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1 Einleitung und Zielsetzung
1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Die Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom stellt mit einer jahrlichen Inzidenz von einer Million
weltweit den haufigsten malignen Tumor der Frau dar (McPherson et al. 2000).
In Deutschland ist nach Angaben des Robert-Koch-Institutes von 47 500
Neuerkrankungen jahrlich auszugehen. Das mittlere Lebenszeitrisiko an
Brustkrebs zu erkranken betragt fur eine deutsche Frau 9,2 %. Das bedeutet,
dass statistisch gesehen jede 11. Frau im Laufe ihres Lebens an einem
Mammakarzinom erkrankt. Alleine in Deutschland sind nach Angaben des
Statistischen Bundesamtes im Jahre 2004 17 592 Frauen an einem

Mammakarzinom verstorben.

1.1.2 Atiologie und klinisches Erscheinungsbild des Mammakarzinoms

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist bis heute noch nicht eindeutig geklart;
neben dem Alter wird ein lange andauernder Ostrogeneinfluss verantwortlich
gemacht. So steigt das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken, bei
Patientinnen mit friher Menarche und spater Menopause — also bei Frauen, die
im Laufe ihres Lebens eine grof3e Anzahl ovulatorischer Zyklen durchlaufen.
Ahnlich wird das Erkrankungsrisiko von Nulliparitdt und einer relativ spaten
ersten Schwangerschaft beeinflusst. Es wird auRerdem diskutiert, dass der
iatrogen verursachte Einfluss von Ostrogenen, wie bei der postmenopausalen
Ostrogensubstitution oder der Einnahme Ostrogen-haltiger Kontrazeptiva, das
Brustkrebsrisiko steigert (Sasco 2001). Als weitere Risikofaktoren gelten
Adipositas, Diabetes mellitus, Genussgifte wie Tabak und Alkohol, das
Vorhandensein eines Karzinoms der kontralateralen Brust sowie eine vorherige
gutartige Erkrankung der Mamma. Auch bislang unbekannte Faktoren wie z. B.
Ernahrungsgewohnheiten und Umwelteinflisse scheinen das Brustkrebsrisiko

zu erhdhen, wie ein Vergleich der hohen Inzidenzen in den westlichen Landern



mit den deutlich niedriger liegenden Inzidenzen ferndstlicher Lander zeigt
(Sasco 2001). Insgesamt scheinen beim sporadischen Mammakarzinom die
genetischen Veranderungen eine Folge der Summation endogener und
exogener Einflisse zu sein, welche sich unter sukzessiver Aquisition von
genetischen Veranderungen, wie der Amplifikation des Protoonkogens HER2
und dem Verlust des Tumorsupressors p53, entwickeln (Braun et al. 2002). 5
bis 10% aller Mammakarzinome sind primar mit einer genetischen
Pradisposition assoziiert (Braun et al. 2002). So konnten bei Patientinnen mit
hereditarem Mammakarzinom in 30-40% der Falle Mutationen in den beiden
Brustkrebsgenen BRCA 1 und 2 identifiziert werden (Braun et al. 2002).
Tragerinnen dieser Veranderungen weisen schatzungsweise ein um 80 bis
87% erhohtes Risiko auf, im Laufe ihres Lebens an einem Mammakarzinom zu
erkranken (Struewing et al. 1997, Couch et al. 1997, Krainer et al. 1997).

Als relatives Frihsymptom gilt der kleine, noch frei bewegliche tastbare Knoten
der Mamma. GroRere, fixierte Raumforderungen und Hautveranderungen wie
Warzeneinziehungen und Odeme (Peau d’orange) weisen oft auf ein bereits
fortgeschritteneres Tumorstadium hin. Dyspnoe, Knochen- und Leber-
kapselschmerzen sind Zeichen einer fortgeschrittenen Fernmetastasierung in

die entsprechenden Organe.

1.1.3 Behandlungsstrategien des Mammakarzinoms

1.1.3.1 Die kurative Therapie

Die Grundvoraussetzung fur eine kurative Therapie des Mammakarzinoms
stellt die operative Entfernung des Tumors im Gesunden dar. Sie wird meistens
als Mammateilresektion und nur bei Vorliegen von Kontraindikationen als
Mastektomie durchgefuhrt. 80-90% der Tumoren gelten als operabel. Der
Operation schlief3t sich in der Regel die Dissektion der Axilla an, wobei die
Bedeutung der Biopsie des sog. Wachterlymphknotens zunimmt. Gemal} den

Empfehlungen von St. Gallen kann bei negativer Biopsie des axillaren



Wachterlymphknotens auf eine Dissektion verzichtet werden (Goldhirsch et al.
2005).

Die Brust erhaltende Operation mit nachfolgender Bestrahlung ist der Ablatio
mammae in prognostischer Hinsicht ebenblrtig, sofern keine der folgenden
Kontraindikationen  vorliegen:  Tumordurchmesser  grofer/gleich  3cm,
inflammatorisches oder multifokal auftretendes oder ausgedehnt wachsendes
intraduktales Karzinom oder Lymphangiosis cutis. Eventuell kann durch die
Applikation einer neoadjuvanten Chemotherapie eine Verkleinerung eines
primar nicht Brust erhaltend operablen oder sogar inoperablen Primartumors
erreicht werden, so dass eine Mammateilresektion — je nach Befund in Form
einer Lumbektomie oder aber als Quadrantenresektion — bzw. eine kurative
Mammaablation in einem zweiten Ansatz doch noch ermdglicht wird. Nach
einer Mammateilresektion schliel3t sich eine Radiatio der Restbrust immer,
nach einer Ablatio mammae nur bei hohem Risiko flr ein Lokalrezidiv an. Nach
den Empfehlungen von St. Gallen wird Frauen mit mind. 4 Lymph-
knotenmetastasen oder einem Tumorstadium pT3 oder pT4 ein hohes Risiko

fur ein Lokalrezidiv zugeschrieben.

Beim primar nicht metastasierten Mammakarzinom gilt es, eine spatere
Metastasierung, die eine kurative Therapie unmoglich machen wuirde, auf jeden
Fall zu verhindern. Aus diesem Grunde wird nach der chirurgischen
Behandlung generell die Durchfuhrung einer systemischen Therapie

empfohlen.

Die Wahl der systemischen Therapie richtet sich dabei nach dem erwarteten
individuellen RuUckfallrisiko der Patientin, das ihr aufgrund verschiedener
Prognosefaktoren zugeschrieben wird. Entscheidend sind das Ausmal} des
axillaren Lymphknotenbefalls, die hormonelle Empfindlichkeit des Tumors
(erkennbar an seinem Steroidrezeptorstatus) sowie die TumorgrofRe bzw. das
Tumorstadium, Grading, Alter der Patientin und neuerdings — entsprechend der
letzten Konsensuskonferenz von St. Gallen — auch das Vorhandensein einer

GefaRinvasion und einer HER2-Uberexpression.
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Bei HER2 handelt es sich um ein in 20 bis 30% aller invasiven
Mammakarzinome als Transmembranprotein  mit  Tyrokinaseaktivitat
exprimiertes Protoonkogen, welches mit einer relativen Verschlechterung der
Prognose einhergeht (Braun et. al. 2002). Trastuzumab, ein humanisierter
monoklonaler Antikorper, der bereits Zulassung in der Therapie des
metastasierten Mammakarzinoms erlangt hat, vermag diesen Rezeptor zu
blockieren und fuhrt so einerseits zur Hemmung der mitogenen Signalkaskade,
andererseits zur Aktivierung der korpereigenen zellularen Zytotoxitat (Yarden
2001).

Der Einsatz dieses Antikorpers scheint, wie im Oktober 2005 im New England
Journal of Medicine publiziert wurde, auch im Rahmen eines adjuvanten
Settings die Prognose des Mammakarzinoms signifikant zu verbessern
(Romond et al. 2005, Piccart-Gebhart et al. 2005). Der routinemalige Einsatz

wird derzeit diskutiert.

Weitere mogliche pradiktive Faktoren sind uPA und PAI-1. Es handelt sich
dabei um tumorassoziierte Proteolysefaktoren, die in Zusammenarbeit mit dem
Oberflachenrezeptor uPA-R eine Schllsselfunktion bei Signaltransduktion,
Adhasion und Migration von Tumorzellen spielen und mit einem erhdhten
Metastasierungsrisiko bzw. einer verkirzten Uberlebenszeit einhergehen.
Durch Bestimmung dieser beiden Proteolysefaktoren kdnnen Patientinnen mit
einem hohen Rezidivrisiko unter den nodalnegativen Frauen identifiziert
werden. Damit kdnnten PAI-1 und uPA zukinftig mdglicherweise eine Rolle in
der Entscheidung Uber die Applikation einer adjuvanten Chemotherapie bei
nodalnegativen Frauen erlangen (Harbeck et al. 2001, Prechtl 2000, Harbeck
2004), wenngleich die routinemafige Bestimmung beider Faktoren vorerst nicht

empfohlen wird (Thdrlimann u. Senn 2005).

Die adjuvante Therapie des Mammakarzinoms sollte sich an der Konsensus-
Empfehlung von St. Gallen orientieren (Thirlimann u. Senn 2005, Goldhirsch et
al. 20095):

Patientinnen mit zugeschriebenem niedrigem Ruckfallsrisiko, also Frauen mit

einem Mindestalter von 35 Jahren, die keinen Lymphknotenbefall aufweisen,
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deren Tumor histologisch gut differenziert ist, kein HER2 Uberexprimiert sowie
hormonrezeptorpositiv ist, eine Grolle von 2 cm nicht Gberschreitet und kein
Gefald arrodiert, sollten eine Tamoxifenbehandlung Uber mindestens 5 Jahre
erhalten. Bei pramenopausalen Frauen stellen die strahlentherapeutische und
medikamentose Ausschaltung der Ovarialfunktion, letztere erreichbar durch
eine mindestens 2jahrige Therapie mit dem GnRH-Analogon Goserelin, weitere

Optionen dar.

Frauen, die entweder bis zu 3 befallene Lymphknoten aufweisen oder deren
Tumor entweder HERZ2 Uberexprimiert oder ein Gefal arrodiert, erfullen die
Einschlusskriterien der Niedrigrisikogruppe nicht vollstandig. Diese Patientinnen
werden einer Gruppe mit intermedidrem Risiko zugeordnet. lhnen wird
entweder eine Hormontherapie mit Tamoxifen — bei pramenopausalen Frauen
alternativ dazu oder auch zusatzlich noch medikamentds mit einem GnRH-
Analogon — oder aber eine kombinierte chemoendokrine Therapie empfohlen,
sofern ein positiver Steroidrezeptorstatus vorliegt. Insgesamt scheint sich bei
der kombinierten chemoendokrinen Therapie ein Vorteil abzuzeichnen. Die
Tamoxifen-Therapie sollte jeweils erst nach Abschluss der Chemotherapie

erfolgen.

FUr postmenopausale Patientinnen, welche der Hochrisikokategorie
zuzurechnen sind, also Frauen mit positiven Lymphknoten und HER2-
Uberexpression sowie mit mehr als 3 befallenen Lymphknoten, wurde wahrend
der letzten Konsensuskonferenz  vorgeschlagen, im Rahmen der
chemoendokrinen Therapie einen Aromatasehemmer zu einem essenziellen

Bestandteil der Behandlung zu machen (Thurlimann u. Senn 2005).

Allen Patientinnen mit hormonrezeptornegativen Tumoren wird generell eine

Polychemotherapie empfohlen.

Generell gilt, dass die Auswahl der adjuvanten Therapie anhand individueller

Kriterien nach Abwagung von Nutzen und Risiko erfolgen sollte.

Insgesamt werden zwei Stufen zytoxischer Therapieschemata unterschiedlicher
Effektivitat unterschieden. Zu den Schemata mit ,standardmafiger Effektivitat*

werden das CMF-Schema — eine Kombination der Zytostatika
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Cyclophosphamid, Methotrexat und 5’-Fluorouracil — sowie das AC-Schema —

eine Kombination aus Adriamycin und Cyclophosphamid — gerechnet.

Schemata wie FA(E) — eine Kombination von &’-Fluorouracil und einem
Anthrazyklin —, CA(E)F — eine Kombination aus Cyclophosphamid, einem
Anthrazyklin und 5’-Fluorouracil —, A(E)-CMF — die sequenzielle Gabe eines
Anthrazyklins zusatzlich zum CMF-Schema — sowie taxanhaltige Schemata wie
das TAC-Schema — eine Kombination aus einem Taxan, Adriamycin und
Cyclophosphamid — gelten als Uberlegen, sind jedoch teurer, komplexer und in
der Regel mit einem hoheren Risiko an unerwunschten Wirkungen behaftet
(Piccart et al. 2005).

1.1.3.2 Die palliative Therapie

Von der adjuvanten bzw. neoadjuvanten Therapie streng zu unterscheiden ist
die palliative Therapie beim bereits generalisiert metastasierten
Mammakarzinom. Das metastasierte Mammakarzinom ist als unheilbare
Erkrankung anzusehen; eine kurative Therapie ist in diesem Stadium nicht
mehr moglich. Die heutigen Therapieansatze haben — trotz Einfuhrung neuer
Substanzklassen — allesamt nur palliativen Charakter, ein lebensverlangernder
Effekt ist nicht eindeutig belegt. Die Indikation zum Einsatz einer systemischen
Therapie sollte auch hier zur Beurteilung der Progressionskinetik der
Erkrankung nach der individuellen Risikoevaluation erfolgen. Ein niedriges
Risiko von Seiten der metastasierten Tumorerkrankung liegt vor bei positivem
Hormonrezeptorstatus, einem mindestens zwei Jahre angedauerndem
krankheitsfreiem Intervall und einer begrenzten Metastasierung in Weichteile
und Knochen ohne Befall lebenswichtiger Organe. In diesem Fall stellt ein
Aromatasehemmer der dritten Generation nach adjuvanter Behandlung mit
Tamoxifen die erste Wahl bei postmenopausalen Frauen dar. Bei
pramenopausalen Frauen stehen die kombinierte GnRH- und Tamoxifengabe

sowie die kombinierte GnRH- und Aromatasehemmergabe als endokrine
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Therapieoptionen zur Verfugung, wobei die Applikation von GnRH-Analoga

einer Ovarektomie gleichzusetzen ist.

Allen anderen Patientinnen wird primar eine Chemotherapie empfohlen. Bei
Frauen mit positivem HER2-Rezeptorstatus kann eine Kombination von
Trastuzumab mit Chemotherapeutika oder aber auch eine alleinige Therapie

mit Trastuzumab in Erwagung gezogen werden.

Prinzipiell wird die Indikation fur eine zytostatische Monotherapie in einer nur
langsamen, nicht lebensbedrohlichen Progression der Erkrankung sowie bei
Ineffektivitat der endokrinen Therapie gesehen; eine Polychemotherapie wird

bei hohem Remissionsdruck gefordert.

1.2 Zytostatika

Bei Zytostatika handelt es sich um sehr heterogene Substanzen, deren
gemeinsames Merkmal ihr Einsatz in der antitumorésen Therapie ist.
Zytostatika wirken nicht spezifisch auf entartete, sondern auch auf gesunde
Zellen und rufen dadurch teilweise sehr gravierende Nebenwirkungen hervor.
Haufig werden verschiedene, synergistisch wirkende Zytostatika miteinander
kombiniert mit dem Ziel einer Wirkungssteigerung sowie einer Verzégerung der
Resistenzentwicklung.

Im Folgenden soll auf die beiden im Rahmen des CMF-Schemas eingesetzten

Antimetabolite 5’-Fluorouracil und Methotrexat eingegangen werden.

1.2.1 Methotrexat

Methotrexat ist eine in der Onkologie weit verbreitete Substanz. So wird
Methotrexat auler in der Therapie des Mammakarzinoms auch in der
Behandlung der akuten lymphatischen Leukamie, des Chorionkarzinoms, des
Osteosarkoms, des Zervix-, Ovarial-, des kleinzelligen Bronchialkarzinoms

sowie bei ZNS-Tumoren, Non-Hodgkin-Lymphomen und Plattenepithel-
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karzinomen im Kopf-Hals-Bereich eingesetzt. AulRerdem besitzt Methotrexat
aufgrund der immunsuppressiven Wirkung Bedeutung in der Therapie
rheumatischer Erkrankungen. Methotrexat wirkt spezifisch auf die S-Phase des
Zellzyklus. Methotrexat gelangt in Konzentrationen unterhalb von 20 - 50 uM
lber ein aktives Transportsystem, welches physiologisch von N°-
Methyltetrahydrofolat verwandt wird, in die Zelle (Zeller 2001). In einem dartber
hinausgehenden Konzentrationsbereich erfolgt die Aufnahme durch passive
Diffusion. Aufgrund des Ersatzes der OH-Gruppe in Position 4 durch eine
Aminogruppe besitzt Methotrexat eine hohere Affinitat zur Dihydrofolat-
Reduktase als deren physiologisches Substrat Folsdure. Dadurch wird dieses
Enzym reversibel gehemmt, was zu einer Akkumulation von Polyglutamaten
und zu einer Blockade der Reduktion von Dihydrofolsaure zu
Tetrahydrofolsaure fuhrt. Wegen des Mangels an Tetrahydrofolsaure konnen
verschiedene Folgereaktionen nicht stattfinden; etwa die Bildung von
Methylentetrahydrofolsaure. Es fehlt somit das Substrat, um eine
Methylengruppe auf Desoxyuridinmonophosphat (dUMP) zu Ubertragen und um
dadurch Desoxythymidintriphosphat zu synthetisieren. Auerdem wird der C1-
Gruppen-Donor N10-Formyl-Tetrahydrofolsdure weniger gebildet, wodurch die
Purinsynthese gehemmt wird: Neben der Tetrahydrofolsaureerschopfung spielt
auch die Akkumulation von Polyglutamaten fur die Zytotoxitat eine bedeutende
Rolle, wodurch durch Inhibition der Enzyme Thymidilat-Synthetase, Glycinamid-
Ribonukleotid-Transformylase, Aminoimidazol-Carboxamid-Ribonukleotid-
Transformylase die Nukleotid-Synthese beeintrachtigt wird (Zeller 2001).
Letztendlich sistiert die DNA-Synthese. Es kommt zu einer ineffektiven
Reparatur sowie zu Strangbrichen durch Fehleinbau von Uracil anstelle von
Thymin in die DNA.
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Abb. 1:

Methotrexat (4-Amino, 4-desoxy, N-10-methylpteroylglutaminsaure)
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Abb. 2:

Folsdure (Pteroylmonoglutaminsaure)

1.2.2 5-Fluorouracil

5-Fluorouracil wird neben der Therapie des Mammakarzinoms bei

gastrointestinalen Malignomen sowie in der Behandlung von malignen Tumoren

im Kopf- und Halsbereich eingesetzt. 5’-Fluorouracil penetriert durch dasselbe

Transportsystem wie Uracil in die Zelle und ist selbst nicht aktiv, sondern muss

intrazellular als ,prodrug’ erst in die entsprechenden Ribonukleotide oder

Desoxyribonukleotide umgewandelt werden, bevor es seine Wirkung entfalten

kann. Als Pyrimidinanalogon unterscheidet sich 5’-Fluorouracil von Uracil nur

durch die Substitution eines Wasserstoffatoms durch ein Fluoratom in Position

5 des Pyrimidinrings. 5’-Fluorouracil werden drei verschiedene Angriffspunkte

zugeschrieben (Sampath 2003):

1. 5’-Fluorouridintriphosphat wird als falscher Metabolit anstelle von
Uridintriphosphat in die RNA eingebaut, wodurch die Proteinsynthese
gehemmt wird.

2. Der falsche Metabolit Fluorodesoxyuridintriphosphat wird anstelle von

Desoxythymidintriphosphat, einem der vier fur die DNA-Synthese
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essenziellen Desoxyribonukleotide, in die DNA eingebaut. Als Folge davon
kommt es zu Einzelstrangbrichen.

3. 5’-Fluorouracil verhindert durch Inhibition der Thymidylat-Synthetase die
DNA-Synthese wie folgt: Bei der Synthese von Thymidilat, einer Vorstufe von
dTTP; bilden Desoxyuridinmonophophat, N5, N10-Methylentetrahydrofolat
und die Thymidilat-Synthetase einen kovalenten Komplex, wobei
normalerweise die Methylengruppe von N5, N10-Methylentetrahydrofolat auf
die Position 5 des Pyrimidinrings von dUMP Uubertragen wird. Da das
Fluoratom in Position 5 stabiler als das physiologische Wasserstoffatom an
den Pyrimidinring gebunden ist, unterbleibt der Ersatz des Wasserstoffatoms
durch die Methylengruppe an dieser Position. Es bildet sich ein stabiler
Komplex der 3 Substanzen, wodurch die Thymidilat-Synthetase gehemmt
wird und somit letztendlich weniger dTTP gebildet wird, was die Inhibition der
DNA-Replikation zur Folge hat.

Abb. 3:
5’-Fluorouracil (5-Fluoro-1H, 3H-pyrimidin-2.4-dion)
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Abb. 4:
Uracil (Pyrimidin-2.4-dion)

1.2.3 Zytostatika und Genexpression

Chemotherapeutika wirken Uber die verschiedensten Mechanismen. Einige
Chemotherapeutika fungieren als Antimetabolite und vermitteln ihre Wirkung
Uber die Inhibition der Synthese von Nukleinsauren. Andere hingegen wirken
uber die Interkalation der DNA; wieder andere storen die dynamischen
Umbildungsvorgange der Mikrotubulusstrukturen und somit die Ausbildung
eines funktionsfahigen Spindelapparates. Alle diese Mechanismen sind an der
Vermittlung der zytostatischen Effekte beteiligt; neuere Untersuchungen zeigen
jedoch, dass die Wirkungen der einzelnen Substanzen weitaus komplexer sind
als bisher angenommen und dass empirisch gewonnene Daten keine
hinreichende Begrundung fur eine zytostatische Kombinationstherapie
darstellen. Trotz der auf den ersten Blick sehr voneinander differierenden
Angriffspunkte  muinden die verschiedenen Zytostatika haufig in eine
gemeinsame Endstrecke, die Apoptose. Hierunter versteht man ein
physiologisches intrazellulares Selbstmordprogramm der Zelle, welches mit
charakteristischen morphologischen Veranderungen - wie der DNA-
Fragmentierung — vergesellschaftet ist.

