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Für Maria



Experience is what you get
when you were expecting something else.
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Tumoren des zentralen Nervensystems

Die Gehirntumoren gehören mit ca. 2-3 % zu den selteneren Tumorarten, stellen aber im Kin-

desalter nach den Leukämien die zweithäufigste Tumorerkrankung dar. Sie umfassen eine hete-

rogene Gruppe unterschiedlicher Tumorentitäten, die gemäß der WHO (World Health Organi-

zation)-Klassifikation histologisch eingeordnet werden. Die größte Gruppe bilden dabei die

Gliome, d.h. Tumoren, die von den sog. Stützzellen des zentralen Nervensystems ausgehen,

gefolgt von Tumoren der Hirnhäute, den Meningeomen (Abbildung 1). Bei der Tumorklassi-

fikation gemäß der WHO-Klassifikation wird nicht nur eine Artdiagnose, sondern auch eine

Dignitätsbeurteilung, das sog. ”Grading” durchgeführt, wodurch die Tumoren in die verschie-

denen Malignitätsgrade von WHO-Grad I (benigne) bis WHO-Grad IV (maligne) unterteilt

werden. Dabei werden zelluläre Kriterien wie Zell- und Kernatypien, mitotische Aktivität, Ge-

fäßproliferation oder Nekrosen zugrunde gelegt. Generell gilt, dass die Tumorklassifikation sich

Abbildung 1: Ungefähre Häufigkeit der wichtigsten intrakraniellen Neoplasien.

auf Bereiche mit den stärksten Anaplasiezeichen bezieht. Tumoren des WHO-Grades I wachsen

langsam und können im allgemeinen durch eine operative Entfernung geheilt werden. Tumoren

des WHO-Grades II haben eine geringe Proliferationsrate, neigen jedoch zur Rezidivbildung

und malignen Progression. WHO-Grad III Tumoren zeigen eine verstärkte mitotische Aktivität,

erhöhte Zelldichte, aber auch zelluläre und nukleäre Pleomorphien. Die WHO-Grad IV Tumo-

ren zeigen die stärksten Anaplasiezeichen und eine in der Regel infauste Prognose. Hier können

zusätzlich Tumornekrosen und pathologische Gefäßproliferationen beobachtet werden [1, 6].

Die Gliome, als wichtigste Gruppe primärer Hirntumoren, sind neuroglialen Ursprungs und

werden in astrozytäre, oligodendrogliale und ependymale Tumoren unterteilt. Zu den astro-

zytären Gliomen gehört der bösartigste Gehirntumor, das Glioblastom, das auch heute noch
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eine mediane postoperative Überlebenszeit von weniger als zwölf Monaten hat [4, 6, 7]. Ei-

ne Sonderstellung nehmen die Oligoastrozytome (Mischgliome) ein. Sie bestehen aus einem

Gemisch von astrozytären und oligodendroglialen Tumorzellen. Die Meningeome gehen von

den Hirnhäuten (Meningen) aus, die sich in die Dura mater (harte Hirnhaut) und die Leptome-

ninx (weiche Hirnhaut) unterteilen lassen. Sie sind mehrheitlich benigne Tumoren, die relativ

langsam und verdrängend wachsen. Atypische und anaplastische Meningeome (WHO-Grad II

bzw. III) finden sich in ca. 10 % bzw. 2 % der Patienten und haben eine schlechtere Prognose.

Die benignen Neurinome (oder: Schwannome) sind die wichtigsten Tumoren des peripheren

Nervensystems, wobei unter den intrakraniellen Tumoren insbesondere Neurinome des achten

Hirnnervens, sog. Akustikusneurinome, dominieren. Gewöhnlich sind diese Tumoren einge-

kapselt und bestehen aus neoplastischen Schwannzellen [1].

1.2 Astrozytäre Gliome

Die astrozytären Tumoren bilden eine biologisch und histologisch heterogene Gruppe von glia-

len Neoplasien, die an unterschiedlichen Stellen im zentralen Nervensystem (ZNS) vorkommen

können.

Tabelle 1: Klassifizierung und Gradierung der astrozytären Tumoren anhand der WHO-
Klassifikation der Tumoren des Nervensystems [1].

Tumorentität WHO-Grad
• Varianten

Diffuses Astrozytom II
• Fibrilläres Astrozytom II
• Protoplasmisches Astrozytom II
• Gemistozytisches Astrozytom II

Anaplastisches Astrozytom III
Glioblastom IV

• Riesenzell-Glioblastom IV
• Gliosarkom IV

Pilozytisches Astrozytom I
Pleomorphes Xanthoastrozytom II

• Pleomorphes Xanthoastrozytom nicht bestimmt
mit Anaplasiezeichen

Je nach Tumorentität können Faktoren wie Erkrankungsalter, Wachstums- und Invasions-

potential, morphologische Merkmale und klinischer Verlauf erheblich variieren. Gemäß der

WHO-Klassifikation werden im wesentlichen zwei Gruppen unterschieden. Die erste Grup-
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pe, die diffus infiltrierenden Astrozytome, werden unterteilt in das diffuse Astrozytom (WHO-

Grad II), das anaplastische Astrozytom (WHO-Grad III) und das Glioblastom (WHO-Grad IV).

Die zweite Gruppe umfasst das pilozytische Astrozytom (WHO-Grad I) und das pleomorphe

Xanthoastrozytom (WHO-Grad II), d.h. gutartige Tumoren, die vor allem bei Kindern und jun-

gen Erwachsenen auftreten (Tabelle 1) [1].

Abbildung 2: Hämalaun und Eosin gefärbte Histologieschnitte astrozytärer Gliome. A-C: Histo-
pathologie der diffusen Astrozytome des WHO-Grades II. Dargestellt sind typische Beispiele
eines fibrillären (A), eines gemistozytischen (B) und eines protoplasmatischen (C) Astrozy-
toms. D: Anaplastisches Astrozytom des WHO-Grades III mit erhöhter Zelldichte, nukleärer
Pleomorphie und mitotischer Aktivität (Pfeil). E: Ein sehr zellreiches Glioblastom des WHO-
Grades IV mit mitotischer Aktivität und pathologischen Tumorgefäßen. F: Pathologische mi-
krovaskuläre Proliferate mit glomerulumartigen Kapillaren in einem Glioblastom. G: Typische
Nekrose mit perinekrotischen Pseudopalisaden eines Glioblastoms. H: Riesenzellglioblastom
des WHO-Grades IV mit zahlreichen multinukleären Riesenzellen. I: Gliosarkom des WHO-
Grades IV mit biphasischem Muster, das durch gliale und sarkomatöse Tumorbereiche entsteht.

Diffus infiltrierende Astrozytome können überall im ZNS entstehen, bevorzugen jedoch die

zerebralen Hemisphären und manifestieren sich gewöhnlich im Erwachsenenalter. Mit mehr

als 60 % sind sie die häufigsten primären Gehirntumoren. Aufgrund ihres diffus infiltrativen

Wachstums in das angrenzende Hirngewebe ist eine vollständige operative Entfernung in der

Regel unmöglich. Diese Tatsache bedingt, dass es bei diffusen Astrozytomen nahezu immer zu

einem Lokalrezidiv kommt. Wegen einer inhärenten Tendenz zur malignen Progression kommt

es dabei nicht selten zur Entstehung eines höhergradigen Rezidivtumors. Die typischen me-
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dianen Überlebenszeiten von Patienten mit einem diffusen Astrozytom (WHO-Grad II) liegen

bei sechs bis acht Jahren [2], mit einem anaplastischen Astrozytom (WHO-Grad III) bei zwei

bis drei Jahren [4, 5] und mit einem Glioblastom (WHO-Grad IV) bei weniger als einem Jahr

[4, 6, 7]. Astrozytome des WHO-Grades II treten typischerweise während des 35. bis 45. Le-

bensjahres als makroskopisch unscharf begrenzte und sich diffus in der weißen Substanz aus-

dehnende Tumoren auf. Histologisch handelt es sich um mäßig zellreiche, isomorphe, infiltrativ

im Nervengewebe wachsende Tumoren (Abbildung 2 A-C). Die meisten Astrozytome durchlau-

fen früher oder später eine Progression zum anaplastischen Astrozytom oder Glioblastom [8].

Das anaplastische Astrozytom des WHO-Grades III tritt vor allem zwischen dem 40. und 50.

Lebensjahr auf. Im Vergleich zum diffusen Astrozytom findet man Anaplasiezeichen in Form

einer erhöhten Zelldichte, gesteigerten Zell- und Kernpolymorphie und einer verstärkten mito-

tischen Aktivität (Abbildung 2 D). Das Glioblastom tritt hauptsächlich zwischen dem 45. und

70. Lebensjahr auf. Es ist infiltrativ wachsend, zellreich und teilungsaktiv und zeigt außerdem

charakteristische mikrovaskuläre Proliferate in Form von glomerulumartigen oder girlanden-

förmigen Kapillarproliferationen sowie Tumornekrosen (Abbildung 2 E-I). Die Glioblastome

werden unterteilt in das primäre Glioblastom (pGBM), welchesde novoentsteht, und das se-

kundäre Glioblastom (sGBM), das sich aus einem vorbestehenden, niedriggradigen Gliom des

WHO-Grades II oder III entwickelt.

1.3 Molekulargenetische Grundlagen astrozytärer Gliome

In den letzten Jahren sind zahlreiche molekulargenetische Untersuchungen veröffentlicht wor-

den, die sich mit der Entwicklung und Progression astrozytärer Gliome beschäftigen. Diese

zeigen, dass die Anzahl der genetischen und chromosomalen Veränderungen vom Astrozytom

(WHO-Grad II) über das anaplastische Astrozytom (WHO-Grad III) zum Glioblastom (WHO-

Grad IV) signifikant zunimmt, d.h. dass der histologischen Progression offenbar eine Akkumu-

lation zusätzlicher molekularer Aberrationen zugrunde liegt (Abbildung 3). Auf funktioneller

Ebene führen die Alterationen meist zu einer gestörten Expression bzw. Funktion wichtiger Pro-

toonkogene oder Tumorsuppressorgene (Tabelle 2). Im folgenden sollen kurz die wichtigsten

genetischen Veränderungen in den diffusen astrozytären Gliomen vorgestellt werden.

DIFFUSESASTROZYTOM (WHO-GRAD II). Ein Gewinn von Chromosom 7 (Trisomie 7)

oder 7q wurde in 50 % aller Astrozytome nachgewiesen und ist somit die häufigste zytoge-

netische Veränderung in diesen Tumoren [9, 10]. Dieser Befund lässt vermuten, dass ein oder

mehrere Protoonkogene auf diesem Chromosom kartieren. Neben chromosomalen Gewinnen

wurden Verluste auf 13q, 17p und 22q nachgewiesen. Bei einem Verlust von 13q ist im allgemei-

nen die Region desRB1-Gens betroffen, wobeiRB1-Mutationen bislang allerdings in diffusen

Astrozytomen noch nicht nachgewiesen wurden [11, 12]. Mehr als die Hälfte aller Astrozytome

zeigt Verluste auf 17p. In der Mehrheit dieser Fälle konnte eine Mutation im verbliebenen Allel

des auf 17p13.1 lokalisiertenTP53-Gens nachgewiesen werden [13, 14]. Immunhistochemische
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Tabelle 2: Protoonkogene und Tumorsuppressorgene, für die genetische und epigenetische Ver-
änderungen in astrozytären Gliomen beschrieben wurden.

Gen Locus Alteration Proteinfunktion Häufig verändert in:

Protonkogene
EGFR 7p11 Amplifikation und

Überexpression,
genomische
Rearrangements

Tyrosinkinase
Wachstumsfaktorrezeptor

Glioblastomen

PDGFR 4q12 Amplifikation und
Überexpression

Tyrosinkinase
Wachstumsfaktorrezeptor

Glioblastomen

MET 7q31 Amplifikation und
Überexpression

Tyrosinkinase
Wachstumsfaktorrezeptor

Glioblastomen

CDK4 12q13 Amplifikation und
Überexpression

Cyclin-abhängige Kinase,
Übergang G1/S-Phase

Glioblastomen

CDK6 7q21-q22 Amplifikation und
Überexpression

Cyclin-abhängige Kinase,
Übergang G1/S-Phase

Glioblastomen

CCND1 11q13 Amplifikation und
Überexpression

Cyclin D1,
Übergang G1/S-Phase

Glioblastomen

CCND3 6p21 Amplifikation und
Überexpression

Cyclin D3,
Übergang G1/S-Phase

Glioblastomen

MDM2 12q15 Amplifikation und
Überexpression

Inhibitor von p53 Glioblastomen

MDM4 1q32 Amplifikation und
Überexpression

Inhibitor von p53 Glioblastomen

MYCC 8q24 Amplifikation und
Überexpression

Transkriptionsfaktor Glioblastomen

Tumorsuppressorgene
TP53 17p13 Mutation,

Deletion
Transkriptionstransakti-
vator (Apoptose,
Zellzyklusprogression,
DNA Reparatur)

Diffusen
Astrozytomen
Anaplastischen
Astrozytomen
Glioblastomen
(sekundäre > primäre)

RB1 13q14 Mutation,
Deletion,
Hypermethylierung

nukleäres Phosphopro-
tein (Zellzyklusregu-
lation)

Glioblastomen
Anaplastischen
Astrozytomen

CDKN2A 9p21 Homozygote
Deletion,
Hypermethylierung

CDK4 und CDK6 Inhi-
bitor

Glioblastomen
Anaplastischen
Astrozytomen

p14ARF 9p21 Homozygote
Deletion,
Hypermethylierung

Mdm2 Inhibitor Glioblastomen
Anaplastischen
Astrozytomen

PTEN 10q23 Mutation Protein- und Lipid-
phosphatase, Inhibitor
des Pi3-Kinase/Akt-
Signalweges

Glioblastomen
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Abbildung 3: Molekulargenetische Veränderungen in diffusen astrozytären Gliomen. Bei der
Entwicklung zum sekundären Glioblastom verstehen sich die Veränderungen kumulativ. -/+:
Verlust bzw. Gewinn von chromosomalem Material; *: Mutation;∆: Deletion;∆*: Deletion
oder Mutation.

Untersuchungen von p53 zeigten, dass es in Astrozytomen häufig auch zu einer Akkumulation

des Proteins kommt, die jedoch nicht zwingenderweise mit einer Mutation des Gens korreliert

sein muss [14]. Astrozytome mit akkumuliertem p53, aber ohne Mutation, zeigen häufig eine

verstärkte Expression des Apoptoseinhibitors Bcl-2 (B-cell CLL/Lymphoma 2) [15]. Weiterhin

konnte eine verstärkte Expression von PDGFR-α (platelet derived growth factor receptor al-

pha) mit Allelverlusten auf 17p positiv korreliert werden [16]. Der häufige Verlust von 22q

legt die Vermutung nahe, dass hier eine Mutation des auf 22q12 lokalisiertenNF2-Gens (neu-

rofibromatosis type 2) vorliegen könnte. Dies konnte jedoch bisher in keiner Arbeit bestätigt

werden, so dass anzunehmen ist, dass ein anderes, bislang noch unbekanntes Gen das Ziel der

22q-Verluste in Astrozytomen ist [17, 18, 19].

ANAPLASTISCHES ASTROZYTOM (WHO-GRAD III). Neben den in Astrozytomen be-

schriebenen Veränderungen weisen die anaplastischen Astrozytome zusätzliche Allelverluste
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auf 9p [20], 11p [21, 22, 23] und 19q [24] auf. Das auf 9p21 gelegene Tumorsuppressorgen

CDKN2A(cyclin dependent kinase inhibitor 2A) kodiert für den Cdk4 (cyclin dependent kinase

4)- und Cdk6 (cyclin dependent kinase 6)-Inhibitor p16 und ist in ca. 20 % der anaplastischen

Astrozytome homozygot und in 28 % hemizygot deletiert [12]. In 10-15 % der anaplastischen

Astrozytome konnte eine Amplifikation und Überexpression vonCDK4 nachgewiesen werden

[12, 25]. Bei den Tumoren, die keine Veränderungen inCDKN2AoderCDK4 zeigten, wurden

gehäuft Allelverluste auf 13q gefunden, die mit Mutationen desRB1-Tumorsuppressorgens ein-

hergingen [12, 11]. Die einzelnen Arbeiten deuten darauf hin, dass der Übergang von der G1-

zur S-Phase der Zellzyklusprogression eine entscheidende Bedeutung bei der Entwicklung des

anaplastischen Astrozytoms hat. In ungefähr 40 % der Tumoren konnten Veränderungen der

GeneCDKN2A, CDK4 undRB1nachgewiesen werden, deren Produkte miteinander interagie-

ren und bei der Zellzykluskontrolle eine wesentliche Rolle spielen. Allelverluste auf 19q treten

zu etwa 50 % auf und deuten auf ein weiteres Tumorsuppressorgen hin, das bislang noch nicht

identifiziert werden konnte. Die Lokalisation dieses Gens ist auf einen Abschnitt von etwa 900

kb im Bereich 19q13.3-q13.4 eingegrenzt worden [26]. Außer Amplifikationen desCDK4-Gens

konnten auch Amplifikationen desMDM2 (murine double minute 2)- (8-10 %) und desEGFR

(epidermal growth factor receptor)-Gens (< 10 %) in anaplastischen Astrozytomen nachgewie-

sen werden [27].

GLIOBLASTOM (WHO-GRAD IV). Die Glioblastome stellen die häufigsten und zugleich

bösartigsten Gehirntumoren dar und sind zytogenetisch zumeist durch komplexe Veränderun-

gen des Karyotyps mit multiplen, numerischen und strukturellen Chromosomenaberrationen

charakterisiert [28, 29, 30, 31, 23]. Etwa 40 % der Glioblastome zeigen eine homozygote Deleti-

on desCDKN2A-Gens auf 9p21 [25, 12, 11]. Eine Hypermethylierung der im Exon 1 gelegenen

CpG-Insel diese Gens wird als alternativer Mechanismus diskutiert, der allerdings ebenso wie

Punktmutationen auf einen kleinen Teil der Glioblastome beschränkt ist [34, 35, 36, 37]. Unge-

fähr ein Drittel der Glioblastome zeigt einen Verlust von 13q und damit einhergehend Deletio-

nen oder Mutationen desRB1-Gens [38, 12, 11]. In einer weiteren Subgruppe der Glioblastome

(ca. 15 % der Fälle) ist dasCDK4-Gen auf 12q14 amplifiziert und überexprimiert [12, 11].

Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass in der Mehrheit der Glioblastome entweder Ver-

änderungen vonCDK4oderCDKN2Aoder vonRB1vorliegen, die alle die Zellzykluskontrolle

beim Übergang von der G1- zur S-Phase einschränken. Die Tumorzellen können konsekutiv

nicht mehr in den G1-Arrest übergehen, was letztendlich eine unkontrollierte Proliferation zur

Folge hat.

Allelverluste auf 17p und Mutationen des dort lokalisiertenTP53-Gens finden sich in insge-

samt etwa 30 % der Glioblastome [32, 33]. Der Verlust eines Chromosoms 10 (Monosomie 10)

ist in 60-70 % der Tumoren nachweisbar, wobei in ca. 30-40 % der Fälle Mutationen imPTEN

Tumorsuppressorgen vorliegen [9, 39, 40, 41]. In 30-40 % der Glioblastome ist ein Verlust von

11p15 detektierbar, eine Region, in der potentielle Tumorsuppressorgene wie dasRIG (regula-

ted in glioma)-Gen lokalisiert sind [21, 22]. WährendRIG in normalem Hirngewebe konstitutiv
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der bei der Initiation und Progression von diffu-
sen astrozytären Gliomen involvierten molekulargenetischen Veränderungen. Eines der er-
sten Ereignisse in der Entstehung diffuser Astrozytome (WHO-Grad II) ist ein durchTP53-
oderp14ARF-Inaktivierung verursachter Verlust der p53-abhängigen Wachstumskontrolle. Häu-
fig zeigen diese Tumoren zusätzlich eine Überexpression vonPDGFα und seinem Rezep-
tor PDGFRA, was zu einer Aktivierung der mitogen aktivierten Proteinkinasekaskade führt.
In anaplastischen Astrozytomen (WHO-Grad III) wird zusätzlich ein Funktionsverlust der
pRb1-abhängigen Zellzykluskontrolle gefunden, verursacht durch Inaktivierung der Genpro-
dukte von CDKN2A, CDKN2B, RB1, CDK4, CDK6, CCND1 oder CCND3. Die Gliobla-
stome (WHO-Grad IV) demonstrieren weiterhin Alterationen des Phosphoinositol-3-kinase
(Pi3k)/Proteinkinase B (Akt) Signalwegs, die durch verschiedene genetische Veränderungen,
wie z.B.PTEN-Mutation oderCTMP-Hypermethylierung, sowie Amplifikationen und Überex-
pressionen von Wachstumsfaktorrezeptoren, ausgelöst werden können [56].
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hoch exprimiert ist, konnte eine Expression in Glioblastomzellen nur selten festgestellt werden

[42].

Genetische Veränderungen in Glioblastomen betreffen nicht nur Genverluste bzw. Mutatio-

nen von Tumorsuppressorgenen, sondern auch Amplifikationen von verschiedenen Protoonko-

genen. Am häufigsten ist dabei dasEGFR(epidermal growth factor receptor)-Gen amplifiziert

und auf mRNA- und Proteinebene überexprimiert [27, 43]. In den meisten Glioblastomen wird

zu der erhöhtenEGFR-Expression auch eine Überexpression der Liganden TGFα (transfor-

ming growth factor alpha) und/oder EGF gefunden [43]. In 50 % der Tumoren mitEGFR-

Amplifikation wird eine sog. Typ-III-Deletion des Gens detektiert. Diese Deletion von Teilen

der extrazellulären Domäne resultiert in einem konstitutiv aktiven Rezeptormolekül [44, 45, 46].

Ungefähr 15 % der Glioblastome zeigen Amplifikationen von Genen in der Region 12q13-q15,

darunter die GeneCDK4, SAS, MDM2, GADD153, GLI1, RAP1B, IFNG undA2MR, [47, 48].

EineMDM2-Amplifikation und Überexpression findet sich dabei nur in Tumoren mit intaktem

TP53[49].

PRIMÄRES UND SEKUNDÄRESGLIOBLASTOM. Histologisch können primäre und sekun-

däre Glioblastome nicht unterschieden werden, jedoch gibt es einige genetische Veränderun-

gen, die mit unterschiedlichen Häufigkeiten in den beiden Tumorentitäten gefunden werden.

Primäre Glioblastome zeigen in nur 25-30 % eine Mutation desTP53-Gens (70-80 % bei se-

kundären) und weisen wesentlich häufiger eine Amplifikation und Überexpression der Gene

EGFR, MDM2, MDM4, sowie eine Mutation desPTEN-Gens auf. Ebenfalls seltener als in se-

kundären Glioblastomen treten Allelverluste auf 19q und 13q, Promotorhypermethylierung des

RB1-Gens und Überexpression vonPDGFRAauf [32, 33, 52, 53, 55, 54, 56]. Außerdem wur-

den in primären Glioblastomen häufiger homozygoteCDKN2A-Deletionen, aber seltener Ex-

pressionsverluste desDCC (deleted in colorectal carcinoma)-Gens gefunden [50, 51]. Primäre

und sekundäre Glioblastome tragen somit unterschiedliche genetische Veränderungen, deren

funktionelle Konsequenzen jedoch dieselben Signalwege betreffen. Dabei handelt es sich um

den p53-, den pRb1-, den Pten/Pi3k/Akt- und den mitogen aktivierten Proteinkinase Signalweg

(Abbildung 4).

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der eigenen Arbeit

Diffus infiltrierende astrozytäre Gliome sind die häufigsten Gehirntumoren bei Erwachsenen

[1]. Ihr infiltratives Wachstum macht eine vollständige Resektion in der Regel unmöglich. Ge-

webeinvasion und eine inhärente Tendenz zur spontanen malignen Progression verursachen

nach Monaten bis Jahren eine Rezidivbildung. Ein signifikanter Anteil der WHO-Grad II Astro-

zytome rezidiviert spontan als anaplastisches Astrozytom (WHO-Grad III) oder sekundäres

Gioblastom (WHO-Grad IV). Diese maligne Progression ist von großem klinischen Interes-

se, da sie die Haupttodesursache von Tumorpatienten darstellt. Die molekularen Mechanis-

men, die der malignen Progression zugrunde liegen, sind bislang allerdings nur sehr schlecht
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verstanden. Bisherige Studien haben sich hauptsächlich mit Alterationen auf chromosomaler

und/oder genetischer Ebene beschäftigt. Daher war es Ziel dieser Arbeit, Expressionsprofile zu

erstellen, die neue Einsichten in die maligne Progression astrozytärer Gliome erlauben. Hierzu

dienten zwei verschiedene experimentelle Ansätze. Im ersten Ansatz wurden subtraktive cDNA-

Bibliotheken von WHO-Grad II Gliomen im Vergleich zu Glioblastomen (WHO-Grad IV) mit-

tels suppressiver Subtraktionshybridisierung (SSH) generiert. Mit dieser Methode wurden zwei

cDNA-Populationen voneinander subtrahiert, mit dem Ziel, Transkripte anzureichern, die in

einer cDNA-Population stärker als in der anderen exprimiert werden. Im zweiten Ansatz wur-

den Expressionsprofile mittels der Mikroarray-Methode erstellt. Hierzu wurden die jeweiligen

Tumor-RNAs auf Hu6800FL cDNA-Arrays der Firma Affymetrix hybridisiert. Die erhaltenen

Expressionsprofile der verschiedenen Tumoren konnten verglichen und differentiell exprimier-

te Gene bestimmt werden. Mit einer unabhängigen zweiten Methode, derreal-timeRT-PCR,

wurden die differentiell exprimierten Kandidatengene aus beiden Ansätzen an den untersuchten

Tumoren und an einer unabhängigen Serie bestehend aus primären Astrozytomen, anaplasti-

schen Astrozytomen und primären und sekundären Glioblastomen verifiziert. Die gefundenen

und verifizierten Kandidatengene, die in Glioblastomen eine Überexpression zeigten, wurden

dann mit Hilfe der RNA-Interferenz in Glioblastomzellen experimentell herunterreguliert, um

eine mögliche funktionelle Bedeutung der entsprechenden Genprodukte in Glioblastomzellen

abzuklären. Ziel dieser umfangreichen Untersuchungen war es letztendlich, neue Gene zu iden-

tifizieren, die für die spontane maligne Progression von astrozytären Gliomen verantwortlich

sind und deshalb möglicherweise neue Ansatzpunkte für eine molekulare Diagnostik und eine

gezielte, Pathogenese-orientierte Therapie liefern können.



2. Material und Methoden 11

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tumorproben

Die Tumorproben wurden operativ entfernt, in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -80◦C gelagert. Es wurden nur solche Tumorproben verwendet, die

histologisch mindestens einen 80 %igen Tumoranteil aufwiesen. Die folgenden Tabellen (3 und

4) geben eine Übersicht über das in den eigenen Untersuchungen verwendete Tumormaterial.

Tabelle 3: Histologische Diagnosen der untersuchten Primär- und Rezidivgliome.

Patient Tumor-Nr. Diagnose WHO-Grad

1 A72 Astrozytom II

GB239 Glioblastom IV

2 A128 Astrozytom II

GB119 Glioblastom IV

3 A201 Astrozytom II

GB240 Glioblastom IV

4 A8 Astrozytom II

AA106 Anaplastisches Astrozytom III

5 A181 Astrozytom II

AOA54 Anaplastisches Oligoastrozytom III

6 A145 Astrozytom II

AA142 Anaplastisches Astrozytom III

7 OA23 Oligoastrozytom II

GB175 Glioblastom IV

8 OA31 Oligoastrozytom II

AOA38 Anaplastisches Oligoastrozytom III

9 O21 Oligodendrogliom II

AO40 Anaplastisches Oligodendrogliom III

10 AA93 Anaplastisches Astrozytom III

GB229 Glioblastom IV

11 A180 Astrozytom II

AA164 Anaplastisches Astrozytom III

12 A207 Astrozytom II

GB748 Glioblastom IV

13 A188 Astrozytom II

GB234 Glioblastom IV



2. Material und Methoden 12

Tabelle 4: Histologische Diagnosen der zusätzlich untersuchten 43 Gliome bestehend aus 9

Astrozytomen (A), 10 anaplastischen Astrozytomen (AA), 17 primären (p) und 7 sekundären

(s) Glioblastomen (GB).

Tumor-Nr. Diagnose WHO-Grad Tumor-Nr. Diagnose WHO-Grad

A21 Astrozytom II GB18 Glioblastom (p) IV

A2 Astrozytom II GB19 Glioblastom (p) IV

A3 Astrozytom II GB26 Glioblastom (p) IV

A4 Astrozytom II GB33 Glioblastom (p) IV

A78 Astrozytom II GB50 Glioblastom (p) IV

A113 Astrozytom II GB77 Glioblastom (p) IV

A99 Astrozytom II GB81 Glioblastom (p) IV

A135 Astrozytom II GB83 Glioblastom (p) IV

A143 Astrozytom II GB103 Glioblastom (p) IV

AA1 Anaplastisches Astrozytom III GB137 Glioblastom (p) IV

AA71 Anaplastisches Astrozytom III GB130 Glioblastom (p) IV

AA188 Anaplastisches Astrozytom III GB136 Glioblastom (p) IV

AA115 Anaplastisches Astrozytom III GB140 Glioblastom (p) IV

AA103 Anaplastisches Astrozytom III GB191 Glioblastom (p) IV

AA117 Anaplastisches Astrozytom III GB4 Glioblastom (s) IV

AA134 Anaplastisches Astrozytom III GB15 Glioblastom (s) IV

AA143 Anaplastisches Astrozytom III GB238 Glioblastom (s) IV

AA187 Anaplastisches Astrozytom III GB237 Glioblastom (s) IV

AA186 Anaplastisches Astrozytom III GB235 Glioblastom (s) IV

GB1 Glioblastom (p) IV GB236 Glioblastom (s) IV

GB6 Glioblastom (p) IV GB234 Glioblastom (s) IV

GB8 Glioblastom (p) IV

2.1.2 Geräte

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Geräte mit Angabe der entsprechenden Hersteller

sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Modellbezeichnung und Hersteller der verwendeten Geräte.

