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1. EINLEITUNG

1.1 ANGIOGENESE

Das Gefiassystem findet seinen ontogenetischen Ursprung in der Vaskulogenese. In der
Embryonalentwicklung differenzieren sich hdmatopoietische Stammzellen mesodermaler
Herkunft {iber Angioblasten zu Endothelzellen (EC), die als vaskuldre Lakunen bezeichnete
Blutinseln umschliessen. Durch Fusionierung bildet sich schliesslich ein primitives Netzwerk
aus, der sogenannte primdre vaskuldre Plexus (Risau & Flamme, 1995). Obwohl dieser
Prozess ausschliesslich auf die Embryonalentwicklung beschrinkt ist, gibt es neuerdings
Hinweise auf Gefédssneubildung durch vaskulogeneseartige Vorgdnge im postnatalen
Organismus, indem jiingst identifizierte, im Blut zirkulierende EC-Vorlduferzellen aus dem
Knochenmark unterstiitzend in die Gefdssneubildung einbezogen werden (Asahara et al.,
1999). Abgelost wird die Geféssinitiierung durch Vaskulogenese von der nun (teilweise
parallel) einsetzenden Weiterentwicklung bestehender Gefdsse, der Angiogenese. Man
unterscheidet dabei zwischen sprossender und nicht-sprossender Variante (Risau, 1997;
Carmeliet, 2000). Die langsseitige Teilung einer Kapillare durch Einschniirung (Intussu-
seption) oder Kompartimentierung via intrakapillar einwachsende Endothelzellbriicken fiihrt
zur Gefdssvermehrung nach nicht-sprossendem Muster, wobei umgekehrt auch eine
Verschmelzung mehrerer kleiner Gefasse zu einem gro3en moglich ist.

Dem Vorkommen nach am wichtigsten ist die Neovaskularisation durch Sprossung und
daraus resultierende Verzweigung bestehender Blutgefdsse. Im adulten Organismus kommt
dieser Prozess im physiologischen Kontext beinahe vollstindig zum Erliegen, lediglich im
weiblichen ovariellen Zyklus in Corpus luteum und Uterus findet noch regelhaft angiogene
Gefassbildung statt. Ansonsten ist der onkofetale Mechanismus im adulten ausschliesslich mit
pathologischen Vorgingen assoziiert, wie Wundheilung, Entziindung, Tumorvaskularisierung

oder Retinopathien.

Die zentrale, diesen Angiogeneseprozess modulierende Zielzelle ist die Endothelzelle. Das
vaskuldre Endothel kleidet als einschichtige Zellage mesodermalen Ursprungs das gesamte
Gefdssystem luminal aus, im gesunden, maturen Gefédss vollstandig wachstumsarretiert durch

Kontaktinhibition. In seiner Gesamtheit bildet es ein systemisch disseminiertes Organ von
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betrachtlichem biologischen Potential. Entsprechend seinen spezifischen Funktionen als
Biokompartimentierung ist das Endothel in erstaunlichem Masse phénotypisch heterogen
(Augustin et al., 1994; Risau, 1995). Je nachdem, ob es vorwiegend den Blutstrom begrenzt
und als potente Barriere fungiert (z.B. Blut-Hirn-Schranke) ist es kontinuierlich ausgeprigt
oder diskontinuierlich, wenn der Stoffaustausch im Vordergrund steht, wie etwa in der Niere,
Lunge oder in endokrinen Driisen (Carmeliet, 2000). Dabei ist das Endothel nicht nur eine
mehr oder minder dichte Isolation des Blutstromes, sondern priasentiert einerseits organ- und
situationsspezifisch Adhésionsmolekiile und Rezeptoren, die zirkulierenden Zellen z.B. des
Immunsystems die Orientierung erlaubt, und so bei Inflammationsvorgéngen (chronisch z.B.
bei Atheriosklerose, Review von Lusis, 2000) deren Rekrutierung und Ausschleusung aus der
Zirkulation vermittelt. Das homing verlduft dabei nach einer Kaskade aus Anndherung,
Rollen, Arrestierung und Integration, jeweils mediiert {iber verschiedene endothelial
prasentierte Adressine wie Selektine und Integrine (Review von Springer, 1994). Damit stellt
das Endothel einen Lageplan des Korpers dar, eindrucksvoll durch organspezifische Metasta-
sierung von Tumoren illustriert (Pauli ef al., 1990). Andererseits reagiert das Endothel
spezifisch auf physikalische oder chemische Stimuli, beispielsweise mit einer selektiven
Permeabilitdtszunahme nach Zytokinstimulation mit vascular permeability  factor
entsprechend vascular endothelial growth factor (VPF / VEGF, Dvorak et al., 1999).
Schliesslich beteiligt sich das Endothel aktiv an der Steuerung des Gefasstatus wie etwa durch

die Ausschiittung vasoaktiver Substanzen.

Die wichtigste endotheliale Effektorfunktion ist die angiogene Kaskade, ein komplexer
Mehrschrittprozess, untergliedert in Initiation, Progression und Maturation, bei dem es auch
zu Regressionsvorgdngen kommt (umfassende Reviews von Carmeliet, 2000; Yancopoulos et
al., 2000).

Die angiogene Aktivierung des Endothels (meist von postkapillaren Venulen ausgehend)
erfolgt durch primire Angiogenesestimulatoren. Als solche wirken ebenso Mikroumgebungs-
faktoren (Hypoxie, Azidose; Semenza, 1998) wie spezifische Zytokinaktivierung, z.B. durch
das VEGF-Rezeptor-Ligandensystem (Reviews von Eriksson & Alitalo, 1999; Neufeld et al.,
1999), einer exklusiv endothelialen Rezeptortyrosinkinasefamilie (RTK). Die aktivierten EC
unterstiitzen die angiogene Kaskade sowohl iiber Mechanismen autokriner Wachstums-

kontrolle als auch durch Sensibilisierung fiir parakrine Stimulation durch RTK-Expression, im
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weiteren Verlauf durch Freisetzung lokaler angiogener Stimulatoren wie a/bFGF (fibroblast
growth factor I/Il), TGF-a/P (transforming growth factor), PDGF (platelet derived growth
factor) aktiviert. Weiter erfolgt eine endotheliale Expression von Adhésionsmolekiilen und
Chemokinen sowie auch deren Rezeptoren (Feil & Augustin, 1998). Dies fiihrt bei
inflammatorischer Angiogenese zur Rekrutierung von Monozyten (Goede et al., 1999) und
Leukozyten, die eine sekundidre Verstirkung der Aktivierung und weitere Progression
bewirken. Ferner verlagert sich die proteolytische Balance durch hochregulierte Expression
von Proteasen und Proteinasen in Richtung eines invasiven Phdnotyps. Die aktivierten EC
migrieren und proliferieren chemotaktisch in Richtung des angiogenen Reizes, dabei
formieren und verlédngern sie neue Kapillaren.

Im Rahmen der Maturation wird das neue Gefdssbett mittels spezifischer Rezeptor-
Liganden-Interaktionen durch apoptotische Regressions- und Umbauvorginge auf den
tatsdchlichen Bedarf zugeschnitten (Remodeling) und nachfolgend durch Zellkontakt mit
ummantelnden Perizyten bzw. glatten Muskelzellen unabhiingig vom Uberlebensfaktor VEGF
(Carmeliet et al., 1999). Vermittelt wird diese Stabilisierung iiber den endothelialen Tie-2-
Rezeptor, der durch den Liganden Angiopoietin-1 (alle 4 bekannten Angiopoietine binden an
Tie-2) von muralen Zellen aktiviert wird. Die Regressionsvorginge werden unter Beteiligung
des natiirlichen Antagonisten Ang-2 vermittelt (indem dessen spezifische Tie-2-Bindung
keine Rezeptoraktivierung durch Autophosphorylierung induziert, Maisonpierre et al., 1997):
Dieser bewirkt eine autokrine endotheliale Destabilisierung maturer Blutgefasse. Da an Orten
angiogenen Remodelings eine erhohte Ang-2 Expression zu beobachten ist, wird zudem
angenommen, dass diese postnatal als Voraussetzung fiir die VEGF-induzierte Angiogenese
erforderlich ist (Maisonpierre et al., 1997; Holash et al., 1999a & b). In der Maturationsphase
degradieren Ang-2-destabilisierte Gefdsse ohne VEGF apoptotisch (wie wihrend der
Luteolyse im Ovar, Goede et al., 1998), so dass eine bedarfsabhingige Feinabstimmung
ermoglicht wird (Yancopoulos et al., 2000).

Die Ausreifung wird begleitet von der endothelialen Synthese extrazelluldrer Matrix (ECM).
Das reife Blutgefiss organisiert sich dann in Intima, bestehend aus EC, abluminal umgeben
von einer feinen Basalmembran und ECM aus Kollagen und Proteoglykanen, die an einigen
Stellen durchbrochen ist und einen Kontakt ermoglicht zu den muralen Zellen der Media
(glatte Muskelzellen oder Perizyten). Die &dussere Hiille eines maturen Blutgefisses

(Adventitia) bilden schliesslich Fibroblasten. Zwischen den Zellen der verschiedenen
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Schichten ereignen sich vielerlei Interaktionen, aber auch laterale interendotheliale
Zellkontakte spielen eine wichtige funktionelle Rolle bei der Regulation von Zellform,
Permeabilitdt und Zellverhalten (Review von Lampugnani & Dejana, 1997).

Vier Mitglieder der grossen Eph-Rezeptorenfamilie bilden neben den genannten RTK-
Familien VEGF-R1-3 und Tie-1-2 die dritte wichtige endotheliale Gruppe mit angiogenese-
assoziierter Funktion (aktueller Review von Gale & Yancopoulos, 1999). Sie werden aktiviert
durch sogenannte Ephrin-Liganden, die wie ihre Rezeptoren membranstindig sind. Wéhrend
der embryonalen Kapillarentwicklung zeigen sie eine exklusive reziproke Expression in EC,
Ephrin-B2 im arteriellen Teil, sein EphB4-Rezeptor umgekehrt im vendsen (Wang et al.,
1998). Entsprechend und in Analogie zum Nervensystem wird abgeleitet, dass das Rezeptor-
Ligandensystem am kapillaren Ubergang durch laterale Kontakte die arteriovendse
Differenzierung vermittelt und einer Vermischung vorbeugt (Yancopoulos et al., 1998;
Adams et al., 1999; Gale & Yancopoulos, 1999). Eine im adulten auf EC-angrenzende murale
Zellen ausgeweitete Ephrin-B2- / EphB4-Expression, aber auch das Auftreten der anderen
Typen deutet auf zusidtzliche Funktionen bei der Gefédssorganisation oder Maturation, die
nicht nur auf die arteriovendse Grenze beschrinkt sind.

Solide Tumoren ab einer Grésse von etwa 4 mm werden nur insuffizient durch Diffusions-
vorgédnge versorgt. Im Rahmen der seit langem bekannten Tumorangiogenese induziert der
Tumor massiv seine Vaskularisierung durch spezifische Aktivierung des physiologischen
Wirtsmechanismus Angiogenese. Entsprechend lassen sich Tumoren auch als Wunden
auffassen, die nicht abheilen (Dvorak, 1986). Folglich bedeutet antiangiogene Intervention
eine Antitumortherapie, die ,resistent gegen die Entwicklung von Resistenzen® ist (Boehm
et al., 1997), da sie auf einen physiologischen Mechanismus abzielt, auch wenn sich die
Anzeichen mehren, dass sich pathologische und physiologische Angiogenese und
Gefassbetten unterscheiden (vgl. Carmeliet, 2000). Zudem muss einschrinkend festgestellt
werden, dass nicht alle Tumoren gleichermassen angiogenese-abhingig sind. Insbesondere
Tumoren geringer Wachstumsdynamik sowie stark invasive, metastasierende Varianten
werden deshalb eher als ungeeignete Antiangiogenese-Ziele angesehen (Augustin, 1998).
Zudem gibt es neuere Hinweise, dass expandierende Tumoren bestehende Wirtsgefdsse
zunichst einbeziehen, die dann moglicherweise als Abwehrmechanismus degradieren, bevor
erst sekundir massiv tumorinduzierte Angiogenese einsetzt (Holash et al., 1999a). Voraus-

sichtlich verlduft Tumorwachstum weder ausschliesslich nach diesem ,,Cooption‘““-Konzept
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noch via Tumorangiogenese, so dass der grosste Nutzen angekiindigter antiangiogener
Tumortherapien (z.B. von Entremed Inc., Rockville, Maryland, USA) in Kombination mit
etablierten Ansitzen zu erwarten sein wird (siche Review von Augustin, 1998).

Eine jlingst erschienene Studie von Eberhard ef al. (2000) bestdtigt eine mangelnde Geféss-
maturation in Tumoren mit erheblicher individueller Varianz. Somit besteht der wesentliche
Unterschied zwischen Tumor und Wirtsgeféassbett moglicherweise weniger in der Aktivierung
des Endothels als vielmehr im Maturationsgrad. Damit erdffnen sich neue Ansatz-
moglichkeiten fiir die Entwicklung vaskuldrer Zieltechniken, bei denen tumorgeféssbett-

spezifisch ein Effektor mit breiter zytotoxischer Wirkung adressiert wird.

Zusammengenommen ist Angiogenese ein durch ein Netzwerk induzierender und
inhibierender Faktoren streng kontrollierter, balancierter Prozess (Hanahan & Folkman, 1996;
Iruela-Arispe & Dvorak, 1997). Zur Formierung funktioneller Gefdsse muss die konzertierte
Expression der vaskuldr-spezifischen Zytokine dabei rdumlich, zeitlich und konzentrations-
bezogen exakt abgestimmt sein.

Konzentrierte sich die Forschung bislang vorwiegend auf die Identifizierung angiogener
Wachstumsfaktoren, so gerdt zunehmend als Ziel der angiogenen Aktivierung die
Endothelzelle selbst ins Visier. Die Identifizierung spezifisch angiogeneseassoziiert
exprimierter Rezeptortyrosinkinasen und Integrinheterodimere hat zu wesentlichen Impulsen

in der Angiogeneseforschung gefiihrt.

1.2 UNTERSUCHUNG DER ANGIOGENESE

Das biologische Phanomen Angiogenese ist ein komplexer Vorgang, den in seiner Gesamtheit
zu verstehen eine Vielzahl von Ansétzen erfordert, die unterschiedliche Aspekte adressieren.
Exemplarisch genannt sei Angiogenese in verschiedenen physiologischen und pathologischen
Szenarien, die verschiedenen Phasen der angiogenen Kaskade, Zell-Zellkontakte, Homing, die
Untersuchung von Stoffwechselleistungen des Endothels und den weiteren gefdsskonsti-
tuierenden Zellen oder deren Manipulation. Entsprechend stehen inzwischen zahlreiche
physiologische und pathologische Angiogenesemodelle diverser Spezies in vivo und in vitro
zur Verfiigung. Dazu gehoren in vivo-Modelle wie die urspriinglich avaskulidre Kaninchen-

Cornea, die embryonale Chorio-Allantois-Membran des Huhns (CAM), die physiologische
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zyklische Ovarangiogenese im Corpus luteum (CL), Revaskularisierung in der ischdmischen
Hinterextremitit der Maus sowie zahlreiche Tumormodelle nach Implantation. Eine Sonder-
stellung nehmen dabei ex vivo-Modelle wie etwa kultivierte Blutgefassabschnitte ein. In vitro
sind zahlreiche Zellkulturmodelle etabliert, liber die allgemeinen zweidimensionalen EC-
Kulturen iiber differenzierte dreidimensionale Sprossung simulierende Modelle von EC oder
Cokulturen zusammen mit anderen muralen Zellen, die sich zu Sphéroiden in Gelmatrizes
organisieren bis hin zu spezialisierten Assays zur Bestimmung spezifischer endothelialer
Effektorfunktionen wie Migration nach Verletzung eines EC-Monolayers oder chemotaxis-
vermittelt (Boyden-chamber), oder Proliferation (*H-Thymidininkorporation, BrdU).

Zum einen sind sie Voraussetzung fiir die Charakterisierung des zugrundeliegenden
Zellverhaltens, zum anderen ermdglichen sie die funktionelle Identifikation und Uberpriifung
angiogenesestimulatorischer und inhibitorischer Effektoren. Als Beispiel fiir Proteinaufreini-
gungen stehen hier die endogenen Angiogeneseinhibitoren Angiostatin (O'Reilly et al., 1994a
& b) und Endostatin (O'Reilly et al., 1997). Da es sich bei beiden um proteolytische Frag-
mente von ubiquitdren Proteinen anderer Funktion handelt, wéren sie auf genetischem Weg
nicht zu erschliessen. Die Untersuchung angiogener EC hat zu einer betrachtlichen Anzahl
weiterer stimulatorisch und inhibitorisch aktiver Substanzen gefiihrt, die im einzelnen hier

aufzufiihren zu weit fiihrt.

Zum vollstindigen Verstindnis ist aber die Aufkldrung der zugrundeliegenden molekularen
Vorgénge erforderlich. Dementsprechend ist die genotypische Charakterisierung des
angiogenen Phénotyps von EC der initiale Schritt zur Identifikation neuer Effektoren der
angiogenen Kaskade. Da das Verhalten einer Zelle von deren exprimierten Genen reflektiert
und determiniert wird, gilt es, die spezifisch mit dem Phidnomen verkniipften Gene zu
identifizieren. Fiir diese Zielgruppe kann erwartet werden, dass sich ihre Expression
signifikant vom Grundzustand unterscheidet. Zur validen Untersuchung differentieller
Genexpression muss ein geeignetes, die Angiogenese reprisentierendes Modell gewihlt
werden, da nach Carulli et al (1998) der Vergleich zweier Proben grundsitzlich
expressionelle Unterschiede identifiziert, und weiter: Im Sinne einer guten Basis sollten die
Experimente so einfach und reproduzierbar sein, wie mdoglich. Der tatsdchliche Bezug

isolierter Kandidaten zur Fragestellung bedeutet die Notwendigkeit, moglichst dhnliche
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Zustédnde zu vergleichen, um so alle nicht relevanten Expressionsdnderungen von vornherein
zu eliminieren.

Zwar sind auf genetischem Wege neue Kandidaten vergleichsweise leicht zu isolieren, deren
spezifische Funktion ist aber erst sekundidr durch nachgeschaltete Experimente zu
erschliessen, im Gegensatz zu den klassischen Proteinisolationsverfahren, wo man einen
Kandidaten mit messbarer Funktion (unter allerdings hohem Aufwand) zu identifizieren und
isolieren trachtet. Damit ist es bei isolierten Genkandidaten unumgénglich, die Hypothese der
tatsdchlichen Involvierung in den betreffenden Prozess im geeigneten Zell- oder Tiermodell
zu iberpriifen, so dass ein entsprechendes experimentelles System zur Verfligung stehen

muss.

Ziel der Arbeit

Entsprechend diesen Voriiberlegungen und da ganz allgemein der endotheliale angiogene
Phanotyp auf molekularer Ebene charakterisiert werden sollte, wurde auf das einfache
zweidimensionale Zellkulturmodell aktivierter, proliferierender EC zuriickgegriffen, die mit
wachstumsarretierten, konfluent kontaktinhibierten EC im Ruhezustand verglichen wurden.
Nach Augustin Voss et al. (1993) und Kozian (1996) verhalten sich in vitro kultivierte EC in
guter Niherung wie undifferenzierte, an der Spitze eines kapillaren Sprosses proliferierende,
angiogene EC in vivo. Neben der einfachen Realisierbarkeit bot das Zellkulturmodell ferner
die entscheidenden Vorteile hoher Reproduzierbarkeit, leichter Manipulierbarkeit und das
Potential quantitativer Umsetzung zu ausgedehnten Kontrollexperimenten.

Die Wahl des basalen angiogenen Stimulators bFGF war motiviert in der Konstitution eines
allgemein aktivierten Zellstatus von EC (vgl. Augustin Voss et al., 1993), der eine ent-
sprechend breit angelegte Charakterisierung ermoglicht. Folglich wurde der zum Vergleich
ruhende Zellstatus konfluenter EC zusitzlich mit einem funktionsneutralisierenden Anti-
korper gegen bFGF verstirkt, um eine moglichst deutliche Differenz zwischen diesen
Zustinden zu erzeugen sowie zur Kompensation der Beobachtung, dass kultivierte EC trotz
Kontaktinhibition eine geringfiigige artefaktuelle Basalaktivitét aufrecht erhalten (Bavisotto et

al., 1990; Cines et al., 1998).

Verschiedene Verfahren zur Identifikation unbekannter regulierter Gene stehen zur Verfii-

gung von denen Differential Display der vorliegenden Arbeit zugrunde gelegt wurde.
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Die Fragestellung war dabei die molekulare genetische Charakterisierung der angiogenen EC
mit dem Ziel, nachfolgend aus dem ermittelten Kandidatenpool angiogeneserelevante

Effektoren zu identifizieren und diese ndher zu untersuchen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

21 CHEMIKALIEN UND GERATE

Chemikalien

Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, in p.a.- oder reinst-Qualitdt von den
Firmen Merck (Darmstadt), Serva Feinbiochemika (Heidelberg) und Sigma Aldrich Chemie
(Deisenhofen) bezogen. Zur Herstellung von Losungen wurde doppelt Quarzglas-destilliertes
(bidest. oder dd-) Wasser verwendet, optional zusitzlich DEPC-behandelt (1%o) und
autoklaviert (DEPC-Wasser). Je nach Angabe kam ausserdem durch einen Ionenaustauscher

demineralisiertes (demin-) Wasser zum Einsatz.

