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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Glioblastoma multiforme ist ein maligner
astrozytarer Hirntumor

Tumorerkrankungen sind nach den Erkrankungen des Kreislaufsystems die
zweithaufigste Todesursache in Deutschland (Web 1). Im Erwachsenenalter sind vor
allem Prostata-, Brust-, Lungen- und Darmneoplasien haufig. Darunter sind die
primaren Hirntumoren mit nur ca. 2 % aller Neoplasien eher selten. Jedoch zahlt der
haufigste Vertreter dieser Gruppe, das Glioblastoma multiforme, generell zu den
gefahrlichsten Tumorentitdten U(berhaupt und weist eine infauste Prognose auf
(Reifenberger und Collins, 2004). Glioblastome zeigen eine Inzidenz von drei bis vier
Fallen pro 100.000 Erwachsenen und stellen ca. 20 % aller Hirnlasionen in Deutschland
dar (Web 2). Im Jahre 2012 wurden in Deutschland 7.180 neue Félle von Hirntumoren
diagnostiziert. Zum Vergleich: Die Zahl der Krebsneuerkrankungen betrug im selben

Jahr 477.950 Fille (Web 3).

Das Glioblastom gehort zur Gruppe der Astrozytome, die von einer Untergruppe der
Gliazellen des Gehirns, den Astrozyten, ausgehen. Astrozytome sind mit Abstand die
haufigsten Tumoren der Gruppe der sogenannten Gliome. Dazu gehdren neben
Ependymomen, ausgehend von Ependymzellen, z.B. noch oligodendrogliale Tumoren.
Die aktuelle Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 2007
unterscheidet neun verschiedene astrozytire Tumorentitdten hauptsachlich anhand
von histologischen Kriterien. Sie werden nach Dignitat von Grad I, eher benigne, bis zu

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

Niedergradige Astrozytome WHO-Grad | kommen vor allem im Kindesalter vor und
wachsen sehr langsam. Hirntumore stellen bei Kindern im Allgemeinen mit 24,4 % aller
Tumorerkrankungen nach den Leukamien (33,4 %) die zweithdufigste Krebsart dar
(Web 3). Mit einer Inzidenz von 0,8/100.000 Kindern ist das Pilozytische Astrozytom
der haufigste Hirntumor bei Kindern und kommt vor allem im Kleinkindesalter vor. Es
ist ein zellarmer, benigner Tumor und kann daher haufig kurativ reseziert werden. Die
Prognose ist mit einer Fiinfjahresiiberlebensrate (5-JUR) von 85-100 % sehr gut.

Dauerheilungen sind moglich (Pfister und Witt, 2009).
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Tab. 1.1: Klassifikation und Grading von astrozytaren Tumoren. Einteilung der Tumoren nach
der aktuellen vierten Auflage der WHO-Klassifikation von Tumoren des zentralen
Nervensystems. Die haufigsten Entitaten sind fett markiert. Grad | entspricht gut
differenzierten, eher benignen Tumoren und Grad IV sehr malignen Tumorentitdten (Louis et

al., 2007)

[Tumorentitat WHO-Grad |
Subependymales Riesenzell-Astrozytom I
Pilozytisches Astrozytom |
Pilomyxoides Astrozytom Il
Diffuses Astrozytom I
Pleomorphes Xanthoastrozytom Il
Anaplastisches Astrozytom 1

Glioblastoma multiforme v
Riesenzell-Glioblastom \Y;
Gliosarkom \Y

Diffuse Astrozytome WHO-Grad Il kommen bei Erwachsenen mittleren 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 komplette Resektion oft
nicht moglich. Dies fuhrt dazu, dass diffuse Astrozytome haufig rezidivieren oder sich
zu Astrozytomen eines hdheren WHO-Grades entwickeln. Die 5-JUR betrigt 45 %
(Riemenschneider und Reifenberger, 2009).

Anaplastische Astrozytome entstehen haufig aus niedergradigen astrozytaren
Tumoren. Sie weisen bereits eine hohere Zellteilungsrate auf als die benignen Lasionen
und sind wenig differenzierte Tumoren. Das mittlere Erkrankungsalter liegt mit
ca. 50 Jahren etwas hoher als bei den diffusen Astrozytomen. Die 5-JUR betrigt nur
ungefdahr 28 %. Auch sie koénnen sich zu einem Glioblastom entwickeln

(Riemenschneider und Reifenberger, 2009).

Man unterscheidet klassischerweise zwei unterschiedliche Formen von Glioblastomen
(GBM): Das primare Glioblastom (pGBM), welches de novo entsteht und das sekundare
Glioblastom (sGBM), das sich aus niedergradigen Astrozytomen entwickelt. Priméare
Glioblastome sind mit mehr als 90 % aller GBM die haufigste Variante und stellen eine
schnell proliferierende Tumorentitdt dar. Diese flihrt trotz optimaler Therapie meist

innerhalb von wenigen Monaten zum Tod. Das durchschnittliche Alter bei der
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Erstdiagnose liegt bei ca. 60 Jahren. Sekundare Glioblastome hingegen treten deutlich
friher auf, mit einem Haufigkeitsgipfel von 45 Jahren. Sie wachsen langsamer und
filhren erst nach ungefahr vier bis fiinf Jahren zum Tod. Das relative 5-JUR fiir alle
Glioblastom-Patienten liegt unter 3 %. Durchschnittlich sind Manner ca. 1,3-fach
haufiger von der Krankheit betroffen als Frauen (Riemenschneider und Reifenberger,
2009). Eine Assoziation des Auftretens von Gliomen mit bestimmten Umweltfaktoren
war bisher vergebens. Der einzige gesicherte unabhangige Faktor, der die Ausbildung
eines Glioms beglinstigen kann, ist die therapeutische Bestrahlung des Gehirns. Diese
wird zum Beispiel bei Hirnmetastasen oder bei ZNS-Manifestation einer Leukamie im
Kindesalter angewandt (Ohgaki und Kleihues, 2005). Gliome treten hierbei oft in
weniger als 10 Jahren nach der Bestrahlung auf. Weiterhin kénnen Gliome mit
verschiedenen hereditaren Tumorsyndromen, wie z.B. dem Li-Fraumeni-Syndrom, der
Neurofibromatose 1 und 2 und der tuberésen Sklerose assoziiert sein (Ostrom et al.,

2015).

1.1.1 Histopathologie und Molekulargenetik

Obwohl man in der klinischen Praxis zwischen zwei verschiedenen Untertypen von
Glioblastomen differenziert, findet man histologisch keine Unter-schiede. Zu den
charakteristischen feingeweblichen Merkmalen von Glioblastomen, die sie von
niedergradigen Astrozytomen unterscheiden, gehoren eine starke Vaskularisierung
und Nekrosen. Die Gefalle sind typischerweise wie ein Knduel angeordnet (,Gefal3-
Glomerulus”) und haufig unreif, was zu Einblutungen fiihren kann (Riemenschneider
und Reifenberger, 2009). Die Nekrosen sind oft streifenformig ausgebildet und von
dick gepackten Tumorzellen radial in einem ,pseudo-palisadenartigen” 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 spindelformige Zellen. Auch gemistozytische
Zellen, d.h. grofRe Tumorzellen mit exzentrischem Zellkern und stark vermehrtem
eosinophilem Zytoplasma kommen vor, was einem reaktiven Zustand der Astrozyten
entspricht. Dieses gemischte Bild spricht fir die genetische Instabilitdt von

Glioblastomen, welche sich in einem variablen Zellphdnotyp duBert. Weiterhin ist die
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mitotische Aktivitdit hoch und auch atypische Mitosen treten gehauft auf

(Riemenschneider und Reifenberger, 2009).

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) Ausschnitt eines Glioblastoms. Man erkennt die hohe Zellularitét.
Im linken Teil des groBen Fotos zeigen sich nekrotische Areale (Pfeile). Im kleinen Bild sind
zahlreiche GefaRe angeschnitten (Pfeilspitze) (Aufnahmen von Camelia Monoranu,
Neuropathologie Wiirzburg). Hamatoxylin-Eosin Farbung von Paraffinschnitten. VergroBerung
grofRes Bild 10x, kleines Bild 40x.

Makroskopisch prasentieren sich Glioblastome meist als eine diffuse Masse mit

Einblutungen und Nekrosen, welche in die weilRe Substanz, meist supratentoriell im
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Bereich der GroRhirnhemispharen, einwachst (Abb. 1.2). Wachst der Tumor lber eine
Infiltration des Corpus callosum in beide Hemisphadren ein, wird er wegen seines
charakteristischen Aussehens im Frontalschnitt als ,Schmetterlingsglioblastom”
bezeichnet. Dieser hohe Grad an Heterogenitat und Variabilitat, sowohl aus mikro- und
makroanatomischer Sicht, sorgte 1926 fir die historische Bezeichnung als

Glioblastoma multiforme (Bailey und Cushing, 1926).

b

Abb. 1.2: Das Glioblastom ist ein invasiv wachsender Tumor. a,b) Makroskopische
Prasentation eines Glioblastoms. Der Tumor infiltriert diffus Basalganglien, Diencephalon,
Corpus callosum und das Ventrikelsystem. Auffdllig sind die nekrotischen Anteile des
Glioblastoms und einige &ltere Blutungen (Pfeile) (Aufnahmen von Camelia Monoranu,
Neuropathologie Wiirzburg). Frontalschnitte durch ein Hirnpraparat.

Diese Eigenschaft der diffusen Infiltration in umliegende Gewebe tragt besonders zur
unglinstigen Prognose von Glioblastomen bei. In einer Arbeit aus dem Jahr 2012 wurde
durch immunhistochemische Farbung von Schnitten durch komplette Gehirne gezeigt,
dass sich die Tumorzellen bei Patienten mit sekundarem Glioblastom uberall verteilt
im Gehirn befinden kénnen, oft weit entfernt vom Primarius. Dies macht eine Heilung
meist unmoglich (Sahm et al., 2012). Extrakranielle Metastasen von Glioblastomen
hingegen sind dullerst selten und treten nur in weniger als 0,5 % aller Falle auf (Lun et
al., 2011).

Im Vergleich zum Glioblastom sind niedergradige Astrozytome WHO-Grad Il
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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Obwohl sich aus histologischer Sicht wenige Unterschiede zwischen primaren und
sekundarem Glioblastom finden, unterscheiden sich diese Tumoren auf molekular-
genetischer Ebene stark und weisen grundlegend unterschiedliche Mutationen und
chromosomale Verdanderungen auf. Flir pGBM typisch ist eine Amplifikation des
Epidermal Growth Factor Receptors (EGFR), eine Mutation des Phosphatase and Tensin
Homolog Gens (PTEN) und ein Verlust von Chromosom 10. Sekundare Glioblastome
hingegen weisen haufig eine Mutation der Tumorsuppressorgene 53 (TP53) und
Retinoblastom (RB) sowie einen Verlust des langen Arms von Chromosom 19 auf. Es
findet sich so ein unterschiedliches genetisches Profil fir primare und sekundare
Glioblastome, welches aber fiir diagnostische Zwecke schwer zu nutzen ist (Furnari et
al., 2007; Ohgaki und Kleihues, 2013) (Abb. 1.3).

In 2008 fiel durch eine genomweite Mutationsanalyse von Glioblastomen auf, dass
einige der Tumoren Mutationen des Gens der Isozitratdehydrogenase und darunter
vor allem des Isotyps 1 (IDH1) aufwiesen. Erstaunlicherweise waren dies in fast allen
Fillen sGBM (Yan et al., 2009) (Abb. 1.3). Die IDH katalysiert im Rahmen des
Zitratzyklus die Reaktion von Isozitrat zu a-Ketoglutarat. Durch die haufigste Mutation
der IDH an einem Arginin an Stelle 132 (R132) im aktiven Zentrum bekommt das
Enzym eine neue katalytische Aktivitdit und bildet 2-Hydroxyglutarat (2-HG) als
Reaktionsprodukt. 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 mutierten IDH zeigen auBerdem eine verstadrkte
Methylierung von Genpromotoren, was zur epigenetischen Inaktivierung
verschiedener Gene fiihrt (Glioma CpG-island methylator phenotype, G-CIMP). G-CIMP
positive Tumoren stellen eine distinkte Subgruppe mit besserer Prognose dar
(Noushmehr et al.,, 2010; Turcan et al., 2012). Weitere Studien konnten IDH1
mittlerweile in der klinischen Praxis als diagnostischen Marker flir sGBM etablieren
(Nobusawa et al., 2009; Ohgaki und Kleihues, 2013) .Warum die IDH vor allem in sGBM
mutiert ist, bleibt unklar, kdnnte aber einen Hinweis darauf liefern, dass in dieser
Tumorentitdt der zelluldre Metabolismus fir den Methylierungsstatus mit-

entscheidend ist und so zur Pathogenese des Tumors beitrdgt (Cloughesy et al., 2014).
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Abb. 1.3: Primdre und sekundire Glioblastome weisen unterschiedliche genetische
Veranderungen auf. Stark vereinfacht dargestellt sind die verschiedenen Mutationen und
chromosomalen Veranderungen, die von den glialen Vorlauferzellen ausgehend zu
unterschiedlichen Gliomen fiihren. Die durchschnittliche Dauer bis zum nachsten
Entwicklungsschritt ist angegeben. Es wird vermutet, dass oligodendrozytische Tumoren und
sGBM von einer gemeinsamen Vorlduferzelle mit IDH1/2 Mutationen ausgehen, wohingegen
pGBM eine distinkte Gruppe darstellen. LOH, Loss of Heterozygocity; Mut, Mutation; Ampl,
Amplifikation; Del, Deletion; IDH, lIsozitratdehydrogenase; EGFR, Epithelial Growth Factor
Receptor; TP53, Tumorsuppressorgen 53; PTEN, Phosphatase and Tensin Homolog; ATRX, a-
Thalassemia / Mental-Retardation-Syndrome-X-Linked, PDGFR, Platelet Derived Growth Factor
Receptor; Rb, Retinoblastom 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).

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 grol8 angelegten internationalen Studie sollten
genetische Veranderungen einer Vielzahl von Tumoren klassifiziert werden, um so eine
Grundlage fur neue Therapien zu liefern. Hierbei untersuchten Roel G.W. Verhaak et

al. die sequenzierten Genome von 206 Glioblastomen auf gemeinsame genetische
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Veranderungen. Dadurch konnten vier molekulare Untergruppen definiert werden:
Proneurale, neurale, klassische und mesenchymale Glioblastome. Die Unterschiede
beruhten vor allem auf Mutationen, bzw. unterschiedlicher Expression der Gene
Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha Polypeptide (PDGFRA), Neurofibromin 1
(NF1), EGFR und IDH1. Diese Klassifikation nimmt auch Bezug zur ,klassischen
Einteilung" in primdre und sekunddre Glioblastome. So sind die sGBM fast
ausschlieBlich als proneurale GBM in dieser Klassifizierung zu finden. Neuere
Erkenntnisse konnten diese Einteilung jedoch teilweise wieder relativieren. Sottoriva et
al. zeigten, dass die molekularen Subtypen nach Verhaak et al. bereits alle innerhalb
eines einzigen Glioblastoms eines Patienten vorkommen kdnnen (Sottoriva et al.,

2013).

Diese Entwicklung vom Versuch der histologischen zur molekulargenetischen
Klassifikation der Glioblastome zeigt sehr deutlich, wie heterogen diese Tumorentitat
ist und wie schwer sie trotz verschiedener wissenschaftlicher Ansatze im klinischen

Alltag zu fassen ist.

1.1.2 Klinik und Diagnostik

Glioblastome werden haufig erst sehr spat klinisch auffallig. Meist sind die
Initialsymptome durch den erhoéhten Hirndruck bedingt, den der diffus intrazerebral
wachsende Tumor verursacht. Eine Verlegung des Ventrikelsystems durch den Tumor,
oder das hiufige perifokale Odem um die Lision herum, lassen den Druck noch
zusatzlich ansteigen. Es kann zu Ubelkeit, Kopfschmerzen und Sehstérungen kommen.
Auch epileptische Anfille, Vigilanzminderungen und psychische Veranderungen treten
auf. Je nach Lokalisation des Tumors kann es zu fokalen neurologischen Ausfidllen

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

Die Diagnostik stiitzt sich auf die bildgebenden Methoden der Neuroradiologie. Mittel
der Wahl ist die Magnetresonanztomographie (MRT) mit und ohne Kontrastmittel-
injektion. Hierdurch kénnen Informationen (iber die Lokalisation des Tumors, das
perifokale Odem und Massenverschiebungen im Gehirn, meist in Form von
Verlagerungen der Mittellinie, gewonnen werden. Eine eventuelle Kontrastmittel-

aufnahme gibt Hinweise auf eine Schadigung der Blut-Hirn-Schranke. Der Vorteil des
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MRT ist zusatzlich die bessere Darstellung des Weichteilgewebes im Vergleich zur
Computertomographie (CT), was eine noch bessere Abgrenzung des Tumors- zum
umgebenden Hirngewebe ermdglicht (Poeck und Hacke, 2006). Nach Kontrast-

mittelgabe zeigt sich typischerweise eine ringférmige Kontrastmittelaufnahme, die der

starken peripheren Vaskularisierung und zentralen Nekrose des Tumors entspricht

Abb. 1.4: Patient mit Glioblastom im rechten Parietallappen. a) Der Tumor stellt sich durch
eine ringformige Kontrastmittelaufnahme in der rechten Hemisphare dar (Pfeile). Er verlegt
teilweise den rechten Seitenventrikel. MRT-Aufnahme in Koronarebene in T1-Wichtung nach
Kontrastmittelinjektion. b) In der FLAIR-Sequenz zeigt sich ein groRes perifokales Odem
(Pfeilspitzen). MRT-Aufnahme in Koronarebene in T2-Wichtung mit FLAIR-Sequenz. FLAIR,
Fluid-attenuated inversion recovery (Aufnahmen von Joanna Pociej, Klinik und Hochschul-
ambulanz fur Radiologie, Charité-Universitatsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin).

(Abb. 1.4a). Moderne MRT-Sequenzen wie das Fluid attenuated inversion recovery
(FLAIR) zeigen noch genauer das intraparenchymatdse Wachstum des Tumors, sowie
das perifokale Odem und erméglichen eine exaktere Diagnose (Abb. 1.4b). In
Sonderfallen und zur differentialdiagnostischen Abgrenzung kann zusatzlich noch eine
CT des Schadels angezeigt sein, welche unter anderem Verkalkungen besser darstellen
kann. Weitere Abgrenzung beispielsweise zu entziindlichen Differentialdiagnosen wie
dem Hirnabszess kann eine Lumbalpunktion bringen. Diese ist jedoch haufig wegen

des durch die Erkrankung bedingten erhéhten Hirndrucks kontraindiziert (Web 2).
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Zur Diagnosesicherung ist eine Analyse von histologischem Gewebe unumganglich.
Dies geschieht meist im Rahmen der Operation des Tumors. Bei nicht operablen
Tumoren oder schlechtem Allgemeinzustand des Patienten kann auch eine
stereotaktische Biopsie durchgefiihrt werden. Die Biopsie fihrt in (ber 90 % der Falle

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

Astrozytare Tumoren werden mikroskopisch mit Hilfe der Hamatoxylin-Eosin Farbung
(HE-Farbung) nach der WHO-Klassifikation eingeteilt (Tab. 1.1). Hier finden sich fiir das
Glioblastom die unter 1.1.1 beschriebenen morphologischen Kriterien. Durch
immunhistochemische Farbungen ldsst sich die Diagnose weiter eingrenzen.
Beispielsweise spielt der astrozytdre Marker Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) eine
wichtige Rolle fiir die Diagnose von astrozytdren Tumoren, jedoch verliert er sich
haufig mit zunehmender Malignitat, was die Unterscheidung der verschiedenen
Entitdten schwierig macht (Riemenschneider und Reifenberger, 2009). AuBRerdem
kénnen auch oligodendrozytische Tumoren positiv flir GFAP sein. Da es sich bei den
Glioblastomen um hochproliferative Tumoren handelt, dienen Proliferationsmarker
wie Ki-67 zur weiteren Abgrenzung. Der Nachweis einer mutierten IDH1 dient
weiterhin der Diagnose von sGBM. Trotzdem fehlt ein eindeutiger immun-
histochemischer Marker fiir die viel hdaufiger vorkommenden pGBM. Aulerdem dient
die Immunhistochemie dem Ausschluss von Differentialdiagnosen, wie Karzinom-
metastasen oder Lymphomen, die z.B. positiv fliir Zytokeratine oder lymphozytare

Marker wie CD20 waren (Web 2).

