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EINLEITUNG

1 Einleitung

Mit der Zunahme der Lebenserwartung in den vergangenen 50 Jahren veranderte sich die
Altersstruktur der Gesellschaft. So gibt es zum heutigen Zeitpunkt sehr viel mehr &ltere
Menschen als in der Vergangenheit. Aufgrund dieser Verénderung stieg auch die absolute
Zahl der an Krebs erkrankten Personen, da vom Kindes- bis zum hohen Alter die
Krebssterblichkeit erheblich zunimmt (Alberts et al., 1990). Eine der haufigsten Krebsarten,
die bei Frauen zum Tode fuhrt, ist der Ovarialtumor.

In West- und Nord-Europa, aber auch in den USA reprasentiert dieser Tumortyp den
haufigsten Krebs des weiblichen Genitaltrakts mit weltweit etwa 200.000 neuen Fallen pro
Jahr (Runnebaum und Stickeler, 2001). Da in etwa 70% der Falle eine Krebsdiagnose erst in
einem spaten Stadium gestellt wird, ist der Eierstocktumor die flinft h&ufigste
Krebstodesursache bei Frauen. Fur die Entstehung dieses Tumortyps sind bislang erst
wenige Risikofaktoren identifiziert worden. Dazu gehoéren genetische Faktoren, die eine
familiare Haufung von Eierstocktumoren bewirken, endokrine Faktoren, bei denen die
Reproduktion eine Rolle spielt, Umweltfaktoren, die noch weitgehend unerforscht sind, und
molekulare Risikofaktoren, zu denen somatische Mutationen unterschiedlicher Gene gezahlt

werden.

1.1 Risikofaktoren fur die Entstehung von Ovarialkarzinomen

1.1.1 Genetische Faktoren

Lediglich etwa 10% aller epithelialer Ovarialkarzinome werden mit erblichen Faktoren in
Verbindung gebracht (Runnebaum und Stickeler, 2001). Dabei ist das Erkrankungsrisiko auf
etwa das 3,5fache erhoht (Claus und Schwartz, 1995). Die erblichen Tumoren kénnen in drei
verschiedene Typen unterteilt werden:

Bei dem haufigsten Typ handelt es sich um das Brust- und Ovarialkarzinom-Syndrom, das
im Zusammenhang mit Keimzellmutationen der BRCA1- und BRCA2-Gene steht. BRCA1
wird hauptsachlich in Brust-, Ovar- und Hodengeweben exprimiert. Das 100 kb grol3e Gen
liegt auf dem Chromosomenabschnitt 17q21 und wurde von Miki et al. (1994) kloniert. Es
besteht aus 24 Exons und kodiert fir ein Protein von 1863 Aminosaureresten, das zellzyklus-
abhangig exprimiert und phosphoryliert wird (Chen et al., 1996). Die aminoterminale Region
zeigt eine hohe Homologie zu einer Zinkfinger-Doméne, wie sie in zahlreichen
Transkriptionsfaktoren vorkommt. BRCAL spielt vermutlich eine Rolle bei der Zellzyklus-
Regulation und der DNA-Reparatur (Monteiro, 2000). Wie BRCAL ist auch BRCA2 an der
Regulation der Transkription und der DNA-Reparatur beteiligt (Venkitaraman, 2001). BRCA2

ist jedoch bislang weniger gut untersucht als BRCAL.
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Bei dem zweiten Tumortyp, der ebenfalls zu einer Erh6hung des Ovarialtumor- und
Brustkrebs-Risikos bei Frauen und zu colorektalem Krebs bei Mannern fuhrt, handelt es sich
um das (hereditary non-polyposis colorectal cancer) HNPCC- oder auch Lynchll-Syndrom.
Hierbei erzeugen Keimzellmutationen Defekte bei Enzymen, die in der DNA-Mismatch-
Reparatur eine Rolle spielen (Lynch et al., 1998), was zu einer Anhédufung von Mutationen
fuhrt. In 90% der Falle sind davon die Proteine von hMSH2 oder hMLH1 betroffen.

Der dritte Tumortyp wird als seltenes organspezifisches Ovarialtumor-Syndrom bezeichnet
und betrifft die Ovarien. Auch in diesem Fall spielen Mutationen des BRCA1-Gens eine Rolle
bei der Tumorentstehung (Chuaqui et al., 1997).

1.1.2 Endokrine Faktoren

Neben den genetischen Faktoren spielen auch endokrine Faktoren eine Rolle bei der
Tumorentstehung in den Ovarien. Am deutlichsten wird dabei das Risiko durch die Anzahl
der Schwangerschaften und die Lange der Stillzeit beeinflu3t. Mit steigender Zahl an
Schwangerschaften und zunehmender Lange der Stillzeit sinkt die Wahrscheinlichkeit, an
diesem Tumortyp zu erkranken. Dies beruht vermutlich auf dem Einflu der Gonadotropin-
Sekretion wahrend der Schwangerschaft (Banks et al. 1997; Daly und Obrams, 1998). Nach
der ,Gonadotropin“-Hypothese beschleunigen grof3e Mengen zirkulierenden Gonadotropins
die Transformation von Ovarepithelzellen. Pro Schwangerschaft nimmt das Risiko um
13-19% ab, wobei jedoch eine Schwangerschaft bei sehr jungen Frauen das Risiko erhoht
(Runnebaum und Stickeler, 2001).

Ebenso zeigen orale Kontrazeptiva eine positive Wirkung. Bei einer Einnahme uber einen
Zeitraum von funf Jahren und langer kann das Risiko bis auf die Halfte reduziert werden
(Runnebaum und Stickeler, 2001). Der positive Effekt der ,Pille” beruht wahrscheinlich auf
der Unterdriickung des Eisprungs und der somit entfallenden standigen Reparaturprozesse
des Oberflachenepithels (Fathalla, 1971).

1.1.3 Umweltfaktoren

Auch Umweltfaktoren beeinflussen die Entstehung der Ovarialtumoren. Dabei stehen
hauptséchlich Asbest und die Verwendung von Talkum-Pudern in der Diskussion. Dies
spiegelte sich in den erhdhten Ovarialtumorerkrankungen bei Arbeiterinnen, die stéandig in
Kontakt mit Asbest waren, und bei Frauen wieder, die Talkum-Puder-Produkte im Bereich
des Perineums verwendeten (Ness und Cottreau, 1999).

Zum Einflu der Ernahrung liegen kaum Daten vor. Die vorliegenden Studien sprechen
jedoch fir einen positiven Effekt bei hohem Konsum an Frichten und Gemuise. Im
Gegensatz dazu scheint der Verzehr groBer Mengen an gesattigten tierischen Fetten und

Fleisch mit einem erhéhten Krebsrisiko zu korrelieren (Becker und Wahrendorf, 1997).
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1.1.4 Molekulare Risikofaktoren

Die maligne Transformation der nicht erblichen Ovarialtumoren ist durch eine Vielzahl
genetischer Veranderungen gekennzeichnet. Dazu z&hlen die Hochregulation von Proto-
Onkogenen und die Mutation oder Deletion von Tumorsuppressor-Genen.

Zur Analyse von Genexpressionsveranderungen stehen zahlreiche Methoden zur Verfiigung.
Dazu gehort neben dem relativ neu entwickelten Verfahren der cDNA Microarrays (Emmert-
Buck et al., 1996; Welsh et al., 2001) und der subtraktiven Hybridisierung (Rouvier et al.,
1993; Hubank und Schatz, 1994) auch das Differential Display (Liang und Pardee, 1992;
Liang und Pardee, 1995; Liang und Pardee, 1997).

Die Analyse von unterschiedlich exprimierten Genen mit cDNA Microarrays bietet den
grolRen Vorteil, nahezu einhunderttausend cDNAs gleichzeitig zu analysieren und zu
identifizieren. Aufgrund der Probenanzahl ist eine Normalisierung der zu untersuchenden
Proben gewahrleistet. Ein deutlicher Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, dal3 groR3e
Mengen an RNA eingesetzt werden missen. Weitere Nachteile gegeniber den Methoden
der subtraktiven Hybridisierung und des Differential Displays sind die hohere
Nachweisgrenze und eine geringere Sensitivitat. Durch die hdhere Nachweisgrenze kénnen
mit dem Verfahren der cDNA Arrays niedrig exprimierte mRNAs nicht erfal3t werden, durch
die geringere Sensitivitat konnen lediglich sehr deutlich ausgepragte Unterschiede
identifiziert werden. Diese Einschrdnkungen, vor allem aber die notwendigen grol3en
Mengen an RNA, fiihrten dazu, daf’ das Verfahren der Microarrays nicht in der vorliegenden
Arbeit eingesetzt werden konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Methoden der subtraktiven Hybridisierung und des
Differential Displays getestet und bewertet. Vor- und Nachteile beider Methoden werden in
Kapitel 5.2 diskutiert. Letztendlich fiel die Entscheidung zugunsten der Methode des
Differential Displays. Bei dieser Methode reichen sehr geringe Mengen an Geweben fir die
Untersuchungen aus und eine Vielzahl an Gewebeproben kénnen gleichzeitig betrachtet
werden (Sagerstrom et al., 1997). Somit erlaubt das Differential Display die Identifizierung
der mRNAs, die in Tumorzellen des Ovars starker oder geringer reprasentiert sind als in den
entsprechenden normalen Zellen (Mok et al., 1994; Mok et al., 1996). Fur die systematische
Analyse der Genexpressionsunterschiede mit Hilfe des Differential Displays wird zundchst
die RNA aus den Geweben isoliert und die mRNA in cDNA umgeschrieben. Diese dient als
Matrize in einer PCR, bei der Fragmente mit unterschiedlichen Primerkombinationen
amplifiziert werden. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der cDNA-Fragmente werden
die im Vergleich zu den Normalzellen tber- oder unterreprésentierten Fragmente isoliert, in
einer PCR amplifiziert, in einen Vektor kloniert und schlie3lich bakteriell vermehrt. Die
Ermittlung der Sequenz der Amplifikate ermoglicht eine Datenbankanalyse, bei der
Expressed Sequence Tags (ESTs) und cDNA-Bibliotheken nach homologen Klonen

3
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durchsucht werden, die evtl. die Verlangerung der Fragmente ermdglichen. AbschlieRend

erfolgt die Uberpriifung der ermittelten Unterschiede durch eine PCR.

Einige der bereits aus der Literatur bekannten Proto-Onkogene, deren veranderte
Expression in Ovarialtumoren beschrieben ist, stehen im Zusammenhang mit Ergebnissen
einer Analyse des Differential Displays mit Geweben einer Patientin. Zu diesen Proto-
Onkogenen zéhlen das Akt2, K-Ras und c-Myc.

Das Gen von Akt2 ist ein im Menschen vorkommendes Homolog des viralen Onkogens v-akt
(Cheng et al., 1992; Staal., 1987). Akt2 kodiert fur ein 56 kDa grof3es Protein, welches zu
den Serin/Threonin-Kinasen gezahlt wird und auch die Bezeichnung PKBB tragt. Dieses
Protein kann grob in vier Domanen eingeteilt werden. Am aminoterminalen Ende befindet
sich eine pleckstrin-homologe Domaéne, in zentraler Position sitzen eine helikale- und eine
Kinase-Doméane, der C-terminale Abschnitt ist reich an Serinen und Threoninen
(siehe Abb.: 1.1)

Helix Kinase Doméane

pleckstrin-homologe Serin / Threonin
Domé reiche Doméne

Abb.: 1.1 Schematische Darstellung des AKT2-Proteins.

Das Protein kann grob in vier Bereiche unterteilt werden. Der Amino-Terminus tragt eine pleckstrin-
homologe Domane, gefolgt von einer helikalen Region, der sich eine Kinase Doméne anschlief3t. Den
carboxy-terminalen Abschnitt bildet eine Serin/Threonin reiche Domaéne.

Uber die pleckstrin-homologe Doméne, die einer Vielzahl von Proteinen, wie beispielsweise
einigen Regulatoren kleiner GTP bindender Proteine (ras-GAP, cdc24), Kinasen (ARK1/2)
und allen bekannten Sauger-Phospholipasen (PLC-8, -0, -y), die am Transduktions-Weg
teiinehmen (Haslam et al., 1993; Mayer et al., 1993), gemein ist, wird Akt2 durch die
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) aktiviert. Die PI3K wird ihrerseits von einer Vielzahl an
Stimuli, wie Wachstumsfaktoren (Mitsuuchi et al., 1998), Proteinphosphatase-Inhibitoren und
Stref3, beeinflult (Liu et al.,, 1998). AKT2 ist in etwa 10-20% aller ovariellen Tumoren
Uberexprimiert (Bellacosa et al., 1995), wobei seine Wirkungsweise jedoch noch nicht
vollstandig aufgeklart ist. Eines der bisher bekannten Ziele, die durch AKT2 phosphoryliert
werden, ist das Protein BAD, ein Mitglied der BCL-2 Familie. Diese Phosphorylierung
reduziert die Bindungsfahigkeit von BAD zu Bcl-x., was zur Suppression der Apoptose und
somit zum Uberleben der Zellen fiihrt (Datta et al., 1997).

Wie Akt2 zahlt K-Ras zu den Proto-Onkogenen. Es gehért zur Superfamilie der kleinen
GTPasen und kodiert fur ein Protein mit etwa 21 kDa. Dieses ist ein Knotenpunkt zahlreicher

SignalUbertragungswege und vermittelt Informationen zwischen Zelloberflachenrezeptoren

4
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wie dem epidermalen Wachstumsfaktor, dem Cytokin-, Integrin- und PDGF-Rezeptor und
den Transkriptions-Faktoren bzw. Zellzyklus-Proteinen des Zellkerns (Ellis und Clark, 2000).
Im Zusammenhang mit Tumoren des Ovars sind Uberwiegend Mutationen im K-Ras-Gen
beschrieben (Mok et al., 1993; Gallion et al., 1995). Nur in wenigen Fallen wird Uber
veranderte Expressionsraten von K-RAS berichtet (Filmus und Buick, 1985).

c-MYC ist ein Mitglied der Helix-Loop-Helix/Leuzin Zipper Superfamilie. In ruhenden Zellen
werden nur geringe Mengen an c-MYC exprimiert. Dies andert sich jedoch nach mitotischer
Stimulation. In proliferierenden Zellen bilden c-MYC und das sogenannte Max-Protein ein
Heterodimer und binden an die Konsensus-Sequenz 5-CACGTG-3‘ der DNA (Knippers,
1997). Die DNA-gebundenen Heterodimere rekrutieren Koaktivator- und
Korepressorkomplexe, die Verénderungen in der Chromatin Struktur bewirken. Somit wird
die Transkriptionsrate von Genen, die an der Differenzierung und der Apoptose beteiligt sind,
verandert (Grandori et al., 2000).

Zu den wichtigsten Vertretern der Tumorsuppressor-Gene, die an der
Ovarialtumorentstehung beteiligt sind, gehéren BRCAL und 2. Wie bereits erwahnt werden
sie hauptsachlich mit dem erblich bedingten Brust- und Ovarialkarzinom-Syndrom in
Verbindung gebracht. Neben diesen Proteinen ist p53 das bekannteste Tumorsuppressor-
Gen. Das humane p53-Gen liegt am Ende des kurzen Arms von Chromosom 17. Es umfal3t
ca. 20 kb und codiert fur ein 2,8 kb langes Transkript. Bei mehr als der Halfte aller
menschlichen Krebszellen ist das p53-Gen geschadigt. So fuhrt der Verlust eines Allels und
eine korrespondierende Mutation im zweiten Allel in Gber 55% aller Ovarialtumoren zu einer
vollstandigen Inaktivierung von p53 (Runnebaum und Stickeler, 2001). Dies wird verstandlich
wenn die vielfaltigen und wichtigen Aufgaben des p53-Proteins betrachtet werden. So
Ubernimmt es Aufgaben, die zur Regulation der Transkriptionsaktivitat zahlreicher Proteine,
der Aufrechterhaltung der Genomintegritat und des programmierten Zelltods beitragen.

1.2 Metastasierung und Therapie

Nach heutigem Wissensstand leiten sich Ovarialtumoren hauptsachlich vom
Oberflachenepithel der Eierstocke ab. Dabei erfolgt die Metastasierung vermutlich durch
Abschuppung der Zellen vom malignen Herd des Ovars. AnschlieRend wandern die Zellen
durch die peritoneale Hohle und siedeln sich an beliebigen Stellen an (Menzin et al., 1998).
Je nachdem, welche Organe vom Tumor betroffen sind, erfolgt eine Stadieneinteilung nach
den Richtlinien der FIGO (Eederation International of Gynecology and Obstetrics) oder TNM
(Tumor Nodes Metastasis). In FIGO-Stadium | ist der Tumor auf die Ovarien begrenzt. Bei
FIGO-Stadium Il breitet sich der Tumor bereits im Beckenraum aus. Damit sinkt auch die 5-
Jahres-Uberlebensrate von 90% (FIGO 1) auf 70%. FIGO Il kennzeichnet das Stadium, bei
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dem auch auRRerhalb des Beckens Metastasen nachgewiesen werden, die Krankheit jedoch
auf das Abdomen beschrénkt ist. Hier ist die 5 Jahres Uberlebensrate statistisch auf 15%
gesunken. Im vierten FIGO-Stadium existieren Fernmetastasen, wobei die Chance, finf
Jahre zu Uberleben, 1-5% betragt.

Im FIGO-Stadium 1 ist eine fertilitatserhaltende Operation bei jungen Frauen moglich. Bei
allen anderen Stadien steht an erster Stelle die radikale Operation mit der Entfernung der
beiden Eierstocke, der Gebarmutter und der beiden Eileiter sowie betroffener Lymphknoten.
Sind aufgrund eines fortgeschrittenen Stadiums bei der Erstdiagnose noch weitere Organe
betroffen, werden auch diese, soweit moglich, entfernt. Das Ziel der Operation ist es, alle
Tumoranteile zu entfernen. Zusatzlich erfolgt in der Regel eine Chemotherapie mit einer
cisplatinhaltigen Zweierkombination. Nach Auersperg et al. (1998) schlagt die Behandlung in
60-80% aller Falle zunachst an, jedoch entwickeln die meisten Patienten in kurzer Zeit
Vielfach-Resistenzen gegen Chemotherapeutika. Dieses Phanomen wird als Multiple Drug
Resistance (MDR) bezeichnet. Bisher wurden zahlreiche molekulare Ver&nderungen
identifiziert, die zur MDR beitragen. Beispiele dafiir sind ein veranderter Transportefflux, der
Zellgifte aus den Zellen beférdert, Inaktivierung der Therapeutika durch Bindung an
bestimmte Proteine, Einlagerung der Substanzen in Organellen, wodurch diese ihre Ziele
nicht erreichen kénnen, Erhéhung der Toleranz der Zellen gegeniber Giften oder einer
erhohten DNA-Reparatur-Aktivitat, die das Uberleben der Zelle sichert, obwohl sie unter
normalen Bedingungen sterben wirde.

Da bereits in Phase | nur eine begrenzte Heilungschance besteht, ist es um so wichtiger,

einen Ovarialtumor so friih wie moéglich zu erkennen.

1.3 Zielsetzung

Da das epitheliale Ovarialkarzinom aufgrund mangelnder Frihsymptome und geeigneter
Screening-Marker unter den gynakologischen Tumoren die schlechteste Prognose hat,
konnte die Identifikation eines oder mehrerer Marker die Diagnostik und Therapierung
bedeutend verbessern und damit zahlreiche Menschenleben retten. Deshalb besteht das
langfristige Ziel der Forschung darin, relevante Genprodukte aufzufinden und ihre Rolle bei

der Entstehung und Progression der Ovarialtumoren zu untersuchen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, Genexpressionsmuster epithelialer
Ovarialkarzinome systematisch zu analysieren.

Unabhangig von der verwendeten Methode ist es notwendig, Tumorgewebe mit
entsprechendem Referenzgewebe zu vergleichen. Gerade bei Ovargewebe ist es schwierig,
entsprechendes gesundes Normalgewebe zu erhalten, da entweder gesundes Ovar nicht
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entnommen werden kann, da noch ein Kinderwunsch besteht, oder das Gewebe bereits
aufgrund zahlreicher Ovulationen stark vernarbt ist und somit nicht zum Vergleich
herangezogen werden kann. Als Kompromil3 bietet sich daher der Vergleich mit Geweben
gleichen embryonalen Ursprungs an. Nach eingehender Literaturrecherche erwies sich das
Infundibulum des Oviducts als geeignete Normalprobe (siehe Kapitel 5.1.1).

Ebenso wichtig ist, dal3 die verwendeten Gewebeproben mdglichst ausschliel3lich aus Zellen
des entsprechenden Gewebetyps bestehen und nicht durch die anhaftende Basalschicht
oder Blut verunreinigt sind. Solche Verunreinigungen wirden bei Vergleich von Geweben zu
nicht epithelspezifischen Unterschieden fuhren (Martin und Pardee, 1999). Losungsanséatze
dazu sind in Kapitel 4.1 beschrieben.

Wenn beide notwendigen Voraussetzungen erfillt werden, kann durch eine geeignete
Methode, wie subtraktive Hybridisierung oder Differential Display, der Gewebevergleich
erfolgen. Wie sich im Verlauf der Arbeit zeigte, ist fur das untersuchte Gewebe die Methode
des Differential Displays geeignet, da nur mit dieser Methode die zur Verfigung stehende
Menge an RNA aus den Geweben sinnvoll analysiert werden konnte.

AnschlieBend sollten Unterschiede bei der Expression identifiziert und die entsprechenden
cDNAs kloniert werden. Nach Sequenzierung konnten Homologien zu bereits bekannten
Proteinen oder ESTs ermittelt werden. Soweit moéglich, wurden die ermittelten Unterschiede
durch PCR verifiziert, wovon einige besonders wichtig erscheinende in weiteren

Experimenten untersucht wurden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Die nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden bei Merck, Darmstadt in einem

mdglichst hohen Reinheitsgrad erworben. In Klammern angegebene Abklrzungen werden

im folgenden stellvertretend fur die vollstandigen Namen verwendet.

a-**P-desoxy-Adenosintriphosphat

a-**P-desoxy-Cytosintriphosphat

a-**P-desoxy-Adenosintriphosphat

1,4-Dithiothreitol (DTT)

2-(N-Morpholino)propansulfonsédure (MOPS)
5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (X-Gal)

Acrylamid
Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin trihydrat
Bacto-Agar

Bacto-Tryptone
Bacto-Yeast-Extract
Bindsilan-Losung
Bisacrylamid

Blueslick

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Chloroform (CHClI3)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylformamid
Dinatriumhydrogenphosphat
Ehidiumbromid (EtBr)
Eisessig p.a.

Ethanol (EtOH) p.a.
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formamid deionisiert
Gel-Blotting-Papier

Glucose

Glycerol 86%

Harnstoff p.a.

Isopropanol p.a.
Kaliumacetat (KOAC)
Kaliumchlorid (KCI)
Lachssperma
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSQ,)
Mercaptoethanol
Milchpulver (Skim Milkpowder)
Mineraldl

Mowiol

Amersham, Braunschweig, D
Amersham, Braunschweig, D
Amersham, Braunschweig, D
Sigma, Deisenhofen, D
Gerbu, Gaiberg, D

Sigma, Deisenhofen, D
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe, D
Apligene/Oncor, Heidelberg, D
Serva, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D

Boehringer Bioproducts, Ingelheim, D

Difco Laboratories, Detroit, USA
Difco Laboratories, Detroit, USA
Difco Laboratories, Detroit, USA
Pharmacia, Freiburg, D
Serva, Heidelberg, D

Serva, Heidelberg, D

Roche, Mannheim, D

Serva, Heidelberg, D

Baker, Deventer, NL

Sigma, Deisenhofen, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Gibco BRL, Eggenstein, D
Ridel de Haen, Seelze, D
Baker, Deventer, NL

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
Schleicher & Schiill, Dassel, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Baker, Deventer, NL

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Gibco BRL, Eggenstein, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Fluka, Neu-Ulm, D

Sigma, Deisenhofen, D
Calbiochem, Schwalbach, D
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Natriumacetat (NaOAc)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)-Platzchen
Nitroblau Tetrazolium (NBT)
Phenol

Ponceau S-Rot

RNase A

Saccharose

Salzsaure, rauchend
Tetracyclin

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trichloressigsaure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X-100

Tween 20

Ultrapure dNTP Set

Xylen-Cyanol FT

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Serva, Heidelberg, D

Roth, Karlsruhe, D

Biomol, Hamburg, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma, Deisenhofen,D

Sigma, Deisenhofen, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Boehringer Bioproducts, Ingelheim, D
Sigma, Deisenhofen, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma, Deisenhofen, D

Serva, Heidelberg, D

Serva, Heidelberg, D
Amersham-Pharmacia, Braunschweig, D
Serva, Heidelberg, D

2.2 Reaktions-Kits, Bibliotheken und Fertigldsungen

A TripleEX Ovar Bibliothek
DIG RNA Labeling Kits
dNTP-Mix

ECL-System

Marathon-Ready cDNA RACE-Bibliotheken

NonaPrimer Kit Il

Nucleotide Removal Kit

Oligotex-Kit

PCR-Purification Kit

PCR-SELECT™ cDNA Subtraktion Kit
PicoGreen"™ds DNA Quantifizierung-Kit
Plasmid Midi Kits

Qiaprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit
QIAshredder-Saulen

RiboGreen™ RNA Quantifizierung-Kit
RNeasy Mini-Kit

Sequagel complete

Sequagel XR extender range
SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit
TNT® gekoppeltes Retikulozyten-Lysat
Translations System RTS 500
Uni-ZAP XR Ovar Bibliothek
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Clontech, Heidelberg, D
Roche, Mannheim, D
Amersham, Cleveland, USA
Amersham-Pharmacia, Braunschweig, D
Clontech, Heidelberg, D
Appligene/Oncor, Cambridge, USA
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Clontech, Heidelberg, D
Molecular Probes, Leiden, NL
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Molecular Probes, Leiden, NL
Qiagen, Hilden, D

Biozym, Hess. Oldendorf, D
Biozym, Hess. Oldendorf, D
Clontech, Heidelberg, D
Promega, Madison, USA
Roche, Mannheim, D
Stratagene, La Jolla, USA
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2.3 Verbrauchsmaterial

ECL-Reagenz (enhanced chemolumines- Amersham Pharmacia, Braunschweig, D
cence)

Eppendorf-Reaktionsgefalle Eppendorf, Hamburg, D
Faltenfilter 3 hw Neolab Migge, Heidelberg, D
Injektionsspritzen, 10 ml und 50 ml Terumo, Tokio, Japan

Hybond"* Amersham Pharmacia, Braunschweig, D
Kodak Rontgenfilm BIOAX™MR-1 Kodak-Aldrich, Steinheim, D
3MM Gel Blotting Papier GB002 Schleicher & Schill, Dassel, D
MTN Blots | und Il Clontech, Heidelberg, D
Ni-NTA-Agarose Qiagen, Hilden, D

Nitrozellulose Hybond M* Amersham, Braunschweig, D
Nitrozellulose Filter Hybond M* (132 mm) Amersham, Braunschweig, D
Nona Primer Kitll Appligene/Oncor, Heidelberg, D
Objekttrager Langenbrinck, Emmendingen, D
0,5 ml PCR Tubes Biozym, Hess. Oldendorf, D
Petrischalen (9-15 cm Duchmesser) Greiner, Frickenhausen, D
Pipettenspitzen mit Filter Greiner, Frickenhausen, D
RNase freie Eppendorf-Reaktionsgefalle Biozym, Hess. Oldendorf, D

1 x Sterilfilterhalter 0,2 um Schleicher & Schuell, Dassel, D
Toppits Frischhaltefolie Melitta, Minden, D
Zentrifugenréhrchen, 15 ml und 50 mli Greiner, Frickenhausen, D

2.4 Laborgerate

Agfa Filmentwickler, Typ Curix 242 Agfa, Westfalen, D

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Waldbronn, D
Analytische Feinwaage, Typ Toledo PB 60Z  Mettler, GielR3en, D

Eagle Eye Il, Typ 230 VAC Stratagene, La Jolla, USA
Elektrophoresis Power Supply, Typ PS3002 GIBCO BRL, Eggenstein, D
Expositionskassette 35,6 x 43,2 cm Rego, Heidelberg, D
Fluoroskan Ascent Labsystems, Frankfurt, D
Forma Scientific —86°C Freezer Life Sciences International, Frankfurt, D
Geltrockner BIO-RAD, Modell 583 Bio-Rad, Martinsried, D
Hybridisierungsréhre, Par No FHB11 Techne, Cambridge, GB
Leuchtplatte Rex, Heidelberg, D

LKB Biochrom Powerd Supply Grant, Cambridge, GB

LKB Bromma constant Power Supply Grant, Cambridge, GB
Mains Power Supply Unit 500/100 DESAGA, Heidelberg, D
Microcomputer elektrophoresis Power Supply Grant, Cambridge, GB
Micromat AEG 135 —Typ EEH8633 Eppendorf, Hamburg, D
Mikrokuhlzentrifuge, Typ 5402 Eppendorf, Hamburg, D
Mikrozentrifuge, Typ 5417 Eppendorf, Hamburg, D
pH-Meter, Typ Toledo MP220 Mettler, GielRen, D

Sepatech Varifuge 3,0R Heraeus, Hanau, D
DNA-Sequencing System, Modell S2 GIBCO BRL, Eggenstein, D
Spektrophotometer, Typ DU 7400 Beckman, Fullerton, USA
Speed Vac Concentrator, Typ SVC 1004 Bachhofer, Reutlingen, D
Speed Vac Plus SC110A Thermo Quest, Egelsbach, D
Sterilwerkbank Baker, Sanford, USA
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Szintillationszahler LS1801 Beckman, Fullerton, USA
Techne Hybridiser HB-1D Techne, Cambridge, GB
Thermocycler, Typ PTC-200 Biozym, Hess. Oldendorf, D
Thermomixer, Typ 5436 Eppendorf, Hamburg, D
Thermoschiittler, Typ Certomat HK Braun, Melsungen, D
UV-Stratalinker 2400 Stratagene, La Jolla, USA
Waage, Typ Mettler P 1000 Mettler, GielRen, D
Wasserbad Julabo SW-200 Buddeberg, Mannheim, D

2.5 Enzyme und Marker

Restriktionsenzyme, Ligasen, Phosphatasen und Kinasen wurden von den Firmen GIBCO
BRL (Eggenstein), MBI Fermentas (St.Leon-Roth) oder NEB (Schwalbach) bezogen und
nach Angaben der Hersteller verwendet. Fiur die reversen Transkriptionen wurde die
SuperScript 1l RNaseH Reverse Transcriptase der Firma Gibco BRL (Eggenstein)
eingesetzt. Ebenso wurde die Desoxyribonuclease | von dieser Firma bezogen. Fir
Standard-PCR-Reaktionen wurde ein Advantage cDNA-Polymerase-Mix der Firma Clontech
(Heidelberg) oder die Goldstar DNA Polymerase der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien)
verwendet. In einigen Fallen wurde die Pfu-Polymerase der Firma Stratagene (La Jolla,
USA) eingesetzt. Die RNase und Proteinase-Inhibitoren wurden von Roche (Mannheim)
geliefert. Der RNA-GrélRenmarker 0,24-9,5 kb RNA | stammte von der Firma Gibco BRL
(0,24 kb, 1,35 kb, 2,37 kb, 4,4 kb, 7,46 kb und 9,49 kb). Als DNA-GroéRenstandard wurden
die GeneRuler 100 bp (100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp,
900 bp, 1031 bp, 1200 bp, 1500 bp, 2000 bp, 3000 bp ) oder 1kb (0,5 bp, 0,75 bp, 1,0 bp,
1,5 bp, 2,0 bp, 2,5 bp, 3,0 bp, 3,5 bp, 4,0 bp, 5,0 bp, 6,0 bp, 8,0 bp, 10,0 bp) Leitern der
Firma MBI Fermentas eingesetzt. Die entsprechenden Protein-GréRenmarker waren SDS-7
(14, 20, 29, 36,45 und 66 kDa) und SDS-6H (29, 45, 66, 97, 116 und 205 kDa) von Sigma
(Deisenhofen).

2.6 E.coli-Stamme

BL21(DE)pLYS: F-ompThsdSg(re'mg’) gal dcm (DE3) pLysS.

DH5a: (F/endAl hsdR17(r,my") supE44 thi-1 recAl gyrA (Nal) relAl A(lacZYA-argF)U169
deoR (®80dlacA(lacZ) M15).

ToplOF: F* (lacl® Tn10 (Tet®) mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrF) endAl nupG

(Invitrogen, Groningen, NL).

XL1-Blue MRF:A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac(F' proAB lacl“ZAM15Tn10 (Tet")

(Stratagene, La Jolla, USA).
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2.7 cDNA-Bibliotheken

Ovarbibliothek im Uni-ZAP XR Vektor (Stratagene, La Jolla, USA)

ATriplEx Ovarbibliothek (Clontech, Heidelberg)

Marathon-Ready cDNA Bibliotheken von Eierstdcken, Brustgeweben, Hoden, Gehirn und
Foten (Clontech, Heidelberg)

2.8 Phagen

ExAssist Helfer Phage (Stratagene, La Jolla, USA)

2.9 Vektoren

pCRII (Invitrogen, Groningen, NL) siehe Abb.: 2.1

lacZo ATG
M13 Reverse Primer Sp6 Promoter *
CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA G
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG ATA AAT CCA CTG TGA TAT CTT

Nsil Hind 111 Kpnl Sacl BanH | Spe |
I I | |
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCUG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX1 EcoR| EocaR | EcoR V
|
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT PCR Product B G GGC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT RAG CGG GAHY TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA
BstX | Not | Xhol Nsil Xbal Apal

|
CCA TCA CAC TGG CGeE CCG CTC GAG CAT GUA TCT AGA GGE CCC AAT TCG‘CCC TAT

GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer M13(-40) Forward Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Abb.: 2.1 pCRII Vektor
Der pCRII"-TOPO Vektor wurde fur TA-Klonierungen verwendet (siehe Kapitel 3.14).
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pIVEX 2.4a (Roche, Mannheim) siehe Abb.: 2.2

T7-Promotor (618-634)
Nde| (185) /g 10 (673-681)

Hind 11l (aooy / RBS (684-689)

Apall (178)

Apall (3228)

7 Start (697-699)
“ Linker + Histag (700-735)

AmpR " _Factor Xa (736-747)

pIVEX2.4a
3547 bp

~MCS

__Ksp | (748)
_ Notl (748)

? ln Pac | (759)

~_Ncol (765)
. Sall (773)

. \Xho! (778)
S0 Sac | (789)
NN Pst | (794)

\ \Sma | (798)

\\ BamH | (800)

A ::-::___‘_::__-r_sf |
Apall (1982) ; _ Stop (811-813)
T7-Terminator (870-908)
O rorigan Eco RV (936)
| Eeo RV (1127)
Hind 11 (1281)
T7-Promotor
601 TCTCGATCCC GCGAAATTAA TACGACTCAC TATAGGGAGA CCACAACGGT
AGAGCTAGGG CGCTTTAATT ATGCTGAGTG ATATCCCTCT GGTGTTGCCA
gl0 & RBS
651 TTCCCTCTAG AAATAATTTT GTTTAACTTT AAGAAGGAGA TATACCATGT
AAGGGAGATC TTTATTAAAA CAAATTGAAR TTCTTCCTCT ATATGGTACA
MetS
Linker Histag KspINotI
701 CTGGTTCTCA TCATCATCAT CATCATAGCA GCGGCATCGA AGGCCGCGGC
GACCAAGAGT AGTAGTAGTA GTAGTATCGT CGCCGTAGCT TCCGGCGCCG
erGlySerHi sHisHisHis HisHisSers erGlyIleGl uGlyArgGly
PacI Ncol Sall XhoI Sacl PstI SmalBa
751 CGCTTAATTA ARACCATGGC  AGTCGACTCG AGCGAGCTCT GCAGCCCGGG
GCGAATTAAT TTTGGTACCG TCAGCTGAGC TCGCTCGAGA CGTCGGGCCC
ArgLeullel ysThrMetAl avValAspSer SerGluLeuC ysSerProGl
mHI
801 ATCCGGCTGC TAACABRAGCC CGAAAGGAAG CTGAGTTGGC TGCTGCCACC
TAGGCCGACG ATTGTTTCGG GCTTTCCTTC GACTCAACCG ACGACGGTGG
ySerGlyCys Lol i

Abb.: 2.2 pIVEX2.4a Vektor

Der pIVEX2.4a Vektor wurde zur in vitro Transkription/Translation der cDNA von 26C/C9/2 eingesetzt

(siehe Kapitel 3.32).
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Uni-ZAP XR (Stratagene, La Jolla, USA) siehe Abb.: 2.3

Nae| 134
1445
Ssp| 2850 ss”lza\sm

Pwi2416 Pvutl 532

Xmn | 2645
Scal 2526

pBluescript® SK(+/-)
2.96 kb

Pw 877

AL 1153

R 1 T3 primer N SK primer i
' GGAAACAGCTATGACCATG 3" §° AATTAACCCTCACTAAAGGG 3° 5' CGCTCTAGAMCTAGIGEATC 3

Cl! I Spe | m | EcoR 1
NG TIARCCCTEACTAMAGEEA G(‘I'Géxf-::TtCACl:li(.iGGT?éCGG[EECI?.‘TLGAACUGIwTICCCCCGBGE‘&AGG
. TATGACCATGATTACGCCAAGCTCGAAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAI A
3 - EE:??E?EE,l#AE TCETACTAATGCBGT TCGAGCTTTAATTGGGAGTGATTTCCCTTGTT TTCGACCTCGAGGTG6CGCCALLGLCGGELGAGATCTTGATCALLTAGGGGGLLLGACGTCLT TAA
I ]

816 759
p-Galactosidase [ E—— e,
Clal el orall
EcoRV  Hind 111 @l Mol Mpal

TCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGEGEEGCCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAA 3° (+)
‘“TECG?HN%TE&HTAEETHGGCAGUGEAEUtl’.ECEEtEGGCCITEGG'I"I'MGCGGEAIMIZM:IC)GCA'IMTGIIMBIEM’.LGGCAGLMMTGH 5% 4=}

|
657 < +1 T7 promoter

* CTATGGCAGCTGGAGCT 5° 3" CGGGATATCACTCAGCATAATG S 3°TGACCGGCAGCAAAATG 5°
A &g‘:?ri-er 17 Primer M13 -20 Primer

Abb.: 2.3 Uni-Zap XR Vektor
Mit Hilfe der in den Uni-Zap XR Vektor klonierten cDNA-Bibliothek erfolgte ein Phagen-Screening zur
Verlangerung der cDNA-Sequenz von 26C/C9/2 (siehe Kapitel 3.25.2).

2.10 Zellinien

Die Kultivierung der Zellinien wurden im wesentlichen von Olga Mezler und Jirgen
Kretschmer durchgefuhrt. Dabei handelte es sich um HelLa-Zellen (epitheliales
Cervixkarzinom; human) und Ovarialkarzinomzellinien.

Die Ovarialkarzinomzellinien Caov-3, ES-2, MDAH2774, NIH:OVCAR-3 und SK-OV-3
wurden bei der American Type Culture Collection (Rockville, USA) erworben. Die Zellinien
Caov-3, MDAH2774 und NIH:OVCAR-3 wurden urspringlich aus ovariellen

Adenokarzinomen gewonnen. Sie weisen eine epitheliale Morphologie auf und wachsen
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adharent. NIH:OVCAR-3 exprimiert einen Androgen-, Ostrogen- und Progesteron-Rezeptor

und besitzt Resistenzen gegen Kklinisch relevante Konzentrationen von Adriamycin,

Melphalan und Cisplatin. Auch die Zellinie SK-OV3, die aus Ascites gewonnen wurde, ist

resistent gegen Cisplatin und Adriamycin. Zuséatzlich zeigt sie eine Resistenz gegen das

Diphterie-Toxin. Die Zellinien GG, HEST und MT wurden freundlicherweise von den

klinischen Kooperationspartnern der Frauenklinik Heidelberg zur Verfigung gestellt. Sie

wurden dort aus Ascites gewonnen und kultiviert.

2.11 Histologische Befunde von Patientengeweben

Patientin

Histologische Befunde von asservierten Patientengeweben

18

Patientin 18 war zum Zeitpunkt der Operation 33 Jahre alt. Ein histologischer
Befund des Tumors liegt nicht vor.

21

In den Abstrichen des Tubenepithels lagen besonders viele Zellen vor. Bei dem
Ovarialtumor handelte es sich um ein Zweitkarzinom, das nach einem
histologisch gesicherten Borderline-Tumor auftrat, der etwa ein Jahr zuvor
operiert wurde. Die Patientin war zum Zeitpunkt der zweiten Operation 25 Jahre
alt.

22

Von dieser Patientin (73 Jahre alt) wurden Abstriche einer muzinésen Zyste und
des Tubenepithels asserviert. Ebenso wurden ein solider Brenner-Tumor und
gesundes Ovar fur weitere Untersuchungen asserviert.

26

Bei Patientin 26 handelte es sich um eine 56 jahrige Frau, deren histologischer
Befund ergab, daf? es sich bei ihrem Tumor um ein mittelgradig differenziertes,
sergses, papillares Adeno-Karzinom handelte, das beide Ovarien betraf und
Netzmetastasen gebildet hatte. Darliber hinaus waren jedoch zum Zeitpunkt der
Operation keine weiteren Organe vom Tumor befallen. Wahrend der Operation
wurden auch Proben von den Netzmetastasen fir die in situ Hybridisierung
enthommen.

30

Patientin 30 (77 Jahre alt) wurde vor mehr als 10 Jahren an einem Brustkarzinom
operiert. Bei dem hier vorliegenden Tumorgewebe des Ovars handelte es sich
jedoch eindeutig um keine Brustkrebsmetastasen, sondern um einen davon
unabhangiges Ovarialkarzinom.

31

Bei Patientin 31 handelte es sich um eine 69 jahrige Frau, bei der ein mittelgradig
differenziertes Adeno-Karzinom entfernt und dessen Typ nicht festgelegt wurde.
Eine Tumoreinstufung ergab die Zuordnung zu Gll. Das TNM-Stadium wurde auf
T1c festgelegt. Dieses entspricht dem FIGO-Stadium | und bedeutet, daf3 der
Tumor auf ein oder beide Ovarien beschrénkt ist, sich jedoch maligne Zellen im
Aszites oder bei einer Peritonealspllung nachweisen lassen.