Fir viele der Zytostatika konnte an unterschiedlichen Zelllinien gezeigt werden,

dass sie Veranderungen in der Genexpression bewirken. Diese Veranderungen
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haben Effekte auf die intrazellulare Signaltransduktion und bewirken haufig —
jedoch nicht immer - die Induktion von Apoptose. Die einzelnen
Signalkaskaden sind jedoch nur teilweise verstanden, die Zusammenhange oft
unklar. Bekannt ist jedoch, dass Zytostatika haufig zu Veranderungen in der
Genexpression fuhren: In einer Brustkrebs-Zelllinie konnte eine durch
Zytostatikaapplikation verminderte Espression von c-myc mit nicht-
apoptotischem Zelltod in Verbindung gebracht werden (Magnet et al. 2001,
Fornari et al. 1996). In Mause-Thymozyten (Eichhorst et al. 2001) ebenso wie
in Lebermetastasen eines Kolonkarzinoms (Backus et al. 2001) wurde durch 5'-
Fluorouracil Apoptose induziert GUber eine vermehrte Expression von CD95 und
dem CD95-Liganden. Jedoch wurden auch CD95-unabhanige Mechanismen im
Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod beschrieben (Jiang et al.
1999). Der Tumorsuppressor p53 scheint eine Rolle — wenn auch keine
Vorreiterrolle (Yukimoto et al. 2001) — in der 5’-Fluorouracil-induzierten
Apoptose zu spielen: So wird in Kolonkarzinom-Zellen in Abhangigkeit von p53
die Ferredoxin-Reduktase vermehrt exprimiert, was in Mitochondrien zu
vermehrtem oxidativen Stress fuhrt und letztendlich die Zellen in Apoptose
uberfuhrt (Hwang et al. 2001). Prinzipiell ist es denkbar, dass Zytostatika tUber
Veranderungen der Expression verschiedenster Gene Einfluss nehmen auf
Schlusselfunktionen der Zellen wie Apoptose oder Tumorgenese. Eine
bedeutende Rolle hierbei wird verschiedenen kleinen G-Proteinen

zugeschrieben.

1.3 Kleine G-Proteine

1.3.1 Struktur und Funktion

Unter den kleinen G-Proteinen versteht man monomere Molekile mit einer
Masse zwischen 20 und 40kDa, welche Guanin-Nukleotide binden,

hydrolysieren und auf diese Weise eine Vielzahl verschiedener Prozesse
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kontrollieren (Paduch et al. 2001). Viele der kleinen G-Proteine mussen
posttranslationell modifiziert werden, um ihre Funktionsfahigkeit zu erlangen.
Die G-Domane, wie der Ort der Nukleotidbindung und GTPase-Aktivitat auch
bezeichnet wird, umfasst etwa 200 Aminosauren, befindet sich im Kern eines
jeden G-Proteins und ist typisch fiir die ganze Uberfamilie: Die G-Domane setzt
sich zusammen aus 6 [-Faltblattern und 5 o-Helices, welche wiederum 5
Schleifen (G1-G5) ausbilden. Diese Schleifen, welche die Stelle der Guanin-
Nukleotid-Bindung ausbilden, sind die am besten konservierten Elemente
dieser Domane und definieren die gesamte Familie der G-Proteine (Sprang
1997a, Sprang 1997b).

Der aktive und inaktive Zustand der kleinen G-Proteine wird durch die GTP-
bzw. GDP-gebundene Form dieser Moleklle definiert. Ein vorgeschaltetes
Signal bedingt die Dissoziation von GDP von der GDP-gebundenen Form des
kleinen G-Proteins; nachfolgend erfolgt die Bindung von GTP. Kleine G-
Proteine fungieren als molekulare Schalter, welche ein Signal stromaufwarts
liegenden Ursprungs durch Beeinflussung eines Effektors umsetzen (Takai et.
al 2001). Verschiedene regulatorische Protein-Familien sind am Wechsel
zwischen aktivem und inaktivem Zustand der kleinen G-Proteine beteiligt.
Bislang sind uber 150 kleine G-Proteine bekannt. In Abhangigkeit von Struktur,
Sequenz und Funktion lassen sich diese in mindestens 5 Familien unterteilen:
Ras, Rho, Rab, Arf und Ran. Mitglieder der Ran-Familie regulieren den
nukleozytoplasmatischen Transport und die Organisation der Mikrotubuli. Arf-
GTPasen regulieren das sog. Vesikel-Trafficking. Sowohl Ras- als auch Rho-
GTPasen regulieren Schlussel-funktionen der Zellen wie Wachstum, Apoptose,
Fettstoffwechsel und Regulation der Transkription.

Die B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors, ein kleines G-
Protein, das im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht und Uber dessen
genaue Funktion noch Unklarheiten bestehen, lasst sich jedoch keiner dieser

Familien eindeutig zuordnen.
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1.3.2 Kleine G-Proteine und die B-Untereinheit des Signalerkennungspartikel-
rezeptors - ein Vergleich

Es konnte aus S. cerevisiae erstmalig die Kristall-Struktur der GTP-bindenden
B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors dargestellt werden
(Schwartz u. Blobel 2003). Abbildung 5 zeigt die Struktur des Komplexes,
bestehend aus der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors
(blau), der SRX-Doméane der o-Untereinheit (rot) entsprechend dem Effektor
und GTP (gestrichelt):

M]L?M'GTF 3’5““1.155

Abb. 5:

Struktur des Komplexes, bestehend aus der B-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors (blau), der SRX-Doméne der a-Untereinheit (rot) entsprechend dem
Effektor und GTP (gestrichelt). Residuen 64-72 der [-Untereinheit des Signal-
erkennungspartikelrezeptors (gelb) bilden die Hauptinteraktionsseite mit der o-
Untereinheit; diese Region beinhaltet Switch 1. Sekundarstrukturen genauso wie C- und
N-terminale Enden sind markiert. Unstrukturierte Schleifen sind grau dargestellt.
Abbildung B ist gegeniiber Abbildung A um 90° im Gegenuhrzeigersinn um die
Horizontalachse gedreht.

(Abbildung aus Schwarz u. Blobel 2003)
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Aufgrund der typischen Faltblatt-Helix-Struktur teilt die B-Untereinheit des
Signalerkennungspartikelrezeptors die Charakteristika der kleinen G-Proteine.
In Abbildung 6 lassen sich die GTP-bindenden Domanen von SR und einer
GTPase der Ras-Familie annahernd kongruent dbereinander liegend
darstellen. Dies weist auf eine signifikante Homologie zwischen beiden
GTPasen hin.
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Abb. 6:

Vergleich der GTP-bindenden Doménen von SR und Ras unter
Auslassung von Seitenketten. Nukleotid-bindende Stellen sind
jeweils als Rohren dargestellt, wobei die SR und Ras grau
dargestellt sind.

(Abbildung aus Schwartz u. Blobel 2003)
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Auch ein Vergleich der Konsensussequenzen belegt die Zugehdrigkeit von SR
zur Familie der kleinen G-Proteine (Legate u. Andrews 2003; Miller et al. 1995).
Abbildung 7 zeigt Homologien in den Aminosauresequenzen von Ras, Sar-1,
ARF und der SR} auf:
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Abb. 7:

Vergleich der Aminoséauresequenz von SRB mit den Sequenzen von Ras, Sar-1 und ARF.
Die Homologien belegen die Verwandtschaft der 4 aufgezeigten GTPasen.
AuBerdem dargestellt: die GTPase-Motive G1-G5 sowie potenzielle Ubereinstimmungen
zwischen den Sekundarstrukturen von SRB und Ras. Alle Sequenzen entstammen
Saugetierzellen.

(Abbildung aus Miller et al. 1995)

Die Bindungsart zwischen SR} und dem dazugehdrigen Effektor, SRX der o-
Untereinheit, zeigt ebenfalls groRe Ubereinstimmungen mit typischen Ras-
GTP/Effektor-Komplexen und Arf-GTP/Effektor-Komplexen auf:
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In Abbildung 8 findet sich in schematischer Darstellung ein Vergleich des SRp-
GTP/SRX-Komplexes mit einem Arf-GTP/Effektor-Komplex sowie einem Ras-
GTP/Effektor-Komplex:

Abb. 8:

Vergleich des Effektor-Komplexes von SRB-GTP/SRX mit dem der GTPasen
vom Ras- und Arf-Typ. Exemplarische Darstellung von Ras-GTP/Ral/GDS
als Beispiel eines Ras-GTP/Effektor-Komplexes, Arl2-GTP/PDESJ als Beispiel
eines Arf-GTP/Effektor-Komplexes.

Der SRP-GTP/SRX Komplex stimmt mit typischen G-Protein/Effektor-
Komplexen strukturell iiberein.

Von links nach rechts: SRB-GTP/SRX, Ras-GTP/Ral/GDS, Arl2-GTP/PDES.
Die GTPase-Doméanen wurden ibereinander gelegt und in der gleichen
Orientierung dargestellt. GPTase-Domadnen sind blau, Effektor-Doménen
rot, Switch-1-Regionen gelb und gebundene Nukleotide griin dargestelit.
(Abbildung aus Schwartz u. Blobel 2003)

Trotz der zuvor aufgefihrten Gemeinsamkeiten mit den kleinen G-Proteinen
weist die SRp einige strukturelle Besonderheiten auf, aufgrund derer keine

eindeutige Zuordnung zu einer der Familien erfolgen kann:
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Charakteristisch fir SR ist eine verlangerte Helix o4, die sich aus dem
Proteinkern vorwdlbt. Das C-terminale Ende dieser Kette verbindet sich nach
Ausbildung einer Schleife wieder mit dem Kern.

Weiterhin wird die B-Untereinheit durch eine aminoterminale transmembrane
Domane fest in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums verankert;
andere GTPasen vom Ras-Typ hingegen gehen jeweils nur reversible
Bindungen mit Membranen ein.

AuRerdem befindet sich bei der B-Untereinheit — zumindest bei hoher
entwickelten Eukaryoten — in der G1-Konsensus-Sequenz die Aminosaure
Cystein an der Stelle, an der sich bei fast allen anderen GTPasen vom Ras-Typ
die Aminosaure Glycin befindet.

Eine weitere Ausnahme findet sich in GTPasen vom Arf-Typ, diese Position
wird hier durch die Aminosaure Asparaginsaure besetzt.

Es wird vermutet, dass der Austausch von Glycin durch Cystein in der -
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors mit einer schnelleren und
stabileren Bindung von GTP an die B-Untereinheit einhergeht; die Affinitat zu
einem bestimmten Nukleotid scheint hierdurch jedoch nicht beeinflusst zu
werden (Legate u. Andrews 2003).

Diese stabile Bindung zu GTP wuirde auch die Tatsache erklaren, dass sich die
SRP als einzige GTPase in der GTP-gebundenen Form aufreinigen lasst
(Legate u. Andrews 2003). Die Vermutung liegt nahe, dass SRp katalytisch
inert ist — eine Eigenschaft, durch die sich die Arf-Unterfamilie im Gegensatz zu
anderen kleinen G-Proteinen der Ras-Familie auszeichnet (Schwartz u. Blobel
2003)

Die grofdte Verwandtschaft scheint somit zu Ras- und Arf/Sar-GTPasen zu
bestehen. Besonders erstgenannter Familie kommt eine Schlusselfunktion in
der Kontrolle von Apoptose und Zellwachstum zu.

Diese strukturelle Verwandtschaft lasst eine ahnliche Funktion der -
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors vermuten, wenngleich die
Bedeutung von SR bislang hauptsachlich in der Signalerkennung gesehen

wurde.
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1.4 Signalerkennung und Signalerkennungspartikelrezeptor

1.4.1 Das Prinzip der Signalerkennung

Jedes Organell bedarf eines standigen Nachschubes an Proteinen und Lipiden
— sei es zur Funktionserhaltung, zur Organellduplizierung im Rahmen der
Zellteilung oder zur Sezernation. Wahrend Mitochondrien, Peroxisomen und
das Endoplasmatische Retikulum diese Stoffe direkt aus dem Zytoplasma
beziehen, werden der Golgi-Apparat, die Lysosomen und die Kernmembran mit
Proteinen und Lipiden Uber das Endoplasmatische Retikulum indirekt beliefert.
Von entscheidender Bedeutung ist die zielsichere Verteilung dieser Substanzen
an den Ort ihrer Bestimmung, was unter anderem durch das Zusammenspiel
der GTPasen ,Signalerkennungspartikel’ und ,Signalerkennungspartikel-
rezeptor’ ermdglicht wird. SRP erkennt das Signalpeptid, eine Teilsequenz von
15 bis 30 Aminosauren am N-terminalen Ende des fur das ER bestimmten
Peptids, sobald es aus dem Ribosom heraustritt. Alsbald tritt eine Bindung
zwischen beiden ein. Hierdurch wird eine Verlangsamung der Proteinsynthese
bis zum Anbinden an den in der ER-Membran verankerten SR bewirkt. Bei dem
Signalerkennungspartikelrezeptor handelt es sich um ein Heterodimer, das sich
aus einem 70kDa peripheren Membranprotein, SRa, und einem 29,7kDa
integralen Membranprotein, SR, zusammensetzt; SRo wird indirekt Gber SR
mit der ER-Membran verankert.

Nach dem Andocken an SR wird SRP wieder freigesetzt, die Proteinsynthese
wieder aufgenommen und die wachsende Polypeptidkette durch ein in der
Membran verankertes Translokon — gebildet von dem Sec61p-Komplex — in
das ER-Lumen freigesetzt oder aber — je nach seiner Bestimmung in
Abhangigkeit von eventuell weiteren vorhandenen Signalsequenzen — in der
Membran verankert (Walter et al. 2001).
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Folgendes Modell wird im Einzelnen fur das Targeting vermutet:

Abb. 9:

Modell fiir die SRB-vermittelte Regulation des SRP-abhangigen Protein-Targetings zum
Endoplasmatischen Retikulum. Erkldrung im Text.

(Abbildung aus Schwarz u. Blobel 2003)

Die GTPase des Signalerkennungspartikels, SRP54, bindet an die
Signalsequenz, welche aus dem Ribosom entsteht; es bildet sich ein Komplex
aus Ribosom, Signalerkennungspartikel und wachsender Polypeptidkette; die
Translation wird vorlUbergehend ausgesetzt. Dieser Komplex wird aufgrund
seiner Affinitdt zu dem zugehdrigen Rezeptor, der B-Untereinheit, die auf der
Oberflache des ERs lokalisiert ist, zur Membran des Endoplasmatischen
Retikulums geleitet. SR bleibt in die Membran integriert und muss durch einen
noch unbekannten Faktor mit GTP beladen werden, um an die
Bindungsdomane SRX (rot dargestellt) der a-Untereinheit binden zu kénnen.

In dem Komplex aus SR, SRP und Ribosom sind alle drei GTPasen mit GTP
beladen; der Komplex ist somit bereit zur Translokation. Die Signalsequenz
wird zum Translokon transferiert, SRP und beide Untereinheiten des Rezeptors
dissoziieren, und die Protein-Elongation wird wieder aufgenommen.

Uber die nachfolgende Hydrolyse von GTP ist bislang noch wenig bekannt,
moglicherweise ist eine Hydrolyse von SRB-GTP nicht zwingend erforderlich

(Fulga et al. 2001). Durch die Beteiligung der drei GTPasen wird sichergestellt,
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dass es sich bei der Translokation um einen unidirektionellen Prozess handelt
(Millman, et al. 1997; Legate u. Andrews 2003).

1.4.2 Die B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors

Die Funktion der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors, dessen
NH2-terminales Transmembransegment mit der Membran verbunden und
dessen COOH-terminale GTPase-Domane dabei der Cytosolseite des ER
zugewandt ist, bleibt nach dem derzeitigen Forschungsstand ungeklart. Fest
steht, dass SR GTP mit einer hohen Affinitat bindet und mit dem Ribosom zu
interagieren vermag, welches wiederum dessen GTPase-Aktiviat erhoht und
gleichzeitig die Affinitat fir Guanin-Nukleotide vermindert; das Ribosom scheint
also SR in seiner Nukleotid-freien Form zu stabilisieren. Das Vorhandensein
des Translokons wiederum scheint die Interaktion zwischen Ribosom und SR,
vermutlich durch direkte Bindung an das Ribosom, zu destabilisieren, wodurch
eine Bindung von GTP an SRf ermdglicht wird. Diese Bindung ist unabdingbar
fur die Freisetzung der Signalsequenz vom SRP und den Transfer zu dem
Sec61p-Komplex. Liegt hingegen SR nur in der GDP-gebundenen oder in der
freien Form vor, so bleibt die Signalsequenz an SRP gebunden; fehlt Sec61p,
so wird der GDP-gebundene Zustand durch das Ribosom stabilisiert und die
Signalsequenz bleibt ebenfalls an SRP gebunden.

Zuletzt dissoziiert SRP nach der Freisetzung des Peptides von SR unter
Hydrolyse von GTP (Fulga et al. 2001, Legate et al. 2000).

Diese Vorgange lassen darauf schlieBen, dass SRP die Freisetzung der
Signalsequenz vom SRP sowie deren nachfolgenden Eintritt in das Translokon
koordiniert und einen zielsicheren spezifischen Transfer gewahrleistet.

Der Verankerung der SRP mit dem ER scheint dabei jedoch nur eine
nachrangige Bedeutung zuzukommen, nachdem SRp auch ohne eine

transmembrane Domane funktionstuchtig ist (Ogg et al. 1998).
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1.5 Zielsetzung

Wie bereits erwahnt, Uben die beiden im CMF-Schema enthaltenen
Antimetabolite 5’-Fluorouracil und Methotrexat ihre Wirkungen nicht nur Gber
die Hemmung einzelner Enzyme aus, sondern vermdgen, auch die
Genexpression verschiedener maligner Zellen bzw. Zelllinien zu verandern. Die
molekularbiologischen Angriffspunkte sind jedoch sehr vielgestaltig, oft nur
teilweise verstanden und manchmal sogar noch vollkommen unklar. Daher
erhofft man sich, durch neue molekularbiologische Erkenntnisse langfristig die
zytostatische Therapie bei einer moglichst geringen Rate an Nebenwirkungen
zu optimieren und das Leben der Patienten zu verlangern.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Veranderungen der Genexpression zu
untersuchen, die durch MTX und 5-FU in Mammakarzinom-Zellen bewirkt

werden.
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2 Materialien und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Agarose, Appligene Oncor, Heidelberg

Ammoniumperoxosulfat (APS), Merck, Darmstadt

Ampicillin, ICN Biomedicals, Eschwege

Antihaftlésung ,,Serva BlueSlick“, Boehringer Ingelheim Bioproducts Partnership, Heidelberg
Bacto™ Agar, Becton Dickinson, Sparks/MD, USA

Bacto™ Yeast Extract, Becton Dickinson, Sparks/MD, USA
Bind-Silane plusone™, Pharmacia Biotech, Freiburg

Borséaure, Mallinckrodt Baker B. V., Deventer, Niederlande

Bovines Serum, (BSA) Fraktion V, Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen
Bromphenolblau, Merck, Darmstadt

CaCl,, Riedel-De Haén Laborchemikalien, Seelze

Dextransulfat, SERVA Feinbiochemika, Heidelberg

Diethyl Pyrocarbonate (DEPC), Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
DTT (0,1M), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

EDTA (25mM), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

EDTA-Salz, GERBU, Gaiberg

Eisessig, Merck, Darmstadt

Essigsaure, Merck, Darmstadt

Ethanol, Riedel-De Haén Laborchemikalien, Seelze
Ethidiumbromid, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

Fotales Kilberserum (FCS), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Ficoll Typ 400, Pharmacia Biotech, Freiburg

Formamid, Merck, Darmstadt

KCL-Reaktionspuffer, Promega, Miinchen

L-Glutamin, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

Glycerol, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Harnstoff (Urea), USB™, Cleveland/Ohio, USA

Hepes, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Magnesiumchlorid (25mM), Eurogentec, Seraing, Belgien

14,5M B-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
3-N-Morpholino-Propan-Sulfonsaure (MOPS), GERBU, Gaiberg
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Natriumchlorid, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Deutschland

Natriumcitrat, Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid, Baker, Deventer, Niederlande

Natriumphosphat, Merck, Darmstadt

Penicillin/ Streptomycin, 10 000 pg/ml, Seromed, Berlin
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25/24/1), Roth, Karlsruhe
Phosphate-buffered saline (PBS), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Polyvinylpyrrolidon, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

2-Propanolol (Isopropanolol), Riedel-De Haén Laborchemikalien, Seelze
Propidiumidiodid, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Puffer ,,10x Puffer®, Eurogentec, Seraing, Belgien

Puffer ,,10x KlenTag-PCR-Reaktions Puffer”, Clontech, Heidelberg

Puffer ,,buffer EcoR1’ Not1*“, MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Puffer ,,First Strand“; 5fach konzentriert, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
RNAse Inhibitor, 50U/ul, Boehringer, Mannheim, Deutschland

Salmon Testes DNA (Lachssperma), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Sequagele XR complete, Bio-Rad Laboratories, Minchen

