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1. Einleitung

Die Haufigkeiten der fir den Tod mal3geblichen Krankheiten werden in Deutschland durch
die Todesursachendtatistik erfald. An erster Stelle stehen dabel mit knapp 50% aler
Todedfdle die Krankheiten des Herz und Kreidaufsysems. An zweiter Stelle stehen
beraits bosartige Neubildungen, deren Haufigkeit ds Todesursache ein stetes Wachstumiin
dieser Statistik verzeichnet.

Das Nierenzdlkarzinom ist der héufigste maligne Tumor der Niere und macht etwa 3% dler
bosartigen Erkrankungen des Menschen aus. Das Nierenzdlkarzinom tritt bel Ménnern
héaufiger auf asbei Frauen (m:w » 2:1). In der Regel zeigt es keine Friihsymptome, sondern
macht sch erst pét durch unspezifische Symptome wie Schmerzen und Abgeschlagenheit,
durch Hamaturie oder durch lokae (Fankenschmerz, Organfunktionsstérung) und
sysemische (Tumoranamie, paraneoplastisches Syndrom) Komplikationen bemerkbar.
Aufgrund dieser fehlenden Symptomatik erfolgt die Diagnosestellung haufig rativ spét, so
dald be etwa 25% der betroffenen Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose bereits
hamatogene Fernmetastasen zu finden sind (Herold, 2001). Das Nierenzelkarzinom
metastasert auf hamatogenem Weg vor dlem in Lunge, Skelettsystem, Leber und Gehirn,
wobe die Metagtaserung bel Einbruch des Tumors in die Vena rendis frih eintreten kann.
Lymphogene Metastasen zeigen sich inshesondere paracavd, paraaortal und iliacal. Den
Einflud der Metastaserung auf die Prognose der Patienten veranschaulicht die 5 Jahres-
Uberlebensrate: So betragt diese bel Pdienten ohne Metastasierung 65% (Miller,
2002/03), bel Patienten mit Fernmetastasierung dagegen unter 5% (Herold, 2001).

De Thergpiearfolg ist somit eng mit der Frage nach dem Vorliegen von Metastasen
verknipft. Wéhrend Tumoren ohne Metastasen in der Regel gut operabel sind, ist die
Therapie metastasierter Nierenzellkarzinome wenig erfolgreich, da sich Radiatio (Aref et
a., 1997) und Zytodtatikatherapie (Amato, 2000) ds aul¥erordentlich ineffektiv erwiesen.
Ein weiterer maligner Tumor, der ebenfals hdufig metastasiert und dann keaum erfolgreich
thergpiert werden kann, ist das epitheloide Sarkom (Prat et al., 1978, Chase & Enzinger,
1985).



Das epithdoide Sarkom it en aggressver Weichtelltumor, der ergmas 1970 as
Tumorentitdt beschrieben wurde (Enzinger, 1970) und dessen Histogenese auch heute noch
nicht abschlieffend geklat ist. Auch gibt es bisher nur wenige expeimentdle
Untersuchungen zu diessm Tumor, da es bis dato nur in drel Fallen gelang, permanente
Zdlinien dieses Tumors zu etablieren (Reeves et d., 1987, Gerharz et d., 1990, Sonobe et
d., 1993). Eine dieser Zdlinien, die Zdlinie GRU-1, wurde von Prof. Gerharz (Institut fir
Pathologie der HeinrichrHene-Universitét Dissddorf) 1990 etabliet (Gerharz et d.,
1990). Aus dieser epitheloiden Sarkomzellinie wurden drel klonae Subpopul ationen isoliert
(GRU-1A, GRU-1B, GRU-1C), wdche dgch sowohl morphologisch, ds auch
zdlbiologisch stark voneinander unterscheiden (Engers et d., 1994). Insbesondere zeigen
diese Zdlinien Unterschiede in der Expresssion epithdider, mesenchymaler und neuronaler
Differenzierungsmarker, Unterschiede im Invadons- und Proliferationsverhdten, sowie
Unterschiede in der Sengtivitét fir Retinsdure und den Tumornekrosefektor-a (Engers et
al., 1994, 1996, 1999).

Das entscheidende Merkma maligner Tumoren it ihre Fahigkeit, Metastasen in anderen
Organen zu hilden. Zdlbiologisch handdt es dch dabe um enen aul¥erordentlich
komplexen Prozel3, der Sch in vide Einzelschritte untergliedern 18 (Engers & Gabbert,
2000). Am Anfang dieser sogenannten Metastasierungskaskade steht das Herauddsen
einzelner Tumorzelen aus dem Primértumor und das Einwandern dieser Tumorzdllen in das
angrenzende Gewebe, die sogenannte Tumorinvason. Der Tumorinvasion folgt der
Einbruch der Tumorzellen in das Blut- oder Lymphgeféd3system (Intravasation). Mit Hilfe
des Blut- oder Lymphstroms werden die Tumorzellen passiv in entfernt gelegene Organe
verschleppt, wo de in der Mikrozirkulation arretiert werden. Anschlief3end verlassen die
Tumorzdlen aktiv das Gefdisysem (Extravasation) und invadieren das Zidorgan
(Invasion). Die Invasion des Ziglorgans fuhrt aber nicht notwendigerweise zur Entwicklung
klinisch manifester Metastasen. So kdnnen invadierte Tumorzellen durch das Immunsystem
eiminiert werden oder fur mehrere Jahre in einem Ruhezustand verharren (sogenannte
tumor dormancy). Allerdings i es mdglich, da3 ruhende Tumorzellen nach ganz
unterschiedlich langen Zetintervalen durch didinkte Signde aus der Umgebung zur



versérkten Proliferation veranlald werden und dann zu klinisch manifesten Metastasen
heranwachsen kénnen.

Auf molekularer Ebene sind viele unterschiedliche Gene und Genprodukte wie Cadherine,
Integring, Proteasen und Wachsumsfaktoren in die Regulation der Tumorinvasion und
Metastasierung involviert (Engers & Gabbert, 2000).

Ba da Suche nech differentiell zwischen sark metastaserenden und schwach
metastaserenden Mdanomzellen der Maus exprimierten Gene wurde ergmalig das Gen
nm23 beschrieben (Steeg et d., 1988). Dieses Gen war in schwach metastaserenden
Melanomzellen wesentlich starker exprimiert dsin sark metastaserenden Meanomzellen.
Das humane nm23-Gen (nm23-H1) wurde 1989 von Rosengard et a. entdeckt. Dal3 auch
nMm23-H1 as Antimetastaserungsgen wirkt, kann abgeleitet werden von Studien am
Bespid des Mammakarzinoms, in denen ene geringe Expresson von nm23-H1 mit dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen (Bevilaqua et d., 1989) bzw. mit einer schlechten
Prognose der Petientinnen (Barnes et d., 1991) assoziiert war.

Im Gegensaiz hierzu exisieren jedoch auch Untersuchungen, in denen ene inverse
Korrdation zwischen der nm23- Expression und dem Vorliegen von Metastasen bzw. einer
schlechten Prognose nicht nachweisbar war. Sowohl bei Patienten mit Neuroblastomen
(Hailat et d., 1991; Leone et d., 1993) ds auch bei Patienten mit Pankreas- (Nakamori et
a., 1993) und Bronchiatumoren (Engel et a., 1993) war eine starke Expresson von nm23
sogar mit einer schlechteren Prognose bzw. mit einem fortgeschrittenem Tumordtadium
asoziiert.

Die funktiondle Aktiviti von nm23-H1 wird besimmt durch die
Nukleosiddiphosphatkinase (NDPK)-Aktivitét (Wallett et a., 1990, Munoz-Dorado et al.,
1990, Teng et d., 1991) und die Serinphosphoryliserung des Proteins (Mac Dondd et d.,
1993, Engd et d., 1995), sowie die Komplexbildung des nm23-H1-Proteins mit anderen
Proteinen (Lombardi et d., 1995). Aktives nm23-H1 inhibiert sowohl die Zdlproliferation
(Cipallini et d., 1997), ds auch die spontane (Kantor et d., 1993) oder durch
Wachstumsfaktoren wie TGF-3 und PDGF induzierte (Hsu et d., 1994) Matilitét von
Tumorzelen. Dartiber hinaus fuhrt nm23-H1 zur Hemmung der Tumorinvason (Lee & Lee,

1999, Khan et d., 2001) und zur Differenzierungsinduktion (Howlett et d., 1994).



Im Jahr 1991 wurde en zwetes humanes nm23-Gen von Stahl et d. entdeckt und ds
nm23-H2 bezeichnet (Stahl et a., 1991). Trotz einer 88%-igen Ubereingimmung der
Aminosdureseguenzen von nm23-H1 zu nm23-H2 sind die Funktionen dieser beiden Gene
offenbar unterschiedlich. So  dimuliet nm23-H2 die Transkription des c-myc-
Protoonkogens in vitro (Postd et d., 1993), und fihrt hierdurch zu ener Hemmung der
Differenzierung (Marcu et d., 1992). Desweiteren wurde von Okabe-Kado et a. (1992,
1995, 1998) gezeigt, dald nm23-H2 ds inhibitierender Fektor der Differenzierung (I-
Faktor) in leukémischen Mauseze len aufftritt.

Obwohl die Untersuchungen zu nm23-H1 und nm23-H2 in unterschiedlichen Zdlsystemen
durchgefuihrt wurden, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dal3 die Funktion dieser beiden
Gene entgegengesatzt sein durfte und nm23-H2 - nicht wie nm23-H1 - ds
Antimetastas erungsgen anzusehen is.

Neben Andysen zur Expresson von nm23 in menschlichen Tumoren wurden auch
Untersuchungen zu Mutationen von nm23-H1 und nm23-H2 in verschiedenen Tumortypen
durchgefiihrt. Dabel konnten in einigen Tumorentitéten in der Tat Mutationen identifiziert
werden. Eine der ersen nm23-H1-Mutationen in menschlichen Tumoren wurde bel
Neuroblastomen beschrieben (Chang et d., 1994), wobei in 6 von 28 fortgeschrittenen
Neuroblastomen ene Punktmutation in Kodon 122 auftrat. In alen 22 untersuchten
sogenannten ,, limited- staged- Neuroblastomen waren keine Mutationen gefunden worden,
0 dad3 Mutationen des nm23-H1-Gens in Neuroblagomen as Zeichen enes
fortgeschrittenen Tumorstadiums gewertet wurden. Weitere Mutationen des nm23-H1-
Gens wurden im kolorektalen Karzinom beobachtet (Cohn et ., 1991, Wang et al., 1993,
Indinnimeo et d., 1998). Hier konnte in zwei Studien gezeigt werden, dal3 Mutationen des
nM23-H1-Gens mit dem Vorhandensain von Metastasen assoziiert snd (Cohn et al., 1991,
Wang et d., 1993).

In maignen Meanomzelen wurde ene Punktmutation von nm23-H2 entdeckt (Hamby et
a., 1995), wobe diese Mutation in der Nachbarschaft der in Neuroblastomen
beobachteten Mutationen (Chang et d., 1994) lokaisert war. So betraf die Punktmutation
in der mdignen Mdanomzdlinine Kodon 122, die Punktmutationen in den

Neuroblastomzdlinien Kodon 120. Eine wetere Mutation von nm23-H2 wurde in
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Ovaidkarzinomen (Manda e d., 1995) gefunden. Dabel konnte jedoch kein
Zusammenhang zwischen dem klinischen Stadium bzw. dem Vorhandensein klinisch
manifester Metastasen und dem Nachwels der Mutation im nm23-H2-Gen beobachtet
werden (Mandai et al., 1995).

