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1		 Einleitung

1.1		 Das	Glioblastoma	mul8forme	ist	ein	maligner	
astrozytärer	Hirntumor

Tumorerkrankungen	 sind	 nach	 den	 Erkrankungen	 des 	 Kreislaufsystems 	 die	

zweithäufigste	Todesursache	in	Deutschland	(Web	 1).	 Im	Erwachsenenalter	 sind	vor	

allem	 Prostata-,	 Brust-,	 Lungen-	 und	 Darmneoplasien	 häufig.	 Darunter	 sind	 die	

primären	Hirntumoren	mit	 nur	ca.	2	%	aller	Neoplasien	eher	selten.	Jedoch	zählt	der	

häufigste	 Vertreter	 dieser	 Gruppe,	 das 	 Glioblastoma 	mul9forme,	 generell 	 zu	 den	

gefährlichsten	 Tumoren9täten	 überhaupt	 und	 weist	 eine 	 infauste 	 Prognose 	 auf	

(Reifenberger	 und	Collins,	 2004).	Glioblastome	zeigen	eine	Inzidenz	von	drei 	bis 	vier	

Fällen	pro	100.000	Erwachsenen	und	stellen	ca.	20	%	aller	Hirnläsionen	in	Deutschland	

dar	(Web	2).	Im	Jahre	2012	wurden	in	Deutschland	7.180	neue	Fälle 	von	Hirntumoren	

diagnos9ziert.	 Zum	Vergleich:	 Die	Zahl 	der	 Krebsneuerkrankungen	betrug	 im	selben	

Jahr	477.950	Fälle	(Web	3).

Das	Glioblastom	gehört	 zur	 Gruppe	der	Astrozytome,	die	von	einer	 Untergruppe	der	

Gliazellen	des 	Gehirns,	 den	Astrozyten,	ausgehen.	Astrozytome 	sind	mit	 Abstand	die	

häufigsten	 Tumoren	 der	 Gruppe	 der	 sogenannten	 Gliome.	 Dazu	 gehören	 neben	

Ependymomen,	ausgehend	von	Ependymzellen,	z.B.	noch	oligodendrogliale 	Tumoren.	

Die	 aktuelle	 Klassifika9on	 der	 Weltgesundheitsorganisa9on	 (WHO)	 von	 2007	

unterscheidet	 neun	verschiedene	astrozytäre	 Tumoren9täten	 hauptsächlich	 anhand	

von	histologischen	Kriterien.	Sie	werden	nach	Dignität	von	Grad	I,	eher	benigne,	bis 	zu	

Grad	IV,	äußerst	maligne,	eingeteilt	(Louis	et	al.,	2007)	(Tab.	1.1).	

Niedergradige	Astrozytome	WHO-Grad	 I 	kommen	 vor	 allem	 im	 Kindesalter	 vor	 und	

wachsen	sehr	langsam.	Hirntumore	stellen	bei	Kindern	im	Allgemeinen	mit	24,4	%	aller	

Tumorerkrankungen	 nach	 den	 Leukämien	 (33,4	 %)	 die	 zweithäufigste	 Krebsart	 dar	

(Web	3).	Mit	einer	 Inzidenz	von	0,8/100.000	 Kindern	 ist	 das 	Pilozy9sche	Astrozytom	

der	häufigste	Hirntumor	bei 	Kindern	und	kommt	vor	allem	im	Kleinkindesalter	vor.	Es	

ist	ein	zellarmer,	benigner	Tumor	und	kann	daher	häufig	kura9v	reseziert	werden.	Die	

Prognose 	 ist	 mit	 einer	 Fünuahresüberlebensrate	 (5-JÜR)	 von	 85-100	 %	 sehr	 gut.	

Dauerheilungen	sind	möglich	(Pfister	und	Wih,	2009).	
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Tumoren5tät WHO-Grad
Subependymales	Riesenzell-Astrozytom I
Pilozy8sches	Astrozytom I
Pilomyxoides	Astrozytom II
Diffuses	Astrozytom II
Pleomorphes	Xanthoastrozytom II
Anaplas8sches	Astrozytom III
Glioblastoma	mul8forme IV
Riesenzell-Glioblastom IV
Gliosarkom IV

Diffuse	Astrozytome	WHO-Grad	II	kommen	bei 	Erwachsenen	mihleren	Alters 	vor	und	

weisen	einen	Altersgipfel 	von	46	Jahren	auf.	Sie	sind	gut	differenzierte	Tumoren,	aber	

infiltrieren	diffus 	in	das	umliegende 	Gewebe.	 Daher	 ist	eine	komplehe	Resek9on	o_	

nicht	möglich.	Dies 	führt	dazu,	 dass 	diffuse	Astrozytome 	häufig	rezidivieren	oder	 sich	

zu	 Astrozytomen	 eines 	 höheren	WHO-Grades 	 entwickeln.	 Die 	 5-JÜR	 beträgt	 45	 %	

(Riemenschneider	und	Reifenberger,	2009).	

Anaplas9sche	 Astrozytome	 entstehen	 häufig	 aus 	 niedergradigen	 astrozytären	

Tumoren.	Sie 	weisen	bereits 	eine	höhere	Zellteilungsrate	auf	als 	die 	benignen	Läsionen	

und	 sind	 wenig	 differenzierte	 Tumoren.	 Das 	 mihlere 	 Erkrankungsalter	 liegt	 mit	

ca.	 50	 Jahren	etwas	höher	 als 	bei 	den	diffusen	Astrozytomen.	Die	5-JÜR	beträgt	nur	

ungefähr	 28	 %.	 Auch	 sie	 können	 sich	 zu	 einem	 Glioblastom	 entwickeln	

(Riemenschneider	und	Reifenberger,	2009).

Man	unterscheidet	klassischerweise 	zwei	unterschiedliche	Formen	von	Glioblastomen	

(GBM):	Das 	primäre	Glioblastom	(pGBM),	welches 	de	novo	entsteht	und	das	sekundäre	

Glioblastom	 (sGBM),	 das 	sich	 aus	niedergradigen	Astrozytomen	 entwickelt.	 Primäre	

Glioblastome	sind	mit	mehr	als	90	%	aller	GBM	die	häufigste	Variante	und	stellen	eine	

schnell 	proliferierende	Tumoren9tät	dar.	 Diese 	führt	 trotz	op9maler	 Therapie	meist	

innerhalb	 von	 wenigen	 Monaten	 zum	 Tod.	 Das	 durchschnihliche	 Alter	 bei 	 der	

Einleitung
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Tab.	1.1:	Klassifika8on	und	Grading	von	astrozytären	Tumoren.	Einteilung	der	Tumoren	nach	

der	 aktuellen	 vierten	 Auflage	 der	 WHO-Klassifika5on	 von	 Tumoren	 des 	 zentralen	

Nervensystems.	 Die	 häufigsten	 En5täten	 sind	 feQ	 markiert.	 Grad	 I	 entspricht	 gut	

differenzierten,	eher	benignen	Tumoren	und	Grad	IV	 sehr	malignen	Tumoren5täten	(Louis	et	

al.,	2007)



Erstdiagnose 	liegt	bei 	ca.	60	Jahren.	Sekundäre	Glioblastome	hingegen	treten	deutlich	

früher	 auf,	 mit	 einem	Häufigkeitsgipfel 	von	45	 Jahren.	 Sie 	wachsen	 langsamer	 und	

führen	 erst	 nach	ungefähr	 vier	 bis 	fünf	 Jahren	zum	Tod.	 Das 	rela9ve 	5-JÜR	für	 alle	

Glioblastom-Pa9enten	 liegt	 unter	 3	 %.	 Durchschnihlich	 sind	 Männer	 ca.	 1,3-fach	

häufiger	 von	der	Krankheit	betroffen	als 	Frauen	(Riemenschneider	 und	Reifenberger,	

2009).	Eine 	Assozia9on	des 	Au_retens	von	Gliomen	mit	bes9mmten	Umwelvaktoren	

war	bisher	 vergebens.	Der	einzige	gesicherte	unabhängige	Faktor,	der	die 	Ausbildung	

eines 	Glioms	begüns9gen	kann,	ist	die	therapeu9sche 	Bestrahlung	des	Gehirns.	Diese	

wird	zum	Beispiel 	bei 	Hirnmetastasen	oder	bei 	ZNS-Manifesta9on	einer	Leukämie 	im	

Kindesalter	 angewandt	 (Ohgaki 	 und	 Kleihues,	 2005).	 Gliome	 treten	 hierbei 	 o_	 in	

weniger	 als 	 10	 Jahren	 nach	 der	 Bestrahlung	 auf.	 Weiterhin	 können	 Gliome	 mit	

verschiedenen	hereditären	Tumorsyndromen,	wie	z.B.	dem	Li-Fraumeni-Syndrom,	der	

Neurofibromatose	1	und	2	und	der	tuberösen	Sklerose 	assoziiert	 sein	(Ostrom	et	al.,	

2015).

1.1.1	 Histopathologie	und	Molekulargene8k

Obwohl	man	 in	der	 klinischen	Praxis 	zwischen	 zwei 	verschiedenen	 Untertypen	 von	

Glioblastomen	 differenziert,	 findet	 man	 histologisch	 keine	 Unter-schiede.	 Zu	 den	

charakteris9schen	 feingeweblichen	 Merkmalen	 von	 Glioblastomen,	 die	 sie	 von	

niedergradigen	 Astrozytomen	 unterscheiden,	 gehören	 eine	 starke	 Vaskularisierung	

und	Nekrosen.	 Die	Gefäße	 sind	 typischerweise 	wie	ein	 Knäuel 	angeordnet	 („Gefäß-

Glomerulus”)	 und	häufig	unreif,	 was 	zu	Einblutungen	führen	kann	(Riemenschneider	

und	Reifenberger,	 2009).	 Die	Nekrosen	 sind	 o_	 streifenförmig	 ausgebildet	 und	von	

dick	 gepackten	 Tumorzellen	 radial 	 in	 einem	 „pseudo-palisadenar9gen”	 Muster	

umgeben	(Abb.	 1.1b).	Die	Zellen	eines	Glioblastoms 	sind	hochgradig	pleomorph	und	

inhomogen.	 Es	 finden	 sich	 teilweise	 gut	 differenzierte	 Zellen,	 teilweise 	 aber	 auch	

Riesenzellen	mit	mehreren	Kernen	oder	 spindelförmige	Zellen.	Auch	gemistozy9sche	

Zellen,	 d.h.	 große 	 Tumorzellen	 mit	 exzentrischem	 Zellkern	 und	 stark	 vermehrtem	

eosinophilem	Zytoplasma 	kommen	vor,	was	einem	reak9ven	Zustand	der	Astrozyten	

entspricht.	 Dieses	 gemischte	 Bild	 spricht	 für	 die 	 gene9sche	 Instabilität	 von	

Glioblastomen,	welche 	sich	in	einem	variablen	Zellphänotyp	äußert.	Weiterhin	ist	die	
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mito9sche	 Ak9vität	 hoch	 und	 auch	 atypische 	 Mitosen	 treten	 gehäu_	 auf	

(Riemenschneider	und	Reifenberger,	2009).	

Makroskopisch	 präsen9eren	 sich	 Glioblastome	 meist	 als	 eine	 diffuse	 Masse 	 mit	

Einblutungen	und	Nekrosen,	 welche 	in	die 	weiße 	Substanz,	meist	 supratentoriell 	im	

Einleitung

4

Abb.	 1.1:	 Das	 Glioblastom	 ist	 ein	 zellreicher	 Tumor	 mit	 starker	 Vaskularisierung	 und	
Nekrosen.	a)	Das 	diffuse	Astrozytom	stellt	sich	als	ein	gut	differenzierter,	eher	zellarmer	Tumor	
dar	(eigene	Aufnahmen).	b)	AusschniQ	eines	Glioblastoms.	Man	erkennt	die	hohe	Zellularität.	
Im	 linken	 Teil	 des 	großen	 Fotos 	zeigen	 sich	nekro5sche	 Areale	(Pfeile).	 Im	kleinen	Bild	sind	
zahlreiche	 Gefäße	 angeschniQen	 (Pfeilspitze)	 (Aufnahmen	 von	 Camelia	 Monoranu,	
Neuropathologie	Würzburg).	 Hämatoxylin-Eosin	Färbung	von	ParaffinschniQen.	Vergrößerung	
großes	Bild	10x,	kleines	Bild	40x.



Bereich	der	Großhirnhemisphären,	einwächst	(Abb.	1.2).	Wächst	der	Tumor	über	eine	

Infiltra9on	 des 	 Corpus 	 callosum	 in	 beide 	 Hemisphären	 ein,	 wird	 er	 wegen	 seines	

charakteris9schen	 Aussehens 	 im	 Frontalschnih	 als 	 „Schmeherlingsglioblastom“	

bezeichnet.	Dieser	hohe	Grad	an	Heterogenität	und	Variabilität,	sowohl	aus 	mikro-	und	

makroanatomischer	 Sicht,	 sorgte	 1926	 für	 die	 historische	 Bezeichnung	 als	

Glioblastoma	mul9forme	(Bailey	und	Cushing,	1926).

Diese 	Eigenscha_	der	 diffusen	Infiltra9on	in	umliegende 	Gewebe	trägt	besonders 	zur	

ungüns9gen	Prognose 	von	Glioblastomen	bei.	In	einer	Arbeit	aus 	dem	Jahr	2012	wurde	

durch	immunhistochemische	Färbung	von	Schnihen	durch	komplehe	Gehirne 	gezeigt,	

dass 	sich	die 	Tumorzellen	bei 	Pa9enten	mit	sekundärem	Glioblastom	überall 	verteilt	

im	Gehirn	befinden	können,	o_	weit	envernt	vom	Primarius.	Dies 	macht	eine	Heilung	

meist	 unmöglich	 (Sahm	 et	 al.,	 2012).	 Extrakranielle 	Metastasen	 von	 Glioblastomen	

hingegen	sind	äußerst	selten	und	treten	nur	in	weniger	als	0,5	%	aller	Fälle 	auf	(Lun 	et	

al.,	2011).

Im	 Vergleich	 zum	 Glioblastom	 sind	 niedergradige	 Astrozytome	 WHO-Grad	 II	

histologisch	gut	differenzierte 	und	weniger	zellreiche	Tumoren.	Mitosen	und	Atypien	

finden	sich	nur	selten	(Riemenschneider	und	Reifenberger,	2009)	(Abb.	1.1a).	
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Abb.	 1.2:	 Das	 Glioblastom	 ist	 ein	 invasiv	 wachsender	 Tumor.	 a,b)	 Makroskopische	
Präsenta5on	 eines	 Glioblastoms.	 Der	 Tumor	 infiltriert	 diffus	 Basalganglien,	 Diencephalon,	
Corpus	 callosum	 und	 das	 Ventrikelsystem.	 Auffällig	 sind	 die	 nekro5schen	 Anteile	 des	
Glioblastoms	 und	 einige	 ältere	 Blutungen	 (Pfeile)	 (Aufnahmen	 von	 Camelia	 Monoranu,	
Neuropathologie	Würzburg).	FrontalschniQe	durch	ein	Hirnpräparat.	

a b



Obwohl	 sich	 aus	 histologischer	 Sicht	 wenige 	Unterschiede 	 zwischen	 primären	 und	

sekundärem	 Glioblastom	 finden,	 unterscheiden	 sich	 diese 	Tumoren	 auf	 molekular-

gene9scher	 Ebene	 stark	 und	 weisen	 grundlegend	unterschiedliche	Muta9onen	und	

chromosomale	 Veränderungen	 auf.	 Für	 pGBM	 typisch	 ist	 eine	 Amplifika9on	 des	

Epidermal	Growth	Factor	Receptors	(EGFR),	eine	Muta9on	des 	Phosphatase	and	Tensin	

Homolog	 Gens 	(PTEN)	 und	ein	Verlust	 von	Chromosom	 10.	 Sekundäre 	Glioblastome	

hingegen	 weisen	 häufig	 eine 	 Muta9on	 der	 Tumorsuppressorgene	 53	 (TP53)	 und	

Re9noblastom	(RB)	sowie	einen	Verlust	des	langen	Arms 	von	Chromosom	19	 auf.	 Es	

findet	 sich	 so	 ein	 unterschiedliches	 gene9sches 	 Profil 	 für	 primäre	 und	 sekundäre	

Glioblastome,	welches 	aber	 für	diagnos9sche	Zwecke	schwer	zu	nutzen	ist	 (Furnari 	et	

al.,	2007;	Ohgaki	und	Kleihues,	2013)	(Abb.	1.3).

In	 2008	 fiel 	durch	 eine 	genomweite	Muta9onsanalyse 	von	 Glioblastomen	auf,	 dass	

einige	der	 Tumoren	Muta9onen	des	Gens	der	 Isozitratdehydrogenase 	und	darunter	

vor	allem	des 	Isotyps	1	 (IDH1)	aufwiesen.	Erstaunlicherweise	waren	dies 	in	fast	 allen	

Fällen	 sGBM	 (Yan	 et	 al.,	 2009)	 (Abb.	 1.3).	 Die	 IDH	 katalysiert	 im	 Rahmen	 des	

Zitratzyklus 	die	Reak9on	von	Isozitrat	zu	α-Ketoglutarat.	Durch	die 	häufigste	Muta9on	

der	 IDH	 an	 einem	Arginin	 an	 Stelle	 132	 (R132)	 im	 ak9ven	Zentrum	 bekommt	 das	

Enzym	 eine	 neue 	 kataly9sche	 Ak9vität	 und	 bildet	 2-Hydroxyglutarat	 (2-HG)	 als	

Reak9onsprodukt.	 Es 	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 2-HG	 die 	 Demethylierung	 von	

Histonen	hemmt	 und	 so	 die	 Differenzierung	 von	Zellen	 verhindern	 kann	 (Lu 	 et	 al.,	

2012).	 Tumoren	 mit	 einer	 mu9erten	 IDH	 zeigen	 außerdem	 eine	 verstärkte	

Methylierung	 von	 Genpromotoren,	 was 	 zur	 epigene9schen	 Inak9vierung	

verschiedener	Gene	führt	(Glioma	CpG-island	methylator	phenotype,	G-CIMP).	G-CIMP	

posi9ve	 Tumoren	 stellen	 eine 	 dis9nkte	 Subgruppe	 mit	 besserer	 Prognose 	 dar	

(Noushmehr	 et	 al.,	 2010;	 Turcan	 et	 al.,	 2012).	 Weitere	 Studien	 konnten	 IDH1	

mihlerweile	 in	 der	 klinischen	Praxis 	als 	diagnos9schen	Marker	 für	 sGBM	 etablieren	

(Nobusawa 	et	al.,	2009;	Ohgaki 	und	Kleihues,	2013)	.Warum	die	IDH	vor	allem	in	sGBM	

mu9ert	 ist,	 bleibt	 unklar,	 könnte	 aber	 einen	Hinweis	darauf	 liefern,	 dass 	 in 	dieser	

Tumoren9tät	 der	 zelluläre 	 Metabolismus 	 für	 den	 Methylierungsstatus	 mit-

entscheidend	ist	und	so	zur	Pathogenese	des	Tumors	beiträgt	(Cloughesy	et	al.,	2014).
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Eine	noch	detailliertere	Einteilung	der	Glioblastome	in	weitere	Untergruppen	gelang	

im	 Jahre	 2010	 im	 Rahmen	des 	Projekts 	„The	Cancer	 Genome	Atlas“	 (TCGR,	 2008;	

Verhaak	et	al.,	2010).	Im	Rahmen	dieser	groß	angelegten	interna9onalen	Studie	sollten	

gene9sche 	Veränderungen	einer	Vielzahl	von	Tumoren	klassifiziert	werden,	um	so	eine	

Grundlage	für	neue	Therapien	zu	 liefern.	Hierbei 	untersuchten	Roel 	G.W.	Verhaak	et	

al.	 die	 sequenzierten	 Genome	 von	 206	 Glioblastomen	 auf	 gemeinsame	 gene9sche	
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Abb.	 1.3:	 Primäre	 und	 sekundäre	 Glioblastome	 weisen	 unterschiedliche	 gene8sche	
Veränderungen	 auf.	 Stark	 vereinfacht	 dargestellt	 sind	 die	 verschiedenen	 Muta5onen	 und	
chromosomalen	 Veränderungen,	 die	 von	 den	 glialen	 Vorläuferzellen	 ausgehend	 zu	
unterschiedlichen	 Gliomen	 führen.	 Die	 durchschniQliche	 Dauer	 bis	 zum	 nächsten	
EntwicklungsschriQ	ist	angegeben.	Es	wird	vermutet,	dass	oligodendrozy5sche	Tumoren	und	
sGBM	 von	einer	gemeinsamen	Vorläuferzelle	mit	IDH1/2	Muta5onen	ausgehen,	wohingegen	
pGBM	 eine	dis5nkte	Gruppe	darstellen.	 LOH,	Loss	 of	 Heterozygocity;	Mut,	Muta5on;	Ampl,	
Amplifika5on;	 Del,	 Dele5on;	 IDH,	 Isozitratdehydrogenase;	 EGFR,	 Epithelial	 Growth	 Factor	
Receptor;	TP53,	Tumorsuppressorgen	53;	 PTEN,	Phosphatase	 and	Tensin	Homolog;	ATRX,	α-
Thalassemia	/	Mental-Retarda7on-Syndrome-X-Linked,	PDGFR,	Platelet	Derived	Growth	Factor	
Receptor;	 Rb,	 Re5noblastom	Tumorsuppressorgen;	 CIC,	 Homolog	 des	Gens	Capicua	 von	D.	
melanogaster;	 FUBP,	 Far	 Upstream	 Element	 (FUSE)	 Binding	 Protein	 1	 (nach	 Furnari	 et	 al.,	
2007;	Ohgaki	und	Kleihues,	2013).
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Veränderungen.	 Dadurch	 konnten	 vier	 molekulare 	Untergruppen	 definiert	 werden:	

Proneurale,	 neurale,	 klassische	 und	 mesenchymale	 Glioblastome.	 Die	 Unterschiede	

beruhten	 vor	 allem	 auf	 Muta9onen,	 bzw.	 unterschiedlicher	 Expression	 der	 Gene	

Platelet	Derived	Growth	Factor	Receptor	Alpha	Polypep7de	(PDGFRA),	Neurofibromin	1	

(NF1),	 EGFR	 und	 IDH1.	 Diese	 Klassifika9on	 nimmt	 auch	 Bezug	 zur	 „klassischen	

Einteilung"	 in	 primäre	 und	 sekundäre	 Glioblastome.	 So	 sind	 die 	 sGBM	 fast	

ausschließlich	 als	 proneurale 	 GBM	 in	 dieser	 Klassifizierung	 zu	 finden.	 Neuere	

Erkenntnisse 	konnten	diese	Einteilung	jedoch	teilweise 	wieder	rela9vieren.	Sohoriva 	et	

al.	 zeigten,	 dass 	die 	molekularen	Subtypen	nach	Verhaak	et	 al.	 bereits	alle	innerhalb	

eines 	 einzigen	 Glioblastoms	 eines 	 Pa9enten	 vorkommen	 können	 (Sohoriva 	 et	 al.,	

2013).

Diese	 Entwicklung	 vom	 Versuch	 der	 histologischen	 zur	 molekulargene9schen	

Klassifika9on	der	Glioblastome	zeigt	sehr	 deutlich,	wie	heterogen	diese	Tumoren9tät	

ist	 und	wie	 schwer	 sie	 trotz	 verschiedener	 wissenscha_licher	 Ansätze 	im	 klinischen	

Alltag	zu	fassen	ist.

1.1.2		 Klinik	und	Diagnos8k	

Glioblastome 	 werden	 häufig	 erst	 sehr	 spät	 klinisch	 auffällig.	 Meist	 sind	 die	

Ini9alsymptome	durch	den	erhöhten	Hirndruck	bedingt,	 den	der	 diffus 	intrazerebral	

wachsende	Tumor	verursacht.	Eine	Verlegung	des 	Ventrikelsystems	durch	den	Tumor,	

oder	 das 	 häufige	 perifokale	 Ödem	 um	 die 	 Läsion	 herum,	 lassen	 den	 Druck	 noch	

zusätzlich	ansteigen.	Es 	kann	zu	Übelkeit,	Kopfschmerzen	und	Sehstörungen	kommen.	

Auch	epilep9sche	Anfälle,	Vigilanzminderungen	und	psychische	Veränderungen	treten	

auf.	 Je	 nach	 Lokalisa9on	 des 	Tumors 	kann	 es	 zu	 fokalen	 neurologischen	 Ausfällen	

kommen	(Ichimura	et	al.,	2004;	Poeck	und	Hacke,	2006).

Die	Diagnos9k	stützt	sich	auf	die	bildgebenden	Methoden	der	Neuroradiologie.	Mihel	

der	 Wahl	 ist	 die	Magnetresonanztomographie	 (MRT)	 mit	 und	 ohne	Kontrastmihel-

injek9on.	 Hierdurch	 können	 Informa9onen	 über	 die	 Lokalisa9on	 des	 Tumors,	 das	

perifokale	 Ödem	 und	 Massenverschiebungen	 im	 Gehirn,	 meist	 in	 Form	 von	

Verlagerungen	 der	 Mihellinie,	 gewonnen	 werden.	 Eine 	 eventuelle 	 Kontrastmihel-

aufnahme	gibt	 Hinweise	auf	eine	Schädigung	der	Blut-Hirn-Schranke.	 Der	Vorteil 	des	
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MRT	 ist	 zusätzlich	 die	 bessere	 Darstellung	 des	Weichteilgewebes	 im	 Vergleich	 zur	

Computertomographie	 (CT),	 was 	eine	 noch	 bessere	 Abgrenzung	 des	 Tumors-	 zum	

umgebenden	 Hirngewebe	 ermöglicht	 (Poeck	 und	 Hacke,	 2006).	 Nach	 Kontrast-

mihelgabe	zeigt	sich	typischerweise 	eine	ringförmige	Kontrastmihelaufnahme,	die	der	

starken	 peripheren	 Vaskularisierung	 und	 zentralen	 Nekrose	 des	 Tumors 	 entspricht	

(Abb.	 1.4a).	 Moderne	MRT-Sequenzen	 wie	 das 	Fluid	 aXenuated	 inversion	 recovery	

(FLAIR)	zeigen	noch	genauer	das 	intraparenchymatöse	Wachstum	des 	Tumors,	sowie	

das 	 perifokale 	 Ödem	 und	 ermöglichen	 eine	 exaktere	 Diagnose	 (Abb.	 1.4b).	 In	

Sonderfällen	und	zur	differen9aldiagnos9schen	Abgrenzung	kann	zusätzlich	noch	eine	

CT	des 	Schädels 	angezeigt	sein,	welche	unter	anderem	Verkalkungen	besser	darstellen	

kann.	Weitere	Abgrenzung	beispielsweise 	zu	entzündlichen	Differen9aldiagnosen	wie	

dem	Hirnabszess	kann	 eine	Lumbalpunk9on	bringen.	Diese	ist	 jedoch	 häufig	wegen	

des	durch	die	Erkrankung	bedingten	erhöhten	Hirndrucks	kontraindiziert	(Web	2).
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Abb.	 1.4:	 Pa8ent	mit	Glioblastom	 im	 rechten	Parietallappen.	a)	 Der	Tumor	stellt	sich	durch	
eine	ringförmige	 KontrastmiQelaufnahme	 in	der	 rechten	 Hemisphäre	dar	 (Pfeile).	 Er	 verlegt	
teilweise	den	rechten	 Seitenventrikel.	MRT-Aufnahme	in	Koronarebene	in	T1-Wichtung	nach	
KontrastmiQelinjek5on.	 b)	 In	 der	 FLAIR-Sequenz	 zeigt	 sich	 ein	 großes	 perifokales	 Ödem	
(Pfeilspitzen).	 MRT-Aufnahme	 in	 Koronarebene	 in	 T2-Wichtung	 mit	 FLAIR-Sequenz.	 FLAIR,	
Fluid-aXenuated	 inversion	 recovery	 (Aufnahmen	 von	 Joanna	 Pociej,	 Klinik	 und	 Hochschul-
ambulanz	für	Radiologie,	Charité-Universitätsmedizin	Berlin,	Campus	Benjamin	Franklin).

a b



Zur	 Diagnosesicherung	 ist	 eine	Analyse	 von	 histologischem	 Gewebe	unumgänglich.	

Dies 	 geschieht	 meist	 im	 Rahmen	 der	 Opera9on	 des 	 Tumors.	 Bei 	 nicht	 operablen	

Tumoren	 oder	 schlechtem	 Allgemeinzustand	 des 	 Pa9enten	 kann	 auch	 eine	

stereotak9sche	Biopsie	durchgeführt	werden.	Die	Biopsie	führt	in	über	90	%	der	 Fälle	

zur	rich9gen	Diagnose	(Grasbon-Frodl	et	al.,	2007;	Simon	und	Schramm,	2009).

Astrozytäre	Tumoren	werden	mikroskopisch	mit	Hilfe	der	Hämatoxylin-Eosin	Färbung	

(HE-Färbung)	nach	der	WHO-Klassifika9on	eingeteilt	(Tab.	1.1).	Hier	finden	sich	für	das	

Glioblastom	 die	 unter	 1.1.1	 beschriebenen	 morphologischen	 Kriterien.	 Durch	

immunhistochemische	 Färbungen	 lässt	 sich	 die 	 Diagnose 	 weiter	 eingrenzen.	

Beispielsweise	spielt	der	astrozytäre	Marker	Glial	Fibrillary	Acidic	Protein	(GFAP)	eine	

wich9ge	 Rolle	 für	 die	 Diagnose 	 von	 astrozytären	 Tumoren,	 jedoch	 verliert	 er	 sich	

häufig	 mit	 zunehmender	 Malignität,	 was 	 die	 Unterscheidung	 der	 verschiedenen	

En9täten	 schwierig	 macht	 (Riemenschneider	 und	 Reifenberger,	 2009).	 Außerdem	

können	auch	oligodendrozy9sche 	Tumoren	posi9v	 für	GFAP	 sein.	Da	es 	sich	bei	den	

Glioblastomen	 um	 hochprolifera9ve	 Tumoren	 handelt,	 dienen	 Prolifera9onsmarker	

wie	 Ki-67	 zur	 weiteren	 Abgrenzung.	 Der	 Nachweis 	 einer	 mu9erten	 IDH1	 dient	

weiterhin	 der	 Diagnose 	 von	 sGBM.	 Trotzdem	 fehlt	 ein	 eindeu9ger	 immun-

histochemischer	Marker	 für	 die	viel	häufiger	 vorkommenden	pGBM.	Außerdem	dient	

die	 Immunhistochemie 	 dem	 Ausschluss 	 von	 Differen9aldiagnosen,	 wie	 Karzinom-

metastasen	 oder	 Lymphomen,	 die 	 z.B.	 posi9v	 für	 Zytokera9ne	 oder	 lymphozytäre	

Marker	wie	CD20	wären	(Web	2).

1.1.3		 Therapie	und	Prognose

Aktuell	 werden	 GBM	 interdisziplinär	 durch	 opera9ve 	 Resek9on,	 Bestrahlung	 und	

Chemotherapie	behandelt.	 Trotz	 bestmöglicher	 Behandlung	 ist	 noch	 keine	kura9ve	

Therapie	möglich	und	das	mediane	Überleben	beträgt	lediglich	14,6	Monate 	(Stupp 	et	

al.,	2005).	