Gerät Modell Firma

Sequenzierer ABI PRISM 377 Applied Biosystems

Real-timePCR-Thermocycler GeneAmp 5700 SDS Applied Biosystems
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Gerät Modell Firma

Phosphoimager Fujifilm BAS-1800 II Raytest

Imaging Plates Fujifilm BAS-MS Raytest

Hybridisierungsofen APT Line Biometra

Hybridisierungsofen OV 5 Biometra

Hybridisierungskammer GeneChip Hybridization Oven 640 Affymetrix

Fluidics Station GeneChip Fluidics Station 400 Affymetrix

Chip Reader HP GeneArray Scanner Affymetrix

Microarray Glasslides Hu6800FL Chip Affymetrix

PCR Thermocycler Trio-Thermoblock Biometra

PCR Thermocycler UNO-Thermoblock Biometra

ELISA Reader Saphire Tekan

Zellinkubator 6000 Heraeus

Zellinkubator CB 150 Binder

Spectrophotometer DU 640 Beckman

Tischzentrifuge Rotofix 32 Hettich

Tischzentrifuge 5417 Eppendorf

Kühlzentrifuge EBA 12R Hettich

Ultrazentrifuge L8-M Beckman

Geldokumentationssystem GelDoc 1000 System BioRad

Gelkammern für Agarosegele Sub-Cell BioRad

Gelkammern für Polyacrylamidgele P10DS PeqLab

Gelkammern für SDS-PAGE Criterion Cell BioRad

Geltrockner 583 BioRad

Netzgerät Power PAC 3000 BioRad

Zentrifugenröhrchen SW41.1 Polyallomer Beckman

Vakuumpumpe Labport KMF

Szintilationszähler 6500 Beckman

Rotator Testtube Rotator Labinco

Blotting Kammer Trans Blott Cell BioRad

Gelentwicklung SCOPIX LR 5200 Agfa

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Die verwendeten Chemikalien, Enzyme und Kits wurden, sofern nicht anders aufgeführt, von

den Firmen BioRad, Roche, Fluka, Invitrogen, Merck, PeqLab, Qiagen, Riedel de Haen, Roth,

Serva oder Sigma bezogen und sind in den Tabellen 6 und 7 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Chemikalien und Enzyme.

Substanz Firma

[α32P]-dCTP (10 Mbq/25µl) Hartman Analytic

[3H]-Thymidin Hartman Analytic

Taq Polymerase (5 U/µl) Sigma

HotStar Taq Polymerase (5 U/µl) Qiagen

HotStar Taq Polymerase (5 U/µl) Eurogentec

Superscript II Reverse Transkriptase (200 U/µl) Invitrogen

RsaI Restriktionsendonuklease (10 U/µl) Roche

DNase I (RNase frei; 10 U/µl) Roche

Proteinase K Sigma

MMLV Reverse Transkriptase BD Clontech

RNasin Promega

100 bp-DNA Leiter PeqLab

1 kb-DNA Leiter PeqLab

Röntgenfilme (Biomax MR) Kodak

Hyperfilm ECL Amersham

ECL Western Blotting Detection Reagents Amersham

Tris HCl Criterion Gele (12,5 %) Amersham

Magermilchpulver Oxoid

Tween 20 Serva

Triton X-100 Fluka

OligofectAMINE Transfektionsreagenz Invitrogen

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma

Tabelle 7: Kits.

Kit Firma

Advantage 2 PCR Kit BD Clontech

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems

Jet Quick Gel Extraction Kit Genomed

NucleoSpin Nucleic Acid Purification Kit BD Clontech

PCR Product Purification Kit Roche

PCR-Select cDNA Subtraction Kit BD Clontech

qPCR Core Kit for SYBR Green Eurogentec

RNA Transcript Labeling Kit Enzo

RNeasy Mini Kit Qiagen
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Kit Firma

SMART PCR cDNA Synthesis Kit BD Clontech

Superscript Choice System Gibco/BRL

Wizard DNA Clean-up System Promega

2.1.4 Oligonukleotide

In der vorliegenden Arbeit wurden Oligonukleotide für verschiedene PCR-basierende Analysen

und die siRNA-Experimente verwendet. Primer für die Duplex-PCR sind in Tabelle 8, für die

real-timeRT-PCR in Tabelle 9, für die SSCP-Analysen in den Tabellen 10 und 11 und für die

Mikrosatellitenanalysen in Tabelle 12 zusammengefasst. Die siRNA-Sequenzen sind in Tabelle

13 aufgeführt.

Tabelle 8: Duplex-PCR Primer.

Name Sequenz Amplikonlänge GenBank Annotation

9qSTS-F aggccttgggagcctcagg 179 bp AC001227

9qSTS-R atttctgcctggagacagtgg

APRT-1F cagggaacacattcctttgc 134 bp AC092384

APRT-2R gtgggaaagctgtttactgcg

APRT-5F ctggagcacctgctctctgc 211 bp AC092384

APRT-6R gccctgtggtcactcatactgc

CDK4 gen. F gactgctaccttatatcccttc 102 bp AC025165

CDK4 gen. R ctcccatgttggtcacttac

CDKN2A-exon1a/F gaagaaagaggaggggctg 340 bp AC000048

CDKN2A-exon1a/F gcgctacctgatttcaattc

CDKN2B-exon1/F aagagtgtcgttaagtttacg 315 bp AL449423

CDKN2B-exon1/R acatcggcgatctaggttcca

CENPF-Taq-F ccgcagaagcaaacacagaag 216 bp NM_016343

CENPF-Taq-R gaagttcatgagaaatcttctgcttag

COL4A-Taq-F ggcctgtatggcgagattg 315 bp NM_001846

COL4A-Taq-R cccttcagacctggtattcc

EGFR gen. F cactgcctcatctctcaccatc 110 bp AC073324

EGFR gen. R gactcaccgtagctccagac

FOXM1 gen. F gaggcagctaagtggggtgttg 123 bp AC005841

FOXM1 gen. R ccagtccatcagaactcatctttcg

gINF-F agtgatggctgaactgtcgc 85 bp AC007458

gINF-R ctgggatgctcttcgacctc

MDM2 gen. F gcgatgaattgatgctaatgaatg 99 bp AC025423
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Name Sequenz Amplikonlänge GenBank Annotation

MDM2 gen. R caggatcttcttcaaatgaatctg

p14ARF-exon1ß/F1 gtcccagtctgcagttaagg 192 bp AC000049

p14ARF-exon1ß/R1 tgagccgcgggatgtgaac

TOP2A gen. F ctagatttctgatagatcccttc 123 bp AF071738

TOP2A gen. R gacttgggccttaaacttcac

Tabelle 9:Real-timeRT-PCR Primer.

Name Sequenz Amplikonlänge GenBank Annotation Konzentration

ABLIM-TAQ/F ctcgaacagaaagagactgattg 102 bp NM_002313 300 nM

ABLIM-TAQ/R ggacagagatacagcaaatgag 300 nM

ADD3-TAQ/F gtgcaactagcctgtgagattc 116 bp NM_016824 300 nM

ADD3-TAQ/R gacgctgctacagtgtaagtg 900 nM

APOD-TAQ/F caggccaactactcactaatgg 121 bp NM_001647 50 nM

APOD-TAQ/R caggctctgtgaggttaactg 50 nM

ARF1-F gaccacgatcctctacaagc 111 bp XM_047545 300 nM

ARF1-R3 tcccacacagtgaagctgatg 300 nM

ATP1B2-TAQ/F gagaaccttgatgtcattgtcaatg 93 bp NM_001678 50 nM

ATP1B2-TAQ/R gtcgttgtaaggctccaagaac 50 nM

CAMK2G-TAQ/F gccatggagccacaaacc 136 bp XM_044349 300 nM

CAMK2G-TAQ/R gcaccgagctgccattcc 300 nM

CENPF-TAQ/F ccgcagaagcaaacacagaag 127 bp NM_016343 900 nM

CENPF-TAQ/R gaagttcatgagaaatcttctgcttag 50 nM

COL4A2-TAQ/F ggcctgtatggcgagattg 122 bp NM_001846 50 nM

COL4A2-TAQ/R cccttcagacctggtattcc 300 nM

DMXL1-TAQ/F ctggtaggcctgtagaagttag 146 bp NM_005509 50 nM

DMXL1-TAQ/R ccaacatgaacctcctgttgac 50 nM

FOXM1-TAQ/F caatggcaaggtctccttctg 129 bp NM_021953 300 nM

FOXM1-TAQ/R cgtttctgctgtgattccaagtg 900 nM

HDAC3-TAQ/F cttctgctatgtcaacgacattg 123 bp NM_003883 50 nM

HDAC3-TAQ/R gtgaggtagaaagcttcttgaac 50 nM

IGFBP4-TAQ/F catgtggagacactcctataag 93 bp NM_001552 300 nM

IGFBP4-TAQ/R gtcaaggtacatgtctcttctc 300 nM

KIAA0942-TAQ/F gctctgtacaactcaatcaagaatg 131 bp AB023159 50 nM

KIAA0942-TAQ/R ccaatacgactgatggtctttg 50 nM

MGP-TAQ/F ggatccgagaacgctctaag 104 bp NM_000900 50 nM

MGP-TAQ/R ggcagcattgtatccataaacc 300 nM
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Name Sequenz Amplikonlänge GenBank Annotation Konzentration

OR2W3P-TAQ/F cagcatcaggaaggcagaag 146 bp AF399491 900 nM

OR2W3P-TAQ/R gtagaagagcatgaggaacatg 50 nM

RYR1-TAQ/F gcacacagccgcatgtatc 107 bp NM_000540 50 nM

RYR1-TAQ/R cagcaagcctctcctgttg 50 nM

SELL-TAQ/F gattctgccgagacaattacac 112 bp NM_000655 50 nM

SELL-TAQ/R cggattcctatccagtagtaag 50 nM

TOP2A-TAQ/F ctgaagatgatgctgctatcag 120 bp NM_001067 900 nM

TOP2A-TAQ/R cctcaggaagcccaagtaac 300 nM

TPI1-TAQ/F cctactgcctatatcgacttc 135 bp NM_000365 300 nM

TPI1-TAQ/R ggctccgcagtctttgatc 900 nM

TU3A-TAQ/F caaggactcgacctgagaag 102 bp NM_007177 50 nM

TU3A-TAQ/R ctatccacagttccacaactg 50 nM

VEGFA-TAQ/F ccttgccttgctgctctac 123 bp NM_003376 50 nM

VEGFA-TAQ/R cagtagctgcgctgatagac 50 nM
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Tabelle 10: SSCP Primer für diePTEN-Mutationsanalyse.

Name Sequenz Amplikonlänge GenBank Annotation

PTEN Ex 1a F gcatcagctaccgccaagtc 220 bp AC022016;

PTEN Ex 1a R gtaaagaggagcagccgcag AF143315

PTEN Ex 2b F gtttgattgctgcatatttcagatatttc 201 bp

PTEN Ex 2b R ctaaatgaaaacacaacatgatattaaacatc

PTEN Ex 3a F ctcatttttgttaatggtggc 191 bp

PTEN Ex 3a R gtatctttaactctacctcac

PTEN Ex 4a F gattcaggcaatgtttgttag 195 bp

PTEN Ex 4a R acagtaagatacagtctatc

PTEN Ex 5b F gcaacatttctaaagttacctacttg 211 bp

PTEN Ex 5b R tccagctttacagtgaattgctg

PTEN Ex 5c F gctaagtgaagatgacaatcatg 204 bp

PTEN Ex 5c R cagatccaggaagaggaaag

PTEN Ex 6b F gctacgacccagttaccatag 176 bp

PTEN Ex 6b R gtgccactggtctataatccagatg

PTEN Ex 6c F gctatgtgtattattatagctacctg 147 bp

PTEN Ex 6c R catggaaggatgagaatttcaagc

PTEN Ex 7b F gaaataatactggtatgtatttaaccatg 141 bp

PTEN Ex 7b R ggtaacggctgagggaac

PTEN Ex 7c F cgggaagacaagttcatgtac 135 bp

PTEN Ex 7c R ggatatttctcccaatgaaag

PTEN Ex 8a F.1 gcaaatgtttaacataggtgacag 233 bp

PTEN Ex 8a R.1 ctgcacgctctatactgc

PTEN Ex 8a R.2 cactatcatacaagtcaccaac 193 bp

PTEN Ex 8a F.2 ctatgtgatcaagaaatcgatagc

PTEN Ex 9b F gtttaagatgagtcatatttgtgggttttc 197 bp

PTEN Ex 9b R gttcattctctggatcagagtcag

PTEN Ex 9c F ctgtaacaccagatgttagtgac 187 bp

PTEN Ex 9c R aggtccattttcagtttattcaag

Tabelle 11: SSCP Primer für dieTP53-Mutationsanalyse.

Name Sequenz Amplikonlänge GenBank Annotation

TP53 Ex 4 F acttcctgaaaacaacgttct 183 bp AF136270;

TP53 Ex 4.1 R gtgaaccattgttcaatatcg AF136271
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Name Sequenz Amplikonlänge GenBank Annotation

TP53 Ex 4.2 F gccgtcccaagcaatggatg 228 bp

TP53 Ex 4.2 R agacggaaaccgtagctgc

TP53 Ex 4.3 F tcccttcccagaaaacctac 174 bp

TP53 Ex 4 R gaatcccaaagttccaaaca

TP53 Ex 5.1F tcaactctgtctccttcctc 155 bp

TP53 Ex 5.1R ctgtgactgcttgtagatgg

TP53 Ex 5.2 F gcagctgtgggttgattccac 177 bp

TP53 Ex 5 R accctgggcaagcagccctgt

TP53 Ex 6 F gtccccaggcctctgattc 166 bp

TP53 Ex 6 R cagttgcaaaccagacctcag

TP53 Ex 7 F ctcatcttgggcctgtgttatc 179 bp

TP53 Ex 7 R gcacagcaggccagtgtg

TP53 Ex 8 F gagtagtggtaatctactgggac 172 bp

TP53 Ex 8 R ctccaccgcttcttgtcctg

TP53 Ex 9 F gcagttatgcctcagattca 186 bp

TP53 Ex 9 R cggcattttgagtgttagact

TP53 Ex 10 F ggtactgtgtatatacttac 228 bp

TP53 Ex 10 R atgagaatggaatcctatgg

Tabelle 12: Primer für die Mikrosatellitenanalyse.

Primername Satellitenmarker Sequenz

D1S468F D1S468 aattaaccgttttggtcct

D1S468R gcgacacacacttccc

D1S2893F D1S2893 aaaacatcaactctcccctg

D1S2893R ctcaaaccccaataagcct

D1S2642F D1S2642 gcgatgctgccgttcaa

D1S2642R cagactgtgtgcagagtg

D1S496F D1S496 tctctatgcatctatgcatctatct

D1S496R gcatttgtctgggttctt

D1S515R D1S515 tccatgaaagagtatgtatgc

D1S515F taggggatgaggctgt

D1S235F D1S235 cagcaagagttcatggga

D1S235R aacagtcaattacaaaatatgtgtg

D9S1689F D9S1689 tctgggtgatagggcg

D9S1689R gggcttgtgattggca

D9S1748F D9S1748 cacctcagaagtcagtgagt
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D9S1748R gtgcttgaaatacacctttcc

D9S178F D9S178 gaataaaacagggtttggg

D9S178R tttctctaagaactttgggg

D9S157F D9S157 agcaaggcaagccacatttc

D9S157R tggggatgcccagataactatatc

D9S162F D9S162 gcaatgaccagttaaggttc

D9S162R aattcccacaacaaatctcc

D9S171F D9S171 agctaagtgaacctcatctctgtct

D9S171R atctttgcattgttcaaggg

D10S215F D10S215 tggcatcattctgggga

D10S215R gctttacgtttcttcacatggt

D10S541F D10S541 aagcaagtgaagtcttagaaccacc

D10S541R ccacaagtaacagaaagcctgtctc

D10S209F D10S209 caaatgtgctcatatcctgc

D10S209R cccatcagtagtaaaggggc

D10S587F D10S587 cccagattcatggctttc

D10S587R ttctgctgacacgggc

D10S212F D10S212 gaagtaaagcaagttctatccacg

D10S212R tctgtgtacgttgaaaatccc

D17S796F D17S796 caatggaaccaaatgtggtc

D17S796R agtccgataatgccaggatg

D17S786F D17S786 tacagggataggtagccgag

D17S786R ggatttgggctcttttgtaa

D17S938CA D17S938 ccggattgctacacctaaat

D17S938GT aacagtctctnctggagcag

D17S947F D17S947 tgtcccagagtttcgata

D17S947R gacaagaatttcccaagatag

D17S936F D17S936 atttgaaaccacaacagca

D17S936R aggtatatgcccacccc

D17S933F D17S933 actcactggggtcctgg

D17S933R tgtggtttccttatagactgtaga

D19S210F D19S210 tcacactcactggtctctca

D19S210R ggtgtgcctgtgtgtaaaag

D19S572F D19S572 atttgggtgtgctgacacg

D19S572R gggccacatcctatcccc

D19S219F D19S219 gtgagccaagattgtgcc

D19S219R gactatttctgagacagattccca

D19S217F D19S217 ggggttgattgaagttggtt

D19S217R caagacccatacccatga
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Tabelle 13: siRNA Sequenzen.

Name Sensestrang Antisensestrang Region (nt) Gen

FOXi1 5’-CCUUUCCCUGCACGACAUG-3’ 5’-CAUGUCGUGCAGGGAAAGG-3’ 931-953 FOXM1

FOXi2 5’-GAUCCUGCUGGACAUCAGC-3’ 5’-GCUGAUGUCCAGCAGGAUC-3’ 2266-2288 FOXM1

FOXiS 5’-CCGUUCACUUCACGACCUG-3’ 5’-CAGGUCGUGAAGUGAACGG-3’ FOXM1

MGPi1 5’-AGCAUGGAAUCUUAUGAAC-3’ 5’-GUUCAUAAGAUUCCAUGCU-3’ 117-139 MGP

MGPi2 5’-GCCUGUGAUGACUACAGAC-3’ 5’-GUCUGUAGUCAUCACAGGC-3’ 258-280 MGP

MGPiS 5’-GCAUGCGAUGAUUCCAGAC-3’ 5’-GUCUGGAAUCAUCGCAUGC-3’ MGP

Die siRNAs bestehen aus jeweils 19 Ribonukleotiden und zwei Desoxyribothymidinen (dT) am

3’-Ende. In der Auflistung sind nur die RNA-Sequenzen angegeben. DieSensesträngesind am

3’-Ende an Fluorescein gekoppelt. Alle siRNAs wurden bei der Firma Eurogentec bestellt.

2.1.5 Antikörper

Die gegenβ-Aktin und Foxm1 gerichteten Primärantikörper, sowie die an Peroxidase gekop-

pelten Sekundärantikörper sind in Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14: Primär- und Sekundärantikörper.

Antikörper Klonalität Spezies Verdünnung Hersteller

β-Aktin polyklonal Kaninchen 1:50000 Abcam

Foxm1 (Mpp2) monoklonal Maus 1:5000 Santa Cruz

anti Kaninchen Peroxidase gekoppelt polyklonal Ziege 1:10000 Pierce

anti Maus Peroxidase gekoppelt polyklonal Ziege 1:10000 Pierce

2.1.6 Lösungen und Puffer

PBS:

• 140 mM NaCl

• 2,7 mM KCl

• 1,5 mM KH2PO4

• 1,5 mM Na2HPO4 x 2 H2O
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Phosphatpuffer:

• 750 mM Na2HPO4 x 2 H2O

• 0,34 % (v/v) Phosphorsäure

Church-Puffer:

• 1 % (w/v) BSA

• 1 mM EDTA

• 0,5 M Phosphatpuffer

• 7 % (w/v) SDS

Lösungen oder Puffer für die Arbeiten mit RNA wurden mit Diethylpyrocarbonat behandeltem

Wasser angesetzt.
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA und RNA Isolierung aus Tumorproben

Lösungen:

GITC-Lösung: 1x Proteinase K-Puffer:

• 4 M Guanidinisothiocyanat (BRL) • 10 mM Tris/Cl pH7,8

• 25 mM Natriumcitrat pH7,0 • 5 mM EDTA pH8,0

• 0,8 % (v/v) 2-Mercaptoethanol • 0,5 % (w/v) SDS

• pH7,0 (Einstellung mit NaOH oder

Zitronensäure Caesiumchlorid-Lösung:

• 5,7 M CsCl

RNasin-Mix: • 25 mM Natriumacetat pH5,0

• 0,44 U/µl RNasin (Promega/SDS)

• 2,7 mM Dithiothreitol Proteinase K-Lösung:

gelöst in 10 mM Natriumacetat • 20 mg/ml Proteinase K in Wasser

• pH5,2 gelöst

Die Tumorproben wurden mit einem Ultra-Turrax T25 (Janke und Kunkel IKA Labortechnik) in

6 ml GITC-Lösung homogenisiert. Das Homogenat wurde 15 min bei Raumtemperatur (RT) in

einer Hettich Rotina 46 R Zentrifuge mit 2500 rpm (Ausschwingrotor; 1300 g) zentrifugiert und

der Überstand vorsichtig auf 4 ml Cäsiumchlorid-Lösung in SW41.1 Polyallomer-Röhrchen ge-

schichtet. Durch Ultrazentrifugation (Beckman L8-M Ultrazentrifuge) bei 32000 rpm und 15◦C

für 16 h in einem SW41 TI Ausschwingrotor (Beckman; 175273 g) wurde die RNA pelletiert

und somit von der DNA, den Proteinen und den Lipiden getrennt. Die Lipidschicht wurde ver-

worfen und die DNA- und Proteinfraktionen separat bei -20 bzw. -80◦C eingefroren. Das RNA-

Pellet wurde in 200µl RNasin-Mix resuspendiert und mit 20µl 3 M Na-Acetat und 500µl

eiskaltem 95 % Ethanol bei -80◦C für 30 min präzipitiert. Die RNA wurde dann für 15 min bei

14000 rpm und 4◦C mit einer Hettich EBA 12 R Kühlzentrifuge pelletiert und in 70 % Ethanol

gewaschen. Abschließend wurde die RNA in RNasin-Mix gelöst und die Konzentration photo-

metrisch in einem Beckman DU 640 Spectrophotometer bestimmt. Die RNA-Lagerung erfolgte

bei -80◦C.

Ungefähr 5 ml CsCl-Lösung mit DNA wurden mit 350µl 7,5 M Ammoniumacetat gemischt

und für zwei Stunden bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 2,5 Volumen eiskaltem 95 % Etha-

nol wurde für 20 min mit 4000 rpm bei 4◦C zentrifugiert. Die gefällte DNA wurde mit 5 ml

70 % Ethanol gewaschen, in 5 ml Proteinase K-Puffer (+ 50µl Proteinase K-Lösung) resus-

pendiert und über Nacht bei 50◦C inkubiert. Es wurden 2,5 ml Phenol und 2,5 ml Chloroform-

Isoamylalkohol (24:1) zugegeben, 20 min bei RT in einem Testtube Rotator (Labinco) gemischt

und 15 min mit 4000 rpm bei RT zentrifugiert. Die DNA-haltige obere Phase wurde in ein fri-

sches 15 ml Gefäß überführt, nach Zugabe von 5 ml Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) für
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nicht länger als 10 min in einem Testtube Rotator (Labinco) gemischt und 10 min mit 4000 rpm

bei RT zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein frisches 50 ml Gefäß überführt und mit

vier Volumenprozent 5 M NaCl und 2,5 Volumen eiskaltem 95 % Ethanol gemischt. Die DNA

wurde durch 20 min Zentrifugation mit 4000 rpm bei 4◦C pelletiert, mit 70 % Ethanol gewa-

schen, luftgetrocknet und in 500µl TE resuspendiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte

photometrisch. Die DNA-Proben lagerten bis zur weiteren Verwendung bei -20◦C.

2.2.2 DNA und RNA Isolierung aus Zellen

Die verwendeten Glioblastomzellen wurden bis zu einer Konfluenz von 80-90 % kultiviert

und anschließend mit einer entsprechenden Menge Trizol Reagenz (PeqLab) für 5 min inku-

biert. Durch mehrmaliges Homogenisieren in einer Pipettenspitze wurden die Zellen lysiert und

dann bei -20◦C eingefroren. Das Homogenat wurde mit 0,2 Volumen Chloroform gemischt,

für 10 min bei RT inkubiert und 15 min mit 13000 rpm zentrifugiert. Von den zwei entstan-

denen Phasen enthielt die obere die RNA und die untere die DNA (Isolierung der DNA wie

in 2.2.1 beschrieben). Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt, mit ei-

nem Volumen Isopropanol gemischt und für drei Stunden bei -20◦C inkubiert. Die RNA wurde

für 30 min bei 4◦C mit 14000 rpm pelletiert, einmal mit absolutem Ethanol gewaschen und in

20µl DEPC-Wasser resuspendiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch. Die

RNA-Proben lagerten bis zur weiteren Verwendung bei -80◦C.

2.2.3 Detektion von Allelverlusten

Zur Identifizierung von Allelverlusten im Tumorgewebe wurden Mikrosatellitenmarker un-

tersucht, die aus kurzen, sich wiederholenden DNA-Sequenzen bestehen und in ca. 30 kb-

Abständen über das menschliche Genom verteilt sind. Bei der in dieser Arbeit verwendeten

PCR-Technik wurden bevorzugt Di-, Tri- und Tetranukleotidwiederholungen benutzt. Als be-

sonders geeignet wurden solche Mikrosatellitenmarker eingestuft, deren Anzahl an Wiederho-

lungseinheiten in der Population stark variieren, d.h. eine hohe Heterozygotenfrequenz aufwei-

sen [60, 61]. Bei der Analyse des Heterozygotieverlustes (loss of heterozygosity; LOH) wer-

den die durch PCR amplifizierten chromosomalen Abschnitte in einem denaturierenden Poly-

acrylamidgel aufgetrennt. Für die PCR werden Oligonukleotide aus den flankierenden Berei-

chen des jeweiligen Mikrosatelliten gewählt. Wenn die Mikrosatellitenmarker von mütterlich

und väterlich vererbten Allelen eine unterschiedliche Anzahl von Wiederholungseinheiten auf-

weisen, werden normalerweise vier Banden im Polyacrylamidgel sichtbar und man spricht von

einem informativen Marker (heterozygote Allelverteilung). Treten hingegen nur zwei Banden

(väterliches und mütterliches Allel haben dieselbe Anzahl Wiederholungseinheiten) auf, ist der

betreffenden Marker als nicht informativ zu werten (homozygote Allelverteilung). Bei einem

Vergleich von Tumor- und Referenz-DNA (aus Blut isoliert) desselben Patienten, können im

Tumor vorkommende chromosomale Deletionen durch den Verlust eines Allels in der Tumor-
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DNA mittels Mikrosatellitenanalyse nachgewiesen werden, vorausgesetzt der jeweilige Patient

ist für den untersuchten Marker heterozygot, d.h. informativ. Im Normalfall würden dann in der

Blut-DNA vier Banden und in der Tumor-DNA nur zwei Banden detektiert.

Nach erfolgter Amplifikation der Mikrosatellitenabschnitte wurden die Proben mit 5µl La-

depuffer (80 % (v/v) Formamid, 20 % (v/v) Bromphenolblau/Xylencyanol-Lösung) gemischt,

10 min bei 95◦C erhitzt, auf Eis abgekühlt und auf 10-12 % Polyacrylamidgele (40 % Poly-

acrylamid und 2 % Bisacrylamid) geladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte für 1

bis 6 Stunden bei 45 W. Die Amplikons wurden durch Silberfärbung visualisiert [62].

2.2.4 Mutationsanalyse

Für die Mutationsanalyse wurde die Einzelstrangkonformationspolymorphismus-Analyse

(SSCP;single-strand conformation polymorphism) verwendet. Sie basiert auf der Grundlage,

dass einzelsträngige DNA sequenzabhängig unterschiedliche Sekundärstrukturen ausbildet, die

sich different in nativen Polyacrylamidgelen elektrophoretisch auftrennen. Die Sekundärstrukur

kann bereits durch Substitution einer Base verändert vorliegen. Dies ermöglicht die Unterschei-

dung von einzelsträngiger Wildtyp- und mutierter Sequenz. Für die Analyse wird die kodierende

Region eines Gens idealerweise durch 150-250 bp lange überlappende PCR-Fragmente ampli-

fiziert. Kürzere Fragmente bilden oft keine Sekundärstrukturen aus, während die Empfindlich-

keit zur Detektion von Ein-Basenpaar-Substitutionen mit zunehmender PCR-Amplikonlänge

nachlässt. Die genomisch interessanten Bereiche wurden durch PCR amplifiziert und gelelek-

trophoretisch über native Polyacrylamidgele (40 % Acrylamid/Bisacrylamid; 19:1) getrennt.

Dazu wurden mindestens zwei verschiedene Elektrophoresebedingungen, die in Temperatur

und Gelzusammensetzung variierten, verwendet. Amplifikationsprodukte, die ein verändertes

Laufverhalten zeigten, wurden anschließend sequenziert, um die Art und Position der Mutation

zu identifizieren.

