Aus dem Institut fiir Immunologie der Ludwig-Maximilians-Universitit zu Miinchen

Vorstand: Prof. Dr.rer.nat. Thomas Brocker

Analyse einzelner disseminierter
Mammakarzinomzellen durch
Suppression Subtractive Hybridization:
Identifizierung eines differentiell exprimierten

ERV9-LTR Transkriptes

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Humanbiologie
an der Medizinischen Fakultét der

Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen

vorgelegt von
Karina Petat-Dutter
aus Saint Martin d'Heres (Frankreich)

2006



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit

Berichterstatter:

2. Berichterstatter

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter:

Dekan

Tag der miindlichen Priifung:

der Universitit Miinchen

PD. Dr. med. Christoph A. Klein

Prof. Dr. R. Bartl

Prof. Dr. Dr. R. Kiirzl

PD. Dr. A. Brehm

Prof. Dr. J. Diebold

Prof. Dr. med. D. Reinhardt

23 Oktober 2006



Inhaltsverzeichnis

I =101 311010V RPNt 7
1.1 Das MammakKaIZINOIM ......ooveuuveiiiiiieieieiciieeeee e e e e eeeeeete e e e e e s esateereeesssesssaaasseeeessesians 7
1.1.1 | Dy 0 e [ 003 (o) (o) e4 TSRO 7
1.1.2 Die Normale BruStdrliSC.......couvveeeieurieeeeireieeeeireeeeeeteeeeeeeeeeeeeeereeeeeeareeeeeeaneee s 7
1.1.3 Pathogenese des MammakarzZinomS. .......uveveeeeiviieireeeeieeeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeeennsneeeeeess 9
1.14 Die MeEtaStaSICIUNG.......ccvveieeeiureeeeeeetreeeeeeteeeeeeereeeeeeitreeeeeereeeeeenareeeeeesseeeeennes 10
1.2 Nachweis von disseminierten TumOrzellen ..........coovveuvveeieeiiiiiiiiiiieeeeeeeeceieeeeee 12
1.2.1 Nachweis von epithelialen Zellen ...........cooovveeieeiviieieiiieee e eeeveee e 12
1.2.2 Nachweis von nicht malignen Zellen ........ccccuvvvvveiiiiiiiiiiieeieeeee e 13
1.2.3 Notwendigkeit der Entwicklung eines sensitiven und spezifischen Markers .. 14
1.3 AN NATSR s (SR €1 11504 0) £oroTsy (o) 1 WSS 15
1.3.1 Methoden zur Analyse der differenticllen Genexpression..........c..eeeeevveeeennnn.. 16
1.3.2 Suppression Subtractive Hybridization (SSH)........coovvvvvivveeiiiiiiiiiieeeeeeeeene 17
14 Z1€lSEtZUNG AEI ATDEIt.....oiiiieieiiieeee ettt e s 20
2 Material Und MEthOdEN ......uvvvviiiiiiiieiieeeec e 21
2.1 IMLALETIAL ...vveeeeieieeeeeeeee ettt e e e e e et et e e e e s e s ettt e e e e e e s s aaaareeeeas 21
2.1.1 (0151510011 21 1<) o ARSI 21
2.1.2 Enzyme und ANtIKOIPET ......ccovvieeeeireie ettt eeae et e e e e e 22
2.1.3 Kt UNA SYSTEIMIE vvvvvviiiiiiiieiiiieieeee ettt e e et e e e e e e e e ensaaraeeeeeas 23
2.14 Puffer, Losungen und MediUm............oooveiuvieeeeiviieeeeeeeee e e et 23
2.1.5 VerbrauchSmAaterial ..........cooveevieiiiiiii e eeenaaaes 25
2.1.6 GOIALE 1vvveeeeeeeeeceiteeeee et e e e et e e e e e e e eeeetar e e e e eeeeeeeseatraeeeaeeeeeennasrnreeeeeas 26
2.1.7 OlIgONUKICOIAEC .....veiiieieiieeeiiiiiee et e e e s eeaarareeeeas 26
2.2 MEROAEN ....coiiiiiiieeeeee ettt ettt e e e e s e sttt e e e e e e s s saaaaeeeeeeas 29
2.2.1 Isolierung eiNzelner ZellEn..........coovvveviviiiiiiiiiiieeeeee e 29
2.2.2 Globale cDNA-AMPUTIKAtION.......cccuviiieiiiiee e e 30
2.2.3 N0 o185 0) o NN 34
2.2.4 Klonierung und SCIEEMING............coevveeeeieirieeeeireieeeeireeeeeereeeeeeereeeeeerreeeeeanes 39
2.2.5 Klonierung der vollstindigen Sequenz #288 ..........coevvivvvivieiivveeeiieeieiiiireeeeenn. 47

B 3 451 o) 11 T OSSPSR 57
3.1 Subtraktion mit EiNZEIZEIIEN ........uvvvviiiiiiiiiiiieiiee et 57
3.1.1 Notwendige Modifikationen und Optimierung der SSH............ccoevveeiiinnenenns 57
3.1.2 Subtraktion mit Mamma-Ca ZelleN..........cooovvuveiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 64
3.2 Analyse der subtrahierten Produkte ......ccouuvviieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 69
3.2.1 Klonierung und SCIEEMING.........cccviviieiireieieeeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeerarrereeeeeesesarrereeeeas 69
322 Validierung differentiell exprimierter SEqUENZEN............ccevveeeeevuveeeeerivveeeeennne. 69
33 DI SEQUENZ H2EB.....oooeeeeeeeieeeeeeeee ettt e e e e e e e e e et a e e e e aan 71
3.3.1 Zuordnung der SeqUENZ H28G .......ccouveeeeieieeeeeeeeee e 72
3.3.2 Identifizierung der vollstindigen cDNA vom Fragment #288..........ccccvvveeee... 73
3.33 Suche nach der Sequenz #288 in einer cDNA BanK..........cccovveveeevvieeeiiinneeenn, 76
334 Expressionsmuster der Sequenz #288 in verschiedenen Geweben.................. 79
3.3.5 ElektroniSChe ANAIYSE....ccocuvvviiieiiiiiiiiiiiieeeee ettt e eseeaaaaaee e 80
3.3.6 Die ERVO-LTR-HYPOtNESE......vvviiiiiiiiieeeiiieeeecieee e 85
34 Zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse ..........c.eueeveveeeeereeeeeeeeeeeeereeeeeenenns 91
A DISKUSSION .ttt ettt e e e e e ettt e e e e e e ee e et a et eeeeesesae et aeeeeeeesaenraaereeas 93
4.1 Auswahl der Methode und des MaterialS..........ooovveuveviieiiiiiiiiiiiiieiiee e 94
4.2 Entwicklung einer SSH fiir EInzelzellen........coovveieieeiiiieiiieeeeeeeeeee e 95
4.3 SSH von Tumorzellen und Knochenmark ..........cccccooevviiiiiiiiiiiiiiiiec e 96
4.3.1 Anzahl der humanen SEQUENZEN ...........coovuvviiieiiuviieeeeieeee e eeereeeeeereeeeeeans 96




INO [00 [ |\ [

4.3.2 BaKterielle SEQUENZEI ....uneeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e eeeenanens 97

4.3.3 Identitdt und Expression der SEqUENZEN ........cccuveeeeeeuveeeeeeiiveeeeeeieeeeeeeieeeeeennes 98
44 D1 SEQUENZ H2BB....coooieeieeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e 100
4.4.1 Analyse des chromosomalen Bereichs 3g25.1......oievvviieiieiviieieieieeeeeiieeeen, 100
44.2 Die ERVO-LTR-HYPOTHESE.......ccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeiteeeee e 100
443 Die Promotoraktivitit des ERVO LTR .....ooovviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 101
444 NI 1L R T o) Feds) 10T § RN 102
ZUSAMMIENTASSUING .....eeeeiiiieieeeiiiieeeeireeeeeeteeeeeeeteeeeeeeteeeeeeeaseeeeeeareeeeesrreeeeentsseeeensseeeanns 107
LIteratUrVEIZEICIIIS ......vvviieeeiieieeeeieee ettt et e et e e e eeaae e e e eeaaeeeeeeaaeeeeennnes 109
DaAnKSAZUNG ......eiiiieiie ettt ettt ettt ettt e st e b e nreenees 119
ETKLATUNG ...ttt ettt et e b e e taeebe e tbeesbeessseensaessseesseenssennses 121
LEDENSIAUL ...t e e et e e e e e s e e anaaaes 123



Abkurzungsverzeichnis

bp Basenpaare

cDNA komplementére Desoxyribonukleinséure

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

EST Expressed Sequence Tag

g Erdbeschleunigung (gravity, g= 9,81 m/s°)

h Stunde (hour)

HERV humaner endogener Retrovirus

KM Knochenmark

min. Minute(n)

mRNA messenger Ribonukleinsdure

nt Nukleotide

LTR lange terminale Sequenzwiederholung (Long Terminal Repeat)
ORF offener Leserahmen (open reading frame)

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
RDA Representational Difference Analyse

RNA Ribonukleinséure (ribonucleic acid)

rRNA ribosomale Ribonukleinséure

pm Umdrehung pro Minute (round per minute)

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase

RT-PCR Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
SAGE Serial Analysis of Gene Expression

sek. Sekunde(n)

SSH Subtraktive Hybridisierung (suppression subtractive hybridization)
Tm Schmelztemperatur (Melting Temperature)

U Einheit (unit)

w/v Gewicht/Volumen (weight/volume)






Einleitung 7

1 Einleitung
1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie
In Deutschland erkrankten 1997 45 800 von 42 Millionen Frauen an Brustkrebs, was 26 % der

jahrlichen Krebsneuerkrankungen entspricht. In Deutschland erkrankt somit jede zehnte Frau
im Laufe ihres Lebens an einem Mammakarzinom. Trotz eines Riickganges der Mortalitét seit
Anfang der 90er Jahre in Westeuropa, der die Fortschritte bei der Fritherkennung und der
Therapie widerspiegelt (Lacey et al., 2002; Levi et al., 2001), starben noch im Jahr 1997 und
1998 in Deutschland tiber 18 000 Frauen an den Folgen dieser Krankheit. Die mittlere
Uberlebenszeit nach der Diagnose eines Mammakarzinoms betrigt statistisch 6,4 Jahre (Engel
et al., 2001). Fir 90 % der Sterbefille an einem Karzinom ist die Metastasierung
verantwortlich (Sporn, 1996). Deswegen ist es entscheidend, diesen Prozess zu verstehen.
Trotz verbesserter Kenntnisse der Biologie dieser Erkrankung wihrend der letzten zehn Jahre,
wird die Metastasierung noch zu wenig verstanden. Aber gerade dieses Wissen ist ein
wichtiger Ansatzpunkt, die Krankheit erfolgreich zu heilen, bzw. das Leben der Patientinnen
zu verldngern. Die Fiinfjahresiiberlebensrate ist in der Tat abhingig vom Diagnosezeitpunkt:
sie liegt bei 89 %, wenn der Tumor noch lokal begrenzt ist, sinkt aber auf 22 %, wenn bereits

eine Metastasierung vorliegt (Lacey ef al., 2002).

1.1.2 Die Normale Brustdrise
Das Wissen iiber die Entstehung der Brustdriise ist noch unvollstindig. Die Entwicklung

beginnt in utero durch epithelial-mesenchymale Interaktionen und fiihrt zu einem deutlich
erkennbaren solid epithelial bud am Ende des zweiten Monates der Schwangerschaft
(Ubersicht in (Howard & Gusterson, 2000; Pitelka, 1988). In der 13. Woche beginnen
Verzweigungen auszuwachsen. Erst um die 18. Woche treten die eigentlichen Mammazellen
auf. Sie sind von der Basalmembran des angrenzenden Periderms durch ihre negative Farbung
fiir Keratin 14 und alpha smooth Muscle Actin unterscheidbar. Im zweiten Trimenon der
Schwangerschaft entstehen durch stindige Vermehrung und Verzweigung 10 bis 20
rudimentére Ductus, die Lumina entwickeln. Die epithelialen Zellen der Génge sind kubisch,
polarisiert und tragen apicale Mikrovilli. Wéhrend des dritten Trimenons der
Schwangerschaft werden die Ductus ldnger und bilden immer mehr Verzweigungen bis zum
subkutanen Bindegewebe aus. Je nach EntwicklungsmaR sind die Ductus rohrenformig oder

verzweigt mit Ausbildung von Acini (beerenférmige Driisen).
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Weibliche und méannliche Brustdriisen durchlaufen in utero die gleiche Entwicklung und bis
zur Pubertdt sind keine morphologischen Unterschiede zu erkennen. Brustgewebe, das
histologisch eine starke Verzweigung der Driisen mit Acinus-Entwicklung zeigt,
unterscheidet sich im interlobuldren und intralobuldren Stroma, dessen Fibroblasten teilweise
Kollagen IV sezernieren. Die intralobuldren Fibroblasten koénnen zum brustspezifischen
stromalen Tumor fithren. Nach der Geburt, wenn es keine miitterlichen hormonellen Einfliisse
mehr gibt, bildet sich die Brust zuriick. Im Alter von zwei Jahren sind nur kleine duktale
Strukturen im fibroblastenreichen Stroma zu sehen.

Die Entwicklung der Brust bei Frauen findet wihrend der Pubertit durch hormonelle
Einfliisse statt. Die ersten Anderungen treten im Brustgewebe auf. Eine normale Brust besteht
aus mindestens 80 % Bindegewebe. Die zwdlf bis 20 Hauptductus, die die Brustwarze
erreichen, werden linger und verzweigen sich (Dichotomie), um segmentale und kleinere
subsegmentale Ductus zu bilden. Die subsegmentalen Ductus fithren zu terminalen Ductuli,
die als kleine Acini enden. Alle Acini, die aus einem einzigen terminalen Ductulus stammen,
bilden die funktionale Einheit der Brust, den Lobulus (Terminal Duct Lobular Unit, TDLU)
(Abbildung 1). Der Lobulus ist durch eine einzige myoepitheliale Zellmembran vom Stroma
getrennt. Wahrend der Stillzeit sind die Acini in der Brust mit Muttermilch gefiillt. Nach dem
Abstillen bilden sich die Acini zuriick, die Ductus aber sind wenig von der Riickbildung
betroffen. Im Gegensatz dazu sind nach der Menopause Lobuli und Ductus quantitativ stark
reduziert. Das intralobuldre Stroma wird durch Kollagen, das Epithelium und das

interlobuldre Bindegewebe werden durch Fettgewebe ersetzt.

tdlu

Abbildung 1.  Vorbereitung des Brustgewebes einer nullipara 18-jiahrigen Frau.
Ein segmentaler Ductus teilt sich in zwei subsegmentalen Ductus (ss), der dann zu den terminalen
Ductuli (tdlu) fithrt (Howard & Gusterson, 2000).

Das Brustdriisengewebe ist das ganze Leben lang hormonellen Einfliissen wie zum Beispiel
Menstruationszyklen oder Schwangerschaft unterworfen. Jeder Zyklus fiihrt zur Vermehrung

und Apoptose der epithelialen Zellen. Das Stroma steht ebenfalls unter hormoneller
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Kontrolle. Moglicherweise hat die stindige zyklische Stimulation und Involution einen

EinfluB auf die Krankheitsentwicklung.

1.1.3 Pathogenese des Mammakarzinoms
Es gibt eine Vielzahl von Erkrankungen, die die Brust betreffen: Mikrobiologische

Infektionen, endokrine Funktionsstorungen, angeborene Abnormalititen (Grofe, Form,
Driisenzahl), sowie abnormale Zellvermehrungen (Hyperplasie). Gutartige Vermehrungen
entsprechen Adenomen, sklerosierenden Lésionen, fibrozystischen Verdnderungen und
Papillomen. Die Tumorentwicklung kann sowohl Binde- und Epithelgewebe betreffen als
auch die Umwandlung in eine bosartige Erkrankung. Bindegewebskrebse (Sarkome) sind
seltene Krankheiten. Die meisten Krebsarten der Brust haben einen epithelialen Ursprung und
werden ,Karzinom® genannt. Die Karzinome werden in nicht-invasive und invasive
eingeteilt.

Die nicht-invasiven Karzinome werden auch als . In-situ-Karzinome® bezeichnet. Das
gemeinsame histopathologische Merkmal der In-situ-Karzinome ist der fehlende Nachweis
der Stromainvasion (intakte Basalmembran; sobald diese durchbrochen ist, wird das
Karzinom ,,invasiv’). Aufgrund der Morphologie wird zwischen Intraduktalem Karzinom
(DCIS) und Lobulirem Karzinom (LCIS) unterschieden, obwohl es keine anatomische
Rechtfertigung fiir diese Nomenklatur gibt. Man nimmt an, dass alle bdsartigen
Veranderungen aus dem TDLU stammen, unabhingig davon ob sie einen duktalen oder
lobuldren Phinotyp zeigen. Au3erdem werden viele Lésionen als “duktal” bezeichnet, obwohl
sie deutlich einen lobuldren Ursprung haben (Mallon et al., 2000).

Uber 17 verschiedene Karzinome der Mamma sind bislang klassifiziert. Darunter ist das
invasiv duktale Karzinom mit 65-80 % der bei weitem hiufigste Tumortyp. Er ist definiert als
ein Tumor, der keiner Kategorie zugeordnet werden kann und deshalb als ,,not otherwise
specified” (NOS) bezeichnet wird. Alle andere Karzinome haben typische morphologische
Charakteristika, die eine reproduzierbare Klassifizierung ermdoglichen. In der Héaufigkeit
folgen dann das invasiv lobulére (6-15 %), das medullédre (ca. 3 %), das tubuldre (1-15 %),
das muzindse (1-2 %) und das papilldre Karzinom (1-7 %). Die weiteren Karzinomformen

treten in einer Haufigkeit von weniger als 1 % auf (Lebeau ef al., 2001).

Sobald die Basalmembran durchbrochen ist, wird das Karzinom als ,,invasiv bezeichnet. Der
Tumor kann sich im Stroma ausbreiten und Lymph- und Blutgefisse erreichen. Maligne
Zellen konnen sich dann im ganzen Korper ausbreiten und Metastasen bilden, besonders in

Lunge, Leber, Gehirn und Knochen.
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1.1.4 Die Metastasierung
Fiir die Entstehung eines Karzinoms ist kein solitdres Ereignis ausschlaggebend. Es werden

zur Zeit fiinf Mechanismen diskutiert, die zu Anderungen der Physiologie von Epithelzellen
fihren und in einer bdsartigen Vermehrung resultieren:  Stimulation durch
Wachstumsfaktoren, Unempfindlichkeit gegen antiproliferative Signale oder programmierten
Zelltod (Apoptose), Erhohung des replikativen Potentials und Angiogenese (Ausbildung
neuer Blutgefdsse). Um sich im ganzen Korper ausbreiten zu konnen, bendtigen die Zellen
eine weitere Eigenschaft: die Fahigkeit zur Gewebeinvasion und Metastasierung (Hanahan &
Weinberg, 2000). Weil die Metastasierung fiir 90 % der Sterbefille an einem Karzinom
verantwortlich ist (Sporn, 1996), ist es entscheidend diesen Prozess zu verstehen. In letzter
Zeit wurden viele Gene identifiziert, die an der Metastasierung beteiligt sind (Debies &
Welch, 2001). Beispielsweise geht die Zelladhdsion, die normalerweise fiir das Uberleben
epithelialer Zellen nétig ist, verloren. Selektine, Integrine, Lektine und Cadherine sind
Molekiile, deren verdnderte Expression mit der Metastasierung korreliert. Um zu wandern,
miissen die Zellen durch die Basalmembran gelangen. Hierbei spielen die Proteolyse und die
Migration eine entscheidende Rolle. An der Proteolyse sind zum Beispiel Matrix-
Metalloproteinasen, Serin-Proteinasen und Cathepsine beteiligt, bei der Migration Autotaxin
oder HGF (Hepatocyte Growth Factor).

Andere Prozesse wie Organotropismus oder Anoikis fordern ebenfalls die Metastasierung.
Jacob et al. haben gezeigt, dass Osteonectin Brust- und Prostatakarzinomzellen in den
Knochen leiten kann (Jacob ef al, 1999). Brustkarzinomzellen, die Metastasen im
Lymphknoten und Knochenmark bilden kdnnen, weisen die Chemokin Rezeptoren CXCR4
und CCR7 auf (Miiller et al., 2001). Um Gewebe eines anderen histogenetischen Ursprungs
besiedeln zu konnen, miissen die metastatischen Zellen der ,,Anoikis“ widerstehen. Diese
spezielle Art der Apoptose betrifft Zellen, die ihre normalen Gewebeinteraktionen verloren
haben. Warum Anoikis bei Tumorzellen nicht ausgelost wird, ist noch weitgehend
unverstanden.

Seit 1987 gibt es beim Mammakarzinom einen Riickgang der Mortalitidt um 25%, was auf die
verbesserte Detektion durch die Mammographie und systemische Therapien, besonderes
durch Tamoxifen, zuriickgefiihrt wird (Lacey et al., 2002). Die zwei stirksten prognostischen
Marker bei Brustkrebs sind die Grosse des invasiven Tumors und die Beteiligung von
axillaren Lymphknoten. Da die Fiinfjahresiiberlebensrate auf 22 % sinkt (statt 89 % fiir einen
lokalen Tumor) wenn eine Metastasierung vorliegt, ist eine frithzeitige Diagnose von

iberragender Bedeutung.
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Das ,,Tumor-Node-Metastasis*“ (TNM) System beschreibt die anatomische Ausdehnung der
Erkrankung:
T- Ausdehnung des Primértumors,
N- Fehlen oder Vorhandensein und Ausdehnung von regioniren
Lymphknotenmetastasen,

M- Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen.

Jahrelang wurde in dieser Klassifikation die Anwesenheit von einzelnen disseminierten
Tumorzellen im Blut oder Knochenmark (KM) nicht beriicksichtigt. Aus diesem Grund
wurden von verschieden Autoren unterschiedliche Bezeichnungen fiir diese Zellen verwendet,
wie zum Beispiel ITC (isolated-tumor-cells, (Hermanek et al., 1999), CTC (circulating-
tumor-cells, (Marth et al., 2002) oder OTC (occult-tumor-cells, (Gerber et al., 2001). Erst in
den neunziger Jahren wurde vorgeschlagen, sie unter der Bezeichnung pM in die TNM-
Klassifikation aufzunehmen (Hermanek, 1994; Wittekind & Wagner, 1997). Die
disseminierten Tumorzellen stellen einen wichtigen prognostischen Faktor dar, obwohl die
unterschiedlichen  immunzytochemischen = Nachweissysteme  Unterschiede in den
prognostischen Aussagen zur Folge haben. Tatsdchlich dndert sich je nach benutztem Marker
der disseminierten Tumorzellen (u.a. epithelial Membranantigen (EMA) und Zytokeratin) der
Zusammenhang zwischen der ,,minimal residualen Tumorerkrankung® und dem rezidivfreien
Uberleben (Disease-fiee survival) bzw. dem Gesamtiiberleben (overall survival) oder anderen
prognostischen Faktoren (Ubersicht in (Klein, 2003). 1998 haben Funke und Schraut in einer
Meta-Analyse von ingesamt 2494 Patientinnen gezeigt, dass nur wenige Studien (5/11) einen
positiven Nachweis von disseminierten Tumorzellen als unabhingig prognostischen Faktor
fiir das rezidivfreie Uberleben bestitigen (Funke & Schraut, 1998). Eine neue Meta-Analyse
von 4703 Patientinnen zeigt aber, dass in neun Studien disseminierte Tumorzellen als
unabhingiger prognostischen Faktor identifiziert wurden. Ein positiver Nachweis von
disseminierten Tumorzellen korreliert mit einer geringeren Gesamtiiberlebensrate im
Vergleich zu Patienten bei denen keine disseminierten Tumorzellen detektiert wurden (Braun
et al., 2005). Die klinische Anwendung der Detektion der disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark ist aber immer noch aus Mangel an standardisierten Methoden eingeschrankt.

Biologisch betrachtet konnten die disseminierten Tumorzellen der erste Schritt zur
Mikrometastase (<2 mm Durchmesser oder <50 Zellen) bzw. zur Metastase (Klein, 2000)
sein. Da einzelne dissiminierte Tumorzellen frithzeitig nachweisbar sind, kdnnten sie fiir die

Planung einer adjuvanten Therapie von Bedeutung sein. Deswegen beschiftigen sich immer
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mehr Arbeitsgruppen mit einzelnen disseminierten Tumorzellen im Blut oder Knochenmark,
um ihre Biologie und Bedeutung besser zu verstehen. Die Mdglichkeit der Unterscheidung
zwischen Zellen, die lediglich disseminieren und denjenigen, die Metastasen bilden, ist eine
wichtige Anforderung fiir die Zukunft. Mehrere Untersuchungen berichten, dass ca. die Halfte
der Patienten (160/315 and 46/89), die bei Diagnosestellung Tumorzellen im KM hatten, nach
6,5 Jahren keinen Riickfall (relapse-free) zeigten (Mansi et al., 1991; Solomayer et al., 2001).
Nach 10 Jahren waren es noch 44 % (Mansi et al., 1999). Je nach Tumortyp treten bei 30 %
bis 70 % der Patienten mit disseminierten Tumorzellen in KM oder Lymphknoten keine
Metastasen auf (Klein, 2003). Dieses stimmt mit experimentellen Beobachtungen {iiberein,
dass nur wenige disseminierte Tumorzellen (0,05 %) iiberleben und Metastasen bilden (Abati
& Liotta, 1996).
Was soeben dargelegt wurde, kann in drei Punkten zusammengefafit werden:
1. Die disseminierten Tumorzellen in Knochenmark oder Lymphknoten spiegeln
vielleicht zwei unterschiedliche Metastasierungsprozesse wider (Gerber et al., 2001).
2. Die disseminierten Tumorzellen sind eventuell die Vorlduferzellen der spédteren
Metastasen (Klein, 2000).

3. Der Nachweis der disseminierten Tumorzellen muss weiter verbessert werden.

1.2 Nachweis von disseminierten Tumorzellen
Mit der Computertomographie (CT), Rontgen, Ultraschall und Knochenszintigraphie kann

eine minimale Streuung einzelner Tumorzellen nicht nachgewiesen werden. Eine friihe
Detektion von disseminierten Tumorzellen wiirde die Entwicklung neuer Techniken

benotigen.

1.2.1 Nachweis von epithelialen Zellen
Beim Nachweis von disseminierten Tumorzellen macht man sich ihren epithelialen Ursprung

zu nutze. Epitheliale Zellen exprimieren Zytokeratine, die in mesenchymalen Geweben wie
Knochenmark, Blut und Lymphknoten nicht vorhanden sind. Verschiedene Epithelien konnen
anhand ihrer spezifischen Zytokeratin-Expression charakterisiert werden (Moll et al., 1982).
Die Entwicklung von Antikorpern gegen Zytokeratin 18 (Debus et al., 1982) erlaubt eine
immunozytochemische Férbung fiir den Nachweis von Mikrometastasen in Lymphknoten
(Wells et al., 1984) und von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark (Schlimok et al.,
1987). Mittlerweile ist ein kommerzieller Kit fiir die zytochemische Routinefarbung erhéltlich
(Epimet Kit), der die intrazellulliren Zytokeratine 8, 18 und 19 erkennt. Seltener wird auch

eine direkte Anreicherung von Tumorzellen mittels Antikdrpern, die an paramagnetische
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Partikel gekoppelten sind, durchgefiihrt (Ubersicht in (Krag et al., 1999). Beide Methoden
erlauben eine Isolierung einzelner Zellen, sind aber sehr zeitraubend. Deshalb versuchen

mehrere Arbeitsgruppen die Tumorzellen mit Hilfe der RT-PCR direkt nachzuweisen

(Ghossein & Rosai, 1996).

Fiir eine frithe Detektion von Tumorzellen wire eine einfache Routinemethode, wie zum
Beispiel die periphere Blutabnahme, wiinschenswert. Die meisten Analysen werden allerdings
bisher mit Knochenmarkproben durchgefiihrt, da die Tumorzellen im Knochenmark
zahlreicher als im Blut (Braun ef al., 2001; Marth et al., 2002) oder Lymphknoten zu finden
sind (Gerber et al., 2001). Die Frequenz der disseminierten Tumorzellen im Knochenmark
nach Anreicherung iiber einen Dichtegradienten liegt bei 2 % fiir Patienten ohne Tumor. Bei
einem Dirittel der Karzinom-Patienten konnen 10°-10 disseminierte Tumorzellen detektiert
werden (Pantel er al., 1999). Verschiedene Arbeiten zeigen, dass die Detektion einzelner
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark mit einer ungiinstigeren Prognose fiir die
Patienten korreliert. Die biologische Charakterisierung dieser Zellen kann von groBer
Bedeutung sein, um adaptierte Behandlungen der Patienten zu entwickeln. Die biologische
Charakterisierung positiver Zellen kann sich zum Beispiel auf genomische Untersuchungen
stiitzen (Klein et al., 1999). Dadurch kann man niitzliche Erkenntnisse iiber chromosomale
Aberrationen gewinnen, eine Gen- und Proteinexpressionsanalyse, die einen weiteren
Einblick in die Biologie der disseminierten Zellen geben konnte, bleibt aber unmdglich. Die
fiir eine intrazellullire Férbung ndtige Fixierung der Zellen und Permeabilisierung der
Zellmembran schaden der mRNA Qualitit. Um eine mdglichst gute mRNA Isolierung zu
erreichen, ist eine Oberfldchenfiarbung besser geeignet.

Eine solche Férbung kann mittels des hochaffinen monoklonalen Antikdrpers (mAb 3B10-
C9) gegen das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil EpCAM erfolgen. Dieses Glycoprotein, das
auf der Zelloberfliche lokalisiert ist, wird auf normalem epithelialen Gewebe schwach und
bei vielen Karzinomformen stark exprimiert (Balzar et al., 1999; Gottlinger et al., 1986) und
erlaubt eine in vivo Detektion von Tumorzellen im mesenchymalen Gewebe (Schlimok et al.,

1987).

1.2.2 Nachweis von nicht malignen Zellen
Beim Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark miissen verschiedene Faktoren beachtet

werden. Der Zeitpunkt der Knochenmarkpunktion kann die Ergebnisse beeinflussen, zu einer
falschen Diagnose und folglich zur falschen Therapie fiihren. Es wurde zum Beispiel

beobachtet, dass nach einer Biopsie der Brust die Zahl von epithelialen Zellen im
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Lymphknoten zunimmt. Diese Zellen kénnen entweder von einem Tumor stammen oder es
sind gutartige epitheliale Zellen (Carter et al., 2000). Sie spiegeln aber vermutlich keine
Metastasierung wider.

Zweitens werden mit der Immunfluoreszenzfarbung schwach 3B10-C9-positive Zellen in den
mononukledren  Zellen des  Knochenmarks  (nach  der  Trennung  durch
Dichtegradientenzentrifugation) von gesunden Patienten detektiert. Die Frequenz liegt bei
10°-10*. Die EpCAM Expression dieser Zellen konnte mit einer RT-PCR bestitigt werden
(Klein et al., 2002). SchlieBlich zeigt eine neue Arbeit, dass das EpCAM Glykoprotein nicht
nur von epithelialen Zellen exprimiert wird, sondern auch von unreifen erythropoetischen
Zellen im KM (Lammers et al., 2002). Damit ist EpCAM ein weiteres Beispiel fiir einen
Tumormarker, der zunéchst als spezifisch fiir epitheliale Zellen betrachtet wurde, wie bereits
E-cadherin and Muzin (MUC-1). Auch diese Oberflichenproteine werden von unreifen

erythropoetischen Zellen exprimiert (Brugger et al., 1999; Buhring et al., 1996).

1.2.3 Notwendigkeit der Entwicklung eines sensitiven und spezifischen
Markers

Die Entwicklung eines zuverldssigen Nachweises lebender disseminierter Tumorzellen ist von
groBer Bedeutung. Die Detektion nicht maligner Zellen konnte in der Klinik zu fehlerhaften
Diagnosen und ungeeigneten Therapien fiihren. Die Isolierung nicht maligner Zellen im
Labor ist kostspielig und zeitaufwendig.

Die beste Nachweismethode in der Klinik bleibt noch immer die intrazelluldre
Zytokeratinfarbung. Fiir den Nachweis lebender Tumorzellen ist EpCAM einer der besten zur
Verfligung stehenden Marker. Aber neben der EpCAM-Expression unreifer erythropoetischer
Zellen (s.o0.) gibt es weitere Schwierigkeiten, die bei der Anwendung von EpCAM zur
Detektion maligner Zellen beim Mammakarzinom auftreten. Nicht alle Zellen dieses Tumors
exprimieren EpCAM, obgleich dieses zum Beispiel bei Kolorektal- oder Magenkarzinom
beobachtet wurde (Gottlinger et al., 1986; Spizzo et al., 2002). Es ist demnach moglich, dass
es disseminierte Tumorzellen gibt, die keine EpCAM Expression zeigen und die folglich
unentdeckt bleiben. Auflerdem wird in der normalen Brust EpCAM von den Luminal- aber
nicht von den Basalzellen exprimiert (MacDougall & Matrisian, 2000). Wenn disseminierte
Tumorzellen einen basalen Ursprung haben, was nach der Arbeit von Perou et al. vorkommen
kann (Perou et al., 2000), bleiben sie auch undetektierbar.

Zusétzliche unspezifische Reaktionen konnen bei Antikorperfirbungen auftreten, zum
Beispiel wenn die Konzentration des benutzten Antikorpers falsch gewihlt wird.

Apoptotische Zellen werden gelegentlich unspezifisch gefiarbt. Die Auswertung der
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Farbungen hédngt von der Beurteilung und von der Erfahrung jedes Priifers ab. Damit ist
immer ein gewisses Mal3 an Subjektivitidt verbunden und Beobachtungsfehler kdnnen nicht
ausgeschlossen werden.

Bislang ist eine spezifische Identifizierung der Tumorzellen mit Antikorpern gegen
Oberflachenproteine unmoglich. Eine Analyse der Genexpression von disseminierten
Tumorzellen konnte einen weiteren Einblick in ihre Biologie geben und zur Entdeckung neuer

Zielmolekiile fur ihre Detektion fithren.

1.3 Analyse der Genexpression
Die Anzahl der Gene im humanen Genom, die Proteine kodieren, ist umstritten. Die

unterschiedlichen Einschédtzungen konnen an den verschiedenen Methoden liegen, aber auch
mit dhnlichen methodischen Grundlagen konnen die Abweichungen voneinander sehr
ausgepragt sein. Zwei Arbeiten, die auf Expressed Sequence Tag (EST) Analysen beruhen,
sprechen von 142634 Genen (Dickson, 1999), bzw. von maximal 40 000 Genen (Venter et al.,
2001). Die jiingste Einschitzung liegt zwischen 20 000 und 25 000 Genen, die Proteine
kodieren (Consortium, 2004).

In einer Zelle gibt es verschiedene Genexpressionslevel. So zeigt eine Arbeit iiber die
Quantitdt der RNA, dass ~20% der mRNA =zahlreiche Transkripte (1000-12 000
Kopien/Zelle) sind (Hastie & Bishop, 1976). Etwa 25 % der mRNA kommt in einer Zahl von
100-1000 Kopien/Zelle vor, die restlichen 50 % sind seltene Transkripte (<13 Kopie/Zelle)
(Lewin, 1975). Eine neuere Untersuchung, die mit Serial Analysis of Gene Expression
(SAGE) durchgefiihrt wurde, geht mit diesem Ergebnis konform: 75 % der mRNA
Gesamtmenge wird von Transkripten mit einer hohen Kopienzahl (>5 Kopie/Zelle) und 25 %
von Transkripten mit einer niedrigen Kopienzahl gebildet (<5 Kopie/Zelle). Die Menge der
seltenen Transkripte enthdlt dabei 86 % der verschiedenen mRNA-Typen (Zhang et al.,
1997).

