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EINLEITUNG

I. Einleitung

Das Wachstum von Zellen wird sehr genau reguliert und kontrolliert. Es ist den wechselnden
Bedirfnissen eines Organismus sehr genau angepasst. Durch mitogene Signale und
proliferationshemmende Einfliusse wird die Teilungsaktivitat einzelner Zellen im Organismus
gesteuert. Diese Signale werden von speziellen Rezeptoren registriert, an intrazellulare
Signalkaskaden weitergeleitet und enden schlie8lich in einem komplexen Kontrollsystem der
Zelle. Je nachdem, welche Einflisse uUberwiegen, kommt es zur Zellteilung oder nicht. Im
adulten Organismus werden manche Zellen wie die Epithelzellen des Dinndarms
regelmafig erneuert, andere wie z.B. Nervenzellen teilen sich fast gar nicht mehr. Kommt
das sensibel regulierte System aus dem Gleichgewicht, kann es zu unkontrollierter

Zellteilung kommen, welche letztendlich zu Krebs flihren kann.

.1 Krebs

Krebs ist keine einheitliche Erkrankung, sondern umfasst eine groRe Anzahl unter-
schiedlicher Krankheiten mit diversen Krankheitsbildern. Man kennt heute an die 200
verschiedene Krebsarten. Was diese Krebserkrankungen gemeinsam haben, sind die
biologischen Eigenschaften, die die Zellen erworben haben, die den jeweiligen Tumor bilden.
Sie sind vor allem durch unreguliertes und invasives Wachstum, sowie verringerte
Differenzierung gekennzeichnet. Diese Zellen haben auch das Potential zu metastasieren,
das heilt ins Blut zu gelangen, in anderes Gewebe einzudringen und dort
Tochtergeschwiilste zu  bilden. Ausgelést werden diese Veranderungen der
Zelleigenschaften durch Mutationen, die zu Anomalitdten in der Genexpression flhren,
welche aber im Gegensatz zu anderen genetisch bedingten Krankheiten nicht in der
Keimbahn erfolgten sondern vornehmlich in somatischen Zellen. Eine Ausnahme bilden

genetisch bedingte Pradispositionen flir eine Krebsart durch vererbte Mutationen.

Die heutige Bedeutung von Krebserkrankungen wird in epidemiologischen Studien deutlich.
Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation WHO (World Cancer Report 2003) traten im
Jahr 2000 weltweit 10 Millionen neue Krebsfalle auf, davon waren 5,3 Millionen Manner und
4,7 Millionen Frauen betroffen. Insgesamt 6,2 Millionen Menschen starben an Krebs. Damit
war Krebs im Jahr 2000 fir 12 % aller weltweiten Todesfalle verantwortlich. In vielen
westlichen Industrielandern verursacht Krebs sogar tber 25 % aller Todesfalle, womit Krebs
neben den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweit haufigste Todesursache ist. Weltweit ist

Lungenkrebs mit 1,2 Millionen neuen Fallen jahrlich am meisten verbreitet. An zweiter Stelle
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liegt Brustkrebs mit 1 Million Neuerkrankungen jahrlich, gefolgt vom Kolorektalkarzinom mit
940000 und Magenkrebs mit 870000 neuen Fallen jahrlich. Als Hauptursachen fir
Krebserkrankungen werden Tabakkonsum, eine fett- und kalorienreiche Erndhrung, sowie
Infektionen durch Hepatitis Viren B und C, den humanen Papillomavirus und Helicobacter
pylori angesehen. Im Jahr 2000 waren diese Ursachen nach Angaben der WHO fir 43 %

aller Krebsfalle verantwortlich.

I.1.1 Molekulare Ursachen der Tumorentstehung

Krebs entsteht nicht aufgrund einer einzigen Mutation, sondern in Abhangigkeit von der
Krebsart nach 3 bis 20 Mutationen in Genen, deren Produkte an der Steuerung der
Zellteilung beteiligt sind. Eine normale Zelle verwandelt sich nur durch einen langsam
ablaufenden, mehrstufigen Prozess (multi-hit Modell), welcher meist viele Jahre bendtigt, in
eine Tumorzelle. Diese Entwicklung ist, ahnlich der Evolution, auch mit einem
Selektionsprozess verbunden. Es setzen sich die Zellen durch, die sich aufgrund von
bestimmten genetischen Veranderungen den wachstumsregulierenden Mechanismen
entziehen kénnen und dadurch gegeniber benachbarten Zellen einen Wachstumsvorteil
haben. Dabei werden die genetischen Anderungen an die Tochterzellen weitergegeben,
welche durch eine weitere Mutation einen zusatzlichen Wachstumsvorteil erlangen kdénnen
und so weiter. Die Mutationen konnen einfache Substitutionen, Insertionen oder Deletionen
von Basen sein, aber auch zu Inversionen oder Verdopplungen von DNA-Abschnitten flhren.
Statistisch gesehen konnen die Mutationen in allen Genen auftreten. Zu einem
Wachstumsvorteil fihren die Mutationen aber nur dann, wenn Gene betroffen sind, deren
Produkte an Signaliibertragungswegen und der Wachstumsregulation beteiligt sind. Dies
sind vor allem aktivierende Mutationen in Protoonkogenen und Mutationen, die zu einem
Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen fuhren (siehe 1.1.2).

In spateren Tumorstadien tritt oft eine sogenannte genetische Instabilitat auf, welche ebenso
Einfluss auf Wachstumsverhalten und funktionelle Leistungen der Zelle hat. Als genetische
Instabilitédt bezeichnet man Veranderungen auf der Ebene ganzer Chromosomen, wie zum
Beispiel der Verlust oder die Verdopplung eines ganzen Chromosoms. Es sind aber auch
Vervielfachungen des Chromosomensatzes sowie Chromosomenaberrationen zu
beobachten.

Da bei Eukaryoten das Methylierungsmuster der DNA eine wichtige Rolle in der
Transkriptionsregulation spielt, sind auch Veranderungen des Methylierungsmusters an der

Tumorentstehung beteiligt.
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Aufgrund ihrer genetischen Veranderungen unterscheidet sich eine maligne (bdsartige)
Tumorzelle von der Normalzelle, aus der sie hervorgegangen ist, in der Wachstums-
regulation, Zellmorphologie, veranderten Zell-Zell-Wechselwirkungen, der Proteinsekretion
und in der Genexpression. Dennoch kénnen maligne Tumoren nach dem Gewebe, aus dem
sie hervorgegangen sind, klassifiziert werden. Entstehen sie aus dem Entoderm oder
Ektoderm, spricht man von einem Karzinom. Ist der Tumor aus dem Mesoderm
hervorgegangen, handelt es sich um ein Sarkom. Die Leukamie ist eine Untergruppe der

Sarkome, bei der leukdmische Zellen massiv proliferieren.

|.1.2 Protoonkogene und Tumorsuppressorgene

Bei der Entstehung eines Tumors spielen zwei grofle Gruppen von Genen, die
Protoonkogene und die Tumorsuppressorgene eine Schllsselrolle. Diese Gene codieren
Proteine, welche an der Wachstumsregulation der Zelle beteiligt sind. Durch Mutationen in
diesen Genen kann die Zelle einen Wachstumsvorteil erhalten, der zur Tumorbildung

beitragt.

Das erste Onkogen wurde bei der Suche nach dem Tumor induzierenden Prinzip des
Retrovirus RSV (Rous Sarcoma Virus) von Peyton Rous bereits Anfang des 20.
Jahrhunderts entdeckt. Identifiziert wurde das v-src-Gen, welches in HUhnern und auch
Nagetieren Tumoren hervorrufen kann und deshalb als Onkogen bezeichnet wurde. Bei
diesem viralen Onkogen handelt es sich um eine mutierte, konstitutiv aktive Form des
zellularen c-src-Gens, welches die Src-Tyrosinkinase codiert.

Als Protoonkogene bezeichnet man heute die Gene, welche in mutierter Form Tumoren
auslésen konnen. Mutationen, die zu einem Funktionsgewinn fihren, wandeln
Protoonkogene in Onkogene um. Dies kann entweder durch eine Punktmutation erfolgen,
welche zu einem konstitutiv aktiven oder unregulierbaren Genprodukt fuhrt; oder durch eine
Genamplifikation, wodurch das Protoonkogen Uberexprimiert wird; oder durch eine
chromosomale Translokation, durch welche das Protoonkogen unter die Kontrolle eines
anderen Promotors gelangt und dessen Expression dadurch nicht mehr dem Bedarf der
Zelle entspricht. Die Uberexpression bzw. der Funktionsgewinn von Protoonkogenen wirkt
dominant. Dies bedeutet, dass die Mutation in einem Allel der Zelle ausreicht, um der Zelle
den Wachstumsvorteil zu verschaffen.

In 30 % aller soliden Tumoren ist das Protoonkogen ras mutiert (Krauss, 1997). Es codiert

eine kleine regulatorische GTPase, welche mitogene Signale weiterleitet, die zur
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Zelldifferenzierung und Zellproliferation fihren. Aufgrund von Mutationen, durch die das
Schalterprotein Ras konstitutiv aktiv ist, wird die Tumorprogression gefordert.

In Kolorektalkarzinomen sind Mutationen in dem Protoonkogen p-Catenin zu finden, die die
zellulare Stabilitat des Proteins erhéhen. Da B-Catenin die Aktivierung von Zielgenen des
Whnt-Signalwegs vermittelt, steigert die Anreicherung von p-Catenin die Aktivierung dieser

Gene und so die Zellproliferation.

Zu den Tumorsuppressorproteinen gehoéren Proteine, die den Durchgang durch die
verschiedenen Phasen des Zellzyklus regulieren und hemmen kénnen, sowie die Proteine
die den Zellzyklus anhalten, wenn die DNA geschadigt ist oder wenn anomale
Chromosomen vorliegen. Ebenso gehoéren Proteine dazu, die Apoptose férdern oder an der
DNA-Reparatur (Reparatur-Mutator-Proteine) beteiligt sind. Dadurch kdénnen sie die
Entstehung eines Tumors verhindern oder zumindest verlangsamen. Fihren Mutationen zu
dem Funktionsverlust dieser Proteine, so fordert dies die Tumorprogression. Im Allgemeinen
reicht die Funktion eines Tumorsuppressorgens eines Allels aus, sodass zum
Funktionsverlust des Proteins beide Allele inaktiviert sein missen. Dies bedeutet, dass
Funktionsverlustmutationen in Tumorsuppressorgenen rezessiv sind. Oft geht jedoch
wahrend der Entstehung eines Tumors eines der beiden Allele verloren (loss of
heterozygosity, LOH), weshalb dann eine inaktivierende Mutation in einem Allel des
Tumorsuppressorgens ausreicht. Dies kann bei der mitotischen Rekombination geschehen
oder aufgrund von Fehlern bei der Chromosomensegregation, wenn sich zum Beispiel die
Mitosespindel nicht richtig ausbildet.

Das Retinoblastoma-Gen war das erste Tumorsuppressorgen, das beim Menschen
identifiziert wurde. Das Retinoblastoma-Protein (pRb) ist ein Schalterprotein bei der
Umsetzung von mitogenen und antimitogenen Signalen auf Transkriptionsebene und kann
die Zellteilung hemmen. Kommt es in einer Zelle zur Fehlregulation oder Inaktivierung von
pRb, kénnen Tumore, wie zum Beispiel das Retinoblastom (ein seltener Augentumor),
entstehen. Eine Inaktivierung von pRb wurde auch in anderen Tumoren beobachtet.

In Uber 50 % aller menschlichen Tumoren treten Mutationen in dem Tumorsuppressorgen
TP53 auf (Krauss, 1997). Das TP53-Protein hat die Kontrollaufgabe, beim Vorliegen von
DNA-Schaden den Zellzyklus anzuhalten und ist zudem an der Einleitung von Apoptose
beteiligt. Zusatzlich kann TP53 die Transkription von Genen aktivieren, die fir die DNA-
Reparatur zustandig sind und es kann die Transkription von Transkriptionsaktivatoren wie c-
Jun und c-Fos hemmen. Funktionsverlustmutationen in TP53 kdnnen daher zu einer
Anhaufung von DNA-Schaden flihren und verhindern die Apoptose der betroffenen Zelle,

wodurch die Tumorentstehung vorangetrieben wird.



EINLEITUNG

[.1.3 Kolorektalkarzinom

Jedes Jahr gibt es weltweit etwa 940000 neue Darmkrebsfalle. Eine halbe Million Menschen
sterben jahrlich an Darmkrebs. In den Entwicklungslandern ist Darmkrebs kaum verbreitet, in
der westlichen Industriegesellschaft ist es hingegen die zweit haufigste Krebsart. So ist in
Deutschland das Kolorektalkarzinom unter den Krebserkrankungen sogar die zweit haufigste
Todesursache, bei Mannern folgt sie nach dem Lungenkrebs, bei Frauen nach dem
Brustkrebs. Dies ist haufig auf einen Lebensstil mit einer fett (vor allem tierische Fette)- und
kohlenhydratreichen, sowie ballaststoffarmen Ernahrung, in Kombination mit nur geringer
kérperlicher Aktivitat zuriickzufihren (WHO, World Cancer Report, 2003).

Ein Kolorektalkarzinom kann nicht nur durch dufere Faktoren, sondern auch aufgrund von
genetischen Pradispositionen entstehen. Bei etwa 5 bis 10 % aller Darmkarzinome ist dies
der Fall (Coleman und Tsongalis, 2002). Unter den erblichen Formen sind die Familiare
Adenomatdse Polyposis (FAP) und das HNPCC (hereditary nonpolyposis colorectal cancer)
Syndrom am besten charakterisiert. Diese sind auch fur den groRten Teil der vererbten
familiaren Kolorektalkarzinome verantwortlich. Bei Personen mit FAP liegt eine
Funktionsverlustmutation in dem Tumorsuppressorgen APC vor, bei Personen mit dem
HNPCC Syndrom liegen Defekte in Reparatur-Mutator-Genen vor (Kinzler und Vogelstein,
1998).

Bei der Entstehung eines Kolorektalkarzinoms koénnen die verschiedenen Stadien (Polyp,
benignes Adenom und Karzinom) histologisch unterschieden werden. Die in den jeweiligen
Stadien vorliegenden Mutationen konnten identifiziert werden, weshalb der molekulare
Mechanismus der kolorektalen Kanzerogenese zu einem Beispiel-Modell flir neoplastische
Transformation und Progression auch anderer solider Tumoren wurde.

In den Darmkrypten herrscht normalerweise ein komplexes Gleichgewicht zwischen der
Teilungsrate der Stammzellen im unteren Drittel der Krypten, der Differentiation und
Migration der Epithelzellen sowie deren Absterben am oberen Ende der Krypten, sodass die
Zellen regelmalig erneuert werden. Eine Storung dieses Gleichgewichts, meist durch
Funktionsverlust beider APC-Allele einer Zelle, fihrt zu einer veranderten Proliferation, und
stellt nach dem Modell von Vogelstein und Kinzler (1993) den ersten Schritt der kolorektalen
Kanzerogenense dar. Es bilden sich dadurch gutartige Polypen, das sind Wucherungen auf
der Innenseite der Darmwand. Erfahrt jedoch eine Zelle innerhalb des Polypen eine weitere
Mutation, bei 50 % ist das Protoonkogen K-Ras betroffen, so entwickelt sich ein Adenom,
dessen Zellen weitere Wachstumsvorteile erlangt haben. Durch weitere Mutationen in dem
Tumorsuppressorgen DCC (Deleted in Colon Cancer) entsteht schlieldlich ein spates

Adenom. Erfolgt dann noch der Funktionsverlust von TP53, ist der Tumor zu einem
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Karzinom herangereift (Vogelstein et al., 1988). Durch weitere weniger bekannte Mutationen
entsteht schlieRlich ein Tumor mit metastasierenden Eigenschaften.

Nicht alle aufgefiuhrten Mutationen sind in jedem Kolorektalkarzinom zu finden. Jedoch
wurde beobachtet, dass in allen kolorektalen Tumoren die gleichen Signalwege durch
Mutationen betroffen sind. Dies sind der Wnt-, der K-Ras-, der TGF(- und der TP53-
Signalweg. Die Veranderungen in diesen Signalwegen verleihen den Zellen entweder einen
Wachstumsvorteil, flihren zur Destabilisierung des Genoms oder verhindern die Mdglichkeit
eines programmierten Zelltods. Zum Beispiel wurden in Tumoren, die keine APC-Mutation
aufweisen, Mutationen in dem Gen fir B-Catenin gefunden (Morin et al., 1997). Dies flhrt

ebenso wie der Funktionsverlust von APC zu einem aktivierten Wnt-Signalweg.

Mutationen in den Reparatur-Mutator-Genen

5q 12p 18q 17p

LOH und

LOH und TP53-Mutation
DCC-Mutation

K-ras-
Mutation

Veranderungen
in der DNA-
Methylierung

-

Dysplasie Frithes Adenom Intermediéres Spates Adenom Karzinom
Adenom

Abb. [.1. Modell der Mehrschrittkanzerogenese des kolorektalen Karzinoms
(modifiziert nach Vogelstein und Kinzler, 1993). Das normale Darmepithel entwickelt sich
aufgrund von flnf genetischen Veranderungen Uber verschiedene Adenomstadien in ein
Karzinom. LOH: Heterozygotieverlust. (Abbildung nach Weinberg und Hanahan, 1996).

Das Uberleben eines Patienten mit einem Kolorektalkarzinom hangt davon ab, in welchem
Stadium der Tumor und eventuell auch Metastasen entdeckt werden. Im Durchschnitt betragt
die relative 5-Jahresliberlebensrate 61 %. Wird der Tumor in einem sehr frihen Stadium
entdeckt, steigt die Uberlebensrate auf fast 90 %, wohingegen die Uberlebensrate bei
Diagnose von spaten metastasierenden Stadien auf unter 8 % sinkt (Coleman und
Tsongalis, 2002). Die Behandlungsmethoden beinhalten die operative Entfernung des

Karzinoms sowie Radio- und Chemotherapie. In den letzten Jahren ist die Uberlebensrate
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von Patienten angestiegen, was aber mehr auf die frihzeitigere Diagnose der
Kolorektalkarzinome zurlckzufthren ist, als auf verbesserte Behandlungsmethoden. Um die
Uberlebensrate durch Entwicklung neuer Therapien steigern zu kénnen, ist daher das
bessere Verstandnis von neoplastischen Transformationen und der Tumorprogression der

Kolon- und Rektumzellen essentiell.

.2 Der Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signalweg reguliert diverse Differenzierungsprozesse wahrend der embryonalen
Entwicklung, wie zum Beispiel die Bildung der Kérperachse. Fehler im Wnt-Signalweg fihren
zu Entwicklungsanomalien. Bei Fehlregulation in adulten Organismen spielt der Signalweg
eine wichtige Rolle in der Entstehung von Tumoren, insbesondere des Kolorektalkarzinoms.
Mutationen, die zur Aktivierung des Wnt-Signalwegs fuhren, sind bei mehr als 90 % aller
Darmtumoren zu finden (Giles et al., 2003). Am zweit haufigsten sind sie in Lebertumoren zu
finden (Kolligs et al., 2002). Auch an der Entwicklung von Melanomen ist der Wnt-Signalweg
beteiligt. In Mausen ist ein konstitutiv aktiver Wnt-Signalweg oft in die Kanzerogenese von

Brusttumoren involviert.

Das erste in der Maus entdeckte Wnt-Gen wurde ursprunglich Int-1 genannt. Es wurde als
Protoonkogen identifiziert, da es in Brusttumoren der Maus durch provirale Integration des
MMT-Virus (Mouse Mammary Tumor-Virus) aktiviert wird (Nusse und Varmus, 1982). Der
Name Wnt entstand spater durch Kombination von Int-1 aus der Maus und seinem
Drosophila-Homolog Wingless. Der Wnt-Signalweg ist zwischen verschiedenen Organismen,
wie Fliegen, Froschen und Saugetieren, stark konserviert.

Die Wnt-Proteine, die an erster Stelle des Wnt-Signalwegs stehen, sind eine groRe Familie
von sekretierten Glykoproteinen, von denen inzwischen 19 Mitglieder beim Menschen und
auch bei der Maus bekannt sind (Giles et al., 2003). Die Transkription der Wnt-Gene scheint
wahrend der Entwicklung eines Organismus sowohl zeitlich als auch lokal exakt reguliert zu
sein. Wnt-1 wird hauptsachlich im Zentralen Nervensystem exprimiert, aber andere
Mitglieder der Familie werden auch in Brustzellen, Darmzellen und anderen Geweben

exprimiert.

Der sogenannte kanonische Wnt-Signalweg, welcher bei der Entstehung von Darmtumoren
eine zentrale Rolle spielt, reguliert Uber die Aktivitdt der Glykogen-Synthase Kinase 3f
(GSK3p) den Phosphorylierungsstatus des Proteins p-Catenin, und damit dessen

zytoplasmatische Konzentration. Nicht phosphoryliertes p-Catenin besitzt eine langere
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Halbwertszeit, reichert sich deswegen in der Zelle an und kann in den Zellkern wandern, wo
es zusammen mit Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid-enhancer
factor)-Familie die Transkription der Zielgene des Wnt-Signalwegs kontrolliert.

Die Rolle von B-Catenin im Wnt-Signalweg unterscheidet sich stark von der des ,Gerust-
Proteins® B-Catenin. Denn urspriinglich wurde B-Catenin als Komponente des E-Cadherin-
Catenin Zell-Zell Adhasionskomplexes entdeckt, in welchem es eine Brlicke zwischen der
zytoplasmatischen Domane von E-Cadherin und o-Catenin herstellt, wodurch der

Adhasionskomplex mit dem Aktin-Zytoskellet verbunden wird.

In Abwesenheit von Wnt wird freies B-Catenin stetig phosphoryliert und kann daher tber den
Ubiquitin-Proteasomen-Weg abgebaut werden (Abbildung 1.2-A). B-Catenin ist das Homolog
des Drosophila Proteins Armadillo und hat ebenso wie dieses eine zentrale Domane mit 12
sogenannten Armadillo-Repeats (Pfeifer et al., 1994), welche eine Superhelix ausbilden und
Uber die Cadherine, APC (adenomatous polyposis coli), TCFs und Axin gebunden werden.
Im N-Terminus liegt die Bindungsstelle fur a-Catenin, sowie die fur die Degradation des
Proteins essentiellen Serin- und Threonin-Reste. Die Phosphorylierung von B-Catenin erfolgt
durch die Serin/Threonin-Kinase GSK3p in einem Multiproteinkomplex. An diesem
sogenannten Zerstorungskomplex (destruction complex) sind zusatzlich Axin (oder
Conductin) und APC beteiligt. Axin und APC bilden ein strukturelles Gerust, das es der
GSK3p erlaubt, p-Catenin sowie Axin und APC zu phosphorylieren. Axin kann APC Uber eine
N-terminale RGS-Domane binden. Auflerdem bindet es pB-Catenin, GSK3p und Dishevelled.
APC bindet Uber seine zentrale Domane, in der mehrere Aminosaure-Wiederholungen
vorliegen, B-Catenin. Axin bindet es Uber drei SAMP (Serin, Alanin, Methionin, Prolin)-
Motive. Bevor GSK3p B-Catenin phosphorylieren kann, muss dieses durch die Casein
Kinase | an Ser-45 phosphoryliert worden sein. Diese Phosphorylierung wird durch Diversin,
welches die CKI zum Zerstérungskomplex rekrutiert, erleichtert (Schwarz-Romond et al.,
2002). AnschlieRend kann die GSK3p p-Catenin zuerst an Thr-41, dann an Ser-37 und
schlieBlich an Ser-33 phosphorylieren. Aufgrund dieser Phosphorylierungen entsteht das
Erkennungsmotiv des F-Box Proteins BTrCP (B-Transducin repeat Containing Protein),
welches dann an B-Catenin bindet und dessen Ubiquitinylierung stimuliert (Winston et al.,
1999). Daraufhin wird B-Catenin im Proteasom abgebaut. Folglich bleibt durch den aktiven
Zerstoérungskomplex die B-Catenin-Konzentration im Zytoplasma gering. Im Zellkern liegt
kein B-Catenin vor, weshalb die Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie zusammen mit
Transkriptionsrepressoren die Promotoren der Zielgene des Wnt-Signalwegs blockieren. Zu
den Repressoren, die an TCF binden, gehoren unter anderem Proteine der Groucho-Familie,

in Saugetieren Grgs (Groucho-related genes) genannt, welche durch Rekrutierung von
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Histon-Deacetylasen, die das Chromatin kondensieren, aktiv an der Repression beteiligt sind
(Chen et al., 1999). Manche TCFs kdnnen noch einen weiteren Repressor, CtBP, binden
(Roose und Clevers, 1999).

Wint

GSK3p

Ubiquitin

Grg

g I Zielgene

ivator

I Zielgene

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Wnt-Signalwegs. A: in einer nicht stimulierten
Zelle; B: in einer Wnt-stimulierten Zelle. Abbildung modifziert nach Giles et al. (2003) und
Lustig et al. (2003).

Der kanonische Wnt-Signalweg wird durch die simultane Bindung des Liganden Wnt an
seinen Rezeptor Frizzled (Fz) und den Korezeptor LRP-5 oder LRP-6 (low-density lipoprotein
receptor—related protein) initiiert (Tamai et al., 2000; Pinson et al., 2000). Frizzled ist ein 7-
Transmembran-Domanen-Rezeptor mit einer extrazellularen N-terminalen Cystein-reichen
Doméne, Uber die Wnt gebunden wird, und einer PDZ-Doméane im intrazellularen C-
terminalen Abschnitt (Bhanot et al., 1996). Die meisten Wnt-Proteine kénnen an
verschiedene Frizzled-Rezeptoren binden, von denen beim Menschen inzwischen 10
bekannt sind (Giles et al., 2003).
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Whnt-Signale kdnnen extrazellular durch diverse sekretierte Proteine moduliert werden. Zum
Beispiel kann die Interaktion von Wnt mit seinem Rezeptor durch sekretierte Proteine der
Dickkopf (Dkk)-Familie inhibiert werden. Dkk-1 bindet an LRP-6 und verhindert dadurch
sterisch die Bindung von Wnt (Mao et al., 2001(a)). Daraufhin bindet das Trans-
membranprotein Kremen2 an den Dkk-LRP-6-Komplex, wodurch die Endocytose des
Komplexes eingeleitet wird, und der Korezeptor LRP-6 von der Plasmamembran entfernt
wird (Mao et al., 2002). Andererseits kbnnen auch Frizzled-verwandte Proteine (FrzB) Wnt
binden, wodurch sie antagonistisch auf dessen Funktion wirken.

Kann Wnt, wie in Abbildung |.2 B gezeigt, an seine beiden Rezeptoren binden, wird das
Protein Axin an die Membran translokiert, wo es mit der intrazellularen Domane von LRP-5/6
interagiert. Dies fuhrt zur Destabilisierung des Zerstérungskomplexes, in dem sonst -
Catenin phosphoryliert wird (Mao et al., 2001(b)). Gleichzeitig fihrt die Bindung von Wnt an
Frizzled durch einen noch unbekannten Mechanismus zur Hyperphosphorylierung von
Dishevelled (Dsh), welches daraufhin an die DIX-Domane von Axin bindet und so den
Zerstdérungs-komplex destabilisiert (Kishida et al., 1999). Dies fihrt dazu, dass Frat-1
(Frequently rearranged in T-cell lymphomas) an die GSK3p binden kann, welche mit Axin um
die Bindung an die Kinase kompetiert, was schliel3lich zur Inaktivierung der Kinase flhrt
(Salic et al., 2000).

Neben dem kanonischen Wnt-Signalweg, der Uber B-Catenin verlauft, gibt es zwei weitere
Whnt-Signalwege. Zum einen kann das Signal von Dsh zum JNK (c-Jun N-terminal kinase)-
Signalweg weitergeleitet werden, der die planare Zellpolaritat reguliert. Zum anderen kann
durch Wnt-5a oder Wnt-11 der Wnt/Ca?**-Signalweg stimuliert werden, der zur Aktivierung
von Ca?" abhéngigen Signalproteinen fiihrt. Es ist bisher aber noch nichts dariiber bekannt,
ob dieser Signalweg auch in die Kanzerogenese involviert ist. Welcher der Wnt-Signalwege
aktiviert wird, hangt davon ab welches der Wnt-Proteine an welchen der Frizzled-Rezeptoren
bindet. Zudem kénnen verschiedene Proteine (z.B. Casein Kinase |) tber ihre Interaktion mit
Dsh die Aktivitdt des kanonischen Wnt-Signalwegs fordern und so die beiden nicht-

kanonischen Signalwege inhibieren.

Der Wnt-stimulierte Zerfall des Zerstorungskomplexes fuhrt dazu, dass -Catenin nicht mehr
phosphoryliert wird und sich infolgedessen in der Zelle anreichert. Im Gegensatz zu
phosphoryliertem B-Catenin, wandert dephophoryliertes p-Catenin durch einen noch nicht
geklarten Mechanismus bevorzugt in den Zellkern (van Noort et al., 2002). Dort bindet -
Catenin Uber seine Armadillo-Motive an den N-Terminus von Transkriptionsfaktoren der
TCF/LEF-Familie, wodurch Zielgene des Wnt-Signalwegs aktiviert werden.