46

Das Karzinom von Patientin 46 war mittelgradig differenziert, das bereits zum Teil
nekrotisch und mit Teilinfiltrationen des linken Ovars versetzt war. Eine
Tumoreinstufung ergab die Zuordnung zu Gll. Das TNM-Stadium wurde auf T3b
(FIGO-Stadium III) festgelegt. Bei diesem Stadium hat der Tumor ein oder beide
Ovarien befallen, zusétzlich kénnen Peritonealmetastasen jenseits des Beckens
histologisch nachgewiesen werden, deren Ausdehnung gréRer als 2 cm sind
und/oder regionare Lymphknotenmetastasen aufweisen.
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2.12 Primer

Primer fiir den SMART™ PCR Synthese Kit:

CDS-Primer AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CT NN
(NEA C G T, N=A G O

PCR Primer AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT

Primer fir die subtraktive Hybridisierung:

Adapter Primer 1 CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG CCG CcC
GGG CAG GT

Adapter Primer 2R CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAG CGI GGT CGC GGC
CGA GGT

PCR Primer 1 CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C

nested PCR Primer 1 TCG AGC GEC CGC CCG GEC AGG T

nested PCR Primer 2R |AGC GIG GIC GCG GCC GAG GT

Primer fur Differential Display und maodifiziertes Differential Display:

Die Primer wurden, soweit nicht anders angegeben, bei SIGMA (Deisenhofen) oder
Eurogentec (Ko6In) synthetisiert.

Die Arbitraryprimer (die Erlauterung des Begriffs ist in Kapitel 4.5.3 beschrieben) des
modifizierten Differential Display besitzen die selben Sequenzen wie die unten genannten
Primer, haben jedoch in 5'-Richtung die zuséatzlichen Basen: CGT GAA TTC.

Die Ankerprimer G und C weisen im modifizierten DD zusétzlich die Basen: GAA TTC GCC
in 5'-Richtung auf.

Ankerprimer G TT TTT TTT TTT VG
Ankerprimer C TT TTT TTT TTT VC
Arbitraryprimer 1 GIG CAA TGA G
Arbitraryprimer 2 CAA TGC GIC T
Arbitraryprimer 3 AGG ATA CGT G
Arbitraryprimer 4 TCC CTT TAG C
Arbitraryprimer 5 CGG ATA ACT G
Arbitraryprimer 6 AGG TTC TAG C
Arbitraryprimer 7 TCC GAC GTA' T
Arbitraryprimer 8 GGA AGA CAA C
Arbitraryprimer 9 AGA AGC GAT G
Arbitraryprimer 10 CCA TTT ACG C
Arbitraryprimer 11 AAA TCG GAG C
Arbitraryprimer 12 GIC CAT AGC A
Arbitraryprimer 13 CTA CTA GG T
Arbitraryprimer 14 CAT AGC CCT T
Arbitraryprimer 15 CTA CTA GG T
Arbitraryprimer 16 AGT GAA TCC G
Arbitraryprimer 17 ACG ATT CCT G
Arbitraryprimer 18 TTT ACG GIG G
Arbitraryprimer 19 ATG GIG TAG C
Arbitraryprimer 20 AAT CAC ACC C
Primer fir 26C/C9/2:
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26C/C9/2-lower1360 CCA AGC CCC ATG ACC AGC TGI GCT TC
26C/C9/2-upperl24 GTA CTG GCT GCT CGG GCT ATT CAT AAC A
26C/C9/2/5'-RACE533 TAT GCT TCG GAT TCT GCG CCT CTA TGT T
26C/C9/2/5'-nested RACE145 |GGG ATT CTG TCA TGC GGA AGA TGI TAT G
26C/C9/2p-endProt-u ATG AAA TTG ACC TTT TTT CIT CIT TTC TTC C
26C/C9/2p-Prot-I TGC TTC GGA TTC TGC GCC TCT ATG TTC
Sonstige Primer:

G3PDH-upper GAC CAC AGT CCA TGC CAT CAC T
G3PDH-lower TCC ACC ACC CTG TTG CTG TAG
B-Aktin-upper TCT ACA ATG AGC TGC GIG TG

B-Aktin-lower CAT CTC TTG CTC GAA GIC C
Fibronectin-uppper CGC ATA GCC CIT TGC TCT GGA GGA AG
Fibronectin-lower AGA TAT TTC TAG GCA ATT ACT AGG ATC A
SemaphorinE-upper CGT GAA TTC GAG TGA ATG CGG TCA GAA C
SemaphorinE-lower GIG TTG TCC TCG GGTI TAC CAG

CD53-upper GCT GGG CAA TGI GIT TGI CAT CGI GGG
CD53-lower GEC CAC TGG TCC AAT CAC TCG TGC CAT T
RACE Primer 1 CCA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GCC
RACE nested Adaptor Primer 2 |ACT CAC TAT AGG GCT CGA GCG GC

18
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3 Methoden

3.1 Gewebeentnahme

Die Entnahme von Tumorproben des Ovars und des normalen Epithels der Tube erfolgte
wahrend der Operationen bei den erkrankten Patientinnen durch die Kooperationspartner in
den Universitatsfrauenkliniken Heidelberg und Tibingen. Fur die Isolierung von Gesamt-
RNA wurden die Gewebe unverziglich in 350 pl RLT-Puffer (ohne Angaben des Herstellers
zur Pufferzusammensetzung), einen Guanidin-lsothiocyanat-haltigen Puffer, Uberfiihrt. Die
verbleibenden Gewebe wurden sofort in einem 4%igen Paraformaldehydpuffer fir eine sich

anschliel3ende in situ Hybridisierung fixiert.

3.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA von Ovarialkarzinomzellinien bzw. der Gewebe der an Krebs erkrankten

Patientinnen wurde mittels RNeasy Mini-Kit (Qiagen, Hilden) isoliert.

Das sich in 350 ul RLT-Puffer (ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung)
befindende Gewebe bzw. eine Million Zellen von Ovarialkarzinomzellinien wurde bei -80°C
Uber langere Zeitrdume gelagert. Fur die Aufbereitung der RNA wurden die Proben aufgetaut
und anschlieBend unter leichtem Schuitteln 30 min bei 37°C inkubiert. Um die vollstandige
Lyse des Gewebes zu gewahrleisten, wurden die Proben zusatzlich mittels QlAshredder-
Saulen (Qiagen, Hilden) homogenisiert. Dies geschah durch Zentrifugation bei 8000 x g
innerhalb von 2 min. Dabei blieben die Zellfragmente auf der Séule, Proteine, RNA und DNA
gelangten in das Eluat. Dieses wurde mit einem Volumanenteil 70%igem Ethanol versetzt
und anschlieBend auf eine RNeasy-Minispin-Saule aufgetragen. Nach Zentrifugation bei
8000 x g wahrend 15 sec band die RNA an die Saule und konnte durch Waschen mit 700 pl
RW1-Puffer (ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung) und 500 pl RPE-
Puffer (ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung) aufgereinigt werden. Fur
die RNA-Elution wurden 2 x 30 pl RNase-freies DEPC-Wasser verwendet, das zur Erhéhung
der RNA-Ausbeute 1 min auf die Saule einwirkte. Die Elution erfolgte bei 8000 x g wahrend

1 min.
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3.3 Konzentrationsbestimmung und Uberprifung der Qualitat von RNA

3.3.1 UV-Photometrische Bestimmung der Konzentration von RNA und DNA

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren in waRriger Losung erfolgte durch die
Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm. Dabei entsprach ein Wert
von 1 etwa 50 pg/ml doppelstréangiger DNA, 40 pg/ml RNA und 33 pg/ml einzelstrangiger
DNA.

3.3.2 Spektrofluorometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Zugabe fluoreszierender Nukleinsdurefarbstoffe zu waRrigen Lésungen von
Nukleinsduren und anschlieBende Messung der Anregungs- und Emissionswellenléange
ermdglicht die Konzentrationsbestimmung mit geringeren Nukleinsduremengen, als dies bei
der direkten Messung, wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben, nétig sind. Dazu wurden die
RiboGreen™ RNA bzw. PicoGreen™ds DNA Quantifizierung-Kits (Molecular Probes, Leiden,

NL) verwendet.

Zunéchst wurde nach Isolierung der RNA aus den Gewebeproben die DNA durch DNase |
abgebaut (siehe Kapitel 3.4). Damit sollten Wechselwirkungen zwischen DNA und dem
Farbstoff verhindert werden, da diese die Messung der RNA-Konzentration beeintrachtigen
wirden. Anschlielend wurde aus einer 20fachen TE Stammldsung eine 1lfach Losung mit
H,Opepc hergestellt und damit die ribosomale RNA und die aus den Geweben isolierte RNA
verdunnt. Fur die erste (high-range) Standard-Kurve wurde die rRNA auf 4, 10, 20, 40, 100,
160 und 200 ng pro 200 pl, fur die zweite (low-range) Standard-Kurve auf 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 8
und 10 ng pro 200 ul verdiinnt. Da die Konzentrationsbestimmung mit Hilfe dieser Methode
ab etwa 4 ng/ml belastbar ist, wurde die RNA aus den Gewebeproben 1:100 und 1:200
verdinnt, so da? man davon ausgehen konnte, in einem Konzentrationsbereich zu liegen,
bei der eine Messung reproduzierbare Ergebnisse liefert.

Zusatzlich mul3te der Farbstoff vor Zugabe zu den RNA-Proben fur den Hihg-range Assay
1:200 und fur den Low-range Assay 1:2000 verdinnt werden. Jeweils 100 pl der verdiinnten
RNA Proben wurden mit 100 pl des entsprechend verdinnten Farbstoffs versetzt,
durchmischt und schlie8lich 5 min im Dunkeln inkubiert, bevor die spektrofluorometrische

Messung vorgenommen wurde.
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3.3.3 Uberpriifung der Qualitat von RNA durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Uberpriifung der RNA erfolgte durch horizontale Gelelektrophorese (,Qualitatskontrolle®).
RNasen auf Gelkammern, -schlitten und -kammen wurden durch 30 minitige Behandlung
mit 0,05 M NaOH entfernt. In der mit H,Opepc gereinigten Kammer wurde ein 1%iges
Agarosegel gegossen. Die Losung fur das Gel und den Elektrophoresepuffer (1 x MOPS-
Ldsung) bestand aus 200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA und war auf
pH 6,5 eingestellt. Dem Agarosegel wurden 2 ul EtBr (10mg/ml) zugesetzt. Pro Geltasche
wurde 1 g RNA mit 2 yl RNA-Probenpuffer (0,25% (w/v) Bromphenolblau, 0,25% (w/v)
Xylen Cyanol FT, 40% (w/v) Saccharose) versetzt und aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte innerhalb von 30 min durch Anlegen einer Spannung von 100 Volt.

AnschlieBend wurde das Gel auf einem UV-Flachenstrahler photographiert.

3.4 Hydrolyse von DNA mittels DNasel

Die restliche DNA, die in einem 0,5 pg Gesamt-RNA Ansatz verblieb, wurde in einem
Volumen von 50 pl mit 0,5 Units Desoxyribonuklease | (Gibco BRL, Eggenstein) in
Anwesenheit des entsprechenden Puffers (20 mM Tris-HCI pH 8,4, 2 mM MgCl,, 50 mM KCI)
innerhalb von 15 min bei 25°C verdaut. Durch Zugabe von 1/10 Volumenanteil 25 mM EDTA
wurde die DNase | bei einer Temperatur von 65°C innerhalb von 10 min denaturiert.

3.5 Reverse Transkription (RT) von mRNA- und cDNA- Amplifikation mit
SMART™ PCR Synthese Kit

3.5.1 Reverse Transkription von mRNA

In einigen Fallen wurde die reverse Transkription mittels des SMART™ PCR (Switch
Mechanism At the 5-ends of RNA Template) cDNA Synthese Kit der Firma Clontech,
Heidelberg, durchgefiihrt. Im Gegensatz zur reversen Transkription mit anschlieRender
Differential Display-PCR erfolgte nach der RNA-Isolierung keine Hydrolyse der DNA durch
DNase I.

Pro RT wurden 100 ng Gesamt-RNA verwendet. Zusatzlich enthielt der Ansatz 2 uM CDS-
Primer sowie 2 puM SMARTII Oligonukleotid. Der Ansatz wurde mit H,Opgpc auf 5 pl
aufgefullt, gemischt, kurz bei 13000 x g zentrifugiert und anschlieRend bei 72°C fir 2 min
inkubiert. Danach wurden die Proben fir 2 min auf Eis gestellt und folgende Reagenzien
zugesetzt: 1 x Erststrang-Puffer (50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 6 mM MgCl,), 4 mM
DTT, 2 mM dNTP-Mix und 200 U Superscript Il Reverse Transcriptase (Gibco BRL,
Eggenstein). Die Proben wurden fiur 1 h bei 42°C inkubiert, danach wurden 40 pl H,O
zugesetzt. Vor der Lagerung der cDNAs bei -20°C erfolgte die Inaktivierung der reversen
Transkriptase durch Hitze (7 min bei 70°C).
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3.5.2 cDNA-Amplifikation

In die SMART-PCR wurden 0,2 ng der Ansatze der reversen Transkription, dies entsprach
10 pl cDNA, eingesetzt. Zusatzlich enthielten die 100 pl Ansétze 1 x KlenTaq PCR Puffer
(40 mM Tricine-KOH pH 9,2, 15 mM KOAc, 3,5 mM Mg(OAc),, 3,75 1g BSA), 0,2 mM dNTP-
Mix, 0,2 uM PCR Primer sowie 1 x Advantage KlenTaq Polymerase Mix (Clontech,
Heidelberg). Die Proben wurden durchmischt und bei 13000 x g kurz zentrifugiert. Die PCRs
erfolgten in einem PCR-Geréat PTC-200 Peltier Thermal Cycler (Biozym, Hess. Oldendorf).
Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt gewahlt: Zunachst wurden die Proben bei 95°C
wahrend 1 min denaturiert, anschlieRend wurden 15 Zyklen durchlaufen. Diese enthielten
einen Denaturierungsschritt bei 95°C fir 15 sec, die Anlagerung der Primer bei 65°C flr
30 sec und die Verlangerung der DNA bei 68°C fur 6 min. Nach 15 Zyklen wurden von jedem
Ansatz 15 pl entnommen und auf Eis aufbewahrt. Der jeweils verbliebene Inhalt durchlief drei
weitere Zyklen unter den selben Bedingungen. Danach wurden erneut 15 pl pro Ansatz
abgenommen. Dieses Verfahren wurde bis zu einer Gesamtzyklenzahl von 24 Zyklen
wiederholt. Mit 5 ul der entnommenen Proben wurde die optimale Zellzyklenanzahl durch
Gelelektrophorese festgestellt (siehe Kapitel 3.12). Die wahrend der PCR
herausgenommenen Proben wurden daraufhin zuséatzlichen Zyklen ausgesetzt, bis diese der
optimalen Zyklenanzahl entsprachen. Die DNA wurde mit dem PCR Purification Kit der Firma
Qiagen, Hilden, aufgereinigt (siehe Kapitel 3.23) und fur die anschlie3ende DD-PCR auf eine
Konzentration von 0,1 ng/ul eingestellt (siehe Kapitel 3.8.1). Fir die Verwendung in einem
subtraktiven Hybridisierungs-Experiment mufte die DNA mit Rsal verdaut (siehe
Kapitel 3.27) und erneut mit Hilfe des PCR Purification Kits gereinigt werden.

3.6 Reverse Transkription der mRNA

3.6.1 Reverse Transkription fir unmodifizierte Differential Display-PCR

Die reverse Transkription von 0,5 pg Gesamt-RNA erfolgte in einem 20 pl Ansatz. Dieser
enthielt 6,25 uM Ankerprimer, 1 x RT-Puffer (50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM
MgCl;), 10 mM DTT (Sigma, Deisenhofen), 500 uM dNTP-Mix (Amersham, Cleveland), 20 U
RNase-Inhibitor (Boehringer, Mannheim) und 100 U SuperSCRIPT Il RNase H" Reverse
Transkriptase (Gibco BRL, Eggenstein). Vor Zugabe des Enzyms wurden alle Bestandteile
auf 42°C erwarmt und nach Zugabe 1 h bei 42°C inkubiert. Danach wurde die reverse
Transkriptase 15 min bei 70°C hitzeinaktiviert, die cDNA mit 30 pl H,O verdinnt und bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.6.2 Reverse Transkription fir modifizierte Differential Display-PCR oder

(semi)quantitative PCR

Fur die reverse Transkription von 0,5 ug Gesamt-RNA wurde ein Ansatz von 20 pl
hergestellt. Darin enthalten waren 1 uM Ankerprimer, 1 x RT-Puffer (50 mM Tris-HCI pH 8,3,
75mM KCI, 3 mM MgClL), 10 mM DTT (Sigma, Deisenhofen), 500 uM dNTP-Mix
(Amersham, Cleveland), 20 U RNase-Inhibitor (Boehringer, Mannheim) und 100 U
SuperSCRIPT 1l RNase H' Reverse Transkriptase (Gibco BRL, Eggenstein). Nach 1 h
Inkubation bei 42°C wurde die reverse Transkriptase hitzeinaktiviert (15 min bei 70°C), die

cDNA 1:1,5 mit Wasser verdinnt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.7 Subtraktive Hybridisierung

Die subtraktive Hybridisierung (siehe auch Abb.: 3.1) wurde mit Hilfe des CLONTECH PCR-
SELECT™ cDNA Subtraktion Kits der Firma Clontech (Heidelberg) durchgefiihrt.

Hierfir wurde mRNA mit Hilfe des SMART PCR cDNA Synthese Kits revers transkribiert
(siehe Kapitel 3.5.1) wund amplifiziert (Kapitel 3.5.2). Die cDNA wurde
saulenchromatographisch aufgereinigt, mit Rsal Endonuklease verdaut und erneut
aufgereinigt. Die so gewonnene cDNA wurde in Wasser aufgenommen, so dal3 die

Endkonzentration 50 ng/ul betrug.

3.7.1 Adapter-Ligation, erste und zweite Hybridisierungsreaktion

Zu 100 ng ,Tester* cDNA wurden jeweils 1 uM Adapter 1 bzw. 1 uyM Adapter 2R, 1 x
Ligationspuffer (50 mM Tris-HCI pH 7,8, 10 mM MgCl,, 2 mM DTT und 0,05 mg/ml BSA) und
400 U T4 DNA Ligase (Clontech, Heidelberg) zugegeben. Dieser Ansatz (insgesamt 10 pl)
wurde bei 16°C und 15 h inkubiert. Die Ligase wurde anschlieBend durch Zugabe von
10 mM EDTA sowie 50 pg/ml Glycogen und Erhitzen auf 72°C wahrend 5 min inaktiviert. Die
Proben wurden bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

Fur die erste Hybridisierungsreaktion wurden jeweils 450 ng der Rsal verdauten ,Driver*
¢cDNA mit 1 x Hybridisierungspuffer (ohne Angaben des Herstellers zur
Pufferzusammensetzung) und 1,5 pl der Adapter 1 ligierten Tester (Hybridisierungsprobe 1)
bzw. 1,5 pl der Adapter 2R ligierten Tester DNA (Hybridisierungsprobe 2), was einem etwa
33fachen UberschuB an ,Driver entspricht, versetzt. Die Proben wurden mit einem Tropfen
Mineraldl tGberschichtet und kurz zentrifugiert. Nach Erhitzen (90 sec) auf 98°C wurden die
Proben 8 h bei 68°C inkubiert.

Fur die zweite Hybridisierungsreaktion wurden 300 ng Rsal verdaute, aufgereinigte ,Driver*
cDNA mit 1 x Hybridisierungspuffer und Wasser auf 4 pl aufgefillt. 1 pl dieser Mischung
wurde in ein 0,5 ml Reaktionsgefal? Gberfihrt, mit einem Tropfen Mineral6l Gberschichtet und
bei 98°C fur 1 1/2 min denaturiert. Wahrend dessen wurde eine Mikropipette auf 15 pl
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eingestellt und die Hybridisierungsprobe 2 vollstandig aufgezogen. Danach wurde etwas Luft
in die Spitze eingezogen und, getrennt durch das Luftkissen, der frisch denaturierte ,Driver*
aufgezogen. Beide in der Spritze befindlichen Reaktionsansatze, ,Driver* und
Hybridisierungsprobe 2, konnten so gleichzeitig mit Hybridisierungsprobe 1 vermischt
werden. Die Reaktion wurde bei 68°C wahrend 15 h inkubiert, mit 200 ul Verdinnungspuffer
(20 mM HEPES-HCI pH 8,3, 50 mM NacCl, 0,2 mM EDTA pH 8) versetzt und bei 68°C fur
7 min erwarmt. Der Reaktionsansatz konnte bei -20°C gelagert werden.

3.7.2 Erste und zweite Amplifikation der subtrahierten Proben

Die ausschlieBlich im Tester exprimierten Proben wurden in zwei PCRs amplifiziert. Eine
schematische Ubersicht der ersten und zweiten Amplifikation ist in Abb.: 3.1 dargestellt.

Die Hybridisierungsreaktionen liefern dabei unterschiedliche Produkte. Im Einzelnen
handelte es sich um einzelstrangige Tester cONA mit den jeweiligen Adaptoren 1 bzw. 2 (a),
die doppelstrangigen Tester cDNAs mit einem (c) oder zwei gleichen Adaptoren an beiden
5-Enden (b), die einzel- und doppelstrangige Driver DNA (d) sowie die doppelstréangigen
Tester cDNAs mit unterschiedlichen Adaptoren (e).

Zunachst wurden die Enden der Adaptoren durch die Polymerase aufgefillt
(ZAuffullreaktion”) und fur die erste Amplifikation, bei der nur doppelstrangige cDNAs mit
unterschiedlichen Adaptorsequenzen an beiden Enden exponentiell amplifiziert werden,
vorbereitet. In einer zweiten PCR wurde der Hintergrund vermindert und die differentiell
exprimierten Sequenzen angereichert. Eine Mischung aus 1 pl der verdiinnten, subtrahierten
cDNA, 1 x KlenTag PCR Puffer (40 mM Tricine-KOH pH 9,2, 15 mM KOAc, 3,5 mM
Mg(OAc),, 3,75 g BSA), 0,2 mM dNTP-Mix, 0,4 uM PCR Primer 1 und 1 x Advantage cDNA
Polymerase Mix (Clontech, Heidelberg) wurden bei 75°C fur 5 min inkubiert und so die
Adaptoren ,aufgeflllt”. Die anschlieBende PCR bestand aus folgenden Zyklen:
Denaturierung bei 94°C fur 25 sec, darauffolgend 27 Zyklen mit einem Temperaturverlauf
von 94°C fur 10 sec, 66°C 30 sec und 72°C fur 1,5 min. 3 ul des primaren PCR-Produkts
wurden mit 27 ul H,O versetzt, wovon fur die zweite PCR lediglich 1 pl eingesetzt wurde.
Zusatzlich wurden 1 x KlenTaq PCR Puffer, 0,4 uM nested PCR Primer 1, 0,4 uM nested
PCR Primer 2R, 0,2 mM dNTP-Mix und 1 x Advantage cDNA Polymerase Mix zugesetzt. Die
Bestandteile wurden durchmischt, kurz zentrifugiert und folgender PCR unterzogen: 12
Zyklen bei 94°C fir 10 sec, 30 sec bei 68°C und 1,5 min bei 72°C. Die Proben wurden -20°C
gelagert.
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Driver cDNA Tester cDNA mit Adaptor 2

erste Hybridisierung

)|

zweite Hybridisierung

a,b,C,d + e L —

¢ Auffiillen der Enden
a T — [ I —
b O —— 0 L e—T |
O — e
d{ —
e T —f

l 1.und 2. PCR

ad keine Amplifikation

—_— D b

1
o

.
T — |

nd

T -—
-

c
@

keine Amplifikation
lineare Amplifikation

exponentielle Amplifikation
i PCR Primer
i~ nested PCR Primer 1
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Abb.: 3.1 Schematische Ubersicht der subtraktiven Hybridisierungs-PCRs.
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3.8 Differential Display-PCR

Die Durchfuhrung der Differential Display Methode ist in der Abfolge der Arbeitsschritte in
Abb.: 3.2 schematisch dargestellt. Die Isolierung von RNA aus Geweben und Zellinien, die
Hydrolyse von DNA und die reverse Transkription von mRNA ist auch fur andere Methoden,
beispielsweise fir (semi)quantitative PCRs, relevant und wurde bereits in den
vorangegangenen Kapiteln beschrieben. Sie sind hier fiir einen vollstandigen Uberblick

nochmals mit aufgenommen.

|

Y

—/_ﬂf_ﬂ__. '3 ry - T
( Differential Display-PCR )]
“"H-\_\_\_\_\_ —

[

Abb.: 3.2 Schematische Darstellung der Differential Display Methode.
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3.8.1 Differential Display-PCR vor Modifikation

Das Prinzip der reverse Transkription der mRNA und der Differential Display-PCR mit Anker-
und Arbitraryprimern ist in Abb.: 3.3 dargestellt.

mRNA 5' N'M AAAAAAAAAAAAAAAA 3
[wyoree Ankerprimer
Transkription
- JBY N'M' AAAAAAAAAAAAAAAA 3
mRNA/cDNA-Hybrid 3 NMTTTTITT T 5

erster Zyklus der Anker- und Arbitraryprimer
PCR-Reaktion [ L

5 NNNNNNNNNN N'M' AAAAAAAAAAA 3
NMTTTTTTTTITTT 5

cDNA/cDNA-Hybrid

«

PCR-Amplifikation

cDNA/cDNA-Hybrid 5' MNNNNNNNNNN N'M AAAAAAAAAAA 3
3 NNNNNNNNNN NMTTTTTTTTTTTT 5'
denaturierendes

Polyacrylamid-Gel

A Zellpopulation B

4 N
N *
— s NMTTTTTTTITTTIT
—> \ — / Arbitraryprimer
NNNNNNNNNN

Abb.: 3.3 Schematische Darstellung der reversen Transkription, der Differential Display-PCR
und der Auswahl signifikanter Banden.
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Fur die DD-PCR Ansétze wurden 0,2 ng cDNA und 2 puM Arbitraryprimer (siehe Kapitel 2.12)
eingesetzt. Zusatzliche Bestandteile waren 1 x Goldstar DNA Polymerase Puffer (75 mM
Tris-HCI, pH 9, 20 mM (NH,),S0O4, 0,01% (v/v) Tween20), 1,875 mM MgCl,, (Eurogentec,
KoIn), 2 uM dNTP-Mix (Amersham, Cleveland, USA), 50 uM Ankerprimer, 1 pCi [a-**P] dATP
(Amersham, Cleveland, USA) sowie 0,002 U Goldstar DNA Polymerase (Eurogentec, KéIn).
Die DD-PCRs wurden im PTC-200 Peltier Thermal Cycler (Biozym, Hess. Oldendorf) bei
folgenden PCR-Bedingungen durchgefihrt:

Eine erste Denaturierung erfolgte innerhalb von 5 min bei 96°C, danach wurde 40 mal der
Temperaturverlauf 1 min bei 94°C, 2 min bei 42°C und 30 sec bei 70°C wiederholt.
AbschlieRend erfolgte eine Elongation fiir 3 min bei 70°C, damit die Polymerase zusatzliche
Adenine anfugt, die Voraussetzung fir die TA-Klonierung sind. 10 pl der PCR-Produkte
wurden unter Vakuum getrocknet und in 6 x DNA-Probenpuffer (0,3% (w/v) Bromphenolblau,
0,3% (w/v) Xylen Cyanol FT, 10 mM EDTA pH 7,5, 97,5% (v/v) Formamidgeionisiert)
aufgenommen. Nach Denaturierung der Proben fir 10 min bei 96°C wurden die PCR-

Produkte in einem 6%igen denaturierenden PAGE-Gel aufgetrennt.

3.8.2 Differential Display-PCR nach Modifikation

Pro Differential Display-PCR Ansatz wurden 0,5 ng cDNA und 1 pM Arbitraryprimer
eingesetzt. Weitere Bestandteile des Ansatzes waren 1 x Goldstar DNA Polymerase Puffer
(75 mM Tris-HCI, pH 9, 20 mM (NH,)>S0O,, 0,01% (v/v) Tween20), 1 mM MgCl, (Eurogentec,
KdlIn), 5 uM dNTP-Mix (Amersham, Cleveland, USA), 1 uM Ankerprimer (Eurogentec, Koln),
1 pCi [a-**P] dATP (Amersham, Cleveland, USA) sowie 0,05 U Goldstar DNA Polymerase
(Eurogentec, Kdln). Die DD-PCRs wurden in einem PCR-Geréat ,PTC-200 Peltier Thermal
Cycler” (Biozym, Hess. Oldendorf) mit 2 unspezifischen und 35 spezifischen Zyklen
durchgefuhrt. Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt gewahlt: Zunachst erfolgte eine
Denaturierung innerhalb von 5 min bei 94°C, danach wurde zweimal der Temperaturverlauf
1 min bei 94°C, 2 min bei 37°C und 5 min bei 72°C wiederholt. Damit waren die
unspezifischen Zyklen durchlaufen. Die spezifischen 35 Zyklen begannen mit einem
Denaturierungsschritt bei 94°C 1 min, anschlieRend hybridisierten die Primer 1 min bei 55°C,
die Verlangerung geschah bei 72°C in 1 min. AbschlieBend erfolgte eine Elongation fiir 3 min
bei 70°C, damit die Polymerase zuséatzliche Adenine anfligt, die Voraussetzung fiir die TA-
Klonierung sind. 10 pl der PCR-Produkte wurden unter Vakuum getrocknet und in 6 x DNA-
Probenpuffer (0,3% (w/v) Bromphenolblau, 0,3% (w/v) Xylen Cyanol FT, 10 mM EDTA
pH 7,5, 97,5% (v/v) Formamidgeonisier) @aufgenommen. In einem 6%igen denaturierenden
PAGE-Gel wurden die PCR-Produkte aufgetrennt.
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3.9 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Vor der Herstellung des PAGE-Gels wurden die Glasplatten (40 x 33 x 0,04 cm) mit Seife,
Ethanol und Aceton gereinigt und mit Hilfe von Blueslick (Serva, Heidelberg) silanisiert. Die
ausgesparte Platte wurde zusatzlich an dem Ende, an dem der Kamm eingeflihrt wurde, mit
62,5 pl Bindsilan-Ldsung (80% (v/v) Bindsilan/EtOH-Ldsung, (Pharmacia, Freiburg) 20%
(v/v) Essigsaure) behandelt. Zwischen die, mit Spacern versehenen, abgedichteten
Glasplatten wurde das Gemisch der Polymerisationskomponenten zur Herstellung eines
6%igen denaturierenden PAGE Gels (48 ml Sequagel XR extender range, 12 ml Sequagel
complete (Biozym, Hess. Oldendorf) 450 ul 10% APS) gefiillt und die Gelkdmme (0,4 mm x
10 mm x 2 mm) eingefuhrt. Bis zur vollstdndigen Polymerisation des Gemisches wurde das
Gel horizontal gelagert. Danach wurden die Kdmme gezogen, fiir 30 min eine Leistung von
40 Watt angelegt und anschliel3end die denaturierten Proben aufgetragen. Wéhrend 2,5 h
bei 60 W erfolgte die Auftrennung in 1 x TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM
EDTA, pH 8,3). Das Gel wurde auf ein 3 MM Gel-Blotting-Papier (Schleicher & Schiill,
Dassel) transferiert und bei 80°C fir 2 h getrocknet. Die Exposition eines Biomax™ MR
Films (Kodak-Aldrich, Steinheim) erfolgte bei 25°C etwa 24 h lang.

3.10 Ausschneiden signifikanter Banden

Nach Entwicklung eines Biomax™ Films, der Gber 24 h auf einem PAGE-Gel exponiert war,
konnten signifikante Banden ausgeschnitten werden. Bei diesen handelte es sich um
Unterschiede zwischen der cDNA aus Normal- und Tumorgeweben einer Patientin bzw.
unterschiedlichen Ovarialkarzinomzellinien. Auf das PAGE waren pro Gewebetyp vier
parallele DD-PCR-Ansétzen, die mit cDNA aus zwei parallelen reversen Transkriptionen
hergestellt wurden, aufgetragen. Dies bedeutet, dal3 pro Anker-/Arbitraryprimer Kombination
insgesamt acht Spuren (jeweils vier von einem Gewebetyp) auf einem PAGE zu sehen
waren. Bei Identifikation von Unterschieden in den Viererblocken wurden die
entsprechenden Banden auf dem Film markiert. Das getrocknete Gel und der Film wurden
an den Markierungspunkten zur Deckung gebracht und fixiert. Mit einem sterilen Skalpell
wurde die markierte Bande mdoglichst knapp ausgeschnitten, da der Harnstoff in den
verwendeten Gellosungen die nachfolgende PCR stért. Nach Uberfilhrung der Banden in
100 ul steriles, deionisiertes Wasser konnte die cDNA durch 15 min Erhitzen bei 100°C aus
dem Gel eluiert werden.

Ein Beispiel fur die Nomenklatur der signifikanten Banden ist 26C/C9/2. Dabei kennzeichnet
26 die Nummer der Patientin, C steht flr den Gewebetyp (nhormales Eileiterepithelium erhalt
ein N, Ovarialtumorgewebe ein C), C liefert die Information welcher Ankerprimer eingesetzt
wurde (VG oder VC), die darauffolgende Zahl 9 steht fir die Nummer des verwendeten

Arbitraryprimers  (1-20), die letzte Zahl 2 kennzeichnet schlieBlich die Zahl der
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aufgefundenen Genexpressionsunterschiede bei einer Primerkombination (von oben

gerechnet).

3.11 Reamplifikation von cDNA-Fragmenten

Die Reamplifikation erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie die DD-PCRs und diente
der Vermehrung der cDNAs der aus einem PAGE geschnittenen Banden.

Dabei wurden die selben Primer in den gleichen Konzentrationen, wie sie bereits in den
jeweiligen DD-PCRs verwendet wurden, eingesetzt. Fir die Reamplifikation war 1 pl der
extrahierten DNA ausreichend. Weitere Bestandteile waren 1 x Goldstar DNA-Polymerase
Puffer (75 mM Tris-HCI pH 9, 20 mM (NH,),S0O,4, 0,01% Tween20), 1,875 mM bzw. 1 mM
MgCl, (Eurogentec, Kdln), 2 uM bzw. 5 uM dNTP-Mix (Amersham, Cleveland, USA), Primer
in der entsprechenden Form und Konzentration und 0,02 U bzw. 0,05 U Goldstar DNA
Polymerase (Eurogentec, Koéln). Die PCR-Zyklen der Reamplifikation und der DD-PCR
waren identisch (siehe Kapitel 3.8.1 und 3.8.2), jedoch entfielen bei der modifizierten DD-
PCR die unspezifischen Zyklen.

3.12 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der horizontalen Agarose-Gelelektrophorese wurden in der Regel 0,8-2%ige Gele
verwendet. Diese wurden mit dem Puffer hergestellt, in dem auch die Elektrophorese
stattfand (1x TAE (2 M Tris-HCI pH 8, 2 M Eisessig, 0,05 M EDTA-NaOH pH 8)). Pro
Geltasche wurde die DNA, meist 0,1-2 pg, mit 1/6 Volumenanteil DNA-Probenpuffer (6 x
Probenpuffer (30% Saccharose, 60 mM EDTA-NaOH pH 8, 0,6% (w/v) SDS, 0,15% (w/v)
Bromphenolblau) versetzt und aufgetragen. Der Gellauf erfolgte wahrend 1-2 h bei 25°C und
einer angelegten Spannung von 30-100 Volt (0,07-2,5 V/cm?). Nach der Gelelektrophorese
wurde das Gel 15 min in eine Ethidiumbromid-L6sung gelegt (2 pg/ml EtBr), wobei das EtBr
in der DNA interkalierte. Das Gel wurde auf einem UV-Flachenstrahler bei 254 nm

photographiert.

3.13 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Ruckgewinnung der DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit
der Firma Qiagen, Hilden.

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Fragmente in einem Agarosegel wurde das zu
isolierende DNA-Fragment mit Hilfe eines Skalpells auf einem UV-Flachenstrahler
ausgeschnitten. Das Gelstiick wurde gewogen und pro mg mit 3 Volumenteilen Puffer QG
(ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung) versetzt. Mit Hilfe dieses
Puffers wurde die Agarose wahrend 10 min Inkubation bei 50°C aufgeldst. Anschliel3end

wurden 100 pl Isopropanol pro 100 mg Gel zugegeben, gemischt und diese Lésung auf eine
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»QIAquick“-Saule transferiert. Nach 1 mindtiger Zentrifugation bei 10000 x g wurde der
Durchflu3 verworfen und die Saule mit 0,5 ml Puffer QG von Agaroseresten gereinigt. In
einem Waschschritt mit 750 ul Puffer PE (ohne Angaben des Herstellers zur
Pufferzusammensetzung), die Zentrifugation erfolgte wie oben, wurden Salze entfernt. Zur
Elution der DNA wurden 50 pl Puffer EB (10 mM Tris-HCI pH 8,5) auf die Saule gegeben und
bei 10000 x g 1 min zentrifugiert.

3.14 TA-Klonierung

Fir TA-Klonierungen wurde der pCR®II-TOPO Klonierungsvektor der Firma Invitrogen
(Groningen) verwendet. Dieser Vektor ist bereits linearisiert und mit einem 3'-Thymidin-
Uberhang und einer kovalent gebundenen Topoisomerase versehen. Der Klonierungsansatz
setzte sich aus etwa 20 ng (2 pl) PCR-Produkt, 3 pl sterilem Wasser und 1 ul pCR®II-TOPO
Vektor (25 ng) zusammen. Nach 5 min Inkubation bei 25°C wurde der Ansatz auf Eis gestellt
und diente der Transformation von chemisch kompetenten Zellen (siehe Kapitel 3.30).

3.15 Bakterienkulturen

Die verwendeten Bakterienstamme wurden als Suspensionskultur in LB-Medium (1% (w/v)
Bacto-Tryptone, 0,5% (w/v) Bacto-Yeast-Extract, 1% (w/v) NaCl, pH 7,5) oder auf LB-
Agarplatten (LB-Medium inklusive 1,5% (w/v) Bacto-Agar) kultiviert. Durch Zugabe von
Antibiotika, z.B. Ampicillin (100 pg/ml) oder Tetracyclin (50 pg/ml), erfolgte die Selektion

transformierter Bakterien.

3.16 Minipraparation von Plasmid-DNA mittels Sdulenchromatographie

Bis zu etwa 20 ug Plasmid-DNA konnten mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits der Firma
Qiagen, Hilden, gewonnen werden. Dazu wurden 3 ml LB-Medium inklusive des
entsprechenden Antibiotikums mit einer E.coli Kolonie angeimpft und Uber 15 h bei 37°C
geschuttelt. Die Bakterien wurden bei 2000 x g fur 3 min zentrifugiert und der
Bakterienniederschlag in 250 pl P1-Puffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8) inklusive
100 pg/ml RNase A resuspendiert. Durch Zugabe von 250 pl P2-Puffer (200 mM NaOH,
1% (w/v) SDS) und nach 6-maligem uber Kopf drehen, wurden die Zellen alkalisch lysiert.
Die Neutralisierung des Lysats erfolgte durch Zugabe von 350 pl N3-Puffer (ohne Angaben
des Herstellers zur Pufferzusammensetzung) und 6 maligem Invertieren des
ReaktionsgefaRes. Danach wurde 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgezogen und auf die QlAprep Saule gegeben. Nach Zentrifugation wurde die S&ule
zunachst mit 0,5 ml Puffer PB (ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung)

und anschlieBend mit 0,75 ml Puffer PE (ohne Angaben des Herstellers zur
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Pufferzusammensetzung) gewaschen. Die DNA konnte schlieZlich mit 50 pl 10 mM Tris-HCI,

pH 8,5 von der Saule eluiert werden.

3.17 Midipréaparation von Plasmid-DNA mittels Sdulenchromatographie

Durch die Verwendung des Plasmid Midi Kits der Firma Qiagen, Hilden, konnten pro Saule
(tip 100) bis etwa 100 pg Plasmid-DNA isoliert werden.

Hierzu wurde zunéchst eine E.coli-Bakterienvorkultur mit einem Volumen von 3 ml 8 h bei
37°C inkubiert. Die Vorkultur wurde 1 zu 1000 in 100 ml LB Medium inklusive des
entsprechenden Antibiotikums verdiinnt und fir 15 h bei 37°C geschiittelt. AnschlieRend
konnten die Bakterien nach Zentrifugation bei 6000 x g wahrend 15 min ,geerntet* werden.
Das Bakteriensediment wurde in 4 ml P1-Puffer (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, pH 8
und 100 pug/ml RNase A) resuspendiert. Durch Zugabe von 4 ml P2-Puffer (200 mM NaOH,
1% SDS) und 5 min Inkubation bei 25°C wurden die Zellen lysiert. Danach erfolgte die
Neutralisierung des Lysats mit 4 ml eisgekihltem P3-Puffer (3 M KOAc pH 5,5). Nach 15 min
Inkubation auf Eis wurde bei 4°C 30 min bei 20000 x g zentrifugiert, der Uberstand
abgezogen und auf die bereits mit 4 ml (Aquilibrierungspuffer: 750 mM NaCl, 50 mM MOPS
pH 7,0, 15% Isopropanol, 0,15% Triton X-100) aquilibrierte Qiagen-tip 100 S&ule gegeben.
Die Saule wurde mit 2 x 10 ml Puffer QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15%
Isopropanol) gewaschen, die DNA mit 5 ml Puffer QF (1,25 M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8,5,
15% Ethanol) von der Sé&ule eluiert und schlie3lich durch Zugabe von 0,7 Volumenanteilen
(3,5 ml) Isopropanol p.a. geféllt. Durch Zentrifugation (30 min, 4°C bei 15000 x Q)
sedimentierte die DNA. Nach Dekantieren des Uberstands konnte das Sediment mit 2 ml
70% Ethanol p.a. gewaschen, zentrifugiert, luftgetrocknet und schlief3lich in 100 pyl 10 mM
Tris-HCI (pH 8,5) aufgenommen werden. Um die Ausbeute an DNA festzustellen wurde eine
UV-spektrophotometrische Messung (siehe Kapitel 3.3.1) durchgefuhrt. Die Formel zur
Berechnung der DNA-Menge lautet ODyg X Verdinnungsfaktor x 50 = Ausbeute an DNA

(ng/ul).

3.18 Automatische Sequenzierung von DNA

Alle Sequenzierungen wurden von Andreas Hunziker in der Abteilung von Prof. Franke
(DKFZ, Heidelberg) mit Hilfe einer automatischen Sequenziereinheit ,Applied Biosystems
automated Sequencer 373 A“ nach der ,Dye Terminator Chemistry* von Perkin Elmer

durchgefiuhrt. Pro Sequenzierungsreaktion wurden 400-1000 ng DNA verwendet.

