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1 Einleitung

1.1 Pidiatrische hochgradige Gliome

Pidiatrische Tumore des Zentralen Nervensystems (ZNS) machen mit etwa 20 — 25% die
zweithdufigsten Malignome und die groB3te Gruppe solider Tumore im Kindesalter aus (Von
Bueren et al. 2017). 10 — 15% aller ZNS-Tumore sind durch aggressives, invasiv in

Nachbarstrukturen infiltrierendes Wachstum gekennzeichnet und werden als padiatrische

hochgradige Gliome (paddHGG) bezeichnet (Hargrave et al. 2006; Stupp et al. 2014).

PadHGG kommen nicht hiufig vor — in Deutschland erkranken jahrlich etwa 70 Kinder und
Jugendliche daran (Von Bueren et al. 2017) —, gehen jedoch durch aggressives, invasives
Wachstum und der Fihigkeit im ZNS zu migrieren (Warren 2012) mit einer verheerenden
Prognose einher. Diese unginstige Prognose der paddHGG ist unter anderem durch einen
Mangel an effektiven Therapieoptionen zu begriinden. Die Standardtherapie in Deutschland
besteht bis heute aus einer Kombination aus fokaler Radiotherapie (54 — 60 Gy, fraktioniert
tber sechs Wochen (Morales Lla Madrid et al. 2015; Panditharatna et al. 2015)) und dem
Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ), einem oralen Alkylanz (Tolcher et al. 2003; Sturm
et al. 2014; Messaoudi et al. 2015).

Auch birgt die molekulargenetische Heterogenitit der unter pddHGG zusammengefassten
Tumore ein hohes Potential einer Resistenzentwicklung gegeniiber verschiedenen Therapien
(Jones und Baker 2014): Mechanismen wie Efflux-Transporter der Tumorzellen, die Fihigkeit
zur DNA-Reparatur (durch das Reparaturenzym OG6-Methylguanin DNA-Methyltransferase
(MGMT)), TP53-Mutationen und der Erwerb von Stammzellcharakteristika im Verlauf der
Tumotgenese fithren zu Resistenzen gegentiber Radio- und / oder Chemotherapien (Satoru und
Van Meir 2017; Messaoudi et al. 2015). Aus der oftmals hypoxischen Umgebung der
Tumorareale resultiert aulerdem ein ungentgender Transport der Medikamente zum Wirkort
(Haar et al. 2012; Messaoudi et al. 2015). Zudem stellt die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke
bei der Behandlung von im ZNS lokalisierten Tumoren eine Limitierung der Therapieoptionen

dar.

Die Entstehung dieser Tumore durch Entartung glialer Zellen unterscheidet sich im Kindesalter
weitestgehend von den Mechanismen der Tumorgenese bei Erwachsenen: Wihrend adulte

hochgradige Gliome (HGG) sowohl de novo als auch aus niedriggradigen ZNS-Tumoren



entstechen konnen (Sturm et al. 2014), kommen pidHGG ohne jegliche klinische oder
histologische Zeichen einer vorangegangenen malignen Transformation bzw. einer
niedriggradigen Vorlduferlision vor, sondern entstehen de novo (Jones und Baker 2014). Auch
bei molekulargenetischen Aberrationen existieren wesentliche Unterschiede zwischen den
Tumoren der beiden Altersgruppen (Rickert et al. 2001; Sturm et al. 2014; Panditharatna et al.
2015; Harutyunyan et al. 2019): Adulte HGG sind hidufig durch eine Mutation der
Isocitratdehydrogenase 1 (IDH-1) charakterisiert (Stupp et al. 2014). Bei piddHGG hingegen
stehen andere Mutationen im Vordergrund. Ein Drittel davon sind in einer Histon 3-Variante
lokalisiert: H3F3A (H3-3A), welches fur H3.3 kodiert, und HISTTH3A/C (H3C1/3). welche
fir H3.1 kodieren (Wu et al. 2012; Schwartzentruber et al. 2012; Lewis et al. 2013). Diese
Unterschiede implizieren bereits, dass die fir die adulte HGG-Behandlung als Goldstandard
dienende Kombinationstherapie aus dem Chemotherapeutikum TMZ und Radiatio bei
padHGG nicht die gleichen Effekte erzielt. Aufgrund mangelnder Alternativen und dem
erwiesenen geringen Nebenwirkungsprofil sowie der Méglichkeit der oralen Einnahme von
TMZ gilt jedoch auch bei pidHGG jene Kombination bis heute in Deutschland als
Standardtherapie (Von Bueren et al. 2017).

Etwa ein Drittel aller piddHGG sind Hirnstammgliome. 80% davon sind im Pons lokalisiert
(Hargrave et al. 2006) und bilden die Unterentitit der diffus intrinsischen Ponsgliome (DIPG),
die laut Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO)-Klassifikation der
Gruppe der H3K27M-mutierten diffusen Mittelliniengliome (DMG) zuzuordnen sind bzw.,
sofern sie keine H3K27M-Mutation tragen, in der WHO-Klassifikation von 2016 nicht niher
beschrieben werden, jedoch immer noch eine valide neuroradiologische Diagnose darstellen
(Louis et al. 2016; Komori 2017; Karremann et al. 2018; Von Bueren et al. 2018). DIPG
kommen ausschlieBlich im Kindes- und Jugendalter vor — Patient:innen im Alter von funf bis
sieben Jahren sind am haufigsten betroffen (Hashizume 2017; Vanan und Eisenstat 2015; Jones
und Baker 2014; Monje et al. 2011). Die Prognose dieser Patient:innen betrdgt durchschnittlich
weniger als zwolf Monate nach Diagnosestellung (Hoffman et al. 2018). Das durchschnittliche
Gesamtiiberleben der DIPG-Patient:innen belduft sich auf elf Monate; die Zwei-Jahres-
Uberlebensrate auf weniger als 10% und nach fiinf Jahren leben lediglich 1 — 2% der
Patient:innen noch (Hoffman et al. 2018, Abbildung 1). Somit gelten DIPG als die aggressivste

Hirntumorentitit im Kindesalter (Ostrom et al. 2015; Hashizume 2017).



— H3.1 K27M
H3.3 K27M

Uberlebenswahrscheinlichkeit

Zeit nach Diagnosestellung
[Jahre]

Abbildung 1 : H3-Mutationsstatus-assoziierte Prognose von DIPG-Patientinnen.
Kaplan-Meier-Kurve, die das auf dem Histon H3-Mutationsstatus basierte Gesamtiiberleben bei DIPG-
Patient:innen repriasentiert (Basierend auf Hoffman et al. (2018). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung der Autor:innen und der ©_American Society of Clinical Oncology).

Diese fatale Prognose hat unterschiedliche Griinde: Einerseits mangelt es an effektiven
Therapien. Durch die Lokalisation des Tumors im Pons erreichen die meisten Wirkstoffe das
Zielgewebe nicht in ausreichend hohen Konzentrationen (Warren 2012). Andererseits sind
DIPG durch aggressives, diffus in essenzielle vitale Hirnareale und Nervenstrukturen des
Hirnstamms infiltrierendes =~ Wachstum  charakterisiert. ~ Auch  sympathische und
parasympathische Afferenzen und Efferenzen und Nuklei der motorischen und sensorischen
Bahnen sind betroffen. Dies macht eine chirurgische Tumorresektion nahezu unmdoglich
(Khuong-Quang et al. 2012; Sturm et al. 2014; Vanan und Eisenstat 2015; Hashizume 2017).
Auch von diagnostischen Biopsien wird daher weitestgehend abgesehen. Die Diagnosestellung
erfolgt meist basierend auf der Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie (Von Bueren

et al. 2017, Abbildung 2).



Abbildung 2 : Magnetresonanztomografische Bilder eines DIPG.
Links: Transversalebene (Basierend auf Hargrave et al. (20006). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier). Rechts: Sagittalebene (basierend auf Komori (2017), CC BY-NC-ND 4.0).

Als Ursache der DIPG-Entstehung wird eine Dysregulation postnataler neurologischer
Entwicklungsprozesse diskutiert (Panditharatna et al. 2015). Der Entstehungsort von DIPG,
der ventrale Anteil des Pons, scheint in einem bestimmten Zeitfenster durch eine
entwicklungsbedingt verinderte Genexpression besonders vulnerabel fir Mutationen zu sein.
Als Ursprung von DIPG werden zum einen frithe oligodendrogliale Vorliduferzellen vermutet
(Sturm et al. 2012; Panditharatna et al. 2015; Nagaraja et al. 2017), die die neuronale
Zellproliferation und -differenzierung (Gupta et al. 2005) sowie die Myelinisierung von Axonen
sowohl wihrend der Embryonalentwicklung als auch im Vor- und Grundschulalter regulieren
(Yakovlev und Lecours 1967). Zum anderen werden neurale pontine Vorlauferzellen als DIPG-
Ursprung diskutiert (Monje et al. 2011), die wihrend des mittleren Kindesalters verstarkt

exprimiert werden (Warren 2012).

Wie aullerdem Abbildung 1 zu entnehmen ist, existieren kaum Unterschiede zwischen dem

Gesamtiberleben von DIPG-Patient:innen mit H3WT und H3.3K27M-Mutation (H3.3K27M).

Castel et al. (2018) stellen die Hypothese auf, dass nicht die H3.3K27M-Mutation allein, sondern
eventuell auch noch zusitzlich die Kombination mit der Lokalisierung des Tumors
prognosebestimmend ist. So haben kortikale Tumore mit demselben Mutationsstatus eine
bessere Prognose als jene, die in der Mittellinie lokalisiert sind. H3F3.4-Mutationen fithren in
kortikalen Gliomen eher zu einer Aminosiauresubstitution an der Position 34 (G34R/V) (Sturm

et al. 2014; Bender et al. 2013) — im Pons hingegen eher an der Position 27 (K27M). Auch der



Altersgipfel der erkrankten Patientinnen ist verschieden: Wahrend die H3.3K27M-Mutation
charakteristisch fiir das mittlere Kindesalter ist, kommt die G34R/V-Mutation eher bei
Jugendlichen und jungen Erwachsenen vor (Williams et al. 2017). Diese klare anatomische und
funktionelle Segregation der Mutation legt einen gewissen Selektionsdruck wihrend der ZNS-
Entwicklung nahe und verstirkt die Hypothese, die das beschrinkte zeitliche Fenster der
Tumorentstehung bei DIPG mit einem zelllinienabhingigen spezifischen Entwicklungsstadium
des ZNS in Verbindung bringt, in dem die Zellen des ventralen Pons moglicherweise anfilliger

fiir Mutationen sind (Jones und Baker 2014).

Die H3.3K27M-Mutation fiihrt zu einer im weiteren Verlauf der FEinleitung genauer
beschriebenen  Aminosiuresubstitution und  induziert  veranderte epigenetische

Regulationsmechanismen.

1.2 Epigenetische Regulationsmechanismen

Epigenetik beschreibt reversible genregulatorische Prozesse, die keinen Einfluss auf die DNA-

Sequenz an sich haben (Berger 2007).

Solche Verdnderungen umfassen DNA-Methylierungen, Histonmodifikationen und
mikroRNA-Interferenzen (Hassan et al. 2019). Diese posttranslationalen Modifikationen
beeinflussen die nichtkovalenten Interaktionen innerhalb von Nukleosomen und somit die
Chromatinstruktur. Auch wird dadurch ein komplexes Zusammenspiel spezialisierter Proteine,
die fir die Erkennung bestimmter Chromatinverinderungen sowie deren Modifikation
verantwortlich gemacht werden, in Gang gesetzt (Dawson und Kouzarides 2012). Werden diese
Regulationsmechanismen verandert, fihrt dies zu einer epigenetischen Imbalance. Daraus
koénnen maligne Entartungen und somit die Initiation und Progression von Krebs resultieren
(Frihwald und Witt 2008; Iacobuzio-Donahue 2009; Dawson und Kouzarides 2012; Zhang et
al. 2015).

1.2.1 Histonmodifikationen

Als Nukleosom wird der Komplex aus einem Histonproteinoktamer und darum gewundenem
Chromatin bezeichnet. Durch diese komprimierte Struktur wird die Regulation von
Genexpression und DNA-Replikation gewihrleistet, die DNA verpackt und verdichtet und
somit Schaden am Erbgut verhindert (Dawson und Kouzarides 2012; Tessarz und Kouzarides

2014).



Histonoktamere bestehen aus je zwei Paaren der Histonvarianten H2A, H2B, H3 und H4.
Saugetierzellen exprimieren drei Histon 3 (H3)-Genvarianten: HISTTH3A (H3C7) und
HISTTH3C (H3C3) kodieren fur H3.1, HISTTH3B (H3C2) kodiert fur H3.2 und H3F3A
(H3-3A) kodiert fir H3.3. Histone bestehen jeweils aus einem globuliren Kern und einem
Aminosaureschwanz, wobei die meisten Modifikationen am Histonschwanz erfolgen. Diese
Verinderungen — abhingig von der Art der Modifikation und der modifizierten Aminosaure —
beeinflussen die Dichte des Nukleosoms und somit die Chromatinzuginglichkeit (Goldberg et
al. 2010). Chromatin kann in zwei Zustinden vorliegen: Aufgelockert und in somit
transkriptionell aktiver Form als Euchromatin, oder verdichtet als Heterochromatin (Dawson
und Kouzarides 2012). Die Balance dieser beiden Zustandsformen garantiert die

Aufrechterhaltung von Genexpressionsmustern (Bird 2002).

Die Gensequenzen der Histonproteine sind hochkonserviert und unterscheiden sich innerhalb
der Subtypen lediglich in einigen wenigen Aminosiduren (Goldberg et al. 2010). Dennoch ist
H3.3 im Vergleich zu den tubrigen H3-Subtypen an transkriptionell aktiven Genloki,
regulatorischen Elementen und Telomeren signifikant verdichtet (Ahmad und Henikoff 2002;
Goldberg et al. 2010; Schwartzentruber et al. 2012) und wird mit der Modulation von sowohl
Chromatinstrukturen als auch Genexpressionsmustern in Verbindung gebracht (Williams et al.
2017). H3.3 wird als der Histonsubtyp, der am stirksten wihrend der Hirnentwicklung mit
Chromatin interferiert, beschrieben (Khuong-Quang et al. 2012). Diese Erkenntnisse konnten
unter Umstinden die schlechtere Prognose in H3.3K27M-mutierten DIPG im Vergleich zu
H3.1K27M-mutierten DIPG erkliren (Abbildung 1) (Morales La Madrid et al. 2015).

Die Aktivierung bzw. Repression der Transkription ist hdufig durch die Kombination multipler
posttranslationaler Histonmodifikationen charakterisiert (Zhang et al. 2015). Diese beinhalten
— in Abhingigkeit von der zu modifizierenden Aminosdure — neben Acetylierung und
Methylierung auch Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Sumoylierung und Citrullinierung
(Berger 2007; Zhang et al. 2015; Hashizume 2017) und sind mit der Kontrolle der
Genexpression von unter anderem Stammzellpotential und Zelldifferenzierung assoziiert (Jones

und Baker 2014).

Die Histonacetylierung erfolgt durch Histonacetyltransferasen (HAT) und kann die
Zuginglichkeit von Chromatinstrukturen durch Umstrukturierung des Erbgutes direkt
beeinflussen (Zhang et al 2015). Verdnderte elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der
negativ geladenen DNA und den Aminosiuren im Histon fithren zu einer verbesserten
Zuginglichkeit des Chromatins fir die Bindung von Transkriptionsfaktoren (Dawson und

Kouzarides 2012; Hashizume 2017). In aktiv transkribierenden Genen liegen Histonproteine in



acetylierter Form vor (Frihwald und Witt 2008). Eine Ausschaltung der Gene (gene silencing)
findet durch eine Deacetylierung der Histonproteine durch Histondeacetylasen (HDAC) statt.
Dadurch wird das Chromatin verdichtet (Heterochromatin), was zu einer Inhibition der
Transkription fihrt. Durch Histonmethylierung kommt es zu verinderten Bindungsstellen fur
verschiedene hochspezifische Enzyme (Histonmethyltransferasen (HMT)), wodurch deren

Rekrutierung beeinflusst wird (Dawson und Kouzarides 2012; Hashizume 2017).

Die molekularen Wirkmechanismen sind nicht statisch und wirken oftmals abhingig vom
Zellkontext aktivierend oder inhibierend (Dawson und Kouzarides 2012). Dieses Phinomen
wird als Histon-Crosstalk bezeichnet. Aberrante Histonmodifikationen werden oft mit
Tumorgenese assoziiert und stellen somit Angriffspunkte fir die Entwicklung neuer, auf
epigenetischen Regulationsmechanismen basierender Tumortherapien dar (Fraga et al. 2005;

Hassan et al. 2019).

1.2.2 H3.3K27M-Mutation und deren Relevanz in DIPG

Bis zu 85% aller DIPG sind durch eine heterozygote Mutation im H3F3A4- bzw. in den
HISTT1H3A/B/C-Genen charakterisiert, die das Lysin 27 im N-terminalen Histonschwanz des
Histons H3.3 bzw. H3.1 (H3.3K27M bzw. H3.1K27M) beecinflussen (Hoffman et al. 2018).
H3.3K27M ist eine somatische Punktmutation, die in einer Aminosauresubstitution von Lysin
(K) zu Methionin (M) an der Position 27 resultiert (Schwartzentruber et al. 2012;
Khuong-Quang et al. 2012; Piunti et al. 2018; Nagaraja et al. 2017; Creasy 2017; Harutyunyan
et al. 2019). Mutationen im H3F3.4-Gen werden als spezifisch fir pidHGG beschrieben
(Williams et al. 2017).

Die Histon-Lysin N-Methyltransferase EZH2 (enhancer of este homolog 2) fungiert als katalytisches
Zentrum des polycomb repressive complex 2 (PCR2). Dieser ist fir die Vermittlung der H3K27-
Trimethylierung (H3K27me3) zustindig und hemmt dadurch die Expression einzelner Gene
(Creasy 2017; Hashizume 2017). Die H3.3K27M-Mutation und die daraus resultierende
Aminosiduresubstitution beeinflussen die Bindungsaffinitit und Funktion von EZH2 und
fihren somit zu einem globalen Verlust der Trimethylierung und einer Verstirkung der
Acetylierung an H3K27 (Abbildung 3). Daraus resultiert eine transkriptionelle Dysregulation
und es kommt zur Aktivierung sonst supprimierter Gene, was mit maligner Zelltransformation
assozilert sein kann (Schwartzentruber et al. 2012; Khuong-Quang et al. 2012; Lewis et al. 2013;
Zhang 2015; Nagaraja et al. 2017). Harutyunyan et al. (2019) beschrieben, dass die H3K27-
Trimethyllierung, die durch die Mutation im H3F3A4-Gen reduziert wird, essenziell fir eine

physiologische Zelldifferenzierung zu sein scheint.
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Abbildung 3 : Einfluss der H3.3K27M-Mutation auf epigenetische

Genregulationsmechanismen. (A) Die gestorte Funktion von EZH2 fithrt zu globaler H3K27-
Hypotrimethylierung und H3K27-Hyperacetylierung in DIPG-H3.3K27M-Zellen (basierend auf Wiese et al.,
unpubliziert; mit freundlicher Genehmigung der Autorin). (B) Immunhistochemie fir H3K27me3 (Basierend auf
Bender et al. (2013). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier) und Western-Blot-
Analyse zum Nachweis von H3.3K27M, H3K27me3 und H3K27ac in H3-Wildtyp und H3K27M-mutierten
DIPG-Zellen (unpubliziert, mit freundlicher Genehmigung zur Verfiigung gestellt von Klaudia Kubiak).

Somit wird der Verlust der H3K27me3 als auslosendes Ereignis im Zuge der Onkogenese bei
DIPG diskutiert (Lewis et al. 2013; Bender et al. 2013; Herz et al. 2014; Sturm et al. 2014,
Morales L.a Madrid et al. 2015; Justin et al. 2016; Nagaraja et al. 2017; Karremann et al. 2018;
Harutyunyan et al. 2019). Auch in anderen Tumorentititen wie Mamma-, Ovarial- und
Pankreaskarzinomen ist eine reduzierte H3K27-Trimethylierung mit einer schlechteren

Prognose assoziiert (Greer und Shi 2012).

Zhang et al. (2015) beschrieben in DIPG das Phinomen des Histon-Crusstalks: So geht der
Verlust von H3K27me3 mit einer Erhéhung der H3K27ac einher, da es durch die H3.3K27M-
mutationsbedingte Hypotrimethylierung zu einem Ungleichgewicht der Funktionen der

Acetylierung vermittelnden HAT und der trimethylierenden HMT kommt (Piunti et al. 2018).

Zu den fir die H3K27-Position relevanten HAT zdhlen unter anderem das E1A-assoziierte
Protein p300 (p300) und das CREB-bindende Protein (CBP), die H3K27 acetylieren und somit
die Genexpression aktivieren (Hassan et al. 2019; Wiese et al. 2020). CBP besteht aus einer
HAT-Domine und einer Bromodomaine, die acetyliertes Lysin erkennt, und fungiert durch die
Bereitstellung  von Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren als Koaktivator der
Transkription. Die Proteine, die eine Bromodomane enthalten (bromodomain-containing proteins),
z.B. BRD2, BRD3 und BRD4 interagieren mit acetylierten Histonen und

Transkriptionsfaktoren. Durch Interaktion mit der RNA-Polymerase II kommt es zu einer



Aktivierung der Transkription (Creasy 2017; Nagaraja et al. 2017; Hashizume 2017; Piunti et al.
2018).

HDAC deacetylieren Histone. Die Dysregulation von HDAC wird in padiatrischen Tumoren
mit Tumorgenese und -progression assoziiert, wie beispielsweise Oehme et al. (2009) in
Neuroblastomen nachweisen konnten. HDAC sind in fundamentale biologische Prozesse wie
Zellzykluskontrolle, Zelldifferenzierung und Zelltod involviert (Oechme et al. 2009). Eine
Uberexpression dieser Enzyme fiihrt zu Tumorprogression, eine HDAC-Inhibition hingegen

reduziert diese, wie Grasso et al. (2015) in DIPG zeigen konnten.