Jeder Zelltyp exprimiert unterschiedlische Gene. Meistens zeigen Zellen des gleichen
Ursprungs dhnliche Genexpressionsmuster. Differentiell exprimierte Gene sind Gene, die in
einem besonderen Zelltyp bei verschiedenen Differenzierungs- und Entwicklungsstadien
transkribiert werden, bzw. deren Expression sich im Laufe des Zellzyklus, der Tumorigenese
oder einer pharmakologischen Behandlung dndert. Um solche Gene isolieren zu konnen,
stehen mehrere Methoden zu Verfligung, wie Random Sampling und Sequenzierung von

cDNA Klonen, differentielles Screening von cDNA Library oder Differential Display.
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1.3.1 Methoden zur Analyse der differentiellen Genexpression
Mit der Automatisierung des Sequenzierungsprozesses wurde es moglich, die Genexpression

durch zufillige direkte Sequenzierung zu erreichen (Frigerio et al., 1995). Die Methode wird
auch benutzt, um EST-Banken zu etablieren, welche viele niitzliche Informationen zur
Identifizierung der Transkripte enthalten (Hillier ez al., 1996).

Das humane Genom ist komplex (im Sinne hoher Sequenzdiversitit) und die Redundanz
mancher Transkripte sehr hoch. Deswegen ist eine zufillige direkte Sequenzierung von cDNA
Klonen (Random Screening) kein guter Ansatz zur Identifizierung neuer seltener Transkripte.
Eine Untersuchung des ganzen Transkriptoms (Gesamtheit aller mRNA Transkripte) ist
schwierig, so dass eine quantitative Analyse der Expression unzugéinglich ist. 1995 wurde die
Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) Methode verdffentlicht, die eine schnellere
Expressionsanalyse erlaubt (Velculescu ef al., 1995). Trotz dieser wesentlichen Verbesserung
dauert die Bearbeitung sehr lang und die Redundanz bleibt ein Problem. Um dies zu
reduzieren und die stindige Sequenzierung von hdufig vorkommenden Transkripten zu
vermeiden, sind differentielles Screening und/oder Normalisierung/Subtraktions Strategien

hilfreiche Ansétze.

1.3.1.1 Differentielles Screening
Eine jlingere Methode der Genexpressionsanalyse ist die cDNA Array Technologie (Nylon

oder Glass Arrays). Obwohl die Methode aufwendig und kostenintensiv ist, wird sie immer
Ofter im Labor verwendet, um verschiedene Zellpopulationen zu vergleichen (Brown &
Botstein, 1999). Gute Ergebnisse konnen sogar mit Einzelzellen erreicht werden (Klein et al.,
2002). Leider erlaubt die Methode keine Identifizierung neuer Gene, da sie auf bekannten

Sequenzen beruht.

1.3.1.2 Subtraktionsmethoden

Subtraktionsmethoden verwenden Proben, in denen die Konzentration der hoch exprimierten
cDNA reduziert wird, ohne niedrig exprimierte cDNA zu beeinflussen. Ein Uberschuss von
cDNA einer Population (Driver) wird mit der cDNA der zu untersuchenden Population
(Tester) hybridisiert. Die nicht-hybridisierte seltene cDNA (Zielsequenzen) wird dann von
den hybridisierten hdufigen Sequenzen getrennt. Zuerst wurden die Einzelstringe von der
Doppelstrang cDNA beim letzten Schritt getrennt, mittels Hydroxylapatit Chromatographie
oder Avidin-Biotin Bindung, so dass viel Ausgangsmaterial (> 20 pg von Poly(A)") bendtigt
wurde. 1993 wurde eine PCR-basierte Methode verdffentlicht, Representational Difference

Analyse (RDA), die beim letzten Schritt keine physikalische Trennung der Einzel- und
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Doppelstrang cDNA erfordert. Wenig Ausgangsmaterial wird hierbei benétigt (>120 pg),
leider 16st RDA das Problem der mRNA Redundanz nicht, so dass mehre Subtraktionsrunden
dafiir gemacht werden miissen und seltene Transkripte oft verloren gehen (Hubank & Schatz,
1994). 1996 wurde eine Methode verdffentlicht, die das Problem durch einen
Normalisierungsschritt der Sequenzfiille iiberwindet: die Suppression Subtractive

Hybridization (SSH) (Diatchenko et al., 1996; Diatchenko et al., 1999).

1.3.2 Suppression Subtractive Hybridization (SSH)
Die Methode beruht auf dem 1995 von Siebert and al. etablierten Suppression PCR Effect

(Siebert et al., 1995). Dabei werden lange Adapter an DNA-Fragmente ligiert. Sie sind so
gebaut, dass eine unerwiinschte PCR Amplifikation nicht moglich ist. Der Suppressionseffekt
kommt zustande, wenn beide Enden eines Einzelstrangs komplementidre Sequenzen tragen.
Wihrend jedes Bindungsschrittes ist die Bildung so genannter Haarnadelstrukturen (Hairpin
Like) begiinstigt, so dass die Bindung von Primer-Oligonukleotiden erschwert ist. Wenn eine
Oligonukleotidbindung ab und zu erfolgt und zu einer Extension fiihrt, trigt der neue Strang
auch die zu einer Haarnadelstruktur fiihrende Sequenz. Dadurch werden die unspezifischen
Amplifikationen vermieden und die spezifische Amplifikation von cDNA-Molekiilen mit

verschiedenen Adaptoren gefordert (Abbildung 2).

Denaturieren bei 94°C

Hybridisieren bei 68°C

Primer

/
e e S e

iDNA Synthese

Keine Primerbindung:
Pfannenstielstruktur
verhindert PCR. BE=F————4

Abbildung 2. Mechanismus der Suppressions PCR.

Die cDNA Molekiile, die eine Adapter-Sequenz an beiden Enden tragt, konnen nicht mit dem
korrespondierenden Primer effizient amplifiziert werden: Die Adapter-Sequenzen sind so
konzipiert, dass sie nach jedem Denaturierungs/Hybridisierungs-Zyklus eine Haarnadelstruktur
(oder Pfannenstielstruktur) bilden.

Die SSH besteht hauptsidchlich aus zwei subtraktiven Hybridisierungen und einer einzigen
PCR Amplifikation (Abbildung 3). Fiir die erste Hybridisierung wird die Tester-cDNA, die

mit Adapter 1 oder 2 ligiert ist, mit Uberschuss von Driver cDNA gemischt. Die zwei
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entstehenden Mischungen werden denaturiert und bei hoher Temperatur getrennt hybridisiert,
so dass nur ein eingeschrinktes Annealing stattfinden kann. Doppelstrang cDNA, die bei
dieser Hybridisierung entsteht, kann bei der darauffolgenden PCR nicht amplifiziert werden,
weil entweder eine Adaptersequenz fehlt oder Haarnadelstrukturen gebildet werden (s.0.). Nur
Einzelstrang cDNA, die einen Adapter triagt, spielt bei der zweiten Subtraktion eine Rolle. Die
zwei Subtraktionen werden dann zusammen mit einem Uberschuss an denaturiertem Driver
gemischt. Die zweite Hybridisierung dauert so lange an, bis jede Einzelstrang cDNA aus dem
ersten Hybridisierungsschritt doppelstringig wird. Nur aus doppelstringiger cDNA mit zwei
verschiedenen Adaptoren 1 und 2 konnen PCR-Produkte amplifiziert werden. Die

entstehenden PCR-Produkte werden kloniert und weiteruntersucht.

Die SSH zeigt neben der Normalisierung weitere Vorteile, die sie fiir die Analyse weniger
Zellen besonders geeignet macht. So wird zum Einen weniger Ausgangsmaterial als bei
vorherbeschriebenen Subtraktionsmethode benétigt und zum Anderen gehen vor allem seltene
Transkripte nicht verloren, da nur eine Subtraktionsrunde nétig ist. Die differentiell
exprimierten Gene konnen theoretisch tiber 1000 Mal durch eine einzige Subtraktionsrunde
angereichert werden. Obwohl die Methode kompliziert ist, ist sie ziemlich populdr geworden,

seitdem ein kommerzieller SSH Kit verfiigbar ist (CLONTECH Laboratories, USA).

Wie andere offene Analyse Systeme ("open systems," z.B. SAGE) hat die Suppression
Subtractive Hybridization (SSH) die Flexibilitit neue, unbekannte Sequenzen zu
identifizieren. Mit dieser Methode konnen auch Gene mit einer geringen Expression detektiert
werden. Diese niedrigexprimierten Gene spielen eine Rolle fiir die Bildung unterschiedlicher
Phénotypen, weshalb ihre Identifizierung von grofter Wichtigkeit fiir das vollstindige
mechanistische Verstindnis von zelluliren Verdnderungen ist. Die SSH wurde fiir die
Untersuchung der differentiellen Expression in verschiedenen Versuchssystemen verwendet,
bei Bakterien, Tieren sowie beim Menschen. Die Methode wird besonders oft in der
Krebsforschung benutzt, unter anderem beim Kolonkarzinom (Hufton et al., 1999; Li et al.,
2003), Lungenkarzinom (Difilippantonio et al., 2003) oder Brustkarzinom (Kuang et al.,
1998; Xie et al., 2002). Bei all diesen Untersuchungen wurden differentiell exprimierte
Sequenzen isoliert, die mit keinen bekannten Sequenzen der Offentlichen Datenbanken

identisch waren.
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Tester cDNA mit Adapter 1  Driver cDNA (Uberschuss) Tester cDNA mit Adapter 2

W
—_—

Erste Hybridisierung

B3 Zweite Hybridisierung: Proben mischen,
frisch denaturierten Driver zugeben,
hybridisieren

M +PZ  Primer zugeben
PCR Amplifikation

a, d keine Amplifikation

@ b - b' keine Amplifikation

C lineare Amplifikation

€ exponentielle Amplifikation

Abbildung 3.  Algorithmus der SSH Methode.

(I) Adapter 1 und 2 werden in zwei getrennten Ansitzen an die Tester cDNA ligiert. (I) Jeder
Ansatz (ReaktionsgefdB Bl bzw. B2) wird mit einem Uberschuss an Driver cDNA gemischt. Bei
der ersten Hybridisierung werden die differentiell exprimierten Sequenzen der einzelstrdngigen
Tester Molekiile normalisiert und angereichert. (III) Die beiden Ansétze werden anschlieend
zusammen mit einem Uberschuss an denaturiertens Driver cDNA gemischt (Reaktionsgefil B3)
und eine zweite Hybridisierung wird durchgefiihrt. Dabei entstehen verschiedene Hybridtypen (a-
d). (IV) Die Enden dieser Hybridisierungsprodukte werden aufgefiillt, so dass die differentiell
exprimierten Gene durch die ndchsten PCR-Schritte mit geeigneten Primern bevorzugt
amplifiziert werden. (V) Zwei weitere PCRs werden durchgefiihrt, um differentiell exprimierte
Gene bevorzugt zu amplifizieren.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Thema dieser Arbeit ist die Suche nach neuen spezifischen Markern fiir den Nachweis
von Zellen epithelialen Ursprungs im mesenchymalen Gewebe, zum Beispiel flir den
Nachweis von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark, da diese Zellen einer der
Schliissel zum Verstindnis der Metastasierung sind. Zu diesem Zweck sollte die
Genexpression einzelner disseminierter Tumorzellen analysiert werden. Da einerseits die
Zellen, die fiir die Analyse zur Verfiigung stehen, sehr selten sind, und andererseits die Suche
nach unbekannten differentiell exprimierten Genen eine empfindliche Technik erfordert,
wurde hierfiir die Suppression Subtractive Hybridization (SSH) Methode gewdhlt.

Daraus leiten sich zwei Aufgabenstellungen ab: Erstens die Anpassung der SSH Methode an
die zur Verfiigung stehende Zell-cDNA von einzelnen disseminierten Tumorzellen. Diese
Tester cDNA wurde im Labor mit der Globalen cDNA-Amplifikations Methode isoliert und
mit Sicherheit als Material aus Tumorzellen identifiziert. Zweitens die Isolierung und Analyse
der differentiell exprimierten Gene, die aus der SSH mit metastatischen Brustzellen als Tester
und normalen Knochenmarkzellen als Driver identifiziert wurden. Es sollte versucht werden,
ob sich spezifische Gene von Zellen epithelialen Ursprungs, Gene, die nur oder hauptsédchlich
in Brustzellen exprimiert werden, oder Gene, die in Krebszellen {iberexprimiert werden,

identifizieren lassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Produkt Bestell Nr. | Firma

AB-Serum 805 135 Biotest

Agar-Agar - Nierle GmbH
Agarose GTG Seakem 50004 Cambrex Bio Sc. Inc
Ampicillin Na-Salt Cryst. 01503 Biomol
Aqua-Roti-Phenol A980.1 Roth

Blocking Reagent 1096176 Roche

Bovine Serum Albumin (BSA) B-8667 Sigma
Bromphenolblau 18030 Fluka (Biochemika)
BSA fiir die Molekularbiologie (20 mg/ml) 711454 Roche

Chloroform C-2432 Sigma

CSPD“ Disodium 3-(4-Methoxyspiro{1,2- 1655884 Roche
dioxethane-3,2’-(5’-Chloro) Tricyclo [3.3.1.17]

Decan}-4-yl) Phenylphosphat

Cetyltrimethyl Amonium Bromid (CTAB) 195029 ICN Biomedicals Inc.
Human Cot-1 DNA® (Img/ml) 15279-011 Invitrogene

dATP, dTTP, dCTP, dGTP (Sequencing Grade) 27-2035-01 | Amersham Biosciences
Dig-Easy Hybridisierungslosung (Dig Luminescent | 1796895 Roche

Detection Kit)

Dig-UTP (Digoxigenin-11-2’Uridin-5’-Triphosphat, |1573152 Roche

Alkali-labil)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 31885-023 Gibco

DNA Molecular Weight Marker X (250 ug/ml) 1498037 Roche

Dodecyl sulfat natriumsalz (SDS) 20760 Serva
Dithiothreithol (DTT) (0,1 M) Y00174 Invitrogen
Epicurian Coli® XL1-Blue Electroporation 200228 Stratagene
Competent cells

Ethanol 100 % 8006 J.T.Baker
Ethidiumbromid 46067 Fluka (BioChemika)
Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA) ED2SS Sigma

ExpressHyb Hybridisierungsldsung 8015-1 Clontech

Ficoll-400 F-4375 Sigma

Formamid F-5786 Sigma

Fotales Kélberserum "GOLD" (FCS) A15-649 PAA Laboratories
Glycerin G-2289 Sigma

Glycogen fiir die Molekularbiologie (20 mg/ml) 901393 Roche

Guanidinium Thiocyanat (GT) 50990 Fluka (BioChemika)
Hank's Salzlsung (10x) L 2045 Biochrom KG
Hefeextrakt (Select Yeast Extract) 30393-029 | Gibco
4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid | H-3375 Sigma

(HEPES)

Herring Sperm DNA (10 mg/ml) 15634.017 Gibco
Hexanukleotid-Mix (10x) 1277081 Roche
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Human Placenta DNA D-4642 Sigma

Igepal CA-630 1-3021 Sigma
Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 05684 Biomol
Isopropanol 6752.2 Roth
Kaliumchlorid (KCI) 104936 Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4) 104873 Merck
L-Glutamin 25030-024 | Gibco

LIDS Wasch-Puffer (mRNA Direct Kit) 610.11 Dynal

Lysispuffer (mRNA Direct Kit) 610.11 Dynal
Magnesiumchlorid (MgCl,, 1M ) M-1028 Sigma
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4-7H,0) 105882 Merck
Maleinsdure M-0375 Sigma
NaCl-Losung 0,9 %(isotonische Spiilllosung) - B/Braun

Natrium Acetat-Trihydrat (CH;COONa.3H,0) 106267 Merck

Natrium Hydroxid (NaOH) 6771.1 Roth
Natriumchlorid (NaCl) 0278 J.T. Baker
Natriumcitrat-Dihydrat (tri-) (CcHsNa;0,.2H,0) 106448 Merck

NEBuffer 1 (10x) B7001S New England Biolabs
NEBuffer 3 (10x) B7003S New England Biolabs
N,N’-dimethyl-Formamid (C;H;NO) A529.1 Roth

Oligo-dT,5) magnetischer Beads (mMRNA Direct Kit) |610.02 Dynal

PCR Ol M-5904 Sigma
Penicillin-Streptomycin (100x) P11-010 PAA Laboratories
Pepton (Select Pepton 140) 30392-021 Gibco

Percoll 17-0891-01 | Amersham Biosciences
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1, v/v) A156.2 Roth

Puffer 1 (10x, mit 17,5 mM MgCl, ELT System) 1742647 Roche

Puffer H (SuRE/Cut Buffer H for restriction enz, 10x)| 1417991 Roche

Rapid Ligation Puffer (2x) fiir T4 DNA Ligase C6711 Promega

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI 31870-025 Gibco

1640)

N-laurylsarcosin Natrium Salz (Sarkosyl) 61743 Fluka BioChemica
Streptravidin magnetische Beads (10 mg/ml) 112.05 Dynal

Sybr-Gold S-11494 Molecular Probes
Tris (C4H1NO3) 50005 Biomol

Tris/HCI (1 M) T-3038 Sigma
Trypton/Pepton aus Casein 8952.2 Roth

TWEEN" 20 P-9416 Sigma

Wasser (LiChrosolv fiir Chromatographie, RNAse 1.15333.2500 | Merk

frei)

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside) | 0651745 Roche

2.1.2 Enzyme und Antikorper

Produkt Bestell Nr. Firma

Antikorper: 3B10 (anti EpCAM, 1,5 mg/ml) - Micromet
Antikorper: Ziege Anti-Maus IgG, Cy3 markiert 115-166-071 |Jackson Inc.

(1,4 mg/ml)

Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragment 1093274 Roche

Bgl I (+ NEBuffer 3) 143 S New England Biolabs
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DNA Polymerase Mix (5U/ul, ELT System) 1759060 Roche
EcoR I (40 U/ul)(+ Puffer H) 0606189 Roche
Mung-Bean Nuklease I (50U/ul) (+ MB Puffer) 1134485 Roche
Rsa I (+ NEBuffer 1) RO167 S New England Biolabs

Taq DNA Polymerase (5U/ul)

1435094 Roche

T4 DNA Ligase 0716359 Roche

Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT, E2230Y Amersham Biosciences
14 U/ul)

Reverse Transcriptase (RT-Superscript II) 18064014 Invitrogen

2.1.3 Kit und Systeme

Produkt

Bestell Nr. | Firma

QIAprep Miniprep Kit 27106 Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit 28706 Qiagen

Dig Luminescent Detection Kit for Nucleic Acids 1363514 Roche
Dynabeads mRNA Direct Kit 610-11 Dynal

Cloning Matrix System for Human Universal cDNA Library | 937840 Stratagene
Expand Long Template PCR System (ELT System) 1759060 Roche

Human Multiple Tissue Expression (MTE™) Array 2 636901 BD Biosciences
Nuc Trap Probe Purification Columns 400701 Stratagene
Push Column Beta Shield Device 400700 Stratagene
pGEM®—T Easy Vector System I A1360 Promega

2.1.4 Puffer, Losungen und Medium

Puffer, Losung oder Medium

Zusammensetzung

Hybridisierungspuffer (4x)

4 M NaCl, 200 mM HEPES (pH:8,3), 4 mM
cethyltrimethyl ammonium bromid (CTAB)

Verdiinnungspuffer (1x)

20 mM HEPES-HCI (pH:8,3), 50 mM NacCl, 0,2 mM
EDTA

PBS (Phosphatbuffer-Saline)

8,5mM Na,HPO,;, 2mM KH,PO4, 150 mM NaCl,
pH:7,4 einstellen

PCR-Puffer (Standard;10x)

500 mM KCI, 100 mM Tris HCI (pH:8,5), 10 mM
MgCl,, 1 mM jedes dNTPs

Gel-loading Buffer (10x)

25 % Ficoll-400 + 0,4 % Bromphenolblau in TBE 1x

Percoll 100 %

400 ml Percoll, 36 ml Hank's Salzlésung (10x), pH:7,4
mit HCI 3 M einstellen, Densitometerwert kontrollieren

(1,3520), 0,2 pum filtrieren.

Percoll 60 %

300 ml Percoll 100 % + 200 ml NaCl-Losung 0,9 %,

Densitometerwert kontrollieren (1,3450.)
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cDNA-Wasch-Puffer+Igepal (1x)

50 mM Tris/HCI (pH:8,0), 75 mM KCIl, 10 mM DTT,
0,25 % Igepal.

cDNA-Wasch-Puffer+Tween (1x)

50 mM Tris/HCI (pH:8,0), 75 mM KCl, 10 mM DTT,
0,50 % TWEEN 20.

Tailing-Wasch-Puffer (1x).

50 mM KH,PO,4, 1 mM DTT, 0,25 % Igepal.

10 % SDS

100 g SDS (Dodecyl-Sulfat Natrium-Salz) mit 900 ml
distilliertem H20 bei 68°C 16sen, pH 7,2 einstellen, auf
1 1 H20 auffiillen.

20x SSC

175,3 g NaCl, 88,2 g Natrimcitrat, mit 800 ml H,O
auffiillen, pH 7 einstellen, auf 11 H,O auffiillen

2x SSC + 0,1 % SDS

50 ml 20x SSC + 5 ml 10 % SDS + 445 ml H,O

1x SSC + 0,1 % SDS

25 ml 20x SSC + 5 ml 10 % SDS + 470 ml H,O

0,5x SSC + 0,1 % SDS

12,5 ml 20x SSC + 5 ml 10 % SDS + 482,5 ml H,O

0,1x SSC + 0,1 % SDS

2,5 ml 20x SSC + 5 ml 10 % SDS + 492,5 ml H,O

Puffer 1 (1x)

4,64 g Maleinsdure und 3,50 g NaCl in 400 ml H,O
16sen. Mit NaOH-Pldtzchen auf pH 7,5 einstellen

10 % Block

10 g Blocking Reagent mit 100 ml Puffer 1 mischen und
zum Losen in Intervallen von je 30 sek in der

Mikrowelle erhitzen (max 10x, ungefédhr 3 min).

Blocking-Ldsung

5 ml 10 % Block mit 45 ml Puffer 1 mischen

Puffer 1-Tween-Losung

500 ml Puffer 1 mit 1,5 ml Tween-20 mischen.

Puffer 3 (1x):

5 ml Tris 1M, pH 9,5(Tris 100 mM), 5 ml NaCl 1M
(NaCl 100 mM) in 40 ml H,O

TBE (Tris-Borat-EDTA, 10x)

539 g Tris, 275 g Borsdure, 37 g EDTA, auf 51 H,O
auffiillen, pH:8,3.

TE (Tris-EDTA)

100 mM Tris-HCI (pH:8,0), 10 mM EDTA (pH:8,0).

RPMI / DMEM Medium RPMI 1640 oder DMEM, Foetales Kéilberserum (10 %),
Penicillin-Streptomycin(1x), L-Glutamin (2 mM)
SOB Medium 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 25 mM

KCI, 10 mM MgCl,", 10 mM MgSO,".

*
erst kurz vor Gebrauch zugeben.

SOC Medium

SOB Medium + 20 mM Glucose
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GT Mix 4 M Guanidinium-Thiocyanat, 25 mM Natriumcitrat,
0,5 % (w/v) Sarkosyl
Bindungspuffer (2x) 10 mM Tris-HCI (pH.7,5), 1 mM EDTA, 2,0 M NacCl.

Bindungspuffer + Igepal

1x Bindungspuffer, 7 % Igepal.

Pepton/PBS (2 % w/v in 1x PBS)

2 g Pepton in 100ml PBS 1x, pH 7,4 einstellen.

Autoklavieren

LB Platte / Ampicillin

LB Platte / Ampicillin / X-Gal/IPTG

500 ml LB Medium mit 6 g Agar Agar mischen und
zum Losen in der Mikrowelle erhitzen. Auf 60°C
abkiihlen, dann mit 100 pg/ml Ampicillin ergénzen.

Mit zusitzlichen 0,5 mM IPTG und 80 pg/ml X-Gal
erganzen.

Platten sofort gieflen.

X-Gal (50 mg/ml)

100 mg X-Gal in 2 ml N,N’-dimethyl-Formamid 16sen.
In Dunkelheit bei -20°C gelagert, ist die Losung fiir 2-4

Monate stabil.

IPTG (0,1 M) 1,2 g IPTG in 50 ml Wasser l16sen, 0,2 pm filtrieren. Bei
4°C lagern.
LB Medium 50 g Select Pepton, 25 g Hefeextrakt, 50 g NaCl mit 5 1

H,O auffiillen, pH 7 einstellen, autoklavieren.

2.1.5 Verbrauchsmaterial

Produkt Bestell Nummer Firma

8-Feld Objekt Triger (Chamber Slides) | 177402 Nalge Nunc
Elektroporationskiivette (2 mm) ECU-102 Equibio

Filter (0,2 um) FP30/0,2 CA-S Schleicher & Schuell
Glasskapillar (Micro haematocrit tubes) |7 493 21 Brand

Magneten (Dynal MPC-9600) 120.06 Dynal

Microcon 10, 30 und 100 Sédulen 42407, 42410, 42413 | Millipore
Nylonmembran 1209299 Roche

Petrischale 632161 Greiner Bio-One
Pipetten (P2, P20, P200, P1000) - Gilson
Reaktionsgefdl3 (0,2 ml-Thermo-Tubes) | AB-0337 Abgene
Reaktionsgefdl3 (1,5 ml) 7805 00 Brand

Rohrchen (15 und 50 ml) 227270/227 261 Greiner Bio-One
Rontgenfilmen (Biomax Light Film) 153 8966 Kodak
Schlauchfolie (Filter Entwicklung) 129 2126 VWR International
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2.1.6 Gerate

Gerit Bestell Nr. Firma

Bio-Dot 170-6545 Bio-Rad

Brutschrank fiir die Bakterien 2737 Kéttermann
Brutschrank fiir die Zellkultur BB 6220 |51007413 Heraeus Instruments
Elektroporator Gene Pulser” II System | Biorad

Elektrophorese Gerite Horizon 11.14 Gibco

Fluoreszenz Mikroskop DM IRB Leica
Hybridisierung-Ofen Shake "n" Stack | HBSNSRS220 Thermo Electron Corp.
Mikroinjektor 5242 Eppendorf
Mikromanipulator 5171 Eppendorf
Phosphoimager "Storm 860" 63-0035-64 Amersham Biosciences
Roller Mixer SRT1 SRTI1 Stuart Scientific
Stratalinker™ 2400 UV Crosslinker 400076 Stratagene

Thermocycler "PE GeneAmp 2400"

Perkin Elmer

Thermocycler "PTC 200" PTC-0200 + ALD-1244 |MJ Research
Thermocycler "Robocycler” 96 400886 Stratagene
Gradient "

Tischzentrifuge 5417C 5417 000.315 Eppendorf
Tischzentrifuge 5402 5402 Eppendorf
Zentrifuge Hettich Rotix/RP Hettich

2.1.7 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von Metabion, Martinsried, synthetisiert.

(N=A,C,GoderT; V=A, G, oder C)

Tm: Errechnete Schmelztemperatur [Tm = 69.3 + GC%*0.41 - 650/(nA+nC+nG+nT)]
PCR: Verwendete Temperatur (v = variable experimentelle Bedingungen)

Name

PCR Primer
a-Tubulin 1 (Tub-1)
a-Tubulin 2 (Tub-2)
a-Tubulin 3 (Tub-3)

Sequenz

B-Aktin-3" CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC
B-Aktin-5' GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA
089-3' CAT GCC CAT TGG CCT TGA

089-5' AGG CTT CAG CAG GCA CTT

090-3' ATC TGG AGC AGA GTG GGA

CACTCT GAT TGT GCC TTC ATG
GTC AAC ATT CAG GGC TCC AT
TGC TAC AGA AAG CTG TTC ATG

Tm PCR

55,9
57,3
57,9
61,0
69,6
56,0
56,0
56,0

58
58
58
58
58
55
55
60
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090-5' TCC CAC TCT TGC CAA AGC 56,0 60
092-3' CGC GGT CCT ACA ACC CCA 60,5 60
092-5' GCC TCT AGG CCT GAC TGC 60,5 60
121-3' CTT TAT TTC AGT ATG AGG 46,8 45
121-5' ACT TTG TGG AAG GAA AAG 49,1 45
121bis-3' GGC TCCTTG TGT TTA TAC TC 553 55
121bis-5' TGA GAC TAG ATT GGT ACC AG 55,3 55
131-3' TAA CAT TTT GCC ACA TTT GCT 52,0 52
131-5' TTG GAA GTG AGG TAA ACA G 52,4 52
132-3' TAC AAC ATC CCG CAC GGG 58,2 49
132-5' AGT CAG AGA AGC TAT AAG AGG 58,2 49
155-3' GGT CGA AGT TGA CGA ACT 53,7 60
155-5' GGA TTC TGC TGT CAG TTA 51,4 60
155bis-3' GTG ATG ACTTTT TGA CCG TG 55,3 55
155bis-5' GAA TTT GAG AAT GTC GAC GC 55,3 55
157-3' GGA AAT TCC TGG AAA GCA C 54,5 58
157-5' GTC TAG AGC CTT CGT AG 52,8 58
195-3' ACC TGA CCT GGG CCA CTC 582 55
195-5' GGA GAA AAC CTA TGG TGG C 56,7 55
208-3' AAT GAG GTC CAT TTG CTA GG 55,3 55
208-5' GGT CTC ATT CTC TAC CTT CT 55,3 55
217-3' AAA GTG ATG ATG AGG AGC 514 52
217-5' AGC TCG GTG AGG ATT CA 52,8 52
218-3' GTG ATG ATG AGG AGC AAG G 56,7 58
218-5' GTC TAG CTC GGT GAG GAT T 56,7 58
219-3' GCT CAA GTT CTC GGC CTT C 58,8 60
219-5' GTA ACC GGG CGC TGC CTT 60,5 60
267-3' GCT GCT CCT TCT TGG ATC 56,0 58
267-5' GTC TAG ACA GGA CGA ACG 56,0 58
288#1 AAG AAG GTA TCC TTT AGT TCC ~ (AL045287-5-1) 540 v
288#2 TGG TGA AAT CTC GGT TCA CT (ALO45287-5-2) 553 v
288#3 CTT GGC GAT AGGTGATTGT (Chr3-161130970) 54,5 v
288#4 GAC AAG CAG ATG AAT GGT GA (Chr3-161133441) 553 v
288#5 ACA ATC ACC TAT CGC CAA (Chr3-161130952) 545 v
288#6 GAC AGC CAT CTT ACA GAG G (ALO45287-3-1) 56,7 v
288#7 GGT GAG GTG AAATGT TGC A (AL045287-3-2) 54,5 v
288#8 TCC AAA TGC TTT CTT CAA TGC (ALO45287-3-3) 540 v
288#9 GTG AGA CCATCGCCT ATA G 56,7 v
288#10 CTA GAT GGG ACA ATC GCC 56,0 v
288#11 ACC CACCAATTCCAGACAC 56,7 v
288#12 GAT GAA TGG TGA AAC GAT AC 532 v
288#13 CGG GAA GAT AAT CTT CCT GC 573 v
288-15C (CCC)s AGT TCA GCC GAG GGT GGT 81,9 v
288-3' TCT AGA GCG GCG AGA CAAT 56,7 58
288-5' GGA TGG CAC GGG AAG ATA A 56,7 58
314-3' GCC TGT ATG TGT CCT GAA 53,7 55
314-5' CAC CTC TAT TGG GCA CAT 53,7 55
337-3' TAG AAG GTG ATA TCA ATC CG 53,2 56
337-5' TCA GGT TTA AAG TTT CAG GTT 52,0 56
346-3' TCT AGA TGC ACCTAG AACA 52,4 55
346-5' ACC TGA TCA TAA TTC CTG G 52,4 55
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356-3' CCG CCC AGCTCT GCCTCA 62,8 60
356-5' AAG TGC CGA GAA GTT CGC TC 59.4 60
376-3' TCC TCA TGC GAT CCT CCT 56,0 54
376-5' TCT AGA TGG GCA GTG AAG 53,7 54
383-3' GCT TAG AAG TGG GAT TCC TG 60,5 60
383-5' AGG ATG GCT TGA GCC CGG 52,4 60
Cytokeratin-7 3' CGG TAG GTG GCG ATCTCG A 50,0 52
Cytokeratin-7 5' AGA GCT GCA GTC CCA GAT C 48,0 52
EF1-a 3’ CTG TGT CGG GGT TGT AGC CA 61,4 58
EFl-a 5’ TGC CCC AGG ACA CAGAGACT 61,4 58
EGP 3’ CAC ATC AGC TAT GTC CAC ATC 57,9 58
EGP 5’ GCG AGT GAG AAC CTA CTG 55,6 58
Libl AGT GGG ATT CCT GCT GTC AGT 59,8 59
M13 Forward TTT TCC CAG TCA CGA C 49,2 51
M13 Reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC 50,4 51
Mage4-3' CAC AGA ACT GTG TGA CTG CT 57,3 58
Mage4-5' GCG TGA AGC TTT GAG AG 52,8 58
NTI1 ACA GGA CTG GCA GGC AGCT 61,0 v
NT10 GCC TTAAGC AAGGCTTGT TT 553 v
NT11 TCC TTC TGA TGT TCG GAT GT 553 v
NT12 CCA TTG CAG ATT GGA CAG GG 594 v
NTI13 TCA CCA GGT TCA GAA CCA AT 553 v
NT2 GTG AAT GCA CCA ATC GAC AC 573 v
NT3 TGG TCT GTT TTG ACA GGG C 56,7 v
NT4 CCC ACC AGA AGG AAG AATCT 573 v
NT5 ATT GGT GGG TTC TTC GTC TC 573 v
NT6 TTA GTC CTA GAA AGG CAG ACTG 584 v
NT7 CAGTCT GCCTTT CTA GGA CTA A 584 v
NTS8 CAT CAG TGG AACTTT TCT TC 532 v
NT9 CCA GTT TGA ACT GAG CTG AA 553 v
PBP-3' TCT GCT TGG CCT CGC CAT 58,2 60
PBP-5' CTG TAT TTG GGA TCC TTC CT 55,3 60
Pseudo-3' CTG AGG AAA AGA AAT CAA CC 53,2 58
Pseudo-5' TTC GCG TAC AGG GCT ATC 56,0 58
Tapasin-3' CTG CAA CTC CTG GGC TGA 58,2 60
Tapasin-5' AGC AAG CTC CAG GGT GAC 58,2 60
Primer fiir die cDNA Synthese

288-Fish-Bio Biotin-AGT TCA GCC GAG GGT GGT 58,2 44
288-Fish-Nest CGG AGA GGT TTG GCC ACC CAG CAGGAAG 72,4 44
CFL5c8 (CCC)s GTC TAG ANN NNN NNN 77,7 44
CFLS5cT (CCC)s GTC TAG ATT (TTT)4 TVN 72,8 44
CP2 TCA GAA TTC ATG (CCC)s 74,1 68
CPBgl TCA GAA TTC ATG CCG CCC CCC CGG ccC 74,1 63
TLib GTC TAG AAG TGG GAT TCC TGC TGT CAG (TTT)sTVN 68,7 44
SSH Adaptoren und Primer

Eco 121 AAT TCC TGC CCG 39,0 -
Eco 1211 AAT TCG CCC TCC 39,0 -
Eco 43 11 TGT AGC GTG AAG ACG ACA GAA AGGTCGCGT 799 -

GGT GCG GAG GGC G
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Eco 441 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG 80,6 -
CTC GCC CGG GCA GG

P1(-22) GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 58,4 66

P1-30 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG 69,5 66

P1-33 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG 71,9 68
CTC

P2(-22) TGT AGC GTG AAG ACG ACA GAA 57,9 66

P2-30 TGT AGC GTG AAG ACG ACA GAA AGG TCG CGT 69,5 66

P2-33 TGT AGC GTG AAG ACG ACA GAA AGG TCG CGT 71,9 68
GGT

PNI TCG AGC GGC TCG CCC GGG CAG G 73,3 68

PNI1-30 CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG CTC GCC 75,0 68

PN2 AGG TCG CGT GGT GCG GAG GGC G 71,4 68

PN2-30 GTG AAG ACG ACA GAA AGG TCG CGT GGT GCG 72,2 68

2.2 Methoden
2.2.1 Isolierung einzelner Zellen

2.2.1.1 Dichtegradienten-Zentrifugation
Die Knochenmarkaspirate werden in Hank's Salzlosung gewaschen und 10 min. bei 170 g

zentrifugiert. Die Fettphase und die Thrombozyten werden abpipettiert, das Restvolumen (ca.
10 ml) resuspendiert und dann vorsichtig in ein 15 ml Roéhrchen auf 5 ml Percoll 60 %
pipettiert. Die benétigte Percoll Konzentration wird mit steriler, isotonischer NaCl-Losung
eingestellt. Durch eine 20 min. Zentrifugation (RT, 1000 g) sedimentieren die Erythrozyten
und Granulozyten, wihrend sich die mononukledren Zellen in der Interphase anreichern. Die
Phase mit den Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) wird abgenommen, in ein frisches
50 ml Roéhrchen tiberfiihrt und in 1x PBS gewaschen (10 min., RT, 540 g). AnschlieBend wird
das Pellet in 1 ml 1x PBS resuspendiert und die Zellzahl in einer Neubauerzdhlkammer

bestimmt.