Die	Basis 	der	 Glioblastomtherapie	stellt	 die 	möglichst	 vollständige	neurochirurgische	

Resek9on	 des 	 Tumors 	 dar.	 Hierdurch	 kann	 die 	 Tumormasse	 reduziert	 und	 der	

intrakranielle	 Druck	 gesenkt	 werden.	 Dies 	 kann	 sowohl 	 die 	 klinische 	 Symptoma9k	

lindern	als 	auch	die 	Prognose	verbessern.	Eine 	Envernung	des 	Tumors	im	Gesunden	ist	

jedoch	häufig	 schwierig,	 da	 umgebende	Hirnstrukturen	 geschädigt	 werden	 und	o_	
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nicht	ohne	Funk9onsverlust	envernt	werden	können.

Neuere	 Techniken	 wie	 die	 Markierung	 des	 Tumorgewebes 	 mit	 fluoreszierenden	

Farbstoffen,	die	intraopera9ve	MRT	oder	die 	Überwachung	neurologischer	Funk9onen	

durch	 z.B.	 motorisch	 evozierte 	 Poten9ale,	 führten	 zu	 einem	 besseren	 Resek9ons-

ergebnis 	und	konnten	das 	progressionsfreie	Überleben	posi9v	beeinflussen	(Neuloh 	et	

al.,	2004;	Sen_	et	al.,	2011;	Stummer	et	al.,	2006).	

Einen	 weiteren	 Pfeiler	 der	 Glioblastombehandlung	 stellt	 die	 Strahlentherapie 	 dar.	

Diese 	wird	meist	mit	einer	 Gesamtdosis 	von	ca.	 60	Gy	 in	30	Frak9onen	durchgeführt	

(Laperriere	et	al.,	2002).

Des	Weiteren	hat	im	letzten	Jahrzehnt	die 	Einführung	von	Chemotherapeuthika	in	den	

Behandlungsalgorithmus	 die	 Glioblastomtherapie 	 revolu9oniert.	 Im	 Rahmen	 der	

EORTC-NCIC	 Studie	22981/26981	wurde 	2005	gezeigt,	dass 	das 	Alkylanz	Temozolomid	

(TMZ)	 in	 Kombina9on	 mit	 Opera9on	 und	 Bestrahlung	 die 	mediane	Überlebenszeit	

signifikant	 von	 12,1	 auf	 14,6	 Monate	 im	 Vergleich	 zur	 alleinigen	 Opera9on	 und	

Strahlentherapie	verlängern	konnte 	(Stupp	 et	 al.,	 2009;	 Stupp	 et	 al.,	 2005).	 Seither	

gehört	 TMZ	 im	 Rahmen	 des 	 „Stupp-Protokolls”	 zur	 GBM	 Erstlinientherapie.	 Die	

Standardtherapie	umfasst	die	orale	Gabe	von	TMZ	als 	Begleihherapie	zur	Bestrahlung.	

Nach	 einer	 Therapiepause	 werden	 im	 Anschluss 	 6	 Zyklen	 TMZ	 als 	 adjuvante	

Monotherapie	weitergegeben	(Web	4).	

Temozolomid	 gehört	 zur	 Klasse	 der	 Alkylanzien	 und	 führt	 durch	Methylierung	 von	

Guanin	an	der	O6-Posi9on	zu	DNA-Schäden	und	damit	zur	Apoptose.	Die	Wirksamkeit	

von	Temozolomid	hängt	maßgeblich	von	der	 Ak9vität	des 	Enzyms 	O6-Methylguanin-

DNA-Methyltransferase 	(MGMT)	 ab.	 Dieses 	Enzym	schützt	 die	DNA	 physiologischer-

weise	vor	 alkylierenden	Mutagenen.	 Ist	 die 	MGMT	 im	Tumorgewebe	ak9v,	wird	der	

durch	TMZ	gesetzte	Schaden	repariert	und	der	Tumor	ist	therapieresistent.	In	ca.	45	%	

der	 GBM	 ist	 der	 Promotor	 des	MGMT-Gens	methyliert	 und	 somit	 das 	Gen	 durch	

epigene9sche 	 Modifika9on	 inak9v.	 Hegi 	 et	 al.	 zeigten,	 dass	 GBM-Pa9enten	 mit	

methyliertem	MGMT-Promotor	 unabhängig	von	der	 Therapie	ein	signifikant	längeres	

medianes 	 Gesamtüberleben	 aufwiesen	 (Hegi 	 et	 al.,	 2005;	 18,2	 Monate 	 vs.	

12,2	Monate;	p	<	0,001).	Solche	Tumoren	sprechen	konsequenterweise	besonders 	gut	

auf	die	Behandlung	mit	 TMZ	 an.	 Die	Stärke	der	Methylierung	des	MGMT-Promotors	
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kann	 mihels	 methylierungsspezifischer	 Polymerasekehenreak9on	 (PCR)	 bes9mmt	

werden.	 Der	 MGMT-Methylierungsstatus	 wurde	 durch	 mehrere	 größere	 klinische	

Studien	wie 	Nordic	 Trial	 und	 NOA-8	 als 	prädik9ver	 Biomarker	 für	 ältere	 Pa9enten	

etabliert	 und	kann	 bei 	der	 Entscheidung	 helfen,	 ob	 TMZ	 eingesetzt	wird	oder	 nicht	

(Malmstrom	et	al.,	2012;	Wick	et	al.,	2012).

Die	früher	 häufig	verwendeten	Nitrosoharnstoffe	wurden	durch	TMZ	weitgehend	aus	

der	 Primärtherapie 	verdrängt	 und	 finden	nur	 noch	 im	 Rezidivfall 	 eine	Anwendung.	

Auch	die	Anwendung	von	Carmus9n	als 	sogenannter	Wafer	intraopera9v	direkt	in	die	

Resek9onshöhle	 eingebracht,	 konnte	sich	 nicht	 durchsetzen	 (Web	 2).	 Im	 Rezidivfall	

kann	außerdem	noch	der	 monoklonale	An9körper	 Bevacizumab	 eingesetzt	 werden,	

der	 gegen	 den	Vascular	 Endothelial	 Growth	 Factor	 (VEGF)	 gerichtet	 ist.	 Dieser	 hat	

jedoch	aktuell 	in	Deutschland	noch	keine	Zulassung,	da	sich	in	klinischen	Studien	nur	

ein	Effekt	 auf	 das 	progressionsfreie	Überleben	 und	 nicht	 auf	 das 	Gesamtüberleben	

bestä9gen	lies	(Gilbert	et	al.,	2014).

Als 	 nega9ve	 prognos9sche	 Faktoren	 im	 Rahmen	 der	 GBM-Therapie 	 gelten	 ein	

schlechter	Allgemeinzustand,	bewertet	als 	Karnowski-Index	<	70,	hohes	Alter	>	65-70	

Jahre	 und	 vor	 allem	 bei	 älteren	 Pa9enten	 ein	 hypomethylierter	 MGMT-Promotor	

(Web	2).

1.2		 MACC1	ist	ein	prognos8scher	Marker	für	die	
Metastasierung	des	kolorektalen	Karzinoms

Metastasierung	 ist	 die	 Hauphodesursache	 von	 Tumorerkrankungen	 (Talmadge	 und	

Fidler,	2010).	Die	Fähigkeit	zur	Bildung	von	Metastasen	setzt	voraus,	dass	Tumorzellen	

in	 der	 Lage	 sind	 zu	 migrieren	 und	 in	 fremde	 Gewebe	 einzuwachsen.	 Diese	

Eigenscha_en	 zählen	 unter	 anderem	 neben	 der	 Eigenversorgung	 mit	 Wachstums-

faktoren,	 der	 Induk9on	 von	 Angiogenese 	 und	 der	 Resistenz	 gegenüber	 pro-

apopto9schen	 Signalen	 zu	 den	 Schlüsseleigenscha_en	 von	Krebszellen	und	wurden	

bereits 	Anfang	 des	 Jahrhunderts 	als	 „Hallmarks	 of	 cancer“	 definiert	 (Hanahan	 und	

Weinberg,	2000,	2011).

2009	 wurde 	 im	 Rahmen	 eines 	 genomweiten	 Screenings 	 auf	 metastasierungs-

assoziierte	Gene	im	Kolonkarzinom	(CRC)	ein	neues	Gen	mit	 dem	Namen	Metastasis	
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Associated	 in	 Colon	 Cancer	 1	 (MACC1)	 iden9fiziert.	 Die	 MACC1-Expression	war	 im	

malignen	 Karzinomgewebe 	 und	 den	 Metastasen	 signifikant	 höher	 als	 im	 Normal-

gewebe.	Betrachtet	man	das 	Modell	zur	Entstehung	des	Kolonkarzinoms,	die 	Adenom-

Karzinom-Sequenz,	so	war	MACC1	vor	allem	am	Übergang	von	benignem	zu	malignem	

Gewebe	signifikant	erhöht	(Arlt	und	Stein,	2009;	Fearon	und	Vogelstein,	1990).	MACC1	

reguliert	unter	anderem	Prolifera9on	und	Migra9on	und	konnte	als 	ein	unabhängiger	

prognos9scher	Marker	für	die 	Metastasierung	und	das 	metastasefreie	Überleben	von	

Pa9enten	mit	CRC	etabliert	werden	(Stein	et	al.,	2009b).

Das	MACC1-Gen	 liegt	 auf	 Chromosom	 7p21.1.	 Es 	 besitzt	 sieben	 Exons 	 und	 sechs	

Introns	und	 kodiert	 für	 ein	 Protein	mit	 852	 Aminosäuren.	 Das 	Gen	 ist	 evolu9onär	

konserviert.	 Orthologe	 wurden	 unter	 anderem	 in	 Pan	 troglodytes	 (Gemeiner	

Schimpanse),	 Canis	 familiaris	 (Haushund),	 RaXus	 norvegicus	 (Wanderrahe),	 Mus	

musculus	 (Hausmaus)	 und	 Gallus	 gallus	 (Bakivahuhn)	 nachgewiesen	 (Stein	 et	 al.,	

2009b).	 Verschiedene	 Proteininterak9onsdomänen	 konnten	 für	 das 	MACC1-Protein	

durch	in	silico	Analysen	vorausgesagt	werden	(Abb.	1.5).	So	finden	sich	beispielsweise	

mehrere	Tyrosinreste,	 die	phosphoryliert	werden	können.	Solche 	Reste 	können	dann	

von	 anderen	 Proteinen	 mit	 einer	 Src	 Homology	 2	 Domain	 (SH2-Domäne)	 erkannt	

werden	und	zur	 Interak9on	dienen.	Weiterhin	exis9ert	eine	Src	Homology	 3	Domain	

(SH3-Domäne),	an	die	Proteine 	mit	prolinreichen	Mo9ven	binden	können.	Ein	solches	

weist	 auch	 MACC1	 selbst	 auf,	 was	 auf	 eine	 zweisei9ge	 Interak9onsmöglichkeit	
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Abb.	 1.5:	 Die	 Domänenstruktur	 von	 MACC1	 zeigt	 Charakteris8ka	 eines	 Signalmoleküls.	
Schema5sche	 Darstellung	 eines	 AusschniQs	 des	 MACC1-Genprodukts.	 Proteindomänen	
wurden	 durch	 in	 silico	 Analysen	 vorausgesagt.	 Durch	 die	 Vielzahl	 an	 Domänen	 besitzt	 das	
MACC1-Protein	 eine	große	 Bandbreite	von	 Interak5onsmöglichkeiten.	 N,	 N-Terminus;	 C,	 C-
Terminus;	 Y,	 Tyrosinrest,	 der	 phosphoryliert	 werden	 kann;	 ZU5,	 ZU5-Domäne,	 SH3,	 SRC	
Homology	3	Domain;	PXXP,	 prolinreiches	 Bindemo5v;	 DD,	Death-Domain 	 (nach	 Stein	 et	 al.,	
2010).



schließen	 lässt	 und	 auch	die	Bildung	 von	Dimeren	ermöglichen	könnte.	 Sowohl	die	

SH3-Domäne	als 	auch	die 	prolinreiche	Domäne	sind	unabdingbar	für	die	Funk9on	von	

MACC1	(Stein 	et	al.,	2010).	Eine	ZU5-Domäne 	kann	weitere 	Wechselwirkungen	z.B.	mit	

zytoskelehalen	Proteinen	vermiheln	(Huo	et	al.,	 2011).	 In	der	 Nähe	des 	C-Terminus	

finden	sich	noch	zwei 	sogenannte 	„Death-Domains“,	die	zum	einen	mit	der	Ak9vierung	

von	 Apoptose 	 und	 zum	 anderen	 aber	 auch	 mit	 immunologischen	 Funk9onen	 in	

Zusammenhang	gebracht	werden	(Reed	et	al.,	2004).	

Diese 	spezielle	Domänenstruktur	ermöglicht	MACC1	sowohl	Interak9onen	mit	anderen	

Proteinen,	 als 	 auch	 Modifika9onen	 am	 MACC1	 Protein	 selbst.	 Dies	 prädes9niert	

MACC1	als	Signalmolekül.

1.2.1		 Der	HGF-Met	Signalweg	wird	durch	MACC1	reguliert

MACC1	 kann	 in	 vitro	 Prolifera9on,	 Migra9on	 und	 Invasion	 induzieren.	 Eine	

Überexpression	von	MACC1	 in 	einer	 CRC-Zelllinie	konnte	beispielsweise 	das 	Maß	 an	

Zellmigra9on	und	-invasion	mehr	als 	verfünffachen.	In	vivo	führte	eine 	intrasplenische	

Injek9on	von	CRC-Zellen,	die 	MACC1	überexprimierten,	zu	Lebermetastasen	in	einem	

Mausmodell.	Ein	Knockdown	von	MACC1	reduzierte	die	Metastasenbildung	dras9sch	

(Stein	et	al.,	 2009b).	Auffällig	war	außerdem,	dass 	die	Überexpression	von	MACC1	zu	

einer	 erhöhten	Expression	des	Met-Protoonkogens	(Met)	führte.	Ein	Knockdown	von	

MACC1	mihels	siRNA	 bewirkte	das	Gegenteil.	Diese	und	weitere	Versuche	ergaben,	

dass 	 MACC1	 ein	 wich9ger	 Regulator	 des 	 Hepatocyte	 Growth	 Factor	 (HGF)-Met	

Signalweges 	ist	 und	so	 vermutlich	 zumindest	 zum	Teil	seine 	Funk9on	envaltet	 (Arlt	

und	Stein,	2009)	(Abb.	1.6).

Eine	 Bindung	 von	 HGF	 an	 die	 Rezeptortyrosinkinase 	Met	 führt	 unter	 anderem	 zu	

Prolifera9on,	 Migra9on	 und	 Invasion	 in	 verschiedenen	 Zelltypen.	 Beide 	Gene	 sind	

essen9ell 	 für	 die	 Embryonalentwicklung,	 wobei	 sowohl 	 HGF-	 als 	 auch	 Met-

Knockoutmäuse	nicht	lebensfähig	sind	(Bladt	et	al.,	1995;	Uehara 	et	al.,	1995).	Darüber	

hinaus	wurde	eine	Beteiligung	von	HGF-Met	auch	an	der	Entstehung	mul9pler	solider	

und	hämatologischer	Neoplasien	beschrieben	(Birchmeier	et	al.,	2003).	Nach	Bindung	

von	 HGF	 an	 Met	 werden	 mehrere	 Signalwege,	 wie	 der	 Phosphoinositol-3-Kinase-	

(PI3K)	 und	 der	 MAP-Kinase-Signalweg	 (MAPK-Signalweg)	 ak9viert.	 Experimente	mit	

Inhibitoren	konnten	zeigen,	dass 	hiervon	für	die 	Funk9on	und	Expression	von	MACC1	
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der	MAPK-Signalweg	der	wich9gere	zu	sein	scheint	 (Stein	et	al.,	2009b).	Dieser	kann	

z.B.	 den	 Transkrip9onsfaktor	 Ac7vator	 Protein-1	 (AP-1,	 meist	 ein	 Heterodimer	 aus							

c-Jun	und	c-Fos)	ak9vieren,	welcher	direkt	an	den	MACC1-Promotor	bindet	 (Juneja 	et	

al.,	2013).	Es	exis9eren	bereits	verschiedene 	Arbeiten,	die 	diese	Transkrip9onsfaktoren	

im	onkologischen	Kontext	untersucht	 haben	(Wang	et	 al.,	 2000).	 Poshranskrip9onell	

wird	die	Expression	von	MACC1	durch	verschiedene 	microRNAs 	(miRNA)	gehemmt.	So	

inhibieren	 beispielsweise 	 miR-143	 und	 miR-574-5p	 die 	 MACC1-Expression	 im	

kolorektalen	Karzinom	(Cui	et	al.,	2014;	Zhang	et	al.,	2012).
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Abb.	1.6:	MACC1	reguliert	den	HGF-Met-Signalweg	als	transkrip8oneller	Ak8vator	von	Met.	
Nach	Bindung	von	HGF	an	Met	wird	über	ZwischenschriQe	v.a.	der	MAPK-Signalweg	ak5viert.	
Dies	führt	zur	Transkrip5on	des	MACC1	Gens.	Bei	weiterer	Ak5vierung	des 	MAPK-Signalwegs	
wird	 das 	 MACC1-Protein	 in	 den	 Nukleus	 verlagert	 und	 interagiert	 als 	 transkrip5oneller	
Regulator	mit	 dem	Met-Promotor.	MACC1	übt	 hierbei	 seine	Ak5vität	möglicherweise	 über	
Interak5onspartner	aus.	Das	Met	Protein	gelangt	als	Rezeptor	für	HGF	in	die	Zellmembran.	So	
entsteht	 ein	 posi5ver	 Feedback-Kreislauf.	 HGF,	 Hepatocyte	 Growth	 Factor;	 Met,	 Met-
Protoonkogen;	MAPK,	Mitogen	Ac7vated	Protein	Kinase	(nach	Arlt	und	Stein,	2009).
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Eine	Ak9vierung	der	HGF-Met	 Achse	führt	zu	verstärkter	 Expression	von	MACC1	und		

weiterhin	zur	Transloka9on	des 	MACC1-Proteins 	aus	dem	Zytoplasma	in	den	Nukleus	

(Abb.	 1.6).	 Dort	 steigert	MACC1	 als	 transkrip9oneller	 Regulator	 die	 Expression	 von	

Met.	Hierbei 	bindet	MACC1	vermutlich	nicht	 direkt	an	die 	Promotorsequenz	sondern	

vermihelt	 seine 	Wirkung	 indirekt	 über	 Interak9onen	mit	 Transkrip9onsfaktoren	wie	

Sp1	(Stein	et	al.,	2009a).	So	ergibt	sich	ein	posi9ver	Rückkopplungs-Mechanismus,	der	

letztendlich	dazu	 führt,	 dass	 Prolifera9on,	 Invasion	und	Migra9on	von	Tumorzellen	

gesteigert	werden.

Neben	der	beschriebenen	Rolle	von	MACC1	im	pathologischen	Kontext	gibt	es	bisher	

kaum	 Informa9onen	 über	 die 	 physiologische 	Funk9on	 des 	Gens.	 Da	MACC1	 unter	

anderem	 Prolifera9on	 und	 Migra9on	 reguliert,	 lässt	 sich	 eine	 Funk9on	 in	 der	

Embryonalentwicklung	 vermuten,	 da 	beide 	Eigenscha_en	 charakteris9sch	 für	 Zellen	

dieser	 Phase 	 sind.	 Einen	 ersten	 Hinweis	 hierfür	 lieferte	 eine	 Studie	 im	 Modell-

organismus 	Danio	 rerio	 (Zebrabärbling),	die 	zeigte,	 dass 	eine	Hemmung	der	MACC1-

Expression	 in	 Embryonen	 zu	 schweren	 Gesichtsschädel-	 und	 Knorpelfehlbildungen	

führte	(Melvin	et	al.,	2013).	

1.2.2		 Die	Expression	von	MACC1	korreliert	mit	einer	ungüns8gen	
Prognose	solider	Tumoren	

Seit	der	Entdeckung	von	MACC1	im	kolorektalen	Karzinom	konnte	eine 	Überexpression	

von	MACC1	in	vielen	soliden	Tumoren9täten	nachgewiesen	und	mit	einer	 schlechten	

klinischen	 Prognose	 assoziiert	 werden.	 Beispielsweise	 wurde	 eine	 hohe	 MACC1-

Expression	im	Magenkarzinom	nachgewiesen.	In	einer	Studie	mit	98	Pa9enten	wurde	

die	MACC1-Expression	mihels 	Immunhistochemie	analysiert.	 Ein	 posi9ver	 Nachweis	

korrelierte 	 signifikant	 mit	 einem	 geringen	medianen	 Gesamtüberleben	 (Guo	 et	 al.,	

2013).	 Weitere 	 Studien	 ergaben,	 dass 	 eine	 hohe	 MACC1-Expression	 im	 hepato-

zellulären	Karzinom	(HCC)	mit	einem	niedrigen	Gesamtüberleben	und	Metastasierung	

assoziiert	war	(Qiu	et	al.,	2011).	Darüber	hinaus	iden9fizierten	weitere	Arbeitsgruppen	

eine	erhöhte	Expression	des	Gens 	z.B.	 im	Ovarialkarzinom	und	Mammakarzinom	(Hu	

et	al.,	2014;	Muendlein	et	al.,	2014).	In 	jedem	der	Fälle	korrelierte	eine	hohe	MACC1-

Expression	mit	 ungüns9gen	klinischen	Parametern,	 wie	kurzem	Überleben,	Metasta-

sierung	oder	Rezidiven.	
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1.3	 Fragestellung	dieser	Arbeit

In	 den	 vorherigen	 Abschnihen	 wurde 	 die	 breite 	 Bedeutung	 von	 MACC1	 als	

Schlüsselfaktor	für	die	Entstehung	solider	Tumoren	beschrieben.	Daher	stellte 	sich	die	

Frage,	ob	MACC1	auch	eine	Bedeutung	für	die 	Pathogenese	von	Glioblastomen	haben	

könnte.	 Zu	 Beginn	 dieser	 Arbeit	 war	 eine	Rolle 	von	MACC1	 in	 Glioblastomen	 und	

Hirntumoren	im	Allgemeinen	noch	kompleh	unbekannt.

Das	Ziel 	dieser	 Arbeit	war	 der	 Nachweis	von	MACC1	 in	 humanen	Glioblastomen	 in	

silico	und	in	vitro.	Hierfür	wurden	sowohl 	bereits 	publizierte	Microarray-Studien,	GBM-

Zelllinien	als 	auch	primäre	Glioblastomzellkulturen	auf	die 	MACC1-mRNA-Expression	

untersucht.	 Zusätzlich	wurde	die 	Expression	von	Met	 analysiert.	 Weiterhin	wurde	 in	

Paraffinschnihen	 aus 	Opera9onsgewebe	 von	 Glioblastomen	 die	 Höhe	 der	 MACC1-

Proteinexpression	 bes9mmt	 und	 diese 	 mit	 dem	 medianen	 Pa9entenüberleben	

korreliert.	

In	einem	nächsten	Schrih	folgten	dann	funk9onelle 	Analysen	der	Wirkung	von	MACC1	

auf	 Schlüsseleigenscha_en	 von	 Glioblastomzellen.	 Hierfür	 wurde	 die 	 endogene	

MACC1-Expression	primärer	 Glioblastomzellkulturen	mit	 der	 Fähigkeit	 zur	 Migra9on	

korreliert.	 Weiterhin	 wurde	 MACC1	 in	 GBM-Zelllinien	 überexprimiert	 und	 die	

Auswirkungen	 auf	 Migra9on	 und	 Prolifera9on	 in	 funk9onellen	 in	 vitro	 Assays	

gemessen.	

Zusammenfassend	sollte	durch	diese 	Arbeit	geprü_	werden,	ob	MACC1	eine	Rolle 	im	

Glioblastom	spielt	und	zukün_ig	als 	therapeu9sches 	Ziel 	für	 die 	Glioblastomtherapie	

dienen	könnte.
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2		 Material	und	Methoden

2.1		 Material

2.1.1		 Geräte

Geräte Hersteller
Abzug KöQerman,	Hänigsen
BioDocAnalyze	digital Biometra,	Göqngen
BioPhotometer Eppendorf,	Hamburg
Inkubator Heraeus	Instruments,	Hanau
Centrifuge	5417	C Eppendorf,	Hamburg
Cryofuge	6000i Heraeus	Instruments,	Hanau
Elektrophoresekammer Biozym,	Hessisch	Oldendorf
Feinwaage Sartorius,	Göqngen
Heizblöcke Grant	Boekel,	Eppendorf
LightCycler	480	Instrument Roche,	Mannheim
MacsMix Miltenyi	Biotec,	Auburn	CA,	USA
Magnetrührer Heidolph,	Schwabach
Megafuge	1.0	R Heraeus	Instruments,	Hanau
MikropipeQen	10-1000	µl Eppendorf,	Hamburg
Mikroskop	Olympus	BX41	Fluoreszenz Olympus,	Hamburg
Mikroskop	Wilovert Hundt,	Wetzlar
Mikrotom Leica,	Wetzlar
Mikrowelle Sharp,	Osaka,	J
Mul5peQe	Plus Eppendorf,	Hamburg
pH-Meter WTW,	Weilheim
Photometer Eppendorf,	Hamburg
Pipetboy Integra	Biosciences,	Ijamsville,	MD,	USA
Power	Ease Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Power	Supply	für	Elektrophoresekammern Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Rotamax Heidolph,	Schwabach
SchüQler	Innova	4230 New	Brunswick	Scien5fic,	Edison,	NJ,	USA
Sterilwerkbänke	 Heraeus	Instruments,	Hanau
Thermo	Cycler	T3000 Biometra,	Göqngen
Thermo	Printer	DPU-414 Seiko	Instruments,	Neu-Isenburg
Vakuumpumpe Thomas	Industries,	Puchheim
Vortex	Genie-2 Scien5fic	Industries,	Bohemia,	NY,	USA
Waage Sartorius,	Göqngen
Wasserbad Hartenstein,	Würzburg
X	Cell	Sure	Lock	Western	Blot	System Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
xCELLigence	RTCA	(DP)	Instrument Roche,	Mannheim
xCELLigence	RTCA	control	unit Roche,	Mannheim
Zählkammer	Fuchs-Rosenthal Hartenstein,	Würzburg
Zentrifuga5onsbecher	500ml Heraeus	Instruments,	Hanau
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2.1.2		 Kits

Kit	 Hersteller
ECL	Western-Bloqng	Analysis	System Amersham	Biosciences,	Braunschweig
NucleoBond	PC	500 Macherey-Nagel,	Düren
NucleoSpin	RNA/Protein Macherey-Nagel,	Düren
RevertAid	First	Strand	cDNA	Synthesis	Kit Fermentas,	Ontario,	Kanada
SV	Total	RNA	Isola5on	Kit Promega,	Madison,	WI,	USA
ZytoChem-Plus	HRP	Kit	(Broad	Spectrum) Zytomed	Systems,	Berlin
LightCycler	h-G6PDH	Housekeeping	Gene	Set Roche,	Mannheim
LightCycler	DNA	Master	Hybridiza5on	Probes Roche,	Mannheim

2.1.3		 Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Agar	noble Becton	Dickinson,	Sparks,	MD,	USA
Agarose Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Agarose Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Ampicillin Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Apro5nin Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Aquatex Merck,	Darmstadt
Bacto	Agar Becton	Dickinson,	Sparks,	MD,	USA
Bacto	Trypton Becton	Dickinson,	Sparks,	MD,	USA
Bacto	Hefeextrakt Becton	Dickinson,	Sparks,	MD,	USA
Borsäure ICN	Biomedical,	Meckenheim
Citrat	Puffer,	20x,	pH	6,0	 Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Diethyldicarbonat	 Hartenstein,	Würzburg
DMSO	 Roth,	Karlsruhe
dNTPs	100	mM,	à	25	mM Fermentas,	Ontario,	Kanada
DreamTaq	Puffer,	10x Fermentas,	Ontario,	Kanada
EDTA	 Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
EGTA	 Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Eosin	G Merck,	Darmstadt
Essigsäure Roth,	Karlsruhe
Ethanol,	100	%	absolut J.T.	Baker,	Deventer,	Niederlande
Ethanol,	70	%	absolut J.T.	Baker,	Deventer,	Niederlande
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
EukiQ Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Glycerol Roth,	Karlsruhe
Hämalaun	nach	Mayer Roth,	Karlsruhe
HCl,	25	% Merck,	Darmstadt
IGEPAL	CA-630 Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Isopropanol Merck,	Darmstadt
Leupep5n Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Loading	Dye,	6x Fermentas,	Ontario,	Kanada
Magermilchpulver AppliChem,	Gatersleben
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MES-Puffer,	20x Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Methanol J.T.	Baker,	Deventer,	Niederlande
Metafectene	pro Biontex	Laboratories,	Planegg
MOPS-Puffer,	20x Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Natriumazid Roth,	Karlsruhe
Natriumchlorid Roth,	Karlsruhe
Natriumhydroxid Merck,	Darmstadt
Neomycin PAA	Laboratories,	Cölbe
NuPage	4-12	%	Bis-Tris	Polyacrylamid-Gele Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
NuPage	An5oxidant Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
NuPage	Reducing	Agent Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
NuPage	Transfer	Buffer,	20x Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
PBS	 Biochrom,	Berlin
PMSF	 Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Ponceau	S	Lösung Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Tris	Base,	Tris-CL Merck,	Darmstadt
Triton-X-100 Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Tween	20 Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Ultra	pure	water Biochrom,	Berlin
Xylol,	Isomerengemisch Riedel-de	Haën,	Seelze

2.1.4		 Zellkulturmaterial

Zellkulturar5kel Hersteller
Deckgläser Hartenstein,	Würzburg
DMEM,	1	g/l	Glucose	+	Glutamin Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Fetales	Kälberserum Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Gewebehomogenisator Hartenstein,	Würzburg
Kryoröhrchen Nailgene,	Brüssel
Nicht-essen5elle	Aminosäuren Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Penicillin/Streptomycin-Gemisch Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
RPMI	1640	Medium PAA	Laboratories,	Cölbe
Trypanblau,	0,4	% Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
Trypsin-EDTA Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
Vitamine,	100x Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
xCELLigence	16-Well	CIM	plate Roche,	Mannheim
xCELLigence	E-plate	16 Roche,	Mannheim
Zellkulturflaschen,	25	cm2,	75	cm2 Corning,	New	York,	NY,	USA
ZellkulturplaQen,	6-,	96-Well Corning,	New	York,	NY,	USA
Zellkulturschalen,	60x15	mm,	100x20	mm Hartenstein,	Würzburg
Zellschaber Hartenstein,	Würzburg
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2.1.5		 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsar5kel Hersteller
BoQle	Top	Filter Nailgene,	Brüssel
Deckgläser,	24x50	mm Menzel-Gläser,	Braunschweig
Röhrchen,	15,	50	ml Greiner,	Frickenhausen
Hyperfilm	TM	ECL Amersham	Biosciences,	Braunschweig
LightCycler	Kapillaren Roche,	Mannheim
Mini	PAP-Pen Zytomed	Systems,	Berlin
Nitrocellulose-Membran Schleicher	&	Schuell,	Dassel
Parafilm Pechiney	Packing,	Chicago,	IL,	USA
PasteurpipeQen Becton	Dickinson,	Sparks,	MD,	USA
Petrischalen Greiner,	Frickenhausen
PipeQenspitzen,	gestopy	und	ungestopy Sarstedt,	Nürnbrecht
Reak5onsgefäße	SafeLock	0,2-2	ml Eppendorf,	Hamburg
SuperFrost	Plus	ObjekQräger R.	Langenbrinck,	Emmendingen
Whatman-Papier Hartenstein,	Würzburg

2.1.6		 Primer	und	Hybridisierungssonden

Sequenz Amplikon Name Anwendung
5´-GCAGGGGGGAGCCAAAAGGG-3´ 566	bp GAPDH	human	sense sq	RT-PCR
5´-TGCCAGCCCCAGCGTCAAAG-3´ GAPDH	human	an5sense sq	RT-PCR
5´-CTTGGTGTCAGAAAAAGTTTATG-3´ 513	bp MACC1	human	sense sq	RT-PCR
5´-CTCCAGTGTTTAGTCACAGG-3´ MACC1	human	an5sense sq	RT-PCR
5’-TTCTTTTGATTCCTCCGGTGA-3’ 136	bp MACC1	human	sense q	RT-PCR
5’-ACTCTGATGGGCATGTGCTG-3’ MACC1	human	an5sense q	RT-PCR
5’-GCTGGTGTTGTCTCAATATCA-3’ 170	bp Met	human	sense q	RT-PCR
5’-GTTGGGCTTACACTTCGG-3’ Met	human	an5sense q	RT-PCR
5’-GCAGACTTCCTCAAGAAATTCTGGAAGATCTA-3’5’-GCAGACTTCCTCAAGAAATTCTGGAAGATCTA-3’ MACC1	FITC-probe q	RT-PCR
5’-AGTGTTTCAGAACTTCTGGACATTTTAGACGA-3’5’-AGTGTTTCAGAACTTCTGGACATTTTAGACGA-3’ MACC1	LCRed640-probe q	RT-PCR
5’-GCATGTAATTAGTTCGCTACGATGCA-3’5’-GCATGTAATTAGTTCGCTACGATGCA-3’ Met	FITC-probe q	RT-PCR
5’-AGTACACACTCCTCATTTGGATAGGCTTGT-3’5’-AGTACACACTCCTCATTTGGATAGGCTTGT-3’ Met	LCRed640-probe q	RT-PCR

Die	Oligonukleo9de	für	die	semiquan9ta9ve	RT-PCR	(sq	RT-PCR)	wurden	von	der	Firma	

Eurofins	MWG	Operon,	 Ebersberg	 synthe9siert.	 Die	Primer	 für	 die 	quan9ta9ve 	real	

9me	PCR	(q	 RT-PCR)	wurden	 von	der	 Firma 	BioTeZ,	 Berlin	und	die 	Hybridisierungs-

Sonden	von	TIB	MolBiol,	Berlin,	synthe9siert.	Für	die 	q	RT-PCR	wurde	außerdem	das	h-

G6PDH	 Housekeeping	 Gene 	Set	 (Roche,	Mannheim)	 verwendet	 und	von	Glucose-6-

phosphat-Dehydrogenase 	(G6PDH)	ein	Amplikon	mit	113	 bp	Länge	generiert.	Das 	Kit	

enthielt	 auch	die	entsprechenden	 Sonden	für	 G6PDH.	 LCRed,	 LightCycler	 Red;	 FITC,	

Fluorescein.
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2.1.7			 Plasmide

Name Hersteller
pcDNA3.1D/MACC1-V5-His Stein	et	al.,	2009
pcDNA3.1	 Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA

Das	MACC1-Gen	codiert	 für	 eine	mRNA	mit	 2559	bp	Länge.	 Das 	Genprodukt	 ist	 852	

Aminosäuren	lang.	Die 	MACC1	copy	DNA	(cDNA)	wurde	von	der	Arbeitsgruppe	Stein	et	

al.	in	den	pcDNA3.1	Vektor	kloniert	(Stein	et	al.,	2009b)	(Abb.	2.1).	

