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1. Zusammenfassung

Onkologische Reaktionswege, bei denen unter andeliem\Vnt-Protein-Familie
und die Ras-Gene eine bedeutende Rolle spieldrersie Interesse der derzeitigen
medizinischen Forschung. Sowohl das Gen Wifl alshaikab34 konnten
maoglicherweise auch als wichtige Schaltpunkte inakr der Gliomgenese dienen.
Wifl ist ein extrazellular lokalisierter Antagonisies Wnt und wirkt Gber eine
direkte Bindung an Wnt-Liganden. Uber eine intragéte Herunterregulation von
B-Catenin kommt es zu einer verminderten Ausbildurapn Onkogenen. Im
Gegensatz dazu geht eine Abnahme von Wifl mit eiBsressionsanstieg von
Wnt einher, so dass es Uber dgeCatenin-Kaskade zu einer gesteigerten
Transkriptionsaktivitat kommt.

Rab34 gehort zu der Gruppe der Ras-Gene und isenschiedenste Stufen der
Endo- und Exozytose involviert. Die Rab-Proteinguteeren Transportwege durch
die Membran, indem sie als molekulare Schalter awas der aktiven und der
inaktiven Form agieren. Im aktiven Status erfilRRab-Proteine ihre Funktion bei
der Vesikelformation und bei der Bewegung von Oejjan sowie

Membranspaltung/-fusionen durch die Rekrutierung E&fektor-Proteinen.

Basierend auf vorausgegangenen Microarray-Analysealenen ein signifikanter
Unterschied in der Gen-Expression von Rab34 und. \WifAstrozytomen Grad llI
und Glioblastomen nachgewiesen werden konnte, warder vorliegenden Arbeit
mittels semiquantitativer Real-Time-PCR das untaesttiche Expressionsmuster
von Rab34 und Wifl in Astrozytomen Grad Il, Gradl ih Glioblastomen und
Glioblastom-Rezidiven untersucht. Die Patienten Glibblastom-Rezidiven waren
mit gleicher Radio-Chemo-Therapie einmalig vorbeledinworden. Die Gesamtzahl
von 51 Tumorproben wurde mittels eines ABI™ SeqeeDetection Systems ABI
PRISM® 7700 and Qiagen™®@uantiTect® SYBR® Green PCR Kits experimentell
untersucht. Die statistische Uberpriifung erfolgtttats U-Test.

Fur das Gen Wifl konnten signifikante Expressiotstachiede im Vergleich
zwischen Astrozytomen Grad Il und der Gruppe deziBive sowie zwischen

Glioblastomen und den Rezidiven festgestellt werden



Beim Vergleich der Expressionsstarke von Rab34 dwes den Glioblastom-
Gruppen zeigte sich eine Verdoppelung der Werte @Gimblastom verglichen mit
seinen Rezidiven. Im U-Test/Mann-Whitney-Test war iesdr

Expressionsunterschied statistisch signifikant.

Eine veranderte Aktivierung des Wnt-Reaktionswdgas. ein Ungleichgewicht der
Uber- und Unterexpression von Wifl scheint eine trzdé® Rolle bei der
Tumorgenese von Astrozytomen zu spielen. Es scledder keine Korrelation
zwischen dem Malignitatsgrad des Tumors und derd&sgon von Wifl zu geben.
In einigen Tumoren wie Blasen- oder Prostata-Kamzinkorreliert die Wifl-

Expression mit dem Tumorgrad. In der vorliegendebek bestétigt sich dieser
Zusammenhang fir Astrozytome nicht. Ein Expressinageg kann sowohl eine

anti-apoptotische Aktivitat als auch eine poterteiddalignitat bedeuten.

Fur das zweite untersuchte Gen Rab34 konnte mitvddiegenden Versuchen die
Vermutung einer Assoziation zwischen der Gen-Exgioesund dem Tumor-Grad

bestatigt werden. Aus den signifikanten Expressioteyschieden zwischen
Glioblastomen und den mit Radio- und Chemo-Therd@bhandelten Rezidiven
geht ferner hervor, dass hier méglicherweise eim sensibler Schritt innerhalb des
Rab34-Pathways (Reaktionsweges) zugrunde liegt. $éieauf die zentrale Rolle

von Rab34 innerhalb des Organellen-Transportes xapkasma, auf Mikrotubulus-

abhangige Effekte und die Regulation der AntigefisBntation verwiesen.



2. Summary

Major oncologic pathways, such as the Wnt protamily and the Ras genes belong
to oncogenes that play a significant role in tuigpemesis pathways. Wifl and Rab34
have been implicated to be involved in glioma genes

Wifl is a secreted antagonist of Wnt signalling &maictions by direct binding to
Wnt ligands in the extracellular space. There iglewe that intracellular down-
regulation off-catenin correlates with reduced expression of geges. On the
other hand down-regulation of Wifl results in ah@gexpression level of Wnt,
which causes higher transcription activity throdighp-catenin pathway.

Rab34 belongs to the group of Ras genes and isvedon various steps along the
exocytic and endocytic pathways. By changing betwt® active and inactive
form, Rab-proteins are considered key regulatocyofa for membrane traffic. This
biological activity causes vesicular formation, rament of organelles and
membrane traffic by recruitment of effector progein

Previous microarray analysis showed a significardidence of different gene
expressions of Rab34 and Wifl in astrocytomas of QMitade Il and
glioblastomas. The current study analysed the emud of Wifl and Rab34
expression in a larger number of tissue samplen fstrocytomas of WHO-grades
I, Ill, glioblastomas and first-time recurrent gfilastomas. Last-mentioned were
treated by radiation and chemo-therapy.

To study possible differences in their expressisemiquantitative two-step RT
Real-Time PCR examinations on a total of 51 tissaraples of astrocytomas WHO-
grade I, 11, glioblastomas and first-time recurteglioblastomas were performed.
Analysis were conducted using the ABI™ Sequencee®®in System ABI
PRISM® 7700 and Qiagen™ QuantiTect® SYBR® Green @R, According to
the histological grading the arithmetic mean wdsutated and compared by using
the U-test.

There is an immense uptake of Wifl in astrocytormnasy grade 1l to grade Ill.
Strong reduction of Wifl expression was presenglioblastomas compared to
astrocytomas grade lll. The expression level ofoagtomas grade Il was nearly

equivalent to the group of glioblastomas. Anothgregulation of Wifl-expression
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was seen in recurrent compared to primary glioblass. By using the U-test, there
was a significant difference in expression leveivaen astrocytomas grade Ill and
recurrent glioblastomas as well as recurrent coethtr primary glioblastomas.
Rab34 showed the highest expression in astrocytayrede 11l and displayed a
strong reduction compared to the benign astrocysognade 1. Moreover, Rab34-
expression showed a down-regulation of astrocytomasle Ill compared to
primary glioblastomas. Expression level of Rab34gliablastomas showed a double
increase from primary to recurrent glioblastomag.uBing the U-test there was a
significant difference in expression levels betweenurrent when compared to

primary glioblastomas.

Both pathways may be operative in early glioma tugenesis. Aberrant activation

of the Wnt pathway indicates that loss of Wifl eeqsion may be an early event in
tumor genesis as demonstrated by other groupsigaehtumor stages like urinary

bladder or prostate cancer. The data indicatestligsé is no correlation between
tumorgrade and expression level of Wifl, but thisbably demonstrates tissue-
specific or tumor-specific expression. There isdewce for anti-apoptotic activity

and potentiated malignity.

Overexpression of Rab GTPases is detected in varionds of cancer. The
increasing expression of Rab34 in all glioma gradepports the previously
suggested role of tumor genesis for astrocytoméasrelis significant correlation
between tumor stage and tumor-grade. Because ofigteke in expression level
between recurrent when compared to primary gliabraas, the Rab34 pathway
might play an important role. On the basis of tlasult, membrane traffic in the
axoplasma, microtubules- or actin-based motor cergd and regulation within the
antigenic presentation may yield additional ungerding.



3. Einleitung

3.1 Einfuhrung in die Thematik und Fragestellung

Die Zellen eines jeden Lebewesens sind durch eaktegeregeltes homoostatisches
Gleichgewicht von Proliferation (Wachstum), Diffamerung (zellulare
Spezialisierung) und Apoptose bzw. Nekrose (Ze)ltagekennzeichnet. Das
Wachstumsverhalten von Zellen und der genaue gehetiAblauf des Zellzyklus
(zellteilung) werden durch definierte genetischetinktionen gesteuert. Derartige
genetische Programme werden wesentlich durch etiwére Signale beeinflusst,
die die Aktivitat der Gene einer Zelle bestimmenhi®oll et al. 2005).

Bei der Genese maligner Tumorerkrankungen spielerbalancen im fein
eingestellten  Gleichgewicht intrazellularer  Sigraisduktionsketten, der
Regulationsmechanismen des Zellzyklus’ sowie dddifierenzierung und anderer
wesentlicher Punkte im Stoffwechsel der Zelle einehtige Rolle (Bocker et al.
2001). Aufgrund von Schadigungen des DNA-Erbmatekammt es innerhalb der
Zellen zu einer fehlregulierten Genaktivitat.

Jeder Mechanismus, der das Uberleben DNA-gescle@digtien erhoht, z.B. durch
Verhinderung des apoptotischen Todes solcher Zeligigt zum karzinogenen
Prozess bei (Hanahan u. Weinberg 2000, Schmoll. 085). Als Ursache jeder
Tumorerkrankung sind somit Veranderungen, wie beisweise Mutationen und
Virusinfektionen, im Erbmaterial der primaren Tumelte zu sehen.

Der grofdte Teil tumorinduzierender Mutationen aitst in Somazellen
(Korperzellen, die sich nur in Zellen gleichartigéyps differenzieren kénnen), es
spielen jedoch auch vererbte genetische Defekt€é@nom von Keimzellen eine
wesentliche Rolle fir die Tumorgefdhrdung einesividdums. Ein extremes
Beispiel einer derartigen genetischen Pradispositiegt beim Li-Fraumeni-
Syndrom vor, das auf der Existenz eines defektégisAlenes Gens beruht, welches
fur das Tumorsuppressorprotein p53 kodiert (Srargstet al. 1990, Schmoll et al.
2005).

Aufgrund der aul3erordentlichen Komplexitat der rkolaren Mechanismen der
Genregulation ist ein zunehmendes Verstandnis diesezesse die Voraussetzung
fur weitere Einblicke in die Ursachen der Tumortettang. Durch die molekulare
Identifizierung mutierter genetischer Loci (Ortepfénen sich im Zusammenhang
mit der Tumorprogression neue Moglichkeiten fur ddNA-Diagnostik. Die
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prognostische Abschatzung von individuellem Risiked die damit verbundene
Pradisposition fur familiar bedingte, keimbahnvbeter Mutationen rticken neben
potentiellen Therapien des fehlregulierten zelkemé&r Wachstums in den
Vordergrund. Des weiteren erdffnen sie die Moglatdn zu Vorhersagen lber die
Gefahr einer malignen Progression nach Fruherkenpuiimaligner Vorstufen von
Tumoren und gestatten eine frihzeitige Erkennung Mikrometastasen, da mit
Hilfe der PCR (plymerase kain leaction; Polymerase Ketten Reaktion) spezifische
tumorassoziierte ~ Genom-Polymorphismen in  kleinstedellpopulationen

nachweisbar geworden sind (Schmoll et al. 2005).

Der Schwerpunkt der hier vorliegenden, experimémeDoktorarbeit liegt in der
Quantifizierung der Genexpression von Wifl und Rab3

Wifl ist ein extrazellularer Antagonist des WntiRedays, wahrend Rab34 als
Mitglied der Ras-Gene im Rahmen exo- und endozgbar Pathways eine Rolle
spielt. Fur andere Organe bzw. Gewebe sind in derdtur zu diesen Genen bereits
Pathways, Expressionsmuster und molekulargeneti§gkenntnisse beschrieben
worden.

In vorangegangenen Microarray-Analysen mit Tumdopro von semimalignen
Astrozytomen Grad Il und malignen Glioblastomemikie bereits ein signifikantes
Auftreten verschiedener Genexpressionen von Wiftl @Wab34 nachgewiesen
werden (Kohler 2007, Bozinov et al. 2008). Der Setpunkt der hier vorliegenden
Arbeit liegt im Bereich der Genexpressionsanalysa Wifl und Rab34, welche
anhand von 51 Tumorproben untersucht werden s@llese 51 Proben umfassten 5
Astrozytome Grad IlI, 12 Astrozytome Grad Ill, 23 igblastome und 11
Glioblastom-Rezidive.

Um madgliche Expressionunterschiede zu zeigen, wdieldlethode der Real-Time-
PCR gewahlt. Diese Methode zeichnet sich durch h@&pezifitdt, hohe

Empfindlichkeit, schnelle Ergebnisse und eine ger@uantifizierung aus.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit soll letztendliem weiterer Beitrag im
Verstandnis der Gliomgenese geleistet werden. DuHihsichten in das
Expressionsverhalten dieser Gene sollen molekualdische Prozesse besser

verstanden und somit mdglicherweise neue Behansbpignen diskutiert werden.



3.2 Literaturlibersicht

3.2.1 Tumoren

Als Tumor bezeichnet man eine Neubildung von Kdgperebe im Sinne einer
abnormen Gewebsmasse, die durch FehlregulationerZeldvachstums entsteht.
Diese Vermehrung von korpereigenen entarteten Zefteansformierte Zellen,
Tumorzellen) ist vor allem das Ergebnis von Reguomesistérungen im Rahmen von
Zellteilung (Proliferation) und Zellverlust (Apogge) transformierter Zellen (Bocker
et al. 2001).

Neoplasien kénnen jegliche Art von Gewebe betreffln nach Lokalisation und
Funktion des durch tumorartiges Wachstum gescheéiiGewebes kann es zu einer
Fehlfunktion von Organen mit Beeintrdchtigung dess&@ntorganismus bis zum
Tod kommen. Klinisch unterscheidet man als wicliégsEinteilungsprinzip einer
Tumorerkrankung gutartige (benigne) von bdsartigénalignen) Tumoren,

Sonderformen bilden die semibenignen und semimatigrumoren.

Ein gutartiges Neoplasma ist im Allgemeinen duradngsames Wachstum
gekennzeichnet, das sich vor allem expansiv, veginad verhalt. Des Weiteren
findet man in der Regel keine Metastasierung, beniumoren rezidivieren selten,
wenn sie komplett entfernt wurden.

Die durch das Zellwachstum entstehende zusammeehdad@ umormasse fuhrt zur
Verdrangung, Kompression und Druckatrophie des earmgmden normalen

Gewebes. Benigne Tumoren haben in der Regel germget nur mechanische
Ruckwirkung auf den Allgemeinzustand des betroffedenschen, sie wachsen
haufig tber Monate und Jahre. Gelegentlich verlniexasie aber schwerwiegende
lokale Komplikationen wie zum Beispiel bei benignBamoren des Gehirns oder
der Meningen. Hier kann es zu unmittelbarer Druck&kung auf lebenswichtige

Zentren des Gehirns und damit durchaus zum Tod Tdesortragers kommen

(Kleihues u. Cavenee 2000).

Im Gegensatz dazu ist bdsartiges Neoplasma mitgeleinder Unreife (Atypie,
Anaplasie) der Zellen durch ein eventuell sehr hasc autonom infiltrierendes
Wachstum gekennzeichnet, das sich invasiv (Invasiod zerstérend (Destruktion)
verhalt. Makroskopisch findet man dementsprechend timordse Durchsetzung

des normalen Gewebes und demzufolge meist einéharriscBegrenzung, die bei



inadaquater chirurgischer Entfernung, ausgehend \aen verbleibenden

Tumorzellen, zu einem Weiterwachsen und Wiederetgitr des Tumors

(Tumorrezidiv) fuhrt.

Maligne Tumoren zeichnen sich ferner durch die §léit zur Verschleppung und

Absiedlung von Zellen in andere Gewebe und/odera@eg(Metastasierung) aus,
dies geschieht Uber Zell-Einbriche in Lymph- undtgéfale. Im fortgeschrittenen
Stadium ist eine erhebliche Ruckwirkung auf dergéheinzustand des Patienten
maoglich (Anamie, Kachexie). Bosartige Tumoren smath den Herz-Kreislauf-

Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache in iddastrialisierten Landern

(Bocker et al. 2001).

3.2.2 Tumoren des Nervensystems

Obwohl Tumoren des Nervensystems nur etwa 2 % allemschlichen Tumoren
ausmachen, spielen sie klinisch eine wichtige Rofleht zuletzt, weil alle
Altersstufen, insbesondere auch Kinder betroffard gjBocker et al. 2001). Im
padiatrischen Bereich stehen diese Neoplasien nebekémien und Lymphomen
an oberster Stelle (Nakamura et al. 2007), sieiefdbth Retinoblastome und
Neuroblastome des sympathischen Nervensystems ein.

Neoplasien kénnen sich prinzipiell in allen Absdten des Nervensystems und mit
Ausnahme der Mikroglia aus jedem Zelltyp entwickédm haufigsten sind jedoch
Gliome des zentralen Nervensystems (ZNS), insbesendes Grof3hirns (Holland
2001).

Tumoren des Nervensystems werden nach histologisklnigerien eingeteilt, d.h.
nach dem Zelltyp, aus dem sich der Tumortyp ent#lickhat. Die WHO-
Klassifikation der Tumoren des Nervensystems galriick auf grundlegende
histologische Erkenntnisse sowie Beobachtungen vammorspezifischen
Wachstumsmodalitaten durch Bailey und Cushing. Aafen 1926 publizierter
Arbeit basiert die erste WHO-KIassifikation von gilund Wechsler 1986, welche
zuletzt 2007 von deEditorial and Consensus Conference Working GrdapWHO
aktualisiert wurde (siehe Tabelle 1):



Tabelle 1 (englisch): Auszug au$umours of Neuroepithelial Tissue (nach WHO 2007, Fuller u.
Scheithauer 2007)

Astrocytic tumours Pilocytic astrocytoma

Pilomyxoid astrocytoma
Subependymal giant cell astrocytoma
Pleomorphic xanthoastrocytoma
Diffuse astrocytoma

Fibrillary astrocytoma

Protoplasmic astrocytoma

Gemistocytic astrocytoma
Anaplastic astrocytoma
Glioblastoma

Giant cell glioblastoma

Gliosarcoma
Gliomatosis cerebri
Oligodendroglial tumours Oligodendroglioma
Anaplastic oligodendroglioma
Oligoastrocytic tumours Oligoastrocytoma
Anaplastic oligoastrocytoma
Ependymal tumours Subependymoma
Myxopapillary ependymoma
Ependymoma

Cellular

Papillary

Clear cell

Tanycytic
Anaplastic ependymoma

Die Inzidenz intrakranieller Tumoren liegt in Eueopei 7-10 Neuerkrankungen pro
100 000 Einwohner und Jahr und ist weitgehend laonsimit Ausnahme einer
deutlichen Zunahme der priméren malignen ZNS-Lynmpéiowéhrend der

vergangenen 10-15 Jahre. Manner sind insgesamtsetvéfiger betroffen

(Méanner:Frauen = 1,35:1). Eine Ausnahme stellerMiBaingeome dar, die gehauft
bei Frauen auftreten (Bocker et al. 2001).

Obwohl es in der Vergangenheit ausgedehnte epidegnsche Studien gab, ist es
bisher nicht gelungen, Umweltfaktoren zu identdizn, die fir die Entstehung von
Hirntumoren verantwortlich sind. Als gesichert glle gelegentliche Induktion von
Hirntumoren durch therapeutische Dosen ionisierendgtrahlen, welche

insbesondere bei Kindern zu beobachten ist. Ungeliabhhéaufig treten hingegen
Tumoren des Nervensystems im Rahmen erblicher Tayndrome auf (DeVita et

al. 2004).

Klinisch und prognostisch unterscheiden sich Tumorkes ZNS in einigen

Aspekten von denen anderer Organe. Da das Hirnem khéchernen Schadel
eingeschlossen ist, fihren alle, also auch gutartig.B. Meningeome),

raumfordernde Prozesse friher oder spater zu Hickdteigerung mit

lebensbedrohlichen intrakraniellen Massenverscimigbn (DeVita et al. 2004).
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Aufgrund dieser Korrelation gelten die klassischilerkmale der Malignitat

(infiltrativ-destruierendes Wachstum und Metastasig) nur eingeschrankt.

In der Regel bleibt die Tumorinfiltration auf dasriparenchym beschrankt, nur
selten findet ein Ubergreifen auf benachbarte $frek (Dura, Knochen) statt.
Auch eine hdmatogene Streuung in andere Orgaisehstselten und klinisch meist
ohne bestimmten Einfluss auf den Krankheitsverl&irfige Hirntumoren, wie z.B.

die Medulloblastome neigen allerdings zur Metastasig Uber den Liquor

cerebrospinalis.

Charakterstisch fir Tumoren des Nervensystems ist lhufig ausgepragte
Bevorzugung bestimmter Lokalisationen und Alterpgen. Oft l&sst sich aus der
Kombination beider Angaben bereits eine Verdachtpubse stellen (Kleihues u.
Cavenee 2000).

3.2.3 Astrozytare Tumoren (Gliome)

Astrozytare Tumoren sind in jedem Lebensalter undallen anatomischen
Lokalisationen anzutreffen und machen ca. 25% afigakraniellen Gliome aus
(Berlit 1999). Sie wachsen entlang der Marklageneahund infiltrieren weit vom

Tumorzentrum entfernt gelegene Hirnareale. Bevdezubokalisationen sind

Frontal- und Temporallappen, aber auch im Okzipitahd Parietallappen, im
Thalamus, im Hypothalamus, im Mittelhirn, in demnBaund im Nervus Optikus
treten Astrozytome auf.

Im Wesentlichen werden zwei Formen unterschiedas,pllozytische Astrozytom

des Kindes- und Jugendalters und die diffus indilenden Astrozytome bei
Erwachsenen. Entsprechend ihres Malignitdtsgraded thres bevorzugten
Auftretens verhalten sie sich unterschiedlich, sssdin der Therapie grof3e
Unterschiede bestehen.

Anhand der histologischen Klassifikation werden digirntumoren nach

Empfehlungen der WHO in vier Malignitatsgrade etege die einen Schatzwert
fur ihr biologisches Verhalten angeben (siehe Tlal#&IPoeck u. Hacke 2001).

Tabelle 2: Histologische Kriterien der Hirntumoren (Poeck u. Hacke 2001)

WHO Dignitat Histologische Beispiele Uberlebens
Grad Charakteristika zeit (Ca.-
Angaben)
I Benigne Gut differenzierte Gewebe, Pilozytisches >5 (-50)
keine Metastasen Astrozytom, Jahre
Meningeom,
Neurinom,
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Hypophysen-

Adenom
Il Semibenigne Einzelne atypische Zellen,  Astrozytom ll, 3-5 Jahre
noch gut differenziertes | Oligodendrogliom,
Gewebe, Kernatypien, Ependymom,
keine/kaum Metastasen Pineozytom
1] Semimaligne Viele atypische Zellen, Anaplastisches 2-3 Jahre
Mitosen, Ursprungsgewebe Astrozytom,
noch erkennbar, jedoch anaplastisches

bereits entdifferenziert Oligodendrogliom,
Plexuskarzinom

\% Maligne Entdifferenziertes Gewebe, Glioblastom, 6 Monate
viele Mitosen, Nekrosen, Medulloblastom, (bis 2 Jahre)
Endothelproliferation, Meningosarkom,
Metastasen Glioblastom,

malignes Lymphom
Folgende histologische Kriterien werden zur Belutej herangezogen: Kernatypien, Mitosen,
Endothelproliferation, Nekrosen.

Wenn keines der Kriterien erflillt ist Grad |
1 Kriterium erfillt Grad Il

2 Kriterien vorhanden Grad llI
3 oder 4 Kriterien erfullt Grad IV

Der Malignitatsgrad dient der Verdeutlichung deagdifizierung. Als benigne oder
niedriggradig (,low grade®) werden die Gliome dera@e | und Il bezeichnet, dies
trifft fir die Grad-I-Tumoren Klinisch-biologischuz die Grad-II-Tumoren kénnen
jedoch wegen ihrer diffusen Infiltration praktisele komplett reseziert werden und
gehen meist in maligne Gliome uber (Peiffer et 2002). Als maligne oder
hohergradige (,high grade”) Gliome werden die TuemoGrad Il (anaplastische
Gliome) und die Glioblastome (Gliome Grad 1V) zusaemgefasst. Da in der hier
vorliegend durchgefiihrten Studie Astrozytome Grad Il und Glioblastome

untersucht worden sind, werden lediglich diese Tdonmen detailliert dargestellt.

3.2.4 Niedriggradiges Astrozytom (WHO-Grad II)

Haufigkeit, Vorkommen und Klinik

Die diffus infiltrierenden, niedriggradigen Astrdeyne wachsen langsam und
manifestieren sich bevorzugt bei jingeren Erwadlsemer Erkrankungsgipfel
liegt in der 3. bis 4. Lebensdekade. Das Astrozyterad Il manifestiert sich bei
70% der Patienten durch epileptische Anfalle (B&®i99) und tritt vor allem in den
GroRBhirnhemisphéaren auf, wobei es selten die gro8elti Uberschreitet. In
absteigender Haufigkeit sind der Frontallappen (42%r Temporallappen (41%),
der Parietallappen (15%) und der Okzipitallappérn)(Betroffen (Berlit 1999).
Obwohl die Wachstumstendenz gering ist, infiltmersie diffus in benachbarte

Strukturen, so dass eine vollstéandige chirurgis&tesektion nicht gelingt. Im
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Verlauf der typischerweise auftretenden Rezidiveblaghtet man histologisch eine
zunehmende Zellteilungsaktivitdt und Anaplasie, . ddine Progression zum

anaplastischen Astrozytom oder Glioblastom (KleghueCavenee 2000).