1.1.3 Therapie und Prognose

Aktuell werden GBM interdisziplindr durch operative Resektion, Bestrahlung und
Chemotherapie behandelt. Trotz bestmdoglicher Behandlung ist noch keine kurative
Therapie méglich und das mediane Uberleben betrigt lediglich 14,6 Monate (Stupp et
al., 2005).

Die Basis der Glioblastomtherapie stellt die moglichst vollstdndige neurochirurgische
Resektion des Tumors dar. Hierdurch kann die Tumormasse reduziert und der
intrakranielle Druck gesenkt werden. Dies kann sowohl die klinische Symptomatik
lindern als auch die Prognose verbessern. Eine Entfernung des Tumors im Gesunden ist

jedoch haufig schwierig, da umgebende Hirnstrukturen geschadigt werden und oft
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nicht ohne Funktionsverlust entfernt werden kénnen.

Neuere Techniken wie die Markierung des Tumorgewebes mit fluoreszierenden
Farbstoffen, die intraoperative MRT oder die Uberwachung neurologischer Funktionen
durch z.B. motorisch evozierte Potentiale, fihrten zu einem besseren Resektions-
ergebnis und konnten das progressionsfreie Uberleben positiv beeinflussen (Neuloh et
al., 2004; Senft 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 Fraktionen durchgefiihrt

(Laperriere et al., 2002).

Des Weiteren hat im letzten Jahrzehnt die Einflihrung von Chemotherapeuthika in den
Behandlungsalgorithmus die Glioblastomtherapie revolutioniert. Im Rahmen der
EORTC-NCIC Studie 22981/26981 wurde 2005 gezeigt, dass das Alkylanz Temozolomid
(TMZ) in Kombination mit Operation und Bestrahlung die mediane Uberlebenszeit
signifikant von 12,1 auf 14,6 Monate im Vergleich zur alleinigen Operation und
Strahlentherapie verlangern konnte (Stupp et al., 2009; Stupp et al., 2005). Seither
gehort TMZ im Rahmen des ,Stupp-Protokolls” zur GBM Erstlinientherapie. Die
Standardtherapie umfasst die orale Gabe von TMZ als Begleittherapie zur Bestrahlung.
Nach einer Therapiepause werden im Anschluss 6 Zyklen TMZ als adjuvante
Monotherapie weitergegeben (Web 4).

Temozolomid gehoért zur Klasse der Alkylanzien und fiihrt durch Methylierung von
Guanin an der O®%-Position zu DNA-Schaden und damit zur Apoptose. Die Wirksamkeit
von Temozolomid hangt maligeblich von der Aktivitdt des Enzyms O6-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT) ab. Dieses Enzym schiitzt die DNA physiologischer-
weise vor alkylierenden Mutagenen. Ist die MGMT im Tumorgewebe aktiv, 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
epigenetische Modifikation inaktiv. Hegi et al. zeigten, dass GBM-Patienten mit
methyliertem MGMT-Promotor unabhangig von der Therapie ein signifikant langeres
medianes Gesamtiiberleben 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 Stirke der Methylierung des MGMT-Promotors
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kann mittels methylierungsspezifischer Polymerasekettenreaktion (PCR) bestimmt
werden. Der MGMT-Methylierungsstatus wurde durch mehrere grofRere klinische
Studien wie Nordic Trial und NOA-8 als pradiktiver Biomarker fir altere Patienten
etabliert und kann bei der Entscheidung helfen, ob TMZ eingesetzt wird oder nicht
(Malmstrom et al., 2012; Wick et al., 2012).

Die friiher haufig verwendeten Nitrosoharnstoffe wurden durch TMZ weitgehend aus
der Primartherapie verdrangt und finden nur noch im Rezidivfall eine Anwendung.
Auch die Anwendung von Carmustin als sogenannter Wafer intraoperativ direkt in die
Resektionshohle eingebracht, konnte sich nicht durchsetzen (Web 2). Im Rezidivfall
kann auBerdem noch der monoklonale Antikdrper 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 Uberleben und nicht auf das Gesamtiiberleben

bestatigen lies (Gilbert et al., 2014).

Als negative prognostische Faktoren im Rahmen der GBM-Therapie gelten ein
schlechter Allgemeinzustand, bewertet als Karnowski-Index < 70, hohes Alter > 65-70
Jahre und vor allem bei alteren Patienten ein hypomethylierter MGMT-Promotor

(Web 2).

1.2 MACCL1 ist ein prognostischer Marker fiir die
Metastasierung des kolorektalen Karzinoms

Metastasierung ist die Haupttodesursache von Tumorerkrankungen (Talmadge und
Fidler, 2010). Die Fahigkeit zur Bildung von Metastasen setzt voraus, dass Tumorzellen
in der Lage sind zu migrieren und in fremde Gewebe einzuwachsen. Diese
Eigenschaften zahlen unter anderem neben der Eigenversorgung mit Wachstums-
faktoren, der Induktion von Angiogenese und der Resistenz gegeniber pro-
apoptotischen Signalen zu den Schlisseleigenschaften 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) identifiziert. Die MACC1-Expression war im
malignen Karzinomgewebe und den Metastasen signifikant hoher als im Normal-
gewebe. Betrachtet man das Modell zur Entstehung des Kolonkarzinoms, die Adenom-
Karzinom-Sequenz, so war MACC1 vor allem am Ubergang von benignem zu malignem
Gewebe signifikant erhoht (Arlt und Stein, 2009; Fearon und Vogelstein, 1990). MACC1
reguliert unter anderem Proliferation und Migration und konnte als ein unabhéangiger
prognostischer Marker fiir die Metastasierung und das metastasefreie Uberleben von

Patienten 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 fur ein Protein mit 852 Aminosduren. Das Gen ist evolutionar
konserviert. Orthologe wurden unter anderem in Pan troglodytes (Gemeiner
Schimpanse), Canis familiaris (Haushund), Rattus norvegicus (Wanderratte), Mus
musculus (Hausmaus) und Gallus gallus (Bakivahuhn) nachgewiesen (Stein et al.,
2009b). Verschiedene Proteininteraktionsdomanen konnten fir das MACC1-Protein
durch in silico Analysen vorausgesagt werden (Abb. 1.5). So finden sich beispielsweise
mehrere Tyrosinreste, die phosphoryliert werden kénnen. Solche Reste kénnen dann
von anderen Proteinen mit einer Src Homology 2 Domain (SH2-Domane) erkannt
werden und zur Interaktion dienen. Weiterhin existiert eine Src Homology 3 Domain
(SH3-Domaéne), an die Proteine mit prolinreichen Motiven binden kénnen. Ein solches

weist auch MACC1 selbst auf, was auf eine zweiseitige Interaktionsmoglichkeit

Y Y Y YY

SH3 PXXP DD DD

Abb. 1.5: Die Domdnenstruktur von MACC1 zeigt Charakteristika eines Signalmolekiils.
Schematische Darstellung eines Ausschnitts des MACC1-Genprodukts. Proteindomanen
wurden durch in silico Analysen vorausgesagt. Durch die Vielzahl an Domanen besitzt das
MACC1-Protein eine groRe Bandbreite von Interaktionsmoglichkeiten. N, N-Terminus; C, C-
Terminus; Y, Tyrosinrest, der phosphoryliert werden kann; ZU5, ZU5-Domane, SH3, SRC
Homology 3 Domain; PXXP, prolinreiches Bindemotiv; DD, Death-Domain (nach Stein et al.,
2010).
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schlieflen lasst und auch die Bildung von Dimeren erméglichen kdnnte. Sowohl die
SH3-Domadne als auch die prolinreiche Domane sind unabdingbar fiir die Funktion von
MACC1 (Stein et al., 2010). Eine ZU5-Domane kann weitere Wechselwirkungen z.B. mit
zytoskelettalen Proteinen vermitteln (Huo et al., 2011). In der Ndahe des C-Terminus
finden sich noch zwei sogenannte ,Death-Domains”, die zum einen mit der Aktivierung
von Apoptose und zum anderen aber auch mit immunologischen Funktionen in
Zusammenhang gebracht werden (Reed et al., 2004).

Diese spezielle Domanenstruktur ermoglicht MACC1 sowohl Interaktionen mit anderen
Proteinen, als auch Modifikationen am MACC1 Protein selbst. Dies pradestiniert

MACC1 als Signalmolekdl.

1.2.1 Der HGF-Met Signalweg wird durch MACC1 reguliert

MACC1 kann in vitro Proliferation, Migration und Invasion induzieren. Eine
Uberexpression von MACC1 in einer CRC-Zelllinie konnte beispielsweise das MaR an
Zellmigration und -invasion mehr als verflinffachen. In vivo fiihrte eine intrasplenische
Injektion von CRC-Zellen, die MACC1 liberexprimierten, zu Lebermetastasen in einem
Mausmodell. Ein Knockdown von MACC1 reduzierte die Metastasenbildung drastisch
(Stein et al., 2009b). Auffillig war auRerdem, dass die Uberexpression von MACC1 zu
einer erhohten Expression des Met-Protoonkogens (Met) fiihrte. Ein Knockdown von
MACC1 mittels siRNA bewirkte das Gegenteil. Diese und weitere Versuche ergaben,
dass MACC1 ein wichtiger Regulator des Hepatocyte Growth Factor (HGF)-Met
Signalweges ist und so vermutlich zumindest zum Teil seine Funktion entfaltet (Arlt

und Stein, 2009) (Abb. 1.6).

Eine Bindung von HGF an die Rezeptortyrosinkinase Met fiuhrt unter anderem zu
Proliferation, Migration und Invasion in verschiedenen Zelltypen. Beide Gene sind
essentiell fir die Embryonalentwicklung, wobei sowohl HGF- als auch Met-
Knockoutmause nicht lebensfahig sind (Bladt et al., 1995; Uehara et al., 1995). Darliber
hinaus wurde eine Beteiligung von HGF-Met auch an der Entstehung multipler solider
und hamatologischer 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) aktiviert. Experimente mit

Inhibitoren konnten zeigen, dass hiervon fiir die Funktion und Expression von MACC1
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Zytosol

MAPK
Signalweg

Nukleus

MACC1 Promotor Met Promotor

Abb. 1.6: MACC1 reguliert den HGF-Met-Signalweg als transkriptioneller Aktivator von Met.
Nach Bindung von HGF an Met wird Gber Zwischenschritte v.a. der MAPK-Signalweg aktiviert.
Dies fuhrt zur Transkription des MACC1 Gens. Bei weiterer Aktivierung des MAPK-Signalwegs
wird das MACC1-Protein in den Nukleus verlagert und interagiert als transkriptioneller
Regulator mit dem Met-Promotor. MACC1 (ibt hierbei seine Aktivitdit moglicherweise Uber
Interaktionspartner aus. Das Met Protein gelangt als Rezeptor fir HGF in die Zellmembran. So
entsteht ein positiver Feedback-Kreislauf. HGF, Hepatocyte Growth Factor; Met, Met-
Protoonkogen; MAPK, Mitogen Activated Protein Kinase (nach Arlt und Stein, 2009).

der MAPK-Signalweg der wichtigere zu sein scheint (Stein et al., 2009b). Dieser kann
z.B. den Transkriptionsfaktor Activator Protein-1 (AP-1, meist ein Heterodimer aus
c-Jun und c-Fos) aktivieren, welcher direkt an den MACC1-Promotor bindet (Juneja et
al., 2013). Es existieren bereits verschiedene Arbeiten, die diese Transkriptionsfaktoren
im onkologischen Kontext untersucht haben (Wang et al., 2000). Posttranskriptionell
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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Eine Aktivierung der HGF-Met Achse flihrt zu verstarkter Expression von MACC1 und
weiterhin zur Translokation des MACC1-Proteins aus dem Zytoplasma in den Nukleus
(Abb. 1.6). Dort steigert MACC1 als transkriptioneller Regulator die Expression von
Met. Hierbei bindet MACC1 vermutlich nicht direkt an die Promotorsequenz sondern
vermittelt seine Wirkung indirekt iber Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren wie
Sp1l (Stein et al., 2009a). So ergibt sich ein positiver Rlickkopplungs-Mechanismus, der
letztendlich dazu fuhrt, dass Proliferation, Invasion und Migration von Tumorzellen

gesteigert werden.

Neben der beschriebenen Rolle von MACC1 im pathologischen Kontext gibt es bisher
kaum Informationen (iber die physiologische Funktion des Gens. Da MACC1 unter
anderem Proliferation und Migration reguliert, ldsst sich eine Funktion in der
Embryonalentwicklung vermuten, da beide Eigenschaften charakteristisch fiir Zellen
dieser Phase sind. Einen ersten Hinweis hierfur lieferte eine Studie im Modell-
organismus Danio rerio (Zebrabarbling), die zeigte, dass eine Hemmung der MACC1-
Expression in Embryonen zu schweren Gesichtsschadel- und Knorpelfehlbildungen

flihrte (Melvin et al., 2013).

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

Seit der Entdeckung von MACC1 im kolorektalen Karzinom konnte eine Uberexpression
von MACC1 in vielen soliden Tumorentitaten nachgewiesen und mit einer schlechten
klinischen Prognose assoziiert werden. Beispielsweise wurde eine hohe MACC1-
Expression im Magenkarzinom nachgewiesen. In einer Studie mit 98 Patienten wurde
die MACC1-Expression mittels Immunhistochemie analysiert. Ein positiver Nachweis
korrelierte signifikant mit einem geringen medianen Gesamtiiberleben (Guo et al.,
2013). Weitere Studien ergaben, dass eine hohe MACC1-Expression im hepato-
zellularen Karzinom (HCC) mit einem niedrigen Gesamtiiberleben und Metastasierung
assoziiert war (Qiu et al., 2011). Daruber hinaus identifizierten weitere Arbeitsgruppen
eine erhohte Expression des Gens z.B. im Ovarialkarzinom und Mammakarzinom (Hu
et al., 2014; Muendlein et al., 2014). In jedem der Félle korrelierte eine hohe MACC1-
Expression mit ungiinstigen klinischen Parametern, wie kurzem Uberleben, Metasta-

sierung oder Rezidiven.
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1.3 Fragestellung dieser Arbeit

In den vorherigen Abschnitten wurde die breite Bedeutung von MACC1 als
Schlusselfaktor fiir die Entstehung solider Tumoren beschrieben. Daher stellte sich die
Frage, ob MACC1 auch eine Bedeutung fir die Pathogenese von Glioblastomen haben
konnte. Zu Beginn dieser Arbeit war eine Rolle von MACC1 in Glioblastomen und
Hirntumoren im Allgemeinen noch komplett unbekannt.

Das Ziel dieser Arbeit war der Nachweis von MACC1 in humanen Glioblastomen in
silico und in vitro. Hierflir wurden sowohl bereits publizierte Microarray-Studien, GBM-
Zelllinien als auch primare Glioblastomzellkulturen auf die MACC1-mRNA-Expression
untersucht. Zusatzlich wurde die Expression von Met analysiert. Weiterhin wurde in
Paraffinschnitten aus Operationsgewebe von Glioblastomen die Hohe der MACC1-
Proteinexpression bestimmt und diese mit dem medianen Patienteniiberleben
korreliert.

In einem nachsten Schritt folgten dann funktionelle Analysen der Wirkung von MACC1
auf Schliisseleigenschaften von Glioblastomzellen. Hierfir wurde die endogene
MACC1-Expression primarer Glioblastomzellkulturen mit der Fahigkeit zur Migration
korreliert. Weiterhin wurde MACC1 in GBM-Zelllinien Uberexprimiert und die
Auswirkungen auf Migration und Proliferation in funktionellen in vitro Assays
gemessen.

Zusammenfassend sollte durch diese Arbeit gepriift werden, ob MACC1 eine Rolle im
Glioblastom spielt und zukiinftig als therapeutisches Ziel fiir die Glioblastomtherapie

dienen konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

[Gerite Hersteller

Abzug Kétterman, Hinigsen

BioDocAnalyze digital

Biometra, Gottingen

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg

Inkubator

Heraeus Instruments, Hanau

Centrifuge 5417 C

Eppendorf, Hamburg

Cryofuge 6000i

Heraeus Instruments, Hanau

Elektrophoresekammer

Biozym, Hessisch Oldendorf

Feinwaage Sartorius, Gottingen

Heizblocke Grant Boekel, Eppendorf
LightCycler 480 Instrument Roche, Mannheim

MacsMix Miltenyi Biotec, Auburn CA, USA
Magnetrihrer Heidolph, Schwabach

Megafuge 1.0 R

Heraeus Instruments, Hanau

Mikropipetten 10-1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Mikroskop Olympus BX41 Fluoreszenz

Olympus, Hamburg

Mikroskop Wilovert

Hundt, Wetzlar

Mikrotom Leica, Wetzlar

Mikrowelle Sharp, Osaka, J

Multipette Plus Eppendorf, Hamburg

pH-Meter WTW, Weilheim

Photometer Eppendorf, Hamburg

Pipetboy Integra Biosciences, ljamsville, MD, USA
Power Ease Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Power Supply fir Elektrophoresekammern

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Rotamax

Heidolph, Schwabach

Schuttler Innova 4230

New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA

Sterilwerkbanke

Heraeus Instruments, Hanau

Thermo Cycler T3000 Biometra, Gottingen

Thermo Printer DPU-414 Seiko Instruments, Neu-lsenburg
Vakuumpumpe Thomas Industries, Puchheim

Vortex Genie-2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Waage Sartorius, Gottingen

Wasserbad Hartenstein, Wirzburg

X Cell Sure Lock Western Blot System

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

xCELLigence RTCA (DP) Instrument

Roche, Mannheim

xCELLigence RTCA control unit

Roche, Mannheim

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal

Hartenstein, Wiirzburg

Zentrifugationsbecher 500ml
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2.1.2 Kits

[ it

Hersteller

ECL Western-Blotting Analysis System

Amersham Biosciences, Braunschweig

NucleoBond PC 500

Macherey-Nagel, Diren

NucleoSpin RNA/Protein

Macherey-Nagel, Diiren

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

Fermentas, Ontario, Kanada

SV Total RNA Isolation 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 Hybridization Probes

Roche, Mannheim

2.13 Chemikalien

|Chemika|ien 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
Aprotinin 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
Borsaure ICN Biomedical, Meckenheim

Citrat Puffer, 20x, pH 6,0

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Diethyldicarbonat

Hartenstein, Wiirzburg

DMSO

Roth, Karlsruhe

dNTPs 100 mM, a 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

Essigsdure 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

Eukitt Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Glycerol Roth, Karlsruhe

Hamalaun nach Mayer Roth, Karlsruhe

HCl, 25 % Merck, Darmstadt

IGEPAL CA-630 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Isopropanol Merck, Darmstadt

Leupeptin 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, Colbe

NuPage 4-12 % Bis-Tris Polyacrylamid-Gele

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

NuPage Antioxidant

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 Lésung

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

2.14 Zellkulturmaterial

Riedel-de Haén, Seelze

[Zellkulturartikel

Hersteller

Deckglaser

Hartenstein, Wiirzburg

DMEM, 1 g/| Glucose + Glutamin

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Fetales Kalberserum

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Gewebehomogenisator

Hartenstein, Wirzburg

Kryoréhrchen

Nailgene, Brissel

Nicht-essentielle Aminosauren

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Penicillin/Streptomycin-Gemisch

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

RPMI 1640 Medium

PAA Laboratories, Colbe

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 cmZ, 75 cm?

