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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Maligne Tumore zählen mitunter zu den häufigsten Todesursachen der heutigen Gesellschaft.

Die Aufklärung von molekularen Unterschieden zwischen Normal- und Krebszellen ist nicht

nur eine Grundlage zum Verständnis der Tumorinduktion, sondern eröffnet auch neue Wege

für die Prävention und Behandlung von Krebserkrankungen. Viele Onkogene leiten sich von

Genen ab, denen eine essentielle Rolle in der Wachstumsregulation zufällt.

1.1 ZELLULÄRE WACHSTUMSKONTROLLE

Das Zellwachstum wird durch eine Vielzahl von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren,

Hormonen und Zytokinen reguliert. Der erste Schritt in der Wechselwirkung des Wachstums-

faktors mit der Zielzelle ist die Bindung an einen spezifischen Membranrezeptor. Dadurch

werden verschiedenste Signalkaskaden angeschaltet und wichtige Prozesse wie Zell-

proliferation, Differenzierung und Apoptose, aber auch Zellbewegung, Adhäsion und Zell-

stoffwechsel gesteuert. Der Phosphorylierung von Tyrosinresten kommt innerhalb dieser Si-

gnalkaskaden ein wesentlicher Stellenwert zu, obwohl dieser Anteil an Proteinphosphorylie-

rung nur etwa 0.05% bis 0.1% zur Gesamtphosphorylierung zellulärer Proteine beiträgt

(Hunter und Sefton, 1980). Die Dauer und das Ausmaß dieser Phosphorylierungen werden

durch eine ausgewogene, dynamisch regulierte Aktivität von Rezeptortyrosinkinasen (RTKs)

und Proteintyrosinphosphatasen (PTPs) bestimmt. Störungen im Ablauf oder der Regulation

dieser Signalübertragungen können drastische Veränderungen im feinen Regelwerk der Zelle

bewirken und somit zur Entstehung von Krebs führen (Aaronson, 1991).

1.1.1 Signaltransduktion durch Tyrosinkinasen und Phosphatasen

RTKs sind integrale Membranproteine, die auf der extrazellulären Seite (aminoterminaler

Bereich) eine Ligandenbindungsdomäne und im zytosolischen Abschnitt eine Tyrosinkinase-

Domäne besitzen (Yarden und Ullrich, 1988). Aufgrund ihrer strukturellen Verwandtschaft

werden RTKs in 19 verschiedene Familien unterteilt (Plowman et al., 1994; van der Geer et

al., 1994). Diese Subklassen werden nach ihren natürlichen Liganden benannt (Fantl et al.,
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Abb. 1: Funktionen von Proteintyrosin-

phosphatasen in Signalwegen: negative

Regulation der Signalübertragung

1993). Bis auf wenige Ausnahmen, wie den Rezeptoren der Insulin-Familie, handelt es sich

bei den transmembranen RTKs um Monomere (Greenfield et al., 1989; Seifert et al., 1989.;

Heldin et al., 1989; Hammacher et al., 1989). Durch Bindung eines spezifischen Liganden

wird eine Dimerisierung benachbarter Rezeptoren herbeigeführt, die eine Aktivierung der

intrinsischen Kinaseaktivität bewirkt und zur gegenseitigen intermolekularen Transphospho-

rylierung mehrerer Tyrosinreste der zytoplasmatischen Domäne führt (Ullrich und Schlessin-

ger, 1990; Schlessinger 1995). Adaptorproteine, die an die Phosphotyrosinreste von RTKs

binden, sind für die Weiterleitung der Signale an zytoplasmatische oder kernlokalisierte Ziel-

proteine verantwortlich (Cantley et al., 1991). Das Ausmaß dieser Tyrosinphosphorylierung

von Zielproteinen wird sowohl von der Aktivität der RTKs als auch von Proteintyrosinphos-

phatasen bestimmt, denn PTPs können spezifisch Phosphatreste abspalten, d.h. sie sind für die

Dephosphorylierung von Tyrosinresten verantwortlich. Dadurch stellen sie elementare Kom-

ponenten von vielen Signalübertragungswegen dar (Saxena et al., 2000; Feng et al., 1994).

Nach heutiger Vorstellung können PTPs einen negativen oder auch positiven Einfluss auf die

Signalübertragung durch RTKs haben (Hunter et al, 1994). Mögliche Regulationsmechanis-

men werden in Abbildung 1 und 2 veranschaulicht (nach Sun et al., 1994).

 Die Signalübertragung der RTKs kann durch PTPs in zweifacher Weise negativ beeinflusst

werden: PTPs können sowohl aktivierte, phosphorylierte RTKs als auch phosphorylierte Sub-

stratproteine wieder dephosphorylieren und

inaktivieren, wodurch der Signalweg unterbro-

chen wird.

Eine negativ regulatorische Funktion in der

Signaltransduktion von RTKs bestätigten die ers-

ten Experimente mit PTPs. So führt die Expressi-

on einer frei im Zytoplasma diffundierenden

carboxyterminalen Deletionsmutante der T-Zell-

Phosphatase in BHK-Zellen nicht nur zu einer

signifikanten Reduktion des Zellwachstums (Cool

et al., 1990), sondern verhindert auch die

Transformation von Fibroblasten durch v-fms

(Zander et al., 1993), der onkogenen Variante des

CSF-1 Rezeptors. Einen analogen Effekt besitzt

die Koexpression von PTP1B auf die
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transformierende Aktivität des HER2/neu Onkogens (Brown-Shimer et al., 1992).

Andererseits gibt es zytoplasmatische RTKs, die durch signalgesteuerte Tyrosinphosphorylie-

rung inaktiviert werden. Hier können PTPs eine positive Regulation der Signalübertragung

durch RTKs ausüben. Dies ergibt sich

beispielsweise aus der Möglichkeit

zur Dephosphorylierung des negativ

regulatorischen Phosphotyrosinrestes

im Carboxyterminus von Kinasen der

src-Familie.

Eine Überexpression von PTPα in

Fibroblasten führt über die anhaltende

Aktivierung von c-src zur Transfor-

mation dieser Zellen (Zheng et al.,

1992). Ebenfalls mit einer Aktivierung

von c-src korreliert die neuronale Dif-

ferenzierung von PTPα überexprimierenden Zellen bei Stimulation mit Vitamin-A-Säure,

während nicht transfizierte P19 Zellen zu endo- und mesodermalen Zellen differenzieren (den

Hertog et al., 1993). Das wohl am besten untersuchte Beispiel für eine Aktivierung von Kina-

sen der src-Familie durch eine Phosphotyrosinphosphatase ist die Rolle von CD45 in der Ak-

tivierung von T-Zellen (Mustelin und Burn, 1993). CD45 wurde als ein typisches Oberflä-

chenantigen lymphoider und myeloider Zellen kloniert (Thomas et al., 1985), jedoch erst die

Entdeckung der Homologie zu PTP1B identifizierte CD45 als Phosphotyrosinphosphatase

(Tonks et al., 1988). In T-Zellen bewirkt CD45 die Dephosphorylierung des carboxytermina-

len negativ regulatorischen Phosphotyrosinrestes und damit die Aktivierung der src-ähnlichen

Kinasen lck und fyn (Mustelin und Altman, 1990; Mustelin et al., 1992; Biffen et al., 1994).

Beide Kinasen assoziieren neben anderen intrazellulären Tyrosinkinasen mit dem T-Zell-

Rezeptorkomplex und vermitteln stimulationsabhängig Effekte, die zur T-Zell Aktivierung

führen (Weiss und Littmann, 1994). Dabei belegen die Analysen CD45-negativer T-Zellen die

essentielle Funktion dieser Phosphatase in der Signaltransduktion des T-Zell Rezeptors (Pin-

gel und Thomas, 1989).

Abb. 2: Funktionen von Proteintyrosinphosphatasen

in Signalwegen: positive Regulation der Signalüber-

tragung am Beispiel der src-Kinase
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SOS

1.1.2 Intrazelluläre Signalüber tragung und Regulation der  Genexpression

Signalproteine, die mit aktivierten RTKs interagieren, binden an spezifische Phosphotyrosin-

reste durch SH2 (src-homology)-Domänen (Mayer und Baltimore, 1993; Pawson, 1995) oder

PTB (phosphotyrosine binding)-Bindungsmotive (Kavanaugh et al., 1995). Das Grb2-Protein

(Grb: Growth factor receptor binding protein) ist als Komponente der Signalübertragung von

Wachstumsfaktoren und des Ras-Signal Wegs (siehe unten) identifiziert worden (Lowenstein

et al., 1992). Grb2 ist über seine SH3-Domäne konstitutiv an die prolin-reiche Domäne des

GTP-GDP-Austauschers Sos (son of sevenless) gebunden, der das Signal an das Ras-Protein

weiterleiten kann (Hologado-Madruga et al., 1996). Weitere Komponenten dieser Signalkas-

kade sind Raf (als MAPKKK: mitogen activated protein kinase kinase kinase), MEK1/2

(MAPKK) und ERK (MAPK) (Lewis et al., 1998). Nach Aktivierung wird die MAPK rasch

in den Zellkern transloziert und phosphoryliert dort bestimmte Transkriptionsfaktoren

(Wasylyk et al., 1998). Durch diesen hier stark vereinfacht geschilderten  Mechanismus wird

das Prinzip dargestellt, wie die Expression von Genen in der Zelle gesteuert wird.

Y
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Abb. 3:  Schematische Darstellung des Ablaufs der intrazellulären Signalübertragung
(nach Lewis et al., 1998)
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1.2 TYROSINPHOSPHATASEN – EINE ÜBERSICHT

Die biologisch wichtige Bedeutung der PTPs wird durch die Beobachtung unterstrichen, dass

Defekte in der Aktivität dieser Enzyme zu phänotypisch nachweisbaren Fehlfunktionen füh-

ren können. Bereits kurz nachdem Tyrosinkinasen entdeckt wurden, gab es erste Hinweise auf

eine mögliche Existenz der Aktivität von PTPs (Friis et al., 1979). Ausgehend von Erkennt-

nissen des humanen Genomprojektes (HUGO) wird angenommen, dass in der menschlichen

Erbinformation etwa 500 unterschiedliche Sequenzinformationen für PTPs verschlüsselt sind

(Hooft van Huijsduijnen, 1998). Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden lediglich weniger als 100

PTPs beschrieben und charakterisiert.

1.2.1 Struktur  und Funktion von Proteintyrosinphosphatasen

Wie in Abb. 4 schematisch dargestellt ist, zeigt die Familie der PTPs eine enorme strukturelle

Diversität, was auf vielfältige zelluläre Funktionen ihrer Mitglieder hinweist. Die Gemein-

samkeit aller PTPs besteht aus einer katalytischen Domäne, d.h. jenes Proteinfragmentes, das

für die Abspaltung des Phosphatrestes verantwortlich ist. Die Phosphatasedomäne umfasst

einen Bereich von etwa 250 Aminosäuren und enthält verschiedene hoch konservierte Berei-

che (Fischer et al., 1991; Pot und Dixon, 1992). Zentrales Motiv, welches ebenfalls als kata-

lytisches Zentrum der PTP-Domäne gilt, ist die Peptidsequenz (I/V)HC*XAGXGR(S/T)G (X

steht für jede beliebige Aminosäure) (Dixon, 1995). Mutationsanalysen mittels unterschiedli-

cher biochemischer Methoden konnten zeigen, dass der Cysteinrest innerhalb dieses konser-

vierten Motivs (C*) essentielle Bedeutung für die enzymatische Aktivität des Proteins hat.

Auch einzelne Veränderungen an verschiedenen anderen Aminosäureresten innerhalb dieses

katalytischen Zentrums beeinträchtigen die Phosphataseaktivität (Zhang und Dixon, 1994).

Abgesehen von jener gemeinsamen katalytischen Domäne weisen die PTPs jedoch z.T. er-

hebliche Unterschiede auf. Man teilt diese Proteine in zwei Untergruppen auf, innerhalb derer

sich wiederum bestimmte Familien unterscheiden lassen:

Die rezeptorähnlichen PTPs besitzen ein Transmembranelement. Dieses verbindet den meist

großen extrazellulären Proteinanteil mit dem intrazellulären Bereich. Aufgrund gemeinsamer

Strukturmerkmale in der extrazellulären Domäne werden PTPs dieser Untergruppe in fünf

verschiedene Klassen eingeteilt (Li et al., 2000).
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   Abb. 4: Die Familie der Phosphotyrosin-Phosphatasen (nach Li et al., 2000)

                Schematische Übersicht der transmembranösen (links) und zytoplasmatischen (rechts) PTPs

Bei  zytoplasmatischen PTPs finden sich neben der katalytischen Domäne verschiedenste an-

dere Strukturdomänen, die von Mauro und Dixon (1994) als „Adressen“ für eine spezifische

subzelluläre Lokalisation bezeichnet wurden. Die Lokalisation spielt eine entscheidende Rolle

für die Steuerung ihrer enzymatischen Aktivität. Beispielsweise enthalten PTP1B (Charbon-

neau et al., 1989; Guan et al., 1990; Chernoff et al., 1990) und TC-PTP (Cool et al., 1989;

Swarup et al., 1991; Mosinger et al., 1992) einen carboxyterminalen, hydrophoben Sequenz-

bereich, der PTP1B im Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Frangioni et al., 1992; Wood-

ford-Thomas et al., 1992) bzw. TC-PTP im perinukleären Raum (Cool et al., 1990) verankert.
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1.2.2 Dual-spezifische Phosphatasen

Eine besondere Subgruppe unter den zytoplasmatischen PTPs stellt die Klasse der dual-

spezifischen Phosphatasen (DUSPs) dar: Sie können sowohl die Abspaltung einer Phosphat-

gruppe von Tyrosin- als auch von Serin- und Threoninresten katalysieren und weisen geringe

Homologien zu anderen Mitgliedern der PTPs auf (Guan et al., 1991; Sun et al., 1993; Ward

et al., 1994; Streuli et al., 1996).

Der Prototyp der DUSPs ist VH1. Dieses Gen mit offenem Leserahmen wurde erstmals im

Jahre 1991 beschrieben. Ein Zusammenhang mit Infektionen des Vaccinia Virus schien offen-

sichtlich (Guan et al., 1991). Heute werden PTPs dieser Familie oft mit dem Kürzel hVH-x,

wie z.B. hVH-5, benannt. Der Name wurde aufgrund von Sequenzhomologien zu diesem er-

sten Klon vergeben und steht hierbei für homolog of vaccinia virus H1 phosphatase gene clo-

ne 5. Zahlreiche Publikationen der letzten Jahre berichten davon, dass diese PTPs im Zellzy-

klus und in der Regulation von MAPK-Kaskaden eine wesentliche Bedeutung haben (Zheng

und Guan, 1993; Ward et al., 1994). Seit der Klonierung von VH1 wurden viele neue Mitglie-

der dieser Genfamilie identifiziert. Dazu gehören beispielsweise CL 100/MKP-1 (Charles et

al., 1993), PAC1 (Rohan et al., 1993), hVH-2/MKP-2 (Guan et al., 1995), hVH-3/B23 (Ishi-

bashi et al., 1994), MKP-3/PYST1 (Mourey R.J. et al., 1996; Muda et al., 1996), B59 (Shin et

al., 1997), MKP-4 (Muda et al., 1997), MKP-5 (Tanoue et al., 1999) und hVH-5 (Martell et

al., 1995).

1.2.3 Die Phosphatase hVH-5

Die Phosphatase hVH-5 (homologue of vaccinia virus H1 phosphatase gene clone 5) wurde

aus einer humanen fetalen Gehirn-DNA-Bank kloniert (Martell et al., 1995). Im Jahr 1996

berichtete Theodosiou über das murine Genhomolog M3/6, welches sich bei der Maus auf

Chromosom 7 detektieren lässt und 90% Übereinstimmung mit dem menschlichen Protein

zeigt. Mittels Northern-Blot konnte nachgewiesen werden, dass Kopien des humanen Gens als

mRNA existieren und sich über sechs Exons erstrecken. Auch Informationen über das Vor-

handensein eines intronlosen Pseudogens auf Chromosom 10q11.2 sind bekannt (Nesbit et al.,

1997).

Das hVH-5-Gen kodiert für eine Sequenz von 625 Aminosäuren, deren Funktionsanalyse eine

Phosphataseaktivität aufweist. Man konnte das Gen folglich der Familie der dual-spezifischen

Phosphatasen zuordnen.  Ein Alignment dieser Aminosäureabfolge mit anderen Proteinse-
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quenzen der Datenbank des HUGO zeigt, dass dieses Gen starke Ähnlichkeit mit Mitgliedern

der Familie der DUSPs hat, wie beispielsweise mit PAC-1 (36%) oder hVH-1 (34%) (Rohan

et al., 1993; Keyse et al., 1992). Weitere Untersuchungen des Proteins offenbarten zwei kon-

servierte Bereiche, die allen DUSPs gemeinsam sind.

Wie alle DUSPs ist auch hVH-5 im Zytoplasma lokalisiert und beinhaltet verschiedene funk-

tionelle Domänen und Erkennungsmotive: Zwei Regionen wurden als cdc25 homology do-

mains (CH2 Domänen) auf Grund der Ähnlichkeit zur PTP cdc25 benannt. Weiterhin existiert

eine katalytische Domäne mit "dualer" Spezifität. Die "Pest-Side" zeichnet sich durch ein

überdurchschnittlich häufiges Auftreten der Aminosäure Prolin aus und wird für die Stabili-

sierung des Proteins verantwortlich gemacht. Darüber hinaus treten Erkennungsmotive für

Rezeptortyrosinkinasen auf, wie z.B. für PKA (Proteinkinase A), PKC, MAPK und cdc2

(Nesbit et al., 1997).

Genauso wie M3/6 ist hVH-5 ein spezifischer Negativregulator bestimmter Mitglieder der

MAPK-Familie: SAPK und p38 (Johnson et al., 2000). Bis heute wurden in eukaryontischen

Zellen fünf Mitglieder der MAPK-Familie identifiziert. Die wichtigsten sind extrazellulär

regulierte Kinase (ERK), stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK) oder c-Jun amino-terminal

kinase (JNK) und der p38-Signalweg (Matsuguchi et al., 2001). p38 ist verantwortlich für

Wachstum, Differenzierung und Apoptose. Die Regulation des SAPK Signalwegs ist eben-

falls von großer Bedeutung, da dieser Weg eine obligatorische Bedeutung für die Embryo-

nalentwicklung und den programmierten Zelltod hat (Johnson et al., 2000).

Beschrieben wurde eine Expression von hVH-5 beim Menschen in verschiedenen Anteilen

des Gehirns, im Skelettmuskel und im Herz, nicht jedoch in Placenta, Leber, Niere und Pan-

kreas. Nesbit und Mitarbeiter (1997) haben hVH-5 durch in situ Hybridisierungen im Chro-

mosomenabschnitt 11p15.5 lokalisiert, einem Bereich, der zu bekannten loss of heterozy-

gosity (LOH)-Lokalisationen bei vielen Krebsarten, u.a. Brustkrebs zählt (siehe 1.3.2). So

betont Nesbit (1997), dass weitere funktionelle Untersuchungen von hVH-5 eine wichtige

Rolle spielen, um dessen mögliche Rolle bei der Karzinogenese herauszufinden.
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1.3 FEHLREGULATION VON SIGNALWEGEN
DURCH GENVERÄNDERUNGEN

Wie eine Zelle wächst und sich teilt, wird normalerweise von einem ausgewogenen Verhältnis

positiver, proliferationsfördernder Einflüsse zu negativen, proliferationshemmenden Faktoren

bestimmt. Eine Störung der Teilungsaktivität kann folglich entweder durch Fehlfunktionen

der positiv wirkenden Signale oder auch durch fehlregulierte Mechanismen bei der Nega-

tivregulation zustande kommen.

Wenn teilungsfördernde Signale unverhältnismäßig stark aktiv sind, wird die betroffene Zelle

aufgrund des Wachstumsvorteils die Ausbildung eines Tumors begünstigen. Der gleiche Ef-

fekt wird erzielt, wenn die negativen, dämpfenden Elemente der mitogenen Signalwege nicht

mehr funktionieren, da ein Überschuss an positiven Signalen die Tumorentstehung fördert.

Aufgrund der großen Anzahl von Proteinen, die am Netzwerk der Wachstumskontrolle betei-

ligt sind, liegt es nahe, dass Mutationen bzw. Fehlfunktionen sehr vieler Gene mit einer Stö-

rung der Wachstumskontrolle und Bildung von malignen Tumoren korrelieren.

1.3.1 Onkogene

Es lassen sich zwei wesentliche funktionelle Veränderungen unterscheiden, welche als mole-

kulare Ursache für die Tumorentstehung verantwortlich gemacht werden.

Zum einen können Gene durch Mutationen oder Fehlregulationen aktiv an der malignen

Transformation beteiligt sein: Manche Vertreter von Retroviren verursachen Tumore in Tie-

ren wie Mäusen oder Hühnern (Palmieri et al., 1989). Retroviren enthalten RNA, welche sie

mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in DNA umschreiben. So kann eine ursprünglich

virale Erbinformation in die DNA der Wirtszellen integriert werden. Schon bald nach der

Entdeckung solcher Onkogene wurde nachgewiesen, dass es sich bei diesen um mutierte

Formen der Gene normaler zellulärer Proteine handelt (Alitalo et al., 1986). Die Onkogene

der Retroviren werden mit dem Präfix "v" (z.B. v-src, v-fms) versehen, während die unverän-

derten zellulären Varianten Protoonkogene bezeichnet werden und mit dem Präfix "c" (z.B. c-

src, c-fms) gekennzeichnet sind.

Es stellte sich ebenfalls heraus, dass Protoonkogene auch ohne virale Beteiligung in Onkoge-

ne umgewandelt werden können. Wesentliches Kennzeichen von Onkogenen ist die domi-

nante Implikation, d.h. Mutationen werden bereits phänotypisch sichtbar, wenn im diploiden
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Chromosomensatz nur eine Kopie betroffen ist (Bisphop, 1991). Genveränderungen, die ein

Protoonkogen zum Onkogen aktivieren, betreffen verschiedenste Mechanismen der Funktion

und Regulation dieses Proteins (Baserga, 1994). So haben Ergebnisse aus der Wissenschaft

der letzten Jahre verdeutlicht, dass die Mehrzahl der Protoonkogene für Proteine kodiert, die

an der Übertragung und Ausführung mitogener Signale in direkter oder indirekter Weise be-

teiligt sind. Mechanismen der Aktivierung dieser Gene zu Onkogenen kommen beispielsweise

durch Konzentrationserhöhung (vermehrte Expression, erhöhte Stabilität, Genamplifikation)

oder Strukturveränderung (erhöhte Aktivität, erniedrigte Regulierbarkeit, Hybridproteine mit

geänderter Aktivität) zustande.

