? Profiler PCR Array Human Heat Shock Proteins &
Chaperones entnommen.

2.13 pGSC-Lyse durch CD276-gerichteter Chimarere-Antigen-Rezeptor (CAR)-

NatUrliche Killer (NK)-92-Zellen

Mittels Calcein-Freisetzung aus Calcein-beladenen, CD276 auf der Zelloberflache exprimierenden
pGSC-Zielzellen **® wurde die Lyseaktivitat der CD276-gerichteten CAR NK-92-Zellen in Abhéngigkeit
einer TTFields-Behandlung (0 bzw. 5 Vp,/cm) analysiert (Abb. 10 und 11). Dabei wurden die CD276-
gerichtete CAR NK-92-Zellen entweder vor der Ko-Inkubation mit den Zielzellen mit TTFields fir 24 h
in 96-Lochplatten (200 ul/Loch) vorbehandelt oder/und die TTFields wahrend der 2-stiindigen Ko-
Inkubation (ebenfalls in 96-Lochplatten mit 200 pl/Loch) mit den Calcein-beladenen pGSC-Zellen
appliziert.

Zur Calcein-Beladung der pGSC-Zellen wurden 1x 10° vereinzelte Zellen/ml mit 9 uM Calcein-
Acetoxymethylester (Calcein-AM); Thermo Fisher, #C3100MP) AM (C3100MP, Thermo
FisherScientific) in 2% FBS supplementierten MEM-A-Medium 50 min lang im Brutschrank inkubiert,
dann das nicht aufgenommenen Calcein-AM durch dreimaliges Abzentrifugieren (250x g fiir 5 min bei
Zimmertemperatur) und Resuspendieren in Medium ausgewaschen. Fir die Lyse wurden
anschlieRend 5x 10% pGSC-Zellen in unterschiedlichen Verhiltnissen zu den CAR NK-92-Zellen (1:10,
1:2,5, 1:0,5) in 200 ul 2% FBS supplementierten MEM-A-Medium fiir 2 h im Brutschrank ko-inkubiert.
Nach Zentifugieren der Platten (250x g fiir 5 min bei Zimmertemperatur) wurden der Uberstand (100
ul) in neue 96-Lochplatten Gberfiihrt und die freigesetzte Calcein-Fluoreszenzintensitat in einem
Spark-Multimode-Mikroplattenlesegerat (495 nm Excitation/515 nm Emission, Tecan, Crailsheim,
Deutschland) gemessen. Die CD276-Spezifitat der pGSC-Lyse durch CD276-CAR-NK-92-Zellen wurde
bereits in vorausgegangenen Experimenten unserer Arbeitsgruppe gezeigt %,

Die spontane Freisetzung von Calcein wurde in Calcein-beladenen pGSC-Kontrollzellen ohne CD276-
CAR-NK-92 Ko-Inkubation, die vollstandige Lyse der pGSC-Zellen durch Zusetzen von Triton-X100 (2%)
zu weiteren pGSC-Kontrollproben ermittelt. Die Calcein-Freisetzung in den Effektor/Zielzellen-Ko-
Inkubationen wurden auf die vollstandige Triton-X100-Lyse (jeweils abziiglich der Spontan-Lyseraten)
bezogen. Zur Daten-Auswertung wurden die so erhaltenen CD276-CAR NK-92-spezifischen relativen
Lyserate weiterhin auf das Effektor/Zielzellen-Verhaltnis normalisiert. Da sich die derart
normalisierten Lyseraten in einem Experiment nicht zwischen den verschiedenen Effektor/Zielzellen-
Verhaltnissen unterschieden, konnten diese Daten fir die statistische Auswertung gepoolt werden.
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® oo gtgssnnr: E/-r\:irsesig(;lr?)g, A. Lyse von CD276-
. . .
. L DD OO OO _69276-exprizmierende exprimierenden pGSC-
" D276 | Glioblastomzelle Zellen durch CD276-
' f ) Zell-lyse X gerichtete CAR-NK-92
- / CARNICSD Zelle. Zellen. B. Calcein-
° LD . @be®s. I ) freisetzung aus Calcein-
e ! beladenen pGSC-Zellen
CD276 CAR-| ' ' durch CD276-CAR-NK-
NK-92 Zelle B : | calcein im Zell vermittelte Lyse.
LD e @ Uberstand
Calcein
o fo\ N
O @)
— OOO OOO + TTFields (2 h)
O O 3
pGSC-Zellen
© o
O @ +TTFields (24 h) |
o

O
CD276-gerichtete

CAR-NK-92 Zelle

Calcein im Uberstand

Abb. 11. Einfluss von TTFields-Behandlung auf die Lyse von pGSC-Zellen durch CD276-CAR-NK-92-
Zellen. Die NK-92-Zellen wurden 24 h mit TTFields vorbehandelt und/oder wéhrend der 2-stiindigen
Ko-Inkubation mit den Calcein-beladenen pGSC-Zellen mit TTFields behandelt (jeweils 0 bzw. 5

Vop/cm).

2.14 Statistik

Unterschiede zwischen Versuchsgruppen wurden bei Daten-Normalverteilung mit zweiseitigem
gepaartem Student t-Test, mit ungepaartem zweiseitigem t-Test oder, bei unterschiedlich grofRen
Standardabweichungen, mit Welch-korrigiertem zweiseitigem t-Test analysiert. Multiple
Paarvergleiche wurden dabei Bonferroni-korrigiert (indem der p-Wert mit der Anzahl der
Paarvergleiche multipliziert wurde). Nicht-normalverteilte Daten wurden mittels
nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test bzw. Kruskal-Wallis-Test (Dunn Posthoc-Test) analysiert.
Irrtumswahrscheinlichkeiten (error probability p) von p < 0.05 wurden als statistisch signifikant
bewertet und statistische signifikante Unterschiede in den Abb. mit einem oder mehreren *
gekennzeichnet. Alle statistischen Tests (mit Ausnahme der Transkriptom-Analyse) wurden mit
GraphPad Prism Version 10.4.0 durchgefiihrt. Bei den Transkriptomanalysen wurden log;-fache
Unterschiede in den Transkript-Abundanzen von 2 2 und < -2 als relevant betrachtet und die
statistische Signifikanz dieser Unterschiede mit einer False Discovery Rate von FDR p < 0.05 definiert.
Die FDR-Werte wurden von IMGM Laboratories mittels des CLC Genomics Workbench tools
“Differential Expression for RNA-Seq” berechnet. Die Anzahl der technischen und unabhangigen (z.B.
verschiedene Zellkultur-Passagen) bzw. biologischen Replikate wird in den Legenden mit n bzw N

angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Aufbau einer moglichst homogenen Kohorte von pGSC-Kulturen

Da sich individuelle pGSC-Kulturen beschriebenermalien stark in ihrer Radiosensitivitat, ihrem
Migrationsverhalten und in ihren Stammzellmarker-Expressionen unterscheiden &, wurden die
angelegten pGSC Kulturen zunachst funktionell und molekularbiologisch charakterisiert. Von den n =
26 in Kultur anwachsenden Glioblastomresektaten konnten n = 10 Kulturen bezlglich ihrer
molekularen mesenchymal/proneuralen mRNA-Signatur ® und Radiosensitivitit mittels RT-PCR und
LDA analysiert werden. Bei einer dieser Kulturen wurde vom Patienten riickwirkend das
Einverstandnis zurlickgezogen, so dass diese Kultur und ihre Daten vernichtet werden mussten. Drei
der in diesem Projekt gezogene Kulturen (TA4, TA11, TA16) wurden zusammen mit friihen Passagen
zweier weiterer, gut charakterisierter pGSC-Kulturen (LK11, LK 28) aus einem vorherigen Projekt
unserer Arbeitsgruppe 2 fiir die Experimente dieser Doktorarbeit ausgewéhlt. Dabei spielte eine
Rolle, dass alle diese fiinf pGSC-Kulturen mit hohen Anwachsraten und Verdopplungszeiten von etwa
einem Tag stabil und schnell proliferierten. Weitere wichtige Auswahlkriterien waren, dass diese
Kulturen alle einen mehr oder weniger frei-schwimmenden spharoidalen Wachstumsphanotyp
zeigten, eine dhnliche mesenchymale/proneurale mRNA-Signatur vom gemischt mesenchymal-
proneuralen Typ aufwiesen und dhnlich radiosensitiv waren (Tab. 1). So konnten die Kulturen als
biologische Replikate verwendet werden.

Tab. 1. Morphologie, molekulare mesenchymal/proneuralen mRNA-Signatur und Strahlensensitivitdt
SF46y, der in dieser Arbeit verwendeten pGSC-Kulturen (Mittelwerte, n = 3-12 fiir die Signatur und N =
3 fiir die SF4,). Die Signatur- und SF4 c,-Werte variieren in der Tiibinger pGSC-Kohorte zwischen 0.76
(proneural) und 1.01 (mesenchymal) bzw. 0.025 (radiosensitiv) und 0.37 (radioresistent).

pGSC LK11 LK28 TA4 TA11l TA16

morphologischer Phdanotyp  spharoid spharoid spharoid spharoid spharoid
molekulare mRNA-Signatur 0.86 0.93 0.85 0.92 0.83
Strahlensensitivitat SFaay 0.041 0.034 0.083 0.087 0.066

3.2 Das ,in-house” entwickelte TTFields-Applikationssystem appliziert 200 kHz
elektrische Wechselfelder unter isoosmotischen und isothermen Bedingungen.

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war, ein in vitro-TTFields-Applikationssystem zu entwickeln, bei dem
im Gegensatz zu dem inovitro-System der Firma Novocure (siehe Einleitung) die TTFields-
behandelten Zellen nicht gleichzeitig hyperosmolarem Stress ausgesetzt werden. Entscheidend war
dabei zu UGberprifen, inwieweit die elektrischen Wechselfelder bei klinisch relevanten Feldstarken
von 1-3 V/cm (= 2-6 V,p/cm, 12°) die Zellen und das Medium tiber den von der Firma Novocure
postulierten ,Joule-Effekt” aufheizen. Tatsachlich konnten bei dem hier verwendeten TTFields-
Applikationssystem in der Test-Zellkulturplatte eine Erwdarmung des Mediums im 37°C-Brutschrank
selbst bei maximal moglichen TTFields-Feldstarken nicht beobachtet werden (Abb. 11). Damit
konnten die Experimente ohne Absenkung der Brutschranktemperatur und der damit verbundenen
Erniedrigung des Wasserdampfdrucks im wassergesattigten Brutschrankraum und deswegen ohne
resultierende Verdunstung des 37°C warmen Zellkulturmediums durchgefiihrt werden.
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Abb. 11. Der neu entwickelte TTFields-Generator appliziert in Multiloch-Zellkulturplatten elektrische
200 kHz Wechselfelder mit klinisch relevanten Feldstidrken ohne dabei das Zellkulturmedium
aufzuheizen. A. Abfotografierte Oszillographen-Anzeige einer Spannungs-Messung wéhrend TTFields-
Applikation im 37°C/5% CO,-Brutschrank. Abgeleitet wurden die Spannungen beider Messelektroden
gegen die gemeinsame Masse in blauer und gelber Farbe und die errechnete Differenzspannung in rot
(Elektrodenabstand im Medium = 1 cm, Oszillographen-Einstellung 5 V bzw. 1 us pro Kdstchen in y-
und x-Achsenrichtung). B. Temperaturschwankungen im Zellkultur-Medium (48-Lochplatte im
37°C/5% COz-Brutschrank) wéhrend Applikation von TTFields (0, 4, bzw. 7,5 V/cm) aufgenommen mit
einem Thermister wéhrend 3-stiindiger Beobachtungszeit. Gezeigt werden Mittelwerte + SE (N = 4,
der initiale Temperaturabfall wurde durch das Offnen des Brutschranks wéhrend des Aufbaus des
Applikationssystems verursacht).

3.3 TTFields-Kurzzeitbehandlung erniedrigt das klonogene Uberleben und erhéht die

Radiosensitivitat der pGSC-Kulturen.

Zunachst Gberpriifte diese Arbeit die bei Glioblastom-Zelllinien beschriebenen tumoriziden und
radiosensibilisierenden TTFields-Effekte (siehe Einleitung). Hierzu wurden die 5 pGSC-Kulturen in
,pre-plating” LDA-Experimenten mit 0 bzw. 4 Gy einmalbestrahlt, 24 h TTFields (0 bzw. 5 Vpp/cm)
ausgesetzt, dann flir weitere 28 Tage kultiviert, um anschlieBend die Anwachsraten (PE), die
normalisierten Anwachsraten und die Uberlebensfraktionen (SF46y) zu bestimmen (Abb. 12A-E).
Hierbei bestatigte sich die tumoriziden (klonogenitatsvermindernden) Effekte der TTFields (Abb. 12F,
links). Im Speziellen verdnderten TTFields dabei die Klonogenizitat (PEtrrieids / PEkontrolle) von LK11-,
LK28-, TA4-, TA11-, und TA16-pGSCs um den Faktor 0.4, 0.7, 0.6, 0.6 bzw. 0.85.

Unerwarteterweise bewirkten die TTFields eine Radioresistenz der pGSC-Kulturen (Abb. 12F, rechts).
Hierbei war eine groRe Variabilitat zwischen den 5 pGSC-Kulturen zu beobachten. Der mittlere Effekt
auf die Uberlebensfraktion (SF4 ey Trrields / SFa 6y kontrolle) lag im Bereich von Werten zwischen 2.1 und
0.95 (Abb. 12G). Die Effekte auf die Klonogenizitat (PErrrieids /PEkontrolie) Und auf Uberlebensfraktionen
(SF4 Gy Trrields /SFa Gy kontrolle)) korrelierten dabei invers zwischen den individuellen pGSC-Kulturen (Abb.
12G). In der Zusammenfassung lieRen sich also die beschriebenen tumoriziden TTFields-Effekte auf
Glioblastomzellen bestéatigen, nicht aber die radiosensibilisierenden. Zudem zeigte die (lber die
mesenchymal/proneuralen mRNA-Signatur) ausgewahlte vermeintlich homogene pGSC-Kohorte
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doch deutliche Unterschiede in ihrem TTFields-Antwortverhalten, bei denen die TA16-Kultur die

niedrigsten TTFields-Effekte aufwies (Abb. 12 G).
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Abb. 12. (Fortsetzung) Kurzzeit (24 h)-TTFields-Behandlung erniedrigt das klonogene Uberleben und
erhéht die Resistenz gegentiiber einer Fraktion von 4 Gy ionisierender Strahlung in
patientenstimmigen stammezellanreichernden Glioblastomkulturen (pGSCs). A-E. Anwachsraten
(links), normalisierte Anwachsraten (mitte) und 4 Gy-Uberlebensfraktionen (SF4 sy, rechts) von 5
individuelle pGSC-Kulturen (TA4, TA11, TA16, LK16 und LK28 in A, B, C, D bzw. E) unter
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Kontrollbedingungen (0 V,p,/cm, 0 Gy, schwarze Kreise), nach TTFields-Behandlung (5 Vpp/cm, O Gy,
rote Kreise), nach Bestrahlung (0 V,,,/cm, 4 Gy, schwarze Dreiecke), sowie nach kombinierte
Bestrahlung und TTFields-Behandlung (5 V,,/cm, 4 Gy, rote Dreiecke). Die pGSC Kulturen wurden fiir
den LDA (Limited dilution assay)-Test in 96-Lochplatten seriell verdiinnt (1024 bis 0,5 Zellen pro Loch),
fiir 30 min neoadjuvant TTFields (0 bzw. 5 V,,/cm) ausgesetzt, (schein-) bestrahlt und weitere 24 h
adjuvant mit TTFields behandelt. Nach weiteren 28 Tagen Kultur wurde dann die minimale Zellzahl
bestimmt, die das Uberleben der Kulturen gewdhrleisten. Dargestellt sind n = 4-40 individuelle
Datenpunkte und Mediane (blaue Linien) von N = 1-5 Zellkulturpassagen (* und *** indizieren
Irrtumswahrscheinlichkeits- (p-) Werte von p < 0.05 und p < 0.001, die wie die weiteren angegebene
p-Werte mit Mann-Whitney-Test in (A), (B) und (D) sowie nicht-parametrischer Kruskal-Wallis Test
mit Dunn‘s Mehrfachvergleich Posthoc-Test in (E) abgeschdtzt wurden). F. Mittlere Anwachsraten
(links) und SF46,-Werte (rechts) der N = 5 pGSC-Kulturen nach 24 h-TTFields-Behandlung mit 0 V/cm
(Kontrolle, schwarze Kreise) bzw. 5 V,p/cm (rote Dreiecke, Daten aus (A-E), *: p < 0.05, gepaarter
zweiseitiger t-Test). G. Beziehung zwischen den TTFields-Effekten auf mittlere Anwachsraten (PErreieids
/ PEcontrot) und SF46,-Werten (SFa4 6y, rrieids / SF4 6y control) der 5 pGSC-Kulturen (angegeben werden lineare
Regression (blaue Linie) und 95% Konfidenzintervall (schwarze Linien) sowie Korrelationskoeffizienten
(r) und p-Werte der Pearson- und Spearman Korrelation).