Die TCF/LEF-Familie besteht beim Menschen aus TCF1, LEF1, TCF3 und TCF4. Diese

Proteine haben eine HMG (high-mobility group) Box von etwa 80 Aminosauren, mit der sie
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als Monomer sequenzspezifisch an DNA binden (van Noort und Clevers, 2002).
Ungewdhnlicherweise binden sie die DNA in der kleinen Furche, wodurch die DNA weit
gebogen wird, und die Bindung weiterer Faktoren erleichtert wird (Grossched! et al., 1994;
Giese et al.,, 1995). Die Konsensussequenz des DNA-Motivs fir TCF/LEF-Trans-
kriptionsfaktoren ist (A/T)(A/T)CAA(A/T)G (Roose und Clevers, 1999). LEF1 unterscheidet
sich von anderen Mitgliedern der Familie darin, dass es eine kontextabhangige
Aktivierungsdomane (CAD) besitzt, an die der Koaktivator ALY binden kann (Bruhn et al.,
1997). TCFs mussen durch Bindung von B-Catenin aktiviert werden, da sie in dessen
Abwesenheit, mit Transkriptionsrepressoren assoziiert, die Promotoren der Zielgene
blockieren (siehe oben). B-Catenin hat somit die Funktion eines Transkriptionsaktivators, da
es die Transkriptionsrepressoren verdrangt.

Der Mechanismus, Uber den B-Catenin die Transkription von Zielgenen aktiviert, ist noch
nicht verstanden. pB-Catenin kann mit weiteren essentiellen Koaktivatoren fir die Zielgen-
expression interagieren. Bindungstellen flir diese Proteine sind vor allem im C-Terminus von
B-Catenin lokalisiert. p-Catenin kann daher als Anker-Protein angesehen werden, das
weitere essentielle Koaktivatoren flr die Zielgenexpression rekrutiert (Barker et al., 2001).
Dazu gehort die Histon-Acetyltransferase p300/CBP (CREB binding protein), welche durch
Veranderungen der Chromatinstruktur in wichtigen Promotorbereichen, die Assoziation von
weiteren Transkriptionsfaktoren erleichtert (Hecht et al., 2000). Auch Brg-1 (Brahma-related-
gene-1), eine Komponente des SWI/SNF und Rsc Chromatin-Remodelling-Komplexes,
interagiert mit B-Catenin und erleichtert vermutlich so die Umstrukturierung des Chromatins
fur die Transkriptionsaktivierung (Barker et al., 2001). Es wird angenommen, dass die
Chromatinumstrukturierung fiir die Aktivierung von TCF-Zielgenen notwendig ist (Barker et
al., 2001). Auch Pygopus und das Onkogen Bcl-9 (homolog zu Legless in Drosophila)
interagieren mit dem TCF-B-Catenin-Komplex und sind an der Aktivierung von TCF beteiligt
(Kramps et al., 2002; Thompson et al., 2002). Von Hecht et al. (1999) wurde beschrieben,
dass B-Catenin in vitro mit TBP (TATA binding protein) interagieren kann, was bedeutet,
dass p-Catenin direkt mit dem basalen Transkriptionsapparat interagieren kénnte. B-Catenin
kann aber auch indirekt Uber Pontin52 mit dem basalen Transkriptionsapparat interagieren,
da das nukledre Protein Pontin52 an die Armadillo-Motive von B-Catenin bindet und
gleichzeitig mit TBP interagiert (Bauer et al., 1998).

SchlieBlich fihrt die Bindung von B-Catenin an TCF und die zusatzliche Interaktion mit
weiteren Koaktivatoren im Promotorbereich der Zielgene des Wnt-Signalwegs zur
Transkription der Zielgene. Durch den Wnt-Signalweg werden aber nicht nur Gene aktiviert,
sondern auch reprimiert. Wie die Gentranskription bei Aktivierung des Wnt-Signalwegs

gehemmt wird, ist bisher kaum verstanden (Kahler et al., 2003).
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1.2.1 Zielgene des Wnt-Signalwegs

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Zielgene des Wnt/3-Catenin-Signalwegs identifiziert
werden (Tabelle I.1). Es wurden Gberwiegend Gene charakterisiert, die durch den Signalweg
aktiviert werden. Bisher konnten nur wenige Gene identifiziert werden, deren Transkription

durch den Wnt-Signalweg reprimiert wird.

Gen Organismus Regulation Referenz
c-myc Mensch hoch He et al., 1998
Cyclin D1 Mensch hoch Tetsu et al., 1999
Tcf-1 Mensch hoch Roose et al., 1999
c-jun Mensch hoch Mann et al., 1999
fra-1 Mensch hoch Mann et al., 1999
BTrCP Mensch hoch Spiegelman et al., 2000
VEGF Mensch hoch Zhang et al., 2001
Conductin/Axin2 Mensch hoch Yan et al., 2001
Lustig et al., 2002
LEF-1 Mensch hoch Hovanes et al., 2001
Filali et al., 2002
connexin43 Maus, Xenopus | hoch van der Heyden et al., 1998
periostin Maus herunter Haertel-Wiesmann et al., 2000
Maus hoch Chtarbova et al., 2002
Nr4al und
Herpudl
Osteocalcin Maus herunter Kahler et al., 2003

Tabelle 1.1: Zielgene des Wnt-Signalwegs. Dies ist unter anderem eine Auswahl einer detaillierten Liste (Wnt-
Homepage unter www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html).

Die meisten der aufgeflihrten menschlichen Gene wurden in kolorektalen Tumorzellen, in
denen B-Catenin an TCF-4 bindet, untersucht. Die identifizierten Mausegene wurden in
unterschiedlichen Mausezelllinien charakterisiert.

Viele der Zielgene haben Promotoren, in denen TCF/LEF-Bindungsmotive zu finden sind und
es konnte in vielen Fallen nachgewiesen werden, dass sie flr die Aktivierung der Gene Uber
B-Catenin/TCF essentiell sind. Als erstes Zielgen des Wnt-Signalwegs wurde das
Protoonkogen c-myc in der menschlichen Darmtumorzellinie HT29 (Genotyp APCT)
identifiziert (He et al., 1998). Im Vergleich zu APC-induzierten HT29-Zellen wurde gezeigt,
dass c-myc sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene verstarkt exprimiert wird.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass in den Wnt-aktiven Zellen p-Catenin/TCF-4 an
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bestimmte Bereiche im c-myc-Promotor bindet und dadurch die Transkription aktiviert (He et
al., 1998).

Fir Periostin wurde in C57MG-Zellen (Brustepithelzellen der Maus) gezeigt, dass dessen
Transkription durch Wnt-3 reprimiert wird. Diese Reprimierung wird zwar durch die GSK3p
vermittelt, jedoch nicht durch B-Catenin ausgefiuhrt (Haertel-Wiesmann et al., 2000). Denn
Uberexpression von B-Catenin oder reduzierte Konzentrationen von pB-Catenin in den Zellen
hatte keinen Effekt auf die Transkription. Insofern bleibt offen, durch welche Faktoren die
Reprimierung des Periostin-Gens erfolgt. Fir den Osteocalcin-Promotor konnte gezeigt
werden, dass auch eine Reprimierung tUber pB-Catenin und LEF-1 vermittelt werden kann
(Kahler et al., 2003). Die Aktivierung des Osteocalcin-Promotors ist von dem Transkriptions-
faktor Runx2 abhangig. Neben der DNA-Bindungsstelle von Runx2 konnte ein LEF-Bin-
dungsmotiv im Promotor identifiziert werden. Wie zu erwarten, konnten Kahler et al. (2003)
zeigen, dass die Runx2-vermittelte Aktivierung des Promotors durch Bindung von LEF-1
reprimiert wird. Durch einen aktiven Wnt-Signalweg (aktive B-Catenin-Mutante) wurde diese
Repression dann jedoch nicht aufgehoben, sondern noch verstarkt. Dies konnte durch Mas-
kierung der Runx2-Bindungsstelle verursacht sein (Kahler et al., 2003). Durch einen aktiven
Whnt-Signalweg wird auch die Expression von LEF-1 erhéht, sodass auch Uber eine direkte
LEF-Runx2-Interaktion die Runx2-Aktivitat reguliert sein konnte (Kahler et al., 2003).

Durch Aktivierung von manchen Zielgenen kreiert der Wnt Signalweg negative ,Feedback"-
Mechanismen, durch die er seine eigene Aktivitat wieder reprimiert. Eines dieser Gene ist
BTrCP (Spiegelman et al., 2000). Ebenso wird eine negative ,Feedback®-Schleife durch die
Aktivierung von Conductin/Axin2 eingeleitet (Lustig et al., 2002).

Insgesamt fordern die Aktivierungen und Reprimierungen der Wnt-Zielgene die
Zellproliferation, sowie Bewegungsvermdgen und Differentiation einer Zelle wahrend der
embryonalen Entwicklung. Durch Stimulation von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. c-myc,
wird der Durchgang durch den Zellzyklus erleichtert. Die Aktivierung von
Wachstumsfaktoren, wie VEGF, setzt auch die Zellen der Umgebung einem verstarkten
Wachstumssignal aus. Aufgrund dieser Effekte hat der Wnt-Signalweg ein starkes Tumor
forderndes Potential. Fehlregulationen kdnnen zur unkontollierten Zellproliferation fiihren und

auch das Wachstum von benachbarten Zellen stimulieren.
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1.2.2 Verdnderungen im Wnt-Signhalweg bei Tumoren und deren

Auswirkungen beim Kolorektalkarzinom

In vielen Tumoren sind Mutationen in Genen von Proteinen des Wnt-Signalwegs zu finden.
Bei der Entstehung von Darmtumoren ist der Wnt-Signalweg einer der wichtigsten. Obwonhl
Wnt-1 in die MMTV-induzierte Tumorentstehung bei Mausen involviert ist, spielen die Wnt-
Proteine sonst meist keine Rolle in der Kanzerogenese. Meistens sind in den Tumoren
Mutationen in den Tumorsuppressorgenen APC und Axin und dem Protoonkogen B-Catenin
zu finden. In 80 % aller Darmtumoren ist APC in beiden Allelen mutiert (Polakis, 1999). Die
Mutationen fiihren meistens zu einem verkUlrzten Protein. Etwa 50 % der Darmtumoren, die
keine APC-Mutation aufweisen, tragen eine Mutation im B-Catenin-Gen (Morin et al., 1997).
Mutationen in APC oder Axin flhren zur Destabilisierung des Zerstérungskomplexes,
weshalb die GSK3p p-Catenin nicht mehr phosphorylieren kann und es zur Akkumulation
von B-Catenin in der Zelle kommt. Flihren Mutationen im B-Catenin-Gen dazu, dass es nicht
phosphoryliert werden kann, wird es nicht mehr in der Zelle abgebaut und es kommt ebenso
zu einer Akkumulation des B-Catenins. Die Funktionsverlust-mutationen in APC oder Axin
und Funktionsgewinnmutationen in p-Catenin haben somit gemeinsam, dass sie alle zur
vermehrten Komplexbildung von TCF und B-Catenin fihren. Dadurch werden die Zielgene
des Wnt-Signalwegs in den betroffenen Zellen ununterbrochen aktiviert. Die vermehrte
Transkription von c-myc und Cyclin D1 férdert den Durchgang durch den Zellzyklus und
damit die Zellteilung, wodurch die Zellen einen Wachstumsvorteil erhalten. Dies flhrt in den
Epithelzellen des Darms zu der ersten zellularen Transformation. Es kommt zur vermehrten
Bildung von adenomatdsen Polypen, da das Gleichgewicht in den Darmkrypten zwischen
sich bildenden und absterbenden Zellen gestért ist. Von van de Wetering et al. (2002) wurde
ein Modell aufgestellt (siehe Abbildung 1.3), wie sich aufgrund von Mutationen im Wnt-
Signalweg diese Polypen bilden. Im unteren Drittel der Darmkrypten befinden sich
Stammzellen, in denen es aufgrund eines Wnt-Signals am Boden der Krypten zur
Anreicherung von nukledrem p-Catenin kommt. Folglich fuhrt dies zur Expression der
Zielgene des Wnt-Signalwegs und zur Zellproliferation. Es wird vermutet, dass die Wnt-
Proteine von mesenchymalen Zellen, die den Boden der Krypten umgeben, sekretiert
werden und die Aktivierung des Wnt-Signalwegs auslésen. Wenn die Vorlauferzellen
aufgrund ihrer Migration die Mitte der Krypten erreichen, liegt kein Wnt-Signal mehr vor, die
Aktivitat von B-Catenin/TCF verringert sich. Die Zellen teilen sich nicht mehr und beginnen zu
differenzieren.

Liegen in den Zellen jedoch Mutationen in Komponenten des Wnt-Signalwegs vor, sind sie

unabhangig von den physiologischen Signalen, die die B-Catenin/TCF-Aktivitat im Zellkern
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regulieren. Diese Zellen verhalten sich deswegen weiterhin wie Krypten-Vorlauferzellen,
auch wenn sie das obere Drittel der Darmkrypten erreicht haben. Durch die vermehrte
Proliferation kommt es zum Ausstllpen des intestinalen Epithels und es kdnnen sich Polypen
bilden. Die Differentiation dieser Zellen wird durch die weitere Aktivitat des Zielgens c-myc,
welches die p21°""WAF! Transkription reprimiert, inhibiert (van de Wetering et al., 2002). Der
B-Catenin/TCF-4-Aktivitat scheint in den Darmkrypten somit eine Schalterfunktion
zuzukommen um von der Proliferation zur Differentiation der Zelle zu wechseln (Giles et al.,
2003).

f'
Stillstand des B-Catenin/TCF iy APC oder Q-Catenin
Zellzyklus, M_ulatlonf
ausdifferenzierte Phéanotyp ist
Zellen ahnlich einer
Krypt-Vorlauferzelle
. Bt = M — -
r.
[-Catenin/TCF
Zielgen-Expressions-
Doméne
9

Abb. 1.3: Modell der Polypen-Bildung in Darmkrypten. Schematische Darstellung einer
Darmkrypte. Links ist der normale Verlauf von zunachst proliferierenden und wandernden
Krypt-Vorlauferzellen gezeigt, die bei Erreichen der Mitte der Darmkrypte in verschiedene
Zelltypen differenzieren und schlief3lich am oberen Ende der Krypte absterben. Rechts ist
der Verlauf von Krypt-Zellen mit einer APC oder B-Catenin Mutation gezeigt, die aufgrund
der Mutation nicht ausdifferenzieren, sondern auch im oberen Teil der Krypte weiter
proliferieren. Abbildung modifiziert nach van de Wetering et al. (2002).
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ll. Zielsetzung

Die Entstehung eines Darmtumors beginnt meist mit der Polypenbildung. Dieser Schritt wird
durch eine Fehlregulation des Wnt-Signalwegs initiiert. Die Identifizierung und Charakteri-
sierung von Genen, die durch den Wnt-Signalweg reguliert werden, ist wichtig, um diesen
Prozess der Tumorentstehung besser zu verstehen. Zudem liefert ein besseres Verstandnis
von Veranderungen in der Genexpression in Wnt-transformierten Zellen die Basis flr neue
Therapieansatze. Viele der bisher bekannten Zielgene des Wnt-Signalwegs codieren
Proteine, die direkt mit dem stark transformierenden Potential des Signalwegs in

Zusammenhang gebracht werden.

Das Ziel dieser Arbeit war, neue Gene zu identifizieren deren Expression in
Brustepithelzellen der Maus (C57MG-Zellen) durch den Wnt-Signalweg reguliert werden. Die
C57MG-Zellen kdénnen durch Wnt-1, aber auch Wnt-2 und Wnt-3A transformiert werden.
Ausgangspunkt fiir diese Arbeit waren Daten eines DNA-Microarrays (,Chip“), der mit cDNA
von C57MG-Wnt-1- und C57MG-pLNCx-Zellen (Kontrollzelllinie) zur Transkriptionsanalyse
hybridisiert wurde (S. Chtarbova, unveréffentlicht). Von 8 ausgewahlten Genen, die auf dem
Chip Unterschiede in der Expression zeigten, sollten die Ergebnisse durch Northern Blot-
Analysen verifiziert werden. Dazu wurden zum einen C57MG-Zellen, die mit Wnt-1 oder dem
Leervektor stabil infiziert waren, verwendet, und zum anderen auch C57MG-Zellen, in denen
die GSK3p durch Lithium inhibiert wurde, genutzt. Fir den Fall, dass Unterschiede in der
Genexpression auf mMRNA-Ebene beobachtet werden konnten, sollte Gberprift werden, ob
der Einfluss des Wnt-Signalwegs auch auf Proteinebene detektiert werden kann. Hierfur
wurden die jeweiligen Proteinmengen in Zelllysaten von C57MG-Zellen, mit aktivem und
inaktivem Wnt-Signalweg, immunologisch nachgewiesen und miteinander verglichen.

Wenn zudem der Promotor des untersuchten Gens bekannt war, sollte mittels Reportergen-
Assays die Aktivitat des Promotors in Zusammenhang mit einem aktiven und inaktiven Wnt-
Signalweg untersucht werden. Falls TCF/LEF-Bindungsmotive in den Promotorsequenzen
vorhanden sind, sollte gegebenenfalls der Einfluss dieser Motive auf die Promotoraktivitat
analysiert werden, da diese in vielen Promotoren von bisher bekannten Zielgenen des Wnt-

Signalwegs flur die Aktivierung eine Rolle spielen.
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ll. Material

1.1 Laborgerate

Analysenwaage Sartorius Basic 3100 P
Axiophot Mikroskop

Brutschranke

Concentrator 5301

Fastblot B43 16x20 cm

Fastblot B32 12x12 cm

Feinwaage Mettler PM 480 Delta Range
Flissigkeitsszintillationssystem LS 6500
Gelscanner Bioprofil 5.0
Hybridisierungsofen Mini-Ofen 10
Inkubationsschuttler Multitron
Luminometer Lumat LB 9501

Mikroskop Nikon eclipse TS 100
Phospholmager FLA-5000

Netzgerate

Neubauer-Zahlkammer
pH-Meter
Pipetten

Spektralphotometer BioPhotometer 6131
Sterilbank HERAsafe

Thermomixer 5436

TRIO Thermoblock

Ultraschallgerat Sonifier W450
UV-Flachenstrahler NU-72

Vortex Genie 2

Wasserbad

Sartorius AG (Gattingen)

Zeiss (Oberkochen)

Heraeus Instruments (Dusseldorf)
Eppendorf (Hamburg)

Biometra (Gottingen)

Biometra (Gottingen)
Mettler-Tolodo-GmbH (Giessen)
Beckmann (Miinchen)

Frébel (Lindau)

MWG-BIOTECH GmbH (Ebersberg)
Infors (Bottmingen, Schweiz)
Berthold (Wildbad)

Nikon (Tokyo, Japan)

Fuji

Biometra (Gottingen) &

BioRad (Munchen) &

Amersham Pharmacia Biotec (Braunschweig)
Brand (Wertheim)

Orion

Eppendorf (Hamburg) &

Glison (Abimed, Langenfeld)
Eppendorf (Hamburg)

Heraeus Instruments (Dusseldorf)
Eppendorf (Hamburg)

Biometra (Gottingen)

Branson

Taust

Bender & Hobein AG (Ztrich)
GFL (Burgwedel)
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Zentrifugen:

J2-HC & J2-HS

Rotoren:JA10, JA12, JA14, JA17
Avanti 30

Rotoren: FO650

Tischzentrifugen

[11.2 Verbrauchsmaterialien

96-Loch-Mikrotiterplatten

Amicon Ultra 10000
Gewebekulturschalen (Falcon)
Halbmikrokuvetten UVette
Hyperfilm ECL

Nylonmembran Hybond N+
Plastik-Kivetten

Plastik-Rdhrchen

PVDF-Membran Hybond P
Reaktionsgefale (0,5, 1,5 und 2 ml)
Reaktionsgefale (,Falcon Tubes®)
Sterilfilter

Whatman 3 MM Papier

Zellkulturflaschen (Falcon)

[11.3 Chemikalien

Beckmann (Palo Alto, USA)
Beckmann (Palo Alto, USA)
Beckmann (Palo Alto, USA)
Beckmann (Palo Alto, USA)

Heraeus Instruments (Hanau)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Millipore (Bedford, USA)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Eppendorf (Hamburg)

Amersham Pharmacia Biotec (Braunschweig)
Amersham Pharmacia Biotec (Braunschweig)
Sarstedt (Nimbrecht)

Sarstedt (Nimbrecht)

Amersham Pharmacia Biotec (Braunschweig)
Eppendorf (Hamburg)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Schleicher & Schiill (Dassel)

Schleicher & Schull (Dassel)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Sofern nicht in den jeweiligen Methodenbeschreibungen vermerkt, wurden Chemikalien der
Firmen Amersham Pharmacia Biotec (Braunschweig), Fluka (Buchs, Schweiz), Gerbu
Biotechnik (Galberg), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Roche Molecular
Diagnostics (Mannheim), Riedel-de-Han (Seelze), Serva (Heidelberg) und Sigma

(Deisenhofen) verwendet.
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I11.4 Radiochemikalien

a[**P]-dCTP Spezifische Aktivitat: ICN Pharmaceuticals (Meckenheim)
3000 Ci/mmol 10 mCi/ml in 5 mM Tris-HCI, pH 7,5

[11.5 Puffer und Losungen

10 x RNA-Auftragspuffer 50 % Glycerol
1 mM EDTA
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
(mit 0,1 % DEPC autoklaviert)

10 x SDS-Laufpuffer 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1% SDS

2 x HEBES-Puffer 140 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO,
50 mM HEPES
mit NaOH auf pH 7,05

steril filtriert

20 x SSC 0,3 M Trinatriumcitrat
3 M NaCl

5 x MOPS-Puffer 0,1 M MOPS
40 mM Natriumacetat
5 mM EDTA
pH 7,0 (eingestellt mit NaOH)

50 x TAE-Puffer 2 M Tris

50 mM EDTA
pH 8,0 (eingestellt mit Essigsaure)
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6 x DNA-Auftragspuffer

Agaroseldsung fur DNA-Gele

Agaroseldsung fur RNA-Gele

dNTP-L6sung

Luziferase-Assay-Reagenz

PBS

RNA-Mix

Transferpuffer

30 % Gilycerol

0,4 % Orange G

10 mM Tris-HCI pH 7,5
25 mM EDTA

1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer

1,2 % (w/v) Agarose in 1x MOPS-Puffer

10 mM von jedem Deoxyribonukleotid

20 mM Tricine

1,07 mM (MgCO3)4Mg(OH),
2,67 mM MgSQO,

0,1 mM EDTA, pH 8,0
33,3mMDTT

270 uM Coenzym A

470 uM Luziferin

530 uM ATP

mit 1 M Tris auf pH 7,8

80 mM Na,HPO,
20 mM NaH,PO,
0,1 M NaCl

pH 7,5

fur Zellkultur autoklaviert

1 ml Formamid
350 pl Formaldehyd
200 ul 10 x MOPS-Puffer

90 mM Tris

0,2 M Glycin
10 % (v/v) Methanol

20



MATERIAL

Trypsin-EDTA-LOsung 0,05 % (w/v) Trypsin (1:250)
0,02 % (w/v) EDTA

in Puck’s Salzlésung A

TSS-Puffer 85 % LB-Medium (pH 6,5)
10 % (w/v) PEG 8000
50 mM MgCl,
5 % (v/v) DMSO

Zell-Lysis-Puffer 25 mM Tris/H3POy, pH 7,8
2 mM EDTA
10 % (v/v) Glycerol
1 % (v/v) Triton X-100
2mM DTE

Z-Puffer fur -Galactosidase-Assay 60 mM Na;HPO4
40 mM NaH,PO4
10 mM KCI
1 mM MgSO,
2mMDTT
1 mg/ml ONPG
pH 7,0

[11.6 Nukleinsaure- und Protein-Standards

DNA-Standard

1 kb-DNA-Leiter Gibco BRL (Paisley)
(DNA-Abschnitte mit 12216, 11198, 10180, 9126, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054,
2036, 1636, 1018, 517, 506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75 bp)

RNA-Standard

RNA-Marker 0,28 bis 6,6 kb Sigma (Deisenhofen)
(RNA-Abschnitte mit 6583, 4981, 3638, 2604, 1908, 1383, 955, 623, 281 Basen)
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Protein-Standard
SeeBlue™Plus2 Pre-Stained Standard

Invitrogen (Karlsruhe)

(Proteine zu 250, 148, 98, 64, 50, 36, 22, 16, 6, 4 kDa)

1.7 Vektoren

pBluescriptSK+

pCl-neo

pCl-neo - B-Catenin S33Y

pCMV — APC(wt)

pCMV

pEQ176 (Galactosidase-Expression)
pKS+/Ltk80-luc

1.8 Enzyme

Alkalische Phosphatase (SAP) (1 U/ul)
DNA-Polymerase (Klenow) (5 U/ul)
DNA-Polymerase | (4 U/ul)
Pfu-Polymerase (2,5 U/pl)
PfuTurbo-Polymerase (2,5 U/ul)
ProofStart (2,5 U/pul)
Restriktionsendonukleasen

T4 DNA Ligase (400 U/pl)
Tag-Polymerase (5 U/pl)

Stratagene (Heidelberg)

Promega (Mannheim)

Kinzler & Vogelstein

durch Restriktion des pCMV-APC
Janknecht et al. (1993)
Janknecht et al. (1993)

Promega (Mannheim)

New England Biolabs (Schwalbach/Taunus)
New England Biolabs (Schwalbach/Taunus)
Stratagene (Heidelberg)

Stratagene (Heidelberg)

Qiagen (Hilden)

New England Biolabs (Schwalbach/Taunus)
New England Biolabs (Schwalbach/Taunus)
Qiagen (Hilden)
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1.9 AntikGrper

Nicht gekoppelte Erstantikbrper

Antigen Bildungsorganismus Hersteller
SCF Ziege Santa Cruz Biotechnology
c-kit Kaninchen Santa Cruz Biotechnology
Ramp3 Kaninchen Santa Cruz Biotechnology
Proliferin Kaninchen Fang et al. (1999)

Tabelle III.1: Nicht gekoppelte Erstantikdrper. Alle Antikdrper sind polyklonalen Ursprungs und vom Isotyp IgG.

Gekoppelte Zweitantikorper

Antigen Bildungsorganismus | Kopplung Hersteller
Kaninchen Esel HRPO Amersham Life Science
Ziege Rind HRPO Santa Cruz Biotechnology
Kaninchen Cy3 Dianova

Tabelle I1.2: Gekoppelte Zweitantikorper. Alle Antikdrpter sind vom Isotyp IgG. HRPO: Horseradish peroxidase,
Cy 3: Indocarbocyanin.

11.10 Kit-Systeme

ABI PRISM"'Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit

DyeEx Spin Kit

JETstar Plasmid Maxiprep Kit

Prime-a-Gene®Labeling System
QlAamp DNA Mini Kit

QIlAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

RNeasy Mini Kit

TOPO TA Cloning Kit

Perkin EImer (Uberlingen)

Qiagen (Hilden)

Genomed (Bad Oeynhausen)
Promega (Mannheim)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Leek, Niederlande)
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[1.L11 Oligodesoxyribonukleotide

Alle folgenden Primer wurden von der Firma MWG Biotech in Auftrag synthetisiert.