2.2.1.2 EpCAM Firbung

Eine Million angereicherte Zellen wird in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und
pelletiert (4°C, 5 min, 540 g). Das Pellet wird sofort mit 189 ul Pepton/PBS (2 % w/v in 1x
PBS), 10ul AB-Serum und mit 1pul des Anti-EpCAM Antikdrpers mAK 3B10
(Endkonzentration: 7,5 ng/ml) resuspendiert. Die Zellen werden fiir 10 min. bei 4°C unter
Schiitteln inkubiert, dann wird erneut mit Pepton/PBS gewaschen, um ungebunde Antikorper
zu entfernen. Als Sekunddrantikdrper dient ein Cy3-markierter Ziege-anti-Maus Antikorper.
Von diesem werden 4 pl mit 186 pl Pepton/PBS und 10 ul AB-Serum zusammen gemischt
und zu den Zellen gegeben (Endkonzentration: 7 ug/ml). Die Behandlung erfolgt wie fiir den
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Primédrantikdrper. AnschlieBend wird das Zellpellet in 200 pl PBS aufgenommen und bei 4°C

und Lichtschutz bis zum néchsten Schritt aufbewart.

Die Zellen werden auf drei Felder von einem 8-Feld Objekttriager verteilt. Wichtig ist hierbei,
dass die Felder zundchst mit BSA bestrichen werden, um ein Anhaften der Zellen auf der
Glasfliche zu vermeiden, was das folgende Picken wesentlich erleichtert. Nach der
Sedimentation werden die Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Wenn eine
Zelle als positiv erkannt wird, wird sie mit einer Glaskapillare eingesaugt und in ein neues
Zell-freies Feld iiberfiihrt, das mit PBS bedeckt ist. Die Zelle wird mit einer P2 Pipette in ein
PCR-Gefdl} transferiert, welches 10 pul magnetische Beads in Lysispuffer enthélt. Mit Hilfe
Oligo-dT»s-Beads wird im Folgenden die mRNA isoliert und diese anschliefend in cDNA

umgeschrieben (s.u.).

2.2.2 Globale cDNA-Amplifikation
Der Zellaufschluss erfolgt in einem LiDS-haltigen Lyse-Puffer. Bei der mRNA-Isolierung

macht man sich den Poly-A-Schwanz der mRNA zu Nutze, {iber den diese an Oligo-dT »s)-
Nukleotide der magnetischen Beads gebunden werden (Abbildung 4, Schritt 1). Mittels eines
Magneten kann dann die mRNA von der DNA und dem Zelldebris getrennt werden. Nach
mehreren Waschschritten, bei denen die genomische DNA, die sich in den Uberstinden
befindet, gesammelt werden kann, werden die Reagenzien fiir die cDNA-Synthese zugegeben.
Zunichst ldsst man bei Raumtemperatur die cDNA-Synthese-Primer binden. Bei den Primern
handelt es sich um die Oligonukleotide CFL5cT und CFL5c8. Das CFL5cT-Oligonukleotid
kann durch die VN-Nucleotide an das 5'-Ende des Poly-A-Schwanzes der mRNA binden. Die
Anlagerung des CFL5c8-Primers an die mRNA erfolgt auf Grund seiner acht degenerierten
Nukleotide zufdllig (Schritt 2). Von diesen Primern ausgehend startet dann die Reverse
Transkriptase die cDNA-Synthese (Schritt 3).

Auf die Denaturierung der RNA/cDNA Hybridmolekiile bei 94°C folgt das G-Tailing
(Schritt 4). Die Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) besitzt die Eigenschaft am
3’-Ende von einzelstrangiger DNA unspezifisch Desoxynukleotide mit sehr hoher Effizienz
anzuhingen (Effizienz bei doppelstrangiger DNA deutlich niedriger). Auf diese Weise erhilt
man durch Anbieten nur eines der vier Nukleotide einen homopolymeren Schwanz variabler
Liange. In dem hier beschriebenen Protokoll werden der TdT nur G-Nukleotide zur Verfiigung
gestellt, die diese dann am 3’-Ende der cDNA anhingt. Die TdT muss anschlieend bei 70°C
inaktiviert werden. Der Einbau der G-Nukleotide endet aufgrund sterischer Behinderung der

TdT nach etwa 15-30 Basen (Schritt 4).
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1. mRNA Isolation:

(AAAAAAAAAAAAAAA)N 5

2. PRIMER-Anlagerung:

(AAAAAAAAAAAAAAAA)N 5
{TTTTTy— (TTTTT);VN /— NNNNNNNN
5(CCC)s 5(CCC)s
CFL5cT CFL5c8

3. cDNA-SYNTHESE:

(AAAAAAAAAAAAAAAA)IN 5
{TTTTV (TTTTT)sVN -

Reverse Transknptase
5'(CCC)s

4. RNA LYSE + G-TAILING:

(TTTTT)sWN (GGGGGGGGGG), =i
5(CCC)s Temminale Transferase

5.GLOBALE cDNA AMPLIFIKATION:

cP2 5
Tag Polymerase
< (cccec),md
S(CCCl—TTTTTTTTVN (GGGGGGGGEGEGEGEGE),
(CCCCC)aIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII>

5 CFr2

Abbildung 4.  Schema der reversen Transkription und der globalen cDNA-Amplifikation.
Die mRNA wird durch magnetische Beads (B) isoliert (1). Zundchst ldsst man bei
Raumtemperatur die cDNA-Synthese-Primer CFL5¢c8 und CFLS5cT binden (2). Die reverse
Transkription erfolgt von beiden Primern aus (3; CFL5c¢8 wird in Abbildung ab dieser Schritt
weggelassen). Nach der Lyse der mRNA wird ein Poly-G Schwanz mit der Terminale
Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) eingefiigt (4). Mit dem CP2 Primer konnen alle Sequenzen
amplifiziert werden (5).

Die Amplifikation der cDNA erfolgt anschlieBend mit Hilfe einer PCR. Die verwendeten
Primer CP2 binden dabei im ersten Zyklus an das von der Terminalen Transferase angefligte
G-Ende und im zweiten Zyklus an die neu entstandene G 5)-Sequenz, die zur Poly-C-Sequenz
der cDNA-Synthese Primer komplementdr ist. In den folgenden Zyklen findet eine
exponentielle Amplifikation statt (Schritt 5).
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Um Kontaminationen der Proben und dem Abbau der RNA vorzubeugen, wird die
Herstellung der primdren Amplifikate in einem separaten und RNase-freien Raum

durchgefiihrt. Alle Schritte miissen mit Filter-Pipettenspitzen pipettiert werden.

2.2.2.1 Vorbereitung der Dynal-Beads
Fir eine isolierte Zelle werden 10 pl Oligo-dT(»5y magnetische Beads 1:1 mit LiDS-

Waschpuffer gemischt und an den Magneten gegeben. Der Uberstand wird abgenommen und
die Beads erneut mit 20 pl LiDS-Waschpuffer gewaschen, wieder an den Magneten gegeben
und der Uberstand erneut abgenommen. Die Beads werden in 10 ul Lysispuffer
aufgenommen und anschlieBend auf Eis gestellt. Werden die vorbereiteten Beads nicht sofort

verwendet, konnen diese bei -20°C gelagert werden.

2.2.2.2 RNA-Isolierung
Die isolierten Zellen werden in 10 pul Beadslosung gegeben. Die Bindung der mRNA an die

Beads erfolgt unter Rotation bei Raumtemperatur fiir 30 min. Danach werden 10 pul cDNA-
Igepal-Waschpuffer dazu pipettiert und jedes Gefdl wird in einen speziellen Stinder mit
einem Magneten gestellt. Nach ungefdhr 1 min. sind die mit der mRNA gekoppelten Beads an
den Magneten gebunden. Die genomische DNA befindet sich im Uberstand. Dieser wird
gesammelt, wobei darauf geachtet werden muss, dass keine Beads weggewaschen werden.
AnschlieBend werden in 20 ul cDNA-Tween-Waschpuffer die mit mRNA gekoppelten Beads
aufgenommen, in ein frisches Reaktionsgefd3 pipettiert und an den Magneten gegeben.
Erneut werden sie mit 20 ul cDNA-Igepal-Waschpuffer resuspendiert und an den Magneten
gegeben. Es wird mit Zugabe von Mix 1 sofort fortgefahren.

2.2.2.3 ¢cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese wird unter Rotation in einem Hybridisierungsofen durchgefiihrt, damit

die Beads, an die die mRNA gebunden ist, nicht sedimentieren. Mix 1 und Mix 2 werden
angesetzt wihrend die RNA auf dem Roller an die Beads hybridisiert. Der
Hybridisierungsofen wird auf 44°C vorgewarmt.

10 ul Mix 1 enthalten 1x RT-Puffer, 10 mM DTT, 1% Igepal, 60 uM CFL5c8 und 30 uM
CFL5cT. Mix 2 wird zunédchst ohne Reverse Transkriptase (RT-Superscript II) angesetzt und
diese wird erst vor Zugabe von Mix 2 dazu pipettiert. 10 ul Mix 2 enthalten 1x RT-Puffer,
10 mM DTT, 1 mM dNTPs und 100 U RT-Superscript II.

Jeweils 10 pl von Mix 1 zu den Beads geben und anschlieBend die Primer fiir die cDNA-
Synthese binden lassen. Nach Zugabe der Reversen Transkriptase zu Mix 2, ebenfalls 10 pl
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zu den Proben geben und auf Eis stellen. Die Reaktionsgefile rotieren im

Hybridisierungsofen langsam 45 min. bei 44°C.

2.2.2.4 G-Tailing
Wihrend der cDNA-Synthese wird der Tailing-Mix vorbereitet und eine PCR-Maschine auf

94°C vorgeheizt. 10 pl Tailing-Mix enthalten 4 mM MgCl,, 0,1 mM DTT, 0,2 mM dGTP und
10 mM KH,PO,.

Nach der cDNA-Synthese muss man darauf achten, dass keine Beads mehr an der Gefa3wand
kleben, eventuell miissen sie abzentrifugiert werden. Die Beads werden am Magneten einmal
mit 20 pl Tailing-Waschpuffer gewaschen, dann in 10 pl Tailing-Mix resuspendiert und mit
40 ul PCR-Ol iiberschichtet. Die Reaktion wird 4 min. bei 94°C inkubiert und anschlieBend
von 94°C direkt auf Eis gestellt. Pro Reaktionsgefa3 werden 0,8 ul TdT (14 U/ul) zugegeben,
gemischt und 1 Stunde bei 37°C und dann mindestens 1 Stunde bei 22°C inkubiert (spitestens
am néchsten Morgen entnehmen). Die Inaktivierung der TdT erfolgt bei 70°C fiir 5 min. im

Thermocycler.

2.2.2.5 PCR
Fir die PCR werden zwei PCR-Stammldsungen vorbereitet: 35 ul PCR-Stammldsung 1

enthalten 4 pl Puffer 1, 7,5 ul Formamid 20 % und 24 pl Wasser. 5 ul PCR-Stammldsung 2
enthalten 2,5 ul CP,-Oligonukleotid (24 uM), 1,75 ul ANTP (10 mM) und 1,5 pl Pol.Mix
(3,5U/ul, Expand Long Template System). Jeweils 35 pl vom PCR-Stammldsung 1 werden
pro Tube unter das Ol pipettiert und in die PCR-Maschine gestellt. Bei 78°C muss man die
PCR unterbrechen und jeweils 5,5 ul vom PCR-Stammlosung 2 dazugeben, mischen und
nach letzter Probe Pause 16sen (,,Hot-start™).

Dieser Thermocycler wird wie folgt programmiert:

1 Zyklus (Hot Start) |19 Zyklen |10 Zyklen 1 Zyklus
78°C |30 sek.
94°C 15 sek. 15 sek.
65°C 30 sek.
68°C 2 min. 3,5 min.+ 5 sek./Zyklus |7 min.

Als erste Kontrolle der Globalen cDNA-Amplikation werden 5 pl des Reaktionsgemisches
auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese wird nach Standardprotokollen
durchgefiihrt (Sambrook & Russel, 2001). Bei erfolgreicher Amplifikation sollte man einen
Schmier von 300 bp bis zu 1000 bp beobachten kénnen. Es ist zu bemerken, dass die
Negativkontrolle ebenfalls einen Schmier zeigt, der jedoch schwicher ist und kiirzere

Fragmente aufweist.



34 Material und Methoden

2.2.2.6 Kontroll-PCR (B-Aktin, EF1-a, EGP) / Standard Protokoll
Die Qualitit der synthetisierten cDNA wird mit drei PCR Reaktionen fiir das

zytoplasmatische B-Aktin, den Elongation Factor EF-1-alpha und das epitheliale Glycoprotein
EGP/EpCAM getestet. B-Aktin (Accession # M10277) ist eine Komponente des Zytoskeletts
und die alpha Untereinheit des Elongation Factor-1 (Accession # J04617) ist an der Bindung
von tRNA an 80S Ribosomen beteiligt. Die mRNA von diesen zwei Genen sollte in jeder
humanen Zelle zu isolieren sein. Positive Ergebnisse bei der PCR sind ein Hinweis darauf,
dass eine Zelle erfolgreich gepickt, isoliert und anschlieBend das Transkriptom erfolgreich
amplifiziert wurde. Ein positives Ergebnis fiir EpCAM (Accession # M32306) zeigt, dass die
aus den Knochenmark isolierte Zelle das Oberflaichenmolekiil EpCAM exprimiert hat und
dass die Antikorperbindung spezifisch war (siehe auch 1.2.1 und 1.2.2).

Die PCR wird nach einem Standard Protokoll durchgefiihrt. Als PCR-Stammldsungen
werden fiir jeden Ansatz 1 pul PCR-Puffer (10x), 0,25 pul BSA (20 mg/ml), 7,25 ul Wasser und

0,1 ul Taq Polymerase (5U/ul) mit 0,5ul von jedem entsprechenden 3°- und
57-Oligonukleotid (8 mM) gemischt. Zu diesen 9,5 pul Ansatz wird 1 pl von der Probe (d.h.
von der cDNA Globale Amplikation Reaktion aus 2.2.2.5, 1/10 im Wasser verdiinnt)

zugemischt.

Der Thermocycler wird folgendermallen programmiert:

1 Zyklus 15 Zyklen |45 Zyklen 1 Zyklus
94°C 2 min. 40 sek. 40 sek.
58°C 30 sek. 30 sek.
72°C 20 sek. 30 sek. 2 min.

Die PCR wird im Robocycler” durchgefiihrt und anschlieBend auf ein 1,5 % Agarosegel

aufgetragen.

2.2.3 Subtraktion
2.2.3.1 Driver Vorbereitung

2.2.3.1.1 Reamplifikation
Der Driver wird mit 1 pl unverdiinnter Probe in Puffer 1 (Roche), 0,4 mM dNTPs, 3%

Formamid, 2,4 uM CPBgl Oligonukleotid und 1,75 U DNA Polymerase Mix in einem
Gesamtvolumen von 50 ul amplifiziert. Das CPBgl Oligonukleotid beinhaltet eine
Restriktionsschnittstelle fiir Bgl 1.
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Die Bedingungen fiir dieses PCR Programm sind:

1 Zyklus 15 Zyklen 10 Zyklen 1 Zyklus
94°C 2 min. 15 sek. 15 sek.
63°C 30 sek. 30 sek.
68°C 3 min. 3,5 min.+ 5 sek./Zyklus |7 min.

Die Konzentration des PCR Produkts wird auf einer Agarose-Ethidiumbromid-Platte gegen

eine Standard-Verdiinnungsreihe bestimmt.

2.2.3.1.2 Rsa I und Bgl I Verdau
Vom Driver werden 5 pg mit 50 U Rsa I Restriktionsenzym, Neb Puffer 1 und Wasser in

50 pl 5 Stunden bei 37°C verdaut. Das Enzym wird bei 65°C 20 min. inaktiviert. Danach
schlieBt sich ein Bgl I-Verdau 3 Stunden bei 37°C an, mit 100 U Bgl I, 7,5 ul Neb Puffer 3,
Wasser ad 100 pl.

Der verdaute Driver wird auf einer Microcon 10 Sdule gereinigt, die Konzentration bestimmt,

auf 500 ng/ul in Wasser verdiinnt und bei —20°C gelagert.

2.2.3.2 Tester Vorbereitung

2.2.3.2.1 Tester Amplifikation
Der Tester wird mit dem CP2 Oligonukleotid, dessen Sequenz eine Schnittstelle fiir das

EcoR I Restriktionsenzym beinhaltet, amplifiziert. Die PCR wird mit 1 pl unverdiinnter Probe
in Puffer 1, 0,4 mM dNTPs, 3% Formamid, 2,4 uM CP2 Oligonukleotid und mit 1,75 U DNA
Polymerase Mix in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefiihrt.

Die Bedingungen fiir das PCR Programm sind:

1 Zyklus 12 Zyklen 3 Zyklen 1 Zyklus
94°C |2 min. 15 sek. 15 sek.
68°C |4 min. 4 min. 4 min.+ 10 sek./Zyklus | 7 min.

2.2.3.2.2 EcoR I Verdau
5 pg vom Tester werden mindestens 90 min. bei 37°C in einen Volumen von 50 pl mit 50 U

EcoR I in Puffer H verdaut, dann 20 min. bei 65°C inaktiviert. Aus dieser Reaktion ergeben

sich die folgenden Produkte, die spater mit den Adaptoren ligiert werden :

5-AATTCATg(CCC)s g-3
3-gTAC(gg9)s CTTAA-5
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2.2.3.2.3 Ligation der Adaptoren
Um den Adapter Al (50 uM) herzustellen, werden 2,5 ul Eco44 1 (100 uM) und 2,5 pl

Eco 121 (100 uM) zusammen mit 2 pl Wasser gemischt, 30 sek. bei 70°C erhitzt und auf
15°C abgekiihlt, wobei die Temperatur alle 30 sek. um 1°C reduziert wird.

Adapter Al:
5-GTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAgCGGCTCGCCCGGGCAGG-3
3-GCCCGTCCTTAA-5

Danach werden 1 pl verdauter Tester (100 ng), 1 pl T4 DNA Ligase (5 U) und 1 ul T4 DNA
Ligase Puffer (10x, mit ATP) gemischt und bei 15°C zu den 5 pl Adapter Al gegeben. Die
Ligationsreaktion wird fiir mindestens 12 h durchgefiihrt. AnschlieBend werden 2 pl 100 uM
EDTA hinzugegeben und die Reaktion bei 70°C fiir 5 min. inaktiviert.

Adapter A2 wird mit den Eco43 1l und Eco 12 II Oligonukleotiden wie Adapter Al
hergestellt:

5-TGTAGCGTGAAGACGACAGAAAGGTCGCGTGGTGCGGAGGGCG-3
3'-CCTCCCGCTTAA-5’

Die Ligation von Tester mit Adapter A2 erfolgt ebenfalls wie oben beschrieben. Die
Endkonzentration von Tester-Al oder -A2 betrigt 8,3 ng/ul. Die fertigen Adaptoren kdnnen
bei —20°C gelagert werden.

2.2.3.3 Subtraktion

2.2.3.3.1 Erste Hybridisierung
Zu je 2 ul (=17 ng) mit Adapter Al ligierten Tester (Reaktionsgefdl B1, Abbildung 3,

Seite 19) bzw. mit Adapter A2 (Reaktionsgefdl B2) wird 1 pl frisch denaturierter Driver
(500 ng) zugegeben und mit 1,3 pl Hybridisierungspuffer (4x) und 1 pl Wasser gemischt. Das
Reaktionsgemisch wird mit 15 pl Ol {iberschichtet, 1 min. bei 98°C denaturiert und fiir 10 bis
14 Stunden bei 68°C inkubiert.

2.2.3.3.2 Zweite Hybridisierung
In einem dritten Reaktionsgefil (B3) werden 0,5 ul Driver (150ng) zu 1,5 ul

Hybridisierungspuffer (1x) gegeben, mit 15 ul Ol {iberschichtet, 1,5 min. bei 98°C denaturiert
und anschliefend direkt auf Eis gestellt. Ansatz B1 wird mit B3 gemischt, darauthin erfolgt
die Zugabe von Reaktionsgefd3 B2. Die Inkubation erfolgt 10 bis 14 Stunden bei 68°C. Nach
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Zugabe von 200 pl Verdiinnungspuffer (1x) und Erhitzen auf 68°C fiir 7 min. erfolgt die

Inaktivierung.

2.2.3.3.3 Kontrolle fiir die Subtraktion
Als Kontrolle fiir die Subtraktion dient die folgende Reaktion: 100 ng vom Tester werden

gleichzeitig mit 2,5ul Adapter A1 (50 pM) und Adapter A2 (50 uM) ligiert und wie oben
beschrieben inaktiviert. Die Reaktion lduft wie fiir die Subtraktionsreaktion beschrieben ab.

Sie wird als "nicht subtrahiert" (nicht sub.) bezeichnet.

2.2.3.4 Suppressive PCR

Um differentiell exprimierte Sequenzen zu amplifizieren, wird eine PCR auf alle
Subtraktionsprodukte durchgefiihrt. Weil die Hybridisierungsprodukte a und d keine
Bindungsstelle fiir die Primer haben, kdnnen sie nicht amplifiziert werden (Abbildung 3).
Dank der speziellen Sequenz der Adaptoren bilden die meisten Molekiile vom Typ b eine
Haarnadelstruktur aus, die ihre exponentielle Amplifikation verhindert (Abbildung 2,
Seite 17). Die Molekiile vom Typ ¢ haben nur eine einzige Primer-Bindungsstelle und konnen
daher nur linear amplifiziert werden. Nur bei Hybridisierungsprodukten vom Typ e erlauben
die zwei verschiedenen Adaptoren eine exponentielle Amplifikation.

Anschlieffend an die Amplifikation wird noch eine Nested-PCR durchgefiihrt: die Produkte
der suppressiven PCR werden als Matrize fiir eine zweite Amplifikation mit anderen Primern
verwendet. Das zweite Primerpaar liegt dabei zwischen dem ersten. Auf diese Weise werden
die unspezifischen Amplifikationsprodukte der ersten Reaktion nicht amplifiziert. So wird der
Hintergrund reduziert und die differentiell exprimierten Sequenzen angereichert. Nach diesem

Schritt kann man die amplifizierten cDNAs direkt in einen 7/4-Cloning Vektor ligieren.

2.2.3.4.1 Suppressive PCR (PCR 1)
Zwei PCR Reaktionsansitze werden vorbereitet: 19 ul PCR-Ansatz 1 enthalten 2 ul Puffer 1

(10x), je 1 ul von P1-30 und P2-30 Oligonukleotid (8 uM), 1 pl dNTPs (10 mM) und 14 pl
Wasser. 5 ul PCR-Ansatz 2 enthalten 0,5 ul Puffer 1 (10x, Roche), 0,5 pl Taq Polymerase
(5 U/ul) und 4 pl Wasser. Jeweils 19 pl vom PCR-Ansatz 1 werden pro Tube pipettiert und
1 ul der Subtraktion in Verdinnungspuffer dazu gegeben. Die Reaktionsansitze werden
anschlieBend mit Ol iiberschichtet und in einer PCR-Maschine bis 75°C erhitzt. Dann wird die
Reaktion angehalten, um 5 pl vom PCR-Ansatz 2 dazu zu geben. Die Bedigungen fiir das
PCR Programm sind:
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Hot Start + Adapter Auffiillung |27 Zyklen 1 Zyklus
75°C 7 min.
94°C 30 sek.
66°C 30 sek.
72°C 1,5 min. 7 min.

Die PCR-Produkte werden durch eine Gelelektrophorese kontrolliert.

2.2.3.4.2 Nested-PCR (PCR 2)
Die Nested-PCR wird wie oben beschrieben angesetzt, wobei hier die Oligonukleotide PN1-

30 und PN2-30 (8 uM) verwendet werden. Als Template dient 1 pl einer 1:10 in Wasser
Verdiinnung des PCR-Produkts von der vorigen PCRI1. Die 5 ul von Mix II werden erst

zugegeben wenn die Temperatur im Reaktionsgefd3 72°C erreicht. Die Bedingungen fiir das

PCR2 Programm sind:
Hot Start 12 Zyklen 1 Zyklus
94°C 30 sek.
68°C 30 sek.
72°C 1 min. 1,5 min. 7 min.

Die Produkte werden durch eine Gelelektrophorese kontrolliert.

2.2.3.4.3 Test fiir die Effizienz der Subtraktion.

2.2.343.1 PCR
Standard-PCR-Reaktionen (s. 2.2.2.6) werden mit 1 ul den Produkten von der PCR2

durchgefiihrt. Getestet wird die relative Quantitit des B-Aktin Gens oder einer friiher
isolierten  kontaminierenden Sequenz, die mit verschiedenen 23S rRNA der
Pseudomonasgattung korreliert. Fiir jede Reaktion wird durch Austesten von PCR-
Programmen mit unterschiedlichen Zykluszahlen sichergestellt, dass die Reaktion das Plateau
nicht erreicht.

Die Bedingungen fiir das "Pseudo-PCR" Programm sind:

1 Zyklus 2 Zyklen 15,20,25,30 Zyklen |1 Zyklus
94°C 4 min. 30 sek. 20 sek.
58°C 30 sek. 30 sek.
72°C 3 min. 30 sek. 4 min.

2.2.3.4.3.2 Spot Test.
Um die Anreicherung von Testersequenzen bzw. Abnahme von Driversequenzen in der

Subtraktion zu quantifizieren, kann ein Spot Test durchgefiihrt werden. Dazu werden 2 ng,
200 pg, 20 pg und 2 pg jeder PCR2-Reaktion in 0,5M NaOH denaturiert und auf eine
positive geladene Nylonmembran punkférmig aufgebracht. Nach UV-Licht-Bestrahlung fiihrt
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man eine Hybridisierung mit dem Driver und dann mit dem Tester als Sonde durch. Es wird
dabei die Hybridisierungsintensitit der Tester- bzw. Driver-Sonden auf den
Substraktionsprodukten  verglichen.  Das  genaue  Hybridisierundsprotokoll  fiir

Nylonmembranen ist unter 2.2.4.5 beschrieben.

2.2.4 Klonierung und Screening
Da die Sequenzen der Subtraktionsprodukte unbekannt sind, miissen diese in einen Vektor

kloniert werden, um weiter analysiert werden zu konnen. In dieser Arbeit wurde das pGEM®-
T Easy Plasmid von der Firma Promega benutzt.

Das pGEM®-T Easy Plasmid ist fiir die Klonierung von PCR-Produkten besonders geeignet.
Die Taq-Polymerase produziert keine Fragmente mit glatten Enden, sondern meist einen
unspezifischen Uberhang von einer Base (Clark, 1988). Diese Base ist in der Mehrzahl der
Félle ein Adenosin. Durch diesen Baseniiberhang lassen sich die PCR-Produkte leicht in
Vektoren mit Thymidin-Uberhang, wie das pGEM®-T Easy Plasmid klonieren. Diese
Methode wird als TA-Klonierung bezeichnet (Holton & Graham, 1991; Marchuk et al.,
1991).

Die Klonierungsstelle liegt in dem lacZ-Gen, so dass es inaktiviert wird, wenn ein DNA-
Fragment erfolgreich in den Vektor kloniert wurde. Dies erlaubt eine Blau-Weil3-Selektion
der Kolonien: Bakterienkolonien, in denen das LacZ-Gen durch die Insertion eines DNA-
Fragments zerstort ist, bleiben nach Inkubation mit IPTG und X-Gal weil3, wihrend Klone
ohne Insertion sich blau farben. Durch ein Resistenzgen des Vektors fiir Ampicillin werden

nur Bakterien, die eine Plasmid tragen, selektioniert.

2.2.4.1 TA-Klonierung
10 ul der PCR2-Reaktion werden 10 min. bei 95°C denaturiert, danach wird dazu eine

Mischung von 3 ul dATP (2 mM) und 0,2 pl Taq Polymerase (5 U/ul) gegeben, fiir 15 min.
bei 70°C inkubiert, mit 100 pul Wasser gemischt und mit einer Microcon 100 Séule gereinigt,
um die Fragmente unter 125 bp abzutrennen.

Das entstandende Produkt wird in Wasser auf 10 ng/ul verdiinnt und 2 pl davon werden mit
4 ul pGEM®-T Easy Vector (50 ng/ul, Promega), 27 ul Rapid Ligation Puffer (2x), 5 pl T4
DNA Ligase (3 U/pul) und 16 pl Wasser iiber Nacht bei 15°C inkubiert.

Da man fir die folgende Elektroporation entsalzte Produkte braucht, werden die
Ligationsprodukte durch eine Fillung gereinigt. Zu den 50 pul Ligationsansatz werden 250 pl

TE gegeben; die Losung wird nacheinander mit einem Volumen (300 pl) Phenol-Chloroform-
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Isoamylalkohol (25:24:1, v/v) ausgeschiittelt, zentrifugiert und die wéssrige Phase, unter
Vermeidung der Interphase in ein neues GefdB tiberfiihrt. Dieser Vorgang wird unter
Verwendung von Chloroform anstatt von Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol wiederholt. Der
Uberstand wird mit 1 pl Glycogen, 30 ul Natrium Acetat (3M, pH 5,2), 660 ul Ethanol 100 %
gemischt, {iber Nacht bei —20°C gefdllt und anschlieBend zentrifugiert (45 min., 4°C,
14000 rpm). Das entstandene Pellet wird dreimal mit 1 ml EtOH 70% gewaschen (10 min.,
4°C, 14000 rpm) und in 50 pl Wasser gelost. Die iiblichen erhaltenen Konzentrationen lagen
zwischen 3 und 12 ng/pl.

2.2.4.2 Elektroporation der Subtraktionsprodukte in E. coli
Bakterien besitzen die Féhigkeit freie DNA, wie z.B. Plasmide, aus dem umgebenden

Medium aufzunehmen. Diese Eigenschaft wird als Kompetenz bezeichnet. Einige
Organismen besitzen eine natiirliche Kompetenz, aber im Labor werden die Bakterien erst
durch besondere Wachstumsbedingungen zur Aufnahme von DNA befdhigt. Um eine hohe
Effizienz bei dem Verfahren zu erreichen, wurde hier die Elektroporation der Transformation
mit Calciumchlorid vorgezogen. Die Elektroporation ist ein physikalischer Prozess, bei dem
die Zellmembran durch kurze (~10 us) elektrische Pulse hoher Feldstirke durchlédssig
gemacht wird. Die Methode gilt fiir hochmolekulare Molekiile besonders zuverldssig und

allgemein als sehr effizient.

Fiir einen Ansatz werden 50 pul elektrokompetente E. coli XL1-Blue (Stratagene) auf Eis
aufgetaut, zu den vorgekiihlten 4 pl (0,1 bis 5 ng) DNA-Losung aus dem Ligationsansatz
pipettiert, vermischt und in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (2 mm) iiberfiihrt. Nach
1 min. Inkubationszeit auf Eis wird der Ansatz in einem Genepulser (Biorad) bei 2,5 kV,
25 uFd und 200 Q mit vorgekiihltem Schlitten durchgefiihrt. Ubliche Zeitkonstanten lagen im
Bereich von 3 bis 4 Millisekunden. Sofort nach der Elektroporation werden die Bakterien mit
950 pl 37°C warmen SOC Medium erwérmt, aus der Kiivette in ein 1,5 ml Reaktionsgefdf3

uberfiihrt und fur weitere 30 min. bei 37°C inkubiert.

2.2.4.3 Blau-Weil}-Selektion
Zwei Verdiinnungen der Bakterien (1/100 und 1/1000 mit LB Medium) werden auf

Ampicillin (0,1 mg/ml), X-gal (80 pg/ml) und IPTG (0,5 mM) enthaltende LB-Platten
aufgetragen (der Rest der Bakterien wird bei —80°C in Glycerin-Stocks weggefroren). Nach
Inkubation der Platten liber Nacht bei 37°C wird die Koloniezahl bestimmt und die Zahl
plasmidhaltiger (weiller) Klone errechnet. Weille Kolonien werden gepickt, in 50 pl LB mit
Ampicillin (0,1 mg/ml) Medium iiberfiihrt und bei 4°C gelagert.



Material und Methoden 41

2.2.4.4 Groflenbestimmung der Inserts mit PCR
Fiir jeden Klon muss eine Kontroll-PCR durchgefiihrt werden, um die GroBe des Inserts zu

bestimmen. Eine Standard PCR wird mit den PN1 und PN2 Oligonukleotiden mit 1 pl des in

LB Medium gelagerten Klons durchgefiihrt. Die Reaktion wird in einem Gesamtvolumen von

30 pl statt der iiblichen 10 pl durchgefiihrt und mit ldngerer Anfangsdenaturierung.

Die Bedingungen fiir das PCR-Programm im Robocycler sind:

1 Zyklus 16 Zyklen 11 Zyklen 1 Zyklus
94°C 6 min. 40 sek. 40 sek.
63°C 30 sek. 30 sek. 30 sek.
72°C 2 min. 1 min. 1,5 min. 4 min.

Es werden 7 pl auf ein 1,5% Agarose Gel aufgetragen.