1.3.2 Tumorsuppressorgene und Loss Of Heterozygosity (LOH)

Als Tumorsuppressorgene (TSG) werden Gene bezeichnet, deren Inaktivierung aufgrund von

Mutation oder Deletion die Entstehung von Tumoren begünstigt. Ihre Funktion besteht darin,

einen negativen, dämpfenden Einfluss auf die Tumorgenese auszuüben, bzw. diese zu verhin-

dern (Marshall, 1991). Manchmal werden TSG auch als „Anti-Onkogene“ bezeichnet. Dieser

Name ist jedoch nicht ganz korrekt gewählt, denn ebenso wie den Onkogenen fallen den TSG

im Regelwerk der Zelle eine Vielzahl von Aufgaben zu.

Das humane Retinoblastom-Gen (RB) wurde als erstes Tumorsuppressorgen beim Menschen

identifiziert und charakterisiert. Ein Retinoblastom ist ein seltener, aggressiver kindlicher Au-

gentumor der Retina, der sich familiär gehäuft beobachten lässt (Cavenee et al., 1983). Gene-

tische Untersuchungen bestätigten, dass diese Erkrankung mit einem Defekt auf dem Chro-

mosomenabschnitt 13q14 assoziiert ist. Bei dieser Erkrankung müssen zwei aufeinanderfol-

gende Mutationen (two hits) den gleichen Genbereich betreffen, um eine normale Zelle in

eine Tumorzelle zu verwandeln:

Abb. 5

Abb. 5: Die „ two-hit“  Hypothese nach Knudson (1971)

a) normale somatische Zelle

b) somatische Zelle einer Person mit familiärem Retinoblastom

c) Tumorzelle

c)b)a)

RB
+/+

RB
+/-

RB
-/-

MUTATION MUTATION
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Abb. 6:  Die 26 häufigsten LOH-kodierenden

Regionen (CDR) und mögliche betroffene Gene

bei Brustkrebs

Alfred Knudson stellte im Jahr 1971 als Erster die „two-hit“ Hypothese auf, welche die erb-

lich bedingte Prädisposition für Krebserkrankungen verdeutlicht. Während beim gesunden

Menschen zwei intakte Kopien des RB-Gens vorliegen (RB +/+), ist beim Träger eines erbli-

chen Karzinoms ein Allel des TSG (hier RB) durch eine Mutation (erster „hit“) inaktiviert

(RB +/-). Obwohl mutierte TSGs durch einen dominaten Erbgang an die Nachkommen wei-

tergegeben werden, entsteht Krebs erst, wenn eine Neumutation (zweiter „hit“) auch die

zweite Kopie des RB (RB -/-) betrifft. Fast immer kommt es zu so einem „second hit“ durch

Fehler in der mitotischen Rekombination oder durch Non-Disjunktion, d.h. fehlende Tren-

nung homologer Chromosomen in der Reduktionsteilung. Daraus folgt ein Fehlen weiter Be-

reiche essentieller Chromosomenabschnitte (Huynh et al., 1996). Es muss betont werden, dass

erbliche Defekte eines TSGs sich bis jetzt auf zellulärer Ebene immer als rezessiv erwiesen

haben, da der Verlust einer Kopie dieses Gens so lange still bleibt, bis das ursprünglich nor-

male Allel ebenfalls inaktiviert wird. Knudson’s Hypothese wurde durch epidemiologische

Daten aus Studien an Patienten mit einer Erkrankung am Neuroblastom, Phäochromozytom

und Wilms Tumor bestätigt (Henry et al., 1989).

Eine zusätzliche Manifestation der „two-hit hypothesis“ ist  der „Loss Of Heterozygosity“

(LOH). Dies hat die Suche nach Tumorsuppressorgenen sowohl bei familiären als auch spo-

radischen Krebserkrankungen stark beeinflusst, denn im Umkehrschluss erlaubt Knusdon’s

Modell: Genetische Instabiliäten auf

bestimmten chromosomalen Loci (LOH),

welche bei Patienten einer bestimmten

Tumorart häufig beobachtet werden, können

u.U. Aufschluss über einen Zusammenhang

zwischen möglicherweise mutierten TSGs

und einer bestimmten Tumorart geben (Chen

et al., 1992).

Auf diese Hypothese bauend, begannen

zahlreiche klinische Studien zur Erforschung

häufiger LOH-Raten. Robert J. Osborne und

seine Gruppe veröffentlichten im Jahre 2000

eine Zusammenstellung aus Daten von

insgesamt 143 LOH-Brustkrebs-Studien.

Zusätzlich zu den bisher schon bekannten

„hot spots“ BRCA1 und BRCA2 wurden 24
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weitere Regionen auf 16 verschiedenen Chromosomen identifiziert (siehe Abb. 6).

Derartige "gene-maps" sind wertvolle Anhaltspunkte und eine wichtige Ausgangsbasis für

Wissenschaftler im Bereich der Grundlagenforschung. Eine Charakterisierung sowie Expres-

sions- und Mutationsanalysen von Genen, die in diesen Chromosomenbereichen liegen, kön-

nen neue Erkenntnisse in Bezug auf die Pathogenese dieser komplexen multifaktoriellen Er-

krankung bieten.

1.4 AUFGABENSTELLUNG

Die Entstehung maligner Tumore wird unter anderem mit Genveränderungen von Tumor-

suppressorgenen assoziiert. Für die Regulation von zellulärem Wachstum und Differenzie-

rung spielen Tyrosinphosphatasen als Negativregulatoren von Wachstumssignalen die Rolle

eines Tumorsuppressorgens. Genetische Instabilitäten (LOH) an gewissen chromosomalen

Loci, die auffallend häufig bei Patienten beobachtet werden, welche von einer bestimmten

malignen Tumorerkrankung betroffen sind, geben Hinweise auf die Lage solcher potentieller

Tumorsuppressorgene im menschlichen Genom.

Beim familiären Mammakarzinom korreliert eine LOH-Region (Chromosom 11p15.5) mit der

Genlokalisation einer Tyrosinphosphatase: hVH-5. Aus diesem Grund soll untersucht werden,

ob Genveränderungen dieser Phosphatase existieren. Möglicherweise stehen diese in Zusam-

menhang mit der Entstehung des Mammakarzinoms. Daher soll in dieser Arbeit eine Expres-

sions- sowie Mutationsanalyse von hVH-5 in Brustkrebszelllinien im Vordergrund stehen.

Um ein zeitsparendes und effektives Mutationsscreening aller Genabschnitte zu ermöglichen,

soll zu Beginn der Arbeit eine neue Methode für die Mutationssuche, Conformation Sensitive

Gel Electrophoresis (CSGE), etabliert werden.

Ein eventueller Fund einer Genveränderung der hVH-5 Phosphatase soll durch eine Sequen-

zierungsanalyse und Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP) bestätigt wer-

den. Weiterhin soll diese neu beschriebene Genveränderung durch andere Untersuchungen,

wie z.B. Transkriptions- und Expressionsanalysen etc. genauer charakterisiert werden.
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2.  MATERIAL UND METHODEN

2.1 BEZUGSQUELLENNACHWEIS

2.1.1 Chemikalien

Chemikalie Firma, Ort

Acrylamid Serva, Heidelberg

Agar Difco, Detroit

Agarose Gibco, Eggenstein

Ampicillin Boehringer, Mannheim

Aprotinin Sigma, Taufkirchen

APS Bio-Rad, München

Bisacrylamid Roth, Karlsruhe

Bisacrylpiperazine Fluka, Buchs

Bromphenolblau Sigma, Taufkirchen

BSA Sigma, Taufkirchen

Coomassie Brilliant Blue Serva, Heidelberg

Desoxynukleotide Boehringer, Mannheim

Didesoxynukleotide Pharmacia, Freiburg

Dimethyldichlorsilan Sigma, Taufkirchen

DMSO Sigma, Taufkirchen

DTT Sigma, Taufkirchen

Ethanol Sigma, Taufkirchen

Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen

Ethylen Glycol Sigma, Taufkirchen

Geneticin (G418) Gibco, Eggenstein

Glutathion-Sepharose Pharmacia, Freiburg

Formamid Merck, Darmstadt

HEPES Serva, Heidelberg

L-Glutamin Gibco, Eggenstein
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Mineralöl Sigma, Taufkirchen

MOPS Biomol, Haub

Natriumazid Serva, Heidelberg

Natriumfluorid Sigma, Taufkirchen

Natriumorthovanadat Aldrich, Steinheim

Phenol Roth, Karlsruhe

PMSF Sigma, Taufkirchen

Polyethylenglycol 4000 Serva, Heidelberg

Ponceau S Sigma, Taufkirchen

SDS Roth, Karlsruhe

Taurin Sigma,Taufkirchen

TEMED Serva, Heidelberg

Triton X-100 Serva, Heidelberg

Xylol Merck, Darmstadt

Alle hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden in analysenreiner Qualität von der Firma

Merck (Darmstadt) bezogen.

2.1.2 Enzyme

Alkalische Phosphatase Boehringer, Mannheim

PCR-Beads Pharmacia, Freiburg

Restriktionsenzyme Pharmacia, Freiburg

Boehringer, Mannheim

Biolabs, England

T4-DNA-Ligase Boehringer, Mannheim

Taq-DNA-Polymerase Boehringer, Mannheim

Trypsin Gibco, Eggenstein

2.1.3 „ Kits"  und Verbrauchsmater ial

ECL Kit NEN, Brüssel

QIAEX Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
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QIAEX II Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

QIAGEN Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden

QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

DNA blood mini Kit Qiagen, Hilden

Light Cycler Master SYBR Green I Kit Roche, Mannheim

Filterpapier 3MM Whatman, USA

Hyperfilm MB Amersham, Braunschweig

Kodak X-omat AR Kodak, Stuttgart

Kulturgefäße, Plastik Greiner, Solingen

Nunclon, Dänemark

Falcon, U.K.

Parafilm Dynatech, Denkendorf

Sterilfilter 0.22 µm, Zelluloseacetat Nalge Company, USA

Sterilfilter 0.45 µm, Zelluloseacetat Nalge Company, USA

Zellulosenitrat 0.45 µm Schleicher & Schüll, Dassel

2.1.4 Medien

Medium für E.coli Bakterien

LB-Medium 1,0 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt

1,0 % NaCl

pH 7,2

Zur Herstellung fester Nährböden wurde dem Medium 1,5% Agar zugesetzt.

Bei Bedarf wurden dem Medium 100 µg/ml Ampicillin nach dem Autoklavieren hinzugege-

ben.



Material und Methoden 16

2.1.5 Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien sowie alle Zusätze wurden von der Firma Gibco (Eggenstein) bezogen,

fetales Kälberserum stammte von der Firma Sigma (Taufkirchen).

Nährmedien:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 4,5 mg/ml Glukose

RPMI 1640 Medium

McCoy’s 5a Medium

Leibovitz’s Medium

Einfriermedium: 90% FCS, 10% DMSO

Zusätze:

Bei Bedarf wurden L-Glutamin, Pyruvat oder Insulin nach Empfehlungen von ATCC (Ameri-

can Type Culture Collection, Manassas, VA) zugegeben.

2.1.6 Stammlösungen und häufig verwendete Puffer

Alle hier aufgeführten Lösungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt. War es not-

wendig, den pH-Wert eines Puffers einzustellen, so ist die dazu verwendete Säure bzw. Base

in Klammern aufgeführt.

BBS (2x) 50 mM BES

280 mM NaCl

1,5 mM Na2HPO4

pH 6.96 (NaOH)

CSGE-Gelmix 10 % PAA

99:1 ratio PAA/1,4 bisacryloylpiperazine

10 % ethylene glycol

0.07 % TEMED

0.5 x TTE
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CSGE-DNA-Auftragungspuffer 50 % Glycerol

0.25 % Xylencyanol

0.25 % Bromphenolblau

DNA-Auftragungspuffer (6 x) 0,25 % Bromphenolblau

0,25 % Xylencyanol

30,0 % Glyzerin

100,0 mM EDTA (pH 8,0)

Laemmli-Puffer (2x) 187,5 mM Tris/HCl (pH 6,8)

6,0 % SDS

30,0 % Glyzerin

0,01 % Bromphenolblau

5,0 % ß-Mercaptoethanol

NET (10x) 150,0 mM NaCl

5        mM EDTA

50      mM Tris

0,05 % Triton X-100

pH 7,4 (HCl)

PBS 13,7 mM NaCl

2,7 mM KCl

80,9 mM Na2HPO4

1,5 mM KH2PO4

pH 7,4 (HCl)

RNA-Auftragungspuffer (2x) 48,0 % Formamid

17,0 % Formaldehyd

11,0 % Glyzerin

0,1 % Bromphenolblau

SD-Transblot 50,0 mM Tris/HCl (pH 7,5)

40,0 mM Glycin
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20,0 % Methanol

0,004 % SDS

TAE (10x) 400      mM Tris/Acetat

10        mM EDTA

pH 8,0 (Eisessig)

TBE (10x) 890 mM Tris

890 mM Borsäure

2 mM EDTA

TE 10,0 mM Tris/HCl (pH 8,0)

1,0 mM EDTA (pH 8,0)

TTE (20x) 1.78 M Tris

570 mM Taurin

4 mM EDTA

Tris-Glycin-SDS (10x) 248,0 mM Tris/HCl (pH 7,5)

1918,0mM Glycin

1,0 % SDS

2.1.7 Bakter ienstämme, Zelllinien und Antikörper

Bakter ienstämme

Stamm  Eigenschaft Referenz

E.coli DH5 α F’ F’ /end A1 hsd R 17 (rK
-mK

+) gln V44+ NEB
hi-1 recA1 gyr (Nalr) rel A1 ∆ (lac ZYA
-argF) U 169 deo (φ80dlac∆(lacZ) M 15)
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Zelllinien

Zellinie Ursprung Referenz

BT 20 Adenokarzinom, Mamma ATCC

BT 474 duktales Karzinom, Mamma ATCC

BT 549 duktales Karzinom, Mamma ATCC

HEK 293 humane embryonale Nierenfibroblasten, ATCC;

transformiert mit Adenovirus Typ V DNA Graham et al., 1977

MCF-7 Adenokarzinom, Mamma ATCC

MDA-MB-175 duktales Karzinom, Mamma ATCC

MDA-MB-231 Adenokarzinom, Mamma ATCC

MDA-MB-361 Adenokarzinom, Mamma (Metastasen) ATCC

MDA-MB-435s duktales Karzinom, Mamma ATCC

MDA-MB-436 Adenokarzinom, Mamma ATCC

MDA-MB-453 Adenokarzinom, Mamma ATCC

MDA-MB-468 Adenokarzinom, Mamma ATCC

SkBr3 Adenokarzinom, Mamma ATCC

T 47 D duktales Karzinom, Mamma ATCC

ZR 75-1 Adenokarzinom, Mamma ATCC

Antikörper

Die folgenden Antikörper wurden zur Immunpräzipitation oder als primäre Antikörper zur

Detektion in der Immunoblot-Analyse eingesetzt.

Antikörper Eigenschaften Referenz

α HA Maus, monoklonal gegen HA (s.u.) Sigma (Taufkirchen)

α VSV Maus, monoklonal gegen VSV (s.u.) Sigma (Taufkirchen)

α hVH-5 Kaninchen, polyklonal gegen hVH-5 eigene Arbeit



Material und Methoden 20

Die bei der Immundetektion von Proteinen verwendeten sekundären Antikörper waren mit

Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert.

Antikörper Verdünnung Bezugsquelle

Ziege gegen Maus 1 : 10000 Sigma (Taufkirchen)
Ziege gegen Kaninchen 1 : 20000 BioRad (München)

2.1.8 Plasmide

Ausgangsvektoren

Vektor Eigenschaften Referenz

pBluescript II ColE1 ori, (MCS), LacZ, f1(+)ori, Ampr Stratagene, USA (KS)

pcDNA3 Expressionsvektor, Ampr, Invitrogen, USA
CMV Promotor, BGH poly A,
hohe Kopienzahl

Im Rahmen dieser  Arbeit verwendete Vektoren

Vektoren Eigenschaften Referenz

pcDNA3 HA Expressionsvektor, Tag mit J. Bange (MPI für

Erkennungssequenz gegen Biochemie, München)

 Hämatoxillin

pcDNA3 VSV Expressionsvektor, Tag mit J. Bange (MPI für

Erkennungssequenz gegen Biochemie, München)

Vesicular stomatitis virus

pBluescript II gesamte Phosphatase hVH-5 Martell et al., 1997
hVH-5

pcDNA3 hVH-5 die gesamte Phosphatase hVH-5 diese Arbeit
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2.1.9 Oligonukleotide

Folgende Angaben beziehen sich auf die Nukleotidsequenz von humanem hVH-5 mit der

Nummer U27193 im NCBI-Datennetz (www.ncbi.nlm.nih.gov):

Oligo-Name:

Primerpaar (Fragment 329 bp)

5’ CATGGCTGGGGACCGGCTCCCG 3’ DUSP EX 1
Forward-Primer FW
hVH-5 Exon 1 (cDNA 134-155)

5’  CTCAGCAGGATGGAGAGGAAGC 3’ DUSP EX 1
Reverse-Primer RV
hVH-5 Exon 2 (cDNA 463-442)

Primerpaar (Fragment 226 bp)

5’ CATGGCTGGGGACCGGCTCCCG 3’ DUSP EX 1
Forward-Primer FW
hVH-5 Exon 1 (cDNA 134-155)

5’  TGCGTGCAGCCGGCTGGATGAG 3’ De1g
Reverse-Primer RV
hVH-5 Exon 1(cDNA 360-339)

Primerpaar (Fragment 142 bp)

5’ TCGATAAAGCCAAGCTCTCC 3’ F 3
Forward-Primer
hVH-5 light cycler (cDNA 829-848)

5’  CCTGTCCTTCACGAACCTGT 3’ R 3
Reverse-Primer
hVH-5 light cycler (cDNA 971-952)
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Oligonukleotidpaar zur spezifischen Amplifikation des Pseudogens � hVH-5:

Primerpaar (Fragment 202 bp)

5’ GGCTCCCGAGGAAGATGATGGAC 3’  PSEUDO
Forward-Primer FW
� hVH-5 EX 1 Pseudo FW

5’ ATTTGGCTGCGTGTGGCCAGCCA 3’ PSEUDO
Reverse-Primer RV
� hVH-5 EX 1 Pseudo RV

Nachfolgende Primersequenzen beziehen sich auf humanes v-erb-b2:

Primerpaar (Fragment 194 bp)   

5’ CGGAATTGGAAAACCGCGGACGCCTG 3’ HER 2 int.
Forward-Primer zur FW
Amplifikation von v-erb-b2

5’ CGGGATCCGTCTGTCTCGTCAATGT 3’ HER 2 int.
Reverse-Primer zur RV
Amplifikation von v-erb-b2

Die mit den unten beschriebenen Primern amplifizierte Nukleotidsequenz ist der humane eu-

karyontische Elongationsfaktor 1a:

Primerpaar (Fragment 192 bp)

5’ CACACGGCTCACATTGCAT 3’ EF 1a FW
Forward-Primer
Elongationsfaktor 1a

5’ CACGAACAGCAAAGCGA 3’ EF 1a RV
Reverse-Primer
Elongationsfactor 1a
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Humaner FGFR 4 wurde mit folgenden Oligonukleotiden amplifiziert:

Primerpaar (Fragment 168 bp)

5' GACCGCAGCAGCGCCCGAGGCCAG 3' FGFR4 FW
Forward-Primer
FGFR4

5' AGAGGGAAGCGGGAGAGCTTCTG 3' FGFR4 RV
Reverse-Primer
FGFR 4

Die Angabe zu verwendeten Oligonukleotiden bezieht sich auf humanen

Faktor VIII Exon 14:

Primerpaar (Fragment 381 bp)

5’ TACATACAGTGACTGGCACT 3’ 14 F1
Forward-Primer
Faktor VIII Exon 14

5’ GACCACTGGGTTGAGGTGGC 3’ 14 F
Reverse-Primer
Faktor VIII Exon 14
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2.2 CONFORMATION SENSITIVE GEL ELECTRO-
PHORESIS (CSGE)

Eine Methode zum Mutationsnachweis bei DNA

Die von Ganguli (1993) entwickelte Methode CSGE (Conformational Sensitive Gel Electro-

phoresis) ist geeignet, um auf schnelle und einfache Weise ein Mutationsscreening an einer

großen Anzahl von DNA-Proben durchzuführen. Das Funktionsprinzip von CSGE basiert auf

dem unterschiedlichen Wanderungsverhalten von DNA-Heteroduplexen im Vergleich zu

Homoduplexen während der Auftrennung in einem mild denaturierenden PAA-Gel-System.

2.2.1 Molekulare Grundlagen der  Heteroduplexformation

Die Tatsache, dass Basenfehlpaarungen in der DNA

eine Konformationsänderung bewirken

(Bhattacharyya et al., 1989), stellte den

wissenschaftlichen Hintergrund dar, welcher zur Ent-

wicklung dieser Methode führte. Mittels NMR

(Woodson et al., 1988) und x-ray-Analysen (Joshua-

Tor et al., 1992) konnte gezeigt werden, dass

Heteroduplexe, abhängig von bestimmten

Bedingungen in das DNA-Molekül hinein- oder

herausragen. Solche Heteroduplexe ergeben sich,

wenn PCR-Fragmente, die eine Mutation beinhalten,

durch einen Denaturierungs- und Syntheseschritt

(siehe Abb. 10) mit der entsprechenden Wildtyp-

DNA gepaart werden. Dadurch entsteht auf molekularer Ebene entweder eine „bubble“ (beide

Basen nach innen rotiert) oder die falsch gepaarten Basen ragen von einander weg, was zu

einer „bulge“ führt (Bhattacharyya et al., 1989). Derartige Konformationsanordnungen sind

jedoch nicht hinreichend, um bei einer einfachen elektrophoretischen Auftrennung der DNA

ein unterschiedliches Wanderungsverhalten von Homo- und Heteroduplexen herbeizuführen

(Ganguli et al., 1993).