1.3 Kurkumin als therapeutisches Adjuvans

Im Vergleich zu vielen anderen Tumoren haben die vergangenen Jahrzehnte DIPG-Forschung
mit mehr als 250 klinischen Studien (Morales LLa Madrid et al. 2015; Hashizume 2017) keine
wesentlichen Fortschritte hinsichtlich der Prognose der Patientiinnen erzielen kénnen (Creasy
2017; Nagaraja et al. 2017). Die Standardtherapie — die Kombination aus Radiotherapie und
dem Chemotherapeutikum TMZ — birgt lediglich einen palliativen Ansatz (MacDonald et al.
2011; Ramaswamy et al. 2014). Radiotherapie verlingert das Uberleben um etwa drei bis vier
Monate (Warren 2012; Vanan und Eisenstat 2015; Hoffman et al. 2018) und fihrt nur
vortibergehend zu Symptomlinderung (Morales LLa Madrid et al. 2015; Creasy 2017). Durch die
Kombination mit TMZ konnten in unterschiedlichen Studien geringfiigige Verbesserungen im
Vergleich zur alleinigen Bestrahlung erreicht werden (Vanan und Eisenstat 2015; Kumirova et
al. 2019). Wegen der geringen Toxizitit und der Moglichkeit der oralen Applikation, die eine
ambulante Chemotherapie ermdglicht, wird TMZ dennoch hiufig eingesetzt. Oft werden
DIPG-Patientinnen wegen mangelnder effektiver Standardtherapien in klinische Studien
eingebunden, um Alternativen zu bisherigen Therapickonzepten zu analysieren. Aufgrund
dessen greifen Eltern betroffener Patient:innen auch auf komplementirmedizinische
Begleitmedikationen  als  alternative  Therapieadjuvanzien  zuriick.  Einer  bisher
unveroffentlichten Auswertung sozialer Medien fiir DIPG-Patient:innen und deren Angehérige
zufolge wird unter anderem Kurkumin (Diferuloylmethan) — der primire Wirkstoft aus Curcuma
longa aus der Familie der Ingwergewichse (Zingiberaceae) — zur Symptomlinderung verabreicht
(El-Khouly et al. 2021). Diese Wurzel findet sowohl in der traditionellen chinesischen und
ayurvedischen Medizin als auch als Gewtirz und Firbemittel vor allem im asiatischen Raum
Anwendung (Shishodia et al. 2005; Shen et al. 2016; Rainey et al. 2019). Schraufstatter und Bernt
beschrieben 1949 erstmals in der westlichen Medizin die Wirkungen dieses hydrophoben
Polyphenols (Theppawong et al. 2019, Abbildung 4).
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Abbildung 4 : Strukturformel von Kurkumin

Die Anwendung von Kurkumin als therapeutisches Adjuvans ist aufgrund der sehr geringen, in
der Regel gut tolerierbaren Nebenwirkungen auch in héheren Dosen unbedenklich (Ammon
und Wahl 1991; Cheng et al. 2001). Studien zeigten, dass eine tigliche orale
Kurkuminapplikation von 12 g pro Tag tber drei Monate sicher, nichttoxisch und nahezu
nebenwirkungsfrei sei (Lao et al. 2006; Anand et al. 2007). In den letzten Jahren wurde
Kurkumin im Rahmen onkologischer Forschung als vielversprechender Wirkstoff bei
verschiedensten Tumorerkrankungen identifiziert. Demnach verfiigt Kurkumin unter anderem
tber antioxidative, antiangiogenetische, antiproliferative und anti-mikrobielle Eigenschaften
(Ammon und Wahl 1991; Anand et al. 2007; Aggarwal und Sung 2009; Prasad et al. 2014; Shen
et al. 2016; Schwarz et al. 2020). Kurkumin hemmt die Onkogenese, das Fortschreiten und die
Metastasierung von Tumoren. Die Antitumorwirkung Kurkumins begriindet sich aus dem
Zusammenspiel vielfiltiger Interferenzen des Wirkstoffes mit multiplen Signalwegen, die eine
Rolle in der Tumorgenese und -progression spielen
(Aggarwal et al. 2003). So wirkt Kurkumin beispielsweise unter anderem als Inhibitor des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs (Ryu et al 2008). In priklinischen und klinischen Studien konnte
beobachtet werden, dass der zytotoxische Effekt von Kurkumin nur auf die Krebszellen
begrenzt ist und Kurkumin auf gesunde Zellen protektiv wirkt (Syng-Ai et al. 2004;
Bisht et al. 2010).

Kurkumin wirkt zudem inhibitorisch auf Zellwachstum wund -proliferation, indem
programmierte Zelltodmechanismen reguliert werden: Kurkumin induziert direkt und indirekt
Apoptose (Park et al. 2013; Araveti und Srivastava 2019) und Autophagie (Gupta et al. 2013a;
Moustapha et al. 2015; Shakeri et al. 2018). Autophagie ist ein lysosomaler Degradationsprozess,
bei dem ubiquitinierte Proteine und geschadigte Zellorganellen im Autophagosom abgebaut
werden (Araveti und Srivastava 2019). Das wihrend dieses Prozesses akkumulierende

essenzielle Leichtkettenprotein 3B (lght chain protein 3B, 1.C3B) dient dem Nachweis der
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Autophagie (Tanida et al. 2008; Seo et al. 2018; Rainey et al. 2019). Auch in Gliomzellen wurde
die durch Kurkumin induzierte Autophagie bereits beschrieben (Aoki et al. 2007). Autophagie
wird jedoch ambivalent diskutiert: So wird dieser Mechanismus als Art des programmierten
Zelltods bezeichnet, hiufig jedoch auch als Schutzmechanismus der Zellen vor dufleren
Einflissen, wie beispielsweise Nahrungskarenz oder — im Fall von Tumoren — therapeutischen
Behandlungen wie Radio- und / oder Chemotherapie, verstanden. Dass Kutkumin Autophagie
induziert, scheint in dieser Hinsicht den Antitumoreffekt der Substanz abzuschwichen. Wie
bereits von Zanotto-Filho et al. (2015) beschrieben wurde, kann der Zusatz eines
Autophagieinhibitors zu der Kombinationsbehandlung aus TMZ und Kurkumin in

Glioblastomen die Therapieeffizienz erhéhen.

Zusitzlich inhibiert Kurkumin die Telomeraseaktivitit (Khaw et al. 2013) und hat einen
positiven Effekt auf die Expression des Tumorsuppressorgens TP53 (Liu et al. 2007; Park et al.
2013; Hassan et al. 2019). Ebenso konnte die entziindungshemmende Wirkung dieses
Phytotherapeutikums gezeigt werden (Aggarwal et al. 2003; Kunnumakkara et al. 2017). Die
Expression verschiedener Zytokine wird durch Kurkumin reprimiert (Hassan et al. 2019). Die
antiinflammatorischen Eigenschaften tragen zu einer Verminderung der Entztindungsreaktion

rund um die Tumorumgebung bei (Wungki et al. 2013).

Auch in ZNS-Tumoren konnte die Antitumorwirkung von Kurkumin bereits nachgewiesen
werden: So wurden die Induktion von Apoptose und Zellzyklusarrest, die Inhibition der
Telomeraseaktivitit und der antiproliferative Effekt in Glioblastom- und Medulloblastomzellen
durch Kurkumin beschrieben (Liu et al. 2007; Perry et al. 2010; Lee et al. 2011; Khaw et al. 2013;
Du et al. 2013; Wang L et al. 2015). Zanotto-Filho et al. (2015) gelang es, in Glioblastomzellen
nachzuweisen, dass die durch Kurkumin induzierte Zytotoxizitit selektiv auf maligne
transformierte Gliazellen begrenzt war und differenzierte Astrozyten davon unbeeinflusst

blieben.

Auf epigenetischer Ebene konnten ebenfalls bereits Wirkmechanismen von Kurkumin
identifiziert werden: Durch die Interferenz mit nichtkodierenden Abschnitten des humanen
Genoms werden durch das Phytotherapeutikum selektiv onkogene mikroRNA herunter- und
tumorsupprimierende mikroRNA hochreguliert (Sun et al. 2008; Shishodia 2012; Gupta et al.
2013a; Park et al. 2013; Hassan et al. 2019). Lange nichtkodierende RNA (long non-coding RNA)
scheinen auch durch Kurkumin beeinflusst zu werden (Wang et al. 2014; Kunnumakkara et al.
2017). Kurkumin reguliert Histonmodifikationen, indem die Aktivitit von sowohl HDAC als
auch HAT moduliert wird (Gupta et al. 2013a; Hassan et al. 2019). Die Inhibition von HDAC

durch Kurkumin konnte bereits in Medulloblastomen gezeigt werden (Chen et al. 2007;
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Lee et al. 2011; Wang SH et al. 2015). Auch die Funktion von Kurkumin als HDAC- und
CBP/p300-Inhibitor wurde beteits beschrieben (Balasubramanyam et al. 2004).

1.4 Ziel der Studie

DIPG sind im Hirnstamm lokalisierte pAdHGG, die durch eine fatale Prognose und in 85%
durch eine H3-Mutation, welche zu einer epigenetischen Dysregulation fithrt, charakterisiert
sind. Aufgrund mangelnder effektiver konventioneller Therapieoptionen soll das Ziel dieser
Studie sein, den H3.3K27M-mutationsabhingigen Wirkmechanismus von Kurkumin in DIPG
zu analysieren und somit dessen méglichen Einsatz als Therapieadjuvans zu untersuchen. Dazu
wurden isogene Zelllinien mit identischem genetischem Ursprung genutzt, die sich lediglich in

ihrem H3F3.4-Mutationsstatus unterscheiden.

Zunichst wurden, um den konzentrations- und H3.3K27M-mutationsabhingigen Effekt von
Kurkumin zu untersuchen, MTT-Zellviabilititsversuche durchgefithrt. Um die genaueren
Wirkmechanismen auch auf transkriptioneller Ebene zu definieren, wurde die globale mRNA-
Expression mittels Sequenzierung des gesamten Transkriptoms (whole genome sequencing) nach

Behandlung der isogenen Tumorzelllinien mit Kurkumin analysiert.

Da zum einen die Funktion von Kutkumin als HDAC- und CBP/p300-Inhibitor beschrieben
wurde (Balasubramanyam et al. 2004; Chen et al. 2007; Lee et al. 2011; Wang SH et al. 2015)
und zum anderen der Einsatz von epigenetischen Therapieoptionen auch in DIPG analysiert
wurde (Piunti et al. 2018; Wiese et al. 2020), sollte auch in der vorliegenden Studie der Effekt
Kurkumins auf epigenetischer Ebene untersucht werden: Um die Effekte auf H3K27-
Acetylierung und -Trimethylierung zu identifizieren, wurden Western-Blot-Analysen
durchgefithrt. Auch sollte der Effekt von Kurkumin auf Zelltodmechanismen (Apoptose und
Autophagie) analysiert werden. Kurkumin inhibiert das Selbsterneuerungspotential
verschiedener Tumorentititen und reduziert deren Fihigkeit, Sphiren und Kolonien zu
formieren (Gupta et al. 2013a). Um diesen Effekt auch in DIPG zu untersuchen, wurden

Sphiren- und Kolonieformationsanalysen durchgefiihrt.

Zusammenfassend zielt die vorliegende Studie darauf ab, die H3.3K27M-abhingigen Effekte
der Kurkuminbehandlung in isogenen Tumorzelllinien zu identifizieren, um hierdurch eventuell
dem FEinsatz von effektiveren Therapicoptionen mit einem mdoglichst geringen

Nebenwirkungsspektrum fiir DIPG-Patient:innen naher zu kommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien und Kulturmedien

Fur diese Studie wurden isogene Zelllinien verwendet, die mittels CRISPR/Cas9 generiert
worden sind (Masterarbeit Kubiak 2019). Bei den urspringlichen primiren DIPG-Zellen, die
hierfiir verwendet wurden, handelte es sich um HSJD-DIPG-007 (H3.3K27M-mutiert), die von
Dr. Angel Montero Carcaboso (Sant-Joan-de-Deu-Krankenhaus, Barcelona, Spanien)
bereitgestellt wurden, und VUMC-DIPG-010 (H3WT), die von Dr. Esther Hulleman (VU
University Medical Center, Amsterdam, Niederlande) bezogen worden sind. Aus H3.3K37M-
mutierten HSJD-DIPG-007-Zellen wurde diese Mutation mittels CRISPR/Cas9 entfernt — in
H3WT-VUMC-DIPG-010-Zellen wurde die H3.3K27M-Mutation eingefithrt. Nachdem die
Zellen fir einige Passagen in Kultur gehalten worden sind, wurden zur Uberpriifung die Short-
tandem-repeat (STR)-Profile der Zelllinien durch die Firma Eurofins (Ebersberg, Deutschland)

bestimmt.

Wie sich herausstellte, entstammten die in der vorliegenden Studie verwendeten, urspriinglich
von vermeintlich primiren padiatrischen DIPG-Zellen abgeleiteten isogenen Zellen
Tumorzelllinien eines retrospektiv nicht mehr zweifelsfrei nachvollziehbaren zelluliren
Ursprungs. STR-Analysen konnten die Herkunft von den angenommenen Ursprungszelllinien
nach Abgleich mit den STR-Daten der Originalzelllinien aus den beiden Ursprungslabors in
Barcelona, Spanien, und Amsterdam, Niederlande, nicht mehr zweifelsfrei nachweisen, wiesen
aber auch keine Ubereinstimmungen mit anderen Zelllinien aus einer STR-

Tumorzellliniendatenbank auf.

Die Zellen wurden entsprechend umbenannt, wie Tabelle 1 zu entnehmen ist, und werden im
weiteren Verlauf als isoUGO-2 bzw. isoUGO-1 bezeichnet (wnidentified growth origin, UGO)
(Tabelle 1).
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Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete isogene Zelllinien, Herkunftszelllinie, Klonnummer und

deren H3.3-Mutationsstatus

Zelllinie Ursprungszelllinie H3.3K27M H3-Wildtyp
isoUGO-1 HSJD-DIPG-007 #03; #64; #65 H2; H#22; #23
isoUGO-2 VUMC-DIPG-010 #8; #9; #10 #24; #25; #26

Wie bereits fur H3.3K27M-mutierte DIPG beschrieben worden ist, sind auch isoUGO-
H3.3K27M-Zellen im Vergleich zu isoUGO-H3WT-Zellen durch verstirkte H3K27-
Acetylierungs- und verminderte H3K27-Trimethylierungslevel charakterisiert (Abbildung 5).

Die gezeigten, bisher unveroffentlichten Western-Blot-Analysen wurden freundlicherweise zur

Verfigung gestellt von Klaudia Kubiak, die diese im Rahmen ihrer Promotionsarbeit anfertigte.

isoUGO-1 isoUGO-2
H3WT H3.3K27M H3WT H3.3K27M
#2 #22 #23 #63 #64 #65 #24 #25 #26 #8 #9 #10
H3K27M — 17 kDa
H3K27ac - e — 17 kDa
H3K27me3 e - ~ -— - 17 kDa
B-Aktin — 35kDa

Abbildung 5 : In dieser Arbeit verwendete isogene Zelllinien zeigen typische Abhingigkeiten
der H3K27me3- und H3K27ac-Level vom H3.3-Mutationsstatus. Western-Blot-Analysen zur
Bestimmung des H3.3-Mutationsstatus, der H3K27-Acetylierung (H3K27ac) und H3K27-Trimethylierung
(H3K27me3) der in der vorliegenden Studie verwendeten Einzelklone isogener UGO-2- und UGO-1-H3WT- und
-H3.3K27M-Zellen (unpubliziert, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Klaudia Kubiak im Rahmen ihrer
Promotionsarbeit).



Die Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien wird in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2 : Zellndhrmedien und ihre Zusammensetzung
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Medium Zusammensetzung

Tumorstamm(TSM)- 1:1 Neurobasal®-A Medium: DMEM (Dulbecco modified eagle medium)/

Basismedium F-12, 1% 2-(4-(2-Hydroxyethyl)1-Piperazinyl)-Ethansulfonsidure (HEPES)-
Puffer; 1 mM Natriumpyruvat, 1 x MEM NEAA (Minimum essenzielle medium
nichtessenzielle Aminosiuren), 1 x GlutaMAX, 1% Penicillin-Streptomycin

TSM-Arbeitsmedium TSM-Basismedium, 0,5x B27®-Zusatz, 20 ng/ml EGF (epidermal growth factor),
20 ng/ml ¥GF (fibroblast growt) factor), 10 ng/ml PDGF-AA
(platelet-derived growth factor-AA), 10 ng/ml PDGE-BB (platelet-derived growth factor-
AA), 2 pg/ml Heparin

2.1.2  Instrumente und Gerite

Gerite, die in der vorliegenden Studie Verwendung fanden, sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3 : Gerite und Hersteller

Gerit Hersteller Herkunftsort
BioDoc-Analyzer Biometra Gottingen, Deutschland
Blotting-System Biometra Géttingen, Deutschland
Elektrophorese-Stromversorgung Peglab Erlangen, Deutschland
Elektrophoresesystem fiir Agarosegele Peglab Erlangen, Deutschland
LSRII FACS-Gerit Becton Dickinson Heidelberg, Deutschland
Luminescent image analyzer LAS-4000 mini Fujifilm Disseldorf, Deutschland
Mini-PROTEAN-Tetra-Cell- Bio-Rad Feldkirchen, Deutschland
Elektrophoresesystem

Neubauer-Zellzihlkammer Brand GmbH Wertheim, Deutschland

Spectrophotometer-NanoDrop® ND-1000
Ultraschallprozessor UP100H

Schittler MTS 4
SynergyMx-Microplate-Reader

Thermomixer 5436
Zentrifuge 5415R
Zentrifuge 5810R

Thermo Fisher Scientific
Hielscher Ultrasonics
GmbH

IKA

BioTek

Eppendorf™
Eppendorf™
Eppendorf™

Waltham, USA

Teltow, Deutschland

Staufen, Deutschland
Bad Friedrichshall,
Deutschland

Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland




2.1.3  Verbrauchsgegenstinde
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Verbrauchsgegenstinde, die in der vorliegenden Studie verwendet wurden, sind in Tabelle 4

angefiihrt.

Tabelle 4 : Verbrauchsgegenstinde und Hersteller

Verbrauchsgegenstand Hersteller Herkunftsort
Combitips Eppendorf™ Hamburg, Deutschland
Falcon-Réhrchen (15 ml) Sarstedt Niimbrecht, Deutschland

Falcon-Réhrchen (50 ml)

Zellkulturflaschen (T75 und T175)

Nunclon Delta-beschichtete Zellkulturplatten
(6-Well, 12-Well and 96-Well)

Nunclon Delta-beschichtete Zellkulturschalen
(10 ml)

Pasteurpipetten

PCR-Rohrchen (0,2 ml)

Filterpipettenspitzen (10; 200; 1000 pl)
Pipettenspitzen (10; 200; 1000 pl)
PVDF-Membran Immobilon-P

(Porengrofie 0,45 uM)

Mikroreaktionsgefa3 (1,5 ml und 2 ml)
Serologische Pipetten (5; 10; 25 ml)
Whatman-Filterpapier

Greiner Bio-One
Sarstedt

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Brand GmbH

Sarstedt
Starlab

Sarstedt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sarstedt
Sarstedt

Sartorius

Frickenhausen, Deutschland

Numbrecht, Deutschland

Waltham, USA

Waltham, USA

Wertheim, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland

Numbrecht, Deutschland
Numbrecht, Deutschland

Gottingen, Deutschland

2.1.4  Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien, die in der vorliegenden Studie genutzt wurden, sind in Tabelle 5

aufgefihrt.



Tabelle 5 : Chemikalien, Reagenzien und Hersteller
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Chemikalie /Reagenz

Hersteller

Herkunftsort

6 x DNA-Loading-Dye

10 x DNAse I-Puffer
B-Mercaptoethanol

Albumin Standard

Ameisensdure 98 — 100%
Ammoniumpersulfat (APS)
BC-Assay-Reagenz A
BC-Assay-Reagenz B

BlueStar Prestained Proteinmarker
Bovines Serumalbumin Fraktion V
(BSA)

Bromphenolblau

Coomassie Brilliantblau
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
(NaxHPOy)

1,4-Dithiothreitol (DTT)
Essigsaure

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd (mind. 37%)

Glycin

Isopropanol

Luminol

Kristallviolett-Losung

Kurkumin

Magnesiumchlorid (MgCl)
Methanol

Milchpulver
N,N,N’N*-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

NaCl

Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat, ultrapur
Nonidet-P40 (NP40)

p-Cumarsiure

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Thermo Fisher Scientific
AppliChem

Catl Roth GmbH

Interchim

Interchim

NIPPON Genetics

SERVA Electrophoresis
GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Bio-Rad

Carl Roth GmbH

Catl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH

Catl Roth GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Catl Roth GmbH

Catl Roth GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Selleckchem

Carl Roth GmbH
Chemsolute®

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH

Honeywell Fluka™

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Waltham, USA

Waltham, USA
Taufkirchen, Deutschland
Waltham, USA
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Duren, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Taufkirchen, Deutschland
Feldkirchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Katlstruhe, Deutschland
Katlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Katlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hambur, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Seelze, Deutschland

Taufkirchen, Deutschland
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Chemikalie /Reagenz

Hersteller

Herkunftsort

Phosphatgepufferte Salzlésung-
Tabletten (phosphate-buffered saline, PBS)
Propidiumiodid (PI)

Proteaseinhibitor-Tabletten

Quick Load Purple £#B DNA-Ladder

Roti®-Stock 20% SDS
Rotiphorese®-Gel 40 (29:1)
SeaKem® LE Agarose

Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid
(MTT)

Tris

Trypanblau (0,4%)

Trypsin-EDTA (10x)
Ttiton X-100

Tween 20
Wassetstoffperoxid (H20»)

Carl Roth GmbH
Gibco® by Thermo Fisher

Scientific

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Roche
New England Biolabs

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Biozym

Alfa Aesar

Carl Roth GmbH

Gibco® by Thermo Fisher
Scientific

Gibco® by Thermo Fisher
Scientific

Carl Roth GmbH

Karlsruhe, Deutschland
Waltham, USA

Taufkirchen, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Frankfurt am Main,
Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Kandel, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Waltham, USA

Waltham, USA

Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Taufkirchen, Deutschland

Selbst hergestellte Losungen und Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.
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Tabelle 6 : Hergestellte Losungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

10 x Kiristallviolett-Anfirbel6sung

4 x Laemmli-Probenpuffer

4 x Trennpuffer (LT) (pH 8,8)

4 x Sammelpuffer (UT) (pH 6,8)
Loésung zum Blocken der Membran
Blot-Puffer
Zytoplasmatischer-Extrakt-Puffer (CE)

Coomassie-Entfirbungslésung

Coomassie-Firbel6sung

Enbanced-Chemiluminescence (ECL)-
Losung A

ECL-Lésung B
Fluorchrom-Lésung (hypoton)

Laemmli-Laufpuffer
MTT-Lésung

MTT Lysepuffer
Nukledrer-Extrakt-Puffer (NE)

TBS-T (pH 7,4)

5% Kiristallviolett-Losung, 27% Formaldehyd (mind. 37%),
10% Methanol, 10x PBS, 48% H20

240 mM Tris-HCI (pH 6,8), 40% Glycin, 8% SDS, 20% B3-
Mercaptoethanol, 0,04% Bromphenolblau

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4% SDS

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4% SDS

5% Milchpulver bzw. BSA in TBS-T

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10% Methanol

10 mM HEPES, 60 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
1 mM PMSF, 0,075% NP40, 1x Proteaseinhibitor, pH 7,6
40% Ethanol, 10% Eisessig

0,2% Coomassie Brilliantblau, 30% Isopropanol, 10%
Essigsiure

2,5 mM Luminol, 0,36 mM p-Cumarsiure, 0,1 M Tris-HCl
(pH 8,5)

0,0182% H202, 0,1 M Tris-HCI, (pH 8,5)

50 ng/ml Propidiumiodid, 0,1% Natriumcitrat, 0,1%
Triton X-100

25 mM Ttis, 192 mM Glycin, 0,01% SDS

5 mg/ml MTT in PBS

33% DMSO, 5% Ameisensiure, 62% Isopropanol

20 mM Tris-HCI, 420 mM NaCl, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 25% Glycerol, 1x Proteaseinhibitor,
pH 8,0

20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,1% Tween

Die Inhaltsstoffe fir die in der Zellkultur verwendeten erginzenden Mediumszusitze sind in

Tabelle 7 aufgefﬁhrt.



