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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Das Medulloblastom

1.1.1 Epidemiologie

Das Medulloblastom ist der haufigste bosartige Hirntumor im Kindesalter mit einer Inzidenz
von ca. 0,5/100000 bei Kindern unter 15 Jahren. Der Altersgipfel liegt bei 7 Jahren, 70% der
Tumoren manifestieren sich vor dem 16. Lebensjahr. Nach der 5. Lebensdekade treten
Medulloblastome nur noch in seltenen Einzelfallen auf. Medulloblastome machen lediglich
1% der Hirntumore von Erwachsenen aus (101). Es findet sich eine Bevorzugung des
mannlichen Geschlechts von etwa 65% (136).

Medulloblastome sind maligne, invasiv wachsende Tumoren des Cerebellums. Mindestens
75% der Medulloblastome sind im Vermis lokalisiert, insbesondere in seinen hinteren,
unteren Anteilen und reichen in den vierten Ventrikel hinein. Je alter die Patienten bei
Diagnosestellung sind, umso groRBer wird der Anteil von Lokalisationen in den
Kleinhirnhemispharen. Bei 30% der Patienten liegen bei Diagnosestellung bereits
Liguormetastasen vor. Spontane extraneurale Metastasen sind sehr selten. Durch
intraoperative Eroffnung von BlutgefaRen und hamatogene Verschleppung von Tumorzellen

wurde jedoch in Einzelféllen eine iatrogene Fernmetastasierung beobachtet (136).

1.1.2 Atiologie

Die Atiologie des Medulloblastoms beim Menschen ist in den meisten Fallen unklar. In
Tierversuchen kénnen Medulloblastome durch intracerebrale Injektion onkogener Viren, z. B.
des JC-Virus, oder durch retrovirale Transfektion mit dem onkogenen SV40 groBen T
Antigen induziert werden, beim Menschen spielen onkogene Viren jedoch wahrscheinlich
keine Rolle (128). Auch eine ursachliche Bedeutung von chemischen Kanzerogenen ist beim
Menschen bislang nicht gesichert (87). Medulloblastome zeigen eine Assoziation mit
verschiedenen Tumorsyndromen. So kommen sie vermehrt beim Basalzellndvus-Syndrom
und beim Turcot-Syndrom vor. Auch bei Ataxia teleangiectatica sowie in Verbindung mit
renalen Rhabdoidtumoren oder Wilms Tumoren werden Medulloblastome gehauft
beobachtet (39, 136).
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1.1.3 Klinik und Makroskopie

Klinisch stehen Zeichen des erhdhten intrakraniellen Drucks mit Kopfschmerzen und
morgendlichem Erbrechen sowie einer Kleinhirnataxie im Vordergrund. Durch Verlegung des
vierten Ventrikels kann es zu Liquorstau mit Hydrozephalus internus occlusus des dritten
Ventrikels und der Seitenventrikel kommen. Makroskopisch zeigt sich ein variables
Erscheinungsbild. In einigen Fallen kbnnen die Tumoren fest und gut abgrenzbar sein, meist
jedoch sind sie weich und schlecht umschrieben. In einigen Féllen zeigen sich nekrotische
oder hamorrhagische Areale unterschiedlicher Ausdehnung. Das vitale Tumorgewebe
erscheint makroskopisch grau-weillich. In der Computertomografie und
Magnetresonanztomografie zeigt sich typischerweise eine solide Raumforderung mit starker
Kontrastmittelaufnahme (101, 136).

1.1.4 Histologie

Das Medulloblastom gehoért zu den embryonalen Tumoren des zentralen Nervensystems,
deren Dignitat gemafl der WHO Klassifikation der Tumoren des Nervensystems als bosartig,
entsprechend dem WHO-Grad IV eingestuft wird (136). Es koénnen verschiedene
histologische Varianten unterschieden werden, insbesondere drei sind von Bedeutung.

a) Klassische Medulloblastome: Diese bestehen aus dicht an dicht liegenden, kleinen,
runden bis ovalen Zellen mit hyperchromatischen Kernen. Manchmal bilden die Zellen
kammartige Formationen aus. Neuroblastische Rosetten, so genannte Homer-Wright-
Rosetten, sind typisch, aber nicht immer vorhanden. Mitosen werden héaufig beobachtet,
Apoptosen ebenso. Nekroseareale kommen in einem Teil der Tumoren vor. Andere
histologische Befunde sind vaskulare Proliferationen, Kalzifizierungen oder Hamorrhagien. In
manchen Medulloblastomen lassen sich neuronale Differenzierungsmerkmale, seltener gliale
Phanotypen feststellen. Retikulinfasern sind im Tumorgewebe nicht vermehrt (136).

b) Desmoplastische Medulloblastome: Histologisch handelt es sich bei dieser Variante um
Tumoren, die aus zelldichten, retikulinfaserhaltigen Arealen und so genannten pale islands,
d.h. retikulinfreien Abschnitten bestehen. In den pale islands finden sich gleichférmige
Zellen, die mikroskopisch wie auch elektronenmikroskopisch an neurocytare Zellen erinnern.
Die retikulinfaserhaltigen, desmoplastischen Tumoranteile bestehen dagegen aus
undifferenzierten neuroepithelialen Zellen mit hoher Proliferationsaktivitat (136).

¢) Grol3zellige (anaplastische) Medulloblastome: Diese Variante liegt in ca. 4% der Félle vor
und besteht vollstdndig oder teilweise aus relativ gro3leibigen Zellen mit vergréRRerten
Kernen und prominenten Nucleoli. Grol3e nekrotische Areale, eine hohe Mitoseaktivitat und
eine hohe Apoptoserate sind typisch. Grof3zellige Medulloblastome sind besonders
aggressiv und haben auch bei maximaler Therapie meist eine sehr unglnstige Prognose
(87, 136).
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1.1.5 Therapie und Prognose

Ohne Behandlung ist die Prognose aller Medulloblastome infaust. Sie fliihren dann innerhalb
weniger Monate zum Tod. Die Therapie beruht auf der Totalextirpation soweit mdglich,
hochdosierter Radiotherapie und adjuvanter Chemotherapie. Wegen des relativ hohen
Risikos von spinalen Liguormetastasen wird das Rickenmark auch ohne nachgewiesene
Metastasierung oft praventiv mitbestrahlt. Bei sehr jungen Patienten von unter drei Jahren
wird auf eine Strahlentherapie verzichtet (101, 136).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate konnte durch verbesserte Therapie auf 60-70% gesteigert
werden. Selbst bei makroskopischer Totalextirpation treten jedoch in ca. 40% der Patienten
Lokalrezidive auf. Extraneurale Filiae sind bei Medulloblastomen selten. Besonders
schlechte Heilerfolge werden bei unvollstandiger Extirpation, Liquormetastasierung bei
Diagnosestellung und Alter unter drei Jahren sowie bei grof3zelligen Tumoren erreicht. Das
Ausmal der Zellproliferation und die Apoptoserate haben keine Bedeutung fir die Prognose
(101, 136). Die prognostische Bedeutung der zellularen Differenzierung wird kontrovers
diskutiert. Ungtinstig scheint eine Amplifikation der Protoonkogene MYC und NMYC zu sein,
welche mit héherer Therapieresistenz einhergeht und vor allem bei grof3zellig anaplastischen
Medulloblastomen gefunden wird (87). Ein Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity
= LOH) fur Allele auf 17p soll ebenfalls mit einer erhfhten Metastasierungsrate und

schlechter Prognose assoziiert sein (101, 136).

1.1.6 Molekulargenetik

Die haufigste spezifische Veranderung ist ein chromosomaler Bruch in 17p, meist bei
17p11.2. In den meisten dieser Félle resultiert daraus eine Isochromosomenbildung (i(17Q)).
Diese kann in etwa 70% der Tumoren nachgewiesen werden (63). In einem Teil der Féalle
geht nur 17p verloren, oder es liegt eine Monosomie 17 vor (63, 87, 136). In 17p13.3 liegt
der DNA Abschnitt fir das Hypermethylated in cancer (HIC-1) —Gen, welches eine Rolle in
Medulloblastomen spielen kdnnte. Ebenfalls in der Region Uberlappender Deletionen liegt
das ABR Gen, dessen Funktion unklar ist. Es wird vermutet, dass es sich hierbei um ein
Tumorsuppressorgen fir Medulloblastome handeln kdnnte (87).

Seltener liegt ein Verlust der Heterozygotie (LOH) von 8p, 16q oder 7q vor (141), in etwa
40% der Falle wird ein LOH von 10qg beschrieben (92, 141). Ein weiteres betroffenes
Chromosom ist Chromosom 1. Hier gibt es ein breiteres Spektrum an Veranderungen als auf
Chromosom 17. Deletionen, unbalancierte Translokationen oder Duplikationen wurden
beschrieben. Dabei kommt es oft zu einer Trisomie 1q ohne Verlust des p-Armes (136). Fast
alle anderen Chromosomen kénnen ebenfalls von Veranderungen betroffen sein, allerdings
wesentlich seltener (136). Fur die Tumorentstehung von gro3er Bedeutung sind

Veranderungen in Entwicklung-kontrollierenden Genen, besonders Genen des Sonic
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Hedgehog Signaltransduktionsweges. Es wurden Mutationen im humanen Homolog des
Segmentpolaritatsgens patched (PTCH) und dem humanen Homolog von smoothend
(SMOH) entdeckt (63, 87, 88, 96, 134), sowohl in desmoplastischen, wie in klassischen
Formen. Der Sonic Hedgehog Signaltransduktionsweg im allgemeinen, sowie die Bedeutung
der einzelnen Komponenten, insbesondere die des Transkriptionsfaktors Gli, wird im
Abschnitt 1.4 ausfuhrlich erklart. Es konnte des Weiteren eine Beteiligung des Wnt
Signalweges in Form von Mutationen in 3-Catenin und in APC in ca. 13% der sporadischen
Medulloblastome nachgewiesen werden (41, 63). Die PAX-Genfamilie von
Transkriptionsfaktoren, insbesondere PAX 5 und PAX 6 werden verstarkt exprimiert und
kénnten ebenfalls an der Medulloblastomentstehung beteiligt sein (136). In einigen Arbeiten
wird die Hypothese formuliert, dass ein LOH von 17p mit Inaktivierung von HIC-1 dabei zu
klassischen und anaplastischen Medulloblastomen fiihren soll, wahrend ein LOH von 9922

mit PTCH Inaktivierung zur desmoplastischen Variante fuhren soll (87, 88, 105).

1.2 Das Basalzellkarzinom

1.2.1 Epidemiologie

Das Basalzellkarzinom (BCC) ist ein semimaligner Tumor der Haut, der lokal infiltrierend und
destruierend wachst, aber nur in Ausnahmefallen metastasiert (91). Basalzellkarzinome sind
die haufigsten Tumoren des Menschen. lhre Haufigkeit ist allerdings starken lokalen
Schwankungen unterworfen. Die Morbiditat liegt z. B. in England bei etwa 110/100000, in
Australien um etwa den Faktor 20 héher. Bevorzugt betroffen sind hellhautige Menschen der
Hauttypen | und Il, der Haufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 6. bis 8. Lebensjahrzehnt. Es
besteht keine Geschlechtsbevorzugung (54, 67, 91). Epidemiologische Studien zeigen, das
auslosende Schadigungen jedoch bereits in relativ jungem Alter eintreten, so Ubernehmen
Menschen, die vor ihrem 18. Lebensjahr von England nach Australien umziehen, das
erhdhte australische Risiko, wenn sie nach dem 18. Lebensjahr auswandern, behalten sie
dagegen das niedrigere englische Risiko (54, 67). Basalzellkarzinome treten ausschlie3lich
auf behaarter Haut auf, Pradilektionsstelle ist dabei das Gesicht. In 80% der Falle
manifestieren sie sich oberhalb einer Verbindungslinie vom Mundwinkel zum unteren
Ohransatz, hier besonders an der Nase. In abnehmender Haufigkeit folgen Rumpf, unteres

Gesichtsdrittel und Ubrige Hautareale (91).
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1.2.2 Atiologie

Durch epidemiologische Studien wurden zahlreiche Risikofaktoren festgestellt. So zum
Beispiel Hauttypen | und 1l (hellhdutige Menschen), Arbeiten im Freien, niedrige soziale
Klasse und Basalzellkarzinom(e) in der Familienanamnese (40, 55, 121). Bei familiarer
Belastung treten die Tumoren dabei oftmals signifikant friher im Leben auf als bei
sporadischen Fallen. Basalzellkarzinome treten zu 80% in chronisch lichtexponierten Arealen
auf (40, 55, 121). Hieraus wird als pradisponierender Faktor neben einer genetischen
Belastung die Sonnenlichteinstrahlung deutlich, wobei insbesondere dem UVB Anteil des
Lichtes (290 — 320nm) eine wesentliche Rolle zukommt. Aber auch nach anderer UV-
Belastung wie zum Beispiel bei PUVA Therapie erhoht sich das Basalzellkarzinomrisiko (55).
Die Auswirkungen der UV-Strahlen auf die Zelle sind dabei vielfaltig. So wird durch die
Absorption von UV Photonen das DNA Molekil in einen Erregungszustand versetzt, infolge
dessen durch Umstrukturierung von Elektronen ein Photoprodukt entsteht, z. B. ein
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer oder ein Pyrimidin-Pyrimidon (6-4)-Photoprodukt. Wenn
Photoprodukte unrepariert bleiben, fuhren sie zu Verdnderungen der Basenabfolge, bei UVB
Strahlung typischerweise zu einem C=T, oder CC=TT Austausch. AuRerdem induziert UV
Strahlung eine relative kutane Immunsuppression (10, 34). Auch eine durch andere, auch
iatrogene Ursachen hervorgerufene Immunsuppression stellt einen Risikofaktor dar. So
zeigen sich z. B. bei Transplantationspatienten vermehrt Basalzellkarzinome,
immunsupprimierte Patienten haben insgesamt ein vierfach erhdhtes Basalzellkarzinomrisiko
(40, 55). Ein weiterer Risikofaktor sind ionisierende Strahlen, z. B. bei Rdntgen- oder
Kobalttherapie, die nach einer Latenzzeit von bis zu etwa 20 Jahren zur
Basalzellkarzinomentstehung fiihren kdnnen. Als chemisches Karzinogen ist Arsen bekannt,
was zu Basalzellkarzinomentstehung auch an nicht sonnenexponierten Arealen (wie auch zu
zahlreichen anderen inneren Neoplasien) fuhren kann. Alle diese Faktoren haben eine
Latenzzeit von 10 bis 30 Jahren (40, 55).

1.2.3 Klinik und Makroskopie

Basalzellkarzinome entwickeln sich gewohnlich auf makroskopisch normal aussehender
Haut ohne Tumorvorstufen. Sie zeichnen sich durch ein langsames Wachstum aus.
Anfanglich deutet oft eine linsengrof3e, durch Kratzen oder Rasieren mit einer kleinen
Blutkruste Uberzogene, grauweile Induration mit einzelnen Teleangiektasien auf ein
Basalzellkarzinom hin. Basalzellkarzinome zeichnen sich durch eine grofRe klinische und
histologische Variationsbreite aus. Am haufigsten kommt mit ca. 50% das nodulare
Basalzellkarzinom vor. Es ist klinisch durch einen unscharf begrenzten, kuppelartigen Tumor

von wachsartiger, glasiger Farbe und derber Konsistenz gekennzeichnet. Typisch sind ein
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perlartiger Randsaum und Teleangiektasien sowie eine zentrale Einsenkung. Im Verlauf
kann es zur Ulzeration kommen. Die extremen Varianten des ulzerierten Basalzellkarzinoms
stellen das Ulcus rodens und das Ulcus terebrans dar. Hierbei ist das Tumorgewebe nicht
mehr auf das Korium beschrankt, sondern setzt sich destruierend in die Tiefe fort. Dabei
kommt es zur Zerstbrung samtlicher Gewebe und dadurch insbesondere im Gesicht zu
erheblichen Verstimmelungen. Arrosionsblutungen sind haufig. Durch Er6éffnung der
Schadelhohle kénnen in Einzelfdllen meningeale Komplikationen auftreten. Auch in diesem
Stadium kommt es gewdhnlich nicht zu Metastasierung. Neben dem nodularen
Basalzellkarzinom stellen das sklerodermiforme und das superfizielle Basalzellkarzinom die
haufigsten Ubrigen klinischen Subtypen dar. Das sklerodermiforme Basalzellkarzinom
zeichnet sich durch eine ausgepréagte fioromattse Reaktion des bindegewebigen Stromas
aus. Es stellt sich als unscharf begrenzte, narbige, gelbliche Plaque dar, welche zentral
erhaben oder auch atrophisch sein kann. Es besteht eine Tendenz zur Infiltration von tiefer
gelegenen Strukturen. Das superfizielle Basalzellkarzinom imponiert klinisch als
unregelmafig geformte, scharf abgegrenzte rétlich-braunliche Plaque, welche teilweise von
kleinen Schuppen oder Krusten Uuberzogen ist. Eine Pigmentierung kann ebenfalls
vorkommen. Das Wachstum ist langsamer als das der Gbrigen Subtypen, sie ulzerieren nie
(67, 91).

1.2.4 Histologie

Histologisch lassen Basalzellkarzinome entsprechend ihrer Abstammung aus der auf3eren
Haarwurzelscheide Ahnlichkeit zu den Haarfollikeln erkennen (82). Sie beginnen als
haarkeimartiges Zellnest, welches im weiteren Verlauf zunéachst endo-, spéater exophytisch
wachst. Durch die Beziehung zur Basalmembran werden die peripheren Tumorzellen
palisadenartig angeordnet, wahrend die Zellen im Inneren regellos liegen. Die Zellen
erinnern aufgrund ihres grol3en ovalen und stark basophilen Zellkerns an normale
Basalzellen der Epidermis. Das mesodermale Stromagewebe kann durch Wechselwirkungen
zu den Tumorzellen proliferieren und das Tumorgewebe strangférmig zergliedern, dieses
Erscheinungsbild ist typisch fiir das sklerodermiforme BCC. Die Epidermis Uber dem Tumor
ist meist atrophisch oder ulzeriert. Das superfizielle BCC zeigt zwischen Inseln normaler
Haut nur kleine, knospenférmige Tumorzellnester, welche lediglich das obere Korium
infiltrieren (82, 85, 91).

1.2.5 Therapie und Prognose
Die am haufigsten angewandte Therapie ist die Exzision, moglichst mit 0,5 cm
Sicherheitsabstand und histologischer Schnittrandkontrolle. Bei alten Patienten stellt eine

lokale Strahlentherapie eine Alternative dar. Des Weiteren ist eine Kryotherapie oder eine
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photodynamische Therapie mdglich (91). Einen neuen Therapieansatz stellt die lokale
Immuntherapie mit dem topischen Immunmodulator Imiquimod dar, welcher eine starke
zellulare Immunantwort auslost (114). Nachkontrollen finden nach 2, 6, 12 Monaten und
dann in jahrlichem Abstand statt. Die Heilerfolge bei primaren Basalzellkarzinomen liegen bei
95-99%, bei Rezidiven bei 90% (91).

1.2.6 Molekulargenetik

Mutationen im TP53-Tumorsuppressorgen wurden in etwa 40% der Basalzellkarzinome
gefunden (34). Das zugehorige p53-Protein spielt eine zentrale Rolle fir die zellulare Antwort
auf eine DNA Schadigung, wo es schnell im Nukleus akkumuliert und eine Verzégerung des
Zellzyklus in der G1 Phase ausldst. Dadurch wird Zeit fir die DNA Reparatur gewonnen. Bei
nicht mehr reparabler DNA kann durch p53 Apoptose ausgeltst werden. In fast der Halfte
aller menschlichen Neoplasien finden sich TP53-Mutationen (33, 90, 143). Bei den meisten
Tumoren ist ein TP53-Allel von einer Mutation betroffen wahrend das andere Allel durch eine
chromosomale Deletion verloren gegangen ist (6, 10). In Basalzellkarzinomen findet sich
dagegen nach eigenen Untersuchungen nur in 8 Prozent eine biallelische TP53 Inaktivierung
(95). Die Familie der RAS-Protoonkogene kodiert G-Proteine, die Guanosin-5'-triphosphat
hydrolysieren und Zellsignale fir viele Wachstumsfaktorrezeptoren vermitteln (34).
Mutationen in RAS-Genen spielen eine groRe Rolle bei der Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen und malignen Melanomen der Haut, in Basalzellkarzinomen ist die
Bedeutung von RAS-Genmutationen umstritten. Wahrend einzelne Autoren Uber UVB-
typische Mutationen in RAS-Genen berichten (82, 122), ergaben eigene Analysen keine
Mutationen in Basalzellkarzinomen (95).

