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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Methode des Differential Displays das

Expressionsprofil zweier Melanoma-Zellinien miteinander verglichen. Für diese

Untersuchungen stand ein Melanoma-Modellsytem, bestehend aus der humanen nicht-

metastasierenden Zellinie 530 und der humanen metastasierenden Zellinie

NMCL-1, zur Verfügung. Die beiden Zellinien wurden bezüglich ihres

Metastasierungspotentials in der Nacktmaus analysiert. Durch die Analyse der

Expressionsmuster dieser beiden Zellinien sollten bekannte und/oder neue differentiell

exprimierte Gene identifiziert werden, die in den Prozess der Metastasierung involviert sind.

Mit der Methode des Differential Displays konnten fünf differentiell exprimierte Gene

identifiziert und zum Teil näher charakterisiert werden.

Es handelte sich dabei um die ß-Ketten von zwei verschiedenen HLA Klasse II Genen (HLA-

DR und HLA-SB), sowie um eine Stearoyl-CoA Desaturase. Ferner konnten zwei, bis dahin

völlig unbekannte Gene (URIM und THW) identifiziert werden.

Die Transkripte der beiden ß-Ketten von HLA-DR und HLA-SB waren ausschließlich in der

nicht-metastasierenden Zellinie 530 nachweisbar. Ein Verlust der Expression von HLA-II

Genen resultiert in einer Störung der Antigenpräsentation. Für die metastasierende

Tumorzelle könnte dies einen Mechanismus darstellen, sich der Immunantwort des Wirtes zu

entziehen.

Das 5,2 kb und 3,9 kb große Trankript der Stearoyl-CoA Desaturase ist in der nicht-

metastasierenden Zellinie 530 gegenüber der metastasierenden Zellinie NMCL-1

überexprimiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass die beiden Transkripte für das gleiche

Protein kodieren und durch die alternative Verwendung der zwei, in der 3´UTR

vorkommenden, Polyadenylierungssignale generiert werden. Ebenfalls unter Verwendung

dieses Polyadenylierungssignals werden zwei, bis dahin unbekannte 1,0 kb und 0,5 kb große

Transkripte generiert.

Bei den Expressionsanalysen konnte das bis dahin unbekannte Gen URIM identifiziert

werden. Eine Überexpression von URIM wurde in der metastasierenden Zellinie

NMCL-1, gegenüber der nicht-metastasierenden Zellinie 530 gefunden. URIM war ebenfalls

in einem Panel von metastasierenden Mammakarzinom-Zellinien gegenüber Zellinien aus

Primär-Tumoren überexprimiert. Mit Hilfe der RACE-PCR konnte die 750 bp lange URIM

cDNA isoliert werden. Die Nukleotidsequenz kodiert im ORF für ein aus 206 Aminosäuren
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bestehendes Protein. Der isoelektrische Punkt (pI = 10.4) des Proteins liegt im extrem

basischen Bereich. Als Motiv konnte in der Aminosäuresequenz ein putatives Kern-

Lokalisierungs-Signal gefunden werden. Aufgrund des konservierten Kern-Lokalisierungs-

Signals und des extrem basischen isoelektrischen Punktes, kann eine Lokalisation des

Proteins im Kern angenommen werden. Die genomische Lokalisation von URIM konnte auf

dem Chromosom 22q11, in der sogenannten "DiGeorge Critical Region" lokalisiert werden.

Das Gen hat eine Größe von ca. 3,5 kb und besteht aus vier Exons. Das putative Startcodon

von URIM liegt nur ca. 1 kb vom Startcodon des Gens HIRA entfernt. Die

dazwischenliegende Sequenz ist extrem GC-reich. Die beiden Gene liegen dabei in

entgegengesetzter Transkriptionsrichtung.

Das zweite neu identifizierte Gen (THW) ist als ca. 2 kb Transkript in der nicht-

metastasierenden Zellinie 530, gegenüber der stark-metastasierenden Zellinie NMCL-1

überexprimiert. Die Sequenz der vollständigen cDNA besteht aus 1890 Nukleotiden, und

kodiert in seinem offenen Leserahmen für ein putatives Protein von 193 Aminosäuren mit

einem Molekulargewicht von 21,3 kD. Durch computergestützte Analysen konnten in dem

putativen Protein THW vier hydrophobe Transmembrandomänen identifiziert werden. Diese

bilden einen kleinen und einen großen extrazellulären Loop. Das amino- und

carboxyterminale Ende, sowie ein kleiner Loop liegen dabei im intrazelluären Bereich.

Aufgrund dieser Membran-Topologie, die charakteristisch für die Tetraspanine ist, kann

THW dieser Superfamilie zugerechnet werden. Mit Hilfe von Expressionsstudien konnte

gezeigt werden, dass die Expression von THW mit dem Metastasierungspotential von

Melanoma-Zellinien und in einem Panel von Mammakarzinom-Zellinien invers korreliert.

Beim Vergleich der Expressionsstärke von THW in Tumorgewebe, versus autologem

Normalgewebe konnte eine Herunterregulierung im Tumorgewebe beobachtet werden.

THW konnte auf dem langen Arm von Chromosom 6 lokalisiert werden. Allelverluststudien

mit Tumor-Biopsien im Bereich des THW Lokus ergaben eine Prävalenz von 10-20% für

Melanoma-Primärtumore und 50% für Tumormetastasen. Auch in verschiedenen Tumor-

Zellinien wurden zum Teil sehr hohe Prävalenzen für diesen Bereich nachgewiesen. Die

Größe des deletierten Bereiches wurde auf ca. 20 cM eingegrenzt.
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1. Einleitung

Das maligne Melanom ist ein bösartiger Tumor, der vom melanozytären Zellsystem ausgeht

und sich überwiegend an der Haut manifestiert. Selten kommt es auch am Auge (Uvea und

Retina), an den Hirnhäuten und an Schleimhäuten verschiedener Lokalisationen vor. Das

Melanom ist zumeist stark pigmentiert. Im Verhältnis zur Tumormasse besteht eine frühe

Tendenz zur Metastasierung und zeigt damit eine ungünstige Prognose. Der Anteil des

malignen Melanoms an der Mortalität durch Hautkrebs beträgt ca. 90%.

1.1. Epidemiologie

Das maligne Melanom ist in Mitteleuropa für ca. 2% aller malignen Neubildungen

verantwortlich. Die Melanominzidenz nimmt weltweit zu, insbesondere bei stark

sonnenexponierten, hellhäutigen Bevölkerungsgruppen (Grin-Jorgensen et al., 1992; Sober et

al., 1990). So wurden in Teilen Australiens Inzidenzraten von 40-50 pro 100 000 Einwohner

verzeichnet (Burton et al., 1993). Das maligne Melanom der Haut gehört daher in Australien

zu den häufigsten Krebsformen. Die Zahlen zeigen in welchen Größenordnungen für diesen

Tumor bei hoher UV-Einstrahlung in weißen Bevölkerungen gerechnet werden muss. In

einigen ethnischen Gruppen (Asiaten, Afrikaner) ist das maligne Melanom hingegen selten

und nahezu ausschließlich im Schleimhautbereich oder palmoplantar lokalisiert. Auch in

Deutschland ist eine starke Zunahme der Inzidenz festzustellen. Die Daten des saarländischen

Krebsregisters zeigen seit Beginn der 70er Jahre eine deutliche Zunahme der registrierten

Fälle und einen Anstieg der Inzidenzraten um etwa 3 Fälle pro 100 000 Einwohner, auf 10-12

Fälle pro 100 000 Einwohner für Anfang der 90er Jahre (Garbe et al., 1992).

Am malignen Melanom sterben bei weitem mehr Menschen als an allen anderen Hauttumoren

zusammen. Eine Analyse der Daten der offiziellen Todesursachenstatistik zeigte für die alten

Bundesländer einen Anstieg der Fallzahlen von ca. 900 pro Jahr zu Beginn der 70er Jahre, auf

mehr als 1600 Fälle zu Beginn der 90er Jahre (Garbe et al., 1992).

1.2. Äthiologie

Individuen mit hoher Nävus-Zahl und Träger von Melanomvorläufern (sog. dysplastische

Nävi, kongenitale Nävi) sind besonders gefährdet. Polygene Erbfaktoren können zur

familiären Häufung von Melanomen führen (sog. FAMMM: familial atypical multiple mole

melanoma syndrome) (Albert et al., 1990; Garbe et al., 1994; Greene et al., 1985; Holly et al.,

1987). Es wird geschätzt, dass ca. 8-12% aller malignen Melanome bei Personen mit einer
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familiären Prädisposition auftreten. Das Risiko der Melanomentwicklung ist für Personen mit

familiärem Melanom und dysplastischem Nävussyndrom um den Faktor 100 bis 1000 erhöht

und das lebenslange Risiko der Melanomentwicklung liegt bei mehr als 50%. In Studien bei

familiärem Melanom wurden verschiedene chromosomale Loci identifiziert, insbesondere auf

den Chromosomen 1p und 9p (Battistutta, 1994), die in Bezug zu dieser Prädisposition zu

stehen scheinen. Auf dem Locus 9p21 liegt ein Tumorsuppressorgen, das für den CDK-

Inhibitor p16 kodiert und bei familiären Melanomen oft mutiert vorliegt (Gruis et al., 1995).

Neben diesen konstitutionellen Faktoren nimmt die UV-Belastung, unter den exogenen

Einflußgrößen, eine zentrale Stellung ein. Die ultraviolette Einstrahlung auf die Haut spielt

dabei eine duale Rolle. Zum Einen verursacht UV-Strahlung DNA-Schäden. Zum Anderen

wirkt UV-Strahlung immunsuppressiv. Folgende Beziehung zwischen Sonnenexposition und

Melanomentstehung wurde immer wieder herausgestellt: Je heller der Pigmentierungstyp ist,

desto höher ist die Melanominzidenz. Innerhalb der weißen Bevölkerung kann je nach

Hauttyp das Melanomrisiko um den Faktor 2-4 schwanken (Gutaman et al., 1993). Die

Melanominzidenz nimmt mit der Nähe zum Äquator zu (Scotto et al., 1987). Da sich die

Freizeitgewohnheiten in den letzten Jahrzehnten geändert haben, wurde eine Zunahme der

Melanominzidenz in Körperregionen beobachtet, die dadurch vermehrt der Sonne ausgesetzt

sind, wie z.B. am Rumpf des Mannes und den Beinen der Frau. Nach neueren Hinweisen

scheint zwischen der Entstehung von Melanomen und UV-B-Bestrahlung ein direkter

Zusammenhang zu bestehen: Die Umweltbehörde der USA geht davon aus, dass bei einer

langfristigen Abnahme der Ozonschicht um 1% die Häufigkeit bösartiger Melanome um 2%

ansteigt. Auch andere Hautkrebserkrankungen werden häufiger: Nehmen die Ozonwerte in

unseren Breiten um 1% im Mittel ab, so steigen 20 Jahre später die Nicht-Melanom-

Hautkrebse um 3% an. Kontrovers wird die Bedeutung toxischer, medikamentöser oder

endokriner Einflüsse (z.B. Gravidität, Kontrazeptiva) beurteilt. Zahlreiche Beispiele

(Spontanremissionen, aggressive Verläufe bei immunsupprimierten Personen) belegen die

Bedeutung immunologischer Faktoren in der Tumorprogression dieser Neoplasie (Sauter und

Herlyn, 1998).
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1.3. Klinik und Histologie

Das maligne Melanom ist kein einheitlicher Tumor. Anhand morphologischer, histologischer

und biologischer Kriterien lassen sich verschiedene Melanomtypen voneinander

unterscheiden (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Klinisch-histologische Subtypen kutaner maligner Melanome im deutschsprachigen Raum.
Ergebnisse des Zentralregisters Malignes Melanom 1983 - 1995 (n = 30.015) nach Barnhill et al.
(1993) und Koh (1991).

Typ Abkürzung Prozentualer
Anteil

Medianes
Alter

Superfiziell spreitendes Melanom SSM 57,4 % 51 Jahre

Noduläres Melanom NM 21,4 % 56 Jahre

Lentigo-maligna-Melanom LMM 8,8 % 68 Jahre

Akral-lentiginöses Melanom ALM 4,0 % 63 Jahre

Nicht klassifizierbares Melanom UCM 3,5 % 54 Jahre

Sonstige 4,9 % 54 Jahre

Grundlagen der Klassifizierung sind Wachstumsverhalten, Entwicklungsweg und

Lokalisation. Einige Typen sind jedoch nicht klassifizierbar oder repräsentieren Mischformen.

Klinische Sonderformen sind z.B. amelanotische Melanome, Schleimhaut- oder andere

extrakutane Melanome, die etwa 5% aller Melanome ausmachen (Barnhill et al., 1993; Koh

1991). Das superfiziell spreitende Melanom (SSM) beginnt mit einer intraepidermalen

horizontalen Ausbreitungsphase zunächst als Fleck, entwickelt sich dann invasiv flach

erhaben, häufig mit farblicher Vielfalt, hellen Regressionszonen und sekundär knotigen

Anteilen. Histologisch charakteristisch ist ein pagetoides Muster der intraepidermalen

Tumorkomponente im Randbereich. Das Lentigo-maligna-Melanom entsteht oft erst nach

vielen Jahren aus einer Lentigo maligna (in-situ Melanom) nahezu ausschließlich im

Gesichtsbereich älterer Patienten. Das akral-lentiginöse (akrolentiginöse) Melanom findet sich

vorwiegend palmoplantar, aber auch als sub- oder periunguales Melanom. Es zeichnet sich in

seiner intraepidermalen Frühphase meist durch unscharf begrenzte, inkohärente

Pigmentierungen aus, ehe die knotigen Anteile das invasive Wachstum signalisieren. Das

noduläre Melanom imponiert hingegen als primär knotiger, exophytischer, überwiegend
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schwarzbrauner, häufig erosiv-blutiger Tumor, dem eine initiale horizontale Wachstumsphase

und damit die Möglichkeit zur Frühdiagnose fehlt.

1.4. Prognose und Stadieneinteilung

Ca. 90% aller malignen Melanome kommen derzeit als Primär-Tumor ohne erkennbare

Metastasierung zur ersten Diagnose. Die 10-Jahres-Überlebensrate im Gesamtkollektiv

beträgt ca. 75-80%. Die wichtigsten prognostischen Faktoren beim primären malignen

Melanom ohne Metastasen sind nach neueren Studien (Balch et al., 1992; Barnhill et al.,

1993; National Instituts of Health, 1992; Garbe et al., 1995) folgende: Die vertikale

Tumordicke nach Breslow (s. Abbildung 1) am histologischen Präparat (< 0,75 mm: ca. 97%

10-Jahres-Überlebensrate (10-JÜR); 0,76-1,5 mm: ca. 90% 10-JÜR; 1,5-4 mm ca. 65% 10-

JÜR; > 4 mm: ca. 50% 10-JÜR), der Invasionslevel nach Clark (s. Abbildung 1)

(insbesondere die Unterscheidung zwischen Level II und III), der klinisch-histologische Typ

(ungünstig: primär noduläre Melanome und akrolentiginöse Melanome), das Geschlecht

(signifikant schlechtere Prognose für Männer), die Tumorlokalisation (ungünstige Prognose

für Rumpf, Oberarme, Hals und behaartem Kopf), sowie das Vorhandensein einer Ulzeration.

Abbildung 1: Das Diagramm zeigt kombiniert das „Microstaging“ nach Clark und Breslow. Das
Invasionslevel nach Clark basiert auf der Anatomie, während Breslow die Invasionstiefe des Tumors
in Millimeter misst.

Das maligne Melanom kann sowohl primär lymphogen als auch primär hämatogen

metastasieren. Etwa 2/3 aller Erstmetastasierungen sind zunächst auf das regionale

Lymphabflußgebiet beschränkt. Eine regionale Metastasierung kann manifest werden mit
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Entfernung des Primär-Tumors mit ungenügendem Sicherheitsabstand, mit In-transit-

Metastasen und mit regionalen Lymphknotenmetastasen.

1.4.1. Histologische Kriterien mit prognostischer Bedeutung

Die Tumordicke nach Breslow ist das wichtigste, histologisch zu bestimmende, prognostische

Merkmal eines malignen Melanoms. Dazu wird die zur Hautoberfläche vertikale Distanz

zwischen Stratum granulosum und den untersten Tumorzellen in mm am geeichten

Mikroskop bestimmt. Der histologische Schnitt muss dazu aus der dicksten Stelle des

Melanoms stammen. Gegenüber der Tumordicke scheint das Invasionslevel nach Clark

nachrangig zu sein. Beide Merkmale gehen jedoch in die TNM-Klassifikation ein, die

Tumordicke jedoch vorrangig gegenüber der Eindringtiefe.

1.4.2. Stadieneinteilung und TNM-Klassifikation

Die Stadieneinteilung des malignen Melanoms basiert auf Tumordicke und Invasionslevel des

Primärtumors (pT) und dem Umfang der feststellbaren Metastasierung, wobei regionale

Metastasen (N) von Fernmetastasen (M) unterschieden werden (s. Tabelle 2).

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des Melanoms (UICC, 1997).

pT Primärtumor

pTX Primärtumor kann nicht beurteilt werden

pT0 Melanoma in situ (Clark-Level I)

pT1 Tumordicke < 0,75 mm und Clark-Level II

pT2 Tumordicke 0,76 - 1,5 mm und/oder Clark-Level III

pT3a Tumordicke 1,51 - 4,0 mm und/oder Clark-Level IV

pT4a Tumordicke > 4,0 mm und/oder Clark-Level V

pT4b Satelliten innerhalb von 2 cm vom Primärtumor

pTb In-transit-Metastasen* vor der regionalen Lymphknotenstation

Die pT-Klassen werden nach der vertikalen Tumordicke nach Breslow festgelegt, nur bei fehlender
Tumordickenangabe wird der Invasionslevel nach Clark herangezogen.
* In-transit-Metastasen sind Metastasen der Haut oder Subkutis, die mehr als 2 cm vom Primärtumor
entfernt, aber nicht jenseits der regionalen Lymphknoten liegen.
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Die 10-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit beträgt bei Patienten mit Satelliten- und In-

transit-Metastasen ca. 25-40% und bei Patienten mit klinisch manifesten regionalen LK-

Metastasen ca. 15-30%. Bei Fernmetastasierung ist die Prognose in der Regel ungünstig, die

mediane Überlebenszeit ohne Behandlung beträgt nur ca. 4-6 Monate.

Basierend auf der TNM-Klassifikation wurde von der Deutschen Dermatologischen

Gesellschaft eine mehr Prognose-orientierte Stadieneinteilung empfohlen, die auch die

Ausbreitung des Tumors jeweils eindeutig erkennen läßt (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Stadieneinteilung nach den Empfehlungen der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft
(Orfanos et al., 1994).

Stadium pT N M 10 Jahre Überlebens-
wahrscheinlichkeit

Ia pT1 (< 0,75 mm) N0 M0 97 %

Ib pT2 (0,76 - 1,5 mm) N0 M0 90 %

IIa pT3 (1,51 - 4,0 mm) N0 M0 67 %

IIb pT4 (> 4,0 mm) N0 M0 43 %

IIIa pTa, pTb* N0 M0 28 %

IIIb jedes pT N1, N2 M0 19 %

IV jedes pT jedes N M1 3 %

* Satelliten-Metastasen werden als pTa und In-transit-Metastasen als pTb bezeichnet
N0=Keine regionalen Lymphknotenmetastasen, N1=Metastase(n) 3 cm oder weniger in größter
Ausdehnung in irgend einem regionalen Lymphknoten, N2= Metastase(n) mehr als 3 cm in größter
Ausdehnung in irgendeinem regionalen Lymphknoten und/oder In-transit-Metastasen MO=keine
Fernmetastasen, M1=Befall von Haut, Subkutis oder Lymphknoten jenseits der regionalen LK und
Viszerale Metastasen.
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1.5. Tumormarker

Die steigende Inzidenz von Melanomen sowie die schlechte Prognose bei Metastasierung

veranlaßte in den letzten Jahren verschiedene Arbeitsgruppen, potentielle Tumormarker auf

ihre klinische Eignung zu untersuchen. Tumormarker sind im Blut oder anderen

Körperflüssigkeiten zirkulierende Makromoleküle oder zelluläre Veränderungen, deren

Auftreten und Konzentrationsänderung in Beziehung mit der Entstehung und dem Wachstum

von malignen Tumoren eines Individuums steht. Etablierte Tumormarker gibt es für das

maligne Melanom nicht. Es wurde versucht, Melaninmetaboliten wie das 5-S-Cysteindopa als

mögliche Tumormarker im Urin von Patienten zu bestimmen. Diese treten jedoch erst bei

weit fortgeschrittener Metastasierung vermehrt auf, steigen aber auch bei Aktivierung des

Pigmentsystems z.B. durch Sonneneinstrahlung (Horiskoshi et al., 1994). Berichte über

erhöhte Konzentrationen von ICAM-1-Molekülen, einem Mitglied der Immunglobulin-

Superfamilie, im Serum von Patienten mit Fernmetastasen konnten in größeren Studien nicht

bestätigt werden. Auch die Aussagekraft erhöhter Serumwerte des Proteins S-100 bei

metastasierendem Melanom kann als nicht gesichert gelten (Guo et al., 1995). S-100 ist als

saures Kalziumbindendes Protein ein Mitglied einer Genfamilie, die bisher 16 Mitglieder

umfaßt. Seine Funktion liegt in der Zellzyklusprogression und Differenzierung. Auch durch

den Einsatz von sensitiven molekularbiologischen Techniken (z.B. Tyrosinase-RT-PCR) war

es bisher nicht möglich einen frühen Progressionsmarker des Melanoms zu etablieren

(Battayani et al., 1995).
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1.6. Multischrittkarzinogenese

Die maligne Transformation von Zellen und die Progression von Tumoren sind Folgen einer

Anhäufung verschiedener genetischer Veränderungen. So verläuft die Veränderung von

normalen Melanozyten bis hin zur metastasierenden Melanomazelle über mehrere

Progressionsstufen (s. Abbildung 2). Innerhalb der verschiedenen Stufen kommt es zu

verschiedenen mutagenen Ereignissen. Die daraus resultierenden zytogenetischen

Veränderungen manifestieren sich phänotypisch und in unterschiedlichem

Wachstumsverhalten der Zellen. Die Karzinogenese des malignen Melanoms besteht in einer

Anhäufung von Schäden auf unterschiedlichen biologischen Ebenen. Durch ein

Intiationsereignis (z.B. UV-Strahlung oder chemische Karzinogene) werden normale

Melanozyten für die Tumorentstehung prädisponiert. Durch weitere Promotionsereignisse

werden die Zellen weiter entdifferenziert.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Multischritt-Melanom-Karzinogenese.
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1.7. Melanom-assoziierte Antigene

MAGE, BAGE und GAGE sind die wichtigsten Melanom-assoziierten Antigene. Sie sind in

drei verschiedene Genfamilien eingeteilt. Zur MAGE-Genfamilie gehören mindestens 12

Mitglieder, die alle auf dem X-Chromosom lokalisiert sind. Die Mitglieder der MAGE-,

BAGE- und GAGE-Genfamilien werden von spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten

erkannt und zeichnen sich durch ein typisches Expressionsmuster aus (Gaugler et al., 1994;

van den Eynde et al., 1995; van Pel et al., 1995). In normalen Geweben zeigen sie außer in

Testis keine Expression. Auch in normalen Melanozyten findet man keine Expression. In

einigen Tumoren sind sie recht häufig exprimiert (Melanom, Lungenkarzinom, Sarkom,

Blasenkarzinom), während sie in anderen Tumoren (Gehirntumor, Nierenkarzinom,

Leukämie) nur sehr selten nachweisbar sind. Die Funktion der Genprodukte ist noch nicht

bekannt. Beim Vergleich der Expression von MAGE-1, MAGE-3 und BAGE (s. Tabelle 4)

ergibt sich folgendes Bild (van Pel et al., 1995).

Tabelle 4: Vergleich der Expression von MAGE-1, MAGE-3 und BAGE in primären Melanomen und
Metastasen.

Melanom gesamt Primäres Melanom Metastase

MAGE-1 36% 14% 42%

MAGE-3 65% 36% 74%

BAGE 22% 8% 26%

In neueren Publikationen wird eine weitere Antigenklasse beschrieben. Aufgrund ihres

Expressionsprofils und ihrer genomischen Lokalisation auf dem X-Chromosom wird diese

Klasse als CTA-Klasse I (Cancer/Testis Antigen) bezeichnet. Dazu gehören zum Einen NY-

ESO-1 (Chen et al., 1997), CTp11 (Zendman et al., 1999), sowie die SSX-Gen-Familie

(Tureci et al., 1998).
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1.8. Molekulargenetische Analyse

Zytogenetisch zeigen mehrere Chromosomen bevorzugte Lokalisationen für Veränderungen

und geben Hinweise auf molekulargenetische Faktoren.

Chromosom 1 6 7 9 10 11 17

1p 11-22 6p 7p 9p 24 10p 25-26 11p 11-14 17p 13betroffene
Regionen 1q 11-32 6q 11-26 7q 11 9q 12 11q 23-25

Während ein spezifisches Melanomgen weiterhin nicht bekannt ist, ereignen sich in der

Kaskade von Mutationen auf dem Weg vom Melanozyt zur metastasierenden Melanomazelle

sowohl frühe als auch vielfältige späte Mutationen. Die frühen und charakteristischen

Promotionseffekte werden oft durch UV-induzierte Punktmutationen an

Tumorsuppressorgenen hervorgerufen (Kress et al., 1992; Piepkorn, 1994). Weiss et al.

(1994) konnten am Tumorsuppressorgen p53 in primären humanen Melanomen nachweisen,

dass überwiegend C→T und CC→TT Transitionen in den Exons 5-8 des Chromosoms

17p13.1 vorkommen. Dies entspricht einer UV-induzierten Punktmutation in den

pyrimidinreichen Domänen der DNA. Gleiches gilt für das Tumorsuppressorgen CDKN2

(Herbst et al., 1994; Kamb et al., 1994). Somit gelingt es, UV-induzierte Mutationen in der

frühen Melanomprogression als Pyrimidin-Transitionen zu charakterisieren und somit von

den vielfältigen Transversionen, verursacht durch andere Karzinogene, zu unterscheiden.

durch Transition

UV-B C→T

UV-ähnliche Karzinogene CC→TT

durch Transversion

alkylierende Karzinogene G→C

Benz(a)pyrene T→A

Andere Chemikalien G→T
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1.9. Metastasierung

Die medizinische Relevanz des malignen Melanoms liegt nicht so sehr in einer örtlichen

Aggressivität des Primärtumors, als vielmehr in seiner ausgeprägt starken und oft recht

frühzeitigen Neigung zu lymphogener oder/und hämatogener Metastasierung mit letalem

Ausgang. Die Zehnjahresüberlebenswahrscheinlichkeit beträgt bei Patienten mit Satelliten-

und In-transit Metastasen ca. 25-40% und bei Patienten mit regionalen

Lymphknotenmetastasen 15-30%. Bei Fernmetastasen beträgt die mediane Überlebenszeit nur

ca. 4-6 Monate. Der Prozess der Metastasierung ist sehr komplex und kann in mehrere

Schritte unterteilt werden (Bastida et al., 1988; Fidler, 1989).

1. Auswachsen des Primärtumors:

Das Melanom geht von der radialen Wachstumsphase in ein invasives Wachstum (vertikale

Wachstumsphase) über. Die Tumorzellen durchdringen die Basalmembran und wandern in

das subepitheliale Bindegewebe. Sie bewegen sich in Lymphspalten und im Bindegewebe

weiter (Invasion) und können Teile des Bindegewebes abbauen (Destruktion).

2. Angiogenese und Dissoziation:

Aus vorhandenen Blutgefäßen sprossen Kapillaren in den wachsenden Tumor ein und es

bildet sich ein bindegewebiges Stroma. Einzelne Tumornester oder einzelne Tumorzellen

lösen sich aus dem Zellverband. Voraussetzung hierfür ist der Verlust der Zell-Zell-Adhäsion,

die für den Zusammenhalt des normalen Epithels verantwortlich ist.