Morphologie

Makroskopisch findet man einen unscharf begrenztdiftrativ wachsenden Tumor
mit glasiger Schnittflache, der wegen seines nafiiven, jedoch nicht
destruierenden Wachstums zu einer Auftreibung ddsofbenen Hirnareals fuhrt.
Haufig beobachtet man glattwandige Zysten mit wasdler Flissigkeit. Blutungen
kommen praktisch nicht vor und Verkalkungen sindsevdlich seltener als beim
Oligodendrogliom (Kleihues u. Cavenee 2000).

Mikroskopisch  unterscheiden  sich  fibrillare  von fomasmatischen,
gemistozytischen und gemischten Varianten. Einen chtigen
immunhistochemischen Marker der astrozytdren Hestege, den alle Zellen
zeigen, stellt das gliafibrillare saure Protein fBf als ein Baustein der glialen
Intermediarfilamente dar (siehe Abbildung 1). Dreddarker vereinfacht die
Klassifikation. Das Astrozytom Grad Il unterscheidgch vom anaplastischen
Astrozytom (Grad Ill) oft nur durch die niedrigemaitotische Aktivitat und die

geringere Zellatypie (Kaji et al. 2006).

Abbildung 1: GFAP-BIld eines niedriggradigen Astroztoms (Aus Agamanolis 2006)

Zytoplasmatisches Filament

Gemistozytisches Astrozytom

Histologisch &hneln die Tumorzellen normalen odeaktionsféhigen Astrozyten. Sie kdnnen
sternférmig sein, spindelférmig mit Faser-ahnlicherozessen, oder komplett aus einer grof3en
eosinophilen Masse bestehen (gemistozytisches 2Adtnm). Sie enthalten intermediare
zytoplasmatische Filamente, welche denen von miebplastischen Astrozyten &hneln. Das Protein
dieser Filamente, das sog. gliafibrillare sauretétno(dial fibrillary acidic protein = GFAP), kann
mittels Immunhistochemie detektiert werden.
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Bei etwa 50% der Astrozytome Grad Il wird eine Ghosomenaberration mit
Verlust des kurzen Arms von Chromosom 17 beobacktiet zum Verlust des

Tumorsuppressorgens p53 fuhrt (Berlit 1999).

Diagnostik

Oft stellt sich das Astrozytom im CT und MRT alsymmgene Markveréanderung dar.
Es ist im CT als Zone verminderter Dichte erkenplarder sich Tumor- und
Odemanteil selbst nach Kontrastmittelgabe in degeRaicht differenzieren lassen.
Im MRT erscheint das Tumorgewebe als Uberwiegendien weif3en Substanz
lokalisierte Lasion mit maligem raumforderndem KffeEs kommt im T1-
gewichteten Bild leicht hypointens und im T2-Bildudlich hyperintens und in ihrer
Struktur homogen zur Darstellung (siehe Abbildungv2ller 2004).

Abbildung 2: Niedriggradiges Astrozytom

MRT-Bilder eines Patienten mit einem niedriggradigstrozytom. Links: Das MRT zeigt in T2-
Wichtung und in der axialen Ebene eine grof3e, h@molyperintense Lasion, die bis in die
Stammganglien reicht; Rechts: In T1-Wichtung steith der Tumor glatt begrenzt, hypointens dar
(Frontalebene) (Aus dem Universitatsklinikum Magdpuibteilung fir Neurochirurgie).

Genetische Aspekte
Zu den haufigen molekulargenetischen Veranderungembren Mutationen im
TP53-Tumorsuppressorgen (35%) (Peiffer et al. 2002)

Therapie und Prognose

Eine komplette operative Tumorentfernung ist auigrules schlecht begrenzten
Wachstums dieser Tumoren meist unmoglich. Eine geb#nde Tumorresektion
erscheint jedoch sinnvoll. Bei primar inoperableambren kommt eine lokale
interstitielle Bestrahlung in Frage (BrachytherapiéWeller 2004). Die
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konventionelle Strahlentherapie reduziert in begiem Ausmald das Risiko eines
Ruckfalls. Sie wird oft erst bei einem weiteren Tammachstum nach der Operation
eingesetzt (Weller 2004). Wenn der Tumor nach Qeraund Strahlentherapie
weiteres Wachstum zeigt, kann auch der Versuch rei@hemotherapie

unternommen werden. Die durchschnittliche Uberlspemgnose nach WHO
betragt nach der Diagnosestellung statistisch 3®i3ahre (Weller 2004).

3.2.5 Anaplastisches Astrozytom (WHO-Grad IIl)

Haufigkeit, Vorkommen und Klinik

Dieser histologisch maligne Tumor entwickelt sichdufig aus einem

niedriggradigen Astrozytom und wachst fast immeéiiltirerend. Die malignen

Astrozytome machen die Mehrzahl der primaren Himdten aus (Anteil an allen
Astrozytomen 35%; Peiffer et al. 2002), sie tratautilokular Gberall im ZNS auf,

vor allem jedoch in den Gro3hirnhemispharen. Diehiahl der Patienten mit
einem anaplastischen Astrozytom sind zwischen 4 &M Jahre alt, mannliche
Patienten sind haufiger betroffen als weiblichd 2Berlit 1999).

Innerhalb von ca. 3-5 Monaten entwickeln sich klolie Symptome wie
epileptische Anfélle (38%), Kopfschmerzen (35%) yrsychische Veranderungen
(16%). Zusatzlich kommen Ubelkeit, Erbrechen ungilRaodem vor, die auf einen
erhohten Hirndruck aufgrund des raumfordernden kisfeles Tumors und eine
konsekutive Liquorzirkulationsstorung zuriickgefilgrden kénnen (Berlit 1999).

Morphologie

Morphlogisch unterscheidet sich das anaplastisct&roytom von einem
niedriggradigen Tumor im Wesentlichen durch einél3gre Zellteilungsaktivitat,
die sich klinisch durch ein rascheres Auftreten ®Razidiven manifestiert. Es zeigt
Malignitatszeichen, aber noch nicht das Vollbilds deeiter entdifferenzierten
Glioblastoms.

Astrozytome Grad Il wachsen sehr rasch, sind gefé und sind von einem
erheblichen Begleittdem umgeben (Kleihues u. Cax20€0).
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Diagnostik

Anaplastische  Astrozytome sind in CT- und MRT-Bilde durch
kontrastmittelanreichernde Tumoranteile, Zystenr ddifig auch ein umgebendes
Odem gekennzeichnet. Das anaplastische Astrozysbrsowohl histologisch als
auch im CT und MRT nur schwer vom Glioblastoma rfaritne abzugrenzen (siehe
Abbildung 3, Weller 2004).

Von diagnostischer und prognostischer Bedeutung hgtologisch neben
gesteigerter Zelldichte und Kernpolymorphie voeailldie erhéhte Mitoserate. Ein
wichtiger Marker ist weiterhin der Ki-67/MIB1-Prédirationsindex, er liegt
typischerweise zwischen 5% und 10% (Peiffer e2@D2, Nafe et al. 2005).

Abbildung 3: Anaplastisches Astrozytom

MRT-Bild eines Patienten mit einem anaplastischestr@dzytom. Zu sehen sind inhomogene
Strukturen in der Kontrastmittelaufnahme. Axialramar, sagittal und intracerebral befinden sich
Raumforderungen,  weiterhin  Zysten und  Kontrasthaitteeicherungen  (Aus  dem

Universitatsklinikum Marburg, Abteilung fir Neuraalrgie).

Genetische Aspekte

Auch genetisch ist das anaplastische Astrozytonsadvein Grad-II-Astrozytom und
Glioblastom anzusiedeln. Zu den TP53-Mutationea,idietwa gleicher Haufigkeit
wie bei Grad-ll-Astrozytomen vorliegen (35%), konnm&berrationen von Genen
fur  zellzyklusregulierende Proteine wie CDKN2A/pDéletion (30%),
Inaktivierung des Retinoblastom-(RB-)Tumorsuppregsons (25%), pI&*-
Deletion (15%) und CDK4-Amplifikation (10%). Inakierungen bisher nicht
identifizierter Tumorsuppressorgene auf den Chramen 19q und 22q, detektiert

durch einen Verlust der Heterozygotie (loss of tetggosity, LOH), findet man in
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40% bzw. 30% der Falle. EGFR-Amplifikationen tretenweniger als 10% der
Falle auf (Peiffer et al. 2002, Kleihues u. Ohg2B®0).

Therapie und Prognose

Die Therapie der Wahl besteht in einer mdglichddikaen Resektion. Eine
komplette Resektion dieser Tumoren ist aufgrun@shnfiltrierenden Wachstums
aber ebenfalls oft nicht mdglich. Nahezu immeremeRezidive auf. Therapeutisch
wird nach bestmdglicher Tumorverkleinerung einealgntherapie mit 60 Gy in
Dosen von 1,8-2,0 Gy angeschlossen. Das vasogeeen Ggricht gut auf die
Behandlung mit Steroiden an. Aufgrund der schlechBrognose kann eine
adjuvante Chemotherapie versucht werden. Bei Ratiemmit anaplastischen
Astrozytomen liegt die Einjahresuberlebensrate Gieir0%, die 2- und 5-Jahres-
Uberlebensraten betragen 38-60% bzw. 15-25% (Peiffal. 2002).

3.2.6 Glioblastoma multiforme (WHO-Grad V)

Haufigkeit, Vorkommen und Klinik

Das Glioblastoma multiforme ist ein hochmaligneralgr Tumor astrozytaren
Ursprungs, der sich bevorzugt im hoheren Erwachsdtez (50.-60. Lebensjahr)
manifestiert. Glioblastome umfassen etwa 40% demn@ und machen mit 15-20%
den haufigsten aller Hirntumoren aus (Peiffer et 2002). Manner sind im
Verhdltnis 3:2 haufiger als Frauen betroffen (Ohgak Kleihues 2007). Das
Glioblastom kann sich aus einem niedriggradigemogstom entwickeln oder, mit
sehr kurzer Klinischer Anamnese, de novo entsteMam findet Glioblastome
vornehmlich in den GroRhirnhemisphéaren, sie wachsender weil3en Substanz aus
und verhalten sich infiltrierend (meist subkortikabie konnen in allen Hirnlappen
lokalisiert sein. Im Kleinhirn kommen sie nicht i@hgaki u. Kleihues 2007).
Klinisch sind das frihe Einsetzen von Kopfschmerzem Hirndruckzeichen
charakteristisch. Anfalle sind eher selten, dafiid svegen der groRen Ausdehnung
des Tumors und dem begleitenden Hirnddem, welcfieauceiner Schwellung der
ganzen Hemisphéare fuhren kann, Lahmungen haufigl¢ww2004). Aufgrund des
raschen Wachstums des Tumors kommt es zu einestibgen Bildung von

pathologischen Gefalden mit arteriovendsen Anastem@&/eller 2004).
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Morphologie

Makroskopisch weisen Glioblastome eine charakiecisé ,bunte* Schnittflache
auf, die bedingt ist durch das Nebeneinander vdbligeen Nekrosebereichen,
grunlich  verflissigten Nekrosen (,Gallertzysten“)fot oder schwarzlich
erscheinenden Blutungen und grau-weil3em soliden ofgewebe (Kleihues u.
Cavenee 2000).

Histologisch handelt es sich um zellreiche, meidymorphe Tumoren mit sehr
hoher Mitoserate (Wachstumsfraktion: 8-25%) (Bookerl. 2001). Typisch, aber
nicht obligat, sind hyperchromatische, unregelmalyjgformte Kerne mit
mehrkernigen Riesenzellen (multiformes Glioblast@gWeller 2004). Daneben gibt
es Tumoren, in denen spindelige oder Kkleine ruhgdalymorphe Zellen
Uberwiegen (fusiforme und globuliforme Glioblastgn{&eller 2004). Praktisch
immer nachweisbar sind Mitosen in variabler Zakdi{e Abbildung 4; Kleihues u.
Cavenee 2000).

Abbildung 4: Glioblastoma multiforme

Links: Pathologischer Befund im Frontalschnitt: Bas) polymorphes, zystisch-hamorrhagisches
Tumorgewebe in den Stammganglien und in der Ingelne Massenverschiebung nach links.
Rechts: GFAP-Immun-Histochemie: Die fibrillare Matist hier besonders gut sichtbar; zudem
findet man Bereiche mit gemistozytéaren Tumorze(leneites, plumpes, eosinophiles Zytoplasma mit
randstadndigem abgeflachten Zellkern); kennzeichnsthdauch der Mitosenreichtum (Aus dem
Universitatsklinikum Marburg, Abteilung fir Neurdaolrgie).

Fur die Diagnose entscheidend ist neben flachesafind strichférmigen
Nekrosen, um die sich die Tumorzellkerne radiarrémen (Palisadenstellung der
Kerne), das Vorkommen hdohergradig-pathologischartggifaRe im Sinne einer
Hyperplasie und Hypertrophie der Endothelien (DaVit al. 2004). Diese
Gefal3proliferationen werden durch ein von den Gtellen sezerniertes
angiogenetisches Protein agcular _adothelial _gowth factor, VEGF) induziert
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(Omuro et al. 2007). Immunhistochemisch lasst stobtz fortgeschrittener

Entdifferenzierung zumeist in einem Teil der Tunatlen GFAP nachweisen.

Diagnostik

Im CT sind Glioblastome durch eine unterschiedlidbiehte, eine unscharfe
Tumorbegrenzung sowie ein grol3es, begleitendes IMmtodem gekennzeichnet.
Vor allem in der Tumorrandzone kommt es nach Kattn#telgabe zu einer

inhomogenen Anreicherung. Typisch fur T2-Bilder WRT sind eine starke

Anreicherung von Kontrastmittel in soliden Tumosrilen, Zysten, Blutungsreste
und ein ausgedehntes, fingerformiges Odem. Diff@keliagnostisch sollte immer
an eine grolRe, nekrotische Hirnmetastase oder reen eéAbszelR gedacht werden
(Weller 2004).

Die Angiographie lasst in 60-70% eine Kontrastnatteeicherung mit

pathologischen Gefalen erkennen. (Poeck u. Hadke) 20

Genetische Aspekte

Mit Ausnahme des Li-Fraumeni-Syndroms ist die Atgie der Glioblastome
unbekannt. Dennoch gibt es eine Assoziation zu tggamen Daten, die sich, je
nachdem, ob das Glioblastom sekundér aus einem -IGraader Grad-Ill-
Astrozytom entsteht oder ob es sich primar entWickenterschiedlich auf3ern.
Primare Glioblastome manifestieren sich eher bwrgh Patienten nach kurzer
Anamnese de novo und sind genetisch charakteridienth EGFR (gidermal
growth factor _eceptor, epidermaler Wachstums-Faktor-Rezeptor){#ikgtion
(40%) und -Uberexpression (60%), MDM2 {rme cuble ninute, Murin doppelte
Minute [p53 bindendes Protein])-Amplifikation (<10%nd -Uberexpression (50%),
CDKN2A/p16 (gclin - dependent_inase imibitor 2A/p16, Cyclin abhangiger
Kinase Inhibitor)-Deletion (30-40%) und PTENh@sphatase and t&n homolog,
Phosphatase und Tensin Homologes)-Mutation (30%igéki u. Kleihues 2007,
Kleihues u. Ohgaki 2000). Das sekundare Glioblastemtwickelt sich durch
Tumorprogression aus einem niedriggradigen odeplastischen Astrozytom und
tritt bei jungeren Patienten auf. Hier sind TP53tMionen (>65%) haufiger (siehe
Abbildung 5; Peiffer et al. 2002, Kleihues u. Ohig2®00, Bocker et al. 2001).
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Abbildung 5: Representative klinische, pathologisch und molekulargenetische Charakteristika
von Glioblastoma Multiforme (Aus Weil 2006)
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Die Abbildungen in der oberen Reihe veranschaulidii®-Bilder eines Patienten mit Glioblastoma
multiforme (GBM). Auf der linken Seite und in deritk¢ sind Gadolinium-verstarkte T1-gewichtete

axiale MR-Bilder vom Tag vor und dem Tag nach deséktion eines grofRen, links-frontalen

GBM’s zu sehen. Der Patient war postoperativ migr@itherapie und Radiatio behandelt worden.
11 Monate nach der ersten Operation stellte sich Blatient mit Stupor und verstarkten

Kontrastmittelaufnahmen im CT (Bild oben rechtsheat vor. Hier zeigte sich ein massives
Wiederauftreten des GBM.
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Die mittlere Abbildungsreihe zeigt histopatholodiecBeispiele vom Tumor dieses Patienten. Das
linke Bild ist durch Hyperzellularitéat, Pseudopsdlden um eine Nekrose (kleiner Pfeil) und
vaskulare Proliferation mit Hamorrhagie (groRerillPfgekennzeichnet. Im mittleren Bild ist eine
Hyperzellularitat mit intermittierenden mitotisch€ormen (kleine Pfeile) zu sehen, wéhrend man in
der rechten Abbildung verschiedene Areale mit emel@ler Proliferation (kleine Pfeile) erkennen
kann.

Die untere Abbildung zeigt ein schematisches Modeil Astrozytom-Entwicklung und Progression.
Die wichtigsten genetischen Veranderungen sind jpdem Pathway angezeichnet. Auch die
durchschnittliche Uberlebenszeit ist fir jeden ésytomtyp notiert. Neuronale Tumoren und
Oligodendrogliome (links oben bzw. unten) scheinenabhéangig zu entstehen. Obwohl
grundlegende Erkenntnisse Uber genetische Merkewateickelt worden sind, konnten diese nur
inkonsequent in GBM’s gefunden werden und erscheiie jetzt nicht effektiv vereinbar mit einer
gezielten Therapie. Es bleibt im grof3en und ganmeilar, wie innerhalb des Tumor-Progresses
entweder ein GBM de novo oder eine sekundéare Faotsteht (unbekannte Schritte von potentiellen
Vorlaufern oder pluripotenten Tumor-Zelle(n) singtch kleine Pfeile angezeigt).

Therapie und Prognose

Die Therapie der Wahl besteht in einer moglichsgikaen Resektion, an die sich
eine Bestrahlung und antiodematdse Therapie aefetli Mit einer subtotalen
Resektion, einer Bestrahlung, einer Zytostase uodikbiden kann man das Leben
der Kranken lediglich um einige Monate verlangdPnognostische Faktoren wie
Resektionsumfang, Lebensalter und Ausmald der &heis Beeintrachtigung zu
Beginn der Therapie spielen dabei eine Rolle (Stemzhal 2006).

Obwohl innerhalb der Neurochirurgie und Strahlerdpge bedeutende Fortschritte
erzielt worden sind, besitzt der Tumor mit einekB%igen 2-Jahres-Uberlebensrate
noch immer eine &aullerst schlechte Prognose (Pedteral. 2002). Eine
Radikaloperation des Tumors ist nicht méglich, schiaih treten Rezidive auf
(Poeck u. Hacke 2001). Die mediane Lebenserwartunigr der gegenwartigen
Standardtherapie (Operation und anschlieRende eBéistig) betragt 8-13 Monate
(Peiffer et al. 2002). Neueste Therapieformen zeidder eine madgliche

Verbesserung durch Temozolomid (Weller et al. 2005)
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3.3 Genetische Aspekte von Wifl und Rab34

3.3.1 Das Onkogen Wifl

Wifl steht far Wnt inhibitory factor-1 (Wnt inhibiender Faktor-1) und ist ein
bekanntes Onkogen, das zu der Wnt-Proteinfamil®geDie Wnt (Wingless-type,
fligelloser Typ)-Proteinfamilie besteht aus 19 Médern, die als sezernierende
Glycoproteine mit Signalfunktion beschrieben werdddiese Signalmolekiile
scheinen sowohl in Entwicklungsprozesse als audtresghend in die Onkogenese
involviert zu sein. Anhand verschiedenster menshbli Krebsarten konnte bereits
eine aberrante Aktivierung des Wnt-Signal-Pathwagsionstriert werden. Hierzu
gehoren kolorektale Tumoren, Kopf- und Nackenkamzia, Melanome und
Leukamie (Reguart et al. 2004). Sowohl in NSCL®©namall-cell lung @ncer,
Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom), als auch inddtheliom-Zellen induziert die
Blockade der Wnt-1-Signalkaskade Apoptose und dniekt Wachstum (Reguart
et al. 2004).

3.3.1.1 Der Wnt-Pathway

Fur Wnt konnten bisher drei Pathways mit verschmedeAktivierungsmechanismen
innerhalb der Wnt-Antagonisten identifiziert werdsrehe Abbildung 6; Reguart et
al. 2004):

Der am besten verstandene wird als Canonical-Pgthwiaditioneller
Reaktionsweg) bezeichnet (siehe Abbildung 6 obé&m).beinhaltet die direkte
Bindung von Wnt-Liganden an zwei verschiedene Hamil von Zell-
Oberflachenrezeptoren: die Fzrigzled, gezischt)-Rezeptorfamilie und die LRP
(LDL-receptor-elated _potein, LDL-Rezeptor assoziiertes Protein)-Familie.
Intrazellular aktivieren die Wnt-Signale Dvl-Protej welche wiederum GSKB3
(alycogen_gnthase knase-3beta, Glycogen Synthase Kinase 3beta) eeibi Das
Ausschalten von GSKg3wird durch Kasein-Kinaselepsilon vermittelt, welcan
die Protein-Interaktionsdomane PDZ bindet und Dwbgphoryliert. Dadurch wird
die Phosphorylierung vorCatenin verhindert. Dieses frgleCatenin ist stabilisiert
und akkumuliert im Zytosol, was seine Translokatiorden Zellkern erlaubt, von
wo aus es an Transkriptionsfaktoren wie LEF/TCRlbmkann. Diese-Catenin-

LEF/TCF-Komplex induziert die Transkription von \Wiggen nachfolgenden
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Zielgenen, von denen viele eine Rolle beim Tumohsaum spielen (Mazieres et al.
2005).

Die anderen beiden Pathways, welche das Wnt-Slggwihflussen kénnen, wirken
entweder durch eine Aktivierung von Calmodulin Ksadl und Protein Kinase C
(der sog. Wnt/Cd Pathway) oder durch eine Aktivierung von Jun Nwierler
Kinase (der sog. planare Zell-Polaritats-Pathwkigzjeres et al. 2005).

Abbildung 6 (englisch): The Wnt pathways, (a) Wnt/beta signaling pathway, (b) Wnt/Ca®* pathway,
(c) Wnt/polarity pathway (Internet: The Wnt-Pathways)
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3.3.1.2 Extrazellulare Antagonisten des Wnt-Pathwas/

Extrazellulare Antagonisten Wnt signalisierendethRays konnen in zwei grol3e
Klassen unterteilt werden. Beide Molekulklassenhiwatern eine Interaktion
zwischen Ligand und Rezeptor, allerdings durchrnsoteedliche Mechanismen:
Mitglieder der ersten Klasse, welche die sFRécrated_Fzzled-related _potein,
abgesondertes Frizzled-assoziiertes Protein)-Famidien Wif (Wht inhibitory
factor, Wnt-hemmender Faktor)-1 und Cerberus umfadseden in erster Linie an
die Wnt-Proteine selbst (Kawano u. Kypta 2003).
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Die zweite Gruppe besteht aus der Dkk (Dickkopfiaiie, welche die Wnt-Signale
durch Bindung an die LRP5/LRP6-Komponenten des Réreptorkomplexes
unterbindet (Reguart et al. 2004).

3.3.1.3 Struktur von Wifl

Die Rolle des Wifl innerhalb der Wnt-Signalkaskadeirde erstmals im
Zusammenhang mit der menschlichen Retina iderdifizies wurden hoch
konservierte Orthologe im Krallenfrosch (Xenopus)duZebrafisch (Danio rerio)
gefunden (Reguart et al. 2004).

Wifl ist ein Antagonist des Wnt, es kann Wnt-Pmo¢eim extrazellularen Raum
binden und seine Aktivitat inhibieren (siehe Abhihd) 7; Mazieres et al. 2004).

Abbildung 7 (englisch): Wifl physical map; location 12g13.13 (Internet: Geneatlas - Database)
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Entwicklungsgeschichtlich ist Wifl ein konservierteéProtein, das auf dem
Chromosom 12ql14 lokalisiert ist und am N-terminalende eine einzigartige
Signalsequenz enthalt, die als Wif-Doméne bezetchird (Reguart et al. 2004).
Wifl enthalt zusatzlich 5-EGF (fivepalermal _gowth factor, funf epidermaler
Wachstumsfaktor)-ahnliche Wiederholungen. Es Zigjte Ahnlichkeiten mit der
cysteinreichen Domane (CRDysteine-ich domain) von Fz oder sFRP.