Geriite Bezugsquelle
Brutschrank CO,-Auto-Zero Heraeus, Hanau
Fotokamera CRT Instant Camera TA 40 (Polaroid) Krannich, Gottingen
Hybridisierungsofen OV1 Biometra, Gottingen
Nassblotapparatur (fiir Western-blots) HSI, San Francisco
PAGE-Apparatur IBI Base Runner 100 (fiir DD-Gele) Kodak, Stuttgart
PAGE-Apparatur Mini Protean® II (fiir Westerngele) BioRad, Miinchen
pH-Meter Schott CG 822 Krannich, Gottingen
Phosphoimager GS-250 Molecular Imager BioRad, Miinchen
Photometer (fiir DNA) Pharmacia Biotech, Freiburg
Photometer (fiir Proteine) ELISA-Photometer (Behring) PE Wallac, Freiburg
Sequencer Abi 310 PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Sequencer Abi 377 PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Spannungsquelle High Voltage Power Pack P30 Biometra, Gottingen
Sterilbank Lamin Air HLB244GS Heraeus, Hanau
Szintillationsmessgeridt Wallac 1409 Liquid Szintillation Counter PE Wallac, Freiburg
Thermocycler Robocycler Gradient 96 Stratagene, Heidelberg
Thermocycler UNO-Thermoblock Biometra, Gottingen
Thermocycler GeneAmp PCR System 2400 PE Applied Biosystems, Weiterstadt
UV-Crosslinker UV Stratalinker 2400 Stratgene, Heidelberg
UV-Transilluminator (254 nm) Typ NM-90 KM Intas, Gottingen
Vakuumtrocknungsapparatur fiir DD-PAGE-Gele Typ VSGE 300-400  Biometra, Gottingen
Videodokumentation mit Thermoprinter Intas, Gottingen
Zentrifuge Sigma 201 M Sigma, Osterode
Zentrifuge Sigma 3 K 30 Sigma, Osterode
Sonstige Materialien und Ger:iite Bezugsquelle
Rontgenfilm Kodak BioMax MR, einseitg beschichtet Intas, Gottingen

Rontgenfilm Kodak X-OMAT Blue XB-1, beidseitig beschichtet Intas, Gottingen
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Rontgenfilm NEF-485, beidseitig beschichtet NEN, Kéln
Verstérkerscreen flir Rontgenkassetten Reflection QL 400004 NEN, Kéln

Film Sofortbild Typ 667 (Polaroid)
Software

Enzyme und Proteine

BSA

Trypsin fiir Zellkulturarbeiten
Proteinase K

Proteinaseinhibitoren PMSF, Aprotinin, Leupeptin, Inhibitor-Cocktail

Proteinldngenstandard, Protein Color Marker Wide Range
RNasin

DNase |

Reverse Transkriptase Superscript]I™
Reverse Transkriptase Expand™
Reverse Transkriptase AMV

Reverse Transkriptase MMLV

DNA Polymerase Taq

DNA Polymerase Taq

DNA Polymerase Taq

DNA Polymerase Taq

DNA Polymerasen Taq, Ex Taq

DNA Polymerase Ampli7ag Gold
DNA Polymerase MoBi7ag(K)

DNA Polymerase Mix Synergy™, (mit Fehlerkorrektur)

DNA Polymerase Mix Advantage™ Klen7agq, (mit Fehlerkorrektur)
New England Biolabs, Frankfurt/Main

DNA Polymerase vent™, (mit Fehlerkorrektur)
DNA-Ligase (T4)
Terminale Transferase
Restriktionsendonukleasen

bFGF, Human, rekombinant (No G5071)

Kits

Delta™ RNA Fingerprinting Kit

Advantage RT-for-PCR Kit

TA-cloning Kit

TOPO™-TA cloning.Kit

PCR-DIG Probe Synthesis Kit

High Pure PCR Product Purification Kit
GENECLEAN II° Kit

QIAquick™ Gel Extraction Kit
Plasmidextraktions Kits (Mini, Midi und Maxi)
RNA-Isolationskit RNeasy

Random Prime DNA Labelling System
Ready-To-Go™ DNA Random-Prime-Labelling Kit (dCTP)
Ready-To-Go™ T4 Polynucleotide Kinase Kit

Krannich, Gottingen
siehe Liste unter 2.7.1

Bezugsquelle

Paesel + Lorei, Hanau
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Promega (Mannheim), Life Technologies (Karlsruhe)

Roche, Mannheim

Life Technologies, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Clontech, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

TaKaRa, Japan

PE Applied Biosystems, Weiterstadt

MoBiTec, Gottingen
GeneCraft, Miinster
Clontech, Heidelberg

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche (Mannheim), Pharmacia Biotech (Freiburg),

Promega (Mannheim)
Promega, Mannheim

Bezugsquelle

Clontech, Heidelberg
Clontech, Heidelberg
Invitrogen, Niederlande
Invitrogen, Niederlande
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Dianova, Hamburg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Life Technologies (Karlsruhe)
Pharmacia Biotech, Freiburg
Pharmacia Biotech, Freiburg
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dRDT und BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
PE Applied Biosystems, Weiterstadt
QIAexpress, 6x-HisTag-Proteinaufreinigungssystem (Ni-NTA- Agarose / Spin Columns)
Qiagen, Hilden
GelCode® E-Zinc™ Reversible Stain Kit (Pierce) Perbio Science, Bonn

Tab. 1: Antikorper

Antikorper aus Bezugsquelle No Western-blot
a-caveolin-1 (IgG) | Kaninchen | Santa Cruz, Heidelberg |sc-894 1:800
o-Cc-myc . i _
(IgG+, Klon 9E10) Maus Ade, Minchen 13-2500 1:5000

. Amersham  Pharmacia )
o-GST Ziege Biotech, Freiburg 27-4577 1:2000
o-penta-His Maus Qiagen, Hilden 34660 1:5000
a-tetra-His Maus Qiagen, Hilden 34670 1:5000
a-V5 (lg 2a) Maus Invitrogen®, Niederlande | R960-25 1:5000
o-Kaninchen-HRP | Ziege DAKO A/S, Danemark P0448 1:2000
a-Maus-HRP Kaninchen | DAKO A/S, Dédnemark P0260 1:10 000
o-Ziege-HRP Kaninchen | DAKO A/S, Danemark P0160 1:12 500

Zellkultur

a-bovin-bFGF Biozol/Upstate  Biotech
(I9G ) Maus Inc., Eching 05-117 1 pug/mi

2.2 ZELLEN, PLASMIDE UND OLIGONUKLEOTIDE

2.2.1 Bakterienstamme

Folgende thermokompetente E. coli Zellstimme wurden verwendet: Bezugsquelle
BL21(DE3)pLysS one-shot™-competent cells Invitrogen, Niederlande
DH5a Life Technologies, Karlsruhe
TOP 10/ TOP 10 F’ one-shot™-competent cells Invitrogen, Niederlande

XL1-blue ultracompetent / competent cells Stratagene, Heidelberg
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2.2.2 Zellinien und Gewebe

Zellinien

BAEC bovine Aortenendothelzellen, Primérkultur

HFibro humane Vorhaut-Fibroblasten, ATCC-No CRL-1502

HSMC humane glatte Muskelzellen, (Promocell, Heidelberg)

HMVEC humane mikrovaskuldre Endothelzellen, (Clontech, Heidelberg)

HUVEC humane Nabelvenen-Endothelzellen, Priméarkultur

MCF7 humane Mammakarzinomzellen, (Clontech, Heidelberg)

PancTU Pancreas Tumorzellinie, Dr. Frauke Alves, Himatologie Uniklinik Gottingen
U937 humane monozytére Tumorzellinie, ATCC-No CRL-2367

Gewebe, bovin

Aorta, Diinndarm, Herz, Leber, Milz, Muskel, Niere, Uterus

Ovar-Corpus luteum

Samtliche bovinen Gewebeproben wurden innerhalb von 20 min nach der Schlachtung der
klinisch gesunden, adulten Rinder entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Gelbkorperproben (CL) wurden in ca. 0,5 cm-Scheiben auf Trockeneis
bei —70°C eingefroren. Die Klassifizierung des ovariellen Zyklusstandes (Stadium ftiih,
mittel, spit; vgl. Augustin et al., 1995) erfolgte durch zwei unabhingige Beobachter anhand
der CL beider Ovarien. Proben von trachtigen Tieren oder solchen mit pathologischen

Verdanderungen der weiblichen Geschlechtsorgane wurden ausgeschlossen.

Gewebe, human

Mammatumoren 1-5: A8/1, A4/3, Al4, A17-1, A19

Blut

Bei den verwendeten humanen Mammagewebstumoren handelt es sich ausnahmslos um
Archivmaterial (Probeextirpate, bzw. Gewebe aus Totalamputationen), die in Stiicken (ca. 0,5cm
x 0,3cm) innerhalb von 30 min nach der Entnahme in fliissigem Stickstoff tiefgefroren wurden.
Die Klassifizierung (G1-G3) der Extirpate erfolgte durch Pathologen des Universititsklinikums
Gottingen. Die Blutproben wurden gesunden adulten Probanden durch Venenpunktion

(Antikoagulanz: Citrat) entnommen und auf Eis unmittelbar zur RNA-Aufreinigung tiberfiihrt.
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2.2.3 Plasmide

Standardvektoren

pCR-II TOPO™-TA cloning Kit (Invitrogen, Niederlande)
pCR-2.1 TOPO™-TA cloning Kit (Invitrogen, Niederlande)
Expressionsvektoren

Zur carboxyterminalen 6x-Histidin-c-myc-Epitop-Fusionsproteinherstellung und prokaryon-
tischen Proteinexpression unter dem Trc-Promoter in E. coli:

pTrcHis2 TOPO™-TA cloning Kit (Invitrogen, Niederlande)

Zur carboxyterminalen 6x-Histidin-c-myc-Epitop-Fusionsproteinherstellung und prokaryon-
tischen Proteinexpression unter dem T7-Promoter in E. coli:

pCR®T7/CT TOPO™-TA cloning Kit (Invitrogen, Niederlande)

Zur aminoterminalen GST-Fusionsproteinherstellung und prokaryontischen Proteinexpression
in E. coli:

pGEX-KG Pharmacia Biotech, Freiburg

Zur carboxyterminalen 6x-Histidin-V5-Epitop-Fusionsproteinherstellung und eukaryon-
tischen Proteinexpression durch Transfektion in Sdugetierzellen:

pcDNA3.1/V5/His-TOPO TOPO™-TA cloning Kit (Invitrogen, Niederlande)

2.2.4 Oligodesoxyribonukleotide

Die Orientierung der Primer in Bezug auf ein Gen oder eine Vektorinsertionsstelle ist an den
Kennbuchstaben F (forward) und R (reverse) zu erkennen, wobei alle Primer in 5°—3’-
Leserichtung angegeben sind. Der Primername gibt auch Auskunft iiber die Spezies, von der die
Sequenz abgeleitet wurde: B=bovin, H=human, M=murin

Mutationsstellen oder gemischte Basen (wobble) sind durch Fettdruck hervorgehoben:
N=A+T+C+G, R=A+G, Y=C+T, M=A+C, K=T+G, S=C+G, W=A+T, H=A+T+C, B=T+C+G,
D=A+T+G, V=A+C+G
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Tab. 2: Differential-Display-Primer
Die P-Primer sind genbezogen forward-orientiert, die T-Primer entgegengesetzt.

DD-Primer |Sequenz Lange
P1 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGEA 25 bp
P2 ATTAACCCTCACTAAATCGGTCATAG 26 bp
P3 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTAG 25 bp
P4 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTAG 25 bp
P5 ATTAACCCTCACTAAAGATCTGACTG 26 bp
P6 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGTG 25 bp
P7 ATTAACCCTCACTAAATGCTGTATG 25 bp
P8 ATTAACCCTCACTAAATGGAGCTGG 25 bp
P9 ATTAACCCTCACTAAATGTGGCAGG 25 bp
P10 ATTAACCCTCACTAAAGCACCGTCC 25 bp
T CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAA 30 bp
T2 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAC 30 bp
T3 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAG 30 bp
T4 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCA 30 bp
T5 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCC 30 bp
T6 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTCG 30 bp
T7 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGA 30 bp
T8 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGC 30 bp
T9 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGG 30 bp
PCR-Primer

Die angegebenen Annealingtemperaturen (T,,) verstehen sich als die zur Amplifikation
tatsdchlich verwendeten Bedingungen. Bei Primerpaarungen mit unterschiedlichen Angaben
wurde die niedrigere Temperatur verwendet.

Primer zur Expressionsklonierung sind in das Leseraster eingepasst, je nach Expressions-
vektor ex- oder inklusive Start- (ATG) oder Stopcodon. Die Primer zur Histidin-Affinitéts-
aufreinigung (His-tag) sind durch ,his‘ gekennzeichnet, die zur Synthese von GST-
Fusionsproteinen tragen ,pGEX‘ (Vektorbezeichnung) im Namen. Zur Klonierung genutzte

Restriktionsschnittstellen sind durch Unterstreichung gekennzeichnet.
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Tab. 3: PCR-Primer

PCR-Primer Sequenz Tn |Lange
H B-Actin 1 (F) GGCATGGGT CAGAAGGAT 54°C |18 bp
HM B-Actin 2 (R) GIGGTGGTGAAGCTGTA 54°C |17 bp
HM B-Actin F2 ACCGAGGECCCCCCTGAACCC 60°C | 20 bp
HM B-Actin R2 GCTGGGGTGTTGAAGGTCTC 60°C | 20 bp
HM GAPDH F ACCACAGTCCATGCCATCAC 56°C |20 bp
HM GAPDH R TCCACCACCCTGITGCTGTA 56°C |20 bp
Myc F1 ACACCATGGGAGCTGGTAAT 55°C |20 bp
Myc F2 GITCTTTGAAAACTGAAT 55°C |18 bp
Myc R1 CTTCW CGACTTYCAGACCCAAGGCAT 55°C | 27 bp
Myc R2 GCATCCACCAVWAWACTCT 55°C |18 bp
BCavi1F CGTAGACTCAGAGGGACATC 60°C | 20 bp
BCav2R CGTGTTGATGCGGATATTGC 60°C |20 bp
BHCav3F TCAGCAATATCCGCATCAAC 58°C |20 bp
BCav4R GAATTCTAACAGGTGTATGG 58°C |20 bp
HCav5R CTTATCCATGCCGTGICTG 58°C [19 bp
HB 40-2-3 F1 GACGTCTCCAGCCATGAAC 60°C |19 bp
HM 40-2-3 F2his CGGTTTGGYACCCGGITGGT 60°C |20 bp
HM 40-2-3 F2hisATG |ATGCGGT TTGGYACCCGGT TGGT 60°C |23 bp
HM 40-2-3 F2pGEX TATATTCTAGAGCGGTTTGGECACCCGGTTGGT | 52°C |32 bp
HB 40-2-3 R1 CTGTCTGAGCCAACCATGAA 58°C |20 bp
H 40-2-3 R2 CTTTCATTTGGTGATGCACG ? 20 bp
H 40-2-3 R3 CGCACTCTCATCCTGAATTG 60°C | 20 bp
H 40-2-3 R4 ACTTTGCTGGAGGAGTCTTC 60°C | 20 bp
H 40-2-3 R5 TTCATTGCTGCGEECCTTCG 60°C |20 bp
M 40-2-3 R6his TCCCACAGT CACAAAGCGEC 60°C | 20 bp
M 40-2-3 R6pGEX ACACTCTCGAGT CCCACAGTCACAAAGCGEC  [52°C |31 bp
H 40-2-3 R7his TCCCACGGT GACAAAGCGEC 60°C | 20 bp
H 40-6-3 F1 GAAGCTCAGAATGGCTCAGAA 57°C |21 bp
H 40-6-3 F2 GIGATAGTAGCAGCTCCGGC 58°C |20 bp
H 40-6-3 F3his GCGGECGECTGCAGCAGGAAC 58°C |20 bp
M 40-6-3 F4his GCGGCAGCTGCAGCAGGACC 58°C |20 bp
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PCR-Primer Sequenz Tn |Lange
M 40-6-3 F4hisATG | ATGGOGGCAGCT GCAGCAGGACC 58°C | 23 bp
M 40-6-3 F4pGEX TATATTCTAGATGCGGCAGCTGCAGCAGGACC |52°C | 32 bp
H 40-6-3 R1 AGATTTCTCCAGCCCCACAA 57°C | 20 bp
H 40-6-3 R2 TGGTGAGAATTCGCTCACAG 2 |20bp
H 40-6-3 R3his GTACTTTTTCCATTCCATATCATCAGG 58°C | 27 bp
M 40-6-3 Réhis GTACTGTTTCCATTCCATATCATCGGG 58°C | 27 bp
M 40-6-3 R4pGEX A e CGACGTACTGTTTCCATTCCATATC | 5506 | 38 bp
H 40-9-1 F1 GTGGOCTTTCCTTGTTGTGT 56°C | 20 bp
H 40-9-1 F2 TTGAATCGAATTTGGGGAAG 56°C | 20 bp
H 40-9-1 F3 CGCTTCTGTCGTCCTACTCC 2 |20bp
H 40-9-1 F4 CGGCAATTTGTCTTTTCCTT 58°C | 20 bp
H 40-9-1 F5his CCCAGTGCTTAGCATGAAGA 58°C | 20 bp
H 40-9-1 R1 GGTTCCATTAGGCACATTCAA 56°C | 21 bp
H 40-9-1 R2 CGGCAAGCAGATACATGAGA 56°C | 20 bp
H 40-9-1 R3 CAGGACACGGAACCTGAAAT 61°C | 20 bp
H 40-9-1 R4his ATGGOCACCTCCAGGTGCAT 58°C | 20 bp
H 42-9-9 F1 ACGTGCACTCCTCCAGTAGC 2 |20bp
H 42-9-9 F2 GTAGOGGCTGCACGTCGT 58°C | 18 bp
H 42-9-9 F3his GCOCGCTATGAGGAGGTGAG 58°C | 20 bp
M 42-9-9 F4his GCCACATTCGAGGAGGTGAGOGTGCTG 52°C | 27 bp
M 42-9-9 F4hisATG | ATGGOCACATTCGAGGAGGTGAG 52°C | 23 bp
M 42-9-9 FApGEX oo TG ACACECACATTOACAGETEAG | 5506 |39 pp
H 42-9-9 R1 CCTTCCAAGAATCACGTTCC 56°C | 20 bp
M 42-9-9 R3his GTCTTCAGAGAAGATCATC 52°C |19 bp
M 42-9-9 R3pGEX AGAGACTCGAGGTCTTCAGAGAAGATCATC | 52°C | 30 bp
M 42-9-9 Réhis ATCTTCAGAGAACAACATTTCCAC 58°C | 24 bp
H 67-11-3 F1 GGAGTTACGCACGTCCTGAT 60°C | 20 bp
HM 67-11-3 F2 GVRGATGCTWGAGAAGATGG 56°C | 20 bp
HM 67-11-3 F3his GGGTGGTCTAAAGGAAAGGG 52°C | 20 bp
HM 67-11-3 F3hisATG | ATGGGGTGGTCTAAAGGAAAGGG 52°C | 23 bp
HM 67-11-3 F3pGEX | GAGGCT CTAGAT GGGTGGTCTAAAGGAAAGGG | 52°C |32 bp
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PCR-Primer Sequenz Tn |Lange
H67-11-3 R1 TATTGAAGGGAACCGAGAGC 56°C |20 bp
H 67-11-3 R2 TGCTGAAGGGCTCAGAGTITT 60°C |20 bp
H67-11-3 R3 TGGGAAGGATTCATTTGGAA 56°C |20 bp
H 67-11-3 R4 CCTCTCCTCTTTTTGGECTT 56°C |20 bp
HM 67-11-3 R5 AGAGSCMI YGGAACWCTGGT 56°C | 20 bp
M 67-11-3 R6his TCTGGAAACTTTCTTCTTCT 52°C |20 bp
M 67-11-3 R6pGEX CTCGCCTCGAGTCTGGAAACTTTCTTCTTCT | 52°C |31 bp
H 67-11-3 R7his TTTGGAATCTTTCTTCTTCT 48°C |20 bp
H KIAA0002 F GCGTGAACTGECTTCCTGC 57°C |18 bp
H KIAA0002 R CATCCAGCCAAGAATACAAACA 57°C |22 bp
Tab. 4: Sequenzierprimer

Seq-Primer |Sequenz Tn |Lange
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 60°C |20 bp
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG ? 18 bp
M13F GTAAAACGACGGCCAGT 58°C |17 bp
M13R CAGGAAACAGCTATGAC 58°C (17 bp
TAP1 TCGGATCCACTAGTAACGG 58°C |19 bp
TAP2 CCAGTGTGATGGATATCTGC 58°C |20 bp
pTrcHisF GAGGTATATATTAATGTATCG ? 21 bp
pTrcHisF2 AGGAGGAATAAACCATGECC 52°C |20 bp
pTrcHisF3 | TCTGTGTGGGCACTCGACCG ? 20 bp
pTrcHisR GATTTAATCTGTATCAGG ? 18 bp
pTrcHisR2 | CGACGGCGCTATTCAGATCC 52°C |20 bp
pTrcHisR3 | AGACCGCTTCTGCGITCTG ? 19 bp
pGEX F CCGGGAGCTGCATGI GTCAGAGG 56°C |23 bp
pGEX R GGGCTGECAAGCCACGTTTGGT G 56°C |23 bp
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Tab. 5: 5’-RACE-Primer

RACE-Primer | Sequenz Lange
Anchor GTGTAGTCATGCAGTGATCGTACAG 25 bp
Anchor-dT16 | GTGTAGTCATGCAGTGATCGTACAGITTTTTTTTTTTTTTTV 42 bp

2.3 KULTURBEDINGUNGEN VON E. COLI

Nédhrmedien
Alle Ndhrmedien wurden, sofern nicht anders angegeben, nach den Angaben des Herstellers

bereitet. Die Antibiotika sind erst bei Abkiihlung unter 50°C den Medien zuzusetzen.

SOB/SOC-Medium (zur Regeneration nach Transformation) Invitrogen, Niederlande
2YT-Medium zur Fliissigkultur von E. coli

(inkl. Amp 100, optional Chloramphenicol 20)
LB-Agarplatten (inkl. Amp 100), optional mit IPTG/X-Gal (b/w-Selektion)

Life Technologies, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe

Reichhaltiges Medium (Amp 100) zur Proteiniiberexpression (fiir 1 1):

12g Trypton
24 g Hefeextrakt
4 ml  Glycerin (100%)
ad 850 ml  dd-Wasser
15 min autoklavieren bei 121 °C
dazu 100 ml  Phosphatpuffer, sterilfiltriert
aus 2,31g KH,PO,

16,43g K;HPO,
ad 100 ml  dd-Wasser

dazu 1%  Glucoselésung (20%), sterilfiltriert
100 pg/ml  Ampicillin, sterilfiltriert
ad 1000 ml  demin-Wasser, autoklaviert

Kultivierung

Samtliche Glasgerdtschaften und hitzestabilen Plastikmaterialien sowie Losungen wurden bei
121°C fiir 20 min autoklaviert. Die sonstigen Plastikmaterialien wurden steril vom Hersteller
bezogen. Nicht autoklavierbare Losungen wurden vor dem Einsatz durch 0,2 um Porenweite-

Filter (Millipore, Eschborn) sterilfiltriert. Die Kultivierungsarbeiten wurden an einer
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Sterilbank im Arbeitsbereich mit S1-Genehmigung fiir gentechnische Experimente
durchgefiihrt.

Die Anzucht von E. coli-Kolonien erfolgte auf LB-Agarplatten (Amp 100) bei 37°C im
Brutschrank iiber Nacht. Fliissigkulturen in 2YT-Medium (Amp 100) wurden bis 8 ml in
Reagenzgldsern im Schiittelschrank bei 37°C tiiber Nacht kultiviert. Fiir groBere Kultur-
volumina bis zu 100 ml wurden 500 ml-Erlenmeyerkolben mit Schikane oder 500 ml-
Einwegzellkulturflaschen verwendet. Fiir 500 ml-Kulturen kamen 2 l-Erlenmeyerkolben mit
Schikane zum Einsatz. Fiir den BL21(DE3)pLysS-Stamm zur Proteinexpression unter dem
T7-Promoter wurde 2YT-Medium (Amp 100, Chloramphenicol 20) verwendet, reichhaltiges

Medium (Amp 100) zur Proteiniiberexpression fiir alle anderen Zellstdimme.