3. Überleben und Embolisierung:

Wenn adhärent wachsende Zellen den Substratkontakt, z.B. zur Basalmembran oder zu

Keratinozyten verlieren, wird in der Regel ein Apoptose-Programm ausgelöst. In

Tumorzellen, die in der Blutbahn überleben, müssen Mechanismen zum Schutz vor Apoptose

aktiv sein. In ca. 90% aller Karzinome bilden sich Fernmetastasen in denjenigen

Kapillarbetten, in die die Tumorzellen entsprechend der anatomischen Lokalisation des

Tumors zuerst gelangen. Beim malignen Melanom bilden sich die meisten Metastasen im

Gehirn, der Lunge und der Leber. Dies kann über eine Embolisierung der Endostrombahn

oder durch Adhärenz der Tumorzellen an das Endothel geschehen.

4. Metastasenwachstum:

Die Tumorzellen durchdringen das Endothel mit der endothelialen Basalmembran, invadieren

das subendotheliale bindegewebige Stroma und im weiteren Verlauf das Parenchym des

betreffenden Organs. Hier bilden sich schließlich solide Metastasen heran (Wagener, 1999).
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An dem Prozess der Metastasierung sind eine Vielzahl von Faktoren, wie Zelladhäsions-

moleküle, Proteasen, Wachstumsfaktoren, Onkogene, Tumorsuppressor-Gene, Moleküle der

DNA Reparatur, Motilitätsfaktoren, Zytokine und Faktoren der Angiogenese, beteiligt.

1.9.1. Zelladhäsionsmoleküle

Zelladhäsionsmoleküle vermitteln den Kontakt von Zellen untereinander und die Adhärenz

von Zellen an die Bestandteile der extrazellulären Matrix (ECM). Zelladhäsionsmoleküle sind

an allen Schritten der malignen Progression beteiligt. Durch Verlust und/oder Dysregulation

von diesen Proteinen geht die geordnete Gewebestruktur verloren und Tumorzellen lösen sich

aus dem Gewebeverband. Voraussetzung für die Infiltration bindegewebiger Strukturen ist die

Expression von Adhäsionsmolekülen die an Bestandteile der ECM binden.

Die Expression von E-Cadherin, einem Zelladhäsionsmolekül, das die Bindung von

Melanozyten an Keratinozyten vermittelt (Nesbit et al., 1994) ist herunterreguliert, während

die Expression von N-Cadherin hochreguliert wird (Hsu et al., 1996).

Mitglieder der Integrin-Familie vermitteln die Bindung von Zellen an Bestandteile der

extrazellulären Matrix. Komponenten der ECM wie z.B. Fibronectin und Kollagene fördern in

vitro und in vivo die Migration von Zellen. Tumorzellen benötigen Kontaktstellen um sich im

interstitiellen Bindegewebe fortbewegen zu können, daher setzt invasives Wachstum eine

Expression der entsprechenden Rezeptoren voraus. Bei Melanomen hängt die Häufigkeit von

Fernmetastasen und damit die Prognose des Patienten von der Eindringtiefe der Tumorzellen

in die Dermis ab. Bei malignen Melanomen korreliert die Eindringtiefe in die Dermis mit der

Expressionsstärke des Adhäsionsmoleküls αvß3-Integrin (Albelda et al., 1990; Natali et al.,

1997). αvß3-Integrin bindet an das Tripeptid RGD, welches z.B in Fibronectin vorkommt. Im

Tiermodell ließ sich, durch Zugabe von RGD-Peptiden, die Integrinbindung und somit die

Metastasierung inhibieren (Humphries et al., 1986).

Auch bei MCAM und ICAM-1, zwei Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie, korreliert

die Eindringtiefe in die Dermis mit der Expressionsstärke (Johnson, 1991). So zeigen

Melanome in situ keine ICAM-1-Expression, während invasive Tumore eine sehr starke

Expression zeigen, die auch in Metastasen bestehen bleibt (Collins und White, 1995).

MUC18, ein Zell-Zell-Adhäsionsmolekül, wird mit zunehmender Progression des Tumors

stärker exprimiert (Johnson et al., 1989) und verleiht Melanomazellen ein höheres

Metastasierungspotential (Xie et al., 1997). Die verminderte Expression des

Transkriptionsfaktors AP-2 korreliert mit der Hochregulierung von MUC-18. In normalen
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Melanozyten in der Epidermis wird die Expression durch Keratinozyten unterdrückt (Shih et

al., 1994).

CD44 umfasst eine Gruppe heterogener Glykoproteine (mit mindestens 20 Isoformen), deren

Hauptligand Hyaluronsäure ist. Die Beteiligung dieses Moleküls an der malignen Progression

ist zwar nicht gesichert, dennoch zeigen Versuche, dass eine Überexpression von CD44 mit

einer erhöhten Metastasierungsrate korreliert (Bartolazzi et al., 1994).

Auch die Expression von Selektinen (Selective lectin dependent cell adhesion molecule)

scheint mit dem Metastasierungspotential von Melanomazellen zu korrelieren. Biancone et al.

(1996) zeigten, dass die experimentelle Metastasierung durch Blockierung der Interaktion von

E-Selektin mit Glykokonjugaten der Tumorzellen gehemmt werden kann.

1.9.2. Proteinasen

Proteinasen sind an der Degradierung der Basalmembran, des Endothels und der

extrazellulären Matrix beteiligt und fördern so das invasive Wachstum von Tumoren.

Proteinasen werden entsprechend struktureller Eigenschaften des enzymatisch aktiven

Zentrums, Unterschieden im pH-Optimum, Abhängigkeit von Kationen und der

Empfindlichkeit gegen Inhibitoren, in Serin-, Cystein-, und Metalloproteinasen eingeteilt. Im

folgenden werden zwei Systeme, Serin- und Metalloproteinasen vorgestellt, denen im

Rahmen der malignen Progression von Melanomen ein besonderer Stellenwert zukommt

(Pöllänen et al., 1991; Mignatti und Rifkin, 1993).

1.9.2.1. Das uPA-System

Der Serinprotease Plasmin kommt eine entscheidende Rolle bei der Tumorprogression zu.

Plasminogen, das inaktive Proenzym von Plasmin, wird durch den Plasminogenaktivator uPA

in seine aktive Form überführt. Plasmin spaltet neben Fibrin auch Bestandteile der

extrazellulären Matrix und der Basalmembran wie Fibronectin, Laminin, Thrombospondin

und nicht-fibrilläre Kollagene (Liotta et al., 1981). Plasmin aktiviert durch proteolytische

Spaltung andere Proteinasen wie Metalloproteinasen, die dann Kollagen vom Typ IV und

weitere Komponenten der Basallamina degradieren (Coussens, 1996). Zum uPA-System

zählen außerdem auch die beiden in der ECM vorkommenden Plasminogen-Aktivator-

Inhibitoren 1 und 2 (PAI-1 und PAI-2). Der Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA),

sein Rezeptor (uPAR), sowie die Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 bilden ein komplexes System,

das Proteolyse, Zelladhäsion und ECM-Struktur reguliert. An der Zelloberfläche der

Tumorzellen kann uPA nach Bindung an den uPA-Rezeptor Plasminogen in Plasmin spalten.
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Plasmin selbst kann dann direkt ECM-Bestandteile lysieren oder weitere Kollagenasen und

Wachstumsfaktoren aktivieren (Reuning et al., 1998). Die Aktivität von uPA wird außerdem

durch die Bindung der Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 kontrolliert.

Prinzipiell können die Komponenten des uPA-Systems von den Tumorzellen sowie von

Endothelzellen, Fibroblasten oder infiltrierenden Leukozyten synthetisiert werden.

Lokalisierungs- und Expressions-Studien ergaben aber, daß der uPA-Rezeptor in erster Linie

von den Tumorzellen, uPA allerdings nur von den Tumorzellen der Invasionsfront und von

den Stromazellen gebildet wurde. PAI-1 war überwiegend in der extrazellulären Matrix

nachweisbar (Weidle et al., 1994). Eine Reihe von experimentellen Daten, die die Bedeutung

des Systems für die Invasivität von Zellen in vitro und in vivo belegen, konnten in klinischen

Studien bestätigt werden. Beim Mammakarzinom gelten uPA und PAI-1 als unabhängige

Prognosefaktoren für den Verlauf bei Patientinnen mit metastasefreien Lymphknoten

(Grondahl-Hansen et al., 1993). Die Komponenten des uPA-Systems werden nur in

fortgeschrittenen Primärtumoren und in Metastasen exprimiert. PAI-1 war dabei in der

extrazellulären Matrix nachweisbar, die den Tumor umgab (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Expression von Komponenten des uPA-Systems in fortgeschrittenen primären Melanomen
und Melanommetastasen (nach deVries et al., 1994).

Benigne Naevi (%) Melanome (%) Lokalisation

uPA 0
41
41

Tumorzellen
Stromazellen

uPAR 0
38
15

Tumorzellen
Stromazellen

PAI-1 0
24
10
13

ECM
Tumorzellen
Stromazellen

PAI-2 0
31
15

Tumorzellen
Stromazellen
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1.9.2.2. Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) umfassen eine Gruppe sezernierter und

membranständiger Enzyme, die Bestandteile des interstitiellen Bindegewebes und der

Basalmembran abbauen können. Basierend auf ihrer Substratspezifität und Sequenzhomologie

werden die MMPs in drei Hauptgruppen eingeteilt. Kollagenasen bauen fibrilläre Kollagene

ab, Stromelysine bauen Proteoglykane und Glykoproteine ab und Gelatinasen degradieren

nicht-fibrilläre- und denaturierte fibrilläre Kollagene.

In Melanomen wird die Kollagenase Typ IV (MMP-2) durch Interleukin 8 induziert und spielt

eine wichtige Rolle bei der Invasion. Die Metastasierung wird durch ihre Fähigkeit die ECM

aufzulösen und Angiogenese zu induzieren begünstigt (Luca et al., 1997). Aktives MMP-2

wird an der Zelloberfläche von Melanomen über αvß3-Integrine gebunden und kann so

wirksam werden (Brooks et al., 1996).

1.9.3. Angiogenese

Die Angiogenese, d.h. die Ausbildung neuer Blutgefäße aus bestehenden Gefäßen und somit

Anschluß eines soliden Tumors an das Blutgefäßsystem, ist ein weiterer wichtiger Schritt bei

der Tumorprogression. Eine Korrelation zwischen Tumordicke, Ausmaß der Vaskularisierung

und Metastasierung wurde beschrieben (Srivastava et al., 1986). Die abnormale Morphologie

und Größe der Endothelzellen in den neu gebildeten Blutgefäßen erleichtert das Einwandern

von disseminierenden Tumorzellen in das Blutgefäßsystem und fördert so die Metastasierung

(Harries, 1997). In Melanomen gilt der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) als

Angiogenese-Induktor (Erhard et al., 1997).

1.9.4. Wachstumsfaktoren

Um an einer distanten Stelle einen Sekundärtumor zu etablieren, ist die Fähigkeit zur

Proliferation der metastasierenden Zelle von entscheidender Bedeutung. Verschiedene

Wachstumsfaktoren wirken als Regulatoren der Tumorproliferation, wobei gezeigt wurde,

dass Tumore zunehmend unabhängig von exogenen Faktoren werden. So produzieren

Melanomazellen selbst viele positive Wachstumsregulatoren (Edward et al., 1993). Zu diesen

autokrinen Wachstumsfaktoren gehört bFGF (basic fibroblast growth factor) (Halaban, 1988;

Rodeck; 1991), ebenso wie IL-8 (Schadendorf et al., 1993). Eine Korrelation von

Tumorprogression bei Melanomen und Expressionsstärke wurde für TGF-β2 und TGF-β3

(Transforming growth factor) beschrieben (Schmid et al., 1995). TGF-β2 und TGF-β3 sind
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nicht in Melanozyten zu finden, zeigen aber in Nävi, Melanomen und Metastasen eine

zunehmende Expression.

Die Expression des erbB-Gens, welches für den EGF-Rezeptor (epidermal growth factor)

kodiert, korreliert ebenfalls mit der Tumorprogression. So zeigen Melanozyten und Nävi

keine Expression, dysplastische Nävi und Melanome in der radialen Wachstumsphase zeigen

eine schwache Expression, während Melanome in der vertikalen Wachstumsphase und

Metastasen eine sehr starke Expression zeigen (Elder et al., 1989; Ahern et al., 1993).

1.9.5. Onkogene und Tumorsuppressorgene

Das p16ink4-Gen (CDKN2, MLM, MTS1) auf Chromosom 9p21 kodiert für ein Protein (p16)

mit wichtigen Funktionen in der Regulation des Zellzyklus. Das p16-Genprodukt bindet an

den Komplex von CDK4 (Cyclin dependent kinase 4) und Cyclin D oder CDK6 und Cyclin D

und verhindert so die Phosphorylierung von RB1. Dies hat eine Blockierung des Zellzyklus in

der späten G1-Phase zur Folge. Drei von vier nachgewiesenen CDKN2A-

Austauschmutationen stören offenbar die Ausbildung stabiler Komplexe zwischen p16 und

den Kinasen. Als Resultat solcher Austauschmutationen ist eine massive Zellproliferation

vorstellbar (Renade et al., 1995).

In Melanomen konnte nachgewiesen werden, dass das p16-Gen durch homozygote Deletionen

oder Mutationen inaktiviert ist. Es konnte gezeigt werden, dass 91 von 128 Melanoma-

Zellinien genetische Veränderungen im p16-Gen hatten (Gruis et al., 1995).

Immunhistochemische Untersuchungen in melanocytären Tumoren ergaben weitere

Hinweise, dass p16 eine wichtige Rolle in der Progression dieser Tumore haben könnte.

Wang et al. (1996) fanden in 61% der benignen Nävi, jedoch nur in 16% der malignen

Melanome eine Expression von p16.

Unklar bleibt jedoch, warum CDKN2A-Keimbahnmutationen eine vermehrte

Melanomsuszeptibilität zur Folge haben, während das funktionell eng gekoppelte

keimbahnmutierte RB1-Gen ein gänzlich anderes Tumorspektrum induziert.

Das TP-53-Gen kodiert für ein nukleäres Protein (p53), das wichtige Funktionen in der

Regulation des Zellzyklus, Aufrechterhaltung der Integrität des Genoms und der

Tumorprogression übernimmt. Während für eine Vielzahl von Tumoren die gestörte Funktion

von p53 belegt ist, wird die Bedeutung von p53 für das maligne Melanom kontrovers

diskutiert (Strech et al., 1991; Weiss et al., 1995).



Einleitung 22

Die ras-(Onko-)Genfamilie im engeren Sinne setzt sich aus den sehr nahe verwandten Ha-ras,

Ki-ras und N-ras Genen zusammen. Diese Genprodukte haben eine zentrale Position bei der

Signaltransduktion von der Zellmembran in den Zellkern und können so die Proliferation, die

Differenzierung und den Zellmetabolismus kontrollieren. Untersuchungen durch Albino et al.

(1989) konnten zeigen, dass mutante und dadurch aktivierte ras-Gene nur selten in Nävi

exprimiert werden. Sie werden erst sehr spät in der Melanomprogression exprimiert. Ras-

Aktivierungen werden vor allem in Melanomen beobachtet, die in lichtexponierten

Körperregionen entstanden sind. Hierbei betreffen die auslösenden Mutationen

pyrimidinreiche Abschnitte des Gens. Die Bildung von Pyrimidindimeren ist ein typischer,

durch UV-Strahlung induzierter Lichtschaden.

Das Neurofibromatose-1-(NF1-)Gen kodiert für Neurofibromin, ein GTPase aktivierendes

Protein, das die Aktivität von ras-p21-Proteinen regulieren kann. Es ist an der Kaskade der

Signaltransduktion von der Zellmembran zum Zellkern beteiligt und hat somit Einfluß auf die

proliferationsstimulierenden Effekte von ras-p21-Proteinen. Die Inzidenz von Melanomen ist

bei Patienten mit Neurofibromatose, bei denen vermehrt kongentiale Nävi beobachtet werden,

höher als bei anderen Patienten. Diese Befunde weisen darauf hin, dass NF-1 eine Rolle in der

Melanompathogenese spielen könnte (Andersen et al., 1993).

In verschiedenen Tumortypen wurde ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Expression

der Nukleotid-Diphosphat-Kinase (NM23) und dem Metastasierungspotential gefunden. NM23

wurde deshalb auch als Antimetastasierungsprotein bezeichnet. In Melanoma-Zellinien ist ein

eindeutiger Zusammenhang zwischen der Expression von NM23 und deren

Metastasierungsfähigkeit nachgewiesen worden (Caligo et al., 1994).
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1.10. Methoden zur Suche nach differentiell exprimierten Genen

Das humane Genom beinhaltet ca. 50 00 bis 100 000 verschiedene Gene, deren Expression

restriktiven Regulations- und Kontrollmechanismen unterliegen. Nur ein kleiner Teil, ca. 10-

15% aller Gene wird in einer individuellen Zelle exprimiert (Alberts et al., 1989). Die Wahl

der Gene welche exprimiert werden, bestimmen alle Lebensprozesse wie Entwicklung,

Differenzierung, Homeostase, Zellzyklusregulation, Alterung und Zelltod. Der Ablauf

physiologischer, aber auch pathologischer Prozesse, wie sie bei Krebs vorkommen, geht mit

einer Veränderung der Genexpression einher. Zur Identifizierung differentiell exprimierter

Gene stehen prinzipiell mehrere Möglichkeiten zur Verfügung.

1. Konventionelle subtraktive Hybridisierung:

Dabei werden die cDNAs zweier zu vergleichender Zellpopulationen miteinander

hybridisiert. cDNAs, die in beiden Populationen vorkommen, werden abgetrennt und

differentielle cDNAs werden angereichert.

2. Representational Difference Analysis (RDA):

Die RDA (Lisitsyn et al., 1993) besteht aus einer Kombination von subtraktiver

Hybridisierung mit einer nachfolgenden selektiven PCR-Amplifikation.

3. Supression-PCR:

Das RDA Verfahren wurde nochmals durch Diatschenko et al. (1996) unter Verwendung

langer Oligonukleotide, die an die cDNA der Zellpopulationen ligiert werden, verbessert.

Diese Nukleotide hybridisieren mit sich selbst und blockieren so die PCR. Damit läßt sich die

Amplifikation von unerwünschten Produkten im RDA-Verfahren unterdrücken.

Die oben beschriebenen Methoden beinhalten jedoch einige Nachteile. Im Vergleich zum

Differential Display wird relativ viel RNA benötigt. Die Methoden sind komplexer und es ist

nur ein einseitiger Vergleich möglich, d.h. die Betrachtung des Expressionsmusters bezieht

sich nur auf eine der untersuchten Zellinien.

4. mRNA Differential Display Technologie (Peng Liang und Arthur Pardee, 1992):

Das mRNA DD dient der Identifizierung und Klonierung differentiell exprimierter Gene. Das

Differential Display ist eine sehr sensitive Methode, bei der auch sehr kleine

Expressionsunterschiede dargestellt werden können. Es können hierbei zwei oder mehr

Proben parallel miteinander verglichen werden. Prinzipiell basiert die Methode auf einer

reversen Transkription der mRNA mit drei verschiedenen oligo dT-Primern. Dadurch wird

die Gesamt-Population der mRNAs in drei verschiedene Subpopulationen aufgeteilt. Die drei
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Subpopulationen werden dann in einer PCR-Reaktion mit dem entsprechenden oligo dT-

Primer und einem statistischen 13mer Primer amplifiziert und radioaktiv markiert. Die

cDNA-Fragmente werden in einer anschließenden Gelelektrophorese aufgetrennt.

Differentielle Banden, die potentiell unterschiedlich exprimierten cDNAs entsprechen, lassen

sich dann relativ schnell und einfach aus dem Gel isolieren, amplifizieren und klonieren

(s. Abbildung 3). Die isolierten cDNAs können dann weiter charakterisiert werden. Mit dieser

Methode lassen sich nach theoretischen Berechnungen durch den Einsatz von 80

Zufallsprimern in Kombination mit den drei oligo dT-Primern 96% aller mRNAs einer Zelle

darstellen.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Methode des Differential Displays.

Isolierung der differentiellen cDNA-Fragmente

Reamplifizierung und Klonierung der cDNA-Fragmente

Weitere Analysen

mRNA Population A mRNA Population B

Reverse Transkription

cDNA cDNA

PCR Amplifizierung

PCR-Produkte PCR-Produkte

Auftrennung im
Polyacrylamidgel

A B A B
- - -
- - -
- - - -
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1.11. Zielsetzung der Arbeit

Die Progression des malignen Melanoms beruht auf einer Akkumulation mehrerer

unabhängiger Mutationen. Die Akkumulation von Mutationen erfolgt schrittweise, wobei jede

Mutation bei jedem Schritt der Zelle einen zusätzlichen selektiven Vorteil verschafft

(Vogelstein und Kinzler, 1993). Den verschiedenen Stadien der Tumorprogression liegen

vielfältige genetische Veränderungen zugrunde, welche sich im Expressionsprofil der

verschiedenen Stadien wiederspiegeln.

Am oben beschriebenen Expressionsprofil wird deutlich, dass zwar schon viele Gene

beschrieben wurden, die an der Tumorprogression beteiligt sind, jedoch ist die

Tumorprogression und Metastasierung ein sehr komplexer und heterogener Vorgang. An den

zum Großteil noch unverstandenen Prozessen sind vermutlich viele verschiedene

Mechanismen bzw. Gene und Genprodukte beteiligt. Einige der beschriebenen Gene gelten

zwar als recht aussichtsreiche Kandidaten, bei Anderen gelten die kausalen Zusammenhänge

als eher unsicher. Es ist daher zu erwarten, dass noch weitere, differentiell exprimierte Gene

bei den verschiedenen Mechanismen der Metastasierung eine Rolle spielen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen mit Hilfe der Methode des Differential Display in einem

Melanoma-Modellsystem, bestehend aus einer nicht-metastasierenden Zellinie (530) und

einer stark-metastasierenden Zellinie (NMCL-1), differentiell exprimierte Gene identifiziert

werden. In diesem gut definierten und charakterisierten System soll ein klares

Expressionsprofil dargestellt werden. Die Identifizierung bekannter und bisher unbekannter

differentiell exprimierter Gene könnte das Verständnis über die molekularen Ursachen der

Metastasierung erleichtern. Sie könnten außerdem in der Prognose und Diagnostik von

verschiedenen Melanomen, sowie als molekulare Targets in der Therapie von Nutzen sein.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und biochemische Reagenzien

Alle unten nicht extra aufgeführten Lösungsmittel und Chemikalien wurden von der Firma

Roche (Molecular Biochemicals) bzw. von der Boehringer Mannheim GmbH, von Merck

(Darmstadt) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Soweit nicht anders vermerkt, stammten alle

Enzyme, Reaktionspuffer, Nukleotide, Längenstandards und sonstige molekularbiologische

Reagenzien von Roche (Molecular Biochemicals) oder GibcoBRL (Eggenstein).

Enzyme und Chemikalien Bezugsquelle

Agarose MP Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Ammoniumpersulfat (APS) Pharmacia Biotech, Freiburg

AmpliTaq Polymerase Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT, USA

BSA Boehringer Mannheim, Mannheim

Bromphenolblau Serva, Heidelberg

EDTA (Titriplex III) Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Serva, Heidelberg

Expresshyb Solution Clontech, Palo Alto, USA

Ficoll 400 Pharmacia Biotech, Freiburg

Long Ranger Gellösung AT Biochem Malvern, PA

Nu Sieve 3:1 Agarose Gel FMC, Rockland, ME, USA

Phenol Sigma, Deisenhofen

Radiochemikalien α-[35S]dATP,
α-[32P]dCTP, γ-[32P]dATP

Amersham, Braunschweig

Quick Spin Columns Sephadex G50 Boehringer Mannheim, Mannheim

Röntgenfilme Biomax MS Kodak

Röntgenfilme Cronex 4 Du Pont, München

Trypsin 1:250 Merck, Darmstadt

TEMED Biorad, München

Velcorin (Dimethydicarbonat) Bayer AG, Leverkusen
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2.1.2. Puffer

Soweit im Text nicht anders angegeben, wurden folgende Standard-Puffer verwendet.

Standard-Puffer Zusammensetzung

PBS
137 mM NaCl; 2,7 mM KC; 4,3 mM Na2HPO4x7H2O
1,4 mM KH2PO4

pH 7,4

20xSSC
3 M NaCl ; 0,3 M Natriumcitrat!2H2O
pH 7,0

10xMOPS
0,2 M MOPS; 50 mM Natriumacetat; 10 mM EDTA
pH 7,0

RNA-Probenpuffer
250 µl Formamid, deionisiert, 83 µl Formaldehyd 37%ig ,
50 µl 10x MOPS, 0,5 µl Bromphenol-Blau-Lösung (10%ig)
ad. 500 ml DEPC-H2O

TAE
0,4 M Tris Base; 0,2 M Eisessig; 0,1 M EDTA
pH 8,4

TE
10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA
pH 8,0

Tris-HCL
1 M Tris-Base
pH 7,5 – pH 8,5

10xTBE
890 mM Tris-Base, 890 mM Borsäure, 20 mM EDTA
pH 8,0

2.1.3. Geräte

Geräte Bezugsquelle

CO2-Brutschrank Heraeus Instruments, München

Elektrophoresekammer GibcoBRL, Eggenstein

Tischzentrifuge, 5417R Eppendorf, Hamburg

Gene Amp PCR System 9600 Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA

Zentrifuge, RC-5B Sorvall, Bad Homburg

Spektrophotometer Uvikon 931 Kontron Instruments, Mailand, Italien

UV-Stratalinker Stratagene, Heidelberg

Sterilbank BDK, Sonnenbühl
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2.1.4. Bakterienstämme

E. coli INVα: F- endA1 recA1 hsdR17 (rk
-, mk

+) supE44 thi-1 gyrA96 relA1 φ80lacZ∆M15

∆(lacZYA-argF)U169

2.1.5. Bakterienmedien

LB (Luria Broth) Medium: 1% (w/v) Bacto-Trypton

0,5% (w/v) Bacto Hefe-Extrakt

0,5% (w/v) NaCl

pH 7,4

Das Medium wurde für 20 Minuten bei 121°C und 2 bar autoklaviert. 100 µg/ml Ampicillin

wurde nach Abkühlen auf etwa 50°C zugegeben.

LB-Agar wurde aus LB Medium plus 15 g/l Agar hergestellt und ebenfalls autoklaviert.

2.1.6. Zellen und Zellinien

Verwendete Zellinien und deren Eigenschaften.

Typ Bezeichnung Referenz / Eigenschaft

Kolon COLO-206F
Etabliert aus Ascites
DSMZ No: ACC 21; Semple TU et al., 1978

LOVO
Etabliert aus einer Metastase
Drewinko B und Yand LY 1976

SW-948
Etabliert aus einem Primärtumor
ATCC (CCL 237), Rockville, Maryland; Leibovitz A et al., 1976

Ovar EFO-21
Etabliert aus Ascites
Kunzmann R und Holzel F, 1987

EFO-27
Etabliert aus einer Metastase
Kunzmann R und Holzel F, 1987

COLO-704
Etabliert aus Ascites
Semple TU et al. ,1978

Prostata BM-1604
Etabliert aus einer Metastase
van-Helden PD et al., 1994

BPH-1
Etabliert aus einer benignen Hyperplasie
Hayward SW et al., 1995

LNCAP
Etabliert aus einer Metastase
Horoszewicz JS et al., 1983
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Typ Bezeichnung Referenz / Eigenschaft

Zervix BT-B
Subklon von HELA
Wang MH, 1991

KB-V1
KB-V1 ist ein "multidrug-resistant (mdr)" Subklon von KB-3-1.
KB-3-1 selbst ist ein Subklon von HeLa; Akiyama S et al., 1985

SISO
Etabliert aus einem chirurgisch entnommenen, Chemotherapie-
Resistenten Zervix-Adenokarzinom; Kaku T et al., 1999

Pankreas Capan-1
Etabliert aus einer Metastase;
Fogh J et al., 1977

HUP-T3
Etabliert aus einer malignen Ascites-Flüssigkeit
Nishimura N et al., 1993

PA-TU-8902
Etabliert aus einem primären Adenokarzinom
Elsasser HP et al., 1993

K2
Etabliert aus einem
Primärtumor

K7
Etabliert aus einer
Mesenterial-Metastase

K13
Etabliert aus einer Metastase
an der Porta Hepatis

K16
Etabliert aus einer Lungen
Metastase

Die Zellinien wurden in einem
orthotopen Maus Modell etabliert.
Dr. F. Alves, Klinikum Göttingen,
Abt. Hämatologie und Onkologie

Melanoma HEMn
Humane epidermale Melanozyten
Cascade Biologics Inc.