       Abb. 7: Konformationsänderungen

                   der  DNA durch Basenfehl-

                   paarungen
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2.2.2 Funktionspr inzipien und molekularer  Hintergrund von CSGE

Insertionen, Deletionen oder Punktmutationen der DNA können auf einfache Weise in einem

mittels PCR amplifizierten Genfragment sichtbar gemacht werden: wenn dem PAA-

Gelsystem mild-denaturierend wirkende Chemikalien wie Formamid und Ethylen-Glycol in

einem bestimmten Konzentrationsverhältnis hinzugefügt werden, führt dies dazu, dass spezi-

fisch DNA-Fehlpaarungen sichtbar werden (Lee et al., 1981). Es entsteht dabei folgendes

Phänomen: Während des elektrophoretischen Laufes im mild denaturierenden Gel ordnet sich

die „mismatch“-Stelle (Fehlpaarung) derart an, dass eine Base in das Molekül hineinragt und

die andere nach außen rotiert (Ganguli et al., 1993). Hierauf folgt in weiten Teilen der DNA

eine Veränderung der Konformation, was schließlich die Ursache für das unterschiedliche

Wanderungsverhalten von DNA Homoduplexen (korrekte Basenpaarungen) und Heterodu-

plexen darstellt. Es wurde festgestellt, dass eine solche Mutationsanalyse jedoch nur Aussage

über Genveränderungen gibt, die 50 bp und mehr von Beginn und Ende des PCR-Fragments

entfernt sind (Williams et al., 1998). Dieser wesentliche Faktor muss bei der Analysestrategie

und Auswahl von Oligonukleotiden mit einbezogen werden.

Abb. 8: Anordnung fehlgepaarter Basen im  mild

            denaturierenden   PAA-Gelsystem   unter

            Zusatz von Formamid und Ethylen-Glycol
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2.2.3 Methodischer  Ablauf

Der Mutationsnachweis kann sowohl bei DNA mit heterozygoter Genmutation als auch bei

homozygot mutierter Genausprägung erfolgen:

Abb. 9:   Das zu untersuchende mutierte Gen (Gen A heterozygot; Gen B homozygot) wurde mittels PCR

               amplifiziert, wobei die Fragmentgrößen des PCR-Produktes zwischen 200 und 450 bp betrugen

               (Williams et al., 1998)

Bei der Analyse von homozygot-mutierten Ge-

nen (hier: Gen B) erfolgte als Zwischenschritt

die Heteroduplexbildung. Hierbei wurden glei-

che Mengen einer DNA mit der Wildtypausprä-

gung dieses Gens (hier: Gen A) zusammen mit

der zu untersuchenden DNA (hier Gen B) ge-

mixt und für 5 Minuten bei 98°C denaturiert.

Dadurch kam es zu einer Auftrennung der DNA

in Einzelstränge. Die darauf folgende Abküh-

lung auf 65°C bewirkte im Mix eine statistisch

stark signifikante Zusammenlagerung dieser

Einzelstrangfragmente zu heterozygot-mutierten

DNA-Doppelstrangfragmenten.

ACG5’ 3’
TGC 5’3’

AAG5’ 3’
TTC 5’3’

A: DNA mit heterozygot ausgeprägter  Punktmutation

     (Wildtyp: 5’  ---ACG--- 3’ ;  Mutante: 5’ ---AAG---3’ )

WT
WT

TTC
MT

MT

AAG

TGC WT

ACG WT

2. Heteroduplex-Bildung

a) DENATURIERUNG: 5min.

   1. MIX:

• homozygot MT

• homozygot WT

b) SYNTHESE: 30min. 65°C

TTC
MTAAG
MT

ACG WT
TGC WT

WTACG
MT

MT
MT

heterozygotes
    DNA-Mix

WT
MTAAG

TGC

TTC

MT

MT

MT

MTAAG5’ 3’
TTC 5’3’

AAG5’ 3’
TTC 5’3’

B: DNA mit homozygot ausgeprägter Punktmutation

     (Mutante: 5’ ---AAG---3’ )

Abb. 10: Heteroduplexbildung

PCR: Amplifizierung
(Fragmentgröße 200-400 bp)

GEN A GEN B
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Heteroduplexe, die auf diese Art gebildet wurden,

verhalten sich bei der Mutationsanalyse wie ur-

sprünglich heterozygot-mutierte Gene. Die Auftren-

nung erfolgte zwischen Glasplatten mit den Maße 20

cm x 40 cm und unter Verwendung eines Kammes

mit 17 Zähnen (je 0.5 cm Länge und 1 mm Breite).

Für einen Ansatz von 175 ml Gel (2 Plattenpaare)

wurden folgende Chemikalien benötigt: 43.75 ml

Acrylamid, 17.5 ml Bisacrylpiperazin (aus der

Stammlösung von 5g BAP-Pulver in 500 ml H2O),

17.5 ml Ethylenglycol, 51 ml H2O, 26.25 ml Form-

amid, 875 µl APS 20% und 100 µl TEMED. Es hat

sich als günstig erwiesen, die Platten während des

Einfüllens des flüssigen Gelgemisches horizontal

aufzulegen, um die Bildung von Luftblasen im Gel zu vermeiden. Bis zur endgültigen Poly-

merisation des Gels sollte mindestens eine Stunde abgewartet werden (Williams et al., 1998).

Als Laufpuffer diente 0.5x TTE. Nach einem Vorlauf von 750 Volt für 15 Minuten zur La-

dungsausrichtung  mussten die Geltaschen mit dem Laufpuffer gründlich (bis zu achtmal)

ausgespült werden, da sonst nur verschwommene Banden detektiert werden konnten (siehe

Anhang). Nach diesem Vorgang wurden je 4 µl der DNA-Probe (1µg/µl) mit 2 µl CSGE-

Auftragungspuffer gemischt und auf das Gel geladen. Der Lauf fand bei 400 V statt. Da die

optimale Auftrennung zur Mutationsanalyse bei PCR-Fragmenten mit Größen zwischen 200

und 450 bp erzielt wird und diese im Gel dabei eine möglichst weite Laufstrecke zurückgelegt

haben sollten, betrug die Zeit bis zum Abnehmen der Spannung etwa 17 Stunden.

Abb. 12:  Während der Auftrennung im mild denaturierenden Gel änderte sich die Konformation nur bei

  DNA-Fragmenten mit vorhandenem Heteroduplex

PAA –Gelauftrennung
unter milden denaturie-
renden  Bedingungen

20 cm

40 cm

Abb. 11: CSGE- Gelplatten

Unterschiedliche
Konformation
bei fehlgepaar-
ten Basen
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Das Gel wurde 5 Minuten in Ethidiumbromid gefärbt, sowie 15 Minuten in H2O entfärbt.

Heteroduplexe konnten nach ausreichend langer Laufzeit durch das Vorhandensein einer

Doppelbande identifiziert werden, Homoduplexe hingegen stellten sich als einfache Bande

dar. Die DNA wurde anschließend auf einem Transilluminator (UVP) durch Ethidiumbromid-

fluoreszenz unter UV-Licht sichtbar gemacht und gegebenenfalls durch einen Orangefilter

fotografiert (Polaroid 667).

Abb. 13: Ergebnis der Mutationsanalyse eines Genfragmentes bei vier unterschiedlichen Patien-

               ten-DNA-Proben

 Probe 1 und 2: eine DNA-Bande (Homoduplex) => keine Mutation

 Probe 3: Doppelbande (ein Heteroduplex) => eine Mutation

 Probe 4: 3-fach-Bande (zwei Heteroduplexe) => zwei Mutationen

 Heteroduplexbanden

1 3 4

 Homoduplexbanden

2
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2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.3.1 Arbeiten mit RNA und Synthese von cDNA

2.3.1.1 Isolierung von RNA

Kultivierte Zellen wurden mit PBS-Puffer gewaschen und in 20 µl 4 M Guanidinium-

Isothiocyanat-Lösung (GIT) pro cm2  Platte aufgenommen. Das Lysat wurde zur Homogeni-

sierung in eine Spritze mit 0.8 mm Kanüle aspiriert. Jeweils 8 ml Lysat wurden vorsichtig auf

ein CsCl-Kissen (4 ml 5.7 M CsCl, 20 mM Na-Acetat) in ein Zentrifugenröhrchen gegeben.

Während der Zentrifugation (3200 rpm) bildet sich ein CsCl-Gradient aus, in den chromoso-

male DNA etwa zur Hälfte einwandert, RNA dagegen ganz nach unten gelangt. Nach der

Zentrifugation wurde die GIT-Lösung abgehoben, je nach Bedarf die DNA-Bande isoliert und

das RNA-Pellet in TE-Puffer mit 0.3 M Na-Acetat aufgenommen. Daraufhin erfolgte eine

Phenol/Chloroform Extraktion. Die Konzentration wurde durch Messung der optischen

Dichte bestimmt (1 OD260 = 40 mg/ml).

2.3.1.2 Selektion von poly(A)+ RNA

Zur Detektion von wenig exprimierten Transkripten wurde poly(A)+ RNA aus totaler RNA

angereichert. Hierzu wurde Oligo-(dT) Zellulose (BRL, Eggenstein) mit HS-Puffer (0.5 M

NaCl, 100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.1 mM EDTA) versetzt, in eine 15 ml Einwegsäule gefüllt

und mit Puffer äquilibriert. 1-2 mg RNA wurden bei 70°C für 5 Minuten denaturiert und da-

nach auf die Säule gegeben. Die Oligo-(dT)-Matrix wurde mit 10 Vol. LS-Puffer (0.1 M

NaCl, 100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.1 mM EDTA) gewaschen. Poly (A)+ angereicherte RNA

konnte anschließend mit 5 x 400 µl TE-Puffer eluiert und mit je 40 µl 3 M Na-Acetat (pH 7.5)

und 1 ml Ethanol präzipitiert werden. Aus 1 mg totaler RNA erhielt man 30-50 µg Poly (A)+

RNA als Ausbeute.
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2.3.1.3 Reverse Transkription

Für die Synthese von cDNA wurden 3 µg poly(A)+ RNA (1 µg/µl) eingesetzt. Nach Zugabe

von 10 pmol eines Oligo-dT-Primers wurde das Gesamtvolumen des Ansatzes mit dH2O auf

6.5 µl aufgefüllt. Zur Denaturierung wurde 5 min bei 70°C inkubiert, um die Sekundärstruk-

turen der RNA aufzuschmelzen. Damit die Primer hybridisieren können, wurde der Reakti-

onsansatz langsam auf Raumtemperatur abgekühlt. Anschließend wurde die Reaktion durch

Zugabe folgender Substanzen weitergeführt: 2 µl dNTP-Mix (10 mM), 1µl RNAse Inhibitor

(40 E/µl), 4.0 µl Reverse-Transkriptase Puffer (4x), 2 µl DTT (Dithiothreitol), 2 µl AMV Re-

verse-Transcriptase (10 U) und 2.5 µl dH2O. Die Synthese der komplementären DNA erfolgte

während der Inkubation für 2 Stunden bei 42°C. Dies ist das Arbeitsoptimum der AMV-RT,

einem Enzym aus dem avian myoblastosis virus. Durch Inkubation für 7 Minuten bei 72°C

wurde die Synthese abgeschlossen und die cDNA mittels PCR Purification Kit aufgereinigt.

2.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

2.3.2.1Amplifikation von DNA mit der Polymerase-Ketten-Reaktion

Mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) können DNA-Sequenzen, die in nur geringer

Kopienzahl vorkommen, zu detektierbaren und klonierbaren Mengen amplifiziert werden

(Saiki et al., 1985). Hierbei verwendet man zwei spezifische Oligonukleotide, welche die zu

vervielfachende Sequenz einschließen. In der vorliegenden Arbeit wurde durch PCR die Ex-

pression von hVH-5 - Genen in genomischer DNA sowie cDNA von Brustkrebszelllinien und

Geweben untersucht. Die PCR-Reaktionen wurden nach folgendem Grundschema in einem

Reaktionsvolumen von 50 µl (ad H2O) angesetzt:

1 µl DNA (1µg/µl)

0.5 µl "sense" Oligonukleotid, 10 pmol

0.5 µl "antisense" Oligonukleotid, 10 pmol

5 µl 10x Taq Polymerase Puffer

 (20 mM Tris/Cl, pH 8.0, 0.1 mM KCl, 20 mM DTT, 0.1 mM

 EDTA, 0,5% Nonidet P40 (v/v), 0,5% Tween 20 (v/v))

1 µl dNTP-Mix, 10 mM (dGTP, dATP, dTTP, dCTP)

1 µl Taq-Polymerase (0,1-0,5 E)
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Jede Reaktion wurde mit einer Negativkontrolle durchgeführt. Hierzu wurde cDNA bzw. ge-

nomische DNA durch ein entsprechendes Volumen an H2O ersetzt. Die Synthesereaktion lief

im Thermocycler „Progene“ der Fa. Techne ab. Es wurde das folgende Syntheseprotokoll

verwendet:

erste Denaturierung: 3 min 94°C

Amplifikation 25-30 Zyklen: 1 min 94°C (Denaturierung)

1 min   x°C (Hybridisierung)

1 min 72°C (Synthese)

letzte Synthese: 5 min 72°C

Hierbei wurde aus der Schmelztemperatur der Oligonukleotide die Annealing-Temperatur

berechnet. Die Reaktionsprodukte wurden auf einem Agarose- bzw. Polyacrylamidgel aufge-

trennt und durch Anfärben mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

2.3.2.2 Real-time quantitative PCR

Moderne Quantifizierungsverfahren wie die real-time quantitative PCR (Echt-Zeit-PCR) be-

ruhen darauf, dass die Menge an detektierbarem PCR-Produkt nach jedem Zyklus während

der Amplifikation im Reaktionsgefäß gemessen wird. Mit einem optischen Verfahren kann

hierbei ein Fluoreszenzsignal gemessen werden, dessen Stärke direkt proportional der Menge

an amplifiziertem PCR-Produkt ist (Higuchi et al., 1992). Das in dieser Arbeit verwendete

Gerät (Light Cycler, Roche) arbeitet mit Glaskapillaren und dem Fluoreszensfarbstoff SYBR

Green. Zur Amplifikation und Quantifizierung von cDNA wurde mit folgendem Protokoll

gearbeitet:

H2O (sterile, PCR grade) 11.6 µl

MgCl, stock solution (4 mM) 2.4 µl

Primer, stock solution (10 pmol/µl) 1 µl

Light Cycler-Fast Start SYBR Green I 2 µl

DNA  (1µg/µl) 2 µl
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Die Amplifikation erfolgte nach jenen Parametern:

Temperatur (°C) Inkubationszeit (Sek.)

Vorinkubation: 95 8

Amplifikation: 95 15

52 8     Zyklen

72 15

Schmelzen: 60 30

95 6

Kühlung: 40 30

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Doppelsträngige DNA-Moleküle im Größenbereich von 250 bp bis 12 kb wurden in 0,6-2

%igen horizontalen Agarosegelen aufgetrennt. Die Bestimmung der Größe linearisierter

Fragmente erfolgte im Vergleich zu einem Längenstandard (1 kb Leiter, Gibco, Eggenstein).

Die Agaroselösungen wurden in TAE (1x) angesetzt, in der Mikrowelle aufgekocht und pro

100 ml Gellösung 1 µl Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml) zugegeben. Der Auftrag der DNA

erfolgte in Auftragspuffer (1x). Zur Elektrophorese wurde als Puffer TAE (1x) mit 1µg/100

ml Ethidiumbromid verwendet, dabei lagen die Laufzeiten – je nach zu untersuchendem

Trennbereich, Agarosekonzentration der Gellösung und Größe der Gelkammer – zwischen

einer und vier Stunden bei 40 bis 100 Volt.

Die DNA wurde anschließend auf einem Transilluminator (UVP) durch Ethidiumbromidflou-

reszenz unter UV-Licht sichtbar gemacht und gegebenenfalls durch einen Orangefilter foto-

grafiert (Polaroid 667).

2.3.4 Enzymatische Behandlung von DNA

2.3.4.1Verdau von DNA-Fragmenten mit Restriktionsendonukleasen

Die Berechnung der eingesetzten Enzymmenge erfolgte unter Verwendung der Einheitenan-

gaben der Hersteller, Einbeziehung des Größenverhältnisses und der Zahl der Schnittstellen

von verdauter DNA zur Standard-DNA (Lambda-DNA). Die Berechnung der einzusetzenden
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Enzymmenge (U) zum Verdau von 1 µg DNA erfolgte nach folgender Formel: (Anzahl der

Basenpaare von λ x Schnittstellen in zu verdauender DNA) / (Anzahl der Basenpaare in zu

verdauender DNA x Schnittstellen in λ). Die Inkubationszeiten betrugen 2-3 Stunden bei der

für das jeweilige Enzym optimalen Temperatur und erfolgten in dem vom Hersteller empfoh-

lenen Inkubationspuffer.

2.3.4.2Dephosphorylierung von 5’ -Enden

Die Religation von Vektoren mit kompatiblen Enden wurde durch Dephosphorylierung ihrer

5’-Enden verhindert. 1-4 µg gespaltene Vektor-DNA wurde in einem Reaktionsvolumen von

10-20 µl in 1x Phosphatasepuffer (50 mM Tris/HCl (pH 8,0); 0,1 mM EDTA (pH 8,5)) nach

Zugabe von 1 µl alkalischer Phosphatase aus Kälberdarm (1 E) für 60 min bei 37°C inkubiert.

Anschließend wurde die dephosphorylierte DNA über ein Agarosegel (0,6-1% Agarose) auf-

gereinigt.

2.3.4.3 Auffüllen von 5’ -überhängenden Enden mit K lenow-Polymerase

5’-überhängende Enden von Restriktionsenzymen lassen sich in Anwesenheit der entspre-

chenden Desoxynukleotidtriphosphate mit Klenow-DNA-Polymerase zu glatten Enden auf-

füllen. Die DNA wurde in nach Herstellerangaben entsprechenden Pufferbedingungen sowie

mit 250 µM dNTP und Klenow-DNA-Polymerase 30 min. bei RT inkubiert.

2.3.4.3Verknüpfung von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Ligationspuffer (10x): 500 mM TRIS/HCl (pH 7.4)

100 mM MgCl

100 mM DTT

10 mM ATP

10 mM Spermidin

1 mg/ml BSA

Die Klonierung von DNA-Fragmenten in linearisierte Plasmide erfolgte unter Verwendung

des Enzymes T4-DNA-Ligase, das die kovalente Verknüpfung von kompatiblen 5’-Phosphat-

und 3’-Hydroxylenden unter Hydrolyse von ATP katalysiert. 25-100 ng Vektor-DNA wurden

in Ligationspuffer (1x) mit dem 2-3 fachen molaren Überschuss des DNA-Fragmentes in Ge-

genwart von 1E T4-DNA-Ligase für 2-4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
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2.3.5 Isolierung von DNA-Fragmenten

Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente wurden mittels QIAquick Gel Extraction Kit

der Firma Qiagen nach der Methode von Vogelstein et al., 1979 isoliert.

2.3.6 Restr iktion-Fragment-Längen-Polymorphismus Analyse (PCR-
RFLP)

Aufgrund der hohen Anzahl der durchgeführten PCR-Reaktionen und um mögliche Über-

kreuzkontamination zu vermeiden, wurden  Ready � To � Go�  PCR-Beads (Pharmacia, Frei-

burg) verwendet. Diese enthalten bereits alle nötigen Reagentien, außer Primer und DNA, für

eine 25µl PCR-Reaktion.

Bei einem Endvolumen von 25µl enthält jeder Reaktionsansatz:

1,5 U Taq-Polymerase

10 mM Tris-HCl pH 9,0

50 mM KCl

1,5 mM MgCl2

200 µM je dNTPs (dGTP, dATP, dTTP, dCTP)

Dazu wurden zugegeben:

2 µl DNA (1µg/µl)

0,5 µl „sense“ Oligomer (10 pmol/µl)

0,5 µl „antisense“ Oligomer (10 pmol/µl)

22 µl H2Obidest.

Es wurde zusätzlich eine Reaktion mit einer Negativkontrolle durchgeführt. Hierzu wurde die

DNA durch ein entsprechendes Volumen an H2Obidest. ersetzt.

Die Synthesereaktion wurde in einem Thermocycler, „Progene“ der Fa. Techne (Cambridge),

durchgeführt. Bei Benützung dieses Gerätes ist die Verwendung von Mineralöl zum Schutz

vor Verdampfen des Reaktionsansatzes nicht notwendig, da eine Deckelheizung integriert ist.
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Für die PCR-Reaktion wurde der folgende Reaktionszyklus verwendet:

erste Denaturierung: 5 min 94°C

Amplifikation 35 Zyklen:   30 sek 94°C

30 sek 61°C

1 min 72°C

letzte Synthese: 5 min 72°C

Nach Beendigung der PCR-Amplifikation wurde der gesamte Ansatz mit 0.2 µl des Restrikti-

onsenzyms Taq I (10U/µl) versetzt und 2h bei 65°C inkubiert. Die dabei entstandenen Pro-

dukte des Restriktionsverdaus wurden auf einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Acrylamid ist

ein Monomer, das zu langen Ketten polymerisiert. Bei Zugabe von Methylenbisacrylamid

werden die Ketten quervernetzt. Nach Zugabe von 1/250 10% APS und 1/1000 TEMED wur-

de die Polymer-Lösung (16,5 ml 2%iges Methylenbisacrylamid; 33,3 ml 30%iges Poly-

acrylamid; 5,5 ml 10x TBE)  zwischen zwei Glasplatten gegossen, die durch Abstandshalter

(Spacer) getrennt waren. Die Größe der linearisierten DNA-Fragmente wurde im Vergleich zu

einem Längenstandard (1kb DNA Leiter, Gibco) ermittelt.

Als Laufpuffer diente 1x TBE. Die aufzutrennende DNA wurde mit 1/5 Volumen eines 6x

Laufpuffers versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 190-270 Volt innerhalb von 3-4 Stunden.

Nach 10- minütigem Färben in einer Ethidiumbromidlösung (etwa 12 µl/l einer Stammlösung

von 10 mg/ml in dest. Wasser) konnten die DNA-Banden auf einem Transilluminator (UVP)

mittels der Ethidiumbromid-Fluoreszenz unter UV-Licht (λ = 302nm) sichtbar gemacht und

unter Verwendung eines Orangefilters fotografiert (Polaroid 667) werden.

