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1 Glossar
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2 Einleitung

2.1 Presenilin 1

Während der Charakterisierung neuer Gene, die an der Pathogenese des Morbus Alzheimers be-
teiligt sein könnten, gelang es erstmals, das Presenilin 1 Gen als Komponente des AD3-Locus zu
identifizieren (Sherrington et al., 1995). Dieses Gen befindet sich auf Chromosom 14q24.3 und be-
sitzt eine Größe von 75kb (Alzheimers Disease Collaborative Group, 1995). Betrachtet man nur den
kodierenden Bereich, so findet man eine hohe Homologie zu einem zweiten Gen auf Chromosom
1q31-q42, das als Presenilin 2 bezeichnet wird. Beide Preseniline bestehen aus zehn Exonen, die
einen Bereich von 24 kb umfassen (Prihar et al., 1996). Presenilin 1 weist zusätzlich drei weitere
Exone auf, die sich in der 5′-untranslatierten Region (5′-UTR) befinden, wobei die Exone 1-2 al-
ternativ gespleisst werden (Sherrington et al., 1995). Während bei Presenilin 1 und Presenilin 2
die Intron - Exon Grenzen sehr ähnlich und konservierte Regionen hier sogar identisch sind, dif-
ferieren die intronischen Sequenzen, die die Exone unmittelbar flankieren, stark. Dies gibt Anlass
zu vermuten, dass diese Gene nicht das Ergebnis einer in der Evolution kürzlich stattgefundenen
Genverdopplung sind (Levy-Lahad et al., 1996). Dennoch kodieren beide Gene für sehr ähnliche
Proteine, die funktionell betrachtet wahrscheinlich sehr ähnliche Aufgaben wahrnehmen.

2.1.1 Presenilin 1 -Transkriptionsprodukt

Das Transkriptionsprodukt des Presenilin 1 Gens wird als S182 bezeichnet, ist in ungespleisster
Form 2,7kb groß (Rogaev et al., 1995) und kodiert für ein integrales Membranprotein (Sherrington
et al., 1995). Es sind verschiedene Spleiss-Varianten dieses Transkriptes publiziert worden, wovon
zwei an dieser Stelle exemplarisch Erwähnung finden sollten. Die erste Variante betrifft Exon 3
und geht mit dem Verlust von vier Aminosäuren VRSQ und damit zweier potentieller Phospho-
rylierungsstellen für die Proteinkinase C oder die Caseinkinase II einher. Diese kürzere Variante
ist im Gehirn, in Fibroblasten und Lymphozyten ca. 1,5 mal häufiger zu finden als die normale
(Cruts et al., 1995). Die zweite Spleissvariante geht mit einem Verlust von Exon 8 einher, dass bei
beiden Presenilin-Proteinen gleichermaßen für die transmembranäre Domäne VI und den Beginn
der großen cytosolischen Schleife kodiert. Auch diese zweite Form ist im Gehirn präsent, dominiert
aber besonders in Leukozyten(Rogaev et al., 1995).

2.1.2 Presenilin 1-Protein

Proteinaufbau

Das hydrophobe Presenilin 1-Protein besteht aus 467 Aminosäuren (Sherrington et al., 1995) und
stellt sich als 42-50 kDa schweres Eiweißmolekül dar (reviewed by De Strooper, 2003, Sahara et
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al., 1996). Als integrales Membranprotein setzt es sich aus neun transmembranären Domänen zu-
sammen (Spasic et al., 2006)(Vgl. Abb.1.1). Die Domänen VI und VII verdienen an dieser Stelle
besondere Aufmerksamkeit, denn im Unterschied zu den übrigen sind beide durch eine große zy-
tosolische Schleife miteinander verbunden (Sherrington et al., 1995). Darüber hinaus verfügen sie
über jeweils ein Aspartatmolekül, das in gleicher Distanz von der Membran lokalisiert ist (Wolfe
et al., 2002). Im gesamten transmembranären Bereich kann eine hohe Homologie zum Presenilin
2-Protein, die insgesamt ca. 67% beträgt, beobachtet werden (Levy-Lahad et al., 1995; Rogaev et
al., 1995; Van Broeckhoven et al., 1995). Im Gegensatz hierzu ähneln sich der N-Terminus, der
intrazellulär lokalisiert ist (Alzheimers Disease Collaborative Group, 1995), und die zentrale Region
der cytosolischen Schleife der Domäne VI wenig.

Abbildung 1: Esler und Wolfe, 2001 Science, ergänzt gemäß Spasic et al., 2006. Darstellung des
Presenilin 1-Proteins, das aus 9 transmembranären Einheiten besteht, wobei nur die Domänen VI
und VII durch eine zytosolische Schleife miteinander verbunden sind. EC = extrazellular; IC =
intracellulär

Proteinlokalisation

Presenilin 1 (PS1) wird in den meisten Geweben exprimiert, so beispielsweise in Herz, Leber, Pan-
kreas, Milz, Niere, Hoden und Gehirn (Rogaev et al., 1995; Sherrington et al., 1995; Suzuki et al.,
1996). Im menschlichen Gehirn ist es im Rahmen der Alzheimer-Forschung am besten untersucht. Es
findet sich insbesondere in der neuronalen Zellpopulation des Hippocampus, im cerebralen Kortex,
im Kleinhirn und auch im Plexus choroideus (Mercken et al., 1996; Suzuki et al., 1996). Betrach-
tet man sich die Verteilung des Presenilin 1 auf Zellebene, so ist das Protein hauptsächlich in der
perinukleären Zone neuronaler Zellen, im endoplasmatischen Reticulum, im Golgi-Apparat sowie in
intrazellulären Vesikeln lokalisiert (Mercken et al., 1996).
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Proteinaktivierung

Um funktionell wirksam werden zu können, muss Presenilin 1 proteolytisch gespalten werden. Diese
Bioaktivierung findet im Rahmen einer raschen Verstoffwechslung im endoplasmatischen Reticu-
lum statt (Hartmann et al., 1997). Die Halbwertzeit des Holoproteins ist hier nur kurz (30-60 min),
währenddessen es sich einer charakteristischen Phosphorylierung, aber keiner Sulfatierung oder Gly-
kosylierung unterzieht (Xia, 2000). Zum Prozess der Endoproteolyse gibt es zwei Hypothesen. Die
erste postuliert, dass das Protein durch eine sogenannte Presenilinase im hydrophoben Bereich der
cytosolischen Schleife der Domäne VI und VII nahe oder unmittelbar an der AS 292 bzw. zwischen
der AS 298 und 299 geschnitten wird (Podlisny et al., 1997). Die zweite Hypothese hingegen favori-
siert eine von den Aspartatmolekülen ausgehende Autokatalyse (Wolfe, 2002). In beiden Fällen geht
man von der Entstehung eines 27 kDa schweren, NH2-terminalen (NTF) und eines 17 kDa schwe-
ren, COOH-terminalen (CTF) Fragmentes aus (Lehmann et al., 1997). Beide werden überwiegend
in den Golgi-Apparat transportiert und nur in geringen Mengen in die Plasmamembran eingelagert
(Annaert et al., 1999; Cupers et al., 2001; Kaether et al., 2002). Die Akkumulation der Fragmente
im Verhältnis 1:1 und die Assoziation mit anderen Eiweißmolekülen zu großen Proteinkomplexen
bewirkt schließlich die Aktivierung des Proteins (Thinakaran et al., 2001).

Proteinfunktion

Die Preseniline als katalytische Komponente der γ-Sekretase

Seit Langem vermutet man, dass die Preseniline Bestandteil eines Multienzymkomplexes sind, den
man als γ-Sekretase bezeichnet. Im Laufe der Jahre wurden drei weitere Gene identifiziert, die an
diesem Proteinkomplex beteiligt sind. Durch funktionale und immunhistologische Untersuchungen
wirkte ein Zusammenhang der vier Proteine Nicastrin (Edbauer et al., 2002; Esler et al., 2002; Yu
et al., 2000), Aph-1 (Francis et al., 2002; Goutte et al., 2002; Gu et al., 2002; Lee et al., 2002),
Pen-2 (Francis et al., 2002; Steiner et al., 2002) und Presenilin 1 bzw. 2 (reviewed by Haass et
al., 2002) sehr wahrscheinlich. Im März 2003 schließlich gelang es Edbauer et al., die lang gefor-
derte Rekonstruktion der γ-Sekretase Aktivität mittels dieser Komponenten durchzuführen und so
die Hypothese zu bestätigen. Während zum jetzigen Zeitpunkt die Involvierung weiterer Proteine
noch nicht vollständig auszuschließen ist, konnte doch gezeigt werden, dass die γ-Secretase-Aktivität
strikt von dem Zusammenspiel dieser vier funktional aktiven Proteine abhängig ist. So zeigten Ex-
pressionsuntersuchungen, dass die Regulation von nur drei Komponenten in beliebiger Kombination
keine, die Überexpression aller vier Gene aber sehr wohl eine Steigerung der γ-Sekretase-Aktivität
zur Folge hat (Edbauer et al., 2003; reviewed by Kimberly et al., 2003; Takasugi et al., 2003). Für
die vorliegende Arbeit ist neben Presenilin 1 auch Nicastrin von Bedeutung. Deswegen sollen diese
beiden Proteine hinsichtlich ihrer Aufgabe im Rahmen des Multienzymkomplexes näher vorgestellt
werden.
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Die Komponenten des γ-Sekretase-Komplexes:

Nicastrin: Dieses Protein ist ein ca. 130 kDa großes, transmembranes Glykoprotein vom Typ I, das
sowohl das NTF, als auch das CTF der Preseniline binden kann. (Yu et al., 2000) Es wird
als ein 110 kDa großes Vorläuferprotein synthetisiert und benötigt Presenilin 1 oder 2, um
das endoplasmatische Reticulum zu verlassen und an die Zelloberfläche zu gelangen (Leem
et al., 2002). Untersuchungen, bei denen man die Nicastrinexpression mit Hilfe von RNAis
unterdrückte, ergaben, dass dieses Protein ein Presenilin stabilisierender Faktor ist. (Edbauer
et al., 2002).

Preseniline: Im Rahmen des Multienzymkomplexes werden die Preseniline als katalytische Kompo-
nente favorisiert. Durch Inhibitorstudien konnte nachgewiesen werden, dass die γ-Sekretase-
Aktivität durch die Verwendung des Hemmstoffes L-685.458, für den eine direkte Presenilin-
Spezifität nachgewiesen ist, unterbunden werden konnte (Li et al., 2000). Runterregulation
oder Fehlen von Presenilin führt zu einer reduzierten Reifung und Glykosylierung von Nica-
strin (Edbauer et al., 2002; Leem et al., 2002). Ausserdem führt ein PS1/ PS2 Knockout zu
einer verminderten Pen-2 Expression (Steiner et al., 2002).

Zusammenfassend kann für alle vier Proteine des γ-Sekretase-Komplexes festgehalten werden, dass
sie co-reguliert sind und eine Änderung des Expressionslevels einer individuellen Komponente Aus-
wirkungen auf die Stabilität, die proteolytische Reifung, die Glykosylierung und den Transport
der anderen Untereinheiten an die Zelloberfläche zur Folge hat (Edbauer et al., 2003; Gu et al.,
2003; Kimberly et al., 2003; Lee et al., 2002; Luo et al., 2003; Steiner et al., 2002; Takasugi et
al., 2003). In assoziierter Form umfasst der γ-Sekretase-Komplex eine minimale Größe von 200-250
kDa (Kimberly et al., 2003), wobei alle vier Proteine im stöchiometrischen Verhältnis von 1:1:1:1
enthalten sind. Bedenkt man nun, dass es zwei verschiedene Preseniline und zwei Aph-1 Homologe
gibt, so ergeben sich hieraus vier unterschiedliche Möglichkeiten der Komplexbildung. Bezieht man
zusätzlich alternative Spliceformen in diesen Gedankengang mit ein, so ergeben sich eine Fülle von
different angelegten γ-Sekretase-Komplexen. Bislang nicht sicher bewiesen ist, ob aus diesen differen-
ten Enzymkomplexen ein Spezifitätsunterschied resultiert, der die Mannigfaltigkeit der umsetzbaren
Substrate erklären könnte (De Strooper et al., 2003). Die zur Zeit vorherrschende Hypothese besagt,
dass die Ursache der Substratvielfalt ein relativier Spezifitätsverlust der γ-Sekretase ist.

Typisierung der γ-Sekretase

Die γ-Sekretase gehört zur Gruppe der intramembranös schneidenden Proteasen (I-CliPs; intramem–
brane-cleaving-proteases) (Wolfe et al., 1999). Ausgehend von der Hypothese, das Presenilin 1 mit
seinen zwei komplett konservierten Aspartat-Molekülen in TMD6 und TMD7 (Wolfe et al., 1999) als
katalyische Komponente des Enzymkomplexes wirksam wird und die aktive Seite des Presenilins 1
ein GxGD Motiv (x = variabel) aufweist, in das der C-terminale Aspartatrest eingebettet ist, handelt
es sich wahrscheinlich um eine polytopische Protease mit einem Aspartyl-Protease-Mechanismus
(Haass und Steiner, 2002).
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Zelluläre Aufgaben der γ-Sekretase

Die γ-Sekretase ist zum einen an der APP-Prozessierung beteiligt. In diesem Rahmen erhält be-
sonders ihre katalytische Komponente Presenilin 1 eine pathogenetische Bedeutung für die Er-
krankung des Morbus Alzheimer. Zum anderen nimmt die γ-Sekretase eine bedeutende Rolle im
Notch-Signalweg ein. Da für ihn neben seiner Bedeutung in der embryonalen Entwicklung zahl-
reicher Organsysteme u.a. eine Beteilung an der Entwicklung embryonaler Tumore wie z.B. den
Medulloblastomen (Fan et al., 2004 und 2006) diskutiert wird, soll die klassische Signalkaskade im
Folgenden kurz vorgestellt werden.

2.1.3 Notch-Signalweg

Notch-Signalweg - inaktiv -

In Säugetieren sind vier Notch-Proteine bekannt, die als unreife Vorläuferproteine aus einer extra-
und einer transmembranären Untereinheit bestehen (Blaumüller et al.,1997). Die transmembranäre
Untereinheit enthält die intrazelluläre Domäne, die nach Abspaltung als Signalpeptid fungieren, in
den Nucleus translozieren und dort die Transkription von Zielgenen initiieren kann. In Abwesenheit
von Liganden wie Delta like und Jagged (Lindsell et al., 1995; Shawber et al., 1996) ist Notch inaktiv.
Bei inaktiviertem Signalweg verhindert der CSL/Corepressorkomplex die Transkription (Hsieh and
Hayward, 1995; Kao et al., 1998; Oswald et al., 1998).

Abbildung 2: Darstellung des inaktiven NOTCH-Signalweges. An das unprozessierte Notch-
Protein ist kein Ligand gebunden. Im Nucleus verhindern Moleküle der CSL-Familie nach Bindung
von Co-Repressoren die Transkription von Zielgenen. ECN = extrazelluläre Domäne von Notch,
ICN = intrazelluläre Domäne von Notch, CoR = Co-Repressoren.

Notch-Signalweg - aktiv -

Wird Notch durch Ligandenbindung aktiviert, so erfolgt die proteolytische Spaltung des Proteins
in zwei Schritten. Der erste Schritt der Prozessierung ist hierbei durch eine Protease der Adam-
Familie vermittelt (Sotillos et al., 1997; Pan et al., 1997; Wen et al., 1997). Der Zweite wird von der
γ-Secretase durchgeführt (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Nach Abspaltung der intrazellulären
Domäne von Notch kann diese zum Nucleus translozieren, die Bindung zwischen Corepressoren und
CSL-Molekülen lösen und gleichzeitig Coaktivatoren (z.B. Mastermind) binden. Daraufhin erfolgt
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Abbildung 3: Darstellung des aktivierten Notch-Signalweges sowie der Angriffspunkte inhibie-
render Regulatoren. Durch Ligandenbindung wird Notch aktiviert und daraufhin durch Adam so-
wie durch die γ-Secretase prozessiert. Die intrazelluläre Domäne des Notch-Proteins wird freige-
setzt und transloziert zum Nucleus, wo sie die Corepressoren verdrängt, Coaktivatoren anzieht und
durch Bindung an CSL die Transkription von Target-Genen des Signalweges initiieren kann. Ver-
hindert werden kann die Transkription extrazellulär durch Hemmung der Ligandenbindung (z.B.
FNG=Fringe), intrazellulär durch Bindung von ICN (z.B. DSH=Dishevelled) oder auch durch In-
hibition der CSL/ICN Interaktion (z.B. DTX=Deltex).

die Transkription von Zielgenen des Notch-Signalweges (reviewed by Miele and Osborne, 1999). Die
aktivierte Signalkaskade kann jedoch an verschiedenen Stellen inhibitorisch reguliert werden. Der
erste Modulationspunkt ist hierbei die Bindung des Liganden an Notch, die durch Moleküle wie z.B.
Fringe (Fleming et al., 1997; Panin et al., 1997) verhindert werden kann. Auch durch Abfangen der
intrazellulären Domäne von Notch, z.B. durch Dishevelled (Axelrod et al.,1996; Blair, 1996) wird die
Signaltransduktion unterbrochen. Zuletzt kann die CSL-abhängige Transkription durch Interaktion
mit Molekülen wie z.B. Deltex (Izon et al., 2002; Sestan et al., 1999) gehemmt werden.

Presenilin 1 als negativ Regulator des WNT-Signalweges

Presenilin 1 ist jedoch nicht nur als katalytische Komponente der γ-Sekretase im humanen Orga-
nismus wirksam. 2002 entdeckte Kang et al., dass Presenilin 1 zusätzlich als negativ Regulator des
WNT/ β-Catenin Signalweges aktiv ist und so über eine Axin - ähnliche Funktion eine Degradation
von β-Catenin unterstützt. Diese Beobachtung ist von besonderem Interesse, da die intrazelluläre
Stabilisierung von β-Catenin ein bedeutender Vorgang bei der Entstehung von Medullo- und Hepa-
toblastomen ist.
Diese Arbeit wird sich auch auf die Presenilin 1-Wirkung im Zusammenhang mit dem WNT-
Signalweg fokussieren und die Bedeutung an der Tumorigenese von Medullo-und Hepatoblastomen
analysieren. Aus diesem Grunde wird der Signalweg und seine Interaktion mit Presenilin 1 darge-
stellt.



2 Einleitung 19

2.1.4 WNT-Signalweg

Wnts sind sezernierte Glykoproteine, die während der embryonalen Entwicklung auf Wachstum,
Motilität und Differenzierung von Vorläuferzellen Einfluss nehmen. Sie agieren hierbei parakrin, in-
dem sie diverse Signalkaskaden innerhalb der Zielzellen aktivieren. Der WNT Signalweg hat in den
vergangenen Jahren besonders in der Krebsforschung an Aufmerksamkeit gewonnen. Hier konnte
gezeigt werden, dass dieser Signalweg beispielsweise in Hepatoblastomen, Medulloblastomen, Ne-
phroblastomen und Colorektalen Carcinomen aktiv ist.

Der kanonische WNT-Signalweg - inaktiv -

In der Abwesenheit eines stimulierenden Wnt Moleküls bildet sich intrazellulär ein Multienzym-
komplex. Er enthält die phosphorylierenden Enzyme Casein Kinase 1 (CK1) α oder ε und die
Glycogen-Synthetase Kinase (GSK) –3β. Ausserdem sind das Adenomatosis Polyposis Coli (APC)
Protein, das als Stützgerüst wirkende Axin ein entsprechendes Homolog Axin 2 und das die CK1 ε

bindende Diversin in diesem Komplex assoziiert. Seine Funktion ist die konstante Phosphorylierung
des β-Catenin Proteins, die zentrale Komponente dieses Signalweges. Dies erfolgt stets sequenti-
ell. Initial wird dabei das β-Catenin Molekül an seinem Serin 45-Rest unter Einwirkung der CK1
phosphoryliert. Diese Reaktion initialisiert eine Kaskade weiterer Phosphorylierungen. Via GSK-3β

erfolgen diese an den benachbarten Positionen Threonin 41, Serin 37 und Serin 33 (Liu et al., 2002;
Yanagawa et al., 2002). Auf diese Weise wird die Ubiquitination des β-Catenin-Moleküls via β-TrCP
getriggert und die Degradation gemäß dem 26S-Proteasom-Weg ermöglicht (Aberle et al., 1997).
In Abwesenheit des β-Catenin binden im Zellkern Tcf (T-cell-factor) Moleküle an Corepressoren
(z.B. der Familie Groucho) und blockieren dadurch die Expression von WNT-Zielgenen (Bienz et
al., 1998; Brannon et al., 1997; Riese et al., 1997). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass
bei inaktivem WNT-Signalweg das Level des Mediators β-Catenin und somit seine transkriptions-
aktivierende Wirkung durch Proteinabbau gering gehalten wird.
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Abbildung 4: Darstellung des inaktiven WNT-Signalweges. In Abwesenheit stimulierender WNT-
Moleküle kommt es zur Phophorylierung, Ubiquitinierung und schließlich zur Degradierung des
Signalproteins β-Catenin. Dsh = Dishevelled, CK1 = Casein Kinase 1, APC = Adenomatosis Po-
lyposis Coli (APC) Protein, GSK 3β = Glycogen-Synthetase Kinase, β TrCP = β -transducing
repeat-containing Protein; Ub = Ubiquitinierung

Der kanonische WNT-Signalweg - aktiv -

Bei Bindung eines WNT-Moleküls an einen Rezeptor der Frizzled-Familie wird das zytoplasmatische
Protein Dsh phosphoryliert und dadurch aktiviert. Schon dieser erste Schritt kann positiv verstärkt
(z.B. durch LRP5-6) oder antagonisiert werden (z.B. durch FrzB). Das stimulierte Dishevelled-
Protein entfaltet über seine Interaktion mit dem Axin-Molekül eine inhibierende Wirkung auf den
Multienzymkomplex, der zur Phoshorylierung des β-Catenins benötigt wird (Itoh et al., 1998). Als
Folge kommt es zu einer Hemmung der β-Catenin-Phosphorylierung und somit zu einer cytoso-
lischen Stabilisierung seines Spiegels. Im unphosphorylierten Zustand ist dieses Schlüsselmolekül
in der Lage, zum Zellkern zu translozieren und dort eine transkriptionsaktivierende Wirkung zu
entfalten. Dies erfolgt, indem es die bis dahin als Repressoren wirkenden Tcf/Lef (lymphoid enhan-
cer factor)- Transkriptionsfaktoren bindet und diese dadurch aktiviert. Die Komplexbildung von
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Tcf/Lef : β-Catenin kann durch multiple Faktoren unterstützt werden. Beispielhaft sei hier das
Molekül CBP (Histon Acetyl Transferase) erwähnt. Der Tcf/Lef : β-Catenin Komplex kann nun an
spezifische DNA-Sequenzen binden und so die Transkription von Wnt-Zielgenen (z.B. c-myc oder
Cyclin D1 ) (He et al., 1998; Tetsu et al., 1999), die nicht nur als Kontrollgene bei Regulation der
Zellproliferation und der Entwicklung, sondern auch im Rahmen der Tumorigenese eine Rolle spielen
(vgl.1.1.7)initiieren.

Abbildung 5: Darstellung des aktiven WNT-Signalweges. In Anwesenheit stimulierender WNT-
Moleküle wird die Phophorylierung des Signalproteins β-Catenin gehemmt. In Folge kommt es
zur Stabilisierung und Translokation des β-Catenins sowie zur Aktivierung der Transkription von
Zielgenen Dsh = Dishevelled, CK1 = Casein Kinase 1, APC = Adenomatosis Polyposis Coli (APC)
Protein, GSK 3β = Glycogen-Synthetase Kinase, TCF = T-Cell Faktor

2.1.5 Presenilin 1 als Inhibitor des WNT-Signalweges

Kang et al. gelang es im Jahre 2002 ein weiteres Molekül zu identifizieren, das unabhängig von Axin
und dem WNT-Signal in der Lage ist, die Phosphorylierung des β-Catenins zu unterstützen. Hierbei
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handelte es sich um das Presenilin 1. Es konnte gezeigt werden, dass im Zusammenhang mit diesem
Protein die initiale Phosphorylierung an Position Serin 45 durch die Proteinkinase A durchgeführt
wird. Die folgenden Reaktionen, die zur Ubiquitination und zum Abbau des β-Catenins führen, sind
mit den Axin-assoziierten identisch (Vgl. Abb. 1.5). Hierbei ist Presenilin 1 in Analogie zu Axin
obligat für die Verknüpfung dieser beiden Phosphorylierungsschritte. Expressionsuntersuchungen
in diesem Zusammenhang zeigten, dass eine Überexpression des Presenilin 1 eine Senkung, ein
vermindertes Vorkommen hingegen eine Stabilisierung des β-Cateninspiegels zur Folge hat. Es ergab
sich an dieser Stelle die Frage, ob Presenilin 1 möglicherweise sogar als ein Tumorsuppressorgen
fungieren und so in Folge einer Genmutation in Tumoren wie Medullo- und Hepatoblastomen seine
Wirkung verlieren könnte.

Abbildung 6: Darstellung der Presenilin 1-vermittelten Phophorylierung des Signalproteins β-
Catenin, die seine Ubiquitinierung und Degradierung bewirkt. PKA = Protein Kinase A, GSK
3β = Glycogen-Synthetase Kinase, β TrCP = β -transducing repeat-containing Protein; Ub =
Ubiquitinierung

2.1.6 β-Catenin und Tumorigenese

Die Stabilisierung und Akkumulation des β-Catenin-Proteins wird heute als entscheidender onkoge-
ner Schritt während der Entwicklung verschiedenster Tumorentitäten verstanden. Die Aktivierung
des WNT-Signalweges durch Wnt-Moleküle ist allerdings nicht der einzige Mechanismus, der zur Sta-
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bilisierung dieses Schlüsselproteins führt. Auch aktivierende Mutationen in β-Catenin (CTNNB1)
selbst, die sich in der Regel an oder in der Nähe der Phosphorylierungstellen (Codon 33,37,41,45)
ereignen und somit das Exon 3 des β-Catenins betreffen, können eine Degradierung von β-Catenin
verhindern. Solche Mutationen stehen im ursächlichen Zusammenhang mit der Colon-Carcinogenese
(Kitaeva et al., 1997; Morin et al., 1997). Darüber hinaus wurden sie aber auch in Tumoren der
Haut (Rimm et al., 1999; Robbins et al., 1996), der Leber (De La Coste et al., 1998), des Ovars
(Palacios et al., 1998), der Prostata (Voeller et al., 1998) und des Endometriums (Fukuchi et al.,
1998) sowie in embryonalen Tumoren wie Medullo- und Hepatoblastomen (Koch et al., 1999 und
2001) nachgewiesen. Neben diesen aktivierenden kennt man auch inaktivierende Mutationen, die in
der Regel Gene betreffen, die für den β-Catenin Destruktionskomplex kodieren und zu dessen Funk-
tionsverlust führen. Beispiele sind APC -Mutationen in hereditären und nicht hereditären Formen
des Darmkrebses, bei denen keine β-Catenin Mutationen vorliegen (Kinzler et al., 1996; Powell
et al., 1992). Ähnliches gilt für Axin 1 in hepatozellulären Karzinomen (Satoh et al., 2000) und
Hepatoblastomen (Taniguchi et al., 2002) sowie für Conductin (Axin 2) in Hepatoblastomen (Koch
et al., 2004). Zusammengefasst sollte festgehalten werden, dass diesen genetischen Veränderungen
gemeinsam ist, dass sie zur Stabilisierung und nukleären Translokation von β-Catenin führen. Fol-
ge ist die β-Catenin-vermittelte Aktivierung von Zielgenen, die eine entscheidende Bedeutung im
Rahmen der Tumorigenese haben.