Primer fur Promotor-Fragmente

MGF-Promoter fwd
MGF-Promoter rev
Proliferin-Promoter fwd

Proliferin-Promoter rev

PCR-Mutagenese-Primer
MGF-Promoter mut fwd

MGF-Promoter mut rev

5-ATCCGGCCGGAATTCTCTCACTCAGCC-3'
5-TGCGGATCCGCATTGGGTAGCTCGAAC-3
5-CGCGGATCCGATATCTTTGTTAAAATAG-3’
5'-CAACTGCAGAGGAGCATGGTTGAA-3

5-GTTTTGTTTGTTTTTTGGCAATGGCAAGTGAGC
TTCTCAAACC-3
5-GGTTTGAGAAGCTCACTTGCCATTGCCAAAAAA
CAAACAAAAC-3f

Primer fur die Fragmentherstellung fir DNA-Sonden

MGF fwd
MGF rev
Lgals8 fwd

Lgals8 rev

Proliferin fwd

Proliferin rev
Ramp3 fwd
Ramp3 rev
14-3-3y fwd
14-3-3y rev
GNB1 fwd
GNB1 rev
Gbp3 fwd
Gbp3 rev
TIS 11 fwd
TIS 11 rev
B-Actin fwd

B-Actin rev

5-ATCTGCGGGAATCCTGTGAC-3’
5-GCAATGCCATGGCTGTCCAT-3*
5-AACCCTCGGTTCAAAAGGTC-3’
5-CCGGACATCACAGTAGATTA-3’
5-TCCAGTAAAG CATCTTCCCG-3
5-GTGCTCATGAGGGCATTAAC-3
5-TGCAGAAGGTGGCTGTCTGG-3
5-CAGTTGATTTCCATGCCTGG-3'
5-TGACCGAGCTGAACGAACCA-3
5-TCGTTCAGAGTGTCGAGCTC-3
5-ACACGAGTCTGACATCAATG-3
5-TGAGATCCTTCTCTTAATGG-3
5-AAGTCCTACCTCATGAATCG-3’
5-TACATTCTCTGGTCATGTTG-3’
5-ATCAACTCCACGCGCTACAA-3
5-AAGCGAAGGCGTTGTTAGCG-3’
5'-GCGGGATCCTCGACAACGGCTCCGGCAT-3’
5’-GCGGTCGACGGATCTTCATGAGGTAGTCAG-3
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Sequenzierprimer

T7 Primer 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
MGF-Promoter Seq rev 5'-GCCTCAGGGAAATAGAACCA-3

[11.12 Nahrmedien

Nahrmedien, Antibiotika und Zuséatze fur
Dulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM)
MEM

Fotales Kalberserum (FCS)
Penicillin/Streptomycin-Lésung

Hygromycin

Pyruvat

nicht essentielle AS

L-Glutamin

Nahrmedien fur die Bakterienkultur

LB-Flissigmedium

LB-Amp-Agar-Platten

die Zellkultur
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)

(
(Paisley)
(
(

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

10 g Bacto-Trypton

auf 1000 ml H,O

pH 7,4

nach Bedarf 100 pug/ml Ampicillin

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

10 g Bacto-Trypton
10 g Bacto-Agar
auf 1000 ml H,O
50 pg/ml Ampicillin
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SOC-Medium

2 % Tryptone

0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,
20 mM Glucose

[11.113 Biologisches Material

Bakterienstamme
Escherichia coli TG1

Genotyp: K12 (lac-pro), thi-1, supE, hsdD5, [F’'traD36, proAB+, laclQ, lacZM15]

Escherichia coli Top10 (Invitrogen, Leek, Niederlande)

Genotyp: F° mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recA1 deoR araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG

Zelllinien
Kultur- Antibiotika
Zelllinie Zellart medium Zusatze
C57MG Brustdrisenepithelzelllinie der| DMEM + P/S
Maus (Vaidya et al., 1978)| Glutamax
stabil infiziert mit dem Retro-
virus-Expressionsvektor pLNCx
COTMG-pLNCX |, pLNCx-Wnt-1 (exprimiert DMEM + PIS/H
Wnt-1: Shimizu et al., 1997) Glutamax
Bezugsquelle: freundlicher-
C57MG-wnt-1 | weise von Jan  Kitajewski, e P/S/H
Department of  Pathology, Glutamax

Columbia University, New York,

USA Uberlassen
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HCT116 Menschliche Kolon-Adenokar- DMEM P/S Pyruvat,
zinomzelllinie, gering differen- L-Glutamin,
ziert (Brattain et al., 1981) nicht ess.
Bezugsquelle: American Type AS
Culture  Collection (ATCC,

Rockville, USA)

HEK293 Menschliche, embryonale trans- DMEM P/S Pyruvat,
formierte  Nierenepithelzelllinie L-Glutamin,
(Human Embryonic Kidney) nicht ess.
Bezugsquelle: American Type AS
Culture  Collection (ATCC,

Rockville, USA)

SW480 Menschliche Kolon-Adenokar- DMEM P/S Pyruvat,
zinomzelllinie, gering differen- L-Glutamin,
ziert (Leibovitz et al., 1976) nicht ess.
Bezugsquelle: American Type AS
Culture  Collection  (ATCC,

Rockville, USA)

RK13 Embryonale Kaninchennieren- MEM P/S

zellen (Beale et al., 1963) (Eagle) +
Glutamax

Tabelle 111.3: Verwendete Zellinen und deren Kulturbedingungen. Zu allen Medien wurde FCS einer
Endkonzentration von 10 % zugesetzt. AS: Aminosauren, DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium, FCS:
Fotales Kalberserum, H: Hygromycin (100 pg/ml), P/S: Penicillin (100 U/ml) / Streptomycin (100 pg/ml).
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V. Methoden

IV.1 Molekularbiologische Methoden

IV.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wird mit komerziellen Kit-Systemen durchgefihrt.
Je nach Verwendungszweck des zu isolierenden Plasmids wird fir geringe DNA-Mengen
eine Mini-Praparation und fir groRere DNA-Mengen, sowie bei einem Bedarf an DNA

hoéherer Reinheit eine Maxi-Praparation durchgefuhrt.
Plasmid-Mini-Préaparation

Die Plasmid-Isolierung erfolgt aus einer 4 ml Bakterienkultur, welche etwa 6 Stunden unter
Schitteln bei 37°C kultiviert wurde, mit dem ,QIAprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers. Das Reinigungsprinzip beruht auf der alkalischen Lyse der
Bakterienzellen (E. coli) unter Einwirkung von SDS. Dabei werden samtliche Nukleinsauren
und Proteine denaturiert und die RNA durch die im Puffer enthaltene RNase A verdaut.
Durch Neutralisation der Lésung und Einstellung von chaotropen Hochsalzbedingungen
prazipitieren die denaturierten Proteine zusammen mit der chromosomalen DNA und den
bakteriellen Zellfragmenten. Die Plasmid-DNA hingegen renaturiert wegen ihrer geringen
Grofle und bleibt in Lésung. Samtliche unldsliche Zellbestandteile werden durch
Zentrifugation sedimentiert. Das im Uberstand enthaltene Plasmid wird tber eine Silicia-Gel-

Membran gereinigt und schliel3lich mit 50 yl EB-Puffer eluiert.
Plasmid-Maxi-Praparation

Die Plasmid-Isolierung erfolgt aus einer 200 ml Bakterienkultur, welche Gber Nacht bei 37°C
unter Schitteln kultiviert wurde, mit dem ,JetStar-Kit* (Genomed) nach Angaben des
Herstellers. Auch hier werden die Bakterienzellen einer alkalischen Lyse mit anschliefender
Neutralisation unterzogen. Nach Zentrifugation wird der Uberstand mit der Plasmid-DNA auf
eine equilibrierte Anionenaustauschersaule gegeben. Die Saule wird gewaschen und dann
die DNA eluiert. Zur weiteren Reinigung wird die Plasmid-DNA mit 0,7 Volumen-Anteilen 2-
Propanol prazipitiert und nach Zentrifugation das DNA-Sediment nochmals mit 70 % Ethanol
gewaschen. Das gereinigte Plasmid-Prazipitat wird dann an der Luft getrocknet und in 200 pl

dH,0 aufgenommen.
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IV.1.2 Isolierung von genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen

Fir die Isolierung von genomischer DNA aus eukaryotischen Zelllinien wird das ,QlAamp
DNA Mini Kit* (Qiagen) verwendet. Dazu werden die nahezu konfluenten Zellen aus einer 75
cm? Kulturflasche mit einer Trypsin-EDTA-L&sung abgeldst (siehe 1V.2.1) und die Zellen der
erhaltenen Zellsuspension 3 min bei 300 g sedimentiert. Das Zellsediment wird einmal mit 10
ml PBS gewaschen und anschlieend zu einem Volumen von 200 ul in PBS resuspendiert.
Dazu werden 20 pul Proteinase K und SDS-Lysis-Puffer gegeben, um die Zellen
aufzuschlieRen. Die genomische DNA aus diesen Zellen wird nun nach Angaben des
Herstellers mit dem Kit isoliert. Die DNA wird schlieRlich mit 200 ul dH,0 von der Silicia-Gel-

Membran eluiert.

IV.1.3 Isolierung von RNA aus eukaryotischen Zellen

Die RNA-Isolierung aus Zelllinien erfolgt mit dem ,RNeasy Mini Kit“ (Qiagen) nach den
Angaben des Herstellers. Die bendtigten Zelllinien werden in 10 cm < Kulturschalen
kultiviert. Die Zellen werden mit PBS gewaschen und mit 500 ul RLT-Lysepuffer, welcher [-
Mercaptoethanol und Guanidiniumisothiocyanat (GITC) zur sofortigen Denaturierung von
RNasen enthalt, lysiert. Das Lysat wird zur Homogenisierung auf eine ,QlAshredder‘-Saule
(Qiagen) gegeben und zentrifugiert. Der Durchfluss wird nach Zugabe von 70%igem Ethanol
auf eine Saule mit einer Silicia-Gel-Membran gegeben, an die die RNA bindet. Nach dem
Waschen der Saule wird die RNA mit 30 yl RNase-freiem Wasser eluiert und bei — 80°C
gelagert.

IV.1.4 DNA-und RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdureldsungen wird deren Absorption bei 260 nm
ermittelt, denn die aromatischen Ringe der Basen haben dort ihr Absorptionsmaximum. Dazu
wird eine Verdiinnung der Nukleinsaurelosung in eine Halbmikroklvette (UVette, Eppendorf)
gegeben und die OD (optische Dichte) bei 260 nm in einem Spektralphotometer
(BioPhotometer 6131, Eppendorf) gegen eine entsprechende Referenzlosung bestimmt.
Dabei liegen Werte zwischen 0,05 und 1 im linearen Bereich. Es entspricht:

1 OD = 50 pg/ml doppelstrangiger DNA

1 OD = 40 pg/ml einzelstrangiger DNA / RNA,
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wobei noch die Verdinnung zu berlcksichtigen ist. Der Quotient aus ODy0/OD,gp gibt
Aufschluss Uber Proteinkontaminationen in der Losung, da Proteine ein Absorptions-
maximum bei 280 nm aufweisen. Jedoch wird der Quotient aus OD,5,/OD.gy auch von pH
und Salzgehalt der Lésung beeinflusst (Wilfinger et al, 1997), weshalb der Nachweis von

Proteinkontaminationen durch diesen Quotienten unterschiedlich gut ausfallen kann.

IV.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist ein in vitro-Verfahren zur
Vervielfaltigung bzw. Erzeugung bestimmter DNA-Sequenzen, dessen Ursprung 1985 von
Saiki et al. entworfen wurde. Fir die PCR werden eine hitzestabile DNA-Polymerase aus
einem thermophilen Organismus, eine Ausgangs-DNA (Template), sowie zwei
Oligonukleotide (Primer), die die zu vervielfaltigende DNA-Sequenz flankieren, und die zu je
einem Strang des gewtlinschten DNA-Abschnitts komplementar sind (Mullis et al., 1992),
bendtigt. Das PCR-Programm besteht aus einem dreistufigen Prozess, der 25 bis 45 mal
durchlaufen wird und zu einer exponentiellen Amplifizierung der DNA fiihrt.

Zuerst erfolgt die Trennung der beiden Strange der zu kopierenden DNA durch
Denaturierung bei 95°C. Im zweiten Schritt erfolgt bei einer durch die Schmelztemperatur der
Primer festgelegten Temperatur (zwischen 50°C und 65°C) die Anlagerung (Annealing) der
Oligonukleotide an die jeweils komplementaren Abschnitte der DNA-Einzelstrange. Durch
diese Hybridisierung der Primer mit der Template-DNA existiert nun ein freies 3-OH Ende,
welches die thermostabile Polymerase fiir die Verlangerung der Oligonukleotide bendétigt. Im
dritten Schritt (Elongation) werden bei der optimalen Arbeitstemperatur der verwendeten
Polymerase (72°C bei der Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus) die Primer
komplementar zum Matrizenstrang verlangert und so ein neuer, identischer DNA-Strang
synthetisiert. AnschlieBend wird die DNA wieder denaturiert, wodurch ein neuer Zyklus
beginnt.

Das PCR-Produkt wird durch DNA-Agarose-Gelelektrophorese (siehe 1V.1.6) auf seine
korrekte GrofRRe Uberprift. Gibt es nur ein Produkt und hat das Fragment die richtige Grofde,
kann es nach Reinigung (siehe IV.1.7) weiter verwendet werden. Gibt es mehrere PCR-

Produkte, kann das Fragment der richtigen GroRe aus dem Gel eluiert werden (siehe 1V.1.8).

Essentiell fur das Gelingen einer PCR ist die korrekte Wahl der Annealing-Temperatur und
die Dauer des Elongationsschrittes. Bei der Elongation ist es wichtig, dass die Polymerase
ausreichend Zeit hat die komplette DNA-Sequenz zu synthetisieren, was von ihrer

Kettenverlangerungsrate und der Lange des herzustellenden Fragments abhangt. Die
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Annealing-Temperatur ist hingegen ein kritischer Faktor, der bestimmt, ob sich Primer und
Template korrekt zusammenlagern. Wahlt man sie zu niedrig, kann es zu einer
Zusammenlagerung der komplementdren Einzelstrange bzw. zu einer unspezifischen
Bindung der Oligonukleotide an die DNA kommen. Wahlt man die Anlagerungstemperatur zu
hoch, wird die Hybridisierung der Primer mit der Template-Sequenz unterbunden. Die
Schmelztemperatur sollte von beiden Primern dhnlich sein und zwischen 55 und 88°C liegen.
Sie ist im wesentlichen abhangig von der Lange und vom G/C-Gehalt des Oligonukleotids
und kann mit folgender Formel fir Primer von etwa 20 Basen abgeschatzt werden:
Tn=4x (Anzahl G + C) + 2 x (Anzahl A+ T)
Fir langere Primer kann die Schmelztemperatur annaherungsweise Uber folgende Formel
von Baldino et al. (1989) ermittelt werden:
Tm=81,5+ 16,6 x (log1[J*]) + 0,41 x (% G+C) — (675/n) — 1,0 x (% Fehlpaarungen)

J = Konzentration monovalenter Kationen

n = Anzahl der Basen des Oligonukleotids
Beim Primerdesign ist auch darauf zu achten, dass die Primer keine Haarnadelstrukturen

ausbilden oder untereinander Dimere bilden konnen.

IV.1.5.1 Reverse Transkripion — Polymerasekettenreaktion

Soll eine mRNA-Sequenz amplifiziert werden, so muss diese zuerst durch Reverse
Transkription in die komplementéare cDNA (complementary DNA) umgeschrieben werden,
welche dann als Template fur eine PCR eingesetzt werden kann. Dies kann mit zwei
verschiedenen Methoden erreicht werden:

Zum einen koénnen cDNA-Synthese und PCR nacheinander in verschiedenen Gefalien
durchgefihrt werden (,Two tube RT-PCR). Fir die Reverse Transkription wird dann ein
Primer verwendet, der an die Poly-A*-Enden der mRNA bindet. Dazu werden zu 2 pug
Template-mRNA ein Mix von dNTPs, Oligo-dT Primer, Rnase-Inhibitor, 10 x RT-Puffer,
Wasser und die Omniscript Reverse Transkriptase (Qiagen) gegeben und 1 h bei 60°C
inkubiert. Anschlieliend kann die Reverse Transcriptase durch Inkubation flir 5 min bei 93°C
inaktiviert werden. Die synthetisierte cDNA kann dann als Template fiir eine PCR eingesetzt
werden und die gewlnschte Sequenz mit genspezifischen Primern amplifiziert werden.

Zum anderen kénnen Reverse Transkription und PCR auch nacheinander, aber in einem
Reaktionsgefal® durchgefiihrt werden. Daflir wird in dieser Arbeit das ,OneStep RT-PCR Kit*
(Qiagen) verwendet. In diesem Fall wird fur die Reverse Transkription kein Oligo-dT Primer
bendtigt, sondern nur die genspezifischen Primer des Fragments, das auch amplifiziert
werden soll. Es werden Enzyme verwendet, wie die Omniscript und Sensicript Reverse

Transkriptasen, die bei 95°C inaktiviert werden und die HotStarTag DNA Polymerase, die
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durch Inkubation bei 95°C aktiviert wird. So ist eine direkt auf die Reverse Transkription

folgende PCR maglich.

Ansatz flr die OneStep RT-PCR:

Reagenzien Volumen [ul]

RNA-Template 2ng

5 x RT-PCR Puffer 10

5 x Q-Solution 10
RNase-Inhibitor (10 U/ul) 0,25

fwd Primer (10 uM) 3

rev Primer (10 uM) 3
dNTPs (10 mM) 2
OneStep RT-PCR Enzyme Mix 2

dH;0 auf 50

OneStep RT-PCR -Programm:

30 min 50°C Reverse Transkription

15 min 95°C PCR Aktivierung

30 sec 94°C Denaturierung

30 sec 50-68°C  Annealing 35 bis 40 X
1 min 68°C Elongation

Die korrekte Grofle des RT-PCR-Produkts wird durch DNA-Agarose-Gelelektrophorese
(siehe 1V.1.6) Uberprift. AnschlieRend wird das PCR-Fragment mit dem ,PCR-Purification
Kit“ (Qiagen) gereinigt (siehe 1V.1.7).

IV.1.5.2 PCR-Mutagenese

Zur in vitro EinfGhrung von Punktmutationen in DNA-Sequenzen wird die Methode der Quik-
Change-PCR verwendet. Mit Hilfe dieser Methode kann die gewlnschte Mutation in einer
Sequenz direkt im Vektor eingefligt werden, und mit Hilfe der PCR wird der gesamte Vektor
amplifiziert. Der Ausgansvektor wird nach der PCR mit dem Restriktionsenzym Dpnl,
welches methylierte DNA verdaut, restringiert, so dass anschlieBend nur noch Vektor
vorhanden ist, der die Mutation tragt. Er kann nun direkt in E. coli transformiert werden,

weshalb die Klonierung eines mutierten Fragmentes bei dieser Methode entfallt.
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In dieser Arbeit wird das ,QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit* (Stratagene)
verwendet. Flr die Mutagenese werden zwei Mutageneseprimer verwendet, die in ihrer Mitte
die gewlnschte Mutation aufweisen und zu beiden Seiten noch etwa 10 bis 15
komplementare Basensequenzen haben, um eine Anlagerung an die Template-DNA zu
gewahrleisten. Mit Hilfe der PfuTurbo DNA Polymerase werden die Mutageneseprimer
verlangert, und eine direkte Amplifikation des DNA-Fragments und seines Vektors ist

moglich.

Die Mutageneseprimer sollen idealerweise eine Lange von 25 bis 45 Basen, einen G/C —
Gehalt von mindestens 40 % und eine Annealing-Temperatur von mindestens 78°C haben.
Sie enthalten beide die Mutation und lagern sich beide an die gleiche Sequenz, aber den
verschiedenen Strangen des Vektors an. Die Annealing-Temperatur der QuikChange-Primer

wird Uber folgende Formel abgeschatzt:

Tm=81,5+0,41(% G/C) — 675/N - % Fehlpaarung

N = La&nge der Primer in Basen

% GIC = prozentualer Gehalt an G- und C-Basen

% Fehlpaarung = prozentualer Anteil der Basen, die nicht komplementar zum Template sind

Ansatz fur die Mutagense:

Reagenzien Volumen [l]
DNA-Template 5 bis 25 ng
10 x Pfu-Puffer 5
100 % DMSO 5
fwd Primer (125 ng/pul) 1
rev Primer (125 ng/ul) 1
dNTPs (10 mM) 1
PfuTurbo DNA-Polymerase 1
dH0 auf 50

QuikChange-PCR-Programm:

30 sec 95°C  Denaturierung

30 sec 95°C  Denaturierung

1 min 55°C  Annealing 18x
15 min 30 sec 68°C  Elongation

Nach Abschluss der PCR-Reaktion wird der Ansatz mit 1 pl des Restriktionsenzyms Dpn | versetzt und 1 Stunde

bei 37°C inkubiert. Dies fuhrt zum Abbau der urspriinglich eingesetzten, nicht mutierten Template-DNA, da Dpn
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I die Sequenz 5"-GmBATC-3" erkennt, und die in der PCR-Reaktion amplifizierte DNA nicht methyliert ist.
Dadurch bleibt die mutierte DNA {ibrig und kann sofort zur Transformation in kompetente TG1-Zellen

eingesetzt werden.

IV.1.6 DNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroRe wird eine horizontale Agarose-
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Unter Einfluss eines elektrischen Feldes wandert die
negativ geladene DNA durch das Gelmaterial, wobei groRere Fragmente durch den
Molekularsiebeffekt des Agarosegels starker in ihrer Bewegung gehindert werden als
kleinere. Dabei ist die Laufstrecke von Fragmenten, die kleiner als 3 bis 8 kb sind, umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihrer Fragmentlange. Anhand eines DNA-Standards (1 kb
Langenstandard, Gibco BRL), der mit aufgetragen wird, kann die Basenlange linearisierter
Fragmente ermittelt werden.

In dieser Arbeit werden 1%ige (w/v) Agarosegele in 1 x TAE zur Auftrennung und Grofen-
bestimmung von DNA-Fragmenten verwendet. Zur spateren Visualisierung der DNA wird der
Agaroselésung 0,0002 % (w/v) Ethidiumbromid zugegeben. Die Elektrophorese erfolgt bei
120 V mit 1 x TAE als Laufpuffer. Die DNA-Proben werden mit 6 x DNA-Auftragspuffer
versetzt, welcher Glycerol zur Erhdhung der Dichte der DNA-LOsung enthalt, um die
Diffusion der Proben aus den Taschen zu unterbinden. Zusatzlich enthalt der Puffer einen
Farbstoff (Orange G), um die Wanderung der DNA wahrend der Elektrophorese abschatzen
zu kénnen. Die getrennten DNA-Fragmente werden nach dem Lauf durch das in die DNA
interkalierende Ethidiumbromid bei 312 nm auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht

und mit einem Gelscanner (Bioprofil 5.0) dokumentiert.

IV.1.7 Reinigung von PCR-Fragmenten

Um nach einer PCR oder anderen enzymatischen Reaktionen ein DNA-Fragment von den
Enzymen, den nicht verbrauchten Nukleotiden, den Oligonukleotiden und Salzen zu saubern
wird in dieser Arbeit das ,QlAquick PCR Purification Kit* (Qiagen) verwendet. Dabei wird die
DNA unter sauren Bedingungen in einem Hochsalzpuffer an eine Silicia-Gel-Membran
gebunden und nach dem Waschen mit 30 ul eines Niedrigsalzpuffers oder dH,0 von der

Saule eluiert. Das Protokoll wird nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
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IV.1.8 Isolierung von DNA-Fragmenten — Gelelution

Die Gelelution dient der Isolierung von elektrophoretisch getrennten DNA-Fragmenten. Dafir
werden die gewlinschten DNA-Fragmente entsprechend ihrer Laufthohe identifiziert und mit
einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus der
Agarose erfolgt dann mit dem ,QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen) gemafl den Angaben
des Herstellers. Die Isolierung aus dem Gel beruht auf einer chemischen und
hitzevermittelten Aufldsung der Agarose bei 55°C in einer 6 M Natriumjodidldsung. Die DNA
wird nach deren Freisetzung an eine DEAE-gekoppelte Silica-Membran gebunden und durch
mehrere Waschschritte von Verunreinigungen befreit. Die Elution der DNA erfolgt dann mit
50 pl dH,0.

IV.1.9 TOPO-TA-Klonierung

Die Tag-Polymerase hat eine vom Template unabhangige terminale Transferase-Aktivitat mit
der sie an alle PCR-Produkte am 3°-Ende noch ein zusatzliches Deoxyadenosin anhangt.
Dadurch entstehen Fragmente mit Gberhdngenden Enden (sticky ends), die gleich fir eine
Klonierung in einen linearisierten Vektor mit Deoxythymidin-Uberhang an den 3’-Enden
verwendet werden kdnnen. Fir eine zeitlich unaufwendige Klonierung, die sich das eben
beschriebenen Prinzip zu nutze macht, hat Invitrogen ein ,TOPO TA Cloning® Kit“ entwickelt.
Der darin verwendete Vektor pCR®2.1-TOPO® ist bereits linearisiert, hat an den 3’-Enden
Uiberhdngende Deoxythymidine und kovalent Topoisomerase | gebunden. Uber die Ligase-
Aktivitat dieser Topoisomerase wird das PCR-Fragment in den Vektor ligiert. Anschlielsend
kann der Vektor in kompetente E. coli (TOP10-Zellen, aus dem Kit) transformiert werden,
und Uber eine ,Blau-Weill-Selektion® kdonnen positive Klone identifiziert werden. In den
TOP10-Zellen wird das lacZ-Gen, dessen Produkt die p-Galactosidase ist, konstitutiv
exprimiert. Die Klonierung des PCR-Fragments erfolgt in die Sequenz dieses Gens, so dass
im Fall einer erfolgreichen Ligation keine B-Galactosidase exprimiert wird. Bei Religation des
Vektors wird B-Galsctosidase exprimiert und sie kann das farblose X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-
indolyl-beta-D-galactopyranosid) zu einem blauen Produkt umsetzen, welches die Kolonien
blau farbt. Die Kolonien positiver Klone bleiben weil3. Anstelle von X-Gal kann hier auch
Bluo-Gal als Substrat verwendet werden.

Fir die TOPO-TA-Klonierung eines mit Tag-Polymerase amplifizierten Fragments erfolgt die

Ligation in den Vektor flir 5 min bei Raumtemperatur.
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Ligationsansatz:

Reagenzien Volumen [pl]
PCR-Produkt 3
dH,0 1
pCR®2.1-TOPO® 1

Die Reaktion wird mit 1 yl TOPO®Cloning Stop Solution gestoppt und bis zur Transformation
auf Eis gestellt. Mit Hilfe dieser Lésung kann die Topoisomerase | von der DNA
abdissoziieren. Zwei Mikroliter des Ligationsansatzes werden dann zu 50 pl der im Kit
enthaltenen kompetenten E. coli TOP10-Zellen gegeben und fur die Transformation 30 min
auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fiir 30 s bei 42°C und anschlieRendem Abkulihlen
auf Eis werden zu dem Ansatz 250 yl SOC-Medium gegeben, in welchem die Zellen 30 min
bei 37°C geschiittelt werden. Fur die anschlieRende ,Blau-Weil-Selektion werden auf LB-
Amp-Agar-Platten zunachst das Substrat fir die p-Galactosidase (40 ul Bluo-Gal, 40 mg/ml)
und dann (nach 30 min Vortrocknen bei 37°C) 50 oder 100 ul des Transformationsansatzes
ausgestrichen. Die Platten werden bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag werden
nur die weilBen Kolonien durch Kolonie-PCR (siehe IV.1.15) und Sequenzierung (siehe

IV.1.17) analysiert.

IV.1.10 DNA-Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind essentielle Werkzeuge fiir die DNA-Klonierung. Sie dienen
der Erzeugung spezifischer Uberstehender (sticky ends) oder glatter Enden (blunt ends) an
Vektoren und DNA-Fragmenten sowie zur analytischen Spaltung von Plasmiden. Die
verwendeten Restriktionsendonukleasen sind vom Typ Il und hydrolysieren die Phospho-
diesterbindungen doppelstrangiger DNA in ihren meist spezifischen Erkennungssequenzen,
die kurze invertierte Sequenzmotive (Palindrome) von etwa 4 bis 8 Basenpaaren Lange sind.
Die enzymatischen Spaltreaktionen werden unter den von den Herstellern (meist New
England Biolabs) angegebenen Bedingungen durchgefuhrt. Die erhaltenen Spaltprodukte
werden mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe I1V.1.6) Uberprift und durch Gelelution
(siehe IV.1.8) oder mit dem ,PCR Purification Kit“ (Qiagen) (siehe VI.1.7) gereinigt.
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IV.1.11 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Die Dephosphorylierung von DNA-Enden nach einer Restriktionshydrolyse dient einer
erfolgreicheren Klonierung. Insbesondere wenn ein Vektor fir eine Klonierung mit nur einem
Restriktionsenzym hydrolysiert wurde, sind die beiden Enden kompatibel und kdnnen leicht
wieder miteinander ligieren. Durch Dephosphorylierung der Vektor-DNA an ihren 5°-Enden
mit einer alkalischen Phosphatase wird die Religationsrate stark vermindert, da die fir die
Ligation notigen Phosphatreste entfernt wurden. Eine Ligation ist danach nur noch mit
Fragmenten, die ein 5’-Phosphatrest tragen, mdglich.

Die Dephosphorylierung erfolgt direkt nach der Restriktionshydrolyse mit dem Restriktions-
ansatz, der mit SAP (Shrimp alkaline phosphatase, Promega) (0,5 U pro uyg DNA) 30 min bei
37°C in SAP-Puffer inkubiert wird. Anschliel’end wird die DNA mit dem ,PCR Purification Kit"
(Qiagen) (siehe VI.1.7) gereinigt.

IV.1.12 Herstellung von glatten Enden

Manchmal ist es nicht mdglich Restriktionsenzyme zu finden, die sowohl im Vektor, als auch
im Fragment nur einmal schneiden. Alternativ werden in solchen Fallen Uberhangende
Enden nach einer Restriktionshydrolyse mit einer Polymerase aufgefilllt, so dass glatte
Enden entstehen, Uber die kloniert werden kann. Als Enzym dient hier das Klenow Fragment
(das groRe Fragment der DNA-Polymerase | von E. coli), welches die 5’-Uberhange auffiillt
und mit Hilfe seiner 3’-5"-Exonucleaseaktivitat die 3"-Uberhange hydrolysiert.

Fir die Reaktion werden zum Restriktionsansatz 1 yl 10 mM dNTPs und 10 U DNA Poly-
merase | Klenow Fragment hinzugefligt, sowie gegebenenfalls BSA, falls dieses nicht schon
fur die Restriktion hinzugegeben wurde. Die Reaktion erfolgt flir 15 min bei Raumtemperatur

und wird dann durch Inaktivierung des Enzyms bei 75°C fir 20 min beendet.

IV.1.13 Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren wird die DNA-Ligase des T4-Phagen
verwendet. Die Ligase katalysiert in Gegenwart von ATP und Mg®*" die Ausbildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen den 3’-Hydroxyl- und 5°-Phosphatenden der DNA. So
kénnen entweder glatte Enden oder Gberhdangende Enden, die mit einem Restriktionsenzym

geschnitten wurden, ligiert werden.
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Im Ligationsansatz wird das Fragment in etwa 5fachem Uberschuss zum Vektor zugegeben.
Die einzusetzenden DNA-Mengen kdnnen Uber folgende Formel ermittelt werden:
Minsert [NG] = Verhaltnis """ ektor X (Mvektor [NG] X BPinsert) / DPvektor
m = Masse
Es werden 10 pl Ligationsansatze mit 50 bis 100 ng Vektor, einer entsprechenden Menge
Insert, 1 pl 10 x Ligase-Puffer und 0,7 pl T4-Ligase (entspricht 280 U) sowie ein Kontroll-
ansatz ohne Insert fir 2 bis 4 h bei Raumtemperatur oder bei 16°C Uber Nacht inkubiert.

Danach wird jeweils der ganze Ansatz in kompetente Bakterien transformiert (siehe 1V.1.14).

