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Abkürzungen 
 

aa    Aminosäure 
Acc. No.   Genbank Nummer 
AML    akute myeloische Leukämie 
bp    Basenpaare 
CDS    häufig deletiertes DNA Segment 
CUTL1   Cut-like1 Gen 
CDP    Genprodukt von CUTL1 
CR    Cut repeat  
Cux1    murines Homolog von CDP 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
del    Deletion 
FISH    Fluoreszenz in situ-Hybridisierung 
HD    Homeobox-Domäne 
JAK2    Janus Kinase 2 
JMML    juvenile myelomonozytäre Leukämie 
LOH    Loss of heterozygosity 
MDS    myelodysplastisches Syndrom 
RB    Retinoblastom-Gen 
RT Raumtemperatur 
SSCP Single-strand-conformation-polymorphism 
t(x;y)    Translokation 
TGFβ    Transformation growth factor β 
TSG    Tumorsuppressorgen 
WT    Wildtyp 
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1. Einleitung 
Der komplette somatische Verlust des Chromosom 7 oder die partielle Deletion 

innerhalb des langen Arms von Chromosom 7, Monosomie 7 oder Deletion 7q, sind 

häufige chromosomale Veränderungen bei malignen myeloischen Erkrankungen 

(Luna-Fineman et al., 1995; Le Beau et al., 1986; Le Beau et al., 1996). Diese 

somatischen Aberrationen werden bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie 

(AML), myelodysplastischem Syndrom (MDS) oder juveniler myelomonozytärer 

Leukämie (JMML) gefunden. Unter den Patienten mit MDS tritt die Monosomie 7 

besonders häufig bei Patienten mit sekundärem MDS auf (Le Beau et al., 1986; 

Luna-Fineman et al., 1995; Pedersen-Bjergaard et al., 1994; Thirman et al., 1996). 

Das sekundäre MDS ist definiert als MDS nach erfolgter Chemo- oder 

Strahlentherapie, MDS nach schwerer aplastischer Anämie, MDS bei Patienten mit 

angeborener Erkrankung mit Knochenmarkversagen sowie als MDS mit familiärer 

Prädisposition bzw. mehreren MDS-Fällen innerhalb einer Familie (Hasle et al., 

1999). Trotz jahrelanger intensiver Forschung in verschiedenen Laboratorien ist bis 

heute unklar, warum diese zytogenetische Veränderung in myeloischen Neoplasien 

auftritt und wie sie zur Leukämieentstehung beiträgt. Aufgrund der häufig schlechten 

Prognose von Patienten mit myeloischen Neoplasien ist die Erforschung dieser 

Fragen von hoher wissenschaftlicher Bedeutung. 

 

 

1.1. Hypothese eines myeloischen Tumorsuppressorgens auf Chromosom 7 

Der Verlust von genetischem Material ist ein gut beschriebener Mechanismus zur 

Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (TSG) (Weinberg et al., 1991). Es wird 

daher vermutet, daß sich auf Chromosom 7 ein oder mehrere TSG befinden, deren 

Verlust zur Transformation myeloischer Zellen beiträgt (Le Beau et al., 1996).  
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Bei klassischen TSG kommt es zu zwei inaktivierenden Ereignissen, d.h. es werden 

beide Allele bei der Transformation inaktiviert (Weinberg et al., 1991; Knudson et al., 

1993; Levine et al., 1993). Unter der Annahme, daß Chromosom 7 ein klassisches 

TSG trägt, ist in dem zweiten, nicht deletierten Allel ein inaktivierendes zweites 

Ereignis zu erwarten.  

 

 

1.2. Prinzip zur positionellen Klonierung myeloischer Tumorsuppressorgene 

Eine Methode zur positionellen Klonierung eines myeloischen Chromosom 7 TSG 

beinhaltet drei Schritte: 1) Definition einer kritischen Region, in der das TSG vermutet 

wird; 2) Identifizierung aller Gene innerhalb dieser Region; 3) Suche nach Mutationen 

im nicht deletierten Allel in Leukämieproben von Patienten mit Monosomie 7. 

Genomische DNA Abschnitte, die in den meisten Deletionen enthalten sind, werden 

als häufig deletierte Segmente (CDS) bezeichnet. Diese CDS sind kritische 

Regionen, da diese Regionen vermutlich für die Transformation relevante Gene 

tragen.  
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1.3. Definition von kritischen Regionen auf Chromosom 7 

Verschiedene Arbeitsgruppen haben die Hypothese aufgestellt, daß ein oder 

mehrere myeloische TSG insbesondere in solchen Regionen innerhalb von 

Chromosom 7 liegen, die nicht nur bei Patienten mit kompletter Monosomie 7 

sondern auch bei Patienten mit partieller Deletion 7q deletiert sind (Le Beau et al., 

1996; Kratz et al., 2002; Emerling et al., 2002; Curtiss et al., 2005). Ein häufig 

deletiertes Segment innerhalb Chromosom 7 Bande q22 wurde durch die detaillierte 

zytogenetische Analyse von 81 Patienten mit malignen myeloischen Erkrankungen 

und einer Deletion 7q definiert (Le Beau et al., 1996). Knochenmarkzellen von 15 

dieser Patienten wurden mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) analysiert, 

um das kleinste deletierte Segment zu definieren. Diese Studie identifizierte eine 2-3 

Mb umfassende Region innerhalb der Bande 7q22 (Le Beau et al., 1996) (siehe 

Abb.1). Auch andere Studien wurden durchgeführt, um ein häufig deletiertes 

Segment zu charakterisieren (Le Beau et al., 1996; Fischer et al., 1997; Kere et al., 

1987; Kere et al., 1989; Liang et al., 1998; Tosi et al., 1999). In diesen Studien 

wurden teilweise überlappende häufig deletierte Segmente unterschiedlicher Größe 

beschrieben. Bemerkenswerterweise liegen die meisten dieser deletierten Segmente 

innerhalb der Bande 7q22 (Le Beau et al., 1996; Fischer et al., 1997; Kere et al., 

1987; Kere et al., 1989; Liang et al., 1998; Tosi et al., 1999;) (Abb.1). 
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1.4. Chromosom 7 Kandidaten Tumorsuppressorgene 

Mehrere Kandidatengene wurden innerhalb kritischer Regionen in Bande 7q22 

identifiziert (Kratz et al., 2001; Kratz et al., 2000; Emerling et al., 2002; Curtiss et al., 

2005). In keinem der bisher getesteten Gene (Tabelle 1) wurden bis heute 

Mutationen identifiziert (Kratz et al., 2000; Kratz et al., 2001; Emerling et al., 2002; 

Curtiss et al., 2005). 

Abb.1: Schematische 
Darstellung des langen Arms 
von Chromosom 7 
Illustration der durch molekulare 
und zytogenetische Analysen 
identifizierten kritischen 
Regionen im langen Arm von 
Chromosom 7, Bande q22.  
Links:  Diagramm des humanen 
Chromosoms 7q mit Banden 
q21-q36.  Rechts:  Vergrösserte 
Illustration der Bande 7q22 mit 
verschiedenen genomischen 
Markern, Genen und kritischen 
Regionen. Die kritischen 
Regionen wurden durch die 
verschiedenen Arbeitsgruppen 
definiert, um für myeloische 
Erkrankungen wichtige 
Tumorsuppressorgene zu 
lokalisieren. Generelle 
Übereinstimmung besteht darin, 
dass 7q22 von den meisten 
Deletionen betroffen ist.  
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Tabelle 1: Gene in Chromosom 7, Bande q22, die in früheren Studien mittels 

Mutationsanalysen bei Patienten mit Monosomie 7 getestet wurden  

Gen Funktion 

FBXL13 kodiert ein F-box Protein mit Leucin-reichen Abschnitten 

LRRC17 kodiert Protein mit Leucinreichen Abschnitten 

SVH verwandt mit ALEX1-3 (Armadillo-like-proteins lost in epithelial cancer on chr X), 

kodiert Phosphorilase D  

NAPE-PLD mutmaßliche Zink-abhängige Hydrolase 

S100A14 kodiert S100 Calcium bindendes Protein A14 

PMPCB mitochondriale Peptidase 

ZRF1 antagonisiert Aktivität von Inhibitoren der Differenzierung (Id) 

PSMC2 Komponente von 26s proteosomaler ATPase und HIV- Koaktivator 

RELN Maus-Homolog, involviert in neuronale Migration und zerebelläre Entwicklung 

ORC5L Homolog von Saccharomyces cerevisiae (Komponente des Ursprungs des 

Replikationskomplexes) 

MLL5 Trithorax Gruppen (trx-G) Protein 

SRPK2 Homolog einer Arginin/Serin-reichen splicing factor kinase 

PIK3CG katalytische Untereinheit p110 gamma von Phosphoinositid 3-OH-Kinase Gamma 

 

 