Tabelle 7 : Mediumszusatze

20

Zusitze

Hersteller

Herkunftsort

DMEM/F-12 (1:1) (1 x)
Neurobasal-R-A-Medium (1 x)
OptiMEM® 1

B27®-Zusatz (50 x)

Fetales Kilberserum (fetal calf serum, FCS)
GlutaMAX™-T (100 x)
Heparin-Natriumsalz aus porciner intestinaler
Mucosa

HEPES-Puffer

MEM NEAA (100 x)

Natriumpyruvat 100 mM (100 x)
PDGF-AA

PDGF-BB

Rekombinantes humanes EGF
Rekombinantes humanes FGF

Penicillin-Streptomycin

Gibco® by Thermo Fisher Scientific
Gibco® by Thermo Fisher Scientific
Gibco® by Thermo Fisher Scientific
Gibco® by Thermo Fisher Scientific
Biochrom AG

Gibco® by Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Gibco® by Thermo Fisher Scientific
Gibco® by Thermo Fisher Scientific
Gibco® by Thermo Fisher Scientific
PeproTech
PeproTech
PeproTech
PeproTech
Gibco® by Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA
Waltham, USA
Waltham, USA
Waltham, USA

Berlin, Deutschland
Waltham, USA
Taufkirchen,
Deutschland

Waltham, USA
Waltham, USA
Waltham, USA
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Waltham, USA

2.1.5  Enzyme und Antikérper

Die Enzyme, mit denen in dieser Studie gearbeitet wurde, sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8 : Genutzte Enzyme

Enzym

Produkthummer

Hersteller

Herkunftsort

DNAse I (RNAse-frei) L/N 1211028

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Primire Antikérper, deren Verdinnungen und Hersteller, die fiir Western-Blot-Analysen

verwendet wurden, sind in Tabelle 9 aufgelistet.
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Tabelle 9 : Genutzte primare Antikorper fir Western-Blot-Analysen

Primirer Ursprung Verdiinnung REF- Hersteller = Herkunftsort

Antikérper Nummer

B3-Aktin HRP Maus 1:5000 A3854 Sigma-Aldrich  Taufkirchen,

(horseradish Chemie GmbH Deutschland

peroxidase) Kaninchen  1:1000 EP16602 Abcam Berlin,

Acetyl-Histon H3 Deutschland

(Lys27)

Cleaved PARP Kaninchen  1:500 9541 Cell Signaling ~ Danvers, USA
Technology

LC3B Kaninchen 1:1000 27758 Cell Signaling ~ Danvers, USA
Technology

PARP Kaninchen  1:500 9542 Cell Signaling ~ Danvers, USA
Technology

Trimethyl-Histon H3 Kaninchen  1:1000 4909 Cell Signaling ~ Danvers, USA

(Lys27) Technology

Sekundire Antikérper, mit denen fiir Western-Blot-Analysen gearbeitet wurde, sind in Tabelle 10

aufgelistet.

Tabelle 10 : Genutzte sekundire Antikorper fur Western-Blot-Analysen

Sekundirer Verdiinnung REF-Nummer  Hersteller Herkunftsort
Antikérper

Anti-Kaninchen IgG, 1:10000 7074 Cell Signaling Danvers, USA
HRP-gekoppelt Technology

2.1.6 Kommerzielle Kits

Kommerzielle Kits, mit denen in der vorliegenden Studie gearbeitet wurde, sind in Tabelle 11

aufgelistet.

Tabelle 11 : Verwendete kommerzielle Kits

Kit REF-Nummer  Hersteller Herkunftsort
ReliaPrep™ RNA-Cell-Miniprep- 7.6012 Promega Madison, USA
System

SignalFire™ Elite-ECL-Reagenz 127578 Cell Signaling Danvers, USA

Technology
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2.1.7 Software

Software, mit der im Zuge dieser Studie gearbeitet wurde, ist in Tabelle 12 aufgelistet.

Tabelle 12 : Verwendete Software

Software Unternehmen Herkunftsort

Flow]o™ Flow]o LLC by Becton, Dickinson Ashland, USA
and Company

Image J 1.48 National Institutes of Health Bethesda, USA

Microsoft Office 2013 Microsoft Redmond, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur und Kurkuminbehandlung

Die isogenen Zelllinien, mit denen in der vorliegenden Studie gearbeitet wurde, wurden als in

Suspension gehaltene Gliomasphiren in TSM-Arbeitsmedium kultiviert.

Das TSM-Arbeitsmedium wurde unmittelbar vor Gebrauch mit den in Tabelle 7 beschriebenen
Zusitzen versehen: epidermale (EGF) und Fibroblasten (FGF)-Wachstumsfaktoren, Protein
B27, thrombozytire Wachstumsfaktoren AA und BB (PDGF-AA/BB) und Heparin. Alle
Zellen wurden im Inkubator bei einer Temperatur von 37°C und einer Luftfeuchtigkeit von 5%

CO: gehalten.

Zum Passagieren und Aussden der Zellen wurden diese bei 1494 x ¢ finf Minuten lang
zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5810R, Hamburg, Deutschland). Die Zellpellets wurden
mit 1 x Trypsin-EDTA verdaut, um die Zellen zu vereinzeln, mit 1 x PBS gewaschen und in
TSM-Basismedium resuspendiert. 100 ul der Zellsuspension wurden mit Trypanblau versetzt
und

unter Zuhilfenahme einer Neubauer-Zihlkammer (Brand GmbH, Wertheim, Deutschland)
gezihlt. Die zum Aussiden gewiinschte Anzahl an Zellen wurde im korrespondierenden Medium
suspendiert und dem geplanten Experiment entsprechend ausplattiert (Tabelle 13) — die

verbleibenden Zellen wurden zum Erhalt der Zelllinie in TSM-Arbeitsmedium weiter kultiviert.
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Tabelle 13 : Ubersicht tiber Zellkulturplattenformate

Zellkulturplatte Versuch Volumen pro Vertiefung Konzentration
[ul] / pro Platte [ml] [Zellen/ml]

10 cm Proteine, PI-FACS 10 ml 50.000

sechs Vertiefungen (6-We/) RNA 2000 pl 50.000

zwolf Vertiefungen (12-We/) ~ Formationsanalysen 1000 pl 5.000

96 Vertiefungen (96-Wel)) MTT 100 ul 50.000

Kurkumin (Selleckchem, Minchen, Deutschland) wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)) gel6st in einer Stoffmengenkonzentration von 50 mM

bei -80°C gelagert und fiir die Versuche entsprechend verdiinnt. Als Kontrollreferenz wurde

immer DMSO genutzt.
2.2.2  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-
Zellviabilititsanalyse

Um die Zellviabilitit nach Kurkuminbehandlung zu analysieren, wurden 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Versuche durchgefithrt. Daftr
wurden 100 pl einer Zellsuspension mit 50000 Zellen/ml (isoUGO-2- und isoUGO-1-Zellen)
in 96-Well-Zellkulturplatten ausgesit (vergleiche Tabelle 13), mit Kurkumin in aufsteigenden
Konzentrationen behandelt und bei 37°C inkubiert. Nach 72 h wurden 10 pl MTT-Losung
(Tabelle 6) hinzugegeben und die Zellen abermals vier Stunden bei 37°C inkubiert. Das Medium
wurde nachfolgend abgesaugt, und zu den verbliebenen Zellen wurde je 200 ul MTT-Lysepuffer
(Tabelle 6) hinzugegeben. Nach fiinfminttigem Schiitteln auf dem Schiittler MTS 4 (IKA,
Staufen, Deutschland) wurde die Absorption mit dem BioTek SynergyMx-Microplate-Reader
(BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland) bei einer Wellenlinge von 560 nm gemessen.

Die Experimente wurden mindestens drei Mal mit drei verschiedenen Zellklonen repliziert und

jeweils in technischen Triplikaten durchgefihrt.

2.2.3  Sphirenformations-Analyse

Um den Effekt von Kurkumin auf das Selbsterneuerungspotential der isoUGO-Zellen zu
untersuchen, wurden isoUGO-2- und isoUGO-1-Zellen in eciner Konzentration von
5000 Zellen/ml in TSM-Arbeitsmedium in 12-We/-Zellkulturplatten ausgesit (vergleiche
Tabelle 13) und mit 5uM bzw. 10 uM Kurkumin bzw. mit DMSO als Kontrollreferenz
behandelt. Nach sieben Tagen wurden die Sphiren durch Zugabe von 10% fetalem
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Kilberserum (FCS) fir weitere 8 h bei 37°C adhiriert. AnschlieBend wurde das Medium
aspiriert und zu den am Boden der Vertiefungen verbliebenen Zellen 500 ul 10x Kristallviolett-
Farbelosung (Tabelle 6) hinzugefiigt. Nachdem sich die Zellen mit Hilfe der Kristallviolettlosung
fir eine Stunde bei Raumtemperatur durch sanftes Schiitteln (Schiittler MTS 4, IKA, Staufen,
Deutschland) anfirbten und fixiert wurden, wurden die Zellkulturplatten unter flieBendem

Wasser gewaschen und im Inkubator iber Nacht bei 37°C getrocknet.

Die eingescannten Platten wurden mit dem Image]-Werkzeug ,,Particle Analyzer* (Tabelle 12)

ausgewertet.

Die Experimente wurden jeweils in Duplikaten durchgefiihrt und mit drei verschiedenen

Z.ellklonen wiederholt.

2.2.4  Kolonieformations-Analyse

Um den Effekt von  Kurkuminbehandlung —auf die  Proliferations- und
Differenzierungskapazititen der isoUGO-Zellen zu untersuchen, wurden isoUGO-2- und
1soUGO-1-Zellen mit 10% FCS in einer Konzentration von 5000 Zellen/ml auf 12-Wel-
Zellkulturplatten ausgesat
(Tabelle 13) und mit 5 uM bzw. 10 pM Kurkumin bzw. DMSO als Kontrollreferenz behandelt.
Nach vier Tagen Inkubationszeit bei 37°C wurde das Medium aspitiert und die Zellen nach
Zugabe von 500 ul 10x Kiristallviolett-Farbelosung (Tabelle 6) unter sanftem Schiitteln
(Schittler MTS 4, IKA, Staufen, Deutschland) eine Stunde lang angefirbt und fixiert. Im
Anschluss wurden die Zellkulturplatten mit Wasser ausgewaschen und die angefirbten Zellen

tber Nacht im Inkubator bei 37°C getrocknet.

Die eingescannten Platten wurden mit dem Image]-Werkzeug ,,ColonyArea™ (Tabelle 12)

ausgewertet (Guzman et al. 2014).

2.2.5  Propidiumiodid-Durchflusszytometrie (PI-FACS)

Um den Einfluss der Kurkuminbehandlung auf Apoptose und Zellzyklusarrest in isoUGO-
Zellen zu analysieren, wurden isoUGO-2- und isoUGO-1-Zellen mit einer Dichte von
50000 Zellen/ml in TSM-Arbeitsmedium und Zusatz von einer héheren Menge B27 (1000 ul
in 50 ml) in 10 cm-Zellkulturplatten ausgesit (vergleiche Tabelle 13), mit 10 uM Kurkumin bzw.
DMSO behandelt, bei 37°C inkubiert und nach 48 h zentrifugiert (siche Tabelle 3).
Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellpellets mit 1 x PBS gewaschen und dann entweder

zunichst bei -80°C aufbewahrt oder sofort weiterbearbeitet.
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Am Vortag der Messung wurden die Zellpellets in je 1,5 ml hypotoner Fluorchrom-Lésung
resuspendiert (Tabelle 6) und bei 4°C tiber Nacht inkubiert. Die Durchflusszytometrie wurde in
freundlicher Kooperation mit Dr. Niklas Engels (Immunologie, Universititsmedizin
Gottingen) unter Verwendung des LSR II-Durchflusszytometers (Becton Dickinson,

Heidelberg, Deutschland) durchgefiihrt und mit Hilfe von Flow]o™ (Tabelle 12) ausgewertet.

2.2.6  Proteinisolation und Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Fir die Gewinnung von Zellpellets zur Proteinisolation wurden isoUGO-2- und isoUGO-1-
Zellen mit einer Dichte von 50000 Zellen/ml in TSM-Arbeitsmedium in 10 ml-
Zellkulturplatten ausgesit (vergleiche Tabelle 13) und mit 5 pM Kurkumin bzw. DMSO
behandelt, bei 37°C inkubiert und nach 72 h zentrifugiert (siehe Tabelle 3). Der Uberstand wurde
abgesaugt, die Zellpellets wurden mit 1 x PBS gewaschen und dann entweder zunichst bei -

80°C aufbewahrt oder sofort weiterbearbeitet.

Zur Proteinisolation wurden die Zellpellets in Zytoplasmatischem Extrakt (CE)-Puffer
(Tabelle 6) mit dem Zusatz von 100 x Roche Protease Inhibitor Cocktail (1:100) (Roche,
Mannheim, Deutschland) resuspendiert. Die Zellen wurden bei 4°C fir 5 min bei 1494 x g
zentrifugiert (siche Tabelle 3). Das Zellpellet wurde in Nukleirem Extrakt (NE)-Puffer
(Tabelle 6), ebenfalls mit dem Zusatz von 100 x Roche Protease Inhibitor Cocktail (1:100),
resuspendiert. Die Salzkonzentration wurde durch Zugabe von 50 ul 5 M NaCl auf final
400 mM angepasst und der Extrakt fir 15 s unter Verwendung eines Ultraschallprozessors
(Ultraschallprozessor UP100H, Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Deutschland) sonifiziert.
Nach einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis wurde der Extrakt erneut fur 10 min bei
maximaler Geschwindigkeit (20913 x g) zentrifugiert (siehe Tabelle 3). Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefdl3 iberfiihrt und entweder voriibergehend bei -80°C aufbewahrt oder
die Proteinkonzentration sofort durch Bicinchoninsdure-Analysen (bicinchoninic acid assay, BCA,

Interchim, Mannheim, Deutschland) gemessen.

Daftr wurden 1 ul bzw. 3 ul fir die erste Messung, 2 pl fur die gegebenenfalls notwendige
zweite bzw. dritte Messung der Proteinextrakte mit destilliertem Wasser (dH20) auf ein
Endvolumen von 25 pl verdinnt und in Duplikaten auf 96-We//-Platten aufgetragen. 200 ul
BCA-Working-Reagenz (1:50 Reagenz A und Reagenz B) wurden in jede Vertiefung der Platte
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C wurde die Absorption bei einer
Wellenlinge von 562 nm im BioTek SynergyMx-Microplate-Reader (BioTek, Bad Friedrichshall,

Deutschland, Tabelle 3) gemessen.
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Um die Proteinkonzentrationen der jeweiligen Proben zu bestimmen, wurde eine
Standardverdiinnungsreihe mit Bovinem Serumalbumin (BSA, SERVA Electrophoresis

GmbH, Heidelberg, Deutschland) zwischen 0 pg und 30 ug als Referenz genutzt.

Die entsprechende Menge der Proteinprobe wurde — je nach Ursprung — in NE- bzw. CE-
Puffer und 4x Laemmli-Probenpuffer (Tabelle 6) verdiinnt, um eine finale Proteinkonzentration
von 1 ug/ul zu erzielen. Die Proben wurden im Anschluss durch flinfminiitiges Erhitzen auf
95°C (Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg, Deutschland, siche Tabelle 3) denaturiert und
dann bei -20°C aufbewahrt oder sofort fir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) genutzt.

2.2.7 Western-Blot-Analysen

Um den Effekt der Kurkuminbehandlung auf Histonmodifikationen und Zelltodmechanismen

in isoUGO-Zelllinien zu untersuchen, wurden Western-Blot-Analysen durchgefiihrt.

Abhingig von der Grofie des zu untersuchenden Proteins wurden je 20 pug der Proteinprobe
auf unterschiedlich konzentrierte SDS-Polyacrylamidgele in Laemmli-Laufpuffer (Tabelle 6)
geladen: Fir kleinere Proteine unter 65 kDa wurden 12,5- bzw. 15-prozentige Gele gewihlt,
wihrend fur groflere Proteine ab 65 kDa mit zehnprozentigen Gelen gearbeitet wurde (siche
Tabelle 14). Die molekulare Masse der aufgetrennten Proteine wurde anhand eines vorgefirbten
Proteinmarkers (BlueStar Prestained-Proteinmarker, NIPPON Genetics, Diiren, Deutschland)

bestimmt.

Fir die Gelelektrophorese wurde eine Spannung von anfinglich 80 V und dann im Verlauf des
Versuchs nach etwa einer Stunde 120 V angelegt (Elektrophoresesystem, Peglab, Erlangen,
Deutschland).

Tabelle 14 : Zusammensetzung der Polyacrylamidgele fiir SDS-PAGE

SDS-Polyacrylamidgel Prozentsatz Zusammensetzung

des Gels
Sammelgel 12,5% RotiphoreseR Gel 40 (29:1), 1 x Sammelpuffer
UT), 0,1% APS, 0,1% TEMED, dH20
Trenngel 15% 37,5% RotiphoreseR Gel 40 (29:1), 1 x Trennpuffer (LT),
0,1% APS, 0,1% TEMED, dH20
12,5% 31% RotiphoreseR Gel 40 (29:1), 1 x Trennpuffer (LT),
0,1% APS, 0,1% TEMED, dH20
10% 25% RotiphoreseR Gel 40 (29:1), 1 x Trennpuffer (ILT),

0,1% APS, 0,1% TEMED, dH20




27

Die entsprechend ihrer Grofle aufgetrennten Proteine wurden mittels WerBlotting von den
Polyacrylamidgelen auf eine Nitrocellulosemembran (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland) Gibertragen, welche zuvor fir 30 s in Methanol aktiviert und danach
in Blot-Puffer (Tabelle 6) getrinkt worden war. Der Prozess des Blottens wurde fiir 45 min mit
einer Stromstirke von 500 mA durchgefthrt (Blotting-System, Biometra, Gottingen,
Deutschland).

Danach wurden die Gele in der Coomassie-Firbelosung (Tabelle 6) tiber Nacht angefirbt und
anschlieBend mit Coomassie-Entfirbelosung (Tabelle 6) entfirbt — mit dem Ziel, den
Proteintransfer im Nachhinein visuell darstellen und somit bestitigen zu kénnen. Die
Membranen

wurden eine Stunde lang bei Raumtemperatur in der dem primiren Antikorper entsprechenden
Losung mit 5% Milchpulver bzw. 5% BSA in Tris-gepufferter Salzlésung mit 0,1% Tween20
(TBS-T) geblockt (Tabelle 6), um das unspezifische Binden der Antikorper zu vermeiden. Im
Anschluss wurden die Membranen iiber Nacht bei 4°C mit dem primiren AntikGrper inkubiert
(Tabelle 9). Am Folgetag wurden die Membranen zunichst drei Mal fir jeweils 10 min in
TBS-T gewaschen, dann mit dem korrespondierenden, HRP-gekoppelten sekundiren
Antikérper (Anti-Kaninchen IgG, Tabelle 10), der in 5% BSA in TBS-T bzw. 5% Milchpulver —
abhingig von dem Medium, das fir den jeweiligen primiren Antikérper Verwendung fand —
gel6st wurde, fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, und abschlieSend erneut drei Mal

fir jeweils 10 min mit TBS-T gewaschen.

Um die spezifischen Proteine zu detektieren, wurde fiir eine Minute eine HRP-verstirkte
Chemilumineszenzlosung (ECL, Cell Signaling Technology, Danvers, USA) auf die Membranen
gegeben und die Proteinbanden mit Hilfe des Fujifilm-Luminescent-Iwage-Analyzers LAS-4000

mini (Fujifilm, Disseldorf, Deutschland) visualisiert.

2.2.8  RNA-Isolation und Sequenzierung

Fir die Gewinnung von Zellpellets fir die RNA-Isolation wurden isoUGO-2-Zellen mit einer
Dichte von 50000 Zellen/ml in TSM-Arbeitsmedium mit 1000 pl B27 (in 50 ml) in 6-Well-
Zellkulturplatten ausgesit (Tabelle 13), mit 10 uM Kurkumin bzw. DMSO behandelt, bei 37°C
inkubiert und nach 48 h zentrifugiert (Tabelle 3). Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellpellets
mit 1 x PBS gewaschen und dann entweder zunichst bei -80°C aufbewahrt oder sofort

weiterbearbeitet.
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Die RNA-Isolation wurde mit Hilfe des ReliaPrep™ MiniPrep-Systems (Promega, Madison,
USA, Tabelle 11) bis auf den Arbeitsschritt des Verdaus mit DNAse, der auf 30 Minuten
verlingert wurde, gemal3 der Anleitung des Herstellers durchgefithrt. Die RNA-
Konzentrationen wurden unter Verwendung des NanoDrop-Spektrophotometers (Thermo
Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) gemessen. 200 ng der isolierten RNA wurde mittels
Gelelektrophorese visualisiert und analysiert, um mogliche Degradation wihrend des

Isolationsprozesses auszuschlief3en.