2.2.5 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mit dem ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems) se-

quenziert. Hierzu wurden ca. 250 ng DNA mit 10 pmol Primer und 2µl Premix (Big Dye Termi-

nator v1.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) versetzt und in einem Trio-Thermoblock

(Biometra) nach folgendem Programm amplifiziert:

25x 96◦C 10 Sekunden (Denaturierung)

50◦C 5 Sekunden (Primer-Anlagerung)

60◦C 4 Minuten (Primer-Verlängerung)

4◦C ∞
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Die Probenaufbereitung erfolgte durch Ethanolpräzipitation. Hierzu wurden die PCR-Produkte

mit 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat pH4,6 und 2,5 Vol. 95 % Ethanol gemischt und 30 min bei

13000 rpm und 4◦C zentrifugiert. Es schloss sich zweimaliges Waschen mit 70 % Ethanol an.

Die luftgetrockneten Proben wurden in 4µl Ladungspuffer (80 % (v/v) Formamid; 5 mM

EDTA, pH8,0; 50 mg/ml Blue Dextran) resuspendiert und über ein Harnstoff-Polyacrylamidgel

(46 % (w/v) Harnstoff; 16,5 % (v/v) 40 % Acrylamid/Bisacrylamid (19:1); 10 % (v/v) 10x TBE)

auf einem ABI Prism 377 DNA Sequencer elektrophoretisch getrennt. Die Auswertung der

Sequenziergele erfolgte mit der ABI Prism Sequencing Analysis Software (Version 3.4.1).

2.2.6 Suppressive Subtraktionshybridisierung (SSH)

Das Prinzip der subtraktiven Hybridisierung beruht darauf, gemeinsame Transkripte zweier

mRNA-Populationen zu entfernen und differentiell exprimierte Transkripte anzureichern. Die

Population, deren differentiell exprimierte Transkripte angereichert werden, wird alsTesterund

die Population, mit der gemeinsame Transkripte aus der Hybridisierung eliminiert werden, wird

alsDriver bezeichnet. Die Subtraktion der zwei RNA-Populationen und die Amplifikation der

differentiellenTester-Transkripte wird in sieben Schritten vollzogen:

1. cDNA-Synthese (TesterundDriver RNAs werden in cDNA transkribiert)

2. RsaI Restriktion (die cDNAs werden zu kleineren,blunt-endFragmenten verdaut)

3. Adapterligation (dieTester-Population wird geteilt und mit zwei verschiedenen Adaptern

ligiert)

4. 1. Hybridisierung (Angleichung und Anreicherung der differentiell exprimierten Tran-

skripte)

5. 2. Hybridisierung (Generierung von Templates für die PCR-Amplifikation aus den diffe-

rentiell exprimierten Transkripten)

6. 1. PCR-Amplifikation (Supressionsschritt, nur differentiell exprimierte Sequenzen wer-

den exponentiell amplifiziert)

7. 2. PCR-Amplifikation (Amplifikation der differentiell exprimierten Sequenz und Reduk-

tion des Hintergrunds).

Die transkribiertenTester- und Driver-RNAs werden mit der RestriktionsendonukleaseRsaI

verdaut, was zur Entstehung von kleineren,blunt-endFragmenten führt. An die Fragmente der

Tester-Population werden zwei verschiedene Adapter (1 und 2R) ligiert, die anschließend je-

weils mit einem Überschuß anDriver (ohne Adapter) hybridisiert werden. Dies führt zum einen

zu einer Hybridisierung von Fragmenten, die in derTester- und Driver-Population äquimolar

repräsentiert sind (Abbildung 5, Moleküle b) und, zum anderen, zu einer Reduktion von stark
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der suppressiven Subtraktionshybridisierung (SSH).
a-d bezeichnen die möglichen Einzel- bzw. Doppelstrangmoleküle. Nach der ersten Hybridi-
sierung repräsentiert das Molekül a differentielle Transkripte, nach der zweiten Hybridisierung
und der Auffüllreaktion werden sie durch Molekül e dargestellt. Die Adapter 1 (schwarzweiße
Boxen) und 2R (schwarzgraue Boxen) haben am 5’-Bereich identische und, weiter 3’ liegend,
unterschiedliche Sequenzen, die einenestedPCR ermöglichen.
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überexprimierten Transkripten aus derTester-Population. Die beiden Hybridisierungsansätze

werden unter Zugabe von frischem Driver vereinigt und erneut hybridisiert. Dies führt in der

Hauptsache zur Generierung von Templates für die PCR-Amplifikation (Abbildung 5 unterer

Teil: Moleküle a-c und e), aber reduziert auch den Hintergrund (repräsentiert durch äquimo-

lare Transkripte ausTesterund Driver; Abbildung 5 unterer Teil: Molekül c) und vermindert

stark überexprimierte Sequenzen aus derTester-Population. Die Zugabe von frischemDriver in

beiden Hybridisierungsschritten führt zur Reduktion stark überexprimierter Transkripte aus der

Tester-Population und somit zur Anreicherung von seltenen Transkripten [57, 58].

Die Adapter 1 und 2R haben 5’ identische Sequenzen und ermöglichen die PCR-Amplifika-

tion mit nur einem Primer. Während dieser ersten PCR werden die differentiell exprimierten

Sequenzen aus derTester-Population (repräsentiert durch Molekül e; Abbildung 5) exponen-

tiell amplifiziert und die äquimolaren Transkripte ausTesterund Driver (repräsentiert durch

Molekül b; Abbildung 5 unterer Teil) nicht angereichert. Die doppelsträngigen b-Moleküle (sie-

he Abbildung 5 unterer Teil) haben durch ihre Adapter komplementäre 5’ bzw. 3’ Sequenzen.

Während des Denaturierungsschritts der PCR-Reaktion ist eine Loopbildung dieser Molekü-

le wegen ihrer räumlichen Nähe kinetisch gegenüber der Primeranlagerung begünstigt. Daher

findet hier die Suppression statt. Die zweite PCR-Amplifikation wird mit weiter 3’ gelegenen,

sog.nestedPrimern durchgeführt und dient der weiteren Anreicherung differentiell exprimierter

Transkripte und der Reduktion des Hintergrunds.

Praktisch wurde 1µg RNA aus den Tumorproben mit dem SMART PCR cDNA Synthesis

Kit (BD Bioscience) gemäß den Herstellerangaben in cDNA transkribiert und in 50µl destillier-

tem Wasser resuspendiert. Für alle weiteren Schritte wurde das PCR-Select cDNA Subtraction

Kit (BD Bioscience) verwendet. Die Restriktion erfolgte nach Versetzung von 43,5µl cDNA mit

5 µl 10x RsaI Restriktionspuffer und 1,5µl RsaI (10 Units/µl) bei 37◦C für 1,5 h. Die Zugabe

von 2,5µl 20x EDTA/Glykogen-Mix stoppte die Restriktion. Die Aufreinigung der verdauten

cDNA fand über eine Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol-Extraktion und anschließende Etha-

nolpräzipitation statt. Zu den Restriktionsansätzen wurde 1 Vol Phenol:Chloroform:Isoamyl-

alkohol (25:24:1) gegeben, gut durchmischt, 10 min mit 14000 rpm bei RT zentrifugiert und die

obere Phase in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Die Ethanolfällung erfolgte durch Zuga-

be von 0,5 Vol 4 M Ammoniumacetat, 4 Vol 95 % Ethanol und anschließender Zentrifugation

für 20 min mit 14000 rpm bei RT. Das DNA-Pellet wurde einmal mit 200µl 80 % Ethanol ge-

waschen, luftgetrocknet und in 5,5µl destilliertem Wasser resuspendiert. Die Adapterligation

erfolgte nur mit derTester-Population, die hierzu in zwei Portionen geteilt wurde. An den einen

Teil wurde der Adapter 1 und an den anderen Teil der Adapter 2R ligiert. Folgende Ansätze

wurden pipettiert:
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Tester1 Tester2R

verdauteTester-cDNA (1:6 verdünnt) 2µl 2 µl

Adapter 1 2µl /

Adapter 2R / 2µl

5x Ligationspuffer 2µl 2 µl

T4 DNA Ligase (400 U/µl) 1 µl 1 µl

steriles Wasser 3µl 3 µl

Gesamtvolumen 10µl 10 µl

Die Ligation erfolgte bei 16◦C über Nacht und wurde durch Zugabe von 1µl Glykogen/EDTA-

Mix und 5 min Inkubation bei 72◦C gestoppt. Für die erste Hybridisierung wurden folgende

Ansätze pipettiert:

HS1 HS2R

verdauteDriver-cDNA 1,5µl 1,5 µl

Adapter 1-ligierterTester 1,5µl /

Adapter 2R-ligierterTester / 1,5µl

4x Hybridisierungspuffer 1,0µl 1,0 µl

Gesamtvolumen 4,0µl 4,0 µl

Die Ansätze wurden in einem UNO-Thermoblock (Biometra) 1,5 min bei 98◦C denaturiert und

8 h bei 68◦C hybridisiert. Für die zweite Hybridisierung wurde zunächst 1µl frischer Driver

mit 1 µl 4x Hybridisierungspuffer und 2µl sterilem, destilliertem Wasser gemischt und 1,5 min

bei 98◦C denaturiert. Es folgte die Vereinigung der beiden ersten Hybridisierungsansätze (HS1

und HS2R) unter Zugabe des frisch denaturiertenDrivers und die Inkubation bei 68◦C über

Nacht. Die Reaktion wurde durch Verdünnung mit 200µl Verdünnungspuffer und Inkubation

bei 68◦C für 7 min gestoppt. Für die erste PCR-Amplifikation wurden folgende Komponenten

gemischt und sich anschließendes Programm verwendet:

Menge

verdünnter Hybridisierungsansatz 1,0µl

10x PCR Reaktionspuffer 2,5µl

dNTP Mix (10 mM) 0,5µl

PCR Primer 1 (10µM) 1,0 µl

50x Advantage cDNA Polymerase Mix 0,5µl

steriles Wasser 19,5µl

Gesamtvolumen 25,0µl

Temperatur Zeit

94◦C 25 s

27 Zyklen: 94◦C 10 s

66◦C 30 s

72◦C 1,5 min
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Für die zweite PCR-Amplifikation wurden die Produkte aus der Primär-PCR 1:10 verdünnt und

folgende Komponenten gemischt und das sich anschließende Programm verwendet:

Menge

verdünntes Amplifikationsprodukt 1,0µl

10x PCR Reaktionspuffer 2,5µl

dNTP Mix (10 mM) 0,5µl

nestedPCR Primer 1 (10µM) 1,0 µl

nestedPCR Primer 2R (10µM) 1,0 µl

50x Advantage cDNA Polymerase Mix 0,5µl

steriles Wasser 18,5µl

Gesamtvolumen 25,0µl

Temperatur Zeit

12 Zyklen: 94◦C 10 s

68◦C 30 s

72◦C 1,5 min

Die amplifizierten, differentiell exprimierten Transkripte wurden bei -20◦C gelagert.

2.2.7 Identifizierung differentiell exprimierter Transkripte

Die in der SSH angereicherten, differentiell exprimierten Transkripte wurden mit dem Mega-

prime Labeling Kit (Amersham) gemäß den Herstellerangaben mit radioaktivem [α32P]-dCTP

markiert und als Sonde für die Sichtung von cDNA-Bibliotheken verwendet. Dabei handelt es

sich um ”Human UniGeneFiltersets” (350-2-504, 350-2-505, 350-2-519, 350-2-520, 350-3-

529, 350-3-530, 350-6-129, 350-6-130; Ressourcenzentrum und Primäre Datenbank (RZPD),

Berlin), die aus jeweils 36000 Klonen bestehen. Die Filter wurden drei Stunden in Church-

Puffer (mit humaner Plazenta-DNA) bei 65◦C prähybridisiert. Nach Zugabe der radioaktiv

markierten Sonde wurde über Nacht bei 65◦C hybridisiert und dreimal 20 min bei 68◦C ge-

waschen. Die radioaktiven Signale der [α32P]-dCTP markierten Sonde wurden durch ein- bis

dreitägige Exposition bei -80◦C von Biomax MR Röntgenfilmen (Kodak) detektiert und mit

dem Auge ausgewertet. Es wurden nur die stärksten Signale ausgewählt. Die Signalkoordina-

ten wurden entsprechend den Angaben des RZPD bestimmt und mit dem Programm dnsfa.py

(Michael Gutmann, Multimediazentrum, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf) dem entspre-

chenden Imageclone bzw. Gen zugeordnet. Alternativ wurden die hybridisierten Filter auf Fu-

jifilm Imaging Plates (BAS-MS, Raytest) über Nacht exponiert, in einem Fujifilm BAS-1800

II Phosphoimager (Raytest) ausgelesen und die Signalintensitäten mit der AIDA Array Metrix

Software V3.1 (Raytest) ausgewertet.
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2.2.8 Mikroarray-Analysen

Lösungen:

12x MES: Nicht-stringenter Waschpuffer:

• 360 mM MES freies Säuremonohy- • 300 ml 20x SSPE (Bio Whittaker)

drat (Sigma) • 1 ml 10 % Tween 20 (Pierce Che-

• 890 mM MES Natriumsalz (Sigma) mical)

• 698 ml steriles destilliertes Wasser

2x Hybridisierungspuffer: • Filterung durch einen 0,2µm Filter

• 8,3 ml 12x MES • Zugabe von 1 ml Antifoam 0-30

• 17,7 ml 5 M NaCl (Sigma)

• 4 ml 500 mM EDTA

• 0,1 ml 10 % Tween 20 (Pierce Che- Stringenter Waschpuffer:

mical) • 83,3 ml 12x MES

• 19,9 ml steriles destilliertes Wasser • 5,2 ml 5 M NaCl

• 1 ml 10 % Tween 20 (Pierce Che-

5x Fragmentierungspuffer: mical)

• 200 mM Tris-acetat, pH8,1 • 910,5 ml steriles destilliertes Was-

• 500 mM Kaliumacetat ser

• 150 mM Magnesiumacetat • Filterung durch einen 0,2µm Filter

20x SSPE: 2x Stain Puffer:

• 3 M NaCl • 41,7 ml 12x MES

• 200 mM NaH2PO4 • 92,5 ml 5 M NaCl

• 20 mM EDTA • 2,5 ml 10 % Tween 20 (Pierce

Chemical)

• 112,8 ml steriles destilliertes Was-

ser

Die Tumor RNA wurde wie in Abschnitt 2.2.2. beschrieben isoliert. Für jedes Experiment

wurden 5µg Gesamt-RNA verwendet. In einem ersten Amplifikationsschritt wurde die RNA in

cDNA und in einem zweiten Schritt anschließend in cRNA transkribiert. Für die cDNA Synthe-

se wurde das Superscript Choice System (Gibco/BRL) gemäß den Herstellerangaben verwen-

det. Die entstandenen Doppelstränge wurden durch Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt

und mit sog. ”Phase Lock Gel Heavy Tubes” (Eppendorf) durch Zentrifugation von der protein-

haltigen Phenol-Chloroform-Phase befreit. Für diein vitro Transkription der cDNA wurde das

RNA Transcript Labeling Kit (Enzo) gemäß den Herstellerangaben verwendet. Bei der Tran-

skription wurde die RNA durch Inkorporation von biotinyliertem CTP und UTP markiert. Die

Proben wurden über das RNeasy Mini Kit (Qiagen) gereinigt und anschließend mit Ethanol prä-
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zipitiert. Hierfür wurden zu der cRNA 0,5 Volumen 7,5 M Ammoniumacetat und 2,5 Volumen

absoluter Ethanol gegeben und für eine Stunde bei -20◦C gelagert. Es wurde 30 min bei 4◦C

mit 13000 rpm zentrifugiert und das Pellet zweimal mit 80 % eiskaltem Ethanol gewaschen.

Die cRNA wurde in DEPC behandeltem Wasser resuspendiert und die Konzentration photo-

metrisch bestimmt. Zur Fragmentierung der Proben wurden 15µg cRNA und 8µl 5x RNA

Fragmentierungspuffer auf ein Endvolumen von 40µl aufgefüllt, für 35 min bei 94◦C inkubiert

und abschließend auf Eis abgekühlt. Die Fragmentierung in kleinere Stücke dient einer effi-

zienteren Bindung an die auf die Chips gebundenen Oligonukleotide. Für die Hybridisierung

wurden die Hu6800FL Chips (Affymetrix) mit 200µl Hybridisierungspuffer für zehn Minuten

bei 45◦C präinkubiert. Die markierte cRNA wurde mit folgenden Substanzen gemischt:

• 5 µl Kontroll Oligonukleotide B2 (3 nM; Affymetrix)

• 15µl 20 x Eukaryotische Hybridisierungskontrollen (GeneChip Eukaryotic Hybridization

Control Kit; Affymetrix)

• 3 µl Heringssperma DNA (10 mg/ml; Promega/Fisher Scientific)

• 3 µl Acetyliertes BSA (50 mg/ml; Gibco/BRL)

• 150µl 2 x Hybridisierungspuffer

• Auffüllen auf 300µl mit sterilem destilliertem Wasser

Der Ansatz wurde 5 min auf 99◦C erhitzt, 5 min bei 45◦C abgekühlt, 5 min bei 13000 rpm

zentrifugiert und der Überstand anschließend in die Hu6800FL Chips gefüllt. Die Hybridisie-

rung erfolgte in einem GeneChip Hybridization Oven 640 (Affymetrix) bei 45◦C und 60 rpm

für 16 h. Die Arrays wurden mit nicht-stringentem Waschpuffer bei 25◦C und anschließend

mit stringentem Waschpuffer bei 50◦C gewaschen. Zur Visualisierung wurde mit Streptavidin-

Phycoerythrin (Molecular Probes) gefärbt, mit 6x SSPE gewaschen, mit biotinyliertem Anti-

Streptavidin Immunglobulin G (Vector Laboratories) und zur Signalverstärkung mit Streptavidin-

Phycoerythrin gefärbt und ein letztes Mal mit 6x SSPE gewaschen. Die Pixelintensitäten wur-

den mit einem GeneArray Scanner und der Microarray Suite 4.0 Software (beides von Affyme-

trix) ausgewertet.

2.2.9 Statistische Auswertung der Mikroarrays

Ein Probenset auf dem Hu6800FL Array setzt sich aus 20 Oligonukleotiden (25 bp), die kom-

plementär zu einer spezifischen cDNA Sequenz sind, dem sog. ”Perfect Match” (PM), und aus

20 dazu identischen Sequenzen, die zentral einen Basenpaaraustausch haben, dem sog. ”Mis-

match” (MM), zusammen (Abb. 6). Die 20 Oligonukleotide sind vom 3’- zum 5’-Ende mit

jeweils einer 1 bp-Überlappung ausgewählt und Umspannen somit einen Bereich von 240 bp

der Zielsequenz.
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Abbildung 6: Genrepräsentation auf dem Hu6800FL Chip von Affymetrix.

Ein Probenpaar setzt sich aus den zwei Proben ”Perfect Match" und ”Mismatch” zusammen,

die jeweils einen 24 x 24µm Bereich auf dem Chip einnehmen. Beim Scannen der Probe wird

ein 1 Pixelrand ignoriert und der 75. Prozentanteil bei einer Auflösung von 3µm/Pixel gespei-

chert. Nachdem die Rohdaten aller Hu6800FL Chips vorlagen, wurde ein Chip (hybridisiert mit

der cRNA von Tumor A201), der eine homogene Verteilung der Pixelintensitäten aufwies, als

Standard ausgewählt. Dieser Referenzchip hatte die hellsten Signale und den geringsten Hin-

tergrund. Von diesem Chip wurden die PM-MM Werte, die kleiner als -200 und solche PM-

bzw. MM-Werte, die gesättigt waren, ausgeschlossen. Die Intensitäten eines Probensets wurden

durch Mittelung der PM-MM Werte nach Ausschluß der 25 % höchsten und 25 % niedrigsten

Differenzen errechnet. Die Probenset Intensitäten des Standardchips wurden durch Multipli-

kation mit einer Konstanten auf einen Durchschnittswert von 1500 Units skaliert. Im weite-

ren wurde jeder Chip durch eine Quantilnormalisierung mit 99 äquidistanten Quantilen auf

den Standardchip normalisiert. Die Quantil normalisierten Mittelwerte wurden nach folgender

Formel logarithmiert: log(max(x+100,0)+100). Die logarithmierten Mittelwerte wurden für die

T-Test Analysen verwendet. Die Expressionsänderungen für ein Gen zwischen zwei verschie-

denen Tumorentitäten wurde durch Berechung des Expressionsverhältnisses (EV=Expression

im Rezidiv/Expression im Primärtumor) ermittelt. Zusätzlich wurden die Daten nach der Me-

thode der schrumpfenden Zentroide analysiert [59]. Für jede Probenklasse wurde ein separates

Zentroid (Mittelvektor/Genexpression) generiert. Jedes Zentroid wurden dann - proportional

zur Standardabweichung der Genexpression geteilt durch die Proben der Zentroidklassen - ge-

gen Null reduziert. Alle Gene, die dadurch einen Mittelwert von 0 oder <0 erhielten, wurden

vom Zentroid ausgeschlossen. Dieses geschrumpfte Zentroid kann dann für die Klassifizierung

verwendet werden. Dabei werden die Abstände zwischen jeder Probe und dem Zentroid festge-

legt. Die optimale Schrumpfstärke wird dabei durch Kreuzvalidierung der Proben durchgeführt

und erlaubt gleichzeitig die Gütebestimmung der Klassifikation. Eine detaillierte mathemati-

sche Ausarbeitung der Methode ist in Referenz [59] zusammengefasst. Praktisch wurden die
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Expressionsdaten mit dem Programm PAM (prediction analysis of microarrays), das als Imple-

ment für Microsoft Excel zur Verfügung stand, ausgewertet.

2.2.10 Real-timeReverse Transkription (RT)-PCR

Die Real-TimeRT-PCR (Echtzeit-Polymerasekettenreaktion nach reverser Transkription von

RNA) basiert auf einer normalen PCR Reaktion in Anwesenheit eines Fluoreszenzfarbstoff, der

in die doppelsträngige DNA interkaliert. Am Ende eines PCR-Zykluss wird die Fluoreszenz der

gebildeten DNA-Doppelstränge gemessen. Dies ermöglicht eine kontinuierliche Aufzeichnung

der Produktbildung über die Zeit. Die gemessene Fluoreszenzintensität ist direkt proportional

zur Produktmenge und wird als sog.Rn-Wert (normalized reporter; Verhältnis von Reportersi-

gnal zu mittlerer Grundintensität der passiven Referenz) angegeben. Die PCR-Reaktion wurde

für alle Experimente nach denselben Bedingungen durchgeführt. Nach einer 10 min Inkubation

Abbildung 7: Produktamplifizierung bei derreal-timeRT-PCR. Dargestellt sind fiktive Kurven-
verläufe mit von links nach rechts abnehmender Expressionstärke. Bei den zu höheren Zyklen-
zahlen gelegenen Kurven (durch Pfeile indiziert) wird dieselbe Fluoreszenzintensität (Rn) erst
später erreicht.

bei 95◦C (Aktivierung der HotStar Taq-Polymerase durch Denaturierung eines Inhibitorpro-

teins) folgten 40 Zyklen mit 15 s bei 95◦C und 60 s bei 60◦C. Die Reaktionen wurden mit

dem qPCR Core Kit (Eurogentec) angesetzt. Hierzu wurden 5µl einer 1:50 verdünnten cD-

NA mit 20 µl PCR-Reaktionsmix (2,5µl 10x Reaktionspuffer, 3,5 mM Magnesiumchlorid,

jeweils 200µM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 0,75µl 1:2000 SYBR Green-Lösung, 0,025 U

AmpliTaq Gold Polymerase und 50, 300 oder 900 nM des Vorwärts- bzw. Rückwärts-Primers)
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gemischt. Die Darstellung der Produktamplifizierung erfolgte graphisch durch Auftragung der

Rn-Werte (Ordinate) gegen die Zyklenzahl (Abszisse) (Abbildung 7). Zur Qualitätskontrolle

wurde eine Dissoziationskurve des Amplikons in einem Bereich von 60 bis 100◦C erstellt. Die

Auswertung erfolgte durch die Analyse vonCT -Werten (threshold cycle: Schwellenwert; ma-

thematisch:CT = dRn

dZyklen
) für alle erhaltenen Kurven. Hierzu wurde ein konstanterRn-Wert

festgelegt, der alle Kurven im logarithmischen Amplifikationsbereich schneidet. Die zu die-

semRn-Wert gehörigen Zyklenzahlen (CT -Werte) wurden als Abszissenwerte der jeweiligen

Schnittpunkte der Kurven abgelesen und tabellarisch zusammengestellt.

Da bei derreal-timeRT-PCR immer dasselbe PCR-Programm benutzt wurde, mussten die

optimalen Primerverhältnisse ausgetestet werden. Hierzu wurde eine 3x3 Primermatrix für je-

des Oligonukleotidpaar erstellt, bei der 50, 300 und 900µM des Vorwärtsprimers mit jeweils 50,

300 und 900µM des Rückwärtsprimers in einer PCR-Reaktion mit SYBR Green getestet wur-

den. Für die anschließende Genexpressionsanalyse an den Tumorserien wurden die Verhältnisse

ausgewählt, die in der Dissoziationskurve nur einen Peak bei der errechneten Schmelztempera-

tur zeigten und den niedrigstenCT -Wert aufwiesen (die Primersequenzen und die eingesetzten

Konzentrationen sind in Tabelle 9 zusammengefasst).

Tabelle 15: Beispielrechnung für diereal-timeRT-PCR.

CT CT m(CT ) m(CT ) ∆CT ∆∆CT 2−∆∆CT

Probe Zielgen Referenzgen Zielgen Referenzgen
NB1 22,75 20,01 22,75 20,01 2,74 0,00 1,00

22,85 20,11
22,65 19,91

NB2 22,65 19,91 22,75 20,01 2,74 0,00 1,00
22,75 20,01
22,85 20,11

Bsp1 18,32 19,25 18,32 19,35 -1,03 -3,77 13,64
18,37 19,35
18,27 19,45

Bsp2 23,59 20,65 23,49 20,75 2,74 0,00 1,00
23,39 20,85
23,49 20,75

Bsp3 24,59 20,33 24,59 20,37 4,22 1,48 0,36
24,78 20,37
24,40 20,41

NB: nicht neoplastisches Gehirngewebe, Bsp1: Beispiel einer verstärkten Expression im Ver-
gleich zu (NB1 + NB2)/2, Bsp2: Beispiel einer ähnlich starken Expression wie (NB1 + NB2)/2,
Bsp3: Beispiel einer verminderten Expression im Vergleich zu (NB1 + NB2)/2;m : Mittelwert;
CT : Schwellenwert;∆ : Differenz.

Um die Expressionsstärke zu quantifizieren, wurde das jeweilige Zielgen auf ein ubiquitär

exprimiertes Referenzgen (ARF1; ADP Ribosylierungsfaktor 1) normalisiert. Als Referenzge-
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webe wurden Proben aus nicht neoplastischen Gehirnarealen (temporaler Kortex und weiße

Substanz) von zwei verschiedenen Patienten verwendet.

Für die Auswertung der Expression (Tabelle 15) wurde von jeder cDNA eine Dreifachbe-

stimmung sowohl für das Zielgen als auch für das Referenzgen durchgeführt. Von jedem dieser

Tripletts wurde der Mittelwert gebildet und die Differenz des Mittels von Ziel- und Referenz-

gen errechnet (∆CT ). Die ∆CT -Werte der beiden nicht neoplastischen Gehirnproben wurden

gemittelt und von den∆CT -Werten der Tumorproben subtrahiert (∆∆CT -Wert). Um eine über-

sichtlichere Darstellung zu erlangen, wurden die∆∆CT -Werte invers zur Basis 2 potenziert

(2−∆∆CT ), so dass Werte > 1 einer stärkeren und Werte < 1 einer schwächeren Expression im

Vergleich zum Referenzgewebe entsprechen.

2.2.11 Kultivierung von Glioblastomzellen

Für alle Zellkulturexperimente wurden CCF-STTG1 (American Type Culture Collection) und

T98G (American Type Culture Collection) Glioblastomzellen verwendet. Die Zellen wurden

in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) unter Zugabe von 1 % Penicillin (PAA La-

boratories), 1 % Streptomycin (PAA Laboratories) und 10 % fetalem Kälberserum (FCS; PAA

Laboratories) bei 37◦C und 5 % Kohlendioxidatmosphäre kultiviert. Bei Passagierung wurde

einmal mit PBS gewaschen und die Zellen mit 1,5 ml Trypsin (Gibco BRL) durch zweiminütige

Inkubation bei 37◦C vom Gefäßboden abgelöst. Die Reaktion wurde durch Zugabe von DMEM

abgestoppt und die Zellen wurden auf die entsprechende Anzahl Gefäße verteilt. Überschüssige

Zellen wurden bei 90 % Konfluenz trypsiniert, 5 min bei 1500 rpm pelletiert, in Einfriermedi-

um (60 % DMEM mit 32 % FCS, 8 % DMSO) resuspendiert und bei -80◦C eingefroren. Die

dauerhafte Lagerung erfolgte in flüssigem Stickstoff.

2.2.12 RNA-Interferenz in Glioblastomzellen

Die RNA-Einzelstränge wurden in Annealing-Puffer (100 mM Kaliumacetat, 30 mM HEPES-

KOH pH7,4, 2 mM Magnesiumacetat) auf eine Endkonzentration von 200µM verdünnt. Zur

Herstellung einer 100µM Arbeitslösung doppelsträngiger siRNA wurden gleiche Volumina der

200µM Einzelstranglösungen gemischt, für zwei Minuten auf 98◦C erhitzt und eine Stunde bei

37◦C abgekühlt.