Eine besondere Rolle in der Entstehung von Basalzellkarzinomen spielt der Sonic Hedgehog
Signaltransduktionsweg. Die Bedeutung seiner Komponenten, wie auch seine Funktion
allgemein, werden in Kapitel 1.4 detaillierter erlautert. Sowohl flr Patienten mit erblichem
Basalzellndvussyndrom (35) als auch in der Mehrzahl der sporadischen Basalzellkarzinome
finden sich Mutationen im PTCH-Tumorsuppressorgen, dem humanen Homolog des
Drosophila-Gens patched (95, 134). Zusétzlich fanden sich auch im SMOH-Gen, das ein
Transmembranprotein kodiert, welches mit Ptch interagiert (siehe unten), Mutationen bei
sporadischen Basalzellkarzinomen (96). In Mausexperimenten konnte zudem gezeigt
werden, dass auch eine Uberexpression von Sonic Hedgehog (Shh) in Keratinozyten zur

Induktion von Basalzellkarzinomen fuhren kann (81).
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1.3 Das Basalzellndvussyndrom (Goltz-Gorlin-Syndrom)

Das Basalzellndvus- oder Goltz-Gorlin-Syndrom ist ein autosomal-dominant vererbtes
Tumor- und Fehlbildungssyndrom. Es ist durch das Auftreten multipler Basalzellkarzinome
der Haut bereits in jungen Jahren charakterisiert. AuRerdem haben die Patienten eine
Pradisposition fur verschiedene benigne (z. B. Ovarialfibrome) und maligne Tumoren,
insbesondere Medulloblastome (in ca. 5% der Falle). Zusatzlich liegen Fehlbildungen vor,
wobei besonders haufig Kieferzysten, Rippenanomalien, palmoplantare Gribchen und
Verkalkungen der Falx cerebri beobachtet werden (39, 93).

Als Ursache der Erkrankung sind Keimbahnmutationen im PTCH-Tumorsuppressorgen
beschrieben worden, welches auf dem langen Arm von Chromosom 9 (9g22) liegt und das
humane Homolog des Segmentpolaritatsgens patched in Drosophila darstellt (35, 39, 49, 93,
112). Wie bereits erwahnt, konnten Mutationen in PTCH und weitere Veranderungen im
Sonic Hedgehog Signaltransduktionsweg (siehe Kapitel 1.4) auch in sporadischen

Medulloblastomen und Basalzellkarzinomen nachgewiesen werden (96, 134).

1.4 Der Sonic Hedgehog Signaltransduktionsweg

Dieser Signaltransduktionsweg ist einer der fundamentalen Signaltransduktionswege fir die
Entwicklung des Embryos. Er ist verantwortlich fir die Gestaltung des sich entwickelnden
Neuralrohres, des Achsenskelettes, der Gliedmal3en, der Lunge, der Haut, der Haare sowie
der Zahne. Verdnderungen in einigen der an ihm beteiligten Gene sind bereits als Ausloser
fur verschiedene Syndrome und Tumorerkrankungen beschrieben worden, welche spater in
diesem Abschnitt noch detailliert dargestellt werden (16). Viele der bisherigen Erkenntnisse
wurden aus Studien an der Taufliege Drosophila gewonnen und viele der Kernelemente sind
in Vertebraten konserviert (130). Es soll daher zunachst kurz der Hedgehog

Signaltransduktionsweg der Fliege umrissen werden.

1.4.1 Der Hedgehog Signaltransduktionsweg in Drosophila

In der Fruchtfliege Ubernimmt der Hedgehog Signaltransduktionsweg die Kontrolle einiger
entscheidender Entwicklungsprozesse, wie zum Beispiel das Wachstum und den
strukturellen Aufbau des Fligels. Es dient dabei der Spezifizierung von Zellen entlang der

anterior — posterioren Grenze (38, 65, 102). Anders als bei Vertebraten, wo verschiedene

8



Einleitung

Hedgehogproteine bekannt sind (Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (lhh), Desert
Hedgehog (Dhh)), gibt es bei Drosophila nur ein Hedgehog Protein, welches die
Entwicklungsprozesse  kontrolliert. Es wurde 1980 zundchst als eines der
Segmentpolaritatsgene beschrieben, bei dessen Mutation das Muster und die Polaritat der
Larvensegmente gestort ist (78). Bei homozygoten Hedgehog Mutanten wird die Larvenhlille
scuticle” umhillt von dornartigen Fortsatzen, die ,denticles” genannt werden (70), was zur
Namensgebung (Hedgehog = Igel) fihrte. Hedgehog ist ein sekretiertes, hormonartiges
Protein, welches autokatalytisch gespalten wird, wodurch das aktive N-terminale Fragment
frei wird. Dieses wird durch Anlagerung eines Cholesterolmolekiils an sein C-terminales
Ende maodifiziert (130). Der Signalweg wird aktiviert, indem Hedgehog an seinen Rezeptor
Patched (Ptc) bindet. Patched ist ein Transmembranprotein, das zusammen mit Smoothend
(Smo) einen Rezeptorkomplex an der Zellmembran bildet. In Abwesenheit von Hedgehog
(siehe auch Abb. 1) inhibiert Patched das Smo Protein. Bindet Hedgehog an Patched (siehe
auch Abb. 2), entféallt die Inhibition von Smo und es kommt zur Weiterleitung des Signals
uber einen mikrotubuli-assoziierten Proteinkomplex, bestehend aus den Proteinen Fused
(Fu), Costal2 (Cos2), Suppressor of Fused (Sufu) und Cubitus Interruptus (Ci*>®). Ci**® wird
hierbei gespalten, die transkriptionshemmende Form Ci” wird freigesetzt. Dieser fehlt die
Bindungsstelle fir das Creb-Bindungsprotein (CBP), die am C-terminalen Ende liegt. Durch

die Proteinkinase A (Pka) vermittelte Phosphorylierung von Ci'*®

wird die Spaltung
unterstutzt. Wenn Hh an Ptc bindet fuhrt die daraus resultierende Aktivierung von Smo zu
einer LOosung des Fu-Cos2-Ci Komplexes von den Mikrotubuli durch Phosphorylierung von

155 wird verhindert. Ci*®® diffundiert in den Nukleus und

Cos2 und Fu. Die Spaltung von Ci
aktiviert die Transkription von Wg, Ptc und Decapentaplegic (Dpp), einem TGFR-
Signalprotein, in Assoziation mit CBP. Anders als bei Vertebraten, wo auch die Ci-homologe
Gli Transkription Hh abhangig ist, wird in Drosophila Ci posttranskriptional gesteuert (4, 2,
46, 50). Ptc, Smo, Ci und Fu steuern die Hh Aktivitat in allen bisher untersuchten Prozessen,
und zwar Uber ein Gleichgewicht zwischen transkriptionsaktivierenden (Ci**®) und —
unterdriickenden (Ci”®) Formen von Ci (29). Ptc kontrolliert seine eigene Transkription, in
Abwesenheit von Hh liegen nur geringe Mengen PTC RNA vor, da die PTC-Transkription
und Expression durch Ptc gehemmt wird. Nur in Anwesenheit von Hh kommt es zu einer
Zunahme. Es entsteht so ein negativer Riickkopplungsmechanismus zwischen Ci und Ptc,
welcher durch Hh reguliert wird (1, 21, 38, 124). Diese Beziehung ist in Vertebraten

konserviert, alle drei Hh Proteine induzieren hohe PTCH Level (29).
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Ptc blockiert Smo

__ Weiterleitungl
blockiert

Nukleus

4—//\'—| ) ——

Mikro-
tubuli

\ . Abspaltung
N . des Repressors
Transkription unterdriickt Ci75

Abb. 1: Darstellung des Hh Signaltransduktionsweges ohne Aktivierung durch Hh (in Anlehnung
an Referenz 2 und 50).

Ptc Inhibition aufgehoben

Weiterleitung
des Signals
durch Smo

Nukleus

'Dissoziation
von Mikrotubuli

Transkription von DPP, PTC, WG

Abb. 2: Darstellung des Hh Signaltransduktionsweges mit Aktivierung durch Hh (in Anlehnung
an Referenz 2 und 50).
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1.4.2 Der Shh Signaltransduktionsweg beim Menschen

Die bereits erwahnten drei Hedgehogproteine der Vertebraten, Shh, Ihh und Dhh, kénnen
alle Uber denselben Signaltransduktionsweg agieren. Sie regulieren die Entwicklung der
unterschiedlichen Organe durch ihr jeweils spezifisches Expressionsmuster. Dhh und Ihh
sind im Wesentlichen verantwortlich fir die Entwicklung der Keimbahn und des
Skelettsystems, lhh insbesondere auch fur die Entwicklung der Talgdriisen. Die Expression
von Sonic Hedgehog ist bei Vertebraten am weitesten verbreitet, auerdem ist es das
potenteste Hedgehogprotein (16). Seine Komponenten und deren Funktionen sollen im

Einzelnen erlautert werden.

1.4.2.1 Das Shh Protein

Das SHH Gen ist auf Chromosom 7q36 lokalisiert (7). Das Sonic Hedgehog Protein wird
ahnlich wie Hh durch das C-terminale, katalytisch wirkende Ende posttranslational durch
Selbstspaltung gespalten. Durch die Anlagerung von Cholesterol an das N-terminale
Fragment (Shh-N) entfaltet Shh seine Aktivitat, indem es an den Transmembranrezeptor
Ptch bindet (16, 51, 99). Es spielt eine entscheidende Rolle als Mediator fir die Zone der
Zellpolarisierung in den sich entwickelnden Extremitaten und wird in weiten Teilen des sich
entwickelnden Zentralnervensystems, der Lunge, des Darms, der Zahne und der Haarfollikel
exprimiert (22, 118, 130). So wird Shh beispielsweise im Notochord produziert und induziert
die Bodenplattenentwicklung und spater die Differenzierung von ventralen Neuronen
inklusive den dopaminergen Neuronen. Auch fir das Wachstum und den Aufbau des
Kleinhirns ist in Purkinje Zellen produziertes Shh mitverantwortlich, indem es die Proliferation
von neuronalen Vorlauferzellen in der auReren Kornerschicht induziert. Auf der anderen
Seite bewirkt es die Differenzierung von Bergmanngliazellen, die das Wachstum der Zellen
der auflieren Kornerschicht hemmen (18). Der Shh Transport tber gréf3ere Entfernungen
findet dabei Uber verschiedene Mechanismen statt. Es konnte eine Shh Polymerform
nachgewiesen werden, lber die ein Langstreckentransport des Signals per Diffusion méglich
ist (142). Die Langstreckentbermittiung wird auch durch Shh Bindung an das Protein
Dispatched (Disp) ermdglicht. Dispatched ist ein Protein mit zwei Domanen fir die Hh-
Bindung. Das zugehorige Gen liegt auf 1942 (16, 142). Megalin ist ein Rezeptor, der zur
Gruppe der LDL Lipoproteine gehért. Shh bindet an Megalin mit hoher Affinitat.
Moglicherweise wird Uber Megalin vermittelte Endozytose die Shh Konzentration an der
Zelloberflache reguliert. Multimeres Shh kdnnte des Weiteren Uber Megalin transportiert
werden (16).

Die Aktivitdt von Shh kann durch zwei Proteine, Hedgehog-Interacting Protein (Hip) (15) und
Growth arrest specific 1 (Gasl) (56), inhibiert werden. Hip ist ein membranstandiges

Glycoprotein, welches Shh, wie auch Dhh und lhh bindet, und damit ihre Ausbreitung
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verringert (15). Gasl ist ein 45 kDa Glycophosphatidylinositol-gekoppeltes Protein, welches
ebenfalls die Ausbreitung von multimerem Shh einschrankt.

Eine fehlerhafte Shh Funktion bewirkt schwere Entwicklungsstorungen. So entwickelt sich in
Mausen ohne Shh Funktion die Bodenplatte nicht (13). Shh war das erste entdeckte
Holoprosenzephalie auslésende Gen. Es konnten zwei Mutationen gefunden werden, bei
denen die Shh Funktion verloren geht (7, 99). Die Gruppe der Holoprosenzephalien
bezeichnet Defekte in der Préachordalplatte, welche zu kombinierten Gesichts- und
Gehirnfehlbildungen fiihren. Inzwischen wurden weitere Gene beschrieben, deren Mutation
zur Holoprosenzephalie flhren kann. Diese spielen entweder direkt im Shh-
Signaltransduktionsweg eine Rolle (PTCH, GLI2) oder sind eng mit diesem verknupft
(TDGF1, TGIF, FAST1, ZIC2, DHCR7) (16). Umgekehrt fiihrt die Uberexpression von Shh zu
einem &hnlichen Symptomenkomplex, wie bei Missense-PTCH Mutationen (s. u.).
Transgene Mause, die Shh in der Haut Uberexprimieren, entwickeln multiple
Basalzellkarzinome (23, 81). Beim Menschen kommt es zu Skelettveranderungen, wie

Lippen-Kiefer-Gaumenspalten oder zusatzlichen Fingern und Zehen (16).

1.4.2.2 Das Ptch Protein

Das PTCH-Gen ist auf Chromosom 9¢22.3 lokalisiert. Es kodiert fir ein Rezeptorprotein mit
12 Transmembrandomanen, zwei grof3en extrazelluldren und einer kleineren intrazellularen
Domane (26, 49). Der Proteinaufbau erinnert an ein Kanalprotein, es wurde allerdings keine
Transportfunktion festgestellt. Ptch bindet Shh und die beiden anderen Hedgehogproteine
mit relativ hoher Affinitat mittels der zwei extrazellularen Domanen (25, 61). Ahnlich den
Verhéltnissen in Drosophila wird das Shh Signal tber einen Ptch-Smoh Rezeptorkomplex
weitergeleitet, wobei Smoh (s. u.) in Abwesenheit von Shh durch Ptch inhibiert wird (75). Fur
den genauen Hemmungsmechanismus gibt es verschiedene Modelle. Es kénnte ein Ptch-
Smoh Komplex vorliegen, in dem Smoh durch Konformationsanderung aktiviert wird, die
durch die Bindung von Shh an Ptch induziert wird. Alternativ kénnte Shh eine Dissoziation
von Smoh aus dem Ptch-Smoh Komplex bewirken. Ptch kbnnte Smoh alternativ auch durch
ein Intermediarprotein hemmen oder Ptch kénnte Smoh katalytisch hemmen (16, 115). Fir
eine nichtstochiometrische (indirekte) Smoh-Hemmung durch Ptch spricht die Entdeckung,
dass ein Verhaltnis von Ptch zu Smoh von 1:45 bereits zu einer 80 prozentigen Hemmung
von Smoh fuhrt (115).

Sind die beiden grol3en extrazellularen Domanen von Ptch von einer Mutation betroffen,
kann keine Shh Bindung stattfinden und es kommt zu einer konstitutiven Hemmung von
Smoh. Ist das C-terminale Ende von einer Mutation betroffen, findet keine Hemmung von
Smoh durch Ptch statt, auch unabh&ngig von einer Bindung von Shh (16). Es konnte gezeigt

werden, dass PTCH Keimbahnmutationen die Ursache des Goltz-Gorlin Syndroms darstellen
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(35, s. oben). In einem erheblichen Anteil sporadischer Basalzellkarzinome und bei
Medulloblastomen (26, 88, 134), sowie bei Meningeomen, Fibrosarkomen, ovariellen
Fibromen, Rhabdomyosarkomen und kardialen Fibromen wurden somatische PTCH
Mutationen nachgewiesen (16, 130). Inzwischen konnte ein PTCH Homolog, PTCH2,
identifiziert werden, dass auf 1p32—p34 lokalisiert ist. Das zugehdrige Protein weist ebenfalls
die fur die Shh Bindung nétigen zwei extrazellularen Domanen auf, wird embryonal jedoch
anders als Ptch exprimiert. Seine Funktion ist bis heute unklar (16). In sehr seltenen Fallen
wurden Mutationen von PTCH2 in Basalzellkarzinomen und Medulloblastomen berichtet
(109).

1.4.2.3 Das Smoh Protein

Das SMOH-Gen ist auf Chromosom 7g32 lokalisiert (96, 138). Es kodiert fir ein Protein mit
sieben Transmembrandoméanen, welches strukturell an die Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren erinnert. Dessen Funktion innerhalb des Signaltransduktionsweges
ist die Weiterleitung des Hh Signals in das Zellinnere (75, 130). Dafur sind besonders die
dritte intrazellulare Schleife sowie die siebte Transmembrandoméne wichtig. Die
Interaktionen zwischen Ptch und Smoh werden vor allem durch das Cystein-reiche N-
terminale Ende von Smoh bedingt (16, 130). Wie bereits erwahnt, ist der genaue
Interaktionsmechanismus zwischen Ptch und Smoh noch Gegenstand der Diskussion.

Auch Smoh spielt in der molekularen Pathogenese von bestimmten Tumoren eine Rolle. So
finden sich in ca. 10% der Basalzellkarzinome somatische Mutationen im SMOH-Gen, in der
Mehrzahl der Falle ist das so genannte hot spot codon 535 betroffen (138). Es handelt sich
um eine aktivierende Mutation, welche zusammen mit dem Adenovirus E1A embryonale
Rattenfibroblasten transformieren kann und in der Haut transgener Mause
basalzellkarzinomartige Tumoren induziert (138). Aktivierende SMOH Mutationen fihren,
ahnlich wie inaktivierende PTCH Mutationen, zu einer Hochregulation der Shh Zielgene.
Derartige Mutationen wurden aufler in sporadischen Basalzellkarzinomen (96) auch in
Medulloblastomen (96, 138) beschrieben.

1.4.2.4 Die Proteine Glil1, Gli2 und Gli3

Im Gegensatz zur Fruchtfliege sind bei Vertebraten nicht nur ein, sondern drei cubitus
interruptus homologe Proteine, Glil — Gli3 bekannt. Die Aktivierung der Shh Zielgene erfolgt
durch einen Synergismus von Glil, Gli2 und GIi3. Fur Gli2 und Gli3 wurden sowohl
transkriptionsaktivierende wie auch -unterdrickende Domé&nen gefunden, in Glil dagegen
nur -aktivierende (64). Es gilt als gesichert, dass Gli2 und Gli3 die Hauptmediatoren des Shh
Signals im Zellkern sind (5, 62, 66, 73, 86, 130). Die Vermittlung des Signals wird jedoch

noch durch externe Faktoren beeinflusst. So konnte ahnlich wie in Drosophila z. B. fir den
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humanen Suppressor of Fused gezeigt werden, dass er die transkriptionelle Aktivierung
durch Glil1 durch Sequestrierung im Zytoplasma verhindern kann (20, 113).

Das menschliche GLI1 Gen wurde zuerst als amplifiziertes Gen in Gliomen beschrieben (52).
Es ist auf Chromosom 1213 lokalisiert, erstreckt sich tber ca. 13 kb genomische DNA und
umfasst 12 Exone (16, 59). GLI1 stellt den Prototyp fur die Gli-Kruppel Genfamilie dar. Die
entsprechenden Proteine sind charakterisiert durch eine konservierte Zink-Finger-Domane,
die aus funf C,-H, Zink-Fingern und einem konservierten Histidin-Cystein-Strukturmotiv
besteht (139). Die Gli Zink-Finger-Doméne vermittelt die Anlagerung an die DNA am
Basenpaarmotiv GACCACCCA (19, 59). Das Glil Protein umfasst 1106 Aminosauren.
Bisher sind zwei Isoformen bekannt (16). Das Protein wird keiner proteolytischen Spaltung
unterzogen und weist keine Repressorfunktionen auf (16, 47). Wahrend der Entwicklung
kann Glil in vielen Geweben nachgewiesen werden, so z.B. im Gehirn in den anterioren und
ventralen Anteilen des Telenzephalons, dem ventralen Mesenzephalon und dem sich
entwickelnden Plexus choroideus, des Weiteren in der Haut, wie auch im Rippenmesoderm,
und der mesodermalen Schicht des Gastrointestinaltraktes (16, 42, 59). Nach Abschluss der
Organentwicklung wurde es in der Haut im Bereich der &auRReren Haarwurzelscheide
nachgewiesen, wahrend sich in der interfollikularen Epidermis keine Glil Expression findet
(28). Ein Nachweis von Glil1 gelang des Weiteren im Hoden, im Myometrium und im Eileiter,
bei Mausen auch im Gehirn (16, 42, 59). GLI1 wird einer post-transkriptionellen Regulation
unterzogen, d. h. es konnten verschieden lange 5 untranslatierte Regionen nachgewiesen
werden, wobei die kirzeren Transkripte fur Proteine mit einer deutlich gesteigerten
transkriptionellen Aktivitat kodieren, wahrend die langeren Transkripte fur Proteinen mit
geringerer Transkriptionsaktivitat kodieren (127). Typischerweise lassen sich dabei die
kiirzeren Transkripte verstarkt in Basalzellkarzinomen nachweisen, die langeren verstarkt in
gesundem Gewebe (127). Glil aktiviert als Transkriptionsfaktor Shh Zielgene. Dadurch
kommt es u. a. zu einer proliferationsanregenden Wirkung, wie im ZNS von Mausen gezeigt
werden konnte (64). Die Funktionsweise von Glil im gesunden und kranken Organismus
wird im Teil ,Diskussion®, Abschnitt 4, noch naher dargestellt.