Jeweils 2 pg isolierter RNA wurde zur mRNA-Sequenzierung der NGS-Serviceeinrichtung fir
Integrative Genomik des Instituts fur Humangenetik der Universititsmedizin Géttingen (NGS-
Integrative Genomics Core Unit (NIG)) tibergeben. Die Erstellung der Genbibliothek sowie die
statistische Auswertung der Sequenzierungsergebnisse wurde entsprechend Babelova et al.
(2015) in Kooperation mit Dr. Gabriela Salinas-Riester und Dr. Maren Sitte (NIG)
durchgefiihrt. Die Grenzwerte fiir die Relevanz der entsprechenden Gene wurden wie folgt
festgelegt: fur den relativen Unterschied der Genexpressionshoéhe (fold change, FC) wurden FC
= 0,75 und FC = 1,5 und ein False-Discovery-Rate (FDR)-korrigierter p-Wert von = 0,05

determiniert.

Die funktionelle Auswertung der Sequenzierung wurde unter Zuhilfenahme der in Tabelle 15

aufoelistete ogramme vorgeno en:
fgelisteten Programm rgenommen

Tabelle 15 : Genutzte Programme zur Analyse der mRNA-Sequenzierung

Name des Programms Internetseite Referenz

Kyoto Enzyklopadie fir Gene und genome.jp/kegg/kegg2 html Kanehisa und Goto 2000

Genom (KEGG)

ShinyGO Genontologie v0.61 bioinformatics.sdstate.edu/ go/  Ge et al. 2020

Venny 2.1 bioinfogp.cnb.csic.es/tools/ Oliveros J.C. 2007-2015
venny/index.html

R2: Genomanalyse- und r2.amc.nl Abteilung fiir Onkogenom-

-visualisierungsplattform forschung, Amsterdam (AMC)

Mittels R2-Analysen wurde die Expression spezifischer Gene in verschiedenen Geweben, die
post mortemr entnommen und deren RNA sequenziert wurde, verglichen. Als Kontrollreferenz
diente Kortexgewebe von Patientinnen zwischen null und neunundvierzig Jahren (n=44)
(Harris et al. 2009). Das Tumorgewebe stammte in der pidHGG-Kohorte von Patient:innen,
die jinger als 23 Jahre alt waren (n=53) (Paugh et al. 2010) und in der DIPG-Kohorte von
Patient:innen zwischen 3,6 und 15,7 Jahren (n=37) (Paugh et al. 2011).
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2.2.9  Statistische Analyse

Alle Daten der vorliegenden Studie wurden unter Zuhifenahme von Microsoft Excel 2013

(Tabelle 12) ausgewertet.

Sofern nicht anderweitig beschrieben, wurden alle Experimente in biologischen Triplikaten
durchgefiihrt, welche den jeweiligen Klonen der isogenen Zelllinien (sieche Tabelle 1) entsprechen.
Alle Graphen zeigen Mittelwerte der Replikate, normalisiert zur jeweiligen Kontrolle mit

entsprechender Standardabweichung.

Die Signifikanz wurde mithilfe des T-Tests bestimmt und definiert mit einem p-Wert < 0,05.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurde mit isogenen Zelllinien gearbeitet, die sich bei gleichem
genetischem Hintergrund lediglich in ihrem H3.3-Mutationsstatus unterscheiden, um somit die
moglichen H3.3K27M-mutationsabhingigen Effekte von Kurkumin in isoUGO-Zellen

untersuchen zu konnen.

3.1 Kurkumin induziert Zytotoxizitit unabhingig vom H3.3-

Mutationsstatus

Da bis zu 85% aller DIPG eine H3K27M-Mutation tragen (Hoffman et al. 2018) und diese den
aggressiven Phinotyp von DIPG mitbedingt (Castel et al. 2018; Wiese et al. 2020), sollte in der
vorliegenden Studie zunichst der H3.3K27M-abhingige Effekt von Kurkumin auf isogene

UGO-Zellen untersucht werden.

Fir die zu diesem Zweck durchgefiihrten MTT-Zellviabilititsanalysen wurden isoUGO-1- und

1soUGO-2-Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen Kurkumin behandelt.

Es konnten jedoch keine signifikanten H3.3K27M-mutationsabhingigen Effekte einer
Kurkuminbehandlung auf die Viabilitit von piddHGG-Zellen nachgewiesen werden. Weder das
Einfigen der H3.3K27M-Mutation in UGO-2-Zellen noch das Entfernen der Mutation aus
UGO-1-Zellen fithrte zu einer veranderten Reaktion der Zellen auf Kurkumin beziiglich ihrer

Zellviabilitit, welche mit steigenden Kurkuminkonzentrationen stirker reduziert wurde.

Allerdings konnten zelllinienabhingige Effekte beobachtet werden: IsoUGO-1-Zellen
reagierten stirker auf Kurkumin mit einem 1C50-Wert von < 10 uM, wohingegen isoUGO-2-
Zellen erst bei Behandlung mit > 10 pM Kurkumin eine fiinfzigprozentige Viabilititsreduktion

zeigten (Abbildung 06).
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Abbildung 6 : Kurkumin induziert vergleichbare Zytotoxizitit in isoUGO-Zellen unabhingig

vom H3.3-Mutationsstatus. MTT-Analysen zur Bestimmung der Zellviabilitit von (A) isoUGO-1-H3WT-
und -H3.3K27M-Zellen und (B) isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen nach Behandlung mit Kurkumin fiir
72h. Gezeigt wird der Mittelwert von drei unabhingigen biologischen Replikaten mit entsprechender
Standardabweichung.

Der zytotoxische Effekt von Kurkumin in isoUGO-Zelllinien war somit unabhingig von der
H3.3K27M-Mutation und wies keine signifikanten Unterschiede zwischen H3WT- und
H3.3K27M-mutierten Zellen auf.
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3.2 Kurkumin induziert unterschiedliche Effekte auf die Genexpression

in isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen

Um die durch Kurkumin induzierten Gensignaturen zu detektieren, wurden mRNA-
Sequenzierungen des gesamten Transkriptoms in isoUGO-2-H3WT- und isoUGO-2-
H3.3K27M-Zellen durchgefiihrt.

Das Dendrogramm (Abbildung 7A) und die Hauptkomponentenanalyse (principal component
analysis, PCA) (Abbildung 7B) stellen die globalen Unterschiede zwischen der Genexpression in
1soUGO-2-H3.3K27M- bzw. isoUGO-2-H3WT-Zellen nach Kurkuminbehandlung im
Vergleich zur Kontrollbehandlung dar. Die genexpressionelle Distanz zwischen den isoUGO-
2-Zellen zeigte sich in Abhingigkeit von der H3.3K27M-Mutation grofler als der durch
Kurkumin induzierte Unterschied. In isoUGO-2-H3WT-Zellen war der Effekt der
Kurkuminbehandlung auf die Verdnderung der Genexpression stirker als in isoUGO-2-

H3.3K27M-Zellen (Abbildung 7).

Mittels der Heatmap-Analyse wurde die Expression der 50 am stiarksten durch Kurkumin hoch-
bzw. herunterregulierten Gene in isoUGO-2-H3WT- bzw. isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen
durch eine Farbkodierung grafisch dargestellt. Wie schon durch Dendrogramm und PCA
angedeutet, konnte auch hier eine stirkere differenzielle Genexpression der Top50-Gene in
1soUGO-2-H3WT-Zellen im Vergleich zu isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen beobachtet werden
(Abbildung 7C).
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Abbildung 7 : Analyse der globalen Genexpression nach Kurkuminbehandlung in isoUGO-2-

H3WT- und -H3.3K27M-Zellen. (A) Dendrogramm und (B) Hauptkomponentenanalyse (principal component
analysis, PCA) zur Analyse der globalen Genexpression in isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen nach 48-
stindiger DMSO- bzw. 10 uM Kurkuminbehandlung und zur Darstellung der Distanz der einzelnen Replikate der
isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen untereinander. Der Anteil der erfassten Varianz wird sowohl fir die
erste als auch fiir die zweite Hauptkomponente (Komponente 1 und 2) als Prozentsatz angegeben. (C) Heatmap-
Analyse zur farbkodierten Darstellung der Expressionsstirke der Top50-regulierten Gene und deren Verdnderung
nach Kurkuminbehandlung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Gezeigt werden drei, in isoUGO-2-H3.3K27M-
Zellen zwei unabhingige technische Replikate (bestehend aus verschiedenen Zellklonen).
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Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Kurkumin sowohl in H3.3K27M-
mutierten als auch in H3WT-tragenden isoUGO-Zellen einen starken Effekt auf die
Genexpression ausiibte, diese Effekte jedoch in Abhingigkeit vom H3.3-Mutationsstatus

unterschiedlich stark zu sein schienen.

Insgesamt wurden sowohl in isoUGO-2-H3WT- als auch in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen
durch Kurkuminbehandlung mehr Gene in ihrer Expression reduziert als aktiviert

(Abbildung 8).

Von den 216 Genen, deren Expression durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-2-H3WT-
Zellen aktiviert wurde, und den 265 Genen, die durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-2-
H3.3K27M-Zellen aktiviert wurden, tberschnitten sich lediglich 7% (31 Gene). Von den 452
Genen, die durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-2-H3WT-Zellen vermindert exprimiert
wurden, und den 397 Genen, deren Expression durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-2-
H3.3K27M-Zellen reduziert wurde, wurden nur 3,5% (29 Gene) in beiden Zelllinien durch

Kurkumin herunterreguliert.

Der GroBiteil der Gene, deren Expression durch Kurkumin differenziell reguliert wurde,
unterschied sich zwischen isoUGO-2-H3.3K27M- und isoUGO-2-H3WT-Zellen. 52% aller
durch Kurkuminbehandlung stirker exprimierten Gene wurden spezifisch in isoUGO-2-
H3.3K27M-Zellen reguliert, 41% der durch Kurkumin hochregulierten Gene nur in isoUGO-
2-H3WT-Zellen. 45% aller durch Kurkuminbehandlung schwicher exprimierten Gene wurden
spezifisch in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen, 51,5% ausschliellich in isoUGO-2-H3WT-Zellen
durch Kurkumin beeinflusst (Abbildung 8).

Hochreguliert durch Kurkumin Herunterreguliert durch Kurkumin
H3WT H3.3K27M H3WT H3.3K27M
185 368
(41%) (45%)

Abbildung 8 : Kurkumin induziert unterschiedliche Gensignaturen in isoUGO-2-H3WT- und

1soUGO-2-H3.3K27M-Zellen.  Venn-Diagramm-Analysen ~ zur  Identifikation der H3.3K27M-
mutationsabhingigen Unterschiede der Kurkuminwirkung auf die Genexpression in isoUGO-2-H3WT- und -
H3.3K27M-Zellen nach Behandlung mit 10 uM Kurkumin fiir 48 h. Venn-Diagramme zur Darstellung der
Uberschneidung der Gene, die durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-2-Zellen 1,5-fach hoch- bzw. 0,75-fach
herunterreguliert wurden, justierter p-Wert < 0,05.
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Diese deutlichen Unterschiede in der Gensignatur zwischen H3WT- und H3.3K27M-mutierten
1soUGO-Zellen deuten darauf hin, dass Kurkumin in Abhingigkeit vom H3F3.A4-

Mutationsstatus uber unterschiedliche Mechanismen zu wirken scheint.

Um herauszufinden, welche biologischen Prozesse die Kurkuminbehandlung in isoUGO-2-
H3WT- bzw. isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen am stirksten beeinflusste, wurden genontologische
Expressionsanalysen (GO) mithilfe von KEGG (Kanehisa Laboratories, Bioinformatics Center,
Institute for Chemical Research, Kyoto University, Japan und Human Genome Center, Institute
of Medical Science, University of Tokyo, Japan) und ShinyGO (Department of Mathematics
and Statistics, Brookings, USA und Biomedical Research Center, Yonsei University, Seoul,

Stidkorea) durchgefiihrt (Tabelle 15).

Die durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-2-H3WT-Zellen am stirksten hochregulierten
Gene waren besonders mit der Aktivierung und Regulation von Zelltodmechanismen assoziiert,
herunterregulierte Gene hingegen mit Vorgingen wie Zellzyklusprogression und -regulation
(Abbildung 9A). In isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen wurden vor allem Gene, die mit Vorgingen
der Zelldifferenzierung assoziiert waren, durch Kurkuminbehandlung stirker exprimiert. Die
Gene, deren Expression durch Kurkumin in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen am stirksten
reduziert wurde, waren mit Vorgingen wie Signaltransduktion, Regulation der Zelllokalisation

und intra- und interzelluliren Transportprozessen assoziiert (Abbildung 9B).

Anhand der Hoéhe der False-Discovery-Rate (FDR) zeigte sich abermals, dass der Effekt von
Kurkuminbehandlung auf isoUGO-2-H3WT-Zellen vor allem auf die reduziert exprimierten
Gene stirker war als auf isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen (Abbildung 9).
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Abbildung 9 : Kurkumin reguliert unterschiedliche Prozesse in isoUGO-2-H3WT- bzw.

1soUGO-2-H3.3K27M-Zellen. Genontologische Expressionsanalyse zur Identifikation der in (A) isoUGO-
2-H3WT- und (B) isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen durch Kurkumin am stirksten regulierten biologischen Prozesse.
Auswertung der mRNA-Sequenzierungsergebnisse mithilfe von ShinyGO mit Anwendung der False-Discovery-Rate
(FDR) zur Identifikation der H3.3K27M-mutationsabhingigen Unterschiede der Kurkuminwirkung in fiir 48 h mit
10 uM Kurkumin behandelten isoUGO-2-Zellen. Angewendete Grenzwerte: log2FC < 0,75 und = 1,5, justierter

p-Wert < 0,05.

Zusammenfassend schien Kurkumin in H3WT-isoUGO-Zellen tber andere Prozesse als in
H3.3K27M-mutierten  isoUGO-Zellen zu wirken. Jedoch fithrte die Regulation
unterschiedlicher Vorginge durch Kurkumin in H3WT- und H3.3K27M-mutierten isoUGO-

Zellen insgesamt zu einer vergleichbaren Toxizitit.



37

3.3 Kurkumin erhéht die H3K27-Trimethylierungslevel in isoUGO-
H3.3K27M-Zellen und reduziert die H3K27-Acetylierungslevel in

isoUGO-Zellen unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus

DIPG tragen zu 85% eine Mutation im H3F3.4-Gen, die tiber eine Aminosdurensubsitution zu
einem epigenetischen Ungleichgewicht fiihrt und in verminderten H3K27-Trimethylierungs-
(H3K27me3) wund erhohten H3K27-Acetylierungsleveln (H3K27ac) resultiert. Die
epigenetische Aktivitit von Kurkumin wurde unter anderem von Hassan et al. (2019) bereits
beschrieben. Daher wurde in der vorliegenden Studie der Effekt von Kurkumin in isoUGO-
Zellen auf epigenetischer Ebene untersucht: Um mdgliche durch Kurkumin verursachte
Histonmodifikationen ~ zu  identifizieren, = wurden = Western-Blot-Analysen — mit

kurkuminbehandelten isoUGO-1- und isoUGO-2-Zellen durchgefiihrt.

Wie erwartet zeichneten sich isoUGO-H3.3K27M-Zellen im Vergleich zu isoUGO-H3WT-
Zellen durch erhohte H3K27ac- und reduzierte H3K27me3-Level aus (Abbildung 10). In
1soUGO-1- und isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen induzierte Kurkumin eine signifikante
Erhoéhung bis hin zur Normalisierung der H3K27me3-Level auf das Niveau von isoUGO-
H3WT-Zellen. In isoUGO-H3WT-Zelllinien konnte kein Einfluss von Kurkumin auf die
Trimethylierung an H3K27 festgestellt werden (Abbildung 10). Durch die Behandlung mit
Kurkumin konnte sowohl in isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen als auch in isoUGO-
1-H3.3K27M-Zellen eine signifikante Reduktion der H3K27ac-Level induziert werden. Auch
in isoUGO-1-H3WT-Zellen zeigte sich eine starke, wenngleich nicht signifikante Reduktion
von H3K27ac durch Kurkuminbehandlung (Abbildung 10).
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Abbildung 10 : Kurkumin stellt die H3K27-Trimethylierung isoUGO-H3.3K27M-Zellen
wieder her und reduziert die H3K27-Acetylierungslevel in isoUGO-Zellen unabhingig vom

H3.3-Mutationsstatus. (A) Western-Blot-Analysen zur Bestimmung und (B) Densitometrie-Analyse zur
Quantifizierung der H3K27-Acetylierung (H3K27ac) und H3K27-Trimethylierung (H3K27me3) nach Behandlung
isogener UGO-1- und UGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen mit 5 uM Kurkumin fiir 72 h. 8-Aktin diente
jeweils als Ladekontrolle und zur Normalisierung. Gezeigt werden bei der H3K27ac-Analyse drei; bei der
H3K27me3-Analyse fiinf unabhingige biologische Replikate (je bestchend aus zwei technischen Replikaten:
Klonen der isogenen Zelllinien) mit entsprechender Standardabweichung, *p=< 0,05 im Vergleich zur
entsprechenden unbehandelten DMSO-Kontrolle, A p=< 0,05 im Vergleich zwischen H3WT- und H3.3K27M-
mutierten isoUGO-1- und isoUGO-2-Zellen.

Zusammenfassend hatte Kurkumin in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen einen stirkeren
epigenetischen Effekt an H3K27 als in H3WT-tragenden isoUGO-Zellen. In H3.3K27M-
isoUGO-Zellen konnte die H3K27me3 durch Kurkuminbehandlung wiederhergestellt werden.

Vorangegangene Studien der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die Acetylierung in H3.3K27M-
mutierten paddHGG-Zellen stark von der Histonacetyltransferase CBP abhingt. Da Kurkumin
die H3K27ac-Level sowohl in isoUGO-H3.3K27M- als auch in isoUGO-H3WT-Zellen
reduzierte, wurden in der vorliegenden Studie anschlieBend die durch Kurkumin regulierten
Gene mit denen verglichen, die durch CBP-Inhibition ebenfalls in isoUGO-Zellen reguliert
wurden (unverdffentlichte mRNA-Sequenzierungsdaten freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Klaudia Kubiak, die sie im Rahmen ihrer Promotionsarbeit erhob). Um zu

untersuchen, ob eher die HAT- oder die DNA-Bindungsaktivitit von CBP eine Rolle spielen,
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wurden die identifizierten regulierten Gene aus der vorliegenden Studie mit den
Sequenzierungsdaten von isoUGO-2-Zellen verglichen, die zuvor mit CBP-Inhibitoren
behandelt wurden, die spezifisch die CBP-HAT-Aktivitit (A485) bzw. die CBP-DNA-
Bindungsaffinitit (CBP30) hemmen.

Sowohl in isoUGO-2-H3WT- als auch in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen kam es zu starken
Uberschneidungen der Gene, die sowohl durch Kurkumin als auch durch Inhibition der CBP-
HAT-Aktivitit (A485) vermindert exprimiert wurden: In isoUGO-H3WT-Zellen wurden von
den insgesamt 452 Genen, deren Expression durch Kurkuminbehandlung reduziert wurde, 199
Gene (44%) auch durch CBP-HAT-Inhibition (A485) herunterreguliert. Lediglich 22 der
Kurkumin-Zielgene (4,8%) wurden auch durch Inhibition der CBP-DNA-Bindungsfihigkeit
(CBP30) affektiert. In isoUGO-H3.3K27M-Zellen wurden von den insgesamt 379 Genen,
deren Expression durch Kurkuminbehandlung reduziert wurde, 201 Gene (50%) auch durch
CBP-HAT-Inhibition (A485) herunterreguliert. Nur 20 der Kurkumin-Zielgene (5%) wurden
auch durch Inhibition der CBP-DNA-Bindungsfihigkeit (CBP30) vermindert exprimiert
(Abbildung 11).

Ein dhnlicher, wenn auch weniger starker Effekt konnte auch bei den durch Kurkumin
aktivierten Gene identifiziert werden: Wihrend in isoUGO-H3WT-Zellen 39 der insgesamt 216
durch Kurkuminbehandlung regulierten Gene (18%) auch durch CBP-HAT-Inhibition (A485)
verstarkt exprimiert wurden, berschnitten sich die Kurkumin-Zielgene zu lediglich 2,3%
(finf Genen) mit denen, die auch durch Inhibition der CBP-DNA-Bindungsfahigkeit (CBP30)
beeinflusst wurden. In isoUGO-H3.3K27M-Zellen wurden von den insgesamt 78 durch
Kurkumin aktivierten Genen 37 (47,4%) auch durch CBP-HAT-Inhibition (A485) verstirkt
exprimiert, durch Inhibition der CBP-DNA-Bindungsfihigkeit (CBP30) kam es lediglich zu
einer Uberschneidung von 3,8% (drei Genen) (Abbildung 11).
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Abbildung 11 : Kurkumin wirkt unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus méoglicherweise tber

Inhibierung der CBP-HAT-Aktivitit in isoUGO-2-Zellen. Venn-Diagramm-Analysen zur
Identifikation des H3.3K27M-mutationsabhingigen Effektes von Kurkumin auf die Inhibition der CBP-HAT-
bzw. CBP-DNA-Bindungsaktivitit in isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen nach Behandlung mit 10 uM
Kurkumin bzw. 50 nM A485 (Inhibition der CBP-HAT-Aktivitdt) bzw. 1 uM CBP30 (Inhibition der CBP-DNA-
Bindungsaktivitit) far 48 h. Es werden Gene gezeigt, die durch Kurkumin-, A485- bzw. CBP30-Behandlung in
isoUGO-2-Zellen 1,5-fach hoch- bzw. 0,75-fach herunterreguliert wurden, justierter p-Wert < 0,05.
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Vergleicht man die Gene, die jeweils sowohl in isoUGO-H3WT- als auch in isoUGO-
H3.3K27M-Zellen durch Kurkumin- bzw. A485-Behandlung reguliert wurden, so zeigt sich vor
allem in den durch Inhibitorbehandlung vermindert exprimierten Gene, dass sich von den
insgesamt 29 durch Kurkumin in isoUGO-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen gemeinsam
herunterregulierten Genen 17 Gene (70%) mit den durch A485-Behandlung unabhingig vom
H3.3-Mutationsstatus herunterregulierten Genen tberschnitten (Abbildung 12). Bei den 31
durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-H3WT- und auch in -H3.3K27M-Zellen verstirkt
exprimierten Genen kam es lediglich zu einer Uberschneidung von 9% (drei Genen) (Abbildung

12).

herunterreguliert hochreguliert

Kurkumin A485 Kurkumin A485

& - ) G

Abbildung 12 : 70% der durch Kurkumin unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus inhibierten

Gene werden auch durch CBP-HAT-Inhibition vermindert exprimiert. Venn-Diagramme zur
Identifikation der unterschiedlich bzw. gleichermafen regulierten Gene nach 10 uM Kurkuminbehandlung und
Inhibition der CBP-HAT-Aktivitit (50 nM A485) in isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen nach 48 h. Es
werden Gene gezeigt, die durch Kurkumin- bzw. A485-Behandlung sowohl in isoUGO-2-H3WT- als auch in
isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen 1,5-fach hoch- bzw. 0,75-fach herunterreguliert wurden, angepasster p-Wert < 0,05.