Stammhaltung
Alle Klone wurden auf Agarplatten bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt. Zur
Langzeitkultivierung wurden die Zellen im entsprechenden Fliissigmedium mit 60% Glycerin

bei —20°C gelagert.

24 ZELLKULTUR

Medien
EBM-Medium fiir HMVEC Clonetics, Belgien
ECG-Vollmedium fiir HUVEC

(Endothelial Cell Growth Medium + 10% FCS) Promocell, Heidelberg
HSMC-Vollmedium fiir HSMC

(Human Smooth Muscle Cell Growth Medium + 5% FCS) Promocell, Heidelberg
RPMI-Medium fiir U937 Life Technologies, Karlsruhe
DME-Vollmedium fiir alle sonstigen Zellinien

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium + 10% FCS) Promocell, Heidelberg
Fetales Kédlberserum (FCS, hitzeinaktiviert) Biochrom, Berlin
Hank's Buffered Salt Solution (HBSS) Life Technologies, Karlsruhe
Kultivierung

Zellkulturarbeiten wurden an einer Sterilbank unter Verwendung autoklavierter oder steril
erworbener Einwegmaterialien vorgenommen. Die Kultivierung erfolgte auf handelsiiblichen
adhisiven Kulturschalen (75 cm® = 10 cm Durchmesser, Falcon) oder in Flaschen in einem

Herdus-Brutschrank unter CO;,-Begasung (5%) und 100% Luftfeuchtigkeit bei 37°C. Die
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verwendeten Medien und andere Losungen wurden vor Gebrauch auf 37°C im Wasserbad
temperiert.

Zum Passagieren der Zellen wurde nach Mediumabnahme und zweimaligem HBSS-Waschen
eine Ablosung der adhédrenten Zellen durch Trypsinierung (2 ml Trypsinlosung fiir 2 min bei
37°) durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen in 10 ml Medium aufgenommen, fiir 5 min bei
3000 g pelletiert und anschliessend in 2x bis 8x-Verdiinnung in 10 ml Medium auf neue
Kulturschalen ausgesit.

Sphéroide von HUVEC, HSMC oder Cokulturen beider wurden nach beschriebener Methode
(Korff & Augustin, 1998; Korff & Augustin, 1999) kultiviert und zur RNA-Extraktion
geerntet.

Die Verwendung mycoplasmenfreier Zellen wurde durch eine monatliche Routinekontrolle

mittels PCR (siehe 2.5.6) sichergestellt.

Lagerung

Rohrchen mit gefrorenen Zellen (1-4*10% wurden in flissigem Stickstoff gelagert. Zur
Anzucht wurden die Zellen mit vorgewdrmeten Medium aufgetaut und in 50 ml
Kulturflaschen (25 cm?) angezogen.

Zum Einfrieren kultivierter Zellen wurde zunéchst wie bei der Passagierung nach Abnahme
von Medium und zweimaligem HBSS-Waschen trypsiniert, in 10 ml Medium aufgenommen

und pelletiert. Das Zellpellet wurde aufgenommen in:

70% Medium
20% FCS (Fetales Kalberserum)
10% DMSO (Dimethylsulfoxid)

Die Zellosung wurden in 1 ml Aliquots in Schraubdeckelrohrchen (Nalgene Cryovials,
Nalgene Company, USA) tiberfiihrt, um ca. 10°C pro Stunde auf -70°C abgekiihlt und dann in
fliissigem Stickstoff dauerhaft gelagert.

2.5 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.5.1 Standardmethoden

Die elektrophoretische Analyse von DNA in Flachbettelektrophoreseapparaturen wurde nach

Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Ublicherweise wurden 1%ige Agarosegele unter 0,5x
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TBE-Puffer verwendet. Als Langenstandard wurde immer die 100 bp Leiter von Amersham
Pharmacia Biotech (Freiburg) verwendet, wenn nicht anders angegeben. Zur Extraktion von
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden das GENECLEAN II® Kit (Dianova, Hamburg)
und das QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach deren Angaben verwendet.
Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsdurelosungen erfolgten durch Bestimmung der
OD,¢p im Photometer. DNA-Ldsungen wurden kurzfristig bei 4°C gelagert, langfristig jedoch
bei -20°C oder -70°C, RNA-Losungen, Zellpellets und Gewebeproben grundsitzlich nur bei -
70°C. Die Manipulation rekombinanter DNA mit Restriktionsendonukleasen, DNA-Ligasen
(T4-Ligasen) und DNA-Polymerase orientierte sich an den Angaben des Herstellers.

2.5.2 Klonierung

Zur Klonierung wurde nach Angaben des Herstellers das TA-cloning Kit verwendet, spéter,
nach dessen Markteinfiihrung, das TOPO™-TA-cloning Kit (beide Invitrogen, Niederlande).
Beide Kits basieren auf linearisierten Vektoren mit einem 3’-terminalen T-Uberhang, welcher
als kohdsives Ende fiir PCR-Produkte mit einem von 7Tag-Polymerasen automatisch
synthetisierten 3’-terminalen A-Uberhang (Clark, 1988) fungiert. Da leere Vektoren kaum
religieren konnen, wird eine hohe Klonierungseffizienz erzielt. Die enthaltenen Vektoren
pCR II oder pCR 2.1 wurden zur standardmaissigen Klonierung der DD-Reamplifikate und
aller zu sequenzierenden PCR-Produkte verwendet. Sie erlaubten eine blau/weiss-Selektion
auf Agarplatten mit [IPTG/X-Gal (E. coli Stamm TOP 10F") respektive X-Gal (TOP 10).
Vorraussetzung waren frische PCR-Produkte bis zu 48 h, die im Sinne eines vollstindigen
Syntheseabschlusses einen terminalen Elongationsschritt von 72°C fiir 25 min durchlaufen
haben. Altere PCR-Produkte wurden nach erneuter Zugabe von Enzym durch Durchlaufen
eines Amplifikationszyklusses entsprechend pripariert. Die unter Verwendung von Tag-
Enzymgemischen mit einer Fehlerkorrekturkomponente (z.B. Klen-Taq, Synergy-Taq)
amplifizierte DNA erwies sich ebenfalls als TA-klonierbar.

Ligation

1-2 yl  frisches PCR-Produkt
1yl TOPO™-TA-Vektor-Enzymgemisch mit Puffer
ad 5yl Wasser
5 min bei RT Ligation
auf Eis
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Transformation

2yl Ligationsansatz
2 ul Mercaptoethanol
aliquot TOP 10 oder TOP 10F" kompetente Zellen
30 min auf Eis
30 sec bei 42°C Hitzeschock (Wasserbad)
2 min auf Eis
+250 yl - SOC-Medium (RT)
30 min bei 37°C (Regeneration)
100 I ausplattiert auf Agarplatten
Uber Nacht bei 37 °C inkubieren

Nach Bedarf liessen sich positive Klone per Screening-PCR identifizieren, indem die
ausgewdhlten Kolonien mittels einer Pipettenspitze zunichst auf Agarplatten und dann in den
korrespondierenden PCR-Reaktionsansatz iibertragen wurden. Fiir diese Standard-PCR (siche
2.5.6) kam tiiblicherweise das die Vektorinsertionsstelle flankierende Primerpaar TAP 1/2
(siche 2.2.4) zum Einsatz. Die Orientierung des Inserts konnte durch Kombination eines

spezischen Primers des Inserts mit einem flankierenden Primer des Vektors ermittelt werden.

2.5.3 lIsolation und Aufreinigung von Nukleinsauren

Plasmidpriparation

Routinemissig eingesetzt wurden die Plasmidisolationskits der Firma Qiagen (Hilden) in den
Masstdben ,Mini‘, ,Midi‘ und ,Maxi‘ nach Herstellerprotokollen. Grundlage fiir die
Aufreinigung waren Zellpellets aus {iiber Nacht-E. coli-Kulturen von 2 ml, bis 100 ml
respektive bis 500 ml fiir die entsprechenden Masstidbe. Um weitere enzymatische Modifika-
tionen zu ermdglichen, wurde die DNA abweichend vom Protokoll in 100 ul DEPC-Wasser
eluiert oder fiir die grosseren Kits nach dem Fillen und Waschen in einem geeigneten

Volumen DEPC-Wassers aufgenommen.

Gesamt-RNA

Um die RNase-Aktivitdten zu minimieren, wurden hitzsterilisierte (160°C fiir 6 h ,backen®)
Glasgerite verwendet, RNase-arme Einwegmaterialien und Reagenzien, DEPC-Wasser zum
Ansetzen von Losungen. Der DEPC-Zusatz (1%o) inaktiviert RNasen durch kovalente Modifi-
kationen und wird nach Inkubation iiber Nacht durch Autoklavieren selbst vollstindig
inaktiviert. Es wurde ziigig und gekiihlt auf Eis gearbeitet und dabei EtOH-desinfizierte

Einweghandschuhe getragen.
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Zur RNA-Extraktion wurde das auf die kombinierte GTC/Phenol-Chloroform Methode
(Chomczynski & Sacchi, 1987) basierende Reagenz peqGOLD RNA Pure™ der Firma
Peqglab (Erlangen) nach deren Protokoll verwendet. Vereinfacht wurde nur ein Waschschritt
mit 75%igem EtOH durchgefiihrt und die RNA in DEPC-Wasser aufgenommen. Zur RNA-
Extraktion aus Blut kam das RNeasy-Isolationskit von Qiagen (Hilden) zum Einsatz.
Zellgewebe wurde unter fliissigem Stickstoff im Keramikmorser mit dem Pistill zu Pulver
gemahlen und dann direkt in das Peqlab-Reagenz iiberfiihrt. Auf 200 mg Gewebe kamen 4 ml
Reagenz. Fiir die PBS-gewaschenen und mittels Gummispatel geernteten und bei 300xg
pelletierten adhirenten Gewebekulturzellen war das Verhltnis 2-3 konfluente 75 cm?-Kultur-

schalen entsprechend 6-9*10° Endothelzellen pro Milliliter Reagenz.

Sdulenreinigung

Zur Reinigung von DNA in wissriger Losung bietet Pharmacia Biotech (Freiburg) das
MircoSpin™ Sephacryl HR Column-System in drei verschiedenen Trenngrenzen an. Es
basiert auf Zentrifugenrohrchen gepackt mit einem Sephacryl®-Gel, welches die Produkte
passieren ldsst, wahrend kleinere Verunreinigungen zuriickgehalten werden.

S-200 HR-Sédulen wurden zum Umpuffern und Entfernen von nicht-inkorporierten
Nukleotiden verwendet, S-300 HR und S-400 HR zur Abtrennung von iiberschiissigen
Primern. Alternativ zu den S-200 HR-Sdulen wurden Centriflex-Sdulen der Firma MoBiTec
(Gottingen) mit dem gleichen Protokoll verwendet:

1 min bei 735xg vorzentrifugieren (Entfernen des TE-Puffers)
+25-100 yl  Probelésung
2 min bei 735xg zentrifugieren

Alternative Reinigungssyteme wie z.B. das High Pure PCR Product Purification Kit (Roche,
Mannheim) binden die DNA ab 100 bp in einer Zentrifugensdule spezifisch an einer Silica-
matrix in Anwesenheit eines chaotropen Salzes (zerstort die Organisation der Hydrathiille).
Nach zwei Waschschritten, bei denen das Enzym, iiberschiissige Primer und der Puffer

entfernt werden, wird die DNA wieder eluiert und ist fiir Folgereaktionen vorbereitet.
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ca. 50pl
+500 pl

500 pl
200 pl

ca. 50pl

PCR-Produkt

Bindungspuffer

13000 rpm fiir 30 sec
Waschpuffer

13000 rpm fiir 30 sec
Waschpuffer

13000 rpm fiir 30 sec
DEPC-Wasser

13000 rpm fiir 30 sec, Elution

Fallung von Nukleinsiuren

Zur Konzentration und Reinigung konnen Nukleinsduren aus einer wéssrigen Losung mit

Ethanol gefillt werden.

Féllung:

1x Vol

2x Vol
1/10 Vol
alternativ

oder

2.5.4 Northern Blot

Denaturierende Gele

DNA-L&sung (effektiv ab 100 pl)

100% Ethanol

3M Na-Acetat

7,5M NH-Acetat

mind. 1h -20°C oder -70°C féllen
12000xg bei 4°C fur 15 min zentrifugieren
Pellet mit

70% Ethanol (DNA)

75% Ethanol (RNA) waschen

12000xg bei 4°C fur 10 min zentrifugieren
Pellet trocknen und in addquater Menge Wasser aufnehmen

Zur elektrophoretischen Auftrennung der RNA wurden 1%ige denaturierende Agarosegele in

einer ausschliesslich dazu verwendeten Apparatur (Gel: 11,5 x 12,5 x 0,8 cm) von MWG-

Biotech (Ebersberg), die zuvor in 1 M Perchlorsédure (HCIO,) iiber Nacht gereinigt wurde, bei

100 V gefahren.
10x-MOPS Puffer:

02M
50 mM
10 mM

einstellen auf pH 7

MOPS

NaAcetat

EDTA

mit DEPC-Wasser angesetzt
mit NaOH

autoklavieren
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Gel:
1% Agarose
1x  MOPS Puffer
7,4% Formaldehyd
mit DEPC-Wasser angesetzt
Laufpuffer:
1x  MOPS Puffer
7,4%  Formaldehyd
mit DEPC-Wasser angesetzt
Ladepufter:
10 u,g RNA
50% Formamid
7,4%  Formaldehyd
1x  MOPS Puffer

5-10% Schwereldsung
10 min bei 65°C denaturieren
alternativ. - 3 min bei 75°C
3 min Eis, abzentrifugieren, laden

In der verwendeten Gelapparatur liessen sich im 12-Taschen Masstab jeweils bis zu 30 ul
Gesamtvolumen laden. War die RNA nicht ausreichend konzentriert, wurden alle Proben

gefillt (ohne zu waschen), um einen gleichméssigen Lauf zu gewéhrleisten.

Blotten

Nach abgeschlossenem Lauf wurden die RNA-Gele vor dem Blotten 2 mal fiir 15 min in
bidestilliertem Wasser auf dem Schiitteltisch gewaschen, um das Formaldehyd zu entfernen.
Der RNA-Transfer auf die ungeladene Nylonmembran Hybond N (Amersham, Braun-
schweig) erfolgte nach dem vertikalen Kapillarblotprinzip mittels Whatmanpapier 3MM
(Biometra, Gottingen) und Zellstoffpapier tiber Nacht. Als mobile Phase wurde 10x SSC
verwendet.

Die transferierte RNA wurde auf der in 0,5x SSC gewaschenen, feuchten Membran mit einem
UV-Crosslinker (UV Stratalinker 2400, Stratgene, Heidelberg) fixiert. Eine Kontrolle
gleichmassiger Beladung erfolgt durch Auflegen der feuchten Membranen auf den UV-
Transilluminator (254 nm) mit der RNA-Seite zum UV-Licht gewandt, welches die RNA zum
fluoreszieren anregt und per Polaroidfoto dokumentiert wurde (vgl. Buess et al., 1997). Die

anschliessend hybridisierungsfertigen Membranen wurden bei RT getrocknet und gelagert.
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Radioaktive Sondenmarkierung

Zur Herstellung von radioaktiv markierten Sonden fiir die spezifische Hybridisierung mit
membrangebundener RNA wurde das Ready-To-Go™ Random-Prime-Labelling Kit
(Pharmacia Biotech, Freiburg) nach Protokoll verwendet. Es funktioniert auf der Basis der
Bindung von Zufalls-Hexameren als Primer, an die sich in einem Elongationsschritt eine
Gegenstrangsynthese durch eine T7-Polymerase anschliesst, in der die 32p-markierten o-
dCTP-Nukleotide (Amersham, Braunschweig) inkorporiert werden. Obwohl sich sowohl
PCR-Produkte als auch Plasmid-DNA sich als Sonde eigneten, wurde nach Maoglichkeit
immer die Verwendung von PCR-Produkten vorgezogen, da sie keine unspezifisch bindenden
Vektorbereiche aufweist. Dennoch liess sich bei Plasmidsonden kein hoherer Hintergrund
feststellen.

Markierungsreaktion fiir PCR-Produkte und Plasmide:

Reaktionsgemisch Lyophilisat (T7-Polymerase und Puffer)
+30 yI  DEPC-Wasser
15-30 min bei RT rekonstituieren

10-50 ng PCR-Produkt (unaufgereinigt, aber ohne Nebenprodukte)
oder 200-500 ng  Plasmid

ad 15yl DEPC-Wasser
3 min 99°C denaturieren, 2 min Eis
zusammengeben

+5pul  o**P-dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech, Fr.)

15-30 min 37°C, abzentrifugieren
3 min bei 735xg Uber Centriflex-Saule (MoBiTec) aufreinigen
3 min bei 99°C denaturieren
direkt zur Hybridisierungslésung (6-12 ml) zufugen

Fiir die Verwendung von Oligonukleotiden als Sonde (18 S-RNA Ladekontrolle) wurde eine
5’-Endmarkierung vorgenommen. Dabei wurde ein *?P-markierter y-stindiger ATP-
Phosphatrest durch eine T4-Kinase an das Oligonukleotid transferiert. Die Phosphorylierung
wurde mithilfe des Ready-To-Go™ T4 Polynucleotide Kinases (Pharmacia Biotech, Freiburg)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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Markierungsreaktion flir Oligonukleotide:

Reaktionsgemisch Lyophilisat (T4-Kinase und Puffer)
+30 yI  DEPC-Wasser
2-5 min bei RT rekonstituieren
+5-10 pmol  Oligonukleotid
ad 49 Il  DEPC-Wasser
+1 pl - y**P-ATP (3000 Ci/mmol, 10 pCi/ul, Amersham)
30 min bei 37°C inkubieren
3 min bei 750xg uber S-200 HR-S&ulen aufreinigen
direkt zur Hybridisierungslésung (6-12 ml) zufiigen
Uber Nacht bei 63 °C hybridisieren

Hybridisierung und Detektion

Die RNA-Membranen wurden fiir mindestens 30 min bis tiber Nacht im Rotationsofen bei 56-
63°C préahybridisiert. Im Sinne einer hohen Sondenkonzentration wurden je nach Zahl der
Blots fiir kleine oder grosse Réhren mit 6 ml bzw 12 ml Hybridisierungslosung Roti-Hybri-
Quick (Roth, Karlsruhe) das Volumen knapp bemessen. Zur Hybridisierung wurde die
Hybridisierungslosung ausgetauscht und nach erfolgter Temperierung die Sonde zugesetzt
und tiber Nacht inkubiert.

Nach dem Abschiitten des Hybridisierungsgemisches wurden die Blots in der Rohre fiir je
15 min mit erst 2x SSC und dann 0,5x SSC gewaschen und in noch feuchtem Zustand in eine
Plastiktiite eingefiihrt und in einer Rontgenkassette mit strahlungsempfindlichem Film zur
Exposition 6 h bis 2 Wochen gelagert und anschliessend maschinell entwickelt. Wahlweise
kam entweder einseitig beschichteter Rontgenfilm fiir hohe Auflésung bei RT zum Einsatz
oder beidseitig beschichteter Rontgenfilm mit Verstarkerfolie bei -70°C fiir schwache Signale

oder kurze Expositionszeiten.

2.5.5 Reverse Transkription von RNA

Zur cDNA Synthese aus Gesamt-RNA (siehe 2.5.3) mittels Reverser Transkriptase wurden
alternativ die Enzyme und Puffer von Expand RT (Roche, Mannheim) und Superscript [I™
(Life-Technologies) nach Standardprotokollen verwendet. Als alternative Primer kamen
entweder Zufalls-Hexamere (Life Technologies, Karlsruhe; No 48190-011) oder Oligo dT;s-
Primer (Pharmacia Biotech, Freiburg) zum Einsatz. Wahrend letztere am Poly-A-tail der RNA
binden und nur diese Subpopulation vom 3’-Ende ausgehend bis zum Syntheseabbruch
transkribiert wird, zeichnet sich dem Prinzip nach die statistische Gleichverteilung der

Bindung von Zufalls-Hexameren vor allen Dingen durch eine effektivere Transkription
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grosser RNA-Molekiile in deren 5’-Bereich aus, so dass diese standardmissig verwendet
wurden. Da die kurzen Hexamere eine niedrigere Annealingtemperatur aufweisen, wurden die

ersten 10 min der Synthese auf 30°C heruntergesetzt.

200 ng Primer (Zufalls-Hexamere)
14g Gesamt-RNA
ad 11 yl  DEPC-Wasser
65°C fur 10 min denaturieren, dann auf Eis
alternativ. 75°C fir 3 min

1x Puffer Expand™
3yl DTT
1 mM dNTPs
75 U Reverse Transkriptase Expand™
optional 40 U RNasin
ad 19 yI DEPC-Wasser

zusammengeben
30°C fur 10 min, dann 42°C fir 50 min inkubieren
75°C fur 10 min Enzym inaktivieren

alternativ. 95°C fiir 2 min

2.5.6 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mullis et al., 1986) ist ein schnelles und effektives
Verfahren zur Amplifikation kleinster DNA-Mengen. Das Prinzip ist die mehrfache
Wiederholung von Denaturierung der Template-DNA, Hybridisierung der fiir die zu
untersuchende Sequenz spezifischen Primer an die Template-DNA und Gegenstrangsynthese
durch das thermostabile Enzym Tag-DNA-Polymerase. RNA muss zur Amplifikation erst in
cDNA umgeschrieben werden (siehe 2.5.5).