2.1.7 Zielgene und Inhibitoren des WNT-Signalweges

Durch die Aktivierung der Transkription von WNT-Zielgenen werden die WNT- spezifischen Effek-
te auf Tumorzellproliferation und Tumorzellüberleben vermittelt. Als WNT-Zielgene konnten nicht
nur die Onkogene c-Myc und Cyclin D1 (He et al., 1998; Shtutman et al., 1999), sondern auch
Conductin (Axin 2) (Jho et al., 2002; Lustig et al., 2002), Mmp7 (Crawford et al., 1999) Fra-1,
c-Jun, uPar (Mann et al., 1999) und Itf-2 (Kolligs et al., 2002) identifiziert werden. Die meisten
Zielgenanalysen fanden in kolorektalen Tumoren und endometroiden Adenokarzinomen des Ovars
statt. So konnte in Kolonkarzinomen eine positive Korrelation zwischen Cyclin D1 -Überexpression
und β-Catenin-Deregulation detektiert werden (Utsunomiya et al., 2001). Darüber hinaus wur-
de in Kolonkarzinomen über eine positive Korrelation zwischen Überexpression von Mmp-7 sowie
uPar und β-Catenin -Mutationsstatus berichtet (Brabletz et al., 1999; Hiendlmeyer et al., 2004).
Zhai et al. untersuchten 2002 sechs potentielle WNT-Zielgene in endometroiden Adenokarzinomen
des Ovars, wovon fünf Gene eine Regulation auf Expressionsebene zeigten, sofern in den Tumoren
β-Catenin-Mutationen vorlagen. Auch für Hepatoblastome publizierte Takayasu et al. 2001 einen
Zusammenhang zwischen Cyclin D1 -Überexpression und β-Catenin-Mutation. Koch et al. unter-
suchte 2005 in Hepatoblastomen neben der Expressionsstärke von neun potentiellen Target-Genen
auch ihre funktionelle Bedeutung unter Verwendung eines Luciferase-Reporter Assays. Es konnte
gezeigt werden, dass die mRNA Spiegel der Gene Cyclin D1, c-Myc, Mmp-7, Fra-1, uPar, c-Jun
und Itf-2 in Hepatoblastomen nicht vom β-Catenin-Mutationsstatus abhängig waren. Für Nkd-1
und β-TrCP jedoch konnte eine signifikante Überexpression in Tumorgeweben verglichen mit den
korrespondierenden Normalgeweben detektiert werden. Im Luciferase-Reporter-Assay zeigte sich
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nach Stimulation des Signalweges mit WNT3a, dass die WNT-Signalaktivität in humanen Lebertu-
morzelllinien ohne β-Catenin-Akkumulation bei Überexpression von Nkd-1 reduziert, in Hepatobla-
stomzelllinien mit β-Catenin-Akkumulation jedoch unverändert ist. Diese Ergebnisse postulieren,
dass Nkd-1 nicht nur Zielgen, sondern auch negativ Regulator des WNT-Signalweges ist und die-
sen über einen negativen Rückkopplungsmechanismus hemmt. Die Überexpression von Nkd-1 in
Hepatoblastomen repräsentiert somit den Versuch, die aberrante WNT-Signalwegaktivität zu hem-
men. Da hier jedoch eine β-Catenin-Degradierung durch Mutation unmöglich geworden ist, bleibt
dieser Versuch der zellulären Regulation frustran. Auch andere Gruppen zeigten einen negativen
Regulationsmechanismus durch Expression bestimmter Zielgene, die inhibitorische Komponenten
des Signalweges kodieren, wie z.B. Lustig et al. 2002 für Conductin in Kolonkarzinomen und Le-
bertumoren und Wirths et al., 2003 für Dkk-1 in Hepatoblastomen und Wilms-Tumoren. Solche
überexprimierten Zielgene könnten Tumormarker darstellen.

2.2 Das Hepatoblastom

2.2.1 Definition

Bei dem Hepatoblastom handelt es sich um den häufigsten malignen Lebertumor des Kindesalters.
Die involvierten Zellen zeigen Differenzierungsstadien, die an embryonale oder fetale Hepatozyten
erinnern. Darüber hinaus sind in einem Teil der Fälle ausgereifte Gewebe zu detektieren, die durch
Osteoidbildung sowie mesenchymale Anteile auffallen.

2.2.2 Epidemiologie

Ungefähr 4% der Hepatoblastome treten bereits konnatal auf. 68% der Fälle treten in den er-
sten beiden Lebensjahren auf. Man konnte herausfinden, dass die Inzidenz des Hepatoblastoms bei
Frühgeburten mit einem Gewicht <1500g steigt (Ikeda et al., 1998; Ikeda et al., 1997; Tanimura et
al., 1998). Ausserdem ist eine männliche Prädominanz zu verzeichnen, die sich auf 1,5:1 bzw. 2:1
beläuft. Rassenbedingte Prädilektionen konnten jedoch nicht festgestellt werden.

2.2.3 Lokalisation

Hepatoblastome erscheinen in der überwiegenden Zahl der Fälle als ein solitärer Tumor, der in 57%
im rechten, in 15% im linken und in 27% in beiden Leberlappen auftritt (Stocker et al., 1994). 20%
der Erkrankten zeigen jedoch auch multiple Tumorherde, die sowohl in einem als auch in beiden
Leberlappen lokalisiert sein können.

2.2.4 Klinische Merkmale

In einer bedeutenden Anzahl der Fälle zeigen die Kinder ein massiv vergrößertes Abdomen, das
von einem Gewichtsverlust und einer Anorexie begleitet wird. Manchmal werden auch Symptome
wie Übelkeit, Erbrechen und Abdominalschmerzen angegeben. Eine Gelbsucht liegt zusätzlich bei
etwa 5% der Patienten vor. Selten können Tumorzellen auch Gonadotropin produzieren, wobei
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es zum verfrühten Einsetzen der Pubertät kommt. Blutbildveränderungen schlagen sich in 70%
in Form einer Anämie und in 50% als Thrombozytose nieder. Darüber hinaus ist eine Erhöhung
des AFP bei 90% der Hepatoblastome auffällig. AFP kann deshalb in vielen Fällen sowohl als
diagnostischer Marker, als auch zur Beurteilung des Therapieverlaufs eingesetzt werden. Weitere
laborchemische Abweichungen äußern sich in einem erhöhten Cholesterin-, Billirubin-, alkalische
Phosphatase- und Aspartat-Aminotransferase-Spiegel. Computertomographisch entdeckt man in
der Hälfte der Fälle Kalzifizierungen (Miller et al., 1985), während mit Hilfe des MRT die für
das Hepatoblastom charakteristischen zystischen und vaskulären Strukturen (Powers et al., 1994)
dargestellt werden können.

2.2.5 Makroskopie

Die Größe eines Hepatoblastoms kann zwischen 5 und 22 cm im Durchmesser variieren. Sein Gewicht
umfasst eine Spannbreite von 150 - 1400 g. Charakteristisch ist eine unregelmäßige Pseudokapsel,
die den Tumor von dem normalen Lebergewebe abgrenzt. Die Tumoren erscheinen oft nodulär und
weisen nekrotische sowie hämorrhagische Areale auf, die braun bis rot sind und eine weiche oder
gelatineartige Konsistenz haben.

Abbildung 7: Makroskopisches Präparat eines multifokalen Hepatoblastoms.

2.2.6 Tumorwachstum

Zum Zeitpunkt der klinischen Manifestation sind 40 - 60% der Hepatoblastome bereits so groß, dass
sie beide Lappen involvieren. Eine Resektion ist in diesem Zustand nicht möglich (Stocker et al.,
1998). Man hat allerdings herausgefunden, dass eine präoperative Chemotherapie die Tumorgröße
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in 85% der Fälle so sehr reduziert, dass eine Resektion vorgenommen werden kann. Das Tumor-
wachstum setzt sich auch in die Lebergefäße und in die Vena cava inferior fort. Von dort aus kann es
zu einer Metastasierung in die Lunge kommen, die bei Diagnosestellung in 10 - 20% der Fälle bereits
stattgefunden hat. Darüber hinaus sind auch Knochen-, Gehirn-, Eierstock- und Augenmetastasen
beobachtet worden (Bove et al.,1996; Endo et al., 1996; Green et al.,1989; Robertson et al.,1997).

2.2.7 Histologie

Das Hepatoblastom ist ein Tumor epithelialen Ursprungs, der eine zusätzliche mesenchymale Kom-
ponente aufweisen kann. Diese besteht in der Regel aus unreifem Bindegewebe, das gelegentlich
zu Knorpelgewebe oder Osteoid ausfreift (Schmidt et al., 1985). Die histologische Einteilung des
Hepatoblastoms richtet sich in erster Linie nach dem Reifegrad des epithelialen Tumoranteils und
umfasst gemäß Stocker (1994) folgende Subtypen:

(1) fötal epithelial

(2) embryonal und fötal epithelial

(3) makrotrabekulär

(4) kleinzellig undifferenziert

(5) gemischt epithelial und mesenchymal mit teratoiden Anteilen

(6) gemischt epithelial und mesenchymal ohne teratoide Anteile

Abbildung 8: Mikroskopisches Bild eines multifokalen Hepatoblastoms.
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2.2.8 Genetische Prädispositionen

Bei ungefähr 5% der erkrankten Kinder sind kongenitale Anomalien zu verzeichnen. Sie beinhal-
ten nicht nur renale Mißbildungen, wie beispielsweise Hufeisennieren, renale Dysplasien und dop-
pelte Ureteren, sondern auch gastrointestinale Fehlentwicklungen wie etwa Meckel-Divertikel oder
inguinale und diaphragmale Hernien. Auch ein Fehlen adrenaler Drüsen und eine Heterotrophie
des Lungengewebes konnte beobachtet werden. Darüber hinaus ergaben sich positive Korrelationen
zwischen der Inzidenz des Hepatoblastoms und einigen Syndromen, wie etwa Beckwith-Wiedemann-
Syndrom, Trisomie 18 und 21, Acardia-Syndrom, Goldenhar-Syndrom, Prader-Willi-Syndrom und
Typ 1a der Glykogen-Speicher-Krankheit (Riikonen et al., 1990). Auch eine Assoziation zwischen
dem Auftreten einer Familiären Adenomatosis Coli (FAP) und eines Hepatoblastoms ist beschrie-
ben. Hierbei ist das relative Risiko für die Entwicklung eines Hepatoblastoms in einer FAP-Familie
um 750-7,500-fach höher als in der Normalbevölkerung (Giardiello et al., 1991, Hughes et al., 1992).
Der Assoziation von Hepatoblastom und FAP liegt in der Regel eine Keimbahnmutation des APC -
Genes zu Grunde (Cetta et al., 1997; Giardiello et al., 1996). In 8-10% vermeintlich sporadisch
auftretender Hepatoblastome konnten darüberhinaus auch de novo APC -Mutationen nachgewiesen
werden (Aretz et al., 2006).

2.2.9 Molekulargenetische Aspekte

Die zytogenetischen Abnormalien umfassen Trisomien von Teilen oder aber dem gesamten Bereich
des Chromosoms 2, Trisomien des Chromosoms 20 und Loss of Heterozygosity (LOH) für telomere
Bereiche von 11p (11p15,5). Bei Letzterem sei erwähnt, dass das Material, das von 11p verloren geht,
immer maternalen Ursprungs ist (Albrecht et al., 1994b). Weitere Allelverluste fanden sich auf dem
kurzen sowie auf dem langen Arm von Chromosom 1 (Kraus et al., 1996). Desweiteren konnte man
eine Überexpression von TP53 in einigen Hepatoblastomen nachweisen, wobei aber Mutationen
dieses Genes in Exon 5 bis 9 sehr selten sind (Ohnishi et al., 1996). In einem erwachsenen Patienten
beobachtete man eine erhöhte Anzahl von c-Met und K-sam Proto-Onkogen-Kopien. Gleiches galt
für Cyclin D1 (Kuniyasu et al., 1996), das auch als Target-Gen des WNT-Signalweges bekannt
ist. 1999 zeigte Koch et al., dass die zentrale Komponente des WNT-Signalweges, β-Catenin, in
48% der untersuchten Hepatoblastomen mutiert ist. Diese aktivierenden Mutationen ereignen sich
ausschließlich im Exon 3 und betreffen die Phosphorylierungsstellen des β-Catenin-Gens. In Folge
kann β-Catenin nicht mehr degradiert werden und es kommt zu seiner intranukleären Akkumulation
sowie zur erhöhten Transkription von WNT-Zielgenen. In vitro Versuche unter Verwendung von β-
Catenin RNAis konnten schließlich belegen, dass die Tumorzellproliferation in Hepatoblastomen
entscheidend von diesem WNT-Signalprotein abhängt (Sangkhathat et al., 2006).

2.2.10 Prognose und prädiktive Faktoren

Die Prognose wird direkt beeinflusst von der Tatsache, ob der Tumor chirurgisch vollständig zu
entfernen ist. Unter Hinzuziehen therapeutischer Maßnahmen wie Chemotherapie und Transplan-
tation wird eine Resektion in 90% der Fälle ermöglicht. Dies steigert den Anteil der Überlebenden
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auf 65-70%. AFP ist ein wichtiger diagnostischer Marker, der zur Einschätzung der Behandlungsart
ebenfalls hinzugezogen werden kann. (Van Tornout et al., 1997). AFP Spiegel zwischen 100 und 1
000 000 ng/ml bei initialer Diagnose haben eine bessere Progose, als solche < 100 und > 1 000 000
ng/ml. Weitere prognostisch positive Merkmale sind die Lokalisation in nur einem Leberlappen, der
fetal epitheliale Subtyp und multifokale Verteilung der Tumorherde (von-Schweinitz et al., 1997).

2.3 Das Medulloblastom

2.3.1 Definition

Das Medulloblastom ist ein maligner, invasiver Tumor des Kleinhirns, der sich vorzugsweise bei
Kindern manifestiert. Prädominant besteht er aus unreifen, neuroektodermalen Zellen und zeigt
eine Tendenz zur Ausbildung von Liquorabtropfmetastasen. Er korrespondiert histologisch zum
WHO Grad IV.

2.3.2 Epidemiologie

Die jährliche Inzidenz des Medulloblastoms liegt bei 0.5 pro 100 000 Kindern, die jünger als 15
Jahre alt sind. (Central Brain Tumour Registry of the US, 1995; Stevens et al.,1991). Generell
kann man einen Manifestationshöhepunkt um das siebte Lebensjahr verzeichnen. 70 % der Patien-
ten sind jünger als 16 Jahre (Arseni et al.,1981; Roberts et al., 1991). Bei Erkrankung während des
Adoleszenten- und Erwachsenenalters sind 80% der Betroffenen zwischen 21 und 40 Jahren alt (Gior-
dana et al., 1999; Hubbard et al.,1989). Extrem selten tritt das Medulloblastom nach dem fünften
Lebensjahrzehnt auf. Eine Prädominanz ist auf Seiten des männlichen Geschlechts zu erkennen, das
ungefähr 65% des Patientenkollektivs ausmacht.

2.3.3 Lokalisation

Ungefähr 75% der kindlichen Medulloblastome sind im Kleinhirnwurm lokalisiert und projezieren in
den vierten Ventrikel. Mit steigendem Erkrankungsalter sind zusehends die Kleinhirnhemisphären
involviert.

2.3.4 Klinische Merkmale

Zur klinischen Symptomatik bei Manifestation zählen trunkale Ataxie, Gangstörungen, intrakrania-
le Hypertension, Obstruktion im Bereich des Liquordrainagesystems, Lethargie sowie Kopfschmerz
und morgendliches Erbrechen. Im CT oder MRT zeigt sich der Tumor als solide, homogene, kontrast-
reiche Masse. Metastasen zeigen sich als noduläre oder diffuse Tumorherde in den Leptomeningen
oder auf der Ventrikeloberfläche. Sie sind bei einem Drittel der Patienten zu finden.

2.3.5 Makroskopie

Medulloblastome varieren stark in ihrer Struktur. Einige von ihnen sind derb und abgrenzbar,
während andere weich und weniger gut definierte Grenzen aufweisen. In einigen Fällen sind zusätzlich
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massive Hämorrhagien zu erkennen.

Abbildung 9: Makroskopisches Sektionspräparat eines im Kleinhirnwurm entstandenen Medullo-
blastoms.

2.3.6 Mikroskopie

Neben selteneren Varianten wie Medulloblastome mit extremer Nodularität, anaplastische und groß-
zellige Subtypen lassen sich im Wesentlichen histologisch zwei Formen unterscheiden.

(1) Die klassischen Tumoren bestehen aus dicht gepackten Zellen mit rund - ovalen, hyperchro-
matischen Zellkernen. Die Nuclei sind von spärlichem Zytoplasma umgeben. Zusätzlich sind
neuroblastische Rosetten, sogenannte Homer Wright Rosetten, in ca. 40% der Fälle vorhanden.
Die mitotische Aktivität ist deutlich erhöht.

(2) Die desmoplastische Variante zeichnet sich durch noduläre, retikulinfreie Zonen (pale islands)
aus. Diese sind von dichtgepackten stark proliferativen Zellen umgeben, die ein dichtes in-
terzelluläres Retikulinfasernetzwerk bilden. Die Knötchen haben insgesamt ein reduziertes
Zellvorkommen, eine fibrilläre Matrix und eine hohe Uniformität der Zellkerne. Zwischen den
Knoten eingestreute Zellen weisen unregelmäßigere und hyperchromatische Kerne auf.

2.3.7 Genetische Prädispositionen

Aus der Zwillingsforschung sind Fälle bekannt, bei denen sich ein Medulloblastom sowohl bei mono-
als auch bei dizygoten Geschwistern manifestierte (Bickerstaff et al., 1967; Hung et al., 1990; Ya-
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Abbildung 10: Mikroskopisches Bild eines klassischen Medulloblastoms mit neuroblastischen Ro-
setten

mashita et al., 1975). Es gibt auch Hinweise, dass die Verwandten von Medulloblastompatienten ein
erhöhtes Risiko für die Entwicklung anderer kindlicher Tumore haben, vor allem für Leukämie und
Lymphome (Farwell et al., 1984; Kuijten et al., 1993). Darüber hinaus konnte man eine Assoziation
dieser Läsion nicht nur mit anderen Tumoren des Gehirns, sondern auch mit extracerebralen Neo-
plasien, wie etwa dem Wilms - Tumor feststellen. Ausserdem konnte in einigen Familien assoziierte
Krebssyndrome detektiert werden wie z.B. das Turcot-Syndrom (APC-Keimbahnmutation) (Hamil-
ton et al., 1995) , Li-Fraumeni-Syndrom (p53-Keimbahnmutation) (Malkin et al., 2006, Srivastava
et al., 1990, van Hest et al., 2007) oder das Gorlin-Goltz-Syndrom (NBCCS; PTCH-Mutationen)
(Lindström et al., 1990). Gelegentlich werden Medulloblastome durch einige komplexe Malforma-
tionen begleitet. Diese sind beispielsweise intestinale Malrotationen, Omphalocelen und Harnbla-
senextrophien (Ogasawara et al., 1988) sowie das Coffin-Siris-Syndrom (mit mentaler Retardierung,
postnataler Wachstumstörung, Gelenkschwäche und einer Brachydaktylie am fünften Finger). Die
meisten Medulloblastome treten allerdings sporadisch auf.

2.3.8 Zytogenetische Aspekte

Das in 50% der Fälle auftretende Isochromosom 17q (Bjornsson et al., 1985; Griffin et al., 1988)
gehört zu den häufigesten Medulloblastom-spezifischen Abnormalitäten. In der Mehrzahl der Fälle
befindet sich die Bruchstelle im proximalen Bereich des kurzen Arms zwischen D17S689 und D17S95
bei 17p11.2 (Shapiro et al., 1989), einer sehr instabilen Region. Die resultierende Struktur ist di-
zentrisch. Neben diesem Mechanismus, der mit einem Kopiengewinn für 17q verbunden ist, fand
man in einigen Fällen einen partiellen oder kompletten Verlust von 17p durch Deletion, unbalan-
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zierter Translokation und Monosomie 17 (Biegel et al., 1992). Auch das Chromosom 1 ist häufig bei
Medulloblastomen verändert. Die Abnormalitäten hier sind allerdings variabel und erstrecken sich
von Deletionen, über unbalanzierte Translokationen bis hin zu Duplikationen. Wiederherstellungs-
versuche von Chromosom 1 resultieren häufig in einer Trisomie 1q ohne den Verlust des p-Arms.
Weitere Deletionen sind auf Chromosom 10q (41%), 11 (41%) und verbunden mit Kopiengewinn
auf Chromosom 7 (44%) zu detektieren (Reardon et al., 1997). An einigen isolierten Fällen fallen
auch Deletionen in den Bereichen 6q, 9q, 10q, 16q auf.

2.3.9 Molekulargenetische Aspekte

In Fällen mit double minutes (Scheurlen et al., 1998) konnte eine Amplifikation von c-Myc (Badiali
et al., 1991; Batra et al., 1994; Bigner et al., 1990) und etwas seltener auch von n-Myc (Tomlinson et
al., 1994) nachgewiesen werden. Hierbei war die Inzidenz der Myc-Amplifikation in der großzelligen
Tumorvariante besonders hoch (Brown et al., 2000). Aldosari et al. beschreibt 2002 eine Assoziation
zwischen N-Myc-Amplifikation und schlechter Prognose und Michiels et al. diskutiert dies 2002 auch
für eine L-Myc-Amplifikation.
Allgemein betrachtet ist der LOH von 17p, der in 30-45% der Tumoren vorzufinden ist, die häufigste
molekulargenetische Alteration. Deshalb vermutet man, dass der Bereich 17p13.3 (Biegel et al., 1992;
Koch et al., 1996; Mc Donald et al., 1994) für ein wichtiges Tumorsuppressorgen kodiert. Tp53 ist
ebenfalls auf Chromosom 17p13 lokalisiert. Mutationen können bekanntlich in einer großen Anzahl
verschiedener Tumoren vorkommen, finden sich aber nur in 5-10% der Medulloblastome (Adesina
et al., 1994; Alderson et al., 1996; Ohgaki et al., 1993). 10-18% der Fälle zeigen einen Allelverlust,
der auf dem langen Arm von Chromosom 9 lokalisiert ist (Albrecht et al., 1994a; Schofield et
al., 1995). Dort befindet sich der Lokus von NBCCS. Patienten mit NBCCS sind prädisponiert,
Basalzellcarzinome und Medulloblastome vom desmoplastischen Typ (Schofield et al., 1995) zu
entwickeln. Sie tragen eine inaktivierende Keimbahnmutation im Patched -Gen, dessen Genprodukt
im Hedgehog/Patched Signalweg als negativer Wachstumsregulator fungiert und Patched entspricht
deshalb einem Tumorsuppressorgen. Patched -Mutationen sind in 8% der sporadisch auftretenden
Medulloblastome zu finden (Pietsch et al., 1997; Raffel et al., 1997; Vorechovsky et al., 1997; Wolter
et al., 1997; Zurawel et al., 2000). In diesem Zusammenhang ist noch zu erwähnen, dass in einigen
wenigen Fällen auch weitere Komponenten dieses Signalweges genetische Alterationen aufweisen,
die alternativ zu seiner Aktivierung beitragen. Auch der WNT-Signalweg ist in einer Subgruppe
sporadischer Medulloblastome aktiv. So konnte gezeigt werden, dass Medulloblastome in 13% der
sporadisch auftretenden Fälle APC - oder β -Catenin- Mutationen tragen (Huang et al., 2000).
Eine nukleäre β -Catenin Akkumulation zeigte Eberhart et al. 2000 für 18% der untersuchten
sporadischen Medulloblastome. Neben Veränderungen des β -Catenin-Genes selbst können auch
Gene, die den Destruktionskomplex dieses Signalproteins kodieren, in Medulloblastomen mutiert
vorliegen. Beispielweise wies Dahmen et al., 2001 Mutationen oder Deletionen des Axin 1 -Genes in
12% der untersuchten Fälle auf. Punktmutationen in Axin 1 wurden auch 2003 auch von Baeza et
al. detektiert. Abschließend sei erwähnt, dass diese WNT-Signalwegaktivität in Medulloblastomen
als positiver prognostischer Faktor angesehen werden darf (Ellison et al., 2005).
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2.4 Ziele dieser Arbeit

Der WNT-Signalweg ist in einer Subgruppe von Medulloblastomen sowie in der Mehrzahl der von
uns untersuchten Hepatoblastomproben aktiv. Die aberrante WNT-Aktivierung kann sowohl durch
aktivierende Mutationen des β-Catenin Genes, als auch durch inaktivierende Mutationen in Genen
wie Axin und Conductin (Axin 2) induziert werden. Axin und Conductin verhindern als Bestandteile
des β-Catenin -Degradierungskomplexes die intranucleäre β-Catenin-Akkumulation und wirken so-
mit als negativ Regulatoren des WNT-Signalweges. Conductin (Axin 2) ist darüberhinaus auch Ziel-
gen des WNT-Signalwegs und wirkt gleichzeitig über einen inhibitorischen Rückkopplungsmechanis-
mus als negativ Negativregulator des WNT-Signalweges. Khang et al. zeigte 2002, dass auch Pre-
senilin 1 unabhängig vom WNT- Signal eine Axin-ähnliche Funktion einnimmt und ebenfalls die
Degradierung von β-Catenin fördert. Darüberhinaus wurde in diesem Zusammenhang eine poten-
tielle Bedeutung des Presenilin 1 -Genes als Tumorsuppressorgen diskutiert. Deshalb sollten an
Medullo- und Hepatoblastomproben folgende Studien durchgeführt werden:

• Das PS1 -Gen soll auf molekulargenetische Veränderungen wie Punktmutationen, Deletionen
und Insertionen untersucht werden.

• Durch Analyse der mRNA-Expression soll die Hypothese einer potentiellen Bedeutung des
PS1 -Genes als Tumorsuppressorgen überprüft werden.

• Funktionelle Untersuchungen sollen zeigen, ob PS1 wie Conductin (Axin 2) Zielgen des WNT-
Signalweges in Medullo- und Hepatoblastomen ist und ob es über einen negativen Rückkopp-
lungsmechanismus die WNT-Signalwegaktivität hemmt.

• Die Bedeutung des PS1 -Genes für die Vitalität und Proliferation von Medullo- und Hepato-
blastomzellen soll durch ein indirektes Gene-Silencing unter Verwendung von Nicastrin-RNAis
überprüft werden.