Corning, New York, NY, USA

Zellkulturplatten, 6-, 96-Well

Corning, New York, NY, USA

Zellkulturschalen, 60x15 mm, 100x20 mm

Hartenstein, Wiirzburg

Zellschaber
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2.1.5 Verbrauchsmaterial

|Verbrauchsartike| Hersteller

Bottle Top Filter Nailgene, Brissel

Deckglaser, 24x50 mm Menzel-Glaser, Braunschweig
Rohrchen, 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
Pasteurpipetten Becton Dickinson, Sparks, MD, USA
Petrischalen Greiner, Frickenhausen
Pipettenspitzen, gestopft und ungestopft Sarstedt, Nirnbrecht

ReaktionsgefaRe SafelLock 0,2-2 ml Eppendorf, Hamburg

SuperFrost Plus Objekttrager R. Langenbrinck, Emmendingen
Whatman-Papier Hartenstein, Wirzburg

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 antisense sq RT-PCR
5'-CTTGGTGTCAGAAAAAGTTTATG-3" |513 bp MACC1 human sense sq RT-PCR
5’-CTCCAGTGTTTAGTCACAGG-3’ MACC1 human antisense  |sq RT-PCR
5'-TTCTTTTGATTCCTCCGGTGA-3’ 136 bp MACC1 human sense q RT-PCR
5-ACTCTGATGGGCATGTGCTG-3’ MACC1 human antisense |q RT-PCR
5'-GCTGGTGTTGTCTCAATATCA-3’ 170 bp Met human sense g RT-PCR
5'-GTTGGGCTTACACTTCGG-3’ Met human antisense g RT-PCR
5’-GCAGACTTCCTCAAGAAATTCTGGAAGATCTA-3’ |MACC1 FITC-probe q RT-PCR
5-AGTGTTTCAGAACTTCTGGACATTTTAGACGA-3’ |MACC1 LCRed640-probe  |q RT-PCR
5’-GCATGTAATTAGTTCGCTACGATGCA-3’ Met FITC-probe q RT-PCR
5’-AGTACACACTCCTCATTTGGATAGGCTTGT-3’ Met LCRed640-probe q RT-PCR

Die Oligonukleotide fir die semiquantitative RT-PCR (sq RT-PCR) wurden von der Firma
Eurofins MWG Operon, Ebersberg synthetisiert. Die Primer fiir die quantitative real
time PCR (g RT-PCR) wurden von der Firma BioTeZ, Berlin und die Hybridisierungs-
Sonden von TIB MolBiol, Berlin, synthetisiert. Flir die g RT-PCR wurde aullerdem das h-
G6PDH Housekeeping Gene Set (Roche, Mannheim) verwendet und von Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) ein Amplikon mit 113 bp Ldnge generiert. Das Kit
enthielt auch die entsprechenden Sonden fiir 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 fir eine mRNA mit 2559 bp Liange. Das Genprodukt ist 852
Aminosauren 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).

Ampicilin £ . promotor

Kpn |

Neomycin 8% pcDNA3.1D/MACC1-V5-His
8070 bp

Xba |

MACC1-V5-His

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

Als Selektionsmarker fiir die Expression in Bakterienzellen diente ein Ampicillin- bzw.
flir die Expression in Sdugerzellen ein Neomycinresistenzgen. Zum Nachweis der
ektopen Genproduktion nach Transfektion in Zelllinien ist das MACC1 Gen mit einem
V5-Motiv, bzw. einem 6x Polyhistidin-Rest (His-Tag) markiert (Aminosduresequenz des

V5-Epitops: GKPIPNPLLGLDST). Die beiden Epitope kdnnen mit V5-, bzw. polyhistidin-

spezifischen Antikérpern nachgewiesen und so die ektope MACC1-Expression von der

22



Material und Methoden

endogenen Expression unterschieden werden. Als Negativkontrolle fir die

Transfektionsexperimente diente der Leervektor pcDNA3.1 ohne klonierte cDNA

Sequenz.

2.1.8

GroBRenmarker 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 Antikorper

|Zie|protein Herkunft 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

B-Tubulin human|Maus, mono WB, 1:1000, Prim BD, Franklin Lakes, NJ, USA

y-Tubulin human | Maus, mono WB, 1:5000, Prim Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

anti-Maus Schaf, poly WB, 1:2000, HRP, Sek |GE-Healthcare, Freiburg

anti-Kaninchen |Ziege, poly WB, 1:2000, HRP, Sek |Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA

Abkirzungen: IHC, Immunhistochemie; WB, Western Blot; HRP, Meerrettichperoxidase; Prim,
Primarantikorper; Sek, Sekundarantikérper; mono, monoklonal; poly, polyklonal.

2.1.10

Zelllinien und Bakterienstamme

|Ze|||inie/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 Universitat Bergen, Norwegen
(Akslen et al., 1988)

SW620 Human, Kolonkarzinom ATCC, Rockville, MD, USA

DH5a Escherichia coli GIBCO BRL, Karlsruhe
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2.1.11 Patientenproben

Fir die molekularbiologischen, zellbiologischen und histologischen Analysen wurden
Patientenproben in drei unabhdngigen Kohorten verwendet (s. Tab. 2.1-2.3). Es
handelte sich um Operationsgewebe von Patienten der Poliklinik und Klinik fir
Neurochirurgie der Universitat Wiirzburg der Jahre 1999 bis 2010. Die Patienten waren
durchschnittlich 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 Erstoperation ohne vorherige
weitere Therapie. Auf die chirurgische Resektion des Tumors folgte standardmaRig
eine Chemotherapie mit Temozolomid, sowie die Bestrahlung des Operationsgebiets.
Soweit bekannt, wurde die Lokalisation des Tumors, das Geschlecht und das Alter des
Patienten angegeben. Die Diagnose wurde vom Institut flir Neuropathologie Wirzburg
nach WHO-Kriterien gestellt. Zusammengehorige Rezidive von Tumoren desselben
Patienten wurden durch Pfeile markiert. Es wurden nur Tumoren ausgewahlt, die in

der Morphologie moglichst homogen waren und keine Abnormitaten aufwiesen.

Insgesamt wurden fiir die zell- und molekularbiologischen Versuche acht niedergradige
Astrozytome WHO-Grad Il (LGA) und 24 Glioblastome WHO-Grad IV (GBM), bzw. fir
die histologischen Analysen 24 LGA und 14 GBM verwendet. Als Positivkontrolle fiir die
Histologie dienten Proben eines kolorektalen Karzinoms und als Negativkontrolle
Gewebe eines Sektionsfalls, welcher als Multisystematrophie diagnostiziert worden
war. Zusatzlich wurden drei Normalhirnproben (NB) durch PCR analysiert und dienten
als Negativkontrolle. Sie stammten von Epilepsiepatienten der Universitatsklinik

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

Tab. 2.1: Patientenproben fiir semiquantitative und quantitative RT-PCR

Tumorprobe Alter Geschlecht |Diagnose Lokalisation
LGAO1 58 w LGA 4 frontal

LGAO2 24 m LGA frontoparietal
LGAO3 54 m LGA temporal
LGAO4 3 m LGA , mesencephal
LGAO5 12 w LGA 2 parietal

LGAO6 34 m LGA frontotemporal
LGAO7 34 m LGA

LGAO8 40 m LGA .

24



Material und Methoden

Tumorprobe Alter Geschlecht |Diagnose Lokalisation

GBMO1 54 w GBM p temporal

GBMO02 18 w GBM , frontal

GBMO03 68 m GBM frontal

GBMO04 60 m GBM temporal

GBMO5 65 m GBM parietooccipital
GBMO06 41 m GBM bifrontal

GBMO7 69 m GBM temporal

GBMO08 62 m GBM temporal

GBMO09 62 w GBM 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: Patientenproben fiir Immunhistochemie

Tumorprobe Alter Geschlecht |Diagnose Lokalisation

LGA mit Progression zu sGBM

LGAO9 = n.a. 36=n.a. |[m LGA = GBM* temporal = n.a.
LGA10 = GBM26 (24 =34 m LGA = GBM temporal = frontal
LGA1l = 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-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=140 m LGA = LGA temporal = temporal
LGA20 = n.a. 40=n.a. |m LGA = LGA* temporal = n.a.

LGA 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

pGBM

GBM16 69 m GBM parietal

GBM17 46 m GBM parietal
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Tumorprobe Alter Geschlecht |Diagnose Lokalisation
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: Patientenproben fiir Sphiroid-Migrationsassay.

Tumorprobe Alter Geschlecht |Diagnose Lokalisation
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
FuBnoten:

a Keine Informationen (iber vorangegangene Therapie oder Operation

b Rezidiv mit Radiatio und/oder Chemotherapie vor der chirurgischen Resektion

< Rezidiv ohne Informationen lber Vorbehandlung

d Progression zu GBM

e Protoplasmatisches Astrozytom

n.a.: Probe nicht verfiigbar; Med. obl., Medulla oblongata; m, mannlich; w, weiblich.
* Diese Diagnose ist bekannt, jedoch stand die Probe nicht zur Verflgung.

2.1.12  Lésungen, Puffer und Zellkulturmedien

Agarosegel (1 %) fiir DNA-Gelelektrophorese
1,5 g Agarose in 150 ml 1xTBE

5 min aufkochen

Abkuhlen auf ca. 50 °C

11 pl Ethidiumbromid (1 pg/ul)

in Gelkammer giel3en

30 min lichtgeschiitzt polymerisieren lassen

Ampicillin-L6sung 100 pg/ml
1 g Ampicillin in 10 ml dH,0 I6sen
Sterilfiltrieren
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Blockierlésung fiir Western Blot
5 g Magermilchpulver in 100 ml| TBST

EDTA 0,5 M pH 8,0

37,22 g EDTA

mit dH,0 auf 200 ml auffillen
pH 8,0 Einstellen

Eosin-L6sung
Eosin-Losung 1 % In Ethanol 70 % filtrieren
Zugabe von 2 Tropfen Essigsaure

Ethidiumbromid-Lésung 1 pg/ul
10 mg Ethidiumbromid
10 ml dH»0

Lyse-Puffer

fir 500 ml Stock-Lésung

5 ml Triton-X-100

4,38 g NaCl

5mlTris (1 M, pH 7,4)

1 ml EDTA (0,5 M)

0,2 g EGTA

2,5 ml IGEPAL CA-630

mit dH,0 auf 500 ml auffillen
flir Gebrauchslysepuffer

5 ml Lysepuffer

50 pl PMSF

5 ul Leupeptin (0,5 mg/ml in dH,0)
50 ul Aproptinin

TBE-Puffer (5x), 5 | Stock-L6sung
270 g Tris

137,5 g Borsaure

100 ml EDTA (0,5 M pH 8,0)

mit dH,0 auf 5 | auffillen

TBST, 1 | Stock-Losung

6,05 g Tris Base

8,77 g NaCl

mit dH,0 auf 1 | auffillen
mit HCl auf pH 8,0 einstellen
10 ml Tween 20
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Transferpuffer fiir Western Blot
50 ml NuPage Transfer Buffer (20x)
100 ml Methanol

1 ml NuPage Antioxidant

mit dH,0 auf 1000 ml auffillen

Tris (1 M, pH 7,4)

30,28 g Tris

mit dH,0 auf 250 ml auffiillen
pH 7,4 einstellen

2x TY-Medium

16 g Bacto Trypton

10 g Bacto Hefeextrakt

5 g NaCl

mit dH,0 auf 1 | auffillen
mit NaOH pH 7,4 einstellen

2x TY-Selektions-Platten

112x TY-Medium

15 g Bacto Agar

Autoklavieren

Abkuhlen auf ca. 50 °C

+ 1 ml Ampicillin-Lésung (100 pg/ml)
Platten gieBen

Zellkulturmedium fiir Glioblastom-Zelllinien
500 ml DMEM (1 g/l Glucose, inkl. Glutamin)
50 ml FCS, hitzeinaktiviert fiir 30 min. bei 56 °C
10 mlI NEAA

2 ml Penicillin/Streptomycin

Zellkulturmedium fiir Glioblastom-Primarkulturen
500 ml DMEM 1 g/I Glucose + Glutamin

100 ml FCS, hitzeinaktiviert fiir 30 min. bei 56 °C
10 ml NEAA

6 ml Vitamine

2 ml Penicillin/Streptomycin

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

Einfriermittel
Einfriermedium + 10 % DMSO frisch zusetzen
Vorkihlen 4 °C
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologie und Zellkultur

2.2.1.1  Kultur von Zelllinien und primaren Zellkulturen

Samtliche Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Die
Kultivierung der Zelllinien und der Primarkulturen aus Patientenbiopsaten erfolgte in
einem Inkubator bei 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, Begasung. Als
KulturgefdBe dienten vorwiegend 25 cm?, bzw. 75 cm? Zellkulturflaschen und das
Volumen an Medium betrug 5 ml, bzw. 15 ml. Sobald die Gefdl3e zu 80-90 % konfluent
waren, wurden die Zellen in ein neues KulturgefaR passagiert. Hierflir wurde das
Zellkulturmedium komplett abgenommen und die adhdrenten Zellen wurden einmal
mit 5 ml PBS gewaschen. Danach wurden 3 ml vorgewarmte Trypsin-EDTA L&sung
zugegeben und das Zellkulturgefall wurde fir 3-4 min im Brutschrank bei 37 °C und
5 % CO; inkubiert. Das Ablésen der Zellen wurde mikroskopisch beurteilt.
AnschlieBend wurde die Reaktion mit 7 ml vorgewarmtem Medium abgestoppt und
die Zellsuspension je nach benétigtem Verhaltnis auf andere KulturgefalSe, die schon

vorgewarmtes Medium enthielten, Giberflhrt.

Aus Operationsgewebe wurden primare Zellkulturen angelegt. Das Gewebe wurde mit
einem Gewebehomogenisator zerkleinert und anschliefend mit Trypsin angedaut um
einzelne Zellen vom Tumor zu I6sen. Diese Suspension konnte unter Verwendung von
Medium fiir Primarkulturen in Kultur genommen werden. Nachdem die Zellen
konfluent waren, was einige Tage dauern konnte, wurde das Medium gewechselt. Die
so entstandenen Primarkulturen wurden maximal einmal passagiert bevor sie fir

Experimente verwendet wurden.

Zur langerfristigen Aufbewahrung von Zellen wurden diese bei -196 °C in flissigem
Stickstoff gelagert. Da bei dieser Temperatur intrazelluldre Eiskristalle entstehen
kénnen, ist es notig dem Zellkulturmedium eine Art Frostschutzmittel wie
Dimethylsulfoxid (DMSO) zuzusetzen um so die Zerstérung von Zellorganellen zu
verhindern. Fir das Einfrieren wurden die Zellen einer konfluenten Flasche wie oben
beschrieben mit Trypsin abgel6st. Die Zellsuspension wurde anschlieRend bei 4 °C fiir

9 min bei 200 x g ohne Bremse zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 1 ml
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vorgekihltem Einfriermittel aufgenommen und in ein Kryoréhrchen auf Trockeneis

Uberfihrt. Die Lagerung erfolgte langerfristig bei -196 °C oder kurzfristig bei -80 °C.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryorohrchen zigig in ein 37 °C warmes
Wasserbad Uberfiihrt. Sofort nachdem die Zellen aufgetaut waren, wurde die
Suspension in eine 75 cm? Zellkulturflasche mit 20 ml vorgewarmtem Medium
Uberfihrt und resuspendiert, um das Einfriermittel zu verdiinnen. Am nachsten Tag

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

Fir die Versuche wurden Zellen mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal Zahlkammer gezahilt.
In die Kammer (Kammerfaktor 1000) wurde 20 pl Zellsuspension gegeben. Die Zellen
wurden vorher mit Trypanblau im Verhaltnis 1:10 verdiinnt. Die vitalen Zellen wurden

ausgezahlt und die Zellzahl wurde dann nach folgender Formel berechnet:
Zellzahl [ml] = Verdinnungsfaktor x Kammerfaktor x gezahlte Zellen / 3,2

2.2.1.2 Generierung von stabil MACC1l-exprimierenden Zelllinien

Fiir die funktionellen in vitro Versuche wurden Zelllinien generiert, die MACC1 stabil
exprimierten. Hierfir wurden die GBM Zelllinien U138 und U251 mit dem pcDNA3.1D/
MACC1-V5-His Plasmid transfiziert. Als Negativkontrolle diente der Leervektor
pcDNA3.1.

Beim Prozess der Transfektion werden DNA- oder RNA-Molekiile in Zellen eingebracht,
die dann dort exprimiert werden konnen, bzw. die Expression anderer Gene verandern
konnen. Es gibt verschiedene Verfahren zur Transfektion. In unserem Projekt wurden
die Zellen mit dem polykationischen Transfektionsreagenz Metafectene transfiziert.
Das Reagenz bildet auf Grund seiner positiv geladenen chemischen Struktur kompakte
Komplexe mit der negativ geladenen DNA. Diese sogenannten Lipoplexe kdnnen 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 wahrend der Zellteilung leicht in den
Zellkern, da dann die Kernmembran aufgelost wird. Daher ist es wichtig die Zellen

wahrend der exponentiellen 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 Proliferation kommen kann.

Alle beschriebenen Arbeitsschritte, auRer den Zentrifugationsschritten, wurden unter
einer Sterilbank durchgefihrt. Der Ablauf folgte dem Herstellerprotokoll. Da
Antibiotikazusdtze wahrend des Transfektionsvorgangs zytotoxisch wirken kénnen,
wurde nur antibiotikafreies Medium benutzt. Durch mehrere Vorversuche wurde ein
optimales Verhéltnis zwischen Metafectene und DNA von 8:1 ermittelt, d.h. 8 ul
Metafectene und 1 ug Plasmid. Es wurde fir 48 h transfiziert. Da das pcDNA3.1-
Plasmid ein Neomycin-Resistenzgen enthalt, konnte im Anschluss mit 1 mg/ml
Neomycin auf MACC1l-exprimierende Klone selektiert werden (positive Selektion)
(Southern und Berg, 1982). Neomycin, auch Aminoglykosid-Phosphotransferase
genannt, ist ein Aminoglykosid, das durch Blockade der Ribosomen zum Zelltod fiihren
kann. Die Kultur im Selektionsmedium wurde fiir ca. zwei Wochen durchgefiihrt, wobei
das Medium dreimal pro Woche gewechselt wurde. Danach bildeten sich auf den
Platten scharf abgegrenzte Kolonien, die gepickt und in separaten KulturgefdRen unter

konstantem Selektionsdruck vermehrt werden konnten.

Fur die funktionellen Versuche mit den stabil MACC1 exprimierenden Zelllinien U138/
MACC1, U251/MACC1, bzw. den Kontrollen U138/Vektor, U251/Vektor wurden fir
jedes Experiment mindestens drei unabhdngige Klone analysiert, wovon jeweils ein

reprasentativer Klon gezeigt ist.

2.2.1.3 Spharoid-Migrationsassay

Die Zellmigration primarer Zellkulturen wurde durch einen Spharoid-Migrationsassay
getestet (Hagemann et al., 2010; Khaitan et al.,, 2006). Hierflir wurden aus
Primarkulturen runde multizelluldare Aggregate, sogenannte Spharoide, auch Neuro-
spharen genannt, generiert. Mit der Zeit entfernen sich Zellen vom Spharoid durch
aktive Zellmigration, welche nach definierten Zeitintervallen dokumentiert wurden.
AnschlieBend wurden Korrelationsanalysen von Migration und MACC1-Expression
durchgefiihrt. Insgesamt wurden im Migrationsassay neun GBM untersucht. Der
Vorteil dieser Methode ist, dass die Spharoide eine dreidimensionale Struktur

aufweisen. So kann anndhernd das tatsachliche Mikromilieu eines Tumors simuliert
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werden, welcher zum Beispiel hypoxische Zustande im Innern aufweist und daher

Nekrosen bildet.

Fir die Herstellung von multizelluldren Spharoiden wurden nach der von Yuhas
beschriebenen Methode Zellkulturgefdlle mit Agarose beschichtet um die Adhasion
der spater zugegebenen Zellen zu verhindern (Yuhas et al., 1977). Diese kugeln sich
dann ab und wachsen als Spharoide. Der Vorteil dieser einfachen Methode ist, dass
das Wachstum der Spharoide in vitro dem in vivo anndhernd proportional ist. Fiir die
Beschichtung wurde 1 g Agar Noble in 20 ml dH,0 gel6st und in der Mikrowelle kurz
aufgekocht. AnschlieBend wurde die Losung mit 80 ml vorgewadrmtem Zellkultur-
medium vermischt und luftblasenfrei 2 ml davon in jedes Well einer 6-Well Platte
pipettiert. Nach ungefdhr 30 min war die Agarose polymerisiert und die Platten
konnten verwendet oder mit Parafilm verschlossen bei 4 °C fur bis zu drei Wochen

aufbewahrt werden.

