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Zusammenfassung

Evolutionir konservierte Gene aus Drosophila melanogaster in
Glioblastomen

Glioblastome als die hdufigsten und gleichzeitig bosartigsten Hirntumore sind bislang keiner
Therapie zugénglich und fiihren oft innerhalb weniger Monate nach der Diagnose zum Tod.
Samtliche Therapieansétze sind unzureichend und gehen mit schweren Nebenwirkungen einher.
Es gibt Hinweise, dass Entstehung und Invasivitit von Glioblastomen auf evolutiondr
konservierten Prozessen beruhen. Ziel dieser Arbeit war es, auf Ebene der Genexpression
anhand spezifischer Expressionsmuster erste Hinweise auf evolutiondr konservierte
Mechanismen glialer Proliferation und Invasion in humanen Glioblastomen aufzudecken, um
diese Erkenntnis langfristig therapeutisch zu nutzen. Ausgangspunkt waren gesicherte
Erkenntnisse iiber das ZNS der Drosophila melanogaster, das aufgrund von zelluldren,
strukturellen und molekularen Ahnlichkeiten als Modell fiir das wesentlich komplexere
Vertebraten ZNS herangezogen werden kann. Folgende identifizierte Gene der Drosophila
melanogaster mit bekannter Funktion in embryonaler Migration und Proliferation dienten als
Ausgangspunkt: BREATHLESS, GLIOTACTIN, KASTCHEN, LOCO, NONSTOP, ROBO und
SCHIZO. Die zugehorigen humanen Homologen wurden mittels BLAST-Recherche ermittelt:
FGFR1 und FGFR2, Neuroliginl, Neuroligin2 und Neuroligin3, LIV-1 und similar to KIAA
1265, RGS12 und RGS 14, USP22 und UBP41, Robo 1, Robo2 und Neogenin sowie EFA6B.
Mittels RT-PCR wurde die Genexpression der Homologe in Glioblastomzelllinien und
-biopsaten im Vergleich zu normalem Hirngewebe untersucht.

Es stellte sich heraus, dass der GroBteil der untersuchten Gene abweichend von normalem
Hirngewebe in humanen Glioblastomen exprimiert wird und somit moglicherweise
neoplastische Proliferation und Invasion iiber embryonale, evolutiondr konservierte
Mechanismen stattfindet. Aufgrund der nachgewiesenen Homologie der untersuchten Gene
konnte das ZNS der Drosophila melanogaster im Umkehrschluss in begrenztem Ausmal} flir
zukiinftige Funktionsanalysen und Therapieansitze von Glioblastomen moglicherweise

ebenfalls ein geeignetes Modell darstellen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Glioblastome

Glioblastome sind Hirntumore, die durch ihre Haufigkeit und Malignitit eine besondere
Stellung unter den neuroepithelialen Tumoren des Gehirns einnehmen. In der WHO-
Klassifikation werden Hirntumore in vier Malignitdtsgrade eingeteilt: vom benignen WHO-
Grad I bis zum hoch malignen WHO-Grad IV, dem Glioblastome zuzuordnen ist und der
mit einer geschitzten Uberlebenszeit von maximal 24 Monaten einhergeht. Dabei werden
vier morphologische Kriterien beriicksichtigt (38,120):

- Kernatypien (Hyperchromasie und/oder deutliche Form- und GréBenvariabilitit)

- (regelrechte oder atypische) Mitosen

- Mikrovaskuldre Endothelproliferationen

- Fldchenhafte Nekrosen
Zur Diagnose eines hochmalignen Tumors WHO-Grad IV wie des Glioblastoma
multiforme miissen mindestens drei der genannten Kriterien erfiillt sein (38,120). Das
histopathologische Bild wird weiter bestimmt von pathologischen Gefédflen, arteriovendsen
Anastomosen mit hoher Neigung zu Einblutungen und Nekrosen sowie radidr um
nekrotische Areale angeordnete Tumorzellkerne (Pallisadenstellung). Makroskopisch ergibt
diese Vielfalt der Tumoranteile ein ,,buntes® Schnittbild mit unscharfer Begrenzung (244-
246).
Aufgrund der morphologischen Heterogenitit sollen zu prognostischen Aussagen in neuen
Klassifikationen neben weiteren Kriterien wie vorherrschender Zelltyp, Proliferations-
tendenz, mikrovaskuldre Proliferation und Vorkommen von Apoptosen, Alter und
Gesundheitszustand des Patienten, Tumorlokalisation und assoziierte Symptomen
zunehmend auch molekulargenetische Erkenntnisse Berticksichtigung finden (10,18,75).
Glioblastome treten meist ab dem 50. Lebensjahr mit Bevorzugung des ménnlichen
Geschlechts auf (14). Sie sind meist in den GroBhirnhemisphéren lokalisiert und breiten
sich gelegentlich als sogenannte Schmetterlingsgliome liber den Balken symmetrisch auf

die kontralaterale Hemisphire aus (244-246).
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Klinisch fiithren Glioblastome je nach Lokalisation und Wachstumsgeschwindigkeit zu
Hirndruckzeichen wie Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen, progredienten psycho-
pathologischen Verdnderungen oder zu fokal neurologischen Stdrungen, wie z.B. spiten
epileptischen Anfdllen oder motorischer, bzw. sensibler Hemiparese. Gerade bei rasch
zunehmendem Wachstum kann die Erstmanifestation vor allem durch Herniationen einen
lebensbedrohlichen Verlauf nehmen. Diagnostisch sind priméar bildgebende Verfahren
fihrend: Im CT, bzw. im MRT zeigen sich neben typischen girlandenférmigen
Kontrastmittelanreicherungen um zentrale Tumornekrosen oft ausgeprigte Marklagerddeme
sowie Zysten und Einblutungen (244-246). Zur pri-, intra- und post-operativen Diagnostik
und Verlaufskontrolle gewinnen zunehmend ergidnzend nuklearmedizinische Verfahren an
Bedeutung, wie die 18F-Fluordeoxy-Glukose(FDG)- und 11C-Methionin (Met)-PET
(160,168). Beide Verfahren scheinen zudem prognostische Hinweise auf den Verlauf geben
zu konnen: vermehrte Anreicherung von Methionin im Tumor korreliert mit zelluldrer
Proliferation, wihrend die von 18F-FDG auf gesteigertem Glukose-Metabolismus beruht

(114).

1.2 Therapeutische Strategien

Da aufgrund der sehr diffusen Invasivitdt der Glioblastome eine Ry-Resektion quasi nicht
moglich ist, erfolgt als Therapiestandard eine Kombination aus operativer Tumorentfernung
mit anschlieBender Nachbestrahlung (60Gy) unter antiddematdser Therapie. Oft treten
allerdings schon nach kurzer Zeit Rezidive auf (245).

Weitere Ansitze umfassen eine maximale operative Entfernung des Tumors, ganzheitliche
Hirnbestrahlung zum Teil kombiniert mit gezielter, hoch dosierter Bestrahlung des Tumors
und intensiver Chemotherapie. Samtliche radiotherapeutischen Ansdtze flihrten als
Monotherapie bislang zu keiner signifikant verbesserten Prognose, sondern ldngerfristig zu
Neuronenuntergang und kognitiven Defiziten (148). Erst durch Hinzunahme von
Temozolamid scheint eine statistisch signifikante Verldngerung der Uberlebenszeit moglich
zu sein (202). Auch diverse chemotherapeutische Ansidtze blieben bislang ohne
durchschlagenden Erfolg. Dies beruht sowohl auf der Schwierigkeit, die hoch toxischen

Chemotherapeutika lokal an den Tumor zu applizieren und gleichzeitig deren schidlichen
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Auswirkungen auf gesundes Gewebe (Leukenzephalopathie) zu verhindern als auch auf
intrinsischer Chemoresistenz des Tumors (32,59).

Durch Kenntnis molekulargenetischer Proliferations- und Invasionsmechanismen soll
therapeutisch gezielt in tumorspezifische Prozesse blockiert und ein Progress verhindert
werden. Neuere Therapieansidtze umfassen z.B. die chemotherapeutische Blockade von
Wachstumsfaktoren und dysregulierten Signaltransduktionen, Einddimmung von Tumor-
invasivitit durch Protease-Inhibitoren und Unterbrechung stark neoplastischen Wachstums
durch antiangiogenetische Chemotherapeutika (siche Kap.1.4.5). Gute Ergebnisse wurden
mit alkylierendem Temozolamid insbesondere bei postoperativen Tumorrezidiven erzielt.
Einen Progressionsstillstand von bis zu 2 Jahren konnte auch die Kombination von Nitro-
Harnstoffen (Hydroxyurea) mit Imatinib bewirken, einem Inhibitor der Tyrosine-Kinase
von Ber-Abl, dem PDGF-Rezeptor und dem Kit-Rezeptor (44).

Zu einem signifikanten Anstieg der Uberlebenszeit fiihrte jedoch keine der aufgefiihrten
Strategien in der Therapie maligner Glioblastome. Grof3e Hoffnung ruht auf Kombination
neuer Therapieansitze (z.B. Radiotherapie kombiniert mit anti-VEGF, um vermutlich
strahleninduzierte, VEGF-vermittelte Therapieresistenz zu umgehen) sowie auf den
potentiellen Moglichkeiten der Gentherapie, die jedoch bislang auch aufgrund technischer

Schwierigkeiten beim Gentransfer nur unzuverlédssige Ergebnisse erbringen konnte (14,211).

1.3 Molekularbiologische Eigenheiten von Glioblastomen

1.3.1 Entstehung und Progression primdrer und sekundiirer Glioblastome

Aktuelle Hypothese ist, dass Astrozytome aus neuroepithelialen Vorlduferzellen entstehen,
die sich wihrend normaler Entwicklung zu Astrozyten differenzieren, zum Teil
intrazerebral persistieren und im Verlauf entarten kénnen (56,122). Dazu werden in
typischer, wenn auch nicht spezifischer Weise, bestimmte Onkogene und Tumor-
suppressorgene in Glioblastomen abnorm exprimiert (14). Es werden zwei Arten von
Glioblastomen unterschieden, die auf unterschiedlichen genetischen Wegen entstehen,
primire und sekunddre Glioblastome (104). Primire Glioblastome treten bevorzugt in
hoherem Alter auf, entstehen de novo und zeichnen sich durch einen kiirzeren

Krankheitsverlauf aus (246,247). Als typische genetische Alteration bestehen in 60-90%
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der Félle Deletionen des Chromosom 10p und 19q, die zum Teil mit Mutation des Tumor-
suppressorgen PTEN/MMAC einhergehen (phosphatate and tensin homology* oder
»mutated in multiple advanced cancer”) (86,197). PTEN reguliert iiber PI-3-Kinase
Zellproliferation, Uberleben und Wachstum. Auch vermehrte EGFR-Aktivitit fiihrt zu
proliferativ wirkenden Dysregulationen im PI-3-Kinase-Signalweg. EGFR wird vom Gen
ERBBI1 kodiert, welches in mehr als der Hélfte der Glioblastome {iberexprimiert wird (4).
In 50-70% dieser wiederum liegt die natiirlich vorkommende, stark proliferativ wirkende
Transkriptionsvariante deltaEGFR (oder auch EGFRVIII und de2-7EGFR) vor, die, zum
Teil konstitutionell aktiviert, das Wachstumspotential steigert (14,149). Des Weiteren
kénnen Amplifikation, Uberexpression und/oder Mutationen des Retinoblastomgens RB1
zu proliferativ wirkenden Dysregulationen im normalen Zellzyklus fiihren. Das
phosphorylierte Rb-Protein funktioniert normalerweise wie ein Schalter, der der Zelle erst
nach erfolgtem Korrekturlesen erlaubt, in die S-Phase des Zellzyklus einzutreten
(29,30,84,85). Neoplastische Zellen konnen diese Kontrolle oft durch Mutationen im RB1-
Gen umgehen (246).

In dhnlicher Weise konnen Dysregulationen in der p53-Signalkaskade zu einem
Uberlebensvorteil neoplastischer Zellen fiihren. p53 wird bei genetischen Schiden vermehrt
exprimiert und initiiert entweder Reparaturmechanismen oder bei nicht zu behebenden
DNA-Schiden den Zelluntergang. In vielen Tumoren, so auch in priméren Glioblastomen
liegen vermehrt Dysregulationen in der p53-Signalkaskade vor, z.B. von den Proteinen
pARF14 oder mdm?2. Die sonst greifende p53-induzierte Apoptose wird auf diese Weise
inaktiviert (19,46,47,57,61,76,84,101,136,147,200,222,228). Mutationen in Genen, die an
der p53-Signalkaskade beteiligt sind, wie p53, MDM2, P14ARF, sind in primédren
Glioblastomen jedoch mit nur 30%, im Vergleich zu 75% in sekundidren Glioblastomen,
eher selten nachzuweisen (84,85). Sekundédre Glioblastome entstehen schrittweise aus
weniger malignen Vorstufen glialer Tumoren und sind auch bei jiingeren Patienten
anzutreffen. Initiiert scheint dieser Prozess durch oben erwidhnte Mutationen im P53-Gen zu
werden, die in iiber 65% in niedrig-gradigen Astrozytomen anzutreffen sind. In weiteren
Stufen kommen unter anderem ein Verlust des Chromosom 19q und Verdnderungen im
RB-Gen hinzu. Beim Ubergang in maligne sekundire Glioblastome finden sich zudem

regelméfBig den primiren Tumoren dhnliche Verdnderungen: Verlust des Chromosom 10q,
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PTEN-Mutationen (insgesamt wesentlich seltener), Verlust der DCC-Expression, sowie

Amplifikation des PDGFR-0.(7,78,151,182,205,220)

1.3.2 Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktorrezeptoren

Eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren vermag tiber spezifische Membranrezeptoren,
vorwiegend mit Tyrosinkinase-Aktivitit, den Ubergang von Zellen in die G1-Phase des
Zellzyklus zu steuern und somit Zellwachstum zu regulieren (248,249). Neoplastische
Transformation kann auf jeder Stufe der Wachstumsfaktor-aktivierten Signalkaskade
ausgelost werden und Einfluss nehmen auf Proliferation, Differenzierung, Adhésion,
Migration und Angiogenese.

Verschiedene Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren sind heute als Expressions-
produkte von Onkogenen identifiziert. Die Aktivierung der Wachstumsfaktoren und
Wachstumsfaktor-Rezeptoren erfolgt zum Teil durch simultane Produktion durch
Tumorzellen und/oder umliegendes Gewebe, zum Teil auch durch konstitutive
Aktivierung der Rezeptoren durch Mutationen (77,230). Als Beispiele sind unter
anderen zu nennen: VEGF/VEGFR als Induktoren der Tumorangiogenese und das TGF
Zielgen EGF/EGFR, das zusammen mit FGF/FGFR mitverantwortlich fiir neoplastische
Transformation und Tumorentstehung ist (vgl. Kap.4.1) (66,110,142).