Da es sich bei der PCR um ein dullerst sensitives Nachweisverfahren handelt, wurden die
allgemeinen Regeln zur Labororganisation und Reaktionsvorbereitung (Kwok & Higuchi,
1989) befolgt sowie eine effektive Uberwachung durch Leerkontrollen und ggf. Positiv- und
Negativkontrollen in allen sensiblen Versuchen einbezogen (Schmidt et al., 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR eingesetzt zur Identifikation (Screening) von
positiven Klonen (siehe 2.5.2), zur Vervielféltigung von klonierter DNA aus Plasmiden, zur
Differential Display- (DD) Amplifikation und Reamplifikation von exprimierten
Genfragmenten (siche 2.5.8), zur genspezifischen Amplifikation (Klonierung und
Manipulation von Gesamtgenen 2.5.8, 2.6.3) (siche auch RACE 2.5.9) und schliesslich zur

Sondenherstellung fiir die in situ-Hybridisierung.
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Standardprotokoll fiir 25 pl-Ansatz:

1x  Puffer
2mM  MgCl,
0,75 U Tag-Polymerase
alternativ 1x  Synergy-Puffer inkl. MgClI ,
alternativ 3 U Synergy- Tag-Polymerase Mix (Fehlerkorrektur)
je 5 pmol  Primer
5nmol dNTPs
ad 24,5yl DEPC-Wasser
ca. 50 yl  6liberschichten
auf 94°C im Thermocycler erhitzen, Hot start (Chou et al., 1992)
+0,5 yI  cDNA (siehe 2.5.5)

Programm im Thermocycler:

94°C flir 3 min, initiale Denaturierung

35-50 Zyklen:  94°C fir 30 sec, Denaturierung
50-60°C fiir 30 sec, Primerannealing, je na ch Primer
72°C fr 30 sec bis 2,5 min, Elongation, je nach Produktlange
optional  72°C fur 25 min, terminale Elongation (siehe 2.5.2)

o 4°C, Lagerung

Die Annealingtemperatur (T,,,) wurde bis zu einer Primerlédnge von 25 bp nach der Formel

Tn=2*(A+T)+4*(C+G)-4

abgeschitzt, wobei A, C, G und T die Anzahl der jeweiligen Basen des Oligonukleotids
darstellten. Fiir problematische Reaktionen wurde die Annealingtemperatur im Gradienten-
cycler experimentell bestimmt. Die verwendeten T, finden sich in der Primerliste in
Abschnitt 2.2.4. Pro Kilobase Templateldinge wurde mindestens eine Minute Elongationszeit
gesetzt. Enzyme mit Fehlerkorrektur erforderten eine ca. 10-20% langere Elongationszeit. Die
Zyklenzahl richtete sich nach der jeweiligen Reaktionseffizienz und der Frequenz des zu
amplifizierenden Templates. ¢cDNA wurde typischerweise mit 45 Zyklen amplifiziert,
Plasmid-DNA mit 35 Zyklen. Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurden ca. 50 ng
eingesetzt.

Neue, im DD-Projekt identifizierte Gene sowie zur Expressionsklonierung bestimmte
Genfragmente wurden zur Vermeidung von Punktmutationen mithilfe von Polymerasen mit
3’— 5’ Exonukleaseaktivitdt amplifiziert. Im Sinne einer hohen Reaktivitit erweisen sich

dabei kommerziell vertriebene Gemische aus Enzym ohne diese Fehlerkorrektur mit einem
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geringerem Zusatz von korrigierendem Enzym als am geeignetsten (SynergyTag, KlenTag).

Standardmassig wurden 2,5 U Synergy-Tagq pro 25 pul-Ansatz eingesetzt.

Mycoplasmeniiberwachung:

Zur Mycoplasmenkontrolle kultivierter Zellen wurde eine zweiphasige PCR in der Art einer
nested PCR etabliert. Die Primer sind spezifisch fiir eine Vielzahl von Mycoplasmenstimmen
(Uemori et al., 1992).

Probenaufbereitung:

ca. 200 pyl  konditioniertes Zellmedium
95°C fur 5 min Zellaufschluss
4000 rpm fir 1 min
1yl Uberstand in Standard-PCR (50ul) einsetzen

94°C-3 min//94°C-30 sec/55°C-2 min/72°C-1 min fir 35 Zyklen//72°C-7 min//w4°C

Aus der ersten Amplifikationsphase mit den Primern F1/R1 wurde nach 35 Zyklen 1 pl
Produkt in die zweite Phase iiberfilhrt und mit dem Primerpaar F2/R2 unter gleichen

Bedingungen amplifiziert.

2.5.7 Sequenzierung

Die Sequenzanalyse doppelstraingiger DNA erfolgte mithilfe der Systeme Abi310
(Kapillarelektrophorese) und Abi 377 (Gelelektrophorese) von PE Applied Biosystems. Sie
basieren auf der Didesoxymethode nach Sanger et al. (1977), einer linearen PCR, bei der
ausgehend von einem Sequenzierprimer Einzelstringe synthetisiert werden, die bei der
statistisch gleichverteilten Inkorporation von ddNTPs zum Abbruch kommen. Da die ddNTPs
je nach Basenart mit vier verschiedenen Farbstoffen markiert sind, konnen die Produkte, der
Lénge nach und entsprechend der Sequenz elektrophoretisch aufgetrennt, differentiell per
Fluoreszenz detektiert werden.

Die Reaktion wurde durchgefiihrt mit dem dRhodamin Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Mix (dRDT) oder BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Mix
(BD) von PE Applied Biosystems (Weiterstadt) nach dem Standardprotokoll des Herstellers
unter Verwendung der halben Menge (4 pl) an Premix (Enzym-Puffer-Nukleotidgemisch) auf
20 ul Reaktionsmasstab. Dabei wurde auf die Oliiberschichtung verzichtet, um eine gute

Benetzung beim spiteren Beladen des Sequenziergeles sicherzustellen. Eingesetzt wurden
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500 ng Plasmid-DNA, wobei die Reinheit der Mini-preps (siche 2.5.3) ausreichte. Zur
Sequenzierung von PCR-Produkten (Einsatz von 50 ng) wurde vorab eine Sdulenaufreinigung
(siehe 2.5.3) vorgenommen. Als Sequenzierprimer wurde einer der Amplifikationsprimer
(Einsatz von 10 pmol) verwendet. Nach der Reaktion wurden die Syntheseprodukte durch
Féllung gereinigt (siehe 2.5.3) und im Sequenzer analysiert. Abweichungen zwischen dem

Elektropherogramm und der abgeleiteten Nukleotidsequenz wurden manuell korrigiert.

Programm im Thermocycler (Perkin Elmer 2400):

96°C-10 sec/50°C-5 sec/60°C-4 min fir 25 Zyklen// 04°C

2.5.8 Differentielles RNA Display (DD)

Design

Im differentiellen mRNA-Display (DD) wird die relative Genexpression von zwei oder
mehreren Zellpopulationen oder Geweben miteinander verglichen, so dass sich RNAs
identifizieren lassen, die unterschiedlich exprimiert werden. Im Prinzip wird aus den zu
vergleichenden Zellproben RNA extrahiert, in ¢cDNA revers transkribiert und nach der
seriellen Amplifikation mit verschiedenen Kombinationen von je zwei Zufallsprimern
elektrophoretisch analysiert. Die so resultierenden Bandenmuster reflektieren einen Teil der
Genexpression des untersuchten Genpools. Eine Verdnderung der Signalintensitit einer
Bande (eines Amplifikationsproduktes) im Vergleich der Proben untereinander spiegelt die
Regulation des zugrundeliegenden Genes wider (Liang et al., 1992; Liang & Pardee, 1992).
Fiir die RT und die Amplifikation wurde das Delta™ RNA Fingerprinting Kit (Clontech,

Heidelberg) verwendet.
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cDMA Synthese
reverse Transkription mittels Cligo (dT -Primer
T S AAAAAAAAA 3

yo 5

R T AAA AA AA AH 37
B AT TTTT B

¢

FCR-Fingerprinting
3 niederstringente Zyklen

o I primer | 3

Q77 T e AT T T B
“-i’-‘i’.‘;’__ P-Primer [ouiin i e BRI AAA AR AL 3
* 3 - M T-Primer dﬁﬂj ;
PCR-Fingerprinting
23 hochstringente Zyklen
5|  PPrimer | w3

3| P’ -Primer | T-Primer | &
5[ PPrimer oM ] T Primer | 3
3 - Y| T-Primer | &

:

-PAGE-Analyse der PCR-Produkte
durch Autoradiogramim
-ldentifikation differentiell exprimierter Gene
verschiedener Zell-Populafionen im Vergleich
-Isolation durch Elution und Klonierung

Abb. 1: DD-Schema
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Es wurden bovine Aorten-Endothelzellen (BAEC) verwendet, um der Fragestellung
entsprechend aktivierte Gene angiogener Endothelzellen zu identifizieren. Wie bei allen
semiquantitativen, PCR-basierenden (exponentiell verstirkten) Verfahren beruht die
Genauigkeit der Messung auf vergleichbaren Reaktionsbedingungen und Effizienzen. Im
Sinne einer Reduktion der methodenimmanent gegebenen Falsch-positiv-Rate wurden je zwei
ruhende Zellpopulationen mit zwei aktivierten in einem Ansatz simultan verglichen (Liang et
al., 1993). Eine der aktivierten, subkonfluenten Endothelzellpopulationen wurde zusitzlich
mit einem basalen Angiogeneseinduktor (bFGF) stimuliert, umgekehrt wurde eine ruhende,
konfluente Zellpopulation mit einem Angiogeneseantagonisten (Anti-bFGF-AK) inhibiert.
Nur stetige Signalverldufe wurden beriicksichtigt. Dariiberhinaus wurde die Reaktion ein
weiteres Mal mit unabhingig kultivierten Zellen (mdglicher biologischer Varianz Rechnung

tragend) reproduziert, bevor regulierte Genfragmente aus dem Gel isoliert wurden.

Zellen

Zur Vermeidung von Populationsunterschieden wurden Zellen der jeweils gleichen
Population und Passage in aktivierten und ruhendem Zustand miteinander verglichen. Es
kamen nur junge bis mittelalte Zellen zum Einsatz (Passage 7-22), da deren Proliferation
erheblich aktivierbarer ist. Um Konditionierungseffekte auszuschliessen, fand der letzte

Mediumwechsel immer ein Tag vor der Ernte statt.

Tab. 6: Zellpopulationen

Zellen Konditionierung

BAEC 1:5ausgesat, nach 1d Medienwechsel, nach 2d
Stimulation mit 10 ng/ml bFGF fir 4,5h, dann ca. 60%-

S+

subkonfluent+bFGF

konfluent geerntet
S BAEC 1:5 ausgeséat, nach 1d Medienwechsel, nach 2d ca.
subkonfluent 60%-konfluent geerntet
K BAEC 1:5 ausgesat und konfluent wachsen lassen, Ernte 1d
konfluent nach letztem Mediumwechsel

BAEC 1:5 ausgesat und konfluent wachsen lassen, Ernte 1d
nach letztem Mediumwechsel, zuvor fir 6h mit 1 uyg/ml ao-
bFGF (funktionsneutralisierend) behandelt

K+
konfluent+o-bFGF

RNA Extraktion
sieche 2.5.3 Die Reinigung wurde zweifach durchgefiihrt.
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RT-PCR

Zur cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA wurden Oligo dT-Primer verwendet (Delta™ RNA
Fingerprinting Kit, Clontech, Heidelberg), da sie nur die Poly-A tail RNAs transkribieren und
somit den zu amplifizierenden cDNA-Pool auf die Gene von Interesse reduzieren, also den

Hintergrund nicht regulierter Banden minimieren.

2ug Gesamt-RNA
1 pmol  Oligo(dT) cDNA Primer (Clontech, Heidelberg)
ad 5y DEPC-Wasser
70°C fur 3 min denaturieren, dann auf Eis
Reaktionsmastermix, je Probe:

1x first-strand Puffer (Clontech, Heidelberg)
10 nmol dNTPs (Clontech, Heidelberg)

200U MMLV Reverse Transkriptase (Clontech, Heidelberg)

ad 5yl  DEPC-Wasser
zusammengeben, mischen
42°C fur 1 h inkubieren
75°C fur 10 min inaktivieren

ad 100 yI DEPC-Wasser, bei -20°C lagern

Amplifikation

(siche Abb. 1: DD-Schema)

Die Amplifikationsprimer bestehen aus einem Satz von 10 (P1-P10) 5’-Primern und einem
Satz von 9 (T1-T9) 3’-Oligo-dT Primern (Delta™ RNA Fingerprinting Kit, Clontech,
Heidelberg, Sequenz siehe 2.2.4). Von den moglichen 90 Kombinationen aus je einem der 5°-
und einem der 3’-Primer werden in jedem Einzelexperiment je ein Paar zur Amplifikation
verwendet, bis geniigend differentiell exprimierte Produkte identifiziert sind.

Aufgrund des Designs der T-Primer (identische 30-mere, deren letzte beiden 3°-Basen eine
variable Kombination aus A, C oder G = V sind, vor denen ein 9 bp-T-Stretch liegt) binden
diese an je einer anderen Subfraktion der cDNA (anfangsstindig am poly-A-Schwanz). Die P-
Primer (25- oder 26-mere mit einem variablen 9 bp bzw 10bp 3’-Ende) liefern durch
Zufallsbindung mit ihrer variablen Sequenz wiederum nur fiir einen Teil der moglichen
cDNAs einen Gegenstrang. Im Ergebnis wird die Anzahl der amplifizierten Fragmente so
reduziert, dass sich das resultiernde Fragmentgemisch mit elektrophoretischen Verfahren
noch auflosen ldsst. Des weiteren erlaubt die Konzeption der Primer (Lénge und 5’-Anchor-

Sequenzbereiche) eine Amplifikation unter spezifischen Bedingungen mit hoher Reprodu-
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zierbarkeit, nachdem zundchst in wenigen initialen unspezifischen Amplifikationszyklen
exakte Bindungsstellen nach der Primervorlage synthetisiert wurden.
Reaktionsansatz im 20 pl-Masstab:

1yl cDNA vorlegen (1:10 Verdiinnung, wie oben beschrieben)
Mastermix:

1x  KlenTaq-Puffer
1 nmol dNTPs
je 20 pmol  P-/T-Primer
0,4 yI  Advantage Klen Taq Polymerase Mix
3 pmol  o*S dATP (Amersham, Braunschweig; No AG1000)
ad 19 yI DEPC-Wasser
auf die Proben verteilen, 6luberschichten

Programm im Thermocycler:

1 Zyklus  94°C flr 5 min
40°C fur 5 min
72°C fur 5 min

2 Zyklen  94°C fiir 2 min
40°C fUr 5 min
72°C fur 5 min

23 Zyklen  94°C fur 1 min
60°C fur 1 min
72°C flr 2 min

Kontrollen:

Zur Uberwachung von DNA-Kontaminationen wurde von jedem verwendeten Gesamt-RNA
Extrakt ein Aliquot (1 pl einer 1:100 Verdiinnung) direkt (ohne RT) in die Amplifikation
eingesetzt. Die Banden durften sich nicht von denen in der korrespondierenden Leerkontrolle
unterscheiden. Eine solche Leerkontrolle (Substitution des Templates mit Wasser) wurde fiir
jedes verwendete Primerpaar durchgefiihrt. Die bei der Systemetablierung durchgefiihrten
Positivkontrollen mit den beiden mitgelieferten RNAs, die parallel zu den sonstigen Proben in
cDNAs umgeschrieben wurden, erbrachten mit den entsprechenden Primern das erwartete

differentielle Muster.

PAGE
Zur elektrophoretischen Auftrennung der DD-PCR-Produkte wurde eine Gelapparatur von
Kodak (Stuttgart) unter mit 43x21,5 cm Platten mit 0,4 mm Spacern und 32 Taschenkamm

verwendet. Die haftende Platte wurde auf der Gelseite ca. alle 4 Liufe mit Silicone solution
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(Serva) behandelt, die nicht haftende Platte mit Acryl-Glide™ (Amresco, Bezug {iber
Biometra, Gottingen). Uberschiissiges Beschichtungsreagenz wurde mit Aceton entfernt. Zur

Auftrennung wurden denaturierende 5% PAA-Gele eingesetzt:

1x TBE-Puffer
6,9 M Urea
5% PAA[19:1] (Roth, Karlsruhe)
ad 60 ml  dd-Wasser
I6sen des Urea durch erwarmen vor Zugabe des PAA
+320 yl 10% APS
+50 yI  TEMED
mischen und blasenfreies Gel giessen

Elektrophorese:

2,5yl denaturiernder Ladepuffer (Amersham T7-Sequencing Kit)
2,5ul DD-PCR-Produkt

94°C flir 2 min denaturieren, dann Eis
3,5yl auf das Gel laden

14 mA fiir ca 3 h 20 min

Nach der Elektrophorese wurden die Gelplatten getrennt und das Gel auf Whatmanpapier
iibertragen, dann nach Abdeckung der Gelseite mit Frischhaltefolie in einer Vakuum-
trocknungsapparatur mit dem Tragerpapier verbacken und durchgetrocknet (ca. 2 h).
Anschliessend wurde es iiber Nacht in einer Rontgenkassette mit -strahlungssensiblem Film

(Kodak MR) exponiert.

Fragment-Isolation

Die Art der cDNA-Synthese und die Auflosung der PAA-Gele lieferte verwertbare Fragmente
zwischen 200-2000 bp. Auf dem Film sichtbare differentielle (hochregulierte) Banden wurden
auf dem getrockneten Gel auf Whatmanpapier mittels Einwegkaniilen durch Einstiche
markiert und mit Einwegskalpellen ausgeschnitten. Der Film wurde anhand von vor der
Exposition angebrachten Markierungen auf dem Gel positioniert. Das korrekte Ausschneiden
der Fragmente wurde durch erneute Filmexposition kontrolliert.

Die ausgeschnittenen Gelfragmente wurden unter 100 pl [10 mM] Tris pH 8 fiir 30 min bei
37°C eluiert und nach Entfernen des Gelstiicks iiber Nacht bei -20°C gefillt unter
Ethanol/NH4AC (siehe 2.5.3) und zusitzlich 50 pg Glycogen als Fallungshilfe, einmal unter
75% EtOH gewaschen, in 20 ul DEPC-Wasser aufgenommen und bei -20°C gelagert.
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Reamplifikation (PCR)

Zum FEinsatz kam eine modifizierte Standard-PCR (sieche 2.5.6), bei der durch Reduzierung
der Primerkonzentration sowie durch eine hohe Annealingtemperatur spezifische Ampli-
fikationsbedingungen in den Vordergrund gestellt wurden. Es wurden jeweils dieselben P-/T-
Primerkombinationen wie bei der DD-Amplifikation verwendet.

Standardprotokoll fiir 50 pl-Ansatz:

1x  Puffer (Life Technologies, Karlsruhe)
2mM  MgCl,
je2,5pmol P-/T-Primer
5nmol dNTPs
1,5U Tag-Polymerase (Life Technologies, Karlsruhe)
ad 49,5yl DEPC-Wasser
ca. 50 yl  Oluberschichten
auf 94°C im Thermocycler erhitzen, Hot start (Chou et al., 1992)
+0,5 yI  DD-Banden-Extrakt

94°C-3 min//94°C-1 min/61°C-1 min/72°C-2 min fir 40 Zyklen//72°C-7 min//x04°C

Klonierung

Da sich hinter jeder ausgeschnittenen und reamplifizierten DD-PCR-Bande mehrere
Genfragmente gleicher Grosse verbergen konnten, die iiber die gleichen Primerbindungs-
stellen verfiigten, war zur Isolation eines einzelnen, regulierten Genfragmentes eine
Klonierung erforderlich. Die frischen Reamplifikate wurden direkt unter Verwendung des

TA-cloning Kits kloniert und mittels PCR identifiziert (siche 2.5.2).

Northern-blot
Die durch Klonierung vereinzelten DD-Genfragmente wurden im radioaktiven Northern-blot

(siche 2.5.4 ) auf differentielle Regulation (Aktivierung) iiberpriift.

Sequenzierung, Datenbankrecherche

Im Northern-blot verifizierte Klone wurden angezogen und im ,Mini‘-Masstab Plasmid
aufgereinigt (siche 2.5.3) und nach Standard-Protokoll sequenziert (siche 2.5.7). Die
Sequenzen wurden gegen die Gen-Datenbanken (siehe 2.7.1) abgeglichen.

Fanden sich Homologien nur zu EST-Sequenzen, handelte es sich also um ein Fragment eines
neuen Gens, so wurde mittels DB am Computer versucht, die Gesamtsequenz (full length)

durch Integration liberlappender ESTs zu erschliessen (siehe 2.7.2).
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Gesamtsequenz-Klonierung
Die Gene der am Computer erstellten Gensequenzen wurden wurden zur Uberpriifung per
PCR aus gesamt-cDNA (siehe 2.5.5) amplifiziert und zur Sequenzierung kloniert. Die dazu

notwendigen Primer wurden aus den EST-Sequenzen abgeleitet (siche Liste 2.2.4).

259 5-RACE
Rapid amplification of cDNA ends (RACE, siehe Abb. 2) ist eine experimentelle Methode zur

Identifikation endstédndiger Gensequenzbereichen von unvollstindig bekannter mRNA-Gense-
quenzen (Frohman et al., 1989). Beim 5’-RACE wird der Genanfang identifiziert, der oftmals
aufgrund unvollstindigen Synthesedurchlaufs der Reversen Transkriptase fehlt.

Im ersten Schritt wird die mRNA des Gens revers transkribiert. Dazu wird ein genspezifischer
Primer SP1 verwendet, welcher am bekannten 5°-Ende der Sequenz positioniert wird. Diese
Transkription endet automatisch am tatsédchlichen 5’-Ende der mRNA. An den resultierenden
cDNA-FEinzelstrang wird in einer Tailingreaktion durch eine Terminale Transferase eine 3’-
poly-A-Sequenz ansynthetisiert. Diese fungiert als Bindungsstelle fiir einen forward-5’-dT¢-
Anchorprimer, der mithilfe seiner poly-dT Sequenz daran bindet und so eine Zweitstrang-
synthese ermoglicht. Anschliessend erfolgt eine Amplifikation, die sich im gleichen Reak-
tionsansatz realisieren ldsst. Als forward 5’-Primer wird der Anchorprimer (im Sinne
spezifischer Reaktionsbedingungen ohne den poly-dT Bereich) verwendet, als reverse-3’-
Primer ein SP2 Primer, so dass der eingeschlossene Genbereich mittels PCR amplifziert
werden kann. Der 3’-Gegenprimer SP2 bindet relativ zu SP1 etwas genaufwirts und setzt auf
diese Weise das Prinzip der nested-PCR um. Durch eine weitere Amplifikation mit einem
noch weiter innenliegenden SP3-Primer, der abermals mit dem Anchorprimer kombiniert

wird, ldsst sich der Verstarkungeffekt bei hoher Spezifitit noch weiter erhdhen.