IV.1.14 Transformation von E. coli

Fur das Einschleusen exogener DNA in ein Bakterium muss dieses zuvor einer speziellen
Behandlung mit TSS-Losung unterzogen werden. Das Vermégen der behandelten Bakterien
fremde DNA aufzunehmen bezeichnet man als Kompetenz. Zur Transformation kompetenter
E.coli-Zellen, welche bei — 80°C gelagert werden, werden diese schonend auf Eis aufgetaut.
Neunzig Mikroliter kompetente Bakterien werden dann mit 10 pl Ligationsansatz oder
anderer zu transformierender Plasmid-DNA versetzt und 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRBend erfolgt ein einminutiger Hitzeschock bei 42°C, wonach der Ansatz wieder
kurze Zeit auf Eis abgekuhlt wird. Dann werden 900 pl LB-Medium zu dem Transformations-
ansatz pipettiert und man lasst die Zellsuspension bei 37°C 30 bis 60 min unter Schitteln
inkubieren. Hundert Mikroliter dieser Zellsuspension werden dann auf einer LB-Agar-Platte
mit den entsprechenden Antibiotika (Plasmid- und Bakterienstamm-spezifisch) unter sterilen
Bedingungen ausgestrichen. Die Bakterien der restlichen 900 pl werden durch Zentrifugation
fir 2 min bei 5500 rpm in der Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wird bis auf ein
Restvolumen von ungefahr 100 pl verworfen und die Zellen darin resuspendiert. Diese
Zellsuspension wird dann ebenfalls auf einer LB-Agar-Platte mit den entsprechenden
Antibiotika unter sterilen Bedingungen ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgt Gber
Nacht bei 37°C in einem Brutschrank. Aufgrund des im transformierten Plasmid enthaltenen
Resistenzgens kénnen auf den Agar-Platten nur die Bakterien wachsen, die das Plasmid

aufgenommen haben.

IV.1.15 Kolonie-PCR

Bei der Kolonie-PCR (auch Fast-PCR genannt) wird die Vervielfaltigung einer DNA-Sequenz

dazu genutzt, die Klonierung eines DNA-Fragments in einen Vektor (siehe 1V.1.13) und
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dessen Inkorporation in einem Bakterien-Klon nach Transformation (siehe 1V.1.14) zu
Uberprufen. Als Primer dienen hier die das DNA-Fragment flankierenden Oligonukleotide, die
auch schon zur Herstellung des Fragments zum Einsatz kamen. Als Template wird ein Klon
von der Kulturplatte verwendet. Im Falle einer erfolgreichen Klonierung sollte die PCR ein
Produkt mit der Lange des Fragmentes liefern. Bei fehlgeschlagener Klonierung kann ein
solches Produkt nicht entstehen.

Bei der Kolonie-PCR wird ein Einzelklon mit der Pipettenspitze gepickt und in einem 0,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefal® abgestreift. Zum Animpfen einer Mini-Kultur wird die
Pipettenspitze dann in ein Reagenzglas mit 5 ml Medium gegeben und die Kultur etwa 6 h
bei 37°C geschittelt. Zu dem Klonabstrich im Reaktionsgefald werden die entsprechenden
Primer, dNTPs, 10 x Tag-Puffer, gegebenenfalls Q-Solution und Tag-Polymerase gegeben.
Fir die PCR wird dann das gleiche Programm wie fir die Fragmentherstellung, unter
Umstanden mit weniger Zyklen, verwendet. Das Produkt wird mittels Gelelektrophorese

(siehe 1V.1.6) analysiert und positive Klone kénnen identifiziert werden.

IV.1.16 Herstellung von Glycerolkulturen

Soll von einem als positiv bestatigten Klon eine Glycerolkultur hergestellt werden, so wird
das gewinschte Plasmid erneut in TG1-Zellen transformiert, wobei anschlieRend alle
Bakterien auf einer Platte ausgestrichen werden. Die Uber Nacht bei 37°C gewachsenen
Kolonien werden in 1 ml LB-Ampicillin-Medium resuspendiert und 500 pl davon zusammen
mit 500 pl 100% Glycerol in ein Reaktionsgefal® gegeben und gemischt. Die Glycerolkultur
wird dann bei — 80°C gelagert.

IV.1.17 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA basiert auf der Didesoxy-Kettenabbruchmethode nach Sanger
et al. (1977) und wird in dieser Arbeit mit dem ,ABlI PRISM™ Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit* der Firma Perkin Elmer durchgefiihrt. Die zu
sequenzierende DNA wird hierbei von einer thermostabilen DNA-Polymerase unter
Verwendung von fluoreszenzmarkierten Didesoxyribonukleotiden mittels PCR amplifiziert.
Die Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) haben basenspezifische Fluoreszenzmarkierungen
und fahren aufgrund ihrer fehlenden 3°-OH-Gruppe zum Strangabbruch. Sie sind fur die PCR
mit normalen Desoxyribonukleotiden im Verhaltnis von 1 zu 200 gemischt. Der Startpunkt

der Polymerase und somit der Sequenzierung wird durch einen zugegebenen
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fragmentspezifischen Primer definiert. So entstehen in der PCR DNA-Fragmente, die sich in
ihrer Lange unterscheiden und jeweils mit einer fluoreszierenden Base enden. Durch
Groélenauftrennung der gebildeten DNA-Fragemente mittels Kapillarelektrophorese kann
dann die Basensequenz anhand der Fluoreszenzmarkierung ermittelt werden.

Fir die Sequenzier-PCR wird ein Terminator-Mix des Sequenzier-Kits eingesetzt, in dem die

Polymerase AmpliTag®FS, dNTPs und fluoreszenzmarkierte ddNTPs schon enthalten sind.

Ansatz flr eine Sequenzier-PCR:

Reagenzien Volumen [ul]
DNA-Template 1 bis 5
Terminator Mix 4
Primer (3,5 uM) 1
dH,O auf 10
Sequenzierprogramm:

30 sec 96°C Denaturierung

30 sec 96°C Denaturierung

15 sec 50°C Annealing 25x

4 min 60°C Elongation

Nach Abschluss der PCR-Reaktion muss die amplifizierte DNA zur Reinigung von nicht
eingebauten ddNTPs und Salzen gefallt werden. Hierzu werden zum PCR-Ansatz 90 ul
dH,0, 1 pl Dextran Blau, 10 pyl 3 M Natriumacetat und 250 pl absoluter Ethanol gegeben.
Nach vortexen wird die DNA durch 30 minltige Zentrifugation bei 13000 rpm in der
Tischzentrifuge gefallt. Zur Entfernung von Acetatsalzen wird das Prazipitat dann noch
zweimal mit 200 pl 70%igem Ethanol gewaschen und 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstands wird die gefdllte DNA an der Luft getrocknet. Zur
Sequenzierung wird die DNA in Formamid aufgenommen und nach Denaturierung auf eine
Mikrotiterplatte gegeben. Von dort erfolgt die Analyse der DNA automatisch durch einen
Sequenzer der Firma Applied Biosystems (Modell: 3100 Genetic Analyser). Die elektro-
phoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgt in 50 cm langen Kapillaren. Sobald die
DNA-Fragmente das Detektionsfenster am Ende der Kapillare erreichen, werden sie mit
einem Laser zur Fluoreszenz angeregt und diese Uber eine CCD-Kamera detektiert. Die
Fluoreszenzdaten werden von einer Software gelesen, interpretiert und als
Elektropherogramm ausgegeben. Die Arbeitsschritte vom Lésen des gefallten DNA-
Prazipitats bis zur Erstellung des Elektropherogramms werden von der zentralen Einrichtung

.Biotechnologie“ des MPI Dortmund durchgefihrt.

40



METHODEN

VI.1.18 RNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von RNA nach dem Molekulargewicht wird eine RNA-Agarose-
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt. Um die Sekundar-
strukturen der RNA zu denaturieren, wird den RNA-Proben Formamid und Formaldehyd
beigefligt. Das Formamid zerstort dabei die Basenpaarung der RNA und das Formaldehyd
bildet mit den Aminogruppen der Basen Adenin, Guanin und Cytosin Schiffsche Basen,
wodurch diese keine Wasserstoffbriicken mehr ausbilden kénnen. Zusatzlich wird auch der
Agarosegellésung Formaldehyd beigefugt. Um einer Degradation der RNA durch RNasen
vorzubeugen, werden alle Losungen mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt und alle
Gerate miussen RNase-frei sein.

Jeweils 10 ug der RNA-Proben werden mit 15 pl RNA-Mix, welcher das Formamid und
Formaldehyd enthalt, versetzt und 5 min bei 65°C denaturiert. Danach werden die Proben
auf Eis abgekuhlt und dazu jeweils 2 pl RNA-Auftragspuffer, der 5 % Ethidiumbromid enthalt,
gegeben. Zusammen mit einem Langenstandard werden die Proben auf das 1,2%ige
Agarosegel in 1 x MOPS-Puffer (mit 0,66 M Formaldehyd) in einer horizontalen Gelkammer
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt fir 3 bis 5 h mit 1 x MOPS als Laufpuffer bei einer
Spannung von 50 V, wobei die Kammer in einem Eisbad unter dem Abzug steht. Nach dem
Lauf werden die RNA-Banden durch das in die RNA interkalierende Ethidiumbromid bei 312
nm auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und mit einem Gelscanner (Bioprofil
5.0) dokumentiert.

IV.1.19 Northern Blot

Unter Blotting versteht man den Transfer von Makromolekiilen aus einem Gel auf eine
Membran. Der Transfer von zuvor elektrophoretisch aufgetrennter RNA wird Northern Blot
genannt. Der Name entstand in Anlehnung an die von Ed M. Southern 1975 entwickelte
Methode DNA auf eine Membran zu transferieren, dem Southern Blot.

Fir den Transfer der RNA auf eine Nylonmembran wird in dieser Arbeit die Kapillarblot-
Methode verwendet, bei der die Nukleinsauren durch Kapillarkrafte auf die Membran
Ubertragen werden, indem der Blot-Puffer durch das Gel und die Membran hindurch von
einer Schicht Papiertiichern angesaugt wird.

Fiar den Transfer der RNA wird nach der RNA-Gelelektrophorese (siehe 1V.1.18) zunachst
das Formaldehyd entfernt, indem das Gel 15 min in DEPC-H,0 &quilibriert und anschlielend
15 min in 50 mM Natronlauge geschwenkt wird. Durch die Natronlauge wird die RNA zudem

partiell hydrolysiert, wodurch sie sich leichter blotten lasst. Dann wird das RNA-Gel etwa 10
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min in 10 x SSC (Blot-Puffer) geschwenkt. Fur den RNA-Transfer wird nun ein in Blot-Puffer
getranktes langes, rechteckiges Filterpapier Uber ein Blot-Brett gelegt, so dass die beiden
kurzen Enden im Transfer-Puffer einer darunter liegenden Wanne hangen. Auf dieses
Filterpapier wird ein ebenfalls in Blot-Puffer getranktes Filterpapier in der Grofle des Gels
gelegt und darauf dann das RNA-Gel plaziert. Die Nylonmembran (Hybond-N*, Amersham
Pharmacia Biotech) wird nun luftblasenfrei auf das Gel gelegt und darauf wieder zwei in
Puffer getrankte Filterpapiere. Jetzt wird eine dicke Lage trockener Papiertlicher und darauf
ein Gewicht auf den Stapel gelegt. Der Blot-Vorgang dauert nun etwa 15 bis 18 Stunden,
danach wird die Membran bei 90°C fir ein bis zwei Stunden gebacken und dann fir 5 min
mit UV-Licht bestrahlt, wodurch die RNA auf der Nylonmembran fixiert wird. Die Membran

kann dann bei 4°C bis zur Hybridisierung (siehe 1V.1.21) aufbewahrt werden.

IV.1.20 Radioaktive Markierung einer DNA-Sonde

Zum Aufspuren einer bestimmten mRNA nach dem Northern Blot (siehe 1V.1.19) wird eine
detektierbare Sonde bendtigt, mit der die entsprechende mRNA auf der Nylonmembran
hybridisieren kann. In dieser Arbeit werden dafir radioaktiv markierte DNA-Fragmente fir die
sequenzspezifische Hybridisierung eingesetzt. Die Sensitivitat dieser Nachweismethode ist
sehr hoch. Dazu wird die Sonde mit oc[szP] dCTP markiert, wofir das ,Prime-a-Gene®
Labeling System” (Promega) verwendet wird. Hierbei werden zu einer denaturierten, also
einzelstrangigen Template-DNA ein Gemisch von verschiedenen Hexanukleotiden (random
primers) gegeben, die nach Hybridisierung mit dem Matrizenstrang durch das Klenow
Fragment der DNA-Polymerase | verlangert werden. Es entstehen dabei verschiedene
Teilfragmente der Template-DNA, in die anstelle von dCTP radioaktives a[**P] dCTP
eingebaut ist.

Fir den Ansatz werden 40 ng des durch PCR hergestellten DNA-Fragments zunachst 2 min
bei 96°C denaturiert und anschlieBend die nun einzelstrangige DNA auf Eis gestellt. Dann

wird folgender Ansatz zusammen pipettiert:
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Markierungs-Ansatz:

Reagenzien Volumen [ul]

5 x Puffer 10
dNTPs (-dCTP) 2
denaturiertes DNA-Template 40 ng
Nuklease-freies BSA 2
a[*?P] dCTP 5
DNA-Polymerase |, Klenow Fragment 1
dH,0 auf 50

Der Ansatz wird Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und dann die Reaktion durch
Inkubation bei 75°C fur 15 min beendet. Danach wird die markierte Sonde mit dem ,DyeEx
Spin Kit* (Qiagen) nach Angaben des Herstellers Uber eine Gelfiltrationssaule, in der die

Nukleotide zuriick bleiben, gereinigt.
Radioaktivitatsbestimmung

Vor und nach Reinigung der radioaktiv markierten Sonde werden jeweils 1 yl vom Ansatz
abgenommen und 1:100 mit dH,0 verdinnt, um die spezifische Aktivitat der Sonde zu
bestimmen. Von den Verdinnungen werden dann 3 ul zu 3 ml Szintillationslésung gegeben
und die Strahlung der Proben im Szintillationszahler (LS 6500, Beckmann) ermittelt. Dieser
bestimmt die Zahl oder Energie von radioaktiver Strahlung, indem er die von einem
geeigneten Szintillator ausgesendeten Lichtblitze mit Hilfe eines Photomultipliers detektiert.
Szintillatoren sind Leuchtstoffe, bei denen die radioaktive Strahlung (hier die B-Strahlung)

kurze Lichtblitze (Szintillationen) hervorruft.

IV.1.21 Hybridisierung eines Northern Blots

Die durch einen Northern Blot auf eine Nylonmembran transferierte RNA (siehe 1V.1.19) soll
mit einer der radioaktiv markierten DNA-Sonden (siehe 1V.1.20) hybridisieren, das heil3t
komplementare Strange sollen sich aneinander anlagern. Dazu muissen zunachst freie
Bindungsstellen durch Prahybridisierung der Membran fir 30 min bei 68°C mit ExpressHyb
(Clontech) blockiert werden. AnschlielRend wird die Membran 2 h mit der gereinigten und
denaturierten Sonde in 5 bis 7 ml ExpressHyb unter Rotieren im Hybridisierungsofen (Hybaid
Mini 10, MWG-Biotech) bei 68°C inkubiert. Nach der Hybridisierung muss die Membran

zuerst 3 mal 10 min mit 2 x SSC, 0,1 % SDS unter Schwenken bei Raumtemperatur
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gewaschen werden und dann 2 mal 15 min in 0,1 % SSC, 0,1 % SDS bei 60,5°C
geschwenkt werden. AnschlieRend wird die Membran in eine Folie eingeschweil3t und unter
Lichtausschluss ein Film (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia Biotech) aufgelegt. Die
Exposition mit dem Film erfolgt zwischen 2 h und 4 Tagen bei — 80°C. Bei sehr schwacher

Strahlung wird mit Hilfe des ,Molecular Imaging® detektiert.

Detektion

Die fUr die Autoradiographie verwendeten Réntgenfiime bestehen aus einer mit Silber-
bromidkristallen beschichteten Plastikfolie. Licht, B- oder y-Strahlung kénnen diese Kristalle
in einen aktivierten Zustand tberflihren. Durch Entwicklung des Films werden die aktivierten
Kristalle dann zu schwarzen Silberkdrnern reduziert. Da der aktivierte Zustand relativ instabil
ist, wird auf den Film zusatzlich eine Verstarkerfolie (Hyperscreen, Amersham Biosciences)
gelegt und der Film bei — 80°C exponiert. Durch die tiefe Temperatur wird die Stabilitat des
aktivierten Zustands erhéht, und durch die Folie wird die Strahlung absorbiert und in Form
von Licht wieder abgegeben, welches dann wieder auf den Film trifft und dort die Kristalle

anregen kann.

Eine empfindlichere Detektionsmethode ist das ,Molecular Imaging®. Dazu wird die
hybridisierte Membran unter Lichtausschluss flr 1 h bis 3 Tage mit einem Schirm (Fujifilm
Imaging Plate BAS-MS), der mit Bariumfluorohalogenid-Phosphor Kristallen (BaF(Br,l):Eu-
Kristallen) beschichtet ist, inkubiert. Durch die radioaktive Strahlung werden die Kristalle in
einen angeregten, stabilen Zustand (Eu — Eu®") versetzt. Nach Exposition mit der
hybridisierten Membran wird der Schirm mit einem Laserstrahl (He-Ne-Laser mit 633 nm)
abgetastet, wodurch die angeregten Kristalle in einen noch energiereicheren, aber instabilen
Zustand (Eu®* — Eu*) (berfiihrt werden. Daraufhin fallen die Elektronen wieder in ihren
Grundzustand zurick und geben dabei die Energiedifferenz in Form von Licht der
Wellenlange 400 nm ab, das dann gemessen werden kann. Dieser Prozess wird auch als
Photo-stimulierte Lumineszenz bezeichnet. Die Daten des Abbilds von der hybridisierten

Membran werden mit einer Software (AIDA, Raytest) erfasst und ausgewertet.
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IV.1.22 Entfernen der hybridisierten Sonde von einer Membran

(, Strippen*)

Mit Hilfe des ,Strippens” kénnen die Northern Blot Membranen mehrmals fir Hybri-
disierungen eingesetzt werden, indem die Sonde von der Membran wieder entfernt wird.
Dazu wird auf die Membran eine gerade noch kochende 0,5%ige SDS-Lésung gegossen
und die Membran darin solange geschwenkt, bis die Lésung wieder Raumtemperatur
erreicht hat. Die Membran kann dann wieder eingeschweildt, bei — 20°C gelagert und

nochmals verwendet werden.

IV.2 Zellbiologische Methoden

IV.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der verschiedenen eukaryotischen Zelllinien erfolgt je nach Bedarf in 75 cm?
oder 175 cm? Kulturflaschen im CO,-Inkubator (7,5 % CO,) bei 37°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 95 %. Die Kulturmedien und Zusatze fir die verschiedenen Zelllinien
sind in Tabelle III.3 aufgeflihrt. Zur Vermeidung von bakteriellen Kontaminationen wird dem
Medium Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) beigemischt. Bei den stabil
transfizierten Zellen wird dem Medium zusatzlich Hygromycin (100 pg/ml) zugefligt, um

einen Selektionsdruck zu erzeugen.

Die verschiedenen Zelllinien kénnen als Zellsuspension in 10 % DMSO (v/v) in einem
Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff aufbewahrt werden. Zur Rekultivierung wird die
Suspension in einem 37°C-Wasserbad aufgetaut und dann unter der sterilen Werkbank in
eine Kulturflasche mit 0,2 ml Medium pro cm? Uberfuhrt. Am darauf folgenden Tag wird das
Medium gewechselt, um das toxische DMSO und nicht angeheftete Zellen zu entfernen.

Das Wachstum der Zellen wird regelmafRig unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Sind die
Zellen nahezu konfluent gewachsen, mussen sie passagiert, d.h. verdinnt und in ein neues
Kulturgefald Gberflihrt werden. Die Verdiinnung richtet sich dabei danach, wie schnell wieder
konfluente Zellen bendtigt werden. Zur Passage wird das Medium abgenommen, die Zellen
mit PBS gewaschen und mit 1 oder 2,5 ml Trypsin-EDTA (je nach Groéle der Kulturflasche)
bis zu deren Ablésung vom Boden im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen
in 9 bzw. 22,5 ml frischem Medium resuspendiert und aneinanderhaftende Zellen durch

pipettieren vereinzelt. Durch Zugabe des Mediums, welches FCS und die darin vorhandenen
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Protease-Inhibitoren enthalt, wird auch das Trypsin inaktiviert. Abschlieend wird ein Teil der
Zellsuspension in eine neue Kulturflasche mit frischem Medium dberfihrt. Fir die
verschiedenen Experimente kann ein Teil der Zellen fur Immunfarbungen auf Deckglaschen
in 4 cm Gewebekulturschalen, fur das Kultivieren von Zellen fur Zelllysate oder der Isolierung

von RNA in 10 cm Gewebekulturschalen ausgesat werden.

IV.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl abgeloster Zellen im Medium wird mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
ermittelt. Dabei wird ein Tropfen Medium unter das Deckgldschen der Zahlkammer gegeben
und die Anzahl der Zellen im Bereich der 16 groReren duReren Quadrate gezahlt. Dieser
Bereich ist viermal identisch auf einer Halfte der Zdhlkammer vorhanden, wodurch die Zahl
der Zellen viermal ermittelt werden kann und ein Mittelwert gebildet wird. Uber das gegebene
Volumen dieses Bereichs kann die Zellzahl im Medium durch Multiplikation mit dem Faktor

10* [Zellen / ml] errechnet werden.

IV.2.3 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in eine tierische Zelle. Wird
sie dabei in die chromosomale DNA integriert, und bleibt Gber viele Passagen hinweg
erhalten, so spricht man von einer stabilen Transfektion. Werden die Gene der Fremd-DNA
jedoch nur einige Tage exprimiert, ist die Transfektion transient.

In dieser Arbeit wurde die Calciumphosphat-Methode (Jordan et al., 1996) fir transiente
Transfektionen verwendet, bei welcher die DNA mit Calciumchlorid und einem phosphat-
haltigen Puffer (HEBES) gemischt wird. Die sich dabei bildenden DNA-Calciumphosphat-

Kristalle werden von der Zelle durch Endocytose aufgenommen.

Die Transfektionen erfolgten in dieser Arbeit zur Untersuchung des MGF-Promotors und des
Proliferin-Promotors mit Hilfe eines Reportergen-Assays. Je nach Zelllinie wurde
entsprechend ihrer Zellteilungsgeschwindigkeit eine definierte Anzahl von Zellen in 6 cm
Gewebekulturschalen mit 4 ml Medium ausgesat. Die Zellen wurden unter den oben
genannten Bedingungen kultiviert und am nachsten Tag mit 10 ug DNA je Schale transfiziert,

wobei je Konstrukt ein Doppelansatz erfolgte:

46



METHODEN

Transfektion von RK13-Zellen

Jeweils 5,5 x 10° Zellen pro Schale.

Zusammensetzung der DNA-Transfektionslésung zur Untersuchung der Promotoraktivitat:

zu untersuchender Promotor in pKS+/Ltk80-luc 3 ug
pCl-neo 3 Mg
oder B-Catenin S33Y in pCl-neo

pEQ176 (B-Galactosidase) 0,5 ug
pBS SK+ auf 10 ug DNA
2,5 M CaCl; 20 pl
dH,O auf 200 pl

Zusammensetzung der DNA-Transfektionsldsung zur Untersuchung der Promotoraktivitat

unter Einfluss von Lithium:

zu untersuchender Promotor in pKS+/Ltk80-luc 3 ug
pEQ176 (B-Galactosidase) 0,5 ug
pBS SK+ auf 10 uyg DNA
2,5 M CaCl; 20 pl
dH,O auf 200 pl

Transfektion von HEK293-Zellen

Jeweils 5 x 10° Zellen pro Schale.

Zusammensetzung der DNA-Transfektionslosung zur Untersuchung der Promotoraktivitat:

zu untersuchender Promotor in pKS+/Ltk80-luc 3 ug
pCl-neo 3 ug
oder B-Catenin S33Y in pCl-neo

pEQ176 (B-Galactosidase) 0,5 ug
pBS SK+ auf 10 uyg DNA
2,5 M CaCl; 20 l
dH,O auf 200 pl
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Transfektion von SW480-Zellen
Jeweils 1,1 x 10° Zellen pro Schale.

Zusammensetzung der DNA-Transfektionslésung zur Untersuchung der Promotoraktivitat:

zu untersuchender Promotor in pKS+/Ltk80-luc 3 ug
pCMV 3 ug
oder APC in pCMV

pEQ176 (B-Galactosidase) 0,5 ug
pBS SK+ auf 10 uyg DNA
2,5 M CaCl; 20 pl
dH,O auf 200 pl

Zu jeweils 200 pl 2 x HEBES-Puffer wird die DNA-L6sung unter sterilen Bedingungen
hinzugetropft und etwa 20 s geschittelt. Nach 2 min wird das DNA-Calciumphosphat-
Prazipitat auf die Zellen gegeben und die Schale vorsichtig geschwenkt. Nach 5 Stunden
Inkubation der Transfektionsansatze bei 37°C, 7,5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit werden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und erhalten anschlieRend frisches Medium. Die
Zellen werden zwei Tage unter den eben genannten Bedingungen weiter kultiviert und dann
fir den Reportergen-Assay lysiert.

Bei den Transfektionsansatzen, in denen der Einfluss von Lithium auf die Promotoraktivitat
untersucht werden soll, wird 24 Stunden nach der Transfektion das Medium abgesaugt und
durch Medium mit 20 mM LiCl (steril filtriert) oder 20 mM KCI (steril filtriert) ersetzt. Nach

weiteren 24 Stunden werden die Zellen ebenfalls lysiert.

IV.2.4 Reportergen-Assay

Um Promotoren in vivo in Saugerzellen zu analysieren kann das zu untersuchende
Promotorelement vor ein sogenanntes Reportergen kloniert werden. So steht die Expression
des Reportergenprodukts unter der Kontrolle des zu untersuchenden Promotors. Die Aktivitat
des Promotors kann dann biochemisch Uber die Syntheserate des Reportergens
nachgewiesen werden. Es ist also sinnvoll Reportergene zu verwenden, deren Genprodukte
sich leicht biochemisch detektieren lassen. Hier dient das Luziferase-Gen als Reporter, so

dass die Promotoraktivitat GUber die Luziferase-Aktivitat ermittelt werden kann.
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Die Aktivitdt des MGF-Promotors, des mutierten MGF-Promotors und des Proliferin-
Promotors wurde mit Hilfe des Reportergen-Assays in RK13-, HEK293- und SW480-Zellen
untersucht.

Die wie unter IV.2.3 beschriebenen transfizierten Zellen werden nach 48 Stunden einmal mit
PBS gewaschen und dann jeweils far 10 min in 300 pl Zell-Lysis-Puffer inkubiert. Das
Zelllysat wird aus der Gewebeschale heraus geschabt, in ein Eppendorf Reaktionsgefal
Uberfuhrt und die Zelltrimmer bei 13000 rpm fur 1 min abzentrifugiert. Die Lysate werden

anschlieftend fur Luziferase- und p-Galactosidase-Messungen eingesetzt.

Luziferase-Assay

Aufgrund seiner hohen Empfindlichkeit wird das Luziferase-Gen aus Glihwirmchen
(Photinus pyralis; firefly) hier als Reportergen eingesetzt. Das Luziferase-Enzym wandelt D-
Luziferin in Gegenwart von molekularem Sauerstoff, ATP und Mg?* in Oxyluziferin und CO,
um. Dabei wird Licht einer Wellenlange von 562 nm emittiert. In den Zelllysaten der
transfizierten Zellen kann also die Aktivitat des Enzyms durch eine Biolumineszenzreaktion
in einem Luminometer gemessen werden. Dabei ist die Lichtemission proportional zur
Luziferase-Menge im Zelllysat, und man kann indirekt auf die Transkriptionsrate des

Reportergens und damit auf die Aktivitat des zu untersuchenden Promotors schlief3en.

Die Aktivitdt der Luziferase wird in jedem Ansatz mit einer Doppelbestimmung ermittelt.
Dafur werden 20 ul des Zelllysats in ein 5 ml Kunststoff-Réhrchen (Sarstedt) vorgelegt.
Automatisch werden im Luminometer 100 pl Luziferase-Assay-Reagenz, welches Luziferin,
Mg?* und ATP enthalt, dazu injiziert. Die entstehende Lumineszenz wird in den folgenden 15

S gemessen.

B-Galactosidase-Assay

Die p-Galactosidase-Aktivitat dient in dieser Arbeit als interner Standard fur den Luziferase-
Nachweis, um die Signifikanz von Schwankungen der Luziferase-Aktivitat festzustellen. Dazu
wurde ein entsprechendes Reportergenkonstrukt (pEQ176) kotransfiziert, in welchem das (-
Galactosidase-Gen unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors steht. Die
Enzymaktivitat wird kolorimetrisch durch die Umsetzung von nicht-physiologischem ONPG
(o-Nitrophenyl--D-galactosid) nachgewiesen. Mit Hilfe der B-Galactosidase-Werte werden

dann die Luziferase-Werte normiert.
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Auch die p-Galactosidase-Aktivitat wird mit einer Doppelbestimmung ermittelt. Dafir werden
jeweils 20 pl der Zelllysate in die Ldcher einer 96-Mikrotiterplatte (Becton Dickinson)
gegeben und bei 4°C 200 ul Z-Puffer hinzupipettiert. Je nach Zelllinie wird nach 10 min bis 3
Stunden die Absorption bei 405 nm in einem ELISA-Photometer (MR 5000, Dynatech)

gemessen und in einigen Zeitabstanden wiederholt.

IV.2.5 Immuncytochemische Farbung eukaryotischer Zellen

Mit Hilfe dieser Methode kann die Lokalisation bestimmter Proteine innerhalb einer Zelle
untersucht werden. Zur immuncytochemischen Markierung von Zellen werden diese auf
Deckglaschen fixiert und mit einem gegen das interessierende Protein gerichteten
Erstantikérper behandelt. Anschlielend werden die Zellen mit einem fluoreszenzmarkierten
Zweitantikorper inkubiert, der den ersten Antikorper spezifisch erkennt. Zusatzlich werden
die Zellen mit DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) behandelt, welches die Zellkerne durch
spezifische DNA-Bindung markiert.