3.19 Sequenzvergleich mit publizierten Daten

Sequenzvergleiche von eigenen mit publizierten Sequenzdaten wurden hauptséchlich mit

HUSAR (Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources (Release 4.0)) durchgefihrt.
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3.20 (Semi)quantitative RT-PCR-Analyse

Die (semi)quantitativen PCRs wurde mit etwa 0,5 ng der cDNA durchgefiihrt. Ein 50 pl
Ansatz bestand aus 1 x PCR Reaktionspuffer (40 mM Tricine-KOH pH 9,2, 15 mM KOAc,
3,5mM Mg(OAc),, 3,75 wg/ml BSA), 200 mM dNTP-Mix (Amersham, Cleveland), 1 x
Advantage cDNA Polymerase Mix (Clontech, Heidelberg) sowie 10 pmol der beiden
genspezifischen und gegebenenfalls der internen Standard Primer. Als interne Standards
wurden beispielsweise die Haushaltsgene B-Actin oder G3PDH verwendet. Die PCRs
wurden in dem PCR-Gerat PTC-200 Peltier Thermal Cycler (Biozym, Hess. Oldendorf) nach
einer ersten Denaturierung bei 96°C fur 4 min innerhalb von etwa 21-30 Zyklen,
entsprechend der exponentiellen Vervielfaltigung, durchgefihrt.

Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt gewéhlt: 30 sec bei 94°C, 30 sec bei 55°C bis 60°C
und 1 min bei 72°C. Als Kontrollen dienten Proben, die entweder nur die beiden
genspezifischen Primer oder solche, die nur die internen Standard Primer enthielten. Nach
den ersten 21-24 Zyklen und nach jeweils drei sich daran anschlieBenden Zyklen wurden
10 pl der PCR-Produkte entnommen. Daran schlof3 sich entweder die Auftrennung der
Proben mit Agilent Bioanalayzer (Agilent Technologies, Waldbronn) an oder die Auftrennung
Uber ein 2% Agarosegel. Bei der Analyse mit dem Agilent Bioanalyzer wurde ein Chip, der
bereits mit der Gelmatrix und einem entsprechenden Puffer versehen war, mit 1 pl Probe
beladen. Die cDNA-Proben durchliefen die Gelmatrix und wurden wie in einem
herkdmmlichen Gel entsprechend ihrer Gré3e aufgetrennt. Die Resultate (ein virtuelles Gel,
die Konzentration und GroRe der entprechenden cDNA) wurden als Datei am Computer
ausgegeben. Fir die Auftrennung mit einem 2% Agarose/l x TAE-Gel werden die Proben
mit 2 pl 6 x DNA-Probenpuffer (30% Saccharose, 60 mM EDTA-NaOH pH 8, 0,6% (w/v)
SDS, 0,15% (w/v) Bromphenolblau), versetzt und in 1 h bei einer angelegten Spannung von
100 Volt (2,5 V/icm?) aufgetrennt. Nach Interkalation von Ethidiumbromid in die DNA (10 min
im Farbebad mit 0.5 pg/ml EtBr) konnte das Gel mit Hilfe des Eagle Eye Il photographiert

werden.

3.21 Northern Blot-Analyse

3.21.1 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Radioaktiv markierte DNA kann als Hybridisierungssonde fur komplementare DNA- oder
RNA-Strange dienen. Samtliche Bestandteile, d.h. Oligonukleotide, Klenow-Fragment und
dNTPs, wurden aus dem ,NonaPrimer Kit II* der Firma Appligene/Oncor verwendet.

Etwa 25 bis 100 ng eines in 7 pl Wasser gelésten DNA-Fragments wurde bei 100°C
innerhalb von 10 min denaturiert, auf Eis gestellt und kurz zentrifugiert. 4 pl des NonaPrimer
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Mixes (ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung), je 1 ul der unmarkierten
desoxyribonukleotid Triphosphate dATP (50 uM), dTTP (50 uM) und dGTP (50 uM) sowie
50 uCi a-**P-dCTP (30000 Ci/mmol) wurden zugegeben. Die Elongation erfolgte sofort nach
Zugabe von 1 pl Klenow Enzym (1U). Nach 1 h wurden die nicht eingebauten Nukleotide mit
Hilfe des ,,PCR-Purification Kits" (siehe Kapitel 3.23) abgetrennt.

3.21.2 mRNA-Isolierung aus Gesamt-RNA

Aus 200 pug Gesamt-RNA (Isolierung in Kapitel 3.2 beschrieben) konnten etwa 2,0 ug mRNA
isoliert werden. Hierflir wurde der Oligotex-Kit der Firma Qiagen, Hilden, eingesetzt.

Zunachst wurde die RNA auf ein Volumen von 500 pl mit H,Opepc aufgefillt, mit 500 pl
Puffer OBB (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 M NaCl, 2 mM EDTA, 0,2% (w/v) SDS) und 30 pl
Oligotex Suspension (10% (w/v) Oligotex Partikel, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NacCl,
1 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) NaN3) versetzt und die Suspension durchmischt.
Nach 3 mintiger Inkubation bei 70°C im Heizblock (Thermomixer 5436, Eppendorf), bei der
die Sekundarstrukturen der RNA zerstort wurden, inkubierten die Proben 10 min bei etwa
25°C. Durch 2 minitige Zentrifugation bei 14000 x g konnte der Oligotex-mRNA-Komplex als
Niederschlag erhalten werden, der in 400 pl OW2 Puffer (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA) aufgenommen wurde. Die Suspension wurde in einen S&ulenkorpus
dberfihrt und 1 min bei 14000 x g zentrifugiert. Nach Transfer der S&ule in ein neues
Reaktionsgefal? konnte mit auf 70°C erwarmtem Puffer OEB (5mM Tris-HCI pH 7,5) die
MRNA von der Saule gewaschen werden. Um den maximalen Gehalt an mRNA zu erzielen,

wurde mit 50 yul warmem OEB-Puffer nachgesplilt.

3.21.3 Herstellung eines Northern Blots

Fir die Herstellung eines Northern Blots wurden etwa 200 pg Gesamt-RNA isoliert (Kapitel
3.2). Damit konnte die fur den Blot gewilinschte Menge von 2 ug mRNA gewonnen werden.
Die Vorgehensweise bei der Isolierung von mRNA ist in Kapitel 3.21.2 beschrieben.

Die Proben wurden so vorbereitet, dalR etwa 2 pg mRNA in 3,5 gl HyOpgpe (0,1% (V/V)
DEPC) gelost waren. Zusatzlich enthielten sie 1 x Laufpuffer (50 mM MOPS-Puffer pH 7,
10 mM EDTA pH 8), 6,5% (v/v) Formaldehyd, 25% (v/v) deionisiertes Formamid, 0,05 mg/ml
Ethidiumbromid, 0,02% (w/v) Xylen Cyanol sowie 0,02% (w/v) Bromphenolblau. Die so
vorbereitete  mMRNA wurde bei 70°C 10 min denaturiert und anschlieBend auf ein
entsprechendes Gel aufgetragen. Dieses setzte sich aus 1,2% (w/v) Agarose, 2,2 M
Formaldehyd, 50 mM MOPS-Puffer pH 7 (200 mM MOPS, 50 mM NaOAc, 10 mM EDTA)
und 1 mM EDTA pH 8 zusammen. Der Laufpuffer bestand aus 50 mM MOPS-Puffer pH 7
und 1 mM EDTA pH 8; der Gellauf erfolgte bei einer angelegten Spannung von 100 Volt, bis

das Bromphenolblau im letzten Drittel des Gels angelangt war. AnschlieBend konnte das Gel
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im UV-Licht (300 nm) betrachtet werden. Waren die mRNA-Mengen der Proben
vergleichbar, konnte die RNA auf die Nitrozellulose (Hybond®, Amersham Pharmacia
Biotech, Braunschweig) geblottet werden. Hierzu wurde der Blot in folgender Weise

aufgebaut:

~ Agarose-Gel
~ Nitrozellulose

~ Blotapparatur

Abb.: 3.4 Blotaufbau.

An die Apparatur wurde Vakuum angelegt und DEPC-Wasser auf das Gel pipettiert. Dieses
verblieb dort fir 5 min. AnschlieBend wurde ein alkalischer Puffer (50 mM NaOH, 10 mM
NaCl) verwendet. Es erfolgte ein 5 minltiger Waschschritt (0,1 M Tris-HCI pH 7,4), dann
wurde 20 x SSC (3M NacCl, 300 mM Tri-Natriumcitrat-di-hydrat) fir etwa 1 h aufgetragen.
Nach dem Blotten wurde das Gel entfernt, die Nylonmembran kurz in 20 x SSC gewaschen

und dann bei 120 mJ fur 30 sec UV-vernetzt.

3.21.4 Northern-Hybridisierung

Die Hybridisierung eines RNA-Blots mit radioaktiv markierten RNA- oder DNA-Sonden wird
als Northern-Hybridisierung bezeichnet.

Eingesetzt wurden die als ,H* und ,H," bezeichneten multiple Tissue Northern Blots der
Firma Clontech, Heidelberg, bzw. selbsthergestellte RNA-Nitrozelluloseblots (siehe Kapitel
3.21.3) aus Ovarialkarzinomzellinien.

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Nitrozelluloseblots 1 h bei 62°C
in Hybridisierungspuffer (0,5 M NaH,PO4Na,HPO, pH 7,5, 7% (w/v) SDS, 1 mM EDTA pH
7,5 und 100 pg/ml Lachs-Sperma-DNA) (Church und Gilbert, 1984) inkubiert. Daraufhin
erfolgte die Zugabe der bereits denaturierten, radioaktiv markierten DNA-Sonde (1-2 x 10°
cpm/ml). Inkubiert wurde ca. 15 h bei 62°C. Danach wurde die Hybridisierungslésung
verworfen. AnschieRend wurde zweimal mit Waschpuffer 1 (2 x SSC (0,3 M NaCl, 30 mM
Tri-Natriumcitrat-di-hydrat), 0,05% (w/v) SDS) fiur 20 min bei 50°C und einmal mit
Waschpuffer 2 (0,1 x SSC, 0,1% (w/v) SDS) fur 20 min bei 50°C gewaschen. Nach dem
Einschweif3en der Blots in PVC-Folie und Auflegen eines Biomax MR Films (Kodak-Aldrich,
Steinheim), erfolgte die Exposition fur mehrere Tage bei -70°C.
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3.22 Aufreinigung markierter Sonden

Mit Hilfe des Nucleotide Removal Kit der Firma Qiagen, Hilden, kann radioaktiv-, biotin- oder
Digoxigenin-markierte DNA aufgereinigt werden.

Zu dem aufzureinigenden Reaktionsansatz wurden 10 Volumenanteile Puffer PN (ohne
Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung) zugesetzt und durchmischt. Das
Gemisch wurde auf eine ,,QIAquick“-Saule appliziert und bei 2000 x g 1 min zentrifugiert. Der
Durchfluf3 wurde mit dem Reaktionsgefal’ entsorgt, die Saule in ein neues Gefal transferiert.
Durch Zugabe von 500 ul Puffer PE (ohne Angaben des Herstellers zur
Pufferzusammensetzung) und anschlieBender 1 minttiger Zentrifugation bei 2000 x g wurde
die Saule gewaschen. Stérende Ethanolriickstdnde wurden durch erneute Zentrifugation bei
gleichen Bedingungen entfernt. Der DurchfluR wurde wieder mit dem Reaktionsgefald
entsorgt und die Sdule in ein neues Gefal} transferiert. Zur Elution der DNA wurden 2 x 100
pl Puffer EB (10 mM Tris-HCI pH 8,5) eingesetzt.

3.23 Aufreinigung von PCR-Produkten
Von PCR-Produkten wurden mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits der Firma Qiagen,

Hilden, Oligonukleotide <100 bp, Primer, Polymerasen und Salze abgetrennt.

Hierzu wurden 5 Volumenteile Puffer PB (ohne Angaben des Herstellers zur
Pufferzusammensetzung) der PCR-Reaktion zugesetzt und durchmischt. Dieses Gemisch
wurde auf eine ,QIAquick“-S&ule appliziert und bei >10000 x g zentrifugiert. Durch Zugabe
von 750 pl Puffer PE (ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung) auf die
Saule und anschlie3ende Zentrifugation bei 10000 x g wurde diese gewaschen. Zur Elution
der DNA wurden 50-100 pl Puffer EB (10 mM Tris-HCI pH 8,5) eingesetzt.

3.24 RACE’s

Mit Hilfe von RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) ist es mdglich, cDNA-Fragmente in
5- oder 3'-Richtung spezifisch zu verlangern. Die cDNA aus bereits vorgefertigten RACE-
Bibliotheken (cDNA von Eierstdocken, Hoden, Gehirn, Féten und Brustgeweben) verfugt Gber
Adaptoren am 5'- und 3‘-Ende. Diese dienen der Anlagerung von PCR-Primern (AP 1 und
AP2, siehe Kapitel 2.12). Als Gegenstrang-Primer werden genspezifische Primer
ausgewahlt. In jeweils zwei aufeinanderfolgende RACE-Reaktionen kann die Amplifikation
der entsprechenden cDNA erfolgen. Ausgangsprodukt fur die zweite, auch nested RACE-
Reaktion genannt, ist die cDNA aus der ersten Reaktion (amplifiziert mit AP1- und
genspezifischem Primer), was die Spezifitat der Reaktion erheblich steigert. Die Primer der
zweiten RACE-Reaktion mussen bezlglich des gewiinschten RACE-Produkts eine weiter in
Richtung 5'-orientierte Position einnehmen (AP2 und genspezifischer Primer). Pro 50 pl
Reaktion wurden 2 pl cDNA (0,2ng), 1ul AP1-Primer (10 pM) sowie 1l des
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genspezifischen Primers (20 uM) eingesetzt. Die nested RACE-Reaktion enthielt 5 ul des
RACE-Produkts, 1 ul AP2-Primer (10 uM) und 1 pl des nested Primers (20 uM) zusammen.
Folgendes Protokoll wurde fiir die RACE’s verwendet:

Es wurde zuné&chst bei 96°C fur 4 min denaturiert. Die néchsten Schritte wurden 30 mal
wiederholt und begannen mit einem Denaturierungsschritt bei 96°C fur 1 min, gefolgt von der
Anlagerung fir 30 sec bei der optimalen Annealingtemperatur und der Verlangerung der
Primer bei 72°C wahrend 6 min. Abschlieend wurden von der Polymerase wahrend 7 min
bei 72°C Desoxyadenosine angehangt, die die TA-Klonierung ermdglichten. Die
Bedingungen fir das nested RACE waren mit denen des ersten RACE's identisch.

3.25 Phagen Screening

3.25.1 Praparation von Phagen DNA

Die Praparation der Phagen DNA bietet zwei Mdglichkeiten:

- Bevor ein zeit- und materialaufwendiger Phagen Screen durchgefuhrt wird, kann mit
Hilfe von PCR Uberprtift werden, ob ein Teil einer bestimmten DNA in der Phagen-
Bibliothek vorhanden ist.

- Durch Verwendung von zwei genspezifischen Primern (Primer und nested Primer)
und einem Primer aus der A-Region kann wie bei RACE zusétzliche Sequenzin-

formation gewonnen werden.

Zunachst wurden XL1-Blue MRF’-Zellen mit etwa 1 x 10° Phagen infiziert, mit NZY-Agar
versetzt, auf 20 Platten (150 mm) verteilt und 15 h bei 37°C inkubiert. Das Vorgehen ist in
Kapitel 3.25.2 beschrieben. AnschlieRend wurde der Ansatz mit 6 ml SM Puffer (100 mM
NaCl, 8,1 mM MgSO,4 x 7H,0, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,01% (w/v) Gelatine) Uberschichtet.
Nach 4 h Inkubation bei 25°C unter leichtem Schiitteln wurde der Uberstand gesammelt und
mit 1 ml Chloroform ausgeschttelt. Die walrige Phase wurde mit 20 mM EDTA pH 8,
50 pug/ml Proteinase K, 50 pg/ml RNase A und 0,5% (w/v) SDS versetzt. Nach Inkubation bei
37°C wahrend 30 min wurde 1 Volumenanteil Phenol zugegeben, durchmischt und far
15 min bei 4°C und 1000 x g zentrifugiert. Der waRrige Uberstand wurde mit einem
Volumenanteil Phenol/Chloroform (1:1) versetzt, durchmischt und unter den selben
Bedingungen wie oben zentrifugiert. Nach Abnehmen des waRrigen Uberstandes wurde ein
letztes Mal Chloroform zugegeben und erneut zentrifugiert. Die Fallung der Phagen-DNA
geschah innerhalb von 15 h bei -20°C nach Zugabe von 1/10 Volumenanteil 3 M NaOAc
pH 4,8 und 2,5 Volumenteilen EtOH. Zentrifugiert wurde 30 min bei 4°C mit 15000 x g. Der
DNA-Niederschlag wurde in 1 ml TE aufgenommen und photometrisch die Konzentration

bestimmt.
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3.25.2 Durchfiihrung eines Phagen-Screens

Es wurden mit der Uni-ZAP XR Ovar Bibliothek (Stratagene, La Jolla) und A TripleEX
Bibliothek (Clontech, Heidelberg) Screens durchgefthrt. Hierfir wurden zunéchst die
Wirtszellen amplifiziert und verdiinnt sowie die Titer der Helferphagen und Phagen bestimmt.

Lediglich in der Uni-ZAP XR Ovar Bibliothek wurden positive Phagen detektiert.

Amplifikation der Wirtszellen

Die Amplifikation der Wirtszellen erfolgte durch Ausstreichen der bei -80°C eingefrorenen
XL1-Blue MRF' und SOLR-Zellen auf antibiotikahaltigen Platten. Nach Inkubation bei 37°C in
etwa 15 h waren einzelne Kolonien sichtbar, mit denen 50 ml LB Medium/10 mM MgSO,
Kulturen angeimpft wurden. Die Kulturen wurden 15 h bei 30°C mit 220 rpm geschdittelt.
Nach dem Schiitteln wurden die Zellen bei 2000 rpm innerhalb von 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren in 10 mM MgSO,
aufgenommen, bis die ODggonm 0,5 betrug.

Bestimmung des Phagen- und Helferphagen-Titers

Die Titer der Phagen und Helferphagen lieRen sich durch Herstellen von Verdinnungsreihen
und Infektion der Wirtszellen bestimmen. Die Phagen wurden mit SM-Puffer (100 mM NacCl,
8,1 mM MgSO, x 7H,0O, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,01% (w/v) Gelatine) auf 10*-107" pfu/ml
verdinnt und 600 ul der sich in MgSO, befindenden XL1-Blue MRF’-Zellen infiziert. Nach
15 min Inkubation bei 37°C, in der sich die Phagen an die Bakterien anhefteten, wurden
7,5ml NZY Top Agar zugegeben und die Platten (15 mm) mit diesem Gemisch
Uberschichtet. Die Inkubation bei 37°C erfolgte fur 15 h. Mit nachfolgender Formel konnte der
Titer bestimmt werden:

Anzahl von Plaques x Verdinnungsfaktor/ausplattiertes Volumen [ml] x 1000 pl/ml = Titer

Phagen-Screening

Fir den Phagen-Screen wurden 50000 pfu pro 15 mm Platte, dies entspricht 1 x 10° pfu
insgesamt, eingesetzt. XL1-Blue MRF'-Zellen wurden, wie oben beschrieben, infiziert,
inkubiert und mit NZY-Agarose auf die Platten aufgebracht. Nach etwa 12-15 h Inkubation
bei 37°C war der Bakterienrasen deutlich von den Phagen angegriffen. Um das Abziehen der
Bakterien durch den Abklatsch der Nitrozellulose-Filter zu verhindern, wurden die Platten bei
4°C fur 2 h gelagert. Die Filter wurden in trockenem Zustand fur 2 min auf den Platten
exponiert, je 10 min mit Denaturierungs- (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH), Neutralisierung- (1,5 M
NaCl, 0,5 M Tris-HCI pH 8,0) und Waschpuffer (0,2 M Tris-HCI pH 7,5, 2 x SSC) durchtrankt.
AnschlieRend konnte die Phagen DNA durch UV-Vernetzung (120 mJ fur 30 sec, (UV-
Vernetzer: Stratagene, La Jolla)) an die Membran gebunden werden.
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Hybridisieren
Die Hybridisierung erfolgte bei 42°C fur 15 h in einem formamidhaltigen Puffer (50% (v/v)

Formamidgeionisier;, ® X SSC (0,75 M NaCl, 75 mM Tri-Natriumcitrat-di-hydrat, pH 7), 5 x
Denhardt’'s (0,5 g Ficoll Typ 400; 0,5 g Polyvinylpyrrolidon, 0,5 g BSA Fraktion V ad 500 ml),
1% (w/v) SDS, 100 pg/ml Hefe Gesamt-RNA) mit einer, wie in Kapitel 3.21.1 beschrieben,
radioaktiv markierten und aufgereinigten Probe.

Waschen

Zunachst wurde 3 x 15 min bei 25°C, anschlieend 2 x 30 min bei 55°C mit einem Puffer,
bestehend aus 0,1 x SSC und 0,1% (w/v) SDS, gewaschen.

Positive Phagen-Plaques wurden mittels eines Rontgenfilms (Biomax™ MR Film (Kodak-
Aldrich, Steinheim)) nachgewiesen, der wahrend mehrerer Tage bei -70°C auf den
Membranen exponiert wurde. Entsprechende Phagen wurden durch Ausstechen der Blécke
aus den Platten gewonnen. Zu diesem Zweck wurden die Blocke in 500 pl SM Puffer
dberfiihrt und 4 h bei 25°C inkubiert. In einer weiteren Screening-Runde wurden 40 pl einer
1:1000 Verdiinnung eingesetzt. Die weitere Vorgehensweise ist bereits oben beschrieben.
Eine dritte und letzte Screening-Runde war im Ablauf eine Wiederholung der zweiten Runde.
Gewinnung von Einzelklonen

Es wurden 300 pl XL1-Blue MRF-Zellen mit 5 pl Phagen in SM-Puffer aus der dritten
Screening-Runde und 1 pl ExAssist Helfer Phage (>1 x 10° pfu/pl) infiziert. Nach Inkubation

bei 37°C fur 15 min wurden 3 ml LB-Medium zu dem Gemisch zugegeben und fur 3 h bei
37°C bei 250 rpm inkubiert. Die Proben wurden anschlieend bei 70°C fir 2 min erhitzt und
zentrifugiert (150 x g, 10 min, RT). 10 pl des Phagen-Uberstandes wurden zu 200 pl XL1-
Blue MRF’-Zellen gegeben, 15 min bei 37 °C inkubiert und 100 pl davon auf LB-
ampicillinhaltigen Platten ausgebracht. Am néchsten Tag konnten einzelne Kolonien gepickt

und die Plasmide inklusive Insert isoliert werden.

3.26 Herstellung von peptidspezifischen polyklonalen Antikérpern

Zur Immunisierung wurden zwei unterschiedliche synthetische Peptide aus der Sequenz
verwendet, die an Keyhole Limpet Haemocyanin (KLH) gekoppelt waren. Die Auswahl der
Peptide geschah unter zu Hilfenahme des Programms ,Peptidestructure” aus HUSAR
(Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources (Release 4.0)). Kriterien hierfir waren
Immunogenitat, Wahrscheinlichkeit der Beteiligung an der Proteinoberfliche und
Sequenzposition des Peptides im Gesamtprotein. Im Einzelnen wurden folgende Peptide

ausgewahlt:

- 26C/C9/2-471-492: Ac- TEFLDONRGSRRTNPFGETEDEC- KLH
- 26C/C9/2-655-676: KLH- CNDQPDDDDGNPNEHRGAESEA
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Die Peptide wurden von Dr. Pipkorn (DKFZ, Heidelberg) synthetisiert. Die Kopplung an
.Imject Maleinide Activated KLH" erfolgte nach Angaben des Herstellers. Dabei wurden
wahrend 2 h bei 25°C 2 mg KLH an 2 mg Peptid gekoppelt. Durch Dialyse (in
Dialyseschlauchen der Firma Spectra-Por) wurden stérende Substanzen wie EDTA aus dem
Kopplungspuffer entfernt. Die Immunisierungen der Kaninchen wurden von der Firma
Eurogentech, Serain/Belgien, durchgefihrt. Es wurden pro Immunisierung 200 pg KLH
gekoppeltes Peptid eingesetzt. Immunisierungen fanden nach 1, 14, 28 und 42 Tagen statt.

3.27 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Bei einer Restriktionsendonuklease-Verdauung wurde DNA mit der entsprechenden
Enzymmenge in dem daflir geeigneten Reaktionspuffer inkubiert. Meist erfolgte die
Hydrolyse wahrend 1-2 h bei 37°C (z.B. BamHI, EcoRl). Fir einige Enzyme wurden
Reaktionspuffer, Inkubationszeit und -temperatur, entsprechend kommerziell erhdltlicher
Tabellen, variiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1/6 Volumenanteil 6 x DNA-
Probenpuffer (0,2% (w/v) Bromphenolblau, 0,2% (w/v) Xylen Cyanol FF, 60% (v/v) Glycerol,
60 mM EDTA pH 8,0) beendet. Die Restriktionsenzyme wurden von den Firmen GIBCO
BRL, Eggenstein, und MBI Fermentas, St. Leon Roth, bezogen

3.28 Ligation von DNA

Bei der Ligation wurden Ansatze zu 10 pl hergestellt, die 50-200 ng linearisierte Plasmid-
DNA enthielten. Die DNA des Inserts sollte in einem 1- bis 3fachen molaren Uberschul? zur
Plasmid-DNA eingesetzt werden. Pro Ansatz wurden 1-2 Enzymeinheiten der T4 DNA-
Ligase verwendet. Die Ligationsreaktion verlief wahrend 1 h bei 25°C.

3.29 Herstellung kompetenter DH5a-Zellen

Fur die Herstellung chemisch kompetenter DH5a-Zellen wurden 25 ml LB-Medium (1% (w/v)
Bacto-Tryptone, 0,5% (w/v) Bacto-Yeast-Extract, 1% (w/v) NaCl pH 7,0) mit 0,1 ml einer
Vorkultur von E.coli angeimpft und etwa 15 h bei 37°C inkubiert. 0,5 ml dieser Kultur wurden
verwendet, um 50 ml SOB-Medium/10 mM MgCl, (2% (w/v) Bacto-Tryptone, 0,5% (w/v)
Bacto-Yeast-Extract, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,) anzuimpfen. Die
Bakteriensuspension wurde bei 37°C geschuttelt, bis die ODgyonm bei 0,6 lag. Nach 15 min
Inkubation auf Eis wurde bei 4°C fiur 12 min mit 1500 x g zentrifugiert. Der Niederschlag
wurde in 15 ml vorgekihltem Medium RF 1 (100 mM RbCI, 50 mM MnCl,, 30 mM
Essigsaure, 10 mM CaCl,, 15% (w/v) Glycerol pH 5,8) resuspendiert und 15 min auf Eis
gekdhlt. Es wurde erneut fur 12 min bei 4°C und 1500 x g zentrifugiert, bevor der
Niederschlag in 4 ml RF 2 Medium (10 mM MOPS-NaOH pH 6,8, 10 mM RbCI, 75 mM
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CacCl,, 15% (w/v) Glycerol) aufgenommen wurde. Die kompetenten Zellen wurden in 100 pl

Portionen aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

3.30 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Zu chemisch kompetenten DH5a-Zellen (Herstellung siehe Kapitel 3.29) wurden 1 pl 0,5 M
B-Mercaptoethanol und etwa 2 pl Ligationsansatz zugegeben. Nach 30 min Inkubation auf
Eis wurde der Ansatz 60 sec bei 42°C erwarmt und anschlieend fir 2 min auf Eis gekuhlt.
Nach Zugabe von 100 pl LB-Medium wurden die Zellen 45 min bei 37°C kultiviert. In dieser
Zeit konnten sie in antibiotikafreiem Medium die transferierte Antibiotika-Resistenz ausbilden.
Um Transformanten zu selektionieren, wurde etwa die Halfte der Bakteriensuspension auf
antibiotikahaltigen Agarplatten ausgestrichen. Nach Inkubation bei 37°C fur 15 h bildeten nur
diejenigen Bakterien, die Antibiotikaresistenz trugen, Kolonien auf der Agaroberflache aus.

3.31 Einfrieren von Bakterienkulturen

Je 500 pl einer Bakterien-Suspensionskultur, die sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befand, wurden in ein autoklaviertes Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt.
Durch Zufuigen des gleichen Volumenanteils an 50%igem autoklaviertem Glycerol erhielt
man ein Gemisch, das fur mindestens 1 h auf Eis belassen wurde. Danach konnten die
Zellen bei -70°C eingefroren werden. Diese behalten dber Jahre hinweg ihre
Lebensfahigkeit.

3.32 in vitro Transkription/Translation

Eine in vitro Transkription/Translation wurde mit verschiedenen Systemen durchgefiihrt. Das
kommerziell erhaltliche TNT® gekoppelte Retikulozyten-Lysat System der Firma Promega,
Madison/USA, bietet eine Alternative zur eukaryontischen in vitro Translation, liefert jedoch
eine geringere Ausbeute. Das Translations-System RTS 500 der Firma Roche, Mannheim,
basiert auf E.coli Lysat, weshalb Versuche, die in Zusammenhang mit posttranslationalen
Modifikationen des Proteins in Verbindung stehen, nicht moglich sind; es liefert jedoch
Proteinmengen von 100 bis zu 500 pg pro Ansatz.

Bei der Durchfiihrung mit dem TNT® gekoppelten Retikulozyten-Lysat befand sich der offene
Leseraster des Gens 26C/C9/2 in dem pCR®II-TOPO Klonierungsvektor der Firma Invitrogen
(siehe Kapitel 4.7.8) bzw. in dem plIVEX2.4a Klonierungsvektor der Firma Roche. Fir die
nicht radioaktive Proteinsynthese wurden zu 1 pg DNA 25 pl Kaninchen-Retikulozyten-Lysat,
2 ul Reaktionspuffer (ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung), 1 pl SP6
Polymerase (ohne Angaben der Einheiten), 0,5 pl 1 mM Aminosaure-Mischung ohne Leucin
(ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung), 0,5 pul 1 mM Aminoséaure-

Mischung ohne Methionin (ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung)
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sowie 40 U RNase-Inhibitor zugesetzt. Nach 90 min Inkubation bei 30°C war die Translation
abgeschlossen und die Ergebnisse konnten analysiert werden.

Fir die radioaktive Markierung der synthetisierten Proteine mit **S-Methionin wurden zu 1 pg
DNA 25 pl Kaninchen-Retikulozyten-Lysat, 2 yl Reaktionspuffer (ohne Angaben des
Herstellers zur Pufferzusammensetzung), 1 pl SP6 Polymerase (ohne Angaben der
Einheiten), 1 pl 1 mM Aminosaure-Mischung ohne Methionin (ohne Angaben des Herstellers
zur Pufferzusammensetzung), 4 pl **S-Methionin sowie 40 U RNase-Inhibitor zugesetzt.
Nach 90 min Inkubation bei 30°C wurden 3 pl der Probe mit 3 ul Probenpuffer versetzt, auf
ein 10% SDS-PAGE aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Nach Uberpriifung der
Proteinsynthese durch eine Coomassie-Farbung wurde das SDS-PAGE 10 min in einem 1 M
Natriumsalicylat-Bad inkubiert, das der Fixierung der Banden diente. Anschlie3end wurde ein
Film fur etwa 3 h auf dem Gel exponiert.

Fir die in vitro Transkription/Translation mit dem Translations-System der Firma Roche
befand sich der offene Leseraster des Gens 26C/C9/2 in dem plVEX2.4a Vektor (Roche,
Mannheim). Die lyophilisierten Puffer 1, 2, 3, 4 (ohne Angaben des Herstellers zur
Pufferzusammensetzung) wurden in dem Rekonstitutions-Puffer 5 (Puffer 1: 250 ul, Puffer 2:
800 ul, Puffer 3: 10,5 ml, Puffer 4: 600 pl) gelést. Aus diesen Ldsungen wurde das
Nahrmedium (500 pl Loésung 4, 10,5 ml Loésung 3) und das Reaktionsmedium (250 pl
Lésung 1, 750 pl Lésung 2, 50 ul Lésung 4, sowie 10 ug DNA) zusammengesetzt. Das
Reaktionskompartiment wurde entsprechend den Herstellerangaben beflllt und in das RTS
500 Instrument (Roche, Mannheim) eingesetzt. Nach 24 h konnte das Translationsprodukt

analysiert werden.

3.33 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte auf SDS-Polyacrylamidgelen (Thomas und Kornberg,
1975), die entsprechend dem Molekulargewicht der Proteine hergestellt wurden. Fir die
Gelherstellung wurden Glasplatten (120 x 60 x 0,5 mm) mit Seife und Ethanol gereinigt.
Nach dem Zusammenbau der Platten wurde die Trenngellésung (Beispiel fir ein 10%iges
Gel: 10% (w/v) Acrylamid, 0,05% (w/v) Bisacrylamid, 750 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% (w/v)
SDS, 0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat, 0,03% (v/v) N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) bis
etwa 2 cm unterhalb des oberen Rands eingefiillt und mit 2-Butanol Uberschichtet. Nach
vollsténdiger Polymerisation konnte das 2-Butanol entfernt, die Ka&mme eingesetzt und die
Sammelgellosung (3,4% (w/v) Acrylamid, 0,09% (w/v) N,N’-Methylen-Bisacrylamid, 0,1%
(w/v) SDS, 178 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,26% (w/v) Ammoniumpersulfat, 0,086% (v/v)
N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin) eingefillt werden. Die Proteinproben wurden in SDS-
Probenpuffer (10% (v/v) Glycerol, 10% (v/v) fMercaptoethanol, 5% (w/v) SDS, 0,3% (w/v)
Bromphenolblau, 60 mM Tris-HCI pH 6,8) aufgenommen und fir 5 min auf 96°C erhitzt. Die
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Gelelektrophorese wurde in Elektrophoresepuffer (0,05 M Tris pH ca. 8,3, 0,38 M Glycin,
0,1% (w/v) SDS) bei einer Stromstarke von zunachst 22 mA bzw. 32 mA nach Erreichen des
Sammelgelendes durchgefiihrt. Als Proteinstandard diente eine Mischung verschiedener
Proteine mit bekanntem Molekulargewicht (SDS-7 oder SDS-6H, Sigma Deisenhofen). An

die SDS-PAGE schlof3 sich entweder eine Coomassie-Farbung oder der Blot des Gels an.

3.34 Nachweis von Proteinen durch Coomassie-Farbung

Beim Anfarben mit Coomassie-Blau-Farbeltésung (0,06% (w/v) Serva Blue R, 50% (v/v)
Ethanol, 10% (v/v) Eisessig) wurden SDS-Gele in einer sauren alkoholischen
Farbstofflosung inkubiert. Die Proteine wurden durch Denaturierung im Gel fixiert und
bildeten einen Komplex mit dem Farbstoff. Uberschiissiger Farbstoff wurde durch intensives

Waschen mit einer sauren Ldsung entfernt (5% (v/v) Ethanol, 7,5% (v/v) Eisessig).

3.35 Immunblot-Analyse

Proteintransfer

Die in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennten Proteine wurden auf Nitrozellulosemembranen
(Protran BA8S5) transferiert (Towbin et al., 1979). Hierzu wurden die Gele zwischen passend
geschnittene 3 MM Gel Blotting Papiere und Nitrozellulose, die zuvor mit Transferpuffer
(25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM Glycin) befeuchtet wurden, gelegt. Der Blotaufbau geschah
nach folgendem Schema:

PP P I PP I PP PP PP PP PP PP PR
P TTFFTTTFTTITTTTFIIr
—

== Schwammtuch
=z 3MM-Whatman-Filterpapier
m PAGE

L L A M A o
A i AT AT A A AT AT AT AT AT AT AT AT AT T AT z=  Nitrozellulose
+

Abb.: 3.5 Aufbau eines Immunblots
Die Bestandteile des Immunblots sind in der Legende neben der Abbildung dargestellt.

Der Transfer geschah Ublicherweise bei 300 mA und 4°C in einer Blot Apparatur innerhalb
von 15 h.
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Nachweis von Antigenen

Um den Transfer der Proteine zu Uberprifen, erfolgte eine reversible PonceauS-Farbung
(0,02% (w/v) PonceauS), bei der die Nitrozellulose in die Féarbelésung getaucht und
Uberschissige Farbelésung durch Hin- und Herbewegen der Zellulose in vollentsalztem
Wasser entfernt wurde. Freie Bindungsstellen der Nitrozellulose wurden nach vollstandigem
Entfarben durch Blockierldsung aus 5% Magermilchpulver (Skim Milk Powder, Fluka) in TBS
(150 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,6) abgesattigt. Nach 30 min wurde die Blockierlésung
entfernt  und fir eine weitere Stunde der verdinnte Erstantikbrper in
0,4% Milchpulver/TBS/0,1% Tween 20 aufgetragen. Um unspezifisch gebundene Antikdrper
zu entfernen, wurde 5 x 1 min in TBS/0,1% Tween 20 (TBST) gewaschen. AnschlieRend
wurde ebenfalls fir 1 h der in Blockierldsung verdiinnte Zweitantikbrper aufgetragen.
Unspezifisch gebundene sekundare Antikérper wurden wie beim Erstantikbrper mit TBST-
Waschpuffer entfernt. Der Nachweis des gebundenen sekundaren Antikérpers erfolgte
entweder mit dem ECL-System (Amersham) nach Protokoll des Herstellers oder durch
Zugabe von alkalischer Phosphatase-Entwicklerldsung (0,33% (w/v) BCIP, 0,66% (w/v) NBT
in 100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,), bei der in einer Farbreaktion das
Substrat durch den 2. Antikérper umgesetzt wird. Die Reaktion wurde durch Entfernen der
Entwicklerlésungen und Waschen mit vollentsalztem Wasser gestoppt.

3.36 Digoxigenin-Markierung von RNA flr in situ Hybridisierung

3.36.1 Markierung der RNA

Mit Hilfe von SP6 und T7-Polymerasen konnte klonierte DNA durch in vitro Transkription in
DIG-markierte  RNA umgeschrieben werden. Diese sollte als Sonde in einer in situ
Hybridisierung verwendet werden.

Zunachst wurde das Insert mittels TA-Klonierung in den pCRII-TOPO Vektor der Firma
Invitrogen, Groningen/NL, kloniert. Dieser Vektor besitzt sowohl einen Sp6 als auch T7
Promotor. Durch Restrikitonsendonukleaseverdau von jeweils 5 pg Insert/Vektor mit den
Restriktionsenzymen BamHI oder aber EcoRV in den entsprechenden Puffern (1 x React 3:
5 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM MgCl,, 10 mM NaCl bzw. 1 x React 2: 5 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM
MgCl;, 5 mM NaCl) wurde der Vektor innerhalb 1 h bei 37°C hinter dem Insert geschnitten.
Die linearisierte DNA wurde mit dem PCR Nucleotide Removal Kit der Firma Qiagen, Hilden,
(siehe Kapitel 3.23) aufgereinigt und mit Hilfe des DIG RNA Labeling Kits der Firma Roche,
Mannheim, nach Vorschrift mit Digoxigenin markiert.

Pro Reaktionsansatz befanden sich neben 1 pug aufgereinigtem Template, 1 x Labeling Mix
(ohne Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung) 1 x Transkriptionspuffer (ohne
Angaben des Herstellers zur Pufferzusammensetzung), RNase-Inhibitor (20U) und 40 U Sp6
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bzw. T7 Polymerase. Die Reaktion inkubierte 2 h bei 37°C. AnschlieBend wurde durch
Zugabe von 20 U RNase-freier DNasel die DNA innerhalb von 15 min bei 37°C fragmentiert.
Durch Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA pH 8 wurde die DNasel Reaktion abgestoppt. Da die
markierten Proben kleiner als 600 bp waren, muf laut Aussage von erfahrenen Kollegen
keine RNA-Hydrolyse durchgefiihrt werden. Die Proben wurden beziiglich ihres Labelings
mittels Dot-Blot Uberprift (siehe Kapitel 3.36.2) und bei - 70°C bis zur weiteren Verwendung

eingefroren.

3.36.2 Uberpriifung der Digoxigenin-Markierung mittels Dot Blot

Eine Hybond N*-Membran (Amersham-Pharmacia Biotech, Braunschweig) wurde auf die
erforderliche Grof3e zurechtgeschnitten, 5 min in Puffer 1 (100 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM
NaCl in H,Opepc) geschwenkt und fir kurze Zeit getrocknet. Die bereits von 1 ng/ul bis
10 pg/ul verdinnten DIG-markierten Proben und ein RNA-Standard (im DIG RNA Labeling
Kit enthalten) wurden auf die Membran pipettiert und bei 120 mJ fur 30 sec UV-quervernetzt
(UV-Crosslinker: Stratagene, La Jolla). Die Membran inkubierte 1 min in Puffer 1 und 30 min
in Blockingreagenz (1% (w/v) BSA, 0,1% (v/v) Tween 20 in Puffer 1), bevor die Ldsung
verworfen und durch Puffer 1 inklusive 1,5 U Anti-Digoxigenen-AP (Fab Fragment
(Boehringer, Mannheim)) ersetzt wurde. Die Inkubation mit dem Antikorper erfolgte wahrend
30 min bei 25°C auf einem Schiittler. Uberschissiger Antikérper wurde durch 3 maliges
Waschen je 5 min mit Puffer 1 entfernt. Danach wurde die Membran fir 2 min in einen
weiteren Puffer (100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl, in H,Opepc) gelegt.
Der Nachweis der Digoxigenin-markierten Nukleinsaure geschah durch Zugabe eines NBT-
(45 pl NBT-LOsung: 75 mg/ml Nitro-blau-Tetrazoliumchlorid in 70% (v/v) Dimethylformamid)
BCIP-Losungsgemisches (35 pl: 50 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in  100%
Dimethylformamid). Nach Ablaufen der Farbreaktion wurde die Membran mit vollentsalztem

Wasser gewaschen, um die Reaktion abzustoppen.

45






ERGEBNISSE

4  Ergebnisse

In den vergangenen Jahren wurden bereits vielversprechende therapeutische Fortschritte im
Hinblick auf die Behandlung des Ovarialkarzinoms gemacht. Dennoch besitzt dieser
Tumortyp zur Zeit noch die gréf3te Mortalitatsrate unter den gynékologischen Tumoren. Um
eine fruhe Diagnostik und spezifischere TherapiemalBnahmen zu ermdoglichen, wéaren
spezifische Marker-Proteine fur einzelne Tumortypen und —stadien hilfreich. Auch der Verlust
von Tumorsuppressoren kénnte nachgewiesen werden. Dazu mussen die Ovarialkarzinome
auf molekularer Ebene untersucht werden. Dies kann z.B. durch den Vergleich der
Expressionsprofile verschiedener Tumoren mit ihren korrespondierenden gesunden
Geweben geschehen.

Das Ziel dieser Arbeit war die systematische Analyse der Genexpressionsmuster von
epithelialen Ovarialkarzinomen. Dafiir standen wie bereits in der Einleitung unter Kapitel
1.1.4 beschrieben mehrere Methoden, wie beispielsweise die subtraktive Hybridisierung und
das Differential Display, zur Diskussion. Beide Methoden wurden zunachst getestet und nach
Auswahl einer Methode, des Differential Displays, der Versuch unternommen,
unterschiedlich exprimierte Gene auf cDNA-Ebene zu identifizieren und zu verifizieren.
Einige der interessantesten differentiell exprimierten Fragmente wurden in weiterfihrenden

Experimenten genauer charakterisiert.