Sequagele XR extended range, Bio-Rad Laboratories, Minchen

Servolit lonenaustauscher MB3, SERVA Feinbiochemika, Heidelberg
Sodiumdodecylsulfat (SDS), Gerbu Biotechnik, Gaiberg, Deutschland
Staurosporin, Roche Diagnostics, Mannheim

Sucrose, SERVA Feinbiochemika, Heidelberg

SYBR® Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, Weiterstadt

Tris, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Trypsin/EDTA, PAN Biotech, Aidenbach

Tryptone Peptone, Becton Dickinson, Sparks/MD, USA

Ultrapure dNTP Set, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-f-D-galactopyranosid), PeqLab, Erlangen
Xylene-Cyanol FF, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Zytostatika:
e Methotrexat, 5-Fluorouracil beide Substanzen wurden von der
Apotheke der Universitatskliniken zubereitet und die

entsprechenden Mengen in 1ml NaCl 0,9% gelost
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2.1.2 Haufig verwandte Puffer

10xMOPS-Puffer (pH 6,5-6,8)

20xSSC (standard saline citrate)

RNA-Gel-Ladepuffer

50xTAE-Puffer

DEPC-H,0

DNA-Gel-Ladepuffer

Denhardt’s

10xTBE-Puffer

200mM MOPS
50mM Na-Acetat
10mM EDTA

3M NacCl
0,3M Natriumcitrat

0,86% Glycerin
0,5% Bromphenolblau
100mM Natriumphosphat

100ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
2429 Tris
57,1ml Eisessig

ad 11 H,O

1ml DEPC
11 H,O

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylene Cyanol FT
40% (w/v) Sucrose in H,0

5g Ficoll Typ 400
5g Polyvinylpyrrolidon
5g BSA Fraktion V

ad 500ml H,O

1,34M Tris pH 8,8
0,44M Borsaure
25mM EDTA
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Differential-Display-Gel-Ladepuffer

Hybridisierungspuffer

Waschpuffer-1

Waschpuffer-2

Inkubationspuffer fiir Annexinfarbung

Markierungslosung

Denaturierungspuffer

Neutralisierungspuffer (pH 7,5)

4x SET Puffer (pH 7,8)

0,05% Bromphenolblau
0,05% Xylen Cyanol FF
20mM EDTA pH 8
9,5ml Formamid

237,5mg Servolit lonenaustauscher MB3

15g Dextransulfat in 462ml H,O
60ml 20xSSC

60ml Denhardt’s

3ml 20% SDS

6ml Natriumpyrophophat

4,8ml 250mM EDTA

1,8ml Lachssperma

2xSSC
0,5% SDS

0,1xSSC
0,1% SDS

10mM Hepes, pH 7,4
140mM NaCl
5mM CaCl,

1000ml Inkubationspuffer
20ul Annexin
20yl Propidiumiodid (50ug/ml)

1,5M NaCl
0,5M NaOH

1,5M NaCl
1M Tris

0,6M NaCl

4mM EDTA
80mM Tris
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2.1.3 Filter und Membranen

Whatman 3MM, Schleicher & Schuell, Dassel
Gel-Blotting-Papier, Schleicher & Schuell, Dassel

Nylon Transfer Membran ,,To Fit Minifold®, Schleicher & Schuell, Dassel

2.1.4 Radiochemikalien

[oc-33P]-dATP-Revidue (10mCi/ml; 2500Ci/mmol), Amershan Pharmacia Biotech, Freiburg
[oc-szP]-dCTP (10mCi/ml; 3000Ci/mmol), Amershan Pharmacia Biotech, Freiburg

2.1.5 Molekularbiolgische Kits

Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit, Clontech, Heidelberg
Megaprime™ cDNA Labelling System, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
NICK™ Columns, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Oligotex™ mRNA Mini Kit, Qiagen, Hilden

One Shot™ Kit, Invitrogen BV, Groningen, Niederlande

QlAprep® Spin Miniprep Kit, Qiagen, Hilden

QlAquick™ Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden

QlAshredder™, Qiagen, Hilden

RNeasy® Mini Kit, Qiagen, Hilden

TOPO™ TA Kloning® Kit, Invitrogen BV, Groningen, Niederlande

2.1.6 Enzyme

Advantage™ cDNA Polymerase Mix, Clontech, Heidelberg,

DNA-Polymerase ,,Goldstar“ (5U/ul), Eurogentec, Seraing, Belgien

Desoxyribonuklease ,,DNAse I* (1U/ul), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

Restriktionsenzym ,,EcoRI“ (10U/ul), MBI Fermentas, ST. Leon-Rot

Reverse Transkriptase ,,SuperScript ™ RT Il “ (200U/ul), Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe

T4 DNA Polymerase (5U/ul), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

Advantage™ Klentag-Polymerase Mix, Clontech, Heidelberg

Taqg-Polymerase (5U/ul), Promega GmbH, Miinchen
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2.1.7 Nukleinsaurenstandards

DNA Langenstandard (100bp), Promega GmbH, Miinchen
DNA Langenstandard (1kb), Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

2.1.8 Oligonukleotide

Die Primer fir die Differential-Display-PCRs wurden von der Firma Eurogentec (Seraing,
Belgien) bezogen, Oligo(dt)- und M13 Primer von der Firma Gibco BRL Life Technologies
(Karlsruhe). Die Primer KSA6SQP1249s, KSA6SQP1596as, GAPDHas und GAPDHs wurden
von MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Aus dem PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit
(Clontech, Heidelberg) entstammen folgende Oligonukleotide: Adapter1 und 2, cDNA-Synthese-
Primer, Nested-PCR-Primer1 und 2R sowie PCR-Primer1. Soweit nicht anders angegeben,
wurden die Oligonukleotide in einer entsprechenden Menge H,O auf eine Konzentration von

50pmol/ul eingestellt. Die Darstellung der Sequenzen erfolgt, soweit nicht anders angegeben, in

5’-3’-Richtung.

Zufallsprimer1 GTGCAATGAG
Zufallsprimer2 CAATGCGTCT
Zufallsprimer3 AGGATACGTG
Zufallsprimer4 TCCCTTTAGC
Zufallsprimer5 CGGATAACTG
Zufallsprimer6 AGGTTCTAGC
Zufallsprimer?7 TCCGACGTAT
Zufallsprimer8 GGAAGACAAC
Zufallsprimer9 AGAAGCGATG
Zufallsprimer10 CCATTTACGC
Zufallsprimer11 AAATCGGAGC
Zufallsprimer12 GTCCATAGCA
Zufallsprimer13 TACACTAGCG
Zufallsprimer14 CATAGCCCTT
Zufallsprimer15 CTACTAGGGT
Zufallsprimer16 AGTGAATGCG
Zufallsprimer17 ACGATTCCTG
Zufallsprimer18 TTTACGGTGG
Zufallsprimer19 ATGGTGTAGC
Zufallsprimer20 AATCACACCC
Zufallsprimer21 ACGCTACATC
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Zufallsprimer22
Zufallsprimer23
Zufallsprimer24
Zufallsprimer25
Zufallsprimer26
Zufallsprimer27
Zufallsprimer28
Zufallsprimer29
Zufallsprimer30
Zufallsprimer31
Zufallsprimer32
Zufallsprimer33
Zufallsprimer34
Zufallsprimer35
Zufallsprimer36
Zufallsprimer37
Zufallsprimer38
Zufallsprimer39
Zufallsprimer40
ZufallsprimerDOC

Adapter1 (10pmol/ul)

Adapter2 (10pmol/ul)

Ankerprimer-X

cDNA-Synthese-Primer (10pmol/pul)
GAPDHas (100pmol/pl, )
GAPDHSs (100pmol/ul)

CGAAACAGTC

CTTACACTTG

GTTAGTGGCA

ATCTGAGGAG

AAGATAGCGG

CCTATCCGTT

GATTGCGTTC

CGTTCGTGTA

TGCTGTGAAC

TAGCACAGTC

CCAAACTGCT

CTTGAGTGGA

GGATCTGAAC

TCCTCAAGAC

AGCGTAACCT

CCACTTTGAG

GAGATGACGA

TCGCTATCTC

TGACTTGGCT
ACAAGGCACCGGTGCCTTGT
CTAATACGACTCACTATAGGGCTCG-
AGCGGCCGCCCGGGCAGGT
3-GGCCCGTCCA-5’
CTAATACGACTCACTATAGGGCAGC-
GTGGTCGCGGCCGAGGT
3-GCCGGCTCCA-5’
pd(T)12-V-X (X= A,T,G oder C)
TTTTGTACAAGCTT5N;N
TGTTATGGGGTCTGGGATGGA
CCTGGACCACCCAGCCCAGCA

KSABSQP1249s (100pmol/ul; 20pmol/ul) CTATTTCCAGTTGCCTCTGAAGTTCACA
KSABSQP1596as (100pmol/ul; 20pmol/ul) CAAGCAGCACATGAAGATGGCCCAGGAG

MITOs (100pmol/pl)

MITOas (100pmol/ul)

M13s (10pmol/ul)

M13as (10pmol/ul)
Nested-PCR-Primer1 (10pmol/pl)

AAATCAACAAAACTGCTCGCCAGAACAC
TACG
CGTGGGTACTTGCGCTTACTTTGTAGCC
TTCA
GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC
TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT
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Nested-PCR-Primer2R (10pmol/ul) AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT
Oligo(dt)-Primer (3ug/ul) pd(T)12-18
PCR-Primer1 (10pmol/ul) CTAATACGACTCACTATAGGG

2.1.9 Kulturmedien

ZELLKULTUR:
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
RMPI 1640, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

BAKTERIENKULTUR:
SOC Medium, Invitrogen BV, Groningen, Niederlande

LB (Luria-Bertani)-Medium (pH 7,0) 10g Bacto-trypton
59 Bacto-yeast
10g NaCl

ad 11H,0

LB-Agarplatten 500ml LB-Medium
7,59 Bactoagar
20mg X-Gal
30mg IPTG
50mg Ampicillin

2.1.10 Antikorper

Annexin-V-FLOUS, Roche Diagnostics, Mannheim
IgG1-FITC-Goat-Antibody, Southern Biotech, Birmingham, USA
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2.1.11 Gerate, Zubehor und Verbrauchsmaterialien

Abdeckfolien ,,ABI PRISM® Optical Adhesive Covers“, Applied Biosystems, Weiterstadt

ABI PRISM™ 7700 Sequencen Detection Systems, Applied Biosystems, Weiterstadt

Agarosegel-Elektrophoresekammer, Harnischmacher, Minchen

Autoradiographie-Expositionskassetten, MS-Laborgerate Schréder OMG, Wiesloch

BioMax MR-1 Kodak Film, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

DNA- Engine ,,Peltier Thermal Cycler PTC-200“, Biozym, Hess. Oldendorf

Durchflusszytometer ,,Epics®-XL-MCL“, Coulter, Krefeld

Einfrierrohrchen ,,Cryotubes®, Nunc, Wiesbaden

Elektronische Prazisionswaage, Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz

Entwickler ,,SCOPIX LR 5200“, Agfa, Mortsel, Belgien

Frischhaltefolie ,, Toppitis“, Melitta, Minden

Gelelektrophoresekammer Modell S2 (vertikal), Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe

Geltrockner ,,Modell 583“, Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Glaspipetten 5ml, 10ml und 25ml ,,Falcon®*, Becton Dickinson Europ. HQ, Erembodegem-

Aalst

Glasplatten (Spezialanfertigung)

Inkubatoren, Heraeus Sepatech, Osterode

Klebeband, schwarz, Tesa, Beiersdorf, Hamburg

Kiihlzentrifuge mit Vakuumpumpe, Speed Vac, Model SC 110a, Savant, Holbrook, USA

Microwellen-Heizgerat, EHG Elektroholding (ehemals AEG), Frankfurt

PCR-ReaktionsgefiBe ,,0.5 ml PCR tubes“, Biozym, Hess. Oldendorf

Petrischalen, Nunc, Wiesbaden

pH-Meter, Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz

Pipettierhilfe ,,Pipetboy acu“, Integra Biosciences, Fernwald

Pipetten, Abimed, Langenfeld

Pipettenspitzen, ,filter tip*“; 20ul, 200ul, 1000pl, Greiner, Frickenhausen und Solingen

Pipettierplatte ,,Micro Amp®*“, Applied Biosystems, Weiterstadt

ReaktionsgefiaBe, 1.5ml, Eppendorf, Hamburg

Spannungsgerite ,,Modell 455, Consort, Turnhout, B.

Sterilwerkbank ,,Microflow*, Nunc, Wiesbaden

Thermomixer-Heizblock, Eppendorf, Hamburg

Thermomixer ,,5436“, Eppendorf, Hamburg

UV-Spektrophotometer ,,DU 7400, Beckmann Instruments, Miinchen

UV-Transluminator mit Sofortbildkamera ,,Eagleye I, Stratagene, Heidelberg
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Vortex-Mixer ,,Reax Top C*“, Heidolph, Kehlheim
Zellkulturflaschen ,,NunKlon ™ A Surface‘, Nunc, Wiesbaden
Zellkulturrohrchen, Greiner, Frickenhausen und Solingen
Zentrifuge ,,5417%, Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge ,,Megafuge 1.0.R", Heraeus Sepatech, Osterode

Zentrifugenrohrchen ,,Falcon“, Becton Dickinson Europ. HQ, Erembodegem-Aalst

2.1.12 Software

DNA-Strider, Biology Department, Lewis & Clark College, Portland, Oregon

Auf folgende Programme wurde Uber das Internet Zugriff genommen:
CMBI Clustal W Server, http://www.cmbi.kun.nl/bioinf/tolls/slustalw.html
NCBI-Programm ,,BLAST“, http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/
NCBI-Genbank, http://www4.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Versuche wurden mit den adharenten Mammakarzinom-Zelllinien MCF-7
und KS durchgefuhrt. Bei Ersterer handelt es sich um weltweit verbreitete,
epithel-ahnliche Tumorzellen eines Adenokarzinoms der Mamma; Letztere
entstammt einer Primarzellkultur aus Aszites einer Mammakarzinom-Patientin
an der Universitats-Frauenklinik Heidelberg und besteht histologisch ebenfalls
aus adenoiden Mammakarzinom-Zellen. Die Kultivierung erfolgte steril in einer
5%igen COz-Atmosphare bei 37°C in Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM), angereichert mit 10% Hitze-inaktiviertem fotalen Kalberserum, 1%

Glutamin und 100ug/ml Streptomycin.

Die Kultivierung der Jurkat-Zellen (einer humanen T-Zell-Leukamie-Zelllinie),

welche als Positivkontrolle in der Durchflusszytometrie dienten, erfolgte mit

RPMI1640-Medium, supplementiert mit 10% Hitze-inaktiviertem fotalen

Kalberserum, 1% Glutamin und 100ug/ml Streptomycin.

Zur Expansion wurden die Zellen zweimal wochentlich wie folgt geteilt:

e Hierzu wurde zunachst das Medium entfernt und der Zellrasen mit 2 bis 10ml
PBS je nach Flache der Kulturflasche gewaschen.

e Um die adharenten Zellen vom Boden der Kulturflasche loszulésen, wurden
die Zellen je nach Flache der Kulturschale mit 2 bis 10ml eines
0,5/0,02%igen Trypsin/EDTA-Gemisches fur circa 5min bei 37°C inkubiert.

e Danach wurde die Reaktion durch Zusatz des Mediums abgestoppt und die
Zellsuspension bei 1200 U/min (200 g) 7min zentrifugiert.

e Nach dem Dekantieren des Uberstands wurden die Zellen zur Expansion auf
mehrere — meist vier — Kulturflaschen aufgeteilt oder aber fir Experimente

verwandt.
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2.2.2 Inkubation

Zur Durchfihrung der Differential-Display PCR wurden MCF-7-Zellen mit
22,5ug 5-Fluorouracil pro ml Medium 8h inkubiert.

Zur Durchfihrung der Subtraktiven Hybridisierung wurden KS-Zellen 8h mit 3ug
Methotrexat pro ml Medium behandelt.

Zur Apoptose-Testung mittels Durchflusszytometrie wurde in KS-Zellen mit
MTX ein Zeitverlauf Uber 1-24h durchgefuhrt, um so eventuelle zeitabhangige
Effekte der Substanz auf die Induktion von Apoptose und Nekrose in den
malignen Zellen zu detektieren.

Um gleiche Versuchsbedingungen in Kontrolle und Testansatz zu erhalten
wurde allen Kontrollen das gleiche Volumen an physiologischer Kochsalzlosung

zugesetzt, in dem die Zytostatika geldst worden waren.

2.2.3 Isolierung der RNA

Die Isolation der RNA aus den kultivierten Zellen wurde unter Verwendung des
QlAshredder™ Kits, des RNeasy® Mini Kits und zur Gewinnung von mRNA
zusatzlich des Oligotex™ mRNA Mini Systems nach Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt:

¢ Wie zuvor beschrieben, wurden die Zellen trypsiniert und zentrifugiert.

e Das Zellsediment wurde sofort in 500ul eines RLT-Lyse-Puffer/14,5M [3-
Mercaptoethanol-Gemisches (im Verhaltnis 100:1) lysiert und auf eine
QIAShredder™-Saule uberflhrt.

e Es schloss sich ein zweiminutiger Zentrifugationsschritt bei 14 000 U/min an.

e Die Saule wurde mit 250ul RLT-Lysepuffer nachgewaschen und erneut bei
gleicher Dauer und Umdrehungszahl homogenisiert.

e Danach wurde das Eluat mit dem gleichen Volumen eines 70%igen, RNAse-
freien Ethanols vermengt und maximal 700ul des Lysat/Ethanol-Gemisches
auf eine RNeasy®-Saule Ubertragen, welche bei 10 000 Umdrehungen pro

Minute 15s zentrifugiert wurde.
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Der Durchfluss konnte verworfen werden.

In derselben Weise konnte mit 700ul RW1-Waschpuffer die DNA
ausgewaschen und entfernt werden. Proteine und Salze wurden durch das
zweimalige Waschen mit je 500ul des mit Ethanol supplementierten RPE-
Puffers entfernt; die dazu notwendigen Zentrifugationen wurden im ersten
Waschgang mit 10 000 U/min, im letzten mit 14 000 U/min durchgeflhrt.
Dann wurde die Saule in der Zentrifuge bei 14 000 U/min getrocknet, bevor
die Gesamt-RNA letztlich in zwei Arbeitsschritten mit je 35ul RNAse-freien
Wassers nach je einminitiger Inkubation durch je 60s dauernde
Zentrifugationen bei 10 000 U/min in ein steriles Eppendorf-Gefal} eluiert
werden konnte.

Danach konnte die Qualitat der RNA wie nachfolgend beschrieben bestimmt
werden und anschlieRend die RNA verdaut und revers transkribiert werden.
Wurde jedoch — wie bei der Subtraktiven Hybridisierung — anstelle der
Gesamt-RNA mRNA bendtigt, so war ein weiterer Separationsschritt
notwendig, wofur das Oligotex™-System wie folgt verwandt wurde:

Bis zu 3mg Gesamt-RNA konnten, in Abhangigkeit von der eingesetzten
RNA-Menge gel6st in einem Volumen bis maximal 500ul, in einem Ansatz
eingesetzt werden.

Das gleiche Volumen des OBB-Bindungspuffers wurde je nach eingesetzter
RNA-Menge, sowie 15-175ul Oligotex™-Suspension hinzugefligt und die
Suspension fur 3min auf 70°C erhitzt, um die Sekundarstrukturen der RNA
aufzuldsen.

Die nachfolgende Inkubation von 10min Dauer bei Raumtemperatur diente
zur Hybridisierung zwischen der RNA und der Oligo-d(T)-Sequenz der
Oligotex™-Partikel.

Es schloss sich eine zweiminutige Zentrifugation bei 14 000g an, das
Sediment wurde in 400ul-600ul OW2-Waschpuffer aufgenommen und die
Suspension auf eine Zentrifugationssaule uUberfuhrt und wiederum 1min

zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde nochmals wiederholt.
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Die isolierte Messanger-RNA konnte in zwei Elutionsschritten mit je 20pl-
100ul des auf 70°C erwarmten OEB-Elutionspuffers durch je einminutige

Zentrifugation bei 14 000g gewonnen werden.

2.2.4 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit

Die optische Dichte einer RNA wurde bei den Wellenlangen 260 und 280nm

bestimmt, um eventuelle Verunreinigungen zu detektieren. Die RNA galt als

rein, wenn der Quotient aus den optischen Dichten bei 260nm und 280nm

einen Wert von 1,9 (bei pH 7,5) nicht unterschritt. Gleichzeitig konnte auf diese

Weise die Konzentration der RNA bestimmt werden:

RNA-Konzentration in ng/ul = optische Dichte bei A260nm x 40 x 1/Verdinnung

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Integritat der RNA wurde durch die Agarose-Gelelektrophorese
uberpruft: Hierzu wurde 1% Agarose durch kurzes Aufkochen in 1x MOPS
gelost.

Vor dem Erstarren der Flussigkeit wurde 1pl des Farbstoffes Ethidiumbromid
pro 50ml Volumen zugefugt.

Das erstarrte Gel wurde in eine Flachgel-Elektrophoresekammer uberfuhrt
und mit je1ug RNA/Probe, erganzt durch 3ul RNA-Auftragspuffer, beladen.
Die Elektrophorese erfolgte in 1x MOPS bei 80mV. Nach dem Gellauf wurde
die RNA durch Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlange 254nm sichtbar
gemacht und fotografiert.