Die Transfektionen wurden in6-well Gewebekulturplatten durchgeführt. Hierzu wurden je

Zelllinie (CCF-STTG1 und T98G) 110000 Zellen pro well ausgesäht, um nach 24 h 50 % Kon-

fluenz zu erhalten. Die Zellen wurden in PBS und zweimal mit serum- und antibiotikafreiem

Medium (OptiMEM; Invitrogen) gewaschen. Es wurden separat 100 pmol siRNA mit Opti-

MEM auf ein Volumen von 200µl aufgefüllt, 4 µl OligofectAMINE (Invitrogen) mit 16µl

OptiMEM gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Beide Ansätze wurden vereinigt und 20 bis

30 min ebenfalls bei RT inkubiert. Es wurde 800µl OptiMEM zu den Zellen gegeben und an-

schließend mit den 200µl Transfektionsansatz gemischt. Nach 24 h Inkubation bei 37◦C und
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5 % Kohlendioxidatmosphäre wurden die Zellen entweder als 24 h-Wert oder nach Durchmi-

schung mit 1 ml DMEM (mit 2 x FCS und 2 x P/S) als 48-, 72- bzw. 96 h-Wert verwendet.

2.2.13 Überprüfung der Zellproliferation

CCF-STTG1- und T98G-Zellen wurden wie oben beschrieben mit den siRNAs gegenFOXM1

und MGP transfiziert. Nach 72 h Inkubation wurde der Effekt der RNA Interferenz auf die

Zellproliferation durch Inkorporation von radioaktiv markiertem Thymidin ([3H]-Thymidin) bei

der DNA-Neusynthese überprüft. Hierzu wurden die Zellen 24 h in DMEM (mit 1x FCS und

1x P/S) mit 1µCi/ml [3H]-Thymidin kultiviert, zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und zur

Fixierung über Nacht in 1 ml 10 % Trichloressigsäure inkubiert. Es wurde zweimal mit eiskalter

10 % Trichloressigsäure gewaschen und 1 h bei RT in 0,4 ml 0,1 M NaOH zum Zellaufschluß

geschüttelt. Die 0,4 ml Zelllysat wurden mit 4 ml Szintillationsflüssigkeit gemischt und die

Radioaktivität in einem Szintillationszähler 6500 (Beckman) aufgezeichnet. Alle Werte wurden

als Vierfachbestimmung ermittelt und die Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt.

2.2.14 Überprüfung der Zellvitalität

2.2.14.1 Kristallviolettfärbung Zur Detektion lebender Zellen wurde die Einlagerung des

Farbstoffs Kristallviolett in die Zellmembranen überprüft. Die mit den siRNAs transfizierten

Zellen wurden 72 h in 96-well Gewebekulturplatten kultiviert. Das Medium wurde entfernt

und 20 min bei Raumtemperatur in 50µl Kristallviolettlösung (0,5 % (w/v) Kristallviolett in

20 % Methanol (v/v)) prowell inkubiert. Unspezifische Färbungen wurden durch mehrmaliges

Waschen mit Wasser entfernt und die Platten luftgetrocknet. Nach Zugabe von 50µl Natrium-

citratlösung (0,1 M Natriumcitrat in 50 % Ethanol (v/v)) prowell wurde die Absorption bei

550 nm (Referenzwellenlänge: 630 nm) in einem Saphire ELISA Reader (Tekan) gemessen. Es

wurden jeweils Vierfachbestimmung angefertigt.

2.2.14.2 Messung der mitochondrialen Aktivität Die Aktivität des mitochondrialen En-

zyms Succinatdehydrogenase, das nur in vitalen Zellen aktiv ist, wurde durch Metabolisie-

rung des Farbstoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT; Sig-

ma) überprüft. Die Zellen wurden wie in 2.2.14.1 beschrieben in 96-well Gewebekulturplatten

kultiviert. 200µl Medium wurden mit 20µl MTT-Lösung (5 mg/ml MTT in PBS) vermischt

und 2 h bei 37◦C inkubiert. Das Medium wurde entfernt und zur Zelllyse mit 100µl Lysispuffer

(99,4 ml DMSO, 0,6 ml 100 % Essigsäure, 10 g SDS) 5 min bei RT inkubiert und anschließend

für 5 min geschüttelt. Die Absorption bei 570 nm (Referenzwellenlänge: 630 nm) wurde mit

einem Saphire ELISA Reader (Tekan) gemessen. Es wurden jeweils Vierfachbestimmung an-

gefertigt.
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2.2.15 Proteinbestimmung

Proteine aus den Zelllysaten wurden nach der Lowry-Methode [63] bestimmt. Als Proteinstan-

dard wurde Rinderserumalbumin verwendet.

2.2.16 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) und Western-Blot-Analyse

Lösungen:

5x Ladepuffer: TBST:

• 250 mM Tris-Cl pH6,8 • 1x TBS

• 500 mM Dithiothreitol • 0,1 % (v/v) Tween 20

• 10 % (w/v) SDS

• 0,5 % Bromphenolblau TBSTM:

• 50 % (v/v) Glycerin • 1x TBST

• 10 % (w/v) Magermilchpulver

1x Laufpuffer:

• 25 mM Tris 1x Transferpuffer:

• 250 mM Glycin pH8,3 • 24 mM Tris Base

• 0,1 % (w/v) SDS • 192 mM Glycin

• 20 % (v/v) Methanol

10x TBS:

• 1,37 M NaCl

• 26,8 mM KCl

• 248 mM Tris Base

Für die elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurden 12,5 % (w/v) diskontinuierliche

SDS-Polyacrylamidgele (12,5 % Resolving Criterion Tris-HCl Gel, BIO-RAD) verwendet. Die

Proben wurden mit einem fünftel Volumen 5x Ladepuffer gemischt, 5 min auf 95◦C erhitzt,

3 min auf Eis abgekühlt und auf das SDS-Gel aufgetragen. Die Proteine wurden bei 100 V für

2 h elektrophoretisch aufgetrennt und in einer Trans Blott Cell-Apparatur (BioRad) auf eine Ni-

trocellulosemembran (Protran; Schleicher & Schuell) transferiert. Der Transfer erfolgte bei 4◦C

und 300 mA für 4 h. Die Membranen wurden über Nacht in TBSTM blockiert, viermal 10 min

mit TBST gewaschen und 1,5 h mit in TBST verdünntem Primärantikörper inkubiert. Nach vier

Waschschritten mit TBST wurde für 1,5 h mit in TBST verdünntem, Peroxidase gekoppeltem

Sekundärantikörper inkubiert, gefolgt von viermaligem Waschen in TBST. Anschließend wur-

den pro cm2 Membranfläche 0,1 ml Lösung 1 (Luminol) und 2 (Verstärker) des ECL Western

Blotting Detection Reagents Kit (Amersham) gemischt, mit der Membran in Haushaltsfolie ein-

geschweißt und im Dunkeln für 10 s bis 15 min auf einem Chemilumineszenzfilm (Hyperfilm

ECL; Amersham) exponiert. Die Filme wurden in einem SCOPIX LR 5200 (Agfa) entwickelt

und die Proteinsignale mit dem GelDoc 1000 System (BioRad) densitometrisch ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Molekulargenetische Analysen von Kandidatengenen und -regionen

Die für die SSH- und Mikroarray-basierenden Genexpressionsanalysen verwendeten Tumor-

paare, bestehend aus acht niedriggradigen Primärtumoren (6 Astrozytome und 2 Oligoastro-

zytome) und den zugehörigen hochgradigen Rezidivtumoren (4 Glioblastome, 2 anaplastische

Astrozytome und 2 anaplastische Oligoastrozytome), wurden zunächst eingehend molekular-

genetisch auf Veränderungen von Gliom-assoziierten Kandidatenregionen und -genen hin ana-

lysiert (Tabelle 16). Zum Nachweis von Allelverlusten auf den Chromosomarmen 1p, 9p, 10q,

17p und 19q wurden Mikrosatellitenanalysen durchgeführt. Zur Mutationsanalyse der Gene

PTEN und TP53wurde die Einzelstrangkonformationspolymorphismus Methode (SSCP;sin-

gle strand conformation polymorphism) verwendet. Die Tumorproben, in der SSCP-Analyse ein

aberrantes Bandenmuster aufwiesen, wurden anschließend zur Lokalisation und Bestimmung

der Mutation sequenziert. Homozygote Deletionen bzw. Amplifikationen der GeneCDKN2A,

p14ARF, CDKN2B, EGFR, CDK4undMDM2 wurden mittels Duplex-PCR bestimmt.

In den Tumoren der Patienten 1-3 wurden Mutationen des auf 17p13.1 gelegenenTP53-

Gens nachgewiesen, die in allen drei Fällen bereits im Primärtumor vorhanden waren. Bei Pati-

ent 1 führte dies zur Deletion einer 5’-Spleißstelle und bei den Patienten 2 und 3 zu Missense-

Mutationen mit Austausch jeweils einer Aminosäure (Tabelle 16; Abbildung 8). Sechs Tumor-

paare zeigten Allelverluste auf 17p, darunter die drei Paare mitTP53-Mutationen (Tabelle 16).

Die Rezidive der Patienten 1-3 (GB239, GB119 und GB240) hatten Allelverluste auf 9p, wäh-

rend die entsprechenden Primärtumoren dies nicht aufwiesen (Abbildung 8B). Zusätzlich hatten

die Tumoren GB239 und GB119 homozygote Deletionen der auf 9p lokalisierten Genep14ARF,

CDKN2Aund CDKN2B (Abbildung 8C). Das Rezidiv von Patient 7 (GB175) hatte ebenfalls

homozygote Deletionen der Genep14ARF undCDKN2A, aber nicht desCDKN2B-Gens. Allel-

verluste auf 9p konnten für GB175 nicht nachgewiesen werden (Tabelle 16; Abbildung 8B).

Eine Amplifikation desCDK4-Gens fand sich im Rezidivtumor (AOA38) von Patient 8. Allel-

verluste auf 1p wurden im Rezidiv von Patient 2 (GB119) gefunden. Primärtumor und Rezidiv

von Patient 2 und 3 zeigten Allelverluste auf 10q (Abbildung 8B). Für Patient 8 traten diese

nur im Rezidiv auf. Die Tumoren der Patienten 1 und 8 hatten Allelverluste auf 19q, die so-

wohl im Primär- als auch Rezidivtumor nachweisbar waren. Keiner der Tumoren zeigte eine

Amplifikation der GeneEGFRundMDM2 oder einePTEN-Mutation.

Zusätzlich zu den Primär- und Rezidivtumor-Paaren wurde eine unabhängige Gliomserie

aus 43 astrozytären Tumoren (9 Astrozytome, 10 anaplastische Astrozytome, 17 primäre Glio-

blastome und 7 sekundäre Glioblastome) untersucht. Auch in dieser Serie fanden sich diverse

molekulargenetische Alterationen. So zeigten 6/9 Astrozytomen, 5/10 anaplastischen Astro-

zytomen, 4/17 primären Glioblastomen und 4/7 sekundären GlioblastomenTP53-Mutationen

(Tabelle 17).

PTEN-Mutationen konnten lediglich in 4 der 17 primären Glioblastome nachgewiesen wer-
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Abbildung 8: Darstellung ausgewählter molekulargenetischer Befunde. Dargestellt sind die Er-
gebnisse am Primär (A128)- und Rezidivtumor (GB119) des Patienten 2 (1: Leukozyten-DNA;
2: GB119 Tumor-DNA; 3: A128 Tumor-DNA). A: Die SSCP-Analyse desTP53-Gens zeigte
identische aberrante Bandenmuster (Pfeile) für den Primärtumor und das Rezidiv. Durch Se-
quenzierung wurde dieselbe somatischeTP53-Mutation (g.14070C>T; R248W) in beiden Tu-
moren nachgewiesen, die in der Wildtypsequenz (Leukozyten-DNA) nicht auftrat (Pfeile). B:
Mikrosatellitenanalyse polymorpher Marker auf 9p (D9S162 und D9S157) und 10q (D10S541
und D10S212). Zu erkennen ist ein Allelverlust (Pfeile) in GB119 (Spur 2) aber nicht in A128
(Spur 3). Allelverluste auf 10 q (D10S541 und D10S212) fanden sich dagegen in beiden Tumo-
ren. C: Duplex-PCR-Analysen zeigten eine homozygote Deletion der Genep14ARF, CDKN2A
undCDKN2B in GB119 (Spur 2), die in A128 (Spur 3) noch nicht vorhanden war. Als Refe-
renzgen wurdeAPRT(adenine phosphoribosyltransferase) verwendet.
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Tabelle 17: Genetische Alterationen in der unabhängigen Serie von 43 Gliomen.

Mutation Homozygote Deletion Amplifikation

Diagnose Fallnr. TP53 PTEN CDKN2A CDK4 EGFR MDM2

AII A3 c.817C>T; R273C n.d. - - - -

AII A4 c.413C>T; A138V n.d. - - - -

AII A135 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

AII A2 - n.d. - - - -

AII A21 - n.d. - - - -

AII A78 c.817C>T; R273C n.d. - - - -

AII A113 - n.d. - - - -

AII A99 c.377A>G; Y126C n.d. - - - -

AII A143 c.817C>T; R273C n.d. - - - -

AA III AA1 - n.d. - - - -

AA III AA71 - n.d. - - - +

AA III AA188 - n.d. - - - -

AA III AA103 - n.d. - - + -

AA III AA117 c.733G>A; G245S n.d. - - - -

AA III AA134 - n.d. - + - -

AA III AA143 c.524G>A; R175H n.d. - - - -

AA III AA186 c.374C>T; T125M n.d. - - - -

AA III AA115 c.817C>T; R273C n.d. - - - -

AA III AA187 - n.d. - - - -

pGBIV GB77 - c.594del3; M198del - - - -

pGBIV GB81 - IVS4+5G>T;

c210del44;

L70fsX76

- - - -

pGBIV GB83 - - - - - -

pGBIV GB50 - c.523G>A; V175M - - - +

pGBIV GB103 - - - - - -

pGBIV GB137 c.481G>A; A161T c.404delT;

I135fs

X146

- - - -

pGBIV GB1 - - - - + -

pGBIV GB6 - - + - + -

pGBIV GB8 - - - - + -

pGBIV GB18 - - - - + -

pGBIV GB19 - - - - + -

pGBIV GB26 - - - + + -

pGBIV GB33 - - + - + -

pGBIV GB130 g.13340-13344delCTTAT; L194fsX206 - - - + -

pGBIV GB136 - - - - - -

pGBIV GB140 - - - - - -

pGBIV GB191 - - + - - -

sGBIV GB234 - - + - - -

sGBIV GB15 c.817C>T; R273C - - + - -

sGBIV GB235 c.637C>T; R213X - + - - -

sGBIV GB236 c.487T>C; Y163H - + - - -

sGBIV GB4 - - + - - -

sGBIV GB237 c.586C>T; R196X - - - - -

sGBIV GB238 - - + - - -

+: Alteration nachgewiesen; -: keine Alteration nachgewiesen; AII: diffuses Astrozytom WHO-Grad
II, AAIII: anaplastisches Astrozytom WHO-Grad III; p/sGBIV: primäres bzw. sekundäres Glioblastom
WHO-Grad IV; n.d.: nicht durchgeführt.
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den (Tabelle 17). HomozygoteCDKN2A-Deletionen zeigten sich in 3/17 primären und 5/7 se-

kundären Glioblastomen (Tabelle 17). Eines der zehn anaplastischen Astrozytome und 8/17 pri-

mären Glioblastomen hatten eineEGFR-Amplifikation (Tabelle 17).CDK4 lag in jeweils einem

anaplastischen Astrozytom, einem primären und einem sekundären Glioblastom amplifiziert vor

(Tabelle 17). FürMDM2 konnte eine Amplifikation in einem anaplastischen Astrozytom und

einem primären Glioblastom nachgewiesen werden (Tabelle 17).

3.2 Herstellung subtraktiver cDNA Populationen und Identifizierung dif-

ferentiell exprimierter Gene

Mit der suppressiven Subtraktionshybridisierung (SSH) wurden cDNA-Populationen von vier

Gliompaaren (Patienten 1, 2, 7 und 13) miteinander verglichen, um neue, mit der Gliompro-

gression assoziierte Gene zu identifizieren. Hierzu wurde zunächst die aus den Tumoren iso-

lierte RNA in cDNA transkribiert. Unter Verwendung der SSH-Methode wurden stärker ex-

primierte Transkripte des Primärtumors durch die Vorwärtssubtraktion (cDNA Population des

Primärtumors minus cDNA Population des Rezidivs) 500-1000fach angereichert. Überexpri-

mierte Transkripte des Rezidivs wurden durch die Rückwärtssubtraktion (cDNA Population des

Rezidivs minus cDNA Population des Primärtumors) amplifiziert. Die so erzeugten subtrakti-

ven cDNA Bibliotheken wurden radioaktiv markiert und zur Durchsicht von humanen cDNA

Banken verwendet. Die vom RZPD (Resourcenzentrum und Primäre Datenbank; Berlin) er-

haltenenHuman UniGene Sets(Library 950) repräsentieren 36000 in der Unigene Datenbank

aufgeführte humane Gene und ESTs (expressed sequence tags), verteilt auf zweihigh-density

Nylonfiltern. Die Hybridisierung der subtrahierten cDNA Populationen auf dieHuman Uni-

Gene Filter (Abbildung 9), führte zur Identifizierung von 463 Kandidatengenen, die differenti-

ell zwischen mindestens einem der Primär- und Rezidivtumor-Paare exprimiert waren. Dieser

Genpool enthielt Kandidaten, die an diversen zellregulatorischen Prozessen beteiligt sind. Hier-

unter waren u.a. Gene, die an der Zellzyklusprogression (CCND2, CCNF), der Transkriptions-

und Translationskontrolle (CEBPA, CHD3, FOXO1A, FOXF1, IFI16, HNRPA1, IREB2), der

Apoptose (CARD12, CASP4), der Angiogenese (FLT1), der Zellproliferation (FSTL1, IGFBP5,

MCRS1, SFRS3), der Zytoskelettorganisation (ACF7, MAP1A, MAP1B, TUBA1, TUBA2) oder

der Signaltransduktion (AKAP10, AKL3L, AP4B1, AXIN2, GRB2, FYB, IFNAR2, RGS6) betei-

ligt sind. Um die Liste von 463 Kandidatengenen zu verkleinern, wurde nach solchen Genen

gesucht, die in mehr als einem Tumorpaar eine differentielle Expression zeigten. Hierdurch

fanden sich 41 Gene, die in mindestens zwei Tumorpaaren differentiell exprimiert waren (Ta-

belle 18), von denen 15 im Rezidivtumor stärker und 26 schwächer exprimiert waren. Acht

Gene zeigten eine differentielle Expression in drei Tumorpaaren (Tabelle 18). Hiervon waren

zwei (HDAC3, undTPI1) in den Rezidivglioblastomen stärker und sechs schwächer exprimiert

(APOD, AMOG, DMXL1, KIAA0942, OR2W3PundDRR1). Interessanterweise zeigte kein ein-

ziges Gen eine differentielle Expression in allen vier Tumorpaaren.
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Tabelle 18: Kandidatengene, die durch die SSH-Analyse von vier Gliompaaren (jeweils ein
Gliom des WHO-Grades II, das zum Glioblastom des WHO-Grades IV rezidivierte) identifiziert
wurden.

Genname Genlokus Gentitel
APOD* 3 q26.2-qter apolipoprotein D
ATP1B2* 17 p13.1 Na,K-ATPase beta 2 subunit (AMOG, adhesion molecule on glia)
DMXL1* 5 q23.1 Dmx-like 1
KIAA0942* 8 pter-p23.3 KIAA0942 protein
OR2W3P* 1 olfactory receptor, family 2, subfamily W, member 3 pseudogene
TU3A* 3 p14.2 TU3A protein (DRR1, downregulated in renal cell carcinoma 1)
C22ORF3 22 q12.1-q12.2 chromosome 22 open reading frame 3
CCND2 12 p13 cyclin D2
CHD3 17 p13.1 chromodomain helicase DNA binding protein 3
FLJ22004 2 hypothetical protein FLJ22004
G0S2 1 q32.2-q41 putative lymphocyte G0/G1 switch gene
GFAP 17 q21 glial fibrillary acidic protein
HLA-DQA1 6p21.3 major histocompatibility complex, class II, DQ alpha 1
ICB-1 1 pter-p33 basement membrane-induced gene
KIAA0118 12 q15-12q21.1 KIAA0118 protein
KIAA0640 11 p15 SWAP-70 protein
KIAA0970 13 q12.2-q13.3 KIAA0970 protein
KIAA1458 4 KIAA1458 protein
LOC51701 17 q11.2 nemo-like kinase
LUC7L 16 p13.3 LUC7 (Saccharomyces cerevisiae)-like
MAP1A 16 microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3
MASP1 3 q27-q28 mannan-binding lectin serine protease 1
NAP4 1 Nck, Ash and phospholipase C binding protein
NCALD 8 q22-q23 neurocalcin delta
PRO0641 3 q13.11-3q13.13 PRO0641 protein
SAT 11 q13 spermidine/spermine N1-acetyltransferase
HDAC3* 5 q31.3 histone deacetylase 3
TPI1* 12 p13.31 triosephosphate isomerase 1
CTL2 19 CTL2 gene
HSF1 8 q24.3 heat shock transcription factor 1
B2M 15 q21-q22.2 beta-2-microglobulin
CSNK1A1 13 q13 casein kinase 1, alpha 1
DKFZP564A122 3 DKFZP564A122 protein
FLJ12619 6 hypothetical protein FLJ12619
IFI16 1 q12-qter interferon, gamma-inducible protein 16
MCRS1 12 microspherule protein 1
MGC5618 6 q25 hypothetical protein MGC5618 (mangano-superoxide dismutase )
PRKWNK1 12p13 protein kinase, lysine deficient 1
PTN 7 q33-q34 pleiotrophin (heparin binding growth factor 8, neurite growth-

promoting factor 1)
RGS12 4p16.2 regulator of G-protein signalling 12
TLE1 19 p13.3 transducin-like enhancer of split 1

Gene mit erniedrigter Expression im Rezidiv sind im oberen Teil und solche mit erhöhter Expression
im Rezidiv im unteren Teil der Tabelle dargestellt. Die aufgelisteten Gene waren entweder in 2/4 bzw.
3/4(*) Gliompaaren differentiell zwischen Primär- und Rezidivtumor exprimiert.
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Abbildung 9: Hybridisierung einer subtrahierten cDNA Population (A72 - GB239) auf einen
Human UniGeneFilter. Der markierte Doppelspot repräsentiert dasAMOG/ATP1B2-Gen.

3.3 Validierung ausgewählter Kandidatengene aus den SSH Experimen-

ten

Zur Validierung der mit der SSH-Analyse identifizierten Kandidatengene wurde diereal-time

RT-PCR als unabhängige Methode verwendet. Hierzu wurden die acht Gene überprüft, die in

drei Gliompaaren differentiell exprimiert waren. Für diereal-time RT-PCR Analyse wurden

drei der vier Tumorpaare aus der SSH-Analyse (A72 und GB239; A128 und GB119; OA23 und

GB175; von A188 und GB234 war die RNA Konzentration für weitere Experimente zu gering),

sieben zusätzliche Primär- und Rezidivtumorpaare, sowie 43 unabhängige Gliome (9 Astrozy-

tome WHO-Grad II, 10 anaplastische Astrozytome WHO-Grad III, 17 primäre Glioblastome

WHO-Grad IV und 7 sekundäre Glioblastome WHO-Grad IV) verwendet. Die Produktampli-

fikation wurde durch den Farbstoff SYBR Green, der nur in doppelsträngige DNA interka-

liert, quantitativ in Echtzeit bestimmt. Die Expressionslevel der acht Kandidatengene wurden

dabei auf das ubiquitär exprimierte ReferenzgenARF1 (ADP ribosylation factor1) normali-

siert und relativ zu nicht-neoplastischem Gehirngewebe bestimmt (Tabelle 19 und 20). Die mit

der SSH-Analyse detektierte verminderte Expression der GeneAPOD, ATP1B2(AMOG) und

TU3A (DRR1) in den sekundären Glioblastomen wurde in 3/3 Fällen durch diereal-timeRT-

PCR verifiziert (Tabelle 21). FürTPI1 wurde die differentielle Expression in 2/3 Fällen und
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für DMXL1 in 1/3 Fällen bestätigt (Tabelle 21).HDAC3, KIAA0942undOR2W3Pkonnten in

keinem der drei Rezidivpaare verifiziert werden (Tabelle 21). Interessanterweise zeigteHDAC3

bei derreal-timeRT-PCR-Analyse sogar eine verminderte Expression in den Glioblastomen,

während in der SSH-Analyse eine verstärkte Expression detektiert wurde.

Tabelle 19: Relative mRNA-Expression von acht Kandidatengenen in 10 Primär- und Rezidiv-
gliompaaren.

Relative Genexpression

Patient Fallnr. Tumor APOD ATP1B2 DMXL1 HDAC3 KIAA0942 OR2W3P TPI1 TU3A

1* A72 A II 0,26 1,31 1,23 0,96 0,23 0,27 2,05 0,26

GB239 GB IV 0,02 0,22 0,47 0,48 0,23 0,17 0,74 0,01

2* A128 A II 0,47 0,79 1,60 0,92 0,33 0,03 0,65 0,19

GB119 GB IV 0,03 0,44 1,61 0,58 0,41 0,01 2,86 0,05

7* OA23 OA II 2,09 4,37 1,17 0,78 0,30 0,15 1,43 0,61

GB175 GB IV 0,09 2,32 1,91 0,39 0,35 0,07 3,77 0,36

3 A201H A II 0,41 0,82 1,40 0,80 0,08 0,01 1,15 0,49

GB240H GB IV 0,09 1,84 0,73 0,48 0,30 0,03 1,54 0,67

4 A8 A II 0,32 1,86 1,19 0,66 0,45 0,21 1,27 0,55

AA106 AA III 0,04 0,44 0,96 0,69 0,22 0,16 3,68 0,12

5 A181H A II 0,39 1,67 0,51 0,67 0,15 0,03 1,06 0,64

AOA54H AOA III 0,06 1,09 1,13 0,99 0,24 0,04 0,95 0,16

6 A145 A II 0,06 2,72 2,49 1,73 0,62 0,07 1,31 0,29

AA142 AA III 0,07 1,66 0,89 0,41 0,18 0,10 0,96 0,25

8 OA31 OA II 0,21 0,88 1,24 0,42 0,44 0,17 0,99 0,15

AOA38 AOA III 0,07 0,29 1,34 1,01 0,45 0,06 1,9 0,01

11 A180H A II 0,07 0,7 2,48 0,35 0,60 0,09 1,07 0,91

AA164H AA III 0,11 0,94 1,43 0,99 0,23 0,08 1,47 0,06

12 A207H A II 0,33 0,37 0,88 0,31 0,15 0,06 1,09 3,96

GB748H GB IV 0,06 1,08 1,59 0,85 0,38 0,01 2,14 0,29

Die real-timeRT-PCR Analyse wurde mitARF1als Referenzgen durchgeführt. Die Werte sind relativ
zu nicht-neoplastischem Gehirngewebe. *: Patienten, deren Tumoren für die SSH-Analyse eingesetzt
wurden. Werte > 1 entsprechen einer stärkeren und Werte < 1 einer schwächeren Expression im Vergleich
zum Referenzgewebe.

Bei der Untersuchung der sieben zusätzlichen Gliompaare wurde eine differentielle Expres-

sion der GeneAPOD, TPI1 undTU3A (DRR1) in 5 von 7 Fällen, des GensATP1B2(AMOG)

in 4 von 7 Fällen und der GeneDMXL1, HDAC3 und KIAA0942in 3 von 7 Fällen gefunden

(Tabelle 21). FürOR2W3Pkonnte keine differentielle Expression gezeigt werden (Tabelle 21).

Um die differentielle Expression der 8 ausgewählten Kandidatengene in Abhängigkeit des

WHO-Grades astrozytärer Gliome zu überprüfen wurde eine unabhängige Serie von 43 Tu-

moren untersucht (Tabelle 20 und Abbildung 10). Eine signifikant niedrigere Expression in

primären Glioblastomen im Vergleich zu diffusen Astrozytomen wurde fürATP1B2(AMOG;

p=0,0129),HDAC3 (p<0,0001),KIAA0942(p=0,0468) undTU3A (DRR1; p<0,0001) nachge-
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Tabelle 20: Relative mRNA-Expression von acht Kandidatengenen in der unabhängigen Serie
von 43 astrozytärern Gliomen.