4.1 Materialasservation, histologische Aufarbeitung und Qualitatskontrolle

An der Universitatsfrauenklinik Heidelberg und Tubingen werden neben Operationen wegen
benigner proliferierender Veranderungen der Ovarien und Borderline-Tumoren auch
zahlreiche Operationen aufgrund des Verdachts auf Ovarialkarzinome durchgefiihrt. Dort
sind sowohl die notwendigen apparativen als auch die logistischen Voraussetzungen
vorhanden, um die Asservation vitaler Tumorgewebeproben  durchzufthren.
Freundlicherweise wurden diese Gewebeproben von Herrn Dr. U. Hahn (Heidelberg), Herrn
Dr. R. Kurek (Tubingen), Herrn Dr. A. Marmé (Heidelberg), Herrn Prof. Dr. G. Bastert
(Heidelberg) und Herrn Prof. Dr. D. Wallwiener (Tubingen) unserer Arbeitsgruppe zur
Verfligung gestellt.

Voraussetzung fir die systematische Analyse der Genexpressionsmuster in epithelialen
Ovarialkarzinomen ist eine hohe Qualitdt der verwendeten Gewebe. Dies bedeutet
einerseits, dal3 die bei der Operation entnommenen Gewebeproben sofort in einen
entsprechenden Puffer Uberfihrt werden mussen, um endogene RNase—Aktivitat zu
verhindern; andererseits dirfen die Gewebeproben nicht durch Fremdgewebe verunreinigt
sein, da diese Verunreinigungen beim Vergleich von Geweben zu nichtepithelspezifischen
Unterschieden fuhren wiirden (Martin und Pardee, 1999).
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Bei der Gewebeentnahme werden analog zum Papanicolaou-Test mit einer Metall- oder
Plastikdse Abstriche vom Infundibulum des Oviducts und dem Tumorgewebe des Ovars
hergestellt und unverziiglich in einen Guanidin-Isothiocyanat haltigen Puffer Uberfiihrt. Der
Grund fir die Asservation des Infundibulums anstelle des gesunden Ovarepithels ist, die
Unzuganglichkeit des Ovarepithels (siehe Kapitel 5.1.1). Das verbleibende Tumorgewebe
sowie Teile des Eileiters und des tumorfreien Ovars werden sofort in einem 4%igen
Paraformaldehydpuffer fixiert und fur eine sich eventuell anschlie3ende in situ Hybridisierung
aufbewahrt.

In der morphologischen Abteilung der Frauenklinik Heidelberg erfolgte die histologische
Aufarbeitung von OP-Préparaten durch einen Pathologen. Die Bewertung nach
morphologischen Kriterien zeigte, daf3 dabei in der Regel mehr als 98% der Zellen im
Ausstrich Tumorzellen waren. So war es moglich, Verunreinigungen unter morphologischen
Gesichtspunkten abzuschatzen. Neben der in der Frauenklinik Heidelberg etablierten
Methode wurde von mir nach einer zusétzlichen Mdglichkeit gesucht, die Verunreinigungen
auf molekularer Ebene zu verfolgen. Dazu wurde in den Literaturdatenbanken nach
bestimmten, gewebetypspezifischen Markern recherchiert, die in einer quantitativen PCR
Verwendung finden kénnen. Damit sollte weitgehend sichergestellt werden, dal3 nur Gewebe
ohne starke Verunreinigungen durch Blut und Basalmembranbestandteile untersucht
werden. Die Auswahl der entsprechenden Marker gestaltete sich jedoch schwierig, da das
Ovarepithel aul3er epithelialen auch mesenchymale Charakteristika zeigt, die eine

Unterscheidung zur Basalmembran erschwert.

Aufgrund der Versorgung der Gewebe mit Blut, in das Tumorgewebe eingedrungene
Makrophagen und Lymphozyten und des Anhaftens der Epithelien an der darunterliegenden
Basalschicht sind haufig auch Blut und Bestandteile der Basalmembran in den Abstrichen
auszumachen. Dies gilt insbesondere fir das Tubenepithel, bei dem die Anhaftung um
einiges starker ist als beim Tumorgewebe. Aus diesem Grund sollte ein Marker fir
Verunreinigungen durch Blut verwendet werden. Dieser Marker ist CD53.

CD53 befindet sich im Gegensatz zu anderen Proteinen der Tetraspanin Superfamilie fast
ausschlieB3lich auf Zelloberflachen von lymphatischen und myeloiden Zellen (Maecker et al.,
1997; Okochi et al., 1999), die in groRer Anzahl im Blut vorhanden sind (Janeway und
Travers, 1995; Alberts et al.,1995).

Falls in den Abstrichen durch PCR grofze Mengen an CD53 nachgewiesen werden kbénnen,
solite auf die Verwendung des entsprechenden Gewebes verzichtet werden. Als
Positivkontrolle fur CD53 diente die B-Lymphomzellinie Jok-1, die CD53 in groRerem
Umfang exprimiert. HeLa-Zellen und die Ovarialkarzinomzellinien GG und ES-2 tragen wenig

CD53 und dienten als Negativkontrollen.

48



ERGEBNISSE

Abb.: 4.1 zeigt das Ergebnis einer solchen Test-PCR mit cDNA von Patientin 30. Die cDNA
wurde zur Bestéatigung von differentiell exprimierten Genen in quantitativen PCRs eingesetzt
(siehe Kapitel 4.5.6). Auf dem virtuellen Gel konnten keine Signale in den Spuren der PCR-
Produkte von HelLa, GG und ES-2 nachgewiesen werden. Ein duBerst schwaches Signal trat
bei dem Tubenepithel (P30N), ein starkeres bei dem Tumorgewebe (P30C) auf. Das starkste
Signal war bei der Positivkontrolle zu verzeichnen (Jok-1). Dieses Ergebnis deutet auf leichte

Verunreinigungen, insbesondere des Tumorgewebes, hin.
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Abb.: 4.1 PCR als Kontrolle auf Verunreinigungen der Gewebe durch Blut.

Exemplarisch wird hier das Ergebnis der Kontroll-PCR mit cDNA von Patientin 30, die auch zur
Bestéatigung von differentiell exprimierten Genen in quantitativen PCRs eingesetzt wurde (siehe
Kapitel 4.5.6), dargestellt. Da CD53 fast ausschlie3lich auf lymphatischen und myeloiden Zellen
prasentiert wird, konnte durch die Vermehrung eines CD53-Fragments mittels PCR das Mal3 der
Verunreinigung der Gewebe durch Blut abgeschétzt werden. Auf dem virtuellen Gel wurden die PCR-
Produkte der Zellinien HelLa, GG und ES-2 aufgetragen. Sie fungierten als Negativ-Kontrollen und
wiesen wie erwartet keine Bande auf entsprechender Hohe auf. In dem Tubenepithel von Patientin 30
(P30N) und dem Tumorgewebe des Ovars derselben Patientin (P30C) waren sehr schwache Banden
zu erkennen, was besonders im Tumorgewebe auf Verunreinigungen hindeutete. Als Positiv-Kontrolle
fungierte cDNA der B-Lymphomzellinie Jok-1, bei der das stérkste Signal auftrat.

Fur die Untersuchungen der verwendeten Gewebe auf Verunreinigungen mit Bestandteilen
der Basalmembran konnte bislang kein hinreichender Marker identifiziert werden.
Hauptgrund dafir ist in den mesenchymalen Charakteristika des Ovarepithels (Auersperg et
al., 1999) zu sehen. Ein sonst haufig verwendeter Marker fir fibroblastische Zellen, wie
beispielsweise das Vimentin, kann nicht eingesetzt werden um Verunreinigungen im
Tumorgewebe des Ovars nachzuweisen, da er sowohl im normalen Oberflachenepithel des
Ovars als auch im Tumorgewebe des Ovars vorkommt (Kupryjanczyk und Karpinska, 1998;
van Niekerk et al., 1997; Czernobilsky et al., 1985).

Auch als Kontrolle fir das Tubenepithel, bei dem der Test auf Basalschichtbestandteile
besonders wichtig wére, ist Vimentin als Marker umstritten, da es in Tubengeweben
nachgewiesen werden konnte (Woolnough et al., 2000).

Durch diese Uberlegungen wurde deutlich, daR bereits bei der Praparation des zu
verwendenden Gewebes durch moglichst genaue Auswahl der Zellen eine Verunreinigung
minimiert werden mulfd. Der einfachste Weg, um definierte Einzelzellen oder ganze
Zellverbande auszuwdhlen, ist die Mikrodissektion. Dafir wurde zu Ende meiner Arbeit ein
laser-gestutzter Mikrodissektor angeschafft, welcher durch rein physikalische Methoden
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extrem saubere Proben liefert. Dabei wird ein Gewebeschnitt, der auf einen Objekttrager
aufgebracht wurde, mit einer speziellen Folie abgedeckt. Die Folie zeichnet sich dadurch
aus, daB sie bei Erwarmung durch den Laser an den darunterliegenden Zellen haftet. Der
Laser erméglicht durch die prazise Positionierung eine punktgenaue lokale Erwarmung der
Folie. Durch die definierte Energiezufuhr wird die thermische Belastung des Gewebes nieder
gehalten. Sind die Zellen durch den Laserbeschuf3 an die Folie fixiert, kann diese abgezogen
werden. Nur dort, wo der Laserstrahl zuvor auf die Folie getroffen ist, haftet die Zellschicht
des Gewebeschnitts auf der Folie und wird aus dem Zellverband geldst. Durch Spulen der
Folie mit einem entsprechenden Puffer lassen sich die Zellen wieder ablésen und stehen fur

weitere Experimente zur Verfigung.

4.2 Vergleich der verwendeten Gewebe bezilglich ihrer embryonalen

Entwicklung

Neben der Notwendigkeit, die Reinheit der Proben zu gewdhrleisten, besteht die grofldte
Schwierigkeit darin, die korrespondierenden Gewebe, das heif3t Ovarialkarzinomgewebe und
gesundes Ovarepithel einer Patientin, zu erhalten.

Die gewinschten ,gesunden® Gewebe kodnnen nicht bereitgestellt werden, da bei den
Patientinnen entweder der potentielle Wunsch nach Kindern besteht oder aber die Ovarien
bereits stark vernarbt sind.

Wird das Ovarialkarzinom beispielsweise in einem sehr friihen Stadium festgestellt, kommt
nur eine eingeschrankt radikale Operation in Betracht, bei der das gesunde Ovar nicht
entnommen wird. Dies trifft besonders dann zu, wenn es sich um junge Frauen handelt, bei
denen ein Kinderwunsch vorhanden ist.

Erfolgt die Operation in einem spateren Stadium, werden neben dem Uterus beide Ovarien
und Tuben sowie alle weiteren befallenen Nachbarorgane wie Darm oder Blase entfernt.

Da es sich jedoch bei den von diesem Tumortyp betroffenen Patientinnen in der Regel um
Frauen im fortgeschrittenen Alter handelt, bei denen das Epithel des gesunden Eierstocks
durch kontinuierliche Ovulationen stark geschédigt ist, so dal3 keine Abstriche hergestellt
werden konnen, ist auch in diesem Fall kein verwertbares gesundes Gewebe erhaltlich.

Um dennoch das Genexpressionsmuster dieses Karzinomtyps untersuchen zu kénnen,
wurde ein Kompromil3 eingegangen, bei dem Gewebe gleicher embryonaler Abstammung
miteinander  verglichen werden. Hierzu wurde in Absprache der klinischen
Kooperationspartner bereits vor Beginn meiner Arbeit das Epithel der Tube als Referenz zum
Ovarialkarzinomgewebe hinzugezogen.

Nach eingehender Literaturrecherche konnte ich jedoch feststellen, da die embryologische

Entwicklung von Ovar und Ovidukt teilweise voneinander abweicht (siehe Kapitel 5.1).
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Fir unsere Arbeitet bedeutet dies, dal® nur der oberste Teil des Oviducts, der vom
Coelomepithel abstammt, mit dem Ovar verglichen werden kann. Der untere Teil, der ein
Verschmelzungsprodukt von Millerschem- mit Wolffschem Gang ist, also auch Zige des
Mesonephros tragt, darf nicht mit dem Oberflachenepithel des Ovars verglichen werden.
Nachdem diese Tatsache und die Konsequenz flir unsere Arbeit aufgezeigt waren, wurde
nur der oberste Teil des Eileiters, der ausschlie3lich vom Coelomepithel abstammt, von
unseren klinischen Kooperationspartnern der Universtitats-Frauenkliniken Heidelberg und

Tubingen asserviert.

4.3 Vergleich unterschiedlicher Methoden zur Erfassung der Expressions-

muster von Geweben

Fur die Erfassung der Genexpressionsmuster bei der Karzinogenese des Ovars ist neben
der Wahl der Vergleichsgewebe auch die Methode fir die Feststellung einer Ver&nderung im
Expressionsmuster von entscheidender Bedeutung. Als Methoden stehen dazu die
subtraktive Hybridisierung und das Differential Display zur Verfiigung.

Die subtraktive Hybridisierung zweier Zell- oder Gewebepopulationen ist auf unterschiedliche
Weise mdoglich. Man unterscheidet zwischen physikalischen Trenntechniken, wie
beispielsweise durch Biotin/Streptavidin, und positiver PCR-Selektion. Die positive PCR-
Selektion liefert etwas verla3lichere Ergebnisse (Lisitsyn et al.,, 1993) und erlaubt das
Arbeiten mit geringen Mengen an Ausgangsmaterial (Sagerstrom et al., 1997). Aus diesen
Grinden fiel meine Entscheidung zugunsten der Arbeit mit der positiven PCR-Selektion als
der subtraktiven Hybridisierungsmethode der Wahl, die im folgenden vereinfacht als
subtraktive Hybridisierung bezeichnet wird, und der Arbeit mit dem Differential Display.

Zu Beginn ist die Vorgehensweise bei beiden Methoden zunéchst identisch. Aus zwei
unterschiedlichen Gewebe- oder Zellpopulationen, hier als Tester und Driver bezeichnet,
wird die Gesamt-RNA isoliert. Danach erfolgt die reverse Transkription der mRNAs, wobei
die daraus resultierenden cDNAs in einer anschlielenden PCR amplifiziert werden. Ab
diesem Schritt unterscheiden sich beide Methoden.

Bei der subtraktiven Hybridisierung (siehe Kapitel 3.7) werden die cDNAs beider
Zellpopulationen denaturiert. Die einzelstrangigen DNAs von Tester und Driver werden
vereinigt, wobei die Driver cDNA im UberschuB vorliegt, so daR die Sequenzen, die beiden
Populationen gemein sind, miteinander hybridisieren kdnnen. Die einzelstrangigen Tester
DNAs, die in der Driver-Population kein Gegenstiick finden, werden amplifiziert und kloniert.
Beim Differential Display hingegen erfolgt nach der Amplifikation durch eine PCR die
Auftrennung der markierten cDNA-Populationen in einem denaturierenden Sequenzgel.
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Signifikante Banden beider Populationen werden aus dem Gel ausgeschnitten und die darin

enthaltene DNA vermehrt und kloniert.

Da beide Methoden deutliche Vor- und Nachteile besitzen, aber die Methode des Differential
Displays bereits im Arbeitskreis etabliert war, beschéftigte ich mich zunachst mit der

subtraktiven Hybridisierung.

4.4 Durchfihrung der subtraktiven Hybridisierung mit

Ovarialkarzinomzellinien

Aufgrund der Limitierung geeigneter, zur Verfigung stehender Gewebeproben wurden in
Vorversuchen zwei Ovarialkarzinomzellinien (ES-2 und GG) eingesetzt, die mittels des PCR-
SELECT cDNA Subtraction Kits der Firma Clontech verglichen werden sollten. Dabei wurden
die Zellinien in gleicher Weise aufbereitet, wie es spater mit den Patientenproben geschehen
sollte.

Die Durchfiihrung der Subtraktion ist in Kapitel 3.7 beschrieben. Fir eine Subtraktion werden
ca. 0,5-2 ug cDNA bendtigt. Aus diesem Grund muf3te vor der eigentlichen Subtraktion, wie
es spater bei den Patientenproben erforderlich geworden ware, die RNA anhand des
SMART PCR cDNA Synthesis Kits der Firma Clontech (siehe Kapitel 3.5) amplifiziert
werden. Dabei zeigte sich, daR3 die Herstellerangaben bezlglich der zu verwendenden RNA-
Mengen nach oben korrigiert werden mufSten. Statt der angegebenen 0,5 pg mufdten etwa
0,6-0,8 ug Gesamt-RNA pro Zellinie fur die SMART PCR eingesetzt werden, da aus 500 ng
Gesamt-RNA nicht 1-3 ug, sondern lediglich etwa 850-1000 ng doppelstrangige cDNA
gebildet wurde.

Pro Zellinie wurden fir die Subtraktion in einer Richtung jeweils acht Ansétze mit 100 ng
RNA eingesetzt. In der ,Erststrang Synthese" wurde die mRNA in cDNA umgeschrieben und
anschliel3end in der ,long Distance” PCR amplifiziert. Das Ergebnis ist in Abb.: 4.2 zu sehen.
Bei den stellvertretend fur alle Ansétze, exemplarisch abgebildeten PCR-Produkten war eine
Zunahme der Intensitat bei Erhohung der Zyklenanzahl zu verzeichnen, wobei etwa bei 20
Zyklen das Optimum fur die Subtraktion erreicht war. Weiterhin waren die Intensitaten der
Signale bei gleicher Zyklenanzahl in den Proben ES-2 und GG gleich. Dies bedeutete eine
vergleichbare Effizienz der PCR der beiden Ansatze, die das Ergebnis aller Ansétze
widerspiegelte.
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ES-2 GG

Zyklus Zyklus
15 18 21 24115 18 21 24

Abb.: 4.2 Elektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten, die in der subtraktiven
Hybridisierung eingesetzt wurden.

Die mRNAs der Ovarialkarzinomzellinien ES-2 und GG waren mit Hilfe des SMART PCR cDNA
Synthesis Kits revers transkribiert und ihre cDNAs in einer PCR vermehrt worden. Die PCR verlief
Uber 15, 18, 21 und 24 Zyklen, damit eine fir die subtraktive Hybridisierung optimale Amplifikation
bestimmt werden konnte. Das Optimum war bei etwa 20 Zyklen erreicht. Die Intensitaten der Signale
waren in allen Proben gleich, was fiir die vergleichbare Effizienz der PCR in den Ansétzen sprach.

Aufgrund des Optimums bei 20 Zyklen wurden die restlichen Proben der gleichen
Zyklenanzahl unterworfen und nach der PCR die cDNA der Zellinien miteinander vereinigt.
Die Aufreinigung der DNA erfolgte mit Hilfe von CHROMA-SPIN™-1000 S&ulen, von denen
drei Stick pro Zellinie eingesetzt wurden. AnschlieRend wurden die Proben erneut vereinigt
und fur die Ligation mit den entsprechenden Adaptoren mit Rsal hydrolysiert. Das Ergebnis
des Restriktionsansatzes wurde durch Agarose-Gelelektrophorese Uberprift und ist in Abb.:
4.3 dargestellt. Beim Vergleich der tiber die S&ulen gereinigten, nicht fragmentierten DNA mit
der fragmentierten DNA war eine deutliche Verschiebung der DNA-GrofRe nach unten zu
beobachten.
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Abb.: 4.3 Uberpriifung der Restriktionsendonuklease-Hydrolyse mit Rsal.

Bei den unfragmentierten Proben (ES-2 cDNA und GG cDNA) befand sich die DNA hauptséchlich in
einem Bereich von etwa 500-1500 bp, in den mit Rsal fragmentierten Anséatzen Uberwiegend in einem
Bereich von 400-1000 bp.

Mittels des QIAquick PCR Purification Kits der Firma Qiagen wurde die Rsal hydrolysierte
DNA gereinigt (Kapitel 3.23).

Anschlieend konnten die entsprechenden Adaptoren 1 und 2 mit der Tester DNA (hier
Zellinie GG) ligiert werden. An dieser Stelle erfolgte keine Ligation der Adaptoren mit Zellinie
ES, da lediglich in einer Richtung subtrahiert wurde.

Die Uberprifung der Ligationseffizienz erfolgte, nach Inaktivierung der Ligase, durch PCR.
Beide Tester-Populationen wurden in jeweils zwei PCR-Ansatzen eingesetzt. In einem
Ansatz wurden Primer, die mit Sequenzen eines Haushaltsgens, der Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (G3PDH), hybridisierten, zugesetzt. Man erwartete in diesem Fall
ein Signal bei etwa 0,5 kb. In dem anderen Ansatz amplifizierten Primer ein Fragment,
welches von dem G3PDH 3‘-Primer und dem PCR Primer 1, der zu dem 5'-Ende der
Adaptoren komplementar ist, erkannt wurde. Dort sollte ein Signal auf Héhe von 0,75 kb
sichtbar werden, dessen Intensitat dhnlich dem des Haushaltsgens sein sollte, falls die

Ligationseffizienz etwa 25% betrug. In Abb.: 4.4 ist das Ergebnis der PCR zu sehen.
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Tester cDNA
Adaptor 1 | Adaptor 2
ligiert | ligiert

Abb.: 4.4 Uberprufung der Ligationseffizienz durch PCR.

PCR-Produkte, die bei Verwendung des 3'- und 5-G3PDH-Primers entstanden, zeigten eine Bande
bei etwa 0,5 kb. Durch den Vergleich der Intensitat dieser Bande mit der Bande bei etwa 0,75 kb in
den Anséatzen mit dem G3PDH 3‘-Primer und dem Primer 1 bzw. 2 konnte die Ligationseffizienz
abgeschatzt werden. Das Auftreten einer zusatzlichen Bande bei etwa 430 bp blieb ungeklart.

Erwartungsgemafd war bei der PCR mit den beiden G3PDH-Primern eine Bande auf der
entsprechenden Héhe zu erkennen. Véllig Gberraschend erschien jedoch zu dem bei 0,75 kb
erwarteten Signal ein zusatzliches bei etwa 430 bp. Auch nach Anfrage bei der
Herstellerfirma liel3 sich nicht klaren, weshalb dieses weitere Fragment amplifiziert wurde.
Laut Firmenauskunft trat dieses Phdnomen haufiger auf, die Ursache dafiir wurde aber bis
dato nicht untersucht. Eine eigene Datenbankanalyse mit Husar erbrachte keine Klarung des
Sachverhalts.

Aufgrund der vergleichbaren Intensitdten des Haushaltsgen- und des 750 bp-Fragments
erfolgten erste und zweite Hybridisierung von Tester und Driver cDNA. Zuvor wurde eine
geringe Menge aus beiden Ligationsansatzen entnommen und vermischt. Diese Mischung
diente im spateren Verlauf als unsubtrahierte Tester-Kontrolle. Die Methode ist in Kapitel 3.7
detailliert beschrieben, eine schematische Ubersicht der subtraktiven Hybridisierungs-PCRs
istin Abb.: 3.1 dargestellt.

In der, sich an die zweite Hybridisierung anschlieBenden, ersten PCR wurden die Enden der
doppelstrangigen cDNAs durch die Polymerase aufgefillt und die doppelstrangigen Tester

cDNAs amplifiziert. Dabei handelte es sich hauptsachlich um Tester cDNA mit zwei
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verschiedenen Adaptoren, d.h. die in Zellinie ES und GG unterschiedlich exprimierten
cDNAs. Die zweite, nested, PCR diente der Anreicherung der differentiell exprimierten

Sequenzen und der Verminderung des Hintergrundes.

Die Ergebnisse von erster und zweiter PCR wurden durch Agarose-Gelelektrophorese

Uberprift. Abb.: 4.5 zeigt das Ergebnis der zweiten PCR.

Abb.: 4.5 Elektrophoretische Trennung der Produkte von erster und zweiter PCR.

Deutliche Unterschiede waren zwischen den PCR-Produkten der subtrahierten bzw. unsubtrahierten
Tester-Kontrolle zu sehen. Dies sprach fiir eine erfolgreiche Subtraktion. Die Negativkontrolle zeigte
kein Signal, in der Positivkontrolle waren mehrere Banden zu sehen. Sie diente lediglich zur
Uberpriifung der PCR-Bestandteile.

Die deutlich erkennbaren Unterschiede zwischen der subtrahierten Zellinien DNA und der
unsubtrahierten Tester-Kontrolle (cDNA von GG ligiert mit beiden Adaptoren) wiesen auf
erfolgreiche Subtraktionen und PCRs hin. Eine zusatzliche Probe, die alle PCR-
Komponenten mit Ausnahme von DNA enthielt, fungierte als Negativkontrolle und zeigte kein
Signal. Als PCR-Positivkontrolle diente die gelieferte subtrahierte cDNA. Im Vergleich
zeigten subtrahierte DNA und Positivkontrolle Signale im héhermolekularen Bereich, was fur
die Qualitdt der Ausgangs-RNAs sprach. Ebenso war der Gehalt der experimentell
gewonnenen subtrahierten DNA vergleichbar mit der Kontrolle.

Die Anreicherung von unterschiedlich exprimierten Genen nach Subtraktion kann durch PCR
analysiert werden. Dabei geht man von der Annahme aus, dal3 nach erfolgreicher
Subtraktion alle DNAs, die in beiden Zellinien in vergleichbaren Mengen vorkommen,
reduziert werden. Im Gegensatz dazu sollen Tester DNAs, die keine komplementaren
Sequenzen im Driver besitzen, exponentiell vermehrt werden und deshalb in gré3eren
Mengen vorliegen. Werden nun sowohl subtrahierte als auch unsubtrahierte DNA in einer

PCR eingesetzt, bei der Primer fur eine Matrize verwendet werden, die urspringlich in
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beiden Zellinien in gleicher Menge vorliegen, erwartet man bei der subtrahierten DNA sehr
viel spater ein Signal als bei der unsubtrahierten.

Die Abschatzung der Effizienz der Subtraktion erfolgte in diesem Versuch anhand des
Haushaltsgens Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase. Aufgrund mangelnder
Informationen, welche Gene in beiden Zellinien unterschiedlich exprimiert sind, wurden keine

Analysen diesbezuglich durchgefiihrt. Das Ergebnis der PCR ist in Abb.: 4.6 gezeigt.

subtrahierte cDNA |unsubtrahierte cDNA
Zyklus Zyklus
18 23 28 33 |18 23 28 33

bp
3054 -
2036 -

1636 -
1018 -

508,5 -
4 G3PDH-Fragment

Abb.: 4.6 Abschatzung der Subtraktionseffizienz.

Die cDNAs von subtrahierten und unsubtrahierten Proben waren mit den 5'- und 3'-G3PDH-Primern in
einer PCR eingesetzt worden. Die PCR verlief Uber 18, 23, 28 und 33 Zyklen. Bei der subtrahierten
cDNA war ein Signal bei 33 Zyklen zu erkennen, in der unsubtrahierten cDNA dagegen bereits bei 23
Zyklen. Geht man von der Annahme aus, dal3 nach erfolgreicher Subtraktion alle DNAs, die in beiden
Zellinien in vergleichbaren Mengen vorkommen, reduziert werden, ist dies ein Beweis fir die
erfolgreiche Subtraktion. Bei 33 Zyklen erschien in der unsubtrahierten Probe eine zuséatzliche
unspezifische Bande.

Bei der Agarose-Gelelektrophorese waren in den unsubtrahierten Proben mit geringerer
Anzahl an Zyklen Banden entsprechender GroRRe zu verzeichnen, was fur die erfolgreiche
Durchfuhrung der Subtraktion sprach.

Trotz dieses Erfolges zeigten sich Probleme und Kritikpunkte bereits wahrend der Arbeit mit
dieser Methode. Zunéchst bestand das Hauptproblem darin, die exakte Ausgangsmenge an
Gesamt-RNA zu bestimmen.

Wird die Menge der einzusetzenden RNA vor Beginn der Subtraktion unzureichend
bestimmt, kann dies zu falschen Ergebnissen fuhren. So verhindert die zweifach hdhere
Expression eines Haushaltsgens dessen effiziente Subtraktion. Im Fall der
Ovarialkarzinomzellinien war die verla3liche Mengenbestimmung kein grol3eres Problem, da
ausreichende Mengen an RNA zur Verfigung standen. Sie konnte ohne weiteres UV-
photometrisch und durch Abschétzen nach Auftragen auf ein Agarosegel bestimmt werden.

58



ERGEBNISSE

Bei den Patientenproben war die Anwendung dieser Verfahren nicht moglich. Die isolierten
RNA-Mengen waren inshesondere beim Tubenepithel so gering (haufig etwa 1-2 ug), dafl
nach Bestimmung mit den herkdmmlichen Methoden nichts mehr fir die eigentliche
Subtraktion verblieben ware.

Nach eingehender Suche fand ich eine Mdglichkeit, die Konzentration mit geringen RNA-
Mengen zu bestimmen. Dabei war es ausreichend, wenn der RNA ein Fluoreszenzfarbstoff
zugesetzt und spektrofluorometrisch vermessen wurde. Die Vorgehensweise ist unter Kapitel
3.3.2 beschrieben. Die Detektionsgrenze lag dabei bei ca. 4 ng/ml und somit deutlich unter
der bei den oben genannten Verfahren. Damit war es moglich, auch mit geringsten Mengen
an RNA verla3liche Mengenbestimmungen durchzufuhren.

Der grofdte Kritikpunkt, der letztendlich die Entscheidung zugunsten der Methode des
Differential Displays lieferte, liegt in der Notwendigkeit, die cDNA vor Subtraktion zusatzlich
zu amplifizieren. Zwar kann die cDNA in ausreichenden Mengen vermehrt und so die
subtraktive Hybridisierung prinzipiell durchgefiihrt werden, doch relativiert die Selektivitat der
Methode diese Vorgehensweise. Aspekte dazu werden in Kapitel 5.2 diskutiert.

Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf der Arbeit diese Methode nicht weiter

verwendet.

4.5 Analyse der Genexpression mittels Differential Display

Da aufgrund bedeutender Nachteile die Methode der subtraktiven Hybridisierung nicht
angewandt wurde, war die bereits im Arbeitskreis etablierte Methode des Differential
Displays die Methode der Wahl. Die Vorgehensweise des Differential Displays ist in Abb.: 3.2
schematisch dargestellt.

Beim Differential Display erfolgt als erstes die Isolierung der Gesamt-RNA aus den

Zellysaten. Die genaue Vorgehensweise der RNA-Isolierung ist in Kapitel 3.2 beschrieben.

4.5.1 Isolierung der RNA aus Geweben

Wahrend meiner Arbeit wurde RNA aus Geweben von Patientin 21, 22 und 26 isoliert. Die
Mengen an Gesamt-RNA bei Patientin 21 und 22 betrugen weniger als 0,4 ug, weshalb mit
diesen Proben kein Differential Display durchgefiihrt werden konnte.

Aus den Geweben von Patientin 26 konnten gréRere Mengen an RNA gewonnen werden. Im
Tumorgewebe des Ovars waren dies 19 pug, im Epithel der Tube etwa 4,5 pg. Die
Bestimmung der RNA-Konzentrationen erfolgte mit Hilfe der Spektrofluorometerie (siehe
dazu Kapitel 3.3.2).
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Um die Integritit der RNA zu Uberprifen, wurde 1 pg der aus dem Tumorgewebe
extrahierten RNA auf einem Agarosegel aufgetrennt. Das Ergebnis der elektrophoretischen

Trennung zeigt Abb.: 4.7.

Gesamt-RNA
aus Tumorgewebe

“ Abb.: 4.7 Uberpriifung der Integritit der RNA aus dem

Tumorgewebe.

lug der aus dem Tumorgewebe isolierten RNA wurde

elektrophoretisch getrennt. Auf Hohe von etwa 5 kb befand sich die

-18SrRNA 285 RNA, auf Héhe von 1,9 kb die 18S rRNA. Es waren keine
Anzeichen einer Degradation wahrnehmbar.

- 28SrRNA

Neben der erwarteten 28S und der 18S rRNA, die auf Hohe von 5,0 kb und 1,9 kb liefen,
waren keine Spuren von Degradation zu erkennen. Der Abbau hochmolekularer RNA wére
durch eine Verschiebung der RNA in den unteren Gelbereich gekennzeichnet, der als diffuse

Bande wahrgenommen wird.

4.5.2 Hydrolyse der DNA und reverse Transkription der mRNA von Patientin 26

Nach Isolierung der RNA wurde die in den Proben enthaltene DNA durch DNase | abgebaut.
Damit wurde die Bildung falsch positiver Fragmente, die aufgrund von DNA-Ruckstanden
wahrend einer Differential Display-PCR (DD-PCR) entstehen, verhindert. Pro Gewebetyp
wurden 4 pg RNA eingesetzt.

Anschlieend erfolgte die reverse Transkription der mRNA in jeweils vier parallelen Anséatzen
mit den Ankerprimern VC und VG (siehe Kapitel 3.6.1). Dies half, zuféallige Abweichungen in
der reversen Transkription zu erkennen und Fehlerquellen bei der DD-PCR auszuschliel3en.
Die Sequenz der Ankerprimer (Kapitel 2.12) besteht hauptsachlich aus zwolf
Desoxythymidinphosphaten, die sich an den fur die mRNA der Eukaryonten
charakteristischen Poly-Adenylierungsschwanz anlagern und der reversen Transkriptase als

Primer zur Verfugung stehen. AnschlieRend konnte die cDNA verlangert werden.

4.5.3 Differential Display-PCR mit cDNA von Patientin 26

Ziel der DD-PCR ist es, mit den Anker-/Arbitraryprimerkombinationen mdéglichst alle
exprimierten mRNAs der Ovarzellen und somit auch alle unterschiedlich exprimierten
MRNAs des Tumors zu erfassen. Bei den Arbitraryprimern handelt es sich um synthetische
Oligonukleotide mit einer Lange von 10 bp und einem Gehalt von etwa 50% GC, was in etwa
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der Zusammensetzung der humanen DNA entspricht. Die Basen-Abfolge der Arbitraryprimer
wurde unter Wahrung der oben aufgefihrten Voraussetzungen von der Firma Genosys,
Ismaning, statistisch ausgewahlt (,willkirliche Primer“). Damit alle unterschiedlich
exprimierten mRNAs erfal3t werden kdnnen, sollten theoretisch etwa 50-60 verschiedene
Arbitrary-/Ankerprimerkombinationen ausreichen. In der Praxis zeigte sich jedoch, dalR diese
Primer bei weitem nicht das gesamte Spektrum abdecken (Ledakis et al., 1998) und die
Diskussion, wie viele Arbitraryprimer tatsachlich fur die Untersuchung der gesamten
Information der Ovarzellen bendtigt werden, bisher rein theoretischer Natur war. Bislang
konnten in keinem Fall ausreichende Mengen an RNA isoliert werden, um anndhernd die
theoretische Anzahl der Primer zum Einsatz zu bringen.

Bei den Proben von Patientin 26 erfolgte die Differential Display-PCR mit beiden
Ankerprimern und jeweils 20 Arbitraryprimern in 4 parallelen Anséatzen. Das heil3t, insgesamt
wurden 40 Primerkombinationen verwendet. Fir jede Probe wurden vier parallele Ansatze
durchgefuhrt, um zuféllige Verénderungen und Kontaminationen von der Analyse
auszuschlieRen.

Das Expressionsmuster wurde autoradiographisch bestimmt. Hierzu wurde die Halfte der
PCR-Produkte auf ein 6%iges denaturierendes Polyacrylamidgel (PAGE) aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Kapitel 3.9). Nach Exposition eines Rontgenfilms flr
etwa 24 h konnten Veranderungen im Genexpressionsmuster beobachtet werden.
Signifikante Banden wurden aus den Gelen ausgeschnitten und die cDNA eluiert (Kapitel
3.10). Zwei Beispiele sind in Abb.: 4.8 zu sehen. Bei beiden Fragmenten schlossen sich
weitere Experimente an, die in spateren Kapiteln beschrieben werden. Insgesamt wurden

etwa 35 Banden ausgeschnitten und weiterverfolgt.

26C/C9/2 26CI/G8/2
‘ 26N/C9 26C/G8 ‘ 26N/G8

! Ll BER-T
) - f = BB
SUEE.H NN

Abb.: 4.8 Ausschnitte von PAGEs mit signifikanten Unterschieden.

Aus jeweils zwei von vier Spuren wurden die markierten Banden ausgeschnitten. Es handelte sich um
die Fragmente von 26C/C9/2 und 26C/G8/2. Die Nomenklatur, die bereits in Kapitel 3.10 erwahnt ist,
erklart sich fur die hier abgebildeten Unterschiede mit: Nummer der Patientin (Patientin 26),
Gewebetyp (in beiden befanden sich die Banden nur im Tumorgewebe des Ovars), Ankerprimer (VC
bzw. VG), Arbitraryprimer (9 bzw. 8), Bandennummer von oben gesehen (in beiden Fallen die zweite).
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4.5.4 Reamplifikation unterschiedlich exprimierter Fragmente

Es konnten zahlreiche cDNA-Fragmente durch PCR vermehrt werden. Das Ergebnis einer
Reamplifikation ist anhand der bereits oben genannten Beispiele in Abb.: 4.9 zu sehen.

200

100

Abb.: 4.9 Reamplifikationsprodukte der Fragmente 26C/C9/2 und 26C/G8/2.

Bei der Reamplifikation der DNA aus den eluierten Banden konnten beim 26C/C9/2-Fragment zwei
verschiedene DNAs nachgewiesen werden, wobei die Bande bei ca. 320 bp mit der erwarteten Grofe
aus der DD-PCR (bereinstimmte. Die zweite Bande von etwa 180 bp war unspezifisch. Auf Hohe von
etwa 380 bp befand sich bei der entsprechenden Reamplifikation eine Bande, die dem Fragment
26C/G8/2 aus der DD-PCR entsprach.

Bei den Fragmenten, bei denen eine Reamplifikation nicht gelang, waren haufig zu hohe
Harnstoff-Konzentrationen oder geringe cDNA-Mengen der Grund. Die Menge des
Harnstoffs ist von der Grof3e der ausgeschnittenen Banden abhéangig. Deshalb sollte darauf
geachtet werden, daf? von der Umgebung der Bande so wenig wie mdglich in den Ansatz
gelangt, was nicht immer mdglich war. Die zweite Annahme, nach der zuwenig cDNA eluiert
wurde, konnte durch erneutes Ausschneiden der verbliebenen Banden Uberprift werden,
brachte aber nicht immer den gewilinschten Erfolg.

Trotz dieser Einschrankungen konnten bei etwa 30 ausgeschnittenen Banden die cDNAs

durch PCR vermehrt werden.

45,5 Klonierung von cDNA-Fragmenten

Die Voraussetzung fur die Klonierung in den pCRII Topo TA Vektor wurde durch die in der
PCR verwendeten Tag-DNA-Polymerase geschaffen. Diese verursacht 3'-Adenosin-
Uberhange, die zur Klonierung in einen Vektor mit 3-Thymidin-Uberhang genutzt werden
kénnen. Obwohl die Voraussetzung durch die Reamplifikations-PCR geschaffen waren,

konnten einige interessant erscheinende cDNASs nicht kloniert werden. Dies war teilweise mit
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dem Auftreten mehrerer Banden in einem PCR-Ansatz zu erklaren. Dabei lieRen sich einige
der als Mehrfachbanden auftretenden Proben aufgrund ihrer schwachen Intensitat auf dem
Agarosegel nicht als Einzelbande ausschneiden. Bei anderen Mehrfachbanden war das
Ausschneiden aus dem Gel mdglich, die Mengen nach Aufreinigung waren jedoch zu gering,
um flr eine Klonierung erfolgreich eingesetzt zu werden.

Von den etwa 30 reamplifizierten DNA-Fragmenten wurden 25 erfolgreich in den pCRII
Vektor kloniert und in Bakterien vermehrt.

Pro cDNA-Fragment wurden funf bis zehn Bakterienklone vereinzelt und deren Plasmid-DNA
isoliert. Insgesamt waren es etwa 300 Plasmid-Minipraparationen. Die Durchfihrung ist in
Kapitel 3.16 nachzulesen. Nach Restriktionsanalyse mit der Endonuklease EcoRlI, die eine
Sequenz in der Umgebung der Klonierungsstelle erkennt und schneidet, wurden Fragmente
mit gleicher GroRe wie auf dem DD-PAGE erwartet. Einige Klone, die diese Merkmale
zeigten, wurden an Andreas Hunziker (Abteilung Prof. Franke) zur Sequenzierung
weitergeleitet. Exemplarisch fir die EcoRI geschnittenen Plasmid-Minipraparationen sind
hier Klone des Fragments 26C/G8/2 in Abb.: 4.10 dargestellt.

26C/G8/2
#1 #2 #3 #4 #5

Abb.: 4.10 Restriktionsverdauung des rekombinanten pCRIl Topo TA Vektors mit EcoRI.

In den Spuren der Klone 1-5 (#1-5) wurden die rekombinanten pCRII Topo TA Vektoren, auf die zuvor
die Restriktionsendonuklease EcoRI einwirkte, aufgetragen. Alle Inserts entsprachen mit etwa 380 bp
der GréRe des urspriinglichen DD-PCR Fragments von 26C/G8/2.
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Wie sich zu diesem Zeitpunkt herausstellte, enthielten nur sehr wenige Banden einheitliche
cDNA-Fragmente. Diese Beobachtung wurde auch von anderen Forschergruppen
beschrieben (Smith et al., 1997). Da die geringen mRNA-Mengen die sofortige Uberpriifung
der Unterschiede durch Northern Blot Hybridisierung mit RNA derselben Patientin nicht
ermdglichten, sollte urspringlich nur mit den Ergebnissen von einheitlichen Banden
weitergearbeitet werden. Dies hatte die zu untersuchenden Fragmente zu stark
eingeschrankt und ware dartber hinaus keine Garantie dafiir gewesen, dal3 diese DNA an
der Entstehung der Unterschiede im Sequenzgel beteiligt war. Deshalb wurden alle 120
unterschiedlichen Sequenzen in den Datenbanken mit Hilfe des BLASTN-Algorithmus des
HUSAR (Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources) untersucht.

45.6 Datenbankanalyse der differentiell exprimierten Fragmente und Zusammen-

fassung der wichtigsten Unterschiede aus Geweben von Patientin 26

Nach Datenbankanalyse konnten die Sequenzen in vier Klassen eingeteilt werden:

Bei der ersten Klasse handelte es sich um Sequenzen, die in einer cDNA enthalten waren,
die fur ein bereits bekanntes Protein codierten. Dazu gehdrten beispielsweise das K-ras, ein
c-myc bindendes Protein oder eine kleine GTPase, zu der bislang keine weiteren
Publikationen vorliegen (siehe Tab.: 4.1 Fragment 26C/C1/1 und 26C/C9/1). In einer zweiten
Klasse konnten Sequenzen, die homolog zu Expressed Sequence Tags (ESTs) waren, das
Protein aber noch unbekannt war, zusammengefallt werden. Zu diesen zahlte die
Uberwiegende Zahl aller Sequenzen (beispielsweise 26C/C9/2 oder 26C/G10/1 in Tab.: 4.1).
Alle, bei denen noch keine Sequenzen in den Datenbanken vorlagen oder es nur schwach
homologe Strukturen zu anderen Spezies gab, wurden in einer dritten Klasse
zusammengefall3t. Neben Sequenzen, die diesen drei vorstehenden Gruppen zugeteilt
wurden, gab es zahlreiche Sequenzen, die Homologien zu ribosomalen oder mitochondrialen
Proteinen aufwiesen. Diese Sequenzen wurden der vierten Klasse zugeordnet und nicht
weiter verfolgt.