1.5. Das CUTL1 Gen auf Chromosom 7 

In den von Fischer (Fischer et al., 1997) und Tosi (Tosi et al., 1999) unabhängig 

voneinander definierten häufig deletierten Segmenten innerhalb Chromosom 7 

Bande q22 liegt das Gen CUTL1. Das Genprodukt von CUTL1, auch bekannt als 

CDP (CCAAT displacement Protein), Cut oder Cux-1 gehört zu einer Gruppe von 

Homeobox Transkriptionsfaktoren, welche an der Regulation von Wachstum und 

Differenzierung von Zellen beteiligt sind (Nepveu et al., 2001). Das Protein ist 

evolutionär konserviert und die am besten charakterisierte Isoform beinhaltet vier 

DNA Bindungsdomänen, drei so genannte Cut repeats (CR1-3) und eine Homeobox-

Domäne (HD) (Harada et al., 1995) (Abb.2).  
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4518 

bp
AUG UGA

met1 1506 aa

354-3731061-112012
291-353871-106011
256-290767-87010
240-255718-7669
218-239651-7178
192-217574-6507
151-191450-5736
104-150310-4495
78-103232-3094
62-77184-2313
25-6174-1832
1-241-731
aaCDS (bp)Exon

242322211918151 2 5 6 11

1311-15063932-451824
1223-13103666-393123
1160-12223477-366522
1059-11593174-347621
1040-10583117-317320
984-10392951-311619
703-9832106-295018
669-7022004-210517
647-6681938-200316
423-6461266-193715
390-4221168-126514
374-3891121-116713

aaCDS (bp)Exon

A

B

C

CC CR1 HDCR2

99 353 542 629 934    1021
1117    1204

1244  1306

Stopp

CR3

 

 
 

CDP ist sowohl ein aktivierender als auch ein inaktivierender Transkriptionsfaktor. 

Und ist in dieser Funktion an der Proliferation und an der Zellzyklusprogression 

beteiligt (Van Wijnen et al., 1996; Coqueret et al., 1998; Truscott et al., 2003). Knock-

out Studien mit dem murinen Homolog Cux1, zeigten Wachstumsretardierung, 

gestörte Differenzierung von Lungenepithel, Haarfollikeldefekte, reduzierte männliche 

Fertilität und eine gestörte Funktion von B- und T-Zellen (Ellis et al., 2001; Luong et 

al., 2002; Sinclair et al., 2001). Interessanterweise entwickeln Cux1 defiziente Mäuse 

eine myeloische Hyperplasie (Sinclair et al., 2001). Transgene Cux1 Mäuse zeigen 

Organomegalie und Multiorganhyperplasie (Ledford et al., 2002). Verschiedene 

Abb.2: CUTL1- mRNA und das Genprodukt CDP 
In Abschnitt A ist die mRNA von CUTL1 dargestellt (Isoform a, Genbank Acc. No. NM_181552); 
Innerhalb der kodierenden Sequenz sind die Grenzen der 24 Exone eingetragen. Abschnitt B zeigt 
das Genprodukt CDP (Cut displacement protein). Die schwarzen Kästen repräsentieren die 
evolutionär konservierten Regionen: eine coiled-coil Domäne (CC: aa 99-353) und vier DNA- 
Bindungsdomänen, davon drei so genannte Cut repeats (CR1: aa 542-629, CR2: aa 934-1021, 
CR3: aa 1117-1204) und eine Homeobox-Domäne (HD: aa 1244-1306). Die Domänen wurden mit 
Hilfe der Internetseite http://harvester.embl.de identifiziert. In Abschnitt C findet sich eine Tabelle, 
in der die Exongrenzen (bp) und die jeweilige Aminosäure (aa)- Position von CDP eingetragen 
sind. 
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Kinasen phosphorilieren CDP und modulieren hierdurch dessen DNA- 

Bindungsaffinität. Zu diesen Kinasen gehören die Zyklin-abhängige Kinase (CDK-

Kinase) und die Proteinkinase C (PKC). Beide hemmen die DNA-Bindungsaktivität 

von CDP (Coqueret et al., 1996; Santaguida et al., 2001).  

 

Loss of heterozygosity (LOH) Untersuchungen an einer Untergruppe von uterinen 

Leiomyomen und Brustkrebsproben identifizierten CUTL1 als mögliches TSG 

(Ishwad et al., 1997; Zeng et al., 1997; Zeng et al., 1999). Jedoch zeigt eine jüngere 

Studie, daß CUTL1 eine Brustkrebs fördernde Rolle hat. Goulet und Mitarbeiter 

beschrieben eine gesteigerte Expression der Isoform p75 in Brustkrebszellen (Goulet 

et al., 2002). Michl et al. identifizierten CUTL1 in einer breit angelegten Suche nach 

Modulatoren der Zellmotilität unter Verwendung einer so genannten „RNA 

interference Library“ (Michl et. al., 2005). In dieser Studie konnte gezeigt werden, 

daß die Aktivität von CUTL1 mit gesteigerter Migration und Invasion von 

Tumorzelllinien assoziiert ist. Ferner wurde deutlich, daß die Expression von CUTL1 

durch den „Transformation growth factor β“ (TGFβ)- Signalweg gefördert wird.  

TGFβ ist ein wesentlicher Faktor, welcher Zellmigration, Zellinvasion und 

Tumorprogression moduliert (Michl et. al., 2005). Ein Modell zur biologischen 

Funktion von CUTL1 ist in Abb.3 dargestellt.  
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Abb.3: Modell zur Rolle von CUTL1 im TGFβ- Signalweg
TGFβ ist als wichtiger Modulator für die Migration und Invasion von Tumorzellen bekannt. Es 
konnte gezeigt werden, dass ein TGFβ-abhängiger Signalweg (unter Beteiligung von Smad) die 
Expressionsrate von CUTL1 steigert. Das CUTL1 Genprodukt, CDP, aktiviert bzw. hemmt die 
Transkription verschiedener Gene, deren Genprodukte fundamentale zelluläre Prozesse wie 
Invasion, Motilität und Wachstum von Zellen regulieren. Zu den Proteinen, deren Expression durch 
CDP gesteigert wird, gehören u.a. Pleiotrophin, WNT5A, ALCAM, S100A10 und ITGA6. Wiederum 
andere Gene werden in ihrer Expression durch CUTL1 gehemmt. Diese Gene kodieren u.a. für 
verschiedene Proteoglykane, die an der Steuerung von Entzündungreaktionen und Chemotaxis 
beteiligt sind (nach Michl et al., 2005).  
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1.6. Ziel dieser Dissertation 

Aufgrund der bedeutenden Rolle des CUTL1 Gens bei der Transformation sowie 

dessen Lokalisation auf Chromosom 7 Bande q22 stellt dieses Gen ein wichtiges 

Kandidatengen für myeloische Neoplasien mit Monosomie 7 dar. Über 

Mutationsanalysen in diesem Gen bei Patienten mit myeloischen Neoplasien wurde 

jedoch bis heute nicht berichtet. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von 

CUTL1 bei myeloischen Neoplasien mit Monosomie 7 mittels Mutationsanalysen im 

CUTL1 Gen bei Patienten mit myeloischen Erkrankungen und Monosomie 7 getestet. 
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2. Patienten und Methoden  

2.1. Patienten  

Ich analysierte genomische DNA aus diagnostischem peripheren Blut oder 

Knochenmark von insgesamt 13 Patienten mit verschiedenen myeloischen 

Neoplasien und Monosomie 7 oder Deletion 7q. Ein Patient wies die Translokation 

t(1;7) auf. Die klinischen Charakteristika der Patienten (Geschlecht, Alter, Diagnose 

und Karyotyp) sind in der Tabelle 2 aufgeführt. DNA Proben von den 9 pädiatrischen 

Patienten wurden mir von dem koordinierenden Studienzentrum der Studie EWOG 

MDS (European Working Group of MDS in Childhood) in Freiburg (Prof. Dr. 