Die im Folgenden beschriebene Methode wurde zunachst mit Zelllinien getestet und
anschlielend in einem neuen Ansatz mit Primarkulturen durchgefiihrt. Es wurden
1 x 10° Zellen pro Well ausgesat und mit 3 ml Medium bei 37 °C/5 % CO, inkubiert.
Nach 1-2 Tagen hatten sich Spharoide von 100-300 um Durchmesser gebildet, welche
fir den Assay benutzt werden konnten. Aggregate aus mehreren Spharoiden und
nekrotische Spharoide wurden nicht verwendet. Nicht bendtigte Spharoide wurden
lysiert und mittels Western Blot analysiert (s. 2.2.2.3). Die Spharoide fir den Assay
wurden mit einem Okular-Mikrometer lichtmikroskopisch kontrolliert und die
Suspension wurde anschlieRend in ein 15 ml Réhrchen gegeben, damit sich die
Spharoide nach einigen Minuten absetzen konnten. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen. Die Spharoide wurden in 3 ml Medium aufgenommen und in eine
60 mm Zellkulturschale Gberfiihrt. Wahrenddessen wurden 300 pul Medium pro Well
einer 96-Well Platte bei 37 °C/5 % CO, vorgewarmt. Einzelne Sphéaroide wurden
vorsichtig mit einer Pasteurpipette blasenfrei in die Mitte eines Wells der Platte
Uberfiihrt, wobei insgesamt zehn Spharoide pro Tumor in den Assay einbezogen
wurden. AnschlieRend wurden die Sphéaroide sofort mit einer Mikroskop-Kamera
fotografiert (entspricht 0 h). Weitere Aufnahmen erfolgten bei gleicher VergréRerung

alle 6 h, wobei das letzte Bild nach 48 h aufgenommen wurde. Die Evaluation der
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Migration erfolgte mittels einer nicht kommerziell erhéltlichen Software (,,Vermessung
von Zellkulturen” 1.2, Bogel und Hoffmann, 1997). Hierbei wurde mit dem Programm
manuell die Flache des Spharoids zum Zeitpunkt O h anndhernd durch eine Ellipse
beschrieben und anschlieBend der Abstand der acht am weitesten migrierten Zellen
zum Mittelpunkt der Ellipse gemessen. Insgesamt wurden pro Primarkultur zehn
Sphéaroide ausgesat und deren Migration gemessen. So konnte fiir jede Primarkultur
die mediane Migration zum jeweiligen Zeitpunkt bestimmt werden. AnschlieBend
wurde die Migration der verschiedenen Primadrkulturen miteinander verglichen und

mit der MACC1-Expression korreliert.

2.2.1.4  Echtzeitmessung von Zellmigration und Proliferation

Neben der Messung der Zellmigration durch einen Spharoidmigrations-Assay wurden
sowohl die Migration, als auch die Proliferation von Zellen zusatzlich noch in Echtzeit
gemessen. Hierflir wurde das xCELLigence Real-Time Cell Analyzer Dual Plate
Instrument benutzt (Bird, 2009). Dieses System basiert auf einer Echtzeitmessung der
zelluldren elektrischen Impedanz (Solly et al., 2004). Das Prinzip wurde erstmals 1990
vorgeschlagen (Kowolenko et al, 1990). Hierbei werden Zellen auf mit Gold
beschichteten ZellkulturgefaBen ausgesat. Zellen verhalten sich durch ihre isolierende
Zellmembran wie dielektrische Partikel. Je mehr Zellen sich auf der Elektrode anheften,
desto groBer wird die Impedanz. Verandert eine Zelle ihre Morphologie oder bewegt
sich, so andert sich die Flache mit der die Zelle an der Elektrode angeheftet ist und die
Strome flieRen verandert. Somit andert sich auch die Impedanz, welche direkt
proportional zur von den Zellen bedeckten Flache der Elektrode ist. Das xCELLigence-
System misst diese Impedanzidnderung in Echtzeit, wobei die Anderung als
dimensionsloser Parameter ausgedriickt wird, welcher vom Hersteller als ,,Zellindex”

bezeichnet wird.

Die Messung erfolgte nach Herstellerangaben. Fir die Messung der Proliferation
wurden 1,5 x 103 Zellen in Zellkulturmedium ohne FCS pro Well einer xCELLigence E-
plate ausgesat. In den ersten 12 h erfolgte alle 30 min eine Messung, danach alle

15 min fir die nachsten 88 h, woraus eine gesamte Messdauer von 100 h resultierte.
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Der Versuchsaufbau fiir die Messung der Zellmigration ist ahnlich dem des klassischen
Transwell-Migrations-Assays, der erstmals 1962 von Boyden beschrieben wurde
(Boyden, 1962). Hierbei wird in ein Well einer, zum Beispiel 6-Well-Zellkulturplatte,
eine Membran mit kleinen Poren gestellt, welche das Well in eine obere und untere
Kammer aufteilt. Die Zellen befinden sich oberhalb der Membran und miissen durch
aktive Zellmigration durch die Membran wandern, um in die untere Kammer zu
gelangen. Dies kann durch Zugabe von Chemokinen oder Wachstumsfaktoren in der
unteren Kammer unterstiitzt werden. Die Zellen, die durch die Membran migriert sind,
konnen anschlieBend angefarbt und gezahlt werden. Die impedanzbasierte Echtzeit-
Messung der Zellmigration mit xCELLigence funktioniert ahnlich, wobei die Unterseite
der Membran mit Gold beschichtet ist und eine Migration von Zellen zu einer

Impedanzanderung fiihrt, welche gemessen werden kann (s. Abb. 2.2).

) Obere Kammer
O ) )
\ O Q ) O Mikromembran

Podd /%777* ~— || mit Poren
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| O\ o\

-
P v

Untere Kammer

Abb. 2.2: Messung der Zellmigration mit dem xCELLigence System. Gezeigt ist ein
schematischer Ausschnitt eines Wells der CIM-16 Platte mit eingelegter Mikromembran, durch
die die Zellen wandern. Die Unterseite der Membran ist mit Gold beschichtet. Bei der
Migration durch die Poren haben die Zellen Kontakt mit der Membran, was so zu einer
messbaren Impedanzanderung fiihrt (nach Bird, 2009).

Fur das Experiment wurden 1 x 10° Zellen in Zellkulturmedium ohne FCS in die obere
Kammer eines Wells der CIM-16 xCELLigence-Plate ausgesat. Die untere Kammer
wurde mit vollwertigem Zellkulturmedium gefiillt, welches FCS enthielt, um die Zellen
chemotaktisch anzuziehen. Die Zellmigration wurde alle 5 min in den ersten 25 h

gemessen, dann alle 15 min in den nachsten 15 h. Die gesamte Messdauer betrug 40 h.
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Die Proliferation, bzw. Zellmigration der stabil MACC1 exprimierenden Zelllinien U138/
MACC1 und U251/MACC1 wurde mit den Kontrollen verglichen. Es wurden jeweils
mindestens zwei unabhadngige Experimente als Triplikat durchgefiihrt. Die Auswertung

erfolgte mit der mitgelieferten Software (Version 1.2.1).

2.2.1.5 Koloniebildungsassay

Eine weitere Schlisseleigenschaft maligner Zellen ist die gesteigerte Proliferation, die
keiner Zelladhasion oder anderer Zellkontakte bedarf. Um dies zu messen, wurde ein
Koloniebildungungsassay auf Weichagar durchgefiihrt (Puck et al., 1956). Bei dieser
Methode werden einzelne Zellen auf mit Agar beschichteten ZellkulturgefalRen
ausgesat. Der Agar verhindert das Ausbilden von Zellkontakten und somit die Adhasion
der Zellen an den Untergrund. Physiologischerweise heften sich Zellen an die
Extrazellularmatrix in den Geweben des menschlichen Kérpers an und bilden meist
Integrin-vermittelte Zellkontakte wie Hemidesmosomen oder Fokalkontakte aus.
Dieses Anheften ist normalerweise essentiell fiir das Uberleben und die Proliferation
von Zellen. Deshalb wird der Koloniebildungsassay auf Weichagar als eine sehr
stringente Methode zum Nachweis von maligner Transformation von Zellen
angesehen.

Fiir den Versuch wurden ZellkulturgefaBe mit Zellkulturmedium vorbereitet, welches
0,33 % Agarose enthielt. Dann wurden jeweils 8 x 10® Zellen von U138/MACC1, U138/
Vektor, U251/MACC1 und U251/Vektor als Einzelzellsuspension in separate
ZellkulturgefdBe ausgesdt. Weichagar ist sehr viskds und hemmt dadurch die
Beweglichkeit von Zellen. Deshalb kénnen sich in diesem Medium maligne Zellen leicht
als individuelle einzelne Kolonien entwickeln, welche spater identifiziert und gezahlt
werden konnen. AnschlieRend wurden die Zellen in einem Inkubator bei 37 °C, 5 % CO
fiir 14 d inkubiert. Es wurden nur Kolonien, die mehr als vier Zellen enthielten, gezahlt.

Die Experimente wurden zweimal, jeweils als Triplikat durchgefiihrt.

2.2.2 Proteinbiochemie

2.2.2.1 Protein-lsolation aus Zellen

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

als auch Spharoide mit Gebrauchslysepuffer lysiert. Fiir die Lyse der adhdrenten Zellen

36



Material und Methoden

wurde eine konfluente 75 cm? Zellkulturflasche, bzw. eine 6-Well Zellkulturschale auf
Eis gelegt und zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Nachdem das PBS vollstandig
durch eine Vakuumpumpe entfernt worden war, wurde der Gebrauchslysepuffer auf
die Zellen gegeben. Das Volumen betrug fiir eine 75 cm? Zellkulturflasche 500 pl, bzw.
100 pl pro Well einer 6-Well Zellkulturschale. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen
sorgfaltig abgekratzt und in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR Gberfihrt. Um Zelltrimmer zu
entfernen wurde fiir 10 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die
gelosten Proteine und konnte bei -20 °C mittelfristig aufbewahrt oder direkt fir
Versuche genutzt werden.

Die Spharoide wurden direkt in ein 15 ml Réhrchen lberfihrt und fir 9 min ohne
Bremse bei 200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und
nach Hinzufiigen von 5 ml PBS wurde bei gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert.
Nach diesem Waschschritt wurde der Uberstand méglichst komplett abgenommen. Die
Spharoide wurden in 100 upl Gebrauchslysepuffer aufgenommen und in ein
1,5 ml Reaktionsgefal} Uberfiihrt. Zentrifugieren bei 20.000 x g fir 10 min sorgte fir
das Absetzen von Zelltrimmern. Der Uberstand enthielt die gelésten Proteine und

wurde bei -20 °C mittelfristig aufbewahrt.

2.2.2.2 Protein-Isolation aus Gewebe

Proteine wurden aus kryokonserviertem Operationsgewebe mit dem Total RNA and
Protein Isolation-NucleoSpin RNA/Protein Kit nach Herstelleranleitung isoliert. Hierfur
wurden 30 mg Gewebe in ein 1,5 ml ReaktionsgefdaR gegeben und auftauen lassen.
Nach Zugabe von 350 ul RA1-Puffer und 3,5 ul B-Mercaptoethanol wurde das Gewebe
mit einer sterilen Mikropistille lysiert. Das Gewebe wurde anschlieBend mit einer
Spritze und verschieden groBen Kaniilen 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 pl 70 % Ethanol gegeben und
sorgfaltig resuspendiert. Eine RNA/Protein Saule wurde auf ein 2 ml ReaktionsgefaR
gesetzt, das komplette Lysat aufgetragen und fiir 30 s bei 8.000 x g zentrifugiert. An
der Sdule wurden die Nukleinsduren gebunden, der Durchfluss enthielt die geldsten
Proteine. Die Saule wurde in ein neues RNase-freies Reaktionsgefal gegeben und fir

die RNA-Isolierung verwendet (s. 2.2.3.2). Fiir die Aufreinigung der Proteine wurden
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300 ul des Durchflusses in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal} Gberflihrt. Damit die
Proteine prazipitieren konnten, wurde ein Volumen PP Puffer zugegeben und der
Ansatz dann flir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein Zentrifugations-
schritt fiir 5 min bei 11.000 x g, wobei im Anschluss der Uberstand verworfen wurde.
Nach Zugabe von 500 pl 50 % Ethanol folgte eine weitere Zentrifugation fir 1 min
bei 11.000 x g um die Proteine zu waschen. Wieder wurde der Uberstand verworfen
und das entstandene Protein-Pellet fiir 5-10 min unter dem Abzug getrocknet. Das
Pellet wurde dann in 100 pl PSB-Puffer unter reduzierenden Bedingungen gel6st und
fir 3 min bei ca. 95 °C aufgekocht. Nach Abkiihlen der Proben wurde kurz fiir 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 zundchst mittels Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und anschlieRend durch Western-Blotting
untersucht. Es wurde das X-Cell Sure Lock Western-Blot System nach Hersteller-
protokoll verwendet.

Fir die SDS-PAGE wurden 4-12 % Bis-Tris Gradientengele, bzw. 10 % Polyacrylamidgele
verwendet. Fir einen Ansatz wurden 32,5 pl Proteinlysat mit 5 pul Reducing Agent und
12,5 ul Sample Buffer versetzt und anschlieflend fiir 10 min bei 70 °C aufgekocht. Nach
kurzem Abkihlen wurde fiir 1 min bei 11.000 x g zentrifugiert. Pro Probe wurden
15-20 pl auf ein Gel aufgetragen. Der verwendete Puffer war MOPS-Puffer, wobei der
Puffer flir die innere Kammer zusatzlich mit 500 pl Antioxidant versetzt wurde. Die
Elektrophorese wurde mit dem Programm , NuPage Gel” fiir 1 h bei 200 V und 120 mA
durchgefihrt.

Fiir den anschlieRenden Blotvorgang wurde das Gel in Transferpuffer gewaschen und
in das Blotmodul mit der Nitrozellulosemembran und dem Whatman-Papier zwischen
die Blotting Pads platziert. Alle Bestandteile wurden vorher in Transferpuffer
eingeweicht und auch die innere Kammer wurde damit gefiillt. Die dulRere Kammer
wurde mit dH,0 gefiillt. Der Blotvorgang wurde mit dem Programm ,Western Blot” fiir
2 h bei 30 V und 170 mA durchgefiihrt. Nach dem Proteintransfer wurden die
Markerbanden auf der Nitrozellulosemembran mit Bleistift markiert und die freien

Bindungsstellen der Membran fir 30 min mit 5 % Magermilchpulver in TBST geblockt.
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Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte bei 4 °C im MacsMix Drehinkubator,
wobei die Antikdrper mit 5 % Magermilchpulver in TBST und 0,01 % Natriumazid
angesetzt wurden. Nach der Inkubation folgten drei Waschschritte fiir 5 min in TBST.
Der Sekundarantikérper wurde in TBST angesetzt und die Inkubation erfolgte fiir 2 h
bei 4 °C im Drehinkubator. Ungebundene Antikérper wurden durch finf Waschschritte

a 5 min mit TBST entfernt.

Die Detektion wurde mit dem ECL Western-Blotting Analysis System durchgefiihrt. Da
die Sekundarantikorper mit dem Enzym Meerrettichperoxidase konjugiert waren,
konnte das in der Losung enthaltene Luminol enzymatisch umgesetzt werden. Bei
dieser Reaktion kam es zu Chemolumineszenz, die gemessen werden konnte. Die
Membran wurde fiir 2 min mit dem ECL-Reagenz inkubiert und das emittierte Licht
dann durch Auflegen eines Films in einer Dunkelkammer nachgewiesen. Die
Auswertung erfolgte densitometrisch mit dem Programm BioDocAnalyze von
Biometra, bzw. mit Imagel) (Abramoff M.D., 2004). Die Werte fiir MACC1 wurden auf
die Werte der konstitutiv exprimierten Gene (sog. ,Housekeeping-Gene“) y-Tubulin,

bzw. B-Tubulin normalisiert.

2.2.3 Molekularbiologie

2.23.1 RNA-Isolation aus Zellen

Die Gesamt-RNA von Zellen wurde mit dem SV Total RNA Isolation Kit nach
Herstellerangaben isoliert. Zellen einer konfluenten 75 cm? Flasche wurden wie zuvor
beschrieben mit Trypsin abgelost, dann wurde die Zellsuspension in ein 50 ml
Réhrchen Uberfihrt und fiir 5 min bei 230 x g bei 4 °C ohne Bremse zentrifugiert.
Nachdem der Uberstand komplett entfernt worden war, folgten zwei Waschschritte
mit 25 ml eiskaltem PBS. Das Zellpellet wurde in 175 pl RNA-Lysepuffer resuspendiert
und in ein 1,5 ml RNase-freies Reaktionsgefald Gberflhrt. Zusatzliches Homogenisieren
wurde durch Resuspendieren mit einer feinen 1 ml Spritze erreicht. Zu der Suspension
wurden 350 pl RNA-Dilution Puffer gegeben und fir 3 min bei 70 °C inkubiert. Es folgte
ein Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 20.000 x g. Der klare Uberstand wurde in ein
neues RNase-freies 1,5 ml Reaktionsgefall gegeben, mit 200 ul 96 % Ethanol vermischt,

auf eine Sadule gegeben und erneut fiir 1 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Die
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Saulenmembran wurde einmal mit 600 pul RNA-Waschlésung gewaschen. Um stérende
DNA zu entfernen wurde die Saule fiir 15 min bei Raumtemperatur mit 50 ul DNase-
Mix inkubiert. Die DNase-Reaktion wurde durch Zugabe von 200 ul Stopplésung und
Zentrifugieren fir 1 min bei 20.000 x g beendet. Nach Verwerfen des Durchflusses
wurde die gebundene RNA zweimal mit 600 ul, bzw. 250 pl RNA-Waschlésung
gewaschen. Die Saule wurde in ein neues RNase-freies Reaktionsgefal} tGberfiihrt und
die RNA durch Zugabe von 100 ul nukleasefreiem Wasser und Zentrifugieren fiir 1 min

bei 20.000 x g gelost.

Die Reinheit der RNA wurde photometrisch analysiert. Nukleinsduren absorbieren
ultraviolettes Licht einer Wellenldange von 260 nm abhangig von der Art des Molekiils.
Proteine absorbieren Licht von 280 nm Wellenldnge. Von reiner RNA wurde
ausgegangen, wenn das Verhaltnis Azso/280 ungefdhr 2 betrug. Das Azso/230 Verhaltnis
weist auf Kontaminationen durch organische Komponenten hin, welche Licht einer
Wellenldnge von 230 nm absorbieren. Das Verhaltnis sollte zwischen 2,0 und 2,2
liegen. Weiterhin wurde die Integritdt der RNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

ermittelt (s. 2.2.3.3). Die mittelfristige Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.

2.2.3.2 RNA-Isolation aus Gewebe

Die RNA-Isolation aus Gewebeproben erfolgte mit dem NucleoSpin RNA/Protein Kit
und schloss sich der Protein-Isolation aus Gewebe an (s. 2.2.2.2). Im Rahmen der
Isolierung befanden sich die geldsten Proteine im Durchfluss und die Nukleinsduren
waren an der Sdule gebunden, welche sich auf Eis befand. Im Folgenden konnte
sowohl die genomische DNA (gDNA), als auch die RNA von der Saule aufgereinigt
werden. Da in den Folgeversuchen die Genexpression untersucht werden sollte, wurde
nur die RNA aus der Sdule gewaschen. Hierflir wurden 350 pul Membrane Desalting
Agent zugegeben um den Salzgehalt des Prazipitats zu verringern und die
Nukleinsauren wieder in Lésung zu bringen. Fir die Folgeversuche stérende gDNA
wurde mit DNase degradiert. Ein DNase-Mix wurde aus 90 pl DNase Reaction Buffer
und 10 pul DNase | frisch angesetzt. Der DNase-Mix wurde fir 15 min auf der Membran
der Sdule bei Raumtemperatur inkubiert. Drei darauf folgende Waschschritte mit
verschiedene Waschpuffern (RA2, bzw. RA3) entfernten Salz und andere storende

zellulare Komponenten, wobei sich jeweils ein Zentrifugationsschritt bei 11.000 x g fur
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30 s anschloss. Zum Schluss wurde die gereinigte RNA in 60 ul RNase-freiem Wasser

gelost und mittelfristig bei -80 °C gelagert.

2.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Integritat und Konzentration der isolierten RNA wurde durch 1,5 % TBE-Agarose-
Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid als Farbstoff bestimmt. Der TBE Puffer wurde
mit DEPC behandeltem H,O angesetzt um RNasen zu inaktivieren. Es wurden 0,5 ul
RNA mit 10 pl DEPC H,0 verdiinnt und anschlieBend mit 2 pl 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
flir eine nicht degenerierte RNA spricht.

Die Analyse von PCR-Produkten erfolgte analog der hier beschriebenen Methode. Die
Agarosekonzentration betrug nur 1 % und der TBE-Puffer wurde mit dH,0 angesetzt.
SchlieRRlich wurden 10 pl PCR-Produkt mit 2 pl Ladepuffer gemischt und aufgetragen.
Die Laufzeit betrug 1 h bei 100 V. Die DNA-Banden wurden anschlieRend mit dem
BioDocAnalyze Gel-Dokumentationssystem unter UV-Licht angeregt und fotografiert.

Die densitometrische Auswertung erfolgte auch mit diesem System.