Auf der Grundlage des 5’-RACE Protokolls von Roche (Mannheim) wurden Modifikationen
in Primerkonzentrationen, Primersequenzen (keine Schnittstellen in der Anchorsequenz),

Temperaturprofil und Enzymauswahl eingefiihrt, die sich an Schaefer (1995) orientierten.
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cDiA Erststrangsynthese
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Abb. 2: Prinzip des 5’-RACE
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Reverse Transkription:

5 pmol  Primer SP1
2ug Gesamt-RNA
ad 13 yI DEPC-Wasser
70°C fur 3 min denaturieren, dann auf Eis

1x  Puffer
3ul DTT
10 nmol  dNTPs
20U AMV RT inkl. RNase H Aktivitat
ad 7yl DEPC-Wasser
55°C fur1 h
65°C far 10 min
Die AMV-Reverse Transkriptase ldsst eine hohe Synthesetemperatur zu, bei der moglichst
wenig Sekundirstrukturen der RNA auftreten. Zudem besitzt sie eine RNase H Aktivitét, die
das mRNA-Template nach der cDNA-Synthese abbaut, so dass diese bei der Amplifikation
(Bindung des dT;s-Anchorprimers am poly-A tail) nicht stort. Eine anschliessende ¢cDNA-
Saulenaufreinigung (siehe 2.5.3) mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche,
Mannheim) nach Herstellerangaben (Elution in 2 x 22,5 pl Tris-HCI [pHS8], poolen) entfernt

das Enzym, iiberschiissige Primer und den Puffer und bereitet so die Tailreaktion vor.

Tailing:

Um die anschliessende Zweitstrangsynthese und die PCR effektiv und ohne Umpuffern
durchfiihren zu konnen, wurde die Tailingreaktion direkt im PCR-Reaktionspuffer durch-
gefiihrt.

Reaktionsansatz im 25ul-Masstab:

1x  PCR Puffer (Life Technologies, Karlsruhe)
37,5 nmol MgCl,
5nmol dATP
18,25 Il cDNA
ad 24,6 yI DEPC Wasser
94°C fur 3 min denaturieren, dann auf Eis
+10 U TdT (Roche, Mannheim)
37°C fur 30 min inkubieren
70°C fur 10 min inaktivieren, einfrieren

Zweitstrangsynthese und 1. PCR:

Es wird eine kombinierte Zweitstrangsynthese und PCR in einer Reaktion durchgefiihrt. Fiir
die Zweitstrangsynthese ist zunédchst eine niedrige Annealingtemperatur von 45-50°C

erforderlich, damit der poly-dT Bereich des dTi¢-Anchorprimer binden kann. Um das
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Aufeinanderfolgen der einzelnen Reaktionen zu gewdhrleisten und damit der Synthese
unspezifischer Nebenprodukte vorzubeugen, werden die Primer fiir die PCR erst nach
erfolgter Zweitstrangsynthese zugegeben. Die PCR-Amplifikation nach Standardprotokoll
lauft dann bei hoherer Annealingtemperatur unter spezifischeren Bedingungen ab, so dass die
im Ansatz verbleibenden, tiberschiissigen dT;¢-Anchorprimer mit ihrem oligo-dT Ende nicht

mehr binden und die Reaktion nicht beeintrachtigen konnen.

Zweitstrangsynthese (50 ul):

1x  Puffer (Life Technologies, Karlsruhe)
2mM  MgCl,
0,5 pmol  dT4s Anchorprimer
10 nmol  dNTPs
1,5U Tag-Polymerase (Life Technologies, Karlsruhe)
ad 45yl DEPC-Wasser
ca. 50 yl  Oluberschichten
5yl cDNA aus der Tailingreaktion
94°C-2 min//
Zweitstrang  94°C-1 min/50°C-2 min/72°C-3 min fur 3 Zyklen
PCR:
+je 5 pmol  Primer Anchor, SP2
PCR  94°C-30 sec/61°C-1 min//72°C-3 min fur 30 Zyklen//
72°C-25 min//x04°C
2. PCR:

Aus der 1. PCR wird ein ein Aliquot in einer nested-PCR mit einem weiter innenliegenden

SP3-Primer unter Standardbedingungen (siehe 1. PCR) amplifiziert.

1x  Puffer (Life Technologies, Karl sruhe)
2mM  MgCl,
je 5 pmol  Anchorprimer, SP3
10 nmol dNTPs
1,5U Tag-Polymerase (Life Technologies, Karlsruhe)
ad 49 Il  DEPC-Wasser
ca. 50 yl  Oluberschichten
1yl PCR-Produkt (1:20-Verdinnung) aus der 1. PCR

94°C-2 min//94°C-30 sec/61°C-1 min/72°C-3 min fir 40 Zyklen//72°C-25 min//«4°C

Aus erster und zweiter PCR werden je 5 pl auf einem Agarosegel kontrolliert und die PCR-

Produkte kloniert (siehe 2.5.2) und sequenziert (siche 2.5.7).
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2.6 PROTEINCHEMISCHE METHODEN

2.6.1 Standardmethoden

Die Proteinarbeiten orientierten sich an den Standardprotokollen aus Sambrook et al. (1989).

Konzentrationsbestimmungen von Proteinlosungen erfolgten chromogen mittels Bradford-
Reagenz (Protein-Assay 1:5 in dd-Wasser, BioRad, Miinchen) durch Bestimmung der ODs7g
im Photometer und anschliessender Interpretation anhand einer zuvor erstellten BSA-
Eichkurve (Bradford, 1976). Proteinfillung zur Volumenreduktion erfolgte durch 1:1-
Versetzen der Probe mit 10% Trichloressigsdure (TCA), einstiindiges Einfrieren bei -20°C
und anschliessendes Pelletieren (20 000 g fiir 15 min bei 4°C). Protein-Losungen wurden auf

Eis gehalten und bei -20°C gelagert.

Proteinnachweis

Zur Detektion bestimmter Proteine wurde unter denaturierenden Bedingungen (Mercapto-
ethanol) ein Zellysat oder Proteinextrakt elektrophoretisch aufgetrennt (SDS-PAGE, siehe
2.6.2). Uberexprimierte Proteine sollten dann direkt im Gel mittels Firbung zu detektieren
sein, identifiziert nach Grosse anhand eines Léngenstandards. Entweder wurde irreversibel
gefarbt mit Coomassie-Blau-R250 (Serva, Heidelberg; nach Sambrook et al., 1989) bzw.
Silberfarbung (siche unten) oder reversibel mit E-Zinc™ (Pierce, Bonn) zur weiteren
Verwendung der Gele im Western-blot.

Die iiberexprimierten Proteine waren entweder mit einem Oligohistidin-Tag und einem c-
myc-Epitop (pTrcHis2-Vektor, beim T7-Vektor ein VS5-Epitop) doppelt oder als GST-
Fusionsprotein einfach markiert und konnten mithilfe entsprechend gerichteter Antikdrper

(siehe Tab. 1) im Western-blot (siehe 2.6.2) spezifisch nachgewiesen werden.

Silberfarbung:

40 min(-2h)  Gel fixieren, mehrfach wechseln
20 min  in 30% EtOH waschen, 3x wechseln
45-60 sec impragnieren, stark schitteln
3x1 min  sofort in Demin-Wasser waschen
20-60 min  in Silbernitratiésung inkubieren
3x1 min  grindlich in Demin-Wasser waschen
Entwickler zugeben, sofort wechseln
bei sichtbaren Banden mit Demin-Wasser abstoppen
10 min fixieren,
lagern in Wasser
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Fixierer (kiihlen):

50% Methanol
12% Essigséure

Imprégnierlosung (frisch ansetzen):

150 ml  demin-Wasser
100 yl  37%ige Formaldehydlésung
75yl 43%ige Natriumthiosulfatiésung

Silbernitratlosung (frisch ansetzen):

150 ml  0,2%ige Silbernitratiésung
100 ul - 37%ige Formaldehydldsung

Entwickler (frisch ansetzen):

250 ml  6%ige Natriumcarbonatlésung
2,5yl 43%ige Natriumthiosulfatiésung
125 yl  37%ige Formaldehydlésung

2.6.2 Western-blot

Denaturierende Gele

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden unter Verwendung der

Gelapparatur Mini Protean® II (71 x 102 x 0,75 mm) von BioRad (Miinchen) 10-15%ige

denaturierende SDS-PA-Gele (PAGE) bei 15 mA/Gel gefahren.

Trenngel:
10-15%  30%iges PAA (30% / 0,8%)

1x  Tris-HCI/ SDS (pH 8,8) (4x=1,5 mM Tris-HCI/ 0,4% SDS)

ad 11,3 ml dd-Wasser
50yl 10% APS
8 ul  TEMED
Sammelgel (reicht bis ca. 5 mm unterhalb der Taschen):

4%  30%iges PAA (30% / 0,8%)

1x  Tris-HCI/ SDS (pH 6,8) (4x=0,5 mM Tris-HCI/ 0,4% SDS)

ad 7,5ml dd-Wasser
37yl 10% APS

10 yi  TEMED
5x Laufpuffer:
35,28 g Glycin
56,85 g Tris
25g SDS

ad 0,51 dd-Wasser
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3x Ladepuffer:
50 mM  Tris
0,15M NaCl

1% NP-40
pH 7,4 einstellen
0,25 TIU/ml  Aprotinin
30 yg/ml DNase
0,5mM PMSF (Phenylmethylsulphonylfluorid)
1mM EDTA
2 ug/ml  Leupeptin

Elektrophorese:

1x Vol denaturiernder 3x Ladepuffer

2x Vol  Proteinlésung/Zellysat/Léngenstandard
94°C fur 10 min denaturieren, dann Eis
auf das Gel (unter 1x Laufpuffer) laden
15 mA/Gel firca 2 h

Anschliessend wurde eine Ladekontrolle mittels E-Zinc™-, Coomassie- oder Silberfiarbung
(siche 2.6.1) durchgefiihrt, wobei fiir die letztere beiden irreversiblen Férbungen ein

gesondertes, identisch prapariertes Gel zum Blotten benétigt wurde.

Blotten

Nach dem vollstindigen Entfirben der Gele (E-Zinc™, Ponceau S) wurden die Proteine im
Nassblotverfahren auf Nitrozellulosemembranen (Schleicher & Schiill, Dassel) iibertragen.
Die durch das SDS negativ aufgeladenen Proteine wandern im elektischen Spannungsfeld zur
Anode (+Pol), so dass die Membran entsprechend positioniert sein muss: Auf der
Anodenseite wurde in Blotpuffer getrinkt ein Schwamm, ein Filterpapier, die Nitrocellulose-
membran, das Gel, noch ein Filterpapier und abschliessend ein weiterer Schwamm in den
Rahmen eingelegt und in den Tank iiberfiihrt. Die Vollstindigkeit des Transfers wurde
anhand eines gefarbten Molekulargewichtsstandards bzw. Ponceau S-Farbung (Sigma,

Deisenhofen) (nach Sambrook et al., 1989) visuell iiberpriift.

Blotpuffer:
20% Methanol
3g Tris
14,4 g Glycin

ad 1| dd-Wasser
2 h bei 300 mA blotten
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Antikorperbindung und Detektion

Gel direkt nach dem Blotten entnehmen
PBS 5 min schwenken
3% BSAin PBS 1 hblocken
alternativ. 1 h in 5% Milchpulver in PBS blocken
+1. Antikérper  1:1000 bis 1:10 000 (siehe Tab. 1) fir 1 h inkubieren
PBS-T  3x fur 5 min waschen (PBS-T=1%. Tween 20 in PBS)
2. o-HRP-Konjugat  1:2000 bis 1:12 500 (siehe Tab. 1) in 3% BSA in PBS
fur 45 min inkubieren
PBS-T  3x flr 5 min waschen
ca. 2-4 ml  ECL-Substrat (40:1) fir 1 min inkubieren
Blot abtupfen, in Folie einschlagen
0,5-5 min in Réntgenkassette auf Kodakfilm-MR exponieren

2.6.3 Expressions-Klonierung

Strategie

Die Herstellung der Fusionsproteine sollte der Produktion von Antiseren dienen. Die
Immunisierung erfolgt dabei gegen kurze Epitope der Aminosduresequenz und ist daher nicht
auf eine intakte Quartdrstruktur der Proteine angewiesen, was die einfachere Expression in
Prokaryonten und anschliessende Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen anbot
(siehe 2.6.4), unter denen die zur Isolation verwendeten Tags zudem sicher zuginglich sind.
Zusitzlich besteht unter diesen Bedingungen Schutz vor Proteaseeinwirkungen.

Zur Proteinmarkierung wurden zwei verschiedene Ansidtze verfolgt. Zum einen wurde die
His-Tag Strategie gewdhlt, bei der das Gen durch Klonierung in einen TOPO™ TA Cloning®
Expressionsvektor bei der anschliessenden Expression in E. coli (Stamm: TOP 10 oder
alternativ XL-1 Blue) mit einem C-terminalen 6x Histidinschwanz versehen wird und im
weiteren durch Metall-Affinitdts-Chromatographie (Nickel-NTA-Matrix, Qiagen) aufge-
reinigt werden kann. Der andere Ansatz verfolgt die Fusionssynthese mit einer N-terminalen
GST-Domine (pGEX-KG-Vektor), so dass das Protein mit einem dagegen gerichteten matrix-
gekoppeltem a-GST Antikorper sdulenchromatographisch aufzureinigen ist.

Das als kaum immunogen geltende, relativ kurze 6x Histidin-Tag kann bei der angestrebten
Immunisierung vernachldssigt werden, so dass das aufgereinigte Protein nicht weiter
bearbeitet zu werden braucht. Auch die GST-Domidne am GST-Fusionsprotein wird zur
Immunisierung aufgrund geringer Immunogenitit belassen (Dr. . Augustin, personliche

Mitteilung, siehe Augustin ef al., 1999).
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In beiden Féllen wird das Protein fusioniert durch die exakte Einklonierung des translatierten
cDNA-Abschnitts (ORF ab Startcodon) in das Leseraster des Vektors. Dazu wurden

entsprechende Primer konzipiert.

Primerdesign

(siehe Tab. 3: PCR-Primer)

Der verwendete pTrcHis2-TOPO™ TA Cloning® His-Tag-Vektor (Invitrogen) mit C-
terminaler Oligohistidinregion trug sowohl Start- als auch Stopcodon. Entsprechend wurde
der Forwardprimer exklusiv des Startcodons direkt mit Beginn des zweiten Codons
positioniert, ebenso der Reverseprimer exklusiv des Stopcodons bis zum vorletzten Codon des
ORF. Zum Teil waren dabei Mutationen zur Vermeidung von Sekundérstrukturen
erforderlich. Gemischte Basen (Wobble) wurden zur Anpassung der Sequenz an
unterschiedliche Spezies eingesetzt.

Alternativ verwendet wurde der pCR®T7-CT-TOPO™ TA Cloning® His-Tag-Vektor
(Invitrogen), ebenfalls mit C-terminaler Oligohistidinregion. Dieser Vektor ermoglicht die
Proteinexpression unter dem potenteren T7-Promoter. Da dieser Vektor kein Startcodon
beinhaltet, wurden die zuvor konzipierten Forwardprimer 5’-stindig um ATG-verlidngert, die
Reverseprimer konnten unverindert eingesetzt werden.

Sowohl Start- und Stopcodon befanden sich auf dem pGEX-KG Vektor (Pharmacia Biotech,
Freiburg). Zur gerichteten Klonierung via kohdsive Enden in die multicloning-Sequenz des
Vektors wurden Primer konzipiert, die auf dem Forwardprimer eine Xba I-Schnittstelle und
auf dem Reverseprimer eine X#o I-Schnittstelle trugen. Nach der Forwardschnittstelle wurde
zur Uberleitung in das Leseraster eine Auffiillbase eingesetzt. Die Primer erhielten zusitzlich
eine 5 bp 5’-Extension mit zufdlliger Basenabfolge aber unter Vermeidung von Sekundér-
strukturen, um ein nicht randstindiges, effektives Schneiden der Restriktionsenzyme zu

ermoglichen.

Klonierung

Fir die PCR-Amplifikation wurde zur Vermeidung von Punktmutationen ein 7ag-
Polymerasegemisch mit Fehlerkorrektur (Synergy-7ag, GeneCraft) nach Standardprotokoll
(siehe 2.5.6) eingesetzt.

Die Ligation und Klonierung der TOPO™ TA-basierten Vektoren entsprach dem unter 2.5.2
beschrieben Protokoll.
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Zur T7-promoterbasierten Expression mussten die zundchst in TOP 10-Zellen propagierten
Konstrukte ein zweites Mal in den BL21(DE3)pLysS-Zellstamm transformiert werden, da
dieser Stamm keine stabile Kultivierung gewdhrleistet. Dazu reichte es aus, den Transfor-
mationsansatz mit einer Pipettenspitze aufgereinigter Plasmidlosung nach Protokoll zu
infizieren.

Die GST-basierten Konstrukte wurden klassisch iiber kohesive Enden gerichtet ligiert.
Zunéchst wurden dazu die PCR-Produkte iiber eine Sdule aufgereinigt (MoBiTec, siehe 2.5.3)
und dem GST-Vektor (via Plasmidprep synthetisiert) entsprechend einzeln per Doppelverdau
préapariert (Xba I und X#ho I iiber Nacht zum Ausgleich reduzierter Effizienzen endstdndigen
Verdaus, dabei Thermoisolation gegen Kondensation erforderlich, anschliessend 65°C fiir
10 min Hitzeinaktivierung) und auf dem Agarosegel kontrolliert. Nach einer abermaligen
Saulenaufreinigung wurden Insert und Vektor im stochiometrischen Verhéltnis von 2:1
zusammengegeben, bei 56°C fiir 10 min denaturiert und auf Eis iiberfiihrt, bevor sie im 10 pl-
Masstab (0,1-1 pg gesamt-DNA) mit T4-Ligase (Promega, Mannheim) {iber Nacht ligiert
wurden. Zur Erzielung der optimalen Reaktionstemperatur wurde ein zeitlicher Temperatur-
gradient von RT auf 6°C eingesetzt (z.B. isoliertes Wasserbad im Kiihlschrank). Transfor-
mation und Screening-PCR (Primer pGEX F/R) entsprachen dem Protokoll unter 2.5.2.

2.6.4 Proteinextraktion aus E. coli

Gesamtprotein-Zellysat

Die Uberpriifung der Klone auf Uberexpression erfolgte durch SDS-PAGE-Analyse (E-
Zinc™-  Coomassie- oder Silberfairbung) bzw. Western-blot (siche 2.6.2) eines
Gesamtproteinzellysats. Die Zellanzucht erfolgte in Vorkultur {iber Nacht. Daraus wurden die
eigentlichen Expressionskulturen 1:20-1:100 angeimpft. Nach Erreichen einer OD von 0,8
(entspricht exponentiell wachsenden Zellen) wurden die Kulturen mit 1 mM IPTG zur
Proteinexpression stimuliert. Durch Vorversuche mit einer Zeitreihe 0-24 h wurde der
maximale Expressionszeitraum bestimmt. Als durchschnittlicher Standardwert erwies sich ein
Zeitraum von 3 h. Anschliessend wurden die Zellen pelletiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -20°C gelagert.

Die Zellyse erfolgte durch Aufldsen und 10 miniitiges Kochen des Pellets in einer Losung aus

einem Teil stark denaturierendem 3x Ladepuffer (siehe 2.6.2) und zwei Teilen denaturie-
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renden Lysepuffers ,B‘ (8§ M Urea, pH 8, siche unten). Fiir ein Zellpellet aus 2 ml Kultur
wurden 240 ul verwendet und davon etwa 4-8 pul Lysat auf das PAA-Gel geladen.

His-Tag

Lysatherstellung zur Aufreinigung:

Unter Verwendung des QIAexpress Proteinaufreinigungssystems (Qiagen) wurde nach den
zugehorigen Protokollen des Herstellers zunéchst ein Gesamtproteinlysat unter denaturieren-
den Bedingungen hergestellt.

5ml Lysepuffer B je g Zellpellet (nass)
auf Eis auftauen und Zellen durch vortexen lysieren
1 h auf Eis inkubieren, alle 5 min vortexen
optional  Ultraschallstab bei 70 W fiir 1 min DNA scheren
fir 30 min bei 10 000 g pelletieren
klares Proteinlysat abnehmen

Lysepuffer B (pH 8):
Waschpuffer C (pH 6,3):
Elutionspuffer E (pH 4,5):

8 M Urea
0,1 M NaH,PO,
0,01 M Tris-HCI

optional 1%  Triton X-100
2mM  Imidazol
Zusatz zu B Proteaseinhibitoren, je nach Protein
z.B. 100 pg/ml  Aprotinin
0,5mM PMSF

pH-Werte frisch einstellen mit HCI

Lysepuffer A alternativ (pH 8):

6 M GuHCI
0,1M NaH,PO,
0,01 M Tris-HCI

Elutionspufter E alternativ (pH 4,5-7):

zusatzlich 150 mM  Imidazol
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Aufreinigung:

Aus den Proteinlysaten wurden die Histidin-markierten Proteine im Batchverfahren (Ni-NTA-
Agarose/Proteinlysatgemisch fiir 1,5 h bei 4°C schwenken) Metallchelat-Affinitdtschromato-
graphisch an das Sdulenmaterial (1 ml, Bindekapazitit 5-10 mg Protein) gebunden und in
Séulen iiberfiihrt. Dabei ist das Nickel*"-Ion als Zentralatom eines Chelatkomplexes iiber 4
seiner 6 Bindungsstellen mit NTA (NitriloTriacetic Acid) an die Matrix (Sepharose)
verkniipft und bindet iiber die zwei freien Bindungsstellen zwei benachbarte Histidinreste des
Proteintags. Diese Verkniipfung kann entweder durch Senkung des pH-Wertes gelost werden
oder die Histidine durch iiberschiissig zugegebenes Imidazol aus den Komplex kompetetiv
verdrangt werden. Die Sdulen wurden dann mit 10 Volumen Waschpuffer ,C° im
Gravitationsdurchfluss von nicht gebundenen Proteinen gereinigt und anschliessend gebun-
dene Proteine mit 4 Volumen Elutionspuffer ,E in etwa 5 Fraktionen eluiert und eingefroren,
sowie photometrisch quantifiziert (siche 2.6.1). Von samtlichen Schritten wurden Proben fiir

die spatere Kontrolle im SDS-PAGE/Western-blot (sieche 2.6.2) genommen.