Relative Genexpression
Fallnr. Tumor APOD ATP1B2 DMXL1 HDAC3 KIAA0942 OR2W3P TPI TU3A
A 3 AII 1,81 2,62 1,26 0,74 1,05 1,28 1,49 2,15
A 4 AII 0,31 1,35 1,53 0,50 0,48 0,18 0,39 2,20
A 135 AII 0,13 1,24 1,24 0,46 0,11 0,18 1,97 1,87
A 2 AII 0,10 1,67 1,36 0,57 0,41 0,09 0,48 1,08
A 21 AII 0,36 2,28 1,35 0,66 0,30 0,20 0,63 0,70
A 78 AII 0,21 5,24 2,59 0,74 0,16 0,27 0,38 0,41
A 113 AII 0,39 1,80 0,88 0,58 0,29 0,48 0,87 1,98
A 99 AII 0,24 3,23 1,60 1,10 0,38 0,34 0,66 0,30
A 143 AII 0,04 4,20 1,65 1,26 0,27 0,07 0,25 0,69
AA 1 AA III 0,03 0,01 0,74 0,06 0,01 0,01 1,46 0,01
AA 71 AA III 0,09 0,51 1,87 0,15 0,13 0,10 1,35 0,30
AA 188 AA III 1,56 3,10 0,58 0,14 0,07 4,63 0,57 0,10
AA 103 AA III 0,03 2,76 2,21 0,76 0,13 0,34 0,51 1,15
AA 117 AA III 0,27 5,39 2,15 0,11 0,07 0,55 2,07 1,39
AA 134 AA III 0,18 1,54 0,99 0,61 0,48 1,54 0,97 1,82
AA 143 AA III 0,02 0,78 0,80 0,46 0,31 0,19 0,68 0,35
AA 186 AA III 0,35 0,51 1,00 0,84 0,30 0,46 0,57 0,32
AA 115 AA III 0,55 3,42 0,50 1,58 0,42 4,59 0,05 13,29
AA 187 AA III 0,00 1,52 1,19 0,63 0,17 0,05 1,08 1,05
GB77 pGB IV 1,68 1,28 1,58 0,25 0,16 0,20 0,95 0,18
GB81 pGB IV 0,06 0,48 1,04 0,38 0,07 0,04 0,78 0,03
GB83 pGB IV 0,30 1,37 0,67 0,27 0,20 0,71 0,38 0,54
GB50 pGB IV 0,02 0,58 1,81 0,29 0,15 0,11 4,00 0,10
GB103 pGB IV 0,20 0,83 0,65 0,25 0,61 0,97 0,74 0,67
GB137 pGB IV 0,12 0,91 0,33 0,38 0,52 0,06 0,54 0,34
GB1 pGB IV 0,20 1,97 1,54 0,33 0,22 0,14 0,39 0,32
GB6 pGB IV 0,39 2,25 1,44 0,20 0,20 0,27 1,85 0,12
GB8 pGB IV 0,44 1,22 1,54 0,36 0,18 0,24 2,01 0,33
GB18 pGB IV 0,09 0,84 1,45 0,22 0,17 0,18 3,83 0,17
GB19 pGB IV 0,11 0,44 1,00 0,29 0,18 0,08 0,52 0,34
GB26 pGB IV 0,26 1,66 2,25 0,35 0,10 0,28 3,20 0,34
GB33 pGB IV 0,06 1,15 1,11 0,29 0,13 0,22 2,72 0,14
GB130 pGB IV 0,01 5,09 2,84 0,50 0,26 0,27 6,81 0,07
GB136 pGB IV 0,09 1,37 1,26 0,21 0,10 0,44 0,44 0,20
GB140 pGB IV 0,04 3,80 1,42 0,30 0,24 0,04 0,92 0,28
GB191 pGB IV 0,02 1,21 1,30 0,17 0,18 0,10 0,71 0,14
GB234 sGB IV 0,12 0,50 0,78 0,47 0,08 0,90 2,21 0,12
GB15 sGB IV 0,05 0,53 0,46 0,19 0,14 0,04 7,20 0,10
GB235H sGB IV 0,01 0,26 0,55 0,39 0,19 0,63 0,45 -
GB236 sGB IV 0,06 1,59 0,89 0,39 0,08 0,04 1,60 0,01
GB4 sGB IV 0,06 1,68 1,07 0,55 0,25 0,03 0,96 0,44
GB237 sGB IV 0,44 - 1,17 1,24 0,37 0,08 - -
GB238 sGB IV 0,02 1,62 0,50 0,62 0,17 0,11 0,82 0,20

Die real-timeRT-PCR Analyse wurde mitARF1als Referenzgen durchgeführt. Die Werte sind relativ
zu nicht-neoplastischem Gehirngewebe. Werte >1 entsprechen einer verstärkten, Werte <1 einer vermin-
derten Expression relativ zu Normalgewebe. A II: Astrozytom WHO-Grad II, AA III: anaplastisches
Astrozytom WHO-Grad III, pGB IV: primäres Glioblastom WHO-Grad IV, sGB IV: sekundäres Glio-
blastom WHO-Grad IV, -: nicht nachweisbar.
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Abbildung 10: Expression von 7 Kandidatengenen in 43 astrozytären Gliomen verschiedener
WHO-Grade. Dargestellt sind die mittleren Expressionswerte in jeder Tumorgruppe mit Stan-
dardabweichung. *: Signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen Tumorentitäten.

Tabelle 21: Validierung der in der SSH-Analyse in 3/4 Tumorpaaren differentiell exprimierten
8 Gene mittelsreal-timeRT-PCR-Analyse.

Genname SSH Gliompaare 7 zusätzliche Gliompaare
APOD 3/3 5/7
ATP1B2(AMOG) 3/3 4/7
TU3A(DRR1) 3/3 5/7
TPI1 2/3 5/7
DMXL1 1/3 3/7
HDAC3 0/3 3/7
KIAA0942 0/3 3/7
OR2W3P 0/3 0/7

Angegeben ist der Anteil der Tumorpaare, in denen mittelsreal-time RT-PCR-Analyse eine
differentielle Expression des jeweiligen Gens zwischen Primär- und Rezidivtumor gefunden
wurde.
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wiesen (Tabelle 22 und Abbildung10). Der Vergleich von Astrozytomen mit sekundären Glio-

blastomen zeigte einen signifikanten Unterschied in der Expression der GeneAPOD(p=0,0343),

ATP1B2(AMOG; p=0,0216),DMXL1 (p=0,0021),KIAA0942(p=0,0391) undTU3A (DRR1;

p=0,0200) (Tabelle 22 und Abbildung 10). Für die Tumorgruppen Astrozytome vs. anaplasti-

sche Astrozytome und anaplastische Astrozytome vs. primäre Glioblastome ergaben sich keine

signifikanten Expressionsunterschiede, wohl aber bei einem Vergleich von primären mit sekun-

dären Glioblastomen für dasDMXL1-Gen (p=0,0130) (Tabelle 22 und Abbildung 10).

3.4 Expressionsprofilerstellung mittels Mikroarray-Analysen

Für die Erstellung von Expressionsprofilen wurden Hu6800FL Oligonukleotidarrays (Affyme-

trix) verwendet, die eine simultane Transkriptanalyse von 6800 verschiedenen humanen Genen,

repräsentiert durch 7129 Probensets, ermöglichten. Die mRNA-Level wurden von acht Tumor-

paaren, bestehend aus primären WHO-Grad II Gliomen, die spontan zu WHO-Grad III oder IV

Gliomen rezidivierten, analysiert. Die Transkription von 5µg Gesamt-RNA in cDNA und an-

schließende Retranskription in cRNA, ermöglichte eine Verfünffachung der Ausgangskonzen-

tration. Die Hybridisierung der Hu6800FL Arrays mit 15µg fragmentierter, markierter cRNA,

ergab eine auswertbare Pixelintensität. Der mit der cRNA des Astrozytoms A201 hybridisier-

te Chip lieferte eine homogene Pixelintensität mit den hellsten Signalen und dem geringsten

Hintergrund. Er diente als Referenz für die Auswertung aller anderen Arrays.

Der Originaldatensatz von 7129 Probensets wurde zunächst mit unüberwachten Klassifi-

zierungsmethoden wie der Hauptkomponenten- (PCA;principal component analysis) und der

Clusteranalyse [66, 64, 65] untersucht. Die PCA führt eine Dimensionsreduzierung von Daten-

sätzen durch, um komplexe Daten anhand von wenigen Variablen zu unterscheiden [64, 65]. Mit

der Methode des hierarchischen Clusterns werden Datensätze anhand ihrer Ähnlichkeit unter-

einander ohne Vorabinformation über die jeweilige Tumorgruppenzugehörigkeit des einzelnen

Datensatzes angeordnet (unüberwachtes Klassifizieren) [66]. Die Zahlenwerte der resultieren-

den Ähnlichkeitsmatrix werden in eine Falschfarbendarstellung umgewandelt, in der überex-

primierte Gene in roten und unterexprimierte Gene in grünen Farbtönen dargestellt sind. Die

Farbintensitäten korrelieren mit den absoluten Werten der Datensätze. Zur Überprüfung, ob die

Expressionsunterschiede über alle Gene eine Klassifizierung in Primär- bzw. Rezidivtumor er-

lauben, wurden 1400 variable Probensets ausgewählt, die mit der PCA und der Clusteranalyse

analysiert wurden (Abbildung 11). Die Rezidive der Patienten 1, 2 und 6-8 (GB239, GB119,

AA142, GB175 und AOA38) wurden als Gruppe von den übrigen Gliomen abgegrenzt (Abbil-

dung 11 A und B). Die Rezidivgliome der Patienten 3, 4 und 5 (GB240H, AA106 und AOA54H)

bildeten zusammen mit den Primärtumoren die andere Gruppe (Abbildung 11 A und B). Bei Be-

trachtung der beiden ersten Hauptkomponenten lokalisierte der Tumor AA142 (Patient 6) am

nächsten zu den Primärtumoren (Abbildung 11 A). Die Analyse der Expressionsmuster dieses

großen unspezifischen Datensatzes führte somit nicht zur vollständigen Trennung der Primär-
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Abbildung 11: Hauptkomponenten- und Clusteranalyse der Mikroarrayexpression für die acht
untersuchten Gliompaare. A: 1400 Probensets mit einem Mittelwert >200 und einem Variations-
koeffizienten (Standardabweichung/Mittelwert) >0,5 wurden durch Subtraktion des Mittelwer-
tes und Division durch die Standardabweichung für jedes Probenset standardisiert. Abgebildet
sind die ersten beiden Hauptkomponenten. B: Dendrogramm der Tumoren nach hierarchischem
Clustern. Die Expressionsverhältnisse (EV) jedes Rezidivpaares wurden für dieselben 1400 Pro-
bensets logarithmiert und gemittelt. Jeder Tumor ist mit seiner zugehörigen Patientennummer
und dem Zusatz P (Primärtumor) oder R (Rezidivturmor) dargestellt. Zusätzlich ist in B noch
die Tumornummer mit entsprechender Diagnose (in Klammern) angegeben.

und Rezidivtumoren in zwei Gruppen. Um die für diese Arbeit medizinisch relevante Fragestel-

lung - die Unterscheidung zwischen primär niedriggradigen und sekundär hochgradigen Glio-

men - interessanten Gene heraus zu filtern, wurde anschließend der Originaldatensatz unter

Verwendung von T-Tests und unüberwachten Klassifizierungsmethoden wie PAM (prediction

analysis of microarrays; [59]) weiter analysiert. Paarweise T-Tests mit den log-transformierten

Werten der acht Primär- und Rezidivgliome ergaben 262 Probensets mit einem p-Wert <0,01.

Bei diesem Signifikanzniveau werden statistisch ca. 71 Probensets (7129 · 0, 01 = 71, 29) als

zufällig positiv erwartet. Um die Stringenz zu erhöhen wurden die 262 Probensets auf solche

Kandidaten eingeengt, die mindestens einen zweifachen Expressionsunterschied zeigten. Dies

führte zur Identifizierung von 70 Probensets, die 66 zwischen Primär- und Rezidivgliomen dif-

ferentiell exprimierten Genen entsprachen. Um den Anteil von falsch positiven Datensätzen

unter den verbleibenden 70 Probensets abzuschätzen, wurden aus dem Originaldatensatz durch

Permutation der Tumorbezeichnungen 127 ähnliche Datensätze (2 Tumorgruppen mit je 8 Tu-

moren => n-1=127 Datensätze (16 · 8− 1 = 127)) erzeugt. Im Mittel ergaben T-Tests für diese

permutierten Datensätze nur 5,9 Probensets, die den Auswahlkriterien (p<0,01 und EV≥2) ge-
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Genname Gentitel Probensetname

COL4A2 collagen, type IV, alpha 2 M24766_s_at 11,05 0,0026
COL4A1 collagen, type IV, alpha 1 M26576_cds2_at 7,46 0,0041
FOXM1 forkhead box M1 U74612_at 7,25 0,0018
TOP2A topoisomerase (DNA) II alpha (170kD) L47276_s_at 5,98 0,0037
COL4A2 collagen, type IV, alpha 2 X05610_at 5,61 0,0004
UBE2C ubiquitin-conjugating enzyme E2C U73379_at 4,33 0,0072
ACTA2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta X13839_at 4,17 0,0030
MGP matrix Gla protein X53331_at 3,60 0,0061
COL5A2 collagen, type V, alpha 2 M11718_at 3,60 0,0097
IGFBP4 insulin-like growth factor-binding protein 4 M62403_s_at 3,32 0,0032
JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome) U61276_s_at 3,08 0,0040
YARS tyrosyl-tRNA synthetase U40714_at 2,93 0,0042
MYBL2 v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog-like 2 X13293_at 2,79 0,0046
BGN biglycan J04599_at 2,74 0,0035
CDC20 CDC20 (cell division cycle 20, S. cerevisiae, homolog) U05340_at 2,66 0,0066
MCM6 minichromosome maintenance deficient (mis5, S. pombe) 6 D84557_at 2,54 0,0049
TFAP2A transcription factor AP-2 alpha (activating enhancer-binding protein 2 alpha) X52611_s_at 2,45 0,0081
MCAM melanoma cell adhesion molecule M28882_s_at 2,39 0,0029
MCAM melanoma cell adhesion molecule M29277_s_at 2,35 0,0074
KNSL6 kinesin-like 6 (mitotic centromere-associated kinesin) U63743_at 2,35 0,0067
SERPINH2 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade H (heat shock protein 47), member 2 D83174_s_at 2,34 0,0038
JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome) U73936_at 2,28 0,0038
RAB3B RAB3B, member RAS oncogene family M28214_at 2,09 0,0017
PDE4A phosphodiesterase 4A, cAMP-specific L20965_at 2,07 0,0090
TFRC Transferrin receptor (p90, CD71) M11507_3_at 2,06 0,0022
MCM4 minichromosome maintenance deficient (S. cerevisiae) 4 X74794_at 2,04 0,0018

SELL selectin L (lymphocyte adhesion molecule 1) M25280_at 0,02 0,0005
SLC14A1 solute carrier family 14 (urea transporter), member 1 (Kidd blood group) U35735_at 0,14 0,0025
RYR1 ryanodine receptor 1 (skeletal) J05200_rna1_s_at 0,17 0,0004
X123 Friedreich ataxia region gene X123 L27479_at 0,28 0,0045
MYBPC1 myosin-binding protein C, slow-type X66276_s_at 0,28 0,0063
SPI1 spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene spi1 X52056_at 0,31 0,0011
IL10RA interleukin 10 receptor, alpha U00672_at 0,32 0,0007
SELPLG selectin P ligand U25956_at 0,32 0,0048
RSN restin (Reed-Steinberg cell-expressed intermediate filament-associated protein) X64838_at 0,34 0,0040
SNTA1 syntrophin, alpha 1(dystrophin-associated protein A1, 59kD, acidic component) U40571_at 0,34 0,0023
Hs.318546 FLJ22499 fis, clone HRC11250, highly similar to Human cathepsin H X16832_at 0,35 0,0003
GJA1 gap junction protein, alpha 1, 43kD (connexin 43) X52947_at 0,37 0,0023
MAP1A microtubule-associated protein 1A U38291_rna1_at 0,37 0,0033
C18orf1 chromosome 18 open reading frame 1 AF009426_at 0,38 0,0014
CD37 CD37 antigen X14046_at 0,39 0,0014
CAMK2G calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM kinase) II gamma U50360_s_at 0,39 0,0021
CAMK2G calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM kinase) II gamma L07044_at 0,41 0,0025
MAP3K5 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 U67156_at 0,42 0,0012
ARL3 ADP-ribosylation factor-like 3 U07151_at 0,42 0,0040
BTD biotinidase U03274_at 0,42 0,0066
S100A13 S100 calcium-binding protein A13 X99920_at 0,43 0,0005
EVI2B ecotropic viral integration site 2B M60830_at 0,43 0,0010
PURA purine-rich element binding protein A M96684_at 0,43 0,0030
TJP2 tight junction protein 2 (zona occludens 2) L27476_at 0,44 0,0036
ID1 inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix protein S78825_at 0,44 0,0027
MERTK c-mer proto-oncogene tyrosine kinase U08023_at 0,44 0,0044
ITGAM integrin, alpha M (also known as CD11b (p170)) J03925_at 0,45 0,0009
F8 coagulation factor VIII, procoagulant component (hemophilia A) M14113_at 0,45 0,0090
ACCN2 amiloride-sensitive cation channel 2, neuronal U78180_at 0,45 0,0082
KIAA0275 KIAA0275 gene product D87465_at 0,46 0,0010
SEMA3B sema domain, immunoglobulin domain (Ig), secreted, (semaphorin) 3B U28369_at 0,46 0,0022
NTRK2 neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2 S76473_s_at 0,46 0,0011
STIM1 stromal interaction molecule 1 U52426_at 0,46 0,0024
LCAT lecithin-cholesterol acyltransferase M12625_at 0,46 0,0081
HPIP hematopoietic PBX-interacting protein U00952_at 0,46 0,0006
SMARCA2 SWI/SNF related, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 2 X72889_at 0,46 0,0009
Hs.82141 Human clone 23612 mRNA sequence U90902_at 0,46 0,0020
EDNRB endothelin receptor type B D13168_at 0,48 0,0071
TRIM22 tripartite motif-containing 22 X82200_at 0,48 0,0087
CG018 hypothetical gene CG018 U50527_s_at 0,48 0,0097
GSN gelsolin (amyloidosis, Finnish type) X04412_at 0,48 0,0068
ALDH9A1 aldehyde dehydrogenase 9 family, member A1 U34252_at 0,49 0,0015
AGT angiotensinogen K02215_at 0,50 0,0087
NT5B 5'-nucleotidase (purine), cytosolic type B D38524_at 0,50 0,0016
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Abbildung 12:Heat mapvon 66 Kandidatengenen (repräsentiert durch 70 Probensets), die nach
einer gepaarten T-Testanalyse von 8 Tumorpaaren einen p-Wert <0,01 hatten und einen Expres-
sionunterschied >2. Die jeweiligen Fallnummern und Diagnosen, sowie ein Verwandtschafts-
dendrogramm der 70 Probensets sind oben in der Abbildung dargestellt. 1-8P: Primärtumor
von Patient 1-8; 1-8R: Rezidivtumor von Patient 1-8. Dieheat mapwurde mit dem Programm
Treeview [66] erstellt.
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Abbildung 13: Klassifizierung der Tumorserie mittels der GC-Analyse nach Tibshiraniet al.
[59]. A: Ermittlung des optimalen Schrumpfungskoeffizienten (SK=2,5) bei geringstem Falsch-
klassifizierungsfehler durch Kreuzvalidierung (KV). B: Klassenaufteilung von Primär- und Re-
zidivgliomen bei SK=2,5 (ca. 134 Gene). Die X-Achse repräsentiert die histologische Klassi-
fizierung der Tumoren während auf der Y-Achse jeweils die Vorhersagewahrscheinlichkeiten
aufgetragen sind.
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nügten. Daher würden unter den 70 selektionierten Probensets näherungsweise 6 falsch positive

erwartet. Die hinter den 70 Probensets stehenden Gene sowie eineheat mapder Daten sind in

Abbildung 12 zusammengefasst. Dieheat mapzeigt hinsichtlich der Expressionsmuster eine

ähnliche Gruppierung der Tumoren wie bei der PCA (Abbildung 11) ersichtlich war. Die Rezi-

dive der Patienten 3-6 wiesen geringere Unterschiede zu den Primärtumoren auf als die anderen

vier Rezidivtumoren.

Von den 66 differentiell exprimierten Genen wiesen 23 eine erhöhte und 43 eine erniedrigte

Expression in den Rezidivtumoren auf (Abbildung 12). Die Gene, die während der Gliom-

progression überexprimiert wurden, kodieren u.a. für Proteine, die an der Zellproliferation

(CDC20, FOXM1, KNSL6, MCM4, MCM6, TFRCundTOP2A) beteiligt oder mit der extrazel-

lulären Matrix und/oder Angiogenese (ACTA2, BGN, COL4A1, COL4A2, COL5A2, JAG1und

MGP) assoziiert sind. Die während der Gliomprogression herunterregulierten Gene sind von

ihrer Funktion her eine heterogenere Gruppe. Sie kodieren u.a. für Proteine mit Funktion für

die extrazelluläre Matrix, für Zelladhäsion und/oder Zellmotilität (CD37, GSN, ITGAM, SELL,

SELPLGund TJP2) oder für Signaltransduktion (ACCN2, ARL3, CAMK2G, GJA1, MAP3K5

undS100A13). Eine Verknüpfung mit Proteinen, die wichtig bei der Entwicklung des Nerven-

systems sind (ID1, MAP1A, NTRK2undSEMA3B), konnte ebenfalls nachgewiesen werden.

Die interessante Gruppe der Astrozytome (WHO-Grad II), die als sekundäres Glioblastom

(WHO-Grad IV) rezidivierten, war durch drei Tumorpaare vertreten (Patienten 1-3). Ein ge-

paarter T-Test über die 7129 Probensets der drei Gliompaare lieferte 88 Probensets mit einem

p-Wert < 0,01. Ein Expressionsverhältnis≥2 zeigten lediglich 19 der 88 Kandidaten, die somit

statistisch nicht relevant waren.

Zusätzlich zu den paarweisen T-Tests wurde der Originaldatensatz noch mit der Klassifizie-

rungssoftware PAM analysiert, die die Methode der geschrumpften Centroide (GC) benutzt und

zu den überwachten Klassifizierungen gehört. Im Gegensatz zum hierarchischen Clustern ver-

wendet die GC-Methode Vorabinformationen für die Klassifizierung. Basierend auf einer Grup-

pe von Tumoren mit bekannten Diagnosen oder Tumorgraden wird für jede Gruppe ein charak-

teristischer Klassifizierer für die Kategorisierung eines Testsets von Tumoren mit unbekannter

Diagnose gebildet. Für jede Tumorklasse wird dabei durch die Berechnung des Mittelwerts der

log2 Intensitätsverhältnisse für jedes Gen über alle zur Klasse gehörigen Tumoren ein Basiszen-

troid gebildet. Nach Standardisierung durch die klasseninterne Standardabweichung für jedes

Gen werden diese Basiszentroide anschließend zu einem für die jeweilige Tumorklasse spezi-

fischen Gesamtzentroid geschrumpft (Abbildung 13 B). Diese Standardisierung hat den Effekt,

dass Gene mit stabiler Expression innerhalb einer Klasse eine höhere Gewichtung erhalten.

Durch anschließende Kreuzvalidierung, bei der der Originaldatensatz durch Permutation in ver-

schiedene Trainings- und Testdatensätze aufgeteilt wird, wird der optimale Schrumpfungskoef-

fizient (SK) ermittelt, der die Auswahl eines Minimums von Fehlklassifizierungen der Tumoren

und von selektionierten Gene ermöglicht (Abbildung 13 A). Wie in Abbildung 13 B dargestellt,

werden für jeden Tumor in Abhängigkeit von der Anzahl verschiedener Tumorgruppen (hier:
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zwei) Klassifizierungswahrscheinlichkeiten berechnet. Abbildung 13 A zeigt die Ergebnisse

der Kreuzvalidierung (KV) zur Bestimmung des optimalen SK. Die Falschklassifizierungsfeh-

lerkurve weist ein Minimum zwischen den SK-Werten 0 und 2,5 auf. Das bedeutet, dass bereits

mit einem SK von 2,5 und einer Auswahl von 134 Genen eine 100 % Unterscheidung zwischen

Primär- und Rezidivtumor möglich ist. Abbildung 13 B zeigt die KV-Wahrscheinlichkeiten für

den SK-Wert 2,5. Für jeden Tumor sind hier zwei Wahrscheinlichkeiten dargestellt, mit der sie

als niedrig- bzw. hochgradige Tumoren eingestuft werden. Für die Primärtumoren zeigte sich,

dass alle bis auf Tumor A181H richtig in ihre Klassen eingeordnet wurden. Bei den Rezidiv-

tumoren war ebenfalls eine eindeutige Zuordnung der Gliome möglich. Lediglich die Tumoren

AOA54H und AA142 wichen von einer distinkten Klassifizierung ab. Die Liste der 134 für die

Klassifizierung wichtigsten Gene ist in Tabelle 23 zusammengefasst. Von diesen Kandidaten

wurden 51 Gene auch mit der T-Test-Analyse identifiziert.

Tabelle 23: 134 identifizierte Kandidatengene aus der PAM-Analyse mit 51 Übereinstim-

mungen aus den T-Test-Analysen (mit x markiert).

Genname Gentitel T-Test

COL4A2 collagen, type IV, alpha 2 x

C18ORF1 chromosome 18 open reading frame 1

TST thiosulfate sulfurtransferase (rhodanese)

IL10RA interleukin 10 receptor, alpha x

MLLT6 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax (Drosophila) homolog); translocated to, 6

KIAA0275 KIAA0275 gene product x

ITGAM integrin, alpha M x

HPIP hematopoietic PBX-interacting protein x

TOP2A topoisomerase (DNA) II alpha (170kD) x

JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome) x

FOXM1 forkhead box M1 x

NT5B 5’-nucleotidase (purine), cytosolic type B x

MCM4 minichromosome maintenance deficient (S. cerevisiae) 4 x

SMARCA2 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 2 x

PLAB prostate differentiation factor

CD37 CD37 antigen x

SLC14A1 solute carrier family 14 (urea transporter), member 1 (Kidd blood group) x

MITF microphthalmia-associated transcription factor

MYBPC1 myosin-binding protein C, slow-type x

MCAM melanoma adhesion molecule x

BGN biglycan x

EZH2 enhancer of zeste (Drosophila) homolog 2

RSN restin (Reed-Steinberg cell-expressed intermediate filament-associated protein) x

HHCMA56 putative oxidoreductase

MYBL2 v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog-like 2 x

JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome) x

TFAP2A transcription factor AP-2 alpha (activating enhancer-binding protein 2 alpha) x

WAS Wiskott-Aldrich syndrome (eczema-thrombocytopenia)
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Genname Gentitel T-Test

PRSS11 protease, serine, 11 (IGF binding)

IGFBP4 insulin-like growth factor-binding protein 4 x

STIM1 stromal interaction molecule 1 x

NCF2 neutrophil cytosolic factor 2 (65kD, chronic granulomatous disease, autosomal 2)

KNSL6 kinesin-like 6 (mitotic centromere-associated kinesin) x

MAP3K5 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 x

COL4A2 collagen, type IV, alpha 2 x

RYR1 ryanodine receptor 1 (skeletal) x

ID1 inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix protein x

CAMK2G calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM kinase) II gamma x

ACTA2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta x

SNTA1 syntrophin, alpha 1(dystrophin-associated protein A1, 59kD, acidic component) x

ADD3 adducin 3 (gamma)

ATP1A2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 (+) polypeptide

RAB3B RAB3B, member RAS oncogene family x

MCM6 minichromosome maintenance deficient (mis5, S. pombe) 6 x

KIAA0027 KIAA0027 protein

SERPINH2 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade H (heat shock protein 47), member 2 x

HSPG2 heparan sulfate proteoglycan 2 (perlecan)

SEMA3B sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3B x

TM4SF2 transmembrane 4 superfamily member 2

TYMS thymidylate synthetase

POLD1 polymerase (DNA directed), delta 1, catalytic subunit (125kD)

MAPK4 mitogen-activated protein kinase 4

UBCH10 ubiquitin carrier protein E2-C

BARD1 BRCA1 associated RING domain 1

ZNF37A zinc finger protein 37a (KOX 21)

BTD biotinidase x

PURA purine-rich element binding protein A x

VDUP1 upregulated by 1,25-dihydroxyvitamin D-3

DMD dystrophin (muscular dystrophy, Duchenne and Becker types)

ARL3 ADP-ribosylation factor-like 3 x

CDC20 CDC20 (cell division cycle 20, S. cerevisiae, homolog) x

MERTK c-mer proto-oncogene tyrosine kinase x

EPHX1 epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic)

PLK polo (Drosophia)-like kinase

CDC25B cell division cycle 25B

KDELR2 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 2

MAP1A microtubule-associated protein 1A x

SNTA1 syntrophin, alpha 1(dystrophin-associated protein A1, 59kD, acidic component) x

HMG2 high-mobility group (nonhistone chromosomal) protein 2

HOXD4 homeo box D4

COL5A2 collagen, type V, alpha 2 x

MFGE8 milk fat globule-EGF factor 8 protein

ALDH9 aldehyde dehydrogenase 9 (gamma-aminobutyraldehyde dehydrogenase, E3 isozyme)

FABGL FabG (beta-ketoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase, E coli) like

STAT5A signal transducer and activator of transcription 5A
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Genname Gentitel T-Test

MAPK10 mitogen-activated protein kinase 10

LAMC1 laminin, gamma 1 (formerly LAMB2)

FOXD1 forkhead box D1

GARP glycoprotein A repetitions predominant

SLC1A3 solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 3

KRTHA3B keratin, hair, acidic,3B

NAP1L3 nucleosome assembly protein 1-like 3

HS1-2 putative transmembrane protein

CDC2L1 cell division cycle 2-like 1 (PITSLRE proteins)

NINJ1 ninjurin 1

TOP2A topoisomerase (DNA) II alpha (170kD) x

ITGAX integrin, alpha X (antigen CD11C (p150), alpha polypeptide)

COL1A1 collagen, type I, alpha 1

TIAF1 TGFB1-induced anti-apoptotic factor 1

CD34 CD34 antigen

ATSV axonal transport of synaptic vesicles

PCNA proliferating cell nuclear antigen

PTAFR platelet-activating factor receptor

ZNF74 zinc finger protein 74 (Cos52)

LCAT lecithin-cholesterol acyltransferase x

GJA1 gap junction protein, alpha 1, 43kD (connexin 43) x

CTRC chymotrypsin C (caldecrin)

MGP matrix Gla protein x

NCAM1 neural cell adhesion molecule 1

MST1 macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor-like)

TJP2 tight junction protein 2 (zona occludens 2) x

F8 coagulation factor VIII, procoagulant component (hemophilia A) x

SLC25A4 solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), member 4

FLJ20746 hypothetical protein

PRKCD protein kinase C, delta

PC pyruvate carboxylase

SLC21A2 solute carrier family 21 (prostaglandin transporter), member 2

CSF3R colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte)

NOS2A nitric oxide synthase 2A (inducible, hepatocytes)

AXL AXL receptor tyrosine kinase

AKR1C1 aldo-keto reductase family 1, member C1

GRAP GRB2-related adaptor protein

TAL1 T-cell acute lymphocytic leukemia 1

ADORA3 adenosine A3 receptor

HOXC6 homeo box C6

MAP4K1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1

PDE4A phosphodiesterase 4A, cAMP-specific (dunce (Drosophila)-homolog phosphodiesterase E2) x

TIMP2 tissue inhibitor of metalloproteinase 2

X123 Friedreich ataxia region gene X123 x

COL4A1 collagen, type IV, alpha 1 x

ASAH N-acylsphingosine amidohydrolase (acid ceramidase)

SLC15A2 solute carrier family 15 (H+/peptide transporter), member 2
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Genname Gentitel T-Test

TF transferrin

SPK symplekin; Huntingtin interacting protein I

KIAA0042 KIAA0042 gene product

AKR1C3 aldo-keto reductase family 1, member C3 (3-alpha hydroxysteroid dehydrogenase, type II)

EPB72 erythrocyte membrane protein band 7.2 (stomatin)

AIP-1 abl-interactor 12 (SH3-containing protein)

CDK2 cyclin-dependent kinase 2

SDC1 syndecan 1

PRP18 pre-mRNA splicing factor similar to S. cerevisiae Prp18

ITGB2 integrin, beta 2

ANXA7 annexin A7

TNNT3 troponin T3, skeletal, fast
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3.4.1 Vergleich zwischen genetischen Befunden und Mikroarray-Daten

Um zu überprüfen, ob Ereignisse wie Amplifikationen oder Deletionen von chromosomalem

Material einen Einfluß auf die Genexpression nehmen, wurden die molekulagenetischen Daten

mit den Expressionsprofilen aus den Mikroarrays verglichen. Die beiden auf Mutationen un-

tersuchten GenePTEN und TP53zeigten in den Mikroarrays keine differentielle Expression.