Zusammenfassend fithrte Kurkuminbehandlung vermutlich unabhingig vom H3.3-
Mutationsstatus uber Inhibition der CBP-HAT-Aktivitat zu einer Reduktion der H3K27ac-
Level in 1soUGO-Zellen.

3.4 Kurkumin reduziert das Selbsterneuerungspotential und die
Proliferation von isoUGO-Zellen weitestgehend unabhingig vom

H3.3-Mutationsstatus

Vorangegangene Studien deuten darauf hin, dass die fatale Prognose der DIPG einerseits durch
den Mangel effektiver Therapicoptionen begriindet ist. Andererseits spielt jedoch auch eine
Resistenzentwicklung der Tumorzellen gegeniiber der Standardtherapie — beispielsweise durch
den Erwerb von Stammezellcharakteristika, die das Selbsterneuerungspotential der Zellen

beglinstigen — eine tragende Rolle (Haar et al 2012). Kurkumin inhibiert das
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Selbsterneuerungspotential verschiedener Tumorentititen und reduziert deren Fihigkeit
Sphiren und Kolonien zu formieren, indem es selektiv die Tumorstammzellen moduliert — die
differenzierteren gesunden Zellen jedoch nicht (Gupta et al 2013a). Diese durch Kurkumin
reduzierten Eigenschaften korrelieren mit der Aggressivitit und der Metastasierungstendenz

von Tumoren.

In der vorliegenden Studie wurden Spharen- und Kolonieformationsversuche durchgefiithrt, um
den FEinfluss von Kurkumin auf das Selbsterneuerungspotential und die Proliferations-
kapazititen in isoUGO-Zellen zu untersuchen (Abbildung 13). Hierzu wurden isoUGO-2- und
1soUGO-1-Zelllinien mit 5 uM bzw. 10 uM Kurkumin behandelt und deren Fihigkeit Kolonien
bzw. Sphiren zu bilden analysiert. Fur die Sphirenformationsanalyse wurden die gebildeten
Tumorzellsphiren gemil ihrer Grof3e ausgezihlt. Die Anzahl der Sphiren gibt Informationen
Uber das Selbsterneuerungspotential, die Grof3e der Spharen tber die Proliferationskapazititen
der Zellen. Auch tber die relative kolonialisierte Fliche konnen Aussagen tber die

Proliferationskapazitit der Tumorzellen getroffen werden.

Durch Kurkuminbehandlung sank die Fahigkeit der isoUGO-Zellen Kolonien und Sphiren zu
bilden im Vergleich zur Kontrollkondition unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus signifikant
(Abbildung 13). Insbesondere reduzierte die Behandlung von isoUGO-H3WT-Zellen mit 5 uM
Kurkumin deren Fahigkeit zur Formation groler Sphiren (Abbildung 13A). Es zeigte sich
durch Kurkuminbehandlung mit 5 uM in isoUGO-1-H3.3K27M-Zellen eine vierzigprozentige;
in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen eine neunundzwanzigprozentige Reduktion der kleinen
Sphiren, wihrend es in isoUGO-H3WT-Zellen zu keiner Reduktion der kleinen Sphiren kam.
Bei Behandlung der isoUGO-Zellen mit 10 uM Kurkumin zeigten sich keine H3.3K27M-
mutationsabhingigen Unterschiede. Die Reduktion der Formation grof3er Sphiren zeigte sich
bereits bei Behandlung mit geringeren Kurkuminkonzentrationen sowohl in isoUGO-H3WT-
als auch in isoUGO-H3.3K27M-Zellen, wobei vor allem in isoUGO-1-H3.3K27M-Zellen eine
deutlich stirkere Reduktion der Anzahl grof3er Sphiren erkennbar war. Insgesamt reagierten
1soUGO-H3.3K27M-Zellen deutlich stirker mit einer signifikanten Reduktion der
SphirengroBe und -anzahl auf geringere Kurkuminkonzentrationen von 5 uM im Vergleich zu

1soUGO-H3WT-Zellen (Abbildung 13A).

In der Kolonieformationsanalyse war der Effekt der Kurkuminbehandlung in allen Zellen
unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus weitestgehend gleich stark. IsoUGO-2-H3.3K27M-
Zellen reagierten auf 5 uM Kurkuminbehandlung signifikant stirker als isoUGO-2-H3WT-

Zellen. Bereits die Behandlung mit geringen Kurkuminkonzentrationen von 5 uM bewirkte eine
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signifikante Reduktion der Fihigkeit zur Koloniebildung von allen isoUGO-Zellen um etwa

zwei Drittel im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 13B).
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Abbildung 13 : Kurkumin vermindert das Selbsterneuerungspotential und die Proliferation von
isoUGO-Zellen  weitestgehend unabhingig ~ vom H3.3-Mutationsstatus. (A)
Sphirenformationsanalyse zur Bestimmung der Sphirengréie und -anzahl nach Behandlung von isoUGO-1- und
isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen mit 5uM bzw. 10uM Kurtkumin fir sieben Tage.
Standardabweichung *p< 0,05 fir groBe, Ap< 0,05 fiir kleine Sphiren im Vergleich zur entsprechenden
unbehandelten DMSO-Kontrolle. (B) Kolonieformationsanalyse zur Bestimmung der kolonisierten Fliche nach
96 h nach Behandlung von isoUGO-1- und isoUGO-2-Zellen mit 5 uM bzw. 10 uM Kurkumin. Gezeigt werden
drei unabhingige biologische Replikate mit entsprechender Standardabweichung, *p< 0,05 im Vergleich zur
entsprechenden unbehandelten DMSO-Kontrolle, op< 0,05 zum Vergleich von H3WT und H3.3K27M in
isoUGO-1- und isoUGO-2-Zellen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch Kurkuminbehandlung die Fahigkeit von
1soUGO, Kolonien und Sphiren zu bilden weitestgehend unabhingig vom H3.3-

Mutationsstatus signifikant reduziert wurde.
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3.5 Kurtkumin induziert Zellzyklusarrest und  programmierte

Zelltodmechanismen in isoUGO-Zellen

Der Antitumoreffekt von Kurkumin begriindet sich unter anderem durch die Vermittlung von
Zellzyklusarrest (Liu et al. 2007) und Zelltodmechanismen: Kurkumin gilt als Induktor von
sowohl Apoptose (Park et al. 2013; Araveti und Srivastara 2019) als auch Autophagie (Gupta et
al. 2013a; Shakert et al. 2018).

3.5.1 Kurkumin induziert Apoptose und inhibiert die Zellzyklusprogression verstirkt

in isoUGO-H3WT-Zellen

Dass Kurkumin Apoptose induziert, konnte in unterschiedlichen Studien in verschiedenen
Tumorentititen und auch von der AG Kramm (im Rahmen der Promotionsarbeit von Bente
Pohlmeier, in Vorbereitung, mit freundlicher Genehmigung der Verfasserin) in DIPG-Zellen

bereits nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Studie sollte nun der H3.3K27M-mutationsabhingige Effekt von
Kurkumin auf Apoptose und den Zellzyklus mittels Propidiumiodid (PI)-Durchflusszytometrie
untersucht werden. AuBlerdem wurden Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Zur Detektion
von Apoptose wurde hier Cleaved-Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) als Markerprotein
verwendet, welches im Zuge der Apoptose aus der proteolytischen Spaltung des DNA-

Reparaturenzyms PARP entsteht.

Kurkumin induzierte in allen isogenen UGO-Zelllinien Apoptose — die Cleaved-PARP-Level
wurden durch Kurkuminbehandlung signifikant erhéht (Abbildung 14). In isoUGO-H3WT-
Zellen konnte ein wenngleich nicht signifikanter, aber dennoch stirkerer Effekt von Kurkumin
auf die Aktivierung von Apoptose gezeigt werden als in isoUGO-H3.3K27M-Zellen
(Abbildung 14). In isoUGO-2-Zellen waren die Cleaved-PARP-Level vor und nach
Kurkuminbehandlung wesentlich héher als in isoUGO-1-Zellen (Abbildung 14).
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Abbildung 14 : Kurkumin induziert Apoptose — verstirkt in isoUGO-H3WT-Zellen. (A) Western-
Blot-Analyse zur Bestimmung und (B) Densitometrie-Analyse zur Quantifizierung der Expression von Cleaved
PARP zur Analyse der Apoptoseinduktion in isoUGO-1- und isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen nach
Behandlung mit 5 pM Kurkumin far 72 h. 3-Aktin diente jeweils als Ladekontrolle und zur Normalisierung.
Gezeigt werden je zwei unabhingige biologische Replikate (bestehend aus je zwei Klonen der isogenen Zelllinien)
mit entsprechender Standardabweichung, *p=< 0,05 im Vergleich zur entsprechenden unbehandelten DMSO-
Kontrolle.

Auch PI-FACS-Analysen bestitigten, dass durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-Zellen
Apoptose  induziert wurde. In allen isogenen isoUGO-Zelllinien war nach
Kurkuminbehandlung der ,,Apoptose-Peak* in der subG1-Phase zu erkennen (Abbildung 15B).
Die durch Kurkumin induzierte Erhhung des Anteils von isoUGO-Zellen in der subG1-Phase
war im Vergleich zur unbehandelten DMSO-Kontrolle in allen Zelllinien signifikant (Abbildung
15A).

Die G2- und M-Phase wurden jeweils als subG1-Phase des Zellzyklus zusammengefasst. In
1soUGO-2-Zellen wurde durch Kurkuminbehandlung der Anteil der H3WT-Zellen in der
subG1-Phase signifikant stirker erhoht als in H3.3K27M-Zellen. In isoUGO-1-Zellen war
keine H3.3K27M-mutationsabhingige Verringerung der Zellen in der subG1-Phase durch
Kurkumin zu beobachten (Abbildung 15).

Auch kam es — aufler in isoUGO-1-H3WT-Zellen (hier war der Effekt nicht signifikant, aber
dennoch sichtbar) — durch Kurkuminbehandlung zu einem signifikant verringerten Anteil an

Zellen in der G1-Phase (Abbildung 15).
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Kurkumin reduzierte den Anteil an isoUGO-Zellen in der S-Phase sowohl in isoUGO-2- als
auch in 1soUGO-1-Zellen signifikant stirker in H3WT- als in H3.3K27M-mutierten Zellen
(Abbildung 15). In isoUGO-1-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen bewirkte Kurkumin eine
signifikante Verringerung der Zellanzahl in der S-Phase. Dies konnte in isoUGO-2-Zellen nicht
gezeigt werden (Abbildung 15).
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Abbildung 15 : Kurkumin induziert Apoptose in isoUGO-Zellen in Abhingigkeit vom H3.3-
Mutationsstatus unterschiedlich stark. (A) Quantifizierung und (B) reprisentative Bilder der PI-
Durchflusszytometrie zur Zellzyklusanalyse nach Behandlung von isoUGO-1- und isoUGO-2-H3WT- und -
H3.3K27M-Zellen mit 10 pM Kurkumin fiir 48 h. Gezeigt werden drei unabhingige biologische Replikate mit
entsprechender Standardabweichung, *p< 0,05 fiir subG1-, Op< 0,05 fur G1-, Ap< 0,05 fiir S-Phase jeweils zum
Vergleich der Kurkuminbehandlung zur entsprechenden unbehandelten DMSO-Kontrolle, **p= 0,05 fir
subG1-, op= 0,05 fiir S-Phase zum Vergleich von H3WT und H3.3K27M in isoUGO-1- und isoUGO-2-Zellen.

Der starke inhibierende Effekt von Kurkumin auf die Zelltodregulation konnte durch die
Ergebnisse der mRNA-Sequenzierung bestitigt werden. Zusitzlich zeigte sich, dass Kurkumin-

behandlung vor allem in isoUGO-H3WT-Zellen Einfluss auf die Zellzyklusregulation hatte.
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In isoUGO-2-H3WT-Zellen konnte eine starke Induktion von Zelltodmechanismen sowie
Zellzyklusarrest durch Kurkumin nachgewiesen werden. Verschiedene apoptoseinduzierende
Gene wurden durch Kurkuminbehandlung verstarkt exprimiert, wihrend apoptoseinhibierende
Gene in ihrer Expression herunterreguliert wurden (Abbildung 16). Gene, die zu

Zellzyklusprogression  fihren, wurden durch Kurkumin in isoUGO-2-H3WT-Zellen

herunterreguliert — hierbei zeigte sich kein spezifischer Effekt auf eine bestimmte
Zellzyklusphase

(Abbildung 16).
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Abbildung 16 : Kurkumin reguliert Zellzyklus- und Apoptose-assoziierte Gene in isoUGO-2-

H3WT-Zellen herunter. Darstellung der durch Kurkumin hoch- (griin) und herunter- (rot) regulierten
zellzyklus- und apoptoseassoziierten Gene in isoUGO-2-H3WT-Zellen — adaptiert von KEGG (Kanehisa und
Goto 2000). Angewendete Grenzwerte: log2FC < 0,75 und = 1,5, angepasster p-Wert < 0,05.
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In isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen wurden mit Zelltodmechanismen assoziierte Gene durch
Kurkumin weniger stark reguliert. Jedoch zeigt Abbildung 17, dass durch Kurkuminbehandlung
sowohl in isoUGO-2-H3WT- als auch in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen die Expression des
antiapoptotischen Gens BCL.2 signifikant herunter- und die Expression der proapoptotischen
Gene MDM?2 und BAX signifikant hochreguliert wurde. Die Expression von BCL.2 und BAX
wurde jeweils in isoUGO-H3WT-Zellen im Vergleich zu isoUGO-H3.3K27M-Zellen
signifikant starker durch Kurkumin reguliert (Abbildung 17).
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Abbildung 17 : Kurkumin inhibiert die Expression antiapoptotischer und verstirkt die
Expression proapoptotischer Gene in isoUGO-2-Zellen. Vergleich des Effekts von
Kurkuminbehandlung auf die Expression verschiedener mit Apoptose assoziierter Gene (BCL2 als
antiapoptotisches; MDM?2 und BAX als proapoptotische Gene) in 48 h mit 10 uM Kurkumin behandelten
isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen. Gezeigt werden je drei unabhingige technische Replikate (Klone der
isogenen Zelllinien) mit entsprechend angepasster Standardabweichung, *p=< 0,05 im Vergleich der
Kurkuminbehandlung zur unbehandelten DMSO-Kontrolle; op= 0,05 zum Vergleich von H3WT und H3.3K27M
in isoUGO-2-Zellen.

Zusammenfassend verursachte Kurkuminbehandlung Zellzyklusarrest und induzierte

Apoptose verstirkt, aber nicht aussschlieBlich in H3WT-tragenden isoUGO-Zellen.
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3.5.2 Kurkumin induziert Autophagie in isoUGO-Zellen

Autophagie ist ein lysosomaler Degradationsprozess, der eine Art des programmierten Zelltods
darstellt, hiufig jedoch auch als Schutzmechanismus der Zellen verstanden wird. Da Kurkumin
als Autophagieinduktor gilt (Gupta et al. 2013a; Shakeri et al. 2018), sollte in der vorliegenden
Studie durch den Nachweis von LC3B, einem Leichtkettenprotein, das im Zuge der Autophagie
akkumuliert, mittels Western-Blot-Analysen der Effekt von Kurkumin auf isoUGO-Zellen

untersucht werden.

Kurkuminbehandlung induzierte Autophagie besonders stark in isoUGO-H3.3K27M-Zellen —
in beiden isoUGO-Zelllinien bewirkte Kurkumin einen signifikanten Anstieg der LC3B-
Expression. Aber auch in isoUGO-H3WT-Zellen war eine kurkuminabingige Induktion der
Autophagie erkennbar (Abbildung 18). In isoUGO-2-Zellen zeigte sich ein deutlicher
H3.3K27M-mutationsabhiangiger Unterschied in der Kurkuminwirkung: In H3.3K27M-
mutierten isoUGO-2-Zellen induzierte Kurkumin Autophagie stirker als in H3WT-tragenden
Zellen (Abbildung 18).
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Abbildung 18 : Kurkumin induziert Autophagie in isoUGO-Zellen. (A) Western-Blot-Analyse zur
Bestimmung und (B) Densitometrie-Analyse zur Quantifizierung der Expression von LC3B zur Analyse der
Autophagieinduktion nach Behandlung von isoUGO-1- und isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen mit 5 uM
Kurkumin fiir 72 h. 3-Aktin diente jeweils als Ladekontrolle und zur Normalisierung. Gezeigt werden je zwei
unabhingige biologische Replikate (je bestehend aus zwei technischen Replikaten: Klonen der isogenen Zelllinien)
mit entsprechender Standardabweichung, *p< 0,05 im Vergleich zur entsprechenden unbehandelten DMSO-
Kontrolle.
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Da Autophagie auch als Schutzmechanismus von Zellen verstanden wird, wurden in der
vorliegenden Studie isoUGO-2-Zellen mit einer Kombination aus Kurkumin und dem

Autophagieinhibitor Chloroquin (CQQ) behandelt.

Nach Behandlung der isoUGO-2-Zellen mit 5 uM Kurkumin, 10 uM Chloroquin und einer
Kombinationstherapie aus den Wirkstoffen wurden MTT-Zellviabilitdtsversuche durchgefiihrt,
um den zytotoxischen Effekt einer Einzelbehandlung im Vergleich zu einer Kombination

beider Substanzen auf isoUGO-Zellen zu untersuchen (Abbildung 19).

Sowohl Einzelbehandlung mit Kurkumin und Chloroquin als auch eine Kombination beider
Substanzen induzierten in isoUGO-2-Zellen eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat

(Abbildung 19).

Allerdings fiihrte die Kombination von Kurkumin und Chloroquin lediglich zu additiven

Effekten im Vergleich zur Einzelbehandlung.
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Abbildung 19 : Kombinationsbehandlung aus Kurkumin und dem Autophagieinhibitor

Chloroquin verstirkt die Zytotoxizitit in isoUGO-2-Zellen. MTT-Analyse zur Bestimmung der
Zytotoxizitit nach Behandlung von isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen mit 10 uM Chloroquin, 5 uM
Kurkumin bzw. einer Kombination aus beiden Wirkstoffen fiir 72 h. Gezeigt werden vier unabhingige biologische
Replikate mit entsprechender Standardabweichung, *p= 0,05 im Vergleich der Kurkumin- bzw.
Chloroquinbehandlung zur entsprechenden unbehandelten DMSO-Kontrolle.

Kurkumin induzierte zusammenfassend Autophagie verstirkt in H3.3K27M-mutierten

1soUGO-Zellen.
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3.6 Kurkumin reguliert die Expression Wnt-Signalweg-assoziierter Gene

in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen

Der Wnt-Signalweg ist unter anderem mit einer verstirkten Proliferation von Zellen, der
Ausprigung von Stammzellcharakteristika und mit der Onkogenese verschiedener
Tumorentititen assoziiert (Ryu et al. 2008). Die inhibierende Wirkung Kurkumins auf die
Wnt/B-Catenin-

Signalkaskade wurde beispielsweise fiir Kolonkarzinomzellen bereits beschrieben (Ryu et al.

2008) und sollte in der vorliegenden Studie in isoUGO-Zellen ebenfalls untersucht werden.
Durch Kurkuminbehandlung wurden vor allem in den kanonischen Wnt-Signalweg involvierte

Gene in  isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen  herunterreguliert ~ (Abbildung 20  und
Abbildung 21).
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Abbildung 20 : Kurkumin inhibiert mit dem Wnt-Signalweg assoziierte Gene in isoUGO-2-

H3.3K27M-Zellen. Darstellung der durch Kurkumin hoch- (griin) und herunter- (rot) regulierten Wnt-
Signalweg-assoziierten Gene in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen — adaptiert von KEGG (Kanehisa und Goto 2000).
Angewendete Grenzwerte: log2FC = 0,75 und = 1,5, angepasster p-Wert =< 0,05.



52

Abbildung 21 zeigt, dass auch in isoUGO-2-H3WT-Zellen mit der Wnt-Signalkaskade
assoziierte Gene exprimiert wurden — deren Expression wurde jedoch durch Kurkumin-
behandlung kaum beeinflusst. Lediglich WISP7 wurde durch Kurkumin in isoUGO-2-H3WT-
Zellen signifikant vermindert exprimiert. Im Vergleich dazu bewirkte Kurkumin in isoUGO-2-
H3.3K27M-Zellen eine signifikant verminderte Expression der ausgewihlten, vornehmlich den
kanonischen Wnt-Signalweg aktivierenden Gene — mit Ausnahme der Expression von WINT70,

das durch Kurkuminbehandlung wenngleich nicht signifikant, so doch auch stark inhibiert

wurde (Abbildung 21).

AuBlerdem bewirkte Kurkuminbehandlung eine signifikant verstirkte Expression von DKK7
(Abbildung 21) sowohl in isoUGO-2-H3WT- als auch isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen — ein Gen,
das als einer der stirksten Inhibitoren des Wnt-Signalweges gilt (Wang et al. 2013).
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Abbildung 21 : Kurkumin reguliert die Expression von mit dem kanonischen Wnt-Signalweg
assoziierten Gene vornehmlich in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen. Darstellung der absoluten
Expression ausgewihlter Gene des kanonischen Wnt-Signalweges in isoUGO-2-H3WT- und -H3.3K27M-Zellen
nach 10 pM Kurkuminbehandlung fiir 48 h. Gezeigt werden drei unabhingige technische Replikate (Klone der
isogenen Zelllinien) mit entsprechend angepasster Standardabweichung, *p=< 0,05 im Vergleich zur unbehandelten
DMSO-Kontrolle. Angewendete Grenzwerte: log2FC < 0,75 und 2 1,5.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Kurkumin vornehmlich in H3.3K27M-mutierten

1soUGO-Zellen den kanonischen Wnt-Signalweg zu inhibieren scheint.
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3.7 Kurkumin reduziert die MYC-Expression in isoUGO-2-Zellen

Wie bereits fir Gliom- (Aoki et al. 2007) und Medulloblastomzellen (Lee et al. 2011)

beschrieben wurde, reduziert Kurkumin die Expression des Protoonkogens MYC.

Auch in isoUGO-2-Zellen scheint die durch Kurkuminbehandlung reduzierte Expression von
MYC ein anderer Aspekt des Antitumoreffektes des Phytotherapeutikums zu sein: Die MYC-
Expression war sowohl in isoUGO-2-H3WT- als auch in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen nach
Kurkuminbehandlung im Vergleich zur Kontrollreferenz (DMSO) signifikant erniedrigt
(Abbildung 22A). Somit gehdért MYC zu den wenigen Genen, die H3.3K27M-
mutationsunabhingig durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-2-Zellen reduziert exprimiert
wurden. Die weitere Analyse dieser sich durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-H3WT- und
1soUGO-H3.3K27M-Zellen tiberlappenden reduziert exprimierten Gene ergab keinen Anhalt

fir die Regulation spezifischer biologischer Funktionen oder Signalwege (Daten daher nicht
gezeigt).