Niemeyer) zur Verfügung gestellt. DNA Proben von 4 internistischen Patienten mit 

myeloischen Neoplasien erhielt ich vom MDS Register in Düsseldorf (PD Dr. Ulrich 

Germing). DNA Proben von 8 weiteren Patienten wurden aus der Analyse 

ausgeschlossen, da diese DNA nicht zufrieden stellend amplifizierbar war.  
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Tabelle 2: Charakteristika der in dieser Dissertation auf das Vorliegen einer CUTL1 

Mutation analysierten Patienten  

 

Nr. Geschlecht/ 

Alter (Jahre) 

Diagnose Karyotyp 

1 M/10,5 RC 45,XY, -7 

2 M/1,1 JMML 45,XY, -7 

3 M/8,7 RAEB-t 45,XY, -7 

4 M /3,4 RC 45,XY, -7 

5 M/12,5 RC 45,XY, -7 

6 M/12,5 RAEB 45,XY, -7 

7 M/16,1 MDR-AML 45,XY, -7 

8 M/0,3 JMML 45,XY, -7 

9 M/3,7 JMML 45,XY, -7 

10 F/55 RA 46,XX, -7 

11 F/32 MDR-AML 45,XX, -7 

12 F/71 Sekundäre AML Chr. 7 Veränderung n.n.B. 

13 M/53 RA t(1;7) 

 
RC: refraktäre Zytopenie;  RA: refraktäre Anämie;  JMML: juvenile myelomonozytäre Leukämie;  
RAEB: refraktäre Anämie mit Blastenexzess;  RAEB-T: refraktäre Anämie mit Blastenexzess in 
Transformation;  MDR-AML: MDS (myelodysplastische Syndrome) related-akute myeloische 
Leukämie;  del: Deletion,  -7: Monosomie 7 
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2.2. Methoden  

2.2.1. DNA-Extraktion aus Patientenvollblut  

Bis zur DNA-Extraktion wurden die EDTA-Blutproben maximal für 24 Std. bei 4°C 

gelagert. Die Extraktion von DNA aus Vollblut geschah unter Anwendung des 

"QIAmp DNA Blood Mini Kit" der Firma Qiagen. Vor Beladung der QIAamp Säule 

musste das Zelllysat auf die Bindungsbedingungen eingestellt werden, damit die 

DNA-Adsorbtion an die QIAamp Silicagel-Membran optimal erfolgen konnte. Die 

DNA wurde während des Zentrifugationsschrittes an die Membran gebunden. Salz 

und pH-Bedingungen im Lysat stellen sicher, daß weder Proteine noch andere 

Kontaminanten, die eine PCR oder andere Reaktionen hemmen könnten, auf der 

Membran zurückblieben. Zur Zelllyse wurden 20 µl Proteinase K mit 200 µl EDTA-

Patientenblut und 200 µl AL Puffer vermischt. Nach Mischen folgte ein 

Inkubationsschritt von 10 min Dauer bei 56°C. Zur Probe wurden 200 µl Ethanol (96-

100%) hinzugefügt. Vorsichtig wurde dieses Gemisch in die QIAamp Säule 

übertragen und bei 8000 rpm für 1 min zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen. 

Nach Applikation von 500 µl AW1 Waschpuffer auf die Säule wurde die Probe erneut 

bei 8000 rpm für 1 min zentrifugiert. Wieder wurde das Filtrat verworfen. Nach 

Zugabe von 500 µl AW2 Waschpuffer auf die Säule wurde eine 3 min Zentrifugation 

bei 14000 rpm durchgeführt. Die beiden Waschschritte eliminieren verbliebene 

Kontaminanten, ohne die DNA-Bindung zu beeinflussen. Das Eluat wurde verworfen 

und 200 µl destilliertes Wasser hinzugefügt. Die Probe wurde 1 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und bei 8000 rpm für 1 min zentrifugiert. Das Eluat enthielt 

nun die gereinigte DNA, welche bis zum Einsatz in der PCR bei -20°C aufbewahrt 

wurde. Die DNA Proben von pädiatrischen Patienten wurden in Freiburg aus 

mononukleären Zellen extrahiert, so daß für diese Proben keine weitere Extraktion 

erforderlich war.  
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2.2.2. Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 

Die Konzentration von isolierter doppelsträngiger DNA wurde in einem 

Spektralphotometer durch die Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt. Die 

DNA-Isolate wurden hierzu um den Faktor 20 mit Aqua dest. verdünnt und in eine 

Quarzküvette gegeben. Die optische Dichte dieser Probe bei der Wellenlänge von 

260 nm wurde bestimmt. Der erhaltene Wert gab die DNA Konzentration in ng/µl an. 

Die Kalibrierung des Nullpunktes erfolgte durch Abgleichen mit Aqua dest. 

 

 

2.2.3. Primerdesign mit Bioinformatik 

Die genomische Struktur des CUTL1 Gens (Genbank Acc. No. M74099) ermittelte 

ich über BLAST Vergleiche (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) der kodierenden 

mRNA (Rong Zeng et al., 2000) mit der genomischen Sequenz (http://www.chr7.org). 

Unter Berücksichtigung der AC-GT Regel identifizierte ich Exon-Intron Grenzen. 

Anschließend entwarf ich Primer, welche die Exone flankieren. Hierfür verwendete 

ich das Programm „Primer 3“ (http://www.genome.wi.mit.edu). Synthetisiert wurden 

die Primer-Paare durch die Firma MWG-Biotech. Für jedes Exon wurden Primer-

Paare konstruiert, die auch die hochkonservierten Spleissstellen miterfassten. Die 

zur Suche von Mutationen angewandte Methode, das SSCP (Single-strand-

conformation-polymorphism), arbeitet für eine DNA-Fragmentgröße bis ca. 300 bp 

am spezifischsten. Da Exon 15, 18 und 21 eine Größe von 300 bp überschreiten, 

wurden hier Primer-Paare für überlappenden Amplikons konstruiert. Die vollständig 

lange mRNA der in dieser Dissertation untersuchten Isoform 1a (Accession no. 

NM_181552) beinhaltet die Exons 1b- 24. Für Exone 2-23 gelang es, Primerpaare 

und PCR Bedingungen zu erarbeiten. Diese Exone, die für alle funktionellen 

Domänen von CDP kodieren, wurden in dieser Dissertation analysiert.  
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Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Primerpaare 

Exon Exon- 
länge 
(bp) 

Produktgröße 
(bp) 
 

Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer 

  2 111 174 TTTTCCTTTCCTGTTTCCCC GATCCCTTCAAAGCGAACAC 

  3   48 132 GAAGGGTGGCTCAGGATAGA TCCTTCTCAAATGGCTGCTT 

  4   79 133 CCACTGGTGGGCCATTACT TTCTTTCTTTCCTTCCCTTTCA 

  5 138 186 AAGAACGCATTTTCCACCAA GGTGATGGCTGTTTTCCTGT 

  6 124 222 AGGGGCAAATGCTATGTCAG GGAATTGTGTGCTTCTCTTACTG 

  7   77 150 CTCCCCACATCCATGGTACT ATGACCAATTTGGCTTCGTC 

  8   67 124 TGTATGGATAAGGGAGGCCA TTAGTAATTCTTTGCCTTTCAGC 

  9   49 118 AGCCGGTCTCCTTGTGACTA TAAAAGCGTCCAGGGTCCTA 

10 105 205 CAAGCGGCTGTAACTCGAAG TTTCTCTTTCACCCCTTTTCA 

11 189 311 GAAAGGCAGAGGGTGTGTGT CAGCGCAGTTTTGTCATCTC 

12   59 115 CCACAGGGCTCTCCGTACT CATGGCCACTGATCAAATTCT 

13   49 110 GCTGATGCTAGTGCTGACCA ACCCCTCTGTTGTGCTCTTG 

14   97 162 CTGGAAGCGAACCAACCAC CGCTCTGCCCCTTCTAGG 

15 672 266 (15.1) CACCCAACGCCAGTCTCT GATGGACACTGCAGAAATCG 

  284 (15.2) TCCCAACACATAATGTCCGA GGCAGCTAATGCAGTCCTTC 

  255 (15.3) TGTGCTGTATGGACCTGTTGA CCTCCTTCTCAGTTGCCCC 

  176 (15.4) ACTTAACCCCGCTGGTGAG ATGCATTCTGTTTGCCCTTC 

16   66 184 CCCTAGGTGACTGACTGCAA TGTCACACAGCCCATATCGT 

17 102 164 TGGATGAAGAAATGGAAGCTG TTTGGGTTTGATGTCATTGG 

18 845 289 (18.1) GTCCCCATACTCCCAGAGC GAGATGGGAGAACCAAAGCC 

  273 (18.2) CTTGGACATGGGCACGAT GAGAGAAGAAATGCCGCCTC 

  282 (18.3) ACCGCTGCCCTTCTCTTT ATCTCCCTGAAGAAGCCCTC 

  186 (18.4) GGCCTCCTTTTTGAGGGC GCCTTAAAGCAGGCACCACT 

  191 (18.5) GGGGTGAGGATGGTGATGT CTCTCACCCCTGTTTCTCCA 

19 166 225 CTCTCCTGTGGCAGGACC CACTGATGGCCTGTGTGTTC 

20   57 121 AAGCAACAGAAACTGGCTGC CCGCGTTCCTTCCTTTAAT 

21 303 270 (21.1) CTGACTCAGCAGCCGAGAG GAGTCGGTGAAGAGCCTGAC 

  184 (21.2) CTGGTGGCTTGCTGTCCT ACAGCTATTTTCAGGCACGG 

22 189 283 CTGTCTATGAATGCGGACG GGCTCTCGGTGACAATACCT 

23 265 360 ACAGATCAGCCCCTTCCC CTGGGCCTGACCTTAGTCTG 
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2.2.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Auftrennung der PCR-Produkte 

Für die PCR-Reaktion wurden 1 µl Patienten- bzw. Probanden- DNA (template) in 

einem 25 µl-PCR-Reaktionsansatz mit Vorwärts- und Rückwärtsprimern, den vier 

Desoxynukleosidtriphosphaten, Puffer und Taq-Polymerase eingesetzt und unter den  

genannten PCR-Bedingungen amplifiziert. Zur Kontaminationskontrolle wurde eine 

Negativkontrolle untersucht, die alle Reagenzien mit Ausnahme der DNA enthielt.  