Es konnte gezeigt werden, dass Wifl an XWnt-8 un@®eosophila Wg _(wgless,
Ubersetzung)-Mutanten im extrazellularen Raum hin#tann und sowohl eine
Unterbindung der Interaktion von XWnt-8 mit Dfz2ls aauch eine Armadillo-
Stabilisierung von XWnt-8 behandelten Klon-8-Zelleon Drosophila verursacht
(Reguart et al. 2004).
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Eine Funktionsanalyse der 5"Promotorregion (etwaKllpbasen) des menschlichen
Wifl-Genes zeigt, dass diese Region ein ganzesntémtg mit hoher basaler
Promotor-Aktivitdt in verschiedenen Zelllinien awst, wahrend die gekirzten
Formen dies nicht tun (Reguart et al. 2004). Vaestdne wichtige
Transkriptionselemente wurden auf der 5’flankieeendRegion gefunden, hierzu
gehoren das Homeobox Protein Engrailed (ausgezatkbeneobox Protein; -826
bis -830 von ATG), E2F (-807 bis -811), GLI-Kruepes48 bis -552), MYC-
assoziiert (-419 bis -423) und NdB- (-421 bis -425) (Reguart et al. 2004). Der G/C-
Gehalt der menschlichen Wifl-Promotorregion istth@engefahr 63,5%) (Reguart
et al. 2004). Diese Integritat der Wifl-Promotoroeg demonstriert moglicher
Weise seine zentrale Rolle bei der Wif1-Aktivitaib -Aktivierung.

Beim Klonen und der Charakterisierung des mendolicWifl-Promotors fand

man unterschiedliche Aktivitaten dieses Wif-Promstoin verschiedenen

menschlichen Krebs-Zelllinien. Es wird Uber einenearhalb dieses Promotors
gelegene CpG-Insel (105 CpGs) berichtet und vernndess dieser Promotor eine
mutmallliche TATA-Box (-1368 bis -1378 Uber dem AT&halt (Reguart et al.

2004). Ein weiterer wichtiger Reaktionsmechanisnsisdie aus menschlichem
Lungenkrebs beobachtete Methylierung von CpG-Inselelche innerhalb der

funktionellen Wifl-Promotorregion liegt (Reguartadt 2004). Die Methylierung in

diesem Gebiet scheint ein wichtiger Regulationsraeimus im Zusammenhang
mit aberranter Wnt-Signal-Aktivierung in Tumoren gein (Reguart et al. 2004).
Reguard et al. fanden des Weiteren eine Korrelawischen dem Expressionslevel
von B-Catenin in Tumorzelllinien und der Wifl-Promototiakat. Dies legt nahe,

dass der Wif-Promotor durch den Wh€atenin-Pathway reguliert wird und
maoglicherweise eine Funktion im Sinne eines negati\veedbacks ubernimmt
(Reguart et al. 2004).

Zusammenfassend kann man aus diesen Untersuchaogiel3en, dass die CpG-
Insel innerhalb eines funktionellen Wifl-Promotdiegt, folglich kann diese
methylierte Region als wichtig fur das Wifl-Genésiting (Wifl-Gen-
Verstummen) und somit innerhalb des \Bratenin-Pathways angesehen werden
(Reguart et al. 2004).
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3.3.1.4 Expressionsverhalten von Wifl

BekanntermalRen spielen die Wnt-Aktivierung und W#gine Rolle in der
Tumorgenese. An dieser Stelle sei auf das untedlitihe Expressionsverhalten
innerhalb verschiedenster Tumorarten der einzeMiglieder des Wnt-Pathways

verwiesen, die in nachstehender Tabelle 3 aufgesir.

Tabelle 3: Auszug aus Alterationen im Wnt-Pathwayn verschiedenen Tumoren (Nach llyas
2005)

Diese Tabelle (in englisch) zeigt in Ausziigen Metsmmen, durch die Wnt aktiviert werden kann.
AuR3erdem zeigt sie die unterschiedlichen Tumoreey die im Zusammenhang mit einer aberranten
Whnt-Signalisierung berichtet worden ist.

Wnt pathway Change Cancer type
component
Whnts Overexpression NSCLC

CLL

Gastric cancer
HNSCC
Colorectal
Ovarian

BCC

Down-regulation

Breast

sFRPs

Overexpression
Down-regulation

Prostate
Breast

Bladder
Mesothelioma
Colorectal
WIF1 Down-regulation NSCLC
Prostate
Breast

Lung

Bladder

LRP5 Overexpression Osteosarcoma
Frizzled Overexpression Prostate
HNSCC
Colorectal
Ovarian
Oesophageal
Gastric
Dishevelled Overexpression Prostate
Breast
Mesothelioma
Cervix
Legende: NSCLC = non-small cell lung cancer; HNSEhead and neck squamous cell carcinoma;
CLL = chronic lymphatic leukaemia; BCC = basal aalcinoma; GOF = gain-of-function; LOF =
loss-of-function.

Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist ein Wnt-Pathwali.a. bei der
Lungenkarzinogenese beschrieben worddas wird ein unterschiedlicher
Zusammenhang zwischen der Aktivierung Wnt-verntgtel Signale bei
Lungentumoren und beispielsweise bei kolorektalaebKk gesehen.

Beim Lungenkrebs sind APC_(hgen pesenting_ell, Antigen-prasentierende

Zelle)- oder B-Catenin-Veranderungen selten, der Wnt-Pathway isthe
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stromaufwérts deg-Catenins aktiviert zu werden (Mazieres et al. 30(Brei
Mechanismen der Aktivierung wurden identifizierin& Uberexpression von Wnt-
Effektoren wie Dvl, eine Aktivierung des nicht-kamschen Pathways,
einschlie3lich der JNK_@h N-terminale_Knase) und eine Verdrdngung von Wnt-
Antagonisten wie Wifl (Mazieres et al. 2005).

Die jeweilige Relevanz jener Ereignisse und ihréanseheinliche Beziehung bleiben
unklar. Dennoch kdnnte die Blockade des Wnt-Patkwialy Zukunft zu neuen
Behandlungsstrategien bei Lungenkrebs fiihren (Megiet al. 2005).

Um den Mechanismus von Wifl zu klaren, der fir d&s8encing von
Lungentumoren sorgt, wurde der menschliche Wiflnttrtor identifiziert und der
Methylierungsstatus der CpG-Inseln untersucht. Adhaethylierungsspezifischer
PCR und Sequenzanalysen nach Bisulfidbehandlungmignerten Mazieres et al.
eine haufige CpG-Insel-Hypermethylierung im funkitien Wifl-Promotor-Gebiet
(Mazieres et al. 2004). Diese Hypermethylierung rédegrte mit seinem
transkriptionellen Silencing (Schweigen) in mensxttdn Lungenkrebs-Zelllinien.
AulRerdem stellte die Behandlung mit 5-aza-2'-Degtign die Wif1-Expression
wieder her. Weiterhin konnte in 15 (83%) von 18dh resezierten Lungentumoren
eine Herunterregulierung der Wifl-Expression gezeigrden. Dieses Silencing
korrelierte mit der Wif1-Promotor-Methylierung (Mazes et al. 2004).

In intestinalen Adenomen wurde eine, verglichennpumalen epithelialen Zellen
von APC (Min.n / +) Mutant-Mausen, erhdhte Expressron Opg-, Ctse-, Krt2-4-,
Fut-2-, 24p3- und Wifl-Genen gefunden. Eine WiflpEession konnte auch in
mehreren Tumor-Zelllinien epithelialer Abstammungnsehlie3lich  zweier

menschlicher Kolon Adenokarzinom-Zelllinien nachgesen werden (Cebrat et al.
2004).

In einer Untersuchung an Mause-Gro3hirnen zur @heniaierung von Wnt-
Antagonisten der Dkk-Familie waren nur dkk1l und 4lkkusammen mit den zwei
anderen Antagonisten Axin2 und Wifl, an einem FaekiMechanismus beteiligt
(Diep et al. 2004). Dieser Feedback-Mechanismulindert in transgenen Méausen,
die eine bedingte Vermehrung vprCatenin in ihrem Grof3hirn aufweisen, die Wnt-
Signale (Diep et al. 2004).
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Der Zusammenhang zwischen der Wnt-SignalkaskadelendAkt (Protein Kinase
B)-Pathway in Prostatatumoren ist bisher noch unkfifl reguliert den Akt-
Pathway herunter (Ohigashi et al. 2005). Hierdlahnte die Chemosensitivitat in
PTEN-Null-Zellen (Zellen ohne PTEN-Suppressorgenhobt werden, man
erreichte dies durch einen Transfer von Wifl in $Qvon Knochenmetastasen
stammende)- und DU145 (von Gehirnmetastasen stadejita-Zellen, die
Charakteristika des fortgeschrittenen Prostatakamas zeigen. Als Resultat fand
man eine Akt-Phosphorylierung in PTEN-Null-PC-3{2el und eine zu geringe
Phosphorylierung in PTEN-exprimierten DU145-Zell@higashi et al. 2005). Der
Phosphorylierungsgrad von Akt in Wifl-Uberexpriner PC-3-Zellen war
niedriger als der in nativen Zellgruppen oder Kolhgruppen mit Vektor-
Ubertragenen PC-3-Zellen. Wifl zeigte dabei eirgitzliche Hemmung bei bereits
reduzierter Akt-Aktivitdt in DU145-Zellen (Ohigashiet al. 2005). Eine
Uberexpression von Wifl resultierte in einer Seilisibrung von PC-3-Zellen fir
Paclitaxel und veranlasste so eine Apoptose. DWelen waren empfindlicher fur
Paclitaxel, allerdings wurden sie nicht durch Wifdeinflusst. Der PI3K-Inhibitor
LY294002 schien die Chemosensitivitat nativer PZeBen wiederherzustellen,
genauso wie Wifl es tat (Ohigashi et al. 2005).sBi&rgebnisse zeigen, dass die
Wnt-Nachrichtentibermittlung in die Akt-Aktivierurder Pca-Zellen involviert ist.
Des Weiteren zeigen diese Daten die Moglichkeit @it und seinen Pathway fur
therapeutische Ziele bei PTEN-veranderten Pca-iZealle verwenden (Ohigashi et
al. 2005).

Wissmann et al. fihrten eine Chip Hybridisierungrotiy bei der sie das
Expressionslevel von 40 Genen des Wnt-Pathways bdi primaren
Prostatakarzinomen analysierten (Wissmann et a3R0Elf Gene zeigten in
mindestens 10% der Prostatatumoren eine mehr gpettoso hohe Expression.
Wahrend sFRP4, FZD4, FZD6, Dvll, TCF4 und MYC hoepuliert waren, waren
Wifl, Wnt2, PPP2CB, CCND2 und CD44 bei bestimmteosiita-Krebs-Patienten
runterreguliert. Die signifikantesten Veranderungerder Expressionsabweichung
der RNA-Niveaus zeigten Wifl und sFRP4. In 64% pi@maren Prostatatumoren
zeigte sich eine Herabregulierung des Wifl, wahrafidP4 bei 81% der Patienten
hochreguliert war. Immunohistochemische Analyseme dinen polyklonalen

Antikdrper verwendeten, deckten eine starke zy®phtische perinukledre Wifl-
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Expression in normalen epithelialen Zellen der ®tas der Brust, der Lunge und
der Harnblase auf. Eine starke Verminderung dedWifotein-Expression wurde in
23% der Prostatakarzinome, in 60% der Brusttumadre@5% der NSCLC und in

26% der analysierten Blasentumoren gefunden. Kdéiedeutende Assoziation
zwischen der Wifl-Herunterregulation und dem TurStadium oder -Grad wurde
fur die Prostata, die Brust oder NSCLC beobackteBlasentumoren korrelierte die
Wifl-Runterregulation mit hheren Tumor-Stadiendmegen pT1-pT4; p = 0.038)
(Wissmann et al. 2003).
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3.3.2 Das Onkogen Rab34

3.3.2.1 Ubersicht

Eines der Kennzeichen von eukaryontischen Zelledes interzellulare vesikulare
Transport. Die Vesikel tragen verschiedene Molekitel Signalmolekile wie
Lipide und Proteine durch die Zelle. Rab34 geh@nt Gruppe der Ras-Gene an.
Rab-GTPasen sind Ras-dhnliche GTP-bindende Protemé& kleiner
Molekularmasse, die in verschiedene Stufen enttexogytischer und endozytischer
Pathways involviert sind (Chen et al. 2003). Ursigtich wurde die partielle cDNA
fir Rab34 als Rah (ras-related homolog) identifizZid/ang u. Hong 2002).

Ras-Genesind Onkogene, sie umfassen eine Gruppe von Rikbgenen (H-Ras,
K-Ras, K-RasB, N-Ras), die fur G-Proteine kodief@ie heute bekannten mehr als
50 Protoonkogene kénnen aufgrund der Funktion dadlukte, fur die sie kodieren,
eingeteilt werden in:

1) Wachstumsfaktoren

2) Wachstumsfaktor-Rezeptoren

3) G-Proteine

4) Nichtrezeptor-Proteinkinasen (Tyrosinkinasemjr8& heoninkinasen)

5) nukleare Proteine, Transkriptionsfaktoren

6) tumorspezifische Chomosomenrearrangements

7) virale Onkogene (Roche Lexikon 2003).

Eine Reihe von onkogenen Mutationen von Effektades Zytoplasmas (und der
anderen Effektoren) ist bekannt. Diese Mutationenvitkken wie bei den onkogenen
Rezeptoren héaufig eine Aktivierung der entsprecban@roteine, welche zu deren
Intensivierung gegenuber regulatorischen oder itdrischen Faktoren fihren oder
in deren subzellularer Umverteilung resultierenrddudiese Veranderungen kommt
es zu einer konstitutiven Aktivierung von Molekilevelche weiter unterhalb in der
SignalUbertragungskaskade gelegen sind, und fldueginer zumindest teilweisen
Entkoppelung der entsprechenden Signalwege vonategschen Einflissen, die

Uber Rezeptoren in die entsprechende Zelle weitgewerden. Mutationen von

Ras sind die am haufigsten vorkommenden Mutatia@ieas einzelnen Onkogens
(Schmoll et al. 2005).
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3.3.2.2 Rab-Proteine

Rab-Proteinegehdren zu den am frihesten identifizierten Pngteippen, die die

Membrananhaftung und -fusion kontrollieren. Rabt&ire sind kleine Guanin-
Nukleotid-bindende Proteine. Sie reprasentieren mméthr als 60 Proteinen die
grol3te der sog. Ras-ahnlichen kleinen GTPase-Fanul allem in Saugetierzellen
und sind bislang in allen eukaryontischen Organmsmefunden worden. Von den
isolierten und charakterisierten Rab-Proteinen I@sike Isoformen) scheinen elf
Rab-Proteine eine Rolle im endozytotischen Patreuagpielen (Chen et al. 2003).

Die Rab-Proteine regulieren die Transportwege daiiehMembran, indem sie als
molekulare Schalter zwischen der aktiven (GTP-gdbunen) und der inaktiven
(GDP-gebundenen) Form agieren, welche durch zud@zIFaktoren wie GAPs
(GTPase eativating poteins), GEFs_(Ganosine xchange &ctors) und GDIs_(BP
dissociation_mhibitors) reguliert werden. Im aktiven Status Hefti Rab-Proteine
ihre Funktion bei der Vesikelformation, Bewegungnvdrganellen sowie
Membranspaltung und -fusionen durch die Rekrutigruon Effektor-Proteinen
(Chen et al. 2003).

In Rab-Proteinen sind verschiedene Molekile sptifiokalisiert und regulieren
Uber unterschiedliche Pathways die Endo- und Exseyt Sie regeln viele
biologische Mechanismen, von der Freisetzung vowmrdteansmittern tber die
Entwicklung von Intelligenz bis hin zu Befruchtungd Knochenwachstum (Chen
et al. 2003). Rab-Proteine bestimmen als Signal dastandekommen, das
Andocken und die Verbindung von intrazellularen Ran. Die Proteine selbst
unterliegen verschiedenen Kontrollmechanismen,usike den Vorgangen bei der

Expression, Lokalisation und Aktivierung.

Bekannte Krankheits-Beispiele fur Mutationen in RabPasen oder den mit ihnen
interagierenden Proteinen sind immunologische- &ngimentstdérungen wie das
Griscelli-Syndrom, mentale Retardierung, Neuromati{Charcot-Marie-Tooth),
Nierenkrankheiten und Blindheit. In vielen vaskeldr Lungen- und
Schilddrisenerkrankungen sowie in einigen Krebsawarde die Uberexpression

von Rab-GTPasen gemessen und korrelierte mit dekeStles Krankheitsverlaufes.
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3.3.2.3 Struktur von Rab34/Ras-related protein

RAB34 (Ras-related protein Rab34; Ras-verwandtestelrr Rab34) tragt als
Synonyme die Bezeichnungen RAH, RAB39, Rab-39 uastRlated protein (siehe
Abbildung 8). In den folgenden Texten werden diedehnungen je nach zitierter

Quelle verwendet.

Abbildung 8 (englisch): Rab34 physical map; location 17q11.1 (Internet: Geneatlas - Database)
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Man findet Rab34 sowohl beim Menschen (Homo sapjeais auch bei der Maus

(Mus musculus) und beim Zebrafisch (Danio rerio).

Rab34 ist auf Chromosom 17g11.1 lokalisiert und assif die Abschnitte 54 bis
213, wahrend Rab39 auf Chromosom 11g22-9g23 lokalist und die Abschnitte 8
bis 178 umfasst. Obwohl beide Gene auf verschied€&tgomosomen lokalisiert
sind, scheint Rab39 eine kurze splice-Variante ®ab34 zu sein. Zu dieser
Annahme kamen Chen at al. (2003), indem durch Qveliknanalyse von Rab39-
cDNA und Proteinsequenz mit Homologen Rab39 ale endgliche Variante von
Rab34 detektiert wurde. Auch innerhalb der Literatird Rab39 synonym zum
Begriff Rab34 verwendet, da beide Gene eine hohmddenitat aufweisen. Die
hdchste Homogenitat zeigt Rab39 mit dem Rah/Rab8#iA der Maus und dem
menschlichen Rab34 an der N-terminalen Aminosafge(295% ldentitat), welche
in den Membranaussttlpungen lokalisiert und in Mikropinosomen-Formation

involviert ist (Chen et al. 2003).
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3.3.2.4 Rab39

In voller Lange umfasst die cDNA von Rab39 1251 ddgmmare mit einem
kompletten ORF _(oen _eading fame) von 636 Basenpaaren Lange, welcher
potentiell ein 211 aa_f@onoaid; Aminosaure, AS)-Rest-Protein mit einem
berechneten Molekulargewicht von 23,7 kDa versddlis(Chen et al. 2003).
Rab39 besitzt genaufwarts des ORF ein innerhalb ldeserahmens liegendes
Stopcodon und ATTAAA-lbereinstimmende Sequenzewjeseinen Polyadenosin-
Schwanz an seinem 3"-Ende. Somit scheint die cDNirer vollen Lange isoliert
worden zu sein (Chen et al. 2003).

Beim Vergleich von Homologen zeigte das Rab39-Rrotiei Phosphat/Mg-
bindende Motive (59-67, 85-87 und 107-113 AS) unmekizGuanosin-bindende
Motive (122-124 und 165-170 AS). Weiterhin konntdrei Proteinkinase-C-
Phosphorylisierungs-Abschnitte  (167-169, 199-201d u208-210 AS), ein
Caseinkinase Il Phosphorylisierungs-Abschnitt (1860- AS), ein Tyrosin
Phosphorylisierungs-Abschnitt (75-80 AS), ein Migid-Abschnitt (99-104 AS),
ein ATP/GTP- bindendes Motiv (60-67 AS) und ein ébtinales Microbody
(Mikrokorper) Zielsignal (209-211 AS) aufgezeigtnden (Chen et al. 2003).

Rab39 enthéalt konservierte Motive, welche bei devdphat/Guanosin-Bindung und
einem Microbody-C-Terminal als Signal eine Rolléefgn (Chen et al. 2003). Aus
diesem Grund scheint Rab39 als neues Rab-ProteitennProteintransport unter

Regulierung von Kinasen involviert zu sein (Chealef003).

Vorkommen von Rab39

Ein Rab39-Vorkommen konnte sowohl in der DCifdschichthromatographie)
als auch in verschiedenen hamatologischen Leuk@elilknien detektiert werden.
Auch in den meisten epithelialen Tumorzellen fandnneine Rab39-Expression
(Chen et al. 2003). Ein verstarktes Vorkommen vab3® fand man in der Leber,
wahrend es in der Milz, dem Kolon, dem Herzen, Bzenta, der Lunge, dem
Skelettmuskel und in den Nieren nur moderat aufdgbiwar. Eine niedrige
Expression wurde in der Prostata, den Testes, demiéd, im Dinndarm, in den
peripheren Blut-Leukozyten (PBL) und im Pankreatuggen. Rab39 konnte in
HelLa-S3-Zellen, in Lungenkarzinom-Zellen A549, irelshom-G361-Zellen und

NIH3T3-Zellen (permanente Fibroblastenzelllinie adausembryonen) detektiert
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werden (Chen et al. 2003). Man findet Rab39 hagptsdh in epithelialen Zellen
(Chen et al. 2003).

Subzelluléare Lokalisation von Rab39

Rab39-GFP (C-terminal) ist vorzugsweise im Zytds&hlisiert, in manchen Féallen
auch im Nukleus, wahrend GFP-Rab39 (N-terminal) jeth im Zytosol zu finden
ist. GFP- Rab39 wurde vor allem in perinukledrerul8tiren und kolokalisiert mit
Golgi-assoziierten Organellen gefunden, wie anhagelber Overlays in
Fluoreszenzbildern in HelLa-Zellen und NIH3T3-Zellefemonstriert werden
konnte. Zellen, auf welche nur pGFPh@sphorylated GPBPUubertragen wurde,
zeigten sowohl im Zytolasma als auch im Nukleus dituoreszenz, welche keine
Ubereinstimmung mit den BFA _(Bfeldin A)-positiven Golgi-verwandten
Organellen zeigte. Auch bei der Uberpriifung des 3Ralmittels konfokaler
Mikroskopie lasst die subzelluldre Lokalisation aidrschliel3en, dass Rab39 mit
Golgi-verbundenen Organellen assoziiert ist (Chénak 2003). Eines der
Charakteristika der Rab-Proteine ist ihre Bindung=a P und die Hydrolisierung zu
GDP, welche zu einer Regulierung der Vesikel-Knogpund des Fusionsprozesses
fuhrt.

3.3.2.5 Rab34 und seine Interaktion mit dem Golgi-pparat

Der Golgi-Apparat tbernimmt neu hergestellte Preeius dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER), modifiziert ihre Oligosaccharideprtgert die Proteine und
versendet sie aus dem trans-Golgi-Netz zur Plasmmdomaen, den Lysosomen oder
sekretorischen Vesikeln. In allen eukaryontischerelled schniren sich
Transportvesikel stdndig vom trans-Golgi-Netz abd werschmelzen mit der
Plasmamembran (konsekutive Exozytose); der Golgiakat bringt Plasmalipide
und -proteine zur Zelloberflache und entléasst imzBss der Sekretion Molektle aus
der Zelle. Spezialisierte sekretorische Zellen tgeh zusatzlich Uber einen
geregelten exozytotischen Ausscheidungsweg, inede¥erlauf Molekile, die in
sekretorischen Vesikeln gespeichert werden, vorZd#e nur nach Empfang eines
Sekretionssignals durch Exozytose freigesetzt wer@eirch Endozytose nehmen
Zellen Flussigkeit, Molekile und kleinere Partikehuf;, Bereiche der
Plasmamembran stilpen sich ein und schniren sicter uBildung von

endozytotischen Vesikeln ab. Der grof3te Teil dedoeytierten Materials wird erst
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den Endosomen und dann den Lysosomen ubergebeeswon hydrolytischen
Enzymen verdaut wird. Die meisten Bestandteile dendozytotischen
Vesikelmembran werden jedoch zur Wiederverwendum@ransportvesikeln zur

Plasmamembran zurtckgebracht (Alberts et al. 1999).

Wang et al. wiesen in ihren Studien die Assoziatton Rab34 mit dem Golgi-
Apparat nach. Expression des Wild-Typs oder GTRigdbnen aber nicht GDP-
gebundenen Versionen von Rab34 verursachen Raumemeilyngen von
Lysosomen von der Peripherie bis in das peri-GGlgbiet (Wang u. Hong 2002).
Vermittelt durch Prenylation (Isoprenrest) und sedirekte Wechselwirkung mit
dem RILP (Rab-interacting ysosomal potein) hangt die Regulierung lysosomaler
Positionierung durch Rab34 von seiner Assoziatiah dar Membran ab. Diese
biologische Aktivitat, vermittelt durch die Rab34LR Wechselwirkung, ist
abhangig vom Lysin an der Position 82 in der swiihhalt)-| Region (Wang u.
Hong 2002).

Diese Ergebnisse beweisen die Existenz von regidab@n Pathways innerhalb des
Golgi-Apparates, die zur Modulierung der raumlichasitionierung von sonst
entfernt gelegenen Lysosomen fuhren. Dennoch istgdaaue Mechanismus bis

heute nicht bekannt.

Die Makropinozytose ist ein effizienter Mechanisntusler Nahrstoffaufnahme und
bei der L6sung von Makromolekilen. Makropinosomesrden aus Ausstilpungen
der Zelloberfache gebildet und wandern, (v. a.iboBlasten) von Aktin umgeben,
zum Zellzentrum ab (Sun et al. 2003). In Untersagjem zur Makropinozytose
wurde die komplette codierende Sequenz von Rah/Rgeklont. Dabei konnte
eine merkliche GTPase Tatigkeit in vivo gezeigtdegr, obwohl der Wild-Typ Rah
in vitro eine aulRerst niedrige GTPase-Aktivitatvaet (Sun et al. 2003). Es konnte
eine teilweise Koexistenz von Rah und Rab5 gezeggtien, vor allem Rah konnte
bei der Bildung der Makropinosomen gefunden werdenhingegen Rab5 in
spateren Stadien der Endosomen anwesend war (2ur2603).