Die Amplifikation von CDK4 im Rezidivtumor von Patient 8 (AOA38) ging mit einer star-

ken Expressionserhöhung (8-fach) einher. Weitere Gene auf 12q13-q14, die in unmittelbarer

Nachbarschaft vonCDK4 lokalisiert sind, demonstrierten ebenfalls eine verstärkte Expression

im Tumor AOA38 (Tabelle 24). Unter ihnen das ebenfalls an der Zellzykluskontrolle beteiligte

GenCDK2, die an der Transkriptionskontrolle beteiligten GeneHOXC5undHOXC6, das an der

Proteinbiosynthese beteiligte GenTSFM, das an der DNA Replikation beteiligte GenPRIM1

sowie das MethyltransferasegenMETTL1. Ein schwacher Anstieg derCDK4-Expression und

des Transkriptlevels einiger Nachbargene fanden sich bereits im Primärtumor von Patient 8

(OA31). EineCDK4 Genamplifikation in diesem Tumor wurde mittels Duplex-PCR jedoch

nicht nachgewiesen.

Tabelle 24: Gene in Nachbarschaft zuCDK4 auf 12q13-q14, die in Tumor AOA38 verstärkt
exprimiert wurden.

Genname Gentitel Lokalisation EV
CDK2 cyclin-dependent kinase 2 12q13 2,96
CDK4 cyclin-dependent kinase 4 12q14 8,42
COL2A1 collagen, type II, alpha 1 12q13.11-q13.2 2,32
HOXC5 homeo box C5 12q12-q13 3,18
HOXC6 homeo box C6 12q12-q13 3,79
KIAA0167 KIAA0167 gene product 12q13.11-12q14.3 7,34
KRT4 keratin 4 12q13 2,06
KRT7 keratin 7 12q12-q21 4,13
METTL1 methyltransferase-like 1 12q13 7,13
OS4 conserved gene amplified in osteosarcoma 12q13-q15 7,05
PRIM1 primase, polypeptide 1 (49kD) 12q13 2,79
RARG retinoic acid receptor, gamma 12q13 2,08
SAS sarcoma amplified sequence 12q13-q14 4,42
TROAP trophinin associated protein (tastin) 12q12-12q14.3 2,07
TSFM Ts translation elongation factor, mitochondrial 12q13-q14 7,91

3.4.2 Vergleich von SSH- und Mikroarray-Daten

Durch die SSH-Analyse konnten 41 Gene identifiziert werden, die eine differentielle Expressi-

on in mindestens zwei Tumorpaaren (8 Gene in drei Tumorpaaren) aufwiesen. Von diesen 41

Genen waren 20 Gene auf den verwendeten Affymetrix-Arrays repräsentiert (Tabelle 25). Je

die Hälfte dieser 20 Gene zeigten bei den SSH-Analysen eine verstärkte bzw. verminderte Ex-
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pression in den Rezidivglioblastomen. Unter ihnen befanden sich 4/8 Genen (APOD, HDAC3,

ATP1B2/AMOG und TPI1), die eine differentielle Expression in drei SSH-Rezidivpaaren de-

monstrierten. Von den Tumoren der Patienten 1, 2 und 7 (A72 vs. GB239, A128 vs. GB119

und OA23 vs. GB175) lagen sowohl SSH- als auch Mikroarray-Daten vor. Die in den SSH-

Analysen gefundenen Expressionsdaten konnten für die GeneAPOD in 3/3 Fällen,CSNK1A1

und MAP1A jeweils in 2/3 Fällen, sowie fürAMOG/ATP1B2, B2M, G0S0, HSF1, KIAA0118,

PTN undMASP1jeweils in 1/3 Fällen mittels Mikroarray-Analysen bestätigt werden (Tabelle

25). Die mit den Affymetrix-Arrays zusätzlich untersuchten fünf Tumorpaare zeigten eine diffe-

rentielle Expression für die GeneB2M undMAP1Ain 2/5 Fällen, sowie fürAPOD, CSNK1A1,

GFAPundMASP1in 1/5 Fällen (Tabelle 25).

3.5 Validierung ausgewählter Kandidatengene

Die Mikroarray-Analyse der acht Rezidivgliome identifizierte 66 zwischen Primär- und Rezi-

divtumor differentiell exprimierte Gene mit einem p-Wert <0,01 und einem Expressionsver-

hältnis (EV)≥2. Aus diesem Genpool wurden acht Kandidaten ausgewählt, die eine signifikant

erhöhte (COL4A2, FOXM1, IGFBP4, MGP undTOP2A) oder eine signifikant erniedrigte Ex-

pression (CAMK2G, RYR1undSELL) in den Rezidivtumoren aufwiesen (Tabelle 26 und 27).

Die GeneABLIM undADD3hatten p-Werte <0,01, erreichten allerdings nicht ganz ein Expres-

sionsverhältnis von≥2 (EV=0,69 bzw. 0,55; Tabelle 26 und 27). Ihre interessante chromosoma-

le Lokalisation auf 10q designierte sie jedoch zu Kandidaten für weitere Analysen. Zusätzlich

war ADD3 unter den Kandidatengenen der PAM-Analyse. Bei einer Betrachtung von Primär-

tumoren, die als sekundäres Glioblastom rezidivierten, fielen außerdem die GeneCENPFund

VEGFA(Tabelle 26 und 27) mit stark erhöhter Expression im Rezidiv (EV=5,64 bzw. 17,84)

auf und wurden daher ebenfalls zur Validierung mittelsreal-timeRT-PCR ausgewählt. Die Ex-

pression der genannten zwölf Kandidatengene wurde jeweils auf das ReferenzgenARF1(ADP

ribosylation factor 1) normalisiert. Als Referenzgewebe diente nicht-neoplastische Gehirnge-

webe aus dem temporalen Kortex und der weißen Substanz von zwei verschiedenen Patienten.

Die Expressionsdaten und ihre statistische Auswertung sind in Tabelle 27 zusammengefasst.

Die p-Werte des gepaarten T-Tests zeigten sowohl für die Mikroarray- als auch für diereal-time

RT-PCR-Daten, dass für alle Kandidaten bis auf die GeneVEGFAundABLIM ein Signifikanz-

niveau von mindestens 95 % erreicht wurde (p<0,05; Tabelle 27). Die Expressionsunterschiede

der GeneADD3, COL4A2, IGFBP4, RYR1und SELL waren zu≥99 % signifikant (Tabelle

27). Der Vergleich der Ergebnisse beider Methoden (Mikroarray-Hybridisierung vs.real-time

RT-PCR) ergab eine Übereinstimmung der Daten von 73-98 % der Fälle. Einzige Ausnahme

stellte die Expression vonRYR1dar (48 %; Tabelle 27). Um zu überprüfen, ob die differen-

tielle Expression der 12 ausgewählten Gene abhängig vom WHO-Grad astrozytärer Gliome

ist, wurde eine unabhängige Serie von 43 Gliomen (9 Astrozytome, 10 anaplastische Astro-

zytome, 17 primäre und 7 sekundäre Glioblastome) untersucht (Tabelle 28). Die Analyse der



3. Ergebnisse 62

Ta
be

lle
26

:D
ie

12
au

sg
ew

äh
lte

n
K

an
di

da
te

ng
en

e
fü

r
di

e
Va

lid
ie

ru
ng

m
itt

el
s

re
a

l-
tim

e
R

T-
P

C
R

.*

G
en

na
m

e
G

en
tit

el
G

en
lo

ku
s

F
un

kt
io

n

C
E

N
P

F
ce

nt
ro

m
er

e
pr

ot
ei

n
F

1q
32

-q
41

D
N

A
R

ep
lik

at
io

n
un

d
C

hr
om

os
om

en
zy

kl
us

V
E

G
F

va
sc

ul
ar

en
do

th
el

ia
lg

ro
w

th
fa

ct
or

6p
12

A
ng

io
ge

ne
se

M
G

P
m

at
rix

G
la

pr
ot

ei
n

12
p1

3.
1-

p1
2.

3
E

xt
ra

ze
llu

lä
re

M
at

rix
(O

nk
og

en
es

e)
F

O
X

M
1

fo
rk

he
ad

bo
x

M
1

12
p1

3
T

ra
ns

kr
ip

tio
ns

fa
kt

or
(T

ra
ns

kr
ip

tio
ns

re
gu

la
to

r)
C

O
L

4
A

2
co

lla
ge

n,
ty

pe
IV

,a
lp

ha
2

13
q3

4
E

xt
ra

ze
llu

lä
re

M
at

rix
T

O
P

2
A

to
po

is
om

er
as

e
(D

N
A

)
II

al
ph

a
17

q2
1-

q2
2

D
N

A
R

ep
lik

at
io

n
un

d
T

ra
ns

kr
ip

tio
n

IG
F

B
P

4
in

su
lin

-li
ke

gr
ow

th
fa

ct
or

-b
in

di
ng

pr
ot

ei
n

4
17

q1
2-

q2
1.

1
S

ig
na

ltr
an

sd
uk

tio
n

un
d

P
ro

lif
er

at
io

ns
ko

nt
ro

lle

S
E

L
L

se
le

ct
in

L
(ly

m
ph

oc
yt

e
ad

he
si

on
m

ol
ec

ul
e

1)
1q

23
-q

25
Z

el
la

dh
äs

io
n

C
A

M
K

2
G

ca
lc

iu
m

/c
al

m
od

ul
in

-d
ep

en
de

nt
pr

ot
ei

n
ki

na
se

(C
aM

ki
na

se
)

II
ga

m
m

a
10

q2
2

S
ig

na
ltr

an
sd

uk
tio

n
A

D
D

3
ad

du
ci

n
3

(g
am

m
a)

10
q2

4.
2-

q2
4.

3
Z

yt
os

ke
le

tto
rg

an
is

at
io

n
de

r
Z

el
le

m
br

an
A

B
L

IM
ac

tin
bi

nd
in

g
LI

M
pr

ot
ei

n
1

10
q2

5
Z

yt
os

ke
le

tto
rg

an
is

at
io

n
(A

kt
in

bi
nd

un
g)

R
Y

R
1

ry
an

od
in

e
re

ce
pt

or
1

(s
ke

le
ta

l)
19

q1
3.

1
S

ig
na

ltr
an

sd
uk

tio
n

*
D

ie
ob

er
en

7
G

en
e

ze
ig

te
n

la
ut

M
ik

ro
ar

ra
y-

A
na

ly
se

n
ei

ne
ve

rs
tä

rk
te

un
d

di
e

un
te

re
n

5
G

en
e

ei
ne

ve
rm

in
de

rt
e

E
xp

re
ss

io
n

in
de

n
m

al
ig

ne
n

R
ez

id
iv

gl
io

m
en

im
Ve

rg
le

ic
h

zu
de

n
zu

ge
hö

rig
en

ni
ed

rig
gr

ad
ig

en
P

rim
är

tu
m

or
en

.



3. Ergebnisse 63

Ta
be

lle
27

:
Ve

rg
le

ic
h

de
r

m
itt

el
s

M
ik

ro
ar

ra
y-

M
et

ho
de

er
ha

lte
ne

n
E

xp
re

ss
io

ns
da

te
n

m
it

de
n

re
a

l-
tim

e
R

T-
P

C
R

E
rg

eb
ni

ss
en

vo
n

12
au

sg
ew

äh
lte

n
K

an
di

da
te

ng
en

en
in

ac
ht

T
um

or
pa

ar
en

,j
ew

ei
ls

be
st

eh
en

d
au

s
ei

ne
m

ni
ed

rig
gr

ad
ig

en
P

rim
är

-
un

d
ei

ne
m

ho
ch

gr
ad

ig
en

R
ez

id
iv

gl
io

m
.

M
ik

ro
ar

ra
y-

D
at

en
re

a
l-
tim

e
R

T-
P

C
R

D
at

en

G
en

na
m

e
P

ro
be

ns
et

na
m

e
(A

ffy
m

et
rix

)
m

(P
T

)
m

(R
T

)
m

(R
T

)
m

(P
T

)
p-

W
er

t*
m

(P
T

)
m

(R
T

)
m

(R
T

)
m

(P
T

)
p-

W
er

t
K

or
re

la
tio

n

C
E

N
P

F
U

30
87

2_
at

10
0

44
0

4,
40

0,
02

76
12

,0
0

15
3,

00
12

,7
5

0,
02

62
0,

84
C

O
L

4
A

2
M

24
76

6
s

at
56

1
61

99
11

,0
4

0,
00

26
6,

10
48

,0
0

7,
87

0,
00

45
0,

77
C

O
L

4
A

2
X

05
61

0_
at

23
18

13
01

2
5,

61
0,

00
04

6,
10

48
,0

0
7,

87
0,

00
45

0,
87

F
O

X
M

1
U

74
61

2_
at

10
0

72
5

7,
25

0,
00

18
2,

20
4,

80
2,

18
0,

02
19

0,
81

IG
F

B
P

4
M

62
40

3
s

at
68

0
22

58
3,

32
0,

00
32

5,
40

18
,0

0
0,

18
0,

00
84

0,
86

M
G

P
X

53
33

1
at

16
11

58
04

3,
60

0,
00

61
1,

90
7,

80
4,

10
0,

01
29

0,
80

T
O

P
2

A
L4

72
76

_s
at

10
0

59
8

5,
98

0,
00

37
97

,0
0

14
22

,0
0

14
,6

6
0,

02
76

0,
89

T
O

P
2

A
J0

40
88

_a
t

13
8

10
67

7,
73

0,
02

11
97

,0
0

14
22

,0
0

14
,6

6
0,

02
76

0,
96

V
E

G
FA

M
27

28
1_

at
16

3
29

09
17

,8
4

0,
04

85
1,

60
6,

30
3,

94
0,

15
23

0,
91

A
B

L
IM

D
31

88
3

at
93

16
64

14
0,

69
0,

00
44

3,
50

1,
80

0,
51

0,
07

69
0,

79
A

D
D

3
U

37
12

2_
at

51
06

28
09

0,
55

0,
00

25
1,

70
0,

76
0,

45
0,

00
13

0,
88

C
A

M
K

2
G

U
50

36
0_

s
at

12
79

49
8

0,
39

0,
00

21
0,

75
0,

34
0,

45
0,

01
10

0,
73

C
A

M
K

2
G

L0
70

44
at

26
14

10
66

0,
41

0,
00

25
0,

75
0,

34
0,

45
0,

01
10

0,
84

R
Y

R
1

J0
52

00
m

al
s

at
86

8
14

5
0,

17
0,

00
04

41
,0

0
8,

00
0,

19
0,

00
08

0,
48

S
E

L
L

M
25

28
0_

at
42

29
10

0
0,

02
0,

00
05

88
,0

0
6,

60
0,

07
0,

00
16

0,
98

B
ei

de
D

at
en

sä
tz

e
w

ur
de

n
m

ite
in

an
de

r
ko

rr
el

ie
rt

.D
ie

p-
W

er
te

w
ur

de
n

m
it

ei
ne

m
ge

pa
ar

te
n

T-
Te

st
be

re
ch

ne
t,

be
id

en
M

ik
ro

ar
ra

y-
D

at
en

gi
ng

en
di

e
lo

ga
rit

hm
is

ch
tr

an
sf

or
m

ie
rt

en
W

er
te

in
di

e
B

er
ec

hn
un

g
ei

n
(*

).
m

(P
/
R

T
):

M
itt

el
w

er
td

er
P

rim
är

-
bz

w
.R

ez
id

iv
tu

m
or

en
.



3. Ergebnisse 64

Ta
be

lle
28

:E
rg

eb
ni

ss
e

de
r

re
a

l-
tim

e
R

T-
P

C
R

A
na

ly
se

n
vo

n
zw

öl
fK

an
di

da
te

ng
en

en
in

de
r

un
ab

hä
ng

ig
en

S
er

ie
vo

n
43

as
tr

oz
yt

är
en

G
lio

m
en

.

M
itt

el
w

er
te

je
de

r
di

ag
no

st
is

ch
en

G
ru

pp
e*

p-
W

er
te

de
r

lo
ga

rit
hm

is
ch

tr
an

sf
or

m
ie

rt
en

D
at

en
A

II
A

A
III

pG
B

IV
sG

B
IV

A
II

vs
.

A
II

vs
.

A
A

III
vs

.
pG

B
IV

vs
.

G
en

e
(n

=
9)

(n
=

10
)

n=
17

)
(n

=
7)

A
A

III
G

B
IV

G
B

IV
sG

B
IV

F
O

X
M

1
1,

65
5,

38
3,

99
5,

79
0,

01
18

0,
03

17
>

0,
2

>
0,

2
V

E
G

FA
1,

21
2,

34
9,

33
5,

77
>

0,
2

0,
00

04
0,

00
23

0,
05

90
T

O
P

2
A

7,
82

22
,4

7
22

,3
6

19
3,

53
0,

02
33

<
0,

00
01

0,
01

40
0,

00
01

C
O

L
4

A
2

16
,3

8
27

,7
8

46
,5

3
33

,9
1

0,
04

02
0,

00
30

>
0,

2
>

0,
2

IG
F

B
P

4
4,

91
8,

93
16

,5
8

10
,0

0
>

0,
2

0,
00

73
0,

01
54

>
0,

2
C

E
N

P
F

10
,0

5
29

,3
4

31
,0

4
12

7,
84

0,
03

32
<

0,
00

01
0,

00
95

0,
00

40
M

G
P

2,
43

6,
66

11
,1

9
9,

91
0,

00
34

0,
00

04
>

0,
2

>
0,

2
S

E
L

L
15

,0
7

5,
36

2,
81

6,
09

>
0,

2
>

0,
2

>
0,

2
>

0,
2

R
Y

R
1

18
,1

2
3,

03
2,

23
3,

51
>

0,
1

>
0,

1
>

0,
2

>
0,

1
A

D
D

3
1,

52
0,

84
0,

95
0,

37
0,

02
72

0,
01

13
>

0,
2

>
0,

2
C

A
M

K
2

G
1,

03
0,

57
0,

47
0,

58
>

0,
1

0,
01

70
>

0,
2

>
0,

2
A

B
L

IM
3,

60
3,

18
2,

28
3,

79
>

0,
2

>
0,

1
>

0,
2

0,
04

45

*A
ng

eg
eb

en
si

nd
je

w
ei

ls
di

e
M

itt
el

w
er

te
de

r
m

R
N

A
E

xp
re

ss
io

n
in

je
de

r
T

um
or

gr
up

pe
.D

ie
p-

W
er

te
w

ur
de

n
m

it
ei

ne
m

2-
se

iti
ge

n
T-

Te
st

fü
r

de
n

Ve
rg

le
ic

h
de

r
M

itt
el

w
er

te
vo

n
vi

er
T

um
or

gr
up

pe
n

be
re

ch
ne

t(
A

II
vs

.A
A

III
;A

II
vs

.a
lle

G
lio

bl
as

to
m

e;
A

A
III

vs
.a

lle
G

lio
bl

as
to

m
e;

pG
B

IV
vs

.s
G

B
IV

)



3. Ergebnisse 65

mRNA-Expression fand mittelsreal-timeRT-PCR statt. An die Mittelwertberechnung der ein-

zelnen Genexpressionsdaten für jede Tumorgruppe schloss sich die Kalkulation eines 2-seitigen

T-Tests an (Tabelle 28). Ein Vergleich der Astrozytome des WHO-Grades II mit den anaplasti-

schen Astrozytomen und/oder den Glioblastomen des WHO-Grades III bzw. IV ergab für 9/12

Genen eine differentielle Expression (Tabelle 28). Lediglich die GeneABLIM, RYR1undSELL

lagen oberhalb des Signifikanzniveaus von 0,05 (Tabelle 28). Die Astrozytome unterschieden

sich von den anaplastischen Astrozytomen und den Glioblastomen durch eine signifikant nied-

rigere Expression der GeneCENPF, COL4A2, FOXM1, MGP undTOP2Aund eine signifikant

höhere Expression des GensADD3 (Tabelle 28). Die Transkriptlevel vonIGFBP4undVEGF

war nur in den Glioblastomen signifikant erhöht (Tabelle 28). DieCAMK2GmRNA Expres-

sion war im Vergleich zu den Astrozytomen in den Glioblastomen signifikant höher, für die

anderen Gruppenvergleiche lag das Signifikanzniveau unterhalb von 90 % (Tabelle 28). Die

vier GeneCENPF, IGFBP4, TOP2Aund VEGFAzeigten eine signifikant höhere Expression

in den Glioblastomen verglichen mit den anaplastischen Astrozytomen (Tabelle 28). Im Falle

von TOP2AundVEGF entstand dieser Unterschied hauptsächlich durch die signifikant erhöh-

ten mRNA-Level in sekundären verglichen mit primären Glioblastomen. Die Primärtumoren

hatten fast identische Expressionsniveaus wie die anaplastischen Astrozytome (Tabelle 28). Die

Daten der unabhängigen Gliomserie konnten die ursprünglich in den Gliompaaren gefundenen

Expressionsunterschiede für die GeneRYR1undSELL, die per Mikroarrays nachgewiesen und

perreal-timeRT-PCR bestätigt wurden, nicht validieren (Tabelle 28 und 27).

3.6 Funktionelle Analysen von FOXM1 und MGP in Glioblastomzelllinien

Aus den mittels Expressionsanalysen identifizierten Kandidatengenen, die möglicherweise an

der Progression maligner Gliome beteiligt sind, wurden zwei Gene für eine funktionelle Ana-

lyse in Glioblastomzelllinien ausgewählt. Die beiden GeneFOXM1undMGP waren nicht nur

signifikant stärker in den Rezidivtumoren im Vergleich zu den zugehörigen Primärtumoren ex-

primiert (EV(FOXM1)=7,25 und EV(MGP)=5,98), sondern waren auch in Glioblastomen im

Vergleich zu WHO-Grad II Astrozytomen signifikant stärker exprimiert (p(FOXM1)=0,0371

und p(MGP)=0,0004). Zusätzlich kartierenFOXM1 und MGP in eine chromosomale Region

(12p13 bzw. 12p13.1-p12.3), die in Gliomen häufig Zunahmen der Gendosis, d.h. chromoso-

male Gewinne bzw. Amplifikationen zeigt.

Für die funktionelle Charakterisierung der beiden GeneFOXM1 und MGP in Bezug auf

ihre mögliche Rolle für das Wachstum maligner Gliome wurden RNA-Interferenzanalysen in

Glioblastomzelllinien durchgeführt. Dabei wurden zwei Zelllinien ausgewählt, die eine hohe

Expression der beiden Kandidatengene zeigten. Die Zelllinie CCF-STTG1 weist eine 8,2-fache

Überexpression derMGP-mRNA und die Zelllinie T98G eine 7,5-fache Überexpression des

FOXM1-Transkripts im Vergleich zur Expression der beiden Gene in nicht-neoplastischem Ge-

hirngewebe auf. Durch sog. siRNAs (small interferingRNA) gegen die beiden GeneFOXM1
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und MGP sollte das mRNA-Level in den Zelllinien CCF-STTG1 und T98Gin vitro reduziert

werden. Dazu wurden jeweils zwei verschiedene siRNAs für die zu untersuchenden Gene ver-

wendet. Als Negativkontrolle diente eine siRNA, die über kein Zielgen in der Zelle verfügt. Die

Expressionsanalyse erfolgte überreal-time RT-PCR Analysen auf Transkript- und über We-

sternblotanalysen auf Proteinebene.

Die FOXM1 mRNA-Expression nahm für beide verwendeten siRNAs (FOXi1 und 2) in

CCF-STTG1 und T98G Glioblastomzellen über vier Tage kontinuierlich bis zu einem Niveau

von 4 % bzw. 9 % der Negativkontrolle (Abbildung 14 A und B) ab. In den CCF-STTG1 Zellen

war die Transkriptmenge nach 24 h bei Transfektion mitFOXi2 dreimal so stark reduziert wie

mit FOXi1, was jedoch zum Zeitpunkt von 48 h wieder ausgeglichen war (Abbildung 14 A). In

den T98G Zellen erreichten beide siRNAs bereits nach 24 h eine Expressionsreduktion auf ca.

20 % des Ausgangswertes, die bis zum Endpunkt von 9 % für siRNA1 und 14 % für siRNA2

nach 96 h nur noch wenig zunahm (Abbildung 14 B). Die Expressionsreduktion vonMGP

zeigte für beide Zelllinien ebenfalls eine kontinuierlichen Abnahme bis zu einem Minimum

auf 1 % der Kontrolle in CCF-STTG1 und 2 % der Kontrolle in T98G (Abbildung 15 A und

B). In den CCF-STTG1 Zellen zeigte die siRNA2 bis zum Zeitpunkt von 72 h eine stärkere

Transkriptreduktion (Abbildung 15a). In der T98G Zelllinie war dieser Verlauf umgekehrt und

etwas stärker ausgeprägt (Abbildung 15b).

Die Expression vonFOXM1wurde zusätzlich auf Proteinebene mittels Westernblot analy-

siert. Hier demonstrierten beide Zelllinien eine im Verhältnis zur Kontrolle verminderte Expres-

sion (Abbildung 16 und 17). Nach 96 h war die Proteinexpression in CCF-STTG1 Zellen auf

42 % (siRNA1) bzw. 23 % (siRNA2) reduziert, wobei die siRNA2 nach 96 h einen stärkeren

Effekt zeigte (Abbildung 16). Eine stärkere Reduktion der Proteinexpression bei Transfektion

mit der siRNA2 demonstrierten auch die T98G Zellen (Abbildung 17). Hier erreichten die Zel-

len nach 48 h eine FOXM1-Expression von ca. 41 % verglichen mit der Kontrolle, die bis zum

Zeitpunkt von 96 h relativ stabil bei diesem Wert blieb (Abbildung 17). Bei der Transfektion

mit der siRNA1 zeigten die Zellen bereits bei 24 h ein Minimum (Abbildung 17). Die FOXM1

Proteinexpression stieg jedoch wieder bis auf ca. 70 % zum Zeitpunkt 96 h an (Abbildung 17).

Nach der Feststellung, dass in beiden Zelllinien die Expression vonFOXM1 und MGP

auf Transkript- wie auch auf Proteinebene bei Transfektion mit den entsprechenden siRNAs

reduziert werden konnte, schlossen sich phänotypische Analysen der Glioblastomzellen an.

Zur Überprüfung der Proliferationsaktivität wurde radioaktives [3H]-Thymidin in die DNA-

Neusynthese eingebaut. Die Vitalität der Zellen wurde mit den Farbstoffen 3-(4,5-Dimethylthia-

zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) und Kristallviolett (KV) nachgewiesen. Das

MTT wird in den Mitochondrien von der Succinatdehydrogenase (SDH) zu einem blauen Kom-

plex metabolisiert, der ein Indikator für aktive Mitochondrien darstellt. Das Kristallviolett wird

in die Zellmembran von lebenden Zellen eingebaut und dient zur Abgrenzung gegen abgestor-

bene Zellen.