3.4 TTFields-Langzeitbehandlung erniedrigt ebenfalls das klonogene Uberleben und erhéht die
Radioresistenz von fraktioniert bestrahlten pGSC-Kulturen.

Die derzeitig aktive, von der Firma Novocure gesponserte, multizentrische Studie (ClinicalTrials.gov ID
NCT04471844) untersucht bei neu diagnostizierten Glioblastompatienten den Effekt von TTFields
konkomitant zu der Standard Temozolomid-Strahlentherapie. Glioblastompatienten werden
standardmalig mit 60 Gy in 30 Fraktionen liber 6 Wochen bestrahlt. Um einen besseren klinischen
Bezug herzustellen, wurden in der vorliegenden Arbeit die pGSC Kulturen {iber 5 Tage mit der
taglichen Standard-Einzelfraktion in der Klinik von 0 bzw. 2 Gy bestrahlt und gleichzeitig mit TTFields
(0 bzw. 5 Vpo/cm) behandelt. Hierzu wurden die Kulturen TA4, TA11 und TA16 in jeweils 3
unterschiedlichen Passagen verwendet und die unterschiedlichen Passagen aller Kulturen als
biologische Replikate gepoolt. Ahnlich der Einzelbestrahlung und TTFields-Kurzzeitbehandlung (Abb.
12), bewirkte TTFields-Behandlung liber 5 Tage wahrend der fraktionierten Bestrahlung der pGSC-
Kulturen eine Erniedrigung der Klonogenizitdt und eine Erh6hung der Radioresistenz. Dabei war der
tumorizide Effekt bei der Einzelbetrachtung der individuellen Kulturen (Abb. 13A-C, links) nicht
statistisch nachweisbar (eine Normalisierung der Daten auf die Kontrollmittelwerte war hier nicht
statistisch vorteilhaft), die Radioresistenz-vermittelnde Wirkung dagegen schon (inklusive der bei
Kurzzeitbehandlung schlecht ansprechenden TA16-Kultur, Abb. 13A-C, rechts). Numerisch
verminderten TTFields im Mittel die PE um Faktor 0,7, 0,7 und 0,8 und erhdhten die SFsx2 6y um
Faktor 2,9, 3,6 und 1,8 in TA4, TA11 bzw. TA16 pGSCs. Wurden dagegen die insgesamt 9 Passagen
(Mittelwerte) der 3 pGSC-Kulturen gepoolt betrachtet, so zeigte sich eine signifikante TTFields-
vermittelte Erniedrigung der Klonogenitat (Abb. 13D, links) und eine signifikante Radioresistenz-
Steigerung (Abb. 13D, rechts). Eine induzierte Radioresistenz konnte eine TTFields-vermittelte
Verbesserung der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur zugrundeliegen. Um dies zu testen, wurden als
nachster Schritt die residuellen nukledren yH2AX-Foci als Surrogat *° nicht-reparierter DNA-DSBs 1h
und 24 h nach Einzel-Bestrahlung mit 2 Gy in jeweils 3 Passagen von TA4 und TA11 pGSC-Kulturen
mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie bestimmt.
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Abb. 13. (Fortsetzung) Langzeit (5x 24 h)-TTFields-Behandlung erniedrigt die Klonogenizitit und
erhéht die Radioresistenz von konkomitant fraktioniert (5x 2 Gy) bestrahlten pGSC-Kulturen. A-C.
Anwachsraten (links, und Uberlebensfraktionen (SFsy 26y, rechts) von 3 individuellen pGSC-Kulturen
(TA4, TA11 und TA16 in A, B bzw. C) unter Kontrollbedingungen (0 V,p/cm, 5x 0 Gy, schwarze Kreise),
nach 0,5 h + 5x 24 h-TTFields (5 V,p/cm, 5x 0 Gy, rote Kreise), nach fraktionierter Bestahlung (5x O
Voe/cm, 5x 2 Gy, schwarze Dreiecke), sowie nach kombinierter TTFields- Behandlung und fraktionierte
Bestrahlung (5 V,p/cm, 5x 2 Gy, rote Dreiecke). Die pGSC-Kulturen wurden an 5 aufeinanderfolgenden
Tagen mit jeweils 0 oder 2 Gy bestrahlt und vor der ersten Strahlenfraktion fiir 30 min neoadjuvant
und nach den Strahlenfraktionen jeweils fiir 24 h adjuvant mit TTFields (0 oder 5 V,p/cm) behandelt,
und nach weiteren 28 Tagen das klonogene Uberleben mittels LDA bestimmt. Gezeigt werden n = 24
individuelle Datenpunkte und Mediane (blaue Linien) von N = 3 Zellkultur-Passagen (* und ***
indizieren Irrtumswahrscheinlichkeits- (p-) Werte von p < 0.05 und p < 0.001, die mit dem Mann-
Whitney-Test abgeschdtzt wurden). D. Mittlere Anwachsraten (links) und SFsx > 6,-Werte (rechts) von
jeweils N =3 individuellen pGSC-Kulturen mit jeweils 3 Zellkultur-Passagen nach 5x 24 h-TTFields-
Behandlung mit 0 V/cm (Kontrolle, schwarze Kreise) bzw. 5 V,,/cm (rote Dreiecke, Daten aus (A-C), *
und ***: p <0.05 und p < 0.001, zweiseitiger gepaarter t-Test).

3.5 Kurzzeit-TTFields-Behandlung verbessert die Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrichen nach 2 Gy-Einmalbestrahlung in TA11 nicht aber in TA4 pGSC-

Kulturen.

Strahleninduzierte DNA-DSBs werden mit unterschiedlichen Kinetiken repariert 3!, Stark vereinfacht
lasst sich eine schnelle Reparatur (innerhalb der ersten Stunde nach Bestrahlung) von gut
zuganglichen DSBs im Euchromatin von einer mehreren Stunden anhaltenden, langsamen Reparatur
von Hetererochromatin-DSBs unterscheiden 32, Nicht-reparierte residuelle (d.h. nach Ende der DNA-
Reparaturphase) DNA-DSBs fiihren bei Wiedereintritt der Zellen in den Zellzyklus zu Chromosomen-
Aberrationen und letztendlich in die Mitotische Katastrophe (sofern die geschadigten Zellen nicht
schon vorher Zelltodprogramme durchlaufen).
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In diesem Projekt konnten 1 h nach Bestrahlung mit 0 bzw 2 Gy im Medianin TA40+0bzw 2,5+ 1,3
und in TA11 0 = 0 bzw. 4,7 £ 0,3 nukledre Foci (Mittelwerte von jeweils 3 Passagen) unter
Kontrollbedingungen (ohne TTFields-Behandlung) beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Geht
man von einer rein physikalischen Induktion von im GréBenbereich von 20 DNA-DSBs/pro Zelle und
Gy aus 3 kénnten diese Daten auf eine bessere basale DNA-DSBs-Reparatur in TA4 verglichen mit
TA11-Zellen hindeuten. TTFields-Behandlung (5 Vpp/cm) beschleunigte in diesem Projekt die
Auflésung der nukledren yH2AX-Foci 24 h nach Bestrahlung in TA11 nicht aber in TA4-Zellen (Abb. 14
und 15), woraus sich eine TTFields-vermittelte Steigerung der DNA-DSB-Reparatur in den TA11-Zellen
ableiten lasst.

Neben der DNA-DSB-Reparatur spielt die Zellzykluskontrolle bestrahlter Zellen eine wichtige Rolle fiir
deren Uberleben. Radiogener Zellzyklusarrest in verschiedenen Stadien des Zellzyklus stellt die Zeit
fir die DNA-Reparatur zur Verfluigung. Letztendlich wird so das Freisetzen aus dem G,/M-Arrest in die
Mitose mit nicht-reparierten DNA-DSBs mit den oben geschilderten Folgen vermieden. Da radiogene
K*-Kanal-Aktivierung beschriebenermafRen den G,/M-Arrest in bestrahlten Glioblastomzellen
aufrechterhilt (Ubersichtsartikel hierzu 3*) und K*-Kanile in Fischen als molekulare Transducer
elektrischer Felder bekannt sind (siehe Einleitung), wurde in dieser Studie auch die Effekte von
TTFields auf den Zellzyklus bestrahlter pGSCs untersucht.

3.6 TTFields modifizieren nicht den Zellzyklus unbestrahlter und bestrahlter TA11

pGSC-Kuturen.

Mittels Durchflusszytometrie und Propidiumjodid DNA-Farbung permeabilisierter TA11-pGSCs (Abb.
16A-C) wurde die Zellzyklusverteilung 24 h und 48 h nach Einmalbestrahlung mit 0 bzw. 4 Gy in
Abhéangigkeit adjuvanter TTFields-Behandlung (0 bzw. 5 Vgp/cm fiir 24 h bzw 48 h) analysiert (Abb.
16D). Dabei zeigten sich weder nach 24 h noch nach 48 h TTFields-Behandlung sowohl bei den
unbestrahlten noch bei den bestrahlten Zellen Verschiebungen in der Zellzyklusverteilung, die mit
den elektrischen Wechselfeldern assoziiert waren. Bestrahlung induzierte bei den TA11-Zellen einen
G2/M-Arrest (Erniedrigung des Gi- und Erhdhung des G;-Peaks), der nach 48 h noch nicht aufgehoben
war (Abb. 16D). Analoge Experimente an TA4-pGSCs konnten nicht ausgewertet werden, da die TA4-
Kultur anscheinend mehrere Zellpopulationen mit unterschiedlichen Chromosomen-Anzahlen
beinhaltete und so die Haufigkeitsverteilung des zellularen DNA-Gehalts keine auswertbaren G;- und
G»-Peaks hervorbrachte (Daten nicht gezeigt). Somit konnte nur in TA11 Zellen eine TTFields-
vermittelte Modifikation des radiogenen Zellzyklus-Arrests als (weitere) mogliche Ursache der
beobachteten TTFields-induzierten Radioresistenz ausgeschlossen werden.

Auch wenn in dieser Arbeit nicht systematisch untersucht, so konnte im Lichtmikroskop eine
TTFields-induzierte Schrumpfung der pGSC-Sphéaroide beobachtet werden (Abb. 17A, B).
Glioblastom-Zellen verwenden beschriebenermalien Cl-lonen als Osmolyt, deren Konzentration die
Zellen weit Gber das elektrochemische Gleichgewicht im Zytosol akkumulieren. Die gleichzeitige
Aktivitat von CI- und K*-Kanalen in der Plasmamembran fiihrt zum Ausstrémen von CI" und K*entlang
deren elektrochemischen Gradienten liber die Plasmamembran gefolgt von einem isoosmotischen
Efflux von H,0 liber Aquaporine und somit zur (lokalen) Zellschrumpfung **°. Somit kénnte die
beobachtete Schrumpfung der pGSC-Spharoide auf eine TTFields-induzierte Aktivierung von
lonenkanélen hindeuten. Da liber diese episodischen Beobachtungen hinausgehend eine Rationale
fiir lonenkandle als molekulare Transducer von elektrischen Feldern besteht (siehe Einleitung)
untersuchte diese Arbeit im nachsten Schritt mit der Patch-Clamp-Technik direkt die Aktivitdt von
lonenkanélen in der pGSC-Plasmamembran in Abhangigkeit von TTFields-Einzelzell-Applikation.
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Abb. 14. Neoadjuvante und adjuvante Kurzzeit-TTFields-Behandlung veréindert nicht die Anzahl der
residualen nukledren yH2AX-Foci als Surrogat nicht-reparierter DNA-Doppelstrangbriiche in
einmalbestrahlten LK4 pGSCs. A. Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
fluoreszenzmarkierter yH2AX-Immunreaktivitét (griin) und DNA-spezifischen DAPI-Fluoreszenz (blau)
24 h nach Bestrahlung mit 0 Gy (obere Reihe) bzw. 2 Gy untere (Reihe) und 30 min plus 24 h (neo-
Jadjuvanter TTFields-Behandlung mit 0 V,,,/cm (Kontrolle, linke Spalte) bzw. 5 V,,/cm (rechte Spalte).
B, C. Hdufigkeitsverteilung der Nuklei in Abhdngigkeit von der Anzahl residualer yH2AX-Foci (B) sowie
Anzahl der nukledren yH2AX-Foci (C) 24 h nach Bestrahlung mit 0 Gy (Kreise) bzw. 2 Gy (Dreiecke) und
neoadjuvanter und adjuvanter TTFields-Behandlung mit 0 V,,/cm (Kontrolle, schwarze Symbole) bzw.
5 Vpo/cm (TTFields, rote Symbole). Dargestellt sind Einzelwerte im Histogramm (B) und Einzelwerte
mit Box-Plot (C) von n = 600 Nuklei aus N = 3 Zellkultur-Passagen.
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Abb. 15. Neoadjuvante und adjuvante Kurzzeit-TTFields-Behandlung erniedrigt die Anzahl der
residualen nukledren yH2AX-Foci in einmalbestrahlten LK11 pGSCs. A. Immunfluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen von fluoreszenzmarkierter yH2AX-Immunreaktivitdt (griin) und DNA-
spezifischer DAPI-Fluoreszenz (blau) 24 h nach Bestrahlung mit 0 Gy (obere Reihe) bzw. 2 Gy (untere
Reihe) und 30 min plus 24 h (neo-)adjuvanter TTFields-Behandlung mit 0 V,,/cm (Kontrolle, linke
Spalte) bzw. 5 V,,,/cm (rechte Spalte). B, C. Hdufigkeitsverteilung der Nuklei in Abhdngigkeit von der
Anzahl residualer yH2AX-Foci (B) sowie Anzahl der nukledren yH2AX-Foci (C) 24 h nach Bestrahlung
mit 0 Gy (Kreise) bzw. 2 Gy (Dreiecke) und neoadjuvanter und adjuvanter TTFields-Behandlung mit 0
Voe/cm (Kontrolle, schwarze Symbole) bzw. 5 V,p/cm (TTFields, rote Symbole). Dargestellt sind
Einzelwerte im Histogramm (B) und Einzelwerte mit Box-Plot (C) von n = 600-684 Nuklei aus N = 3
Zellkulturpassagen (*: p < 0.05, nichtparametrischer Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s
Mehrfachvergleich Posthoc-Test).

34



Seitenstreueung [rel. Einh.]

normalisierte Zellzyklus-Fraktion [%]

TA11 B
4
10 = Kontrolle
103 == TTFields
102
101
100  10' 102 103 104 102 103 104
10 4Gy/24h 44
— Kontrolle
300 — i
103 = TTFields
©
N 200
102 [}
N
100
10?
3 s 0
100 10' 102 10% 104 102 103 104

Propidiumiodid-

Vorwartsstreuung [rel. Einh.] Fluoreszenz [rel. Einh ]

G,/24h S/24h

15 1.5

& o A A
A
1.0 & on 10 %% , g
le) AA, A A
ﬁﬁ%"é‘ﬁ‘ o 0O §_ﬁ
A AAA
0.5 L*_ 0.5
NNA
0.0 0.0
G,/48h S/48h
15 15
O VAVAVAY
o)

1.0 -—- M0 RS &
BERegs BReT
B A )

0.5 0.5

v

0.0 0 0 o o 0.0 o o o ©
5 3 ©° o 5 3 ©° B
c o c L c i € L
S F o6 F S F S F
¥ - ¥ F A Y
—0Gy——4Gy— —0Gy——4Gy—

0.5

0.0

80 24 h
(Y
60
40 Qé%
9
= 20
s° %
§ 0
L G S G
3
= 80
‘E, 48 h
T 60 Lo
40- o
20 %%
0
G, S G,
G,/24h
AAAA
ﬁ-%
P B K
L«
G,/48h

[

o Kontrolle

G

Bl
%

* %?%

<

TTFields

T

i

Kontrolle
TTFields

35



Abb. 16. Die beobachtete verbesserte DNA Doppelstrangreparatur in TTFields-behandelten TA11
pGSCs ist nicht mit einer modifizierten Zellzykluskontrolle assoziiert. A. Punktewolke-Diagramm von
Seitwdrts- und Vorwidirtslichtstreuung im Durchflusszytometer von TA11 pGSCs 24 h nach Bestrahlung
mit 0 Gy (oben) bzw. 4 Gy (unten). B. DNA-mengenabhdingige Hdufigkeitsverteilung der pGSCs 24 h
nach Bestrahlung mit 0 Gy (oben) bzw. 4 Gy (unten) und 30 min plus 24 h (neo-)adjuvanter
Behandlung mit TTFields (0 V,,/cm jeweils in schwarz und 5 V,,,/cm jeweils in rot). C. Verteilung der
TA11 pGSCs zwischen G, S und G; Zellzyklus-Phase unter Kontrollbedingungen (0 V,,/cm und 0 Gy)
nach 24 h (oben) und 48 h (unten) Versuchszeitraum. D. Normalisierte TA11 pGSC Fraktionen in G;
(links), S (mitte) und G; (rechts) Zellzyklus-Phase 24 h (oben) bzw. 48 h (unten) nach Bestrahlung mit 0
Gy (Kreise) bzw. 4 Gy (Dreiecke) und 30 min plus 24 h bzw. 48 h (neo-)adjuvanter TTFields-Behandlung
mit 0 Vy,p/cm (Kontrolle, schwarze Symbole) bzw. 5 V,,,/cm (TTFields, rote Symbole). Dargestellt sind n
=9 Einzelwerte von N = 3 Zellkultur-Passagen und Mediane (blaue Linie, (*: p < 0.05, Bonferroni-
korrigierter Welch t-Test).