2.2.4.5 Filter-Herstellung / Hybridisierung

Bei der Filter-Hybridisierung versucht man die auf einer Membran immobilisierte DNA mit
Hilfe einer markierten Sonde nachzuweisen. Es wurden hier positiv geladene
Nylonmembranen verwendet. Mit Hilfe eines spezifischen enzymgekoppelten Antikdrpers
kann die markierte Sonde nachgewiesen werden. In unserem Fall handelt es sich um einen
nicht-radioaktiven Nachweis, bei dem Digoxigenin (DIG)-markierte Sonden verwendet
werden. Die Markierung wird von einem spezifischen Antikorper gegen DIG, an den das
Enzym Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt ist, erkannt. Der Nachweis der alkalischen
Phosphatase erfolgt {iber 5'-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (CSPD, Chemiluminescence
Substrate). Das chemilumineszente Substrat wird enzymatisch dephosphoriliert und emittiert

Licht bei 477 nm, das sich durch Exposition eines Rontgenfilms detektieren lsst.

2.2.4.5.1 Filter Herstellung
Die PCR-Produkte werden mit Hilfe eines Dot-Blot Apparates (Bio-Dot, Biorad) auf einer

Nylonmembran (Filter) aufgebracht. Durch Hybridisierungsversuche mit Tester-DNA als
auch mit Driver-DNA sollten sich Klone differentiell exprimierter cDNA identifizieren
lassen. Zwei Filter werden nach dem folgenden Protokoll hergestellt.

Die Membranen werden auf die passende Grofe zugeschnitten, mit Wasser befeuchtet und in
den Dot-Blot Apparat eingespannt. Die Proben werden folgenderweise vorbereitet: 10 pl von
jedem PCR Produkt werden mit 15 pl EDTA (100 mM) und 5 pl Wasser gemischt und 20 pl
frisch hergestellte NaOH (1 M) werden dazu gegeben, um die ¢cDNA zu denaturieren.
Nachdem jede Vertiefung des Dot-Blot Apparates durch Absaugen von 200 pul Wasser mit
Hilfe eines Vakuums gewaschen wurde, werden je 50 pl Probe aufgetragen und alle Locher

ohne Probe mit 50 pl Wasser gefiillt. Dabei sollten Luftblasen in den Proben vermieden
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werden. Die Fliissigkeit wird abgesaugt und alle Locher noch zweimal mit 200 ul NaOH
(400 mM) gewaschen. Der Apparat wird dann auseinandergebaut und die Membranen auf ein
Filterpapier gelegt. Anschlieend werden die DNA-Proben durch UV-Licht Bestrahlung auf
der Membran vernetzt (Crosslinking) und diese getrocknet. Die Membranen kdnnen bei 4°C

bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.

2.2.4.5.2 Herstellung der Hybridisierungssonden
Damit die gebundene DNA-Sonde auf den Filtern sichtbar gemacht werden kann, muss sie

vorher markiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde eine nichtradioaktive Markierung
mit Digoxigenin-11-dUTP (Dig-UTP) gewéhlt. Dig-UTP ist ein Substrat fiir die Tag-DNA-
Polymerase und wird anstelle von dTTP in der labeling-PCR in einem Verhiltnis von 35%
Dig-UTP und 65% dTTP eingesetzt. Die Digoxigenin-markierte DNA kann anschliefend mit
einem spezifischen Antikorper, an den das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt ist,

erkannt werden.

49 ul Markierungsmix enthalten 5 pl Puffer 1 (10x), 5 ul vom CP2 Oligonukleotid (24 uM),
7,5 ul Formamid 20%, 1,75 pl 1/7-dNTP-Mix (s. unten), 2,5 pl Digoxigenin-11-UTP (1 mM),
27,5 ul Wasser und 0,5 ul DNA Polymerase Mix (5 U/ul, ELT PCR System, Roche). Zu
49 ul Markierungsmix wird jeweils 1 pl unverdiinnte Probe pipettiert.

Der 1/7-dNTP-Mix wird aus der Mischung 5 ul dCTP, 5 pul dGTP, 5 pul dATP, 4,2 ul dTTP
und 30,8 ul Wasser hergestellt.

Die Bedingungen fiir das PCR-Programm im PE 2400 (Perkin Elmer) sind:

1 Zyklus 10 Zyklen 2 Zyklen 1 Zyklus
94°C 2 min. 15 sek. 15 sek.
68°C 4 min. 4 min. 4 min.+ 10 sek. / Zyklus |7 min.

Die Reaktion wird bei -20°C gelagert.

2.2.4.5.3 Prihybridisierung der Filter

Um einen Hintergrund bei der Hybridisierung zu vermeiden, miissen zuerst alle verbleibenden
freien Bindungsstellen blockiert werden. Dazu wird der Filter mit 2 x SSC befeuchtet. Sechs
Milliliter der Dig Easy Hyb™ Losung werden auf 45°C erwdrmt; davon werden 5 ml in ein
Hybridisierungsgefdl gefiillt, der Filter dazugegeben und bei langsamer Rotation im
Hybridisierungsofen bei 45°C inkubiert. Die restlichen 1 ml Dig Easy Hyb™ werden mit
verdautem pBS-E.coli-DNA (100 pg/ul) und 100 pl Herringssperma-DNA (1 mg/ml)
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gemischt, bei 95°C fiir 5 min. denaturiert und zum Filter gegeben. Die Prahybridisierung lauft

uber Nacht bei 45°C unter Rotation.

2.2.4.5.4 Hybridisierung der Filter
Ein Milliliter Préhybridisierungsmix wird abgenommen und 6 pg von der Sonde

(Endkonzentration: 1 pg/ml) werden hinzupipettiert. AnschlieBend denaturiert man 4 min. bei
94°C und gibt das Gemisch sofort wieder zum Filter. Die Hybridisierung lauft bei 45°C iiber
Nacht.

2.2.4.5.5 Entwicklung
Zuerst werden die Filter gewaschen. Die Waschschritte dienen dazu, iiberschiissige, nicht

gebundene Sonden zu entfernen und unspezifische Bindungen zu 16sen. Durch Erhéhung der
Waschtemperatur werden unspezifische Bindungen zwischen Sonde und Ziel-DNA gelost.

Der Hybridisierungsofen und die Waschlosungen werden auf 68°C erwarmt. Alle Waschritte
werden in dem Hybridisierungsgefdl unter Rotation im Hybridisierungsofen bei 68°C
durchgefiihrt. Im ersten Waschschritt wird die Hybridisierungslosung durch 2 x SSC + 0,1 %
SDS ersetzt (die Hybridisierungslosung kann bei —20°C aufbewahrt werden und wieder
verwendet werden). Die Filter werden kurz gedreht, dann kurz in 1 x SSC + 0,1 % SDS
gewaschen. Man ldsst die Filter in 0,5 x SSC + 0,1 % SDS fiir 15 min. drehen, dann noch
einmal fiir 30 min. in 0,1 x SSC + 0,1 % SDS. Dieser letzte Schritt wird wiederholt und

schlielich werden die Filter kurz in einer Schale mit Puffer 1 gewaschen.

Nach den Waschschritten der Hybridisierung werden fiir den Sondennachweis mit Anti-
Digoxygenin-Antikorper zunédchst unspezifische Bindungsstellen blockiert. Dafiir werden die
Filter 30 min. bei Raumtemperatur auf dem Schiittler in 25 ml Blockierungslosung langsam

geschwenkt.

Die Antikérperbindung erfolgt nach der Zugabe von 2,5 ul eines mit alkalischer Phosphatase
(AP) konjugiertem Anti-Digoxigenin-Antikorper (150 U/200 pl) zu der Blockierungslosung
und einer Inkubationszeit von 30 min. bei Raumtemperatur. Danach werden die Filter
zweimal flir jeweils 15 min. bei Raumtemperatur in Puffer 1-Tween-Losung inkubiert, um

den ungebundenen Antikorper weg zu waschen und um die Membran zu dquilibrieren.

Die Filter werden abschlieBend zweimal kurz in Puffer 3 gewaschen und nach Abtropfen der

Fliissigkeit in saubere Entwicklungsbeutel iiberfiihrt. 990 ul Puffer 3 werden mit 10 ul CSPD
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gemischt und auf die Filter gegeben. Das Substrat wird sofort mit der Deckfolie des Beutels
gleichmiBig und ohne Luftblasen iiber die gesamte Membran verteilt. Nach 5 min.
Inkubationszeit bei RT wird die iiberschiissige Fliissigkeit vorsichtig entfernt und der Beutel
vollstédndig geschlossen, um ein Austrocknen der Membran zu vermeiden. Eine 10 miniitige

Inkubation der feuchten Membran bei 37°C verstarkt die Lumineszenz-Reaktion.

Zur Filmentwicklung werden die im Beutel feucht gelagerten Filter in einer Entwicklungsbox
fixiert und ein Film aufgelegt. Die Standard-Entwicklungszeiten liegen zwischen 15 min. und
2 Stunden. Mehrere Exponierungen mit mehreren Filmen konnen erfolgen, um die

gewlinschte Signalintensitét zu erreichen.

2.2.4.6 Plasmid Extraktion / Sequenzierung
Zur Isolierung von Plasmiden wird der QIAprep Miniprep Kit benutzt. Die Birnboim-Doly-

Methode (Birnboim & Doly, 1979) nutzt das unterschiedliche Verhalten chromosomaler
DNA und Plasmid-DNA im pH-Bereich von 12-12,5 aus. Bei diesen pH-Werten wird
bakterielle chromosomale DNA selektiv denaturiert, wéhrend kovalent geschlossene,
zirkuldre Plasmid-Ringe intakt bleiben. Nach der Neutralisierung renaturiert die
chromosomale DNA und bildet einen unléslichen Klumpen, der durch Zentrifugation entfernt
werden kann. Die Plasmid-DNA verbleibt im Uberstand.

Im QIAprep Miniprep Kit ist diese Technik leicht modifiziert worden. Die
Neutralisierungslosung hat eine sehr hohe Salzkonzentration, die optimale
Bindungsbedingungen fiir Plasmid-DNA an Silica-Gel-Membranen bietet. Die gebundene
Plasmid-DNA kann unter niedriger Salzkonzentration (sogar mit Wasser) und in einem
kleinen Volumen eluiert werden, ohne dass weitere Prizipitierung, Konzentration oder

Entsalzung nétig ist.

Die selektierten Klone werden in 5 ml LB Medium in Kultur genommen und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Die Extraktion erfolgt am nichsten Tag wie im QIAprep Miniprep Kit
beschrieben. Die Sequenzierung der gewonnenen Plasmid-DNA wurde entweder von der
Firma Sequiserve (85591, Vaterstetten) oder von Doktor Klaus Witter (Institut fiir
Anthropologie und Humangenetik der LMU, 80336 Miinchen) durchgefiihrt.
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2.2.4.7 Screening

2.2.4.7.1 Elektronische Sequenzenanalysen
Ein BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Suchlauf wird mit allen gefundenen

DNA-Sequenzen durchgefiihrt. Sequenzen, die mit diesem Programm nicht identifiziert

werden konnten, werden mit dem BLAT Programm (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat)

weiteranalysiert. Fiir alle menschlichen Sequenzen wird ein Primerpaar bestellt (s. 2.1.7).

2.2.4.7.2 PCR - Bestiitigung der isolierten Sequenzen
Die PCR wird nach dem Standard Protokoll (5.2.2.2.6) in 10 pul Volumen durchgefiihrt. Die

optimale Bindungstemperatur wird fiir jedes Primerpaar zuerst mittels einer Standard-PCR
mit einem Temperaturgradienten ermittelt.
Ein Thermocycler wird wie folgt programmiert (die Bindungstemperatur ,,X* richtet sich

nach dem jeweiligen Primerpaar):

1 Zyklus 20 Zyklen 20 Zyklen 1 Zyklus
94°C 5 min. 30 sek. 30 sek.
X°C 30 sek. 30 sek.
72°C 45 sek. 1 min. 4 min.

2.2.4.7.3 Expression in Driver und Tester
Um die Expression der Sequenzen im Driver und Tester analysieren zu konnen, werden

Verdiinnungen (50 ng/ul) von jeder Patientenprobe und von normalen Knochenmarksproben,
die im Tester bzw. Driver benutzt wurden, hergestellt. Die Expression jeder Sequenz wird

durch die PCR mit dem entsprechenden Primerpaar gepriift.

2.2.4.7.4 Expression in Zelllinien und Knochenmark
Die Sequenzen werden auch fiir eine differentielle Expression in Tumorzelllinien und

Knochenmark von gesunden Patienten gepriift. Als Template fiir die PCR dient cDNA.
Mononukleédre Zellen aus dem Knochenmark werden wie unter 2.2.1.1 beschrieben isoliert.
Als Tumorzelllinien werden verwendet: SkBr3, BT20, MCF7 (Mamma), LNCAP, PC3
(Prostata), HT29, SW480, Lovo (Kolon), H69, A549 (Lunge) und A431 (Epidermoid). Als
Wachstumsmedium fiir die Zelllinien wird ein auf RPMI basierendes Zellkulturmedium
verwendet. Eine Ausnahme bildet die Zelllinie A549, die ein Medium mit DMEM bendtigt
(s.2.1.4).

2.2.4.7.4.1 RNA Isolierung
Um die Gesamt-RNA zu isolieren, wird eine modifizierte Guanidium Thiocyanat Methode

verwendet. Eine Million der zu untersuchenden Zellen (Mononukledre Zellen aus dem

Knochenmark oder Zellen von Tumorzelllinien) werden pelletiert und sofort im 500 pl GT-
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Mix mit einem Vortex homogenisiert. Der Reihe nach werden 50 pul Natrium-Acetat (2 M,
pH 4), 500 pl Aqua-Roti-Phenol und 100 pl Chloroform zugegeben und homogenisiert. Nach
einer Inkubation auf Eis fiir 15 min. wird die Reaktionsmischung 20 min. bei 4°C und
10 000 rpm zentrifugiert. Die wiéssrige Phase wird in ein frisches Tube mit 500 ul Isopropanol
iiberfiihrt und mindestens eine Stunde oder iiber Nacht bei —20°C prézipitiert. Das Tube wird
20 min. bei 4°C und 10 000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und das Pellet mit
300 ul GT-Mix und 300 pl Isopropanol erneut bei —20°C iiber Nacht gefdllt. Nach 30
miniitiger Zentrifugation bei 4°C und 10 000 rpm wird das RNA Pellet mit 70 % Ethanol
gewaschen und anschlieend in 10 pl RNAse-freies Wasser aufgenommen. Diese RNA-

Stockldsung wird bei —80°C gelagert.

2.2.4.74.2 cDNA-Synthese und Spezifische PCR
Bei der cDNA-Synthese binden zunédchst Hexanukleotide ("random primer", Hexanukeotid-

Mix, Roche) mit zufilligen Basensequenzen an die RNA. Ein komplementirer DNA-Strang
(cDNA) wird anschlieend von den 3’-Enden der ,,random primer* mit Hilfe des Reverse-
Transkriptase-Enzyms synthetisiert. Bei dem als Primer dienenden Hexanukleotid-Mix sind
praktisch alle Sequenzkombinationen enthalten, so dass sie an die eingesetzte RNA in
zufilligerVerteilung binden. So wird weitgehend eine Reverse-Transkription der gesamten

RNA erreicht.

Auf Eis werden pro Probe in einem Reaktionsgefal 2 pul First Strand RT Puffer (5x), 1 pl
DTT (0,1 M), 0,5 pul Igepal 10 %, 2 pul Hexanukleotid-Mix, 3,5 ul Wasser und 1 pl der RNA
zu einem Endvolumen von 10 pl gemischt. Die Primerbindung auf die RNA erfolgt nach
einer Annealing-Zeit von 5 min. bei Raumtemperatur. Wéhrend dieses Schrittes werden 2 pl
First Strand RT Puffer (5x), 1 ul DTT (0,1 M), 1 ul ANTP (je 10 mM), 5 pul Wasser und 1 pl
Reverse-Transkriptase (200 U/ul) zusammengemischt und der Mix wird dann zu der
Annealingreaktion gegeben. Die ¢cDNA-Synthese ist nach einer Inkubation von 45-60 min.
bei 44°C beendet. Anschliefend werden die erhaltenen Produkte 1/20 mit Wasser verdiinnt
und ihre Qualitét mittels einer Standard-PCR auf 3-Aktin gepriift.

Die PCR-Bedingungen sind unter 2.2.4.7.2 beschrieben. Als Template dient 1 pl von der 1/20

verdiinnten cDNA Losungen.
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2.2.5 Klonierung der volilstandigen Sequenz #288
2.2.5.1 Suche nach der Sequenz #288 in der Gesamt-RNA

2.2.5.1.1 Suche mit dem Primer 288-Fish-Bio
Es wird versucht die gesuchte cDNA mit einem spezifischen biotinylierten Primer zu

synthetisieren (Abbildung 5, (1)).und sie iiber Streptavidin-Beads selektiv anzureichern (2).
Das Anfligen eines dG-Schwanzes (G-Tailing) an das 3’-Ende der Fragmente (3) sollte die
darauffolgende Amplifikation mit dem spezifischen Primer 288-Fish-Nest und dem
CP2-Primer (4) ermdglichen.

APPSR SH s S M AAAAAAAA-3'
@, -
288-Fish-Bio
1) ¢cDNA Synthese mit 288-Fish-Bio
2) Anreicherung mit Streptavidin-Beads >0
3) G-Tailing
@ 4) Amplifikation mit CP2 und 288-Fish-Nest
3'-(G)nGGG = o—0
_—(cccs> @ +—— @)
o 288-Fish-Nest

CP2

Abbildung 5.  Methode zur Isolierung der Sequenz #288 mit dem Primer 288-Fish-Bio.
Um eine cDNA zu isolieren, wird sie aus der Gesamt-RNA mit einem spezifischen, biotinylierten
Primer synthetisiert (1) und die cDNA {iber Streptavidin-Beads selektiv angereichert (2). Nach
dem Anfiigen eines dG-Schwanzes (G-Tailing) an das 3’-Ende der Fragmente, eine Reaktion, die
durch das Enzym Terminale Transferase katalysiert wird (3), wird das Amplifikat mit dem
spezifischen Primer 288-Fish-Nest und dem CP2-Primer erneut amplifiziert (4).

2.2.5.1.1.1 cDNA-Synthese
Pro Isolierung werden zwei Reaktionsansitze vorbereitet. Der Reaktionsansatz I enthélt 2 pl

First Strand RT Puffer (5x), 1 ul DTT (0,1 M), 1 pl 288-Fish-Bio Primer (0,1 M) und 5 pl
Wasser. Nach der Zugabe von 1 ul Gesamt-RNA (s.2.2.4.7.4.1) wird die Reaktionsmischung
3 min. bei 70°C denaturiert und eine Hybridisierung des Primers durch eine Abkiihlung auf
45°C erlaubt, wobei die Temperatur alle 20 sek. um 1°C reduziert wird. Wihrend der
Abkiihlung werden 10 ul Reaktionsansatz II angesetzt: 2 pl First Strand RT Puffer (5x), 1 pl
DTT (0,1 M), 1 ul ANTPs (10 mM), 5 ul Wasser und 1 pl Reverse Transkriptase. Die cDNA-
Synthese erfolgt nach der Zugabe von Reaktionsansatz II 1 Stunde bei 44°C unter Rotation in

einem Hybridisierungshofen.
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2.2.5.1.1.2 Anreicherung
Bevor man die selektive Anreicherung durchfiihrt, miissen die bendtigten Beads vorbereitet

werden. Pro Ansatz werden 15 pl Streptavidin-Beads, zweimal mit 15 pl Bindungspuffer (2x)
am Magnet gewaschen und anschlieend in 15 pl Bindungspuffer (2x) resuspendiert. Zu den
15 ul Beads werden 5 pl Wasser und 10 ul des cDNA-Syntheseansatzes gegeben. Die
Bindung der cDNA an die Beads erfolgt bei 4°C wihrend einer 30 miniitigen Rotation.

Die Beads werden dann viermal mit jeweils 30 pl Puffer gewaschen. Zuerst mit Lids-Wasch-
Puffer (1x), dann mit cDNA-Igepal-Wasch-Puffer (1x), mit cDNA-Tween-Wasch-Puffer (1x)
und zuletzt mit Tail-Wasch-Puffer (1x).

2.2.5.1.1.3 G-tailing
Pro Ansatz werden 30 pl Tailing-Mix angesetzt: 3 ul MgCl, (40 mM), 3 ul DTT (0,1 M), 3 ul

dGTP (0,2 mM), 1,5 pul KH,PO4 (200 mM) und 19,5 pl Wasser. Darin werden die Beads nach
dem vorigen Waschschritt resuspendiert. Die Reaktion wird 4 min. bei 94°C inkubiert und
anschlieBend direkt auf Eis gestellt. Pro Reaktionsgefdal wird 1 pul TdT (14U/ul) zugegeben.
Das G-Tailing erfolgt wihrend einer Inkubation von einer Stunde bei 37°C und mindestens

einer Stunde bei 22°C. Die Inaktivierung der TdT erfolgt durch 5 min. bei 70°C.

2.25.1.14 PCR
Um Fehlhybridisierung oder Primerdimerbildung bei der PCR mit dem Primer CP2 zu

vermeiden, wird die PCR mit einem ,Hot start” Schritt gestartet. In einem ersten
Reaktionsansatz werden 5 ul PCR Puffer (10x), 7,5 ul Formamid 20 %, 1 pl CP2 Primer
(24 uM), 1 pl 288-Fish-Nest Primer (24 uM) und 20,5 pul Wasser pipettiert. Zu diesen 35 pl
werden 10 pl der G-Tailing Reaktion zugegeben und in einem Thermocycler auf 78°C erhitzt.
In 3 pl Wasser werden 1 pl dNTPs und 0,5 ul Taq Polymerase (5 U/ul) gemischt und zu dem
auf 78°C erhitzten Ansatz zugegeben.

Der Thermocycler wird folgenderweise programmiert:

1 Zyklus 40 Zyklen 1 Zyklus

78°C (Hot Start) | Mix II geben

94°C 2 min. 15 sek.
68°C 30 sek.
72°C 2 min. 5 min.

Jeder PCR-Ansatz wird auf einem praparativen Agarosegel aufgetrennt und die amplifizierten
DNA-Banden ausgeschnitten, wobei auch mehrere Banden pro Ansatz auftreten konnen. Die

DNA-Banden werden mittels Qiaquick Gel Extraktion-Kit (Qiagen) aufgearbeitet.
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2.2.5.1.2 Suche mit dem Primer 288-15C
Eine andere Isolierungsstrategie wird getestet. Der Primer 288-15C trigt einen

Poly-C-Schwanz an 5'-Ende, dessen fiinfzehn Cytosin-Basen keine magnetische Selektion
(wie fiir die vorige Methode beschrieben), sondern eine Amplifikation der Fragmente mit
einem einzigen CP2 Oligonukleotid (Abbildung 6, (1)) ermdglichen.

Zu diesem Zweck wird das Protokoll fiir die globale cDNA-Amplifikation (2.2.2), allerdings
mit folgenden Modifizierungen verwendet:

- Zur Isolierung der mRNA werden 0,6 pul der Gesamt-RNA (s.2.2.4.7.4.1) an 10 pl
magnetische Beads gebunden und dann gewaschen.

- Die cDNA-Synthese erfolgt mit dem 288-15C Primer anstelle der CFL5cT- und
CFL5c¢8-Oligonukleotide. Auf diese Weise kann spezifisch die gesuchte Sequenz
transkribiert werden. Nach dem G-Tailing (2) erfolgt eine Amplifikation mit dem
CP2-Primer (3).

. mRMA
RPN T SN ki SRS S AAAAAAAA-3'
4—(-0
288-15C CO/
1) cDNA Synthese mit 288-15C s"b'"
2) G-Tailing
3) Amplifikation mit CP2
3'-(G)nGGG it (CCC)s-5'
. (o of o3 T J R >
5 © «(CCCp—~_,.
CP2 cp2 5

Abbildung 6.  Methode zur Isolierung der Sequenz #288 mit dem Primer 288-15C.

Im ersten Schritt (1) wird eine cDNA Synthese mit dem spezifischen Primer 288-15C
durchgefiihrt. Dann wird am 3° Ende der cDNA ein poly-G-Schwanz von einer Terminalen
Transferase angefligt (2). Bei der Amplifikation der cDNA (3) bindet der Primer CP2 im ersten
Zyklus an das poly-G-Ende und im zweiten Zyklus an die neu entstandene G;s).Sequenz, die zur
Poly-C-Sequenz des Primers 288-15C komplementir ist. Die Produkte dieser sekunddren PCR
werden auf ein Gel aufgetragen.

2.2.5.1.3 Suche mit dem Primer CFL5cTLib
Da die Benutzung des CP2 Primers bei der globalen cDNA-Amplifikation zur Bildung

unspezifischer Produkte fiihren kann, wird die cDNA-Synthese mit dem Primer CFL5cTLib
(anstelle der CFL5c¢T- und CFL5c¢8-Oligonukleotide, s. 2.2.2.3) durchgefiihrt. Die gezielte
cDNA-Amplifikation der Sequenz #288 erfolgt mit der Kombination von Primern Libl und
288-5' (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Prinzip der Isolierung der Sequenz #288 mit dem CFL5cTLib Primer.

Dank seines 3'-poly-T Endes kann der CFL5cTlib Primer an den Poly-A Schwanz der mRNA
binden und die cDNA-Synthese initiieren. Mit den Primern 288-5' und Lib1 kann in der folgenden
PCR die Sequenz #288 spezifisch amplifiziert werden. Es wurde mit dieser Methode versucht, die
Sequenz aus den Zelllinien BT20, Lovo und PC3 zu isolieren; Die cDNA-Synthesen der drei
Zelllinen wurden vereinigt (cDNA pool). Als Positivkontrolle wurde mit entsprechenden Primern
die Beta-Aktin Sequenz isoliert.

(Die Isolierung der Sequenz #288 mit dem TLib Primer (s. unten) lduft nach dem gleichen Prinzip,
der Tlib Primer trégt aber keine Cytosin Basen an seinem 5'-Ende.)

Diese letzte Amplifikation wird nach dem Standard-PCR-Protokoll (s.2.2.2.6) in 20 ul
durchgefiihrt; als Probe dienen 2 pl der cDNA-Synthese Produkte.
Die Bedingungen fiir das PCR Programm sind:

1 Zyklus 40 Zyklen 1 Zyklus
94°C 2 min. 30 sek.
59°C 30 sek.
72°C 1,5 min. 4 min.

2.2.5.1.4 Suche mit dem Primer TLib
Die fiinfzehn Cytosin Basen konnen am 5°-Ende des CFLS5cTLib moglicherweise starke

Sekundérstrukturen bilden, was die Effektivitit der cDNA-Synthese einschrinken kann.
Deswegen wird der Primer TLib, der diese flinfzehn Cytosin Basen nicht trigt, anstatt des

CFL5cTLib Primers benutzt. Das verwendete Protokoll ist in 2.2.5.1.3 beschrieben.

2.2.5.2 Spezifische magnetische Anreicherung nach der globale cDNA-
Amplifikation
Im Vergleich zu der im Abschnitt 2.2.5.1.1 beschriebenen Methode, findet die Bindung des

biotinylierten Primers an Streptavidin-Beads vor der Zugabe von cDNA (Abbildung 8, )

statt (in diesem Fall wird cDNA benutzt, die direkt aus frischen Zellen global amplifiziert wurde
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(s. 2.2.2)). Dieses soll die Bindung des Primers fordern und eine effizientere magnetische
Anreicherung ermoglichen

Fiir vier Ansédtze werden 20 pl Streptavidin-Beads zweimal in Bindungspuffer (BP, 2x)
gewaschen, dann in 20 pl BP (1,6x = 16 ul BP (2x) + 4 ul Wasser) aufgenommen, und mit
12 pl vom 288-Fish-Bio Primer (100 uM) gemischt. Die Bindung des Primers an die Beads
erfolgt unter Rollen, 30 min. bei 4°C. Die ungebundenen Primer werden abgewaschen (Igepal-
BP (1x), BP (1x)), dann wird der Ansatz in 40 ul Wasser und 8 pl PCR-Puffer (10x)
aufgenommen.

Als Proben dienen drei globale cDNA-Amplifikationen von 3 Zelllinien (BT20, LNCAP und
PC3). Von jeder Probe werden 2 pl mit 5 ul Wasser gemischt, 5 min. bei 95°C denaturiert
und anschlieen auf Eis gestellt. Dazu werden 11 pl von den Beads in PCR Puffer gegeben
und das Ganze (18 pl) wird 15 min. bei 60°C in einem Hybridisierungsofen unter Rotation
annealt.

Zwei Amplifikationsmethoden entweder mit den CP2 und 288-Fish-Nest Primern
(Abbildung 8, )oder mit dem Primer CP2 allein () werden flir nachfolgende Bearbeitung

IE *288-fish-nest _‘288-fish-bio ° .

getestet.

Abbildung 8.  Methode zur Isolierung der Sequenz #288 mit dem 288-fish-bio Primer.

In Schritt |1 wird der Primer 288-Fish-Bio an die Streptavidin-Beads gebunden. Nach der
Hybridisierung dieses Primerkonstruktes an die cDNA wird es griindlich gewaschen um die
ungebundenen und unspezifischen cDNA Fragmente zu entfernen. Dann wird versucht, die
Sequenz entweder mit den 288-Fish-Nest und CP2 Primern () oder mit dem Primer CP2 allein
zu amplifizieren. Diese beiden PCR-Strategien wurden auf Proben der drei Zelllinien BT20,
LNCAP und PC3 angewendet.

2.2.5.2.1 PCR mit CP2 und 288-Fish-Nest
Fiir vier Ansitze werden 2 ul dNTPs (10 mM), 4 ul BSA (10 mg/ml), 1 pul Taq Polymerase

(5 U/ul) und 4 pl Wasser zusammengemischt. 2 pul davon werden zu dem im oberen Schritt
vorbereiteten 18 ul Ansatz zugegeben. Eine 5 miniitige Inkubation bei 72°C erlaubt die
Synthese des spezifischen Strangs ab dem 3’-Ende des 288-Fish-Bio Primers.

Die neu synthetisierten Stringe, die magnetische Streptavidin-Beads an ihrem 5’-Ende tragen,

werden am Magnet isoliert. Daflir werden die Strange in 20 ul NaOH (0,1 M) resuspendiert
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und 15 min. bei 37°C inkubiert, um Einzelstringe zu generieren. Nach einem Waschschritt
(Igepal-BP (1x), BP (1x)), werden die Beads in 30 ul Wasser aufgenommen.
Fiir die PCR mit den Primern CP2 und 288-Fish-Nest werden 20 pl von den Beads benutzt,
die restlichen 10 pl werden fiir eine Kontroll-PCR verwendet. Der Master PCR Ansatz enthilt
28 ul PCR-Puffer (10x), 5,6 ul dNTPs (10 mM), 42 pul Formamid 20 %, 1,4 ul Taq
Polymerase und 81,2 pul Wasser.
- 112 pl werden mit 4 pl CP2 (24 uM) und 4 pl 288-Fish-Nest (24 uM) Primern
gemischt, dann auf vier Aliquots a 30 ul geteilt und zu den 20 pl Beads gegeben.
- 22,5 pl werden mit 2 pul CP2 (24 uM) gemischt, auf vier Ansitze mit je 5,6 ul geteilt
und zu jedem Ansatz werden 4 pul Beads dazu gegeben.
- 22,5 pul werden mit 2 pl 288-Fish-Nest (24 uM) gemischt, auf je vier Ansédtze mit
5,6 ul geteilt und zu jedem Ansatz werden 4 pl Beads dazu gegeben.
Die Bedingungen fiir das PCR-Programm sind:

1 Zyklus 40 Zyklen 1 Zyklus
94°C 2 min. 15 sek.
68°C 30 sek.
72°C 2 min. 5 min.

2.2.5.2.2 PCR mit CP2

Bevor man die CP2-Amplifikation durchfiihrt, werden die Produkte noch einmal am Magnet
gewaschen, um moglichst alle cDNA-Strdnge, die an den biotinylierten 288-Fish-Bio Primer
unspezifisch gebunden haben, zu entfernen. Bleiben unspezifische ¢cDNA-Stringe hingen,
werden sie mit dem Primer CP2 amplifiziert und verhindern die Spezifizitit bei der Isolierung
der Zielsequenzen. Jeder Ansatz wird einmal mit Igepal-BP (1x) und einmal mit BP (1x)
gewaschen, und in 20 pl Wasser aufgenommen.

Fiir vier Ansétze werden 20 pl Puffer 1 (10x), 8 ul ANTPs (10 mM), 30 ul Formamid 20 %,
20 ul CP2-Primer (24 uM), 2 ul Expand Long Template Enzym Mix (3,5 U/ul) und 40 pl
Wasser zusammengemischt. Fiir jede cDNA-Probe (20 pl) werden 30 pl vom Reaktionsansatz

verwendet.

2.2.5.3 Suche nach der Sequenz #288 in einer kommerziellen cDNA Bank
Die Human Universal cDNA Library (HUCL) der Firma Stratagene wird auf das

Vorhandensein der Sequenz #288 gepriift. Die Library ist entweder als Filter zu hybridisieren
oder als Mikrotiterplatte mit einer PCR zu untersuchen. Die Lénge der Sequenz #288 betrigt
400 bp, was fiir eine gute spezifische Hybridisierung zu kurz ist. Deshalb wird die PCR als

sensitivere Methode verwendet.
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Die Library ist in 768 Mikrotitterplatten zu je 384 Einzelklonen archiviert, jedoch so
organisiert, dass man die gesamte Library mit nur zwei PCR-Analysen untersuchen kann. Die
cDNA von jeder Platte werden gemischt und dann in drei virtuelle Dimensionen (Spalte, Zeile
und Fliche) eingeteilt. Mit 88 Reaktionen erlaubt die erste PCR die Identifizierung der Platte,
die den zu suchenden Klon enthélt. Die identifizierte Platte wird gekauft und mit der zweiten
PCR werden alle der 384 Klonen getrennt analysiert. Wenn ein positiver Klon identifiziert

wird, kann er einzeln fiir weitere Analysen erhalten werden.

2.2.5.3.1 "Screening" PCR (Primiire PCR)
Die PCRs werden mit den Primern 288-5' und 288#4 und dem Expand Long Template System

durchgefiihrt. Pro 10 ul Ansatz werden 1 pl Puffer 1, 0,2 ul dNTPs (10 mM), 0,5 pl Primer
288-5' (8 uM) und 0,5 pl Primer 288#4 (8 uM), 6,7 ul Wasser, 0,1 pul Expand Long Template
Enzym Mix (3,5 U/ul) und 1 pl Probe.

Die von Stratagene empfohlenen Bedingungen fiir das PCR Programm im RoboCycler

werden folgenderweise angepasst:

1 Zyklus 60 Zyklen 1 Zyklus
95°C 5 min. 30 sek.
53°C 30 sek.
72°C 30 sek. 10 min.

Fiir jede weitere durchgefiihrte primdre PCR mit anderen Primerpaaren werden die gleichen
Bedingungen benutzt, mit Ausnahme der Hybridisierungstemperatur: fiir das Primerpaar 288-

5'und 288#10 liegt sie bei 53°C, fiir das Primerpaar 288-5' und 288#11 bei 56°C.