Presenilin 1 ist nicht nur negativ Regulator des WNT-Signalweg. Es kodiert auch die katalytische
Komponente der γ-Secretase, die eine bedeutende Funktion im Notch-Signalweg hat. Wie der WNT-
Signalweg, so ist auch der Notch-Signalweg in embryonalen Tumoren wie z.B. Medulloblastomen
aktiv.

• Durch Proliferationsstudien unter Verwendung von γ-Secretaseinhibitoren soll hier die Bedeu-
tung des Notch-Signalweges für die Tumorzellproliferation in Medullo- und Hepatoblastomen
untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungskollektiv

3.1.1 Medulloblastomkollektiv

Tumor Geschlecht Alter bei Probentyp Histologie
Diagnose-

stellung (Jahre)

D 83 II w 6 ZL (MHH-MED-2) klassisch

D 82 w 7 PT desmoplastisch

D 368 w 3 ZL (MHH-MED-3) klassisch

D 369 m 4 ZL (MHH-MED-4) klassisch

D 210 II w 34 PT klassisch

D 212 II m 24 PT klassisch

D 322 m 51 PT desmoplastisch

D 324 m 18 PT klassisch

D 85 II m 12 PT klassisch

D 40 II m 7 PT desmoplastisch

D 218 II m 59 PT klassisch

D 224 II w 31 PT klassisch

D 226 II m 21 PT klassisch

D 230 II w 13 PT klassisch

D 237 II m 12 PT klassisch

D 239 III m 3 PT desmoplastisch

D 243 II m 9 PT klassisch

D 245 II m 16 PT klassisch

D 262 w 6 PT klassisch

D 280 m 4 PT klassisch

D 282 w 34 RT desmoplastisch

D 330 II m 4 PT klassisch

D 331 II m 8 PT klassisch

D 333 m 4 PT klassisch

D 187 m 14 RT klassisch

D 366 m 10 PT klassisch

D 378 m 8 PT klassisch

D 442 w 31 PT klassisch
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Tumor Geschlecht Alter bei Probentyp Histologie
Diagnose-

stellung (Jahre)
D 391 m 9 PT medullomyoblastisch

D 398 w 24 PT desmoplastisch

D 448 m 4 PT desmoplastisch

D 522 m 2 PT klassisch

D 445 w 5 PT klassisch

D 446 m 9 PT klassisch

D 471 m 5 PT klassisch

D 472 m 2 PT klassisch

D 480 w 3 PT klassisch

D 481 II m 4 Monate PT klassisch

D 523 m 43 PT desmoplastisch

D 354 m 3 PT klassisch

D 491 w 13 RT klassisch

D 529 w 13 RT klassisch

D 538 m 24 PT desmoplastisch

D 546 m 11 PT klassisch

D 289 m 5 PT klassisch

D 292 w 1 PT desmoplastisch

D 293 II w 3 PT klassisch

D 492 m 7 PT klassisch

D 286 m 13 PT klassisch

D 545 m 6 PT klassisch

D 409 II w 8 PT klassisch

D 567 m 5 PT klassisch

D 353 III m 11 PT klassisch

D 569 m 2 PT klassisch

D 663 w 25 RT klassisch

D 295 III m 4 PT klassisch

D 288 II w 13 PT klassisch

D 350 w 12 PT klassisch

D 806 m 2 PT klassisch

D 755 m 19 PT klassisch

D 810 II m 22 PT desmoplastisch

D 811 II m 28 PT klassisch

D 848 m 4 PT klassisch

D 819 II m 11 PT klassisch
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Tumor Geschlecht Alter bei Probentyp Histologie
Diagnose-

stellung (Jahre)
D 849 m 2 Monate PT desmoplastisch

D 1100 w 9 PT klassisch

D 1011 m 1,5 PT klassisch

D 1097 m 2 RT klassisch

D 1103 w 2 Metastase klassisch

D 1121 m 6 PT klassisch

D 1127 B m 5 PT klassisch

D 1144 m 2 PT desmoplastisch

D 999 m 2 PT klassisch

D 1002 m 11 PT klassisch

D 933 w 9 PT klassisch

D 980 m 6 PT klassisch

D 985 m 3 PT klassisch

D 978 w 12 PT desmoplastisch

D 1173 m 7 PT klassisch

D 1165 m 4 PT klassisch

D 1185 m 3 PT großzellig-anaplastisch

D 1177 w 5 PT klassisch

D 1049 w 11 PT klassisch

D 1028 m 3 PT desmoplastisch

D 1106 m 11 PT klassisch

D 80 II w 2 PT klassisch

D 228 II m 9 PT klassisch

D 247 II w 1 Monat PT klassisch

D 285 II m 3 PT klassisch

D 290 w 28 PT desmoplastisch

D 294 II m 4 PT klassisch

D 336 m 10 PT klassisch

D 337 m 13 PT medullomyoblastisch

D 338 m 13 PT klassisch

D 340 m 9 RT klassisch

D 341 m 7 PT klassisch

D 349 II m 6 PT klassisch

D 355 m 4 PT klassisch

D 526 m 7 PT klassisch

D 547 m 6 PT klassisch
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Tumor Geschlecht Alter bei Probentyp Histologie
Diagnose-

stellung (Jahre)
D 563 w 6 PT klassisch

D 570 m 9 PT klassisch

D 809 II m 17 PT klassisch

D 1075 w 9 PT klassisch

D 1076 w 8 PT klassisch

D 963 w 7 PT klassisch

D 967 m 16 PT klassisch

D 1198 w 37 PT klassisch

D 2010 m 13 PT klassisch

D 1105 m 19 Tage PT klassisch

D 365 III m 4 ZL (Daoy) desmoplastisch

D 193 II m 6 ZL (D283MED) klassisch

D 194 III m 3 ZL (D341MED) klassisch

D 803 m 5 ZL (D425MED) Medulloblastom nws

D 804 w 7 ZL (D556MED) großzellig-anaplastisch

D 192 II m 10 ZL (MHH-1-MED) klassisch

D 468 w 5 ZL (WÜ-1580) klassisch

D 499 m 1 ZL (MEB-MED-8A) klassisch

D 540 m 1 ZL (MEB-MED-8S) klassisch

D 464 w 29 PT klassisch

D 965 m 10 n.a. klassisch

D 1400 m 21 PT desmoplastisch

D 86 m 4 PT desmoplastisch

D 1399 w 42 PT desmoplastisch

D 1401 w 43 PT desmoplastisch

D 1062 m 9 Monate PT desmoplastisch

Tabelle 1: Darstellung des Medulloblastomkollektivs mit Angabe von Geschlecht, Alter, Spezifität
und Histologischem Befund, sofern bekannt. Insgesamt umfasste dieses Kollektiv 114 Medulloblstom-
proben und 12 Medulloblastomzellinien. w = weiblich, m = männlich, PT = Primärtumor, RT =
Rezidivtumor, n.a. = nicht angegeben, nws = nicht weiter spezifiziert
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3.1.2 Hepatoblastomkollektiv

Tumor Geschlecht Alter bei Probentyp Histologie
Diagnose-

stellung (Monate)

DZ 12 m 6 PT Mischtumor

D 23 m 21 RT Mischtumor

D 24 w 48 RT epithelial

D 263 m 12 PT epithelial

DZ 25 w 34 PT epithelial, multifokal

DZ 23 m 22 PT epithelial

DZ 29 II m 13 PT epithelial

D315 m 12 PT epithelial

DZ 18/D 107 m 6 PT epithelial

D 104 w 27 PT epithelial

D 170 m m 11 RT epithelial

D 162 m 19 RT epithelial, multifokal

D 123 w 3 RT Mischtumor

D 269 w 9 PT Mischtumor

D 6 II w 11 PT epithelial

D 272 m 12 PT Mischtumor

D 199 w 25 PT epithelial

D 175 m 16 PT epithelial

D 268 w 6 PT Mischtumor

D 195 m 19 RT epithelial

D 197 m 54 RT epithelial

D 304 w 42 PT epithelial

D 306 IV m 12 PT epithelial

D 308 m 25 PT epithelial

D 266 w 8 PT Mischtumor

D 264 m 57 PT epithelial

D 314 w 7 RT Mischtumor

D 497 w 6 RT epithelial

D 310 m 30 PT Mischtumor

D 312 w 15 PT Mischtumor

D 316 m 10 PT epithelial

D 564 w 4 PT epithelial

D 565 w 18 RT Mischtumor

D 566 w 18 PT epithelial
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Tumor Geschlecht Alter bei Probentyp Histologie
Diagnose-

stellung (Monate)
D 169 II w 40 PT anaplastisch

D 318 w 17 PT epithelial

D 319 m 4 PT epithelial

D 200 w 4 Jahre PT epithelial

D 399 II m 4 PT epithelial

D 401 w 9 PT Mischtumor

D 402 m 1 PT Mischtumor

D 404 m 1 PT epithelial

D 381 w 51 RT epithelial

D 379 w 4 RT Mischtumor

D 377 m 20 PT Mischtumor

D 482 m 3 RT Mischtumor

D 573/ D 697 m 32 PT epithelial

D 583 m 2 PT Mischtyp

D 695 m 38 PT epithelial

D 675 w 143 PT fetal

D 700 w 20 PT epithelial

D 701 m 43 PT epithelial, teratoid

D 719 w 11 PT Mischtyp

D 842 m 36 PT epithelial,
mit HCC-Anteilen

D 840 m 13 PT Mischtyp

D 422 m 18 PT epithelial

D 159 w 34 ZL (HepT1) epithelial

D 166 m 48 RT/ ZL (HepT2) epithelial

D 204 m 9 PT/ ZL (HepT3) Mischtumor

D161 w 11 PT/ ZL (HepT4) epithelial

D717 w 1 PT/ ZL(HepT5) epithelial/ multifokal

D 1569 m 47 ZL (HepT8) epithelial, fetal

D 399 m 12 ZL (HUH6) Mischtumor

D 388 m 15 Jahre ZL (HepG2) HCC

M 12 m 13 PT epithelial

M 14 m 20 RT epithelial

M 16 m 36 PT epithelial
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Tumor Geschlecht Alter bei Probentyp Histologie
Diagnose-

stellung (Monate)

D 760 - 783 *** *** *** ***

Tabelle 2: Darstellung des Hepatoblastomkollektivs mit Angabe von Geschlecht, Alter, Spezi-
fität und histologischem Befund, sofern bekannt. Insgesamt umfasste dieses Kollektiv 87 Hepa-
toblastomproben, 7 Hepatoblastomzelllinien und 1 kindliche hepatozelluläre Zelllinie. w = weib-
lich, m = männlich, PT = Primärtumor, RT = Rezidivtumor, HCC = Hepatocelluläres Karzinom,
*** = Anonymisiertes, histopathologisch überprüftes Hepatoblastomkollektiv, freundlicherweise zur
Verfügung gestellt von Fr. Dr. Thomlinson, Dallas, USA

3.2 Isolierung von DNA

3.2.1 Isolierung von genomischer DNA aus Leukozyten

Material und Lösungen

Blut-Lysispuffer:
155 mM NH4Cl
10 mM KHCO3

0.1 mM EDTA
pH 7.4 autoklavieren

Tumor-(Kern-)-Lysispuffer:
10 mM Tris-Cl (pH 8.0)
0.1 mM EDTA (pH 8.0)
0.5 % SDS

TE-Puffer:
10 mM Tris-HCL (pH 7.4)
1 mM EDTA (pH 8.0)
RNase, DNase frei (Roche)
Proteinkinase K (10 mg/ ml) (Roche)
Phenol:Chloroform:Isoamyl-
Alkohol

(25:24:1) (Life-Technologies)

PBS (Life-Technologies)
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Durchführung

Zunächst wurden 10 ml des heparinisierten Blutes mit dem kalten Blut-Lysispuffer versetzt
und nach kurzem Schütteln für 15−30 Minuten auf Eis lysiert. Im Anschluss fand eine 12
minütige Zentrifugation bei 900 g statt. Das dabei gewonnene Pellet wurde in 200 µl PBS
gelöst, bevor es mit 6 ml Kern-Lysispuffer behandelt wurde. Als das Pellet vollständig re-
suspendiert war, erfolgte eine zunächst einstündige Inkubation mit RNase (100 µg/ ml) bei
37 ◦C. Nach kurzer Unterbrechung zwecks Zugabe von 60 µl Proteinkinase K (10 mg/ ml),
wurde diese bei 50 ◦C über Nacht fortgesetzt. Zur Entfernung unerwünschter Proteine erfolgte
die DNA-Aufreinigung, bei der zunächst ein Phenol-Chloroform-Isoamyl-Alkohol-Gemisches
in einem gleichen Volumen (25:24:1) zu den Proben hinzugefügt wurde. Nach 30 minütiger
Durchmischung zentrifugierte man für weitere 10 Minuten bei 1800 g. Die dabei entstandene
wässrige Phase, die die DNA enthielt, wurde nun vorsichtig in ein neues Gefäss überführt.
Noch zweimalig erfolgte die Zugabe von 1 Vol Chloroform, die beschriebene Durchmischung,
Zentrifugation und Entfernung der wässrigen Phase. Dann erst wurde die DNA durch Behand-
lung mit 0,2 Vol 3 M Ammoniumacetat (pH 5,3) und 2,5 Vol Ethanol präzipitiert und mit 70
%igem Ethanol gewaschen. Nachdem das Pellet getrocknet war, verwendete man abschließend
zur Resuspension eine entsprechende Menge TE- Puffer.

3.2.2 Isolierung von genomischer DNA aus Tumor- und Normalgewebe

Mit Hilfe des Kryostaten wurden jeweils 100 10 µm dicke Schnitte gewonnen, nachdem man einen
Gefrierschnitt nach Färbung mit Hämatoxylin-Eosin mikroskopisch untersucht hatte, um sicherzu-
gehen, dass die Proben nur das gewünschte Gewebe enthielten. Danach konnte die DNA-Extraktion
unter Zugabe von 6 ml Tumor-(Kern)-Lysispuffer begonnen werden. Im Weiteren glich das Protokoll
dem unter 2.2.1 beschriebenen.

3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Bei der sogenannten PCR handelt es sich um ein molekularbiologisches in vitro-Verfahren zur expo-
nentiellen Amplifikation ausgewählter DNA-Sequenzen (Saiki et al., 1989). Startpunkte dieser Reak-
tion sind kurze, einzelsträngige Oligonucleotide, die im Durchschnitt ca. 20 bp umfassen. Charakte-
risiert sind diese sogenannten Primer durch ihre Komplementarität zu denjenigen DNA-Bereichen,
die an die Ziel-DNA-Sequenz angrenzen. Zu Beginn der Reaktion wird die DNA bei 94 ◦C denatu-
riert, so dass sich der DNA-Doppelstrang in seine Einzelstränge auftrennt. Dies ermöglicht nun den
als Annealing bezeichneten Vorgang, der in der Anlagerung der Primer an die komplementäre Se-
quenz besteht. Die dabei zu wählende Temperatur ist Primer-spezifisch und hängt von der jeweiligen
Länge und Basenzusammensetzung ab. Nun sind die Voraussetzungen für die Extension geschaf-
fen. Diese besteht in der Elongation des durch die Oligonucleotide begonnenen komplementären
Stranges, die von deren freien 3’-Hydroxylgruppe ihren Ausgang nimmt. Dabei werden durch ein
entsprechendes Enzym komplementäre Nucleosidtriphospate, die im Reaktionsgemisch vorhanden
sein müssen, miteinander verknüpft. Die hierfür von uns verwendete Taq-Polymerase wird aus dem
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hitzestabilen Bakterium Thermophilus aquaticus gewonnen und hat ein Temperaturoptimum von
72 ◦C. Die auf diese Weise gewonnenen DNA-Doppelstränge enthalten nun jeweils einen Matrizen-
strang und einen komplementär dazu neu synthetisierten Einzelstrang. Je nach gewünschter Menge
PCR-Produktes können diese Teilreaktionen beliebig oft zyklisch wiederholt werden. Abschließend
sei noch erwähnt, dass sie im Allgemeinen durch eine anfängliche Denaturierung bei 94 ◦C über 5
Minuten eingeleitet und durch eine letzte Extensionsphase über 10 Minuten bei 72 ◦C abgeschlossen
werden, die die Komplettierung teilsynthetisierter Stränge ermöglichen soll.

Material und Lösungen

Ansatz für 10 PCR-Versuche:
10 µl 200 mM dNTPs (dATP, dGTP,

dCTP, dTTP)
(Promega)

10 µl 10x PCR-Puffer (Life Technologies)
2/3/4 µl 50 mM MgCl2 (für 1,0/1,5/2,0 mM;

je nach Primer)
(Life Technologies)

5 µl 10 pmol Primer forward
5 µl 10 pmol Primer reverse
0.5 µl 0.025 U Taq (Life Technologies)
ad 100 µl aqua bidest
eventl. DMSO 10 % (Sigma)

Durchführung

Das PCR-Reaktionsvolumen umfasste insgesamt 10 µl, wobei jeweils 1 µl (entsprechend 10−50
ng) DNA eingesetzt wurde. Die in dieser Arbeit verwendeten, individuell optimierten PCR-
Bedingungen, die aus, Annealing-Temperatur, Zyklusdauer, Zyklusanzahl und MgCl2-Konzen-
tration bestehen, sind in den entsprechenden Kapiteln detailliert aufgeführt. Die konstant
durchgeführte initiale Denaturierung bei 94 ◦C über 5 Minuten und die terminale Extension
bei 72 ◦C über 10 Minuten finden dort keine erneute Erwähnung.

3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient als Nachweisverfahren für PCR-Produkte von 0.5 bis 25 kb
Länge. Ihr liegt das Prinzip der Beweglichkeit geladener DNA-Moleküle im elektrischen Feld zu
Grunde. Diese ist von der Größe der Moleküle abhängig. Durch den fluoreszierenden Farbstoff Ethi-
diumbromid, der mit der DNA interkaliert, können die Banden des Amplifikationsproduktes sichtbar
gemacht und unter Hinzuziehen eines Längenstandards bzgl. ihrer Größe eingeschätzt werden.

Material und Lösungen

2 %iges Agarosegel mit 15 µl Ethidiumbromid (1 mg/ ml) pro 100 ml Gellösung:
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Agarose-Ladepuffer:
15 % Ficoll Typ 400 (Sigma)
0.25 % Bromphenolblau (Sigma)
0.25 % Xylencyanol (Merck)
zum Gebrauch 2:5 mit aqua bidest verdünnt

10x TBE:
108 g Tris/ HCL
55 g Borsäure
40 ml 0.5 M EDTA
ad 1 l aqua bidest

Agarose-Laufpuffer:

0.5x TBE

Durchführung

Nach Hinzufügen von 5 µl Ladepuffer wurden die PCR-Produkte auf ein 2 %iges Agarosegel
geladen und in einer Pufferkammer mit 0.5x TBE unter einer Spannung von 180−200 Volt für
6−15 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt.

3.5 Mutationssuche mit Hilfe der

Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-Analyse (SSCP)

SSCP steht für Single Strand Conformational Polymorphism-Analyse und ist ein Nachweisverfahren
für DNA-Mutationen und Polymorphismen (Hayashi et al 1993; Orita et al., 1989). Nach initialer
Denaturierung trennt sich die DNA in ihre beiden Einzelstränge auf. Das Laufverhalten der Einzel-
stränge ist neben Größe, Ladung und Temperatur entscheidend von deren Konformation abhängig.
Diese wird durch die Primärsequenz bestimmt. So kann bereits eine einzige Mutation z.B. in Form
einer Basensubstitution zu einer Konformationsänderung und damit zu einem vom Wildtyp diffe-
renten Laufverhalten des Fragmentes im elektrophoretischen Feld führen. Unter optimalen Bedin-
gungen (Temperatur des Gels, Ionenstärke von Gel und Laufpuffer, Vernetzungsgrad der Polymere,
Zusatz von Glycerol) wird dieses dann in dem nichtdenaturierenden Polyacrylamidgel nach Silbera-
crylamidfärbung in Form eines aberranten Laufverhaltens (Shift) augenscheinlich (vgl. 2.5.1). Eine
solche aberrante Bande kann nun zur näheren Charakterisierung ausgeschnitten, eluiert, reamplifi-
ziert und schließlich sequenziert werden. Letzteres wie unter 2.5.2, 2.5.3, 2.6 erläutert. Die Senitivität
dieser Methodik beträgt 75−80 % und sinkt mit zunehmender Fragmentgröße(>300 bp) (Michaud
et al., 1992; Savov et al., 1992; Sheffield et al., 1993). Die optimalen SSCP-Bedingungen sind in
der vorliegenden Arbeit für jedes Fragment individuell bestimmt worden. Alle Proben wurden un-
ter jeweils zwei Konditionen untersucht, die sich u.a. in ihrem Vernetzungsgrad unterschieden. So
versuchte man, die Sensitivität dieser Methode zu steigern.
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Material und Lösungen

10 %ige Gelstocklösung mit einer Acrylamid:Bisacrylamid-Vernetzung von 29:1:
48.34 ml 40 % Acrylamid (Life Technologies)
33.34 ml 2 % Bisacrylamid (Life Technologies)
10 ml 10x TBE
ad 200 ml aqua bidest
5 % Glycerol (je nachGelbedingung)

200 µl 20 % Ammoniumpersulfat und 20 µl TEMED als Starter der Polymerisation für 20 ml
Gelstocklösung

SSCP-Ladepuffer:
90 % Formamid
10 % 10x TBE
0.01 % SDS 1 mM EDTA
0.25 % Bromphenolblau (Merck)
0.25 % Xylencyanol (Merck)
0.06 M NaOH

SSCP-Laufpuffer:

0.5x TBE

Durchführung

Das PCR-Produkt wurde mit dem SSCP-Ladepuffer im Verhältnis 1:1 versetzt. Bei ca. 94 ◦C
erfolgte nun die Denaturierung der Proben für 10 Minuten. Danach wurden die PCR-Produkte
auf Eis gestellt. Jeweils 5 µl der Proben konnten nun auf die nicht-denaturierenden Poly-
acrylamidgele geladen werden. Nach Anlegen einer Spannung von ca. 60 Volt bei Raumtem-
peratur (bzw. 80 Volt bei einer Außentemperatur von 4 ◦C ) wurden die Proben über einen
Zeitraum von 14−16 h (bzw. 18−20 h) elektrophoretisch getrennt. Anschließend wurden die
DNA-Banden wie unter 1.5.1 erläutert gefärbt. Die folgende Tabelle gibt einen Überblick
über die individuell ermittelten PCR- und SSCP-Bedingungen der auf Mutation untersuchten
Fragmente des Presenilin 1.
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Frag-
ment

Exon Primer-
forward

Primer-
reverse

Frag-
ment-
länge

PCR-Bedingung Acrylamid:
Bisacrylamid-
Verhältnis

A 4 TP2131 TP2132 195 bp 94 ◦C für 30 sek. 10% 29:1
58 ◦C für 40 sek. 14% 49:1 +

5′-CCTCA 5′- GGGAG 72 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol
AGAGG ATGAT 22 ◦C
CTTTG AAGTG Insg. 37 Zyklen
TTTTC -3′ AATCC -3′ MgCl2 2.0

B 5 TP2133 TP2134 187 bp 94 ◦C für 30 sek. 10% 29:1
56 ◦C für 40 sek. 14% 49:1 +

5′- GCTGA 5′- TATTT 72 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol
GAATC CAATG 22 ◦C
TGATT TCAGC Insg. 37 Zyklen
TACTG -3′ TCCTC -3′ MgCl2 1.5

C 5 TP2219 TP2220 215 bp 94 ◦C für 30 sek. 12% 29:1 +
63 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol

5′- GAAGA 5′- GCCTT 72 ◦C für 40 sek. 14% 99:1 +
AGATG CAAGG 10% Glycerol
AGGAG TGATG Insg. 40 Zyklen 22 ◦C
CTGAC -3′ ATGAC -3′ MgCl2 2.0

D 6 TP2137 TP2138 228 bp 94 ◦C für 30 sek. 8% 29:1 +
63 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol

5′- TGGTA 5′-AAGAT 63 ◦C für 40 sek. 10% 79:1 +
ATGTG CTGTG 72 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol
GCTGG TCTCA Insg. 37 Zyklen 22 ◦C
TGATC -3′ TGCTC -3′ MgCl2 2.0

E 7 TP2327 TP2328 138 bp 94 ◦C für 30 sek. 14% 49:1
60 ◦C für 40 sek. 14% 99:1

5′- TTCTA 5′- ATGAT 72 ◦C für 40 sek. 22 ◦C
GGTCA AGTCA
TCCAT CACAG Insg. 40 Zyklen
GCC -3′ CAC -3′ MgCl2 1.5

F 8 TP2141 TP2142 218 bp 94 ◦C für 30 sek. 12% 29:1
60 ◦C für 40 sek. 14% 49:1 +

5′- TAATG 5′-TACTT 60 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol
TTTGG GATAA 72 ◦C für 40 sek. 22 ◦C
GAGCC ACACC Insg. 37 Zyklen
ATCAC -3′ AGGGC -3′ MgCl2 1.5
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Frag-
ment

Exon Primer-
forward

Primer-
reverse

Frag-
ment-
länge

PCR-Bedingung Acrylamid:
Bisacrylamid-
Verhältnis

G 8 TP2143 TP2144 154 bp 94 ◦C für 30 sek. 12% 29:1 +
56 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol

5′- GACTC 5′- GGGGC 72 ◦C für 40 sek. 14% 1:49 +
CAGCA ATTCC 10% Glycerol
GGCAT TGTGA Insg. 40 Zyklen 22 ◦C
ATCTC -3′ CAAAC -3′ MgCl2 2.0

H 9 TP2145 TP2146 228 bp 94 ◦C für 30 sek. 12% 29:1
56 ◦C für 40 sek. 10% 79:1 +

5′-CTACC 5′- CTTCA 72 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol
ACCCA AGTTC 10% 79:1 +
TTTAC CCGAT Insg. 40 Zyklen 10% Glycerol
AAGTT AAATT MgCl2 1.5 + 22 ◦C
TAGC -3′ CTAC -3′ DMSO

I 10 TP2147 TP2148 186 bp 94 ◦C für 30 sek. 10% 29:1
60 ◦C für 40 sek. 14% 79:1

5′- TTTGT 5′- AGCTT 72 ◦C für 40 sek. 14% 79:1
GTGTC ATAAC 22 ◦C
CAGTG AGTGA Insg. 40 Zyklen
CTTAC -3′ CCCTG -3′ MgCl2 2.0

J 11 TP2149 TP2150 250 bp 94 ◦C für 40 sek. 12% 29:1 +
60 ◦C für 50 sek. 10% Glycerol

5′- GAGCT 5′- GCTAC 72 ◦C für 50 sek. 14% 49:1 +
GTAAC CTAAA 10% Glycerol
TTCCA GGAAT Insg. 40 Zyklen 14% 49:1 +
CTTTC -3′ CCATG -3′ MgCl2 2.0 10% Glycerol

4 ◦C

K 12 TP2151 TP2152 111 bp 94 ◦C für 30 sek. 12% 29:1 +
56 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol

5′- CATAC 5′- GACAT 72 ◦C für 40 sek. 14% 99:1 +
CAAAG TAAGA 10% Glycerol
AGTGA GCTCT Insg. 40 Zyklen 14% 99:1 +
CCAAC -3′ GACAC-3′ MgCl2 1.5-2.0 10% Glycerol

22 ◦C
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Frag-
ment

Exon Primer-
forward

Primer-
reverse

Frag-
ment-
länge

PCR-Bedingung Acrylamid:
Bisacrylamid-
Verhältnis

L 13 TP2153 TP2154 205 bp 94 ◦C für 30 sek. 12% 29:1 +
63 ◦C für 40 sek. 10% Glycerol

5′- GTCTT 5′- ATCCA 72 ◦C für 40 sek. 14% 99:1
TCCCA TGGGA 22 ◦C
TCTTC TTCTA Insg. 40 Zyklen
TCCAC -3′ ACCGC-3′ MgCl2 2.0

Tabelle 3: Auflistung der untersuchten Fragmente des Presenilin 1 -Gens unter Angabe der Exone
der zur Amplifikation verwendeten Primerpaare und der Fragmentlängen. Zusätzlich Angabe der
optimalen PCR- und SSCP-Bedingungen. MgCl2 in mM.