2.3.7 Sequenzierung

Zur DNA-Sequenzanalyse wurde die Didesoxynukleotidmethode nach Sanger et al., 1977

verwendet. Das in der Arbeit benutzte PE-Applied-Biosystem arbeitet mit vier verschiedenen

Fluoreszenzfarbstoffen zur Identifizierung von A, C, G und T. Jeder Farbstoff emittiert nach

Anregung durch einen Ionisationslaser eine unterschiedliche Wellenlänge. Jedoch können alle

Farben durch Injektion in eine einzige Kapillare erkannt und ausgewertet werden.
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2.3.8 DNA-Präparation in kleinem Maßstab („ M iniprep“ )

und für  präparative Zwecke

Die Präparation von DNA erfolgte mittels QIAGEN Plasmid Mini/Maxi Kit nach der Metho-

de von Birnbooim, 1983.

2.3.9 DNA-Transfer  in E.coli Bakter ien

2.3.9.1Herstellung kompetenter E.coli Bakterien

Es wurde die Methode von Chung und Miller (1988) verwendet. Zur Herstellung kompetenter

E.coli DH 5α wurden 100 ml LB-Medium + Kanamycin (Selektion auf das F-Plasmid) mit 1

ml einer Über-Nacht-Kultur von E.coli angeimpft und bis zum Erreichen der logarithmischen

Wachstumsphase (OD600=0.3-0.6) bei 37°C geschüttelt. Nach einer Zentrifugation (5000

rpm., 10 min., 4°C) wurde der Ansatz auf Eis in 7,5 ml TSB resuspendiert. Eine Stunde später

wurden die kompetenten Bakterien auf Eis aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren

und bis zur Verwendung bei – 80°C gelagert.

2.3.9.2Transformation von kompetenten E.coli Bakterien

Die zu transformierende DNA wurde in KCM (1x) auf 100 µl Volumen verdünnt und mit

dem gleichen Volumen an kompetenten E.coli erst 20 min. auf Eis, anschließend 10 min. bei

RT inkubiert. Zur Regeneration der Zellen und zum Aufbau der Plasmid-gekoppelten Anti-

biotikaresistenz wurden die Zellen nach Zugabe von 1 ml vorgewärmtem LB-Medium 50

min. bei 37°C geschüttelt.

Für die Transformation von Ligationsansätzen (25-100 ng Vektor-DNA) wurden 50, 150 und

1000 µl des Transformationsansatzes, bei der Transformation von Plasmid-DNA (10 ng

DNA) 10 µl einer 1:10- und einer 1:100-Verdünnung auf LB-Agar Platten + Ampicillin (10

cm Durchmesser) ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte ü.N. bei 37°C.
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2.4 METHODEN ZUR ARBEIT MIT EUKARYONTI-
SCHEN ZELLEN

2.4.1 Allgemeine Zellkultur techniken

Alle in dieser Arbeit verwendeten Säugetierzellen wurden in Brutschränken (Heraeus, B5060

Ek/CO2) bei 5-7% CO2, 37°C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert. Die Zell-

kulturarbeiten wurden aseptisch in Sterilbänken (Heraeus, Laminair) ausgeführt. Kultivierte

Zellen wurden regelmäßig mit frischem Medium versorgt und passagiert. Das Einfrieren von

Zellen erfolgte im Einfriermedium aus 90% FCS und 10% DMSO. Die Bestimmung der

Zellzahl erfolgte mit einer Neubauer Zählkammer.

2.4.2 Transfektion von 293 Zellen mit Plasmid-DNA

Zur Transfektion von 293 Zellen mit Plasmid-DNA hat sich eine modifizierte Kalzium-

Phosphat-Methode bewährt, die durch eine hohe Transfektionseffizienz gekennzeichnet ist

(Chen und Okayama, 1987). Dazu wird aus einer Mischung der DNA mit CaCl2 und einer

BES gepufferten Phosphatlösung (BBS) ein Kalziumphosphatpräzipitat der DNA gebildet,

das nach einem noch unbekannten Mechanismus von den Zellen aufgenommen wird (Graham

und van der Eb, 1973).

Die DNA liegt als Transgenom in den Zellen vor und geht ohne Anwendung eines Selekti-

onsverfahrens im Laufe der Zellteilungen verloren (Scagos und Ruddle, 1981). Daraus resul-

tiert in der sogenannten transienten Expression ein Expressionsmaximum bei etwa 48-72 h

nach der Transfektion. Die hier verwendeten 293 Zellen sind humane embryonale Nierenfi-

broblasten, die mit Adenovirus Typ V-DNA transformiert wurden (Graham et al., 1977). Am

Abend vor der Transfektion wurden pro 3,5 cm Schale 2x105 293-Zellen in 2 ml Medium

ausgesät und 24 Stunden inkubiert. Pro Transfektion wurden 4 µl Plasmid-DNA (1µg/µl) mit

86 µl Wasser und 10 µl einer 2,5 M CaCl2-Lösung gemischt und unter gleichzeitigem Vor-

texen 100 µl BBS (2x) zugetropft. Nach 10-minütiger Inkubation bei RT wurde das Präzipitat

gleichmäßig auf die Zellen verteilt und diese ü.N. bei 37°C und 3% CO2 inkubiert. Am näch-

sten Morgen wurden die Zellen mit DMEM/0.25% FCS gewaschen und bis zur Verwendung

für 24 Stunden bei 8% CO2 inkubiert.
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2.5 PROTEINANALYTISCHE METHODEN

2.5.1 Tr itonlyse von Zellen

Zur spezifischen Aufreinigung von Proteinen wurden die Zellen mit Hilfe des Detergens Tri-

ton X-100 lysiert. Dabei werden die Zellmembranen aufgelöst, während der Zellkern und die

übrigen Zellkompartimente intakt bleiben und durch Zentrifugation abgetrennt werden kön-

nen.

Die Zellen wurden vor der Lyse mit eiskaltem PBS gewaschen und auf Eis mit einem entspre-

chenden Volumen Lysepuffer (50 mM Hepes pH 7,5, 150 mM NaCl, 10% Glyzerin, 5 mM

EDTA pH 8,0, 1% Triton X-100), das sich nach der Größe der Zellkulturschale richtete, ly-

siert. Zusätzlich wurden frisch zugegeben: 10,0 µg/ml Aprotinin, 1 mM PMSF, 100 mM Na-

triumfluorid, 10 mM p-Nitrophenylphosphat, 20 mM Natriumpyrophosphat, 2 mM NaOrtho-

vanadat (pH 10). Nach 5-10 min auf Eis wurde das Zelllysat gesammelt und in ein 1,5 ml Ep-

pendorff-Reaktionsgefäß überführt. Nach der Abtrennung unlöslicher Zellbestandteile wie

Zellkerne und Zytoskelett mittels Zentrifugation (10 min, 13000 rpm, 4°C), wurde der Über-

stand, der alle zytosolischen und membranständigen Proteine enthält, in ein frisches Eppen-

dorff-Reaktionsgefäß überführt. Der Überstand wurde entweder zur Immunpräzipitation ver-

wendet oder als Gesamtzelllysat weiterverarbeitet.

2.5.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Tritonlysaten erfolgte nach der Methode von

Bradford (1976) unter Verwendung des BioRad Proteinassay Reagenzes. Die Proteinkon-

zentration ergibt sich dabei aus der Absorption bei 595 nm im Vergleich zu BSA als Standard.



Material und Methoden 39

2.5.3 Immunpräzipitation von Proteinen

Zur Anreicherung eines bestimmten Proteins aus Zelllysat dienen spezifische, an Protein A-

Sepharose gekoppelte Antikörper, mit denen eine sog. Immunpräzipitation durchgeführt wer-

den kann.

Protein A ist ein Membranprotein des Bakteriums Staphylococcus aureus mit der Eigenschaft,

spezifisch an den Fc-Teil einer Reihe von Immunglobulinen zu binden (Lindmark et al.,

1983). Durch Kopplung von Protein A an Sepharose (Hjelm et al., 1972) und Bindung eines

spezifischen Antikörpers kann das jeweilige erkannte Protein aus einem komplexen Gemisch

zellulärer Proteine immunpräzipitiert werden.

Monoklonale Antikörper, die eine geringe Affinität zu Protein A besitzen, können unter Ver-

wendung eines Protein A-bindenden Brückenantikörpers mit Spezifität zu Immunoglobulinen

der jeweiligen Species an Protein A gekoppelt werden.

Pro Immunpräzipitation wurden 15 µl sedimentierte Protein A-Sepharose (Bindungskapazität

10 mg IgG/ml Gel) und 1-10 µg der monoklonalen Antikörper oder 1-4 µl der Kaninchen-

Antiseren eingesetzt. Die obigen Mengenangaben wurden auf die Zahl der Präzipitate hochge-

rechnet und die insgesamt benötigte Protein A-Sepharose mit dem Antikörper in PBS für

mindestens 3 Stunden auf einem Mischrotor bei 4 °C inkubiert. Der Protein A-Sepharose-

Antikörper-Komplex wurde anschließend zweimal mit HNTG gewaschen und in soviel

HNTG aufgenommen, dass pro Präzipitation die Hälfte des jeweiligen Tritonlysatvolumens

an dieser Suspension zugegeben werden konnte. Die Inkubation erfolgte für 3 bis 18 Stunden

auf einem Mischrotor bei 4 °C.

Die Präzipitate wurden abzentrifugiert (13000 rpm, 10 Sekunden, Tischzentrifuge), in der

Regel dreimal mit je 1 ml HNTG gewaschen und in je 25 µl Lämmlipuffer aufgenommen.

2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Gele ermöglichen die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht

(Laemmli, 1970). Durch das Detergenz SDS werden die Proteine unter Aufhebung ihrer Se-

kundärstruktur komplexiert, d.h. Konformationseffekte werden dadurch weitgehend aufgeho-

ben. Zugleich erhalten die Proteine eine negative Ladung, sodass ihre Wanderung im Gel

vorwiegend durch ihr Molekulargewicht bestimmt wird und nicht von ihrer Aminosäurezu-

sammensetzung bzw. ihrer Eigenladung. Abhängig vom Molekulargewicht der aufzutrennen-
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den Proteine wurden 7-15%ige SDS-Polyacrylamidgele gegossen, ferner Gradientengele mit

einem kontinuierlichen Polyacrylamidgradienten von 15% nach 7,5% bzw. 11% nach 6%.

Auf die Trenngele wurde in Anschluss ein 4%iges Sammelgel gegossen. Die Gele wurden

entweder mit Coomassie G 250 gefärbt, oder die Proteine auf Nitrozellulose transferiert. Als

Molekulargewichtsstandard bei der Gelelektrophorese wurde folgendes Proteingemisch ver-

wendet:

Protein: MG (in kD): Protein: MG (in kD):

Myosin 205,0 Ovalbumin 42,7
ß-Galaktosidase 116,25 Carboanhydrase 29,0
Phosphorylase b 97,4 Trypsin-Inhibitor 21,5
BSA 66,2 Lysozym 14,4

2.5.5 Tr icin-Sodiumdodecylsulfat-Gelelektrophorese

Das Tricin-Gelelektrophorese-System erlaubt die Auftrennung von Proteinen einer Größe von

1 bis 100 kDa bei einer Acrylamidkonzentration von nur 10%, weshalb dieses bevorzugt zur

Auftrennung sehr kleiner Proteine bzw. Proteinfragmente verwendet wird.

Verwendete Puffer und Lösungen:

Acrylamidlösung (48/1.5%) 48.0 g Acrylamid

1.3 g Bisacrylamid

Gelpuffer 3.0 M Tris/HCl, pH 8.45

0.3 % (w/v) SDS

Anodenpuffer 0.2 M Tris/HCl, pH 8.9

Kathodenpuffer 0.1 M Tris/HCl, pH 8.25

0.1 M Tricin

0.1 % (w/v) SDS
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Sammelgellösung (3%) 1.0 ml Polyacrylamidlösung

(48/1.5%)

3.1 ml Gelpuffer

8.4 ml H2Obidest

Trennlösung (10%) 6.1 ml Polyacrylamidlösung

(48/1.5%)

10.0 ml Gelpuffer

4.0 g Glyzerin

10.2 ml H2Obidest

Probenpuffer 4.0 % (w/v) SDS

12.0 % (w/v) Glyzerin

50.0 mM  Tris/HCl, pH 6.8

2.0 % (w/v) S-Mercaptoethanol

0.01% (w/v) Serva Blue G

Es wurden die gleichen Glasplatten wie in 2.5.4 verwendet, zusammengesetzt und abgedich-

tet. Die Trenngellösung (mit 150 µl 10% (w/v) APS und 15 µl TEMED) wurde eingefüllt, mit

Isopropanol überschichtet und nach Auspolymerisieren und Entfernung des Isopropanols mit

dem Sammelgel (150 µl 10% (w/v) APS und 15 µl TEMED) überschichtet und der Kamm

eingesteckt.

2.5.6 Färbung und Fixierung von Polyacrylamidgelen

Die Gele wurden mit Coomassie-Lösung (1% Coomassie G250, 10% Essigsäure, 40%

Methanol) 5 Minuten gefärbt und dann mit 40% Methanol, 10% Essigsäure entfärbt. An-

schließend wurden die Gele auf 3 MM Whatmann-Papier bei 80°C unter Vakuum getrocknet.

2.5.7 Transfer  von Proteinen durch das Semidry-Ver fahren

Der Transfer erfolgte unter Verwendung einer Semidry-Blotapparatur nach der Methode von

Bjerrum et al., 1986. Das auf die Nitrozellulose aufgelegte Gel wurde dabei in angefeuchtete
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Filterpapiere eingebettet und auf beiden Seiten mit zwei Graphitelektroden in Verbindung

gebracht. Der Transfer erfolgte durch Anlegen eines elektrischen Feldes.

Dazu wurde das Gel für 5 Minuten in Transblotpuffer inkubiert. Acht Lagen Filterpapier

(Whatman 3MM) sowie eine Nitrozellulosemembran (Fa. Schleicher und Schüll, BA 85,

0,45µm) in der Größe des Trenngels wurden in dem gleichen Puffer angefeuchtet. Zum

Transfer wurden 4 Lagen Filterpapier, die Nitrozellulose, das Gel und abschließend wieder 4

Lagen Filterpapier luftblasenfrei zwischen den Graphitelektroden aufgebaut. Der Transfer

erfolgte für 2-3 Stunden bei 0,8 mA pro cm2 des Gels.

Anschließend wurde zur Markierung des Längenstandards die Nitrozellulosemembran für 2

min. in Ponceau S-Lösung (siehe oben) geschwenkt und mehrfach mit destilliertem Wasser

gewaschen. Das Entfärben der Membran erfolgte durch Waschen mit TBST.

2.5.8 Immundetektion (Immunoblot-Analyse)

Bei der Immundetektion wurden die auf der Nitrozellulosemembran immobilisierten Proteine

mit einem Antikörper-gekoppelten Detektionsverfahren nachgewiesen. Das Prinzip dieser

Methode basiert darauf, dass in einem ersten Schritt die spezifischen Antikörper die immobi-

lisierten Antigene auf der Nitrozellulose erkennen, während im zweiten Schritt diese ihrerseits

durch Antikörper erkannt und detektiert werden können.

Um die unspezifische Bindung von Antikörpern an die Nitrozellulosemembran zu ver-

hindern, wurde diese für 1 h mit 0,25% Gelatine in 1x NET inkubiert. Zur Detektion der Pro-

teine in der Immundetektion wurden sowohl monoklonale als auch polyklonale Antikörper

verwendet. Soweit die Konzentration bekannt war, wurden die Antikörperlösungen auf 1

µg/ml in NET, 0,25% Gelatine eingestellt, ansonsten wurden die Antikörper 1:500 bzw.

1:1000 in NET, 0,25% Gelatine verdünnt. Der Filter wurde 3 h oder über Nacht bei 4°C mit

der Antikörperlösung inkubiert, danach zweimal 5 Minuten mit 0,25% Gelatine in 1x NET

gewaschen. Anschließend wurde die Membran 60 min bei RT mit dem zweiten Antikörper in

0,25% Gelatine in 1x NET inkubiert. Als sekundäre Antikörper wurden Peroxidase-

gekoppelte spezies-spezifische Antikörper verwendet. Vor der Detektion mit dem ECL-Kit

(NEN) wurde der Blot schließlich mindestens dreimal 15 Minuten mit 0,25% Gelatine in 1x

NET gewaschen. Zur Detektion wurde der Filter 1 min in einer 1:1 Mischung von ECL Rea-

genz inkubiert. Anschließend wurde der Blot mit Zellophan luftblasenfrei abgedeckt und auf

einem Röntgenfilm exponiert.
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Für ein weiteres Benutzen der Membran konnten die gebundenen Antikörper durch Inkubati-

on in einer spezifischen Lösung (62,5 mM Tris/HCl (pH 6.8), 100 mM ß-Mercaptoethanol,

2% SDS) bei 50°C für 1 h entfernt werden.

2.5.9 Herstellen eines Kaninchen-polyklonalen-Antiserums αααα � hVH-5

Die Immunisierung des Kaninchens zur Herstellung des Antiserums erfolgte mit einem syn-

thetischen Peptid. Als antigene Determinante dienten die ersten 15 Aminosäuren, ausgehend

vom N-Terminus dieses Proteins (MAGDRLPRKVMDAKK). Das Peptid besaß am C-

Terminus einen zusätzlichen Cysteinrest, der die Kopplung an ein Trägerprotein, hier Keyho-

le-Limpet-Hämocyanin (KLH), ermöglichte. Synthese des Peptids, sowie Kopplung an KLH

und Immunisierung erfolgte in der Firma EUROGENTECH (Belgien). Nach dem Synthese-

vorgang (Reinheitsgrad 75%) wurden 5 mg des Peptids an KLH gekoppelt. Die Immunisie-

rung wurde an einem Kaninchen durchgeführt, welchem vorher Preimmunserum abgenom-

men wurde. Im Abstand von 14-, 28- und 56 Tagen wurde erneut mit dem Antigen immuni-

siert. Eine weitere Blutentnahme erfolgte schließlich nach 38 und 66 Tagen. Die Endblutung

war am 80. Tag nach der ersten Antigeninjektion und ergab 60 ml Serum.
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3. ERGEBNISSE

3.1 EXPRESSIONSANALYSE DER PHOSPHATASE
HVH-5

3.1.1 Amplifikation von hVH-5 aus cDNA mittels PCR

Zur Bestimmung des Expressionsmusters der Phosphatase hVH-5 in humanem Normalgewe-

be und Brustkrebszelllinien wurde die Polymerase-Kettenreaktion angewendet.

Aus Gewebe und Zelllinien wurde poly (A+)RNA isoliert und mit Reverser Transkriptase in

cDNA umgeschrieben, die als Matrize für die PCR-Reaktion verwendet wurde. Zur Amplifi-

kation wurden die Oligonukleotide DUSP EX 1 FW und DUSP EX 1 RV (siehe 2.1.9) einge-

setzt. Sie wurden so gewählt, dass das entstehende 329 bp große PCR-Produkt das gesamte

Exon 1 sowie einen Teil des Exon 2 einschließt. Damit sollte ermöglicht werden, mögliche

Kontaminationen mit genomischer DNA, welche bei der Präparation der total-RNA entstan-

den sein könnten, durch die PCR sichtbar machen zu können. Das zu amplifizierende Gen-

fragment wurde so gewählt, dass es am 5’-Ende der kodierenden Sequenz von hVH-5 beginnt,

da in der anschließenden Mutationsanalyse (3.2.1) die gesamte Phosphatase in flankierenden

PCR-Produkten systematisch vom 5’- zum 3’-Ende untersucht werden sollte.

Als Positivkontrolle wurde an allen zu untersuchenden Proben eine zweite PCR-Reaktion

durchgeführt: Das hierbei amplifizierte Gen, Elongation-Faktor 1a (EF1a), wird ubiquitär in

eukaryontischen Zellen exprimiert (Matyas et al., 1999) und sollte idealerweise eine ungefähr

gleiche Expression in allen Proben zeigen. Die dabei verwendeten Oligonukleotide EF1a FW

und EF1a RV (siehe 2.1.9) amplifizieren ein Fragment von 192 bp.

Abb. 14 A zeigt, dass hVH-5 in cDNA von allen untersuchten Brustkrebszelllinien exprimiert

wird, wobei der Expressionslevel der Phosphatase allerdings im Gegensatz zur relativ einheit-

lichen Expression von EF1a stark schwankt.

In Abb. 14 B ist die Expression der Phosphatase hVH-5 in Normalgeweben dargestellt: Das

Gen wird in allen untersuchten Geweben nahezu gleich stark exprimiert. Etwas niedriger liegt

die Expression in den Geweben Leber und Milz.
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Abb. 14:  PCR-Expressionsanalyse von hVH-5

A. Amplifikation von hVH-5  in verschiedenen Brustkrebszelllinien (Fragment 329 bp; oben).

Expression des “Housekeeping” - Gens EF 1a (192 bp; unten).

B. hVH-5 – Expression in Normalgeweben (Fragment 329 bp; oben)

Expression des “Housekeeping” - Gens EF 1a (192 bp; unten).
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3.1.2 Real-time PCR: Quantitative Expressionsanalyse von hVH-5

Als nächstes sollte ein genauerer Expressionsvergleich der Phosphatase hVH-5 in  krebs-

assoziierten (DAL, MDA-MB 231 und MDA-MB 468) und nicht krebs-assoziierten Zelllinien

(HBL-100 und MCF 10a) durch real-time PCR durchgeführt werden.

Total-RNA wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben (siehe 2.3.1.3), die PCR-Reaktion

wurde nach dem Protokoll 2.3.2.2 im Light Cycler System der Firma Roche durchgeführt. Das

Expressionsverhältnis zwischen den Zelllinien wurde durch eine Doppelbestimmung gemes-

sen und unter Verwendung der Light Cycler Relative Quantification Software Version 1.0 der

Firma Roche ausgewertet.

Die Expressionsrate in den untersuchten cDNA-Proben unterschied sich zum Teil mehr als

100-fach, es konnte jedoch keine Korrelation zwischen krebs- und nicht krebsassoziierten

Zelllinien und der Expression von hVH-5 festgestellt werden.

    Abb. 15: Quantitative PCR von hVH-5 in Zelllinien

Total-RNA wurde durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Hieraus konnten mittels 

quantitativer PCR die Expressionsraten von hVH-5 in verschiedenen Zelllinien detektiert werden.
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3.2 MUTATIONSANALYSE VON HVH-5 IN ZELLLI-
NIEN

3.2.1 Identifizierung von Heteroduplexbanden mittels CSGE-Analyse

Da hVH-5 eine Komponente der zellulären Signaltransduktion darstellt, könnte ein mögliches

Vorliegen von Mutationen in diesem Protein mit dem Auftreten von Krebserkrankungen in

Zusammenhang stehen.