2.7 BIOINFORMATISCHE METHODEN

2.7.1 Software und Datenbanken

Genauso selbstverstindlich wie den Zugang zu den wissenschaftlichen Datenbanken bietet
das Internet iiberwiegend kostenlos eine Fiille von tools und Software (z.T. als
Demoversionen kommerzieller Software). Nach Maoglichkeit wurden entsprechende links

angegeben.
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Tab. 7: Software, Tools, Datenbanken

Software Software, Bezugsquelle
Grafik Corel DRAW 8.232, © 1997, Corel Corporation
Adobe Photoshop 5.5, © 1989-99, Adobe systems Inc.
Literaturverwaltung | EndNote 3.0.2 © 1988-98, http://www.niles.com
. . Primer Designer 2.0, © 1990, 91 Scientific & Educational Software OK 74104
Primerdesign USA
Restriktionskarten | Clone Manager 3.11, © 1989, 90, 91 Scientific & Educational Software
Sequenzeditieren | Chromas 1.56, © 1998-99, http://www.technelysium.com.au/chromas.html
Sequenzierung Sequence Navigator 2.1 (MaclIntosh), PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Sequenzsubmission | Sequin 3.70, Standard Release, http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/index.html
- Statistica flr Windows, Version 5.1.; Stat. Software, Inc. 1984-96, 2300 East 14t
Statistik
Street, Tulsa
Textverarbeitung | MS Office 97 SR2 unter Windows 98, zweite Ausgabe, http://www.microsoft.com/
Translation Gene Runner Version 1.12, Hastings Software, Inc. 1992, 1993
Tool Internetadresse
Primerdesign http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cqi
Protein- . . ) - -
INukleotidalignment http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multi-align/multi-align.html
genomlsche http://www.sanger.ac.uk/Software/Wise2/genewiseform.shtml
Organisation
. http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/seq-search/struc-predict.html
Protein- : , .
- http://www.cmpharm.ucsf.edu/~nomi/nnpredict.html
Strukturprediktion :
http://www.ch.embnet.org/
Proteinprediktion . :
subzell. Lokalisation http://predict.sanger.ac.uk/nnpsl/
Datenbank Internetadresse
ATCC http://www.atcc.org
Bodymap EST-DB | http://bodymap.ims.u-tokyo.ac.jp/
Digitaler DD (DDD) | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ddd.cgi?ORG=Hs
Genecards http://bioinformatics.weizmann.ac.il/cards/
Medline http://www4.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/
Nukleotid/Protein- | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cqi?Jform=1
DB http://www.bork.embl-heidelberg.de:8080/Blast2/
OST-DB http://omnibank.lexgen.com/lexdb-bin/obdemo?0B_SEQUENCE_SEARCH=1
RZPD http://www.rzpd.de/
SAGE-DB http://www.sagenet.org/

http://www. ncbi.nIm.nih.gov/SAGE/

Tool-Hyperlinks

http://www.public.iastate.edu/~pedro/rt_all.html



http://www.public.iastate.edu/~pedro/rt_all.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/
http://www.sagenet.org/
http://www.rzpd.de/
http://omnibank.lexgen.com/lexdb-bin/obdemo?OB_SEQUENCE_SEARCH=1
http://www.bork.embl-heidelberg.de:8080/Blast2/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi?Jform=1
http://www4.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://bioinformatics.weizmann.ac.il/cards/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ddd.cgi?ORG=Hs
http://bodymap.ims.u-tokyo.ac.jp/
http://www.atcc.org/
http://predict.sanger.ac.uk/nnpsl/
http://www.ch.embnet.org/
http://www.cmpharm.ucsf.edu/~nomi/nnpredict.html
http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/seq-search/struc-predict.html
http://www.sanger.ac.uk/Software/Wise2/genewiseform.shtml
http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multi-align/multi-align.html
http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi
http://www.microsoft.com/
http://www.technelysium.com.au/chromas.html
http://www.niles.com/
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2.7.2 EST-Integration

Mit den Sequenzen der im Northern-blot verifizierten DD-Fragmente wurde ein Abgleich
gegen die Nukleotiddatenbanken vom NCBI oder EMBL unter Verwendung des BLAST-
Algorithmus durchgefiihrt (siehe 2.7.1). Unter Beriicksichtigung der Speziesgrenze zwischen
bovinen DD-Sequenzen und den verfiigbaren humanen oder murinen EST-DB wurde eine
Sequenz mit etwa 70% oder mehr Ubereinstimmung iiber die gesamte Linge als homolog
gesetzt.

Fiir neue, unbekannte Gene, die nur zu EST-Sequenzen Homologien zeigten, wurde versucht,
aus den DB die Gesamtsequenz abzuleiten. Unter Verwendung des BLAST-Algorithmus
wurden moglichst mehrere homologe ESTs gesucht, die iiber die bekannten Grenzen der
Sequenz hinausgingen. Ausgehend von den neuen Enden wurde das Gen sukzessive
komplettiert, indem die gefundenen EST unter Verwendung des Multialignprogrammes (siche
2.7.1) zu einer Konsensussequenz zusammengesetzt wurden. Dabei galt das Northern-
blotsignal als Richtlinie fiir die Sequenzgrdosse des Gens, ein ORF mit Start- und Stopcodon
als Grundlage fiir eine putative Aminosduresequenz. Diese AS-Sequenz wurde mithilfe des
Programmes Generunner deduziert und ihrerseits wieder gegen die Proteindatenbanken von
NCBI und EMBL abgeglichen.

Als teilweise hilfreich erwies sich die gegen Ende der Arbeit zugingliche humane Consensus-
DB des RZPD, welche durch Software automatisiert integrierte ESTs beeinhaltet und eine
BLAST-Suche ermoglicht.
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3. ERGEBNISSE

3.1 DIFFERENTIAL DISPLAY-STRATEGIE

Differential Display
PAGE [ Autoradiegrammr

i 5+ 5 K ke
Identifikation und Elution ™ | = =
differentiell amplifizierter e )
Genfragmente - - o
- _— — —
¢ Reamplifikaton | — . .
Klonierung / (n=2)
Sequenzierung 4\
Northernblot 3-RACE
Verifikation Catenbank-Abgleich (optional)
differentieller

Genexpression
bekanntes Gen / EST [/ keine Homologie
EST -Integration
am Computer

Gesamtsequenz / Teilsequenz

Primerdesign
Amplifikation

Gesamt-Gen Klonierung/ Expressionsklonierung (ORF)
Seguenzierung

i * Transformation Transfektion

in Prokaryonten in Eukaronten

DB-Submission Proteinaufreinigung /
Antiserenimmunisierung

'

funktionelle Charakterisierung

Abb. 3: DD-Strategie - Identifikation / Isolation differentiell exprimierter Gene
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Differential Display (DD) ist eine Methode zum Vergleich der relativen Genexpression
verschiedener Zellpopulationen. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation relevanter
Molekiile des angiogenen, also aktivierten Phanotyps von kultivierten Endothelzellen als in
vitro Angiogenesemodell, schematisch dargestellt in Abb. 3. Im Vergleich der relativen
Genexpression von vier verschiedenen BAEC-Zellpopulationen (subkonfluent-aktiviert
versus konfluent-ruhend, siehe Tab. 6) mittels DD wurden die in aktivierten Zellen
hochregulierten Genfragmente identifiziert, aus dem PAA-Gel ausgeschnitten, eluiert und
reamplifiziert (siehe 2.5.8). Die mittels Klonierung aus den Reamplifikaten isolierten
Genfragmente wurden vor einer weiteren Bearbeitung zusétzlich im Northern-blot auf
Regulation verifiziert. Verifizierte Genfragmente wurden sequenziert und zur Identifikation
gegen die Gendatenbanken abgeglichen. Fiir neue, unbekannte Gene mit EST-Homologie
wurde am Computer versucht, durch Integration tiberlappender ESTs die Gesamtsequenz und
daraus einen ORF zu erschliessen (siehe 2.7.2). Gelang dies, wurden daraus Primer abgeleitet
(sieche Liste 2.2.4) und die Gene mdglichst vollstindig kloniert und sequenziert. Auf diese

Weise wurde die korrekte Integration der EST-Sequenzen tliberpriift.

Zur weiteren Charakterisierung der isolierten Gene (dargestellt in Tab. 8) waren die
Expressionsmuster in verschiedenen Zellinien sowie adulten und fetalen Geweben mittels
PCR und per Northern-blot (MTN) zu erheben. Genauere Lokalisation der Expression sollten
in situ Hybridisierungs-Experimente. Schliesslich waren Expressionsklonierungen durchzu-
fithren (siehe 2.6.3), um durch Proteiniiberexpression und Proteinaufreinigung (siehe 2.6.4)
polyklonale Antiseren gegen diese Molekiile herstellen zu konnen. Mit diesen ldsst sich
einerseits die Expression auch auf Proteinebene ermitteln, wobei die Antiseren zum
spezifischen Nachweis erforderlich sind (Western-blot, ELISA, Immunhistochemie). Aber
auch Auswirkungen von Verdnderungen der Proteinkonzentrationen auf spezifisch angiogene
Vitalfunktionen von Endothelzellen wie Migration, Chemotaxis, Proliferation und In-gel-
Angiogenese sowie die Auswirkungen der Proteine auf die Expression anderer Molekiile
sollten im weiteren Verlauf adressiert werden: Zum einen durch exogene Zugabe des Proteins
bzw. seines Antikorpers in das Zellkulturmedium. Durch entsprechende Mediumkondi-
tionierung lisst sich auch die Abhingigkeit der jeweiligen Proteinexpression von bekannten
Angiogeneseregulatoren ermitteln. Zum anderen, ebenfalls in der Zellkultur, l4sst sich eine

endogene Variation der Proteinkonzentration erzielen. Hierfiir waren zur eukaryontischen
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Uberexpression einiger Proteine durch Transfektionsexperimente entsprechende Vektor-
konstrukte zu klonieren, (die je nach verwendetem Zelltyp eine transiente oder stabile
Transfektion ermdglichen). Umgekehrt ist eine Reduzierung der Expression durch Knockout-
experimente moglich. Ein elegantes Verfahren bietet eine gewerbliche Knockoutbank mit
mehreren tausend Zellinien, deren jeweils randomisiert ausgeschaltetes Gen durch Sequen-
zierung identifziert wurde, und die in einer Omnibank-Sequence-Tag (OST)-Datenbank
zusammengefasst sind (Zambrowicz et al., 1998; link siehe 2.7.1). So lédsst sich eine

homologe Knockout-Zellinie zum untersuchten Molekiil via BLAST-Suche ermitteln.

Tab. 8: DD-Strategie - Charakterisierung differentiell exprimierter Gene

Expressionsmuster differentiell exprimierter Gene

PCR-Screening Northern-blot in situ-Hybridisierung
Gen div. physiologische |adult/fetal (Maus) Gesamtembryo (Maus)
Zellinien (hum) div. Organgewebe (Rind) |div. Organgewebe
Tumorzellinien (hum) | Ovarstadien (Rind)
Protein |ELISA Western-blot Immunhistochemie

Funktion differentiell exprimierter Gene

Charakterisierung

Expression |+/- in vitro (Zellkultur)

Mediumkonditionierung

exogen durch Proteinzugabe -Migr_ation_
(Protein) Mediumkonditionierung -Proliferation
- -Chemotaxis
durch Antikdrperzugabe .
= : -In-gel-Angiogenese
Uberexpression .
: (Spharoide)
endogen durch Transfektion -Expressionsmuster
(Gen) Geninaktivierung anderer Molekiile

durch Knockout

3.2 DIFFERENTIAL DISPLAY

In der vorliegenden Arbeit wurden gemadss der Fragestellung aktivierte Gene angiogener
Endothelzellen selektiert, also deren Hochregulation zum Suchkriterium erhoben. Dazu
wurden bovine Aorten-Endothelzellen (BAEC) verwendet, da sich diese in Vorversuchen im
Vergleich zu humanen (HUVEC) als vergleichsweise stirker reguliert und stimulierbarer

erwiesen und iiberdies leichter zu kultivieren und ldnger zu passagieren waren (vgl. Augustin
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Voss et al, 1993). Einer zusitzlichen internen Referenz entsprechend wurden vier
verschiedene BAEC-Zellpopulationen miteinander verglichen (Tab. 6): Je zwei ruhende (K,
konfluent) mit zwei aktivierten (S, subkonfluent), wobei im Sinne einer Maximierung der
Genregulation eine aktivierte Population zusdtzlich mit dem Angiogenesestimulanz bFGF
induziert (S+), eine ruhende Population mit einem funktionsneutralisierendem Antikdrper
gegen bFGF inhibiert wurde (K+).

Um préparative und biologische Varianzen auszuschliessen, wurden nur unabhéngig
reproduzierte Signalverdnderungen beriicksichtigt (n = 2), deren Signalverlauf zudem noch
stetig verlief, also sich die aktiven und ruhenden Populationen gleichléufig verhielten. Dabei
ergaben sich fiir die beiden aktiven respektive beiden ruhenden Zellpopulationen jeweils
gleichartige Signalintensititen. Kontinuierliche Signalverldufe, wie etwa eine abnehmende
Signalstirke von aktiverem zu ruhenderem Zustand, wurden selten beobachtet.

Abb. 4 zeigt exemplarisch eine Autoradiographie eines PAA-Gels, in dem mit *>S-markierte
Amplifikate verschiedener P/T-Primerkombinationen aus zwei unabhédngigen Experimenten

im Vergleich aufgetragen wurden.

Sdmtliche der 90 moglichen Zweierkombinationen aus P- und T-Primern wurden
durchgefiihrt und 76 dieser Kombinationen mindestenes einmal unabhéngig reproduziert.
Dazu wurde die RNA von insgesamt 4 unabhingig voneinander angezogenen Zell-
populationen verwendet, jeweils in die verschiedenen Konditionierungen unterteilt. Die etwa
100 Banden je Bahn des untersuchten Grossenbereichs von 300-1.300 bp ergeben 9.000 im

reproduzierten Vierervergleich untersuchte Banden, insgesamt ungefédhr 72.000 Einzelbanden.
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BAEC - DDisplay | BAEC - DDisplay |l

Primer

Abb. 4: DD-Gel

Die angegebenen P-Primer waren hier mit dem T9-Primer kombiniert. Die Pfeile deuten auf vier
veschiedene, in beiden Experimenten in den verglichenen BAEC-Populationen differentiell exprimierte
Amplifikationsprodukte (74-1 bis 74-4, spaltenweise von oben), die nach Gelexcision reamplifiziert und
kloniert wurden (vgl. Abb. 5).

3.2.1 lIsolierung und Verifikation

Reamplifikation und Klonierung differentiell amplifizierter cDNA-Fragmente

Aus dem Gel geschnittene Genfragmente wurden mit der gleichen P/T-Primerkombination
wie im DD reamplifiziert. Falls notwendig, wurden die PCR-Bedingungen (Annealing-
temperatur, MgCl,-Konzentration, Zyklenzahl) so optimiert, dass sich ein spezifisches

Produkt der entsprechenden Grosse amplifizieren liess.
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Von insgesamt 107 reproduzierten Banden, die ausgeschnitten wurden, liessen sich 86 sowohl
reamplifizieren als auch klonieren. Davon liessen sich 75 Genfragmente (87%) im Northern-
blot detektieren. Fiir 47 dieser Genfragmente konnte im Northern-blot eine regulierte
Expression bestitigt werden, das entspricht 55% der reamplifizierten Fragmente.

Da zunichst in aktivierten Zellen (BAECs) auch herunterregulierte Genfragmente isoliert
wurden, reduziert sich die Zahl der verifizierten hochregulierten Genfragmente auf 41 von 76

reamplifizierten, entsprechend 54%.

107 regulierte Banden reproduziert und ausgeschnitten
davon 86 Genfragmente reamplifiziert und kloniert
davon 75 Genfragmente im Northern-blot detektiert = 87%
insg. 47  regulierte Fragmente (verifiziert im Northern-blot) von 86 = 55%
bestehend aus:
41  hochregulierte Fragmente (in BAECs) von 76 = 54%
6 herunterregulierte Fragmente (in BAEC s) von 10 = 60%

< 800 bp

Abb. 5: Reamplifikation der eluierten DD-PCR-Fragmente

Abgebildet ist eine Serie von Reamplifikaten des bearbeiteten Grossenspektrums, die aus
Bandeneluaten mittels der urspriinglichen Primerkombination wie im DD hergestellt wurden. Aus den
gekennzeichneten (*) Produkten liessen sich Klone differentiell exprimierter Gene isolieren. Sie sind in
Tab. 9 und Tab. 10 aufgeflhrt. Fragment 74-4 liess sich in einer spateren, optimierten PCR
reamplifizieren, die beiden 69 er Fragmente erwiesen sich hier nach einem optimiertem Protokoll als
reamplifizierbar, im Gegensatz zu 75-2.

Fiir die tiberwiegende Anzahl der klonierten Fragmente fand sich nur ein Klon mit einer dem
Reamplifikat entsprechenden Grosse. Die maximale Anzahl verschiedener Klone gleicher

Grosse, die auf ein Reamplifikat zuriickzufiihren war, betrug 4.
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Northern-blot

Insgesamt 161 Northern-blots wurden zur Verifizierung der Regulation durchgefiihrt. Dies
beinhaltet die direkte Verwendung von Reamplifikaten als Sonde, die Uberpriifung
verschiedener isolierter Klone sowie auch Wiederholungen von Experimenten. Die Grosse der
identifizierten Gene variierte zwischen 0,8-10kb. Die Ergebnisse der vergleichenden
Northern-blots sind tabellarisch aufgelistet (siche Tab. 9 und Tab. 10), beispielhafte
Abbildungen der Autoradiographien sind im Abschnitt 3.4 aufgefiihrt.

3.3 IDENTIFIKATION DIFFERENTIELL EXPRIMIERTER GENE

Sequenzierung
Zur Sequenzierung war die vorherige Klonierung der Reamplifikate erforderlich. Samtliche
klonierte Genfragmente liessen sich sequenzieren, wobei die Sequenzierung nur flir Northern-

blot-verifizierte Molekiile durchgefiihrt wurde.

DB-Abgleich, EST-Integration

Insgesamt 41 Gene oder Genfragmente liessen sich im Datenbankabgleich analysieren. Davon
waren die Gene von 25 Klonen bekannt (siche Tab. 9). Darin enthalten sind 6 Klone, die
4 Gene redundant identifizierten, teilweise in unterschiedlichen Sequenzbereichen, so dass
sich ingesamt 19 Gene als bekannt herausstellten. Die {ibrigen 16 Klone kodierten fiir neue,
unbekannte Gene (sieche Tab. 10). Nach dem letzten Aktualisierungsstand (97% des humanen
Genoms identifiziert) ergibt sich fiir 14 der Genfragmente eine signifikante Homologie zu
bekannten ESTs oder Genomsequenzen und lediglich fiir 2 Klone keinerlei Zuordnung. Fiir 5
dieser Kandidaten (siehe auch Gensteckbriefe 3.4) konnte die gesamte putativ kodierende
Sequenz (cds) als offenes Leseraster (ORF) und die flankierenden UTRs (untranslated
regions) aus ESTs (expressed sequence-tags) integriert werden. Eine vollstindige cds besteht
aus einem ORF, der mit einer Kozakkonsensussequenz beginnt (Translationsstartsignal,
beinhaltet das Startcodon kodierend fiir Methionin) und bis zum Stopcodon fiir die
Translation durchlduft. 5’- und 3’-UTRs (nicht translatierte mRNA Regionen) sind durch
haufiges Auftreten von Stopcodons gekennzeichnet. Als Masstab fiir die mRNA-Gesamt-

sequenz wurde die jeweilige Grosse des Signals im Northern-blot als herangezogen.
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Homologiekriterien: Innerhalb der gleichen Spezies wurde eine mehr als 95%ige Homologie
gefordert. Eine signifikante Interspezies-Identitdt zwischen bovinen Klonen und i.d.R.
humanen oder murinen Datenbanksequenzen wurde ab 70-75% Homologie definiert, je
nachdem, ob sie sich gleichmaissig iiber die volle Lange der Sequenz erstreckte oder nur auf
Teilbereiche zutraf. Fanden sich Homologien zu genomischen Sequenzen, wurden auch
Teilsequenzbereiche gewertet, da Exon- / Introngrenzen eine mégliche Erklarung dafiir boten.
Beim Zusammenfiigen von ESTs zu einer kodierenden Sequenz zeigte sich, dass die
Datenbanksequenzen héufig fehlerhaft waren, zumal es sich um Einzelsequenzierungen
(single reads) handelte. Die Uberlagerung mehrerer solcher ESTs brachte verschiedentlich
keine eindeutige Konsensussequenz (Duplikationen, Deletionen oder Substitutionen einzelner
Basenpaare), so dass im Zweifelsfall das offene Leseraster (ORF) zum Entscheidungs-
kriterium gemacht wurde. Die Kontrolle durch anschliessende Gesamtgenamplifizierung und
Sequenzierung bestétigte ausnahmslos derartige Plausibilititsableitungen.

Da die DDs mit immer einem T-Primer amplifiziert wurden, der am Poly-A-Schwanz des
Gens bindet und zudem die zugrundeliegende cDNA ausgehend von Poly-T-Primern
synthetisiert wurde, stammten die identifizierten Sequenzen vorwiegend aus dem 3’-
Endbereich der Gene. Fiir Caveolin 1 und ein 70 kD heatshock verwandtes Protein wurden

neue 3’-UTR Sequenzen identifiziert.

3.3.1 Bekannte Gene

Verschiedene regulierte bekannte Gene konnten identifiziert werden, die sdmtlich zu den
mittel bis stark exprimierten gerechnet werden konnen (Ausnahme: Die erst nach Abschluss
der experimentellen Arbeiten als hypothetisches Protein FLJ20276 identifizierten Klone 72-1-
3=72-2-4).

Gemadss der Fragestellung der Arbeit ,,Identifikation neuer Gene* wurde die Charakterisierung
der bekannten Gene iiber einige initiale Experimente einer angiogenesebezogenen Auswahl

(s.u.) hinaus nicht weiterverfolgt.
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Tab. 9: Liste der bekannten Gene

Aufgefuhrt sind die Expressionsabstufungen der Gene in aktivierten BAECs differenziert in + schwache,
++ méassige und +++ starke Expression. Die Regulationsfaktoren sind angegeben fir aktivierte BAECs

im Vergleich zu ruhenden BAECk.