3.7 TTFields aktivieren einwartsrektifizierende, TRAM-34-sensitive und K*-selektive

IKca-Kanale in der Plasmamembran von TA4- und TA11-pGSCs.

Zunachst wurde in der Spannungsklemme im on-cell- (cell-attached)-Modus mit einer NaCl reichen
physiologisch eingestellten Extrazellularlésung in Superfusat und in der Ableitpipette
Plasmamembranstrome von TA4-pGSCs aufgezeichnet. Beim on-cell-Modus bleiben die Zellen intakt.
Die Klemmspannung und das physiologische Membranpotenzial der Zelle addieren sich (Abb. 17C).
Analysiert wurden nicht Einzelkanal-Ereignisse, sondern die makroskopischen Stréme, also der
Gesamtstrom Uiber den in die Ableitpipette eingesaugten und so elektrisch isolierten Membranfleck
(Patch). TTFields im Minutenbereich stimulierten in TA4 pGSCs makroskopische on-cell-Strome (Abb.
17D-G), deren Umkehrpotenzial (Vrev, Klemmspannung bei der die Stromrichtung sich umkehrt) im
negativen Klemmspannungsbereich lag (Abb. 17E, F; die TTFields-spezifische Stromfraktion errechnet
sich aus der Substraktion der beiden dargestellten Kurven) und im Mittel V ey = -35 mV betrug (Abb.
17F). Nimmt man nun ein negatives physiologisches Membranpotenzial, das die Zellen in
physiologischer NaCl-Superfusatlésung normalerweise aufbauen, im Bereich von V,ey = -40 mV im
Mittel an 3¢, so wiirde das tatsdchliche Umkehrpotenzial des TTFields-induzierten Stroms im Mittel
bei -75 mV und somit im Bereich des elektrochemischen Gleichgewichtspotenzials fir K* (Ex,
geschatzt -85 mV) liegen.

Die daraus abgeleitete K*-Selektivitat des TTFields-stimulierten Stroms lieR sich auch
pharmakologisch untermauern. Wie Abbildung 18 zeigt, inhibierte der IKc, K*-Kanal Blocker TRAM-34
den durch elektrische Wechselfelder aktivierten Strom reversibel. In dieser Stromableitung lag das
Vrev des TTFields-stimulierten Stroms (Abb. 18D) nahe 0 mV Klemmspannung. Dieser Umstand ware
hier Gber ein durch K*-Kanal-Aktivierung auf das Ex hyperpolarisiertes physiologisches
Membranpotenzial erkldrbar (je negativer das physiologische Membranpotenzial ist, desto weniger
negativ muss die Klemmspannung sein, um Ex zu erreichen).

Ahnlich TA4 wurden auch in TA11-pGSCs makroskopische on-cell Stréme durch die Plasmamembran
aktiviert (Abb. 19), die wiederum bei negativen Klemmspannungen (gemitteltes Vv = -25 mV, Abb.
19C) ihr Ve, zeigten und durch TRAM-34 blockierbar waren (Abb. 20). Die TRAM-34-sensitiven
Stromfraktionen (Abb. 18D und 20D) wie auch die TTFields-aktivierte Stromfraktion (Abb. 17F und
19C) rektifizierten (gleichrichteten) einwarts (i.e., die Steigung der Strom-Spannungsbeziehung der
nach unten angetragenen Einwartsstrome Ubersteigt die der nach oben angetragenen
Auswartsstrome). Zusammengefasst lassen diese Daten auf eine TTFields-induzierte Aktivierung von
TRAM-34-sensitiven, einwartsrektifizierenden K*-selektiven IK¢,-K-Kanéalen schlieRen.
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Abb. 17. TTFields induzieren in TA4 pGSCs Zellschrumpfung und erh6hen die K*-Leitfdhigkeit der
Plasmamembran. A, B. Zeitabhéingige Sequenz lichtmikroskopischer Aufnahmen von je einem TA4-
Sphdroid unter Kontroll-Bedingungen (A), sowie (B) vor (Kontrolle) und zu verschiedenen Zeiten nach
Applikation von TTFields (5 Vyp/cm fiir 1 min). In den Aufnahmen ist der Umriss der initialen Sphdéroid-
Fldche blau (oben) bzw. rot (unten) eingezeichnet. C. Konfiguration fiir das Ableiten von
makroskopischen on-cell (cell-attached)-Strémen durch die Plasmamembran in der Patch-Clamp
Spannungsklemme. Die Stréme wurden mithilfe von NaCl-reicher Pipetten- und Bad-Lésung und
einem Rechteckpuls-Protokoll von Klemmspannungen zwischen maximal -100 mV und + 50 mV in 5
mV Schritten aufgezeichnet. D, E. Original makroskopische on-cell-Stréme (die Stréme der einzelnen
Spannungsspriinge sind (bereinander gelagert dargestellt) einer TA4 pGSC-Zelle vor (Kontrolle, links)
und nach TTFields-Applikation (5 Vyp/cm fiir 0.5 min, rechts) (D) und (E) dazugehérige Strom-
Spannungsbeziehungen (Kontrolle: Dreiecke, TTFields: Kreise). Zu beachten ist, dass sich die beiden
Kurven bei einer sehr negativen Klemmspannung schneiden (Schnittpunkt = Strom-Umkehrpotenzial,
Viev). Zu der Vie,-Klemmspannung des TTFields-induzierten Stroms addiert sich noch das
Membranpotenzial (Vmemsr) der Zelle, welches unter dieser Ableitkonfiguration nicht beeinflusst wird.
Somit kann von einem tatsdchlichen (i.e., an der Plasmamembran-anliegenden) V.., des TTFields-
induzierten Stroms im Bereich des elektrochemischen K*-Gleichgewichtspotenzials (Ex) ausgegangen
werden. Letzteres Idsst sich aufgrund der niedrigen K*- Konzentration in der verwendeten NaCl-
Extrazelluldr-Lésung und der natiirlicherweise hohen K*- Konzentration im Zytosol von
Glioblastomzellen im Bereich von -80 bis -90 mV verorten. F. Beziehung von gemittelten (+ SE)
makroskopischen on-cell-Strémen (abgeleitet wie in (C-E)) und Klemmspannung (Bereich von -75 mV
bis +25 mV) von N = 6 TA4 pGSC Zellen vor (Kontrolle, geschlossene Dreiecke) und nach TTFields-
Applikation (0.5-20 min, offene Kreise). G. Leitfdhigkeiten des spannungsgeklemmten Membranflecks
(oben) und Umkehrpotenziale (V:.,s) der makroskopischen on-cell-Stréme (unten) vor (offene Kreise)
und nach TTFields-Applikation (geschlossene Kreise). Gezeigt werden individuellen Daten aus (F). Die
Leitféihigkeit Ginwara wurde fiir die Einwdrtsstréme im Klemmspannungsbereich von -75 mV bis -35 mV
durch lineare Regression berechnet (*: p < 0.05, zweiseitiger Welch-korrigierter t-Test).

Um nun die funktionelle Signifikanz einer TTFields-vermittelte IKc,-Kanal-Aktivierung fiir die
beobachtete tumorizide und Radioresistenz-vermittelnde TTFields-Wirkung in den pGSCs zu
definieren, wurden klonogenes Uberleben und Radioresitenz der-pGSCs in Abhingigkeit von
TTFields-Kurzzeit-Behandlung, Einmal-Bestrahlung und konkomitante pharmakologische IKca-
Blockade durchgefiihrt.

3.8 IKcs-Blockade durch TRAM-34 verbessert die tumorizide TTFields-Wirkung in TA11-
und TA16- und verringert den Radioresistenz-vermittelnden TTFields-Effekt in TA4-

pGSCs.

Hierzu wurden wiederum in preplated LDAs jeweils 3 Passagen von TA4-, TA11- und TA16-pGSCs in
An- und Abwesenheit von TRAM-34 mit 4 Gy bestrahlt, 30 min neo- und 24 h adjuvant mit TTFields (0
bzw. 5 V,,/cm) behandelt und nach 28 Tagen die Anwachsraten (PE) und Uberlebensfraktionen
(SFagy) bestimmt. In den DMSO-Vehikel-Kontrollen (Abb. 21A, B, offene Symbole) zeichnete sich
zumindest numerisch (wegen der geringeren Anzahl der Replikate wurde statistische Signifikanz oft
nicht erreicht) ein ahnliches Bild wie in den initialen TTFields-Kurzzeit-Behandlungsexperimenten
(siehe Abb. 12A, mitte und rechts): TTFields verringerte die normalisierte PE in TA4 und TA11 nicht
aberin TA 16 (Abb. 21A, links, offene Symbole) und erhdhte die SFag, in TA4, in TA11 und —im
Gegensatz zu den initialen Experimenten —auch in TA16 pGSC.
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Abb. 18. Die TTFields-induzierte K*-Leitfdhigkeit in der Plasmamembran von TA4 pGSC-Zellen

beinhaltet TRAM-34-sensitive einwdrtsrektifizierende K* Kandle. A, B. On-cell Ableitkonfiguration (A)
und (B) original Ableitungen der makroskopischen on-cell Stréme einer TA4 pGSC-Zelle vor (Kontrolle,

erste Stromspuren) und nach Applikation von TTFields (5 mV,,/cm fiir 20 min, zweite Stromspuren),
sowie Ein- (dritte Stromspuren) und Auswaschen (vierte Stromspuren) des IKc, K*-Kanal-spezifischen
Blockers TRAM-34 (200 nM) in der Badl6ésung. C, D. Dazugehérige Strom-Spannungsbeziehungen
nach TTFields-Applikation (Kreise) und Einwaschen von TRAM-34 (Dreiecke) in (C) und der durch

Subtraktion der beiden Kurven errechneten TRAM-34-sensitiven Stromfraktion in (D). Zu beachten ist

die einwdrtsrektifizierende (i.e., einwdrtsgleichrichtende, negative Einwdrtsstréme > positive
Auswdrtsstréme) Form dieser Strom-Spannungsbeziehung.
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Abb. 19. TTFields erhéhen in TA11 pGSCs ebenfalls die K*-Leitféhigkeit der Plasmamembran. A.
Lichtmikroskopie eines TA11 Spheroids wdhrend Patch-Clamp-Ableitung (links) und on-cell
Ableitkonfiguration (mitte und rechts) B, C. Original makroskopische on-cell-Stréme einer TA11 pGSC-
Zelle vor (Kontrolle, links) und nach TTFields-Applikation (5 Vp,/cm fiir 1.5-23 min, rechts) (B) und (C)
dazugehérige Strom-Spannungsbeziehungen (Kontrolle: Dreiecke, TTFields: Kreise). D. Leitfdhigkeiten
des spannungsgeklemmten Membranflecks (oben) und Umkehrpotenziale (V..,s) der makroskopischen
on-cell-Stréme (unten) vor (offene Kreise) und nach TTFields-Applikation (geschlossene Kreise).
Gezeigt werden individuellen Daten aus (C). Die Leitféhigkeit Ginwara Wurde fiir die Einwdrtsstréme im
Klemmspannungsbereich von -75 mV bis -50 mV durch lineare Regression berechnet (**: p < 0.01,
zweiseitiger t-Test).
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beinhaltet ebenfalls TRAM-34-sensitive einwdrtsrektifizierende K* Kandle. A, B. On-cell

Ableitkonfiguration (A) und (B) original Ableitungen der makroskopischen on-cell Stréme einer TA4
pGSC-Zelle vor (Kontrolle, erste Stromspuren) und nach Applikation von TTFields (5 mV,,/cm, zweite

Stromspuren), sowie Einwaschen (dritte Stromspuren) des IKc, K*-Kanal-spezifischen Blockers TRAM-

34 (200 nM) in der Badlésung. C, D. Dazugehdérige Strom-Spannungsbeziehungen nach TTFields
Applikation (Kreise) und Einwaschen von TRAM-34 (Dreiecke) in (C) und der durch Subtraktion der
beiden Kurven errechneten TRAM-34-sensitiven Stromfraktion in (D). Wiederum zeigt die TRAM-34-
sensitive Strom-Fraktion eine deutliche einwdrts-rektifizierende Strom-Spannungsbeziehung.
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Der IKca-Inhibitor TRAM-34 alleine erniedrigte zumindest numerisch (statistische Signifikanz wurde
nicht erreicht) in TA4 nicht aber in TA11 und TA16 die basalen normalisierten Anwachsraten (Abb.
21A, links schwarze Symbole) und in TA11 und TA16 nicht aber in TA4 die normalisierten
Anwachsraten nach Bestrahlung (Abb. 21, rechts, schwarze Symbole). Auffallig war, dass TRAM-34
alleine die SF.1g,-Werte, also die Radioresistenz in TA4 pGSCs (wiederum nur numerisch) erhéhte,
wahrend der Inhibitor diese in TA11 und TA16 numerisch erniedrigte (Abb. 21B, schwarze Symbole).

In Gegenwart von TRAM-34 (Abb. 21A, B, geschlossene Symbole) bewirkten die TTFields im
Gegensatz zu der Vehikel-Kontrolle eine statistisch signifikante Reduktion der normalisierten PE in
TA11 und TA16 pGSCs (Abb. 21A, Mitte und unten links, geschlossene Symbole). Zudem wurde durch
TRAM-34 die in TA4 und TA16 statistisch signifikante TTFields-induzierte SF4cy-Erhhung
abgeschwacht (Abb. 21B, oben und unten, geschlossene Symbole). Werden nun die tumoriziden und
Radioresistenz-vermittelnde TTFields-Effekte direkt zwischen DMSO-Vehikel-Kontrolle und TRAM-34-
Behandlung verglichen, zeigt sich, dass TRAM-34 den tumoriziden TTFields-Effekt in TA11 und TA16
verstarkte (Abb. 21C, links-mitte und links-unten) und die Radioresistenz-vermittelnde Wirkung in
TA4 erniedrigte (Abb. 21D, oben). Dies deutet auf eine duale Rolle von IKc,, ndmlich auf eine TTFields-
Resistenz-vermittelnde und gleichzeitig eine Radioresistenz-stimulierende Funktion des K*-Kanals —
allerdings unter dem Vorbehalt der IKc-Spezifitdt von TRAM-34.

Um Letztere zu testen, regulierten wir im nachsten Schritt IKc, mittels KCNN4-spezifischer siRNA in
TA4 pGSCs herunter. Das Ausmal? des IKca Knockdowns wurde dabei auf funktioneller Ebene mittels
Patch-Clamp on-cell-Ableitungen bestimmt.

3.9 KCNN4 RNA-Interferenz erniedrigt die funktionelle Expression von IKc,-Kanalen in

der Plasmamembran von TA4 pGSCs.

Die makroskopischen on-cell Strome wurden diesmal mit einer KCl-reichen Pipettenlosung auf der
Oberflache von TA4 Spharoiden (NaCl-reiches Superfusat) 48-72 h nach reverser Transfektion mit
KCNN4 siRNA bzw. nicht-kodierender Kontroll-ntRNA (Abb. 22A) abgeleitet. Eine hohe K-
Konzentration in der Pipettenlésung wurde deswegen gewahlt, da dies hohere Einwartsstrome (i.e.
Kationen-Fluss in die bzw. Anionen-Fluss aus der Zelle) durch insbesondere einwartsgleichrichtende
K*-Kanale bedingt. K*-Netto-Einwartsstrome werden durch Membranspannungen (resultierend aus
physiologischen Membranpotential plus Klemmspannung) angetrieben, die negativer als Ex liegen (Ex
= 0 mV bei physiologischerweise hohen zytosolischen K*-Konzentrationen und hoher K*-
Konzentration in der Ableitpipette).