2.2.3.4 Copy DNA-Synthese

Bei der RNA-Isolation erhalt man das komplette Transkriptom einer Zelle. Hierbei
handelt es sich neben mRNA auch um andere RNA-Typen wie ribosomale RNA und
microRNA. Fir die Expressionsanalyse von proteinkodierenden Genen ist aber vor
allem die mRNA von Interesse. Durch reverse Transkription wird durch eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase zur mRNA komplementare copy DNA (cDNA) synthetisiert.
So bekommt man die Moéglichkeit alle in einer Zelle transkribierten Gene abzubilden
und zum Beispiel durch PCR zu analysieren.

Die Reaktion wurde mit dem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit in RNase-freien
ReaktionsgefaRen auf Eis durchgefiihrt. Fiir einen Ansatz wurden 1 pg der isolierten
RNA mit 2 pl 10 mM dNTP’s und 1 pl Oligo(dT)18 Primer gemischt und anschlieRend
mit DEPC behandeltem H,0 auf 14 pl aufgefiillt. Der Primer bindet das Poly-Adenosin-
Ende der mRNAs und garantiert so, dass vor allem mRNA als Matrize fiir die Synthese

dient. Der Ansatz wurde gemischt, kurz zentrifugiert und Sekundarstrukturen der RNA
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wurden durch Inkubation fir 10 min bei 70 °C zerstort. AnschlieBend wurde die
Aktivitat moglicher RNasen durch Zugabe von 1 pl Ribonuklease-Inhibitor (20 U/ul) und
4 ul 5x Reaktionspuffer gehemmt. Erneut wurde kurz zentrifugiert und der Ansatz fir
5 min bei 37 °C inkubiert. Die reverse Transkription erfolgte durch Zugabe von 1 ul M-
MuLV Reverse Transkriptase (200 U/ul) und Inkubation fir 1 h bei 42 °C. Die Reaktion
wurde durch Hitzeinaktivierung des Enzyms fir 10 min bei 70 °C abgestoppt. Die
synthetisierte cDNA wurde mittelfristig bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.3.5 Semiquantitative RT-PCR

Die synthetisierte cDNA reprasentierte alle exprimierten proteinkodierenden Gene der
untersuchten Zellen. Um das Expressionsmuster bestimmter Gene zu untersuchen, ist
es moglich Abschnitte dieser Gene mit Hilfe von spezifischen Primern in einer
Polymerasekettenreaktion zu amplifizieren und semiquantitativ (sq RT-PCR) zu
analysieren (Barre et al., 2000). Nach Normalisierung auf relativ gleichmaRig
exprimierte Gene (Housekeeping-Gene), kdnnen die Expressionsprofile verschiedener
Tumoren semiquantitativ miteinander verglichen werden. Als Housekeeping-Gene
kénnen z.B. Gene, die fur 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
relativ konstant exprimiert wird (Said et al., 2007).

Die MACC1-Expression wurde in GBM-Zelllinien und weiterhin in Operationsgewebe
von Patienten untersucht. Zusatzlich dienten Normalhirnproben als Kontrolle.

Die Primer wurden mit der Online-Anwendung Primer 3 Plus erstellt und hatten eine
Ldnge von 18-25 bp (Web 5). Es wurde darauf geachtet, dass der GC-Gehalt moglichst
40-60 % und die Schmelztemperatur 55-63 °C betrug. AnschlieRend wurden die Primer
mit dem Online-Tool NetPrimer auf mogliche Sekundéarstrukturen oder Dimerbildung
untersucht, welche die PCR-Reaktion hemmen kdnnten (Web 6). SchliefRlich wurden
die Sequenzen der Primer noch mittels des Basic Local Alignment Search Tools (BLAST)
mit dem humanen Genom verglichen um sicherzustellen, dass die Primer nur die
gewilinschte mRNA binden (Web 7). Fir die sq RT-PCR wurde in getrennten Reaktionen
unter gleichen Bedingungen sowohl ein Genabschnitt von MACC1 als auch von GAPDH

amplifiziert. Die Ansdtze wurden auf Eis pipettiert und die Reaktion in einem Thermo
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Cycler T3000 durchgefiihrt (Tab. 2.4, 2.5). Die PCR-Produkte wurden anschlieRend wie
unter 2.2.3.3 durch Agarose-Gelelektrophorese densitometrisch analysiert und die

Werte flir MACC1 auf die von GAPDH normalisiert.

Tab. 2.4: Reaktionsansatz fiir die sq RT-PCR. Angegeben sind die berechneten Volumina fir
einen Reaktionsansatz. Fiir den Versuch wurde jeweils ein 10x Master-Mix pipetiert. Als
Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne DNA.

|Komponente Ausgangskonzentration |Volumen Endkonzentration |
Tag-Puffer 10x 2,5 ul 1x

dNTP's a25mM 0,5 ul a0,5mMm

Primer sense 10 pumol/ul 1,25 pl 500 nmol/ul

Primer antisense |10 pmol/ul 1,25 ul 500 nmol/ul
Tag-Polymerase |5 U/ul 0,125 ul 0,025 U/l

DNA variabel 1l 0,1-1 ng/ul

Ultra pure water 18,375 ul

Gesamtvolumen 25 pul

Tab. 2.5: Programm fiir die sq RT-PCR von GAPDH und MACC1. Die Reaktionsschritte zwei bis
vier wurden bei GAPDH in 21 Zyklen, bzw. bei MACC1 in 36 Zyklen wiederholt. Der

Reaktionsschritt Annealing wurde fiir GAPDH bei 68 °C fiir 30 s und fir MACC1 bei 53,3 °C fur
60 s durchgefiihrt.

|Nummer Reaktionsschritt T [°C] t [s] |
1 Initiale Denaturierung 94 600

2 Denaturierung 94 30

3 Annealing 68 30

4 Elongation 72 60

2.2.3.6 Quantitative RT-PCR

Neben der semiquantitativen, klassischen PCR wurde zusatzlich noch eine g RT-PCR
durchgefiihrt. Der Vorteil der Methode liegt darin, dass sich die PCR-Reaktion durch
Fluoreszenzmessung in Echtzeit verfolgen lasst. Hierbei ergibt sich eine viel genauere
Quantifizierung der amplifizierten Genabschnitte.

Die g RT-PCR wurde mit einem LightCycler, wie bereits an anderer Stelle beschrieben,
durchgefiihrt (Stein et al., 2006). Zur Quantifizierung konnen verschiedene Verfahren
eingesetzt werden, wobei hier Hybridisierungs-Sonden verwendet wurden, die eine
spezifische Detektion der amplifizierten Genabschnitte ermoglichen. Diese Sonden
bestehen aus zwei unterschiedlichen Oligonukleotiden, die nebeneinander auf dem zu

amplifizierenden Genabschnitt hybridisieren kdnnen. Beide sind mit Fluoreszenz-
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farbstoffen markiert: Ein Oligonukleotid 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 Oligonukleotide so nahe,
dass ein Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) auftreten kann. Hierbei wird das
Donor-Fluorophor Fluorescein durch eine Lichtquelle im PCR-Gerat angeregt und gibt
dann die aufgenommene Energie an das Akzeptor-Fluorophor LCRed weiter, welches
im Anschluss Licht eines bestimmten Spektrums emittiert. Das vom Akzeptor
abgegebene Licht kann gemessen werden und die Intensitat korreliert mit der Menge
des synthetisierten PCR-Produkts.

Die q RT-PCR wurde in Duplikaten und die verschiedenen Reaktionen wurden parallel
durchgefiihrt. Das PCR-Programm ist in Tabelle 2.6 gezeigt. Um Primer-Paare
auszuschlieBen wurde vor dem Versuch eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt.
Durch g 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

gehorende Enzym G6PDH.

Tab. 2.6: Programm fiir die g RT-PCR von MACC1, Met und G6PDH. Schritt zwei und drei
wurden insgesamt in 45 Zyklen durchgefiihrt.

| Nummer Reaktionsschritt T [°C] t[s]
1 Initiale Denaturierung 95 600
2 Denaturierung 95 10
3 Annealing 60 30
4 Elongation 72 4

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 relativ zur Expression in der Standard-Zelllinie
angegeben. Hierbei kann die Expression sowohl als prozentuale Abweichung vom

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

2.2.3.7 Transformation von Bakterien

Zur Amplifikation des MACC1-Plasmids fiir die spdtere Transfektion in GBM-Zellen

wurden Escherichia coli DH5a mit der Plasmid-DNA transformiert. Die Bakterien
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wurden vorher mit der CaCl,-Methode chemisch kompetent gemacht um eine bessere
Aufnahme der fremden DNA zu erreichen (Chuang et al., 1995; Hengen, 1996). Fiir die
Transformation wurden 50 pl Bakterien auf Eis aufgetaut und 1 ul Plasmid-DNA
zugegeben. Der Ansatz wurde fir 15 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei
42 °C fur 30 s um die bakterielle Zellwand fir kurze Zeit fir die DNA permeabel zu
machen. Im Anschluss wurde wieder fir 10 min auf Eis inkubiert. Zu dem Ansatz
wurden 300 pl 2x TY-Medium gegeben und dann fiir 1 h bei 37 °C auf dem Schiittler
inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde dann auf einer 2x TY Agarose-Platte
ausplattiert, welche Ampicillin zur Selektion enthielt. Nur Bakterien welche das Plasmid
aufgenommen hatten, konnten ein Ampicillinresistenzgen exprimieren und wuchsen
auf der Agarose-Platte. Die Platte wurde bei 37 °C Uber Nacht inkubiert und am

nachsten Tag konnten Kolonien von der Platte gepickt werden.

Fiir die Anzucht der Bakterien wurde wie folgt eine Starterkultur angelegt: Eine Kolonie
wurde von der Selektionsplatte gepickt und in 10 ml 2x TY Medium mit 10 pl Ampicillin
gegeben. Die Flissigkultur wurde fiir 8 h bei 37 °C und 200 rpm in einem Schittler
inkubiert. Dies entspricht der logarithmischen Wachstumsphase der Bakterien.
AnschlieBend wurde die Starterkultur in 500 ml 2x TY Medium mit 500 pl Ampicillin
verdinnt. Es wurde darauf geachtet, dass der fiir die Anzucht verwendete
Erlenmeyerkolben mindestens das vierfache Volumen der Kultur besitzt um eine
ausreichende Belliftung der Bakterien zu gewahrleisten. Die Kultur wurde tber Nacht
bei denselben Bedingungen inkubiert.

Alternativ konnten die transformierten Bakterien auch aufbewahrt und spater genutzt
werden. Eine gute Moglichkeit ist das Anlegen von Glycerol-Stocks, wodurch die
Bakterien mittelfristig bei -80 °C fiir einige Monate bis Jahre gelagert werden kénnen.
Hierflir wurde ca. 1 ml der Bakteriensuspension mit 15 % Glycerol versetzt und in
einem Kryorohrchen eingefroren. Wichtig ist die Bakterien bei Wiederverwendung
zunachst auf einer Selektionsplatte anzuziichten, um sicher zu gehen, dass sie das

Wunschplasmid zwischenzeitlich nicht verloren haben.

2.2.3.8 Plasmid-DNA Praparation

Die Prdparation 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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Flassigkultur wurden fiir 10 min bei 4 °C und 4000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in
12 ml Puffer S1 aufgenommen und anschlieBend 12 ml Puffer S2 zugegeben und fiir
5 min die DNA aus den Bakterien durch alkalische Lyse freigesetzt. Durch Inkubation
flir 5 min auf Eis und Zugabe von Puffer S3, welcher unter anderem Kaliumacetat
enthielt, wurde die Suspension wieder neutralisiert. Dabei entstand ein Prazipitat aus
bakteriellen Bestandteilen und genomischer DNA, wobei die Plasmid-DNA in Losung
blieb. Der Ansatz wurde auf einen Papierfilter gegeben und das filtrierte Lysat in eine
mit Puffer N2 equilibrierte Silica-Saule gefillt. Die negativ geladene Plasmid-DNA
wurde nun an die Sdule gebunden und konnte durch zwei Waschschritte mit je 16 ml
Puffer N3 gereinigt werden. SchlieBlich wurde die Plasmid-DNA in 15 ml Puffer N5
gelost. Fur die weitere Aufreinigung wurde die DNA durch Zugabe von 12 ml
Isopropanol ausgefallt. Die DNA wurde fiir 30 min bei 4 °C und 3000 x g abzentrifugiert
und das Pellet an der Luft getrocknet. Im Anschluss wurde die DNA in 250-500 ul Ultra
pure water gelést und Konzentration und Reinheit wie unter 2.2.3.1 photometrisch
bestimmt. Fir reine doppelstrangige Plasmid-DNA sollte das Aaso/280-Verhaltnis

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

2.2.4 Histologie

2.2.4.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Fir die histologische Analyse wurden Gewebeproben aus neurochirurgischen
Operationen in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Aus den Paraffinblécken
wurden mit einem Mikrotom Schnitte von 2-4 um Dicke angefertigt und auf einen
SuperFrost Plus Objekttrager aufgezogen.

Um die Morphologie der Tumoren beurteilen zu kénnen, wurde eine Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (HE-Farbung) angefertigt. Hierfiir wurden die Praparate zunachst durch
eine absteigende Alkoholreihe sukzessive vom Paraffin befreit. Nach zweimal fir
15 min in Xylol wurden die Schnitte zweimal fiir 2 min in 100 % Ethanol, zweimal fir
1 min in 96 % Ethanol und zweimal fir 30 s in 70 % Ethanol entparaffiniert und zum
Schluss mit destilliertem Wasser gesplilt

Es folgte ein Farbeschritt mit frisch filtriertem Hamalaun nach Mayer fir 25 s. Im
Anschluss wurde sofort fir 10 min unter flieBendem Wasser geblaut, wodurch sich der

pH-Wert erhéhte und der Farbton des Hamalaun in blauviolett umschlug. Der Vorgang
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wurde durch kurzes Eintauchen in destilliertes Wasser abgestoppt. AnschlieBend
wurden die Praparate fiir 2 min in Eosin-Losung gestellt, welche vor allem basische
Zytoplasmabestandteile anfarbt. Nach zwei kurzen Inkubationen in destilliertem
Wasser wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert und mit

Eukitt eingedeckt.

2.2.4.2 Immunhistochemie

Mit der Immunhistochemie kann die Genexpression in einem Gewebe auf
Proteinebene immunologisch nachgewiesen werden. Die Farbung wurde nach dem
Prinzip der Avidin-Biotin-Complex-Methode mit dem ZytoChem-Plus HRP Kit (Broad
Spectrum) nach Herstelleranleitung durchgefihrt (Bratthauer, 2010). Hierbei wird das
Epitop des Zielproteins von einem spezifischen Primarantikdrper gebunden, welcher
wiederum von einem gegen den F.-Teil gerichteten Sekundarantikérper erkannt wird.
Der Sekundarantikorper ist mit dem kleinen Protein Biotin konjugiert. Biotin fungiert
als Vitamin H in verschiedenen Stoffwechselvorgangen als prosthetische Gruppe von
Carboxy-Transferasen, hat aber zusatzlich die Eigenschaft das Glykoprotein Avidin mit
sehr hoher Affinitdt zu binden. Deshalb wird zu den gebundenen Antikdrpern 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
unldslichen Reaktionsprodukts am Ort des Zielantigens. Somit kann die Expression und
Lokalisation eines Proteins im Gewebe mit dieser Methode qualitativ untersucht
werden. Als Kontrolle wurde das Gewebe mit geeigneten isotypischen Kontroll-
Antikoérpern, welche keine relevante Spezifitdt gegeniiber dem Zielantigen aufwiesen,
gefarbt.

Die Paraffinschnitte wurden wie bei der HE-Farbung (s. 2.2.4.1) durch eine absteigende
Alkoholreihe entparaffiniert und rehydratisiert. Anschliefend wurden die Epitope
durch Aufkochen mit Zitratpuffer dreimal fir 5 min demaskiert und so fiir die
Antikorper zugdnglich gemacht (sog. Heat induced epitope retrieval). Nach 15 min
Abkihlen wurden die Schnitte kurz in destilliertes Wasser und dann in PBS gestellt. Die
endogene Peroxidase-Aktivitdat wurde durch eine Blockierldsung fiir 10 min gehemmt

um eine Reduzierung der Hintergrundfarbung zu erreichen. Nach einem Waschschritt
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mit PBS wurden die unspezifischen Proteinbindungsstellen fiir 5 min geblockt.
Uberschiissige Ldésung wurde abgewaschen und die Inkubation mit dem Primir-
antikorper folgte fiir 30 min. Nach dreimal 2 min stringentem Waschen mit PBS folgte
die Inkubation mit dem Sekundarantikorper fiir 15 min. Nach drei erneuten
Waschschritten wurde das Enzym-Streptavidin-Konjugat zugegeben und flir 15 min auf
die Schnitte einwirken lassen. Drei Waschschritte gingen der finfmin(tigen Inkubation
mit der DAB-Farbeldsung voraus. Die DAB-L6sung wurde durch Zugabe von 1 Tropfen
DAB-Konzentrat auf 1,25 ml Pufferlosung frisch angesetzt. Die Farbreaktion wurde
abgestoppt, indem die Praparate kurz in destilliertes Wasser gestellt wurden. Dann
wurde mit Hamalaun fir 25 s gegengefarbt. Nach der Gegenfarbung wurden die
Schnitte analog der HE-Farbung fiir 10 min unter flieBendem Leitungswasser geblaut.
SchlieRRlich wurden die Schnitte mit Aquatex eingedeckt und nach dem Trocknen bei

4 °C aufbewahrt.
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Abb. 2.3: Ubersicht der Gruppen astrozytirer Tumoren, welche fiir die Inmunhistochemie
verwendet wurden. Es wurden finf Gruppen unterschieden: Ruhende LGA ohne Progress
oder Rezidiv, rezidivierende LGA, LGA mit Progress zu einem sGBM und pGBM. AuRerdem
diente Normalhirngewebe als Negativ- und Gewebe eines Kolonkarzinoms als Positivkontrolle.
Fiir Details zur Entstehung siehe Abb. 1.3.

Fir die Auswertung wurden pro Prdparat fiunf Gesichtsfelder bei 60-facher
VergréRerung mit dem Cell Counter Plugin fir Imagel) ausgezahlt und das Verhaltnis
von positiven Zellen zur gesamten Zellzahl wurde bestimmt (Abramoff M.D., 2004). Es
wurden insgesamt finf Gruppen unterschieden: Ruhende niedergradige Astrozytome,

welche nach Behandlung keine weitere Lasion zeigten, rezidivierende niedergradige
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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 sekundares Glioblastom ausbildeten und aullerdem primdre und
sekundare Glioblastome. Normalhirngewebe diente als Negativkontrolle (NB) und ein

CRC als Positivkontrolle (s. Abb. 2.3).

2.25 Datenbankanalyse

Die experimentellen Daten wurden durch Analysen von Datenbanken erweitert. Zur
Analyse der Variation der Kopien des MACC1 Gens (copy number variations) wurde das
cBio Cancer Genomics Portal benutzt (Web 8). Das Portal erlaubt die Analyse
verschiedenster Datensatze diverser Tumorentitdten. Die groBte Studie fir das

|II

Glioblastom stellte der Datensatz ,,TCGA provisional” des The Cancer Genome
Atlas (TCGA) dar, welcher 585 Falle umfasst (TCGR, 2008). Das cBio Cancer Genomics
Portal verwendet den GISTIC Algorithmus (Beroukhim et al.,, 2007), welcher
chromosomale Veranderung analysiert. So kdnnen Abweichungen der Genkopien-
anzahl in Tumoren abgeschatzt werden. Diese kdnnen 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
unterstutzt, wurde hierfir das Portal Anduril benutzt (Web 9). Anduril erlaubt die
Auswertung der Daten des TCGA auf mRNA-Ebene. Fiir 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 enthalt (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 Intensitdten verwendet.
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2.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit der Software Microsoft Excel 2010, und
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) durchgefiihrt. Die
statistische Signifikanz wurde durch gepaarte und ungepaarte zweiseitige t-Tests
ermittelt, je nachdem ob es sich um voneinander abhdngige oder unabhingige
Stichproben 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, zweiseitige Mann-Whitney Rangsummen-Test verwendet. Fir
die Analyse des Gesamtiiberlebens wurde das Kaplan-Meier Modell verwendet.
Hierbei wurde , Tod“ als Ereignis definiert. Die Uberlebenskurven wurden mit dem Log-
Rank Test auf Signifikanz getestet. Fir Korrelationsanalysen wurde der Pearson-Test
genutzt. Bei allen Tests wurde ein P-Wert < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
Wenn nicht anders angegeben, stellen Saulendiagramme den Mittelwert und die
Fehlerbalken die entsprechende Standardabweichung (SD) dar. Bei Boxplots

reprasentieren die Whisker jeweils den kleinsten und grofSten 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 fiir die Pathogenese von humanen Glioblastomen hat. Im ersten Teil sollte

eine mogliche Expression von MACC1 in Glioblastomen untersucht werden.