Die auf Deckglaschen gewachsenen Zellen werden mit PBS gewaschen und zur Fixierung
mit einem 1:1 Gemisch Methanol/Aceton fur 10 min bei — 20°C inkubiert. Danach wird das
Gemisch abgenommen, und die Zellen auf den Deckglaschen werden bei Raum-temperatur
getrocknet. Zur Verhinderung von unspezifischen Antikorper-Bindungen wird mit einer
2%igen BSA-L6sung in PBS fur 10 min blockiert. Danach werden die Zellen fir eine Stunde
mit dem mit der Blockierldsung verdiinnten Erstantikorper inkubiert. Die Kontrolle wird eine
Stunde in der reinen Blockierldsung inkubiert. Darauf folgt ein zweimaliges Waschen mit
PBS. Fur die immuncytochemische Markierung wird nun der Cy3 (Indocarbocyanin)-
gekoppelte Zweitantikdrper mit der Blockierldsung verdinnt (1:100) und fur eine Stunde
unter Lichtausschluss auf die Zellen gegeben. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit
PBS werden die Zellen 10 min mit DAPI (0,05 pyg/ml in PBS) inkubiert. Danach werden die
Zellen wieder mit PBS gewaschen. Jetzt werden die Zellen auf den Deckglaschen mit Moviol
auf einem Objekttrager eingedeckt und kdnnen unter einem Fluoreszenzmikroskop (Axiophot
von Zeiss, Oberkochen) analysiert werden. Die Anregungs- und Emissionswellenlangen der
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind in der Tabelle aufgefiihrt. Die Dokumentation erfolgt

durch digitale Fotografie und Verwendung einer Software (AxioVision 2.0).

Fluoreszenzmarker Anregungswellenlange Emissionswellenlange
Cy3 553 nm 575 nm
DAPI 360 nm 450 nm

Tabelle IV.1: Anregungs und Emissionswellenldngen von Fluoreszenzfarbstoffen
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IV.2.6 Zelllysate aus eukaryotischen Zellen

Fir die Herstellung von Zelllysaten werden die in vier bis finf 10 cm Gewebekulturschalen
kultivierten Zellen mit Trypsin-EDTA abgelést und die Zellsuspension in ein 50 mi
Probenrohrchen Uberfihrt. Nach Sedimentation der Zellen bei 400 g fir 3 min werden sie
einmal mit 10 ml PBS gewaschen und wieder sedimentiert. Das Zellsediment wird in 1 ml
PBS + Protease-Inhibitoren (Complete, EDTA-free, Roche) resuspendiert und die Zellen mit
Ultraschall (Branson Sonifier 450) auf Eis aufgeschlossen. Die lysierten Zellen werden 10
min bei 13000 rpm und 4°C in der Tischzentrifuge zentrifugiert, um Zelltrimmer zu
sedimentieren. Vom Uberstand wird die Proteinkonzentration ermittelt. Damit fir Western
Blot Analysen in allen Proben die gleiche Proteinkonzenration vorliegt, werden sie
entsprechend mit PBS verdinnt. AnschlieBend wird das Lysat mit 4 x SDS-Probenpuffer
versetzt. Die Probe wird bei 95°C fur 5 min denaturiert und kann anschlieBend fir die

Gelelektrophorese eingesetzt werden.

IV.2.7 Isolierung von Medien-Proteinen eukaryotischer Zellen

Zur lIsolierung von Proteinen, die von den Zellen in ihr Kulturmedium abgegeben wurden,
werden die eukaryotischen Zelllinien in 175 cm? Kulturflaschen kultiviert. Die Zellen erhalten
24 Stunden vor der Medium-Entnahme ein Medium ohne FCS, denn die Anwesenheit von
Serumproteinen wirde die nachfolgenen Analysen storen.

Das Kulturmedium (ca. 25 ml) wird abgenommen, mit 200 pl Protease-Inhibitoren (Complete,
EDTA-free, Roche Diagnostics) versetzt und 30 min bei 7000 g und 4°C zentrifugiert, um
nicht adharente Zellen aus dem Medium zu entfernen. Der Uberstand wird in Amicon Ultra
10,000 MWCO Ro&hrchen (Millipore) mit einer Ausschlussgrofle von 10 kDa bei 4000 rpm
und 4°C auf etwa 500 ul eingeengt. Von den Medienproteinen wird die Konzentration
ermittelt. Damit fir Western Blot Analysen in allen Proben die gleiche Proteinkonzenration
vorliegt, werden sie entsprechend mit Medium verdiinnt. AnschlieRend werden die Medium-
proteine mit 4 x SDS-Probenpuffer versetzt. Die Probe wird bei 95°C flir 5 min denaturiert

und kann anschlief3end fiir die Gelelektrophorese eingesetzt werden.

51



METHODEN

IV.3 Proteinbiochemische Methoden

IV.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteingesamtkonzentration einer Losung erfolgt durch Farbreaktion mit
dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G250 in Phosphorsaure (Bradford, 1976).
Insbesondere durch die Interaktion mit den Seitenketten von Arginin, aber auch von Histidin,
Lysin, Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin (Compton & Jones, 1985) wird der Farbstoff in
seiner anionischen Form stabilisiert. Dadurch kommt es zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 465 nm (rot-braun) nach 595 nm (blau). Die Proteinkonzentration
wird anhand einer Kalibriergeraden bestimmt, die mit einer BSA- (Rinderserumalbumin)
Lésung bekannter Konzentration erstellt wird.

Zu einem halben Milliliter der gebrauchsfertigen Bradford-Losung werden 1 bis 5 yl der zu
untersuchenden Proteinlésung pipettiert und nach 5 min die Extinktion bei 595 nm gegen die
Bradford-Lésung mit Puffer ohne Protein gemessen. Nur Extinktionswerte zwischen 0,2 und

0,8 liegen im linearen Bereich und werden anhand der Kalibrierung ausgewertet.

IV.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts wird eine SDS-
Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970; Shapiro et al., 1967) mit
diskontinuierlichem Puffersystem verwendet.

Die durch den Probenpuffer garantierten denaturierenden Bedingungen bewirken, dass
samtliche Protein-Protein-Wechselwirkungen unterbunden werden, indem Quartarstrukturen
der Proteine aufgebrochen werden. Durch eine Behandlung der Proben bei 95°C fiir 5 min
werden zudem Tertiar- und Sekundarstrukturen durch Aufspaltung von Wasserstoffbriicken
und Streckung der Molekile aufgeldst. Wahrend das im Puffer enthaltene Detergenz SDS
(Sodiumdodecylsulfat) an die Proteine bindet und die Aufhebung der intra- und inter-
molekularen Wechselwirkungen erzwingt, bewirkt -Mercaptoethanol die reduktive Spaltung
der Disulfidbindungen. Das negativ geladene SDS hat zudem die Eigenschaft in konstantem
Ladungs- zu Masseverhaltnis an Proteine zu binden (1,4 g SDS pro g Protein), wodurch es
zur Bildung von negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen kommt. Diese hochmolekularen
Anionenkomplexe zeichnen sich dadurch aus, dass bei definierter Gel-PorengroRe die
relativen Mobilitdten in einem bestimmten Bereich (dieser ist abhangig von der

Gelkonzentration) linear von dem Logarithmus des Molekulargewichtes der Proteine
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abhangen. Tragt man ein Proteingemisch auf ein solches Gel auf, werden die Eigenladungen
der Proteine durch die negativ geladenen Kopfgruppen des SDS maskiert, wodurch sie alle
zur Anode wandern und dabei nach ihrem Stokes-Radius und damit nach ihrem
Molekulargewicht getrennt werden.

Zur Scharfung der Proteinbanden wird dem Trenngel ein grobporigeres Sammelgel
vorgeschaltet (sog. diskontinuierliche SDS-PAGE). Das Prinzip der Bandenscharfung beruht
dabei auf der Anwesenheit von Folge- und Leitionen in der Probe (Pingoud & Urbanke,
1997). Als Folgeion dient Glycinat, das aufgrund des niedrigeren pH-Werts (pH 6,8 im Sam-
melgel) im Gleichgewicht mit dem ungeladenen Glycin liegt und demzufolge eine geringe
Mobilitat aufweist. Als Leition flihrt Chlorid die Probenfront an. In der Schicht des Folgeions
herrscht durch die geringe Konzentration an Ladungstragern eine hohe lokale Feldstarke,
wodurch die SDS-Protein-Micellen beschleunigt werden. Kommen diese in die Schicht des
Leitions, so werden sie durch die lokale hohe lonenstarke und die somit geringe Feldstarke
abgebremst. Dadurch konzentrieren sich die SDS-Protein-Komplexe in einem schmalen
Streifen dicht hinter den Leitionen. Wird das Trenngel erreicht, konnen die Folgeionen die
SDS-Protein-Komplexe lberholen, da nun das Glycin bei dem vorherrschen-den hoheren
pH-Wert (pH 8,6) vollstandig dissoziiert vorliegt (als Glycinat). Die Proteinstapel hingegen
werden von dem engporigen Trenngel entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt.
Polyacrylamidgele entstehen durch Kopolymerisation von Acrylamid und N,N‘-Methylen-
bisacrylamid. Hierbei handelt es sich um eine radikalische Kettenreaktion, initiiert durch
Ammoniumperoxodisulfat (APS) als Radikalstarter und TEMED (N,N,N‘,N‘-Tetramethyl-
ethylendiamin) als Katalysator.

Zur Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele und fir die Elektrophorese wurde ein von
BioRad entwickeltes System mit vertikalen Gelkammern eingesetzt. Um eine optimale
Trennung zu erreichen, richtet sich die Polyacrylamidkonzentration im Trenngel nach dem
Molekulargewicht der zu trennenden Proteine. Trenn- und Sammelgel werden entsprechend
den Angaben in der Tabelle hergestellt. Die mit Probenpuffer versetzten Proben werden vor
dem Auftragen 5 min bei 95°C vollstandig denaturiert. Die Elektrophorese erfolgt dann bei
200 Volt.

Zusammensetzung Trenngel:

15 % 12,5 % 7,5 %
Acrylamid 30 % | 3,75 ml 3,125 ml 1,875 ml
Trenngelpuffer |1,875 ml 1,875 ml 1,875 ml
Wasser 1,875 ml 2,475 ml 3,7 ml
TEMED 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml
APS 10 % 0,2 ml 0,2ml 0,2 ml
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Zusammensetzung Sammelgel:

Acrylamid 30 % 0,65 ml

Sammelgelpuffer 1,25 ml

Wasser 3,1 ml
TEMED 0,01 ml
APS 10 % 0,1 ml

IV.3.3 Western Blot

Der Transfer von zuvor elektrophoretisch getrennten Proteinen wird Western-Blot genannt
(Renart et al.,, 1979) und erlaubt spezifische Nachweisreaktionen von auf der Membran
immobilisierten Proteinen. Im Gegensatz zum Gel, liegen die Proteine auf einer Membran
freier vor, und man kann sie leicht anfarben, mit Antikbrpern reagieren lassen oder mit
Enzymen umsetzen. Die Membranen bestehen aus Nitrocellulose, aus Polyvinylidenfluorid
(wie in dieser Arbeit) oder Nylon.

Der Transfer wird nach dem Elektroblotverfahren in einer Halbtrockenzelle (semi-dry-
Apparatur) der Firma Biometra durchgefihrt. Auf die Anodenplatte werden zunachst zwei in
Transferpuffer getrankte Whatmanpapiere gelegt. Die auf GelgroRe geschnittene PVDF-
Membran (von Amersham Biosciences) wird zur Aktivierung fur 5 min in Methanol getrankt
und dann luftblasenfrei auf die Whatmanpapiere gelegt. Auf die Membran wird dann das in
Transferpuffer angefeuchtete Gel gelegt und darauf wiederum zwei in Transferpuffer
getrankte Whatmanpapiere geschichtet. Die abschlieRende Kathodenplatte wird wahrend
des 30-minitigen Elektrotransfers mit einem Kiihlakku bedeckt. Pro cm? Gel wird eine
Stromstarke von 5 mA eingestellt. Der Erfolg des Proteintransfers auf die Membran wird
durch den SeeBlue Protein-Standard sichtbar, welcher vorgefarbt ist und sich nun statt im

Gel auf der Membran befinden sollte.

IV.3.4 Immunologischer Nachweis von immobilisierten Proteinen

Der spezifische Nachweis von Proteinen auf der PVDF-Membran erfolgte mit Hilfe
polyklonaler Antikérper. Dieser primare Antikérper wird in einem zweiten Schritt von einem
sekundaren Antikorper, welcher gegen die konstante Domane der Antikérper des
Organismus des primaren Antikorpers gerichtet ist, gebunden. An den sekundaren
Antikorper ist kovalent Meerrettich-Peroxidase (HRPO) gekoppelt, so dass durch die

Enzymaktivitat der Peroxidase das Vorhandensein des Proteins nachgewiesen werden kann.
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Nach dem Proteintransfer auf die Membran mussen alle freien Bindungsstellen durch
Inkubation mit einer Blockierldsung, dies ist 5 % Magermilch oder BSA in PBS/T oder TBS/T,
eine halbe Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C unter leichtem Schitteln
abgesattigt werden. AnschlieRend erfolgt die Inkubation der Membran mit dem ersten
Antikdrper in der jeweiligen Blockierldsung fir eine Stunde in einer fur den Antikdrper
speziellen Verdinnung. Die Membran wird danach dreimal fir 10 min mit dem verwendeten
Puffer (PBS/T oder TBS/T) gewaschen. Dann erfolgt die Inkubation der Membran mit dem
sekundaren Antikérper in dem bisher verwendeten Puffer (PBS/T oder TBS/T) fur eine
weitere Stunde bei leichtem Schwenken. Schlie3lich wird die Membran erneut dreimal fur 10
min mit dem Puffer gewaschen.

Zur Visualisierung der Proteinbanden wird das ECL Plus Western Blotting Detection Kit von
Amersham Biosciences benutzt. Dabei wird ein zyklisches Diacylhydrazid (Luminol) mit
Wasserstoffperoxid durch die an den Sekundarantikbrper gekoppelte Peroxidase oxidiert.
Das Reaktionsprodukt befindet sich in einem elektronisch angeregten Zustand, der seine
Energie durch Emission von Licht wieder abgibt. Diese Chemilumineszenz wird dabei durch
die Anwesenheit von sogenannten Enhancern (Verstarker) noch verstarkt. Das Maximum der
Lichtemission liegt bei 428 nm, welche zur Belichtung von Roéntgenfilmen benutzt werden
kann.

Zur Erzeugung der Lumineszenz wird die Membran nach den Angaben des Herstellers mit
dem ECL Chemilumineszenz-Kit behandelt. Danach wird sie vorsichtig abgetupft und in Folie
gelegt. Auf diese Folie wird ein Film (Hyperfim ECL von Amersham Pharmacia Biotech)
gelegt und je nach Intensitat des Signals entsprechend lange abgedeckt belichtet. Der Film
wird in eine Entwicklerlésung getaucht, bis die belichteten Stellen sichtbar werden, mit
Wasser gespllt, und dann einige Minuten in Fixierer gelegt und abschlieRend in Wasser

gewaschen.
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V. Ergebnisse

V.1 Expressionsanalyse von ausgewahlten Genen in

Mausezellen mit aktivem und inaktivem Wnt-Signalweg

Ein Ziel der Arbeit war die ldentifizierung von Genen, deren Expression durch den Wnt-
Signhalweg in Mausezellen beeinflusst wird. Ausgangspunkt fir die Expressionsanalysen
waren Daten aus der Arbeitsgruppe von einem DNA-Microarray (GeneChip® Murine Genome
U74v2, Affymetrix) (S. Chtarbova, unveréffentlicht), der zur Transkriptionsanalyse durch-
geflihrt wurde. Auf dem Array waren 30000 bekannte Mausegene und 6000 ESTs (EST =
expressed sequence tag) als immobilisierte Oligosonden reprasentiert, die mit fluoreszenz-
markierter cDNA aus C57MG-Wnt-1-Zellen und C57MG-pLNCx-Zellen hybridisiert wurden.
Die verwendeten C57MG-Zellen sind Brustepithelzellen der Maus (Vaidya et al., 1978), die
mit einem retroviralen Vektor, der Wnt-1 exprimiert, oder dem Leervektor pLNCx stabil
infiziert wurden. Letztere Zellen sind die Kontrollzelllinie, in denen kein Wnt-1-Signal
vorhanden ist, wohingegen in den C57MG-Wnt-1-Zellen der Wnt-Signalweg aktiviert ist
(Shimizu et al.,, 1997). Die Expressionsmuster der beiden Zelllinien wurden miteinander
verglichen und von den so erhaltenen Daten wurden fiir diese Arbeit verschiedene Gene
ausgewahlt (siehe Tabelle V.1), die auf dem Chip unterschiedliche Expressionslevel zeigten.
Da die Daten eines einzigen DNA-Microarrays nicht signifikant sind, und nur Hinweise auf
potentielle Zielgene des Wnt-Signalwegs geben, sollten die Ergebnisse fiir die ausgewahlten

Gene mittels Northern Blot-Analyse verifiziert werden.

Fir die Expressionsanalysen wurden die Mausezelllinien verwendet, die auch fir den DNA-
Microarray genutzt wurden. So wurde die mRNA-Transkriptmenge der ausgewahlten Gene
zwischen C57MG-Wnt-1-Zellen, in denen der Wnt-1-Signalweg aktiviert ist, mit C57MG-
pLNCx-Zellen, in denen der Signalweg inaktiv ist, verglichen. Zusatzlich wurde der Einfluss
von Lithium auf die Expression der ausgewahlten Gene untersucht, indem C57MG-Zellen 24
h mit 20 mM Lithiumchlorid behandelt wurden. Lithium inhibiert die GSK3p (Klein et al.,
1996), wodurch die Kinase B-Catenin nicht mehr phosphorylieren kann. Da nur phos-
phoryliertes B-Catenin von BTrCP erkannt wird und dann Uber den Ubiquitin-Proteasomen-
Weg abgebaut wird, akkumuliert unphosphoryliertes p-Catenin im Zytoplasma und wandert
vermehrt in den Zellkern. Dort aktiviert es zusammen mit Transkriptionsfaktoren der
TCF/LEF-Familie die Transkription der Wnt-kontrollierten Zielgene. Als Kontrolle zu den LiCl
behandelten Zellen dienten C57MG-Zellen, die 24 h mit 20 mM Kaliumchlorid behandelt

wurden, das keinen Einfluss auf den Wnt-Signalweg hat.
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Fur die Northern Blot-Analysen der Gene wurde die Gesamt-RNA aus den verschiedenen
Zelllinien (C57MG-pLNCx, C57MG-Wnt-1, C57MG + KCI, C57MG + LiCl) mit dem ,RNeasy
Mini Kit* (siehe 1V.1.3) isoliert, und nach Konzentrationsbestimmung (siehe 1V.1.4)
gelelektrophoretisch unter denaturierenden Bedingungen (siehe IV.1.18) der Grofle nach
getrennt. Dabei wurden von jeder RNA-Probe genau 10 pg eingesetzt, was durch Farbung
der RNA mit Ethidiumbromid und Dokumentation mit einem Gelscanner Uberprift wurde.
Wenn die RNA intakt war und die Banden der grof3en (28S) und kleinen (18S) ribosomalen
Untereinheit zu sehen waren, die zudem bei allen aufgetragenen Proben etwa gleiche
Intensitat hatten, wurde das RNA-Gel flir einen Northern Blot eingesetzt. Nach dem Transfer
der RNA aus dem Gel auf eine Nylonmembran (siehe 1V.1.19), wurde diese mit
genspezifischen o[*?P] dCTP markierten DNA-Sonden hybridisiert (siehe IV.1.21). Die DNA-
Templates fur die radioaktive Markierung der Sonden wurden mit cDNA-spezifischen
Primern mittels PCR aus cDNA (von Mausezellen) oder durch ,one-step“ RT-PCR (siehe
IV.1.5.1) aus Gesamt-RNA (von Mausezellen) hergestellt. Sie hatten eine Lange zwischen
550 und 640 bp.

Bezeichnung Datenbank-Nr. des relativer Homologie
Gens vom Chip Aktivierungsfaktor
Gnb1, Exon 12 Al845935 8 98 % (zu gi:11275549)
MGF M57647 -2,7
Lgals8 AA760613 -3,2 100 % (zu gi:25955478)
Proliferin 1 (plf1) K02245 -34
Gbp3 AWO047476 -4 99 % (zu Qi:17512479)
TIS 11 M58564 -4,2
14-3-3y AF058799 -4,4
Proliferin 2 K03235 -4,8
Mrp/plf3, Exon 1 X16009 -59
Ramp3 AJ250491 -13,4

Tabelle V.1: Ausgewahlte Daten des DNA-Microarrays, welcher mit cDNA aus C57MG-Wnt-1- und C57MG-
pLNCx-Zellen hybridisiert wurde. Quelle: S. Chtarbova. Gnb1: Guanine nucleotide binding protein beta 1, MGF:
Mast cell growth factor, Lgals8: Lectin, galactose binding soluble 8, Gbp3: Guanylate nucleotide binding protein 3,
TIS 11: TPA-induced sequencer 11, Mrp/plf3: Mitogen regulated protein / Proliferin 3, Ramp3: Receptor activity
modifying protein 3.
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V.1.1 Gnbl

Die mRNA Sequenz von Gnb1 (Guanine nucleotide binding protein beta 1 bzw. GTP-binding
protein beta 1) ist der auf dem verwendeten DNA-Chip immobilisierten Sequenz Al845935 zu
98 % homolog. Die Hybridisierung dieser Sequenz mit der cDNA aus den C57MG-Wnt-1-
Zellen zeigte auf dem DNA-Microarray ein 8fach starkeres Signal als mit der cDNA der
C57MG-pLNCx-Zellen. Es sollte mittels Northern Blot-Hybridisierung mit einer fir Gnb1
spezifischen, radioaktiv markierten DNA-Sonde Uberprift werden, ob die Expression von
Gnb1 in den Mausezellen mit aktiviertem Wnt-Signalweg tatsachlich erhoht ist. Wie in
Abbildung V.1 zu sehen ist, lag keine erhdhte Transkriptmenge des aus 3210 Basen
bestehenden mRNA-Fragments in den C57MG-Wnt-1-Zellen im Vergleich zu den C57MG-
pLNCx-Zellen vor. Ebenso waren keine Unterschiede in der Expression von Gnb1 zwischen
den mit KCI und LiCl behandelten Zellen zu detektieren. In den verwendeten C57MG-Zellen
hat die Aktivierung des Wnt-Signalwegs folglich keinen Einfluss auf die Transkription von
Gnb1.

Abb. V.1: Autoradiographische Detektion der Hybri-
ELL T EEE—— disierung der RNA aus C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-,
2604 C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen mit einer Sonde
1008 ™ N = des Gnb1-Gens. Im unteren Bild ist das mit Ethidiumbromid

gefarbte RNA-Agarosegel gezeigt, um die vergleichbaren

RNA-Mengen zu demonstrieren. p: C57MG-pLNCx, W:
28S C57MG-Wnt-1, K: C57MG + KCI, L: C57MG + LiCl.

18S

V.1.2 MGF

Die Expression von MGF (Mast cell growth factor oder SCF fiir Stem cell factor) ist nach den
Ergebnissen des DNA-Microarrays in den Wnt-aktivierten C57MG-Wnt-1-Zellen 2,7fach
geringer als in den Kontrollzellen mit inaktivem Wnt-Signalweg. Diese Daten sollten mit einer
MGF spezifischen, radioaktiv markierten Sonde mittels Northern Blot-Hybridisierung
Uberprift werden (Abbildung V.2). Es war, entgegengesetzt zu den Daten des DNA-
Microarrays, eine etwas intensivere Bande in den C57MG-Wnt-1-Zellen zu detektieren. Die
mit LiCl behandelten Zellen zeigten wiederum eine etwas schwachere Bande als die mit KCI

behandelten Zellen, was der Tendenz des DNA-Chips entsprechen wiirde.
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Aufgrund der schwachen Unterschiede wurde zusatzlich eine Hybridisierung der Membran
mit einer B-Actin-Sonde durchgefuhrt. Die mRNA-Transkriptmenge von B-Actin ist in der
Regel konstant und dient daher als interne Kontrolle fir die RNA-Beladung des Gels. Nach
Vergleich der Bandenintensitaten kann offenbar von keinen signifikanten Unterschieden der

MGF-Transkriptmengen gesprochen werden.

: m&/* Abb. V.2: Detektion der Hybridisierung der RNA aus
R R C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-, C57MG + KCI- und
R C57MG + LiCl-Zellen mit einer Sonde des MGF-Gens

¥
2604 , A mittels Phospho-Imaging. Im unteren Bild ist das mit
1908 . Ethidiumbromid gefarbte RNA-Agarosegel gezeigt, um die
_ vergleichbaren RNA-Mengen 2zu demonstrieren. Im
p-actin M A mittleren Bild ist zur weiteren Kontrolle der RNA-Beladung

die Hybridisierung der immobilisierten RNA mit einer j-
Actin-Sonde zu sehen. p: C57MG-pLNCx, W: C57MG-
Whnt-1, K: C57MG + KCI, L: C57MG + LiCl.

V.1.3 Lgals8

Die mRNA Sequenz von Lgals8 (Lectin, galactose binding soluble 8) der Maus ist mit der auf
dem verwendeten DNA-Chip immobilisierten Sequenz AA760613 zu 100 % identisch und
zeigte auf dem DNA-Microarray ein 3,2fach geringeres Signal bei Hybridisierung mit der
cDNA aus den C57MG-Wnt-1-Zellen als bei Hybridisierung mit der cDNA aus den C57MG-
pLNCx-Zellen. Diese Reprimierung der Expression in den Wnt-1-aktivierten Zellen sollte mit
einer Lgals8 spezifischen, radioaktiv markierten Sonde durch Hybridisierung mit der RNA auf
einer Northern Blot-Membran Uberprift werden. Die Hybridisierung der Lgals8-Sonde mit der
RNA aus den Mausezellen (C57MG-pLNCx, C57MG-Wnt-1, C57MG + KCI, C57MG + LiCl)
ist in Abbildung V.3 zu sehen und zeigte eine intensive Bande bei etwa 2440 Basen. Auch
das langere Transkript von 2650 Basen, welches ebenso in der Literatur (Levy et al., 2003)
beschrieben ist, und dem kiirzeren Fragment zu 100 % homolog ist, konnte detektiert
werden. Entgegengesetzt zum DNA-Microarray waren keine Unterschiede zwischen den
Transkriptmengen von Zellen mit inaktivem oder aktivem Wnt-Signalweg zu beobachten.
Hiernach gibt es keinen Unterschied in der Expression von Lgals8 zwischen C57MG-Wnt-1-
und C57MG-pLNCx-Zellen. Ebenso hat die Inhibition der GSK3p durch LiCl in den C57MG-
Zellen, verglichen mit den KCI behandelten Zellen, keinen Effekt auf die Transkription von

Lgals8.
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b3 Abb. V.3: Autoradiographische Detektion der Hybridisierung
2604 ' der RNA aus C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-, C57MG + KClI-
< und C57MG + LiCl-Zellen mit einer Sonde des Lgals8-Gens.
Im unteren Bild ist das mit Ethidiumbromid gefarbte RNA-
Agarosegel gezeigt, um die vergleichbaren RNA-Mengen zu
demonstrieren. p: C57MG-pLNCx, W: C57MG-Wnt-1, K: C57MG
+ KCI, L: C57MG + LiCl.

V.1.4 Proliferin

Auf dem verwendeten DNA-Chip waren drei verschiedene Sequenzen (X16009, K02245 und
K03235) von Proliferin immobilisiert, wobei die Sequenzen von K02245 und K03235 nahezu
identisch sind und X16009 an einem Ende mit den anderen beiden Sequenzen Uberlappt
(Sequenzvergleich im Anhang). Alle drei Gene zeigten ein geringeres Signal (- 5,9, - 3,4 und
— 4,8) in den Wnt-1-aktivierten Proben der C57MG-Wnt-1-Zellen verglichen mit den Wnt-1-
inaktiven Kontrollproben. Mit einer radioaktiv markierten Sonde, welche spezifisch fur alle
vier Proliferine (plf1, plf2, mrp3 und mrp4; mrp flr mitogen-regulated protein) ist, sollte das
Ergebnis des DNA-Microarrays mittels Northern Blot-Analyse Uberpruft werden. Es waren
deutliche Unterschiede in der Proliferin-Expression zu sehen (Abbildung V.4). In den
C57MG-pLNCx-Zellen wurden die Proliferine deutlich starker transkribiert als in den C57MG-
Whnt-1-Zellen. Dies bestatigte die Daten des DNA-Microarrays und war ein weiterer Hinweis
darauf, dass die Proliferin-Transkription durch den Wnt-Signalweg in Mausezellen gehemmt
wird. In den mit KCI und LiCl behandelten C57MG-Zellen war jedoch der umgekehrte Effekt
zu beobachten. Die Proliferin-Transkriptmenge war in den mit LiCl behandelten Zellen
deutlich héher als in denen, die mit KCI behandelt wurden und deutet auf eine Aktivierung

der Transkription durch LiCl hin.