Die Proliferationsaktivität von CCF-STTG1 Zellen war überraschenderweise signifikant



3. Ergebnisse 67

Abbildung 14: mRNA Expression vonFOXM1in CCF-STTG1 (A) und T98G (B) Glioblastom-
zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. FOXi1/2: siRNA1/2 gegenFOXM1, Kontrolle: Behand-
lung mit Kontroll-siRNA, die gegen kein spezifisches Gen gerichtet ist. * Relative Expression
im Vergleich zum unbehandelten Kontrollwert bei 0 h.
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Abbildung 15: mRNA Expression vonMGP in CCF-STTG1 (A) und T98G (B) Glioblastom-
zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. MGPi1/2: siRNA1/2 gegenMGP, Kontrolle: Behandlung
mit Kontroll-siRNA, die gegen kein spezifisches Gen gerichtet ist. * Relative Expression im
Vergleich zum unbehandelten Kontrollwert bei 0 h.
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Abbildung 16: Westernblotanalyse von Foxm1 in CCF-STTG1 Glioblastomzellen zu verschie-
denen Zeitpunkten. FOXi1/2: siRNA1/2 gegenFOXM1.
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Abbildung 17: Westernblotanalyse von Foxm1 in T98G Glioblastomzellen zu verschiedenen
Zeitpunkten. FOXi1/2: siRNA1/2 gegenFOXM1.
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Abbildung 18: Proliferationsrate von CCF-STTG1 (A) und T98G (B) Glioblastomzellen nach
Transfektion mit siRNAs gegenFOXM1undMGP. Die Unterschiede in der Proliferationsrate
wurden auf die Kontrolle (1,00) bezogen. Werte >1 bedeuten eine Erhöhung, Werte <1 eine
Erniedrigung der Proliferationsrate. Die Tabelle (C) fasst die Mittelwerte von vier Einzelexpe-
rimenten, mit jeweils einer Vierfachbestimmung zusammen.m: Mittelwert; σ: Standardabwei-
chung; *: signifikante Proliferationsänderung im Verhältnis zur Kontrolle.
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Abbildung 19: Bestimmung der Zellvitalität durch Metabolisierung des MTT-Farbstoffs in den
Mitochondrien. CCF-STTG1 (A) und T98G (B) Glioblastomzellen wurden mit siRNAs gegen
FOXM1undMGP transfiziert. Die Vitalitätsunterschiede wurden auf die Kontrolle (1,00) bezo-
gen. Werte >1 bedeuten eine erhöhte, Werte <1 eine erniedrigte Vitalität. Die Tabelle (C) fasst
die Mittelwerte von drei Einzelexperimenten, mit jeweils einer Vierfachbestimmung zusam-
men.m: Mittelwert; σ: Standardabweichung. Man erkennt keine signifikanten Unterschiede in
der Vitalitätsrate nach Behandlung mit den siRNAs, d.h. die reduzierte Expression von FOXM1
und MGP führt nicht zum Zelltod der untersuchten Gliomzellen.
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Abbildung 20: Bestimmung der Zellvitalität durch Einbau von Kristallviolett in die Zellmem-
bran lebender Zellen. CCF-STTG1 (A) und T98G (B) Glioblastomzellen wurden mit siRNAs
gegenFOXM1undMGP transfiziert. Die Vitalitätsunterschiede wurden auf die Kontrolle (1,00)
bezogen. Werte >1 bedeuten eine erhöhte, Werte <1 eine erniedrigte Vitalität. Die Tabelle (C)
fasst die Mittelwerte von drei Einzelexperimenten, mit jeweils einer Vierfachbestimmung zu-
sammen.m: Mittelwert; σ: Standardabweichung. Die Ergebnisse stimmen im wesentlichen mit
den Resultaten des MTT-Assays überein, d.h. es kommt nach siRNA Behandlung nicht zum
Zelltod der untersuchten Gliomzellen.
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nach Transfektion mit der siRNA1 gegenFOXM1erhöht (p=0,0110), wohingegen T98G Zellen

eine signifikante Erniedrigung (p=0,0078) der Proliferationsrate nach Transfektion mit siRNA2

demonstrierten (Abbildung 18). Bei der Reduktion derMGP-Expression zeigte sich lediglich in

den CCF-STTG1 Zellen eine signifikante Proliferationserniedrigung (p=0,0052) für die siRNA1

(Abbildung 18). Bei der Analyse der Zellvitalität mit den Farbstoffen MTT und KV resultierte

die Behandlung mit siRNAs gegenFOXM1undMGP weder in den CCF-STTG1 noch in den

T98G Zellen in signifikanten Veränderungen (Abbildung 19 und 20).
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4 Diskussion

Diffus infiltrierende astrozytäre Gliome sind die häufigsten Primärtumoren des zentralen Ner-

vensystems bei Erwachsenen [1]. Wegen des infiltrativen Wachstumsverhaltens dieser Tumoren

ist eine vollständige operative Entfernung zumeist nicht möglich, so dass eine Rezidivtumor-

bildung nahezu regelmäßig vorkommt. Ein signifikanter Anteil der WHO-Grad II Astrozytome

rezidiviert daher spontan als anaplastisches Astrozytom (WHO-Grad III) oder als sekundäres

Glioblastom (WHO-Grad IV). Diese inhärente Tendenz zur malignen Progression ist von ent-

scheidender klinischer Bedeutung, da sie eine der wichtigsten Todesursachen von Patienten mit

astrozytären Gliomen darstellt [8, 2]. Die molekularen Mechanismen, die der Gliomprogres-

sion zugrunde liegen, sind bislang nur unzureichend verstanden. Frühere Studien haben sich

hauptsächlich auf chromosomale und/oder genetische Veränderungen konzentriert [1, 3]. Daher

war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Vorgang der spontanen malignen Progression von

astrozytären Gliomen durch die Erstellung von Expressionsprofilen näher zu analysieren. Hier-

zu wurden zwei verschiedene methodische Ansätze verwendet. Zur raschen Identifizierung von

bekannten Genen, die zwischen Primär- und Rezidivtumoren differentiell exprimiert werden,

wurden Mikroarrayanalysen mit Hu6800FL-Chips (Affymetrix) durchgeführt. Die Verwendung

dieser Mikroarrays erlaubt die gleichzeitige Analyse von 6800 verschiedenen humanen Genen.

Das vollständige Transkriptom der jeweiligen Tumoren wird angereichert, mit einem Fluores-

zenzfarbstoff markiert und auf die Hu6800FL-Chips hybridisiert. Die Signalintensitäten, die für

die relativen Expressionsstärken der Gene stehen, werden mittels Softwaretools registriert und

ausgewertet. Anschließend können die Expressionsprofile der Primärtumoren (WHO-Grad II)

mit denen der Rezidivtumoren (WHO-Grad III oder IV) verglichen und durch statistische Ana-

lysen solche Gene identifiziert werden, die zwischen den beiden Tumorgruppen differentiell

exprimiert werden. Methodisch bedingt werden dabei hauptsächlich Kandidatengene detektiert,

die mittel bis stark exprimiert sind und deutliche Expressionsunterschiede zwischen Primär- und

Rezidivtumor zeigen. Zur Detektion von Expressionsunterschieden schwach exprimierter Gene

ist die Mikroarray-Methode weniger gut geeignet. Deshalb wurde mit der suppressiven Sub-

traktionshybridisierung (SSH) ein weiterer methodischer Ansatz gewählt, der speziell seltene

Transkripte anreichert [57, 58] und deren mögliche differentielle Expression zwischen Primär-

und Rezidivtumoren erfassen kann. Zusätzlich erlaubt die SSH die Identifizierung von Genen,

die auf den Hu6800FL-Chips nicht repräsentiert sind. Beide Ansätze lieferten zahlreiche diffe-

rentiell exprimierte Transkripte, die neue Kandidaten für Tumorsuppressorgene bzw. Protoon-

kogene darstellen, welche potentiell für die maligne Progression astrozytärer Gliome wichtig

sind.

4.1 Molekulargenetische Befunde in den untersuchten Tumoren

Alle für die Expressionsanalyse verwendeten Gliome wurden nicht nur histologisch klassifiziert

sondern zusätzlich einer eingehenden molekulargenetischen Analyse unterzogen. Hierbei wur-
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den die Tumoren auf solche Gen- bzw. Chromosomenaberrationen hin untersucht, die bekann-

termaßen an der Entstehung und Progression von astrozytären und oligodendroglialen Tumoren

beteiligt sind [1, 3]. Die ermittelten Ergebnisse stimmen mit Daten vorhergehender Studien

überein [52, 32, 23].TP53-Mutationen und/oder Allelverluste auf 17p waren die häufigsten

initialen Veränderungen, die in 75 % (6/8) der Primärtumoren auftraten. Diese Alterationen wa-

ren ebenfalls in den entsprechenden Rezidiven nachweisbar. Die zwei in der Studie enthaltenen,

primären Oligoastrozytome zeigten histologisch hauptsächlich astrozytäre Charakteristika und

keine kombinierten Allelverluste auf den Chromosomen 1p und 19q, wie sie für Oligodendro-

gliome typisch sind. Diese beiden Tumoren gehören daher zu der genetischen Untergruppe der

Oligoastrozytome, die eher mit den diffusen Astrozytomen als mit den Oligodendrogliomen

verwandt sind [67].

Progressionsassoziierte genetische Veränderungen wurden in allen vier sekundären Glio-

blastomen (WHO-Grad IV) und in einem anaplastischen Rezidivtumor (WHO-Grad III) nach-

gewiesen. HomozygoteCDKN2A- und p14ARF-Deletionen waren die häufigsten progressions-

assoziierten Veränderungen. Lediglich ein Rezidivtumor zeigte eine Amplifikation und Über-

expression desCDK4-Gens. Diese Daten unterstützen andere Studien, die von einer häufigen

Inaktivierung des p16INK4a/Cdk4/pRb-abhängigen Signalwegs in malignen Gliomen, vor allem

in Glioblastomen berichten [12, 25]. Das Fehlen vonEGFR-Amplifikationen in sekundären

Glioblastomen [52, 32] konnte in der eigenen Tumorserie bestätigt werden.

4.2 Identifizierung von neuen Gliomprogressions-assoziierten Kandida-

tengenen mittels suppressiver Subtraktionshybridisierung

Der Vergleich von zwei unabhängigen cDNA Populationen mit der suppressiven Subtraktions-

hybridisierung (SSH) ermöglicht die Identifizierung von differentiell exprimierten Transkripten.

Hierbei reichert die Methode insbesondere auch solche differentiell exprimierten Transkripte

an, die ein relativ schwaches Expressionsniveau zeigen [57, 58]. In der eigenen Arbeit wurde die

SSH mit vier Rezidivgliompaaren, jeweils bestehend aus einem primären WHO-Grad II Gliom

sowie einem zugehörigen sekundären Glioblastom (WHO-Grad IV) durchgeführt. Die subtra-

hierten cDNA Populationen erlaubten nach Hybridisierung auf cDNA-Filter die Identifizierung

von 463 zwischen mindestens einem Primär- und Rezidivtumorpaar differentiell exprimierten

Genen. Unter diesen Kandidatengenen befanden sich zahlreiche Transkripte, deren Genproduk-

te an Signalwegen beteiligt sind, die mit der Tumorgenese verknüpft sind (u.a. Angiogenese,

Apoptose, Signaltransduktion, Zellproliferation und Zellzykluskontrolle). Diese vergleichswei-

se große Genzahl wurde auf solche Kandidaten reduziert, die eine differentielle Expression in

mindestens 3 von 4 Tumorpaaren zeigten. Dieses Selektionskriterium erfüllten acht Gene. Von

diesen konnte die differentielle Expression fürAPOD, AMOG (ATP1B2) und DRR1(TU3A)

mittels real-timeRT-PCR in Paaren aus Primär- und Rezidivtumoren (3 SSH-Paare und 7 zu-

sätzliche Rezidivgliompaare) bestätigt werden. Zusätzlich wurden diese drei Kandidaten in ei-
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ner unabhängigen Serie von 43 Gliomen unterschiedlichen WHO-Grades verifiziert.

DasAPOD-Genprodukt ist ein Mitglied derα(2µ)-Mikroglobulin Superfamilie von Trans-

portproteinen, die auch als Lipocaline bekannt sind [68]. Eine Untersuchung des Expressions-

verhaltens und der prognostischen Signifikanz von Apolipoprotein D in Mammakarzinomen

ergab, dass niedrigeAPOD-Level zur raschen Rezidivbildung und signifikanten Erniedrigung

der Überlebensrate führen, während hoheAPOD-Level zu einer wesentlich besseren Progno-

se beitragen [69]. Expressionsprofile von Onkozytomen der Schilddrüse zeigten im Vergleich

zu normalem Schilddrüsengewebe reduzierteAPOD-Transkriptlevel, die auf Proteinebene im-

munhistochemisch an Gewebeschnitten verifiziert wurden [101]. In humanen Fibroblasten ist

die APOD-Expression spezifisch für nicht proliferierende Kulturen [70].In vitro Experimente

zeigten, dass die APOD Sekretion in Brust- und Prostatazellen durch Steroide stimuliert und

gleichzeitig die Zellproliferation inhibiert wird [71, 72, 73, 74]. Diese Ergebnisse legen na-

he, dassAPOD als Marker für Zelldifferenzierung und Wachstumsarrest in Betracht gezogen

werden kann. Außerdem könnte Apolipoprotein D als nützlicher Indikator für die Gruppe der

schwach proliferierenden, nicht infiltrativen und potentiell heilbaren primären Gehirntumoren

Anwendung finden [75]. Die Arbeit von Hunteret al. [75] ergab nämlich in Übereinstimmung

mit den eigenen Ergebnissen, dass Apolipoprotein D in gutartigen pilozytischen Astrozytomen

deutlich stärker als in anaplastischen Astrozytomen exprimiert wird.

ATP1B2(auch:adhesion molecule on glia; AMOG) kodiert für dieβ-Untereinheit der Na,

K-ATPase. Der Genlocus kartiert auf 17p13.1, eine Region, die in bis zu 60 % der astrozytären

Gliome Allelverluste zeigt [13, 14]. Das wichtigste Tumorsuppressorgen auf 17p ist dasTP53-

Gen (17p13), wobei jedoch noch weitere Tumorsuppressorgene auf Chromosom 17p vermutet

werden [13, 14, 31, 12, 32].AMOGwäre solch ein möglicher Kandidat, dessen Expression in

astrozytären Gliomen ein inverses Verhältnis zum Grad der Malignität zeigt.In vitro Experi-

mente demonstrierten zudem, dassAMOG-negative Gliomzellen eine erniedrigte Adhäsion und

eine gesteigerte Migration aufwiesen [76]. Dies legt die Vermutung nahe, dass ein Verlust von

AMOG das invasive Wachstumsverhalten maligner Gliome fördert. Im Mausmodell führt die

Deletion vonAMOGzu einem Anschwellen und einer Degeneration der astrozytären Endfüße

im Gehirnstamm [80] sowie einem frühzeitigen postnatalen Sterben an Tag 17 oder 18 [81].

Die chromosomale Lokalisation, die Literaturdaten sowie die Resultate der vorliegeneden Ar-

beit legen nahe, dassAMOG als Kandidat für ein weiteres Tumorsuppressorgen auf 17p13 in

Frage kommt. Weitergehende Untersuchungen zur Charakterisierung der Ursache einer vermin-

dertenAMOG-Expression in malignen Gliomen laufen zur Zeit, wobei erste eigene Ergebnisse

auf eine mögliche Bedeutung einer aberranten Promotormethylierung hindeuten.

Ursprünglich wurde dasTU3A(Tohoko University cDNA clone A on chromosome 3) bei ei-

ner Suche nach neuen Genen in der bei Nierenzellkarzinomen häufig deletierten Region 3p14.3-

p14.2 identifiziert [82]. Etwas später berichtete eine zweite Arbeitsgruppe von einem Gen, des-

sen Expression in Nierenzellkarzinomen reduziert ist und nannten esDRR1(downregulated in

renal cell carcinoma 1) [77]. Sie lokalisierten das Gen auf 3p14.2-p21.1. Das Gen umfasst ge-
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nomisch etwa 10 kb und kodiert für ein Transkript von 3,5 kb Länge. Das reife Protein ist 144

Aminosäuren lang und hat ein Kernlokalisationssignal sowie eine helikale Domäne [77]. Beide

Arbeitsgruppen stellten zwar im Nierenkarzinom eine Expressionsverminderung fest, konnten

diese aber nicht mit genetischen Aberrationen korrelieren, was epigenetische oder andere Ursa-

chen für die Transkriptionsunterschiede vermuten läßt. Analysen der genomischen Verteilung

von sog. miRNAs (mikro RNA; ~22 nt), d.h. kurze RNA-Transkripte mit vermuteten Funktio-

nen u.a. in der Regulation von Zellproliferation und Apoptose, ergaben, dass eine miRNA in

der Region 3p21.1-p21.2, die dasDRR1-Gen einschliesst, lokalisiert ist [144].

Die Expressionswerte der übrigen fünf der acht ausgewählten Kandidatengene konnten in

2/3 (TPI1), in 1/3 (DMXL1) bzw. in 0/3 (HDAC3, KIAA0942, OR2W3P) bei der SSH verwen-

deten Tumorpaaren bestätigt werden. Die Expressionsanalyse von sieben zusätzlichen Rezidiv-

paaren konnte die zwischen Primär- und Rezidivtumor differentielle Expression vonTPI1 in der

Mehrheit der Fälle bestätigen (5/7), während dies für die GeneDMXL1, HDAC3undKIAA0942

(je 3/7) undOR2W3P(0/7) nicht gelang. Ein Grund hierfür könnte möglicherweise in der vom

RZPD bezifferte Fehlerquote von ca. 25 % auf den verwendeten hochdichten Filtern sein, mit

der die Genzuordnung auf diesen Filtern leider behaftet ist.

Bei einer vergleichenden Suche nach geschlechtsbestimmenden Genen der MückeChiro-

nomus pigerund der FruchtfliegeDrosophila melanogasterwurde dasDMX (D. melanogaster

X chromosomal gene) identifiziert [83]. Das in WHO-Grad IV Gliomen herunterregulierte hu-

mane HomologDMXL1 (DMX-like 1) ist auf Chromosom 5q23.1 lokalisiert und wird haupt-

sächlich im fetalen, jedoch nicht im adulten Gehirngewebe exprimiert.DMXL1 gehört zu einer

Proteinfamilie, die WD-Motive aufweisen, und an der Signaltransduktion, der Transkriptions-

regulation, dem prä-mRNA Spleißen, der Zytoskelettorganisation sowie der Vesikelfusion be-

teiligt sind [84]. Die signifikanten Expressionsunterschiede zwischen Astrozytomen des WHO-

Grades II und sekundären Glioblastomen des WHO-Grades IV (p<0,0021) sowie primären und

sekundären Glioblastomen (p<0,0130) deutet auf einen stärkeren Effekt in sekundären Glio-

blastomen hin, der möglicherweise mit einer Aberration auf Chromosom 5 korreliert. Bislang

wurden jedoch noch keine Allelverluste auf Chromosom 5 in der Literatur beschrieben, die mit

der malignen Progression assoziiert sind.

Das in Glioblastomen herunterregulierte KandidatengenKIAA0942 ist auch bekannt als

ARF6(ADP ribosylation factor 6) oderHCA67(hepatocellular carcinoma-associated antigen

67). ARF6 ist ein Klasse 3 ADP Ribosylierungsfaktor [85], der Teil des endosomalen und des

Recycling-Signalwegs [86] und an der Modulation der kortikalen Aktinassemblierung betei-

ligt ist [87, 88, 89, 90, 91]. Bei der Suche nach neuen Antigenen, die mit Leberzellkarzinom-

Zelllinien assoziiert sind, wurde dasHCA67identifiziert [79]. Ein Vergleich von Darmkrebszel-

len mit normalen Darmzellen zeigte eineHCA67-Expression in den neoplastischen, aber nicht

in den normalen Zellen [79].

Bei einem Vergleich von Glioblastomen mit niedriggradigen WHO-Grad II Gliomen konn-

te durch die SSH dasHDAC3-Gen (histone deacetylase 3) mit einer erhöhten Expression in
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den Rezidiven identifiziert werden. Dies ließ sich jedoch in keinem der mittelsreal-timeRT-

PCR untersuchten Tumorpaare verifizieren. Statt dessen zeigten die Glioblastome bei einem

Vergleich mit Astrozytomen sogar eine signifikant verminderte Expression (p<0,0001). In He-

fen und in Säugetieren führt die Deletion der Histondeacetylasen zur Expressionsveränderung

vieler Gene [92, 93, 94]. Histonacetylierung reguliert die Genaktivität über die Modulation der

Histonassemblierung und die Entfaltung der DNA [96]. Eine Histondeacetylierung hingegen

ist mit einer transkriptionellen Geninaktivierung gekoppelt [95]. Ein Expressionsverlust von

HDAC3während der malignen Progression von Gliomen könnte somit zu einer stärkeren Ace-

tylierung des Euchromatins und einer erhöhten Genexpression führen. Dies könnte möglicher-

weise einen Wachstumsvorteil verschaffen, wenn hierdurch Protoonkogene verstärkt exprimiert

würden.In vitro Experimente mit HeLa S3-Zellen ergaben allerdings eine verminderte Proli-

feration, Hyperacetylierung von Histonen und eine erhöhte Apoptoserate bei Transfektion mit

siRNAs gegenHDAC3, die nachweislich dessen Transkript- und Proteinlevel reduzierten [100].

Ein weiteres Kandidatengen, das in Glioblastomen im Vergleich zu WHO-Grad II Glio-

men eine Tendenz zu erhöhter Expression aufwies, war das an der Glykolyse beteiligte Gen-

produkt vonTPI1 (triosephophate isomerase 1). Die Triosephosphatisomerase 1 katalysiert

die reversible Isomerisierung von Dihydroxyacetonphosphat zu Glycerinaldehyd-3-phosphat

durch Hydrogentransfer. Eine Expressionsstudie zur Unterscheidung von lobulären und duk-

talen Brustkarzinomen zeigte eine signifikante Erhöhung vonTPI1 in den duktalen Tumoren

[102]. Die eigenen Ergebnisse ergaben jedoch letztendlich keine statistisch signifikanten Unter-

schiede bei denreal-timeRT-PCR Analysen von Gliomen unterschiedlicher WHO-Grade.

Zusammenfassend wurden die GeneAPOD, AMOG(ATP1B2), undDRR1(TU3A) als inter-

essante Kandidatengene identifiziert, deren verminderte Expression zur malignen Progression

von Gliomen beitragen könnte.APOD wurde von anderen bereits als möglicher Marker für

Zelldifferenzierung und Wachstumsarrest beschrieben [70, 71, 72, 74, 73]. Zusätzlich wurde es

als ein Marker für die Gruppe der wenig proliferativen, nicht infiltrativen und potentiell heilba-

ren pilozytischen Astrozytome vorgeschlagen [75].AMOGwar im Vergleich zu WHO-Grad II

Astrozytomen in primären und sekundären Glioblastomen signifikant niedriger exprimiert. Das

DRR1(TU3A)-Gen wurde ursprünglich in Verbindung mit Nierenzellkarzinomen beschrieben

[77], bislang aber nicht mit der malignen Progression von Gliomen assoziiert.

4.3 Identifizierung von neuen Gliomprogressions-assoziierten Kandida-

tengenen mittels DNA-Chip-Technologie

Die DNA-Chip-basierte Expressionsprofilerstellung von primären WHO-Grad II versus sekun-

dären WHO-Grad III und WHO-Grad IV Gliomen ergab 266 Probensets, die einen p-Wert <0,01

(T-Test) hatten. Hiervon zeigten 70 einen mindestens zweifachen Expressionsunterschied zwi-

schen primären und sekundären Tumoren. Die PAM-Analyse (prediction analysis of microar-

rays) zeigte, dass 134 von 7129 Probensets notwendig sind, um die Zuordnung eines bestimm-
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ten Tumors in eine der beiden Tumorklassen (Primär- versus Rezidivtumor) durchzuführen.

Dabei wiesen jedoch die Tumoren A181H, AOA54H und AA142 keine 100 % Zuordnung

zu ihrer Tumorklasse auf, was wahrscheinlich an dem relativ kleinen Datensatz von 16 Tu-

moren lag. Von den 134 Genen fanden sich 51 unter den 70 Probensets der T-Test Analysen

wieder. Die meisten der differentiell exprimierten Gene kodieren für Proteine, die möglicher-

weise von Bedeutung für die Entwicklung charakteristischer Anaplasiemerkmale im Rahmen

der Gliomprogression sind. Dazu zählen erhöhte Proliferationsaktivität, verstärkte Migration

und/oder Invasion, sowie gesteigerte Neoangiogenese. Bislang wurden nur einige dieser Gene

im Zusammenhang mit der malignen Progression von Gliomen beschrieben. VEGFα wird bei-

spielsweise in Glioblastomen verglichen mit Astrozytomen des WHO-Grades II oder III stärker

exprimiert [103]. In der eigenen Serie von acht Primär- und Rezidivtumorpaaren, zeigten sieben

der Rezidivtumoren höhereVEGFATranskriptlevel als die entsprechenden Primärtumoren. Die

real-timeRT-PCR Analyse von 43 astrozytären Gliomen bestätigte, dass Glioblastome signifi-

kant höhereVEGFAmRNA-Level aufweisen als Astrozytome und anaplastische Astrozytome.

Interessanterweise zeigte sich eine höhereVEGFAExpression in primären als in sekundären

Glioblastomen. Dies könnte möglicherweise durch die in den beiden Glioblastomformen un-

terschiedlichen genetischen Veränderungen erklärt werden kann. So ist es denkbar, dassPTEN

Mutationen undEGFRAmplifikationen, die häufig in primären aber nur selten in sekundären

Glioblastomen auftreten, eine verstärkte Expression vonVEGFAdurch die Aktivierung des Pro-

teinkinase B/Akt Signalweges vermitteln [104, 105, 106]. Übereinstimmend mit diesen Annah-

men fanden sich in primären Glioblastomen mitPTENMutation undEGFRAmplifikation hö-

hereVEGFATranskriptlevel als in sekundären Glioblastomen ohne diese genetischen Alteratio-

nen. Dieser Unterschied war jedoch in dem hier untersuchten Tumorkollektiv nicht signifikant.

Neben der Hypoxie, die eigentlich der Hauptstimulus für die VEGFα Induktion ist, treten zu-

sätzlich genetische Veränderungen auf, die VEGFα in Glioblastomenin vivo heraufregulieren.

Eine neuere Studie untersuchte die Vorhersagbarkeit von astrozytären Gliomen anhand von Ex-

pressionsprofilen [138]. Hier wurde eine Gruppe von Genen identifiziert, die angiogenetisch

aktiv sind und eine Unterscheidung von primären und sekundären Glioblastomen ermöglichen.

Neben den AngiogenesefaktorenVEGF und fms-related tyrosine kinase 1war IGFBP2 unter

diesen differentiell exprimierten Genen.

Topoisomerase IIα (OMIM 162430) ist ein Schlüsselenzym zur Regulation der DNA To-

pologie und Replikation und zeigt eine erhöhte Expression in proliferierenden Zellen. Das Zen-

tromerprotein F (CENPF; OMIM 600236) oder Mitosin ist zellzyklusabhängig exprimiert und

zeigt die höchsten Transkriptlevel in der G2- und der M-Phase [107]. Immunhistochemische

Studien haben bewiesen, dass die Expression von TOP2A und CENPF in Gliomen mit dem

Malignitätsgrad ansteigt, was sie zu diagnostisch einsetzbaren Proliferationsmarkern macht

[108, 109]. In den eigenen Mikroarrayanalysen astrozytärer Gliome bestätigte sich ein Ex-

pressionsanstieg mit zunehmendem Malignitätsgrad. In sekundären Glioblastomen waren die

mRNA-Level vonCENPFundTOP2Adabei signifikant höher als in primären Glioblastomen.
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In der Literatur sind jedoch bislang keine Studien veröffentlicht worden, die ein schnelleres

Wachstum von sekundären im Vergleich zu primären Glioblastomen beschrieben haben. Es

besteht die Möglichkeit, dass die höhereCENPF- undTOP2A-Expression in sekundären Glio-

blastomen durch z.B. Genamplifikationen ausgelöst wird, wie sie bereits für beide Kandidaten

in epithelialen Tumoren beschrieben wurden [111, 110]. In der vorliegenden Arbeit konnten

jedoch keineCENPF- und TOP2A-Genamplifikationen in den untersuchten Gliomen nach-

gewiesen werden. Interessanterweise war dieTOP2A-Expression in primären Glioblastomen

mit EGFR-Amplifikation niedriger als in solchen ohneEGFR-Amplifikation. Dies läßt darauf

schließen, dass die unterschiedlichen genetischen Veränderungen in primären und sekundären

Glioblastomen die Expressionslevel vonCENPFundTOP2Ain den beiden Glioblastomentitä-

ten verschieden beeinflussen.

Viele der mittels Mikroarrayanalyse identifizierten Gene sind bislang nicht mit der mali-

gnen Progression von Gliomen assoziiert worden. Hierzu gehören die KollagengeneCOL4A1

(OMIM 120130; 13q34),COL4A2 (OMIM 120090; 13q34) undCOL5A2 (OMIM 120190;

2q31), die signifikant höhere Transkriptlevel in anaplastischen Astrozytomen und Glioblasto-

men aufwiesen als in WHO-Grad II Gliomen. Diereal-time RT-PCR Analyse vonCOL4A2

ergab signifikant höhere mRNA-Level in Rezidiv- versus Primärtumoren bzw. Gliomen höhe-

ren WHO-Grades. Die beiden Kollagene IVα1 und 2 sind benachbart auf 13q34 lokalisiert,

eine chromosomale Region, für die Amplifikationen in diesem Bereich mittels CGH (compara-

tive genomic hybridization) in einzelnen sekundären Glioblastomen nachgewiesen wurden [23].

Die Duplex-PCR-Analyse derCOL4A2Gendosis ergab jedoch keine Amplifikation in den un-

tersuchten Gliomen der eigenen Serie. Immunhistochemisch zeigte sich hauptsächlich eine mit

normalen und hyperplastischen Blutgefäßen assoziierte Expression der Kollagene IV und V in

Gliomen [112]. Dies legt die Vermutung nahe, dass die erhöhten Kollagen IV und V mRNA-

Level wahrscheinlich mit einer verstärkten vaskulären Proliferation in hochgradigen Gliomen,

hauptsächlich in Glioblastomen, einhergehen. Die immunhistochemische Färbung ausgewählter

Fälle aus der eigenen Gliomserie bestätigte eine blutgefäßassoziierte Expression von Kollagen

IV.