 

PCR-Bedingungen: Das Reaktionsvolumen betrug 25,0 µl pro Ansatz, davon 19,25 µl  

Aqua dest, 2,5 µl 10× PCR-Puffer, 1,0 µl  Desoxynukleosidtriphosphate, 1,0 µl Primer 

Mix (jeweils 10 pmol/µl), 1,0 µl DNA (10-50 ng/µl) und 0,25 µl Taq-Polymerase (5 

U/µl). Jeder Reaktionsansatz wurde mit folgenden PCR-Temperaturen untersucht: 2 

min Initialdenaturierung bei 94°C und anschließend  

35-37 Zyklen (siehe Tabelle 6):  

1) 30 sek bei 95°C, 2) 30 sek bei 56-59 °C (Tabelle 4), 3) 1 min bei 72 °C.  

 

Tabelle 4: PCR-Bedingungen zur Analyse des CUTL1 Gens -  

Anlagerungstemperaturen und Anzahl der Zyklen 

Exon Anlagerungstemp. Zyklen 

2 58°C 35 

3, 4, 5, 7, 8, 9, 12, 15.1,15.3,15.4,17, 

18.1,18.2,18.4,18.520, 21.1, 21.2, 22 

57°C 35 

6,15.2,18.3 57°C 36 

10,16 58°C 35 

11,23 59°C 35 

13 56°C 35 

14 56°C 36 

19 57°C 37 
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Die Ergebnisoptimierung wurde durch eine Gradienten-PCR erzielt, bei der die 

Anlagerungstemperatur in 1°C-Schritten variiert wurde. Als optimale 

Anlagerungstemperatur galt die, die ein deutliches und spezifisches Produkt 

hervorbrachte, welches als Bande vorhergesagter Größe in der Gelelektrophorese 

sichtbar gemacht wurde. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,7-prozentigen 

Agarosegel nach einer Laufzeit von 20 min bei 100 Volt Spannung aufgetrennt. Um 

die Größe der aufgetrennten PCR-Fragmente abschätzen zu können, ließ ich einen 

DNA-Längenstandard (pUC19) mit DNA-Fragmenten bekannter Größe mitlaufen. 

Durch die sichtbaren Bestandteile des Ladungspuffers ließ sich die Laufweite der 

Proben im Gel abschätzen. Die Lokalisation der DNA-Fragmente im Agarosegel 

konnte durch Zugabe einer geringen Menge des interkalierenden 

Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid zum Gel auf einem UV-Schirm sichtbar 

gemacht und zur Dokumentation fotografiert werden. 

 

 

2.2.5. Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus 

Der Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus (SSCP) dient der Suche nach 

Punktmutationen. Genabschnitte können mit dieser Technik auf noch unbekannte 

Mutationen untersucht werden (Orita et al., 1989a; Orita et al., 1989b). Das Prinzip 

basiert darauf, daß einzelsträngige DNA durch Basenpaarung bestimmte 

Konformationen eingeht. Je nach Struktur wandern die beiden Einzelstränge der 

jeweiligen Doppelstrang-DNA unterschiedlich schnell entlang des 

Spannungsgradienten durch das Polyacrylamidgel. Alle DNA-Einzelstränge mit 

gleicher Basensequenz legen in einer bestimmten Zeit eine bestimmte Wegstrecke 

im Gel zurück und werden so in gleicher Höhe auf dem Gel nach der Färbung 

sichtbar. Diese Konformationen sind also von Faktoren wie Sequenz und Temperatur  
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abhängig. Liegt eine Veränderung der Primärstruktur eines Einzelstranges vor, 

ändert sich auch die Struktur und es kommt unter definierten Bedingungen zu einer 

Konformationsänderung im Vergleich zur normalen Sequenz im Polyacrylamidgel. 

Die Laufeigenschaften des DNA-Fragments im Gel sind verändert (Orita et al. 

1989a). Als Resultat findet man nach dem Anfärben bei einer mutierten Probe ein 

Bandenmuster, das sich von dem des Wildtyps unterscheidet. Je nachdem, ob es 

sich beim Träger um eine homozygot oder eine heterozygot vorliegende Mutation 

handelt, sind entweder beide Banden (beide Allele) oder nur eine Bande (eines der 

beiden Allele) different zu den Wildtypbanden. Die durch unterschiedliche 

Bandenmuster auffallenden Proben wurden mittels DNA-Sequenzierung analysiert. 

Die Länge der Fragmente, die mittels SSCP analysiert werden konnten, wurde auf 

etwa 250 Basen begrenzt, um optimale Ergebnisse zu erhalten. 

 

 

2.2.6.  Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus zur CUTL1 Mutations- 
analyse 

 
Nach PCR-Amplifikation des zu untersuchenden Genabschnitts wurden 4 bis 8 µl der 

Proben mit 4 µl SSCP-Ladungspuffer denaturiert und dann auf Eis gelagert, um eine 

Renaturierung zu vermeiden. Zum Giessen des Gels wurden die benötigten 

Chemikalien gemischt. Nach Zugabe der Katalysatoren Ammoniumpersulfat und 

N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine, die Initiatoren der Polymerisation des Akryl-

Bis-Gels, wurde das Gemisch in einer Perfusorspritze mit Hilfe einer Kanüle 

zwischen die Glasplatten gegossen. Die Proben wurden auf ein 8-10 prozentiges, 

nicht denaturiendes Polyacrylamidgel aufgetragen, um im Anschluß im Kühlraum bei 

4°C in 1×TBE-Laufpuffer bei 110-220 Volt für 15-20 Stunden über Nacht 

elektrophoretisch aufgetrennt zu werden. Das SSCP-Gel wurde zum Nachweis der 
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Nukleinsäuren gefärbt und getrocknet. Das Gel hat eine Stärke von 0,45 mm und 

wurde vor der Silberfärbung zur besseren Handhabung auf eine Folie (GelBond 

PAG) aufgetragen.  

 

 

 

2.2.7. Silberfärbung der Gele 

Die auf dem Gel befindliche DNA wurde für 20 min mit einer Fixierlösung behandelt. 

Zur Färbung inkubierte ich das SSCP- Gel für 20-30 min in einer Silbernitratlösung, 

damit sich die positiv geladenen Silberionen an die DNA anlagern konnten. Nach 

mehrmaligem Waschen behandelte ich das Gel zur Reduktion des Silbernitrats mit 

Entwickler bestehend aus Natronlauge und Formalin und ließ es so lange in der 

Lösung, bis die nun sichtbar werdenden Banden die gewünschte Farbintensität 

erreichten. Die Neutralisation erfolgte im Anschluß mit einer 

Natriumbikarbonatlösung. Die gefärbten Gele wurden photographiert, zur 

Aufbewahrung in Klarsichtfolie eingeschweißt und durch Vergleich der 

Abb.4: Modell zur Erläuterung des Elektrophoresebildes bei der SSCP-Analyse 

In der Mitte der Abbildung ist eine schematische Zeichnung des Elektrophoresebildes dargestellt. 

Rechts davon sind die Banden nach ihrer Funktion benannt. Links des Elektrophoreseschemas 

sind die DNA-Stränge mit und ohne Mutation gezeigt. 
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Bandenmuster zwischen Kontrollen und Patienten ausgewertet. Die PCR-Produkte, 

deren Einzelstränge ein vom Wildtyp abweichendes Wanderungsmuster zeigten, 

wurden nach Alleltrennung durch Klonierung durch ein automatisiertes Verfahren 

sequenziert.  