Die Produkte werden auf einem 3 %-igen Agarosegel (170 V, 30 min.) getrennt. Positive
Banden werden isoliert, mit dem Qiaquick Gel Extraktion Kit gereinigt und sequenziert, um
die Spezifizitit der PCR zu bestitigen. Um falsch positive Signale auszuschlieen, werden

zwei zusiétzliche Kontrollen durchgefiihrt: eine Nested-PCR und ein Verdau.

2.2.5.3.2 Nested-PCR
Die Bedingungen fiir die Nested-PCR sind die gleichen wie unter 2.2.5.3.1 beschrieben, mit

Ausnahme der verwendeten Primer und der Zyklenzahl. Fiir das Primerpaar 288-5' und
288#12 wird die Hybridisierungstemperatur bei 53°C eingestellt, fiir das Primerpaar 288#12
und 288#13 bei 58°C. Die Zyklenzahl wird fiir beide Fille auf 25 Zyklen beschrinkt. Als

Probe dient 1 pl der unverdiinnten primaren PCR.
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2.2.5.3.3 Ear I Verdau
Die Fragmente, die mit den Primern 288#12 und 288#13 entstehen, werden aus dem

Agarosegel ausgeschnitten, mit dem Qiaquick Gel Extraktion Kit in 50 pul Wasser eluiert und
anschlieend mit der Restriktionsendonuklease Ear I behandelt. Die Erkennungsstelle dieses
Enzyms ist:

5'"-CTCTTCN-3"
3'-GAGAAGNNNN-5"

Damit werden die 119 bp langen Fragmente in zwei Stiicke (86 und 33 bp) gespaltet.

In einem Reaktiongefd3 werden 10 ul von der eluierten DNA mit 1,5 ul NEB Puffer 1 (10x)
und 0,5 pul Ear I (10 u/ul) gemischt, Wasser ad 10 ul. Die Reaktion wird mindestens eine
Stunde bei 37°C inkubiert und dann auf einem 3 %-igen Agarosegel getrennt.

2.2.5.4 Expression in menschlichen Gewebe
Die Expression der Sequenz #288 in verschiedenen Geweben wird mit Hilfe einer

Hybridisierung auf einen kommerziellen Nylon Array iiberpriift. Der hierfiir verwendete
Multiple Tissue Expression (MTE) Array (BD Biosciences) enthalt mRNA von 57
Gewebearten, acht Tumorzelllinien, sieben fetale Gewebearten und acht unterschiedliche
Negativkontrollen. Die Konzentration der fixierten Poly(A) mRNA auf der Nylonmembran
ist mit Hilfe von acht Haushaltsgenen normalisiert worden und schwankte zwischen 40 und
300 ng. Diese Konzentration ist ausreichend, um damit Transkripte nachweisen zu konnen,
die zu 0,1-0,01% (i.e. 1000-100 Transkripte) in der gesamten Poly(A) mRNA vertreten sind
(BD Biosciences, Multiple Tissue Expression (MTE) Array Manual).

2.2.5.4.1 Vorbereitung der Radioaktiven Probe
Da fiir die Radioaktivmarkierung einer Probe eine sehr hohe Konzentration an DNA benétigt

wird, wird ein 500 ul PCR Ansatz vorbereitet: 50 ul PCR-Puffer (10x), 25 ul BSA, 360 pl
Wasser, 25 ul 288-5' Primer und 25 ul 288#4 Primer, 5 ul Taq Polymerase und 10 pl Plasmid
(s. 2.2.4.6) werden gemischt. Dieser Ansatz wird in 15 PCR Ansidtze a 30 ul verteilt. Die
anschliefende PCR wird in RoboCycler mit folgendem Programm durchgefiihrt:

1 Zyklus 25 Zyklen 14 Zyklen 1 Zyklus
94°C 6 min. 40 sek. 30 sek. 4 min.
58°C 30 sek. 30 sek. 30 sek. 30 sek.
72°C 2 min. 45 sek. 1 min. 4 min.

Alle 15 PCR Ansdtze werden zusammen gemischt, auf einem priparativen Agarosegel

aufgetrennt und die amplifizierte DNA-Bande ausgeschnitten. Die DNA-Bande wird mit dem
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Qiaquick Gel Extraktion-Kit (Qiagen) extrahiert und 3 pl des 50 pl Eluats werden als
Kontrolle auf einem Agarosegel aufgetragen.

Die Radioaktivmarkierung wird mit [*’P]dATP und 3 ul des PCR-Eluats nach dem Protokoll
von Feinberg und Vogelstein durchgefiihrt ((Feinberg & Vogelstein, 1983). Die radioaktiv
markierte Sonde wird anschlieend auf einer Sdule (NucTrap® Probe Purification Columns,

Stratagene) von nicht eingebauten Nukleotiden getrennt (und somit aufgereinigt).

2.2.5.4.2 Prihybridisierung und Hybridisierung des Filters
Der MTE Filter wird wéhrend der Vorbereitung der Radioaktivprobe bei 65°C mit 10 ml

ExpressHyb™  Hybridization = Solution (BD  Bioscience) angefeuchtet.  Dieser
Prahybridisierungslosung werden anschlieBend 1,5 mg Herringssperma-DNA und 30 pg
Human Cot-1 DNA (beide bei 95°C fiir 5 min. vorher denaturiert) zugegeben.

Die radioaktiv markierte Probe wird sofort nach ihrer Reinigung {iber die Sdule zu der

Prihybridisierungslosung gegeben. Die Hybridisierung findet {iber Nacht bei 65°C statt.

2.2.5.4.3 Entwicklung des Filters
Der Filter wird wie in Paragraph 2.2.4.5.5 bechrieben mit SSC/SDS Losungen gewaschen.

Zur Filmentwicklung wird der Filter in einem Beutel feucht gelagert und in einer
Entwicklungsbox auf ein "Storage Phosphor Screen" aufgelegt. Die Exponierungszeit
entspricht sechs Tagen. Die Ergebnisse der Hybridisierung werden mit einem Phosphoimager

(Storm 860, Amersham Biosciences) detektiert.
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3 Ergebnisse

Die folgende Ubersicht soll die komplexen Zusammenhiinge dieser Arbeit zum besseren

Verstandnis schematisch darstellen.
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Abbildung 9.  Ubersicht der Vorgehensweise und Ergebnisse der Arbeit.

Das verwendete Material ist in Rechtecken wiedergegeben, die verwendete Methoden in
abgerundeten Rechtecken (gepunktete Linien zeigen Methoden, die keine Ergebnisse gebracht
haben). Die erhaltenen Ergebnisse sind mit Pfeilen (3) angefiihrt.

3.1 Subtraktion mit Einzelzellen
3.1.1 Notwendige Modifikationen und Optimierung der SSH

3.1.1.1 Anpassung der Adaptoren an Einzelzellamplifikate
Im Gegensatz zu dem urspriinglichen Protokoll der SSH (Diatchenko et al., 1996; Diatchenko

et al., 1999), bei dem mRNA als Ausgangmaterial verwendet wird, werden in dieser Arbeit
PCR-Amplifikate einzelner disseminierter Tumorzellen in der Subtraktion eingesetzt. Um die
nach globaler Amplifikation erhaltenen PCR-Produkte dafiir verwenden zu konnen, mussten

Modifikationen an der SSH-Methode (Abbildung 10) vorgenommen werden.
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Die cDNA-Fragmente diirfen nicht grofer als 2 kb sein. Aufgrund des Random-Primings mit
Cf15¢8 bei der globalen Amplifikation liegt die GroBe der Produkte zwischen 200-1000 bp, so
dass eine Restriktion mit Rsal (wie im originalen Protokoll empfohlen) nicht unbedingt
erforderlich ist (Abbildung 12, "Ausgangmaterial"). Durch die PCR-Amplifikation mit dem
CP2-Primer wurden an den Fragmentenden EcoR I-Schnittstellen eingefiihrt. Mit den leicht
modifizierten Adaptoren Al und A2 konnte nun eine ,sticky end* Ligation durchgefiihrt
werden, was die Ligationseffizienz erhohte (2.2.3.2). Die Sequenz der P- und PN-Primer

wurde entsprechend angepallt (Abbildung 12, "Tester").

3.1.1.2 Neue Primer fiir die PCR1 und fiir die Driver-Amplifikation

3.1.1.2.1 Amplifikation des Drivers mit dem CP2-Primer (Subtraktion #1)

Die erste Subtraktion wurde mit den genannten Modifizierungen durchgefiihrt. Als Tester
diente ein Amplifikat einer einzelnen K562 Zelle, als Driver ein Amplifikat eines cDNA-
Pools aus 100 000 normalen KM Zellen von drei Patienten.

Zur Kontrolle der Subtraktion wurden nach der PCR1 und PCR2 (s. 2.2.3.4, Seite 37) B-Aktin
und Mage 4 in einer spezifischen PCR nachgewiesen und zusammen mit jeweils 10 ul der
Ausgangsamplifikate auf ein Agarosegel aufgetragen (Im gesunden KM ist Mage-4, im
Gegensatz zu K562, normalerweise nicht nachzuweisen). Auf dem Gel war, im Gegensatz zur
PCR1, nach der PCR2 kein Schmier mehr sichtbar. Dariiber hinaus war weder eine Reduktion
des B-Aktin Fragmentes, noch eine Anreicherung von Mage-4 zu erkennen. Eine Optimierung
der Anzahl der PCR-Zyklen, wie im Originalprotokoll vorgeschlagen, verbesserte das
Ergebnis nicht.

Die wahrscheinliche Ursache der geringen PCR-Ausbeute liegt in den (Cp);s und (Gp);s-
Sequenzen im 5°- bzw. 3’-Bereich der Fragmente, die wiahrend cDNA-Synthese eingefiihrt
werden. Dadurch kénnen die Fragmente eine relativ stabile Haarnadelstruktur ausbilden, die
eine effiziente PCR-Amplifikation verhindert. Auch die gewiinschten differentiellen
Fragmente, die endstindig zwei unterschiedliche Primer tragen, sind mdglischerweise von
diesem Problem betroffen. Hinzu kommt, dass die in der PCR1 verwendeten Primer P1 und
P2 mit 22 Basen Ldnge in Relation mit dieser CG-Haarnadelstruktur eine zu geringe
Bindungsenergie besitzen, so dass letztere thermodynamisch bevorzugt ist. Aufgrund dessen
wurden 30 und 33 Basen lange Primer in der PCR1 getestet (P1-30 und P1-33), deren
entsprechend hohere Annealingtemperatur die Bildung der Haarnadelstruktur vermeidet

(s. Material und Methoden).
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Tester cDNA mit Adapter 1  Driver cDNA (Uberschuss) Tester cDNA mit Adapter 2
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PCR Amplifikation
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C lineare Amplifikation
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Abbildung 10. Algorithmus der SSH Methode.

(I) Adapter 1 und 2 werden in zwei getrennten Ansétzen an die Tester cDNA ligiert. (I) Jeder
Ansatz (Reaktionsgefd Bl bzw. B2) wird mit einem Uberschuss an Driver cDNA gemischt. Bei
der ersten Hybridisierung werden die differentiell exprimierten Sequenzen der einzelstrdngigen
Tester Molekiile normalisiert und angereichert. (III) Die beiden Ansédtze werden anschlieBend
zusammen mit einem Uberschuss an denaturierten Driver cDNA gemischt (Reaktionsgefi B3)
und eine zweite Hybridisierung wird durchgefiihrt. Dabei entstehen verschiedene Hybridtypen (a-
d). (IV) Die Enden dieser Hybridisierungsprodukte werden aufgefiillt, so dass die differentiell
exprimierten Gene durch die ndchsten PCR-Schritte mit geeigneten Primern bevorzugt
amplifiziert werden. (V) Zwei weitere PCRs (PCR1 und PCR2) werden durchgefiihrt, um
differentiell exprimierte Gene bevorzugt zu amplifizieren.
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Ausgehend von der Subtraktion #1 wurden dazu mit den Primern P22, P30 und P33 drei neue
suppressive Amplifikate (PCR1) synthetisiert. Es zeigte sich jedoch nach der Nested-PCR

(PCR2), dass auch hier mit keinem der neuen Primersets ein PCR-Produkt nachzuweisen war.

3.1.1.2.2 Amplifikation des Drivers mit dem Primer CPBgl (Subtraktion #2)
Ein modifizierter Driver wurde hergestellt, indem das gepoolte Ausgangs-PCR-Produkt, das

die C;s-Sequenz trigt, mit einem im Vergleich zu CP2 an drei Basen veridnderten CPBgl-
Primer reamplifiziert wurde. Dadurch konnte eine Bgl I-Schnittstelle (GCCNNNN'NGGC)
sechs Basen vor dem 3’-Ende des Primers eingefiigt werden. Der Verdau mit Bgl I erlaubte es
nach der Amplifikation, 21 Basen des Primers abzuschneiden, so dass der GroBteil der C;s-
Sequenz entfernt werden konnte (Abbildung 12, "Driver"). Eine neue Subtraktion wurde mit
diesem Driver durchgefiihrt. Die suppressive PCR1 ergab mit dem Bgl I verdauten Driver und
den Primern P30 bzw. P33 auf einem Gel sichtbare PCR-Produkte. Weiterhin negativ waren
im Gegensatz dazu die PCR-Ergebnisse unter Verwendung des P22-Primers sowie der nicht
subtrahierten Kontrolle (Ligation von Tester mit beiden Adaptoren Al unsd A2, 2.2.3.3.3,
Seite 37) (Abbildung 11).

1018 "

Abbildung 11. Einfluss der Primerléinge auf die PCR1

Die PCRI1 in AnschluB an die Subtraktion #2 wurde mit drei Primerpaaren von unterschiedlicher
Lénge durchgefiihrt. Das urspriinglich empfohlene Primerpaar, mit 22 Baasen Lénge, ergab keinen
Schmier. Der erwartete Schmier wurde mit den ldngeren Primern von 30 bzw. 33 Basen erhalten.
Die nicht subtrahierte Kontrolle sowie die Negativkontrolle zeigten keine Amplifikation.
Primerldnge: 22 bp (Spuren 1-3), 30 bp (Spuren 4-6) und 33 bp (Spuren 7-9). Spuren 1, 4, 7:
Subtraktion #2. Spuren 2, 5, 8: nicht subtrahierte Kontrolle. Spuren 3, 6, 9: Negativkontrolle. M:
Marker. 1,5 % Agarosegel, Sybr Gold.

Daher kann man annehmen, dass sich erstens die C;s-Sequenz aufgrund der verstirkten
Haarnadelstruktur negativ auf die Subtraktion auswirkt und zweitens eine Primerldnge von 22

Basen fiir eine effiziente Amplifikation des Testers nicht ausreicht.
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Abbildung 12. Modifikationen der SSH.

Nach der Amplifikation mit dem Primer CP2 trigt das Ausgangsmaterial (Cp);s und (Gp)s-
Sequenzen im 5'-bzw.-3' Bereich. Diese Sequenzen miissen im Driver entfernt werden, da sie die
Bildung stérender Haarnadelstrukturen férdern. Die Entfernung erfolgt durch eine Amplifikation
mit dem Primer CPBgl und eine Restriktionsverdau mit Bgl I. Bei dem Tester storen diese (Cp);s
und (Gp);s-Sequenzen ebenfalls, so dass alternative Primer P1-30 und PN1-30 fiir die PCR1 und
PCR2 neue gestaltet wurden. Der Primer CP2 tragt eine Restriktionsschnittstelle fiir EcoR I, die
fiir die Herstellung des Testers benutzt wird: Eine sticky end Ligation des Adapters ist effizienter
als eine blunt end Ligation. Dafiir muss die Sequenz der Adapter Al et A2 angepasst werden.

3.1.1.2.3 PCR-Kontrolle
Um die Effizienz der Subtraktion #2 zu evaluieren, wurde in den Produkten der Nested-PCR

mit Hilfe einer PCR die Transkripte der Gene P-Aktin und Mage-4 nachgewiesen. Die
Quantifizierung im Vergleich zur nicht subtrahierten Kontrolle erfolgte durch eine PCR-Serie

mit ansteigender Zyklenzahl (B-Aktin: 18,23,28,33, Mage-4: 25,30,35,40).
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Abbildung 13. Verminderung an p-Aktin (A) und Anreicherung an Mage-4 (B) in
Subtraktion #2.

Als Tester-cDNA diente das Amplifikat einer einzelnen K562-Zelle, als Driver-cDNA die eines
Amplifikats von 100 000 normalen KM-Zellen, das mit dem CPBgl Primer amplifiziert und
anschlieBend mit dem Bgl I Restriktionsenzym verdaut worden war. Fiir die PCR1 wurden drei
verschiedene Primerlédngen getestet, 22, 30 und 33 Basen (Zeilen P-22 und P-30; mit dem P-33
Primer wurde keine Verbesserung festgestellt, die Ergebnisse werden nicht gezeigt). Als Template
der B-Aktin und Mage-4 PCR wurde die PCR2 der Subtraktion (Sub.) und die nicht subtrahierte
Kontrolle (Nicht sub.) eingesetzt. Die Zyklenzahl bei der B-Aktin PCR betrug: 18, 23, 28 und 33
Zyklen. Die Zyklenzahl der Mage-4 PCR betrug: 25, 30, 35 und 40 Zyklen. M: Marker. Positiv
Kontrolle: HT29 ¢cDNA. 2,5 % Agarosegel, Sybr Gold. Angaben zu den Pfeilen siche Text.

Wie die Abbildung 13-A zeigt, wurden die hdchsten relativen PCR-Produktkonzentrationen
in der PCR1 mit den P1-30 und P2-30 Primern erzielt. f-Aktin ist nach 28 PCR-Zyklen in der
nicht subtrahierten Kontrolle als Bande zu detektieren (weiller Pfeil 1) aber noch nicht nach
33 Zyklen bei erfolgter Subtraktion (weiller Pfeil 2). Dass nach der Subtraktion 5 bis 15
zusitzliche PCR-Zyklen bendtigt werden um ein Fragment nachzuweisen, wird von
Diatchenko et. al. beschrieben (Diatchenko ez al., 1999). Im Gegensatz dazu ist Mage-4 in der
Subtraktion nach 35 und 40 Zyklen besser zu detektieren als bei der Kontrolle (Abbildung
13-B, schwarze Pfeile 1-2 und 3-4 vergleichen). Diese PCR-Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die Subtraktion #2 erfolgreich war. Mit einem anderen Tester wurde die Subtraktion

wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Methode zu bestitigen.
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3.1.1.2.4 Spot-Test Kontrolle (Subtraktion #3)
Als Tester der erneuten Subtraktion diente ein Amplifikat einer einzelnen

Bronchialkarzinomzelle (Loh3), der Driver entsprach demjenigen der Subtraktion #2.
AuBlerdem wurde eine Gegen-Subtraktion ("Driver-Tester", was hier als "KM-Loh3
geschrieben wird) durchgefiihrt. Diese Gegen-Subtraktion wird eingesetzt, um die

differentiellen Transkripte anzureichern, die im Driver aber nicht im Tester vorhanden sind.

Sonden
K562 Loh3 KM
A B A B A B

Loh3 & @ * | o °

w @ g, B

K562-KM & d
(Subtraktion #2)
Loh3-KM " . e
(Subtrakt on #3) & )
KM-Loh3 X ¢ |
1 2 3 P . .

Abbildung 14. Spot Test fiir die Effizienz von Subtraktionen #2 und #3.

Die Effizienz der Subtraktion #2 und #3 wurde durch einen Dot-Blot iiberpriift. Zu vergleichen ist
jeweils die Hybridisierung der Sonde mit sich selbst (grauen Kastchen) bzw. mit den
entsprechenden Subtraktions-Produkten. Fiir den Test wurden 63 ng (A) und 6,3 ng (B) des
Testers, des Drivers und der Subtraktion auf einer Nylonmembranen immobilisiert und mit
Digoxigenin markiertem Tester und Driver hybridisiert (Sonden). Die Entwicklung erfolgte
mittels  eines  anti-Digoxigenin  Alkalische-Phosphatase ~ gekoppelten  Antikdrpers.
Exponierungszeit: 1 min.

Die PCR1 wurde mit den P1-30 und P2-30 Primern durchgefiihrt, welche die besten
Ergebnisse in der obigen Etablierung erbracht hatten. Wie erwartet, war in der Subtraktion #3
der erhaltene PCR-Schmier sowohl nach der PCRI1 als auch nach der PCR2 stirker als

derjenige der nicht subtrahierten Kontrolle.

Um die Subtraktionen zu quantifizieren wurde ein Dot-Blot durchgefiihrt. Dazu wurden
Verdiinnungen von Driver, Tester, Subtraktion und Kontrolle hergestellt und diese auf Nylon-
Filtern immobilisiert. Die Filter wurden mit Tester- und Driver-Sonden hybridisiert
(Abbildung 14). Bei einer erfolgreichen Subtraktion sollte man eine Verminderung der

Driversequenzen und eine Anreicherung der Testersequenzen erhalten. Bei der Loh3-KM
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Subtraktion (#3) ist eine Abnahme der Driversequenzen (d.h. der nicht differentiellen
Sequenzen) deutlich zu sehen (b5 mit e5 vergleichen). Eine Abnahme ist auch bei der Gegen-
Subtraktion "KM-Loh3" zu sehen (c-3,4 mit f-3,4 vergleichen). Der Spot Test kann aber keine

Anreicherung nachweisen.

3.1.2 Subtraktion mit Mamma-Ca Zellen.
Die Subtraktion wurde nun mit der Ziel-cDNA durchgefiihrt.

3.1.2.1 Kontamination durch bakterielle Sequenzen (Subtraktion #4)
Als Tester fiir die Subtraktion diente eine cDNA Mischung von vier einzelnen

Mammakarzinomzellen aus dem KM von vier Patientinnen. Die Subtraktion #4 wurde
parallel mit 500 ng (#4.1), wie im publizierten Protokoll vorgeschlagen, bzw. 2,5 ug Driver
(#4.2) durchgefiihrt und das Ergebnis durch eine PCR auf B-Aktin und mit Hilfe eines
Spot-Tests iiberpriift. Durch eine spezifische PCR wurde die Reduktion der relativen
Haufigkeit des B-Aktin Fragments nachgewiesen. Die Verminderung des B-Aktin Fragments
ist zum Beispiel in der Subtraktion #4.1 nach 35 und 40 Zyklen zu sehen, wie in Abbildung
15 dargestellt (Spuren 3-4 mit Spuren 7-8 vergleichen). Der Spot-Test der Subtraktion #4.1
zeigt eine Anreicherung der Testersequenzen (Abbildung 16, b6 mit d6 vergleichen); Bei der
Gegen-Subtraktion "KM-Tumorzellen" ist eine Verminderung der Driversequenzen
(Tumorzellen) wie erwartet deutlich zu erkennen (a4-6 mit c4-6 vergleichen).

Beide Subtraktionen #4.1 und #4.2 ergaben #hnliche Ergebnisse: Der Uberschuss an Driver
scheint die Subtraktion weder verbessert noch verschlechtert zu haben, so dass im Folgenden

mit dem "normalen" Subtraktionsprotokoll #4.1 weiter gearbeitet wurde.

Sub. Nicht sub.

M 25 30 35 40 25 30 35 40 - +

Abbildung 15. Verminderung der p-Aktin Hiufigkeit in Subtraktion #4.1.

Als Tester-cDNA der Subtraktion diente das Amplifikat einer Mischung vier einzelner
Mammakarzinom-Zellen, als Driver-cDNA ein Amplifikat von 100 000 gesunden KM Zellen, das
mit dem CPBgl Primer amplifiziert und anschlieBen mit dem Bgl I Restriktionsenzym verdaut
wurde. Die PCR1 wurde mit den P-30 Primern durchgefiihrt. Die B-Aktin Kontroll-PCR wurde auf
der PCR2 der Subtraktion (Sub.) und der nicht subtrahierten Kontrolle (Nicht sub.) durchgefiihrt
mit aufsteigenden Zyklenzahlen (25, 30, 35 und 40). M: Marker. Positivkontrolle: HT29 cDNA;
2 % Agarosegel, Sybr Gold.
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Sonden

KM Tumorzellen

A B C

KM

w

Tumorzellen

o

(a]

KM-Tumorzellen

(=}

Tumorzellen-KM
(Subtraktion #4 1)

Abbildung 16. Spot Test fiir die Effizienz der Subtraktion #4.1.

Fiir diesen Test wurden 100 ng (A), 10 ng (B) und 1 ng (C) des Knochenmarks (KM; cDNA), der
Tumorzellen (cDNA) und der beiden Subtraktionen auf zwei Nylonmembranen aufgebracht. Die
Knochenmark-Tumorzellen "Gegen-Subtraktion" wurde als Kontrolle durchgefiihrt. Als Sonden
wurden Dig-markierten Knochenmark und Tumorzellen benutzt. Die Entwicklung erfolgte mittels
eines anti-Digoxigenin Alkalische-Phosphatase gekoppelten Antikorpers. Exponierungszeit:
1 min.

Die Subtraktions-Produkte wurden fiir die weiteren Analysen in ein pGEM-T Easy Plasmid
ligiert, in kompetente E. coli XL1-Blue Zellen elektroporiert und auf Ampicillin enthaltende
LB Platten ausplattiert.

Bei 16 Klonen wurde die GroBe des Inserts mittels einer PCR unter Verwendung der Primer
M13 analysiert. Weil die Hilfte (8/16) der Plasmide kein Insert aufwiesen, wurde fiir die
zukiinftigen Untersuchungen auf die Blau-weiB3-Selektion der Klone mit Hilfe von IPTG-
X-Gal-Medium zuriickgegriffen. Von den positiven Klonen trugen viele sehr kleine
Fragmente (<30 bp, 6/8). Nur zwei Klone enthielten relativ groe Fragmente (>250 bp)
(Abbildung 17-A). Zwei Southern-Blots wurden hergestellt und mit Digoxigenin-markierten
Driver und Tester cDNA-Sonden hybridisiert (Abbildung 17-B und -C). Kein Klon
hybridisierte mit dem Driver, im Gegensatz dazu hybridisierten jedoch fast alle klonierten
Fragmente mit dem Tester, obgleich nur Klon #2 und #16 eine zufriedenstellende

Signalintensitdt erreichten. Die anderen Signale wurden als unspezifisch betrachtet.

Die Klone #2 und #16 wurden sequenziert, allerdings konnte nur fiir Klon #2 eine Sequenz
erhalten werden: Es handelte sich um eine 23S ribosomale RNA-Sequenz aus Pseudomonas,
die auch eine hohe Homologie mit 23S ribosomalen RNA-Sequenzen von anderen Bakterien

zeigte.
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M9 10 11 1213 14 15 16 -

Abbildung 17. Screening von 16 Klonen.

(A)-Screening PCR: 16 Klone wurden mittels einer PCR mit den Primern M13 iberpriift; die
Produkte wurden auf einem 2 %igen Gel aufgetrennt und anschlieend auf eine Nylonmembran
transferiert. Die Klone 5,6,8,9,10,13,14 und 15 tragen kein Insert. f-Aktin: 300 ng von einem -
Aktin Insert wurden als Kontrolle fiir die weiteren Hybridisierungen aufgetragen. M: Marker. (B)-
Southern Blot mit dem Driver als Sonde. Das einzige Signal zeigte das B-Aktin Insert. (C)
Southern Blot Analyse mit dem Tester als Sonde. Die Klone 2 und 16 reagierten stark positiv.

Um unspezifische Hybridisierungssignale zu vermeiden, wurde die Screening-PCR mit den
Primern PN-30 statt mit den Primern M13 durchgefiihrt und zum anderen wurden die Filter
zusitzlich zur Herring-Sperma-DNA auch mit E. coli- und Plasmid-DNA blockiert. Die PCR

wies ebenso wie die Hybridisierung weniger unspezifische Banden auf.

Um das Screening zu beschleunigen, wurde versucht die PCR-Produkte direkt auf eine
Nylonmembran zu spotten und mit mRNA des Testers und Drivers zu hybridisieren, so dass
auf eine Uberpriifung der FragmentgroBe und einen Southern-Blot verzichtet werden konnte.

96 Klone wurden mit den Primern PN-30 amplifiziert, die PCR-Produkte gespottet und zum
einen mit dem Tester und zum anderen mit einer Mischung aus Negativkontrolle (Negativ-
Mix) von drei verschiedenen globalen cDNA-Amplifikationen (siehe 2.2.2) hybridisiert. Als
Kontrolle wurden zusétzlich acht PCR-Produkte auf ein Gel aufgetragen (Abbildung 18).
Wie aus der Abbildung hervorgeht, enthielten nicht alle PCR-Ansitze ein Produkt (Spuren Ic
und 1h), so dass negative Hybridisierungssignale des Dot-Blots sehr vorsichtig beurteilt

werden miissen, wenn auf die Gelelektrophorese verzichtet wird.
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M 1a 1 1c 1d 1e 1f 1g 1h

517 -

298 -
220 -

Abbildung 18. Screening PCR von 8 Klonen.

96 Klone wurden in 50 pl LB-Medium aufgenommen und jeweils 1 pl in eine Screening PCR mit
den PN-30 Primern eingesetzt. 5 ul von acht PCR-Ansdtzen wurden auf einem 1,5 %igen
Agarosegel aufgetrennt, um den Erfolg der PCR vor der Filterherstellung zu bestitigen. Die
Bezeichnung der Proben ergibt sich aus der Spaltennummerierung und Zeilenziffer von
Abbildung 19. Es ist anzumerken, dass die Stirke der PCR-Banden mit der Stirke des Signals der
Hybridisierung korreliert.

Mit dem Negativ-Mix hybridisierten ca. 70 % der PCR-amplifizierten Klone (Abbildung
19-B). Die Signale der Tester-Sonde zeigten eine vollstindige Ubereinstimmung mit den

positiven Klonen der Negativkontrolle (Abbildung 19-A).

1 23 45 6 7 8 9 10 1112 1 23 45 6 7 8 9 101112

J @ =~ o O O T 0
0 Q - o 0 T o

1 2 3 45 6 7 8 9 101112

T @ = oo o 0o T 9

Abbildung 19. Hybridisierungen mit dem Tester (A) oder mit dem Negativ-Mix (B) als
Sonde bestiitigen die bakterielle Kontamination. Die Hybridisierung mit dem Driver (C)
bestiitigt den Erfolg der Subtraktion.

Pro Spot wurden 10 pl von den Screening-PCR-Produkten mit NaOH denaturiert und auf einer
Nylonmembran fixiert. Exponierungszeit: (A): 5 min., (B): 10 min., (C): 40 min.

Eine Hybridisierung markierter ribosomaler 23S RNA ergab 80-90 % positive Klone. Sie
diente als Hinweis, dass die Kontamination schon im Ausgangsmaterial vorhanden war und

daher nicht zu vermeiden ist. Wahrscheinlich sind die Enzyme, die fiir die globale
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Amplifikation verwendet werden, mit bakterieller DNA kontaminiert. Diese bakteriellen
DNA Sequenzen werden durch die globale Amplifikation ebenfalls amplifiziert. Sie sind als
Schmier bei der Negativkontrolle zu sehen. Da sowohl der Tester als auch der Driver nach
diesem Verfahren vorbereitet werden, ist die bakterielle Kontamination in beide vorhanden
(s.4.3.2).

Die Stiarke der Kontamination des Drivers und Testers wurde mit Hilfe einer PCR auf die
ribosomale Pseudomonas 23S-RNA abgeschitzt (Abbildung 20). Da die Kontamination im
Tester die des Driver liberwog, wird sie wahrscheinlich durch die Subtraktion nicht reduziert,
sondern im Gegenteil wie differentielle Produkte angereichert. Deshalb wurde beschlossen,
dem Driver diese kontaminierenden Sequenzen zuzugeben und die Subtraktion zu

wiederzuholen.

Einzelne Mammakarzinom-Zellen KM-Zellen
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 - +

201 -
134 -

Abbildung 20. Abschitzung der Kontamination in Tester und Driver.

Eine PCR zum Nachweis der ribosomalen Pseudomonas 23S-RNA wurde auf 0,1 ng cDNA-
Amplifikat der einzeln Mammakarzinom-Zellen (1-6; im Tester sind 1, 3, 5 und 6 vorhanden) und
dem cDNA-Pool von 100000 normalen KM-Zellen dreier Patienten (7-9) durchgefiihrt.
Primer: Pseudo-5'/-3", 58°C, 25 Zyklen; 2,5 % Agarosegel, EtBr

3.1.2.2 Neuer Driver (Subtraktion #5)

Die Konzentrationsverringerung einer bestimmten Sequenz im Endprodukt durch die Zugabe
dieser spezifischen Sequenz zum Driver wurde bereits bei einem anderen Subtraktionsansatz
erfolgreich getestet (Hubank & Schatz, 1994). Das gleiche Vorgehen wurde hier
durchgefiihrt. Durch die Reamplifikation einer Negativkontrolle eines globalen ¢DNA-
Amplifikationsexperiments wurden kontaminierende Sequenzen gewonnen und diese wurden
zu dem Knochenmark gemischt. Die Mischung von Knochenmark und kontaminierenden
Sequenzen wurde als Driver fiir eine neue Subtraktion (#5) verwendet.

Die Reduktion der Kontamination wurde nach der Subtraktion durch eine PCR auf die
ribosomale 23S RNA (verwendete Primer: Pseudo) und einen Spot Test {iberpriift. Diese zwei
Kontrollen zeigten, dass die Zugabe storender Sequenzen zum Knochenmark keine deutliche
Reduktion der Kontamination brachte. Andere Kontrollen zeigten, dass die Subtraktion #5
eine dhnliche Qualitdt wie die Subtraktion #4.1 hatte, so dass beschlossen wurde, die

Subtraktion #5 weiter zu analysieren.
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3.2 Analyse der subtrahierten Produkte

3.2.1 Klonierung und Screening
Die Produkte der Subtraktion #5 wurden in das pGEM-T Easy Plasmid ligiert, in kompetente

E. coli XL1-Blue Zellen elektroporiert und einer Blau-WeiB3-Selektion untergezogen. Isoliert
wurden 386 weille Klone und die Grofle der Inserts mittels PCR bestimmt. Obwohl durch die
Unterbrechung des LacZ-Reportergens des pGEMT-Easy-Vektors Klone mit Insert weill
erscheinen, zeigten trotzdem viele dieser Klone kein Signal. Viele trugen nur sehr kleine
Inserts. Mit 110 der 386 Klone wurde nach der PCR-Analyse weiter gearbeitet. Nach dem
vorhergegangenen Dot-Blot-Experiment der Subtraktion #4 wurde eine Selektion von
differentiellen Transkripten mittels Hybridisierung von Tester und Driver als nicht
erfolgsversprechend angesehen. Daher wurden alle 110 Klone ohne zusitzliches Screening
sequenziert.

Von den 110 Klonen ergaben 35 keine Ergebnisse und 13 zeigten Mischsequenzen.
DreiunddreiBBig Klone enthielten bakterielle ribosomale Sequenzen, und nur 29 Inserts waren
humanen Ursprungs. Neun dieser Sequenzen konnten Tapasin (TAPBP) zugeordnet werden,

die librigen 20 waren einmalig auftretende humane Sequenzen (Abbildung 22).

3.2.2 Validierung differentiell exprimierter Sequenzen
Die mogliche differentielle Expression der 29 humanen Sequenzen wurde dann mit einer PCR

auf Driver und Tester iiberpriift. EIf Sequenzen waren auch im Driver exprimiert und wurden
aufgrund dessen nicht weiter verfolgt (in Abbildung 22, "+" im Driver). Neun Sequenzen
zeigen eine deutlich differentielle Expression, das heiflit die PCR-Reaktionen waren positiv im
Tester und negativ im Driver. Bei der Sequenz #288 war die Natur ihrer Expression nach den

ersten Experimentens noch unklar.