3.5.1 Silberfärbung von Polyacrylamidgelen

Die Silberfärbung ist ein sehr sensitives Verfahren zum Nachweis von DNA-Fragmenten in Po-
lyacrylamidgelen (Budowle et al., 1991). Sie beruht auf der Eigenschaft von Nucleinsäuren, bei
niedrigem pH-Wert Silberionen zu binden und hat eine Nachweisgrenze von 5 ng/ DNA-Bande.
Mit Hilfe von alkalischem Formaldehyd gelingt es, komplex-assoziierte Silberionen zu reduzieren.
Hierdurch fällt das Silber aus und die DNA-Banden erscheinen braun bis schwarz.

Material und Lösungen

SSCP-Laufpuffer:
10 % Ethanol (Riedel de Häen)
1 % Salpetersäure (Merck)
0.2 % Silbernitrat (Serva)
10 % Essigsäure (Merck)

Natriumbicarbonatlösung:
150 g Na2CO3 (Merck)
2.5 ml Formaldehyd 35 % (Merck)
ad 5 l aqua bidest

Durchführung

Zur Fixierung der Nukleinsäuren in der Gelmatrix wurden die Gele zunächst für 5 Minuten
in 10 %igem Ethanol geschwenkt. Anschließend erfolgte eine 1−2 minütige Behandlung mit
10 %iger Salpetersäure und ein einmaliges kurzes Waschen in aqua dest. Daraufhin wurden
die Polyacrylamidgele in 0.2 %ige Silbernitratlösung gelegt und dort unter leichtem Schwen-
ken für mindestens 20 Minuten belassen. Der Entwicklungsvorgang konnte nun nach mehr-
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maligem sorgfältigen Waschen der Gele in aqua dest durch Zugabe von Natriumbicarbonat-
Formaldehyd-Lösung eingeleitet werden. Unter Reduktion der Silberionen ist ein Sichtbarwer-
den der DNAProdukte als Banden zu beobachten gewesen. Gestoppt wurde diese Reaktion,
wenn die Banden deutlich braun gefärbt erschienen, durch Behandlung der Gele mit 10 %iger
Essigsäure für ca. 1 Minute. Nach gründlichem Auswaschen der Essigsäure mit aqua dest
wurden die Polyacrylamidgele auf einem Vakuumtrockner bei ca 80 ◦C für 2 h getrocknet.

3.5.2 Isolierung der aberrant laufenden Banden aus dem SSCP-Gel und

Reamplifizierung durch PCR

Proben mit aberrantem Laufverhalten, die wiederholt auftraten, wurden vor dem Trockenvorgang
aus dem SSCP-Gel ausgeschnitten und mit 50 µl Elutionspuffer versetzt. Bei 50 ◦C wurden sie über
Nacht geschüttelt, um die DNA aus dem Acrylamidgel zu lösen.

Material und Lösungen

DNA Elutionspuffer:
0.5 M Ammoniumacetat
10 mM Magnesiumacetat
1 mM EDTA 0.1 % SDS

Durchführung

Nach erfolgter Elution wurde die DNA mit 125 µl Ethanol absolut gefällt und über einen
Zeitraum von 30 Minuten bei 4 ◦C und 10000 g zentrifugiert. Im Anschluss daran ist das
entstandene Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und für weitere 10 Minuten im Speed
Vac getrocknet worden. Die so gewonnene DNA konnte nun nach Resuspension in 10 µl aqua
bidest erneut als Matrize in die sogenannte Reamplifizierung-PCR eingesetzt werden. Als
Reaktionsvolumen wurden hierbei 40 µl gewählt; die PCR Bedingungen für das jeweilige
Primerpaar blieben identisch (siehe Tab. 2.5). Nach erfolgreicher Reamplifizierung konnten
die Proben aufgereinigt und schließlich sequenziert werden.

3.5.3 Aufreinigung der PCR-Produkte für die Sequenzierung

Ziel der Aufreinigung war es, Primer, überschüssige Nucleotide, Salze und die Taq-Polymerase zu
entfernen, damit durch sie keine Signalüberlagerungen bei der Sequenzierreaktion entstehen konnten.
Hierzu verwendete man Affinitätssäulen der Firma Qiagen (QIAquick-spin Purification Kit 250) und
verfuhr gemäß den Anweisungen des Herstellers.



3 Material und Methoden 48

Material und Lösungen

DNA Elutionspuffer:
Puffer PB (Qiagen)
Puffer PE (Qiagen)
Puffer EB (10 mM, Tris Cl, pH 8.5)
Säule Qiaquick

Durchführung

Nachdem das aufzureinigende Produkt mit dem fünffachen Volumen an Puffer PB versetzt und
durchmischt worden war, konnte es auf eine QIAquick-Säule mit dazugehörigem Sammelgefäß
(Collection Tube) überführt werden. Dieses wurde dann für 1 Minute bei Raumtemperatur
und 10 000 g zentrifugiert. Der dabei im Collection Tube aufgesammelte Durchlauf konnte
verworfen werden. Nun erfolgte das Waschen des Produktes durch Zugabe von zunächst 500
µl Puffer PE und erneute Zentrifugation zu gleichen Konditionen. Der Waschvorgang wurde
anschließend unter Verwendung von 200 µl Puffer PE noch einmal wiederholt. Zur Elution
der DNA wurde die Qiaquick-Säule in ein neues Tube überführt und mit etwa 30 µl Puffer EB
versetzt. Nach 2 minütiger Inkubation erfolgte durch eine abschließende Zentrifugation die
Herauslösung des nun aufgereinigten PCR-Produktes aus der Membran der Affinitätssäule.
Dieses konnte direkt in die Sequenzierungsreaktion eingesetzt werden.

3.6 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzier-Methode, die von Sanger et al. 1977 entwickelt wurde, kann auch aus als Kettenab-
bruch- oder Didesoxynukleotidverfahren bezeichnet werden. Sie bietet die Möglichkeit, einzelsträngige
cDNA sowie gDNA, die nach initialer Denaturierung als Einzelstrang in der Sequenzierreaktion vor-
liegt, zu analysieren. Hierbei kommt den normalen Nukleotiden zugesetzten 2’,3’-Didesoxynukleotiden
(ddATP/ddTTP/ddCTP/ddGTP) eine besondere Bedeutung zu. Fluoreszensmarkiert fungieren sie
als Terminatoren der Amplifikation, so dass ihr Einbau den Kettenabbruch zur Folge hat. Bei aus-
reichender Menge eingesetzter und während der Reaktion neu synthetisierter Matrizen-DNA kann
man auf diese Weise Fragmente erhalten, deren Größe im Bereich Primerlänge + 1 bis Gesamtfrag-
mentlänge variiert. Gleich ist allen Produkten, dass die letzte zum Abbruch führende Base fluo-
reszensmarkiert ist und ein für sie spezifisches Farbsignal abgibt. Dies bietet die Möglichkeit, die
Basenabfolge eines Fragmentes mit Hilfe eines Sequenziergerätes zu visualisieren. Zur Durchführung
der Sequenzierreaktion wurde das PRISMTMReady Reaction Dye DeoxyTMTerminator Cycle Se-
quencing Kit von PerkinElmer/Applied Biosystems und der automatische Sequenzierer Abi 377
verwendet.
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Material und Lösungen

PRISMTMReady Reaction Dye DeoxyTMTerminator Cycle Sequencing Kit (PerkinElmer/
Applied Biosystems)

Mix für die Sequenzierreaktion:
2 µl Terminator Premix (Applied Biosystems)
20 ng Template
1.6 pmol Primer
ad 10 µl aqua bidest

6%iges Sequenziergel:
30 g Harnstoff
9 ml AA-Stammlösung 40 % (Life Technologies)
6 ml 10x TBE
23.5 ml aqua bidest

Filter (Porengröße 0.2 µm)
Reagentien zur Induktion der Polymerisation: 180 µl APS, 10 %; 24 µl TEMED
Laufpuffer: 1x TBE Ladepuffer: Formamid (98 %): EDTA (50 mM, pH 8,0) = 4 : 1

Durchführung

Die Sequenzierreaktion, die mit Hilfe des Gene Amp 9600 Thermocycler der Firma PerkinEl-
mer durchgeführt wurde, gliederte sich in folgende Teilreaktionen: Initiale Denaturierung bei
96 ◦C für 2 Minuten; 25 Zyklen der Sequenz; Denaturierung bei 96 ◦C für 10 sek.; Alignment
bei 50 ◦C für 10 sek.; Extension bei 60 ◦C für 4 min. Anschließend erfolgte die Fällung der
Proben mit 0.1 Vol 3 M NaAc (pH 5.3) und 2.5 Vol Ethanol. Nach 30 minütiger Zentrifugati-
on bei 4 ◦C und 14 000 g wurde der Überstand verworfen und das gewonnene Pellet mit 250
µl 70 %igem Ethanol gewaschen, erneut für 10 min bei 4 ◦C und 14 000 g zentrifugiert und
im Anschluss daran vakuumgetrocknet. In 4 µl Ladepuffer konnten die Proben resuspendiert
werden. Bei 94 ◦C erfolgte dann über 2 Minuten die Denaturierung. Um eine Reassoziation
der DNA-Doppelstränge zu vermeiden, wurden die Proben unmittelbar danach auf Eis auf-
bewahrt, bis sie auf das 6 %ige Polyacrylamidgel geladen wurden. Die Auftrennung erfolgte
unter den in Tabelle 2.4 aufgelisteten Bedingungen. Mit den Programmen ABI PrismTM377
Collection version 2.5.1 und Sequencing Analysis 3.3 konnten die Proben ausgewertet werden.
Alle Sequenzierungen erfolgten mit dem automatischen Sequenzierer Typ 377 der Firma ABI.
Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die sequenzierten DNA-Fragmente mit aber-
rantem Laufverhalten im SSCP-Gel.
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Frag-
ment

Primer-forward Primer-reverse Frag-
ment-
länge

PCR-Bedingungen

A TP2131-PS1 TP2132-PS1 195 bp 94 ◦C für 30 sek.
58 ◦C für 40 sek.

5’-CCTCAAGA
GGCTTTGTT
TTC-3’

5’-GGGAGATG
ATAAGTGAA
TCC-3’

72 ◦C für 40 sek.
Insges. 37 Zyklen
MgCl2 2.0

F TP2141-PS1 TP 2142-PS1 218 bp 94 ◦C für 30 sek.
60 ◦C für 40 sek.

5’-TAATGTTT
GGGAGCCAC
AC-3’

5’-TACTTGAT
AAACACCAG
GGC-3’

72 ◦C für 40 sek.
Insg. 37 Zyklen
MgCl2 1.5

H TP2145-PS1 TP2146-PS1 282 bp 94 ◦C für 30 sek.
60 ◦C für 40 sek.

5’-CTACCACC
CATTTACAA
GTTTAGC-3’

5’-CTTCAAGT
TCCCGATAA
ATTCTAC-3’

72 ◦C für 40 sek.
Insg. 40 Zyklen
MgCl2 1.5 +DM-
SO

Tabelle 4: Für die Sequenzierreaktion verwendete Primer und PCR-Bedingungen, MgCl2 in
mM.

Elektrophoretische Spannung 1680 Volt

Elektrophoretischer Strom 50 mA

Elektrophoretische Arbeit 150 Watt

Temperatur des Gels 51 ◦C

Laser Arbeit 40 mW

Laufzeit 7 h

Anzahl der Scans 8252

Tabelle 5: Sequenzierungsbedingungen (Abi Prism 377)

3.7 Deletionssuche mit Hilfe des PCR- und RT-PCR-Verfahrens

Der kodierende Bereich des Presenilin 1 Gens erstreckt sich über die Exone 4−12. Diese sind
mit Hilfe der PCR- und RT-PCR-Methodik auf große, exonübergreifende Basenverluste untersucht
worden. Hierbei setzte man als Template sowohl cDNA als auch genomische DNA in die PCR ein.
Die cDNA konnte durch das Verfahren der reversen Transkription aus Tumor- und Normalgewebe
gewonnen werden, wie unter 2.9 beschrieben.
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Exon Primer-forward Primer-reverse Fragmentlänge
cDNA/ gDNA

PCR-
Bedingungen

4-12 TP2325-PS1-del TP2326-PS1-del 1485 bp/ 3056 bp 94 ◦C für 50 Sek
58 ◦C für 60 sek.

5’-TGAAAGAA
AGAACCTCA
AGAGGC-3’

5’-AAACATCC
ATGGGAGGC
TAACCG-3’

72 ◦C für 60 sek.
Insges. 45 Zyklen
MgCl2 1.0 mM

Tabelle 6: Primersequenzen und PCR-Konditionen für das PCR/RT-PCR-Verfahren

Durchführung

Gemäß den in der Tabelle angegeben Konditionen fanden PCR und RT-PCR in einem Reak-
tionsvolumen von 40 µl statt. Die dabei erzielten Amplifikationsprodukte wurden gemeinsam
mit einem Längenstandard auf 2 %ige Agarosegele aufgetragen und bei 180 V über 15 min
elektrophoretisch aufgetrennt. Unter UV-Licht-Bestrahlung konnten nun die geladenen Proben
als Banden sichtbar gemacht werden.

3.7.1 DNA-Extraktion aus Agarosegelen und Aufreinigung mit dem QIAquick

Gel-Extraktions-Kit

6 µl eines 6x Agarose-Ladepuffer wurden auf 40 µl des PCR-Produktes pipettiert. Dann lud man das
gesamte Volumen auf ein 2 %iges Agarosegel und ließ dies in einer entsprechenden Pufferkammer
mit 0.5x TBE bei 180 V über 15 min laufen. Nach elektrophoretischer Auftrennung konnten die für
die Produkte repräsentativen Banden unter UV-Licht detektiert, ausgeschnitten und in einem 1.5
ml Reaktionsröhrchen gesammelt werden. Mit Hilfe einer Analysenwaage erfolgte die Bestimmung
des Gewichtes. Im folgenden wurde die DNA unter Verwendung des QIAquick Gel-Extraktions-Kit
der Firma QIAgen isoliert und aufgereinigt.

Material und Lösungen

Puffer OG (Qiagen)
Puffer PE (Qiagen)
Puffer EB (10 mM Tris Cl, pH 8.5)
Isopropanol (100 %) Säule QIAquick

Durchführung

Zu den gewogenen Banden wurde zunächst das dreifache Volumen an OG-Puffer pipettiert.
Nach 10 minütiger Inkubation bei 50 ◦C erfolgte die Übertragung dieser Lösung auf eine
QIAquick-Säule, die sich in einem Sammelgefäß befand. Handelte es sich bei den DNA-
Produkten um Fragmente, die kleiner als 300 bp waren, so konnte durch Zugabe von Isopropa-
nol an dieser Stelle eine größere Ausbeute erzielt werden. Nun erfolgte die Zentrifugation für 1
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min bei Raumtemperatur und 10 000 g. Zur vollständigen Entfernung von Agaroserückständen
fügte man noch einmal 500 µl OG-Puffer hinzu und zentrifugierte für eine weitere Minute. Der
dabei entstandene Durchlauf wurde verworfen, bevor das Waschen der DNA in 750 µl Puf-
fer PE und zweimalig eine Zentrifugation unter oben erwähnten Bedingungen erfolgte. Nach
Überführung der QIAquick-Säule in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefäß, wurden 30 µl Puffer EB
auf die Membran der Affinitätssäule pipettiert. Zwei Minuten später vollzog man durch eine
abschließende Zentrifugation bei 12 000 g die Elution der aufgereinigten DNA, die direkt als
Template in die Sequenzierreaktion eingesetzt werden konnte.

3.8 Isolierung von RNA

3.8.1 Isolierung von total zellulärer RNA mit Trizol

Die zelluläre RNA wurde überwiegend mit Trizol extrahiert. Hierbei orientierte man sich im We-
sentlichen an dem Protokoll von Life Technologies.

Material und Lösungen

Trizol Reagenz (Life Technologies)
Chloroform (Merck)
75 % Ethanol
Isopropanol
DEPC behandeltes Wasser
(0.1 % DEPC, 2 h bei 37 inkubieren, autoklavieren)

Durchführung

Von dem in flüssigem Stickstoff gelagerten Tumormaterial wurden mit Hilfe des Kryostaten
50−100 10 µm dicke Dünnschnitte angefertigt. Im Anschluss erfolgte in 750 µl Trizol deren
Resuspension und Homogenisierung. Mikroskopisch wurde das Gewebe kontrolliert, wie unter
2.2 beschrieben. Nach Zugabe von 150 µl Chloroform wurden alle Proben geschüttelt und zur
Phasentrennung für 15 min bei 4 ◦C und 12 000 g zentrifugiert. In der oberen wässrigen Phase
befand sich nun die RNA, die untere enthielt die DNA und Proteine. Nach Überführen der
oberen Phase in ein neues Tube, erfolgte bei Raumtemperatur die Fällung der RNA mit 250 µl
Isopropanol für 10 min. Nach erfolgter Inkubation der RNA mit Isopropanol fand eine erneute
Zentrifugation der Suspenison für diesmal 10 min bei 4 ◦C und 12 000 g statt. Nun konnte
der Überstand verworfen und das gewonnene Pellet in 75 %igem Ethanol gewaschen werden.
Anschließend ließ man das Pellet vollständig trocknen, bevor es in DEPC-behandeltem aqua
bidest resuspendiert wurde. Die Lagerung erfolgte bei −80 ◦C.
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3.8.2 Behandlung der RNA mit DNase I

Um Kontaminationen der wie unter 2.8.1 gewonnenen RNA mit genomischer DNA zu eliminieren,
erfolgt im Anschluss an die Extraktion ein DNase-Verdau.

Material und Lösungen

DNase I, RNase-frei (10 U/µl) (Boehringer Mannheim)
10x DNase-Puffer (Roche)
Rnasin (40 U/µl) (Promega)

Durchführung

Nach Zugabe von 3 µl DNase Puffer, 2 µl RNasin und 1 µl DNase I wurden die 24 µl RNA für
90 min bei 37 ◦C inkubiert. Um die DNase nun wieder zu entfernen, wurde eine weitere Trizol-
Extraktion wie unter 2.8.1 beschrieben durchgeführt. Zur Resuspension der RNA verwendete
man diesmal 30−100 µl DEPC-behandeltes aqua bidest. Die Bestimmung von Konzentration
und Reinheit der RNA erfolgte photometrisch bei 260−280 nm.

3.9 Synthese von cDNA

Material und Lösungen

SuperScriptTMPreamplification System (Life Technologies)

Durchführung

Zur reversen Transkription der RNA verwendete man das SuperScriptTMPreamplification
System für die cDNA-Erststrangsynthese von Life Technologies gemäß dem vom Hersteller
empfohlenen Protokoll. Zunächst wurden zu 250−500 ng der RNA 1 µl eines Zufallsprimers
(random hexamer; 50 ng/ml) pipettiert und durch Zugabe von DEPC-behandeltem aqua dest
ein Gesamtvolumen von 12 µl erzielt. Im Anschluss daran fand eine 10 minütige Inkubation
bei 70 ◦C statt. Nachdem die Proben auf Eis abgekühlt worden waren, erfolgte die reverse
Transkription. Dafür gab man 10x-PCR-Puffer, MgCl2, dNTP-Mix, DTT und 0,7 µl reverse
Transcriptase (50 U/ml) zu den Proben und inkubierte diese dann für 10 min bei Raum-
temperatur. Danach folgte eine weitere Inkubation für 50 min bei 42 ◦C. Durch 15 minütiges
Erhitzen auf 70 ◦C wurde die Reaktion zum Abschluss gebracht. Die so gewonnene cDNA
konnte 1:5 oder 1:10 mit aqua bidest verdünnt in die PCR eingesetzt werden. Die Lagerung
erfolgte bei −20 ◦C.
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3.10 Kompetitive RT-PCR (cRT-PCR) zur Quantifizierung von

Gentranskripten

Ein auf der reversen Transkriptase-PCR beruhendes kompetititves Verfahren wurde verwendet,
um die mRNA-Expression des Genes Presenilin 1 semi-quantitativ darzustellen. Im Vergleich zu
Northern-Blot und zum Ribonuclease-Protection Assay war für die kompetitive RT-PCR ca. 100
Mal weniger zelluläre Total-RNA einzusetzen. Sie stellte sich darüber hinaus als schnelle und ein-
fache Methode zur Analyse des Expressionsverhaltens eines Genes in einem großen Probenkollektiv
dar. Mit einer hohen Sensitivität erlaubte sie auch die Detektion geringerer mRNA Mengen, die
mit anderen Verfahren nicht zu analysieren gewesen wären. Für die cRT-PCR wurden zunächst
exogene, sequenz-spezifische Kompetitor-RNA-Moleküle synthetisiert, die über die gleichen Primer-
sequenzen wie die Zielgene verfügten. Im Unterschied zu diesen jedoch wiesen sie eine Deletion von
den 10-20 unmittelbar vor dem reversen Primer gelegenen Basenpaaren auf. Der darauf basierende
Größenunterschied ermöglichte die elektrophoretische Unterscheidung von Kompetitor (internem
Standard) und Zielgenprodukten. Hergestellt wurden diese kompetitiven RNA-Moleküle durch Mu-
tagenese und Addition eines T7-Motors. Dies wurde in einem einzigen PCR Schritt erzielt. Im
Anschluss erfolgte eine in-vitro Transkription. In Vorexperimenten konnte mittels Titration die
optimale Kompetitor-RNA-Konzentration ermittelt werden, die der Ziel-RNA zugegeben werden
musste, bevor die reverse Transkription gestartet werden konnte. Bei Raumtemperatur wurden nun
Kompetitor-RNA und Ziel-RNA mit derselben Effizienz transkribiert. Da sie gleichen PCR- Pri-
mern und PCR-Bedingungen unterlagen, galt dies auch für die Amplifikation. Deswegen ließ sich so
aus der Analyse der Relation von Produkten aus Ziel-RNA / Produkten aus Kompetitor-RNA eine
zuverlässige Angabe über die mRNA Menge in einem Tumor machen (Waha et al., 1998). Damit
verschiedene Proben, so z.B. aus Tumor und entsprechendem Normalgewebe, verglichen werden
konnten, bedurfte es der Expressionanalyse eines sogenannten Haushaltsgens. In dieser Arbeit wur-
de hierfür β2-Mikroglobulin gewählt, dessen Expression das Maß für die in die RT-PCR eingesetzte
Menge an RNA und deren Qualität war. Unter Berücksichtigung der Relation der Expression des
Zielgens zur Expression des Haushaltsgens konnten die Expressionsdaten normalisiert werden. Ab-
schließend sei erwähnt, dass der reverse Primer bei diesen Experimenten jeweils fluoreszensmarkiert
war, so dass bei der Analyse ein halbautomatisches Sequenziergerät verwendet werden konnte.

3.10.1 Herstellung der exogenen Kompetitor-RNA-Moleküle

Material und Lösungen

dNTP‘s (dATP/ dGTP/ dCTP/ dTTP) (Life Technologies)
10x PCR-Puffer (Life Technologies)
50 mM MgCl2 (Life Technologies)
Taq DNA-Polymerase (Life Technologies)
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T7-RNA-Polymerase Kit (Stratagene)
QIAquick-spin PCR Purification Kit 250 (Qiagen)
RNeasy Quickspin columns (Qiagen)
DNase I, RNase-frei (10 U/µl); 10x DNase-Puffer (Roche)
Rnasin (40 U/µl) (Promega)
DEPC-behandeltes aqua bidest

Durchführung

Zur Synthese der exogenen Kompetitoren für die Transkripte der Gene Presenilin 1 und β2-
Mikroglobulin bedurfte es zunächst der Zusammenstellung eines cDNA-Pools aus Tumor- und
Normalgeweben. Zur Amplifizierung der Zielfragmente bediente man sich der Methodik der
PCR. Die dabei gewonnenen Produkte wurden mit einem entsprechenden Längenstandard auf
ein 2 %iges Agarosegel geladen und über 15 min bei 180 V elektrophoretisch aufgetrennt. Unter
UV-Licht konnten die Banden sichtbar gemacht und ausgeschnitten werden. Die Aufreinigung
erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit. Anschließend konnten 10 ng des aufgerei-
nigten Produktes als Matrize in die Mutagenese-PCR eingebracht werden. In dieser wurden
sowohl die Deletion der 10−20 vor dem reversen Primer gelegenen Basenpaare, als auch die Ad-
dition des T7-Promotors vollzogen. Die PCR fand in einem Reaktionsvolumen von 30 µl statt
und oblag den gleichen PCR-Bedingungen wie zuvor die Amplifikation des Zielgens. Ledigleich
die Primer wurden durch einen den T7-Überhang tragenden forward und den entsprechenden
reversen Mutagenese-Primer ersetzt. Die Reaktion erfolgte in einem Uno Biometra Thermo-
block Cykler (Biometra) unter den in Tabelle 2.7 aufgeführten Konditionen. Der Mastermix
enthielt 200 mmol/l jedes dNTPs, 15 pmol jedes Primers und 0,75 U Taq-Polymerase. Bereits
im ersten Zyklus der Mutagenese-PCR fanden die entscheidenden Bindungsreaktionen statt,
die auf dem besonderen Design der Primer beruhten. Am Ende des Templates lagerte sich der
Mutageneseprimer unmittelbar vor den später deletierten Basenpaaren an. Gleichzeitig band
der forward -Primer mit dem T7-Überhang, wodurch das Fragment um genau diese Anzahl
später verlorener Basen verlängert wurde. So wird bereits ab dem zweiten Zyklus der PCR
nahezu ausschließlich ein Produkt amplifiziert, das die gewünschte Deletion am Ende und
den eingefügten T7-Überhang am Anfang trägt. Gemäß den Angaben des Herstellers wurden
die Produkte mit dem QIAquick-spin PCR Purification Kit 250 aufgereinigt. Im Anschluss
erfolgte die in vitro-Transkription in einem Reaktionsvolumen von 25 µl mit je 0,5 µg mu-
tierter Template-cDNA und 10 U T7-RNA-Polymerase, wie vom Hersteller protokolliert. Im
Folgenden fand der DNase-Verdau der Template-cDNA in einem Reaktionsvolumen von 30 µl
statt. Unter Verwendung von 100 U RNase freier DNase I und 40 U RNasin wurde hierbei
analog zum Firmenprotokoll verfahren. Im Anschluss erfolgte erneut eine Aufreinigung, dies-
mal mit dem RNeasy Quickspin columns nach dem Protokoll der Firma Qiagen. Nachdem die
RNA in 30 µl DEPC-behandeltem Wasser gelöst worden war, wurde die Konzentration der so
synthetisierten Kompetitoren mittels Spektrophotometrie bestimmt.
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Gen Primer-forward Primer-reverse Mutagenese-
primer

PCR-
Bedingungen

Presenilin 1 TP 1534-Pres1-
Exp-forward

TP 1535 bzw.
1681-Pres1-Exp-
reverse

TP-Pres-T7 94 ◦C für 30 Sek
54 ◦C für 40 Sek
72 ◦C für 40 Sek

5’-CCCCATTCA
CAGAAGATAC
C-3’

5’-GGCATGGA
TGACCTTATA
GC-3’

5’-GGATCCT
AATACGAC
TCACTATA
GGGAGGCC
CCATTCAC
AGAAGATA
CC-3’

Insges. 35 Zyklen
MgCl22 2.0 mM

TP-Pres-mut
5’-GGCATGG
ATGACCTT
ATATGCAC
CAGGAGGA
TAGTCATG
AC-3’

β2Mikroglo-
bulin

TP 1684-MIC-
exp-forward

TP 1685-MIC-
exp-reverse

TP 1684-MIC-
T7

94 ◦C für 30 Sek
57 ◦C für 40 Sek
72 ◦C für 40 Sek

5’-TGTCTTTCA
GCAAGGACTG
GC-3’

5’-GATGCTGC
TTACATGTCT
CG-3’

5’-GGATCCT
AATACGAC
TCACTATA
GGGAGGTG
TCTTTCAG
CAAGGACT
GG-3’

Insges. 40 Zyklen
MgCl22 1.5 mM
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Gen Primer-forward Primer-reverse Mutagenese-
primer

PCR-
Bedingungen

TP 1241-MIC-
mut
5’-GATGCTG
CTTACATG
TCTCGGCT
GTGACAAA
GTCACATG
G-3’

Tabelle 7: PCR-Bedingungen zur Herstellung der exogenen RNA-Kompetitor-Moleküle,
PS1=Presenilin 1

3.10.2 Semiquantitative RT-PCR

Um den Umfang der Transkription des Genes Presenilin 1 sowie des Haushaltsgens β2-Mikroglobulin
zu erfassen, fertigte man zunächst eine serielle Verdünnungsreihe der Kompetitor-RNA an, aus-
gehend von 500 pg bis zu 10 fg; für β2-Mikroglobulin wurde das Zehnfache eingesetzt. Mit 0,25
µg gesamtzellulärer RNA aus gepooltem Tumor- und Normalgewebe vollzog man dann mit jeder
Verdünnungsstufe eine reverse Transkription. Um die optimale Titration bestimmen zu können,
verwendete man bei der anschließenden RT-PCR einen fluoreszensmarkierten reversen Primer. Die
Produkte wurden nun auf ein 4,5 %iges Polyacrylamidgel geladen und mit Hilfe eines Sequen-
ziergerätes analysiert. Dabei galt diejenige Titrationsstufe als optimal, bei der sich Tumor- bzw.
Normalgewebspool-RNA und Kompetitor-RNA quantitativ entsprachen.