Offnen der IKc,-Kanale durch den spezifischen Kanaléffner 1-EBIO verursachte in ntRNA-
Kontrollzellen (Abb. 22B, oben) und auch in den KCNN4 siRNA-behandelten Zellen (Abb. 22B, unten)
eine VergroRerung insbesondere der Einwartsstrome, die reversibel durch zuséatzliche Applikation
von TRAM-34 gehemmt wurden. Der Vergleich der Strom-Spannungs-Kurven unter Kontroll-, 1-EBIO-,
und 1-EBIO/TRAM-34-Bedingungen zwischen den ntRNA-und KCNN4 siRNA-behandelten TA4-Zellen
(Abb. 22C) zeigte basale TRAM-34-sensitive makroskopische Stréme unter beiden
Transfektionsbedingungen sowie hohere 1-EBIO-aktivierte (und TRAM-34 blockierte) Einwartsstrome
in ntRNA- versus siRNA-transfizierten Zellen. Letzteres wurde auch ersichtlich aus den berechneten
TRAM-34-sensitiven Stromfraktionen (Abb. 22D) und den daraus fiir die Einwartsstome abgeleiteten
Leitfahigkeiten (Abb. 22E). Aus den Leitfahigkeiten liel8 sich auch erkennen, dass im Median der
KCNN4-Knockdown die Oberflachenexpression von 1-EBIO-aktivierbaren IKc,-Kandlen um mehr als
die Halfte reduzierte, so dass es Sinn machte, die Auswirkungen des KCNN4 Knockdown auf die
TTFields-Effekte in TA4-pGSCs zu untersuchen.
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Abb. 21. (Fortsetzung) Der IKco K*-Kanal-Blocker TRAM-34 verstdrkt in TA11 und TA16 die tumoriziden

und erniedrigt in TA4 pGSCs die Radioresistenz-induzierenden TTFields-Effekte. A, B. Normalisierte
Anwachsraten (A) und 4 Gy-Uberlebensfraktionen (SFsg,) (B) von TA4 (obere Reihe), TA11 (mittlere

Reihe) und TA16 (untere Reihe) pGSCs. Die Kulturen wurden unter Kontroll-Bedingungen (0 Vyp/cm, O

Gy, schwarze Kreise), oder fiir 30 min plus 24 h unter (neo-)adjuvanter TTFields-Behandlung (5
Vo/cm, O Gy, rote Kreise), oder fiir 24 h nach 4 Gy Einmalbestrahlung (0 V,,/cm, 4 Gy, schwarze
Dreiecke), sowie fiir 24 h nach 4 Gy kombiniert mit 30 min plus 24 h (neo-)adjuvanter-TTFields-
Behandlung (5 Vp./cm, 4 Gy, rote Dreiecke) kultiviert. Diese Experimente wurden zudem in Ab-
(DMSO-Vehikel-Kontrolle, offene Symbole) und Anwesenheit des IKc, K*-Kanalblockers TRAM-34 (5
uM, geschlossene Symbole) durchgefiihrt und das klonogene Uberleben nach 28 Tagen weiterer
Kultur ohne Medienwechsel mittels LDA erfasst. C, D. Aus (A, B) errechnete fraktionelle TTFields-

abhdngige Verdnderung der Anwachsraten in unbestrahlten (links) und 4 Gy-bestrahlten (rechts) TA4

(blaue Symbole, oben), TA11 (rote Symbole, mitte) und TA16 (schwarze Symbole, unten) pGSCs (C)
sowie deren 4 Gy-Uberlebensfraktionen (SFasy) (D) in Ab- (DMSO) und Anwesenheit von TRAM-34.
Gezeigt werden individuelle Datenpunkte (n = 12, N = 3) und Mediane (blaue Linien) in (A, B) und in
(C, D) Mittelwerte + SE (*: p < 0.05, nicht parametrischer Kruskal-Wallis Test mit Dunn‘s
Mehrfachvergleich Posthoc-Test in (A, B) und zweiseitiger gepaarter t-Test in C, D)).
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Abb. 22. KCNN4-Knockdown erniedrigt die 1-EBIO-aktivierbare, TRAM-34-sensitive Leitfdhigkeit in der
Plasmamembran von TA4 pGSCs. A, B. On-cell Ableitkonfiguration (A), und (B) original Ableitungen
der makroskopischen on-cell Stréme einer ntRNA- (oben) und einer KCNN4 siRNA-behandelten (unten)
TA4 pGSC-Zelle vor (Kontrolle, erste Stromspuren) und nach Bad-Applikation des IKc, K*-Kanal-
Aktivators 1-EBIO (500 uM, zweite bis vierte Stromspuren) sowie nach zusdtzlichem Ein- (dritte
Stromspuren) und Auswaschen (vierte Stromspuren) des IKc, K*-Kanal-Blockers TRAM-34 (200 nM).
Die Zellen wurden entweder fiir 48-72 h mit non-targeting (nt)-RNA (obere Reihe) oder KCNN4 siRNA
(untere Reihe) vorbehandelt (beide 20 nM). Zu beachten ist, dass diese Stréme im on-cell-Modus mit
KCl in der Pipetten-Lésung durchgefiihrt wurden, um héhere IKc,-generierte K*-Einwdrtsstréme zu
erzielen. Mit der somit hohen K*-Konzentration extrazelluldr des abgeleiteten Membranflecks und der
anzunehmenden hohen K*-Konzentration im Zytosol liegt das Ex (iber der Plasmamembran nahe 0 mV
Membranspannung. 0 mV Membranspannung werden dann erreicht, wenn das positiven
Klemmpotenzial das negative physiologische Membranpotenzial aufhebt. K*-selektive Stréme haben
damit ihr V.., bei positiven Klemmpotenzialen. C. Mittlere Strom-Spannungsbeziehungen (+ SE, n = 6)
nt-RNA (links) bzw. KCNN4 siRNA (rechts) vorbehandelten Zellen aufgenommen wie in (B, erste, dritte
und vierte Stromspuren) unter Kontroll-Bedingungen (Dreiecke) sowie nach 1-EBIO-vermittelter IKcq-
Aktivierung und Ein- (TRAM-34 + 1-EBIO, geschlossene Kreise) bzw. Wiederauswaschen (1-EBIOqte,
offene Kreise) von TRAM-34. D. Mittlere Strom-Spannungsbeziehungen (+ SE, Daten aus (C)) der
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TRAM-34-sensitiven Stromfraktion in 1-EBIO stimulierten nt-RNA (offene Kreise) bzw. KCNN4 siRNA
(geschlossene) behandelten TA4 Zellen. E. TRAM-34-sensitive makroskopische Leitféhigkeit des
spannungsgeklemmten Membranflecks der 1-EBIO-stimulierten nt-RNA- (offene Kreise) bzw. KCNN4
siRNA- (geschlossene) vorbehandelten (n = 6) TA4 Zellen. Gezeigt werden individuellen Daten aus (D).
Die Leitféhigkeit Ginwara wurde fiir die Einwdértsstréme im Klemmspannungsbereich von -100 mV bis
-30 mV durch lineare Regression berechnet (*: p < 0.05, Welch-korrigierter zweiseitiger t-Test).

3.10 KCNN4-Knockdown erniedrigt tendenziell die basale Klonogenizitat sowie nach

Einmal-Bestrahlung die TTFields-vermittelte Klonogenizitatssteigerung in TA4-pGSCs.
Hierzu wurden mit ntRNA- und KCNN4 siRNA-transfizierten TA4 pGSCs (48 h nach Transfektion)
preplating LDAs mit Einmal-Bestrahlung und TTFields-Kurzzeitbehandlung durchgefiihrt (Abb. 23).
Ahnlich dem pharmakologischen IKc.-Targeting mit TRAM-34, bewirkte IKc.-Knockdown eine
numerische Erniedrigung der basalen Anwachsraten (jedoch im Gegensatz zur TRAM-34-Behandlung
nur eine numerische Reduktion der Anwachsraten nach Einmal-Bestrahlung mit 4 Gy, Abb. 23A, links
bzw. rechts, jeweils schwarze Symbole). Analog der TRAM-34-Wirkung verbesserte 1Kc,-Knockdown
kaum den tumoriziden TTFields-Effekt in TA4-pGSCs (Abb. 23C, links), verringerte jedoch die
steigernde TTFields-Wirkung auf die Anwachsraten nach Bestrahlung (Abb. 23C, rechts) sowie
zumindest numerisch auch die steigernde TTFields-Wirkung auf die SF4 ¢, (Abb. 23D). Um die
ahnlichen Effekte von pharmakologischer Inhibition und Knockdown von 1Kc, noch einmal
herauszustellen, wurden die TRAM-34 Daten aus Abb. 21C, D (oben) noch einmal der Abb. 23C, D in
blauer Farbe unterlegt. Diese Ahnlichkeit zwischen der TRAM-34- und der KCNN4 Knockdown-
Modulation der TTFields-Effekte auf Klonogenizitat -und Radioresistenz-deutet somit nicht darauf
hin, dass (zumindest in TA4) TRAM-34 seine Wirkung anders als liber eine IKc,-Blockade entfaltet.

Neben IKc, stellt der ebenfalls Ca**-aktivierte BKc, (KCNMA1) K*-Kanal einen weiteren wichtigen
Player im Elektrosignalling von Glioblastomzellen dar 3. Glioblastomzellen exprimieren dabei eine
spezielle BKc, Variante 8, die durch Paxilline pharmakologisch blockiert werden kann **’. Da BKc,
zum einen bei der Elektroortung von Fischen 38 zum anderen in der Tumorbiologie und
Therapieresistenz von Glioblastomzellen herausragende Rollen spielt **, untersuchte diese Arbeit als
nachsten Schritt die Aktivitat von BKc,-Kandlen in der Plasmamembran von pGSC-Zellen und deren
Rolle bei der TTFields-Wirkung auf Klonogenizitdt und Radioresistenz.
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Abb. 23. KCNN4-Knockdown erniedrigt die TTFields-vermittelte Radioresistenz in TA4 pGSCs. A, B.
Normalisierte Anwachsraten (A) und 4 Gy-Uberlebensfraktionen (SFssy) (B) von TA4 pGSCs. Die
Kulturen wurden fiir 48 h mit nt-RNA (offene Symbole) bzw. KCNN4 siRNA (geschlossene Symbole)
vorbehandelt (beides 20 nM). Danach wurden die Zellen entweder fiir 24 h unter Kontroll-
Bedingungen (0 V,p/cm, 0 Gy, schwarze Kreise), oder fiir 30 min plus 24 h unter TTFields-Behandlung
(5 Vpo/cm, 0 Gy, rote Kreise), oder fiir 24 h nach 4 Gy Einmalbestrahlung (0 V,p/cm, 4 Gy, schwarze
Dreiecke), sowie fiir 24 h nach 4 Gy kombiniert mit 30 min plus 24 h (neo-)adjuvanter-TTFields-
Behandlung (5 Vpe/cm, 4 Gy, rote Dreiecke) kultiviert. Nach weiteren 28 Tagen Kultur wurde das
klonogene Uberleben mittels LDA analysiert. C, D. Aus (A, B) errechnete fraktionelle TTFields-
abhdngige Verdnderung der Anwachsraten (C) in unbestrahlten (links) und 4 Gy-bestrahlten Zellen
(rechts) sowie der 4 Gy-Uberlebensfraktionen (SFas,) (D) in Abhéingigkeit einer Vorbehandlung mit nt-
RNA bzw. KCNN4 siRNA (schwarze Symbole). Blau unterlegt sind nochmals die in Abb. 19C, D, oben
bereits gezeigten TA4-Daten zur pharmakologischen Hemmung von IKce mit Tram-34. Dargestellt
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werden individuelle Datenpunkte (n =16, N = 4 Passagen) und Mediane (blaue Linien) in (A, B) und in
(C, D) Mittelwerte + SE (*: p < 0.05, nicht parametrischer Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s
Mehrfachvergleich Posthoc-Test in (A, B) und zweiseitiger t-Test in (C)).

3.11 Die Hemmung von BK¢,;-Kanalen mit Paxilline modifiziert nicht die tumoriziden

und Radioresistenz-vermittelnden TTFields-Effekte in TA4-, TA11- und TA16 pGSCs
Die KC(NMA1 mRNA-Abundanzen variierten stark zwischen den einzelnen Passagen, wobei TA11
pGSCs noch die hochste BKc;-mRNA-Menge der 3 untersuchten pGSC-Kulturen exprimierte (Abb.
24A). In TA11 pGSCs lieRen sich auch in on-cell Patch-Clamp Experimenten (NaCl-reiche Lésung in
Superfusat und Ableitpipette (Abb. 24B) spannungsabhéangige (Abb. 24C) K*-Kanale mit sehr hoher
Einzelkanal-Leitfahigkeit im Bereich von 200 pS (Abb. 24D) nachweisen — Eigenschaften die typisch
furr Paxilline-sensitive BKc,-Kanéle sind 1*® 137 Um deren Funktion zu untersuchen, wurden analog zu
den TRAM-34-Versuchen preplating LDAs mit Einmal-Bestrahlung und Kurzzeit-TTFields-Behandlung
in An- und Abwesenheit des BKc,-Blockers Paxilline in TA4, TA11 und TA16 pGSCs durchgefiihrt. Wie
Abbildung 24E, F am Beispiel von TA11 und in der Zusammeschau aller 3 Kulturen in Abbildung 24G,
H zeigen, hatte Paxilline keinerlei Auswirkungen auf die tumoriziden und Radioresistenz-vermittelnde
TTFields-Effekte, womit eine Funktion von BKc, hierin weitgehend ausgeschlossen werden konnte.

Um auf molekularer Ebene neben IKc, weitere Kandidaten zu identifizieren, die wahrend einer
zellularer TTFields-Antwort differentiell exprimiert werden und moglicherweise zu der tumoriziden
und Radioresistenz-vermittelnden TTField-Wirkung beitragen, wurden im weiteren Verlauf dieses
Projekts die Transkriptomdaten von TA11 und TA16 pGSCs (jeweils 3 Passagen) nach Langzeit-
TTFields-Behandlung (0 bzw 5 V,p/cm) flr 5 Tage und gleichzeitiger fraktionierter Bestrahlung (5x 0
Gy bzw. 5x 2 Gy) analysiert. TA11 und TA16 pGSCs wurden deshalb fiir diese Analyse ausgewahlt, da
sie sich beziglich der TRAM-34-Effekte auf die tumorizide und Radioresistenz-vermittelnden
TTFields-Wirkung dhnlich verhielten (siehe Abb. 21C, links).
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Abb. 24. Blockade des BKcq, K*-Kanals durch Paxilline fiihrt zu keiner beobachtbaren Modlifizierung der
tumoriziden und Radioresistenz-vermittelnden Effekte in TA4, TA11 und TA16 pGSCs. A. Housekeeper-
normalisierte KCNMA1 mRNA Abundanz in den drei pGSC-Kulturen (gezeigt werden n = 8-16
individuelle Werte). B-D. Einzelkanal Ableitungen in einer TA4-Zelle mit on-cell-Ableitkonfiguration in
(B), original Stromspuren bei verschiedenen Haltepotenzialen in (C) und dazugehérige Beziehung
zwischen ,,Unitary Current Transitions” (i.e., Einzelkanal-Amplituden) und Haltepotenzial in (D). Aus
Letzterer errechnete sich mittels linearer Regression zwischen +80 und +95 mV Haltepotential (rote
Linie) eine Einzelkanal-Leitfdhigkeit von anndhernd 200 pS. Zu beachten ist in (C) die zunehmende
Anzahl gleichzeitig offener Kandle (gestrichelte graue Linien) mit zunehmend positiven Haltepotenzial,
die den Kanal als spannungsabhdngig ausweist. E, F. Normalisierte Anwachsraten (A) und 4 Gy-
Uberlebensfraktionen (SF46,) (B) von TA11 pGSCs. Die Kulturen wurden fiir 24 h unter Kontroll-
Bedingungen (0 V,,/cm, 0 Gy, schwarze Kreise), nach 30 min plus 24 h unter (neo-)adjuvanter
TTFields-Behandlung (5 V,n/cm, O Gy, rote Kreise), oder fiir 24 h nach 4 Gy Einmalbestrahlung (0
Vo/cm, 4 Gy, schwarze Dreiecke), sowie fiir 24 h nach 4 Gy kombiniert mit 30 min plus 24 h (neo-
Jadjuvanter-TTFields-Behandlung (5 V,p/cm, 4 Gy, rote Dreiecke) kultiviert. Diese Experimente wurden
zudem in Ab- (DMSO-Vehikel-Kontrolle, offene Symbole) und Anwesenheit des BKc, K*-Kanal Blockers
Paxilline (5 uM, geschlossene Symbole) durchgefiihrt und das klonogene Uberleben nach 28 Tagen
weiterer Kultur ohne Medienwechsel mittels LDA erfasst. G, H. Aus (C, D) und weiteren Experimenten
errechnete fraktionelle TTFields-abhdngige Verénderung der Anwachsraten (G) in unbestrahlten
(links) und 4 Gy-bestrahlten (rechts) TA4 (blaue Symbole), TA11 (rote Symbole) und TA16 (schwarze
Symbole) pGSCs (rechts) sowie in (H) deren 4 Gy-Uberlebensfraktionen (SFsy) in Abhdngigkeit einer
Ko-Inkubation mit Vehikel (DMSQO) oder dem BKcq-Inhibitor Paxilline. Gezeigt werden individuelle
Datenpunkte (n =12, N = 3) und Mediane (blaue Linien) in (E, F) und Mittelwerte * SE in (G, H).

3.12 Transkriptomanalyse und Kandidaten fur TTFields-regulierten Signalwege.
Zunachst wurde eine Hauptkomponenten-Analyse der RNA Abundanzen von TA11- (Abb. 25, links)
und TA16-pGSCs (Abb. 25, rechts) fiir alle vier Versuchsarme durchgefiihrt. Uberraschenderweise
unterschieden sich in beiden Kulturen die jeweils drei analysierten Passagen in ihren
Hauptkomponenten deutlich voneinander. Zum Teil waren diese Unterschiede insbesondere bei
TA11 pGSCs zwischen den Zellkultur-Passagen innerhalb eines Versucharmes groRRer als die
Unterschiede zwischen den Versucharmen innerhalb einer Passage.