Das GLI2-Gen ist auf Chromosom 2q14 lokalisiert (16). Fur das Gli2 Protein ist sowohl eine
Aktivatordomane im C-terminalen Fragment, als auch eine Repressordomane im N-
terminalen Fragment beschrieben worden (104). Ein Protein ohne die N-terminale Halfte
imitiert dabei Shh-Effekte (104). Glil und Gli2 zeigen deutlich Uberlappende Funktionen (72,
83). In spinalen Motorneuronen induzieren Glil und Gli2 die Zelldifferenzierung, Gli2 mediiert
dabei jedoch direkt das Shh Signal (44). Nach Aktivierung durch Shh wird Gli2 zur ventralen
Spezifizierung des caudalen Neuralrohrs benétigt (73). Es scheint dabei als Regulator der
Ptch und GIlil Expression zu wirken (72). Es konnte gezeigt werden, dass Gli2 dabei am

GLI1 Promotor bindet (45). Transgene Mause mit Mutationen in Gli2 entwickeln keine
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Bodenplatte (72) - &hnlich Mausen ohne Shh Funktion (13) - und entwickeln Stenosen von
Osophagus und Trachea sowie eine Lungenhypoplasie (72). Mause mit GLI1/GLI2
Doppelmutationen zeigen dabei im Vergleich zu Mausen mit alleiniger GLI2 Mutation einen
noch wesentlich schwerer beeintrachtigten Phanotyp und sterben kurz nach der Geburt mit
zahlreichen verschiedenen Defekten des ZNS und der Lungen (72, 83). Mutationen von GLI2
wurden bei Patienten mit Holoprosenzephalie beschrieben (100). Ahnlich wie SHH” mutante
Mé&use unterliegen auch GLI2" mutante Mause einer Stoérung der Haarfollikelentwicklung mit
reduzierter Zellproliferation. Zusatzlich wird Shh erheblich Uberexprimiert. Umgekehrt 16st
eine GLI2-daueraktivierende Mutation bei SHH” M&ausen Shh-abhangige Genexpression und
Zellproliferation aus (66). Gli2 fallt also offenbar die entscheidende Funktion bei der
Ubermittlung des Shh Signals zu (5, 66, 72, 73). Die Analyse von vier verschiedenen
Isoformen von Gli2, welche durch posttranscriptionelle Splicingprozesse entstehen, ergab
dass insbesondere die GLI2RB Form, welche eine Aktivator- aber keine Repressordoméne
enthdlt, in Basalzellkarzinomen tberexprimiert wird (120).

Das GLI3-Gen ist auf Chromosom 7p13 lokalisiert. W&ahrend Gli2 Shh-vermittelt zur
ventralen Spezifizierung im caudalen Neuralrohr bengtigt wird (s. 0.), kann in mehr rostralen
Regionen nur Gli3 die Entwicklung von ventralen Zellen in Abwesenheit von Gli2 vermitteln.
Somit wird das Shh Signal durch unterschiedliche, sich jedoch tberlappende Funktionen von
Gli2 und GIi3 entlang der rostral-caudalen Achse des sich entwickelnden Neuralrohres
mediiert (73, 86). Fir dieses Genprodukt ist ein &hnlicher, das N-terminale Fragment
einbeziehender Regulationsmechanismus wie fir Gli2 beschrieben worden (104). GIi3
unterdriickt die Gli2 Funktionen als Repressor des Shh Weges jedoch (44). Gli3 Mutationen
sind die Ursache fir mehrere erbliche Syndrome. So werden das Greig
Cephalopolysyndaktyliesyndrom (GCPS), das Pallister-Hall Syndrom (PHS), sowie die
postaxiale Polydaktylie Typ A (PAP-A) durch mutierte und verkiirzte Formen von Gli3
ausgelost, wobei bei GCPS der Abbruch am aminoterminalen Ende, bei PAP-A der Abbruch
am carboxyterminalen Ende und bei PHS die Verkirzung zwischen den beiden anderen,
direkt hinter dem Zink-Finger-Motiv liegt (8, 103, 139). Fir das Greig-Syndrom wurden
zusatzlich auch Punktmutationen, bei denen GIli3 seine Funktion einbtf3t, gefunden (131).
Gli3 wurde sowohl in gesunder Haut als auch in Basalzellkarzinomen nachgewiesen (32).
Transgene Mause mit Gli3 Mutationen zeigen eine Polydaktylie und schwere Defekte im
dorsalen ZNS (83).

1.4.2.5Das Btrc (R-transducin repeat-containing) Protein
Das humane BTRC Gen liegt auf Chromosom 10924 (14, 24), einer in Tumoren haufig
deletierten Region. Das entsprechende Protein wurde urspriinglich als ein Xenopus-Protein

identifiziert, dass die Auswirkungen einer CDC15 Mutation in Saccharomyces cerevisiae
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unterdricken kann (110). Inzwischen sind auch Homologe fur Drosophila (Slimb) und den
Menschen (u.a. Btrc) identifiziert. Das menschliche und das Fliegenprotein sind zu 78%
homolog (119). Slimb (supernumerary limbs) gehort zur Familie der ,F-box/WD-repeat*
Proteine. Diese Proteinfamilie besteht aus konservierten, sich wiederholenden Einheiten, die
normalerweise auf Trp-Asp (bzw. WD) enden. Sie koénnen in allen Eukaryonten
nachgewiesen werden, nicht aber in Prokaryonten. F-box/WD-repeat Proteine haben
steuernde  Funktionen, u. a. in der Zellteilung, der Transkription, der
Transmembransignalibertragung und der mRNA Modifikation (76). In der Fruchtfliege
hemmt Slimb sowohl den Wingless- als auch den Hedgehog Signaltransduktionsweg, indem
es Armadillo und Cubitus interruptus im Cytoplasma bindet und deren Degradierung im
Proteasom induziert. Armadillo (Arm), das Drosophila-Homolog von 3-Catenin, wird durch
Wingless stabilisiert. Bei einem Verlust des als Gegenpol wirkenden Slimb kommt es zu
einer Akkumulation von Ci und Arm. Auflerdem fuhrt der Verlust von Slimb zu einer
vermehrten Bildung von transkriptionell aktivem Ci. Slimb stellt damit fir beide Signalwege
einen negativen Regulator dar (48).

Wegen der Homologie zu Slimb ist eine &hnliche negative Regulation von Btrc durch
Proteindegradierung innerhalb des Sonic Hedgehog Weges zu vermuten. Eine Storung
wirde zu einer Aktivierung des Sonic Hedgehog Weges fuhren, was, ahnlich wie
aktivierende Mutationen in Smoh oder inaktivierende Mutationen in Ptch (s.0.), zu Tumoren

fuhren kénnte. BTRC ist also ein Kandidat fir ein Tumorsuppressorgen.

1.4.2.6 Der Insulin-&hnliche Wachstumsfaktor 1gf2

Das IGF2-Gen, das fur den humanen Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor 2 (Igf2) kodiert, ist
auf Chromosom 11p15.5 lokalisiert (79). Normalerweise liegt beim Menschen, wie auch bei
Mausen, das maternale Allel in den meisten Geweben nach Abschlu? der Entwicklung
Lmprinted“ vor, das heif3t, es ist durch eine DNA-Methylierung transkriptionell inaktiviert, so
dass nur das paternale Allel transkribiert wird (79, 97). 1gf2 spielt eine Schllsselrolle in der
Entwicklung. So beeinflusst es die fetale Zellteilung und -differenzierung zahlreicher
unterschiedlicher Zelltypen und gilt neben WNT und PDGFR« als eines der Glil Zielgene,
deren Transkription durch erhdhte Glil Level gesteigert ist (16). Eine Alteration dieser
genetischen Pragung ist als Ursache fur ein humanes fetales Wachstumssyndrom, das
Beckwith-Wiedemann Syndrom beschrieben worden, welches klinisch mit Gigantismus,
Makroglossie und Exomphalus einhergeht. Eine Uberexpression von Igf2 konnte des
Weiteren in verschiedenen Tumoren, z.B. in Wilms-Tumoren (107), kindlichen
adrenokortikalen Tumoren (132), Hepatoblastomen (31), kolorektalen Karzinomen (116),
Meningeomen (74) und Rhabdomyosarkomen (37, 84) nachgewiesen werden. Als Ursache

fur diese Uberexpression kommen verschiedene Mdglichkeiten in  Betracht:
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(a) Transkriptionelle Aktivierung des maternalen Allels durch einen Verlust der genetischen
Pragung, dem so genannten ,Loss of imprinting“ (LOI) (69, 97). (b) Uniparenterale Disomie,
d.h. Verdoppelung des vaterlichen Allels bei Verlust des mitterlichen Allels.
(c) Uberexpression von IGF2 durch einen aberrant aktivierten Signaltransduktionsweg (36).
Gerade diese letzte Mdglichkeit ist von Bedeutung fiir die eigene Arbeit. So wurde IGF2 in
Rhabdomyosarkomen als ein mogliches Zielgen des Shh Signaltransduktionsweges
beschrieben (36).

1.5 Aufgabenstellung

Eine aberrante Aktivierung des Shh Signaltransduktionsweges konnte bereits in
Basalzellkarzinomen der Haut, in primitiven neuroektodermalen Tumoren des ZNS (PNETS),
sowie in verschiedenen anderen Tumoren nachgewiesen werden. In bisherigen
Untersuchungen wurden als Ausldser der Fehlregulation in Basalzellkarzinomen und PNETSs
vor allem Mutationen in den beiden Transmembranproteinen Ptch und Smoh gefunden, die
in einer konstitutiven Aktivierung der Transkription von Shh Zielgenen, wie z. B. GLI1 und
PTCH, resultieren. Ein Teil der Tumoren zeigt jedoch keine Veranderungen in diesen beiden
Proteinen, obwohl eine vermehrte Expression der Shh Zielgene GLI1 und PTCH vorhanden
ist. Dies legt die Hypothese nahe, dass auf3er PTCH und SMOH Mutationen Veranderungen
auch in anderen Genen des Shh Signalweges in einem Teil der Basalzellkarzinome und
PNETSs vorliegen kdnnten.

Die vorliegende Arbeit diente daher der Beantwortung der folgenden Fragen:

1. Ist die aberrante Aktivitat des Shh Signaltransduktionsweges bzw. die verstarkte GLI1
Expression in Medulloblastomen und Basalzellkarzinomen ohne inaktivierende PTCH
oder aktivierende SMOH Mutationen moglicherweise durch aktivierende Mutationen
in GLI1 bedingt?

2. Zeigen Basalzellkarzinome und Medulloblastome Mutationen, Deletionen oder
Verluste der Expression des BTRC Gens?

3. Finden sich in diesen Tumoren Veranderungen der Expression der Gene GLI2 und
GLI3?
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4. Wie verhalt sich die Expression von IGF2 in diesen Tumoren, insbesondere im
Vergleich zur Expression der GLI Gene und zu PTCH oder SMOH Mutationen? Stellt
IGF2 mdglicherweise ein Shh Zielgen dar, das in Medulloblastomen und
Basalzellkarzinomen ebenfalls hochreguliert ist?

5. Finden sich Unterschiede im Expressionsniveau der Gene GLI2, GLI3 oder IGF2 in

Tumoren mit oder ohne nachgewiesene PTCH oder SMOH Mutationen?

Um diesen Fragen nachzugehen, wurde eine Serie von 17 PNETs (13 Medulloblastome und
4 supratentorielle PNETs) und 31 Basalzellkarzinomen auf Mutationen in GLI1 und auf
MRNA-Expression der Gene GLI2, GLI3 und IGF2 in Ergdnzung zu bereits am gleichen
Tumorkollektiv  durchgefiihrten  Mutationsanalysen von PTCH und SMOH und
Expressionsanalysen von GLI1 untersucht. Des Weiteren wurde ein grol3eres Tumorkollektiv
von 66 PNETs (62 Medulloblastome und 4 supratentorielle PNETs) und 25

Basalzellkarzinomen auf Veranderungen im BTRC Gen hin untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Tumormaterial und Blut

Fir die Mutationsanalysen von GLI1 wurden 31 Basalzellkarzinome der Haut und 17
primitive neuroektodermale Tumoren des ZNS (PNETs) ausgewahlt, darunter 13
Medulloblastome und 4 supratentorielle PNETs. Aus diesem Kollektiv wurden 22
Basalzellkarzinome und 15 PNETSs fir die Expressionsanalysen von GLI2, GLI3 und IGF2
verwendet. Die Tumoren stammten aus der Tumormaterialsammlung der Abteilungen fir
Neuropathologie und Dermatologie der Heinrich-Heine-Universitat,  Dusseldorf.
Tumorgewebe von 4 Medulloblastomen wurde freundlicherweise von Dr. C. Sommer,
Abteilung fir Neuropathologie der Universitait Mainz, zur Verfiigung gestellt. Das
durchschnittliche Alter der PNET Patienten betrug zum Zeitpunkt der Operation 16,7 Jahre,
der Median lag bei 11 Jahren mit einer Altersspanne von 6 Monaten bis 46 Jahren. Es
handelte sich um 10 mannliche und 7 weibliche Patienten. Alle Hirntumoren wurden nach der
WHO-KIassifikation fur Tumoren des Nervensystems eingeteilt (9).

Die Basalzellkarzinome stammten von 19 mannlichen und 12 weiblichen Patienten. Keiner
dieser Patienten hatte Anzeichen fur ein navoides Basalzellkarzinom-Syndrom (Goltz-Gorlin
Syndrom). Das Durchschnittsalter der Patienten bei Operation betrug 74 Jahre, der Median
ebenfalls 74 Jahre, bei einer Altersspanne von 33 bis 89 Jahren. Gewebeproben der zu
untersuchenden Tumoren wurden direkt nach der Operation eingefroren und bei -80°C
aufbewahrt. Um sicherzustellen, daf} die Proben fir die molekularen Analysen ausreichende
Mengen an Tumorzellen enthalten, wurden die Proben der PNETs und der
Basalzellkarzinome histologisch begutachtet und nur Proben mit einem Tumorgehalt von
mehr als 80% fur weitere Untersuchungen verwendet. Von 24 der 33
Basalzellkarzinompatienten stand zusatzlich Blut zu Verfligung, das ebenfalls bei -80°C
gelagert wurde. Aus den tiefgefrorenen Tumorgeweben wurden mittels Ultrazentrifugation
Uber einen Casiumchloridgradienten die Nukleinsauren gewonnen, deren Konzentration
spektrophotometrisch bestimmt wurde. Als Kontrolle fir die Expressionsanalysen diente
RNA aus Hautgewebe zweier gesunder Personen und nichtneoplastisches, postmortal
gewonnenes Kleinhirngewebe zweier Erwachsener.

Fur die Mutationsanalyse von BTRC stand zusatzlich ein Tumorkollektiv aus 51 PNETs zur
Verflgung, welches freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Pietsch vom Institut fur

Neuropathologie der Universitadt Bonn zur Verfligung gestellt wurde. Es setzte sich aus 36
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mannlichen und 15 weiblichen Patienten zusammen. Die Altersspanne reichte von 1 bis zu
59 Jahren. Das Durchschnittsalter betrug 10,1 Jahre. Fur die eigenen Untersuchungen

standen bereits extrahierte und aufgereinigte DNA- und RNA-Proben zur Verfigung.

2.2 cDNA-Synthese

Diese Methode bedient sich der Reversen Transkriptase, einem Enzym viralen Ursprungs,
mit dessen Hilfe mRNA in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben werden kann. Um
die Synthese komplementdrer DNA zu induzieren, bendtigt die Reverse Transkriptase
Oligonukleotide, die als sogenannte Primer an die DNA binden. Bei der in den eigenen
Untersuchungen angewandten ,Random Priming“-Methode werden als Primer kurze DNA-
Hexamere unterschiedlicher Sequenz eingesetzt, die zufallig an die mRNA binden.

Fur einen cDNA-Syntheseansatz wurden 3 pl RNA Lésung mit einer Konzentration von 1
pag/ul mit 3 ul DEPC-behandeltem Aqua dest. verdinnt, 5 min auf 70°C erhitzt und danach
sofort auf Eis gestellt, um die RNA zu linearisieren. Zu jeder Probe wurden 42 pl des
Reaktionsgemisches (siehe unten) hinzugegeben und das Gemisch bei 42°C fir 3 min
erwarmt. Dann wurden 2 ul der Reversen Transkriptase (SuperScript Reverse Transcriptase
200 U/ul, GIBCO BRL) zugegeben und flir mindestens 2 h bei 42°C inkubiert.

Reaktionsgemisch:

0,4 pul 0,1 MDTT (GIBCO BRL)

1,0 yl RNasin (40000U/ml) (PROMEGA)

1,7 ul BSA (GIBCO BRL)

2,5 pl 25mM dNTP-Gemisch (SIGMA)

3,0 yl pd(N)s Hexamerprimer (1,5ug/ul)
10,0 pl 5xH-RT-Puffer (GIBCO BRL)
23,4 yl DEPC-behandeltes Aqua dest.
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2.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist ein Verfahren zur gezielten Vervielfaltigung von
Nukleotidsequenzen. Dabei wird der natirliche Ablauf der semikonservativen Replikation in
vitro vereinfacht nachempfunden. Anstatt wie in vivo die Doppelhelix Uber eine DNA-Helikase
zu spalten, werden die Wasserstoffbriickenbindungen hier durch Erhitzen auf tber 90°C
denaturiert. Man verwendet im Weiteren sogenannte Primer, kurze Oligonukleotide, die als
Startsignalstiicke das zu amplifizierende DNA-Stlick eingrenzen. Nach der thermischen
Spaltung (Denaturierung) des DNA Doppelstranges hybridisieren die Starter-Oligonukleotide
dann bei niedrigerer Temperatur an die freien Wasserstoffbriickenbindungen der
Einzelstrange des komplementaren DNA Bereiches (,Annealing), und zwar jeweils am
5° Ende jedes der beiden Strange. Durch eine erneute Temperaturerhbhung kann eine im
Ansatz enthaltene hitzestabile (Tag) Polymerase nach Ansatz am Primer als Start nun freie
Nukleotide zur Synthese eines neuen Stranges verwenden (,Elongation®). Alle DNA-
Polymerasen kénnen grundséatzlich nur freie Nukleotide mit einem basengepaarten Nukleotid
verknipfen, daher sind Primer notwendig. Des Weiteren kann die Polymerase den Strang
nur in 3 Richtung verlangern. In vivo mull daher der sogenannte Folgestrang Uber
Okazakistlicke entgegen der Laufrichtung der Replikationsgabel synthetisiert werden. Da in
vitro durch die Primer jeweils am 5° Ende gestartet wird und die Doppelhelix thermisch
vollstandig gespalten ist, kann der gewlinschte Abschnitt beider Strange an einem Stlck
synthetisiert werden. Durch Wiederholen des Zyklus aus Denaturierung, Annealing und
Elongation gelingt es, ein beliebiges DNA Stiick zu amplifizieren.

Nachfolgend soll ein typischer PCR-Ansatz dargestellt werden, wie er in den eigenen

Untersuchungen verwendet wurde.

DNA-Matrize 1 ul (20 ng/pul)
10 X PCR-Puffer 2,5 ul

2 mM dNTPs 2,5 ul

10 pmol/pl je Primer 1,5 ul

50 mM MgCl, 0,75 pl

Taq DNA Polymerase 5 u/pl 0,2 ul

Aqua dest. ad 25 pl

Die Matrizen-DNA wurde in einem 0,2 ml-Reaktionsgefald auf Eis vorgelegt. Dann wurden
die PCR-Komponenten in der angegebenen Reihenfolge in einem anderen Gefal

zusammenpipettiert, kurz gemischt, herunterzentrifugiert und zur Matrizen-DNA zugegeben.
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Der Ansatz wurde sofort in die PCR-Maschine (BIOMETRA T3 Thermocycler) gesetzt und
das Programm gestartet (siehe unten).

Um die Produktspezifitdt zu erhéhen, wurde fiir die Primer Gli 1 Prom1, Gli 1 Prom2, Gli 1
Prom3, Gli 1 ZiFi cDNA 2, Gli 1 ZiFi cDNA 3, Gli 1 ZiFi gen1 — Gli 1 ZiFi gen6, Gli Reg. IV,
sowie fur BTRC9 dem PCR-Ansatz 1 x Faktor Q (QIAGEN), sowie fur den Primer Gli 1 ZiFi
cDNA 1 5 % Formamid zugegeben.