Material und Lösungen

4,5 %iges Sequenziergel (siehe 2.6)
Ladepuffer: deionisiertes Formamid (pH 7,2) (Ambion)
Laufpuffer: 1x TBE

Durchführung

Wie unter 2.7 beschrieben wurde die RT-PCR durchgeführt. Hierbei war der reverse Primer
fluoreszensmarkiert, um die Produkte auf dem Sequenziergerät (ABI 377, Applied Biosy-
stems) quantitativ bestimmen zu können. Zur Auswertung wurde folgende Software genutzt:
ABI PrismTM377; Gene Scan Analysis 3.1; Gene Scan 3.1 und Genotyper 1.1. Die Proben
wurden im Verhältnis 1:10 mit dem Ladepuffer verdünnt und nach 2 minütiger Denaturierung
bei 94 ◦C sofort auf Eis gestellt. Dann sind sie auf ein 4,5%iges Polyacrylamidgel geladen und
mit dem Sequenziergerät elektrophoretisch aufgetrennt worden. Die dabei vorherrschenden
Bedingungen sind der Tab. 2.8 zu entnehmen. Nach visueller Abschätzung der optimalen Ti-
trationsstufe wurden die entsprechenden Mengen an Kompetitoren zusammenpipettiert. Die
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jeweils kalkulierte Menge dieses Kompetitorgemisches wurde dann zu je 250 ng der einzelnen
Total-RNA-Extrakte der zu untersuchenden Tumore und der angrenzenden Normalgewebe,
der Zelllinien und Positivkontrollen gegeben. Mit diesem Gemisch erfolgte nun die reverse
Transkription. Die erhaltenen cDNA Produkte wurden nun unter Verwendung eines gen-
spezifischen fluoreszensmarkierten reversen Primers im Rahmen einer RT-PCR amplifiziert.
(Bedingungen siehe Tab. 2.7) Zeigten sich nach der Sequenzierung große Differenzen in Si-
gnalsstärke von Tumor-RNA und Kompetitor-RNA, so wurde diese Methodik auch in der
darüber und darunter liegenden Titrationsstufe durchgeführt.

Elektrophoretische Spannung 2000 Volt

Elektrophoretischer Strom 50 mA

Elektrophoretische Arbeit 150 Watt

Temperatur des Gels 51 ◦C

Laser Arbeit 40 mW

Laufzeit 20−30 min (in Abhängigkeit von der Fragmentlänge)

Tabelle 8: Sequenzierungsbedingungen (Abi Prism 377)

3.10.3 Auswertung der Rohdaten

Zur Berechnung des individuellen Umfanges der Expression des Presenilin 1 Genes bildete man den
Quotienten aus Proben-Produkt und Kompetitor-Produkt. Fehler, die durch verschiedene Mengen
oder unterschiedliche Qualität eingesetzter RNA eventuell entstanden waren, sollten bei der Aus-
wertung als Differenzen zwischen den individuellen Werten sichtbar gemacht werden. Deshalb wurde
der für das Zielgen berechnete Quotient noch einmal durch den auf gleiche Weise für den Housekee-
per erhaltenen Wert dividiert. Zusammenfassend kam also zum Vergleich der individueller Proben
mit den entsprechenden Gewebeproben folgende Formel zum Tragen:

Zielgen Probe /Zielgen Kompetitor

Haushaltsgen Probe/Haushaltsgen Kompetitor

3.11 Western-Blot-Analyse

Der Western-Blot ist ein immunologisches Nachweisverfahren für Proteine. In der vorliegenden Ar-
beit wurde die Methodik des ECL-Western Blot verwendet. Dieses nicht-radioaktive Verfahren be-
ruht im Allgemeinen auf dem Prinzip der Lichtemission und dient der direkten oder indirekten
Detektion unbeweglicher spezifischer Antigene durch HRP-markierte Antikörper. Im Detail basiert
es auf der HRP/Hydrogen-Peroxid-katalysierten Oxidation des zyklischen Diacylhydrazid Luminol
unter alkalischen Bedingungen. Dadurch wird dieses in einen erregten Zustand versetzt. Durch eine
weitere unverzüglich folgende Oxidation gelangt es wieder in seinen Grundzustand, wobei es zur
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Emission von Lichtstrahlen kommt. Eine Verstärkung dieser Reaktion findet statt, wenn chemische
Enhancer, wie z.B. Phenole anwesend sind. Die ECL-Reaktion erreicht ihren Höhepunkt nach 5−20
min und schwächt dann mit einer Halbwertszeit von ungefähr 60 min ab. Die maximale Lichtemis-
sion befindet sich bei einer Wellenlänge von 428 nm und kann mit autoradiographischen Filmen
erfasst werden. Im Wesentlichen umfasst die Methodik folgende fünf Teilschritte:

(1) Auftrennung der Proteine mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

(2) Blotten der Proteine auf ECL-Membran

(3) Inkubation mit einem spezifischen Primärantikörper

(4) Inkubation mit einem HRP markierten sekundären Antikörper

(5) Behandlung der Membran mit ECL Reagenz und Dokumentation des Blots via Autoradiogra-
phie

(1) Auftrennung der Proteine mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese:

Material und Lösungen

Protein-Lysispuffer:
20 mM Tris-HCl pH 7,4
50 mM NaCl 1,0 % Nonidet P-40 (Sigma)
1 mM PMSF (Boehringer

Mannheim)
10 µg/ml Leupeptin (Boehringer

Mannheim)
10 µg/ml Aprotinin (Calbiochem)

2xLadepuffer:
90 µl LDS Sample Buffer 4x (NuPage)
10 µl Sample Reducing Agent 10x (NuPage)
100 µl Lysispuffer

Laufpuffer:
40 ml MOPS SDS Laufpuffer 20x (NuPage)
760 ml aqua dest.

(* 0,5 ml Antioxidant der Firma NuPage sind unmittelbar vor Anlegen der Spannung
direkt in die befüllte obere Pufferkammer zu pipettieren.)

Durchführung
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Nachdem auf 25 µg des Proteinlysates 25 µl 2x Ladepuffer pipettiert worden war, erfolgte
die Denaturierung bei 70 ◦C für 10 min. Anschließend verblieben die Proben auf Eis, bis
sie auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen wurden. Die Prozentigkeit des Geles richtete
sich hierbei nach der Proteingröße und konnte unter Hinzuziehens des sogenannten Gel
Migration chart der Firma NuPage ermittelt werden. Unter Verwendung des oben angege-
benen Laufpuffers erfolgte die Auftrennung der Proteine in einer Elektrophoresekammer
(Novex Mini Cell/ invitrogen) bei einer Spannung von 200 V für 40 min.

(2) Blotten der Proteine auf ECL-Membran:

Material und Lösungen

Filterpapier 7,5 x 8,5 cm
ECL-Membran 7,5 x 8,5 cm; Porengröße 0,2 µm

Transferpuffer:
40 ml 20x Transfer Buffer (NuPage)
0,8 ml Antioxidant (NuPage)
160 ml Methanol
600 ml aqua dest.

Blockierungslösung:
10 % Non-Fat-Dry-Milk in TBS (Biorad)
0,05 % Tween (10 g/100 ml) (Biorad)
(20 % polyklonaler Antikörper eines Pferdeserums (Gibco/invitrogen))

Durchführung

Zunächst wurde die ECL (Enhancend-Chemiluminescense)-Membran für ca. 1 min mit
aqua dest. inkubiert und anschließend für weitere 5 min in Transferpuffer geschwenkt.
Dann galt es die für den Blot notwendigen Komponenten in folgender Reihenfolge auf-
zuschichten:

a) 2x Blotting Pad
b) Filterpapier
c) Gel
d) Transfermembran
e) Filterpapier
f) 2x Blotting Pad

Dies wurde dann erneut in die Elektrophoresekammer eingebaut, mit Transferpuffer be-
deckt und für ca. 1 Stunde bei 30 V geblottet. Nach dem Proteintransfer erfolgte die
Behandlung der ECL-Membran mit der Blockierungslösung für ca. 1 h bei Raumtem-
peratur, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzusättigen. Verwendete
man zum anschließenden Proteinnachweis einen polyklonalen Antikörper, so wurden der
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Blockierungslösung 20 % eines Pferdeserums hinzugefügt. Dadurch konnte eine Reduzie-
rung der für solche Immunglobuline charakteristischen starken Hintergrundsdarstellung
erzielt werden.

(3) Inkubation mit einem spezifischen Primärantikörper:

Material und Lösungen

Monoklonaler Presenilin 1 Antikörper (PSN2) (Okochi, REBS Letters, Vol
418, Issue 1-2, 1997)

HRP-konjugierter Sekundärantikörper (anti-
mouse)

(Amersham)

Polyklonaler anti-Nicastrin-Antikörper (Sigma)
HRP-konjugierter Sekundärantikörper (anti-
rabbit)

(Dako)

PBS

Durchführung

Nach Abschluss des Blockierungsvorganges wurde die Membran über Nacht bei 4 ◦C mit
den jeweiligen spezifischen Primärantikörpern inkubiert. Am nächsten Morgen galt es,
durch mehrmaliges Waschen mit PBS die ungebundenen Antikörperreste zu entfernen.
Dies erfolgte in zwei kurzen und drei langen Vorgängen über 10 min.

(4) Inkubation mit einem HRP-markierten sekundären Antikörper (s.o.):

Durchführung

Der mit HRP (Meerrettich Peroxidase) konjugierte sekundäre Antikörper wurde zunächst
im Verhältnis 1:3000 in PBS verdünnt. Die anschließende Inkubation der ECL-Membran
mit der Lösung erfolgte über eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Shaker. An-
schließend erfolgte erneut ein Waschen mit PBS zur Entfernung von Antikörperresten
(s.o.).

(5) Behandlung der Membran mit ECL-Reagent und Dokumentation des Blots via

Autoradiographie:

Material und Lösungen

ECL Reagent (Amersham)
HyperfilmTMECLTM (Amersham)
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Durchführung

ECL-Reagent A und ECL-Reagent B wurden im Verhältnis 1:1 gemischt. In der Regel
benötigte man pro Membran ein Volumen von 2 ml. Vorsichtig konnte nun die ECL-
Membran hiermit benetzt und nach 1 minütiger Einwirkzeit auf eine Röntgenkassette
übertragen werden. Hierbei war darauf zu achten, dass keine Luftblasen und keine unnötige
Befeuchtung der Röntgenkassette verursacht wurden. In der Dunkelkammer erfolgte ab-
schließend die Plazierung des HyperfilmTMECLTMund die Entwicklung des Röntgenbildes.
Die Belichtungszeiten variierten je nach Qualität des Blots zwischen 15 Sek und 5 min.

Ergänzung:

Bei dieser Methodik empfahl es sich zur Abschätzung der Proteingröße einen ECL-Marker
zu verwenden. So wurden zunächst 0,5 µl des Markers mit 9 µl Ladepuffer versetzt, an-
schließend bei 100 ◦C für 4 min denaturiert und auf Eis gestellt, bevor diese Lösung mit
den übrigen Proben auf das SDS- Polyacrylamidgel geladen wurde. Bis zum Blockierungs-
vorgang verfuhr man mit Proben und Marker identisch. Dann allerdings erfolgte keine
Inkubation mit Antikörpern, sondern vielmehr die Aufbewahrung des den Marker tra-
genden Membranstückes in TBS bei 4 ◦C über Nacht. Am nächsten Tag nahm man eine
Streptavidin-HRP Inkubation bei Raumtemperatur über 45 min vor, wie vom Herstel-
ler beschrieben (Mischungsverhältnis 1:1500). Die abschließende Behandlung mit ECL-
Reagenz und die Autoradiographie wurde daraufhin wie oben erläutert durchgeführt.

3.12 Zellkultur

Material und Lösungen

zu 500 ml RPMI (Invitrogen):
50 ml FCS (Invitrogen)
5 ml 200 mM L-Glutamin (100x) (Invitrogen)

zu 500 ml DMEM (Invitrogen):
50 ml FCS (Invitrogen)
10 ml 200 mM L-Glutamin (100x) (Invitrogen)
5 ml Natrium-Pyruvat (Invitrogen)

Durchführung

Es wurden insgesamt sieben Zelllinien in Kultur gehalten. Darunter befanden sich die He-
patoblastomzelllinien HUH6 und HepT1, die hepatocelluläre Carcinomzelllinie HepG2 sowie
die Medulloblastomzelllinien MEB-MED-8a, D283MED, D425MED und Daoy. Die Versor-
gung der Zellen erfolgte in sterilen Zell-Kultur-Flaschen der Firma Corning, die eine Fläche
von 25 cm umfassten. Mit Ausnahme der Linie MEB-MED-8a konnten alle Zellen mit dem
RPMI 1640 Medium der Firma Gibco/Invitrogen kultiviert werden, durch Zugabe von feta-
lem Kälberserum und L-Glutamin angereichert wurde (s.o.). Die Linie MEB MED 8a hinge-
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gen benötigte zum Überleben und Proliferieren Dulbeccos Mod Eagle Medium (DMEM) der
Firma Gibco/Invitrogen, das durch fetales Kälberserum, L-Glutamin und Natrium-Pyruvat
ergänzt wurde (s.o.). Der Mediumwechsel erfolgte alle 2−4 Tage, je nach Zelldichte. War eine
70−80 %ige Konfluenz dieser adhärent wachsenden Zelllinien zu verzeichnen, so erfolgte die
Passagierung und Subkultivierung der Zellen, wie im Folgenden beschrieben.

Material und Lösungen

1 Kulturflasche mit konfluent gewachsenen Zellen (Corning)
PBS (ohne Calcium und Magnesium, 37 ◦C) (Gibco/ Invitrogen)
Trypsin/ EDTA-Lösung (0.5 % Trypsin/ 0.02 % EDTA / 37 ◦C) (Gibco/ Invitrogen)
vorgewärmtes frisches Medium

Durchführung

Zunächst wurde das alte Medium aus der Zellkulturflasche entfernt. Dann wusch man die Zel-
len vorsichtig in warmem PBS, um Mediumreste zu entfernen, die die Wirkung des Trypsin
abschwächen würden. Anschließend inkubierte man den Monolayer mit 1,62 ml Trypsin-EDTA
und beobachtete den Ablösungsprozeß unter dem Phasenmikroskop. Die optimale Einwirkzeit
lag in der Regel zwischen 3−10 min und war dann erreicht, wenn die Mehrzahl der Zellen sich
vom Boden abgelöst hatten. An dieser Stelle musste darauf geachtet werden, die Inkubation
nicht zu lange vorzunehmen, da Trypsin-EDTA die Zellvitalität irreversibel schädigen kann.
Lose anhaftende Zellen wurden nun mit der Pipette behutsam abgespült, bevor man die Zellen
in ein Röhrchen mit 10 ml Medium überführte. Das Medium führte zu einer Inaktiverung des
Trypsins. Bei Raumtemperatur und 500 g erfolgte nun eine Zentrifugation für 5 min. Während
die Zellen sich zu einem Pellet am Boden gesammelt hatten, enthielt der Überstand Medium-
und Trypsinreste, die nun abpippetiert und so entfernt werden konnten. Nach Resuspension
des Pellets in einer ausreichenden Menge frischem Medium wurden die Zellen in neue Kultur-
flaschen gegeben. Der Verdünnungsfaktor für die Aussaat der Zellen musste hierbei für jede
Zelllinie individuell bestimmt werden.

3.13 Herstellung von Zelllysaten

Um die im Zellinneren enthaltenen Proteine für weitere Analysen z.B. mittels Western blot zu ge-
winnen, wurde die Zellmembran in Anwesenheit der Proteinaseinhibitoren Phenyl-methyl-sulfonyl-
fluoride (PMSF) und Aprotinin vorsichtig lysiert.
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Material und Lösungen

PBS (Gibco/ invitrogen)
Versene (Gibco/ Invitrogen)
RPMI/ DMEM (Gibco/ invitrogen)
0.5 % Nonidet P-40
Trypanblau (Merck)
Aprotinin (Calbiochem)
PMSF (Sigma)

Lysispuffer:
50 mM Tris pH 8.0
120 mM NaCl
0.5 % Nonidet P-40

Durchführung

Um eine größere Ausbeute an Zielprodukten zu erhalten, wurden die Zellen zunächst in Zellkul-
turflaschen (NUNC) mit einer Gesamtfläche von 75−80 cm2 überführt. Wichtig war darauf zu
achten, dass sich die Zellen zum Zeitpunkt der Lyse noch in der Proliferationsphase befanden.
Ihre Zelldichte durfte nicht so hoch sein, dass das Populationswachstum über Kontaktinhi-
bition zum Stillstand kam. So wurde die Lyse in der Regel bei 70−80 %iger Konfluenz des
Zellrasens wie folgt eingeleitet: Nach Entfernen des Nährmediums wurden die Zellen kurz in 5
ml PBS geschwenkt, bevor man sie mit 5 ml Versene behandelte. Im Brutschrank verblieben
die Kulturflaschen bei 37 ◦C nun so lange, bis sich die Zellen vollständig vom Boden abgelöst
hatten. Dann überführte man die Lösung in ein 15 ml Röhrchen, indem sich bereits 7 ml
des entsprechenden Zellmediums befanden. Anschließend erfolgte die Zentrifugation für 5 min
bei Raumtemperatur und 1000 g. Der dabei gewonnene Überstand konnte verworfen werden.
Das Pellet wurde in 12 ml PBS erneut resuspendiert. Bei einer weiteren Zentrifugation unter
gleichen Bedingungen sollten nun Versene- und Mediumreste entfernt werden. Nach Abpippe-
tieren des Überstandes wurde das Pellet dieses Mal in Abhängigkeit von seiner Größe in 5−10
ml PBS resuspendiert. Von dieser Lösung überführte man nun 50 µl in ein kleines Eppen-
dorfreaktionsgefäß, indem sich bereits eine gleiche Menge Trypanblau befand. Mit Hilfe der
Neubauerzählkammer wurde die Zellzahl/ µl Zellsuspension bestimmt. Die übrigen in PBS
gelösten Zellen wurden ein weiteres Mal für 5 min bei Raumtemperatur und 2500 g zentri-
fugiert. Währenddessen fertigte man aus 5 ml Lyispuffer, 5 µl Aprotinin und 50 µl PMSF
den Lysepuffer an. 1 µl dieses Puffers war nun ausreichend für die Lyse von 10 000 Zellen.
Nachdem das Zellpellet in der entsprechenden Menge Lysepuffer resuspendiert und gut durch-
mischt worden war, wurde es für eine halbe Stunde auf Eis aufbewahrt. Während dieser Zeit
wurde die Lösung in regelmäßigen Abständen gevortext. Anschließend erfolgte noch einmal
eine Zentrifugation über 20 min bei 4 ◦C und 14 000 g. Das dabei gewonnene Pellet enthielt
nun die Zelltrümmer, der Überstand beinhaltete die Proteine. Dieser wurde aliquotiert und
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bei −80 ◦C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt.

3.14 Transformation chemisch-kompetenter Bakterien mit

Plasmid-DNA

Material und Lösungen

Plasmid 1: pLPCX (Leervektor)
Plasmid 2: pLPCX-PS1wt (hergestellt durch die Klonierung von PS1 als ein 1.4 kb Fragment
in die XhoI/NotI-Schnittstellen des Leervektors pLPCX)
Beide Plasmide wurden freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. Sascha Weggen.

TEN-Puffer:
20 mM Tris-HCl pH 7.5
1 mM EDTA
50 mM NaCl

LB2Y-Medium (pH 7.4):
0.5 % (w/v) NaCl
1.0 % (w/v) Hefe-Extrakt
1.0 % (w/v) Trypton auf Endvolumen mit H2O aufgefüllt und 20 min autoklaviert

LB2Y-Nährböden (pH 7,4):
Zugabe von 1.5 % (w/v) zu LB2Y-Medium, danach Autoklavierung, bei Bedarf war Zufügen
von Antibiotika möglich, Nährböden wurden in 10 cm-Kulturschalen gegossen, Lagerung
erfolgte bei 4 ◦C.

Ampicillin-Stammlösung:
100 mg/ml in ddH20 gelöst, mit NaOH neutralisiert und steril filtriert, Aliquots bei −20 ◦C
gelagert, für Verwendung in Selektionsmedium 1:1000 verdünnt

Kanamycin-Stammlösung:
10 mg/ml in ddH20 gelöst, steril filtriert, Aliquots bei −20 ◦C lagern, für Verwendung in
Selektionsmedium 1:100 verdünnt

IPTG:

285 µl 20 %-iges (w/v) IPTG zu 100 ml LB2Y-Nährboden gegeben

X-Gal:

1.5 ml 2 %-iges (w/v) X-Gal zu 100 ml LB2Y-Nährboden gegeben
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Durchführung

10−100 ng Plasmid-DNA wurden in 25−50 µl TEN-Puffer gegeben, mit 50−100 µl trans-
formationskompetenter Bakterien für 20 min auf Eis inkubiert und regelmäßig durchmischt.
Anschließend erfolgte ein Hitzeschock bei 42 ◦C für exakt 2 min und eine Inkubation auf Eis
für 10 min. Nach Zugabe von 0.5-1.0 ml LB2Y-Medium wurde der Ansatz für 1 h bei 37 ◦C im
Schüttelinkubator kultiviert. Aufgrund eines in jedem Plasmid vorkommenden Resistenzgens
gegenüber einem speziellen Antibiotikum können transformierte Bakterien auf Nährböden plus
Antibiotikum selektioniert werden. Dazu wurden zuerst 100µl des Ansatzes ausplattiert, die
restlichen Bakterien durch Zentrifugation sedimentiert, in 50µl Überstand resuspendiert und
ebenfalls ausplattiert. Die Inkubation auf Selektionsnährböden erfolgte über Nacht bei 37 ◦C.
Sowohl Ampicillin als auch Kanamycin wurde bei Bedarf in einer Endkonzentration von 100
µg/ml hinzugegeben. Bei einer gewünschten Blau-Weiß-Selektion wurde zusätzlich IPTG und
X-Gal hinzugefügt. Anschließend wurden Einzelkolonien in 50 ml LB2Y-Medium plus Anti-
biotikum inokuliert und nach Kultivierung zur Isolierung von Plasmid-DNA verwendet. Nun
erfolgte die Isolierung von Plasmid-DNA wie im Folgenden beschrieben.

Material und Lösungen

Plasmid Midi Kit (Qiagen)

Durchführung

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit dem Plasmid Midi Kit (Qiagen) nach Anleitung
des Herstellers durchgeführt. Die Plasmid-DNA wurde aus einem Zellpellet einer 50 ml ÜN-
Bakterienkultur isoliert. Nach Zelllyse durch die sukzessive Zugabe der Puffer P1, P2 und P3
wurde die Plasmid-DNA an die Silica-Membran der Qiagen-tip-Säulchen gebunden, mit dem
Puffer QC gewaschen und durch Zugabe von 5 ml QF-Puffer eluiert. Anschließend wurde die
Plasmid-DNA gefällt und in 50 µl ddH2O resuspendiert.

3.15 Co-Transfektion von Zelllinien mit Plasmid-DNA und dem

Dual-Luciferase Reportersystem

Die Lipofektion ist eine Methode, um Plasmid-DNA oder Reportermoleküle auf eukaryontische
Zellen zu übertragen.
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Material und Lösungen

FuGene 6 Reagent (Roche)
Neurobasalmedium ohne B27 (Invitrogen)
DMEM (Invitrogen)
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)

Durchführung

Es wurden die Medulloblastomzellinien MEB-MED-8a, D283MED und D425MED mit dem
jeweiligen Plasmid und den Reportermolekülen co-transfiziert. Dafür wurden 50 µl serumfreies
Medium vorgelegt und mit 3 µl FuGene 6 Reagent (Roche)/0.5 µg/ml Plasmid-DNA vermengt.
Nach Zugabe von 0.5 µg der Plasmid-DNA und 0.5 µg TOP-Flash sowie 0.01 µg Renilla SV
40 erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur für 45 min. Anschließend wurde das Gemisch
für 24 h zu den Zellen gegeben. Nun erfolgte eine Stimulation des WNT-Signalweges, wie im
Folgenden beschrieben.