1.3.3 Angiogenese

Angiogenese bezeichnet Aussprossen neuer Kapillaren aus vorbestehenden Blutgefiflen
durch Proliferation und Migration endothelialer Zellen und wird ebenfalls zum groflen Teil
tiber Wachstumsfaktoren vermittelt (45). Die gefiBumgebende Basalmembran wird dabei
enzymatisch degradiert, damit endotheliale Zellen in die entstandenen Freirdume migrieren
und neue GefaBe bilden konnen. Bei normalem Wachstum wird Angiogenese von pro- und
antiangiogenetischen Faktoren streng reguliert (59). Durch ihr schnelles Wachstum sind
Glioblastome auf zusétzliche Blutversorgung angewiesen. Dazu konnen sich die Tumor-
zellen zum einen vorbestehender Gefifle bedienen (Kooption). Zum anderes fiihren
relative Ischdmie und Hypoxie im Tumorgewebe gleichzeitig zu Expression pro-
angiogenetischer Faktoren, wie VEGF, die zusitzlich Angiogenese induzieren (105,242).
Die Notwendigkeit der Angiogenese fiir das Tumorwachstum und -zelliiberleben will man

sich mit anti-angiogenetischen Therapieansétzen zu Nutze machen. Allerdings weisen erste
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Untersuchungen darauf hin, dass durch Blockade des VEGF, bzw. von VEGF-Rezeptoren
Gliomzellen in ihrer Invasivitit unterstiitzt werden und vermehrt vom Primértumor

entfernte Satelliten Tumoren auftreten (124,184).

1.3.4 Migration und Invasion

Invasion von Tumorzellen ist ein Prozess, der aus mehreren Einzelschritten besteht. Im
Falle von Glioblastomen miissen die Tumorzellen zunéchst iiber hirnspezifische Liganden
Kontakt mit der extrazelluliren Matrix (ECM) aufnehmen und diese dann mit Hilfe
sezernierter proteolytischer Enzyme abbauen (16). Durch verschiedene Wachstums-
faktoren, wie VEGF und Scatter Factors/Hepatocyte Growth Factor und Epithelial Growth
Factor (EGF), die entweder von den Tumorzellen oder von umgebendem Gewebe
sezerniert werden, werden die Tumorzellen zur Migration angeregt (145). Einige dieser
Faktoren sind iiberlappend bei Entstehung und Progression von Glioblastomen beteiligt
(117). Zur Invasion miissen sich die Glioblastomzellen aus dem zusammenhidngenden
Verband der Tumorzellen 16sen und mit Proteinen der ECM interagieren. Dieses geschieht
vornehmlich liber Adhdsionsmolekiile wie Integrine, Cadherine oder CD44. Durch ihre
Féhigkeit zur Membransynthese und zur Interaktion mit vorbestehenden Strukturen kénnen
Glioblastomzellen Fortsédtze in Richtung der erzeugten Liicken ausbilden und aktiv durch
die ECM entlang vorbestehender Strukturen migrieren (60,64,65,163). Als Leitstrukturen
dienen bevorzugt myelinisierte Fasern, sowie das Gefd3-umgebende Gewebe und die gliale

Limitans Externa (59,60).

1.3.5 Proteasen

An der zur Invasion obligaten Degradation und auch Wiederherstellung der ECM sind
diverse Proteasen beteiligt, die zum Teil von den Glioblastomzellen sezerniert werden.
Entsprechende Studien haben Serinproteasen Plasminogen Aktivatoren (PA), Matrix
Metalloproteinasen (MMP) und lysosomale Cystein-Peptidasen, sogenannte Cathepsine,
als essentiell fiir Tumorprogression identifiziert (16,129,176). Ein Problem sublethaler
Radiotherapie besteht unter anderem auch darin, dass Expression von MMP angeregt und

dadurch moglicherweise die Invasivitdt von Gliomzellen gefordert wird (232).
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Zusammen mit weiteren sezernierten Faktoren wie SPARC (secreted protein acidic and
rich in cysteine) und Brevican schaffen Proteasen ein flir Tumorinvasion gilinstiges Milieu
(150,181). Da diverse Signalwege als gemeinsame Endstrecke Proteaseaktivitit anregen,

konnte diese einen geeigneten Angriffsort fiir neue Therapien darstellen (176).

1.3.6 Immunmodulation

Dass sich gliale Hirntumore rasant intrazerebral ausbreiten konnen wird wahrscheinlich
erheblich durch die Abwesenheit eines intrazerebralen lymphatischen Immunsystems
begiinstigt. Intrazerebrale Immunantworten gehen regulir nur von ortsstindiger
Mikroglia aus, der Ubertritt lymphatischer Zellen wird normalerweise durch die intakte
Blut-Hirn-Schranke verhindert. Fiir gezielte Immunantworten gegen Tumorzellen
miissen Immunzellen auBerhalb des ZNS aktiviert werden. Im ZNS wirken wiederum
immunantagonisierende Mechnismen dem aktivierten Immunsystem entgegen, um
immunvermittelten Schiden im ZNS vorbeugen zu konnen (50). Dariiberhinaus ist
Gliomzellen die Fiahigkeit zueigen, das Immunsystem zusitzlich {iiber diverse
immunsuppressive Zytokine, wie TGFB, IL-1alpha und 8, IL-6, IL-10 und GM-CSF zu

modulieren (41).

1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Expressionsanalysen sollen zum Verstindnis molekularer Mechanismen von
Tumorprogression beitragen und neue Perspektiven fiir effektive Therapiestrategien
eroffnen (116,221).

Es gibt Hinweise, dass sich Glioblastome aus neuronalen Stammzellen entwickeln und
dementsprechend Migrationsmechanismen neuronaler Vorlduferzellen aus fritheren
Entwicklungsstufen imitieren, wodurch sich die Tumorzellen auf diese Weise ungestort
entlang anatomischer Strukturen in gesundem Hirngewebe ausbreiten konnen. Dafiir
spricht, dass einige spezifische Antigene unreifer Hirnzellen in undifferenzierten,
anaplastischen Glioblastomzellen nachzuweisen sind (227,241). Eine normale Zell-
differenzierung erfolgt iiber spezifische Genexpression und ist abhidngig von Alter,
Gewebe, zelluldrer Umgebung und der physiologischen Rolle. Embryonale Zellen haben
die Moglichkeit, schnell zu proliferieren, extensiv zu migrieren, Enzyme zu produzieren,

Basalmembranen zu degradieren und Faktoren zu sezernieren, die die lokale
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Blutversorgung erhéhen. Viele dieser Charakteristiken sind thnen mit glialen Tumorzellen
gemein. Der Verlust eines hohen Differenzierungsgrades oder Reaktivierung embryonaler
Genexpressionsmuster in Erwachsenen konnen Zellen maligne Eigenschaften verleihen
(246,248).

So sollte mit dieser Arbeit untersucht werden, ob Entstehung und invasives Wachstum von
Glioblastomen moglicherweise auf evolutionédr konservierten Prozessen basieren konnte,
die bekanntermaf3en in embryonalen Entwicklungsprozessen eine Rolle spielen.
Ausgangspunkt waren Erkenntnisse liber das ZNS der Drosophila melanogaster, das
beziiglich Entwicklung, Genexpression und -funktion relativ gut erforscht und verstanden
ist. Aufgrund von zelluldren, strukturellen und molekularen Ahnlichkeiten, wird das ZNS
der Drosophila melanogaster gerne als Modell fiir das wesentlich komplexere Vertebraten
ZNS genommen. Als eines der Kriterien fiir die Vergleichbarkeit gilt das Vorkommen von
neuronalen und glialen Zellen, die symmetrisch angeordnet sind und zum Teil die
Mittellinie liberkreuzen. Grundlegend fiir diese Arbeit ist die Erkenntnis, dass gliale Zellen
entscheidende Funktionen in embryonaler ZNS-Entwicklung iibernehmen und gliale
Fehlfunktionen zu spezifischen Missbildungen innerhalb des ZNS fiihren. Gliale Zellen
gelten als Leitstrukturen flir neuronale Aussprossungen und konnen diese durch sezernierte
Signalfaktoren auch iiber lange Strecken passgenau in das neuronale Netzwerk des ZNS
integrieren. Funktionsfahige Glia ist zudem eine Vorraussetzung fiir die Differenzierung zu
intakten Nervenzellen (119).

Anhand einer Reihe identifizierter Gene der Drosophila melanogaster mit Funktion in
glialen Wachstums- und Migrationsprozessen wurden Expressionsmuster humaner
homologer Gene in Glioblastomen auf der Ebene der Genexpression mittels RT-PCR
untersucht. So sollen Hinweise auf Unterschiede in evolutionir konservierten Entstehungs-
und Invasionsmechanismen von Tumorzellen im Vergleich zu gesundem Hirngewebe
aufgedeckt werden. Die ausgewihlten Gene der Drosophila (kursiv in GroBbuchstaben)
sind: BREATHLESS, GLIOTACTIN, KASTCHEN (LIV-1), LOCO, NONSTOP, ROBO und
SCHIZO.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Chemikalien

Agarose
B-Mercaptoethanol
DEPC

DMSO

EDTA

Ethanol
Ethidiubromid

Formaldehyd 37%-ig,
mit CaCOs stabilisiert, (pH > 5)

Formamid, de-ionisiert
Glutaraldehyd
HPLC-Wasser
Isopropanol

TRIS

Trizol

Sonstige Chemikalien fiir
Molekularbiologie

Allgemeine Laborchemikalien und
Losungsmittel* in p.a. Qualitét

Gibco BRL, Eggenstein
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Malinckrodt Baker, Holland
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA
Braun AG , Melsungen

Merck, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roche Applied Science, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

QIAGEN GmbH, Hilden

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

*flir RNA-Arbeiten sind alle Losungen sind in DEPC-H2O angesetzt: dazu wurde zu

Wasser aus einer Reinstwasseranlage (Leitfdhigkeit < 0,055 pS) mit Iml/l DEPC

vermengt, liber Nacht geriihrt und abschlie8end autoklaviert.
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2.1.2 RNA-Isolierung

RNEasy Kit QIAGEN GmbH, Hilden
2.1.3 PCR

Primer MWG Biotech, Ebersberg
Omniscript RT-PCR Kit QIAGEN GmbH, Hilden

2.1.4 DNA Grofienstandard

Smart Ladder Eurogene Deutschland, Kdln

Fragmentgrofen (bp): 200, 400, 600, 800, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000,
5000,6000, 8000, 10000

2.1.5 Puffer und Losungen

10-fach MOPS Puffer:
0,2 M 3-(N-Morpholino)propansulfonsiure (pH 7.0)

80 mM Natriumacetat

10mM EDTA (pH 8,0)

2.1.6 Medien und Losungen zur Kultur eukaryotischer Zellen

DMEM mit stabilisiertem L-Glutamin Seromed, Berlin
Fotales Kédlberserum Seromed, Berlin
PBS (mit/ohne Ca /Mg *") Seromed, Berlin
Penicillin/ Streptomycin
(10 000 U/ml Penicillin,

10mg/ml Streptomycin) Seromed, Berlin

Trypsin/EDTA-Losung
(10-fach, 0,5% Trypsin,0,2% EDTA) Seromed, Berlin
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2.1.7 Eukaryotische Zelllinien
- U87, eingefroren am 26.06.2001
Humane Zellen eines Malignen Glioblastom einer weiblichen Patientin.
Vgl. Acta Path Microbiol Scan 1968;74:465
- U343, eingefroren am 26.06.2001
Vgl.: Med Biol 1978;56:184

- U373, eingefroren am 31.07.2002
Humane Glioblastomzellen eines 61- jahrigen minnlichen, kaukasischen

Patienten
Vgl. Acta Pathol Microbiol Scand 1968;74:465-486

- 86 HG 39, eingefroren am 08.02.2001
wurden uns freundlicher Weise iiberlassen von Dr. H. Halfter, Neurologie,
Uniklinik Miinster.
Vgl. Virchows Arch A Pathol Anat Histopathol. 1991.;418 (4): 281-93

2.1.8 Gerite und sonstige Hilfsmittel

Sterilbank Hera Safe HS12 Heraeus, Hanau

Lumat 9507 Brutschrank Heraeus, Hanau

Biofuge Fresco Heraeus, Hanau

Megafuge 1.OR Heraeus, Hanau

Tiefkiihltruhe (-80°C) Thermo Life Science, Egelsbach
Mikrodismembranator Braun Biotech, Melsungen. Germany
Mikroskop BX50 Olympus, Japan

Photometer Gene Quant II Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Vortexer Scientific Industries, Inc., New York, USA
Allgemeine Laboratoriumsmaterialien Eppendorf, Hamburg; Sarstedt, Niirnbrecht;

Biozym, Hess. Oldendorf
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2.2 Methoden

2.2.1 BLAST-Recherche

Als Ausgangspunkt fiir die BLAST-Recherche nach humanen Homologen
migrationsassoziierter Gene, wurde in Zusammenarbeit mit Hr.Univ.-Prof.Dr.C. Kldmbt
(Institut fiir Neuro- und Verhaltensbiologie WWU Miinster) eine Liste an identifizierten
Genen der Drosophila melanogaster erstellt, die als migrationsassoziiert identifiziert
worden waren.

Die Namen dieser Gene wurden unter ,NLM pubmed“ eingegeben
(http://www.pubmed.de/data/nlm.link.html) und bereits bestehende Registrierungen und
Gensequenzen auf verschiedenen Datenbanken (GeneBank, UniGene, LocusLink)
ermittelt. Fiir jedes der Gene wurde die jeweilige cDNA-Sequenz von Drosophila
melanogaster unter der ,,NCBI-BLAST“-Funktion ,,Nucleotide query-proteine db*
eingegeben. Aus den Suchergebnissen an Homologen sdmtlicher Spezies wurde eine
Liste der maximal zehn erst-aufgefiihrten humanen homologen Gene erstellt. Als
MindestmaB8 der Ubereinstimmung wurde ein e-Wert von maximal 2e-28 festgelegt.
Dieser entsprach der geringsten Ubereinstimmung des Drosophila melanogaster-Gens
,,LOCO* mit dem humanen ,,RGS12“-Gen.

Fiir das Gen SCHIZO war zum Zeitpunkt der Arbeit weder die genaue Funktion noch
eine homologe Sequenz bekannt. In der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Kldmbt ergaben
sich erste Hinweise auf eine Homologie zu humanen ARF6b, bzw. EFA6B, worauthin
in dieser Arbeit Expression von EFA6B untersucht wurde. Eine nachtrdgliche BLAST-
Suche bestitigte eine gewisse Ubereinstimmung von schizo zu EFA6B.

Letztendlich wurde eine Liste der bei der Homologensuche erhaltenen Gene erstellt, die

als Grundlage fiir die Primersuche diente.

2.2.2 Auftauen und Anziichten humaner Gliomzelllinien

Die Expressionsanalysen wurden in einem Ansatz an etablierten humanen Glioblastom-
zelllinien durchgefiihrt, die in fliissigem Stickstoff bei -196°C kryokonserviert

vorlagen.
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Vorgehen:

Die Kryoréhrchen mit den Zelllinien wurden unter Einhaltung von Schutzmafinahmen
(Schutzbrille und Handschuhe) aus der -80°C Kiihltruhe entnommen und zum Transport
auf Eis gelegt. Die Kryorohrchen wurden umgehend in ein 37°C warmes Wasserbad
zum Schmelzen {iberfiihrt und anschlieBend mit Ethanol (70%) desinfiziert. Die
aufgetauten Zellen wurden resuspendiert und je Iml in ein vorbereitetes Sarstedt-
Rohrchen mit 9ml Medium pipettiert. Im nichsten Schritt wurden die Zellen fiir Smin.
bei 25°C und 500xg Beschleunigung zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes
wurden die erhaltenen Pellets in je 5ml Medium resuspendiert und in je eine
Kulturflasche (75cm?) iiberfiihrt. Als letztes wurde die Flaschen mit je 10ml Medium
aufgefiillt und in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

Am folgenden Tag wurden die Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert und ein Medium-
wechsel vorgenommen. Ein zweiter Mediumwechsel erfolgte vier Tage nach dem
Auftauen. Dabei wurden die Flaschen vor dem Auffiillen mit je 15 ml frischem Medium

jeweils mit Sml PBS-Puffer pro Flasche unter vorsichtigem Schwenken gespiilt.