Es war deshalb geplant, die gesamte Phosphatase systematisch auf Genveränderungen zu un-

tersuchen. Die Analyse wurde an cDNA, die durch reverse Transkription aus poly (A+)RNA

gewonnen wurde, durchgeführt.

 Abb.  16:    Schematische Darstellung der für die PCR und anschließende Mutationsanalyse verwendeten

     Oligonukleotidpaare

Für die Amplifikation von Phosphatasefragmenten und deren Mutationsanalyse wurden zwei Oligonu-

kleotidpaare eingesetzt. Die CSGE-Analyse wurde mit einem 329 bp großen PCR-Fragment durch-

geführt. Dieses schließt Exon 1 und einen Teil von Exon 2 ein.

E X O N  Nr.

P R O T E I N D O M Ä N E N von hVH-5

Katalytische Domäne
Pest-

Domäne

1 2 3 4 5 6

CH2-
Domäne

 CH2-
Domäne

DUSP EX 1 FW / DUSP EX 2 RV

11 22

329 bp

(siehe 2.1.9)

DUSP EX 1 FW / De1g RV226 bp

PCR-FRAGMENTE: OLIGONUKLEOTDE:
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Die Oligonukleotide zur Amplifikation der PCR-Produkte wurden so gewählt, dass ein Frag-

ment zwischen 250 bp und 450 bp entsteht. In diesem Größenbereich wird eine optimale

Auftrennung der DNA im "Mutationsgel" erzielt. Die Analyse der Phosphatase sollte am 5’-

Ende der kodierenden Sequenz begonnen und in überlappenden Fragmenten bis zum 3’-Ende

fortgesetzt werden. Die Primärstruktur von hVH-5 ist schematisch in Abb. 16 dargestellt.

An allen zu untersuchenden cDNA-Proben wurde ein Fragment von 329 bp amplifiziert (siehe

Abb. 16), welches das gesamte Exon 1 und einen kleinen Teil von Exon 2 der Phosphatase

hVH-5 umfasst. Zur Kontrolle der richtigen Fragmentgröße wurden die PCR-Produkte auf ein

2%-iges Agarosegel aufgetragen und aufgetrennt. Die Aufreinigung der PCR-

Reaktionsansätze zur Entfernung der Primer wurde anschließend mittels QIAquick PCR Puri-

fication Kit durchgeführt.

Ein Fünftel der erhaltenen PCR-Fragmente wurde für die CSGE-Mutationsanalyse entnom-

men. Die Denaturierung und Renaturierung zur Ausbildung von möglichen Heteroduplexen

und damit die Visualisierung von Mutationen wurde ebenso wie die Auftrennung im "Mutati-

onsgel" wie in 2.2.3 beschrieben ausgeführt.

Wie in Abb. 17 dargestellt, zeigte die Mutationsanalyse im CSGE-Gel bei elf Zelllinien das

Vorhandensein einer DNA-Doppelbande. Dies deutet auf das Vorkommen von Heteroduple-

xen hin, d.h. in den amplifizierten DNA-Fragmenten konnte nach Reassoziation eine Basen-

fehlpaarung identifiziert werden. Die Fehlpaarung konnte nur dadurch sichtbar gemacht wer-

den, dass vor der Auftrennung im mild-denaturierenden Gel die DNA-Doppelstränge bei

98°C getrennt und anschließend wieder renaturiert wurden, was die Zusammenlagerung von

Wildtyp- mit mutierten Strängen ermöglichte (Heteroduplexbildung). Dies hat den Vorteil,

beim Screening eine schnelle Aussage über das Vorliegen einer Mutation im untersuchten

PCR-Fragment machen zu können, es gibt aber keinerlei Information über die exakte Art und

Lage der Genveränderung. Eine Heteroduplexbildung wurde bei folgenden Zelllinien beob-

achtet: MDA-MB 436, MDA-MB 435s, MDA-MB 231, BT 20, T 47 D, MCF 7, MDA-MB

361, MBA-MB 453, BT 549, BT 474 und SK-BR 3.

Homoduplexe, d.h. Einfachbanden zeigte die CSGE-Auftrennung der Zelllinien MDA-MB

175, MDA-MB 468 und ZR 75-1 (siehe Abb. 17). Dies ist ein Hinweis, dass in diesen DNA-

Proben keine Mutationen vorliegen. Ebenso könnte es sich hierbei allerdings auch um einen

Genotyp mit identischen Genveränderungen in beiden Allelen handeln.
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Abb. 17: CSGE-Mutationsanalyse eines PCR-Fragmentes von hVH-5 Exon 1 und 2 in Brustkrebszelllinien

 Beginnend vom 5’-Ende des hVH-5 - Gens wurde an cDNA von 14 Brustkrebszelllinien ein 329 bp–

Fragment mittels PCR amplifiziert. Die DNA-Doppelbande, welche in 11 unterschiedlichen Proben detek-

tiert werden konnte, kommt durch eine Heteroduplexbildung zustande (siehe Kapitel 2.2). Dies ist ein

Hinweis für das Vorhandensein von Genmutationen im untersuchten DNA-Abschnitt dieser Zelllinien.
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3.2.2 Sequenzanalyse von hVH-5 Exon 1

Bei der Mutationsanalyse des 329 bp-Fragmentes von hVH-5 konnte an 11 von 14 unter-

suchten Brustkrebszelllinien eine Heteroduplexbildung beobachtet werden. Die CSGE-

Analyse diente hierbei nur zum unspezifischen Nachweis, ob im untersuchten PCR-Fragment

eine Mutation vorliegt oder nicht. Um die Art von Genveränderung in diesem Bereich der

Phosphatase hVH-5 festzustellen, erfolgte eine Sequenzierung dieses Genabschnittes. Aus der

Literatur ist bekannt, dass die Anzahl der im Gel gebildeten Heteroduplexbanden mit der

Summe der vorliegenden Genveränderungen im untersuchten PCR-Fragment korreliert

(Körkkö et al., 1998). Demnach müsste die Untersuchung der Heteroduplexbanden beim

hVH-5 – Gen das Vorliegen einer einzigen Mutation anzeigen. Die Sequenzierreaktionen er-

folgten wie in Kapitel 2.3.8 beschrieben und wurden mit dem PE-Applied-Biosystem durch-

geführt.

3.2.2.1 PCR-Produkte mit Heteroduplexbildung bei der CSGE

Es wurden diejenigen PCR-DNA-Proben se-

quenziert, die bei der CSGE-Analyse eine

Doppelbande zeigten, d.h. eine Hetero-

duplexbildung mit Verdacht auf eine Gen-

veränderung vorlag. Die Auswertung der Se-

quenzanalyse erwies sich schwieriger als er-

wartet, denn die Ausschläge der Kurven zur

Detektion der Basen waren nicht immer ein-

deutig. Eine Ursache hierfür war zu diesem

Zeitpunkt unklar, da technische Fehler durch

Kontrollproben nahezu ausgeschlossen wer-

den konnten. Ausserdem fiel auf, dass die Se-

quenzier-ergebnisse von DNA-Proben, die

Abb. 18a: Sequenzanalyse hVH-5 Mutation

Sequenzierung des PCR-Produktes von cDNA-Proben, die bei der Mutationsanalyse Heteroduplexe er-

gaben. Die Sequenzen waren nicht eindeutig beurteilbar, jedoch wurde eine scheinbare Insertion 91insA

beobachtet. Die Wildtypsequenz ist oberhalb dargestellt.

91insA
T  C  A  T  A  C

89 90 918887 92
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keine Mutation tragen sollten, immer gut lesbar und eindeutig waren. So wurde zunächst fest-

gestellt, dass bei allen „heteroduplex-positiven“ Proben eine offensichtliche Adenin-Insertion

nach dem Basenpaar 91 vorlag (siehe Abb. 18a). Dass als Ursache für die Detektion der zu-

sätzlichen Adenin-Base an genau dieser Stelle eigentlich ein ganz anderer Grund vorlag,

konnte jedoch erst im späteren Verlauf der Arbeit aufgeklärt werden.

Das Vorhandensein dieser zusätzlich eingefügten Base würde zu einer Verschiebung des Le-

serahmens und somit zu einer kompletten Veränderung der Aminosäuresequenz führen. Dies

wiederum würde bedeuten, dass es in den betroffenen Zelllinien zu einem veränderten Trans-

lationsprodukt des hVH-5 – Gens kommt.

3.2.2.2 PCR-Produkte mit Homoduplexbildung bei der CSGE

Die Sequenzierung von DNA-Proben, die bei der CSGE-Analyse eine Einfachbande aufwie-

sen, sollte aufklären, ob im untersuchten Genfragment ein Wildtyp oder eine homozygote

Mutation vorhanden ist. Das Ergebnis war für alle drei Zelllinien identisch und eindeutig zu

beurteilen (siehe Abb. 18b): bei den cDNA-Proben von MDA-MB 175, MDA-MB 468 und

ZR 75-1 war keine Genveränderung zu erkennen.

G  G  T  C  A  T  C  G  A

87 89 90 9188

Abb. 18b:  Sequenzanalyse hVH-5 Wildtyp

  Sequenzierung des PCR-Produktes von cDNA-Proben, die bei der Mutationsanalyse Homoduplex

  ergaben. Es zeigte sich eindeutig eine unveränderte Wildtypsequenz.
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3.2.3 Bestimmung des hVH-5 Genotyps durch RFLP

3.2.3.1 RFLP-Analyse an cDNA-Proben

Um das Vorliegen einer veränderten Gensequenz der hVH-5 – Phosphatase in cDNA bei ver-

schiedenen Brustkrebszelllinien zu bestätigen, wurde eine Restriktionsfragmentlängen-

polymorphismus-Analyse (RFLP) durchgeführt. Dazu wurde mRNA aus den Zelllinien iso-

liert und zur Synthese der entsprechenden cDNA verwendet. Die Analyse erfolgte wie in

Protokoll 2.3.6 beschrieben. Es wurde angenommen, dass eine RFLP-Analyse an dieser Nu-

kleotidsequenzstelle durchführbar sei, da durch die möglicherweise vorliegende Insertion ei-

nes Adenosins an Position 91 das einzig in diesem hVH-5–PCR–Fragment erscheinende Er-

kennungsmotiv für das Restriktionsenzym Taq 1 verloren gehen würde (Abb. 19).

Abb. 19: Schematische Darstellung der RFLP Analyse zur Untersuchung des hVH-5 Genotyps

 Das Restriktionsenzym Taq 1 erkennt die Sequenz  „TCGA“ als Schnittstelle (oben; Kasten)

oben:  im Wildtypgen hVH-5 ist die Erkennungssequenz für Taq 1 unverändert; das Restriktionsenzym

           schneidet ein 329 bp Fragment in 2 Teile mit den Größen 90 bp und 239 bp.

unten: die mutierte Sequenz führt zu einem Verlust der Erkennungssequenz. Taq 1 kann das 329 bp

            Fragment nicht schneiden

93 94

1 329

T  C  A  T  A  C  G  A

FRAGMENT: 329 bp

MUTANTE hVH-5
89 9290 9188 9387 94

A  G  T  A  T  G  C  T

90 bp 239 bpFRAGMENTE:

T  C  A  T    C  G  A

A  G  T  A  G  C    T

89 9188 93929087

WILDTYP hVH-5 Taq 1 Erkennungssequenz:

 T  C G  A

A G C  T1 329

5'

5'

5'

5'

5'
5'

3'

3'

3'

3'

3'
3'
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Mit Hilfe spezifischer Primer wurde das 329 bp große hVH-5 – Fragment, welches Exon 1

und einen Teil von Exon 2 enthält, durch PCR amplifiziert (Abb. 16) und anschließend mit

dem Restriktionsenzym Taq 1 verdaut.

Falls ein Erkennungsmotiv vorhanden ist, kann das Enzym Taq 1 an einer bestimmten Positi-

on innerhalb des PCR-Produktes schneiden und erzeugt dadurch zwei Fragmente mit einer

Größe von 90 bp und 239 bp. Aufgrund der spezifischen Bandenmuster nach Auftrennung der

DNA in einem 12%iges Polyacrylamidgel konnten die Genotypen identifiziert werden (siehe

Abb. 20).

Drei Zelllinien, MDA-MB 175, MDA-MB 468 und ZR 75-1 zeigten das Bandenmuster der

homozygot nicht mutierten hVH-5.

Alle anderen untersuchten Zelllinien dagegen bildeten ein Muster von drei Banden: Das unge-

schnittene 329 bp Fragment (mutiertes Allel), sowie zwei Banden, die durch den Verdau des

Wildtyp-Fragmentes entstehen. Dieser Genotyp konnte in allen Zelllinien festgestellt werden,

die bei der CSGE-Analyse eine Doppelbande zeigten und bei der Sequenzanalyse keine

Wildtypsequenz ergaben.

Standard WT/WT WT/MT MT/MT

Abb. 20: Analyse von Genotypen der PTP hVH-5

An cDNA der jeweiligen Zelllinien wurde eine PCR-Reaktion durchgeführt, um ein 329 bp großes

Fragment zu bilden. Die aus der RFLP-Analyse entstandenen Fragmente wurden in einem 12%igen

nicht-denaturierenden PAA-Gel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefärbt.

              links: Schema der möglichen Kombinationen von Genotypen

              rechts: Ergebnis der RFLP-Analyse von 14 (n=14) verschiedenen Brustkrebszelllinien

WT/WT MT/WT

n= 3 n= 11
A B

329

239

90

bp

329

239

90

bp
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Das Vorkommen eines homozygot-mutierten Genotyps konnte bei dieser Untersuchung wie

erwartet nicht beobachtet werden.

3.2.3.2 Vergleich von Ergebnissen des RFLP an genomischer DNA und cDNA

Aus den vorangegangenen Experimenten gab es Hinweise auf eine mögliche veränderte Gen-

sequenz der Phosphatase hVH-5.

Für weitere Untersuchungen wurde bereits vorhandene genomische DNA, die aus der Brust-

krebszelllinie MDA-MB 436 gewonnen worden war, verwendet. Die RFLP-Analyse erfolgte

wie in Protokoll 2.3.7 beschrieben, jedoch musste für die PCR ein anderer Reverse-Primer

gewählt werden (siehe Abb. 16): Die Oligonukleotide zur Amplifikation des bereits unter-

suchten Abschnitts in cDNA von hVH-5 umschließen Exon 1 und einen Teil von Exon 2. Das

in genomischer DNA dazwischen liegende Intron hat eine Länge von 1.6 kb.

Für die Untersuchungen an genomischer DNA sollte dieses Intron nun ausgespart werden, um

eine eindeutige RFLP-Analyse zu ermöglichen. Unter Verwendung des „ursprünglichen“

forward - Primers (DUSP EX 1 FW) und eines neuen Reverse – Primers (De1g RV), der an

das Ende von Exon 1 gelegt wurde, sollte auch an genomischer DNA ein relativ kleines PCR-

Fragment entstehen, um dieses auf Vorhandensein einer möglichen Insertion untersuchen zu

können.

Durch einen Restriktionsverdau mit dem Enzym Taq 1 wird das 226 bp-Fragment beim Vor-

liegen eines homozygoten hVH-5 - Wildtypgens in Fragmente von 90 bp und 136 bp zer-

schnitten, da auch in diesem Fragment die Schnittstelle für diese Restriktionsendonuklease 90

bp nach dem 5' – Ende der kodierenden Region liegt. Außerdem können noch folgende Frag-

mentgrößen den unterschiedlichen Genotypen zugeordnet werden: Ein Muster von DNA-

Banden in Höhe von 90 bp, 136 bp und 226 bp im Agarosegel zeigt eine heterozygote Muta-

tion von hVH-5 an und das alleinige Vorhandensein eines 226 bp – Fragments spricht für eine

homozygote Mutation dieses Gens.

Es wurde die genomische DNA von 14 Brustkrebszelllinien untersucht. Hierbei stellte sich

heraus, dass alle Zelllinien, die bei der ersten Analyse als WT/MT-Genotyp identifiziert wor-

den waren, die vermeintliche Mutation nicht mehr enthielten: Während eine RFLP-Analyse

dieser Zelllinien an cDNA das typische 3-Banden-Muster (WT/MT-Genotyp) aufwies (siehe

3.2.3.2), zeigte sich sowohl unter Verwendung von genomischer DNA als auch von cDNA in

Kombination mit dem neuen Reverse-Primer „De1g RV“ bei den gleichen Zelllinien ein Mu-

ster mit nur zwei Banden auf dem Agarosegel als Hinweis auf das Vorliegen eines homozy-

goten Wildtyps (siehe Abb. 21A).
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Abb. 21 A: RFLP zur Untersuchung des hVH-5 - Genotyps an Proben aus genomischer DNA und cDNA der Zell-

              linie MDA-MB 436 mit zwei verschiedenen reverse-Primern für die PCR

Bei der Phosphatase hVH-5 wurde eine PCR-Reaktion mit zwei unterschiedlichen Reverse-Primern durchge-

führt. Während unter Verwendung des Oligonukleotids DUSP EX 2 RV ein 329 bp-Fragment entsteht, amplifi-

ziert De1g RV ein kleineres Fragment mit 226 bp. Die zu untersuchende Schnittstelle für das Restriktionsenzym

Taq 1 liegt für beide PCR-Fragmente 90 bp vom 5' – Ende der kodierenden Sequenz entfernt. Eine RFLP-

Analyse von drei DNA-Proben von MDA-MB 436 führte zu folgenden Ergebnissen (Amplifikation von Proben mit

dem Forward-Primer DUSP EX 1 FW, sowie den jeweils angegebenen RV-Oligonukleotiden und anschließen-

der Restriktionsverdau):

Probe 1: cDNA amplifiziert mit Reverse-Primer DUSP EX 2 RV (329 bp-Fragment)

                 Genotyp  „WT/MT“

              Probe 2:  cDNA amplifiziert mit Reverse-Primer De1g RV (226 bp-Fragment)

                                      Genotyp  „WT/WT“

              Probe 3: genomische DNA amplifiziert mit Reverse-Primer De1g RV (226 bp-Fragment)

                               Genotyp  „WT/WT“

 90 bp

400 bp

200 bp

329 bp

239 bp

136 bp

D Ee1g RV

Reverse-Primer:

DUSP EX 2 RV

Fragmentgröße (bp):
Genotyp:

Probe Nr.:

cDNA cDNA gDNA

   �
    �   �

 329  226  226
wt/mt wt/wt wt/wt

1 2 3
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Diese Resultate der RFLP-Analyse könnten dadurch erklärt werden, dass der neue Reverse-

Primer De1g RV möglicherweise das mutierte Allel nicht mehr erkennt.

Als Ursache käme hierfür in Frage, dass in jenem Bereich, in welchem sich der neue RV-

Primer am Ende von Exon 1 im hVH-5 - Gen anlagern sollte, weitere Sequenzveränderungen

vorhanden sind. Dadurch erkennt jener neue RV-Primer diese Sequenz nicht und kann folg-

lich in der PCR-Reaktion dieses veränderte Gen auch nicht amplifizieren. Aus diesem Grund

wird in jenen Proben spezifisch das Wildtypgen amplifiziert, was sich dann in der RFLP-

Analyse als Genotyp „WT/WT“ zeigt.

Abb. 21 B: Schematische Darstellung der veränderten Sequenz von hVH-5

Aufgrund der Ergebnisse einer RFLP-Analyse wurde angenommen, dass eine Gensequenz von hVH-

5 mit den dargestellten Veränderungen (schematische Vereinfachung:                       ) existiert.

A.:  Die Sequenzveränderungen von hVH-5 am Ende des Exon 1 verhindern ein Anlagern des neuen

reverse-Primers De1g RV. Bei einer PCR-Reaktion mit diesem Primer kann das mutierte Gen nicht

amplifiziert werden, da dieser RV-Primer die stark veränderte Sequenz im Exon 1 nicht erkennt.

B.:  Das Gen mit der veränderten Sequenz kann amplifiziert werden, wenn für die PCR-Reaktion der

RV-Primer DUSP EX 2 RV eingesetzt wird (PCR-Fragment 329 bp), da an dessen Anlagerungsstelle

in Exon 2 eine Wildtypsequenz vorliegt, die vom Primer erkannt wird.

PCR: kein Produkt

A1 236

A1 329

A.

B.

PCR:

EXON 1 EXON 2

EXON 2EXON 1

Annealing nicht möglich
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3.2.4 Sequenzanalyse von klonierten hVH-5 – PCR-Fragmenten

MDA-MB 436 gehört zu den Zelllinien, die im vorhergehenden Teil der Arbeit eine Hete-

roduplexbildung in der CSGE-Analyse aufwiesen und bei weiteren Untersuchungen ebenfalls

Hinweise auf das Vorhandensein von Genveränderungen lieferten. Experimente mit der Zell-

linie ZR 75-1 dagegen bestätigten in allen durchgeführten Analysen das Vorhandensein eines

unveränderten Wildtyps.

Um eindeutige Sequenzdaten der vorliegenden hVH-5 – Genotypen in diesen Zelllinien zu

erhalten, wurde cDNA synthetisiert und die daraus amplifizierten PCR-Produkte (329 bp,

siehe 3.1.1) in den Vektor Bluescript II KS ligiert. Nachdem eine Transformation sowie Se-

lektionierung durch Resistenzgene durchgeführt worden war, wurden zehn zufällig ausge-

wählte Klone sequenziert.

Alle untersuchten Sequenzen von klonierten PCR-Fragmenten der Zelllinie ZR-751 stimmten

zu 100% mit der hVH-5 Wildtypsequenz aus der NCBI-Datenbank (Nr. U 27193) überein.

Eine Analyse von PCR-Fragmenten aus MDA-MB 436 zeigte drei mit der Wildtypsequenz

identische Klone. Sieben Fragmente jedoch enthielten eine Sequenz, die sich deutlich vom

Wildtyp unterschied.

Ein Vergleich dieser Sequenzierergebnisse mit der bereits veröffentlichten Wildtypsequenz

von hVH-5 läßt das Vorhandensein von 28 Mutationen im 329 bp langen Fragment erkennen,

bei denen es sich um 7 Transversionen, 19 Transitionen und 2 Deletionen in diesem Gen-

abschnitt handelt. Wie bereits vermutet, bestätigte sich auch, dass der in 3.2.3.2 verwendete

Reverse-Primer De1g RV (in Abb. 22 mit gelber Farbe gekennzeichnet) nicht genug Kom-

plementarität mit dieser Sequenz aufweist, um dort „primen“ zu können, da in diesem Genbe-

reich allein sechs Mutationen liegen.