Abb.	2.1:	Vektorkarte	von	pcDNA3.1D/MACC1-V5-His.	Die	MACC1	cDNA	wurde	in	das	Plasmid	
pcDNA3.1	 kloniert.	 Das	 Plasmid	 trägt	 ein	 Ampicillin-	 sowie	 ein	 Neomycin-Resistenzgen	 als	
Selek5onsmarker.	Ein	pCMV	Promotor	sorgt	für	eine	starke	Expression	von	MACC1.	Die	cDNA	
kann	durch	schneiden	mit	den	Restrik5onsenzymen	Kpn	I	und	Xba	I	herausgelöst	werden.	V5,	
V5-Epitop;	His,	Polyhis5din-Tag	(nach	Stein	et	al.,	2009b).

Als 	Selek9onsmarker	 für	die	Expression	in	Bakterienzellen	diente	ein	Ampicillin-	bzw.	

für	 die 	 Expression	 in	 Säugerzellen	 ein	 Neomycinresistenzgen.	 Zum	 Nachweis 	 der	

ektopen	Genproduk9on	nach	Transfek9on	in	Zelllinien	ist	das 	MACC1	Gen	mit	 einem	

V5-Mo9v,	bzw.	einem	6x	Polyhis9din-Rest	(His-Tag)	markiert	(Aminosäuresequenz	des	

V5-Epitops:	GKPIPNPLLGLDST).	Die	beiden	Epitope	können	mit	V5-,	bzw.	polyhis9din-

spezifischen	An9körpern	nachgewiesen	und	so	die	ektope 	MACC1-Expression	von	der	
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endogenen	 Expression	 unterschieden	 werden.	 Als 	 Nega9vkontrolle 	 für	 die	

Transfek9onsexperimente	 diente	 der	 Leervektor	 pcDNA3.1	 ohne	 klonierte	 cDNA	

Sequenz.

2.1.8			 Größenmarker	und	Enzyme

Marker Hersteller
SeeBlue	Plus	2	prestained Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA
MassRuler	Express	Reverse Fermentas,	Ontario,	Kanada
Gene	Ruler	100	bp	Plus	DNA-Ladder Fermentas,	Ontario,	Kanada
DreamTaq	Polymerase Fermentas,	Ontario,	Kanada

2.1.9		 An8körper	

Zielprotein Herkuny Verwendung Hersteller
MACC1	human Kaninchen,	poly IHC,	1:250,	Prim Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA

(HPA020081)
MACC1	human Kaninchen,	poly WB,	1:1000,	Prim Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA

(HPA020103)
MACC1	human Kaninchen,	poly WB,	1:500,	Prim ProSci,	Poway,	CA,	USA
V5-Epitop Maus,	mono WB,	1:2500,	HRP,	Prim Invitrogen,	Darmstadt
β-Tubulin	human Maus,	mono WB,	1:1000,	Prim BD,	Franklin	Lakes,	NJ,	USA
γ-Tubulin	human Maus,	mono WB,	1:5000,	Prim Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA
an5-Maus Schaf,	poly WB,	1:2000,	HRP,	Sek GE-Healthcare,	Freiburg
an5-Kaninchen Ziege,	poly WB,	1:2000,	HRP,	Sek Santa	Cruz,	Santa	Cruz,	CA,	USA

Abkürzungen:	 IHC,	Immunhistochemie;	WB,	Western	Blot;	HRP,	Meerreqchperoxidase;	Prim,	
Primäran5körper;	Sek,	Sekundäran5körper;	mono,	monoklonal;	poly,	polyklonal.

2.1.10	 Zelllinien	und	Bakterienstämme

Zelllinie/Stamm Ursprung Hersteller
U87 Human,	Glioblastom ATCC,	Rockville,	MD,	USA
U138	 Human,	Glioblastom CLS,	Eppelheim
U251	 Human,	Glioblastom CLS,	Eppelheim
U343 Human,	Glioblastom ATCC,	Rockville,	MD,	USA
U373 Human,	Glioblastom ATCC,	Rockville,	MD,	USA
GaMG Human,	Glioblastom Universität	Bergen,	Norwegen

(Akslen	et	al.,	1988)
SW620 Human,	Kolonkarzinom ATCC,	Rockville,	MD,	USA
DH5α Escherichia	coli GIBCO	BRL,	Karlsruhe
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2.1.11	 Pa8entenproben

Für	 die 	molekularbiologischen,	 zellbiologischen	 und	histologischen	Analysen	wurden	

Pa9entenproben	 in	 drei 	 unabhängigen	 Kohorten	 verwendet	 (s.	 Tab.	 2.1-2.3).	 Es	

handelte	 sich	 um	 Opera9onsgewebe 	 von	 Pa9enten	 der	 Poliklinik	 und	 Klinik	 für	

Neurochirurgie 	der	Universität	Würzburg	der	Jahre 	1999	bis 	2010.	Die	Pa9enten	waren	

durchschnihlich	zwischen	30	und	80	 Jahren	alt.	Der	Umgang	mit	den	Proben	erfolgte	

anonymisiert	und	folgte	den	Auflagen	der	lokalen	Ethikkommission.

Wenn	nicht	anders	angegeben,	handelte	es 	sich	um	die	Erstopera9on	ohne 	vorherige	

weitere	 Therapie.	 Auf	 die	 chirurgische	 Resek9on	 des 	Tumors 	 folgte	 standardmäßig	

eine	Chemotherapie 	mit	Temozolomid,	 sowie	die	Bestrahlung	des 	Opera9onsgebiets.	

Soweit	bekannt,	wurde	die 	Lokalisa9on	des 	Tumors,	das 	Geschlecht	und	das 	Alter	des	

Pa9enten	angegeben.	Die	Diagnose	wurde	vom	Ins9tut	für	Neuropathologie 	Würzburg	

nach	 WHO-Kriterien	 gestellt.	 Zusammengehörige	 Rezidive	 von	 Tumoren	 desselben	

Pa9enten	wurden	durch	Pfeile	markiert.	 Es 	wurden	nur	 Tumoren	ausgewählt,	 die 	in	

der	Morphologie	möglichst	homogen	waren	und	keine	Abnormitäten	aufwiesen.

Insgesamt	wurden	für	die	zell-	und	molekularbiologischen	Versuche	acht	niedergradige	

Astrozytome	WHO-Grad	 II	(LGA)	und	24	 Glioblastome	WHO-Grad	 IV	 (GBM),	bzw.	für	

die	histologischen	Analysen	24	LGA	und	14	GBM	verwendet.	Als 	Posi9vkontrolle	für	die	

Histologie 	 dienten	 Proben	 eines	 kolorektalen	 Karzinoms	 und	 als	 Nega9vkontrolle	

Gewebe	 eines 	Sek9onsfalls,	 welcher	 als	Mul9systematrophie	 diagnos9ziert	 worden	

war.	Zusätzlich	wurden	drei 	Normalhirnproben	(NB)	durch	PCR	analysiert	und	dienten	

als 	 Nega9vkontrolle.	 Sie	 stammten	 von	 Epilepsiepa9enten	 der	 Universitätsklinik	

Freiburg	im	Breisgau	und	wurden	von	Thomas	Freimann	zur	Verfügung	gestellt.

Tab.	2.1:	Pa8entenproben	für	semiquan8ta8ve	und	quan8ta8ve	RT-PCR

Tumorprobe Alter Geschlecht Diagnose Lokalisa5on
LGA01 58 w LGA	d frontal
LGA02 24 m LGA frontoparietal
LGA03 54 m LGA temporal
LGA04 3 m LGA	a mesencephal
LGA05 12 w LGA	a,e parietal
LGA06 34 m LGA frontotemporal
LGA07 34 m LGA
LGA08 40 m LGA	c
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Tumorprobe Alter Geschlecht Diagnose Lokalisa5on
GBM01 54 w GBM	b temporal
GBM02 18 w GBM	a frontal
GBM03 68 m GBM frontal
GBM04 60 m GBM temporal
GBM05 65 m GBM parietooccipital
GBM06 41 m GBM	 bifrontal
GBM07 69 m GBM temporal
GBM08 62 m GBM temporal
GBM09 62 w GBM	c frontal
GBM10 62 w GBM temporal
GBM11 59 w GBM frontal
GBM12 12 w GBM
GBM13 65 m GBM
GBM14 79 m GBM
GBM15 53 m GBM

Tab.	2.2:	Pa8entenproben	für	Immunhistochemie

Tumorprobe Alter Geschlecht Diagnose Lokalisa5on
LGA	mit	Progression	zu	sGBMLGA	mit	Progression	zu	sGBMLGA	mit	Progression	zu	sGBMLGA	mit	Progression	zu	sGBMLGA	mit	Progression	zu	sGBM
LGA09	⇒	n.a. 36	⇒	n.a. m LGA	⇒	GBM* temporal	⇒	n.a.
LGA10	⇒	GBM26 24	⇒	34 m LGA	⇒	GBM temporal	⇒	frontal
LGA11	⇒	GBM27 34	⇒	36 m LGA	⇒	GBM temporal	⇒	temporal
LGA12	⇒	GBM28 54	⇒	55 m LGA	⇒	GBM temporal	⇒	temporal
LGA13	⇒	GBM29 54	⇒	54 w LGA	⇒	GBM temporal	⇒	temporal
LGA14	⇒	n.a. 40	⇒	43 w LGA	⇒	GBM* temporal	⇒	n.a.
LGA	mit	Rezidiv	des	gleichen	WHO-GradsLGA	mit	Rezidiv	des	gleichen	WHO-GradsLGA	mit	Rezidiv	des	gleichen	WHO-GradsLGA	mit	Rezidiv	des	gleichen	WHO-GradsLGA	mit	Rezidiv	des	gleichen	WHO-Grads
LGA15	⇒	LGA28 1	⇒	2 w LGA	⇒	LGA Med.	obl. ⇒ Med.	obl.
LGA16	⇒	LGA29 49	⇒	52 w LGA	⇒	LGA frontal	⇒	frontal
LGA17	⇒	LGA30 39	⇒	42 w LGA	⇒	LGA
LGA18	⇒	LGA31 35	⇒	36 m LGA	⇒	LGA temporal	⇒	temporal
LGA19	⇒	LGA32 39	⇒	40 m LGA	⇒	LGA temporal	⇒	temporal
LGA20	⇒	n.a. 40	⇒	n.a. m LGA	⇒	LGA* temporal	⇒	n.a.
LGA	ohne	bekannte	Progression/RezidivLGA	ohne	bekannte	Progression/RezidivLGA	ohne	bekannte	Progression/RezidivLGA	ohne	bekannte	Progression/RezidivLGA	ohne	bekannte	Progression/Rezidiv
LGA21 41 m LGA frontal
LGA22 65 w LGA	 temporal
LGA23 12 w LGA parietal
LGA24 31 m LGA frontal
LGA25 45 w LGA temporal
LGA26 27 m LGA temporal
LGA27 69 m LGA temporal
pGBMpGBMpGBMpGBMpGBM
GBM16 69 m GBM parietal
GBM17 46 m GBM parietal
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Tumorprobe Alter Geschlecht Diagnose Lokalisa5on
GBM18 57 m GBM frontal
GBM19 76 m GBM temporal
GBM20 67 m GBM frontal
GBM21 45 m GBM occipital
GBM22 69 m GBM parietooccipital
GBM23 60 m GBM temporoparietal
GBM24 63 m GBM parietal
GBM25 60 w GBM temporal

Tab.	2.3:	Pa8entenproben	für	Sphäroid-Migra8onsassay.	

Tumorprobe Alter Geschlecht Diagnose Lokalisa5on
GBM30 59 m GBM parietooccipital
GBM31 34 m GBM temporal
GBM32 w GBM
GBM33 57 m GBM frontal
GBM34 55 m GBM	
GBM35 58 w GBM temporal
GBM36 65 m GBM frontal
GBM37 53 m GBM
GBM38 44 m GBM temporal

Fußnoten:	
a	Keine	Informa5onen	über	vorangegangene	Therapie	oder	Opera5on
b	Rezidiv	mit	Radia5o	und/oder	Chemotherapie	vor	der	chirurgischen	Resek5on
c	Rezidiv	ohne	Informa5onen	über	Vorbehandlung
d	Progression	zu	GBM
e	Protoplasma5sches	Astrozytom
n.a.:	Probe	nicht	verfügbar;	Med.	obl.,	Medulla	oblongata;	m,	männlich;	w,	weiblich.
*	Diese	Diagnose	ist	bekannt,	jedoch	stand	die	Probe	nicht	zur	Verfügung.

2.1.12			 Lösungen,	Puffer	und	Zellkulturmedien

Agarosegel	(1	%)	für	DNA-Gelelektrophorese
1,5	g	Agarose	in	150	ml	1xTBE	
5	min	au�ochen	
Abkühlen	auf	ca.	50	°C	
11	µl	Ethidiumbromid	(1	µg/µl)
in	Gelkammer	gießen
30	min	lichtgeschützt	polymerisieren	lassen

Ampicillin-Lösung	100	µg/ml
1	g	Ampicillin	in	10	ml	dH2O	lösen
Sterilfiltrieren
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Blockierlösung	für	Western	Blot
5	g	Magermilchpulver	in	100	ml	TBST

EDTA	0,5	M	pH	8,0
37,22	g	EDTA	
mit	dH20	auf	200	ml	auffüllen
pH	8,0	Einstellen

Eosin-Lösung
Eosin-Lösung	1	%	In	Ethanol	70	%	filtrieren
Zugabe	von	2	Tropfen	Essigsäure

Ethidiumbromid-Lösung	1	µg/µl
10	mg	Ethidiumbromid
10	ml	dH20

Lyse-Puffer	
für	500	ml	Stock-Lösung
5	ml	Triton-X-100
4,38	g	NaCl
5	ml	Tris	(1	M,	pH	7,4)
1	ml	EDTA	(0,5	M)
0,2	g	EGTA	
2,5	ml	IGEPAL	CA-630
mit	dH20	auf	500	ml	auffüllen
für	Gebrauchslysepuffer
5	ml	Lysepuffer	
50	µl	PMSF
5	µl	Leupep9n	(0,5	mg/ml	in	dH2O)
50	µl	Aprop9nin

TBE-Puffer	(5x),	5	l	Stock-Lösung
270	g	Tris
137,5	g	Borsäure
100	ml	EDTA	(0,5	M	pH	8,0)
mit	dH2O	auf	5	l	auffüllen

TBST,	1	l	Stock-Lösung
6,05	g	Tris	Base
8,77	g	NaCl
mit	dH2O	auf	1	l	auffüllen
mit	HCl	auf	pH	8,0	einstellen
10	ml	Tween	20
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Transferpuffer	für	Western	Blot
50	ml	NuPage	Transfer	Buffer	(20x)
100	ml	Methanol
1	ml	NuPage	An9oxidant
mit	dH2O	auf	1000	ml	auffüllen

Tris	(1	M,	pH	7,4)
30,28	g	Tris
mit	dH2O	auf	250	ml	auffüllen
pH	7,4	einstellen

2x	TY-Medium
16	g	Bacto	Trypton
10	g	Bacto	Hefeextrakt
5	g	NaCl
mit	dH2O	auf	1	l	auffüllen
mit	NaOH	pH	7,4	einstellen

2x	TY-Selek8ons-Plaoen
1	l	2x	TY-Medium
15	g	Bacto	Agar
Autoklavieren
Abkühlen	auf	ca.	50	°C
+	1	ml	Ampicillin-Lösung	(100	µg/ml)
Plahen	gießen

Zellkulturmedium	für	Glioblastom-Zelllinien
500	ml	DMEM	(1	g/l	Glucose	,	inkl.	Glutamin)
50	ml	FCS,	hitzeinak9viert	für	30	min.	bei	56	°C
10	ml	NEAA
2	ml	Penicillin/Streptomycin

Zellkulturmedium	für	Glioblastom-Primärkulturen
500	ml	DMEM	1	g/l	Glucose	+	Glutamin
100	ml	FCS,	hitzeinak9viert	für	30	min.	bei	56	°C
10	ml	NEAA
6	ml	Vitamine
2	ml	Penicillin/Streptomycin

Zellkulturmedium	für	Kolonkarzinom-Zelllinien
450	ml	RPMI-1640	Medium
50	ml	FCS,	hitzeinak9viert	für	30	min.	bei	56	°C
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Einfriermedium	
1	Volumenanteil	Zellkulturmedium
1	Volumenanteil	FCS	hitzeinak9viert	für	30	min.	bei	56	°C

Einfriermioel
Einfriermedium	+	10	%	DMSO	frisch	zusetzen
Vorkühlen	4	°C
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2.2		 Methoden

2.2.1		 Zellbiologie	und	Zellkultur

2.2.1.1		 Kultur	von	Zelllinien	und	primären	Zellkulturen

Sämtliche 	 Zellkulturarbeiten	 wurden	 unter	 einer	 Sterilbank	 durchgeführt.	 Die	

Kul9vierung	der	 Zelllinien	und	der	 Primärkulturen	aus 	Pa9entenbiopsaten	erfolgte 	in	

einem	 Inkubator	 bei 	 37	 °C,	 100	 %	 Lu_feuch9gkeit	 und	 5	 %	 CO2	 Begasung.	 Als	

Kulturgefäße	 dienten	 vorwiegend	 25	 cm2,	 bzw.	 75	 cm2	 Zellkulturflaschen	 und	 das	

Volumen	an	Medium	betrug	5	ml,	bzw.	15	ml.	Sobald	die 	Gefäße	zu	80-90	%	konfluent	

waren,	 wurden	 die	 Zellen	 in 	 ein	 neues 	 Kulturgefäß	 passagiert.	 Hierfür	 wurde	 das	

Zellkulturmedium	kompleh	 abgenommen	und	die	adhärenten	Zellen	wurden	einmal	

mit	 5	 ml	 PBS	 gewaschen.	 Danach	 wurden	 3	 ml	 vorgewärmte	Trypsin-EDTA	 Lösung	

zugegeben	und	das	Zellkulturgefäß	 wurde	für	3-4	min	 im	Brutschrank	bei 	37	 °C	 und	

5	 %	 CO2	 inkubiert.	 Das	 Ablösen	 der	 Zellen	 wurde	 mikroskopisch	 beurteilt.	

Anschließend	wurde 	die	Reak9on	mit	 7	ml 	vorgewärmtem	Medium	abgestoppt	und	

die	Zellsuspension	je	nach	benö9gtem	Verhältnis	auf	andere	Kulturgefäße,	die	schon	

vorgewärmtes	Medium	enthielten,	überführt.

Aus	Opera9onsgewebe	wurden	primäre	Zellkulturen	angelegt.	Das 	Gewebe	wurde	mit	

einem	Gewebehomogenisator	zerkleinert	und	anschließend	mit	Trypsin	angedaut	um	

einzelne	Zellen	vom	Tumor	zu	lösen.	Diese	Suspension	konnte	unter	Verwendung	von	

Medium	 für	 Primärkulturen	 in	 Kultur	 genommen	 werden.	 Nachdem	 die 	 Zellen	

konfluent	waren,	was 	einige	Tage	dauern	konnte,	wurde	das 	Medium	gewechselt.	Die	

so	 entstandenen	 Primärkulturen	 wurden	 maximal	 einmal	 passagiert	 bevor	 sie 	 für	

Experimente	verwendet	wurden.	

Zur	 längerfris9gen	Au�ewahrung	 von	Zellen	wurden	diese	bei	 -196	 °C	 in	flüssigem	

S9ckstoff	 gelagert.	 Da	 bei 	 dieser	 Temperatur	 intrazelluläre 	 Eiskristalle	 entstehen	

können,	 ist	 es 	 nö9g	 dem	 Zellkulturmedium	 eine	 Art	 Frostschutzmihel 	 wie	

Dimethylsulfoxid	 (DMSO)	 zuzusetzen	 um	 so	 die	 Zerstörung	 von	 Zellorganellen	 zu	

verhindern.	Für	 das 	Einfrieren	wurden	die 	Zellen	einer	konfluenten	Flasche	wie	oben	

beschrieben	mit	Trypsin	abgelöst.	Die 	Zellsuspension	wurde 	anschließend	bei 	4	°C	für	

9	min	bei	200	x	g	ohne	Bremse	zentrifugiert.	Das 	entstandene	Zellpellet	wurde	in	1	ml	
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vorgekühltem	 Einfriermihel 	aufgenommen	 und	 in	 ein	 Kryoröhrchen	auf	 Trockeneis	

überführt.	Die	Lagerung	erfolgte	längerfris9g	bei	-196	°C	oder	kurzfris9g	bei	-80	°C.	

Zum	 Au_auen	 der	 Zellen	 wurden	 die	 Kryoröhrchen	 zügig	 in	 ein	 37	 °C	 warmes	

Wasserbad	 überführt.	 Sofort	 nachdem	 die	 Zellen	 aufgetaut	 waren,	 wurde	 die	

Suspension	 in	 eine 	 75	 cm2	 Zellkulturflasche	 mit	 20	 ml	 vorgewärmtem	 Medium	

überführt	 und	 resuspendiert,	 um	das 	Einfriermihel 	zu	verdünnen.	 Am	 nächsten	Tag	

wurde	das	Medium	gewechselt	um	Reste	des	zytotoxischen	DMSO	zu	envernen.

Für	die 	Versuche	wurden	Zellen	mit	Hilfe	einer	Fuchs-Rosenthal	Zählkammer	gezählt.	

In	die	Kammer	 (Kammerfaktor	 1000)	wurde 	20	µl 	Zellsuspension	gegeben.	Die 	Zellen	

wurden	vorher	mit	Trypanblau	im	Verhältnis 	1:10	verdünnt.	Die	vitalen	Zellen	wurden	

ausgezählt	und	die	Zellzahl	wurde	dann	nach	folgender	Formel	berechnet:

Zellzahl	[ml]	=	Verdünnungsfaktor	x	Kammerfaktor	x	gezählte	Zellen	/	3,2

2.2.1.2	 Generierung	von	stabil	MACC1-exprimierenden	Zelllinien	

Für	die	funk9onellen	in	 vitro	Versuche	wurden	Zelllinien	generiert,	 die	MACC1	 stabil	

exprimierten.	Hierfür	wurden	die 	GBM	Zelllinien	U138	und	U251	mit	dem	pcDNA3.1D/

MACC1-V5-His 	 Plasmid	 transfiziert.	 Als	 Nega9vkontrolle 	 diente	 der	 Leervektor	

pcDNA3.1.	

Beim	Prozess 	der	Transfek9on	werden	DNA-	oder	RNA-Moleküle	in	Zellen	eingebracht,	

die	dann	dort	exprimiert	werden	können,	bzw.	die	Expression	anderer	Gene 	verändern	

können.	Es	gibt	 verschiedene	Verfahren	zur	Transfek9on.	In	unserem	Projekt	wurden	

die	 Zellen	 mit	 dem	 polyka9onischen	Transfek9onsreagenz	Metafectene 	transfiziert.	

Das 	Reagenz	bildet	auf	Grund	seiner	posi9v	geladenen	chemischen	Struktur	kompakte	

Komplexe	mit	der	nega9v	geladenen	DNA.	Diese 	sogenannten	Lipoplexe	können	leicht	

mit	der	 Zellmembran	fusionieren	und	so	aufgenommen	werden.	 Im	Inneren	der	Zelle	

wird	die	DNA	wieder	 freigesetzt	 und	kann,	 nachdem	 sie	in	den	 Zellkern	gelangt	 ist,	

transkribiert	werden.	Die	DNA	gelangt	vor	allem	während	der	Zellteilung	leicht	 in 	den	

Zellkern,	 da	dann	 die 	Kernmembran	aufgelöst	 wird.	 Daher	 ist	 es 	wich9g	 die 	Zellen	

während	der	exponen9ellen	Wachstumsphase 	zu	transfizieren	und	darauf	zu	achten,	
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dass 	die	Kulturschale 	nicht	 zu	stark	bewachsen	ist,	 da 	es	sonst	zur	Kontakthemmung	

der	Prolifera9on	kommen	kann.

Alle	beschriebenen	Arbeitsschrihe,	außer	 den	Zentrifuga9onsschrihen,	wurden	unter	

einer	 Sterilbank	 durchgeführt.	 Der	 Ablauf	 folgte	 dem	 Herstellerprotokoll.	 Da	

An9bio9kazusätze	 während	 des 	 Transfek9onsvorgangs 	 zytotoxisch	 wirken	 können,	

wurde	nur	 an9bio9kafreies 	Medium	benutzt.	 Durch	mehrere	Vorversuche	wurde	ein	

op9males	 Verhältnis 	 zwischen	Metafectene	 und	 DNA	 von	 8:1	 ermihelt,	 d.h.	 8	 µl	

Metafectene	 und	 1	 µg	 Plasmid.	 Es	 wurde	 für	 48	 h	 transfiziert.	 Da	 das	 pcDNA3.1-

Plasmid	 ein	 Neomycin-Resistenzgen	 enthält,	 konnte	 im	 Anschluss 	 mit	 1	 mg/ml	

Neomycin	 auf	 MACC1-exprimierende	 Klone	 selek9ert	 werden	 (posi9ve	 Selek9on)	

(Southern	 und	 Berg,	 1982).	 Neomycin,	 auch	 Aminoglykosid-Phosphotransferase	

genannt,	ist	ein	Aminoglykosid,	das	durch	Blockade	der	Ribosomen	zum	Zelltod	führen	

kann.	Die 	Kultur	im	Selek9onsmedium	wurde	für	ca.	zwei 	Wochen	durchgeführt,	wobei	

das 	Medium	 dreimal	 pro	Woche	 gewechselt	 wurde.	 Danach	bildeten	 sich	 auf	 den	

Plahen	scharf	abgegrenzte	Kolonien,	die	gepickt	und	in	separaten	Kulturgefäßen	unter	

konstantem	Selek9onsdruck	vermehrt	werden	konnten.	

Für	die	funk9onellen	Versuche	mit	den	stabil 	MACC1	exprimierenden	Zelllinien	U138/

MACC1,	 U251/MACC1,	 bzw.	 den	Kontrollen	 U138/Vektor,	 U251/Vektor	 wurden	 für	

jedes 	Experiment	 mindestens 	drei 	unabhängige 	Klone	analysiert,	wovon	 jeweils 	ein	

repräsenta9ver	Klon	gezeigt	ist.

2.2.1.3	 Sphäroid-Migra8onsassay

Die	Zellmigra9on	primärer	 Zellkulturen	wurde	durch	einen	Sphäroid-Migra9onsassay	

getestet	 (Hagemann	 et	 al.,	 2010;	 Khaitan 	 et	 al.,	 2006).	 Hierfür	 wurden	 aus	

Primärkulturen	 runde	mul9zelluläre 	Aggregate,	 sogenannte 	Sphäroide,	 auch	 Neuro-

sphären	 genannt,	 generiert.	 Mit	 der	 Zeit	 envernen	 sich	 Zellen	 vom	 Sphäroid	durch	

ak9ve	 Zellmigra9on,	 welche	 nach	 definierten	 Zei9ntervallen	 dokumen9ert	 wurden.	

Anschließend	 wurden	 Korrela9onsanalysen	 von	 Migra9on	 und	 MACC1-Expression	

durchgeführt.	 Insgesamt	 wurden	 im	 Migra9onsassay	 neun	 GBM	 untersucht.	 Der	

Vorteil 	 dieser	 Methode 	 ist,	 dass 	 die	 Sphäroide 	 eine	 dreidimensionale	 Struktur	

aufweisen.	 So	 kann	annähernd	das 	tatsächliche	Mikromilieu	eines 	Tumors	simuliert	
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werden,	 welcher	 zum	 Beispiel 	 hypoxische 	Zustände	 im	 Innern	 aufweist	 und	 daher	

Nekrosen	bildet.