530 Nicht metastasierend ; Westphal JR et al., 1997

IF6 Schwach metastasierend; Westphal JR et al., 1997

MV1 Mittelstark metastasierend; Westphal JR et al., 1997

M14 Mittelstark metastasierend; Westphal JR et al., 1997

MEL57 Mittelstark metastasierend; Westphal JR et al., 1997

NMCL-1 Stark metastasierend; Westphal JR et al., 1997

IF6m Stark metastasierend; Westphal JR et al., 1997

MV3 Stark metastasierend; Westphal JR et al., 1997

BLM Stark metastasierend; Westphal JR et al., 1997
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Typ Bezeichnung Referenz / Eigenschaft

Brust HMEC "Human mammary epithelial cells" (Bio Wittaker, Heidelberg)

AR
Etabliert aus einem invasiv, medullären Primärtumor, im
Onkologischen Labor der Frauenklinik Heidelberg (Dr. S Kaul)

WA
Etabliert aus einem invasiv ductalen Primärtumor, im
Onkologischen Labor der Frauenklinik Heidelberg. (Dr. S Kaul)

1590
Etabliert aus einer Knochenmarkmikrometastase eines IDC, im
Onkologischen Labor der Frauenklinik Heidelberg (Dr. S Kaul)

HG15
Etabliert von einer Knochenmarkmikrometastase eines IDC, im
Onkologischen Labor der Frauenklinik Heidelberg (Dr. S Kaul)

KM22
Etabliert von einer Knochenmarkmikrometastase eines IDC, im
Onkologischen Labor der Frauenklinik Heidelberg (Dr. S Kaul)

KS
Etabliert aus einem malignen Ascites eines IDC, Onkologisches
Labor der Frauenklinik Heidelberg von Dr. S Kaul

MCF7 metastasierend, Soule HD et al., 1973

MCF7 ADR Nicht- metastasierend; Fairchild CR et al., 1987

LCC1
Subklon von MCF-7. Lokal invasiv und metastasierend:
Leonessa F et al., 1992

LCC2
Etabliert von LCC1 durch Exposition mit 4OH Tamoxifen
Lokal invasiv und metastasierend; Wakeling AE et al., 1993

LCC3 Subklon von ZR-75; Kristensen CA et al.,1995

MDA-MB231 Invasiv; Thompson EW et al., 1992

MDA-MB468 Nicht-invasiv; Thompson EW et al., 1992

MDA-MB435 Invasiv; Thompson EW et al., 1992

ZR-75 Nicht-invasiv; Thompson EW et al., 1992

T47 D Nicht-invasiv; Thompson EW et al.,1992

4A4
Metastasierende Sublinie von MDA-MB435;
Thompson EW et al., 1992

2C5
Nicht-metastasierende Sublinie von MDA-MB435;
Thompson EW et al., 1992
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2.1.7. Tumorbiopsien

Die Tumorbiopsien wurden vom Pathologischen Institut in Nijmegen (Holland) zur

Verfügung gestellt.

Sample
Nr.

Patienten
Nr.

Diagnose Typ Lokalisation Meta-
stasen

Breslow
Dicke

Clark
level

M* /
F*

Alter

1 T96-03684 Melanoma SSM Abdomen keine 7 mm III M 57

2 T96-03684 Normal

3 T95-12824 Melanoma NM
Rechter
Oberschenkel

keine 4,2 mm III F 61

4 T95-12824 Normal

11 T92-10906 Melanoma NM
Rechter
Oberarm

keine 4,2 mm IV M 36

12 T92-10906 Normal

41 T98-31635 Melanoma SSM Rechtes Ohr ? 6 mm V M

42 T98-31635 Normal

43 T98-35491 Melanoma SSM Thorax links ? 2,28 mm IV M

44 T98-35491 Normal

51 T97-3272 Metastase Lymphknoten ja F 48

52 T97-3272 Normal

63 T98-4436 Metastase Mammae links ja F 63

64 T98-4436 Normal

65 T97-11277 Metastase Lymphknoten ja M 65

66 T97-11277 Normal

69 T98-9960 Metastase Lymphknoten ja M 52

70 T98-9960 Normal

77 T98-6041 Metastase Lymphknoten ja F 31

78 T98-6041 Normal

79 T98-6165 Metastase Lymphknoten ja F 56

80 T98-6165 Normal

99 T97-29284 Melanoma ? ?

100 T97-29284 Normal
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Sample
Nr.

Patienten
Nr.

Diagnose Typ Lokalisation Meta-
stasen

Breslow
Dicke

Clark
level

M* /
F*

Alter

101 T98-2837 Melanoma ? ?

102 T98-2837 Normal

109 T98-27248 Melanoma SSM
Linker
Unterschenkel

? 1,5 mm IV M ?

110 T98-27248 Normal

115 T98-30400 Melanoma SSM Rücken ? 5,5 mm IV M ?

116 T98-30400 Normal

129 T98-31002 Melanoma SSM Rücken ? 0,37 mm III M ?

130 T98-31002 Normal

131 T98-30090 Melanoma SSM
Linker
Unterschenkel

? 0,5 mm II-III M ?

132 T98-30090 Normal

163 T97-1147 Melanoma NM Rechtes Ohr keine 1 mm III F 77

164 T97-1147 Normal

167 T97-10215 Melanoma NM Rücken keine 4,3 mm III M 52

168 T97-10215 Normal

171 T92-6918 Melanoma NM Nacken Lymph
knoten 1,6 mm III-V M 28

172 T92-6918 Normal

193 T98-19681 Melanoma NM Oberschenkel ? 2,1 mm IV F ?

194 T98-19681 Normal

281 T99-5144 Metastase Lymphknoten ja F 59

282 T99-5144 Normal

287 T98-4507 Metastase Lymphknoten ja F 42

288 T98-4507 Normal

293 T98-12454 Melanoma
malign.
blauer
Nevus

Rechter
Oberarm

Lymph
knoten
Leber

5,7 mm V M 29

294 T98-12454 Normal

* M = Männlich
* F = Weiblich
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2.1.8. Zellkulturmedien, Zusätze und Lösungen

Kulturmedium: 88 ml DMEM (Dulbecco`s modification of Eagles Medium)

10 ml FKS (BioWhittaker)

2 ml Pen/Strep (BioWhittaker)

DMEM mit 4,5 g/l Glucose und L-Glutamin (BioWhittaker)

Trypsin-Lösung: in 100 ml PBS-Lösung, pH 7,4 gelöst

125 mg Trypsin

100 mg EDTA

100 mg Glucose

2.1.9. Medien für das Screening einer Phagenbank

10 x Lamda dilution buffer
58,3 g 1,0 M NaCl
24,6 g 0,1 M MgSO4•7H2O
350 ml 1,0 M Tris-HCL (pH 7,5)

LB broth (pH 7,0)
10 g/l Bacto-tryptone
5 g/l Bacto-yeast extract
5 g/l NaCl

LB Agar Platten LB broth + 15 g/l Agar

LB Agar Platten + 10 mM MgSO4 LB broth + 15 g/l Agar + 2,4 g/l MgSO4

LB broth + 10 mM MgSO4 LB broth + MgSO4 (Endkonzentration 10 mM)

LB broth + 10 mM MgSO4 + 0,2%
Maltose

LB broth + MgSO4 (Endkonzentration 10 mM) nach
dem Autoklavieren Zugabe von 0,2% Maltose

Top Agarose + 10 mM MgSO4 LB broth + 2,4 g/l MgSO4 + 7,2 g/l Agarose

Neutralisierungslösung
1,5 M NaCL
0,5 M Tris-HCL (pH 8,0)

Denaturierungslösung
1,5 M NaCL
0,5 N NaOH
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2.2. Methoden

Alle grundlegenden molekularbiologischen Methoden wurden entweder wie in Sambrook et

al. (1989) oder unter Verwendung der genannten Komplettsysteme durchgeführt.

2.2.1. Isolierung von Nukleinsäuren

2.2.1.1. Isolierung von Gesamt-RNA

Für die Isolierung der Gesamt-RNA wurde die RNeasy Methode von Qiagen angewendet.

Diese Methode kombiniert die selektiven Bindungseigenschaften einer Silica-Membran mit

Zentrifugationsschritten.

Unter stark denaturierenden Bedingungen wurden die Zellen zuerst mit einem Guanidinium

Isothiocyanat und ß-Mercaptoethanol -haltigen Puffer lysiert und mit einem konventionellen

Stabrotor homogenisiert. Das Lysat wurde anschließend auf die Membran gebracht.

Die RNA (> 200 Nukleotidetide) wird in Gegenwart eines Puffersystems mit einer hohen

Konzentrationen an chaotropen Salzen an die Silica-Gel Membran gebunden. Nach mehreren

Waschschritten wurde die RNA mit 500 µl nukleasefreiem, bidestilliertem Wasser eluiert. Die

Konzentration der RNA-Lösung wurde photometrisch (OD bei 260 nm) bestimmt, ebenso

deren Reinheitsgrad aus dem Quotienten A260/280.

2.2.1.2. Isolierung von Poly-(A+) mRNA

Die Isolierung von Poly-(A+) mRNA aus Gesamt-RNA (2.2.1.1.) wurde mit der Oligotex

mRNA Methode von Qiagen durchgeführt.

Die Oligotex Methode macht sich die Tatsache zunutze, dass die meisten eukaryotischen

RNAs am 3´-Ende ein Homopolymer von 20-250 Adenosin Nukleotiden den sogenannten

Poly-(A)-Schwanz besitzen. Im Gegensatz dazu sind tRNAs und rRNAs nicht polyadenyliert.

Die Abtrennung erfolgt durch eine Bindung des Poly-(A)-Schwanzes an einen oligo dT-

Primer, der an eine Festphasen-Matrix (Polystyrene-Latex-Partikel) gebunden ist. Diese

spezifische Hybridisierung geschieht unter hohen Konzentrationen von chaotropen Salzen. In

mehreren Waschschritten wird die Poly-(A+) mRNA gereinigt und anschließend in einem

Puffer mit geringer Salzkonzentration eluiert. Die Konzentration der RNA-Lösung wurde

photometrisch (OD bei 260 nm) bestimmt, ebenso deren Reinheitsgrad aus dem Quotienten

A260/280.
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2.2.1.3. Isolierung von genomischer DNA

Für die Mikrosatelliten Analyse wurde "High molecular weight DNA" aus 17 Primärtumoren

und 8 Melanoma Metastasen isoliert. Die DNA wurde von micro-dissektierten Paraffin

Schnitten isoliert, sowie jeweils von Normalgewebe des selben Patienten. Für diese Analyse

wurde auch genomische DNA von 48 Zellinien isoliert.

Für diese Isolierungen wurde der QIAamp DNA (Qiagen) Mini Kit verwendet. Die Methode

besteht aus vier Schritten: Im ersten Schritt werden die Zellen mit der Protease K lysiert. Im

Zweiten wird die DNA unter geeigneten Pufferbedingungen an eine Silica-Gel Membran

gebunden. Proteine und andere Verunreinigungen werden anschließend in mehreren Wasch-

und Zentrifugationsschritten von der gebundenen DNA gewaschen. Im vierten Schritt wird

die genomische DNA mit 200 µl Wasser eluiert. Die Konzentration der RNA-Lösung wurde

photometrisch (OD bei 260 nm) bestimmt, ebenso deren Reinheitsgrad aus dem Quotienten

A260/280.

2.2.1.4. Isolierung von Plasmid DNA

Alle Plasmidisolierungen wurden mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit durchgeführt. Das

Protokoll basiert auf einer modifizierten alkalischen Lyse, gefolgt von einer Bindung der

Plasmid-DNA (unter geeigneten Salz- und pH- Bedingungen), an einen Anionenaustauscher

Harz. RNA, Proteine und niedermolekulare Verunreinigungen werden anschließend

weggewaschen. Anschließend wird die Plasmid-DNA eluiert und in einer Fällung mit

Isopropanol entsalzt und konzentriert. Die Plasmid DNA wurde dann, je nach erwarteter

Ausbeute in 50 - 500 µl H2O aufgenommen.

2.2.1.5. Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Für präparative Gelelektrophoresen zur Isolierung von DNA-Fragmenten wurden "Low-Melt

Agarose" Gele (Boehringer-Mannheim) verwendet. Je nach Fragmentgröße wurde die

Agarose in einer Endkonzentration von 0,8 bis 2% (w/v) in der Mikrowelle aufgekocht und in

1x TAE gelöst. Die Proben wurden nach Zugabe eines Auftragspuffers (ca. 1/3 ihres

Volumens) in die Geltaschen eingebracht und im elektrischen Feld (5 V/cm) aufgetrennt. Als

Laufpuffer wurde 1x TAE-Puffer verwendet. Zur Sichtbarmachung der DNA unter UV-Licht

wird Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 µg/ml in das Agarose-Gel

einpolymerisiert.
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Die zu isolierenden Banden wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel

ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aufgereinigt.

In diesem System wird das Agarosestückchen mit der DNA aufgeschmolzen (50°C für 10

min) und die Lösung anschließend auf eine Silica-Membran gebracht. Unter hohen

Salzkonzentrationen und einem pH-Wert von 7,5 bindet die DNA an diese Membran. In

mehreren Waschschritten werden Verunreinigungen (Agarose, Ethidiumbromid, DMSO)

weggewaschen. Anschließend wird die DNA mit 100-200 µl Puffer (10mM Tris-CL, pH 8,5)

eluiert.

2.2.2. Quantitative Bestimmung von Nukleinsäuren

2.2.2.1 Photometrische Bestimmung

Die exakte Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren ist für die Durchführung der

meisten molekularbiologischen Analysen unabdingbar. Die Konzentrationen wurden mit

einem Spektralphotometer (Uvikon 931) bestimmt. Nach Abgleichen der Nullwerte konnte

das Absorptionsmaximum der untersuchten Nukleinsäuren (bei 260 nm) bestimmt und

gleichzeitig Verunreinigungen durch Proteine (bei 280 nm) bzw. Salze (bei 230 nm)

festgelegt werden. Die Berechnung der Nukleinsäurekonzentration wurde nach folgender

Formel durchgeführt:

C [mg/ml] = (E 260 - E 320 ) x f x c

C = Konzentration der gemessenen Probe

E = Extinktion

f = Verdünnungsfaktor

c = Konzentration standard /Extinktion standard

für doppelsträngige DNA: c = 0.05 mg/ml

für einzelsträngige DNA: c = 0.025 mg/ml

für RNA: c = 0.04 mg/ml

E 230 = Absorptionsmaximum von Salzen

E 260 = Absorptionsmaximum von DNA/RNA

E 280 = Absorbtionsmaximum vieler Proteine

E 320 = Nullwert

Der Quotient E 260 /E 280 ist ein Maß für die Reinheit der DNA und sollte 2.0 ± 0.2 betragen.
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2.2.2.2. Konzentrationsbestimmung im Gel

Bei sehr kleinen Mengen an DNA wurde die Konzentration im Agarose-Gel semi-quantitativ

abgeschätzt. Als Referenz wurde ein Mengenstandard (Low DNA Mass Ladder, Gibco BRL),

mit genau definierten Mengen an DNA in den einzelnen Banden, verwendet.

2.2.3. mRNA Differential Display

Die mRNA Differential Display Technologie, von Peng Liang und Arthur Pardee (1992)

entwickelt, dient zur Identifizierung und Klonierung differentiell exprimierter Gene. Es

können hierbei zwei oder mehr Proben parallel miteinander verglichen werden.

Die Methode des Differential Display wurde mit Hilfe der RNAimageTm - Kits (GeneHunter

Corporation, Nashville, TN) durchgeführt.

Als Ausgangsmaterial wurde dazu Gesamt-RNA aus den zu untersuchenden Proben

verwendet. Ein kritischer Schritt dabei ist die Isolierung, bzw. die Reinheit der RNA. Um die

Gesamt-RNA absolut frei von DNA zu machen, wurde vor das eigentliche mRNA

Differential Display ein DNase-Verdau geschalten. Die DD-Methode besteht aus einer

reversen Transkription der mRNA mit 3 verschiedenen oligo dT- Primern, einer PCR-

Amplifizierung und einer anschließenden Gelelektrophorese.

2.2.3.1. DNase-Verdau

Der DNase-Verdau wurde mit dem MessageClean Kit (GenHunter Corporation) durchgeführt.

Folgender Reaktionsansatz wurde gemacht:

1. DNase-Verdau:

Gesamt-RNA in DEPC-H2O 50 µl (10-50 µg)

10x Reaktions Puffer 5,7 µl

DNase I (10 unit/µl) 1 µl

Der Mix wurde für 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

2. Phenol/CHCl3 Extraktion:

Zugabe von 40 µl Phenol/CHCl3. Vortexen des Mixes für 30 Sekunden und 10 Minuten auf

Eis. Anschließend wird bei 4°C mit 13000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert und die obere

Phase abgenommen.
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3. Fällung der RNA:

Zu der (oberen) abgenommenen Phase werden 5 µl 3M NaOAc und 200 µl EtOH zugegeben

und die Lösung für mindestens 1 Stunde in -80°C gestellt. Anschließend wird bei 4°C mit

13000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert, der Überstand wird verworfen und das Pellet mit

70%igem EtOH gewaschen. Um den Alkohol zu entfernen wird nochmals für 5 Minuten

zentrifugiert, der Überstand verworfen und das RNA Pellet in 20 µl DEPC-H2O gelöst.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Methode des Differential Displays. Mit Hilfe von drei
verschiedenen oligo-dT-Primern die an den Poly-(A)-Schwanz der mRNA binden, wird die mRNA
revers transkribiert. In einer anschließenden Polymerasekettenreaktion mit dem selben oligo-dT-
Primer der schon in der reversen Transkription verwendet wurde und einem 13-mer Zufallsprimer
werden die cDNA-Fragmente amplifiziert und 35S markiert. Die cDNA-Fragmente werden
anschließend in einem denaturierenden Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Differentiell
auftretende Banden, die mRNA-Fragmenten entsprechen, werden isoliert und amplifiziert. Die cDNA-
Fragmente werden dann nochmals auf ihre differentielle Expression überprüft.

GAAAAAAAAAA-An
TAAAAAAAAAA-An
CAAAAAAAAAA-An

mRNA Population

5´-AAGCTTTTTTTTTTTG-3`(H-T11G)
dNTPs
MMLV Reverse Transkriptase

CAAAAAAAAAAA-An
GTTTTTTTTTTTCGAA

I. Reverse
Transkription

5`AAGCTTGATTGCC-3`(H-AP-1 Primer)
5`-AAGCTTTTTTTTTTTG-3`(H-T11G)
dNTPs
αααα-[[[[35 S]-dATP
AmpliTaq Polymerase

II. PCR Amplifikation

AAGCTTGATTGCG

GTTTTTTTTTTTCGAA

GTTTTTTTTTTTCGAA

AAGCTTGATTGCG

III. Denaturierendes
Polyacrylamid Gel

530 NMCL-1
_
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2.2.3.2. Reverse Transkription

Die reverse Transkription der mRNA wurde nach Hersteller-Protokoll durchgeführt. Jede

Reaktion wurde jeweils im Doppelansatz durchgeführt.

Folgende Komponenten und Konzentrationen wurden dabei verwendet:

Komponenten µl Endkonzentration

dH2O 9,4

5x RT-Puffer (125 mM Tris-Cl, pH 8,3; 188
mM KCl; 7,5 mM MgCl2; 25 mM DTT)

4,0 1x RT-Puffer

dNTP (250 µM) 1,6 25 µM

Gesamt-RNA (DNA-frei) 2,0 0,2 µg pro Zellinie

H-T11M (2µM); M = G , C oder A 2,0 1,0 µM

MMLV Reverse Transkriptase (200 U/µl) 1,0 100 U

Total 20

Für die reverse Transkription wurden je 0,2 µg Gesamt-RNA der Zellinien 530 und NMCl-1

als Matrize für die cDNA-Erststrangsynthese eingesetzt. Für die Synthese wurde je ein "one-

base-anchored Primer" (H-T11G, H-T11C, H-T11A) verwendet. Dadurch wird die

Gesamtpopulation der poly-(A+) mRNA in drei Subpopulationen unterteilt.

Der Ansatz wurde zur Denaturierung für 5 min auf 65°C erhitzt. Nach 10 min bei 37°C wurde

die MMLV Reverse Transkriptase (100 U) zugegeben und der Reaktionsansatz für weitere 50

Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der MMLV Reversen Transkriptase wurde der

Ansatz anschließend für 5 Minuten auf 75°C erhitzt ohne dabei das mRNA/cDNA Hybrid zu

denaturieren.

Um genomische DNA oder sonstige DNA-Kontamination aufzudecken, wurde je ein

Kontrollansatz ohne Zugabe von MMLV Reverse Transkriptase gemacht.

2.2.3.3. Amplifizierung und Markierung der cDNA Fragmente

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion wurden die drei durch die reverse Transkription

entstandenen Subpopulationen weiter amplifiziert und radioaktiv markiert (Saiki et al., 1988).
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Für die PCR-Reaktion wurden als 5`-Primer arbiträre Primer (AP1 - AP32) aus den

RNAimage Kits 1-4 von GenHunter verwendet. Der 3`-Primer muss derselbe sein, wie er

schon in der reversen Transkription verwendet wurde.

Der 20 µl Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Komponenten µl Endkonzentration

dH2O 9,2

10x PCR-Puffer (100 mM Tris-Cl, pH 8,4; 500
mM KCl; 15 mM MgCl2; 0,01 % Gelatine)

2,0 1x PCR-Puffer

dNTP (25 µM) 1,6 2,0 µM

H-AP Primer (5`Primer) (2 µM) 2,0 0,2 µM

H-T11M (3`Primer) (2 µM) 2,0 0,2 µM

RT-Mix von vorhergehender Reaktion 2,0 0,1 Volumen der RT-Reaktion

α-[35S]dATP (1200 Ci/mmol) 1,0 10 µCi α-[35S]dATP

AmpliTaq (DNA-Polymerase) 0,2
1 U Taq-Polymerase (Perkin
Elmer)

Die PCR-Reaktionsbedingungen waren dabei 40 Zyklen mit 30 sec 94°C Denaturierung, 2

min 40°C Primer Annealing und 30 sec 72°C Primer Elongation und einem 5-minütigen 72°C

Schritt am Ende der Reaktion.

2.2.3.4. cDNA Auftrennung mittels Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Anschließend an die PCR-Reaktion wurden die PCR-Produkte in einem 5%igen

Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Zusammensetzung des 5%igen denaturierenden Polyacrylamidgel:

Harnstoff 42g

10x TBE 12 ml

Long RangerTM Gellösung (50%) 10 ml

TEMED 0,05 ml

10 % APS 0,5 ml

Bidest H2O ad 100 ml

3,5 µl der PCR-Ansätze wurden mit 2 µl Ladepuffer (95% Formamid, 10 mM EDTA, pH8,0,

0,09% Xylenecyanol, 0,09% Bromphenolblau) vermischt und für zwei Minuten bei 80°C
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inkubiert. Anschließend wurden die denaturierten Proben auf das Gel aufgetragen. Die

Elektrophorese wurde bei konstant 60 Watt für 3,5 Stunden in 0,6x TBE als Laufpuffer

durchgeführt. Zur Größenbestimmung der Fragmente wurde ein [32P] endmarkierter

(s. 2.2.3.5.) Standard (Standard VI, Boehringer Mannheim) mit auf das Gel aufgetragen.

Nach der Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel auf ein Filterpapier (Whatman,

Maidstone) transferiert und anschließend für 1 Stunde bei 80°C im Vakuumtrockner

getrocknet. Ein Röntgenfilm (X-OMAT/AR, Kodak, Rochester, NY) wurde dann auf das Gel

gelegt und für 24 bis 72 Stunden exponiert.

2.2.3.5. 5´-Endmarkierung des Standard VI (Boehringer Mannheim) mit [32P]

Der Standard VI (Boehringer Mannheim) wurde zur Größenbestimmung der im

Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Fragmente verwendet. Um den Standard auf einem

Röntgenfilm sichtbar zu machen, musste er mit einem Radioisotop markiert werden.

Hierzu wurde der Standard nach der Methode von Maxam und Gilbert (1980) durch direkte

Phosphorylierung des freien 5´-OH Endes mit T4-Polynukleotid-Kinase in Gegenwart von γ-

[32P]ATP markiert. Es wird ein direkter Austausch der vorhandenen 5´-terminalen

Phosphatgruppen vorgenommen. Diese Methode bedient sich der Gleichgewichtsreaktion der

T4-Polynukleotid-Kinase. Eine vorherige Dephosphorylierung ist überflüssig.

Der durch Ethanolfällung gereinigte Standard VI (25 pmol 5´-Enden = 0,81 µg) wurde in 10

mmol/l Tris-HCL; 0,1 mmol/l EDTA gelöst. Anschließend wurde 2 µl Puffer D (500 mmol/l

Imidazol-HCL; 0,1 mmol/l MgCl2; 1 mmol/l EDTA; 50 nmol/l Dithiothreit; 1mmol/l

Spermidin; 3mmol/l ADP; pH 6,6), 40 pmol γ-[32P]ATP zugegeben, mit Wasser auf 20 µl

aufgefüllt und gut gemischt. Zu diesem Reaktionsgemisch wurde 1µl T4-Polynukleotid-

Kinase gegeben und für 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch rasches

Abkühlen auf Eis gestoppt. Die Abtrennung nicht-eingebauter Nukleotide erfolgte mit den

Mini Quick Spin Columns (Boehringer Mannheim) nach den Angaben des Herstellers.

2.2.3.6. cDNA-Extraktion und Reamplifizierung

Die im Differential Display reproduzierbar differentiell auftretenden Banden wurden aus dem

getrockneten Polyacrylamidgel ausgeschnitten. Die Gelstückchen wurden in 100 µl sterilem

bidest. H2O für 15 min gekocht und mit 70%igem EtOH und 5,5 M NH4Ac in Gegenwart von

Glycogen (10 mg/ml) gefällt. Nach dem Waschen der cDNAs mit 85%igem eiskaltem EtOH
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wurden diese in 10 µl H2O aufgenommen. Die isolierten cDNAs wurden anschließend mit

den entsprechenden Primerkombinationen reamplifiziert.

Komponenten µl

d H2O 20,4

10x PCR Puffer 4,0

dNTP (250 µM) 3,2

AP-Primer (2 µM) 4,0

H-T11M (2 µM) 4,0

cDNA Template 4,0

AmpliTaq (Perkin-Elmer 0,4

Total 40,0

Die PCR-Reaktionsbedingungen waren dabei 40 Zyklen mit 30 sec 94°C Denaturierung, 2

min 40°C Primer Annealing und 30 sec 72°C Primer Elongation und einem 5-minütigen 72°C

Schritt am Ende der Reaktion.

Um die Größe zu kontrollieren und die cDNA aufzureinigen, wurde sie im Agarosegel

aufgetrennt und daraus mit der unter 2.2.1.5. beschriebenen Methode isoliert.

2.2.3.7. Verwendete Primer

Zur Durchführung des Differential Displays wurden ausschließlich Primer aus dem

RNAimage-Kit von GenHunter verwendet. Im Folgenden werden nur die Primer aufgeführt,

die für nachfolgende Analysen relevant waren.

Bezeichnung Sequenz 5´→→→→ 3´

H-T11G AAGCTTTTTTTTTTTG

H-T11A AAGCTTTTTTTTTTTA

H-T11C AAGCTTTTTTTTTTTC

AP7 AAGCTTAACGAGG

AP12 AAGCTTGAGTGCT

AP16 AAGCTTTAGAGCG

AP20 AAGCTTGTTGTGC
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2.2.4. Methoden zur Isolierung der vollen Länge der cDNA

Aus dem Differential Display Gel können immer nur Sequenzfragmente einer cDNA isoliert

werden. Zeigen diese keine Homologien zu bekannten Genen, wird die volle Länge der cDNA

mit den nachfolgenden Methoden generiert und isoliert.