Wurden nun in den TTFields-unbehandelten Kulturen die alleinigen Effekte der fraktionierten
Bestrahlung auf die RNA-Abundanzen in Vulkandiagrammen betrachtet, so zeigten sich in beiden
Kulturen grolRe radiogene Expressionsanderungen (Abb. 26A). AnschlieRende Netzwerkanalysen
(Abb. 26B) sagten dabei differentiell regulierte zelluldre Programme voraus (rote Schrift), die
bekanntermaRen bei der DNA-Schadensantwort beteiligt sind (Ubersichtsartikel in 1*°), wie hier
graphisch fur TA11 illustriert.
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Abb. 25. Transkriptom-Hauptkomponentenanalyse (principal component plot) der Transkripte
(lllumina NovaSeq® 6000 RNA-Sequencing) von jeweils drei unterschiedlichen Zellkulturpassagen
(pXX) der TA11 (links) und TA16 (rechts) pGSC-Kulturen. Die Transkript-Abundanz der pGSCs wurde
unter Kontrollbedingungen (schwarze offene Kreise), nach Langzeit-TTFields-Behandlung (rote offene
Kreise), nach fraktionierter Bestrahlung (schwarze geschlossene Kreise), sowie nach konkomitanter
fraktionierter Bestrahlung und TTFields-Behandlung (rote geschlossene Kreise) analysiert. Die pGSC-
Kulturen wurden dafiir an 5 aufeinanderfolgenden Tagen mit jeweils 0 oder 2 Gy bestrahlt und vor der
ersten Strahlenfraktion fiir 30 min neoadjuvant und nach den Strahlenfraktionen jeweils fiir 24 h
adjuvant mit TTFields (0 oder 5 V,p,/cm) behandelt.

Im Gegensatz zu fraktionierter Bestrahlung induzierten Langzeit-TTFields sowohl in unbestrahlten
(Abb. 27A) als auch in fraktioniert-bestrahlten Kulturen (Abb. 27B) signifikante Abundanzanderungen
in nur wenigen RNA-Spezies. Werden nun in den Vulkandiagrammen die TTFields-abhangig
differentiell exprimierten RNA-Spezies von TA11 (Abb. 27A, B, links) in den Datenpunkten von TA16
(Abb. 27A, B, rechts) blau markiert und umgekehrt, so kann nur fiir die fraktioniert-bestrahlten
Kulturen und auch nur fiir ein Transkript (Ubiquitin specific peptidase 6 N-terminal like (USP6NL)-
202) eine, in beiden Kulturen gleichsinnige — in diesem Falle — Hochregulation (Faktor 200 bzw. 290)
durch TTFields beobachtet werden. Dies deutet — zumindest beziiglich der Genexpression - auf nicht
gleichartige zellulare TTFields- Stressantworten in TA11 und TA16 pGSCs. RNAs, die
beschriebenermalien durch Hitzeschock differentiell reguliert werden, wurden in den
Vulkandiagrammen in Abb. 27A, B rot markiert und zeigten keine TTFields-abhédngige Abundanz-
Anderungen. Hieraus ergab sich neben der direkten Temperaturmessung (siehe Abb. 11B) eine
weitere, indirekte Evidenz fir eine isotherme TTFields-Behandlung durch das in diesem Projekt

verwendete Applikationssystem.
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fraktionierte Bestrahlung (5x 2 Gy iiber 5 Tage) induzierte Anderung (log,-Werte) der Transkripte-
Mengen in TA11 (links) und TA16 (rechts) pGSC Kulturen. Die differentiellen RNA Expressionen wurden
mittels RNA-Sequencings durch den Vergleich jeweils drei Kulturpassagen von schein- (5x 0 Gy) und
fraktioniert bestrahlter (5x 2 Gy) TA11 (links) bzw. TA16 (rechts) pGSCs bestimmt. Die rote horizontale
Linie zeigt den negativen dekadischen Logarithmus der Falscherkennungsrate (false discovery rate,
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FDR) von p = 0.05 an. Oberhalb dieser Linie werden die differentiellen Expressionsdaten als statistisch
signifikant angesehen. Die vertikalen Linien indizieren ein logz-fache strahleninduzierte
Expressionsdnderungen von -2 bzw. +2. Davon negativere bzw. positivere Werte werden als biologisch
relevante Anderungen betrachtet. B. prognostizierte genregulatorische Interaktionsnetzwerke
((https://www.networkanalyst.ca/NetworkAnalyst/ **°) der strahlungsinduziert (5x 2 Gy vs. 5x 0 Gy)

differentiell exprimierten Genen in TA11 pGSCs mit dem differentiell modifizierten Phénotyp (rote

Schrift).
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Abb. 27. Langzeit TTFields-induzierte Anderung der RNA Abundanzen in pGSCs. A, B. Volcano-Plots
der durch Langzeit-TTFields-Behandlung (5 Tage) evozierten Anderung (log-Werte) der Transkript-
Abundanzen in un- (A) und (B) fraktioniert bestrahlten TA11 (links) und TA16 (rechts) pGSC Kulturen.
Die differenziellen RNA-Expressionen wurden mittels RNA-Sequencings durch den Vergleich jeweils
drei Kulturpassagen von scheinbehandelten und Langzeit-TTFields (5 Vyp/cm fiir 5 d)-ausgesetzter
unbestrahlter- (5x 0 Gy)(A) und fraktioniert bestrahlter (5x 2 Gy) (B) TA11 (links) bzw. TA16 (rechts)
pGSCs ermittelt. Rote horizontale und vertikale Linien indizieren wiederum den Signifikanz-
Schwellenwert des negativen dekadischen Logarithmus der Falscherkennungsrate bzw. die
Schwellenwerte der als biologisch relevante Anderungen betrachteten log,-fachen Langzeit-TTFields-
induzierten Expressionsénderungen. Blaue Symbole kennzeichnen die in den jeweilis anderen pGSC-
Kultur differenziell exprimierten Transkripte, rote Symbole Transkripte, die bei der Anpassung an
Hitze-Schock eine Rolle spielen (USP6NL-202: Transkript der Ubiquitin specific peptidase 6 N-terminal
like).

M-Sinthese .

Stress Granula

Abb. 28. Genregulatorische Interaktionsnetzwerke Langzeit-TTFields-induzierter Genexpression. A-D.
Prognostizierte ((https://www.networkanalyst.ca/NetworkAnalyst/ **°) TTFields (5 Vps/cm vs. O
Vop/cm fiir 5 d)-induzierte Modulation von Signalmolekiilen und zelluldren Programmen (rote Schrift)

in scheinbestrahlten (5x 0 Gy, (A, B)) und fraktioniert bestrahlten (5x 2 Gy (B, C)) TA11 (A, C) und TA16
(B, D) pGSCs.
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Analysen genregulatorischer Netzwerke (Gene regulatory Networks) prognostizierten unter
Verwendung der SIGnaling Network Open Resource-Datenbank ! fiir unbestrahlte TA11- (Abb. 28A)
aber nicht fur unbestrahlte TA16-pGSCs (Abb. 28B) oder fraktioniert bestrahlte TA11- und TA16-
Kulturen (Abb. 28C, D) eine TTFields-induzierte Regulation von Membran-, Blebbing”, Synthese
extrazellularer Matrix, Angiogenese, Metastasierung, Zellproliferation oder Zelliiberleben. In
unbestrahlten TA16 pGSCs deuteten diese Analysen auf eine mogliche TTFields-Regulation von
Stressgranula hin. (Abb. 28B). In bestrahlten Zellen lieRen sich dagegen die durch TTFields
differentiell veranderten RNA-Abundanzen keinem speziellen zelluldaren Programm zuordnen (Abb.
28C, D).

Weiterhin konnten in Analysen von Signaltransduktions-Netzwerken durch Abgleich der Transkript-
Abundanzen mit den Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-Datenbanken '#? in schein-
und fraktioniert bestrahlten pGSCs Langzeit-TTFields-assoziierte Transkriptanreicherungen/-
abreicherungen bestimmten Signalwegen zugeordnet werden (Tab. 2). Hierbei wurden nur prognos-
tizierte Signalwege beriicksichtigt, fir die sich bei mindestens zwei der vier experimentellen Beding-
ungen (TA11 und TA16 jeweils schein- und fraktioniert bestrahlt) eine Falscherkennungsrate (FDR)
von FDR < 0.05 vorhergesagt wurden. Dabei zeigten sich durchaus Ubereinstimmungen zwischen
scheinbestrahlten TA11- und TA16-Zellen (z.B. Wnt Signaling) oder zwischen schein- und fraktioniert
bestrahlten TA11- (z.B. AMP Kinase Signaling) bzw. TA16-pGSCs (z.B., Mitophagy-Signaling).

Tab. 2. Prognostizierte, durch Langzeit-TTFields (5 Vp,/cm vs. O Vyp/cm fiir 5 d) modifizierte
Signalwege in schein- und fraktioniert bestrahlten TA11- und TA16-pGSCs. Pathway-
Anreichungsanalyse unter Verwendung der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-
Datenbank. Angegeben sind Signalwege, bei denen bei mindestens zwei der vier experimentellen
Bedingungen eine TTFields-assoziierte Verénderung mit einer Falscherkennungsrate (False discovery
rate, FDR) von FDR < 0.05 (rot) vorhergesagt wurden.

Signalwege Falscherkennungsrate (FDR)

pGSC-Kultur: TAll TAl6 TAl1l TAl6

Behandlung: 5x 0 Gy 5x 0 Gy 5x 2 Gy 5x 2 Gy
Whnt-Signalweg 1.22e-26 0.00773 0.193 -
Adhérenz-Verbindungen 5.73e-12 0.0102 - 0.212
Mitophagie 8.33e-07 0.00938 - 2.39e-07
Zellzyklus 7.06e-06 0.0361 - -
AMPK-Signalweg 3.48e-18 - 0.0182 1.65e-21
Adipocytokin-Signalweg 3.13e-09 - 0.00718 1.02e-06
Glucagon-Signalweg 1.82e-08 - 0.0144 5.12e-08
Apelin-Signalweg 4.14e-08 - 0.00352 0.149
cGMP/PKG-Signalweg 3.51e-06 - 0.0356 -
Schilddriisenkrebs 1.02e-14 - 0.0356 -
Transkriptionelle Fehlregulation bei Krebs 1.7e-05 - 0.0406 -
Langlebigkeit-Regulationswege 2.83e-15 - 0.142 1.17e-05
mTOR-Signalweg 3.47e-17 - - 7.09e-08
FoxO-Signalweg 4.75e-19 0.493 - 4.67e-06
P13K/Akt-Signalweg 8.06e-23 - - 0.000609
zirkadianer Rhythmus 4.56e-07 - 0.706 0.00806
Ras-Signalweg 1.65e-14 - - 0.0117
Langeit-Potenzierung 1.53e-07 - - 0.05

(https.//www.networkanalyst.ca/NetworkAnalyst/Secure/vis/NetworkView.xhtml, function explorer).
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Reslimierend lasst sich feststellen, dass Langzeit-TTFields das Transkriptom von schein- und
fraktioniert bestrahlten pGSCs moduliert. Dabei wurden Interaktionen mit vielen Signalwegen und
zellularen Programmen prognostiziert. Diese unterschieden sich aber weitgehend zwischen den
beiden analysierten pGSC-Kulturen und Bestrahlungs-Bedingungen.

Zuletzt untersuchte dieses Projekt den Einfluss von TTFields auf Funktionen des Immunsystems. Als
Messsystem wurde dabei die Lyse von TA4-, TA11- und TA16-pGSC-Zellen durch CD276-gerichtete
CAR-NK92-Zellen in Abhangigkeit einer TTFields Vor- und Co-Behandlung der Immunzellen
verwendet. pGSC-Zellen exprimieren in unterschiedlichem AusmaR CD276 auf ihrer Oberfliche 2.

3.13 TTFields hemmen nicht die Lyse von pGSC-Kulturen durch CAR-NK92-Zellen

Hierzu wurden CAR-NK-92-Zellen fir 24 h mit TTFields (0 bzw. 5 Vyp/cm) (schein-)behandelt und dann
mit vereinzelten, Calcein-beladenen TA4, TA11 bzw. TA16 pGSCs in NK-92/pGSC-
Mischungsverhéltnissen von 10:1, 2,5:1 bzw. 0,5:1 fiir 2 h wéhrend TTFields (0 bzw. 5 Vp,/cm)
(Schein-)Behandlung ko-inkubiert. Wie Abbildung 29 (Kreise) zeigt, veranderte 24 h TTFields-
Vorbehandlung der NK-92-Zellen deren Lyse-Aktivitat nicht. TTFields-Behandlung der pGSC-/NK-92-
Zell-Ko-Inkubation erhdhte dagegen (statistisch signifikant in TA4 und TA16, numerisch in TA11) die
pGSC-Lyse in nicht-vorbehandelten NK-92-Zellen (Abb. 29, schwarze Symbole), nicht aber in mit
TTFields vorbehandelten NK-92-Zellen (Abb. 27, rote Symbole).

TA4 TA11 TA16
, * p =0.055
g o 20 A 2.0 2.0
ex 2 A o
z
T 0 154 © 15 15
o c
T O 8
n
EQE 4, % 1.0 1.0
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0.0 0.0 e} 0.0
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Lyse: Kontrolle, | TTFields, Kontrolle, | TTFields, Kontrolle, | TTFields,

Abb. 29. TTFields haben nur schwache Auswirkungen auf die pGSC-Lyse durch CD276-gerichtete CAR-
NK-92-Zellen. Normalisierte Calcein Freisetzung (Einzelwerte und Mediane, blaue Linien, n = 18-36, N
=4-5) aus Calcein-beladenen TA4 (links), TA11 (Mitte) und TA16 Zellen (rechts) wéihrend Co-
Inkubation (2 h) mit CD276-gerichteten CAR-NK-92-Zellen. Die Lyse Experimente (10:1, 2,5:1 bzw.
0,5:1 NK-Zell:pGSC-Verhiltnis) wurden mit Schein- (schwarze Symbole) oder TTFields (5 Vpp/cm fiir 24
h, rote Symbole) vorbehandelten CAR-NK-92-Zellen in Abwesenheit (Kreise) und Anwesenheit
(Dreiecke) von (weiterer) TTFields-Behandlung (5 Vpp/cm fiir 2 h) wéhrend der 2-stiindigen Lyse
durchgefiihrt. Die Lyse wurde als Fraktion der Detergenzlyse berechnet und auf die Mittelwerte der
Kontrollen (ohne TTFields-Vorbehandlung der NK-Zellen, ohne TTFields wdhrend der Lyse) der
jeweiligen unabhdngigen Experimente normalisiert (*, **: p < 0,05 und 0,01, Bonferroni-korrigierter

zweiseitiger Welch t-Test).
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4 Diskussion

4.1 Biologische TTFields-Antworten

Die grofle EF-14-Studie zur adjuvanten TTFields-Behandlung von Glioblastompatienten wurde nicht
placebokontrolliert, da aus ethischen Gesichtspunkten einer Placebo-Kontrollgruppe nicht zugemutet
wurde, sich dreitaglich die Kopfhaut zu rasieren, Elektroden-Arrays auf diese aufzukleben und nach
Radio-Temozolomid-Therapie die meiste Zeit des Tages stationar an einem TTFields-Netzgerat oder
mobil an einem Akku-Rucksack angeschlossen zu sein, ohne dass elektrische Felder appliziert
werden. Das Fehlen der Placebo-Kontrollgruppe aber schlieBt nicht aus, dass es sich bei den TTFields-
assoziierten Verlangerungen von progressionsfreien- und Gesamtiiberleben um einen reinen
Placebo-Effekt handelt. Auch gibt die eingeschrankte Interpretierbarkeit (siehe Einleitung) der mit
wenigen Ausnahmen (z.B., ¥-%) mit dem inovitro™-Applikationssystem der Firma Novocure (oder
einem vergleichbaren Gerat) erhobenen in vitro-Daten letztlich keinen eindeutigen ,,Proof of
Principle” fiir tumorbiologisch relevante molekulare Effekte der TTFields. Mit ihrer isothermischen
und isoosmotischen Applikation von (flr die Klinik angenommenen relevanten) TTFields-Feldstarken,
erweitert die vorliegende Arbeit die Evidenz fiir tatsachliche biologische Effekte der TTFields, welche
im Folgenden diskutiert werden.

4.2 Tumorizide TTFields-Wirkung

Das klonogene Uberleben von Tumorzellen beschreibt die Fahigkeit eines Tumors nach einer
Therapie zu rezidivieren. Es gilt daher als der Goldstandard-Parameter fiir den therapeutischen
Nutzen einer Intervention **. In Ubereinstimmung mit den Literaturdaten (siehe Einleitung)
veranderte in der vorliegenden Arbeit TTFields Kurzzeit-Behandlung und Langzeit-Behandlung die
Klonogenizitat der stammzellanreichernden pGSC-Kulturen um den Faktor 0.4 bis 0.9 (siehe Abb. 12)
bzw. um Faktor 0.7 bis 0.8 (siehe Abb. 13). Hierdurch bestatigte sich die tumorizide Wirkung von
TTFields bei Glioblastomzellen auch mit einem isoosmotischen Applikationssystem der elektrischen
Wechselfelder.