Für	 die 	 Herstellung	 von	 mul9zellulären	 Sphäroiden	 wurden	 nach	 der	 von	 Yuhas	

beschriebenen	Methode	Zellkulturgefäße 	mit	 Agarose	 beschichtet	 um	 die 	Adhäsion	

der	 später	 zugegebenen	Zellen	zu	verhindern	(Yuhas 	et	 al.,	1977).	Diese	kugeln	 sich	

dann	ab	und	wachsen	als 	Sphäroide.	 Der	 Vorteil 	dieser	 einfachen	Methode	ist,	 dass	

das 	Wachstum	der	Sphäroide	in	vitro	dem	in	vivo	annähernd	propor9onal 	ist.	 Für	die	

Beschichtung	wurde	1	g	Agar	Noble	in	20	ml 	dH2O	gelöst	und	in	der	Mikrowelle	kurz	

aufgekocht.	 Anschließend	 wurde	 die	 Lösung	 mit	 80	 ml 	 vorgewärmtem	 Zellkultur-

medium	 vermischt	 und	 lu_blasenfrei 	2	 ml 	davon	 in 	 jedes 	Well	 einer	 6-Well 	Plahe	

pipeeert.	 Nach	 ungefähr	 30	 min	 war	 die	 Agarose	 polymerisiert	 und	 die	 Plahen	

konnten	 verwendet	 oder	 mit	 Parafilm	verschlossen	bei 	4	 °C	 für	 bis 	zu	drei 	Wochen	

au�ewahrt	werden.

Die	im	Folgenden	beschriebene	Methode 	wurde	zunächst	mit	Zelllinien	getestet	und	

anschließend	 in	 einem	 neuen	 Ansatz	 mit	 Primärkulturen	 durchgeführt.	 Es 	wurden	

1	x	106	Zellen	pro	Well	ausgesät	und	mit	 3	ml	Medium	bei	37	 °C/5	%	CO2	 inkubiert.	

Nach	1-2	Tagen	hahen	sich	Sphäroide	von	100-300	µm	Durchmesser	gebildet,	welche	

für	 den	 Assay	 benutzt	 werden	 konnten.	 Aggregate 	aus	mehreren	 Sphäroiden	 und	

nekro9sche	Sphäroide	wurden	nicht	 verwendet.	 Nicht	 benö9gte 	Sphäroide	wurden	

lysiert	 und	mihels 	Western	Blot	 analysiert	 (s.	 2.2.2.3).	Die	Sphäroide 	für	 den	Assay	

wurden	 mit	 einem	 Okular-Mikrometer	 lichtmikroskopisch	 kontrolliert	 und	 die	

Suspension	 wurde	 anschließend	 in	 ein	 15	 ml 	 Röhrchen	 gegeben,	 damit	 sich	 die	

Sphäroide	nach	einigen	Minuten	absetzen	konnten.	 Der	Überstand	wurde	vorsich9g	

abgenommen.	 Die 	 Sphäroide 	wurden	 in	 3	 ml	 Medium	 aufgenommen	 und	 in	 eine	

60	mm	Zellkulturschale	überführt.	Währenddessen	wurden	300	µl	Medium	pro	Well	

einer	 96-Well	 Plahe	 bei 	 37	 °C/5	 %	 CO2	 vorgewärmt.	 Einzelne 	 Sphäroide	 wurden	

vorsich9g	 mit	 einer	 Pasteurpipehe	 blasenfrei 	 in	 die	 Mihe	 eines 	 Wells 	 der	 Plahe	

überführt,	 wobei 	 insgesamt	 zehn	 Sphäroide	 pro	 Tumor	 in	 den	 Assay	 einbezogen	

wurden.	 Anschließend	 wurden	 die	 Sphäroide	 sofort	 mit	 einer	 Mikroskop-Kamera	

fotografiert	 (entspricht	0	h).	Weitere	Aufnahmen	erfolgten	bei	gleicher	Vergrößerung	

alle	6	 h,	 wobei	das 	 letzte	Bild	 nach	 48	 h	aufgenommen	wurde.	 Die 	Evalua9on	 der	
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Migra9on	erfolgte 	mihels	einer	nicht	kommerziell 	erhältlichen	So_ware	(„Vermessung	

von	Zellkulturen“	1.2,	Bögel 	und	Hoffmann,	1997).	Hierbei 	wurde	mit	dem	Programm	

manuell 	die 	Fläche	des	Sphäroids	 zum	 Zeitpunkt	 0	 h	 annähernd	 durch	 eine 	Ellipse	

beschrieben	und	anschließend	der	 Abstand	der	 acht	 am	weitesten	migrierten	Zellen	

zum	 Mihelpunkt	 der	 Ellipse	 gemessen.	 Insgesamt	 wurden	 pro	 Primärkultur	 zehn	

Sphäroide	ausgesät	 und	deren	Migra9on	gemessen.	So	konnte	für	 jede	Primärkultur	

die	 mediane	 Migra9on	 zum	 jeweiligen	 Zeitpunkt	 bes9mmt	 werden.	 Anschließend	

wurde	 die	Migra9on	der	 verschiedenen	Primärkulturen	miteinander	 verglichen	und	

mit	der	MACC1-Expression	korreliert.

2.2.1.4		 Echtzeitmessung	von	Zellmigra8on	und	Prolifera8on

Neben	der	Messung	der	Zellmigra9on	durch	einen	Sphäroidmigra9ons-Assay	wurden	

sowohl	die 	Migra9on,	 als 	auch	die	Prolifera9on	von	Zellen	zusätzlich	noch	in	Echtzeit	

gemessen.	 Hierfür	 wurde 	 das 	 xCELLigence	 Real-Time 	 Cell 	 Analyzer	 Dual 	 Plate	

Instrument	benutzt	(Bird,	2009).	Dieses 	System	basiert	auf	einer	Echtzeitmessung	der	

zellulären	elektrischen	Impedanz	(Solly	et	al.,	2004).	Das	Prinzip 	wurde	erstmals	1990	

vorgeschlagen	 (Kowolenko	 et	 al.,	 1990).	 Hierbei	 werden	 Zellen	 auf	 mit	 Gold	

beschichteten	Zellkulturgefäßen	ausgesät.	Zellen	verhalten	sich	durch	ihre	isolierende	

Zellmembran	wie	dielektrische	Par9kel.	Je	mehr	Zellen	sich	auf	der	Elektrode	anhe_en,	

desto	größer	wird	die	Impedanz.	Verändert	eine	Zelle	ihre	Morphologie	oder	 bewegt	

sich,	so	ändert	sich	die 	Fläche	mit	der	die	Zelle	an	der	Elektrode	angehe_et	ist	und	die	

Ströme	 fließen	 verändert.	 Somit	 ändert	 sich	 auch	 die	 Impedanz,	 welche	 direkt	

propor9onal 	zur	 von	den	Zellen	bedeckten	Fläche	der	Elektrode 	ist.	Das 	xCELLigence-

System	 misst	 diese	 Impedanzänderung	 in	 Echtzeit,	 wobei 	 die	 Änderung	 als	

dimensionsloser	 Parameter	 ausgedrückt	 wird,	welcher	 vom	Hersteller	 als 	„Zellindex“	

bezeichnet	wird.	

Die	 Messung	 erfolgte	 nach	 Herstellerangaben.	 Für	 die	 Messung	 der	 Prolifera9on	

wurden	1,5	x	103	Zellen	in	Zellkulturmedium	ohne 	FCS	pro	Well 	einer	 xCELLigence	E-

plate 	ausgesät.	 In	den	 ersten	 12	 h	erfolgte 	alle 	30	 min	 eine	Messung,	 danach	 alle	

15	min	für	die	nächsten	88	h,	woraus	eine	gesamte	Messdauer	von	100	h	resul9erte.	
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Der	Versuchsau�au	für	die	Messung	der	Zellmigra9on	ist	ähnlich	dem	des 	klassischen	

Transwell-Migra9ons-Assays,	 der	 erstmals 	 1962	 von	 Boyden	 beschrieben	 wurde	

(Boyden,	 1962).	 Hierbei 	wird	in	 ein	Well 	einer,	 zum	Beispiel	6-Well-Zellkulturplahe,	

eine	Membran	mit	kleinen	Poren	gestellt,	welche 	das 	Well 	in	eine 	obere	und	untere	

Kammer	 au_eilt.	 Die	Zellen	befinden	sich	oberhalb	der	Membran	und	müssen	durch	

ak9ve	 Zellmigra9on	 durch	 die	 Membran	 wandern,	 um	 in	 die	 untere	 Kammer	 zu	

gelangen.	 Dies 	kann	durch	Zugabe	von	Chemokinen	oder	Wachstumsfaktoren	in	der	

unteren	Kammer	unterstützt	werden.	Die	Zellen,	die	durch	die 	Membran	migriert	sind,	

können	anschließend	angefärbt	und	gezählt	werden.	Die	impedanzbasierte	Echtzeit-

Messung	der	Zellmigra9on	mit	xCELLigence	funk9oniert	ähnlich,	wobei	die 	Unterseite	

der	 Membran	 mit	 Gold	 beschichtet	 ist	 und	 eine	 Migra9on	 von	 Zellen	 zu	 einer	

Impedanzänderung	führt,	welche	gemessen	werden	kann	(s.	Abb.	2.2).	

Für	das 	Experiment	wurden	1	x	105	Zellen	in	Zellkulturmedium	ohne	FCS	in	die 	obere	

Kammer	 eines	 Wells	 der	 CIM-16	 xCELLigence-Plate	 ausgesät.	 Die 	 untere	 Kammer	

wurde	mit	vollwer9gem	Zellkulturmedium	gefüllt,	welches	FCS	enthielt,	um	die	Zellen	

chemotak9sch	 anzuziehen.	 Die	 Zellmigra9on	wurde 	alle	 5	 min	 in	 den	 ersten	 25	 h	

gemessen,	dann	alle	15	min	in	den	nächsten	15	h.	Die	gesamte	Messdauer	betrug	40	h.	
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Abb.	 2.2:	 Messung	 der	 Zellmigra8on	 mit	 dem	 xCELLigence	 System.	 Gezeigt	 ist	 ein	
schema5scher	AusschniQ	eines	Wells	der	CIM-16	PlaQe	mit	eingelegter	Mikromembran,	durch	
die	 die	 Zellen	 wandern.	 Die	 Unterseite	 der	 Membran	 ist	 mit	 Gold	 beschichtet.	 Bei 	 der	
Migra5on	 durch	 die	 Poren	 haben	 die	 Zellen	 Kontakt	 mit	 der	 Membran,	 was	 so	 zu	 einer	
messbaren	Impedanzänderung	führt	(nach	Bird,	2009).
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Die	Prolifera9on,	bzw.	Zellmigra9on	der	stabil 	MACC1	exprimierenden	Zelllinien	U138/

MACC1	 und	U251/MACC1	 wurde	mit	 den	Kontrollen	 verglichen.	 Es 	wurden	 jeweils	

mindestens 	zwei 	unabhängige	Experimente	als 	Triplikat	durchgeführt.	Die 	Auswertung	

erfolgte	mit	der	mitgelieferten	So_ware	(Version	1.2.1).	

2.2.1.5		 Koloniebildungsassay

Eine	weitere	Schlüsseleigenscha_	maligner	 Zellen	ist	die 	gesteigerte	Prolifera9on,	die	

keiner	 Zelladhäsion	oder	anderer	 Zellkontakte 	bedarf.	Um	dies 	zu	messen,	wurde	ein	

Koloniebildungungsassay	 auf	Weichagar	 durchgeführt	 (Puck	et	 al.,	 1956).	 Bei	dieser	

Methode	 werden	 einzelne	 Zellen	 auf	 mit	 Agar	 beschichteten	 Zellkulturgefäßen	

ausgesät.	Der	Agar	verhindert	das 	Ausbilden	von	Zellkontakten	und	somit	die 	Adhäsion	

der	 Zellen	 an	 den	 Untergrund.	 Physiologischerweise 	 he_en	 sich	 Zellen	 an	 die	

Extrazellulärmatrix	 in	 den	Geweben	 des 	menschlichen	Körpers	an	und	 bilden	meist	

Integrin-vermihelte	 Zellkontakte 	 wie 	 Hemidesmosomen	 oder	 Fokalkontakte	 aus.	

Dieses 	Anhe_en	ist	 normalerweise	essen9ell	für	 das	Überleben	und	die 	Prolifera9on	

von	 Zellen.	 Deshalb	 wird	 der	 Koloniebildungsassay	 auf	 Weichagar	 als 	 eine	 sehr	

stringente	 Methode	 zum	 Nachweis 	 von	 maligner	 Transforma9on	 von	 Zellen	

angesehen.

Für	den	Versuch	wurden	Zellkulturgefäße	mit	 Zellkulturmedium	vorbereitet,	 welches	

0,33	%	Agarose	enthielt.	Dann	wurden	jeweils 	8	x	103	Zellen	von	U138/MACC1,	U138/

Vektor,	 U251/MACC1	 und	 U251/Vektor	 als 	 Einzelzellsuspension	 in	 separate	

Zellkulturgefäße	 ausgesät.	 Weichagar	 ist	 sehr	 viskös 	 und	 hemmt	 dadurch	 die	

Beweglichkeit	von	Zellen.	Deshalb	können	sich	in	diesem	Medium	maligne	Zellen	leicht	

als 	individuelle	einzelne	Kolonien	entwickeln,	 welche	später	 iden9fiziert	 und	gezählt	

werden	können.	Anschließend	wurden	die 	Zellen	in	einem	Inkubator	bei	37	°C,	5	%	CO2	

für	14	d	inkubiert.	Es 	wurden	nur	Kolonien,	die	mehr	als	vier	Zellen	enthielten,	gezählt.	

Die	Experimente	wurden	zweimal,	jeweils	als	Triplikat	durchgeführt.

2.2.2		 Proteinbiochemie

2.2.2.1		 Protein-Isola8on	aus	Zellen

Zur	Analyse 	der	MACC1-Expression	auf	Proteinebene	wurden	sowohl 	adhärente 	Zellen,	

als 	auch	Sphäroide	mit	Gebrauchslysepuffer	lysiert.	Für	die 	Lyse	der	adhärenten	Zellen	
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wurde	eine	konfluente	75	cm2	Zellkulturflasche,	bzw.	eine	6-Well 	Zellkulturschale	auf	

Eis 	gelegt	 und	zweimal 	mit	eiskaltem	 PBS	 gewaschen.	Nachdem	das	PBS	 vollständig	

durch	eine	Vakuumpumpe	envernt	 worden	war,	wurde	der	Gebrauchslysepuffer	 auf	

die	Zellen	gegeben.	Das 	Volumen	betrug	für	eine	75	cm2	Zellkulturflasche	500	µl,	bzw.	

100	µl 	pro	Well 	einer	6-Well 	Zellkulturschale.	Mit	einem	Zellschaber	wurden	die 	Zellen	

sorgfäl9g	abgekratzt	und	in	ein	1,5	ml	Reak9onsgefäß	überführt.	Um	Zelltrümmer	zu	

envernen	wurde	für	 10	min	bei	20.000	 x	 g	 zentrifugiert.	Der	Überstand	enthielt	die	

gelösten	 Proteine 	 und	 konnte	 bei 	 -20	 °C	 mihelfris9g	 au�ewahrt	 oder	 direkt	 für	

Versuche	genutzt	werden.	

Die	Sphäroide	wurden	direkt	 in	ein	15	 ml	Röhrchen	überführt	 und	für	 9	 min	ohne	

Bremse	bei	200	 x	 g	 zentrifugiert.	Der	 Überstand	wurde 	vorsich9g	abgenommen	und	

nach	Hinzufügen	von	5	ml	PBS	wurde	bei 	gleichen	Bedingungen	erneut	 zentrifugiert.	

Nach	diesem	Waschschrih	wurde	der	Überstand	möglichst	kompleh	abgenommen.	Die	

Sphäroide 	 wurden	 in	 100	 µl	 Gebrauchslysepuffer	 aufgenommen	 und	 in	 ein	

1,5	ml	Reak9onsgefäß	 überführt.	 Zentrifugieren	bei 	20.000	x	g	für	10	min	sorgte 	für	

das 	Absetzen	 von	Zelltrümmern.	 Der	 Überstand	enthielt	 die	 gelösten	Proteine	und	

wurde	bei	-20	°C	mihelfris9g	au�ewahrt.

2.2.2.2		 Protein-Isola8on	aus	Gewebe

Proteine 	wurden	aus 	kryokonserviertem	Opera9onsgewebe	mit	 dem	 Total	RNA	 and	

Protein	Isola9on-NucleoSpin	RNA/Protein	Kit	nach	Herstelleranleitung	isoliert.	Hierfür	

wurden	30	mg	Gewebe	in 	ein	1,5	ml	 Reak9onsgefäß	 gegeben	und	 au_auen	lassen.	

Nach	Zugabe	von	350	µl	RA1-Puffer	und	3,5	µl	β-Mercaptoethanol 	wurde	das 	Gewebe	

mit	 einer	 sterilen	 Mikropis9lle	 lysiert.	 Das 	Gewebe 	wurde 	 anschließend	mit	 einer	

Spritze 	und	 verschieden	 großen	 Kanülen	 als 	 Aufsatz	 weiter	 homogenisiert.	 Das 	so	

entstandene 	Lysat	wurde 	auf	 eine	NucleoSpin	Filter	 unit	 aufgetragen	und	1	min	bei	

11.000	x	g	zentrifugiert.	Zu	dem	Durchfluss 	wurden	350	µl	70	%	Ethanol 	gegeben	und	

sorgfäl9g	resuspendiert.	 Eine	RNA/Protein	Säule 	wurde	auf	ein	2	ml	 Reak9onsgefäß	

gesetzt,	das 	komplehe	Lysat	aufgetragen	und	für	30	s 	bei 	8.000	x	g	 zentrifugiert.	An	

der	 Säule	wurden	die 	Nukleinsäuren	gebunden,	 der	 Durchfluss 	enthielt	 die 	gelösten	

Proteine.	Die 	Säule 	wurde	in	ein	neues 	RNase-freies 	Reak9onsgefäß	 gegeben	und	für	

die	RNA-Isolierung	verwendet	 (s.	 2.2.3.2).	 Für	 die	Aufreinigung	 der	Proteine	wurden	
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300	 µl	 des	 Durchflusses 	 in	 ein 	 neues 	 1,5	 ml	 Reak9onsgefäß	 überführt.	 Damit	 die	

Proteine 	 präzipi9eren	 konnten,	 wurde	 ein	 Volumen	 PP	 Puffer	 zugegeben	 und	 der	

Ansatz	dann	für	 10	min	bei 	Raumtemperatur	 inkubiert.	Es 	folgte	ein	Zentrifuga9ons-

schrih	für	5	min	bei 	11.000	x	g,	wobei 	im	Anschluss 	der	Überstand	verworfen	wurde.	

Nach	Zugabe	von	500	 µl	 50	 %	 Ethanol 	folgte	eine 	weitere 	Zentrifuga9on	für	 1	min	

bei	11.000	x	g	um	die 	Proteine	zu	waschen.	Wieder	wurde	der	Überstand	verworfen	

und	das 	entstandene	Protein-Pellet	 für	 5-10	 min	unter	 dem	Abzug	 getrocknet.	 Das	

Pellet	wurde	dann	in	100	µl 	PSB-Puffer	unter	reduzierenden	Bedingungen	gelöst	und	

für	3	min	bei 	ca.	95	°C	aufgekocht.	Nach	Abkühlen	der	Proben	wurde	kurz	für	1	min	bei	

11.000	x	g	zentrifugiert	und	das	Proteinlysat	dann	bei	-20	°C	gelagert.	

2.2.2.3	 SDS-PAGE	und	Western	Blot

Die	 Proteinlysate	 wurden	 zunächst	 mihels	 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese 	(SDS-PAGE)	aufgetrennt	 und	anschließend	durch	Western-Bloeng	

untersucht.	 Es	 wurde 	 das 	 X-Cell 	 Sure	 Lock	 Western-Blot	 System	 nach	 Hersteller-

protokoll	verwendet.

Für	die	SDS-PAGE	wurden	4-12	%	Bis-Tris	Gradientengele,	bzw.	10	%	Polyacrylamidgele	

verwendet.	Für	einen	Ansatz	wurden	32,5	µl	Proteinlysat	mit	5	µl	Reducing	Agent	und	

12,5	µl	Sample	Buffer	versetzt	und	anschließend	für	10	min	bei	70	°C	aufgekocht.	Nach	

kurzem	Abkühlen	 wurde	 für	 1	 min	bei	 11.000	 x	 g	 zentrifugiert.	 Pro	Probe	wurden	

15-20	µl	auf	ein	Gel	aufgetragen.	Der	verwendete	Puffer	war	MOPS-Puffer,	wobei	der	

Puffer	 für	 die	 innere	Kammer	 zusätzlich	mit	 500	 µl	 An9oxidant	 versetzt	 wurde.	 Die	

Elektrophorese	wurde 	mit	dem	Programm	„NuPage	Gel“	für	1	h	bei	200	V	und	120	mA	

durchgeführt.	

Für	den	anschließenden	Blotvorgang	wurde 	das	Gel	in	Transferpuffer	gewaschen	und	

in	das 	Blotmodul 	mit	der	Nitrozellulosemembran	und	dem	Whatman-Papier	zwischen	

die	 Bloeng	 Pads	 platziert.	 Alle 	 Bestandteile	 wurden	 vorher	 in	 Transferpuffer	

eingeweicht	 und	 auch	die	 innere	Kammer	wurde	damit	 gefüllt.	 Die	äußere	Kammer	

wurde	mit	dH2O	gefüllt.	Der	Blotvorgang	wurde 	mit	dem	Programm	„Western	Blot”	für	

2	 h 	 bei 	 30	 V	 und	 170	 mA	 durchgeführt.	 Nach	 dem	 Proteintransfer	 wurden	 die	

Markerbanden	 auf	 der	 Nitrozellulosemembran	 mit	 Bleis9_	 markiert	 und	 die 	 freien	

Bindungsstellen	der	Membran	für	30	min	mit	5	%	Magermilchpulver	 in 	TBST	geblockt.	
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Die	Inkuba9on	mit	dem	Primäran9körper	erfolgte	bei 	4	°C	im	MacsMix	Drehinkubator,	

wobei 	 die	 An9körper	 mit	 5	 %	 Magermilchpulver	 in	 TBST	 und	 0,01	 %	 Natriumazid	

angesetzt	wurden.	Nach	der	 Inkuba9on	folgten	drei 	Waschschrihe	für	5	min	in	TBST.	

Der	 Sekundäran9körper	wurde	in 	TBST	angesetzt	und	die 	Inkuba9on	erfolgte	für	 2	h	

bei	4	°C	im	Drehinkubator.	Ungebundene 	An9körper	wurden	durch	fünf	Waschschrihe	

à	5	min	mit	TBST	envernt.	

Die	Detek9on	wurde 	mit	dem	ECL	Western-Bloeng	Analysis 	System	durchgeführt.	Da	

die	 Sekundäran9körper	 mit	 dem	 Enzym	 Meerreechperoxidase 	 konjugiert	 waren,	

konnte	 das 	 in	 der	 Lösung	 enthaltene 	Luminol	 enzyma9sch	 umgesetzt	 werden.	 Bei	

dieser	 Reak9on	 kam	 es 	 zu	 Chemolumineszenz,	 die	 gemessen	werden	 konnte.	 Die	

Membran	wurde	für	 2	min	mit	 dem	ECL-Reagenz	 inkubiert	 und	das	emieerte	Licht	

dann	 durch	 Auflegen	 eines 	 Films	 in	 einer	 Dunkelkammer	 nachgewiesen.	 Die	

Auswertung	 erfolgte	 densitometrisch	 mit	 dem	 Programm	 BioDocAnalyze	 von	

Biometra,	bzw.	mit	ImageJ	(Abramoff	M.D.,	2004).	Die	Werte	für	MACC1	wurden	auf	

die	Werte 	der	 kons9tu9v	 exprimierten	Gene	(sog.	 „Housekeeping-Gene“)	 γ-Tubulin,	

bzw.	β-Tubulin	normalisiert.

2.2.3	 Molekularbiologie

2.2.3.1	 RNA-Isola8on	aus	Zellen

Die	 Gesamt-RNA	 von	 Zellen	 wurde	 mit	 dem	 SV	 Total 	 RNA	 Isola9on	 Kit	 nach	

Herstellerangaben	isoliert.	Zellen	einer	konfluenten	75	cm2	Flasche	wurden	wie	zuvor	

beschrieben	 mit	 Trypsin	 abgelöst,	 dann	 wurde 	 die 	 Zellsuspension	 in	 ein	 50	 ml	

Röhrchen	überführt	 und	 für	 5	 min	bei 	230	 x	 g	bei	4	 °C	 ohne	Bremse 	zentrifugiert.	

Nachdem	der	Überstand	 kompleh	envernt	worden	war,	 folgten	 zwei	Waschschrihe	

mit	25	ml 	eiskaltem	PBS.	Das 	Zellpellet	wurde	in	175	µl 	RNA-Lysepuffer	resuspendiert	

und	in	ein	1,5	ml	RNase-freies	Reak9onsgefäß	überführt.	Zusätzliches 	Homogenisieren	

wurde	durch	Resuspendieren	mit	einer	feinen	1	ml 	Spritze	erreicht.	Zu	der	Suspension	

wurden	350	µl	RNA-Dilu9on	Puffer	gegeben	und	für	3	min	bei 	70	°C	inkubiert.	Es 	folgte	

ein	Zentrifuga9onsschrih	für	10	min	bei 	20.000	x	g.	Der	klare	Überstand	wurde	in	ein	

neues 	RNase-freies 	1,5	ml 	Reak9onsgefäß	gegeben,	mit	200	µl 	96	%	Ethanol	vermischt,	

auf	 eine	 Säule	 gegeben	 und	 erneut	 für	 1	 min	 bei 	 20.000	 x	 g	 zentrifugiert.	 Die	
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Säulenmembran	wurde	einmal	mit	600	µl 	RNA-Waschlösung	gewaschen.	Um	störende	

DNA	zu	envernen	wurde	die	Säule	für	15	min	bei 	Raumtemperatur	mit	50	µl 	DNase-

Mix	 inkubiert.	 Die 	DNase-Reak9on	wurde	durch	Zugabe	von	200	µl 	Stopplösung	und	

Zentrifugieren	 für	 1	 min	bei 	20.000	 x	 g	 beendet.	 Nach	Verwerfen	des	Durchflusses	

wurde	 die	 gebundene	 RNA	 zweimal	 mit	 600	 µl,	 bzw.	 250	 µl 	 RNA-Waschlösung	

gewaschen.	Die	Säule	wurde	in	ein	neues	RNase-freies 	Reak9onsgefäß	überführt	und	

die	RNA	durch	Zugabe	von	100	µl 	nukleasefreiem	Wasser	und	Zentrifugieren	für	1	min	

bei	20.000	x	g	gelöst.	

Die	 Reinheit	 der	 RNA	 wurde	 photometrisch	 analysiert.	 Nukleinsäuren	 absorbieren	

ultraviolehes 	Licht	einer	Wellenlänge	von	260	nm	abhängig	von	der	Art	des	Moleküls.	

Proteine 	 absorbieren	 Licht	 von	 280	 nm	 Wellenlänge.	 Von	 reiner	 RNA	 wurde	

ausgegangen,	 wenn	das	Verhältnis	A260/280	ungefähr	 2	 betrug.	 Das 	A260/230	Verhältnis	

weist	 auf	 Kontamina9onen	 durch	organische	Komponenten	hin,	 welche	 Licht	 einer	

Wellenlänge	 von	 230	 nm	 absorbieren.	 Das	 Verhältnis 	 sollte 	 zwischen	 2,0	 und	 2,2	

liegen.	 Weiterhin	 wurde	 die	 Integrität	 der	 RNA	 mihels	 Agarose-Gelelektrophorese	

ermihelt	(s.	2.2.3.3).	Die	mihelfris9ge	Lagerung	der	RNA	erfolgte	bei	-80	°C.

2.2.3.2		 RNA-Isola8on	aus	Gewebe

Die	RNA-Isola9on	 aus	Gewebeproben	 erfolgte	mit	 dem	 NucleoSpin	 RNA/Protein	Kit	

und	 schloss 	 sich	 der	 Protein-Isola9on	 aus 	Gewebe 	an	 (s.	 2.2.2.2).	 Im	 Rahmen	 der	

Isolierung	 befanden	sich	die	gelösten	Proteine	 im	Durchfluss	und	die	Nukleinsäuren	

waren	 an	 der	 Säule	 gebunden,	 welche	 sich	 auf	 Eis 	befand.	 Im	 Folgenden	 konnte	

sowohl	 die	 genomische	 DNA	 (gDNA),	 als 	auch	 die	 RNA	 von	 der	 Säule 	aufgereinigt	

werden.	Da 	in	den	Folgeversuchen	die	Genexpression	untersucht	werden	sollte,	wurde	

nur	 die	RNA	 aus 	der	 Säule 	gewaschen.	Hierfür	wurden	350	 µl	Membrane	Desal9ng	

Agent	 zugegeben	 um	 den	 Salzgehalt	 des 	 Präzipitats 	 zu	 verringern	 und	 die	

Nukleinsäuren	 wieder	 in	 Lösung	 zu	bringen.	 Für	 die	 Folgeversuche	 störende	gDNA	

wurde	mit	DNase 	degradiert.	Ein	DNase-Mix	wurde	aus 	90	µl 	DNase	Reac9on	Buffer	

und	10	µl 	DNase	I	frisch	angesetzt.	Der	DNase-Mix	wurde	für	15	min	auf	der	Membran	

der	 Säule	 bei	 Raumtemperatur	 inkubiert.	 Drei	 darauf	 folgende	 Waschschrihe	 mit	

verschiedene	Waschpuffern	 (RA2,	 bzw.	 RA3)	 envernten	 Salz	 und	 andere	 störende	

zelluläre	Komponenten,	wobei	sich	jeweils	ein	Zentrifuga9onsschrih	bei 	11.000	x	g	für	
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30	s 	anschloss.	 Zum	Schluss 	wurde 	die 	gereinigte 	RNA	 in	60	µl 	RNase-freiem	Wasser	

gelöst	und	mihelfris9g	bei	-80	°C	gelagert.

2.2.3.3		 Agarose-Gelelektrophorese

Die	Integrität	und	Konzentra9on	der	 isolierten	RNA	wurde	durch	1,5	%	TBE-Agarose-

Gelelektrophorese 	mit	Ethidiumbromid	als 	Farbstoff	bes9mmt.	Der	TBE	Puffer	wurde	

mit	 DEPC	 behandeltem	H2O	 angesetzt	 um	RNasen	 zu	inak9vieren.	 Es 	wurden	0,5	 µl	

RNA	mit	10	µl 	DEPC	H2O	verdünnt	und	anschließend	mit	2	µl 	Ladepuffer	gemischt	und	

auf	das 	Gel 	aufgetragen.	Die	Laufzeit	des	Gels	betrug	8	min	bei	200	V.	Es 	wurde	darauf	

geachtet,	dass	alle 	Proben	deutliche	Banden	der	28	S,	bzw.	18	S	RNA	aufwiesen,	was	

für	eine	nicht	degenerierte	RNA	spricht.

Die	Analyse 	von	PCR-Produkten	erfolgte 	analog	der	hier	beschriebenen	Methode.	Die	

Agarosekonzentra9on	betrug	nur	1	%	und	der	 TBE-Puffer	wurde	mit	dH2O	angesetzt.	

Schließlich	wurden	10	µl 	PCR-Produkt	mit	2	µl 	Ladepuffer	gemischt	und	aufgetragen.	

Die	Laufzeit	 betrug	 1	 h	 bei 	100	 V.	 Die	DNA-Banden	wurden	 anschließend	mit	 dem	

BioDocAnalyze	Gel-Dokumenta9onssystem	unter	 UV-Licht	 angeregt	 und	fotografiert.	

Die	densitometrische	Auswertung	erfolgte	auch	mit	diesem	System.