Die DNA-Gelelektrophorese wurde nach dem gleichen Prinzip durchgefuhrt.
Statt MOPS-Puffer wurden jedoch entweder TAE- oder TBE-Puffer als
Laufpuffer verwandt. Aullerdem wurde den Proben ein spezieller DNA-

Auftragspuffer vor der Beladung des Gels zugefugt.
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2.2.6 DNAse-Verdau

Fir den DNAse Verdau wurden eingesetzt:
2ug RNA
2ul DNAse
1ul 10x Puffer

ad 10l H2Opepc
Nach 15minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch
Zugabe von 1yl 26mM EDTAs terminiert und das Enzym anschlie3end durch
die 10minutige Behandlung bei 70°C denaturiert.

2.2.7 Reverse Transkription

REVERSE TRANSKRIPTION FUR DIFFERENTIAL DISPLAY

Die Gewinnung der cDNA erfolgte wie nachfolgend beschrieben:

5ul RNA

5ul H2Opgpc und

5ul Ankerprimer/Ankerprimergemisch
wurden bei 70° C fur 10 Minuten in dem PTC-200 Thermal Cycler erhitzt.
Bei 42°C erfolgte die Zugabe folgender Substanzen:

8ul First Strand-Puffer

4ul DTT

1ul RNAse Inhibitor

2ul ANTPs (10mM)

9ul H2Opepc

1ul Reverse Transkriptase ,SuperScript ™ RT [I”
Die Reaktion wurde bei 42°C 60min belassen, bevor das Enzym in einem
nachsten Schritt bei 70°C 15 Minuten denaturiert wurde. Es erfolgte eine
Verdunnung der cDNA mit 60ul H20O.
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REVERSE TRANSKRITION FUR DIE SUBTRAKTIVE HYBRIDISIERUNG
Die Reverse Transkription fur die Subtraktive Hybridisierung wird, da die

Reagenzien bereits dem KIT entstammen, gesondert aufgefuhrt

REVERSE TRANSKRIPTION FUR DIE DOT-BLOT-ANALYSE
Die Reaktion gleicht in der Durchfihrung der zuvor beschriebenen. Ein
Reaktionsansatz setzte sich letztlich wie folgt zusammen:
50-500ng mRNA in entsprechendem Volumen
1,6l Oligo-(dT)-Randomprimer
4ul 5xFirst Strand Puffer
2uI DTT
1ul dNTP Mix (10mM)
1ul Reverse Transkriptase ,SuperScript ™ RT II”

ad 20|J| HzoDEpC

2.2.8 Methoden zur Detektion der differenziellen Genexpression

Hoéhere Organismen verfigen in ihrem Erbgut Uber ca. 100 000 Gene, von
denen jedoch nur ein geringer Prozentsatz gleichzeitig exprimiert wird. Die
restlichen Gene ruhen, kénnen aber durch veranderte aufl’ere Bedingungen —
wie zum Beispiel die Behandlung mit Zytostatika — aktiviert werden. Veranderte
Umweltbedingungen konnen jedoch genauso bereits aktivierte Gene
reprimieren; in beiden Fallen kann ein veranderter, u. U. pathophysiolgisch
relevanter Phanotyp resultieren.

In den Methoden ,Differential Display“ und ,Subtraktive Hybridisierung® finden
sich zwei potente Methoden, um Veranderungen in der Genexpression von
Zellen im Verlauf pathologischer Prozesse bzw. als Reaktion auf auliere Reize

zu detektieren.
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2.2.8.1 Die Differential-Display-PCR

Die Differential-Dispaly-PCR beruht auf einem von Liang und Pardee (Liang u.
Pardee 1998, Liang et al 1995) entwickelten Verfahren:

Dabei wird die cDNA (gewonnen aus der RNA der miteinander zu
vergleichenden Zellpopulationen) unter Verwendung eines Anker-Primers und
verschiedener Zufallsprimer vervielfaltigt und mit 3p radioaktiv markiert. Die auf
diese Weise erhaltenen PCR-Produkte werden auf einem Polyacrylamid-
Sequenziergel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Autoradiographie mit
denen der Vergleichsprobe verglichen. Jede nur in einer Probe sichtbare Bande
deutet auf die unterschiedliche Expression eines Gens hin. Diese Bande kann
dann aus dem Gel ausgeschnitten, die darin enthaltene cDNA reamplifiziert,
kloniert und sequenziert werden; die Sequenz kann anschlielend mit einer
Genbank verglichen werden. Sofern die Sequenz bekannt ist und sich
identifizieren lasst, ist es moglich, Ruckschlisse auf die Vorgange in den

untersuchten Zellverbanden zu ziehen.

Je Ansatz wurden eingesetzt:
2ul cDNA
1ul Zufallsprimer
2ul 10xPuffer
1,5ul MgCl;
1,6ul dNTPs (25uM)
1ul Ankerprimer,
0,1ul [0->°P]-dATP
0,2ul DNA-Polymerase ,GoldStar”

H,O ad 20yl
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Die Differential-Display-PCR fand in dem PTC-200 Thermal Cycler bei
folgendem Programm statt:

1min bei 96°C

30s bei 94°C

1min bei 42°C

30s bei 70°C

3,5min bei 70°C
Die Schritte 2-4 wurden insgesamt 40-mal nacheinander durchlaufen, bevor
nach dem letzten Zyklus die abschlieRende, dreieinhalbminttige DNA-
Amplifikation bei 70°C erfolgte.

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in vertikal angeordneten, 6%igen
Polyacrylamidgelen. Die Herstellung der Gele erfolgte durch Zusammenflhrung
der folgenden Vorratslosungen:

48ml Sequagel XR extended range

12ml Sequagel complete
Die Polymerisation wurde durch Zusatz von 450ul Ammoniumperoxidsulfat
initiiert.
5ul PCR-Produkt wurden durch ca. 45minuatiges Trocknen in der Kihlzentrifuge
mit Vakuumpumpe, durch nachfolgende Resuspension in je 3ul Probenpuffer
und durch 10minitiges Kochen vorbereitet, bevor das Gel beladen werden
konnte.
Die Elektrophorese wurde mit 1xTBE-Laufpuffer bei 40-60 Watt durchgefuhrt.
AnschlieBend wurde das Gel auf ein Whatman-Papier Uberfuhrt und das

Ergebnis mittels Autoradiographie visualisiert.

Ausschneiden der differierenden Banden

Waren unterschiedliche Banden in den beiden Vergleichspopulationen
erkennbar, wurde das Autoradiogramm deckungsgleich auf das getrocknete

Gel aufgelegt und das differenziell exprimierte PCR-Produkt ausgeschnitten.
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Die cDNA wurde mit 100yl autoklaviertem H,O 15min bei 96°C erhitzt, bei

14000 U/min 3min zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen.

Reamplifikation der ausgeschnittenen DNA

Die Amplifikation wurde mit dem gleichen Primerpaar, welches zuvor in der
Differential-Display-PCR verwandt worden war, durchgefuhrt.
Ein Ansatz setzte sich zusammen aus:

1ul DNA

2ul Zufallsprimer

5ul 10xPuffer

3,75ul MgCl,

4ul dNTPs (250uM)

2ul Ankerprimer

0,2ul DNA-Polymerase ,GoldStar”

ad 50ul H,O
Die PCR wurde bei folgenden Temperaturstufen durchgefuhrt:
1min bei 96°C
30s bei 94°C
1min bei 42°C
30s bei 70°C
Die Schritte 2-4 wurden 40-mal durchlaufen.
Danach konnte das PCR-Produkt wie im Kap. 2.2.9 beschrieben kloniert,

tranformiert, plasmidisoliert und letztendlich sequenziert werden.
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2.2.8.2 Die Subtraktive Hybridisierung

Prinzip der Subtraktiven Hybridisierung

Die Subtraktive Hybridisierung stellt eine effiziente Methode zur Isolierung von
cDNAs differenziell exprimierter Gene dar. Der verwandte PCR-Select™
Subtraction Kit (Clontech) basiert auf einem von Diatchenko et al. 1996
entwickelten Verfahren, das zur Anreicherung von cDNAs flhrt, die nur in einer
der zu vergleichenden RNA-Populationen vertreten sind. Die Subtraktive
Hybridisierung ermdéglicht die Anreicherung von cDNAs, die spezifisch in einer
sog. Tester-cDNA — nicht aber oder nur vermindert in einer
Vergleichspopulation, der sog. Driver-cDNA, — vorkommen.

Der Ablauf der Subtraktiven Hybridisierung ist in Abbildung 10 schematisch

dargestellt:
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Tester-cDNA + Driver-cDNA Tester-cDNA +
Adapterl (im Uberschuss) Adapter2

e e L —

1. Hybridisierung

' Wi
)]

2. Hybridisierung: Vermischung der Proben,
Zugabe von frischer, denaturierter Driver-
cDNA, Annealing

a, b,c,d+ e L

l Auffiillen der Enden

l Zugabe der Primer
Amplifikation mittels PCR

a, d: keine Amplifikation

E::} b->b’: keine Amplifkation

c: lineare Amplifikation

» - } e: exponentielle Amplifikation

Abb. 10:
Prinzip der Subtraktiven Hybridisierung
(Abbildung aus Clontech 2002)

Driver- und Tester-cDNA werden mit dem Restriktionsenzym RSAI geschnitten.
Nur die Fragmente der Tester-cDNA werden in getrennten Ansatzen mit
verschiedenen Adaptern ligiert und in 2 aufeinander folgenden Hybridi-

sierungen mit einem Uberschuss an Driver-cDNA inkubiert. Vor der zweiten
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Hybridisierung, in der die beiden getrennten Ligationsansatze vereinigt werden,
wird die cDNA nicht denaturiert.

Durch die beiden Hybridisierungsschritte werden differenziell exprimierte
Sequenzen angereichert und in ihrer Haufigkeit angeglichen. In den beiden
nachfolgenden PCR-Versuchen werden nur diejenigen differenziell
exprimierten, nicht mit der Driver-cDNA hybridisierten doppelstrangigen Tester-
cDNA-Fragmente exponentiell amplifiziert, die unterschiedliche Adapter
besitzen; der Hintergrund wird weiter reduziert. Mit Hilfe der Subtraktiven
Hybridisierung kénnen jedoch nur differenzielle Expressionen in der Tester-
cDNA detektiert werden, nicht jedoch in der Driver-cDNA, so dass die
Subtraktion zusatzlich reziprok durchgefuhrt werden muss, d.h. die ehemalige
Tester-cDNA dient in einem weiteren Ansatz als Referenz-cDNA (Driver-cDNA)
und umgekehrt.

Die so erhaltenen Fragmente werden durch T/A-Klonierung und nachfolgende
Kolonien-PCR vervielfaltigt. Eine Southern-Blot-Analyse wird anschlielend
durchgefuhrt, um zu bestatigen, dass individuelle Klone auch wirklich
differenziell exprimierte Gene reprasentieren. Hierfur wird die subtrahierte
cDNA in Form eines Dot-plots mit 2P markierter Driver-cDNA — und in einem
weiteren Ansatz auch mit Tester-cDNA — hybridisiert und mittels Autoradio-
graphie sichtbar gemacht. Die cDNA einer differenziell exprimierten mRNA
hybridisiert erwartungsgemaf nur mit dem Tester, nicht jedoch mit dem Driver.
Der Klon, aus dem die differenziell exprimierte Nukleinsdure entstammt, wird
dann weiter kultiviert und sein Plasmid mit dem interessierenden Insert isoliert.
Daran schlieRen sich die Sequenzierung und ein Datenbankvergleich mit
bereits bekannten Sequenzen an. Zuletzt war es erforderlich, das Ergebnis in

Kontrollexperimenten zu bestatigen.
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Durchfihrung
Soweit nicht anders aufgeflhrt, entstammen die Materialien dem PCR-Select™
Subtraction Kit und dem Advantage™ cDNA Polymerase Mix (beide Clontech);
die Sequenzen der Oligonukleotide werden in Kap. 2.2. gesondert aufgefuhrt.

Die Durchflihrung der einzelnen Schritte entspricht dem Herstellerprotokoll.

cDNA-Synthese
e Zunachst wurde aus jeweils 2ug mRNA unbehandelter KS-Zellen (Driver-
Population) bzw. behandelter KS-Zellen (Tester-Population) die
entsprechende doppelstrangige cDNA hergestellt.

Erststrangsynthese: 21ug mRNA
1ul cDNA-Synthese-Primer

ad 5pl H,0

Nach zweiminutiger Inkubation des Ansatzes bei 70°C und nachfolgender
Eisklhlung wurden folgende Substanzen zugefugt:

2ul 5x First-Strand-Puffer

1ul dNTP-Mix (10mM)

1ul H20

1ul AMV Reverse Transkriptase

Die Reaktion wurde fur 90min bei 42°C inkubiert und die Erststrangsynthese
durch Abkuhlen auf Eis beendet.

e Im zweiten Schritt der cDNA-Synthese wurden dem Ansatz weitere
Komponenten zugesetzt:
48,4l H,O
16ul 5x Zweitstrangpuffer
1,6ul ANTP Mix (10mM)
4ul 20x Zweitstrang-Enzymcocktail
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Die Synthese erfolgte innerhalb von 2 Stunden bei 16°C.

Danach wurden 2ul T4 DNA Polymerase zugegeben und die Inkubation fir
weitere 30min bei gleicher Temperatur fortgesetzt. Mit 4ul des 20x
EDTA/Glykogen-Mixes wurde die Zweitstrang-Synthese unterbunden.

Es schloss sich eine zweistufige Phenol/-Chloroform-Extraktion mit je 100l
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol an, bevor die cDNA mit 40ul 4M
Ammoniumacetat und 300upl 95%igem Ethanol durch einen 20min
dauernden Zentrifugationsschritt bei 14 000 Umdrehungen/min gefallt
werden konnte.
Das Prazipitat wurde in 50ul Wasser resuspendiert. 43,5ul der gelosten
cDNA wurden fur den nachfolgenden Restriktionsverdau eingesetzt, der zur
Bildung kurzerer cDNA-Fragmente mit glatten Enden fuhrte — eine
Voraussetzung fur die Adapterligation.
In einem Reaktionsgefal® wurden

43,5ul cDNA

5ul 10xRsa | Restriktions Puffer

1,5ul des Restriktionsenzyms Rsal (10U/ul)
miteinander vermengt und die Reaktion bei 37°C flr 90 min belassen.
Nach der Termination der Reaktion mit 2,5ul EDTA/Glykogen schlossen sich
wiederum eine Phenol/Chloroform-Extraktion und eine cDNA-Fallung an,
bevor das cDNA-Pellet in 5,5ul Wasser resuspendiert wurde.
Ausschliel3lich von der Tester-cDNA wurden je 1,5ul mit 7,5ul Wasser
verdunnt und fur die Adapterligation mit Adapter1 bzw in einem zweiten
Reaktionsansatz mit Adapter2 eingesetzt:

3ul HO

2ul 5 x Ligationspuffer

1ul T4 DNA Ligase (400U/pl)

2ul Tester-cDNA

2ul Adapter1 bzw. Adapter2
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Die Ligation erfolgte Uber 12 Stunden bei 16°C. Schliel3lich wurde die Reaktion
mit 1ml 20x EDTA/Glycogen Mix unterbunden und das Enzym durch

S5minutiges Erhitzen auf 72°C inaktiviert.

Subtraktionshybridisierung
In der folgenden ersten Hybridisierung wurden beide Tester-cDNAs, jeweils
verschiedene Adapter tragend, in getrennten Reaktionen mit einem Uberschuss
an Driver-cDNA versetzt. Nach der Denaturierung der Proben kam es zur
Ausbildung von Hybriden zwischen Tester- und Driver-cDNAs. Auf diese Weise
kam es zur Anreicherung von einzelstrangigen cDNAs, die in den zu
vergleichenden Populationen unterschiedlich exprimiert sind. Weiterhin sollte

so ein Ausgleich zwischen haufigen und seltenen cDNAs erreicht werden.

¢ Die Reaktionen setzten sich folgendermal3en zusammen:
Hybridisierungsreaktion 1
1,5ul Driver-cDNA
1ul 4x Hybridisierungspuffer
1,5ul Tester-cDNA1 (mit Adapter1)

Hybridisierungsreaktion 2

1,5ul Driver-cDNA

1ul 4x Hybridisierungspuffer

1,5ul Tester-cDNA1 (mit Adapter2)

Nach 1,5min Denaturierung bei 98°C wurden die Reaktionen fur 8 Stunden
bei 68°C belassen.

e Die beiden Proben wurden fur den zweiten Hybridisierungsschritt vereinigt
und 1,5ul des folgenden frisch denaturierten Driver-Gemisches zugeflgt:
1ul Driver-cDNA
1ul 4x Hybridisierungspuffer
2ul H.0
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Die Hybridisierung wurde Uber Nacht bei 68°C vollzogen, bevor sie durch
Zugabe von 200ul Verdinnungspuffer und 7minitiges Erhitzen auf 75°C
abgeschlossen wurde.

Amplifikationen der subtrahierten cDNAs

Diese PCR-Reaktion ermdglichte die selektive Vervielfaltigung der differenziell
exprimierten cDNAs.
e Ein Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:

1ul subtrahierte cDNA

2,5u1 10 x PCR Reaktionspuffer

0,5ul dNTP Mix (10mM)

1ul PCR Primer1

0,5u1 50 x Advantage™ cDNA Polymerase Mix

ad 25ul H,O
Zunachst wurden die Adapter durch 5min Inkubation bei 75°C aufgefullt, um
Bindungsstellen flr den PCR-Primer zu schaffen.
¢ Die anschlieende PCR bestand aus 30 Zyklen mit folgenden Temperatur-
und Zeitstufen:
30s bei 96°C
30s bei 66°C
1,5min bei 72°C
e Die zweite PCR diente zur weiteren Reduktion des unspezifischen
Hintergrundes.
Es wurde das PCR-Produkt der 1. Reamplifikation im Verhaltnis 1:10

verdinnt.
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In einem Reaktionsgefal® wurden
1ul verdinntes PCR-Produkt
2,5ul 10x KlenTag-PCR-Reaktions Puffer
1ul Nested PCR Primer1
1ul Nested PCR Primer2R
0,5ul dNTP Mix (10mM)
0,5ul 50 x Advantage Klen Taq Polymerase Mix

ad 25ul H,O

gemischt und in 15 Zyklen amplifiziert:

30s bei 94°C

30s bei 68°C

1,5min bei 72°C
Die PCR-Reaktion wurde mit einem weiteren Extensionsschritt Uber 5 min
abschlossen.

e Die PCR-Produkte wurden fur eine T/A-Klonierung eingesetzt (Kap. 2.2.9)

um zu untersuchen, ob die aus der Subtraktiven Hybridisierung
hervorgegangenen PCR-Produkte tatsachlich in unterschiedlicher Haufigkeit

in den untersuchten Ausgangspopulationen vorliegen.

2.2.9 T/A-Klonierung und Transformation kompetenter E. coli

Die Ligation der Subtraktions-Produkte in den pCR®2.1-Topo-Vektor und die

Transformation in kompetente E. coli erfolgte mit Hilfe des Topo™ TA Kloning

Kits und des One Shot Kit™ jeweils nach Angaben des Herstellers:

e 2-4ul Subtraktions-Produkt und 1ul Vektor wurden in einem Gesamtvolumen
von 5yl je Ansatz 5min bei Raumtemperatur ligiert.

e Zur Transformation wurden den Bakterien 2ul 0,5M B-Mercaptoethanols und

anschliefend 2ul des Ligationsansatzes hinzugefugt.
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e Nach einer 30mindtigen Inkubationsphase bei 0°C wurden die Zellen bei
42°C 30s Hitzeschock-behandelt und wiederum 2min bei 0°C inkubiert,
bevor 250ul SOC Medium hinzugefligt wurden.

e Danach schloss sich eine 30minutige Inkubationphase bei 37°C an.

e Zuletzt wurde der Transformationsansatz auf Ampicillin-haltige LB-
Agarplatten (hierdurch konnten dank der Resistenz des Vektors gegenuber
Ampicillin die Plasmid-tragenden Klone selektiert werden) gegeben, mit
einem sterilen Glasspatel ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Kolonien rekombinanter Klone konnten anhand ihrer weilRen Farbe erkannt
werden, da durch die Unterbrechung des [-Galaktosidasegens bei
Intersertion die Umsetzung von X-Gal zu einem blauen Farbstoff verhindert
wird. AulRerdem erlaubte die Begrenzung der Polylinker-Region des
Plasmids durch unterschiedliche Primersequenzen eine Sequenzierung des

Inserts nach erfolgter Klonierung.

2.2.10 Kolonie-PCR

Die mit einem sterilen Zahnstocher gepickten Kolonien - 96 je
Subtraktionsansatz — wurden zur Vervielfaltigung des im jeweiligen Plasmid
inserierenden cDNA-Fragments in einem Reaktionsgefa® mit folgendem

Cocktail aufgenommen und mittels PCR-Reaktion amplifiziert:

1ul Primer M13s

1ul Primer M13as

0,15ul Tag-Polymerase (Promega)
0,5ul dNTPs Mix (10mM)

3,1ul 10x KCL-Reaktionspuffer

ad 25pl H,0

57



Die PCR wurde bei folgenden Temperaturstufen durchgefuhrt:
10min bei 94°C
1min bei 94°C
1min bei 55°C
1min bei 72°C
10min bei 72°C

Die Temperaturstufen 2 bis 4 wurden nacheinander 30-mal durchlaufen.

2.2.11 Dot-Blot-Analyse und Herstellung radioaktiv markierter cONA-Sonden

Blotten

Je Reaktionsansatz wurden 12ul des PCR-Produkts mit H,O auf ein Volumen
von 60ul verdinnt und durch Kapillarblot punktférmig auf eine Nylonmembran
uberfuhrt, welche nacheinander mit Denaturierungspuffer, Neutralisierungs-
puffer und 4x SET durchsaugt wurde. Nach dem Trocknen erfolgte die
Kreuzvernetzung durch UV-Bestrahlung.