2.2.4.1. RACE-PCR

Mit der Methode der RACE- (Rapid Amplification of cDNA Ends) PCR ist es möglich, die

noch unbekannten 5´-Enden (5`-RACE) oder 3´-Enden (3´-RACE) von cDNA-Fragmenten zu

identifizieren. Die gesamte Länge der cDNA eines unbekannten Gens wird so amplifiziert

und kann isoliert und kloniert werden (Frohmann, 1994). Da die aus dem Differential Display

Gel isolierten Fragmente das 3´-Ende der jeweiligen mRNA repräsentieren, musste zur

Identifizierung der vollen Länge eine 5´-RACE durchgeführt werden.

Dazu wurde der 5`-RACE Kit (Version 2.0) von Gibco BRL, Life Technologies verwendet.

Die Reaktionen wurden nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt.

Die Erststrang-Synthese der cDNA wurde aus Gesamt-RNA mit einem genspezifischen

Primer GSP1 und der SuperScriptTM II, einem RNase H- Derivat der Moloney Murine

Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) durchgeführt. Anschließend wurde die

cDNA getailed um eine Bindestelle für den "Abridged Anchor Primer" zu generieren. Um

störende Sequenzen und Nukleotide für das nachfolgende Tailen zu entfernen wurde nach der

Erststrang- cDNA Synthese das Produkt von nicht-inkorporierten dNTPs und GSP1 gereinigt.

An das 3’-Ende der aufgereinigten cDNA wurde mit Hilfe der TdT (Terminal

deoxynucleotidyl transferase) ein Homopolymer aus Cytosinen ansynthetisiert.

Die getailte cDNA wurde dann mit einem nested, genspezifischen Primer GSP2, der 3´ von

GSP1 bindet, und dem Deoxyinosin enthaltenden Anker-Primer AUAP

(GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG) amplifiziert.

Das 5'-RACE PCR Produkt wurde über ein Agarosegel gereinigt, kloniert und sequenziert.
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2.2.4.2. Isolierung rekombinanter Klone aus einer Phagen-Bibliothek

Das Durchmustern einer cDNA Phagen-Bank wurde nach dem "Lambda Library Protocol

Handbook" (Clontech) durchgeführt. Es wurde dabei eine cDNA Bank aus dem Herz im

Vektor λgt10 verwendet.

Zur Isolierung von Phagen-Klonen aus einer Phagen-Bibliothek wurden die folgenden

Versuchsschritte durchgeführt:

1. Titerbestimmung der Phagen-Bibliothek

2. Ausplattieren der Phagen-Bibliothek

3. Transfer und Behandlung der Phagen auf Nitrocellulose

4. Hybridisierung der Phagen-DNA mit einer radioaktiven DNA-Probe

5. Anreicherung und Isolierung der positiven, rekombinanten Phagen

6. Long-Distance-Insert-PCR

2.2.4.2.1. Titerbestimmung der Phagen-Bibliothek

Zunächst wurden 10 ml LB-Medium mit 10 ml 10 mM MgSO4 und 0.2% Maltose mit

kompetenten Bakterien E.coli C600 Hfl über Nacht bei 37°C in einem 50 ml Falconröhrchen

inkubiert. Für das Durchmustern einer Phagenbibliothek muss eine genügend große Menge an

Phagen ausplattiert werden. Um die entsprechende Menge an Phagenpartikeln einsetzen zu

können, wurde der aktuelle Titer der Phagensuspension bestimmt. Mit Hilfe von

Phagenpuffer wurde eine Verdünnungsreihe aus einem Aliquot der Phagen-Bibliothek (10-2

bis 10-6 ) hergestellt. Die einzelnen Verdünnungsstufen wurden ausplattiert und über Nacht

bei 37°C inkubiert. Durch Lyse der Bakterien entstanden charakteristische Phagenplaques

(pfu = plaque forming units), so dass anhand des Verdünnungsfaktors der Titer der Phagen-

Bibliothek errechnet werden konnte.

2.2.4.2.2. Ausplattieren der Phagen-Bibliothek

Die 300 ml Bakterienlösung C600 Hfl wurde mit verdünnter Phagenkonzentration (10000

pfu/Platte) 30 min bei 37° C inkubiert. Anschließend wurde 10 ml 45–50°C warmer LB soft

top Agarose + MgSO4 dazugegeben und diese Mischung auf eine Agarplatte (LB Agar + 10

mM MgSO4 ) ausplattiert. Im Brutschrank wurden die Platten über Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.4.2.3. Transfer und Behandlung der Phagen auf Nitrocellulosefilter

Die Platten wurden aus dem Brutschrank genommen und für 1 h in den Kühlraum gestellt.

Damit sollte verhindert werden, dass bei dem Transfer der Phagen auf die Filter LB soft top

Agarose an den Filtern haften bleibt. Pro Platte wurden jeweils 2 Nitrocellulosefilter

(Hanahan und Meselson, 1980) benötigt. Der 1. Filter wurde für 2 min bei RT auf die Platte

gelegt. Die Position des Filters wurde mit einer Nadel markiert. Der 2. Filter wurde für 3 min

aufgelegt und an gleicher Stelle markiert. Die beiden Filter wurden anschließend für ca. 3-5

min mit Denaturierungslösung, 10 min mit Neutralisierungslösung und 10 min mit 2x SSC

behandelt (Benton und Davis, 1977). Danach wurden die Filter zum Trocknen auf

Blottingpapier gelegt und anschließend im Transiluminator mit UV-Strahlung behandelt um

die Phagen-DNA an die Nitrocellulose zu fixieren. Die Hybridisierung der Filter mit der

radioaktiv markierten DNA-Probe wurde wie in 2.2.5.2. durchgeführt.

2.2.4.2.4. Anreicherung und Isolierung der positiven, rekombinanten Phagen

Positive Signale auf den Röntgenfilmen wurden dazu genutzt, die entsprechenden

Phagenplaques auf den Agarplatten zu identifizieren. In dem Bereich von 0.3-0.5 cm2 eines

positiven Klons wurde der Agar mit einem Skalpell ausgeschnitten und in 600 ml

Phagenpuffer überführt. Um die restlichen Bakterien abzutöten, wurde 10 ml Chloroform

hinzugegeben. Das Gemisch wurde 1 h bei RT unter Schütteln inkubiert, damit die Phagen in

den Phagenpuffer diffundieren konnten. Von dieser Suspension wurden Verdünnungsreihen

hergestellt. Das erste Rescreening sollte mit ca. 1000-2000 pfu/Platte durchgeführt werden.

Die nachfolgenden Schritte erfolgten wie unter 2.2.4.2.2. beschrieben. Das Rescreening

wurde solange durchgeführt, bis ein Einzelklon sicher isoliert werden konnte.

Der identifizierte positive Phagenklon wurde mit einer Pipettenspitze aus der Platte gepickt

und in 200 ml Phagenpuffer aufgenommen. Diese Phagenlösung wurde für die Herstellung

des Phagen-Lysats und die Präparation der Phagen-DNA verwendet.

2.2.4.2.5. Anlegen eines Phagenstocks

200 ml LB mit 10 mM MgSO4 wurden mit 35 µl der Phagenlösung beimpft und bis zur Lyse

geschüttelt. Das Lysat wurde wie unter 2.2.4.2.1. bis zur Zugabe von Puffer L1 und

anschließender Inkubation gleich behandelt. Anschließend wurde das Phagenpräzipitat

pelletiert (10000 x g, 15 min, 4°C) und in 2 ml Phagenpuffer resuspendiert. Der Stock wurde
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in 100 µl Chloroform bei 4°C gelagert. Abschließend wurde eine Titerbestimmung

durchgeführt.

2.2.4.2.6. LD-Insert PCR

Bei positiven Klonen wurde die Charakterisierung des Inserts mit dem LD-Insert Screening

Amplimer Set von Clontech mittels PCR durchgeführt.

Dazu wurde ein Plaque mit dem hinteren Ende einer Pasteur Pipette gepickt und in 25 µl

deionisiertes H20 überführt. 5 µl davon wurden als Template in der anschließenden PCR

eingesetzt. Für die PCR wurde der Advantage cDNA PCR Kit (Clontech) nach den Angaben

des Herstellers eingesetzt.

PCR Parameter:

• 94°C für 1 min

• 30 Zyklen: 94°C 30 sec

68°C 3 min

• 68°C für 3 min

Das PCR-Produkt wurde anschließend im Agarose-Gel überprüft.

2.2.4.3 RT-PCR

Um die volle Länge der cDNA des neuen Gens THW zu bestätigen, zu isolieren und

anschließend zu klonieren, wurde eine RT-PCR durchgeführt. Mit Hilfe der

Sequenzinformation des aus dem Differential Display Gel isolierten 301 bp Fragments

konnten überlappende EST-Sequenzen aus der EMBL Datenbank zu einer Consensus-

Sequenz zusammengesetzt werden (s. 3.5.2.). Die Größe der Konsensus-Sequenz entsprach

dabei der im Northern-Blot ermittelten Größe. Im Überlappungsbereich wurde jeweils eine

100%ige Homologie gefunden. Um nun experimentell zu bestätigen, dass es sich dabei um

die reelle Sequenz der THW cDNA handelte, wurde mit der Sequenzinformation vom 5´-

Bereich der Consensus-Sequenz und der Sequenzinformation des Differential Display

Fragments eine RT-PCR durchgeführt.

Da der 5´-Bereich extrem GC-reich (>75%) ist, was zu Sekundärstrukturen der mRNA und

somit zu einer Blockierung der vollständigen Synthese der cDNA führen kann, wurde die

Reaktion mit dem C. therm. Polymerase One-Step RT-PCR System (Roche) durchgeführt.

Dieses System beeinhaltet einen Enzym-Mix, bestehend aus dem Klenow Fragment der DNA

Polymerase von Carboxythermus hydrogenoformans und der thermostabilen Taq DNA
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Polymerase. Dies erlaubt eine Reaktionstemperatur von 60°C bis 70°C, was zu einer sehr

spezifischen Primerbindung führt. Die hohe Temperatur sowie der Zusatz von DMSO

reduzieren die Stabilität von Sekundärstrukturen in der mRNA.

190 ng Poly-(A+)-RNA der Zellinie 530 wurden mit dem Primer 312rev1

(5´AAATCCCCGAATTCTCCTGTGG3´) revers transkribiert (mit einer Endkonzentration

von 0.3 µM). Der Reaktion wurden 7% DMSO zugegeben. Die Synthese erfolgte bei 65°C für

30 min.

Die PCR wurde im selben Tube wie die RT-PCR durchgeführt.

Der erste Strang cDNA wurde als Matrize für die folgende PCR genommen. Die PCR wurde

mit den Primern 312rev1(5´AAATCCCCGAATTCTCCTGTGG3´) und 312f6

(5´ACCCGCTCCGCTCCGCTC3´) mit einer Endkonzentration von je 0.3 µM durchgeführt.

PCR-Bedingungen: 35 Zyklen

94°C - 30sec,

69°C - 30sec,

72°C - 60sec.

Das PCR-Fragment wurde anschließend subkloniert und analysiert.

2.2.5. Expressionsanalysen

2.2.5.1. Reverse Northern-Blot Analyse

Mit Hilfe der Reverse Northern Blot-Analyse ist es relativ einfach möglich eine große Anzahl

von cDNA Fragmenten auf deren differentielle Expression hin zu untersuchen (Zhang et al.,

1996).

Die aus dem Differential Display Gel isolierten cDNA Fragmente wurden dazu in doppeltem

Ansatz auf ein Agarose-Gel aufgetragen und dann im Southern-Blot Verfahren auf eine

positiv geladene Nylon-Membran (Boehringer Mannheim) transferiert und durch UV-

Bestrahlung mit einem UV Stratalinker 2400 (Stratagene) auf der Membran fixiert. Die

Membran wird anschließend genau in der Mitte auseinandergeschnitten, so dass sich auf jeder

der beiden Membranen ein identischer Satz an cDNAs befindet.

Anschließend wurden die beiden Membranen mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden,

hergestellt durch reverse Transkription von Gesamt-RNA aus 530 und NMCL-1 (2.2.6.2.),

getrennt hybridisiert. Markierung, Hybridisierung und Waschen erfolgte nach Protokoll, wie

in 2.2.5.2. beschrieben.
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Southern-Transfer:

Mit Hilfe des Southern-Transfers werden DNA-Fragmente aus Agarosegelen auf Nylon-

membranen übertragen.

Die Proben wurden in einem Agarosegel aufgetrennt. Zur späteren Größenbestimmung der

Fragmente wurde das Gel mit Ethidiumbromid angefärbt und unter ultraviolettem Licht mit

angelegtem Lineal photografiert. Zum Transfer der DNA vom Gel auf die Nylonmembran

wurde die VacuGene- Kammer (LKB) verwendet. Der Aufbau des Blots wurde nach Angaben

des Herstellers durchgeführt. Zur Depurinierung der DNA-Fragmente wurde das Gel für 10

min in 0,25 N HCl inkubiert. Anschließend wurde für 8 Minuten mit 1,5 M NaCl; 0,4 M

NaOH Denaturierungslösung die DNA im Gel denaturiert. Nach 5 Minuten Behandlung mit

Neutralisierungslösung (1 M Tris, 2 M NaCl) erfolgte der Vakuum-Transfer der DNA auf die

Membran, mit 20x SSC als Transferpuffer. Die Transferzeit betrug ca. 2 h. Nach dem

Transfer wurde die Membran zweimal für jeweils 5 min in 5x SSC gewaschen. Anschließend

wurden die Proben auf dem Filter vernetzt (UV Stratalinker 2400, Stratagene) und entweder

sofort für eine Hybridisierung eingesetzt oder bei -20°C aufbewahrt.

2.2.5.2. Northern-Blot Analyse

Zur Quantifizierung einer bestimmten RNA-Spezies in einer RNA-Population werden die

mRNA Proben unter denaturierenden Bedingungen in einem Agarose-Gel elektrophoretisch

nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Daraufhin erfolgt der Transfer der mRNA aus dem

Gel auf eine Nylonmembran durch Kapillarkräfte (Blotting). Durch die anschließende UV-

Bestrahlung kommt es zu kovalenten Bindungen zwischen der mRNA und der

Nylonmembran.

Je 1 µg Poly-(A+)-RNA der zu untersuchenden Proben wurden dabei in parallelen Spuren

auf ein 1%iges denaturierendes Formaldehyd Gel aufgetragen. Die Proben wurden vorher in

der Vakuum-Zentrifuge auf ca. 5 µl eingeengt und mit 15 µl RNA Ladepuffer versetzt. 3-5 µl

RNA-MW-Standard (Gibco BRL 0.24-9.5 Kb RNA Ladder) wird mit 15 µl RNA Ladepuffer

und 0.5 µl EtBr versetzt. Zum Denaturieren wurden die Proben und der Standard vorher für

15 Minuten auf 65°C erhitzt und anschließend auf Eis abgekühlt.

Zur Herstellung des 1%igen Formaldehyd-Agarosegels wurde 1 g MB-Agarose in 72 ml

bidest. H2O (DEPC-behandelt) aufgeschmolzen und danach auf 60°C abgekühlt. Nach

Zugabe von 10 ml 10x MOPS und 18 ml Formaldehyd wurde das Gel in die vorbereitete

Gelkammer gegossen. Das Gel ließ man dann für ca. 1 h aushärten. Vor dem Gießen des Gels
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und Durchführung der Elektrophorese muss die Gelkammer, der Schlitten und der Kamm für

15 Minuten mit 0,1 N NaOH behandelt und anschließend mit sterilem bidest. DEPC-H2O

abgespült werden.

Die Elektrophorese wurde bei 5 V/cm (gemessen zwischen den Elektroden) durchgeführt. Als

Laufpuffer wurde 1x MOPS-Puffer verwendet. Für den Transfer der RNA von dem Gel auf

die positiv geladene Nylonmembran (BrightStar-PlusTM, Ambion Inc., Austin, Texas) wurde

ein sogenannter “capillary downward-blotting “, von oben nach unten verwendet.

Als Transferpuffer wurde 20x SSC verwendet. Der Transfer wurde für 15 Minuten pro

Millimeter Geldicke durchgeführt. Danach wurde die Membran nochmals kurz in 1x MOPS-

Puffer gelegt und anschließend UV-fixiert (Stratagene UV Stratalinker 2400).

Die Hybridisierung der Membranen erfolgte mit α-[32P]dCTP markierten cDNA-Proben

(s. 2.2.6) mit einer spezifischen Aktivität von 2 x106 cpm/ml. Zur Vorhybridisierung und als

Hybridisierungs-Puffer wurde die ExpressHybTM "Hybridization Solution" (Clontech)

verwendet. Die Membran wurde für 30 Minuten bei 68° C vorhybridisiert. Die Hybridisierung

mit der radioaktiv markierten Probe wurde bei 68° C über Nacht durchgeführt. Anschließend

wurden die Membranen in Lösung 1 (2x SSC, 0.05% SDS) bei Raumtemperatur für 30-40

Minuten, unter ständigem schütteln und mehrmaligem Wechseln der Waschlösung

gewaschen. Ein Waschschritt mit Lösung 2 (0.1x SSC, 0.1% SDS) bei 50°C für 40 min

folgte. Nach dem Waschen wurden die Membranen in Folie eingeschweißt und ein

Röntgenfilm (Cronex, Medical X-Ray Films Sterling Diagnostic Imaging Inc., USA) bei

–80°C für 1 bis 72 Stunden exponiert.

2.2.5.3. Genexpressionsanalysen mittels kommerzieller Blots

Um zellinien- und gewebespezifische Expressionsprofile der neu identifizierten Gene zu

evaluieren wurden verschiedene, kommerziel erhältliche Systeme verwendet.

1. Multiple Tissue Expression Array (MTE) (Clontech): Mit dem MTE Blot ist es möglich die

relative Expression eines Transkripts in einem großen Spektrum an fötalen und adulten

Geweben sowie in Tumor-Zellinien zu untersuchen. Der MTE Blot enthält 76

gewebespezifische Poly-(A+)-RNAs.

2. Mulitple Tissue Northern-Blot, MTN Blot (Clontech): Mit diesen vorgefertigten Northern-

Blots, mit Poly-(A+)-RNAs (2 µg) aus verschiedenen Normalgeweben und Zellinien, ist es

möglich die relative Expressionstärke sowie die Größe des zu untersuchenden Transkripts zu

bestimmen.
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3. Human Tumor Panel Blot (Invitrogen): Dieser Blot enthält ein Panel von Tumor-RNAs aus

verschiedenen Geweben. RNA, isoliert aus Normalgewebe, wurde direkt neben der Tumor-

RNA des selben Patienten aufgetragen. Jeweils 20 µg Gesamt RNA wurden aufgetragen.

Die verschiedenen Blots wurden mit einer [32P]-markierten cDNA Sonde hybridisiert. Die

Hybridisierungsbedingungen wurden nach Herstellerangaben gewählt. Identische Mengen an

aufgetragener RNA wurden durch Rehybridisierung der verschiedenen Blots mit einer

[32P]-markierter β-Aktin cDNA bestätigt.

2.2.6. Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

2.2.6.1. Random Primed Methode

Die Markierung von DNA-Fragmenten für die Northern- und Southern- Analytik basiert auf

der "Random-primed" Methode von Feinberg und Vogelstein (1983). Die Markierung wurde

mit α-[32P]dATP durchgeführt. Die Methode basiert auf einer Hybridisierung einer Mischung

von Hexanukleotiden aller möglichen Basensequenzen an die zu markierende DNA. Der

komplementäre Strang wird anschließend von den 3´-Enden dieser "random primer" mit Hilfe

des Klenow-Enzyms synthetisiert. Dabei wird das als Substrat angebotene α-[32P]dATP in

den neu synthetisierten komplementären DNA-Strang eingebaut. In dem als Primer dienenden

Hexanukleotid-Gemisch sind praktisch alle Sequenzkombinationen enthalten, so dass sie an

die eingesetzte DNA in statistischer Verteilung binden und so zu einer Markierung der

gesamten DNA führt.

Die Markierung wurde nach Herstellerprotokoll des verwendeten Strip-EZ DNA Kit

(Ambion) durchgeführt. Nicht eingebaute Nukleotide wurden mit Quick Spin Columns

(Boehringer Mannheim) abgetrennt. Die zu markierenden Proben wurden mit einer

spezifischen Aktivität von 2 x 109 cpm/µg markiert.

2.2.6.2. Markierung durch reverse Transkription

Die Sonden für den "Reverse Northern" wurden mit dem Reverse Prime cDNA Labeling Kit

von GenHunter durchgeführt. Dabei wird während der reversen Transkription der mRNAs,

isoliert aus den Zellinien 530 und NMCL-1, α-[32P]dCTP in den ersten Strang cDNA

eingebaut.



Material und Methoden 51

Folgender 40 µl Reaktionsansatz wurde hergestellt:

dH2O X µl

5 x RT Puffer 8 µl

dNTP (-C) 6 µl

T20 Primer 4 µl

Gesamt RNA Y µl (20 µg)

α-[32P]dCTP 5 µg

X + Y 13 µl

Inkubation bei 65°C für 5 Minuten, bei 37°C für 60 Minuten und bei 75°C für 5 Minuten.

Nach 10 Minuten bei 37°C wurden 4 µl MMLV Reverse Transkriptase zugegeben.

Anschließend werden nicht-inkorporierte α-[32P]dCTP Nukleotide mit Quick Spin Columns

abgetrennt (Boehringer Mannheim).

2.2.7. DNA und Protein Sequenzanalyse

Homologievergleiche wurden in öffentlichen Datenbanken und in Datenbanken von

INCYTE-Pharmaceuticals mit den Programmen Blast, Blast2 und FastA (Altschul SF., et al.,

1990) durchgeführt. Überlappende ESTs wurden mit dem Programm "Pharp" graphisch

dargestellt. Eigenschaften der putativen Proteine wurden mit den Programmen PSORT II,

TMHMM (v. 0.1, Computer program of the Center for Biological Sequence Analysis,

Department of Biotechnology, The Technical University of Denmark) analysiert.

2.2.8. Mikrosatelliten Analyse

Mikrosatelliten bestehen aus kurzen tandemartigen repetitiven Sequenzen (50-300 bp). Die

meisten Mikrosatelliten bestehen aus (CA)n-Repeats, repetitive Sequenzen aus drei bis sechs

Nukleotiden kommen ebenfalls vor. Mikrosatelliten sind über das gesamte Genom verstreut,

machen mehr als 1% der DNA aus und sind oft stark polymorph (Fregeau CJ et al.,1993;

Smith, 1995). Mikrosatelliten lassen sich mittels PCR amplifizieren. Wenn sich die Zahl der

Repeats in allelen Loci unterscheidet, resultieren zwei Amplikons unterschiedlicher Größe,

die sich elektrophoretisch unterscheiden lassen. Der Verlust der Heterozygotie äußert sich im

Verlust eines Fragments. Mit Hilfe von DNA-Polymorphismen läßt sich ein Allelverlust auch

dann nachweisen, wenn es in der herkömmlichen zytogenetischen Analyse keinen Hinweis

auf Deletionen gibt.
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2.2.8.1. Verwendete Marker

Um die Inzidenz von LOH auf 6q (German, 1973; Hansen et al., 1987; Millikin et al., 1991)

zu bestimmen, wurden mit einem Panel von stark polymorphen Markern (> 0,7) verschiedene

Zellinien und Tumorbiopsien untersucht. Die Mikrosatelliten-Marker wurden in der

öffentlichen Datenbank vom GDB (The Genome Database, an international collaboration in

support of the human genome project) gefunden. Die Primer wurden anhand der die

Mikrosatelliten flankierenden Sequenz konzipiert. Die forward Primer waren jeweils am 5´-

Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert.

Locus Bande
Whitehead

CM
Marker

Hetero-
zygotie

Sequenz forward
Modifikation

Sequenz
reverse

Produkt
bp

D6S404
q16.3-
q23.2

118.1
AFM
190yg5

0,74
tgacgccatgggacactct
5´6-FAM

tactgacatttccactgtttgt
105

D6S472
6q16.3
6q23.2

132.7
AFM
128yd9

0,69
gatcagagcaaatgaaatacag
5´6-FAM

gacataagagtgagggccat
90

D6S292
6q21-
6q23.3

138.2
AFM
203za9

0,83
tccttcccacctcccttct
5´6-FAM

taagaactaaagttgcctgttc
106

D6S1684
6pter-
6qter

144.4
AFM
360th9

0,8
caactggattcaaaatagatgtc
5´HEX

atggcagcaggctatgt
247

D6S308
6q16.3
-6q27

145.5
AFM
262xe9

0,75
tggagagaattcacgtacata
5´TET

aaacatttagaccataatgcatat
117

D6S311
6q24-
6q25

148.2
AFM
276xf1

0,92
atgtcctcattggtgttgtg
5´HEX

gattcagagcccaggaagat
259

D6S305
6q25.2
-6q27

166.6
AFM
242zg5

0,84
catcctttctactccctgag
5´TET

gtaccagaactcagccacat
102

Die Mikrosatelliten für die LOH Untersuchungen wurden dabei so ausgewählt, dass sie ein

Großteil des langen Armes von Chromosom 6 abdecken. Durch Verwendung dieses Panels an

Markern ist es möglich, die Größe des deletierten Bereiches zu bestimmen. Die Lage der

Mikrosatelliten Marker ist in dem Ideogramm des humanen Chromosoms 6 gezeigt

(s. Abbildung 5).



Material und Methoden 53

Abbildung 5: Zytogenetisches Ideogramm des humanen Chromosoms 6. Die Mikrosatelliten die für
die LOH-Analyse verwendet wurden und deren Lokalisation sind angegeben.

2.2.8.2. PCR Analyse

Für die PCR wurde das High Fidelity PCR Master (Roche Diagnostics GmbH) Sytem

verwendet.

Master Mix 1:

Komponenten Volumen Endkonzentration

Forward primer 1 µl 300 nM

Reverse primer 1 µl 300 nM

Template DNA X µl 50-100 ng

dH2O auf 25 µl auffüllen

Master Mix 2:

25 µl High Fidelity PCR Master (Roche Diagnostics)

Beide Master Mixe wurden zusammenpipettiert, vorgetext und kurz abzentrifugiet.

PCR-Bedingungen:

2 min 94°C und 40 x 94°C - 30 sec, 55°C - 30 sec, 72°C - 30 sec und mit einer Extension von

7 min bei 72°C am Ende der Reaktion.

D6S404

D6S472

D6S292

D6S1684

D6S308

D6S311

D6S305



Material und Methoden 54

2.2.8.3. Analyse und Kalkulation von LOH

Die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten PCR Produkte wurden im ABI PRISM 310

Genetic Analyzer in einer Kapillare aufgetrennt (mit POP 4 Polymer, PE Applied

Biosystems). Die Ergebnisse wurden anschließend mit der GeneScan Analysis Software (PE

Applied Biosystems) analysiert.

LOH ist als Verlust von >50% der relativen Peakhöhe des Tumorallels verglichen mit dem

normalen Allel definiert.

Folgende Formel wurde verwendet:

LOH wird bei einem Wert kleiner als 0,5 oder größer als 2,0 angenommen.

2.2.9. Klonierung in E.coli, Ligation und Transformation

Zur Klonierung von differentiellen cDNA Fragmenten aus der Differential Display Analyse,

von RT-PCR Produkten, sowie von Produkten aus der 5´RACE-PCR wurde das TopoTA

Cloning System (Invitrogen, San Diego, CA) verwendet.

Abbildung 6: Plasmidkarte des pCR 2.1-TOPO Vektors (Invitrogen), mit der Sequenz der multiplen
Klonierungsstelle.

(Peakhöhe des normalen Allels 2 / Peakhöhe des normalen Allels 1)
(Peakhöhe des Tumor Allels 2 / Peakhöhe des Tumor Allels 1)LOH =
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2.2.10. Zellbiologische Methoden

2.2.10.1. Kultivierung der Zellinien 530 und NMCL-1 .

Alle Zellen und Zellinien wurden im angegebenen Medium bei 37°C, 5% CO2 und 95%

Luftfeuchtigkeit kultiviert. Hatten die Zellen etwa 80% konfluente Zellrasen gebildet, wurden

sie mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA vom Flaschenboden gelöst. Ein Teil der

Zellen wurde in eine neue Zellkulturflasche überführt und mit frischem Medium versorgt.