2. Zidl der vorliegenden Arbeit

Ein Forschungsschwerpunkt am Inditut fir Pathologie der Heinrich-Hene-Universté
Dussddorf it die molekulare Regulation der Tumorinvasion (Engers et d., 1999, 2000,
2001; Weber et d., 2001). Als reprasentative epitheliale und mesenchymale Tumormodelle
wurden verschiedene humane Nierenkarzinomzelinien sowie drei klonale Subpopul ationen
ener humanen epithdoiden Sarkomzdlinie ds permanente Zdlinien etabliert (Engers et d.,
1999, 2000, 2001; Weber et d., 2001). Da nm23, wie unter 1. dargestdllt, offenbar eine
wichtige Rolle bel der Regulation der Tumorinvasion spielt und Mutationen von nm23 in
anderen Tumoren gefunden wurden, war das Zidl der vorliegenden Arbeit, er'stmas humane
Nierenkarzinomzellinien und humane epitheoide Sarkomzdlinien hingchtlich des Vorliegens

von Mutationen von nm23-H1 und nm23-H2 zu untersuchen.
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3. Material

3.1. Chemikalien (Bezugsguédlenver zeichnis)

a. bidest.

Agarose

Butanol

Borsaure

Bromphenolblau
Césumchlorid

Chloroform

DEPC

DMEM

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid
Formadehyd

Formamid

Glycerol

Guanidine Thiocyanat
|soamylakohol
Mercaptoethanol (37%)
Minerdd (Light Weight Oil)
Molekulargewichtsstandard
MOPS

Natriumacetat
N-Lauroylsarcosne-Na Salt 35% Sol.
Oligonuklectide

Phenol, wassergeséttigt
Sdzsaure

DS

Apotheke der Univergté Dussddorf
Gibco BRL, Eggenstein

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

Sigma Chemica Co., &t. Louis, USA
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
E. Merck, Darmstadt

Sigma Chemicd Co., St. Louis, USA
Gibco BRL, Eggengtein

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

Sigma Chemicd Co., St. Louis, USA
E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

Sigma Chemica Co., &t. Louis, USA
Gibco BRL, Eggengtein

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

Serva GmbH & Co., Heidelberg

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Appligene, Heidelberg

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt



tri-Natriumcitrat E. Merck, Darmstadt
Tris E. Merck, Darmstadt

3.2. L6ésungen und Puffer

Die prozentuaen Konzentrationsangaben zu den folgenden L ésungen und Puffer beziehen sich bei
Trockensubstanzen auf das eingewogene Gesamtgewicht pro 100 ml, bel Fissgkeiten auf die

engesatzte Hissgketamenge pro Gesamtvolumen. Die Lésungen wurden mit a bidest. angesetzt.

DEPC-Wasser : 1m  DEPC (30 min be 37°C)
ad 1| a bidest.
(autoklavieren: 45 min bel 121°C)

Dichtegradient: 5,7M Céiumchlorid
0,1M EDTA pH 8,0
200 pl DEPC-Wasser

Lysspuffer fir RNA-Extraktion: 4M  Guanidine Thiocyanat
2mM tri-Natriumcitrat
2,5% 30%-ige Lauroylsarcosne
0,7% 37%-iges Mercaptoethanol

10 x MOPS: 0,2M MOPS
50 mM Natriumacetat
10mM EDTA
auf pH 7,0 durch Natronlauge eingestelIt

Ladepuffer fir Agarosegele (Probenpuffer): 30% 87%-iges Glyceral
0,25% Bromphenolblau
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RNA-Aufnahmepuffer: 10% SDS
1M TrispH 74
05M EDTA, pH 8,0

5 x TBE-Puffer; 446 mM Tris
446 mM Borsaure

10 mM EDTA, pH 8,0

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCl, pH 7,4
1mM EDTA

3.3. Kits (I nhalt und Bezugsgquédllenver zeichnis)

RT-PCR-Kit Stratagene, La JollaCA.,USA
oligo(dt)primer 01 pg/u)

10 x first strand Puffer

RNAse Inhibitor (40 Ul

100 mM dNTPs (25 MM jedes dNTPs)
MMLYV-Reverse Transkriptase (20 Uty

DNA Polymerase Kit Biometra GmbH, Gattingen

DNA Polymerase (Thermus brockianus) (2 U/ul)
dNTP-Mix

Prime Zyme Puffer (1,5 mM MgCh)

Mg-freler Puffer

Mg-L6sung

14



Jetsorb DNA Extraktionskit Genomed GmbH, Bad Oeynhausen

Jetsorb Suspension
Puffer A1 (TBE, Natriumacetat)
Puffer A2 (Ethanol, NaCl, EDTA, TrigHCI)

Seguenzier ungskit Perkin-Elmer Applied Biosystems,
Foster-City CA, USA

- d-Rhod- Terminator Ready Reaction Mix:
(AmpliTag DNA Polymerase, dNTPs, fluoreszenzmarkierte ddNTPs, MgCl, Tris-HCI von pH
9,0)

- TSA (Template Suppression Reagent):
(Formamid, EDTA)

3.4. Oligonukleotide

Die unter 3.4.1. und 3.4.2. angegebenen Positionsnummern der Basen der fir die PCR ds
Matrize eingesetzten cDNA beziehen sich auf den Artikel von Stahl et d. (1990), ,, Identification
of a second human nm23 gene, Nm23-H2*. Danach reicht der kodierende Antell von nm23-H1
von Position 99 bis 557, der kodierende Antell von nm23-H2 von Position 73 bis 531.

Mit Hilfe der im Rahmen der vorliegenden Arbeit engesetzten spezifischen Primer fir nm23-H1
und nm23-H2 (sehe 3.4.1. und 3.4.2.) wurde somit jewells der gesamte kodierende Bereich
beider Gene amplifiziert.

Be den Primern nach Bafico et d., 1993, beziehen sich die Postionsnummern der genomischen
DNA-Sequenz auf die Arbeit von Rosengard et d., 1989, ,, Reduced nm23/Awd protein in tumor
metastasis and aberrant Drosophila deve opment.



34.1 Primer fir nm23-H1

Primer fir cDNA:

nm23-H1: Position 17-718 (702 bp)
-5-CTGCGA ACCACGTGGGT -3 sense
-5-TCGGGGATGGTAACACT -3 antisense

nm23-H1-1:  Pogtion 81-356 (276 bp)
-5- AAG CAG CTG GAA GGA A-3 sense

-5-CGT CTT CACCACATT CA-3 antisense

nm23-H1-11:  Position 319-586 (268 bp)

-5-TTG CCA TGG TCT GGG AG-3 sense
-5- GTGAAA AGCAAT GTG GT-3 antisense
Primer fir genomische DNA:

nm23-Ex2:  Pogtion 2002-2266 (265 bp)
-5-GCT TTGAGA CGGATGACG CTGTA-3 sense
-5-CAGGTT AAT CACAGT GITCTCC-3 attisense

3.4.2. Primer fur nm23-H?2

Primer fir cDNA:
nm23-H2: Position 53-632 (580 bp)

-5-CCCCTC CAGCITT CCC-3 sense
-5-AAAGAATGA TCA ATCCT -3 antisense

16



nested nm23-H2:Position 53-555 (503 bp)
-5-CCCCTCCAGCTTCCCGGA CC-3 sense
-5-GGA GACTGCTGT TGT GTCCAC-3 antisense

3.4.3. Primer fur B-Aktin

Primer fir cDNA:

3-Aktin (423 bp)

- 5- GAGCAA GAGAGGCAT CC-3 sense
-95-TGGTGG TGA AGCTGT AG -3 antisense

17



4. Methoden

4.1 Zdlkultur

In der vorliegenden Arbeit wurden 26 verschiedene humane Nierenkarzinomzelinien eingesatzt,
die von Gerharz et a. (1989, 1993, 1994, 1995, 1996) etabliert und charakterisert worden
waren. Von diesen Nierenkarzinomzdlinien gehorten 20 zum klarzdligen Typ, 4 zum
chromaophilzdligen und 2 zum chromophobzdligen Typ (Tabelle 1). Dartiber hinaus wurden 3
verschiedene Klone (GRU-1A, GRU-1B, GRU-1C) der humanen epithedoidzdligen
Sakomzdlinie GRU-1 untersucht, deren Etablierung und Charakteriserung von Engers et d.
(1994) beschrieben wurde.

Tabelle 1: Auflisung der 26 Nierenkarzinomzdlinien.

klarzdlig: clearCa-1 clearCa-3 clearCa-5
clearCa-9 clearCa-10 clearCa-12
clearCa-14 clearCa-16 clearCa-19
clearCa-21 clearCa- 27 clearCa-28
clearCa-29 clearCa-31 clearCa-32
clearCa-33 clearCa-35 clearCa-36
clearCa-39 clearCa-43

chromophilzdlig: chromphi-1 chromphi-2 chromphi-3
chromphi-4

chromophobzdlig: chrompho-A chrompho-B

Alle Zdlinienwurden in 75 cn? Kulturflaschen auf eéine Anzahl von ca. 3-5 Mio. Zdlen expandiert
und danach der DNA- und RNA-Aufarbeitung zugeftihrt. Die Zdlen wurden in Dulbeccos
modified eagle medium (DMEM) be 37°C und ener CO,-Konzentration von 5% kultiviert,
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wel ches zweima wochentlich gewechselt wurde. Dem Medium wurden 10% fotales K& berserum
(FCS), die Antibiotika Penicillin und Streptomycin sowie die Aminosaure Glutamin zugesetzt.
Konnte die Aufarbeitung von DNA und RNA nicht sofort erfolgen, so wurden die Zdleninenem
50 ml Facon Reagenzréhrchen bis zur Aufarbeitung bel -80°C gelagert.

4.2. DNA-RNA-Doppéel extr aktion

Zur DNA/RNA-Doppelextraktion wurde die Prgparation nach Chirgwin et d., 1979,
durchgefiihrt. Nach der Lyse der Zelen wurden RNA und DNA zundchst mittels
Dichtegradientenzentrifugation getrennt und anschlieffend  getrennt  voneinander  welter
aufgearbeitet.