Material und Lösungen

Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)
Neurobasalmedium ohne B27 (Invitrogen)
12-Loch-Platten (Costar)
Wnt 3a (R&D Systems)

Durchführung

Nach Co-Transfektion mit der Plasmid-DNA und dem Dual-Luciferase-Reportersystem wur-
den die Medulloblastomzellinien MEB-MED-8a, D283MED und D425MEDunter Verwendung
von Neurobasalmedium ohne B27 auf 12-Loch Platten in Kultur gehalten. Die Stimulation
des WNT-Signalweges erfolgte bei 70−80 %iger Zellkonfluenz durch Zugabe von 100 ng Wnt
3a/ml Nährmedium für 24 Stunden. Dann wurde das Medium verworfen. Nach Protokoll des
Herstellers konnten die Zellen nun durch Zugabe des Lysispuffers PLB aufgeschlossen wer-
den. Nach Zentrifugation befanden sich die gelösten Proteine im Überstand. In einem semi-
automatischen Luminometer fügte man zu je 10 µl Überstand 50 µl LARII-Puffer zu, um die
Fluoreszenz der Firefly-Luciferase anzuregen. Nach Vermessung dieser Fluoreszenz wurde 50
µl Stop&Glo-Puffer hinzugefügt und die Fluoreszenz der Renilla-Luciferase angeregt. Dadurch
konnte in einer Probe die jeweilige Menge der beiden Reporterproteine vermessen werden.

3.16 RNA-Extraktion nach Stimulation des WNT-Signalweges

Die Stimulation des WNT-Signalweges erfolgte an den Medulloblastomzelllinien MEB-MED-8a,
D283MED, D425MED und Daoy durch Zugabe von 100 ng Wnt 3a/ml Nährmedium. Nach 48
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stündiger Inkubation erfolgte die RNA-Extraktion mit Trizol (vgl.2.8 ) sowie die quantitative Ana-
lyse der PS1 -mRNA mittels kompetitiver RT-PCR (vgl.2.10).

3.17 Proliferationsanalyse unter Verwendung von

Nicastrin-spezifischer RNAi

Die Methode des Gene-silencing via RNA Interferenz ist ein zunehmend beliebtes Verfahren zur
Analyse der funktionellen Bedeutung eines Genes (Caplen et al., 2001). Aufgrund der Sequenzho-
mologie zwischen natürlich vorkommender mRNA und synthetisch hergestellter, spezifischer RNAi
kann die Expression eines Zielgenes in vitro gezielt unterdrückt werden und die Auswirkungen auf
ein Zellsystem beobachtet werden.

Material und Lösungen

Optimem Medium (Invitrogen)
Oligofectamine (Invitrogen)
Nicastrin RNAi 6er Lochplatten (Costar)
96er Lochplatten (NUNC)
Steriles aqua dest. (Gibco/ Invitrogen)

Durchführung

Die Zellen Daoy und HepT1 wurden zur morphologischen Analyse zunächst auf je eine 6
Lochplatte in 2 ml Optimem ausgesäht. Gleichzeitig erfolgte die Übertragung von 62.5 µl
derselben Zellsuspension auf 96 Lochplatten. Hierbei wurden jeweils 10 Löcher für die Trans-
fektion und 10 Löcher für die Kontrollen präpariert. Die Zelldichten konnten nach mehrfa-
cher Auszählung mittels Neubauerzählkammer angeglichen werden, so dass schließlich überall
2812.5 Zellen/Loch vorlagen. Anschließend wurden die äußeren, noch freien Löcher der 96
Lochplatte mit aqua-dest. befüllt. Nun erfolgte die Vorbereitung der Transfektion, indem
man für die Lösung I 240 µl Optimem mit 60 µl Oligofectamine für 10 min inkubierte.
Währenddessen fertigte man Lösung II durch Mischen von 1000 µl Optimem mit 60 µl RNAi
(in RNase-freiem Wasser gelöst) der Konzentration 2 µM an. Daraufhin wurde Lösung I zu
Lösung II gegeben und alles für weitere 20 min inkubiert. Nach Zufügen von weiteren 640
µl Optimem wurden zu den Zellen in den 6 Lochplatten jeweils 400 µl , zu denen in den 96
Lochplatten jeweils 12.5 µl dieser Lösung pipettiert, so dass die Endkonzentration von RNAi
10 nM in jedem Ansatz betrug. Zur Präparation der Kontrollen verfuhr man analog. Statt
RNAi fügte man hier der Lösung II Optimem in äquivalenter Menge zu. Die Aufbewahrung
der Zellen erfolgte nun im Brutschrank bei 37 ◦C und einer CO2 Atmosphäre von 5.0 % für
48 h. Dann wurde eine Photodokumentation der Zellen in den 6 Lochplatten vorgenommen.
Anschließend wurden diese Zellen lysiert und für eine Proteindarstellung mittels Westernblot
präpariert. Nach insgesamt 72 h erfolgte eine 3H -Thymidin-Markierung der Zellen der 96er
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Lochplatten sowie nach mehrstündiger Inkubation die Bestimmung der Proliferationsaktivität
mittels 3H-Thymidin-Inkorporations-Assay.

3.18 3H-Thymidin-Inkorporations-Assay

Material und Lösungen

Methyl-3H-Thymidin, 3 µCi/ml (Amersham)
Packard Filtermate 196 (Harvester system)
Topcount NXT microplate scintillation and lu-
minescence counter

(Topcount NXT; luminescence counter
software version 1.6)

Durchführung

Zur Bestimmung der Proliferationsrate nach Behandlung der Zellen mit RNAi sowie unter
dem Einfluss des Inhibitors L685.458 (vgl. 2.19) wurde ein 3H-Thymidin-Inkorporations-Assay
durchgeführt. Nach ausreichend langer Inkorporation mit dem RNAi‘s/ Inhibitor erfolgte die
Zugabe von 12.5 µl des mit Medium verdünntem 3H-Thymidin und die Aufbewahrung der
Zellen im Brutschrank für weitere 12 h. Anschließend wurden die Zellen mit Hilfe des Zel-
lerntegeräts Packard Filtermate 196 auf eine Membran übertragen und die Inkorporationsrate
mittels Szintillationsmessung bestimmt.

3.19 Proliferationsanalyse unter Verwendung eines

γ-Sekretase-Inhibitors

In diesem Experiment wurden die Zelllinien HUH6, HepG2, HepT1, MEB-MED-8a, D283MED und
D425MED untersucht. Durch Inkubation der Tumorzellen mit dem γ-Sekretaseinhibitor L685.458
in fünf unterschiedlichen Titrationsstufen sollte versucht werden, die Aktivität der γ-Secretase im
Rahmen des Notch-Signalweges zu reduzieren. Da für diesen Signalweg eine Bedeutung für die
Tumorzellproliferation diskutiert wird (Fan et al., 2006), erfolgte die Dokumentation des Inhibiti-
onseffekts mit einem 3H-Thymidin-Inkorporations-Assay.

Material und Lösungen

RPMI (Gibco/ Invitrogen)
Trypsin-EDTA (1x) (Gibco/ Invitrogen)
96er Lochplatten (NUNC)
Steriles aqua dest. (Gibco/ Invitrogen)
Neubauerzählkammer Trypanblau (Merck)
γ-Sekretase-Inhibitor L 685 458 (Merck Inhibitor, Li et al. Nature, Vol 405, Issue

6787 2000)
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Durchführung

Nach Entfernen des Nährmediums aus den unterschiedlichen Zellkulturflaschen (Corning) er-
folgte die Behandlung der Zellen mit 2 ml Trypsin-EDTA wie unter 2.12.1 beschrieben. Die
so entstandene Zellsuspension überführte man nun in ein 15 ml Röhrchen, welches mit RP-
MI ad 12 ml aufgefüllt wurde. Es folgte eine Zentrifugation für 7 min bei Raumtemperatur
und 1100 g. Anschließend wurden die gewonnenen Pellets in Abhängigkeit von ihrer Größe
in 4−12 ml RPMI Medium resuspendiert. Unter Verwendung sechs neuer Falkons verdünnte
man diese Zellsuspensionen erneut mit RPMI Medium im Verhältnis 1:10. Durch Aussaat der
in diesen Verdünnungen enthaltenen Zellen auf eine Testplatte konnte ihre Quantität visuell
abgeschätzt werden. Eine zu große Zelldichte wurde durch Zugabe von Medium, eine zu ge-
ringe durch Ergänzung mit Zellsuspension korrigiert. Ziel war es, die Zellzahl so einzustellen,
dass sie bei Zugabe des Inhibitors einen Zellrasen mit 70 %iger Konfluenz bildeten. Dann wur-
den jeweils 100 µl dieser ausgetesteten Verdünnungen auf 96er Lochplatten, deren äusserste
Reihe mit aqua dest befüllt war, pipettiert. Dabei fertigte man pro Zelllinie vier Ansätze an.
Ein jeder beinhaltete Proben für 5 verschiedene Inhibitortitrationsstufen und 1 Negativkon-
trolle. Nachdem die Zellen sich auf dem Boden der 96er Lochplatten abgesetzt hatten, wurde
mikroskopisch die Konfluenz überprüft. Handelte es sich um die gewünschten 70 %, so konn-
te mit dem Experiment fortgefahren werden. Hierzu fertigte man eine Verdünnungsreihe des
γ-Sekretase-Inhibitor an, die folgende Konzentrationen umfasste:

T1 = 0,25 µM, T2 = 0,5 µM, T3 = 1,0 µM, T4 = 2,5 µM, T5 = 5,0 µM.

Alle vier Ansätze einer jeden Zelllinie wurden nun mit 100 µl der entsprechenden Inhibitorti-
tration beimpft. Zu den Negativkontrollen pipettierte man dieselbe Menge Medium versetzt
mit 0,1% DMSO. Alle Kulturansätze wurden nun zur weiteren Inkubation wieder in den Brut-
schrank gestellt und dort für ca. 36 h belassen. Nachdem nun unter dem Phasenmikroskop
eine Kontrolle der Zellvitalität vorgenommen worden war, erfolgte die Proliferationskontrolle
der Zellen mittels 3H-Thymidin-Inkorporations-Assay. Die Gesamtdauer dieser Proliferations-
untersuchung umfasste 48 h.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Mutationsanalyse

Proben zweier unterschiedlicher Tumorentitäten wurden unter Anwendung der PCR-SSCP Metho-
de auf Mutationen untersucht. Das Medulloblastomkollektiv umfasste hierbei 106 Tumorproben
sowie 12 Zelllinien, das Hepatoblastomkollektiv 84 Tumorproben. In den untersuchten Tumoren
und Zelllinien konnten weder Mutationen, noch Polymorphismen der kodierenden Sequenz des PS-1
detektiert werden. Im intronischen, nicht translatierten Bereich des Gens jedoch wurden an drei
unterschiedlichen Stellen Basenaustausche augenscheinlich. Betroffen waren die Introne 5, 8 und 10.

Intron Position Basenaustausch Häufigkeit in %

5 18 Basen hinter der letzten kodierenden
Base von Exon 4

C zu T * n.a.

8 44 Basen vor der ersten kodierenden Base
von Exon 8

G zu A 5,4% der MBL
1,74% der HBL

10 17 Basen hinter der letzten kodierenden
Base von Exon 9

T zu G 3,24% der MBL
0% der HBL

Tabelle 9: Auflistung der detektierten Basenaustausche unter Angabe der Position, der Art der
Sequenzänderung und der Häufigkeit in %; * n.a.: Aufgrund der Varianz der Darstellbarkeit nicht
angegeben

Der auf Intron 5 beobachtete Shift zeigte bzgl. seiner Darstellbarkeit eine große Variationsbreite. In
vielen Tumorproben sowie in den korrespondierenden Normalgeweben kam er nur angedeutet und
schwach zur Darstellung. In einer Wiederholung der Amplification zeigte auch die Referenzprobe
diesen Shift in schwacher Form. Zusammenfassend ist daher nicht auszuschließen, dass der hier be-
obachtete Basenaustausch Folge einer Kontamination oder eines Enzymfehlers ist.
Der Shift, der den auf Intron 8 detektierten Basenaustausch repräsentierte, konnte in einer späteren
PCR und SSCP-Analyse nicht wiederholt werden und ist am ehesten als Folge eines Enzymfehlers
anzusehen.
Für Intron 10 konnte der in der Medulloblastomprobe beobachtete Shift wiederholt und zusätzlich
im parallel untersuchten Blut des gleichen Patienten gezeigt werden, wenngleich die Signalintensität
des Shifts in der Wiederholung abgeschwächt zur Darstellung kam. Im entsprechenden Chromato-
gramm zeigte sich neben der Base G auch noch eine geringe Signalintensität der ursprünglichen
Base T. Dies ist am ehesten dadurch zu erklären, dass es beim Ausschneiden des Shifts aus dem
SSCP-Gel zu einer Kontamination mit DNA des darübergelegenen Einzelstrangs gekommen ist. Bei
der an dieser Stelle beobachteten Sequenzänderung gehen wir daher davon aus, dass es sich um
einen intronischen Polymorphismus handelt.
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Abbildung 11: Darstellung der SSCP-Gele mit Proben mit aberrantem Laufverhalten sowie der
dazugehörigen Sequenzierungschromatogramme. A) Basenaustausch auf Intron 5 am Beispiel der
Hepatoblastomprobe DZ 12, B) Basenaustausch auf Intron 8 am Beispiel der Hepatoblastomprobe
D 675, C) Basenaustausch auf Intron 10 am Beispiel der Medulloblastomprobe D 1185 sowie einer
Blutprobe des gleichen Patienten D 1195
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4.2 Ergebnisse der Deletionssuche

Das PS-1 Gen wurde mit Hilfe des PCR/RT-PCR-Verfahrens auf große, Exon- übergreifende De-
letionen untersucht. Hierbei wurden die PCR-Primer so gewählt, dass das Amplifikationsprodukt,
dessen Sequenz von Exon 2 bis in den nicht mehr translatierten Bereich von Exon 13 reichte, ei-
ne Größe von 1485 bp haben sollte. Gescreent wurden cDNAs von 39 Medulloblastomen und 15
Hepatoblastomen. Bei der Analyse des Hepatoblastomkollektivs ergaben sich keine Hinweise auf
Deletionen. Die Medulloblastomproben R 1556, R 1607 und R 1176 jedoch wiesen nach elektropho-
retischer Auftrennung im Agarosegel neben der erwarteten Referenzbande zusätzliche Signale auf,
die auf weitere kleinere PCR-Produkte hindeuteten. (Vgl. Abb 3.2)

Abbildung 12: Agarosegelelektrophorese der Exone 2-13 des PS1-Genes in den Medulloblastom-
proben . Die cDNA Proben wurden mit dem Primerpaar TP2325 und TP2326 amplifiziert und auf
2%igen Agarosegelen analysiert. In den Tumoren ist die Wildtypbande bei 1485 Bp zu erkennen.
Die kleineren PCR-Produkte galten als potentielle Deletionsprodukte.

Um zu belegen, dass es sich bei dieses Basenverlusten um tatsächliche Deletionen handelte, wurden
exemplarisch die cDNA-Proben R 1556 und R 1607 erneut amplifiziert. In der gleichen PCR wurde
auch die gDNA zu R 1607 (D 1665) als template eingesetzt. Zum Ausschluss eines Enzymfehlers
wurde neben der üblichen Taq Polymerase eine Platinum Taq Polymerase verwendet. Nach elektro-
phoretischer Auftrennung wurde das in Abbildung 3.3 präsentierte Laufmuster augenscheinlich.

Man sieht deutlich, dass die Amplifikation der genomischen DNA weder mit der Taq-, noch mit der
Platinum-Taq-Polymerase gelungen ist. Darüber hinaus war auch die Reproduktion der analysierten
kleineren cDNA Produkte nicht mehr möglich. Beide Aspekte weisen darauf hin, dass es sich bei
den beobachteten Veränderungen nicht um echte Deletionen handelte. Es liegt die Vermutung nahe,
dass die beobachteten Phänomene auf einen Enzymfehler der Taq-Polymerase zurückzuführen sind.
Auf eine Wiederholung der PCR der Probe R 1176 wurde aus diesem Grunde verzichtet.
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Abbildung 13: Agarosegelelektrophorese der cDNA Proben R 1556 und R 1607 sowie der gDNA
D 1665, die sowohl mit der Taq Polymerase, als auch mit der Platium Taq Polymerase amplifiziert
wurden. Es gelang hierbei nicht, die genomische DNA zu amplifizieren. Für R 1556 sowie für R 1607
zeigten sich unabhängig von dem verwendeten Enzym keine deletierten Produkte mehr.

4.3 Ergebnisse der mRNA-Expressionsanalyse

Die mRNA Expression des PS1 Genes wurde mit Hilfe der kompetitiven RT-PCR in Medullo-
blastomen und Hepatoblastomen untersucht. Für jede Probe wurde die PS1 -mRNA Expression
wiederholt bestimmt und der entsprechende Mittelwert zur besseren Vergleichbarkeit durch die ent-
sprechenden β2-Mikroglobulin-mRNA-Expressionswerte geteilt. Dann wurde der Standardfehler der
relativen Expressionswerte berechnet. Das Expressionsprofil der Tumorproben wurde wenn möglich
mit dem korrespondierenden Normalgewebe verglichen. Da für die Medulloblastome kein autolo-
ges Referenzgewebe zur Verfügung stand, wurde als Vergleichswert die mittlere PS1 Expression
der fetalen Kleinhirngewebe hinzugezogen. Bei den Hepatoblastomzelllinien sowie bei den fetalen
Lebergeweben erfolgte ein Vergleich zum Mittelwert der PS1 -Expression aller korrespondierenden
kindlichen Lebergewebe der Patienten.

Im Folgenden werden die Expressionsdaten nach Tumorentitäten geordnet dargestellt. Hierbei wird
das Verhältnis Expression (Tumor bzw. Zelllinie (ZL) oder fetales Gewebe)/ Expression (korrespon-
dierendes Normalgewebe bzw. Mittelwert aller Kontrollgewebe) tabellarisch dargestellt. Säulendia-
gramme veranschaulichen zusammenfassend das Expressionsmuster aller untersuchten Proben.

4.3.1 Presenilin 1 -Expression in Medulloblastomen

Das Medulloblastomkollektiv umfasste 12 Tumoren der klassischen, 12 Tumoren der desmoplasti-
schen Variante sowie 2 Medullomyoblastome und 7 Zelllinien. Darüber hinaus dienten 5 Proben
adulter und 5 fetaler Kleinhirne als Kontrollgewebe.
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Tumore

Klassische Medulloblastome

RNA PS1 Expression Standardfehler Relative Expression

D 2010 12,10 5,01 1,21

D 1165 2,32 0,19 0,23

D 965 1,69 0,63 0,17

D 1198 1,54 0,53 0,15

D 963 1,42 0,53 0,14

D 1185 1,16 0,46 0,12

D 1097 1,06 0,58 0,11

D 1106 0,98 0,61 0,10

D 1177 0,93 0,19 0,09

D 1127 0,74 0,15 0,07

D 1103 0,71 0,11 0,07

D 1049 0,46 0,13 0,05

Desmoplastische Medulloblastome

RNA PS1 Expression Standardfehler Relative Expression

D 1400 11,57 2,50 1,15

D 86 8,27 2,41 0,83

D 292 5,93 0,79 0,59

D 1399 2,41 0,74 0,24

D 322 0,69 0,02 0,07

D 538 0,64 0,34 0,06

D 978 0,63 0,01 0,06

D 1144 0,52 0,24 0,05

D 849 0,37 0,07 0,04

D 1401 0,34 0,12 0,03

D 82 0,22 0,06 0,02

D 1062 0,10 0,01 0,01

Medullomyoblastom

RNA PS1 Expression Standardfehler Relative Expression

D 337 5,25 1,52 0,52

D 391 0,57 0,42 0,06

Tumorzelllinien

RNA PS1 Expression Standardfehler Relative Expression

MHH-MED-3 22,88 7,76 2,28

D 341MED 9,73 3,92 0,97

D 565MED 7,44 0,09 0,74

D 499 3,72 1,50 0,37

MEB-MED-8a 0,81 0,31 0,08

Daoy 0,46 0,02 0,05

WÜ-1580 0,38 0,11 0,04
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Kontrollgewebe

Adulte Kleinhirne Fetale Kleinhirne

RNA PS1 Expression Standardfehler RNA PS1 Expression Standardfehler

R 1627 16,16 0,81 F20C 40,43 6,80

R 1140 13,38 9,03 F16C 4,78 1,17

R 1395 3,04 1,08 F21C 3,08 1,31

R 1082 1,49 0,88 F22C 0,96 0,42

R 1276 0,54 0,22 FC98-29 0,85 0,15

Tabelle 10: Ergebnisse der Expressionsanalyse des PS1 -Genes in Medulloblastomen. Neben der
mRNA-Expression und des jeweiligen Standardfehlers ist das Verhältnis von PS1 -Expression des
Tumors/Mittelwert der PS1-Expression der fetalen Kleinhirngewebe dargestellt. Der Mittelwert der
fetalen Kleinhirngewebe war 10,02.

Abbildung 14: Säulendiagramm zur Darstellung der PS1 -Expression in 12 klassischen, 12 des-
moplastischen Medulloblastoma und 2 Medullomyoblastoma sowie 7 Medulloblastomzelllinien, 5
adulten und 5 fetalen Kleinhirngeweben. Jede Säule wurde durch den Standardfehler ergänzt.

Für die klassischen Medulloblastome variierte die Relation der mRNA PS1 Menge zum Mittelwert
der fetalen Kleinhirne von 0,05-1,21, wobei in 11 Fällen die Relation < 1 (0,05-0,23) und lediglich
für die Tumorprobe D 2010>1 (1,21) war. D.h. fast alle klassischen Medulloblastomproben expri-
mierten geringe Mengen Presenilin 1.
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Die desmoplastischen Medulloblastoma zeigten in der Relation von mRNA PS1 Menge zum Mit-
telwert der fetalen Kleinhirne eine Variationsbreite von 0,01 bis 1,15. Auch hier erhielt man für 11
Tumore eine Relation < 1 (0,01-0,83) und nur für D 1400 >1 (1,15). D.h. auch die Mehrzahl der
desmoplastischen Medulloblastoma zeigten eine geringe PS1 -Expression.
Bei den beiden untersuchten Medullomyoblastoma ergab die Relation der mRNA PS1 Menge zum
Mittelwert der fetalen Kleinhirne in beiden Fällen Werte <1 (0,06; 0,52) als Hinweis auf eine geringe
PS1-Expression in Medullomyoblastoma.
Für die sieben untersuchten Zelllinien variierte die Relation der PS1 -Expression zum Mittelwert der
fetalen Kleinhirne von 0,04-2,28. Lediglich die Zelllinie MHH-MED-3 zeigte eine Relation>1(2,28).
Auch in Medulloblastomzelllinien zeigte sich überwiegend eine geringe Expression von Presenilin 1.
Zur Überprüfung statistisch signifikanter PS1 -Expressionsunterschiede wurde ein zweiseitiger, nicht
parametrischer Mann-Whitney-Test für unanhängige Stichproben durchgeführt und die PS1 -Expres-
sion von klassischen und desmoplastischen Medulloblastomen miteinander sowie mit der PS1 -
Expression in adulten und fetalen Kleinhirngeweben verglichen. Dabei ergab sich bei Betrachtung
der asymptotischen zweiseitigen Signifikanz kein statistisch signifikanter PS1 -Expressionunterschied
der untersuchten Subgruppen. Die Medulloblastomzelllinen zeigten ebenfalls keinen signifikanten
PS1 -Expressionunterschied im Vergleich zu fetalen und adulten Kleinhirngeweben. Auch der Ver-
gleich der PS1 -Expression in adulten und fetalen Kleinhirngeweben ergab keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass fast alle klassischen Medulloblastome, die Mehrzahl der des-
moplastischen Medulloblastome, die Medullomyoblastome sowie die Medulloblastomzelllinien Pre-
senilin 1 im Vergleich zu fetalem Kleinhirngewebe gering exprimierten, wobei hier kein statistisch
signifikanter Expressionsunterschied festgestellt werden konnte.

4.3.2 Überexpression von Presenilin 1 in Hepatoblastomen

Das Hepatoblastomkollektiv umfasste 15 Tumorproben mit korrespondierenden Lebergeweben so-
wie 7 Hepatoblastomzelllinienproben, wobei zwei mRNA Proben der HepT1 zur Verfügung standen,
die aus unterschiedlichen Kultivierungen gewonnen wurden. Darüber hinaus standen 4 fetale Leber-
gewebe zur Verfügung.
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Tumore

RNA PS1 -Expr.-Tumor(SD) PS1 -Expr.-Leber(SD) Relative Expr.

D 697 16,19 (2,15) 1,31 (0,14) 12,34

D 717 7,38 (0,49) 0,93 (0,08) 7,97

D 197 2,29 (0,11) 0,10 (0,00) 23,53

D 399II 1,88 (0,19) 1,50 (0,28) 1,25

D 272 1,56 (0,08) 0,15 (0,02) 10,43

D 700 1,14 (0,07) 0,03 (0,01) 37,46

D 675 1,04 (0,19) 0,24 (0,02) 4,41

D 377 0,99 (0,13) 0,42 (0,05) 2,38

D 401 0,80 (0,23) 0,77 (0,17) 1,03

DZ 29II 0,78 (0,12) 0,14 (0,03) 5,43

M 12 0,77 (0,07) 0,05 (0,01) 15,70

D 840 0,41 (0,21) 0,43 (0,04) 0,94

D 107 0,34 (0,00) 1,69 (0,51) 0,20

M 16 0,29 (0,03) 1,17 (0,04) 0,25

M 14 0,23 (0,04) 1,69 (0,15) 0,13

Tumorzelllinien

RNA PS1 -Expr. Standardfehler Relative Expr.

Hep T5 10,84 0,70 15,32

Hep T1 7,45 0,89 10,53

Hep G2 3,62 0,53 5,12

Hep T1 1,82 0,53 2,57

Hep T8 1,56 0,08 2,21

Hep T2 0,98 0,15 1,39

Hep T4 0,95 0,05 1,34

Fetale Leber

RNA PS1 -Expr. Standardfehler Relative Expr.