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

Zunachst wurden online verfligbare Microarrays auf die Expression von MACC1 in
Glioblastomen durchsucht. Hierfiir 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 hohere MACC1 mRNA-Expression in GBM im
Vergleich zu den NB (zweiseitiger t-Test; p < 0,0001, signifikant).

P <0,0001
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Abb. 3.1: Die Analyse von Microarrays zeigte eine signifikant h6here 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
Uber das online Portal Oncomine auf die MACC1 mRNA-Expression durchsucht. Die log2
transformierte, mediane Intensitdt der Proben wurde zugrunde gelegt. MACC1 wurde
signifikant starker in GBM als in NB exprimiert (2,393-fach, zweiseitiger t-Test, p < 0,0001). Die
Ergebnisse sind als Box-Plot dargestellt.

Ein vergleichbares Portal ist Anduril. Hiermit wurden Expressionsdaten von
Glioblastomen aus dem TCGA mit denen von Epilepsie-Patienten verglichen, welche als

Normalhirnproben dienten. Es fand sich eine 2,27-fach hohere MACC1-Expression auf
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MRNA-Ebene in Glioblastomen im Vergleich zum Normalhirn. Dieser Unterschied war

statistisch signifikant (zweiseitiger t-Test, p = 0,0004).

Um die Ergebnisse zu erweitern, wurden Glioblastome auf Veranderungen der MACC1
Genkopienanzahl untersucht. Hierflr 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 Falle) aller Tumoren verandert ist
(s. Abb. 3.2). In den meisten Fallen lieR sich ein Zugewinn an Genkopien feststellen
(Gain), d.h. es lagen mehr als zwei Genkopien in den Zellen vor. Diese Verdanderungen

korrelierten positiv mit der MACC1 mRNA Expression. In 0,7 % der Félle lag auch das
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Abb. 3.2: Verdnderungen der MACC1 Genkopienanzahl korrelierten positiv mit der mRNA
Expression. Das cBio Cancer Genomics Portal wurde auf Verdanderungen der Genkopienanzahl
von MACC1 durchsucht. Es wurde der Datensatz , TCGA provisional” mit Standardeinstellungen
analysiert. Die Haufigkeit der verschiedenen Verdanderungen (x-Achse) korrelierte positiv mit
der MACC1 mRNA Expression (y-Achse). Ein Wert von 0 gibt definitionsgemaR das Vorliegen
einer diploiden Genkopie an. Ein Wert kleiner 0 bedeutet ein Verlust von Genkopien, ein Wert
grofler 0 ein Zugewinn. Die Ergebnisse sind als Box-Plot dargestellt. Homdel, homozygote
Deletion; Hetloss, heterozygote Deletion; Diploid, diploide Genkopie; Gain, Zugewinn an
Genkopien; Amp, Gen liegt mehrfach amplifiziert vor.
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Gen selbst mutiert vor. Durchsucht man das Portal zusatzlich auf Verdanderungen von
Genen, die in enger Beziehung zu MACC1 stehen, wie HGF und Met, so zeigen sich

Alterationen in ca. 35 % (203 Falle) der Tumoren.

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

3.1.2.1 MACC1 war unterschiedlich stark in humanen GBM-Zelllinien
exprimiert

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

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

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

analysiert (Abb. 3.3).
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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 anschlieRend densitometrisch ausgewertet. Das Sadulendiagramm zeigt die
relative MACC1-Expression auf die Expression von GAPDH normalisiert.

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

densitometrisch ausgewertet. Es war ein deutlicher Unterschied zwischen den
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verschiedenen Zelllinien zu erkennen, wobei U343 die starkste endogene MACC1-
Expression zeigte und U87 und U251 die geringste. Die restlichen Zelllinien

exprimierten MACC1 auf mittlerem Niveau.

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

Nachdem die Expression von MACC1 in humanen Glioblastom-Zelllinien gezeigt
werden konnte, wurde als nachstes der Nachweis in Operationsgewebe durchgefihrt.
Hierflir wurde ein Kollektiv aus 15 Patienten mit der Diagnose GBM und acht Patienten
mit LGA gebildet. Diese Patienten wurden am Universitatsklinikum Wiirzburg operiert
und das resezierte Tumorgewebe wurde anschlieRend durch sq RT-PCR auf die

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

NB LGA GBM -
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Abb. 3.4: Die MACC1-Expression stieg mit zunehmendem WHO-Grad astrozytdrer Tumoren
an. Operationsgewebe von Patienten 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. (-),
Negativkontrolle ohne DNA im Ansatz. Gestrichelte Linien zeigen, wo Gelbilder
zusammengesetzt wurden.

Im NB fand sich keine MACC1 mRNA, wobei sie in den anderen Gruppen eindeutig
nachweisbar war. Die statistische Auswertung zeigte einen signifikanten Unterschied
der relativen 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 semiquantitativen Ansatzes wurden im Anschluss durch g RT-
PCR bestatigt. Die MACC1-Expression wurde auf die Expression von G6PDH
normalisiert und relativ im Vergleich zur Kolonkarzinomzelllinie SW620 angegeben,
welche als Standardprobe diente (Abb. 3.5b). Es fand sich eine ca. 3-fach hdhere
MACC1-Expression in GBM (1,486 %) im Vergleich zu LGA (0,658 %). Dieser
Unterschied war statistisch signifikant (p = 0,0048). Somit korrelierte das MACC1-

Expressionsniveau auf mRNA-Ebene mit dem WHO-Grad der astrozytdaren Tumoren.
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Abb. 3.5: Sowohl MACC1 als auch Met waren in Glioblastomen signifikant hoher exprimiert
als in niedergradigen Astrozytomen. a) Operationsgewebe von Patienten (15 GBM, ach LGA
und drei NB) wurde durch sq RT-PCR auf die Expression von MACC1 untersucht. Angegeben ist
die mediane relative Expressionsintensitdt normalisiert auf die Expression von GAPDH.
Glioblastome exprimierten MACC1 am starksten (46,75), LGAs mittelstark (28,64) und NB
nahezu nicht. Der ANOVA-Test ergab einen statistisch signifikanten Anstieg der MACC1-
Expression in Abhangigkeit vom WHO-Grad (p = 0,0199). b) Bestatigung der Ergebnisse aus a)
durch g 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 g RT-PCR in denselben Tumorproben. Die Expression war signifikant héher 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 relative Expression im Vergleich zur Expression in der
Standardprobe SW620.

Weiterhin wurde in denselben Tumorproben die Expression von Met untersucht,
welches durch MACC1 transkriptionell reguliert wird. In GBM (0,755 %) wurde Met
7-fach hoher exprimiert als in LGA (0,122 %), was ein statistisch signifikanter

Unterschied war (p = 0,0039). Jedoch war die Streuung der Expressionsstarke grofRer

als bei der Analyse der MACC1-Expression (Abb. 3.5¢c, Whisker der Box-Plots).
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3.1.3 Anhand der MACC1-Protein Expression konnte zwischen
verschiedenen Astrozytom-Entwicklungsstadien unterschieden
werden

Nachdem die MACC1 mRNA-Expression in astrozytaren Tumoren verschiedener WHO-
Gradierung gezeigt worden war, folgte als nachstes der Nachweis auf Proteinebene.
Hierflr wurde ein von den vorherigen Versuchen unabhédngiges Patientenkollektiv aus
24 LGA und 14 GBM durch Immunhistochemie untersucht. Im Kollektiv wurden
mehrere Gruppen unterschieden (s. Abb. 2.3). Es enthielt neben zusammengehdrigen
Proben von rezidivierenden Tumoren (Initialtumor war ein LGA und nach Behandlung
bildete sich ein LGA-Rezidiv) und Tumoren mit Progression (Initialtumor war ein LGA
und daraus entstand ein sGBM) von denselben Patienten auch Tumoren, die nach
einer Operation keine weitere Lasion bildeten (ruhende LGAs, welche weder ein
Rezidiv bildeten, noch Progress zeigten). Als Negativkontrolle diente Gewebe eines
Patienten mit Multisystematrophie, welches als Normalhirnprobe fungierte und als
Positivkontrolle wurde Gewebe eines CRC verwendet.

Im Normalhirn zeigten nur einige Neurone im Markbereich eine positive Farbung fir
MACC1, Astrozyten waren jedoch deutlich negativ. Im LGA farbten sich einige wenige
Tumorzellen und Pyramidenzellen an. In den GBMs zeigte sich ein sehr heterogenes
Bild. Isomorphe Regionen farbten sich nur schwach an, wohingegen polymorphe
Regionen im Tumor eine sehr starke Farbung aufwiesen. Generell farbten sich nur
Tumorzellen stark an, nekrotische Anteile oder Immunzellen blieben negativ. Beim
Vergleich von primaren mit sekundaren GBM zeigte sich bei hoher VergroRBerung nur
bei sGBM sowohl eine Kern-, als auch eine Zytoplasmafarbung, wohingegen pGBM, als

auch LGA, ausschlielilich eine Farbung des Zytoplasmas aufwiesen (Abb. 3.6).

Von jedem Praparat wurden insgesamt fiinf Gesichtsfelder bei 60-facher VergrofRerung
ausgezahlt und das Verhaltnis von positiven Tumorzellen zu allen Tumorzellen wurde
bestimmt (Abb. 3.7). In LGA exprimierten 14,71 + 15,64 % der Tumorzellen MACC1
(n = 24), wohingegen im GBM 38,21 + 24,49 % positive Zellen zu finden waren (n = 14,
p = 0,0017; Abb. 3.7a). Daraufhin wurden die Untergruppen der LGA analysiert. Nur
4,29 + 4,536 % der Zellen des ruhenden LGA waren positiv flir MACC1 (n = 7). Die LGA

mit Progression, bzw. Rezidiv hingegen zeigten eine positive Farbung fir
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18,67 + 18,82 % der Tumorzellen (n = 12, p = 0,0050; Abb. 3.7b). Es liel} sich kein
signifikanter Unterschied in der MACC1-Expression des initialen LGA (16,00 + 6,60 %,

n = 6) und des dazugehodrigen Rezidivs des gleichen WHO-Grades feststellen

NB ruhende LGA rezidivierende LGA

MACC1

Kontrolle

CRC pGBM sGBM

MACC1

Kontrolle

Abb. 3.6: MACC1-Expression in Gewebeschnitten astrozytirer Tumoren. In Paraffin
eingebetetes Tumorgewebe wurde mit einem MACC1 spezifischen Antikorper gefarbt (braune
Farbung). Gewebe, welches mit einem isotypischen Kontroll-Antikérper gefarbt wurde, diente
als Negativkontrolle. Gewebe eines mit einer Multisystematrophie diagnostizierten Patienten
wurde als Normalhinrprobe verwendet. Als Positivkontrolle diente ein Kolonkarzinom. Es sind
reprasentative Beispiele der Farbungen der Multisystematrophie (NB; n = 1), der ruhenden LGA
(n =7), der rezidivierenden LGA (n = 12), der primadren GBM (n = 10) und der sekundaren GBM
(n = 4) gezeigt. VergroRerung 40x, VergroRerung der Einzelzellen 60x. Die Skala entspricht
50 um.
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Abb. 3.7: Bestimmung der MACC1-Expression auf Proteinebene erlaubte eine
Unterscheidung zwischen verschiedenen Astrozytom-Entwicklungsstadien. In Paraffin
eingebettete Tumorproben wurden mit einem spezifischen MACC1-Antikérper gefarbt
(Abb. 3.6). Fir jeden Tumor wurden finf Gesichtsfelder bei 40-facher VergroRerung ausgezahlt
und die fir MACC1 positiven Tumorzellen ins Verhéltnis 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 zugehérigen Rezidiv
(n =5, p=0,6451). d) LGA, welche sich zu einem hdhergradigen Gliom entwickelten (n = 6),
zeigten signifikant niedrigere Werte fiir MACC1 positive Zellen, als die zugehorigen sekundaren
GBM (n =4, p = 0,0381). e) Der Anteil MACC1 positiver Tumorzellen in LGA, welche Progress
zeigten (n = 6), war hoher als in LGA, die ein Rezidiv zeigten (n = 6, p = 0,8089). f) Sekundare
GBM (n = 4) exprimierten signifikant hohere Mengen von MACC1 als primare GBM (n = 10,
p = 0,0040). Statistische 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 initialen LGA
(21,33 + 26,80 %, n = 6) mit dem daraus entstehenden sekunddaren GBM
(68,25 + 17,35 %, n = 4) verglichen, so verdreifachte sich die Zahl der positiven Zellen,
was einen statistisch signifikanten Unterschied darstellte (p = 0,0381; Abb. 3.7d).
Zwischen rezidivierenden LGA (16,00 + 6,603 %, n = 6) und LGA mit Progress zu einem
sekundaren GBM (21,33 + 26,80 %, n = 6) fand sich kein signifikanter Unterschied
(p = 0,8089; Abb. 3.7e). Es waren jedoch signifikant weniger Tumorzellen positiv fur
MACC1 in primdren GBM (26,20 + 14,30 %; n = 10) verglichen mit sekundaren GBM
(68,25 + 17,35 %, n = 4, p = 0,0040; Abb. 3.7f).

Anhand der Bestimmung der MACC1-Expression auf Proteinebene konnte daher nicht
nur zwischen LGA und GBM, sondern auch zwischen primaren und sekundaren GBM,

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

3.2 Effekte von MACC1 auf das Uberleben von
Glioblastompatienten

Die bisher gewonnenen MACC1-Expressionsdaten wurden im Folgenden mit klinischen
Parametern korreliert. Von den 14 Glioblastompatienten, die durch IHC analysiert
worden waren, waren elf Manner und drei Frauen. Die Tumorlokalisation lag fast
immer supratentoriell in den GroBhirnhemispharen, meist frontal oder temporal. Das
mittlere Erkrankungsalter betrug 55,6 Jahre und das mediane Uberleben 11 Monate.
Die MACC1 Protein-Expressionsdaten (s. 3.1.2) wurden mit dem Gesamtiiberleben in
Monaten ab Diagnose Glioblastoma multiforme korreliert. Es wurde zwischen
Patienten unterschieden, die MACC1 stark und Patienten die das Gen schwach
exprimierten. Als Schwellenwert wurde die mediane Expression auf Proteinebene
definiert, welche 33 % betrug. Zur Berechnung der Uberlebensfunktion wurde das
Modell nach Kaplan-Meier benutzt.

Es zeigte sich, dass Patienten, die MACC1 stark exprimierten (8 Monate, n = 6) im
Vergleich zu schwach exprimierenden Patienten (16 Monate, n = 8) ein signifikant
kiirzeres medianes Gesamtiberleben hatten (p = 0,0358, Log-Rank Test; Abb. 3.8). Das
Hazard-Ratio lag bei 4,73 (95 % Kl: 1,11-20,19).
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Abb. 3.8: Glioblastom-Patienten mit hoher MACC1-Expression hatten eine ungiinstige
klinische Prognose. Patienten 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 % positiven Tumorzellen. AnschlieBend wurde das mediane
Gesamtiberleben ab Diagnosebeginn in Monaten mittels des Kaplan-Meier Modells mit der
MACC1-Expression korreliert. Patienten mit starker MACC1-Expression zeigten ein signifikant
kiirzeres medianes Uberleben (8, bzw. 16 Monate, p = 0,0358; Log-Rank Test).

3.3 Funktionelle in vitro Analysen des Einflusses von
MACC1 auf Schliisseleigenschaften von
Glioblastomzellen

Nachdem durch verschiedene Methoden gezeigt werden konnte, dass Glioblastome
MACC1 (iberexprimierten, wurde im Anschluss die funktionelle Rolle des MACC1-
Proteins in dieser Tumorentitat untersucht. MACC1 wurde als ein im Zusammenhang
mit Metastasierung und Invasion stehendes Protein im CRC etabliert, daher wurde
auch ein Einfluss auf Schliisseleigenschaften von Glioblastomzellen, wie Migration und

Proliferation angenommen.

3.3.1 Die Migration von Glioblastom-Primarkulturen korrelierte mit
der endogenen MACC1-Expression

Um Effekte von MACC1 auf die Migration von GBM zu zeigen, wurde ein Sphéroid-

Migrationsassay durchgeflihrt. Hierflir wurden primare Zellkulturen verwendet, welche

direkt aus Operationsgewebe gewonnen und maximal einmal passagiert worden

waren. Insgesamt wurden neun verschiedene Glioblastome verwendet, wobei fir

jeden Tumor jeweils zehn unterschiedliche Sphéaroide untersucht wurden. Die
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Spharoide wurden fiir 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
Kontamination aufwies. Auflerdem wurde von allen Tumoren die endogene MACC1-
Proteinexpression durch Western-Blotting bestimmt und die Kohorte anschlieRend in
eine Gruppe von Tumoren mit starker und eine Gruppe mit schwacher MACC1-

Expression aufgeteilt (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Die endogene MACC1-Expression primarer Glioblastom-Zellkulturen variierte stark.
Die endogene MACC1-Expression von neun verschiedenen primaren Zellkulturen wurde mit
einem spezifischen Antikdrper gegen MACC1 durch Western-Blotting bestimmt. Die Intensitat
der MACC1-Expression wurde photodensitometrisch gemessen und auf die Expression von
y-Tubulin normalisiert.

Zunachst wurde die Migration qualitativ analysiert. Gezeigt ist jeweils ein reprdsen-
tativer Spharoid eines Tumors mit hoher MACC1-Expression und starker Migration
(Abb. 3.10a, Tumor GBM31) und ein Sphéaroid von einem Glioblastom mit sowohl
geringer MACC1-Expression als auch niedriger Migrationsrate (Abb. 3.10a, Tumor
GBM38). Auffallend war, dass sich bei GBM31 Tumorzellen bereits nach 12 h vom
Sphéroid entfernten, wohingegen bei GBM38 die Migration erst nach 24 h allmahlich
begann. AuBerdem migrierten bei GBM31 deutlich mehr Zellen und sie bewegten sich
weiter vom Spharoid weg als bei GBM38. Nach 36-48 h hatte sich der GBM31-Sphéroid

nahezu aufgel6st, da sich der grolRte Anteil der Zellen vom Zentrum entfernt hatte,
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Abb. 3.10: Die endogene MACCI1-Expression korrelierte positiv mit der Migrationsrate
primarer Glioblastom-Zellkulturen. Die Migration von insgesamt neun verschiedenen GBM
Primarkulturen wurde in einem Sphéaroid-Migrationsassay fiir 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
Sphéaroide analysiert. a) Gezeigt ist ein reprdsentativer Spharoid von GBM31, einem Tumor mit
hoher MACC1-Expression und starker Migration und von GBM38, einem Glioblastom mit
relativ niedriger MACC1-Expression und geringer Migrationsrate. Die jeweils am weitesten
migrierten Zellen sind durch rote Pfeilspitzen markiert. b) Quantifizierung der Migration aller
Sphéaroide 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 starkere
Migration 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 positive Korrelation
der Zellmigration aller Tumoren nach 48 h mit der endogenen MACC1-Expression
(Pearson r = 0,326). VergroRerung in a) 10 fach. Fehlerbalken in b) entsprechen dem SEM. Sta-
tistische Unterschiede wurden durch zweiseitigen, ungepaarten t-Test berechnet. *, p < 0,05.
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wahrend der GBM38-Spharoid immer noch eine deutlich abgegrenzte, kompakte Form
aufwies.

Neben der Analyse des phanotypischen Unterschieds wurde die Migration der
Tumoren quantifiziert (Abb. 3.10b). Hierfiir wurde fiir jeden Tumor jeweils der Abstand
der acht am weitesten von den Spharoiden migrierten Zellen zum Spharoidzentrum
gemessen. Die Migration 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 dhnlich 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 Mittel 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 groBten nach 48 h (MACC1 hoch: 395,8 + 118,70 vs. MACC1
niedrig: 287,6 £ 167,50, p = 0,0017).

Eine Korrelation der Migration der verschiedenen Tumoren nach 48 h mit der
endogenen MACC1-Proteinexpression zeigte einen positiven Zusammenhang

(Pearson r =0,326) (Abb. 3.10c).