Dadurch, dass bei dieser PCR-Reaktion (329 bp – Fragment) sowohl der Wildtyp als auch die

veränderte Gensequenz amplifiziert wurden, führte dies bei der Auswertung durch die Se-

quenziermaschine dazu, dass beide Nukleotidsequenzen übereinander geschrieben wurden.

Darüber hinaus kommt eine Rasterverschiebung innerhalb dieser Sequenzüberlagerung durch

Deletionen der Nukleotide 81 und 82 in der veränderten Sequenz im Vergleich zum hVH-5

Wildtyp zustande.

Die in Abb. 18a dargestellte vermeintliche Adenin-Insertion an der Basenpaarstelle 91 war

somit auf einen Überlagerungsartefakt zurückzuführen und nicht vorhanden.

Das CSGE-Gel hatte durch den Heteroduplex nicht diese Insertion, sondern eine zweite,

hVH-5 – ähnliche Sequenz angezeigt, deren Primärsturktur in Abb. 22 dargestellt ist.
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Abb. 22:Allel-spezifische Sequenzanalyse von hVH-5

Aus cDNA der Brustkrebszelllinie MDA-MB 436 wurde ein 329 bp großes Fragment von hVH-5 mittels

PCR amplifiziert, in den Vektor BS II KS kloniert und anschließend sequenziert. Ein Vergleich mit der

Wildtypsequenz dieses Gens (NCBI-Datenbank Nr. U27193) zeigte 7 Transversionen, 19 Transitionen

und 2 Deletionen. Die analysierte Sequenz des PCR-Fragments ist durch einen Pfeil am linken Rand

gekennzeichnet. Darunter ist zum Vergleich die Wildtypsequenz (WT) der hVH-5 Phosphatase

dargestellt.

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

DUSP EX 2

DUSP EX 1 FW

Deg1 RV

 329

 1

220 228 232 240 243 255256

279 291

307

28 36

73 77 81 82 91

106

169 171

181 201 205 212 215 219

231
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3.2.5 Datenbankrecherche zur Sequenzlokalisation im Genom

Die in Kapitel 3.2.4 beschriebene Sequenz, welche nach einer PCR-Amplifikation (329 bp –

Fragment) subkloniert und sequenziert wurde, unterscheidet sich durch 28 Mutationen vom

hVH-5 – Wildtypgen. Hierbei ist es von Interesse, ob es sich bei dieser Gensequenz um eine

Veränderung des hVH-5 – Wildtyps (Chromosom 11p15.5) handelt oder die Sequenz als ei-

genständiges bisher noch nicht beschriebenes Gen unabhängig von der hVH-5 – Wildtypse-

quenz im humanen Genom existiert. Um nähere Informationen dazu zu erhalten, wurde eine

Datenbankrecherche im Internet durchgeführt (ENSEMBL Datenbank:

www.ensembl.org/Homo-sapiens/blastview und NCBI Datenbank: www.ncbi.nlm.nih.gov

/cgi-bin/Entrez/hum_srch).

Ziel dieser Recherche war es festzustellen, ob im humanen Genom eine Homologie mit der in

dieser Arbeit identifizierten Gensequenz besteht. Dazu wurde die 327 bp lange Nukleotidse-

quenz in die Blast-Datenbank des „Ensembl Human Genome Server“ eingegeben und be-

kannten Ergebnissen aus der Sequenzierung des humanen Genoms verglichen.

A
B

Abb. 23:   Homologien der in Kap. 3.2.4 identifizierten Sequenz mit Nukleotidsequenzen im humanen Ge-

nom (Datenbankrecherche; Ensembl Human Genome Server)

Gekennzeichnete Chromosomenabschnitte zeigen Ähnlichkeiten mit der untersuchten Gensequenz.

Die 327 bp lange Sequenz wurde mit einer Übereinstimmung von 100% auf dem Chromosomenab-

schnitt 10q22.2 lokalisiert und durch einen Kasten und Pfeil A markiert. Ein zweiter Homologiebereich

(Homologie von 92% auf Chromosom 10q11.22, Pfeil B) konnte ebenfalls festgestellt werden.
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Es zeigte sich eine Homologie von 100% auf einem Genbereich des humanen Chromosoms

Nr.10: Der Abschnitt 10q22.2 stimmt mit der gesuchten Sequenz überein. Chromosom

10q11.22 hingegen enthält eine Nukleotidsequenz, die zu 92% mit der hVH-5 ähnlichen Se-

quenz identisch ist.

Weiterhin konnten die „contigs“ (d.h. in „contiguous overlapping arrangements“ enthaltenen

Sequenzinformationen des humanen Genoms) in diesen chromosomalen Bereichen mittels

NCBI-Datenbank bestimmt werden:

Chromosom 10q22.2: Contig NT_008583

Chromosom 10q11.2 Contig NT_031847.5

Unter der Kenntnis dieser Contig-Nummern wurde ein Zugriff auf (durch das HUGO-Projekt)

bekannte Nukleotidsequenzabschnitte des menschlichen Genoms ermöglicht. Somit konnte

auch auf Nukleotidebene ein Vergleich bestimmter Chromosomenabschnitte mit der zu unter-

suchenden 327 bp – Sequenz durchgeführt werden.

Abb. 24: Alignment der veränderten hVH-5 Sequenz mit dem Contig NT_024037.12 auf Chromosom 10

              (Ensembl Human Genome Server)

Der aufgeführte Contig trägt  die gesuchte Sequenz mit einer Übereinstimmung der Nukleotide zu 100%.

Dies bestätigte die Lokalisation der Nukleotidsequenz auf Chromosom 10q22.2. Die Länge der zur Am-

plifikation verwendeten Primer ist durch einen schwarzen Pfeil am 5’ – und 3’ Ende der Sequenz mar-

kiert. Durch den forward-Primer hervorgerufene Fehlpaarungen an den Nukleotidstellen sechs und neun

(c � t; a� g) sind oberhalb des Alignments angegeben und müssen bei der Beurteilung der Sequenz-

übereinstimmung mit dem Genom außer Acht gelassen werden (siehe Text).

t g
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Die beiden nicht mit diesem chromosomalen Lokus übereinstimmenden Basen an zwei Nu-

kleotidpositionen innerhalb der Lage des Primers am 5’  Ende sind durch die PCR-Reaktion

erklärbar. Mit dem 21 bp langen Oligonukleotid DUSP EX 1 FW ist die Nukleotidfolge der

ersten 21 Basen festgelegt. Fehler in diesem Bereich kommen wohl dadurch zustande, dass

bei einer Übereinstimmung von 19 Basenpaaren trotzdem eine Anlagerung an zu amplifizie-

rende Sequenzbereiche erfolgen kann und in anschließenden Syntheseschritten die vorgege-

bene Nukleotidsequenz des Primers amplifiziert wird. Folglich müssten korrekterweise bei

einem Alignment die Anfangs- und Endbereiche eines durch Amplifikation entstandenen

PCR-Fragmentes, in denen sich die Oligonukleotide anlagern, außer Acht gelassen werden

(siehe Abb. 24).
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3.3 DAS PSEUDOGEN VON HVH-5

Gene, deren Sequenzen eine große Homologie zu funktionellen Genen aufweisen und welche

selbst keine oder bisher unbekannte Funktionen besitzen, werden Pseudogene (PGs) genannt.

Pseudogene sind häufig durch das Symbol �  gekennzeichnet. Sie entstehen u.a. bei der Ent-

wicklung von Genfamilien und entsprechen über weite Bereiche vollwertigen Genen. Im Ge-

gensatz zu diesen werden sie aber in der Regel weder transkribiert noch translatiert – sind

daher inaktiv. Dennoch können solche Gene im Sinne einer Weiterentwicklung modifiziert

werden, um wieder transkribiert und zu einem veränderten Protein translatiert zu werden

(Mighell et al., 2000).

3.3.1 Klassifizierung des Pseudogens der Phosphatase hVH-5

Allgemein kann zwischen zwei verschiedenen Arten von Pseudogenen unterschieden werden.

Während konventionelle Pseudogene wie ihnen verwandte, funktionell aktive Gene eine Exon

– Intron Struktur aufweisen und sich von jenen lediglich durch eine große Anzahl von Muta-

tionen unterscheiden, bestehen prozessierte Pseudogene aus aneinandergereihten Exonse-

quenzen.

           Abb. 25:   Entstehungsmechanismus von prozessierten Pseudogenen

Nach Umschrift der genomischen DNA in hn-RNA und deren posttranskriptionaler Modifikation wird

die RNA durch reverse Transkription in DNA umgeschrieben und ins Genom integriert.

Transkription

reverse Tran-

skription

Spleißen

Umwandlung in
doppelsträngige DNA,
Integration ins Genom

prozessiertes Pseudogen

Exon 1 Exon 2

DNA
Exon 1 Exon 2

c-DNA

RNA
Exon 1 Exon 2

prozessierte RNA

Exon 1 Exon 2 RNAhn-RNA
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Vergleicht man die Sequenz (Kap. 2.4.3) mit dem Wildtyp von hVH-5 im Genom, so fällt auf,

dass neben dem Vorhandensein zahlreicher Mutationen das zwischen Exon 1 und 2 gelegene

Intron fehlt (Abb.26). Das hier vorliegende Gen ist somit nicht einfach eine mutierte Version

des ursprünglichen hVH-5 Gens, sondern eine DNA-Kopie der mRNA, die vom Wildtyp

stammt. Gene, die auf diese Art entstanden sind und anschließend wieder in das Genom inte-

griert wurden, werden prozessierte Pseudogene genannt. Diese entsprechen der posttranskrip-

tionellen RNA nach deren Umschrift in cDNA und enthalten nicht funktionsfähige Exon-

Sequenzen eines aktiven Gens, die oft deshalb nicht funktionsfähig sind, weil sie keine akti-

ven Promotoren besitzen.

Abb. 26: Vergleich der Sequenzen des hVH-5 Wildtyps und des prozessierten Pseudogens von hVH-5 im

              Genom

A. schematische Darstellung der Exon-Intron – Struktur

       Bei gleicher Exonlänge ist  � hVH-5 durch das Fehlen von Introns gekennzeichnet.

       Zeichenerklärung: schwarzes Kästchen: Exon; weißes Kästchen: Intron;

                   : in B. vergrößert)

B. Alignment auf Nukleotidebene

Ausschnittsvergrößerung der in A. mit          markierten Bereiche. Durch Klonierung und

Sequenzierung (Kap. 3.2.4) konnte gezeigt werden, dass das Pseudogen keine Intron-

sequenz trägt. Vergleichende Darstellung des Aufbaus dieser Gene im Grenzbereich zwi-

schen den ersten beiden Exons.

ggttaaccccccaaggccccccaacc......................................................................ccccaattggggccccccccccaagg
hVH-5 Wildtyp .....

.....
�

 hVH-5

.....

.....

Exon 1 Exon 2B.

A.

�
 hVH-5

hVH-5 Wildtyp hn-RNA

INTRON

KEIN INTRON
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3.3.2 � hVH-5 wird in vivo transkr ibier t

Obwohl prozessierte Pseudogene durch das Fehlen von Promotoren sehr oft inaktiv sind,

konnte eine in vivo - Transkription für das hVH-5 Pseudogen durch Amplifikation in cDNA

nachgewiesen werden. Um dies zu zeigen, wurde mit demselben Primerpaar eine PCR unter

gleichen Bedingungen an genomischer DNA und cDNA durchgeführt und die dabei erhalte-

nen Produktgrößen verglichen.

Mit den in 3.2.1 beschriebenen Oli-

gonukleotiden DUSP EX 1 FW und

DUSP EX 2 RV kann sowohl der

hVH-5 Wildtyp als auch das PG die-

ser Phosphatase amplifiziert werden.

Durch das Anlagern der Primer an

zwei aneinander grenzenden Exonse-

quenzen (siehe Abb. 16) ist es mög-

lich, anhand der Größe des PCR-

Produkts festzustellen, ob das ampli-

fizierte Fragment ein Intron (1,3 kb)

trägt. In diesem Fall ergibt sich eine

Produktgröße von ca. 1,6 kb, wäh-

rend ein 329 bp Produkt auf das

Fehlen des Introns zwischen Exon

eins und zwei hinweist.

Unter Verwendung des Protokolles

2.1.9 wurde an den beiden DNA-

Proben (Abb. 27; Probe 1 und 2) der Brustkrebszelllinie BT 474 eine PCR –Reaktion mit den

oben beschriebenen Oligonukleotiden ausgeführt.

Eine an zellulärer DNA durchgeführte Amplifikation führte zu zwei Produkten: Die Nuklein-

säurebande von 1,6 kb stimmt mit der Größe des hVH-5 Wildtyps in genomischer DNA über-

ein und verdeutlicht dessen Exon-Intron-Struktur. Weiterhin konnte die darunter liegende

Bande (Höhe 329 bp) dem prozessierten und deshalb „ intronfreien“ PG von hVH-5 zugeord-

net werden.

Die gleiche Amplifikationsreaktion wurde an cDNA durchgeführt. Im 2%igen Agarosegel

ließ sich ein Fragment mit der Länge von ca. 330 bp in nahezu doppelter Intensität der Probe

Nr.1 (siehe Abb. 27) nachweisen. Dieses entspricht, wie sich bereits durch Klonierungs- und

Abb. 27:  Amplifikation von hVH-5 und � hVH-5 an

gDNA und cDNA (Bedingungen Kap.

3.2.4)

Die beiden Produkte in Probe Nr. 1 lassen

sich � hVH-5 und dem hVH-5 Wildtyp im

Genom zuordnen. Dass die PCR-Bande von

Probe Nr. 2 kontaminationsfrei dessen

Transkripten entspricht, wird erst durch Abb.

28 bestätigt.

1600 bp

  329 bp

gDNA cDNA

Probe Nr.          1                    2



Ergebnisse 65

Sequenzierungsexperimente herausgestellt hatte (Kap. 3.2.4), sowohl dem 327 bp großen

hVH-5 Pseudogen als auch einer 329 bp langen Nukleinsäureumschrift des Wildtyps von

hVH-5 ohne Intron. Daher liegt nahe, dass diese beiden Fragmente Transkripte genomischer

DNA darstellen. Jedoch konnte dadurch nicht endgültig ausgeschlossen werden, dass die hier-

für verwendete cDNA frei von genomische DNA ist, was fälschlicherweise zur Annahme

führen würde, dass � hVH-5 transkribiert wird.

Aus diesem Grund wurde die cDNA der Brustkrebszelllinie BT 474 repräsentativ für alle

cDNA–Proben, mit denen in dieser Arbeit Experimente ausgeführt wurden, getestet. Hierbei

erwies es sich als sinnvoll, nur eine Probe zu untersuchen, da bei der Extraktion von mRNA

und deren reversen Transkription in cDNA alle Proben gleich behandelt wurden.

Für nachfolgenden Test wurden wiederum mit

den oben beschriebenen DNA-Proben der Zell-

linie BT 474 eine PCR-Reaktion durchgeführt.

Als Kontaminationskontrolle wurde eine Ampli-

fikation des HER 2 - Gens mit den Oligonu-

kleotiden HER 2 FW/RV aus folgendem Grund

gewählt: Es war bekannt, dass durch diese PCR

im Genom genau eine Sequenz von 329 bp mit

einem 138 bp langen Intron des HER 2 Gens

amplifiziert wird. Wie bei  vorangegangenen

PCR-Reaktionen an hVH-5 Genen liegen auch

hier die Primer an aneinander grenzenden Exon-

sequenzen. Bei einer kontaminationsfreien Ex-

traktion von RNA und deren Umschrift muss

diese PCR ein eindeutiges Produkt von 192 bp

aufweisen.

Die durchgeführten PCR-Reaktionen ließen

sowohl bei genomischer DNA als auch an

cDNA jeweils das Vorhandensein genau eines Produktes in der oben angegebenen Größe er-

kennen (Abb. 28) und ermöglichten somit die Aussage, dass die in der Arbeit verwendete

cDNA nicht kontaminiert war.

       Abb. 28: Amplifikation des HER-2 Gens

             zur Kontaminationskontrolle

             von cDNA

Das Produkt von Probe Nr. 1(gDNA)

umfasst ein Fragment von 329 bp

Länge.

Die Bande in Höhe von 192 bp stellt

das intronlose PCR-Produkt aus nicht

mit genomischer DNA kontaminierter

cDNA dar.

gDNA cDNA

Probe Nr.                 1          2

  329 bp

  192 bp
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3.3.3 Die Nukleinsäuresequenz des hVH-5 Pseudogens

3.3.3.1 Vergleich von hVH-5 – Gensequenzen im Genom

Aus vorangegangenen Ergebnissen und der in Kap. 3.2.5 beschriebenen Recherche in Gen-

datenbanken war die exakte Lokalisation des Pseudogens auf Chromosom 10q22.2 und die

dazugehörige Sequenz bekannt. Die Sequenzen für genomische DNA und mRNA wurden in

die NCBI Datenbank aufgenommen und erhielten folgende Accession Numbers: AY661564,

bzw. AY661565.

Da die Sequenzdaten des humanen Genoms durch das HUGO-Projekt nahezu vollständig

vorliegen, konnte die Sequenz unter Zuhilfenahme dieser Daten in 5’  – und 3’  – Richtung

beliebig erweitert werden. Nachfolgende Untersuchungen in Internetdatenbanken zeigten,

dass es sich bei dem zweiten Contig NT_031847.5 (Chromosom 10q11.2) um ein weiteres

prozessiertes Pseudogen handelt, dessen Existenz bereits in der Arbeit von Nesbit et al., 1997

erwähnt wurde.

Um aus den Daten weitere Informationen über die „hVH-5 – Genfamilie“ zu gewinnen, wur-

de der hVH-5 – Wildtyp mit der Sequenz des analogen Mausgens (M3/6; NCBI Accession

Number NM_008748) dieser Phosphatase sowie dem Pseudogen verglichen.

Gen 1 2 3 Silent M issense Gesamt Deletion Insertion Gesamt
� hVH-5 59 27 72 68 90 158 63 5 226

M 3/6 38 28 194 192 68 260 9 123 392

Abb. 29: Unterschiede von Mitgliedern der hVH-5 Genfamilie zum humanen hVH-5 Wildtypgen

(kodierende Region der NCBI-Sequenz Nr. U 27193)

Im hellgrauen Bereich sind die Basensubstitutionen an der jeweils angegebenen Position im Kodon auf-

gelistet. Von besonderer Relevanz für spätere Berechnungen zur Evolutionsentwicklung sind Substitu-

tionen, welche zu einer Änderung in der Aminosäuresequenz führen: Missense-Substitutionen der jewei-

ligen Sequenzen sind mit einem dunkelgrauen Kasten markiert.

BASEN - SUBSTITUTIONEN

K   O   D   O   N
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Ein Vergleich der Gene zeigt, dass sich im Mausgen die meisten Basenabweichungen befin-

den. Entgegen der Erwartung können bei diesem Gen aber am wenigsten „missense“-Sub-

stitutionen detektiert werden, was sich dadurch erklären lässt, dass die größte Anzahl von

Genveränderungen jeweils an der dritten Position eines Kodons lokalisiert ist.

Nach Lin (1995) kann aus der Anzahl der ermittelten Missense-Substitutionen und der Länge

der kodierenden Sequenz eines Gens im Vergleich zu Wildtyp dessen evolutionsgeschichtli-

che Entstehungszeit ermittelt werden. Durch diese Methode lässt sich für � hVH-5 eine Ent-

stehungszeit vor ca. 6,84 Mio. Jahren, für das Mausgen vor 5,17 Mio. Jahren errechnen.
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3.3.3.2 Transkription von  � hVH-5 in Normalgeweben

Aus Kapitel 3.2.1 war bereits bekannt, dass � hVH-5 in 11 von 14 Brustkrebszelllinien trans-

kribiert wird. Um das Expressionsmuster des � hVH-5 Pseudogens in Normalgeweben zu be-

stimmen, wurde die Polymerase-Kettenreaktion angewendet. Dazu wurde dieselbe cDNA

benutzt, welche bereits in Kapitel 3.1.1 hergestellt worden war.

Die zur Amplifikation verwendeten Oligonukleotide Pseudo FW und Pseudo RV (siehe 2.1.9)

wurden so gelegt, dass sie im ersten Exon spezifisch nur an die Nukleotidsequenz des � hVH-

5 annealen können und ein Fragment von 202 bp ergeben.

Das Pseudogen � hVH-5 wird in allen untersuchten Normalgeweben transkribiert. Während

die Expression in Leber und Milz geringer ausgeprägt ist, zeigt sich in allen anderen unter-

suchten Proben ein etwa gleicher Spiegel.

Abb. 30:  PCR-Expressionsanalyse von �  hVH-5

 oben: Expression des hVH-5 – Pseudogens in Normalgeweben (Fragment 202 bp; oben)

 unten: Expression des “Housekeeping” - Gens EF 1a (192 bp).
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3.3.4 Die Proteinsequenz von � hVH-5

Bei bekannter DNA-Sequenz eines Gens kann durch den bestehenden genetischen Code eine

Übersetzung in Aminosäuren erfolgen und somit der Aufbau und die Länge des kodierenden

Proteins bestimmt werden. Entscheidend hierfür ist jedoch, welcher Leserahmen bei der

Translation in der Zelle gewählt wird.

3.3.4.1 Bestimmung des Leserahmens

Für die Wahl des richtigen Leserahmens, der bei einer eventuellen Translation dieses Pseudo-

gens für ein Peptid kodiert, mussten folgende Kriterien und Hinweise beachtet werden:

 i. Keiner der drei Leserahmen kodiert für ein vollständiges Protein, da ein oder meh-

rere Stoppkodons in der Nukleinsäuresequenz jedes Leserahmens zu einem vor-

zeitigen Kettenabbruch führen und durch vorherige PCR-Analysen Splicevarianten

ausgeschlossen werden können.

 ii. Das hVH-5 Wildtypprotein würde sich bei einer nicht mutierten Sequenz aus dem

dritten Leserahmen ergeben.

 iii. Das "ATG" im dritten Leserahmen, mit welchem das Wildtypprotein ebenfalls be-

ginnt, erfüllt auch beim Pseudogen die Kriterien eines Startkodons (Kozak, 1984).