2.2.3 RNA-Isolierung aus Zelllinien

Das Vorgehen folgte dem Protokoll aus dem RNeasy Mini Handbook (Qiagen) zum
Abernten einer Monolayer-Zellkultur. Pro Zellkulturflasche (75¢cm?) wurden 600pl
Buffer RLT aus dem RNeasy-Kit angesetzt und mit jeweils 6ul B-Mercaptoethanol
versetzt (gemél vorgegebenem Verhéltnis von 10ul B-ME auf 1ml Buffer RLT).

Sobald lichtmikroskopisch ein locker konfluierendes Wachstumsmuster der Zelllinien
zu erkennen war, wurde das Medium zunichst vorsichtig abgesaugt. In jede Zellkultur-
flasche wurden 600ul Buffer RLT mit B-Mercaptoethanol gegeben, wodurch die Zellen
von ihrem Untergrund geldst wurden und mit einem Plastikschaber abgeerntet erden
konnten. Die Zelllinien wurden getrennt in 15ml Rdohrchen iiberfiihrt. Nach 30s
Vortexen wurden je 600ul Ethanol (70%) zu den Zellen gegeben und das Gemisch durch
mehrmaliges pipettieren gut durchmischt.

Jeweils 700ul der einzelnen Proben wurden in je eine RNeasy Séule pipettiert, welche
sich in einem 2ml Sammelrdhrchen (ebenfalls aus dem RNeasy- Kit) befand, und die

Gefille verschlossen flir 15s bei 8000xg zentrifugiert. Der im Sammelrdhrchen
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aufgefangene fliissige Uberstand wurde verworfen. Der zuletzt beschriebene Schritt
(zentrifugieren und Uberstand verwerfen) wurde so oft wiederholt, bis das Lysat aus den
Rohrchen vollstindig abzentrifugiert war.

Im Anschluss wurden 700ul Buffer RW1 (aus dem RNeasy- Kit) in die Sdule gegeben
und unter gleichen Bedingungen zentrifugiert, der aufgefangene Uberstand verworfen.
Fiir das weitere Vorgehen wurde das alte Sammelrohrchen durch ein neues ersetzt, die
Sdule beibehalten. In die Sdule wurden nun 500ul Buffer RLT (aus dem RNeasy-Kit)
pipettiert und wiederum fiir 15s bei 8000xg zentrifugiert, der Durchfluss verworfen.
Nach erneuter Zugabe von 500ul Buffer RLT wurde bei 8000xg tiber 2min zentrifugiert,
die RNeasy Sidule in ein neues Eppendorf-Gefdl3 iiberfiihrt, noch ein Mal fiir 1min
zentrifugiert und Fliissigkeitsreste aus der Sdule entfernt.

Zur Elution der isolierten RNA wurde die RNeasy Séule in ein neues Sammelrohrchen
tiberfithrt und zwei Mal in Folge 50ul RNAse-freies Wasser direkt auf die RNeasy-
Membran pipettiert, das Gefall verschlossen und fiir Imin bei 8000xg zentrifugiert.

Die so isolierte RNA wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C eingefroren.

2.2.4 RNA-Isolierung aus Gewebeproben

Des Weiteren wurden fiir die Expressionsanalysen kryokonservierte Gewebeproben von
Glioblastompatienten herangezogen.

Vorbereitung:

Die Zentrifugentemperatur wurde auf 4°C vorgekiihlt, ein Gefdl3 mit Eis vorbereitet, je
drei Eppendorf-Tubes pro Probe beschriftet und alle notwendigen Reagenzien und
Gerite unter einen Arbeitsplatz mit Abzug gestellt. Die Gewebeproben waren sofort
nach der operativen Entfernung in der Tumorbank des Instituts fiir Neuropathologie der
Uniklinik Miinster archiviert worden und lagerten bis zur Verarbeitung bei -80 °C. Nach
Entnahme bis zur Verarbeitung wurden die Proben in fliissigem Stickstoff gelagert.

Homogenisieren mit dem Mikrodismembrator:

Das GefiB des Mikrodismembrators wurde durch fliissigen Stickstoff auf
Gefriertemperatur gehalten. In das Gefall und in ein Eppendorf-Gefal wurden je 0,8ml
Trizol pipettiert und weiter mit fliissigem Stickstoff gekiihlt. Die Probe und eine

zugehorige Metallkugel wurden im verschlossenen Behélter in den Mikrodismembrator



Material und Methoden

eingespannt und iiber 2min bei 2000rpm zertriimmert. Die erhaltene rosa Masse wurde
im Trizol-gefiillten Eppendorf-Gefal3 iiber S5Smin bei Raumtemperatur belassen.

Phasentrennung:

Anschliefend wurden 0,3ml Chloroform hinzugefiigt, 20s gevortext und 2-3min bei RT
stehen gelassen, bevor das Gemisch iiber 15min erneut zentrifugiert wurde (4°C,
13000rpm), wodurch eine Auftrennung in 3 Phasen erfolgte:

(von oben nach unten)

klar: RNA-haltig, ca. 60% der Trizolmenge

weill :DNA

rot : Trizol mit Lipiden, Proteinen, etc.

Die RNA-Phase wurde vorsichtig in ein zweites Eppendorf-Gefal3 pipettiert. 500ul
Trizol und 100ul Chloroform wurden hinzugefiigt und das Gemisch fiir 10-20s
gevortext, bis der Inhalt ein homogen-milchiges Aussehen aufwies. Nach erneutem
Zentrifugieren iiber 15min (4°C, 13000rpm) erhielt man zwei Phasen, von denen
wiederum die obere, RNA-haltige in ein neues Eppendorf-Gefal} iibertragen wurde.
Fallen:

Zu der gewonnenen RNA-haltigen Fliissigkeit wurden 800ul Isopropanol gegeben, das
Gemisch geschiittelt und 10min bei Raumtemperatur belassen. Im Anschluss daran
wurde fiir 25-30min zentrifugiert (4°C, 13000rpm) und der Uberschuss verworfen. Das
am Boden haftende Pellet blieb im Eppendorf-Gefaf3 zuriick.

Waschen:

Das Pellet wurde in 1ml Ethanol 80% (in DEPC-H20O) unter vorsichtigem Schiitteln
geldst und iiber 15min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Ethanol-Uberstand wurde
abgegossen und das Pellet vor dem Trocknen noch einmal gewaschen.

Das RNA-Pellet wurde in 20ul DEPC-Wasser gelost und bei -80°C eingefroren.

2.2.5 RNA aus humanem Kortex, normal

Das Material wurde freundlicherweise von Frau Dr. K. Keyvani und U. Botschen
(Institut fiir Neuropathologie der Universitit Miinster) zur Verfiigung gestellt und

konnte direkt zur cDNA-1%strand-Synthese verwendet werden.
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2.2.6 Photometrische RNA-Konzentrationsbestimmung

Je 99ul RNAse-freies Wasser und 1pl der zu analysierenden Probe, bzw.100ul RNAse-
freies Wasser zur Eichung des Photometers bei Messbeginn wurden nacheinander in die
vorgesehene Quarz-Kiivette pipettiert und die einzelnen RNA-Konzentrationen spektro-
photometrisch durch Absorptionsmessung bei 260nm bestimmt. Eine Absorption von 1
entspricht einer RNA-Konzentration von 40pg/ml. Die Reinheit der Probe wurde durch
das Verhiéltnis der Absorptionen bei 260nm zu 280nm iiberpriift. Bei einem Quotienten

von 1,8-2,0 liegt die Reinheit bei 70-95%.

2.2.7 RNA-Gelelektrophorese

Fiir 500ml des MOPS- Puffers wurden zunichst 23,1g MOPS Puffer in 350ml DEPC-
Wasser gelost, 80ml 0,5M Natriumacetat-Losung (pH= 7,0; DEPC) hinzugegeben und
mit 2N NaOH auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt. Vor dem Losen wurde der pH-
Wert von 20ml 0.5M EDTA- Losung mit DEPC-Wasser auf einen pH-Wert von 8,0
eingestellt, danach mit DEPC-Wasser auf 500ml aufgefiillt und steril filtriert. Die
Losung wurde lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert. Als Elektrophoresepuffer
wurde 1-fach MOPS-Puffer verwendet (50ml 10x MOPS + 500ml DEPC-Wasser).
GieBen des Gels:

Unter Aufkochen (unter einem Abzug) wurden 1,0g Agarose in 290ml DEPC-Wasser
gelost, 10-fach MOPS-Elektrophoresepuffer hinzugefiigt und die Losung auf 65°C
abgekiihlt. 18ml Formaldehyd (an einem Arbeitsplatz mit Abzug) wurden hinzugegeben
und das Gemisch zum Erkalten in einen vorbereiteten Geltriger gegossen.

Probenmix erstellen: (unter dem Abzug)

Fiir den Probenmix wurden 150ul DEPC-Wasser, 150 ul 10-fach MOPS-Puffer, 200ul

Formaldehyd, 500pl Formamid und 1pl Ethidiumbromid in einem Gefél vorbereitet.
Vorbereitung der RNA- Proben:

lpg der gewonnenen RNA wurden auf ein Volumen von 5ul mit DEPC-Wasser
aufgefiillt und 10pl Probenmix hinzugegeben. Das Gemisch wurde bei 65°C zum
Denaturieren in ein Wasserbad gegeben und nach 5min auf Eis abgeschreckt. 3ul des
Bromphenolblau-Auftragpuffers wurden hinzugefiigt, das Gemisch gevortext und kurz

zentrifugiert.
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Das erhértete Gel wurde in die mit 1-fach MOPS gefiillte Kammer gesetzt. Nach einem
Vorlauf tiber 15min bei 30V wurden die Geltaschen mit der 1-fach MOPS-Losung
gesplilt und im Anschluss mit je 18ul der RNA-Proben gefiillt. Die Laufzeit des Gels
betrug 40min bei 90V. Die Banden wurden in einer Dunkelkammer unter UV-Licht
sichtbar. Zur Dokumentation der FErgebnisse wurden das ,,GDS 7500 Gel
Documentation System* und die ,Imagestore 7500 Software® der Firma UVP

(Cambridge, England) eingesetzt.

2.2.8 First-Strand cDNA-Synthese

Folgende Materialien wurden zunéchst aufgetaut, kurz gevortext und zentrifugiert:
RNA-template (auf Eis)
Primer solutions
10-fach Buffer RT, ANTP, RNAse-freies Wasser (bei RT)
Der bendtigte RNAse-Inhibitor wurde mit einer Konzentration von 10Units/pl
angesetzt:
10-fach Buffer RT wurde im Verhiltnis 1:9 mit RNAse-freiem Wasser verdiinnt. 1pl
RNAse- Inhibitor mit einer Konzentration von 40Units/ul wurden mit 3ul des nun
1-fach Buffer RT versetzt, um die benétigte Konzentration von 10Units/pl zu erhalten.
Fiir den Mastermix wurde das RNAse-Inhibitor-Buffer RT-Gemisch auf Eis gelegt und

folgende Substanzen hinzugefiigt:

Substanz/Ansatz Pro Ansatz + 10% (ul) | Fiir 4 Ansitze (nl)
10-fach Buffer RT (2ul) 2,2 8,8
dNTP Mix(2ul) 2,2 8,8
Oligo dT Primer (2ul) 2,2 8.8
RNAse-Inhibitor - 4
Omniscript

1,1 4,4
rev. Transkriptase (1pl)

Tabelle 1: Ein MASTERMIX-Ansatz fiir die cDNA Synthese betrug 8ul. Es wurden je
10% Zusatzvolumen angesetzt.
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Zur cDNA-first strand Synthese wurden zu den 8ul Mastermix 12ul RNA gegeben, in
denen maximal 2ug RNA enthalten sein durften. Sofern 2pg RNA in weniger als 12pl

enthalten waren, wurde das Restvolumen durch RNAse-freies Wasser ergénzt.

Zur Berechnung der Volumina der RNA- templates und des RNAse- freien Wassers:

IV (template) = 2ug / conc. (template) V = Volumen(pl)

conc. = Konzentration (pg/ul)

IV (H,0) = 12ul — V (template)

RNA-
Zelllinie V (template) (nl) V(H,0) (ul
Konzentration(g/1)
U373 0,176 11,36 * -
86HG39 0,187 10,7 1,3
U87 (3.1) 0,222 9 3
U343 0,629 3,2 8,8

Tabelle 2: Eingesetztes RNA-Volumen zur cDNA-Synthese

" hier wurden 12ul des templates eingesetzt, die Mengeniiberschreitung iiber die
vorgegebenen 2ug dabei in Kauf genommen.

Nach dem Ansetzten wurde die Losung gevortext und zentrifugiert. Nach 60min
Inkubationszeit im Wasserbad bei 37°C wurden die cDNA Proben bei -20°C

eingefroren.
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2.2.9 RT-PCR mit HOT STAR TAQ DNA Polymerase

2.2.9.1 Primer

Die Primer wurden mit Hilfe des Computerprogramms ,,primerview des Herstellers
»ocientific & Educational Software (State Line, USA) entworfen. Die cDNA-
Sequenzen der homologen humanen Gene wurden in das Programm eingegeben und
manuell nach Primern abgesucht.
Die zu erfiillenden Bedingungen fiir die Primer waren folgende:

- 3 Primerpaare pro Gen

- Lage innerhalb der Exon-Sequenz

- Eine zu amplifizierende Basenpaarldnge von ca. 300 Aminosduren

- GC-Anteil von 50% bis max. 60%

- Annealing-Temperaturoptimum zwischen 68-73°C

- Keine Tertidrstrukturen in Form von Haarnadeln

- Keine Dimere

Primer aufbereiten

Die lyophyllisierten Primer wurden mit dem entsprechenden Volumen DEPC-Wasser
fiir eine Konzentration von 100 pmol/ul geldst, gevortext und zum Auflésen ca. 15min
bei RT stehen gelassen. Fiir die RT-PCR wurde die 100pmolare Stammldsung 1:10
verdiinnt: Zu 90ul Wasser wurden je 10ul der Stammldsung in ein neues Eppendorf-
Rohrchen pro Primer pipettiert, gevortext und der nun 10umolare Ansatz bis zum

Gebrauch bei -20°C eingefroren.

2.2.9.2 Ermitteln der optimalen Annealing Temperatur

10-fach PCR Puffer, dNTP-Mix, die Primer-Losungen und 25mM MgCl, wurden
vollstédndig aufgetaut und vor dem Pipettieren kurz gevortext.

Pro Primerpaar wurde ein Mastermix flir 5 Proben (vier Zelllinien und eine Kontrolle
ohne Zelllinien) in jeweils 1,5ml-Eppendorf-Rohrchen auf Eis angesetzt und kurz
gevortext. Die Zusammensetzung des Mastermix wurde aus dem Hot Star Taq PCR-

Handbuch iibernommen.
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Volumen fiir Gesamtvolumen +
MASTERMIX Vol/Ansatz (ul)

5 Ansiitze(nl 10% (ul
10-fach PCR Buffer 10 50 55
dANTP-Mix 8 40 44
Polymerase 0,5 2,5 2.75
Primer forward 1 5 5.5
Primer reverse 1 5 5.5
Aqua dest. 78,5 392,5 431,75
Gesamtvolumen (pl)

99 495 544,5

(ohne cDNA-template)
cDNA-template Je 1ul (0,01 pg)

Tabelle 3 100ul Mastermix Ansatz fiur RT-PCR im Grading Cycler. Das
Gesamtvolumen mit 10% Uberschuss wurde fiir kleine Pipettierverluste eingeplant.