Des Weiteren konnte die Bildung von Makropinosordarch die Behandlung des
von Thrombozyten hergeleiteten Wachstumsfaktors IPQdateled-ckrived_gowth
factor) oder Phorbolester (karzinogen wirksame Ppéee in pflanzl. Ol, z.B.

Crotonol) durch Rah erleichtert werden, wurde ahech einen dominant-negativen
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Rah unterdruckt (Sun et al. 2003). In den Untersaogken von Sun et al. zeigte sich
auch durch die dominant-negativen Mutanten von Raodl WAVE2 eine
Verzogerung bzw. Hemmung der Rah-geférderten Makosmmbildung, die far
das Membranenzerzausen wesentlich ist (Sun eD@B)2Diese Ergebnisse deuten
an, dass Rah/Rab34 fur die effiziente Bildung vomkMpinosomen aus der
Membranoberflache erforderlich ist.

3.3.2.6 Rab34 und RILP (Rab-interacting lysosomalnotein)

Innerhalb des Vesikel- und Membrantransportes satheias Rab-interacting
lysosomal protein (RILP) eine wichtige Rolle alsermaktiver Dimerisationspunkt zu
spielen und steht somit im Zusammenhang mit effektMWechselwirkungen bei der
Entstehung und Verteilung der Lysosomen.

Wahrend der Regulation der lysosomalen Morpholdgidet man die kleinen
GTPasen Rab7 und Rab34 und uber einen gemeinsaffe:ioE inre Interaktion
mit RILP (Wang et al. 2004, Colluci et al. 2005)LR ist ein bekannter Effektor
von Rab7 und Rab34. Rab GTPasen und ihre Effektsireh Schliisselfaktoren in
der Regulation des Membranverkehrs. Tats&chlicharosgeren Rab-Proteine
verschiedene Proteinkomplexe innerhalb einzelnersikégOrganellen und
regulieren alle Stadien des Vesikeltransportesstfeedene Rab-Proteine scheinen
in die Bewegung von Vesikeln/Organellen verwickelt sein. Sie sind oftmals
assoziiert mit spezifischen Mikrotubuli- oder Akfitotorkomplexen (Colluci et al.
2005).

3.3.2.7 LDR (low dose radiation)-Abhangigkeit von Bb34

Es wurden weiterhin Studien Uber LDRWI dose_adiation; niedrige Strahlendosis)-
abhangige Expressionsmuster onkogener Signalvarngttim Muskel, in der Leber

und in der Milz von Mausen durchgefihrt, welcheadiif fir akute und chronische
LDR-Exposition sind (Besplug et al. 2005). Analysdar Genexpression von
Wachstumsfaktoren  und  Wachstumsfaktor-Rezeptorenytoplasmatischen

Serin/Threonin Protein Kinasen, G-Proteinen und Bididenden Kernproteinen,
sowie anderen wichtigen Bestandteilen der onkogeBignalvermittiung wurden

erstellt (Besplug et al. 2005).

Als Ergebnis zeigten sich sexual- und gewebespehiéi Anderungen in der

Expression von Mitgliedern der Ras SuperfamilieRak, Rab2, Rab34, Vav2),
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Protein Kinase C (PKC) Isoformen (PKCPKCmu), AP 1 Faktor-Komponenten
(Jun, JunB und FosB), Wnt signalisierenden PathMagledern sowie in vielen

anderen zellularen Protoonkogenen und Onkogenerseitieh unterschiedliche
Protein-Niveaus wurden in allen drei Geweben (Mydkiéz und Leber) akut und

chronisch bestrahlter weiblicher und ménnlicherr&ibeobachtet (Besplug et al.
2005).
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4. Material

4.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

123bp-Marker

Agarose (electrophoresis grade; Unit 500)
Chloroform 70 %

DEPC-Wasser (Aqua ad injectabilia Braun),
Wasser mit Diethyl Pyrocarbonat behandelt
Einmalkanulen, BD Microlance 3
Einmalspritzen Inject, Solo,

5 ml, Innendurchmesser: 8 mm

Eppendorf Reaktionsgefalie:

- 0,5 ml, Safe lock

Invitrogen, Karlsruhe
Invigrogkarlsruhe
Merck, Darmstadt
B. BrMeisungen AG

BD Becton Dickinstéleidelberg
B. Braun Melsunge@ A

Eppendorf, Hamburg

- 1,0 ml, 1,5 ml Standard Micro Test Tubes 3810

Erlenmeyerkolben (Duran Jenaer Glas)
Ethanol, absolut

Ethidiumbromid (EtBr) 1 %

Filter tip Pipettenspitzen,

RNAse-frei, 10 E, 100, 1000 (g)

H>0, (30 %)

H,O dest.

Optical caps, Qty: 300 strips

Part No: 4323032

Optical reaction plate, 96 well; code 128,
Qty: 20;Part No: 4306737

QIAzol Lysis Reagent

Kat. Nr. 74804 and 75842

4.2 Geréate
ABI PRISM 7700 Sequence Detector

+ Power Macintosh G3
Biofuge (max. 13000 UpM)

Camera Transilluminator

Schott, Mainz
Riedel-de Haen, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe
Greiner Bio-One ckanhausen

Acros Organics, Geel, Belgien
Milli-Q Anlage, Millipore,
Schwalbach
AB Applied Biosyste
Darmstadt
AB ApdIBiosystems,
Darmstadt
Qiagen, Hilden

Applied BiosysteDarmstadt

Heraeus Instruments, ddan
Stratagene, La JollaAUS
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Eppendorf Reference Pipette: Eppendorf, Hamburg

- 0,5-10yl
- 10-100pl
- 50-250pl
- 1000yl
Gene Quant Il RNA/DNA Calculator Pharmacia Biotefereiburg
+ DPU-411 Thermal Printer
Gradient Cycler, PTC-200 Peltier T C MJ Reseav¢hltham, USA
Horizontal Gel Elektrophoresis System Biometrattidgen
(HORIZON 11.14) mit Gelschlitten + Kamm
Kuhlschrank Liebherr, Ochsenhausen
Kihlzentrifuge, Biofuge fresco Heraeus Instrursghtanau
Mikromorser und Stél3el G3 (H = 50mm) Carl Rothrlsaihe
Mikrowelle Micromat-Duo AEG, Nurnberg
Savant Speed Vac Concentrator Thermo Fisher Wmen
Langenselbold
Tiefkiihltruhe HERA freeze (-80 °C) Heraeus Instemts, Hanau
Tischmischer VF2 Vortex Janke & Kunkel IKA
Labortechnik, Staufen
Waage CS 200 Ohaus Corporation USA
4.3 Kits
Omniscript RT Kit (50) Qiagen, Hilden Kat. Nr. 205111
200 Units Omniscript Reverse Transcriptase
150ul Buffer RT, 10x
100ul dNTP Mix, 5 MM each
1,1 ml RNase-Free Water

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (1000) Qiagen, Hilden Kat. Nr. 204143
25 ml 2 x QuantiTect SYBR Green PCR Master-Mix
20 ml RNase-Free Water
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RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (50) Qiagen, Hilden Kat. Nr. 74804

50 RNeasy Mini Spin Colums,
jede in einem 2 ml Collection Tube
50 1,5 ml Collection Tubes
50 2 ml Collection Tubes
50 ml QIAzol Lysis Reagent
45 ml Buffer RW1
11 ml Buffer RPE
10 ml RNase-Free Water
Taq PCR Core Kit (250 U) Qiagen, Hilden Kat. Nr. 201223
18,8ul Distilled water
1,2 mi Qiagen PCR Buffer, 10x
1,2 ml MgC}, 25 MM
200l dNTP Mix, 10 MM each

250 Units Taqg DNA Polymerase

4.4 Primer

Alle genspezifischen Primer wurden von der Firmgn&i-Genosys, Steinheim
bezogen. Uber die Datenbank des National CenteBifmiechnology Information,
National Library of Medicine, Bethesda, MD USA hifwww.ncbi.nlm.nih.gov)

wurden die Sequenzen der Zielgene abgerufen.

Bezeichnung Sequenz

GAPDH forward 5CTCCTCCACCTTTGACGC TG ¥
GAPDH reward 5ACCACCCTGTTIGCTGTAGCC ¥
B-Actin forward 5°CAT TGC CGA CAG GAT GCA 3
B-Actin reward 5°CCG ATC CAC ACG GAG TAC &
Wifl forward 5CGATGC TCACCAGGCAAGAT
Wifl reward 5GCT GGCATTCTCTGTTGC G 3
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Rab34 forward 5" AGG AAG GAG GCCGCTTTG CA 3
Rab34 reward 5CAAGTCTTCCCCACCGACACYT

Oligo (dTyg)-Primer fur den Master-Mix Operon, Kéln

4.5 Medien und Puffer

Tris-Eisessig-EDTA Puffer, 0,5 M EDTA, pH 8,0 Sign&eelze
Ladepuffer fur PCRKat. Nr. 36097401090 Applied Biosystems, Foster
City, USA
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5. Methoden

5.1 Probenpraparation fiir die PCR

5.1.1 Materialgewinnung

Alle verwendeten Tumorproben stammen aus intradipeeaatnommenen Proben
von Patienten, die in den Jahren 2002 bis 2005 eén Meurochirurgie des
Universitatsklinikums Marburg operativ behandeltrden. Insgesamt wurden 51
Tumorproben untersucht, hierunter waren 36 Prokmn ménnlichen und 15 von
weiblichen Patienten. Das mediane Alter der Patientag bei 54 Jahren
(Altersspanne: 6 bis 79 Jahre).

Sofort nach ihrer Entnahme wurden die Tumorprobenfliissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei*@@ufbewahrt.

Weiterhin erfolgte durch das Institut fir Neuropmdtigie des Universitatsklinikums
Marburg eine histologische Bestimmung der Probexi meer WHO-Klassifizierung
in Astrozytome der Grade I, Ill und IV, den Glialstomen. Des Weiteren wurde
eine Gruppe mit rezidivierenden Glioblastomen ghdtjl das heif3t denjenigen
Tumoren, die mit Chemotherapie und Radiatio vorbdbel waren (siehe Tabelle
4). Die Chemotherapie mit ACNU/VM26 (Nitrosoharr§tcn Kombination mit
einem halbsynthetischen Epipodophyllotoxinderivatjrde mdglichst parallel zur
Bestrahlung mit 60 Gy (fraktioniert) und zunachsir fein halbes Jahr mit
regelmanigen Nachuntersuchungen alle sechs Wochehgefihrt.

Als Referenz diente ein pilozytisches Astrozytom @H&rad I.

Tabelle 4: Verwendete Tumorproben und ihre histologsche Einordnung

Histologische Einordnung Verwendete Proben

nach WHO

Astrozytom Grad |l 67/02, 08/04, 58/04, 11/05, 18/05

Astrozytom Grad IlI 63/02, 21/03, 37/03, 65/03, 75/03, 96/03,
121/03, 137/03, 87/04, 78/05, 89/05, 45/06

Glioblastom 37/02, 64/02, 124/02, 01/03, 17/03, 27/03,

29/03, 35/03, 68/03, 76/03, 103/03, 03/04,
60/04, 10/05, 44/05, 74/05, 79/05, 80/05,
83/05, 103/05, 119/05, 33/06, 51/06
Glioblastom-Rezidiv 28/03, 36/03, 51/03, 54/03, 74/03, 152/03,
153/03, 47/04, 76/04, 04/05, 29/06

Referenz-Probe: 08/03

Die Gruppe der Astrozytome Grad Il umfasst 5 Prolukka Gruppe der Astrozytome Grad Il 12
Proben, die Gruppe der Glioblastome 23 Proben uied Gluppe der Rezidive 11 Proben;
Gesamtmenge: 51 Tumorproben.
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5.1.2 Probenpraparation/RNA-Isolierung anhand der single step* Methode
Mittels der single-step-Methode ist es mdglich, @esamt-RNA zu isolieren.
Hierfir sind ein kompletter Aufschluss von Zellwénd sowie Zell- und
Organellmembranen und eine Homogenisation notwedéy.der RNA-Isolierung
werden die Zellen zuerst lysiert, die RNasen inadgtti und die RNA anschliel3end
isoliert. Auf diese Weise erhalt man Gesamt-RNAs di3t ein Gemisch aus
ribosomaler RNA (rRNA), Transfer-RNA (tRNA), mesgen RNA (mMRNA) und
anderen RNA-Formen. Im Rahmen der vorliegenden iAnvarde das RNeasy
Lipid Tissue Mini Kit der Firma Qiagen zur RNA-Isetung verwendet. Bei der
Aufbereitung wurde nach dem von Quiagen empfohlétretokoll vorgegangen.

Chemikalien je Ansatz:

100 mg Tumorgewebe 1000 Qiazol

200wyl Chloroform 600ul Ethanol (70%)
700l RW-Puffer 2 x 50Qu RPE-Puffer

2 x 30ul H,O DEPC 19Qul H,O DEPC
50 pl Ethanol (100%) 20Ql H,O dest.

5.1.3 Homogenisierung

Das Homogenisieren der Probe fuhrt zu einem Schi#eigenomischen DNA und
zu einer Reduktion der Viskositat des Lysats. Diafud verwendete
Guanidinisothiocyanat-Losung (GTC-L6sung) ist elmatropes Salz, durch das
RNasen inaktiviert werden, so dass die Isolierungrantakten RNA gewahrleistet
wird.

Als biologisches Ausgangsmaterial werden je 100deg tiefgefrorenen Gewebes
von Astrozytomen Grad I, Ill und Glioblastomenghinter primare Astrozytome
sowie Glioblastom-Rezidive verwendet. Dieses Matexird zunachst in 1 ml einer
GTC-L6sung in Form des Puffers Quiazol aus dem Riédpid Tissue Mini Kit
lysiert. FUr die Aufbereitung wird ein StoRel verwdet. Hochmolekulare DNA kann
durch 5- bis 10-maliges Aufziehen des Lysats ireesterilen Einmal-Spritze mit
Kanule geschert werden bzw. so lange, bis ein hemeg Lysat vorliegt (Qiagen
2003).
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5.1.4 Phasentrennung

Nach einer Sedimentationszeit von 2-3 min. werd@0 2 Chloroform zu der
homogenisierten Probe hinzugegeben. Dieser Ansiatznach Uberfiihrung in ein
1,5 ml Eppendorfgefa 15 sec. lang geschiittelt tiird weitere 2-3 min. bei
Raumtemperatur inkubiert.

Wahrend der anschlieBenden 20-minltigen Zentrifagabei +4 °C und einer
Rotationseinstellung von 12 000 UpM entsteht eindgéltige Trennung in drei
Phasen:

Entsprechend ihrer Dichte verteilen sich die sudigeten Partikel in eine oberste,
wassrige Phase, die die bendtigte RNA enthalt. gn@ieren DNA-Fragmente
sammeln sich nach der Zentrifugation in der Intagah welche als mittlerer, weil3er
Bereich sichtbar wird, wéahrend die unterste, rdtage aus organischen Substanzen

wie Proteinen besteht.

5.1.5 RNA-Aufreinigung

Nach der Zentrifugation wird die wassrige Phaseipaipert und in ein neues
Eppendorfgefald Uberfihrt. IThr Volumen betragt dsctimittlich 600ul. 70%iges
Ethanol wird im Verhaltnis 1:1 zugegeben. Die Iptexse und die organische Phase
werden verworfen.

Unter Zuhilfenahme des RNeasy Lipid Tissue Mini #&r Firma Qiagen wird nach
dem Auftragen der mit Ethanol versetzten Probed@fRNeasy Mini-Saule mit
Silicagelmembran diese bei 10 000 UpM fiir 15 semtrfugiert. Zur maoglichst
hohen RNA-Aufreinigung wird des Weiteren 700 RW-Puffer auf die Saule
gegeben und bei 10 000 UpM fir 15 sec. zentrifigigum Auswaschen von
Kontaminationen werden 5Q0 RPE-Puffer auf die Saule gegeben, fir 15 sec. bei
10 000 UpM zentrifugiert und danach weitere fORPE-Puffer aufgetragen und
fur 2 min. bei 10 000 UpM zentrifugiert. Die GesaRNA bindet hierbei an die
Membran, wahrend die Ubrigen Substanzen ausgewasam# somit abgetrennt
werden. Nach einer weiteren ein-minttigen Zentifiogabei 14 000 UpM, wird die
gereinigte RNA dann zwei Mal mit 30 RNase-freiem Wasser eluiert, indem sie
jeweils bei 10 000 UpM fur 1 min. zentrifugiert @ir

Parallel wird in einem Eppendorfgefall die Probedigr OD-Messung vorbereitet.
Sie besteht aus 10 der mit RNase-freiem Wasser eluierten Probe @l H,O
DEPC (Dethyl Pyrocarbonat).
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Danach wird die restliche Probe (0 im Verhéltnis 1:1 mit 100%igem Ethanol
gefallt, um sie zu konservieren. Nach der Fallungdwdie Probe bei -80 °C

eingefroren.

5.1.6 Messung der Optischen Dichte (OD-Messung)

Die OD-Messung dient der Quantitatstberprifung B&A. Hierbei wird die
Absorption der RNA Uber ein Spektrophotometer (Gé&pgant 11 RNA/DNA
Calculator) bei 260 nm erfasst. Eine Einheit bed 26n entspricht einem RNA-
Gehalt von 4Ql/ml.

Fur die OD-Messung werden 10 der zuvor mit RNase-freiem Wasser eluierten
Probe mit 19Qul H,O verdiinnt. Als Referenzprobe dient destillierte®HMittels
einer Quarzglaskivette mit einem Durchmesser vormib® wird zwei Mal die
Absorption bei 260 nm gemessen, um den gewonneingglwert als Grundlage fur
die Berechnung der isolierten RNA-Menge zu verwende

OD-Berechnung:

Berechnung des Mittelwertes der beiden gemesseNénkdnzentrationen
=> ug/ml totale RNA

ug/ml totale RNA: 1000 sg/ul totale RNA

ug/ul totale RNA x Eluatmenge gg totale RNA in der Probe

5.2 Die Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion oder kurz PCBl\{frerase Gain Reaction) ist eine
Methode =zur selektiven Vervielfaltigung (Amplifikah) bestimmter DNA-
Sequenzen, in vorliegendem Fall bestimmter RNA-8egen. Wie bei der
Replikation werden anhand einer Matritzen-RNA duzalei Oligonukleotide, Hin-
und Ruckprimer, die jeweils dem Strang in—35"-Richtung und in 55 3’-
Richtung komplementar sind, neue RNA-Strange ensgofa synthetisiert (siehe
Abbildung 9).
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Abbildung 9: Amplifizierung einer spezifischen DNASequenz durch die Polymerase-
Kettenreaktion (Mulhardt 2002)
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Das typische PCR-Programm besteht aus einem Deratugsschritt, bei dem
dsDNA getrennt wird, einem Anlagerungsschritt déig@hukleotide (Annealing)
und einem Verlangerungsschritt (Elongation), bemdelie Polymerase eine
Extension zu neuen Doppelstrdangen durchfihrt. Dudild etwa 35-malige
Wiederholung eines Zyklus kommt es zur exponeetielVervielfaltigung des
zwischen den Oligonukleotiden gelegenen DNA- bzWNARAbschnittes.
Urspringlich wurde das PCR-Verfahren fir die Ampidrung von DNA-
Fragmenten beschrieben. Es eignet sich fur DNAKetion einigen 100 bis
mehreren 1000 Bp Lange. Inzwischen hat es ein dreifeld von
Anwendungsmaoglichkeiten, so ist es beispielsweisg Hilfe der Reverse
Transkription-PCR (RT-PCR) mdglich, auch RNA als sgangsmaterial zu
verwenden. Hierbei wird isolierte mRNA zunachst iditfe des Enzyms reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben, welche dasnfalsgangsmatritze fir die
Amplifikation dient (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Herstellung spezifischer DNA-Sequenze( nach Loffler u. Petrides 2003)
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5.2.1 Probenvorbereitung fur die PCR

Die zuvor bei -80 °C gefrorene RNA-Probe wird bet “€ fur 30 min. bei

14 000 UpM zentrifugiert. Nach Abnehmen des Ubeid#a wird die Probe zur
anschlieBenden Aufreinigung mit 50D 70%igem Ethanol aufgefullt und zur
Entfallung ein weiteres Mal bei +4 °C fur 15 mirii4 000 UpM zentrifugiert. Der
Uberstand wird erneut abpipettiert, anschlieRenfdlgr die Eintrocknung und

Niederschlagbildung (Pellet) der RNA in der Vakuemizifuge (Speed Vac), um
Ethanolreste zu entfernen.

In einem weiteren Schritt wird der RNA-NiederschiagVerhéltnis 1:5 mit DEPC-

Wasser geldst. 20 davon werden in ein neues Eppendorfgefald Gbdrfébrdass

eine Konzentration von gg RNA in 20ul H,O vorliegt. Fir die Transkription der
RNA in cDNA werden je 4u,g RNA eingesetzt.

Die Restprobe wird im Verhdltnis 1:1 mit 100%igenth&hol geféllt und

anschlie3end bei -80 °C tiefgefroren.
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5.2.2 Transkription der RNA in cDNA

Zunachst wird nach dem Protokoll des Herstellens Blaster-Mix aus dem
Omniscript RT Kit der Firma Quiagen mit dem entspenden unspezifischen
Primer angesetzt (pro Probe zwei Anséatze).

Standard-Reaktionsansatz Master-Mix je Probe (elng@iaAnsatz):

3ul RNase freies pO

2 ul Puffer RT, 10 x

2 ul dNTP-Mix, jeweils 5 MM

2l Oligo (dTig) — Primer, 1QuM

1l Omniscript Reverse Transcriptase

Daraufhin wird jede Probe (30) mit je 20ul Master-Mix gemischt und kurz
zentrifugiert. Danach werden die Proben fur 60 noe. +37 °C im Thermocycler
inkubiert. Die Proben werden bis zu ihrer weiterBnwendung bei -20 °C

eingefroren.

5.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Im Anschluss an die oben beschriebene Inkubatiod der PCR-Mix angesetzt.
Die Durchfihrung erfolgt unter Zuhilfenahme des TRGR Core Kit der Firma

Qiagen nach dem Protokoll des Herstellers.

Standard-Reaktionsansatz PCR-Mix je Probe:

18,8ul H.O

2,5ul Reaktionspuffer, 10 x

0,5ul dNTP-Mix, jeweils 10 MM

0,2ul Tag DNA Polymerase (zum Schluss hinzuftigen)

Die hitzestabile Taqg DNA Polymerase ist ein rekamabtes Enzym, das mit einer
3’— 5’-Exonuclease-Aktivitat ausgestattet ist. Durels dn PCR-Puffer enthaltene
MgCl, wird die Amplifikation spezifischer PCR-Produktediinstigt.

Auf 1l der zuvor synthetisierten cDNA-Probe werden nud Yorwartsprimer

(Primer forward) und 1l Ruckwartsprimer (Primer reward) gegeben und

anschlieBend 22l des PCR-Mixes hinzugefugt.
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Nach der Fertigstellung der PCR-Ansatze werden Riestproben fir die
langerfristige Lagerung bei —20 °C eingefroren. Dieein 0,5 ml Eppendorfgefald
pipettierten Proben werden fir 90 min. in der Paogn-Einstellung def§-Actin-
Zyklus im PTC — 200 Gradient Cycler inkubiert (s€fabelle 5).

Tabelle 5: Zyklusparameter des Thermocycler-Programrmes nach Tag PCR Core Kit (Qiagen
1999)

Versuchsschritte Zeit (Min.) Temp. (°C) Zusatzinfgmationen

Initiale 3 +94
Denaturierung

3-Schritt-Zyklus 25-35 Zyklen

Denaturierung 0,5-1 +94

Annealing 0,5-1 +50 bis +68 Circa 5 °C unter dem
Tm der Primer

Extension 1 +72 Fir PCR-Produkte,

die langer als 1 kb
sind, erhdhen sie die

Extensionszeit um ca.
1 min. pro kb DNA.

AbschlieRende 10 +72
Extension
Holding +20

Tm = Schmelztemperatur

5.2.4 DNA-Agarosegel zur elektrophoretischen DNA-Aftrennung

Im Anschluss an die PCR wird eine Agarosegel-Etgttiorese mit dem
HousekeepinggeprActin durchgefuhrt.

Hierflir werden in einem Erlenmeyerkolben 3 g Agaras 100 ml 1%igem TAE-
Puffer (Tris-Acetate-BDTA-Buffer) geldst und in einem Mikrowellengerét tan
mehrmaligem Zwischenstopp mit Schwenken aufgekdubtdie Agarose gelost ist
und keine Blasen bzw. Klimpchen mehr sichtbar sind.

Parallel wird ein Gelschlitten zur Anfarbung der ANmit 10ul 1%igem
Ethidiumbromid (EtBr) versehen, welches anschliel3emit einem Kamm
gleichmafiig verteilt wird. Durch Bindung von EtBn &lukleinsduren nimmt die
Intensitat der Fluoreszenz-Emission um den Fak@obiS 100 zu. Nach Einsetzen
des Kammes auf der Kathodenseite des Gels kangetiiste Agarose moglichst
blasenfrei in den Gelschlitten gegossen werdergass sich nach ca. 45 min. ein

erstarrtes Gel mit Taschen bildet.
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Sobald die Agarose erstarrt ist, wird der Kamm entf und das Gel mit dem
Gelschlitten in eine Elekrophoresekammer gestelrt werden die Geltaschen mit
dem Elektrophoresepuffer TAE aufgefillt, bis dad &®pp bedeckt ist, so dass
man spater die DNA-L6sungen in die Taschen pipetti&ann.