Der Transkriptionsfaktor c-myc, fiir den MY C kodiert, ist mit Zellproliferation in verschiedenen
Tumorentititen assoziiert. Auch in den in Abbildung 22B dargestellten pidiatrischen ZNS-

Tumorentititen ist MYC im Vergleich zu gesundem Kortexgewebe stark tiberexprimiert.
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Abbildung 22 : Kurkumin reduziert signifikant die Expression von MYC in isoUGO-2-Zellen

unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus. (A) Vergleich der Expression von MYCin isoUGO-2-H3WT- und
-H3.3K27M-Zellen nach Behandlung mit 10 uM Kurkumin fiar 48 h. Gezeigt werden drei unabhingige technische
Replikate (Klone der isogenen Zelllinien) mit entsprechend angepasster Standardabweichung, *p= 0,05 im
Vergleich der Kurkuminbehandlung zur unbehandelten DMSO-Kontrolle. Angewendete Grenzwerte: log2FC
< 0,75 und 2 1,5. (B) Darstellung der im Vergleich zur Kontrolle (gesundes Gehirn (Harris et al. 2009)) stark
erhéhten MY C-Expression in padiatrischen Hirntumorproben (paddHGG (Paugh et al. 2010) und DIPG (Paugh et
al. 2011)) — adaptiert nach R2 (r2.amc.nl).
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Die verminderte Expression von MYC scheint sowohl in H3WT- als auch in H3.3K27M-

mutierten isoUGO-Zellen zum Antitumoreffekt von Kurkumin beizutragen.

3.8 Kurkumin induziert die Expression antiinflammatorischer und

reduziert die Expression proinflammatorischer Gene verstirkt in

isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen

Da die antiinflammatorischen Eigenschaften Kurkumins bereits beschrieben wurden (Schwarz
et al. 2020), sollte dieser Effekt in der vorliegenden Studie auch in isoUGO-2-Zellen untersucht

werden.

Aus den Ergebnissen der mRNA-Sequenzierung ging hervor, dass Kurkumin in isoUGO-2-
Zellen immunmodulatorisch zu wirken schien, indem antiinflimmatorische Gene durch
Kurkuminbehandlung verstirkt und proinflaimmatorische Gene vermindert exprimiert wurden
(Abbildung  23). In isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen wurde die Expression der
proinflaimmatorischen Interleukine (IL) II-78 und IL-27 durch Kurkuminbehandlung
signifikant reduziert, wihrend die Expression des antiinflammatorisch wirkenden Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptors y (PPAR-p) und des antiinflammatorisch wirkenden II.-75
nach Kurkuminbehandlung signifikant verstirkt wurde (Abbildung 23). In isoUGO-2-H3WT-
Zellen wurde ebenfalls die I[.-27-Expression durch Kurkuminbehandlung signifikant
herunterreguliert — die Expression von II.-78 hingegen signifikant verstirkt. Die Expression
von PPAR-y wurde durch Kurkumin — wenngleich nicht signifikant — herunterreguliert, und
II-715 blieb in isoUGO-2-H3WT-Zellen durch Kurkumin weitestgehend unbeeinflusst
(Abbildung 23).
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Abbildung 23 : Kurkumin induziert die Expression antiinflaimmatorischer Gene und reduziert

die Expression proinflaimmatorischer Gene verstirkt in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen. Vergleich
des Effekts von Kurkumin auf die Expression verschiedener Interleukine (IL) in isoUGO-2-H3WT- und
-H3.3K27M-Zellen nach 10 uM Kurkuminbehandlung fir 48 h. Gezeigt werden je drei unabhingige
technische Replikate (Klone der isogenen Zelllinien) mit entsprechend angepasster Standardabweichung, *p< 0,05
im Vergleich zur unbehandelten DMSO-Kontrolle. Angewendete Grenzwerte: log2FC < 0,75 und = 1,5.

Zusammenfassend schien Kurkumin sowohl in H3WT- als auch in H3.3K27M-mutierten
1soUGO-Zellen immunmodulatorisch zu wirken und tberwiegend antiinflammatorische
Effekte zu vermitteln. Die Regulation der Expression pro- und antiinflammatorischer Gene
durch Kurkumin war jedoch in H3.3K27M-mutierten isoUGOZellen stirker ausgeprigt als in
1soUGO-H3WT-Zellen.
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4 Diskussion

DIPG sind im Pons des Hirnstamms lokalisierte padHGG, die durch eine fatale Prognose und
eine spezifische Histonmutation charakterisiert sind. Aufgrund mangelnder effektiver
konventioneller Therapieoptionen greifen Betroffene oft zusitzlich auf Phytotherapeutika wie

Kurkumin zurtck.

Um das Potential von Kurkumin als Therapieadjuvans in DIPG zu priifen, sollten in der
vorliegenden Studie die H3.3K27M-abhingigen und -unabhingigen Effekte von Kurkumin in
1soUGO-Zellen untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Studie bestitigen, was fiir viele
andere Tumorentititen bereits bekannt ist: Der Antitumoreffekt Kurkumins begriindet sich in
der Interaktion mit unterschiedlichen Signalwegen. Dies konnte auch in isoUGO-Zellen

nachgewiesen und einzelne Effekte in Abhiangigkeit vom H3.3-Mutationsstatus gezeigt werden.

Die in der vorliegenden Studie verwendeten isogenen UGO-Zelllinien wurden urspringlich von
primiren pidiatrischen DIPG-Zellen abgeleitet — retrospektiv kann ihr Ursprung jedoch nicht
mehr zweifelsfrei nachvollzogen werden. Auch ob und wie eine mogliche Verwechslung mit
anderen Zelllinien stattfand, die in dem Labor, in welchem die vorliegende Promotionsarbeit
durchgefiithrt wurde, ausschlieSlich Zelllinien hochgradiger Gliome darstellen wiirden, konnte

nicht rekonstruiert werden.

Die H3.3K27M-Mutation konnte per Sequenzierung in den als H3K27M-mutierten isogenen
Zelllinien nachgewiesen werden (unverdffentlichte Daten freundlicherweise zur Verfugung
gestellt von Klaudia Kubiak im Rahmen ihrer eigenen Promotionsarbeit, Abbildung 5) und tritt
nach heutigem Wissensstand natiirlicherweise nur in glialen Tumoren der Mittellinie, bevorzugt
bei Kindern und speziell auch in DIPG auf (Bechet et al. 2014). Dies ist sicherlich ein deutlicher
Hinweis dafiir, dass zumindest die H3.3K27M-tragende Ausgangszelllinie UGO einem
padiatrischen HGG und speziell einem DIPG und/oder Diffusem Mittelliniengliom
entsprechen muss. Auch zeigten die isogenen UGO-Zelllinien generell eine fir DIPG typische
aggressive Tumorbiologie und entsprechende epigenetische Verinderungen, die bei einer
H3K27M-Mutation zu erwarten sind — insbesondere die typischen Verinderungen beziiglich

der H3K27-Acetylierung und -Trimethylierung,.

Somit kénnen die fiir isoUGO-Zellen vorliegenden Ergebnisse sehr wahrscheinlich auf DIPG
angewendet werden, auch wenn eine Reevaluierung der gefundenen Ergebnisse in zweifelsfrei
von DIPG- und pidiatrischen Glioblastom-Zellen abgeleiteten isogenen Modellen unabdingbar
bleibt.
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Kurkumin bewirkte in isoUGO-Zellen Verinderungen auf epigenetischer Ebene und fithrte zu
einer Verminderung von Zellviabilitit, Proliferation und dem Selbsterneuerungspotenzial sowie
zur Induktion von Apoptose und Autophagie 7 vitro. Eine Ubersicht tiber die teilweise
H3.3K27M-mutationsabhingig  unterschiedlich  stark  ausgeprigten  Effekte  von
Kurkumin in isoUGO-Zellen, auf die nachfolgend genauer eingegangen werden soll, gibt

Tabelle 16.

Tabelle 16 : Ubersicht iiber die Wirkmechanismen von Kurkumin in Abhingigkeit vom H3.3-
Mutationsstatus in isoUGO-Zellen.

Effekt von Kurkumin H3WT H3.3K27M
Zellviabilitit l l
Proliferation l l
Selbsterneuerungspotential / Stammzellcharakteristika l l
Differenzierung i "
H3K27me3 1
H3K27ac l l
Zellzyklusarrest ™ i
Apoptose ™ 1
Autophagie 1 ™
Antiinflammatorischer Effekt 1 ™

Wnt-Signalweg-Inhibition - 1
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41 Kurkumin stellt die verminderten H3K27me3-Level in isoUGO-
H3.3K27M-Zellen wieder her und reduziert die H3K27ac-Level in

isoUGO-Zellen unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus

Die in DIPG hiufig auftretende H3.3K27M-Mutation resultiert in einer epigenetischen
Dysbalance, die eine Hypotrimethylierung und Hyperacetylierung an H3K27 umfasst (Piunti
et al. 2018) und gilt als ein Schlisselmoment der Onkogenese (Lewis et al. 2013).

Kurkumin stellte in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen die H3K27me3-Level, die denen des
Ausgangsniveaus in isoUGO-H3WT-Zellen entsprechen, wieder her: Die H3K27me3-Level
wurden in beiden H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zelllinien durch Kurkuminbehandlung
signifikant erhoht, wihrend die H3K27me3-Level in isoUGO-H3WT-Zellen durch
Kurkuminbehandlung kaum beeinflusst wurden. Somit konnte bestitigt werden, dass
epigenetische Modifikationen stets reversibel sind und Kurkumin das durch die H3.3K27M-

Mutation veranderte epigenetische Gleichgewicht in DIPG wiederherzustellen vermag.

Der Ansatz, die mutationsbedingt reduzierte Trimethylierung zu erhéhen und gleichzeitig die
Hyperacetylierung zu vermindern, um somit den tumortreibenden Effekt der assoziierten
Genregulationsvorginge zu reduzieren, scheint erfolgsversprechend zu sein. Beispielsweise
konnten Hashizume et al. (2014) die Antitumorwirkung eines solchen Mechanismus durch
Behandlung mit dem Demethylaseinhibitor GSKJ4 iz vitro und in vive in H3K27M-mutierten

pédiatrischen Hirnstammgliomen nachweisen.

Vergleicht man die Gene, deren Expression durch Kurkuminbehandlung sowohl in
isoUGO-2-H3WT- als auch in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen vermindert wurde, so wurden
diese zu etwa 70% auch durch CBP-HAT-Inhibitor-Behandlung (A485) reguliert.
Schlussfolgernd konnte die Funktion von Kurkumin auf epigenetischer Ebene tber die
Inhibition der intrinsischen HAT-Aktivitit von CBP/p300 vermittelt werden. Diese Ergebnisse
legen die bereits beschriebene Wirkung Kutkumins als CBP/p300-Inhibitor sehr nahe
(Balasubramanyam et al. 2004; Chen et al. 2007; Lee et al. 2011).

Diese Hypothese korreliert sehr gut mit den signifikant verringerten H3K27ac-Leveln in mit
Kurkumin behandelten isoUGO-1- und isoUGO-2-Zellen in den vorliegenden Western-Blot-
Analysen. Dass die durch Kurkuminbehandlung reduzierte H3K27-Acetylierung sowohl in
H3WT- als auch in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen beobachtet werden konnte, deutet
darauf hin, dass die Inhibition der CBP/p300-HAT-Aktivitit durch Kurkumin unabhingig vom
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H3.3-Mutationsstatus zu sein scheint. Auch die Ergebnisse der im Rahmen der vorliegenden

Arbeit durchgefihrten RNA-Sequenzierung unterstitzen diese Annahme.

Um aber den Zusammenhang zwischen den Zielgenen von Kurkumin und CBP zu validieren,
sollten in Weiterfihrung der hier vorgelegten Arbeit noch Chromatin-Immunoprazipitations-

DNA-Sequenzierungsversuche (ChIP-Seq) durchgefithrt werden.

Eine Dysfunktion von HAT ist oftmals mit der Manifestation unterschiedlichster Erkrankungen
assoziiert. Kang et al. (2006) beschrieben bereits, dass Kurkumin eine Hypoacetylierung an H3
durch die Inhibierung von HAT in Glioblastomzellen induzieren kann. Die Inhibierung der
HAT-Aktivitit geht auch mit einer Redifferenzierung der Zellen, Apoptoseinduktion und
Zellzyklusarrest einher (Kang et al. 20006). Auf diese Effekte Kurkumins, die auch in der
vorliegenden Studie fiir isoUGO-Zellen gezeigt werden konnten, soll im Verlauf niher

eingegangen werden.

Zhang et al. (2015) beschrieben in DIPG das Phinomen des Histon-Crusstalks: So geht der
Verlust von H3K27me3 mit einer Erhéhung von H3K27ac einher, da es durch die H3.3K27M-
mutationsbedingte Hypotrimethylierung zu einem Ungleichgewicht der Funktionen der
Acetylierung vermittelnden HAT und der trimethylierenden HMT kommt (Piunti et al. 2018).
Somit koénnte womdglich die Hochregulierung von H3K27me3 durch Kurkumin auch

kompensatorisch in Folge der Reduktion der H3K27ac erfolgen.

Die beschriebenen, durch die H3.3K27M-Mutation verursachten epigenetischen
Verinderungen tragen zu einem aggressiveren Wachstum von H3.3K27M-mutierten im
Vergleich zu H3WT-DIPG-Zellen in vitro bei (Wiese et al. 2020), scheinen jedoch nicht das
alleinige Schliisselmoment in der Tumorentstehung von DIPG zu sein. Da H3WT-DIPG durch
eine dhnlich fatale Prognose gekennzeichnet sind, wird klar, dass wahrscheinlich auch noch

andere Mechanismen in der Onkogenese eine Rolle spielen mussen.

Die deutlichen Unterschiede in der Gensignatur zwischen isoUGO-2-H3WT- und isoUGO-2-
H3.3K27M-Zellen ohne Kurkuminbehandlung implizieren, dass in isoUGO-Zellen in
Abhingigkeit vom H3.3K27M-Mutationsstatus verschiedene Mechanismen der Tumorgenese
eine Rolle spielen und somit auch Kurkumin H3.3K27M-mutationsabhingig iber

unterschiedliche Mechanismen wirken konnte.

Aus dem Effekt von Kurkumin auf epigenetischer Ebene resultieren vermutlich die
unterschiedlichen Effekte dieses Phytotherapeutikums auf funktionelle Charakteristika der

untersuchten isoUGO-Zellen, auf die nachfolgend niher eingegangen werden soll.
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4.2 Kurkumin reduziert das Selbsterneuerungs- und
Proliferationspotential von isoUGO-Zellen unabhingig vom H3.3-

Mutationsstatus

Kurkumin inhibiert das Selbsterneuerungs- und Proliferationspotential von verschiedenen
Tumorentititen, darunter auch Glioblastomen (Lim et al. 2011), indem die Fihigkeit der

Tumorzellen Sphiren und Kolonien zu formieren reduziert wird (Gupta et al 2013a).

Die MTT-Zellviabilititsversuche zeigten, dass durch Kurkuminbehandlung in beiden isogenen
UGO-Zelllinien die Proliferation weitestgehend unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus
konzentrationsabhingig reduziert wurde. Es zeigten sich weder in isoUGO-1- noch in isoUGO-
2-Zellen starke H3.3K27M-mutationsabhingige Unterschiede in der zytotoxischen Wirkung
Kurkumins. Dies deutet darauf hin, dass der Gesamteffekt von Kurkumin auf die Viabilitit der

1soUGO-Zellen unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus gleich stark zu sein scheint.

Dieses Ergebnis wurde durch die Sphiren- und Kolonieformationsanalysen teilweise bestatigt:
Keine signifikanten Unterschiede zwischen der Sphiren- bzw. Koloniebildung von H3WT- und
H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen konnten nach Behandlung mit hdheren Dosen

Kurkumin detektiert werden.

Die Ergebnisse der Kolonieformationsanalyse lassen auf das Proliferationspotential der Zellen
schlieBen. Der Effekt der Kurkuminbehandlung war in H3WT- und H3.3K27M-mutierten
isoUGO-Zellen  weitestgehend  gleich  stark.  Jedoch  reagierten bei  geringeren
Kurkuminkonzentrationen (5 uM) isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen signifikant starker als
1soUGO-2-H3WT-Zellen. In isoUGO-1-Zellen war dieser Effekt weniger stark ausgeprigt,

aber dennoch sichtbatr.

Auch die Sphirenformationsanalysen lassen iber die GroBe der Tumorzellsphiren
Rickschliisse auf die Proliferationskapazititen der Zellen zu. H3.3K27M-mutierte isoUGO-
Zellen reagierten hier ebenfalls bei geringeren Kurkuminkonzentrationen (5 uM) mit einer
stirkeren Reduktion der Anzahl der grolen Sphiren als isoUGO-H3WT-Zellen. Somit zeigen
die Ergebnisse der Sphiren- und Kolonieformationsanalyse Gibereinstimmend, dass Kurkumin
in geringeren Konzentrationen bereits einen stirkeren Effekt auf das Proliferationspotential von

H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen zu haben scheint.

Die Auswertung der mRNA-Sequenzierungsdaten zeigte, dass Gene des kanonischen Wnt-
Signalweges sowohl in H3WT- als auch in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen exprimiert
wurden. Vor allem in isoUGO-H3.3K27M-Zellen wurde durch Kurkuminbehandlung die
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Expression dieser Gene signifikant reduziert. Der Wnt-Signalweg ist unter anderem mit einer
verstirkten Zellproliferation und der Ausbildung von Stammzellcharakteristika sowie der
Onkogenese vieler verschiedener Tumoren — auch mit der Entstehung von adulten
Glioblastomen (Wang et al. 2013) — assoziiert. Die Inhibition der kanonischen Wnt-
Signalkaskade konnte daher besonders in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen zu einer
reduzierten Proliferation gefithrt haben. Jedoch verstirkte Kurkumin sowohl in isoUGO-2-
H3WT- als auch in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen die Expression von DKK7, einem
spezifischen  Antagonisten  der  Wnt/B-Catenin-Signalkaskade,  signifikant.  Die
Wiederherstellung der Funktion von DKK7 geht mit einer verminderten Proliferation und
Invasion von Gliomzellen einher (Wang et al. 2013) — es ist zu vermuten, dass dies auch in
DIPG der Fall ist. Dieser Aspekt konnte eine Erklirung dafiir sein, warum der Effekt von
Kurkumin  auf die  Proliferation von  isoUGO-Zellen in  Kolonie- und
Sphirenformationsanalysen weitestgehend unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus war. Dass
sich  durch Behandlung mit niedrigeren Kurkuminkonzentrationen ein —stirkerer
proliferationshemmender Effekt in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen zeigte, mag dadurch
zu begrinden sein, dass diese iz witro durch ein schnelleres und stirkeres Wachstum
gekennzeichnet sind (Masterarbeit Kubiak 2019; Wiese et al. 2020) und somit vermutlich

anfilliger auf die Inhibition des Wnt-Signalweges durch Kurkumin reagieren kénnten.

Auch die genontologische Analyse zeigte, dass sowohl in isoUGO-2-H3WT- als auch in
1soUGO-2-H3.3K27M-Zellen die Regulation der Zellproliferation einer der am stirksten durch
Kurkumin regulierten Vorginge war, in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen die Regulation
der mit Zellproliferation assoziierten Gene durch Kurkuminbehandlung jedoch im Vergleich zu

1soUGO-H3WT-Zellen eine stirkere Rolle zu spielen schien.

Aus den MTT-Zellviabilitatsversuchen war dieser H3.3K27M-mutationsabhingige Effekt von
Kurkumin auf die Zellproliferation jedoch, wie beschrieben, nicht ersichtlich. Dies mag damit
zusammenhingen, dass die Zellen fir die Kolonieformationsanalysen 96 h und fur die
Sphirenformationsanalysen 168 h  (sieben Tage) inkubiert wurden, fir die MTT-
Zellviabilititsversuche jedoch nur 72 h. Diese womdglich nur durch die lingere Inkubationszeit
sichtbaren Effekte konnten darauf zurlickzufiihren sein, dass es erst nach einer ausreichend
langen Behandlungszeit zu durch Kurkumin induzierten Sekundireffekten kommt. Womoglich
bewirkt Kurkumin tber die Verdnderungen auf epigenetischer Ebene sekundir die Inhibierung
des Wnt-Signalweges — CBP und p300, deren HAT-Aktivitit durch Kurkuminbehandlung in
1soUGO-Zellen inhibiert werden konnte, sind auch wichtige Transkriptionsfaktoren des Wnt-

Signalweges (Ryu et al. 2008) — und dadurch reduzierte Proliferationskapazititen in isoUGO-
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Zellen. Eventuell wire somit durch lingere Inkubationszeit der Zellen mit Kurkumin ein
moglicher H3.3K27M-mutationsabhingiger Effekt auf die Zellproliferation deutlicher
erkennbar. Dafiir sollten die Versuche mit jeweils lingeren Inkubationszeiten wiederholt
werden. AuBerdem kénnten Bromdesoxyuridin-Versuche (BrdU) durchgefiihrt werden, um den

Effekt von Kurkumin auf die Proliferation der isoUGQO-Zellen zu validieren.

Bei den Sphirenformationsanalysen lisst die Anzahl der Tumorzellsphiren Riickschliisse auf
die Klonogenitit und das Selbsterneuerungspotential der Zellen zu. Es war ersichtlich, dass die
Anzahl der Sphiren durch Kurkuminbehandlung sowohl in H3WT- als auch in H3.3K27M-
mutierten isoUGO-Zellen bereits nach der Behandlung mit geringeren Konzentrationen
Kurkumin (5 uM) signifikant reduziert wurde. Dieser Effekt zeigte sich — wenngleich nicht
signifikant — stirker in isoUGO-H3.3K27M- als in isoUGO-H3WT-Zellen. Dies deutet darauf
hin, dass das Selbsterneuerungspotential in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen durch
Kurkuminbehandlung stirker verindert sein konnte. H3.3K27M-mutierte DIPG-Zellen sind
durch ein stirkeres Stammzellpotential als H3WT-tragende DIPG-Zellen gekennzeichnet
(Masterarbeit Kubiak 2019; Wiese et al. 2020). Somit konnten isoUGO-H3.3K27M-Zellen
durch den inhibierenden Effekt Kurkumins stirker beeinflusst werden. Womdglich wire auch
hier nach lingerer Inkubationszeit der isoUGO-Zellen mit Kurkumin ein stirkerer H3.3K27M-

mutationsabhingiger Effekt auf das Selbsterneuerungspotential sichtbar.