Gen Klon Northernsignal Genbank-
GroRe / Expression | Regulation | No.
Endothelin 1, human 35-3-3 [2,2kb +++ | >10x Y00749
Metallothionein-Il (mt-11), human 35-4-1 |1kb ++ | 10x J00271
putativer PKC Inhibitor $14-3-3, Ratte o ) D17446
prepro-nerve growth factor RNH-1, Ratte 39-8-3 |3,5kb T 2-3x S83440
inhibitorisches G-Protein,
a-Untereinheit (aG;), bovin 40-1-1 14 kb A X03642
Caveolin 1 (neues 3'-UTR), human 1x bis Z18951
Caveolin 1 (neue 3-UTR-Teilseq), bovin | 20723 |24 Kb 1+++] 4o |U8e639
Acetyl CoA Acetyltransferase Thiolase 40-9-3 |1,7kb ++ | 3X D90228
Annexin 1= Lipocortin 1, bovin 42-5-1 1,8 kb ++ | 2X X56649
T-Zell Cyclophilin, human (17kD) 42-9-10 |1 kb +++ | 3x Y00052
Lactat Dehydrogenase, bovin 64-2-2 |2 kb +++ | 10x D90141
Proteasom Untereinheit HC8, human 64-5-3 |[1,5+3+4kb |+++|2x D00762
GRP78 Protein, porcin 67-1-2 3 kb it 10x X92446
BiP Protein, human 67-2-3 2X X87949
67-3-3 >10x
Thrombospondin 1, bovin 67-6-3 |6 kb +++|>10x AB005287
73-1-1 4x
GTP bindendes Protein, murin S83456
ras-like Protein, human 67-4-2 11,2 kb ] 2-3x M31469
KIAA 0002 Gen, human D13627
zytosolisches Chaperon TCP-1, murin 69-5-2 12 kb i 237164
hypothetisches Protein FLJ20276, human | 72-1-3 . 2X NM_0177
Chr. 9 70.0-4 |H8CTVKO I+ Tay 38.1
Annexin V bindendes Protein ABP7,rat  |73-2-3 [2,2+4 kb |++ |3x D64061
Ribophorin |, rat (66 kD) 73-3-1 2,3 kb ++ | 3x X05300
, 73-6-2 5x
e ot (001 751 (30 Jes2x |
P 75-4-2 2x
Chaperon TCP 20, human 75-1-2 2,243 kb |++ |4x L27706

* In den Multi-GewebeNorthern-blots von 72-1-3 / 72-2-4 trat wiederholt ein zweites Signal

bei 7 kb auf.
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Caveolin 1 (40-5-3)

Caveolin 1 gehort zur Caveolin-Genfamilie mit derzeit 3 Mitgliedern. Das 21 kD
Membranprotein ist der definierende Proteinbestandteil von Caveolen, invaginierten 50-
100 nm Plasmamembran Microdoménen zum intrazelluldren Transport von Makromolekiilen
(Transcytose) und zur endocytoseartigen Aufnahme kleinerer Molekiile (Potocytose) (Parton,
1996). Neueren Erkenntnissen zufolge spielen Caveolen auch eine wichtige Rolle in der
(intra-) zelluldren Signaltransduktion (Shaul & Anderson, 1998; Smart et al., 1999).

Fiir humanes Caveolin 1 wurde eine neue 3’-UTR identifiziert, welche sich durch EST-
Integration mit der bekannten Sequenz von 838 bp (Z18951) verbinden liess und diese 3’-
stindig auf 2230 bp verldngert. Dieser erweiterte 3’-UTR-Bereich ldsst sich mit der
genomischen Sequenz (Chromosom 7q31.1) AF125348 90%ig homologisieren. Ausgegangen
wurde dabei von dem isolierten bovinen 468 bp DD-Genfragment, welches dem 3’-Ende der
neuen Caveolinsequenz homolog ist und diese mit 186 bp {iiberragt, so dass sich die
rechnerische Gesamtlinge der mRNA von 2,4 kb ergibt.

Zur Uberpriifung der Identitit wurden Northern-blots durchgefiihrt, die das Signal in
erwarteter Grosse von 2,4 kb zeigten. Des weiteren zeigten sich im Northern-blot unterschied-
liche Expressionsmuster von nicht nachweisbarer Regulation in jungen BAEC {iiber 10-fache
Aktivierung in mittleren und alten subkonfluenten bovinen Endothelzellen bis zu umgekehrt
einer 3-fachen Deaktivierung in subkonfluenten HUVEC.

Die mittels Northern-blot erhobenen inkonsistenten Daten beziiglich der Regulation wurden
auf Proteinebene iliberpriift. Dabei ergab sich keinerlei Verdnderung der Caveolin 1-Protein-

konzentration fiir bovine junge, mittlere oder alte sowie humane Endothelzellen.
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Abb. 6: Caveolin 1 Northern-blot und Western-blot

A) Abbgebildet sind Autoradiographien subkonfluent-konfluent vergleichender, junger, mittlerer und
alter BAEC Zellpopulationen (Passagen 7, 20 und 38), sowie HUVEC Zellpopulationen mit den
dazugehorigen Ladekontrollen (18 S-rRNA) sowie die Lage der 28 S (ca. 4,9 kb) und 18 S rRNA
(ca. 1,9kb). Je 10 ug Gesamt-RNA wurden geladen und mittels eines radioaktiv markierten
Caveolin 1-PCR-Produktes gleicher Spezies detektiert.

B) Aquivalente Mengen (ca. 2ug) von Gesamtzellysatprotein verschiedener Zellpopulationen
aufgetrennt auf einem 10%igen SDS-PAA-Gel, Caveolin 1 mittels Antikorper detektiert und
chemilumineszent visualisiert. Stellvertretend sind hier bovine Endothelzellen mittleren Alters sowie
humane abgebildet.
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Thrombospondin 1 (67-3-3, 67-6-3, 73-1-1)

Beispielhaft fiir die Identifikation von 3’-Endsequenzen steht das grdsste identifizierte
bekannte Gen Thrombospondin 1 (TSP 1) mit einem Northern-blotsignal von 6 kb: Von den
bekannten 5,8 kb der humanen TSP 1-Sequenz bzw. 5,3 kb des bovinen Pendants wurden drei
verschiedenen Klone identifiziert, die aus dem 3’-Bereich zwischen 3,8-5,3 kb stammen.
Thrombospondine sind eine 5 Mitglieder zéhlende Familie (TSP 1-5) multimodularer Proteine
mit starker Bindungsaffinitit zur ECM. TSP 1 ist ein von Blutplittchen aus o-Granula
sezerniertes und in vielen Zelltypen (z.B. EC, SMC, Macrophagen, Tumorzellen)
synthetisiertes Glycoprotein, welches einen transienten Bestandteil in ECM von sich
entwickelndem und heilendem Gewebe darstellt (Raugi ef al., 1987). Es handelt sich um ein
420 kDa Homotrimer (Lawler et al., 1978), das jeweils aus mehreren strukturellen Unter-
einheiten besteht. Verschiedene Faktoren wie beispielsweise Serum, bFGF, PDGF, TGFf3 und
Progesteron stimulieren seine Expression (Majack et al., 1987; Donoviel ef al., 1990; Janat &
Liau, 1992; Iruela Arispe et al., 1996). Mittels vier adhesiver Doménen fungiert es als ein
Zelladhdsionsmolekiil (Tuszynski et al., 1987; Mosher, 1990), welches Zellmigration,
Proliferation, Neuronaussprossung, Angiogenese und Tumorprogression moduliert (Adams,
1997). Seine spezifische Funktion wird in der Literatur kontrovers diskutiert, insbesondere

seine antiangiogenen versus angiogenen Effekte.
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Abb. 7: Thrombospondin 1 Northern-blot

Abgebildet ist eine subkonfluent-konfluent BAE-Zellpopulationen vergleichende Autoradiographie mit
den dazugehdrigen Ladekontrollen (18 S-rRNA) sowie die Lage der 28 S (ca. 4,9 kb) und 18 S rRNA
(ca. 1,9 kb), die eine mehr als 10-fache Aktivierung in BAECs zeigt. Je 10 ug Gesamt-RNA wurden
geladen und mittels eines radioaktiv markierten bovinen Thrombospondin 1-PCR-Produktes (Insert von
73-1-1) detektiert.
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3.3.2 Genfragmente / EST-Homologien

Fiir 14 der 16 neuen Genfragmente liessen sich im Datenbankabgleich homologe ESTs oder
Genomsequenzen identifzieren. Davon liessen sich 5 Gene (grau unterlegt) aus den
Datenbanken integrieren, von der Sequenz eine putativ vollstdndige kodierende Sequenz und

Aminosiuresequenz ableiten und ihre cDNA zur Uberpriifung ihrer Identitit klonieren.

Tab. 10: Genfragmente
Aufgefihrt sind die Expressionsabstufungen der Genfragmente in BAECs differenziert in + schwache,
++ méassige und +++ starke Expression. Die Regulationsfaktoren sind angegeben flr aktivierte BAECs

im Vergleich zu ruhenden BAECk.

Klon Nc_>lrthern3|grl1al . integrierte Genlocus | Genbank-No.
Grole / Expression | Regulation | Gensequenz
40-2-3 |3,5t3,8kb |+++|10x 3544 bp, human |Chr. 3 AA143040
40-6-3 |1,6 kb ++ | 2x 1555 bp, human AF132856
AA370606
40-9-1 |6 kb +++ | 3X 4816 bp, human |Chr. 12 AB037803
Chr. AA147979
42-6-3 |1,6 kb ++ | 3x 1341 bp, human 22q12-13 |HS508115
484 bp, bovin AA316868
42-9-9 |0,8 kb ++ | 3x 731 bp, human | Chr. 17 HUMZC48G12
543 bp, murin AC004706
64-1-2 |4,9kb +  |2x 562 bp, bovin -
395 bp, bovin H77493
64-4-3 149kb |+ |3x 333bp human | O 2 |AC073284
64-6-4 |1,9kb ++ |2-3x 453 bp, bovin --
, M95097
67-5-5 |3,5kb +++ | 3 850 bp, bovin U15731
W80881
67-11-3 [1,6 kb + |4x 1577 bp, human AK000572
441 bp, bovin AC019025
68-4-1 |1.7+35kb |+ 12-3x 1122 bp, human AF064782
445 bp, bovin
69-4-1 |1kb +++ | 4X 243 bp, human Chr. 16 AC009079
74-1-5 |4,5kb +  |3x 496 bp, bovin AW430532
74-4-3 |4,5kb ++ [1,5-2x 532 bp, bovin AA514079
75-3-3 |1kb +  [>10x 466 bp, bovin U97688
76-2-1 |10 kb ++ |3-5x 1675 bp, human |Chr. 2 AC017079

Grau unterlegte Gene wurden weitergehend charakterisiert und sind unter 3.4 gesondert

aufgefiihrt.




Ergebnisse Seite 66

Expressionsmuster in verschiedenen Geweben
Fir den Grossteil der Genfragmente wurden die Expressionmuster in verschiedenen

Gewebetypen bestimmt. Dazu wurden aus bovinen Organen extrahierte Gesamt-RNA-
Mengeniquivalente parallel elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Das Ergebnis der
Northern-blots ist im Folgenden tabellarisch aufgefiihrt; exemplarische Abbildungen einiger
autoradiographischer Gelbilder sind im anschliessenden Abschnitt 3.4 dargestellt.

Von den Genfragmenten 64-1-2, 64-4-3, 68-4-1, 74-4-3 und 75-3-3 (siche Tab. 10) wurden
keine Multi-Gewebenorthern-blots angefertigt aufgrund ihrer schwachen Expression oder nur
geringfiigiger Regulation.

Die Expressionsmuster sollten einen ersten Anhaltspunkt dariiber geben, ob die isolierten
Molekiile eine angiogeneseassoziierte Funktion haben. Demnach wire zu postulieren, dass sie
in Geweben mit aktiver Angiogenese wie friihes oder mittleres Ovar stirker exprimiert
werden; ebenso ist eine préferentielle Endothelzellexpression der Kandidatengene in stark
vaskularisierten Geweben zu vermuten. Etwaige organspezifische Genexpression sollte
erkennbar werden.

Eine erhohte Expression in frithen-mittleren Ovarstadien konnte fiir die Gene 40-2-3, 40-9-1,
42-6-3, 42-9-9 und 67-11-3 nachgewiesen werden. Eine organspezifisch deutlich erhohte
Genexpression zeigten die Molekiile 40-2-3, 40-6-3, 40-9-1 und 69-5-2 fiir Muskelgewebe,
42-9-9 fiir Lebergewebe sowie 69-4-1 fiir Herz und Diinndarm. Aufgrund dieser interessanten
Genexpressionsmuster und der Identifikation von ORFs wurden fiir die neuen, grau
unterlegten Gene im folgenden Abschnitt weiterfilhrende Experimente zur Sequenzidenti-

fikation und Charakterisierung durchgefiihrt.
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Tab. 11: Expressionsmuster im Northern-blot (MTN)

Aufgeflhrt sind die Expressionsabstufungen der Gene und Genfragmente in boviner Gewebe-RNA
differenziert in — keine, + schwache, ++ massige und +++ starke Expression. Die Werte in der Spalte
BAE dienen als Anhaltspunkt und entsprechen den relativen Signalen von zum Grossenvergleich
geladener Kontroll-RNA subkonfluenter Zellen. Sie kdnnen von den Werten der Verifikations-Northern-
blots (siehe Tab. 9 und Tab. 10) abweichen.

Gen | Aorta | Herz | "% | Leter| Milz | U1 | Niere | DUNN | Ovar it | BAE
40-2-3| ++ ++ | +++ + + ++ ++ ++ | +++ | ++ ++ | +++
40-6-3 | + + +++ - - + + + + + + +
40-9-1| ++ | ++ | +++ | ++ + ++ |+ | | A |+ | |+t
42-6-3| + + + + - + + + + + - +
42-9-9 - - ++ | +++ - + ++ ++ ++ + - ++
64-6-4| + - - - - + + + + + + ++
67-5-5| + + - - - + - + - + + +
67-11-3 | + - + - - + + + + - - +
69-4-1 - +++ | ++ ++ ++ + ++ | +++ | ++ ++ ++ | +++
69-5-2| + + +++ + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ | +++
72-2-4| + + - - - + - - + + + +
74-1-5 - + - - + + + + - - - +
76-2-1 - - + + - + - ++ ++ ++ ++ ++

Grau unterlegte Gene wurden weitergehend charakterisiert und sind unter 3.4 gesondert
aufgefiihrt.

3.4 STECKBRIEFE NEUER GENE

3.41 Gen 40-2-3

Die 40-2-3 Gensonde erzeugt 2 Northern-blotsignale bei 3,5 und 3,8 kb, von denen eine
3511 bp Sequenz mit einem zum Genanfang offenen ORF inklusive Kozakkonsensussequenz
(Translationsstartsequenz) identifiziert wurde. Zur Klarung, ob die nur 46 bp umspannende
Sequenz vor dem putativen Startcodon und damit die cds vollstdndig ist, wurde ein 5’-RACE
durchgefiihrt mit den Primern H 40-2-3 R3 (SP 1 Primer zur spezifischen reversen
Transkription von HUVEC-RNA), H 40-2-3 R4 (SP 2 Primer zur 1. PCR) und H 40-2-3 RS
(SP 3 Primer zur 2. nested PCR). Dabei ergab sich eine 19 bp-Verlangerung der 5’-Sequenz

auf insgesamt 3544 bp, so dass davon ausgegangen werden muss, dass das putative
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Startcodon bereits identifiziert ist. Eine dem grésseren Transkript von 3,8 kb zugrunde-

liegende Sequenz liess sich nicht ermitteln.

Identitiit

Gesamtgrosse (Northern-blot, bovin) 3,5+3,8kb
identifizierte Sequenz, human 3544 bp
komplette cds inkl. Kozakkonsensussequenz, human nt 66-1019, 318 AS
klonierte Sequenz, human nt 1-1254
[.M.A.G.E.-Klon IMAGp998A 02836, human nt 462-3411
identifizierte und klonierte Sequenz, bovin 1196 bp
komplette cds inkl. Kozakkonsensussequenz, bovin nt 14-970, 319 AS
identifizierte Sequenz, murin 1110 bp
komplette cds inkl. Kozakkonsensussequenz, murin nt 85-1035, 317 AS
klonierte Sequenz, murin nt 91-1035
Homologien

Eine 82%ige Homologie der Aminosduren 31-49 ergab sich zu den ersten 17 N-terminalen
Aminosduren des Transkriptionscoaktivator ALY (008583). Diese hohe Homologie
beschriankt sich ausschliesslich auf den aminoterminalen Bereich, dessen Funktion nicht ndher
bekannt ist (Bruhn et al., 1997).

Ein Sequenzbereich von 2,5 kb inkl. der cds ist ca. 83% homolog zur genomischen Sequenz
HS809F4 auf Chr. 1q23.1-24.3. Entsprechend den Homologiekriterien ist die identifizierte
genomische Sequenz als verwandtes Gen einzuordnen und somit auf das Vorhandensein einer
Genfamilie zu schliessen. Moglicherweise ist dieses Homolog im Northern-blot im Sinne
einer Kreuzreaktivitit bereits detektiert wurden (siche Doppelbande in Abb. 8A). Dies
unterstellte allerdings eine entsprechende Gesamtgrosse von 3,8 kb und somit noch nicht
identifizierte chromosomal-homologe Bereiche. Alternativ konnte es sich dabei aber auch um
eine Spleissvariante von 40-2-3 handeln.

Das Hydrophobizititsprofil entspricht einem 16slichen Protein mit einer 58%ig pridiktierten

subzelluldaren Lokalisation im Zellkern.

Expressionsmuster
Im Northern-blot (siche Abb. 8A) zeigte sich das Gen 40-2-3 10-fach hochreguliert in
subkonfluenten BAEC im Vergleich zu arretierten. Es wurde prominent im Muskelgewebe

exprimiert, liess sich aber auch in allen anderen der getesteten bovinen Gewebe mit geringerer
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Intensitdt nachweisen (Aorta, Herz, Uterus, Niere, Diinndarm), in Milz und Leber an der
Nachweisgrenze. Im ovariellen Zyklus war die Expression leicht erhoht wihrend des massiv
angiogenen frithen Stadiums.

Ebenfalls nachweisen liess sich 40-2-3 mittels PCR (Abb. 8C) in allen iiberpriiften humanen
Geweben (Blut und Mammatumoren A4/3, Al4, Al17-1, A19) und Zellinien, sowohl
blutgefisskonstituierende in Kultur (HUVECk, HMVEC, HSMC, HFibro) als auch in deren
differenziertem Zustand (Sphéroide aus HUVEC, HSMC und HUVEC/HSMC in Cokultur)
sowie in Tumoren (MCF7, Panc TU, U937).

Initiale in situ-Experimente ergaben eine breite Expression im Mausembryo (E12,5-16,5),

besonders stark in Muskel, Herz und neuronalen Geweben.

Abb. 8: 40-2-3 DD, Northern-blot und PCR-screening
Abbgebildet sind: A) der Verifikationsnorthern-blot an BAEC und der bovine Multigewebenorthern-blot
mit den dazugehdrigen Ladekontrollen (18 S-rRNA) sowie die Lage der 28 S (ca. 4,9 kb) und 18 S rRNA
(ca. 1,9 kb). B) die aussgeschnittene Bande aus dem DD-Gel. C) ein PCR-Screening der Expressions-
muster von verschiedenen humanen Mammatumoren und Zellinien.
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Proteinexpression

Murines 40-2-3 wurde zur Expression in den His-Tag-Vektor pTrcHis2-TOPO kloniert. Der
isolierte Klon 327-4-8 produzierte das Plasmid in korrekter Sequenz, exprimierte das Protein
aber nur im Western-blot in nachweisbaren Mengen (siche Induktionsexperiment Abb. 9-A).
Das Protein konnte zuvor mittels reversibler E-Zinc™-Féarbung des gleichen SDS-PAA-Gels
im Gesamtzellysat nicht detektiert werden. Der Versuch einer His-Tag-Aufreinigung aus bis
zu 2 I-E. coli-Kultur erbrachte nur etwa ein Milligramm Proteineluats mangelnder Reinheit,
mit einem angenommenen Gehalt von 10% Fusionsprotein (siche Abb. 9-B). Diese
unspezifische Affinititsaufreinigung am wahrscheinlichsten durch zu wenig angebotenes
Fusionsprotein erklérlich.

Alternativ wurde ein Expressionsvektor mit dem potenteren T7-Promoter verwendet, der eine

Proteiniiberexpression zeigte (siche Abb. 9-C-D).

M40-2-3 Expressionsklon 327-4-8 (in pTrcHis2-TOPO-Vektor) Fusionsprotein: 38 kD
muriner Expressionsklon M40-2-3 T7-3 (in pCR T7/CT-Vektor) Fusionsprotein: 38 kD

Abb. 9: 40-2-3 Proteinexpression
(folgende Seite)

A) Induktionsexperiment des M40-2-3 Expressionsklones 327-4-8 (His-Tag-Vektor pTrcHis2-TOPO):
Der Western-blot zeigt mit a-c-myc detektiertes 38 kD-Protein aus dem Gesamtproteinzellysat nach
angegebenen IPTG-Stimulationszeiten. Bei den kleineren Banden handelt es sich mdglicherweise
um proteolytische Fragmente.

B) PAA-Gel (10%,reversible E-Zinc™-Farbung) und korrespondierender Western-blot (a-tetra-His-
detektiert) der His-Tag-Affinitatsproteinaufreinigung von Klon 327-4-8 aus 2 | Kultur nach GuHCI-
Aufschluss. Obwohl das Eluat noch stark verunreinigt ist, befindet sich ein Teil des Fusionsproteins
bereits in der Waschfraktion.

C) Expressionsklon M40-2-3 T7-3: Nach Doppelverdau des aufgereinigten Plasmids mit Eco R1 /
Xba 1 zeigt nur der Klon 3 ein spezifisches Verdaumuster und damit das Insert in richtiger
Orientierung.

D) Expressionsklon M40-2-3 T7-3: Coomassie-gefarbtes PAA-Gel des Gesamtproteinzellysates nach
Expression in BL21(DE3)pLysS-Zellen. Der Klon exprimiert ein prominentes Protein in pradiktierter
Grosse des Fusionsproteins von 38 kD. Zwei Negativ-Kontrollklone sowie pCR T7/CT-LacZ als
Positivkontrolle sind mitgefiihrt.
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3.4.2 Gen 40-6-3

Die Gensonde von 40-6-3 erzeugt ein Northern-blotsignal von 1,6 kb. Durch EST-Integration
liess sich eine Sequenz von 1651 bp identifizieren, an die sich mit unsicherem Ubergang
weitere 286 bp Sequenz anschliessen. Zur experimentellen Aufklarung der Sequenz wurde der
Forwardprimer H 40-6-3 jeweils mit den Gegenprimern H 40-6-3 R1 im abgesicherten
Sequenzbereich und H 40-6-3 R2 im fraglichen 3’-Ende kombiniert. Nur fiir den sicheren
EST-Sequenzbereich liess sich ein Amplifikationsprodukt synthetisieren, dieses also
bestétigen. Das Klonieren und Sequenzieren des Amplifikats ergab ein ALU-Repeatsequenz-
Insert (Claverie, 1992; Claverie & Makalowski, 1994) von 96 bp in der cds zwischen nt 421
und nt 422. Dieser Sequenzabschnitt tritt weder in der spéter veroffentlichten SGT1-Sequenz
noch in murinen Klonen und murinen ESTs auf, so dass die humane klonierte Sequenz
folglich genauso einem Klonierungsartefakt zugrunde liegt, wie auch die humanen EST-

Datenbanksequenzen.

Identitiit

Nach Abschluss der experimentellen Arbeiten wurde 40-6-3 als humanes SGT 1 identifiziert.
Es handelt sich um einen dosisabhdngigen Suppressor des G2-Allels von skpl, reguliert in
Hefe die Zellzyklusprogression durch Konstituierung des Kinetochors und ist funktionell

evolutiv konserviert. Konditionelle Mutanten sind G1 oder G2 arretiert (Kitagawa et al.,

1999).