Eine Zusammenstellung der wichtigsten Ergebnisse des Differential Displays mit Geweben
von Patientin 26 liefert Tab.: 4.1
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Fragment- Anzahl der se- Primerkombi- Homologien mit Proteinen/ESTs
bezeichnung |quenzierten Klone nation
26C/C1/1 insgesamt 8: Anker C mit Klon 2+4+8:
Klon 2+4+8 Arbitrary 1 humane mRNA fir ein c-myc bindendes
bzw. Klon 6+10 Protein
identisch Klon 6+10:
humane K-ras Onkongen-mRNA
26C/C9/1 insgesamt 7: Anker C mit Klon 3+5:
Klon 3+5 Arbitrary 9 mMRNA mit Homologien zu einer bislang
bzw. 849 unpublizierten kleinen GTPase
identisch Klon 8+9:
BAC-Klone
Klon 16:
humane Kinectin mRNA
26C/C9/2 insgesamt 4: Anker C mit Klon 1+4+22+24:
alle identisch Arbitrary 1 zahlreiche ESTs
Die Unterschiede
wurden zusétzlich in
Geweben von Patientin
18 gefunden
26C/G8/2 insgesamt 9: Arbitrary 8 mit Klon 1+2:
davon 6 identisch Arbitrary 8 genomische Sequenz
Die Unterschiede Klon 3:
vaurdebn zusatzllch n ESTs mit schwacher Homologie zum
eweben von Patientin maternalen Effekt Protein STAUFEN
31 gefunden
26C/G10/1 insgesamt 5: Anker G mit Klon 1+3+7+8:
Klon 1+3+7+8 identisch | ArPitrary 10 zahlreiche ESTs
Die Sequenz von Klon
1+3+7+8 wurde
zuséatzlich in Geweben
von Patientin 31
gefunden
26N/G16/1 insgesamt 3, Anker G mit Klon 1+3+4:
alle identisch Arbitrary 16 ESTs mit schwacher Homologie zu hRabin3

Tab.: 4.1 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisses des Differential

Geweben von Patientin 26.

Displays mit
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45.7 Etablierung der Methode der semiquantitativen bzw. quantitativen PCR zur

Uberpriifung der Unterschiede

Da die cDNA-Fragmente einer Bande in den Uberwiegenden Fallen sehr heterogen waren
und eine Uberprifung der Unterschiede durch die Northern Blot Hybridisierung mit RNA
derselben Patientin, wie oben erwéhnt, nicht moglich war, muf3te eine andere Mdglichkeit
eingesetzt werden, um die richtige cDNA zu ermitteln. Die Methode der Wabhl fiel auf die
semiquantitative PCR, die von mir in Zusammenarbeit mit Dr. Hans-Peter Zimmermann in
unserer Arbeitsgruppe etabliert wurde (siehe Kapitel 3.20).

In einer semiquantitativen bzw. quantitativen PCR werden von beiden Gewebetypen
aquivalente Mengen an cDNA verwendet. Fir die Reaktion werden die beiden
genspezifischen Primer eingesetzt, die fiir die Vermehrung der gesuchten cDNA benétigt
werden. Die Intensitaten der Banden des Tumor- und Normalgewebes kénnen anschlie3end
entweder in einem Agarosegel miteinander verglichen und abgeschatzt oder mit Hilfe des
Agilent 2100 Bioanalyzers der Firma Agilent Technologies (Waldbronn) quantifiziert werden.
Im allgemeinen werden bestimmte Haushaltsgene wie R-Actin oder G3PDH zur
Normalisierung der Proben herangezogen, d.h. die Menge der eingesetzten cDNA richtet
sich nach den Intensitdten der Signale nach PCR. Sind die Signale in beiden Ansétzen
vergleichbar, kann in der Regel davon ausgegangen werden, daf} die Mengen der
eingesetzten Matrizen gleich sind. Im unserem speziellen Fall war eine Normalisierung der
cDNA-Mengen aus Tumor- und Normalgewebe nicht moglich, da bislang kein Gen gefunden
wurde, bei dem mit Sicherheit die Mengen der exprimierten Haushaltsgene gleich sind.
Insofern war zunéchst die Bestimmung der aquivalenten Mengen an cDNA problematisch.

In einigen anderen Fallen wird Uber die Gesamt-RNA normalisiert, wobei die
Signalintensitaten verschiedener Gewebe auf einem Agarosegel miteinander verglichen
werden. Da in unserem Fall die RNA-Mengen extrem niedrig waren, kam auch diese
Mdglichkeit nicht in Betracht. Prinzipiell lag jedoch das Ergebnis eines solchen Vergleichs
auf cDNA-Ebene durch die DD-Gele vor. Daraus konnte geschlossen werden, dal3 keine
Normalisierung Uber Haushaltsgene erforderlich war, wenn die Proben im gleichen
Verhéltnis wie bei der DD-PCR eingesetzt wurden.

Drei der interessantesten Proben wurden durch PCR mit cDNA mehrerer Patientinnen und
Ovarialkarzinomzellinien auf differentielle Expression hin untersucht und mit dem Agilent
2100 Bioanalyzer quantitativ ausgewertet. Ein Beispiel flr die Auswertung istin Abb.: 4.11 zu
sehen. Dabei handelt es sich um das Fragment 26C/C9/2, das ursprunglich in Patientin 26
und 18 im Tumorgewebe mit dem Ankerprimer C und dem Arbitraryprimer 9 amplifiziert

wurde.
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Abb.: 4.11 Quantitative PCR zur Verifizierung der differentiellen Expression von 26C/C9/2.

In der Mitte oben ist ein virtuelles Gel (siehe Kapitel 3.20) mit den PCR-Produkten des 26C/C9/2-
Fragments dargestellt. Erwartungsgemaf wies die ,Normalprobe“ von Patientin 18 (18N) in den
vergleichbaren Zyklen zur ,Tumorprobe” (18C) ein deutlich schwacheres Signal auf. Die zur
Quantifizierung herangezogenen Werte sind unter den ,Peak-Abbildungen” aufgefihrt.
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Neben einem virtuellen Gel lieferte das Gerat Daten zur Grol3e der Fragmente und zur
Konzentration, die fiir die Berechnung von Expressionsunterschieden herangezogen werden
koénnen (siehe Tab.: 4.2).

Anzahl Konzentration des Konzentration des berechnetes Verhaltnis
der vermehrten Fragments in vermehrten Fragments in |von ,Tumor®- zu
Zyklen der ,Normalprobe“ von der ,Tumorprobe“ von ».Normalprobe“
Patientin 18 (18N) Patientin 18 (18C)

22 0,36 ng/ul 5,00 ng/ul 14

24 1,50 ng/ul 13,10 ng/ul 8,7

26 5,30 ng/ul 27,90 ng/ul 5,3

28 14,10 ng/ul 39,80 ng/ul 2,8

30 28,40 ng/ul 56,70 ng/ul 2,0

Tab.: 4.2 Berechnung der Expressionsunterschiede des Fragments 26C/C9/2 aus Geweben von
Patientin 18.

Wie erwartet, nahm die Konzentration der cDNA mit steigender Zyklenzahl zu, wobei in der
.,Normalprobe* eine exponentielle Zunahme bis zu etwa 5 ng/pl zu verzeichnen war.
AnschlieRend wurde die Konzentration der Fragmente nur noch verdoppelt, was auf das
allmahliche Erreichen der Plateau-Phase hindeutete. Diese Beobachtung konnte nicht durch
die Daten der ,Tumorprobe” unterstitzt werden, da bereits im 22. Zyklus 5 ng/ul erreicht
waren. Bei dieser Zyklenanzahl konnten auch die groten Unterschiede zwischen beiden
Proben ermittelt werden. Die Konzentration des Amplifikats war in der ,Tumorprobe“ um
etwa das l4fache erhoht und verifizierte damit die Ergebnisse der Differential Display PCR,
die mit den Proben von Patientin 18 erzielt wurden (vergleiche Kapitel 4.5.6).

Die Ergebnisse der quantitativen PCRs mit den drei Fragmenten 26C/C9/2, 26C/G8/2 und
26C/G10/1 sind in Tab.: 4.3 zusammengestellt.

a) Patientin | Patientin | Patientin | Patientin | Patientin | Patientin | Patientin
18 24 26 30 31 46 48
[T :N] [T :N] [T:N] [T:N] [T :N] [T :N] [T:N]
26C/C9/2 14 1,0 1,0 1,9 1,0 5,0 1,0
26C/G8/2 9,3 9,9
26C/G10/1 10 2,5 3,3 1,0 1,0
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b) Expressionsspiegel der Fragmente in Ovarialkarzinomzellinien

Zyken | GG ES-2 HEST | oodl | skova | MT | oyenng | Caov
26C/C9/2 31 1,6 1,8 1,4 4,0 3,5 4,6 7,0 4,8
26C/G8/2 31 1,5 1,0 5,9 0,8 6,6 5,5 3,5 15
26C/G10/1 28 2,3 2,0 2,2 2,4 3,7 2,5 7,5 55

Tab.: 4.3 Ergebnisse der quantitativen PCRs der Fragmente 26C/C9/2, 26C/G8/2 und 26C/G10/1.
Die quantitativen PCRs dienten der Verifizierung der DD-PCR. a) Aufgelistet sind die Verhéltnisse von
Tumor- zu Normal-cDNA aus den Geweben von Patientin 18, 24, 26, 30, 31, 46 und 48. Leere Felder
kennzeichnen nicht durchgefiihrte PCRs. Grund dafir war mangelnde cDNA aus Gewebeproben.
b) Bei dem Fragment 26C/C9/2 ist der grofte Unterschied (5fach) zwischen den
Ovarialkarzinomzellinien HEST und NIH:OVCAR-3 zu verzeichnen. Zwischen MDAH2774 und
SK-OV-3 liegt ein etwa 8,3facher Unterschied in der Expression des Fragments 26C/G8/2 vor. Der
Expressionsspiegel von 26C/G10/1 ist in den Zellinien GG, ES-2, HEST, MDAH2774 und MT etwa
gleich hoch. Dagegen ist die Expression in SK-OV-3 leicht erhéht, in Caov-3 ist sie doppelt und in
NIH:OVCAES3 ist sie 3fach so hoch.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der DD-PCR konnte kein Expressionsunterschied bei
dem Fragment 26C/C9/2 in Geweben von Patientin 26 festgestellt werden. Bei Patientin 18,
bei der dieses Fragment ebenfalls im Vorfeld in einer DD-PCR auffallig geworden war, lief3
sich der Unterschied anhand der quantitativen PCR bestitigen. Ebenso wiesen die
Gewebeproben von Patientin 30 und 46 veranderte Expressionen beziglich 26C/C9/2 auf,
so daf ich im weiteren Verlauf Daten Uber dieses Fragment sammelte (siehe Kapitel 4.7).
Das Interesse an diesem Fragment verstarkte sich nach Durchfuhrung weiterer PCRs mit
Ovarialkarzinomzellinien, bei denen ebenfalls Unterschiede beziiglich 26C/C9/2 auftraten.
Der deutlichste Unterschied bestand zwischen den Zellinien HEST und NIH:OVCAR-3
(5fach). Hintergrund fuir die Untersuchungen der Expression der Zellinien ist zum einen das
Interesse an dem spezifischen, im Patientengewebe gefundenen Unterschied (wird die
Matrize in allen Zellinien exprimiert?), zum anderen ist es aber auch der Versuch, ermittelte
Unterschiede mit einem bestimmten Tumortyp zu korrelieren. Dies wirde es ermdglichen die
Tumoren einer Kategorie zuzuordnen und damit evtl. die Medikamentation der Patienten zu
optimieren. Um eine solche Typisierung vornehmen zu konnen, muissen die
Hintergrunddaten der verwendeten Zellinien zuganglich sein. Dazu zéhlen beispielsweise,
welcher Art der Tumorbefall war, ob er stark oder schwach metastasierte, welche Organe
betroffen waren und &hnliches. Aus diesem Grund wurden zuséatzlich zu den bei ATCC
erworbenen Zellinien auch Zellinien aus der Universitatsfrauenklinik Heidelberg, die dort aus
Ascites von Patientinnen mit Ovarialkarzinom gewonnen und kultiviert wurden, untersucht.
Bisher liegen unserer Arbeitsgruppe allerdings noch zu wenige Daten vor, um eine

eventuelle Korrelation herzustellen.
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Deutliche Unterschiede in der quantitativen PCR waren auch bei Fragment 26C/G8/2
zwischen dem normalen Tubenepithel und dem verédnderten Ovargewebe bei Patientin 26
und 31 zu erkennen. Dieses Ergebnis bestatigte die in der DD-PCR gewonnenen
Erkenntnisse, bei der in den Patientinnen 26 und 31 Unterschiede entdeckt wurden. Laut
gquantitativer PCR handelte es sich um Expressionsunterschiede in einem Bereich von einer
GroRRenordnung (Faktor 10), weshalb wie bei 26C/C9/2 weiterfihrende Versuche gemacht
wurden (siehe Kapitel 4.8). Auch bei 26C/G8/2 lagen deutliche Unterschiede zwischen den
Zellinien vor. Die Ovarialkarzinomzellinie SK-OV-3 besald eine ca. 9fach hdhere Expression
als die Zellinie MDAH2774.

Bei Patientin 31, bei der wie in Patientin 26 ein Unterschied in 26C/G10/1 mit Hilfe einer DD-
PCR ermittelt worden war, lagen noch ausreichende cDNA-Mengen vor, so dal3 die
Uberprifung der Expression des Fragments 26C/G10/1 durch eine quantitative PCR erfolgen
konnte. Diese ergab eine etwa 3fach hdhere Expression in der ,Tumorprobe®, als dies bei
der Referenz der Fall war. Analog dieses Ergebnisses konnten in der cDNA von Patientin 18
und 30 Unterschiede ermittelt werden. Diese betrugen im Vergleich mit den Referenzen das
10- bzw. das 2,5fache. Die Zellinie NIH:OVCAR3 wies im Gegensatz zu der Mehrzahl der
Ubrigen Zellinien (GG, ES-2, HEST, MDAH2774 und MT) eine 3fach hdhere Expression auf.
Aufgrund der Tatsache, daf’ sich von 25 erfolgreich klonierten Fragmenten nur ein Teil als
tatsachlich starker differentiell exprimiert erwies, es sich also in den anderen Fallen um
falsch positive Klone handelte, wurde von mir in Abstimmung mit Dr. Hans-Peter
Zimmermann der Versuch unternommen, die Methode des bis dato angewandten Differential
Display zu modifizieren. Ziel der Modifizierung war, die Anzahl der falsch positiven Klone zu
vermindern. Zusatzlich sollte die Modifikation eine Verlangerung der cDNA-Fragmente und

eine Verminderung der Anker-Anker geprimten Banden bewirken.

4.6 Modifikation der Differential Display-Methode

Uber die Optimierungsversuche der Methode des Differential Displays existierten zu diesem
Zeitpunkt zahlreiche Artikel, wovon einige ausgewahlte Ansatzpunkte zur Verbesserung der
Methode als Anregung tibernommen wurden. Dazu gehorten beispielsweise die Uberpriifung
der Vollstandigkeit der DNA-Hydrolyse (Liang et al.,1994) sowie die Veranderung der
Bedingungen der reversen Transkription und der DD-PCR (von der Kammer et al., 1999;
Linskens et al. 1998; Liang, 1998; Frost und Guggenheim 1999).

Im Einzelnen wurden wichtige Teilschritte der Differential Display Methode auf ihre
Zielsetzung, den theoretischen Ansatz der Arbeitsschritte und den bei der Etablierung der
Methoden zugrundeliegenden Annahmen Uberprift. Anschlie3end wurde das Vorgehen im
Detail den speziellen Rahmenbedingungen angepaldt. In Summe ergab sich ein modifiziertes
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Protokoll der Durchfiihrung des Differential Displays, das in den Kapiteln 3.6.2 und 3.8.2
beschrieben ist. Durch dieses Vorgehen werden weniger falsch positive Klone gefunden, die
cDNA-Fragmente verlangert und die Zahl der Anker-Anker geprimten Banden verringert.

Die Vollstandigkeit der DNA-Hydrolyse ist eine wichtige Voraussetzung, da bei
unzureichender Degradation der DNA falsch positive Fragmente wahrend der PCR
entstehen. Die Uberpriifung der Hydrolyse erfolgte durch das Einsetzen der Gesamt-RNA
nach DNA-Verdau in die DD-PCR, ohne diese vorher revers zu transkribieren. Da auf dem
DD-Gel keine Banden zu beobachten waren (Daten hier nicht gezeigt), bestand kein
Handlungsbedarf beztglich einer Veranderung der Hydrolysebedingungen.

Die Modifikation der reversen Transkription betraf ausschlie3lich die Primer-Konzentration
der Ankerprimer, von denen zuvor 6,25 UM eingesetzt und jetzt auf 2,5 uM reduziert wurden.
Diese Verminderung sollte auch die Haufigkeit der Anker-Anker geprimten cDNAs in der sich
anschlie3enden DD-PCR verringern.

In der DD-PCR wurden zahlreiche Komponenten verandert. Hierzu zahlte die beliebig
gewahlte Verlangerung der Anker- und der Arbitraryprimer um die Sequenzen GAATTCGCC
bzw. CGTGAATTC an ihrem 5-Ende, was den Vorteil erhdhter Annealingtemperaturen
(urspriinglich 42°C, nun 55°C) und damit gré3erer Spezifitdt bei der PCR beglnstigen sollte.
Zusatzlich zur Erhéhung der Temperatur wurden die Elongationszeiten der unspezifischen
Zyklen von 1 min auf 5 min und der spezifischen Zyklen von 30 sec auf 1 min erhéht, um
eine Verlangerung der PCR-Produkte zu bewirken.

Aus dem selben Grund, wie bei der reversen Transkription, wurden die Ankerprimer-
Konzentrationen von 2,5 uM auf 1 puM reduziert, die Konzentrationen der Arbitraryprimer
wurden im Gegensatz dazu verdoppelt (von 0,5 uM auf 1 uM). Die Steigerung der dNTP-
Konzentration um das 2,5fache sollte die Limitierung der Reaktionen wegen der langeren
Elongationszeiten durch die dNTPs ausschlieRen. Zusétzlich wurde die Anzahl der PCR-
Zyklen von 40 unspezifischen auf insgesamt 37 Zyklen (2 unspezifische und 35 spezifische)
reduziert. Dies sollte ebenfalls die Spezifitat erhthen.

Die Ausschnitte von zwei DD-Gelen vor und nach Modifikation sind in Abb.: 4.12 gezeigt.
Hierbei handelt es sich um den Vergleich von ,Tumor“- und ,Normalproben* der Patientin 26,
die mit dem Ankerprimer G und dem Arbitrayprimer 13 amplifiziert wurden (vor Modifikation)
und um den Vergleich der Ovarialkarzinomzellinien GG und MT, der in der PCR mit dem

gleichen Primer angestellt wurde (nach Modifikation).
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Abb.: 4.12 Vergleich der DD-PCR Produkte vor und nach Modifikation.

In dem ersten Block sind DD-PCR Produkte aus Geweben von Patientin 26 aufgetragen. Dabei
handelte es sich in den Spuren 1-4 um cDNA aus ,Tumor“- in den Spuren 5-8 aus ,Normal“-Gewebe.
Im zweiten Block wurden die DD-PCR Produkte der Zellinie GG (Spur 1-4) und MT (Spur 5-8)
aufgetragen. Anker-Anker geprimte Banden, die auf den vollstdndigen Gelen (hier sind nur
Ausschnitte gezeigt) in allen Spuren mit verschiedenen Primerkombinationen zu sehen waren, sind
mit Pfeilspitzen gekennzeichnet.
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Dabei konnte auf den vollstandigen Gelen als Ergebnis der durchgefiihrten Anderungen
beobachtet werden (aus dem Ausschnitt nicht ersichtlich), dal3 die Anzahl der Anker/Anker
geprimten Banden, die durchweg mit allen Anker-/Arbitraryprimerkombinationen auftraten,
deutlich verringert werden konnten. Eine weitere Beobachtung war die Verlangerung der
cDNA-Fragmente (RNA GroRenmarker hier nicht abgebildet). Betrug die GroéRe der
Fragmente im oberen Drittel der Gele mit der herkbmmlichen Methode etwa 450-600 bp, so
konnten nach Modifikation Fragmente mit einer Gréf3e von 650-850 bp aus diesem Bereich
ausgeschnitten werden. Dies wurde als bedeutender Fortschritt gewertet, da die differentiell
exprimierten Fragmente haufig aus der 3'-UTR eines Gens stammen und die Verlangerung
der Sequenz in 5-Richtung nicht selten mit einem enormen Aufwand verbunden ist. Durch
den Vergleich der beiden Ausschnitte der DD-Gele liel3en sich bereits einige Veranderungen
rein optisch erkennen. Dariiber hinaus lag aber das Ziel der Modifikation in der Reduktion
falsch positiver Klone. Um die Methode im Hinblick auf diesen Punkt zu untersuchen, wurden
einige interessante Banden aus den Gelen ausgeschnitten, deren cDNA wurde eluiert,
reamplifiziert und kloniert sowie zuletzt sequenziert. Mit Hilfe der semiquantitativen PCR und
Northern blot Hybridisierung wurden die Expressionsunterschiede der modifizierten DD-PCR
bei Zellkulturen verifiziert.

Die Experimente bestétigten, dal’ durch die vorgenommene Anpassung die gesteckten Ziele
der modifizierten Differential Display Methode erreicht worden waren.Von insgesamt sieben
Fragmenten, die in der modifizierten DD-PCR Unterschiede aufwiesen, liel3en sich drei mit
semiquantitativer PCR als differentiell exprimiert bestatigen. Bei den Fragmenten handelte
es sich um Fibronectin, Semaphorin E/3C und ein drittes Fragment (GG/G18/1), Uber dessen
Funktion noch nichts bekannt war und das im folgenden hier nicht weiter betrachtet wird. Die
semiquantitativen PCRs mit Primern fur Fibronectin und Semaphorin E/3C sind in den
Abb.: 4.13 und Abb.: 4.14 dargestellt.

Bei beiden PCRs konnten deutliche Unterschiede im Hinblick auf die Signalintensitaten der
Amplifikate eines Zyklus beobachtet werden. Dabei war in den hochsten Zyklen die jeweils
héhere Expression in Zellinie GG am besten zu beobachten.
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Abb.: 4.13 Uberpriifung der differentiellen Expression des Fibronectin-Fragments durch eine
semiquantitative PCR.

Von den Ovarialkarzinomzellinien GG (Spuren 1 und 2) und MT (Spuren 3 und 4) wurde cDNA als
Matrize fir eine PCR mit den spezifischen Primern zur Amplifikation eines Fragments von Fibronectin
(Spur 1 und 3) bzw. von G3PDH (Spur 2 und 4) eingesetzt. G3PDH diente bei den
Ovarialkarzinomzellinien, zusatzlich zur gelelektrophoretischen RNA-Mengen Bestimmung, der
Normalisierung der eingesetzten Matrize. Das Fibronectin-Fragment lief knapp unterhalb des G3PDH-
Fragments und wurde deshalb in einem gesonderten Ansatz verwendet.

21 Zyklen ‘ 24 Zyklen ‘ 27 Zyklen | 30 Zyklen

1 2 1 2

bl h .1 4 G3PDH-Fragment
— Ll Semaphorin E/3C-Fragment

Abb.: 4.14 Uberpriifung der differentiellen Expression des Semaphorin E/3C-Fragments durch
eine semiquantitative PCR.

Von den Ovarialkarzinomzellinien GG (Spurt 1) und MT (Spuren 2) wurde cDNA verwendet, die als
Matrize fur eine PCR mit den spezifischen Primern zur Amplifikation eines Fragments von
Semaphorin E/3C und G3PDH eingesetzt wurde. G3PDH diente bei den Ovarialkarzinomzellinien,
zusatzlich zur gelelektrophoretischen RNA-Mengen-Bestimmung, der Normalisierung der eingesetzten
Matrize. Das Semaphorin E/3C-Fragment lauft unterhalb des G3PDH-Fragments.
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Die Expressionsunterschiede von Fibronectin und Semaphorin E/3C in den Zellinien MT und
GG konnten auch mit Northern blot Hybridisierung bestétigt werden. Dazu waren jedoch
einige Vorarbeiten erforderlich. Zunachst wurde aus zahlreichen Ovarialkarzinomzellinien
RNA isoliert, die mRNA aufgereinigt und diese auf Nitrozellulosemembranen geblottet (siehe
Kapitel 3.21.3). Die Normalisierung der mRNA erfolgte Uber den Vergleich der
Signalintensitaten der mit Ethidiumbromid ,angefarbten® mRNA. Die Hybridisierungssonden
von Fibronectin und Semaphorin E/3C wurden hergestellt, wie in Kapitel 3.21.1 beschrieben.
Die Ergebnisse dieser Northern Blot Hybridisierungen und zusatzlicher semiquantitativer
PCRs mit Ovarialkarzinomzellinien sind in Abb.: 4.15 und Abb.: 4.16 zu sehen.
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Abb.: 4.15 Verifizierung der Expressionsunterschiede von Fibronectin durch Northern Blot-
Analyse mit ** P-markierter Fibronectin-Sonde und sqPCR.

Jeweils 2 ug mRNA aus den aufgefiihrten Zellinien befanden sich auf dem Northern Blot. Die
gleichmafige Beladung der Spuren mit mRNA ist der Darstellung (A) zu entnehmen, bei der die
Nitrozellulose nach Transfer der RNA zu sehen ist. (B) Der Northern Blot wurde mit einer *P-
markierten Fibronectin-Sonde inkubiert, anschlieRend wurde eine Autoradiographie durchgefiihrt (24 h
Exposition). In der Darstellung sind in allen Zellinien mehrere Transkripte nachweisbar. Dabei sind die
Transkripte in Zellinie GG deutlich starker exprimiert als in den anderen Zellinien. Die zusatzlichen
Banden, zu der bei 8 kb erwarteten, lassen sich evtl. auf SpleiBvarianten zurlckfuhren. Eine
semiquantitative PCR (C) mit den Zellinien SV80, ES-2, Caov-3, SK-OV-3 und NIH:OVCAR-3
(NIH:OVCAR-3 als NIH abgekdirzt) unterstreicht die Ergebnisse der Northern Blot-Analyse.
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Abb.: 4.16 Verifizierung der Expressionsunterschiede von Semaphorin E/3C durch Northern
Blot-Analyse mit ** P-markierter Semaphorin E/3C-Sonde und sqPCR.

Auf den Northern Blot wurden pro Zellinien jeweils 2 pg mRNA transferiert. Die gleichmaRige
Beladung der Spuren mit mRNA ist in der Darstellung oben links zu sehen (A). Sie zeigt die
Nitrozellulose nach Transfer der RNA. Der Northern Blot wurde mit einer *’P-markierten
Semaphorin E/3C-Sonde inkubiert, danach wurde ein Rontgenfilm bei —80°C fur 24 h exponiert (B). In
der Darstellung rechts oben ist in allen Zellinien ein mehr oder minder deutliches Transkript bei etwa
5,5 kb nachweisbar. Dabei ist das Transkript in Zellinie GG héher exprimiert als in Zellinie MT. In
diesen beiden Ovarialkarzinomzellinien ist das Signal jedoch bedeutend starker als in den anderen
Zellinien. (C) Eine semiquantitative PCR mit den Zellinien Caov-3, GG, MT, ES-2, SK-OV-3 und SV80
unterstreicht die Ergebnisse der Northern Blot-Analyse.
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Dabei wurden die Resultate von DD- und semiquantitativer PCR besonders durch die
Hybridisierungsergebnisse des Fibronectin-Fragments unterstrichen. Die auf Hohe von etwa
8 kb erwartete Bande (Romberger, 1997) war in der Spur von Zellinie GG bedeutend starker
exprimiert als in der von Zellinie MT. Zusatzliche Banden im unteren Bereich werden evtl. auf
SpleiBvarianten zurlckgefuhrt.

Werden die Signalintensitéaten der weiteren Ovarialkarzinomzellinien mit den Ergebnissen
der korrespondierenden semiquantitativen PCR verglichen, so zeigt sich deutlich die
Ubereinstimmung zwischen Northern Blot-Analyse und semiquantitativer PCR.

Ein Vergleich der ,konventionellen“ Differential Display-Methode mit der modifizierten
Methode unterstreicht die Wirksamkeit der Verdnderungen. Diese bestanden erstens in der
Verminderung von Anker-Anker geprimten Banden, die sich in allen Primerkombinationen
auf gleicher Hohe befinden. Zweitens wurden die Langen der cDNA-Fragmente durch die
veranderten PCR-Bedingungen, insbesondere der Elongationszeit, erheblich vergré3ert und
drittens verminderte sich zumindest bei den Zellinien (die modifizierte Methode wurde von
mir nicht mehr an Patientengeweben angewandt) das Verhaltnis von falsch positiven zu
echten Unterschieden. Dies bedeutet, daR die modifizierte DD-PCR deutlich bessere
Ergebnisse bei der Suche nach differentiell exprimierten Fragmenten bietet als die

herkdmmlich verwendete Differential Display Methode.

Nach Uberpriifung der modifizierten Methode wurden die bereits in Kapitel 4.5.3 erwahnten
Fragmente 26C/C9/2 und 26C/G8/2 weiter untersucht.

4.7 Charakterisierung von 26C/C9/2

Aufgrund der vielfachen Uberexpression des Fragments 26C/C9/2 in Tumorgeweben der
Ovarien der Patientinnen 18, 30 und 46 wurden weitere Experimente durchgefihrt. Dazu
zahlten die Lokalisation des Transkripts in unterschiedlichen Geweben mittels Northern Blot-
Analyse, die Ermittlung der genomischen Struktur, die Amplifikation und Expression des
offenen Leserasters, die Herstellung peptidspezifischer Antikérper und die Schaffung der
Voraussetzungen fiir die Uberprifung der Expression in den zu untersuchenden Geweben
durch in situ Hybridisierung.

Da zu Beginn lediglich die kurze cDNA-Sequenz von 26C/C9/2 aus der DD-PCR vorlag
(insgesamt 306 bp), bestand das Ziel darin, die Sequenz des offenen Leserasters zu
verlangern. Eine schematische Ubersicht tiber diese Versuche gibt Abb.: 4.21.
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4.7.1 Verlangerung der Sequenz des 26C/C9/2-Transkripts durch Datenbankanalyse

Durch Datenbankanalyse konnte die cDNA zunachst in Richtung des 3‘-Endes verlangert
werden, so dalR die bekannte Sequenz etwa 1500 bp umfalte und ein
Polyadenylierungssignal (AATAAA) sowie einen kurzen Teil des poly(A)-Schwanzes
beinhaltete. Der Hauptteil dieser Sequenz wurde durch eine PCR Uberprift. Dabei kamen
cDNAs verschiedener Ovarialkarzinomzellinien mit Primern, die einerseits aus der Sequenz
des urspriinglichen DD-Klons stammten und andererseits aus der Sequenz, die durch
Datenbankanalyse ermittelt werden konnte, zum Einsatz. Das Ergebnis dieser PCR ist in
Abb.: 4.17 zu sehen. Die entsprechende Bande der Zellinie ES-2 wurde ausgeschnitten,
kloniert und sequenziert. Die Sequenz des PCR-Produkts entsprach den Erwartungen und

stimmte mit der ermittelten Datenbanksequenz Uberein.

2000 1.
1500
1200 18
1021
g[:'f:l
/80 18
600 .
500 -

400 188
300 ..
200
100 1

Abb.: 4.17 Elektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten, die der Uberpriifung der
hypothetischen Sequenz von 26C/C9/2 dienten.

Die cDNAs verschiedener Ovarialkarzinomzellinien (ES-2, SK-OV3, Caov3 und MT) waren das
Ausgangsmaterial fir die PCR-Reaktionen, bei der die folgenden sequenzspezifischen PCR-Primer
fur die Reaktionen verwendet wurden: Primer 26C/C9/2-upperl24 und 26C/C9/2-lowerl1360. Die PCR-
Produkte wurden auf einem 1% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei war
erwartungsgemaln in allen Spuren eine Bande bei 1260 bp zu beobachten, die hier durch einen Pfeil
gekennzeichnet ist. Zusatzliche Banden in den Zellinien SK-OV-3 und MT stammten vermutlich von
alternativen Splei3varianten.

Dieses klonierte PCR-Fragment diente als Ausgangspunkt fur die folgenden Versuche:

In einer Northern Blot-Analyse wurde die Gréf3e der messenger RNA und deren Expression
in verschiedenen Geweben untersucht. Ebenso bot die zusatzliche Sequenz die Moglichkeit,
das 26C/C9/2 Transkript durch RACE oder andere Methoden zu verlangern.
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4.7.2 Northern Blot-Analyse

Fur die Northern Blot-Analyse wurde das 1260 bp lange, klonierte PCR-Produkt, wie in
Kapitel 3.21.1 beschrieben, mit a-*P-dCTP radioaktiv markiert und saulenchromato-
graphisch aufgereinigt. In die Hybridisierungsreaktion wurden 11 x 10’ cpm eingesetzt. Die
GroRRe des Transkripts und seine Verteilung in verschiedenen humanen Geweben und
Tumorzellinien wurden mit Hilfe der kommerziell erhaltlichen ,H* und ,H," multiple Tissue
Northern Blots der Firma Clontech, Heidelberg, sowie eines selbsthergestellten RNA-
Nitrozelluloseblots von  Ovarialkarzinomzellinien  ermittelt. Das  Ergebnis  der

Hybridisierungsreaktion zeigt Abb.: 4.18.

949 -
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Abb.: 4.18 Hybridisierung von Northern Blots mit einer ¥p_markierten 26C/C9/2-Sonde.

Pro Gewebe und Ovarialkarzinomzellinie befanden sich jeweils 2ug mRNA auf den Northern Blots.
Die Northern Blots wurden mit einer a->?P-dCTP-markierten Sonde von 26C/C9/2 inkubiert,
anschlielend wurde eine Autoradiographie durchgefiihrt (48 h Exposition auf einem Rontgenfilm). In
allen Geweben war ein etwa 3,2 kb grol3es Transkript nachweisbar. Auf dem Blot ,H" (links) waren die
Signale aller Gewebe in etwa gleich stark, die Signale auf Blot ,H,* (Mitte) in Milz, Thymus, Dinndarm
und den peripheren Blutleukozyten waren dagegen schwacher. Auch in allen verwendeten
Ovarialkarzinomzellinien konnte ein Signal bei 3,2 kb detektiert werden.

Die Northern Blot-Analyse zeigte, dalR 26C/C9/2 in allen untersuchten Geweben und
Ovarialkarzinomzellinien transkribiert wird. Dabei handelte es sich um ein etwa 3,2 kb grof3es
Transkript. Die  mRNA-Menge in Milz, Thymus, Dinndarm und den peripheren
Blutleukozyten war im Gegensatz zu den meisten anderen Geweben vermindert. Auch im
Ovar und dem Darm waren die mRNA-Mengen etwas geringer als in der Uberwiegenden
Anzahl der Gewebe. Das Transkript von 26C/C9/2 konnte in allen verwendeten

Ovarialkarzinomzellinien nachgewiesen werden.
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4.7.3 5'-RACE

Durch RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) und nested RACE (siehe Abb.: 4.19) mit
cDNA der Marathon Ready Ovar Bibliothek und entsprechenden Primer konnte die Sequenz
des Transkripts um weitere 1124 bp in 5-Richtung verlangert werden. Das 5-Ende des
offenen Leserasters wurde jedoch durch dieses RACE nicht vervollstandigt.

nested RACE Produkd

Abb.: 4.19 Gelelektrophoretische Auftrennung des nested RACE-
Produkts von 26C/C9/2.
Das nested RACE-Produkt zeigte wider Erwarten keine distinkte Bande.

Die erneute Suche in den Datenbanken lieferte zusatzliche Informationen von etwa 580 bp in
5-Richtung, wobei erst die contig-Sequenz ab Position 230 als belastbar galt, da sie durch
mehrere ESTs untermauert wurde (AA451733, Al69486, Al275114; AK001521), die zudem
noch mit den RACE-Klonen uberlappten. Die vorderen 250 bp wurden lediglich aus den
Sequenzen zweier Klone (AW408144 und AK001521) generiert.

Da auch die zuséatzliche hypothetische Sequenz von 580 bp nicht ausreichend war, um das
5-Ende des offenen Leserasters zu vervollstandigen, wurden neue Primer innerhalb der
hypothetischen Sequenz (an den Positionen 330-302 und 258-230) ausgewahlt, mit denen
weitere RACEs und nested RACEs mit Hilfe zahlreicher cDNA-Bibliotheken erfolgte. Die
Ergebnisse der nested RACEs waren ausgesprochen kontrovers. Obwohl alle RACE-
Produkte einen kompletten genspezifischen sowie einen vollstandigen AP2-Primer besalien,
wichen die Sequenzen bereits kurz hinter dem nested Primer (in 5‘-Richtung) von der
hypothetischen Sequenz ab. In dem selben MalR waren auch die Sequenzen der einzelnen
Klone untereinander verschieden. Wie sich herausstellte, befindet sich in dieser Region
vermutlich eine Splei3stelle, bei der unterschiedlich prozessierte Templates in den cDNA-

Bibliotheken vorliegen.
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Mit dem Ziel, die Sequenz des offenen Leserasters von 26C/C9/2 zu vervollstandigen, wurde
der von mir im Arbeitskreis etablierte Phagen-Screen mit der Uni-ZapXR Ovar cDNA

Bibliothek der Firma Stratagene, La Jolla, durchgeftihrt.

4.7.4 Phagen-Screening

Fur den Phagen-Screen mit der Uni-ZAP XR Ovar Bibliothek (Stratagene, La Jolla) wurde
das cDNA-Fragment, das bereits durch PCR Uberprift und sequenziert war (siehe
Abb.: 4.17), verwendet. Die Durchfihrung des Screens ist in Kapitel 3.25.2 ausfihrlich
beschrieben.

Bei der ersten Screening-Runde konnten nach Hybridisierung mit der radioaktiv markierten
Sonde und der Exposition der Filter auf einem Rontgenfilm drei Signale nachgewiesen
werden (Daten hier nicht gezeigt). Die betreffenden Phagen wurden isoliert und in
entsprechender Verdinnung fir eine weitere Screening-Runde eingesetzt (Daten hier nicht
gezeigt). Bereits nach der zweiten Screening-Runde zeichnete sich ab, dal3 einer der drei
isolierten Phagen ein falsch positives Signal geliefert hatte. Die dritte Screening-Runde
diente hauptsachlich der Vermehrung und der leichteren Isolierung der zwei verbliebenen
Phagen. Ein Filter ist in Abb.: 4.20 zu sehen.

Abb.: 4.20 Nitrozellulose-Filter mit Hybridisierungssignalen nach der dritten Phagen-Screening-
Runde.

Nach der Infektion von XL1-Blue MRF‘ Wirtszellen mit einer A-Phagen cDNA Ovarbibliothek (im Uni-
ZAP XR Vektor) wurden Nitrozellulose-Filter im ,Abklatschverfahren® hergestellt und mit der
radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Schwéarzungen des Filters deuten auf Stellen hin, bei denen
eine Hybridisierung stattfand.
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Bei dem Phagen-Screen wurden letztendlich zwei positive Klone isoliert. Im Gegensatz zu
den Erwartungen stellten die Sequenzen jedoch Bereiche dar, die bereits ausreichend durch
RACEs abgedeckt waren. Einer der Klone besald eine Lange von etwas tber 1300 bp und
stimmte mit der Region des bereits bekannten 3‘-Endes lberein. Der andere Klon war mit
790 bp kirzer und lag in der selben Region.

Da auch ein weiteres Screening der ATriplEx Ovar Bibliothek mit einem cDNA-Fragment aus
einem weiter 5'-Richtung gelegenen Bereich der Sequenz keine zuséatzliche
Sequenzinformation lieferte, sondern nur die durch RACE erhaltene bestatigte, wurde das
Phagen-Screening eingestellt. Auch der Versuch, durch eine Hybridisierung mit zwei
verschiedenen Blots (Ovar 370.1.101 und Testis 176.1.104) des ,Ressource Center of the
German Human Genome Project* (RZPD), auf die jeweils 2,7 x 10* verschiedene cDNAs
transferiert waren, zuséatzliche Sequenzinformation zu erhalten (Daten hier nicht gezeigt),

blieben erfolglos.

4.7.5 Auswertung der RACE-Sequenzen

Wie bereits in Kapitel 4.7.3 dargelegt wurde, konnten die Sequenzen der RACEs zunéchst
nicht mit denen der Datenbanken in Einklang gebracht werden. Nach einer weiteren
eingehenden Analyse der genomischen, ungeordneten Sequenz von RP1161E11
(AC016257) und einigen RACE-Klonen konnten jedoch Ubereinstimmungen ermittelt
werden. Bei den RACE-Klonen handelte es sich um drei Klone der Ovar- und um einen Klon
der Testis-cDNA-Bibliothek. Mit Hilfe dieser Sequenzinformationen konnte ein 2999 bp
langes Transkript erstellt werden, das einen offenen Leseraster von 1971 bp aufwies. Die
Lange des Transkripts und die durch Northern Blot-Analyse ermittelten Langen waren
Ubereinstimmend, wenn ein Poly-A Schwanz von etwa 200 bp miteingerechnet wurde.

Es wurde deutlich, dal das urspriingliche 5-Ende, das durch Datenbankanalyse mit Hilfe der
Klone AW408144 und Ak001521 ermittelt wurde, sehr wahrscheinlich ein nichtprozessiertes
Transkript darstellte. Dies wirde auch die zahlreichen uneinheitlichen RACE-Produkte in
dieser Region, die von mir analysiert wurden, erklaren. Das Contig, das zur vollstéandigen
Sequenz des Transkripts von 26C/C9/2 fluhrte, ist in Abb.: 4.21, die daraus ermittelte
Sequenz ist in Abb. 4.22 dargestellt.
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Abb.: 4.21 Ubersicht tiber die Versuche zur Vervollstandigung von 26C/C9/2.

Das Contig wurde mit Hilfe des Programm SegManll des DNASTAR-Pakets erstellt. Die Abkirzung
5R steht fur 5'-RACE-Klone, die Abkiirzung DD steht fir urspringliche Differential Display-Produkte.
Die dbrigen Bezeichnungen sind Zugangsnummern fir Datensatze in den EMBL- und Genbank-
Datenbanken.