PCR-Programm:

1. Initiale Denaturierung 95°C fir 2 min

2. Denaturierung 95°C fur 30 s

3. Anlagerung 54°C - 62°C fiir 30 s (abhangig vom verwendeten Primerpaar)
4. Elongation 72°C fur30 s

5. Finale Elongation 72°C fUr 2 min

Wiederholung

der Schritte 2-4 35 - 40x (abhangig vom verwendeten Primerpaar)

2.4 Agarosegelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese in Agarosegelen aufgetrennt. Es handelt
sich hierbei um ein Verfahren, bei dem man sich die Eigenschaft von geladenen Molekilen
zunutze macht, in einem elektrischen Feld zu wandern. Man verwendet zwischen 1-3%
Agarosegele als stationare Phase (Tragermaterial) und tragt das (negativ geladene) PCR-
Produkt in dafiir vorgesehene Ladetaschen des Gels auf. Durch Versetzen des Gels mit
Ethidiumbromid gelingt es, die DNA unter UV-Licht sichtbar zu machen, da Ethidiumbromid
in die Doppelhelixstruktur interkaliert und unter UV-Licht fluoresziert. Durch Auftragen eines
DNA-Markers mit Banden definierter GroRe ist eine Beurteilung des PCR-Produktes

hinsichtlich der Fragmentgro3e moglich.
Zur Herstellung eines Agarosegels wurde zunachst die entsprechende Menge Agarose

(SIGMA) abgewogen. Danach wurde diese mit dem entsprechenden Volumen 1x TAE-Puffer

versetzt und durch Aufkochen in der Mikrowelle vollstandig gelést. Nach Abkuhlen der

22



Material und Methoden

Agaroselosung auf ca. 60°C wurde Ethidiumbromid hinzugegeben (Endkonzentration 0,5
pg/ml), durch Schitteln vermischt und in den entsprechenden Geltrager mit Probenkamm
eingefullt. Nach vollstdndigem Ausharten des Gels (ca. 30 min) wurden die Probenkdamme
entfernt, das Gel mit dem Trager in eine mit 1x TAE Puffer gefullte Gel-Kammer gelegt und
die Proben aufgetragen. Es wurde hierbei jeweils 5 ul PCR-Produkt mit 4 pl 6 x
Ladungspuffer auf einer Terasakiplatte vermischt und parallel zu einem DNA-Grofienmarker
(200 ng peqgold 100 bp DNA Leiter plus; PEQLAB) aufgetragen (siehe auch Abb. 3). Die
Gelelektrophorese erfolgte bei 0,5 bis 1 V/cm Elekirodenabstand. Die Strecke, die die
Proben im Gel zurlicklegten, wurde anhand der Bromphenolblau- und Xylencyanol-Banden
des Ladungspuffers abgeschatzt. Die Auswertung der Proben erfolgte unter UV-Licht. Die
fotografische Dokumentation wurde mittels Gel Doc 1000 (BIORAD) und des Video Copy
Processors (MITSUBISHI) unter Verwendung von Molecular Analyst Software (BIORAD)
durchgefiuhrt.

300 Bp
200 Bp

100 Bp

Marker Proben,
hier 231 Bp

Abb. 3: Darstellung eines Agarosegels unter UV-Licht.

Rezepte fiur die verwendeten Puffer und Losungen

1) 6 x Ladepuffer fir Agarosegele:
30% Glycerin in Aqua dest.
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

2) 10 x - TAE Puffer:
400 mM Tris - Base
200 mM NaOAc

10 mM EDTA
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2.5 SSCP/Heteroduplexanalyse

Die SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)/Heteroduplex-Analyse ist eine
gelelektrophoretische Methode zum Nachweis von DNA-Mutationen. Sie beruht darauf, das
einzelstrangige DNA durch intramolekulare Wechselwirkungen komplexe Strukturen
ausbildet, das heil3t, sie liegt in einer fir jede Sequenz spezifischen Konformation vor. Diese
Konformation bedingt das Laufverhalten der Probe in einem nichtdenaturierenden
Polyacrylamidgel. Eine Mutation geht durch die Sequenzveranderung im Normalfall mit einer
Konformationsanderung und damit mit einem aberranten Bandenmuster im Gel einher. Das
Verfahren ist sehr empfindlich, durch Variation der Versuchsbedingungen, wie
Gelzusammensetzung oder Lauftemperatur, kann die Nachweisempfindlichkeit weiter
gesteigert werden. Alle Proben wurden daher sowohl bei Raumtemperatur wie auch bei 4°C
Uberprift. Man tragt fur eine SSCP-Analyse amplifizierte, denaturierte DNA auf ein nicht
denaturierendes Polyacrylamidgel auf. Ein Teil der Einzelstrange renaturiert spontan zu
Doppelstrangen und wandert im elektrischen Feld schneller. Hybridisiert dabei ein Strang
eines mutierten Allels mit dem komplementaren Strang des Wildtypallels, entstehen dabei
sogenannte Heteroduplexstrange, die in der Regel langsamer wandern, als die
entsprechenden Homoduplices. Mittels einer Silberfarbung wird das Ergebnis sichtbar
gemacht und im Gel fixiert. Auf dem fertigen Gel stellen sich die Banden der Einzelstrange in
der Regel im oberen Bereich, die Doppelstrangbanden wegen ihres schnelleren
Laufverhaltens im unteren Bereich dar. Das Bandenmuster ist jedoch neben der Sequenz
stark abhangig von den Versuchsbedingungen. Abbildungen von SSCP-Gelen mit

aberranten Bandenmustern sind im Ergebnisteil dargestellit.

Gelansatz und Versuchsaufbau

(1) Gelansatz: 3 g Urea
10 ml 30% 29:1 Polyacrylamidlésung (Acrylamid:
N,N’-Methylenbisacrylamid, 3,3%) (BIORAD)
3 ml 10 x TBE Puffer
17 ml Aqua dest.
65 pl TEMED (N,N,N‘,N’'Tetramethylethylendiamin)
650 ul APS 5% (Ammoniumpersulfat)

(2) Die Loésung wurde blasenfrei zwischen 2 Glasplatten mit Abstandhalter gegossen, ein

Kamm fir die spatere Probenzugabe wurde oben eingesteckt. Nach vollstandigem
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Ausharten des Gels wurde der untere Abstandhalter und Kamm entfernt und das Gel samt
Platten in die mit 1 x TBE Puffer geflllte Elektrophoresekammer (WELABO) gespannt. Die
zu testenden PCR-Produkte wurden mit Formamid-haltigem Ladungspuffer gemischt, zur
Denaturierung ca. 10 min erhitzt und in die Probentaschen pipettiert. Die Gelelektrophorese
erfolgte bei 120-140 V Uber Nacht. Nach Beenden des Laufs wurde das Gel nach
Vorfixierung mittels 10% Ethanol und pH-Einstellung mit 1% HNOj3;, mit 0,2% AgNO; und
Entwicklerlésung (1,5% NaOH, 0,5% Formaldehyd) angefarbt und schliellich mit 0,75%

Natriumcarbonat fixiert.

Rezepte fiir die verwendeten Losungen

1) Ladepuffer fir SSCP-Gele:
0,2 mg/ml Bromphenolblau/Xylencyanol (SIGMA)

80% Formamid

2) 10 x TBE Puffer:
900 mM Tris Base
900 mM Borsaure

20 mM EDTA

2.6 DNA-Sequenzierung

2.6.1 Vorbereitung der Proben
Vor der Sequenzierung (2.6.2) mussen zunachst tberschissige Primer und dNTPs aus der

PCR-Reaktion entfernt werden. Dazu wurden zwei Verfahren verwendet:

2.6.1.1 Aufreinigung der PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese

Hierbei macht man sich die in einem Agarosegel (siehe 2.4) stattfindende elektrophoretische
Auftrennung des PCR-Reaktionsgemisches in eine schneller laufende Primerwolke und eine
langsamer laufende PCR-Produktbande zu nutze.

Der gesamte PCR-Ansatz (25 ul) wurde Uber ein 1 % Agarosegel aufgetrennt und die
entsprechende DNA-Bande ausgeschnitten. (1) Die Eluation der DNA erfolgte mit dem
Jetsorb-Kit (GENOMED) nach Angaben des Herstellers: Zunachst wurde pro 100 mg
ausgeschnittene Agarose 300 pl der Lésung L1 zugegeben. (2) Die Proben wurden fir 15

min bei 50°C im Wasserbad inkubiert bis die Agarose vollstandig geldst ist. (3) Dann wurde
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der gesamte Ansatz in eine daflir vorgesehene Zentrifugiersaule pipettiert und (4) fir 2 min
bei 14000 g zentrifugiert. (5) Der Durchflud wurde verworfen. (6) Im Anschluf® wurden 700 pl
der mit Ethanol versetzten Losung L2 auf die Saule gegeben. (7) Nach 2 min Einwirkzeit
wurde fur 1 min bei 14000 g zentrifugiert und der Durchflul® verworfen. (8) Danach wurde die
Saule bei 14000 g fuir 1 min trockenzentrifugiert, bevor (9) die DNA mit 30 ul 70-80°C
warmen destillierten Wasser und 1 mindtiger Zentrifugation ausgewaschen wurde. Die
Qualitdt und Quantitadt der eluierten DNA wurde mit der in Kapitel 2.4 beschriebenen
Methode Uberprift. Bei zu niedriger DNA-Menge wurde eine Reamplifizierung durchgefihrt

(siehe 2.3) und das reamplifizierte PCR-Produkt wie oben beschrieben erneut aufgereinigt.

2.6.1.2 Aufreinigung der PCR-Produkte mittels Exonuclease/Phosphatase-Behandlung

Bei diesem Verfahren werden die iberschiissigen Primer und dNTPs enzymatisch abgebaut.
4,5 pl des PCR-Produktes wurden mit 1 ul Exonuclease und 2 pl alkalischer Phosphatase
versetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Enzyme durch 15

minuatiges Erhitzen auf 80°C inaktiviert.

2.6.2 Sequenzierungsreaktion

Die nichtradioaktive semiautomatisierte Sequenzierung mit dem ABI PRISM™ 377-18 DNA
Sequenzierer (APPLIED BIOSYSTEMS) macht sich das Prinzip der Fluoreszenzmarkierung
der Basen bei unterschiedlichen Wellenldngen zunutze. Sie bietet gegenlber der
radioaktiven manuellen Sequenzierung den Vorteil, langere Sequenzen (500-550 Basen)
lesen zu kénnen. Aulierdem entfallt der Umgang mit radioaktiven Chemikalien. Es wurde das
Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (APPLIED BIOSYSTEMS) Kit

verwendet.

Es ist nétig, die Reaktion flir den Vorwarts- und den RuUckwartsprimer getrennt
durchzufiihren. Fir jede Sequenzierungsreaktion wurden 7,5 ul aufgereinigtes PCR-Produkt

zusammen mit 0,5 pl des entsprechenden Primers 10 pmol/pl (Vor- bzw. Rickwarts) und 2 pl
Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Mixes in ein PCR-Reaktionsgefal
gegeben, danach mit einem Tropfen Mineraldl abgedeckt. Die Sequenzierungsreaktion

erfolgte in einem BIOMETRA T3 Thermocycler fiir 25 Zyklen unter folgenden Bedingungen:

10 sec bei 96°C
5 sec bei 50°C
4 min bei 60°C

Die Proben kdnnen bei 4°C fir einige Tage dunkel aufbewahrt werden.
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2.6.3 Fallen des Sequenzierungsproduktes

Nach der Sequenzreaktion ist es notwendig, die Proben zu fallen, um nicht in die Reaktion
eingegangene fluoreszenzmarkierte Nukleotide aus der Ldsung zu entfernen, da sie die
lasergesteuerte Auswertung stéren wirden.

Dazu wurde (1) der gesamte Sequenzierungsansatz (10 ul) mit 1 yl 3 M Natriumacetat und
25 ul 95% Ethanol vermischt und fir 15 min auf Eis gefallt. (2) Danach wurde die DNA fur 30
min bei 14000 rpm und 4°C gefallt und der Uberstand sofort abgezogen. (3) Das Pellet
wurde 2 x mit je 200 yl 70% Ethanol gespuilt und unter Vakuum getrocknet. Alternativ wurden
die Proben auch bei 37°C fir ca. 15 min luftgetrocknet. (4) Die Pellets wurden in 4 ul FA-
Ladungspuffer (Formamid:EDTA 5:1, 50 mg/ml Blue Dextran (SIGMA)) geloést und konnten

kahl und dunkel einige Tage aufbewahrt werden.

2.6.4 Automatische Sequenzierung

Fir die Sequenzanalyse wurde ein ABI PRISM™ 377-18 DNA Sequencer (APPLIED
BIOSYSTEMS) verwendet. Es handelt sich dabei um ein mikroprozessorgesteuertes
Elektrophorese- und Fluoreszenzdetektionssystem.

Ahnlich wie in einer SSCP-Gelkammer wird auch hier ein Polyacrylamidgel (0,2 mm Dicke)
zwischen zwei Glasplatten gegossen und in eine vertikale Elektrophoresekammer
eingespannt. Im Gegensatz zu den oben erwahnten SSCP-Gelen handelt es sich hier jedoch
um denaturierende Gele, welche unter entsprechend hoherer Wattzahl und Temperatur
laufen. Da in diesem Fall mit wesentlich hdheren Spannungen gearbeitet wird (2500 mV),
wird das Gel von beiden Seiten durch einen Wasserkreislauf wahrend des Laufes temperiert,
so dass im gesamten Gel eine konstante Temperatur von 51°C herrscht, die Uber insgesamt
3 Mel¥fuhler automatisch kontrolliert wird.

Neben den Vorteilen einer nichtradioaktiven Sequenzierung ist es in diesem Fall auch
mdglich, in einer einzelnen Spur pro Probe alle vier Basen gleichzeitig auszuwerten, da
diese bei unterschiedlichen Wellenlangen fluoreszieren. Dadurch werden Laufunterschiede
innerhalb eines Gels durch Inhomogenitaten deutlich minimiert und eine hdhere Genauigkeit
erzielt (bis 98,5%). Die Auswertung erfolgt mittels eines Argon Lasers. Die PCR-Fragmente
werden elektrophoretisch aufgespalten und laufen je nach GréRRe unterschiedlich schnell. Im
unteren Bereich, der sogenannten ,reading zone®, scannt der Laser kontinuierlich in einem
90° Winkel Uber das Gel. Dabei werden passierende Fragmente zur Fluoreszenz angeregt,
das emittierte Licht wird an der Riickseite gespiegelt und durch ein Linsensystem einem
Spektrographen zugefiihrt, der das Licht sammelt, durch Wellenlangenunterschiede
aufspaltet, um es getrennt einer sogenannten ,charge coupled device* (CCD) Kamera
(gekuhlt auf -15°C ) zuzuflihren.
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Mit Hilfe der Computer Software (Sequencing Analysis) ist es mdglich, das Lichtsignal in ein
elektrisches Signal umzuwandeln. Die Software enthalt Informationen Uber Intensitaten und
Wellenlangen der einzelnen Basen, so dal® eine Zuordnung gelingt. Es ist allerdings
notwendig, Uber Einstellung von Filtern das System auf den jeweilig verwendeten

Reaktionsmix anzupassen.

Gelaufbau:

Die Glasplatten sind vor Gebrauch griindlich zu reinigen. Dies erfolgte durch Abwaschen mit
einem Detergenz (Alconox), gefolgt von Aqua dest. und von Isopropanol unter Verwendung
von fusel- und eigenfluoreszenzfreien Tichern. Durch das Aufsetzen der oberen
Pufferkammer auf die Vorderseite der vorderen Glasplatte wurde diese durch die Abdichtung
der Kammer teilweise hydrophob. Um Probleme beim Gielden spaterer Gele (Blasenbildung)
zu vermeiden, wurden daher die Platten grundsatzlich mit der gleichen Seite nach innen
verwendet.

Nach grundlicher Reinigung wurden die beiden Glasplatten nach Einbringen zweier seitlicher

Abstandhalter (0,2 mm dick) in die daflr vorgesehene Plastikkassette eingespannt.

Gelansatz:
21 g Urea
8,4 ml 30 % Polyacrylamid (29:1) (siehe 2.5)
6 ml 10 x TBE (siehe 2.5)
20 ml steriles Aqua dest.
15 yl TEMED (siehe 2.5)
350 pl 10 % APS (siehe 2.5)

(1) Die fertige PAA-Gelldsung wurde in eine Perfusor Spritze aufgezogen. Verunreinigungen
und Verklumpungen wurden durch den Aufsatz eines Sterilfilters zurlickgehalten. (2) Unter
standigem Klopfen oder durch Schragstellen der Kassette wurde die flissige Gellésung
langsam und gleichmafig von oben zwischen die Platten gespritzt bis die offene untere
Kante erreicht war. (3) Danach wurde der Haifischzahnkamm mit der glatten Seite in das Gel

gesteckt.
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Vorbereitung des Laufs und Sequenzierung:

(1) Die untere Pufferkammer wurde im Gerat mit 1 x TBE-Puffer gefillt. (2) Der Kamm wurde
nach vollstindigem Ausharten des Gels herausgezogen. Man verwendet einen
Haifischkamm, der so tief vorgeschoben wurde, bis die Zahne ca. 1 mm im Gel steckten. Die
verbliebenen Raume zwischen den Zahnen dienten als Probetaschen, der Kamm blieb
wahrend des Laufs im Gel. (3) Die Gelkassette wurde ins Gerat eingehangt. (4) Das Gerat
wurde verschlossen und mit dem Computer ein sogenannter ,Plate check” durchgeflihrt. Bei
diesem Uberprift das Gerat die Sauberkeit der Platten. (5) Nach dem ,Plate check" wurde
die obere Pufferkammer angebracht, angeschlossen und mit 1 x TBE Puffer gefiillt. Die
Probentaschen wurden gespllt, die vordere Heizplatte montiert und angeschlossen. (6)
Nach Einstellung der gewiinschten Laufbedingungen erfolgte der Vorlauf (,Pre Run“) fir ca.
30 min, um die optimale Geltemperatur von 51°C zu erreichen. (7) Nach Beendigung des
Vorlaufes wurden die Elektrophoreseparameter eingegeben, 2 pl der aufgereinigten PCR-
Proben (siehe 2.6.3) pro Spur geladen und (8) die Elektrophorese gestartet.

Die Auswertung der Gelelektrophorese erfolgt automatisch durch die Sequencing Analysis
3.4.1-Software (APPLIED BIOSYSTEMS). Die so erhaltenen Sequenzen-Dateien wurden flr
die Mutationsanalyse mit Hilfe des Sequenzvergleichprogramms des NCBI (National Center
for Biotechnology Information; www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) mit der Wildtyp-Sequenz

verglichen.

2.7 Expressionsanalyse

2.7.1 Differentielle Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Diese Methode beruht auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion. Allerdings wird hier
zusatzlich zu den Primern des Zielgens ein weiteres Primerpaar flir ein Kontrollgen der
Reaktion zugegeben. Das Kontrollgen sollte im gesamten Kollektiv gleichmaflig exprimiert
werden. Um eine bessere Darstellbarkeit zu gewinnen, sollten die Primer des Kontrollgens
ein PCR-Produkt deutlich anderer GroRe amplifizieren als die des Zielgens. Durch Vergleich
der Expressionsstarken von Ziel- und Kontrollgen im Normalgewebe erhalt man einen
Referenzwert fir die Expression des Zielgens im Tumorgewebe. Nach Ermittlung der
Expressionsstarken fir Ziel- und Kontrolilgen in den Proben des zu untersuchenden
Kollektivs konnten diese mit dem Vergleichswert im Normalgewebe verglichen werden und
so eine Aussage Uber die Expressionsstarke des Zielgens im Untersuchungskollektiv im

Vergleich zum Normalgewebe getroffen werden.
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Fur die differentielle RT-PCR wurden folgende Komponenten zusammenpipettiert:

cDNA-Matrize 1yl (1:10 verdinnte cDNA-L&sung,
siehe 2.2)
10 x PCR-Puffer 2,5l
2 mM dNTPs 2,5 ul
10 pmol/pl je Zielgen-Primerpaar 1,5 pl
10 pmol/pl je Kontrollgengen-Primerpaar* 1,5 ul
50 mM MgCl, 0,75 ul
Taqg DNA Polymerase 5 u/pl 0,2 ul
Agua dest. ad 25 pl

*Je nach Expressionsstarke des Ziel- und des Kontrollgens war es notig, das hier
dargestellte Konzentrationsverhaltnis von Zielgen-Primer:Kontrollgen-Primer von 1:1 zu
andern, es ergaben sich somit je nach Reaktion unterschiedliche Substanzmengen, die

Volumenunterschiede wurden durch Anpassung der Aqua dest. Menge ausgeglichen.

2.7.2 Auswertung

(1) Die Darstellung der Amplifikationsergebnisse erfolgte auf einem Agarosegel (siehe 2.4).
Zur besseren Auflésung der Banden wurde ein 3% Gel verwendet. Die fotografische
Dokumentation und Auswertung erfolgte mittels des Gel Doc 1000-Systems und Molecular
Analyst Software (BIORAD). (2) Die Software ermoglicht eine Intensitatsmessung der DNA-
Banden, so dall Zahlenwerte flir die Expressionsstarken erhalten wurden.

(3) Das Expressionsniveau eines jeden Ziel- und Referenzgens im Tumor wurde anhand des
folgenden Quotienten in bezug zum Expressionsniveau dieser Gene im Referenzgewebe

quantifiziert.

Relative Expressionsstarke = Zielgen-mRNA Tumorgewebe/Referenzgen-mRNA Tumorgewebe
Zielgen-mRNA Normalgewebe/Referenzgen-mRNA Normalgewebe

Die relative Expressionsstarke wurde wie folgt bewertet:
0 -=<03 keine Expression des Zielgens
0.3-<0.5 Unterexpression des Zielgens
05-<20 Genexpression des Zielgens entspricht der im Kontrollgewebe
>2.0 Uberexpression des Zielgens

>5.0 deutliche Uberexpression des Zielgens
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3  Ergebnisse

3.1 Mutationsanalyse von GLI1

Die Mutationsanalyse des GLI1-Gens wurde auf die Regionen fokussiert, die funktionell far
die Transkription von GLI1 selbst (Promotorregion) bzw. fUr die Interaktion des Glil-
Transkriptionsfaktors mit der DNA (Zink-Finger-Region) von Bedeutung sind. Diese
Regionen wurden an einem Kollektiv von 31 Basalzellkarzinomen der Haut und 17 primitiven
neuroektodermalen Tumoren des ZNS (5 klassische Medulloblastome, 8 desmoplastische
Medulloblastome und 5 supratentorielle PNETSs) analysiert. Die Lage der Primer ist in Abb. 4

wiedergegeben, die entsprechenden Primersequenzen finden sich in Tab. 1.