2.2.3.4	 Copy	DNA-Synthese

Bei	 der	 RNA-Isola9on	 erhält	 man	 das 	komplehe	 Transkriptom	 einer	 Zelle.	 Hierbei	

handelt	 es 	sich	neben	mRNA	 auch	um	 andere	RNA-Typen	wie	ribosomale 	RNA	 und	

microRNA.	 Für	 die	 Expressionsanalyse 	 von	 proteinkodierenden	 Genen	 ist	 aber	 vor	

allem	 die	 mRNA	 von	 Interesse.	 Durch	 reverse	 Transkrip9on	wird	 durch	 eine 	RNA-

abhängige	DNA-Polymerase	zur	mRNA	komplementäre	copy	DNA	(cDNA)	synthe9siert.	

So	bekommt	man	die	Möglichkeit	 alle 	in	einer	 Zelle	transkribierten	Gene	abzubilden	

und	zum	Beispiel	durch	PCR	zu	analysieren.

Die	Reak9on	wurde 	mit	dem	RevertAid	First	Strand	cDNA	Synthesis 	Kit	in	RNase-freien	

Reak9onsgefäßen	auf	Eis 	durchgeführt.	Für	einen	Ansatz	wurden	1	 µg	 der	 isolierten	

RNA	mit	 2	µl 	10	mM	dNTP‘s	und	1	µl	Oligo(dT)18	Primer	gemischt	und	anschließend	

mit	DEPC	behandeltem	H2O	auf	14	µl 	aufgefüllt.	Der	Primer	bindet	das	Poly-Adenosin-

Ende	der	mRNAs 	und	garan9ert	so,	dass 	vor	allem	mRNA	als	Matrize	für	die	Synthese	

dient.	Der	Ansatz	wurde 	gemischt,	kurz	zentrifugiert	und	Sekundärstrukturen	der	RNA	
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wurden	 durch	 Inkuba9on	 für	 10	 min	 bei 	 70	 °C	 zerstört.	 Anschließend	 wurde	 die	

Ak9vität	möglicher	RNasen	durch	Zugabe	von	1	µl	Ribonuklease-Inhibitor	(20	U/µl)	und	

4	µl	5x	Reak9onspuffer	gehemmt.	Erneut	wurde	kurz	zentrifugiert	und	der	Ansatz	für	

5	min	bei	37	°C	inkubiert.	Die	reverse 	Transkrip9on	erfolgte	durch	Zugabe 	von	1	µl 	M-

MuLV	Reverse 	Transkriptase 	(200	U/µl)	und	Inkuba9on	für	1	h	bei 	42	°C.	Die 	Reak9on	

wurde	 durch	 Hitzeinak9vierung	 des 	Enzyms 	 für	 10	 min	 bei 	 70	 °C	 abgestoppt.	 Die	

synthe9sierte	cDNA	wurde	mihelfris9g	bei	-20	°C	au�ewahrt.	

2.2.3.5		 Semiquan8ta8ve	RT-PCR

Die	synthe9sierte	cDNA	repräsen9erte	alle 	exprimierten	proteinkodierenden	Gene	der	

untersuchten	Zellen.	Um	das 	Expressionsmuster	bes9mmter	Gene	zu	untersuchen,	ist	

es 	 möglich	 Abschnihe	 dieser	 Gene	 mit	 Hilfe 	 von	 spezifischen	 Primern	 in	 einer	

Polymerasekehenreak9on	 zu	 amplifizieren	 und	 semiquan9ta9v	 (sq	 RT-PCR)	 zu	

analysieren	 (Barre 	 et	 al.,	 2000).	 Nach	 Normalisierung	 auf	 rela9v	 gleichmäßig	

exprimierte	Gene	(Housekeeping-Gene),	 können	die 	Expressionsprofile 	verschiedener	

Tumoren	 semiquan9ta9v	 miteinander	 verglichen	 werden.	 Als	 Housekeeping-Gene	

können	 z.B.	 Gene,	 die	 für	 Enzyme	 des 	basalen	 Stoffwechsels	 kodieren,	 verwendet	

werden.	Hier	wurde	das 	Enzym	Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase	(GAPDH)	

verwendet.	Es 	ist	Teil 	der	Glykolyse	und	es 	konnte	gezeigt	werden,	dass	es	in	Gliomen	

rela9v	konstant	exprimiert	wird	(Said	et	al.,	2007).	

Die	MACC1-Expression	wurde	in	GBM-Zelllinien	und	weiterhin	in	Opera9onsgewebe	

von	Pa9enten	untersucht.	Zusätzlich	dienten	Normalhirnproben	als	Kontrolle.	

Die	Primer	wurden	mit	 der	Online-Anwendung	Primer	 3	 Plus 	erstellt	und	hahen	eine	

Länge	von	18-25	bp	(Web	5).	Es 	wurde	darauf	geachtet,	dass 	der	GC-Gehalt	möglichst	

40-60	%	und	die 	Schmelztemperatur	55-63	°C	betrug.	Anschließend	wurden	die	Primer	

mit	 dem	Online-Tool 	NetPrimer	auf	mögliche	Sekundärstrukturen	oder	 Dimerbildung	

untersucht,	 welche	die 	PCR-Reak9on	hemmen	könnten	(Web	 6).	 Schließlich	wurden	

die	Sequenzen	der	Primer	noch	mihels 	des 	Basic	Local	Alignment	Search	Tools	(BLAST)		

mit	 dem	 humanen	Genom	 verglichen	 um	 sicherzustellen,	 dass 	 die	 Primer	 nur	 die	

gewünschte	mRNA	binden	(Web	7).	Für	die	sq	RT-PCR	wurde	in	getrennten	Reak9onen	

unter	gleichen	Bedingungen	sowohl	ein	Genabschnih	von	MACC1	als 	auch	von	GAPDH	

amplifiziert.	Die	Ansätze	wurden	auf	Eis	pipeeert	und	die	Reak9on	in	einem	Thermo	
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Cycler	T3000	durchgeführt	(Tab.	2.4,	2.5).	Die 	PCR-Produkte 	wurden	anschließend	wie	

unter	 2.2.3.3	 durch	 Agarose-Gelelektrophorese	 densitometrisch	 analysiert	 und	 die	

Werte	für	MACC1	auf	die	von	GAPDH	normalisiert.

Tab.	2.4:	Reak8onsansatz	 für	die	sq	RT-PCR.	Angegeben	 sind	die	berechneten	Volumina	für	
einen	 Reak5onsansatz.	 Für	 den	 Versuch	 wurde	 jeweils	 ein	 10x	 Master-Mix	 pipe5ert.	 Als	
Nega5vkontrolle	diente	ein	Ansatz	ohne	DNA.

Komponente Ausgangskonzentra5on Volumen Endkonzentra5on
Taq-Puffer 10x 2,5	µl 1x
dNTP‘s à	25	mM 0,5	µl à	0,5	mM
Primer	sense 10	µmol/µl 1,25	µl 500	nmol/µl
Primer	an5sense 10	µmol/µl 1,25	µl 500	nmol/µl
Taq-Polymerase 5	U/µl 0,125	µl 0,025	U/µl
DNA variabel 1	µl 0,1-1	ng/µl
Ultra	pure	water 18,375	µl
Gesamtvolumen 25	µl

Tab.	2.5:	Programm	für	die	sq	RT-PCR	von	GAPDH	und	MACC1.	Die	Reak5onsschriQe	zwei	bis	
vier	 wurden	 bei	 GAPDH	 in	 21	 Zyklen,	 bzw.	 bei	 MACC1	 in	 36	 Zyklen	 wiederholt.	 Der	
Reak5onsschriQ	Annealing	wurde	für	GAPDH	bei	68	°C	für	30	s	und	für	MACC1	bei	53,3	°C	für	
60	s	durchgeführt.

Nummer Reak5onsschriQ T	[°C] t	[s]
1 Ini5ale	Denaturierung 94 600
2 Denaturierung 94 30
3 Annealing 68 30
4 Elonga5on 72 60

2.2.3.6		 Quan8ta8ve	RT-PCR

Neben	der	 semiquan9ta9ven,	 klassischen	PCR	wurde	zusätzlich	noch	eine	q	RT-PCR	

durchgeführt.	 Der	 Vorteil	der	Methode	liegt	darin,	 dass	sich	die	PCR-Reak9on	durch	

Fluoreszenzmessung	in	Echtzeit	verfolgen	lässt.	Hierbei	ergibt	sich	eine	viel 	genauere	

Quan9fizierung	der	amplifizierten	Genabschnihe.

Die	q 	RT-PCR	wurde	mit	einem	LightCycler,	wie 	bereits 	an	anderer	Stelle 	beschrieben,	

durchgeführt	 (Stein	et	al.,	2006).	 Zur	Quan9fizierung	können	verschiedene	Verfahren	

eingesetzt	 werden,	 wobei 	hier	 Hybridisierungs-Sonden	 verwendet	 wurden,	 die	eine	

spezifische	 Detek9on	 der	 amplifizierten	 Genabschnihe 	 ermöglichen.	 Diese	 Sonden	

bestehen	aus 	zwei 	unterschiedlichen	Oligonukleo9den,	die	nebeneinander	auf	dem	zu	

amplifizierenden	 Genabschnih	 hybridisieren	 können.	 Beide	 sind	 mit	 Fluoreszenz-
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farbstoffen	markiert:	 Ein	 Oligonukleo9d	 ist	 am	 5’-Ende	 mit	 einem	 LightCycler	 Red	

(LCRed)	Fluorophor	 und	das 	andere 	am	3’-Ende	mit	Fluorescein	markiert.	Nur	bei 	der	

Hybridisierung	mit	der	Zielsequenz	kommen	sich	die 	beiden	Oligonukleo9de	so	nahe,	

dass 	 ein	 Förster-Resonanzenergietransfer	 (FRET)	 au_reten	 kann.	 Hierbei 	 wird	 das	

Donor-Fluorophor	Fluorescein	durch	eine	Lichtquelle	im	PCR-Gerät	 angeregt	und	gibt	

dann	die 	aufgenommene	Energie 	an	das 	Akzeptor-Fluorophor	LCRed	weiter,	welches	

im	 Anschluss 	 Licht	 eines 	 bes9mmten	 Spektrums 	 emieert.	 Das 	 vom	 Akzeptor	

abgegebene	Licht	kann	gemessen	werden	und	die	Intensität	korreliert	mit	der	Menge	

des	synthe9sierten	PCR-Produkts.

Die	q	RT-PCR	wurde	in	Duplikaten	und	die	verschiedenen	Reak9onen	wurden	parallel	

durchgeführt.	 Das 	 PCR-Programm	 ist	 in	 Tabelle	 2.6	 gezeigt.	 Um	 Primer-Paare	

auszuschließen	 wurde 	 vor	 dem	 Versuch	 eine	 Schmelzkurvenanalyse	 durchgeführt.	

Durch	q	RT-PCR	wurden	acht	 LGA	 und	15	GBM	 auf	 die	Expression	der	 Gene 	MACC1	

und	Met	 untersucht.	 Als 	Housekeeping-Gen	 diente	 das	 zum	 Pentosephosphat-Weg	

gehörende	Enzym	G6PDH.

Tab.	 2.6:	 Programm	 für	 die	q	 RT-PCR	 von	 MACC1,	Met	 und	 G6PDH.	 SchriQ	 zwei	und	 drei	
wurden	insgesamt	in	45	Zyklen	durchgeführt.

Die	Berechnung	 erfolgte	nach	dem	Standardkurven-Modell.	 Hierbei	dient	DNA	 einer	

Probe	 als 	 Standard	 (sog.	 calibrator	 cDNA),	 von	 der	 bekannt	 ist,	 dass	 sie	 die	 zu	

untersuchenden	Gene	exprimiert.	In	diesem	Fall	war	es 	die	CRC-Zelllinie	SW620,	da 	sie	

sowohl	MACC1,	als	auch	Met	endogen	exprimiert	 (Stein 	et	al.,	2009b).	Die	Expression	

der	 Gene 	 in	 den	Proben	 wird	 dann	 rela9v	 zur	 Expression	 in	 der	 Standard-Zelllinie	

angegeben.	 Hierbei	 kann	 die	 Expression	 sowohl	 als	 prozentuale 	 Abweichung	 vom	

Standard,	als	auch	als	n-fache	Änderung	angegeben	werden.

2.2.3.7		 Transforma8on	von	Bakterien

Zur	 Amplifika9on	 des 	MACC1-Plasmids 	 für	 die	 spätere	 Transfek9on	 in	 GBM-Zellen	

wurden	 Escherichia	 coli	 DH5α	 mit	 der	 Plasmid-DNA	 transformiert.	 Die	 Bakterien	
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Nummer Reak5onsschriQ T	[°C] t	[s]
1 Ini5ale	Denaturierung 95 600
2 Denaturierung 95 10
3 Annealing 60 30
4 Elonga5on 72 4



wurden	vorher	mit	der	CaCl2-Methode 	chemisch	kompetent	gemacht	um	eine	bessere	

Aufnahme	der	fremden	DNA	zu	erreichen	(Chuang	et	al.,	1995;	Hengen,	1996).	Für	die	

Transforma9on	 wurden	 50	 µl 	 Bakterien	 auf	 Eis	 aufgetaut	 und	 1	 µl 	 Plasmid-DNA	

zugegeben.	Der	Ansatz	wurde	für	15	min	auf	Eis 	inkubiert.	Es 	folgte	ein	Hitzeschock	bei	

42	 °C	 für	 30	 s	um	die	bakterielle	Zellwand	 für	 kurze	Zeit	 für	 die 	DNA	 permeabel 	zu	

machen.	 Im	 Anschluss	 wurde	wieder	 für	 10	 min	 auf	 Eis	 inkubiert.	 Zu	 dem	 Ansatz	

wurden	300	µl 	2x	TY-Medium	gegeben	und	dann	für	1	h	bei 	37	°C	auf	dem	Schühler	

inkubiert.	 Die	 Bakteriensuspension	 wurde	 dann	 auf	 einer	 2x	 TY	 Agarose-Plahe	

ausplaeert,	welche	Ampicillin	zur	Selek9on	enthielt.	Nur	Bakterien	welche 	das	Plasmid	

aufgenommen	hahen,	 konnten	ein	Ampicillinresistenzgen	 exprimieren	und	wuchsen	

auf	 der	 Agarose-Plahe.	 Die	 Plahe	 wurde	 bei	 37	 °C	 über	 Nacht	 inkubiert	 und	 am	

nächsten	Tag	konnten	Kolonien	von	der	Plahe	gepickt	werden.	

Für	die 	Anzucht	der	Bakterien	wurde	wie	folgt	eine	Starterkultur	angelegt:	Eine	Kolonie	

wurde	von	der	Selek9onsplahe 	gepickt	und	in	10	ml 	2x	TY	Medium	mit	10	µl	Ampicillin	

gegeben.	Die	Flüssigkultur	 wurde	für	 8	 h	bei	37	 °C	 und	200	 rpm	in	einem	Schühler	

inkubiert.	 Dies 	 entspricht	 der	 logarithmischen	 Wachstumsphase	 der	 Bakterien.	

Anschließend	wurde	die	Starterkultur	 in	500	ml 	2x	 TY	Medium	mit	500	µl 	Ampicillin	

verdünnt.	 Es	 wurde	 darauf	 geachtet,	 dass 	 der	 für	 die 	 Anzucht	 verwendete	

Erlenmeyerkolben	 mindestens 	 das 	 vierfache	 Volumen	 der	 Kultur	 besitzt	 um	 eine	

ausreichende 	Belü_ung	der	 Bakterien	zu	gewährleisten.	Die	Kultur	wurde	über	Nacht	

bei	denselben	Bedingungen	inkubiert.

Alterna9v	konnten	die	transformierten	Bakterien	auch	au�ewahrt	und	später	genutzt		

werden.	 Eine	 gute 	 Möglichkeit	 ist	 das	 Anlegen	 von	 Glycerol-Stocks,	 wodurch	 die	

Bakterien	mihelfris9g	bei	-80	°C	für	einige	Monate	bis	Jahre 	gelagert	werden	können.	

Hierfür	 wurde	ca.	 1	 ml	der	 Bakteriensuspension	mit	 15	 %	 Glycerol 	versetzt	 und	 in	

einem	 Kryoröhrchen	 eingefroren.	 Wich9g	 ist	 die	 Bakterien	 bei 	Wiederverwendung	

zunächst	 auf	 einer	 Selek9onsplahe	anzuzüchten,	 um	 sicher	 zu	 gehen,	 dass 	sie	das	

Wunschplasmid	zwischenzeitlich	nicht	verloren	haben.

2.2.3.8		 Plasmid-DNA	Präpara8on

Die	 Präpara9on	 der	 Plasmid-DNA	 aus	 den	 transformierten	 Escherichia	 coli	 Zellen	

erfolgte 	 mit	 dem	 NucleoBond	 PC	 500	 Kit	 nach	 Herstellerangaben.	 500	 ml	 der	
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Flüssigkultur	wurden	für	10	min	bei 	4	°C	und	4000	x	g	zentrifugiert.	Das 	Pellet	wurde	in	

12	ml 	Puffer	 S1	aufgenommen	und	anschließend	12	ml 	Puffer	 S2	zugegeben	und	für	

5	min	die 	DNA	aus 	den	Bakterien	durch	alkalische	Lyse 	freigesetzt.	Durch	Inkuba9on	

für	 5	 min	 auf	 Eis 	und	 Zugabe	 von	 Puffer	 S3,	 welcher	 unter	 anderem	 Kaliumacetat	

enthielt,	wurde	die 	Suspension	wieder	neutralisiert.	Dabei 	entstand	ein	Präzipitat	aus	

bakteriellen	Bestandteilen	und	genomischer	DNA,	 wobei 	die	Plasmid-DNA	 in	Lösung	

blieb.	Der	Ansatz	wurde	auf	einen	Papierfilter	gegeben	und	das 	filtrierte	Lysat	in	eine	

mit	 Puffer	 N2	 equilibrierte 	 Silica-Säule	 gefüllt.	 Die	 nega9v	 geladene	 Plasmid-DNA	

wurde	nun	an	die	Säule	gebunden	und	konnte	durch	zwei 	Waschschrihe	mit	je	16	ml	

Puffer	 N3	 gereinigt	werden.	 Schließlich	wurde 	die 	Plasmid-DNA	 in	15	 ml 	Puffer	 N5	

gelöst.	 Für	 die	 weitere 	 Aufreinigung	 wurde	 die	 DNA	 durch	 Zugabe	 von	 12	 ml	

Isopropanol 	ausgefällt.	Die 	DNA	wurde	für	30	min	bei 	4	°C	und	3000	x	g	abzentrifugiert	

und	das 	Pellet	an	der	Lu_	getrocknet.	Im	Anschluss 	wurde	die	DNA	in	250-500	µl 	Ultra	

pure 	water	 gelöst	 und	 Konzentra9on	 und	Reinheit	wie 	unter	 2.2.3.1	 photometrisch	

bes9mmt.	 Für	 reine	 doppelsträngige	 Plasmid-DNA	 sollte	 das 	 A260/280-Verhältnis	

ungefähr	1,8	betragen.	Die	DNA	wurde	bei	-20	°C	gelagert.	

2.2.4		 Histologie

2.2.4.1		 Hämatoxylin-Eosin-Färbung

Für	 die	 histologische	 Analyse	 wurden	 Gewebeproben	 aus 	 neurochirurgischen	

Opera9onen	 in	Formalin	fixiert	 und	in	Paraffin	eingebehet.	 Aus 	den	Paraffinblöcken	

wurden	mit	 einem	Mikrotom	Schnihe	von	2-4	 µm	 Dicke	 angefer9gt	 und	auf	 einen	

SuperFrost	Plus	Objekhräger	aufgezogen.

Um	die	Morphologie	 der	 Tumoren	 beurteilen	zu	können,	 wurde	eine	Hämatoxylin-

Eosin-Färbung	(HE-Färbung)	angefer9gt.	Hierfür	wurden	die	Präparate 	zunächst	durch	

eine	 absteigende	 Alkoholreihe	 sukzessive 	 vom	 Paraffin	 befreit.	 Nach	 zweimal 	 für	

15	min	in	Xylol 	wurden	die 	Schnihe	zweimal 	für	2	min	in	100	%	Ethanol,	zweimal	für	

1	min	in	96	%	Ethanol	und	zweimal 	für	30	s 	in	70	%	Ethanol 	entparaffiniert	und	zum	

Schluss	mit	des9lliertem	Wasser	gespült	

Es 	 folgte	 ein	 Färbeschrih	 mit	 frisch	 filtriertem	 Hämalaun	 nach	Mayer	 für	 25	 s.	 Im	

Anschluss 	wurde	sofort	für	10	min	unter	fließendem	Wasser	gebläut,	wodurch	sich	der	

pH-Wert	erhöhte 	und	der	Farbton	des 	Hämalaun	in	blauvioleh	umschlug.	Der	Vorgang	
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wurde	 durch	 kurzes 	 Eintauchen	 in	 des9lliertes 	 Wasser	 abgestoppt.	 Anschließend	

wurden	die	Präparate	für	 2	min	 in	Eosin-Lösung	gestellt,	welche	vor	 allem	basische	

Zytoplasmabestandteile	 anfärbt.	 Nach	 zwei 	 kurzen	 Inkuba9onen	 in	 des9lliertem	

Wasser	wurden	die	Schnihe	durch	eine 	aufsteigende	Alkoholreihe 	entwässert	und	mit	

Eukih	eingedeckt.	

2.2.4.2		 Immunhistochemie

Mit	 der	 Immunhistochemie	 kann	 die 	 Genexpression	 in	 einem	 Gewebe	 auf	

Proteinebene	 immunologisch	nachgewiesen	 werden.	 Die	 Färbung	 wurde	 nach	dem	

Prinzip	der	 Avidin-Bio9n-Complex-Methode 	mit	 dem	 ZytoChem-Plus	HRP	 Kit	 (Broad	

Spectrum)	nach	Herstelleranleitung	durchgeführt	(Brahhauer,	2010).	Hierbei	wird	das	

Epitop	des	Zielproteins 	von	 einem	 spezifischen	Primäran9körper	 gebunden,	welcher	

wiederum	von	einem	gegen	den	Fc-Teil 	gerichteten	Sekundäran9körper	erkannt	wird.	

Der	 Sekundäran9körper	 ist	mit	 dem	kleinen	Protein	Bio9n	konjugiert.	 Bio9n	fungiert	

als 	Vitamin	H	in	verschiedenen	Stoffwechselvorgängen	als	prosthe9sche	Gruppe 	von	

Carboxy-Transferasen,	hat	aber	zusätzlich	die	Eigenscha_	das	Glykoprotein	Avidin	mit	

sehr	 hoher	 Affinität	 zu	 binden.	 Deshalb	wird	 zu	 den	 gebundenen	 An9körpern	 ein	

Streptavidin-Peroxidase-Konjugat	 gegeben.	 Streptavidin	 ist	 ein	 Avidin-Analogon	

welches 	aus 	Streptomyces	 avidinii	 gewonnen	 wird.	 Die	 Peroxidase	 katalysiert	 nach	

Zugabe 	des 	Substrates	Diaminobenzidin	 (DAB)	 die 	Entstehung	 eines 	dunkelbraunen	

unlöslichen	Reak9onsprodukts 	am	Ort	des 	Zielan9gens.	Somit	kann	die 	Expression	und	

Lokalisa9on	 eines	 Proteins 	 im	 Gewebe	 mit	 dieser	 Methode	 qualita9v	 untersucht	

werden.	 Als 	 Kontrolle 	 wurde	 das 	 Gewebe	 mit	 geeigneten	 isotypischen	 Kontroll-

An9körpern,	welche	keine	relevante	Spezifität	gegenüber	dem	Zielan9gen	aufwiesen,	

gefärbt.

Die	Paraffinschnihe 	wurden	wie	bei	der	HE-Färbung	(s.	2.2.4.1)	durch	eine	absteigende	

Alkoholreihe	 entparaffiniert	 und	 rehydra9siert.	 Anschließend	 wurden	 die 	 Epitope	

durch	 Au�ochen	 mit	 Zitratpuffer	 dreimal 	 für	 5	 min	 demaskiert	 und	 so	 für	 die	

An9körper	 zugänglich	 gemacht	 (sog.	 Heat	 induced	 epitope	 retrieval).	 Nach	 15	 min	

Abkühlen	wurden	die	Schnihe	kurz	in	des9lliertes 	Wasser	und	dann	in	PBS	gestellt.	Die	

endogene	Peroxidase-Ak9vität	wurde	durch	eine 	Blockierlösung	für	 10	min	gehemmt	

um	eine 	Reduzierung	der	Hintergrundfärbung	zu	erreichen.	Nach	einem	Waschschrih	
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mit	 PBS	 wurden	 die	 unspezifischen	 Proteinbindungsstellen	 für	 5	 min	 geblockt.	

Überschüssige	 Lösung	 wurde 	 abgewaschen	 und	 die 	 Inkuba9on	 mit	 dem	 Primär-

an9körper	folgte	für	30	min.	Nach	dreimal 	2	min	stringentem	Waschen	mit	PBS	folgte	

die	 Inkuba9on	 mit	 dem	 Sekundäran9körper	 für	 15	 min.	 Nach	 drei 	 erneuten	

Waschschrihen	wurde	das 	Enzym-Streptavidin-Konjugat	zugegeben	und	für	15	min	auf	

die	Schnihe	einwirken	lassen.	Drei 	Waschschrihe	gingen	der	fünfminü9gen	Inkuba9on	

mit	der	DAB-Färbelösung	voraus.	Die	DAB-Lösung	wurde 	durch	Zugabe	von	1	Tropfen	

DAB-Konzentrat	 auf	 1,25	 ml	 Pufferlösung	 frisch	 angesetzt.	 Die	 Farbreak9on	wurde	

abgestoppt,	 indem	 die	Präparate 	kurz	 in	des9lliertes 	Wasser	 gestellt	 wurden.	 Dann	

wurde	 mit	 Hämalaun	 für	 25	 s 	 gegengefärbt.	 Nach	 der	 Gegenfärbung	 wurden	 die	

Schnihe 	analog	der	HE-Färbung	für	10	min	unter	 fließendem	Leitungswasser	gebläut.	

Schließlich	wurden	die 	Schnihe	mit	Aquatex	 eingedeckt	 und	nach	dem	Trocknen	bei	

4	°C	au�ewahrt.

Für	 die	 Auswertung	 wurden	 pro	 Präparat	 fünf	 Gesichtsfelder	 bei 	 60-facher	

Vergrößerung	mit	 dem	Cell 	Counter	 Plugin	für	 ImageJ	ausgezählt	 und	das	Verhältnis	

von	posi9ven	Zellen	zur	gesamten	Zellzahl 	wurde	bes9mmt	(Abramoff	M.D.,	2004).	Es	

wurden	insgesamt	fünf	Gruppen	unterschieden:	Ruhende	niedergradige	Astrozytome,	

welche 	nach	Behandlung	 keine	weitere	Läsion	zeigten,	 rezidivierende	niedergradige	

Abb.	 2.3:	 Übersicht	der	Gruppen	astrozytärer	 Tumoren,	welche	für	die	Immunhistochemie	
verwendet	 wurden.	 Es	wurden	 fünf	 Gruppen	 unterschieden:	 Ruhende	 LGA	 ohne	 Progress	
oder	 Rezidiv,	 rezidivierende	 LGA,	 LGA	 mit	 Progress	 zu	 einem	sGBM	 und	 pGBM.	Außerdem	
diente	Normalhirngewebe	als 	Nega5v-	und	Gewebe	eines	Kolonkarzinoms	als	Posi5vkontrolle.	
Für	Details	zur	Entstehung	siehe	Abb.	1.3.
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Astrozytome,	 welche 	nach	der	 Behandlung	 wieder	 ein	Astrozytom	desselben	WHO-

Grades 	 bildeten,	 niedergradige	 Astrozytome	 mit	 Progress,	 welche	 nach	 der	

Behandlung	 ein	 sekundäres	 Glioblastom	 ausbildeten	 und	 außerdem	 primäre	 und	

sekundäre	Glioblastome.	Normalhirngewebe	diente	als 	Nega9vkontrolle	(NB)	und	ein	

CRC	als	Posi9vkontrolle	(s.	Abb.	2.3).

2.2.5		 Datenbankanalyse	

Die	experimentellen	Daten	wurden	durch	Analysen	von	Datenbanken	erweitert.	 Zur	

Analyse	der	Varia9on	der	Kopien	des 	MACC1	Gens 	(copy	number	varia7ons)	wurde	das	

cBio	 Cancer	 Genomics 	 Portal 	 benutzt	 (Web	 8).	 Das	 Portal 	 erlaubt	 die 	 Analyse	

verschiedenster	 Datensätze	 diverser	 Tumoren9täten.	 Die 	 größte 	 Studie	 für	 das	

Glioblastom	 stellte	 der	 Datensatz	 „TCGA	 provisional”	 des	 The	 Cancer	 Genome	

Atlas	 (TCGA)	dar,	welcher	585	Fälle	umfasst	 (TCGR,	2008).	Das 	cBio	Cancer	Genomics	

Portal 	 verwendet	 den	 GISTIC	 Algorithmus 	 (Beroukhim	 et	 al.,	 2007),	 welcher	

chromosomale	 Veränderung	 analysiert.	 So	 können	 Abweichungen	 der	 Genkopien-

anzahl 	 in	 Tumoren	 abgeschätzt	 werden.	 Diese	 können	 dann	 mit	 mRNA-

Expressionsdaten	 korreliert	 werden.	 Das 	 Portal 	 wurde	 mit	 Standardeinstellungen	

verwendet.	Den	mRNA-Expressionsdaten	von	MACC1	wurden	Microarrays 	zu	Grunde	

gelegt,	wobei	ein	z-score	von	±2	als	Grenzwert	diente.	

Da	das 	cBio	Cancer	Genomics 	Portal 	nicht	die 	Auswertung	der	mRNA	Expressionsdaten	

unterstützt,	 wurde	 hierfür	 das	Portal 	Anduril 	benutzt	 (Web	 9).	 Anduril 	 erlaubt	 die	

Auswertung	 der	 Daten	 des	 TCGA	 auf	 mRNA-Ebene.	 Für	 Genexpressionsanalysen	

benutzt	 Anduril	 den	 Affymetrix	 Human	 Genome	 U133A	 Array.	 Der	 Glioblastom-

datensatz	des 	Portals 	wurde	mit	Standardeinstellungen	und	dem	Suchbegriff	„MACC1”	

durchsucht.

Oncomine	 (Web	 10)	 ist	 ein	 weiteres	Datenportal,	 welches 	Genexpressionsanalysen	

verschiedener	Microarrays	erlaubt.	Das	Portal 	wurde 	mit	 Standardeinstellungen	und	

den	 Suchbegriffen	 „MACC1”	 und	 „Glioblastoma”	 verwendet.	 Analysiert	 wurde 	 der	

Microarray	 von	Sun,	welcher	 23	Normalhirn-	und	81	Glioblastomproben	enthält	 (Sun	

et	al.,	2006).	Den	Daten	liegt	 der	Human	Genome	U133	2.0	Array	 von	Affymetrix	zu	

Grunde.	 Der	 verwendete	 Reporter	 war	 1559361_at.	 Es 	 wurden	 jeweils 	 die	

log2	transfomierten	medianen	Intensitäten	verwendet.
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2.2.6		 Sta8s8sche	Auswertung

Die	 sta9s9sche 	 Auswertung	 wurde	 mit	 der	 So_ware	 Microso_	 Excel 	 2010,	 und	

GraphPad	 Prism	 5	 (GraphPad	 So_ware	 Inc.,	 San	 Diego,	 USA)	 durchgeführt.	 Die	

sta9s9sche 	 Signifikanz	 wurde	 durch	 gepaarte	 und	 ungepaarte 	 zweisei9ge	 t-Tests	

ermihelt,	 je 	 nachdem	 ob	 es	 sich	 um	 voneinander	 abhängige	 oder	 unabhängige	

S9chproben	handelte.	Zum	Vergleich	von	mehreren	unterschiedlichen	Gruppen	wurde	

der	 ANOVA-Test	 (Analysis 	 of	 variance)	 benutzt.	 Hierbei 	 wurde	 jeweils 	 eine	

Normalverteilung	vorausgesetzt.	 Konnte	dies 	nicht	 zu	Grunde	gelegt	 werden,	 wurde	

der	nicht-parametrische,	zweisei9ge	Mann-Whitney	Rangsummen-Test	verwendet.	Für	

die	 Analyse	 des 	 Gesamtüberlebens	 wurde	 das	 Kaplan-Meier	 Modell 	 verwendet.	