(l:t ttt ccac{ t agaaATGAlAATTGAC(,I ||| TTTCTTCI ||| |CTTCCAGACl'I'CGCTCTTT,lA60
?Z%GAGOGT GlT TTGAAGAAGlATGCT GGCAC|CCT CACAGAClT ATACCAACCA|GCT GCT CCAlG120
&ATGCAGLJGCGT CT ATG|GAGCCCAGAA|TGAGATGI' GC|CT GGCCACACAlACAGCT TTClT 0
iiéCAACT G|CT GGCATATGlAAAAACAGAAl(:T TTGCTCT T|GGCAAAGGT GAlTGAAGAAGT ,|A240
iﬁ'TOAACAlch CCACT ATTlTTTCCAAAGT |GGT GGATGAG|CT TAATCTTCT |C:CATACAGA\lG300
?C’:FI)%{IZT AAA|CAGT TC%C%()AGlAOAOAATGC;T |'I'CT ACCT ATOlATAOAATTCCGIAGAAAAGGAIlTBGO
%E%;AOAGAALST AAGCACT TlTAAAGGATCT ,lATTTGGACT ClGCT AGOAATGAJGCATGACCT |C420
I I I I | | 480

TCAATGGCAAAATACAGCAGGCT GCCTAAGAAAAAGGAGAAT GAGAAGGT GAAGACCGAA
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é'IS'(l:GGAAAAlGAGGT GGCCGlCGGCCCGGCGlGAAGCAGCACLZT CTCCcrCecceT |'I'CAGT ACT A|C540
'?"C‘r;':::GCCCT C.lAACGCGCT GC.lAGT ACAGAAAlGCAAATGCﬁOlA\TGATGGAGCClOA\TGATAGGlC?OO
'?"(I)'EII:GCCCATchEACAGATTAL\CT TTTTTAA|C:‘AAC-ZGGAC-ZCA|C:‘AGATGT TTTClOAAACGT ATlG660
giéAGCT TTlTTATCCT CCGlT TGCAGACATlGGT TCAAAGOlA\TTOAGGT AGAlACT GGAAGC|C720
éiéGCGGAA!AAGATC—?CG(XBl'I' Gr CCCAGCAL\GAATTACT TlTCT Gr TGATGAlATCT Gr TTA|C780
ZE:%’CCAGAClT CTGATGT GGlCCGCACCACAlGATCAACAGGlAACCT CATCCA|GAAGGCT GGl'I' o0
'Ela'i(l:CT TAATlCT TAGAAACA!AAACAGGGCT |GGT CACCACCL\CCT GGGAGAC—‘JGCT TTATTT|C900
'?"?'éACCIZAAlG\GCC-IGC:‘AATClI' CATGTGT CA|GCCO°\C-IGGC:‘A|GCCGT GECT! GGlAGGT TTGATIC960
?Zié(:‘ACCT GlGACAACT GCT |CAG'I' GATGGC|CGT C-IGATTGCL:‘AAGACCC—IGCC—I!CT ACTGCT TIC1020
/]&gi']I:CACCAlcC-ICCCAATGCz‘;lAAAATCG(IZAL\TAATCCT COlA\GGCT GA\GAGC[AGAAAGGAAkloso
i'cl)'giAGAGl' |C-}GO\TATGT GC!AATAAACAACL\TCT CCAGACL\GATCT ACCT GlACCGACAAClClmo
(1311' éiCI—CAGl'I' CGCGATCAAlGT TGAATCAGlACCGCT CT GOlAAGCAGT GACT |CCCATTACA!O\lzoo
(133' '?'%TGGAA!AAAAACAAGAkAGCT CATGClCCCAGCCAGAJACCT GAAAAATl'I'CAGAGATC-ZlGl%O
mTGAAAL\TGACAAGATlTGT TCCCAAAlGOAACAGCCA|GT CTACCT GAAJC—ICAGAGGAGlclgzo
;I-'g']I:CCIIGClCT GGAACGCCEATTCAATTClC:}ATATTGI' GClT TCCTGCT AOAlGAATTCCT T|(5138o
,]&'?'SC{AGAACAEA%A@A&I?GF ACCAAC|CCT TTTGGT G;lAAACT GAC-IGATlGAATOATTTICl‘MO
éigAG:AGlAAGATTCT CT |'I'TTGCAGCAGlA\TGT TTATAGlT TCGEGT TTTTGlC-ZGA\TCAAT('.-ZIG1500
éig'}'TAAAAlCAGACACI:AC[I' ACTGAAGT GlATTTATGAAGlCGATGAGACAAlGT ATTGECT |G1560
(13:?' gé@GCTAlTTCATAAOATlC:T TCCGCATGlAOA\GAATCCOlA\TCT GATGGT ClACCAGT CAAl'I'1620
(1316' '%"}'GACIST lI'GATAGATCC!ACAGACT CAAlGT ATCAAGGGl(ZCAATTTTGAA|CT TACCAGT |G1680
;I-'giéACAATlTTCI:T CCT! CAlTCAAGAAAAC,lAAGAGACT GGlT TGGITTTGI ClATCCGT Gr T|C1740
g éiATCCAlcT GGAGAAGA!ATCT CTGAGT. /lACATACATTTlTTGAAAGCAAClT CAGAAGGClGlsoo
mGATATlGI' TATGCT. ATlTAAAAAGAAAlTTATTGAGGT lTOAGAAGGATcl(.)AGAAGOAClI' HO00
]C-l?ffll' CAATT,lAATGCT Gr COlA\TACCACT AAlCCAATGATGGlAAAATATGT AClT Gr TAAACGlA\1920
'}'giiCCAGAlI'GACGATGATlGGAAATCCAAlATGAACATAGlAGG:GCAGAATlcCGAAGOATlAl980
1981 | | | | | | 2040
Act cactt gcgcct gt gggggaagagcaaacaggaaggagagct acct cct aagggtttt
2041 | | | | | | 2100
aacgt ct ct gacat acaggcacact gacct gattt ccgaaggct gacaat cgttt gt gga
2101 | | | | | | 2160
at gt aat ctt gat gcct t gat act gagact t gggagggaaact aagaaat ggt t gacagc
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2161 | | | | | | 2220
gttcccacccatctacaatgttattttaggtgctttgtggtaagtcttttttcttagatt
2221 | | | | | | 2280
gcgct aaaatttcttagattgttcagcget cagaacaaaagttt gaaaaat gcattgttc
2281 | | | | | | 2340
atatgaatgtcatctcttttcagtttccagtatcctttttaaaaaat ggcaaaagcect ag
2341 | | | | | | 2400
atttacaatttgatgaacactaaatatttcttattaatataatctatttttgtattttac
2401 | | | | | | 2460
ttaat gagctttaagt gcct gt cgttct gaaaattgtgtatttat aattcagcettatctc
2461 | | | | | | 2520
aaattggacct aat agcatttctttgtgcagttaggt gacgagcact gctttgaggccca
2521 | | | | | | 2580
agcact agt agagat gcgcgat acaggt ct agt t t cggt aact gt t ccagacat caagca
2581 | | | | | | 2640
at aaaaaaat gaat accacaaaagat gttt gattttacagt ggagcctt act gaaccagc
2641 | | | | | | 2700
attcagaagtttaaggt cct cct aggt at gagt attttt agt agt ggat cact gt ggaca
2701 | | | | | | 2760
gggt gcagct ct accagttcctgtttcttct gagccagaccct ctt cagggaagggacca
2761 | | | | | | 2820
attaattttaaaact cacttgaagcacagct ggt cat ggggct t ggt at aaagt t cct at
2821 | | | | | | 2880
ttccaccctgatacttccaattcct ggaaccccagceccact cccccat cect cctcecta
2881 | | | | | | 2940
t caaact agt at aat gatt t t gaat cggt acagt gt gt t t aact gt aact aagt t caaca
2941 | | | | | | 3000
gactattattatctttgtaataaattaacct agcfiiga@aat tattctgtttctttaaa
3001 | 3010

aaaaaaaaaa

Abb. 4.22 Contig-Sequenz des Transkripts von 26C/C9/2.

Insgesamt umfal3t die ermittelte Sequenz 2999 bp. Die urspriingliche Sequenz des 26C/C9/2 DD-PCR
Produkts ist gelb unterlegt. Das Polyadenylierungssignal AATAAA st rot, ein Teil des poly(A)-
Schwanzes ist unterstrichen, der offene Leseraster ist durch GrofRbuchstaben gekennzeichnet. Fir die
Amplifikation des offenen Leserasters wurden die Primer 26C/C9/2p-endProt-u und 26C/C9/2p-Prot-I

(hier fett gekennzeichnet) verwendet.

Die Amplifikation des offenen Leserasters erfolgte durch eine PCR-Reaktion. Dabei diente

zunachst die cDNA der Ovar-Bibliothek als Matrize. Die verwendeten Primer lagen im

Bereich des ermittelten 5-Endes des offenen Leserasters, beginnend mit dem Start-ATG,

und des 3'-Endes des offenen Leserasters. Das PCR-Produkt (hier nicht dargestellt) wurde

anschliel3end in den pCRII Vektor (Invitrogen, Groningen/NL) kloniert und sequenziert und

diente spater in einem Retikulozyten-Lysat als Matrize einer in vitro-Tanskription und

-Translation.
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Die Uberprufung der mit Hilfe von RACE ermittelten Sequenz von 26C/C9/2 erfolgte mit den
selben Primern, die bereits flr die Klonierung verwendet wurden. Wie in Abb. 4.23 zu sehen
ist, konnte die Expression der ermittelten Sequenz 26C/C9/2 in allen verwendeten Zellinien
nachgewiesen werden, weshalb das von mir bestimmte Transkript aller Wahrscheinlichkeit

nach korrekt ist.

4000 ]
3500 -7/ A
3000 </
2500~/

5000~~~
1500 ~

1000 ——

750 ——

Abb. 4.23 Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte von 26C/C9/2. Die PCR diente der
Uberprufung der ermittelten Sequenz.

cDNAs verschiedener Ovarialkarzinomzellinien (ES-2, GG, MT, SK-OV3, NIHOVCAR-3 und Caov3)
wurden in PCR-Reaktionen eingesetzt. Hierbei wurden die folgenden sequenzspezifischen PCR-
Primer fur die Reaktionen verwendet Primer 26C/C9/2p-endProt-u und 26C/C9/2p-Prot-I. Die PCR-
Produkte wurden auf einem 1% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei ist erwartungsgeman
in allen Spuren eine Bande bei etwa 1970 bp zu beobachten.

4.7.6 Struktur des 26C/C9/2-Gens

Durch Datenbankanalyse mit der cDNA-Sequenz von 26C/C9/2 gelang es, die gesamte
Struktur des Gens anhand der sequenzierten BAC-Klone RP11-61E11 (AC016257) und
RP11-781C15 (AC078874), die seit Februar bzw. April dieses Jahres in geordneter Form
vorliegen, zu ermitteln (siehe Abb. 4.24). Mit Hilfe des ,Electronic PCR"-Programms von
NCBI konnte gezeigt werden, dalR sich das Gen fur 26C/C9/2 auf dem langen Arm des
Chromosoms 12, genauer auf 12923-24.1 befindet. Dabei kennzeichnen zwei ,Sequence
Tagged Sites" (STSs) die Position im Chromosom. Es handelt sich um HSO065YE9 (Z23320)
und SHGC-130923 (G60233), die sich in Intron 8 bzw. 4 kb hinter dem terminalen Exon
befinden. Das Gen besteht aus mindestens 20 Exons, wobei die Exons 2-19 Teil der beiden
BAC-Klone sind, Exon 1 jedoch nur Teil von RP11-781C15 ist. Vor Ordnung der Sequenz
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des Klons RP11-61E11 konnte Exon 1 auch diesem Klon zugeordnet werden (Position
36484-36572 bp). Die 5'- und 3*-SpleiRstellen der Exon-Intron-Ubergange sind in Tab. 4.4

dargestellt.
Exon | GroRe Position in cDNA 5'-Splei3-Donor | Intron | GroRe 3'-Spleil3-
(bp) AC078874 Position (kb) Akzeptor

1 147 | 26673 - 26819 1 - 147 CCAGGTATGC 1| 11,4| CCACAGAATG
2 60| 38221 - 38280| 148 - 207 |ACAGGTAACT 2| 0,6 TCTTAGAACT
3 72| 38806 - 38877| 208 - 279| |GAGGTAAGA 3| 58|TTTCAGCTTA
4 88| 44631 - 44718| 280 - 367 | ACAGGTAAAG 4| 30| TTTCAGAAGT
5 43| 47749 - 47791 368 - 410 AATGGTAGEC 5| 0,1 TTAGAGCATG
6 57| 47922 - 47978| 411 - 467 GAAGGTAAGA 6| 0,8|AACCAGGTCGA
7 147 | 48742 - 48888 | 468 - 614 | ACAGGTAGGG 71 33| TTTCAGATTA
8 83| 52164 - 52246 615 - 697 | ANAGGTAATG 8| 4,1|CTTAAGCATT
9 159 | 56390 - 56548 | 698 - 856 | GAAAGTGAGA 9| 14| TCACAGCAAA
10 189 | 57968 - 58156| 857 - 1045 | AATCGTATGT 10| 2,1| TTTCAGGGGA
11 43| 60293 - 60335 | 1046 - 1088 | AGAGGTAAAA 11| 0,1|CTACAGIGGA
12 57| 60419 - 60475 | 1089 - 1145 | | GAGGTAATT 12| 0,1| TTTTAGGCAG
13 89| 60571 - 60659 | 1146 - 1234 | CCAGGTAACT 13| 5,1 CTTCAGCCAG
14 165| 65764 - 65928 | 1235 - 1399 | GCCAGGTATGG 14| 0,2 | CCCTAGECGT
15 53| 66095 - 66147 | 1400 - 1452 | GAAGGTAAGT 15| 1,3| TTCCAGATTC
16 175| 67472 - 67646 | 1453 - 1627 | T GAGGTACGT 16| 11,0 TTTCAGGITG
17 37| 78677 - 78713 | 1628 - 1664 | CAATGTAAGT 17| 0,2| CCCCAGITTG
18 141| 78923 - 79063 | 1665 - 1805 | AAAGGTCTCT 18| 0,8| TTGCAGATAT
19 48| 79857 - 79904 | 1806 - 1853 | GAAGGTAAGA 19| 1,5|CTTCAGGATC
20| 1148 81492 - 82643 | 1854 - 2999

Tab. 4.4 Struktur des 26C/C9/2-Gens.

Die ExongroRen variieren von 37 bp bei Exon 17 bis 1148 bp bei Exon 20. Bei Intron 5, 11
und 12 handelt es sich mit 0,1 kb um die kleinsten, mit 11,4 kb und 11,0 kb bei Intron 1 und
16 um die gréRten Introns des Gens. Die genomische Sequenz von 26C/C9/2 umfaldt etwa
165 kb. Die Struktur des 26C/C9/2 Gens, das zu dem Transkript von 26C/C9/2 fihrt, ist in
Abb. 4.24 dargestellt.
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HSOB5YES SHGC-1300923

Gen | . 165kE

26C/C9/2

untranslatiertes
Exon

translatiertes
Exon

Abb. 4.24 Organisation des 26C/C9/2-Gens und seines Transkripts.

Das 26C/C9/2-Gen ist Teil der BAC-Klone RP11-61E11 (AC016257) und RP11-781C15 (AC078874),
die auf Chromosom 12g23-24.1 lokalisiert sind. Der offene Leseraster von 26C/C9/2 erstreckt sich bis
etwa 10% des Exons 20. Es resultiert hieraus ein Molekulargewicht von etwa 74 kDa.

4.7.7 Herstellung peptidspezifischer Antikérper

Nach Vervollstandigung der Sequenz des offenen Leserasters von 26C/C9/2 konnte die
Aminosauresequenz des Proteins abgeleitet werden. Diese ist 657 Aminosaurereste lang
und besitzt eine Grof3e von 73937 Da. In Abb. 4.25 ist die Aminoséuresequenz dargestellt.

ﬁ/KLTFFLLFlFQTRSLLSVFlEEDAGTLTDYlTNQ_LQAI\/Q?l\/YGAQ\lEI\/CLAlTQQ_SKQ_L,lAGO
\GKEKQ\IFALGl(GDEEVI STLlHYFSKVVDELlI\ILLl—l'I'ELAqu_ADTI\/k/LPI | (;JlFREKDLTEvls120
%’EiDLFGLA|SNEHDLSMAK|YSRLPKKKEN‘EKVKTEVGKEl\/AAARRKQ—LSlSLQYYCALN!AlBO
i%\l(RKQ\AAI\/L/EPM GFAHG|Q| NFFKKGAEl\/FSKRI\/DSFL|SSVADM/QSI Q|\/EL EAEAEKll\/I24O
é@éQQELLSl\/DESVYTPDSIDVAAPQ NRNI_I QKAGYLNL |RNKTG_VTTTV\lERLYFFTQGls300
EEE/CQDRGA{/AGGLI QDLDI\ICSVNAVDCEIDRRYCFQ TT|PNG<SG| | LQAlESRKENEEV\lv 20
| | | | | | 420

CAI NNI SRQI YLTDNPEAVAI KLNQTALQAVTPI TSFGKKQESSCPSONLKNSEMENEND

89



ERGEBNISSE

421 | | | | | | 480
Kl VPKATASLPEAEEL| APGTPI QFDI VLPATEFL DONRGSRRTNPFGETEDESFPEAED
481 | | | | | | 520
SLLQQVFI VRFLGSVAVKTDSTTEVI YEAVRQVLAARAI HNI FRMTESHLMWTSQSLRLI
541 | | | | | | 600
DPQTQVSRANFEL TSVTQFAAHQENKRLVGFVI RVPESTGEESLSTYI FESNSEGEKI CY
601 | | | | | | 657

Al NLGKEI | EVQKDPEALAQLMLSI PLTNDGKYVL L NDQPDDDDGNPNEHRGAESEA

Abb. 4.25 Aminosauresequenz des 26C/C9/2-Proteins.
Die beiden Peptidsequenzen, die fiur die Herstellung von polyklonalen Antikérpern ausgewahlt
wurden, sind gelb unterlegt.

Nach Bestimmung der Aminosauresequenz wurde nach geeigneten Regionen gesucht, auf
deren Grundlage peptidspezifische Antikdrper erzeugt werden konnten. Die Bereiche der
hydrophilen Peptid-Epitope lagen am unmittelbaren C-Terminus bzw. im zweiten Drittel des
Proteins (in Abb. 4.25 gelb unterlegt), also in einer mehrfach verifizierten Region. In Kapitel
3.26 ist die Herstellung beschrieben und die Aminosdureabfolge der verwendeten Peptide

aufgelistet.

Fur den Nachweis des 26C/C9/2-Proteins wurden vier Kaninchen mit insgesamt zwei
verschiedenen synthetischen Peptiden, die von Dr. Pipkorn hergestellt und an Hamocyanin
gekoppelt wurden, immunisiert. Das Ergebnis eines Dot-Blots, der zur Uberprifung der
Kaninchenseren hergestellt wurde, ist in Abb. 4.26 gezeigt. Dazu wurden die hdmocyanin-
und nichtgekoppelten Peptide in unterschiedlichen Verdiinnungen aufgetragen und mit den
verdiinnten Seren inkubiert. Die Starke der Reaktionen, d.h. die Zunahme bei den
Signalintensitaten, korrelierte mit der Anzahl der vorgenommen Immunisierungen. Bei den
gebildeten Antikdrpern handelte es sich im wesentlichen um Antikérper, die nicht gegen den
Trager Hamocyanin gebildet wurden, sondern gegen das gewiinschte Peptid. Dies ist daran
zu erkennen, daf sowohl bei den gekoppelten, als auch ungekoppelten Peptiden Reaktionen

mit den Seren zu beobachten sind.
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Abb. 4.26 Nachweis der Reaktivitdt eines peptidspezifischen Antikdrpers mit dem
zugrundeliegenden Peptid.

Auf die Nitrozellulosemembranen wurden gekoppelte und nicht gekoppelte Peptide in Mengen von
3,5 ug bis 0,05 pg aufgetragen. Die Membranen wurden mit 1:1000 verdiinnten Seren, die nach
erster, zweiter, dritter und vierter Immunisierung gewonnen wurden, inkubiert. Immunisierungen
fanden nach 1, 14, 28 und 42 Tagen statt. Erst nach dritter Immunisierung sind ausreichend affine
Antikodrper in den Seren vorhanden um deutliche Reaktionen hervorzurufen. Danach ist selbst eine
Peptidmenge von 0,05 pg nachweisbar. Die Antikorperreaktionen richten sich nicht gegen das
gekoppelte Hamocyanin, sondern gegen das gewiinschte Peptid.

4.7.8 invitro Transkription und Translation von 26C/C9/2 im Retikulozyten-Lysat

Die in vitro Transkription und Translation mit Hilfe des TNT®-gekoppelten Retikulozyten-
Lysats (Promega, Madison/USA) ermoglicht die Herstellung von RNA und die
Proteinsynthese im zellfreien System. Ein Vorteil bei der Verwendung des Retikulozyten-
Lysats ist in den posttranslationalen Modifikationen zu sehen, die in eukaryontischen
Systemen stattfinden und die hier auch auf das Syntheseprodukt Ubertragen werden. Der
Nachteil besteht in einer relativ geringen Proteinausbeute, die nicht fur alle Anwendungen,
wie beispielsweise die Herstellung von Antikérpern, ausreichend ist.

Mit Hilfe dieses Systems wurde Uberpriift, ob das Protein die erwartete Gréfze von 74 kDa
besalR. Nach Klarung dieses Sachverhalts erfolgte die Bestimmung des flr einen Immunblot
am besten geeigneten Peptidantikorpers.

Zunéchst wurde die Sequenz des offenen Leserasters von 26C/C9/2 in den Vektor pCRII
kloniert und anschlieRend sequenziert (siehe Kapitel 4.7.5). Der pCRII Vektor besitzt sowohl
einen Sp6 als auch T7-Promotor, wobei die Orientierung der 26C/C9/2 cDNA im Vektor die
Verwendung des T7-Promotors erforderte. Einer der in vitro Transkriptions/Translations-
Ansétze mit *S-markiertem Methionin wurde in Zusammenarbeit mit Sandra KneiRel
(Abteilung Prof. Franke, DKFZ) hergestellt. Das Ergebnis einer Reaktion ist in Abb. 4.27 zu
sehen.
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— Abb. 4.27 Analyse der Gr6l3e des 26C/C9/2-Proteins.
Nach in vitro Transkription/Translation wurden 3 pl des Ansatzes auf einem
10%igen Kornberg SDS-PAGE aufgetrennt, Coomassie gefarbt und nach
10 min Natriumsalicylat-Bad, das der Fixierung der Banden diente, ein Film
exponiert. Die Gr6Re der signalstarksten Bande zwischen 66 und 97 kDa
stimmte mit der vorhergesagten GréRRe von 74 kDa Uberein.

Dabei stimmte die GroRRe der signalstarksten Bande (zwischen 66 und 97 kDa) sehr gut mit

dem berechneten Molekulargewicht des 26C/C9/2-Proteins von 74 kDa Uberein.

Aufgrund positiver Erfahrungen mit dem zellfreien RTS-System wurde der Versuch
unternommen, 26C/C9/2 mit diesem System zu exprimieren.

Bevor das RTS-System zum Einsatz kommen konnte, mufdte zunadchst die cDNA des
offenen Leserasters von 26C/C9/2 in den Vektor plIVEX2.4a umkloniert und sequenziert
werden. Die Funktion des Konstrukts wurde erneut mit Hilfe des Retikulozyten-Lysats
Uberprift. Nach in vitro Transkription/Translation des offenen Leserasters von 26C/C9/2 und
einer Negativkontrolle (Vektor ohne Insert) wurde ein SDS-Polyacrylamidgel mit einem Teil
des Reaktionsansatzes beladen und die Proteine wurden elektrophoretisch getrennt. Nach
Blotten der Proteine (siehe Kapitel 3.35) wurden diese mit PonceauS angefarbt und der Blot
wurde je mit einem der vier Seren inkubiert. In Abb. 4.28 ist das Resultat abgebildet.
Zwischen den in vitro Transkriptions/Translations-Produkten der Negativkontrolle und Vektor
inklusive 26C/C9/2 cDNA war ein deutlicher Unterschied im Bereich von etwa 80 kDa zu
erkennen. Dabei handelte es sich um das exprimierte Protein von 26C/C9/2, das ein
Molekulargewicht von 74 kDa besitzt. Nachdem geklart war, dald der Vektor fir die
Expression geeignet ist, wurde im folgenden das RTS-System verwendet (die Ergebnisse
sind hier nicht dargestellt).

Die Expression des 26C/C9/2-Proteins in Lysaten von Hela- und Ovarialkarzinomzellinien
wurde von Jirgen Kretschmer im Arbeitskreis von Prof. Ponstingl Gberprift. Dabei entsprach

das Molekulargewicht des Proteins in etwa der erwarteten Grof3e.
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Abb. 4.28 Nachweis der in vitro Transkription und Translation von 26C/C9/2 cDNA in Vektor
pIVEX2.4a.

Nach in vitro Transkription/Translation einer Negativkontrolle (pIVEX2.4a ohne Insert) und 26C/C9/2
cDNA, mittels Retikulozyten-Lysat, wurden 3 ul Probe auf ein 10%iges Kornberg PAGE aufgetragen,
die Proben elektrophoretisch getrennt und auf Nitrozellulose geblottet. Der Blot wurde nach
PonceauS-Farbung (A) mit einem peptidspezifischen Antikérper (24-2, weiter N-terminal gelegenes
Peptid) inkubiert (B) mit dem Ziel, das Protein von 26C/C9/2 nachzuweisen. Dabei war im Gegensatz
zur Negativkontrolle eine Bande bei etwa 74 kDa zu erkennen, die fiir die Expression des 26C/C9/2-
Proteins spricht. Eine unspezifische Bande befindet sich in beiden Proben knapp oberhalb der
spezifischen Bande.

4.7.9 Eigenschaften des 26C/C9/2-Proteins

Die Sekundar-Struktur von 26C/C9/2 wurde mit dem Programm Protean des DNASTAR-
Pakets vorhergesagt (Abb. 4.29). Das Protein besteht demnach Uberwiegend aus
zahlreichen a-Helices, die durch Schleifen verbunden oder von wenigen -Faltblatt-Einheiten
durchsetzt sind. Der vorhergesagte isolelektrische Punkt des Proteins liegt bei 4,79. Das
Protein ist nicht membranstandig und besitzt eine globulare Struktur.
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Abb. 4.29 Sekundérstruktur des 26C/C9/2-Proteins nach Vorhersage mit dem Programm
Protean des DNASTAR-Pakets.

Die Datenbankrecherche mit ,SMART" (Simple Modular Architecture Research Tool des
EMBL) zeigte eine pleckstrin-homologe Domane (Position 271-370) und eine
Phosphotyrosin-Bindungs-Domaéane (482-615). Die Proteinstruktur ist in Abb. 4.30 dargestellt.

Abb. 4.30 Aufbau der Proteinstruktur des 26C/C9/2-Proteins nach Vorhersage mit dem SMART-
Progamm des EMBL.

Das Protein zeigt eine pleckstrin-homologe Doméane (PH, Position 271-370) und eine Phosphotyrosin-
Bindungs-Domaéne (PTB, 482-615).

Phosphotyrosin-Bindungs-Doménen besitzen eine ahnliche Struktur wie die Pleckstin-
homologen und IRS-1 ahnlichen PTB-Doméanen. Pleckstrin-homologe Domanen werden
gewodhnlich in eukaryontischen Signal-Proteinen gefunden. Die Struktur und die Funktion der
Phosphotyrosin-Bindungs-Domaéane und der pleckstrin-homologen Doméne werden in Kapitel
5.3.2 diskutiert.
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4.7.10 Homologe Proteine zu 26C/C9/2

Bei dem Vergleich des offenen Leserasters von 26C/C9/2 mit Sequenzen der Datenbanken

konnten Homologien zu teilweise bereits bekannten Proteinen ermittelt werden. Dabei weist
das Adaptor Protein APPL (AF169797) mit Uber 60% die gréRte Homologie zu dem
26C/C9/2-Protein auf. Ein Vergleich der Nukleotid-Sequenz der beiden homologen Proteinen
istin Abb. 4.31 zu sehen.

10 20 30 40 50 60
1 N n N | N
1 M- ---KLTFFLLFF---QTRSLLSVFEEDAGTLTDYTNQLLQAMQRVYGAQNEMCL ATQQ 26CC9/2Protein300600. Edit
1 MPGI DKLPI EETLEDSPQTRSLLGVFEEDATAI SNYMNQLYQAMHRI YDAQNELSAATHL AF169797APPLProtein. Edi t
T T T T T T
70 80 90 100 110 120
N n n ! n |
54 LSKQLLAYEKQNFALGKGDEEVI STLHYFSKVVDELNLLHTELAKQLADTMVLPI I QFRE 26C C9/2Protei n300600. Edi t
61 TSKLLKEYEKQRFPLGGDDEVMSSTLQQFSKVI DELSSCHAVLSTQLADAMMFPI TQFKE AF169797APPLProt ei n. Edi t
T T T T T T
130 140 150 160 170 180
| | 1 1 I 1
114 KDLTEVSTLKDLFGLASNEHDLSMAKYSRLPKKKENEKVKTEVGKEVAAARRKQHLSSL Q 26CC9/2Protein300600.Edit
121 RDLKEI LTLKEVFQI ASNDHDAAI NRYSRLSKKRENDKVKYEVTEDVYTSRKKQHQTMMH AF169797APPLProtei n. Edi t
T T T T T T
190 200 210 220 230 240
L 1 n n 1 1
174 YYCALNALQYRKQMAMMEPMI GFAHGQI NFFKKGAEMFSKRMDSFLSSVADMVQSI QVEL 26CC9/2Protein300600. Edi t
181 YFCALNTLQYKKKI ALLEPLLGYMQAQI SFFKMGSENLNEQLEEFLANI GTSVQNVRREM AF169797APPLProtein. Edit
T T T T T T
250 260 270 280 290 300
1 1 I 1 1 1
234 EAEAEKMRVSQQELLSVDESVYTPDSDVAAPQI NRNLI QKAGYLNLRNKTGLVTTTWERL 26CC9/2Protei n300600. Edi t
241 DSDI ETMQQT!I EDLEVASDPLYVPDPDPTKFPVNRNLTRKAGYLNARNKTGLVSSTWDRQ AF169797APPLProtein. Edi t
T T T T T T
310 320 330 340 350 360
n | | h 1 1
294 YFFTQGGNLMCQPRGAVAGGLI QDLDNCSVMAVDCEDRRYCFQI TTPNGKSGI | LQAESR 26CC9/2Protei n300600. Edi t
301 FYFTQGGNLMSQARGDVAGGLAMDI DNCSVMAVDCEDRRYCFQI TSFDGKKSSI LQAESK AF169797APPLProt ei n. Edi t
T T T T T T
370 380 390 400 410 420
I 1 1 1 N |
354 KENEEWI CAI NNI SRQI YLTDNPEAVAI KLNQTALQAVTPI TSFGKKQES--SCPSQNL K 26C C9/2Protei n300600. Edi t
361 KDHEEWI CTI NNI SKQI YLSENPEETAARVNQSALEAVTPSPSFQQRHESLRPAAGQSRP AF169797APPLProtein. Edit
T T T T T T
430 440 450 460 470 480
1 h 1 1 I L
412 NSEMENENDKI VPKATASLPEA-EELI APGTPI QFDIVLPATEFLDQ- - - - - - - N R GS R R 26C/ C9/ 2Pr ot ei n300600. Edi t
421 PTARTSSSGSLGSESTNLAALSLDSLVAPDTPI QFDII SPVCE--DQPGQAKAFGQGGRR AF169797APPLPr ot ei n. Edi t
T T T T T T
490 500 510 520 530 540
1 1 n | 1 |
464 TNPFGETEDESFPEAEDSLLQQMFI VRFLGSMAVKTDSTTEVI YEAMRQVLAARAI HNI F 26C C9/2Protei n300600. Edi t
479 TNPFGESGGSTKSETEDSI LHQLFI VRFLGSMEVKSDDHPDVVYETMRQI LAARAI HNI F AF169797APPLProtei n. Edit
T T T T T T
550 560 570 580 590 600
| L I 1 1 1
524 RMTESHLMVTSQSLRLI DPQTQVSRANFELTSVTQFAAHQENKRLVGFVI RVPESTGEES 26C C9/2Protei n300600. Edi t
539 RMTESHLLVTCDCLKLIDPQTQVTRLTFPLPCVVLYATHQENKRLFGFVLRTSSGRSESN AF169797APPLProtein. Edit
T T T T T T
610 620 630 640 650 660
n | 1 1 1 1
584 L ST- - Yl FESNSEGEKI CYAI NLGKEI I - - - - - - - - - - = = = - - - - - - o = = - o - - - = - - - E 26C/ C9/ 2Pr ot ei n300600. Edi t
5099 LSSVCYI FESNNEGEKI CDSVGLAKQI ALHAELDRRASEKQKEI ERVKEKQQKELNK QK QAF169797APPLProtein. Edit
T T T T T
670 680 690 700 710
L 1 1 1 n
611 VQKDPEALAQLMLSI P----LTNDGKYVLLNDQPDDDDGNPNEHRGAESEAZ 26C/ C9/ 2Pr ot ei n300600. Edi t
659 | EKDLEEQSRLI AASSRPNQASSEGQFVVLSSSQSEESDLGEGGKKRESEA AF169797APPLPr ot ei n. Edi t
Decoration 'Decoration #1': Shade (with solid bright yellow) residues that match the consensus naned ' Consensus #1' exactly.

Abb. 4.31 Vergleich der Nukleotidsequenz von 26C/C9/2 mit APPL.
Durch Datenbankanalyse der Nukleotidsequenz von 26C/C9/2 konnten homologe Proteine identifiziert
werden. Das Protein mit der héchsten Homologie wird als APPL bezeichnet. Seine Nukleotidsequenz
wurde mit der von 26C/C9/2 verglichen und stimmte zu Gber 60% damit Gberein.
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4.8 Charakterisierung von 26C/G8/2

Auch das 26C/G8/2 cDNA Fragment wies einen Unterschied bei der Differential Display-PCR
auf, der in einer quantitativen PCR bestatigt werden konnte. Dabei war das Fragment im
Tumorgewebe des Ovars von Patientin 26 und 31 etwa um den Faktor 10 héher exprimiert
als in der Referenzprobe. Aus diesem Grund bestimmte ich die genomische Struktur, das
vollstandige Transkript und die sich daraus ableitende Aminosauresequenz. Ferner habe ich
eine Klonierungsstrategie entwickelt, die es ermdglicht, das entsprechende Protein in
zahlreichen bakteriellen- und Saugerzellen zu exprimieren. Zusatzlich erfolgte die
Digoxigenin-Markierung eines cDNA-Fragments fir die in situ Hybridisierung, damit die

Uberpriifung der Expression in den zu untersuchenden Geweben durchgefiihrt werden kann.

4.8.1 in situ Hybridisierung von 26C/G8/2 und 26C/C9/2

Nachdem durch quantitative PCR die Ergebnisse der Differential Display-PCR der
Fragmente von 26C/C9/2 und 26C/G8/2 verifiziert worden waren, bei denen grézere mRNA-
Mengen in den Tumorgeweben der Ovarien als im Eileiterepithel nachgewiesen wurden,
mull mit einer weiteren Methode bestimmt werden, ob diese Verhaltnisse auch fir
Tumorgewebe der Ovarien und normales Ovarepithel zutreffen. Die einfachste Methode
dafir ist die in situ Hybridisierung. Fur die in situ Hybridisierung wurde von mir das Protokoll
zur Digoxigenin-Markierung von DNA-Fragmenten standardisiert und auf die beiden Proben
angewandt. Die Markierung der Proben ist in Kapitel 3.36 beschrieben. Ein Beispiel daflr ist
in Abb. 4.32 dargestellt.

1M0ng 1ng 500 pg100pg 10pg Spg 1 pg
26C/G8/2 BamHI :

26C/G8/2 EcoRV

Kontrolle

Abb. 4.32 Dot Blot zur Uberpriifung der Effizienz der Digoxigenin-Markierung.

Auf die Nitrozellulose wurden die Digoxigenin-markierten sense- (26C/G8/2 EcoRV) und antisense-
RNAs (26C/G8/2 BamHI) eines Fragments von 26C/G8/2 und einer gebrauchsfertigen Kontrolle
(Digoxigenin-markierte antisense Neo-RNA) aufgetragen. Die Menge der RNA betrug jeweils 10 ng,
1 ng, 0,5 ng, 0,1 ng, 0,01 ng, 0,005 ng und 0,001 ng. Mit dem Anti-Digoxigenin-AP Antikdrper (Roche,
Mannheim) erfolgte die Nachweisreaktion. In dieser Darstellung sind die Signale der Kontrolle etwas
starker als die der 26C/G8/2-Fragmente. Der Dot Blot ermdglicht die Abschatzung der Effizienz der
Markierungs-Reaktion.

Da diese Durchfihrung der in situ Hybridisierung erst vor kurzem in dem Arbeitskreis von
Prof. Ponstingl etabliert wurde, war es noch nicht mdglich, eine komplette Hybridisierung

durchzufihren.
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4.8.2 Struktur des 26C/G8/2-Gens

Der grof3te Teil des 26C/G8/2-Gens konnte anhand der drei humanen genomischen DNA-
Sequenzen der Klone RP11-464D19 (AC027018), RP11-181D18 (AC018620) und RP11-
353G20 (AC021897) bestimmt werden. Aufgrund der Chromosomenlokalisation der Klone
konnte das Gen der Bande 8913 auf dem langen Arm des Chromosoms 8 zugeordnet
werden. Es besteht aus mehr als 14 Exons, wovon die Exons el—-el2 Teile des Klones
RP11-464D19, Exon ey und ez Teile der Klone RP11-181D18 und RP11-353G20 sind.
Zusatzlich zu dem Gen auf 8ql13 befindet sich in der Chromosomenbande Xqg21.31 ein
Pseudogen. Dieses wird durch die Klone RP13-140E4 (AL121877) und RP13-436D9
(AL590041) reprasentiert. Die 5- und 3'-SpleiRstellen der Exon-Intron-Ubergange sowie

weitere Daten zu den einzelnen Exons sind aus Tab. 4.5 zu entnehmen.

Exon | GréRe | Position RP11- cDNA 5'-Splei3-Donor | Intron | Grol3e 3'-Spleil3-
(bp) 464D19 bzw. Position (kb) Akzeptor
RP11-181D18
el 58| 168432 - 168375 1 - 58| GAAGGTAAAT i1 7,1 | TGTTAGAGEC
e2| 113| 161461 - 161349| 59 - 171| GAAGGTAATC i2 16| TTCCAGITTT
e3 66| 159942 - 159877 | 172 - 237 | TCAGGTGAGI i3] 29,3| TTACAGCTTC
e4| 131| 130755 - 130625| 238 - 368 | AAAGGTAAGG i4| 205 TCTAAGATGT
e5| 160| 110406 - 110247 | 369 - 528 | CCAGGTATGG i5| 157 | AAACAGGCAG
e6| 136| 94834 - 94699| 529 - 664 | AGAGGITTGI i6| 56,0 TTTTAGGTAT
e7| 160| 39041 - 38882 665 - 824 TCAGGIGIGG i7 18| ATTTAGAATG
e8| 108| 37372 - 37265| 825 - 932| TGAGGTATGI i8 2,0| TAATAGGITA
e9| 213| 35546 - 35334| 933 - 1145 AAAGGTAAGT i9| 10,2 TTTTAGGCCG
el0| 138| 25453 - 253161146 - 1283 | GCAGGTATTT i10 8,7 | TATCAGGTGA
ell| 132| 16887 - 167561284 - 1415 | GAAGGTAAGA i11| 12,5| TTTCAGACAG
el2 61| 4421 - 4361|1416 - 1476 | AATAGTAAGT i12|  44|?
308 ? ? 2| TTTTAGGCAG
ey 89| 95181 - 95269| 1719 - 1808 | AAAAGTGAGT iy 1,1 | CTTTAGACAA
ez| 1095| 96418 - 975121809 - 2903

Tab. 4.5 Struktur des 26C/G8/2-Gens.

Die oben genannten 5'- und 3'-SpleiBstellen der Exon-Intron-Ubergénge entsprechen dem
konservierten Sequenzmuster. Die Organisation des Gens, das zu dem Transkript von
26C/G8/2 fuhrt, ist in Abb. 4.33 dargestellt.
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Gen

85

26C/G8/2 2| edles o6 o7 |8 @ |10 il o« _
Bl
translatiertes i untranslatiertes
Exon i ntron Exon

T

Abb. 4.33 Organisation des 26C/G8/2-Gens und seines Transkripts.

Das 26C/G8/2-Gen ist Teil der Klone RP11-464D19 (AC027018), RP11-181D18 (AC018620) und
RP11-353G20 (AC021897). Aufgrund der mangelnden Sequenziberlappung (fehlende(s) Exon(s))
zwischen Klone RP11-464D19 mit den Klonen RP11-181D18 bzw. RP11-353G20 konnte die GrolRe
des/der Introns nicht bestimmt werden. Das Gen befindet sich in der Chromosomenbande 8g13. Ein
Pseudogen konnte der Chromosomenbande Xq21.31 zugeordnet werden. Der offene Leseraster von
26C/G8/2 erstreckt sich zu etwa 20% in Exon ez hinein. Es resultiert hieraus ein Molekulargewicht von
etwa 63 kDa.

Das Contig, das zur vollstandigen Sequenz des Transkripts fuhrt ist in Abb. 4.34, die daraus
resultierende Sequenz ist in Abb. 4.35 dargestellt. Der urspriingliche DD-Klon ist gelb, der

offene Leseraster durch GroRbuchstaben gekennzeichnet.