 

 

2.2.8. Klonierung 

Unter Anwendung von Vektorsystemen kann man einen gesuchten DNA-Abschnitt 

isolieren und vermehren. Kleine DNA-Fragmente lassen sich mittels Plasmidvektoren 

in Bakterien klonieren. Der Plasmidvektor pUC19 enthält einen Polylinker, in dem 

sich einmal vorhandene Klonierungsstellen für viele Restriktionsendonukleasen 

sowie ein Gen für Ampicillinresistenz befinden, das die Identifizierung transformierter 

Zellen erlaubt. Die Vektoren bieten die Möglichkeit, transformierte Bakterienkolonien 

durch die so genannte Blau-Weiß Selektionierung zu erkennen. Die PCR-Produkte 

der in der SSCP mutationsverdächtigen CUTL1-Allele wurden in die sogenannte 

TOPO-Region des pCR2.1-TOPO-Cloning-Vektors (Invitrogen, Groningen, NL) 

eingebracht. Dieses prokaryotische Plasmid besitzt T-Überhänge am 3´-Ende, die 

neben der Anwesenheit von Topoisomerase eine Ligation mit PCR-Produkten (häufig 

mit überstehenden A-Nukleotiden) begünstigen. In einem Reaktionsvolumen von 6 µl 

wurden 3 µl frisches PCR-Produkt, 1 µl Salzlösung und 1 µl des pCR2.1-TOPO 

Vektor eingesetzt. Das fehlende Volumen wurde durch Aqua dest. ersetzt. Nach 10 

min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Transformation. 2 µl des TOPO-

Reaktionsgemisches wurden mit 50 µl kompetenten Bakterien 30 min. auf Eis 

inkubiert. Ich arbeitete mit dem Escherichia coli Bakterienstamm DH5αF’  

F-Ф80lacZ∆M15∆(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) 

phoAsupE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA (Invitrogen Groningen, NL). 
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Nach Inkubation bei 42°C für 1 min wurden die Proben gekühlt. Es wurde 250 µl 

raumtemperiertes SOC-Medium hinzugefügt und die Proben bei 200 rpm für 1Std. 

bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden auf eine vorgewärmte, mit 50 µg/ml 

Ampicillin versetzten Kulturplatte ausgestrichen. Diese Kulturplatte wurde vorher mit 

40 µl einer 40 mg/ml Isopropyl-thiogalactosid Stammlösung behandelt. Durch die 

Insertion eines DNA-Fragments in den Klonierungsvektor wird das lacZ-Gen, das für 

β-Galaktosidase kodiert, inaktiviert. Transformierte Bakterien, in denen das lacZ-Gen 

durch die Insertion eines DNA-Fragments gehemmt wird, wachsen bei einer 

Inkubation auf Luria-Bertani-Agar-Platten mit (5-Brom-4-chlor-3-indolyl)-ss-D-

galactosid (X-Gal) zu weißen Kolonien heran, während sich Klone ohne eine 

Insertion blau anfärben. Nach einer 12- bis 18-stündigen Inkubation bei 37°C wurden 

pro Platte 10 weiße Klone gepickt. Diese wurden jeweils in 3 ml Luria-Bertani-

Flüssigkeitsmedium, ebenfalls mit einem Ampicillinzusatz von 50 µg/ml, bei 37°C 

über 12 Std. kultiviert. 

 

 

2.2.9. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien (alkalische Lyse) 

Zur Isolierung der Plasmid-DNA wurden Plasmid-Mini Präparationen („Plasmid Mini-

Preparation-Kit“, Quiagen) nach Herstellerprotokoll und an Anlehnung an die 

Methode von J.D.Brown durchgeführt. Hierfür wurden zunächst 2 ml der 

Bakterienkultur bei 6000 rpm für 2 min pelletiert und der Überstand dekantiert. 

Anschließend wurden die Zellen in 300 µl Pufferlösung P1 resuspendiert und weitere 

300 µl Lyse-Lösung P2 zugegeben. Die Probe wurde vorsichtig gemischt und bei 

Raumtemperatur 5 min inkubiert. Danach wurden 300 µl Neutralisationslösung P3 

zugegeben, die Probe gemischt, 10 min auf Eis inkubiert und für 20 min mit 14000 

rpm bei 4°C zentrifugiert. Im Anschluß an die Zentrifugation wurde der Überstand in 
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einem neuen Gefäß mit 600 µl Isopropanol versetzt und die DNA durch erneute 

Zentrifugation bei 14000 rpm für 30 min sedimentiert. Das erhaltene DNA-Pellet 

wurde mit 200 µl 70%-igem Ethanol gewaschen, erneut sedimentiert (14000 rpm,  

15 min RT) und bei 37°C getrocknet. Zur Elution der DNA wurden 120 µl Aqua dest. 

hinzugefügt. Die wässrige DNA-Lösung wurde für eine SSCP-Kontrolle und folgende 

Sequenzierung verwendet. 

 

 

2.2.10. Automatisierte DNA-Sequenzanalyse der klonierten DNA-Fragmente 

Die Analyse erfolgte automatisiert mit einem Kapillarsequenziergerät (Model 310A) 

der Firma Applied Biosystem. Verwendet wurde das „BigDye Terminator Sequencing 

Ready Reaktion Kit“ von Applied Biosystems. Der Sequenzieransatz enthielt 4 µl 

Terminator Ready Reaktion Mix mit modifizierter Taq-Polymerase, Desoxynukleotide 

und fluoreszenzmarkierte Desoxynukleotide, etwa 200 ng Template, Primer M13 a  

1 pmol/µl ( 3,2 µl) und deionisiertes H2O ad 20 µl. 

 

Primer M13 Sequenz vorwärts   (5`→ 3`): GTAAAACGACGGCCAG 

Primer M13 Sequenz rückwärts (3`→ 5`): CAGGAAACAGCTATGAC 

 

Die Proben wurden nach einem fünfminütigen Denaturierungsschritt folgendem 

Amplifikationsprogramm mit 26 Zyklen unterzogen: Denaturierung für 30 sek. bei 

95°C, Primerannealing von 30 sek. bei 55°C und Extension von 4 min. bei 60°C. 

Der Sequenzieransatz wurde mit dem „Dye Ex Spin Kit“ von Quiagen nach Anleitung 

des Herstellers aufgereinigt, da der Sequenziererfolg von der Reinheit der 

eingesetzten DNA abhängt. Das Prinzip der Reinigung beruhte auf der selektiven 

Bindung von DNA an einer in Mikrotubes eingebauten Silica-Gel-Membran.  
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Das Sequenziergerät detektierte nun die unterschiedlichen Abbruchprodukte über 

den Empfang von Emissionen der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe. 
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3. Ergebnis 

3.1. CUTL1 Mutationsanalyse mittels Einzelstrang- Konformationsanalysen  

Ich analysierte Exone 2 bis 23 des CUTL1 Gens in DNA aus diagnostischem Blut 

oder Knochenmark von insgesamt 13 Patienten (Tabelle 2). Bei 8 dieser Patienten 

ließen sich maximal 4 Exone nicht amplifizieren. Bei der SSCP Analyse wurden 6 

verschiedene abnorme und variationsverdächtige SSCP Muster aufgedeckt 

(Abbildungen 5-10, Tabelle 5). Die entsprechenden Patienten DNA Proben wurden 

reamplifiziert und im Folgenden der Sense - oder Antisensestrang sequenziert. Diese 

Analyse bestätigte in jedem untersuchten Fall den Austausch eines Nukleotids. In 

drei Fällen befand sich dieser Nukleotidaustausch innerhalb intronischer Sequenz. 

Da alle diese Veränderungen auch bei Kontroll DNA, d.h. DNA gesunder Probanden, 

auftraten, handelt es sich wahrscheinlich um Polymorphismen (Tabelle 5). In drei 

weiteren Fällen fand sich der Nukleotidaustausch innerhalb kodierender Sequenz. 

Da diese Variationen keine Veränderung in der vorhergesagten Aminosäuresequenz 

hervorrufen und zwei dieser Veränderungen auch bei Kontrollpersonen auftraten, 

handelt es sich auch hier am ehesten um Polymorphismen (Tabelle 5). Mutationen 

bzw. Variationen, die zu einem Austausch der vorhergesagten Aminosäuresequenz 

führen, wurden nicht identifiziert. 
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Tabelle 5: In dieser Dissertation identifizierte Polymorphismen im CUTL1 Gen  

Lokalisation Nukleotidaustausch Häufigkeit im 

Patientenkollektiv 

(Patienten Nr.) 

Häufigkeit bei 

Kontrollpersonen 

Intron 2 +8A→G 2/12 (3, 5) 1/25 

Intron 7 +6G→A 8/13 (2, 3, 5, 6, 7, 11, 12, 

13) 

12/24 

Intron 8 +11A→C 2/13 (2, 5) 1/25 

Exon 13 c.1104G>A* (Pro368Pro) 11/13 (1, 2, 4, 5, 6, 7, 9, 

10, 11, 12, 13) 

17/25 

Exon 14 c.1206C>T*(Ser402Ser) 7/13 (1, 4, 5, 7, 8, 10, 11) 10/25 

Exon 20 c.3084C>T*  (Ser1028Ser) 2/12(2, 8) 0/24 

* Genbank Accession Nummer M74099 

 

 

3.2. Auffällige SSCP Gele und Abklärung mittels Sequenzierung 

Die folgenden Abbildungen 5-10 zeigen die in dieser Arbeit erstellten auffälligen 

SSCP Gele sowie deren Abklärung mittels Sequenzanalysen.  