Zur Dichteerhéhung und Anfarbung der Proben wendach der abgeschlossenen
PCR jeweils 15 der Probe mit 3l des Laufpuffers (loading buffer) in einem
Eppendorfgefald gemischt. Anschlie3end werden piloeRe die erste und die letzte
Kammer des Gels ein 123-bp-Marker (128sBnpare-Marker) pipettiert und in die
dazwischen verbleibenden Kammern entsprechend Nig-Broben. Nun wird fur
45 min. eine Spannung von 100 Volt angelegt, ss dash die DNA entsprechend
ihrer GroRe auftrennen kann. Nach ausreichendetréxufung der DNA wird die
Spannung abgestellt, der Gelschlitten aus der Blpkbresekammer genommen
und das Gel ohne Gelschlitten unter UV-Licht bditat

Nach dem digitalen Fotografieren und Speichernediésgebnisse wird das Gel

verworfen.

5.3 Das Prinzip der Real-Time PCR

Bei der Real-Time (Echtzeit-) PCR misst man dieskaftung von PCR-Produkten
wéahrend der Amplifikation. Hierfir verwendet man ndéluoreszenzfarbstoff
SYBR-Green |, der unspezifisch mit der Doppelstr@NA interkaliert und
ungebunden nur eine geringe Eigenfluoreszenz zBigt. Anregungswellenlange
dieses Fluorphosphors liegt bei 470 nm, die Flumeswellenlange bei 585 nm.
Sobald der Farbstoff an der doppelstrangigen DN#dét, fluoresziert er stark. Es
binden sich mehrere Farbstoffmolekile an einem R@G#Hlikon, so dass der dabei
entstehende Fluoreszenzanstieg gegen die Hintelifporeszenz gemessen werden

kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das ABI ugege Detection
System 7700 verwendet. Hiermit ist es moglich, gteith 96 Reaktionen zu
untersuchen.

Das Real-time PCR-Gerat ist mit einer UV-Lampe r@Wiolett Lampe) und einer
CCD-Kamera (@Garge-@upled Device Kamera, Digitalkamera) ausgestattet und
ermdglicht wahrend der laufenden Zyklen einen Ubekkiiber das Geschehen in
den PCR-ReaktionsgefalRen. Durch Hinzufiigen degé3menzfarbstoffes SYBR®
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Green | (Molecular Probes) zu der PCR-Reaktion kbesnzu einer Interkalierung

des Fluorophors in doppelstrangige DNA, wodurchFRieoreszenz messbar erhéht
wird (Higuchi et al. 1992, Mulhardt 2002).

Aus der Kombination von PCR-Gerat mit FluoreszemteRtor (spektroskopischer

Detektor), spezifischem Oligonucleotid und FRETwedkelten sich drei mehr oder

weniger dhnliche Nachweismethoden, der sog. TagMah® Molecular Beacons

und die Hybidization Probes (siehe Abbildung 11).

Abbildung 11: Die verschiedenen Nachweismethoden dReal-time quantitative PCR (Mulhardt
2002)

Farbstoff TagMan molecular hybridization
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Farbstoffe wie SYBR green | werden unspezifischdappelstrangige DNA eingebaut. TagMan-
Sonden und molecular beacons fluoreszieren, wesi®tigonukleotid von der Polymerase abgebaut
wurde, hybridization probes dagegen, solange @ldmnukleotide an das Template binden.

Am altesten und bekanntesten ist das TagMan-Prifitvak et al. 1995, Mulhardt
2002), welches auch in vorliegenden Versuchen Awnweg fand. Bei dieser
Methode befinden sich Reporter (Reporter-Fluoreszerund Quencher
(Fluoreszenz-Loscher) auf demselben Oligonucleotdzugsweise am 5™-und 3’-
Ende. Die Lichtstarke bei E1 ist gering, solange @dgonucleotid intakt ist. Durch

die herannahende Polymerase wird dann der Regoetgesetzt, dadurch steigt die
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Lichtproduktion bei dieser Wellenlange an. Promorél zur DNA-Synthese werden
also Reporter-Molekile freigesetzt und entspreclsteidt die Signalstarke.

Als Prinzip der Quantifizierung wird nicht die ahsi® Menge an PCR-Produkt

gemessen, sondern man nutzt die Kinetik der PCRil®@aaus, da anfangs eine

weitgehend exponentielle Vermehrung der DNA stadt, auch wenn diese noch
nicht sichtbar ist. Bei der Akkumulation des Prohsk steigen auch stérende
Einflisse, zum einen werden Primer und Nucleotidapper, zum anderen gehen
Polymerase oder Nucleotide aufgrund der anhaltestteiin Temperaturen kaputt.

AulRerdem wird die Reaktion durch die Anhaufung Peadukten wie Pyrophosphat

gehemmt.

All diese Parameter fihren zu einer VerlangsamwsgRtozesses zu einem linearen

Wachstum, bis es zu einem Stillstand kommt (siebleildung 12).

Abbildung 12: Charakteristika einer Real-Time PCR-Kurve, Fluoreszenz-Signal gegen Zyklen-
Anzahl aufgetragen (Bustin u. Mueller 2005)
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Gezeigt werden die Kurven von drei Proben, welechéappelter Ausfihrung den Real-time PCR-
Zyklus durchlaufen. Die Pfeile markieren die Ct-Weéeund reprasentieren die Zyklusfraktionen, bei
denen das Geréat zuerst zuverlassig eine Fluoresdetektieren kann (hergeleitet aus der
Amplifikations-Reaktion). Wahrend der initialen Agh der PCR liegt das Fluoreszenzsignal
unterhalb des Schwellenwertes des Gerates undietefiie Grundlinie fur den Amplifikations-Plot
(Anschlag). Ein Anstieg der Fluoreszenz oberhadises Schwellenwertes zeigt die Ermittlung eines
akkumulierten PCR-Produktes an. Der Ct-Paramet@iefiniert als die minimale Zyklen-Anzahl der
Proben, bei welcher die Fluoreszenz einen fixieisehwellenwert durchlauft. Ein Anschlag der
Aufzeichnung der anfanglichen Zielkopie-Zahl fiineiReihe von Standards gegen Ct bildet eine
Gerade. Durch die Messung des Ct und die Verwendentandardkurve wird der Betrag des Ziels
in einer unbekannten Probe gemessen, um so digd&im-Zahl zu bestimmen.
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Aus diesem Grund nimmt man als Richtwert die Zykhld, bei der sich das
Fluoreszenzsignal gerade deutlich vom Hintergrubtiebt (Ct-Wert), weil zu
diesem Zeitpunkt die Vermehrung noch exponensell i

Parallel amplifiziert man bekannte Templatemengahvergleicht die Ct-Werte der
entsprechenden Templatemengen. Aus diesen Wegsihsigh eine Standardkurve

erstellen, aus der sich aus einem Ct-Wert auf diraplatemenge schliel3en lasst.

5.3.1 Etablierung der Standardkurve

Um ein geeignetes Protokoll fur die Real-Time PG@Retablieren, ist es notwendig,
zunachst eine Standardkurve zu erstellen, die édirgungen zur Durchfiihrung
der Delta Delta Ct-Methode erfullt. Hierfir verwetdman die genspezifischen
Primer, sowie die Housekeepinggene GAPDH BxActin.

Voraussetzung fur die Etablierung der Standardkuiste eine Primertestung.
Aulerdem muss die richtige Annealing-Temperatur l[g§@rungs-Temperatur)
entsprechend der Schmelztemperatur (Tm) ermittettd@n. Hierzu fihrt man eine
Gradienten-PCR durch, bei der die individuelle Temapur gewahlt werden kann.
Zusatzliche Voraussetzung ist eine Probe, die antgihrer ausreichenden cDNA-
Menge und der Vergleichbarkeit mit den anderen zessenden Proben als
Kalibrator verwendet werden kann. Als Referenz veiml Pilozytisches Astrozytom
mitgefuhrt, dessen cDNA wie folgt in sieben Scentverdinnt wird:

1 9 ul cDNA

15 4 ul cDNA + 16 ul BD

1:10 10 pl cDNA (1:5) + 10 pl 4
1:50 5 ul cDNA (1:10) + 20 ul 4@
1:100 13 ul cDNA (1:50) + 13 pli@
1:200 14 pl cDNA (1:100) + 14 ul©
1:400 14 pl cDNA (1:200) + 14 ul©
1:500 16 pl cDNA (1:5) + 4 pl O

Fir den Ansatz einer 96 Mikrotiter-Platte wird dnglend ein Master-Mix aus
dem QuantiTect SYBR Green PCR Kit (200) erstellt.

52



Standard-Reaktionsansatz pro Vertiefung (Well):

12,5l SYBR Green |

10,0ul RNase-Free Water (RNase-freies Wasser)

0,75yl Primer 1 (Primer forward)

0,75ul Primer 2 (Primer reward)

24 ul des entsprechenden Master-Mixes werden pro \fentievorgelegt, erst dann
wird 1 ul cDNA hinzupipettiert.

Insgesamt wird jeweils ein Master-Mix fur die Hokeepinggene GAPDH ungh
Actin, sowie fur den genspezifischen Primer anggséintsprechend der sieben
cDNA-Verdinnungen wird fur jede Verdiinnung jeweis Master-Mix verwendet,
so dass die Platte anhand des ABI PRISM 770 Segueetectors entsprechend der
Schmelztemperatur des jeweiligen spezifischen Raemessen werden kann.

Die Auswertung der Standardkurve erfolgt durch Begechnungen des Computer-

Programmes cdf (Cyberspace Description Format))iégBiosystems.

5.3.2 Etablierung und Auswertung der Schmelzkurve

Um den Erfolg der Real-Time PCR zu bestétigen, lgrfalie Messung der
Schmelzkurve. Hierbei werden die PCR-Produkte logitikuierlicher Aufheizung
der einzelnen Vertiefungen bei +95°C gemessen, gt bis sie, ihrem
Schmelzpunkt entsprechend, nur noch als Einzetstraorliegen. Die damit
verbundene Fluoreszenzabnahme wird aufgezeichieteke Fragmente weisen

einen niedrigeren Schmelzpunkt als die spezifiséheR-Produkte auf.

In der Regel wird die Schmelzkurve nach Beendenldeses der Standardkurve
erstellt, um zu kontrollieren, ob die PCR-Produkbei dem angegebenen
spezifischen Wert, also der Schmelztemperatur el@siligen Primers einen DNA-
Doppelstrang gebildet haben, oder ob sich eventuetl allem bei niedrigen
Temperaturen Primer-Dimere gebildet haben.

Fur diese Schmelzkurve muss die Einstellung am Baquerdndert werden, die
Platte selbst muss nicht gewechselt werden. UbsrAdswertungsprogramm cdf
erfolgt daraufhin eine Darstellung der Schmelzkar{s@ehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Bild einer Schmelzkurve
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Dieser Beispiel-Lauf verdeutlicht, dass in jedeiol# das richtige Produkt hergestellt wurde.
Ausnahme stellen nur die beiden braunen Kurven diase haben ein kleineres Produkt als das
eigentliche Produkt, d.h. es handelt sich hier unmm&-Dimere. Alle restlichen Proben kdénnen

ausgewertet werden.

5.3.3 Auswertung der Standardkurve

Zur Auswertung der Standardkurve wird als erstes &iabelle mit den Ct-Werten
der einzelnen Verdinnungen des Referenzgenes Iterst@lus diesen

Dreifachbestimmungen kann nun der Mittelwert fis gaweilige Housekeepinggen
und das zu untersuchende Zielgen errechnet werden.

Der Mittelwert entspricht dem mittleren Ct-Wert,rdegarithmisch zur jeweiligen

RNA-Konzentration in eine Grafik eingetragen witdun wird durch Subtraktion
der Ct-Werte des Referenzgenes von den Ct-WertenZgdgenes der einzelnen
Verdinnungen der sogenannte Delta Ct-Wert bestimwe|cher wiederum

logarithmisch gegen die RNA-Konzentrationen in danzelnen Verdinnungen
aufgetragen wird.

Da die vorliegende Arbeit auf vorausgangenen MicegaAnalysen basiert und
hieriber die Housekeepinggene evaluiert wurdendavals Beispiel das Zielgen
EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) aufgefiihrt (KBRO07; siehe Tabelle 6).

Berechnung des Ct-Wertes:

Delta Ct (Probe) = Ct Zielgen — Ct Referenzgen
Delta Ct (Kalibrator) = Ct Zielgen - Ct Referenzgen
Delta Delta Ct = Delta Ct Zielgen - Delta Ct Refezgen
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Tabelle 6: Beispiel der Auswertung einer Standardkwve von dem Referenzge-Actin und dem
Zielgen EZH2

RNA-Konz. Ct B-Aktin Ct EZH2 ACt EZH2
0,00 15,25 22,14 6,89
-0,70 17,13 25,06 7,92
-1,00 18,61 27,27 8,66
-1,70 20,41 29,36 8,95
-2,00 21,77 29,73 7,96
-2,70 24,20 32,29 8,09
-3,00 25,76 32,76 7,00
-3,70 27,92 33,72 5,80

Bei EZH2 handelt es sich um ein Gen, das als trgtgkneller Hemmer im Sinne einer Kontrolle des
Zellgedachtnisses und der Aufeinanderfolge derg@elkérationen fungiert. Es ist moglicherweise
wichtig innerhalb der Hamatopoese und fiir das Zémtervensystem (Kleer at al. 2003).

Um die Effizienz des Referenzgenes und des Zielyenekontrollieren, wird der
Ct-Wert logarithmisch gegen die RNA-Konzentrationen den einzelnen
Verdinnungen aufgetragen (siehe Abbildung 14). Uon einer Effizienz von
beinahe 100% ausgehen zu kénnen, muss die StedpmGeraden zwischen 3,2
und 3,8 liegen, das heil3t es liegen vergleichbagdir§jungen vor. Weiterhin
werden die beiden Effizienzen der Referenz und dietgenes gegeneinander
aufgetragen. Wenn der Wert der Steigung der Gerauéer 0,1 liegt, sind die
Effizienzen der Referenz und des Zielgenes fasttisieh, so dass hierdurch die

Voraussetzungen fur die Anwendung der Delta Dett&€hode erfullt werden.

Abbildung 14: Vergleichs-Diagramm zur Kontrolle der Effizienzen des Referenz- und des
Zielgens am Beispiel vorg-Actin und EZH2
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| ® CtEzZH2
r 20,00 ACtEZH2
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- 5,00
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5.3.4 Messung der Proben

Nach der Erstellung der oben beschriebenen Kurngemén die Proben gemessen
werden. Hierfur wird wiederum ein Master-Mix-Ansdiz eine 96 Mikrotiter-Platte
aus dem QuantiTect SYBR Green PCR Kit (200) etst&8bwohl fir das die
Bedingungen erfilllende Housekeepinggen GAPDH @dactin, als auch fur den
genspezifischen Primer wird ein Master-Mix nach deieitung des Herstellers

angesetzt.

Standard-Reaktionsansatz pro Vertiefung:

12,5ul SYBR Green |

10,0ul RNase-freies Wasser
0,75ul Primer 1 (Primer forward)
0,75ul Primer 2 (Primer reward)

24 ul des entsprechenden Master-Mixes werden pro \fertigvorgelegt, erst dann
wird 1 ul cDNA hinzu pipettiert. Entsprechend der jeweitsidAnséatze werden also
das Houskeepinggen, die zu untersuchende cDNA aidreRund eine Probe ohne
DNA als Negativkontrolle (Non Template Control, N)f&uf die Platte aufgetragen

und untersucht (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Beispiel eines Pipettierschemas mit de@en Rab34 und dem Housekeeping-Gen
GAPDH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
124/02 | 124/02 | 124/02
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH

GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH

GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH

GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH

ANNEALING 65 T 2 x 50 Ansatze 12,5 pl SYBR Green MM — 625 pl
(Uberschuss) 0,75 pl Primerl —37,5ul
0,75yl Primer2 — 37,5l
10,00 yl H,O — 500 pl
1,00 pl cDNA auf jeden Ansatz 24,00 pl
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Diese Platte wird nun im ABI PRISM 770 Sequenceebtetr entsprechend der
Einstellungen fir die Probenmessung programmiei. Nessung erfolgt bei der
genspezifischen Schmelztemperatur des Primers,salsohl fur Wifl als auch far

Rab34 bei 65 °C.

Um den Erfolg der Real-Time PCR zu bestatigen,lgrfdie oben beschriebene
Messung der Schmelzkurve, das heil3t die Messunigadnginuierlicher Aufheizung

der einzelnen Vertiefungen auf +95 °C. Sie ist motdig, um eine Differenzierung
zwischen spezifischem Produkt und Primer-Dimererer oNebenprodukten zu
machen und kann erst nach Abschluss der PCR-Raadtiolgen.

5.3.5 Auswertung der Proben

Zur Auswertung der Probenmessung wird eine weiledgelle mit den Ct-Werten
und den Ct-Mittelwerten aus den Dreifachbestimmuandér das jeweilige
Housekeepinggen und das zu untersuchende ZielgégllierVoran die Werte der
Referenzprobe, die hier dem Wert 1 gleichgesetztieve da sie eine gleichmaliige
Expression aller zu vergleichenden Gene aufweist.

Durch Subtraktion der Ct-Werte des Referenzgenes #en Ct-Werten des
Zielgenes der einzelnen Verdinnungen wird der DElAVert bestimmt. Dieser
Wert dient als Grundlage fiir die Berechnung dedeDBklta Ct-Wertes, der sich
aus Delta Ct Zielgen und Delta Ct Referenzgen breic

Alle Delta Delta Ct-Werte werden in Relation zu d&ert 1 der Referenzprobe

gesetzt.

Berechnungen:

Delta Ct (Probe) = Ct Zielgen — Ct Referenzgen
Delta Ct (Kalibrator) = Ct Zielgen - Ct Referenzgen
Delta Delta Ct = Delta Ct Zielgen - Delta Ct Refezgen

Zur Darstellung der relativen Delta Delta Ct-Wew&d ein Diagramm erstellt

(siehe Kapitel 6, Ergebnisse).

5.4. Auswertung mittels U-Test/Mann-Whitney-U-Test

Um eine Aussage uber die statistische Signifikaez dersuchsergebnisse zu

machen, wird der U-Test zur statistischen Dateryaeaherangezogen. Dieser sog.

57



Mann-Whitney-U-Test oder (&quivalent dazu) der \ikon-W-Test stellt das
nichtparametrische Pendant zum T-Test fur zwei b@abige Stichproben dar.
Anhand des U-Testes ist es mdglich, aus den Betloagdn einer Stichprobe
Ruckschlisse auf bestimmte Eigenschaften der Gasadhgtheit zu ziehen. Der
Zweigruppen-Vergleich mittels U-Test und der Mehppenvergleich mit dem
Kruskal-Wallis-Test wird bei ordinalskalierten Vabien berechnet oder wenn die
Verteilungsvoraussetzungen fur die parametrischenfatiren nicht als gegeben
angenommen werden kdnnen.

Mittels des Programmes SPSS (Statistical PackagihéoSocial Sciences) kénnen
die Ergebnisse ausgewertet werden. Voraussetzufigeden U-Test sind eine
Ordinalskalierung der abhangigen Variablen (= Hogjie der Tumoren) und die
~Ahnlichkeit* der Verteilungen der Testvariablen Expression der Gene) in beiden

Gruppen.

Beim U-Test werden die Daten der Test-Variablenckdudas SPSS-Programm
zunachst in eine Rangreihe umgewandelt, das heifdleinste aller Werte wird zu
1, der nachstkleinste zu 2, bis hin zum gréRtent\Vder zu N (Anzahl der Falle in
der Datei) wird. AnschlieRend werden die jeweiliddittelwerte dieser Rangdaten
in den beiden Gruppen errechnet.

Der Unterschied der beiden mittleren Rangplatzel wann tber die U-Statistik auf

Signifikanz gepruft (siehe Beispiel, Tabelle 8).

Tabelle 8: U-Test-Auswertung anhand des Genes Wifdeim Vergleich der Astrozytom-Gruppe
Grad Il gegen die Gruppe der lller

Range
Histo N Mittlerer Rang Rangsumme
Expression Astro Il 5 9,40 47,00
Astro 1l 12 8,83 106,00
Gesamt 17
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Bei grofRen Stichproben lasst sich diese Signifigaifizing nicht immer exakt

durchfiihren (Rechenzeit und/oder Genauigkeitspnob)eln diesem Falle lasst sich
die U-Statistik approximativ in eine z-verteilteli&tatistik Gberfihren, die in jedem
Falle auf Signifikanz gepruft werden kann. Diesppraximativen Test fihrt SPSS
immer aus, auch dann, wenn die exakte SignifikaradStatistik ermittelt werden

kann (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: U-Test-Auswertung anhand des Genes Wifdeim Vergleich der Astrozytom-Gruppe
Grad Il gegen die Gruppe der lller

Statistik fir Test (b)
Expression

Mann-Whitney-U 28,000
Wilcoxon-W 106,000
z -,211
Asymptotische

.y . p . ,833
Signifikanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz

o ,879 (a)

[2*(1-seitig Sig.)]

a = Nicht fur Bindungen korrigiert
b = Gruppenvariable: Histologie

Auch fir den U-Test gilt als Grenze fir die (zwettige) Signifikanz ein Wert von
0,05. Werte > 0,05 bezeichnen keinen signifikaraterschied, wahrend Werte <

0,05 eine Signifikanz anzeigen.
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6. Ergebnisse

6.1 Ergebnisse der PCR

Mittels der OD-Messung (siehe Kapitel 5, Methodenyden alle Tumorproben auf
ihren Gehalt totaler RNA img berechnet. Diese Tumorproben wurden nun gegen
eine gemeinsame Referenz, den Marker bp123, iRPG& Uberpruft.

Tabelle 10 zeigt Auszliige der verwendeten Proben ibret Histologien, des
Weiteren gibt sie eine Ubersicht tiber die in deb@npraparation erhaltenen RNA-
Mengen und die durchgefuhrte PCR (siehe KapitelTabellenanhang).

Tabelle 10: Auszug aus der Auflistung aller Probemind ihrer Probenpraparation, sortiert nach
histologischer Nummer

Prapara- Total | Rest Gel
Proben- tions- Histo- | RNA | RNA PCR PCR | Position
Anzahl Nr. datum logie | in pug | in pg Datum Nr. Nr.
1 37/02 25.10.2005 | GBM | 58,01 | 48,2 | 16.03.2006 7+ 2
Astro
2 63/02 25.10.2005 1 5,72 * 16.03.2006 7+ 3
3 64/02 26.10.2005 | GBM | 46,39 | 37,7 | 16.03.2006 7+ 4
Astro
4 67/02 14.09.2005 Il 16,09 | 10,48 | 16.09.2005 5+ 2

Fortfiihrung der Tabelle: siehe Kapitel 10, Tabellgmang

Unter UV-Licht betrachtet zeigte sich eine untersdhiche Bandenbildung auf dem
verwendeten Elektrophoresegel. Nach dem Abfotogmafi mit der Kamera und
dem Speichern dieser Ergebnisse auf dem Computarntéw die Bilder wie im
Folgenden ausgewertet werden (siehe Abbildung 15).

Abbildung 15: PCR Bild vom 16.09.2005

PCR-Bild vom 16.09.2005 Alle Proben zeigen
in dieser

B Versuchsreihe auf-
grund der
beweisenden
Bandenfarbung
eindeutige
Ergebnisse. Die
Farbung und
Wanderung des
Markers bestatigt
den Erfolg des

‘ ) durchgefuhrten
Marker Versuches.
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6.2 Ergebnisse der Real-Time-PCR

6.2.1 Ergebnisse fir Wifl

Siehe Tabelle 11 im Tabellenanhang (Kapitel 10)

Aus den tabellarischen Berechnungen (siehe Talb#lien Tabellenanhang, Kapitel
10) wurde zunachst eine Tabelle mit den Mittelwert@ir die einzelnen
Tumorgruppen erstellt (siehe Tabelle 12). Desweitevurde ein Balkendiagramm

erstellt, das die Mittelwerte der Wifl-Expressian den nach Farben sortierten

Tumorgruppen zeigt. In orange sind die Astrozyto@ead Il, in gelb die

Astrozytome Grad lll, in hellblau die primaren Gllastome und in lila die

Glioblastom Rezidive dargestellt (siehe Abbildurgg.1

Tabelle 12: Mittelwerte fur die einzelnen Tumorgruppen fur Wifl

Probe rel. WIF1 Probe rel. WIF1 Probe rel. WIF1
Reference 1,0000 Reference 1,0000 Reference 1,0000
67/02 0,0078 37/02 0,0000 28/03 0,6256
08/04 0,0886 64/02 0,0001 36/03 0,2088
58/04 0,2852 124/02 0,0000 51/03 0,0380
11/05 0,0079 01/03 0,0000 54/03 0,0528
18/05 0,0021 17/03 0,0002 74/03 0,0557

27/03 0,0486 152/03 0,9482
63/02 0,0012 29/03 0,0001 153/03 0,0380
21/03 0,0001 35/03 0,0007 47/04 0,0844
37/03 0,0002 68/03 0,0786 76/04 0,0379
65/03 0,0008 76/03 0,2449 04/05 0,0974
75/03 2,4737 103/03 0,0009 29/06 0,5574
96/03 0,0227 03/04 0,0153
121/03 0,0088 60/04 0,0125
137/03 0,4343 10/05 0,0016
87/04 0,4118 44/05 0,0988
78/05 0,0157 74/05 0,0640 Histo Mittelwert
89/05 0,0064 79/05 0,0167 Astro Il 0,0783
45/06 0,0321 80/05 0,2898 Astro Il 0,2840
83/05 0,0438 GBM 0,0743
103/05 0,4353 Astro Rez. 0,2495
119/05 0,0403
33/06 0,3150
51/06 0,0009
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Abbildung 16: grafische Darstellung der Mittelwerte der Wif1-Expression, sortiert nach
Tumorgruppen

Mittelwerte WIF1

0,3000

0,2500

0,2000 -

0,1500 -

0,1000

0,0500 -

0,0000 ‘ ‘ ‘
Astro ll Astro il Astro vV Astro Rez.