Dies bedeutete, dal3 den im Falconréhrchen eingefrorenen ca. 3-5 Mio. Zdlen zunéchgt 6,3 ml
Lysspuffer hinzupipettiert wurde. Daraufhin erfolgte eine sorgféltige Mischung, damit das Pellet
vollkommen und schnell aufgd st wurde und das im Lysspuffer enthatene Guanidinisothiocyanat
vorhandene RNAsen inaktivieren konnte. Der Zdlyse folgte die Vorbereitung zur
Dichtegradientenzentrifugation. Hierflr wurden 3 g Casumchlorid hinzugegeben und der Ansatz
solange gut gemischt (Vortex), bis das Casumchlorid vollsténdig aufge 6t war. Zur Inaktivierung
von RNAsen wurde das Césumchlorid vor Gebrauch fir 4 h auf 180°C erhitzt und danach bel -
20°C gelagert. Der Ansatz wurde bel 3500 bis 4000 U/min be Raumtemperatur kurz in einer
Beckman Megafuge zentrifugiert. Danach wurde das Gemisch Uber 3,6 ml des vorbereiteten
Dichtegradienten geschichtet, welcher zuvor in en Polyalomer-Ultrazentrifugenréhrchen
eingegeben wurde. Die Ultrazentrifugenrdhrchen wurden vorher fur 2 h in DEPC-Wasser
getaucht und anschliefend fir 1 h bel 121°C inkubiert, um vorhandene RNAsen zu inaktivieren.
Be der Casumchlorid- Dichtegradientenzentrifugation wurden die Proben nach Audarierung in
den Rotor der Ultrazentrifuge (Beckman Ultrazentrifuge Rotor SW 41) eingesetzt und die
Ultrazentrifugation mit einer Geschwindigkeit von 35000 U/min ba 25°C fir 18-20 h
durchgefiirt.
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Aufgrund der geringen Schwebedichte befanden sich in der obersten Schicht Lysispuffer und
DNA, weche mit ener Einwegpipette abgesaugt und in ein neues Falconréhrchen gegeben
wurden. Das sch noch im unteren Antell des Ultrazentrifugenréhrchens in Lésung befindliche
Céasumchlorid wurde danach dekantiert. Anschlief3end wurde das Rohrchen mit dem am Boden
haftenden RNA-Pdllet zur Trocknung kopfliber auf eine reine Papierunterlage gestdlt.

4.2.1. RNA-Aufarbetung

Bel der sehr degradationsempfindlichen RNA muld darauf geschtet werden, dal3 Se direkt
aufgearbeitet wird. Weterhin mul3 ene grofe Aufmerksamkeit auf die RNAse-Freihet der
Reagenzien gelegt werden.

Zur Aufarbeitung der RNA wurden 300 pl RNA-Aufnahmepuffer in das Ultrazentrifugenrdhrchen
pipettiet und das Pellet vorschtig unter weitgehender Vermedung von Schaumbildung
resuspendiert. Die Lésung wurde dann in ein frisches ,,Eppendorf-Tube® Uberflhrt. Dieser
Vorgang wurde nochmas mit 100 pl RNA-Aufnahmepuffer wiederholt, um auch die beim ergen
Ma nicht resuspendierte RNA zu gewinnen. Nun wurden 500 (I Chloroform-Butanol (4:1) zur
RNA-LGsung in das ,, Eppendorf-Tube® hinzupipettiert und dieser Ansatz fur 10 min in ener
Sepatech Biofuge 13 R be 13000 U/min zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde
abpipettiert und in ein neues,, Eppendorf- Tube" Gberfihrt.

Esfolgte die Fallung der RNA, bei welcher 40 pl 3 M Natriumacetatl dsung und 1 ml 100%-iges
elsgekuihltes Ethanol zu den 400 pl RNA im RNA-Aufnahmepuffer pipettiert wurden. Der Ansatz
wurde nach kurzem Mischen fir 810 h beal -20°C gelagert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde der
Ansatz fir 30 min bei 13000 U/min und 4°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
dekantiert und das sedimentiete RNA-Pdlet in zwel Waschschritten mit jewells 500
eisgekiinitem 70%-igem Ethanol be 4000 U/min, 4 °C, firr 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das RNA-Pdlet getrocknet, indem das ,, Eppendorf-Tube* kopflber auf
einem aufsaugbaren Tuch stand. Schliefdich wurde das Pdllet in 50 pul DEPC-Wasser vorsichtig
resuspendiert.



4.2.2. Photometrische K onzentr ationshestimmung der RNA

Die RNA-Konzentration wurde in einem Spekiraphotometer der Firma Beckman gemessen.
Daba wurde zuerst der Blank-Wert (Leerwert) gemessen, indem die Quarzkivette mit 500 pl
DEPC-Wasser gefilllt wurde. Danach wurden 495 I DEPC-Wasser 5 pl der jeweiligen RNA-
Probe hinzugefiigt und die RNA-Konzentration des Gemisches photometrisch bestimmt. Neben
der errechneten RNA-Konzentration wurde auch die Reinheit der RNA tberprift. Dazu dient der
as Renhdtdfaktor benannte Quotient aus Absorption bel 260 nm/Absorption be 280 nm
(Absxso/Absyg). Dieser sollte mindestens 1,7- 2 betragen.

Unreine Proben (Quotient Abse/Absgy < 1,7) wurden erneut mit der DNA-RNA-
Doppelextraktion aufgearbeitet.

4.2.3. Formamid/For maldenyd RNA-Gelelektr ophor ese

Die Nukleinsduren- Geldektrophorese fiihrt zu einer Trennung von Nukleinsduren im eektrischen
Feld aufgrund ihrer unterschiedlichen Ladungen und Strukturen.

Der Erfolg der RNA-Aufarbeitung wurde optisch anhand der RNA-Gel e ektrophorese Gberpriift.
Dabel wurde die denaturierte RNA in enem Formamid/Formaldehyd-Milieu eektrophoretisch
getrennt und mittels Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht. Als Laufpuffer wurde dabel 1 x
MOPS-Puffer verwendet.

Hierzu wurde ein 2%-iges Agarosegel eingesetzt, 0,96 g Agarose wurden mit 57,6 ml DEPC-
Wassr in der Mikrowdle so lange erhitzt, bis eine klare Ldsung vorlag. Diese Losung wurde
dann zur Abkiihlung in ein 60°C vorgeheiztes Wasserbad gestellt. Dabel wurden noch 8 ml 10 x
MOPS-Puffer und 144 ml Formadehyd hinzugefigt. Aufgrund der Toxizité des flichtigen
Formadehyds erfolgte dies unter einer Abzugshaube. Nach 10 min wurde die Losung dem
Wasserbad entnommen und in eine vorbereitete horizontale Elektrophoresekammer gegossen.
Waéhrend das Agarosegel polymerisierte, wurden die aufzutragenden Proben vorbereitet. Dabel
wurden einer RNA-Probe (4,5 pl) 10 pl Formamid, 2 pl 20 x MOPS und 3,5 pl Formaldehyd
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hinzugeflgt. Das Formamid dient der Siedepunkterniedrigung, das Formadehyd fihrt zu der fir
die el ektrophoretische Tremung notwendigen Denaturierung.

Der Ansatz wurde fur 10 min bei 55°C inkubiert und anschliefend fur 5 min auf Eis abgekiihlt.
Nach Zugabe von 2 ul Probenpuffer wurden die Proben in die jeweligen Geltaschen pipettiert
und die eektrophoretische Auftrennung fr 4 h bet 50 V und 150 mA durchgefiihrt. Anschliel3end
wurde das Gd fur 10 min in Ethidiumbromid (0,5 pg/ml in 1 x TBE) gefébt und mit UV-Licht
(254 nm) bestrahlt, um bei intakter RNA die beiden Banden von 18 Sund 28 S zu sehen.

4.2.4. DNA-Aufarbeitung

Be der Aufarbeitung der im Lysspuffer gedsten DNA mulde nun diese zuerst in mehreren
Renigungsschritten von anderen noch in Loésung befindlichen Ze lbestandteilen getrennt werden.
Hierzu wurde das Lysspuffer-DNA-Gemisch mit a bidest. 1:2 verdinnt. Anschlief3end folgte
ene wetere Verdinnung (1:2) dieser Lésung durch Zugabe von Chloroform-Phenol. Nach
kurzem Mischen wurde der Ansatz fir 10 min bei 4000 U/min zentrifugiert. Die obere Phase
wurde abpipettiert, Chloroform-Phenol hinzugefiigt und diese Losung erneut zentrifugiert. Der
gleiche Vorgang wurde anschliel¥end zweimd mit Chloroform-1soamylakohol (24:1) wiederholt.
Nachdem auch hiernach die obere Phase mit der in ihr enthatenen DNA abpipettiert und in en
neues Fa conréhrchen Gberfhrt worden war, wurden langsam 40 ml eisgekihites Ethanol (100%)
hinzugegeben. Nach zweifachem Drehen des Falconréhrchens um die Langsachse wurde die nun
kndudformige DNA mit einer mittels Bunsenbrenner zum Haken geformten Pagteurpipette
herausgefischt. Es folgten zwe Waschschritte mit 500 il eisgekihltem 70%-igem Ethanol. Nach
Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes wurde das jeweilige DNA-Pdlet solange bei
Raumtemperatur stehen lassen, bis das Ethanol verdunstet war. Danach wurde die DNA in a
bidest. aufgdost und die DNA-Konzentration andog zur RNA-Konzentration im
Spektralphotometer bestimmt (sehe 4.2.2). Die DNA wurde dann im Kuhlschrank bei 4°C
gelagert.

Abweichend von oben beschriebenem Verfahren wurde zur Aufarbeitung der DNA aus dem
Primétumor der Zdlinie dearCa32 nach dem Protokoll von Herman & Frischauf (1987)



verfahren. Zuvor wurde die DNA aus formdinfixierten, paraffineingebetteten Tumorgewebe
mittels eines QI Amp Tissue Kits (Qiagen) gemd3 Hergtellerangaben extrahiert.

4.3. Reverse Transkription

Die genomische DNA besent aus einem nicht kodierenden Antell (Introns) und enem
kodierenden Anteill (Exons). Die cDNA-Sequenz eines Gens enthdt zwar auch die gesamte
kodierende Sequenz dieses Gens, ist aber aufgrund fehlender Introns um ein Vielfacheskleiner ds
die genomische Sequenz. Die cDNA entstent dadurch, dal3 ene mRNA mittes des Enzyms
reverse Transkriptase (RT) in en der mRNA komplementdres DNA-Stlick umgeschrieben wird.
Die mRNA entgteht durch primére Transkription der genomischen DNA in pr&mRNA und
anschliefRendes Spleiffen (Ausschneiden der Introns). Obwohl auch die Tag-Polymerase eine
gewise reverse Transkriptasesktivitét bestzt (Tse & Forget, 1990) und ene ihr verwandte
DNA-Polymerase in den anschliel¥enden PC-Reaktionen verwendet wird, ist zur Erlangung einer
hohen Ausbeute an cDNA en spezifisches RT-Enzym nétig.

Aul%er der RNA und der RT wurden zur Durchfiihrung der RT-Resktion ein oligo(dT)Primer
aengesetzt, um mMRNA-gpezifische cDNA zu gewinnen, dNTPs ds Baugene der neu
entstehenden Nukleinsduren, ein RNAse-Block zur Inaktivierung von RNAsen und schligldich en
gedgnetes Puffersysem. Fir die reverse Transkriptase-Resktion wurde ein RT-PCR-Kit
(Stratagene, La Jolla CA., USA) benutzt. Die RT-Reaktion und ale PC-Resktionen wurden in
enem Mini Thermocycler (MJ Research) durchgefiihrt. Dazu wurden 2 pg RNA ener jeden
Zdlinie mit DEPC-Wassr auf ein Volumen von 37 pl in enem ,Eppendorf-Tube’ erganzt.
Danach wurden 3 pl oligo(dt)Primer (100 ng/ul) hinzugefiigt und der Ansatz vorsichtig gemischt.
Das Gemisch wurde fur 5 min bel 65°C inkubiert und anschlief3end langsam innerhab von 10 min
auf Raumtemperatur abgekihlt, damit die oligo(dt)Primer an die RNA binden konnten.
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Danach wurden folgende Reagenzien nacheinander hinzugeflgt:

- 5l 10 x firg strand buffer

- 1wl RNAse Block (40 U/ul)

- 2l 200 MM dNTP-Mix (25 mM jedes dNTP)
- 1l RT (20 Ujul)

Als Negativkontrolle wurde zum Ausschlufl3 ener Kontamination a bidest. andtatt der RNA
engesetzt.