 

Abb.5: A CUTL1 SSCP-
Polyacrylamidgel für Exon 2 nach 
Silberfärbung. Das variierende 
Muster ist durch einen Pfeil 
gekennzeichnet.  
B Mittels Klonierung wurde das 
normale (Wildtyp) und variierende 
Allel voneinander getrennt. Es ist 
der Antisensestrang dargestellt. 
Nach dem Sequenzieren wird die 
genaue Basenveränderung auf 
DNA Ebene sichtbar. In diesem 
Fall: Intron 2 +8A→G, d.h., dass 
an Position 8 3’ der Exon/Intron- 
Grenze ein Basenaustausch von 
Guanin zu Adenin stattfindet.  
C Es wurden gesunde 
Normalpersonen untersucht: 
veränderte Muster sind mit einem 
Pfeil gekennzeichnet. Das 
Ergebnis der Sequenzierung ist 
identisch mit der Sequenzierung 
der abnormen Patientenmuster 
(nicht gezeigt). 
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Abb.6: A CUTL1 SSCP-
Polyacrylamidgel für Exon 7 nach 
Silberfärbung. Das variierende 
Muster ist durch einen Pfeil 
gekennzeichnet.  
B Mittels Klonierung wurde das 
normale (Wildtyp) und variierende 
Allel voneinander getrennt. Es ist 
der Antisensestrang dargestellt. 
Nach dem Sequenzieren wird die 
genaue Basenveränderung auf 
DNA Ebene sichtbar. In diesem 
Fall: Intron 7 +6G→A d.h., dass 
an Position 6 3’ der Exon/Intron- 
Grenze ein Basenaustausch von 
Adenin zu Guanin stattfindet.  
C Es wurden gesunde 
Normalpersonen untersucht: 
veränderte Muster sind mit einem 
Pfeil gekennzeichnet. Das 
Ergebnis der Sequenzierung ist 
identisch mit der Sequenzierung 
der abnormen Patientenmuster 
(nicht gezeigt). 

Abb.7: A CUTL1 SSCP-
Polyacrylamidgel für Exon 8 nach 
Silberfärbung. Das variierende 
Muster ist durch einen Pfeil 
gekennzeichnet.  
B Mittels Klonierung wurde das 
normale (Wildtyp) und variierende 
Allel voneinander getrennt. Es ist 
der Sensestrang dargestellt. Nach 
dem Sequenzieren wird die 
genaue Basenveränderung auf 
DNA Ebene sichtbar. In diesem 
Fall: Intron 8 +11A→C d.h., dass 
an Position 11 3’ der Exon/Intron- 
Grenze ein Basenaustausch von 
Cytosin zu Adenin stattfindet.  
C Es wurden gesunde 
Normalpersonen untersucht: 
veränderte Muster sind mit einem 
Pfeil gekennzeichnet. Das 
Ergebnis der Sequenzierung ist 
identisch mit der Sequenzierung 
der abnormen Patientenmuster 
(nicht gezeigt). 
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Abb.8: A CUTL1 SSCP-
Polyacrylamidgel für Exon 13 
nach Silberfärbung. Das 
variierende Muster ist durch einen 
Pfeil gekennzeichnet.  
B Mittels Klonierung wurde das 
normale (Wildtyp) und variierende 
Allel voneinander getrennt. Es ist 
der Antisensestrang dargestellt. 
Nach dem Sequenzieren wird die 
genaue Basenveränderung auf 
DNA Ebene sichtbar. In diesem 
Fall: Exon 13 
1104G>A(Pro368Pro) d.h., an 
Basenposition 1104 3’ wurde im 
Exon 13 Guanin durch Adenin 
ersetzt, es blieb allerdings bei 
Generierung der Aminosäure 
Prolin an der Aminosäureposition 
368 im Protein. C Es wurden 
gesunde Normalpersonen 
untersucht: veränderte Muster 
sind mit einem Pfeil 
gekennzeichnet. Das Ergebnis der 
Sequenzierung ist identisch mit 
der Sequenzierung der abnormen 
Patientenmuster (nicht gezeigt). 

Abb.9: A CUTL1 SSCP-
Polyacrylamidgel für Exon 14 
nach Silberfärbung. Das 
variierende Muster ist durch einen 
Pfeil gekennzeichnet.  
B Mittels Klonierung wurde das 
normale (Wildtyp) und variierende 
Allel voneinander getrennt. Es ist 
der Sensestrang dargestellt. Nach 
dem Sequenzieren wird die 
genaue Basenveränderung auf 
DNA Ebene sichtbar. In diesem 
Fall: Exon 14 
1206C>T(Ser402Ser) d.h., an 
Basenposition 1206 3’ im Exon 14 
wurde Cytosin durch Thymin 
substituiert, am Einbau der 
Aminosäure Serin an Position 402 
im Protein änderte sich nichts.  
C Es wurden gesunde 
Normalpersonen untersucht: 
veränderte Muster sind mit einem 
Pfeil gekennzeichnet. Das 
Ergebnis der Sequenzierung ist 
identisch mit der Sequenzierung 
der abnormen Patientenmuster 
(nicht gezeigt). 
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Die Lokalisation der identifizierten Veränderungen innerhalb des CUTL1 Genortes ist 

in Abb.11 dargestellt. 
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Exon/Intronstruktur von CUTL1

7

 

 
 

Abb.10: A CUTL1 SSCP-
Polyacrylamidgel für Exon 20 
nach Silberfärbung. Das 
variierende Muster ist durch einen 
Pfeil gekennzeichnet.  
B Mittels Klonierung wurde das 
normale (Wildtyp) und variierende 
Allel voneinander getrennt. Es ist 
der Antisensestrang dargestellt. 
Nach dem Sequenzieren wird die 
genaue Basenveränderung auf 
DNA Ebene sichtbar. In diesem 
Fall: Exon 20 
3084C>T(Ser1028Ser) d.h., an 
Basenposition 3084 3’ im Exon 20 
führte der Basenwechsel von 
Cytosin zu Thymin nicht zu einer 
Änderung der Herstellung der 
Aminosäure Serin und am Einbau 
dieser Aminosäure an Position 
1028 im Protein.  
C Es wurden gesunde 
Normalpersonen untersucht: 
veränderte Muster sind mit einem 
Pfeil gekennzeichnet. Das 
Ergebnis der Sequenzierung ist 
identisch mit der Sequenzierung 
der abnormen Patientenmuster 
(nicht gezeigt). 

Abb.11: Durch SSCP-Analysen gefundene Veränderungen in Bezug zur Exon/Intronstruktur 
von CUTL1 
Im oberen Bereich der Abbildung ist die Intron/Exonstruktur von CUTL1 dargestellt. Die Introns 
sind rot abgebildet und nicht im korrekten Grössenverhältnis dargestellt. Zur Vereinfachung der 
Darstellung haben alle Introns identische Grössen. Die roten Buchstaben zeigen die gefundenen 
intrinsischen Veränderungen, in den Kästen sind die Polymorphismen zu sehen. Im unteren Anteil 
der Abbildung ist die Proteinstruktur gezeigt, hier sind die Aminosäuren an der entsprechenden 
Position eingetragen. Die Änderung einer Base führte in keinem Fall zu einer Änderung der 
Aminosäureabfolge. 
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4. Diskussion 

4.1. Klinische Bedeutung der Monosomie 7 im Kindesalter 

Die Monosomie 7 gehört zu den häufigsten chromosomalen Anomalien bei 

myeloischen Neoplasien (Luna-Fineman et al., 1995; Le Beau et al., 1986; Le Beau 

et al., 1996). Im Kindesalter tritt die Monosomie 7 insbesondere bei Patienten mit 

JMML und bei Patienten mit MDS auf. Kinder mit niedriggradigem MDS und 

Monosomie 7 entwickeln im Durchschnitt innerhalb von 1,9 Jahren einen Progress 

ihrer Erkrankungen (Kardos et al., 2003). Daher besteht für diese Patienten mit 

Monosomie 7 eine Indikation zur baldigen Stammzelltransplantation (SZT). Entgegen 

der häufig zitierten Aussage, daß die Monosomie 7 einen durchweg schlechten 

prognostischen Faktor darstellt, ist dies im Kindesalter nicht immer zutreffend. So ist 

bei Patienten mit JMML das Überleben nach SZT nicht davon abhängig, ob eine 

Monosomie 7 vorliegt (Locatelli et al., 2005). Es ist Gegenstand aktueller Diskussion, 

ob eine de novo akute myeloische Leukämie (AML) mit Monosomie 7 nicht eher als 

fortgeschrittenes MDS bzw. als MDS-assoziierte AML angesehen werden sollte, da 

sowohl Patienten mit fortgeschrittenem MDS als auch Patienten mit AML und 

Monosomie 7 ähnliche klinische Verläufe zeigen und in der Regel nicht ohne SZT 

geheilt werden können. Hingegen ist die AML ohne Monosomie 7 häufig 

chemosensitiv und meist mit balancierten chromosomalen Translokationen assoziiert 

(Pedersen-Bjergaard et al., 1994; Pedersen-Bjergaard et al., 1991; Fenaux et al., 

1989). Unter den Patienten mit MDS nach Chemo- oder Strahlentherapie ist die 

Monosomie 7 die häufigste chromosomale Veränderung. Hier tritt sie insbesondere 

nach einer Strahlentherapie und/oder nach einer Therapie mit alkylierenden 

Substanzen auf (Le Beau et al., 1986; Luna-Fineman et al., 1995; Pedersen-

Bjergaard et al., 1994; Thirman et al., 1996). Im Gegensatz zu therapieassoziierten 

myeloischen Neoplasien nach Einnahme von Topoisomerase Inhibitoren, die 
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durchschnittlich drei Jahre nach Erstbehandlung auftritt, entsteht das 

therapieassoziierte MDS mit Monosomie 7 nach durchschnittlich 7 Jahren 

(Pedersen-Bjergaard et al., 1987; Pedersen-Bjergaard et al., 1994). 