Die oben genannte Gründe sprechen für die Wahl des 3. Leserahmens bei der Übersetzung der

Nukleinsäuresequenz in das entsprechende Protein, was im folgenden dargestellt ist.
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Abb. 31: Darstellung der drei möglichen Leserahmen von �  hVH-5

Übersicht über multiple Sequenzabbrüche in jedem der drei Leserahmen. Stoppkodons

sind durch einen Stern gekennzeichnet. Der dritte Leserahmen kodiert für die Protein-

sequenz des Pseudogens. Start- sowie Stoppkodon hierfür sind umkreist. Die Sequenz

von 80 Aminosäuren, welche sich aus der in vitro Translation ergibt, ist durch einen

Kasten gekennzeichnet.
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3.3.4.2 Vergleich von verschiedenen hVH-5 Proteinsequenzen

Die in Kap. 3.3.3.1 beschriebenen Nukleinsäuresequenzen des hVH-5 Wildtypgens, des Pseu-

dogens, sowie des Mausgens wurden in die entsprechende (beim Wildtyp- und Mausgen be-

reits bekannte) Proteinsequenz übersetzt und miteinander verglichen. Im Gegensatz zum 625

AS langen Wildtyp hat das Pseudogen � hVH-5 eine Länge von 80 AS, wobei ein Vergleich

der beiden Proteine zeigt, dass die ersten 24 Aminosäuren nahezu übereinstimmen. Aus "mis-

sense" – Mutationen resultieren im Anschluss daran zwei veränderte Aminosäuren (aa 25 und

26), wobei eine darauffolgende Rasterverschiebung durch die beiden Deletionen sowie mul-

tiple Mutationen der Pseudogen- DNA - Sequenz zu einem komplett veränderten Protein mit

kaum erkennbaren Homologien zum Wildtypen führen.

Ein Vergleich funktioneller Domänen des humanen Wildtyps mit � hVH-5 lässt ein Fehlen

wesentlicher Erkennungsmotive und Domänen erkennen.

3.3.4.3 Versuch eines Proteinnachweises mittels Antikörper

Erster Schritt für den Nachweis einer Translation von � hVH-5 in vitro ist das Herstellen eines

Immunserums gegen bestimmte Aminosäureabfolgen des nachzuweisenden Proteins. Um

sowohl den Wildtyp als auch Pseudogene der hVH-5 Phosphatase detektieren zu können,

wurde ein polyklonales Immunserum gegen die ersten 15 Aminosäuren des Wildtyps herge-

stellt, da diese AS-Abfolge beim Wildtyp und den Pseudogenen nahezu identisch ist (siehe

Kap. 3.3.4.2). Dadurch besteht die Möglichkeit, dass der Antikörper alle human hVH-5 –

Formen, falls diese translatiert werden, erkennt.

Das Antiserum wurde zunächst im überexprimierten System getestet: Es erfolgte eine transi-

ente Expression der Konstrukte hVH-5 wt und � hVH-5 in HEK 293 – Zellen. Gleiche Men-

gen Protein aus den Zelllysaten wurden mit Hilfe der Immundetektion von immobilisierten

Proteinen analysiert.
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Abb. 33: Test eines Antikörpers zum Nachweis von hVH-5 wt und � hVH-5

Wie aus Abb. 33 zu erkennen ist, läßt sich durch das Anitserum die Wildtypform von hVH-5

nachweisen. In voller Länge kodiert dieses Gen für ein Protein von 625 AS, was sich auf dem

Gel durch eine Bande mit der Größe von 68.7 kDa detektieren lässt.

Das Pseudogen hVH-5 müsste korrekterweise als Bande mit der Größe von 8.8 kDa auf dem

Gel sichtbar werden, denn die Länge des Proteins ergibt bei einer Translation 80 AS. Eine

gewöhliche 8-9% SDS- PAGE trennt jedoch Polypeptide von so geringer Größe nicht auf, so

dass für die Antikörper-Analyse eine Tricin-Sodiumdodecylsulfat-Gelelektrophorese (nach

Schägger & Jargow) gewählt wurde. Die Immunoblotanalyse zeigt, da das Immunserum noch

nicht aufgereinigt wurde, in allen drei Laufspuren zahlreiche unspezifische Bindungen. Ein

Nachweis des transient überexprimierten Pseudogens konnte nicht erbracht werden. Aus die-

sem Grund wurden weiterführende Experimente zum Nachweis einer endogenen Expression

des  � hVH-5 – Proteins unterlassen.

∅∅ ∅∅ h
V

H
-5

 w
t

� h
V

H
-5

pc DNA 3

kDa

66

28

21

14

Blot α hVH-5

68,7 kDa: hVH-5 wt

HEK 293 Zellen wurden, wie am oberen Bildrand angegeben, transfiziert. Aus Triton-Lysaten wur-

den die Proteine mittels Tricin-Sodiumdodecylsulfat-Gelelektrophorese(nach Schägger & Jargow)

aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit einem Antikörperserum α � hVH-5 inkubiert.
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4. DISKUSSION

Viele physiologische Prozesse, Wachstum und Entwicklung von Zellen, aber auch zahlreiche

Erkrankungen des Menschen können sowohl durch Aktivierung als auch durch Inaktivierung

von Genen verursacht werden. Die maligne Transformation einer Zelle geht mit einer Verän-

derung von Protoonkogenen einher, die häufig durch Mutation, Amplifikation oder Proteinin-

stabilität zu Onkogenen werden (Kinzler und Vogelstein, 1996). Veränderte Genprodukte, die

an der Regulation von Teilungsverhalten und Proliferation beteiligt sind, können damit zur

Unkontrollierbarkeit dieser Vorgänge und zur malignen Entartung der betroffenen Zellen füh-

ren. Mehr als 200 Erkrankungen, die nach den Mendelschen Regeln vererbt werden, gehen

mit Tumorerkrankungen, oft in Kombination mit anderen Symptomen, einher. Beispiele für

relativ häufige erbliche Tumoren sind das hereditäre Mamma- und Ovarialkarzinom sowie das

hereditäre nicht-polypöse Kolonkarzinom (Eng et al., 1993). Um die Entstehung spezifischer

Veränderungen nachzuvollziehen, werden in einem ersten Schritt Genveränderungen aufge-

sucht, deren anschließende Charakterisierung entscheidend zum Verständnis der Pathogenese

beitragen soll.

4.1 VOM MUTATIONSNACHWEIS BEI  HVH-5 ZUM
PSEUDOGEN HVH-5

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Mutationsanalyse der Phosphatase hVH-5 gestartet,

mit dem Ziel der Identifizierung von krebsverursachenden Genmutationen. Da zum Mutati-

onsnachweis meist aufwändigere molekulargenetische Untersuchungsmethoden zur Anwen-

dung kommen, wurde in dieser Arbeit mit einer anderen Methode, CSGE, ein Vorabscreening

durchgeführt. Diese Methode, die auf dem Nachweis von Heteroduplexen beruht, wurde in

der vorliegenden Arbeit etabliert und durchgeführt. Mittels CSGE konnten bereits im ersten

Exon von hVH-5 Hinweise auf das Vorliegen einer veränderten Gensequenz erbracht werden.

DNA ist in vivo durch eine außerordentliche Konstanz der Basenzusammensetzung gekenn-

zeichnet. Betrachtet man spontane Veränderungen der DNA, so liegt die Fehlerrate je nach

Polymerase zwischen 1:2000 und 1:10.000. Für den Austausch eines einzelnen Basenpaares

liegt die Fehlerrate bei nur einem Austausch pro 109 Basenpaare pro Zellgeneration. Diese
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außergewöhnliche Konstanz der DNA-Struktur beruht darauf, dass die Komplementarität der

Einzelstränge eine äußerst effektive Reparatur von Defekten ermöglicht (Alberts et al., 1989).

Die Anzahl der vorhandenen Heteroduplexbanden im CSGE-Gel kann einen Hinweis auf die

Summe der insgesamt vorliegenden Mutationen im untersuchten PCR-Fragment geben

(Körkkö et al., 1998). Beim Screening des ersten PCR-Fragmentes (329 bp) wurde in 11 von

14 Brustkrebszelllinien das Vorhandensein einer Heteroduplexbande festgestellt, so dass initi-

al irrtümlicherweise davon ausgegangen wurde, dass im untersuchten Fragment nur eine ein-

zelne Genveränderung detektiert wurde. Erst durch Subklonierung und Sequenzierung konnte

die exakte Sequenz des veränderten Gens ermittelt werden. Hierbei konnte gezeigt werden,

dass die untersuchte Sequenz sich durch multiple Mutationen vom Wildtypgen hVH-5 unter-

scheidet.

Mutationen sind spontane oder künstlich ausgelöste Änderungen des Erbguts. Dies kann bei-

spielsweise bedingt sein durch Fehler bei der Replikation einer Nukleotidsequenz. Zwar wei-

sen eukaryontische Zellen Reparaturmechanismen auf, um solche Schäden zu beheben, aber

nicht immer kommt es dabei zur kompletten Beseitigung des Schadens. Betreffen DNA-

Schädigungen beide Einzelstränge des Doppelstrangs oder entgehen sie den Reparaturmecha-

nismen der Zelle, so kommt es zu stabilen Mutationen (Löffler et al., 1999). Bei Punktmuta-

tionen sind einzelne Basen verändert. Aufgrund der Degeneration des genetischen Codes kann

der Basenaustausch ohne Veränderung der Aminosäuresequenz des kodierten Proteins ge-

schehen ("silent mutation"), es kann ein Aminosäureaustausch resultieren ("missense") oder

ein Stop-Codon generiert werden ("nonsense") (Wagener et al., 1999). Bei Insertionen oder

Deletionen einzelner Basen kommt es immer zu einer Änderung der Aminosäuresequenz des

zugehörigen Proteins, da das Leseraster geändert wird (Rasterschubmutation).

Für hVH-5 konnte gezeigt werden, dass zusätzlich zum Wildtypgen noch ein weiteres verän-

dertes Gen dieser Phosphatase existiert, welches bei einer Anzahl von 1878 Nukleotiden 226

Mutationen aufweist. Ein Vergleich dieses Gens mit dem Wildtyp lieferte folgende Unter-

schiede: Bei einer Gesamtzahl von 158 Basen-Substitutionen wurden 68 Silent- und 90 Mis-

sensemutationen gezählt, außerdem waren 63 Deletionen und 5 Insertionen vorhanden.

Mutationen können an verschiedensten Stellen im Genom lokalisiert sein, sie können in ko-

dierenden und nicht-kodierenden Sequenzabschnitten der DNA liegen. Punktmutationen au-

ßerhalb kodierender Sequenzen können die Transkription, Struktur und Stabilität der mRNA

sowie die Translation beeinflussen (Wagener et al., 1999). Neben den regulatorischen Se-

quenzen befindet sich in den nichttranskribierten Regionen auch eine Zahl von sogenannten
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Pseudogenen. Die Anzahl der Pseudogene im humanen Genom wird auf ca. 13.400 geschätzt

(Zhang et al., 2003).

4.2 
�

 (PSI) HVH-5 – EIN PSEUDOGEN

Pseudogene (PGs) sind Gene, die mit funktionstüchtigen Genen verwandt sind, selbst aber auf

Grund von Mutationen nicht mehr exprimiert werden können (Mighell et al., 2000). Ein

Pseudogen wird meist nach dem Gen benannt, welchem es ähnlich ist, jedoch wird es durch

Voranstellen des griechischen Buchstaben �  (psi) als solches gekennzeichnet, z.B. � PTEN.

Definitionsgemäß sind Pseudogene inaktiv, was bedeutet, dass diese weder transkribiert noch

translatiert werden. Aus diesem Grund enthält ihre Gensequenz meist mehrere "schädigende"

Mutationen, was dadurch erklärt wird, dass nach der ursprünglichen Inaktivierung des Gens

durch den fehlenden Selektionsdruck die Akkumulation weiterer Mutationen nicht verhindert

wurde. Bei der in dieser Arbeit beschriebenen, dem hVH-5 Gen ähnlichen, Gensequenz

konnte eine Ansammlung multipler Mutationen festgestellt werden. Wegen einer fehlenden

Exon-Intron-Struktur (siehe 3.3.1) kann die Sequenz folglich einem prozessierten Pseudogen

von hVH-5 ( � hVH-5) zugeordnet werden.

Aufgrund der Divergenz zwischen Pseudogen und funktionsfähigem Gen lässt sich abschät-

zen, wann das Pseudogen entstand und sich daraufhin die multiplen Mutationen ansammelten

(Lin 1995). Da erst nach der Mutation eines Gens zu einem Pseudogen die Mutationen in den

stillen und den nichtsynonymen Basen gleich sind, lässt sich auch berechnen, wie viel Zeit die

beiden Gene funktionstüchtig waren und seit wann eines der Gene ein Pseudogen ist. Ver-

gleicht man hVH-5 mit seinem Pseudogen, so lässt sich nach Lin (1995) für � hVH-5 eine

Entstehungszeit vor ca. 6,84 Millionen Jahren errechnen.

Die Existenz von Pseudogenen, welche inaktive Versionen derzeit aktiver Gene darstellen,

wurde in zahlreichen Organismen beobachtet: Der Begriff „Pseudogen“ wurde zum ersten

Mal in Zusammenhang mit Forschungsergebnissen am Genom des Frosches Xenopus laevis

erwähnt (Jacq et al., 1977). Daraufhin konnte dessen Vorkommen auch bei Bakterien, Pflan-

zen, Insekten und Wirbeltieren beabachtet werden (Fsihi et al., 1996; Loguericio et al., 1998;

Ramos-Onsins et al., 1998).

Die Anzahl der existierenden Pseudogene kann stark schwanken – von der einzelnen Kopie

bis zu vielfachen nicht funktionellen Gensequenzen: Bei hVH-5 wurde die Existenz eines

anderen Pseudogens auf Chromosom 10q11.2 bereits von Nesbit und Kollegen (1997)  er-
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wähnt, so dass nun davon ausgegangen werden kann, dass für die Phosphatase hVH-5 minde-

stens zwei Pseudogene im Genom existieren. Im Fall von ribosomaler RNA konnten bereits

bis zu hunderte von Pseudogenen nachgewiesen werden (Fredericksen et al., 1997). Verwandt

mit Pseudogenen und auch nicht scharf davon zu trennen sind verkürzte Gene und Genfrag-

mente, die einem Genstück homolog sind, – dem 5’-Fragment, einem Mittelstück oder dem 3’

Fragment – aber nicht exprimiert werden.

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass Pseudogene auf zwei unterschiedliche Arten

entstehen: Zum einen durch Duplikation von genomischer DNA, aber auch durch Retrotrans-

position von Erbmaterial in das Genom (Mighell et al., 2000).

Zur ersten Gruppe zählen die nicht prozessierten, oder auch konventionellen Pseudogene.

Diese stellen nicht funktionelle Kopien einer Sequenz aus der genomischen DNA dar und

haben dieselbe Stuktur wie funktionsfähige Gene, einschließlich Exons und Introns an den zu

erwartenden Positionen. Anpassung an veränderte Umweltbedingungen und Selektionsdruck

(Theorie nach Darwin) erfordern eine ständige Weiterentwicklung des Genoms. Deshalb bie-

tet eine Duplikation von DNA-Segmenten essentielle Grundlage für die Entwicklung  eines

komplexen Genoms und kann der Wissenschaft als Erklärungsansatz für die Entstehung von

Genfamilien (Samuelson et al., 1990) dienen. Während sich einige Duplikate zu selbständigen

funktionstüchtigen Genen entwickelten, waren manche anscheinend nur eine Zeit lang aktiv,

bevor sie zu Pseudogenen wurden (Cooke et al., 1997). Andere Pseudogene wiederum sind

offensichtlich seit dem Zeitpunkt ihres Entstehens inaktiv (Tachida et al., 1998). Ein solcher

Funktionsverlust betrifft meist Defekte im Promotorbereich oder Regulationselemente des

Gens, so dass keine Transkription mehr stattfinden kann.

Abb. 34 liefert einen Überblick über die Entstehungsmechanismen und Entwicklungsmög-

lichkeiten von Pseudogenen. Die Grenze zwischen Genen und Pseudogenen ist jedoch nur

sehr unscharf. Ein Gen kann durch Mutationen inaktiviert werden, im anderen Fall kann aber

auch ein Pseudogen durch Mutationen aktiviert werden (Harris et al., 1984).
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PSEUDOGEN PSEUDOGENFUNKIONELLES
GEN

RETROTRANSPOSITION GENDUPLIKATION

PROZESSIERTES
PSEUDOGEN

DUPLIZIERTES
 PSEUDOGEN

VERTEILUNG IM GENOM
INTERAKTION MIT ANDEREN

RETROTRANSPOSONS

GLEICHE
LOKALISATION

IM GENOM

ANDERE
LOKALISATION

IM GENOM

GENDRIFT
Substitution, Deletion, Insertion

KONTROLLIERT    -    ZUFÄLLIG

TANSKRIPTIONELL AKTIV TRANSKRIPTIONELL INAKTIV

GEN-KONVERSION

Gen initial
funktionell

Gen nie
funktionell

Abb. 34: Schematische Darstellung von Entstehungs- und  Entwicklungsmöglichkeiten der
               Pseudogene (Modifikation nach Mighell)

  Ursprung und Entwicklungsmechanismen bzw. -wege, die zur Entstehung von � hVH-5 führten,
  sind mit schwarzen Pfeilen markiert und mit schwarz umrandeten Kästen gekennzeichnet.
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4.3 DIE EXPRESSION DES HVH-5 PSEUDOGENS

Die zweite Gruppe von Pseudogenen entsteht durch reverse Transkription „reifer“ Exon-

Sequenzen und deren Retrotransposition ins Genom (Vanin, 1985). Das bedeutet, dass jene

weiterverarbeiteten Pseudogene nicht einfach eine mutierte Version des ursprünglichen Gens

darstellen, sondern ein DNA-Kopie der mRNA, die von diesem Gen stammt. Es hat deshalb

weder Introns noch einen Promotor, da diese durch "processing" aus der mRNA entfernt wer-

den.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass � hVH-5 nicht nur in genomischer DNA, sondern auch in

cDNA detektiert werden kann, was einen Beweis für die Transkription des Pseudogens liefert.

Normalerweise verhindert das Fehlen des Promotors die Transkription eines prozessierten

Pseudogens. Jedoch sind auch Fälle bekannt, bei denen weiterverarbeitete PGs dennoch ex-

primiert werden. Dies geschieht, wenn prozessierte Kopien dieses Gens durch die RNA Po-

lymerase III transkribiert werden können, da ungewöhlicherweise der Promotor während des

"RNA-Reifungsprozesses" nicht entfernt wurde. � hVH-5 wird in allen untersuchten mensch-

lichen Normalgeweben transkribiert. Unklar ist, warum � hVH-5 lediglich in 11 von 14 Brust-

krebszelllinien transkribiert wird.

Entsteht ein Pseudogen durch eine Duplikation oder Retrotransposition, so hat der betreffende

Organismus zunächst zwei identische Gene. Diese können beide aktiv sein und so z.B. eine

wichtige Funktion absichern (Redundanz). Mit der Zeit werden sich die Sequenzen der beiden

Gene durch Mutationen zunehmend voneinander unterscheiden. Es kann zu neuen Funktionen

kommen (Evolution) oder eines der Gene verliert die Funktion.

Mit der Integration in das Genom entwickeln sich Pseudogene im Laufe der Evolution in ver-

schiedene Richtungen. Der Mechanismus, wodurch dies gesteuert wird, sowie die Bedeutung

und Funktion von Pseudogenen sind jedoch noch lange nicht aufgeklärt. Aus diesem Grund

sollte gerade im Bereich der Molekularbiologie der möglichen Existenz  von Pseudogenen bei

der Untersuchung und Chrarakterisierung von Genen eine besondere Beachtung geschenkt

werden und diese Gene auf eventuelle bisher unbekannte Funktionen untersucht werden.
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4.4 MÖGLICHE INTERATIONEN UND FUNKTIO-
NEN DES HVH-5 PSEUDOGENS

Nach Vanin (1985) umfasst die Definition eines Pseudogens zwei wesentliche charakteristi-

sche Merkmale. Pseudogene weisen starke Ähnlichkeit zu einem bestimmten Gen auf, von

welchem sie abstammen. Zweites Kennzeichen von Pseudogenen ist, dass diese keine Funkti-

on mehr erfüllen. Der Funktionsverlust beruht auf der Tatsache, dass Pseudogene theoretisch

weder die Fähigkeit zur Transkription und Translation besitzen, noch können sie für ein funk-

tionsfähiges Protein kodieren. Auf der anderen Seite sind einige Beispiele für funktionelle

Pseudogene bekannt.

Das Preproinsulin I – Gen der Ratte war das erste Pseudogen, dessen Transkriptionsfähigkeit

beschrieben wurde (Soares et al., 1985). Daraufhin folgten das humane CYP21A1 Pseudogen

sowie das humane 5-HT7 Pseudogen (Bristow et al., 1993; Olsen et al., 1999). Aufgrund der

Identifikation von Pseudogen-Transkripten stellt sich die Frage, ob diese alternativen mRNAs

Funktionen erfüllen können oder deren Aminosäureprodukte eine funktionelle Bedeutung

haben.

4.4.1 Proteinebene

Als Pseudogene erstmals entdeckt wurden, spekulierte man darüber, ob sie möglicherweise

für ein funktionelles, wenn auch verkürztes oder andersartiges Protein kodieren können (Ka-

rin et al.,1982; Scarpulla 1984). Es besteht die Möglichkeit, dass Veränderungen auf der Nu-

kleotidebene, die den kodierenden, aber auch den nicht kodierenden Bereich eines Gens be-

treffen können, sich sowohl auf die Regulation der Translation eines Proteins als auch auf

dessen Aufbau auswirken und somit dessen Funktion beeinflussen.

Da eine Transkription in humanem Gewebe für das in dieser Arbeit beschriebene Pseudogen

� hVH-5 gezeigt werden konnte, stellt sich die Frage nach einer eventuellen Translation dieses

Gens. Hierbei müssen verschiedene Gesichtspunkte betrachtet werden, wie ein Pseudogen

oder dessen Produkt allgemein in Funktionsabläufe der Zelle integriert sein könnte oder die-

ses mit seinem ursprünglichen Gen in Interaktion treten kann.

Zum einen besteht die Möglichkeit, dass die mRNA des Pseudogens in ein Protein translatiert

wird, welches die Funktion des Wildtyp-Proteins negativ reguliert. So wird beispielsweise

von einem Cx43 Pseudogen berichtet, dessen Transkript in Krebszelllinien nachgewiesen

werden konnte. Durch in vitro Translation konnte ein Protein von 43 kDa erzeugt werden,
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dessen funktionelle Bedeutung untersucht wurde. Es wurde gezeigt, dass das Produkt des

Pseudogens in der Lage war, in vitro ein Zellwachstum zu inhibieren (Kandouz et al., 2004).