Zum Einfrieren der Zellen wurden jeweils 2x106 Zellen in 1 ml Einfriermedium (Medium +

10% FKS) resuspendiert und in Kryoröhrchen (in einem Styroporbehälter) bei –80°C über

Nacht eingefroren. Danach wurden die Zellen zur Lagerung in einen Stickstofftank (-192°C)

gegeben.

2.2.10.2. Kulturbedingungen für die Melanoma-Zellinien 530 und NMCL-1

Die Zellinie 530 wurde von einer operativ entfernten Melanoma-Metastase etabliert

(Westphal JR et al., 1997). Die stark metastasierende Zellinie NMCL-1 stammt ebenfalls von

einer Melanoma-Metastase ab. Beide Zellinien wachsen als Monolayer in Kulturflaschen mit

DMEM (Dulbecco`s modified Eagle medium, Biowhittaker) unter Zusatz von 10% fötalem

Kälberserum sowie 2% Penizillin/Streptomycin. Zur Bestimmung der Tumorgenität und des

Metastasierungpotentials der beiden Zellinien, wurden die Zellen in subkonfluentem Zustand

nach zwei minütiger Behandlung mit 0,25% Trypsin und 0,02% EDTA, geerntet.

Anschließend wurden die Zellen zweimal mit Serum enthaltendem Medium gewaschen und in

PBS resuspendiert. 5x106 Zellen wurden dann subkutan in die laterale Wand des Thorax von

BALB/c athymischen Mäusen injiziert. Die Mäuse wurden im Tierstall der „Central

Laboratories“ der Universität Nijmegen (Holland), gehalten. Die Mäuse wurden zweimal pro

Woche auf ihren Allgemeinzustand und lokales Tumorwachstum hin untersucht. Für jede

Zellinie wurden zwei Gruppen von je fünf Mäusen injiziert. Die Mäuse wurden getötet,

sobald sie Zeichen von Krankheit oder Atemproblemen zeigten. Mäuse, die gesund blieben,

wurden 3-4 Monate nach Inokulation getötet. Um Lungenmetastasen zu detektieren, wurden

Paraffinschnitte von mindestens drei Ebenen der Lunge untersucht.

Die Zellinie 530 zeigte Tumorbildung in 8 von 10 inokulierten Mäusen. In der Lunge konnten

nach mikroskopischer Untersuchung keine Metastasen gefunden werden. Die Zellinie

NMCL-1 zeigte in allen 10 inokulierten Mäusen eine Tumorbildung. Im Gegensatz zur
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Zellinie 530 zeigte NMCL-1 zudem extensive Lungenmetastasen in allen inokulierten

Mäusen.

Auftauen der Zellinie:

Der Inhalt einer Ampulle wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut bis nur noch eine kleine

Eiskugel (ca. 4 mm Durchmesser) übrig blieb. Die geschlossene Ampulle wurde mit

70%igem Ethanol desinfiziert, kurz abgeflammt und unter sterilen Bedingungen geöffnet. Der

Inhalt wurde mit 9 ml Kulturmedium verdünnt und die Zellsuspension 10 Minuten bei RT und

600 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand vorsichtig abgesaugt und

das Zellpellet ohne Schaumbildung in 5 ml Medium gut resuspendiert. Die Zellen wurden

anschließend in einer T75 (T25) Zellkulturflasche mit 20 ml Medium 72 Stunden bei 37°C,

10% CO2 und wassergesättigter Atmosphäre inkubiert.

Trypsinierung der Zellen:

Das gebrauchte Kulturmedium wurde abgesaugt und die adhärenten Zellen mit 20 ml

vorgewärmtem PBS gespült, danach wurden 4 ml vorgewärmte Trypsin/EDTA-Lösung

zugefügt und die Flasche geschwenkt, bis alle Zellen damit beschichtet waren. Der Rest der

Trypsin/EDTA-Lösung wurde abgesaugt und die Flasche für 2-5 Minuten im Brutschrank bis

zur kompletten Ablösung der Zellen inkubiert (mikroskopisch kontrolliert). Die abgerundeten

Zellen wurden in 10 ml Medium resuspendiert und zentrifugiert (10 Minuten bei RT und 600

rpm). Das Zellpellet wurde nochmals in 10 ml Medium resuspendiert und von dieser

Zellsuspension wurden dann ca. 100 µl für eine Vitalzählung in ein Eppendorfgefäß pipettiert.

Die 100 µl Zellsuspension wurde mit 100 µl Trypanblau gemischt. Die Zahl der lebenden

Zellen wurde gemäß Neubauer mit folgender Formel errechnet:

Zellen/ml = Zellzahl von 1 Quadrat x 2 x 10 000

Zellkonzentration: 5 x 105 für T25

1.5 x 106 für T75

3 x 106 für T150
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3. Ergebnisse

3.1. Die Differential Display Analyse

Zur Bestimmung von Unterschieden im Genexpressionsmuster zwischen der nicht-

metastasierenden Melanoma-Zellinie 530 und der stark metastasierenden Melanoma-Zellinie

NMCL-1 wurde eine Differential Display Analyse durchgeführt (s. Abbildung 7). Dazu

wurden 3 verschiedene oligo dT-Primer in Kombination mit 34 Zufallsprimern (dies

entspricht 102 Kombinationen) verwendet. Alle Ansätze (reverse Transkription, PCR,

Gelektrophorese) wurden jeweils zweimal, in voneinander unabhängigen Reaktionen,

durchgeführt. Die reproduzierbar differentiell auftretenden Banden wurden isoliert und

reamplifiziert. Es wurden 39 Fragmente, die differentiell exprimierten mRNAs entsprechen,

aus den Gelen isoliert und weiter analysiert.

Abbildung 7: Autoradiographie eines Differential Display Gels. Genexpressionsmuster der humanen
Melanoma-Zellinien 530 und NMCL-1. Der oligo dT-Primer (H-T11G) und die Zufallsprimer (AP16,
AP17, AP18) sind dargestellt. Zur besseren Reproduzierbarkeit wurde für jede Zellinie ein Doppel-
ansatz aufgetragen. Jeweils neben den DD-PCR Ansätzen ist eine Kontrollreaktion ohne Zugabe von
Reverser Transkriptase aufgetragen. So lassen sich genomische und sonstige DNA-Kontaminationen
von revers transkribierter mRNA unterscheiden. Pfeile zeigen differentielle Banden, die aus dem Gel
ausgeschnitten und weiter analysiert wurden.
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Die isolierten cDNA-Fragmente hatten eine Größe zwischen 150 und 450 bp.

Zur Bestätigung der differentiellen Expression wurden die isolierten cDNAs zuerst in einem

Reverse-Northern Experiment überprüft. Diejenigen Fragmente, die auch in dieser Analyse

eine differentielle Expression zeigten, wurden dann nochmals in einer Northern-Blot Analyse

bestätigt. Die Resultate dieser Northern-Blot Analysen zeigten, dass 5 der insgesamt 39

cDNA-Fragmente (ca. 13%) differentiell exprimierten mRNAs entsprachen. Somit waren

87% der isolierten Fragmente sogenannte "Falschpositive".

Die cDNA-Fragmente mit differentieller Expression wurden anschließend in den pCR 2.1-

TOPO Vektor (Invitrogen) kloniert. Um sicher zu gehen, ob die richtigen Fragmente kloniert

wurden, wurden die Inserts isoliert und in einer weiteren Northern Analyse nochmals

bestätigt.

3.2. Differentielle Expression von HLA-Genen

Im Differential Display konnten zwei unterschiedliche, differentiell exprimierte mRNAs, die

für die beta Ketten von HLA-II Molekülen kodieren, identifiziert werden.

3.2.1. Differentielle Expression des HLA-DR-beta-1 Gens

In der Differential Display Analyse wurde mit Hilfe der Primerkombination H-T11A und AP7

(s. 2.2.3.7.) ein 300 bp großes cDNA Fragment amplifiziert, anschließend aus dem Gel

isoliert und weiter analysiert.

In einer Northern-Blot Analyse konnte die mRNA nur in der nicht-metastasierenden Zellinie

530 nachgewiesen werden (s. Abbildung 8). Auch bei sehr langer Exposition konnte kein

Signal in der nicht-metastasierenden Zellinie NMCL-1 gefunden werden. Anhand des

Northern-Blot Ergebnisses konnte die Größe des Transkripts (ca. 1,2 kb) bestimmt werden.

Das Differential Display Fragment wurde sequenziert und anschließend mit der Sequenz in

Datenbanken nach Homologien zu bekannten Sequenzen gesucht. Die Datenbankrecherchen

zeigten eine 99%ige Homologie zu der beta-Kette des humanen Haupt-Histokompatibilitäts-

Antigens DR (HLA-DR).
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Abbildung 8 : Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von HLA-DR-beta-1 in den Zellinien
530 und NMCL-1. Je 1 µg mRNA wurde in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose Gel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer α-[32P]-markierten
HLA-DR-beta-1 spezifischen Sonde (DD-Fragment) hybridisiert (s. Material und Methoden). Zur
internen Kontrolle wurde der Blot mit einer α-[32P]markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.

3.2.2. Differentielle Expression des HLA-SB-beta Gens

In der Differential Display Analyse wurde mit Hilfe der Primerkombination H-T11A und AP7

(s. 2.2.3.7.) ein 290 bp großes cDNA Fragment amplifiziert, anschließend aus dem Gel

isoliert und weiter analysiert. In einer Northern-Blot Analyse konnte die mRNA nur in der

nicht-metastasierenden Zellinie 530 nachgewiesen werden (s. Abbildung 9). In einem

Northern-Blot Experiment (ohne Abbildung) mit einem Panel von Melanoma-Zellinien (530,

IF6, MV1, M14, MEL57, NMCL-1, IF6m, MV3, BLM) konnte nur in der Zellinie 530 eine

Expression gefunden werden. Anhand der Northern-Blot Ergebnisse konnte die Größe des

Transkripts (ca. 1,0 kb) bestimmt werden. Das Differential Display Fragment wurde

sequenziert und anschließend mit der Sequenz in Datenbanken nach Homologien zu

bekannten Sequenzen gesucht. Die Datenbankrecherchen zeigten eine ca. 98%ige Homologie

zu der beta-Kette des humanen Haupt-Histokompatibilitäts-Antigens SB (HLA-SB-beta).

1,2 kb

ß-Aktin

53
0

N
M

C
L-1



Ergebnisse 60

Abbildung 9 : Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von HLA-SB-beta in den Zellinien 530
und NMCL-1. Je 1 µg mRNA wurde in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose Gel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer α-[32P]-markierten
HLA-SB-beta (DD-Fragment) spezifischen Sonde hybridisiert (s. Material und Methoden).
Zur internen Kontrolle wurde der Blot mit einer α-[32P]-markierten ß-Aktin -Sonde rehybridisiert.

3.3. Differentielle Expression der Stearoyl-CoA Desaturase (Scd)

In der Differential Display Analyse wurde mit Hilfe der Primerkombination H-T11G und

AP12 (s. 2.2.3.7.) ein 267 bp großes cDNA Fragment amplifiziert, anschließend aus dem Gel

isoliert und weiter analysiert. Die differentielle Expression wurde in einem Northern-Blot

Experiment bestätigt (s. Abbildung 12, II). In weiteren Northern-Blot Analysen, mit der Scd-

spezifischen Sonde A (s. Abbildung 11) wurde ein 5,2 kb und ein 3,9 kb großes Transkript

detektiert (s. Abbildung 10). Die beiden Transkripte sind in der nicht-metastasierenden

Zellinie 530 stark überexprimiert. In beiden Zellinien war das 3,9 kb-Transkript gegenüber

dem 5,2 kb-Transkript überrepräsentiert.

Zur Isolierung der kompletten cDNA Sequenz wurde ein Phagenbank-Screen durchgeführt.

Dabei konnte ein Klon mit einer Länge von 1144 bp isoliert werden. Das Experiment wurde

eingestellt, da zu diesem Zeitpunkt die komplette Sequenz der cDNA von Zhang et al. (1999)

isoliert und veröffentlicht wurde. Die isolierte 1144 bp cDNA hatte eine 100%ige Homologie

zur veröffentlichten Sequenz. Aufgrund der Sequenzhomologie zu dem bekannten murinen

Gen gehen die Autoren davon aus, dass es sich hierbei um die humane Stearoyl-CoA

Desaturase (Scd) handelt.
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Abbildung 10: Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von Scd in den Zellinien 530 und
NMCL-1. Je 1 µg mRNA wurde in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose Gel elektro-
phoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer α-[32P]-markierten Scd-
spezifischen Sonde (A) (s. Abbildung11) hybridisiert (s. Material und Methoden).
Zur internen Kontrolle wurde der Blot mit einer α-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.

Die volle Länge der cDNA beträgt 5221 bp und kodiert im ORF für ein Protein bestehend aus

359 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 41,5 kD. Die Sequenz besitzt eine 3´UTR

von 235 bp und eine extrem lange 5´UTR von 3906 bp. In der cDNA-Sequenz der Desaturase

wurden zwei Polyadenylierungssignale (AATAAA) gefunden. Das erste Signal liegt zwischen

den Nukleotiden 3972 und 3977, das zweite Signal zwischen den Nukleotiden 5187 und 5192.

Bei den beiden aus dem Differential Display und dem Phagenbank-Screen isolierten cDNA

Klonen beginnt der Poly-(A)-Schwanz 16 bp weiter in Richtung 3´ des ersten

Polyadenylierungssignals (zwischen 3972 und 3977). Das heißt, mit Hilfe der Differential

Display Analyse wurde ein Fragment der kleineren Variante (3,9 kb) isoliert. In der 3´UTR

wurden auch drei "mRNA-Instabilitäts-Sequenzen" (ATTTA) gefunden. Ein Signal lag im 3,9

kb Transkript und zwei weitere im 5,2 kb Transkript.
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A C
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Scd-cDNA Sequenz (Balken). Oben ist die Länge in kb
angegeben. Unter der Sequenz sind die Lokalisationen der verwendeten Sonden (A, B, C) für die
Northern Analysen angegeben, wobei Sonde B dem DD-Fragment entspricht. Die Lokalisation des
DD-PCR Fragments (DD; 267 bp) und des Klons isoliert aus der Phagenbank (λ-Klon; 1144 bp) sind
durch schwarze Balken unter der Sequenz angegeben. Die zwei vertikalen Balken (schwarz) in der
UTR repräsentrieren die zwei Polyadenylierungssignale.

3.3.1. Identifizierung von verschiedenen Scd-Transkripten

Um festzustellen ob die Expression des Scd-Gens mit dem Metastasierungspotential von

verschiedenen humanen Melanoma-Zellinien korreliert, wurde das Expressionsmuster in einer

Northern-Blot Analyse bestimmt. Es konnte keine Korrelation zwischen Expressionsstärke

und Metastasierungspotential der untersuchten Zellinien festgestellt werden (s. Abbildung

12). Ob die beiden 3,9 kb und 5,2 kb Transkripte durch die alternative Verwendung der zwei

Polyadenylierungssignale zustande kommen, sollte mit verschiedenen Northern-Experimenten

geklärt werden. Dazu wurden für die Hybridisierung markierte Sonden verwendet, die aus

verschiedenen Bereichen der Scd-cDNA (s. Abbildung 11) stammten. Die Northern-Blot

Ergebnisse zeigten, dass beide Polyadenylierungssignale alternativ verwendet werden. Bei

Verwendung der Sonde C (s. Abbildung 11), die aus dem extremen 3´-Bereich der Scd-cDNA

stammt, wurde im Northern-Blot (s. Abbildung 12; I) nur die 5,2 kb Bande detektiert. Dies

zeigt, dass bei dem großen Transkript das Polyadenylierungssignal am 3´-Ende der Scd-

cDNA verwendet wird. Die kleine 3,9 kb Variante kann so nicht detektiert werden. Nimmt

man die Sonde A (s. Abbildung 11) zur Hybridisierung so können die beiden 3,9 kb und 5,2

kb großen Transkripte detektiert werden. Bei Verwendung der Sonde B (= DD-Fragment)

wurden in den Zellinien MV1, M14 und NMCL-1 zusätzlich zu den 3,9 kb und 5,2 kb

Transkripte noch 2 weitere Transkripte (1,0 kb und 0,5 kb ) nachgewiesen (s. Abbildung 12

II). Da die beiden kleinen Transkripte (1,0 kb und 0,5 kb ) ausschließlich mit der Sonde B

nachzuweisen sind, ist davon auszugehen, dass neben dem 3,9 kb Transkript auch diese durch
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Verwendung des ersten Polyadenylierungssignales (zwischen den Nukleotiden 3972 und

3977) generiert werden.

Das 5,2 kb Transkript wird unter Verwendung des zweiten, weiter in Richtung 3´ liegenden,

Polyadenylierungssignals (zwischen den Nukleotiden 5187 und 5192) generiert. In den beiden

kleinen 0,5 kb und 1,0 kb Varianten konnte kein relevanter Leserahmen gefunden werden, so

dass diese beiden Transkripte vermutlich nicht translatiert werden.

Abbildung 12: Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von Scd in verschiedenen Melanoma-
Zellinien mit unterschiedlich starkem Metastasierungpotential. Je 1 µg mRNA wurde in einem
denaturierenden Formaldehyd-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran
transferiert und mit einer α-[32P]-markierten Scd-spezifischen Sonde hybridisiert (s. Material und
Methoden). I: Der Blot wurde mit der Scd-spezifischen Sonde C (s. Abbildung 11 ) hybridisiert. II.
Der Blot wurde mit der Scd-spezifischen Sonde B (s. Abbildung 11) hybridisiert. Zur internen
Kontrolle wurde der Blot mit eineα-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.
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Expressionsanalysen von Scd in Normalgeweben zeigten nur eine Expression im Herz,

Gehirn, in der Lunge und der Leber. Keine Expression wurde dagegen in der Plazenta, dem

Skelettmuskel, der Niere und dem Pankreas gefunden. Die relativen Mengen der 3,9 kb und

5,2 kb großen Transkripte variieren in den einzelnen Geweben. So ist das 3,9 kb Transkript

im Herz überrepräsentiert, während im Gehirn und der Lunge das 5,2 kb Transkript stärker

exprimiert wird.

Abbildung 13: Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von Scd in verschiedenen humanen
Geweben. Für diese Analyse wurde der MTN-Blot H von Clontech verwendet. Je 2 µg mRNA wurden
in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran transferiert und mit einer α-[32P]-markierten Scd-spezifischen Sonde (Sonde A; s.
Abbildung 11) hybridisiert (s. Material und Methoden). Zur internen Kontrolle wurde der Blot mit
einer α-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.
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3.4. Identifizierung des neuen Gens URIM (Up-Regulated in Metastasis)

In der Differential Display Analyse wurde mit Hilfe der Primerkombination H-T11G und

AP16 (s. 2.2.3.7.) ein 371 bp großes cDNA Fragment amplifiziert, anschließend aus dem Gel

isoliert und weiter analysiert. In einer Northern-Blot Analyse konnte eine starke

Überexpression in der metastasierenden Zellinie NMCL-1, gegenüber der nicht-

metastasierenden Zellinie 530, nachgewiesen werden (s. Abbildung 14). Anhand des

Northern-Blot Ergebnisses konnte die Größe des Transkripts (ca. 0,9 kb) bestimmt werden.

Das klonierte cDNA Fragment wurde anschließend sequenziert. Da bei den folgenden

Datenbankrecherchen keine Homologien zu bisher bekannten Genen gefunden wurden, wurde

die 371 bp cDNA Sequenz als Grundlage zum Design einer RACE-PCR genommen.

Abbildung 14: Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von URIM in den Zellinien 530 und
NMCL-1. Je 1 µg mRNA wurde in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose Gel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer α-[32P]-markierten
URIM-Sonde hybridisiert (s. Material und Methoden). Zur internen Kontrolle wurde der Blot mit einer
α-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.
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3.4.1. Isolierung der vollen Länge cDNA mittels RACE-PCR

Mit der Sequenzinformation, des aus dem Differential Display gewonnenen 371 bp

Fragments, konnten Primer konzipiert werden, die dann für die Durchführung einer 5´-RACE-

PCR verwendet wurden. Mit dieser Technik konnte das fehlende 5´-Ende identifiziert und so

die volle Länge cDNA isoliert werden.

Es wurden folgende Ansätze mit jeweils 0,7 µg gesamt RNA aus der Zellinie 530

durchgeführt:

Primer für die reverse
Transkription

Primer für die PCR

reverse 5´→ 3´ reverse 5´→ 3´ forward 5´→ 3´

1 GAACCCTGGTCATT CTCTCAGGGGCATGTTA
GGCCACGCGTCGACTAGT
ACGGGIIGGGIIGGGIIG

2 GGATCTTCCTTTTCA TTCAAGCGCTCCTTTGCTTCT
GGCCACGCGTCGACTAGT
ACGGGIIGGGIIGGGIIG

I = Deoxyinosine

Im Agarose-Gel war bei diesen Ansätzen noch kein Produkt sichtbar. Das gewünschte,

spezifische Produkt wird bei der RACE-PCR mit 30 Zyklen oft nicht in ausreichender Menge

amplifiziert. Daher wurde mit dem Produkt (0,1%) der ersten beiden PCR Ansätze noch eine

"nested PCR" mit verschiedenen Primern durchgeführt.

Nr. Template Forward Primer 5´→→→→ 3´ Reverse Primer 5´→→→→ 3´

3 0,1% aus 2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC TTCAAGCGCTCCTTTGCTTCT

4 0,1% aus 1 GGCCACGCGTCGACTAGTAC CAGCATGTTAGGATAGCAGC

5 0,1% aus 1
CUACUACUACUAGGCCACGCGT
CGACTAGTAC

CAGCATGTTAGGATAGCAGC

6 0,1% aus 1 GGCCACGCGTCGACTAGTAC CTCTCAGGGGCAGCATGTTA

7 0,1% aus 1
CUACUACUACUAGGCCACGCGT
CGACTAGTAC

CTCTCAGGGGCAGCATGTTA

8 0,1% aus 2
CUACUACUACUAGGCCACGCGT
CGACTAGTAC

TTCAAGCGCTCCTTTGCTTCT

Die PCR-Ansätze wurden anschließend zur Überprüfung der Produkte in einem Agarose-Gel

aufgetrennt. Jeweils 15 µl des PCR-Ansatzes wurde aufgetragen (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Ethidiumbromid gefärbtes Agarosegel. Je 15 µl des 5`-RACE-PCR-Ansatzes wurden
aufgetragen. M = Marker VI (Boehringer Mannheim).

Das 680 bp RACE-PCR Fragment wurde aus dem Gel isoliert, aufgereinigt und in den

pCR 2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen) kloniert. Das klonierte Fragment wurde anschließend

sequenziert. Zusammen mit der bekannten Sequenz des DD-Fragments ergab sich als volle

Länge der cDNA 750 bp (s. Abbildung 16). Die Sequenz wurde in der EMBL-Datenbank

unter der Accession-Nummer AJ295637 hinterlegt. Eine Patentanmeldung erfolgte am

7.10.98 unter der Nummer EP No.98118919.4. In einem offenen Leserahmen von 618 bp

wird für ein putatives Protein von 206 Aminosäuren kodiert. Von Nukleotid 722-727 wurde

ein Polyadenylierungssignal (AATAAA) gefunden. Für den Start der Translation ist die

Sequenz beiderseits des Startcodons ATG von enormer Bedeutung (Kozak, 1996).

Insbesondere die Positionen -3, die idealerweise ein Purin ist und die Position +4, das

bevorzugt ein G sein sollte. Fehlen beide Charakteristika handelt es sich wahrscheinlich um

einen falschen oder sehr schwachen Translationsstartpunkt. Bei URIM wurde in Position -3

ein Adenin (Purin) gefunden.

M 3 4 5 6 7 8 M

680 bp
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1 gagggtagccATGACGGCCTCCGTGCTGCGAAGTATCTCGCTAGCCCTGCGCCCGACTAG 60
1 M T A S V L R S I S L A L R P T S 17

61 CGGGCTTCTGGGAACTTGGCAGACGCAGCTTAGAGAGACTCACCAGCGAGCGTCATTGTT 120
 18 G L L G T W Q T Q L R E T H Q R A S L L 37

121 GTCTTTCTGGGAACTCATTCCCATGAGATCAGAACCTCTTCGAAAAAAGAAGAAGGTAGA 180
38 S F W E L I P M R S E P L R K K K K V D 57

181 TCCTAAAAAAGACCAAGAAGCAAAGGAGCGCTTGAAAAGGAAGATCCGAAAACTGGAAAA 240
58 P K K D Q E A K E R L K R K I R K L E K 77

241 GGCTACTCAAGAGCTAATTCCTATTGAAGATTTTATTACCCCTCTAAAGTTCTTGGATAA 300
78 A T Q E L I P I E D F I T P L K F L D K 97

301 AGCAAGAGAGCGGCCTCAGGTGGAGCTCACCTTTGAGGAGACTGAGAGGAGAGCTCTGCT 360
98 A R E R P Q V E L T F E E T E R R A L L 117

361 TCTGAAGAAGTGGTCCTTGTACAAGCAGCAAGAGCGTAAGATGGAGAGGGACACCATCAG 420
118 L K K W S L Y K Q Q E R K M E R D T I R 137

421 GGCTATGCTAGAAGCCCAGCAGGAAGCTCTGGAGGAACTGCAACTGGAATCCCCGAAGCT 480
138 A M L E A Q Q E A L E E L Q L E S P K L 157

481 CCATGCTGAGGCCATCAAGCGGGATCCTAACCTGTTCCCCTTTGAGAAGGAAGGGCCACA 540
158 H A E A I K R D P N L F P F E K E G P H 177

541 TTACACACCACCGATCCCTAACTACCAACCCCCTGAAGGCAGGTACAATGACATCACCAA 600
178 Y T P P I P N Y Q P P E G R Y N D I T K 197

601 GGTGTACACACAAGTGGAGTTTAAGAGATAGacttgcaggctgctatccttaacatgctg 660
198 V Y T Q V E F K R * 217

661 cccctgagagtaggaatgaccagggttcaagtctgccttccacagaatcaggcatgctgt 720

721 taataaatctggtttaatcaaaaaaaaaaa 750

Abbildung 16 : Nukleotid und Aminosäuresequenz von URIM. Nicht-kodierende Bereiche sind in
kleinen Buchstaben dargestellt, der kodierende Bereich in Großbuchstaben. Die entsprechende
Aminosäuresequenz ist im Einbuchstabencode dargestellt. Das putative "nuclear localisation signal"
ist dunkel unterlegt. Das putative Polyadenylierungsignal ist unterstrichen.

3.4.2. Expressionstudien

Die Expression von URIM in verschiedenen Geweben und Zellinien wurde mit Hilfe von

Northern-Blot Analysen untersucht. Dazu wurde das aus dem Differential Display isolierte

cDNA-Fragment als Sonde verwendet.
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3.4.2.1. Gewebespezifische Expression von URIM

Die gewebespezifische Expression von URIM wurde mit Hilfe von verschiedenen "Multiple-

Tissue-Northern-Blots" (Clontech) untersucht (s. Abbildung 17).

Die mRNA von URIM konnte in allen untersuchten Geweben, wenngleich in

unterschiedlichen Mengen, nachgewiesen werden. Schwache Expression von URIM wurde im

Gehirn, der Plazenta, Lunge, Milz und im Dickdarm gefunden. Im Herz, Ovar und der Leber

wurde eine starke Expression von Urim mRNA detektiert.

Abbildung 17 : Gewebespezifisches Expressionsmuster von URIM. Für diese Analyse wurden die
MTN-Blots von Clontech verwendet. Je 2 µg mRNA wurden in einem denaturierenden Formaldehyd-
Agarose Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer
α-[32P]-markierten URIM-spezifischen Sonde hybridisiert (s. Material und Methoden). Zur internen
Kontrolle wurde der Blot mit einer α-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.

Die Expression von URIM in verschiedenen Tumor-Zellinien wurde mit den "Human Cancer

Cell Line Multiple Tissue Northern (MTN) Blot" untersucht (s. Abbildung 18).

In den verschiedenen Tumor-Zellinien wurde eine ubiquitäre Expression von URIM gefunden.