FUr das Screening wurden Sonden, die Tester- und die Driver-Population
reprasentieren, wie nachfolgend beschrieben synthetisiert und diese fur die
Hybridisierung der Membranen verwandt. Da die Filter jeweils in doppelter
Ausfuhrung zur Verfiugung standen, konnte einer der beiden Filter mit der
Tester-Sonde, der andere mit der Driver-Sonde hybridisiert werden. Ein
Vergleich der durch Autoradiographie erhaltenen Signale sollte Aufschluss uber

die differenzielle Expression eines Gens geben.

Markierung der cDNA-Sonden
Je 40ng mit Methotrexat behandelter und unbehandelter cONA wurden durch
Einbau von [oc-SZP]—dCTP unter Verwendung des Megaprime™ Labelling
Systems wie folgt radioaktiv markiert:
e Zunachst wurden 40ng cDNA mit sterilem Wasser auf ein Volumen von 28l
Wasser eingestellt.
e Nach Zugabe von 5ul des Randomnonamerprimers erfolgte eine

Denaturierung fur 5min bei 95°C.
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e Je Ansatz erfolgte der Zusatz von 10yl labelling buffer, 5pl [o->2P]-dCTP und
2ul Enzym-L&sung.

e Die Reaktion wurde flr 45min bei 37°C belassen und zuletzt mit 5yl EDTA
(0,2M) abgestoppt.

e Anschliellend erfolgte die Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide durch
Saulenchromatographie mit Nick-Columns (Sephadex G-50) nach Angaben
des Herstellers.

e Die Proben wurden nach einem letzten Denaturierungsschritt Uber 5min bei

95°C bis zur weiteren Verwendung auf Eis gekunhlt.

Hybridisierung
Die Membranen wurden in Hybridisierungslosung und 30pg Lachssperma-
DNA/mI Lésung fur 1-4 Stunden bei 65°C prahybridisiert. Die Hybridisierung mit
den radioaktiven Sonden erfolgte Uber Nacht bei gleicher Temperatur.
Anschlielend wurden die Membranen zweimal fur je 15min mit Waschpuffer1
und Waschpuffer2 bei 65°C gewaschen, mit Folie abgedeckt und die radioaktiv
markierten cDNA-Hybride durch Autoradiographie bei -80°C sichtbar gemacht.
Wurden differenziell exprimierte cDNA-Hybride erkenntlich, so wurde der das
inserierende PCR-Fragment enthaltende Vektor erneut mittels Topo™ TA

Kloning Kit und One Shot Kit™ kloniert und in E. coli transformiert.

2.2.12 Strippen der Membranen

Die Hybridisierung konnte wiederholt werden, nachdem die Membranen wie
folgt gestrippt worden waren: Eine Mischung von 0,1fach SSC und 0,5% SDS
wurde erhitzt. Die Membranen wurden darin 15min lang bis zum Erkalten
geschuttelt. Nachdem dieser Schritt ein zweites Mal wiederholt worden war,

standen die Membranen zur weiteren Verwendung bereit.
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2.2.13 Plasmidisolation aus E. coli

Wie in Kap 2.2.9 beschrieben wurden die erfolgreich transformierten Bakterien
mittels Farbumschlag identifiziert. Mit je einer weil3en Kolonie wurden 3ml eines
mit 50u/ml Ampicillin-supplementierten LB-Mediums angeimpft und Gber Nacht
bei 37°C bebrutet. Die Plasmidisolation aus E. coli erfolgte mit dem QIAprep®
Spin Mini Prep Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers, um die
Inserts einer Sequenzierung zuganglich zu machen: Die Bakterien wurden
durch Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit pelletiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 250ul P1 Puffer lysiert. Sukzessive wurden 250yl
Puffer P2 und 350ul Puffer N3 zugegeben, bevor sich ein weiterer 10minatiger
Zentrifugationschritt bei Maximalgeschwindigkeit anschloss. Nach der
Uberfiihrung des Uberstandes auf eine QIAprep® Saule wurde der Durchfluss
verworfen. Es schloss sich ein Waschschritt mit 750ul PE Puffer an, bevor der
Vektor aus der trockenen Saule mit 50yl H,O durch Zentrifugation eluiert

wurde.

2.2.14 Restriktionsanalyse

Ein Restriktionsansatz bestand aus 3ug Plasmid-DNA, 1ul Restriktions-
endonuklease (hier EcoR1) und 1ul EcoR1-Puffer. Der Ansatz wurde mit
Wasser auf ein Endvolumen von 10ul aufgeflllt und 1-2h bei 37°C inkubiert.
Nach dieser Zeit sollte das Insert aus dem Plasmid enzymatisch
herausgeschnitten worden sein und mittels Gelelektorphorese nachgewiesen

werden konnen.

2.2.15 Sequenzierungen

Alle Sequenzierungen wurden im Deutschen Krebsforschungszentrum

Heidelberg (DKFZ) von Dr. Andreas Hunziker automatisiert durchgefuhrt.
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2.2.16 Semiquantitative PCR

Der Ansatz fur dieses Kontrollexperiment bestand aus
10ul cDNA
1ul Genspezifischer-Primer-s (20pmol/ul)
1ul Genspezifischer-Primer-as (20pmol/ul)
5ul 10x KlenTag-PCR-Reaktions Puffer
1ul dNTP-Mix (10mM)

1ul Advantage™ Klentag-Polymerase Mix

ad 50ml H20.
Die PCR lief bei folgenden Temperaturstufen ab:

4min bei 96°C

1min bei 96°C

30s bei 63°C

1min bei 72°C
Nach 21, 24, 27 und 31 Zyklen der Temperaturstufen 2 bis 4 wurden je 10pl
PCR-Produkt entfernt und fur die spatere DNA-Gelelektrophorese asserviert.
Die verschiedenen reamplifizierten Fragmente wurden durch Gelelektrophorese

aufgetrennt und mittels UV-Licht visualisiert.

2.2.17 Quantitative PCR

Die 25ul Probenvolumen je Ansatz setzten sich zusammen aus:
2ul cDNA (RT-Produkt, verdinnt im Verhaltnis 1/10)
0,1ul Genspezifischer-Primer-s(100pm/ul)
0,1l Genspezifischer-Primer-s(100pm/pl)
12,5ul SYBR® Green PCR Master Mix

ad 25pl H,0
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Die PCR lief bei folgenden Temperaturstufen ab:

10min bei 95°C

15s bei 95°C

60s bei 60°C,
wobei die Schritte 2 und 3 insgesamt 48-mal wiederholt wurden.
Als Standard diente eine Verdinnungsreihe (jeweils in 10er Schritten bis zu
einer Verdiinnung von 10™*) des RT-Produktes der interessierenden cDNA. Aus
jeder Probe wurde zusatzlich eine quantitative Bestimmung eines
Housekeeping Genes, der GAPDH, durchgefuhrt; eventuelle geringflgige
Schwankungen der zu untersuchenden Proben bezlglich der eingesetzten
DNA-Menge konnten so detektiert und im Bedarfsfalle rechnerisch korrigiert
werden. Es erfolgte eine Dreifachbestimmung.
PCR, nachfolgende Analyse und Auswertung erfolgten mit Hilfe eines ABI
PRISM™ 7700 Sequence Detection Systems und des angeschlossenen MACs
unter Verwendung einer Anregungswellenlange des Argonlasers von 488nm
sowie eines Spektrographen zur Auffacherung der Emissionsspektren in die
einzelnen spektralen Anteile. Mit Hilfe einer CCD-Kamera (charged coupled
device) wurden die einzelnen Emissionen in digitale Signale umgewandelt. Auf
diese Weise lassen sich Emissionsdaten Uber einen Wellenlangenbereich von
500 bis 660nm sammeln. Prinzip der quantitativen PCR ist die Detektion der
zyklusspezifischen Veranderung der Fluoreszenzsignale einer Probe wahrend
der PCR, wodurch sich Ruckschlusse auf die initiale Kopienzahl der

interessierenden Sequenz ziehen lassen.

2.2.18 FACS-Analyse

Um zu uberprifen welche Rolle Apoptose und Nekrose bei der durch
Methotrexat vermittelten Wirkung auf Mammakarzinom-Zellen spielen, wurde
die Oberflachenexpression von Phosphatidylserin auf den zytostatisch
vorbehandelten Zellen mittels Farbung mit Annexin, einem Kalzium-
abhangigen, Phosholipid-bindenden Protein, getestet. Tote Zellen lassen sich

zusatzlich durch Propidiumiodid anfarben, da Propidiumiodid nur durch die
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perforierte Zellwand toter Zellen ins Zellinnere gelangen kann. Als
Positivkontrolle fur Apoptose wurden Jurkatzellen verwandt, welche zuvor 12
Stunden lang mit 1mmolarem Staurosporin inkubiert worden waren.

Zur Analyse wurde die Durchflusszytometrie eingesetzt. Die entsprechend der
Versuchsplanung vorbehandelten Zellen wurden nach dem Ablésen von der
Kulturflasche einmalig mit PBS gewaschen und auf eine Million pro Ansatz
eingestellt. Die Zellpellets wurden in je 100ul Markierungslosung resuspendiert
und 15min  bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Markierungslosung abzentrifugiert und das Pellet in 400ul Inkubationspuffer
aufgenommen. Die quantitative Analyse erfolgte mit einem Epics-XL-MCL
Durchflusszytometer unter Verwendung einer Anregungswellenlange des
Argonlasers von 488nm sowie eines Bandpassfilters von 515nm zur
Fluorescein-Detektion sowie eines Filters von >560nm zur Propidiumiodid-
Detektion.  Zellverbédnde sowie eine Uberlappung der einzelnen
Emissionsspektren konnten mit Hilfe einer geeigneten Geratekonfiguration
ausgeschlossen werden. Es wurden jeweils 10 000 bis 20 000 Ereignisse

analysiert.
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3 Ergebnisse

Die Kombination der in der Behandlung des Mammakarzinoms eingesetzten
Zytostatika erfolgte bislang anhand empirischer Kriterien; die molekularen
Angriffspunkte der einzelnen Substanzen sowie deren Interaktionen sind noch
teilweise unklar.

Das Verstandnis der Wirkungsweise der einzelnen Substanzen auf molekularer
Ebene soll es ermdglichen, langfristig die zytostatische Therapie zu optimieren
und das Leben der Patienten zu verlangern.

Ein erster Schritt in diese Richtung ist es zu untersuchen, inwieweit
verschiedene Zytostatika die Genexpression maligner Zellen beeinflussen.
Hierzu wurde fir zwei Substanzen (5-FU und MTX) jeweils eine sensible
Zelllinie ausgewahlt, diese mit dem entsprechenden Zytostatikum behandelt
und zuletzt das Expressionsprofii mit dem der unbehandelten Kontrolle
verglichen. Es sollten in dieser Arbeit sowohl Genexpressionsunterschiede
durch Differential-Display-PCR und Subtraktive Hybridisierung als auch die
Methode, die sich zur Beantwortung dieser Fragestellung am Besten eignet,

bestimmt werden.

3.1 Untersuchungen zum Einfluss von 5’-FU und MTX auf die Genex-
pression

3.1.1 Auswahl der zu untersuchenden Zelllinien

Die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurden alle an Zelllinien
durchgefuhrt. Die Auswahl der Zelllinien richtete sich dabei nach ihrer
Sensibilitat gegenltber der zu untersuchenden Substanz.

Als geeignet erwies sich die Zelllinie KS fur die Untersuchungen nach MTX-
Inkubation sowie die Zelllinie MCF7 fur Untersuchungen nach 5’-FU-Inkubation.
Fur beide Zelllinien war die entsprechende Sensibilitat in unserem Labor

vorbeschrieben worden (Meyer 2000, Marmé unverodffentlichte Befunde).
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3.1.2 Inkubationen

7 * 10° MCF7-Zellen bzw. 7 * 10" KS-Zellen wurden Gber 8 Stunden inkubiert.
Bei dieser Inkubationszeit war eine moglichst grol3e Anzahl an Veranderungen
im Genexpressionsmuster zu erwarten bei gleichzeitig maoglichst geringer
Resistenzentwicklung. Die Zytostatika wurden in den Konzentrationen
eingesetzt, die die Voruntersuchungen aus unserem Labor nahelegen. Diese
Konzentrationen entsprechen der doppelten Plasma-Peak-Konzentration
(8pg/ml Medium) fur MTX bzw. der 3,6-fachen Plasma-Peak-Konzentration
(22,5pg/ml Medium) fur 5°-FU.

Es wurden ebenfalls Zellen mit physiologischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9%)

zur Gewinnung von Kontroll-RNA inkubiert.

3.1.3 Isolierung der RNA

Wahrend fur die Differential-Display-PCR mit Gesamt-RNA gearbeitet wurde,
wurde in dem PCR-Select™ Subtraction Kit mMRNA eingesetzt.

Die RNA wurde aus den Zelllysaten von mit Zytostatika behandelten und
unbehandelten KS- bzw. MCF7-Zellen isoliert.

Mit Hilfe der Absorptionsspektrometrie wurde die Menge der isolierten Gesamt-
RNA bestimmt. Aus dem Lysat mit 5’-FU behandelter MCF7-Zellen wurden
63,84ug Gesamt-RNA isoliert, wahrend aus dem Lysat der nicht zytostatisch
behandelten Kontrollzellen 50,88ug Gesamt-RNA isoliert wurden. 432ug
Gesamt-RNA wurden aus dem Lysat mit MTX behandelter KS-Zellen sowie
349,6pg Gesamt-RNA aus dem Lysat der mit physiologischer Kochsalzlosung
behandelten Kontrollzellen isoliert.

Zur Qualitatskontrolle wurde jeweils 1ug Gesamt-RNA auf ein MOPS-Gel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

Aus der aus KS-Zellen gewonnenen Gesamt-RNA wurde in einem weiteren
Arbeitsschritt nach dem Protokoll des Oligotex™ mRNA Mini Kits mRNA isoliert.
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Abbildung 11 zeigt exemplarisch die fur Gesamt-RNA typischen Banden nach
gelelektrophoretischer Auftrennung. Diese Banden entsprechen der 18S rRNA
bzw. der 28S rRNA.

288
18S

Abb. 11:
Gelelektrophorese von Gesamt-RNA. Exemplarische Darstellung.
Die obere Bande entspricht der 28S rRNA, die untere Bande der 18S rRNA

3.1.4 Reverse Transkription

Bevor die aus MCF7-Zellen isolierte RNA in der Reversen Transkription
eingesetzt werden konnte, musste die in den Proben enthaltene genomische
DNA durch DNasel verdaut werden. Fur diese Reaktion wurden je Ansatz 2ug
Gesamt-RNA eingesetzt.

Die Reverse Transkription — ebenso wie die nachfolgende Differential-Display-
PCR — wurde mit den Ankerprimern A, C, G und T durchgeflhrt. Ihre Sequenz
— pd(T)12-V-X (X ist je nach Ankerprimer als Nukleotid A, T,G oder C definiert) —
erlaubt es den Ankerprimern, an das 3’-Poly-A-Ende der mRNA zu binden und
so letztendlich ein komplettes Screening zu gewahrleisten.

Sowohl Reverse Transskription als auch Differential-Display-PCR erfolgten
jeweils in zwei parallelen Ansatzen, so dass insgesamt vier identische Ansatze

fur die Auswertung mittels Autoradiographie zur Verfigung standen. Dies war
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erforderlich, da die Methode der Differential-Display-PCR haufig zu falsch
positiven Ergebnissen flhrt. Durch den vierfachen Ansatz sollten die Anzahl der
falsch positiven Ergebnisse reduziert und zufallig entstehende Abweichungen
ausgeschlossen werden. Als relevant wurden nach Gelauftrennung nur die

Banden betrachtet, die in allen vier Spuren ein differenzielles Muster zeigten.

3.2 Einfluss von 5’-FU auf die Genexpression in MCF7-Zellen

3.2.1 Differential-Display-PCR von cDNA

Mit Hilfe der Differential-Display-PCR lassen sich moglichst viele
unterschiedlich exprimierte Gene detektieren. Hierzu werden Kombinationen
aus ankerspezifischen Primern und Zufallsprimern eingesetzt. Unter Letzteren
versteht man 10 bp lange Oligonukleotide, welche zu 50% aus Guanin- bzw.
Cytosin-Resten bestehen.

Unter Verwendung der Ankerprimer und der Zufallsprimer — mit den
Ankerprimern-T und A wurden aufgrund der erfahrungsgemafl geringeren
Erfolgsaussichten, differenziell exprimierte Gene zu detektieren, nur
Kombinationen mit den Zufallsprimern 1 bis 20 sowie DOC durchgefuhrt —
kamen insgesamt 124 verschiedene Kombinationen zum Einsatz. 0,02ug cDNA
wurden jeweils fur die Differential-Display-PCR eingesetzt. Die nachfolgende
Analyse wurde mittels Autoradiographie durchgeflhrt. Hierfir kam jeweils ein
Viertel des PCR-Produktes zum Einsatz.

Nach Exposition des Rdntgenfiims konnte eine Bande identifiziert werden, die
einen deutlichen Unterschied in der Signalintensitat zwischen dem
Autoradiogramm zytostatisch mit 5’-FU behandelter MCF7-Zellen und dem
Autoradiogramm der Kontrollzellen aufwies. Abb. 12 zeigt den entsprechenden
Ausschnitt aus dem Autoradiogramm des Differential-Display-Gels.

Die Bande, die — wie nachfolgend beschrieben — isoliert, nach Reamplifikation
kloniert und durch Sequenzierung analysiert wurde, war ein PCR-Produkt, das

durch die Kombination von AnkerprimerG und Zufallsprimer27 amplifiziert
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worden war. Die Bande war in den zytostatisch mit 5’-FU behandelten MCF7-

Zellen wesentlich starker zu erkennen als in den unbehandelten Kontrollzellen.

<« differenziell exprimierte cDNA

B 123 456 7 8

Abb. 12:

Ausschnitt aus dem Autoradiogramm eines Differential-Display-Gels

cDNA aus MCF7-Zellen behandelt mit 5’-FU (Spuren 5 - 8) und unbehandelt (Spuren 1 - 4);

Verwendung der Primerkombination AnkerprimerG und Zufallsprimer27; 33P-Iabelling.

A: Ubersicht

B: VergroBerter Ausschnitt. Differenz im Autoradiographie-Signal der beiden cDNAs
Zusitzliche Bande in der cDNA-Population behandelter Zellen («)
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3.2.2 Klonierung der PCR-Produkte in den pCR®2.1-Topo Vektor und
Restriktionsanalyse

Autoradiogramm und Gel wurden deckungsgleich Ubereinander gelegt. So liel3
sich die Bande in dem Autoradiogramm der entsprechenden Position im Gel
zuordnen.

Die Bande wurde ausgeschnitten und mit 100ul deionisiertem Wasser 15min
bei 100°C erhitzt; 1yl der Lésung wurde fur die Reamplifikations-PCR
eingesetzt. Die Amplifikation fand unter Verwendung des gleichen Primer-
Paares statt, welches zuvor in der Differential-Display-PCR eingesetzt worden
war (in diesem Fall AnkerprimerG und Zufallsprimer27). Die reamplifizierten
PCR-Produkte wurden aus dem DNA-Gel ausgeschnitten, in den pCR®2.1-
Topo Vektor kloniert und das daraus resultierende Plasmid/cDNA-Konstrukt in
kompetente E. coli transformiert. 4ul des PCR-Produktes wurden jeweils fur
eine Klonierung eingesetzt.

Die E. coli-Bakterien wurden auf Ampicillin-haltigen Agarplatten ausplattiert und
(iber 12 Stunden bei 37°C kultiviert. Aufgrund der Resistenz des pCR®2.1-Topo
Vektors gegenuber Ampicillin wurden auf diese Weise transformierte E. coli-
Bakterien selektioniert. Die rekombinanten Klone liellen sich anhand ihrer
weillen Farbe erkennen, da durch die Unterbrechung des B-Galaktosidasegens
bei Insertion die Umsetzung von X-Gal zu einem blauen Farbstoff verhindert
wird.

Es wurden insgesamt funf rekombinante Klone gepickt. Diese wurden 12
Stunden in flussigem, Ampicillin-haltigem LB-Medium Kkultiviert. Die Plasmid-
DNA wurde isoliert und 2,5ul des Isolats mit dem Restriktionsenzym EcoRl
geschnitten. EcoRI schneidet das Plasmid zu beiden Seiten des Inserts; daher
werden in der Gelelektrophorese nach einer erfolgreichen Restriktionsanalyse
Insert und Plasmid getrennt als Banden sichtbar. Abbildung 13 zeigt das

Ergebnis der Restriktionsanalyse nach gelelektrophoretischer Auftrennung:
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plasmid

Insert

Abb. 13:

Restriktionsanalyse mit EcoRIl. Die Banden am oberen
Bildrand entsprechen der Plasmid-DNA, die Banden am unteren
Bildrand dem herausgeschnittenen Insert, der interessierenden
cDNA.

3.2.3 Sequenzanalyse

Alle Klone wurden unter Verwendung der M13-Standard-Primer sequenziert.
Die Sequenzierung wurde von Dr. Andreas Hunziker (Abteilung Prof. Franke,
DKFZ) durchgeflhrt.

Es wurde das in Abbildung 14 dargestellte, 464bp lange cDNA-Fragment
sequenziert.