4.3 TTFields-Effekte auf Radioresistenz

Strahlentherapie kann Tumorzellen dann eradizieren, wenn die Anzahl der eingefligten DNA-DSBs die
DNA Reparaturkapazitat der Zelle durch Nicht-Homologes End-Joining und Homologe Rekombination
(Letztere in spater S- und G; Phase des Zellzyklus) wahrend DSB-induzierten Zellzyklusarrests
ibersteigt (Ubersichtsartikel in 2#4). Sollten TTFields - wie in der Literatur beschrieben (siehe
Einleitung) - die DNA DSB-Reparatur hemmen, sollte sich dies in einer verminderten
Uberlebensfraktion (SF) duRern. Durch getrennte Normalisierung des klonogenen Uberlebens nach 4
Gy Bestrahlung auf die jeweilige 0 Gy Scheinbestrahlungs-Kontrollen fiir 0 bzw. 5 Vp,/cm TTFields,
kirzen sich bei dem dimensionslosen SF4g-Wert die direkten tumoriziden Effekte der TTFields
heraus. Die SF gibt somit die alleinigen Auswirkungen der TTFields auf die DNA-Schadensantwort der
pGSCs wieder.

In der vorliegenden Arbeit erhohten TTFields unerwartet die SF4 6, bei Einmal-Bestrahlung in 4 von 5
pGSC-Kulturen (Faktor 0.95 bis 2.1, siehe Abb. 12) und die SFsx2 6y bei fraktionierter Bestrahlung in 3
von 3 pGSC-Kulturen (Faktor 1.8 bis 3.6, siehe Abb. 13). Hierdurch lasst sich im vollkommenen
Gegensatz zu den Literatur-Befunden (siehe Einleitung) eine Strahlenresistenz-Induktion und keine
Radiosensibilisierung durch TTFields in den pGSC-Kulturen ableiten. Wird im Glioblastom rein
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spekulativ eine konstante TTFields-Steigerung der SFsy2 gy von Faktor 2 bis 3 zugrundegelegt, dann
lieRe sich dies fir die klinische 6-wdchige fraktionierte Glioblastom-Bestrahlung (5x 2 Gy/Woche,
bestrahlt wird Montag bis Freitag) auf eine Steigerung der SFsox2 6y von Faktor 2° bis 3° hochrechnen.
Und damit sanke die Wahrscheinlichkeit drastisch, die Glioblastomzellen zu eradizieren, welche
bereits vor der Operation um die zu resezierende primare Tumor-Ladsion in das umgebende Gehirn-
Parenchym disseminiert waren. Genau diese lokal disseminierten, nicht resezierten Zellen versucht
das Strahlen-Zielvolumen mitzuerfassen **. Sie spielen wahrscheinlich eine entscheidende Rolle fiir
die Rezidivierung des Tumors. Die Mehrzahl (70%) der Glioblastome rezidivieren lokal (= nahe der
Tumor-Resektionshdhle) und nicht distant 6. Demnach wiirden die Beobachtungen der
vorliegenden Arbeit translatiert auf die klinische Situation bedeuten, dass TTFields konkomitant zur
Radio-Temozolomid-Therapie nicht nur keinen Benefit fiir den Glioblastom-Patienten brachte,
sondern diesen schlimmstenfalls sogar schaden kdnnte.

4.4 TTFields-Effekte auf DNA-Reparatur und Zell-Zyklus

In TA11- nicht aber in TA4-pGSCs erniedrigte TTFields-Kurzzeit-Behandlung die residuellen yH,AX-Foci
24 h nach Bestrahlung mit 2 Gy, ein Umstand, der auf eine TTFields-induzierte Verbesserung der DNA
DSB-Reparatur in TA11- (nicht aber in TA4-) pGSCs deutet. In der Literatur wird dagegen
Uberwiegend an Tumor-Zellinien verschiedener Entitdten eine TTFields-assoziierte Hemmung der
DNA-Reparatur beschrieben *>7%73_ Eine Ausnahme stellt hier eine Arbeit dar ®’, die in pGCSs eine
robuste TTFields-Aktivierung von PARP- und ATR-vermittelter DNA-Reparatur aufzeigte. Da letztere
Daten so wie die Arbeiten an den Zelllinien*> 7> 7® ebenfalls mit dem inovitro™-Applikationssystem
erhoben wurden, lassen sich diese Unterschiede nicht auf eine unterschiedliche Methodik, sondern
am ehesten auf eine sich unterscheidende Biologie der untersuchten Zellmodelle zurtickfiihren.

Die zellulare DNA-Schadensreaktion umfasst neben Aktivierung der DNA-Reparatur eine
Verlangsamung des Zellzyklus. Mehr oder weniger strenge DNA-Schadens-Checkpoints in den Phasen
Gy, S und G; des Zellzyklus I6sen einen G- oder G2/M-Zellzyklusarrest oder eine Verlangsamung der
S-Phasen-Progression aus ', um die fiir die DNA-Reparatur erforderliche Zeit bis zur Mitose zu
gewinnen. Dariliber hinaus stellen auch wahrend der Mitose bzw. postmitotisch Decatenation
(erfolgreiche , Entkettung” der Schwester-Chromatide)-, Spindelassemblierungs- und Tetraploidie-
Checkpoints die Chromosomenintegritit der Zelle 1 sicher. Gerade der Spindelassemblierungs-
Checkpoint sollte bei der postulierten TTFields-induzierten Stérung des Spindelapparat-Aufbaus
(siehe Einleitung) in der Prometaphase zu einem mitotischen Zellzyklusarrest fiihren. Dieser ware
dann in der Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie in einem Auflaufen der Zellen im G;-Peak
des Propidiumjodid-DNA-Farbehistogramm sichtbar sein. In der vorliegenden Arbeit konnte bei
TA11-Zellen in der Durchflusszytometrie eine TTFields-assoziierte Akkumulation der Zellen nach 24 h
bzw. 48 h im G;-Peak dagegen nicht beobachtet werden (siehe Abb. 16). Dies ware aber zu erwarten
gewesen, falls alleinig eine Stérung des Spindelapparat-Aufbaus durch Kurzzeit-TTFields-Behandlung
die Erniedrigung des klonogenen TA11-Uberlebens verursacht hatte. Auch modulierten TTFields nicht
den radiogenen G,/M-Arrest der TA11-Zellen (siehe Abb. 12).

Zusammenfassend lassen sich daher die TTFields-assoziierte Radioresistenz in TA11 pGSCs
wahrscheinlich auf eine Verbesserung der DNA DSB-Reparatur nicht aber auf eine Modulation des
radiogen Zellzyklusarrests zurlickflihren. Fiir TA4-Zellen konnte dies dagegen nicht gezeigt werden.
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4.5 TTFields-assoziierte lonenkanal-Aktivitaten

TTFields induzierten in der Einzellzell-Applikation in der vorliegenden und in einer fritheren Arbeit
meiner Arbeitsgruppe in Tlbingen lonenkanal-Aktivitdten in der Plasmamembran von
Glioblastomzellen. Im Speziellen konnte dabei in der dlteren Arbeit eine TTFields-induzierte
Aktivierung eines Ca,1.2-vermitteltem Ca®*-Eintroms in zwei Glioblastom-Zellinien beobachtet
werden, der mit wenigen Minuten Verzégerung auftrat . Auch in den beiden Zell-Linien
verringerten TTFields das klonogene Uberleben. Diese tumorizide Wirkung, ging mit einem, G;- oder
S-Phase-Zellzyklusarrest, dem Zusammenbruch des inneren mitochondrialen Membranpotentials
und/oder einem DNA-Abbau einher. Interessanterweise erhohte Ca,1.2-Blockade in einer der beiden
Linien die tumoriziden TTFields-Effekte °’. Dies wire durch eine, im Rahmen einer TTFields-
Stressantwort, Ca,1.2-vermittelten TTFields-Resistenzreaktion erklarbar.

Glioblastomzellen exprimieren zwei Typen von Ca?*-aktivierten K*-Kanalen, IKc, und BKc,, die als
»Oncochannels” bezeichnet in vielen Tumorentitaten Gberexprimiert werden, wo sie zur malignen
Transformation, lokaler Tumorstreuung, Fernmetastasierung, oder Therapieresistenz beitragen
kénnen (Ubersichtsartikel in 3* %), Im Glioblastom, in dem IKc, und BKca vor allen in mesenchymalen
GSCs Uiberexprimiert werden, wirken beide Kanaltypen bei einer sogenannten radiogenen
Hypermigration der Tumorzellen mit 137- 130151,

Fir IKca wurde zudem wichtige Funktionen fir Aufrechterhaltung des Stammzellphanotyps,
Tumorstreuung im Gehirn 1% Immun-Escape *"**°, sowie fiir DNA-Reparatur, Strahlen- 16160
Temozolomid-Resistenz ! des Glioblastoms postuliert. Diese ,,onkogenen” Funktionen von IKc,
deuten sich auch durch eine inverse Korrelation der KCNN4-Abundanzen im Tumor und der Prognose
der Glioblastom- und niedergradigen Gliom-Patienten ** 162, sowie einer positiven Korrelation
zwischen IKc,-Tumorexpression und dem WHO-Malignitéts-,Grading” der Hirntumor-Entitaten **° an.

und

In der vorliegenden Arbeit aktivierten TTFields innerhalb Minuten IKc-Kanale in der Plasmamembran
von TA4- und TA11 pGSCs, die als 1-EBIO-aktivierbare, TRAM-34-sensitive, einwarts-gleichrichtende
und K*-selektive Strome eindeutig als IKc, indentifizierbar waren (siehe Abb. 17-20). Eine TTFields-
induzierte Aktivierung von BKc,-Kanalen liel8 sich hingegen nicht nachweisen (siehe Abb. 24). Obwohl
beide Kanaltypen Ca?*-aktiviert sind, zeigen BKc,- und IKc.-Kanile nicht gleichméRige Aktivititen in
der Plasmamembran, da sie i) verschieden Ca®*-Abhingigkeiten zeigen und ii) in unterschiedlichen
Membanspannungs-Fenstern arbeiten: IKc, zeigt bezliglich seiner Aktivitat keine
Spannungsabhangigkeit hat aber wegen seiner Einwartsgleichrichterfunktion (zunehmende Strome
mit zunehmender Negativitdt des Membranpotenzials) zunehmenden hyperpolarisienden Einfluss
auf das Membranpotential: je negativer dieses wird, desto mehr Einfluss nimmt die IKc.-Aktivitat auf
das Membranpotenzial, so dass IKc, das Membranpotenzial auf sehr negative Werte , klemmt”.
Depolarisation des Membranpotenzials, hingegen erhoht die Offenwahrscheinlichkeit von BKc,,
wobei eine Erhéhung der freien zytosolischen Ca**-Konzentration, die
Offenwahrscheinlichkeit/Spannungs-Kurve nach links (d. h., zu negativeren Spannungen) hin
verschiebt. Eine durch Depolarisation-induzierte Aktivierung von BKc,-Strodmen repolarisiert das
Membranpotenzial, wodurch sich die BKc,-Kanal Offenwahrscheinlichkeit wieder verringert
(Ubersichtsartikel in 63 164) Eine selektive IKc.- aber nicht BKcs-Aktivierung nach z.B. TTFields-
induzierter Ca,1.2 Aktivierung und daraus resultierender Erhéhung der zytosolischen freien Ca®'-
Konzentration ldsst sich somit mit den Unterschieden in der Physik beider K*-Kanaltypen erklaren.
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4.6 IKc, als TTFields-Resistenzfaktor und Vermittler einer TTFields-induzierten

Radioresistenz

Der IKca-Inhibitor TRAM-34 verstarkte den tumoriziden Effekt in TA11 und TA16, nicht aber in TA4
pGSCs, wohingegen TRAM-34 den Radioresistenz-vermittelnden TTFields-Effekt in TA4, nicht aber in
TA11 und TA16, abschwiéchte (siehe Abb. 21). KCNN4-Knockdown in TA4 pGSCs (siehe Abb. 22) hatte
dabei eine analoge Wirkung auf die TTFields-vermittelte Radioresistenz wie TRAM-34 in der TA4-
Kultur (siehe Abb. 23). Hieraus lasst sich eine duale Funktion von IKc, fiir die TTFields-Antwort der
Zellen ableiten. Abhdngig von der individuellen pGSC-Kultur bewirkte TTFields-induzierte IKca-
Aktivierung TTFields-Resistenz in unbestrahlten oder Radioresistenz in bestrahlten Zellen.

Eine derartige IKc,-vermittelte Radioresistenz wurde im Glioblastom **° und in murinen
Brustkrebszellen % nachgewiesen. Uber diese Entitdten hinaus konnte eine IKc,-Aktivierung durch
ionisierende Strahlung auch in menschlichem Lungenadenokarzinom- 1% 17 und menschlichen T-Zell-
Leukdmiezellen %% 1% gezeigt werden. Ein mégliches ,Upstream® Szenarium einer Kanal-Aktivierung
kdonnte eine radiogene Stabilisierung des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1a (HIF-1a) und die
Hochregulierung der HIF-1a-Zielgene Stroma Cell derived Factor 1 (SDF1, CXCL12) und seines C-X-C-
Motiv-Chemokinrezeptors 4 (CXCR4), die auto-/parakrines Chemokin-Signalling **’, Bildung von
Inositoltriphosphat (IP3) und Speicher-Freisetzung von Ca?* darstellen (Ubersichtsartikel in 17°).
Radiogenes Ca**-Signalling wurde in mehreren Zellmodellen berichtet 137- 160, 165,166, 168, 171182 ‘Nepen
der direkten Aktivierung iiber Ca®* werden Ca**-aktivierte K*-Kanale auch von Ca?*-regulierten
Kinasen wie Pyk2-Kinase (fokale Adh&sionskinase-2) moduliert 177183,

4.6.1 IKca-Funktion im Ca?*-Signalosom. Ca?*-aktivierte K*-Kanale beeinflussen dabei in
reziproker Weise wiederum das Ca®*-Signalling.

Bemerkenswerterweise haben die radiogenen BKc,- und IKc,-K*-Kanalaktivitaten unterschiedliche,
teilweise antagonistische Effekte auf die zytosolische freie Ca®*-Konzentration '”’. In analoger Weise
zeigten die radiogenen Aktivitdaten von K,3.4- und hERG1-K*-Kandlen gegensatzliche Effekte auf den
Ca”*-Einstrom und die steady state freie zytosolische Ca**-Konzentration in chronisch myeloischen
Leukdmie-Zellen '8 8 Innerhalb des Ca®*-Signalosoms generiert somit das interaktive und komplexe
Zusammenspiel von IKc, und/oder weiteren K*-Kanaltypen mit Ca®'-, spannungs- und Liganden-
regulierten Ca**-permeablen Kanilen in Plasmamembran und intrazelluldren Membranen lokale Ca*'-
Signale. Die K*-Kanalaktivitat der Plasmamembran stabilisiert, re- oder hyperpolarisiert das
Membranpotenzial, hilt dabei die elektrochemische Triebkraft fiir den Ca*-Einstrom in die Zelle
aufrecht und reguliert die Aktivitit spannungsgesteuerter Kanile. Die so generierten Ca**-Signale
unterscheiden sich in subzellularem Raum und Form (transient, lang-anhaltend oder oszillierend mit
unterschiedlicher Amplitude und/oder Frequenz). Die unterschiedlichen Signale regulieren dabei
unterschiedliche biochemische Effektorprotein-Signalwege (Ubersichtsartikel in ¥7). In
Ubereinstimmung hiermit sensibilisiert die pharmakologische Hemmung und/oder der genetische
Knockdown von K,3.4 '8 oder hERG1 '® in chronisch-myeloischen Leukdmie- und von IKc, in
Brustkrebs- ¥ und in Glioblastom-Zelllinien die Zellen gegeniiber ionisierender Strahlung.
Dariiberhinaus blockiert die pharmakologische Hemmung von IKc, in ektopen ' und orthotopen
Glioblastom-Mausmodellen % 56 das Tumorwachstum, die Gehirninfiltration oder die DNA-DSB
Reparatur. Dies weist eindeutig auf eine zentrale Funktion dieser Kanale fiir die DNA-
Schadensantwort hin.