FL99-40 3,26 0,23 4,61

99-40L 0,43 0,03 0,60

FL98-24 0,38 0,16 0,54

99-42L 0,06 0,00 0,09

Tabelle 11: Ergebnisse der Expressionsanalyse des PS1 -Genes in Hepatoblastomen. Neben der
mRNA-Expression und des jeweiligen Standardfehlers ist das Verhältnis von PS1 -Expression des
Tumors bzw. der Tumorzelllinien oder des fetalen Lebergewebes/Mittelwert der PS1-Expression
der normalen Lebergewebe dargestellt. Der Mittelwert der normalen Lebergewebe war 0,71.
SD=Standardfehler, Expr.=Expression

Die relative PS1 -Expression in Tumor und korrespondierenden Lebergeweben variierte von 0,13 bis
37,46. In den Proben D 107, D 840, M 14 und M 16 war die Relation <1 (0,13 - 0,94), in den übrigen
>1(1,03 − 37,46). Dies bedeutet, dass Presenilin 1 in der Mehrzahl der Hepatoblastome stärker ex-
primiert ist als in den korrespondierenden Lebergeweben. Die Hepatoblastomzelllinien zeigten eine
Varianz des Quotientenwertes PS1 -Expression (HBL-ZL)/ PS1 -Expression (MW aller korrespon-
dierenden Lebergeweben) von 1,34 bis 15,32 und damit eine erhöhte relative PS1 -Expression. In den
fetalen Geweben variierte die Relation PS1-Expression (fetale Leber)/ PS1-Expression (MW aller
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Abbildung 15: Säulendiagramm zur Darstellung der PS1 -Expression in 15 Hepatoblastomen mit
ihren korrespondierenden Lebergeweben sowie in 7 Zelllinienproben und 5 fetalen Lebergeweben.
Jede Säule wurde durch den Standardfehler ergänzt.

korrespondierenden Lebern) zwischen 0,09 und 4,61, wobei nur die Probe FL99-40 eine Relation >1
zeigte. Demnach war Presenilin 1 in fetalen Lebern gering exprimiert.
Eine statistische Analyse wurde mittels zweiseitigem, nicht parametrischem Mann-Whitney-Test für
unanhängige Stichproben durchgeführt. Hierbei ergab sich im Vergleich aller Hepatoblastome und
aller korrespondierenden Lebergewebe bei Betrachtung der asymptotischen, zweiseitigen Signifikanz
kein statistisch signifikanter PS1 -Expressionsunterschied, was durch die geringere PS1 -Expression
in 3 Tumoren sowie durch den fehlenden PS1 -Expressionsunterschied in zwei weiteren untersuchten
Patienten zu erklären ist. Hepatoblastomzelllinien hingegen zeigten eine signifikant höhere PS1 -
Expression im Vergleich zu den korrespondierenden Lebergeweben (p=0,004). Fetale Lebern und
adulte Lebern zeigten keine signifikanten PS1 -Expressionsunterschiede.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass PS1 in 10 Tumoren höher exprimiert war als in den
korrespondierenden Normalgeweben und in drei Tumoren geringer. In zwei Tumoren konnte kein
wesentlicher Unterschied zwischen PS1 -Expression im Tumor und im korrespondierenden Leber-
gewebe festgestellt werden. Die höhere PS1 -Expression in Hepatoblastomzellinien im Vergleich zu
allen adulten Lebergeweben war statistisch signifikant. In fetalem Lebergewebe war Presenilin 1
relativ gering exprimiert.
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4.4 Inhibition des WNT-Signalweges in Medulloblastomzellen

nach Cotransfektion eines PS1 -Expressionsplasmides und

eines Dual-Luciferase-Reporter-Systems

Um den Einfluss von PS1 auf die WNT-Signalaktivität zu untersuchen wurde ein Zellsystem aus-
gewählt, in dem die Tumorzelllinien weder aktivierende Mutationen des β-Catenin-Gens, noch inak-
tivierende Mutationen in Genen, die Komponenten des WNT-Multiproteinkomplex kodieren, auf-
wiesen. So wurden die Medulloblastomzelllinien MEB-MED-8a, D283MED und D425MED wurden
mit dem Presenilin 1 Expressionsvektor pLPCX-PS1 bzw. dem Leervektor pLPCX und dem Top-
Flash-Reportermolekül cotransfiziert. 24h später erfolgte die Stimulation des WNT-Signalweges mit
Wnt 3a für weitere 24h.

Zelllinie MW Top-Flash-Luciferase-Aktivität pLPCX (SD) MW Top-Flash-Luciferase-Aktivität pLPCX-PS1 (SD)

MEB-MED-8a 0.0795 (0.0005) 0.0495 (0.0005)

D283MED 0.535 (0.095) 0.225 (0.045)

D425MED 1.585 (0.185) 0.76 (0.16)

Tabelle 12: Darstellung der Mittelwerte der Top-Flash-Luciferase-Aktivität sowie der entsprechen-
den Standardfehler der cotransfizierten Medulloblastomzelllinien MEB-MED-8a, D283MED und
D425MED nach Behandlung mit Wnt 3a. Die Messungen wurden zwei Mal durchgeführt. MW:
Mittelwert, SD: Standardfehler, pLPCX: Leervektor, pLPCD-PS1: Presenilin 1-Plasmid.

Abbildung 16: Säulendiagramm zur Darstellung der Top-Flash-Luciferase-Aktivität nach Behand-
lung dreier Medulloblastomzelllinen mit Wnt 3a. A-C: Schwarz ist die Luciferase-Aktivität der mit
dem Leervektor pLPCX transfizierten Kontrollzellen dargestellt. Die weiße Säule repräsentiert die
Luciferase-Aktivität der mit dem Presenilin 1 -Plasmid pLPCX-PS1 transfizierten Zellen, die in
allen Fällen deutlich reduziert ist.

Die Top-Flash-Luciferase-Aktivität der mit dem PS1-Plasmid transfizierten Zellen wurde mit den
Kontrollzellen verglichen. MEB-MED-8a zeigte bei Transfektion mit dem PS1 -Plasmid eine ca.
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38%ige, D283MED eine ca. 58%ige und D425MED eine ca.52%ige Reduktion der Luciferase-Aktivität
im Vergleich zu den mit dem Leervektor transfizierten Kontrollen (vgl. Tab. 3.4 und Abb. 3.6).

4.5 Bestimmung der Presenilin 1 -Expression in

Medulloblastomzelllinien nach Stimulation des

WNT-Signalweges mit Wnt 3a

Zur Untersuchung, in wie fern eine Aktivierung des WNT-Signalweges die Transkription des PS1 -
Genes beeinflusst, wurden die Medulloblastomzelllinien MEB-MED-8a, D425MED, Daoy und D283MED
für 48 h mit 100 ng Wnt 3a stimuliert. Anschließend erfolgte die PS1RNA-Extraktion und die
Bestimmung der RNA-Menge mit Hilfe der kompetitiven RT-PCR. Zur besseren Vergleichbarkeit
der Proben untereinander wurden die PS1 -Expressionswerte in Relation zu den Expressionswer-
ten des Haushaltsgens β2-Mikroglobulin gesetzt. In allen vier Zelllinien bewirkte die Stimulation
des WNT-Signalweges eine Steigerung der PS1 -Expression. Während für Daoy und MEB-MED-
8a dieser Effekt nur diskret war, zeigten D425MED und D283MED eine deutliche Zunahme der
PS1 -mRNA-Menge (vgl. Abb. 3.7).

Abbildung 17: Darstellung derPS1 -mRNA-Expression in vier Medulloblastomzelllinien ohne und
nach Stimulation des WNT-Signalweges. In allen Fällen ist die PS1 -mRNA-Expression nach Sti-
mulation des WNT-Signalweges gesteigert. Besonders deutlich sieht man diesen Effekt am Beispiel
von D425MED und D283MED.

4.6 Proliferationsanalyse unter Verwendung von Nicastrin-RNAi

Die Untersuchungen erfolgten an der Medulloblastomzelllinie Daoy sowie an der Hepatoblastom-
zelllinie HepT1. Da PS1 und Nicastrin im Rahmen des γ-secretase-Komplexes co-reguliert sind,
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konnte durch ein knock-down von Nicastrin mittels RNAi auch die Proteinmenge von PS1 in die-
sen Zelllinien reduziert werden. Dieser Transfektionseffekt wurde zunächst durch einen Westernblot
veranschaulicht und durch die Quantifizierung der Signalintensität behandelter versus unbehandel-
ter Zellen belegt.

Abbildung 18: Westernblot der Zelllinien Daoy und Hep T1 nach Behandlung mit Nicastrin-
RNAi sowie unbehandelte Zellen als Kontrollen. Geblotet wurde mit einem Nicastrin Antikörper.
Es kamen ein 111 kDa schweres Nicastrin-Protein und eine 97 kDa schwere Variante zur Darstellung.
Die behandelten Zellen zeigten deutlich weniger Nicastrin.

Dieser Westernblot (vgl. Abb. 3.8) zeigt nicht nur visuell eindrücklich den Effekt der Nicastrin-
RNAi. Durch Vergleich der Signalintensitäten der 111 kDa Bande des Nicastrins behandelter und
unbehandelter Zellen ergab sich für Daoy eine Reduktion der Proteinmenge auf 21,61% und für
HepT1 19,93% nach Behandlung mit RNAi. 97 kDa großes Nicastrin konnte bei Daoy auf 10,37%,
bei HepT1 auf 18,73% reduziert werden.

Abbildung 19: Westernblot der Zelllinien Daoy und HepT1 nach Behandlung mit Nicastrin-RNAi
sowie unbehandelte Zellen als Kontrollen. Geblotet wurde mit einem Presenilin-Antikörper. Zur
Darstellung kam ein ca. 27 kDa schweres Presenilin-Protein. Die behandelten Zellen zeigten deutlich
weniger Presenilin.

Dieser zweite Blot (vgl. Abb. 3.9) belegt den Effekt des Nicastrin-silencings auf die Presenilin 1
Proteinmenge. Für Daoy konnte die Signalintensität von PS1 durch Behandlung der Zellen mit
anti-Nicastrin-RNAi auf 33,68% und für Hep T1 auf 50,06% gesenkt werden.
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Nachdem der Effekt der Transfektion auf diese Weise überprüft wurde, erfolgte ein erneuter Ver-
suchsansatz. Dieses Mal wurden für jede Zelllinie 10 Proben transfiziert und 10 Kontrollen angelegt.
Durch eine Fotodokumentation nach 48 h konnten morphologische Veränderungen der Tumorzellen
festgehalten werden (vgl. Abb. 3.10 und 3.11). Ein Westernblot diente erneut der Darstellung des
Transfektionserfolges. Zur Überprüfung der Konsequenz des Gen-knock-downs auf die Proliferati-
onsaktivität der Tumorzellen wurde der 3H-Thymidin-Einbau gemessen und als Säulendiagramm in
Abb. 3.12 dargestellt.

Abbildung 20: Fotografien der Medulloblastomzellinie Daoy. Das linke Bild zeigt die transfizierten
Zellen, das rechte Bild die Kontrollen. Der Nicastrin-knock-down führte zum Zelluntergang.

Abbildung 21: Fotografien der Hepatoblastomzelllinie HepT1. Das linke Bild zeigt die transfizier-
ten Zellen, das rechte Bild die Kontrollen. Das Nicastrin-knock-down führte zum Zelluntergang.

Zur Überprüfung der Konsequenz des Nicastrin-knock-downs für die Zellproliferation wurde der
3H-Thymidin-Einbau bestimmt. Dabei konnte für alle 10 transfizierten Proben eine deutliche Re-
duktion der Proliferationsaktivität im Vergleich zu ihren Kontrollen dargestellt werden. Für HepT1
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verblieb im Mittel eine Proliferationsaktivität von 14,45%. Für Daoy verblieb im Mittel eine Proli-
ferationsaktivität von 26,25%.

Abbildung 22: Auswirkung des Nicastrin-knock-downs auf die Proliferationsaktivität von Hepato-
und Medulloblastomzellen. A) Säulendiagramm zur Darstellung der reduzierten Proliferationsak-
tivität der mit Nicastrin-RNAi transfizierten Hepatoblastomzelllinie HepT1 im Vergleich zu den
Kontrollen. B) Säulendiagramm zur Darstellung der reduzierten Proliferationsaktivität der mit
Nicastrin-RNAi transfizierten Medulloblastomzelllinie Daoy im Vergleich zu den Kontrollen. Die
transfizierten Zellen sind jeweils weiß, die Kontrollen jeweils schwarz dargestellt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass bei knock-down des Nicastrin nicht nur die Pro-
teinmenge von Nicastrin, sondern auch die von Presenilin deutlich reduziert wird. Das reduzierte
Vorkommen dieser beiden Proteine führte sowohl zum Zelluntergang von Medulloblastom- und He-
patoblastomzellen, als auch zu einer erheblichen Reduktion der Zellproliferationsaktivität.

4.7 Proliferationsanalyse unter Verwendung eines

γ-Sekretase-Inhibitors

Die Hepatoblastomzelllinien HUH6, HepG2 und HepT1 sowie die Medulloblastomzelllinien MEB-
MED-8a, D283MED und D425MED wurden mit dem γ-Sekretaseinhibitor L685.458 in fünf Ti-
trationsstufen (T1 = 0,25µM; T2 = 0,5µM; T3 = 1,0µM; T4 = 2,5µM; T5 = 5,0µM) für 48 h
behandelt. Für jede Konzentrationsstufe wurde ein vierfacher Ansatz gewählt. Die Auswirkung
der γ-Sekretaseinhibition auf die Proliferationsaktivität der Tumorzellen wurde durch einen 3H-
Thymidin-Inkorporations-Assay untersucht. Die so erhaltenen Messwerte wurden gemittelt und der
Standardfehler berechnet. Zusätzlich wurde die Relation Proliferationsaktivität (behandelte Tumor-
zellen)/ Proliferationsaktivität (unbehandelte Tumorzellen) bestimmt (vgl. Abb. 3.13 - 3.18).
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Abbildung 23: Proliferationsaktivität von HUH6 nach Behandlung mit L 685 458 A)
Säulendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assay. Die Behandlung der Zellli-
nie HUH6 mit L 685 458 hatte einen hemmenden Effekt auf die Zellproliferation. Inhibitorkonzentra-
tion und mittlere Proliferationsaktivität verhalten sich hierbei direkt proportional. Die Säulen sind
durch den jeweiligen Standardfehler ergänzt. B) Kurvendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-
Inkorporations-Assay. Präsentiert wird die Relation von Proliferationaktivität (behandelte Zellen)/
Proliferationsaktivität (unbehandelte Zellen).

Abbildung 24: Proliferationsaktivität von HepG2 nach Behandlung mit dem Inhibitor L 685 458
A) Säulendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays. Die Behandlung der
Zelllinie HepG2 mit L 685 458 hatte einen hemmenden Effekt auf die Zellproliferation. Mit Ausnah-
me der Inhibitorkonzentration von 2,5µM sinkt die mittlere Proliferationsaktivität mit steigender
Inhibitorkonzentration ab. Die Säulen sind durch den jeweiligen Standardfehler ergänzt. B) Kurven-
diagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays. Präsentiert wird die Relation
von Proliferationaktivität (behandelte Zellen)/ Proliferationsaktivität (unbehandelte Zellen).
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Abbildung 25: Proliferationsaktivität von HepT1 nach Behandlung mit dem Inhibitor L 685 458
A) Säulendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays. Die Behandlung der
Zelllinie HepT1 mit L 685 458 hatte erst ab einer Inhibitorkonzentration von 2,5µM einen hem-
menden Effekt auf die mittlere Proliferationsaktivität. Die Säulen sind durch den jeweiligen Stan-
dardfehler ergänzt. B) Kurvendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays.
Präsentiert wird die Relation von Proliferationaktivität (behandelte Zellen)/ Proliferationsaktivität
(unbehandelte Zellen).

Abbildung 26: Proliferationsaktivität von MEB-MED-8a nach Behandlung mit dem Inhibitor L
685 458 A) Säulendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays. Die Behand-
lung der Zelllinie MEB-MED-8a mit L 685 458 hatte zwar einen hemmenden Effekt auf die mittlere
Proliferationsaktivität, dabei lag jedoch keine Proportionalität zwischen Inhibitorkonzentration und
Proliferationsinhibition vor. Die Säulen sind durch den jeweiligen Standardfehler ergänzt. B) Kur-
vendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays. Präsentiert wird die Rela-
tion von Proliferationaktivität (behandelte Zellen)/ Proliferationsaktivität (unbehandelte Zellen).
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Abbildung 27: Proliferationsaktivität von D283MED nach Behandlung mit dem Inhibitor L 685
458 A) Säulendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays. Die Behandlung
der Zelllinie D283MED mit L 685 458 hatte keinen hemmenden Effekt auf die mittlere Prolifera-
tionsaktivität. Die Säulen sind durch den jeweiligen Standardfehler ergänzt. B) Kurvendiagramm
zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays. Präsentiert wird die Relation von Prolife-
rationaktivität (behandelte Zellen)/ Proliferationsaktivität (unbehandelte Zellen).

Abbildung 28: Proliferationsaktivität von D425MED nach Behandlung mit dem Inhibitor L 685
458 A) Säulendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays. Die Behandlung
der Zelllinie D425MED mit L 685 458 hatte erst ab einer Inhibitorkonzentration von 2,5µM einen
hemmenden Effekt auf die mittlere Proliferationsaktivität. Die Säulen sind durch den jeweiligen
Standardfehler ergänzt. B) Kurvendiagramm zur Darstellung des 3H-Thymidin-Inkorporations-
Assays. Präsentiert wird die Relation von Proliferationaktivität (behandelte Zellen)/ Proliferati-
onsaktivität (unbehandelte Zellen).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Proliferationsaktivität der Hepatoblastomzellini-
en HUH6, HepG2, HepT1 durch Behandlung mit L 685 458 gesenkt werden konnte. Dabei verhielt
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sich der Inhibitionseffekt bei HUH6 und bei HepG2 (Ausnahme bei 2,5µM ) proportional zur In-
hibitorkonzentration. Bei HepT1 konnte ein deutlicher Inhibitionseffekt erst ab einer Inhibitorkon-
zentration von 2,5µM beobachtet werden.

Bei der Medulloblastomzelllinie MEB-MED-8a zeigte sich zwar ein inhibitorischer Effekt auf die
Proliferationsaktivität. Dieser war jedoch ohne Proportionalität zur Inhibitorkonzentration. Für
D425MED konnte ein deutlicher Inhibitionseffekt erst ab einer Inhibitorkonzentration von 2,5µM
beobachtet werden. D283MED zeigte nach Behandlung mit L 685 458 keine Reduktion, sondern
vielmehr eine Steigerung der Proliferationsaktivität.
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5 Diskussion

5.1 Presenilin 1 und der WNT-Signalweg

5.1.1 Mutationsanalyse des Presenilin 1 -Genes

Verschiedene Komponenten des WNT-Signalweges haben in diversen Tumoren infolge von Muta-
tionen ihre biologische Funktion verändert. Neben aktivierenden Mutationen des β-Catenin Genes
selbst (De La Coste et al., 1998; Kitaeva et al., 1997; Koch et al., 1999 und 2001; Morin et al., 1997,
Rimm et al., 1999; Robbins et al., 1996), sind inaktivierende Mutationen von Axin 1 und Conduktin
(Axin 2 ) in kolorektalen Tumoren (Liu et al., 2000; Webster et al., 2000), hepatozellulären Tumoren
(Satoh et al., 2000), ovarialen, endometruiden Adenokarzinomen (Wu et al., 2001) und Medullo-
blastomen (Dahmen et al., 2001) beschrieben. Die gemeinsame Konsequenz ist eine intranukleäre
Akkumulation des Signalproteins β-Catenin, durch das die Transkription von Zielgenen initiiert
wird. PS1 ist Komponente einer alternativen, vom WNT-Signal unabhängigen Kaskade, in der es
als Bestandteil eines Multienzymkomplexes - ähnlich wie Axin - die Degradation von β-Catenin
unterstützt (Khang et al., 2002). In diesem Zusammenhang stellten wir uns die Frage, ob Prese-
nilin 1 in pädiatrischen Tumoren - analog zu Axin - infolge von Mutation seine Funktion verloren
hat und so zu einer Stabilisierung von β-Catenin beiträgt. Durch die SSCP-Methodik wurden 106
Medulloblastome und 12 Medulloblastomzelllinien sowie 84 Hepatoblastome auf genetische Altera-
tionen untersucht. Im gesamten exonischen Bereich gab es keinen Anhalt für Mutationen. Lediglich
Basenaustausche im intronischen Bereich des Gens wurden beobachtet. Der auf Intron 5 in Medullo-
und Hepatoblastomen beobachtete Shift zeigte eine große Variationsbreite hinsichtlich seiner Dar-
stellbarkeit mit einer inkonstanten Präsenz im korrespondierenden Blut bzw. Lebergewebe. Der auf
Intron 8 in Medullo- und Hepatoblastomen beobachtete Basenaustausch ließ sich in einer Versuchs-
wiederholung nicht reproduzieren. Es ist daher nicht auszuschließen, dass die Veränderungen von
Intron 5 und 8 unspezifisch sind und beispielsweise auf einen Enzymfehler zurückzuführen sind.
Intron 10 hingegen zeigte nur im Medulloblastomkollektiv einen Shift, der sich - wenn auch in
abgeschwächter Form - reproduzieren ließ und nicht nur in der Tumorprobe, sondern auch in der
korrespondierden Blutprobe zur Darstellung kam. Daher gehen wir davon aus, dass es sich bei dieser
Sequenzalteration um einen intronischen Polymorphismus handelt, dem ein Basenaustausch von T
zu G zu Grunde liegt und der in 3,24% der Medulloblastomproben auftrat. Sequenzänderungen
im intronischen Bereich des Presenilin 1 sind im Rahmen der Alzheimerforschung durchaus von
pathogenetetischer Relevanz. Auf Intron 4 des Presenilin 1 ist z.B. die Mutation g.23024delG be-
schrieben. Diese führt zu einem aberanten splicing und zur Synthese dreier unterschiedlicher Tran-
skripte (c.338−339insTAC, c.170−338del, c.88−338del), wobei der ersten Variante mit Insertion
einer Aminosäure Threonin zwischen Codon 113 und 114 im Rahmen der Alzheimer-Genese eine
pathogenetische Bedeutung zukommt (De Jonghe et al., 1999). Für das Intron 10 des Presenilin 1
sind bislang keine Polymorphismen oder Mutationen beschrieben worden, die zu einem alternati-
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ven Spleissvorgang führen. Da der von uns detektierte Polymorphismus jedoch 17 Basen hinter der
letzten kodierenden Base von Exon 9 liegt, ist er 15 Positionen von der Spleiss-Donorstelle zwischen
Exon 9 und Exon 10 entfernt. Es ist aufgrunddessen nicht davon auszugehen, dass dieser Polymor-
phismus zur Synthese funktionell relevanter, alternativer Transkripte führt.
In Erinnerung der Ergebnisse von Dahmen et al, die 2001 große Leseraster - Mutationen im ko-
dierenden Bereich von Axin detektierten untersuchten wir ergänzend 39 Medulloblastom- und 15
Hepatoblastomproben mit Hilfe des PCR/RT-PCR Verfahrens auf große Exon- übergreifende Dele-
tionen des PS1 -Gens. Auch hier wurden keine Mutationen detektiert. Zusammenfassend ergab sich
also im Unterschied zu Axin kein Anhalt für mutagene Funktionsverluste des Presenilin-Proteins in
den von uns untersuchten Medullo- und Hepatoblastomproben.

5.1.2 Expressionsanalyse des Presenilin 1

Khang et al veröffentlichte 2002 erste Beobachtungen an Mäuseembryonen späten Gestations-
alters des Phänotyps PS1-/- . Untersucht wurde das Rückenmark. Es konnte gezeigt werden,
dass ein Verlust von Presenilin 1 zu überschießendem Zellwachstum und Organisationsverlust des
Rückenmarkgewebes führt. Die erzielten morphologischen Veränderungen waren identisch mit de-
nen, die aus einer Wnt1 -Überexpression resultieren. Auch im Bereich der Haut und anderer Organe
habe man die Entwicklung von Neoplasien bei Verlust des PS2 -Gens und Hemizygotie des PS1 -
Gens beobachtet (2002, unveröffentlichte Daten). Auf dem Hintergrund dieser Daten formulierten
wir die Hypothese, Presenilin 1 könnte möglicherweise als Tumorsuppressorgen fungieren. Demnach
wären in fetalen Geweben niedrige, in adulten Geweben hohe und in malignen Geweben niedrige
bis fehlende Expressionswerte zu erwarten.

Geringe Expression von PS1 in Medulloblastomen

Untersucht wurden 12 klassische und 12 desmoplastische Medulloblastome, 2 Medullomyoblastome
und 7 Medulloblastomzelllinien. Als Kontrollgewebe fungierten 5 fetale und 5 adulte Kleinhirne.
Hierbei war Presenilin 1 im tumorösen Gewebe in Relation zum Mittelwert der fetalen Gewebe
überwiegend niedrig exprimiert. Diese Beobachtung wäre formal mit der Hypothese eines Tumorsup-
pressorgenes vereinbar. Betrachtet man sich aber das sehr heterogene Expressionsmuster in Tumoren
wie auch in Kontrollgeweben, so erscheint das Formulieren einer allgemeingültige Aussage schwer
möglich. Gegen die Hypothese, Presenilin 1 sei ein Tumorsuppressorgen spricht der Vergleich der
adulten und fetalen Kontrollgewebe. Hier konnte kein signifikanter Unterschied der PS1 -Expression
festgestellt werden, wie man ihn für ein Tumorsuppressorgen erwarten würde. So war auch die mitt-
lere PS1 -Expression in beiden Kontrollgruppen etwa gleich. Bei Abwesenheit von Mutationen im
kodierenden Bereich des Genes und fehlender eindeutiger Regulation des Genes auf Expressions-
ebene kann anhand der vorliegenden Daten die Hypothese, PS1 fungiere als Tumorsuppressorgen
in Medulloblastomen, nicht aufrechterhalten werden.
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Überexpression von PS1 in Hepatoblastomen

Das Hepatoblastomkollektiv umfasste 15 Tumorproben mit korrespondierenden Lebergeweben. 10
Tumorproben zeigten eine PS1 -Überexpression und drei Tumore eine geringere PS1 -Expression im
Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe. In 2 Tumoren konnte kein wesentlicher Expres-
sionsunterschied zum Normalgewebe festgestellt werden. Gemäß diesen Daten fanden wir in der
Mehrzahl der Fälle eine Überexpression von PS1 in Hepatoblastomen verglichen mit den korre-
spondierenden normalen Lebergeweben. Auch alle sieben untersuchten Hepatoblastomzelllinienpro-
ben sowie die vier fetalen Lebergewebe zeigten eine zum Mittelwert aller adulten Kontrollgewebe
gesteigerte Expression von Presenilin 1. Für Hepatoblastomzelllinien war diese gesteigerte PS-1 -
Expression gemäß dem zweiseitigen, nicht parametrischen Mann-Whitney-Test für unanhängige
Stichproben statistisch signifikant. Diese Ergebnisse machen die Hypothese, Presenilin 1 sei ein
Tumorsuppressorgen, unwahrscheinlich. Vielmehr fällt auf, dass beim Vorliegen gesteigerter WNT-
Signalweg-Aktivität auch eine erhöhte Expression von Presenilin zu verzeichnen ist. Das parallele
Auftreten dieser beiden Phänomene könnte ein Hinweis auf das Vorliegen einer Interaktion sein.
Für überexprimiertes DKK1 (Gonzalez-Sancho et al, 2005; Niida et al, 2004; Wirths et al., 2003)
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass es nicht nur Zielgen des WNT-Signalweges ist, sondern
diesen auch über einen negativen Rückkopplungsmechanismus inhibiert. Diese Hemmung wird über
eine Interaktion mit dem LRP6/Frizzled-Komplex vermittelt (Bafico et al, 2001; Mao et al, 2001).
Die vorliegenden Expressionsdaten führen zu der Frage, ob auch überexprimiertes Presenilin 1
in Hepatoblastomen als Zielgen und negativ Regulator des WNT-Signalweges fungiert. Es bleibt
weiterhin zu diskutieren, warum drei Proben eine eher verminderte Expression des Presenilin 1 -
Genes zeigen. Geht man davon aus, dass PS1 tatsächlich Zielgen des WNT-Signalweges ist, dann
liegt als Erklärung nahe, dass es viele Interaktionen gibt, die die Aktivität dieses Signalweges be-
einflussen. So existieren beispielsweise Bindungspartner von β-Catenin wie Chibby und Icat, die
einen modulierenden Einfluss auf die β-Catenin vermittelte Transkription ausüben können (Tago
et al, 2000; Takemaru et al 2003). Neben dem heterogenen Expressionmuster fällt auch eine Varia-
tionsbreite der Überexpressionsstärke auf. Als mögliche Erklärung mag hier die Tatsache dienen,
dass es weitere Signalwege gibt, die ergänzend zum WNT-Signalweg zu einer Erhöhung der intra-
nukleären β-Catenin-Akkumulation beitragen. In Prostata-Carzinomen beispielsweise erfolgt dies
über den Phosphatidyl-Inositol-3-kinase/Akt Signalweg, der das Enzym GSK3β als Bestandteil des
β-Catenin degradierenden Multienzymkomplexes hemmt(Sharma et al, 2002).