Nach vorsichtigem Mischen wurde die RT-Resktion fur 1 h bel 37°C durchgefuihrt. Anschliel3end
folgte ein 5mindtiges Erhitzen auf 90°C, um die RT zu inaktivieren. Die 0 generierte cDNA
wurde entweder kurzfristig be 4°C aufbewahrt oder fir einen langeren Zetraum be -20°C

oelagert.

4.4. Polymer asekettenr eaktion (PCR)

Die Amplifikation der cDNA erfolgte mit Hilfe der PCR. Mit diessm Verfahren, welches 1983
von Mullis ersmas beschrieben wurde, lassen sch Nukleinsauren in einem Resktionsansatz
schndl und spezifisch vervidfatigen. Man bendtigt dafir aul?er der DNA ds Matrize dNTPs ds
Baugeine der zu synthetiserenden Nukleinsduren, eine DNA-Polymerase, spezifische
Oligonuklectide as Primer, welche den zu amplifizierenden Bereich flankieren, und schliefdich fir
die Reaktion ein geeignetes Puffersystem. Die PCR besteht aus drei Telschritten. Im ersten
Schritt, der Denaturierung, wird die DNA-Doppehdix in Einzdsrénge aufgetrennt, damit im
zweiten Schritt, dem sogenannten Annedling, die spezifischen Oligonukleotide an die Einze strange
binden konnen. Im dritten und letzten Schritt, der Elongetion, werden dann mittels der DNA-
Polymerase die DNA- Einzd strénge komplementé&r zu den vorliegenden Matrizen synthetisert.
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4.4.1. Uberprifung der RT durch PCR fiir R-Aktin

Zur Uberprifung des Erfolges der RT-Resktion wurde eine PCR des ubiquitér vorkommenden
Gens (5 Aktin durchgefuhrt. Der Ansatz fir eine Resktion bestand dabel aus einem Gesamtansatz
von 50 pl:

- 2 I der RT-Resktion

- 40 pl a bidest.

- 1l dNTP-Mix (Biometra)

- 5yl Prime Zyme Puffer

- 0,5 Wl 3 Primer (200 ng/pl)

- 0,5 Yl 5 Primer (200 ng/l)

- zuletzt 1 I DNA-Polymerase (2 U/ul)

Der Ansatz wurde in einem ,, Eppendorf-Tube® kurz gemischt. Danach wurde jeder Probe en
Tropfen Minerddl hinzugeftigt, damit beim nachfolgenden Erhitzen auf 95°C keine Hissgkeit

verdampfte. Die folgenden Schritte wurden 30 x wiederholt:
1. Denaturierung 1min 94°C
2. Anneding 1mn 50°C

3. Elongation 1min 72°C

Nach Beendigung der PCR wurden 10 pl der unter der Olschicht gelegenen Probe mit 2 pl
Probenpuffer in einer Agarosegel dektrophorese aufgetrennt.

4.4.2. PCR von nm23-H1 und nm23-H?2

Zur spezifischen Amplifikation von nm23-H1 und nm23-H2 wurden PCR mit Gen-spezifischen
Primern durchgefihrt.



Ein Reaktionsansatz enthidt:

- 2 Ul der RT-Reaktion

- 10 I Prime Zyme Puffer (Biometra)

- 0,8 pl 100 MM dNTP-Mix (Stratagene-Kit)

- 0,8 il des exongpezifischen 5 Primers (200 ng/pl)
- 0,8 I des exonspezifischen 3 Primers (200 ng/ul)

Mit a bidest. wurde der Resktionsansaiz auf ein Endvolumen von 99,5 pl ergénzt. Danach folgte
die Denaturierung der cDNA durch 5-mintitiges Erhitzen auf 94°C sowie das primére ,, Anneding*
fur 5 min auf 54°C. Die Proben wurden in einer Sepatech Biofuge 13 R zentrifugiert (10 sec,
4000 U/min), 0,5 pl DNA Polymerase (2 U/ul) hinzugeftigt und wieder zentrifugiert (10 sec, 4000
U/min). Jeder Ansatz wurde mit eéinem Oltropfen as Verdampfungsschutz tiberschichtet.

Diese auch ds ,hot start” benannte Methode, in welcher erst nach primérer Denaturierung und
anchlielfendem ,Anneding® die DNA-Polymerase hinzugefigt wird, bewirkt eine Starke
Erhohung der Spezifitdt und Sensivitét der PCR (Chou et d., 1992). Dies basiert darauf, dal? nur
korrekt gepaarte Oligonukleotide verlangert werden, indem eine unspezifische Elongeation vor der
temperaturgesteuerten Elongation am Ende des ersten Zyklus der PCR verhindert wird.

Das nm23-H1-Gen wurde mit vier verschiedenen Primerpaaren amplifiziert. Dabel diente cDNA
as Matrize fur die PCR mit den Primerpaaren nm23-H1, -H1-1 und -H1-11, genomische DNA
asMatrize fur die PCR mit dem Primerpaar nm23- Ex2.

Mit dem Primerpaar nm23-H1 wurde der gesamte kodierende Antell des Gens nm23-H1
amplifiziert. Die Primerpaare nm23-H1-1 und nm23-H1-11 wurden zur Amplifikation des
gesamten kodierenden Anteils von nm23-H1 in zwel Fragmenten eingesetzt, wobel nm23-H1-1
den 5'-Antell (276 bp) des kodierenden Bereiches und nm23-H1-11 den 3'-Antell (268 bp) des
kodierenden Bereiches amplifizierte. Die Primerpaare nm23-H1-1 und nm23-H1-1l wurden zur
Gewinnung von 2 dch Uberlgppenden Fragmenten des nm23-H1-Gens gebraucht, damit die
Ergebnisse der nachfolgenden Sequenzierungsresktion eindeutig auswertbar waren.
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Mit dem Primerpaar nm23-Ex2 wurde das gesamte Exon 2 von nm23-H1 amplifiziert. Wieim
Ergebnigel unter 5.3.1. dargestdlt, war in einer Nierenkarzinomzdlinie (clearCa-32) ene in
Exon-2 lokdigerte mutmaldiche Punktmutation von nm23 detektiert worden, so dal3 zur
Veifizierung diessr Mutation m Primé&rtumor eine spezifische PCR fur das Exont2 von nm23
durchgefhrt wurde.

Fur die nachfolgenden PCR zur Amplifikation der verschieden langen Fragmente von nm23-H1
wurden folgende Bedingungen gewéhlt:

nm23-H1: Denaturierung 1 min, 94°C; Anneding 1 min, 56°C; Elongation 1,5 min, 72°C
nM23-H1-1 : Denaturierung 1 min, 94°C; Anneding 1 min, 53°C; Elongation 1 min, 72°C
nM23-H1-11: Denaturierung 1 min, 94°C; Anneding 1 min, 54°C; Elongation 1 min, 72°C
nm23-Ex2: Denaturierung 1 min, 94°C; Annedling 1 min, 53°C; Elongation 1 min, 72°C

Nach 33 Zyklen erfolgte eine terminae Elongation fir 10 min bel 72°C, damit ale PCR-Produkte
die vollstdndige Produktldnge erreichten.

Fur nm23-H2 wurden bel der priméren Amplifikation folgende Bedingungen gewahit:

nMm23-H2: Denaturierung 1 min, 94°C; Annedling 1 min, 52°C; Elongation 1,5 min, 72°C

Nach Ablauf von 25 Zyklen folgte eine 10-minitige Inkubetion be 72°C zur terminden
Elongation. Danach wurde eine sogenannte nested-PCR durchgefiihrt (Ohara et d., 1989). Als
Ausgangsmatrize dient bei dieser Methode das bel der ersten PCR amplifizierte Genprodukt.
Dabe wird durch den Einsatz mindestens eines neuen intern gelegenen Primers erreicht, dal3 nur
spezifische Produkte der ersten PCR as Subgtrat fur die zweite PCR dienen kdnnen. Weiterhin
wird eine Erhthung des Anteils an gewtinschtem spezifischen Produkt erreicht, was in unserem
Fall der Grund der Anwendung dieser Technik war.

Zur Durchfihrung der nested-PCR fur nm23-H2 wurde das in der primaren PCR fir nm23-H2
erhdtene Produkt 1:1000 mit a bidest. verdinnt. Davon wurde dann 1 pl dem Ublichen
Reaktionsansatz hinzugefligt. Fur die anschliefRende nested-PCR mit dem in 3.4.2. genannten
spezifischen Primerpaar wurden folgende Resktionszeiten bzw. -temperaturen gewahlt:
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Denaturierung 1 min, 94°C; Annediing 1 min, 58°C; Elongation 1,5 min, 72°C

Es wurden 30 Zyklen durchlaufen und abschlief?end eine 10-mindtige terminade Elongation
durchgefiihrt. Weiterhin wurde zur Optimierung des PCR-Ergebnisses im Gegensaiz zu dlen
anderen PCR in der nested-PCR die Magnesiumkonzentration des Puffers verandert, die ebenso
wie die Ubrigen im Puffersystemn enthdtenen lonen (Kdium, Natrium, Chlorid) die katdytische
Aktivitét der DNA-Polymerase beanflurd (Saiki, 1989, Williams, 1989). Hierzu wurde aus dem
im DNA-Polymerase-Kit befindlichen magnesumfreien Puffer mittels Magnesumlésung ein Puffer
mit 1 mM MgCl, hergestdlt.

In alen PCR konnten Kontaminationen mit Fremd-DNA vermieden werden. Hierzu wurde neben
der raumlichen Trennung der PCR \on anderen Reaktionen (Cimino et a., 1990, Nienhaus &
Gehrmann, 1991) ein Aliquotieren der Reagenzien vorgenommen, sowie bel dlen PCR-
Versuchsreihen jewalls eine Negativkontrolle mitgeftinrt. Diese enthielt dle Reagenzien aul3er der
zu verfidfdtigenden DNA, an deren Stdle a. bidest. hinzugeftigt wurde.

4.4.3. Agar osegelelektr ophor ese

Der Erfolg der PCR wurde mit Hilfe der Agarosegeldektrophorese unter Verwendung eines 2%-
igen Agarosegels in 1 x TBE-Puffer Uberprift. Dazu wurden 8 pl PCR-Probe mit 2
Probenpuffer vermischt und anschlief3end in die Geltaschen pipettiert. Aul3erdem wurde auch
jedesma ein Langenstandard mitgeftinrt, um die Richtigkeit der Amplifikationsgrole aufzuzeigen.
Die optimae Auftrennung wurde bel 55 V, 150 mA und ener Laufzeit von ca 4 h erreicht. Nach
der geldektrophoretischen Auftrennung wurde das Gl fur 20 min in Ethidiumbromid (0,5 pg/ml in
1 x TBE) gefarbt, unter UV-Licht betrachtet und zur Dokumentation photografiert.
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4.5. Geextraktion von nm23-H?2

Die nach dektrophoretischer Trennung des priméren Amplifikationsprodukts von nm23-H2 in
Hohe des zu erwartenden spezifischen Produkts gelegene Bande wurden unter UV-Licht mit
einem Skapdl aus dem Agarosegel herausgeschnitten und mit enem Jetsorb- DNA- Extraktionskit
aufgearbeitet.