Die Nukleotide an beiden Flanken der Sequenz entstammen nicht der
differenziell exprimierten cDNA, sondern dem Plasmid. In dem cDNA-Fragment
finden sich zwei Primerbindungsstellen in unterschiedlicher Orientierung fir
AnkerprimerG, keine jedoch fur den eingesetzten Zufallsprimer27. Beinhaltet
ein cDNA-Fragment an beiden Flanken eine Reihe sukzessive aufeinander
folgender Adenin-Reste bzw. Thymin-Reste und weist damit an beiden Seiten
eine dem Ankerprimer komplementare Struktur auf, so kann dies Folge einer
isolierten Bindung des Ankerprimers an beiden Enden sein ohne jegliche

Involvierung eines Zufallsprimers.

70



Nachfolgend ist an den beiden Primerbindungsstellen — in unterschiedlicher
Orientierung — AnkerprimerG dargestellt. Die beiden Primerbindungstellen

umgeben die eigentlich interessierende, 409 lange cDNA.

U TTTTTTTTTTTTGG
1 GAATTCGCCCTTITTTTTTTTTTTGGCAATAAAGCTAAAACTCACCTGAG

51 TTGTAAAAAACTCCAGTTGACACAAAATAGACTACGAAAGTGGCTTTAAC
101  ATATCTGAACACACAATAGCTAAGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCAC
151 TATGCTTAGCCCTAAACCTCAACAGTTAAATCAACAAAACTGCTCGCCAG
201  AACACTACGAGCCACAGCTTAAAACTCAAAGGACCTGGCGGTGCTTCATA
251 TCCCTCTAGAGGAGCCTGTTCTGTAATCGATAAACCCCGATCAACCTCAC
301 CACCTCTTGCTCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTGATGAAG
351 GCTACAAAGTAAGCGCAAGTACCCACGTAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTA
401  GCCCATGAGGTGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCAAAAAAAAAA

U GGITTTTTTTTT

451 AAAAGGGCGAATTC
TT

Abb.14:

Nukleotidsequenz des isolierten cDNA-Fragments.

Die eigentlich interessierende cDNA (fett gedruckt) erstreckt sich iiber eine Lange von
409bp. Zu beiden Seiten dieses Fragments findet sich — in unterschiedlicher Orientierung —
eine Primerbindungsstelle (unterstrichen) fiir AnkerprimerG. Es existiert keine
Primerbindungsstelle fiir den eingesetzten Zufallsprimer27. Die Nukleotide an beiden
Flanken entstammen dem Plasmid. Kursiv dargestellt: AnkerprimerG.

U: Schnittstelle EcoRl

Durch einen Datenbankabgleich mit Hilfe des NCBI-Programms ,BLAST" wurde
die isolierte cDNA bekannten Sequenzen zugeordnet.

Die cDNA, in Sense-Orientierung in das Plasmid kloniert, zeigte eine
Homologie von 100 % zu einer Sequenz, welche verschiedenen Mitochondrien,
z.B. ,Homo sapiens, Haplotyp L3d Mitochondrion, genebank accession number
AF281998.1“ gemein ist.
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3.2.4 Validierung des Ergebnisses aus der Differential-Display-PCR

Da es bei der Differential-Display-PCR haufig zu falsch positiven Resultaten
kommt, musste eine Validierung erfolgen. Diese wurde mit der Real-Time-PCR
durchgefuhrt. Fir die Amplifikationen wurden genspezifische Primer (MITOs
und MITOas) synthetisiert. Je Ansatz wurden 2pl einer im Verhaltnis 1/10
verdunnten cDNA eingesetzt.

Fir die Erstellung der Standardkurve wurden zwischen 0,2 und 0,0002ug cDNA
eingesetzt.

Mit Hilfe des ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection Systems und des
angeschlossenen MACs wurden die zyklusspezifischen Veranderungen der
Fluoreszenzsignale (die Emissionen) verschiedener cDNAs wahrend der PCR
detektiert, wodurch sich Riulckschlisse auf die initiale Kopienzahl der
untersuchten cDNAs ziehen lassen. Zur Veranschaulichung des Ergebnisses
wurde die Zykluszahl (Abszisse) in Abhangigkeit vom normalisierten
Reportersignal (Ordinate) — Letzteres entspricht dem Quotienten der
Emissionsintensitat dividiert durch die Emissionsintensitat der passiven
Referenz nach Ausgleich des reaktionsspezifischen Hintergrundsignals und
unspezifischer Einflisse — graphisch dargestellt. Dabei erfolgt die erstmalige
Detektion des Reportersignals umso fruher, je grofler der Ausgangsgehalt der
interessierenden cDNA einer Probe ist.

Abbildung 15 zeigt die graphische Darstellung des Ergebnisses der Real-Time-
PCR; die normalisierten Reportersignale — diese entsprechen vereinfacht den
korrigierten Emissionen — sind dabei in Abhangigkeit vom PCR-Zyklus
dargestellt. Es wurde die Emission der cDNA zytostatisch mit 5’-FU behandelter
Zellen mit der Emission der cDNA unbehandelter Zellen verglichen, die
Normalisierung erfolgte durch die Amplifikation des Haushaltsgens GAPDH.

Die Signale der GAPDH-Kontrollen sind nahezu deckungsgleich, was auf eine
identische initiale Kopienzahl schlielen lasst. In der genspezifischen PCR
liegen die Signale der cDNAs behandelter und unbehandelter Zellen
Ubereinander, was auf eine gleich hohe initiale Kopienzahl von Mitochondrien in

der cDNA behandelter und unbehandelter Zellen zurlckzufihren ist. Somit
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bestatigte sich die Hochregulation von Mitochondrien durch 5’-Fluorouracil
nicht; die Unterschiede im Bandenmuster im Autoradiogramm sind als falsch

positiv zu werten.
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Abb. 15:

Validierung der differenziellen Expression von Mitochondrien in MCF7-Zellen nach
Inkubation mit 5’-Fluorouracil. Real-Time-PCR.

Abszisse: Zykluszahl, Ordinate: ARn (normalisiertes Reportersignal).
Links, libereinander liegend: Signale der cDNAs behandelter und unbehandelter Zellen,
genspezifische PCR;

in der Mitte, ebenfalls libereinander liegend: Signale der GAPDH-Kontrollen,

ganz rechts: Signal der Leerkontrolle

Die Signale der cDNAs behandelter und unbehandelter Zellen erscheinen gleichzeitig in
der genspezifischen PCR, die differenzielle Expression von Mitochondrien konnte somit

nicht bestatigt werden.

73



3.3 Einfluss von MTX auf die Genexpression in KS-Zellen

3.3.1 Subtraktive Hybridisierung von cDNA unter Verwendung des PCR-
Select™ Subtraction Kits

Mit Hilfe des PCR-Select™ Subtraction Kits wurden die Einflisse von MTX auf
die Genexpression in KS-Zellen untersucht. Prinzip dieses Verfahrens ist es,
cDNA anzureichern, die in einer von zwei miteinander zu vergleichenden
mRNA-Populationen deutlich starker vertreten ist.

Zunachst erfolgte aus je 2ug mRNA die Synthese doppelstrangiger cDNA. An
die Adapterligation der Tester-cDNA schlief3en sich zwei aufeinander folgende
Hybridisierungen zwischen Tester-cDNA und der im Uberschuss zugesetzten
Driver-cDNA an.

Ziel dieser beiden Hybridisierungsschritte ist es, differenziell exprimierte
Sequenzen anzureichern. In den beiden nachfolgenden PCR-Schritten werden
nur die differenziell exprimierten, nicht mit der Driver-cDNA hybridisierten
doppelstrangigen Tester-cDNA-Fragmente exponentiell amplifiziert, welche
unterschiedliche Adapter besitzen; der Hintergrund wird weiter reduziert. Mit
Hilfe des PCR-Select™ Subtraction Kits ist es jedoch nur mdglich, Differenzen
im Expressionsmuster in der Tester-cDNA zu detektieren, nicht aber in der
Driver-cDNA. Daher wurde in einem weiteren Ansatz eine reziproke Subtraktion
durchgefuhrt, in der die ehemalige Tester-cDNA als Referenz-cDNA (Driver-

cDNA) und die ehemalige Driver-cDNA als Tester-cDNA eingesetzt wurden.

3.3.2 Klonierung der subtrahierten PCR-Produkte in den pCR®2.1-Topo-
Vektor

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden in den pCR®2.1-Topo Vektor ligiert und
kompetente E. coli mit dem daraus resultierenden Plasmid/DNA-Konstrukt
transformiert.

2,5yl des PCR-Produktes wurden jeweils fur eine Ligation eingesetzt. Die
transformierten E. coli-Bakterien wurden auf Ampicillin-haltigen Agarplatten

ausplatiert und Uber 12 Stunden bei 37° C kultiviert. Die rekombinanten Klone
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konnten anhand ihrer weilRlen Farbe erkannt werden, da durch die
Unterbrechung des B-Galaktosidasegens bei Insertion die Umsetzung von
X-Gal zu einem blauen Farbstoff verhindert wird.

Um Klone, die ein PCR-Produkt als Insert enthalten zu identifizieren, wurde
eine Kolonie-PCR durchgefuhrt. Es wurden je Ansatz insgesamt 96 Kolonien

gepickt.

3.3.3 Southern-Blot-Analyse

Um die Anreicherung differenziell exprimierter cONAs zu visualisieren, wurde
eine Southern-Blot-Analyse mit 192 erhaltenen cDNA-Fragmenten — die eine
Halfte entstammt der Driver-cDNA, die andere der Tester-cDNA — durchgefuhrt.
Es wurden je Ansatz 96 Kolonien rekombinanter Klone gepickt und direkt der
Kolonie-PCR zugefuhrt. Das im jeweiligen Plasmid inserierende cDNA-
Fragment wurde unter Verwendung der M13-Standard-Primer reamplifiziert.
Jedes PCR-Experiment wurde doppelt durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden
im Agarosegel aufgetrennt und zuletzt auf Nylonmembranen Ubertragen.

Auf diese Weise wurden je Ansatz zwei identisch geblottete Nylonmembranen
hergestellt. Eine der beiden Membranen wurde mit der Sonde aus Tester-
cDNA, die andere mit der Sonde aus Driver-cDNA hybridisiert. Die cDNA einer
differenziell exprimierten mMRNA hybridisiert erwartungsgemafl nur mit der
Tester-cDNA, nicht jedoch mit der Driver-cDNA.

Zur Herstellung dieser cDNA-Sonden wurden 250ng mRNA unter Verwendung
des Oligo-(dT)-Randomprimers revers transkribiert. Bei sehr geringer Ausbeute
an mRNA ist auf die Durchfuhrung von DNA-Hydrolyse und Qualitatskontrolle
mittels RNA-Gelelektrophorese verzichtet worden.

Je 40ng Driver- und Tester-cDNA wurden unter Verwendung des Megaprime™
cDNA Labelling Systems [o->2P]-dCTP-markiert. Das Produkt wurde mit
Saulenchromatographie unter Einsatz von Sephadex-G50-Saulen (NICK™
Columns) von nicht eingebauten Nukleotiden gereinigt.

Die Hybridisierung erfolgte bei 65°C Uber 12 Stunden. Die Analyse wurde
mittels Autoradiographie durchgefuhrt, wobei der Rontgenfilm bei -80° C
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zwischen 24 und 168 Stunden exponiert wurde. In zwei Fallen konnten starkere
Signale bei Hybridisierung von Tester-cDNA mit der Tester-cDNA-Sonde als bei
der entsprechenden Hybridisierung mit der Driver-cDNA-Sonde detektiert
werden. Die cDNA zytostatisch behandelter Zellen ist in diesem Fall als Tester-
cDNA und die cDNA unbehandelter Zellen als Driver-cDNA definiert worden.

In den Abbildungen 16 und 17 sind die entsprechenden Ausschnitte des
Autoradiogramms der Subtraktiven cDNA-Bank dargestellt. Der linke
Bildausschnitt reprasentiert jeweils die Hybridisierung von Tester-cDNA mit
radioaktiv markierter Tester-cDNA als Referenz, der rechte Bildausschnitt die
Hybridisierung von Tester-cDNA mit Driver-cDNA als Referenz.

In beiden Abbildungen ist jeweils im linken Ausschnitt ein starkes Signal ({)
erkennbar, welches an der entsprechenden Position des anderen
Autoradiogramms (rechter Bildausschnitt) deutlich schwacher ausgepragt (Abb.
16) bzw. gar nicht vorhanden (Abb. 15) ist. Dies weist auf die Hochregulation
zweier Gene nach 8-stundiger Inkubation mit MTX hin.

Die beiden Signale reprasentieren dabei die differenziell exprimierten cDNAs,
nachfolgend als cDNAI (Abbildung 15) und cDNAII (Abbildung 16) bezeichnet.
Alle anderen Signale zeigten im Autoradiogramm keine signifikanten

Unterschiede bezuglich ihrer Intensitaten.
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Tester: MTX, Referenz: Tester Tester: MTX, Referenz: Driver

Abb. 16:

Ausschnitt aus dem Autoradiogramm der Subtraktiven cDNA-Bank. *?P-labelling.
Hybridisierung der auf Nylonmembranen geblotteten, klonierten PCR-Produkte aus
Tester-cDNA mit radioaktiv markierter Tester-cDNA (linke Abbildung) und Driver-cDNA
(rechte Abbildung) als Referenz-cDNAs. Das verglichen mit der gleichen Position in der
rechten Abbildung nur im linken Ausschnitt erkennbare Signal () reprisentiert die
subtraktive, differenziell exprimierte cDNAI. Fiinf der dem markierten Signal zu Grunde

liegenden Klone wurden gepickt und einer Restriktionsanalyse zugefiihrt.

Tester: MTX, Referenz: Tester Tester: MTX, Referenz: Driver

Abb. 17:

Ausschnitt aus dem Autoradiogramm der Subtraktiven cDNA-Bank. *?P-labelling.
Hybridisierung der auf Nylonmembranen geblotteten, klonierten PCR-Produkte aus
Tester-cDNA mit radioaktiv markierter Tester-cDNA (linke Abbildung) und Driver-cDNA
(rechte Abbildung.) als Referenz-cDNAs. Das verglichen mit der gleichen Position in der
rechten Abbildung im linken Ausschnitt stirkere Signal () reprisentiert eine potenziell
differenziell exprimierte cDNAIIl. Fiinf der dem markierten Signal zu Grunde liegenden

Klone wurden gepickt und einer Restriktionsanalyse zugefiihrt.
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3.3.4 Restriktionsanalysen

Jeweils funf der Klone, deren Hybridsignale im Autoradiogramm deutlich
starker waren als ihre entsprechenden Gegenstlcke, wurden in Ampicillin-
haltigem LB-Medium bei 37°C weiter kultiviert. Nach 12-stlindiger Inkubation
wurden die verschiedenen Plasmide durch DNA-Praparationen aus den
transformierten E. coli-Bakterien isoliert. Die cDNA wurde fur eine
Restriktionsanalyse mit der Endonuklease EcoRI| geschnitten. EcoRI
schneidet das Plasmid zu beiden Seiten des Inserts. Die verdaute DNA wurde
im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Abbildung 18 zeigt das Ergebnis
der Restriktionsanalyse nach gelelektrophoretischer Auftrennung: In der linken
Bildhalfte in den Spuren 1 bis 5 sind die Restriktionsanalysen der
Plasmid/cDNAII-Praparationen dargestellt.

In allen funf Ansatzen stellt sich jeweils nur der Vektor dar; eine zusatzliche, die

herausgeschnittene cDNAII reprasentierende Bande findet sich nicht.

In der rechten Bildhalfte in den Spuren 6 bis 10 sind die Restriktionsanalysen
der Plasmid/cDNAI-Praparationen dargestellt. Hier zeigt sich neben dem
geschnittenen Plasmid noch eine weitere Bande in der Gréf3e von 300bp. Diese
Bande entpricht dem aus dem Plamid geschnittenen cDNA-Fragment, der

differenziell exprimierten cDNAL.
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Abb. 18:

Restriktionsanalysen - EcoRI Verdau

Die Banden am oberen Bildrand reprasentieren jeweils die Plasmid-DNA (Cl).
Spuren 1-5: Restriktionsanalysen der ,,Plasmid/cDNAII-Praparationen® (vgl. Abb. 17)
Hier fehlt in allen Ansatzen die das geschnittene cDNAII-Fragment reprasentierende
Bande, stattdessen wird das Plasmid alleine dargestelit.

Spuren 6-10: Restriktionsanalysen der ,,Plasmid/cDNAI-Praparationen“ (vgl. Abb. 16)

Hier stellt sich bei einer GroRe von ca. 300bp die Bande des geschnittenen Inserts

entsprechend cDNAI (€@) dar.

cDNAI wurde nach der erfolgreichen Restriktionsanalyse sequenziert.

Bezuglich cDNAII wurden keine weiteren Experimente durchgefihrt.
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3.3.5 Sequenzanalyse

Nach der erfolgreichen Restriktionsanalyse wurde cDNAI sequenziert. Die
Sequenzierung erfolgte durch Dr. Andreas Hunziker unter Verwendung der
M13-Standard-Primer.

Es wurde fur cDNAI eine 352bp lange Sequenz identifiziert. Die ersten 23
Nukleotide am 5’-Ende entstammen Adapter2 und Plasmid.

In Abbildung 19 ist die 329bp lange Sequenz von cDNAI dargestellt.

An beiden Flanken, jeweils durch die Schnittstellen des Restriktionsenzyms
RSAI begrenzt, finden sich Teilsequenzen der ligierten Adapter, so dass die
eigentlich differenziell exprimierte cDNA nur 316bp umfasst. Dabei befindet sich
Adapter2 am 5’-Ende der isolierten Sequenz, Adapter1 hingegen am 3’-Ende.
Die Schnittstellen von RSAI sind fettgedruckt.

GGCCGAGGT
I  GGCCGAGGTACCTGTCTTCACATGTGGGGAAACTTCATAACTGTGCCCAC

51 AAATCAGAGAAATTCGCAAAGGACTAGACAATGTATTGCCTGTGAACTTC

101 AGAGGCAACTGGAAATAGTGCAACTGGAAATCAACTAGCTTCATACATAG

151 GCGGATTTGTTTCCAGGGACCAAAAGCACAGAAGATAAGAAAACTTTTCA

201 GGTGATGGCCATATTCTCATCATATCCTCTCTGTGTGGAGTCTGCCTGTT

251 GTCACAAAAACCTTGACCCTACATCAAGTTACACCTTAACAAAGGGAAGA

301 TACAGGCATCAGATAAAAGGTACCTGCCC
ACCTGCCC..

Abb. 19:

Darstellung der Nukleotidsequenz der differenziell exprimierten cDNAI.

Die Schnittstellen des Restriktionsenzyms RSAI sind fett gedruckt, die Nukleotide
proximal der ersten bzw. distal der zweiten Schnittstelle entsprechen Teilsequenzen der
ligierten Adapter (5°-Ende: Adapter2, 3’-Ende Adapter1, beide kursiv gedruckt). Die
eigentliche differenziell exprimierte cDNA umfasst 316 Nukleotide. Nicht dargestellt sind

die Nukleotide am 5’-Ende, welche dem Plasmid sowie Adapter2 entstammen miissen.
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Das cDNA-Fragment konnte durch einen Datenbankabgleich mit dem NCBI-
Programm ,BLAST“ bekannten Sequenzen zugeordnet werden. Es handelte sich
dabei um ein 316bp langes Fragment der cDNA der B-Untereinheit des humanen
Signalerkennungspartikelrezeptors (genebank accession number: NM_021203),
welches in Antisense-Orientierung in das Plasmid kloniert worden war. Die
Homologie betrug 100%. Das zu Grunde liegende Gen wird als ,APMCF1-Gen®,
das Genprodukt neben ,B-Untereinheit des humanen Signalerkennungs-

partikelrezeptors“ auch als ,APMCF1-Protein“ bezeichnet.

3.3.6 Validierung der differenziellen Expression von SRf

Bevor von einer vermehrten Expression der [B-Untereinheit des Signal-
erkennungspartikelrezeptors durch MTX auszugehen war, war eine Validierung
des Ergebnisses mit mindestens einer weiteren, unabhangigen Methode
notwendig.

Hierzu wurden semiquantitative PCR und die Real-Time-PCR verwendet. Fur
die Amplifikationen wurden genspezifische Primer (KSA6SQP1249s und
KSA6SQP1596as) synthetisiert. In der semiquantitativen PCR wurden je
Ansatz 0,1ug cDNA, in der Real-Time-PCR 0,02 ug cDNA eingesetzt.

FUr die Erstellung der Standardkurve wurden zwischen 0,2 und 0,0002 ug
cDNA eingesetzt.

Mit Hilfe des ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection Systems und des
angeschlossenen MACs wurden die zyklusspezifischen Veranderungen der
Fluoreszenzsignale (die Emissionen) verschiedener cDNAs wahrend der PCR
detektiert, wodurch sich RuUckschlisse auf die initiale Kopienzahl der
untersuchten cDNAs ziehen lassen. Zur Veranschaulichung des Ergebnisses
wurde die Zykluszahl (Abszisse) in Abhangigkeit vom normalisierten
Reportersignal (Ordinate) — Letzteres entspricht dem Quotienten der
Emissionsintensitat dividiert durch die Emissionsintensitat der passiven

Referenz nach Ausgleich des reaktionsspezifischen Hintergrundsignals und
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unspezifischer Einflisse — graphisch dargestellt. Dabei erfolgt die erstmalige
Detektion des Reportersignals umso fruher, je groRer der Ausgangsgehalt der

interessierenden cDNA einer Probe ist.