1363 Abb.  V.4:  Autoradiographische  Detektion  der
955 o W & Hybridisierung der RNA aus C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-
623 1-, C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen mit einer

Proliferin-Sonde. Im unteren Bild ist das mit Ethidiumbromid
gefarbte RNA-Agarosegel gezeigt, um die vergleichbaren RNA-
Mengen zu de-monstrieren. p: C57MG-pLNCx, W: C57MG-
Whnt-1, K: C57MG + KCI, L: C57MG + LiCl.

p W K L
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V.1.5 Gbp3

Die mRNA Sequenz von Gbp3 (Guanylate nucleotide binding protein 3) ist der auf dem
verwendeten DNA-Chip immobilisierten Sequenz AW047476 zu 99 % homolog. Die Sequenz
auf dem DNA-Microarray zeigte ein 4,1fach geringeres Signal nach Hybridisierung mit der
cDNA aus den C57MG-Wnt-1-Zellen als mit der cDNA aus den C57MG-pLNCx-Zellen. Es
sollte mit einer flir Gbp3 spezifischen und radioaktiv markierten Sonde mittels Northern Blot-
Analyse Uberprift werden, ob die Genexpression von Gbp3 in den Whnt-aktivierten Zellen
tatsachlich reprimiert ist. Die Hybridisierung mit der Gbp3-Sonde zeigte eine intensive Bande
bei etwa 2460 Basen (Abbildung V.5), welche der GréRe der Gbp3-mRNA entspricht (Han et
al., 1998). Das Ergebnis des DNA-Microarrays konnte nicht bestatigt werden. Die Expression
von Gbp3 zeigte, verglichen mit den Mengen der ribosomalen RNA und der B-Actin-
Hybridisierung, keine signifikanten Unterschiede. Folglich wird in den verwendeten Zellen die

Transkription von Gbp3 durch einen aktiven Wnt-Signalweg nicht beeinflusst.

2604 Abb. V.5: Autoradiographische Detektion der Hybri-
....(— disierung der RNA aus C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-,

1903 o C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen mit einer Sonde
1383 SR des Gbp3-Gens. Im unteren Bild ist das mit Ethidiumbromid

j gefarbte RNA-Agarosegel gezeigt, um die vergleichbaren
B-Actin .... RNA-Mengen zu demonstrieren. Im mittleren Bild ist zur

weiteren Kontrolle der RNA-Beladung die Hybridisierung der
immobilisierten RNA mit einer B-Actin-Sonde zu sehen. p:
C57MG-pLNCx, W: C57MG-Wnt-1, K: C57MG + KCI, L:
C57MG + LiCl.

V.1.6 TIS11

Die Expression von TIS 11 (TPA-induced sequencer 11) ist nach den Daten des DNA-
Microarrays in den Wnt-aktivierten C57MG-Wnt-1-Zellen um das 4,2fache reprimiert,
verglichen mit den C57MG-pLNCx-Zellen. Mit Hilfe einer fur TIS 11 spezifischen, radioaktiv
markierten Sonde sollte dieser Hinweis in einer Northern Blot-Analyse Uberpruft werden. Im
Northern Blot konnten keine Unterschiede in der Expression von TIS 11 aufgrund von
aktivem oder inaktivem Wnt-Signalweg nachgewiesen werden (Abbildung V.6). Folglich hat
der Wnt-Signalweg in den untersuchten Zellen (C57MG-pLNCx, C57MG-Wnt-1, C57MG +
KCI, C57MG + LiCl) keinen Einfluss auf die Transkription von TIS 11.
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€ Abb. V.6: Autoradiographische Detektion der Hybridi-

2604 sierung der RNA aus C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-,
1908 C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen mit einer Sonde
288 des TIS11-Gens. Im unteren Bild ist das mit Ethidiumbromid

gefarbte RNA-Agarosegel gezeigt, um die vergleichbaren RNA-
188 Mengen zu demonstrieren. p: C57MG-pLNCx, W: C57MG-Wnt-

bW KL 1, K: C57MG + KClI, L: C57MG + LiCl.

V.1.7 14-3-3 Protein y

Die Genexpression des Gens fir das 14-3-3 Protein y ist nach den Daten des DNA-
Microarrays in den C57MG-Wnt-1-Zellen 4,4fach geringer als in den C57MG-pLNCx-Zellen.
Dies deutet darauf hin, dass die Expression dieses Gens durch den Wnt-Signalweg
reprimiert werden koénnte. Mit einer flr das 14-3-3y-Gen spezifischen, radioaktiv markierten
Sonde sollte dies mittels Hybridisierung mit der auf einer Nylonmembran fixierten Gesamt-
RNA aus den verschiedenen Brustepithelzellen der Maus (C57MG-pLNCx, C57MG-Wnt-1,
C57MG + KCI, C57MG + LiCl). Uberpruft werden (Abbildung V.7). Es war eine intensive
Bande entsprechend der 14-3-3y-mRNA-GréRe von 3510 Basen zu beobachten.
Unterschiede in der mRNA-Transkriptmenge wurden aber nicht detektiert, weshalb die

Hinweise des DNA-Chips nicht bestatigt wurden.

Abb. V.7: Autoradiographische Detektion der Hybridi-
- ———-— sierung der RNA aus C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-,

2604 C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen mit einer Sonde

1908 des 14-3-3y-Gens. Im unteren Bild ist das mit Ethidiumbromid
gefarbte RNA-Agarosegel gezeigt, um die vergleichbaren

289 RNA-Mengen zu demonstrieren. p: C57MG-pLNCx, W:
C57MG-Wnt-1, K: C57MG + KCI, L: C57MG + LiCl.

189

P W K L
V.1.8 Ramp3

Fir Ramp3 (Receptor activity modifying protein 3) zeigte die Hybridisierung der cDNA aus
den Wnt-1-aktivierten C57MG-Wnt-1-Zellen eine 13,4fach geringere Expression verglichen
mit den C57MG-pLNCx-Zellen. Diese Hemmung der Ramp3-Expression in den C57MG-Wnt-

1-Zellen sollte durch Northern Blot-Analysen mit einer fir Ramp3 spezifischen, radioaktiv
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markierten Sonde Uberprift werden. Die Expression von Ramp3 war in den C57MG-pLNCx-
Zellen deutlich starker als in den C57MG-Wnt-1-Zellen (Abbildung V.8). Ebenso war die
Expression von Ramp3 in den mit LiCl behandelten Zellen etwas geringer als in den zur
Kontrolle mit KCI behandelten Zellen, was die Reprimierung verifiziert. Diese
Expressionsanalysen bestatigten folglich die Hinweise der Daten des DNA-Microarrays: In
den Mausezellen mit aktiviertem Wnt-1-Signalweg findet eine verringerte Expression von
Ramp3 statt.

Abb. V.8: Detektion der Hybridisierung der RNA aus

1908 C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-, C57MG + KCI- und C57MG

; + LiCl-Zellen mit einer Sonde des Ramp3-Gens mittels

Phospho-Imaging. Im unteren Bild ist das mit Ethidiumbromid

gefarbte RNA-Agarosegel gezeigt, um die vergleichbaren RNA-

Mengen zu demonstrieren. p: C57MG-pLNCx, W: C57MG-Wnt-
1, K: C57MG + KCI, L: C57MG + LiCl.

1383
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V.2 Untersuchung der Transkriptionsaktivitat des MGF-

Promotors und des Proliferin-Promotors

In den Expressionsanalysen (siehe V.1) konnten Ramp3 und Proliferin als potentielle
Zielgene des Wnt-Signalwegs in Mausezellen identifiziert werden. Im folgenden Teil dieser
Arbeit sollte daher die Aktivitat der Promotoren dieser Gene in Zusammenhang mit einem
aktivierten Wnt-Signalweg untersucht werden. Der Promotor des Ramp3-Gens ist jedoch
noch nicht bekannt, weshalb er im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurde.

Die MGF-Transkription zeigte ein leicht erhdhtes Expressionslevel in Northern Blot-Analysen
der C57MG-Wnt-1-Zellen (siehe Abbildung V.2). Diese Tendenz stand im Gegensatz zu den
Daten des DNA-Microarrays. Zusatzlich gaben die Daten eines DNA-Microarrays von van de
Wetering et al. (2002) einen Hinweis darauf, dass die MGF-Expression durch eine -Catenin-
Mutante in menschlichen Darmtumorzellen aktiviert ist. Nach diesen Daten kann die
Expression von MGF (SCF) in menschlichen Ls174T CRC-Zellen (welche eine aktive B-
Catenin-Mutante haben) durch Expression einer dominant negativen Mutante von TCF-4 um
das 2,6 bis 5,5fache gehemmt werden. Aufgrund dieser verschiedenen Hinweise wurde auch

der MGF-Promotor der Maus weiter untersucht.

Fir die Analyse der Transkriptionsaktivitat des MGF-Promotors und des Proliferin-Promotors
wurden Reportergen-Assays in verschiedenen Zelllinien (SW480, RK13, HEK293)
durchgefihrt (siehe 1V.2.4). Durch Kotransfektionen oder durch Behandlung der Zellen mit
LiCl bzw. KCI wurden Bedingungen mit aktiviertem und inaktiviertem Wnt-Signalweg
hergestellt, zwischen denen die Promotoraktivitat verglichen werden konnte.

Die verwendeten SW480-Zellen sind menschliche Kolon-Adenokarzinomzellen (Leibovitz et
al., 1976) und tragen eine monoallelische Mutation im APC-Gen, die zu einem C-terminal
verkirzten APC-Protein in diesen Zellen fiihrt. Das zweite APC-Allel fehlt aufgrund LOH (loss
of heterocygosity). Daher kommt es zu einer Anreicherung von B-Catenin im Cytosol,
welches dann vermehrt in den Zellkern gelangt. Dies entspricht einem aktiven Whnt-
Signalweg. Durch Kotransfektion des wt APC-Gens kann jedoch die fehlende Funktion des
verkirzten APCs in den SW480-Zellen kompensiert werden, B-Catenin kann wieder
phosphoryliert und damit abgebaut werden, wodurch kein Signal mehr in den Zellkern
gelangt (Korinek et al., 1997).

In RK13- und HEK293-Zellen ist der Wnt-Signalweg inaktiv. Durch Kotransfektion einer
dominant positiven Mutante des B-Catenin-Gens, der S33Y-Mutante, konnte der Wnt-
Signalweg ab B-Catenin aktiviert werden. Die transfizierte Mutante kann nicht mehr an Serin

33 von der GSK3p phosphoryliert werden, wodurch sie nicht mehr Gber den Ubiquitin-
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Proteasomen-Weg abgebaut werden kann, im Cytosol akkumuliert und vermehrt in den
Zellkern wandert. Eine andere Moglichkeit ist die Behandlung der RK13- oder HEK293-
Zellen mit LiCl. Zur Kontrolle wurden in den Reportergen-Assays die mit LiCl behandelten
Ansatze mit KCI behandelten Ansatzen verglichen. Von KCl ist nicht bekannt, dass es einen
Einfluss auf Elemente des Wnt-Signalwegs hat. Die Daten aus Reportergen-Assays mit LiCl
behandelten Ansatzen sind jedoch nicht spezifisch fur den Wnt-Signalweg, da LiCl in der
Zelle nicht allein auf die GSK3B Einfluss hat, sondern z.B. auch die Inositol-
Monophosphatase (IMP) hemmt (Phiel und Klein, 2001). Daher kénnen Ergebnisse aus
diesen Assays nur als Bestatigung fir andere Reportergen-Assays, in denen der Wnt-
Signalweg spezifisch an und ausgeschaltet wurde, gesehen werden.

In allen Reportergen-Assays wurde das Topflash-Konstrukt, welches drei Kopien des
optimalen TCF/LEF-Motivs enthalt (Korinek et al., 1997), und der Cyclin D1-Promotor als
positive Kontrollen eingesetzt. Von Cyclin D1 wurde 1999 von Tetsu & McCormick gezeigt,
dass B-Catenin die Transkription Uber TCF-Bindungsstellen im Promotor aktiviert und es ein

Zielgen des Wnt-Signalwegs ist.

V.2.1 Klonierung des Proliferin- und des MGF-Promotors

Fur die Reportergen-Assays zur Untersuchung des MGF-Promotors aus der Maus und des
Proliferin-Promotors (des PIf1-Gens) aus der Maus mussten zunachst die beiden Promotor-
Sequenzen aus genomischer Mause-DNA amplifiziert werden, um sie dann in den
pKS+/Ltk80-luc Vektor ligieren zu kdnnen. Der Proliferin-Promotor (PLF149 bzw. Proliferin 1-
Promotor) ist 676 bp lang (Linzer et al., 1987) und hat bei 215 bp und 656 bp jeweils eine
Sequenz (5-**'TTCAATG?®-3' und 5-%ATCAAAG®*-3°), die der eines TCF/LEF-Motivs
entspricht und bei 431 bp eine Sequenz (5-*’TTCTAAG**'-3) die diesem Motiv sehr dhnlich
ist (siehe Promotor-Sequenz im Anhang). Der MGF-Promotor von 1721 bp (Bedell et al.,
1996) hat bei 210 bp ein Sequenzmotiv (5-?"°’AACAATG?®-3'), welches der
Konsensussequenz von TCF/LEF-Bindungsstellen entspricht (siehe Promotor-Sequenz im
Anhang). Bei der Amplifizierung der Promotoren war es wichtig, dass keine Fehler, also
Mutationen in der Sequenz auftreten. Deshalb wurde die PCR nach Moglichkeit mit einer

Polymerase mit 3'-5'-Exonuklease- (sogenannter proofreading-) Aktivitat durchgeflihrt.
Proliferin Promotor

Der Proliferin-Promotor von 676 bp Lange wurde mit der Proof Start DNA-Polymerase aus

genomischer DNA amplifiziert. Die verwendeten Primer fligten zudem Restriktions-
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schnittstellen fur BamHI am 5-Ende und Pstl am 3‘-Ende an. Im PCR-Programm wurden
zunachst 7 Zyklen mit einer Annealingtemperatur von nur 40°C durchlaufen, damit beide
Primer, trotz Schnittstellentiberhangs, an die Template-DNA binden konnten. Darauf folgten
34 Zyklen mit einer Annealingtemperatur von 57°C, die sich nach der Schmelztemperatur der
gesamten Primerlange richtete. Nach Restriktionshydrolyse des PCR-Produkts und des
pKS+/Ltk80-luc Vektors mit BamHI und Pstl (siehe IV.1.10), sowie Dephosphorylierung des
geschnittenen Vektors (siehe 1V.1.11), wurde das restringierte Promotor-Fragment in den
pKS+/Ltk80-luc Vektor ligiert (siehe 1V.1.13) und in kompetente TG1-Zellen transformiert
(siehe IV.1.14). Das Vorhandensein des Fragments im Vektor wurde durch Kolonie-PCR
(siehe IV.1.15) Uberprift und von den positiven Klonen eine Plasmid-Mini-Praparation (siehe
IV.1.1) durchgefiihrt. Die Fragmente in diesen Plasmiden wurden schlieBlich sequenziert

(siehe IV.1.17), um die Sequenz des amplifizierten Proliferin-Promotors zu Uberprifen.

MGF-Promotor

Die Amplifizierung des MGF-Promotors von Base 1 bis 1600 war hingegen einzig mit der
Tag-Polymerase madglich, welche keine 3'-5-Exonuklease-Aktivitat besitzt und daher eine
hdhere Fehlerrate hat. Die verwendeten Primer sollten an den beiden Enden des Fragments
Restriktionsschnittstellen anfugen, Uber die das Fragment kloniert werden sollte. Da die PCR
jedoch nur mit der Tag-Polymerase erfolgreich war, wurden diese Schnittstellen nicht genutzt
und statt dessen eine TOPO-TA-Klonierung durchgefuhrt. In der PCR wurden zunachst 10
Zyklen mit einer Annealingtemperatur von nur 51°C durchlaufen, damit beide Primer, trotz
Schnittstellentberhangs, an die Template-DNA binden konnten. Darauf folgten 35 Zyklen mit
einer Annealingtemperatur von 64°C, die sich nach der Schmelztemperatur der gesamten
Primerlange richtete. Das PCR-Produkt wurde anschlieBend direkt in den pCR2.1-TOPO-
Vektor mit Hilfe des ,TOPO TA Cloning Kit" ligiert und in TOP10-Zellen transformiert (siehe
IV.1.9). Durch Kolonie-PCR (siehe 1V.1.15) wurde die Existenz des Fragments im Vektor
Uberprift und von positiven Klonen eine Plasmid-Mini-Praparation (siehe 1V.1.1)
durchgefihrt. Zur Umklonierung des MGF-Promotors aus dem pCR2.1-TOPO-Vektor in den
pKS+/Ltk80-luc Vektor wurden beide Vektoren mit Sacl und Notl hydrolysiert (siehe 1V.1.10).
Der MGF-Promotor wurde dann in den geschnittenen pKS+/Ltk80-luc Vektor ligiert (siehe
IV.1.13) und in kompetente TG1-Zellen transformiert (siehe 1V.1.14). Durch Kolonie-PCR
wurden positive Klone identifiziert und von diesen eine Plasmid-Mini-Praparation
durchgefiihrt. Schliellich wurde der MGF-Promotor im Vektor sequenziert (siehe 1V.1.17)
und identifiziert. Aufgrund der Amplifikation mit der Tag-Polymerase waren in der Sequenz
einige Mutationen vorhanden, sie lagen aber nicht im Bereich des potentiellen TCF/LEF-

Motivs.
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V.2.2 Transkriptionsaktivitat des Proliferin-Promotors

Fir die Untersuchung des Proliferin-Promotors in Reportergen-Assays wurde der in den
pKS+/Ltk80-luc Vektor klonierte Promotor zunachst mittels Plasmid-Maxi-Praparation isoliert
(siehe 1V.1.1) und anschlieBend in verschiedene Zelllinien (RK13, SW480, HEK293)
transfiziert (siehe 1V.2.3). AuRerdem wurden jeweils Ansatze mit dem Leervektor und den
beiden positiv-Kontrollen Topflash und Cyclin D1-Promotor transfiziert. Bei allen Ansatzen
wurde zur Kontrolle der Transfektionseffizienz ein Reporterplasmid, welches das f-
Galactosidase-Gen tragt, kotransfiziert. Zur Normierung der Reportergen-Assays wurde die

Luziferase-Aktivitat des Leervektors auf 1 gesetzt.

Abbildung V.9 zeigt den Einfluss von kotransfiziertem wt APC auf die Aktivitat des Proliferin-
Promotors in SW480-Zellen. Die Reprimierung der Promotor-Aktivitdt der beiden positiv-
Kontrollen durch Kotransfektion von wt APC war deutlich zu beobachten. Die absoluten
Werte der Luziferase-Aktivitdt des Proliferin-Promotors waren aber so gering, dass keine
Aussage Uber den Effekt von wt APC auf die Transkriptionsaktivitat des Promotors gemacht

werden konnte.

30 - . @ pomv 7 Abb. V.9: Effekt von wt APC auf
g 20 4 [ | APC in pCMV die Aktivitat des Proliferin-
£ - g Promotors nach Transfektion
< 6 | N in SW480-Zellen. Gezeigt sind
® - . die Mittelwerte zweier unab-
£ N i hangig voneinander durchge-
3 4 r 7] fuhrter Reportergen-Assays.
E N i
? 2 .
pKS+/ Top- Cyclin D1-  Proliferin-
Ltk80-luc flash Promotor ~ Promotor

Um zu prifen, ob die schwache Luziferase-Aktivitat nur ein Effekt in SW480-Zellen ist, wurde
ein Reportergen-Assay mit dem Proliferin-Promotor in einer anderen Zelllinie durchgeflhrt.
Dazu wurden RK13-Zellen, bei denen die B-Catenin S33Y-Mutante kotransfiziert wurde,
verwendet. Die Transkriptionsaktivitdt der beiden positiv-Kontrollen wurde durch die
kotransfizierte B-Catenin-Mutante gesteigert (Abbildung V.10). Die Luziferase-Aktivitat des
Proliferin-Promotors war aber auch in dieser Zelllinie zu gering, um eine Aussage uber die

Transkriptionsaktivitat des Promotors treffen zu kénnen.
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25 :- petneo Abb. V.10: Effekt von B-Catenin
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Ltk80-luc flash Promotor Promotor

Eine Mutation oder Deletion im Reportergen des pKS+/Ltk80-luc-Proliferin-Promotor-
Plasmids koénnte ein Grund flr diese geringe Luziferase-Aktivitat sein. Daher wurde das
Proliferin-Promotor-Fragment in einen pKS+/Ltk80-luc Vektor umkloniert, von dem die
Luziferase-Aktivitat zuvor durch Reportergen-Assays bestatigt wurde. Daflir wurde das
Promotor-Fragment, wie in V.2.1 beschrieben, kloniert aber in einen Uberpriften pKS+/Ltk80-
luc Vektor ligiert (siehe 1V.1.13) und in TG1-Zellen transformiert (siehe 1V.1.14). Durch
Kolonie-PCR wurden positive Klone identifiziert und nach einer Plasmid-Mini-Praparation
durch Sequenzierung bestatigt.

Der durch Plasmid-Maxi-Praparation erhaltene umklonierte Proliferin-Promotor wurde
anschliefend in SW480- und HEK293-Zellen flr Reportergen-Assays transfiziert. Bei den
SW480-Zellen wurde, wie oben beschrieben wt APC kotransfiziert, bei den HEK293-Zellen
die p-Catenin S33Y Mutante. In den Abbildungen V.11 und V.12 ist zu sehen, dass auch der

neu klonierte Proliferin-Promotor keine starkere Luziferase-Aktivitat zeigte.
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Es waren aus zeitlichen Griinden keine weiteren Untersuchungen mdglich, sodass keine
Aussage Uber die Transkriptionsaktivitat des Proliferin-Promotors bei aktivem oder inaktivem

Whnt-Signalweg getroffen werden konnte.

V.2.3 Transkriptionsaktivitat des MGF-Promotors

Zur Untersuchung des MGF-Promotors in Reportergen-Assays wurde der in den
pKS+/Ltk80-luc Vektor klonierte Promotor mittels Plasmid-Maxi-Praparation isoliert (siehe
IV.1.1) und in verschiedene Zelllinien transfiziert (RK13, SW480, HEK293) (siehe IV.2.3).
Aulerdem wurden jeweils Ansatze mit dem Leervektor und den beiden positiv-Kontrollen
Topflash und Cyclin D1-Promotor transfiziert. Zusatzlich wurde Uberall ein Kontroll-
Reporterplasmid, welches das p-Galactosidase-Gen tragt, kotransfiziert. Zur Normierung der

Reportergen-Assays wurde die Luziferase-Aktivitat des Leervektors auf 1 gesetzt.

In Abbildung V.13 ist der Einfluss von kotransfiziertem wt APC auf die Aktivitdt des MGF-
Promotors nach Transfektion in SW480-Zellen dargestellt. Bei Kotransfektion des
Leervektors pCMV war die Luziferase-Aktivitat des MGF-Promotors im Durchschnitt 1,5mal
starker als bei Kotransfektion von wt APC. Die Transkriptionsaktivitat des MGF-Promotors

war in den Zellen mit aktiviertem Wnt-Signalweg also um etwa 1/3 erhéht.
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Des Weiteren wurde der Einfluss der B-Catenin S33Y Mutante auf die Transkriptionsaktivitat
des MGF-Promotors in RK13-Zellen und in HEK293-Zellen untersucht (Abbildungen V.14
und V.15). In beiden Fallen war eine leichte Aktivierung der Reporter-Genexpression bei
Kotransfektion von B-Catenin S33Y zu beobachten. Diese war mit den Faktoren 1,29 (RK13)
und 1,23 (HEK293) fir Reportergen-Assays aber nicht signifikant. Jedoch zeigten die positiv-

Kontrollen im Reportergen-Assay mit RK13-Zellen auch nicht die erwartete signifikante

Aktivitatssteigerung.
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Schlieflich sollte der Einfluss von Lithium auf die Aktivitdt des MGF-Promotors untersucht
werden. Die Behandlung von, wie in IV.2.3 beschrieben, transfizierten RK13-Zellen mit 20
mM LiCl fir 24 h flhrte zu einer 2fachen Transkriptionsaktivierung des MGF-Promotors

verglichen mit Ansatzen, die mit 20 mM KCI behandelt wurden (siehe Abbildung V.16).

4 r T T .
E Bl +20 mMKCI (24 h) 3 Abb. V.16: Einfluss von Lithium
L 3 B 3 Promotors nach Transfektion
g - ] in RK13-Zellen. Gezeigt sind die
9 25 F E Daten eines Reportergen-Assays.
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Ltk80-luc flash Promotor

Insgesamt liefern diese Reportergen-Studien Hinweise darauf, dass die Transkriptions-
aktivitat des MGF-Promotors unter Bedingungen mit aktivem Wnt-Signalweg leicht erhéht

sein konnte.
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V.2.4 Herstellung einer Mutante des MGF-Promotors

Um zu untersuchen, ob die in den Reportergen-Assays beobachtete schwach erhdhte
Luziferase-Aktivitat des MGF-Promotors (siehe V.2.3) signifikant war und ob das potentielle
TCF/LEF-Motiv in der Promotor-Sequenz eine Rolle spielt, wurde eine Mutante des
Promotors hergestellt. Hierbei wurde das TCF/LEF-Motiv in der MGF-Promotor-Sequenz von
5-2""AACAATG?'®-3* zu 5-GGCAATG-3‘ mutiert, wie es auch in Analysen von He et al.
(1998) zur Untersuchung des c-myc-Promotors erfolgte. Durch diese Mutation wird das
klassische Erkennungsmotiv fur Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie zerstort. Sollte
die Sequenz fir die geringe Aktivierung von Bedeutung sein, so sollte es in Reportergen-
Assays mit dem mutierten Promotor zu keiner Verdnderung der Aktivitat aufgrund eines
aktiven Wnt-Signalwegs kommen. Die Mutation wurde, wie in 1V.1.5.2 beschrieben, mittels
QuikChange-PCR in die Promotorsequenz eingefligt. Dazu wurden zwei Mutageneseprimer
von 43 bp Lange verwendet, in denen die beiden Adenin-Basen zu zwei Guanin-Basen
ausgetauscht wurden. Als Template fur die PCR diente der pKS+/Ltk80-luc-MGF-Promotor.
Nach der QuikChange-PCR wurde das Template mit Dpnl hydrolysiert und der amplifizierte
Vektor in TG1-Zellen transformiert (siehe 1V.1.14). AnschlieRend wurden die durch Mini-
Praparation isolierten Plasmide sequenziert (siehe IV.1.17) und positive Klone, die die

Mutation tragen, bestimmt.

V.2.5 Transkriptionsaktivitat des mutierten MGF-Promotors

Zur Untersuchung des MGF-Promotors mit mutiertem TCF/LEF-Motiv in Reportergen-Assays
wurde der in den pKS+/Ltk80-luc Vektor klonierte Promotor mittels Plasmid-Maxi-Praparation
isoliert (siehe 1V.1.1) und anschliefend in SW480- und HEK293-Zellen transfiziert (siehe
IV.2.3). Zusatzlich wurden jeweils Ansatze mit dem Leervektor und den beiden positiv-

Kontrollen Topflash und Cyclin D1-Promotor transfiziert.

Abbildung V.17 zeigt den Einfluss der Kotransfektion von wt APC in SW480-Zellen auf den
mutierten MGF-Promotor und Abbildung V.18 den Einfluss von B-Catenin S33Y in HEK293-
Zellen. In beiden Reportergen-Assays war die absolute Luziferase-Aktivitat jedoch zu gering
um eine Aussage Uber den Effekt der Mutation im Promotor treffen zu kénnen. Die geringe
Luziferase-Aktivitat kdnnte durch Mutationen im Vektor, z.B. im Luziferase-Gen, die wahrend
der QickChange-PCR aufgetreten sind, verursacht sein. Die Luziferase-Aktivitat des
mutierten MGF-Promotors misste in einer ahnlichen Grélkenordnung sein, wie bei der

Wildtyp-Sequenz, um etwas Uber die Relevanz des mutierten TCF/LEF-Motivs auf die
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Transkriptionsaktivitdt aussagen zu kdénnen. Daher ist es auch nicht von Bedeutung, dass

diese beiden Assays nicht mehrmals durchgefuhrt wurden.

relative Luziferase-Aktivitat

relative Luziferase-Aktivitat
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] pICMV ] Abb. V.17: Effekt von wt APC auf die
B APC in pCMV] Aktivitat des mutierten MGF-Promotors

‘_ nach Transfektion in SW480-Zellen. Ge-
zeigt sind die Daten eines Reportergen-
Assays.

Abb. V.18: Effekt von B-Catenin
S33Y auf die Aktivitdt des
mutierten MGF-Promotors nach
Transfektion in HEK?293-Zellen.
Gezeigt sind die Daten eines
Reportergen-Assays.
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V.3 Untersuchung der Proteinexpression bei

aktivem und inaktivem Wnt-Signalweg

In diesem Teil der Arbeit sollte durch immunologischen Nachweis analysiert werden, ob
neben der verringerten mRNA-Menge von Ramp3 und Proliferin in C57MG-Wnt-1-Zellen
(siehe V.1.8 und V.1.4) auch die Proteinmenge in diesen Zellen mit aktivem Wnt-Signalweg
reprimiert ist. AuBerdem wurde untersucht, ob die Ergebnisse der Reportergen-Assays zur
Analyse des MGF-Promotors signifikant waren und die Hinweise des DNA-Microarrays von
van de Wetering et al. (2002) zutreffen kénnten. Daflr wurde die Proteinmenge von MGF in

Brustepithelzellen der Maus mit aktiviertem und inaktiviertem Wnt-Signalweg analysiert.

Die Analyse der Proteinexpression in verschiedenen Mausezelllinien mit aktivem oder
inaktivem Wnt-Signalweg (C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-, C57MG + KCI- und C57MG +
LiCl-Zellen) und menschlichen Darmtumorzelllinien (HCT116 und SW480) erfolgte mittels
Western Blot (siehe [V.3.3). Auf der Membran konnten die gefragten Proteine mit
entsprechenden Antikérpern immunologisch nachgewiesen werden (siehe 1V.3.4) und die
Proteinmengen der verschiedenen Proben Uber die Intensitdt der Banden miteinander
verglichen werden. Zur Kontrolle einer identischen Probenbeladung wurden die Proteine auf

den Membranen anschlieRend mit Ponceau-S gefarbt.