3.3.2 Die Uberexpression von MACC1 fiihrte zu einer erhéhten
Zellmigration

Die bisher durchgefiihrten Experimente dienten vor allem der Untersuchung der
endogenen MACC1-Expression. Daher wurde das Gen nun in GBM-Zelllinien
Uberexprimiert und die Auswirkungen wurden in funktionellen Versuchen analysiert.
Hierfir wurden die Zelllinien U138 und U251 gewahlt, da beide MACC1 endogen
relativ niedrig exprimierten, jedoch trotzdem ausreichend schnell proliferierten um fir
die funktionellen Versuche verwendet werden zu kénnen. Die beiden Zelllinien wurden
mit einem Vektor transfiziert, der MACC1 enhielt und so stabil MACC1-tber-
exprimierende Glioblastom-Zelllinien generiert (U138/MACC1, bzw. U251/MACC1). Als
Kontrolle wurden die Zelllinien mit einem Kontrollvektor transfiziert (U138/Vektor,
bzw. U251/Vektor). Die Uberexpression wurde auf RNA-Ebene durch g RT-PCR und auf

Protein-Ebene durch Western Blot mit einem MACC1-spezifischen und einem gegen
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Abb. 3.11: Die Uberexpression von MACCL1 in Glioblastomzelllinien fiihrte zu einer héheren
Zellmigration. 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 Uberexpression wurde durch g RT-PCR und
durch Western-Blotting mit einem spezifischen Antikérper, bzw. einem gegen das V5-Epitop
gerichteten Antikdrper nachgewiesen (a, b). Die Zellmigration wurde mit dem xCELLigence
System flr 40 h in Echtzeit gemessen (c, d). Eine Bestimmung des Integrals der Kurven (AUC)
zeigte eine signifikant hohere Zellmigration in den MACC1-iberexprimierenden Zelllinien
(U138: p =0,01, bzw. U251: p = 0,003; ¢, f).
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das V5-Epitop gerichteten Antikdrper nachgewiesen (Abb. 3.11a, b).

Zunachst wurde der Effekt auf die Zellmigration gemessen. Fir diese Fragestellung
wurde das xCELLigence System benutzt. Die Migration wurde in beiden Zelllinien fir
40 h in Echtzeit untersucht (Abb. 3.11c, d) und anschlieBend jeweils das Integral der
Migration berechnet und miteinander verglichen (Area under the curve, AUC). Hierbei
zeigte sich eine signifikant hohere Zellmigration fiir die MACC1-lUberexprimierenden
Zelllinien. Far U138/MACC1 im Vergleich zu U138/Vektor betrug der maximale
Zellindex 2,46 bzw. 0,91 (p = 0,01; Abb. 3.11e). Fir U251/MACC1 betrug er im
Vergleich zu U251/Vektor 1,93 bzw. 1,34 (p = 0,003; Abb. 3.11f).

3.33 MACC1 induzierte eine Erh6hung der Proliferation, auch
zelladhdsionsunabhdngig

Nachdem ein Effekt von MACC1 auf die Zellmigration gezeigt werden konnte, wurden
im Folgenden die Auswirkungen auf die Proliferation von Glioblastom-Zelllinien
untersucht. Hierfir wurden dieselben Zelllinien wie in Abschnitt 3.3.2 mit dem
xCELLigence System analysiert. Die Proliferation wurde fiir 100 h in Echtzeit gemessen
(Abb. 3.12a, b). Es zeigte sich nach Kalkulation der Integrale (AUC), dass die MACC1-
Uberexprimierenden Zelllinien U138/MACC1 und U251/MACC1 eine signifikant hohere
Proliferationsrate aufwiesen als die jeweiligen Kontrollen (U138: p < 0,001; U251:
p = 0,046; Abb.3.12c, d). Die relative Proliferation in U138/MACC1 war deutlich hoher
als in U251/MACC1.

Bei der Messung unter den Bedingungen des xCELLigence Systems konnten sich die
Zellen an die beschichteten GefaRe anheften, Zellkontakte zu anderen Zellen ausbilden
und proliferieren. Es wurde jedoch auch die zellkontaktunabhdngige Proliferation
durch einen Koloniebildungsassay untersucht. Hierflir wurden dieselben Zelllinien als
Einzelzellsuspension auf Weichagar ausgesat und nach 14 Tagen die sich gebildeten
Kolonien ausgezahlt. Insgesamt bildeten U138/MACC1 (151 %, p = 0,026; Abb. 3.12¢)
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 hatte einen positiven Effekt auf die Proliferation von Glioblastom-
zelllinien. Das MACC1 Gen wurde in den GBM Zelllinien U138 und U251 stabil Gberexprimiert.
Die zelladhasionsabhangige Proliferation wurde fir 100 h in Echtzeit mit dem xCELLigence
System gemessen (a, b). AnschlieRend wurde das Integral der Kurven berechnet (AUC). Es
zeigte sich eine signifikant héhere Proliferation von U138/MACC1 (p < 0,001; c), bzw. U251/
MACC1 (p = 0,046; d) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen. Weiterhin wurde die
zelladhasionsunabhangige Migration durch einen Koloniebildungsassay untersucht. Hierfir
wurden dieselben Zelllinien als Einzelzellen auf Weichagar ausgesat und die Kolonien nach 14
Tagen gezdhlt. 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 verstarkt exprimiert

Glioblastome zdhlen zu den Tumorentititen mit einer besonders unglinstigen
Prognose. lhr hoch invasives Wachstum macht bisher eine kurative Therapie
unmoglich. Obwohl in den letzten zehn Jahren verschiedene therapeutische Ansadtze
getestet wurden, konnte die Prognose nicht signifikant verbessert werden. Die
Faktoren, die fur die Entstehung dieses astrozytdren Tumors und fir das invasive
Wachstum verantwortlich sind, sind bisher noch wenig verstanden.

Das neu beschriebene Gen MACC1 wurde im kolorektalen Karzinom als prognostischer
Marker fiir metachrone Metastasierung und metastasefreies Uberleben beschrieben.
Eine hohe MACC1-Expression flhrte zu einer verstarkten Proliferation, Migration und

in vivo Metastasenbildung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde MACC1 erstmals in humanen Glioblastomen
nachgewiesen (Hagemann et al., 2013). Bioinformatische Untersuchungen von
publizierten Microarrays und des TCGA zeigten eine Uberexpression von MACC1 in
Glioblastomen.

Diese in silico Ergebnisse wurden durch in vitro Ergebnisse bestatigt. Zunachst erfolgte
der positive Nachweis einer MACC1-Expression in verschiedenen GBM-Zelllinien.
Zusatzlich fand sich bei Analyse von Gewebeproben von Glioblastompatienten eine
signifikant hohere 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 stieg die MACC1-Expression auf mRNA-Ebene mit
zunehmender Malignitdt des Gewebes an. So war die Expression im normalen
Kolongewebe sehr niedrig, im Adenom etwas hoher und im kolorektalen Karzinom mit
zunehmendem UICC-Stadium am hochsten (Stein et al., 2009b). Das Adenom ist, je
nach histologischer Differenzierung, meist eine gutartige 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
Lasion. Durch weitere Mutationen kann es in einen malignen Tumor (ibergehen - das

sekundadre Glioblastom. In vielen weiteren Tumoren wie dem Magenkarzinom, dem
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hepatozelluldren Karzinom, und dem Osophaguskarzinom fand sich eine erhéhte
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 fortgeschrittenen und
hohergradigen Tumoren stark exprimiert ist, was unseren MACC1-Expressionsdaten

entspricht.

Nach der Veroffentlichung 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 h6here MACC1-Expression im Tumorgewebe, wodurch unsere
Ergebnisse bestatigt 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 kompletter Resektion mit groRer
Wahrscheinlichkeit noch Tumorzellen im umliegenden Gewebe. Es sollten daher
moglichst Gewebeproben von Patienten ohne Tumorerkrankung zum Vergleich
verwendet werden um verldssliche Ergebnisse zu erhalten. Haufig wird Gewebe aus

der Epilepsiechirurgie genutzt.

Das MACC1-Gen liegt auf Chromosom 7p21.1 auf dem Minusstrang. Dieses
Chromosom liegt in Karzinomen haufig 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 existiert 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 (7921.1) und Met (7931.1) auf Chromosom 7. Es wurde daher vermutet, dass
dieser Zugewinn an genetischem Material des Chromosoms 7 zur verstarkten
Expression des MACC1-Gens beitrdgt (Stein et al., 2010). Unsere Analyse des TCGA
Uber das cBio Cancer Genomics Portal konnte einen positiven Zusammenhang

zwischen der Anzahl der Genkopien von MACC1 und der mRNA-Expression bestatigen.
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Der Grund fir die Aneuploidie von Glioblastomen, also der anormalen Anzahl von
Chromosomen, liegt an der hohen genetischen Instabilitdt dieser Tumoren (Furnari et
al., 2007). Vor kurzem wurde gezeigt, dass sowohl verschiedene Regionen innerhalb
desselben Tumors, als auch Rezidive unterschiedliche Mutationen tragen kdnnen. Dies
spricht fiir eine genetische Veranderung des Tumors in raumlicher und zeitlicher Ebene

(Nickel et al., 2012).

Des Weiteren wurden Chromosomenabschnitte identifiziert, welche besonders haufig
in Astrozytomen verdndert sind. Vor allem die Regionen 5p15.33, 9p21.3, 1p21.2,
3g26.2 und 7p15.3 zeigen haufig sogenannte Single nucleotide polymorphisms (SNPs),
das heildt Veranderungen in bestimmten einzelnen Nukleotiden (Yang et al., 2011). In
der Ndhe des Abschnitts 7p15.3 liegen MACC1, Met und HGF.

Zusatzlich liegen in der Nachbarschaft des MACC1-Lokus weitere Gene wie Integrin 8
oder Twist, die mit Migration und Invasion in Bezug gebracht werden (Paschos et al.,
2009; Stein et al., 2010). Twist beispielsweise induziert die epitheliale-mesenchymale
Transition (EMT). Bei der EMT gehen Zellen von einem epithelialen in einen
mesenchymalen Phanotyp Uber. Das heillt, dass eine Zelle, welche bislang in einem
Verbund mit Zellkontakten zu ihren Nachbarn war, die Fahigkeit erhalt, diese Kontakte
aufzulésen und aktiv migrieren zu kénnen. Dies ist essentiell fir die Embryonal-

entwicklung, aber auch fir die Bildung von Metastasen (Yang et al., 2006).

4.2 Die MACC1-Expression hatte prognostische Bedeutung fiir
Patienten mit astrozytaren Tumoren

Eine verstarkte mRNA-Expression bzw. erhéhte Anzahl von Genkopien bedeutet nicht
zwangslaufig, dass auch das entsprechende Protein gebildet wird und so eine moégliche
funktionelle Relevanz besteht. Um dies fir MACC1 im GBM zu zeigen wurden die
MRNA-Expressionsdaten durch eine immunhistochemische Farbung von Proben einer
unabhdngigen Patientenkohorte bestatigt. Eine erhohte 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
aullerdem eine Differenzierung zwischen unterschiedlichen Astrozytom-Entwicklungs-

stufen. So liel 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 hohere MACC1-Expression hatten. Dies konnte von
groflem klinischen Interesse sein, da primares und sekundares Glioblastom sich zwar
phanotypisch nicht unterscheiden, aber groRe Unterschiede in der Prognose bestehen.
Zwar ist mit der immunhistochemischen Farbung von mutierter IDH1 bereits ein
verlasslicher Nachweis von sGBM mdoglich, jedoch fehlt ein molekularer Marker flr das
viel haufiger vorkommende pGBM (Nobusawa et al., 2009). Eine Bestimmung der
MACC1 Protein-Expression, welche fiir pGBM deutlich niedriger als flir sGBM war,
konnte diese diagnostische Liicke schlieRen.

Weiterhin konnte durch Bestimmung 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 liel8 sich durch Analyse
der MACC1-Expression bestimmen, ob Patienten spater Metastasen bildeten. So
konnten hier Hochrisikopatienten gefunden werden (Stein et al., 2009b). Auch im
Bronchialkarzinom, hepatozellularen Karzinom und Mammakarzinom korrelierte eine
hohe MACC1-Expression mit Metastasenbildung und einem kurzen rezidivfreien
Uberleben (Huang et al, 2013; Qu et al., 2012; Shimokawa et al., 2010). Eine
Bestimmung von MACC1 bei Patienten mit LGA koénnte daher in der Zukunft

Risikopatienten identifizieren.

Stein et al. analysierten weiterhin die intrazelluldare Lokalisation von MACC1. Sie
fanden heraus, dass MACC1 bei Patienten mit spaterer Metasenbildung vor allem im
Zellkern vorlag, wohingegen das MACC1-Protein bei Patienten ohne metachrone
Metastasenbildung hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert war (Arlt und Stein, 2009).
Auch im Glioblastom fand sich ein vergleichbarer Sachverhalt. So war MACC1 in LGA
und pGBM ausschlielRlich im Zytoplasma lokalisiert. Im Gegensatz dazu zeigten die
sGBM zusatzlich eine MACC1 Kernfarbung. Warum die nukledre Lokalisation nur im
sGBM vorkam, bleibt vorerst unklar. MACC1 reguliert im Zellkern die Transkription von
Met vermutlich Uber indirekte Interaktion mit der Sp1-Domane des Met-Promotors.

Eine Translokation von MACC1 wirde daher zu einer héheren Expression von Met
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fihren und auf diesem Weg Migration und Invasion induzieren. Die hohe Invasivitat
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 mutierter IDH1 beruhte, kann durch diese Methode bisher
keine Aussage Uber die Verteilung der Tumorzellen bei pGBM gemacht werden, weil
diese Tumorentitat fast nie solche Veranderungen aufweist. Moglicherweise ist das
sGBM trotz besserer Prognose mehr von der transkriptionellen Aktivitat von MACC1
abhédngig als das pGBM, was die starke Migration der Tumorzellen bedingt. Es wurde
bereits vor einigen Jahren vermutet, dass die Fahigkeit zur starken Migration die
proliferative Aktivitdt der Glioblastomzellen einschranken kann, da distinkte
genetische Programme aktiviert werden (Giese et al., 2003). Moglicherweise ist dies
vor allem fiir die Pathogenese von sGBM charakteristisch, was durch die Tatsache des

deutlich langsameren Wachstums im Vergleich zum pGBM unterstitzt wird.

Wie bereits erwahnt korrelierte die MACC1-Expression im kolorektalen Karzinom mit
metachroner Metastasenbildung und mit einem kurzen metastasefreien Uberleben.
Wir konnten nun erstmals einen Effekt von MACC1 auf die Prognose von
Glioblastompatienten zeigen. Es stellte sich heraus, dass Patienten mit Tumoren, die
MACC1 stark exprimierten ein signifikant klirzeres medianes Gesamtiiberleben hatten
(8 Monate) als schwach exprimierenden Patienten (16 Monate). Dieser groRe
Unterschied im Gesamtiberleben kénnte MACC1 als einen neuen prognostischen
Marker fur Glioblastome qualifizieren. Eine Bestimmung der MACC1-Expression bei
Patienten mit Diagnose GBM konnte so Hinweise liber den Verlauf und die Prognose
der Erkrankung liefern. Jedoch ist eine grofRere Studie mit mehr Patienten ndtig um

diese Ergebnisse zu verifizieren.

Eine kirzlich erschienene Metaanalyse verglich insgesamt 20 Studien (iber MACC1 in
verschiedenen Tumorerkrankungen miteinander, darunter Arbeiten Uber Kolon-
karzinom, Mammakarzinom, Osophaguskarzinom und Osteosarkom. Es fand sich {iber
fast alle Tumorentitaten hinweg eine signifikante negative Korrelation einer hohen
MACC1-Expression sowohl mit kurzem krankheitsfreien und rezidivfreien als auch mit
geringem medianen Gesamtiberleben (Wang et al., 2014). Dies unterstreicht die

prognostische Bedeutung von MACC1 und bestatigt unsere Ergebnisse.
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4.3 MACC1 regulierte Schliisseleigenschaften von
Glioblastomzellen

In den bisherigen Versuchen konnte eine erhohte MACC1-Expression in Glioblastomen
nachgewiesen und auch eine prognostische Relevanz demonstriert werden. Um die
Hypothese zu bestatigen, dass MACC1 auch eine Bedeutung fiir Schlisseleigenschaften
von Glioblastomzellen, wie Proliferation und Migration hat, folgten im Anschluss
funktionelle in vitro Versuche. In einem Spharoid-Migrationsassay konnte gezeigt
werden, dass die endogene MACC1-Expression mit der Migration von primaren
Glioblastomzellkulturen korrelierte. Da sich aus diesen Korrelationen noch nicht
schlielSen lies, ob tatsachlich MACC1 fir die erhohte Migration verantwortlich war und
nicht andere Faktoren, wurde zusatzlich MACC1 in zwei Glioblastomzelllinien stabil
Uberexprimiert und die Effekte auf Proliferation und Migration wurden in Echtzeit
gemessen. In der Tat zeigten die beiden stabil transfizierten Zelllinien signifikant
hohere Werte fir Proliferation und Migration als die Kontrollen. Im daraufhin
durchgefiihrten Koloniebildungsassay wurde die zellkontaktunabhangige Proliferation
gemessen. Dies gilt als relativ stringenter Versuch zum Nachweis von malignen Zellen.
Auch hier bildeten die MACC1-iiberexprimierenden Zelllinien mehr Kolonien als die
Kontrollen.

Eine funktionelle Relevanz von MACC1 wurde auch in anderen Tumorerkrankungen
nachgewiesen. Wang et al. zeigten, dass eine Uberexpression des Gens in zwei
Magenkarzinomzelllinien zu einer erhéhten Proliferation und Invasion in vitro fiihrte
(Wang et al., 2013). Ein Knockdown von MACC1 in der Zelllinie Huh7, die von einem
HCC abgeleitet wurde, hemmte die Fahigkeit zur Invasion und Migration (Gao et al.,

2013).

Die Effekte von MACC1 auf Proliferation, Migration und Invasion werden
wahrscheinlich zumindest zum Teil Uber die HGF-Met Achse vermittelt. Eine
Beteiligung der beiden Gene wurde in der Mehrzahl der soliden und hamatologischen
Neoplasien und auch im Glioblastom gefunden (Abounader und Laterra, 2005;
Nabeshima et al., 1997). MACC1 wurde im kolorektalen Karzinom als transkriptioneller
Aktivator von Met identifiziert und fiihrte zu dessen verstarkter Expression (Stein et

al.,, 2009b). Auch wir konnten in Gewebeproben von Glioblastompatienten eine
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erhohte 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 Tumorentitat noch vergréRert.

Eine Aktivierung der HGF-Met Achse flihrt z.B. zu einer Steigerung von Proliferation
und Migration. Weitere Effekte sind die Férderung von Angiogenese und die Induktion
von Invasion und einer Neuanordnung des Zytoskeletts durch epitheliale-
mesenchymale Transition. Generell sind die Folgen einer Met-Aktivierung komplex und
es ist naheliegend, dass eine Uberaktivierung zur Krebsentstehung beitragen kann
(Gherardi et al., 2012).

Seine Funktion bt Met liber Aktivierung mehrerer Signalwege aus. Am wichtigsten ist
hierbei die Aktivierung des PI3K- und des MAPK-Signalweges (Birchmeier et al., 2003).
Der MAPK-Signalweg kann von verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen aktiviert werden
und reguliert beispielsweise den Zellzyklus und die Proliferation durch Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren 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 fihrt eine Aktivierung des MAPK-Wegs iber HGF/Met zur
verstarkten MACC1-Expression, was wiederum in der verstarkten Transkription von
Met resultierte (Juneja et al., 2013). Eine andere Studie untersuchte den Einfluss von
MACC1 auf den MAPK-Weg im Pankreaskarzinom. Ein Knockdown von MACC1 fiihrte
zu einer geringeren Aktivierung von Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK), einer
Effektorkinase dieses Signalwegs. Interessanterweise resultierte dies in einer hoheren
Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapeutika wie Gemcitabine, dem Therapie-
standard beim Pankreaskarzinom (Wang et al., 2012). Ahnliche Ergebnisse fanden sich
vor kurzem auch fiir das Glioblastom. Eine MACC1-Uberexpression fiihrte zu einer
erhohten Resistenz gegeniber Cisplatin, wohingegen ein Knockdown die Empfind-
lichkeit erhohte (Shang et al., 2015). Diese Ergebnisse sind jedoch schwierig auf die in
vivo Situation zu Ubertragen, da Cisplatin aktuell keinen Therapiestandard in der
Glioblastomtherapie darstellt. Die Versuche sollten mit Temozolomid wiederholt
werden. Trotzdem ist der Ansatz interessant und moglicherweise konnte MACC1
zuklnftig ein neuer pradiktiver Marker fir das Ansprechen von Chemotherapie im

GBM werden, so wie das bisher fliir den MGMT-Methylierunsstatus der Fall ist.
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Als zweiten wichtigen Signalweg aktiviert Met den PI3K-Weg. Dieser fiihrt zur
Aktivierung von Akt (auch bekannt als Proteinkinase B). Eine Wirkung von Akt ist die
Phosphorylierung des pro-apoptotischen Proteins BCL2-Associated Agonist Of Cell
Death (Bad). Bad wird dadurch inaktiv. Somit ist ein Effekt des PI3K-Wegs die Resistenz
gegeniiber antiapoptotischen Signalen und der Férderung des Uberlebens der Zelle
(Xiao et al., 2001). Zhang et al. zeigten, dass MACC1 Akt im Osteosarkom aktivieren
kann. Ein Knockdown von MACC1 durch siRNA hatte einen gegenteiligen Effekt und
flihrte zu verstarkter Apoptose (Zhang et al., 2014).