Im Vergleich zum Astrozytom Grad Il wies das Genf\n der Real-Time-PCR-
Analyse einen signifikanten Expressionsanstieg b&stnozytom Grad Il auf. Eine
deutliche Reduktion dieser Wifl-Expression zeigiehsim Vergleich vom
Astrozytom Grad Ill mit der Gruppe der Glioblastoame

Das Expressionsmuster in der Gruppe der AstrozytGmael 1l zeigte sich nahezu
aquivalent zu der Gruppe der Glioblastome.

Eine weitere Zunahme der Expressionsstarke verdetgl der Vergleich der
Glioblastome mit der Gruppe der Glioblastom-Readikiier zeigte sich eine rund
dreifache Zunahme.

Eine statistische Auswertung folgt in Kapitel 6:Babelle 15.

6.2.2 Ergebnisse fir Rab34

Siehe Tabelle 13 im Tabellenanhang (Kapitel 10)
Aus den tabellarischen Berechnungen (siehe Talb8lien Tabellenanhang, Kapitel

10) wurde zunachst eine Tabelle mit den Mittelwert@ir die einzelnen
Tumorgruppen erstellt (siehe Tabelle 14). Desweitevurde ein Balkendiagramm
erstellt, das die Mittelwerte der Rab34-Expresdiorden nach Farben sortierten

Tumorgruppen zeigt. In orange sind die Astrozyto@ead Il, in gelb die
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Astrozytome Grad lll, in hellblau die primaren Gllastome und in lila die
Glioblastom Rezidive dargestellt (siehe Abbilduimg.1
Tabelle 14: Mittelwerte fur die einzelnen Tumorgruppen fir Rab34
Probe rel. RAB34 Probe rel. RAB34 Probe rel. RAB34
Reference 1,0000 Reference 1,0000 Reference 1,0000
67/02 9,4044 37/02 0,6752 28/03 35,6707
08/04 44,3235 64/02 1,1920 36/03 15,3128
58/04 20,2054 124/02 1,0210 51/03 5,1575
11/05 5,7358 01/03 0,1792 54/03 14,4868
18/05 1,0140 17/03 7,8354 74/03 16,2609
27/03 7,2267 152/03 40,3175
63/02 0,6213 29/03 0,2649 153/03 14,6890
21/03 0,3703 35/03 3,9086 47/04 19,9272
37/03 0,0827 68/03 4,8568 76/04 19,7895
65/03 1,9141 76/03 37,2715 04/05 1,7171
75/03 319,5726 103/03 3,2266 29/06 3,7581
96/03 0,4363 03/04 8,9797
121/03 45,4644 60/04 3,4263
137/03 0,4166 10/05 0,8746
87/04 19,0273 44/05 77,1717
78/05 0,4061 74/05 0,7137 Histo Mittelwert
89/05 27,4741 79/05 8,1492 Astro Il 16,1366
45/06 8,5347 80/05 1,9543 Astro Il 35,3600
83/05 32,5970 GBM 9,0435
103/05 2,9349 Astro Rez. 17,0079
119/05 0,2717
33/06 2,1238
51/06 1,1460

Abbildung 17: grafische Darstellung der Mittelwerte der Rab34-Expression, sortiert nach

Tumorgruppen
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Im Vergleich zum Astrozytom Grad Il wies das GerbB&in der Real-Time-PCR-
Analyse seine hochste Expression bei der GruppeAdgozytome Grad Il auf.

Eine deutliche Reduktion dieser Rab34-Expressiagteesich im Vergleich vom

Astrozytom Grad Ill mit der Gruppe der Glioblastamigeim Vergleich der

Expressionsstarke von Rab34 zwischen den Gliobta§cuppen zeigte sich eine
Verdoppelung der Werte vom primaren verglichen firoblastom-Rezidiv.

Eine statistische Auswertung folgt in Kapitel 6:Babelle 15.

6.3. Auswertung mittels U-Test/Mann-Whithney-Test

Anhand des SPSS-Programmes wurden die ErgebnissiemiU-Test ausgewertet.
Hierfir wurden alle Tumorgrade miteinander vergiichund auf ihre Signifikanz
gepruft (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Ergebnisvergleich Wifl und Rab34 im U-€st/Mann-Whitney-Test

Astro

Astro ller
gegen
lller

Astro ller
gegen
GBM

Astro ller
gegen
Rezidive

lller
gegen
GBM

Astro lller
gegen
Rezidive

GBM
gegen
Rezidive

Auswertung
fur Wifl

Asymptotische
Signifikanz
(2-seitig)

0,833

0,528

0,126

0,664

0,016

0,012

Signifikant

Nicht
signifikant

Auswertung
fur Rab34

Asymptotische
Signifikanz
(2-seitig)

0,292

0,112

0,865

0,728

0,140

0,005

Signifikant

Nicht
signifikant

Fur das Gen Wifl zeigte der U-Test/Mann-WhitneytT&svohl beim Auftragen
der Astrozytome Grad Ill gegen die Gruppe der Reeidls auch beim Vergleich

zwischen den Glioblastomen und den Rezidiven datesssche Signifikanz.

Fur das Gen Rab34 zeigte der U-Test/Mann-Whitnest-Teim Auftragen der
Glioblastome gegen die Gruppe der Rezidive eingis8sgh auswertbare

Signifikanz.
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7. Diskussion

7.1. Einleitung

7.1.1. Allgemeine Probleme der histologischen Einteng

Die zentrale Rolle der Gehirntumoren und die fumkdillen Konsequenzen von
neuronalen Verlusten erklaren die Wichtigkeit deors€Ehung innerhalb der
Tumorgenese von Gehirntumoren. Neuronale Tumordreren in ihrer Malignitat,

allerdings sind fur gewoéhnlich auch benigne Formaefigrund ihres infiltrativen

Wachstums und der Tendenz zum Ubergang in maligmeén oft letztlich letal

(Peiffer et al. 2002).

Trotz der Haufigkeit ihres Vorkommens und der dsasien Auswirkung auf den
Patienten, ist die Darstellbarkeit dieser Tumordh rocht eindeutig und die
Diagnose muss durch eine histologische Probe siB@&psie oder chirurgischer
Resektion gestellt werden (Bocker et al. 2001)r ldtellt sich jedoch das Problem
der formalen Einordnung der Tumoren in bestimmtap@en. Innerhalb der durch
die WHO beschriebenen Gruppen lassen sich hissidbgioft weitere

Unterteilungen machen, die in der Literatur zu Dsdionen fuhren.

Die WHO-Klassifikation fiir Oligodendrogliome und rgeschte Oligoastrozytome
beschreibt beispielsweise zwei Grade: Die niedadmge (Grad II) und die

anaplastische (Grad Ill) Form. Es bleibt als Frégesg, ob nicht eine dritte
Gruppe hinzugefigt werden sollte, die Glioblastommt oligodendroglialer

Komponente erfasst (Claes et al. 2008).

Die Inzidenz dieser drei Subtypen ist kontrovers lmirachten. Verschiedene
Gruppen beschreiben fur die Inzidenz eine anstdgerendenz, die mit Werten
zwischen 5% bis hin zu 25-33% bei allen glialen ©uem angegeben wird.
Weiterhin beschreiben sie ein Absinken der Astroxyinzidenz (Behin et al.

2003).

Dieser Wechsel fuhrt zu der Annahme, dass einigadfen, die ursprunglich als
Astrozytome eingestuft wurden, nun als Oligodentiooge oder gemischte

Oligoastrozytome klassifiziert wurden.
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Aus diesem Grunde irritiert die morphologische Eidmung in manchen Fallen;
selbst geschulte Pathologen sind nicht in der Lages eindeutige Zuordnung zu
treffen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden alle Astrtmryie als reine Astrozytome ohne
Mischgruppen logisch definiert, so dass oligodegliate Anteile ausgeschlossen
werden konnten. Dennoch gelten auch fur die invddregenden Studie gemachten
Einteilungen diese formalen Einschrankungen.

In unklaren Fallen ist demnach eine interdiszipknAbklarung anzustreben. Nach
Mdglichkeit sollten klinische, radiologische undtipalogische Aspekte mit in die
Einordnung flieRen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt beim Staging (Staelgnteilung) der neuronalen
Tumoren ist die Tatsache, dass viele niedriggradieme Uber die Zeit hinweg
eine maligne Transformation durchlaufen. Aus diesermande ist die gegebene
morphologische Klassifikation nicht als endgultig lzetrachten (Daumas-Duport et
al. 1997).

Ferner ist oft nicht nachvollziehbar, in welchenaddtim der Tumorgenese sich das
Gewebe derzeit befindet (Progression versus de -Bddang). Aus diesen
genannten Grunden sind analysierte Gewebeprobén negrasentativ (Behin et al.
2003).

Auch regionale Tumorproben weisen eine Heterogenit so dass es vor allem
nach stereotaktischen Biopsien zu Fehlklassifiketokommt (Coons et al. 1997).
Fur die Differenzierung zwischen astrozytischen wtigodendroglialen Tumoren
bzw. die Identifikation von anaplastischen Astrazgen ist die Reproduzierbarkeit
innerhalb und zwischen Beobachtern héufig mangeliiggfhin et al. 2003). Diese
konnte deutlich verbessert werden, wenn klare djeigd Abstammungs-Marker

identifizierbar waren.
Ein weiterer Punkt ist, dass Tumorproben zwar désclie morphologische

Erscheinungsbild zeigen kdnnen, aber dennoch gehetiUnterschiede und auch

abweichende Verlaufe aufweisen, trotz &hnlichegpostischer Faktoren.
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Aus diesem Grunde spielen molekular-genetischeyseal in zunehmendem Mal3e
eine wichtige Rolle innerhalb der KlassifikationerdTherapieansétze und der

Heilungschancen von Gliomen (Behin et al. 2003).

Wie flr andere Tumorarten auch, ist fir alle Gliodie Zugehdorigkeit in die durch
abnorme Genexpression verursachte Genese nachgewiglsome zeigen in allen
Formen genetische Aberrationen (Claes et al. 2008).

Wenn eine vorausgehende Radiatio-Therapie nicBeinacht gezogen wird, bleibt
die Ursache von genetischen Ereignissen gelegenttibestimmbar.

Die in die Gliomgenese involvierten Veranderungem YOnkogenen und Tumor-
Suppressor-Genen sind nicht spezifisch, aber itmetdnation und Akkumulation
ist charakteristisch (Wager et al. 2008).

Die Gliomgenese und die Tumorprogression zeigea siarke Assoziation mit dem
Verlust der Zell-Zyklus-Kontrolle, welche vor alledurch eine Dysregulation des
TP53 und des Retinoblastom-Pathways zustande kofdmt u. Parada 2002).
Weiterhin spielt der Anstieg der Tyrosin-Kinase+&ilisierung eine wichtige Rolle,
hierzu zahlen die Amplifikation des EGF-Rezeptorsl wlie Uberexpression von
PDGF oder des PDGF-Rezeptors (Maher et al. 200d).spaten Stadium der
Tumorprogression sind diese Reaktionswege in adliigmen Gliome involviert und

miteinander verbunden.

In der Hoffnung, eine neue molekulargenetische #i&stion der Tumoren
schaffen zu koénnen, haben sich Techniken eroffmetlche eine detaillierte
Charakterisierung des Tumor-Genomes, der Transknet und der Proteome
ermdglichen. Am meisten gebraucht wird das cDNA meBeray (Mikro
Datenreihe), da es auf einem Objekttrager (Slide) Selektion (Screening)
tausender von Genen ermdoglicht (Mulhardt 2002)s&iéArray zur Darstellung der
Expression hat sich als Methode flr ein objektiGading der Gliome und die
Definition molekularer Pathways der Tumorprogressamgeboten. Diese Technik
sollte dabei helfen, neue prognostische Markerdeatifizieren, so basiert auch die
vorliegende Doktorarbeit auf Ergebnissen dieserigidé (Kohler 2007, Bozinov et
al. 2008).

67



7.1.2. Allgemeine Probleme des Versuchsaufbaus

Die Real-Time quantitative PCR ist eine Vervielfflihgsmethode flr
Nukleinsauren, die auf dem Prinzip der herkdbmmicRER beruht, und zusatzlich
die Mdglichkeit der Quantifizierung bietet (Higuattial. 1992).

Diese Methode ist sehr aufwendig und teuer, baiet folgende Vorteile:

Die Real-Time PCR zeichnet sich durch eine hoheig{@ des Assays aus. Durch
Messung der Fluoreszenz kann man jederzeit die Beeg entstehenden Produkts
berechnen und unspezifische PCR-Produkte, die ogsbkis verfalschen koénnten,
werden nicht nachgewiesen (Milhardt 2002).

Die Verwendung der heutigen Farbstoffe, die einséess Signal-Hintergrund-
Verhaltnis liefern, bietet eine universale Verweadieit, weil damit jede beliebige
PCR-Reaktion verfolgt werden kann. AuRerdem istSignalstarke hoch, weil jedes
DNA-Molekul mehrere Farbstoffmolekile bindet. Augsesem Vorteil resultiert
allerdings auch ein grol3er Nachteil, weil man nmhitschen korrektem Produkt und
Artefakten unterscheiden kann (Mdlhardt 2002). OlbwoArtefakte wie
Substitutionen, Insertionen und Deletionen allgegetig sind und den Nutzen der
Klone fur funktionelle Analysen einschranken, komndiese durch sorgfaltiges
Arbeiten eingeschrankt werden. Hierzu zahlen diecBiiihrung mdglichst weniger
Amplifikationszyklen, einer mdglichst langen Elotigasphase und die

Verwendung von AmpliTa@pNA-Polymerase (Higuchi et al. 1992).

7.1.3. Allgemeine Probleme der statistischen Ausweing

Voraussetzungen fir die Durchfihrung und Interpiataeines statistischen Tests
sind vor dem Studienbeginn bis ins Detall festgeld®ahmenbedingungen (Schafer
1997). Hierzu zahlt die Festlegung der Zielgro3erddessgroRe, auf die der Test
angewendet werden soll. Auch die Irrtumswahrsclatikeit (Signifikanzniveaw)
und die Art des durchzufihrenden Tests mussendiesfgwerden. Weiterhin ist die
Anzahl der Patienten anzugeben.

Alle in die Studie aufgenommenen Patienten mussemen statistischen Test
einbezogen werden. Kein Patient darf von der Auswerausgeschlossen werden.
Dabei ist das sog. Intention-to-treat-Prinzip anengen. Dieses Prinzip besagt, dass
jeder Patient in derjenigen Gruppe ausgewertet ,wdet er bei Studienbeginn

zugeteilt wurde (Schafer 1997).
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Im Rahmen der hier vorliegenden Doktorarbeit ergibh an der Stelle allerdings
ein wesentliches Problem:

Trotz Untersuchung aller seit 2002 im Institut geseelten Proben ist die
Probenanzahl insgesamt gering, so dass vorliegdndeertungen als Tendenzen
angesehen werden missen. Weil es generell niclet Vienorproben gibt, wurden
den Auswertungen alle wahrend der Versuchszeit eetnommenen Proben

beigeflgt.

7.2. Diskussion fur Wifl

Der Wnt-Reaktionsweg spielt innerhalb verschiedanBntwicklungsprozesse eine
entscheidende Rolle und ist aus diesem Grund agraamiedlichen dynamischen
Regulationsmechanismen beteiligt, die durch einezalhh morphogenetischer
Faktoren begriindet ist. Aberrante Reaktionsabléafieen darum Konsequenzen,
welche von unbeabsichtigter Apoptose bis hin zumdrgenese oder abnormalem
embryogenetischen Wachstum fihren kénnen (Diep 2084).

In der dieser Dissertation vorausgehenden Studre Kihler (2007) wurde das
Transkriptions-Verhalten von 4608 Genen in 15 wueedlichen Tumorproben
mittels Mikroarray-Analyse untersucht. Die Probetzten sich aus einer Gruppe
von sechs anaplastischen Astrozytomen und neubl@itmmen zusammen. Fir das
Gen Wifl konnte mittels Mikroarray kein signifika&nt Expressionsunterschied
zwischen beiden malignen Astrozytomen nachgewiaserden. Einzig in einer
gesonderten Einzellfalluntersuchung fand Kohleerikxpressionsunterschied vom
anaplastischen Astrozytom zum folgenden sekund&koblastom (WHO Grad
IV), also einem therapierten malignen Rezidiv-Glidrier zeigte sich sowohl im
Microarray als auch in der Real-Time PCR richtutgjsh eine Verminderung der
Expression zwischen anaplastischem Astrozytomeksirglarem Glioblastom.

In der vorliegenden Dissertation wurde daraufhittets Real-Time PCR-Analyse
eine groRere Anzahl verschiedener TumorstadienAd&nzytome gegeneinander
verglichen.

Wie bei Kohler bereits im Array-Verfahren und in rdegesonderten
Einzelfalluntersuchung aufgezeigt, bestétigte sichvorliegenden Versuchen der

signifikante Expressionsverlust von Wifl im Vergleizwischen den Astrozytomen
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Grad Ill und der Gruppe der Rezidive. Weiterhin kanflr das Gen Wifl ein
signifikanter Expressionsunterschied zwischen dehobastomen und den
Rezidiven gezeigt werden. In allen anderen Verbegcuppen konnten keine
statistisch relevanten Unterschiede festgestelltdare Dennoch zeigte sich im
Vergleich vom Astrozytom Grad Il zum Astrozytom @r#l der Hinweis eines
Expressionsanstieges, der aber statistisch aufgdesd kleinen Probenumfangs
keine Signifikanz zeigte. Eine Reduktion dieser JAExpression zeigte sich auch
im Vergleich vom Astrozytom Grad Il mit der Grupper Glioblastome, lie3 sich
aber ebenfalls statistisch nicht belegen. Das EBgmwasmuster in der Gruppe der
Astrozytome Grad Il zeigte sich nahezu aquivalentler Gruppe der Glioblastome.
Eine statistisch signifikante Zunahme der Expresstirke verdeutlichte der
Vergleich der Glioblastome mit der Gruppe der Ghgbom-Rezidive.

Da sich in den durchgeftihrten Untersuchungen letigh der Vergleichsgruppe
der beiden malignen Astrozytom-Formen Grad |ll @imblastom im Vergleich zu
den Rezidiven eine statistisch auswertbare Sigmfik zeigte, muss davon
ausgegangen werden, dass ein klarer Zusammenhasghew der Radio-Chemo-
Therapie und der Expression des Gens besteht. klam daraus schliel3en, dass ein
Expressionsunterschied von Wifl mdglicherweise mereStrahlenresistenz fuhrt

oder umgekehrt.

Neben dem Wnt/planar cell polarity (Wnt/PCP) pathwad dem Wnt/calcium
(Wnt/C&*) pathway spielt der sog. Canonical Wnt signalfiaghway die wichtigste
Rolle. Hierbei kommt es zu einer Stabilisierung umnd einem Anstieg der
Transkriptionsaktvitdt vonp-Catenin. Letzteres wird vom Zytoplasma in den
Nukleus transloziert, wo es als Transkriptionsfaktoingiert und zu einer
Aktivierung der eigentlichen Effektoren fuhrt. Esrkmt zu einem Tumorwachstum.
Dieses Tumorwachstum geht entweder mit einer ugge&n Inaktivierung fur Off-
Schalter oder einer ungeeigneten Aktivierung vorS@haltern einher (Mazieres et
al. 2004).

Es ist bisher gut bekannt, dass Mutationen im ARD;GAxin oderp-Catenin,
welche zu einer Akkumulation vorg-Catenin im Zellkern fuhren, oft in
menschlichen Tumoren nachzuweisen sind (Reguat €004). Zudem bindei-
Catenin selbst nicht an die DNA, sondern es benfitigseine Bindung an LEF/TCF
Transkriptionsfaktoren fir die Transaktion in deellkern, welches wiederum an
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bestimmte Gene bzw. Genexpressionen gebundenlish AFumor-Typen gleich ist
die Assoziation mit verschiedenen Stadien @eCatenin-Form innerhalb des
Reaktionsweges (Diep et al. 2004).

Obwohl der intrazytoplasmatische Teil des Wnt-Pathweitestgehend verstanden
wurde, ist dennoch nur wenig Uber den Zusammenhatigrhen Antagonisten von
Whnt-Liganden und ihrer Rolle innerhalb der Karziangse bekannt (Reguart et al.
2004).

Aus den oben genannten, in der Literatur beschneb&eaktionsmechanismen des
Wifl (Diep et al. 2004, Reguart et al. 2004) kbénm@n erwarten, dass eine
Expressionszunahme von Wifl mit einem Anstieg vopoptose und einer
Wachstumsverminderung einhergeht. Mit zunehmendemof-Grad wére also mit
einem Expressionsverlust zu rechnen. Die vorlieganBirgebnisse zeigen jedoch
keine Korrelation zwischen der Tumor-Schwere und Edgression von Wifl. Es
scheint fur Astrozytome also keinen Zusammenhartiegser Hinsicht zu geben. Zu
berticksichtigen ist bei diesen Ergebnissen jedoaghmear, dass die
Gesamtuntersuchungszahl wie bereits erwahnt zwéufgglgering und somit die
statistische Signifikanz nur eingeschrankt mogisth

Interessanterweise ist in der Literatur aber auagle eStérung der normalen
Entwicklung von Zellverbanden durch eine Uberexgigs von Wifl beschrieben
(Mazieres et al. 2004). Da Wnt-Proteine sowohlen Bmbryogenese als auch beim
Gewebewachstum eine Schlisselrolle spielen (Vaes @005) und zur Kontrolle
der Zellproliferation und Determination der Stamftere Entwicklung beitragen,
kann eine aberrante Aktivierung des Whnt-Signal-Rails - egal in welche
Richtung - zu verschiedensten menschlichen Kredsdnitragen. Hierzu konnte es
sowohl durch Unter- als auch durch Uberexpressamrken (Mazieres et al. 2004,
Cebrat et al. 2004).

Des Weiteren bleibt zu Uberlegen, inwiefern die iB&hemo-Therapie bei der
Rezidiv-Tumorgruppe eine wichtige Rolle spielt. $ilv Bestrahlung als auch
Chemotherapie kann entweder eine palliative odéentiell kurative Behandlung
bedeuten. Die therapeutischen Effekte lassen simh Groben in die vier

Wirkmechanismen Nekrose, Apoptose, beschleunigtdrerngsprozess und
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terminale Differenzierung unterteilen (Bocker et 2001). Eine Zelle, die durch
Radio-Chemo-Therapie beschadigt worden ist und ie@roduktive Integritat
verloren hat, kann sich ein oder mehrere Maleneitevor die Nachkommenschatft
eine sterile Reproduktivitat hergestellt hat (DeMét al. 2004). Jede Zelle unterlauft
nach Beschéadigung durch diese Art von Therapie kaitische Periode, in welcher
sich entscheidet, ob die Zelle untergeht, den Samaeéhebt oder trotz dem Schaden
weitere Zellteilungen durchlauft. Auf molekularebdne initiiert ein Chemo-
Radiatio-induzierter Schaden komplexe Signalkaskadeden Zellen, welche in
einer Vielzahl von Reaktionen resultieren. Hierzéhlen Zellzyklus Arrest,
Induktion von sog. Stress-Reaktions-Genen, DNA-Ramm und Apoptose
(Bocker et al. 2001). Das Protein p53 spielt zurnsjiel eine Schlisselrolle in der
Aktivierung von Apoptose und Zell-Zyklus-Arrest a®NA-Schaden (DeVita et
al. 2004). Auch andere Signal-Kaskaden werden ddiehWirkung der Radio-
Chemo-Therapie aktiviert. In vielen dieser Pathwapglen Mitogene (Proteine
innerhalb der Mitose) eine wichtige Rolle, so fdrde beispielsweise
Wachstumsfaktoren das Uberleben der Zelle (Schetoll. 2005). Viele dieser
Effekte sind von einem bestimmten Zelltyp abhéangigrschiedene Membran-
gebundene Rezeptoren sind in solche Signalisierungewickelt und agieren via
nachfolgender Aktivierung multipler Pathways. Zesin Rezeptoren zéhlen zum
Beispiel die mitogen-aktivierte Protein Kinase, Bfiwatidyl 3 Kinase, K-/H-Ras,
JAK/STAT und c-Jun Nktterminale Kinase (Schmoll et al. 2005, DeVita bt a
2004). Ein Beispiel ist weiterhin die durch Bestualy induzierte EGFR-Signal-
Kaskade, die mit Uberlebens-fordernden Effekterhasigeht. Auch andere Zell-
Oberflachen-Rezeptoren zeigen solche Effekte naebtr&hlung, hierzu zahlen
HER2, VEGF und der basische Fibroblasten Wachtdakits (Preil3 et al. 2008,
DeVita et al. 2004). Nicht nur Oberflachenrezeptoresondern auch
Wachstumsfaktoren und Zytokin-Rezeptor-Pathways sim die Bestrahlungs-
Reaktion involviert. Bestrahlung fiihrt zu einer sellen Aktivierung des Tumor
Nekrose Faktor-Rezeptor (TNFe-Rezeptor) und induziert auf diese Weise die
Expression des TNE-Proteins. Auch Zytokine scheinen bei antiapoptbies
Signalen eine Rolle zu spielen, hierzu zdhlen lewdin-6, TGF- und der
Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (Preil3 et 80&, DeVita et al. 2004).
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Bei den Ergebnissen der vorliegenden Disserationnkanit einem engen
Zusammenhang zwischen der Radio-Chemo-TherapiedendBeeinflussung der
Wifl-Expression gerechnet werden. An welcher Stdiée drei bekannten Wnt-
Reaktionswege eine therapeutische Beeinflussunghd&adio-Chemo-Therapie
vonstatten geht, ist und bleibt unklar (Ohigashale2005). Dennoch zeigen die in
vorliegender Arbeit signifikanten Expressionsunthiede, dass die Radio-Chemo-
Therapie mit 60 Gy und ACNU/VM26 eine Auswirkungfalas Gen Wifl hat.
Dieses Ergebnis reprasentiert mogliche Ansatze potentielle therapeutische

MalRnahmen.