3.1.1 Neuer Polymorphismus in der Promotorregion von GLI1

Die Promotorkernregion erstreckt sich tber 467 bp (von nt 559 bis nt 1025; GenBank
Accession No. AF26306) genomischer DNA und enthélt vier SP1-Bindungsstellen. Mit drei
uberlappenden PCR-Fragmenten (Gli 1 Prom1 208 bp; Gli 1 Prom2 244 bp; Gli 1 Prom3 225
bp) wurde die Promotorregion vollstandig analysiert. In einem Basalzellkarzinom (BCC9;
Tab. 2) und einem desmoplastischen Medulloblastom (dpMB14; Tab. 2) konnte ein
identisches aberrantes SSCP-Bandenmuster detektiert werden. Die Sequenzierung des
entsprechenden PCR-Produktes ergab einen A>C-Polymorphismus in einer Bindungsstelle
fur den SP1-Transkriptionsfaktor. Zusatzlich zeigten beide Tumoren eine 1 bp-Insertion an
Position nt 615 (g.615insG; GenBank Accession No. AF026306). Die gleichen genetischen

Veranderungen waren auch in der Blut-DNA des Basalzellkarzinompatienten nachweisbar.

3.1.2 Neue Polymorphismen in der Zink-Finger-Region von GLI1

Die Zink-Finger-Region kodiert fir den Teil des Glil-Transkriptionsfaktors, der direkt mit der
DNA interagiert. Die Region erstreckt sich Uber 474 Basen der mRNA (nt 783 bis nt 1256,
GenBank Accession No. X07483) und wird von den Exonen 7 bis 10 kodiert. Die Zink-
Finger-Region wurde zunachst auf cDNA Ebene mit drei Uberlappenden PCR-Fragmenten
analysiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse auf genomischer Ebene (Abb. 4). Hierbei
uberdeckten sechs PCR-Fragmente den zu untersuchenden Bereich vollstandig und

uberlappend.
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ZiFigen.1 ZiFi gen 2 ZiFi gen 3 ZiFi gen 4 ZiFigen.5 ZiFigen.6

I ) Prom1 ¢ | "\' "a -f
739 \ 955| | 111 / 1267

o] b e
[ I

Exon7 | Exon 8 Exon 9 Exon 10

1025 : 1256
H = Exon

I:l: Sp1 consensus binding element

Abb. 4: Schematische Darstellung der Lage und GroRe aller fir die Sequenzanalyse von
GLI1 verwendeten PCR-Fragmente in der genomischen DNA Sequenz. Die
Nummerierungen fir die Promotorregion beziehen sich auf GenBank Accession No.
AF26306, diejenigen fir die Zink-Finger-Region auf GenBank Accession No. X07483.
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Tab 1:

Sequenzen der verwendeten Primer. IntF bzw IntR bezeichnet in Introns liegende
Primerpaare

5 Vorwarts 3

5 Ruckwarts 3

Gli1l Proml (F/R)

TTT GGG GCC AGC CGA TCC

CCT CTT GCC GTT CTG GAG

Gli1l Prom2 (F/IR)

CCTTCT CTT GCT TCC AGC

GCA GCG CAG CCT CGATGC

Gli1l Prom3 (F/R)

GGC TGG GGG GCC AGG TTG

GAG TCC CTA AGA AGC TGA GCA
TCC

Gli1l Prom4 (F/IR)

CAG ACA GAG GTG AGAAGG G

ATC CGG AGT TCT AATGTC TCAC

Gli 1 ZiFi cDNA 1 (F1/R1)

entspr. ZiFi gen F1

entspr. ZiFi gen R1

Gli 1 ZiFi cDNA 2 (F2/R2)

entspr. ZiFi gen F2

entspr. ZiFi gen R2

Gli 1 ZiFi cDNA 3 (F3/R3)

entspr. ZiFi gen F3

entspr. ZiFi gen R3

Gli1l ZiFigen 1 (F1/intR1)

GAA GCG TGA GCC TGAATC TG

CAT GTC CCACTC AGAATC TCC

Gli1 ZiFigen 2 (intF1/R1)

CAT GGG AGA GCC TTG GAG AG

GCA TGT GAACCACCAGCATG

Gli1l ZiFigen 3 (F2/intR2)

GAG CTG AGG CCC TTC AAAGC

TAC CTT GAA GGA GAG CCC TG

Gli 1 Zifi gen 4 (intF2/R2)

CCATGT CCT CTG TCT GAG AAC

CAT TGC TGA AGG CTT TAC TGC

Gli1 ZiFi gen 5 (F3/intR3)

CAT ACATGT GTG AGC ACG AG

TCT CCC TGG TAG GTG GCTTC

Gli 1 ZiFigen 6 (intF3/R3)

GATCCG TTTGCCTTCTGTC

CCC CAC GGT GCC GTT TGG

Gli 2 1t (F/R)

CTA CAT GCA GCA GCT GCG AC

CGG CAC TCC AGC CAG GCC

Gli 3 1t (FIR)

GAT GTC TGG GCA GAT TAG TG

CTG CAG GTCTGACTT GTG TC

Gli Reg. IV (FIR)

GTACCACTG TGT CCC GCC G

GCT GCAGTC GGC CAAGTAC

Gli Reg. VIVI (FIR)

CGA GTATCC ACG ATACAACC

CTG TGG TGA GTA GAC AGA GG

IGF2 (FIR)

GTC GAT GCT GGT GCT TCT CAC

GCA CAG TAC GTC TCC AGG AG

R2 MG rt (FIR)

ACC CCC ACT GAA AAA GAT GA

ATC TTC AAACCT CCATGATG

GAPDH rt (F/R)

CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG
GCA

TCT ACA CGG CAG GTC AGG TCC
ACC

BTRCL1 (F1/R1)

ACA GTATGT TTA GCA AGC ACT GC

GTG CCCATG TTG GTAATG ACAC

BTRC2 (F2/R2)

GCA GTG GTC AGA GTC AGATC

GTT CAG CAG CAC ATAGTG ATT TG

BTRC3 (F3/R3)

GAG AACATTCTG TCATACCTG G

AGC ATT CCC GTC AGG AGG

BTRC4 (F4/R4)

GGC AGA ACG AAG AGG ATG

AAG GCC GCT TACTATTTT CTG

BTRC5 (F5/R5)

GGA GTT TAC TGT TTACAG TAT G

GGT GAATCAACG TGT TTAGC

BTRC6 (F6/R6)

CGG TCA GAG TGT GGG ATG

AAT GTACTT GTC ATC AAAGTC TAC

BTRC7 (F7/R7)

ACC GAG CTG CTG TCA ATG

CTC ATG GCCTTC TAACAC TC

BTRCS (F8/RS)

GAC ATA GAATGT GGT GCA TG

TCT TCC GGA ATG CTC CAC

BTRC9 (FO/R9)

CAG GGA CAC TCT GTC TAC

AGT ATG AGG TCA GTG TAT GG
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Im Bereich der Zink-Finger-Region fanden sich in zwei PCR-Fragmenten abweichende
Bandenmuster in der SSCP/Heteroduplex-Analyse, die nach ihrer Verifizierung sequenziert
wurden.

In einem PNET (stP 2) sowie in einem Basalzellkarzinom (BCC 16) wurde bei der SSCP-
Analyse eine aberrante Bande im Fragment 2 der genomischen DNA der GLI1 Zink-Finger-
Region (ZiFi gen. 2) entdeckt (Abb. 5). Die Sequenzanalyse erbrachte einen
Basenaustausch an Position 864 von C nach T (GenBank Accession No. X07483, Exon 8).
Dieser fuhrt nicht zu einem Aminoséaureaustausch im Molekul, an der entsprechenden Stelle
bleibt Histidin erhalten (9.864C>T; p.H288H) (Abb. 5; Tab. 2). Die gleiche Verdnderung
konnte im Blut des Patienten nachgewiesen werden, was ebenfalls dafur spricht, dass es
sich um einen Polymorphismus handelt. Der Basenaustausch konnte in den Tumoren

ebenfalls auf cDNA Ebene nachgewiesen werden.

A 1 2 3 4 B v
ACAGUGAGCOCACAT CCAT AGC AA

Wt vt St ﬁ'rrﬂ‘@q M0

_H:“’f u
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Abb. 5: Mutationsanalyse der GLI1 Zink-Finger-Region. A, Die Abbildung zeigt ein

silbergefarbtes SSCP/Heteroduplexgel mit den PCR-Produkten des zweiten
Fragmentes der GLI1 Zink-Finger-Region. In den Spuren 3 und 4 sind die PCR-
Produkte von Tumor- (3) und Blut- (4) DNA des Basalzellkarzinompatienten BCC16
aufgetrennt, die ein zur Wildtyp-DNA (Spuren 1 und 2) verdndertes SSCP-
Bandenmuster aufweisen. Das PCR-Produkt aus der Tumor-DNA von Patient stP2
zeigte ein identisches Bandenmuster wie BCC16 (nicht dargestellt).
B, Dargestellt ist ein Ausschnitt des Elektropherogramms der Sequenzanalyse der
Tumor-DNA von BCC16. Deutlich zu erkennen (Pfeil) ist der Doppelausschlag fur
Cytosin und Thymin an Position 864 der Sequenz (GenBank Accession-No.: X07483).
Es liegt eine heterozygote Veréanderung in diesem Tumor vor.
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In einem PNET (MB13) und zwei BCCs (BCC4, BCC9) wurden bei der SSCP-Analyse im
vom sechsten PCR-Fragment fir genomische DNA (ZiFi6) abgedeckten Bereich aberrante
Banden festgestellt. Die Sequenzierung ergab fur alle drei Tumoren und der Blut-DNA der
Basalzellkarzinompatienten einen Basenaustausch von T nach C an Position 1164
(GenBank Accession No. X07483, Exon 10) (Abb. 6; Tab. 2). Wie die vorher beschriebene
Veranderung fiihrt dieser Basenaustausch bei der Translation ebenfalls nicht zu einer
Veranderung der Aminosauresequenz des Molekils. An der entsprechenden Position bleibt
Tyrosin erhalten (g.1164T>C; p.Y388Y).

A 2 3 4 B v
AGC CGTANCTIATGTAAGCT CCCT

(A

T

Abb. 6: Mutationsanalyse der GLI1 Zink-Finger-Region. A, Die Abbildung zeigt das

silbergefarbte SSCP/Heteroduplexgel mit den amplifizierten PCR-Produkten des
sechsten Fragmentes der GLI1 Zink-Finger-Region. In Spur 3 ist das PCR-Produkt der
Tumor-DNA des betroffenen Medulloblastompatienten (MB13) aufgetrennt, die ein
zum Wildtyp (Spuren 1 und 2) veréndertes SSCP-Bandenmuster aufweisen. Das in
Spur 4 dargestellte PCR-Produkt aus der Tumor-DNA des Patienten BCC9 zeigt ein
identisches Bandenmuster wie MB13.
B, Dargestellt ist ein Ausschnitt des Elektropherogramms der Sequenzanalyse der
Tumor-DNA von MB13. Deutlich zu erkennen (Pfeil) ist der Doppelausschlag fir
Cytosin und Thymin (N) an Position 1164 der Sequenz (GenBank Accession-No.:
X07483). Es liegt eine heterozygote Veranderung in diesem Tumor vor.
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Tab 2: Uberblick Uber die Ergebnisse der Mutations- und Expressionsanalyse von
GLI1, GLI2, GLI3, IGF2, BTRC und von PTCH und SMOH in Basalzellkarzinomen
und Medulloblastomen. Die Ergebnisse zu den PTCH und SMOH Mutationen
entstammen der Publikation von Reifenberger et al. (95). 0 = keine Veranderungen
nachgewiesen. # = flir GLI2 sind die Quotienten aus GLI2 zu GAPDH angegeben,
nicht normalisiert auf normale Haut und normales Kleinhirngewebe, da GLI2 in
normalem adultem Gewebe nicht exprimiert wird. * = Polymorphismen. n.a. = nicht
analysiert.

Tumor GLI1 GLI1 PTCH* SMOH* GLI2# GLI3 IGF2
Promotor Zink-Finger Mutation Mutation mRNA mRNA mRNA
Mutation Mutation Expression Expression Expression
BCC1 0 0 €.992C>T:S331F 0 1,1 1,0 0,4
BCC2 0 0 0 0 n.a. n.a. n.a.
BCC3 0 0 €.1093C>T:Q365X 0 0,5 0,9 1,2
BCC4 0 €.1164T>C:Y388Y* c.1047delC 0 n.a. n.a. n.a.
BCC5 0 0 c.2146delT 0 n.a. n.a. n.a.
BCC6 0 0 0 ¢.1604G>T:W535L n.a. n.a. n.a.
BCC7 0 0 €.3944T>C:L1315P ¢.1604G>T:W535L 0,3 0,9 1,0
BCC8 0 0 €.1434-1437del4 0 0,3 2,0 0,7
BCC9 0 €.1164T>C:Y388Y* 0 0 0,3 1,3 2,7
BCC10 0 0 €.2985G>T:R995S ¢.3054G>A:W1018X 0 0,2 2,0 0,8
BCC11 0 0 €.2560G>T:G854X 0 0,5 1,4 1,1
BCC12 0 0 0 0 n.a. n.a. n.a.
BCC13 0 0 0 0 1,1 1,3 1,0
BCC14 0 0 0 0 1,1 1,3 0,4
BCC15 0 0 0 0 0,4 0,9 0,8
BCC16 0 €.864C>T:H388H* 0 0 0,1 1,0 1,9
BCC17 0 0 IVS14+25T>C 0 0,5 1,3 1,2
BCC18 0 0 0 0 n.a. n.a. n.a.
BCC19 g.710C>T; 0 0 0 0,7 0,8 0,6
9.615insG*
BCC20 0 0 IVS14+1G>A ¢.1604G>T:W535L 0,7 0,9 0,8
BCC21 0 0 €.3378-3379CC>TT:V1126V, L1127L 0 0,6 0,9 1,2
BCC22 0 0 €.1249C>T:Q413X 0 1,3 1,4 0,8
BCC23 0 0 c.2287delG o] 1,7 1,0 3,3
BCC24 0 0 0 0 0,5 0,9 1,1
BCC25 0 0 C.2321G>A:G774E 0 0,3 3,1 0,5
BCC26 0 0 n.a. 0 0,2 1,0 2,0
BCC27 0 0 €.3634G>A;G1212S 0 0,0 0,7 0,9
BCC28 0 0 c.378delG 0 0,7 1,9 0,7
BCC31 0 0 €.2873delA 0 n.a. n.a. n.a.
BCC32 0 0 0 0 n.a. n.a. n.a.
BCC33 0 0 €.291insT €.595C>T: R199W n.a. n.a. n.a.
MB9 0 0 0 0 0,0 0,8 0,3
MB11 0 0 0 0 0,4 51 1,8
MB13 0 €.1164T>C:Y388Y* 0 0 0,0 0,6 0,4
MB14 0 0 0 0 0,7 1,2 0,6
MB15 0 0 0 0 0,0 1,7 0,5
stP2 0 €.864C>T: H388H* 0 0 0,3 4,6 0,5
stP3 0 0 €.2161C>T:P721S 0 0,0 2,6 0,3
stP4 0 0 0 0 0,9 5.8 0,4
stP5 0 0 0 0 0,9 6,2 0,3
dpMB10 0 0 0 0 0,0 1,1 0,8
dpMB11 0 0 0 ¢.1598G>A:S533N 1,3 3,3 0,9
dpMB12 0 0 0 0 0,0 1,4 1,6
dpMB13 0 0 0 0 0,9 3,1 1,1
dpMB14 g.710C>T; 0 0 0 1,1 0,7 1,2
g.615insG*
dpMB16 0 0 0 0 1,2 3,0 0,2
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3.2 Expressionsanalysen von GLI2, GLI3 und IGF2

Die Expressionsanalysen wurden auf cDNA Ebene mit Hilfe von differentiellen RT-PCRs
durchgefuihrt. Dabei wird die Expression des zu untersuchenden Gens mit der eines
Kontrollgens verglichen, welches im zu untersuchenden Kollektiv gleichmafig exprimiert
werden sollte. Des Weiteren verwendet man noch cDNA aus gesundem Gewebe als
Normalkontrolle und benutzt deren Expressionswerte als Referenz. So kann man die
Expressionsstarke eines Gens im Tumorgewebe im Vergleich zur Expression im
Normalgewebe bestimmen (vergleiche Material und Methoden). In dieser Arbeit wurde flr
die Expressionsstudien ein Kollektiv von 22 Basalzellkarzinomen und 15 Medulloblastomen
und supratentoriellen PNETs verwendet. Letztere setzten sich aus funf Medulloblastomen,
sechs desmoplastischen Medulloblastomen sowie vier supratentoriellen PNETs zusammen.
Die Ergebnisse der Expressionsanalyse der Gene GLI2, GLI3 und IGF2 auf mRNA Ebene

sind in der Tabelle 2 zusammengefal3t.

3.2.1 Expressionsanalyse von GLI2

Physiologischerweise (11, 44, 72, 106) wird GLI2 vor allem wahrend der Entwicklung
exprimiert und ist in adultem Kleinhirn- und Hautgewebe nicht nachweisbar. Mit der in den
eigenen Untersuchungen angewandten Methode lieR sich GLI2 ebenfalls nicht in adultem
Kleinhirngewebe nachweisen. Im Unterschied dazu fand sich eine variable GLI2-Expression
in Medulloblastomen und PNETS, d.h. insgesamt 9 von 15 untersuchten Tumoren zeigten ein
positives Signal fur GLI2 (MB11, MB14, stP2, stP4, stP5, dpMB11, dpMB13, dpMB14,
dpMB16) (siehe auch Abb. 7 sowie Tab. 2). Die Expressionsstarke war sehr heterogen und
reichte von nicht nachweisbarer Expression bis zum 1,3—fachen der Kontrollgenexpression.
Nur vier der sechs desmoplastischen Medulloblastome exprimierten GLI2, drei dieser vier
zeigten jedoch eine starkere Expression als alle anderen untersuchten PNETs. Zwei von 5
untersuchten klassischen Medulloblastomen zeigten eine GLI2-Expression, welche mit dem
0,4- bzw. 0,7-fachen der Kontrollgenexpression insgesamt geringer war, als die der
desmoplastischen Varianten. Es liel3 sich jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen desmoplastischen und klassischen Medulloblastomen nachweisen (Student’s t-
Test: p=0,0961). Drei der vier untersuchten supratentoriellen PNETs exprimierten GLI2 mit
einer Starke vom bis zu 0,9- fachen Wert der Kontrollgenexpression. Auch unter
Einbeziehung dieser Tumoren konnten keine signifikannten Expressionsunterschiede in GLI2
nachgewiesen werden (Student’s t-Test: p=0,0678 fir stPs und dpMBs gegen MBs;
p=0,1913 fur stPs und MBs gegen dpMBs). Der Vergleich zwischen Tumoren mit Mutationen
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in PTCH oder SMOH und solchen ohne Mutation ergab keinen signifikanten Unterschied in
der GLI2-Expression (Student’s t-Test: p=0,8490).
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Abb. 7: Darstellung der Ergebnisse der differentiellen RT-PCR fir GLI2 in den
untersuchten  Medulloblastomen und sPNETs. N, Normales adultes
Kleinhirngewebe als Normalkontrolle.

In der mRNA aus der Haut zweier gesunder Erwachsener ergab sich analog zu den
Befunden fir adultes Kleinhirngewebe keine GLI2-Expression mit der RT-PCR-Methode. Fur
die Expression von GLI2 sind daher nur die Verhéltnisse der Expression von GLI2 zum
Kontrollgen GAPDH dargestellt (siehe Abb. 8; Tab. 2). Im Gegensatz zu normaler Haut
zeigten die meisten Basalzellkarzinome eine Expression des Gens, die aber von Fall zu Fall
in ihrer Starke eher heterogen war und von keiner Expression bis zum 1,7-fachen der
Kontrollgenexpression reichte. Vier Basalzellkarzinome (BCC10, BCC16, BCC26, BCC27)
exprimierten GLI2 nicht, bzw. nur gering. Wie fr die Medulloblastome und PNETSs ergab sich
auch fir die Basalzellkarzinome kein Unterschied der Expressionsstarke beim Vergleich von
Tumoren mit und ohne PTCH- oder SMOH-Mutationen (Student’s t-Test: p=0,9125).
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Abb. 8: Darstellung der Ergebnisse der differentiellen RT-PCR fir GLI2 in
Basalzellkarzinomen. N, Gesundes Hautgewebe als Normalkontrolle.