Mit diesem Kit werden die Agarose aufgel6st und die DNA an Glaspulver gebunden, welches in
der Jetsorb- Suspension enthdten ist. In mehreren Waschschritten werden die Agarose und das in
Puffer Al befindliche Nariumacetat vollténdig von der DNA getrennt, damit die
Sequenzierungsresktion nicht behindert wird (Gelfand, 1989, Gyllengtein, 1989). Danach liegt
schlieldich die DNA gebrauchdfertig fur die nachfolgende Sequenzierung vor.

Die herausgeschnittenen Gelfragmente wurden gewogen und dadurch die Menge des Puffers A1
(Gewicht der Gdfragmente in mg:Puffervolumen Al in pl = 1:3) und der im Kit enthdtenen
Suspension (Gewicht der Gefragmente in mg:.Jetsorb Suspenson = 10:1) errechnet. Nach
kurzem Mischen wurde der Ansatz fir 15 min bei 50°C inkubiert, wobel ale 3 min kurz gemischt
wurde, um eine Sedimentation der Jetsorb Suspension, welche die DNA durch das Glaspulver
bindet, zu verhindern. Der Uberstand wurde nach kurzem Zentrifugieren (30 sec bei 13000
U/min) in einer Sepatech Biofuge 13 R verworfen.

Daraufhin wurden das nun am Boden des ,, Eppendorf-Tubes* befindliche DNA-Pdllet mittels des
Puffers A1 resuspendiert, die Lésung wieder fir 30 sec be 13000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Dieser Schritt wurde danach noch zweima mit dem im Kit befindlichen
zweiten Puffer, Puffer A2, durchgefirt.

Das ,, Eppendorf-Tube* mit dem am Boden befindlichen Pdlet wurde nun kopfiber auf en
sauberes Pepier gelegt und 30 min lang bel Raumtemperatur zum Trocknen stehen lassen. Nahm
das Pdlet eine weildiche Farbe an, war es vollkommen trocken und konnte in 20 pl TE-Puffer
resuspendiert und anschlief¥end fir 5 min auf 50°C erhitzt werden, damit eine Trennung von der
Jetsorb Suspension erfolgte. Der die DNA enthatende Uberstand wurde nun in ein neues
» Eppendorf-Tube pipettiert und war ds Template fur die Sequenzierung geeignet.
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4.6. Aufbereitung der PCR-Produkte zur Sequenzierung

Die an der Hussigkeitsoberfléche gelegene dlige Phase der PCR-Produkte wurde so weit ads
moglich mit einer Pipette aufgenommen und verworfen. Um das gesamte Ol griindlich zu
entfernen, wurde jeder Probe 200 ul Chloroform:Isoamylakohol (24:1) hinzugeftgt, die Proben
anschliel¥end vorgchtig geschiittelt und 10 min bel 13000 U/min zentrifugiert. Die danach sich
oben befindliche wéssrige Phase, die das PCR-Produkt enthidlt, wurde abpipettiert und in ein
neues Eppendorf-Tube Ubertragen.

Waeterhin wurden die Proben von den noch nach der PCR vorhandenen niedermolekularen
Substanzen wie Nukleotiden und Primern durch Reinigung mittels Gelchromatographie in
Sephacryl S 300 HR-Saulen (Pharmacia) getrennt. Dabel wurden die PCR-Produkte in die HR-
Saulen pipettiert und diese in ,, Eppendorf-Tubes® hineingetdIt. Nach zwaimintitiger Zentrifugetion
passierten die PCR-Produkte vollstandig das in den HR-Saulen befindliche Gd. Die nun am
Boden der ,,Eppendorf-Tubes® befindlichen PCR-Produkte dienten als Ausgangsmetrize der
Sequenzierungsresktion.

4.7. Sequenzierung

Die automatische Sequenzierung efolgte mit Hilfe eines 310 DNA Sequencer (Applied
Biosystems) nach der Didesoxymethode (Sanger et d., 1977). Zuers wurden die DNA-
Konzentrationen der Proben mittels Photometer bestimmt (Sehe 4.2.2.), damit im néchsten
Schritt die fUr die Sequenzierungsreaktion bendtigten 60 ng der Proben-cDNA titriert werden
konnten. Weiterhin wurde die Konzentration des fir die Sequenzierung benétigten Gen
spezifischen Primers auf 5 pM/ul titriert und 1 pl davon in den Ansatz pipettiert. Zu Template und
Primer kamen noch 4 pl eines d-Rhod- Terminator Ready Reaction Mixes hinzu, und anschlielend
wurde das Volumen mit a bidest. auf 20 pl aufgeftllt. Der d-Rhod-Terminator Reaction Mix der
Firma Perkin Elmer Applied Biosystems enthidlt dle fir die Kettenabbruchmethode notwendigen
Reagenzien, so dal3 die Sequenzierungsresktion beginnen konnte.



Grundsétzlich lagert sich nach erfolgter Hybridiserung des jewelligen Primers an das ds Matrize
dienende PCR-Produkt das jeweilige dNTP in der Extensonsphase der Matrize an. Nach
Bindung enes fluorezenzmarkierten ddNTPs, welches mit dem nicht markieten dNTP
konkurriert, wird das weitere Kettenwachstum durch das fehlende 3-Hydroxylende des ddNTP
verhindert. Die 0 entstandenen Synthesefragmente unterschiedlicher Lange, welche durch ein
bestimmtes fluoreszierendes ddNTP markiert sind, kénnen dann dadurch identifiziert werden, dal3
g€, nach Trennung der verschieden langen Synthessfragmente in einem Polymer und Anregung
durch enen Laser, Licht ener bestimmten Wdlenldnge emittieren. Dies kann dann durch den
Ausdruck farbiger Diagramme veranschaulicht werden. Vortell dieser Methode gegentiber der
urspringlichen von Sanger e a. (1977) beschriebenen Methode ist der Verzicht auf den
Gebrauch eines radioaktiven Stoffes zur Kennzeichnung der eingebauten ddNTPs. Ein weliterer
Vortel ist, dal3 das Polymer anstelle der friher notwendigen Geldektrophorese gebraucht werden
kann. Neben dem Zeitgewinn entstehen somit auch keine Sequenzierungsungenauigkeiten durch
Unterschiede in der eektrophoretischen Trennung zwischen den einzelnen Bahnen.

Die Sequenzierungsresktion wurde Uber 25 Zyklen unter folgenden Bedingungen in e@nem
Thermocycler durchgefihrt :

1. Denaturierung 30 sec 96°C
2. Anneding 15 sec 50°C
3. Elongation 4min 60°C

Nach dieser Resktion erfolgte die Falung der neu entstandenen Nukleotidketten, um die bel der
Sequenzierungsresktion nicht verbrauchten Primer und  fluoreszenzmarkierten ddNTPs zu
entfernen, da diese die nachfolgende Auswertung der Sequenzierung stdrend beeinflussen
wirden. Zur Durchfihrung der Fdlung wurden zuerst das Volumen mit a bidest. auf 100 pl
erganzt und anschlief?end 10 pl 3 M Natriumacetat, pH 5.2., und 250 pl 100%-iges Ethanol
hinzugefligt. Nach kurzem Vortexen wurden die Proben fur 30 min be 13000 U/min zentrifugiert
und die danach entstandenen Uberstande verworfen. Es folgten zwel Waschschritte mit 400 pl
70%-igem Ethanol, eine 5-minitige Zentrifugation bel 13000 U/min und en Verwerfen der
jeweiligen Uberstande. Nach einer 30-minittigen Lufttrocknung wurden die Proben mit 20 pl
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» Template Suppresson Reagent” (TSA) resuspendiert und zur Denaturierung fir 5 min auf 95°C
erhitzt, bevor die Proben der automatischen Sequenzierung zugefhrt wurden.

Die Sequenzierung efolgte sowohl vom 3'-Ende ds auch vom 5-Ende. Die beiden
Sequenzierungen wurden zuerst miteinander, danach mit dem Wildtyp verglichen.

Be Ungenauigkeiten oder Unklarheiten der Sequenzierungausdrucke wurde die

Sequenzierungsresktion nach Ausschiuf anderweitiger Fehlerquellen wiederholt.

4.8. Sequenzver gleich zwischen humanen und nicht humanen nm23-Genen

Das Antimetastaserungsgen nm23 kommt nicht nur beam Menschen, sondern auch in anderen
Organismen vor (Rosengard et d., 1989, Munoz-Dorado et d., 1990, Wallet et al., 1990, Lakso
et a., 1992, Ishikawa et al., 1992). Sowoh Sdugetiere wie Maus und Ratte, as auch Insekten
(Drosophila melanogaster) und Pflanzen (Erbse, Flaveria bidentis) tragen das nm23-Geninihrem
Genom. Aus der internationalen Genbank (www.tigr.org) des Genomingtitutes TIGR in Rockville
(USA) wurden die genauen Sequenzen der nm23 Gene der verschiedenen Organismen
entnommen und konnten somit hingchtlich ihrer Basensaquenz untereinander verglichen werden.
Dabel wurden nur die kodierenden Genabschnitte der entsprechenden DNAs miteinander
verglichen.
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5. Ergebnisse

5.1. Gewinnung der cDNA und Nachweis der Expression von R-Aktin mittels PCR

Nachdem die RNA aufgearbeitet worden war, wurde in einer Formamid/Formadehyd RNA-
Geddektrophorese deren Intektheit Uberprift. Mittels einer RT-Resktion wurde danach die
MRNA in cDNA umgeschrieben. Der Erfolg dieser Versuchsschritte konnte in der nachfolgend
durchgefiihrten PCR fir 3-Aktin nachgewiesen werden (Abbildung 1). Da dies in dlen zu
untersuchenden Zdlinien gdang, waren die jeweligen cDNA-Proben fir die PCR der
spezifischen Genabschnitte von nm23 gegignet.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Abbildung 1: Représentative PCR fur [3-Aktin
Spur 1. Negativkontrolle, Spur 2: KB-Leiter, Spur 3-12: [ Aktin-gpezifische
PCR-Produkte von 423 bp in Proben aus 10 verschiedenen humanen

Nierenkarzinomzdlinien



5.2. PCR fir nm23-H1 und nm23-H?2

5.2.1. PCR zur Amplifikation von nm23-H1

Nach RT-Resktion und Nachweis der 3-Aktinexpresson is es in dlen 29 Zdlinien (26
Nierenkarzinomzdlinien, 3 epithdoide Sarkomzdlinien) geungen, nm23-H1 mittels PCR
nachzuweisen. Entsprechend dem verwendeten Primerpaar (3.4.1) betrug die Lange der
amplifizierten Produkte 702 bp. In Abbildung 2 sind exemplarisch die PCR-Produkte von 10
Zdlinien in der Agarosegeleekirophorese zu sehen. Unspezifische Produkte waren nicht
nachweisbar.
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Abbildung 2. Représentative PCR fur nm23-H1
Spur 1. Negativkontrolle, Spur 2: KB-Leiter, Spur 3-10: nm23-H1-spezifische
PCR-Produkte von 702 bp in Proben aus 10 verschiedenen humanen

Tumorzdlinien



Aufgrund der Lange des amplifizieten PCR-Produktes von 702 bp war das
Sequenzierungsergebnis in den letzten vom Sequenzierungsgeré zu lesenden Basen einige Mde
nicht auswertbar, so dal? in diesen Fdlen auch eine Amplifikation von nm23-H1 in zwe kleineren,
gch aer zum Tell Uberlgppenden Abschnitten durchgefiihrt wurde. Dabel wurden die in
Abschnitt 3.4.1. aufgefiihrten Primer eingesetzt, mit denen 276 (5'-Anteil) bzw. 268 bp (3'-
Antel) grol¥e Tale des Gens amplifiziert wurden. Im Gegensatz zu den zuvor nicht auswertbaren
Sequenzierungsabschnitten waren die Sequenzierungsergebnisse dieser beiden Genfragmente
jedesmd eindeutig.