V.3.1 Ramp3

Ramp3 ist ein Protein von 147 Aminosauren und gehort zusammen mit Ramp1 und Ramp2
zu einer neuen Gruppe von Typ | Transmembranproteinen (McLatchie et al., 1998). Sie
werden ,receptor activity modifying proteins® (Rezeptoraktivitat modifizierende Proteine)
genannt, da sie den Phanotyp von Typ Il G-Protein gekoppelten Rezeptoren (bisher sind der
Calcitonin-Rezeptor und der Calcitonin-Rezeptor-like-Rezeptor bekannt, McLatchie et al.,
1998), vermutlich durch direkten oder indirekten Effekt auf die Liganden-Bindungsstelle,
verandern kénnen. Ramps kommen in stabilen Komplexen mit einem Rezeptor auf der
Zelloberflache vor. Aulerdem sind sie fir den Transport einiger Rezeptoren von
intrazellularen Kompartimenten an die Plasmamembran der Zelloberflache nétig (Sexton et
al., 2001). Die Aminosauresequenzen der Ramps sind nur zu ungefahr 30 % zueinander
homolog, aber alle drei Proteine haben einen ahnlichen Aufbau. Sie durchspannen einmal
die Plasmamembran, haben extrazellular eine N-terminale Doméane und eine sehr kurze

zytoplasmatische C-terminale Doméane. Zusétzlich sind sie heterogen glykosyliert. Ramp3 ist
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von den drei Mitgliedern der Ramp-Familie am hochsten zwischen verschiedenen Spezies
konserviert. Maus Ramp3 ist zu 84 % der menschlichen Variante identisch (Derst et al., 2000
und Sexton et al., 2001). Ramp-mRNAs kommen in vielen verschiedenen Geweben vor, was
darauf hindeutet, dass noch nicht alle Interaktionspartner dieser Transmembranproteine

gefunden wurden. Auch Uber die Promotoren der Ramp-Gene ist noch nichts bekannt.

Fir den immunologischen Nachweis von Ramp3 in den Lysaten verschiedener
Mausezelllinen wurden die Lysate in einem 15%igen SDS-Gel elektrophoretisch getrennt
und auf eine Membran transferiert. Die Membran wurde mit einer 5%igen BSA-L6sung in
PBS/T blockiert und dann 1 h mit 0,4 ug/ml Ramp3-Antikérper (Santa Cruz) inkubiert. Der
sekundare Anti-Kaninchen-Antikérper wurde 1:10000 in PBS/T eingesetzt.

Der Western Blot zeigt, dass sowohl in den C57MG-Wnt-1-Zellen, als auch in den fir 24 h
mit LiCl behandelten C57MG-Zellen weniger Ramp3 exprimiert wurde als in den
entsprechenden Zellen mit inaktivem Wnt-Signalweg (Abbildung V.19). Wie in den Northern
Blot-Analysen auf mRNA-Ebene eine Reprimierung gezeigt wurde (siehe V.1.8), konnte in
diesem Western Blot auch eine Reprimierung auf Protein-Ebene bei aktiviertem Wnt-

Signalweg gezeigt werden.

Abb. V.19: Immunologischer Nachweis von
64 Ramp3 in C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-,
C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen im
Western Blot. Der Ramp3-Antikérper wurde in
einer Verdinnung von 0,4 pg/ml eingesetzt. p:
C57MG-pLNCx, W: C57MG-Wnt-1, K: C57MG +
KCI, L: C57MG + LiCl.
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Die bisherigen Daten zum Einfluss des Wnt-Signalwegs auf Ramp3 wurden in Mausezellen
erhalten. Aufgrund der Bedeutung des Wnt-Signalwegs in Darmtumoren wurde die Ramp3-
Expression zusatzlich in zwei menschlichen Darmtumorzelllinien, den HCT116-Zellen mit p—
Catenin Mutation und den SW480-Zellen mit APC-Mutation untersucht. In Abbildung V.20 ist
zu sehen, dass Ramp3 in SW480-Zellen starker exprimiert wurde als in HCT116-Zellen.
Interessant ware es zu analysieren, ob die Ramp3-Expression nach Transfektion von wt
APC in die SW480-Zellen zunimmt. Ramp3 kdnnte in den menschlichen Zellen aber auch

keiner oder einer anderen Regulation durch den Wnt-Signalweg unterliegen.
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Abb. V.20: Immunologischer Nachweis von

64 Ramp3 in HCT116- und SW480-Zellen im
55 Western Blot. Der Ramp3-Antikorper wurde in

—— einer Verdinnung von 0,4 pg/ml eingesetzt. H:
36 HCT116, S: SW480.

22 = = Ramp3

kDa H S

Ramp3 bildet, wie auch Ramp1, stabile Homodimere, die auch unter den reduzierenden und
denaturierenden Bedingungen einer SDS-PAGE stabil bleiben (Sexton et al., 2001). Die
Homodimere sind in den Lysaten der mit KCI und LiCl behandelten Zellen als auch in den
HCT116 und SW480 Zellen bei unter 50 kDa zu sehen (Abbildungen V.19 und V.20). Die
Bedeutung dieser Dimerisierung ist noch nicht vollstandig geklart, aber sie spielt vermutlich
eine Rolle in der dynamischen Regulation an verfugbarem Ramp3, welches nur als Monomer

mit Rezeptoren interagieren kann (Sexton et al., 2001).

V.3.1.1 Lokalisation von Ramp3

Schlielllich wurde die zellulare Lokalisation von Ramp3 in den verschiedenen
Méausezelllinien untersucht. Dazu wurde Ramp3 immuncytochemisch, wie in IV.2.5
beschrieben, in den auf Deckglaschen gewachsenen Zellen (C57MG-pLNCx, C57MG-Wnt-1,
C57MG + KCI und C57MG + LiCl) nachgewiesen. Der Ramp3-Antikérper wurde in einer
Verdinnung von 2 ug/ml in Blockierldsung eingesetzt. Als sekundarer Antikoérper diente ein
Cy3-gekoppelter Anti-Kaninchen-Antikérper. Die Zellkerne wurden zur Orientierung mit DAPI
gefarbt.

Ramp3 (orange) ist in allen Ansatzen vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert (Abbildung V.21).
In Kontrollansatzen, die nicht mit dem ersten Antikérper inkubiert wurden, war keine
nennenswerte orange Farbung zu sehen. Es konnte somit eine ahnliche Lokalisation von

Ramp3 detektiert werden, wie sie von Sexton et al. (2001) fir Ramp1 gezeigt wurde.
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Ramp3 DAPI tiberlagert

Abb. V.21: Lokalisation von Ramp3. Immuncytochemische Farbung von Ramp3 in A:
C57MG-pLNCx-Zellen, B: C57MG-Wnt-1-Zellen, C: C57MG-Zellen + KCI und D: C57MG-

Zellen + LiCl. Aufnahmen mit 400facher Vergréfierung. Der Maf3balken in den Uberlagerten
Bildern entspricht 20 um. Blau: Zellkerne, orange: Ramp3.
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V.3.2 Proliferin

Proliferine (PLFs), auch Mitogen-regulierte Proteine (MRPs) genannt, gehéren zu einer
Familie von Polypeptid-Hormonen der Maus-PRL/GH Familie (PRL = Prolactin, GH = Growth
Hormone) (Nielsen-Hamilton et al., 1980). Zu den Proliferinen gehéren 4 homologe Proteine
(PLF1, PLF2, MRP3, MRP4), die von vier verschiedenen Genen codiert werden und fast
gleiche Aminosauresequenzen haben. Sie unterscheiden sich im Glykosylierungsgrad. Die
Proliferine sind angiogen wirkende Plazenta-Hormone, die wahrend der Schwangerschaft die
Proliferation des Uterus und die Vaskularisation in der Plazenta stimulieren (Fang et al.,
1999). Zusatzlich haben die Proliferine wahrscheinlich noch andere Aufgaben wahrend der
Entwicklung des Foétus, da sie auch die Migration von Endothelzellen stimulieren kdnnen,
was die Angiogenese in der Entwicklung des fétalen Gewebes férdert (Corbacho et al.,
2002). In Endothelzellen bindet Proliferin an den IGF-ll/Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
(IGFII-R = Insulin-like growth factor Il receptor), wodurch ein G-Protein aktiviert wird, was
wiederum zur Aktivierung von MAP (mitogen activated protein) Kinasen fuhrt (Groskopf et
al.,, 1997). Der spezifische Rezeptor, an den Proliferin im Uterus bindet und der die
Zellproliferation vermittelt, ist noch unbekannt. AuRerhalb der Plazenta der Maus werden
Proliferine nennenswert nur in der Haut von Schwanz und Ohr, Haar-Follikeln und Haut-
Keratinocyten wahrend der Wundheilung exprimiert (Fassett et al., 2000; Fassett & Nielsen-
Hamilton, 2001). Dies deutet darauf hin, dass Proliferine auch eine Rolle in der normalen
Angiogenese bei adulten Tieren haben kénnen. Von Toft et al. (2001) wurde an einem
Zellkultur-Modell von Maus-Fibrosarkomen gezeigt, dass Proliferine aber auch eine
elementare Rolle in der Angiogenese bei Tumoren spielen. Im invasiven Stadium der
Fibrosarkome ist die Proliferin-Genexpression in den Zellen stark erhéht. Dies fallt direkt mit
dem Stadium zusammen, in dem der Tumor hoch angiogen wird. Toft et al. konnte zeigen,
dass die erhdhte Sekretion von Proliferin funktionell wichtig fur die angiogene Aktivitat dieser
Tumorzellen ist. Proliferin kann also auch als pro-angiogener Faktor von Tumoren sekretiert

werden.

Fir den immunologischen Nachweis von sekretietem Proliferin wurde Serum-freies
Kulturmedium (siehe IV.2.7) von den verschiedenen Mausezelllinen (C57MG-pLNCx-,
C57MG-Wnt-1-, C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen) mit aktivem und inaktivem Wnt-
Signalweg verwendet. Die Medienproteine und auch Lysate der Mausezellen wurden in
einem 12,5%igen SDS-Gel elektrophoretisch getrennt und auf eine Membran transferiert.
Diese wurde in einer 5%igen Magermilch-Losung in PBS/T blockiert und dann 1 h mit dem
Proliferin-Antikdrper (Serum 89Rb13, Verdinnung 1:1000) inkubiert. Der sekundare Anti-
Kaninchen-Antikorper wurde 1:10000 in PBS/T eingesetzt.
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Aufgrund der hohen Homologie der einzelnen Proliferine untereinander kann der Antikorper
nicht zwischen den verschiedenen Formen unterscheiden. In Abbildung V.22 sind die 38 kDa
und 27 kDa Proliferin-Proteinbanden mit Pfeilen markiert. Die 27 kDa Bande ist MRP4
zuzuordnen, wobei in der 38 kDa Bande PLF1 und MRP3 zu finden sind (Fang et al., 1999).
Von den C57MG-Wnt-1-Zellen wurde bedeutend mehr Proliferin sekretiert als von den
C57MG-pLNCx-Zellen mit inaktivem Wnt-1-Signalweg. Auch von den mit 20 mM LiCl be-
handelten C57MG-Zellen wurde mehr Proliferin ins Medium abgegeben als von den mit KClI
inkubierten Zellen. Das heil3t, es wurde jeweils mehr Proliferin in den Zellen mit aktivem Wnt-
Signalweg exprimiert. Dieses Ergebnis stimmt mit den Northern Blot-Analysen (siehe V.1.4)
nur teilweise Uberein, namlich fiir die mit KCI und LiCl behandelten Zellen. Bei den C57MG-
Whnt-1-Zellen war die mRNA-Trankriptmenge geringer als in C57MG-pLNCx-Zellen.

In den Lysaten der Mausezellen konnte im Western Blot nur in den mit LiCl behandelten
Zellen Proliferin detektiert werden. Es ist zu vermuten, dass es noch sekretiert werden soll
und die Behandlungszeit mit LiCl eventuell noch nicht lang genug war. Dieses konnte durch
Herstellung von Zelllysaten nach verschiedenen Inkubationszeiten mit LiCl und

anschlieRende Western Blot-Analysen untersucht werden.

Abb. V.22: Immunologischer

= Nachweis von Proliferin in den
Lysaten und dem Medium von
& C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-,
0 C57MG + KCI- und C57MG +
“ LiCl-Zellen im Western Blot. Der
36 - - != 38kDa Proliferin-Antikorper wurde in einer
- — =27kDa 1:1000 Verdinnung eingesetzt. p:
C57MG-pLNCx, W: C57MG-Wnt-1,
22 K: C57MG + KClI, L: C57MG + LiCl.

kDa p W K L P W K L

Lysate Medienproteine
V.3.3 MGF

MGF (Mast cell growth factor), auch SCF (Stem cell factor), Steel factor oder c-kit Ligand
genannt, wird als membrangebundenes Protein mit einer zytoplasmatischen,
Transmembran- und extrazelluldren Domane produziert. MGF ist der Ligand fur den
Rezeptor KIT, das Proteinprodukt des c-kit Protoonkogens. MGF spielt eine wichtige Rolle in
der Hamatopoese und Keimzell-Entwicklung. AuRerdem stimuliert MGF die Entwicklung von
Mastzellen und Melanozyten (Galli et al., 1994). MGF kann extrazellular nahe der Membran

proteolytisch gespalten werden, wobei die freie aus 165 Aminosauren bestehende Form von
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MGF entsteht (Arakawa et al.,, 1991). Die hierfir notwendigen Proteasen sind bis auf
Mastzellen Chymase (Longley et al., 1997) noch weitestgehend unbekannt. Aber sowonhl
membrangebundenes als auch freies MGF kdnnen die Rezeptor-Tyrosin-Kinase KIT
aktivieren, welche zu den Typ Il Rezeptor Tyrosin Kinasen gehért. In Lésung kann MGF
nichtkovalente Homodimere bilden (Arakawa et al., 1991), obwohl es unter physiologischen
Bedingungen mehr als Monomer vorkommt. Auch der Rezeptor KIT kann proteolytisch
gespalten werden und auch in lIdslicher Form noch MGF binden. Dadurch hat er
wahrscheinlich einen antagonistischen Effekt auf die biologische Wirkung von MGF (Broudy
et al., 2001).

Fir den Nachweis von MGF im Western Blot wurden die Zelllysate von C57MG-pLNCx-,
C57MG-Wnt-1-, C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen in einem 12,5%igen SDS-Gel
elektrophoretisch getrennt und auf eine Membran transferiert. Die Membran wurde in einer
5%igen BSA-L6sung in TBS/T blockiert und 1 h mit 0,2 pg/ml MGF-Antikérper inkubiert. Der
sekundare Anti-Ziege-Antikorper wurde 1:25000 in TBS/T eingesetzt.

Es waren keine signifikanten Unterschiede in der MGF-Expression zwischen den C57MG-
Zellen mit aktivem und inaktivem Wnt-Signalweg zu beobachten (Abbildung V.23). Auch die
Behandlung mit LiCl hatte keinen Effekt auf die MGF-Expression. Es wurden auch die von
den Mausezellen sekretierten Proteine mittels Western Blot auf MGF untersucht. Es konnte
jedoch kein MGF detektiert werden, was bedeutet, dass es von den Zellen nicht freigesetzt
wurde.

Zusammenfassend kann also von keinen signifikanten Anderungen der mRNA-
Transkriptmenge und der MGF-Proteinmenge aufgrund eines aktiven Wnt-Signalwegs in den

verwendeten C57MG-Zellen gesprochen werden.

Abb. V.23: Immunologischer Nachweis von
MGF in C57MG-pLNCx-, C57MG-Wnt-1-,
64 C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen im
Western Blot. Der MGF-Antikérper wurde in
einer Verdinnung von 0,2 ug/ml eingesetzt. p:
36 C57MG-pLNCx, W: C57MG-Wnt-1, K: C57TMG +
KCI, L: C57MG + LiCl.
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VI. Diskussion

Der Wnt-Signalweg ist flr die embryonale Entwicklung von grofer Bedeutung und in adulten
Organismen haufig in die Tumorentstehung involviert. Bei der Entstehung eines
Kolorektalkarzinoms ist die Fehlregulation des Wnt-Signalwegs vermutlich fur den primaren
Schritt der Tumorentwicklung, den der Polypenbildung, verantwortlich (van de Wetering et
al., 2002). Um die Folgen eines aktivierten Wnt-Signalwegs in der Tumorentstehung besser
zu verstehen, ist die Kenntnis der Zielgene des Wnt-Signalwegs von grofer Bedeutung.
Viele der bis heute bekannten Zielgene codieren Proteine, die mit der Bedeutung des Wnt-
Signalwegs in der Kanzerogenese in Zusammenhang gebracht werden kénnen (siehe 1.2.1).
Dies betrifft vor allem manche Transkriptionsfaktoren und Wachstumsfaktoren, deren
Transkription durch B-Catenin/TCF aktiviert werden kann. Gene, deren Transkription durch
einen aktiven Wnt-Signalweg reprimiert wird, sind bisher wenig charakterisiert worden. Die
vermehrte Untersuchung der Genexpressionsmuster in Whnt-aktivierten Zellen mittels DNA-
Microarrays deutet darauf hin, dass der Wnt-Signalweg auch hemmend auf die Transkription
vieler Gene wirken kann. Uber Mechanismen der Genrepression durch den Wnt-Signalweg

ist allerdings nur wenig bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, neue Gene zu identifizieren, die durch den Wnt-
Signalweg in Mausezellen reguliert sind. Ausgehend von Daten eines DNA-Microarrays
wurden 8 Gene (Gnb1, MGF, Lgals8, Proliferin, Gbp3, TIS 11, 14-3-3y und Ramp3)
ausgewahlt, die Unterschiede in der Genexpression in den C57MG-Wnt-1-Zellen zeigten,
wobei 7 dieser Gene gehemmt und eines aktiviert waren. Diese Regulation sollte fiur jedes
einzelne Gen in Northern Blot-Analysen mit RNA aus Mausezelllinien mit aktivem und
inaktivem Wnt-Signalweg untersuchen werden (siehe V.1). Fir Gene, bei denen
Unterschiede in der Genexpression zu beobachten waren, wurde Uberprift, ob der Einfluss
des Wnt-Signalwegs nicht nur auf mRNA-Ebene zu detektieren ist, sondern sich auch in der
Proteinexpression widerspiegelt (siehe V.3). Des Weiteren wurde, falls der Promotor des
regulierten Gens bekannt war, dessen Transkriptionsaktivitat in Reportergen-Assays in
Zusammenhang mit einem aktiven und einem inaktiven Wnt-Signalweg analysiert (siehe
V.2).
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VI.1 Expressionsanalysen

Von den 8 untersuchten Mausegenen, fir die es aufgrund der Daten des DNA-Microarrays
Hinweise auf eine Regulation durch den Wnt-Signalweg gab, war das Gnb1-Gen in C57MG-
Whnt-1-Zellen aktiviert. Alle anderen ausgewahlten Gene (MGF, Lgals8, Proliferin, Gbp3, TIS
11, 14-3-3y und Ramp3) zeigten in der Transkriptionsanalyse mittels DNA-Microarrays eine
Hemmung in den Mausezellen mit aktivem Wnt-Signalweg (C57MG-Wnt-1). In dieser Arbeit
wurde die Regulation dieser 8 Gene in Wnt-aktivierten Mausezelllinien in Northern Blot-
Analysen untersucht (Zusammenfassung in Tabelle VI.1). Dazu wurden zum einen die
MRNA-Transkriptmengen zwischen C57MG-pLNCx-Zellen und C57MG-Wnt-1-Zellen, in
denen der Wnt-Signalweg permanent aktiv ist verglichen. Zum anderen wurden C57MG-
Zellen, die mit KCI oder LiCI fir 24 h inkubiert wurden, miteinander verglichen. Lithium
inhibiert die GSK3p, wodurch in den so behandelten Zellen der Wnt-Signalweg unterhalb der

Kinase aktiviert ist.

Gen Aktivierung Regulation in Regulation in
in C57MG- Northern Blot-Analyse Western Blot-Analyse
Wnt-1 auf C57MG- C57MG + KCI C57MG- C57MG + KCI
Microarray pLNCXx vs vs C57MG + pLNCXx vs vs C57MG +
C57MG-Wnt-1 LiCl C57MG-Wnt-1 LiCl
Gnb1 +8 keine keine
MGF -2,7 (+) (-) keine keine
Lgals8 -3,2 keine keine
Proliferin -34 - +++ +++ ++
-4,8
-59
Gbp3 -41 keine keine
TIS 11 -4.2 keine keine
14-3-3y -4,4 keine keine
Ramp3 -13,4 -- -- -- --

Tabelle VI.1: Ergebnisse der Transkriptionsanalysen mittels Northern Blot und der Analysen der
Proteinexpression im Western Blot. -/--/---: in den Zellen mit aktivem Wnt-Signalweg schwacher exprimiert,
+/++/+++: in den Zellen mit aktivem Wnt-Signalweg starker exprimiert.

Fir Gnb1 konnte in der Northern Blot-Analyse keine Regulation durch den Wnt-Signalweg in
den miteinander verglichenen Zelllinien beobachtet werden, obwohl neben dem Ergebnis
des DNA-Microarrays auch eine im Promotor des Gens vorhandene potentielle TCF/LEF-

Bindungsstelle einen Hinweis auf eine mogliche Regulation durch p-Catenin/TCF gab.
82



DISKUSSION

Ebenso ergaben die Ergebnisse der Transkriptionsanalysen mittels Northern Blot von
Lgals8, Gbp3, TIS 11 und dem 14-3-3 Protein y, dass der Wnt-Signalweg auf die
Transkription dieser vier Gene in den untersuchten Mausezellen keinen Einfluss hat. Es ist
anzunehmen, dass geringe Signalunterschiede im DNA-Microarray nicht signifikant sind und
es deswegen weiterer DNA-Microarray-Hybridisierungen bedarf, um sicherere Hinweise auf
Expressionsunterschiede zu bekommen. Der mogliche Fehlerbereich wird zum Beispiel
durch die DNA-Microarray-Daten der drei verschiedenen Proliferin-Sequenzen deutlich. Die
Werte lagen hier zwischen — 3,4 und — 5,9, obwohl sich zwei der immobilisierten Sequenzen
(K02245 und K03235) nahezu gleichen (siehe Sequenzvergleich im Anhang).

Bei MGF waren sehr geringe Unterschiede und bei Proliferin und Ramp3 starke
Unterschiede in den Transkriptmengen von Proben mit aktivem bzw. inaktivem Whnt-
Signalweg im Northern Blot zu detektieren. Die Regulation dieser Gene soll in den folgenden

Abschnitten diskutiert werden.

V.2 MGF

Bei Untersuchung der MGF-Transkription mittels Northern Blot waren leichte Unterschiede in
der mRNA-Menge zwischen C57MG-pLNCx- und C57MG-Wnt-1-Zellen sowie zwischen
C57MG-Zellen, die mit KCI bzw. LiCl inkubiert wurden, zu detektieren. Diese waren aber,
verglichen mit der B-Actin-Transkription, offenbar nicht signifikant. Dass das MGF-Gen in den
untersuchten Mausezellen keiner Regulation unterliegt, konnte auch bei Analyse der Protein-
expression im Western Blot beobachtet werden. In allen Lysaten von C57MG-pLNCx-,
C57MG-Wnt-1-, C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen waren identische MGF-Mengen
nachweisbar (siehe Abbildung V.23 und Tabelle VI.1). Im Medium dieser Zelllinien war kein
MGF detektierbar. Offensichtlich wird MGF, welches als Transmembran-Protein in der
aulleren Zellmembran eingelagert ist und durch extrazellulare Proteasen durch Trennung
von der Transmembran-Domane freigesetzt werden kann, von den C57MG-Zellen nicht

proteolytisch freigesetzt.

Fir die Untersuchung des MGF-Promotors im Zusammenhang mit einem aktivierten Wnt-
Signalweg wurde der Promotor aus genomischer Mause-DNA amplifiziert und in den Vektor
pKS+/Ltk80-luc kloniert, sodass das Luziferase-Gen unter der Kontrolle dieses Promotors
stand. Bei Analyse der Transkriptionsaktivitdt des MGF-Promotors, welcher ein potentielles
TCF/LEF-Motiv enthalt, waren in Reportergen-Assays geringe Aktivierungen in den Ansatzen
mit aktivem Wnt-Signalweg gegenuber denen mit inaktivem Signalweg zu beobachten (siehe
V.2.3). Es wurde der Effekt von wt APC auf die Promotor-Aktivitdt nach Transfektion in
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SW480-Zellen und der Einfluss von B-Catenin S33Y nach Transfektion in RK13- sowie
HEK293-Zellen untersucht. In diesen Assays war eine 1,5fache Aktivierung des MGF-
Promotors in den Whnt-aktivierten Ansatzen zu erkennen. Aktivierungen dieser Grofien-
ordnung sind flr Reportergen-Assays aber nicht signifikant. Die Inkubation transfizierter
RK13-Zellen mit Lithium flUhrte im Reportergen-Assay zu einer 2fachen und damit etwas
starkeren Transkriptionsaktivierung des MGF-Promotors in den Zellen mit aktivem Whnt-
Signalweg. Dieser Assay wurde jedoch nicht mehrfach durchgefiihrt, weshalb dessen
Aussagekraft mit Vorsicht zu betrachten ist.

Um den Einfluss des potentiellen TCF/LEF-Motivs in der Promotor-Sequenz auf die
beobachtete schwache Aktivierung in den verschiedenen Assays zu untersuchen, wurde das
Motiv mittels QuikChange-PCR so mutiert, dass das Erkennungsmotiv fir TCF zerstort
wurde. Dabei wurde die Sequenz von 5’-AACAATG-3’ zu 5-GGCAATG-3’ verandert, analog
der Analyse des c-myc-Promotors von He et al. (1998). Jedoch zeigte der mutierte Promotor
anschliellend in den Reportergen-Assays keine signifikante Luziferase-Aktivitdt mehr (siehe
V.2.5), weshalb zur Bedeutung des TCF/LEF-Motivs keine Aussage getroffen werden kann.
Es konnte sein, dass wahrend der QuikChange-PCR Mutationen im Vektor, z.B. im
Luziferase-Gen, aufgetreten sind. Durch eine Umklonierung des mutierten Promotor-
Fragments in einen auf seine Funktion Uberpriften pKS+/Ltk80-luc Vektor kénnte dieser

Grund fir die geringe Luziferase-Aktivitat ausgeschlossen werden.

Die Analysen der MGF-Transkription und der MGF-Expression deuten darauf hin, dass der Wnt-Signalweg in
den untersuchten Mausezellen keinen Einfluss auf die Regulation von MGF hat. Der MGF-Promotor zeigte in
Reportergen-Assays eine geringe Aktivierung in Wnt-aktivierten Ansatzen, die in ihrer GréfRenordnung aber fur
Reportergen-Assays nicht signifikant war. Durch diese Untersuchungen konnten die Daten der DNA-
Microarray-Analyse auf eine verringerte MGF-Transkription in C57MG-Wnt-1-Zellen nicht bestétigt werden.
Die Daten einer DNA-Microarray-Hybridisierung von van de Wetering et al. (2002) geben Hinweise auf eine
Aktivierung der MGF-Transkription in menschlichen Darmtumor-zellen mit dominant positiver -Catenin-
Mutation. Diese Hinweise konnten aber nicht auf das untersuchte Mause-Homolog (bertragen werden. In den

untersuchten C57MG-Zellen scheint MGF nicht durch den Wnt-Signalweg reguliert zu werden.

Der Rezeptor von MGF (KIT) ist ein Protoonkogen, weshalb eine veranderte Expression von
MGF oder seinem Rezeptor in der Kanzerogenese durchaus eine Rolle spielen kdnnte.
Somit ware eine Analyse des Einflusses des Wnt-Signalwegs auf die Transkription des

menschlichen MGFs und seines Rezeptors KIT in Zukunft durchaus interessant.

84



DISKUSSION

VI.3 Proliferin

Die Hinweise der DNA-Microarray-Analyse auf eine Hemmung der Transkription von
Proliferin in C57MG-Wnt-1-Zellen konnten in dieser Arbeit mittels Northern Blot-Analyse
bestatigt werden. Die mRNA-Transkription von Proliferin war in den C57MG-Wnt-1-Zellen
deutlich geringer als in den C57MG-pLNCx-Zellen. Zwischen den mit KCI und LiCl
behandelten C57MG-Zellen war hingegen der umgekehrte Effekt zu beobachten (siehe
Tabelle VI.1 und Abbildung V.22). Die Proliferin-Transkription war in den mit LiCl inkubierten
Zellen mit aktivem Wnt-Signalweg viel starker als in Zellen mit inaktivem Wnt-Signalweg.
Erstaunlicherweise war jedoch die Proliferin-Expression in Western Blot-Analysen in beiden
Wht-aktivierten Proben erhdht: Nicht nur in den mit LiCl behandelten Zellen war mit dem
Antikérper mehr Proliferin zu detektieren als in den mit KCI behandelten C57MG-Zellen,
sondern auch in den C57MG-Wnt-1-Zellen wurde deutlich mehr Protein exprimiert als in den
C57MG-pLNCx-Zellen mit inaktivem Wnt-Signalweg. Dabei ware eigentlich entsprechend der
mRNA-Menge eine verringerte Proteinmenge in den C57MG-Wnt-1-Zellen zu erwarten
gewesen.

Auf Transkriptionsebene erfolgt offensichtlich eine andere Regulation der Proliferin-Gene
durch Lithium als in den C57MG-Wnt-1-Zellen. Da Lithium neben der GSK3p auch andere
Proteine, zum Beispiel die Inositol-Monophosphatase hemmt, ist dies wahrscheinlich.

Es ist anzunehmen, dass die in den Transkriptions-Analysen verwendete Proliferin-Sonde
alle vier Proliferine detektiert, da die Sonde zu allen vier Genen zu mindestens 92 %
homolog ist. Folglich kann keine Aussage darUber getroffen werden, welches der vier
Proliferin-Gene auf Transkriptionsebene in den C57MG-Wnt-1-Zellen reprimiert wird oder ob
alle Gene gleichermalien betroffen sind. Die Transkription der verschiedenen Proliferine
koénnte durch den Wnt-Signalweg jeweils unterschiedlich beeinflusst sein. Ebenso ist unklar,
welche der Proliferin-Gene in den mit LiCl behandelten Zellen aktiviert werden.