38



Ergebnisse

3.2.2 Expressionsanalyse von GLI3

Die RT-PCR-Analyse der GLI3 mMRNA-Expression ergab in normalem adultem
Kleinhirngewebe ein relativ schwaches Signal, das als Referenzwert fir die GLI3-Expression
in den Medulloblastomen und PNETs verwendet wurde. Alle 15 untersuchten
Medulloblastome und sPNETs exprimierten GLI3, allerdings in von Fall zu Fall
unterschiedlicher Starke (siehe Abb. 9; Tab. 2). Es wurde folgende Einteilung der
Expressionsstérke verwendet: Ein Verhaltnis von Zielgen zu Kontrollgen (Tumor) zu Zielgen
zu Kontrollgen (Kontrolle) von 0 bis 0,3 wurde als keine Expression gewertet, ein Verhaltnis
von 0,3 — 0,5 als Unterexpression, ein Verhaltnis von 0,5 - 2 als gleiche Expression, ein
Verhdltnis von Uber 2 als starke Expression, und ein Verhaltnis von tber 5 als sehr starke
Expression. Dabei zeigte sich folgende Verteilung: Sieben PNETs (MB9, MB13, MB14,
MB15, dpMB10, dpMB12, dpMB14) exprimierten GLI3 normal, finf PNETs (stP2, stP3,
dpMB11, dpMB13, dpMB16) exprimierten GLI3 stark und drei PNETs (MB11, stP4, stP5)
zeigten ein sehr starkes Signal. Vier PNETs (MB11, stP2, stP4, stP5) hoben sich mit
Expressionsstarken vom 4,6- bis 6,2-fachen im Vergleich zum Kontrollgewebe von den
restlichen Tumoren ab. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen GLI2 und GLI3-Expression
ergab sich in den untersuchten ZNS-Tumoren nicht. Es konnte auch kein
Expressionsstarkeunterschied zwischen Tumoren mit und ohne Mutation in PTCH oder
SMOH gefunden werden (Student’s t-Test: p=0,7349). Expressionsunterschiede zwischen
desmoplastischen und klassischen Medulloblastomen zeigten sich ebenfalls nicht (Student’s
t-Test: p=0,8244). Auch unter Einbeziehung der supratentoriellen PNETs konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Student’s t-Test: p=0,2370 fir stPs und
dpMBs gegen MBs; p=0,2464 fir stPs und MBs gegen dpMBSs).
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Abb. 9: Darstellung der Ergebnisse der differentiellen RT-PCR fir GLI3 in
Medulloblastomen und sPNETs. N, Nichtneoplastisches Kleinhirngewebe als
Normalkontrolle.

Auch in der Haut zweier gesunder Erwachsener wurde eine relativ schwache Expression von

GLI3 gefunden. Alle untersuchten Basalzellkarzinome exprimierten ebenfalls GLI3, wobei die
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Signalstarke im Vergleich zu den PNETs geringer schwankte (in Basalzellkarzinomen
zwischen 3,1-facher und 0,7-facher Expression relativ zu normaler Haut, in PNETs zwischen
6,2-fach und 0,6-fach relativ zu normalem Kleinhirngewebe) (siehe Abb.10; Tab. 2). Die
Expressionsstarke wurde analog zu der der PNETs eingeteilt, dabei ergaben sich im
einzelnen die folgenden Ergebnisse: 21 der untersuchten 22 BCCs exprimierten GLI3
innerhalb der als normal definierten Grenzwerte, lediglich BCC25 zeigte eine 3,1-fach
erhdhte Expression relativ zu normaler Haut. Innerhalb der Gruppe von Basalzellkarzinomen
mit normaler Expression zeigten sich jedoch deutliche Schwankungen der
Expressionsstarke, welche hier von 0,7-fach bis 2-fach relativ zu normaler Haut schwankte.
Die drei Tumore mit der starksten GLI3-Expression (BCC25: 3,1-fache Expression, BCC8
und BCC10: 2-fache Expression relativ zu normaler Haut) lagen mit Expressionsstarken von
0,2 - 0,3-fach fur GLI2 alle innerhalb der als ,keine Expression“ definierten Grenzwerte. Ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen den Expressionsstarken von GLI2 und GLI3 ergab
sich insgesamt fur die Basalzellkarzinome allerdings nicht. Ein Unterschied der Expression
von GLI3 in Tumoren mit und ohne PTCH- oder SMOH-Mutationen bestand nicht (Student’s
t-Test: p=0,7972).
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Abb. 10: Darstellung der Ergebnisse der differentiellen RT-PCR fir GLI3 in
Basalzellkarzinomen. N, Normales adultes Hautgewebe als Normalkontrolle.
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3.2.3 Expressionsanalyse von IGF2

Fur die Expressionsanalyse von IGF2 wurde als Referenzgen 3 Actin (ACTB) verwendet.
IGF2 wird in normalem adultem Kleinhirngewebe exprimiert, daher konnten die Ergebnisse
aus dem Tumorkollektiv dazu ins Verhaltnis gesetzt werden. Es wurde die auch fir GLI3
verwendete flinfteilige Skala verwendet. Alle der untersuchten PNETs exprimierten IGF2
(Abb.11; Tab. 2), allerdings durchweg schwéacher als die Basalzellkarzinome. Die
Expressionsstarken reichten hier von 0,2- bis zu 1,8-facher IGF2-Expression relativ zu
normalem Kleinhirngewebe. Im Einzelnen ergaben sich die folgenden Ergebnisse: Vier der
untersuchten PNETs (MB9, stP3, stP5, dpMB16) zeigten keine IGF2-Expression, ebenfalls
vier PNETs (MB13, MB15, stP2, stP4) unterexprimierten IGF2, sieben PNETs (MB11, MB14,
dpMB10, dpMB11, dpMB12, dpMB13, dpMB14) zeigten eine normale Expression, keines
zeigte eine starke oder sehr starke Expression relativ zu normalem Kleinhirngewebe. Funf
der sieben Tumoren mit der starksten Expression waren desmoplastische Medulloblastome,
allerdings zeigte das sechste untersuchte desmoplastische Medulloblastom (dpMB16) das
schwéchste Signal aller untersuchten PNETs (0,2-fach relativ. zu normalem
Kleinhirngewebe). Alle 4 untersuchten supratentoriellen PNETs (stP2, stP3, stP4, stP5)
zeigten keine Expression oder eine Unterexpression, der Mittelwert ihres Signals ergab nur
0,37, im Vergleich dazu lag der Mittelwert der klassischen Medulloblastome bei 0,78 und der
Mittelwert der desmoplastischen Medulloblastome bei 0,97. Insgesamt konnte Kkeine
Korrelation zur Expression von GLI2 oder GLI3 beobachtet werden. Die PNETs wiesen keine
Expressionsunterschiede zwischen Tumoren mit und ohne PTCH- oder SMOH-Mutation auf
(Student’s  t-Test:  p=0,7153). Signifikante = Expressionsunterschiede  zwischen
desmoplastischen und klassischen Medulloblastomen konnten nicht gefunden werden
(Student’s t-Test: p=0,4835). Auch unter Einbeziehung der supratentoriellen PNETs fanden
sich keine signifikanten Unterschiede (Student’s t-Test: p=0,9754 fiir stPs und dpMBs gegen
MBs; p=0,1349 fur stPs und MBs gegen dpMBSs).
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Abb. 11: Darstellung der Ergebnisse der differentiellen RT-PCR fir IGF2 in
Medulloblastomen und sPNETs. N, Nichtneoplastisches Kleinhirngewebe als
Normalkontrolle.
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In gesunder adulter Haut fand sich eine IGF2-Expression. Zur Analyse der IGF2-Expression
in Basalzellkarzinomen wurde die gleiche Einteilung verwendet, wie fur die Medulloblastome
und sPNETSs. Alle der untersuchten Basalzellkarzinome exprimierten IGF2 (siehe Abb. 12
sowie Tab. 2). Das Expressionsniveau reichte von 0,4- bis 3,3-fach relativ zur IGF2-
Expression in gesunder Haut. Insgesamt zeigte sich folgendes Ergebnis: Drei
Basalzellkarzinome (BCC1, BCC14, BCC25) unterexprimierten IGF2, 17 Tumore (BCC3,
BCC7, BCC8, BCC10, BCC11, BCC13, BCC15, BCC16, BCC17, BCC19, BCC20, BCC21,
BCC22, BCC24, BCC26, BCC27, BCC28) zeigten eine normale Expression relativ zu
normaler Haut und zwei Tumore (BCC9, BCC23) zeigten eine starke Expression relativ zu
normaler Haut. Das Basalzellkarzinom mit der starksten IGF2-Expression (BCC23) zeigte
auch die starkste GLI2-Expression bei gleichzeitig starker GLI3-Expression. Weitere
Zusammenhénge zwischen den Expressionsstarken von IGF2, GLI2 und GLI3 konnten
jedoch nicht beobachtet werden. Das IGF2-Expressionsniveau unterschied sich nicht
signifikant zwischen Tumoren mit und ohne Mutationen in PTCH oder SMOH (Student’s t-
Test: p=0,6425).
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Abb. 12: Darstellung der Ergebnisse der differentiellen RT-PCR fir IGF2 im
Basalzellkarzinomkollektiv. Gesundes Hautgewebe als Normalkontrolle ist als ,N*
bezeichnet.
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3.3 Mutationsanalyse von BTRC

Das humane BTRC-Gen erstreckt sich Gber 203,26 kbp genomischer DNA (AceView NCBI,
http://iwww.ncbi.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi?db=human&I=BTRC). Bisher sind vier
Transkriptvarianten beschrieben worden (135), wobei die langste Transkriptvariante BTRC-
Varl 2217 bp betragt. Der zuerst beschriebenen, kirzeren Transkriptvariante BTRC-Var2
fehlen 108 bp, die fir Exon 2 kodieren. Dieses bei Beginn der vorliegenden Arbeit einzige
bekannte BTRC-Transkript wurde mit Ausnahme der ersten 165 Nukleotide der kodierenden
Region mit neun Uberlappenden PCR-Fragmenten mittels SSCP/Heteroduplexanalyse auf
Mutationen hin untersucht (Abb. 13). Fir die Untersuchung stand ein Kollektiv aus 66
primitiven neuroektodermalen Tumoren des ZNS und 25 Basalzellkarzinomen der Haut zur
Verflgung.

Bei der SSCP/Heteroduplex-Analyse konnten in vier Amplikons Tumoren mit aberrantem
SSCP-Bandenmuster identifiziert werden (Tab. 3, Tab. 4). Nach Verifizierung der
veranderten Bandenmuster wurden die entsprechenden PCR-Produkte in beide Richtungen

sequenziert.

NH, 7 NN BB RN BN | cooH

235 462 541 747 874 1105 1235 1470 1598 1803
> <« >»>< > <« > <

ATG BTRC1 BTRC3 BTRC5 BTRC7 BTRCQI_
5 — |— 3 cDNA
70* 387 589 687 921 1052 1278 1435 1632 1779
> < > < > < > <
BTRC2 BTRC4 BTRC6 BTRC8
Abb. 13: Schematische Darstellung der Lage und Gré3e der neun Amplikons fir die

SSCP/Heteroduplex-Analyse von BTRC.
Die Nummerierungen der Primerbindungsstellen beziehen sich auf GenBank
Accession-No. Y141530 F-Box Doméne;llll WD40-Wiederholungsdoméne,

= <« Amplikon.

Die Sequenzierungen ergaben die folgenden neuen Sequenzpolymorphismen in BTRC (alle
Nukleotidnummerierungen beziehen sich auf die GenBank Accession No. Y14153). Tumor-

assoziierte somatische BTRC-Mutationen wurden nicht gefunden.

43



Ergebnisse

In vier PNETs (1114, 1071, 1099 und stP2) und vier BCCs (BCC3, BCC16, BCC26 und
BCC27) wurde eine aberrante Bande im Amplikon BTRC3 im SSCP-Gel entdeckt. Die
Sequenzanalyse zeigte einen Basenaustausch im Nukleotid 684 von Cytosin nach Thymin
(c.684C>T) (Abb. 14). Dieser fuhrt zu einem Aminosaureaustausch von Isoleucin nach
Methionin im Codon 193. Die gleiche Verdnderung konnte auch in der Blut-DNA der
Patienten nachgewiesen werden, so dass hier ein Polymorphismus vorliegt.

In einem PNET (1111) wurde eine aberrante Bande im Amplikon BTRC5 im SSCP-Gel
detektiert. Bei dieser auch in der Blut-DNA des Patienten nachweisbaren Verdnderung
handelt es sich um einen Adenin nach Cytosin Basenaustausch (c.953A>C). Hier wird im
Protein Asparagin durch Threonin (N295T) ersetzt.

Im Amplikon BTRC7 konnten zwei unterschiedliche aberrante SSCP-Bandenmuster
beobachtet werden. Dabei fand sich an Position 1350 in vier PNETs (1107, 1154, 1064,
1111) ein Thymin- nach Guanin-Austausch, der zu einem Aminosaureaustausch von
Asparagin nach Lysin im Codon 472 fuhrt. In einem anderen PNET (384) konnte eine A>G-
Transition (A1276G) gefunden werden, die ebenfalls zu einer verénderten
Aminosauresequenz fihrt (1403V). Die veréanderten SSCP-Muster waren auch in den
korrespondierenden Blut-DNA-Proben nachweisbar.

Eine weitere aberrante SSCP-Bande wurde in einem PNETs (1072) und einem BCC
(BCC25) im PCR-Fragment BTRC8 entdeckt. Die Sequenzanalyse erbrachte einen
Basenaustausch an Position 1588 von Guanin nach Thymin (c.1588G>T), der auch zu einem
Aminosaureaustausch (A507S) im Protein fuhrt. In der konstitutionellen DNA (Leukozyten-

DNA) des Patienten konnte die gleiche Veranderung nachgewiesen werden.

v

AAGCTTATTGAGAGAAT

it 1 iy

Abb. 14: Elektropherogramm der Sequenzierung von Tumor-DNA des Medulloblastoms
1071. Deutlich zu erkennen (Pfeil) ist der Doppelausschlag fir Cytosin und Thymin an
Position 684 der Sequenz (GenBank Accession No. Y14153). Die Wildtypsequenz hat
an dieser Stelle ein Cytosin, wahrend in der Tumor-DNA eine Heterozygotie vorliegt.
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Tab. 3: Ergebnisse der BTRC-Mutationsanalyse in primitiven neuroektodermalen Tumoren
des ZNS. * dpMB, desmoplastisches Medulloblastom; MB, klassisches Medulloblastom;
MMB, Medullomyoblastom; stP, supratentorielles PNET; o, keine detektierbare

Veranderung.

Tumor Nr.  Histologie* BTRC1? BTRC2 BTRC3 BTRC4 BTRC5 BTRC6 BTRC7 BTRC8 BTRC9
370 dpMB o o o o o o [¢] [¢] [¢]
385 dpMB [¢] [¢] o o [¢] o [ [¢] o
1057 dpMB o o o o o o [¢] [¢] [¢]
1058 dpMB [ [¢] o o ] o [¢] o o
1107 dpMB o o o o o o €.1350T>G: N427K o o
1114 dpMB o o €.684C>T:1193M o o o o [} o
1151 dpMB o o o o o o o [¢] o
1154 dpMB [} [} o [} [} o €.1350T>G: N427K [} [}
1162 dpMB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] o
1181 dpMB [¢] [¢] o o [¢] o [¢] o o

dpMB9 dpMB o o o o o o [¢] [¢] [¢]
dpMB10 dpMB [¢] [¢] o [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
dpMB11 dpMB o o o o o o o o o
dpMB12 dpMB o o o o o o o o o
dpMB13 dpMB o o o o o o o o o
dpMB14 dpMB [¢] [¢] [ [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] o
384 MB [¢] [¢] [¢] o [¢] o C.1276A>G: 1403V [¢] [¢]
392 MB [¢] [¢] [¢] o [¢] [¢] [¢] [¢] o
1051 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1052 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1055 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1056 MB [¢] [¢] [¢] o [¢] [¢] [¢] [¢] o
1059 MB [¢] [¢] [¢] o [¢] [¢] [¢] [¢] o
1060 MB [¢] [¢] [¢] o [¢] [¢] [¢] [¢] o
1064 MB o [ [ [¢] [¢] [¢] €.1350T>G: N427K [¢] [¢]
1065 MB [¢] [ [¢] [¢] o [¢] [¢] [¢] [¢]
1068 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1069 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1070 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1071 MB [¢] [¢] €.684C>T:1193M o [¢] [¢] [¢] [¢] o
1072 MB o [¢] [ [¢] [¢] o [¢] €.1588G>T: A507S [¢]
1075 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1077 MB [ [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [ [¢]
1078 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [ [¢]
1079 MB o o o o o o o o o
1087 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1088 MB [¢] [¢] [¢] o [¢] o [¢] [¢] o
1092 MB o o o o o o o o o
1097 MB [¢] [¢] [ [¢] [¢] [¢] o [¢] [¢]
1098 MB [¢] [¢] [ [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1101 MB [¢] [¢] [ [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1103 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1104 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1106 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [ [¢] [¢] [¢] [¢]
1111 MB (o] [¢] [¢] [} €.953A>C: N295T (o] €.1350T>G: N427K [¢] o
1116 MB [¢] [¢] o [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1152 MB [¢] [¢] o [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1153 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1155 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1164 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1165 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1175 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1176 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1177 MB o o o o o o o o o
1178 MB o o o o o o [¢] o o
1179 MB o o o o o o [¢] o o
MB9 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
MB11 MB o o o o o o o o o
MB13 MB [¢] [¢] [ [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
MB14 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
MB15 MB [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
1099 MMB [¢] [¢] €.684C>T:1193M [¢] [¢] o [¢] o o
stP2 stP [¢] [¢] €.684C>T:1193M [¢] [¢] [¢] [¢] [} o
stP3 stP [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
stP4 stP [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢] [¢]
stP5 stP [¢] [¢] [¢] [ 0 [¢] [¢] 0 [¢]
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Tab. 4: Ergebnisse der BTRC-Mutationsanalyse in Basalzellkarzinomen der Haut. o, keine
detektierbare Veranderung.

Tumor Nr.  BTRC1* BTRC2 BTRC3 BTRC4 BTRCS BTRC6 BTRC7 BTRC8 BTRC9

BCC1
BCC2
BCC3
BCC7
BCC8
BCC9
BCC10
BCC11
BCC12
BCC13
BCC14
BCC15
BCC16
BCC17
BCC18
BCC19
BCC20
BCC21
BCC22
BCC23
BCC24
BCC25
BCC26
BCC27
BCC28

¢}
¢}
€.684C>T:1193M

o
o
o
o
o

O O 0O 0O O o o o o

€.684C>T:1193M

O O 0O 0O 0O 00O O0OO0OO0OO0OO0OOo0OOo0OOo0ODOoOOoOOoOOoO oo

O O 0O 0O O o o o o

€.1588G>T: A507S
o
o
[¢]

€.684C>T:1193M
€.684C>T:1193M
0

O 0O 0O 0O 0O 00O O0OO0OO0OO0ODO0OO0ODO0OO0OO0OO0OO0ODO0OO0ODO0OO0OOo0O O0O OoO
O 0O 0O 0O 0O 00O O0OO0OO0OO0ODO0OO0ODO0OO0OO0OO0OO0ODO0OO0ODOo0O OO OoO OO OoO
O O 00000 O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOoOOoOOoO OoO o
O O OO0 00O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOoOOoOOoO OO o
O O 0O 0O 000000000 O0OO0OO0OO0OO0OOoOOoOOoOOoO oo
O O 0O 00O 00O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOo0OOo0OOoOOoOOoO OoO o
O O 0O 0O 0O 00O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOoOOoOOoO OoO o
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4 Diskussion

4.1 Untersuchungen an GLI1, GLI2 und GLI3

Die Entwicklung eines komplexen Organismus aus einzelnen Zellen setzt voraus, daf® die
Zellproliferation in strukturierte, planvolle Bahnen gelenkt wird. Diese Aufgabe wird von
verschiedenen koordinierenden Signalkaskaden Ubernommen. Sie bestehen aus einem
Netzwerk von Genen, deren Wechselwirkungen zueinander die planmaRige Entwicklung und
den Aufbau des Korpers erst moglich machen. Schaden gleich welcher Art in einem Gen
einer solchen Signalkaskade kénnen nicht nur Stérungen in diesem, sondern auch in
assoziierten Pfaden auslésen. Derartige Ereignisse gehen dann oft, sofern sie tGberhaupt mit
dem Leben vereinbar sind, mit Fehlbildungen oder Tumoren einher. Um dem Ziel der
Verhinderung bzw. der Therapie solcher Veranderungen naher zu kommen, ist es
unabdingbar, die zugrundeliegenden pathogenetischen Zusammenhange zu verstehen und
festzustellen, welche Gene bei bestimmten Krankheitsbildern betroffen sind (125).