Abbildung 3 zdgt exemplaisch anm Besid da Zdline deaCa28 die
Agarosegeelektrophorese der mit den 3 verschiedenen Primerpaaren amplifizierten PCR-
Produkte von nm23-H1.

Abbildung 3: PCR fir nm23-H1 mit 3 unterschiedlichen Primerpaaren
Spur 1. Negativkontrolle, Spur 2: KB-Leiter, Spur 35. nm23-H1-spezifische
PCR-Produkte von 702 bp (3), 276 bp (4) und 268bp (5).



5.2.2. PCR zur Amplifikation von nm23-H2

Eine Expresson von nm23-H2 konnte in alen 29 untersuchten Zdlinien mittds PCR
nachgewiesen werden. Dabel lieferte jedoch das in der Verdffentlichung von Leone et d. (1993)
angegebene und von uns deshdb zuerst engesetzte Primerpaar  trotz  diverser
Optimierungsversuche kein spezifisches PCR-Produkt (Abbildung 4).

Dies lag am ehesten daran, dal? die von Leone et a. (1993) verwendeten sense- und antisense-
Primer grol¥e Unterschiede in ihrer Basenzusammensetzung aufwiesen. So betrug das Verhdtnis
der Basen Guanin und Cytosin zu Adenin und Thymin der sense-Primer 11:4, des anti-sense-
Primers hingegen 5:12. Da dieses Verhdtnis ganz erhebliche Auswirkungen auf die jewells
Primer-spezifischen optimalen PCR-Bedingungen hat, sollten bede Primer ene &hnliche
Zusammensetzung aufweisen. Aus diesem Grunde wurde in der vorliegenden Arbet en
Primerpaar ausgewahlt, dessen sense Primer ein Verhdtnis der Basen Guanin und Cytosin zu
Adenin und Thymin von 155 und dessen anti-sense Primer e@n Verhdtnis von 12:9 aufwies.
Aulerdem wurden beide Primer am jeweiligen 3'-Ende verléngert, um auch auf diese Weise die
Spezifitét zu erhdhen.

Mit Hilfe dieses Primerpaares ist es zwar gelungen, das Auftreten unspezifischer PCR-Produkte
zu vermeiden, jedoch reichten die Mengen der amplifizierten Produkte fir eine nachfolgende
Sequenzierung nicht aus. Um die Ausbeute der PCR-Produkte zu steigern, wurde daher eine
Doppel- oder nested-PCR durchgefiihrt. Dabel wurde das in 3.4.2. aufgefihrte Primerpaar
verwendet. Hierdurch konnte eine deutliche Erhdhung der Produktausbeute des amplifizierten
Abschnitts des nm23-H2 Gens erzidt werden (Abbildung 4).

Nachteil der nested-PCR ig die erhthte Gefahr einer Kontamination, da zum Pipettieren des
zweten PCR-Ansatzes das Resktionsgeféd3 nochmals gedffnet werden muf3. Durch die ba dlen
PC-Regktionen mitgefihrten Negativkontrollen konnten Kontaminationen ausgeschlossen
werden.

Das so erhdtene PCR-Produkt fur nm23-H2 war fir die Sequenzierungsresktion optima
gedignet. Da die Amplifikationdange mit 502 bp um ca. 200 bp geringer war ds ba nm23-H1,
waren auch die terminaen Sequenzabschnitte eindeutig beurteilbar.

Abbildung 4 zeigt die zum Erreichen des optimalen Sequenzierungsergebnisses notwendigen PCR
in der Agarosegelelektrophorese am Beispid der Zdlinie clearCa-35.
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Abbildung 4: PCR fir nm23-H2 mit verschiedenen Primern und PCR-Bedingungen am
Bagpid der humanen Nierenkarzinomzellinie dearCa- 35
Spur 1. Negativkontrolle, Spur 2: KB-Leiter, Spur 3: PCR-Produkt mit dem
Primerpaar von Leone et al. (1993), Spur 4: PCR-Produkt mit dem
modifizierten Primerpaar, Spur 5: PCR-Produkt der nested- PCR.
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5.3. Sequenzier ungen von nm23-H1 und nm23-H2

Sowohl fur nm23-H1 ds auch fir nm23-H2 wurde jewells der gesamte kodierende Genbereich
sequenziert. Die Sequenzierungen dler PCR-Produkte erfolgten sowohl vom 3'- ds auch vom
5-Ende. Bem Nachwes mutmalicher Mutationen sowie be  uneindeutigen

Sequenzierungsergebnissen wurden die Sequenzierungen wiederholt.

5.3.1. Sequenzierung von nm 23-H1

In dlen 29 untersuchten Zdlinien i eine vollsténdige Sequenzierung von nm23-H1 gelungen.
Daba lag in 28 Zdlinien die Wildtyp-Form von nm23-H1 vor. Lediglich in der humanen
Nierenkarzinomzdlinie clearCa-32 war eine Punktmutation nachweisbar, die im Austausch der
Base Guanin durch Adenin bestand (Abbildung 5). Diese Mutation betraf Kodon 15 und
verursachte eine Anderung in der Aminosiurensequenz von Asparaginsiure zu Asparagin
(Tabele 2).

Sowohl die RT-PCR ds auch die Sequenzierung von nm23-H1 wurden fur die Zdlinie dearCa
32 zweimd wiederholt, und in dlen Falen konnte diesdbe Mutation nachgewiesen werden. Als
Ausgangsmaterid in der Zdlkultur dienten dabel zwel verschiedene Passagen (32 und 36) der
Zdlinie dearCa 32.
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Abbildung 5: Nachweis ener Punktmutation von nm23-H1 in 2 Passagen der humanen
Nierenkarzinomzdlinien clearCa- 32

a) Ausschnitt aus der Wildtyp- Sequenz von nm23-H1 mit der Base Guanin an Postion 104.

b.) Ausschnitt der nm23-H1-Sequenz in clearCa-32 (Passage-Nr.32) mit der Base Adenin an
Position 113.

c.) Ausschnitt der nm23-H1-Sequenz in clearCa 32 (Passage-Nr.36) mit der Base Adenin an
Position 99.
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Kodon-Nr.: 5'- 13 14 15 16 17 -3

Wildtyp: 5-  AAA CCA GAT GGG GTC -3
5'- Lysn Pralin Asparaginsiure  Glyan vdin -3
clearCa-32: 5'- AAA CCA AAT GGG GIC -3
5- Lysn Prolin Asparagin Glyan vdin -3

Tabelle 2: Ausschnitt des Sequenzvergleichs zwischen Wildtyp nm23-H1 und mutiertem nm23-
H1in der Zdlinie clearCa-32.

Im Bereich des Kodons 15 und der benachbarten Kodons ist die Sequenz wie in Abbildung 5
vom 5-Ende aufgefiihrt. Unterhdb der Sequenz jedes Kodons steht die dem Kodon
entsprechende Aminosaure. Die Mutation ist fettgedruckt.

Um herauszufinden, ob diese Mutation einen zwischen verschiedenen Spezies hoch konservierten
Bereich von nm23-H1 betrifft und daher eine funktionelle Relevanz besitzen kénnte, wurden die
nM23-H1-Sequenzen von Maus (Mus musculus), Ratte (Rattus norvegicus), der gemeinen
Stubenfliege (Drosophila melanogaster), Erbse (Pisum sativum) und der Pflanze Flaveria bidentis
miteinander verglichen (Tabelle 3). Daba zeigte Sch, dald die Sequenz GAT in dlen von uns
verglichenen Spezies an diesr Stele des nm23-Gens vorkommt, so dald hier en hoch

konservierter Abschnitt des nm23-Gens vorliegt.

Kodor-Nr.: 5- 14 15 16 -3
clearCa 32 5- CCA AAT GGG -3
Wiltyp-Mensch 5- CCA GAT GGG -3
Ratte 5'- CCT GAT GGG -3
Maus 5'- CCT GAT GGG -3
Stubenfliege 5- CcCC GAT GGC -3
Erbse 5- CCT GAT GGT -3
Fl. bidentis 5'- CCC GAT GGC -3

Tabelle 3. Ausschnitt des Sequenzvergleichs zwischen Wildtyp nm23-H1, mutiertem nm23-H1
in der Zdlinie dearCa-32 sowie Wildtyp-nm23 von Raite, Maus, Stubenfliege, Erbse und der

Pflanze Haveria bidentis.



Die Sequenz i vom 5'-Ende aufgeftihrt und zeigt Kodon 14-16.

Um zu untersuchen, ob es sich bel der gefundenen nm23-H1-Mutation moglicherweise um en
Zdlkulturartefakt handelt, wurden die genomische DNA aus der Passagennummer 1 der Zdlinie
clearCa-32 gewonnen und anschliel?end PCR und Sequenzierung fir nm23-H1 durchgeftirt.
Eine Veranderung der Sequenz fir nm23-H1 gegeniiber der Wildtypsegquenz wurde hier jedoch
nicht mehr beobachtet.

Zur Begtétigung dieses Befundes wurde auch aus dem Primértumor genomische DNA gewonnen
(dehe 4.2.4.). Aus der DNA wurde mittels neuer Primer (Sehe 3.4.1.) das Exon, in welchem die
nm23-H1-Mutation der beiden hohen Zdlpassagen der Zdllinie cdlearCa 32 lag, zuerst amplifiziert
und dann sequenziert. Auch in diesem Fal konnte die nm23-H1-Mutation nicht nachgewiesen
werden. Somit ist die in den hohen Passagen der Zdllinie clearCa 32 beobachtete Punktmutation
von Nnm23-H1 as ein Zdlkulturartefakt zu werten.

5.3.2. Sequenzier ung von nm23-H?2

In dlen 29 untersuchten Zdlinien it es gelungen ene vollstdndige Sequenzierung des nm23-H2-
Gens durchzuftihren. Wahrend in 28 dieser Zdlinien die Wildtyp-Form von nm23-H2 vorlag,
waren in der Zdlinie cdlearCa-1 zwel Basenaustausche vorhanden. Diese betrafen Kodon 58 und
Kodon 108 (Abbildung 6 und 7), hatten jedoch keinen Einfluld auf die Aminosduresequenz
(Tebdle 4 und 5). Da somit ene funktiondle Reevanz dieser beiden Punktmutationen
ausgeschlossen werden kann, wurde auf eine Aufarbeltung und Andyse des Primé&rtumors
verzichtet. Somit ist zur Zat unklar, ob es sch um echte, auch im Primértumor vorhandene, aber
sogenannte summe Mutationen oder um Zd lkulturartefakte handdlt.