Das Ziel dieser Arbeit ist es einen Marker zu finden, mit welchem Tumorzellen in
Knochenmarkproben spezifisch nachgewiesen werden konnen. Daher wurde die Expression
dieser 9 Sequenzen in Karzinomzelllinien (ZL) und Knochenmarkproben (KM) gesunder
Patienten analysiert. Sechs Sequenzen waren sowohl in den Karzinomzelllinien, als auch in
den Knochenmarkproben der Normalspender nachzuweisen. Drei Sequenzen (#90, #157 und
#288) erschienen differentiell exprimiert (in Abbildung 22 als "-" in der KM Spalte zu
identifizieren und Abbildung 21). Die Sequenzen #90 und #157 konnten als Gen-Fragment
des Insulin-Like Growth Faktor I Receptors (IGF1R) bzw. der Untereinheit BAF57 des
menschlichen SWI/SNF Komplexes identifiziert werden.
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Der IGF1R spielt eine Rolle bei der Entwicklung vieler Tumortypen (Mauro & Surmacz,
2004), sodass es interessant sein konnte, seine Expression weiter zu untersuchen. Das hier
gefundene Fragment ist allerdings eine Intron-Sequenz. Sie kann entweder eine mogliche
unbekannte Spleilvariante darstellen oder aus einer DNA-Kontamination stammen.
AuBlerdem ist der IGF1R ein ubiquitdr vorkommendes Transmembranprotein, was ihn fiir
diese Arbeit zu einem ungeeigneten Zielmolekiil macht. Aus diesem Grund wurde die
Expression der Sequenz #90 nicht weiter untersucht.

Die Sequenz #288 wies keine Homologien zu bekannten Sequenzen auf und wurde daher

weiterverfolgt.
KM
o AR oo
AR LG D B O 0 e
FEEITILFTIEEPM 1 2345678 -+
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BAF 57 IR S 0 T .
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Abbildung 21. Differentielle Expression IGFIR, BAF 57 und der Sequenz #288 in
Tumorzelllinien und im Knochenmark.

Die Gesamt-RNA wurde aus elf Tumorzelllinien und acht Knochenmarkproben gesunder
Patienten isoliert, dann durch eine Reverse-Transkription in cDNA umgewandelt und 1/20 in
Wasser verdiinnt. Vor den Expressionsanalysen wurde die Qualitit der cDNA mittels zwei PCR’s
auf B-Aktin und EGP tberpriift. M: Marker. Primer: B-Aktin-5'/3"' bzw. EGP-5"/3' bzw. 288-5'/3',
157-5'/3" und 90-5'/3". 40 Zyklen; 1,5 % Agarosegel, Sybr Gold.
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Elon |Homologie zu Accession IN? Expression

Tester Driver |ZL | KM
Tarorzellen | 3 EM

égﬁ?ﬁ' TAP binding protein (Tapasin) (TAFBE) HnL004114 + + nd |nd

307-363

369-384
40 | phosphatidylethanolamine binding Protein (PBE) | 75252 + + nd |nd
89 |[12pl33PACEFPCIS-1063123 ACO05E65 + - + |+
90 | Insuline-Like Growth Factor I Eeceptor (IGFIE) | NI 000875 + - + -
121 (EL&A0152 gene product MM 014730 + - + +
131 |clone EP11-197F3 on chromosome 9 AT15EE2S + + nd |nd
132 | Emerin HB2434 + + nd |nd
157 | Z"WL/SHFE related, matrix associated | actin N 003075 + - + .

dependent regulator of chromatin, subfamily e |

member 1 (SMARCEL/BAF 57)

195 | Transcription Elongation facter B {3TID), N 005648 + + nd |nd
polypeptide 1 (15kD, elongin © (TCEER1)
208 | Ep22 PACEPCII-108M6 AC0O03036 + - + |+
217 |EIAA0%7R AB0O231595 + + nd |nd
218 |EI&AA0%T7R ABO23155 + + nd nd
219 | Brain Glycogen Phosphorylase (PYGE) MM 002862 + + nd |nd
267 |12BAC RP11-571M6 ACD25165 + + nd |nd
288 | Chromoszome 2 BAC EP11-2061411 AC083001 + ()7 + |-
292 | Homeo sapiens mitochondrion + + nd |nd
314 | Procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4- MM 0041595 + + nd |nd
dioxvgenase, alpha polypeptide T (P4HAZ)
346 | Lipoma preferred pattner (LFP) gene, exon D TT495862 + - +
356 | FLIOO0DGE protein AT 024475 + + nd [nd
376 | Chromosome 19 clone LLINLE-231D4 ACO92306 + + +
383 | genomic DMA of 9932 anti-oncogen of flat ABOZ0ETT + - - -

epitherium cancer, segment 9/10

Abbildung 22. Isolierte humane Sequenzen und ihre Expression in Tumor- und
Knochenmarkzellen.

Alle Sequenzen wurden durch das BLAST Programm analysiert und anschlieBend ihre Expression
in Tester (disseminierten Tumorzellen) und Driver (3 Knochenmarkproben), 11 Tumorzelllinien
(ZL) und 8 Knochenmarkproben gesunder Patienten (KM, unabhéngig von den Driverproben) und
durch eine PCR untersucht (+ = positive PCR; - = negative PCR; n.d. = nicht durchgefiihrt).
Sequenzen, die auch im Driver exprimiert werden, wurden nicht weiter verfolgt und ihre
Expression in ZL und KM nicht getestet (n.d).

3.3 Die Sequenz #288

Die Sequenz #288 besitzt drei Merkmale, die sie zu einem interessanten Markerkandidaten
machen. Zum einen zeigt die Sequenz eine differentielle Expression zwischen
Tumorzelllinien und Knochenmark (3.2.2). Auerdem entspricht sie keinem bereits bekannten
Gen (3.2.2). Und zuletzt besteht die klonierte Sequenz aus zwei Exons (3.3.1), weshalb man
annchmen kann, dass es sich um ein mRNA Bruchstiick handelt. Aus diesen Griinden wurde
versucht die Sequenz #288 durch verschiedene Methoden vollstindig zu isolieren und die

daraus resultierende Ergebnisse zu analysieren.
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3.3.1 Zuordnung der Sequenz #288
Mit Hilfe der University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser Database

(http://genome.ucsc.edu) (Karolchik et al., 2003) wurde die Sequenz #288 dem 3q25.1

genomischen Bereich zugeordnet. Die im Plasmid klonierte Sequenz von 199 Basen besteht

aus zwei Exons von 170 bp und 29 bp (Exon 1 bzw. Exon 2 genannt) Lénge, die durch einen

Intronbereich von 2438 bp getrennt sind.

TATGCATCCA

CCGCGAATTC

CGGGECAGGARA

ACGCGTTGGG  AGCTCTCCCA

ACTAGTGA;E CGACTCACTA

TATGGTCGAC CTGCAGGCGG

TAGGGCTCGA GCGGCTCGCC

TTCATGCCCC CCCCCCCCCC

PM1-30

GAGCGGEGAT GGCACGGGAR

GATAATCTTC

CP2
CTGCTGGGTGE  GCCARACCTC

288-5
TCCGACCACC CTCGGCTGAR

Exon 1 CICCTCICEE

TTCACCATTC

Exon 2 [ T%’ GCTTGGCG

288-Fish-Nest
CGTTCAAATG TTCCTCTTCT

ATCTGCTTGT CTGGGATGGT

ATAGGTGATT GTCTCGCCGC

" 288-Fish-Bio bzw. 288-15C
CTCTTTCTCT GCTGTATCGC

GAAGACAACT GTTTGCCCAT

Xbal| CP2
TCTAGACGGG  GGGGGGGGGE

2883

GGCATGAATT

CGAATTCCCG

CFL5c8

CGCCCTCEGC  ACCACGCGAC

CGGCCGCCAT GGCGGCCGGGE

CTTTCTGTCG TCTTCACQ%T
PN2-30

AGCATGCGAC GTCGGGCCCA

()
[a]
l'?c'
o
(=)
[a]
®
w

288-Fish-bio

«—(CCC)s
288-15C

- . h
288-Fish-nest

Abbildung 23. In Plasmid klonierte Sequenz #288.

Die Sequenz #288 (grau markiert) ist von den Primern, die zu ihrer Isolierung gefiihrt haben,
umrahmt (schmale Pfeile; CFL5c8 fiir die cDNA-Synthese, CP2 fiir die globale cDNA-
Amplifikation, PN1-30 und PN2-30 fiir die Nested-PCR (PCR 2) der Subtraktion). Die
Sequenzspezifischen Primer, die fiir die Isolierung aus Gesamt-RNA benutzt wurden, sind auch
gezeigt (fett markierte Pfeile, "Fish" Primer). Sterne: Insertionspunkt im Plasmid.

Der Cfl5c8 Primer (der fiir die globale Amplifikation der cDNA verwendet wurde
(Abbildung 4, Seite 31)) am 5'- und 3'-Ende des Fragments ermdglicht die Orientierung der
mRNA (Abbildung 24). Die Transkription eines Gens, das fiir ein Protein kodiert, ist ein
asymmetrischer Prozess, bei dem nur einer der zwei DNA-Stringe (positiv oder negativ,
immer derselbe), in mRNA umgeschrieben wird. Deshalb ist die Orientierung wichtig flir das
korrekte Design von Oligonukleotiden zur Bestimmung des genauen 5'- und 3'-Endes der

mRNA.
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Abbildung 24. Bestimmung der Orientierung einer Sequenz nach der globalen c¢cDNA-

Amplifikation
Die Orientierung der mRNA ist von der Sequenz des cDNA Stranges, der die ergénzende Sequenz

des Cfl15¢8 Primers tragt, zu erkennen (fett markierte Linien).

3.3.2 Identifizierung der vollstandigen cDNA vom Fragment #288

Da die isolierte Sequenz #288 aus zwei Exons besteht, kann man annehmen, dass es sich um
mRNA und nicht um genomische DNA handelt. Deshalb wurde versucht, die vollstindige
cDNA zu isolieren.

Um die gesuchte ¢cDNA zu synthetisieren und zu amplifizieren, wurden verschiedene
Strategien verwendet. Da die unterschiedlichen Versuche keine Ergebnisse gebracht haben,

sind sie hier nur kurz tabellarisch angefiihrt.
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cDNA-Synthese mit dem Primer 288-Fish-Bio

und magnetische Anreicherung

5 = AAAAAAAA-3'
O S Fsh e
288-Fish-Bio
1) cDNA Synthese mit 288-Fish-Bio
2) Anreicherung mit Streptavidin-Beads >0
3) G-Tailing
4) Amplifikation mit CP2 und 288-Fish-Nest
DNA
3'-(G)NGGG - >—O
_—(ccc)s> @ «— @
5 288-Fish-Nest

CpP2

CP2

CP2 288-FN 288-FN

123 45617 89

Methode zur Isolierung der Sequenz #288 mit dem biotinylierten
Primer 288-Fish-Bio. Aus den Zelllinien Lovo und LNCAP wurde
die Gesamt-RNA extrahiert, um daraus die #288-cDNA mit dem
biotinylierten Primer zu isolieren.

Die Produkte der sekundédren PCR (4) mit den Primern 288-Fish-Nest
(288-FN) und CP2 wurden auf ein Gel aufgetragen.

Die PCR mit beiden Primern (7-9) amplifizierte die
gleichen Banden wie der CP2-Primer alleine (1-3), so
dass es sich offensichtlich um unspezifische PCR-
Produkte handelte. Die Kontroll-PCR des 288-Fisch-
Nest Primers ergab zahlreiche Banden (4-6), was darauf
hindeutet, dass dieser Primer viele unspezifische
Bindungsstellen hat.

Lovo: 1, 4, 7; LNCAP: 2, 5,8. Negativkontrolle: 3, 6, 9.
2 % Agarosegel, Sybr Gold.

cDNA-Synthese mit dem Primer 288-15C und

CP2 Amplifikation

1) cDNA Synthese mit 288-15C
2) G-Tailing
3) Amplifikation mit CP2

3'-(G)nGGG
5 (CCCh
cP2

Um das Problem der Unspezifitdt des 288-Fisch-Nest Primers zu
umgehen und eine effektivere Amplifikation der #288 Produkte zu
erreichen, wurde auf einen biotinylierten Primer verzichtet, an dessen
Stelle trat ein #288 spezifischer Primer dessen 5’-Ende aus einer poly-
C Sequenz bestand (288-15C). Eine Anreicherung mit Streptavidin-
Beads war daher nicht mehr mdglich, jedoch konnten nach dem G-
Tailing (2) die #288 Fragmente mit einem einzigen Primer (CP2)
amplifiziert werden (3).

Die Produkte dieser sekundéren PCR wurden auf ein Gel aufgetragen.

Die wenigen sichtbaren Banden traten sowohl in der
Lovo- (2) und LNCAP- (3) Probe als auch in der
Negativkontrolle (1, cDNA-Synthese auf Wasser) auf
und wurden als unspezifische Produkte gewertet.
M-Marker. 2 % Agarosegel, Sybr Gold.

Magnetische Anreicherung und cDNA-Synthese mit dem Primer 288-Fish-Bio

288-fish-nest -fish-bi
< ish-nes =288 fish bIO. .

Diese beiden PCR-Strategien wurden auf Proben der

drei Zelllinien BT20, LNCAP und PC3 angewendet

Moglicherweise stort eine hohe DNA-Konzentration wéhrend der
Bindung des biotinylierten Primers 288-Fish-Bio an die Streptavidin-
Beads und fiihrt zur Amplifikation vieler unspezifischer Produkte. Es
wurde versucht, den spezifischen biotinylierten Primer 288-Fish-Bio
zuerst an die Streptavidin-Beads zu binden ) und erst im Anschluf3

mit dem cDNA-Pool zu hybridisieren. Es wird griindlich gewaschen
um die ungebundenen und unspezifischen cDNA Fragmente zu
entfernen. Die Sequenz wird entweder mit den 288-Fish-Nest und CP2
Primern () oder mit dem Primer CP2 allein () amplifiziert.

Diese Versuche blieben erfolglos, aufgrund negativer

oder unspezifischer Amplifikationen.
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Da jede mit dem Primer CP2 durchgefiihrte PCR unspezifische Produkte erzeugte, wurden

andere Primerkombinationen getestet.

Der CFL5c¢TLib Primer wurde bereits bei anderen cDNA-Synthesen fiir andere Projekte im Labor erfolgreich eingesetzt.

cDNA-Synthese mit dem Primer CFL5cTLib

NN | S AAAAAAAAAAAAAAA-3
« NVTTTTTTTT
CFLSC%
v (cco),
Lib1

cONA

3 NVTTTTTTTT (cca,

2885

b-Aktin 2885' 2885 2885 :
Lib1 Lib1  28ssps  2ssgs  O-AKEN
- 5 & =
3 Loz L L8y 5
Mm 8.2 8.8 _ "¢ g8 . TEm

Dank seines poly-T 3'-Endes kann der Primer CFL5cTIlib an den
Poly-A Schwanz der mRNA binden und die cDNA-Synthese von
3'-Ende aus initiieren. Mit den Primern 288-5' und Libl kann in
der folgenden PCR die Sequenz #288 spezifisch amplifiziert
werden.

Es wurde versucht, die Sequenz aus einem cDNA-Pool aus drei
Zelllinien (BT20, Lovo, PC3) zu isolieren. Als Positivkontrolle
der Methode wurde mit entsprechenden Primern die B-Aktin
Sequenz isoliert. Die erwartete Produktgrofie betrug mit den (-
Aktin-5°  und Libl-Primern 1030 bp. Die spezifische
Amplifikation von der Sequenz #288 wurde mit den Primern
288-5'/Libl durgefiihrt.

Erwartet wurde bei der PCR mit den Primern 288-5' und
Libl einen Schmier von PCR Produkten mit einer
spezifischen Bande. Die B(-Aktin Kontrolle ergab die
1030 bp erwartete Bande (B-Aktin/Libl, MCF7).

Die Anwesenheit des Exons 1 der Sequenz #288 wurde
nach der cDNA-Synthese mit dem Primerpaar 288-5'/288-4
und die des Exons 142 mit dem Primerpaar 288-5'/288-5
iiberpriift (Positiv Kontrolle: K1. 288 = Klon #288). Ebenso
wurde auch die Anwesenheit von B-Aktin gepriift (Positiv
Kontrolle: MCF7 ¢cDNA). Negativkontrolle (-): Wasser, M-
Marker.1,5 % Agarosegel, Sybr Gold.

» Im Zuge der hier durchzufiihrenden cDNA-Synthese besteht jedoch das Risiko, dass die 15 Cytidinreste am 5’-Ende des
CFL5cTLib Primers unerwiinschte Sekundirstrukturen ausbilden. Deshalb wurde fiir die folgenden cDNA-Synthesen ein

Primer ohne Cytidin-15mer verwendet: der TLib-Primer

cDNA-Synthese mit dem Primer TLib

. .. B — AAAAAAAAAAAAAAA-3
< NV(TTTTT)s
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; Lib1
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Kontroll-PCR

Spezifische PCR

1018 -

517 -
396 -

220 -

Dank seinem poly-T 3'-Endes kann der TLib Primer an den Poly-
A Schwanz der mRNA binden und die cDNA-Synthese initiieren.
Mit den Primern 288-5' und Lib1 kann in der folgenden PCR die
Sequenz #288 spezifisch amplifiziert werden.

Die cDNA-Synthese wurde auf einen Pool von Gesamt-RNA aus
BT20, SKBr3 und PC3 Zelllinien durchgefiihrt. Danach wurde
eine spezifische PCR mit den Primern 288-5' und Libl um die
cDNA #288 zu amplifizieren. Um die Spezifitit der PCR zu
iiberpriifen, wurden auch PCR mit jedem einzelnen Primer 288-
5" oder Libl durchgefiihrt.

A- Mit den Primern 288-5' und Libl wurde versucht die
cDNA #288 zu amplifizieren.

- Die Produkte der spezifischen PCR mit den Primern 288-
5’ und Libl (Spur 5, Pfeile 1 und 2) wurden wiederum
iberpriift durch eine Kontroll-PCR in der die
Primerkombinationen 288-5'/Lib1, 288#3/Libl und jeweils
nur einer dieser drei Primer eingesetzt wurden.

- Die Produkte von spezifischer- und Kontroll-PCR wurden
auf ein einzigs 1,5 % Agarosegel aufgetragen um den
Vergleich zu erleichtern.

B- Die in Teil A aufgetrennten Produkte wurden auf einer
Nylonmembran immobilisiert und mit der Dig-markierten
Sequenz #288 hybridisiert (Southern Blot).
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Die Tatsache, dass ein positiver Nachweis der Sequenz #288 nie erbracht werden konnte,
deutete auf ein sehr niedriges Expressionsniveau in den untersuchten Zelllinien hin. Es wurde

daraufhin beschlossen, die Sequenz in einer kommerziellen cDNA-Bank zu suchen.

3.3.3 Suche nach der Sequenz #288 in einer cDNA Bank

Von den zwei Moglichkeiten, entweder einen Microarray zu hybridisieren oder eine 96-Well-
Platte mittels PCR nach der Sequenz #288 zu durchsuchen, wurde die PCR Losung gewahlt.
Zum einen ist eine PCR sensitiver als eine Hybridisierung, zum anderen wurde das bisher
bekannte 200 bp bis 400 bp groBe Fragment fiir zu kurz angesehen, um ein befriedigendes
Hybridisierungssignal zu ergeben. Das ,,Cloning Matrix™ System® der Firma Stratagene
enthélt etwa 300 000 Klone, die aus 29 verschieden menschlichen Geweben stammen. Dank
einer Normalisierung ist die Zahl repetitiver Sequenzen reduziert, wobei die Fragmente eine
mittlere Grofle von 1,7 kb besitzen. Die 768 Mikrotitterplatten (384 einzelne Klone pro Platte)
sind rdumlich organisiert, da die Platten als Pools auf einer einzelnen 96-Well Platte auf drei
Achsen abgelegt sind (C, R und S, fiir Column, Raw und Surface). Durch positive PCR-
Reaktionen an bestimmten Punkten der drei Achsen kann jede von den 768 Platten individuell
identifiziert werden. Eine weitere PCR ist erforderlich, um den positiven Klon in der
ausgewdhlten Mikrotitterplatte zu identifizieren. Stratagene stellt die positiven Klone fiir

weitergehende Analysen zur Verfligung.

3.3.3.1 Screening-PCR
Die Screening-PCR wurde mit den Primern 288-5" und 288#4 ( Primédre PCR) durchgefiihrt,

doch die PCR-Ergebnisse des drei Achsen-cDNA-Pools ergaben keinen klaren Schnittpunkt.
Die erhaltenen Banden wurden isoliert, kloniert und sequenziert. Es handelte sich zwar meist
um die gesuchte Sequenz #288, jedoch vereitelten einige unspezifische Produkte die sichere
Selektion einer potentiell positiven Mikrotitterplatte. Um die positiven PCR-Reaktionen zu
bestitigen, wurden zwei Nested-PCR-Varianten getestet, mit den Primern 288-5" und 288#12
bzw. mit den Primern 288#12 und 288#13 (Abbildung 31 und auch 3.3.5.2), wobei letztere
Kombination die besseren Ergebnisse zeigte. Leider waren auch die Nested-PCR-Reaktionen
nicht reproduzierbar. Wenn auch zwei PCR-Ansitze auf der gleichen Priméren-PCR
dieselben Produkte lieferten, lieBen sich die Ergebnisse aus zwei verschiedenen Primiren-
PCR nicht reproduzieren (vergleiche in Abbildung 25 a-b mit c-d). Daher ist davon

auszugehen, dass der kritische Faktor die Primére-PCR ist.
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Nested PCR nach Nested PCR nach
der Priméare-PCR 1 der Primére-PCR 2
M1 2 3456 7 8 M1 2 3 45 6 7 8
220 - 220-
288-5' 134 - 1%
288#12 75 . :

g8213 20 [ -
134- L - 134-
288#12 75- 75- _

Abbildung 25. Screening der Poole 1-8 der Ebene "R" des "Cloning Matrix™ Systems'':
Nested-PCR.

Die Primére-PCR mit den Primern 288-5' und 288#4 wurde zweimal wiederholt (Primare-PCR 1
und 2). Auf jede Primére-PCR wurden zwei Nested-PCR’s durchgefiihrt, einmal mit dem
Primerpaar 288-5'7288#12 (a und ¢) und einmal mit dem Primerpaar 288#13/288#12 (b und d).
Nach den zwei Nested-PCR auf die Primdre-PCR 1 ergab der Pool 7 positiven Banden (a und b),
aber nach den zwei Nested-PCR auf die Primdre-PCR 2 ergaben die Poole 3, 4 und 5 positive
Banden (c und d). 3 % Agarosegel, EtBr.

Es wurde darauthin ein anderer primédrer PCR-Ansatz gewdhlt, dessen PCR-Produkt beide
Exons der Sequenz #288 iiberspannt. Zwei Primer-Kombinationen wurden dafiir getestet:
Primer 288#11 oder 288#10 auf Exon 2 gepaart mit jeweils dem gleichen Primer 288-5" auf
Exon 1 (Abbildung 31). Primer 288#10 amplifizierte viele unspezifische Produkte, die mit
der anschliefenden Nested-PCR nicht bestitigt werden konnten. Der Primer 288#11 erzielte
im Vergleich dazu bessere Ergebnisse (Abbildung 26-a), die in einer unabhingigen
Wiederholung der PCR bestdtigt werden konnten (Abbildung 26-b). Eine Nested-PCR mit
den Primern 288#12 und 288#13 konnte die moglicherweise positive Bande der Probe #20
nicht verifizieren (Abbildung 26-c).

M18 19 2021222324 + -

517 -
Primére-PCR1 5qg .

220 -

517 - B

Priméare-PCR2 298 . =
220 - —

V M19 20 212223 24(-) (+) - +

220 -
Nested PCR 154 -

Abbildung 26. Screening-PCR der Poole 18-24 von der Ebene "C" des "Cloning Matrix™
Systems''.

Die Primére-PCR mit den Primern 288-5' und 288#11 wurde zweimal wiederholt (a und b;
erwartete Produktldnge: 277 bp) und eine Nested-PCR mit dem Primerpaar 288#12/288#13
(erwartete Produktlinge: 119 bp) auf Grundlage der zweiten Priméren-PCR durchgefiihrt (c).
Positivkontrolle: SW480 cDNA, Negativkontrolle: Wasser. (+) und (-) bei (c): Nested-PCR auf
die Positiv- und Negativkontrolle der Priméiren-PCR (b). M-Marker. 3 % Agarosegel, EtBr.
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3.3.3.2 Kontrolle der Nested-PCR durch einen Earl Verdau.
Es wurde versucht, die PCR-Ergebnisse der Nested-PCR mit den Primern 288#12 und 288#13

mittels Restriktionsverdau zu {iiberpriifen, indem die Banden aus dem Agarosegel
ausgeschnitten, gereinigt und mit dem Restriktionsenzym Ear I geschnitten wurden. Ear I
besitzt eine Schnittstelle innerhalb des Exon 1 und spaltet das 119 bp lange PCR-Produkt der
Primer 288#12 und 288#13 in ein 86 und ein 33 bp grofles Fragment. Wie aus dem Beispiel in
Abbildung 27 hervorgeht, war es dadurch moglich die falsch positiven PCR-Produkte zu
identifizieren. Nach der Screening-PCR wurden die Produkte auf einem Agarosegel
aufgetrennt (A), die positive Banden isoliert und mit Ear I verdaut (B). Die PCR-Produkte
#15 und #25 zeigten eine partielle Spaltung, im Gegensatz dazu handelte es sich bei dem
PCR-Produkt #2 um ein kontaminierendes, unverdautes Produkt, das offensichtlich in allen
drei PCR-Reaktionen auftrat. Es fiel auf, dass ein vollstindiger Verdau der PCR-Produkte
weder durch eine verlingerte Reaktionszeit noch durch héhere Enzymkonzentrationen

erreicht werden konnte.

M1 2 345678 91011121314151617 + M

75 -

A M1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 303132+ - - M
75 -
2 15 25 +
lmu:[“'--'
B 134 - -

Abbildung 27. Screening-PCR der Poole 1-32 von der Ebene "S" des "Cloning Matrix™
Systems"'.

A- Die Primire-PCR wurde mit den Primern 288-5' und 288#12 durchgefiihrt. Die erhaltenen
Produkte dienten als Ausgangsmaterial fiir eine Nested-PCR mit den Primern 288#12 und 288#13.
B- Die Banden der Proben 2, 15, 25 und der Positivkontrolle, wurden ausgeschnitten, gereinigt
und mit dem Ear I Restriktionsenzym verdaut. Die PCR-Produkte #15 und #25 zeigten eine
partielle Spaltung, im Gegensatz dazu handelte es sich bei dem PCR-Produkt #2 um ein
unverdautes kontaminierendes Produkt, das offensichtlich in allen drei PCR-Reaktionen auftrat.
M-Marker. 3 % Agarosegel, EtBr.

Durch die Kombination der Nested-PCR mit dem EarI-Verdau wurde trotz allem eine
Mikrotitterplatte — selektioniert, deren 384 Klone wiederum mittels PCR und
Restriktionsverdau analysiert wurden. Zwei Klone zeigten positive Resultate, die jedoch nicht
reproduziert werden konnten. Nach diesen Ergebnissen wurde das Screening beendet, da die

Kontaminationsprobleme ein eindeutiges Ergebnis verhinderten. Eine weitere Moglichkeit ist
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die sehr niedrige Expression der Sequenz #288 in der cDNA Bank, die die Detektion
erschwert. Eine unterschiedliche, gewebespezifische Expression konnte erkldren, warum die

Sequenz #288 in verschiedenen Geweben unterschiedlich gut zu detektieren ist.

3.3.4 Expressionsmuster der Sequenz #288 in verschiedenen Geweben
Die Expression des Transkriptes #288 in verschiedenen Geweben wurde mit Hilfe einer

Hybridisierung auf einen kommerziellen Nylon Array (Human Multiple Tissue Expression
(MTE) Array 2, Clontech) iiberpriift. Da mit der Dig-UTP markierten Sonde kein Signal zu
beobachten war, wurde das Experiment mit einer radioaktiv makierten Sonde wiederholt.
Trotzdem konnte keine Hybridisierung mit der mRNA (isoliert von 57 Gewebearten, 8
Tumorzelllinen, 7 fetalen Gewebearten und 8 unterschiedlichen Negativkontrollen) auf der
Nylonmembran beobachtet werden, und selbst die aus den bisherigen Ergebnissen erwartete
Hybridisierung der spezifischen Sonde #288 mit der mRNA der Zelllinie SW480
(s. Abbildung 21, Seite 70) konnte nicht gefunden werden. Eine lange Expositionszeit (bis zu

einer Woche) verbesserte die Ergebnisse nicht.
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Abbildung 28. Hybridisierung des Transkriptes #288 auf den MTE Array.

Der Human Multiple Tissue Expression (MTE) Array wurde mit einer 136 bp langen Dig-
markierten Sequenz #288 (Primer: 288-5'/288#4). (a) Matrix des Arrays: Die durchgestrichenen
Positionen sind auf dem Filter nicht vorhanden. (b): zu erkennen ist kein Signal. Die Arrays c
und d sind aus der Diplomarbeit von Kerstin Bockler. (c): Hybridisierung mit einer radioaktiv-
markierten B-Aktin Probe: als Haushaltgene ergibt B-Aktin positive Signale in allen Geweben.
(d): Hybridisierung mit einer 382 bp langen radioaktiv-markierten Sequenz #288 (Primer:
NT4/288#13, s.Abbildung 31). Diese Probe ergibt ein Signal nur mit der gesamten Human DNA
(weisses Késtchen). Je hoher die DNA Konzentration, desto stérker das Signal.
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Es wurde vermutet, dass die relativ geringe Konzentration (zwischen 40 und 300 ng) der
verschiedenen fixierten mRNA Spots nicht geniigt, um seltene Transkripte zu detektieren.
Diese Vermutung kann durch die fiir Northern Blot empfohlene RNA-Konzentrationen von

3 ug fiir Poly(A) mRNA weiter bekriftigt werden (Strazzullo et al., 1998).

3.3.5 Elektronische Analyse

3.3.5.1 EST Analyse
Die genomische Umgebung der Sequenz #288 wurde mit dem Programm BLAT

(http://www.genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) auf das Vorhandensein von expressed sequence

tag (ESTs) analysiert. Die dabei gefundenen ungespleiiten humanen ESTs, die um die
Sequenz lokalisiert sind (z.B. A1910205, A1910206, BF749373, AW975312, BI460663) oder
einen Abschnitt aus der Sequenz #288 beinhalten (z.B. BF748881, BU618468), waren fast
alle aus Mammakarzinomgewebe isoliert worden (Dias Neto et al., 2000). Die zwei
Ausnahmen waren aus der human Fibrosarkomzelllinie HT1080 (BG183639, (Harrington et
al.,2001) und aus "Large cell carcinoma" (BU175589) isoliert worden.
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Abbildung 29. Alignement des Transkriptes #288 durch BLAT.
Die Sequenz #288 (Your Seq) ist eine gesplieBte mRNA. (http://www.genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgBlat? - freeze date: November 2002)

3.3.5.2 Ist das Transkript #288 eine Spleillvariante der cDNA AL045287 ?
Die urspriinglich klonierte Sequenz #288 ist 199 Basen lang. Die korrespondierende cDNA

liegt auf dem Negativ-Strang des Chromosomes 3 (s. 3.3.1), in der chromosomalen Bande
3g25.1. Die cDNA besteht aus Exon 1 (170 bp) und Exon 2 (29 bp), die von einem Intron mit
2438 bp getrennt werden.
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Diese zwei Exons befinden sich zwischen den Exons II und III der cDNA AL045287. Es
wurde daher tiberpriift, ob die zwei Exons der Sequenz #288 eine alternative Spleiflvariante
der cDNA AL045287 sind. Dazu wurden Primer synthetisiert, die fiir die fiinf Exons der
cDNA AL045287 sowie fir die zwei Exons des Transkriptes #288 spezifisch sind
(Abbildung 30). Verschiedene Kombinationen dieser Primer wurden in PCRs auf zwei
Mammakarzinom Zelllinien (BT20 und MCF7), zwei Knochenmarksproben von gesunden
Patienten und auf jede einzelne Komponente des Testers und des Drivers getestet. Die PCR-
Ergebnisse ergaben keine Anhaltspunkte dafiir, dass das Transkript #288 eine alternative
Spleiflvariante von AL045287 ist. Durch die Kombination des Primers 288-5' mit 288#9,
288#10 oder 288#11 wurden jedoch ldngere Transkripte amplifiziert. Sie erlaubten die

bekannte Sequenz des Exons 2 auf 82 bp zu erweitern.

288#1 28842 2885 28843
— — — —
5—1 i ] ¥
— 4 +—— +— —
28E#12 %50,y 28845 283410 2EB#6 28847 28848

ZBB#Y  Z88#11

Abbildung 30. Position der verwendeten Primer in Exon- und Intronbereichen der cDNA
AL045287.

Um zu testen, ob das Transkript #288 zu einer alternativen Spleilvariante des Transkriptes
AL045287 gehort, wurden 13 Primer (Pfeile), die in 5'- und 3'- Richtung von der isolierten
Sequenz #288 lagen, in verschiedenen Kombinationen getestet. Die cDNA AL045287 besteht aus
fiinf Exons, die als weisse Rechtecke dargestellt sind. Die zwei Exons des Transkriptes #288 sind
unten als grau markierte Rechtecke verzeichnet. Die schwarzen Linien unten stellen das mit der
Primerkombination 288-5"/288#11 amplifizierte Transkript dar.

3.3.5.3 Ist das Transkript #288 die vorhergesagte cDNA NT_005616.25 ?
Nach dem UCSC Genome Browser von Dezember 2001 wird im Bereich der Sequenz #288

auf dem positiven Strang des Chromosomes 3 ein proteinkodierender Bereich vorhergesagt.
Diese vorhergesagte cDNA ist 1395 Basen lang und enthélt ein offenes Leseraster (ORF) von
464 Aminosduren. Das vorhergesagte Protein-Sequenzstiick zeigt (N-Terminal) hohe
Ahnlichkeit zu einem "unbekannten" Protein AAL55829 (Genbank), das mit "Novel human
cDNA clones with function of inhibiting cancer cell growth" annotiert ist. Diese vorhergesagte
cDNA mit der Referenznummer NT 005616.25 beinhaltet neun Exons. Interessanterweise
korreliert das Exon1 der cDNA-Sequenz #288 zu 100% mit dem Exon VI der
vorhergesagten NT 005616.25 cDNA. AuBlerdem korreliert das mit der Primerkombination
288-5'/288#11 amplifizierte Exon 2 (3.3.5.2) teilweise mit dem Exon IV der vorhergesagten
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NT 005616.25 cDNA. Es wurde mit verschiedenen Primerkombinationen getestet, ob die
Sequenz #288 mit der vorhergesagten cDNA NT 005616.25 iibereinstimmt. Die Lokalisation
der Primer ist in Abbildung 31 gezeigt.

JEE=l] 28829
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Abbildung 31. Position der verwendeten Primer in Exonbereichen des vorhergesagten
Gens NT_005616.25.