Ein fur die embryonale Entwicklung und das Wachstum verschiedener Organsysteme, wie
zum Beispiel des ZNS, der Gliedmalien, der Haut, der Lunge, des Darms, der Zahne oder
der Haarfollikel, stellt der Sonic Hedgehog Signaltransduktionsweg dar (62, 64). Seine
Funktionsweise und seine wesentlichen Komponenten wurden bereits in der Einleitung
dieser Arbeit erlautert. Zusammenfassend dargestellt entfaltet der Ligand Sonic Hedgehog
nach Abspaltung eines C-terminalen Restes seine Aktivitat an der Zielzelle Uber einen
Rezeptorkomplex aus zwei Transmembranproteinen, Ptch und Smoh. Das Signal wird Gber
eine fur Vertebraten noch nicht vollstandig aufgeklarte zytoplasmatische Proteinkaskade an
den Zellkern weitergeleitet, wo es zur Aktivierung der Shh Zielgene kommt (130). In
zahlreichen Untersuchungen konnte insbesondere flir Shh selbst, wie auch flir die beiden
membranstandigen Rezeptoren Ptch und Smoh, bereits deren Bedeutung fiir verschiedene
Entwicklungsstérungen und Tumoren gezeigt werden. So flihrt ein Verlust der Shh Funktion
durch ererbte Mutationen zu Holoprosenzephalie (7, 68, 80, 99). Des Weiteren entwickeln
transgene Mause, die Shh in der Haut Uberproduzieren, Basalzellkarzinom-artige Tumoren
(23, 81). Mutationen von PTCH spielen in der Tumorgenese eine grof’e Rolle. Sie stellen als
Keimbahnmutationen die Ursache des Goltz-Gorlin-Syndromes dar (35). AuRerdem sind
somatische PTCH Mutationen in einem erheblichen Anteil sporadischer Basaliome und
Medulloblastome (134), sowie bei Meningeomen, Fibrosarkomen, ovariellen Fibromen,

Rhabdomyosarkomen und cardialen Fibromen beschrieben worden (130). Aktivierende
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SMOH Mutationen fihren, ahnlich wie inaktivierende PTCH Mutationen, zu einer
Hochregulation der Shh-Zielgene. Derartige Mutationen wurden in sporadischen Basaliomen
und Medulloblastomen (96) wie auch in anderen primitiven neuroektodermalen Tumoren
(130) beschrieben.

Im Gegensatz zu der Vielzahl von Erkenntnissen Ulber diese Gene ist die genaue
Funktionsweise der weiter unten in der Signalkaskade agierenden Komponenten schlechter
verstanden. Auch in diesem Bereich des Sonic Hedgehog Signaltransduktionsweges sind
pra- oder posttranslationale Veranderungen jedoch von groRer Bedeutung.

So stellt das GLI1-Gen ein wichtiges Zielgen des Shh Signaltransduktionsweges dar; das
essentiell fir die Ubermittlung des Signals in den Zellkern ist. Von Nilsson et al. (2000) (77)
konnte die Induktion von Hauttumoren durch erhohte Gli1 Level gezeigt werden. In
transgenen Mausen, die Gli1 unter einem Keratin 5 Promotor in der Haut Uberexprimieren,
gelang die Induktion von Basalzellkarzinomen und Trichoepitheliomen (77). Weiterhin kann
ektop produziertes Gli1 im hinteren Mittelhirn von transgenen Mausen die Effekte von Shh
simulieren und zur Aktivierung von Neuralrohrmarkern, wie Ptch, Hnf-33 oder Shh flihren.
Aullerdem hat Gli1 eine proliferationsfordernde Wirkung (43, 64). Ektope Expression von
Gli1 in der embryonalen Epidermis von Frdoschen fuhrt zu Tumoren, die konstitutiv Gli1
produzieren (17). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass Basalzellkarzinome des
Menschen eine konstitutive Uberexpression zeigen (17, 28, 32, 96). Von Ghali et al. (1999)
(28) wurde vermutet, dal’ intrazellulares Gli1 als Transkriptionsfaktor seine eigene Aktivitat
kontrollieren kann. Von Dahmane et al. (1997) (17) wurde beschrieben, dal} eine Mutation
von SMOH oder PTCH, die zu einer Uberaktivierung von Gli1 fiihrt, BCCs auslost. Die
Autoren dieser Studie, wie auch Green et al. (32) kamen daher zu dem Schluf3, dal Gli1
eine Schlisselrolle in der Tumorentstehung spielen muss. Es wurde zuerst als amplifiziertes
Gen in Gliomen beschrieben (52), konnte aber inzwischen auch in einigen anderen Tumoren
amplifiziert nachgewiesen werden (64). Unter Anderem flir die in dieser Arbeit ebenfalls
untersuchten Basalzellkarzinome wurde, wie auch fir PTCH (134), eine Uberexpression,
jedoch keine Amplifikation fir GLI1 beschrieben (17, 96). In normalem Gewebe wurde Gli1
nach Abschluss der Organentwicklung bisher nur im Hoden, im Myometrium und im Eileiter,
in der Maus auch im Hirn nachgewiesen (59).

Die eigene Arbeit sollte einen Beitrag zu der Frage liefern, ob neben den bereits bekannten
Mutationen der membranstéandigen Rezeptoren PTCH und SMOH, mit einer resultierenden
Aktivierung des Shh Signaltransduktionsweges mit Uberexpression von GLI1, auch
Veranderungen der weiter unten in der Signalkaskade gelegenen Komponenten an der

Pathogenese von Basalzellkarzinomen und Medulloblastomen beteiligt sind.
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4.1.1 Ergebnisse der Mutationsanalyse von GLI1

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Serie sporadischer Basalzellkarzinome der Haut und
primitiver neuroektodermaler Tumoren des ZNS auf Mutationen im GLI1-Gen hin untersucht.
Die identische Tumorserie war bereits auf PTCH (134) und SMOH Mutationen (96) Uberprift
worden (95). Die beschriebene Uberexpression von GLI1 in Basalzellkarzinomen (17) konnte
fur das hier untersuchte Tumorkollektiv bereits in einer friheren Arbeit bestatigt werden (96).
Mutationsanalysen von GLI1 ergaben jedoch keine Mutation im gesamten Uberpriften
Genbereich in Basalzellkarzinomen und Medulloblastomen. Wegen der Grélke des Gens
wurde die Suche nach Mutationen allerdings auf die konservierten und funktionell
bedeutsamen Bereiche der Promotorregion sowie der Zink-Finger-Region beschrankt.
Eventuelle Mutationen in anderen Bereichen, die gegebenenfalls 2zu einer
Konformationsénderung und damit einer Aktivitdtsanderung des Transkriptionsfaktors fiihren,
kdnnen also nicht sicher ausgeschlossen werden. Daruber hinaus kann wegen der immer
noch recht kleinen Fallzahl eine Mutation in der Promotor- oder Zink-Finger-Region von GLI1
als sehr seltenes Ereignis nicht ausgeschlossen werden.

Wie erwahnt, wurde GLI1 zuerst als amplifiziertes Gen in Gliomen beschrieben (52). Anstatt
einer aktivierenden Mutation in GLI1 kénnte also auch in Basalzellkarzinomen und primitiven
neuroektodermalen Tumoren eine Amplifikation vorliegen, die zur Uberexpression fiihrt und
daher fiir die Uberaktivitat verantwortlich sein kénnte. Die Vorarbeit von Reifenberger et al.
(96) zeigt jedoch, dass in Basalzellkarzinomen keine Amplifikation von GLI1 vorliegt.
Insgesamt sprechen die zur Zeit vorliegenden molekularen Befunde somit dafiir, dass GLI1
zwar ein mogliches Zielgen der aberranten Aktivierung des Shh-Signalweges in
Basalzellkarzinomen und Medulloblastomen darstellt, selbst aber offenbar nicht durch direkte
genetische Veranderungen betroffen ist.

Einige neuere Studien haben jedoch die Bedeutung von Gli1 in der Tumorentstehung etwas
relativiert. So erscheinen transgene Mause mit Mutationen in Gli1 weitgehend normal und
zeigen erst in Kombination mit Gli2 Mutationen Defekte im Shh-Signalweg (83). Von Weiner
et al. (2002) (129) konnte durch retrovirale Shh-Applikation ins Kleinhirn die Entstehung von
Medulloblastomen auch in GLI1 Null-mutanten Mausen gezeigt werden, also
Tumorentstehung unabhangig von GLI1. Die Autoren dieser Studie gehen davon aus, dass
GLI1 keine Schlusselrolle in der Tumorgenese im Kleinhirn der Maus spielt, sondern dass
Veranderungen auf Hohe der Rezeptoren oder durch Shh selbst Uber eine Aktivierung der
Signalkaskade die Tumorentstehung verursachen. Die auch im hier verwendeten
Tumorkollektiv nachgewiesene Uberexpression von GLI1 (96) wéare somit lediglich als
Resultat einer Shh-Kaskadenaktivierung und nicht als Ursache der Tumorentstehung zu
verstehen. Regl et al. (2002) (98) zeigten einen positiven Rickkopplungsmechanismus fiir

GLI2 und GLI1. In einem in vitro Modell konnte in menschlichen Keratinozyten gezeigt
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werden, dass die Expression von Gli1 zu einer Induktion von zwei Gli2 Isoformen fihrt,
welche in Basalzellkarzinomen Uberexprimiert sind. Es konnte weiter gezeigt werden, dass
GLI1 ein direktes Ziel von Gli2 ist, also Gli2 unmittelbar Gli1 induziert, wahrend die
Aktivierung von Gli2 durch Gli1 indirekt erfolgt. Die Expression von Gli1 oder Gli2 fihrte zu
einer erhéhten DNA-Synthese (98). Andere Autoren (45) berichteten, dass Gli2 an den GLI1
Promotor bindet. Von Sheng et al. (2002) (108) wurde in einem transgenen Mausemodell
durch eine Aktivierung von Gli2 eine spezifische Basalzellkarzinomentstehung induziert.
Nach Abspaltung eines NH2-terminalen Fragmentes von Gli2 konnten Gli1-ahnliche Effekte
imitiert werden, hier entstanden durch Uberaktivierung jedoch verschiedene Hauttumore,
grofiteilig Trichoblastome, seltener Cylindrome und basaloide follikulare Hamartome und in
wenigen Fallen Basalzellkarzinome (108). Diese Arbeit wird durch ahnliche Ergebnisse in der
Studie von Nilsson et al. (2000) (77) bestéatigt. Somit wiirde die Gli2 Uberaktivierung fiir die
BCC Entstehung verantwortlich sein und zusétzlich eine GLI1 Uberexpression verursachen
(98, 108). Weiter untermauert wird diese Erklarung durch die Ergebnisse von Bai et al.
(2002) (5), hier konnte mittels GLI1 nullmutanten und PTCH/GLI1 doppelmutanten Mausen
gezeigt werden, dass Gli1 weder fur die Signalibermittlung des Shh
Signaltransduktionsweges in der Entwicklung noch fur die (fehlerhafte) dauerhafte
Signalubermittlung bei Ausfall der Ptch Hemmung verantwortlich ist. Vielmehr wird das
Signal durch Gli2 Ubermittelt (5). Dazu passt auch das Ergebnis der hier vorliegenden
Studie, in der gezeigt werden konnte, dass alle untersuchten Basalzellkarzinome und zwei
Drittel der PNETs GLI2 im Verhaltnis zum mituntersuchtem Referenzgewebe
Uberexprimieren.

Vor diesem sich wahrend der Arbeit neu entwickelnden Hintergrund erscheint das Ergebnis
der Mutationsanalyse von Gli1 nunmehr nicht Uberraschend, sondern gliedert sich in die
bestehende Hypothese einer pradominierenden Bedeutung von Gli2 fir die Shh

Signaltransduktion gut ein.

4.1.2 Funktionelle Bedeutung der verschiedenen Gli Proteine

Exprimiert man humane GLI-Gene in Drosophila, so sieht man fur Gli1 und Gli2 Hh-
abhangige Aktivatorfunktionen, fur Gli2 zusatzlich eine nicht Hh-abhangige, und fur Gli3 eine
Hh-abhangige Repressorfunktion (3). Fur Gli2 und Gli3, aber nicht fur Gli1, wurden fir die N-
terminale Halfte Repressordomanen beschrieben, fir Gli2 fir den C-terminalen Teil
zusatzlich noch eine Aktivatordomane (104). In transgenen Mausen kann durch Abtrennung
der Repressordomane aktiviertes Gli2 die zellularen Effekte von Shh simulieren (104). In
einer anderen Arbeit (120) wurden vier verschiedene Isoformen von Gli2 untersucht, welche

durch alternatives Splicen der mRNA generiert wurden. Insbesondere die Gli2R Form,
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welche eine Aktivator- aber keine Repressordomane enthalt, ist dabei in
Basalzellkarzinomen uberexprimiert (120).

Im Gegensatz zu den beiden Shh-Zielgenen GLI1 und GLI2 unterdriicken sich Gli3 und Shh
gegenseitig (12, 29, 44, 62, 126). Motoyama et al. (2003) (73) konnten an PTCH
Nullmutanten und GLI2/GLI3/PTCH Trippelmutanten zeigen, dass Gli2 essentiell fur die
ventrale Spezifikation im kaudalen Neuralrohr ist und dass in mehr rostral gelegenen
Regionen GIli3 die ventrale Spezifikation ermoéglicht, wenn Gli2 nicht vorhanden ist. Somit
weisen Gli2 und GIli3 lberlappende, jedoch spezifische Funktionen in der Ubermittlung des
Shh Signals entlang der rostro-caudalen Achse des Neuralrohres auf (73). Sieht man diese
Ergebnisse vor dem Hintergrund der unterschiedlichen Expressionsmuster der
verschiedenen Komponenten, so entsteht ein Modell fir einen Shh gesteuerten
Rickkopplungsmechanismus. Es entsteht im Endeffekt ein anterior-posteriorer Gli3-
Repressorgradient, durch den die Langstreckensignalgebung von Shh auf einen
kontrollierten Bereich eingeschrankt wird (123, 126). Das vom Notochord kommende Shh
Signal erreicht nach diesem Modell die Neuralplatte, die ventral in grolen Bereichen
exprimierten Proteine Gli2 und GIi3 werden daraufhin in ihre aktive Form umgewandelt und
fuhren dann zu einer Aktivierung der Transkription von bestimmten Zielgenen inklusive GLI1
(104). Dieses Modell wird durch Mutationsstudien an transgenen Mausen gestutzt, an denen
die Bedeutung von Gli3 als Shh Repressor, von Gli2 als Ubermittler des Shh Signals und von
GLI1 als Zielgen gezeigt werden konnte (83).

Eine Stérung dieses Mechanismus hat erhebliche Auswirkungen auf den Organismus:
Ahnlich wie SHH” mutante Méuse unterliegen auch GLI2”" mutante Mause einer Stérung der
Haarfollikelentwicklung mit reduzierter Zellproliferation. Zusatzlich wird Shh erheblich
iberexprimiert. Umgekehrt 16st eine GLI2-daueraktivierende Mutation bei SHH” mutanten
Mausen Shh-abhangige Genexpression und Zellproliferation aus (66). Beim Menschen
wurden Mutationen von GLI2 bei Patienten mit Holoprosenzephalie beschrieben, dhnlich wie
fur SHH Mutationen (100).

Transgene Mause mit GLI3 Mutationen zeigen eine Polydaktylie und schwere Defekte im
dorsalen ZNS. Diese werden in GLI1/GLI3 Doppelmutanten nicht weiter verstarkt (83). Beim
Menschen sind Mutationen von GLI3 als Ursache flir einige Syndrome gezeigt worden. Das
Greig Cephalopolysyndaktyliesyndrom (GCPS), das Pallister Hall Syndrom (PHS), sowie die
postaxiale Polydaktylie Typ A (PAP-A) werden durch verklrzte Formen von Gli3 ausgelost,
das Greig Cephalopolysyndaktyliesyndrom zusatzlich durch inaktivierende GIi3

Punktmutationen, wie bereits in der Einleitung naher dargestellt (8, 103, 131, 139).
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Aufgrund dieser Befunde und der komplexen Interaktion zwischen den verschiedenen Gli-
Proteinen ist es besonders interessant festzustellen, ob Veranderungen der Expression von

GLI2 oder GLI3 in Basalzellkarzinomen und Medulloblastomen vorliegen.

4.1.3 Ergebnisse der Expressionsanalyse von GLI2 und GLI3

In der eigenen Untersuchung wurden Basalzellkarzinome und Medulloblastome auf mRNA-
Expression von GLI2 und GLI3 mittels RT-PCR hin untersucht. In gesunder adulter Haut
konnte keine GLI2 Expression nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigte die
Mehrheit der untersuchten Tumoren eine unterschiedlich starke GLI2 mRNA Expression.
Von 22 untersuchten Basalzellkarzinome exprimierten 21 GLI2. Dieses Ergebnis stimmt
Uberein mit den Ergebnissen von Grachtchouk et al. (30) sowie Ruiz-i-Altaba et al. (103). In
der Arbeit von Tojo et al. (120) exprimieren sogar alle 15 untersuchten Basalzellkarzinome
GLI2 vermehrt. In anderen Hauttumoren konnte dagegen keine erhdhte GLI2 Expression
nachgewiesen werden (120). Dazu passend wurde in der Arbeit von Sheng et al. (108) in
einem transgenen Mausmodell durch die Uberexpression von Gli2 unter einem Keratin 5
Promotor in der Haut spezifisch die Entstehung von Tumoren induziert, die von ihrem
Verhalten und ihrer Histologie Basalzellkarzinomen sehr ahnlich sind. In Verbindung mit der
oben vorgestellten Funktion von Gli2 als Shh Mediator, der in seiner aktiven Form unter
anderem die GLI1 Expression fordert (44, 104), reihen sich die Ergebnisse dieser Arbeit in
die auch von anderen Arbeitsgruppen (5, 98, 108, 120) favorisierte Meinung ein. Die Gli2
Uberexpression ist nach diesen Ergebnissen bei der Entstehung von Basalzellkarzinomen
Uber eine Aktivierung der Shh-Signalkaskade ein entscheidender Faktor. Folgt man dieser
Uberlegung, so sollte man annehmen, dass infolge der Gli2 Uberexpression auch GLI1
Uberexprimiert wird. In der Tat konnte von Regl et al. (98) in einem retroviralen in vitro Modell
eine funffach erhohte GLI1 mRNA Expression durch erhéhte GLI2 Expression nachgewiesen
werden. Die fir das eigene Tumorkollektiv bereits veroffentlichten GLI1I mRNA-
Expressionsdaten (96) zeigen, dass auch GLI1 in der Mehrheit der Basalzellkarzinome
Uberexprimiert wird, d. h. sich die Ergebnisse also mit den Ergebnissen anderer Gruppen in
diesem Punkt decken. Die Korrelation zwischen GLI1 und GLI2 Expression ergab, dass alle
Falle mit sehr starker GLI2 mRNA Expression auch eine starke bis sehr starke
Hochregulation der GLI1 mRNA aufwiesen. Unsere Expressionsdaten unterstitzen somit
das in anderen Arbeiten (98, 104, 108) diskutierte Modell der Transkriptionsaktivierung von
GLI1 und anderen Proteinen durch aktiviertes Gli2.

Allerdings zeigte von den Basalzellkarzinomen mit schwacher GLI2 Expression ein Teil
starke bis sehr starke GLI1 Signale, nur ein Teil der Tumoren zeigte schwache Signale fur
GLI2 und GLI1. Fir das Abweichen von diesem Modell von sechs BCCs gibt es

verschiedene Erklarungen. In der Arbeit von Dahmane et al. (17) Uberexprimieren ebenfalls
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fast alle BCCs GLI1 mit deutlichen Schwankungen in der Expressionsstarke. Dies wird auf
Unterschiede im Tumormaterial zurickgefuhrt. Nach Dahmane et al. (17) liegt die Stelle
hdchster GLI1 Expression innerhalb eines Tumors in der Peripherie des Knotens, dort wo
sich die meisten proliferierenden Zellen befinden. Es ware also denkbar, dal} bei einem
etwas unterschiedlichen Expressionsmuster von GLI1 und GLI2 zufallig Stellen der Tumore
mit geringer GLI2 und starker GLI1 Expression untersucht wurden, obwohl auch GLI2
unmittelbar im Tumorknoten exprimiert wird (45). Unterschiede im Tumorgrad, also u.a. der
Proliferationsgeschwindigkeit, die flir unterschiedliche Expressionsstarken verantwortlich
gemacht werden, wie in (111) beschrieben, spielen flir BCCs keine Rolle, da es keine
Tumorgrade bei BCCs gibt. In (120) wurde von einer Uberexpression vor allem einer Gli2R
Isoform innerhalb der BCCs berichtet, welche (iber die Aktivatordomane verfugt, bei der die
Repressorfunktion jedoch nicht vorhanden ist. Inwieweit sich diese Isoform von Wildtyp Gli2
in Hinsicht auf die Aktivierung von Gli1 auswirkt, ist zurzeit unklar, die Aktivierung von Gli1
durch Gli2 erfolgt durch Bindung an den GLI1 Promotor (45). Des Weiteren sind auch von
Gli1 verschiedene Isoformen bekannt, dabei findet man in proliferierendem Gewebe und
BCCs ausschlieBlich die kirzere y-Form Uberexprimiert, wahrend normalerweise auch die
ldngeren o— und B-Formen exprimiert werden (127). Die unterschiedlichen Wirkungsweisen
der Isoformen sind jedoch weitgehend unbekannt. Als wahrscheinlich kann allerdings auch
vermutet werden, daf® nicht nur Gli2 allein, sondern noch weitere Faktoren in die Gli1
Regulation eingreifen, welche z.B. in einem in vitro Modell wie (98) nicht miterfasst werden.
So zeigen z. B. in der hier untersuchten Tumorserie von den sechs BCCs mit wesentlich
starkerem GLI1 Signal finf deaktivierende Mutationen in PTCH (134).