URIM ist in den permanenten Leukämie-Zellinien HL-60, K-562, und Raji als auch in

Zellinien verschiedener solider Tumore (SW-480, A549, HeLa S3 und G361) stark

exprimiert. Nur schwach wird URIM in der permanenten Leukämie-Zellinie Molt-4

exprimiert.
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Abbildung 18: Expressionsmuster von URIM in verschiedenen Tumor-Zellinien. Für diese Analyse
wurde der MTN-Blot C von Clontech verwendet. Je 2 µg mRNA wurden in einem denaturierenden
Formaldehyd-Agarose Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit
einer α-[32P]-markierten URIM-spezifischen Sonde hybridisiert (s. Material und Methoden). Zur
internen Kontrolle wurde der Blot mit einer α-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.

3.4.2.2. Expression in Mammakarzinom-Zellinien

Um festzustellen ob die Expression von URIM mit dem Metastasierungspotential von

Zellinien anderer Tumortypen korreliert, wurden die Northern-Experimente auf verschiedene

Mammakarzinom-Zellinien ausgeweitet (s. Abbildung 19).

Eine schwache Expression wurde in normalen humanen Epithelzellen der Milchdrüse

(HMEC) und in zwei Primärtumor-Zellinien (WA, AR), festgestellt. Im Gegensatz dazu

wurde in drei Zellinien von Knochenmarkmikrometastasen (KM22, HG15, 1590) und einer

metastasierenden Zellinie aus Aszites (KS), eine bis zu 17-fache Überexpression von URIM

gefunden. URIM Expression scheint auch mit dem Metastasierungsverhalten beim

Mammakarzinom zu korrelieren.
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Abbildung 19: Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von URIM in einem Panel von
Mammkarzinom-Zellinien. Je 1 µg mRNA wurde in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose Gel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer α-[32P]-markierten
URIM-Sonde hybridisiert (s. Material und Methoden). Zur internen Kontrolle wurde der Blot mit einer
α-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.

3.4.3. Charakteristika des putativen Proteins von URIM

Das putative Protein besteht aus 206 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von

24,5 kD. Die Aminosäurezusammensetzung ist wie folgt:

Aminosäuren Anzahl % % Gewicht
Alanin 12 5.8 3.5
Cystein 0 0.0 0.0
Asparaginsäure 7 3.4 3.3
Glutaminsäure 25 12.1 13.2
Phenylalanin 7 3.4 4.2
Glycin 4 1.9 0.9
Histidin 3 1.5 1.7
Isoleucin 10 4.9 4.6
Lysine 22 10.7 11.5
Leucin 26 12.6 12.0
Methionin 4 1.9 2.1
Asparagin 3 1.5 1.4
Prolin 16 7.8 6.3
Glutamin 13 6.3 6.8
Arginin 19 9.2 12.1
Serin 9 4.4 3.2
Threonin 13 6.3 5.4
Valin 5 2.4 2.0
Tryptophan 3 1.5 2.3
Tyrosin 5 2.4 3.3

0,9 kb

ß-Aktin
K

S
K

M
22

H
G

15
15

90
W

A
A

R H
M

EC



Ergebnisse 72

3.4.3.1. Bestimmung des isoelektrischen Punktes

Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes, d.h. die Bestimmung des pH-Wertes, bei dem

ein geladenes Molekül in Lösung keine elektrische Ladung besitzt, wurde das Programm

Isoelectric (Oxford Molecular Group, Inc.) verwendet.

Der isoelektrische Punkt des putativen Proteins Urim beträgt 10,4 und liegt damit im stark

basischen Bereich.

Abbildung 20: Bestimmung des isoelektrischen Punktes für das putative Protein URIM. Das X auf der
Kurve symbolisiert den Punkt (pH-Wert) an dem die Nettoladung des Proteins null ist.

3.4.3.2. Identifizierung sonstiger Motive:

In der Aminosäuresequenz von Urim wurde mit dem Analyse-Programm pSort II ein

putatives Nukleäres Lokalisations Signal (PLRKKKKVDPKKDQEAKERLK) gefunden.

Dabei handelt es sich um ein sogenanntes "bipartite nuclear localisation signal". Zuerst wurde

dieses Signal in Xenopus Nucleoplasmin (Robbins et al., 1991) beschrieben. Das Muster

besteht aus 2 basischen Aminosäuren (AS), 10 dazwischenliegenden AS und einer weiteren

basischen Region bestehend aus mindestens 3 basischen AS von 5 AS. Nach dem

Vorhersageprogramm pSort II, liegt die Wahrscheinlichkeit einer nukleären Lokalisation bei

84%. In dem Protein konnten bislang keine weiteren Signale, Motive und Domänen

identifiziert werden.
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3.4.4. Homologien

Bei Datenbankrecherchen wurde ein homologes murines Protein (Accession Nr. AF034092)

gefunden. Die Homologie über das gesamte Protein beträgt 75%, wobei die ersten 30

Aminosäuren zu 39% identisch sind, während der Rest des Proteins stark konserviert zu sein

scheint (81%). Auch die Position und Sequenz des putativen "nuclear localisation signal" ist

konserviert. Auf Aminosäureebene besteht eine ca. 77%ige Homologie.

1 MTASVLRSISLALRPTSGLLGTWQTQLRETHQRASLLSFWELIPMRSEPL 50
| |: . |||| | : || | .| ||||||||.||:|||||.|||

1 MATGVMLCAARALRPRSWIPGTCQAHVRHTHQRASLLAFWDLIPMRAEPL 50
. . . . .

51 RKKKKVDPKKDQEAKERLKRKIRKLEKATQELIPIEDFITPLKFLDKARE 100
||||||||:||| ||:|||::|||||||.||||||||||||.:||||.|:

51 RKKKKVDPRKDQAAKDRLKKRIRKLEKASQELIPIEDFITPVRFLDKSRQ 100
. . . . .

101 RPQVELTFEETERRALLLKKWSLYKQQERKMERDTIRAMLEAQQEALEEL 150
||| | . ||.||||||||:|.|:|||| .|||| ||.||||||||||||

101 RPQEEHSPEESERRALLLKRWALFKQQEHEMERDAIRSMLEAQQEALEEL 150
. . . . .

151 QLESPKLHAEAIKRDPNLFPFEKEGPHYTPPIPNYQPPEGRYNDITKVYT 200
.||| .|:||||||| .||||||||||||||| ||| ||||||||||||

151 KLESAELYAEAIKRDTSLFPFEKEGPHYTPPISNYQAPEGRYNDITKVYK 200

201 QVEFKR 206
||||||

201 QVEFKR 206

Abbildung 21: Vergleich der humanen (oben) und murinen- (unten) Aminosäuresequenz. Identische
Aminosäuren sind durch vertikale Striche dargestellt. Aminosäureaustausche sind durch einen (nicht-
konservativ) oder durch zwei (konservativ) Punkte dargestellt. Die konservierte Sequenz für das
"nuclear localisaion signal" ist dunkel unterlegt.

3.4.5. Charakterisierung der genomischen Sequenz von URIM

Anhand eines genomischen Klons (Human Chromosome 22q11 Cosmid Clone 102g9,

Accession Nr. Ac 000068), konnte die genomische Sequenz und Lokalisation bestimmt

werden. Die Exon-Intron Struktur des Gens konnte mit Hilfe dieses Klons ermittelt werden.

In den Exon Bereichen wurde eine 100%ige Homologie zwischen der URIM cDNA und der

Sequenz des genomischen Klons gefunden. Exon 1 entspricht den Nukleotiden 1-63, Exon 2

den Nukleotiden 64-148, Exon 3 den Nukleotiden 149-308 und Exon 4 den Nukleotiden 309-

748 der URIM cDNA. Alle Exon/Intron Grenzen folgen der GT/AG Regel. Die Gesamtlänge

des Gens beträgt 3531 bp.
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3.4.6. Charakterisierung des chromosomalen Locus

Die chromosomale Lokalisation konnte anhand der zu URIM homologen EST Sequenzen

(D60871 und W49836) und des genomischen Klons (Accession Nr. Ac 000068), mit dem

Programm GeneMap´99 (NCBI) bestimmt werden. Das Gen liegt auf dem Chromosom

22q11, in der sogenannten "DiGeorge Critical Region". Das putative Startcodon von URIM

liegt nur ca. 1100 bp vom Startcodon des Gens HIRA entfernt. Die dazwischenliegende

Sequenz ist extrem GC-reich. Die beiden Gene liegen in unterschiedlicher

Transkriptionsrichtung.

Abbildung 22: Schematische Darstellung der genomischen Lokalisation von URIM und HIRA. Die
Exons von URIM sind als unterlegte Kästchen dargestellt. Von links nach rechts ist Exon 1 bis Exon 4
gezeigt. Die gestrichelte Linie zeigt die Größe des Gens. Richtung Centromer wird als cen und
Richtung Telomer als tel bezeichnet.

3.5. Identifizierung eines neuen, putativen Tumorsupressor Gens THW

3.5.1 Identifizierung mittels Differential Display

In der Differential Display Analyse wurde mit Hilfe der Primerkombination H-T11A und

AP20 (s. 2.2.3.7.) ein 301 bp großes cDNA Fragment amplifiziert, anschließend aus dem Gel

isoliert und weiter analysiert. In einer Northern-Blot Analyse konnte eine Überexpression in

der nicht-metastasierenden Zellinie 530 gegenüber der metastasierenden Zellinie NMCL-1,

nachgewiesen werden (s. Abbildung 23). Anhand des Northern-Blot Ergebnisses konnte die

Größe des Transkripts (ca. 2,0 kb) bestimmt werden.

3,5 kb

cen tel

HIRA URIM cDNA (750 bp)

1078 bp
GC >70%

22q11
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Abbildung 23: Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von THW in den Zellinien 530 und
NMCL-1. Je 1 µg mRNA wurde in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose Gel elektro-
phoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer α-[32P]-markierten THW-
Sonde hybridisiert (s. Material und Methoden). Zur internen Kontrolle wurde der Blot mit einer
α-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.

3.5.2. Isolierung der vollen Länge cDNA

Ausgehend von der Sequenzinformation des aus dem Differential Display gewonnenen 301

bp Fragments, wurde versucht in öffentlichen- (EMBL) und nicht-öffentlichen- (INCYTE-

Pharmaceutical) Datenbanken homologe Sequenzen zu ermitteln. Dabei ergaben sich

Homologien zu verschiedenen ESTs („expressed sequence tags“).

Letztlich konnte mit Hilfe von 9 überlappenden EST-Sequenzen aus der EMBL-Datenbank

eine 1890 bp lange Konsensus Sequenz generiert werden (s. Abbildung 21) Im

Überlappungsbereich waren die EST-Sequenzen jeweils zu 100% homolog.
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Contig 3´+-------------------------------------------> 5`

3´THW +------>

R82584; <----------+

W93394;.comp +-------->

AA159815; <--------+

AI694126; +------->

AA468385 +---------->

AA610151; +------->

AI814625.comp +--------->

AI740811.comp <------------+

AA480373.comp <------------+

|---------|---------|---------|---------|---------|
0 400 800 1200 1600 2000

Abbildung. 21: Generierung der THW-Konsensus-Sequenz mit Hilfe von 9 überlappenden ESTs aus
der EMBL Datenbank. Die jeweiligen Accession-Nummern der EST-Sequenzen stehen links am Rand.
Die generierte Konsensus-Sequenz (Contig) ist in 3´→ 5´Richtung ganz oben dargestellt. Unten ist die
Größe der Sequenz in bp angegeben.

Um diese Konsensus-Sequenz experimentell zu bestätigen, wurde die Sequenz als Grundlage

zur Konzeption einer RT-PCR herangezogen. Der Primer 312rev1 (5´AAATCCCCGAA-

TTCTCCTGTGG3´) für die Erststrang cDNA Synthese, konnte anhand der

Sequenzinformation des Differential Display Fragments konzipiert werden. Die anschließende

PCR Reaktion wurde mit dem Primer 312rev1 und einem am 5´Ende der generierten

Konsensus-Sequenz liegenden Primer 312f6 (5´ACCCGCTCCGC-TCCGCTC3´)

durchgeführt (s. 2.2.4.3.). Die synthetisierte cDNA wurde kloniert und anschließend

sequenziert. Die Sequenzanalyse der vollständigen cDNA ergab 1890 Nukleotide mit einer

5´UTR von 37 bp. Die 5´UTR ist sehr GC-reich. Sie besteht zu 83,7% aus Guanin und

Cytosin. Der kodierende Bereich umfasst 579 bp und kodiert für ein putatives Protein von 193

Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 21,3 kDa. Die 3´UTR umfasst 1274 bp. Ein

putatives Polyadenylierungssignal (AATAAA) (Simonsen und Levinson, 1983) wurde

zwischen den Nukleotiden 1855-1861 identifiziert. Ferner wurden fünf (ATTTA)-

Instabilitätsmotive in der 3´UTR gefunden. Die Sequenz wurde in der EMBL Datenbank mit

der Accession-Nummer AJ251830 hinterlegt.
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1 CCGCTCCGCTCCGCTCGGCCCCGCGCCGCCCGTCAACATGATCCGCTGCGGCCTGGCCTG
1 M I R C G L A C

61 CGAGCGCTGCCGCTGGATCCTGCCCCTGCTCCTACTCAGCGCCATCGCCTTCGACATCAT
9 E R C R W I L P L L L L S A I A F D I I

121 CGCGCTGGCCGGCCGCGGCTGGTTGCAGTCTAGCGACCACGGCCAGACGTCCTCGCTGTG
29 A L A G R G W L Q S S D H G Q T S S L W

181 GTGGAAATGCTCCCAAGAGGGCGGCGGCAGCGGGTCCTACGAGGAGGGCTGTCAGAGCCT
49 W K C S Q E G G G S G S Y E E G C Q S L

241 CATGGAGTACGCGTGGGGTAGAGCAGCGGCTGCCATGCTCTTCTGTGGCTTCATCATCCT
69 M E Y A W G R A A A A M L F C G F I I L

301 GGTGATCTGTTTCATCCTCTCCTTCTTCGCCCTCTGTGGACCCCAGATGCTTGTCTTCCT
89 V I C F I L S F F A L C G P Q M L V F L

361 GAGAGTGATTGGAGGTCTCCTTGCCTTGGCTGCTGTGTTCCAGATCATCTCCCTGGTAAT
109 R V I G G L L A L A A V F Q I I S L V I

421 TTACCCCGTGAAGTACACCCAGACCTTCACCCTTCATGCCAACCSTGCTGTCACTTACAT
129 Y P V K Y T Q T F T L H A N X A V T Y I

481 CTATAACTGGGCCTACGGCTTTGGGTGGGCAGCCACGATTATCCTGATYGGCTGTGCCTT
149 Y N W A Y G F G W A A T I I L X G C A F

541 CTTCTTCTGCTGCCTCCCCAACTACGAAGATGACCTTCTGGGCAATGCCAAGCCCAGGTA
169 F F C C L P N Y E D D L L G N A K P R Y

601 CTTCTACACATCTGCCTAACTTGGGAATGAATGTGGGAGAAAATCGCTGCTGCTGAGATG
189 F Y T S A *

661 GACTCCAGAAGAAGAAACTGTTTCTCCAGGCGACTTTGAACCCATTTTTTGGCAGTGTTC
721 ATATTATTAAACTAGTCAAAAATGCTAAAATAATTTGGGAGAAAATATTTTTTAAGTAGT
781 GTTATAGTTTCATGTTTATCTTTTATTATGTTTTGTGAAGTTGTGTCTTTTCACTAATTA
841 CCTATACTATGCCAATATTTCCTTATATCTATCCATAACATTTATACTACATTTGTAAGA
901 GAATATGCACGTGAAACTTAACACTTTATAAGGTAAAAATGAGGTTTCCAAGATTTAATA
961 ATCTGATCAAGTTCTTGTTATTTCCAAATAGAATGGACTCGGTCTGTTAAGGGCTAAGGA
1021 GAAGAGGAAGATAAGGTTAAAAGTTGTTAATGACCAAACATTCTAAAAGAAATGCAAAAA
1081 AAAAGTTTATTTTCAAGCCTTCGAACTATTTAAGGAAAGCAAAATCATTTCCTAAATGCA
1141 TATCATTTGTGAGAATTTCTCATTAATATCCTGAATCATTCATTTCAGCTAAGGCTTCAT
1201 GTTGACTCGATATGTCATCTAGGAAAGTACTATTTCATGGTCCAAACCTGTTGCCATAGT
1261 TGGTAAGGCTTTCCTTTAAGTGTGAAATATTTAGATGAAATTTTCTCTTTTAAAGTTCTT
1321 TATAGGGTTAGGGTGTGGGAAAATGCTATATTAATAAATCTGTAGTGTTTTGTGTTTATA
1381 TGTTCAGAACCAGAGTAGACTGGATTGAAAGATGGACTGGGTCTAATTTATCATGACTGA
1441 TAGATCTGGTTAAGTTGTGTAGTAAAGCATTAGGAGGGTCATTCTTGTCACAAAAGTGCC
1501 ACTAAAACAGCCTCAGGAGAATAAATGACTTGCTTTTCTAAATCTCAGGTTTATCTGGGC
1561 TCTATCATATAGACAGGCTTCTGATAGTTTGCAACTGTAAGCAGAAACCTACATATAGTT
1621 AAAATCCTGGTCTTTCTTGGTAAACAGATTTTAAATGTCTGATATAAAACATGCCACAGG
1681 AGAATTCGGGGATTTGAGTTTCTCTGAATAGCATATATATGATGCATCGGATAGGTCATT
1741 ATGATTTTTTACCATTTCGACTTACATAATGAAAACCAATTCATTTTAAATATCAGATTA
1801 TTATTTTGTAAGTTGTGGAAAAAGCTAATTGTAGTTTTCATTATGAAGTTTTCCCAATAA
1861 ACCAGGTATTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abbildung 22 : Nukleotid und Aminosäuresequenz von THW. Die entsprechende Aminosäuresequenz
ist im Einbuchstabencode dargestellt. Die putativen Transmembranbereiche sind dunkel unterlegt.
Das putative Polyadenylierungssignal ist fett und unterstrichen. Instabilitätsmotive (ATTTA) sind
unterstrichen.
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3.5.3. Charakterisierung des putativen Proteins

Die Charakterisierungen und Vorhersagen zur Sekundärstruktur des putativen Proteins von

THW führte zur Identifizierung folgender Merkmale:

3.5.3.1. Bestimmung der Protein-Zusammensetzung und des Molekulargewichts

Aminosäuren Anzahl % % Gewicht
Alanin 22 11.5 7.3
Cystein 11 5.7 5.3
Asparaginsäure 4 2.1 2.2
Glutaminsäure 6 3.1 3.6
Phenylalanin 14 7.3 9.7
Glycin 18 9.4 4.8
Histidin 2 1.0 1.3
Isoleucin 17 8.9 9.0
Lysin 3 1.6 1.0
Leucin 25 13.0 13.3
Methionin 4 2.1 2.5
Asparagin 4 2.1 2.1
Prolin 5 2.6 2.3
Glutamin 7 3.6 4.2
Arginin 7 3.6 5.1
Serin 12 6.2 4.9
Threonin 7 3.6 3.3
Valin 7 3.6 3.3
Tryptophan 7 3.6 6.1
Tyrosin 10 5.2 7.7

Das Protein besitzt demnach ein Molekulargewicht von 21,3 kD und einen isoelektrischen-

Punkt von 6,97.
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3.5.3.2. Identifizierung der Sekundärstruktur:

Mit Hilfe des Programmes TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-1.0/) das zu

Vorhersagen von Sekundärstrukturen dient, konnten vier Transmembranhelices identifiziert

werden.

Abbildung 23: Ergebnis des Transmembran-Vorhersageprogramms TMHMM (s. Material und
Methoden) Die Transmembranbereiche sind durch eine vertikale Schraffierung dargestellt. Auf der X-
Achse sind die Aminosäurepositionen im Protein dargestellt, auf der Y-Achse die entsprechende
Wahrscheinlichkeit.

Aufgrund dieser Vorhersage kann folgende, putative Sekundärstruktur des Proteins

angenommen werden. Es wird eine Vier-Transmembran-Topologie vorgeschlagen

(s. Abbildung 24), bestehend aus zwei extrazellulären Domänen (45 Aminosäuren und 18

Aminosäuren), vier hydrophoben Transmembrandomänen (19, 24, 23 und 23 Aminosäuren)

und drei zytoplasmatischen Domänen (12, 6 und 24 Aminosäuren). Das Amino- und das

Carboxyterminale-Ende ragt dabei in das Zytoplasma.
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Abbildung 24: Putative Topologie des THW Proteins in einer Phospholipid-Doppelschicht. Das
Protein hat vier Transmembrandomänen, zwei extrazelluläre Domänen, sowie drei intrazelluläre
Domänen. Das Amino- und das Carboxyterminale-Ende ragt in das Zytoplasma.
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3.5.4. Expressionsanalysen von THW

Die Expressionsanalysen wurden mit einer ca. 1600 bp großen DNA-Sonde von THW

durchgeführt. Es wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen dem

Metastasierungspotential von humanen Melanoma-Zellinien in der Nacktmaus und der

Expressionsstärke von THW besteht (s. Abbildung 25). Die stärkste Expression wurde in der

nicht metastasierenden Zellinie 530 nachgewiesen, die schwächste Expression wurde in den

stark metastasierenden Zellinien BLM und MV3 gefunden. Eine mittelstarke Expression

wurde in den Zellinien (IF6m, NMCL-1, Mel57, M14, MV-1 und IF6) mit mittelstarkem

Metastasierungspotential gefunden. Dieses Ergebnis zeigt eine klare Korrelation zwischen

Herunterregulierung des Gens THW und dem Metastasierungspotential der untersuchten

humanen Melanoma-Zellinien in der Nacktmaus.

Abbildung 25: Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von THW in einem Panel von
Melanoma-Zellinien. Je 1 µg mRNA wurde in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose Gel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer α-[32P]-markierten
THW-Sonde hybridisiert (s. Material und Methoden). Zur internen Kontrolle wurde der Blot mit einer
α-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.
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Diese Expressions-Analysen von THW wurden auf 6 verschiedene Mammakarzinom-

Zellinien sowie auf nicht maligne Zellen ausgeweitet (s. Abbildung 26). Es handelte sich

dabei um normale humane Epithelzellen aus der Milchdrüse (HMEC), zwei Zellinien die von

Primärtumoren abstammen (WA und AR), drei Zellinien die von

Knochenmarkmikrometastasen abstammen (KM22, HG15, 1590) und einer Zellinie aus

einem malignem Aszites (KS).

Mit Ausnahme der Zellinie WA, zeigen alle anderen Mammakarzinom-Zellinien eine

signifikante Herunterregulierung der Expression von THW. Die Expression von Gen THW

scheint auch in der Pathogenese des Mammakarzinoms eine Rolle zu spielen.

Abbildung 26: Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von THW in einem Panel von
Mammkarzinom-Zellinien. Je 1 µg mRNA wurde in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose Gel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer α-[32P]-markierten
THW-Sonde hybridisiert (s. Material und Methoden). Zur internen Kontrolle wurde der Blot mit einer
α-[32P]-markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.
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Die Expressionsstärke von THW in verschiedenen Tumoren (Brust-, Uterus-, Cervix- und

Ovarialkarzinom) wurde mit der Expressionsstärke in den entsprechenden Normalgeweben

des selben Patienten verglichen (s. Abbildung 27).

Abbildung 27: Northern-Blot Analyse: Differentielle Expression von THW in einem "human Tumor
Panel Blot" (Invitrogen). Es wurde jeweils 20 µg Gesamt-RNA, isoliert aus Normalgewebe, neben
RNA, isoliert aus dem Tumor, aufgetragen. Diese wurden in einem denaturierenden Formaldehyd-
Agarose Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer
α-[32P]-markierten THW-Sonde hybridisiert (s. Material und Methoden). Tumor und Normalgewebe
stammten jeweils vom selben Patienten. Zur internen Kontrolle wurde der Blot mit einer α-[32P]-
markierten ß-Aktin-Sonde rehybridisiert.
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Das gewebespezifische Expressionsmuster von THW wurde mit Hilfe eines "Multiple Tissue

Expression (MTETM) Array" von Clontech (s. Abbildung 28) bestimmt.

Mit Ausnahme des Burkitt´s Lymphoma Raji, Burkitt´s Lymphoma Daudi und der

leukämischen Zellinie HL-60 konnte eine ubiquitäre Expression festgestellt werden.

Die Expression in einigen Geweben (verschiedene Hirnareale, Skelettmuskel, Milz,

Lymphknoten, Knochenmark, Colon descendens, Leukozyten, Lymphknoten, Knochenmark,

Testis, Ovar, fötales Hirn und fötale Milz) und einer leukämischen Zellinie (Leukemia

MOLT-4) ist sehr schwach. Mittelstarke Expression wurde in den folgenden Geweben und

Zellinien nachgewiesen: Glandula Pituitara, den verschiedenen Herzkompartimenten,

Wirbelsäule, gastrointestinalen Organen, Niere, Thymus, Lunge, Blase, Uterus, Leber,

Pankreas, Nebennierenrinde, Schilddrüse, Speicheldrüse, Milchdrüse, HeLa S3, Leukemia

K-562, Colorectales Adenokarzinom SW480, Lungenkarzinom A549, fötales Herz, fötale

Niere, fötale Leber, fötaler Thymus und fötale Lunge. Eine sehr starke Expression wurde im

Ösophagus und in der Trachea gefunden.
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Abbildung 28: "Multiple Tissue Expression Array" (MTE; Clontech): Die Expressionsstärke von THW
wurde in einem großen Spektrum an fötalen und adulten Geweben, sowie in Tumor-Zellinien
untersucht. Der MTE Blot enthält 76 gewebespezifische Poly-(A+)-RNAs.
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3.5.5. Homologievergleiche

Es konnten weder auf Nukloetid- noch auf Aminosäureebene Homologien zu humanen Genen

oder Proteinen gefunden werden.

Das zu THW homologe Gen aus der Maus (PERP) wurde erst kürzlich veröffentlicht (Attardi

et al., 2000). Über die gesamte Länge der cDNAs haben THW und PERP eine Homologie

von 72,5%. Die Homologie im kodierenden Bereich beträgt 86,5% während die Homologie in

der 5´UTR nur 65,6% beträgt. Auf Aminosäureebene besteht eine 90,2%ige Homologie

zwischen den beiden Proteinen (s. Abbildung 29). Dies deutet auf eine hohe Konservierung

der Sequenz im kodierenden Bereich hin.

Abbildung 29: Vergleich der humanen Aminosäuresequenz THW und der murinen Sequenz PERP.
Identische Aminosäuren sind durch vertikale Striche dargestellt. Aminosäureaustausche sind durch
einen (nicht-konservativ) oder durch zwei (konservativ) Punkte dargestellt.

3.5.6. Genomische Lokalisation des Gens THW

Durch Datenbank (EMBL) Homologievergleiche konnten mehrere, zu THW homologe ESTs,

(s. 3.5.2) sowie ein genomischer Klon identifiziert werden. Mit Hilfe des Programmes Gene

Map´99 (NCBI) konnten diese homologen Sequenzen genomisch lokalisiert werden. Ein

homologes EST (AA480373) sowie ein genomischer Klon (AL023582) stammten von dem

langen Arm des Chromosoms 6 ab. Die Sequenzen liegen dabei im Intervall D6S472 bis

D6S453.

. . . . .
THW 1 MIRCGLACERCRWILPLLLLSAIAFDIIALAGRGWLQSSDHGQTSSLWWK

|:|||||||||||||||||||||||||||||||||||||.| |||||||:
PERP 1 MLRCGLACERCRWILPLLLLSAIAFDIIALAGRGWLQSSNHIQTSSLWWR

. . . . .
THW 51 CSQEGGGSGSYEEGCQSLMEYAWGRAAAAMLFCGFIILVICFILSFFALC

| ||||||||::|||||||||||||||| |||||||| |||||||||||
PERP 51 CFDEGGGSGSYDDGCQSLMEYAWGRAAAATLFCGFIILCICFILSFFALC

. . . . .
THW 101 GPQMLVFLRVIGGLLALAAVFQIISLVIYPVKYTQTFTLHANXAVTYIYN

|||||||||||||||||||:||||||||||||||||| || | || ||||
PERP 101 GPQMLVFLRVIGGLLALAAIFQIISLVIYPVKYTQTFRLHDNPAVNYIYN

. . . .
THW 151 WAYGFGWAATIILIGCAFFFCCLPNYEDDLLGNAKPRYFYTSA

||||||||||||||||.||||||||||||||| ||||||| |
PERP 151 WAYGFGWAATIILIGCSFFFCCLPNYEDDLLGAAKPRYFYPPA.
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Abbildung 30: Genomische Lokalisation des Gens THW. Dargestellt ist ein Ideogramm des humanen
Chromosom 6. THW liegt zwischen den Markern D6S472 und D6S453.