Das Volumen Aqua dest. war aus der Differenz von 100ul pro Ansatz und dem
Volumen der eingesetzten Zutaten zu errechnen und wurde als letztes hinzugegeben.

Pro Zelllinie wurden 99ul des Mastermixes in ein 0,2ml-Eppendorf-Gefal3 gegeben.

und je 1ul des entsprechenden cDNA-templates hinzupipettiert. Dieser Ansatz wurde zu
gleichen Anteilen von je 20ul auf 4 weitere Eppendorf-Gefife verteilt, um die RT-PCR
im Grading Cycler bei verschiedenen Temperaturen laufen zu lassen. Die Kontrollen
ohne Zelllinie wurden je 20ml in fiinf weitere Eppendorf-Gefilie gegeben und zu den

anderen Proben in den Cycler eingeordnet.
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2.2.9.3 RT-PCR-Protokoll

Dauer Temp. [Vorgang

Initiale Aktivierung|15min |95°C Polymerase wird aktiviert

3-Schritt-Zyklus Insgesamt finden 35 Zyklen statt

Denaturation Imin [94°C cDNA wird zu 2 Einzelstringen
) ) X°C Anlagerung der Primer
Annealing Imin _
+/- 4,0°C |X= angegebene optimale Temperatur
Extension Imin |72°C o ‘
Komplementire Amplifizierung der Primer-
Abschlieende .
10min |72°C spezifischen Sequenz

Extension

Tabelle 4 Einstellung des Cyclers fiir die RT-PCR mit Hot Star Taq DNA-Polymerase.
X=von der Firma MWG angegebenes Temperaturoptimum der Primer

Die je nach Zusammensetzung und Struktur der Primer von der MWG Biotech AG
angegebenen spezifischen Temperaturen lagen ca. 10°C unter denen, die mit dem
Programm ,,primerview* ermittelt waren und variierten zwischen 57°C und 61°C. Nach
der letzten Extension wurden die Proben im PCR Cycler bei 4°C gekiihlt bis sie aus dem

Gerit zur Weiterverarbeitung entnommen wurden.

2.2.9.4 RT-PCR der Zelllinien und Biopsate

Die RT-PCR fiir die Untersuchung der Genexpression wurde mit dem Hot Star Taq
DNA Polymerase-Kit bei nur einer Annealing-Temperatur standardisiert durchgefiihrt.

Material und Arbeitsschritte entsprachen den oben beschriebenen. Der Mastermix wurde
12 Mal pro Primerpaar angesetzt. Der 13.Ansatz diente als Uberschuss bei kleinen

Pipettierverlusten.
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MASTERMIX Volumen/Ansatz (ul) Volumen fiir 13Ansétze(pl)
10-fach PCR Buffer 5 65

dNTP- Mix 4 52

Polymerase 0,25 3,25

Primer forward 0,5 6,5

Primer reverse 0,5 6.5

Aqua dest. 38,75 503,75

Gesamtvolumen (pl)

(ohne cDNA-template) » 037

cDNA- template Je 1ul (0,01 pg)

Tabelle 5: Mastermix fiir 12 PCR Anséitze pro Primerpaar fiir cDNA aus 4 Zelllinien, 6
Glioblastom-Biopsaten, Normalkortex (Broca Region) und einer Kontrolle ohne cDNA.

Von dem Gesamtvolumen wurden je 49ul in 12 Eppendorf-Gefdlle pipettiert. Zuletzt

wurde je Ansatz 1ul des entsprechenden templates zu dem Mastermix gegeben.

2.2.10 Gelelektrophorese

Gel:

2,8g Agarose wurden zusammen mit 120ml Laufpuffer aufgekocht bis die Agarose
vollstindig geldst war. In die abgekiihlte Losung wurden Sul Ethidiumbromid pipettiert
und noch in fliissigem Zustand in eine austarierte Gelkammer mit Platzhaltern fiir 20
Kammern a 0,75mm Stirke gegossen und zum Erkalten und Aushirten stehen gelassen.

Elektrophorese:

Den einzelnen PCR-Proben wurden mit je 1/5 Volumen 5-fach Bromphenolblau-
Auftragspuffer versetzt und kurz gevortext. Die Gelkammern wurden mit je 15 pul PCR-
Probe gefiillt. Pro Reihe wurde in eine Kammer SmartLadder (Groenstandard 200bp)
pipettiert. Das Gel wurde in eine mit 1-fach Puffer gefiillte Elektrophoresekammer
gegeben und fiir 35min unter 100V Spannung bei 40A gesetzt bis der PCR-Farbstoff

eine Laufweite von ca. 3cm aufwies.
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2.2.11 Auswertung

Die PCR-Banden wurden unter UV-Licht beurteilt: Durch die PCR im Grading Cycler
wurde anhand der optischen Qualitdt der Banden die weiter zu verwendenden Primer-
paare und deren optimale Annealing-Temperatur bestimmt, so dass nur ein Primerpaar
pro Gen bei der den weiteren PCR-Ansdtzen verwendet werden konnte. Ferner wurde
tiberpriift, ob die erwartete Fragmentgrofle des Amplifikats korrekt war.

Die Beurteilung der Expression von homologen Genen in den verschiedenen

Glioblastomproben kann aus diesem PCR Ansatz grundsitzlich nur qualitativ erfolgen.
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3 Ergebnisse

3.1 BLAST-Recherche

Aus der BLAST-Recherche ergaben sich zu den ausgewihlten Genen der Drosophila
melanogaster hochste Ubereinstimungen zu humanen Fibroblastenwachstumsfaktoren
(FGFR1 und FGFR2), Neuroliginen, ZIP-Zink Transportern (KIAA1265 und LIV-1),
Regulatoren der G-Protein Signalkaskade (RGS), Ubiquitin-spezifische Proteasen
(UBP22 und UBP41), dem humanen Gen Roundabout, sowie zu dem Adenosin-
Ribolisations-Faktor 6-EFA6 (ARF-EFA6). Als MaBe fiir die Ubereinstimmung
zwischen den bekannten Gensequenzen der Drosophila melanogaster und deren
humanen Homologen dienen die prozentualen Werte fiir Identitdt (identische
Ubereinstimmungen) und Positivitit (identische und positive Ubereinstimmungen,
gemil der Kriterien der BLAST ,,Scoring matrix*). Diese werden durch den e-Wert
(,,expected value®) relativiert. Er gibt an, wie wahrscheinlich es ist, dass die gefundenen
Ubereinstimmungen zwischen den Sequenzen auf Zufall beruhen und nimmt optimaler-
weise den Wert Null an. Der e-Wert nimmt mit zunehmender Zahl an einzelnen
Ubereinstimmungen zwischen zwei Sequenzen ab. Fiir Analysen kurzer Sequenzen
hingegen ergeben sich eher hohe Werte, da hier zufillige Ubereinstimmungen

wahrscheinlicher sind.

Dros.-Gen | Humane Homologe Kiirzel Homologe
(pubmed) (pubmed) Idt. | Pos.
Homo sapiens fibroblast
BREATH- growth factor receptor 2 FGFR2 | 39% | 53% | 663 |e-119
LESS 11Ib (M97193)

(X57746) Human fibroblast growth
factor receptor-1(M34641)
Homo sapiens

neuroligin 2 (AF376802)
GLIO- Homo sapiens neuroligin 3
TACTIN (NM 018977)

(L39083) Homo sapiens

neuroliginl (KIAA1070) | NLGNI1 | 30% | 44% | 610 | 5,00e-66
(NM 014932)

AS e-Wert

FGFR1 | 38% | 52% | 667 |e-116

NLGN2 | 30% | 45% | 648 | 2,00e-69

NLGN3 | 31% | 44% | 614 | 4,00e-67
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Dros.-Gen | Humane Homologe ..
(pubmed) (pubmed) Kiirzel |Idt. | Pos. | AS | e-Wert
(XM_047707) IS6ASA 31% | 46% | 523 | 2,00e-57
KAST-
CHEN*
estrogene regulated LIV- i 0 0 i
protein (NM_012319) LIV-1 58% | 78% | 155 | 2,00e-44
Homo sapiens regulator of
G protein signaling 12 RGS12 | 28% | 46% | 408 | 4,00e-42
Loco (AF030109)
(AF130745)
(AF130744) | Homo sapiens regulator of
G protein signaling 14 RGS14 | 52% | 70% | 137 | 8,00e-30
(AF037195)
Homo sapiens ubiquitin-
specific protease 22 USP22 | 48% | 61% | 526 | e-136
NONSTOP | KIAA1063(AB028986)
(AF179590)
Homo sapiens ubiquitin-
specific protease UBP41 UBP41 | 33% [ 46% | 437 | e-40
(AF069574)
?"(nl\}i/fafgggundabom ROBOI | 35% | 52% | 880 | e-145
ROUND- ’ -
ABOUT
(AF040989) | Homo sapiens roundabout,
(AF312579) | axon guidance receptor, 0 o ]
(AF312580) | homolog 2 (Drosophila), ROBO2 | 38% 1 53% | 717 | e-131
(XM 031246)
Human neogenin mRNA, | Neo- o o
(U61262) senin 26% | 39% | 710 | 4,00e-59
Adenosin-Ribolisation- ARF6-
kK
SCHIZO Factor6-EFA6 EFA6
Tabelle 6 Ergebnisse der Homologiensuche.
Idt = Identitit, Mall fiir identische Sequenzen, Pos=Positivitit, Mal fiir

Ubereinstimmungen, AS=Anzahl der Aminosiuren, e-Wert=MafB der Homologie, bei
identischen Genen nimmt der e-Wert die Zahl 0 an.

*= siche Anhang
** Analysen des ARF6-EFA6 beruhten auf ersten Ergebnissen der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof.Dr.C.Kldmbt (Institut fiir Neuro- und Verhaltensbiologie WWU Miinster)
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3.2 Primer

Mit Hilfe des Programms ,,primerview* wurden die unten stehenden Primer in 5"-3'-
Richtung entworfen, die reversen Primer komplementéren Strang zur Ausgangssequenz
entworfen. Die Linge der zu amplifizierenden PCR-Sequenz lag zwischen 200 und 400
Basenpaaren. Das Temperaturoptimum (°C) wurde im Grading Cycler ermittelt (siche

Kap. 2.2.9.3).

Homolog Position Forward 5°-3° Reverse 5°-3° Seq. | (°C)
FGFRI1 1300-1696 | tccagtgcatccatgaactc | ggcatactccacgatgaca | 396 | 59,5
FGFR2 1917-2278 | agctcctccatgaactccaa | gtgecaggctccaagaagatt | 361 | 59,5
NLGN2 | 1239-1683 | tgtggacaacctgtatgget | cttggtgtggatgaacttgg | 444 | 60,5
NLGN3 | 1889-2150 | atgctcagtgctgtcgtcat | ggaacatgtcatgcaggttg | 261 | 58,5
NLGNI1 | 2599-2923 | gtacctgtcacgtcagectt | cctcatgtggatgaatggac | 324 | 57,5

KIAA1265 | 2234-2553 | ggcttacataggcatgctca | getgcatggtaacattctcg | 289 | 58,2
LIV-1 1260-1557 | agctctaggaggcctgtatt | ctgtggatgagcatgageta | 297 | 60,6
RGS12 500-746 ggtgtcegcetacttetctga | getgetecttgaacatgtet | 246 | 60,6
RGS14 640-966 | aagtctacctggtggcaatga | ttggagatcttcacacctgg | 356 | 57,5
USP22 422-719 tgcattcctgectetactgt | gtgcagttcgaggtgatett | 297 | 58,2
UBP41 742-960 ctccatctgaagcggttetc | agtgtgccattctectgtee | 218 | 58,2
Robol 2542-2861 | tacagtgtggaagtggcage | tcgectcctetetggtaagt | 319 | 59,5
Robo2 2672-2944 | aggtcttctcaatgetggtg | atctgtgtcgtggceatatgg | 272 | 58,8

Neogenin 173-485 | acgcggtggatacactctca | gaggaaggttctggttgget | 312 | 60,6
EFA6B | 2550-2847 | cacgcattacaccaagaagc | cggcaggttcctetgtagat | 297 | 60,6

Tabelle 7: Die ermittelten Primersequenzen zu den in Tabelle 1 aufgelisteten
homologen Genen. Die amplifizierte Sequenzldnge (Seq.) betrug zwischen 200 und 400
Nukleinsdurepaaren.
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3.3  RNA-Gelelektrophorese

Nach der Isolierung der RNA wurde mit der Gelelektrophorese iiberpriift, ob die
Extraktion erfolgreich war. Die untereinander stehenden Banden stellen 18S und 28S
RNA dar. Durch eine Negativkontrolle konnten Verunreinigungen ausgeschlossen
werden. In allen Proben lag reine RNA in ausreichender Menge vor, so dass die cDNA-

Synthese angeschlossen werden konnte.

1 2 31 32 4 Kontrolle

Abbildung 1: RNA-Gelelektrophorese mit 18S RNA (unten) und 28S RNA (oben).
1-4: Zelllinien (U373, 86HG39, U87(in zwei Fraktionen 3.1 und 3.2), U343),

5-10: Glioblastombiopsate. In allen Proben ist reine RNA vorhanden, die Negativ-
Kontrolle schlie3t Verunreinigungen aus.
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3.4  PCR-Ergebnisse

Legende fiir die Abbildungen der PCR-Gele:
1-4: Glioblastom-Zelllinien: 1- U373 MG, 2- 86HG39, 3- US7MG, 4- U343MG
5-10: Biopsate primérer Glioblastome (WHO IV) (GBM)

_11 : Humaner Hirnkortex aus der Broca Region (NH)
_12 : PCR-Kontrolle (Ko.) ohne DNA-Probe

_13 : DNA-Kontrolle (DNA-Ko.)

__* : Smart Ladder Marker

Seq.: Amplifizierte Sequenzlédnge (Anzahl der Nukleinsdurepaare)

3.4.1 GAPDH-Kontrolle

Nach dem DNAse-Verdau wurde in einer PCR mit GAPDH-Primern sichergestellt, dass
in den Proben cDNA vorhanden ist. Um Verunreinigungen auszuschlieBen wurde
genomische DNA (13) untersucht, die ein Intron zwischen den Primern einschlie3t und

deswegen in der Gelelektrophorese als groBeres Fragment imponiert.

Zelllinien GBM-Bionsate NH/ Ko./DNA-Ko.

1 234 * 5 6 7 8 9 10 * 11 12 (13)

Abbildung 2 GAPDH-PCR: In allen Proben liegt reine cDNA vor, die Kontroll-DNA
(13) imponiert als ldngeres Fragment.
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3.4.2 BREATHLESS-Homologe

FGFR1 wird in allen Zelllinien und in vier von sechs Biopsaten exprimiert. Dabei
scheint in drei Zelllinien und mindestens drei Glioblastombiopsaten eine vermehrte
Expression im Vergleich zu normalem Hirnkortex vorzuliegen.

Im Gegensatz dazu wird FGFR2 hauptsdchlich in normalem Hirngewebe und in vier
von sechs Glioblastombiopsaten exprimiert sowie in der Zelllinie U343. Die Expression
in den Glioblastombiopsaten erscheint dabei gegeniiber normalem Hirnkortex verstérkt,

in den Zelllinien insgesamt vermindert.