In nichtneoplastischem adultem Kleinhirngewebe lielen sich GLI2 Transskripte nicht
nachweisen. Aus der Gruppe der untersuchten Medulloblastome und supratentoriellen
PNETSs exprimierten etwa zwei Drittel (9 von 15) der Tumoren GLI2, also im Vergleich zu den
Basalzellkarzinomen deutlich weniger Tumoren. Vergleichbare Studien liegen bisher fur GLI2
nicht vor, allerdings wurde von Xiao et al. (137) die Expression von GLI1 in ZNS Tumoren
untersucht, wobei in einem Kollektiv von unterschiedlichen Tumoren des ZNS nur eine
minimale Expression von GLI1 festgestellt werden konnte. Dieses Ergebnis steht im klaren
Gegensatz zu den Ergebnissen in diesem Kollektiv, bei dem von 15 untersuchten
Medulloblastomen und supratentoriellen PNETs neun Tumoren GLI1 Uiberexprimierten (96).
Vergleicht man die Expression von GLI2 und GLI1 in den einzelnen Tumoren, so zeigt sich in
fast allen Fallen eine gleichartige Hochregulation der Transskripte. Von den drei Tumoren mit
der starksten GLI2 Expression zeigten zwei eine starke GLI1 Expression, ein Tumor
exprimierte GLI1 normal. Von den 6 Tumoren ohne GLI2 Signal zeigten ein Tumor ein
starkes und ein Tumor ein schwaches Signal fur GLI1, die Ubrigen 4 wiesen fur GLI1

ebenfalls kein Signal auf. Im Gegensatz zu GLI2 wurde GLI3 sowohl in unveranderter adulter
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Haut, als auch in nichtneoplastischem adultem Kleinhirngewebe exprimiert. Wie oben
erwahnt, bestehen Unterschiede in der Regulation von Gli2 und GIi3. Wahrend GLI2 ein
Shh-Zielgen darstellt, unterdriicken sich Shh als Mediator fur Zellproliferation und Gli3 als
Repressor dieser Aktivitat unter physiologischen Bedingungen gegenseitig (12, 29, 44, 62,
126), so dass in vivo der erwahnte anterior-posteriore Gli3-Repressorgradient entsteht (126).
In proliferierendem Gewebe sollte also nach dieser Uberlegung die Expression von GLI3
durch das Shh Signal erniedrigt werden (62). Dies war allerdings weder in den untersuchten
Basalzellkarzinomen noch in den Medulloblastomen und supratentoriellen PNETs der Fall.
Alle untersuchten Basalzellkarzinome exprimierten GLI3, 10 davon starker als das
Referenzgewebe. Analog dazu konnte von Green et al. (32) eine GLI3 mRNA Expression
sowohl mittels RT-PCR als auch mittels in situ Hybridisation in Basalzellkarzinomen
nachgewiesen werden. Im Unterschied dazu gelang es Dahmane et al. (17) mittels RT-PCR
nur in zwei Drittel der untersuchten BCCs eine schwache GLI3 Expression nachzuweisen.
Interessant ist nun die Frage, warum Gli3 nicht als Repressor eines aktivierten Shh
Signaltransduktionsweges heruntergeregelt ist, sondern im Gegenteil eine teilweise deutliche
Uberexpression zeigt. Es kdénnten posttranslationale Mechanismen vorliegen, welche nur
durch Untersuchungen auf Proteinebene aufzudecken waren. Andererseits fungiert Gli3
nach Motoyama et al. (2003) (73) jedoch in Abwesenheit von Gli2 als Vermittler des Shh
Signals und ermdoglicht im rostralen Neuralrohr eine ventrale Zelldifferenzierung. Bei einer
anzunehmenden Aktivierung des Shh Signaltransduktionsweges in BCCs und PNETs ware
somit auch eine Hochregulation von Gli3 denkbar. Madglicherweise stellt diese
Uberexpression jedoch auch den Versuch des Gewebes dar, den Effekten einer
veranderten, zu hohen Transkriptionsaktivitdt entgegenzuwirken, moglicherweise ist sie nur
Ausdruck einer ,aus den Fugen geratenen® transkriptionellen Steuerung. Noch ausgepragter
als bei den Basalzellkarzinomen Uberexprimierten die PNETs GLI3. 12 von 15 untersuchten
Tumoren zeigten ein starkeres Signal fur GLI3 im Vergleich zu unverandertem
Kleinhirngewebe. Es liegen zur Zeit keine Referenzuntersuchungen in dieser oder einer
ahnlichen Tumorgruppe vor, die Bedeutung von Gli3 in der Entwicklung des Neuralrohres als
Repressor des Shh Signals (12, 29, 44, 57, 123, 126) bzw. als Mediator im rostralen Teil (73)
lassen jedoch vermuten, dal hier ahnliche Mechanismen zugrunde liegen dirften, wie oben
fur die BCCs beschrieben.
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4.2 Ergebnisse der Mutations- und Expressionsanalyse von BTRC

Die Ubiquitin-abhangige Proteolyse durch das Proteosom spielt in einer Vielzahl biologischer
Prozesse, wie der Zellteilung, der Transkription und der Signallibertragung, eine wesentliche
Rolle. Dabei wird das Zielprotein zuerst durch Phosphorylierung markiert. Das
phosphorylierte Protein wird dann in einem Prozess, der drei Proteine bendtigt, erkannt und
ubiquitiniert. Zuerst wird Ubiquitin an ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1, Abb. 15) in
einer ATP-abhangigen Reaktion angehangt, so dass eine energiereiche Thiolester-Bindung
entsteht. Anschlielend wird das Ubiquitin dann vom E1-Protein auf das Protein E2
Ubertragen und mit Hilfe des Proteins E3 (blau markiert, Abb. 15) an das Zielprotein
angelagert (Abb. 15). Weitere Ubiquitinreste kdnnen dann an die bereits vorhandene
Ubiquitinmarkierung des Zielproteins angehangt werden, so dass eine Poly-Ubiquitinkette
entsteht. Dieses poly-ubiquitinierte Protein wird dann durch das 26S Proteasom erkannt und
degradiert. Das E3 Protein ist bei diesem Prozess in den meisten Fallen fir die spezifische

Erkennung des Zielproteins zustandig (60).

F-box @
protein | o

Abb. 15: Zusammensetzung und Funktion des SCF-Ubiquitin-Ligase-Komplexes (fur Details
siehe Text; Abb. nach Maniatis et al. (60).

In dem hier in Abb. 15 exemplarisch dargestellten SCF (Skp1, Cdc53/Cul1, F-Box)-Ubiquitin-
Ligase-Komplex dient Cdc53/Cul1 als Gerlst, um Skp1 und ein spezifisches E2-Protein in
raumliche Nahe zu bringen. Das Skp1-Protein wiederum interagiert mit einem F-Box Protein
durch dessen F-Box—Domane. Eine zweite proteinbindende Domane des F-Box-Proteins, die
WD40-Domane, bindet spezifisch an das zur Degradation bestimmte Protein. In den letzten
Jahren konnte eine grolkere Zahl dieser F-Box-Proteine identifiziert werden, die fir die
spezifische Erkennung der abzubauenden Proteine verantwortlich sind. Dazu zahlen das
Drosophila Slimb-Protein und sein humanes Homolog Btrc. Neuere Studien bringen Slimb

und sein humanes Homolog Btrc mit der Regulation von drei verschiedenen Signalwegen in
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Verbindung, dem Hedgehog Signalweg in Drosophila, sowie dem Wnt und NF-kB Signalweg
in Vertebraten. Als gemeinsames Merkmal weisen alle drei Signalwege die Signal-abhangige
Phosphorylierung und Ubiquitinierung eines regulatorischen Proteins, seine Bindung an
Slimb/Btrc und schliellich seinen Abbau durch das Proteasom auf. In Drosophila flhrt die
Abwesenheit von Slimb zu einer Anreicherung von Cubitus interruptus, dem Effektorprotein
des Hedgehog Signalweges (60). In Vertebratenzellen spielt Btrc eine bedeutende Rolle im
Abbau  der wichtigen regulatorischen  Proteine des NF-xB- und  Wnt-
Signaltransduktionsweges, IkBa und R-Catenin (58, 60, 133, 140). Infolgedessen fiuhrt der
Verlust der Btrc-Funktion zu einer Stabilisierung von R-Catenin und damit zu einer
Aktivierung des Wnt-Signaltransduktionsweges (58).

Das humane BTRC-Gen kartiert auf dem langen Arm von Chromosom 10 (10924), einer
Region, die haufig sowohl in Gliomen, Prostata- und Schilddrisentumoren (24) als auch in
Medulloblastomen (92) Allelverluste ausweist. Gerstein et al. (27) konnte die Expression von
aberranten BTRC-Deletionstransskripten in einer Prostatatumor-Zelllinie und in einem
Prostatatumor-Xenograft nachweisen, wobei in beiden Fallen keine Mutationen in den
Adenomatosis Polyposis Coli (APC) oder 3-Catenin (CTNNB1) Genen vorhanden waren. Die
Prostatatumor-Zelllinie zeigte ein nuclear erhéhten R-Catenin Level, welcher darauf

schlief3en lasst, dass die BTRC Veranderung den Wnt-Signaltransduktionsweg aktiviert.

In dieser Arbeit wurde ein Tumorkollektiv aus 66 primitiven neuroektodermalen Tumoren des
ZNS und 25 Basalzellkarzinomen der Haut auf Mutationen in und aberranter Expression von
BTRC untersucht. BTRC scheint ein interessantes Kandidatengen flir diese Tumorserie zu
sein, denn (i) tragt die Mehrzahl der BCCs Mutationen in Genen des Shh-Signalweges (88,
96, 109, 117, 134), (ii) konnten bisher in Medulloblastomen Mutationen in verschiedenen
Genen des Shh- und Wnt-Signalweges nachgewiesen werden (41, 53, 88, 96, 117, 134) und
(iii) zeigen Medulloblastome haufig Chromosom 10-Deletionen (71, 92). Im Gegensatz zu
den Daten in Prostatakarzinomen konnten wir jedoch keine BTRC Mutationen in den
untersuchten 66 PNETs und 25 BCCs identifizieren. Daruber hinaus zeigt keines der PNETs
und BCCs einen Verlust der BTRC mRNA Expression (135). Damit bestatigen diese
Ergebnisse die Daten von Taylor et al. (117), die ebenfalls keine BTRC Mutationen in 36
untersuchten Medulloblastomen fanden. Auferdem war BTRC weder in malignen
Melanomen mutiert (94) noch in einer Serie von 42 verschiedenen Zelllinien und 48 primaren
Tumorproben unterschiedlicher Typen deletiert oder genomisch umgeordnet (14).
Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass BTRC nur selten in humanen
Tumoren verandert ist. Man konnte spekulieren, dass die mogliche Konsequenz einer Btrc

Inaktivierung, namlich die Stérung von verschiedenen Signalwegen, nicht zu einem
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selektiven Wachstumsvorteil fiihrt oder mdglicherweise nicht vereinbar mit dem Uberleben

der meisten Zelltypen ist.

4.3 Ergebnisse der Expressionsanalyse von IGF2

Der Shh-Signaltransduktionsweg stellt keine in sich abgeschlossene, unabhangige Einheit
dar, sondern ist im Gegenteil Teil eines komplexen Netzwerkes aus einer Vielzahl sich
gegenseitig  beeinflussender  Komponenten, deren  aufeinander  abgestimmtes
Zusammenwirken eine regelhafte Entwicklung garantiert.

Ein Genprodukt, welches in diesem Zusammenhang von Bedeutung ist, ist der Insulin-like
Growth Factor Il (Igf2). 1gf2 ist ein wichtiger Modulator in der Muskelentwicklung und —
differenzierung (89), als auch ein Mitogen flir eine Reihe unterschiedlicher Zelltypen (84). In
zahlreichen sporadischen Tumoren wurde eine Uberexpression von IGF2 beschrieben (32,
74, 107, 116, 132). Einen Zusammenhang zwischen IGF2-Uberexpression und einem
aktivierten Shh-Signalweg konnte Hahn et al. (36) in PTCH-heterozygoten ,knock-out’-
M3usen nachweisen. So zeigten diese PTCH™*®*-Mause nicht nur in ihren
Rabdomyosarkomen und Medulloblastomen, sondern bereits als Embryo, eine
Uberexpression von IGF2. In den PTCH™°'®*-Mausen ist Igf2 sogar zwingend fiir die
Tumorenstehung notwendig, denn in doppelt-heterozygoten ,Knock-out‘-Mausen
(PTCH"™°"®*IGF2"") waren keine Tumore nachweisbar. Hahn et al. (36) konnte ausschlieRen,
dass die IGF2-Uberexpression durch einen Verlust des Imprintings des maternalen Allels
oder durch eine Amplifikation des IGF2-Locus auf Chromosom 11 verursacht wird.

Um die Frage zu beantworten, ob auch in primaren humanen Tumoren eine Uberexpression
von IGF2 im Zusammenhang mit einem aktivierten Shh-Signaltransduktionsweg steht, wurde
eine Expressionsanalyse fur IGF2 in dem oben beschriebenen Tumorkollektiv aus
Basalzellkarzinomen und PNETs durchgefihrt.

Alle untersuchten 22 BCCs und 15 PNETs dieser Studie exprimieren IGF2-mRNA. Eine
Uberexpression (Verhaltnis der IGF2-Expression im Tumor zur Expression in nicht-
neoplastischem Kontrollgewebe =2) konnte jedoch nur in drei BCCs nachgewiesen werden.
Das Vorhandensein einer PTCH-Mutation in den BCCs korreliert auch nicht mit der IGF2-
Expression in den Tumoren (Student’s T-Test, p = 0,6425). Bei den PNETs zeigten sogar 8
der 15 untersuchten Tumoren eine Unterexpression von IGF2 (Verhaltnis der IGF2-

Expression im Tumor zur Expression in nicht-neoplastischem Kontrollgewebe < 0,5). Die
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anderen 7 PNETs wiesen ein IGF2-Transkriptlevel &hnlich dem in normalem
Kleinhirngewebe auf.

Die von Hahn et al. (36) nachgewiesene Uberexpression von IGF2 in Zusammenhang mit
einer Aktivierung des Shh-Signalweges in Rhabdomyosarkomen und Medulloblastomen von
PTCH™%"-Mausen konnte in dieser Arbeit in diesem AusmafRe nicht an sporadischen
humanen Medulloblastomen und BCCs bestatigt werden. Mdglicherweise lassen sich die von
Hahn et al. (36) an Mausen gewonnenen Daten nicht ohne weiteres auf humane
Medulloblastome Ubertragen. Neuere Studien weisen darauf hin, dass eine aberrante
Aktivierung des Shh-Signalweges vornehmlich in der Pathogenese der desmoplastischen
Medulloblastome eine wichtige Rolle spielt (88). In unserer PNET-Tumorserie befinden sich
aber nur 6 desmoplastische Medulloblastome, von denen eines eine mdgliche Aktivierung
des Shh-Signalweges aufweist (SMOH-Mutation und hochsten Expressionswert des Shh-
Effektors GLI2). Flnf dieser 6 dpMBs gehdren immerhin zu den Tumoren, mit den héchsten
IGF2-Expressionsleveln (Expressionslevel von 0,8 bis 1,2 im Vergleich zur Expression in
nicht-neoplastischem Kleinhirngewebe). Unterschiede in den Studienergebnissen konnen
allerdings auch darauf zurlckzufuhren sein, dass die unterschiedlichen Shh-Zielgene
gewebespezifisch  exprimiert  werden. Eine  Uberexpression von IGF2 in
Rhabdomyosarkomen lasst daher nicht zwangslaufig auf eine Uberexpression des Gens in
Medulloblastomen des Kleinhirns und BCCs der Haut riickschlieen. Mdglicherweise wird
IGF2 in normalem Kleinhirngewebe und gesunder Haut aber auch schon deutlich héher
exprimiert als im gesunden Muskelgewebe, so dass bei Normalisierung der
Expressionswerte selbst bei gleich hoher Expression in den verschiedenen Tumoren die
relative Expression in den Kleinhirn- und Hauttumoren niedriger ware. Dies lielte sich nur
durch einen direkten Vergleich der IGF2-Expression in den verschiedenen gesunden

Geweben klaren.
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5 Zusammenfassung

Die aberrante Aktivierung des Sonic Hedgehog Signaltransduktionsweges spielt eine
wesentliche Rolle in der Pathogenese von Basalzellkarzinomen der Haut und primitiven
neuroektodermalen Tumoren (PNETS) des zentralen Nervensystems, darunter insbesondere
den Medulloblastomen des Kleinhirns. In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass diese aberrante
Aktivierung entweder durch inaktivierende Mutationen im Tumorsuppressorgen PTCH oder
durch aktivierende Punktmutationen im Protoonkogen SMOH bedingt sein kann. Die
Genprodukte dieser beiden Gene bilden gemeinsam den membranstandigen Rezeptor fir
das Sonic Hedgehog (Shh) Signalmolekiil. Allerdings sind Mutationen von PTCH oder
SMOH nur in etwa zwei Drittel der sporadischen Basalzellkarzinome und lediglich 10-15%
der Medulloblastome nachweisbar, d.h. ein Teil dieser Tumoren zeigt keine Verdnderungen
in diesen Genen, obwohl wichtige Zielgene des Shh-Signalweges, wie z.B. GLI1 und PTCH,
in diesen Tumoren lUberexprimiert sind.

Ein wesentliches Ziel der eigenen Arbeit war es daher, zu untersuchen, ob in
Basalzellkarzinomen und PNETs moglicherweise Mutationen in zwei anderen Genen (GLI1
und BTRC) vorliegen, die fur die intrazellulare Weiterleitung des Shh-Signals wichtig sind.
Hierzu wurde zunéachst ein Tumorkollektiv von 31 Basalzellkarzinomen und 17 PNETs auf
das Vorliegen von Mutationen in der Promotorregion und der Zinkfingerregion des GLI1-
Gens hin untersucht. Es konnten zwei bisher nicht beschriebene Sequenzpolymorphismen in
den untersuchten Genregionen nachgewiesen werden. In keinem der Tumoren fand sich
jedoch eine GLI1-Mutation, so dass davon auszugehen ist, dass Mutationen der Promotor-
und Zinkfingerregion von GLI1 nicht fir die beobachtete Uberexpression von GLI1 in
Tumoren ohne PTCH- oder SMOH-Mutationen verantwortlich sind. Die molekulare Analyse
des BTRC-Gens erfolgte an insgesamt 25 Basalzellkarzinomen und 66 PNETs. Es wurden
wiederum mehrere neue Sequenzpolymorphismen aber keine Tumor-assoziierten
somatischen Mutationen identifiziert, so dass auch BTRC in diesen Tumoren nicht von
Mutationen betroffen ist. In einem weiteren Projektteil wurde die Expression der Gene GLI2,
GLI3 und IGF2 auf Transkriptebene in 22 Basalzellkarzinomen und 15 PNETs
semiquantitativ bestimmt. Hierbei zeigte sich eine Uberexpression von GLI2 mRNA in der
Mehrheit der Basalzellkarzinome und PNETs im Vergleich zu normaler Haut bzw. normalem
Kleinhirngewebe. Die Expression von GLI3- und IGF2-Transkripten war dagegen von Tumor
zu Tumor variabel, wobei GLI3 in drei Medulloblastomen und IGF2 in keinem der

untersuchten Tumoren eine starke Uberexpression zeigte. Signifikante Assoziationen
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zwischen der Expressionsstarke dieser Gene und Mutationen in den Genen PTCH oder
SMOH lieRen sich in der analysierten Tumorserie nicht nachweisen.

Zusammenfassend sprechen die eigenen Ergebnisse daflir, dass Mutationen der Gene
GLI1 und BTRC in der molekularen Pathogenese von Basalzellkarzinomen der Haut und
primitiven neuroektodermalen Tumoren des Gehirns keine wesentliche Rolle spielen. Die
haufige Uberexpression von GLI2 mRNA deutet darauf hin, dass in diesen Tumoren nicht
nur GLI1 sondern auch GLI2 ein wichtiges Zielgen des Shh-Signalweges darstelllt. Da sich
fir GLI3 und |IGF2 keine signifikante Uberexpression auf mRNA-Ebene in
Basalzellkarzinomen und PNETs nachweisen liel3, scheinen diese beiden Gene nicht durch
die aberrante Aktivierung des Shh-Signalweges in diesen Tumoren transkriptionell aktiviert
zu werden. Ingesamt stellen die eigenen Ergebnisse einen wichtigen Fortschritt auf dem
Weg zur molekularen Charakterisierung der Rolle des Shh-Signalweges in
Basalzellkarzinomen der Haut und zentralnervosen PNETs dar. Weitergehende Analysen
mussen zeigen, ob moglicherweise genetische Verédnderungen im GLI2-Gen oder in
anderen, bislang nicht untersuchten Genen des Shh-Signalweges in diesen Tumoren

vorliegen.
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