Hierbei 	wurde 	„Tod“	als 	Ereignis 	definiert.	Die 	Überlebenskurven	wurden	mit	dem	Log-

Rank	Test	 auf	 Signifikanz	 getestet.	 Für	 Korrela9onsanalysen	wurde	der	 Pearson-Test	

genutzt.	Bei	allen	Tests 	wurde	ein	P-Wert	<	0,05	als	sta9s9sch	signifikant	 betrachtet.	

Wenn	 nicht	 anders 	 angegeben,	 stellen	 Säulendiagramme	 den	 Mihelwert	 und	 die	

Fehlerbalken	 die 	 entsprechende	 Standardabweichung	 (SD)	 dar.	 Bei 	 Boxplots	

repräsen9eren	die	Whisker	jeweils	den	kleinsten	und	größten	Wert	der	Daten.
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3		 Ergebnisse	

3.1		 MACC1-Expressionsanalyse	in	Glioblastomzellen

In	 dieser	 Arbeit	 soll 	 der	 Hypothese	 nachgegangen	 werden,	 dass 	 MACC1	 eine	

Bedeutung	für	die	Pathogenese 	von	humanen	Glioblastomen	hat.	Im	ersten	Teil 	sollte	

eine	mögliche	Expression	von	MACC1	in	Glioblastomen	untersucht	werden.

3.1.1		 Die	Analyse	von	Microarrays	zeigte	eine	starke	Expression	und	
Veränderung	der	Anzahl	der	Genkopien	von	MACC1	in	
Glioblastomen

Zunächst	 wurden	 online	 verfügbare	Microarrays	 auf	 die 	Expression	 von	MACC1	 in	

Glioblastomen	durchsucht.	 Hierfür	 wurde 	mit	 dem	Portal	Oncomine	der	 Microarray	

von	Sun	et	al.	analysiert.	Sun	verglich	23	Normalhirn-	mit	81	Glioblastomproben	(Abb.	

3.1).	 Es 	 zeigte	 sich	 eine	 2,393-fach	 höhere	 MACC1	 mRNA-Expression	 in 	 GBM	 im	

Vergleich	zu	den	NB	(zweisei9ger	t-Test;	p	<	0,0001,	signifikant).

Ein	 vergleichbares 	 Portal 	 ist	 Anduril.	 Hiermit	 wurden	 Expressionsdaten	 von	

Glioblastomen	aus 	dem	TCGA	mit	denen	von	Epilepsie-Pa9enten	verglichen,	welche	als	

Normalhirnproben	dienten.	Es 	fand	sich	eine	2,27-fach	höhere	MACC1-Expression	auf	
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Abb.	 3.1:	 Die	Analyse	von	Microarrays	 zeigte	eine	signifikant	höhere	MACC1-Expression	in	
Glioblastomen	im	Vergleich	zum	Normalhirn.	Der	Microarray	 von	Sun	et	al.	vergleicht	unter	
anderem	die	Genexpression	von	 23	Normalhirnproben	mit	81	Glioblastomproben.	 Er	 wurde	
über	 das	 online	 Portal	 Oncomine	 auf	 die	 MACC1	 mRNA-Expression	 durchsucht.	 Die	 log2	
transformierte,	 mediane	 Intensität	 der	 Proben	 wurde	 zugrunde	 gelegt.	 MACC1	 wurde	
signifikant	stärker	in	GBM	als	in	NB	exprimiert	(2,393-fach,	zweisei5ger	t-Test,	p	<	0,0001).	Die	
Ergebnisse	sind	als	Box-Plot	dargestellt.
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mRNA-Ebene	in	Glioblastomen	im	Vergleich	zum	Normalhirn.	Dieser	Unterschied	war	

sta9s9sch	signifikant	(zweisei9ger	t-Test,	p	=	0,0004).

Um	die	Ergebnisse	zu	erweitern,	wurden	Glioblastome	auf	Veränderungen	der	MACC1	

Genkopienanzahl 	untersucht.	 Hierfür	 diente	 das 	 cBio	 Cancer	 Genomics 	Portal.	 Die	

zugrunde	liegenden	Glioblastomdaten	 stammten	von	TCGA.	 Es 	zeigte	sich,	 dass	die	

Anzahl 	der	 Genkopien	 von	MACC1	 in	 7,7	 %	 (45	 Fälle)	 aller	 Tumoren	verändert	 ist								

(s.	 Abb.	 3.2).	 In	den	meisten	Fällen	 ließ	 sich	ein	 Zugewinn	an	Genkopien	 feststellen	

(Gain),	d.h.	es 	lagen	mehr	als 	zwei	Genkopien	in	den	Zellen	vor.	Diese 	Veränderungen	

korrelierten	posi9v	mit	der	MACC1	mRNA	Expression.	 In	0,7	%	der	 Fälle	lag	auch	das	
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Abb.	 3.2:	 Veränderungen	 der	MACC1	Genkopienanzahl	korrelierten	 posi8v	 mit	 der	mRNA	
Expression.	Das	cBio	Cancer	Genomics	Portal	wurde	auf	Veränderungen	der	Genkopienanzahl	
von	MACC1	durchsucht.	Es	wurde	der	Datensatz	„TCGA	provisional”	mit	Standardeinstellungen	
analysiert.	Die	Häufigkeit	der	 verschiedenen	 Veränderungen	 (x-Achse)	 korrelierte	posi5v	mit	
der	MACC1	mRNA	Expression	(y-Achse).	Ein	Wert	von	 0	gibt	defini5onsgemäß	 das	Vorliegen	
einer	diploiden	Genkopie	an.	Ein	Wert	kleiner	0	bedeutet	ein	Verlust	von	Genkopien,	ein	Wert	
größer	 0	 ein	 Zugewinn.	 Die	 Ergebnisse	 sind	 als	 Box-Plot	 dargestellt.	 Homdel,	 homozygote	
Dele5on;	 Hetloss,	 heterozygote	 Dele5on;	 Diploid,	 diploide	 Genkopie;	 Gain,	 Zugewinn	 an	
Genkopien;	Amp,	Gen	liegt	mehrfach	amplifiziert	vor.
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Gen	selbst	mu9ert	 vor.	Durchsucht	man	das 	Portal	zusätzlich	auf	Veränderungen	von	

Genen,	 die 	in	enger	 Beziehung	 zu	MACC1	 stehen,	 wie	HGF	und	Met,	 so	 zeigen	 sich	

Altera9onen	in	ca.	35	%	(203	Fälle)	der	Tumoren.

3.1.2		 Die	MACC1	und	Met	mRNA-Expression	korrelierte	mit	dem	
WHO-Grad	astrozytärer	Tumoren

3.1.2.1		 MACC1	war	unterschiedlich	stark	in	humanen	GBM-Zelllinien	
exprimiert

Um	die 	erhaltenen	in	silico	Ergebnisse	zu	bestä9gen,	sollte	die	Expression	von	MACC1	

in	 vitro	 in	humanen	Glioblastom-Zelllinien	 auf	mRNA-Ebene 	gezeigt	werden.	Hierfür	

wurden	 die	 Zelllinien	U87,	 U138,	 U251,	 U343,	 U373	 und	GaMG	mihels 	sq	 RT-PCR	

analysiert	(Abb.	3.3).

Die	rela9ve	MACC1-Expression	wurde	auf	die	Expression	von	GAPDH	normalisiert	und	

densitometrisch	 ausgewertet.	 Es	 war	 ein	 deutlicher	 Unterschied	 zwischen	 den	
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Abb.	 3.3:	 Humane	 Glioblastom-Zelllinien	 zeigten	 eine	 unterschiedlich	 starke	 MACC1-
Expression.	 Die	MACC1-Expression	 wurde	 durch	 sq	 RT-PCR	 in	 sechs	 Glioblastom-Zelllinien	
untersucht	 und	 anschließend	 densitometrisch	 ausgewertet.	 Das	 Säulendiagramm	 zeigt	 die	
rela5ve	MACC1-Expression	auf	die	Expression	von	GAPDH	normalisiert.	



verschiedenen	 Zelllinien	 zu	 erkennen,	 wobei 	U343	 die 	 stärkste	 endogene 	MACC1-

Expression	 zeigte	 und	 U87	 und	 U251	 die	 geringste.	 Die	 restlichen	 Zelllinien	

exprimierten	MACC1	auf	mihlerem	Niveau.

3.1.2.2		 Die	Expression	von	MACC1	und	Met	in	Glioblastomproben	war	
signifikant	höher	als	in	niedergradigen	Astrozytomen

Nachdem	 die	 Expression	 von	 MACC1	 in	 humanen	 Glioblastom-Zelllinien	 gezeigt	

werden	konnte,	wurde	als 	nächstes 	der	Nachweis 	in	Opera9onsgewebe	durchgeführt.	

Hierfür	wurde	ein	Kollek9v	aus 	15	Pa9enten	mit	der	Diagnose	GBM	und	acht	Pa9enten	

mit	LGA	gebildet.	Diese	Pa9enten	wurden	am	Universitätsklinikum	Würzburg	operiert	

und	 das 	 resezierte	 Tumorgewebe 	 wurde	 anschließend	 durch	 sq	 RT-PCR	 auf	 die	

MACC1-Expression	analysiert.	Als	Kontrolle	dienten	drei	NB	(Abb.	3.4).	

Im	NB	 fand	sich	 keine 	MACC1	 mRNA,	wobei 	sie	 in	den	anderen	Gruppen	eindeu9g	

nachweisbar	 war.	 Die 	sta9s9sche 	Auswertung	 zeigte	einen	signifikanten	Unterschied	

der	 rela9ven	 MACC1-Expression	 zwischen	 GBM	 (Median	 =	 46,750),	 LGA	

(Median	=	28,635)	und	NB	(Median	=	0,	ANOVA,	p	=	0,0199;	Abb.	3.5a).

Die	Ergebnisse	dieses	semiquan9ta9ven	Ansatzes	wurden	 im	Anschluss 	durch	q	 RT-

PCR	 bestä9gt.	 Die	 MACC1-Expression	 wurde	 auf	 die	 Expression	 von	 G6PDH	

normalisiert	 und	 rela9v	 im	 Vergleich	 zur	 Kolonkarzinomzelllinie	 SW620	 angegeben,	

welche 	als 	Standardprobe	 diente	 (Abb.	 3.5b).	 Es 	 fand	 sich	 eine	 ca.	 3-fach	 höhere	

MACC1-Expression	 in	 GBM	 (1,486	 %)	 im	 Vergleich	 zu	 LGA	 (0,658	 %).	 Dieser	

Unterschied	 war	 sta9s9sch	 signifikant	 (p	 =	 0,0048).	 Somit	 korrelierte	 das 	MACC1-

Expressionsniveau	auf	mRNA-Ebene	mit	dem	WHO-Grad	der	astrozytären	Tumoren.
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Abb.	 3.4:	Die	MACC1-Expression	s8eg	mit	zunehmendem	WHO-Grad	astrozytärer	Tumoren	
an.	 Opera5onsgewebe	 von	 Pa5enten	 mit	 Glioblastom,	 bzw.	 niedergradigem	 Astrozytom	
wurde	 durch	 sq	 RT-PCR	 auf	 die	MACC1-Expression	untersucht.	 Insgesamt	wurden	 15	 GBM,	
acht	LGA	und	drei	NB	untersucht.	Als 	interne	Kontrolle	diente	die	Expression	von	GAPDH.	(-),	
Nega5vkontrolle	 ohne	 DNA	 im	 Ansatz.	 Gestrichelte	 Linien	 zeigen,	 wo	 Gelbilder	
zusammengesetzt	wurden.

MACC1 - 513

bp

- 566

NB

LG
A

01

N
B

01

N
B

02

N
B

03

LG
A

02

LG
A

03

LG
A

04

LG
A

05

LG
A

06

LG
A

07

LG
A

08

G
B

M
01

G
B

M
02

G
B

M
03

G
B

M
04

G
B

M
05

G
B

M
06

G
B

M
07

G
B

M
08

G
B

M
09

G
B

M
10

G
B

M
11

G
B

M
12

G
B

M
13

G
B

M
14

G
B

M
15

LGA GBM -

GAPDH



Weiterhin	 wurde	 in	 denselben	 Tumorproben	 die	 Expression	 von	 Met	 untersucht,	

welches 	durch	MACC1	 transkrip9onell	 reguliert	wird.	 In	GBM	 (0,755	 %)	 wurde	Met					

7-fach	 höher	 exprimiert	 als 	 in	 LGA	 (0,122	 %),	 was 	 ein	 sta9s9sch	 signifikanter	

Unterschied	war	(p	=	0,0039).	Jedoch	war	die 	Streuung	der	 Expressionsstärke	größer	

als	bei	der	Analyse	der	MACC1-Expression	(Abb.	3.5c,	Whisker	der	Box-Plots).
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Abb.	3.5:	Sowohl	MACC1	als	auch	Met	waren	in	Glioblastomen	signifikant	höher	exprimiert	
als	 in	niedergradigen	Astrozytomen.	a)	Opera5onsgewebe	von	Pa5enten	 (15	GBM,	ach	LGA	
und	drei	NB)	wurde	durch	sq	RT-PCR	auf	die	Expression	von	MACC1	untersucht.	Angegeben	ist	
die	 mediane	 rela5ve	 Expressionsintensität	 normalisiert	 auf	 die	 Expression	 von	 GAPDH.	
Glioblastome	 exprimierten	 MACC1	 am	 stärksten	 (46,75),	 LGAs	 miQelstark	 (28,64)	 und	 NB	
nahezu	 nicht.	 Der	 ANOVA-Test	 ergab	 einen	 sta5s5sch	 signifikanten	 Ans5eg	 der	 MACC1-
Expression	in	Abhängigkeit	vom	WHO-Grad	(p	=	0,0199).	b)	Bestä5gung	der	Ergebnisse	aus	a)	
durch	q	RT-PCR.	Es	fand	sich	ein	signifikanter	Unterschied	der	MACC1-Expression	zwischen	LGA	
(Median:	 0,0658	 %)	 und	 GBM	 (Median:	 1,486	 %,	 t-Test;	 p	 =	 0,0048).	 c)	 Analyse	 der	 Met	
Expression	durch	q	RT-PCR	in	denselben	Tumorproben.	Die	Expression	war	signifikant	höher	in	
GBM	(Median:	0,755	%)	als	in	LGA	 (Median:	0,122	%,	t-Test;	p	=	 0,0039).	Die	Ergebnisse	sind	
als	Box-Plot	 dargestellt.	 In	 b)	 und	 c)	 wurde	die	MACC1-,	 bzw.	 Met-Expression	 auf	 die	 von	
G6PDH	normalisiert.	Angegeben	ist	die	rela5ve	Expression	 im	Vergleich	zur	Expression	in	der	
Standardprobe	SW620.



3.1.3		 Anhand	der	MACC1-Protein	Expression	konnte	zwischen	
verschiedenen	Astrozytom-Entwicklungsstadien	unterschieden	
werden	

Nachdem	die	MACC1	mRNA-Expression	in	astrozytären	Tumoren	verschiedener	WHO-

Gradierung	 gezeigt	worden	war,	 folgte 	als	nächstes 	der	Nachweis 	auf	Proteinebene.	

Hierfür	wurde	ein	von	den	vorherigen	Versuchen	unabhängiges 	Pa9entenkollek9v	aus	

24	 LGA	 und	 14	 GBM	 durch	 Immunhistochemie	 untersucht.	 Im	 Kollek9v	 wurden	

mehrere	Gruppen	unterschieden	(s.	Abb.	2.3).	Es	enthielt	neben	zusammengehörigen	

Proben	von	rezidivierenden	Tumoren	(Ini9altumor	war	ein	LGA	und	nach	Behandlung	

bildete	sich	ein	LGA-Rezidiv)	und	Tumoren	mit	Progression	(Ini9altumor	war	 ein	LGA	

und	daraus	entstand	 ein	 sGBM)	 von	 denselben	 Pa9enten	auch	 Tumoren,	 die	 nach	

einer	 Opera9on	 keine 	 weitere	 Läsion	 bildeten	 (ruhende	 LGAs,	 welche	 weder	 ein	

Rezidiv	 bildeten,	 noch	Progress	 zeigten).	 Als 	Nega9vkontrolle	 diente 	Gewebe	eines	

Pa9enten	mit	 Mul9systematrophie,	 welches 	als	Normalhirnprobe	 fungierte	 und	 als	

Posi9vkontrolle	wurde	Gewebe	eines	CRC	verwendet.	

Im	Normalhirn	zeigten	nur	einige	Neurone	im	Markbereich	eine 	posi9ve 	Färbung	für	

MACC1,	Astrozyten	waren	jedoch	deutlich	nega9v.	Im	LGA	färbten	sich	einige	wenige	

Tumorzellen	und	Pyramidenzellen	an.	 In	den	GBMs	zeigte 	sich	ein	sehr	 heterogenes	

Bild.	 Isomorphe	 Regionen	 färbten	 sich	 nur	 schwach	 an,	 wohingegen	 polymorphe	

Regionen	 im	 Tumor	 eine 	sehr	 starke	Färbung	 aufwiesen.	 Generell 	 färbten	 sich	nur	

Tumorzellen	 stark	 an,	 nekro9sche 	Anteile 	oder	 Immunzellen	 blieben	 nega9v.	 Beim	

Vergleich	von	primären	mit	 sekundären	GBM	 zeigte	sich	bei 	hoher	 Vergrößerung	nur	

bei	sGBM	sowohl	eine	Kern-,	als	auch	eine 	Zytoplasmafärbung,	wohingegen	pGBM,	als	

auch	LGA,	ausschließlich	eine	Färbung	des	Zytoplasmas	aufwiesen	(Abb.	3.6).	

Von	jedem	Präparat	wurden	insgesamt	fünf	Gesichtsfelder	bei 	60-facher	Vergrößerung	

ausgezählt	und	das	Verhältnis 	von	posi9ven	Tumorzellen	zu	allen	Tumorzellen	wurde		

bes9mmt	 (Abb.	 3.7).	 In	LGA	 exprimierten	14,71	 ±	 15,64	%	 der	 Tumorzellen	MACC1	

(n	=	24),	wohingegen	im	GBM	38,21	±	24,49	%	posi9ve 	Zellen	zu	finden	waren	(n	=	14,	

p	 =	0,0017;	 Abb.	 3.7a).	Darau�in	wurden	die 	Untergruppen	der	LGA	analysiert.	 Nur	

4,29	±	4,536	%	der	Zellen	des	ruhenden	LGA	waren	posi9v	für	MACC1	(n	=	7).	Die	LGA	

mit	 Progression,	 bzw.	 Rezidiv	 hingegen	 zeigten	 eine	 posi9ve	 Färbung	 für	
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18,67	 ±	 18,82	 %	der	 Tumorzellen	(n	 =	 12,	 p	 =	 0,0050;	 Abb.	 3.7b).	 Es 	ließ	 sich	 kein	

signifikanter	Unterschied	in	der	MACC1-Expression	des 	ini9alen	LGA	(16,00	±	 6,60	%,	

n	 =	 6)	 und	 des	 dazugehörigen	 Rezidivs	 des 	 gleichen	 WHO-Grades	 feststellen	
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Abb.	 3.6:	 MACC1-Expression	 in	 Gewebeschnioen	 astrozytärer	 Tumoren.	 In	 Paraffin	
eingebetetes	Tumorgewebe	wurde	mit	einem	MACC1	spezifischen	An5körper	gefärbt	(braune	
Färbung).	Gewebe,	welches	mit	einem	isotypischen	Kontroll-An5körper	gefärbt	wurde,	diente	
als	Nega5vkontrolle.	Gewebe	eines	mit	einer	Mul5systematrophie	diagnos5zierten	Pa5enten	
wurde	als	Normalhinrprobe	verwendet.	Als	Posi5vkontrolle	diente	ein	Kolonkarzinom.	Es	sind	
repräsenta5ve	Beispiele	der	Färbungen	der	Mul5systematrophie	(NB;	n	=	1),	der	ruhenden	LGA	
(n	=	7),	der	rezidivierenden	LGA	(n	=	12),	der	primären	GBM	(n	=	10)	und	der	sekundären	GBM	
(n	 =	 4)	 gezeigt.	 Vergrößerung	 40x,	 Vergrößerung	 der	 Einzelzellen	 60x.	 Die	Skala 	entspricht	
50	µm.
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Abb.	 3.7:	 Bes8mmung	 der	 MACC1-Expression	 auf	 Proteinebene	 erlaubte	 eine	
Unterscheidung	 zwischen	 verschiedenen	 Astrozytom-Entwicklungsstadien.	 In	 Paraffin	
eingebeQete	 Tumorproben	 wurden	 mit	 einem	 spezifischen	 MACC1-An5körper	 gefärbt	
(Abb.	3.6).	Für	jeden	Tumor	wurden	fünf	Gesichtsfelder	bei	40-facher	Vergrößerung	ausgezählt	
und	 die	 für	 MACC1	 posi5ven	 Tumorzellen	 ins	 Verhältnis	 zu	 allen	 Tumorzellen	 gesetzt.	 a)	
Signifikant	mehr	 Zellen	 exprimierten	MACC1	in	GBM	 (n	 =	 14)	 im	Vergleich	zu	 LGA	 (n	 =	 24,	
p	 =	 0,0017).	 b)	 Die	 MACC1-Expression	 in	 ruhenden	 LGA	 (n	 =	 7)	 war	 geringer	 als 	 in	
rezidivierenden	LGA	und	LGA,	die	Progress	zeigten	(n	=	12,	p	=	0,0050).	c)	Rezidivierende	LGA	
(n	=	6)	zeigten	eine	unterschiedliche	MACC1-Expression	im	Vergleich	zum	zugehörigen	Rezidiv	
(n	=	5,	p	=	0,6451).	d)	 LGA,	welche	sich	zu	einem	höhergradigen	Gliom	entwickelten	 (n	=	6),	
zeigten	signifikant	niedrigere	Werte	für	MACC1	posi5ve	Zellen,	als 	die	zugehörigen	sekundären	
GBM	(n	=	 4,	p	=	0,0381).	e)	Der	Anteil	MACC1	posi5ver	Tumorzellen	in	LGA,	welche	Progress	
zeigten	(n	=	6),	war	höher	als 	in	LGA,	die	ein	Rezidiv	zeigten	(n	=	6,	p	=	0,8089).	f)	Sekundäre	
GBM	 (n	=	 4)	 exprimierten	 signifikant	höhere	Mengen	 von	MACC1	als	primäre	GBM	 (n	=	 10,							
p	 =	 0,0040).	 Sta5s5sche	 Unterschiede	 wurden	 mit	 dem	 Mann-Whitney	 Rangsummentest	
berechnet.
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(19,80	 ±	 11,48	 %,	 n	 =	 5,	 p	 =	 0,6541;	 Abb.	 3.7c).	Wurden	 jedoch	 die 	 ini9alen	 LGA	

(21,33	 ±	 26,80	 %,	 n	 =	 6)	 mit	 dem	 daraus 	 entstehenden	 sekundären	 GBM	

(68,25	±	17,35	%,	n	=	4)	verglichen,	so	verdreifachte 	sich	die	Zahl 	der	posi9ven	Zellen,	

was	 einen	 sta9s9sch	 signifikanten	 Unterschied	 darstellte	 (p	 =	 0,0381;	 Abb.	 3.7d).	

Zwischen	rezidivierenden	LGA	(16,00	±	6,603	%,	n	=	6)	und	LGA	mit	Progress	zu	einem	

sekundären	GBM	 (21,33	 ±	 26,80	 %,	 n	 =	 6)	 fand	 sich	kein	 signifikanter	 Unterschied	

(p	 =	 0,8089;	 Abb.	 3.7e).	 Es 	waren	jedoch	signifikant	 weniger	 Tumorzellen	posi9v	 für	

MACC1	 in	primären	GBM	(26,20	±	 14,30	%;	 n	=	10)	 verglichen	mit	 sekundären	GBM	

(68,25	±	17,35	%,	n	=	4,	p	=	0,0040;	Abb.	3.7f).	

Anhand	der	Bes9mmung	der	MACC1-Expression	auf	Proteinebene	konnte	daher	nicht	

nur	zwischen	LGA	und	GBM,	sondern	auch	zwischen	primären	und	sekundären	GBM,	

bzw.	ruhenden	LGA	und	LGA	mit	Progression,	bzw.	Rezidiv	unterschieden	werden.

3.2			 Effekte	von	MACC1	auf	das	Überleben	von	
Glioblastompa8enten

Die	bisher	gewonnenen	MACC1-Expressionsdaten	wurden	im	Folgenden	mit	klinischen	

Parametern	 korreliert.	 Von	 den	 14	 Glioblastompa9enten,	 die	 durch	 IHC	 analysiert	

worden	 waren,	 waren	 elf	 Männer	 und	 drei 	Frauen.	 Die	 Tumorlokalisa9on	 lag	 fast	

immer	supratentoriell 	in 	den	Großhirnhemisphären,	meist	frontal 	oder	temporal.	Das	

mihlere	Erkrankungsalter	 betrug	55,6	 Jahre	und	das	mediane 	Überleben	11	Monate.	

Die	MACC1	Protein-Expressionsdaten	(s.	 3.1.2)	wurden	mit	 dem	Gesamtüberleben	in	

Monaten	 ab	 Diagnose	 Glioblastoma	 mul9forme	 korreliert.	 Es	 wurde	 zwischen	

Pa9enten	 unterschieden,	 die	 MACC1	 stark	 und	 Pa9enten	 die 	 das 	 Gen	 schwach	

exprimierten.	 Als 	 Schwellenwert	 wurde	 die	 mediane	 Expression	 auf	 Proteinebene	

definiert,	 welche	33	 %	 betrug.	 Zur	 Berechnung	 der	 Überlebensfunk9on	wurde	das	

Modell	nach	Kaplan-Meier	benutzt.	

Es 	zeigte 	sich,	 dass 	Pa9enten,	 die	MACC1	 stark	exprimierten	 (8	 Monate,	 n	 =	 6)	 im	

Vergleich	 zu	 schwach	 exprimierenden	 Pa9enten	 (16	 Monate,	 n	 =	 8)	 ein	 signifikant	

kürzeres 	medianes	Gesamtüberleben	hahen	(p	=	0,0358,	Log-Rank	Test;	Abb.	3.8).	Das	

Hazard-Ra9o	lag	bei	4,73	(95	%	KI:	1,11-20,19).
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3.3		 Funk8onelle	in	vitro	Analysen	des	Einflusses	von	
MACC1	auf	Schlüsseleigenscha\en	von	
Glioblastomzellen

Nachdem	 durch	 verschiedene	Methoden	 gezeigt	 werden	konnte,	 dass 	Glioblastome	

MACC1	 überexprimierten,	 wurde	 im	 Anschluss 	 die	 funk9onelle	 Rolle	 des	 MACC1-

Proteins 	in	dieser	Tumoren9tät	untersucht.	MACC1	wurde	als	ein	im	Zusammenhang	

mit	 Metastasierung	 und	 Invasion	 stehendes 	Protein	 im	 CRC	 etabliert,	 daher	 wurde	

auch	ein	Einfluss	auf	Schlüsseleigenscha_en	von	Glioblastomzellen,	wie 	Migra9on	und	

Prolifera9on	angenommen.

3.3.1		 Die	Migra8on	von	Glioblastom-Primärkulturen	korrelierte	mit	
der	endogenen	MACC1-Expression

Um	Effekte	von	MACC1	 auf	die	Migra9on	 von	GBM	 zu	zeigen,	wurde 	ein	Sphäroid-

Migra9onsassay	durchgeführt.	Hierfür	wurden	primäre	Zellkulturen	verwendet,	welche	

direkt	 aus 	 Opera9onsgewebe	 gewonnen	 und	 maximal 	 einmal 	 passagiert	 worden	

waren.	 Insgesamt	 wurden	 neun	 verschiedene 	 Glioblastome	 verwendet,	 wobei 	 für	

jeden	 Tumor	 jeweils 	 zehn	 unterschiedliche	 Sphäroide	 untersucht	 wurden.	 Die	
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Abb.	 3.8:	 Glioblastom-Pa8enten	 mit	 hoher	 MACC1-Expression	 haoen	 eine	 ungüns8ge	
klinische	Prognose.	Pa5enten	mit	der	Diagnose	Glioblastom	wurden	durch	Immunhistochemie	
auf	ihre	MACC1-Expression	untersucht	und	in	eine	schwach	MACC1-exprimierende	(n	=	8)	und	
eine	 stark	 exprimierende	 Gruppe	 aufgeteilt	 (n	 =	 6).	 Der	 Schwellenwert	 war	 die	 mediane	
MACC1-Expression	und	lag	bei	33	%	posi5ven	Tumorzellen.	Anschließend	wurde	das	mediane	
Gesamtüberleben	ab	Diagnosebeginn	 in	Monaten	miQels	des	Kaplan-Meier	Modells 	mit	 der	
MACC1-Expression	korreliert.	Pa5enten	mit	starker	MACC1-Expression	zeigten	ein	signifikant	
kürzeres	medianes	Überleben	(8,	bzw.	16	Monate,	p	=	0,0358;	Log-Rank	Test).



Sphäroide	wurden	für	48	h	zu	den	Zeitpunkten	0	h,	12	h,	24	h,	36	h	und	48	h	analysiert.	

Tumor	 GBM36	 wurde	 nach	 36	 h	 vom	 Versuch	 ausgeschlossen,	 da	 die 	 Probe	 eine	

Kontamina9on	aufwies.	 Außerdem	wurde	von	allen	Tumoren	die 	endogene	MACC1-

Proteinexpression	durch	Western-Bloeng	bes9mmt	und	die	Kohorte	anschließend	in	

eine	 Gruppe	 von	 Tumoren	 mit	 starker	 und	 eine	 Gruppe	 mit	 schwacher	 MACC1-

Expression	aufgeteilt	(Abb.	3.9).