Zelllinien GBM-Biopsate NH /Ko. Seq.

humFGFR1 396

1234 *56 78910 *1112

Zelllinien GBM-Biopsate NH / Ko.

humFGFR2 361

12 34*56728910 * 1112

Abbildung 3: RT- PCR fiir FGFR1 und FGFR2IIIb

Beide FGFR-Gene scheinen in Glioblastomgewebe (1-10) im Vergleich zu normalem
Hirnkortex (11) tendenziell vermehrt exprimiert zu werden. In U343 (4) findet sich eine
sehr starke Expression von FGFR2, wihrend diese in den anderen Zelllinien fehlt.
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3.4.3 GLIOTACTIN-Homologe

Fiir alle Neurologine lésst sich eine Expression sowohl in normalem Hirnkortex, als
auch in Gliomgewebe (Zelllinien und Biopsate) nachweisen. Die Expression von
Neuroligin2 und Neuroligin3 sticht im Vergleich zu normalem Hirngewebe vor allem in
Zelllinie 86HG39 sowie in vier der sechs Glioblastombiopsate (7-10) hervor.
Neuroliginl wird hingegen in allen Proben exprimiert mit leicht schwécherer

Signalintensitit fiir die Zelllinien U373 (1) und U84 (3).

Zelllinien GBM- Biopsate NH / Ko. Seq.

NLGN2
444

1 2 3 4 * 5 6 7 8 910 * 11 12

NLGN3

261

J 1

1 2 3 4 * 5 6 7 8 910 * 11 12

1 2 3 4 * 5 6 7 8 910 * 11 12

Abbildung 4: RT-PCR der homologen Neuroligine NLGN2, NLGN3, NLGNI.
NLGN2 und NLGN3 scheinen vor allem in den Glioblastombiopsaten (6-10) und in der
Zelllinie 86HG39 gegeniiber normalem Hirnkortex (11) vermehrt exprimiert zu werden.
Fir NLGN1 scheint die Expression in allen untersuchten Proben ungefihr gleich
ausgepragt.
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3.44 KASTCHEN-Homologe

Das humane Homolog LIV-1 (solute carrier family 39 (zinc transporter), member6
[Homo sapiens]) ist in allen Gliomzelllinien und in vier der sechs Glioblastombiopsate
in hoherer Signalintensitédt gegeniiber normalem Hirnkortex nachzuweisen.

Das weitere, zum Zeitpunkt der Arbeit nicht weiter charakterisierte Homologe ,,similar
to KIAA1265 scheint in dhnliche Verteilungsmuster Weise mit insgesamt schwécherer
Ausprigung exprimiert zu werden. Mittlerweile wurde der ,,pubmed“-Eintrag unter
NM 020342 als ,,Homo sapiens solute carrier family 39 (zinc transporter), member 10

(SLC39A10), mRNA* identifiziert.

Zelllinien GBM- Biopsate NH / Ko. Seq.

12 34 * 5 6 7 8910 * 11 12

hum sim
R

12 34 * 56 78 910 * 11 12

Abbildung 5: PCR der Homologen LIV-1 und humanes simKIAA 1265

Similar to KIAA 1265 wurde mittlerweile als Mitglied 10 der Solute Carrier Family 39
(Zinc Transporter) mit dem Synonym: LZT-Hs2 identifiziert. Beide Homologen,
insbesondere LIV-1, scheinen vor allem in Glioblastomgewebe (1-10) im Vergleich zu
normalem Hirngewebe (11) vermehrt exprimiert zu werden.
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3.4.5 LOCO-Homologe

Das Homologe RGS12 wird in jeder untersuchten Probe deutlich exprimiert, ohne
eindeutige Unterschiede zwischen gesundem und maligne entartetem Gewebe.

Expression von RGS14 lisst sich hingegen nur sehr schwach darstellen, am deutlichsten
fiir die Zelllinien U373 und U87 und einem Glioblastombiopsat (9) und angedeutet an
Position 2 und 3, in zwei weiteren Biopsaten (8,10) und in normalem Hirngewebe (11)
erkennbar. Es lassen sich keine Aussagen iliber Expressionsunterschiede der RGS-Gene

zwischen gesundem und malignem Gewebe treffen.

Zelllinien GBM- Biopsate NH / Ko. Seq.

humRGS12
246

123 4*5 6 7 8 910 * 11 12

humRGS14
356

123 4*5 6 7 8 910 * 11 12

Abbildung 6: PCR der LOCO-Homologe RGS12 und RGS14. Wiahrend RGS12 in
allen Proben nachzuweisen ist, findet sich fiir RGS14 lediglich in zwei Zelllinien (1,4)
eine deutlich stirkere Expression im Vergleich zu normalem Hirngewebe.
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3.4.6 NONSTOP-Homologe

Beide homologen Gene werden in sdamtlichen Proben exprimiert. Fiir KIAA1063,
welches mittlerweile als USP22 identifiziert wurde, treten die PCR-Banden in
Glioblastomgewebe im Vergleich zu normalem Hirngewebe insgesamt stirker hervor.

Das Expressionsmuster von UBP41 tritt sehr unregelmifBig in Erscheinung. Es scheint,
im Vergleich zu Glioblastombiopsaten und normalem Hirngewebe in Zelllinien eher

vermindert exprimiert zu werden.

Zelllinien GBM-Biopsate NH/ Ko. Seq.

KIAA1063/
USP22 297

1 23 4 *5 6 7 8 910 *11 12

1 23 4 *5 6 7 8 910 *11 12

Abbildung 7: RT-PCR der NONSTOP Homologe KIAA1063/USP22 und UBP41

Die Homologen wurden mittlerweile identifiziert als Ubiquitin-spezifische Proteasen
USP22 und UBP41. KIAA1063 wird in Zelllinien und primiren Glioblastomen (1-10)
im Vergleich zu normalem Hirnkortex (11) verstdrkt exprimiert. Das
Expressionsmuster fiir UBP41 zeigt einen geringfiigigen Unterschied zwischen
Zelllinien und Biopsatgewebe, ein deutlicher Unterschied im Vergleich zu normalem
Hirngewebe ldsst sich nicht erkennen.
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3.4.7 ROBO-Homologe

Alle Homologen (ROBOI, ROBO2 und Neogenin) sind in sdmtlichen Proben
nachzuweisen.

ROBOI1-Expression findet sich am stirksten in Zelllinie 86HG39. Insgesamt imponiert
fir alle Zelllinien und mindestens drei Glioblastombiopsate eine vermehrte
Signalintensitét gegeniiber normalem Hirngewebe.

ROBO2 weist in mindestens vier der sechs Glioblastombiopsate (6, 8, 9, 10, evtl. 5) und
in der Zelllinie U87 (3) eine hohere Bandenstirke auf im Vergleich zu normalem Hirn-
gewebe.

Expression von Neogenin findet sich verstirkt in mindestens drei Zelllinien (2-4) und in
vier Glioblastombiopsaten (7-10), so dass eine vermehrte Expression gegeniiber

normalem Hirngewebe anzunehmen ist.

Zelllinien GBM- Biopsate NH/Ko. Seq.
ROBOI1 — —
== e — 319
1 23 4 * 5 6 7 8 910 * 11 12
ROBO2
272
1 23 4*5 6 7 8 910 * 11 12
Neogenin
312
1 23 4 *5 6 7 8 910 * 11 12

Abbildung 8: RT-PCR der Homologen ROBO1, ROBO2 und Neogenin
Zusammengefasst scheinen alle Homologen in den Zelllinien und Biopsaten (1-10)
gegeniiber normalem Hirngewebe (11) vermehrt exprimiert zu werden.
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3.4.8 SCHIZO-Homologe

In normalem Hirngewebe lésst sich keine Expression von EFA6B nachweisen, jedoch
in den Zelllinien U373 und U87, sowie in drei der sechs untersuchten Glioblastom-
gewebe (8-10). Somit scheint EFA6B in neoplastischen Zellen vermehrt exprimiert zu

werden.

Zelllinien GbM- Biopsate NH / Ko. Seq.

EFA6B

1 2 3 4 * 5 6 78 910 * 11 12

Abbildung 9: PCR des Gens EFA6B mit zum Teil vermehrter Expression in
neoplastischem Gewebe.

3.49 Zusammenfassung der RT-PCR-Ergebnisse in Tabellenform

Legende:

Zelllinien: 1- U373 MG, 2- 86HG39, 3- US7MQG, 4- U343MG; GBM-Biopsate 5-10:
primédre Glioblastome (WHO IV); NH 11: Hum. Hirnkortex der Broca Region
Ko 12: PCR-Kontrolle ohne DNA-Probe

Expression: El keine sehr schwach schwach stark sehr stark

|:| Qualitativ vermehrte Genexpression im Vergleich zu normalem Hirngewebe

Qualitativ verminderte Genexpression im Vergleich zu normalem Hirngewebe

| Hum. Homolog | humanes homologes Gen mit qualitativ verstirkter Expression im
Vergleich zu normalem Hirngewebe in mindestens 50% der untersuchten Proben.

Hum. Homolog | humanes homologes Gen mit qualitativ verminderter Expression in
Vergleich zu normalem Hirngewebe in mindestens 50% der unetrsuchten Proben
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Expressions-

Stirke in Zelllinien GBM-Biopsate E I(f

Hum.

Homo]og 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
FGFR1 @ | * | F+|x+] - -l @) || EE ] - -
FGFR2 UL %+ e | F (555 -
NLGN2 G+ [+ ] + [ 5+ ]5+ |5+ 5] + ] -
NLGN3 +F | H OBl £ HDHIH|H| D] £ -
NLGNI1 E ++ E ++ | ++|++ | ++ |+ + | ++ |+ + ]| ++] -

LIV-1 @Al +l+ DD F| ]+ +]H] -

SmKIAAIZ6S | () | | & [ &[] |[@| 8| 8|8 ]|o] -

RGS12 + B+ +F]H|H|+ ]+ |+ + ]+ -
RGS14 o R S [ S S (R ('S (N IR QIR I
USP22] T FH |+ | FH | | ] -
T Y NFS) NN NN RO R ey e rag vy ey
ROBO1 + 55|+ |+ ||+ |55 |5+ |55+ ] -
ROBO2 Sl + D+ O] ] -
[Neogenin + |55 F DD |5 | 5| 5|5+ ] -
ARF6-EFA6 @ -1®H] - - - - £ || = - -

Tabelle 8: Zusammenfassung der RT-PCR-Ergebnisse in Tabellenform.
Insgesamt weisen 11 der 15 untersuchten Gene Expressionsunterschiede zwischen dem
untersuchten Glioblastomproben und normalem Hirngewebe auf.
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4 Diskussion

Mit dieser Arbeit wurde die Expression homologer Gene zu Drosophila melanogaster in
Glioblastomen untersucht. Es wurden folgende, in der Tabelle zusammengestellten

homologen Gene gefunden.

Dros.-Gen Humane Homologe Kiirzel
BREATHLESS Fibroblast Growth Factor Receptor 2 I1Ib FGFR2
Human fibroblast growth factor receptor-1 FGFR1
Neuroligin 2 (AF376802) NLGN2
GLIOTACTIN Neuroligin 3 (NM_018977) NLGN3
Neuroliginl (KIAA1070), (NM_014932) NLGNI1
(XM_047707) KIAA 1265
KASTCHEN*
Estrogene-regulated LIV-Protein (NM_012319) LIV-1
LOCO Regulator of G-Protein Signaling 12 (AF030109) RGS12
Regulator of G-Protein Signaling 14 (AF037195) RGS14
Ubiquitin-Specific Protease 22 KIAA1063 USP22
NONSTOP
Ubiquitin-Specific protease UBP41 UBP41
Roundabout 1 ROBOI1
ROUNDABOUT | Roundabout 2 ROBO2
Neogenin mRNA Neogenin
SCHIZO Adenosin-Ribolisation-Factor6-EFA6 é?jg_

Tabelle 9: Gene der Drosophila und die zugehorigen humanen Homologen
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Die ausgewdhlten Gene erfiillen Funktionen bei Entwicklungsprozessen embryonaler
Glia der Drosophila melanogaster. Es gibt zunehmend Hinweise, dass Genexpression
und bestimmte Mechanismen der Signaltransduktion in Glioblastomen zumindest zum
Teil auf evolutionir konservierten Prozessen basieren (112,214). Einige Ahnlichkeiten
fiir Entwicklungsvorgénge des menschlichen ZNS, bzw. bei Mechanismen der malignen
Transformation in Glioblastomen sind bereits beschrieben (83).

Langfristiges Ziel der Arbeit ist, moglicherweise evolutiondr konservierte Mechanismen
bei neoplastischer Transformation und Invasion zu verstehen, um effektive

therapeutische Ansitze gegen Glioblastome zu entwickeln.

4.1 BREATHIESS/FGFR

4.1.1 BREATHLESS

Das Gen BREATHLESS der Drosophila melanogaster, sowie seine humanen
Homologen FGFR1 und 2 kodieren fiir membranassoziierte Fibroblasten-Wachstums-
faktor-Rezeptoren (FGFR) mit Tyrosinkinase-Aktivitidt. Expression von BREATHLESS
initiiert und kontrolliert Migration und Differenzierung trachealer und glialer Zellen,

wahrscheinlich liber Regulation von Transkriptionsfaktoren (178,179,199).

4.1.2 FGFR1

Humane fgfr-Proteine regulieren Zellwachstum bei der Entwicklung von fetalen ZNS-
Strukturen, bei der Anlage von GliedmaBlen und allgemein in der Organisation von
Keratinozyten (51,186,187,204). FGFRI1-Gentranskripte unterliegen einem RNA-
Processing, wodurch diverse Splice-Varianten entstehen, die sich trotz hoher Identitét in
thren Bindungseigenschaften beziiglich Rezeptor-Affinitit, Ligandenspezifitit und
Gewebeverteilung unterscheiden. Dysregulationen der FGFR-Aktivitdt kdnnen mit
Tumorenstehung und/oder -invasion assoziiert sein (73,94).

In dieser Arbeit wurde eine starke FGFR1-Expression in Glioblastomproben gefunden,
die in ausgereiften Astrozyten normalerweise nicht mehr vorhanden ist. Das nach-
gewiesene FGFR1 (fms-related tyrosine kinase 2, Pfeiffer syndrome) (GeneBank
M34641) ist ein hoch konserviertes Gen auf Chromosom 8pll.2-pll.1, das zur
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GliedmaBenentwicklung beitragt. Mutationen sind bislang nur fiir das Pfeiffer- und das
Jackson-Wei3-Syndrom beschrieben, bei denen es sich um erbliche Erkrankungen mit
Schideldeformititen und Syndaktylie handelt (183,233).

In glialen Tumoren liegt hdufig anstatt der normalerweise vorhandenen FGFRl1a die
Variante FGFR1B-Variante vor, der eine Immunglobulindoméne fehlt und eine 10-fach
erhohte Ligandenaffinitidt sowohl fiir saure als auch basische FGF aufweist (98). Im
Vergleich zu gesundem humanem Hirngewebe wird FGFR1 in humanen Gliomen und
Meningeomen vermehrt exprimiert. Dabei besteht eine positive Korrelation zwischen
dem FGFRI1-Level und dem Anteil an epithelialen Zellen im Tumor (219). Es wird
angenommen, dass durch dysreguliertes RNA-Splicing und konsekutiv vermehrter
Expression von FGFR-1B Zellwachstum begiinstigt wird (97,99).

Da Unterformen des FGFRI in Glioblastomen nachzuweisen sind, deren primére
Funktion nicht in der Entwicklung des ZNS liegt, konnte FGFR1 moglicherweise eine
grundsitzliche Funktion in der Regulation von Zellwachstum und/oder der
Differenzierung einnehmen. Es muss bei dieser Arbeit jedoch kritisch angemerkt
werden, dass die entworfenen Primer mehrere FGFR1-Transkriptionsvarianten mit der
Bezeichnung ,,fms-related tyrosinekinase2, Pfeiffer syndrome® amplifizieren, so dass
tumorspezifische Verdnderungen nicht zwingend auf die urspriingliche Variante FGFR1

(GeneBank M34641) zuriickzufiihren sein miissen.