Das Selbsterneuerungspotential von Zellen wird auch durch den Wnt-Signalweg beeinflusst
(Kalani et al. 2008). Uber die Inhibition dieses Signalwegs durch die H3.3K27M-mutations-
unabhingig verstirkte Expression von DKK7 durch Kurkumin kénnte somit woméglich die
Klonogenitit und das Selbsterneuerungspotential der isoUGO-Zellen vermindert werden. Da
jedoch die Ergebnisse der vorliegenden Studie darauf hindeuten, dass die Inhibition des Wnt-
Signalweges in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen eine starkere Rolle zu spielen scheint,
wire dann bei dieser Annahme auch ein stirkerer H3.3K27M-mutationsabhingiger Unterschied
in der Sphirenformationsanalyse zu erwarten gewesen — womdglich kénnten, wie bereits

beschrieben, lingere Inkubationszeiten einen solchen Effekt aufzeigen.

Durch die durch Kurkumin induzierte Inhibition der Wnt-Signalkaskade kénnte méglicherweise
auch die epitheliale zu mesenchymaler Transformation (EMT) reduziert werden. Dieser
Vorgang wird in DIPG mit Tumorproliferation, -invasion und -metastasierung assoziiert
(Kluiver et al. 2020) und geht in pddHGG mit einer verstirkten Resistenz der Tumorzellen
gegentiber Radio- und Chemotherapie einher (Meel et al. 2018). Aus der Heatmap-Analyse ist
ersichtlich, dass in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen TWIST7 zu den Top50-Genen, deren

Expression durch Kurkuminbehandlung am stirksten reduziert wurde, gehort — ein Gen,
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welches die EMT fordert und in allen adulten und auch pidiatrischen Tumorproben stark
Uberexprimiert ist (r2.amc.nl, abgerufen am 15.06.2020, Daten nicht gezeigt). Auch geht aus den
Analysen der RNA-Sequenzierung hervor, dass mit den in H3.3K27M-mutierten isoUGO-
Zellen durch Kurkuminbehandlung am stirksten exprimierten Genen unter anderem Vorginge
der Regulation der Zellmigration, -motilitit, -migration und Transportvorginge assoziiert sind.
Dies koénnte im Zusammenhang mit der Wnt-abhingigen Beeinflussung der EMT durch
Kurkumin stehen. Dadurch kénnte Kurkumin womdoglich die Ausbreitung und Invasion von
DIPG in umliegendes Gewebe verhindern. Ahnliche Effekte konnten beispielsweise bereits in
Mamma-, Prostata- und Blasenkarzinomzellen gezeigt werden (Holy 2004; Kim et al. 2008;
Zhang et al. 2018). Um diesen Einfluss auf die Zellmotilitit der Tumorzellen zu bestitigen,

sollten Migrations- und Invasionsversuche mit isoUGO-Zellen durchgefithrt werden.

Wiese et al. (2017) beschrieben, dass in unterschiedlichen padHGG-Zelllinien der kanonische
Wnt-Signalweg keine Rolle zu spielen scheint — jedoch wurden in dieser Studie keine
H3.3K27M-mutierten Zellen untersucht. Der Wnt-Signalweg konnte also im Zusammenhang
mit der H3.3K27M-Mutation stehen. Um die Aktivitit des kanonischen Wnt-Signalweges in
isoUGO-Zellen zu messen, sollten weiterfithrend TOP/FOP-Luciferase-Versuche zur Analyse
der kanonischen Wnt-Aktivitit und Western-Blot-Analysen zur Detektion des nuklearen
B3-Catenin-Levels durchgefithrt werden. Auch konnte ein Vergleich der Sequenzierungsdaten
von mit Kurkumin bzw. beispielsweise mit ICG-001, einem B-Catenin/CBP-Antagonisten,
behandelten isoUGO-Zellen durchgefithrt, oder small interfering RNA (siRNA) gegen B-Catenin
eingesetzt werden, um eine eindeutigere Aussage zu den Wirkmechanismen von Kurkumin auf

transkriptioneller Ebene in Bezug auf den kanonischen Wnt-Signalweg treffen zu kénnen.

Aus der Analyse der RNA-Sequenzierung geht auch hervor, dass Kurkumin H3.3K27M-
mutationsunabhingig eine Reduktion der Expression von MYC induzierte, welches die
Zellproliferation stimuliert (Vervoorts et al. 2003). Durch die Inhibierung dieses Protoonkogens
wurden somit vermutlich auch die Proliferationskapazititen der isoUGO-Zellen reduziert. Dies
stimmt mit den Ergebnissen der funktionellen Versuche tiberein. Zudem gilt MY'C als eines der
wichtigsten Target-Gene des Wnt-Signalweges — die durch Kurkuminbehandlung
induzierte verminderte MYC-Expression in isoUGO-Zellen koénnte also auch tber die

Inhibierung des Wnt-Signalweges durch das Phytotherapeutikum zu erkliren sein.

Ebenso scheint die durch PCR2 vermittelte Trimethylierung an H3K27, die durch die
H3K27M-Mutation reduziert wird, essenziell fiir das Selbsterneuerungspotential von Zellen und
eine physiologische Zelldifferenzierung zu sein (Margueron und Reinberg 2011, Harutyunyan
et al. 2019; Kasper und Baker 2020). H3.3K27M-mutierte Zellen wiren demnach geringer
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differenziert als H3WT-Zellen. Die mRNA-Sequenzierung zeigte, dass in isoUGO-2-
H3.3K27M-Zellen besonders stark die Expression solcher Gene durch Kurkuminbehandlung

aktiviert wurde, die mit Vorgingen der Zelldifferenzierung assoziiert sind.

Auch die Inhibierung der HAT-Aktivitit geht unter anderem mit einer Redifferenzierung der
Zellen einher (Kang et al. 2000). Kurkumin kénnte in isoUGO-Zellen iiber die Inhibierung der
CBP/p300-HAT-Aktivitit womoglich zu einer verstirkten Differenzierung der Zellen
beitragen. Generell gilt: Je differenzierter die Zelle, desto geringer das maligne Potential — ein
weiterer Ansatz zur Erklirung des sich aus multiplen Wirkmechanismen zusammensetzenden

Antitumoreffektes von Kurkumin.

Zusammenfassend konnen die in den Sphiren- und Kolonieformationsanalysen untersuchten
Eigenschaften als Selbsterneuerungs- und Proliferationspotential beschrieben werden. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass Kurkumin in isoUGO-Zellen die
Ausprigung von Stammzellcharakteristika inhibiert. Somit wird bestitigt, was bereits fir

unterschiedliche Tumorentititen gezeigt werden konnte (Lim et al. 2011; Gupta et al. 2013a).

Da DIPG vermutlich aus transformierten glialen oder pontinen Vorliuferzellen des ventralen
Anteils des Pons hervorgehen (Monje et al. 2011; Nagaraja et al. 2017), konnte eine
Kurkuminbehandlung bereits am Ursprung der Entstehung dieses Tumors angreifen und das

neoplastische Potential dieser Vorlduferzellen stark reduzieren.

Zudem wird die Entstehung von Resistenzmechanismen gegeniiber Tumortherapien — die auch
in DIPG mit zu der fatalen Prognose beitragen (Satoru und Van Meir 2017) — oftmals mit einer
Verstirkung von Stammezellcharakteristika in Tumorzellen assoziiert (Sordillo et al. 2015). Eine
Behandlung mit Kurkumin kénnte somit zu einer Sensibilisierung der Tumorzellen gegeniiber
Radio- bzw. Chemotherapie fithren. So beschrieben Kunnumakkara et al. (2017), dass
Kurkumin verschiedene Tumorzellen fir eine chemo- und radiotherapeutische Behandlung

sensitiviert.

In DIPG sollten daher weiterfihrend Versuche zur Untersuchung der Effekte der
Kombinationsbehandlung von Kurkumin mit TMZ, dem bis heute standardmaf3ig zum Einsatz
kommenden Chemotherapeutikum, angestrebt werden. An dieser Stelle soll darauf aufmerksam
gemacht werden, dass Bagherian et al. (2020) mit einer Kombinationsbehandlung aus TMZ und
in Nanomizellen eingebettetem Kurkumin einen erhohten zytotoxischen Effekt in

Glioblastomzellen nachweisen konnten.

Das Modell der multifaktoriellen Tumorentstehung ist in der Wissenschaft mittlerweile etabliert

und eine Therapie, deren Substrat lediglich an einem Signalweg angtreift (nzono-targeted therapy), ist
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in vielen Fillen nicht ausreichend. Die Tumorheterogenitit padiatrischer hochgradiger Gliome
impliziert, dass solche Therapien lediglich fiir eine Minoritit der Patient:innen mit spezifischen
Mutationen in Frage kommen. Der Fokus in der Behandlung des komplexen Prozesses der
Tumorgenese sollte vielmehr hin zu synergistisch wirkenden Therapieckombinationen verlagert
werden. In diesem Zusammenhang sollte auch die Anwendung von Kurkumin als mogliches

therapeutisches Adjuvans kiinftig mehr diskutiert werden.

4.3 Kurkumin induziert Zellzyklusarrest und Zelltodmechanismen in

isoUGO-Zellen in Abhingigkeit vom H3.3-Mutationsstatus

Es konnte bereits in verschiedenen Tumorentititen, darunter auch in Hirntumoren, gezeigt
werden, dass Kurkumin Zellzyklusarrest und Zelltodmechanismen wie Apoptose und
Autophagie induziert (Perry et al. 2010; Lee et al. 2011; Khaw et al. 2013; Du et al. 2013;
Wang L et al. 2015; Moustapha et al. 2015; Shakeri et al. 2018).

Aus der PI-Durchflusszytometrie ging hervor, dass Kurkumin den Anteil an isoUGO-Zellen in
der subG1-Phase signifikant erhohte und den in der G1-Phase signifikant verringerte, wobei die
G2- und M-Phase jeweils als subG1l-Phase des Zellzyklus zusammengefasst wurden.
Kurkumin reduzierte den Anteil an Zellen in der S-Phase in beiden isogenen UGO-Zelllinien —
jedoch signifikant starker in H3WT- als in H3.3K27M-mutierten Zellen. In isoUGO-2-H3WT-
Zellen wurde durch Kurkuminbehandlung der Anteil an Zellen in der subG1-Phase signifikant
stirker erhoht als in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen — in isoUGO-2-Zellen zeigte sich dieser
H3.3K27M-mutationsabhingige Effekt jedoch nicht. Dies kénnte dennoch darauf hindeuten,
dass besonders in isoUGO-H3WT-Zellen durch Kurkuminbehandlung woméglich ein G2/M-
Zellzyklusarrest induziert wurde. Vorangegangene Studien bestitigen diese Beobachtungen: Wie
bereits fir Gliom- (Aoki et al. 2007) und Medulloblastomzellen (Lee et al. 2011) beschrieben
wurde, bewirkt Kurkuminbehandlung durch die reduzierte Expression regulatorischer
Zellzyklusproteine, beispielsweise verschiedener Cycline und c-myc (welches von MY C kodiert
wird), einen Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase (Aggarwal und Sung 2009). In der
vorliegenden Studie zeigte die genontologische Analyse der RNA-Sequenzierungsergebnisse die
durch Kurkumin induzierte Reduktion der MY C-Expression wie bereits beschrieben keinen
signifikanten Unterschied zwischen H3.3K27M-mutierten und H3WT-tragenden isoUGO-
Zellen. In der Heatmap-Analyse befanden sich unter den Top50-Genen, deren Expression in
1soUGO-H3WT-Zellen durch Kurkuminbehandlung am stirksten herunterreguliert wurde,
unter anderem CCNB2, welches fiir das Zellzyklusregulatorprotein Cyclin B kodiert, und CDKT,
welches fir die cyclinabhingige Kinase 1 (¢ycline-dependent kinase 1 (CDKT)) kodiert. Cyclin B1
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und CDKT7 interagieren miteinander und triggern somit den Ubergang von der G2- in die
M-Phase des Zellzyklus (Canela et al. 2003). Durch die Herunterregulation dieser Gene durch
Kurkuminbehandlung kénnte also ein G2/M-Zellzyklusarrest in isoUGO-Zellen induziert
werden. In isoUGO-H3.3K27M-Zellen hingegen zeigte die Heatmap-Analyse, dass CDKG,
welches fiir die cyclinabhingige Kinase 6 kodiert und somit auch zu den
Zellzyklusregulatorproteinen gehort, zu den durch Kurkumin am stirksten aktivierten Genen

gehorte.

Zusammenfassend scheint Kurkumin sowohl in H3.3K27M-mutierten als auch in H3WT-
tragenden isoUGO-Zellen Zellzyklusarrest — vermutlich am G2/M-Ubergang — zu induzieren.
Die Ergebnisse der PI-Durchflusszytometrie sowie der genontologischen Analyse der RNA-
Sequenzierung deuten darauf hin, dass der inhibierende Effekt Kurkumins auf den Zellzyklus
in isoUGO-H3WT-Zellen eine grolere Rolle zu spielen scheint als in H3.3K27M-mutierten
1soUGO-Zellen.

In der G2/M-Phase sind die Zellen besonders empfindlich ionisierenden Strahlen gegentiber.
Auch dieser Effekt wird als eine der Ursachen fir die erhohte Sensibilisierung gegentiber
Bestrahlung nach Kurkuminbehandlung diskutiert (Chendil et al. 2004; Schwarz et al. 2020).
Dabher sollte eine Kombinationsbehandlung mit Kurkumin und Radiotherapie in isoUGO-

Zellen beispielsweise mit Hilfe von MTT-Zellviabilitidtsanalysen weiter analysiert werden.

Doch auch dber zelltodaktivierende Mechanismen wirkt Kurkumin womoglich als
Strahlungssensibilisator in neoplastischen Zellen (Kunnumakkara et al. 2017). Kurkumin
induziert direkt tiber die Aktivierung proapoptotischer Proteine sowohl der intrinsischen als
auch der extrinsischen Signalkaskade und indirekt tber die Inhibierung antiapoptotischer

Proteine Apoptose (Park et al. 2013; Araveti und Srivastava 2019).

Die PI-Durchflusszytometrie zeigte in allen isogenen UGO-Zelllinien nach Kurkumin-
behandlung einen erkennbaren ,,Apoptose-Peak” in der subG1-Phase, welcher daraufhin
deutet, dass durch Kurkuminbehandlung in isoUGO-Zellen Apoptose induziert wurde. Die
Western-Blot-Analysen bestitigten die Apoptoseinduktion durch Kurkuminbehandlung, die
jedoch in isoUGO-H3WT-Zellen im Vergleich zu H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen

starker ausgeprigt war.

Aus der genontologischen Analyse der durch Kurkumin signifikant regulierten Gene in
isoUGO-2-Zellen ging hervor, dass die Antitumorwirkung von Kurkumin in isoUGO-H3WT-
Zellen vornehmlich iber die Inhibierung von Zellzyklusvorgingen und die Induktion von

Apoptose  vermittelt zu werden schien — in diese Vorginge waren die durch
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Kurkuminbehandlung am stirksten regulierten Gene vornehmlich involviert. Sowohl in
1soUGO-2-H3WT- als auch in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen wurde die Expression des
antiapoptotisch wirksamen Gens BCL-2 durch Kurkuminbehandlung signifikant herunter- und
die Expression der proapoptotischen Gene BAX und MDM?2 durch Kurkumin signifikant
hochreguliert. Dabei war der Effekt von Kurkumin bei der Regulation von BCL.-2 und BAX in
1soUGO-H3WT-Zellen signifikant stirker als in isoUGO-H3.3K27M-Zellen.

Dies deutet darauf hin, dass auch in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen durch
Kurkuminbehandlung Apoptose induziert wird, jedoch weniger stark als in isoUGO-H3WT-
Zellen. Auch hier konnten Versuche mit einer lingeren Inkubationszeit womdglich stirkere
H3.3K27M-mutationsabhingige Effekte der Wirkmechanismen von Kurkumin aufzeigen und

sollten angestrebt werden.

Die Inhibierung der HAT-Aktivitit geht mit einer Apoptoseinduktion und Zellzyklusarrest in
Glioblastomzellen einher (Kang et al. 2000). Dass Kurkumin in isoUGO-Zellen auch iiber die
Inhibition der CBP/p300-HAT-Aktivitit zu witken scheint, kénnte somit ein weiterer

Erklirungsansatz fiir die Apoptoseinduktion sein.

Auch konnte die durch Kurkumin induzierte Apoptose in isoUGO-Zellen die Effizienz der
Standardtherapie erhéhen, indem die Tumorzellen durch FEinleitung programmierter
Zelltodmechanismen fir TMZ-Behandlung sensitiviert werden (Yin et al. 2014; Bagherian et al.
2020). Diese Hypothese bekriftigt abermals die Notwendigkeit weiterfithrender Experimente,
in denen eine Kombinationsbehandlung aus TMZ und Kurkumin in isoUGO-Zellen getestet

werden sollte.

Als ein weiterer Mechanismus des programmierten Zelltods wird neben Apoptose auch
Autophagie angesehen. Moustapha et al. (2015) beschrieben das komplexe Wechselspiel der
Induktion von Apoptose bzw. Autophagie durch Kurkumin: Demnach werde durch Stress-
situationen zunichst Autophagie induziert und im Verlauf Apoptose (Moustapha et al. 2015).
Diese These impliziert, dass Autophagie primar als Selbstschutzmechanismus der Tumorzellen
fungiert und erst bei h6heren Stressleveln tber eine Apoptoseinduktion mit am Zelltod beteiligt

ist.

In isogenen UGO-Zellen fihrte Kurkuminbehandlung zu einer vermehrten LC3B-
Expression. Die Level von LC3B, einem Markerprotein zur Detektion von Autophagie, waren
sowohl in isoUGO-1- als auch in isoUGO-2-Zellen unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus
erkennbar erh6ht — jedoch nur in isoUGO-H3.3K27M-Zellen signifikant. Somit kénnte die
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Autophagieinduktion durch Kurkumin in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen woméglich
eine stirkere Rolle spielen als in isoUGO-H3WT-Zellen.

Die Induktion der Autophagie durch Kurkumin wirkt teilweise iiber die Interferenz mit der
mTOR-Signalkaskade, die als negativer Regulator der Autophagie gilt (Seo et al. 2018). Durch
den Wnt-Signalweg wird die mTOR-Kaskade positiv beeinflusst. Verstirkt in H3.3K27M-
mutierten isoUGO-Zellen schien Kurkumin die mit dem kanonischen Wnt-Signalweg
assoziierten Mechanismen zu inhibieren, was zu einer reduzierten Aktivitit mTOR-assoziierter
Vorginge fihren kénnte. Dies wiederum konnte eine Ursache fiir die durch Kurkumin verstirkt

in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen induzierte Autophagie sein.

Autophagie wird hdufig — vor allem zu Beginn einer Stresssituation — auch als
Schutzmechanismus der Zellen vor dulleren Einflissen, wie beispielsweise Nahrungskarenz
oder — im Fall von Tumoren — therapeutischen Behandlungen wie Radio- und / oder
Chemotherapie, verstanden. Sollte ~ Autophagie in isoUGO-Zellen cher als
Selbstschutzmechanismus, z. B. bei der Behandlung der Zellen mit verschiedenen Therapeutika,
fungieren, so konnte die Induktion von Autophagie den Antitumoreffekt von Kurkumin
abschwichen. Wie bereits von Zanotto-Filho et al. (2015) beschrieben wurde, induziert die
Kombinationsbehandlung aus TMZ und Kurkumin in Glioblastomzellen Autophagie. Die
Therapiceeffizienz konnte durch den Zusatz des Autophagieinhibitors Chloroquin erhdht
werden (Zanotto-Filho et al. 2015). Chloroquin wurde im Zuge der HIT HGG-Studie 2013

unter anderem als Therapieadjuvans an Patient:innen mit DIPG getestet.

Die in der vorliegenden Studie getestete Kombinationsbehandlung aus Kurkumin und
Chloroquin koénnte darauf hindeuten, dass in isogenen UGO-Zellen die Induktion der
Autophagie durch Kurkumin als Schutzmechanismus fungiert. Die Kombinationsbehandlung
mit Kurkumin und Chloroquin resultierte in einer erhohten Zytotoxizitit. Wenn Autophagie
ein durch Kurkumin ausgeléster und im Zuge der Tumortherapie wiinschenswerter
Zelltodmechanismus wire, dann wire durch den Zusatz des Autophagieinhibitors Chloroquin
cher eine verminderte Zytotoxizitit zu erwarten gewesen. Folglich deutet die erhchte
Zytotoxizitit nach Kombinationsbehandlung mit Kurkumin und Chloroquin darauf hin, dass
die  durch Kurkumin induzierte  Autophagie in isoUGO-Zellen eher als
Selbstschutzmechanismus der Tumorzellen aufzufassen ist und nicht primir als ein
Zelltodmechanismus verstanden werden kann, den es zu induzieren gilt, um die Tumorgenese
zu inhibieren. Auch dieses Ergebnis bekriftigt die Notwendigkeit einer Kombinationstherapie

aus unterschiedlichen Substanzen in der DIPG-Therapie.
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Die Inhibition von Autophagie wird auch mit der verstirkten Wirkung von Radiotherapie
assoziiert (Von Bueren et al. 2017). Daher sollten weiterfithrend Versuche, beispielsweise MTT-
Zellviabilititsanalysen, mit isoUGO-Zellen angestrebt werden, um den Effekt einer
Kombinationsbehandlung aus Chloroquin, Kurkumin und Radiotherapie i wvitro zu

untersuchen.

4.4 Kurkumin induziert immunmodulatorische Effekte in isoUGO-Zellen

In verschiedenen Studien konnte die entziindungshemmende Wirkung Kurkumins durch die
Regulation der Expression verschiedener Zytokine bereits bewiesen werden (Aggarwal et al.

2003; Kunnumakkara et al. 2017; Hassan et al. 2019).