Zunächst	 wurde	die 	Migra9on	qualita9v	 analysiert.	 Gezeigt	 ist	 jeweils 	ein	repräsen-

ta9ver	 Sphäroid	eines	 Tumors	mit	 hoher	 MACC1-Expression	 und	 starker	 Migra9on	

(Abb.	 3.10a,	 Tumor	 GBM31)	 und	 ein	 Sphäroid	 von	 einem	 Glioblastom	 mit	 sowohl	

geringer	 MACC1-Expression	 als 	 auch	 niedriger	 Migra9onsrate 	 (Abb.	 3.10a,	 Tumor	

GBM38).	 Auffallend	war,	 dass 	sich	bei	GBM31	 Tumorzellen	 bereits 	nach	12	 h	 vom	

Sphäroid	envernten,	wohingegen	bei 	GBM38	die	Migra9on	erst	nach	24	h	allmählich	

begann.	Außerdem	migrierten	bei	GBM31	deutlich	mehr	Zellen	und	sie 	bewegten	sich	

weiter	vom	Sphäroid	weg	als	bei 	GBM38.	Nach	36-48	h	hahe	sich	der	GBM31-Sphäroid	

nahezu	aufgelöst,	da	sich	der	größte	Anteil	der	Zellen	vom	Zentrum	envernt	hahe,	
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Abb.	3.9:	Die	endogene	MACC1-Expression	primärer	Glioblastom-Zellkulturen	variierte	stark.	
Die	 endogene	MACC1-Expression	von	 neun	 verschiedenen	primären	 Zellkulturen	wurde	mit	
einem	spezifischen	An5körper	gegen	MACC1	durch	Western-Bloqng	bes5mmt.	Die	Intensität	
der	 MACC1-Expression	 wurde	 photodensitometrisch	 gemessen	 und	 auf	 die	Expression	 von													
γ-Tubulin	normalisiert.
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Abb.	 3.10:	 Die	 endogene	 MACC1-Expression	 korrelierte	 posi8v	 mit	 der	 Migra8onsrate	
primärer	 Glioblastom-Zellkulturen.	 Die	Migra5on	von	 insgesamt	 neun	 verschiedenen	 GBM	
Primärkulturen	wurde	in	einem	Sphäroid-Migra5onsassay	für	48	h	untersucht.	Basierend	auf	
den	 MACC1-Proteinexpressionsdaten	 wurde	 zwischen	 einer	 Gruppe,	 die	 MACC1	 stark	
exprimierte	und	einer	schwach	exprimierenden	Gruppe	unterschieden.	Je	Tumor	wurden	zehn	
Sphäroide	analysiert.	a)	Gezeigt	ist	ein	repräsenta5ver	Sphäroid	von	GBM31,	einem	Tumor	mit	
hoher	 MACC1-Expression	 und	 starker	 Migra5on	 und	 von	 GBM38,	 einem	 Glioblastom	 mit	
rela5v	 niedriger	MACC1-Expression	 und	 geringer	 Migra5onsrate.	 Die	 jeweils	 am	 weitesten	
migrierten	Zellen	sind	durch	rote	Pfeilspitzen	markiert.	b)	Quan5fizierung	der	Migra5on	aller	
Sphäroide	 beider	 Gruppen	 zu	 den	 verschiedenen	 Messpunkten.	 Nach	 36	 h	 (MACC1	 hoch:	
246,3	 vs.	MACC1	 niedrig:	 157,6,	 p	 =	 0,0002)	 und	 48	 h	 zeigte	sich	 eine	 signifikant	 stärkere	
Migra5on	der	stark	MACC1-exprimierenden	Gruppe	im	Vergleich	zur	anderen	Gruppe	(MACC1	
hoch:	395,8	vs.	MACC1	niedrig:	 287,5,	p	=	 0,0017).	 c)	 Es 	zeigte	sich	eine	posi5ve	Korrela5on	
der	 Zellmigra5on	 aller	 Tumoren	 nach	 48	 h	 mit	 der	 endogenen	 MACC1-Expression	
(Pearson	r	=	0,326).	Vergrößerung	in	a)	10	fach.	Fehlerbalken	in	b)	entsprechen	dem	SEM.	Sta-
5s5sche	Unterschiede	wurden	durch	zweisei5gen,	ungepaarten	t-Test	berechnet.	*,	p	<	0,05.
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während	der	GBM38-Sphäroid	immer	noch	eine 	deutlich	abgegrenzte,	kompakte	Form	

aufwies.

Neben	 der	 Analyse	 des 	 phänotypischen	 Unterschieds 	 wurde 	 die	 Migra9on	 der	

Tumoren	quan9fiziert	(Abb.	3.10b).	Hierfür	wurde	für	jeden	Tumor	jeweils 	der	Abstand	

der	 acht	 am	weitesten	von	den	Sphäroiden	migrierten	 Zellen	 zum	 Sphäroidzentrum	

gemessen.	 Die 	Migra9on	der	 stark	MACC1-exprimierenden	Tumoren	wurde 	mit	 der	

Gruppe	 der	 MACC1-schwach	 exprimierenden	 Tumoren	 zu	 den	 verschiedenen	

Messzeitpunkten	verglichen.	 In	den	ersten	12	h	migrierten	die 	Zellen	ähnlich	weit	 in	

den	beiden	Gruppen	(MACC1	hoch:	38,96	 ±	30,39	vs.	MACC1	niedrig:	 44,01	 ±	65,36,	

p	 =	 0,6292).	 Ab	24	 h	 zeigte	es 	sich,	 dass 	die 	Zellen	der	 GBM	 mit	 starker	 MACC1-

Expression	im	Mihel 	weiter	migrierten	als 	in	der	anderen	Gruppe	(MACC1	hoch:	154,1	

±	66,03	vs.	MACC1	niedrig:	135,3	±	104,60,	p	=	0,31).	Dieser	Unterschied	wurde	noch	

deutlicher	nach	36	h	(MACC1	hoch:	246,3	±	98,60	vs.	MACC1	niedrig:	157,6	±	100,60,	

p	=	0,0002)	und	war	 am	größten	nach	48	h	(MACC1	hoch:	395,8	±	118,70	vs.	MACC1	

niedrig:	287,6	±	167,50,	p	=	0,0017).

Eine	 Korrela9on	 der	 Migra9on	 der	 verschiedenen	 Tumoren	 nach	 48	 h	 mit	 der	

endogenen	 MACC1-Proteinexpression	 zeigte	 einen	 posi9ven	 Zusammenhang	

(Pearson	r	=	0,326)	(Abb.	3.10c).

3.3.2		 Die	Überexpression	von	MACC1	führte	zu	einer	erhöhten	
Zellmigra8on

Die	 bisher	 durchgeführten	 Experimente	 dienten	 vor	 allem	 der	 Untersuchung	 der	

endogenen	 MACC1-Expression.	 Daher	 wurde	 das 	 Gen	 nun	 in	 GBM-Zelllinien	

überexprimiert	und	die	Auswirkungen	wurden	 in	funk9onellen	Versuchen	analysiert.	

Hierfür	 wurden	 die 	 Zelllinien	 U138	 und	 U251	 gewählt,	 da 	 beide 	MACC1	 endogen	

rela9v	niedrig	exprimierten,	jedoch	trotzdem	ausreichend	schnell 	proliferierten	um	für	

die	funk9onellen	Versuche 	verwendet	werden	zu	können.	Die	beiden	Zelllinien	wurden	

mit	 einem	 Vektor	 transfiziert,	 der	 MACC1	 enhielt	 und	 so	 stabil 	 MACC1-über-

exprimierende	Glioblastom-Zelllinien	generiert	(U138/MACC1,	bzw.	U251/MACC1).	Als	

Kontrolle 	wurden	 die	 Zelllinien	 mit	 einem	 Kontrollvektor	 transfiziert	 (U138/Vektor,	

bzw.	U251/Vektor).	Die 	Überexpression	wurde 	auf	RNA-Ebene 	durch	q	RT-PCR	und	auf	

Protein-Ebene	durch	Western	Blot	mit	 einem	MACC1-spezifischen	und	einem	 gegen	
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Abb.	 3.11:	Die	Überexpression	von	MACC1	in	Glioblastomzelllinien	führte	zu	einer	höheren	
Zellmigra8on.	Die	beiden	GBM-Zelllinien	U138	und	U251	wurden	stabil	mit	MACC1	transfiziert	
(U138/MACC1,	bzw.	U251/MACC1).	Als	Kontrolle	wurde	mit	den	entsprechenden	Leervektoren	
transfiziert	(U138/Vektor,	bzw.	U251/Vektor).	Die	Überexpression	wurde	durch	q	RT-PCR	und	
durch	Western-Bloqng	mit	einem	spezifischen	An5körper,	bzw.	 einem	gegen	das 	V5-Epitop	
gerichteten	 An5körper	 nachgewiesen	 (a,	 b).	 Die	 Zellmigra5on	 wurde	mit	 dem	 xCELLigence	
System	für	40	h	 in	Echtzeit	gemessen	(c,	d).	Eine	Bes5mmung	des	Integrals	der	Kurven	(AUC)	
zeigte	 eine	 signifikant	 höhere	 Zellmigra5on	 in	 den	 MACC1-überexprimierenden	 Zelllinien	
(U138:	p	=	0,01,	bzw.	U251:	p	=	0,003;	e,	f).
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das	V5-Epitop	gerichteten	An9körper	nachgewiesen	(Abb.	3.11a,	b).	

Zunächst	 wurde	 der	 Effekt	 auf	 die	 Zellmigra9on	 gemessen.	 Für	 diese	 Fragestellung	

wurde	das 	xCELLigence 	System	benutzt.	Die	Migra9on	wurde 	in	beiden	Zelllinien	für	

40	h	in	Echtzeit	 untersucht	 (Abb.	3.11c,	d)	und	anschließend	jeweils	das 	Integral 	der	

Migra9on	berechnet	und	miteinander	verglichen	(Area	under	the	curve,	AUC).	Hierbei	

zeigte	sich	eine	signifikant	 höhere 	Zellmigra9on	 für	 die	MACC1-überexprimierenden	

Zelllinien.	 Für	 U138/MACC1	 im	 Vergleich	 zu	 U138/Vektor	 betrug	 der	 maximale	

Zellindex	 2,46	 bzw.	 0,91	 (p	 =	 0,01;	 Abb.	 3.11e).	 Für	 U251/MACC1	 betrug	 er	 im	

Vergleich	zu	U251/Vektor	1,93	bzw.	1,34	(p	=	0,003;	Abb.	3.11f).

3.3.3		 MACC1	induzierte	eine	Erhöhung	der	Prolifera8on,	auch	
zelladhäsionsunabhängig

Nachdem	ein	Effekt	von	MACC1	auf	die	Zellmigra9on	gezeigt	werden	konnte,	wurden	

im	 Folgenden	 die 	 Auswirkungen	 auf	 die 	 Prolifera9on	 von	 Glioblastom-Zelllinien	

untersucht.	 Hierfür	 wurden	 dieselben	 Zelllinien	 wie	 in	 Abschnih	 3.3.2	 mit	 dem	

xCELLigence	System	analysiert.	Die	Prolifera9on	wurde	für	100	h	in	Echtzeit	gemessen	

(Abb.	3.12a,	b).	 Es 	zeigte	sich	nach	Kalkula9on	der	 Integrale	(AUC),	dass	die	MACC1-

überexprimierenden	Zelllinien	U138/MACC1	und	U251/MACC1	eine 	signifikant	höhere	

Prolifera9onsrate 	 aufwiesen	 als	 die 	 jeweiligen	 Kontrollen	 (U138:	 p	 <	 0,001;	 U251:			

p	=	0,046;	Abb.3.12c,	d).	Die 	rela9ve	Prolifera9on	in	U138/MACC1	war	deutlich	höher	

als	in	U251/MACC1.

Bei	der	Messung	unter	 den	Bedingungen	des 	xCELLigence 	Systems	konnten	sich	die	

Zellen	an	die	beschichteten	Gefäße	anhe_en,	Zellkontakte	zu	anderen	Zellen	ausbilden	

und	 proliferieren.	 Es 	 wurde	 jedoch	 auch	 die 	 zellkontaktunabhängige	 Prolifera9on	

durch	einen	Koloniebildungsassay	 untersucht.	Hierfür	 wurden	dieselben	Zelllinien	als	

Einzelzellsuspension	auf	Weichagar	 ausgesät	 und	nach	14	 Tagen	die	sich	gebildeten	

Kolonien	ausgezählt.	Insgesamt	bildeten	U138/MACC1	 (151	%,	p	=	0,026;	Abb.	3.12e)	

und	U251/MACC1	(127	%,	p	=	0,029;	Abb.	3.12f)	signifikant	mehr	Kolonien,	als 	in 	den	

jeweiligen	Kontrollgruppen.	
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Abb.	 3.12:	 MACC1	 haoe	 einen	 posi8ven	 Effekt	 auf	 die	 Prolifera8on	 von	 Glioblastom-
zelllinien.	Das 	MACC1	Gen	wurde	in	den	GBM	Zelllinien	U138	und	U251	stabil	überexprimiert.	
Die	 zelladhäsionsabhängige	 Prolifera5on	 wurde	 für	 100	 h	 in	 Echtzeit	 mit	 dem	 xCELLigence	
System	 gemessen	 (a,	 b).	 Anschließend	 wurde	das	 Integral	der	 Kurven	 berechnet	 (AUC).	 Es	
zeigte	sich	eine	signifikant	höhere	Prolifera5on	von	U138/MACC1	(p	<	0,001;	 c),	bzw.	U251/
MACC1	 (p	 =	 0,046;	 d)	 im	 Vergleich	 zu	 den	 jeweiligen	 Kontrollen.	 Weiterhin	 wurde	 die	
zelladhäsionsunabhängige	 Migra5on	 durch	 einen	 Koloniebildungsassay	 untersucht.	 Hierfür	
wurden	dieselben	Zelllinien	als	Einzelzellen	auf	Weichagar	ausgesät	und	die	Kolonien	nach	14	
Tagen	 gezählt.	 Es 	 wurden	 signifikant	 mehr	 Kolonien	 von	 U138/MACC1-Zellen	 (151	 %,	
p	=	0,026;	e),	 bzw.	von	U251/MACC1-Zellen	(127	%,	p	=	0,029;	 f)	 im	Vergleich	 zur	Kontrolle	
gebildet.
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4		 Diskussion

4.1		 MACC1	war	in	Glioblastomen	verstärkt	exprimiert

Glioblastome	 zählen	 zu	 den	 Tumoren9täten	 mit	 einer	 besonders	 ungüns9gen	

Prognose.	 Ihr	 hoch	 invasives	 Wachstum	 macht	 bisher	 eine	 kura9ve	 Therapie	

unmöglich.	Obwohl 	in	den	letzten	zehn	Jahren	verschiedene	therapeu9sche	Ansätze	

getestet	 wurden,	 konnte	 die 	 Prognose 	 nicht	 signifikant	 verbessert	 werden.	 Die	

Faktoren,	 die	 für	 die	 Entstehung	 dieses 	astrozytären	 Tumors 	 und	 für	 das 	 invasive	

Wachstum	verantwortlich	sind,	sind	bisher	noch	wenig	verstanden.	

Das	neu	beschriebene	Gen	MACC1	wurde 	im	kolorektalen	Karzinom	als	prognos9scher	

Marker	für	metachrone 	Metastasierung	und	metastasefreies 	Überleben	beschrieben.	

Eine	hohe 	MACC1-Expression	führte	zu	einer	verstärkten	Prolifera9on,	Migra9on	und	

in	vivo	Metastasenbildung.

Im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 wurde	 MACC1	 erstmals 	 in	 humanen	 Glioblastomen	

nachgewiesen	 (Hagemann	 et	 al.,	 2013).	 Bioinforma9sche	 Untersuchungen	 von	

publizierten	Microarrays	und	 des 	TCGA	 zeigten	 eine 	Überexpression	von	MACC1	 in	

Glioblastomen.	

Diese 	in	silico	Ergebnisse 	wurden	durch	in	vitro	Ergebnisse 	bestä9gt.	Zunächst	erfolgte	

der	 posi9ve	 Nachweis	 einer	 MACC1-Expression	 in	 verschiedenen	 GBM-Zelllinien.	

Zusätzlich	 fand	sich	 bei 	Analyse	 von	Gewebeproben	von	Glioblastompa9enten	eine	

signifikant	 höhere	Expression	von	MACC1	 in	 GBM	 im	 Vergleich	 zu	LGA	 und	NB	auf	

mRNA-Ebene.	Somit	korrelierte	die	MACC1-Expression	mit	ansteigendem	WHO-Grad.

Auch	 im	 kolorektalen	 Karzinom	 s9eg	 die	 MACC1-Expression	 auf	 mRNA-Ebene 	mit	

zunehmender	 Malignität	 des 	 Gewebes 	 an.	 So	 war	 die	 Expression	 im	 normalen	

Kolongewebe	sehr	niedrig,	im	Adenom	etwas 	höher	und	im	kolorektalen	Karzinom	mit	

zunehmendem	UICC-Stadium	am	höchsten	(Stein 	et	 al.,	 2009b).	 Das 	Adenom	 ist,	 je	

nach	 histologischer	 Differenzierung,	 meist	 eine	 gutar9ge 	 Wucherung,	 die	 jedoch	

weiter	 entarten	kann	und	als 	Vorstufe 	zum	kolorektalen	Karzinom	gilt	 (Vogelstein 	et	

al.,	1988).	Das 	LGA	ist,	trotz	seines 	meist	invasiven	Charakters,	auch	eine	eher	benigne	

Läsion.	Durch	weitere	Muta9onen	kann	es 	in	einen	malignen	Tumor	übergehen	-	das	

sekundäre	Glioblastom.	 In	 vielen	weiteren	Tumoren	wie	dem	Magenkarzinom,	 dem	
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hepatozellulären	 Karzinom,	 und	 dem	 Ösophaguskarzinom	 fand	 sich	 eine	 erhöhte	

MACC1	mRNA-Expression	im	malignen	Gewebe	(Shirahata 	et	al.,	2011;	Shirahata 	et	al.,	

2010;	 Zhu	et	 al.,	 2013).	 Es	zeigte	sich,	dass 	MACC1	 generell 	in	fortgeschrihenen	und	

höhergradigen	 Tumoren	 stark	 exprimiert	 ist,	 was	unseren	MACC1-Expressionsdaten	

entspricht.

Nach	 der	 Veröffentlichung	 der	 Ergebnisse 	 dieser	 Arbeit	 erschienen	 zwei 	 weitere	

Studien,	 die	MACC1	 in	Gliomen	nachwiesen	 (Shang	 et	 al.,	 2015;	 Yang	 et	 al.,	 2013).	

Auch	hier	fand	sich	eine 	höhere 	MACC1-Expression	im	Tumorgewebe,	wodurch	unsere	

Ergebnisse	 bestä9gt	 werden	 konnten.	 Jedoch	bezogen	 sich	die	Expressionsanalysen	

dieser	 Studien	 nicht	 speziell 	auf	 Glioblastome,	 sondern	auf	Gliome	 im	Allgemeinen.	

Weiterhin	 differenzierten	 Shang	 et	 al.	 weder	 zwischen	 Astrozytomen	 unter-

schiedlichen	WHO-Grades 	noch	nutzten	sie 	Normalhirngewebe 	als 	Vergleichsgewebe,	

sondern	 den	 Tumor	 umgebendes	 Gewebe.	 Durch	 das 	 invasive	 Wachstum	 von	

Glioblastomen	 finden	 sich	 trotz	 mikrochirurgisch	 kompleher	 Resek9on	 mit	 großer	

Wahrscheinlichkeit	 noch	 Tumorzellen	 im	 umliegenden	 Gewebe.	 Es 	 sollten	 daher	

möglichst	 Gewebeproben	 von	 Pa9enten	 ohne	 Tumorerkrankung	 zum	 Vergleich	

verwendet	werden	um	verlässliche 	Ergebnisse	zu	erhalten.	Häufig	wird	Gewebe	aus	

der	Epilepsiechirurgie	genutzt.

Das	 MACC1-Gen	 liegt	 auf	 Chromosom	 7p21.1	 auf	 dem	 Minusstrang.	 Dieses	

Chromosom	liegt	 in	Karzinomen	häufig	amplifiziert	 vor,	wie 	zum	Beispiel 	im	Magen-,	

Pankreas-	 und	 kolorektalen	 Karzinom	 (Harada 	 et	 al.,	 2007;	 Herbergs 	 et	 al.,	 1996;	

Morohara 	 et	 al.,	 2006).	 Auch	 im	 GBM	 exis9ert	 eine 	 solche 	 Polysomie	 von	

Chromosom	7,	vor	allem	des 	kurzen	p-Arms.	Dies 	kommt	nicht	bei 	Gliomen	niederen	

WHO-Grades 	vor	(Arslantas 	et	al.,	2007).	Interessanterweise	liegen	neben	MACC1	auch	

HGF	 (7q21.1)	 und	Met	 (7q31.1)	 auf	 Chromosom	7.	 Es 	wurde	daher	 vermutet,	 dass	

dieser	 Zugewinn	 an	 gene9schem	 Material 	 des 	 Chromosoms	 7	 zur	 verstärkten	

Expression	des	MACC1-Gens	beiträgt	 (Stein	 et	 al.,	 2010).	 Unsere	Analyse 	des 	TCGA	

über	 das 	 cBio	 Cancer	 Genomics	 Portal	 konnte	 einen	 posi9ven	 Zusammenhang	

zwischen	der	Anzahl	der	Genkopien	von	MACC1	und	der	mRNA-Expression	bestä9gen.	
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Der	 Grund	 für	 die	Aneuploidie 	von	Glioblastomen,	 also	der	 anormalen	 Anzahl 	von	

Chromosomen,	liegt	an	der	hohen	gene9schen	Instabilität	dieser	Tumoren	(Furnari 	et	

al.,	 2007).	 Vor	kurzem	wurde	gezeigt,	dass 	sowohl 	verschiedene	Regionen	innerhalb	

desselben	Tumors,	als 	auch	Rezidive	unterschiedliche	Muta9onen	tragen	können.	Dies	

spricht	für	eine	gene9sche	Veränderung	des 	Tumors 	in	räumlicher	und	zeitlicher	Ebene	

(Nickel	et	al.,	2012).	

Des	Weiteren	wurden	Chromosomenabschnihe	iden9fiziert,	welche	besonders 	häufig	

in	 Astrozytomen	 verändert	 sind.	 Vor	 allem	 die	 Regionen	 5p15.33,	 9p21.3,	 1p21.2,	

3q26.2	und	7p15.3	zeigen	häufig	sogenannte	Single	nucleo7de	polymorphisms	(SNPs),	

das 	heißt	Veränderungen	in	bes9mmten	einzelnen	Nukleo9den	(Yang	et	al.,	2011).	In	

der	Nähe	des	Abschnihs	7p15.3	liegen	MACC1,	Met	und	HGF.

Zusätzlich	liegen	in	der	Nachbarscha_	 des 	MACC1-Lokus	weitere	Gene	wie	Integrin	8	

oder	Twist,	die	mit	Migra9on	und	Invasion	in	Bezug	gebracht	werden	(Paschos 	et	al.,	

2009;	 Stein 	et	 al.,	2010).	Twist	beispielsweise 	induziert	die 	epitheliale-mesenchymale	

Transi9on	 (EMT).	 Bei 	 der	 EMT	 gehen	 Zellen	 von	 einem	 epithelialen	 in	 einen	

mesenchymalen	Phänotyp	über.	 Das 	heißt,	 dass 	eine	Zelle,	 welche 	bislang	 in	 einem	

Verbund	mit	Zellkontakten	zu	ihren	Nachbarn	war,	die	Fähigkeit	erhält,	diese	Kontakte	

aufzulösen	 und	 ak9v	 migrieren	 zu	 können.	 Dies 	 ist	 essen9ell 	 für	 die 	 Embryonal-

entwicklung,	aber	auch	für	die	Bildung	von	Metastasen	(Yang	et	al.,	2006).

4.2		 Die	MACC1-Expression	haoe	prognos8sche	Bedeutung	für	
Pa8enten	mit	astrozytären	Tumoren

Eine	verstärkte	mRNA-Expression	bzw.	erhöhte 	Anzahl	von	Genkopien	bedeutet	nicht	

zwangsläufig,	dass 	auch	das 	entsprechende	Protein	gebildet	wird	und	so	eine 	mögliche	

funk9onelle 	Relevanz	 besteht.	 Um	 dies 	für	 MACC1	 im	 GBM	 zu	 zeigen	 wurden	 die	

mRNA-Expressionsdaten	durch	eine 	immunhistochemische	Färbung	von	Proben	einer	

unabhängigen	 Pa9entenkohorte	 bestä9gt.	 Eine 	 erhöhte 	 MACC1-Expression	 auf	

Proteinebene	wurde	beispielsweise	bereits	im	Bronchialkarzinom	und	Magenkarzinom	

gezeigt	(Chundong	et	al.,	2011;	Wang	et	al.,	2013).	

Eine	 genaue	 Auswertung	 der	 einzelnen	 Untergruppen	 unserer	 Studie	 erlaubte	

außerdem	eine	Differenzierung	zwischen	unterschiedlichen	Astrozytom-Entwicklungs-

stufen.	So	ließ	sich	anhand	der	MACC1-Expression	nicht	nur	zwischen	niedergradigem	
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Astrozytom	und	Glioblastom	unterscheiden,	sondern	auch	zwischen	pGBM	und	sGBM,	

wobei	die 	sGBM	eine	ca.	2,5-fach	höhere	MACC1-Expression	hahen.	Dies	könnte	von	

großem	klinischen	Interesse	sein,	da	primäres 	und	sekundäres	Glioblastom	sich	zwar	

phänotypisch	nicht	unterscheiden,	aber	große	Unterschiede 	in	der	Prognose	bestehen.	

Zwar	 ist	 mit	 der	 immunhistochemischen	 Färbung	 von	 mu9erter	 IDH1	 bereits 	 ein	

verlässlicher	Nachweis 	von	sGBM	möglich,	jedoch	fehlt	ein	molekularer	Marker	für	das	

viel 	 häufiger	 vorkommende	 pGBM	 (Nobusawa 	 et	 al.,	 2009).	 Eine	 Bes9mmung	 der	

MACC1	 Protein-Expression,	 welche	 für	 pGBM	 deutlich	 niedriger	 als 	für	 sGBM	 war,	

könnte	diese	diagnos9sche	Lücke	schließen.	

Weiterhin	konnte	durch	Bes9mmung	der	MACC1-Proteinexpression	zwischen	LGA	und	

dem	daraus	entstehenden	sGBM	differenziert	 werden.	Viel 	erstaunlicher	war	 jedoch	

die	Tatsache,	 dass 	sich	auch	 signifikante	Unterschiede	zwischen	 ruhenden	LGA	 und	

solchen	LGA,	welche	metachron	ein	Rezidiv	des	gleichen	WHO-Grades	oder	Progress	

zu	einem	sGBM	aufwiesen,	zeigten.	Im	kolorektalen	Karzinom	ließ	sich	durch	Analyse	

der	 MACC1-Expression	 bes9mmen,	 ob	 Pa9enten	 später	 Metastasen	 bildeten.	 So	

konnten	 hier	 Hochrisikopa9enten	 gefunden	 werden	 (Stein	 et	 al.,	 2009b).	 Auch	 im	

Bronchialkarzinom,	hepatozellulären	Karzinom	und	Mammakarzinom	korrelierte 	eine	

hohe	 MACC1-Expression	 mit	 Metastasenbildung	 und	 einem	 kurzen	 rezidivfreien	

Überleben	 (Huang	 et	 al.,	 2013;	 Qu	 et	 al.,	 2012;	 Shimokawa 	 et	 al.,	 2010).	 Eine	

Bes9mmung	 von	 MACC1	 bei 	 Pa9enten	 mit	 LGA	 könnte	 daher	 in	 der	 Zukun_	

Risikopa9enten	iden9fizieren.

Stein	 et	 al.	 analysierten	 weiterhin	 die 	 intrazelluläre	 Lokalisa9on	 von	 MACC1.	 Sie	

fanden	heraus,	 dass 	MACC1	bei 	Pa9enten	mit	späterer	Metasenbildung	vor	allem	im	

Zellkern	 vorlag,	 wohingegen	 das	 MACC1-Protein	 bei	 Pa9enten	 ohne 	 metachrone	

Metastasenbildung	hauptsächlich	im	Zytoplasma	lokalisiert	war	(Arlt	und	Stein,	2009).	

Auch	im	Glioblastom	fand	sich	ein	vergleichbarer	Sachverhalt.	So	war	MACC1	 in	LGA	

und	pGBM	 ausschließlich	 im	 Zytoplasma 	lokalisiert.	 Im	 Gegensatz	 dazu	 zeigten	 die	

sGBM	 zusätzlich	eine 	MACC1	 Kernfärbung.	Warum	 die 	nukleäre	Lokalisa9on	nur	 im	

sGBM	vorkam,	bleibt	vorerst	unklar.	MACC1	reguliert	im	Zellkern	die	Transkrip9on	von	

Met	 vermutlich	über	 indirekte 	Interak9on	mit	 der	 Sp1-Domäne	des 	Met-Promotors.	

Eine	Transloka9on	 von	MACC1	 würde	daher	 zu	 einer	 höheren	Expression	 von	Met	
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führen	und	auf	diesem	Weg	Migra9on	und	Invasion	induzieren.	 Die 	hohe	Invasivität	

von	 sGBM	 Zellen	 konnte 	 in	 den	 letzten	 Jahren	 durch	 Nachweis 	 von	 einzelnen	

Tumorzellen	nahezu	im	gesamten	Gehirn	gezeigt	werden	(Sahm	et	al.,	2012).	Da 	dies	

auf	einem	Nachweis 	von	mu9erter	 IDH1	beruhte,	 kann	durch	diese	Methode	bisher	

keine	Aussage 	über	 die	Verteilung	der	 Tumorzellen	bei 	pGBM	gemacht	werden,	weil	

diese 	Tumoren9tät	 fast	 nie	 solche	Veränderungen	aufweist.	Möglicherweise	 ist	 das	

sGBM	 trotz	besserer	Prognose 	mehr	 von	der	 transkrip9onellen	Ak9vität	 von	MACC1	

abhängig	als 	das	pGBM,	was 	die	starke	Migra9on	der	Tumorzellen	bedingt.	 Es 	wurde	

bereits 	 vor	 einigen	 Jahren	 vermutet,	 dass 	 die	 Fähigkeit	 zur	 starken	 Migra9on	 die	

prolifera9ve	 Ak9vität	 der	 Glioblastomzellen	 einschränken	 kann,	 da 	 dis9nkte	

gene9sche 	Programme	ak9viert	werden	(Giese	et	 al.,	 2003).	Möglicherweise	ist	 dies	

vor	allem	für	die	Pathogenese 	von	sGBM	charakteris9sch,	was	durch	die 	Tatsache 	des	

deutlich	langsameren	Wachstums	im	Vergleich	zum	pGBM	unterstützt	wird.	

Wie	bereits 	erwähnt	 korrelierte	die	MACC1-Expression	im	kolorektalen	Karzinom	mit	

metachroner	 Metastasenbildung	 und	mit	 einem	kurzen	metastasefreien	Überleben.	

Wir	 konnten	 nun	 erstmals 	 einen	 Effekt	 von	 MACC1	 auf	 die 	 Prognose	 von	

Glioblastompa9enten	zeigen.	Es 	stellte 	sich	heraus,	dass 	Pa9enten	mit	 Tumoren,	die	

MACC1	stark	exprimierten	ein	signifikant	kürzeres 	medianes 	Gesamtüberleben	hahen	

(8	 Monate)	 als 	 schwach	 exprimierenden	 Pa9enten	 (16	 Monate).	 Dieser	 große	

Unterschied	 im	 Gesamtüberleben	 könnte	 MACC1	 als 	 einen	 neuen	 prognos9schen	

Marker	 für	 Glioblastome	qualifizieren.	 Eine	 Bes9mmung	 der	 MACC1-Expression	 bei	

Pa9enten	mit	Diagnose	GBM	könnte	so	Hinweise 	über	den	Verlauf	und	die	Prognose	

der	 Erkrankung	liefern.	 Jedoch	ist	 eine 	größere 	Studie 	mit	 mehr	Pa9enten	nö9g	um	

diese	Ergebnisse	zu	verifizieren.	