4.1.3 FGFR2

Im Gegensatz zur vermehrten Expression von FGFR1 in Glioblastomgewebe, ist fiir die
Expression von FGFR2 gegeniiber gesundem Hirngewebe ein Verlust durch maligne
Transformationsprozesse beschrieben (143,144,238,239).

Die in dieser Arbeit homologe Splice-Variante FGFR2IIIb ist auf Chromosom 10g26
lokalisiert und kodiert fiir einen Keratinozyten Wachstumsfaktor-Rezeptor (KGFR), der
bevorzugt saure FGF und KGF bindet. Mutationen von FGFR2 fithren wie Mutationen
von FGFR1 ebenfalls zu kraniosynostotischen Syndromen (Jackson-Wei-Syndrom,
Crouzon-Syndrom, Pfeiffer-Syndrom) (90,132,162,213).

Zu erkldren ist die verminderte Expression von FGFR in Glioblastomen durch den

hiufig nachzuweisenden Verlust der Heterozygotitit von Chromosom 10, bzw.
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allelische Deletionen von 10q25-26 (23,52). Dabei kénnen auch benachbarte tumor-
suppressive Gene, wie z.B. WDRI11, inaktiviert werden und maligne Transformation
begiinstigen (23).

Die beschriebene Abwesenheit einer FGFR2-Expression ldsst sich mit dieser Arbeit
nicht ohne Einschrinkung bestitigen: Hier wurde fiir FGFR2IIIb eine vermehrte
Expression in vier von sechs Glioblastombiopsaten und auch in einer Zelllinie (U343)
gefunden. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte sein, dass nicht Tumorzellen, sondern
eingeschlossene epitheliale Zellen FGFR2IIIb exprimieren. In Zervixkarzinomen wurde
eine neoplastische FGFR2IIIb-Expression in proliferierenden, metaplastischen Reserve-
zellen, nicht aber in den Tumorzellen nachgewiesen. Es wird vermutet, dass hier {iber
KGF Wachstum und Differenzierung dieser Zellen im Zervixkarzinom vermittelt wird.
(125). Ob ein dhnlicher Mechanismus in Glioblastomen zu tragen kommen konnte, ist
zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt. Es gibt Hinweise, dass FGF/FGFR Aktivitit
adhésive Interaktionen zu extrazellulirer Matrix sowie pro-angiogenetische VEGF-
Expression in Hirntumoren inhibiert. Moglicherweise stellt eine vermehrte FGFR2-
Expression in Tumor-umgebendem Gewebe eine Reaktion auf neoplastisches
Wachstum dar (5).

Die in dieser Arbeit aberrierenden Ergebnisse konnen auch auf Unterschiede zwischen
den Gewebeproben zuriickzufiihren sein: Wéhrend in den beschriebenen Arbeiten
entweder Glioblastomzelllinien oder behandelte, sekundire Glioblastome untersucht
wurden (52,238), beruhen die differierenden Ergebnisse aus dieser Arbeit hingegen auf
FGFR2-Expression in unbehandelten, primédren Glioblastomgeweben. Unterschiedliche
Auspriagungen genetischer Mutationen fiir primédre, bzw. sekundire Glioblastome sind
beschrieben (53).

Als weitere Erklarung fir die differierenden Ergebnisse konnten, dhnlich der
Konversion von FGFRla zu FGFR-1B (239), auch fiir FGFR2 tumorspezifische
Mutationen vorliegen. Beschrieben ist dieses z.B. fiir humane Chondrosarkome sowie
fiir undifferenzierte und diffuse Magenkarzinome, verbunden mit einer schlechten
Prognose (92,93). Fiir Glioblastome sind bislang zwar keine spezifischen FGFR2-
Mutationen beschrieben, angesichts der hohen Variabilitdt der FGFR durch alternatives

Splicing aber denkbar.
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Anhand der Ergebnisse ldsst sich ein Zusammenhang vermuten zwischen FGFR mit
Funktion bei der GliedmaBenentwicklung und neoplastischen Prozessen in Glio-

blastomen, der bislang nicht ausreichend erklért werden kann.

4.2 GLIOTACTIN/Neuroligin

4.2.1 GLIOTACTIN

Das Gen GLIOTACTIN der Drosophila melanogaster kodiert fiir ein transmembrandses
Adhisionsmolekiil mit Ahnlichkeit zu Cholinesterasen, allerdings ohne katalytische
Aktivitdt. Durch die extrazellulire Serin-Esterase-Doméne besteht genetisch
Zugehorigkeit zu Zelladhdsionsmolekiilen wie GLUTACTIN und NEUROTACTIN (6).
GLIOTACTIN  wird tempordr vor allem in Glia des peripheren Nervensystems
exprimiert und ist unentbehrlich fiir die Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke, durch
welche Axone geschiitzt werden. In Drosophila fiihren Genmutationen von
GLIOTACTIN zu mangelnder Ausreifung von Septate Junctions (dhnlich den Tight
Junctions in Vertebraten-Epithelien) und abnormer Permeabilitit, was sich in
Lihmungen wund erhdhter axonalen Vulnerabilitit gegeniiber kaliumreicher

Hamolymphe duflert (6,192).

4.2.2 Neuroligin

Die humanen Homologen gehdren der multigenetischen Familie der Neuroligine an mit
vorwiegender Expression in Hirngewebe. Die neuronalen Oberflichenproteine binden
spezifisch B-Neurexine und beteiligen sich iiber eine wahrscheinlich retrograde PSD-95
Protein-Signalkaskade an der kontrollierten Ausbildung von Synapsen und inter-
zelluldren Junctions. PSD bildet dabei eine postsynaptische Struktur, an der Neuro-
transmittersignale effizient verarbeitet werden (17,88,130).

Die durchschnittliche Identitét der neuroligin-Proteine untereinander von nur 60% lasst
funktionelle Unterschiede vermuten. Gemein sind ihnen die hoch konservierten,
hirnspezifischen Acetylcholinesterase-Doméne, eine transmembrandse sowie eine zyto-

plasmatische Domine (87). Die nicht-katalytische AChE-Aktivitit soll fiir neuronale
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Zell-Zell-Erkennungs- und Adhédsionsprozesse von Bedeutung sein (72,100,198).
Zudem scheinen in Hirntumoren spezifische Regulationsmechanismen zu Expression
verschiedener AchE-Varianten zu fithren, die moglicherweise Proliferations- und

Adhésionsprozesse beeinflussen (100,165).

4.2.3 NLGN1

NLGNT1 ist postsynaptisch in glutamatergen Synapsen lokalisiert. Es bindet Kalzium-
abhingig B-Neurexin (209) und induziert Ausbildung présynaptischer Vesikel sowohl in
neuronalen als auch in nicht-neuronalen Zellen (191). In vitro fiihrt eine Uberexpression
von NLGN1 morphologisch zu einer erhdhten Anzahl an Synapsen. Funktionell, im
Sinne einer erhohten Glutamatfreisetzung, scheint ein weiteres Gen, SynCAM, von
Bedeutung zu sein (190).

In dieser Arbeit wurde NLGN1 Expression in allen Gewebeproben in ungefdhr gleich
starker Ausprigung nachgewiesen. Obwohl anhand der durchgefiihrten RT-PCR keine
Aussagen zum zelluldren Ursprung der nachgewiesenen Genexpression in
Biopsatgewebe getroffen werden kann, liegt die Vermutung nahe, dass im Vergleich mit
Expression in normalem Hirngewebe, gleich starke oder stirkere Banden auf
Genexpression in Tumorzellen zuriickzufiihren sind.

Uber mogliche funktionelle Folgen lésst sich an dieser Stelle nur spekulieren:

Es ist bekannt, dass an Glioblastome grenzende Neurone verdnderte elektro-
physiologische Eigenschaften aufweisen (erhohte Spontanaktivitit, vermehrt
epileptogene Aktivitdt auch nach Entfernung des Tumors) und vermehrt Apoptose
unterliegen (12,121,235,240). Beides sind wesentliche Charakteristika des malignen
Glioblastoma multiforme, die unter anderem auf erhOhte Glutamatkonzentrationen
zuriickzufiihren sein konnten (13,240). Die entsprechenden spezifischen Kalzium-
permeablen AMPA-Rezeptoren fiir Glutamat werden in Glioblastomen vermehrt
exprimiert und sollen neben Funktionen in Signalweiterleitung auch Einfluss nehmen
auf Genexpression, Zellproliferation und Migration (89,164,212).

Eine vermittelnde Rolle zwischen Regulation glutamaterger Aktivitdt, neuronaler
Plastizitdt und NLGN1-Expression konnte dabei nicht-katalytisches AChE einnehmen:

Sie soll zum einen wihrend der Synaptogenese hippocampaler Neuronen Aussprossung
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von Neuriten fordern, glutamaterge AMPA-Rezeptoren in ihren Bindungseigenschaften
modulieren und moglicherweise auch an der Ausbildung exzitatorischer Synapsen
beteiligt sein (152,153). Gleichzeitig wirkt sich verdnderte AchE-Aktivitdt auf
Expression von Neuroligin und - Neurexin aus (43).

So konnte ein Zusammenhang zwischen erhohter Glutamatkonzentration, moglicher

Exzitotoxizitdt und AMPA-Rezeptoren iiber Neuroligine und AChE gegeben sein.

4.2.4 NLGN2

NLGN2 wurde postsynaptisch zundchst nur in inhibitorischen Synapsen bei der
Ausbildung GABAerger Synapsen nachgewiesen (223). In Abhingigkeit von PSD-95
jedoch findet neben einer NLGNI-Induktion eine Umverteilung von NLGN2 in
glutamaterge Synapsen statt, wodurch ein physiologisches Gleichgewicht zwischen
exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen aufrecht erhalten wird (24,68,173).

In vier der sechs Glioblastombiopsate scheint NLGN2 im Vergleich zu den restlichen
Proben und vor allem auch im Vergleich zu normalem Hirngewebe verstarkt exprimiert
zu sein. Da sich diese vermehrte Expression fiir die Zelllinien-Proben nicht konsequent
bestdtigen ldsst, scheint die dysregulierte Expression nicht unbedingt in den
Tumorzellen selber stattzufinden. Mdglicherweise kann sich auch hier dysregulierte
AChE-Expression und -Funktion in Glioblastomgewebe auf postsynaptische Expression
von Neuroliginen in anderen Gewebeanteilen auswirken und das synaptische
Gleichgewicht zugunsten exzitotoxischer glutamaterger Synapsen verschieben (43).
Unter der Fragestellung der zelluldren Lokalisation und Koexpression von NLGNI,
NLGN?2 und PSD-95 scheint es sinnvoll, Glioblastomgewebe mit immunhistologischen
Methoden zu untersuchen, um langfristig mdgliche Funktionen in neoplastischem

und/oder tumor-umgebendem Gewebe genauer in Betracht ziehen zu konnen.



Diskussion 44

4.2.5 NLGN3

Die Expression von NLGN3 in den untersuchten Geweben gleicht der NLGN2-
Expression, vor allem in seiner vermehrten Expression im Vergleich zu normalem
Hirngewebe, so dass eine funktionelle Koexpression moglich erscheint.

Normalerweise ist gliale Expression von NLGN3 auf frilhe Entwicklungsstadien
beschriankt (166). Nur in olfaktorischer Glia bleibt die NLGN3-Expression postnatal
erhalten und ist an Kontaktpunkten zwischen Glia und Neuronen besonders stark
ausgepriagt. Das Besondere an olfaktorischer Glia ist das Vorhandensein von
Eigenschaften peripherer Schwann-Zellen trotz zentraler Lokalisation. Dieses duflert
sich vor allem in der lebenslangen Regenerationsfahigkeit und Wachstumsforderung
olfaktorischer Nervenzellen (11,231). Immunhistochemisch und ultrastrukturell weist
periphere olfaktorische Glia auch Gemeinsamkeiten mit zentraler Astroglia und Glia-
zellen des Plexus myentericus auf, durch welche die auBBergewohnliche Interaktion mit
zentralen Astrozyten ermdglicht wird (8,169,231).

Bislang ist nicht bekannt, welche Eigenschaften olfaktorischer Glia auf Expression von
Neuroliginen, insbesondere NLGN3, zuriickzufilhren sind. Sollte diese aber mit
vermehrter Interaktion zu zentralen Astrozyten einhergehen, bzw. an der Induktion
oder Umsetzung wachstumsfordernder Stimuli beteiligt sein, ist eine Assoziation zu
maligner Proliferation und Invasivitit denkbar. Diese Annahme wird durch einen
vermuteten Funktionsverlust von NLGN3 in familirem Autismus gestiitzt: Kognitive
Defizite und Autismus sollen aus verdnderten Genexpressionsmustern resultieren,

wodurch Synaptogenese und/oder Funktion der Synapsen beeintrachtigt wird

(91,128,226).

43 KASTCHEN/LIV-1

4.3.1 KASTCHEN

KASTCHEN stellt ein essentielles Gen dar, das in Drosophila melanogaster gliale
Migrationsprozesse in der Entwicklung steuert. Es scheint allelisch zu dem Gen Fear-
Of-Intimacy zu sein, welches fiir ein Oberflachenprotein kodiert, das vornehmlich an

gonadalen Entwicklungprozessen in Drosophila melanogaster beteiligt ist.
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Kéastchen wird in Glia, primordialen Keimzellen, somatischen Muskelzellen und
trachealen Zellen exprimiert und lenkt die Migration der einzelnen Zellen zu ihren
Zielorten. Das Protein besteht aus acht transmembrandsen Domidnen. Es wird
anscheinend entweder als Zinktransporter oder als Zink-abhéngige Protease sowohl an

Zelloberflache als auch in subzelluldren Kompartimenten exprimiert (167).

4.3.2 LIV-1

Das zu KASTCHEN ermittelte humane Homolog gehdrt der LZT-Unterfamilie der
Ostrogen-regulierten LIV-1-Gene an (LIV-subfamily of ZIP zinc transporters) mit
einem Metalloproteinase-Motiv (217). Die zelluldr exprimierten LZT-Proteine weisen
eine konservierte Doméne auf, die fiir Zinktransportern bislang unbekannt war (102).
Diverse Unterschiede zu anderen Zinktransportern lassen einen speziellen Einfluss von
ZIP Zinktransportern auf intrazellulire Zinkaufnahme und -homdostase vermuten,
moglicherweise einhergehend mit pathologischen Prozessen. LIV-1-Expression wurde
in Brustkrebs, Brustkrebsmetastasen, in hormonell regulierten Geweben und auch im
Gehirn nachgewiesen (215-217). Das in dieser Arbeit untersuchte LIV 1-Gen scheint in
den meisten Glioblastomproben (Zelllinien und Biopsien) stirker als in normalem
Hirngewebe exprimiert zu werden. In Anlehnung an die Funktion von KASTCHEN in
Drosophila melanogaster konnte dadurch Migration entarteter Zellen beglinstigt
werden.