Die beiden KandidatengeneFOXM1 (OMIM 602341; 12p13) undMGP (OMIM 154870;

12p13.1-p12.3) sind beide auf Chromosom 12p lokalisiert und zeigten in den untersuchten Glio-

men mit zunehmender Malignität eine erhöhte Expression. Beide Gene waren von besonderem

Interesse, da sie die stärksten Expressionsunterschiede zwischen Primär- und Rezidivtumoren

aufwiesen und Amplifikationen bzw. Gewinne auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 bereits

in einem Teil der hochgradigen Gliome beschrieben wurden [23]. Von anderen Autoren war

beim Vergleich von pilozytischen Astrozytomen mit Glioblastomen ebenfalls höhereFOXM1-

Transkriptlevel in den Glioblastomen detektiert worden [113]. Derforkhead box M1Transkrip-

tionsfaktor ist ein wichtiger Regulator der Zellzyklusprogression und stimuliert die Expression

der Zykline B und D1 [114]. Der Zinkfingertranskriptionsfaktor Gli1, der das wichtigste Ef-

fektorprotein dessonic hedgehocSignalwegs darstellt, fungiert u.a. als transkriptioneller Akti-
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vator vonFOXM1 [115]. DasGLI1-Gen liegt auf 12q14 und ist mitCDK4 in einem Teil der

Glioblastome amplifiziert und überexprimiert [48]. Keines der acht untersuchten Gliompaare

zeigte jedoch einen Anstieg derGLI1-mRNA Expression beim Vergleich von WHO-Grad II zu

WHO-Grad III oder WHO-Grad IV Gliomen, was dafür spricht, dass die gefundene Expressi-

onserhöhung vonFOXM1 in diesen Fällen unabhängig vonGLI1 ist. Eine interessante Frage

in diesem Zusammenhang wäre, ob die malignitätsassoziierteFOXM1 Expressionserhöhung

in hochgradigen Gliomen eine Folge der im Vergleich zu WHO-Grad II Astrozytomen erhöh-

te Proliferationsaktivität ist oder die verstärkte Proliferation selbst mit verursacht. Die Analy-

se derFOXM1 Gendosis in der eigenen Tumorserie einschließlich drei zusätzlich ausgewähl-

te Gliome mit bekannter Amplifikation desCCND2-Gens (12p13) erbrachte zumindest keine

FOXM1-Genamplifikation als mögliche Ursache des gefundenen Expressionsanstiegs. Daher

kannFOXM1nicht als Zielgen der Amplifikation auf 12p13 in Gliomen angesehen werden.

Das Matrix Gla Protein (MGP) ist eine in verschiedenen Geweben exprimierte Vitamin

K abhängige Komponente der extrazellulären Matrix. Keimbahnmutationen desMGP-Gens

führen zu ektopischen Kalzifizierungen und Hypoplasien bei Patienten mit dem sog. Keutel-

Syndrom [117]. Die Rolle vonMGP in Neoplasien ist noch unklar. Eine im Verhältnis zum

Normalgewebe erhöhteMGP-Expression wurde in Ovarialtumoren nachgewiesen [118]. Unter-

suchungen an Darm-, Prostata- und Nierenkarzinomen ergaben, dass dasMGP-Transkriptlevel

antiproportional zum Malignitätsgrad verläuft [120, 119]. Die eigenen Analysen zeigten einen

signifikantenMGP mRNA-Anstieg von niedriggradigen zu hochgradigen astrozytären Glio-

men. EineMGP-Genamplifikation als mögliche Ursache derMGP-Überexpression ließ sich

jedoch in keinem der untersuchten Gliome nachweisen.

Sowohl die Mikroarray-Untersuchung als auch diereal-time RT-PCR Analysen ergaben,

dass das IGF (insulin-like growth factor)-bindende Protein 4 (IGFBP4; OMIM 146733;17q12-

q21) in Glioblastomen im Vergleich zu WHO-Grad II und III Gliomen stärker exprimiert wird.

IGFBP4gehört zu einer Familie strukturell ähnlicher Proteine, die an der Regulation der IGF

Funktion beteiligt sind, aber auch IGF unabhängig wirken [122, 121]. Im Rattengehirn wird

IGFBP4 in Astrozyten und oligodendroglialen Vorläuferzellen exprimiert, jedoch nicht in rei-

fen Oligodendrozyten [123]. Die Funktion von IGFBP4 in der Karzinogenese ist bislang we-

nig verstanden. Einzelnein vitro Studien berichten sowohl über wachstumsinhibierende Eigen-

schaften [124] als auch über antiapoptotische Effekte [125]. Ein Vergleich von niedriggradigen

Gliomen mit Glioblastomen zeigte, dass ein weiteres IGF-bindendes Protein (IGFBP-2) in Glio-

blastomen häufig überexprimiert wird [126]. In Übereinstimmung mit diesem Befund zeigten

die eigenen Mikroarray-Daten für 4/8 Rezidivtumoren (2 sGBIV und 2 AAIII) eine erhöhte

IGFBP2-Transkriptrate im Verhältnis zu den zugehörigen Primärtumoren. Dies reicht jedoch

nicht aus, dass esIGFBP2 in die Gruppe der 66 Kandidatengene mit statistisch signifikanter

differentieller Expression mit mehr als zweifachem Expressionsunterschied schaffte.

Unter den Kandidatengenen, die eine Expressionsreduktion in den malignen Rezidivtumo-

ren zeigten, waren mehrere Gene auf dem langen Arm von Chromosom 10, wieABLIM (OMIM
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602330; 10q25),ADD3(OMIM 601568; 10q24.2-q24.3) undCAMK2G(OMIM 602123; 10q23).

Deletionen auf 10q sind in der Mehrzahl der Glioblastome vorhanden [52]. Ungefähr 25-40 %

der primären Glioblastome zeigen dabei Mutationen oder homozygote Deletionen desPTEN

Tumorsuppressorgens auf 10q23.PTENAlterationen in sekundären Glioblastomen sind dage-

gen selten [52]. Das deckt sich mit der Beobachtung, dass in der vorliegenden Serie von sekun-

dären Glioblastomen keinePTEN Mutationen detektierbar waren. Daher liegt die Vermutung

nahe, dass auf Chromosom 10q noch ein oder mehrere glioblastomassoziierte Tumorsuppres-

sorgene liegen müssen.

Adducinγ (ADD3) gehört zur Familie der ubiquitär exprimierten Adducin-Membranskelett-

proteine, die an den Spektrin-Aktin-Verzweigungen lokalisiert sind [128]. Veränderungen der

Adducinexpression, des Phosphorylierungsgrades und der Lokalisation wurden bei zunehmen-

der Malignität in Nierenkarzinomen beobachtet [129]. Ferner wurde gefunden, dass eine ver-

minderte Expression von Adducinγ mit einer erhöhten migratorischen Aktivität humaner Gliom-

zellenin vitro verbunden ist [130]. Ein Vergleich mit nicht-neoplastischem Gehirngewebe zeig-

te für WHO-Grad II Astrozytome eine erniedrigteADD3-Expression [131]. Der letztere Be-

fund konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden, jedoch nahmen dieADD3-

Transkriptlevel in der Serie der acht Gliompaare mit zunehmender Malignität ab. Dieser Trend

zeigte sich auch in der unabhängigen Serie von 43 Gliomen, obwohl nicht auf signifikantem

Niveau. Es erscheint jedoch dennoch sinnvoll, die Bedeutung vonADD3als mögliches Tumor-

suppressorgen in Gliomen näher zu untersuchen.

Das Aktin-bindende LIM Protein (ABLIM; Limatin) vermittelt die Interaktion von Aktinfi-

lamenten mit Proteinen im Zytoplasma und verbindet dabei das Zytoskelett mit intrazellulären

Signalwegen [132]. DieABLIM-Expression war in malignen Rezidivgliomen signifikant niedri-

ger als in den entsprechenden Primärtumoren. Die Expressionsanalyse der unabhängigen Serie

von 43 Gliomen bestätigte die Expressionsabnahme mit zunehmendem Malignitätsgrad jedoch

nicht.

Das dritte Kandidatengen auf 10q istCAMK2G, das für dieγ-Untereinheit der Ca2+/ Calmo-

dulin-abhängigen Proteinkinase II (CaMKII) kodiert, die in Astrozyten und verschiedenen an-

deren Zelltypen exprimiert wird [133]. Die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II ist ein

wichtiger Effektor von Ca2+-abhängigen Signalwegen und scheint an der Zellzyklusprogression

und der Apoptose beteiligt zu sein [134]. Ferner ist CaMKII am cytoplasmatischen Einstrom

von Ca2+ über spannungsabhängige Kanäle bzw. Ryanodin- und IP3-sensitiven Kanälen betei-

ligt.

Das Gen für den Ryanodinrezeptor 1 (RYR1; OMIM 180901; 19q13.1) war ein weiterer

Kandidat, dessen Expression in den hochgradigen Rezidivtumoren niedriger war als in den

niedriggradigen Primärtumoren.RYR1liegt auf 19q13.1, eine Region, die mit Allelverlusten

im Rahmen der malignen Progression von Gliomen einhergeht [24]. DasRYR1-Gen kodiert für

einen intrazellulären Ca2+-Transporter, der Ca2+ vom endoplasmatischen Retikulum in das Zy-

toplasma transloziert. Eine reduzierte Ryr1-Aktivität führte in LNCaP-Prostatatumorzellen zur



4. Diskussion 84

Inhibierung der Apoptose [135]. Da die Ca2+-vermittelten Signalwege über die CaMKII unter

anderem von den Ryanodinrezeptoren abhängig sind, wäre es denkbar, dass bei einer Fehlregu-

lation der GeneCAMK2Gund RYR1ein additiver Effekt entsteht, der einen Wachstumvorteil

durch Inhibierung von Apoptose verschaffen könnte. Diereal-timeRT-PCR-Analysen verifi-

zierten die Mikroarray-Ergebnisse für die acht Gliompaare. In der unabhängigen Serie von 43

Gliomen ließ sich jedoch keine signifikanteRYR1mRNA-Reduktion mit zunehmender Malig-

nität feststellen.

SELL (L-Selektin; OMIM 153240; 1q23-q25) kodiert für ein Adhäsionsmolekül, das an

der Zelloberfläche von Leukozyten exprimiert wird. L-Selektin ist entscheidend an der Adhä-

sion von Leukozyten an das vaskuläre Endothel beteiligt. Neuere Studien zeigen, dass es im

Mausmodell die Entwicklung von Metastasen vermittelt [136]. Die Expressionsanalysen in der

vorliegenden Arbeit zeigten eine im Verhältnis zu nicht-neoplastischem Gehirngewebe erhöhte

SELL-Expression in astrozytären Gliomen, die wahrscheinlich auf eine reaktive mononukleäre

Infiltrationen des Tumorgewebes zurückzuführen ist. Schwieriger zu erklären ist die abnehmen-

de Expression bei zunehmender Malignität der Tumoren. Die Behandlung mit Glucocortikoiden

führt zu einer starken Reduktion von L-Selektin in Leukozyten [137]. Häufig wird vor der Ope-

ration eines Patienten mit einem malignen Gliom eine Glucocortikoidbehandlung durchgeführt,

um das perifokale Ödem und damit Hirndruck-bedingte Symptom zu reduzieren. Bei Patienten

mit niedriggradigen Astrozytomen des WHO-Grades II ist die Ödembildung meist gering, so

dass Glucocortikoide selten eingesetzt werde. Daher ist es durchaus möglich, dass die gefunde-

ne verminderteSELL-Expression in hochgradigen Gliomen durch die unterschiedliche operati-

ve Vorbehandlung bedingt ist. Die Expressionsanalyse einer größeren Fallserie von 43 Gliomen

ergab dann auch keine signifikante Reduktion derSELL-mRNA bei zunehmendem Malignitäts-

grad mehr. Insgesamt sprachen die eigenen Ergebnisse und die Literaturdaten somit gegen eine

signifikante Bedeutung vonSELLfür die spontane maligne Progression von Gliomen.

4.4 Vergleich der mittels SSH- und Mikroarray-Analysen erreichten Er-

gebnisse

Die Expressionsprofilerstellung mittels SSH und Mikroarray-Analysen lieferte zahlreiche Tran-

skripte, die zwischen Primär- und Rezidivgliomen differentiell exprimiert waren. Mit der SSH-

Methode wurden 41 Kandidatengene identifiziert, die eine differentielle Expression in min-

destens 2 der 4 untersuchten Tumorpaare aufwiesen. Von diesen Genen waren 20 auf den

Hu6800FL-Chips repräsentiert. Die Mikroarray-basierte Expressionsanalyse dieser Kandida-

ten in acht Tumorpaaren zeigte lediglich für das GenAPOD eine Übereinstimmung mit den

Expressionsdaten der SSH. Drei der acht untersuchten Tumorpaare (1, 2 und 7) wurden auch

mit der SSH-Methode analysiert. Die Berechnung des mittleren Expressionsverhältnisses dieser

drei Tumorpaare aus den Daten der Mikroarray-Analyse, bezogen auf die 20 Kandidatengene,

zeigte zusätzlich für die GeneG0S0undAPODeine mehr als zweifache differentielle Expressi-



4. Diskussion 85

on. Dies bedeutet somit, dass für 3 von 20 mittels SSH gefundenen Kandidaten eine Bestätigung

durch die Mikroarray-Analysen erzielt wurde. Dieser geringe Prozentsatz kann durch verschie-

dene Tatsachen bedingt sein. Durch den suppressiven Effekt der SSH werden hauptsächlich

seltene bzw. schwach überexprimierte Transkripte angereichert [57, 58], deren Expressionsun-

terschiede mit der Mikroarraymethode nicht zwingenderweise identifizierbar sind. DieHuman

UniGeneFiltersets repräsentieren 36000 cDNA-Klone, die humane Gene und ESTs darstellen.

Dahingegen beherbergen die Hu6800FL-Arrays lediglich 6800 humane Gene, die durch 20 Oli-

gonukleotide repräsentiert sind, die von 3’ nach 5’ einen Bereich von 240 bp der cDNA-Sequenz

abdecken. Insgesamt sind 4318 Gene auf beiden Arrays repräsentiert. Die unterschiedliche An-

zahl der vorhandenen Gene und die unterschiedliche Gendarstellung auf dem jeweiligen Array

kann zur Identifizierung von verschiedenen Kandidaten führen. Einige weitere methodisch be-

dingte Unterschiede zwischen den beiden Techniken können ebenfalls zu Unterschieden in der

Kandidatengenidentifizierung führen. Für die SSH und die Mikroarrays wurde aus der Tumor-

RNA zunächst cDNA synthetisiert, die dann im Falle der subtraktiven Hybridisierung durch

die RestriktionsendonukleaseRsaI an der Stelle GTAC gespalten wurde. Das führt zu kleine-

ren cDNA-Fragmenten mit einer Größe zwischen 0,1-2 kb (durchschnittlich ~600 bp) statt 0,5-

10 kb. Dieser Schritt hat zwei wichtige Vorteile. Erstens, kurze DNA-Fragmente rehybridisieren

kinetisch bedingt schneller als lange DNA-Fragmente [57]. Zweitens, die Generierung kleinerer

Fragmente ermöglicht die bessere Repräsentation eines jeden individuellen Gens [57]. cDNAs

haben häufig kodierende Sequenzen, die mit Mitgliedern von ähnlichen Genfamilien kreuzhy-

bridisieren können und daher in dem Subtraktionsschritt eliminiert werden [153]. Auf der an-

deren Seite können verschiedene Fragmente derselben cDNA bezüglich ihrer Hybridisierungs-

und Amplifikationeigenschaften derart variieren, dass sie nicht hybridisiert oder amplifiziert

werden [151, 152]. Einige differentiell exprimierte cDNAs können deshalb während der SSH

verloren gehen, wohingegen andere Fragmente derselben cDNA angereichert und isoliert wer-

den [57]. Schließlich besteht bei den in der eigenen Arbeit verwendeten Kombination von SSH

mit Hybridisierung vonHuman UniGeneFiltern des RZPD die Gefahr von falsch-positiven

bzw. falsch-negativen Ergebnissen, da bekanntermaßen etwa ein Viertel der Spots auf den Fil-

tern nicht korrekt annotiert ist.

Die statistische Analyse der Mikroarrays wurde zum einen anhand einer T-Test-Statistik und

zum anderen anhand der geschrumpften Zentroide [59] durchgeführt. Beide Analysen identi-

fizierten unterschiedliche Kandidatengensätze mit einer Übereinstimmung von 51 Genen, die

in beiden Methoden hervortraten. Hier zeigt sich, dass verschiedene statistische Analysen un-

terschiedliche Resultate hervorbringen und Kandidaten, die spezifischen Kriterien gehorchen,

nicht berücksichtigen. Durch den Prozeß der Datennormalisierung gehen bereits zu Beginn der

Analyse solche Kandidaten verloren, die nur geringe Expressionsunterschiede aufweisen. Diese

Gene können besser durch Verwendung der SSH-Methode angereichert und identifiziert wer-

den.
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4.5 Funktionelle Analysen von FOXM1 und MGP in Gliomzelllinien

Die beiden KandidatengeneFOXM1 und MGP zeigten in den Mikroarray- undreal-timeRT-

PCR-Analysen eine deutliche Expressionserhöhung in malignen Rezidivgliomen im Vergleich

zu niedriggradigen Primärtumoren. Zusätzlich konnte in der unabhängigen Serie astrozytärer

Gliome für beide Gene eine malignitätsassoziierte Expressionserhöhung nachgewiesen werden.

Diese Befunde sowie ihre Lokalisation auf 12p13, eine Region, die in einem Teil der hochgra-

digen Gliome genomische Zugewinne aufweist [23], stellte die beiden GeneFOXM1undMGP

als interessante Kandidaten für weiterführende Untersuchungen heraus.

Der proliferationsassoziierte Transkriptionsfaktor Foxm1 wurde bereits in der Literatur mit

gesteigerten Expressionsleveln in Glioblastomen beschrieben [113]. Überexpressionsexperi-

mente in Maushepatozyten steigerten die Proliferation und zeigten eine Expressionserhöhung

von Cyclin B1 aber nicht Cyclin D1 [114]. Um die mögliche Bedeutung vonFOXM1 für das

Wachstum von Gliomzellen näher zu charakterisieren, wurden verschiedene Glioblastomzellli-

nien auf eine gesteigerteFOXM1-Expression hin analysiert. Glioblastomzelllinien mit erhöh-

tem Expressionslevel wurden dann mit spezifisch gegenFOXM1gerichteten siRNAs behandelt

und die Auswirkungen auf die mRNA- und Proteinexpression sowie Proliferationsaktivität und

Vitalität der Zellen hin analysiert. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Glioblastomzell-

linie T98G wies konstitutiv erhöhteFOXM1-Expression auf, die durch spezifische siRNAs auf

mRNA- und auf Proteinebene signifikant herunterreguliert werden konnten. Von den beiden

verwendeten siRNAs wies dabei siRNA2 im Vergleich zu siRNA1 eine stärkere Proteinredukti-

on auf, was mit einer signifikant verminderten Proliferation (p=0,0078) einherging. In Analogie

zu den eigenen Erfahrungen zeigten Scacheriet al., dass verschiedene siRNAs gegenMEN1

(multiple endocrine neoplasia, type I) sowohl dessen Transkript- als auch Proteinlevel in He-

La-Zellen reduzierten, jedoch der Grad der Reduktion individuell von der jeweiligen siRNA

abhing [142]. Weiterhin wurde über unspezifische Reaktionen berichtet, die die Genexpressi-

on von homologen mRNAs alterierten [140]. So konnte nachgewiesen werden, dass bestimmte

siRNAs nicht nur die Expression des Zielgens verändern, sondern auch die Transkriptmenge

von solchen mRNAs reduzieren, die lediglich elf homologe Nukleotide zu dieser siRNA auf-

weisen [140]. Die an der RNA-Interferenz beteiligten Enzymkomplexe sind außer der akuten

Immunantwort auch an der Generierung von sog. mikroRNAs (miRNAs) beteiligt. MikroRNAs

sind 22 nt große doppelsträngige RNA Moleküle, die aus haarnadelstrukturartigen Vorläufern

synthetisiert werden [143, 146]. Sie induzieren eine Translationsrepression und Inhibierung der

Proteinbiosynthese und tragen somit zur verminderten Expressions des jeweiligen Zielgens bei

[150]. Es wäre denkbar, dass kurze RNA-Fragmente, die durch den enzymatischen Abbau der

Ziel-mRNA entstanden sind, in die Maschinerie der miRNA vermittelten Translationsrepressi-

on integriert werden und somit die Proteinbiosynthese homologer mRNAs inhibieren und daher

abweichende Effekte generieren.

Die mit den Farbstoffen MTT und Kristallviolett überprüfte Vitalität der Gliomzellen zeigte
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keine signifikanten Veränderungen nach siRNA-Behandlung. Mögliche Effekte auf Migration

oder Invasion der Zellen müssen zukünftige Experimente zeigen.

DasMGP ist eine Vitamin K abhängige Komponente der extrazellulären Matrix, deren Rol-

le in Neoplasien noch unklar ist. In Ovarialtumoren konnten gesteigerteMGP-Transkriptlevel

im Verhältnis zu nicht-neoplastischem Gewebe nachgewiesen werden [118]. Untersuchungen

an Darm-, Prostata- und Nierenkarzinomen berichteten über eine zum Malignitätsgrad antipro-

portionaleMGP-Expression [119, 120]. Die Behandlung der CCF-STTG1 Glioblastomzellli-

nie, die eine konstitutiv gesteigerteMGP-Expression aufweist, mit siRNAs gegenMGP sollte

Aufschlüsse über eine mögliche Bedeutung vonMGP für Proliferation und Vitalität von Gliom-

zellen geben. Zwei geeignete siRNAs gegenMGP konnten dessen Transkriptlevel effektiv um

bis zu 96 % reduzieren. Eine signifikante Reduktion (p=0,0052) der Proliferation zeigten jedoch

nur die mit siRNA1 behandelten Zellen. Die Vitalität wies keine signifikanten Veränderungen

auf.

Für die Expressionsanalysen standen zum Anfertigungszeitpunkt der Arbeit keine Antikör-

per gegen MGP zur Verfügung, so dass die Proteinmengen nicht quantifiziert werden konnten.

Auch hier ist es möglich, dass die verwendeten siRNAs unterschiedliche Effekte auf die Trans-

lation desMGP-Transkripts hatten und dadurch die Proliferation verschiedenartig beeinflussten.
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5 Zusammenfassung

Diffus infiltrierende astrozytäre Gliome sind die häufigsten primären Tumoren des zentralen

Nervensystems im Erwachsenenalter. Nach operativer Entfernung treten wegen des infiltra-

tiven Wachstumsverhaltens und der Resistenz gegenüber den derzeit verfügbaren adjuvanten

Therapieverfahren (Bestrahlung und Chemotherapie) häufig Rezidive auf. Ein signifikanter An-

teil der diffusen Astrozytome des WHO-Grades II rezidiviert dabei spontan als anaplastisches

Astrozytom (WHO-Grad III) oder als sekundäres Glioblastom (WHO-Grad IV), d.h. durchläuft

eine maligne Progression. Dieses Phänomen ist von entscheidender klinischer Bedeutung, da

es die Haupttodesursache von Patienten mit astrozytären Gliomen darstellt. Die molekularen

Mechanismen, die der malignen Progression zugrunde liegen, sind bislang nur wenig verstan-

den. Frühere Studien haben sich hauptsächlich auf chromosomale und genetische Veränderun-

gen konzentriert. Daher war es das Ziel der eigenen Arbeit, die molekularen Grundlagen der

malignen Progression von astrozytären Gliomen anhand der Erstellung von Expressionsprofi-

len besser zu verstehen. Hierzu wurden zwei verschiedene methodische Ansätze verwendet.

Zur raschen Identifizierung von bekannten Genen, die zwischen den niedriggradigen Primär-

und malignen Rezidivgliomen differentiell exprimiert sind, wurden Mikroarray-Analysen mit

Hu6800FL-Chips (Affymetrix) durchgeführt. Die Verwendung dieser Mikroarrays erlaubt die

gleichzeitige Expressionsanalyse von 6800 verschiedenen humanen Genen. Mit diesem An-

satz wurden Primär- und Rezidivgliome von acht Patienten untersucht, wobei die Primärtu-

moren dem WHO-Grad II und die Rezidivgliome dem WHO-Grad III oder IV entsprachen.

Alle untersuchten Tumoren wurden nicht nur histologisch, sondern auch eingehend molekular-

genetisch charakterisiert. Zur Untersuchung schwach exprimierter Gene sowie weiterer Gene,

die nicht auf dem Hu6800FL-Chip repräsentiert sind, wurde als zweiter methodischer Ansatz

die suppressive Subtraktionshybridisierung (SSH) mit nachfolgender Hybridisierung der SSH-

Produkte aufHuman UniGeneFilter (RZPD Berlin) an vier Primär- und Rezidivgliompaaren

durchgeführt. Beide Ansätze lieferten zahlreiche neue Kandidatengene, die potentiell an der ma-

lignen Progression astrozytärer Gliome beteiligt sein könnten. Aus diesem Kandidatengenpool

wurden 20 Gene mittelsreal-timeRT-PCR an 12 Rezidivgliompaaren und einer unabhängigen

Serie von 43 Gliomen unterschiedlicher Malignität (9 Astrozytome, 10 anaplastische Astrozy-

tome, 17 primäre und 7 sekundäre Glioblastome) validiert. Für 10 von 12 Genen, die mittels der

Hu6800FL-Chips identifiziert wurden (ADD3, CAMK2G, CENPF, COL4A2, FOXM1, IGFBP4,

MGP, TOP2AundVEGFA), konnte eine differentielle Expression in astrozytären Gliomen un-

terschiedlicher Malignität verifiziert werden, ebenso für drei von acht ausgewählten Kandida-

tengenen, die mittels des SSH-Ansatzes gefunden wurden (AMOG, APOD und DRR1). Für

die beiden Gene mit der höchsten Expressionsdifferenz zwischen Primär- und Rezidivtumoren

(FOXM1undMGP) wurden zusätzlichin vitro Untersuchungen durchgeführt. In Glioblastom-

zelllinien, die entweder den Transkriptionsfaktor FOXM1 (T98G) oder das extrazelluläre Ma-

trixprotein MGP (CCF-STTG1) überexprimierten, wurde die RNA-Interferenz-Technologie zur
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Reduktion der Expression der entsprechenden Transkripte eingesetzt. Inreal-timeRT-PCR Ana-

lysen konnte hierdurch eine Verminderung der mRNA-Level beider Gene um 91 % (FOXM1)

bzw. 99 % (MGP) erreicht werden. Western-Analysen zeigten auch auf Proteinebene eine ver-

minderte Expression von Foxm1 nach siRNA-Behandlung. Anschließende Untersuchungen zur

Vitalität und Proliferation der transfizierten Zellen konnten keine Auswirkungen auf die Vita-

lität der Zellen feststellen, während die Proliferation durchFOXM1-siRNA undMGP-siRNA

Behandlung signifikant erniedrigt wurde. Zusammengenommen konnten somit eine ganze Rei-

he neuer Kandidatengene identifiziert und verifiziert werden, deren differentielle Expression

wahrscheinlich von grundlegender Bedeutung für die spontane maligne Progression astrozytä-

rer Gliome ist. Die erzielten Ergebnisse bieten interessante Perspektiven sowohl im Hinblick

auf weitergehende Untersuchungen zu den der gefundenen differentiellen Expression zugrunde

liegenden genetischen oder epigenetischen Mechanismen als auch bezüglich der Entwicklung

neuer diagnostischer und prognostischer Marker.
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7 Abkürzungsverzeichnis

A Adenin

AAIII Anaplastisches Astrozytom (WHO-Grad III)

AII Astrozytom (WHO-Grad II)

AOIII Anaplastisches Oligodendrogliom (WHO-Grad III)

AOAIII Anaplastisches Oligoastrozytom (WHO-Grad III)

APS Ammoniumperoxodisulfat

bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin

CA Clusteranalyse

cDNA Komplementäre DNA

DEPC Diethylpyrocarbonat

dNTP Desoxy Nukleotidtriphosphat

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EV Expressionsverhältnis (Expression im Rezidiv/Expression im Primärtumor)

FCS Fetales Kälberserum

g Gramm

G Guanin

GBIV Glioblastom (WHO-Grad IV)

GZ Geschrumpfte Zentroide
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kb Kilobase(n), Kilobasenpaar

kD Kilo-Dalton

KV Kreuzvalidierung

KV Kristallviolett

m Milli

M Mega

min Minute

miRNA Mikro-Ribonukleinsäure

mRNA Boten-Ribonukleinsäure

µ Mikro

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

n Nano

OAII Oligoastrozytom (WHO-Grad II)

OII Oligodendrogliom (WHO-Grad II)

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAM Prediction analysis of microarrays

PBS Phosphate buffered saline

PCA Hauptkomponentenanalyse

PCR Polymerasekettenreaktion

pGBIV Primäres Glioblastom

PS Penicillin, Streptomycin

PT Primärtumor

RNA Ribonukleinsäure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
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RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase/Transkription

RT Rezidivtumor

SDS Natriumdodecylsulfat

siRNA small interfering RNA

sGBIV Sekundäres Glioblastom

SK Schrumpfungskoeffizient

SSH Suppressive Subtraktionshybridisierung

T Thymin

TBS Tris buffered saline

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U Unit (Einheit des enzymatischen Umsatzes)

U Uracil

V Volt

Vol. Volumenteile

(v/v) Volumen/Volumen

WD Tryptophan, Asparaginsäure

WHO Weltgesundheitsorganisation

(w/v) Gewicht/Volumen
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