Interessanterweise findet sich die Monosomie 7 ebenfalls gehäuft bei myeloischen 

Leukämien von Patienten mit zu myeloischen Neoplasien prädisponierenden 

Grunderkrankungen. Zu diesen Erkrankungen gehören die Fanconi-Anämie, das 

Shwachman-Diamond Syndrom und die kongenitale Neutropenie (Luna-Fineman et 

al., 1995). Für diese Patienten mit einer Prädisposition für myeloische Neoplasien ist 

eine jährliche zytogenetische Analyse von Knochenmarkzellen indiziert, um ein MDS 

mit Monosomie 7 frühzeitig zu erkennen.  

 

 

4.2. Tumorsuppressorgene  

Tumorsuppressoren haben die Eigenschaft, die Transformation der Zelle zu 

unterdrücken und gehören zu den zentralen Steuereinheiten von Proliferation und 

Wachstum in der Zelle (Weinberg et al., 1991; Knudson et al., 1993). Häufig werden 

TSG durch den Verlust von genetischem Material inaktiviert. Die Existenz der TSG 

wurde 1971 erstmals von Knudson postuliert (Knudson et al., 1971). TSG wirken, im 

Gegensatz zu klassischen dominanten Onkogenen, auf zellulärer Ebene rezessiv. 

Das bedeutet, daß beide Allele inaktiviert werden müssen, um zur Transformation zu 

führen (Weinberg et al., 1991). Für die Aufrechterhaltung der normalen 

Zellwachstumsregulation reicht in diesem Modell das Genprodukt eines normalen 

Allels für das regelrechte Zellwachstum aus. Hingegen ist die Inaktivierung des 

zweiten Allels für die Tumorgenese entscheidend; demnach sind zwei Mutationen 

notwendig, um das TSG zu inaktivieren. Knudson formulierte 1971 auf der Grundlage 

epidemiologischer Untersuchungen des erblichen und sporadischen Retinoblastoms 
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eine Zwei-Treffer-Hypothese („two-hit-model“) (Knudson et al., 1971). Bei der 

erblichen Form ist ein Allel des Retinoblastom Gens, RB, in der Keimbahn mutiert. 

Bei der Tumorentstehung kommt es zu einer somatischen Mutation im zweiten Allel. 

Bei der sporadischen Form des Retinoblastoms führen zwei somatische Ereignisse 

zum Funktionsverlust beider Allele und somit zur Tumorentstehung.  

 

 

 

 

 

Abb.12: Knudsons Zwei-Schritt-Hypothese 

Die schematische Darstellung zeigt den Weg von einer gesunden Zelle einer Normalperson (Allele 

in grau) zur Ursprungszelle eines Tumor (Allele in orange) durch zwei Mutationen am Beispiel des 

Retinoblastom Gens. Für ein sporadisches Retinoblastom sind zwei Mutationen erforderlich, für die 

familiäre Form des Retinoblastoms ist dagegen bereits eine Mutation ausreichend. 
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In Tabelle 6 sind einige bekannte TSG zusammengestellt, die eine Rolle bei der 

Entstehung solider Tumoren spielen  

 

Tabelle 6: Beispiele von bekannten Tumorsuppressorgenen 

Gen Erkrankung Funktion 

APC Familäre, adenomatöse 

Polyposis coli 

Signaltransduktion 

BRCA1 Familiäres Mamma- und 

Ovarialkarzinom 

DNA-Reparatur 

BRCA2 Familiäres Mamma-, 

Ovarial- und 

Prostatakarzinom 

DNA-Reparatur 

NF1 Neurofibromatose 1 GTPase aktivierendes Protein 

PMS1/HNPCC3 Kolonkarzinom DNA-Reparatur 

RB1 Retinoblastom, 

Osteosarkom, 

Karzinome (Blase, Mamma, Lunge, Prostata)  

Transkriptions- 

modifikator 

WT1 Nephroblastom (Wilms-Tumor) Transkriptionsfaktor 

 

TSG sind häufig rezessiv, so daß Verlust beider TSG Allele eine Vorraussetzung für 

die Tumorgenese ist. In letzter Zeit wurden jedoch TSG identifiziert, bei denen 

bereits die Inaktivierung eines Allels ausreicht, um zur Transformation zu führen. 

Dieses Phänomen wird als Haploinsuffizienz bezeichnet. Beispiele für wahrscheinlich 

haploinsuffizient wirkende TSG sind P27KIP1, RUNX1, TP53 und DMP1 (Fero et al., 

1998; Song et al., 1999; Venkatachalam et al., 1998; Inoue et al., 2001).  
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4.3. Deletion des CUTL1 Gens in Chromosom 7 Bande q22 in Leukämiezellen  

Mehrere „kritische“ Deletionsregionen auf dem langen Arm von Chromosom 7 

innerhalb Bande 7q22 wurden mit Hilfe molekulargenetischer Methoden von 

Patientenproben mit malignen myeloischen Erkrankungen definiert (Le Beau et al., 

1986; Le Beau et al., 1996; Fischer et al., 1997; Kere et al., 1987; Kere et al., 1989; 

Liang et al., 1998; Tosi et al., 1999). Das Gen CUTL1 befindet sich innerhalb der von 

Fischer und Tosi definierten Deletionsregionen und ist allein aufgrund dieser 

Lokalisation als mögliches Kandidatengen für myeloische Leukämien anzusehen.  

Fischer und Mitarbeiter (Fischer et al., 1997) führten FISH-Analysen an 21 

Leukämieproben mit Chromosom 7 Aberrationen durch und beschrieben zwei nicht 

überlappende „kritische“ Regionen zwischen Bereich 7q22 und 7q31. Die erste der 

beschriebenen Regionen umspannt etwa 2-3 Mb und enthält unter anderen das Gen 

CUTL1. Tosi und Mitarbeiter (Tosi et al., 1999) untersuchten Knochenmarksproben 

von 17 Patienten mit myeloischen Erkrankungen mittels FISH. Übereinstimmend mit 

Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, lagen die Deletionsbruchpunkte in 14 

untersuchten Proben in oder proximal von 7q22. Ein Patient mit einem komplexen 

Karyotyp bei AML wies eine balancierte Translokation t(7;7)(p13; q22) auf. Der 

Translokationsbruchpunkt lag innerhalb der Bande 7q22 und ging mit der Deletion 

von etwa 150kb einher. Die deletierte Sequenz betrifft den CUTL1 Genort. Die 

beschriebene Deletion überschneidet sich mit der proximalen, von Fischer und 

Mitarbeitern bereits beschriebenen Region (Fischer et al., 1997) (Abb.1). 

Auch bei soliden Tumoren wurde LOH im Bereich des CUTL1 Gens beschrieben. 

Zeng et al. fanden LOH auf dem langen Arm von Chromosom 7 in Brustkrebsproben. 

Deletionen von genetischem Material im Bereich von 7q22 wurden in verschiedenen 

Tumorentitäten gefunden. Sie waren assoziiert mit vermehrter Tumorgröße (Zeng et 

al., 1999). Außerdem wurde LOH in der Region 7q22 auch bei einigen uterinen 
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Leiomyomen, gutartigen Tumoren ausgehend von glatten Muskelzellen des 

Myometrium, entdeckt (Zeng et al., 1997). 

 

 

4.4. Die Funktion des CUTL1 Gens 

CUTL1 ist verantwortlich für die Expression zahlreicher Zelloberflächenproteine und 

anderer Proteine, die in die Kontrolle von Zelladhäsion und Migration involviert sind. 