2?0 SEIIUI ??O 1l]|[]l} 12|50 ISIUU 17‘50 20l00 22|50 25|00 Z?ISD 30[00

—
-

Transkript
Gen e1 S|
Gen e2 - &

Gen e3 — €|

Gen e4 — &

Gen eb5 — &=

Gen eb —_— €

Gen e7 <--|

Gen e8 <4

Gen e9 <€---4

Gen el10 <-4

Gen el1 <-4

Genel2 B

Gen ey <

Gen ez A S e e e e i

Abb. 4.34 Contig von 26C/G8/2.
Das Contig wurde mit Hilfe des Programms SegManll des DNASTAR-Pakets erstellt.
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;gt tctct glt agtgttt gcl:aat gtt ggalgccgt ct gcalaagt gt ccccglg;caagaagalfo
gclst gcct aclcacaaggact |t tagcttact |t tttaaagat |t gaagaaaaaalaagaagacalg120
;aﬁaagaaggact caaagal acacaaagt !aat tt gaacc!aaggct cagaalgt tttt ggalg180
clzgét gaggg!at acagcagt |t t ggt caat alt tgtctt aaclat gctt caaat |aaat cagct { 0
241 | | | | | | 300
ct ct ccaagat aaaATGGCAAACCCAAAAGAGAAAACT GCAATGT GT CTGGTAAATGAGT
'?RéﬁCCGT TlTCAATAGAGT |CCAACCCCAGlT ATAAACT TClI' GAATGAAAGOJGGGCCT GCT |C236O
i‘?"}'CAAAGAlI'GT TCTCAGT |GCAC-?CT GAGT |CT TGGT GAGCL\GACATGGGAA[FCCGAAC-ZGCL\MO
%GI’ ATAA!AGAAGGCT CAlGCAGGCT Gr TlGCCAATAAAG|CT TTGACT GAAlTCT ACGCT T|C480
é?)iAACCAGl'I' TCAGAAGCClACCCAAAAGT ,lAATGT TAACA!ATAACCCAGGClAGI' ATAACT |C3540
?Ii]&CT Gr GG»lAACT GAATGGlCSCT TGCT. ATG;lAAAAGC-IGGAG;lAC-ZCCT GCOATClT AOAGGCCAlI'GOO
'?'géATCCAAL\C-ICCATTCCC!AAATTATAGAlGCT AATTACA!ACT TTCGGGGClATGT ACAAT|C660
/‘ZE;\GGT ATC!ATTGCCCAGT |GCCT AAGATClT TTTATGT TC,lAGCT CACTGT AJGBAAATAATL.\ZZO
K%TTTTTGL%C—ZGAAC—?GAAAlGACT CGACAAlGCT GCT AGACL\CAATGCT GCA[ATGAAAGCC|C780
'T'?)éAAGCACll' GCAGAATGA!ACCT ATTCCAlGAAAGATCT C|CT CAGAATGGT lGAATOAGGA!AMO
i&TATCIEIATGATGAOAA!AGATCIAAATJAAGI’ CcT GAGAlI'OAGCT TAGT GlT TTGAAATTlG900
?I'(I)'g-lT GAAGClGAAATATGC(le' GICAGT TTTlGAGGT TATTA!AAGAAAGT GGAECACOAOAT!A%O
'?'?EJA-AAACIIT |'I'TG'I' TACT CG»lAGT GICAGT. AlGGAGAGT TCT |CT G(AGAAGGAlGAAGGAAATlAlozo
é?:iiAAAACl'I' CT CCAAGAAlGCGCGCT GCGlACCACCGT cT 1I'ACAGGAC—?CT TlAAAAAACT T|C1080
(1:2\(83%3TCT TC|CT GIrGar GGA!AAAGCCAAAA|CT ATTTTTTA!AAAAACGCCCT |AAAACAATAlG1140
'}'mC{IZCGlGACOAGAATAerGZCAAGGBJATGAACCCT AlTTAGCCGCCT GlGCC-ICAAATTlc1200
,]&igi@:CAkAAAGGAAAAchSAGZCCISATlTATGT TTTGClI' TTCAGAAAGAlGGAATGCCT |C1260
éi?:él’OGAGlAATTTGT GATlGCAGGT GAAGlGT AGGCAATGlAAGT TGCT AOAlGGAAOAGGAlClszo
é‘?’ iiTAAAA!AGATAGOCAA!AAAAAATGCT |GCAGAAGCAAl'I'GCT GT TACAA|CT TGGT TAT!AlSSO
ii?éATCCAlcT AATCT TCAlGGATCAACT TlGAGAAGACAGlGGGAAAACAAAlGGATGGAGT |G1440
(13fll' ééAAAGC|CT [ceely TTCClT GAACC‘AACA!AATAATACT ClCAAAAGGAATTl(ZTTCATTTGlI' o0
é?’ géTGATGlT TTATOAAGAlGATGGAAC-iCOlAC-?CCGCCACAlAAGT AATCTCT |GGCACT ACT |C1560
'}'Z?BéCTATTl'I'GI' CACCCAA!AGATATGAACl(:AACCT TCAAlGCT CTTTCT TClAGT ATATCT |C1620
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1621 | | | | | | 1680
CCACATCGAATAGTI TCAGCTACAATTGCCAGGGAACTCCTTATGAATGGAACATCTTCTA
1681 | | | | | | 1740
CAGCTGAAGCCATAGGT TTAAAAGGAAGT TCTCCTACTCCCCCTTGT TCTCCAGTACAAC
1741 | | | | | | 1800
CTTCAAAACAACTGGAATATTTAGCAAGGATTCAAGCCTTTCAGGCAGCCTTAAGT GCCT
1801 | | | | | | 1860
TGAAACAATTTTCTGAACAAGGACT GGATCCAAT CGATGGAGCAATGAATATCGAAAAAG
1861 | | | | | | 1920
GITCTCTTGAAAAACAAGCCAAGCAT CT GAGAGAGAAAGCGGACAATAACCAGGCACCCC
1921 | | | | | | 1980
CGGECTCCATCGCT CAGGACT GCAAGAAATCAAACTCGECCGTCTACGC aget cccagaac
1981 | | | | | | 2040
ccgcggct gccaccgceat cctt at aaacct gt cagcacgcat gagggt gt ct gt gt t cag
2041 | | | | | | 2100
ggaaat gaat gact aat accattatttgagtcttat gt gaagacaacact att ct aacac
2101 | | | | | | 2160
gagagat aat at acat ggt act gttt at t caact ggggaaaaat aaaacttt gagcattt
2161 | | | | | | 2220
ccctt ggaact cgagat cagat cat aact cat tt gcct agaggcagcagaaat ct gat cc
2221 | | | | | | 2280
t gct act ggagct t aaaat aacaagt aaagaaaagt gt t agaaacaaagct aaaatttta
2281 | | | | | | 2340
acat gat t aat aat agagaagttgggtttggttctgttgttatgattgtttt gt cgtggt
2341 | | | | | | 2400
gcttgtgttcagttatattctctctctctctcatttcaaatactgcttgacaattcgaaa
2401 | | | | | | 2460
at gaaccaat gat gt gct gt ggaat gt gat ggtt gt ct t cct at agagt cacatggtttc
2461 | | | | | | 2520
tctttttatgcagatatttataatcttcatcctatat cagtaggaat aact at aaggt gc
2521 | | | | | | 2580
act acaaaaagat gt at gcaaacaaacat gttt t aaat caggt cagat at ct gat gaaaa
2581 | | | | | | 2640
at acgaact aat gt t aagagcaagt agt t t caacat act ccaggaact gagaaacaaaac
2641 | | | | | | 2700
aaagcaattgtgggttttgagctccat at act cttagcaagt aagggggcgtcttgecccc
2701 | | | | | | 2760
tatatatcatcttcccggattccactccctgttgtgggaatcgcgcccacccccat ccgt
2761 | | | | | | 2820
gtgttgtagccact cacggtttgcat caagagtgttttttgtaactgcctctggacttgg
2821 | | | | | | 2880
gacagt gagt aggat caaaaat aaat aat gt acat gacggggaagggaaaaacct gtt gg
2881 | | | | | | 2940
agttgcttccagccagccacgct ccgggccagcat gt t ggaat ccagcgt ggagcagat g
2941 | | | | | 2993

cagt aaaaat gt ggtt ggtttct gt gt gaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Abb. 4.35 Sequenz des Transkripts von 26C/G8/2.

Insgesamt umfafite die durch Datenbankanalyse ermittelte Sequenz 2968 bp. Die urspriingliche
Sequenz des 26C/G8/2 DD-PCR Produkts ist gelb unterlegt, die beiden Arbitraryprimer 8, mit denen
es geprimt wurde, sind fett gedruckt. Es existiert kein konserviertes Polyadenylierungssignal der Form
AATAAA oder ATTAAA in der in Frage kommenden Region. Ein Teil des poly(A)-Schwanzes ist mit

unterstrichener Linie, der offene Leseraster durch GroRbuchstaben gekennzeichnet.
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Durch die Bestimmung der Sequenz des offenen Leserasters von 26C/G8/2 konnte die

Aminosauresequenz des Proteins abgeleitet werden. Sie umfaldt insgesamt

Aminosaurereste und ist in Abb. 4.36 dargestellt.

l%/ANPKEKTAll\/CLVNELARFI\IRVQDQYKLLI\IERGDAHSKI\/LSVQ_SLGEQTl\/\ESEGSSI K|K6O

i(ngAVANKAI_TESTLPKPV|QKPPKSI\I\/NNI\|PGSI TPTVEI_NGLAI\/KRGEPlAI YRPLDPKlp120
éIZDJI\-IYRANYNlFRGWNQ?YchPVPKI FW(J.TVG\INEFFC;!‘EG(TRQAARHN[AAM(ALQALL;SO
l{lgllbl PERSPLJ\IGESG(DI\/DIDDKDANKSEI lSLVFEI AL KRI\II\/PVSFEVI KE|SGPPHIVKSF|V240
'?’é%/SVCEFS!AEGEG\ISKKLlSKKRAATTVLlQEL KKLPPL Pl\/VEKPKL FFKKlRPKTI VKAGl3300
E?(éQG\/l\lPI |SRLAQ| QQAKlKEKEPDYVLLls,ERGVPRRRELVI\/Q\/KVG\lEleTGTGDNKKI 200
iﬁiNAAEANI_LQ_GYKASTI\ILQDQEKTGLENKGV\BGDKPlGFPEPTNI\I'I'PKlG LHLSPDV|Y420
L(IrJZE&/EASRHKl\/I SGTTLGYL|SPKDM\IQDSS|SFFSI SPTSN|SSATI ARELLI\/lNGTSSTAEAI 0
EEI;%GSSPTPLCSPVQDSK(]'_EYLARI QGZlQAALSALKQFlSEQG_DPI DGAll\/NI EKGSLE|K540

| | | 570

QAKHL REKADNNQAPPGS| AQDCKKSNSAV

Abb. 4.36 Aminosauresequenz des 26C/G8/2 Proteins.

4.8.3 Eigenschaften des 26C/G8/2-Proteins

570

In Abb. 4.37 ist das Ergebnis der Sekundarstrukturanalyse von 26C/G8/2 abgebildet. Das

etwa 63 kDa schwere Protein weist Uberwiegend a-Helices auf, die mit wenigen B-

Faltblattstrukturen durchsetzt sind. Es werden nur wenige aperiodische Bereiche

vorhergesagt. Der theoretisch bestimmte isoelektrische Punkt liegt bei etwa 10,4. Durch

Datenbankanalyse konnten keine Transmembran-Regionen oder ER-Retentionsmotive

nachgewiesen werden. Laut PSORT-Analyse befindet sich das Protein wahrscheinlich im

Kern.
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Abb. 4.37 Sekundéarstruktur des 26C/G8/2-Proteins nach Vorhersage mit dem Programm
Protean des DNASTAR-Pakets.

Das 26C/G8/2-Protein besitzt 4 doppelstrdngige RNA Bindungs-Motive (Position 9-74, 96-
180, 208-273 und 308-374). Eine Darstellung des Aufbaus des Proteins ist in Abb. 4.38 zu
sehen.

ds ds ds ds
RNA-BM RNA-BM RNA-BM RNA-B

Abb. 4.38 Aufbau der Proteinstruktur des 26C/G8/2-Proteins nach Vorhersage mit SMART,
einem Progamm des EMBL.
Die Abklrzung dsRNA-BM steht fiir doppeltstrangiges RNA Bindungs-Motiv.

Zahlreiche Proteine besitzen eine &ahnliche Domanen-Organisation wie das 26C/G8/2-
Protein. Die doppelstrdngigen RNA Bindungs-Motive sind nicht nur in eukaryontischen,

sondern auch in zahlreichen bakteriellen und viralen Proteinen anzutreffen. In insgesamt 70
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verschiedenen Spezies sind Proteine mit dieser Domane vertreten. Beispiele flr diese
Spezies sind Homo sapiens (in 56 verschiedenen Proteinen), Mus musculus, Drosophila
melanogaster, Musca domestica, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana,
Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli und Bacillus subtilis. In Abb. 4.39 sind flnf
Proteine der am nachsten verwandten Proteine zum 26C/G8/2-Protein, zu sehen. Dies sind
Proteine von Drosophila melanogaster, Drosophila virilis, Homo sapiens und Musca

domestica.

1 100 200

p———t—

Protein: Q9NUL3 Description: cDNA FLJ11290 FIS, Species: Homo sapiens
Clone Place1009622, weakly similar
to maternal effect Protein Staufen

ds ds ds ds
RNA-BM RNA-BM RNA-BM RNA-BM)

Protein: QINHD2 Description: Staufen Species: Musca domestica
ds ds ds ds ds
RNA-BM RNA-BM RNA-BM RNA-BM| RNA-BM
Protein: Q9NHD3 Description: Staufen Species: Drosophila virilis
ds ds ds ds ds
RNA-BM RNA-EM SR RNA-BM RNA-BM RNA-BM
Protein: Stau Drome Description: maternal effect Species: Drosophila melanogaster

Protein Staufen
ds ds ds ds
RNA-BM RNA-BM RNA-B RNA-BM

Protein: Q9V8B9 Description: vorhergesagtes Stau Protein ~ Species: Drosophila melanogaster

ds ds ds ds
RNA-BM| RNA-BM RNA-B RNA-BM

Abb. 4.39 Proteine mit Ahnlichkeiten zur Proteinstruktur von 26C/G8/2.
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5 Diskussion

Eine Krebserkrankung der Ovarien fiihrt bei den meisten Patientinnen zum Tod. Griinde
daflr sind mangelnde Beschwerden der betroffenen Frauen wéahrend der Entstehungsphase
des Krebses, in der eine Therapie noch relativ gute Aussichten hatte und das Fehlen von
diagnostischen Markern, um die Krankheit rechtzeitig zu identifizieren, wie sie heute bereits
fur Cervix- oder Colonkarzinome zur Verfigung stehen.

Damit eine frihe Diagnose mdoglich wird und bessere Therapien angewandt werden kénnen,
mufd an der Identifizierung neuer Marker gearbeitet werden. Auch diese Arbeit beschéftigt
sich mit der Entstehung ovarieler Karzinome. Hierzu wurde die Veranderung des
Genexpressionsmusters des Ovarepithels bei Tumoren untersucht. Die Betrachtung des
Epithels ist deshalb von entscheidender Bedeutung, da die Uberwiegende Anzahl der
Ovartumoren epithelialen Ursprungs sind. Im Zusammenhang mit der Asservation der

Epithelien sind einige Punkte zu beachten.

5.1 Problematik der Probengewinnung und Lésungsansatze

5.1.1 Gewebe von Patientinnen

Wie bereits in Kapitel 4.1 gezeigt wurde, missen die zu untersuchenden Gewebe eine hohe
Qualitat aufweisen. Kriterien fur die Qualitat sind die Integritat und die Reinheit der Proben.
Die Integritat der Gewebe kann nur gewahrleistet werden, wenn die Gewebeproben nach der
operativen Entnahme unverzuglich in einen geeigneten Puffer tUberfuhrt werden, um die
endogene RNase-Aktivitat zu minimieren. Die Reinheit der Probe mulf3 gesichert sein, damit
beim Vergleich der Gewebeexpression der Einflu? nichtepithelspezifischer Unterschiede
vermieden wird.

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden durch Abstrich gewonnen. Sowohl was die
Integritat als auch die Reinheit der Proben betrifft, muf3ten wir uns zundchst auf die
Fahigkeiten und Erfahrungen unserer klinischen Kooperationspartner verlassen, da die
Uberprifung dieser Kriterien unsererseits nur eingeschrankt moglich war. Es gelang, den
Zustand der RNA der Tumorproben des Ovars aufgrund der RNA-Verteilung nach
elektrophoretischer Trennung zu analysieren. Die Uberprufung der Integritit der RNA aus
dem Tubenepithel und die Prufung der Gewebe auf nichtepitheliale Verunreinigungen war
uns jedoch nicht mdoglich. Der mesenchymale Anteil der Zellen konnte mit
molekularbiologischen Methoden nicht abgeschatzt werden, da ich selbst nach intensiver
Datenbankrecherche keinen hinreichenden Marker identifizieren konnte, der nur in der

Basalschicht, nicht aber im Ovarepithel vorkommt. Der Grund dafur liegt in der
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Entwicklungsgeschichte der Ovarien, bei der sich die Gonaden aus dem Coelomepithel, dem

darunterliegenden Mesenchym und den primordialen Keimzellen entwickeln (Moor, 1973).

Die Untersuchung der Gewebe auf Kontaminationen durch Blutzellen gelang im Gegensatz
dazu durch den Einsatz von Primern fur ein CD53-Fragment zusammen mit cDNA aus den
Gewebeproben. Da CD53 fast ausschlieBlich auf lymphatischen und myeloiden Zellen
nachgewiesen werden kann, wirde der Nachweis grof3erer Mengen an CD53 flr eine
Verunreinigung sprechen. Es ist dann ratsam, auf die Untersuchung solcher Gewebe zu
verzichten.

Doch selbst geringe Spuren an nichtepithelialen Bestandteilen, wie sie oft nicht vermeidbar
sind und auch z.B. in den Geweben von Patientin 30 vorkamen, kann zu falsch positiven
Ergebnissen bei der Analyse der Genexpression fuhren, die durch weitere Experimente, wie
z.B. die in situ Hybridisierung, Uberprft werden missen.

Das Problem der Gewebeverunreinigungen, das gerade im Verlauf meiner Arbeit immer
deutlicher wurde, konnte durch eine geeignete Mikrodissektions-Methode geldst werden. Seit
kurzem verflgt der Arbeitskreis von Prof. Ponstingl (ber eine laser-gestutzte
Mikrodissektionsapparatur, bei der entsprechende Zellverbdnde aus einzelnen
Gewebeschnitten herausgeldst und somit reinere Proben gewonnen werden kénnen (siehe
Kapitel 4.1). Ein Nachteil dabei besteht sicherlich in einem bedeutenden zeitlichen
Mehraufwand bei der Probengewinnung, der aber in jedem Fall in Anbetracht der folgenden

Schritte und der Bedeutung fiir das gesamte Projekt unerlaBlich ist.

GroRRe Bedeutung mufl3 auch der Asservation der zu vergleichenden Gewebe zugemessen
werden. Wie bereits in Kapitel 4.2 erwahnt, ist es uns nicht méglich, Abstriche des gesunden
Ovarepithels und des Tumorgewebes des Ovars derselben Patientin zu erhalten, da das
gesunde Ovar entweder nicht entnommen werden darf oder aber das Epithel durch
kontinuierliche Ovulationen stark geschadigt ist. Deshalb wurde bereits vor Beginn meiner
Arbeit, in Absprache mit den klinischen Kooperationspartnern, der Kompromif3 eingegangen,
Gewebe gleicher embryologischer Abstammung zu vergleichen. Dazu wurde das Epithel der
Tube als Pendant zum Karzinomgewebe asserviert. Wie ich spater jedoch feststellen konnte,
weicht die embryologische Entwicklung der beiden Gewebe voneinander ab.

Die undifferenzierten Gonaden, bei denen es sich um die Vorlaufer der Testis und Ovarien
handelt, entwickeln sich vollstandig aus dem Coelomepithel, dem sich darunter befindenden
Mesenchym und den primordialen Keimzellen (Moor, 1973). Im Gegensatz dazu ist die

Abstammung der Eileiter umstritten. Es gibt dazu zwei unterschiedliche Hypothesen.
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Die erste besagt, dal3 der gesamte Eileiter vollstdndig vom Coelomepithel abstammt. Hierbei
soll eine massive epitheliale Proliferation vom Trichter ausgehend in das darunterliegende
Mesenchym hineinwandern und sich zu einer tubularen Struktur ausbilden. Die massive
Spitze wird so nahe mit dem Wolffschen Gang verbunden, daR keine basale Membran beide
Epithelien voneinander trennt. Laut dieser Theorie dient der Wolffsche Gang lediglich als
eine ,Fuhrungshilfe* fur den Millerschen Gang, um den Sinus urogenitalis zu erreichen
(Ludwig, 1998).

Der zweiten Hypothese nach ist nur das urspringliche Segment des Miillerschen Gangs, das
spater das Infundibulum und zu einem gewissen Grad die Ampulle bildet, eine unabhéngige
Formation aus dem Coelomepithel. In der Gegend des Mesonephros (Urniere) fusioniert der
Mullersche- mit dem Wolffschen Gang; der Wolffsche Gang schwillt zur Ampulle und zum
Isthmus an. Unterhalb des caudalen Pols des Mesonephros entwickelt sich der Millersche
Gang als Auswuchs des Wolffschen Gangs und nicht lAnger als unabhangige Struktur.

Die zweite Hypothese, die von der Fusion von Millerschem- mit Wolffschem Gang ausgeht,
wurde von Ludwig (1998) belegt. Dazu wurden Gewebeschnitte von Embryonen
unterschiedlichen Alters und Entwicklungsstadien verglichen. In Abb. 5.1 ist ein Diagramm
dargestellt, das die Entwicklung des Millerschen Gangs zeigt. Dabei entspricht der mit MD,
(grau unterlegt) gekennzeichnete Teil des Eileiters der Region, die aus dem Coelomepithel
gebildet wurde. Der mit MD,, bezeichnete (nicht unterlegte) Bereich zeigt das

Verschmelzungsprodukt von Wolffschem- und Mullerschem Gang.

Abb. 5.1 Diagramm der Entwicklung des Mullerschen Gangs (Ludwig, 1998).

Der mit MD; bezeichnete Bereich entwickelt sich aus dem Coelomepithel ohne die Mitwirkung des
Wolffschen Gangs (WD). Der mit MD,, bezeichnete Miillersche Gang proliferiert vom Wolffschen Gang
aus. Mit Me ist der Mesonephros, mit G die Gonade, mit GL das caudale Gonaden-Ligament, mit | das
inguinale Ligament des Mesonephros, mit Cu der Canalis Uterovaginalis und mit S der Sinus
Urogenitalis gekennzeichnet.
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Fur diese Hypothese sprechen nicht nur Gewebeschnitte, auch eine Krankheit, das Mayer-
Rokitansky-KUster-Syndrom, das verschiedene Auspragungen besitzt, 140t sich durch die
Nichtverschmelzung beider Gange erklaren (Ludwig, 1998). Bei dieser Krankheit ist der
Miullersche Gang lediglich bis zum caudalen mesonephritischen Ligament, dem runden
Ligament, ausgebildet, das in einer muskularen Verdickung endet. So liegt beispielsweise
beim Bilateralen MRK-Syndrom der Uterus als Rudiment vor, eine Verbindung zur Vagina
fehlt (uterus bispartitus rudimentarius solidus seu partim excavatus, Vagina rudimentaria).
Beim Unilateralen MRK-Syndrom ist der Uterus ausgebildet, die Verbindung besteht jedoch
nur zu einem Eileiter (uterus unicornis cum cornu rudimentario, Vagina simplex).

Da die embryologische Entwicklung von Tube und Ovar voneinander abweicht, darf lediglich
der oberste Teil, das Infundibulum, des Eileiters mit dem Tumorgewebe des Ovars
verglichen werden.

Nur durch den Vergleich von Gewebe gleicher Abstammung kann ausgeschlossen werden,
daRR aufgezeigte Unterschiede nicht von vorneherein auf unterschiedlicher embryonaler
Entwicklung beruhen. Damit ist als Referenzgewebe in unserem Fall das Infundibulum die
geeignetste Probe fiir die Untersuchungen. Dies konnte experimentell bestatigt werden. So
erwiesen sich die mit Differential Display untersuchten Proben aus Tumoren des Ovars und
Infundibulumepithelien als sehr &hnlich. Die Genexpression von Tubenepithel und
Tumorgewebe des Ovars mit den verschiedenen Primerkombinationen waren bei fast allen
Banden identisch. Nur in Ausnahmefallen wurden differentiell exprimierte Gene gefunden.
Die Vergleichbarkeit, speziell bei krankhafter Veranderung, wird durch Erkenntnisse
untermauert, die zeigen, da? Tumoren des Ovidukts denen von Ovarien molekularbiologisch
sehr dhnlich sind (Pere et al., 1998).

Da die ermittelten Genexpressionsunterschiede zwischen Tumorgewebe und Tubenepithel
zwei unterschiedlich differenzierte Gewebe betreffen, mussen sie mit einer weiteren
Methode, beispielsweise der in situ Hybridisierung, tberprift werden. Bei dieser Methode
werden Gewebeproben von gesundem Ovar, bei dem fast immer auch Bereiche mit Resten
des Epithels erhalten sind und Infundibulum von einer Patientin, sowie Tumorprobe einer
anderen Patientin eingesetzt. Die markierten Sonden kdnnen mit den entsprechenden
MRNAs aller Gewebeproben hybridisieren. Somit werden Unterschiede in der
Genexpression zwischen Eileiter- und Tumorepithel, die nicht mit der Tumorentstehung in
Zusammenhang stehen, sondern durch die Verwendung verschiedener Gewebetypen
bedingt sind, ermittelt. Erst wenn die Ergebnisse der derzeit im Arbeitskreis durchgefiihrten
in situ Hybridisierung vorliegen, sind die Daten von 26C/C9/2 und 26C/G8/2 im
Zusammenhang mit der Ovarialtumorentstehung belastbar, so dal3 die vorliegenden Daten

publiziert werden kénnen.
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Die geringen Mengen an asserviertem Gewebe der Patientinnen flhrten zu einer
zusatzlichen Einschrankung. Ublicherweise waren die Gewebeproben des Tumors vollig
ausreichend, um die Mehrzahl der Primerkombinationen anzuwenden. Limitierend waren
jedoch die Zellen des normalen Tubenepithels, bei dem die Probenentnahme aus dem
geschlossenen Zellverband schwierig ist. Aus diesem Grund konnten bei Patientin 26 sehr
viel weniger Primerkombinationen verwendet werden, als es zu Beginn geplant war. Damit
wurden die urspringlichen Erwartungen, alle mRNAs zu erfassen, zwar nicht erfillt, es

konnten dennoch einige sehr interessante Unterschiede ermittelt und weiterverfolgt werden.

5.1.2 Priméarzellkulturen

Ein vollig anderer Ansatzpunkt in der Bereitstellung von Referenzgewebe geht von
Ovaroberflachenepithel selbst aus. So kénnten Primarkulturen von Oberflachenepithel als
alternative Refernz zur Tube verwendet werden (Hough et al., 2001). Diese Zellkulturen
besitzen jedoch neben einem anderen Hormonstatus auch eine andere Histokompatibilitat
als die urspriinglichen Oberflachenepithelzellen. Selbst Haushaltgene wie G3PDH oder [-
Actin, die fur das Uberleben der Zellen essentiell sind, weisen bei Zellkulturzellen gegeniiber
den urspringlichen Zellen ein anderes Expressionsmuster auf (Daten hier nicht gezeigt). Ein
weiterer Grund, der gegen die Verwendung von Primérkulturen als Refernz spricht ist, daf3
die Zellinien aus Geweben verschiedener Patientinnen gewonnen wurden. Die Gewebe
haben somit eine andere Vorgeschichte, die beispielsweise das Alter der Patientin oder die
Therapierung angeht. Aus den genannten Griinden wurde in der Arbeitsgruppe von Prof.

Ponstingl auf die Verwendung von Priméarkulturen als Referenz verzichtet.

5.2 Vor-und Nachteile der subtraktiven Hybridisierung und des Differential
Displays

Fur die Erfassung von Genexpressionsunterschieden zwischen zwei Zellpopulationen stehen
mehrere Methoden zur Verfigung (siehe auch Kapitel 1.1.4). Dazu gehéren beispielsweise
die cDNA Microarrays (Emmert-Buck et al., 1996; Welsh et al.,, 2001), die subtraktive
Hybridisierung (Rouvier et al., 1993; Hubank und Schatz, 1994) und das Differential Display
(Liang und Pardee, 1992; Liang und Pardee, 1995; Liang und Pardee, 1997). Im Rahmen
meiner Dissertation verwendete ich zwei dieser Verfahren, die subtraktive Hybridisierung
mittels positiver PCR-Selektion und das Differential Display. Beide Methoden wiesen Vor-

und Nachteile auf, die hier kurz gegenibergestellt werden:
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Der bedeutendste Vorteil bei der subtraktiven Hybridisierung liegt darin, selbst sehr selten
vorkommende mRNAs nachweisen zu konnen. Beim Differential Display liegt laut
Literaturaussage die Nachweisgrenze um etwa den Faktor 10 hoher (Sagerstrom et al.,
1997; Matz und Lukyanov, 1998). Dies wiirde fir mRNAs, die in geringer Anzahl vorliegen
bedeuten, dalR sie vom Differential Display im Gegensatz zur subtraktiven Hybridisierung
nicht erfalt werden und Unterschiede in der Expression unbemerkt bleiben. Eigene
Erfahrungen haben jedoch gezeigt, dald dies hier nicht der Fall war (siehe hierzu Kapitel 5.3).

Ein Nachteil bei der subtraktiven Hybridisierung besteht in der Notwendigkeit, in ,beide
Richtungen“ subtrahieren zu missen, damit in beiden Zellpopulationen erhéhte Mengen an
MRNAs ausfindig gemacht werden konnen. In ,beide Richtungen* subtrahieren bedeutet,
daR3 beide Zellpopulationen sowohl einmal Tester als auch einmal Driver sein missen. Dies
ist ein deutlicher zeitlicher und materieller Mehraufwand im Gegensatz zum Differential
Display, bei dem gleichzeitig auf einem Gel reprimierte und induzierte mRNAs zu erfassen
sind. Ein weiterer Nachteil ist in der Unvollstandigkeit der Subtraktion zu sehen. Zu viele
Subtraktionsrunden waren erforderlich, um samtliche Unterschiede komplexer Gewebe zu

erfassen (Sagerstrom et al., 1997).

Vorteile des Differential Displays sind die rasche Durchfihrbarkeit der Methode, die geringe
Menge an mRNA die bendétigt wird und die Mdglichkeit, gleichzeitig auf einem Gel induzierte
und reprimierte MRNAs mehrerer Zellpopulationen zu identifizieren.

Nachteile sind die grof3e Anzahl der Primer, die benétigt werden, um das Genspektrum eines
Gewebes abzudecken und die Haufigkeit der falsch positiven Ergebnisse (Callard et al.,
1994). Ursachen fur falsch positive Ergebnisse kdnnen beispielsweise die PCR-Bedingungen
oder eine mangelnde elektrophoretische Auftrennung unterschiedlicher cDNAs einer Bande

sein.

Da nicht abzusehen war, welche Methode fir unsere Zwecke die geeignete ist, testete ich
zunachst die Methode der subtraktiven Hybridisierung an Ovarialkarzinomzellinien. Die
eigentliche Subtraktion konnte erfolgreich durchgefuihrt werden. Da dazu jedoch entgegen
der Herstellerangaben mehr RNA eingesetzt werden muf3, als vom Hersteller des Kits
angegeben worden war, ist eine vorherige Amplifikation der cDNA aus den
Patientengeweben unumganglich. Wie in jeder PCR werden dabei einige Matrizen
bevorzugt, andere nur schlecht vermehrt (Luce and Burrows, 1998; Graf et al., 1997;
Ledakis et al., 1998; von Stein et al., 1997). Davon betroffen sind insbesondere niedrig
exprimierte DNAs, was dazu fuhrt, daR diese nach PCR in der Gesamt-DNA vermindert

vorliegen. Somit ist die entstandene cDNA Population hinsichtlich der relativen Verhaltnisse
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der Einzelspezies zueinander mit der Ausgangspopulation nicht vergleichbar. Wird die auf
diese Art bereits selektierte DNA-Population bei den subtraktiven Hybridisierungs-PCRs
eingesetzt, entsprechen die Ergebnisse nicht mehr der urspriinglichen Verteilung.

Die Zweifel an der Reproduzierbarkeit der mit SMART amplifizierten DNA wurden durch
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppenmitglieder bestatigt. In ihren Versuchen war die
vervielfaltigte DNA in einer Differential Display PCR eingesetzt worden. Aus diesen Griinden
wurde auf die subtraktive Hybridisierung verzichtet und die Methode des Differential Displays
gewabhilt.

Wie auch bei der subtraktiven Hybridisierung zeigten sich bald Unzulanglichkeiten bei dieser
Methode. Einige der Probleme, wie z.B. das Vorkommen zahlreiche Anker/Anker geprimten
Banden, kurze cDNA-Fragmente und viele falsch positive Klone konnte ich durch
Modifikationen der Methode splrbar verbessern (siehe Kapitel 4.6).

Andere Schwierigkeiten blieben nach wie vor bestehen. Dazu z&hlt beispielsweise die
Zuordnung eines Fragments zu einem Unterschied in dem DD-PAGE, wenn mehrere
Fragmente gleicher Grof3e existieren. Hier bleibt nur die Moglichkeit, die sequenzierten
Inserts in Gruppen einzuteilen und alle Gruppen Uber eine semiquantitative PCR auf
differentielle Expression hin zu Uberprifen. Dies dauert nicht nur sehr lange, sondern
erfordert zusatzlich sehr viel der limitierten cDNA. So mul3te etwa die Halfte der gesamten
zur Verfuigung stehenden cDNA alleine fur die Uberpriifung der Unterschiede eingerechnet
werden.

Obwohl durch die Modifikation der Differential Display Methode bereits langere cDNA-
Fragmente amplifiziert werden als mit der unmodifizierten Methode, entsprechen aufgrund
der Verwendung der Ankerprimer die cDNAs in der Regel der 3‘-untranslatierten Region
eines Gens. Fur die Ermittlung der vollstandigen Sequenz muf3 teilweise sehr viel Zeit
investiert werden, was doch als groRer Nachteil der Methode anzusehen ist.

Trotz des Mankos, dal3 die Methode des Differential Displays mit zahlreichen Nachteilen
behaftet ist, mulR sie jedoch unter den gegebenen Umstanden fiir die Untersuchung der
subtraktiven Hybridisierung vorgezogen werden. Neben der raschen Durchfiihrbarkeit besitzt
diese Methode den grof3en Vorteil geringe Mengen an mRNA zu bendtigen und gleichzeitig

auf einem Gel induzierte und reprimierte mMRNAs mehrerer Zellpopulationen zu identifizieren.

111



DISKUSSION

5.3 Ergebnisse des Differential Displays

Im Rahmen dieser Dissertation sollten mit Hilfe der Methode des Differential Displays
Genexpressionsunterschiede von Ovarialkarzinomen identifiziert werden. Es gelang mir,
mehrere Unterschiede zu ermitteln. Einige konnten einem bereits bekannten Protein
zugeordnet werden, andere besafien zu dem Zeitpunkt der Sequenzierung nur sehr schwach
homologe ESTs in den Datenbanken. Im Laufe meiner Arbeit wurden jedoch sehr viele ESTs
veroffentlicht, die mit diesen cDNAs nun eine sehr hohe Ubereinstimmung aufweisen. Dies
spricht daftr, dal im Gegensatz zur allgemeinen Auffassung niedrig exprimierte mMRNAs mit

der Methode des Differential Displays erfal3t werden kénnen.

Einige der bereits bekannten Unterschiede in Geweben von Patientinnen betrafen cDNA-
Fragmente, die einem Teil der Transkripte von K-ras, dem Prefoldin5/c-Myc bindenden
Protein MM-1, einer kleinen GTPase oder Rabin2 entsprachen. Bislang nicht beschriebene
Unterschiede betrafen unter anderem die mRNAs von 26C/C9/2 oder 26C/G8/2.

5.3.1 Unterschiedlich exprimierte Zelloberflachenproteine und extrazellulare

Signalproteine in Ovarialkarzinomzellinien

Um die Methode des Differential Displays zu verbessern, wurden einige Modifikationen bei
der reversen Transkription und der DD-PCR vorgenommen (siehe Kapitel 4.6). Bevor die
veranderte Methode an Geweben von Patientinnen angewandt wurde, erfolgte zunachst ein
Testlauf mit Hilfe von Ovarialkarzinomzellinien. Die folgenden Genexpressionsunterschiede,

wurden zwischen den Ovarialkarzinomzellinien GG und MT ermittelt.

Fibronectin

Durch das modifizierte Differential Display wurden relativ grof3e Unterschiede beziglich der
Fibronectin-Genexpression (X02761) zwischen den Ovarialkarzinomzellinien GG und MT
festgestellt. Die differentielle Expression in den Zellinien GG und MT und in weiteren
Ovarialkarzinomzellinien konnte ich mit Hilfe einer semiquantitativen PCR und Northern Blot-
Analyse verifizieren (siehe Kapitel 4.6). Dabei traten besonders grof3e Unterschiede
zwischen den Zellinien GG, bei der Fibronectin sehr stark exprimiert ist, und beispielsweise
den Zellinien Caov3 und NIH:OVCAR-3 auf, bei denen sehr viel schwéachere Signale zu
verzeichnen sind.

Neben dem loslichen Plasma-Fibronectin, das im Blut und anderen Kdorperfliissigkeiten kreist
und vermutlich bei der Blutgerinnung, Wundheilung und Phagozytose mitwirkt, spielen

Fibronectin-Filamente als Bestandteile der extrazellularen Matrix eine wichtige Rolle. Sie
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wirken bei der Anheftung der Zellen an die Matrix mit und dirigieren beispielsweise in der
Wirbeltierembryoentwicklung die Wanderung von Zellen (Alberts et al., 1995).
Im Zusammenhang mit dem Krebsgeschehen ist Fibronectin von besonderem Interesse, da

es an der Zelladhasion, Migration und Proliferation beteiligt ist (Hynes, 1986).

Semaphorin E/3C

Ein weiterer Genexpressionsunterschied zwischen den Ovarialkarzinomzellinien GG und MT

konnte durch Analyse der NCBI Genbank als Teil der Semaphorin E (jetzt Semaphorin 3C)-
MRNA (AB000220) identifiziert werden. Das Differential Display cDNA-Fragment besal eine
Lange von 624 bp und entsprach der Region 1177-1800 bp, die im offenen Leseraster des
Semaphorin E/3C (Sema 3C) Transkripts liegt.

Semaphorine sind extrazellulare oder Transmembranproteine, die in der Entwicklung von
Geweben als chemoattraktive und repulsive Signale wirken. Semaphorin E/3C wird von den
Zellen ausgeschieden, es besitzt eine Sema-Signaldomane, gefolgt von einer

immunglobulinartigen Doméane und einem kurzen basischen Bereich.

Martin-Satué und Blanco (1999) konnten experimentell eine Erhéhung des metastatischen
Potentials von menschlichen Lungen-Adenokarzinomzellinien bei Uberexpression von
Semaphorin E/3C nachweisen. Auch Versuchsdaten von Yamada et al. (1997) sprechen flr
eine Beteiligung von Semaphorin E/3C an der Cisplatin-Resistenz menschlicher Tumoren. In
Versuchen konnte eine 6fach hohere Expression des Proteins in resistenten
Ovarialkarzinomzellinien als in den nichtresistenten Ausgangszellinien nachgewiesen

werden.

Auf der Grundlage der experimentellen Daten, die auf Fibronectin und Semaphorin E/3C bei
der Krebsentstehung hinweisen, sollten durch unsere Kooperationspartner weitere
Informationen gesammelt werden. Durch Korrelation der Ergebnisse der Differential Display
Analyse mit Informationen zu den betroffenen Organen, wie schnell oder langsam der Tumor
metastasiert, welche Therapie angewandt wurde, und neue Details der pathologischen
Befunde fur die Tumor-Diagnose, ware dies moglich. Damit lieRe sich das Bild beziglich der
Eigenschaften und genetischen Charakterisierung der einzelnen Ovarialkarzinomzellinien

vervollstandigen.
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5.3.2 Komponenten von Signalubertragungswegen, die in Tumoren differentiell
exprimiert sind

Aus den Geweben von Patientin 26 konnten mit Hilfe der unmodifizierten DD-PCR mehrere

differentiell exprimierte cDNA-Fragmente isoliert werden, die Komponenten verschiedener

SignalUbertragungswege darstellen. Dabei handelte es sich um cDNA-Fragmente mit der

Bezeichnung 26C/C1/1, 26C/C9/1, 26N/G16/1 und 26C/C9/2.

K-ras

Nach Reamplifikation des cDNA-Fragments 26C/C1/1 wurden zwei unterschiedliche DNA-
Populationen ermittelt. Dabei besafl3en zwei der Klone (26C/C1/1-6,10) eine Homologie zur
K-ras (M54968) mRNA und drei Klone (26C/C1/1-2,4,8) ein Insert mit einer Homologie zu
einer mMRNA, die sowohl die Bezeichnung Prefoldin5 als auch MM-1 (D89667) tragt (siehe
unten).

Wie bereits in der Einleitung unter Kapitel 1.1.4 beschrieben ist, zahlt K-ras zu den Proto-
Onkogenen, das einen Knotenpunkt bei zahlreichen Signallibertragungswegen darstellt. So
vermittelt es unter anderem Informationen des epidermalen Wachstumsfaktors- oder des
Cytokin-Rezeptors auf Transkriptions-Faktoren des Zellkerns (Ellis und Clark, 2000).

In zahlreichen Veroéffentlichungen sind Mutationen des K-ras Onkogens beschrieben, die in
Tumoren des Ovars auftreten (Mok et al., 1993; Gallion et al., 1995). Es liegen jedoch nur
wenige Daten vor, die eine erhdhte Genexpression von K-ras im Zusammenhang mit der
Tumorentstehung bei Adenokarzinomen des Ovars beschreiben (Filmus und Buick, 1985).
Bei Patientin 26 wurde die vermehrte Expression eines cDNA-Fragments im Tumorgewebe
und keine Mutation beobachtet.

26C/C9/1

Ein weiterer Genexpressionsunterschied wurde als 26C/C9/1 bezeichnet. Im Gegensatz zum
gesunden Tubenepithel war die Expression im Tumorgewebe des Ovars von Patientin 26
erhdht. Zwei Klone (26C/C9/1-3 und -5) waren zur mRNA einer bislang in der Literatur noch
nicht beschriebenen kleinen GTPase homolog. Es liegen keine weiteren Informationen tber

dieses Protein vor.

Rabin3
Eine Komponente eines Signallibertragungsweges stellt das cDNA-Fragment 26N/G16/1, mit
Homologie zur mRNA des Ratten Rabin3 (RN19181) dar. Im Gegensatz zu den bislang

genannten Fragmenten, bei denen eine erhdhte Expression im Tumorgewebe von Patientin
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26 festgestellt wurde, war die Expression von 26N/G16/1 im Tumorgewebe der selben
Patientin vermindert (siehe Kapitel 4.5.6).

Urspringlich wurde Rabin3 (Rab3-interagierendes Protein) durch das Hefe-Zwei-Hybrid-
System als Bindungspartner zu Rab3A, einer kleinen GTPase, identifiziert. Rab3A wurde
bislang ausschlieBlich in neuroendokrinen Zellen nachgewiesen. Dort ist es mit den
sekretorischen Vesikelmembranen assoziiert. Mutationsanalysen zeigten, dall Rab3A eine
wichtige Rolle bei der regulierten Sekretion einnimmt. Moglicherweise kontrolliert das Protein
den Zusammenbau und die Auflosung inhibitorischer Komplexe, die eine Vesikel-
Verschmelzung mit der Plasmamembran verhindern (Brondyk et al., 1995).