7.3. Diskussion fiir Rab34

In den dieser Doktorarbeit vorausgegangenen Urdktsigen mittels Mikroarray-
Analyse zeigte sich ein signifikanter Expressionststhied von Rab34 in
Astrozytomen Grad Il und Glioblastomen. Es koneiee deutliche Herunter-
Regulierung von Rab34 in Glioblastomen verglichen Astrozytomen Grad |li
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigte dehleessende Real-Time PCR
fur dieselben Tumorproben einen Expressionsangkégler 2007, Bozinov et al.
2008). Trotz der in den unterschiedlichen Versuchetgegengesetzten Ergebnisse
konnten mit den hier vorliegenden Daten die Ergstmifiir die Real-Time PCR
bekraftigt werden: In den vorliegend prasentieNensuchen, die mit einer gréReren
Anzahl von Astrozytom-Tumor-Proben durchgefihrt den, konnte entsprechend
der Tumor-Grade eine ansteigende Expression vo4/Rahchgewiesen werden, es
gab also auch keinen Tumorgrad, in dem es zu gaekkExpression kam.

Beim Vergleich der Mittelwerte (MW) der einzelnemu@pen gegeneinander konnte
in der Real-Time-PCR-Analyse jeweils eine Expresstoinahme von Grad Il zu
Grad Il und wiederum von Glioblastomen zu den Bezn gezeigt werden. Die
insgesamt hdchste Expression zeigte das Astroz@ad Il (MW = 35,36).

Beim Vergleich der Expressionsstarke von Rab34 rimib der Glioblastom-
Gruppen zeigte sich eine statistisch signifikanterdéppelung der Werte vom
primaren verglichen zum Glioblastom-Rezidiv (priesuGlioblastom: MW = 9,04;
Glioblastom Rezidiv: MW = 17,01). Diese statistisshiswertbare Signifikanz der
Messungen konnte im U-Test/Mann-Whitney-Test beimuftragen der

Glioblastome gegen die Gruppe der Rezidive bestitgyden. Dieses Ergebnis
73



konnte ein wichtiger Hinweis dafir sein, dass RabB# Rolle bei der Einleitung
von einem Glioblastom zu einem Glioblastom-Rezidspielt. Weiterhin
demonstrieren die vorliegenden Daten eine sigmfikaAssoziation zwischen der
Gen-Expression und einer Radio-Chemo-Therapie.

Im Zuge der oben genannten Zellspezifitat und ignangigkeit zum Tumor-Grad
stellt sich bei den vorliegenden Versuchsergebnissen die Frage, inwieweit
zellulare Mechanismen durch Radiatio und Chemofiierau einer Veranderung
fuhren, die wiederum eine Expressionsverdoppeluog Rab34 veranlassen. —
Fuhrt die bisher angewandte Therapie zu einer &atsih Expression von Rab34?
Gibt es in dem vorliegenden Beispiel einen direkieBrsammenhang zwischen
Therapie und Expression von Rab34?

Wie beim Gen Wifl vorhergehend schon beschriebenlef man in vielen der
Pathways, die durch Radio-Chemo-Therapie behandetden sind, Mitogene
(DeVita et al. 2004). Diese Proteine spielen inarhder Mitose eine wichtige
Rolle, fur die Mitose sind wiederum das MikrotubedNetzwerk und die Formation
von Membranen von Bedeutung. Genau an dieser Steken die Rab-Proteine im
Zusammenhang mit RILP:

Fur verschiedene Rab-Proteine/-Gene und Rab-Effekt&onnte gezeigt werden,
dass eine Dimerisation zu einer grundlegenden \deréimg dieser Proteine fuhrt
(Goldenberg et al. 2007). Die Oligomerisation idhee der fundamentalen
Zustandsformen ihrer physiologischen Funktion. Mamerisation dieser Rab-
Proteine hangt von ihrer nukleotid-gebundenen Kionédion ab, sie ist unabhéngig
von einer Lipid-Modifikation und kdnnte dazu fihredass diese Proteine den
GDP/GTP-Zyklus durchlaufen, ohne im Zytosol recyezel werden (Wang u. Hong
2002). Rab34 reguliert die lysosomale Formationcllueinen Mikrotubulus-
abhangigen Weg, obwohl es selbst durch eine Inieraknit RILP gesteuert wird.
Eine Unterbrechung der Selbst-Interaktion fuhrt dresem Falle zu einem
Funktionsverlust (Colucci et al. 2005).

- Ist es also mdglich, dass Rab34 in seiner Intemakmit RILP durch die Radio-
Chemo-Therapie noch stabilisiert wird? Wird durcheeRadio-Chemo-Therapie
lediglich die Expression von Rab34 gesteigert, sssdmehr Rab34-Proteine
vorliegen oder hat die Chemotherapie mit ACNU/VMatoglicherweise auf

chemischer Ebene eine direkte Stabilisierung debidung zur Folge?
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Ein entscheidender Unterschied zwischen Rab34 uh& kKt die Tatsache, dass
Rab34 Uber einen langen Reaktionsweg wirkt, dengritiber den Golgi-Apparat
gesteuert ist. RILP hingegen agiert in der cis-Fadrom direkt an den Lysosomen.
Aus diesem Grunde ist anzunehmen, dass der Miknatstabhangige Effekt von
Rab34 mit der Moglichkeit einhergeht, dass das keffe und produktive
»olgnaling” von Rab34 auf RILP abhangig von einemtakten Mikrotubulus ist
(Wang et al. 2004). Anséatze fiur neue Therapieoptiomaren in diesem Falle also
das Mikrotubulus-Netzwerk, welches durchaus durobdikamente beeinflussbar
ist.

Ein weiterer Unterschied zwischen Rab34 und RILBtdde¢ darin, dass RILP eine
groRere Potenz bei der Induktion der Formation kigineren und grof3eren
Lysosomen zeigt. (Wang et al. 2004). Aufgrund ihferoRe bilden groRere
Lysosomen naturlicherweise ein Cluster (Anhaufunignerhalb der viel
geraumigeren Zentralregion. Dieser Vorgang ist héagig von der Intaktheit des
mikrotubuldren Netzwerkes (Wang et al. 2004). lha#y kultivierter Zellen stellt
die weniger geraumige Peripherie keine bevorzugtikalisation fur diese
vergroRerten Lysosomen dar. Aufgrund der kleine@il3e der Lysosomen in
Rab34-expremierenden Zellen scheint der Mikrotublpparat eine Rolle
innerhalb der aktiven Cluster-Bildung in der pekiaaren Region zu spielen (Wang
et al. 2004). Man weil3, dass eine Zerstorung désdtibulus durch beispielsweise
Nocodazol in einer freien Diffusion dieser Lysosoma die periphere Region
resultiert (Wang u. Hong 2002, Wang et al. 2004)/arum sollten eine Bestrahlung
und/oder Chemotherapie hier nicht eine @hnlichekuig zeigen? Die Kombination
dieser beiden Mdglichkeiten, gemeinsam mit andér@ktoren, kdnnte eine Basis
fur die unterschiedliche Mikrotubulus-Nutzung voali34 und RILP innerhalb der

lysosomalen Formation sein.

Ein weiterer interessanter Punkt ist der Zusammmagimait phosphorylierten PKC-

Motiven innerhalb von Rab39. Fiur verschiedene Ralbeihe, wie zum Beispiel

Rab5 und Rab8, konnte eine Regulation durch Pidteisen wie PKC, PKB, cdc2,

ERK1 und andere gezeigt werden. Auch fur p38 komme Inhibition des durch

Rab5 gesteuerten endozytotischen Reaktionswegégaamsen werden (Chen et
al. 2003).
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Seit Rab39 sowohl aus dendritischen als auch amdeyenpozyten-Zell-Linien
isoliert und exprimiert wird (Nachweis mittels RTGR), sind zudem zwei Dinge
bekannt: Rab39 kdnnte an der Internalisation undiéms Transport von exogenen
Protein-Antigenen oder sogar an der Regulation Aesigen-prasentierenden
Prozesses beteiligt sein. Dieses wurde bisher sitiiddab5 und Rab4 angenommen
(Chen et al. 2003).

Weil Rab39 in engem Zusammenhang mit Proteinkinaseimt und die potentielle
Rolle des Rab39 in der Regulation der Antigen-Rri#g®n gesehen wird (Chen et
al.2003), ist es von groRem Interesse, zukinftyedtitionen in die Erforschung

dieser Zusammenhé&nge zu machen.

DalR Bestrahlung die Expression einer Menge Geneiziad und dass die
Mitglieder dieser immer weiterwachsenden Liste Blestrahlungs-induzierten Gene
zu einem weiten Spektrum an nachgeschalteten Efiefthren, ist in der Literatur
bereits mehrfach beschrieben (DeVita et al. 20Bdin Beispiel hilft die induzierte
Expression von Egr-1 (early growth response 1,dfifachstums Antwort 1) und c-
Jun Zellen beim Uberleben nach Beschadigung durd¢hahiBng. Diese
Bestrahlungsanregung hangt von Modifikationen veanskriptionsfaktoren durch
den Protein Kinase C-Pathway ab. Gezielte Inhibiton Egr-1 und c-Jun-
Proteinen verhindert den Beginn der S-Phase undzied das Uberleben von
menschlichen Zellen nach Bestrahlungs-Schaden t@eial. 2004). Auch andere
bestrahlungsinduzierte Gene sind beschrieben worbemzu zahlen GADD45
(growth arrest and DNA damage-inducible protein Wmchstumshemmung und
DNA Schaden erzeugendes Protein), 3-Aktin, Int&ifed, Protein-Kinase-C, der
basische Fibroblasten Wachstumsfaktor, Interled&n-und der Gewebe-
Plasminogen-Aktivator (DeVita et al. 2004). Die nd¢iékation der genauen
Reaktionsablaufe, die Gene wie Egr-1 und auch Rabttiern, wird zur

Entwicklung der Gentechnologie mittels bestrahlumgjszierter Gene beitragen.

Vielleicht kann man an dieser Stelle noch einenri8clveiter gehen: welche
Faktoren werden durch die Radio-Chemo-Therapie wgdmeinflusst? Sind es
einzelne chemische Strukturen wie die o0.g. Mikratub-Formation oder
bestrahlungsinduzierte Gene, die eine Modifikagofahren? Oder ist es vielleicht

die Tatsache, dass eben bestimmte Strukturen Iméehnhflusst werden, wahrend der
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Rest eine Wandlung durchlauft? Gibt es neben demddthen und radiologischen
vielleicht eine infektibse Genese dieser Expressiaterschiede? - Das interessante
Ergebnis dieser Dissertation ist, dass sich auslyjeet zwischen den behandelten
und den unbehandelten Glioblastomen eine Signifikexthweisen liel3.

Wahrend die Wirkung der Bestrahlung auf der Enéilggetragung auf das
durchstrahlte Gewebe in Streuprozessen beruht, iwobe Wesentlichen die
lonisierung von Wassermolekilen und die dadurclstenenden freien Radikale
hochtoxisch sind, verwendet die Chemotherapie &toffie ihre schadigende
Wirkung moglichst gezielt auf bestimmte krankhettswsachende Zellen
beziehungsweise Mikroorganismen ausiben und diététea oder in ihrem
Wachstum hemmen (Schmoll et al. 2005).

Coyne et al (2007) beispielsweise zeigten in diesgeammenhang, dass das
Coxsackievirus B (CVB) keine bedeutende Reorgapisater Tight junctions
induziert, es aber die spezifische Internalisatieon Okkludin A (einem
Hauptprotein der Tight junctions) innerhalb der NMgknosomen stimuliert.
Obwohl Okkludin A nicht direkt mit dem Virus integeert, fihrt eine Verminderung
von Okkludin A zu einer Pravention vom Eintritt v@BV in das Zytoplasma und
verhindert eine Infektion. Sowohl die Okkludin Imtalisation als auch CVB
werden durch Inhibitoren der Makropinozytose bleckund benétigen hierfur die
Aktivitat von Rab34, Ras und Rab5 (Coyne et al.7200

Mit diesem Beispiel wird veranschaulicht, dass Hentritt eines Virus (in diesem
Falle CVB) abhangig von Okkludin A ist, welcher werum bei einem Prozess
stattfindet, bei dem Aspekte der kaveolaren Endssytmit charakteristischen
Eigenschaften der Maktopinozytose kombiniert werdéibertragen auf die in der
vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse konnte@glich sein, dass nicht nur
die strukturellen Prozesse durch Rab34 beeinflugstlen, sondern dass in der
Folge Infektionserreger einen Weg in die Zelle oder 0.g. eben nicht in die Zelle

finden und méglicherweise so zu einer Progressanfdmorgeschehens fiihren.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die vorlEmgé&rdebnisse durchaus mit
den in der Literatur angegebenen Thesen Uber didelBeng des Rab34
Ubereinstimmen. Durch Voruntersuchungen in der wvggagangenen Doktorarbeit
(Kohler 2007) konnte bereits ein aussagekraftigeriWweis Uber Rab34 in malignen
Astrozytomen gemacht werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde mittels R&ahe-PCR lediglich die relative
MRNA-Expression der beiden Zielgene Rab34 und \ififlden verschiedenen
Tumorproben untersucht. Weiterfihrende Untersuckangollten eine gezielte
Mengenbestimmung einer grof3eren Anzahl von Prolmstreben, um genauere
Aussagen Uber das wirkliche Vorliegen und WirkenRi®teine machen zu kénnen.
Aus den signifikanten Expressionsunterschieden chweis den Glioblastomen und
den trotz Radio- und Chemo-Therapie behandelteimdRen geht dennoch hervor,
dass hier moglicherweise ein sehr sensibler Sclmiterhalb des Rab34/39-
Pathways zugrunde liegt.

Die zentrale Rolle innerhalb des Organellen-Trarggo im Axoplasma,
Mikrotubulus-abhéngige Effekte und die Regulatiorr dAntigen-Prasentation
scheinen sowohl durch Radio-, als auch Chemo-Thekszinflussbar zu sein, auch
eine infektiose Genese ist nicht auszuschlieRea.génaue Funktion bleibt jedoch

unklar.
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9. Abklrzungen, Kurzzeichen

% = Prozent

< = kleiner
> = groiRer
°=Grad

°C = Grad Celsius

13914 = Chromosom Nummer 13,
langer Arm, Position 14

24p3 = Chromosom Nummer 24, kurzer
Arm, Position 3

5-AZA-CdR = 5-aza-2 '-Deoxycytidin
A = Anregungsspektrum

a = nicht fur Bindungen korrigiert (U-
Test)

A549 = Lungenkarzinom-Zellen

aa = aminoacid, Aminosaure, AS
ADP = Adenosindiphosphat

Akt = alpha serine/threonine-protein
kinase

AmpliTaq = Amplifikation mittels
thermostabiler Tag-Polymerase

AP 1 = activator protein 1

APC = adenomatosis polyposis coli
APC = antigen presenting cell

ARF = cyclin-dependent kinase inhibitor
2A

Arg = Arginin

AS = Aminosaure

Astro = Astrozytom

ATG = Adenosin, Thymin, Guanosin
ATP = Adenosintriphosphat

Axin2 = axis inhibition protein 2

b = Gruppenvariable (in vorliegendem
Fall: Histologie)

BCC = basal cell carcinoma

BFA = Brefeldin A

BMP2A = bone morphogenetic protein 2
bp = Basenpaare

bzw. = beziehungsweise

C = Celsius

C = Cytosin

C&" = Calzium, Oxidationszahl +2
—C-A-A-X- = C: Cystein, A: aliphatische
Aminosaure, X: Leucin, Methionin,
Serin oder Glutamin

cag-Insertion = Cytosin, Adenin,
Guanin-Insertion

CAMP = Zyklisches

Adenosinmonophosphat

-C-C- = Phosphoglycolat, C2-
Verbindung, aktivierte Essigsaure =
Acetyl-CoA

CCD-Kamera = Charge-Coupled Device
Kamera, Digitalkamera

CCND2 = cyclin D2

CCNU = Cecenu®

CD44 = CD44 molecule (Indian blood
group)

cdc2 = cell division cycle 2

cdf = Cyberspace Description Format
CDK = cyclin-dependent kinase
CDKN2A/p16 = cyclin-dependent
kinase inhibitor 2A (melanoma, p16,
inhibits CDK4)

cDNA = complementary DNA
cis-Formation = rAumliche Anordnung
aller Atome in eine gemeinsame
Richtung

CLL = chronic lymphatic leukaemia
c-myc = v-myc myelocytomatosis viral
oncogene homolog (avian)

CpG-Insel = Cytosin-Phosphatidyl-
Guanosin-Insel

CRD = cysteine-rich domain

CSPG2 = chondroitin sulfate
proteoglycan 2 (versican)

CT = Computertomographie
C-terminal = Carboxyl-Terminus (C-
Terminus), bezeichnet das Ende eines
Proteins oder Polypeptides

CTNNBI = catenin, beta interacting
protein 1

Ctse = cathepsin E

Ct-Wert = Threshold Cycle =
"Schwellenwert-Zyklus"

-C-X-C- = C: Cystein, X: Leucin,
Methionin, Serin oder Glutamin

d.h. = das heisst

DC = Dinnschichtchromatographie
de novo = neu entstanden

Delta Ct = Subtraktionswert zweier Ct-
Werte

DEPC-Wasser = Diethyl Pyrocarbonat-
Wasser

dest. = destilliert
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Dfz2 = Drosophila frizzled 2

Dkk = Dickkopf

Dkk1 = dickkopf homolog 1 (Xenopus
laevis)

Dkk1-3 = dickkopf homolog 1-3
(Xenopus laevis)

Dkk2 = dickkopf homolog 2 (Xenopus
laevis)

DNA = Deoxyribonucleic acid

dNTP = Desoxynukleosidtriphosphat
dsDNA = double-stranded DNA
DU145-Zellen = von Gehirnmetastasen
stammende Pca-Zellen

Dvl = Dishevelled

E = Emissionsspektrum

E2F = E2F transcription factor 1

EGF = epidermal growth factor

EGFR = epidermal growth factor
receptor

ER = Endoplasmatischen Retikulum
ERK1 = mitogen-activated protein
kinase 3

et al. = et alii bzw. et aliae oder et alia
EtBr = Ethidiumbromid

EZH2 = enhancer of zeste homolog 2
(Drosophila)

F = Fluorochrom

FosB = FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene homolog B

Frat | = Frataxin, mitochondrial
precursor

FRET = fluorescence resonance energy
transfer

FrzB = frizzled-related protein

FST = follistatin, activin-binding protein
Fut-2 = fucosyltransferase 2 (secretor
status included)

Fz = Frizzled

FZD = frizzled homolog (Drosophila)

g = Gramm

G = Guanosin

G1-Phase = gap-phase

G361-Zellen = Melanom-Zellen

GAP = GTPase activating proteins
GAPDH = glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

GBM = Glioblastoma multiforme

GDI = GDP dissociation inhibitor

GDP = Guanosindiphosphat

GDPasen = Proteine, die als molekularg
Schalter fungieren

GEF = Guanosine exchange factor

GFAP = glial fibrillary acidic protein
GFP = grun fluoreszierendes Protein
GLI-Krueppel = glioma-associated
oncogene homolog 1 (zinc finger
protein)

GOF = gain of function

G-Proteine = Guaninnukleotid-
bindendes Protein

GSK-38 = glycogen synthase kinase-
3beta

GTC-L6sung = Guanidinisothiocyanat-
Lésung

GTP = Guanosintriphosphat

GTPasen = Proteine, die als molekulare
Schalter fungieren

Gy = Gray
H = Hohe
H,O = Wasser

H,O DEPC = Diethyl Pyrocarbonat
Wasser

H,O dest. = destilliertes Wasser

H,0, = Wasserstoffperoxid
HelLa-S3-Zellen = in Suspension
adaptierte Zelllinie, leitet sich von einem
menschlichen Cervixkarzinom ab
HNSCC = head and neck squamous cell
carcinoma

HNSCC = head and neck squamous cell
carcinoma

H-Ras = v-Ha-ras harvey rat sarcoma
viral oncogene homolog

in situ = am Ort, in natdrlicher Lage

in vitro = im Reagenzglas, d.h. au3erhalb
des Organismus

in vivo = im lebenden Organismus

JNK = Jun N-terminale Kinase

Jun = v-jun sarcoma virus 17 oncogene
homolog (avian)

JunB = jun B proto-oncogene

K* = Kalium
Kat. Nr. = Katalog Nummer
kb = Kilobasen

kDa = Kilo Dalton

Ki-67/MIB1 = Proliferationsmarker auf
der Chromosomenoberflache

Konz. = Konzentration

K-Ras = proto-oncogene K-Ras2A
K-RasB = v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog

Krt2-4 = keratin complex 2, basic, gene
4

LBX1 = ladybird homeobox homolog 1
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(Drosophila)

LDL = low density lipoprotein

LDR = low dose radiation

LEF/TCF = Pangolin

LOF = loss-of-function

LOH = Loss of Heterozygosity

LRP = LDL-receptor-related protein
LY294002 = PI3K-Inhibitor

MAPK = mitogen-activated protein
kinase 1

max. = maximal, maximus

MDM2 = murine double minute 2
mg = Milligramm

Mg®* = Magnesium, Oxidationszahl +2
MgCl, = Magnesiumchlorid

min. = Minute

ml = Milli Liter
mm = Milli Meter
MM = Milli Mol

MOX2 = Mox2 protein

MR-Bilder = Magnetresonanz-Bilder
MRNA = messenger RNA

MRT = Magnetresonanztomographie
MYC = v-myc myelocytomatosis viral
oncogene homolog (avian)

N = Anzahl der Falle in einer Datei
NF-kB = transcription factor NRF
NIH3T3-Zellen = permanente
Fibroblastenzelllinie aus Maus-
Embryonen

nm = Nanometer

Nr. = Nummer

N-Ras = neuroblastoma RAS viral (v-
ras) oncogene homolog

NSCLC = non-small cell lung cancer
nt = nucleotides; Transkript-Lange
NTC = non template control
N-terminal = Amino-Terminus (N-
Terminus) bezeichnet den Anfang eines
Proteins oder eines Polypeptides
OD-Messung = Optische Dichte-
Messung

Oligo (dT18)-Primer = Primer von
Operon, Kéln

Opg = Osteoprotegerin

ORF = open reading frame

p = kurzer Arm eines Chromosoms
pl08Rb = Retinoblastom-Gen, Kurzer
Arm, Position 108

p19**F = cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits
CDKA4)

p38 = mitogen-activated protein kinase 1
p53 = tumor protein p53 (Li-Fraumeni
syndrome)

Part No = Partikel Nummer

PBL = periphere Blut-Leukozyten
PC-3 = von Knochenmetastasen
stammende Pca-Zellen

Pca-Zellen = Prostatakarzinom-Zellen
PCP-pathway= planar cell polarity-
pathway

PCR = Polymerase Chain Reaction
PCV-Schema = Procarbazin, CCNU,
Vincristin-Schema

PDGF = plateled-derived growth factor
PDZ = Protein-Interaktionsdomane
pGFP = phosphorylated GFP

pH = pondus Hydrogenii, potentia
Hydrogenii

PI3K = phosphoinositide-3-kinase,
catalytic, gamma polypeptide

PKB = PTK2B protein tyrosine kinase 2
beta

PKC = protein kinase C

PKCmu = protein kinase D1

PKCpB = protein kinase C beta 1
PPP2CB = protein phosphatase 2
(formerly 2A)

pRB = Retinoblastomprotein

pTa = phosphate acetyltransferase
PTEN-Null-Zellen = Zellen ohne PTEN-
Suppressorgen

PTQ-PCR = Real-Time-quantitative-
PCR

g = langer Arm eines Chromosoms
Qty = quantity

Rab = Ras-related protein Rah

Rab2 = Ras-related protein Rab-2A
Rab34 = Ras-related protein Rab34,
Synonyme: RAH, RAB39, Rab-39, Ras-
related protein

Rab39 = RAB39, member RAS
oncogene family

Rab4 = Ras-related protein Rab-4A
Rab5 = Ras-related protein Rab-5A
Racl = ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1