Der in der vorliegenden Studie gezeigte immunmodulatorische Effekt Kurkumins schien in
H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen im Vergleich zu H3WT-tragenden isoUGO-Zellen
verstirkt eine Rolle zu spielen: So wurde in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen die Expression von
PPAR-y durch Kurkuminbehandlung signifikant verstirkt, wohingegen in isoUGO-2-H3W'T-
Zellen PPAR-y durch Kurkuminbehandlung vermindert exprimiert wurde. PPAR-y fungiert
neben seiner antiinflammatorischen Komponente auch als Inhibitor des Wnt-Signalweges
(Vallée et al. 2018). Diese Erkenntnis stiitzt abermals die Hypothese, dass die Aktivierung des
Wht-Signalweges durch Kurkumin in H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen eine grof3ere Rolle
zu spielen scheint. Auch durch die Interaktion mit anderen Zytokinen schien Kurkumin in
1soUGO-Zellen in Abhingigkeit vom H3.3-Mutationsstatus — unterschiedlich  stark
immunmodulierend zu wirken: Beispielsweise wurde in isoUGO-2-H3.3K27M-Zellen II.-75
durch Kurkuminbehandlung verstirkt exprimiert, wihrend in isoUGO-2-H3WT-Zellen kein
Einfluss von Kurkumin auf die Expression von IL-75 gezeigt werden konnte. Eine Induktion
von II.-715 wird mit einem verminderten Tumorwachstum bei Glioblastomen dutrch eine
vermehrte Infiltration nattrlicher Killerzellen in das Tumorgewebe assoziiert (Garofalo et al.
2015). Die signifikant reduzierte Expression des proinflaimmatorisch wirkenden II.-27 durch
Kurkuminbehandlung konnte sowohl in isoUGO-2-H3WT- als auch in isoUGO-2-H3.3K27M-
Zellen gezeigt werden, wobei die Expressionslevel von I[I.-27 in H3.3K27M-mutierten Zellen

allgemein hoher waren als in H3WT-Zellen.

Der immunmodulatorische Effekt von Kurkumin scheint zusammenfassend besonders in
H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen ausgeprigt zu sein, konnte jedoch auch in H3WT-

tragenden isoUGO-Zellen gezeigt werden.
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Letztendlich scheint der antineoplastische Gesamteffekt von Kurkumin weitestgehend
H3.3K27M-mutationsunabhingig zu sein. Die genauen Wirkmechanismen unterscheiden sich
in H3WT- und H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen zum Teil jedoch durchaus. Dieser
Unterschied unterstitzt die Hypothese, dass es neben der H3.3K27M-Mutation noch andere
Mechanismen geben muss, die fiir die Aggressivitit von DIPG mit verantwortlich zu machen

sind.

4.5 Limitierungen des Einsatzes von Kurkumin als therapeutisches

Adjuvans

Trotz der vielversprechenden, multifaktoriellen Effekte von Kurkumin ist die therapeutische
Anwendung in der Praxis aufgrund der dullerst geringen Bioverfiigbarkeit, die vor allem in der
kristallinen Struktur der Substanz begriindet ist, sehr limitiert (Aggarwal und Sung 2009; Shen
et al. 2016; Theppawong et al. 2018a und b; Theppawong et al. 2019; Ubeyitogullari und Ciftci
2019). Durch die schlechte Wasserloslichkeit Kurkumins (etwa 11 ng/ml (Zhang et al. 2012))
und dessen niedrigggradige intestinale Absorptionsrate koénnen lediglich niedrige
Serumkonzentrationen erreicht werden (Wahlstrom und Blennow 1978; Ireson et al. 2001;
Anand et al. 2007; Shen et al. 2016). Auch bei intravendser Injektion stellen zum einen die
Lipophilitit und somit die geringe Wasserloslichkeit und zum anderen die durch die Instabilitat
Kurkumins und den hohen First-Pass-Effekt bedingte schnelle Metabolisierung und systemische
Eliminierung von Kurkumin ein Problem dar (Anand et al. 2007; Shen et al. 2016; Liu et al.
2016). Nach anfinglich erhohten Plasmakonzentrationen fillt der Kurkuminspiegel nach
Minuten ab, da der Wirkstoff rasch glucuronidiert oder sulfatiert wird. Die wasserloslichen
Metabolite werden im Anschluss bilidr verstoffwechselt (Wahlstrom und Blennow 1978; Ireson
et al. 2001; Aggarwal und Sung 2009; Liu et al. 2016). Bedingt durch die geringe Absorptionsrate
von Kurkumin sind die gastrointestinalen Epithelzellen am stirksten dem noch nicht
metabolisierten Kurkumin ausgesetzt. Die Kolonkarzinomprivalenz in einigen asiatischen
Lindern ist signifikant geringer als der europaische Durchschnitt, was an der in diesen Regionen

weit verbreiteten Verwendung von Kurkumin als Gewtirz liegen konnte (Aggarwal et al. 2003).

Somit wiirde sich Kurkumin bei den derzeitig gingigen Moglichkeiten der Applikation vor allem
in ZNS-Tumoren nur unzureichend im Zielgewebe des Tumors anreichern. Medikamente und
Adjuvanzien zur Behandlung von ZNS-Tumoren miussen zudem noch ein weiteres
Anforderungskriterium erfiillen: Eine groBe Herausforderung stellt die Uberquerung der Blut-
Hirn-Schranke dar. Zur Blut-Hirn-Schranken-Gingigkeit von Kurkumin gibt es kontroverse

Auffassungen. Zwar ist es aufgrund der Lipophilitit dieses Phytotherapeutikums gut méglich,



71

dass diese Barriere penetriert werden kann, und Perry et al. (2010) und Lee et al. (2011)
berichteten beispielsweise, dass im zz-vitro-Modell und auch im Tierversuch die Blut-Hirn-
Schranken-Gingigkeit von Kurkumin nachgewiesen werden konnte. Um eine grobe Ubersicht
tber die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften von Kurkumin zu
erlangen, wurde mit Hilfe der Website swissadme.ch (abgerufen am 13.04.2020), die zur
Vorhersage von physikochemischen Eigenschaften und der Pharmakokinetik von Wirkstoffen
anhand derer Strukturformel und somit dem potenziellen Gebrauch derjenigen in der Praxis
dient (Daina et al. 2017), gearbeitet. Kurkumin ist laut SwissADME nicht
bluthirnschrankengingig. Der Einsatz dieser Internetseite dient jedoch nur der Orientierung
und sollte durch Versuche zur Analyse der Blut-Hirn-Schranken-Gingigkeit von Kurkumin
validiert werden, um der Anwendung von Kurkumin als Therapieadjuvans in DIPG einen

weiteren Schritt naher zu kommen.

Es existieren unterschiedliche Ansitze, um die Bioverfigbarkeit von Kurkumin und dessen
Verteilung im Zielgewebe zu verbessern: Durch Inhibition der raschen Metabolisierung durch
die Verabreichung von Kurkumin in Kombination mit Piperin, eines der Alkaloide aus
schwarzem Pfefter (Piper nigrum 1..), das die intraenterozytire Glucuronidierung Kurkumins
inhibiert, verzogert sich der bilidre Abbauprozess. Die Bioverfugbarkeit Kurkumins wird
dadurch um etwa 2000% erhéht (Shoba et al. 1998; Anand et al. 2007; Prasad et al. 2014; Liu et
al. 2016; Kaur et al. 2018). Eine kombinierte orale Applikation von Kurkumin und Piperin iiber
zwOlf Wochen wurde von Patient:innen nachgewiesenermallen gut toleriert (Kunnumakkara et
al. 2017). Des Weiteren zeigte der Einsatz synthetisierter struktureller Analoga, die potenter und
unter physiologischen Konditionen stabiler als Kurkumin selbst sein sollen, eine dhnliche

antineoplastische Wirkung wie Kurkumin selbst 2z vivo (Yang et al. 20106).

Die FEinkapselung in Liposomen (Huang et al. 2019) oder Phospholipidkomplexe
(Anand et al. 2007), oder die Einbettung in Mikroemulsionen und Mizellen (Liu et al. 20106)
zeigte ebenfalls vielversprechende Effekte, um die Lipophilitit des Kurkumins auszunutzen und
durch den Einsatz solcher Trigersubstanzen die Bioverfigbarkeit der Substanz zu erhéhen. Die
Einbettung von Kurkumin in Nanopartikel (Bisht et al. 2010; Ubeyitogullari und Ciftci 2019;
Minafra et al. 2019) ist ein weiterer Ansatz, um die Struktur der Substanz sowie daraus folgend
die Bioverfiigharkeit weitestgehend zu verbessern, eine intravendse Applikation zu ermoglichen
(Prasad et al. 2014) und den Metabolismus von Kurkumin zu verzégern, damit linger héhere
Wirkkonzentrationen erreicht werden kénnen (Cheng et al. 2012). Auch Hydrogele fanden fur
den Transport von Kurkumin im Organismus bereits Anwendung. Solche Substanzen werden

zum einen zum Transport von hydrophoben Substanzen in Flussigkeiten und zum anderen zur
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Uberwindung von natiitlichen Bartieren wie der Blut-Hirn-Schranke verwendet. Sowohl in
Mikroemulsionen (Shinde und Devarajan 2017) als auch in Nanopartikel (Cheng et al. 2012)
oder Hydrogele (Altunbas et al. 2011) eingebettetes Kurkumin konnte die Blut-Hirn-Schranke
tberqueren und in verschiedenen Regionen des ZNS auch nach 24 Stunden noch in ausreichend
hohen Wirkstoffkonzentrationen nachgewiesen werden. Altunbas et al. (2011) konnten zeigen,
dass bei der Behandlung von Medulloblastomen die Einbettung von Kurkumin in Hydrogele
keine verminderten Effekte auf die biologischen Wirkmechanismen des Phytotherapeutikums
hatte. Diese Transportsubstanzen stellen zudem eine minimalinvasive Transportstrategie dar
und durften mit einem geringen Nebenwirkungsspektrum einhergehen. Daher sind
diesbeztgliche Experimente in DIPG zu uberlegen, um der klinischen Anwendung von

Kurkumin naher zu kommen.

Auch tber intranasale Applikation von Wirkstoffen sollte bei der Behandlung von ZNS-
Tumoren weiter nachgegangen werden, da durch die verbesserte Aufnahme iber die
Schleimhaut im Vergleich zu intravendser Applikation héhere Konzentrationen innerhalb des
ZNS nachgewiesen werden konnten (Wang et al. 2012) und, genau wie bei intravendser
Applikation, der First-Pass-Effekt umgangen werden kann. Mit diesem Ansatz konnten auch bei
Kurkumin bereits vielversprechende Wirkungen gezeigt werden: Durch Einbettung dieses
Phytotherapeutikums in Hydrogele (Chen et al. 2013) bzw. Mikroemulsionen (Wang et al. 2012)
konnten durch intranasale Applikation im Tierversuch hohe Konzentrationen in verschiedenen

Regionen des ZNS dokumentiert werden.

Studien belegen auch, dass die Abbauprodukte von Kurkumin, beispielsweise
Tetrahydrokurkumin und Hexahydrokurkumin, noch wesentlich linger und in hoéheren
Konzentrationen als ihre Ursprungssubstanz im menschlichen Organismus nachgewiesen
werden koénnen (Shen et al. 2016). Sandur et al. (2007) zeigten zwar, dass diese Metabolite
weniger biologisch aktiv seien als Kurkumin selbst, jedoch wiesen diese laut Prasad et al. (2014)
in verschiedenen Studien vom Original-Kurkumin variierende, aber dennoch antioxidative und
antiinflammatorische Eigenschaften auf. Dies ist auch in DIPG ein durchaus interessanter
Ansatz, dem im Rahmen der Versuche, die auf den Einsatz von Kurkumin als mégliches
therapeutisches Adjuvans abzielen, weiter nachgegangen werden koénnte. Diesbeziigliche
Experimente, die den Effekt von Tetra- bzw. Hexakurkumin auf isoUGO-Zellen analysieren,

sollten in Betracht gezogen werden.

Zusammenfassend ist die auch in hohen Dosen schlechte Bioverfiigbarkeit Kurkumins 7z vivo
der limitierende Faktor fir die Anwendung dieses Phytotherapeutikums in der Praxis. Die

pharmakologisch vielversprechenden Effekte von Kurkumin wurden jedoch in verschiedensten
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Studien — so auch in der vorliegenden — bewiesen. Somit ist die Suche nach einer effektiven
Methode, Kurkumin in hochstmoglichen Konzentrationen zu den Zielstrukturen zu

transportieren, nach wie vor unumginglich.

4.6 Vor-und Nachteile des Einsatzes von Kurkumin als Therapieadjuvans

AbschlieBend sollen mégliche Vor- und Nachteile, die beim Einsatz von Kurkumin als

Therapieadjuvans in DIPG von Relevanz sein konnten, aufgezeigt und diskutiert werden.

So wurden von Interaktionen von Kurkumin mit medikamentenverstoffwechselnden Enzymen
wie Cytochrom P450 (CYP450) zn vitro und in vivo in Tierversuchen berichtet (Thapliyal und
Maru 2001). Auch laut SwissADME (abgerufen am 13.04.2020) besteht die Mdoglichkeit zu
Interaktionen durch Kurkumin mit Enzymen der CYP450-Familie. Dies sollte unbedingt
Uberprift werden. Auch Medikamente, die bei Tumorpatient:innen hdufig Anwendug finden —
beispielsweise Morphin — werden durch CYP-Enzyme verstoffwechselt. Dies birgt die Gefahr
einer erhohten Toxizitit der Medikamente durch unerwinschte Arzneimittelinteraktionen und

der Akkumulation bestimmter Wirkstoffe.

Auch der bivalente Effekt von Kurkumin auf Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) birgt Vor- und
Nachteile. Zum einen kann dariiber die antioxidative Wirkung von Kurkumin mit erklart
werden, die mit einer Sensitivierung fiir chemotherapeutische Behandlung assoziiert wird
(Yin et al. 2014). Andererseits werden ROS ambivalente Wirkmechanismen zugeschrieben, die

auch mit Tumorgenese assoziiert sind (Gupta et al. 2012; Wungki et al. 2013).

Epigenetisch wirksame Therapien stellen seit einiger Zeit einen neuen Ansatz in der DIPG-
Behandlung dar — der Therapieerfolg beruht hier eher auf dem biologischen Effekt und weniger
auf der Dosisabhingigkeit. Somit wird angenommen, dass die unerwiinschten Nebenwirkungen
geringer sind als bei den herkémmlichen Therapieverfahren (Azad et al. 2013). Auch wirken
epigenetische Therapien oft spezifisch auf Tumorzellen, die bestimmte Mutationen tragen, auf
die die epigenetischen Therapeutika abzielen. Dadurch bleiben gesunde, nichtmaligne
transformierte  Zellen  unbeeintrichtigt, was  zusdtzlich 2zu einem  reduzierten
Nebenwirkungsspektrum beitragen konnte. Jedoch gibt es auch einige Nachteile, die bei
Verwendung epigenetischer Ansitze bedacht werden missen: So sind diese Therapien nicht
schnell wirksam, sondern bendétigen einige Zeit, um transkriptionelle Vorginge zu modulieren
(Azad et al. 2013). Dies koénnte aufgrund der schlechten Prognose und dem sehr kurzen
Gesamtiiberleben nach Diagnosestellung bei DIPG-Patient:innen eine Limitierung des

Einsatzes epigenetischer Therapien darstellen. Auch sind diese Therapien oft sehr spezifisch



74

und setzen Kenntnisse iiber das Genom der jeweiligen Patient:innen voraus. Dies fihrt dazu,
dass diese Therapien teuer sind und lediglich in reicheren Staaten Anwendung finden kénnen

und somit einem GroB3teil der Weltbevolkerung nicht zur Verfiigung stehen.

Kurkumin wirkt auch auf epigenetischer Ebene, kommt auf natiirliche Weise in der Curcuma-
longa-Wurzel vor und ist im Vergleich zu vielen anderen Medikamenten der Krebstherapie sehr
kostengtinstig. Somit kénnte der Einsatz von Kurkumin die Moglichkeit eréffnen, fur die
Mehrheit der Weltbevolkerung auch in Landern mit einer weniger entwickelten medizinischen

Infrastruktur in Zukunft Tumortherapien bezahlbarer und somit zuginglicher zu machen.

Doch nicht nur aufgrund der geringen Kosten bietet Kurkumin Vorteile gegeniiber jenen
beschriebenen Therapieansitzen: Im Gegensatz zu den erprobten epigenetischen Modulatoren
wirkt dieses Phytotherapeutikum in gleichem Mal3e Gber pleiotrope Effekte auch auf die H3-
Wildtypzellen zytotoxisch.

Auch die Tatsache, dass Kurkumin auch in hohen Dosen nichttoxisch ist, machen die
Substanz im Vergleich zu vielen anderen etablierten Tumortherapiecoptionen, die oftmals
multiple, starke Nebenwirkungen nach sich ziehen, als alternative Standardtherapie oder
zumindest als Therapieadjuvans zusitzlich attraktiv. Durch seine antioxidativen und
antiinflammatorischen Eigenschaften mindert Kurkumin die Nebenwirkungen von Radio- und
Chemotherapie (Thresiamma et al. 1996; Thresiamma et al. 1998; Minafra et al. 2019; Schwarz
et al. 2020) und kann tberdies durch seine chemopriventive Wirkung zu einer verbesserten

Lebensqualitit der Tumorpatient:innen beitragen (Panahi et al. 2014).

Die Zuhilfenahme natiirlichvorkommender dietitischer Wirkstoffe bietet sich jedoch nicht nur
in der Anwendung als therapeutische Adjuvanzien in der Tumortherapie an: Auch bei vielen
chronischen, metabolischen, kardiovaskuliren und neurologischen Erkrankungen (Aggarwal
und Sung 2009, Gupta et al. 2013b) sollte der Einsatz von Kurkumin als Phytotherapeutikum

zu prophylaktischen Zwecken iiberdacht werden.

In den vergangenen Jahrzehnten medizinischer Forschung wurden bereits multiple priklinische,
experimentelle und klinische Studien zum Einsatz von Kurkumin als Therapeutikum bzw.
therapeutisches Adjuvans durchgefihrt. Fir DIPG standen diese bislang weitestgehend noch
aus. Aufgrund der vielversprechenden Effekte des Wirkstoffes 7z wvitro ist es sinnvoll,
Tierversuche und im nachsten Schritt auch klinische Studien in Erwidgung zu ziehen, um die

Effekte von Kurkumin auch in dieser Tumorentitat 7 vivo zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

DIPG sind im Hirnstamm lokalisierte piddHGG, die mit einer fatalen Prognose einhergehen.
85% aller DIPG tragen eine H3K27M-Mutation, welche zu einer epigenetischen Dysregulation
mit resultierender Hypotrimethylierung und Hyperacetylierung an H3K27 fihrt. Aufgrund
mangelnder effektiver konventioneller Therapieoptionen greifen Eltern betroffener
Patient:innen oft zusitzlich auf Phytotherapeutika wie Kurkumin zuriick. Daher sollte in der
vorliegenden Studie der Einsatz von Kurkumin als therapeutisches Adjuvans in DIPG analysiert

werden.

Dazu wurde mit isogenen UGO-Zelllinien (urspringlich von primiren padiatrischen DIPG-
Zellen abgeleitete Tumorzelllinien mit nun retrospektiv nicht mehr zweifelsfrei nachweisbarem

zellulirem Ursprung) gearbeitet, die sich lediglich in ihrem H3.3-Mutationsstatus unterschieden.

Um den H3.3K27M-mutationsabhingigen Effekt von Kurkumin zu untersuchen, wurden
zundchst MTT-Zellviabilititsversuche durchgeftihrt. Fir die Detektion der genaueren
Wirkmechanismen auf genomischer Ebene wurde die globale mRNA-Expression in isogenen
H3WT- bzw. H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen mittels Sequenzierung analysiert. Western-
Blot-, Sphiren- und Kolonieformations- und PI-FACS-Analysen wurden durchgeftihrt, um den
Effekt von Kurkumin auf programmierte Zelltodmechanismen, das Selbsterneuerungspotential,

die Proliferationskapazititen und spezifische Histonmodifikationen zu identifizieren.

Auf epigenetischer Ebene bewirkte Kurkuminbehandlung in H3.3K27M-mutierten isoUGO-
Zellen eine Wiederherstellung der H3K27-Trimethylierung. Auch fithrte Kurkumin vermutlich
durch die Inhibierung der CBP/p300-HAT-Aktivitit unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus zu
einer verminderten H3K27-Acetylierung. Somit konnten die durch die H3.3K27M-Mutation
hervorgerufenen Verinderungen in isoUGO-Zellen teilweise durch Kurkuminbehandlung
ruckgingig gemacht werden — nicht nur auf epigenetischer Ebene durch Histonmodifikationen,

sondern auch nachfolgend auf funktionelle Wirkmechanismen bezogen:

Das Selbsterneuerungspotential sowie die Proliferations- und Differenzierungskapazititen der
isoUGO-Zellen wurden im Wesentlichen unabhingig vom H3.3-Mutationsstatus durch
Kurkumin verringert. Jedoch deutet die in isoUGO-H3.3K27M-Zellen verstirkte Inhibition des
kanonischen Wnt-Signalweges durch Kurkuminbehandlung darauf hin, dass Kurkumin in
H3.3K27M-mutierten isoUGO-Zellen vielleicht doch eine deutlich andere Rolle als in isogenen
H3WT-tragenden Zellen spielen konnte.
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Kurkumin induzierte Apoptose und Zellzyklusarrest vermehrt in isoUGO-H3WT-Zellen,
Autophagie hingegen stirker in isoUGO-H3.3K27M-Zellen. In H3.3K27M-mutierten
1soUGO-Zellen schien Kurkumin zudem einen stirkeren immunmodulatorischen Effekt zu

bewirken als in H3WT-tragenden isoUGO-Zellen.

Umso interessanter ist es, dass das Zusammenspiel dieser verschiedenen durch Kurkumin in
unterschiedlichem Ausmal3 modulierten Vorginge und somit die gesamtzytotoxische Wirkung

auf isoUGO-Zellen unabhingig vom H3.3K27M-Mutationsstatus nahezu gleich ist.

Durch die multifaktoriellen Wirkmechanismen stellt Kurkumin zusammenfassend eine sehr

interessante Substanz fiir die weitere onkologische und pharmakologische Forschung — nicht

nur in DIPG — dar.

Der entscheidende limitierende Faktor in der therapeutischen Anwendung dieses
antineoplastischen Agens 7z vivo ist die geringe Bioverfiigbarkeit von Kurkumin. Dadurch
werden Absorption und Metabolisierung im menschlichen Organismus stark eingeschrinkt. Die
Umgehung dieser limitierenden FEigenschaften, beispielsweise durch Einbettung in
Trigersubstanzen, ist ein unabdingbar weiterzuverfolgender Ansatz, um dem FEinsatz von

Kurkumin als therapeutisches Adjuvans in DIPG niherzukommen.

Und so sei abschlieBend die bereits von Hippokrates um etwa 400 vor Christus formulierte

Aufforderung zitiert:

,»Lass Nahrung deine Medizin sein und Medizin deine Nahrung.*
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