Das Rabin3-Protein hat eine molekulare Masse von 50 kDa und bildet in der Zelle
wahrscheinlich einen Komplex mit zuséatzlichen Polypeptidketten, so dal3 ein etwa 200 kDa-
Komplex entsteht (Brondyk et al., 1995). Die N-terminale Region dieses Proteins ist mit einer
grolRen Gruppe von Proteinen verwandt, die hauptséchlich strukturelle Aufgaben bei der
Zytoskelettausbildung Ubernehmen. Zwei Regionen des Rabin3-Proteins zeigen jedoch
starke Homologien zu Sec2p, einem zytosolischen Protein von S.cerevisiae. Sec2p
interagiert mit Sec4p, einer kleinen GTPase, die zu 53% mit der Rab3A-Sequenz identisch
ist.

Dabei scheinen die Funktionen von Sec4p und Rab3a sehr @hnlich zu sein. Wie Rab3A ist
auch Sec4p eine essentielle Komponente des gerichteten sekretorischen Transports.
Obwohl die Daten von Rabin3 daflir sprechen, daf} es eine Aufgabe beim Guanin-Nukleotid-
Austausch von Rab3a Ubernimmt, konnten daflir noch keine Beweise geliefert werden
(Brondyk et al., 1995).

Ob die Uberexpression von Rabin3 mit der Tumorentstehung in Zusammenhang steht, ist
noch unbekannt. Es gibt jedoch Befunde, die fur einen veranderten Vesikeltransport bei
Tumoren sprechen. So tragt der erhohte Auswartstransport, wie bereits in Kapitel 1.2
beschrieben, der vermehrten Ausscheidung von Zellgiften und Chemotherapeutika aus den
Zellen bei, so dal? diese trotz zytotoxischer Bedingungen Uberleben.

Prefoldin5/c-myc-bindendes Protein MM-1

Wie bereits oben erwdhnt, wurden nach Reamplifikation des 26C/C1/1 cDNA-Fragments
zwei unterschiedliche DNA-Populationen ermittelt. Zwei Klone waren homolog zu einem Teil
der K-ras mRNA, drei Klone (26C/C1/1-2,4,8) hatten ein Insert mit einer Homologie zu einer
MRNA (D89667), die sowohl die Bezeichnung Prefoldin5 (dies ist eine Untereinheit des
Prefoldin-Chaperons) als auch MM-1 (ein c-Myc bindendes Protein) tragt.
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Die Funktion dieses Fragments kann in der Unterstitzung der Faltung von nicht nativen
Proteinen und/oder der Regulierung des c-Myc Onkogens bestehen.

Prefoldin ist ein Chaperon-Protein, das sich aus sechs verschiedenen Polypeptidketten
zusammensetzt. Die Untereinheiten drei, vier, finf und sechs wurden zuvor als cDNAs eines
VHL (von Hippel-Lindau Tumorsuppressor Gen) bindenden Proteins (U56833), eines
Transkriptionsfaktors C1 (U41816), des c-Myc bindenden Proteins MM-1 (D89667) und eines
Proteins unbekannter Funktion mit Namen KE2 (Q03958) identifiziert. Untersuchungen
zeigten, dal} eukaryontische Prefoldin-Proteine (H.sapiens, M.musculus, C.elegans,
S.cerevisiae) untereinander und auch zu dem Archaebakterium M.jannaschii stark homolog
sind (Vainberg et al., 1998). Das Chaperon Prefoldin unterstitzt die Faltung von Proteinen,
indem es an nicht native Proteine bindet und es einem weiteren Chaperon zufihrt. Am
besten untersucht ist die Interaktion von Prefoldin mit nicht nativem [-Aktin und dem
cytosolischen Chaperon c-cpn. Dabei Ubertrédgt Prefoldin (-Aktin auf c-cpn ohne die
Verwendung von Nukleotiden wie ATP oder ADP, die von anderen Chaperonen wie
beispielsweise von GroEL/GroES bendtigt werden. Weitere Proteine, denen Prefoldin zur
Ausbildung der nativen Struktur verhilft sind beispielsweise

a- und B-Tubulin, oder Transducin (Vainberg et al., 1998).

Neben der allgemein anerkannten Funktion des Prefoldins als Chaperon-Protein ist es
grundsatzlich auch denkbar, dal3 eine Untereinheit des Chaperons, das Prefoldin5,
eigenstandig neben dem Gesamtprotein aktiv werden kann. Prefoldin5 wurde auch als c-Myc
bindendes Protein, MM-1 bezeichnet (Mori et al. 1998).

Dementsprechend lassen sich fur die Mitwirkung des Prefoldin5s/MM-1 Proteins in der
Entstehung von Tumoren zwei Arbeitshypothesen aufstellen.

Steht die Funktion des Gesamt-Proteins im Vordergrund, ist die Aufgabe des Chaperons im
Tumorgewebe fiir seine Uberexpression ausschlaggebend. Ist hingegen die Ursache der
Uberexpression in der Funktion des c-Myc bindenden Proteins MM-1 zu suchen, so kann

dies mit der Entstehung des Tumors im Zusammenhang gesehen werden.

Im ersten Fall ist die Uberexpression als Sekundar-Wirkung zu sehen. Dabei konnen
wiederum zwei Mechanismen unterschieden werden. Zum einen werden aufgrund der
schnellen Proliferation der Tumorgewebe vermehrt Proteine gebildet, die ihrerseits in
Abhangigkeit von Chaperonen ihre native Konfiguration erhalten. Dementsprechend nimmt
auch die Zahl der Chaperone im Tumorgewebe zu. Fehlerhafte Proteine, die aufgrund
veranderter Tumorsuppressoren nicht mehr zur Apoptose der Zellen fuhren, kdnnten

ebenfalls zu einer Haufung von Chaperonen im Tumorgewebe fiihren, wenn man unterstellt,
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daR es durch diese Proteine zu einer vermehrten Belastung der Chaperone kommt. Besitzen
Proteine nach ihrer Faltung nicht die native Konformation und werden dementsprechend von
Chaperonen erneut gefaltet, belegen sie zum wiederholten mal das Chaperon und verringern
so die Produktivitat der Chaperone. Diese wird durch eine vermehrte Expression der

Chaperone ausgeglichen, womit Chaperonen eine passive Rolle zuzuschreiben wére.

Zum anderen ist es aber auch denkbar, daRR eine Uberexpression des Prefoldin-Chaperons
aktiv zur Tumorentstehung beitragt. Wie bereits oben erwdhnt wurde, sind Interaktionen
zwischen Prefoldin und a- und B-Tubulin beschrieben. Diese wiederum kdénnen mit c-Myc,
einem Proto-Onkogen interagieren. So beschreibt Alexandrova (Alexandrova et al., 1995) die

Interaktion von a-Tubulin mit c-MYC.

c-Myc gehort zu den Proto-Onkogenen (siehe Kapitel 1.1.4). Das Gen umfal3t drei Exons,
wobei Exon eins untranslatiert ist, Exon zwei und drei dagegen von zwei verschiedenen Start
ATGs flr ein 2,2 bzw. ein 2,4 kb grof3es Transkript kodieren. Je nach Gewebetyp wird somit
ein 67 bzw. 64 kDa Protein hergestellt (Facchini und Penn, 1998). Das Protein kann grob in
drei Doméanen unterteilt werden. Domane eins (Aminosaurerest 1 bis 203) nimmt eine
globulére Struktur ein und beeinhaltet die Myc-Boxen 1 (MB1, Position 45-63) und 2 (MB2,
Position 129-141). Doméne zwei (Reste 204 bis 237) weist eine unstrukturierte Region auf.
Doméane drei (Reste 238 bis 439) enthalt den a-helicalen Carboxy-Terminus mit einer
basischen Region (BR, Position 355-368), einem Helix-Loop-Helix Motiv (HLH, Position 369-
410) und einem Leucin-Zipper (Zip, Position 411-439).

MB1 MB2 BR HLH JZip

N C

| | | |
1 45 63 129 141 355368 410 439

Abb.: 5.2 Struktur des c-MYC-Proteins.

Das Proteins erstreckt sich uber 439 Aminosaurereste und kann grob in drei Doménen eingeteilt
werden. Die aminoterminale Domane (Position 1-203) mit den Myc-Boxen 1 (MB1, Position 45-63)
und 2 (MB2, Position 129-141) nimmt eine globuldre Struktur ein. Die Aminosaurereste 204-237
weisen eine unstrukturierte Region auf. Die carboxyterminale Region zeigt eine a-helicale Struktur und
beinhaltet eine basische Region (BR, Position 355-368), ein Helix-Loop-Helix Motiv (HLH, Position
369-410) und einen Leucin-Zipper (Zip, Position 411-439).
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Die Interaktion zwischen a-Tubulin und c-MYC findet an der aminoterminalen Region des c-
MYC-Proteins in der Region der Myc-Boxen 1 und 2, genauer zwischen Postion 48-135 statt
(Alexandrova et al., 1995). Durch die Interaktion wird das c-MYC-Protein an dem Cytoskelett
verankert. Dies fuhrt dazu, dalR c-MYC im Zytoplasma bleibt, statt in den Kern zu wandern,
womit der Kernimport von c-MYC reguliert werden konnte. Niklinski et al. (2000)
beobachteten eine erhdhte zytoplasmatische Lokalisation des c-MYC in ruhenden normalen
humanen Vorhaut-Fibroblasten verglichen mit wachsenden Zellen, bei denen c-MYC
vermehrt in der Kernfraktion nachgewiesen wurde. Dieser Befund wirde dafur sprechen, dald
erhohte Konzentrationen von c-MYC im Kern dazu fuhren, daf3 sich die Zellen h&ufiger teilen
und proliferieren.

Wirde das Chaperon Prefoldin aufgrund eines Signals Uberexprimiert, so kénnte dies dazu
fuhren, dal das normal exprimierte a-Tubulin von den Chaperonen in starkerem Maf}
aufgegriffen wird und so das Gleichgewicht zwischen a- und (B-Tubulin gestért ware. Als
Folge wirden weniger Mikrotubuli gebildet werden, die c-MYC als Verankerungsstellen am
Zytoskelett fehlen. c-Myc wurde in den Zellkern importiert werden und dort zu einer
veranderten  Transkription fuhren. Die verdnderte  Transkription konnte  zur

Verstarkung/Ausbildung der Tumorentstehung beitragen.

Nach der zweiten Hypothese beruht die Wirkung der Uberexpression von MM-1 auf seiner
Funktion als c-Myc bindendes Protein MM-1. Dieses Protein wird als mogliche Ursache in
der Tumorentstehung diskutiert. Bislang lassen sich dazu erst wenige Informationen aus der

Literatur entnehmen.

Mori et al. (1998) isolierten durch das Hefe Zwei-Hybrid-System einen Bindungspartner von
c-MYC, den sie als c-Myc bindendes Protein (MM-1) bezeichneten. Das MM-1-Protein
besteht nach ihren Untersuchungen aus 167 Aminosaureresten und interagiert Uber die
gesamte Sequenz hinweg mit der Myc-Box 2 des c-MYC-Proteins. Da das MM-1-Protein in
Luziferase-Aktivitats-Analysen die transkriptionelle Aktivitat von c-MYC reprimierte, schlugen
Mori et al. als Wirkungsweise die eines Repressors vor, schrankten diese Hypothese aber
insofern ein, als das p107-Protein, ein weiteres Protein, das die Transaktivator-Doméane von
c-MYC erkennt, die gleichen Bindungseigenschaften wie das MM-1-Protein aufweist und es

die transkriptionelle Aktivitat von c-MYC in Lymphomzellen nicht beeinfluf3t.

Da sowohl bei K-ras als auch bei dem Prefoldin5/c-Myc bindenden Protein MM-1, die ich in
Geweben von Patientin 26 fand, eine Mitwirkung bei der Tumorentstehung denkbar ist,
aufgrund der limitierten cDNA aus Patientengewebe aber keine PCR zur Verifizierung der
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Ergebnisse der DD-PCR durchgefiihrt werden konnte, wurden bislang keine weiteren
Untersuchungen in diesem Kontext durchgefiihrt. Im Arbeitskreis von Prof. Ponstingl ist
jedoch geplant, eine Reihe von cDNAs auf Mikrochips zu transferieren und diese mit
markierten cDNA-Proben aus Geweben von tumorerkrankten Patientinnen zu hybridisieren.
Dabei werden zusatzlich zu den cDNAs von K-ras und dem Prefoldin5/c-Myc bindenden
Protein MM-1 auch cDNAs von Fibronectin und Semaphorin E/3C (siehe Kapitel 5.3.1)
verwendet. Damit sollte es mdglich sein, die hier zusammengefal3ten Befunde zu

Uberprifen.

26C/C9/2, ein moglicher Kinase-Bindungspartner

Ein ursprunglich in den Geweben der Patientinen 26 und 18 mit einer DD-PCR entdeckter
Genexpressionsunterschied zwischen Tumorgewebe des Ovars und Tubenepithel wurde als
26C/C9/2 bezeichnet. Nach quantitativer PCR lie3 sich der Unterschied in Geweben der
Patientinnen 18, 30 und 46, nicht aber in Patientin 26 verifizieren. Das cDNA-Fragment war
in Tumorgeweben von Patientin 18 etwa 14fach starker, von Patientin 30 2fach und von
Patientin 46 5fach hoéher exprimiert als in dem jeweils korrespondierenden Normalgewebe.
Durch eine Kombination von RACE-Sequenzen und Datenbankanalysen gelang es mir, die
Struktur des zugrundeliegenden Gens zu ermitteln. Die Gensequenz wird durch die BAC-
Klone RP11-61E11 (AC016257) und RP11-781C15 (AC078874) abgedeckt. Aufgrund dieser
BAC-Klone konnte das Gen auf dem langen Arm des Chromosoms 12 in der Region 12g23-
24.1 lokalisiert werden. Es umfal3t 165 kb mit 20 Exons. Die Exons 2-19 sind Teil beider
BAC-Klone, das erste Exon ist nur in RP11-781C15 vertreten.

Die Expression des Transkripts wurde in Ovarialkarzinomzellinien Uberprift (siehe
Abb. 4.23). Eine Northern Blot-Analyse mit einem 26C/C9/2 cDNA-Fragment (in Abb.: 4.18
dargestellt) erbrachte eine ungefdhre GréRe des Transkripts von etwa 3,2 kb. Die mRNA-
Menge in Milz, Thymus, Dunndarm, Ovar, Darm und den peripheren Blutleukozyten ist im
Vergleich zu den anderen Geweben vermindert. Zusatzlich kann ein 3,2 kb grofR3es Transkript
auch in allen verwendeten Ovarialkarzinomzellinien nachgewiesen werden. Wird ein Poly-A-
Schwanz von etwa 200 bp zu dem Transkript von 2999 bp hinzugerechnet, stimmt die Lange
mit der in der Northern Blot-Analyse ermittelten Lange von 3,2 kb tberein.

Fur den Nachweis von 26C/C9/2, das ich in E.coli rekombinant herstellte, wurden Seren mit
peptidspezifischen Antikdrpern generiert. Zwei Regionen hoher Antigenizitdt, die sich
unmittelbar am C-Terminus bzw. im zweiten Drittel des Proteins befanden (siehe Kapitel
3.26), wurden dazu ausgewahlt. Die Seren der Kaninchen zeigen eine Korrelation zwischen

der Anzahl der Immunisierungen und der Zunahme der Signalintensitaten gegen die Peptide
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(Kapitel 4.7.7), was fur die Spezifitat der Antikdrper spricht. Auch die Reaktion der Seren mit

dem durch das TNT®-Retikulozyten-Lysat transkribierten Protein spricht dafir.

Das Protein von 26C/C9/2 weist eine bemerkenswerte Struktur auf, die eine Rolle in der
intrazellularen SignalUbermittiung nahelegt. Wie durch die ,SMART“-Analyse ermittelt
werden konnte, besitzt das 26C/C9/2-Protein eine pleckstrin-homologe Doméane (AS 482-
615) und eine Phosphotyrosin-Bindungs-Doméane (AS 271-370). Beide Doméanen zeigen
sehr ahnliche dreidimensionale Strukturen, die evolutiondr konserviert sind (Rebecchi und
Scarlata, 1998), haben jedoch unterschiedliche Funktionen. Eine der bekannten
Eigenschaften der Phosphotyrosin-Bindungs-Domane (PTB), die nicht von der pleckstrin-
homologen Doméane (PH) geteilt wird, ist die Bindung an Liganden mit einem
Phosphotyrosin-X-Asparagin-Bindungs-Motiv.

Die besser untersuchte und in der Literatur ausfuhrlich beschriebene Domane ist die
pleckstrin-homologe Domane.

Aufbau der pleckstrin-homologen Domane

Eine strukturelle Einheit des 26C/C9/2-Proteins ist eine pleckstrin-homologe Domane. Dabei
handelt es sich um eine etwa 100 Aminosaurereste lange Domane, die in fast 100
eukaryontischen Proteinen, nicht jedoch in Pflanzen, entdeckt wurde (Bottomley et al., 1998).
Der Name der PH-Domaéane leitet sich von dem Protein ab, in dem zwei solcher Domanen
zuerst charakterisiert wurden, dem ,Platelet and Leukocyte C Kinase Substrate Protein
(Haslam et al., 1993). Obwohl die dreidimensionale Struktur der PH-Doméane sehr stark
konserviert ist, sind die Sequenzhomologien in den Domanen der einzelnen Proteine mit
etwa 10-20% minimal. Dies steht im Gegensatz zu anderen bekannten, weit verbreiteten
Doméanen wie der SH2-Domane, bei der die Sequenz relativ stark konserviert ist (Ingley und
Hemmings, 1994) und fuhrt bei den PH-Domé&nen zu einer héheren Funktionsdiversitat. Die
Vielfalt der méglichen Aufgaben verhinderte in der Vergangenheit die Zuordnung einer PH-
Doméane eines Proteins zu einer bestimmten Aufgabe.

Die Struktur einer PH-Domane ist in Abb. 5.3 am Beispiel des Pleckstrin-Proteins dargestellt.

Die mit Hilfe der NMR-Methode ermittelte Struktur der Doméane zeigt einen Kern, bestehend
aus sieben antiparallelen B-Faltblatt-Strangen und einer langen C-terminalen Helix. Vier der
Faltblattstrukturen stehen nahezu orthogonal zu den anderen drei antiparallelen Strangen
und bilden eine fal3-ahnliche Struktur aus, die von der a-Helix stabilisiert ist. Die N- und C-
Termini der Domane liegen auf der selben Seite des Proteins, weisen jedoch in

unterschiedliche Richtungen.
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PH
(Pleckstrin-N)

Abb. 5.3 Raumstruktur der PH-Domane des Pleckstrin-Proteins (Lemmon und Ferguson, 2000).
Die Faltblattstrange der PH-Doméne sind mit 1-7 bezeichnet, die a-Helix ist blau gekennzeichnet.

Eine der bemerkenswertesten Eigenschaften der PH-Doméne ist in der elektrostatischen
Polarisation ihrer Oberflache zu sehen. Auf der positiv geladenen Seite der Domaéane
befinden sich zahlreiche Lysine, Arginine und Histidine. Die andere Seite mit der
C-terminalen a-Helix ist durch saure Aminoséaurereste negativ geladen. Durch die
Polarisation kénnen die Proteine mit ihren Liganden in Wechselwirkung treten, so daf die
positiv geladenen Aminosauren beispielsweise an die nach Zellstimulation auftretenden
Plasmamembranbestandteile Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphosphat (PIP,) und
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3;) (Carpenter und Cantley, 1996) oder an das
wasserldsliche Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) binden. Daneben werden noch weitere
Interaktionen mit bisher nicht untersuchten Phosphoinositiden vermutet, die ebenfalls hoch
spezifische Signalfunktionen in den Zellen austiben kénnten (Rameh et al., 1997; Dove et
al., 1997).

Da das 26C/C9/2-Protein ebenfalls eine PH-Doméne tragt, ist auch fur dieses Protein
anzunehmen, daf3 es an einer Singaliibertragungskaskade beteiligt ist.
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Funktionen der PH-Doméane

Ebenso zahlreich wie die Bindungspartner sind auch die Funktionen der PH-Domaéanen.
Deshalb ist die tatsachliche Funktion der PH-Bindungsdomane des 26C/C9/2-Proteins nicht
von vorneherein zuzuordnen. Modelle fir die Rolle der PH-Domane einiger Proteine wurde
von Bottomley et al. (1998) aufgestellt (siehe Abb. 5.4).

Abb. 5.4 Modelle fir unterschiedliche Funktionen der PH-Domanen (Bottomley et al., 1998).
Phospholipide sind mit PL, Proteine mit E, Substrate mit S und die PH-Domanen mit PBD
gekennzeichnet. In der Abbildung sind vier Varianten der Funktionen (A-D) einer pleckstrin-homologen
Domane dargestellt (siehe Text).

Bei der ersten Modellvariante (siehe Abb. 5.4, A) ermdglicht die Bindung der PH-Doméne
(PBD) eines Proteins (E) an ein spezifisches Phosphatidylinositol (PL) die Translokation an
ein membrangebundenes Substrat. Als Beispiel fir dieses Modell dient die Phospholipase C-
01. Sie bindet mit ihrer PH-Domé&ne an PIP,. Dabei schneidet die Phospholipase die
Phosphodiester-Bindung von PIP, und setzt die Botenstoffe IP; und Diacylglycerol frei
(Rebecchi und Scarlata, 1998).

Wie bereits oben erwéhnt, binden einige Proteine mit PH-Domane auch an IP;. Sind die
Affinitdten der PH-Domé&nen zu PIP, und IP3, gleich stark, kdnnte das bei der Spaltung
freigesetzte wasserlosliche 1P; mit dem PIP, konkurrieren, so dal3 sich das Protein von der
Membran l6sen konnte.

Bei der zweiten diskutierten Variante (siehe Abb. 5.4, B) verandert die Bindung eines
Proteins mit PH-Doméane an ein membranstandiges Phospholipid die Konformation des
Proteins, so dafl3 durch ein regulatorisches Protein (K) die Aktivitat des Proteins verandert

und somit eine Signallbertragung ermdglicht wird. Ein Beispiel dafir ist Akt2, eine
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Serin/Threonin-Kinase der PKB Familie, die bereits in Kapitel 1.1.4 erwahnt wurde. Sie ist
hier von besonderem Interesse, da sie auch mit APPL, dem Protein mit der hochsten
Homologie zum 26C/C9/2-Protein, interagiert.

Akt2 wird durch die Phosphoinaositol-3-Kinase aktiviert, wenn Saugerzellen durch Insulin und
Wachstumsfaktoren stimuliert werden. Zusatzlich ist die Aktivitat von Akt2 unter anderem
auch abhangig von der Phosphorylierung eines Threoninrestes an Position 308 durch eine
zweite Protein-Kinase, PDK1. Die Phosphorylierungsstelle bleibt fir PDK1 solange
unzuganglich, bis die PH-Doméane von Akt an PIP; gebunden hat und eine Anderung der
Proteinkonformation bewirkt. Interessant dabei ist, da? auch PDK1 eine PH-Domaéne besitzt,
die zusammen mit der Akt2 PH-Doméane eine Co-Lokalisation an der Plasmamembran
bewirkt und somit fiir eine Orientierung sorgt, die die Wechselwirkung der beiden Proteine

bevorzugt.

Die dritte Modellvariante (siehe Abb. 5.4, C) geht von der Verstarkung der Affinitat eines
Proteins zur Plasmamembran durch Kooperation mehrerer PH-Domanen oder einer PH-

Domaéane mit verschiedenen anderen Domane, wie einer SH2- oder PTB-Doméne, aus.

In der vierten Modellvariante (sieche Abb. 5.4, D) interagiert die PH-Domane zusatzlich zu
den membranstandigen Phospholipiden mit Proteinen, die an die Membran gebunden sind,

was schlie3lich zu einer synergistischen Membrantranslokation und Enzymaktivierung fuhrt.

Ein Beispiel fur die dritte und vierte Modellvariante ist die Phospholipase C-61. Die
Phospholipase C-01 besitzt neben der PH- eine SH2-Doméne. Diese Domane bindet an ein
Phosphotyrosin-X-Asparagin-Motiv, das in membranstandigen Proteinen zu einer
synergistischen Membrantranslokation fihren konnte. Sie bindet aber auch an
Phosphoinositide (Rameh et al., 1995) und erhoht somit die Affinitat zur Plasmamembran.
Dies konnte auch fir das 26C/C9/2-Protein gelten. Es besitzt neben der PH- eine PTB-
Doméane, die wie die SH2-Domdane das Phosphotyrosin-X-Asparagin-Motiv erkennt und
ebenso zu einer Translokation beitragen kénnte. Damit passen die Voraussetzungen auf die
dritte und vierte Modellvariante.

Bei dem Zusammenspiel mehrerer Domanen ist aber auch eine regulatorische Rolle der
einzelnen Doménen denkbar. Dies ist der Fall, wenn bei einer Doméane eine hohe Affinitat zu
PIP, vorliegt, bei der anderen Doméne jedoch lediglich eine geringe Affinitat vorhanden ist.
Eine der beiden Domanen konnte fur die Lokalisation, die andere flr eine enzymatische

Aktivierung verantwortlich sein. (Bottomley et al., 1998).
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Fur das Protein 26C/C9/2 ist eine gesicherte Zuordnung zu einer der Modellvarianten bislang
nicht moglich. Auch bei dem APPL-Protein, das mit (iber 60% Ubereinstimmung die héchste
Homologie zu 26C/C9/2 besitzt, ist nicht geklart, welche Funktion die PH-Doméne tatsachlich
Ubernimmt. Dennoch deuten, wie im folgenden Abschnitt erlautert, alle Daten auf eine

Mitwirkung bei der Tumorentstehung hin.

Homologie von 26C/C9/2 zu APPL

Das 26C/C9/2-Protein zeigt nach Datenbankrecherchen die héchste Homologie zu dem
APPL-Protein. Mitsuuchi et al. (1999) konnten durch das Hefe-Zwei-Hybrid System einen
Bindungspartner der Serin/Threonin-Kinase Akt2 (siehe 1.1.4) identifizieren, den sie APPL
(,Adaptor Protein Containing PH-Domain, PTB- Domain and Leucine Zipper Motif*) nannten.
Das Gen fur APPL besitzt ein 57 bp untranslatiertes 5'-Ende, einen offenen Leseraster von
2127 bp, eine 3786 bp lange 3‘-untranslatierte Region und kodiert fir ein Protein mit einer
molekularen Masse von etwa 80 kDa. In Experimenten wiesen Mitsuuchi et al. eine
Interaktion zwischen der PTB-Doméne des APPL und der katalytischen Domane des
inaktiven Akt2 nach. Gleichzeitig konnten sie eine hohe Affinitat von APPL flr die p110a-
Untereinheit der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) zeigen. Aufgrund dieser Befunde stellten
die Autoren eine Hypothese auf, die besagt, dal? APPL als Adaptor zwischen Akt2 und PI3K
im Zytoplasma fungiert. Nach Stimulation durch Wachstumsfaktoren oder Insulin vermag die
pl1l0a-Untereinheit der PI3K Akt2 zu phosphorylieren. Das phosphorylierte Akt2 bindet mit
seiner PH-Domane an das, nach Stimulation vermehrt auftretende, Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat oder Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat und wird nach der bereits vorne
beschriebenen zuséatzlichen Phosphorylierung eines Threoninrestes an Position 308 durch
die PDK1-Protein-Kinase aktiviert. Die Phosphorylierung von Akt2 an einer weiteren Stelle ist
bislang noch nicht vollstandig aufgeklart. In den beschriebenen Versuchen konnte weder
eine Bindung der PH-Domane von APPL an die zytoplasmatische Membran, noch der
gemeinsame Transport von APPL zusammen mit Akt2 zur Membran nachgewiesen werden.

Da das 26C/C9/2-Protein eine groRe Homologie zu APPL aufweist, was insbesondere
aufgrund der hohen Varianz der PH- und PTB-Domé&nen bemerkenswert ist, liegt die
Vermutung nahe, dal3 auch 26C/C9/2 am Signaltransport, evtl. im Zusammenhang mit der
Kinase Akt2, an der Informationsibertragung beteiligt ist. Diese Vermutung ist umso
naherliegend, als die mRNA von 26C/C9/2 im Tumorgewebe von Patientin 18, 30 und 46
vermehrt auftrat, was die Phosphorylierung und damit die Aktivitdt von Akt2 erhoht hatte.
Eine Erhohung der Aktivitat fihrt ebenso wie eine vermehrte Expression zu einem
veranderten Ausmafd der Phosphorylierung. Da von Akt2 bekannt ist, dal3 es bei einigen
Tumortypen Uberexprimiert wird, darunter auch in Ovarialtumoren (Bellacosa at al., 1995),

kann dem 26C/C9/2-Protein eine analoge Wirkung zugeschrieben werden. Andererseits
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spielt Akt2 auch bei der Induktion der Apoptose eine Rolle (Yuan et al., 2000; Page et al.,
2000).

5.3.3 26C/G8/2, ein Protein mit doppelstrangigen RNA Bindungs-Motiven

Eine differentiell exprimierte cDNA, die als 26C/G8/2 bezeichnet wurde, konnte durch DD-
PCR bei den Patientinnen 26 und 31 identifiziert werden. Durch quantitative PCR lie3 sich
der Unterschied verifizieren. Dabei war die cDNA von 26C/G8/2 etwa 10fach hoher im
Ovarialkarzinomgewebe exprimiert als im korrespondierenden Normalepithel des Eileiters.
Durch Datenbankanalyse gelang es, zunéchst das vollstandige Transkript und den grof3ten
Teil des zugrundeliegenden Gens zu ermitteln. Die Sequenz des Gens ist durch die drei
humanen genomischen Sequenzen der Klone RP11-464D19 (AC027018), RP11-181D18
(AC018620) und RP11-353G20 (AC021897) abgedeckt. Aufgrund der
Chromosomenlokalisation dieser Klone konnte das Gen der Bande 813 auf dem langen
Arm des Chromosoms 8 zugeordnet werden. Das vollstdndige Gen besteht aus mehr als 14
Exons, wovon die Exons el-el2 Teile des Klons RP11-464D19, Exon ey und ez Teile der
Klone RP11-181D18 und RP11-353G20 sind. Zusétzlich zu diesem Gen befindet sich in der
Chromosomenbande Xq21.31 ein Pseudogen, das durch die Klone RP13-140E4 (AL121877)
und RP13-436D9 (AL590041) reprasentiert wird. Die 5- und 3‘-Spleil3stellen der Exon-
Intron-Ubergange sind konserviert und in Tab. 4.5 dargestellt. Zur Zeit wird im Arbeitskreis
von Prof. Ponstingl das Protein entsprechend meiner Vorgaben kloniert und exprimiert. Wie
bei 26C/C9/2 wurde auch von 26C/G8/2 ein Teilstick der cDNA von mir mit Digoxigenin
gelabelt und wird bei einer in situ Hybridisierung eingesetzt.

Aufbau und Funktion der doppelstrangigen RNA Bindungs-Domane

Das 26C/G8/2-Protein beinhaltet vier Doménen, die evolutionar stark konserviert sind. Diese
umfassen je 65-70 Aminosaurereste und sind homolog zu den RNA Bindungs-Motiven des
Drosophila-Staufen-Proteins, das mit doppelstréangiger RNA interagiert (St. Johnston et al.,
1991). Durch NMR-Analysen von Bycroft et al. (1995) oder Kharrat et al. (1995) wurde die
Struktur isolierter dsRBS von E.coli RNase Il und des Drosophila Staufen-Proteins in
Ldsung bestimmt. Die Proteinstruktur zeigte eine a-B-B-B-a Topologie, bei der die N- und C-

terminalen a-Helices gegen die drei antiparallelen (-Stréange gerichtet sind.
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Abb.: 5.5 Die Struktur einer doppelstréngigen RNA Bindungs-Doméane ist am Beispiel der
dritten dsRBD des Drosophila Staufen-Proteins gezeigt (Perez-Canadillas und Varani, 2001).

Bislang wurde keine Konsensus-Sequenz der RNA ermittelt, die die Proteine zur Bindung an
die RNA veranlafit. Vielmehr scheint die Spezifitit von der Konformation der RNA
abzuhangen. In diesem Zusammenhang konnten Ryter und Schultz (1998) die
Kristallstruktur eines Komplexes zwischen der zweiten dsRBD des RNA-bindenden
Proteins A von Xenopus laevis mit doppelstrangiger RNA (dsRNA) bestimmen. Dabei
umspannte das Protein 16 bp der dsRNA, indem es mit zwei kleinen Taschen Uber die eine
Seite der grof3en Tasche hinweg interagierte. Da lediglich die eine Seite der groRen Tasche
beteiligt ist, konnte die verbliebene Seite weiteren Bindungspartnern offen stehen und damit
z.B. ein Umwinden der RNA durch ein Protein mit mehreren Bindungsdomanen ermdglichen.
Zahlreiche Proteine besitzen mehrere dsRBDs. Beispielsweise hat ein humanes Poly(A)-
bindendes Protein (PABP, U68104) vier, Drosophila Staufen funf doppelstrangige RNA-
Bindungs-Domanen. Die Art der Interaktion zwischen der dsRNA und den dsRBDs macht
deutlich, weshalb die dsRBDs keine einzelstrangige RNA, einzelstrangige oder
doppelstrangige DNA erkennt.

Das 26C/G8/2-Protein besitzt ebenfalls vier dsRBDs, die mit doppelstrangiger RNA
interagieren konnen, so daf3 auch in diesem Fall eine verstarkende Wirkung auf die RNA-
Bindung denkbar ist.
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Homologe Proteine zu 26C/G8/2 und deren Funktion

Das bekannteste Protein der dsRBD-Familie ist das Staufen-Protein von Drosophila
melanogaster. Es besitzt insgesamt flinf Kopien des dsRBD-Motivs, wobei drei der Kopien
die vollstandige und zwei Kopien verkiirzte Doménen aufweisen (St. Johnston et al., 1991;
St. Johnston et al., 1992). In Experimenten wurde die Interaktion des Staufen-Proteins mit
den mRNAs des ,bicoid und ,oscar® sowie der ,prospero® mRNA in Neuroblasten
nachgewiesen. Dabei bindet das Staufen-Protein direkt an die mMRNAs und organisiert in
einem mehrstufigen Mechanismus deren Transport im Zytoplasma, der zudem von
Zytoskelettbestandteilen abhéngig ist (Broadus et al.,, 1998; Erdelyi et al., 1995;
St. Johnston, 1995). Die mRNA von ,bicoid“ gelangt auf diese Weise ins anteriore, die von
»0scar” ins posteriore Zytoplasma der Oocyten und die von ,prospero” in den basalen Cortex
von Neuroblasten (Broadus et al., 1998).

Die einzelnen dsRNA bindenden Doméanen haben offenbar verschiedene Funktionen, so ist
dsRBD?2 fir die mikrotubuli-abhangige Lokalisation von ,oscar” notwendig, dsRBD5 dagegen

fur den actin-abhangigen Transport von ,prospero” (Micklem et al., 2000).

Die bei Drosophila gewonnenen Erkenntnisse legen den Schlul3 nahe, dal Proteine mit
dsRBDs fir den Transport von mRNA im allgemeinen verantwortlich sind. Auch das
26C/G8/2-Protein weist doppelstrangige RBDs auf. Deshalb ist vermutlich auch dieses
Protein am Transport von mRNA beteiligt. Der dabei zugrundeliegende Mechanismus ist
nicht geklart, hangt aber von der 3‘-untranslatierten Region der gebundenen mRNAs und von

den Proteinen ab, die an diese Signale binden.

Die Hypothese uber die Vermittlung des Transportes von mRNA durch Proteine mit dsRBDs
in Abh&ngigkeit mit dem Zytoplasma wurde durch experimentelle Daten von Wickham et al.
(1999) untermauert. Das humane Staufen-Protein bindet mit zwei seiner dsRBDs an
doppelstrangige RNA und gleichzeitig an Tubulin. Weiterhin konnte das humane Staufen am
rauhen endoplasmatischen Reticulum (rER) lokalisiert werden. Da dieses Protein keine
Transmembran-Doméne besitzt und sich dennoch am rER befindet, sind folgende
Hypothesen denkbar:

(a) Proteine mit dsRBDs kdnnen mRNAs zum rER transportieren und eine unmittelbare
Nachbarschaft zu Signalerkennungspartikeln (Signal recognition Partikels) ergeben, was die
Translation und Translokation ermdglicht.

(b) Proteine kénnten mit dsRBD am rER gelagert werden, bis sie zu einem bestimmten
Zeitpunkt bendétigt werden. Zusammen mit den mRNAs und Cofaktoren kénnten sie RNP-

Komplexe bilden, die entlang der Mitkrotubuli transportiert werden.
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Die Interpretationsmoglichkeiten ergeben bislang kein klares Bild fiir die Funktion. Doch
weisen sie auf eine Stoérung des mRNA-Transports durch die Uberexpression des 26C/G8/2-
Gens hin und kdénnen so mit der Tumorentstehung in Verbindung gebracht werden. Seine
Uberexpression in den Ovarialkarzinomen der Patientinnen 26 und 31 kdnnte unter anderem
zur vermehrten Translokation und Translation einzelner mRNAs fihren, die an der

Zellregulation beteiligt sein kdnnten und somit zur Turmorentstehung beitragen.

5.3.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit kbnnen mdoglicherweise zu Einblicken in die Entstehung von
Ovarialkarzinomen auf molekularer Ebene flhren. Zunéchst aber handelt es sich nicht um
kausale Zusammenhange, sondern um die Korrelation von Expressionsunterschieden mit
dem Tumorwachstum in einzelnen Patientinnen.

Die gefundenen Ergebnisse missen noch an weiteren Gewebeproben von Patientinnen
Uberprift und durch andere experimentelle Methoden untermauert werden.

Neben der Differtial Display Methode, mit der die hier gezeigten Ergebnisse erhalten wurden,
besteht die Madoglichkeit, weitere Tumorgewebeproben von Ovarien hinsichlich der
Genexpressionsunterschiede durch den Einsatz von cDNA Microarrays zu analysieren. Als
weiterer Schritt bietet sich die Untersuchung auf Proteinebene an. So kdnnen Antikdrper
gegen die oben genannten differentiell exprimierten Proteine hergestellt werden, um die
Genexpressionsunterschiede in Gewebeschnitten zahlreicher Tumorproben schnell und
effektiv zu dberprufen. Mit diesen Ergebnissen kénnten im nachsten Schritt von den
klinischen Kooperationspartnern die Befunde auf molekularer- und Proteinebene mit den
morphologischen Tumortypen korreliert werden. Mit Kenntnis dieser Zusammenhénge
besteht unter Umstanden die Mdglichkeit, die Uberlebenschancen zu bestimmen, eventuell
die Therapie zu verbessern und als Fernziel eine deutlich verbesserte Diagnostik im
Frihstadium der Tumorentstehung zu ermdglichen. Koénnten aus erkannten
Genexpressionsunterschieden Marker abgeleitet werden, die bereits zu einem Zeitpunkt eine
Diagnose eines  Ovartumors  ermdglichen, zu  dem mit  konventionellen
Untersuchungsmethoden noch keinerlei Aussage maoglich ist, kann eine Therapie in sehr
fruthem Stadium erfolgen und damit die Heilungschanchen der betroffenen Patientin

erheblich verbessern.

Ausgehend von den gefundenen Genexpressionsunterschieden werden  sich
Untersuchungen zur Funktion der kodierten Proteine auf molekularer Ebene anschlie3en.
Nach der Expression der entsprechenden cDNAs kénnen die rekombinanten Proteine auf
ihre Funktion hin untersucht werden. Eine geeignete Methoden dazu ist beispielsweise die
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regulierte Uberexpression in Zellen oder die Einfiihrung von antisense-Oligonukleotiden in
den Zellkern von Zellkulturzellen, um die Expression des Proteins einzuschréanken. Ein
neues, sehr effektives Verfahren ist die sequenzspezifische posttranskriptionelle Stillegung
(Silencing) durch RNA-Interferenz mit doppelstrdngigen RNA-Stiicken von 21 Nukleotiden,
die zum untersuchten Gen homolog sind (Elbashir et al., 2001).

Auswirkungen von Mutationen und Deletionen konnen detailliertere Aufschlisse Uber die
Wirkungsweise des Gens liefern. Die Wechselwirkung des Proteins mit anderen Proteinen
kann durch Hefe-Zwei-Hybrid-Systeme analysiert und zusatzlich durch Immunprazipitationen

untersucht werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

6 Zusammenfassung

Durch den Vergleich der Genexpression in Tumorgewebe und Normalepithel von
Patientinnen mit epithelialen Ovarialkarzinomen gelang es, mit dem Verfahren des
Differential Displays, unterschiedlich exprimierte Gene zu identifizieren, die an der
Entstehung von Ovarialtumoren beteiligt sein konnten. Die gefundenen Unterschiede wurden
durch quantitative PCR mit genspezifischen Primern an mehreren Patientinnen bestatigt.
Eine Gruppe dieser Gene kodiert fir Komponenten von Signallibertragungswegen. Dazu
gehdren die kleine GTPase K-ras, Prefoldin5/c-Myc bindendes Protein MM-1, eine kleine
GTPase, die in der Literatur noch nicht beschrieben wurde, Rabin3 und ein neues Protein,
das vermutlich Bindungspartner einer Kinase ist.

Der offene Leseraster des vermutlichen Kinase- Bindungspartners wurde durch Amplifikation
von cDNA-Enden und Datenbankvergleich vervollstandigt. Das Gen besteht aus mindestens
20 Exons und umfal3t etwa 165 kb. Es liegt in der Chromosomenbande 12g23-24.1 und
kodiert flr ein Transkript von 2999 bp. Durch Northern Blot-Analyse konnte die mRNA in
allen untersuchten Geweben und Ovarialkarzinomzellinien nachgewiesen werden. Das
Protein ist 657 Aminosaurereste lang und besitzt eine Gro3e von etwa 74 kDa. Der
vorhergesagte isolelektrische Punkt des Proteins liegt bei 4,79. Das Protein wurde
rekombinant exprimiert. Es besitzt eine globuléare Struktur und verfligt Gber eine pleckstrin-
homologe- und eine Phsophotyrosin-Bindungs-Domane, die eine Interaktion mit der
Plasmamembran und mit Kinasen wahrscheinlich erscheinen lassen.

Ein weiteres Gen kodiert fur ein Protein mit vier doppelstrangigen RNA Bindungs-Domaéanen.
Das Gen liegt in der Chromosomenbande 8q13 und besteht aus mehr als 14 Exons. Es
kodiert fur ein Transkript von 2968 bp. Aus der Nukleotidsequenz des 1710 bp langen
offenen Leserasters konnte die Aminosauresequenz des Proteins abgeleitet werden. Das
Protein umfal3t demnach 570 Aminoséaurereste und besitzt ein Molekulargewicht von etwa
63 kDa sowie einen isoelektrischen Punkt von 10,4. Es konnte, wie das Staufen-Protein, das
ebenfalls solche Doménen tragt, am Transport und der Lokalisation von mRNA beteiligt sein.
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