Raf = v-raf-1 murine leukemia viral
oncogene homolog 1

Rah = ras-related homolog

Ras-Gene = Gruppe von kleinen GTP-
bindenden Proteinen

RB = Retinoblastom
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real-time quantitative PCR = real-time
quantitative polymerase-chain-reaction,
Synonyme: PTQ-PCR, RTD-PCR (real-
time detection PCR, Echtzeit Detektiong
PCR)

real-time-PCR = real-time-polymerase-
chain-reaction

rel. = relative/r

Rez. = Rezidiv

RILP = Rab-interacting lysosomal
protein

RNA = Ribonuclein acid

RNasen = Ribonukleasen

RPE-Puffer = Puffer aus dem RNeasy
Lipid Tissue Mini Kit (50)

rRNA = ribosomale RNA

RT = Revese Transkriptase

RTD-PCR = real-time detection PCR
RTK = Rezeptortyrosinkinase

RT-PCR = Reverse Transkription-PCR
RW-Puffer = Puffer aus dem RNeasy
Lipid Tissue Mini Kit (50)

sec. = Sekunde

Ser = Serin

SFRP = secreted Frizzled-related proteif
Sig. = Signifikanz

SIM2 = single-minded homolog 2
(Drosophila)

S0g. = sogenannt/e/es

S-Phase = Synthese-Phase

SPSS = Statistical Package for the Soci
Sciences; Softwarefirma, die Statistik-
und Analyse-Software entwickelt und
vertreibt

S-R-A-Sequenz = C: Cystein, S: Serin
STAT-Faktoren = Signal Transducers
and Activators of Transcription

SWAs = soluble Wnt antagonists
SYBR-Green = 2-{2-[(3-
Dimethylamino-propyl)- propylamino]-
1-phenyl- 1H-chinolin-4-ylidenmethyl}-
3-methyl-benzothiazol-3-ium-Kation

T = Temperatur

T = Thymin

T1,T2-gewichtetes Bild =
Signalintensitaten im MRT

TAE-Puffer = Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tag = Thermus aquaticus

TATA-Box = Thymin-Adenin-Thymin-
Adenin-Box

TCF4 = transcription factor 4

TGFB2 = transforming growth factor,
beta 2

TGF = transforming growth factor,
beta

Thr = Threonin

Tm = Schmelztemperatur

TP53 = tumor protein p53 (Li-Fraumeni
syndrome)

tRNA = transfer RNA

T-Test = beliebigen Hypothesentest mit
t-verteilter TestprufgréRe

Tyr = Tyrosin

U = Units

u.a. = unter anderem

UpM = Umdrehungen pro Minute
USA = United States of America
U-Test = Mann-Whitney-Test,
Homogenitatstest

UV = Ultra Violett

v.a. = vor allem

Vav2 = vav 2 oncogene

VCR = Vincristin

VEGF = vascular endothelial growth
factor

W = Watt

WAVE?2 = Wiskott-Aldrich syndrome
protein family member 2

Wg = wingless, bezieht sich auf
Drosophila

WHO = World Health Organisation
Wifl = Wnt inhibitory factor-1
Wilcoxon-W-Test = U-Test, Mann-
Whitney-Test

Wnt = Wingless-type

Wnt2 = wingless-type MMTV
integration site family member 2
WT = Wilms Tumor

WT-1 = Wilms Tumor 1

XWnt-8 = Wnt-1/int-1-related
YO-PRO-1 = Fluorsezenzfarbstoff
z = Verteiltung innerhalb einer
Prufstatistik (U-Test)

z.B. = zum Beispiel

ZNS = Zentrales Nerven System

a = alpha

a = Irrtumswahrscheinlichkeit,
Signifikanzniveau

B = beta

ug = Mikro Gramm

ul = Mikro Gramm

uM = Mikro Mol
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10. Tabellenanhang

Tabelle 10

Auflistung aller Proben und ihrer Probenpréparatisortiert nach histologischer

Nummer
Prapara- Total Rest Gel
Proben- tions- RNA RNA PCR PCR Position
Anzahl Nr. datum Histologie in ug in ug Datum Nummer Nr.
1 37/02 25.10.2005 GBM 58,01 48,2 16.03.2006 7+ 2
2 63/02 | 25.10.2005 Astro |l 5,72 * 16.03.2006 7+ 3
3 64/02 | 26.10.2005 GBM 46,39 37,7 16.03.2006 7+ 4
4 67/02 14.09.2005 Astro Il 16,09 10,48 16.09.2005 5+ 2
* 122/02 [ 26.10.2005 GBM Rez. 230,95 203,0 16.03.2006 7- 5
5 124/02 | 27.10.2005 GBM 45,77 37,1 16.03.2006 7+ 6
6 01/03 | 10.10.2005 GBM 21,36 15,1 16.03.2006 7+ 7
7 04/03 | 03.09.2005 GBM 29,65 22,60 | 08.09.2005 3+ 2
Pilozytisches
Referenz | 08/03 | 03.09.2005 Astro 15,24 * *
8 17/03 | 28.04.2006 GBM 64,66 54,10 | 29.04.2006 9+ 2
21/03
9 1) 02.09.2005 Astro |l 3,43 * *
21/03
9 (2) 09.09.2005 Astro Ill 4,12 * 08.04.2006 8+
10 27/03 28.04.2006 GBM 19,77 13,70 29.04.2006 9+
28/03
11 (1) 30.08.2005 GBM Rez. 4,40 * *
28/03
11 2 01.09.2005 | GBM Rez. 53,92 44,50 | 08.09.2005 3+
12 29/03 10.10.2005 GBM 6,735 * 16.03.2006 7+
35/03
13 [€)) 10.10.2005 3,29 * *
35/03
13 (2) 27.10.2005 GBM 12,97 7,6 16.03.2006 7+ 9
14 36/03 | 08.04.2006 | GBM Rez. 41,81 33,60 | 29.04.2006 9+ 4
15 37/03 24.10.2005 Astro Ill 25,36 18,7 16.03.2006 7+ 10
51/03
16 (1) 20.08.2005 6,20 * *
51/03
16 (2) 03.09.2005 | GBM Rez. 11,20 6,08 07.09.2005 2+ 3
17 54/03 | 24.05.2005 | GBM Rez. 9,50 4,50 28.08.2005 1+ 2
18 65/03 | 15.09.2005 Astro |1l 4,93 * 08.04.2006 8+ 4
19 68/03 08.04.2006 GBM 11,04 5,92 29.04.2006 9+ 5
20 69/03 09.09.2005 Astro Il 9,10 4,10 12.09.2005 4+ 2
74/03
21 (1) 03.09.2005 GBM Rez. 6,75 * *
74/03
21 2 10.09.2005 | GBM Rez. 15,1 9,50 12.09.2005 4+ 3
75/03
22 1) 09.09.2005 Astro |l 7,25 * *
75/03
22 (2) 10.09.2005 Astro lll 4,5 6,50 12.09.2005 4+ 4
76/03
23 (1) 21.08.2005 ? * *
76/03
23 (2) 03.09.2005 GBM 3,36 * *
76/03
23 3) 10.09.2005 GBM 10,64 5,50 12.09.2005 4+ 5
24 96/03 | 10.10.2005 Astro |1l 4,69 16.03.2006 7+ 11
25 103/03 | 28.04.2006 GBM 8,47 * 29.04.2006 9+ 6
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Prépara- Total Rest Gel
Proben- tions- RNA RNA PCR PCR Position
Anzahl Nr. datum Histologie in yg in ug Datum Nummer Nr.
26 121/03 | 03.09.2005 Astro |1l 12,70 7,40 08.09.2005 3- 4
27 137/03 | 24.10.2005 Astro Ill 24,35 17,8 16.03.2006 7+ 12
152/03
28 (1) 03.09.2005 | GBM 1. Rez. 5,67 * *
152/03
28 (2) 10.09.2005 | GBM Rez. 21,98 15,70 | 12.09.2005 4+ 7
29 153/03 | 03.09.2005 | GBM 2. Rez. | 69,90 58,90 | 08.09.2005 3+ 5
30 03/04 | 08.04.2006 GBM 7,50 * 29.04.2006 9+ 7
31 08/04 10.09.2005 Astro Il 8,36 * 16.09.2005 5+ 3
32 47/04 01.09.2005 | GBM Rez. 21,00 14,90 07.09.2005 2- 2
* 53/04 08.04.2006 GBM 0,97 * *
33 58/04 | 14.09.2005 Astro Il 24,13 17,71 | 16.09.2005 5+ 4
34 60/04 08.04.2006 GBM 40,34 32,30 29.04.2006 9+
35 76/04 26.08.2005 | GBM Rez. 20,12 14,00 28.08.2005 1+
87/04
36 (1) 06.09.2005 Astro Il 4,10 * *
87/04
36 2 09.09.2005 Astro |l 23,29 16,90 |12.09.2005 4+ 8
37 04/05 | 05.09.2005 | GBM Rez. 15,09 9,60 08.09.2005 3+ 7
38 10/05 03.04.2006 GBM 91,20 78,00 08.04.2006 8+ 5
39 11/05 14.09.2005 Astro Il 8,66 * 16.09.2005 5+ 5
40 18/05 | 05.04.2006 Astro Il 7,53 * 08.04.2006 8+ 6
30/05
41 (1) 09.09.2005 | Astro Il -1l 5,09 * *
30/05
41 2 10.09.2005 | Astro Il - 1ll 25,6 19,00 12.09.2005 4+ 9
44/05
42 1) 15.09.2005 GBM 119,12 103,20 | 16.09.2005 5+ 6
44/05
42 (2) 03.03.2006 GBM 11,0 - 06.03.2006 6+ 2
* 68/05 15.09.2005 Astro Il 1,57 * *
43 74/05 | 03.04.2006 GBM 9,47 4,52 08.04.2006 8+ 7
44 78/05 04.04.2005 Astro Ill 12,88 7,60 08.04.2006 8+ 8
45 79/05 15.09.2005 GBM 31,04 23,94 16.09.2005 5+ 7
46 80/05 | 05.04.2006 GBM 35,74 28,10 | 08.04.2006 8+ 9
47 83/05 | 15.09.2005 GBM 25,29 18,76 | 16.09.2005 5+ 8
48 89/05 | 15.09.2005 Astro |1l 48,04 39,23 | 16.09.2005 5+ 9
49 103/05 | 03.04.2006 GBM 70,90 59,80 08.04.2006 8+ 10
50 119/05 | 25.03.2006 GBM 15,34 9,80 08.04.2006 8+ 11
* 124/05 | 04.04.2006 [ GBM Rez. 1,97 * *
51 29/06 | 05.04.2006 | GBM Rez. 36,22 28,60 | 08.04.2006 8+ 12
52 33/06 05.04.2006 GBM 55,41 45,80 08.04.2006 8+ 13
53 45/06 10.04.2006 Astro IlI-1lI 9,92 * 29.04.2006 9+ 9
54 51/06 28.04.2006 GBM 3,89 * 29.04.2006 9+ 10
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Tabelle 11

Ergebnisse fur Wifl
Ct Ct MW Ct Ct MW delta

Probe GAPDH GAPDH WIF1 WIF1 delta Ct delta Ct rel. WIF1

Reference 14,15 14,7167 21,61 21,6200 6,9033 0,0000 1,0000
14,82 21,15
15,18 22,10

67/02 16,34 16,3300 29,53 30,2333 13,9033 7,0000 0,0078
16,25 30,90
16,40 30,27

08/04 17,90 18,5000 28,48 28,9000 10,4000 3,4967 0,0886
18,90 29,42
18,70 28,80

58/04 16,49 16,5567 25,40 25,2700 8,7133 1,8100 0,2852
16,59 24,91
16,59 25,50

11/05 16,69 17,0500 31,62 30,9433 13,8933 6,9900 0,0079
17,29 30,70
17,17 30,51

18/05 20,10 20,1100 34,46 35,9200 15,8100 8,9067 0,0021
19,73 31,98
20,50 41,32

65/03 22,60 22,3033 40,32 39,4300 17,1267 10,2233 0,0008
21,41 39,67
22,90 38,30

69/03 15,90 15,4533 26,26 25,6267 10,1733 3,2700 0,1037
15,23 25,19
15,23 25,43

87/04 16,82 17,2400 26,22 25,4233 8,1833 1,2800 0,4118
17,10 25,34
17,80 24,71

30/05 16,79 16,8633 31,51 29,9900 13,1267 6,2233 0,0134
16,86 29,21
16,94 29,25

45/06 17,80 17,4833 28,94 29,3467 11,8633 4,9600 0,0321
17,17 29,40
17,48 29,70

63/02 18,33 18,5467 36,01 35,1033 16,5567 9,6533 0,0012
18,80 34,31
18,51 34,99

21/03 21,10 21,2067 41,53 41,0367 19,8300 12,9267 0,0001
21,30 40,13
21,22 41,45

37/03 20,74 20,6767 37,25 39,9433 19,2667 12,3633 0,0002
20,56 45,00
20,73 37,58

75/03 20,70 20,0633 26,24 25,6600 5,5967 -1,3067 2,4737
19,67 26,40
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Ct Ct MW Ct Ct MW delta

Probe GAPDH GAPDH WIF1 WIF1 delta Ct delta Ct rel. WIF1
19,82 24,34

96/03 21,72 21,2867 35,71 33,6533 12,3667 5,4633 0,0227
20,60 31,12
21,54 34,13

121/03 16,20 16,1767 30,14 29,9067 13,7300 6,8267 0,0088
16,11 28,65
16,22 30,93

137/03 21,39 21,6933 30,47 29,8000 8,1067 1,2033 0,4343
21,19 29,30
22,50 29,63

78/05 15,51 15,5567 29,21 28,4500 12,8933 5,9900 0,0157
15,72 28,49
15,44 27,65

89/05 17,45 17,3600 31,81 31,5467 14,1867 7,2833 0,0064
17,28 33,64
17,35 29,19

37/02 19,37 19,3433 44,53 44,3367 24,9933 18,0900 0,0000
19,30 45,00
19,36 43,48

64/02 18,75 19,1433 40,19 39,7867 20,6433 13,7400 0,0001
18,78 39,05
19,90 40,12

124/02 18,43 18,5467 41,33 40,8933 22,3467 15,4433 0,0000
18,43 40,68
18,78 40,67

01/03 20,60 20,4667 45,00 45,0000 24,5333 17,6300 0,0000
20,52 45,00
20,28 45,00

17/03 15,47 15,5233 34,08 34,9267 19,4033 12,5000 0,0002
15,38 33,12
15,72 37,58

27/03 16,80 16,3633 28,23 27,6300 11,2667 4,3633 0,0486
16,10 27,49
16,19 27,17

29/03 19,57 19,5867 38,35 39,5233 19,9367 13,0333 0,0001
19,30 41,24
19,89 38,98

35/03 19,58 19,9600 32,87 37,4100 17,4500 10,5467 0,0007
19,80 40,32
20,50 39,04

68/03 16,26 16,5033 26,56 27,0767 10,5733 3,6700 0,0786
16,49 27,23
16,76 27,44

76/03 19,69 20,1967 28,99 29,1300 8,9333 2,0300 0,2449
20,70 29,65
20,20 28,75

103/03 16,39 16,3700 34,66 33,4467 17,0767 10,1733 0,0009
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Ct Ct MW Ct Ct MW delta

Probe GAPDH GAPDH WIF1 WIF1 delta Ct delta Ct rel. WIF1
16,47 32,91
16,25 32,77

03/04 15,47 15,6167 29,28 28,5500 12,9333 6,0300 0,0153
15,78 28,60
15,60 27,77

60/04 14,87 15,0567 28,86 28,2767 13,2200 6,3167 0,0125
14,80 28,39
15,50 27,58

10/05 20,22 19,8567 37,54 36,0200 16,1633 9,2600 0,0016
19,82 35,58
19,53 34,94

44/05 17,78 17,8533 28,32 28,0967 10,2433 3,3400 0,0988
17,84 27,77
17,94 28,20

74/05 20,11 20,0567 29,20 30,9267 10,8700 3,9667 0,0640
20,10 27,20
19,96 36,38

79/05 14,40 14,4500 27,75 27,2567 12,8067 5,9033 0,0167
14,43 26,65
14,52 27,37

80/05 15,77 16,2167 25,29 24,9067 8,6900 1,7867 0,2898
16,90 24,92
15,98 24,51

83/05 16,86 16,9767 28,23 28,3933 11,4167 4,5133 0,0438
16,91 28,50
17,16 28,45

103/05 15,95 16,0800 24,23 24,1833 8,1033 1,2000 0,4353
16,30 24,12
15,99 24,20

119/05 14,58 14,6367 25,57 26,1733 11,5367 4,6333 0,0403
14,68 26,48
14,65 26,47

33/06 14,67 15,0433 23,73 23,6133 8,5700 1,6667 0,3150
14,86 23,51
15,60 23,60

51/06 14,76 14,7400 32,31 31,7600 17,0200 10,1167 0,0009
14,72 31,21

28/03 19,21 19,3700 27,12 26,9500 7,5800 0,6767 0,6256
19,12 27,11
19,78 26,62

36/03 16,60 16,8300 26,33 25,9933 9,1633 2,2600 0,2088
16,75 25,99
17,14 25,66

51/03 18,47 18,5100 28,97 30,1300 11,6200 4,7167 0,0380
18,49 32,54
18,57 28,88

95




Ct Ct MW Ct Ct MW delta
Probe GAPDH GAPDH WIF1 WIF1 delta Ct delta Ct rel. WIF1
54/03 18,35 18,3133 28,95 29,4600 11,1467 4,2433 0,0528
18,35 30,76
18,24 28,67
74/03 16,47 16,4800 28,21 27,5500 11,0700 4,1667 0,0557
16,50 27,50
16,47 26,94
152/03 19,60 18,9833 24,98 25,9633 6,9800 0,0767 0,9482
18,77 28,38
18,58 24,53
153/03 16,56 17,0833 29,19 28,7033 11,6200 4,7167 0,0380
16,79 28,70
17,90 28,22
47/04 17,53 17,7033 27,74 28,1733 10,4700 3,5667 0,0844
17,63 28,23
17,95 28,55
76/04 17,20 17,2600 28,49 28,8833 11,6233 4,7200 0,0379
17,31 29,47
17,27 28,69
04/05 16,33 16,3633 26,92 26,6267 10,2633 3,3600 0,0974
16,36 26,54
16,40 26,42
29/06 16,20 16,1367 24,30 23,8833 7,7467 0,8433 0,5574
16,23 23,23
15,98 24,12
Tabelle 13
Ergebnisse fur Rab34
Ct Ct MW Ct Ct MW delta rel.
Probe GAPDH GAPDH RAB34 RAB34 delta Ct delta Ct RAB34
Reference 15,70 15,8767 25,97 25,5333 9,6567 0,0000 1,0000
16,00 24,88
15,93 25,75
67/02 16,34 16,3300 22,30 22,7533 6,4233 -3,2333 9,4044
16,25 22,36
16,40 23,60
08/04 17,90 18,5000 22,78 22,6867 4,1867 -5,4700 44,3235
18,90 22,30
18,70 22,98
58/04 16,49 16,5567 21,70 21,8767 5,3200 -4,3367 20,2054
16,59 21,58
16,59 22,35
11/05 16,69 17,0500 24,51 24,1867 7,1367 -2,5200 5,7358
17,29 23,85
17,17 24,20
18/05 17,50 17,2233 28,10 26,8600 9,6367 -0,0200 1,0140
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Ct Ct MW Ct Ct MW delta rel.

Probe GAPDH GAPDH RAB34 RAB34 delta Ct delta Ct RAB34
16,87 26,74
17,30 25,74

65/03 18,34 18,4933 24,24 27,2133 8,7200 -0,9367 1,9141
18,34 28,57
18,80 28,83

69/03 15,90 15,4533 20,62 20,4800 5,0267 -4,6300 24,7610
15,23 20,40
15,23 20,42

87/04 16,82 17,2400 23,31 22,6467 5,4067 -4,2500 19,0273
17,10 22,38
17,80 22,25

30/05 16,79 16,8633 22,59 22,2700 5,4067 -4,2500 19,0273
16,86 22,33
16,94 21,89

45/06 17,53 17,7400 23,85 24,3033 6,5633 -3,0933 8,5347
17,59 24,80
18,10 24,26

63/02 15,66 15,8333 27,90 26,1767 10,3433 0,6867 0,6213
15,95 23,77
15,89 26,86

21/03 17,55 16,8133 28,19 27,9033 11,0900 1,4333 0,3703
15,50 27,71
17,39 27,81

37/03 17,27 17,2833 31,80 30,5367 13,2533 3,5967 0,0827
17,36 29,71
17,22 30,10

75/03 20,70 20,0633 21,72 21,4000 1,3367 -8,3200 319,5726
19,67 21,27
19,82 21,21

96/03 17,77 17,6700 28,40 28,5233 10,8533 1,1967 0,4363
17,38 28,37
17,86 28,80

121/03 16,20 16,1767 20,26 20,3267 4,1500 -5,5067 45,4644
16,11 20,15
16,22 20,57

137/03 18,30 18,1300 28,26 29,0500 10,9200 1,2633 0,4166
17,90 29,11
18,19 29,78

78/05 15,51 15,5567 27,13 26,5133 10,9567 1,3000 0,4061
15,72 26,13
15,44 26,28

89/05 17,45 17,3600 22,37 22,2367 4,8767 -4,7800 27,4741
17,28 21,84
17,35 22,50

37/02 16,44 16,4833 26,82 26,7067 10,2233 0,5667 0,6752
16,46 27,34
16,55 25,96
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Ct Ct MW Ct Ct MW delta rel.

Probe GAPDH GAPDH RAB34 RAB34 delta Ct delta Ct RAB34

64/02 15,67 15,8067 26,46 25,2100 9,4033 -0,2533 1,1920
15,79 24,59
15,96 24,58

124/02 15,41 15,5733 25,44 25,2000 9,6267 -0,0300 1,0210
15,50 24,71
15,81 25,45

01/03 17,18 17,2367 29,42 29,3733 12,1367 2,4800 0,1792
17,31 28,90
17,22 29,80

17/03 15,91 15,9133 22,95 22,6000 6,6867 -2,9700 7,8354
15,90 22,17
15,93 22,68

27/03 16,29 16,3700 23,74 23,1733 6,8033 -2,8533 7,2267
16,42 22,50
16,40 23,28

29/03 16,27 16,3867 29,35 27,9600 11,5733 1,9167 0,2649
16,35 28,21
16,54 26,32

35/03 16,80 16,8633 24,71 24,5533 7,6900 -1,9667 3,9086
16,69 23,63
17,10 25,32

68/03 16,40 16,4100 24,50 23,7867 7,3767 -2,2800 4,8568
16,71 23,38
16,12 23,48

76/03 19,69 20,1967 24,67 24,6333 4,4367 -5,2200 37,2715
20,70 24,61
20,20 24,62

103/03 16,91 16,8333 24,60 24,8000 7,9667 -1,6900 3,2266
16,98 25,27
16,61 24,53

03/04 15,75 15,9833 22,86 22,4733 6,4900 -3,1667 8,9797
15,90 22,61
16,30 21,95

60/04 15,40 15,0400 23,30 22,9200 7,8800 -1,7767 3,4263
14,62 22,80
15,10 22,66

10/05 16,55 16,6767 26,45 26,5267 9,8500 0,1933 0,8746
16,79 26,30
16,69 26,83

44/05 17,78 17,8533 21,30 21,2400 3,3867 -6,2700 77,1717
17,84 21,27
17,94 21,15

74/05 16,85 17,1900 27,69 27,3333 10,1433 0,4867 0,7137
17,32 27,39
17,40 26,92

79/05 14,40 14,4500 20,99 21,0800 6,6300 -3,0267 8,1492
14,43 21,13
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Ct Ct MW Ct Ct MW delta rel.

Probe GAPDH GAPDH RAB34 RAB34 delta Ct delta Ct RAB34
14,52 21,12

80/05 15,77 16,2167 25,29 24,9067 8,6900 -0,9667 1,9543
16,90 24,92
15,98 24,51

83/05 16,86 16,9767 21,49 21,6067 4,6300 -5,0267 32,5970
16,91 21,69
17,16 21,64

103/05 15,95 16,0800 24,23 24,1833 8,1033 -1,5533 2,9349
16,30 24,12
15,99 24,20

119/05 14,58 14,6367 25,57 26,1733 11,5367 1,8800 0,2717
14,68 26,48
14,65 26,47

33/06 14,67 15,0433 23,73 23,6133 8,5700 -1,0867 2,1238
14,86 23,51
15,60 23,60

51/06 15,13 15,1250 24,45 24,5850 9,4600 -0,1967 1,1460
15,12 24,72

28/03 19,21 19,3700 23,51 23,8700 4,5000 -5,1567 35,6707
19,12 23,60
19,78 24,50

36/03 17,11 17,1933 22,90 22,9133 5,7200 -3,9367 15,3128
17,14 22,93
17,33 22,91

51/03 18,47 18,5100 25,61 25,8000 7,2900 -2,3667 5,1575
18,49 25,98
18,57 25,81

54/03 18,35 18,3133 24,22 24,1133 5,8000 -3,8567 14,4868
18,35 24,15
18,24 23,97

74/03 16,47 16,4800 22,27 22,1133 5,6333 -4,0233 16,2609
16,50 21,89
16,47 22,18

152/03 19,60 18,9833 22,93 23,3067 4,3233 -5,3333 40,3175
18,77 23,31
18,58 23,68

153/03 16,56 17,0833 22,92 22,8633 5,7800 -3,8767 14,6890
16,79 22,90
17,90 22,77

47/04 17,53 17,7033 22,60 23,0433 5,3400 -4,3167 19,9272
17,63 23,70
17,95 22,83

76/04 17,20 17,2600 22,82 22,6100 5,3500 -4,3067 19,7895
17,31 22,20
17,27 22,81

04/05 16,33 16,3633 25,17 25,2400 8,8767 -0,7800 1,7171
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Ct Ct MW Ct Ct MW delta rel.
Probe GAPDH GAPDH RAB34 RAB34 delta Ct delta Ct RAB34
16,36 25,28
16,40 25,27
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Beruf
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