In Abbildung 20 ist die graphische Darstellung des Ergebnisses der Real-Time-
PCR aufgezeigt; die normalisierten Reportersignale (diese entsprechen
vereinfacht den korrigierten Emissionen) sind dabei in Abhangigkeit vom PCR-
Zyklus dargestellt. Es wurde die Emission der cDNA zytostatisch mit MTX
behandelter Zellen mit der Emission der cDNA unbehandelter Zellen
verglichen, die Normalisierung erfolgte durch die Amplifikation des
Haushaltsgens GAPDH. Die Signale der GAPDH-Kontrollen der cDNA
behandelter und unbehandelter Zellen sind nahezu identisch. Dies beweist,
dass in beiden Proben gleich viel cDNA fur die PCR eingesetzt worden war.
Somit konnte eine Verfalschung des Ergebnisses durch den Einsatz
unterschiedlicher cDONA-Mengen ausgeschlossen werden.

In der SRp-spezifischen PCR erscheint das Signal der cDNA behandelter
Zellen vor dem Signal der cDNA unbehandelter Zellen. In der SRB-spezifischen
PCR ergab sich eine Konzentration von 0,125ng/ul bei behandelten Zellen und
eine Konzentration von 0,065ng/pl bei unbehandelten Zellen. In der GAPDH-
spezifischen PCR ergab sich eine Konzentration von 1,585ng/ul bei
behandelten Zellen und eine Konzentration von 1,645ng/ul bei unbehandelten
Zellen. Wenn man die Signale des untersuchten Gens durch die Signale der
entsprechenden GAPDH-Kontrollen korrigiert und danach zueinander ins
Verhaltnis setzt, so ergibt sich eine doppelt so hohe (1,996-fache) Kopienzahl
in der cDNA behandelter Zellen im Vergleich zur cDNA unbehandelter Zellen.

Dies beweist die differenzielle Expression.
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Abb. 20:

Validierung der differenziellen Expression der B-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors nach MTX-Inkubation. Real-Time-PCR.

Abszisse: Zykluszahl, Ordinate: ARnNn (normalisiertes Reportersignal).
Von links nach rechts: Signal der beiden GAPDH-Kontrollen; Signal der cDNA
behandelter Zellen (SRB-spezifische PCR), Signal der cDNA unbehandelter Zellen (SRj-
spezifische PCR), Signal der Leerkontrolle.

In der SRB-spezifischen PCR erscheint das Signal der cDNA behandelter Zellen erstmalig

etwa einen Zyklus vor dem Signal der cDNA unbehandelter Zellen.

Abbildung 21 zeigt das Ergebnis der semiquantitativen PCR. Die Visualisierung
erfolgte mittels Gelelektrophorese und nachfolgender UV-Spektroskopie. Auf
eine weitere GAPDH-Kontrolle war hierbei verzichtet worden. Die cDNA
zytostatisch mit MTX behandelter Zellen wurde nach 21, 24, 27 und 31 jeweils
mit der entsprechenden cDNA unbehandelter Zellen verglichen. Die Paare sind
nach Zyklenzahl in aufsteigender Form angeordnet, wobei die PCR-Produkte
unbehandelter Zellen jeweils vorausgehen. Es zeigt sich jeweils eine
spezifische Bande zwischen 300 und 400bp. Dies entspricht der erwarteten
Grolle des PCR-Produkts von 375bp.
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Abb. 21:

Validierung der differenziellen Expression der B-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors. Semiquantitative PCR.

Vergleich der cDNA zytostatisch mit MTX behandelter Zellen mit der cDNA unbehandelter
Zellen in Abhédngigkeit von der Anzahl der PCR-Zyklen. Ethidiumbromidfarbung.

1: cDNA unbehandelter Zellen; 21 Zyklen, 2: cDNA behandelter Zellen; 21 Zyklen
3: cDNA unbehandelter Zellen; 24 Zyklen, 4: cDNA behandelter Zellen; 24 Zyklen
5: cDNA unbehandelter Zellen; 27 Zyklen, 6: cDNA behandelter Zellen; 27 Zyklen
7: cDNA unbehandelter Zellen; 31 Zyklen, 8: cDNA behandelter Zellen; 31 Zyklen

Vergleicht man die beiden Banden der nach Zykluszahl gebildeten Parchen, so
weist die cDNA behandelter Zellen jeweils ein deutlich starkeres Signal auf als
die entsprechende cDNA unbehandelter Zellen. Dieses Ergebnis beweist eine
initial hdhere Kopienzahl in der cDNA zytostatisch mit MTX behandelter Zellen
und damit die differenzielle Expression.

Es konnte also mit zwei unterschiedlichen Methoden das Ergebnis aus der
Subtraktiven Hybridisierung bestatigt werden.

Die Quantifizierung ergab ein doppelt so hohes Expressionsniveau der -
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors in behandelten KS-Zellen

im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
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3.3.7 Lokalisation und Charakterisierung des APMCF1-Gens

Das Gen ist auf Chromosom 3qg22.1 lokalisiert und kodiert die B-Untereinheit
des Signalerkennungspartikelrezeptors. Es beinhaltet 7 Exons und 6 Introns
und erstreckt sich Uber eine Lange von mindestens 14 846bp genomischer
DNA. Die Ubergéange zwischen den Exons und Introns, dargestellt in Abb. 21,
wurden durch den Vergleich der mRNA-Sequenz (genebank accession number
NM_021203) mit der Sequenz genomischer DNA (genebank accession number
NT_005612) bestimmt.

In den Spalten 3 und 5 in Abbildung 21 sind die Sequenzen der jeweiligen
Ubergéange von Exon zu Intron (Spalte 3) bzw. Intron zu Exon (Spalte 5)
dargestellt; die linken 10 Nukleotide entstammen jeweils dem stromabwarts
liegenden 3’-Ende, die rechten 10 Nukleotide dem stromaufwarts liegenden 5'-
Ende des entsprechen Genabschnitts. Wie fur eukaryotische Zellen typisch,
beginnen die Introns mit den Nukleotiden GT (bzw. GU in RNA) und enden auf
AG.

In den Spalten 1 und 4 wird die Grolke der Exons bzw. der Introns dargestellt.
Spalte 2 zeigt die Position der Exons in der cDNA nach Entfernung der Introns

durch Spleil3-Vorgange.
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Exon (bp)| Position Ubergang Exon_Intron, Sequenz | Intron (bp) Ubergang Intron_Exon, Sequenz

cDNA 3’-Ende Exon _ 5’-Ende Intron 3’-Ende Intron_ 5’-Ende Exon

1 (170) | 1-170 CTGACGCTAG__GTAAAAGGCG |1 (606) TATTCCACAG__ TCTTCTGGAA

2 (95) [171-265 | CTTTGTCAGG_ _GTAAATGATT |2 (1042) TTTTTTACAG__TTGTTAACAGG

3 (79) |266-343 | CAATAACAGG GTAAGATGTT |3 (3293) CCATCCCCAG__GGCAATAGTC

4 (83) [344-426 | CTTCAGCCAG_ _GTAAGAAGGA |4 (4390) CTCCCTCCAG__GGCTATTGTG

5 (137) |427-563 | AATAAGCAAG__GTGCCATCAT |5 (1151) TTCTTTACAG _ ATATTGCAAT

6 (54) |564-618 | AGAAAGAACT _GTAAGTGTGA |6 (2620) TGCCCCACAG__CAACACCTTA

7(1127) | 619 - 1745

Abb. 22:

APMCF1-Gen. Darstellung der Exon-Intron-Struktur einschlieBlich Ubergéngen.

Spalte 1 zeigt die Lange (in bp) der einzelnen Exons, Spalte 2 die entsprechende Position
in der cDNA, nachdem durch den SpleiR-Vorgang die Introns aus der Vorlaufer-RNA
entfernt worden sind. Zwischen den Exons befinden sich in genomischer DNA und
Vorlaufer-RNA, nicht jedoch in reifer RNA, die Introns, wobei das Intron auf das
entsprechende Exon folgt. Die Lange der einzelnen Introns wird, ebenfalls in bp, in Spalte
4 dargestellt. In den Spalten 3 und 5 werden die Sequenzen der Ubergénge von Exon zum
Intron (Spalte 3) bzw. Intron zum Exon (Spalte 5) aufgezeigt; die linken 10 Nukleotide
werden jeweils vom abwarts liegenden 3’-Ende, die rechten 10 Nukleotide vom aufwarts
liegenden 5’-Ende des entsprechenden Genabschnitts gebildet. Wie fiir eukaryotische
Zellen typisch, beginnen die Introns mit den Nukleotiden GT (RNA: GU) und enden auf
AG.

Abbildung 23 zeigt die cDNA, die Proteinsequenz sowie die
Primerbindungsstellen fur die spezifischen Primer. Die mRNA erstreckt sich
nach dem Entfernen der Introns Uber insgesamt 1745bp, wobei der ORF die
Nukleotide 17 bis 832 umfasst. Die Nukleotide 17-19 bilden das Start-Kodon.
Die fettgedruckte Teilsequenz entspricht dem subtrahierten cDNA-Fragment.
Sie befindet sich im 3’-untranslatierten Bereich des Gens. Aufgrund ihrer
Antisense-Orientierung im sequenzierten Plasmid ist die Sequenz des
subtrahierten cDNA-Fragments in dieser Abbildung nicht direkt, sondern in

sense-Orientierung dargestellt.
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Das APMCF1-Gen kodiert fur ein 29,7kDa schweres Genprodukt, die B-
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors. Die B-Untereinheit besteht
aus 271 Aminosauren und enthalt eine GTP-bindende Protein-Domane.
AuRerdem wird eine transmembrane Helix zwischen den Aminosauren 37 bis

54 vermutet.

1 ACCACGCGTCTCATCCATGGCTTCCGCGGACTCGCGCCGGGTGGCAGATGGCGGCGGTGC
1 M A S A DS R RL A DG G G A

61 CGGGGGCACCTTCCAGCCCTACCTAGACACCTTGCGGCAGGAGCTGCAGCAGACGGACCC
16 G G T F Q P YL D TL R Q E L Q Q T D P
121 AACGCTGTTGTCAGTAGTGGTGGCGGTTCTTGCGGTGCTGCTGACGCTAGTCTTCTGGAA
36 T L L S VvV VvV V A vV L AV L L T UL V F W K
181 GTTAATCCGGAGCAGAAGGAGCAGTCAGAGAGCTGTTCTTCTTGTTGGCCTTTGTGATTC
56 L I R S R R S S Q R A Vv L L v G L C D S
241 CGGGAAAACGTTGCTCTTTGTCAGGTTGTTAACAGGCCTTTATAGAGACACTCAGACGTC
76 G K T L L F v R L L T G L Y R D T Q T S
301 CATTACTGACAGCTGTGCTGTATACAGAGTCAACAATAACAGGGGCAATAGTCTGACCTT
96 1 T b S C AV Y R V N NN R G N S L T L
361 GATTGACCTTCCCGGCCATGAGAGTTTGAGGCTTCAGTTCTTAGAGCGGTTTAAGTCTTC
116 I Db L P GHE S L R L Q F L E R F K S S
421 AGCCGGGGCTATTGTGTTTGTTGTGGATAGTGCAGCATTCCAGCGAGAGGTGAAAGATGT
136 A G A I VvV F v vD S A A FQ R E V K D V
481 GGCTGAGTTTCTGTATCAAGTCCTCATTGACAGTATGGGTCTGAAGAATACACCATCATT
156 A E F L Yy Q vL 1 D S M G L K N T P S F
541 CTTAATAGCCTGCAATAAGCAAGATATTGCAATGGCAAAATCAGCAAAGTTAATTCAACA
176 L I A C N K Q D I A M A K S A K L I Q Q
601 GCAGCTGGAGAAAGAACTCAACACCTTACGAGTTACCCGTTCTGCTGCCCCCAGCACACT
196 Q L E K E L N T L R V T R S A A P S T L
661 GTACAGTTCCAGCACTGCCCCTGCTCAGCTGGGGAAGAAAGGCAAAGAGTTTGAATTCTC
216 Y § S S T A P A Q L G K K G K E F E F S
721 ACAGTTGCCCCTCAAAGTGGAGTTCCTGGAGTGCAGTGCCAAGGGTGGAAGAGGGGACGT
236 Q L p L K V E F L E €C S A K G G R G DV
781 GGGCTCTGCTGACATCCAGGACTTGGAGAAATGGCTGGCTAAAATTGCCTGAGAGGCAGC
256 G S A D 1 Q DL E K WL A K I A *

841 TCTAAAGCACAAGACCTGGATGTGTGACACACAGTTTTGGAAAAAGGTCTGTGGTAGTCT
901 GGAGTTGATGAGGAAGGGGTACAAGATGTGGTTAGAAACATTTCTTTGTTCTGGAAACAA
961 AGTACTGTTGAAACCAGCTTGGAAnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn AAGTTCAGTTCTCCCT
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1021  TATGGCTGCCTTTCAAACAAGTACCTTTTATCTGATGCCTGTATCTTCCCTTTGTTAAGG

1081 TGTAACTTGATGTAGGGTCAAGGTTTTTGTGACAACAGGCAGACTCCACACAGAGAGGAT

1141 ATGATGAGAATATGGCCATCACCTGAAAAGTTTTCTTATCTTCTGTGCTTTTGGTCCCTG

1201 GAAACAAATCCGCCTATGTATGAAGCTAGTTGATTTCCAGTTGCACTATTTCCAGTTGCC

1261 TCTGAAGTTCACAGGCAATACATTGTCTAGTCCTTTGCGAATTTCTCTGATTTGTGGGCA

1321 CAGTTATGAAGTTTCCCCACATGTGAAGACAGGTACAAAATAGCAGAGCCAAGCAGACAG

1381 TGGGTCTATTCTTCATTAGCTCAGTGACTTGTCCACACTCGTCTTAGCACTTACGTTTCA

1441 AAAGCTTGTCACAAACCCTTGGAGTCATTCCCAGATAATAGAACTGGAAATGATAAATCC

1501 CCTAATGCCAAGGGTCTAGTGTGTTCTTAGTGGTTATACTGGGAAGTGTGTGGAGATTTA

1561 GGTGCTGCTCTGCTGCTCTGGATGGCTGAAGGCTCCTGGGCCATCTTCATGTGCTGCTTG

1621 AAGAGCTCCTATTTTGTACTCCTGGCTAGAATGCTGTGGAACAAATACAAAGTGAAAAAA
1681 GTTCTCTGTAGATTTCTGAAGTGCATATTCATTGATGCCAAGnnnnnnnnnnnGTTGCCT

1741 TTTTG

Abb.23:

Darstellung der vollstandigen cDNA- und Aminosauresequenz der B-Untereinheit des
Signalerkennungspartikelrezeptors/des APMCF1-Proteins.

Das Start-Kodon umfasst die Nukleotide 17-19, der offene Leserahmen reicht bis zu dem
Nukleotid 832. Das translatierte Produkt besteht aus 271 Aminosauren. Die Region,
welcher das subtrahierte cDNA-Fragment entstammt, ist fett gedruckt und befindet sich
im 3’-untranslatierten Bereich des Gens. Aufgrund ihrer Antisense-Orientierung im
sequenzierten Plasmid ist die Sequenz des subtrahierten cDNA-Fragments in dieser
Abbildung nicht direkt, sondern in Sense-Orientierung dargestellt. Die Primer-

bindungsstellen fiir die spezifischen Primer sind unterstrichen.

3.3.8 Untersuchungen zum Zelltod mittels Durchflusszytometrie

Nach der Validierung der differenziellen Expression von SR wurde mit Hilfe
der Durchflusszytometrie untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
Apoptose und der Hochregulation von SR besteht.

KS-Zellen wurden mit MTX in einer Konzentration von 3ug/ml zwischen 1 und
24 Stunden inkubiert; nachfolgend wurde die Expression von Phosphatidylserin

durch Annexin-V-Farbung durchflusszytometrisch untersucht.
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Als Positivkontrolle fur Apoptose wurde Staurosporin verwandt, ein anerkannter
Apoptose-Induktor. Es wurden jeweils 10 000 bis 20 000 Ereignisse untersucht.
Dieses Experiment wurde zweimal durchgefuhrt.

Die Auswertung erfolgte in Form eines Dot-Blots mit Hilfe eines
angeschlossenen MACs unter Verwendung der entprechenden Software.
Exemplarisch ist in Abbildung 23 die Messung nach 8-stindiger Inkubation mit
MTX aufgefuhrt. Das Messergebnis ist in Form eines Dot-Blots dargestellt,
wobei die Ordinate die Propidiumiodid-Fluoreszenz und die Abszisse die
Annexin-V-Fluos-Fluoreszenz reprasentieren. Folglich reprasentiert der linke
untere Quadrant lebende Zellen, der rechte untere Annexin-positive,
apoptotische Zellen, der rechte obere Annexin- und Propidiumiodid-positive,
nekrotische Zellen und der linke obere Propidiumiodid-positive Zellen. In die
Auswertung miteinbezogen wurden alle Annexin-positiven Zellen; der
prozentuale Anteil der Annexin-positiven Zellen wurde rechnerisch mit Hilfe des

angeschlossenen MACs bestimmt.
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Abb. 24:

Beispiel einer FACS-Analyse. Darstellung des Messergebnisses als Dot-Blot.

Der Anteil Annexin-positiver KS-Zellen wurde nach 8-stiindiger MTX Inkubation
(Konzentration: 3ug/ml) bestimmt.

Ordinate: Propidiumiodid-Fluoreszenz, Abszisse: Annexin-V-Fluos-Fluoreszenz.

Der linke untere Quadrant reprasentiert lebende Zellen, der rechte untere Annexin-
positive, apoptotische Zellen, der rechte obere Annexin- und Propidiumiodid-positive,
nekrotische Zellen und der linke obere Propidiumiodid-positive, nekrotische Zellen. In die
Auswertung miteinbezogen wurden alle Annexin-positiven Zellen; der prozentuale Anteil
der Annexin-postiven Zellen wurde rechnerisch mit Hilfe eines angeschlossenen MACs

bestimmt.

Abbildung 25 veranschaulicht den durchschnittlichen prozentualen Anteil
Annexin-positiver KS-Zellen in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer; in die
Auswertung mit einbezogen wurden sowohl Propidiumiodid-positive als auch
Propidiumiodid-negative Zellen. Die Auswertung der Annexin-positiven KS-
Zellen erfolgte nach 1, 4, 8, 12, 16 und 24 Stunden. Als Positivkontrolle fur
Apoptose wurden Jurkat-Zellen 12 Stunden mit 1mmolarer Staurosporin-
Losung behandelt, hierbei zeigten sich nach Behandlung mit Staurosporin

95,8% Annexin-positive Zellen. Der Anteil Annexin-positiver KS-Zellen nach
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Inkubation mit MTX schwankte zwischen 1,4% und 7,8% und damit um den
Anteil unbehandelter Zellen, der bei 5,2% lag. Wie anhand des jeweils geringen
Standardfehlers ersichtlich unterschieden sich die Ergebnisse in beiden
Untersuchungen nur unwesentlich.

In KS-Zellen lasst sich somit durch Inkubation mit MTX in einer Konzentration
von 3ug/ml — der Konzentration, welche zu einer Uberexpression der P-
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors fuhrt — in keinem der

untersuchten Zeitpunkte signifikant Apoptose auslésen.
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Abb. 25:

Prozentualer Anteil Annexin-positiver KS-Zellen nach zytostatischer Behandlung mit MTX
in Abhéangigkeit von der Inkubationsdauer. Graphische Auswertung zweier Facs-
Analysen.

Die Auswertung umfasst sowohl Propidiumiodid-negative als auch Propidiumiodid-
positive Zellen. Ordinate: prozentualer Anteil Annexin-positiver KS-Zellen. Als
Positivkontrolle fiir Apoptose wurden Jurkat-Zellen iiber 12 Stunden mit 1mmolarer

Staurosporin-L6sung behandelt.

: J16-Zellen, Staurosporin-behandelt

: J16-Zellen unbehandelt

: KS-Zellen, unbehandelt

: KS-Zellen, 1 Stunde MTX-Inkubation

: KS-Zellen, 4 Stunden MTX-Inkubation
: KS-Zellen, 8 Stunden MTX-Inkubation

: KS-Zellen, 12 Stunden MTX-Inkubation
: KS-Zellen, 16 Stunden MTX-Inkubation
: KS-Zellen, 24 Stunden MTX-Inkubation
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4 Diskussion

Die Analyse differenziell exprimierter Gene hat sich zu einem wertvollen
Werkzeug entwickelt, um die Wirkungsweise von Zytostatika zu untersuchen. In
den letzten Jahren wurden verschiedene Techniken entwickelt, die es erlauben,
die differenzielle Expression einer gro3en Anzahl von Genen zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Differential-Display-PCR und der PCR-
Select™ Subtraction Kit eingesetzt, um in Brustkrebszellen Gene zu
identifizieren, deren Expression durch Zytostatika beeinflusst wird. Da
Zytostatika in der Therapie maligner Tumoren eine bedeutende Rolle spielen,
erhofft man sich, durch diese Erkenntnisse Einblick in die Wirkungsweise
dieser Substanzen zu gewinnen, um neue therapeutische Strategien zu
entwickeln und Resistenzen umgehen zu konnen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Effekte von 5-FU und MTX auf die Genexpression in
Brustkrebszellen untersucht.

Die Konzentrationen der eingesetzten Zytostatika orientierten sich dabei an den
bereits im Vorfeld durchgefuhrten Chemosensitivitats-Assays (Meyer 2000,
Marmé unveroffentlichte Daten). Alle Untersuchungen zur differenziellen
Genexpression wurden nach 8stundiger Inkubationsdauer durchgefuhrt. Damit
war die Inkubationsdauer so gewahlt, dass von einer moglichst grofden
Differenz im Expressionsmuster bei gleichzeitig geringer Resistenzentwicklung
auszugehen war. Die Wahl der Inkubationszeit beruht u. a. auf den von Wang
et al. vorgelegten Ergebnissen, nach denen es in MCF7-Zellen nach 8-
stindiger Inkubation mit Zytostatika wie Vinblastin zur maximalen Aktivierung
der sogenannten c-Jun N-terminalen Kinasen/stress-activated Protein-Kinasen
kommt (Wang et al. 1998). Es ist zu erwarten, dass diese
Transkriptionsfaktoren einen Grofteil der relevanten Gene regulieren.