Im Sequenzvergleich dieser Nukleotidsequenzen in verschiedenen Spezies zeigte sich fir beide
Kodons, dal3 sowohl der humane Wildtyp ds auch mutiertes nm23-H2 in der Zdllinie clearCa- 1
fur dieselbe Aminosaure kodieren wie in der Ratte, der Maus und der Stubenfliege, so dal3 auch

hier ein hoch konservierter Bereich des nm23-Gens vorliegt.
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Abbildung 6: Nachweis einer Punktmutation von nm23-H2 (Kodon 58) in der Zdllinie clearCa-

I

=

clearCa-1

1. Links: Sequenzausdruck des Wildtyps. Rechts: Sequenzausdruck von clearCa- 1.

Kodon Nr.: 3- 60
Wildtyp: 3-GAA
clearCa-1: 3-GAA

KodonNr.: 5- 56

Wildtyp: 5-AAA
5-Lysn

clearCar 1. 5-AAA
5'-Lysin

Tabelle 4: Ausschnitt des Sequenzvergleichs avischen Wildtyp nm23-H2 und mutiertem nm23-

59 58 57
TGG TCG GTC
TGG GCG GTC

57 58 59
GAC CGA CCA

Asparaginsure  Arginin Prolin
GAC CGC CCA
Asparaginsaure  Arginin Prolin

H2 in der Zdlinie dearCa-1 im Bereich des Kodons 58.

Oben: Dadelung der Sequenzen vom 3'-Ende zum 5-Ende. Unten: Darstdlung der
entsprechenden reversen und komplement&ren Sequenz (5'-Ende ® 3'-Ende). Die Muttion ist

fett gedruckt.

4?2

56 -5
7T -5
TIT -5
60 -3
TTC -3
Phenal -3
TTC -3
Phenal -3
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Abbildung 7: Nachweis einer Punktmutation von nm23-H2 (Kodon 108) in der Zdlinie clearCa
1. Links: Sequenzausdruck des Wildtyps. Rechts: Sequenzausdruck von clearCa- 1.

KodonNr.: 3-110 109 108 107 106 -%5
Wildtyp: 3 -AAT GCA GAA GIC CCC -5
clearCar 1. 3-AAT GCA AAA GTC CCC -5
Kodon Nr.: 5'- 106 107 108 109 110 -3
Wildtyp: 95 -GGG GAC TTC TGC ATT -3

5-Glycn Agpaaginsgure Phenyldanin Cystenlsoleucin-3'
clearCa-1: 5-GGG GAC TTT TGC ATT -3
5-Glycn Agpaaginsure Phenyldanin Cygeinisoleucin-3

Tabelle 5: Aussthnitt des Sequenzvergleichs zwischen Wildtyp nm23-H2 und mutiertem nm23-
H2 in der Zdlinie clearCa-1 im Bereich des Kodons 108.

Oben: Dagdlung der Sequenzen vom 3-Ende zum 5-Ende. Unten: Dardelung der
entsprechenden reversen und komplementéren Sequenz (5° ® 3'). Die Mutation ist fett gedruckt.



Da Basenaustausche ihre Ursache in einem Fehler der DNA-Polymerase haben kdnnen, wurde
nochmaig cDNA de Zdlinie dear-Ca-1 aufgearbeitet, sowie anschlief?end die PCR und
Sequenzierung durchgeftinrt. Da sich die Ergebnisse bestétigen lielen, kann ausgeschlossen
werden, dal3 die beiden beobachteten Basenaustausche in nm23-H2 der Zdlinie clearCar 1 auf
einem Fehler der DNA-Polymerase beruhen.

5.3.3. Zusammenfassung der Sequenzier ungser gebnisse

Insgesamt konnte zunéchst in einer von 26 Nierenkarzinomzd linien ene Punktmutation des nm23-
H1-Gens gefunden werden. Diese Mutation fuhrte zum Austausch der zwischen verschiedenen
Spezies hoch konservierten Aminosiure Asparaginséure durch Asparagin in Kodon 15. Da diese
Mutation jedoch nur in hohen Passagennummern, nicht aber in niedrigen Passagennummern bzw.
im Primartumor nachzuweisen war, handdlt es sch um einen Zdlkulturartefakt.

Fir nm23-H2 konnten in ener der 26 untersuchten Nierenkarzinomzdlinien zwe
Basenaustausche gefunden werden. Diese haben jedoch keine Auswirkungen auf die
Aminosduresequenz und besitzen somit keine funktiondlle Relevanz.

In den 3 verschiedenen Klonen der humanen epitheloidzdligen Sarkomzdlinie GRU-1 waren
weder fir nm23-H1 noch fir nm23-H2 Mutationen nachweisbar.



6. Diskussion

Nm23 wurde urspringlich ds ein Gen identifiziert, dessen Expresson invers mit dem
Metastas erungspotential muriner Meanomzellinien korrelierte (Steeg et ., 1988). Nachfolgend
wurde gezeigt, daR die Uberexpresson von nm23-H1 die Metastasierung humaner
Mammeakarzinomzdlen und muriner Mdanomzdlen um bis zu 90% inhibieren kann. Andysen zur
prognogtischen Relevanz der Expression von nm23-H1 und nm23-H2 fiihrten zu uneinheitlichen
und eher tumortypspezifischen Ergebnissen. So konnte am Beispid des Mammakarzinoms gezeigt
werden, dald die Expresson von nm23-H1 mit einer verlangerten Lebensdauer einhergeht
(Tokunaga et d., 1993), wéhrend ene prognostische Relevanz von nm23-H1 fir humane
Progtatakarzinome nicht nachweisbar war (Fishman e d., 1994). In ener Serie von 95
Nierenzdlkarzinomen erwies sch die Expresson von nm23-H1 as unabhdngiger prognostischer
Parameter und ging mit einem Iangerem Uberleben der Patienten einher (Nakagawa et dl., 1998).
In dersdben Untersuchung besald die Expresson von nm23-H2 jedoch keine prognostische
Reevanz.

In der vorliegenden Arbet wurden ersmas humane Nierenkarzinomzdlinien und humane
epithdoide Sarkomzdlinien auf Mutationen von nm23-H1 und nm23-H2 untersucht. Dabe
konnte zunéchgt mit Hilfe der RT-PCR gezeigt werden, dal? dle untersuchten Tumorzdlinien (26
Nierenkarzinomzdlinien und 3 klonae Subpopulationen der epitheoiden Sarkomzellinie GRU-1)
nM23-H1 und nm23-H2 auf RNA-Ebene exprimieren. Hingchtlich der Expression von nm23-H1
und nm23-H2 in humanen Nierenzelkarzinomen simmen diese Ergebnise Uberein mit ener
anderen Untersuchung, in der beidde nm23-1soformen mittels Northern Blot in 54 von 54
untersuchten Nierenzellkarzinomen nachgewiesen werden konnten (Theisinger et d., 1998). In
anderen Arbeiten hingegen waren nm23-H1 nur in 68,4% (Nakagawa et a., 1998) bzw. 78%
(Ljungberg et d., 1999) und nm23-H2 in nur 50,5% (Nakagawa et d., 1998) aller untersuchten
Nierenzellkarzinome nachweishar. Diese Unterschiede durften am ehesten darauf beruhen, dal3
die Expresson von nm23-H1 und nm23-H2 in diesen beiden Studien mittels Immunhistochemie
durchgefiihrt wurde, wéhrend in der vorliegenden Arbeit die wesentlich senstivere RT-PCR ds
Untersuchungsmethode eingesetzt wurde.

Am Beigpid des epithdoiden Sarkoms wurden bisher noch keine Expressonsanalysen zu nm23-
H1 und nm23-H2 durchgeftinrt.



Aus Untersuchungen an anderen Tumoren ist bekannt, dal3 Mutationen von nm23-H1 und nm23-
H2 auftreten konnen (Cohn et d., 1991, Leone et d., 1993, Wang et al., 1993, Chang et d.,
1994, Hamby et d., 1995, Mandai et d., 1995, Indinnimeo et a., 1998). Da hierzu jedoch noch
keine Untersuchungen am Bespid humaner Nierenzdlkarzinome und humaner epitheloider
Sarkome durchgefihrt wurden, wurden in der vorliegenden Arbeit 26 Nierenzellkarzinome und 3
verschiedene klonale Subpopulationen dr epitheloiden Sarkomzellinie GRU-1 auf Mutationen
von Nm23-H1 und nm23-H2 untersucht. Dabel wurden jewells die gesamten kodierenden
Sequenzen beider Gene andyset. For nm23-H1 konnte zunéchst in ener der 26
Nierenkarzinomzdlinien eine Punktmutation nachgewiesen werden, wahrend in alen anderen
Zdlinien die Wildtypform vorlag. Diese Punktmutation von nm23-H1 war in zwel verschiedenen
Passagenummern der humanen Nierenkarzinomzelinie clearCa- 32 nachweli shar, betraf Kodon 15
und fuhrte zu @nem Aminosdureaustausch von Asparaginsaure zu Asparagin. Dartiber hinaus
konnte durch einen Spezies-Ubergreifenden Sequenzvergleich gezeigt werden, dal? diese nm23-
H1-Mutation auf Proteinebene ene zwischen verschiedenen Spezies hochkonservierte
Aminosaure betraf und somit zumindest potentidl ene funktiondle Relevanz besitzen kdnnte. Um
Zu Uberprifen, ob diese Mutation auch tatsachlich im Primé&tumor vorhanden war oder erst im
Verlauf der Zdlkultur ds Zdlkulturartefakt aufgetreten ist, wurden auch die Passagenummer 1
dieser Zdlinie sowie der entsprechende Primétumor andlysert. In beiden Fdlen lag nm23-H1
jedoch in seiner Wildtypsequenz vor, so dal3 die in den Zdlkulturpassagenummern 32 und 36
nachgewiesene Mutation von nm23-H1 as ein Zdlkulturartefakt zu wertenist. Da diese Mutation
bel der Sequenzierung gegenliber der Wildtypform eindeutig Uberwog, ist davon auszugehen, dal3
Tumorzellen mit diesr Mutation einen Wachstumsvortell bestzen und somit im Verlauf der
Kultivierung schliefdich die dominierende Zd lpopulation darstellen.

Be der Suche nach Mutationen von nm23-H2 lag in 28 Tumorzdlinien die Wildtypform vor. In
der Zdlinie dearCa 1 zeigten sich zwel Basenaustausche, die jeweils die 3. Base der Kodons 58
und 108 betrafen, aber keinen Einflul auf die Aminosauresequenz hatten. Da somit ene
funktionelle Relevanz dieser beiden Punktmutationen ausgeschlossen werden kann, wurde auf
ene Aufarbeitung und Andyse des Priméartumors verzichtet. Eine Aussage, ob es sch um echte
Mutationen oder um Zdlkulturartefakte handdt, ist deshab nicht moglich.