Eine	kürzlich	erschienene	Metaanalyse	verglich	insgesamt	20	Studien	über	MACC1	 in	

verschiedenen	 Tumorerkrankungen	 miteinander,	 darunter	 Arbeiten	 über	 Kolon-

karzinom,	Mammakarzinom,	Ösophaguskarzinom	und	Osteosarkom.	Es	fand	sich	über	

fast	 alle 	Tumoren9täten	hinweg	 eine	 signifikante	 nega9ve	 Korrela9on	 einer	 hohen	

MACC1-Expression	sowohl 	mit	kurzem	krankheitsfreien	und	rezidivfreien	als 	auch	mit	

geringem	 medianen	 Gesamtüberleben	 (Wang	 et	 al.,	 2014).	 Dies	 unterstreicht	 die	

prognos9sche	Bedeutung	von	MACC1	und	bestä9gt	unsere	Ergebnisse.
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4.3		 MACC1	regulierte	Schlüsseleigenscha\en	von	
Glioblastomzellen

In	den	bisherigen	Versuchen	konnte	eine	erhöhte	MACC1-Expression	in	Glioblastomen	

nachgewiesen	und	auch	eine	prognos9sche	Relevanz	 demonstriert	 werden.	 Um	 die	

Hypothese 	zu	bestä9gen,	dass 	MACC1	auch	eine 	Bedeutung	für	Schlüsseleigenscha_en	

von	 Glioblastomzellen,	 wie	 Prolifera9on	 und	 Migra9on	 hat,	 folgten	 im	 Anschluss	

funk9onelle 	 in	 vitro	 Versuche.	 In	 einem	 Sphäroid-Migra9onsassay	 konnte 	 gezeigt	

werden,	 dass 	 die	 endogene	 MACC1-Expression	 mit	 der	 Migra9on	 von	 primären	

Glioblastomzellkulturen	 korrelierte.	 Da 	 sich	 aus 	 diesen	 Korrela9onen	 noch	 nicht	

schließen	lies,	ob	tatsächlich	MACC1	für	die 	erhöhte	Migra9on	verantwortlich	war	und	

nicht	 andere	Faktoren,	 wurde	 zusätzlich	MACC1	 in	 zwei 	Glioblastomzelllinien	 stabil	

überexprimiert	 und	 die	 Effekte	 auf	 Prolifera9on	 und	Migra9on	 wurden	 in	 Echtzeit	

gemessen.	 In	 der	 Tat	 zeigten	 die 	 beiden	 stabil 	 transfizierten	 Zelllinien	 signifikant	

höhere	 Werte	 für	 Prolifera9on	 und	 Migra9on	 als 	 die	 Kontrollen.	 Im	 darau�in	

durchgeführten	Koloniebildungsassay	 wurde	die	zellkontaktunabhängige 	Prolifera9on	

gemessen.	Dies	gilt	als	rela9v	stringenter	Versuch	zum	Nachweis 	von	malignen	Zellen.	

Auch	 hier	 bildeten	die	MACC1-überexprimierenden	Zelllinien	mehr	 Kolonien	als	die	

Kontrollen.	

Eine	funk9onelle	Relevanz	 von	MACC1	 wurde	auch	 in	 anderen	Tumorerkrankungen	

nachgewiesen.	 Wang	 et	 al.	 zeigten,	 dass 	 eine	 Überexpression	 des 	 Gens 	 in	 zwei	

Magenkarzinomzelllinien	zu	einer	 erhöhten	Prolifera9on	und	Invasion	in	 vitro	 führte	

(Wang	et	al.,	2013).	Ein	Knockdown	von	MACC1	 in	der	Zelllinie	Huh7,	 die	von	einem	

HCC	 abgeleitet	wurde,	 hemmte	die	Fähigkeit	 zur	 Invasion	und	Migra9on	(Gao 	et	al.,	

2013).

Die 	 Effekte 	 von	 MACC1	 auf	 Prolifera9on,	 Migra9on	 und	 Invasion	 werden	

wahrscheinlich	 zumindest	 zum	 Teil 	 über	 die 	 HGF-Met	 Achse	 vermihelt.	 Eine	

Beteiligung	der	beiden	Gene	wurde	in 	der	Mehrzahl 	der	soliden	und	hämatologischen	

Neoplasien	 und	 auch	 im	 Glioblastom	 gefunden	 (Abounader	 und	 Laterra,	 2005;	

Nabeshima 	et	al.,	1997).	MACC1	wurde	im	kolorektalen	Karzinom	als 	transkrip9oneller	

Ak9vator	von	Met	 iden9fiziert	 und	führte	zu	dessen	verstärkter	Expression	(Stein 	et	

al.,	 2009b).	 Auch	 wir	 konnten	 in	 Gewebeproben	 von	 Glioblastompa9enten	 eine	
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erhöhte	Expression	von	Met	auf	mRNA-Ebene	im	Vergleich	zum	LGA	nachweisen.	Mit	

dem	 Nachweis 	 von	 MACC1	 im	 Glioblastom	 wird	 die	 Bedeutung	 des 	 HGF-Met	

Signalwegs	in	dieser	Tumoren9tät	noch	vergrößert.

Eine	Ak9vierung	 der	HGF-Met	Achse	führt	 z.B.	 zu	einer	 Steigerung	 von	Prolifera9on	

und	Migra9on.	Weitere 	Effekte	sind	die	Förderung	von	Angiogenese	und	die	Induk9on	

von	 Invasion	 und	 einer	 Neuanordnung	 des 	 Zytoskelehs 	 durch	 epitheliale-

mesenchymale	Transi9on.	Generell 	sind	die	Folgen	einer	Met-Ak9vierung	komplex	und	

es 	 ist	 naheliegend,	 dass 	eine 	Überak9vierung	 zur	 Krebsentstehung	 beitragen	 kann	

(Gherardi	et	al.,	2012).

Seine 	Funk9on	übt	Met	über	Ak9vierung	mehrerer	Signalwege	aus.	Am	wich9gsten	ist	

hierbei	die 	Ak9vierung	des	PI3K-	und	des	MAPK-Signalweges	(Birchmeier	et	al.,	2003).	

Der	MAPK-Signalweg	kann	von	verschiedenen	Rezeptortyrosinkinasen	ak9viert	werden	

und	reguliert	beispielsweise	den	Zellzyklus 	und	die	Prolifera9on	durch	Ak9vierung	von	

Transkrip9onsfaktoren	wie	V-Ets	Avian	Erythroblastosis	Virus	E26	Oncogene	Homolog	

1	 (Ets1)	oder	 der	AP-1	 Familie.	Es 	konnte	gezeigt	werden,	dass 	AP-1	 an	den	MACC1	

Promotor	 bindet.	 Somit	 führt	 eine 	Ak9vierung	 des	MAPK-Wegs 	über	 HGF/Met	 zur	

verstärkten	MACC1-Expression,	 was 	wiederum	 in	 der	 verstärkten	Transkrip9on	 von	

Met	 resul9erte 	(Juneja 	et	al.,	2013).	Eine 	andere 	Studie	untersuchte	den	Einfluss	von	

MACC1	auf	den	MAPK-Weg	im	Pankreaskarzinom.	Ein	Knockdown	von	MACC1	führte	

zu	einer	geringeren	Ak9vierung	von	Extracellular	Signal-Regulated	Kinase	(ERK),	einer	

Effektorkinase 	dieses 	Signalwegs.	Interessanterweise 	resul9erte	dies 	in	einer	höheren	

Empfindlichkeit	 gegenüber	 Chemotherapeu9ka 	 wie	 Gemcitabine,	 dem	 Therapie-

standard	beim	Pankreaskarzinom	(Wang	et	al.,	2012).	Ähnliche	Ergebnisse	fanden	sich	

vor	 kurzem	 auch	 für	 das 	Glioblastom.	 Eine	MACC1-Überexpression	 führte	 zu	 einer	

erhöhten	 Resistenz	 gegenüber	 Cispla9n,	 wohingegen	 ein	 Knockdown	 die 	 Empfind-

lichkeit	erhöhte 	(Shang	et	al.,	2015).	Diese	Ergebnisse	sind	jedoch	schwierig	auf	die 	in	

vivo	 Situa9on	 zu	 übertragen,	 da 	 Cispla9n	 aktuell 	 keinen	 Therapiestandard	 in	 der	

Glioblastomtherapie	 darstellt.	 Die	 Versuche	 sollten	 mit	 Temozolomid	 wiederholt	

werden.	 Trotzdem	 ist	 der	 Ansatz	 interessant	 und	 möglicherweise	 könnte 	MACC1	

zukün_ig	 ein	 neuer	 prädik9ver	 Marker	 für	 das 	Ansprechen	 von	 Chemotherapie	 im	

GBM	werden,	so	wie	das	bisher	für	den	MGMT-Methylierunsstatus	der	Fall	ist.
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Als 	 zweiten	 wich9gen	 Signalweg	 ak9viert	 Met	 den	 PI3K-Weg.	 Dieser	 führt	 zur	

Ak9vierung	von	Akt	 (auch	bekannt	als 	Proteinkinase	B).	Eine	Wirkung	von	Akt	 ist	die	

Phosphorylierung	 des 	 pro-apopto9schen	 Proteins 	 BCL2-Associated	 Agonist	 Of	 Cell	

Death	(Bad).	Bad	wird	dadurch	inak9v.	Somit	ist	ein	Effekt	des 	PI3K-Wegs 	die	Resistenz	

gegenüber	 an9apopto9schen	Signalen	und	 der	 Förderung	 des 	Überlebens 	der	 Zelle	

(Xiao	et	al.,	 2001).	 Zhang	et	al.	 zeigten,	dass 	MACC1	Akt	 im	Osteosarkom	ak9vieren	

kann.	 Ein	Knockdown	von	MACC1	durch	siRNA	hahe	einen	gegenteiligen	Effekt	 und	

führte	zu	verstärkter	Apoptose	(Zhang	et	al.,	2014).	

Diese 	 Beispiele	 verdeutlichen,	 dass 	 die 	 HGF-Met	 Achse 	 eine	 große 	 Rolle 	 in	 der	

Pathogenese	 verschiedener	 Tumoren9täten	 besitzt.	 Deshalb	 wurden	 bereits 	 viele	

Ansätze	 verfolgt	 um	 eine	 Hemmung	 dieses	 Signalwegs	 zu	 erreichen.	 Zum	 Beispiel	

wurden	monoklonale	An9körper	gegen	Met	entwickelt	wie	Onartuzumab	(„MetMab“),	

die	das 	Tumorwachstum	unter	anderem	im	Pankreaskarzinom	hemmen	konnten	(Jin	et	

al.,	 2008).	 Des 	Weiteren	wurde 	nach	Au�lärung	 der	 Proteinstruktur	 von	Met	 eine	

Vielzahl 	 an	 Kinaseinhibitoren	 hergestellt,	 welche 	 in	 mehreren	 klinischen	 Studien	

evaluiert	werden	(Web	11).	Aktuell 	sind	in	den	USA	94	klinische	Studien	der	Phasen	1-3	

registriert	 (Web	 12).	 Neben	 Met	 wird	 auch	 mit	 HGF	 als 	 therapeu9schem	 Ziel	

gearbeitet.	 Es	 wurden	 beispielsweise 	 An9körper	 gegen	 HGF	 entwickelt,	 welche	 in	

einem	Tiermodell	das	Glioblastomwachstum	reduzieren	konnten	(Cao	et	al.,	2001)

Weiterführende	 Arbeiten	 aus 	 dem	 Tumorbiologischen	 Labor	 untersuchten	 die	

Effek9vität	des	Met-Inhibitors	Crizo9nib	im	Zusammenhang	mit	MACC1	(Hagemann 	et	

al.,	 2013).	 Es 	wurde 	bereits	 gezeigt,	 dass 	Crizo9nib	 das	 Tumorwachstum	 im	 GBM	

hemmen	konnte	(Rath 	et	al.,	2013).	Für	die	Versuche 	wurden	dieselben	GBM-Zelllinien	

benutzt,	die	MACC1	stabil	überexprimierten,	wie	in	der	vorliegenden	Arbeit.	Es 	stellte	

sich	 heraus,	 dass 	eine	 Behandlung	 mit	 Crizo9nib	 die	Migra9on	 der	 Zellen	 in	 vitro	

hemmte,	 sowie	 die	 Invasion	 in	 einem	 Schnihkulturmodell 	 von	 murinen	 Gehirnen	

reduzierte.	

Zusammenfassend	zeigt	dies 	den	funk9onellen	Zusammenhang	zwischen	MACC1	und	

Met	 im	 Glioblastom.	 Wegen	 dieser	 Bedeutung	 von	 Met	 für	 die	 Pathogenese	 des	

Glioblastoms 	wurden	bereits 	An9körper	 in	klinischen	Studien	für	diese 	Tumoren9tät	

getestet.	 In	 einer	 Phase	 II	 Studie	 wurde	 der	 gegen	 Met	 gerichtete 	 monoklonale	
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An9körper	 Rilotumumab	 bei 	Glioblastompa9enten	 im	Rezidivfall 	getestet.	 Es 	zeigte	

sich	 keine	 signifikante	 an9tumorale 	 Ak9vität	 (Wen	 et	 al.,	 2011).	 Da 	 MACC1	 ein	

wich9ger	 Regulator	 des	 HGF-Met	 Signalwegs 	 ist,	 könnte	 es 	 vielleicht	 ein	 besseres	

therapeu9sches	Ziel	als	Met	darstellen	(Stein,	2013).

4.4		 Ausblick

In	 dieser	 Arbeit	 wurde	 erstmals 	 gezeigt,	 dass 	MACC1	 eine	 Schlüsselrolle 	 für	 die	

Pathogenese	des 	Glioblastoma 	mul9forme	spielte.	Es 	konnte	gezeigt	werden,	dass 	die	

Expression	 des 	Gens 	mit	 zunehmendem	 WHO-Grad	 ans9eg	 und	 zudem	 mit	 einer	

ungüns9gen	klinischen	Prognose	für	Glioblastompa9enten	korrelierte.	Um	MACC1	als	

prognos9schen	Marker	in	astrozytären	Tumoren	etablieren	zu	können,	sollte 	eine 	groß	

angelegte	klinische	Studie 	durchgeführt	 werden.	 Im	 Rahmen	dessen	 sollte	versucht	

werden,	die	prognos9schen	Aussagen	zu	bestä9gen,	die	durch	diese 	Arbeit	gefunden	

wurden.	Bestä9gen	sich	die	Effekte	sollte 	eine 	rou9nemäßige	MACC1	Bes9mmung,	am	

besten	durch	Immunhistochemie,	 bei 	jedem	Pa9enten	mit	 Astrozytom	durchgeführt	

werden	um	Risikopa9enten	iden9fizieren	zu	können.	Ein	erstes 	Patent	 für	MACC1	als	

diagnos9schen	Test	 für	hepatobiliäre	Tumoren	wurde	vor	 kurzem	angemeldet	(Stein,	

2014).	 Dies 	bereitet	 den	 Weg	 für	 kommerziell	 erhältliche 	 Tests,	 die	 Einzug	 in	 die	

klinische	Diagnos9k	halten	könnten.	Mit	 großer	Wahrscheinlichkeit	werden	 in	naher	

Zukun_	weitere	Tests 	für	andere 	Tumoren9täten	folgen.	Analog	dazu	könnte	auch	ein	

Test	im	Glioblastom	etabliert	werden

Weiterhin	konnten	wir	 zeigen,	dass 	MACC1	 Schlüsseleigenscha_en	von	Glioblastom-

zellen,	 wie	Migra9on	und	Prolifera9on	induzieren	konnte.	 Daher	 könnte	MACC1	 ein	

neues 	 therapeu9sches 	 Ziel 	 im	 GBM	 darstellen	 und	 könnte 	 vor	 allem	 für	 MACC1-

hochexprimierende	Pa9enten	relevant	sein.	Es 	ist	daher	wich9g	die	Ergebnisse	dieser	

transla9onalen	Forschung	möglichst	bald	in	die	klinische 	Anwendung	zu	übersetzen.	

Deshalb	ist	die	Suche	nach	möglichen	Inhibitoren	für	MACC1	wich9g.	Es 	fanden	sich	im	

letzten	Jahr	mit	Rohlerin	und	Lovasta9n	zwei 	viel	versprechende	Substanzen	(Juneja,	

2014).	Rohlerin	ist	eine	pflanzliche 	Substanz	aus 	dem	Karmalabaum.	Lovasta9n	ist	ein	

HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor,	 der	 zur	 Cholesterinsenkung,	 z.B.	 im	 Rahmen	 der	

Sekundärpräven9on	von	kardiovaskulären	Ereignissen	eingesetzt	 wird.	 Falls 	sich	die	

an9tumorale 	Wirksamkeit	 der	 beiden	 Substanzen	 in	 klinischen	 Studien	 bestä9gen	
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sollte,	könnte	eine	Zulassung	zur	Tumortherapie	erfolgen.	Diese 	Medikamente 	sollten	

auch	 im	 Glioblastom	 getestet	 werden	 und	 für	 die 	 klinische 	Anwendung	 verfügbar	

gemacht	werden.	 So	könnte	durch	Hemmung	von	MACC1	schließlich	die 	Qualität	der	

Behandlung	 des 	Glioblastoms	 gesteigert	 und	 die 	bisher	 schlechte	 Prognose	 für	 die	

Pa9enten	verbessert	werden.
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5		 Zusammenfassung

Das	 Glioblastoma	 mul9forme	 (GBM)	 ist	 der	 primäre 	 maligne	 Hirntumor	 mit	 der	

höchsten	 Prävalenz	 bei	 Erwachsenen.	 Dieser	 astrozytäre	 Tumor	 ist	 durch	 ein	

besonders 	schnelles 	Wachstum	 und	 ein	 äußerst	 invasives 	Verhalten	 charakterisiert.	

Deshalb	 beträgt	 das	 mediane	 Überleben	 nach	 Diagnose 	 trotz	 interdisziplinärer	

Therapie	nur	ungefähr	14,6	Monate.

Metastasis	Associated	in	Colon	Cancer-1	(MACC1)	ist	ein 	neuer	prognos9scher	Marker	

für	 Metastasierung	 im	kolorektalen	Karzinom.	 Es 	ist	 ein	 transkrip9oneller	 Regulator	

von	Met,	 dem	 Rezeptor	 des	Hepatocyte	 Growth	 Factor	 (HGF).	 Überexpression	 von	

MACC1	 führt	 zur	 Induk9on	 von	Migra9on	und	Prolifera9on.	 Es	wurde	gezeigt,	 dass	

MACC1	auch	in	anderen	Tumoren9täten	wie	dem	Magenkarzinom,	Bronchialkarzinom	

und	hepatozellulärem	Karzinom	 verstärkt	 exprimiert	 ist.	 Jedoch	 gab	es 	bisher	 noch	

keine	Daten	über	 die 	Rolle	 von	MACC1	 in	astrozytären	Tumoren.	Obwohl 	GBM	 nur	

selten	metastasieren,	ist	ihr	aggressives	und	invasives 	Verhalten	mit	dem	von	metasta-

sierenden	Tumoren	vergleichbar.	 Deshalb	war	 das 	Ziel	dieser	 Arbeit	 zu	zeigen,	 dass	

MACC1	 auch	 eine	 wich9ge	 Rolle	 in	 der	 Pathogenese	 von	 Glioblastomen	 spielen	

könnte.

Die	 MACC1-Expression	 von	 Glioblastomen	 wurde	 zunächst	 in	 silico	 mit	 frei	

zugänglichen	 Microarray-Pla�ormen	 analysiert.	 Von	 Gewebeproben	 humaner	

niedergradiger	 Astozytome	(LGA)	 und	GBM	 wurde 	die 	MACC1-	 und	Met-Expression	

mihels 	 PCR	 bes9mmt.	 Die	 Analyse 	 der	 Expression	 auf	 Proteinebene	wurde	 durch	

Immunhistochemie 	(IHC)	 von	Pa9entengewebe	durchgeführt.	 Funk9onelle 	Analysen	

folgten	 in	 Form	 eines 	 Sphäroidmigra9onsassays 	 von	 primären	 GBM	 Zellkulturen.	

Weiterhin	 wurde	 MACC1	 in	 zwei	 GBM-Zelllinien	 stabil 	 überexprimiert	 und	 deren	

Migra9on	 und	 Prolifera9on	 in	 Echtzeit	 gemessen.	 Kompleeert	 wurden	 die	

funk9onellen	Versuche	durch	einen	Koloniebildungsassay.

Die	 Expression	 von	 MACC1	 s9eg	 mit	 zunehmendem	 WHO-Grad	 auf	 mRNA-	 und	

Proteinebene	 an.	 Die	Analyse	 von	MACC1	 durch	 IHC	 erlaubte	eine	Differenzierung	

nicht	 nur	 zwischen	ruhenden	LGA	 und	LGA	welche 	später	 ein	Rezidiv	 bildeten,	 bzw.	

Progress	zeigten,	sondern	auch	zwischen	primären	und	sekundären	GBM.	Eine	hohe	

MACC1-Expression	 war	 mit	 einer	 ungüns9gen	 klinischen	 Prognose 	 der	 Pa9enten	
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assoziiert.	Die	endogene	Expression	von	MACC1	korrelierte	mit	der	Migra9onsak9vität	

primärer	 GBM-Zellkulturen.	 Die	 Überexpression	 von	 MACC1	 in	 GBM-Zelllinien	

induzierte	 Prolifera9on,	 Migra9on	 und	 Koloniebildung	 und	 korrelierte	 somit	 mit	

Schlüsseleigenscha_en	maligner	Zellen.	

Zusammenfassend	zeigen	die	Ergebnisse	dieser	Arbeit	zum	ersten	Mal 	eine	essen9elle	

Rolle	von	MACC1	für	die	Pathogenese 	von	Glioblastomen.	Deshalb	könnte	MACC1	ein	

poten9elles 	neues 	therapeu9sches 	Ziel 	für	die	Behandlung	von	Glioblastomen	sein	und	

eventuell	sogar	als	neuer	prognos9scher	Marker	dienen.	
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6		 Abstract

Glioblastoma 	mul9forme	(GBM)	is 	the	primary	malignant	brain	tumor	with	the	highest	

prevalence 	in	adults.	This 	astrocy9c	tumor	is	characterized	by	a	par9cular	rapid	growth	

and	a	highly	 invasive	behavior.	Thus,	it	 leads 	to	a 	median	survival 	of	only	about	14.6	

months 	a_er	 diagnosis 	despite	 a 	mul9disciplinary	 treatment	 consis9ng	 of	 surgery,	

radia9on,	and	chemotherapy.	

Metastasis 	Associated	 in	 Colon	 Cancer-1	 (MACC1)	 is 	a 	new	 prognos9c	 indicator	 of	

metastasis 	forma9on	 in	colon	carcinoma.	It	 is	a	transcrip9onal	regulator	 of	Met,	the	

receptor	of	the	Hepatocyte	Growth	Factor	(HGF).	 An	overexpression	of	MACC1	 leads	

to	an	accelera9on	of	migra9on	and	prolifera9on.	Recently,	MACC1	was 	also	shown	to	

be	 upregulated	 in	 other	 tumor	 en99es 	 such	 as 	 gastric,	 lung,	 and	 hepatocellular	

carcinoma.	However,	 there 	were	no	data 	available 	yet	which	address 	a	poten9al	role	

of	 MACC1	 in	 human	 astrocy9c	 tumors.	 Although	 GBM	 rarely	 metastasize,	 their	

invasive	 and	 migratory	 behavior	 is 	 comparable	 to	 those 	 of	 metastasizing	 tumors.	

Therefore,	 the	aim	of	this 	study	was	to	show	that	MACC1	may	also	play	 an	important	

role	in	glioblastoma	pathogenesis.	

GBM	microarray	plavorms	were	screened	for	MACC1	expression.	PCR	measurements	

were 	performed	to	study	 the 	MACC1	and	Met	expression	in	9ssue	samples 	of	human	

low	 grade	 astrocytoma	 (LGA)	 and	 GBM.	 Immunohistochemistry	 (IHC)	 of	 paraffin-

embedded	 glioma	 pa9ents‘	 9ssue	 samples 	 was	 carried	 out	 to	 analyze	 MACC1	

expression	 on	 the 	 protein	 level.	 Finally,	 func9onal 	 analyses 	were	 performed	 by	 a	

spheroid	migra9on	assay	 with	 primary	 GBM	 cell 	cultures.	 Addi9onally,	 MACC1	 was	

stably	 overexpressed	 in	two	GBM	 cell 	lines.	 Subsequent	 real-9me	measurements 	of	

the	cells‘	migra9on,	prolifera9on,	and	colony	forma9on	abili9es	were	performed.

MACC1	 expression	 increased	 concomitantly	 with	 augmen9ng	 WHO	 grading	 of	 the	

tumors	on	the	mRNA-	and	protein-level.	Analysis 	of	MACC1	expression	by	IHC	allowed	

a 	 dis9nc9on	 between	 dormant	 and	 recurrent	 or	 progressing	 LGA,	 respec9vely.	

Moreover,	 a 	differen9a9on	 could	also	 been	made 	between	 primary	 and	secondary	

GBM.	 A	 strong	 expression	 of	 MACC1	 corresponded	 with	 a 	poor	 pa9ents‘	 survival.	

Endogenous	expression	of	MACC1	was 	correlated	with	migra9on	of	GBM	primary	 cell	

cultures.	Overexpression	of	MACC1	in	GBM	cell 	lines 	led	to	an	increased	prolifera9on,	
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migra9on,	 and	 colony	 forma9on	 ac9vity.	 Taken	 together,	 the 	 results 	 of	 this 	work	

indicate	for	the	first	9me	a	crucial 	role 	of	MACC1	for	the	pathogenesis 	of	glioblastoma.	

Its 	expression	correlates 	with	hallmarks	of	cancer	cells 	like	prolifera9on	and	migra9on	

along	 with	 affec9ng	 GBM-pa9ents‘	 prognosis.	 Therefore,	 MACC1	 may	 represent	 a	

puta9ve	 new	 target	 for	 treatment	 of	 glioblastoma 	and	may	 even	 serve	 as 	a 	new	

prognos9c	marker.
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		 Glioblastomzelllinien.

Anhang

91



Abkürzungsverzeichnis

2-HG	 2-Hydroxyglutarat
5-JÜR	 5-Jahresüberlebensrate
Akt	 Proteinkinase	B
dH2O		 Des9lliertes	Wasser
AP-1	 Ac9vator	Protein	1
AS	 Aminosäuren
ATRX	 α-Thalassemia	/	Mental-Retarda9on-Syndrome-X-Linked
AUC		 Area	under	the	curve
Bad	 BCL2-Associated	Agonist	Of	Cell	Death
bp		 Basenpaare
Ca		 Carcinoma	(Karzinom)
CD	 Cluster	of	differen9a9on
c-Fos 	 FBJ	Murine	Osteosarcoma	Viral	Oncogene	Homolog
CIC	 Homolog	des	Gens	Capicua	von	Drosophila	melanogaster
c-Jun	 Jun	Protoonkogen
CMV		 Cytomegalievirus
CRC	 Kolorektales	Karzinom
CT	 Computertomographie
DAB		 Diaminobenzidin
DD	 Death-Domain
DEPC		 Diethyldicarbonat
DMEM	 Dulbecco‘s	modified	eagle	medium
DMSO		 Dimethylsulfoxid
DNA		 Desoxyribonukleinsäure
dNTP’s 	 Dinukleo9dtriphosphate
ECL		 Enhanced	Chemoluminiscence
E.	coli 	 Escherichia	coli	
EDTA	 Ethylendiamintetraacetat
EGF	 Epidermal	Growth	Factor
EGFR		 Epidermal	Growth	Factor	Receptor
EGTA		 Ethylen-Glycol-Tetraacetat
EMT	 Epitheliale-mesenchymale	Transi9on	
ERK	 Extracellular	Signal-Regulated	Kinase,	Synonym:	
	 MAPK1	,Mitogen-Ac9vated	Protein	Kinase	1
Ets1	 V-Ets	Avian	Erythroblastosis	Virus	E26	Oncogene	Homolog	1
FCS		 Fetales	Kälberserum
FITC		 Fluorescein
FLAIR	 Fluid-ahenuated	inversion	recovery
FUBP1	 Far	Upstream	Element	(FUSE)	Binding	Protein	1
G6PDH		 Glucose-6-phosphat	Dehydrogenase
GAPDH	 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GBM,	pGBM,	sGBM		 Glioblastoma	mul9forme,	primäres,	sekundäres	Glioblastom
G-CIMP	 Glioma	CpG	island	methylator	phenotype
gDNA		 Genomische	DNA
GFAP	 Glial	Fibrillary	Acidic	Protein
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HCC	 Hepatozelluläres	Karzinom	
HE-Färbung	 Hämatoxylin-Eosin-Färbung	
HGF		 Hepatocyte	Growth	Factor
HRP		 Meerreechperoxidase
IDH1	 Isozitratdehydrogenase	1
IHC	 Immunhistochemie
kb		 Kilobasen
kDa		 Kilodalton
KI	 Konfidenzintervall
KI67	 An9gen	Ki-67
LCRed		 Light	Cycler	Red
LGA	 Niedergradiges	Astrozytom	WHO-Grad	II	(Low	grade	
	 astrocytoma)
LOH		 Verlust	der	Heterozygosität	(Loss	of	Heterozygocity)
MACC1		 Metastasis	Associated	in	Colon	Cancer-1
MAPK		 Mitogen	Ac9vated	Protein	Kinase
MEKK		 MAPK/Erk	Kinase
Met	 MET-Protoonkogen
MGMT		 O6-Methylguanin	DNA-Methyltransferase
miRNA	 microRNA
Mono	 Monoklonal
MRT	 Magnetresonanztomographie
NaCl 	 Natriumchlorid
NaOH	 Natriumhydroxid
NB		 Normalhirn	(Normal	brain)
NEAA	 Nicht-essen9elle	Aminosäuren
NF1	 Neurofibromin	1
PAGE	 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS		 Phosphate	buffered	saline
PCR		 Polymerasekehenreak9on
PDGFR	 Platelet	Derived	Growth	Factor	Receptor
PDGFRA		 Platelet	Derived	Growth	Factor	Receptor	Alpha	Polypep9de
PMSF		 Phenylmethylsulfonylfluorid
Poly		 Polyklonal
Prim	 Primäran9körper
PTEN	 Phosphatase	and	Tensin	Homolog
q	RT-PCR	 Quan9ta9ve	Echtzeit	reverse	transcrip9on	PCR,	real-9me	PCR
RB	 Re9noblastom	Tumorsuppressorgen
RNA		 Ribonukleinsäure
rpm		 Umdrehungen	pro	Minute
RT		 Raumtemperatur
SD		 Standardabweichung
SDS-PAGE		 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sek	 Sekundäran9körper
SH2-Domäne	 Src	Homology	2	Domain
SH3-Domäne	 Src	Homology	3	Domain
shRNA	 Small	hairpin	RNA
siRNA	 Small	interfering	RNA
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SNPs	 Single	nucleo9de	polymorphisms
SP-1	 Sp1	Transcrip9on	Factor
sq	RT-PCR			 Semiquan9ta9ve	reverse	transcrip9on	PCR
TCGA	 The	Cancer	Genome	Atlas
Tm		 Annealing	temperature
TMZ	 Temozolomid
TP53	 Tumorsuppressorgen	53
Tris 	 Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UICC	 Union	Interna9onal	Contre	le	Cancer
VEGF	 Vascular	Endothelial	Growth	Factor
WB		 Western	Blot
WHO		 Weltgesundheitsorganisa9on
ZNS		 Zentrales	Nervensystem
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