Durch die Beschrankung auf eine einzige Inkubationsdauer kann jedoch kein
Anspruch auf eine vollstandige Detektion aller Effekte eines Zytostatikums

erhoben werden.
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4.1 Auswirkungen von 5°-FU auf MCF7-Zellen

Bei der Inkubation von MCF7-Zellen mit 5’-FU gelang mit Hilfe der Differential-
Display-PCR die Detektion einer vermeintlich differenziell exprimierten mRNA.
In der Realtime-PCR bestatigte sich die differenzielle Expression des
entsprechenden Gens jedoch nicht, so dass die Differenz im Bandenmuster als
falsch positiv zu werten ist.

Weitere Differenzen im Bandenmuster wurden nicht detektiert.

Dass nach Inkubation mit 5’-FU kein Nachweis einer differenziellen Expression
gelang, kann verschiedene Griinde haben:

Eine mogliche Erklarung ist, dass die Wirkung von 5’-FU in MCF7-Zellen nur
Uber eine Inhibition der Thymidylat-Synthetase bzw. Uber einen Einbau als
falscher Metabolit in DNA und RNA vermittelt wird, ohne dass das
Expressionsmuster beeinflusst wird. Gegen diese Annahme spricht, dass 5’-FU
in anderen Malignom-Zellen Veranderungen im Expressionsmuster
verschiedener Gene bewirken und somit Apoptose induzieren kann. So liel}
sich beispielsweise nach Behandlung mit 5-FU in humanen Kolonkarzinom-
Zelllinien eine Uberexpression von p53 samt nachgeschalteter Gene wie
p21/WAF1 und mdm2 beobachten (Zhang et al. 2003) ebenso wie die
Uberexpression des Fas-Rezeptors in Zellen von Lebermetastasen (Backus et
al. 2001).

Weiterhin besteht die Mdglichkeit einer primaren Resistenz der MCF7-Zellen.
Dies st jedoch aufgrund der in wunserem Labor durchgefuhrten
Voruntersuchungen zur Sensibilitdt auszuschlieBen (Marmé unveroffentlichte
Daten).

Nicht ausgeschlossen jedoch ist die Mdglichkeit einer sekundaren Resistenz.
Eine Resistenz gegenuber 5’-Fluorouracil ist ein bekanntes Phanomen (Mader
et al. 1998); die Resistenzentwicklung ist dabei als multifaktorielles Ereignis zu
verstehen. Mechanismen wie ungenugender Transport des Zytostatikums in
den Tumor, vermehrte Expression der Thymidilat-Synthetase, Verlust der p53-

Funktion (Longley et al. 2003, Longley et al. 2004), eine verminderte
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Expression der Uriditin-Cytidin-Monophosphat Kinase (Banerjee et al. 2002)
oder eine vermehrte Expression des Multidrug-Resistance-assoziierten Proteins
(Jin et al. 2002) wurden in diesem Zusammenhang beschrieben. Gegen eine
sekundare Resistenz spricht, dass sich ebenso wenig Alterationen in der
Expression von Resistenzgenen wie Alterationen in der Expression von
Apoptosegenen hatten nachweisen lassen und dass die Inkubationszeit mit 8
Stunden relativ kurz fur eine Resistenzentwicklung bemessen war und dass
sich in Voruntersuchungen durchflusszytometrisch immerhin 10 bis 20%
apoptotischer Zellen hatten nachweisen lassen (Ergebnis nicht dargestellt).

Es liegt somit der Verdacht nahe, dass mit den im Rahmen dieser
Dissertationsarbeit eingesetzten Primerkombinationen die entsprechenden,
differenziell exprimierten Gene in der Differential-Display-PCR nicht erfasst
worden sind. Insgesamt zeigte sich die Differential-Display-PCR als
ungeeignete Methode im Sinne der Fragestellung dieser Dissertationsschrift.
Die Differential-Display-PCR ist bekanntermallen mit einer hohen Anzahl von
falsch positiven Ergebnissen behaftet; eine Abbildung der zahlreich erwarteten
Expressionsunterschiede war mit dem gewahlten Ansatz nicht moglich.

Daher wurden die weiteren Versuche mit der Subtraktiven Hybridisierung als

alternativer Methode durchgefuhrt.

4.2 Auswirkungen von MTX auf KS-Zellen

Mit Hilfe des PCR-Select™ Subtraction Kits lieR sich in KS-Zellen ein Gen
identifizieren, das einer Hochregulation durch MTX unterlag. Die differenzielle
Expression wurde durch verschiedene PCR-Experimente bestatigt.

Bei diesem Gen handelt es sich um das APMCF1-Gen, welches die B-
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors kodiert. Es ist gelungen,
die vollstandige mRNA-Sequenz aus menschlichen Zellen zu isolieren (Yan et
al. 2003). Es handelt sich dabei um eine 1745bp lange mRNA, wobei sich die
codierende Sequenz Uber 816bp erstreckt.

APMCF1 wird auf Chromosom 3q22.1 codiert, die zu Grunde liegende
genomische DNA erstreckt sich Uber eine Gro3e von uber 14,8kb und
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beinhaltet 7 Exons und 6 Introns. Das 29,7kDa schwere Genprodukt besteht
aus 271 Aminosauren und beinhaltet eine kleine GTP-bindende Protein-
Domane. Aullerdem wird eine transmembrane Helix zwischen den
Aminosauren 37 bis 54 vermutet.

Die B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors wird der Uberfamilie
der Ras-GTPasen zugerechnet. Sie lasst sich jedoch keiner Familie eindeutig
zuordnen. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, scheint die grofte
Verwandtschaft jedoch zu den Ras- und Arf/Sar-GTPasen zu bestehen.
Besonders erstgenannter Familie kommt nachgewiesenermalien eine

Schlusselfunktion in der Kontrolle von Apoptose und Zellwachstum zu.

4.2.1 Funktion des Signalerkennungspartikelrezeptors mit besonderem
Hinblick auf die B-Untereinheit.

Die isolierte Funktion der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors
ist bislang nur unvollkommen verstanden.

Bei der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors handelt es sich
um ein wahrend der Evolution gut konserviertes Motiv — eine Tatsache, die auf
eine grofRe Bedeutung des Gens schliel3en Iasst.

Allerdings scheint diese Funktion speziell fur eukaryotische Zellen von
Bedeutung zu sein, da sich in prokaryotischen Zellen bislang kein
entsprechendes Aquivalent der B-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors hat nachweisen lassen (Angelini et al. 2005).

Diese Beobachtung erklart sich moglicherweise dadurch, dass die
eukaryotische Zelle sich im Gegensatz zur prokaryotischen Zelle aus mehreren
Kompartimenten zusammensetzt (Millman et al. 2001). Wahrend in der
prokaryotischen Zelle nur eine Zielmembran vorhanden ist, mit der FtsY, das E.
coli Homolog der eukaryotischen o-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors, interagieren kann, existieren in eukaryotischen Zellen
mehrere Kompartimente, welche aus nicht miteinander verbundenen

Membranen gebildet werden. Gabe es in eukaryotischen Zellen keine f-
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Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors, so ware vermutlich eine
Interaktion zwischen der o-Untereinheit und jeder beliebigen Membran der
verschiedenen Kompartimente maoglich. Damit ware ein spezifisches Targeting,
also die zielsichere Verteilung und Einschleusung der Aminosaureketten an
den Ort ihrer Bestimmung, verhindert.

Das isolierte Vorkommen der p-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors in Eukaryoten scheint sich somit durch die Notwendigkeit
eines spezifischen Targetings aufgrund der Morphologie der eukaryotischen

Zelle erklaren lassen.

4.2.2 Die Rolle der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors
fur die Regulation des Zelltods

Ein Zusammenhang zwischen Zytostatika und der B-Untereinheit des
Signalerkennungspartikelrezeptors wurde bislang noch nicht beschrieben, wohl
aber die Koinzidenz von Apoptose und einer vermehrten Expression der -
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors: So konnten Yan et al.
erstmalig die vermehrte Expression der B-Untereinheit in apoptotischen MCF7
Zellen nachweisen (Yan et al. 2001); ein Hinweis auf eine mdgliche Rolle der 3-
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors in der Regulation des
Zelltodes.

Nachdem im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Uberexpression der j-
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors nachgewiesen wurde, war
es naheliegend, den Anteil apoptotischer Zellen in KS-Zellen nach
zytostatischer Behandlung mit MTX zu bestimmen. Nach Farbung mit Annexin
wurde eine FACS-Analyse durchgefuhrt, um eine aufgrund der von Yan et al.
gewonnenen Erkenntnisse zu erwartende positive Korrelation zwischen
Apoptose und der vermehrten Expression der B-Untereinheit des Signal-
erkennungspartikelrezeptors nachzuweisen.

Unter den gleichen Bedingungen, die zu einer vermehrten Expression der j-

Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors gefuhrt hatten, zeigte sich

97



jedoch keine signifikante Zunahme des Anteils apoptotischer oder nekrotischer
Zellen. Auch durch Variationen der Inkubationsdauer liel3en sich diesbezlglich
keine Unterschiede erzeugen, so dass eine durch Translations-Vorgange oder
Signalkaskaden bedingte Verzégerung der Phosphatidylserin-Expression als
Erklarung fur die fehlende Induktion des programmierten Zelltodes ebenfalls
ausscheidet.

Ein direkter Zusammenhang zwischen der [-Untereinheit des Signaler-
kennungspartikelrezeptors und dem kontrolliertem Zelltod lie sich somit nicht
nachweisen.

Eine Moglichkeit, diese Beobachtung zu erklaren, besteht darin, dass die initial
erwartete pro-apoptotische Funktion der B-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors von weiteren Co-Faktoren abhangig ist, ohne deren Mitwirken
SRB keine apoptotische Potenz besitzt. Uber die synergistischen Effekte
weiterer Zytostatika hierfir kann nur spekuliert werden.

Wabhrscheinlicher jedoch erscheint, dass der B-Untereinheit des Signal-
erkennungspartikelrezeptors eine gewisse anti-apoptotische Funktion, wie die
der Tumorpromotion, zukommt; eine These, welche durch eine 2003
veroffentlichte Arbeit von Yan et al. untermauert wird: Die Autoren beschreiben
darin ein signifikant hoheres Expressions-Niveau von APMCF1 in wenig sowie
malig differenzierten Kolonkarzinom-Zellen verglichen mit dem Expressions-
Niveau normaler Darmmukosazellen. Eine Erklarungsmaoglichkeit hierfar ist,
dass durch die vermehrte Bildung der SR in malignen Zellen ein schnelleres
Targeting ermdglicht wird und so der erhdhte Bedarf an sekretorischen
Proteinen, wie er fir das schnelle (und unkontrollierte) Wachstum dieser Zellen
typisch ist, gedeckt wird. Die These, dass die Uberexpression der SRB mit
einem schnelleren Zellwachstum einhergeht, wird durch den Umkehrschluss
der von Ogg et al. veroffentlichten Daten gestutzt: Die Autoren beschreiben
darin, dass in S. cerevisiae eine Null-Mutante der SR langsamer wéachst als
der entsprechende Wildtyp (Ogg et al. 1998). Folglich liegt die Vermutung
nahe, dass eine vermehrte Expression SRP Ausdruck eines schnelleren

Zellwachstums ist.
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Far die Beobachtungen dieser Dissertationsschrift Iasst sich schlussfolgern,
dass die Uberexpression von SRB mdglicherweise eine Bedeutung fir die
Resistenzentwicklung gegenuber MTX hat.

Wie bereits aufgeflhrt, gehdrt die B-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors als kleines G-Protein zur Uberfamilie der Ras-GTPasen.
Kommt es nun bei kleinen G-Proteinen, beispielsweise durch Punktmutation
oder vermehrte Bildung, zu einer unkontrollierbaren Aktivierung dieser
multifunktionellen Proteine und damit zu einer unkontrollierbaren Aktivierung
nachgeschalteter Signalkaskaden, so resultieren daraus unkontrolliertes
Zellwachstum, GefalRneubildungen, genetische Instabilitdt und Verhinderung
von Apoptose; es kommt somit zu einer malignen Transformation der Zelle
(Yan et al. 2003). Dieses onkogene Potenzial wurde fir verschiedene GTPasen
vielfach beschrieben, umgekehrt lassen sich in 30% aller menschlichen
malignen Tumoren Mutationen von Ras nachweisen (Chong et al. 2003).
Neben Ras-GTPasen scheint auch GTPasen der Arf-Unterfamilie, zu welchen
die SRP ebenso nahe verwandt zu sein scheint wie zu Ras-GTPasen, eine
gewisse Bedeutung in der Tumorgenese zuzukommen. So lie3 sich in
Kolonkarzinom-Zellen ein erhdhter Spiegel der Arf-abhangigen Phospholipase
D nachweisen (Yoshida et al. 1998).

In der humanen Osteosarkom-Zelllinie Saos-2 konnte unter anderem
nachgewiesen werden, dass es durch eine zytostatische Behandlung, auch mit
MTX, zu einer vermehrten Expression eines kleinen G-Proteins der Ras-
Uberfamlie (RhoA) kommt (Fellenberg et al. 2003). Diese Uberexpression von
RhoA ging mit einer deutlichen Reduktion der Chemosensitivitat einher, was
RhoA eine zytoprotektive, anti-apoptotische Funktion in der Regulation der
Zytostatika induzierten Apoptose zuschreibt.

Durch eine experimentell erzeugte Uberexpression von Ha-Ras war eine
gesteigerte Resistenz gegenuber MTX in NIH-3T3-Zellen beobachtet worden
(Wani et al. 1994).

Eine ahnliche Rolle scheint der B-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors in der Regulation des Zelltodes zuzukommen; die

Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit, die Zugehdrigkeit zur Familie der G-
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Proteine sowie die vermehrte Expression des Gens in malignen Kolonkarzinom-
Zellen sprechen dafr.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtete Uberexpression der j-
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors stellt mdglicherweise eine
Antwort der Zelle auf einen Zellschaden dar, wodurch eine Signalkaskade in
Gang gesetzt wird, deren Zweck es einzig und alleine ist, den programmierten
Zelltod zu verhindern und das Uberleben der Zelle zu gewahrleisten. Damit
ware die Hochregulation der SRP als ein Schritt in Richtung Resistenz-
entwicklung zu verstehen. In diesem Zusammenhang ware es interessant, ob
die Hochregulation der SRP Auswirkungen auf die bereits fur MTX
beschriebenen Resistenzmechanismen wie Defekte im Folsaure-Carrier,
Uberexpression der Dihydrofolsdurereduktase und fehlerhafte Polyglutamation
(Takemura et al. 2001) besitzt oder ob eine bis dato zumindest fur MTX noch
nicht beschriebene Signalkaskade initiiert wird.

Neben einer zentralen Rolle der SR in der Regulation von Zellwachstum und
Zelltod ist eine andere denkbare Erklarungsmoglichkeit fir die im Rahmen
dieser Dissertation gefundenen Ergebnisse, dass es sich bei der
Hochregulation der SR um eine kompensatorische Neubildung handelt,
welche aufgrund eines Verbrauchs oder einer direkten Inaktivierung der SRj
erforderlich ist. Im Jahre 2003 wurde flir MTX eine solche Inaktivierung von Ras
beschrieben (Winter-Vann et al. 2003). Eine durch MTX bedingte Inhibition der
Isoprenylcystein-Carboxyl-Metyhltransferase fuhrte zu einer Hypomethylierung
von Ras. Diese Hypomethylierung fuhrte zu einer Fehllokalisation von Ras ins
Zytosol, wodurch es zu einer Funktionsminderung des G-Proteins beztiglich der
Aktivierung nachgeschalteter Signal-Prozesse wie der Aktivierung der p44
MAP-Kinase kam.

Es ist moglich, dass ein vergleichbarer Mechanismus zu einer direkten
Inaktivierung der SR gefuhrt und eine kompensatorische Neubildung der SRf3
initiiert hat:

Nimmt man an, dass die B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors
ebenfalls posttranslationellen Modifikationen unterliegt, dann wurde in Analogie

zu den von Winter-Vann et al. veroffentlichten Daten durch MTX die
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Modifikation der SRP verhindert und die SR somit teilweise inaktiviert werden.
Der (relative) Mangel einer voll funktionsfahigen -Untereinheit wirde dann von
der Zelle durch eine vermehrte Neubildung — resultierend in einer vermehrten
Expression — beantwortet werden. Diese Daten bedurfen jedoch weiterer
Untersuchungen, zumal eine posttranslationelle Modifikation fir die SRp
bislang noch nicht beschrieben wurde.

Welche exakte Rolle der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors
in der Regulation von Zellwachstum, maligner Transformation und Apoptose

zukommt, muss anhand weiterer Untersuchungen geklart werden.

Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten lassen vermuten, dass die vermehrte
Expression der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors eine
Antwort der Zelle auf eine durch MTX verursachte Zellschadigung darstellt.
Somit ware es moglich, dass es sich hierbei um einen Reparaturmechanismus
in Form einer kompensatorisch gesteigerten Neubildung der SR z. B. aufgrund
einer relativen Inaktivierung der SR durch MTX handelt. In diesem Falle ware
es denkbar, dass durch eine Inhibition von SR die Zytotoxizitdt von MTX
verstarkt wird bzw. eine eventuelle Resistenzentwicklung Uberwunden wird.
Dabei ist es unklar, ob dieser Mechanismus ein fir MTX typisches Phanomen
darstellt oder ob andere Zytostatika ahnliche Effekte aufweisen.

Ob der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors, wie fir viele
andere GTPasen typisch, eine zentrale Rolle in der Regulation von Zelltod und
Tumorgenese zukommt (und wenn ja, welche bzw. Uber welche

Signalkaskaden vermittelt) bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.
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5 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist nach wie vor der haufigste maligne Tumor bei Frauen.
In der Behandlung hat sich das CMF-Schema im Rahmen der adjuvanten
Chemotherapie etabliert. Die Zytostatika Cyclophosphamid, Methotrexat und 5'-
Fluorouracil werden im Rahmen dieses Schemas eingesetzt. Die Kombination
der verschiedenen Substanzen erfolgte bislang nach empirischen
Gesichtspunkten; die zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen sind
noch weitgehend unbekannt. Es wird vermutet, dass &5’-Fluorouracil und
Methotrexat neben ihrer Funktion als Antimetabolite ihre Wirkungen zusatzlich
durch Veranderungen der Genexpression vermitteln.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten sensible Mammakarzinom-Zellen
auf mogliche, durch Methotrexat bzw. 5’-Fluorouracil induzierte Veranderungen

der Genexpression untersucht werden.

Mit der Methode der Differential-Display-PCR lief3 sich in den sensiblen MCF7-
Zellen nach Behandlung mit 5’-Fluorouracil in wirksamer Dosierung keine
Alteration im Expressionsmuster detektieren.

Dies konnte — schliel3t man die Entwicklung von Resistenzen aus — ein Hinweis
darauf sein, dass die Wirkung von 5’-Fluorouracil in MCF7-Zellen nur Uber eine
Inhibition der Thymidylat-Synthetase bzw. Uber einen Einbau als falscher
Metabolit in DNA und RNA vermittelt wird, ohne dass das Expressionsmuster
beeinflusst wird. Wahrscheinlicher jedoch erscheint, dass mit den im Rahmen
dieser Dissertationsarbeit eingesetzten Primerkombinationen die ent-
sprechenden, differenziell exprimierten Gene in der Differential-Display-PCR

nicht erfasst worden sind.

Mit Hilfe der Subtraktiven Hybridisierung konnte in MTX-sensiblen KS-Zellen
ein Gen identifiziert werden, welches der Hochregulation durch Methotrexat
unterliegt. Bei diesem Gen handelt es sich um die B-Untereinheit des
Signalerkennungspartikelrezeptors, ein Mitglied der Uberfamilie der kleinen G-

Proteine.
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Uber die Funktion der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors ist
bislang nur wenig bekannt; es wird ihr eine Bedeutung flr das spezifische

Proteintargeting zum Endoplasmatischen Retikulum zugeschrieben.

Weiterfuhrende Experimente in Form von Annexin-Farbung und nachfolgender
Analyse mittels Durchflusszytometrie erbrachten keinen Zusammenhang
zwischen der Hochregulation der B-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors durch Methotrexat und der Induktion von Apoptose oder
Nekrose.

Dies kénnte sich dadurch erklaren, dass es sich bei der Uberexpression der B-
Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors um einen Reparatur-
mechanismus der Zelle auf einen durch Methotrexat gesetzten Schaden
handelt. Madglicherweise wird die B-Untereinheit des Signalerkennungs-
partikelrezeptors durch Methotrexat auf eine noch unbekannte Weise
inaktiviert, weshalb es danach kompensatorisch zu einer gesteigerten
Neubildung kommt.

Eventuell kommt der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors
sogar eine zentrale Bedeutung in der Entwicklung von Resistenzen zu. Folglich
ist denkbar, dass durch eine direkte Inhibition der pB-Untereinheit des
Signalerkennungspartikelrezeptors die Zytotoxizitdt von Methotrexat verstarkt
bzw. eine eventuelle Resistenzentwicklung uberwunden werden kann.

Ob der B-Untereinheit des Signalerkennungspartikelrezeptors, wie fir viele
andere GTPasen typisch, daruber hinaus sogar eine zentrale Rolle in der
Regulation von Zelltod und Tumorgenese zukommt, bleibt weiteren

Untersuchungen vorbehalten.
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