Ein anderes Beispiel dafür, dass translatierte Pseudogene möglicherweise eine Funktion haben

könnten, wurde an Untersuchungen des PTEN/MMAC1 Pseudogens festgestellt. Das Wild-

typgen PTEN kodiert, ebenso wie hVH-5, für eine Phosphatase und ist als Tumorsuppressor-

gen bekannt. Weiterhin hat dieses Gen mit hVH-5 gemeinsam, dass es auch auf einer LOH-

Region lokalisiert ist, die für einige Krebsarten bekannt ist. Es konnte gezeigt werden, dass

das PTEN/MMAC1 Pseudogen in Zellen transkribiert wird. Dieses Pseudogen kodiert für ein

Protein, welches in vitro translatiert wurde. Dabei konnte festgestellt werden, dass dieses

Pseudogen-Protein zwar eine schwache, aber immerhin detektierbare dual-spezifische Phos-

phatase-Aktivität besitzt (Myers et al., 1997).

Das Wildtypgen hVH-5 kodiert ebenfalls für eine dual-spezifische Phosphatase. Somit kann

eine dem Pseudogen von PTEN ähnliche Funktion für das Pseudogen von hVH-5 letztendlich

nicht ausgeschlossen werden. Wählt man jedoch für die Translation der Nukleinsäuresequenz

von � hVH-5 den in dieser Arbeit beschriebenen Leserahmen, so ergibt sich ein Protein mit

einer Länge von 80 Aminosäuren. Das Protein, welches hieraus entsteht, ist stark verkürzt und

besitzt keine funktionelle Phosphatase-Domäne. Aus diesem Grund wäre eine Funktion als

dual-spezifische Phosphatase für dieses Pseudogen unwahrscheinlich. Um andere potentielle

Funktionsmöglichkeiten für dessen translatiertes Produkt aufzudecken, wurde dessen Protein-

sequenz mit dem Programm "Scansite algorithm" (Yaffe et al., 2001) abgeglichen. Hierbei

konnten keine aktuell bekannten Domänen oder funktionellen Motive erkannt werden. Ein in

vitro Translationsnachweis konnte in dieser Arbeit für das Pseudogen von hVH-5 nicht er-

bracht werden, so dass die Existenz eines translatierten Proteins von � hVH-5 sowie dessen

mögliche Funktion weiterhin unklar bleibt.
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4.4.2 RNA-Ebene

Eine weitere funktionelle Bedeutung für das Pseudogen � hVH-5 könnte auch auf RNA-Ebene

stattfinden. Im Jahr 2003 konnte Hirotsune zusammen mit seinen Kollegen die allgemeine

These widerlegen, dass Pseudogene nur "molekulare Fossilien" sind.

Es wurde gezeigt, dass Transkripte des Pseudogens Makorin1-p1 in der Lage sind, die Stabi-

lität der mRNA des Originalgens Makorin1 zu regulieren und somit dessen Funktion zu be-

einflussen. Untersucht wurden die Auswirkungen der genetischen Inaktivierung eines Pseu-

dogens bei Mäusen. Durch den Einbau von Fremd-DNA in die Sequenz eines Pseudogens

wurde dieses inaktiviert. Dabei wurde festgestellt, dass dies zu ungewöhnlichen und schweren

Krankheitssymptomen bei den Tieren führt: während die meisten Tiere starben, hatten überle-

bende Mäuse fehlgebildete Nieren und Knochen. Derartige Missbildungen traten auch bei den

Nachkommen dieser Tiere auf. Es konnte belegt werden, dass das Pseudogen nötig ist, um die

mRNA des Wildtypgens zu stabilisieren. Genauso wie bei hVH-5 befindet sich auch bei Ma-

korin1 das Wildtypgen auf einem anderen Chromosom als das Pseudogen. Bekannt ist, dass

Makorin1 in den Nierenzellen gesunder Mäuse sehr aktiv ist. Mäuse, die ein verändertes

Pseudogen besitzen, zeigen dagegen nur eine schwache und unregelmäßige Aktivität von Ma-

korin1. Ein weiteres gemeinsames Merkmal von � hVH-5 und Makorin1-p1 ist, dass beide

Pseudogene im Laufe der Evolution in ihrer DNA-Sequenz derartige Mutationen anhäuften,

mRNA

Gen3'5'

Pseudogen3'5'

RNase degradierte mRNA

degradierte mRNA

mRNA

Abb. 35 A:  Genregulation durch Pseudogene, RNA-vermittelter Mechanismus
(nach Lee, 2003)
Kopien der Messenger-RNA eines Pseudogens und eines Gens kompetetieren
miteinander im Abbau durch ein destabilisierendes Enzym, z.B. eine RNase.



Diskussion 83

die bei einer Übersetzung der mRNA in eine Aminosäuresequenz zu einem verkürzten und

funktionslosen Protein führen. Somit ist mit großer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dass die

Fähigkeit des Pseudogens Makorin1-p1 zur Stabilisierung seines Wildtyps weniger von einer

Funktion des Aminosäureproduktes abhängt als vielmehr mit der Ähnlichkeit der DNA-

Sequenzen von Wildtypgen und Pseudogen zusammenhängt. Lee (2003) beschrieb mehrere

Möglichkeiten, wie ein Pseudogen Gene regulieren kann. In Abbildung 35 sind zwei dieser

Regulationsmechanismen schematisch dargestellt.

Da die Sequenzen von hVH-5 und � hVH-5 zu ca. 89% übereinstimmen, besteht die Möglich-

keit, dass das in dieser Arbeit beschriebene Pseudogen � hVH-5 über die in Abb. 35 gezeigten

Mechanismen oder auf ähnliche Art mit seinem funktionellen Wildtypgen interagieren könn-

te.

Wenn Mäuse sterben müssen oder krank werden, weil ein Pseudogen zerstört ist, so liegt der

Schluss nahe, dass ein nicht-funktionierendes Pseudogen auch beim Menschen Krankheiten

verursachen kann. Möglicherweise spielen Pseudogene wie  � hVH-5 eine wesentliche, bisher

noch unbekannte Rolle bei der Regulation von zellulären Prozessen. Derartige Überlegungen

bieten interessante Forschungsansätze für weiterführende Arbeiten.

Abb. 35 B:  Genregulation durch Pseudogene, DNA-vermittelter Mechanismus
(nach Lee, 2003)
Auf DNA-Ebene kompetieren Gen und Pseudogen um Transkriptionsrepressoren

mRNA

Gen3'5'

Pseudogen3'5'

mRNA

Transkriptions-
Repressor
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Tyrosinphosphatase hVH-5 nach Genveränderungen

untersucht. Als Mitglied der Familie der dual-spezifischen Phosphatasen ist hVH-5 (homolo-

gue of vaccinia virus H1 phosphatase gene clone 5) an der Signaltransduktion der Zelle durch

Dephosphorylierung von stress-aktivierter Proteinkinase (SAPK) und p38 beteiligt. Aufgrund

seiner Rolle als potentielles Tumorsuppressorgen können Genveränderungen oder Fehlregu-

lationen von hVH-5 zur Entstehung von Tumoren beitragen. Wie bereits bekannt ist, zählt die

Lokalisation dieses Gens auf Chromosom 11p15.5 zu häufig beobachteten Loss Of Heterozy-

gosity (LOH)-Regionen bei Krebserkrankungen, u.a auch bei Brustkrebs.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Expressionsanalyse der hVH-5 Phosphatase in Normal-

gewebe und Brustkrebszelllinien durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass hVH-5 nicht

nur, wie schon bekannt, in humanem Gehirn, Herz und Skelettmuskel transkribiert wird, son-

dern eine Trankription darüber hinaus auch noch in 10 weiteren humanen Geweben sowie in

allen untersuchten Brustkrebszelllinien nachgewiesen werden konnte.

Um ein zeitsparendes und effektives Mutationsscreening zu ermöglichen, wurde eine neue

Methode, Conformation Sensitive Gel Electrophoresis (CSGE), etabliert. Dadurch konnte

bereits im ersten Exon dieser Phosphatase eine Heteroduplexbildung als Hinweis auf eine

Genveränderung sichtbar gemacht werden. Mittels Sequenzierungs- sowie Restriktions-

Fragment-Längen-Polymorphismus-Analyse konnte die exakte Nukleotidsequenz bestimmt

werden.

Es wurde festgestellt, dass es sich hierbei um eine bisher unbekannte Gensequenz eines pro-

zessierten Pseudogens der hVH-5 Phosphatase handelt. Prozessierte Pseudogene sind dadurch

definiert, dass sie typischerweise durch einen Verlust des Promotors transkriptionell inaktiv

sind. Eine Datenbankrecherche (Sanger Center) ermöglichte die Lokalisation des Pseudogens

auf Chromosom 10q22.2. Phylogenetische Analysen führten zu dem Ergebnis, dass das Gen

vor ca. 6,8 Mio. Jahren entstanden sein müsste.

Es konnte gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit beschriebene Pseudogen von hVH-5

( � hVH-5) entgegen der Definition eines Pseudogens in gesunden menschlichen Geweben

transkribiert wird. Diese Tatsache deutet auf eine evtl. funktionelle Bedeutung dieses Gens

hin. Weiterhin konnte ein möglicher Zusammenhang zwischen der Transkription des Pseudo-

gens und der Entstehung von Brustkrebs nicht ausgeschlossen werden, da dieses in drei von

14 untersuchten Brustkrebszelllinien nicht transkribiert wird.
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Aus der Übersetzung der Nukleinsäuresequenz von � hVH-5 in Aminosäuren resultierte ein

Peptid von 8.8 kDa, welches sich stark vom hVH-5 Wildtyp unterscheidet und keinerlei funk-

tionelle Domänen aufweist. Es konnte weder ein Nachweis des transient überexprimierten

Proteins noch eines in vivo exprimierten Proteins erbracht werden.

Die Akkumulation der zahlreichen Mutationen im Pseudogen verglichen mit dem Wildtyp

deutet stark darauf hin, dass dieses Gen in der Evolutionsgeschichte aufgrund fehlender funk-

tioneller Bedeutung zumindest zeitweise keinem Selektionsdruck unterlag oder aber sich zu

einem selbständigen Gen mit noch unbekannter Funktion weiterentwickelte. In der vorliegen-

den Arbeit konnten Hinweise dafür gebracht werden, dass � hVH-5 sich möglicherweise der-

art entwickelt hat, um durch andere Regulationsmechanismen, beispielsweise solche, die für

nicht-kodierende RNAs bekannt sind, mit dem Wildtypgen der hVH-5 Phosphatase zu intera-

gieren.
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ABKÜRZUNGEN

’ Minute
’ ’ Sekunde
A Adenin
Ak. Antikörper
APS Ammoniumpersulfat
AS Aminosäure
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaare
BRCA1; 2 Brustkrebsgen Nr.1; 2
BSA Rinder-Serumalbumin
C Cytosin
cDNA komplementäre DNA
CH2-Domäne homologe Domäne zu cdc 25
CSF Colony stimulating factor
CSGE Conformaition Sensitive Gel Electrophoresis
c-src Protoonkogen des Rous sarcoma virus
CTP Cytosintriphosphat
Da Dalton
DMEM Dubecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
ds DNA doppelsträngige DNA
DTT Dithiothreitol
DUSP(s) dual-spezifische Phosphatase(n)
ECL Enhanced Chemoluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF Epidermal growth factor
ER endoplasmatisches Retikulum
ERK extrazellulär regulierte Kinase
EtBr Ethidiumbromid
FCS fötales Kälberserum
FW forward
G Guanin
fyn Protoonkogen der Tyrosinkinase fyn
GDP Guanosindiphosphat
Grb2 Growth factor receptor binding protein 2
GTP Guanosintriphosphat
h Stunde
H2Obidest zweifach destilliertes Wasser
HEPES N-(2-Hydroxyl)-piperazin-N’-2-ethansulfonsäure
HER humaner EGFR
HUGO humanes Genomprojekt
hVH-x homolog of vaccinia virus H1 phosphatase gene

clone x
IP Immunpräzipitation
JNK c-jun N-terminale Kinase
kb Kilobasen
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KCl Kaliumchlorid
kDa Kilodalton
LB Luria Broth
lck Lymphozyten-spezifische Tyrosinkinase
LOH Loss of heterozygosity
M molar
MAP-Kinase Mitogen activated protein kinase
MEK MAP/ERK Kinase
MOPS 3-N-Morpholino-propansulfonsäure
mRNA messenger RNA
NMR Nuclear Magnetic Resonance
PAA Polyacrylamid
PBS Phosphat-gepufferte Saline
PCR Polymerase Kettenreaktion
PCR-RFLP Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus
PKA Proteinkinase A
PMSF Phenlymethlysulfonylfluorid
PTB-Motive Phosphotyrosine-Bindungsmotive
PTP(s) Proteintyrosinphosphatase(n)
v-ras Onkogen des rat sarkoma virus
RB Retinoblastomgen
real-time PCR Echt-Zeit-PCR (quantitativ)
RNA Ribonukleinsäure
RNAsen Ribonukleasen
rpm Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur
RTK(s) Rezeptortyrosinkinase(n)
RV reverse
SDS Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese
SH 2, 3-Domäne Src Homologie 2, 3 Domäne
Sos son of sevenless
SNP Single Nucleotide Polymorphism
ss DNA einzelsträngige DNA
T Thymin
TAE Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat
Taq Thermus aquaticus
TE Tris/HCl/EDTA
TEMED N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TSG(s) Tumorsuppressorgen(e)
TTE Tris/Taurin/EDTA
TTP Thymintriphosphat
U Enzymaktivitätseinheit (Unit)
ü.N. über Nacht
UV Ultraviolett
V Volt
v-fms Onkogen des McDonough feline sarcoma virus
VH1 vaccinia virus homologue phosphatase 1
Vol. Volumen
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ANHANG: ETABLIERUNG CSGE

Conformation sensitive gel electrophoresis (CSGE) ist eine zeitsparende Methode zur Suche

nach neuen Mutationen und eignet sich besonders zum Screening einer großen Anzahl von

Proben innerhalb kurzer Zeit. In dieser Arbeit wurde das System nach den Vorgaben von

Ganguli (1993) etabliert.

Optimierung der Versuchsbedingungen

Um eine möglichst hohe Sensitivität bei der Detektion von neuen Mutationen zu erreichen,

wurden die Versuchsbedingungen zur Durchführung der CSGE-Methode an bereits bekannten

Polymorphismen ausgetestet und optimiert. Hierfür wurde das FGFR4-Gen herangezogen,

welches in einigen Brustkrebszelllinien an der Nukleotidposition 1217 eine G       A Substitu-

tion trägt (Bange et al., 2002). Eine PCR-Reaktion mit den Primern FGFR4 FW/RV (siehe

2.1.9) liefert ein Produkt von 167 bp, wobei der FGFR4-Polymorphismus hier bei Basenpaar

Nr. 80 liegt, d.h. die wichtige Voraussetzung für das Gelingen eines Mutationsnachweises

mittels CSGE, dass die Genveränderung mindestens 50 bp von beiden Enden des Fragmentes

entfernt ist (Williams et al., 1998), ist erfüllt.

Beladen des Gels, Laufbedingungen und DNA-Menge

Bei der Durchführung der Testläufe zur Etablierung von CSGE wurden die Bedingungen zur

Heteroduplexbildung und Herstellung des Gels nach Protokoll 2.2.3 ausgeführt.

Zunächst wurden für das PCR-Fragment diejenigen Laufbedingungen (Laufzeit; Spannung;

DNA-Menge) ermittelt, welche zu einer optimalen Auftrennung der Heteroduplexbanden auf

dem Gel führen (keine Abbildung; Daten siehe Protokoll 2.2.3).

Weiterhin stellte sich als entscheidender Faktor für das Gelingen der Mutationsanalyse her-

aus, dass die Taschen im Gel, in welche die DNA eingefüllt wird, vor der Beladung von Gel-

resten befreit und anschließend mit TTE-Puffer mehrmals gründlich (fünfmal und öfter) ge-

spült werden. Darüber hinaus erwies es sich als vorteilhaft, jede Geltasche einzeln kurz vor

dem Beladen mit DNA ein weiteres Mal zu reinigen. (Im Gegensatz hierzu genügt es meist

bei  Elektrophoresegelen, die Taschen durch einmaliges Spülen von Gelresten zu reinigen.)
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         A.   B.

Abb. 36: CSGE Mutationsanalyse des FGFR4-Gens  (167 bp PCR-Fragment)

  Bei beiden CSGE-Gelen wurden jeweils PCR-Fragmente von drei DNA-Proben (1, 2 und 3)

  mit heterozygotem Polymorphismus und 3 DNA-Wildtypproben des FGFR4-Gens  (I, II und

  III) unter verschiedenen Versuchsbedingungen (A und B) aufgetragen.

   (Zeichenerklärung:         Heteroduplexbande)

  A.: Geltaschen einmal gespült

    B.: doppelte DNA – Menge von A.; Geltaschen achtmal gespült

Durch Variieren der DNA-Menge und gründliches Säubern der Geltaschen konnte die Quali-

tät der Analyse optimiert werden (siehe Abb. 36). Jedoch fiel auf, dass sich die obere Hete-

roduplexbande im Vergleich zur unteren Bande in sehr viel geringerer Intensität detektieren

ließ. Dies könnte unter Umständen die Auswertung späterer CSGE-Analysen bei der Suche

nach Mutationen im hVH-5 – Gen erschweren.

Intensität der Heteroduplexbanden

Es sollte getestet werden, ob die Auftrennung einer anderen PCR-Produktgröße zur stärkeren

Darstellung der oberen Heteroduplexbande im CSGE-Gel führt. Hierfür wurden in Kooperati-

on mit dem Royal Hallamshire Hospital (Sheffield, UK) 2 DNA-Polymorphismen (an den

Nukleotiden 1241: C� G und 1269: A � C) im Exon 14 des Faktor VIII-Gens untersucht. Zur

Verfügung standen DNA-Proben von drei (einer weiblichen und zwei männlichen) Patienten,

woraus mit Hilfe der Oligonukleotide 14F1 und 14F (siehe 2.1.9) ein 381 bp großes PCR-

Fragment dieses Genabschnittes amplifiziert und mit der CSGE-Methode untersucht werden

sollte. Die Lage des SNP im PCR-Fragment erfüllt die von Williams (1998) geforderten Be-

dingungen zum Detektionsnachweis bei CSGE (siehe oben). Da der Blutgerinnungsfaktor

VIII x-chromosomal kodiert ist, können auf diesem Lokus nur Frauen eine heterozygote Gen-

HETERODUPLEX HETERODUPLEXHOMODUPLEX HOMODUPLEX

1 2 31 2 3 I II IIII II III
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Abb. 37: CSGE-Mutationsanalyse des Gerinnungsfaktor VIII-Gens (381 bp PCR-Fragment)

   A.: Analyse von PCR-Fragmenten aus DNA von drei englischen Patienten (Nr.1 männl., 2

        männl. und 3 weiblich). Der heterozygote Polymorphismus C/G des Nukleotidpaares

        1241 in Probe 3 läßt sich durch die markante Heteroduplexbande detektieren, deren In-

         tensität wesentlich stärker ist als im 167 bp Fragment.

   B.: Beim Vermischen der Proben können je nach Kombination unterschiedliche Hetero-

        duplexe gebildet werden.

               Proben: neu gebildete heterozygote Genkombination: Anzahl Heteroduplexbanden:

a) 1+2 nt 1269 A/C eine
b) 1+3 nt 1241 C/G eine
c) 2+3 nt 1241 C/G und nt 1269 A/C zwei

        Zeichenerklärung: Im Kasten          sind jeweils die Allele der Nukleotidstellen 1241 und

        1269 dargestellt. Männer: 1 Allel; Frauen: 2 Allele.  Heteroduplexbanden befinden sich im

        mit       markierten Bereich abgebildet. nt: Nukleotid

nt 1241

nt 1269

DNA-Probe

Karyotyp

A. B.

     1               2              3                   1+2           1+3           2+3

46 XY        46 XY      46 XX

CC C G

A C A A

C G

CCC

C C G

A

C

A

A A

C

A A
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ausprägung aufweisen. Eine Mutationsanalyse der amplifizierten PCR-Fragmente dieser drei

Patientenproben im CSGE-Gel ließ bei der weiblichen Patientin den schon bekannten Poly-

morphismus 1241: C/G erkennen. In Abb. XX A dargestellt, zeichnet sich die obere Hete-

roduplexbande bei der CSGE-Analyse im 381 bp Fragment stärker von der unteren Bande ab

als die in Abb. XY dargestellte Bande des 167 bp Fragmentes.

Heteroduplexbildung durch M ischen zweier homozygoter DNA-Proben

Wie in Veröffentlichungen zur CSGE-Methode bereits beschrieben, kann die He-

teroduplexbildung auch durch ein Gemisch zweier für ein Gen unterschiedlich ausgeprägter

homozygoter DNA-Proben bewirkt werden. Abb. 37 zeigt, wie sich neue Heteroduplexban-

denmuster durch jeweils verschiedene Zweierkombinationsmischungen der im vorigen Ver-

such verwendeten Patientenproben ergeben, indem diese wie in Protokoll 2.2.3 beschrieben

miteinander gemischt werden.

Es wurde beobachtet, dass das Wanderungsverhalten der oberen DNA-Bande im Gel einen

Hinweis darauf geben kann, ob die untersuchten Proben identische Mutationen tragen: Ein

Mix aus Patientenprobe 1+2 führt zur Heterozygotie A/C an der Nukleotidstelle 1269. Hier

trennt sich die Heteroduplexbande jedoch weniger weit von der unteren Bande auf als beim

Vorliegen des C/G Genotyps an Nukloetid 1241, der sich auch beim Mischen von 1+3 erken-

nen lässt.

Anscheinend kann CSGE auch über die Anzahl der im untersuchten PCR-Produkt vorliegen-

den Mutationen eine Prognose liefern: Das Bild dreier übereinander liegender Banden (ent-

spricht zwei Heteroduplexbanden) ergibt sich aus der Kombination der Proben 2+3: Die

mittlere Bande stellt eine sich aus dieser Mischung ergebende Heterozygotie A/C an der Nu-

kleotidstelle 1269 dar und liegt in etwa gleichem Abstand zur untersten Bande wie beim

identischen Genotyp aus dem Mix von 1+2. Ebenso steht die oberste der drei Banden zur

mittleren im selben Verhältnis wie die zwei Banden aus der Mischung 1+3 und deuten damit

auf eine C/G Heterozygotie hin.

Somit konnten mittels CSGE alle vorliegenden Genveränderungen gezeigt, bzw. sogar deren

Anzahl festgestellt werden.
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