Diese Beispiele verdeutlichen, dass die HGF-Met Achse eine grofe Rolle in der
Pathogenese verschiedener Tumorentitdten besitzt. Deshalb wurden bereits viele
Ansdtze verfolgt um eine Hemmung dieses Signalwegs zu erreichen. Zum Beispiel
wurden monoklonale Antikdrper gegen Met entwickelt wie Onartuzumab (,,MetMab“),
die das Tumorwachstum unter anderem im Pankreaskarzinom hemmen konnten (Jin et
al., 2008). Des Weiteren wurde nach Aufklarung 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 therapeutischem Ziel
gearbeitet. Es wurden beispielsweise Antikorper gegen HGF entwickelt, welche in

einem Tiermodell das Glioblastomwachstum reduzieren konnten (Cao et al., 2001)

Weiterflihrende Arbeiten aus dem Tumorbiologischen Labor untersuchten die
Effektivitdt des Met-Inhibitors Crizotinib im Zusammenhang mit MACC1 (Hagemann et
al., 2013). Es wurde bereits gezeigt, dass Crizotinib das Tumorwachstum im GBM
hemmen konnte (Rath et al., 2013). Fir die Versuche wurden dieselben GBM-Zelllinien
benutzt, die MACC1 stabil Gberexprimierten, wie in der vorliegenden Arbeit. Es stellte
sich heraus, dass eine Behandlung mit Crizotinib die Migration der Zellen in vitro
hemmte, sowie die Invasion in einem Schnittkulturmodell von murinen Gehirnen
reduzierte.

Zusammenfassend zeigt dies den funktionellen Zusammenhang zwischen MACC1 und
Met im Glioblastom. Wegen dieser Bedeutung von Met fiir die Pathogenese des
Glioblastoms wurden bereits Antikorper in klinischen Studien fir diese Tumorentitat

getestet. In einer Phase Il Studie wurde der gegen Met gerichtete monoklonale

74



Diskussion

Antikérper Rilotumumab bei Glioblastompatienten im Rezidivfall getestet. Es zeigte
sich keine signifikante antitumorale Aktivitat (Wen et al.,, 2011). Da MACC1 ein
wichtiger Regulator des HGF-Met Signalwegs ist, kdnnte es vielleicht ein besseres

therapeutisches Ziel als Met darstellen (Stein, 2013).

4.4 Ausblick

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass MACC1 eine Schlisselrolle fiir die
Pathogenese des Glioblastoma multiforme spielte. Es konnte gezeigt werden, dass die
Expression des Gens mit zunehmendem WHO-Grad anstieg und zudem mit einer
unglnstigen klinischen Prognose fiir Glioblastompatienten korrelierte. Um MACC1 als
prognostischen Marker in astrozytdaren Tumoren etablieren zu kdnnen, sollte eine grof}
angelegte klinische Studie durchgefiihrt werden. Im Rahmen dessen sollte versucht
werden, die prognostischen Aussagen zu bestatigen, die durch diese Arbeit gefunden
wurden. Bestatigen sich die Effekte sollte eine routinemafige MACC1 Bestimmung, am
besten durch Immunhistochemie, bei jedem Patienten mit Astrozytom durchgefiihrt
werden um Risikopatienten identifizieren zu kénnen. Ein erstes Patent fiir MACC1 als
diagnostischen Test fiir hepatobilidare Tumoren wurde vor kurzem angemeldet (Stein,
2014). Dies bereitet den Weg fur kommerziell erhiltliche Tests, die Einzug in die
klinische Diagnostik halten kdnnten. Mit groRer Wahrscheinlichkeit werden in naher
Zukunft weitere Tests flr andere Tumorentitaten folgen. Analog dazu kénnte auch ein

Test im Glioblastom etabliert werden

Weiterhin konnten wir zeigen, dass MACC1 Schliisseleigenschaften von Glioblastom-
zellen, wie Migration und Proliferation induzieren konnte. Daher kénnte MACC1 ein
neues therapeutisches Ziel im GBM darstellen und konnte vor allem fiir MACC1-
hochexprimierende Patienten relevant sein. Es ist daher wichtig die Ergebnisse dieser
translationalen Forschung maoglichst bald in die klinische Anwendung zu Ubersetzen.
Deshalb ist die Suche nach méglichen Inhibitoren fiir MACC1 wichtig. Es fanden sich im
letzten Jahr mit Rottlerin und Lovastatin zwei viel versprechende Substanzen (Juneja,
2014). Rottlerin ist eine pflanzliche Substanz aus dem Karmalabaum. Lovastatin ist ein
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor, der zur Cholesterinsenkung, z.B. im Rahmen der
Sekundarpravention von kardiovaskuldren Ereignissen eingesetzt wird. Falls sich die

antitumorale Wirksamkeit der beiden Substanzen in klinischen Studien bestatigen
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sollte, kdnnte eine Zulassung zur Tumortherapie erfolgen. Diese Medikamente sollten
auch im Glioblastom getestet werden und fiir die klinische Anwendung verfligbar
gemacht werden. So kénnte durch Hemmung von MACC1 schlieBlich die Qualitat der
Behandlung des Glioblastoms gesteigert und die bisher schlechte Prognose fiir die

Patienten verbessert werden.

76



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der primadre maligne Hirntumor mit der
hochsten Pravalenz bei Erwachsenen. Dieser astrozytdre Tumor ist durch ein
besonders schnelles Wachstum und ein dufRerst invasives Verhalten charakterisiert.
Deshalb betrigt das mediane Uberleben nach Diagnose trotz interdisziplinirer
Therapie nur ungefahr 14,6 Monate.

Metastasis Associated in Colon Cancer-1 (MACC1) ist ein neuer prognostischer Marker
flir Metastasierung im kolorektalen Karzinom. Es ist ein transkriptioneller Regulator
von Met, dem Rezeptor des Hepatocyte Growth Factor (HGF). Uberexpression von
MACC1 fihrt zur Induktion von Migration und Proliferation. Es wurde gezeigt, dass
MACC1 auch in anderen Tumorentitaten wie dem Magenkarzinom, Bronchialkarzinom
und hepatozellularem Karzinom verstarkt exprimiert ist. Jedoch gab es bisher noch
keine Daten Uber die Rolle von MACC1 in astrozytdren 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 wichtige Rolle in der Pathogenese von Glioblastomen spielen
kdnnte.

Die MACC1-Expression von Glioblastomen wurde zunachst in silico mit frei
zuganglichen Microarray-Plattformen analysiert. Von Gewebeproben humaner
niedergradiger Astozytome (LGA) und GBM wurde die MACC1- und Met-Expression
mittels PCR bestimmt. Die Analyse der Expression auf Proteinebene wurde durch
Immunhistochemie (IHC) von Patientengewebe durchgefiihrt. Funktionelle Analysen
folgten in Form eines Spharoidmigrationsassays von primdren GBM Zellkulturen.
Weiterhin wurde MACC1 in zwei GBM-Zelllinien stabil Gberexprimiert und deren
Migration und Proliferation in Echtzeit gemessen. Komplettiert wurden die
funktionellen Versuche durch einen Koloniebildungsassay.

Die Expression von MACC1 stieg 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 spater ein Rezidiv bildeten, bzw.
Progress zeigten, sondern auch zwischen primaren und sekundaren GBM. Eine hohe

MACC1-Expression war mit einer unginstigen klinischen Prognose der Patienten
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assoziiert. Die endogene Expression von MACC1 korrelierte mit der Migrationsaktivitat
primarer GBM-Zellkulturen. Die Uberexpression von MACC1 in GBM-Zelllinien
induzierte Proliferation, Migration und Koloniebildung und korrelierte somit mit
Schlisseleigenschaften maligner Zellen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit zum ersten Mal eine essentielle
Rolle von MACC1 fiir die Pathogenese von Glioblastomen. Deshalb kdnnte MACC1 ein
potentielles neues therapeutisches Ziel fir die Behandlung von Glioblastomen sein und

eventuell sogar als neuer prognostischer Marker dienen.
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6 Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is the primary malignant brain tumor with the highest
prevalence in adults. This astrocytic tumor is characterized by a particular rapid growth
and a highly invasive behavior. Thus, it leads to a median survival of only about 14.6
months after diagnosis despite a multidisciplinary treatment consisting of surgery,
radiation, and chemotherapy.

Metastasis Associated in Colon Cancer-1 (MACC1) is a new prognostic indicator of
metastasis formation in colon carcinoma. It is a transcriptional regulator of Met, the
receptor of the Hepatocyte Growth Factor (HGF). An overexpression of MACC1 leads
to an acceleration of migration and proliferation. Recently, MACC1 was also shown to
be upregulated in other tumor entities such as gastric, lung, and hepatocellular
carcinoma. However, there were no data available yet which address a potential role
of MACC1 in human astrocytic 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 platforms were screened for MACC1 expression. PCR measurements
were performed to study the MACC1 and Met expression in tissue samples of human
low grade astrocytoma (LGA) and GBM. Immunohistochemistry (IHC) of paraffin-
embedded glioma patients’ tissue samples was carried out to analyze MACC1
expression on the protein level. Finally, functional analyses were performed by a
spheroid migration assay with primary GBM cell cultures. Additionally, MACC1 was
stably overexpressed in two GBM cell lines. Subsequent real-time measurements of
the cells’ migration, proliferation, and colony formation abilities were performed.
MACC1 expression increased concomitantly with augmenting WHO grading of the
tumors on the mRNA- and protein-level. Analysis of MACC1 expression by IHC allowed
a distinction between dormant and recurrent or progressing LGA, respectively.
Moreover, a differentiation could also been made between primary and secondary
GBM. A strong expression of MACC1 corresponded with a poor patients’ survival.
Endogenous expression of MACC1 was correlated with migration of GBM primary cell

cultures. Overexpression of MACC1 in GBM cell lines led to an increased proliferation,
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migration, and colony formation activity. Taken together, the results of this work
indicate for the first time a crucial role of MACC1 for the pathogenesis of glioblastoma.
Its expression correlates with hallmarks of cancer cells like proliferation and migration
along with affecting GBM-patients’ prognosis. Therefore, MACC1 may represent a
putative new target for treatment of glioblastoma and may even serve as a new

prognostic marker.
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Das Glioblastom ist ein zellreicher Tumor mit starker
Vaskularisierung und Nekrosen.

Das Glioblastom ist ein invasiv wachsender Tumor.

Primdre und sekundare Glioblastome weisen unterschiedliche
genetische Veranderungen auf.

Patient mit Glioblastom im rechten Parietallappen.

Die Domanenstruktur von MACC1 zeigt Charakteristika eines
Signalmolekiils.

MACC1 reguliert den HGF-Met-Signalweg als transkriptioneller
Aktivator von Met.

Vektorkarte von pcDNA3.1D/MACC1-V5-His

Messung der Zellmigration mit dem xCELLigence System.
Ubersicht der Gruppen astrozytirer Tumoren, welche fiir die
Immunhistochemie verwendet wurden.

Die Analyse von Microarrays zeigte eine signifikant hohere
MACC1-Expression in Glioblastomen im Vergleich zum
Normalhirn.

Veranderungen der MACC1 Genkopienanzahl korrelierten
positiv mit der mRNA-Expression.

Humane Glioblastom-Zelllinien zeigten eine unterschiedlich
starke MACC1-Expression.

Die MACC1-Expression stieg mit zunehmendem WHO-Grad
astrozytarer Tumoren an.

Sowohl MACC1 als auch Met waren in Glioblastomen signifikant
hoher exprimiert als in niedergradigen Astrozytomen.
MACC1-Expression in Gewebeschnitten astrozytarer Tumoren.
Bestimmung der MACC1-Expression auf Proteinebene
ermoglichte eine Unterscheidung zwischen verschiedenen
Astrozytom-Entwicklungsstadien.

Glioblastom-Patienten mit hoher MACC1-Expression hatten
eine unglinstige klinische Prognose.

Die endogene MACC1-Expression primarer
Glioblastomzellkulturen variierte stark.

Die endogene MACC1-Expression korrelierte positiv mit der
Migrationsrate primarer Glioblastomzellkulturen.

Die Uberexpression von MACC1 in Glioblastomzelllinien
flihrte zu einer héheren Zellmigration.

MACC1 hatte einen positiven Effekt auf die Proliferation von
Glioblastomzelllinien.
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Abkiirzungsverzeichnis

2-HG 2-Hydroxyglutarat

5-JUR 5-Jahrestberlebensrate

Akt Proteinkinase B

dH20 Destilliertes Wasser

AP-1 Activator Protein 1

AS Aminosduren

ATRX a-Thalassemia / Mental-Retardation-Syndrome-X-Linked

AUC Area under the curve

Bad BCL2-Associated Agonist Of Cell Death

bp Basenpaare

Ca Carcinoma (Karzinom)

CD Cluster of differentiation

c-Fos FBJ Murine Osteosarcoma Viral Oncogene Homolog

CIC Homolog des Gens Capicua von Drosophila melanogaster

c-Jun Jun Protoonkogen

cMmv Cytomegalievirus

CRC Kolorektales Karzinom

CT Computertomographie

DAB Diaminobenzidin

DD Death-Domain

DEPC Diethyldicarbonat

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP’s Dinukleotidtriphosphate

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 Transition

ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase, Synonym:
MAPK1 ,Mitogen-Activated Protein Kinase 1

Etsl V-Ets Avian Erythroblastosis Virus E26 Oncogene Homolog 1

FCS Fetales Kalberserum

FITC Fluorescein

FLAIR Fluid-attenuated inversion recovery

FUBP1 Far Upstream Element (FUSE) Binding Protein 1

G6PDH Glucose-6-phosphat Dehydrogenase

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GBM, pGBM, sGBM  Glioblastoma multiforme, primares, sekundares Glioblastom

G-CIMP Glioma CpG island methylator phenotype

gDNA Genomische DNA

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein
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HCC
HE-Farbung
HGF
HRP
IDH1
IHC
kb
kDa

Kl
Kie7
LCRed
LGA

LOH
MACC1
MAPK
MEKK
Met
MGMT
miRNA
Mono
MRT
NaCl
NaOH

NB

NEAA
NF1
PAGE
PBS

PCR
PDGFR
PDGFRA
PMSF
Poly
Prim
PTEN

g RT-PCR
RB

RNA

rpm

RT

SD
SDS-PAGE
Sek
SH2-Domane
SH3-Domane
shRNA
siRNA

Hepatozellulares Karzinom
Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Hepatocyte Growth Factor

Meerrettichperoxidase

Isozitratdehydrogenase 1

Immunhistochemie

Kilobasen

Kilodalton

Konfidenzintervall

Antigen Ki-67

Light Cycler Red

Niedergradiges Astrozytom WHO-Grad Il (Low grade
astrocytoma)

Verlust der Heterozygositat (Loss of Heterozygocity)
Metastasis Associated in Colon Cancer-1

Mitogen Activated Protein Kinase

MAPK/Erk Kinase

MET-Protoonkogen

06-Methylguanin DNA-Methyltransferase
microRNA

Monoklonal

Magnetresonanztomographie

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Normalhirn (Normal brain)

Nicht-essentielle Aminosauren

Neurofibromin 1

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion

Platelet Derived Growth Factor Receptor

Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha Polypeptide
Phenylmethylsulfonylfluorid

Polyklonal

Primarantikorper

Phosphatase and Tensin Homolog

Quantitative Echtzeit reverse transcription PCR, real-time PCR
Retinoblastom Tumorsuppressorgen
Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Standardabweichung
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekundarantikorper

Src Homology 2 Domain

Src Homology 3 Domain

Small hairpin RNA

Small interfering RNA
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SNPs
SP-1
sg RT-PCR
TCGA
Tm
T™MZ
TP53
Tris
UICC
VEGF
WB
WHO
ZNS

Single nucleotide polymorphisms
Sp1 Transcription Factor
Semiquantitative reverse transcription PCR
The Cancer Genome Atlas

Annealing temperature
Temozolomid

Tumorsuppressorgen 53
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Union International Contre le Cancer
Vascular Endothelial Growth Factor
Western Blot
Weltgesundheitsorganisation
Zentrales Nervensystem

94



Danksagung

Danksagung

Zundchst mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. med. Ralf-Ingo Ernestus dafiir bedanken,
dass er mir dieses interessante Forschungsprojekt (iberlassen hat und ich meine
Promotionsarbeit im Tumorbiologischen Labor der Klinik und Poliklinik far
Neurochirurgie der Universitat Wiirzburg durchfiihren durfte. Weiterhin mochte ich
Herrn Prof. Dr. med. Giles Hamilton Vince und Herrn Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Carsten
Hagemann fir die sehr gute Betreuung danken. Sie hatten immer ein offenes Ohr fiir
Fragen aller Art. Durch die wissenschaftlichen Diskussionen, die ich mit ihnen fiihrte,
konnte diese Arbeit stets ein Stiick weitergebracht werden. Erst dies hat das grofRe
Interesse am wissenschaftlichen Arbeiten in mir geweckt.

Weiterhin gilt groBer Dank Frau Stefanie Gerngras und Frau Siglinde Kiihnel. Mit ihrer
immensen Erfahrung halfen sie mir die bendtigten experimentellen Techniken zu
erlernen. Durch diese Grundkenntnisse bin ich auch fir alle zukinftigen
Forschungsprojekte vorbereitet, die noch kommen mégen. Danke sagen mdchte ich
auch Herrn Priv.-Doz. Dr. med. Mario Lohr und Frau Dr. med. Almuth Fridericke Kessler
fiir die Anregungen und Ideen aus der Sicht des Klinikers.

AuBerdem danke ich der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. rer. nat. Ulrike Stein vom
Max-Delbriick-Centrum fir Molekulare Medizin in Berlin fur die fruchtbare
Kooperation im Rahmen derer das Thema zu meiner Promotionsarbeit entstanden ist.
Hierbei ergab sich ein so guter Kontakt, der dazu filihrte, dass ich mein nachstes
Forschungsprojekt in Berlin durchfiihren werde.

Vielen Dank auch an Herrn Prof. Dr. med. Matthias Eyrich fiir die Ubernahme der
Zweitbetreuung. GroRer Dank gilt auch Frau Dr. med. Camelia Monoranu fir ihre Hilfe
mit den pathologischen Praparaten und die vielen interessanten und anregenden

Diskussionen.

Neben dem wissenschaftlichen spielte natiirlich auch das private Umfeld eine Rolle
wahrend dieser Doktorarbeit. Deshalb mdéchte ich nun meinen Eltern danken! Sie
haben mir immer die notige Unterstiitzung und Freiheit gegeben um forschen zu
kénnen. Ich wusste zu jedem Zeitpunkt, dass ich von ihnen einen bedingungslosen
Rickhalt erhalten werde. Hierfiir danke ich ihnen von ganzem Herzen. Weiterhin

danke ich meiner Schwester und meiner Freundin, die mich mit allen Kraften



Danksagung

aufgebaut, ermutigt und motiviert haben. Auch meine Freunde und Kommilitonen
mochte ich nicht vergessen. Mit ihnen habe ich zahllose Stunden in der Bibliothek
verbracht, um an dieser Arbeit zu schreiben. Erfahrungen mit dem wissenschaftlichen
Arbeiten wurden ausgetauscht und neue Ideen kamen auf. Ohne den groRen sozialen

Rickhalt, den ich genielSen durfte, ware diese Arbeit unmoglich gewesen.



Lebenslauf

Aus Datenschutzgriinden ist der Lebenslauf nicht in der elektronischen Version dieser
Arbeit enthalten.