Aufgrund der hohen Homologie der vier Proliferine untereinander kann der verwendete
Proliferin-Antikérper ebenso nicht zwischen den vier Proteinen unterscheiden und detektiert

in den Western Blot-Analysen alle vier Proliferine, sofern sie in der Zelle exprimiert werden.

Geht man davon aus, dass mit der Sonde und dem Antikérper die gleichen Proliferin-
Isoformen detektiert wurden, sollte sowohl auf mMRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene in
der Regel die gleiche Regulation zu erkennen sein. Fir die C57MG-pLNCx- und C57MG-
Whnt-1-Zellen war das aber nicht der Fall und kénnte daher ein Hinweis auf eine Regulation
der Proliferin-Expression auf Translationsebene sein. Es kénnte flr das beobachtete
Phanomen aber auch ein sogenannter negativer ,Feedback“-Mechanismus verantwortlich

sein, wie er zum Beispiel flr BTrCP (Spiegelman et al., 2000) gezeigt wurde. Dies bedeutet,

85



DISKUSSION

dass Proliferin in hohen Konzentrationen seine eigene Transkriptionsaktivierung inhibiert. Da
Proliferin im Zellkulturmedium vermutlich nicht schnell abgebaut wird, kann es sich dort nach
jedem Mediumwechsel mit der Zeit anreichern und es kommt zu keiner Verringerung der
Proteinmenge, auch wenn nach einiger Zeit kein Proliferin mehr sekretiert wird. Daher war im
Western Blot eine grolRe Proliferin-Proteinmenge im Medium der C57MG-Wnt-1-Zellen zu
detektieren. Die Proliferin-Transkription wurde jedoch gehemmt, wie im Northern Blot zu
sehen war.

In den mit LiCl behandelten C57MG-Zellen war keine Hemmung der Transkription, sondern
eine Aktivierung zu sehen. Daher ist zu vermuten, dass durch die von Proliferin
modglicherweise ausgehende ,Feedback“-Schleife entweder eine Komponente oberhalb der
GSK3p im Signalweg gehemmt wird, oder aber die Inkubationszeit mit LiCl noch nicht
ausreichte, um den ,Feedback“-Mechanismus beobachten zu konnen. Sonst wére der
,Feedback“-Effekt auch in den mit LiCl behandelten Zellen zu detektieren. Der ,Feedback"-
Mechanismus muss aber nicht iber den Wnt-Signalweg greifen. Er kann auch Uber andere
Wege und Komponenten erfolgen. Diese kdnnten zufallig auch durch Lithium inhibiert
werden, sodass in den mit LiCl behandelten Zellen keine Inhibition der Proliferin-

Transkription durch eine hohe Proliferinkonzentration erfolgt.

Ein Nachteil der verwendeten C57MG-Wnt-1-Zellen besteht darin, dass Wnt-1 standig und ununterbrochen auf
die Zellen wirkt. Der Wnt-Signalweg ist in diesen Zellen also permanent aktiv. Um den Verlauf einer Regulation
durch den Wnt-Signalweg besser beobachten zu kénnen, ware gerade im Fall einer moglichen ,,Feedback*-
Schleife eine nach der Zeit aufgeldste Analyse der Wnt-Aktivierung sinnvoll. Diese Analyse ist mit dem
Medium einer Maus-Fibroblastenzelllinie (L-Zellen) realisierbar, die funktionelles Wnt-3A ins Medium
sekretiert. Mit diesem Medium kénnte man C57MG-Zellen unterschiedlich lange stimulieren und die Regulation
von Proliferin durch den Wnt-Signalweg zeitaufgeldst untersuchen, denn genau wie Wnt-1 kann auch Wnt-3A
diese Zellen transformieren. Durch Beobachtung der Proliferin-Transkriptmenge ware feststellbar, ob die

mRNA-Menge zuerst ansteigt und dann wieder abféllt, was einen ,,Feedback*-Mechanismus bestétigen wiirde.

Es gibt ferner die Moglichkeit, die Proliferin-mRNAs in den verwendeten Zelllinien genauer
zu analysieren, um die Proliferin-lsoformen zu identifizieren, die in den verschiedenen
Zelllinien exprimiert werden und zu untersuchen, ob darin Unterschiede vorliegen. Aufgrund
kleiner Differenzen in den cDNAs der Proliferine ergeben sich unterschiedliche Restriktions-
schnittstellen. Durch Restriktionshydrolyse nach RT-PCR ist dann eine Unterscheidung der

Proliferine moglich (Fang et al., 1999).
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AuBerdem wurde in dieser Arbeit der Promotor von Proliferin 1 untersucht. Der Promotor
enthalt zwei Sequenzen, die der eines TCF/LEF-Motivs gleichen, sowie eine Sequenz, die
dieser fast identisch ist. Das Vorhandensein dieser potentiellen TCF/LEF-Motive gibt einen
Hinweis darauf, dass Proliferin durch den Wnt-Signalweg Uber -Catenin/TCF reguliert sein
kénnte. Um die Transkriptionsaktivitdt des Proliferin-Promotors zu analysieren, wurden
Reportergen-Assays durchgefiihrt, in denen das Luziferase-Gen unter die Kontrolle dieses
Promotors gestellt wurde. Es wurde der Effekt von wt APC auf die Promotor-Aktivitat nach
Transfektion in SW480-Zellen und der Einfluss von B-Catenin S33Y nach Transfektion in
RK13-Zellen untersucht. In beiden Assays war die absolute Luziferase-Aktivitat des
untersuchten Proliferin-Promotors jedoch zu gering, um eine Aussage Uber dessen
Regulation durch den Wnt-Signalweg treffen zu kénnen. Um auszuschliel3en, dass dies an
einem Defekt im pKS+/Ltk80-luc-Vektor lag, zum Beispiel an einer Mutation im Luziferase-
Gen, wurde das Promotor-Fragment in einen auf seine Funktion Uberpriften
Reportergenvektor kloniert. Aber auch die Reportergen-Assays mit diesem umklonierten
Promotor zeigten keine starkere Luziferase-Aktivitat (siehe V.2.2). In dem Promotor scheinen
Sequenzen zu existieren, die die Analysen mit einem Reportergen-Assay storen. Es konnten
zum Beispiel inhibierende Faktoren an den Promotor binden, oder es fehlen essentielle
zusatzliche Koaktivatoren, sodass eine Transkription nicht moglich ist.

Dass weitere Faktoren eine Rolle spielen, zeigen auch Experimente von Linzer et al. (1987).
Sie untersuchten den Proliferin 1-Promotor (PLF149) und einen anderen Proliferin-Promotor
(PLF42), dem sie kein bestimmtes Proliferin-Gen zuordnen konnten, auf ihre durch Serum
induzierbare Transkriptionsaktivitat. Die beiden Promotoren sind zu 97 % homolog. Trotzdem
war einer der beiden Promotoren (PLF42) um das 10- bis 15fache starker durch Serum
aktivierbar als der andere. Dies zeigt, dass die Regulation der verschiedenen Proliferin-
Promotoren trotz der extremen Homologie untereinander stark variiert und von weiteren
Faktoren abhangig ist. Diese kdénnen auch gewebetypisch sein, da die Proliferine sehr
gewebespezifisch exprimiert werden.

Letztlich kann keine Aussage Uber die Transkriptionsaktivitat des Proliferin 1-Promotors im
Rahmen dieser Arbeit getroffen werden. Um dem beobachteten inhibierenden Effekt
auszuweichen, besteht die Moglichkeit einzelne Fragmente des Promotors, die die
potentiellen TCF/LEF-Motive enthalten, in Reportergen-Assays zu untersuchen, um deren
Bedeutung fur die Regulation durch den Wnt-Signalweg zu analysieren. Dieses Verfahren
wurde auch zur Untersuchung des Cyclin D1-Promotors von Tetsu und McCormick (1999)
angewendet.

Eine weitere Moglichkeit, um zu analysieren, ob die Regulation der Proliferin-Transkription

Uber den B-Catenin/TCF-Komplex erfolgt, ist der EMSA (Electrophoretic mobility-shift-assay).
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Mit dieser Methode kdnnte untersucht werden, ob dieser Komplex die Fahigkeit besitzt, an
den Promotor zu binden, und damit fir die Regulation eine Rolle spielt.

Des Weiteren konnten auch andere der Proliferin-Promotoren, welche dem Proliferin 1-
Promotor zu 97 % homolog sind, auf ihre Aktivitdt in Zusammenhang mit einem aktiven Wnt-
Signalweg untersucht werden. Aufgrund der Beobachtungen in den Northern Blot- und
Western Blot-Analysen besteht die Moglichkeit, dass sie alle unterschiedlich durch den Wnt-

Signalweg beeinflusst werden.

Proliferine wirken angiogen. Toft et al. (2001) konnten zeigen, dass Proliferine eine
essentielle Rolle in der Angiogenese von Maus-Fibrosarkomen spielen und damit von
Bedeutung bei der Tumorprogression sind. In den Western Blot-Analysen dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen Proliferine in Mausezellen mit aktivem Wnt-
Signalweg vermehrt exprimiert werden. Die vermehrte Proliferin-Expression kdnnte einen
Wachstums-vorteil fiir eine Tumorzelle bedeuten und folglich in der Tumorentstehung eine
Rolle spielen. Somit ware auch eine Untersuchung der Regulation der menschlichen
Proliferin-Homologe durch den Wnt-Signalweg sehr interessant. Sollte ein aktiver Wnt-
Signalweg in menschlichen Zellen ebenso wie in den untersuchten Mauseepithelzellen zu
einer erhdhten Expression von Proliferin flhren, kdnnte dies fir die kolorektale
Kanzerogenese von Bedeutung sein. Die angiogene Wirkung der Proliferine wird tUber den
IGFII-Rezeptor vermittelt (Volpert et al., 1996). Der IGFII-Rezeptor wird sowohl in normalen
Darmepithelzellen als auch in Darmtumorzellen exprimiert. Eine Aktivierung von Proliferin

durch den Wnt-Signalweg kdnnte somit die Angiogenese bei kolorektalen Tumoren férdern.

V1.4 Ramp3

Die Hybridisierung des DNA-Microarrays zeigte, dass die Ramp3-Transkriptmenge in den
C57MG-Wnt-1-Zellen sehr stark gehemmt war. Dieser Hinweis auf eine Regulation durch
den Wnt-Signalweg konnte in dieser Arbeit sowohl in Northern Blot-Analysen als auch auf
Proteinebene mittels Western Blot bestatigt werden (siehe Tabelle VI.1). Die mRNA-
Transkriptmenge war in den C57MG-Wnt-1-Zellen deutlich geringer als in den C57MG-
pLNCx-Zellen. Ebenso war die Ramp3-Proteinmenge in den Wnt-1-aktivierten Zellen
vermindert gegentber der Kontrollzelllinie. Diese Regulation konnte auch in C57MG-Zellen
beobachtet werden, in denen der Wnt-Signalweg durch Inhibierung der GSK3p mit Lithium
aktiviert wurde: In den mit LiCl behandelten Zellen war sowohl die mRNA-Transkriptmenge
als auch die Proteinmenge an Ramp3 geringer als in den mit KCI behandelten Zellen. Es

konnte folglich gezeigt werden, dass die Transkription von Ramp3 durch einen aktiven Wnt-
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Signalweg negativ beeinflusst wird. Ob die Reprimierung der Transkription Uber pB-Catenin
und TCF vermittelt wird, kann aus den durchgeflihrten Experimenten nicht geschlossen
werden.

Durch Stimulation von C57MG-Zellen mit Wnt-3A aus dem Medium einer Maus-
Fibroblastenzelllinie (L-Zellen), die Wnt-3A exprimiert, konnte untersucht werden, ob die
Repression von Ramp3 durch Wnt-1 auch bei Wnt-3A zu beobachten ist, was die Regulation

bestatigen wirde.

Zusatzlich wurde die Lokalisation von Ramp3 in den flir die Experimente verwendeten
Zelllinien durch immuncytochemische Farbung untersucht. Es war in den C57MG-pLNCx-,
C57MG-Wnt-1-, C57MG + KCI- und C57MG + LiCl-Zellen vorwiegend im Zytoplasma zu
detektieren. Signifikante Unterschiede waren zwischen den verschiedenen C57MG-Zellen
nicht zu beobachten. Damit konnte fiir Ramp3 eine ahnliche zytoplasmatische Lokalisation

beobachtet werden, wie sie von Sexton et al. (2001) fir Ramp1 gezeigt wurde.

In dieser Arbeit waren keine Analysen des Ramp3-Promotors moglich, da dieser noch nicht
beschrieben ist. Daher ist auch nichts Uber potentielle TCF/LEF-Motive in der Promotor-
Sequenz bekannt. Uber welche Komponenten die Regulation vermittelt wird, kdnnte zum
Beispiel durch Uberexpression von B-Catenin in den Mausezellen untersucht werden. Fiihrt
dies zu einer Verringerung der Ramp3-Transkriptmenge und Ramp3-Expression, ist j-
Catenin an der Signallibertragung beteiligt. Eine andere Mdglichkeit ware die Transfektion
einer dominant positiven -Catenin-Mutante (z.B. p-Catenin S33Y), sodass in den Zellen der
Whnt-Signalweg unterhalb von B-Catenin aktiviert ist. In Northern Blot-Analysen dieser Zellen
sollte weniger Ramp3-mRNA zu detektieren sein als in Zellen, die zur Kontrolle mit dem
Leervektor transfiziert wurden, wenn die Repression des Gens uber -Catenin vermittelt wird.
AuBerdem koénnte untersucht werden, ob die Transfektion von dominant negativem TCF in
Zellen mit aktivem Wnt-Signalweg wieder zur Aufhebung der Hemmung fuhrt. Mit Hilfe dieser
Analysen konnte dann gezeigt werden, ob die Verringerung der Ramp3-Transkription Uber 3-
Catenin/TCF vermittelt wird.

Bisher wurden nur wenige Gene charakterisiert, die durch einen aktiven Wnt-Signalweg in
inrer Transkription inhibiert werden. Es gibt auch die Moglichkeit, dass die Repression nicht
Uber B-Catenin/TCF sondern Uber andere noch unbekannte Faktoren vermittelt wird, wie es
zum Beispiel bei der Regulation des Periostin-Gens beobachtet wurde (Haertel-Wiesmann et
al., 2000). Die Ramp3-Transkription kdnnte zum Beispiel auch Uber die Aktivierung eines

anderen Zielgens des Wnt-Signalwegs indirekt reguliert werden.
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Da in dieser Arbeit ein Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die Ramp3-Transkription in
Mausezellen gezeigt werden konnte, ware die Frage interessant, ob dieser Effekt auch in
menschlichen Zellen zu beobachten ist. In einem Western Blot konnte gezeigt werden, dass
Ramp3 auch in menschlichen Darmtumorzelllinien (SW480 und HCT116) exprimiert wird
(siehe V.3.1). Es fehlt jedoch der Vergleich zu normalen Darmzellen. Daher ware es
interessant zu untersuchen, ob durch Transfektion von wt APC in SW480-Zellen die Ramp3-

Expression ansteigt.

SchlieBlich stellt sich die Frage, welche Veranderungen eine verringerte Ramp3-Expression
in einer Zelle hervorruft. Da es flir den Transport mancher Rezeptoren von inneren
Zellkompartimenten an die Plasmamembran benétigt wird, kdnnte sich die verringerte
Ramp3-Expression durch eine Veranderung in den auf der Zelle prasentierten
Membranrezeptoren bemerkbar machen. Aulerdem modifizieren die Ramp-Proteine die
Spezifitat von G-Protein gekoppelten Rezeptoren fir ihre Liganden. Beide Effekte wirden

also zu einer Veranderung in der Transduktion von extrazellularen Signalen flihren.
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VII. Zusammenfassung

Der Wnt-Signalweg spielt sowohl in der Embryogenese als auch bei der Entwicklung von
Tumoren, wie zum Beispiel in der kolorektalen Kanzerogenese eine wichtige Rolle. Eine
permanente Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch Mutationen in APC, B-Catenin oder Axin
fuhrt im Darm aufgrund der damit verbundenen Anderung der Genexpression zur
Polypenbildung und damit zum ersten Schritt in der Entwicklung eines Kolorektalkarzinoms.
In Brusttumoren von Mausen kommt es durch die provirale Integration des MMT-Virus zur
Aktivierung von Wnt-1. Die Identifizierung und Charakterisierung von Zielgenen des Wnt-
Signalwegs ist somit von grofier Bedeutung, um die Prozesse der Tumorentstehung besser

verstehen zu kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die Transkription von 8
verschiedenen Mausegenen in Brustepithelzellen der Maus (C57MG-Zellen) untersucht.
Hierbei handelte es sich um Gnb1, MGF, Lgals8, Proliferin, Gbp3, TIS 11, 14-3-3y und
Ramp3. Ausgewahlt wurden diese Gene aufgrund der Ergebnisse eines DNA-Microarrays,
der mit cDNA aus C57MG-Wnt-1-Zellen und C57MG-pLNCx-Zellen (Kontrollzelllinie) hybri-

disiert wurde und Hinweise auf eine Regulation dieser Gene durch den Wnt-Signalweg gab.

Die Expression dieser Gene wurde in Northern Blot-Analysen untersucht. Es wurden jeweils
die mRNA-Transkriptmengen zwischen C57MG-Wnt-1-Zellen, in denen der Wnt-Signalweg
aktiviert ist, mit der Kontrollzelllinie C57MG-pLNCx verglichen. Da Lithium durch Inhibition
der GSK3p3 den Wnt-Signalweg unterhalb dieser Kinase aktiviert, wurde auch der Einfluss
von Lithium auf die Transkription in C57MG-Zellen untersucht.

Fiar die Gene von Gnb1, Lgals8, Gbp3, TIS 11 und 14-3-3y konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mRNA-Transkriptmengen von Zellen mit aktivem oder inaktivem
Whnt-Signalweg detektiert werden. Der Wnt-Signalweg hat in den untersuchten Mausezellen

keinen Einfluss auf die Transkription dieser Gene.

Fir das MGF-Gen wurden in Northern Blot-Analysen geringe Unterschiede in der
Genexpression detektiert. Nach zusatzlicher Analyse der Proteinexpression in den oben
genannten Mausezellen mit aktivem und inaktivem Wnt-Signalweg und der Untersuchung
der MGF-Promotoraktivitat in Reportergen-Assays kann jedoch ein signifikanter Einfluss des

Whnt-Signalwegs auf die MGF-Genexpression in den C57MG-Zellen ausgeschlossen werden.
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Die Proliferin-Expression zeigte groRe Unterschiede in den Northern Blot-Analysen. In
C57MG-pLNCx-Zellen wurde Proliferin deutlich starker transkribiert als in C57MG-Wnt-1-
Zellen. Im Gegensatz dazu war die Transkription in LiCl behandelten Zellen gegeniber KCI
behandelten Zellen stark erhéht. Erstaunlicherweise war die Proliferin-Proteinexpression
aber sowohl in den stabil Wnt-1 infizierten Zellen als auch in den mit LiCl behandelten Zellen
starker als in den jeweiligen Kontrollzellen mit inaktivem Wnt-Signalweg. Daher besteht die
Moglichkeit eines negativen ,Feedback®-Mechanismus, in dem Proliferin ab einer
bestimmten Proteinkonzentration seine eigene Transkription wieder reprimiert.

Im Proliferin-Promotor sind mehrere potentielle TCF/LEF-Bindungsmotive enthalten. Diese
spielen bei zahlreichen Zielgenen des Wnt-Signalwegs eine wichtige Rolle. Eine
Untersuchung des Proliferin-Promotors in Reportergen-Assays fihrte aufgrund zu geringer
Reportergenaktivitdt zu keinen auswertbaren Ergebnissen. Es ist anzunehmen, dass
inhibierende Elemente den Assay storten oder wichtige zusatzliche Koaktivatoren in den

Zellen fehlten.

Fir Ramp3 wurde sowohl in den C57MG-Wnt-1-Zellen als auch in den mit LiCl behandelten
Zellen eine Hemmung der Transkription gegentber den Kontrollzellen mit inaktivem Wnt-
Signalweg beobachtet. Diese Repression durch einen aktiven Wnt-Signalweg konnte in den
Mausezellen auch auf Proteinebene in Western Blot-Analysen nachgewiesen werden.
Folglich hat ein aktiver Wnt-Signalweg in den Mausezellen einen negativen Einfluss auf die
Ramp3-Expression. Durch immuncytochemische Farbungen wurde die zellulare Lokalisation
von Ramp3 in den oben genannten Mausezellen untersucht. Es konnte eine vorwiegend

zytoplasmatische Lokalisation beobachtet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Gene identifiziert werden, deren Expression durch
einen aktiven Wnt-Signalweg in Brustepithelzellen der Maus beeinflusst wird. Ob der Einfluss
durch B-Catenin/TCF erfolgt und ob Ramp3 und Proliferin damit direkte Zielgene des
kanonischen Wnt-Signalwegs sind, muss in Zukunft durch weitere Experimente geklart

werden.
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IX. Anhang

Sequenz des MGF-Promotors (mus musculus):

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

gaattctctc
aacaatagcc
acatttattc
atattaactt
ttggaatact
atggggattt
caattacctt
attetettttt
ttttgggggg
acacacacac
tcactcactc
cttgcacaac
tatggccatt
aaaacccttt
tttccaaagg
tgagtcactt
ggaaggaaga
caaaagagaa
ttttggttgt
tccgaccacg
ccggacagtg
ggttgctcag
ggggacgcac
cccgggtcte
ggaggcgtgt
gcagcagccg
acggccaagg

actcagcctg
attttggact
tgagttaaat
tttgttttgt
cctctcttat
gaggctaata
taaaaatatt
tagggcagta
gggaattaac
acacacacac
accaggcaca
acctactacg
gttcgctttc
ctgtgagaac
ctctgtagta
gttttctcac
aggaaggaaa
aagaagagaa
tggttctatt
cggctcctga
ctggtgagct
cggcatccga
caggctcgat
ccagcctgga
ccggagetgg
gggcttcatt

acggggcgct

cggagaggaa
tttgaccctc
tctcgcagca

tgcagtcttg
aacagtaaga
caagtaggca

trgrrrttiNORRIEcaa

aagaatgact
ttttccttat
gaagggcttc
tgtccaaggt
ctcttgaggc
acacacacac
cactaggcct
taataaaaga
tgatttttac
aacccgcagt
aactgttgaa
taaagtaact
gaaagaagag
gagaaaaact
tccctgagge
gccaggaccc
tgctgcggac
gactcccggt
cggtccaacc
ctcggtgcge
cgggcgggcy
tgctgtctgt
gcgttcgage

ggacagcata
aaaaataaca
gagaaaaaga
tctggatttg
tcatttctta
atgcacgcgc
atgggcaaaa
tccatcacat
aaactttcct
tagtaagcta
aacagcatct
gaggagaaac
aaaggaacgg
agctaagaca
gaggtaggga
tctccactgt
tggggageeg
gcctcaggga
tctgggaaga
ggctctcctc
ggagggagct
caccgggacc
tacccaatgc

gcaacagctg
tgaacatgtg
actagcaaag
gtgagcttct
cttgttccaa
aaatgccttt
acattcttat
aatcacaact
atctataaca
gcgcacacac
gagataattt
aatgttatga
aatctgaaag
tectttttctt
cctttagtac
aaaaggaaaa
aacagaaagg
atgggattgt
aaagaaccaa
gcgcggtgea
ggcacagggc
ctctggccag
tccccgecect
cccgaggctc
gTATAAAaag

gagagtgccg

gttttccctc
accatttaca
ggagtttggce
caaaccaaat
aaaattactg
tcgttttect
ttggcatatt
ctcggggttt
tggaaaacac
acacacatac
atgaatagtt
gatgtgttac
tggacctttc
tcaattttgt
catttaatcc
aggaaaggga
aaaagaaaag
aattaaactt
gtgaagtcta
acgagggtac
agctactgca
tacccagaca
tcagcgcgct
cggaagggaa
cgctggcgge
cgggaaagca

Abb. IX.1: Sequenz des MGF-Promotors. rot: potentielles TCF/LEF-Bindungsmotiv, blau:
TATA-Box.
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Sequenz des Proliferin 1-Promotors (mus

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

gatatctttg
atgtgcctaa
atgaggataa
gacgatgaaa
tcctgaaggt
tctttatgag
gaacatgaga
aaaccatgaa
aaaataacag
ggaaagacTA
atctttctgg
Blitcaaccat

ttaaaatagc
tatgaaaaat
aactcaatat
tatatatgac
aaaaaggtct
gaagacatag
tgaaccacgt
BEESGES o
gaattaacac
TATAAgaggt
aatccacagc
gctcct

cttcaagaca
caagcaactc
gggtgacttt
cttcatctac
atggcatagc
ttgtggctac
acatagaact
tattagtgtt
gtccttttct
agaaaataag

taagcctggg

musculus):

tctgtatttg
acaatgttcc
tactgaggct

aatgttcaat
ttgggtgttg
ttaagtccca

gty tEEEEGENEoattttaga

tatttactta
tcacagtatg
gactataaca
catggtatct
tcctgcecagt
gacatagaag
taggactctg

aagcaagtaa
atttgtttta
gtgaacctaa
aggctactta
gtgtaacctc
gcttccaact

cagagatgct

tgtcactctt
tcaaagactc
acggtctaaa
atatataaaa
tttctatcag
gtcagagcat
aaaataagat
accctgaggg
agggttactg
ccagtgaaga

ccct g

Abb. IX.2: Sequenz des Proliferin 1-Promotors. rot: potentielle TCF/LEF-Bindungsmotive,
blau: TATA-Box.

Sequenzvergleich der Proliferin-Gene vom DNA-Microarray:

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009Fin

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009fin

1

50

ggcttccaac
~~~ttccaac

gtaggactct
gtaggactct

101
tactgctcct
tactgctcct

tccagtaaag
tccagtaaag

~~agagatgc
gcagagatgc
gcagagatgc

actactggtg
actactggtg

catcttcccg
catcttcccg

tcccttcttt
tcccttctte
tcccttcttc

aacagctcgt
aacagctcgt

gaatccacag
gaatccacag

gattcaacca
gattcaacca
gattcaacca

tattgtggaa
tattgtggaa

ctaagcctgg
ctaagcctgg

100
tgctcctgga
tgctcctgga
tgctcctgta

150
gaatgttgcc
gaatgttgcc

ag

151
tcatttccca
tcatttccca

tgtgtgcaat
tgtgtgcaat

gaggaatggt
gaggaatggt

cgttgcttta
cgttgcttta

200
tgtcctttga
tgtcctttga

201
agacacattt
agacacattt

gaattagccg
gaattagccg

gcagtttgtc
gcagtttgtc

tcataatatc
tcataatatc

250
agtatagaag
agtatagaag

251
tttcagaact
tttcggaact

gttcactgaa
gttcaatgaa

tttgaaaaac
tttgaaaaac

attattctaa
attattctaa

300
cgtgtctggy
cgtgtctggg

301

350
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ANHANG

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009Fin

k02245
k03235
x16009Fin

k02245
k03235
x16009Fin

k02245
k03235
x16009Fin

k02245
k03235
x16009fin

k02245
k03235
x16009fin

ctcagagaca
ctcagagaca

aaagccccat
aaagccccat

gagatgcaat
gagatgcaat

acttctttcc
acttctttcc

ttccaactcc
ttccaactcc

351
agaaaacaag
agaaaacaag

gaacaagcca
gaacaagcca

ggctcacaca
ggctcacaca

ctattcagct
ctatgcagct

400
cttctgaaat
cttctgaaat

401
caggagccat
caggagccat

gattttggat
gatttcggat

gcctgggaaa
gcctgggaaa

gccctctgga
gccctctgga

450
cgatctagtg
cgatctagtg

451
agtgaattat
agtgaattat

ctaccataaa
ctaccataaa

aaatgtccct
aaatgtccct

gatataatca
gatataatca

500
tctccaaagc
tctccaaagc

501
cacagacata
cacagacata

aagaaaaaga
aagaaaaaga

tcaacgcagt
tcaacgcagt

ccggaacggg
ccggaacggg

550
gttaatgccc
gttaatgccc

551
tcatgagcac
tcatgagcac

catgcttcag
catgcttcag

aatggagatg
aatggagatg

aagaaaagaa
aagaaaagaa

600
gaaccctgcc
gaaccctgcc

601
tggttcttgc
tggttcttgc

aatctgacaa
aatctgacaa

tgaagatgct
tgaagatgct

cgcattcatt
cgcattcatt

650
ctttatatgg
ctttatatgg

651
catgatcagc
catgatcagc

tgcctagaca
tgcctagaca

atgactttaa
atgactttaa

gaaggttgat
gaaggttgat

700
atttatctca
atttatctca

701
acgtcctgaa
acgtcctgaa

gtgttacatg
gtgttacatg

ttaaaaatag
ttaaaaatag

ataactgctg
ataactgctg

750
atatttcttt
atatttcttt

751
catgtgctct
catgtgctct

gcttctgaaa
gcttctgaaa

tatcatgtaa
tatcatgtaa

tatcctttca
tatcctttca

800
atttgtatct
atttgtatct

801
tttgaatttg
tttgaatttg

ttgttgactc
ttgttgactc

atttaaaaat
atttaaaaat

aaaaagtagc
aaaaagtagc

850
tctcagaaat
tctcagaaat

851
at

Abb. 1X.3: Sequenzvergleich von K02245, K03235 und X16009. Von X16009 sind nur die

letzten 99 Basen des 3‘-Endes mit dargestellt.
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