5.1.3 Presenilin 1 als Zielgen und Inhibitor des WNT-Signalweges

Wie Presenilin 1 sind eine Reihe weiterer Gene in Hepatoblastomen überexprimiert. Zu diesen
zählen neben Conductin (Axin 2) und DKK1 (Lustig et al., 2002; Wirths et al., 2003) auch NKD1
und β-TRCP (Koch et al., 2005). Für alle vier Gene konnte gezeigt werden, dass sie nicht nur Zielge-
ne des WNT-Signalweges sind, sondern diesen auch über einen negativen Rückkopplungsmechanismus
hemmen. Da in Hepatoblastomen der β-Catenin-Abbau durch aktivierende Mutationen des β-
Catenin-Gens selbst oder durch inaktivierende Mutationen in Genen, die für den Degradierungs-
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komplex kodieren, inhibiert ist, verliert dieser Rückkopplungsmechanismus seine Effektivität. Die
Überexpression von negativ Regulatoren ist damit Ausdruck des frustranen Versuches, die WNT-
Signalwegaktivität in Hepatoblastomen zu kontrollieren. Um zu überprüfen, ob die detektierte Pre-
senilin 1 Überexpression auch Ausdruck eines solchen Mechanismus sein könnte, sollte untersucht
werden, ob Presenilin 1 Zielgen des WNT-Signalweges ist und ob eine Presenilin 1 -Überexpression
eine Reduktion des WNT-Signals zur Folge hat.
Da unsere Hepatoblastomzelllinien aktivierende β-Catenin-Mutationen tragen, waren sie für diese
Untersuchungen nicht geeignet. Aus diesem Grund führten wir in vitro Studien an Medulloblastom-
zelllinien durch, bei denen bisher keine Mutationen in Komponenten des WNT-Multiproteinkomplexes
identifiziert wurden. In mehreren Medulloblastomzelllinien konnte in einem ersten Versuch gezeigt
werden, dass aus der Stimulation der Zellen mit Wnt 3a eine gesteigerte mRNA-Expression von Pre-
senilin 1 resultierte. Presenilin 1 darf daher als Zielgen des WNT-Signalweges in Medulloblastoma
bezeichnet werden. Um zu untersuchen, ob Presenilin 1 ein direktes WNT-Zielgen ist, führten wir
zusätzlich eine Datenbankrecherche durch. Direkte Zielgene des WNT-Signalweges besitzen in ihrem
Promotorbereich Lef/Tcf-Bindungsstellen. Die Consensussequenz für Lef/Tcf lautet YCTTTGWW,
d.h. C/GCTTTGA/TA/T und da enhancer keine Richtung besitzen auch A/TA/TCAAAGC/G
(Waterman et al., 2004). Der Presenilin 1 -Promotor (Gen Bank Tm AF 029701) zeigte jedoch für
keine dieser Sequenzen eine Übereinstimmung und wies folglich keine Lef/Tcf-Bindungsstellen auf.
Gemäß dieser Analyse handelt es sich bei Presenilin 1 also um kein direktes, sondern ein indirek-
tes Zielgen des WNT-Signalwegs. Indirekte Zielgene werden durch Transkriptionsfaktoren reguliert,
die selbst direkte WNT-Zielgene sind. So reguliert beispielsweise das direkte WNT-Zielgen Myc
über Interaktion mit MIZ-1 die Transkription des indirekten WNT-Zielgens p21WAF1 (Wu et
al., 2003). Zukünftige Studien müssen zeigen, welche Transkriptionsfaktoren bzw. welche direkten
WNT-Zielgene mit dem Presenilin 1 -Promotor interagieren und so die PS1 -Transkription kontrol-
lieren.
In einem zweiten Versuch stimulierten wir den WNT-Signalweg mit Wnt 3a nach Cotransfek-
tion der Medulloblastomzellen mit dem Presenilin 1 Expressionsvektor pLPCX-PS1 bzw. dem
Leervektor pLPCX und dem Top-Flash-Reportermolekül. Medulloblastomzellen, die den Presenilin
1 Expressionsvektor trugen, zeigten eine deutliche Reduktion der Top-Flash-Luciferase-Aktivität
verglichen mit ihren Kontrollzellen. Diese Daten lassen vermuten, dass Presenilin 1 den WNT-
Signalweg in Medulloblastomzellen hemmt. Auch wenn diese Versuche an Medulloblastomen und
nicht an Hepatoblastomen durchgeführt wurden, ist ein ähnlicher Mechanismus zur Erklärung der
PS1 -Überexpression in Hepatoblastomen wahrscheinlich. Zur Überprüfung der Hypothese sollten
zukünftige Studien die Auswirkung der WNT-Inhibition auf die Expression von Presenilin 1 un-
tersuchen. Eine Reduktion der PS1 -mRNA-Transkripte nach Behandlung der Hepatoblastomzellen
mit WNT-Antagonisten würde die Annahme, dass Presenilin 1 auch in Hepatoblastomen Zielgen
ist, bestätigen. Als WNT-Antagonist könnte beispielsweise der neue molekulare Inhibitor ICG-001
eingesetzt werden. ICG-001 hemmt durch Interaktion mit dem Transkriptionscoaktivator Creb- (
Tcf/beta-catenin/cAMP-response element-binding protein) binding protein (CBP) die β-Catenin
vermittelte Transkription von Zielgenen des WNT-Signalweges (Eguchi et al., 2005). Eine zweite
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Methode den Zielgencharakter von PS1 nachzuweisen wäre ein β-Catenin Silencing unter Ver-
wendung von RNAis. Die Überexpression von WNT-Zielgenen, die auch negativ Regulatoren des
WNT-Signalweges sind, ist ein Phänomen im Rahmen der Tumorigenese. Deswegen könnte diesen
Genen zukünftig eine Bedeutung als Tumormarker im Rahmen der Tumorfrühdiagnostik zukom-
men (Lustig et al., 2002; Wirths et al., 2003). Die endgültige Bestätigung der von uns aufgestellten
Hypothese vorrausgesetzt, könnte Presenilin 1 möglicherweise eine Bedeutung als Tumormarker für
die Diagnostik von Hepatoblastomen erhalten.

5.1.4 Zelluntergang von Medullo- und Hepatoblastomzelllinien nach

Transfektion mit Nicastrin RNAi

Wir konnten zeigen, dass PS1 in Medulloblastomzellen Zielgen und Inhibitor des WNT-Signalweges
ist und vermuten für Hepatoblastomzellen auf der Grundlage der Expressionsdaten eine ähnliche
Funktion. Zur Detektion weiterer funktionaler Effekte dieses WNT-Zielgens z.B. auf Tumorzellvi-
talität und -proliferation reduzierten wir auf indirekte Weise die PS1 -Transkript-Menge. Da Zhang
et al. 2005 zeigen konnten, dass alle Komponenten des γ-Secretase-Komplexes coreguliert sind, ge-
lang es in der vorliegenden Arbeit durch knock-down von Nicastrin auch das Vorkommen des reifen
Presenilin 1-Proteins in Medullo- und Hepatoblastomzelllinien zu reduzieren. Untersucht wurde in
diesem Zusammenhang die Medulloblastomzelllinie Daoy und die Hepatoblastomzelllinie HepT1.
Der Transfektionserfolg konnte mit einem Westernblot unter Verwendung eines anti-Nicastrin sowie
eines anti-Presenilin Antikörpers dargestellt werden. Bereits bei mikroskopischer Begutachtung der
Zellen 24h nach Transfektion fiel in beiden Tumorentitäten eine verminderte Zelladhärenz sowie ein
verzögertes Zellwachstum im Vergleich zu den Kontrollzellen auf. Vereinzelte avitale Zellen hatten
sich vom Boden der 6-Lochplatten abgelöst. Die Fotodokumentation, die nach 48h angefertigt wur-
de, zeigte dann sehr deutlich, dass die Transfektion und damit die Reduktion der Proteine Nicastrin
und Presenilin zum Untergang der Medulloblastom- und Hepatoblastomzellen führten. Die nach 72h
angefertigte Proliferationsanalyse demonstrierte abschließend die Reduktion der Zellproliferation in
allen 10 Ansätzen. Diese Daten lassen vermuten, dass PS1 nicht nur Zielgen und negativ Regulator
des WNT-Signalweges ist, sondern weitere Effekte ausübt, die für das Wachstum und Überleben
von Tumorzellen von Bedeutung sind. Wir können bislang nicht ausschließen, dass der beobachte-
te Zelltod durch unspezifische RNAi-Effekte (sogenannte off-target-Effekte) ausgelöst wurde. Um
unsere Daten zu untermauern sollte der Effekt durch Verwendung alternativer Nicastrin- und Pre-
senilin 1 -RNAi-Sequenzen überprüft werden. Desweiteren könnte man versuchen, den Effekt durch
gleichzeitige Überexpression von Presenilin 1 -cDNA zu neutralisieren, um damit dessen Spezifität
zu belegen.
Dem beobachteten Zelltod können zwei mögliche Mechanismen zu Grunde liegen. Nekrose oder
Apoptose. Eine Nekrose ist ein exogen vermittelter Zelltod, der z.B. toxische, hypoxische oder
traumatische Ursachen haben kann. Als Apoptose bezeichnet man den programmierten Zelltod,
der unter physiologischen Bedingungen eine Zellselektion bewirkt. In der Literatur sind vielfältige
Hinweise zu finden sind, dass der Nicastrin-Presenilin-Komplex bzw. auch Presenilin allein eine
antiapoptotische Wirkung entfalten kann (Deftos et al., 1998; Guo et al., 1999; Jehn et al., 1999;
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Kim et al., 2001; Kovacs et al., 1999; Mattson et al., 2000; Shelly et al., 1999; Xie et al., 2004;
Zhang et al., 1998). So beschrieb beispielsweise Kim et al. 2001 eine antiapoptotische Wirkung von
Presenilin durch negativregulation des SAPK/JNK-Signalweges, wobei diese Presenilin-Wirkung
von der Funktionstüchtigkeit der γ-Secretase abhängig zu sein scheint. Auch über Förderung der
UPR-Signalwegaktivität entfaltet Presenilin 1 eine antiapoptotische Wirkung (Imaizumi et a., 2001,
Takuma et al.,2005). Schließlich gibt es auch Hinweise darauf, dass unprozessiertes Presenilin 1
(Presenilin 1-Holoprotein) nicht nur in neuronalen Zellen (Guo et al., 1999; Kovacs et al., 1999;
Mattson et al., 2000; Zhang et al., 1998), sondern auch in Neurogliomzellen antiapoptotisch wirkt.
In letzteren ist beschrieben, dass durch ein Presenilin 1 -knock-down die antiapoptotische Wirkung
aufgehoben werden (Xie et al., 2004). Sollte es sich bei dem von uns beobachteten, knock-down
assoziierten Zelltod folglich um einen spezifischen Effekt handeln, liegt die Vermutung nahe, dass
auch dieser apoptotisch vermittelt sein könnte. Zur Bestätigung dieser Hypothese könnte z.B. ein
Caspase-3-Assay durchgeführt werden. Im folgenden soll das Ergebnis des RNAi knock-down so-
wie der γ-Secretase-Studien in Zusammenhang mit dem Notch-Signalweg diskutiert werden, indem
Presenilin als katalytische Komponente der γ-Secretase fungiert.

5.2 Presenilin 1 und der Notch-Signalweg

Für den Notch-Signalweg sind pleiotrope Effekte beschrieben worden. Neben der Zelldifferenzierung
kann er auch eine Wirkung auf die Zellproliferation (Berry et al, 1997; Johnston and Edgar, 1998)
und den programmierten Zelltod (Deftos et al., 1998; Jehn et al., 1999; Shelly et al., 1999) haben.
Diese unterschiedlichen Wirkungen ergeben sich zum einen aus der Vielzahl seiner möglichen Ligan-
den, Co-Repressoren, Co-Aktivatoren und Zielgenen, zu denen bei Säugetieren die HES -Gene (Hairy
Enhancer of split) (Jarriault et al, 1998; Stifani et al, 1992), Cyclin D1, das auch Zielgen des WNT-
Signalweges ist (Shtutman et al., 1999; Tetsu et al., 1999), und P21 gehören. Zum anderen wird der
Effekt des Notch-Signals durch die Art der negativ Regulatoren sowie durch die Interaktion mit an-
deren Signalwegen bestimmt. Zu diesen zählen nicht nur der Ras-Signalweg (Ordentlich et al., 1998),
sondern z.B. über eine Verbindung durch das Protein Dishevelled (Axelrod et al., 1996)oder das Pdz
Protein Canoe/AF-6 (Carmena et al., 2006) auch der WNT-Signalweg. Wie für den WNT-Signalweg
existieren auch für den Notch-Signalweg verschiedene Hinweise, dass Änderungen von Notch auf
Expressions- und Signalentstehungsebene zur Tumorigenese beitragen (Miele and Osborne, 1999).
So entdeckte man eine gesteigerte Expression von scheinbar intaktem Notch 1 und 2 in zervika-
len Karzinomen und anderen epithelialen Malignitäten, in präneoplastischen Läsionen (Daniel et
al, 1997; Zagouras et al.,1995) sowie in Colon-Adenokarzinomen und squamösen Lungenkarzinomen
(Zagouras et al, 1995). Auch bei der Analyse verschiedener transformierter Zelllinien diverser Krebs-
arten (T-ALL, akute promyelotische Leukämie, Erythroleukämie, Neuroblastom, Medulloblastom,
pleurales Mesotheliom) detektierte man eine signifikant gesteigerte Expression von scheinbar intak-
tem Notch1 (unpublished L.M., reviewed by Miele and Osborne, 1999). Es erscheint demnach so, als
ob die Überexpression von Notch-Rezeptoren eine vom Zelltyp unabhängige gemeinsame molekulare
Konsequenz der Transformation ist. Fan et al. postulierte 2004 und 2006 schließlich eine Bedeutung
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des Notch-Signalweges für die Entstehung embryonaler Tumoren wie für die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Medulloblastome. Die Aspekte, dass eine gesteigerte Notch-Aktivität ein be-
kanntes Phänomen in embryonalen Tumorzellen ist, und dass der Notch-Signalweg eine proliferative
sowie eine anti-apoptotische Wirkung entfalten kann (Deftos et al., 1998; Jehn et al., 1999; Shelly
et al., 1999), ist für die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse. Diese Erkenntnisse erlauben
folgende Hypothese: Der Notch-Signalweg ist für das Überleben von Medullo- und Hepatoblastom-
zellen von großer Bedeutung. Bei Fehlen von Nicastrin und Presenilin als wesentliche Komponenten
des γ-Secretase-Komplexes kann dieser Multienzymkomplex nicht mehr in seiner vollständigen Form
synthetisiert werden (Edbauer et al., 2003). Der daraus resultierende Enzymausfall führt zum Ab-
bruch der Signalkaskade. Ohne die γ-Secretase kann die intrazelluläre Domäne des Notch-Moleküls
nicht freigesetzt und die Transkription proliferationsstimulierender bzw. antiapoptotischer Zielgene
durch die klassische Notch-Signalkaskade nicht mehr initiiert werden. Als Konsequenz ergäbe sich
die Reduktion der Tumorzellproliferation und das Einsetzen des programmierten Zelltodes. Würde
diese Hypothese stimmen, so müsste bei Behandlung von Medullo- und Hepatoblastomzellen mit
einem γ-Secretase-Inhibitor dergleiche Effekt zu sehen sein.

5.2.1 Proliferationsanalyse unter Verwendung des γ-Secretase-Inhibitor

L685.458

Zur Überprüfung unserer Hypothese führten wir eine Proliferationsanalyse mit dem Presenilin-
spezifischen γ-Secretase-Inhibitor L 685 458 in fünf unterschiedlichen Titrationsstufen durch. Un-
tersucht wurden die Hepatoblastomzelllinien HUH6 und Hep T1 sowie die hepatozelluläre Tumor-
zelllinie HepG2 und die Medulloblastomzelllinien MEB-MED-8a, D283MED und D425MED. Nach
48-stündiger Inkubation erfolgte die 3H-Thymidin-Markierung der Zellen und die Bestimmung des
3H-Thymidin-Einbaus. Dabei gelang es, die Proliferationsaktivität der Zellinien HUH6, HepG2 und
HepT1 zu senken. Die direkte Proportionalität von Inhibitorkonzentration und antiproliferativem
Effekt konnte dabei nur für HUH6 nachgewiesen werden. Für HepT1 zeigte sich ein inhibitorischer
Effekt erst ab 2,5 µM. Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass der Notch-Signalweg
für das Überleben von Hepatoblastomzellen von Bedeutung sein könnte. Die Medulloblastomzellli-
nien zeigten zwar einen Inhibitionseffekt durch Reduktion der Proliferationsaktivität. Eine lineare
Beziehung war hier jedoch nicht zu erkennen. D283MED zeigt keine spezifische Inhibition. Be-
trachtete man diese Ergebnisse insgesamt, so fiel auf, dass nur die Zelllinie HUH6 den klassischen
Kurvenverlauf eines positiven Inhibitoreffektes repräsentierte. Es stellte sich also die Frage, warum
der Inhibitionseffekt so unterschiedlich ausgeprägt bzw. bei D283MED gar nicht zu verzeichnen
war. Wir führten zunächst Versuchwiederholungen durch unter Modifizierung der Inkubationszei-
ten, Medien und Inhibitorkonzentrationen. Die dabei erzielten Ergebnisse unterschieden sich jedoch
nicht wesentlich von den in dieser Arbeit präsentierten. Interessanterweise führte die Arbeitsgruppe
um Fan et al. 2006 ebenfalls γ-Secretase-Inhibitionsstudien in Medulloblastomen durch. Sie unter-
suchten wie wir die Medulloblastomzelllinien D425MED und D283MED sowie darüberhinaus Daoy
und PFSK. Ihre in vitro Studien zeigten, dass durch Behandlung von Medulloblastomzelllinien mit
dem γ-Secretase-Inhibitor GSI-18 die Expression von Hes1, einem Zielgen des Notch-Signalweges,
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reduziert werden konnte. Medulloblastomzelllinien, die die intrazelluläre Untereinheit von Notch
überexprimierten und damit unabhängig von der γ-Secretase konstitutiv aktiv waren, zeigten nach
Behandlung mit GSI-18 keine Reduktion der Hes1 -Expression. Diese Beobachtungen untermauern,
dass der beschriebene Effekt aus einer Interaktion der γ-Secretase mit Notch- und nicht mit einem
anderen γ-Secretase-abhängigen Signalweg resultierte. Neben einer verminderten Hes-1 -Expression
zeigten mit GSI-18 behandelte Zellen zusätzlich eine Reduktion in Zellgröße und Anzahl vitaler
Tumorzellen. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die in vitro Studien von Fan et al.
2006 eine Verlangsamung, aber kein Sistieren des Tumorzellwachstum nach Behandlung mit dem
γ-Secretaseinhibitor GSI-18 zeigten. Zusätzlich durchgeführte in vivo Studien zeigten, dass das Po-
tential zur Ausbildung großer Tumoren nach Notch-Inhibition stark eingeschränkt ist. Die in vivo
Studien zeigten somit in beeindruckender Weise einen Effekt, den in vitro Experimente lediglich
andeuteten. Die an dieser Stelle deutlich werdende Diskrepanz von in vitro und in vivo Effekten
könnte möglicherweise auch erklären, warum in unseren Zellkulturexperimenten nicht in allen Fällen
ein eindeutiger Inhibitionseffekt zu sehen war. Es stellt sich an dieser Stelle die Frage, ob in vitro
Studien als Experimente in einem artifiziellen System tatsächlich eine allgemeingültige Aussage über
Signalwegsinhibitionseffekte zulassen.
Schließlich kann auch diskutiert werden, ob man unter Verwendung eines anderen γ-Secretase-
Inhibitors eindeutigere Ergebnisse erzielt hätte als mit dem Presenilin spezifischen Inhibitor L 685
458. Fan et al. verwendete 2006 die Inhibitoren GSI-18, einen Inhibitor mit Sulfonamidkern, so-
wie JC2, einen Inhibitor mit Benzodiazepinkern. Darüberhinaus wäre aber auch der Einsatz eines
ganz anderen Inhibitors wie z.B. DAPT denkbar. DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-analyl]-
S-phenylglycine t-Butyl Ester) bindet am C-terminalen Fragment des Presenilins, wobei es nicht an
der katalytischen Einheit und auch nicht an der Substratbindungsstelle andockt. Diese Beobachtun-
gen lassen vermuten, dass es weitere neue funktionelle Domänen des γ-Secretase-Komplexes gibt,
die für dessen katalytische Aktivität von Bedeutung sind und mit denen Inhibitoren wie DAPT
wirkungsvoll interagieren können (Morohashi et al., 2006).
Zur Postulierung einer Bedeutung des Notch-Signalweges nicht nur für Medulloblastome, sondern
auch für Hepatoblastome müssten demnach weitere Experimente folgen, die neben der Verwendung
alternativer γ-Secretaseinhibitoren auch in vivo Studien beinhalten sollten. Aus den in dieser Ar-
beit vorliegenden Daten kann eine Beteiligung des Notch- Signalweges an dem beobachteten Zelltod
nicht ausgeschlossen, aber auch nicht mit letzter Sicherheit bestätigt werden. Interessant wäre ein
Beweis dieser Hypothese deshalb, weil der Notch-Signalweg dadurch zu einem attraktiven therapeu-
tischen Angriffpunkt würde. So wäre denkbar, über eine γ-Secretase-Inhibition die Signalkaskade
von Notch zu unterbrechen und so seine proliferative sowie antiapoptotische Wirkung auf Tumor-
zellen aufzuheben. Dass Notch besonders für das Überleben von Tumorstammzellen von Bedeutung
ist, die sich einer kombinierten operativen, chemo- und radiotherapeutischen Therapie in der Regel
entziehen, zeigte Fan et al. 2006. Somit könnte die γ-Secretase-Inhibition ein nebenwirkungsarmes,
ergänzendes Behandlungkonzept zu den bislang bekannten Therapieansätzen darstellen und hier
besonders für die Redizidiv- und Metastasierungsprophylaxe von wertvollem Nutzen sein.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde das Presenilin 1 -Gen in zwei hochmalignen embryonalen Tumoren
untersucht. Zu diesen gehörten Medulloblastome, die häufigsten bösartigsten kindlichen Gehirntu-
more, sowie Hepatoblastome, die häufigsten malignen Lebertumore des Kindesalters. Insbesondere
in Hepatoblastomen, aber auch in einer Subgruppe von Medulloblastomen ist der WNT-Signalweg
im Rahmen der Tumorigenese von besonderer Bedeutung. Presenilin 1 antagonisiert den WNT-
Signalweg, indem es die Degradierung von β-Catenin fördert. Durch diese Eigenschaft könnte Pre-
senilin 1 ein Tumorsupressor sein. In diesem Zusammenhang stellten wir uns die Frage, ob Presenilin
in diesen Tumoren mutiert sei und dadurch zur Aktivierung des WNT-Signalweges beitragen könnte.
Wir untersuchten zunächst 106 Medullo-und 84 Hepatoblastome auf inaktivierende Punktmutatio-
nen im Presenilin 1 Gen bzw. auf große Exon-übergreifende Deletionen. Im gesamten exonischen
Bereich konnten keine Sequenzänderung detektiert werden. Lediglich auf Intron 10 konnte ein Po-
lymorphismus beobachtet werden.
Wir untersuchten das mRNA-Expressionsverhalten des PS1 -Gens in Medullo- und Hepatoblasto-
men und verglichen es mit entsprechenden Normalgeweben. Während PS1 in Medulloblastomen
nicht signifikant verändert exprimiert war, beobachteten wir in Hepatoblastomen eine gesteiger-
te Expression. Diese deutet darauf hin, dass Presenilin 1 möglicherweise ein Zielgen des aktiven
WNT-Signalweges ist. Wir konnten tatsächlich in Medulloblastomen ohne basale WNT-Aktivität
zeigen, dass PS1 ein Zielgen des WNT-Signalweges ist. Da der Presenilin 1 Promotor keine Lef/Tcf-
Bindungsstellen aufweist, vermuten wir, dass es sich bei Presenilin 1 um ein indirektes WNT-Zielgen
handelt. Um die Bedeutung des PS1 -Genes für die Tumorzellvitalität und -proliferation zu untersu-
chen, führten wir ein indirektes Gen-knock-down durch. Wir konnten zeigen, dass durch knock-down
von Nicastrin, einem coregulierten Komplexpartner von PS1, auch die Proteinmenge von Presenilin
in Medullo- und Hepatoblastomzellen reduziert werden konnte. Der Verlust dieser beiden Proteine
ging nicht nur mit einer Einschränkung der Proliferationsaktivität einher, sondern auch mit einem
Verlust der Zellvitalität. Da sowohl für den Presenilin-Nicastrin-Komplex, als auch für Presenilin
selbst antiapototische Effekte beschrieben worden sind, favorisieren wir die Hypothese, dass es sich
bei dem beobachteten Zelluntergang um einen programmierten Zelltod handeln könnte. Presenilin
1 ist nicht nur Bestandteil des WNT-Signalweges, sondern auch des Notch-Signalweges, der eben-
falls in die Tumorigenese embryonaler Tumore wie Medulloblastomen involviert ist. Im Rahmen
des Notch-Signalweges agieren Presenilin und Nicastrin gemeinsam im Rahmen des γ-Secretase-
Komplex. Während die RNAi-Experimente deutliche Effekte auf Zellwachstum und Zellvitalität
zeigten, führte die Inkubation mit einen γ-Secretase-Inhibitor nur zu relativ schwacher Wachstu-
minhibition in vitro.
Weitere Experimente müssen die funktionelle Bedeutung von Presenilin in embryonalen Tumoren
klären und aufzeigen, ob eine Hemmung des Presenilins oder des γ-Secretase-Komplexes mögliche
Therapieoptionen in der Behandlung dieser Tumoren darstellt.
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