Das CUTL1 Genprodukt CDP ist ein Transkriptionsregulator, der an der Regulation 

von Zellwachstum, Entwicklung und Zellzyklusprogression beteiligt ist (Nepveau et 

al., 2001). Michl et al. konnten zeigen, daß CDP ein Programm aktiviert, welches 

Gene reguliert, die Einfluß auf Zellmotilität, Migrationsrate und Invasion haben. Die 

Expression von CDP wird dabei durch den Wachstumsfaktor TGFß erhöht. CDP 

spielt eine zentrale Rolle in der Koordination eines Genexpressionsprogrammes, das 

mit Zellmotilität, Metastasierungsrate und Tumorprogression assoziiert ist (Michl et 

al., 2005). Die Expression von CDP ist mit einem schlecht differenzierten Phänotyp 

bei Brust -und Pankreaskarzinomen und mit vermindertem Überleben von 

Brustkrebspatienten assoziiert (Michl et al., 2005; Troup et al., 2003). Somit ist 

CUTL1 nicht nur aufgrund der Lokalisation sondern auch aufgrund dessen Funktion 

bei der Transformation ein gutes Kandidatengen für myeloische Neoplasien. 

 

 

4.5. „Loss of heterozygosity“ Mechanismus zur Aktivierung von Onkogenen  

Die Funktion des CUTL1 Genprodukts CDP als stromabwärts von TGFß liegender 

Transkriptionsfaktor, der die Expression von neoplasieassozierten Proteinen fördert, 

spricht dafür, daß CUTL1 nicht als TSG sondern als Onkogen agiert. Neuere Daten 

zeigen, daß auch Onkogene durch LOH aktiviert werden können. So finden sich bei 
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vielen Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen aktivierende Mutationen im 

Janus Kinase 2 (JAK2) Gen (zusammengefasst in: Shannon und van Etten, 2005). 

Bei vielen dieser Patienten wird das nicht mutierte Allel mit mitotischer 

Rekombination deletiert (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Levine et al., 2005). 

Diese Beobachtung läßt die Vermutung zu, daß von LOH betroffene Regionen in 

Neoplasien nicht nur TSG sondern auch Onkogene tragen können.  

 

 

4.6. Das CUTL1 Gen ist nicht bei Patienten mit Monosomie 7 mutiert 

Meine Arbeit stellt die erste Mutationsanalyse des CUTL1 Gens bei Patienten mit 

Monosomie 7 dar. In der SSCP basierten Mutationsanalyse an DNA aus 13 

Leukämieproben mit 7q-Aberration konnte ich keine pathologischen CUTL1 

Mutationen nachweisen. In Exon 13, 14 und 20 identifizierte ich Variationen, die zu 

keiner Veränderung in der Aminosäuresequenz führen. Daher handelt es sich bei 

diesen Veränderungen, die in zwei Fällen auch bei Kontrollpersonen identifiziert 

wurden, um Polymorphismen (Tabelle 5). Darüber hinaus fand ich außerhalb der 

kodierenden Sequenz 3 intronische Variationen, die ebenfalls in DNA von 

Kontrollpersonen nachweisbar waren und daher ebenfalls keine Mutationen 

darstellen. 

 

Die SSCP Analyse dient der Erkennung von Punktmutationen (Komminoth et al., 

1994; Kratz et al., 2001). Allgemein geht man davon aus, daß die Wahrscheinlich-

keit, eine beliebige Mutation mittels SSCP zu entdecken, bei 60-80% liegt (Hayashi 

al. 1993). Andere Inaktivierungsmechanismen, wie Deletionen oder Inversionen, 

werden von dieser Methode nicht erkannt. Neben Mutationen und Deletionen 

(genetische Veränderungen) konnte die aberrante Methylierung (epigenetische 
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Veränderung) von normalerweise unmethylierten Bereichen der Promotorregion von 

TSG als weiterer Mechanismus für die Funktionsreduktion oder Inaktivierung dieser 

Gene bei verschiedenen malignen Erkrankungen identifiziert werden (Jones et al., 

2002). DNA-Methylierung von Genen wurde beispielsweise in primären Lungen- und 

Mammakarzinomen beschrieben (Zöchbauer-Müller et al., 2001). Im Gegensatz zu 

genetischen Mutationen sind Epimutationen reversibel und können beispielsweise 

durch Inhibition der DNA-Methylierung wieder ausgelöscht werden. Diese Hypothese 

wurde in der vorliegenden Arbeit bei CUTL1 nicht untersucht.  

 

Es besteht darüber hinaus die Möglichkeit, daß in dieser Arbeit Mutationen im 

CUTL1 Gen nicht gefunden wurden, da dieses Gen nur in einem geringen 

Prozentsatz der Patienten mutiert sein könnte. In diesem Fall wäre es denkbar, daß 

ich aufgrund einer zu geringen Probenzahl keine Mutationen identifiziert habe. 

 

Auch wenn CUTL1 als haploinsuffizientes Gen agieren würde, würde ich mit meinem 

Analyseansatz keine Mutationen identifizieren. Aktuelle noch unveröffentlichte 

Arbeiten zielen darauf, murine Regionen, die den humanen kritischen Regionen in 

Bande 7q22 entsprechen, zu deletieren. Mit dieser Methode könnte es gelingen, 

auch ein haploinsuffizientes TSG im Mausmodell zu erkennen (Shannon, 

unveröffentlichte Daten).  

 

4.7. Fazit 

Das häufige Auftreten der Monosomie 7 bei sowohl primären als auch sekundären 

myeloischen Neoplasien weist darauf hin, daß der Verlust eines oder mehrerer Gene 

auf Chromosom 7 eine entscheidende Rolle bei der Entstehung dieser Neoplasien 

haben. Mutationsanalysen in Chromosom 7 Kandidatengenen haben bisher keine 
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pathologischen Mutationen identifiziert. Diese Arbeit beschreibt die erste 

Mutationsanalyse des Gens CUTL1. Das Fehlen von Mutationen bei 13 Patienten 

deutet darauf hin, daß CUTL1 in myeloischen Zellen wahrscheinlich nicht als 

klassisches TSG oder als Onkogen agiert. Meine Arbeit schließt jedoch nicht die 

Möglichkeit aus, daß CUTL1 durch andere, z.B. epigenetische Mechanismen 

inaktiviert wird. Ferner konnte ich nicht ausschließen, daß CUTL1 als 

haploinsuffizientes TSG fungiert. Weitere Untersuchungen müssen klären, ob 

möglicherweise eines der übrigen nicht analysierten Gene im Bereich der kritischen 

Deletionsregion einer Inaktivierung in Leukämiezellen unterliegt. Die Aufklärung der 

Funktion von molekularen Veränderungen auf Chromosom 7 auf die 

Wachstumskontrolle hämatopoetischer Zellen wird dazu beitragen, die schlechte 

Prognose und das mangelhafte Therapieansprechen auf molekularer Ebene zu 

verstehen. Dies könnte die Entwicklung innovativer gezielter Therapeutika 

vorantreiben.  
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6. Zusammenfassung 

Genetische Analyse zur Rolle des CUTL1 Gens auf Chromosom 7 Bande q22  
bei Patienten mit myeloischen Neoplasien und Monosomie 7 

 

Der komplette Verlust von Chromosom 7 (Monosomie 7) oder eine Deletion des 

langen Arms von Chromosom 7 (Deletion 7q) gehören zu den häufigsten 

zytogenetischen Veränderungen bei Patienten mit myeloischen Neoplasien. Da 

Bande 7q22 von den meisten 7q-Deletionen betroffen ist, wird hier ein 

Tumorsuppressorgen für myeloische Neoplasien vermutet.  

Im Bereich häufig beschriebener Deletionsregionen innerhalb Chromosom 7 Bande 

q22 liegt das Gen CUTL1. Das CUTL1 Genprodukt, CDP, ist ein an Regulation von 

Zellwachstum, Entwicklung und Zellzyklusprogression beteiligter 

Transkriptionsregulator. Die Aktivität von CUTL1 ist mit einer gesteigerten Migration 

und Invasion von Tumorzelllinien assoziiert. Aufgrund der Lokalisation sowie der 

Rolle bei der Transformation stellt CUTL1 ein Kandidatengen für myeloische 

Neoplasien mit Monosomie 7 dar. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine SSCP basierte CUTL1 Mutationsanalyse an 

DNA aus 13 Leukämieproben mit myeloischen Neoplasien und 7q-Aberrationen 

durchgeführt. Auffällige PCR-Produkte, deren Einzelstränge ein vom Wildtyp 

abweichendes Wanderungsmuster aufwiesen, wurden nach Alleltrennung durch 

Klonierung unter Anwendung eines automatisierten Verfahrens sequenziert.  

Dabei fanden sich keine pathologischen Mutationen. In Exons 13, 14 und 20 konnte 

jeweils ein konservativer Basenaustausch identifiziert werden, ein 

Aminosäurenwechsel fand jedoch nicht statt. Bei den gefundenen 

Basenveränderungen handelt es sich am ehesten um Polymorphismen.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, daß Mutationen im CUTL1 Gen nicht 

an der Pathogenese myeloischer Neoplasien beteiligt sind.
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