3.5.7. LOH Untersuchungen am Chromosom 6q

Für eine Vielzahl von Tumoren wurden karyotypische Veränderungen am langen Arm von

Chromosom 6 bereits beschrieben. So wurde LOH für diese Region schon für das maligne

Melanom (Healey et al., 1998; Robertson et al., 1996; Trent et al., 1990; Ray et al., 1996),

Prostata- (Srikantan et al., 1999), Pankreas- (Griffin et al., 1995), Uterus- (Huettner et al.,

1998) und das Mammakarzinom (Bilanges et al., 1999) beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Prävalenz von LOH in dem Bereich der genomischen

Lokalisation von THW (zwischen D6S292 und D6S1684) bestimmt werden. Die

Untersuchungen wurden an Melanoma-Tumorbiopsien und an verschiedenen Zellinien

durchgeführt. Um die Größe der deletierten Bereiche auf dem Chromosom 6q zu bestimmen,

wurden 7 polymorphe Mikrosatelliten-Marker, die den langen Arm des Chromosoms

abdecken, verwendet.

3.5.7.1. LOH Untersuchungen an Zellinien

Mit Hilfe von 7 polymorphen Mikrosatelliten-Markern (s. 2.2.8.1.), die auf dem langen Arm

von Chromosom 6 lokalisiert sind, wurde die Prävalenz (mit D6S292 und D6S1684) und die

Größe der Deletionen bei verschiedenen Zellinien bestimmt. Es wurden 7 Pankreaskarzinom-,

10 Melanoma-, 16 Mammakarzinom-, 3 Ovarialkarzinom-, 3 Prostatakarzinom-, 2 Zervix-

karzinom-, und 3 Kolonkarzinom-Zellinien untersucht. LOH für den Marker D6S292 wurde

in 52,7%, und für den Marker D6S1684 in 50,6% aller Tumor-Zellinien gefunden. Im

THW

D6S472 (132,7 cM)

D6S453 (144,4 cM)
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einzelnen: In 7 von 7 Pankreas-Zellinien wurde ein LOH bei D6S1684 gefunden (s. Tabelle

6). Außer der mittelstark-metastasierenden Zellinie Mel 57, zeigten alle anderen

metastasierenden Melanoma-Zellinien ein LOH bei D6S292 und D6S1684. Normale

Melanozyten und die nicht-metastasierende Zellinie 530, zeigten in beiden Loci kein LOH

(s. Tabelle 7). In allen drei Ovarialkarzinoma-Zellinien konnten beide Allele bei D6S292 und

D6S1684 nachgewiesen werden (s. Tabelle 8). Eine Zellinie einer benignen Prostata

Hyperplasie zeigte beide Allele, während eine von zwei Prostatakarzinom-Zellinien ein LOH

aufwies (s. Tabelle 9). Es wurden 16 Mammakarzinom-Zellinien und eine nicht-

transformierte epitheliale Zellinie (HMEC) auf Verlust der Heterozygotie untersucht.

(s. Tabelle 11). Dabei zeigten 10 der Zellinien einen Verlust eines Allels. In einer von zwei

Zervixkarzinom-Zellinien (s. Tabelle 12), sowie in einer von drei Kolonkarzinom-Zellinien

(s. Tabelle 10) wurde ein Verlust der Heterozygotie festgestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass

außer den Ovarialkarzinom-Zellinien alle anderen Tumor-Zellinien zu einem hohen

Prozentsatz einen Verlust eines Allels im Bereich der genomischen Lokalisation von THW

hatten. Die Größe des deletierten Bereiches reichte z.B. für die Zellinie K16 von D6S472 bis

D6S305 (s. Tabelle 6). Einen sehr kleinen deletierten Bereich hatte hingegen die Zellinie

LCC2. Hier waren nur die Loci D6S1684 und D6S308 (s. Tabelle 11) betroffen.

Tabelle 6: LOH Untersuchungen auf dem langen Arm von Chromosom 6. Untersucht wurden
verschiedene Pankreas-Zellinien (links) mit sieben verschiedenen Mikrosatelliten-Markern (oben).
Der prozentuale Anteil an LOH für D6S292 und D6S1684 ist angegeben. ο = kein LOH; • = loss of
heterozygosity (LOH); leeres Kästchen = der entsprechende Locus wurde nicht untersucht.

Zellinie S404 S472 S292 S1684 S308 S311 S305
K2 o • • • o
K7 o • • • •
K13 o • • • • • o
K16 o • • • • •
CAPAN-1 o • • • •
HUP-T3 o o • • •

P
an

kr
ea

s

PA-TU-8902 o o • • •
LOH % 71,4 100
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Tabelle 7: LOH Untersuchungen auf dem langen Arm von Chromosom 6. Untersucht wurden
verschiedene Melanoma-Zellinien (links) mit sieben verschiedenen Mikrosatelliten-Markern (oben).
Der prozentuale Anteil an LOH für D6S292 und D6S1684 ist angegeben ο = kein LOH; • = loss of
heterozygosity (LOH); ); x = nicht informativ; leeres Kästchen = der Locus wurde nicht untersucht.

Zellinie S404 S472 S292 S1684 S308 S311 S305
Melanozyten o o o o
530 o o o o o
IF6 o • • o •
MV1 o • • • •
M14 o • • • • •
MEL57 o o x o
IF6m o • o o •
NMCL-1 o • • • •
MV3 o • • • • •

M
el

an
om

a

BLM o • • • • • o

LOH % 77,8 75,0

Tabelle 8: LOH Untersuchungen auf dem langen Arm von Chromosom 6. Untersucht wurden
verschiedene Ovarialkarzinoma-Zellinien (links) mit sieben verschiedenen Mikrosatelliten-Markern
(oben). Der prozentuale Anteil an LOH für D6S292 und D6S1684 ist angegeben ο = kein LOH; • =
loss of heterozygosity (LOH); x = nicht informativ; leeres Kästchen = der Locus wurde nicht
untersucht.

Zellinie S404 S472 S292 S1684 S308 S311 S305
EFO-21 o o o x o
EFO-27 o o o o

O
va

ri
al

-

ka
rz

in
om

COLO-704 o o o o

LOH % 0 0

Tabelle 9: LOH Untersuchungen auf dem langen Arm von Chromosom 6. Untersucht wurden
verschiedene Prostatakarzinoma-Zellinien (links) mit sieben verschiedenen Mikrosatelliten-Markern
(oben). Der prozentuale Anteil an LOH für D6S292 und D6S1684 ist angegeben ο = kein LOH; • =
loss of heterozygosity (LOH); leeres Kästchen = der entsprechende Locus wurde nicht untersucht.

Zellinie S404 S472 S292 S1684 S308 S311 S305
BM-1604 o • • •
BPH-1 o o o o o

P
ro

st
at

a-
ka

rz
in

om

LNCAP o o o o

LOH % 33,3 33,3
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Tabelle 10: LOH Untersuchungen auf dem langen Arm von Chromosom 6. Untersucht wurden
verschiedene Kolonkarzinoma-Zellinien (links) mit sieben verschiedenen Mikrosatelliten-Markern
(oben). Der prozentuale Anteil an LOH für D6S292 und D6S1684 ist angegeben ο = kein LOH; • =
loss of heterozygosity (LOH); leeres Kästchen = der entsprechende Locus wurde nicht untersucht.

Zellinie S404 S472 S292 S1684 S308 S311 S305
COLO-206F o • • • •
LOVO o o o o oK

ol
on

-

ka
rz

in
om

SW948 o o o o o

LOH % 33,3 33,3

Tabelle 11: LOH Untersuchungen auf dem langen Arm von Chromosom 6. Untersucht wurden
verschiedene Mammakarzinom-Zellinien (links) mit sieben verschieden Mikrosatelliten-Markern
(oben). Der prozentuale Anteil an LOH für D6S292 und D6S1684 ist angegeben ο = kein LOH; • =
loss of heterozygosity (LOH); ); x = nicht informativ; leeres Kästchen = der entsprechende Locus
wurde nicht untersucht.

Zellinie S404 S472 S292 S1684 S308 S311 S305
HMEC o o o x o
AR o x o o x
1590 o • • • • •
KM22 o o o o o
KS o o o o o
MCF7 o o • • o
MCF7 ADR o • • • • o
LCC1 o o • • o
LCC2 o o • • o o
LCC3 o • • • • o
MDA-MB231 o • • • •
MDA-MB468 o o • • o
MDA-MB435 o o o x o
ZR-75 o • • • •
T47 D o • • • •
2C5 o o o x o

M
am

m
ak

ar
zi

no
m

4A4 o o o x o

LOH % 53,0 62,5
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Tabelle 12: LOH Untersuchungen auf dem langen Arm von Chromosom 6. Untersucht wurden
verschiedene Zervix-Zellinien (links) mit sieben verschiedenen Mikrosatelliten-Markern (oben). Der
prozentuale Anteil an LOH für D6S292 und D6S1684 ist angegeben ο = kein LOH; • = loss of
heterozygosity (LOH); ); x = nicht informativ; leeres Kästchen = der Locus wurde nicht untersucht.

Zellinie S404 S472 S292 S1684 S308 S311 S305
KB-V1 o • • • • •

Z
er

vi
x

SISO o • o o o

LOH % 100 50

3.5.7.2. LOH Untersuchungen an Tumorbiopsien

25 Paare von Melanoma-Tumorbiopsien und normaler DNA des selben Patienten wurden auf

LOH mit Hilfe von 7 Mikrosatelliten-Markern untersucht. Von diesen 25 autologen

Tumorbiopsien stammten 17 Biopsien aus Primärtumoren und 8 Biopsien aus Metastasen. Bei

den Primärtumoren wurden für den Locus D6S292 ein LOH aus 17 informativen Fällen und

für den Locus D6S1684 zwei LOH Fälle aus 11 informativen Fällen nachgewiesen (s. Tabelle

13). Dies entspricht einer Prävalenz für den Locus D6S292 von 5,9% und für den Locus

D6S1684 von 18%. Bei den Melanoma-Metastasen wurde ein starker Anstieg von LOH, für

die beiden Loci, auf je 50% nachgewiesen (s. Tabelle 14). Das Ausmaß der betroffenen

Bereiche reichte im Maximum von D6S404 bis D6S305 für Patient Nr. 63 während bei dem

Patienten Nr. 65 nur ein relativ kleiner Bereich < ca. 45 cM betroffen zu sein scheint (s.

Tabelle 13).

Tabelle 13: Die das Gen THW flankierenden Loci D6S292 und D6S1684 wurden für eine LOH
Prävalenz-Analyse verwendet. Um das Ausmaß der Deletionen zu bestimmen wurden mehrere Marker,
die den langen Arm von Chromosom 6 abdecken, untersucht. ο = kein LOH; • = loss of heterozygosity
(LOH); x = nicht informativ; leeres Kästchen = der entsprechende Locus wurde nicht untersucht.

Primär-Tumore Metastasen

Patienten 1 3 11 41 43 99 10
1

10
9

11
5

12
9

13
1

16
3

16
7

17
1

19
3

19
7

29
3

51 63 65 69 77 79 28
1

28
7

D6S404 • ο ο ο •
D6S472 • ο
D6S292 ο ο ο ο ο ο ο ο ο ο ο ο ο ο ο • ο ο • • ο o • • ο

THW
D6S1684 ο • x ο ο ο x x ο ο ο x x ο x • ο ο • • x • x • ο
D6S308 ο • x • •
D6S311 •
D6S305 • ο ο • ο
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Tabelle 14 : Ergebnisse der Prävalenz-Analyse für die Loci D6S292 und D6S1684.

Primär-Tumore Metastasen

Intervall Locus Marker
Anzahl an

informativen
Tumoren

Anzahl an
Tumoren mit

LOH (%)

Anzahl an
informativen

Tumoren

Anzahl an
Tumoren mit

LOH (%)
D6S472 -
D6S453

D6S292 AFM203za9 17 1 (5,9) 8 4 (50)

THW
D6S472 -
D6S453

D6S1684AFM360th9 11 2 (18) 6 3 (50)

In den Abbildungen 31, 32 und 33 sind exemplarisch einige Beispiele der LOH-

Untersuchungen dargestellt. Es wurden jeweils die Loci D6S292 und D6S1684 untersucht.

Die Proben 63 und 281 sind Biopsien isoliert aus Metastasen, die Probe 99 wurde aus einem

Primär-Tumor isoliert. Die Proben 63 und 281 zeigen ein LOH in beiden Loci

(s. Abbildungen 31, 32) während die Probe 99 in D6S292 nicht informativ war und in

D6S1684 noch beide Allele hatte (s. Abbildung 33).

Abbildung 31: LOH Untersuchungen mit den, das Gen THW flankierenden Markern, D6S292 (oben)
und D6S1684 (unten). DNA aus Normalgewebe (Nr.64) ist jeweils unter der DNA isoliert aus einer
Metastase (Nr.63) dargestellt. Nr. 63 zeigt in beiden Loci den Verlust eines Allels.
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Abbildung 32: LOH Untersuchungen mit den, das Gen THW flankierenden Markern, D6S292 (oben)
und D6S1684 (unten). DNA aus Normalgewebe (Nr.282) ist jeweils unter der DNA isoliert aus einer
Metastase (Nr.281) dargestellt. Nr. 281 zeigt in beiden Loci den Verlust eines Allels.

Abbildung 33: LOH Untersuchungen mit den, das Gen THW flankierenden Markern, D6S292 (oben)
und D6S1684 (unten). DNA aus Normalgewebe (Nr.100) ist jeweils unter der DNA isoliert aus einem
Primär-Tumor (Nr.99) dargestellt. Nr.99 ist in D6S292 nicht informativ und zeigt in D6S1684 beide
Allele.
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4. Diskussion

Die Progression des malignen Melanoms, vom Primär-Tumor bis zur metastasierenden

Melanoma-Zelle, ist sehr komplex und beruht auf einer Reihe von verschiedenen molekularen

Mechanismen. So muss eine Zelle, um an einem anderen Ort einen Sekundär-Tumor zu

bilden, zuerst vom Primär-Tumor dissoziieren, muss dann in das umgebende Gewebe

einwandern, muss in Blut und/oder Lymphgefäße eindringen, wieder auswandern und

anschließend in einem fremden Gewebe wieder zu einem soliden Tumor auswachsen. Es ist

allgemein akzeptiert, dass in diesen sehr komplexen Prozess eine Vielzahl von Faktoren

involviert sind. Um die in dem Prozess der Metastasierung dysregulierten Gene zu

identifizieren, und somit die dahinterstehenden molekularen Mechanismen besser zu

verstehen, wurde die differentielle Genexpression einer nicht-metastasierenden Melanoma-

Zellinie und einer metastasierenden Melanoma-Zellinie untersucht.

4.1. Das Modell-System

Zur Untersuchung und Identifizierung dysregulierter Gene wurde das Genexpressions-Muster

der nicht-metastasierenden humanen Melanoma-Zellinie 530 und der metastasierenden

humanen Melanoma-Zellinie NMCL-1 untersucht. Die beiden Zellinien wurden bezüglich

ihres Metastasierungspotentials in der Nacktmaus überprüft.

Um nicht für die Fragestellung irrelevante Gene zu identifizieren, war es wichtig, dass die

Zellen unter gleichen Bedingungen kultiviert werden konnten und dass sie vergleichbare

Wachstumsverhalten aufwiesen. Somit war es möglich, von beiden Zellinien Populationen zu

isolieren, die sich in der gleichen Wachstumsphase befanden. Diese Kriterien wurden von den

verwendeten Zellsystemen erfüllt. Die Zellen wurden jeweils in der subkonfluenten Phase

„geerntet“.

Zellsysteme demonstrieren mehrere gravierende Vorteile gegenüber frischen Tumor-

Biopsien. Es handelt sich hierbei um genau definierte Zellpopulationen, ohne

„Verunreinigungen“ anderer infiltrierender Zelltypen (z.B. Keratinozyten, Makrophagen). Es

steht auch immer genügend Material in konstanter Qualität zur Verfügung, so dass mit einer

Charge von Zellen mehrere Analysen durchgeführt werden können. Die isolierte RNA ist von

konstanter, guter Qualität, während man bei Tumor-Biopsien oft mit

Degradationserscheinungen konfrontiert ist. Die Problematik eines solchen Systems liegt im

Verlust von natürlichen, gewebespezifischen Einflüssen auf die Tumorzelle. Melanozyten
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liegen in der Epidermis eingebettet zwischen Keratinozyten. Dabei liegt ein konstantes

Verhältnis von Melanozyten zu Keratinozyten von 1:36 vor. Melanozyten sind zahlreichen

Zell-Zell-Interaktionen ausgesetzt, die in Neoplasien gestört sein können. So wird die

Expression des MUC-18 Adhäsionsrezeptors von Keratinozyten beeinflusst (Shih et al.,

1994). Außerdem produzieren Melanomazellen eine Vielzahl von Faktoren, die das

Expressionsverhalten benachbarter Zellen beeinflussen und für die Pathogenese bedeutsam

sein können (Herlyn und Shih, 1994). Zellen die aus ihrer natürlichen Umgebung genommen

werden können sich anders verhalten als im Gewebe. Zieht man diese Faktoren mit in

Betracht, so stellen die beiden Zellinien ein geeignetes Modell zur Identifizierung

progressionsassoziierter Gene dar.

4.2. Die Differential Display Analyse

Zum Vergleich der Genexpressionsmuster der beiden Zellinien wurde die Methode des

Differential Displays (Liang und Pardee, 1992) angewendet.

Das Differential Display ist eine sehr sensitive Methode, bei der auch sehr kleine

Expressionsunterschiede aufgezeigt werden können. Es können auch, im Gegensatz zur

subtraktiven Hybridisierung, hochregulierte und herunterregulierte Gene in beiden Zellinien

gleichzeitig dargestellt werden. Die Reproduzierbarkeit des Bandenmusters konnte gezeigt

werden. Allerdings waren ca. 87%, der als differentiell identifizierten und isolierten cDNAs,

sogenannte "Falschpositive“. Dieser hohe Anteil an "Falschpositiven" wurde in der Literatur

bestätigt (Liang und Pardee, 1994; Francia et al., 1996).

Zur Minimierung der "Falschpositiven" wurden verschiedene Verfahren angewendet.

Ansätze, in denen differentielle Banden identifizieren werden konnten, wurden reproduziert.

Alle Reaktionen wurden immer in zwei voneinander unabhängigen Ansätzen ausgeführt und

im Gel direkt nebeneinander, in parallelen Spuren aufgetragen.

Um genomische- oder sonstige DNA-Kontaminationen von revers transkribierter mRNA zu

unterscheiden, wurde immer eine Negativkontrolle durchgeführt, wobei in den Ansatz der

reversen Transkription kein Enzym (Reverse Transkriptase) zugegeben wurde. Werden in der

anschließenden PCR-Amplifikation Produkte generiert, müssen diese von DNA

Kontaminationen stammen. Diese Negativkontrolle wurde zusammen mit den „normalen“

Reaktionen in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Mit dieser Methode ließen sich DNA-

Kontaminationen von Produkten, die aufgrund revers transkribierter RNA zustande kamen,

effektiv unterscheiden.



Diskussion 96

Die Generierung von "Falschpositiven" hat verschiedene intrinsische- und extrinsische

Gründe. Zum Einen können Unterschiede in der Integrität und der Konzentration der RNAs

aus den beiden Zellinien ausschlaggebend sein. Da für beide Zellinien immer der gleiche

"Master-Mix" verwendet wurde, sollte die Qualität der Reagentien und Enzyme, sowie die

Reinheit der Primer keine Rolle spielen. Zum Anderen sind die Kriterien zum Picken einer

Bande sehr individuell und verantwortlich für einen Großteil von Falschpositiven (Liang und

Pardee, 1994). Art der Reaktionsgefäße, Art des Thermocyclers und Ansatz der Reaktion

sollte hier keine Rolle gespielt haben, da für beide Zellinien alles parallel und mit den

gleichen Arbeitsmitteln durchgeführt wurde.

Zur Bestätigung der differentiellen Expression der isolierten cDNAs wurden zwei Methoden

angewendet. Die Reverse Northern- und die Northern-Blot Analyse. Mit Hilfe des Reverse

Northern (Mou et al., 1994) ist es relativ einfach eine große Anzahl von cDNA-Fragmenten

auf deren differentielle Expression hin zu untersuchen. Für diese Analyse wird nur relativ

wenig Gesamt-RNA zur Herstellung der radioaktiv markierten Hybridisierungssonde

benötigt. Es können parallel mehrere Proben auf deren differentielle Expression hin

untersucht werden. Anders als im Northern-Blot findet keine Größenauftrennung der RNA

statt. Die Größe der isolierten cDNA kann somit nicht bestimmt werden. Da die aus dem

Differential Display Gel isolierte Probe prinzipiell aus mehreren, gleich großen cDNA-

Fragmenten bestehen kann, muss zur endgültigen Bestätigung noch eine Northern-Blot

Analyse angeschlossen werden. Bei 5 cDNA-Proben konnte so eine differentielle Expression

nachgewiesen werden.

4.3. Diskussion der differentiell exprimierten Gene

4.3.1. Differentielle Expression von HLA-Genen der Klasse II

HLA der Klasse I und Klasse II sind vermutlich in die zelluläre Immunantwort gegen Krebs

involviert (Moore, 1985). Im Differential Display konnten zwei unterschiedliche, differentiell

exprimierte Gene der HLA-II-beta Ketten identifiziert werden. Beide mRNAs waren

ausschließlich in der nicht-metastasierenden Zellinie 530 nachweisbar. Dies waren die Gene

die für die beta-Ketten der HLA-Moleküle HLA-DR und HLA-SB kodieren. HLA-Moleküle

der Klasse II sind antigenpräsentierende Moleküle die von CD4-positiven T-Helferzellen

erkannt werden. T-Helferzellen erkennen Peptide von Antigenen, die z.B. von Makrophagen

vereinnahmt worden waren. Wenn CD4-Zellen die richtigen biologischen Signale erhalten,

produzieren sie große Mengen von Lymphokinen. HLA-II-Moleküle bestehen aus einer
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α- und einer β-Kette mit je zwei Ig-ähnlichen Domänen und einem Membrandurchgang.

Beim Menschen liegt die sog. MHC-Region auf dem kurzen Arm von Chromosom 6. HLA-I

und HLA-II sind polygen und hoch polymorph. Die Gene zeigen den ausgeprägtesten

Polymorphismus, den man bei Vertebraten kennt. Durch den starken Polymorphismus sind

fast alle Menschen heterozygot, d.h. sie besitzen zwei unterschiedliche Haplotypen. Dies

erhöht die Zahl der auf Zellen exprimierten unterschiedlichen MHC-Moleküle und erzeugt

sehr individuenspezifische Muster.

Da die beiden Zellinien 530 und NMCL-1 von unterschiedlichen Patienten abstammen, ist es

möglich, dass die Unterschiede im HLA-Genexpressionsmuster aufgrund des ausgeprägten

Polymorphismus zustande kommen.

HLA-II kommt nur auf der Oberfläche von Makrophagen, dendritischen Zellen, B-Zellen,

aktivierten T-Zellen und Zellen des Thymusepithels vor, und präsentiert das Antigen den CD4

positiven Zellen. Beim malignen Melanom korreliert die HLA-II Expression mit der

neoplastischen Transformation (Holzmann et al., 1987). Normale Melanozyten exprimieren

kein HLA Klasse II Antigen, während in 40 bis 70% aller Primärtumore und in ca. 80% aller

Melanoma Metastasen immunhistochemisch eine HLA-II Expression nachgewiesen werden

konnte (van Duinen et al., 1988). Allerdings variieren die Daten beträchtlich zwischen

verschiedenen Studien. Es wurde gezeigt, dass maligne Zellen in der Lage sind endogenes

Antigen, in Assoziation mit HLA-II-Molekülen auf ihrer Oberfläche zu präsentieren (Brady et

al., 1996; Armstrong et al., 1998). Fossati et al. (1984) zeigten, dass Melanoma-Zellen die

HLA-Klasse-II Antigen an ihrer Oberfläche tragen, in der Lage sind autologe T-Lymphozyten

zu stimulieren. Jedoch ist bisher unklar, ob dieser Mechanismus eine signifikante Rolle bei

der Kontrolle des Tumorwachstums spielt. Bei der Immunantwort gegen Tumoren scheinen

CD4-Zellen, neben der Aktivierung von T- und B-Zellen, eine weitere wichtige Funktion zu

haben. Sie sind in der Lage antigenpräsentierende Zellen direkt durch die Interaktion von

CD40/CD40-Ligand oder indirekt durch Zytokine zu aktivieren. Die Aktivierung von

Makrophagen stimuliert die Produktion von Superoxid und Stickoxid, welches dann an der

Eliminierung von Tumor-Zellen beteiligt ist (Hung et al., 1998).

Die proximalen Promotoren aller MHC-Klasse-II Gene enthalten ein 19bp-Element, die

sogenannte X-Box, welche in ihrer Position, als auch in ihrer Sequenz sehr konserviert ist.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die X-Box für die Transkriptionsinitiation essentiell

ist (Mischiati et al., 2000). Mit Hilfe von Affymetrix-Untersuchungen (der Zellinien 530 und

NMCL-1) wiesen Brehm et al. (2000) eine sehr starke Expression des X-Box-Repressor-Gens
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(XBR) in NMCL-1 nach. Das XBR-Gen kodiert für ein Zink-Finger Protein das spezifisch an

die X-Box bindet und so die Transkription von MHC-II-Genen inhibiert (Scholl et al., 1996).

Die Hochregulierung des X-Box-Repressors führt zu einer Repression der Expression von

HLA-Klasse-II-Genen. Dies könnte einen Mechanismus darstellen, durch fehlende

Stimulation von T-Lymphozyten und Makrophagen, der Immunantwort des Wirtes zu

entkommen. Für diese Hypothese spricht, dass bei den Affymetrix-Untersuchungen

verschiedene HLA-Moleküle in der Zellinie NMCL-1 herunterreguliert waren, keines jedoch

in der Zellinie 530.

4.3.2. Differentielle Expression der Stearoyl-CoA Desaturase

Bei der Differential Display Analyse wurde ein bis dahin unbekanntes cDNA-Fragment

isoliert, das im Northern-Blot eine differentielle Expression zeigte. Es wurden zwei

Transkripte (5,2 kb und 3,9 kb) detektiert, welche in der nicht-metastasierenden Zellinie 530

gegenüber der metastasierenden Zellinie NMCL-1 überexprimiert sind. Während eines

Phagenbank-Screens zur Isolierung der vollen Länge der cDNA wurde die komplette Sequenz

von Zhang et al. (1999) veröffentlicht. Es handelt sich dabei um eine Stearoyl-CoA

Desaturase. Die Stearoyl-CoA Desaturase ist ein Eisen-enthaltendes Enzym, das bei der

Oxidation von Palmitinsäure und Stearinsäure zu den einfach ungesättigten Fettsäuren

Palmitoylsäure und Ölsäure beteiligt ist (Enoch et al., 1976), wobei die Desaturase den

limitierenden Faktor in dieser Reaktionskaskade darstellt (Strittmatter et al., 1974). Die

Regulierung ist sehr komplex und wird durch die Ernährung (Jeffcoat et al., 1978), Hormone

(Waters et al., 1997), Temperatur (Tiku et al., 1996), Metalle (Wahle et al., 1995) und

Entwicklungsprozesse (Casimir et al., 1996) bestimmt. Das Verhältnis zwischen Stearinsäure

und Ölsäure wurde schon öfter in Zusammenhang mit der Regulierung von Zellwachstum und

Differenzierung gebracht, bedingt durch die Fluidität der Zellmembran (Kates et al., 1994)

und Signaltransduktion (Gyorfy et al., 1997). Wird die Ratio von Stearinsäure und Ölsäure in

Richtung der Stearinsäure verschoben, wird in ventriculären Myocyten Apoptose induziert (de

Vries et al., 1997). Scd-Aktivität und/oder mRNA Mengen korrelieren mit Seneszenz

(Fukucchi-Mizutani et al., 1995) und Neoplasie (Hrelia et al., 1994; Li et al., 1994).