Zink ist ein essentieller Kofaktor fiir viele Enzyme und beteiligt an Aufbau von
Proteinen, Nukleinsduren, Kohlenhydraten, im Lipidstoffwechsel und an der Kontrolle
von Gentranskription, Wachstum, Entwicklung und Differenzierung (217). Im Gehirn
sind 10% des Zinkgehaltes in Vesikeln glutamaterger Synapsen gespeichert. Neuronale
Zinkaufnahme erfolgt iiber NMDA- und Kalziumkanile, {iber Kalzium-permeable-
AMPA/Kainat-Kanéle und iiber Zink-sensitive Membrantransporter. Intrazellular wird
Zink zusitzlich aus Metallothionen und Mitochondrien freigesetzt (196). Eine
ausgewogene, neuronale Zink-Homdostase ist Vorraussetzung fiir das Uberleben einer
Zelle, da sowohl ein zu Wenig als auch ein zu Viel an intrazellulirem Zink
neurotoxisch, bzw. Apoptose-fordernd wirkt (25). Zink soll dabei eine grofere toxische

Potenz als Kalzium aufweisen (196).
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Die anzunehmende gestorte Zinkhomdostase durch vermehrte Expression vom Rezeptor
LIV-1 in Glioblastomen im Vergleich zu normalem Hirngewebe konnte eventuell zu
Neuronenuntergang fithren, wodurch der Tumor expandieren konnte. Alternativ konnten
aber auch auf indirektem Wege Proteine bzw. Transkriptionsfaktoren iiber zelluldre

Dysregulationen zu neoplastischem Wachstum fiihren.

4.3.3 simKIAA 1265

Das Gen ,similar to KIAA1265“ wurde mittlerweile unter der ,nucleotide®-
Bezeichnung NM 020342 als Mitglied 10 der Solute Carrier Family 39 (Zinc
Transporter) identifiziert (http://www.pubmed.de/data/nlm.link.html). Es scheint eine
Funktion als Zinktransporter zu erfiillen und wurde in dieser Arbeit tendenziell
vermehrt in Glioblastomgewebe nachgewiesen. Genaueres ist bislang jedoch nicht

bekannt.

44 LOCO/RGS

4.4.1 LOCO

LOCO kodiert in Drosophila melanogaster fiir mindestens zwei RGS-Proteine
(Regulator of G-Protein Signaling), die iiber Koexpression und spezifische Interaktion
mit der Go;-Untereinheit G-Protein-Signalwege negativ regulieren (69). LOCO steuert
gliale Entwicklungsprozesse wie Ausbildung von axonalen Markscheiden und Aufbau
der Blut-Hirn-Schranke. In LOCO-Mutanten sind durch abnorme gliale Zellkontakte
axonale Signaltransduktion und die Blut-Hirn-Schranke in ihrer Funktion beeintrachtigt.
LOCO scheint als ein Zielgen von POINTED an terminaler Differenzierung glialer

Zellen iiber Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren beteiligt zu sein (118).

44.2 RGS

In der G-Protein Signalkaskade bindet GTP an die Ga-Untereinheit des heterotrimeren
G-Proteins, worauthin die Ga- und GB/y-Untereinheiten dissoziieren und mit Effektor-

Proteinen interagieren, um Signale weiterzuleiten. RGS-Proteine beschleunigen die
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GTPase-Aktivitit der heterotrimeren G-Proteine (GAP-Aktivitit) und beenden die
durch GTP eingeleitete Aktivierung (201,206).

Die humanen Homologen RGS12 und RGS14 weisen je eine RGS-box, zwei Rap-
bindende Dominen und ein hoch konserviertes GoLoco-Motiv von 19 Aminosduren auf
(82,115). Bislang sind iiber 20 humane Unterformen klassifiziert, von denen neben
RGS7, 8, 11 und 17 vor allem RGS4 stark in Hirngewebe exprimiert wird (126,214).
Die physiologische Funktion einzelner RGS-Proteine ist Gegenstand diverser
Untersuchungen: Es gibt erste Hinweise auf eine Beteiligung an Entwicklungs- und
Migrationsprozessen. So wurde Uberexpression von RGS3 und RGS4 in neoplastischen
Astrozyten nachgewiesen, wodurch moglicherweise Migration und Adhésion begiinstigt
werden. Vermutet wird, dass G-Protein-vermittelte Signaltransduktion in Neoplasien

zum Teil auf evolutiondr konservierten Prozessen basiert (214).

4.4.3 RGS12

RGS12 weist neben den oben genannten Doménen zudem eine PDZ- und eine PTB-
Doméne, sowie eine Coiled-Coil-Region (CC) auf. Das RGS12-Gen kodiert fiir
mindestens 12 alternativ gespleifite Isoformen, die sich in ihren N- und C-terminalen
Regionen unterscheiden, was sowohl zu spezifischer Expression in verschiedenen
Geweben wie Gehirn, Lunge und Plazenta, als auch zu unterschiedlicher subzellulédrer
Lokalisation fiihrt (20).

RGS12 wird in allen untersuchten Geweben exprimiert. Die nachgewiesene Form
entspricht der vorwiegend im Hirn exprimierten Isoform RGS12B. Es konnen keine
sicheren Aussagen iiber Unterschiede in Lokalisation bzw. Expressionsstirke getroffen
werden. Aufgrund der durchweg vorhandenen Expression in allen neoplastischen
Gewebeproben miisste in weiteren Schritten untersucht werden, ob die in gesundem
Gewebe vorhandene RGS12-Expression von maligne entarteten Zellen iibernommen
wird. Durch nukledre Lokalisation und die hohe Variabilitit durch alternatives Splicing
konnte eine erhohte Storanfilligkeit fiir Dysregulationen im Zellzyklus bestehen, was
unter Umstinden zu maligner Entartung fithren konnte. Unterstiitzt wird diese
Vermutung durch bereits nachgewiesene RGS12-Mutanten in kolorektalen Tumoren
mit hoher Mikrosatellit-Instabilitit und weiteren Ergebnisse von Martin-McCaffrey
beziiglich des ebenfalls homologen RGS14 (siehe Kap. 4.4.4.) (63,171,172).
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444 RGS14

RGS 14 ist ein bifunktionaler Regulator der Gai,o-Aktivitdit in verschiedenen
Hirngewebspopulationen (26,81,218). Wéhrend mitotischer Zellteilung jedoch iiben die
Go-Untereinheiten zusammen mit dem GoLoco-Motiv, anders als iiblich, spezifisch
Kontrolle iiber Vorgidnge des Spindelapparates aus (137). RGS14 ist essentiell fiir die
erste mitotische Zellteilung einer befruchteten Zygote und als Mikrotubuli-assoziiertes
Protein ubiquitdr vorhanden.

Die in normalem Hirngewebe eher schwache Expression von RGS14 im Vergleich zu
RGSI12 ist konsistent mit quantitativen PCR-Ergebnissen von Larminie et al. (126):
Demnach lag das Verhéltnis der mRNA-Kopien im ZNS, bzw. in peripheren Nerven fiir
RGS12 zu RGS14 bei ca. 20:1.

Die in den Glioblastomproben verminderte/abwesende Expression konnte moglicher-
weise mit dem Vorkommen atypischer Mitosen assoziiert sein. Es ist erwiesen, dass
eine in vitro verminderte Expression von RGS14 zu multinukledren Zellen fiihrt als
Zeichen abnormaler Chromosomenteilung, welche ein wesentliches histopathologisches
Kriterium in Glioblastomen darstellt (vgl. Kap. 1.1) (54,106,137).

Beziiglich des funktionellen Vergleiches von Loco und der humanen homologen Gene
RGS12 und RGS14 muss bedacht werden, dass fiir diese Gene die insgesamt geringste
Ubereinstimmung der in dieser Arbeit untersuchten Gene zu den Drosophila-

Homologen besteht.

4.5 NONSTOP/Ubiquitin-spezifische Proteasen

4.5.1 NONSTOP

NONSTOP kodiert fiir eine Ubiquitin-spezifische Protease, die in der Entwicklung des
visuellen Systems der Drosophila melanogaster exprimiert wird. Projektionen der
verschiedenen retinalen Photorezeptoren sind an bestimmte synaptische Schichten im
Gehirn gerichtet. Diese Schichten werden durch voriibergehende Ausbildung glialer
Zellen gezielt aufgespiirt, bevor an den eigentlichen synaptischen Partner gebunden
werden kann. NONSTOP ist dabei an der zielgerichteten Migration von glialen Zellen in
die vorgesehene Schicht des Hirnkortex beteiligt (170).
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4.5.2 Ubiquitin-Spezifische Proteasen

Die zu NONSTOP homologen Ubiquitin-spezifischen Proteasen gehoren aufgrund der
konservierten katalytischen Cystein- und Histidin-Doménen zur Familie der
deubiquitinierenden UBP, bzw. USP (27,58,234) . Die Vielfaltigkeit der USP ldsst eine
Beteiligung an diversen zelluldren Prozessen annehmen. Prinzipiell werden durch
Ubiquitin markierte Proteine durch enzymatisches Verkiirzen, bzw. Entfernen von
Polyubiquitinketten entweder vor Degradation bewahrt oder zerstort (34,58).

USP konnen sowohl als Onkogene (62,70,95) als auch als Tumorsuppressorgene
(1,131,133,134) regulierend in das Zellwachstum eingreifen. Eine Uberexpression von
USP scheint zum Teil auf Stimulation durch Wachstumsfaktoren zuriickzugehen und ist
mit Malignitdt in Neuroblastomen, Lungen-, Nieren-, Brust- und Prostata-Tumoren
assoziiert. Im ZNS fiihren Beeintrichtigungen im Ubiquitin-Proteasom-Signalweg
zundchst zum Abbruch neuronaler Aktivitit und anschlieBend durch intrazelluldre

Akkumulation von Proteinaggregaten zur Einleitung des neuronalen Untergangs (3,28).

4.5.3 USP22

KIAA1063 entspricht USP 22 und weist sehr hohe Ubereinstimmung zu NONSTOP auf.
Der gravierende Unterschied besteht in der Abwesenheit des N-terminalen Endes (170).
Die von Ovaa et al. nachgewiesene USP22-Expression in Burkitt-Lymphomen und
anderen humanen Zellen aus Tumoren geben einen ersten Hinweis auf einen moglichen
Verbindung mit malignen Prozessen (155,156). Mit dieser Arbeit konnte zudem eine
ausgepragte Expression von USP 22 in Glioblastomzelllinien und -biopsaten und
vergleichbar schwacher Expression in normalem Hirngewebe nachgewiesen werden.
Durch die Beteiligung von deubiquitinierenden Proteasen an apoptotischen und
malignen Prozessen ist die Hypothese, dass eine Assoziation zwischen Uberexpression
von USP22 und maligner Transformation besteht durchaus vertretbar. Angesichts der
hohen Ubereinstimmung zum Gen NONSTOP lisst sich iiber funktionelle Parallelen

spekulieren: Mdglicherweise konnte eine Uberexpression von USP22 in neoplastischen
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Zellen Migration und Invasivitit begiinstigen. Ebenso konnten Verdnderungen in
Apoptose-induzierenden Signalwegen (wie z.B. iiber p53) glialen Tumorzellen einen

Uberlebensvorteil gewihren.

4.5.3.1 UBP41

Die Ubereinstimmung von UBP41 zu NONSTOP ist mit einem e-Wert von e-40 im
Vergleich zu e-136 fiir USP22 wesentlich geringer, so dass auch funktionelle
Unterschiede anzunehmen sind. Gemein ist den Proteasen das hoch konservierte
katalytische Zentrum, essentiell fiir Apoptose-Induktion. UBP41-Expression findet sich
hauptsédchlich in Skelettmuskel, Herzmuskel und Niere und nur méBig im Gehirn (58).
Zudem ist eine hormonell regulierte Expression von UBP41 an Proliferation,
Differenzierung und Uberleben in Osteoblasten beteiligt. UBP41 ist, mit insgesamt
unregelmifiger Verteilung, in allen untersuchten Proben nachweisbar. Eine Tendenz in
Richtung vermehrter oder verminderter Expression im Vergleich zu normalem
Hirngewebe lisst sich nicht erkennen, jedoch eine insgesamt sehr schwache Expression
in den untersuchten Zelllinien. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die
nachgewiesene USP41 Expression in Glioblastomgewebe nicht auf die Tumorzellen,
sondern auf eingeschlossenes normales Gewebe, wie epitheliale Zellen von Gefdllen
und/oder Bindegewebe zuriickzufiihren sein konnte. Je nach Anteil solcher Strukturen
im Tumor lieBe sich die Varianz erklaren.

UBP41 soll einen direkt apoptotischen Effekt auf Zellen ausiiben, erkennbar an
signifikanter DNA-Fragmentation und erhdhter Caspase-3-Aktivitdt. Der Mechanismus
dieser direkt apoptotischen Wirkung ist nicht hinreichend geklért: Moglicherweise kann
eine Akkumulation Apoptose-fordernder Proteine neuronalen Zelluntergang einleiten
(58,141). Demnach konnte eine verminderte Expression von UBP41 in Glioblastom-
zellen entweder einen Uberlebensvorteil —darstellen oder Immortalisierung
neoplastischer Zellen bedingen.

Bereits jetzt gelten Ubiquitin-gesteuerte Signalwege als Ziel neuer Therapieansétze bei

Erkrankungen, die mit dysreguliertem Zelltod einhergehen (96).
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4.6 ROBO/Roundabout

4.6.1 ROBO

ROBO wurde bei einem Screening fiir genetische Mutationen in Drosophila
melanogaster, die mit verdnderter Axon- Migration einhergingen, identifiziert (193). Es
kodiert fiir einen Rezeptor aus der Familie der Immunglobulin(Ig)- Proteine (112).
Durch Expression von robo an der Zelloberfliche axonaler Aussprossungen nach
Uberschreiten der kommissuralen Mittellinie werden abweisende Signale des robo-
Liganden s/it erkannt und ein Zurlickkreuzen der Neurone verhindert (108,111-113).
Letztendlich wird durch die slit-robo-Interaktion die Struktur des zytoplasmatischen
Skelettes moduliert und dadurch Zellmigration gesteuert (48,236). Robo-Genprodukte
unterliegen starker transkriptionaler Kontrolle durch ein weiteres Gen, COMM
(Commissureless) (33,243). Ferner ist ROBO auch an zielgerichtetem Wachstum von
Muskeln zu ihren Ansdtzen sowie an der Differenzierung serotoninerger Neurone

beteiligt (31,123).

4.6.2 Humanes ROBO

Axonale Fiihrungsmechanismen in der Mittellinie der Vertebraten ZNS-Entwicklung
scheinen evolutiondr konserviert zu sein. So kodieren die homologen Gene Robol und
Robo2 ebenfalls fiir axonale Rezeptoren mit Axon-abweisenden Eigenschaften (111-
113,135). Ahnliche Interaktionen sind auch in nicht-neuronalen Zellen vorhanden:
durch den robo-Liganden slit wird iber CXCR4-Rezeptoren leukozytire Chemotaxis
verhindert (177,237). Ein weiteres homologes Gen, Rigl oder Robo3 wurde
identifiziert. Es soll, dhnlich dem Gen COMM in Drosophila, Sensitivitit gegeniiber
dem Axon-abweisenden Slit regulieren, jedoch ohne direkt Einfluss auf Expression von

Robol und Robo2 zu nehmen (188).

4.6.3 Humanes ROBO1
Das homologe humane ROBO1 weist hohe strukturelle Ahnlichkeit zu ROBO der

Drosophila melanogaster auf mit hdchster Ubereinstimung fiir die zwei ersten Ig-

Doménen (112). Fiir humanes ROBOI findet sich in Glioblastomzellen eine vermehrte
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Expression gegeniiber gesundem Hirngewebe. Zu untersuchen bleibt, inwiefern durch
Interaktion von robo mit dem Liganden Slit migratorische Eigenschaften von
Glioblastomen beeinflusst werden. Denkbar wire, dass durch abnorme Expression
beider Gene, die abweisenden Eigenschaften von slit aussprossendes Wachstum von
Tumorzellen beglinstigen.