4.6.2 Ca2+-Signalling im radiogenen Zellzyklusarrest.

Isoformen der vier Ca**/Calmodulin (CaM)-abhingigen Kinase-Il (CaMKIl)-Gene (ibersetzen Ca**-
Signale in langanhaltende biochemische Signale. Nach CaM-Bindung induzierter
Autophosphorylierung bleiben diese Kinasen unabhingig von Ca?* aktiv '*’. Altere Arbeiten meiner
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Arbeitsgruppe zeigten, dass lonenkanal-regulierte nukleare CaMKIlI-Isoformen wichtige Rollen beim
Zellzyklusarrest bestrahlter chronisch-myeloischer Leukdmie- 8418518 T_7e||-Leukdmie- 1°® und
Glioblastom-Zelllinien ¢ spielen. CaMKlIs regulieren dabei cdc25-Phosphatasen durch inhibitorische
Phosphorylierung und verhindern so die Aktivierung von phosphoryliertem cdc2 durch cdc25.
Phosphoryliertes cdc2 im Komplex mit Cyclin B arretiert den Zellzyklus an der G,/M-Grenze.
lonenkanal-, Targeting” in bestrahlten Glioblastom- und Leukdmiezellen hemmt beschriebenermalien
die CaMKII-Aktivierung, wodurch es zur cdc25-vermittelten Dephosphorylierung und Aktivierung von
cdc2 und damit zur Aufhebung des Zellzyklusarrests kommt 160168 176,184 pjese 7ellzyklusarrest-
Verkirzung bewirkt, dass die bestrahlten Zellen mit unfertiger DNA-DSB-Reparatur in die Mitose

eintreten, wodurch das klonogene Uberleben vermindert wird 6% 176,

4.6.3 Ca?*-Signalling und Reparatur radiogener DNA-Schaden.

Uber die Zellzykluskontrolle hinausgehend kann radiogenes Ca?*-Signalling direkt die DNA-Reparatur
steuern. In A549-Lungenadenokarzinomzellen verzogert die Inhibition oder der Knockdown
bestimmter Ca®*-permeabler nichtselektiver Kationenkanile die Aktivierung der Serine/Threonine
Kinase Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) oder die Akkumulation von Tumor suppressor p53-
binding protein 1 (53BP1) an den DNA DSBs 8% 1% ATM erkennt DNA-Doppelstrangbriiche und leitet
die DNA Schadensreparatur ein (Ubersichtsartikel in 1°?). In analoger Weise wurde in Nicht-
Kleinzelligen Lungenkrebszellen (NSCLC) die a261-Untereinheit eines spannungsgesteuerten Cay-
Kanals (CACNA2D1) als ein ,,upstream” Ereignis der ATM-Aktivierung identifiziert. Die Uberexpression
von CACNA2D1 in NSCLC beschleunigt die DNA-DSB-Reparatur und verleiht Strahlenresistenz 2.

4.6.4 Ca’*-Signaltransducer-Proteine.

Molekulare Schnittstelle zwischen Ca?*- und biochemischem Signalling stellt die niedermolekulare
Ca’*-sensitive S100-Proteinfamilie dar. S100-Proteine werden gewebe- und zelltypspezifisch
exprimiert und besitzen zwei Ca**-bindende Helix-Loop-Helix-EF-Hand-Motive. Sie agieren haufig als
Dimere und dhneln somit dem ubiquitadr exprimierten Calmodulin mit seinen vier EF-Hand-Motiven
193 In der menschlichen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT wurde nachgewiesen, dass DNA-Schiden die
Nucleolin-vermittelte Translokation von S100A11 in den Zellkern induzieren ***, wo es zusammen mit
Rad54B an DNA-DSBs lokalisiert 1°°, Dariiber hinaus bildet SI00A11 in HaCaT-Zellen Berichten zufolge
Komplexe mit RAD51 an DNA-Reparaturstellen. Die Herunterregulierung von S100A11 verzogert den
Schwesterchromatidaustausch *°® und deutet somit auf seine Rolle bei der Rad54/RAD51-abhingigen
DSB-Reparatur durch Homologe Rekombination *%’.

Neben der homologen Rekombination wird auch die DNA DSB-Reparatur durch Nicht-homologes
End-Joining (NHEJ) Giber Ca**-Signale reguliert. Die Ca**-Permeabilisierung der Plasmamembran der
spontan immortalisierten menschlichen Brustepithelzelllinie MCF-10 stimuliert nachweislich die
proteolytische Spaltung von K80 durch die nuklear translozierte Calcium-aktivierte Protease m-
Calpain. Die gespaltene Form von Ku80 heterodimerisiert mit Ku70 und initiiert NHEJ durch
Rekrutierung und Aktivierung von DNA-PKcs an den Ort der DNA-Schadigung .

Isoformen der CaMKII-Kinasen fungieren als weitere Ca®*-Signaltransducer-Proteinen bei der DNA-
Schadensreparatur indem sie PARPs regulieren %, PARPs erkennen und initiieren die Reparatur von
DNA-Einzelstrangbriichen 2%, Letztlich wurde gezeigt, dass Annexin-A3, ein Mitglied der Familie der
Ca’*-abhiangigen Phospholipid-bindenden Proteine, bei Nasopharynxkarzinomen die radiogene EGFR-
Aktivierung und -Translokation in den Zellkern hemmt, wodurch die nachgeschaltete DNA-PKcs-
Aktivierung verringert und die DNA DSB-Reparatur durch NHEJ beeintrachtigt wird 2.
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4.6.5 IKcs-zielgerichtete Therapie.

Diese publizierten Daten zur Ca**-Regulation der DNA-Schadensantwort kombiniert mit den
Befunden der vorliegenden Arbeit und eines dlteren Projekts meiner Arbeitsgruppe in Tibingen zur
TTFields-induzierten Aktivierung von Ca, Ca**-Kanilen ¥ kénnten darauf hindeuten, dass in den
pGSCs TTFields-induziertes Ca®*-Signalling an der beobachteten TTFields-assoziierte Radioresistenz
beteiligt ist. Diese Hypothese wird zum einen gestitzt durch den Umstand, dass in TA4 pGSCs die
Hemmung von dem Ca?*-aktivierten K*-Kanals IKc, die Radioresistenz-auslésende TTFields-Wirkung
abschwdachte. Zum anderen legt auch die IKc,-Abhangigkeit der tumoriziden TTFields-Wirkung in
TA11- und TA16-pGSCs ein durch TTFields ausgeldstes Ca®*-Signalling nahe. Hieraus l3sst sich eine
duale Rolle von IKc, als Resistenzfaktor von TTFields- und Strahlentherapie ableiten. Obwohl IKc, in
sehr vielen Geweben, so auch in Immunzellen exprimiert wird °?, ist der Kanal ,druggable”. In
klinischen Studien zur Sichelzellandmie wurde der potente IKc,-Inhibitor Senicapoc sehr gut von den
Patienten vertragen 2% 2% Auch scheint ein pharmakologisches IKc,-Targeting die Antitumor-
Immunantwort in syngenen Glioblastom-Mausmodellen nicht zu schwiachen 1157295 Somit wire
IKca-, Targeting” auch in der klinischen Situation eine Option, Glioblastome fiir TTFields zu
sensibilisieren bzw. ungewollte TTFields-vermittelte Radioresistenz zu unterbinden.

4.7 Transkriptom

Die Auswirkungen von TTFields auf das Transkriptom von fraktioniert bzw. scheinbestrahlten TA11
und TA16 pGSCs ergaben jedoch keine, in beiden pGSC-Kulturen Gibereinstimmenden, Hinweise auf
eine TTFields-abhangige differentielle Expression von lonenkanilen/-Pumpen/-Transporter des
Signalosoms. Ebenso unterschieden sich fast alle weiteren TTFields-abhangig differentiell-
exprimierten Transkripte zwischen TA11 und TA16 pGSCs (siehe Abb. 27, blaue Symbole). Einzig ein
Transkript des USP6NL-Gens wurde in beiden fraktioniert bestrahlten pGSC-Kulturen durch TTFields
hochreguliert. USP6NL fungiert als GTPase-aktivierendes Protein kleiner monomer GTPasen der Ras-
Superfamilie wie Rab5 2%, Rab41 %°” oder Rab43 2%, USP6NL reguliert Endosomen-Trafficking in der
Endozytose 2%% 29 Actin-Remodelling 2%, Turnover von fokalen Adhasionen und Zellmigration 2°,
wirkt mit bei der Golgi Organisation 2% und ist assoziiert mit Alzheimer Demenz ?'*. USP6NL férdert
zudem die maligne Progression und Tumorizitat bei Mamma- 21?213, kolorektalen- 2142!¢ und
Magenkarzinomen 2%, Insbesondere hemmt es die Internalisierung von EGFR 2 %1% Bej
Mammakarzinomen wurde gezeigt, dass diese verzogerte EGFR-Internalisierung und -Degradation
und die daraus resultierende anhaltende chronische AKT-Aktivierung und nachfolgende Stabilisierung
des Glukose-Uniporters Glutl die aerobe Glykolyse und Laktatgirung bei Brustkrebszellen férdert 2.
Analog wurde fiir das Glioblastom in vivo und in vitro eine positive Assoziation zwischen USP6NL und
EGFR und einem Temozolomid-resistenten, stark migrierenden und invasiven Phanotyp beschrieben.
Herunterregulierung von USPENL verringerte die DNA Schadensreparatur und erhéhte dabei die
Temozolomid-Sensitivitat 2.

Damit kdnnten diese Literaturbefunde einen ersten Hinweis darauf geben, dass die in fraktioniert
bestrahlten TA11 und TA16 pGSCs beobachtete TTFields-induzierte Hochregulation eines USP6NL-
Transkripts zur TTFields-vermittelten Radioresistenz (siehe Abb. 13) mit beitragen kdnnte. Zudem
prognostizierten Anreicherungsanalysen genregulatorischer (siehe Abb. 28) und Signaltransduktions-
Netzwerke (siehe Tabelle 2) die TTFields-Modulation von z.B. Zell-Survival und Proliferation in
unbestrahlten TA11 pGSCs bzw. von Signalwegen wie z.B. Wnt-, AMP-abhéangige Kinase (AMPK)-,
PI3K-AKT-; RAS-, oder mTOR-Signalling in unbestrahlten und/oder bestrahlen TA11 und/oder TA16
pGSCs. In Ubereinstimmung mit den Literaturdaten (siehe Einleitung) weisen diese Projektionen
somit auf ein wahrscheinliches Eingreifen der TTFields in multiple Signalwege und zelluldre Prozesse
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hin. Dariiberhinaus deuten diese Analysen auf eine hohe interindividuelle Heterogenitat der TTFields-
Wirkung im Glioblastom hin, welche im tGbernachsten Kapitel (Kapitel 4.9) ndher diskutiert wird.

4.8 Immunsystem

In der vorliegenden Arbeit wurde das in meiner Arbeitsgruppe in Tlbingen etablierte CAR-NK-Zell
Lyse-Testsystem verwendet, um den Einfluss einer TTFields Vorbehandlung der CAR-NK-Zellen bzw.
einer TTFields-Behandlung wahrend der Lyse auf die Eliminierung von Glioblastomzellen durch NK-
Zellen zu analysieren. NK-Zellen, als Vertreter des angeborenen Immunsystems erkennen und
lysieren Glioblastomzellen z.B. Gber deren herunterregulierten MHC-Klasse-I Oberflachenexpression.
Dabei sezernieren NK-Zellen Interferone, Perforine und Granzyme und induzieren das Hochregulieren
der Todesrezeptoren wie Fas-Ligand und TRAIL in der Glioblastomzelle. Zudem unterstiitzen sie die T-
Zell-vermittelte Tumorimmunitat, indem sie die Antigenexpression der Glioblastomzellen induzieren,
die Aktivitdt der dendritischen (DC)-Zellen aufrechterhalten und die T-Zell-Infiltration fordern.
Entsprechend assoziieren genetische NK-Zell-Signaturen im Tumor mit dem Uberleben der Patienten.
Aufgrund des hoch-immunsuppressiven Tumormikromileus birgt das immunologisch , kalte”
Glioblastom jedoch nur minimale NK-Zell-Infiltration, auch wenn diese die T-Zell-Infiltration
ibersteigt (Ubersichtsartikel in 22).

NK-Zell-basierte adoptive Immuntherapien stellen aussichtsreiche Konzepte fiir zukiinftige
Behandlungen von Glioblastompatienten dar. Identifizierung und Blockade von NK-Zell-Immun-
Checkpoints und spezifisches , Targeting” von Glioblastom-assoziierten Antigenen durch
Transduktion von chiméaren Antigenrezeptoren (CAR) erlauben die hohe lytische Kapazitat der NK-
Zellen therapeutisch auszuniitzen. Die geringe zu erwartende , Graft-versus-Host” Reaktion von NK-
Zellen ermoglichen zudem eine allogene "off-the-Shelf" Transplantation von proliferations-
inaktivierten immortalisierten NK-Zellinien wie sie die CD276-gerichteten CAR-NK-92-Zelllinie
darstellt (Ubersichtsartikel in 22?)

Die vorliegende Arbeit ergab - analog zu den in der Literatur beschrieben Effekten in T-Zellen (siehe
Einleitung) - keine Hinweise auf eine Stérung der CAR-NK-92-Funktion durch TTFields, weder im
Vorbehandlungsmodus noch wahrend der Glioblastomzelllyse. Bei letzterem wurde sogar eine leicht
TTFields-induzierte Verbesserung der Lyse beobachtet (siehe Abb. 29). Damit deuten diese Befunde
auf die Moglichkeit, TTFields mit zukiinftigen CAR-NK-Zell-Therapien beim Glioblastom zum
kombinieren.

4.9 Patienten-individuelle Unterschiede

In den funktionellen Tests (klonogenes Uberleben, Radioresistenz; DNA-Reparatur, TRAM-34-
Sensitivitat) und in den Transkriptom-Analysen der vorliegenden Arbeit unterschieden sich die
TTFields-induzierten Effektstarken zwischen den individuellen pGSC-Kulturen. Dies ldsst sich am
ehesten durch patientenindividuelle biologische Unterschiede zwischen den in Kultur genommenen
Glioblastomzellen erklaren. Tatsachlich wurden im Glioblastom verschiedene molekulare Subklassen
identifiziert, die sich bezliglich GSC-Eigenschaften, Treibermutationen und Prognose deutlich
unterscheiden.

4.9.1 Molekulare Glioblaston Subklassen

Uber Genom- und Transkriptomdaten konnten letztendlich drei diskrete (proneural, klassisch und
mesenchymal) molekulare Subklassen des Glioblastoms identifiziert werden 22224 patienten mit
eindeutig einer molekularen Subklasse zuordenbaren Tumoren unterscheiden sich in ihrem
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medianen Gesamtiiberleben (proneural > klassisch > mesenchymal) %24, In einem umgekehrten
Ansatz lieRen sich Giber die Assoziation mit dem Patienten-Uberleben prognostische Epigenom-
(DNA-Methylierungscluster 1-3) und Transkriptom- (mitotisch, intermediar und invasiv) Subklassen
des Glioblastoms definieren. Hier zeigten die invasive Transkriptomklasse und die DNA-
Methylierungsklasse-3, welche in der mesenchymalen Subklasse angereichert ist, die schlechterste
Krankheitsprognose 22> 226, Letztlich belegten friihere Arbeiten meiner Arbeitsgruppe in Tibingen,
dass Glioblastome mit einer mesenchymalen, invasiven pGSC-Signatur distanter rezidivieren und mit
einer schlechteren Patienten-Prognose assoziieren als Tumoren mit einer proneuralen Signatur &°,
Das Glioblastom zeigt somit eine hohe intertumorale Heterogenitat. Letztere lasst sich auf
heterogene onkogenetische Prozesse wahrend der malignen Transformation zuriickfiihren

4.9.2 Treibermutationen

In Glioblastomen liegen gehauft Einzelkopie-Deletionen in Chromosom-10 (Phosphatase and Tensin
Homolog (PTEN)) und Amplifikationen in Chromosom-4 (PDGFRA, Platelet-derived Growth Factor
Receptor-A), in Chromosom-7 (Cyclin-dependent Kinase-6 (CDK6), Hepatocyte Growth Factor
receptor (HGFR) und EGFR), in Chromosom-12 (Mouse double minute-2 Homolog (MDM?2), Cyclin-
dependent Kinase 4 (CDK4)), und in den Chromosomen-19 und -20 vor. Somatische Mutationen in
Telomerase reverse Transkriptase-Promoter (TERTp, als eines der frithen Ereignisse in der malignen
Transformation), TP53, EGFR (EGFRvIII), PTEN, Neurofibromin-1 (NF1),PI3K catalytic Subunit alpha
Isoform (PIK3CA)), PI3K regulatory Subunit alpha (PIK3R1), Retinoblastoma-associated Protein
1(RB1), Spectrin alpha Chain, Erythrocytic-1 (SPTA1), a-Thalassemia/mental Retardation Syndrome X-
linked (ATRX), KEL (Kell Blood Group Glycoprotein), PDGFRA (Platelet-derived Growth Factor
Receptor A), und GABRA6 (Gamma-aminobutyric Acid Receptor Subunit alpha-6) wurden als haufige
Treiber bzw. Begleit(Passanger)-Mutationen erkannt. Proneurale Tumoren weisen dabei gehauft
Veranderungen in PI3K, PDGFRA, TP53 auf. PTEN Deletionen und EGFR Amplifikation sowie seltener
TP53 Mutationen kennzeichnen klassische Glioblastome. Mesenchymale Glioblastome besitzen
dagegen eine hohe NF1 Mutationslast (Ubersichtsartikel in 227).