Die cDNA besitzt eine Länge von ca. 5,2 kb und kodiert im ORF für ein putatives Protein von

359 Aminosäuren, mit einem Molekulargewicht von 41,5 kD. Die Sequenz hat eine 3´UTR

von 235 bp und eine extrem lange 5´UTR mit 3906 bp. In der cDNA-Sequenz der Desaturase

wurden zwei Polyadenylierungssignale (Simonsen und Levinson, 1983) gefunden. In dieser
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Arbeit wurde gezeigt, dass die alternative Verwendung der beiden Polyadenylierungssignale

zu den beiden 3,9 kb und 5,2 kb Transkripten führt. Dies bedeutet, dass die beiden Transkripte

für das gleiche Protein kodieren. Die Funktion der beiden Polyadenylierungssignale ist

unklar. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass Scd auf eine Vielzahl von Stimuli wie

Ernährung, Hormone, Temperatur, Metalle und Entwicklungszustand reagiert. Diese

dynamische Antwort erfordert zusätzliche transkriptionelle Kontrollen, wie z.B. die

Verwendung zweier Polyadenylierungssignale. Die beiden daraus resultierenden Transkripte,

die sich in der Länge der 5´UTR unterscheiden, differieren vermutlich in ihrer Stabilität und

Translatierbarkeit. Dies lässt eine schnelle und effektive Antwort auf einen Wechsel in der

zellulären Umgebung zu (Edwards-Gilbert et al., 1997). In der 3´-UTR wurden auch drei

"mRNA-Instabilitäts-Sequenzen" (ATTTA) gefunden. Diese Sequenzen sind in den mRNA-

Abbau involviert (Wickens und Stephenson, 1984; Shaw und Kamen, 1986). Ein Signal lag

im 3,9 kb und zwei im 5,2 kb Transkript. Bei Genen, wie z.B. einem Aminosäure Transporter

(Aulak et al., 1996) und elF-2α (Miyamoto et al., 1996), bei denen eine schnelle Antwort auf

Zellwachstum nötig ist, wurde die alternative Verwendung von Polyadenylierungssignalen

und gewebespezifischen Verteilungen ebenfalls nachgewiesen. Die relative Menge der beiden

Transkripte variiert in verschiedenen Geweben beträchtlich. Die alternative Verwendung der

beiden Polyadenylierungssignale könnte einen Mechanismus darstellen um die Scd-Aktivität

in den verschiedenen Geweben zu regulieren.

Um festzustellen, ob die Expression des Scd-Gens mit dem Metastasierungspotential von

verschiedenen humanen Melanoma-Zellinien korreliert, wurde das Expressionsmuster in einer

Northern-Blot Analyse bestimmt. Es konnte keine Korrelation zwischen Expressionsstärke

und Metastasierungspotential der untersuchten Zellinien festgestellt werden. In den Zellinien

MV-1, M14 und NMCL-1 wurden allerdings noch, zusätzlich zu den 3,9 kb und 5,2 kb

Varianten, ein 1,0 kb und ein 0,5 kb Transkript nachgewiesen. Da in diesen beiden Varianten

kein statistisch relevanter Leserahmen gefunden werden konnte, werden sie also vermutlich

nicht translatiert. Die Funktion dieser beiden kleinen Varianten ist unklar.

Die Bedeutung der differentiellen Expression von Scd im Prozess der Metastasierung ist sehr

vielschichtig. Durch die Herunterregulierung der Scd-Expression verschiebt sich das

Verhälnis von Stearinsäure zu Ölsäure in Richtung Stearinsäure, was sich in einer Umgehung

des Apoptose-Mechanismus äußern könnte. Die Balance zwischen gesättigten und

ungesättigten Fettsäuren beeinflusst die Membran Fluidität und somit ihre physikalischen

Eigenschaften. Ein weiterer Faktor könnte die von Geeraert et al. (1997) beschriebene
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Funktion der Stearoyl-CoA Desaturase darstellen. Ceramid ist ein potentes bioaktives

Molekül, das in Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose involviert ist. Dihydroceramid,

die inaktive Vorläufersubstanz, wird in Ceramid umgewandelt. Dieser Prozess wird durch die

Stearoyl-CoA Desaturase katalysiert. Granulysin, ein zytotoxisches Molekül, das von

stimulierten CTL- und NK-Zellen abgegeben wird, vermag Apoptose zu induzieren.

Granulysine, ähnlich den Saposinen, interagieren mit der Lipid-Membran und aktivieren

Lipid-degradierende Enzyme wie Glucosylceramidasen und Sphingomyelinasen (Kishimoto

et al., 1992; Vaccaro et al., 1997). Granulysin induzierte Apoptose ist mit einem Anstieg der

Ceramid- und Abfall der Sphingomyelin-Konzentration assoziiert (Wiegmann et al., 1994).

Ceramid ist ein Mediator von apoptotischen Prozessen (Kolesnick et al., 1994; Testi et al.,

1996) und kann, wenn es exogen zugegeben wird, Apoptose induzieren (Obeid et al., 1993;

Gamen et al., 1996). Durch Herunterregulierung der Desaturase könnte die Ceramid-Synthese

nicht ausreichend sein um auf diesem Weg Apoptose zu induzieren.

4.3.3. Differentielle Expression des neuen Gens URIM

Mit Hilfe der Methode des differentiellen Displays wurde ein neues Gen identifiziert, das in

der metastasierenden Zellinie NMCL-1 gegenüber der nicht-metastasierenden Zellinie 530

stark überexprimiert ist. Aufgrund der Überexpression wurde das Gen als URIM (Up-

Regulated in Metastasis) bezeichnet (Hildebrandt et al., 1999). Aus der Differential Display

Analyse konnte ein 370 bp cDNA-Fragment isoliert werden, das anschließend mit Hilfe der

RACE-PCR zur kompletten Länge der cDNA verlängert werden konnte. Die

Nukleotidsequenz besteht aus 750 bp und kodiert im ORF für ein Protein mit 206

Aminosäuren. Die Sequenz wurde in der EMBL-Datenbank unter der Accession-Nummer

AJ295637 hinterlegt. Der isoelektrische Punkt des Proteins liegt im extrem basischen Bereich,

bei 10,4. Als Motiv konnte in der Aminosäuresequenz ein putatives Kern-Lokalisierungs-

Signal gefunden werden. Dabei handelt es sich um ein sogenanntes "bipartide" Kern-

Lokalisierungs-Signal (PLRKKKKVDPKKDQEAKERLK). Zuerst wurde dieses Signal in

Xenopus Nucleoplasmin (Robbins et al., 1991) beschrieben. Das Muster besteht aus 2

basischen Aminosäuren (AS), 10 dazwischenliegenden AS und einer weiteren basischen

Region, bestehend aus mindestens 3 basischen von 5 AS. Dieses putative Kern-

Lokalisierungs-Signal besteht im N-terminalen-Teil aus einer basischen Region (RKKKK),

die Teil eines klassischen Kern-Lokalisierungs-Signals sein könnte. Diese sind gewöhnlich

relativ kurz und haben einen großen Anteil an basischen Aminosäuren (Dingwall und Laskey,
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1991). In der Nukleotidsequenz wurde 13 bp stromaufwärts des Poly-A-Endes (von Nukleotid

722 bis 727) ein Polyadenylierungssignal (AATAAA) gefunden. Die erwähnte

Nukleotidfolge AATAAA dient einer Endonuclease als Erkennungsmerkmal. Dieses Enzym

trennt den überschüssigen Teil des 3´-Endes vom früheren Transkriptionsprodukt ab und

schafft damit die Stelle zur Anheftung des Poly-A-Schwanzes.

Aufgrund des konservierten Kern-Lokalisierungs-Signals und des extrem basischen

isoelektrischen Punktes kann eine Lokalisation des Proteins im Kern angenommen werden.

Das putative Startcodon ist in einer Kozak-Konsensus-Sequenz (GCCatgA) enthalten. Für die

Translations-Initiation wird diese Sequenz als relativ schwacher Konsensus angesehen, folgt

jedoch der Beobachtung, dass fast alle Vertebraten mRNAs wenigstens an einer der zwei

Schlüsselpositionen (Purin bei -3, G bei +4) der Kozak-Sequenz (Kozak, 1996) entsprechen.

Expressionsanalysen in verschiedenen Normalgeweben und Tumor-Zellinien zeigten eine

ubiquitäre Expression, wenngleich auch in unterschiedlicher Stärke. Expressionsanalysen für

URIM wurden auch mit einem Panel von Mammakarzinom-Zellinien und normalen

epithelialen Zellen aus der Milchdrüse (HMEC) durchgeführt. Eine schwache Expression

wurde in zwei Zellinien, isoliert aus Primärtumoren (WA, AR), festgestellt. Im Gegensatz

dazu wurde in drei Zellinien, isoliert aus Knochenmarkmikrometastasen (KM22, HG15,

1590) und einer metastasierenden Zellinie, isoliert aus einem Aszites (KS), eine bis zu 17-

fache Überexpression von URIM gefunden. URIM Expression scheint mit dem

Metastasierungsverhalten beim Mammakarzinom zu korrelieren.

Bei Datenbankrecherchen wurde ein homologes Protein aus der Maus gefunden. Die Identität

über das gesamte Protein beträgt 75%. Die ersten 30 Aminosäuren zeigen eine geringe

Homologie (39%), während der Rest des Proteins stark konserviert zu sein scheint (81%).

Dies deutet darauf hin, dass die N-terminale Region des Proteins (Aminosäuren 1-30) weniger

kritisch für die Funktion zu sein scheint. Auch das putative Kern-Lokalisierungs-Signal ist

konserviert. Über die Funktion des Maus homologen ist bisher nichts bekannt, so dass hieraus

auf keine Funktion für URIM geschlossen werden kann.

Die genomische Lokalisation von URIM konnte auf dem Chromosom 22q11, in der

sogenannten "DiGeorge Critical Region" lokalisiert werden. Das Gen hat eine Größe von ca.

3,5 kb und besteht aus vier Exons. Das putative Startcodon von URIM liegt nur ca. 1 kb vom

Stratcodon des Gens HIRA entfernt. Die dazwischenliegende Sequenz ist extrem GC-reich.

Die beiden Gene liegen in unterschiedlicher Transkriptionsrichtung.
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Das sogenannte DiGeorge-Syndrom (DGS) und das Velocardiofacial-Syndrom (VCFS) sind

kongenitale Erkrankungen, deren phänotypische Spektren überlappen. So findet man bei

beiden Syndromen schwere Herzfehler, T-Zell Immuninsuffizienz, geistige Retardiertheit,

faziale Dysmorphien sowie eine Reihe weiterer Störungen. Die Syndrome treten relativ

häufig, mit einer Frequenz von 1/4000 lebend geborenen auf (Burns und Goodship, 1996).

Das DGS und VCFS sind mit ähnlichen 22q11 Deletionen assoziiert, so haben 83% aller

Patienten Deletionen in diesem Bereich (Scambler et al., 1992). Die meisten der betroffenen

Gewebe und Strukturen stammen während der Embryonalentwicklung von den Kiemenbögen

ab. An Hühnerembryonen wurde gezeigt, dass die Entfernung von Zellen, die von der

Neuralleiste in die Kiemenbögen wandern, zu Symptomen ähnlich denen des DGS und VCFS

führen (Kirby und Waldo, 1990). Im Zusammenhang mit dem DGS und VCFS wurde, etwa

zeitgleich mit dem Erscheinen der Veröffentlichung von URIM, von Funke et al. (1998) eine

Sequenz (NLVCF) veröffentlicht, die auf Nukleinsäureebene eine 99,4%ige Homologie zu

URIM hat. Aufgrund dieser Homologie kann davon ausgegangen werden, dass es sich um die

gleiche cDNA handelt. Mit in situ Hybridisierungen untersuchte die Arbeitsgruppe das

Expressionsmuster von URIM/NLVCF in 9,5- und 10,5-dpc Maus-Embryos. Vergleicht man

die Expressionsmuster von HIRA (Wilming et al., 1997) und URIM/NLVCF in 9,5- und 10,5-

dpc Maus-Embryos, so erkennt man, dass beide Gene ein fast identisches Expressionsmuster

aufweisen. Das identische Expressionsmuster und die Nähe der beiden

Transkriptionsstartpunkte legen die Vermutung nahe, dass HIRA und URIM koordiniert

reguliert werden. Geht man davon aus, dass URIM und HIRA noch gemeinsame cis-

regulatorische Elemente besitzen, rücken die Startpunkte noch weiter zusammen. Es wurde

gezeigt, dass Gene in enger Nachbarschaft mit bidirektionalen Promotoren, im selben

biochemischen Pathway agieren (Gavalas und Zalkin, 1995; Heikkilä et al., 1993; Hentschel

und Birnstiel, 1981). HIRA ist im Kern lokalisiert, besitzt ein bipartides Kern-Lokalisierungs-

Signal und 7 amino-terminale WD40 Domänen (Halford et al., 1993; Lamour et al., 1995).

WD40 Domänen sind bei Protein-Protein Interaktionen beteiligt und sind typisch für Proteine

der Polycomb-Gruppe (Denisenko et al., 1998). Two-Hybrid Untersuchungen zeigten, dass

HIRA einen großen Proteinkomplex, aufgebaut aus HIRP3, Pax3 und den Kern-Histonen H4

und H2B, eingeht. Diese Proteine binden jedoch außerhalb der WD40 Domänen (Lorain et

al., 1998). Die Pax Gen-Familie besteht aus neun Mitgliedern, die für nukleäre

Transkriptionsfaktoren kodieren. Sie spielen eine wichtige Rolle in der

Embryonalentwicklung (Chalepakis et al., 1992) und eine wichtige Rolle als Proto-Onkogen
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wird als sehr wahrscheinlich angesehen (Schäfer, 1998). Von Magnaghi et al. (1998) wird

nun folgendes Modell vorgeschlagen: HIRA agiert als ein Transkriptions-Co-Regulator,

wobei es die Chromatinstruktur von Pax3 Target-Genen verändert und so die Transkription

beeinflusst. Ob die Interaktion zwischen Pax3 und dem Proteinkomplex mit Hira ein positiver

oder negativer Regulator für die Transkription darstellt, ist unklar (Galibert et al., 1999).

Target-Gene von Pax3 sind der Transkritionsfaktor MITF sowie hMyoD, MYF5 und c-MET,

wobei gezeigt wurde, dass MITF bei der Differenzierung von Melanozyten beteiligt ist

(Tachibana, 1999).

URIM könnte also direkt oder indirekt an der Regulation von Homöoboxgenen, bzw. an den

Target-Genen der Homöoboxgene beteiligt sein. Weitere Untersuchungen müssen nun klären

ob URIM mit HIRA interagiert und so die Regulation von Pax3-Target-Genen beeinflussen

kann. Die mit HIRA assoziierten Proteine binden außerhalb des WD40-Repeats.

Bindungsexperimente müssen zeigen ob URIM eventuell in der WD40-Tasche von HIRA

bindet. Yeast-Two-Hybrid Untersuchungen könnten weitere mögliche Bindungspartner von

URIM identifizieren.

Mit Hilfe von Antikörpern soll die Prävalenz von URIM Protein in Mammakarzinomen

festgestellt werden.

4.3.4. Identifizierung des putativen Transmembranproteins THW

Mit Hilfe der Methode des Differential Displays wurde ein neues Gen identifiziert, welches

als ca. 2,0 kb Transkript in der nicht-metastasierenden Zellinie 530, gegenüber der stark

metastasierenden Zellinie NMCL-1, überexprimiert ist (Hildebrandt et al., 2000).

Die Sequenz der vollständigen cDNA hat 1890 Nukleotide mit einer 37 bp langen, extrem

GC-reichen 5´UTR (83,7% aus Guanin und Cytosin). Der kodierende Bereich umfasst 579 bp

und kodiert für ein putatives Protein von 193 Aminosäuren, mit einem Molekulargewicht von

21,3 kD. Die 3´UTR umfasst 1274 bp. Ein putatives Polyadenylierungssignal (Simonsen und

Levinson, 1983) wurde 11 bp stromaufwärts des Poly-(A)-Schwanzes gefunden (zwischen

den Nukleotiden 1855-1861). Ferner wurden fünf (ATTTA)-Instabilitätsmotive in der 3´UTR

gefunden. Unter bestimmten physiologischen Bedingungen sind solche Elemente an der

Regulation der mRNA Degradation beteiligt (Wickens und Stephenson, 1984; Shaw und

Kamen, 1986).

Durch computergestützte Analysen konnten in dem putativen Protein THW vier hydrophobe

Transmembrandomänen identifiziert werden. Diese bilden einen kleinen und einen großen
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extrazellulären Loop. Das Amino- und Carboxyterminale-Ende, sowie ein kleiner Loop liegt

dabei im intrazelluären Bereich. Aufgrund dieser Membran-Topologie, die charakteristisch

für die Tetraspanine ist, kann THW dieser Superfamilie zugerechnet werden. Die

Übereinstimmungen innerhalb dieser Superfamilie beschränken sich allerdings in erster Linie

auf die gleichen Strukturvorhersagen. Homologien in den Aminosäure-Sequenzen bestehen

zum Teil nur in geringem Ausmaß. Der Tetraspanin Superfamilie, die auch TM4SF oder 4TM

genannt wird, werden seit ihrer Entdeckung 1990, ca. 20 bekannte humane Gene zugerechnet.

Zu dieser Proteinklasse zählen z.B. die Gruppe der Connexine, die CD81-, CD82-, CD9-,

CD63-Familie der Tetraspanine (Maecker et al., 1997), sowie Proteine der PMP22-

Genfamilie (Suter et al., 1995; Schiemann et al., 1997; Naef et al., 1998). Während des

Metastasierungsprozesses sind membranständige Moleküle, die Funktionen an der

Zelloberfläche wahrnehmen, von entscheidender Bedeutung. Sie spielen sowohl bei der

Induktion der Angiogenese, als auch als Adhäsionsmoleküle bei der Anhaftung und Migration

der Zellen und als signalübertragende Rezeptoren eine Rolle. Bei der Auflösung der ECM-

Komponenten sind der uPA-Rezeptor und membranständige MMP für die gerichtete

Degradation der Basalmembran verantwortlich. Andere Rezeptoren können Tumorzellen in

bestimmte Zielorgane dirigieren („homing“) und Wachstumsfaktor-Rezeptoren stimulieren

die Proliferation von Zellen. Außerdem ist ein Zusammenspiel zwischen Tumorzellen und

Normalgewebe (Stromazellen) bei der Invasion zu beobachten, so dass Rezeptoren auch bei

der Kommunikation zwischen verschiedenen Zelltypen eine Rolle spielen können. Das

Expressionsmuster der Tetraspanine ist sehr uneinheitlich. So haben CD9, CD63, CD81 und

CD82 eine ubiquitäre Expression, während z.B. CD53 nur in Lymphoidzellen und reifen B-

Zellen exprimiert wird. Bei Untersuchungen des gewebespezifischen Expressionsmusters

zeigte THW eine ubiquitäre Expression. Mit Ausnahme von peripheren Blut Leukozyten und

hämtopoetischen Tumor-Zellinien wie Burkitt´s Lymphoma Raji, Burkitt´s Lymphoma Daudi

und der leukemischen Zellinie HL-60, konnte eine Expression in allen untersuchten Geweben

festgestellt werden, wenngleich mit sehr unterschiedlicher Stärke. Eine sehr starke Expression

wurde im Ösophagus und in der Trachea gefunden.

Die Tetraspanine wurden in der Literatur schon öfter in Bezug zur Tumorprogression und

Metastasierung gebracht. Der Verlust der Proteine Connexin 26 und 43 wurde in

Mammakarzinomen beschrieben und korreliert mit einem erhöhten Metastasierungsverhalten

von Mammakarzinom-Zellinien (Nicolson et al., 1988; Nicolson et al., 1990; Lee et al.,

1992).
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Die Proteine CD9 und CD63 sind mit Integrinen assoziiert und sind an der Aktivierung,

Adhäsion und Motilität von Zellen beteiligt (Maecker et al., 1997). Interessant ist vor allem

die ihnen zugesprochene Rolle als Metastasierung supprimierende Faktoren. So wurde, durch

Transfektion induzierte CD9-Expression, die Motilität und Metastasierung in Tumor-Zellen

unterdrückt (Ikeyama et al., 1993). In Melanoma-Zellen war die Expressionsstärke von CD9

negativ mit dem Metastasierungspotential korreliert (Si et al., 1993). Für CD9 wurde auch

eine Korrelation mit der Metastasierung von Brustkrebs beschrieben. Die CD9-Expression

war in Zellen aus Lymphknoten-Metastasen wesentlich niedriger als in Zellen des

Primärtumors und scheint die Interaktion von Zellen mit Fibronektin zu beeinflussen (Miyake

et al., 1995; Cook et al., 1999).

Auch scheint die CD63-Expression in späten Stadien von Melanomen unterdrückt zu sein

(Atkinson et al., 1985). Van Muijen et al. (1991) konnten zeigen, dass Transfektion von

CD63 in humane Melanoma-Zellen deren Wachstum und Metastasierung in der Nacktmaus

supprimiert. Für CD82 (KAI1) wurde eine Metastasierung-supprimierende Funktion beim

Prostatakarzinom postuliert (Atkinson et al., 1984; Dong et al., 1995).

Im Gegensatz dazu wurde das ebenfalls zur CD81-Familie gehörende Protein CO-029 in

verschiedenen metastasierenden Pankreas- und Kolonkarzinom-Zellinien nachgewiesen, nicht

aber in den entsprechenden nicht-metastasierenden Zellinien. Die Transfektion von CO-029 in

eine schwach metastasierende Kolonkarzinom-Zellinie resultierte in einem erhöhten

Metastasierungpotential der Zellen (Claas et al., 1998). Ebenfalls als ein positives

Metastasierungsgen wurde PETA-3 (CD151) aus einer stark metastasierenden Hautkrebs-

Zellinie isoliert (Testa et al., 1999).

Proteine die, wie vermutlich auch THW, zur Superfamilie der Tetraspanine gehören, können

die Tumorprogression und die Metastasierungsfähigkeit von Zellen positiv, wie auch negativ

beeinflussen. Mit Expressionsstudien konnte gezeigt werden, dass die Expression von THW

mit dem Metastasierungspotential von Melanoma-Zellinien invers korreliert, d.h die stärkste

Expression wurde in der nicht-metastasierenden Zellinie 530 und die schwächste Expression

in den sehr stark metastasierenden Zellinien BLM und MV3 gefunden. Auch in einem Panel

von Mammakarzinom-Zellinien war THW, im Vergleich zu humanen epithelialen Zellen aus

der Brustdrüse, herunterreguliert. Beim Vergleich der Expressionsstärke von THW in

Tumorgewebe versus autologem Normalgewebe, konnte eine Herunterregulation im

Tumorgewebe beobachtet werden. Diese Ergebnisse sprechen für eine mögliche

Tumorsuppressor-Funktion für THW.
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Auch die chromosomale Lokalisation von THW, auf dem langen Arm von Chromosom 6,

deutet auf eine Funktion als Tumorsuppressor hin. So konnte Trent et al. (1990) zeigen, dass

durch Einbringen des normalen Chromosom 6 in Melanoma-Zellen, diese ihre Tumorgenität

verloren hatten. Um den Bereich auf dem Chromosom 6, der die Tumorgenität und die

Metastasierung supprimiert, näher einzugrenzen, wurden Deletionsmutanten von Chromosom

6 in Melanoma-Zellen eingebracht. Miele et al. (2000) konnten so zeigen, dass Chromosomen

denen die Region 6q16.3-q23 fehlte, die Metastasierung nicht unterdrücken konnten, während

das intakte Chromosom 6 dazu in der Lage war. Sie schlossen daraus, dass in diesem ca. 40

cM großen Bereich, ein oder mehrere Tumorsuppressorgene liegen müssen.

Karyotypische Veränderungen am langen Arm von Chromosom 6 wurden in der Literatur

bereits vielfach beschrieben. Ein Verlust der Heterozygotie in diesem Bereich wurde für das

maligne Melanom (Healey et al., 1998; Robertson et al., 1996; Trent et al., 1990; Ray et

al.,1996), Prostata- (Srikantan et al., 1999), Pankreas- (Griffin et al., 1995), Uterus- (Huettner

et al., 1998) und das Mammakarzinom (Bilanges et al., 1999) beschrieben. Bei den hier

untersuchten Biopsien konnte im Bereich der genomischen Lokalisation von THW, eine LOH

Prävalenz von 10-20% für Melanoma-Primärtumore und 50% für Melanoma-Metastasen

gefunden werden. Auch in verschiedenen Tumor-Zellinien wurden zum Teil sehr hohe

Prävalenzen (70-100% bei Pankreaskarzinom-Zellinien, 75-78% für Melanoma-Zellinien,

53-63% für Mammakarinom-Zellinien) für diesen Bereich gefunden.

Um die Größe des deletierten Bereiches zu bestimmen und auf eine minimale Region

einzugrenzen, wurde ein Panel von 7 polymorphen Mikrosatelliten Markern verwendet, die

den langen Arm des Chromosoms abdecken. Die minimale Größe des deletierten Bereiches

wurde mit Hilfe dieser Untersuchungen auf < ca.45 cM (D6S404 bis D6S3059) eingegrenzt.

Zieht man die Untersuchungen von Miele et al. (2000) mit in Betracht, so beträgt die

minimale deletierte Region ca. 20 cM. In dieser Region liegt THW.

PERP (p53 apoptosis effector related to PMP-22), das zu THW homologe Gen aus der Maus,

wurde erst kürzlich von Attardi et al. (2000) veröffentlicht. Die Homologie im kodiernden

Bereich beträgt 86,5%, während die Homologie in der 5´UTR nur 65,6% beträgt. Auf

Aminosäureebene besteht eine 90,2%ige Identität. Dies deutet auf eine hohe Konservierung

der Sequenz im kodierenden Bereich hin.

In verschiedenen Spezies z.B. Schistosomem und Nematoden, wurden die zu den humanen

Tetraspaninen homologen Proteine identifiziert. Daher wird den Tetraspaninen eine
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konservierte Funktion über einen großen evolutiven Zeitraum zugesprochen (Tomlinson und

Wright, 1996; Wilson et al., 1994).

Attardi et al. (2000) zeigten, dass das Expressionsprofil von PERP, ähnlich wie die

Expressionsprofile von p53 Target Genen ist, wenn diese durch Zugabe von DNA-

schädigenden Agentien induziert werden. Ferner wurde gezeigt, dass der Promotor von PERP

zwei putative p53 Bindungstellen besitzt und funktionell von p53 abhängig ist. PERP ist in

apoptotischen Mausfibroblasten wesentlich stärker exprimiert als in G1 arretierten Zellen. Aus

dieser Beobachtung schließen die Autoren, dass es noch weitere cis-regulatorische Faktoren

geben muss, die die Expression von PERP steuern. Folgende Modelle werden vorgeschlagen:

1. PERP könnte, analog zu den p53 Targets KILLER und Fas (El-Deiry, 1998), autokrine

oder parakrine Signale empfangen und dadurch Caspasen aktivieren, um so die Apoptose in

Gang zu setzten.

2. Durch eine Homologie zu der γ-Untereinheit des Kalziumkanals, könnte PERP eine Kanal-

oder Porenaktivität besitzen und somit, die für die Apoptose wichtigen Proteine durchlassen.

In wieweit sich die von Attardi et al. (2000) gefundenen Ergebnisse und Hypothesen auf die

Funktion von THW übertragen lassen, müssen funktionelle Studien zeigen. Eine Funktion als

Tumorsuppressor für THW gilt aufgrund folgender Beobachtungen als sehr wahrscheinlich:

1. Die Expression von THW ist invers korreliert mit dem Metastasierungspotential von

verschiedenen Melanoma- und Mammakarzinom-Zellinien.

2. Die chromosomale Lokalisation auf 6q mit einer hohen Frequenz an LOH.

3. Der deletierte Bereich ließ sich auf ca. 20 cM, in dem auch THW lokalisiert ist, eingrenzen.

4. Die vier Transmembran-Topologie und somit die eventuelle Zugehörigkeit zur Tetraspanin

Superfamile.

5. Die Beobachtung, dass PERP ein Apoptose spezifisches Target Gen von p53 ist.
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