Neben den bekannten Funktionen in axonalen Fiihrungsmechanismen sind fiir robol
auch anti-inflammatorische Wirkung und Assoziation zu diversen Tumoren bekannt
(36,37,74,127,135). In Interaktion mit Slit kdnnen {iber den Chemokinrezeptor CXCR4
und dessen Liganden CXCL12 Tumorangiogenese induziert bzw. Immunantworten
moduliert werden, was als essentiell fiir das Fortschreiten maligner Hirntumore gilt
(180,185,194,195,229). CXCR4 ist sowohl an Hirnentwicklungsprozessen beteiligt, als
auch an (leukozytéirer) Chemotaxis und als Ko-Rezeptor zur HIV-Infektion (9).

In Mamma-Karzinomen kann Robo und Slit eine CXCR4/CXCL12-induzierte
Metastasierung inhibiert werden. (146,174). Mit zunehmendem Malignitdtsgrad werden
CXCR4 und CXCL12 auch in primir glialen Tumoren exprimiert, vornehmlich in
Regionen pathologischer Gefifle und in degenerativen, nekrotischen Abschnitten
(180,189). Ob die vermehrte Expression von ROBO und SLIT in Glioblastomen zu
dhnlichen Effekten in Migration und Metastasierung fithren konnte oder ob
moglicherweise ein Einfluss auf Tumor-Angiogenese iiberwiegt, miisste in weiteren

Ansétzen untersucht werden.

4.6.4 Humanes ROBO2

In den untersuchten Proben scheint das Gen ROBO2 besonders in den untersuchten
Biopsaten vermehrt exprimiert zu werden. Zusammen mit nachgewiesener
Uberexpression von ROBO2 in inflammatorischem Mamma- und Prostata-Karzinomen
(15,127) lasst sich eine breite Beteiligung von ROBO2 an neoplastischen Prozessen mit
Einfluss auf Migration und evtl. auch auf Immunmodulation vermuten (127). Genaue
Regulationsmechanismen und Auswirkungen vermehrter Robo2-Expression sind
bislang nicht bekannt. Das Protein robo2 unterscheidet sich von robol durch das Fehlen
eines intrazelluliren CC3-Motivs. Beteiligung an gerichtetem Zellwachstum ist sowohl

fiir neuronale als auch fiir nicht-neuronale Zellen erwiesen (71,135).
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4.6.5 Neogenin

Das eher entfernt homologe Neogenin kodiert fiir einen transmembrandsen Rezeptor,
der ebenfalls zur Ig-Superfamilie gehort und wéhrend embryonaler Entwicklung breit
gefachert exprimiert wird (39,203). Es interagiert zum einen mit Netrinen, steuert
dadurch iiber anziehende Eigenschaften axonales Wachstum und ist an Angiogenese
und myogener Differenzierung beteiligt (39,103,107,161,224,225). In Interaktion mit
dem membrangebundenes Protein rgm (repulsive guidance molecule) wird zum anderen
die proapoptotische Aktivitdt von Neogenin blockiert (138,139).

Neogenin scheint anhand der vorliegenden PCR-Ergebnisse in Glioblastomen parallel
zu den Homologen ROBO1 und ROBO2 vermehrt exprimiert zu werden. Eine in die
gleiche Richtung wirkende Funktion beziiglich neoplastischer Prozesse scheint dadurch
wahrscheinlich, zumal sich die Signalwege von robo und neogenin iiber Interaktion mit
dem dcc-Rezeptor iiberschneiden (210).

Neogenin stimmt zu ca. 50% stimmt mit dem mdoglicherweise tumorsuppressiven dcc-
Protein iiberein, einem Netrin-1-Rezeptor, der an Zellmigration und Apoptose beteiligt
ist (80). Trotz seiner Lokalisation auf Chromosom 15922, einer zuweilen modifizierten
Region in invasiven Tumoren, wie Lymphomen und gastrointestinalen Tumoren, wurde
im Gegensatz zu DCC fiir Neogenin keine verdnderte Expression in Tumoren
nachgewiesen, auch nicht in Glioblastomen (140). Mdglicherweise kann Neogenin nur
im Zusammenspiel mit Netrinen zelluldres Migrationsverhalten beeinflussen, bzw. iiber
RGM gliale Apoptose inhibieren und neoplastisches Wachstum begiinstigen.
Zusammenfassend erscheint fiir alle drei untersuchten humanen Homologen von ROBO
eine, evtl. sogar gemeinsame, Beteiligung an malignen Proliferations-, Migrations- und

Wachstumsprozessen in Glioblastomen moglich.

4.7 SCHIZO/ARF6, EFA6

4.7.1 SCHIZO

SCHIZO kodiert fiir mindestens zwei Proteine, die eine konservierte Sec7 und eine
Pleckstrin Homologie-Doméne zu enthalten. Letztere ist charakteristisch fiir Guanin-

Nukleotid-Austausch-Faktoren (GEF = Guanine nucleotide Exchange Factor), die an
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ARF-G-Proteinen wirken und Endozytose regulieren. In Drosophila scheint SCHIZO
durch Regulation von Slit- und Netrin-Aktivitdt (s. 0.) das Gleichgewicht zwischen
Axon-anziehenden (iiber Netrin- DCC, bzw. Neogenin-Interaktion) und -abweisenden
Signalen (iiber slit-robo Interaktion) zu steuern. Vermutlich wird Expression von Slit
durch Schizo liber Endozytose und Exozytose antagonistisch reguliert. SCHIZO scheint
dabei in der Regulation von SLIT-Expression funktionell starke Parallelen zu COMM
aufzuweisen. Es wird ein posttranskriptionaler Mechanismus hinter dieser Regulation

vermutet (154).

4.7.2 EFA6B

ADP-Ribolisations-Faktoren (ARF) bilden eine Gruppe an sechs niedermolekular-
gewichtigen Ras-verbundenen GTP-Bindungsproteinen, die fiir intrazelluldre Transport-
mechanismen bendtigt werden (21,22). ARF6 reguliert Exozytose und Fc-Rezeptor
vermittelte Phagozytose durch kontrollierte Modellierung des zelleigenen Aktin
Zytoskelettes und Wiederaufbau der intakten Plasmamembran (42,55,175). Aktivierte
ARF fordern zudem Migration und reguliert Zellverteilung und -haftung (35,157-
159,208).

An GDP gebunden ist ARF inaktiv und aktiv, sobald GDP durch GTP ersetzt wird. Der
Austausch von GDP zu GTP wird durch bestimmte Guanosin-Austausch-Faktoren
(GEF= Guanosin Exchange Factor) katalysiert. Drei solcher GEF sind fiir ARF6
identifiziert: EFA6, ARNO/Cytohesin und ARF-GEP100 (207). Das in dieser Arbeit
nachgewiesene EFA6B enthélt eine Sec7-Doméne mit katalytischer, aktivierender GEF-
Aktivitit ausschlieBlich fiir ARF6 und wird zusammen mit ARF6 in Aktin-reichen

Membranausstiilpungen und Mikrovilli-dhnlichen Strukturen koexprimiert (49).

Zum Zeitpunkt der Arbeit lagen weder gesicherte Erkenntnisse iiber die Gensequenz
noch iiber die Funktion von SCHIZO der Drosophila melanogaster vor, es gab lediglich
Hinweise auf Strukturdhnlichkeit zu humanen ARF-EFA. Mittlerweile wurde
herausgefunden, dass die ndchsten humanen Homologen EFA6 und ARF-GEP;y mit
Ubereinstimmungen von 32% bzw. 40% sind. Die normalerweise bestehende Gen-

expression von EFA6 in Hirngewebe, trifft trotz seiner breit gestreuten Expression in
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verschiedenen Geweben und Organen nicht auf die untersuchte Form EFA6B zu, was in
dieser Arbeit bestétigt werden konnte (40). Interessanterweise ist eine Expression von
EFA6B jedoch in fiinf der untersuchten Glioblastomproben nachzuweisen, was am
ehesten fiir eine Expression in den Tumorzellen selbst spricht.

Eine Assoziation zu Tumoren ist fiir die GEF zu diesem Zeitpunkt nicht bewiesen. Es
gibt jedoch erste Hinweise fiir eine essentielle Beteiligung von ARF6 an invasiven
Eigenschaften in Brustkrebszellen (79). Ferner wurde das zweite bekannte Homologe
ARF-GEP100 zusammen mit ARF6 in der humanen Glioblastomzelllinie T98G nach-
gewiesen (207). Die zusétzlich mit dieser Arbeit nachgewiesene Expression von EFA6B

in Tumorgewebe ldsst eine Beteiligung der GEF zumindest vermuten.
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5 Zusammenfassung

Glioblastome als die hiufigsten und gleichzeitig bosartigsten Hirntumore sind bislang
keiner Therapie zugénglich und fiihren oft innerhalb weniger Monate nach der Diagnose
zum Tod. Samtliche Therapieansitze sind unzureichend und gehen mit schweren
Nebenwirkungen einher.

Es gibt Hinweise, dass Entstehung und Invasivitit von Glioblastomen auf evolutionir
konservierten Prozessen beruhen. Ziel dieser Arbeit war es, auf Ebene der
Genexpression anhand spezifischer Expressionsmuster erste Hinweise auf evolutionir
konservierte Mechanismen glialer Proliferation und Invasion in humanen
Glioblastomen aufzudecken, um diese Erkenntnis langfristig therapeutisch zu nutzen.
Ausgangspunkt waren gesicherte Erkenntnisse {iber das ZNS der Drosophila
melanogaster, das aufgrund von zelluliren, strukturellen und molekularen Ahnlichkeiten
als Modell fiir das wesentlich komplexere Vertebraten ZNS herangezogen werden kann.
Folgende identifizierte Gene der Drosophila melanogaster mit bekannter Funktion in
embryonaler Migration und Proliferation dienten als Ausgangspunkt: BREATHLESS,
GLIOTACTIN, KASTCHEN, LOCO, NONSTOP, ROBO und SCHIZO. Die zugehdrigen
humanen Homologen wurden mittels BLAST-Recherche ermittelt: FGFR1 und FGFR2,
Neuroliginl, Neuroligin2 und Neuroligin3, LIV-1 und similar to KIAA 1265, RGS12
und RGS 14, USP22 und UBP41, Robo 1, Robo2 und Neogenin sowie EFA6B. Mittels
RT-PCR wurde die Genexpression der Homologe in Glioblastomzelllinien und
-biopsaten im Vergleich zu normalem Hirngewebe untersucht.

Es stellte sich heraus, dass der Grofiteil der untersuchten Gene abweichend von
normalem Hirngewebe in humanen Glioblastomen exprimiert wird und somit
moglicherweise neoplastische Proliferation und Invasion iiber embryonale, evolutionér
konservierte Mechanismen stattfindet. Aufgrund der nachgewiesenen Homologie der
untersuchten Gene konnte das ZNS der Drosophila melanogaster im Umkehrschluss in
begrenztem Ausmafl fiir zukiinftige Funktionsanalysen und Therapieansitze von

Glioblastomen moglicherweise ebenfalls ein geeignetes Modell darstellen.
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6 Ausblick

In weiteren Untersuchungen ist besonders den Genen Aufmerksamkeit zu schenken, die
im Vergleich zu normalem Hirngewebe eine verdnderte Expression in Glioblastom-
gewebe vermuten lassen, demnach vor allem fiir Neuroligine, LIV-1, ROBO, USP/UBP
und EFA6. Fiir diese Gene scheint eine Assoziation zu extensiver Migration von
neoplastischen Zellen moglich.

Nach Quantifizierung der in dieser Arbeit gefundenen Expressionsunterschiede mittels
qRT-PCR konnten sich die Untersuchungen auf die letztendlich transkribierten Proteine
konzentrieren, zum Beispiel mittels immunhistochemischer Nachweisverfahren auf
Lokalisation und Funktion dieser im untersuchten Gewebe. Auswirkungen ermittelter
Transkriptionsunterschiede auf Zellwachstum, Differenzierung und vor allem Migration
sollten des Weiteren in vitro und in vivo untersucht werden. Es wére zu versuchen,
solche Untersuchungen aufgrund der nachgewiesenen Homologien und moglicherweise
dhnlichen Funktionsweisen zundchst am Modell der Drosophila melanogaster zu
untersuchen. Langfristig sollen zur Unterstiitzung {blicher Therapieansitze
(neurochirurgische Behandlung, Radio-, Chemotherapie) neue therapeutische Strategien
entwickelt werden mit besonderem Augenmerk auf gentherapeutische Optionen. Man
hofft, durch gezieltes Eingreifen in tumorspezifische Prozesse -effektiv gegen
Glioblastome vorgehen zu kénnen und gleichzeitig Komplikationen zu umgehen, die
entweder zu Therapieresistenz fiihren und/oder mit Beeintrdchtigung oder Zerstérung
gesunden Hirngewebes einhergehen. Hier besteht ebenfalls die Moglichkeit, dass das
Modell-ZNS der Drosophila melanogaster als Indikator fiir effektive Strategien
einzusetzen ist. Die aktuellen gentherapeutischen Ansdtze konzentrieren sich haupt-
sdchlich auf Transgene mit Einfluss auf Zellzyklus und Induktion von Apoptose,
Migration/Invasion sowie auf Immun- und Anti-Angiogenese-Gentherapie (67,109).
Dariiberhinaus werden verschiedene Optionen des Gentranfers in die Tumorzellen {iber
viralen Vektoren und migratorische neuronale Stammzellen untersucht (2).

Die in dieser Arbeit nachgewiesenen Homologen in humanen Glioblastomgewebe
konnten moglicherweise effektive Angriffsorte fiir weitere gentherapeutische Ansétze

gegen evolutionér konservierte Mechanismen in Glioblastomen darstellen.
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8 Anhang

* Zu dem Gen Kistchen wurde die folgende Aminoséuren-Sequenz von Herrn Univ.-
Prof.Dr.C.Kldmbt (Institut fiir Neuro- und Verhaltensbiologie der WWU Miinster) zur
Verfligung gestellt:

MAVCVVCLLC AHRLHCQDHI ESLLGPARVT THNSQDQLNA RVYTNLSPSS
ETTDRRQQRS ASGDDDTFNY SISPPSRREK RHAGHEHGPT SESRVPQITQ
YYLEKLMAQD ELMNSSGFDG LLQQLSLHSL ASGASEGTCV PGSRLVHHVQ
PHDHHHAHHH EEEDHSLQLN  NCTLIQNGTT SNVICPSLPN NNTHPLGKEA
KNFTLSDKDL LHLCPILLYE LKAQSGGCIE PAILSDIDTT EELLEAEKDK
DIFYVWIYAF ISVFACGILG LVGVAIIPFM GSRYYKYIIQ YLVALAVGQD
ERGMIMKGLG CLGGIHFFYV MEHALTMISE WRKSVEKKET KKPSRAKVMR
DPDSSVNNSV AGDKICKQKY SSYPYCYDEI TMNNKQSEWM HLPFDVAAGA
GGDAPSVAEL RNGVGDHDGS NDMAAAAESL ISPLHTNCVE MNHHNHNHKH
NSHQQNHEGQ DSNTIVTDLD GNAVYAVNKA KDKDSRNDHV TVILREHESS
HHGHSHRHGH VHSPPETLSA VAWMIIMGDG LHNFTDGMAI GAAFAENIAG
GFSTSLAVFC HELPHELGDF AILIKAGMSV KSAVYYNLLT GVLSFIGMIF
GIAFGQSQDV AQWMFAVAAG LFIYIALVDM MPEISASHKS LGQFLLQILG
MLSGVGIMLL IALYEGDLMS AFGTAGAASH QHAH
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