Auf dem positiven Strang des Chromosombereiches 3p25.1 liegt die vorhergesagte cDNA
NT 005616.25 (die neun Exons sind als weisse Rechtecke dargestellt). Da das Exon 1 des
Transkriptes #288 (grau markiert) zu 100 % mit dem Exon VI der vorhergesagten NT 005616.25
cDNA korreliert, wurden Primer (Pfeile), die in 5'- und 3'- Richtung von der isolierten Sequenz
#288 und in Exonbereichen von NT _005616.25 lagen, in verschiedenen Kombinationen getestet.

Die PCR-Experimente wurden mit cDNA aus der Zelllinie SW480 durchgefiihrt, die eine
relativ hohe Expression der Sequenz #288 aufweist. Nur die Kombination der Primer NT4

und 288#13 ergab zwei PCR-Produkte mit einer Linge von ungefdahr 400 bp (Abbildung 32).

SW480 cDNA Plazenta-DNA
M 52 55 58 61 52 55 58 61 °C

517 -
396 -
298 -

Abbildung 32. Amplifikation von zwei Produkten aus der SW480 Kolonkarzinom
Zelllinien mit den Primern NT4 und 288#13.

Die PCR wurde mit SW480 cDNA und mit einem Temperaturgradienten (52, 55, 58 und 61°C)
durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente genomische Plazenta-DNA. 40 Zyklen; 2 %
Agarosegel, Sybr Gold.

Die mit diesen Primern gefundenen PCR-Produkte wurden beide sequenziert. Es handelte sich
um zwei GroBenvarianten der Sequenz #288, die sich in Exon 1 um 31 Basen unterschieden
(370 bp bzw. 401 bp). Exon 1 entspricht groBtenteils dem Exon VI des vorhergesagten Gens
NT 005616.25, Exon 2 entspricht dem Exon IV jedoch mit einer abweichenden Exon-Intron-
Grenze (Abbildung 33). Falls es sich also bei der Sequenz #288 tatsdchlich um die
vorhergesagte cDNA NT 005616.25 handelt, ist das vorhergesagte Exon V nicht in der
exprimierten mRNA enthalten. Dariiber hinaus ergaben sich keine Hinweise, dass

NT 005616.25 der Sequenz #288 entspricht.
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Beide SpleiB3varianten wurden mit den Primern 288#13 und NT4 aus verschiedenen Zelllinien

(SW480, BT20, LNCAP, PC3) mehrmals amplifiziert und sequenziert.

NT4
—+
s—HoHo+H w —pl— v +——4 viI — viI }— X }—2
-+
28E-13
I — — — — — —————— -
N, — — — — —— — —— ——— - —

Abbildung 33. Position der Sequenz #288 und der zwei Spleiivarianten in Relation zum
vorhergesagten Gen NT_005616.25.

Mit den Primern NT4 und 288#13 (Pfeile) wurden zwei Spleifivarianten des Transkripts #288
isoliert (schwarze Linien). Die urspriinglich isolierte Sequenz #288 ist grau markiert.

3.3.5.4 Suche nach Leserahmen
Als Transkript-Referenz fiir die in silico Analysen diente das durch die PCR mit den Primern

NT4 und 288#13 amplifizierte Fragment. Von diesem Transkript #288 sind zwei
Spleiflvarianten vorhanden, auf denen mehrere offene Leserahmen (ORF) mit dem Programm
ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) 1identifiziert werden konnten
(Abbildung 34).

Kleine Spleifivariante (370 bp)

+1 1 I at 1 Frame from to Length
+1 B 78369 294

2 T E : ' 1 O206.360 165

+3 | 5 I | 0O 32207 165

+1 0 60215 156

-1 I ) i et 1 # 0 2115 114

— ) 20O 1.8 &

g — [ gl T | 2 0232297 66
-3 [ ]

Grolie Spleivariante (401 bp)

+1 l— | Frame from to Length

+2 5 | | W I +2 m3212.400 139

= 2 0 38202 165

+3 | ' C [ | + 0 60.215 15

1 O264.400 132

-1 C ' Es ] 2 0206328 123

=B o+ i S | +2 0 2115 114

= 20O 1.8 8
=3 f |

Abbildung 34. Offene Leserahmen (ORF) beider Spleifivarianten des Transkripts #288.
Die Analyse wurde mit dem Programm ORF Finder von NCBI durchgefiihrt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Als Referenz wurde das mit den Primern NT4 und
288#13 amplifizierte Fragment genommen. + und - Zeichen entsprechen der
Leserahmenorientierung und 1, 2 und 3 stellen die drei moglichen Leserahmen filir jede
Orientierung dar. Dunkelgrau markiert sind die ORF, deren Aminosiuresequenzen
Ubereinstimmungen mit bereits bekannten Aminoséuresequenzen zeigen.
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Nur bei der Aminosduresequenz eines einzigen ORFs kann die Analyse mit dem Programm
BLAST Ubereinstimmungen mit bereits bekannten Aminoséuresequenzen finden. Der lingste
und gleichzeitig interessanteste ORF wird mit der kleinen alternativen SpleiBBvariante
erhalten; Es handelt sich um den ORF "al", dessen Aminosiuresequenz in Abbildung 35

dargestellt ist.

NH,-LQHSLRVSAASFLKSVRRRTHQFQTHFGDLDGTIAYHRVVRPSPIAERRDNHLSPSNKQMNGETIQ

QRKREEEHLNAERSSAEGGRRGLATQQEDYLP-COOH

Abbildung 35. Aminosiuresequenz des ORFs "al" der kleinen Spleiivariante der
Transkript #288 (NT4/288#13).
M: potentielles Start Codon.

Eine Suche mit dem BLAST Programm (Altschul et al., 1997) zeigt, dass zwei Bereiche
dieser potentiellen Proteine Homologien zu bekannten Proteinen haben (Abbildung 36). Das
Protein-Sequenzstiick zeigt (N-Terminal) eine Ahnlichkeit zu der DNA-Polymerase
NP041148 eines Herpesvirus und (C-Terminal) zu dem hypothetischen Protein AAA81016,
das mit "novel transcript; similar to transcription factors activation domains" bezeichnet ist.
Die Homologie betrifft das carboxyterminale Ende eines potentiellen Fusionsproteins, das bei
der Enstehung eines Lipoms beteiligt sein kann. Nach einer Translokation ist der DNA-
Bindungsbereich  des  Architectural  Factor  HMGI-C ~ mit  einer  sauren
Transaktivierungsdomine verbunden, die auch bei unserem potentiellen Protein zu finden ist.
Der betroffene Bereich trigt viele saure Aminosduren (besonders Glutaminsiure, E) sowie
Serin- und Threonin-Reste (S und T) (Ashar et al., 1995). Solche Bereiche spielen oft in der
Transkriptionsaktivierung eine Rolle und konnen die Transkription sowohl von fern der
TATA-Box gelegenen Positionen als auch von nahe gelegenen Positionen anregen (Mitchell

& Tjian, 1989; Seipel et al., 1992).

AAAB1016: novel transcript; similar te transcription facters activation
domains; linked at 5" end to AT hook motif of HMGI-C

Query: 55 PSNKOMNGETIQQRKR-EEEHLNAERSSAEGGRRGL 89
P+++0++ +T++QRK+ EEEHLN ERSSA GG RG+
Sbjct: 10 PADQQOVDSQOTMRORKKEEEEHLNTERSSAGGGWRGY 45

NP 041148: DNA polymerase [Ictalurid herpesvirus 1]

Query: 2 OHSLRVSAASFLKSVRRRTHOQFQOTHFGDLDGTIAYHRVVRESPIAERRDNHLSPSNEOMN &1
CH +++ F+¥++ R H ++GD D T+ YH PS +E + + +M
Shjct: 772 QHKIKL-VNEFIKTLNRTGHSLFPNYGDTDSTMLYH----PSDESETQLEDMVTLEDEMR 826

Abbildung 36. Protein Homologien.

Als "Query" dient der ORF "al", dessen Aminosduresequenz in Abbildung 35 dargestellt ist. Bei
der potentiellen Transaktivierungsdoméne des AAA81016 Proteins sind die sauren Aminoséuren
(Glutaminsdure - E) unterstrichen und die Aminosduren Serin und Threonin (S, T) fett gedruckt.
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3.3.5.5 RepeatMasker Analyse

Die Sequenz #288 ist in einem genomischen Bereich lokalisiert, in dem viele
Sequenzwiederholungen zu finden sind, insbesondere Long Terminal Repeat (LTR)
Sequenzen von der Endogenen Retrovirus Familie 1 (ERV1) (Abbildung 29, Seite 80). Nach

einem Suchlauf  mit dem  Programm = RepeatMasker  (http://woody.embl-

heidelberg.de/repeatmask/), wird eines der Exons der Sequenz als pTRS Element erkannt. Das

pTRS Element ist eine repetitive Sequenz, die in embryonalen Karzinomzelllinien entdeckt
wurde (La Mantia et al., 1989) und als Transkript des menschlichen Endogenen Retrovirus

HERV9 identifiziert wurde (Lania et al., 1992).

3.3.6 Die ERV9-LTR-Hypothese

3.3.6.1 Welche Orientierung hat die Sequenz #288 ?
Die Isolierung der vollstindigen mRNA #288 aus Gesamt-RNA ist erfolglos geblieben. Alle

verwendeten Methoden stiitzen sich auf die Transkriptions-Orientierung der potentiellen
mRNA, die aus der Position des Cfl5c8 Primers, der fiir die globale cDNA-Amplifikation
benutzt wurde, hergeleitet werden kann. Dennoch wird die theoretische Orientierung auf dem
komplementéren Strang durch zwei Befunde in Frage gestellt:
Zum einen von der Korrelation der Sequenz #288 mit der vorhergesagten
NT 005616.25 mRNA, die auf dem positiven Strang des Chromosoms 3 liegt,
zum anderen von der Gegenwart einer langen terminalen Sequenzwiederholung (Long
Terminal Repeat, LTR) des Human Endogenous Retrovirus ERV9 auf eben diesem
positiven Strang, der die Transkription von mRNA steuern konnte. Mit Hilfe des

Programms RepeatMasker (http://woody.embl-heidelberg.de/repeatmask/) wurde

festgestellt, dass eines der beiden Exons der Sequenz #288 eine 100 %ige Homologie

mit einem pTRS Repetitiven Element (La Mantia et al., 1989) aufweist, das ein

Transkript des humanen endogenen Retrovirus ERVO ist (Lania et al., 1992).
In Anbetracht dieser Hypothesen wurde ein neuer Anlauf im Labor unternommen, um die
gesamte Sequenz #288 zu isolieren (Diplomarbeit von Kerstin Bockler). Ausgehend von
der These, dass sie auf dem positiven Strang des Chromosoms 3 lokalisiert ist, wurde der
Poly(A)-Schwanz mit neuen Primern in der anderen Richtung gesucht. Der Poly(A)-Schwanz
wurde ~80 bp stromaufwiérts von der Bindungsstelle des Primers 288#13 gefunden. Fiinfzehn
Nukleotide stromaufwérts dieser Poly-A-Stelle liegt ein konserviertes

Polyadenylierungssignal AATAAA (Abbildung 39, Seite 90). AuBlerdem wurden PCR-
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Produkte nur mit Primern, die stromabwirts von der wahrscheinlichen Transkriptionstelle
liegen, erhalten.

Dieses Ergebnis bestitigt, dass die Sequenz #288 auf dem positiven Strang des
Chromosoms 3 liegt und erkldrt, warum samtliche Versuche, den Poly(A)-Schwanz in der
anderen Richtung zu finden, erfolglos geblieben sind. Die Position des Cfl5c8-Primers sollte
die Orientierung des Fragments ohne Zweifel aufkliren konnen, wie in Abbildung 4
(Seite 31) zu sehen ist. Leider ist wahrscheinlich im Verlauf der globalen cDNA-
Amplifikation eine unerwartete Reaktion geschehen. Die Reverse Transkriptase (RT) hat die
Féhigkeit, ein DNA-Fragment als Matrize zu benutzen, wenn ein Primer zu Verfiigung steht.
Man kann daher nicht ausschliessen, dass wihrend der reversen Transkription ein
ungebundener Cfl5c8-Primer eine unspezifische Bindung mit einer neu synthetisierten cDNA
eingeht und so eine Amplifikation ermdglicht. Dieses ist mdglich, da der Cfl5c8-Primer im
Uberschuss zugegeben wird und da seine Sequenz acht wobble-Basen am 3'-Ende triigt. Eine
solche Reaktion ist mit dem Cfl5cT-Primer unwahrscheinlicher, da das T-Homopolymer-

3'-Ende weniger Moglichkeiten fiir eine zuféllige Bindung des Primers bietet.

3.3.6.2 Die ERV9 LTR Struktur

Das Exon 1 der Sequenz #288 befindet sich in einer langen terminalen Sequenzwiederholung
(Long Terminal Repeat, LTR) des Human Endogenous Retrovirus ERV9. Endogene
Retroviren und retrovirale Elemente sind im Genom vieler Wirbeltiere zu finden. Man
schitzt, dass bis zu 8 % des menschlichen Genoms aus ERV bestehen. Fiir das ERV9 wurden
anndhernd 120 Loci auf fast allen Chromosomen gefunden (Svensson et al., 2001). Auflerdem
wurden auch bis zu 4000 einzelne (solitary) ERV9 LTRs detektiert.

Die allgemeine Struktur von viralen Retrotransposons ist in Abbildung 37 dargestellt. Die
LTR sind ein besonderes Merkmal der viralen Retrotransposons und flankieren den zentralen
proteinkodierenden Bereich. LTR konnen die Initiation der Transkription oder die Spaltung
des Primirtranskripts und das Anhdngen einer Poly(A)-Schwanz steuern, je nach ihrer
Position strangauf- oder strangabwirts des zentralen Bereichs. Alle ERV LTRs sind nach dem

gleichen Muster, U3-R-US5, organisiert.
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LTR LTR

=5-8 kb
H U3 ‘R| us | Proteincodierender Bereich |U3‘ R‘ us H DNA der Wirtszelle g
Startpunkt Poly(A)-Position

Abbildung 37. Allgemeine Struktur eukaryotischer viraler Retrotransposons.

Die zentrale proteinkodierende Region ist von zwei sequenzspezifischen langen terminalen
direkten Sequenzwiederholungen (LTRs) flankiert. Die linke LTR-Sequenz steuert die Initiation
der Transkription durch die zelluldire RNA-Polymerase II am ersten Nukleotid des linken
R-Bereichs. Das Primértranskript reicht tiber die rechte LTR-Sequenz hinaus, welche die Spaltung
des Primértranskripts am letzten Nukleotid des rechten R-Bereichs und das Anhéngen eines
Poly(A)-Schwanzes durch zellulire Enzyme steuert (Die verschiedenen Bereiche sind nicht im
selben MaBstab dargestellt; der proteinkodierende Bereich nimmt mindestens 80 Prozent eines
Retrotransposons ein).

Im Vergleich mit LTRs von anderen ERV-Familien haben die U3-Segmente der ERV9 LTRs
eine kennzeichnende Sequenz: Sie bestehen aus einem charakteristischen Bereich und 5 bis
17 tandem repeats (auch E-Elemente genannt) aus 37 bis 41 Basen, die sich in 4 Subtypen (1,
2, 3 und 4) klassifizieren lassen. Das U5-Segment enthdlt 80-bp lange B-Elemente, ebenfalls
in variierender Anzahl, so dass die ERV9 LTR-Sequenzen sehr unterschiedlich sind (La
Mantia et al., 1991; Long et al., 1998). Im Durchschnitt sind die ERV9 LTRs 1,8 kb lang
(Costas & Naveira, 2000). Zwischen den zwei U3- und U5-Segmenten befindet sich eine
Promotor-Sequenz und ein R-Segment, das den Transkriptionsstartpunkt (+1) tragt. Eventuell
kann auch die Position +4 als sekundérer Transkriptionsstartpunkt benutzt werden (La Mantia

et al., 1992; Strazzullo et al., 1994).

3.3.6.3 Ist die Sequenz #288 von einem einzelnen ERV9 LTR gesteuert?

Wenn man die Sequenz #288 mit dem UCSC Genome Browser von November 2002
(Karolchik et al., 2003) suchen ldsst, wird sie in den Bereich 3q25.1 lokalisiert. Die Sequenz
liegt geteilt auf zwei Exons vor. Laut Sequenz-Orientierung nach der globalen cDNA-
Amplifikation liegen die zwei Exons auf dem negativen Strang zwischen den Exons II und III
der cDNA ALO045287; sie sind aber keine alternativen Spleilprodukte von der cDNA
AL045287 (3.3.5.2). Alle Versuche, die cDNA mittels des Poly-(A) Schwanzes und eines
spezifischen Primers zu isolieren, blieben erfolglos. Interessanter Weise korreliert ein Exon
der Sequenz #288 zu 100 % mit einem Exon der vorhergesagten cDNA NT 005616.25,
welche auf dem positiven Strang liegt. Obwohl unsere Ergebnisse vermuten lassen, dass die
vorhergesagte cDNA NT 005616.25 der Sequenz #288 nicht entspricht, stellt sich die Frage,

ob die Sequenz #288 nicht auf dem positiven Strang gelegen ist.
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Eine Analyse durch das Programm RepeatMasker (Jurka, 2000) zeigt, dass der
Chromosomenbereich 3q25.1 viele repetitive Elemente enthélt, die meisten davon sind LTRs
der ERV1-Familie. Das Exon 2 der Sequenz #288 hat eine 100 %ige Homologie mit einem
pTRS Repetitiven Element (La Mantia et al., 1989), welches ein Transkript des humanen
endogenen Retrovirus ERVO ist (Lania et al., 1992).

Eine genauere Analyse der die Sequenz #288 flankierenden chromosomalen Bereiche zeigt,
dass der positive Strang einen kompletten ERV9 LTR von 1244 bp Lange (unter LTR12C im
Repbase registriert) mit dem typischen U3-R-US Aufbau beinhaltet (Abbildung 38). Der U3-
Bereich besteht aus einer nicht-repetitiven Sequenz von 641 bp und einem Tandem Repeat
Bereich von fiinf E-Elementen. Diese E-Elemente lassen sich sehr gut in vier Subtypen
klassifizieren und zeigen eine typische 1-2-3-4-1 Reihenfolge (Long ef al., 1998). Die nicht-
repetititve 641 bp lange Sequenz enthélt sechs CCACC Motive, der Tandem Repeat Bereich
beinhaltet (mit Ausnahme von Subtyp 4) pro E-Element je ein CCAAT Motive.

[
1 (2 |3 ]4 |1 |P R |»

U3 U5

Abbildung 38. Struktur des ERV9 LTR.

Der U3-Bereich besteht aus einer nicht-repetitiven Sequenz und aus fiinf Sequenzwiederholungen
(E-Elemente). Diese E-Elemente konnen in vier Subtypen klassifiziert werden, und zeigen eine
typische 1-2-3-4-1 Reihenfolge (Long et al, 1998). P: Promotor. Winkelférmiger Pfeil:
Transkriptionsinitiationspunkt. Die schwarzen Pfeile stellen zwei lange Sequenzwiederholungen
(B-Elemente) in dem U5-Bereich dar.

Der Promotor ist 97 bp lang und ist direkt stromaufwirts der R-Region lokalisiert, deren
5'-Ende die Transkriptionsinitiationsstelle (+1) fiir die retrovirale RNA-Synthese ist. Der
Promotor tragt 23 Basen vor dem Initiationspunkt der Transkription eine TATA-like Sequenz
AATAAA, und auBlerdem potentielle Bindungsstellen fiir andere Transkriptionsfaktoren wie
AMLI (ACCAC), CCAAT, SP1 und GATA. Die R-Region ist 98 bp lang. Sie enthélt eine
konservierte Hind III-Schnittstelle und ein potentielles Polyadenylierungssignal, 35
beziehungsweise 59 Basen stromabwiérts des Transkriptionsinitiationspunktes (Lania et al.,
1992). Der U5-Bereich ist 207 bp lang und enthélt zwei B-Elemente. Mit dem RepeatMasker
Programm kann direkt strangabwérts davon eine 600 bp lange innere Sequenz vom ERV9
beobachtet werden, gefolgt von einem einzigen B-Element eines LTR12C. Allgemein enthalt
dieser Chromosomen-Bereich viele repetitiven Elemente von LTRs, aber kein komplettes
ERVO. Der hier entdeckte LTR gehort zu den einzelnen ERV9 LTRs (solitary LTR), die im

Genom verstreut vorkommen.
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Im UCSC Genome Browser (freeze date: November 2002) entspricht die Position 149886571
von Chromosom 3 der ersten Base dieses ERV9 LTR. Das 5'-Ende des isolierten mRNA-
Fragments #288 befindet sich an Position 149887669, in der Mitte des US5-Segments.
AuBerdem wurde ~80 bp stromabwirts des 288#13 Primers ein Poly-(A) Schwanz gefunden,
dessen Anheftung wahrscheinlich von einem 15 bp stromaufwirts liegenden konservierten
Polyadenylierungssignal (AATAAA) gesteuert wird. Zuletzt wurde eine gespleiite mRNA
mittels einer PCR mit den Primern F1 und 288#13 aus verschiedenen Tumorzelllinien isoliert.
Allgemein konnten die erwarteten Produkte mit dem 288#13 Primer und einem zweiten
Primer, der stromabwirts des Transkriptionsinitiationspunkts liegt, immer amplifiziert
werden. Dies war allerdings nicht mehr der Fall, wenn als zweiter Primer ein stromaufwarts
des Transkriptionsinitiationspunkts liegendes Oligonukleotid (wie z.B. NT2) benutzt wurde
(Diplomarbeit von Kerstin Bockler). Diese Ergebnisse stimmen mit der Tatsache iiberein,
dass ein proviraler LTR drei funktionale Bereiche (U3, R und US5) enthélt. Dabei liegen die
Kontrollelemente der Transkription im U3-Bereich, wéhrend der Transkriptions-
initiationspunkt den Anfang des R-Bereichs festlegt. Deswegen sollte das 5'-Ende eines
Transkriptes, das von einem einzelnen LTR gesteuert wird, keine Sequenz des U3-Bereichs
enthalten.

Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass die Sequenz #288 ein Bruchstiick eines von einem

ERV9 LTR gesteuerten Transkriptes ist.
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U3

Us

> chr3: 142886511-142890710

taatttggoa
tagagatggt
cgctottgge
agcocattcag
aggccagage
cgggtgggas
cggtgggtgt

E gatccc
cgctcaattt

ggacctgcag
goggoctooctgt
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CTCTAGACAT

GECTTCATTC

GCCECCTTTA

TEAACACATC

AGAACTECARA

CEARACATCAG

CACTCACTGEC

TTEAASTCAG
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142886560
142886610
142886640
149336710
149336760
149336310
142886860
142886910
142886940
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142887060
142887110
142887 1a0
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142887360

142887410
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142887560

142887610

142887660
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142887860
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P RNe e

GCAGAGAARLG
AGGETEETCG
CCATCCCCED

ACTCAALALE
ttccaggatg

Abbildung 39.

Schnittstelle

tgaggagacy

UYL

AGACAAGAGG
GAGAGCTTTG
TTCCAGCTCT
ACCCTGCATT
cbgggcaaga

cototattoo
SFACARGCAG
AACATTTGAA
GCCACCCAGT
GCATCCATCC
CAACCTTCAA
gobtgggata

gtgtogttta
ATGRATGETG
CGCCGAGACG
AGGRAACATTA
TTCAGAGAMC
GCOCCATgtgh
caaaaagtgyg

SRR
ARACGATACA
AGTTCAGCCG
TCTTCCCETG
CACCTCCACC
ggocctgattc
tcacattggec

149590360
149550410
145820460
142820510
142890560
142820610
142820640

Die ERV9 LTR Sequenz: Struktur und exprimierte mRNA.
Der U3-Bereich besteht aus einer einzigen Sequenz von 641 bp (deren erstes T rot markiert ist)
und aus einem repetitiven Bereich von fiinf E-Elementen, die mit punktierten Pfeilen unterstrichen
sind. Der Promotor beginnt direkt nach dem letzten E-Element und ist 97 bp lang. Er trdgt unter
anderem eine SP1-Bindungsstelle (kursive Schrift) und eine TATA-like Sequenz AATAAA (fette
unterstrichene Schrift), die sich 23 Basen vor dem Initiationspunkt der Transkription befindet.
Dieser Initiationspunkt definiert den Anfang der R-Region und enthélt eine konservierte Hind III

(doppelt unterstrichen) und ein potentielles

Polyadenylierungssignal

U3 erste Base

NT 005616, 25
Element E

NTZ>

Sr1 Binding
tata box

Hind IIT

HNTd>
Element B
<HNT5

Sequenz #2BB8

plsif.Variants

<Z2B8B#13
3TEnde

Bolva Siopal

(fett

unterstrichen). Der U5-Bereich enthdlt zwei repetitive B-Elemente von 77 bzw. 75 Basen
(unterstrichene Sequenzen). Orange, braun und rot markiert sind potentielle Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren. Die blau markierte Sequenz steht fiir die im Laufe dieser Arbeit isolierte
Sequenz (die alternativ gespleilite Sequenz ist punktiert unterstrichen). Das potentielle 3'-Ende der
mRNA mit dem Polyadenylierungsignal ist griin markiert. Der hellgraue Kasten zeigt einige
Primersequenzen (>: Strangabwirts, <: Strdngaufwérts). Die vorhergesagte cDNA NT 005616.25
ist mit Grof3buchstaben gekennzeichnet.
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3.4 Zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse

238#11 28840
28848 288HT 28E#6 NT1 HNTZ NT4 288#10 NT# 28544 NTZ NT13
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Abbildung 40. Ubersicht iiber die verwendeten Primer und Sequenzen.

Die weissen Rechtecke zeigen die Exons der vorhergesagten cDNA NT 005616.25 auf dem
positiven Strang und der cDNA AL045287 auf dem negativen Strang des Chromosoms 3 und ihre
relative Position zueinander. Ebenso wird die Position der zwei Exons des Transkripts #288 (graue
Rechtecke) und des LTR12C (grau-schattiertes Rechteck) dargestellt (Winkelformiger Pfeil:
Transkriptionsnitiationspunkt). Die schwarzen Pfeile geben die Position und die Orientierung der
Primer an, die in dieser Arbeit benutzt wurden. Die schwarzen Linien unten stellen die zwei
kompletten Spleilvarienten dar.
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Abbildung 41.  Ubersicht der Vorgehensweise und Ergebnisse der Arbeit.

Das verwendete Material ist in Rechtecken wiedergegeben, die verwendete Methoden in
abgerundeten Rechtecken (gepunktete Linien zeigen Methoden, die keine Ergebnisse gebracht
haben). Die erhaltenen Ergebnisse sind mit Pfeilen (>) angefiihrt.
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4 Diskussion
Bei der Krebserkrankung héngen die Heilungschancen entscheidend von einer frithzeitigen

Diagnose ab. Aus diesem Grund ist es von hoher Relevanz, dass die Diagnose schnell und
sicher erfolgt. Wenn eine Krebsgeschwulst entdeckt wird, wird von manchen
Forschungsgruppen seit einiger Zeit das Knochenmark nach einzelnen, bereits disseminierten
Tumorzellen untersucht, um eine Abschitzung der systemischen Ausbreitung der
Krebserkrankung zu erhalten. Diese Untersuchung beruht auf Methoden, die Zellen
unterschiedlichen Ursprungs (z.B himatopoietischen Zellen versus epithelialen Zellen)
differenzieren konnen. Die meisten Studien benutzen immunzytochemische Methoden. Um
Tumore epithelialen Ursprungs in mesenchymalen Organen wie Knochenmark nachzuweisen,
haben sich Antigene wie zum Beispiel Zytokeratine (CK) bewihrt. Der Nachweis dieser
Zytokeratin positiven Zellen im Knochmark korreliert mit einer geringeren Uberlebensrate
der Patienten (Braun ef al., 2000).

Abgesehen von den klinischen Aspekten ist der Nachweis und die Untersuchung der
disseminierten Tumorzellen auch fiir die Beantwortung biologischer Fragen wichtig. Welcher
Mechanismus verleiht den Zellen die Mdglichkeit, in einer fremden Umgebung zu iiberleben?
Werden spezielle Gene exprimiert? Um solche Fragen zu beantworten, kann die mRNA, die
die Genaktivitdit widerspiegelt, fiir weitere Analysen isoliert werden. Um ein moglichst
unverfilschtes Bild der Genexpression zu erhalten, muss die Zelle bei der Isolierung
unbeschddigt sein, was die {iblichen routineméBigen intrazellulliren Férbungen mit
Zytokeratin-Antikdrpern ausschliet. Um also eine mdglichst gute mRNA-Qualitit zu
erhalten, ist eine Oberflichenfarbung der Zelle nétig.

Unseres Wissens gibt es zur Zeit keine bekannten Oberflaichenmolekiile, die eine sichere
differentielle Expression zwischen epithelialen und hematopoetischen Zellen zeigen. Die
Identifizierung differentiell exprimierter Molekiile ist von groler Bedeutung, denn
(1) iiberexprimierte Gene konnen als Marker fiir einige biologische Prozesse wie Invasion
oder Metastasierung dienen, (ii) solche Molekiile konnen als Ziel fiir eine antikdrperbasierte
Immuntherapie (Scott & Welt, 1997) benutzt werden, (iii) das Verstindnis der
phenotypischen Anderungen, die mit der Uberexpression einiger Gene assoziert sind,
ermoglicht, Signalwege besser zu verstehen und neue therapeutische Ziele zu definieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, durch eine Genexpressionsanalyse eines oder mehrere

differentiell exprimierte Molekiile zu finden.
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4.1 Auswahl der Methode und des Materials

Heute wird fiir eine Genexpressionsanalyse hdufig die Chip-Technologie angewandt. Die
Chip/Microarray-Technologie (wie auch die SAGE Methode) ist adidquat, um globale
Expressionsprofile zu generieren. Microarray-Profile tragen sogar prognostische
Informationen, wie Van de Vijver ef al. durch eine Brustkrebs-"Signature" zeigen konnte (van
de Vijver et al., 2002). Einer der grolen Vorteile der Methode ist, dass sie die Expression
vieler Gene schnell und gleichzeitig wiedergibt. Die Analyse ist allerdings auf die bereits
verfiigbaren klonierten Gene begrenzt. Diese Beschriankung auf bereits bekannte Sequenzen
macht die Array-Chip Methode fiir das Ziel dieser Arbeit ungeeignet. Aullerdem begann diese
Arbeit, bevor ein umfangreicher Chip zur Verfiigung stand. Im Laufe des Human-Genome-
Project ist es klar geworden, dass noch viele Gene zu entdecken sind. Die systematische
Sequenzierung ist ein erster Schritt in diese Richtung. Mit bioinformatischen Programmen
kann man zwar weitere Gene vorhersagen, nichtsdestoweniger konnen diese die direkte
Isolierung aus der Zelle nicht ersetzen.

Das Vorkommen von bisher noch unbekannten differentiell exprimierten Genen mit hoher
Transkriptionsrate ist relativ unwahrscheinlich. Dagegen ist es aber anzunehmen, dass
differentielle Transkripte in niedriger Kopienzahl im Transkriptom vorliegen. Daher kamen
Methoden nicht in Frage, bei denen stark redundante Transkripte nicht eliminiert werden
konnen (SAGE, Random Sampling...). Vorgezogen wurden Methoden, die nur eine
Subtraktionsrunde bendtigen, was einen miithsamen FEins-zu-Eins-Vergleich von zwei
Populationen vermeidet und die Isolierung differentiell exprimierter Molekiile fordert. Von
den zwei Methoden RDA (Representational Difference Analyse) und SSH (Suppression
Subtractive Hybridization), die in Frage kommen, weil sie die stark exprimierten Gene durch
eine Subtraktion aus dem Probenansatz entfernen konnen, wurde die SSH gewihlt. Diese
Methode hat den Vorteil, dass sie mittels eines Normalisierungschrittes die Redundanz von
Transkripten aufhebt, ohne dass seltene Transkripte verloren gehen. Die SSH wird fiir die
Etablierung von Expressionsprofilen sehr hiufig benutzt (Difilippantonio et al., 2003; Hufton
et al, 1999; Li et al, 2003). Obwohl sowohl die RDA als auch die SSH wenig
Ausgangsmaterial bendtigen, sind fiir die RDA meistens mehrere Subtraktionsrunden nétig.
Dies wirkt sich negativ auf die Sensitivitit der Methode aus, was fiir die vorliegende Arbeit,
die extrem wenige Zellen verwendet, kritisch ist. Mit ihrem einzigen Subtraktionsschritt ist
die SSH hierfiir besser geeignet.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Zellen von Patienten und nicht von Zelllinien

gearbeitet. Wie Zhang et al. (1997) zeigen konnten, sind viele Gene, die im
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Kolorektalkarzinom differentiell exprimiert sind, in Zelllinien von Kolorektalkarzinomen
ebenfalls differentiell exprimiert, aber durchaus nicht alle. Die Autoren weisen darauf hin,
dass Zelllinien keine perfekte Abbildung eines Tumors in seiner natiirlichen Umgebung
darstellen. Sicherlich exprimiert eine metastatische Tumorzelle im KM nicht genau die
gleichen Gene, wie unter Kulturbedingungen, und méglicherweise sind diese Gene besonders
wichtig. Deswegen wurden 4 Einzelzellen von 4 Patienten ausgewihlt. Durch die Vorarbeit
mit Nylonarrays, auf die verschiedene Tumormarker aufgespottet sind, konnte gezeigt
werden, dass es sich mit GewiB3heit um Tumorzellen handelt.
Die geringe Anzahl der Zellen ergibt sich in erster Linie daraus, dass die disseminierten
Einzelzellen selten zu finden sind. Die Frequenz dieser Zellen liegt bei 10°-10 bei jedem
dritten Krebspatienten (Pantel et al., 1999). AuBBerdem kommen noch drei Schwierigkeiten
hinzu:

es muss gewdhrleistet sein, dass Tumorzellen isoliert werden, nicht jedoch normale

Zellen. Normale Zellen konnen auch das Oberflichenprotein EpCAM tragen.

die Zellen miissen intakt sein und ihre RNA noch enthalten.

Zuletzt muss die Probenpréparation gelingen.
Da es schwierig ist, allen diesen Voraussetzungen mit Sicherheit jedesmal zu entsprechen, ist
die Anzahl der zu studierenden Zellen relativ gering. Wir entschlossen uns nur mit vier Zellen
zu arbeiten, fiir die es aber sicher bestitigt wurde, dass es sich um Tumorzellen handelt.
Die SSH Methode ist im Vergleich zu anderen Methoden mit relativ wenig Ausgangsmaterial
(1-2 pg mRNA) durchfiihrbar. Zwei Beispiele beweisen, dass die SSH Methode noch fiir
zehnfach verringertes Ausgangsmaterial (100 ng) geeignet ist. So konnte spezifiche cDNA
aus 50 Oozyten (d.h. aus 92 ng mRNA) isoliert werden (Robert et al., 2000) und mit der
gleichen Technologie cDNA aus kleinen Biopsien (i.e. aus 100 ng gesamte RNA) amplifiziert
werden (Zanders et al., 2000). Die vorhandene Menge an Ausgangsmaterial aus vier Zellen
liegt aber anndhernd bei 20 pg, d.h. 105-fach weniger als fiir die originale Methode
angegeben. Eine so geringen Menge an Material fordert eine vorhergehende Amplifikation.
Dies wird mit einer speziellen globalen Amplifikationsmethode erreicht, dessen Anwendung

eine Anpassung der SSH verlangt.