Diese intertumorale Heterogenitat in der Biologie des Glioblastoms bedeutet auch, dass
Glioblastompatienten wahrscheinlich sehr heterogen auf eine TTFields-Therapie ansprechen. Um so
wichtiger ist es demnach, molekulare Wirk- und/oder Resistenz-Mechanismen zu kennen, um mit
diesem Wissen, Patienten fiir die TTFields-Therapie zu stratifizieren oder auch TTFields-Resistenzen
bei TTFields-Therapie-refraktaren Patienten pharmakologisch durchbrechen zu kénnen.

4.10 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die vorliegende Arbeit bestatigt unter isoosmotischen und isothermen TTFields-
Applikationsbedingungen die tumorizide Wirkung der elektrischen Wechselfelder im Glioblastom. Im
vollkommenen Gegensatz zu Berichten anderer Arbeitsgruppen konnte eine radiosensibilisierende
TTFields-Wirkung nicht nachgewiesen werden. Im Gegenteil, TTFields induzierten in den
verwendeten pGSC-Modellen Radioresistenz. Eine zur Temozolomid-Radiotherapie konkomitante
Anwendung von TTFields kdnnte sich daher sogar nachteilig fir die Glioblastompatienten auswirken.

Die vorliegende Arbeit liefert zudem Hinweise auf einen alternativen molekularen Mechanismus der
elektro-biologischen Transduktion von TTFields: externe elektrische Wechselfelder steigerten die
Aktivitdt von Ca®*-abhingigen IKc, K*-Kanilen. In der Signalkette upstream von IKc, kénnten dabei
spannungsgesteuerte Ca, Ca®*-Kanile als molekulare ,Receiver” von externen Feldstirken-
Anderungen agieren. Downstream von IKc,, einem wichtigen Modul des Ca?*-Signalosoms in
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Glioblastomzellen, stehen nachgewiesenerweise Ca?*-Effektorproteine, die zur Zellzyklus-Kontrolle,
DNA-Schadensreparatur oder Zellmigration/Gehirninvasion beitragen.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch Blockierung von IKc, mit TRAM-34 die tumorizide TTFields-
Wirkung in 2 von 3 untersuchten pGSC-Kulturen gesteigert und die TTFields-vermittelte
Radioresistenz in 1 von 3 Kulturen abgeschwacht werden. Somit kann IKc, als Faktor beschrieben
werden, der im Rahmen der zellulidren TTFields-Stressantwort, das Uberleben der Glioblastomzelle
steigert.

Letztlich verdeutlichte die vorliegende Arbeit die Heterogenitat der patienten-individuellen TTFields-
Effekte im Glioblastom. Ubersetzt in die klinische Situation sind daher groRe Unterschiede in den
Ansprechraten einer TTFields-Therapie zu erwarten. Mit IKc, stellt die vorliegende Arbeit einen
moglichen Kandidaten fiir einen Prognosefaktor vor, liber dessen Glioblastom-Abundanz in Zukunft
Patienten moglicherweise fiir eine TTFields-Therapie stratifiziert werden kdnnten. Auch ware eine
TTFields-Sensibilisierung bzw. eine Blockade einer TTFields-induzierten Radioresistenz durch
systemische Ko-Applikation des IKca-Inhibitors Senicapoc denkbar.

Fiir eine zukiinftige Therapiestratifizierung und/oder Uberwindung von TTFields-Resistenzen braucht
es aber mehr und vor allem robustere praklinische Daten - Daten {iber die genauen molekularen
Mechanismen der vermutlich multiplen TTFields-Effekte im Glioblastom, dem zugrundeliegenden
Signalling und der dadurch modulierten Tumorbiologie und -Physiologie. Insbesondere konnten
hierzu genregulatorische und Signaltransduktionsnetzwerke, die - wie auch in der vorliegenden
Arbeit - durch Omics-Daten als TTFields-abhangig reguliert prognostiziert wurden, biochemisch
verifiziert und deren funktionelle Signifikanz dann in Knock-out/-down Experimenten analysiert
werden. Eine weitere Strategie ware Prognosemarker fiir ein TTFields-Ansprechen aus der
retrospektiven Assoziation von Patienteniiberleben und biochemischen/molekularbiologischen
Daten von Glioblastomresektaten oder patientenstammigen Glioblastomkulturen zu identifizieren.
Bis dies aber in hoffentlich nicht allzu langer Zeit so weit sein wird, bleibt die Antitumor-Therapie mit
elektrischen Wechselfeldern, abgesehen von ihrer inzwischen von der Scientific Community
weitestgehend anerkannten Wirksamkeit, ein biologisches Mysterium.

4.11 Limitationen

Die vorliegende Arbeit hat folgende technisch-methodische, biologische und inhaltliche
Fehleranfilligkeiten bzw. Limitationen.

4.11.1 Technisch-methodisch

Mit dem verwendeten TTFields-Applikationssystem war es leider nicht moglich, die eingestrahlten
Feldstarken direkt wahrend eines Experiments zu monitoren. Wegen der niedrigen Permittivitat von
Luft bedingen schon kleine Anderungen in der Plattenkondensator-Geometrie des
Elektrodenplatten/Multiloch-Zellkulturplatten/Mediumsaulen-Sandwichs signifikante
Feldstarkendanderungen im Medium. Obwohl hier immer versucht wurde, die Geometrie der
Testplatten fir die Feldstarken- und Temperaturmessung genauertens in den biologischen
Experimenten nachzustellen, ware ein direktes ,,Real-Time“-Monitoring von den elektrischen
Feldstarken wiinschenswert gewesen.

Das klonogene Uberleben von frei flottierenden Zellen bzw. daraus entstehenden Sphiroiden kann
nicht wie bei adherent wachsenden Zellen mittels Koloniebildungstest durch Auszahlen der sich
bildenden Zellkolonien bestimmt werden. Stattdessen wurde mit dem , Limited Dilution Assay” (LDA)
in einem Alles-oder-Nichts-,Read-out” das Uberleben sequentiell 1:2-verdiinnter Zellen detektiert,
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wodurch die daraus resultierenden GréRenunterschiede der Messdaten von Faktor 1/2" groRe
Datenstreuungen verursachten.

4.11.2 Biologisch

Die Transkriptom-Hauptkomponentenanalyse (siehe Abb. 25) deuten darauf hin, dass sich entgegen
fritherer Beobachtungen & die pGCS-Kulturen wihrend liangerem Passagierens biologisch
veranderten. Da alle Experimente mit mehreren Passagen durchgefiihrt wurden, verringert diese
passagenbedingte Varianz zwangslaufig die Wahrscheinlichkeit, TTFields-bedingte Unterschiede zu
identifizieren.

4.11.3 Inhaltlich

TTFields werden in der Klinik in Studien und Standardtherapie konkomitant zur Temozolomid-
Radiotherapie bzw. Temozolomid-Erhalt-Chemotherapie appliziert. Obwohl urspriinglich geplant,
war es in der vorliegenden Arbeit wegen der limitierten Anzahl von benétigten Geratschaften
(TTFields-Generator, Brutschranke etc.) und den langen Nachbeobachtungszeiten im LDA (28 Tage)
nicht moglich, eventuelle Temozolomid-sensibilisierende oder -Resistenz-vermittelnde Effekte der
TTFields in der fiir dieses Projekt zur Verfligung stehenden Zeitspanne von 3 Jahren zu untersuchen.
Folglich ergeben sich Einschrankungen fiir die klinische Relevanz der hier vorgestellten Ergebnisse.
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5 Zusammenfassung

Das Gehirn-infiltrierende Wachstum und die hohe Therapieresistenz von Glioblastoma multiforme,
dem haufigsten priméaren Hirntumor bei Erwachsenen, bedingt eine sehr schlechte Prognose fiir die
Glioblastom-Patienten mit einem medianen Uberleben von unter zwei Jahren. TTFields, eine von der
Firma Novocure in Haifa entwickelte Elektrotherapie mit schwachen (1-3 V/cm) elektrischen 200 kHz
Wechselfeldern, wird bei Glioblastom-Patienten optional adjuvant (nach chirurgischer
Tumorresektion und Radiochemotherapie mit Temozolomid) zusammen mit der Temozolomid
Erhaltungstherapie eingesetzt. Eine multizentrische Studie untersucht derzeit bei Glioblastom-
Patienten den Benefit von TTFields konkomitant zur Radiochemotherapie. Hinweise fir eine
radiosensibilisierende Wirkung von TTFields ergaben hierzu in vitro-Daten die mehrheitlich mit dem
Inovitro-System der Firma Novocure an Glioblastom-Zelllinien erhoben wurden. Das Inovitro-System
hat allerdings den Nachteil, dass es systembedingt durch die TTFields-Applikation, nicht aber bei den
Kontrollzellen, die Osmolaritat des Zellkulturmediums erhéht, und so nicht zwischen TTFields- und
Osmolaritatseffekten unterschieden werden kann. Ein Ziel dieser Arbeit war daher, ein TTFields-in
vitro-Applikationssystem zu entwickeln, das klinisch relevante Feldstarken ohne
Osmolaritatserhhung des Mediums appliziert und die beschriebenen tumoriziden und
radiosensibilisierenden Eigenschaften der TTFields an - in diesem Fall - patientenstammigen
Glioblastomstammzell-anreichernden Kulturen (pGSCs) zu Gberprifen.

Molekulares Dipol-Alignment und Dielektrophorese an der Zellteilungsfurche wurden als biologische
Mechanismen der TTFields-Wirkung in der Literatur postuliert, die das Ausbilden des Spindelapparats
wahrend der Mitose bzw. die symmetrische Verteilung von Zellkomponenten wahrend der
Zytokinese behindern. Bemerkenswerterweise kdnnen manche Fischarten elektrische Gleich- oder
Wechsel-Felder mit speziellen Organen perzeptieren deren Feldstarken weit unter denen der
TTFields-Therapie liegen. Da hierbei als ,molekulare Antennen” spannungsaktivierte lonenkanale und
resultierende Ca**-Signale fungieren, und eine TTFields-induzierte Aktivierung von Ca?*-Kanalen in
einer frilheren Arbeit direkt gezeigt werden konnte, untersuchte diese Arbeit als zweites Ziel eine
TTFields-induzierte Aktivierung von IKc,- und BKca-K*-Kanalen in pGSCs als weiterer bzw. alternativer
molekularer Mechanismus der Elektrotherapie-Wirkung im Glioblastom.

Sind weitere molekulare Wirk- und/oder Resistenzmechanismen der TTFields-Therapie bekannt,
konnten Patienten (iber Sensitivitdts- bzw. Resistenzmarker des Glioblastoms fiir eine TTFields-
Therapie stratifiziert bzw. sensibilisiert werden, letzteres durch pharmakologische Blockade der
identifizierten Resistenzmechanismen. Ein drittes Ziel dieser Arbeit war daher lber differentielle
Transkriptom-Analysen, TTFields-regulierte mRNAs in unbestrahlten und bestrahlten pGSC-Kulturen
zu identifizieren, um so Hinweise Uber weitere TTFields-modifizierte Signalwege zu erlangen.

Das Glioblastom stellt einen immunologisch , kalten” Tumor dar. Die Patientenprognose korreliert
dabei mit der Anzahl der in den Tumor eingewanderten CD8" zytotoxischen T-Zellen, wodurch sich
Therapien zur Uberwindung der Immunsuppression im Glioblastom anbieten. Auch wenn bisher
klinische Studien hierzu negativ verliefen, untersuchte diese Arbeit als letztes Ziel die Auswirkungen
von TTFields auf die anti-Glioblastom-Immunabwehr exemplarisch an der Lyse von pGSCs durch
CD276-gerichtete CAR-NK-Zellen.

Methodisch wurden aus resezierten Tumorproben pGSC-Kulturen angelegt und beziiglich ihrer
mesenchymal-proneuralen Stammzell-Signaturen und Radioresistenz charakterisiert. TTFields
wurden mit einem neu entwickelten TTFields-Generator unter Temperatur- und Osmolaritats-
Konstanz zusammen mit ionisierender Strahlung (0, 2, oder 4 Gy) einmal (iber 24 h, oder fraktioniert
tiber 5 Tage appliziert. Als MessgréBen wurde das klonogene Uberleben in , Limited Dilution Assays”,
der Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie, die DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur durch Zahlen der
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nukledren residualen yH,Ax-Foci in der Immunfluoreszenz sowie die Aktivierung von IKca- und BKc, K*-
Kanalen wahrend TTFields-Einzelzell-Applikation im Patch-Clamp-Verfahren analysiert. Die
Funktionen der IKc- und BKc, K*-Kandle fiir die beobachteten TTFields-Effekte wurde durch
Knockdown mittels siRNA und/oder durch pharmakologische Kanalmodulation definiert.
Transkriptomanalysen wurden mittels RNA-Sequencing (lllumina NovaSeq® 6000) an zwei
ausgewahlten pGSC-Kulturen in Abhangigkeit von fraktionierter TTFields-Applikation und Bestrahlung
durchgefiihrt. Die Analyse von TTFields-modulierten Pathways erfolgte mit dem Online Tool
»NetworkAnalyst” Version 3.0 (https://www.networkanalyst.ca/). Die Effekte von TTFields auf die
Lyse von pGSC-Kulturen durch CD276-gerichtete CAR-NK92-Zellen wurden in Calcein-Freisetzungs-
Experimenten in Abhangigkeit von gleichzeitiger bzw. vorgeschalteter TTFields-Behandlung der NK-
Zellen determiniert.

Als Ergebnis deutete ein in unterschiedlichen AusmaRen verringertes klonogenes Uberleben der
pGSC-Kulturen auf die tumorizide Wirkung einer ein- bzw. flinftagigen TTFields-Behandlung. Anders
wie in der Literatur beschrieben, erhéhten TTFields in den pGSC-Kulturen die Uberlebensfraktion
nach Einzel- und fraktionierter Bestrahlung. Diese Radioresistenz-vermittelnde Wirkung ging in einer
von zwei daraufhin getesteten pGSC-Kulturen mit einer erniedrigten Anzahl von residualen nukledren
vYH2Ax-Foci 24 h nach Bestrahlung einher, indikativ fiir eine TTFields-induzierte Verbesserung der
DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur in dieser Kultur. Signifikante TTFields-assoziierte Verdanderungen
des Zellzyklus wurden weder in Kontroll- noch in bestrahlten pGSC-Kulturen beobachtet.

Akute TTFields-Einzellzell-Applikation erhdhte in zwei von zwei daraufhin untersuchten pGSC-
Kulturen die Aktivitat von Ca®'- aktivierten IKc, K*-Kanalen. Inhibition der IKc, Kanile mit TRAM-34
verstarkte die tumorizide in zwei und erniedrigte die Radioresistenz-vermittelnde TTFields-Effekte in
einer von jeweils drei getesteten pGSC-Kulturen. Hemmung der BKc, K*-Kanéle hatte dagegen keinen
Einfluss auf die tumorizide und Radioresistenz-vermittelnde TTFields-Wirkung.

Transkriptomanalysen zweier ausgewahlter pGSC-Kulturen deuteten auf TTFields-regulierte
Transkripte hin. Ubereinstimmungen zwischen beiden Kulturen ergaben sich hierbei nur nach
fraktionierter Bestrahlung fiir USP6NL (Ubiquitin-Specific Protease 6 n-Terminal-like Protein), einem
Regulator von monomeren GTPasen der Ras-Superfamilie. Anreicherungsanalysen von
Signaltransduktions-Netzwerken prognostizierten fiir beide pGSC-Kulturen verschieden TTFields-
modifizierte Signalwege wie z.B. Wnt-Signalling. jeweils in unbestrahlten als auch in und fraktioniert
bestrahlten Kulturen Uberschneidungen nur in verschieden Signalwegen.

Letztlich zeigten die Analyse der pGSC-Zelllyse durch CD276-gerichtete CAR-NK-Zellen, dass TTFields-
Vorbehandlung der CAR-NK-Zellen keinen Einfluss auf die Lyse, TTFields Applikation wahrend der
CAR-NK/pGSC-Kokultivierung eine leichte Steigerung der pGSC-Lyse hervorruft.

Aus den funktionellen und Transkriptom-Daten lasst sich schlussfolgern, dass die individuellen
patientenstammigen und stammzellangereicherten Glioblastom-Zellkulturen unterschiedlich auf
klinisch relevante TTFields-Elektrotherapie reagieren. Die hier beobachteten Radioresistenz-
erhohende Effekte der TTFields sprechen gegen eine Kombination von TTFields mit der fraktionierten
Radiotherapie in der Klinik. Sowohl bei der tumoriziden als auch der Radioresistenz-erhéhende
Wirkung kénnten Ca®*-aktivierte IKc, K*-Kanile beteiligt sein. Fiir Letzteres wurde eine funktionelle
Signifikanz von IKc, fiir die Radioresistenz des Glioblastoms und weiteren Tumorentitdten in der
Literatur berichtet. Mechanistisch kénnte in manchen pGSC-Kulturen eine verbesserte DNA-
Doppelstrangbruch-Reparatur zur TTFields-induzierten Radioresistenz beitragen. Auch wenn hier mit
den CAR-NK-Zellen ein sehr artifizielles Modell einer anti-Glioblastom-Immunantwort verwendet
wurde, so sprechen die pGSC-Lyse-Daten zumindest nicht gegen eine Kombination von TTFields und
zukiinftig moglicher Immuntherapie.
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