In der Literatur werden sowohl fir nm23-H1 as auch fir nm23-H2 Mutationen in verschiedenen

humanen Tumoren beschrieben. So fanden Chang et d. (1994) Mutationen des nm23-H1-Gens



bei Neuroblastomen im Kindesdter. Dabel wurde in 6 von 28 Zdlinien, die sch von
Neuroblastomen im fortgeschrittenen Stadium ableiteten, eine Punktmutation des Kodons 120
beobachtet, die zu eéinem Aminosiureaustausch von Serin zu Glycin fuhrte. Im Gegensatz hierzu
war diese Mutation in keiner von 22 nicht fortgeschrittenen Neuroblastomen nachwel shar.
Hamby e d. (1995) beschrieben ergdmdig eine Punktmutation von nm23-H2 in mdignen
Melanomzdllen, die das Kodon 122 betraf und mit einem Aminossureaustausch von Serin zu
Pralin @nherging. In dieser Untersuchung wurden zwe humane Mdanomzelinien miteinander
verglichen, und interessanterwelse war diese Mutation nur in der sark metastaserenden
Melanomzdlinie, nicht aber in der nicht metastas erenden Zdllinie nachwe sbar.

Die von Chang et d. (1994) und Hamby et d. (1995) beschriebenen nm23-Mutationen betreffen
enen Proteinabschnitt, der im Spezies Ubergreifenden Sequenzvergleich der nm23-Familie
hochkonserviert ist und fir den sogenannten BKana kodiert (Gouaux et a., 1990), der das
dlogerische Zentrum der NDPK darstellt (Dumaset d., 1992).

Die NDPK wurden 1990 von Wallet et a. as Produkt von nm23 beschrieben. 1991 konnten
Gilles et d. die Produkte von nm23-H1 und H2 as Untereinheiten der NDPK identifizieren.
Biochemisch katdydert dieses Enzym unspezifisch den Trander enes g-Phosphats auf ein
Nukleos ddiphosphat, o dal? aus diesem ein Nukleosdtriphosphat entsteht. Die zellbiologischen
Funktionen der NDPK sind bidang noch wenig erforscht. Theorien, dal’ diese ein Gleichgewicht
der verschiedenen Nukleosidiriphosphate bewirkt, wurden ebenso widerlegt (Parks & Agarwd,
1973) wie die Theorie, dal3 NDPK spezifisch GTP zur Aktivierung von GProteinen liefern
(Randazzo et d., 1992). Aul¥erdem it bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht geklért, ob und wenn
ja wie die NDPK in den Metastas erungsprozel? eingreift. Dal3 die NDPK tiberhaupt eine Rolle
be der Metastaserung spidt, wird dadurch in Frage gestdlt, dal3 die NDPK-AKktivité in
Mé&usemelanomzelen durch Uberexpression von nm23-H1 nicht beainflul® wird (Golden et 4.,
1993). Da die Uberexpression von nm23-H1 in Mausemelanomzellen jedoch zu einer Inhibition
der Metagtaserung fuhrte, kann man schlu¥olgern, dal3 der metastas erungshemmende Effekt von
nMm23-H1 weniger auf einer Aktivierung der NDPK as vidmehr enen anderen molekularen
Mechanismus beruht.

Weitere Mutationen von nm23-H1 wurden am Belspid des humanen Rektumkarzinoms gefunden
und waren in 10 von 18 Rektumkarzinomen nachwei sbar (Indinnimeo et ., 1998).
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Interessanterweise zeigten dle Rektumkarzinome mit defekten DNA-Reparaturgenen auch
Mutationen von nm23-H1, wahrend solche Mutationen lediglich in 5 von 13 Rektumkarzinomen
mit funktionsféhigen DNA-Reparaturgenen auftraten. In einer weiteren Studie von Cohn & 4.
(1991) wurde in einem Kolonkarzinom eine Deletion von 64 Basenpaaren entdeckt.

In einer weiteren Arbeit (Manda et d., 1995) wurden 41 Ovariatumoren, von denen 3 Tumoren
benigne waren, auf Mutationen von nm23-H1 und nm23-H2 untersucht. Dabel fand Sch lediglich
in eénem Tumor ene einzige Punktmutation von nm23-H2 in Kodon 133, wahrend fir nm23-H1
keine Mutationen nachweisbar waren. Eine Korreation zwischen dem klinischen Stadium oder
dem Vorhandensain klinisch manifester Metastasen und dem Nachweis der nm23-H2-Mutation
lag nicht vor. Eine wetere Mutation von nm23-H2 wurde in Neuroblastomen detektiert und
betraf das Kodon 48 (Leone et a., 1993). Im Gegensatz hierzu wurden in 12 untersuchten
L eberzellkarzinomen keine nm23- M utationen gefunden werden (Fujimoto et d., 1998).

Auch in der vorliegenden Arbeit, in der neben 3 klonden epithdiden Sarkomzdlinien 26
Nierenzelkarzinome untersucht wurden, haben sch keine relevanten Mutationen von nm23-H1
und Nm23-H2 nachweisen lassen. Dies deutet darauf hin, dal3 Mutationen von nm23-H1 und
nm23-H2 wahrscheinlich keine wesentliche Rolle bel der Entstehung und Progresson humaner
Nierenzdlkarzinome spiden. Dies schliefldt aber eine grundséizliche funktionelle Bedeutung von
nMm23-H1 und nm23-H2 fir die Regulation des biologischen Verhdtens humaner
Nierenzdlkarzinome nicht aus. So wurde unlangst gezeigt, dal3 nm23-H1 die Aktivitéten von
Tiam1 und Rac beanflufd (Otsuki et d., 2001), die ihrersaits wiederum eine wichtige Rolle fir die
Regulation des Invasonsverhdtens humaner Niererzdlkarzinome spielen (Engers et d., 2000,

2001).

In der vorliegenden Arbait wurde erstmals gezeigt, dal? auch epithdoide Sarkome nm23-H1 und
nM23-H2 exprimieren. Mutationen von nm23-H1 und nm23-H2 wurden jedoch in den drei

untersuchten Klonen der epitheloiden Sarkomzdlinie GRU-1 nicht gefunden. Aufgrund des sehr
kleinen Kollektivs lassen dch jedoch keine generdlen Aussagen Uber die Haufigkelt und
funktiondle Bedeutung von nm23-Mutationen im epithel oiden Sarkom machen.

Neben nm23-H1 und nm23-H2 wurden in den letzten Jahren 6 weitere Gene der humanen nm23
Familie entdeckt. Dabaei konnte aufer fir nm23-H1 und nm23-H2 auch fir Dr-nm23 ene



NDPK-AKktivitd nachgewiesen werden (Erent et d., 2001). Allerdings ist bidang noch vallig
unklar, ob diese 6 Gene eine &nliche metastaserungsnhibierende Funktion wie nm23-H1
begtzen.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden 26 humane Nierenkarzinomzellinien und 3 verschiedene
klonae Subpopulationen der humanen epitheloiden Sarkomzdlinie GRU-1 auf das Vorliegen von
Mutationen der Gene nm23-H1 und nm23-H2 untersucht. Hierzu wurde jewells die gesamten
kodierenden Bereiche beider Gene sequenziert. Lediglich in einer Nierenkarzinomzdlinie konnte
ene Punktmutation von nm23-H1 rechgewiesen werden, die mit enem Aminosiurenaustausch
einherging und eine evolutiondr hoch konservierte Aminoséure betraf. Da diese Mutation jedoch
weder in ener niedrigen Passagenummer der Zdlinie noch im entsprechendem Primé&rtumor
vorlag, handelte es sch um einen Zdlkulturartefakt.

In ener weiteren Nierenkarzinomzellinie waren 2 Punktmutationen von nm23-H2 nachweishar,
die dlerdings zu keinem Aminosureaustausch fihrten und daher keine funktiondle Reevanz
besalZen.

Somit snd Mutationen von nm23-H1 und nm23-H2 im humanen Nierenzdlkarzinom ein offenbar
sehr sdtenes Ereignis und dirften fir die Entstehung und Progression dieser Tumoren von eher
untergeordneter Bedeutung sain.

Am Beispid dreler klonaer Subpopulationen der humanen epitheloiden Sarkomzdlinie
GRU-1 konnte erstmalig gezeigt werden, dal? auch epithdoide Sarkome nm23-H1 und
nm23-H2 exprimieren. Allerdings haben sch keine Mutationen von nm23-H1 und nm23-

H2 in diesen Zdlinien nachweisen lassen, so dal? sich die bekannten Unterschiede dieser
Zdlinien im Invasons-, Migraions-, Proliferations- und Differenzierungsverhdten nicht

durch Mutationen von nm23-H1 und nm23-H2 erkl&ren lassen.
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Andysen zur Expresson und Mutaion des Antimetastaserungsgens nm23 in  humanen
Nierenkarzinomzellinien und epithel oiden Sarkomen (Oliver Petek)

Das entscheidende Charakteristikum maligner Tumoren it ihre Fahigket zu metastasieren Auf
molekularer Ebene dnd vide unterschiedliche Gene und Genprodukte in die Regulation der
Metastaserung involviert. Eines diesr Gene ig nm23, das urspringlich in maignen
Melanomzdlen ds Metasaserungsnhibitor beschrieben wurde und von dem verschiedene
Isoformen existieren. Aul3erdem wurde gezeigt, dass sowohl fir nm23-H1 as auch fir nm23-H2
Mutationen in humanen Tumoren auftreten konnen. Da bidang noch sehr wenig Uber die Funktion
von nm23-H1 und nm23-H2 in humanen Nierenzdlkarzinomen und humanen epitheloiden
Sarkomen bekannt ist und Mutationsanalysen zu beiden Genen in diesen Tumoren noch nicht
durchgefihrt wurden, war das Zid der vorliegenden Arbeit, humane Nierenzellkarzinome und
epithdoide Sarkome auf die Expresson und das Vorliegen von Mutationen der Gene nm23-H1
und Nnm23-H2 hin zu untersuchen.

Hierzu wurden 26 humane Nierenkarzinomzellinien und 3 klonae Subpopulationen der humanen
epithdoiden Sarkomzdlinien GRU-1 mittds nm23-H1- und nm23-H2-pezifischer RT-PCR
andysert und anschliel}end jewells der komplette offene Leserahmen von nm23-H1 und nm23-
H2 sequenziert. In dlen 26 Nierenkarzinomzellinien waren nm23-H1 und nm23-H2 auf RNA-
Ebene nachweisbar. Bel der Sequenzierung beider Gene fand dch zunéchst in ener
Nierenkarzinomzdlinie eine potentidl relevante Punktmutation von nm23-H1. Durch Analyse
unterschiedlicher Passagenummern dieser Zdlinie und des Primé&tumors konnte jedoch gezeigt
werden, dass die beobachtete nm23-H1-Mutation einem Zdlkulturartefakt entsprach. Fir nm23-
H2 konnten in einer Nierenkarzinomzellinie 2 verschiedene Punktmutationen nachgewiesen
werden. Da diee jedoch nicht mit einem Aminosiuresugtausch einhergingen, kann ene
funktionelle Relevanz dieser Mutationen ausgeschlossen werden. Somit snd Mutationen von
nM23-H1 und nm23-H2 im humanen Nierenzdlkarzinom ein offenbar sehr sdltenes Ereignis und
durften fUr die Entstehung und Progression dieser Tumoren von eher untergeordneter Bedeutung
sein. Dartiber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit erstmdig gezeigt, dass auch humane
epitheloide Sarkome nm23-H1 und nm23-H2 exprimieren. Mutationen beider Gene haben Schin
den untersuchten Zéllinien jedoch nicht nachweisen lassen, so dass sich die bekannten
Unterschiede dieser Zdlinien im biologischen Verhdten nicht durch Mutationen von nm23-H1

und Nnm23-H2 erklaren lassen.