4.2 Entwicklung einer SSH fiir Einzelzellen
Gleich nach der Isolierung der mRNA jeder einzelnen Zelle wurde eine cDNA-Synthese

durchgefiihrt und die cDNA unverziiglich global amplifiziert (Klein et al., 2002). Nach der
globalen cDNA-Amplifikation trdgt die cDNA durch den speziellen Primer eine besondere
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CP2-Sequenz an beiden Enden, die in den weiteren Schritten der SSH neue Adaptoren und
Primer benétigt.

Die erste wichtige Modifikation betrifft die Sequenzen der Adaptoren. Dabei wird die
Tatsache genutzt, dass die CP2-Sequenz eine EcoRI-Schnittstelle trégt, wodurch eine Ligation
von Adaptoren mit kohdsiven Enden mdglich wird. Eine solche Ligation ist bis zu 100 mal
schneller als eine Ligation mit glatten Enden (Sugino ef al., 1977). Die Ligation ist einer der
wichtigsten Schritte der Subtraktion. Thr Erfolg kann zum Beispiel eine Rolle bei der
Entstehung von Hintergrundsignalen spielen: Lange Oligonukleotide aus unligierten
Adaptoren konnen wéihrend der subtraktiven Hybridisierung unspezifisch auf cDNA-
Molekiile hybridisieren, die eine dhnliche Sequenz haben. Nach der DNA-Auffiillung konnen
solche Molekiile als Matrize fiir sowohl die erste als auch die zweite PCR der SSH dienen
(Rebrikov et al., 2000). Bei dem Versuch die unligierten Adaptoren mittels einer Microcon-
Séule zu entfernen, wurde zu viel Material verloren. Da dieser Reinigungsschritt nicht
zwingend notwendig fiir das Gelingen der SSH ist, wurde er weglassen.

Die zweite wichtige Modifikation betrifft die Primer, die die Suppressive PCR ermdglichen.
Die Benutzung der CP2 Primer (5-TCA GAA TTC ATG (CCC)s-3") wihrend der cDNA-
Synthese fiigt (Cp);s und (Gp);s Sequenzen im 5°- bzw. 3‘-Bereich der Fragmente ein.
Dadurch wird die Bildung von Haarnadelstrukturen gefordert, die die Anlagerung von
Primern behindert. Um thermodynamisch die Bindung der Primer zu unterstiitzen, wurden
zum einen Primer von 30 Basen anstatt 22 Basen in der PCR1 benutzt. Zum anderen wurde
der Driver mit einem CPBgl-Primer (5'-TCA GAA TTC ATG CCG CCC CCC CGG CCC-3")
amplifiziert. Das CPBgl Oligonukleotid beinhaltet eine Restriktionsschnittstelle fiir Bgl I
(GCCNNNN YNGGC) sechs Basen vor seinem 3'-Ende. Nach der Amplifikation erlaubt der
Verdau mit BglI 21 Basen des Primers abzuschneiden, so dass der GroBteil der (Cp);s-

Sequenz entfernt werden kann.

4.3 SSH von Tumorzellen und Knochenmark

4.3.1 Anzahl der humanen Sequenzen
Das theoretische Modell der SSH besagt, dass der kritische Faktor fiir die Effizienz der SSH

das Konzentrationsverhéltnis (R) von einem Gen zwischen zwei cDNA Proben ist. Bevorzugt
angereichert werden "all or nothing" differentiell exprimierte Gene (R — o) oder Gene mit
einem hohen R-Wert. Deshalb muss ein Gen, um angereichert zu werden, mindestens eine
Konzentration von 0,1 % im Gesamt-mRNA Material haben, und R muss bei mindestens 5

liegen. Niedrig exprimierte Gene, wie zum Beispiel Gene fiir Transkriptionsfaktoren,
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Zytokine und Rezeptoren, die bei vielen Erkrankungen eine Schliisselrolle spielen, werden
daher mit der SSH nicht detektiert. AuBerdem sind differentiell exprimierte Gene nur R*-mal
héufiger in einer SSH Library als in einer unsubtrahierten Library angereichert. Folglich sollte
es nicht iliberraschen, wenn eine kleine SSH Library kein einziges differentiell exprimiertes
Gen enthélt (Ji et al., 2002).

Trotz dieser strengen Einschrankungen der SSH Methode zeigten 9 von den 29 klonierten
menschlichen Sequenzen eine differentielle Expression im Tester (Zellen von

Mammakarzinompatienten) und nicht im Driver (KM Zellen) (Abbildung 42).

weilie Klone (386)

Sequenzierung (110) Leer oder selr kleine Inserts (276) »keine Sequenzierung

35 lceine Ergebnisse

13| Mischsequenzen

33 bakterielle ribozomale Sequenzen

29 humane Sequenzen

ﬂ differentiell exprimierte Sequenzen im Manumakarzinomzellen (Tester) und nicht in KM Zellen (Driver)

Abbildung 42. Gesamtiiberblick iiber die klonierten Sequenzen.
Ein sehr grosse Anzahl der Sequenzen war nicht zu analysieren. Von den 110 sequenzierten
Inserts waren nur 29 humanen Ursprungs, neun davon differenziell exprimiert.

4.3.2 Bakterielle Sequenzen
Eines der groBten Probleme bei dieser Arbeit ist die Herkunft der isolierten Sequenzen. Uber

die Hiélfte (33/62) sind Sequenzen von bakteriellen 16S-Ribosomen. Die Kontamination
findet wihrend der globalen Amplifikation statt, wie es der Schmier bei der Negativkontrolle
zeigt. Die beste Erklarung hierfiir ist eine Kontamination durch bakterielle DNA, die in den
verwendeten Enzymen vorhanden ist. Wéhrend der Herstellung von Enzymen werden
Nukleinsduren, einschlieflich der ribosomalen DNA-Sequenzen, entfernt. Es wurde trotzdem
mehrmals gezeigt, dass das Enzym Tag-Polymerase als Folge des Herstellungsverfahrens eine
der wichtigsten Quellen der kontaminierenden DNA ist (Bottger, 1990; Corless et al., 2000;
Hughes et al., 1994). Es handelt sich dabei um DNA von verschiedenen bakteriellen Spezies,
aber nicht von E. coli (oder bei der Taq Polymerase von 7. aquaticus), und man findet viele
Sequenzen des Ribosoms 16S. Es gibt im Genom von Eubakterien viele Kopien dieses Gens.
Sowohl die Tag-Polymerase als auch die Reverse Transkriptase und die Terminale
Desoxynucleotidyl-Transferase sind oft als rekombinante Proteine in E. coli exprimiert und
alle Enzympréparationen konnen kontaminierende DNA-Molekiile enthalten. Fast alle hier
isolierten Sequenzen tragen das Cfl5c8 Oligonukleotid, was ein Hinweis darauf ist, dass die

bakterielle Kontamination zwischen der Isolierung der Zellen und der cDNA-Synthese mit
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den Cfl5c-8 und -T-Primern auftritt und wahrscheinlich aus der Préparation der Reversen
Transkriptase stammen. Die Reverse Transkriptase kann einzelstringige DNA als Matrize
benutzen, wenn ihr ein Primer zur Verfiigung steht. Da diese Kontaminationen schon im
Ausgangsmaterial (sowohl im Tester als auch im Driver) vorhanden sind, konnte man
annehmen, dass sie subtrahiert werden. Die ersten Versuche haben leider gezeigt, dass dies
nicht der Fall ist.

Der Ursprung des Problems liegt wahrscheinlich an der Anzahl von verarbeiteten Zellen bei
der globalen Amplifikation der cDNA. Unabhéngig von der Anzahl isolierter Zellen wird die
gleiche Menge an Reverse Transkriptase benutzt. Angenommen, dass eine Zelle 3-6 pg
mRNA enthilt und dass x pg kontaminierende Sequenzen mit dem Enzym in die Prdparation
kommen, dann ist das Verhéltnis von Kontamination zu zelluldrem Material bei der Isolierung
einer Einzelzelle x pg/3 pg. Das Verhiltnis bei der Isolierung 100 000 KM Zellen ist
dagegen x pg / 300 000 pg — 0 und wird damit verschwindend gering.

Deswegen wurde der Driver mit kontaminierenden bakteriellen Sequenzen angereichert, in
der Hoffnung diese Sequenzen vom Tester besser zu subtrahieren. Dieser Versuch blieb
erfolglos, obwohl eine dhnliche Anreicherung bei einem anderen Subtraktionsansatz
erfolgreich getestet wurde (Hubank & Schatz, 1994). Eine mogliche Ursache dafiir ist, dass
die endogene Kontamination nicht ganz identisch mit den zugegebenen Sequenzen ist, so dass
keine Substraktion moglich ist. Eine andere Mdglichkeit ist, dass die kontaminierenden
Sequenzen im Tester so hdufig vorkommen, dass einige bakterielle Sequenzen nach der
Subtraktion weiter vorhanden bleiben. Die PCR kann eine einzelne Kopie einer Vorlage bis
zu 10°-10"-mal amplifizieren (Saiki et al., 1988). Eine geringe Kontamination kann nach zwei
PCR-Amplifikationen, wie es bei der SSH der Fall ist, ein schwerwiegendes Problem werden.
Solange keine ultragereinigten Enzyme entwickelt werden, wird die bakterielle
Kontamination fiir viele Methoden eines der Hauptprobleme bleiben.

In der vorliegenden Untersuchung allerdings ist die starke Anwesenheit der bakteriellen
Sequenzen ein guter Hinweis auf den Erfolg der Methode, da die bakteriellen Amplifikate

hier als differentiell exprimierte Sequenzen betrachtet werden konnen.

4.3.3 Identitat und Expression der Sequenzen
Drei der isolierten Sequenzen stammen von Genen, die moglicherweise eine Rolle bei der

Tumorprogression haben:
e BAF57, eine Untereinheit des menschlichen SWI/SNF Komplexes, der bei der
Steuerung der Genexpresssion beteilig ist. BAF57 ist in vielen Geweben exprimiert,

aber die Expression im KM wurde nicht nachgepriift (Wang et al., 1998). BAF57 ist
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in vielen Mammakarzinom-Zelllinien exprimiert (Decristofaro et al., 2001).
Wahrscheinlich spielt der SWI/SNF Komplex eine Rolle bei der Tumorhemmung
(Klochendler-Yeivin et al., 2002).

e IGFIR (Insulin-Like Growth Factor I Receptor), spielt eine kritische Rolle bei der
malignen Transformation. Er wird in den meisten bosartigen Geweben stark
exprimiert, in denen er anti-apoptotisch wirkt und folglich das Uberleben der Zelle
fordert. Die Inaktivierung von IGFIR kann von mutiertem p53 (Werner et al., 1996)
oder mutiertem BRCA1 (Maor et al., 2000) aufgehoben werden, was eine wichtige
Rolle bei der Tumorgenese haben konnte. Interessanterweise hat eine Arbeitsgruppe
(All-Ericsson et al., 2002) die Expression von IGFIR untersucht und hat sich auf
dessen Rolle beim Zellwachstum in Aderhautmelanomen konzentriert. Thre Analyse
zeigt eine deutliche Verkniipfung zwischen einer hohen IGF1R Expression und der
Sterblichkeit an einer Streuung des Tumors.

e LPP (Lipoma Preferred Partner), dessen cDNA bei der Translokation in gutartigen
Lipomen (Schoenmakers et al., 1995) oder einer Akuten Myeloischen Leukidmie

(Daheron et al., 2001) beteiligt ist.

Da es das Ziel dieser Arbeit ist einen Marker zu finden, der einzelne disseminierte
Tumorzellen im KM besser detektierbar macht, wurde die Expression der im Tester
differentiell exprimierten Sequenzen zwischen elf Tumorzelllinien und KM gepriift. Drei
Sequenzen konnen nur in Zelllinien und nicht im KM nachgewiesen werden. Es handelt sich
um den IGF1-Rezeptor (Sequenz #90), um die BAF57 Untereinheit (#157) und um ein
Fragment des Chromosoms 3 (#288), dem kein bekanntes Gen entspricht (Abbildung 21,
Seite 70).

Die differentielle Expression von IGFIR in Zelllinien stimmt mit den bis jetzt
verdffentlichten Ergebnissen iiberein (s.0.). BAF57 wurde in dieser Arbeit nur in den zwei
Zelllinien HT29 und H69 (Colon- bzw. Lungenkarzinom) gefunden, aber nicht in den drei
getesten Mammakarzinom-Zelllinien MCF7, Skbr3 und BT20. Dieses Ergebnis stimmt mit
den Ergebnissen von Decristofaro nicht iiberein (Decristofaro et al., 2001). Alle Zelllinien,
die diese Arbeitsgruppe fiir die Expression von BAF57 getestet hat (21 Mammakarzinome ZL
und 19 andere Karzinome), waren positiv fiir BAF57, mit Ausnahme von BT549, welche die

Autoren als erste BAF57-negative Zelllinie bezeichnen.
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4.4 Die Sequenz #288

4.41 Analyse des chromosomalen Bereichs 3q25.1
Die Analyse der expressed sequence tags (ESTs) kann darauf hinweisen, dass der Bereich

3925.1 eine Rolle beim Prozess der Tumorentstehung spielen konnte. Tatsachlich wurden fast
alle ungespleifiten humanen ESTs, die die Sequenz #288 flankieren oder sogar ein Stiick der
Sequenz enthalten, aus Mammakarzinom-Gewebe isoliert (Dias Neto et al., 2000). Zwei
ESTs wurden aus der humanen Fibrosarkom-Zelllinie HT1080 bzw. aus einem "Large cell
carcinoma" isoliert (Harrington et al., 2001).

AuBerdem stimmt die Sequenz #288 mit zwei Exons der vorhergesagten cDNA
NT 005616.25 iiberein, die ein offenes Leseraster (ORF) fiir ein interessantes Protein-
Sequenzstiick enthilt. Das vorhergesagte Protein zeigt (N-Terminal) hohe Ahnlichkeit zu
einem "unbekannten" Protein AAL55829 (Genbank), das mit "Novel human cDNA clones
with function of inhibiting cancer cell growth" annotiert ist.

Interessanterweise zeigt ein ORF der kleinen Spleilvariante der Sequenz #288 eine
Homologie zu einer sauren Transaktivierungsdomine, die fiir die Transkriptionsaktivierung
eine Rolle spielen konnte. Chimére Transkripte, die ebenfalls so eine Doméne tragen, wurden

schon aus Lipomgeweben isoliert ((Ashar et al., 1995) (3.3.5.4).

4.4.2 Die ERV9-LTR-Hypothese

Eine Recherche mit der Sequenz #288 im UCSC Genome Browser zeigt dass die Sequenz
#288 auf dem Chromosome 3 im Bereich 3q25.1 lokalisiert ist. Sie ist auf zwei Exons
aufgeteilt. Das Exon 1 befindet sich in einer langen terminalen Sequenzwiederholung (Long
Terminal Repeat, LTR) des humanen endogenen Retrovirus ERV9. Das Exons 2 hat eine
100 %ige Homologie mit einem pTRS Repetitiven Element (La Mantia et al., 1989), welches
ein Transkript des humanen ERV9 ist (Lania et al., 1992). Eine detaillierte Analyse dieses
Bereiches zeigt, dass ein kompletter ERV9 LTR von 1244 bp Linge mit dem typischen U3-R-
US Aufbau auf dem positiven Strang liegt. Dieses Element ist in der Repbase Datenbank
unter LTR12C registriert und gehort zu den solitiren ERV9 LTRs (solitary LTR), die bis zu
4000 mal im Genom verstreut vorkommen. Das 5'-Ende des isolierten mRNA-Fragments
#288 befindet sich in der Mitte des US5-Segments, das 3'-Ende circa 50 bp vor ein
Polyadenylierungssignal. So lange der 288-13 Primer (3') mit einem 5'-Primer, der
stromabwirts des Transkriptionsinitiationspunktes liegt, kombiniert wird (wie 288-13 mit
NT4 in dieser Arbeit, oder 288-13 mit F1 in der Diplomarbeit von Kerstin Bockler), konnen
die erwarteten Produkte amplifiziert werden. Sobald der zweite Primer stromaufwérts des

Transkriptionsinitiationspunktes liegt, ist keine Amplifizierung moglich. Dieses Ergebnis ist
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ein entscheidender Hinweis, dass es sich hier sehr wahrscheinlich um ein Transkript handelt,

das von einem ERV9 LTR gesteuert ist.

4.4.3 Die Promotoraktivitat des ERV9 LTR

Dass ein neues von einem ERV9 LTR gesteuertes Transkript entdeckt wird, iiberrascht nicht,
wenn man bedenkt, dass die ERV9 Familie aus ungefihr 50 integrierten Proviren und
mindesten 4000 einzelnen LTRs besteht. Diese sind iiber verschiedene genomische Loci
verteilt und kdnnen als potentielle Promotoren und Enhancer dienen.

Es wurden bereits verschiedene zellulire mRNA-Transkripte, die von ERV9 LTRs gesteuert
werden, beschrieben. Die ersten Transkripte wurden aus einer humanen Teratokarzinom-
Zelllinie (NTERA-2/D1) isoliert (La Mantia et al., 1989; Lania et al., 1992). Neuere Northern
Blot-Analysen zeigen, dass eine geringe Kopienzahl von ERV9 LTRs, die zu mRNA von
unterschiedlicher Grosse fiihren, auch in vielen normalen Geweben exprimiert wird. Die
Expression ist meistens gering, aufler im Testis- und Nebennierengewebe (Svensson ef al.,
2001). Andere von ERV9 LTRs gesteuerte mRNAs wurden auch aus der T-Lymphom-
Zelllinie Peer isoliert und charakterisiert (Strazzullo et al., 1998). Die ERV9 mRNA-
Transkripte zeigen verschiedene Lingen, meistens zwischen 800 bp und 1500 bp lang. Es
wurde auch gezeigt, dass ERV9 LTRs die Expression eines Reportergens im Verlaufe einer
transienten Transfektion steuern konnen (La Mantia et al., 1992). Das menschliche ZNF80-
Gen, das fiir ein Zink-Finger-Protein kodiert, ist von einem ERV9 LTR, der strangaufwirts

des Promotorbereichs liegt, reguliert (Di Cristofano ef al., 1995).

In dieser Arbeit finden wir eine differentielle Expression der Sequenz #288 zwischen
Tumorzelllinien und Knochenmark. Dieser Befund deutet darauf hin, dass ERV9 LTRs die
Transkription in spezifischen Geweben beeinflussen konnen. Auf diese Weise ist zum
Beispiel die Transkription des humanen B-Globin-Gens in erythroiden Zellen reguliert (Long
et al, 1998). In H4IIE-C3 Hepatom-Zellen wird die Expression von der humanen
Alkoholdehydrogenase 1C (ADH1C) durch einen ERV9 LTR gesteuert und ist dort sechsmal
hoher als in HeLa Zellen (Chen et al., 2002).

Es wird diskutiert, ob die Gewebespezifizitit durch das U3-Segment verursacht wird, da
dieser Bereich besonders in den Tandem Repeats viele potentielle Transkriptionsfaktor-
Bindungsmotive triagt. Die GATA, CCAAT (5) und CCACC (6) Bindungsmotive, die in
dieser Region zu finden sind, wiirden die Enhancer-Aktivitdt der ERV9 LTRs in embryonalen
und hdmatopoietischen Zellen fordern (Ling ef al., 2002; Tenen et al., 1997).
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Eine jlingst veroffentlichte Arbeit von H.J. Edenberg tiber die humane Alkoholdehydrogenase
1C (ADHI1C) zeigt, dass die von dem U3-Segment getragenen CCAAT Bindungsmotive die
Gewebespezifizitit der ADHI1C steuern konnen (Chen et al., 2002). Das vom NY-FC Faktor
erkannte CCAAT Bindungsmotiv ist unverdnderlich von anderen Transkriptionfaktor-
Bindungsmotiven flankiert. Der NY-F Faktor konnte die Bindungsaffinitit der benachbarten
Transkriptionsfaktoren erhohen. Wenn diese CCAAT Motive fiir die Expression des
Transkriptes #288 wichtig sind, ist wahrscheinlich ein Synergie-Effekt des NY-F Faktores mit
anderen Faktoren auch hier an der Gewebespezifizitit beteiligt, da wir keine Expression der

Sequenz #288 in hdmatopoietischen Zellen (d.h. in Knochenmark) feststellen konnten (3.2.2).

Die TATA-Box und Spl Bindungsmotive steuern die optimale Transkription des ERV9 LTR
(La Mantia et al., 1992; Strazzullo et al., 1994), aber es ist nicht ausgeschlossen, dass das Spl
Bindungsmotiv auch bei der Gewebespezifizitit eine Rolle spielt. Haufig sind "die" Spl
Bindungsmotive (Sp/ sites, d.h. die GC-reiche und CACCC Sequenzen) an der
Genexpression in Geweben beteiligt. Ubereinstimmend mit der Beobachtung, dass Mitglieder
der Spl/KLF Familie an der Wachstumskontrolle beteiligt sind, kdnnen einige ihrer
Mitglieder auch auf Onkogene und Tumorsuppressoren (z.B. p53) wirken (Black et al., 2001).
Nach der Arbeit von La Mantia kann man vermuten, dass das Sp1 Bindungsmotiv eine Rolle
bei der Expression des Transkripts #288 spielt (La Mantia et al.,, 1992). Dieses Spl
Bindungsmotiv befindet sich in der minimalen Promotorsequenz und ist fiir die maximale
Aktivitdt zustandig, was auch mit seiner Position als promotornahes Element {ibereinstimmt.
Die Transkription anderer HERV-LTRs ist auch von Sp1 Bindungsmotiven abhéngig, z.B. der
HERV-H LTR (Sjottem et al., 1996) oder ein HERV-E LTR (Landry & Mager, 2003).
Allerdings ist das Spl-Bindungsmotiv nicht allein an der Aktivierung der Transkription
beteiligt und seine genaue Rolle ist noch nicht geklirt. So konnte im HERV-W LTR die
Anwesenheit des Spl-Bindungsmotivs mit der Unterdriickung der Transkription korrelieren
(Schon et al., 2001), was jedoch von einer neuen Arbeit bestritten wird (Lee et al., 2003).
Auch andere Bindungsmotive spielen eine wichtige Rolle und kdnnen die Gewebespezifizitit

beeinflussen (Landry & Mager, 2003).

4.4.4 Schluifolgerungen

Lange hat man geglaubt, dass DNA ein inertes und unmodifiziertes Molekiil ist, mit
Ausnahme des Auftretens von Punktmutationen (10 Aminoséure/Jahr). Wihrend der letzten

15 Jahre ist jedoch klar geworden, dass viele andere Mechanismen an genomischer Instabilitét
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beteiligt sind. Insbesonders die beweglichen DNA-Elemente wie Transposons und
Retrotransposons konnten eine wichtige Rolle spielen.

Transposons konnen in Form von DNA direkt an andere Stellen im Genom springen,
Retrotransposons miissen zuerst in eine RNA-Kopie transkribiert werden, und werden dann in
DNA umgeschrieben. Ungefdhr 42% des menschlichen Genoms bestehen aus
Retrotransposons (Lander et al., 2001), und obwohl die meisten inaktiv sind, kénnen einige
retrotransposieren. Retrotransposons lassen sich in nicht-autonome (Alu) und autonome
Elemente teilen, je nachdem ob sie Enzyme der Zelle fiir ihre Beweglichkeit brauchen oder
nicht. Die autonomen FElemente lassen sich ebenfalls in zwei Gruppen teilen: LTR-
Retrotransposons (Long Terminal Repeat, besitzen lange terminale Sequenzwiederholungen),
und nicht-LTR Retrotransposons. Die LTR-Sequenzen sind das Kennzeichen fiir den viralen
Ursprung dieser Elemente. LTR-Retrotransposons haben folglich eine dhnliche Struktur wie
Retroviren, aber sie tragen kein funktionelles env Gen, so dass sie andere Zellen nicht
infizieren kénnen. Zu dieser Gruppe gehdren auch die humanen endogenen Retroviren
(HERYV), obwohl es unwahrscheinlich ist, dass sie autonome aktive Elemente besitzen. Bis zu
8% des menschlichen Genoms besteht aus defekten ERVs und solitdren LTRs (Lander et al.,
2001). Die nicht-LTR Retrotransposon Gruppe umfafit die LINE und SINE (Long bzw. Short
interspersed nucleotide elements) Sequenzen. Die haufigsten SINE Elemente beim Menschen
sind die Alu-Sequenzen; sie machen etwa 11% der Gesamt-DNA aus. Zu den LINE
Sequenzen gehdren die L1 Elemente, die die hdufigsten Retrotransposons im Genom der
Wirbeltiere sind.

All dies macht deutlich, dass die beweglichen DNA-Elemente bei verschiedenen biologischen
Prozessen in der Zelle eine Bedeutung haben kdnnen.

Die Transkription von Genen kann zum Beispiel durch einen LTR erleichtert oder sogar
gesteuert werden, da diese Elemente oft eine starke Aktivitdt als Promotor und Enhancer
haben (Di Cristofano et al., 1995; Kato et al., 1990; Liu & Abraham, 1991). Auch L1
Elemente ohne LTR konnen eine solche Rolle iibernehmen, wie es fiir das Apolipoprotein(a)
Gen der Fall ist (Yang et al., 1998). Ihre regulative Funktion driickt sich auch dadurch aus,
dass LTR-Sequenzen die Expression in spezifischen Geweben beeinflussen konnen (Chen et
al., 2002; Ling et al., 2002), oder dass ein L1 Element an der Regulierung der Gerinnung
durch den Faktor IX beteiligt ist (Kurachi ef al., 1999).

Viele Retrovirale Elemente kdnnen eigene proteinkodierende (flir Reverse Transkriptase (RT)

und Endonuklease) und auch nichtkodierende RNA synthetisieren. Nichtkodierende Regionen
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werden heute noch oft als unwichtig ("Junk") betrachtet. Diese Ansicht dndert sich aber mit
der Feststellung, dass viele nichtkodierende RNAs (noncoding RNAs, ncRNAs) transkribiert
werden und es immer offensichtlicher wird, dass RNA regulierende Netzwerke kontrollieren
kann (Mattick & Makunin, 2005). Es wurden bereits verschiedene ncRNAs beschrieben, zu
denen small nucleolar RNAs (snoRNAs), microRNAs (miRNAs) und short interfering RNAs
(siRNAs) gehoren. Small nucleolar RNAs (snoRNAs) sind - wie der Name impliziert - meist
in den Nucleoli anzutreffen, wo sie an der Prozessierung und Modifikation anderer
Ribonukleinsduren - insbesondere ribosomaler RNA (rRNAs) - beteiligt sind. Die
Modifikationen, die in die ribosomalen RNAs eingefiihrt werden, sind essentiell fiir die
Funktion des Ribosoms und die in den small nuclear RNAs (snRNAs) essentiell fiir das
Splicing. MicroRNA (miRNAs) dienen zur Feinregulierung des Wachstums. Sie binden
spezifisch an messenger RNA (mRNAs) und verhindern deren Aktivitit in der Translation, so
dass z.B. Wachstumsfaktoren nicht in tiberméfBiger Menge hergestellt werden. Die small
interfering RNA (siRNA) sind Fragmente von ca. 22 Nukleotiden Linge und werden in den
Enzymkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) eingebaut. Mithilfe der
inkorporierten RNA-Fragmente bindet RISC komplementédr an DNA, z.B. Genbereiche, oder
mRNA und kann diese damit "abschalten". Dies dient einerseits dem Abbau von Fremd-RNA,
z.B. der von Viren, aber auch der zellinternen Regulation. Dieser Signalweg der Zelle wird als
RNA Interference (RNAi) zusammengefasst.

An den ncRNAs wird aktuell intensiv geforscht, dariiber hinaus kommen viele andere
ncRNAs in Tieren und Planzen vor. Sie bestehen aus verschiedenen Transkripten, wie zum
Beispiel transkribierten Introns oder antisense Transkripten und bei einigen konnen eine Cap-
Gruppe und ein Poly-A Schwanz angehdngt sein. Neue Studien zeigen, dass es
wahrscheinlich mehr ncRNA, als bis heute bekannt gibt (Washietl et al., 2005). Jede neue
ncRNA Entdeckung unterstiitzt die Vermutung, dass es komplexe Kontrollnetze gibt, die
unter anderem durch miRNA oder verschiedene andere, teilweise noch unbekannte, RNA
Signale reguliert werden. Daher kann man nicht ausschlieBen, dass ncRNAs, deren
Transkription zum Beispiel von LTRs gesteuert wird, auch eine Rolle in der Zellregulation
haben, wie zum Beispiel bei post transcriptional gene silencing (Ling et al., 2002; Ling et al.,
2003; Prak & Kazazian, 2000). So hitten miRNAs oder siRNAs, die zum Beispiel von
transkribierten HERV Sequenzen stammen, tausende potentielle Zielsequenzen, da HERV
Sequenzen in vielen Kopien iiber das ganze Genom verstreut sind. Obwohl es bis jetzt noch

keine Beweise gibt, sollte man diese Mdglichkeit gegenwértig nicht ausschlieBen.
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Die beweglichen Elemente konnen auch chromosomale Verdanderungen, wie Translokationen,
Deletionen oder Inversion, vermitteln. Sie konnen somit fiir Mutationen, die beim Menschen
zu genetisch bedingten Erkrankungen fiihren, verantwortlich sein. L1 und Alu-Elemente sind
hierbei besonders héufig beteiligt, zum Beispiel bei der Duchenne-Muskeldystrophie,
Héamophilie, oder bei Brustkrebs (Kolomietz et al., 2002; Ostertag & Kazazian, 2001).

Die differentielle Expression des Transkriptes #288 bei Tumorzelllinien und Patienten wirft
die Frage nach der Bedeutung der Expression solcher Transkripte auf. Einerseits kann die
Expression der Transkripte unspezifisch durch eine Verdnderung der Transkriptionsaktivitét
des Tumors ausgelost werden. Eine Arbeit iiber Alu-Sequenzen spricht zum Beispiel fiir einen
solchen Mechanismus: die Expression von Alu-Sequenzen dndert sich mit der Transformation
der Zelle (Chu et al., 1998). Dies unterstreicht die Wichtigkeit mit Zellen verschiedenen
Ursprungs (d.h. sowohl mit Zelllinien als auch mit primédren Tumorzellen) zu arbeiten.
Andererseits kann das Transkript angeschaltet werden, weil es eine funktionelle Bedeutung
fiir den Tumor besitzt. Bestimmte Funktionen der HERV fiir die Entwicklung der Plazenta
konnten eine Bedeutung bei der Tumorprogression nahelegen. Die Plazenta zeigt biologische
Eigenschaften wie Gewebeinvasion, Fusion der Trophoblastenzellen, Suppression des
miitterlichen Immunabwehr, die diesem Organ auch die Bezeichnung "Pseudotumor"
einbrachten (Harris, 1998).

Das pathogene Potential nicht defekter endogener Retroviren ist bis jetzt nur in Miusen
demonstriert worden, in denen ERV Tumore und immunologische Stérungen verursachen
konnen (Asch et al., 1993; Natoli et al., 1996). Immer mehr Arbeiten interessieren sich jedoch
fiir die Expression in verschiedenen Geweben und fiir ihre mogliche Rolle bei der
Krebserkrankung des Menschen (Schon et al., 2001; Seifarth et al., 2003). Man konnte schon
oft eine hohere Transkriptionsaktivitdt in Tumorgeweben als in Normalgeweben feststellen.
Einige Autoren sehen ERV-Sequenzen als eine vielversprechende Quelle neuer Tumormarker
(Wang-Johanning ef al., 2003). Zwar sind bisher wenige Transkripte bekannt, die in Proteine
iibersetzt werden (Frendo et al., 2003; Lower et al., 1995; Schiavetti et al., 2002). Dennoch
konnten gerade diese Proteine als Tumorantigene fiir Immuntherapien dienen. Vor kurzem
wurde eine HERV-K env Sequenz beschrieben, die ein Antigen kodiert, das von
zytotoxischen T Lymphozyten erkannt wird und die AbstoBung von Melanomzellen bewirkt.
Das Antigenpeptid wurde durch einen sehr kurzen Leserahmen kodiert. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass HERV env Proteine oder ihre Peptide eine Quelle fiir Tumorantigene sein

konnten und folglich fiir Schutzimpfung verwendet werden konnten (Schiavetti ez al., 2002).
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5 Zusammenfassung
Das Auftreten einer Metastasierung ist von grofler prognotischer Relevanz fiir Patienten mit

einer Tumorerkrankung und hat einen bedeutenden Einflu3 auf die Heilungsrate. Bisher gibt
es keine Therapie, die die Ausbreitung der Krebserkrankung verhindern oder stoppen kann,
unter anderem, weil der Prozess der Metastasierung noch weitgehend unklar ist. Deswegen ist
es wichtig, die molekularen Mechanismen der Tumorzelldisseminierung zu verstehen: Gibt es
bestimmte Gene, die in disseminierten Zellen unter- oder iliberexprimiert sind? Hat ihre
differentielle Expression einen Einfluss auf die Disseminierung? An welchen Signalwegen
sind die dazu gehdrigen Proteine beteiligt? Um Antworten auf diese Fragestellungen zu
erhalten, ist es von groBBem Interesse, disseminierte Tumorzellen direkt zu studieren. Die
Detektion solcher Zellen ist allerdings schwierig, da die Zellen extrem selten sind und es an
spezifischen Markern mangelt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, neue Marker fiir die Detektion epithelialer Zellen in
mesenchymalem Gewebe zu finden. Dafiir wurde die differentielle Genexpression zwischen
vier metastatischen Zellen von Brustkrebspatienten (Tester) und Knochenmarkzellen
gesunder Patienten (Driver) mit der Suppression Subtractive Hybridization (SSH) Methode
analysiert. Da das Ausgangsmaterial aus global amplifizierter ¢cDNA einzelner Zellen
besondere Adaptersequenzen trigt, musste die SSH zuerst daran angepasst werden.

Neun der gewonnenen Sequenzen zeigten eine differentielle Expression, die positiv im Tester
und negativ im Driver war. Drei der identifizierten Sequenzen (BAF57, IGFIR und LPP) sind
fiir ihre potentielle Beteiligung bei der Tumorentstehung bereits bekannt. Die Expression der
neun Sequenzen wurde in elf Tumorzelllinien und Knochenmark gepriift. Drei Sequenzen
sind nur in Zelllinien und nicht in Knochenmark nachzuweisen: IGFIR, BAF57 und eine
Sequenz von uns #288 genannt, die keinem bereits bekannten Gen entspricht. Sie konnte als
Fragment eines von ERV9 Long Terminal Repeat (LTR) gesteuerten Transkriptes identifiziert
werden.

LTRs von humanen endogenen Retroviren (HERV) enthalten Virale Promotoren, Enhancer
und Polyadenylierungssignale und konnen die Genexpression regulieren. Es wurden bereits
verschiedene zellulire mRNA-Transkripte gefunden, die von ERV9 LTRs gesteuert werden.
Die differentielle Expression der Sequenz #288 zwischen Karzinomzelllinien und Knochen-
mark deutet darauf hin, dass der ERV9 LTR fiir eine Gewebespezifizitit verantwortlich
zeichnen konnte. Da in Krebsgewebe auch eine hoéhere Transkriptionsaktivitit fiir nicht
kodierende Transkripte festgestellt wurde, stellt sich die Frage, ob die Sequenz #288 entweder

einen neuen Tumormarker darstellen konnte oder an der Regulation anderer Gene beteiligt ist.
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