SGT 1, human AF132856
Gesamtgrosse (Northern-blot, bovin) 1,6 kb
identifizierte Sequenz, human 1555 bp
komplette cds = publizierte Sequenz AF132856, human nt 94-1092, 333 AS
klonierte Sequenz, human nt 51-1384
identifizierte und klonierte Sequenz, bovin nt 905-1208, 304 bp
identifizierte Sequenz, murin nt 51-1110, 1060 bp
klonierte Sequenz = komplette cds, murin 999 bp, 333 AS
Expressionsmuster

Im Northern-blot (siche Abb. 10A) zeigte sich das Gen 40-6-3 2-fach hochreguliert in
subkonfluenten BAEC im Vergleich zu arretierten. Es wurde prominent im Muskelgewebe

exprimiert, liess sich aber auch in einigen anderen der getesteten bovinen Gewebe mit
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geringerer Intensitit nachweisen (Aorta, Herz, Uterus, Niere, Diinndarm), hingegen nicht in
Milz und Leber. Durch den ovariellen Zyklus war eine unverdanderte Expression auf mittlerem
Niveau festzustellen.

Ebenfalls nachweisen liess sich 40-6-3 mittels PCR (Abb. 10C) in allen iiberpriiften humanen
Geweben (Blut und Mammatumoren A4/3, Al4, Al17-1, A19) und Zellinien, sowohl
blutgefisskonstituierende in Kultur (HUVECkx, HMVEC, HSMC, HFibro) als auch in deren
differenziertem Zustand (Sphéroide aus HUVEC, HSMC und HUVEC/HSMC in Cokultur)
sowie in Tumoren (MCF7, Panc TU, U937).

Das Hydrophobizititsprofil entspricht einem l8slichen nukledren Protein.

18 8>

185>

DD-PCR >
Produkt

Abb. 10: 40-6-3 DD, Northern-blot und PCR-screening

Abbgebildet sind: A) der Verifikationsnorthern-blot an BAEC und der bovine Multigewebenorthern-blot
mit den dazugehorigen Ladekontrollen (18 S-rRNA) sowie die Lage der 18 S rRNA (ca. 1,9 kb). B) die
aussgeschnittene Bande aus dem DD-Gel. C) ein PCR-Screening der Expressionsmuster von
verschiedenen humanen Mammatumoren und Zellinien.
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Proteinexpression

Zur Herstellung eines GST-Fusionsproteins wurde M40-6-3 in den pGEX-KG-Vektor
kloniert. Der mittels Screening-PCR identifizierte Klon M40-6-3 GST-11 mit ca. 1100 bp
Amplifikat (sieche Abb. 11-A) exprimiert eine prominente 63 kD-Bande im Coomassie-
gefirbten PAA-Gel (10%, siche Abb. 11-B), die auch im Western-blot vom a-GST detektiert
wird (sieche Abb. 11-C), so dass der Klon als aussichtsreicher Kandidat zur quantitativen
Proteinaufreinigung gelten kann. Initiale Versuche mit dem His-Tag-Vektor fiihrten zu nur im
Western-blot detektierbaren Expressionsleveln des Fusionsproteins, so dass eine Aufreinigung

erfolglos blieb.

muriner Expressionsklon M40-6-3 GST-11 (in pGEX-KG-Vektor) Fusionsprotein: 63 kD

Abb. 11: 40-6-3 Proteinexpression
A) Screening PCR: Der Expressionsklon M40-6-3 GST-11 weist das gesuchte 1100 bp-PCR-Produkt
auf.

B) Expressionsklon M40-6-3 GST-11: Coomassie-gefarbtes PAA-Gel des Gesamtproteinzellysates
nach Expression in E. coli. Der Klon exprimiert ein prominentes Protein in pradiktierter Grosse des
Fusionsproteins von 63 kD.

C) Western-blot: a-GST detektiert in Klon M40-6-3 GST-11 die Expression eines Proteins erwarteter
Grosse von 63 kD, wenn auch weitere kleinere Banden auf proteolytischen Andau hindeuten.
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3.4.3 Gen 40-9-1

Ausgehend von einem 6 kb-Northern-blotsignal, aber nur 1385 bp bekannter humaner
Teilsequenz mit einem zum Genanfang hin offenen Leserahmen wurde zur Identifizierung der
Gesamtsequenz ein 5’-RACE durchgefiihrt. Zundchst wurden anhand der mittels EST-
Integration erstellten Teilsequenz zwei revers orientierte Primer H 40-9-1 R2 (als SP 1 am
relativen 5’-Ende der Teilsequenz) und H 40-9-1 R3 (als SP 2 upstream zu SP 1) positioniert.
Nach spezifischer reverser Transkription von eingesetzter HUVEC Gesamt-RNA mittels
SP 1-Primer und darauffolgenden Tailingreaktion wurden 3 Zyklen Zweitstrangsynthese nach
Protokoll (mit dT;¢-Anchorprimer) durchgefiihrt. Schon in der sich anschliessenden 1. PCR
mit dem SP 2-Primer und dem Anchorprimer liess sich ein 1,2 kb-Fragment amplifizieren
(siche Abb. 12), welches nach Klonierung und Sequenzierung die bekannte Teilsequenz um
1015 bp genaufwirts verlidngerte. Dabei liess sich die Sequenz mit einer Uberlappung von
zusétzlichen 76 bp sicher anschliessen. Gemessen am SP 1-Primer wurden knapp 1,4 kb bis

zum Genanfang revers transkribiert.

Abb. 12: 5’-RACE-Produkt von H 40-9-1

Abbgebildet ist das 1,2 kb-Amplifikationsprodukt aus der 1. PCR aus HUVECk-cDNA mit der Primer-
kombination Anchor / SP 2 nach 30 Zyklen. Langenstandard: MBI Fermentas GeneRuler™ 100bp DNA
Ladder Plus

Parallel wurde erfolgreich die alternative Strategie des Gen-hoppings zur Identifikation des
Genanfangs verfolgt: Die bekannte humane 1385 bp Teilgensequenz liess sich iiber den
gesamten Bereich des ORFs von 850 bp 60%ig mit dem humanen Transporterprotein gl7
(Acc.-No. U47082) homologisieren. Da gl7 die identifizierte Sequenz noch um 772 bp in
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Richtung Genanfang iiberragte, wurde nun ausgehend von dessen Sequenz am Genanfang
nach humanen ESTs mit ebenfalls ca. 60% Homologie gesucht. Es fanden sich zwei ESTs mit
jeweils 65%iger Homologie, die aber untereinander nicht zu homologisieren waren und somit
zu unterschiedlichen Genen zuzuordnen sind: AA314459 und T27030. Fiir jede der ESTs
wurde nun ein spezifischer Primer in forward-Orientierung synthetisiert (H 40-9-1 F2 vs
H 40-9-1 F3), der jeweils mit dem H 40-9-1 R2-Primer in einer PCR an HUVEC- (und
zusitzlich BAEC-) ¢cDNA kombiniert wurde. Dabei ergab sich nur fiir die F2/R2-
Kombination ein Amplifikationsprodukt, welches nach Klonierung und Sequenzierung die
mittels 5’-RACE erhobene Sequenz bestitigte. Somit liess sich ausgehend von dem
zugehorigen EST AA314459 auch auf diesem Weg die fehlende 5’-cds-Gensequenz mittels

weiterer EST integrieren.

Abb. 13: Sequenzidentifikation 40-9-1

Nur die F2 / R2 Primerkombination liefert nach Standardamplifikation ein Produkt gesuchter Grosse und
Sequenz sowohl an humaner als auch an boviner cDNA (hier liegt innerhalb der cds eine
entsprechende interspezies Sequenzkonservierung vor). Langenstandard: MBI Fermentas GeneRuler™
100bp DNA Ladder Plus

Durch Sequenzabgleich mit der Consensusdatenbank des RZPD konnte die Gensequenz
zusitzlich im 3°-UTR um 2423 bp (Cluster 9846.0.60, 323 bp Uberlappung) auf insgesamt
4816 bp verlangert werden. Darin ist die gesamte cds einschliesslich einer Kozak-
Konsensussequenz (Translationsstartsignal) am putativen Methionin-Startcodon enthalten.
Die durch den Cluster angefiigte Sequenz trdgt noch einen zweiten ORF des hypothetischen,
nicht experimentell bestétigten Proteins PRO1068 (NM_018573) unbekannter Funktion,

weicht von diesem allerdings in 5 Punktinsertionen ab.
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Identitiit
Nach Abschluss der experimentellen Arbeiten liess sich der inzwischen identifizierte

Genabschnitt KIAA 1382 als Teilsequenz von 40-9-1 zuordnen.

Gesamtgrosse (Northern-blot, bovin) 6 kb
identifizierte Sequenz, human 4811 bp
komplette cds inkl. Kozakkonsensussequenz, human nt 353-1870, 506 AS
klonierte Sequenz, human nt 23-2236
KIAA1382 Gen inkl. partieller cds, human (AB037803) nt 484-4805
2.0RF, cds des hypothetischen Proteins PRO1068 (NM_018573) nt 3811-4119, 103 AS
[L.M.A.G.E.-Klon IMAGp998K 09179, human nt 2321-4816
identifizierte und klonierte Sequenz, bovin nt 1017-2408, laut Sequenzierung 1400 bp
Homologien

Das Hydrophobizitétsprofil entspricht einem Membranprotein mit 10 Transmembranloops
und innenliegendem N-Terminus.

putatives Transmembran Transporterprotein g17, AS-Sequenz 57% homolog Q99624

Expressionsmuster

Im Northern-blot (siche Abb. 14A) zeigte sich das Gen 40-9-1 3-fach hochreguliert in
subkonfluenten BAEC im Vergleich zu arretierten. Es wurde prominent im Muskelgewebe
exprimiert, liess sich aber auch in allen anderen der getesteten bovinen Gewebe mit etwas
geringerer Intensitdt nachweisen (Aorta, Herz, Leber, Uterus, Niere, Diinndarm), in Milz
(RNA zeigt Andauspuren) an der Nachweisgrenze. Im ovariellen Zyklus war die Expression
stark und leicht erhoht wahrend des massiv angiogenen frithen Stadiums.

40-9-1 zeigt im initialen PCR-Screening (Abb. 14C) eine differentielle Expression in
humanen Mammatumoren, Tumorzellinien, in verschiedenen Zellinien aus Blutgefdssen (mit
der geringsten Expression in konfluenten HUVEC) sowie in Sphiroiden differenzierter Zellen
(ebenfalls die schwichste Expression in HUVEC). Dabei liess sich 40-9-1 ausser in Tumor
Al14 in allen tlberpriiften humanen Geweben nachweisen (deutlich in Blut und Mamma-
tumoren A4/3, A17-1, an der Nachweisgrenze A8/1, A19). In unterschiedlichen Intensititen
zeigten sdamtliche Zellinien ein 40-9-1-Signal, sowohl blutgefdsskonstituierende in Kultur
(HMVEC, HSMC, schwach in HFibro, HUVECk) als auch in deren differenziertem Zustand
(Sphéroide aus HUVEC schwach, deutliches Signal in HSMC-Sphiroiden und HUVEC/
HSMC in Cokultursphiroiden) sowie in Tumoren (MCF7, Panc TU, schwach in U937).
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Abb. 14: 40-9-1 DD, Northern-blot und PCR-screening

Abbgebildet sind: A) der Verifikationsnorthern-blot an BAEC und der bovine Multigewebenorthern-blot
mit den dazugehdrigen Ladekontrollen (18 S-rRNA) sowie die Lage der 28 S (ca. 4,9 kb) und 18 S rRNA
(ca. 1,9 kb). B) die aussgeschnittene Bande aus dem DD-Gel. C) ein PCR-Screening der Expressions-
muster von verschiedenen humanen Mammatumoren und Zellinien.

3.4.4 Gen 42-9-9

Das dem Northern-blot nach kleinste identifizierte Gen misst ca. 0,8 kb und birgt 2
gegenldufige ORFs. Der grossere kodiert flir 123 AS, der kleinere fiir 65 AS ab dem ersten
Startcodon, dessen Sequenz allerdings keine Ubereinstimmung mit der Kozakkonsensus-
sequenz zeigt. Da dieser ORF kurz davor genaufwirts durch ein Stopcodon begrenzt wird,

muss die tatsdchliche Expression des putativen Proteins als fraglich eingestuft werden.
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Die Sequenzierung des zugehdrigen Gens durch das Human Genom-Projekt ermdglicht die
Aufklarung dessen genomischer Organisation. Indem die exprimierten Sequenzabschnitte
(mRNA cds) mit der genomischen Sequenz in Beziehung gesetzt wird, lassen sich Exons und

Introns identfizieren. Ein automatisiertes Werkzeug ist im Internet verfiigbar (sieche Tab. 7).

Identitit

Gengesamtgrosse, human (auf Chr. 17) 2010 bp
5’-UTR nt 1-76
Exon 1 nt 77-221, 49 AS
Intron 1 nt 222-746
Exon 2 nt 747-828, 27 AS
Intron 2 nt 829-1242
Exon 3 nt 1243-1318, 25 AS
Intron 3 nt 1319-1944
Exon 4 nt 1945-2010, 22 AS
mRNA-Gesamtgrosse (Northern-blot, bovin) 0,8 kb
identifizierte Sequenz, human 728 bp
komplette cds inkl. Kozakkonsensussequenz, human nt 77-445, 123 AS
2. ORF mit Startcodon in gegenldufiger Orientierung, human nt 558-364, 65 AS
klonierte Sequenz, human nt 56-445
L.M.A.G.E.-Klon IMAGp998D23738, human nt 46-521
identifizierte und klonierte Sequenz, bovin nt 132-599, 468+15 bp-Insert = 483 bp
identifizierte Sequenz, murin 543 bp

klonierte Sequenz = komplette cds inkl. Kozakkonsensussequenz, murin  nt 77-445, 123 AS

Homologien

Das putative Protein von 42-9-9 zeigt auf ganzer Lénge eine 41%ige AS-Identitit zum
Drosophila melanogaster Genprodukt CG11024 (Acc.-No. AAF52253) von 126 AS mit
unbekannter Funktion. Die Frequenz positiver AS-Austausche betridgt sogar 61%, so dass
diese Gene als Speziesvarianten oder zumindest direkt homolog gelten konnen. Zu einem
weiteren D. melanogaster Protein vonl35 AS (Acc.-No. AL035395) betrdgt die Identitét
32%, die Homologie 52% auf ganzer Lénge, zu einem dritten Gen (Acc.-No. AE003426) liegt
die Ahnlichkeit in dieser Grossenordnung.

Das Protein 42-9-9 ist ferner zwischen AS 39-107 31% identisch und 55% homolog mit dem
104 AS groBBen Thioredoxin von Heliobacter pylorii (Acc.-No. 025996).

Das Hydrophobizitétsprofil entspricht einem 16slichen Protein mit einer 81%ig pradiktierten

Lokalisation im Zytoplasma oder extrazellulér.
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Expressionsmuster

Im Northern-blot (siche Abb. 15A) zeigte sich das Gen 42-9-9 3-fach hochreguliert in
subkonfluenten BAEC im Vergleich zu arretierten. Es wurde prominent im Lebergewebe
exprimiert und trat in einigen anderen der getesteten bovinen Gewebe mit geringerer
Intensitédt auf (Muskel, Niere, Diinndarm, weniger im Uterus). Keine Expression nachweisen
liess sich in Milz, Aorta und Herz. Durch den ovariellen Zyklus nahm die Expression stetig ab
und war im Regressionsstadium (spét) gar nicht mehr nachweisbar.

Mittels PCR (Abb. 15C) liess sich 40-2-3 in allen {iberpriiften humanen Geweben nachweisen
(Blut und Mammatumoren AS8/1, A4/3, Al4, Al7-1, A19), ebenfalls in allen Zellinien,
sowohl blutgefasskonstituierende in Kultur (HUVECk, HMVEC, HSMC, HFibro) als auch in
deren differenziertem Zustand (Sphiroide aus HUVEC, HSMC und HUVEC/HSMC in
Cokultur) sowie in Tumoren (MCF7, Panc TU, U937).

18 5> AR 18 8

Abb. 15: 42-9-9 DD, Northern-blot und PCR-screening
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Abbgebildet sind: A) der Verifikationsnorthern-blot an BAEC und der bovine Multigewebenorthern-blot
mit den dazugeharigen Ladekontrollen (18 S-rRNA) sowie die Lage der 18 S rRNA (ca. 1,9 kb). B) die
aussgeschnittene Bande aus dem DD-Gel. C) ein PCR-Screening der Expressionsmuster von
verschiedenen humanen Mammatumoren und Zellinien.

Proteinexpression

Murines 42-9-9 wurde zur Expression in den His-Tag-Vektor pTrcHis2-TOPO kloniert. Der
isolierte, zur Kontrolle zusétzlich subklonierte Klon 291-1-5-1 produzierte das Plasmid in
korrekter Sequenz, exprimierte das Protein aber nur im Western-blot in nachweisbaren
Mengen (wie auch bei 40-2-3, siche Induktionsexperiment Abb. 16-A). Der Versuch einer
His-Tag-Aufreinigung aus zusammen 4,5 I-E. coli-Kultur (reichhaltiges Medium) erbrachte
nur etwa 500 pg Proteineluat mit guter Reinheit aus dem Eluatepool (doppelte Aufreinigung),
brauchbarer Reinheit aus dem Waschpool (siche Abb. 16-B). Die in etwa gleichstarken
Signale in den Durchlauf- und Waschfraktionen der Affinititsaufreinigung zeigen deutliche
Verluste auf. Dariliberhinaus ist das grundsétzliche Probem aber eine zu geringe
Proteinexpression des Systems.

Alternativ wurde ein Expressionsvektor (pGEX-KG) zur Herstellung von GST-Fusionprotein
verwendet. Obwohl die Epressionsklone M42-9-9 GST-14 und 17-19 in der Screening-PCR
das korrekte 500 bp-Insert zeigen (sieche Abb. 16-C), wird das Protein nur von zwei Klonen
(19 erheblich stirker als 14) so stark exprimiert, dass es im Coomassiegefdarbten PAA-Gel
deutlich hervortritt (siche Abb. 16-D). Dies bestdtigt der Western-blot, der zusétzlich noch
Klon 18 als exprimierend identifiziert (siche Abb. 16-E). Eingedenk der insuffizienten
Proteinexpression im pTrcHis2-TOPO-Vektor wurde damit als aussichtsreichster Kandidat

zur quantitativen Proteinaufreinigung M42-9-9 GST-19 ermittelt.

M42-9-9 Expressionsklon 251-1-5-1 (in pTrcHis2-TOPO-Vektor) Fusionsprotein: 17 kD
muriner Expressionsklon M42-9-9 GST-19 (in pGEX-KG-Vektor) Fusionsprotein: 43 kD



Ergebnisse Seite 82

i
S8 $
[y Moy
A F &8558 &
4 —66
- 45
-29
42-9-9 » | en-enDaEDaEP | <17
Protein
—-6,5
L L
& &
g £ ~
o ; L)
5 X
B 5 5
Q ~
42-9-9 A —-29
Protein «17
- 6,5
aus: Wasch-Pool =3
42-9-9 X

Protein

42-9-9> | = el B3
Protein
GST » - <3
Protein

42-9-9»
Protein

Abb. 16: 42-9-9 Proteinexpression

A) Induktionsexperiment des M42-9-9 Expressionsklones 251-1-5-1 (His-Tag-Vektor pTrcHis2-TOPO):
Der Western-blot zeigt mit a-c-myc detektiertes 17 kD-Protein aus dem Gesamtproteinzellysat nach
angegebenen IPTG-Stimulationszeiten.
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B) PAA-Gel (10%, reversible E-Zinc™-Farbung, obere Bildhalfte) und korrespondierender Western-
blot (unten) der geschachtelteten His-Tag-Affinitatsproteinaufreinigung von Subklon 251-1-5-1 aus
gepoolten Eluaten von 5 Einzelaufreinigungen (linke Bildhalfte) und gepoolten Waschfraktionen aus
2 Einzelexperimenten (rechte Bildhalfte).

C) Screening PCR: Das gesuchte 543 bp-Insert (Primer pGEX F/R) weisen die Expressionsklone M42-
9-9 GST-14 und 17-19 auf.

D) Expressionsklone M42-9-9 GST-14, 17-19: Coomassie-gefarbtes PAA-Gel des Gesamtprotein-
zellysates nach Expression in E. coli. Nur Klon 19 exprimiert ein prominentes Protein in pradiktierter
Grosse des Fusionsproteins von 43 kD.

E) Western-blot: o-GST detektiert die Expression eines Proteins erwarteter Grosse von 43 kD in den
Klonen M42-9-9 GST-14, 18 und 19. Zur Orientierung ist das 26 kD-GST-Tag mit aufgetragen.

3.4.5 Gen 67-11-3

67-11-3 beinhaltet zwei gegenldufige ORFs, dessen kleinerer mit 144 AS keinerlei Homo-
logien im Datenbankabgleich zeigt. Da nur eine entfernte Homologie zur Kozakkonsensus-
sequenz vorliegt, bleibt eine Expression des Proteins rein hypothetisch.

Der grossere ORF von 328 AS birgt noch drei weitere Startcodons (ATG). Da keines davon
eine exakte Kozakkonsensussequenz aufweist wird das erste 5°-stindige Methionin als
Translationsstartpunkt angenommen (entsprechend der adherence to the Ist AUG rule;
Kozak, 1995) und die cds entsprechend angegeben. Alternativ dazu zeigt das genendwérts
liegende letzte Initiationscodon am ehesten eine Kozaksequenzhomologie und wurde daher
als Variante auch aufgefiihrt, so dass fiir das putative Protein eine Grosse zwischen 292 und
328 AS prédiktiert wird.

Nach Abschluss der experimentellen Arbeiten wurde 67-11-3 im Rahmen des Human-
Genom-Projektes als ¢cDNA (Acc.-No. AK000572) eines neuen Proteins (BAA91263.1)
unbekannter Funktion identifiziert. Der ORF ist bis auf einen AS-Austausch identisch, jedoch
im 3°-UTR verldngert es die DB-Sequenz um 194 bp, wihrend diese im 5’-UTR 369 bp
hinzufiigt, so dass sich insgesamt 1947 bp humane Sequenz zusammensetzen lassen. Die
Grosse der cDNA im Northern-blot (bovin und human) liegt im Gegensatz dazu aber bei
1,6 kb.

Die Datenbankrecherche ergab ausserdem die Homologie eines Proteinbereichs in der cds zu
einer kommerziellen murinen Knockoutstammzellinie (OST). Zum einen weist dies die
tatsdchliche Expression des Gens in dieser Orientierung nach, zum andern eroffnet sich damit

die Moglichkeit weiterer Charakterisierung der Funktion (siche Tab. 8).
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Identitit

cDNA FJ20565 fis, unbenanntes Protein AK000572, human 1755 bp
mRNA-Gesamtgrosse (Northern-blot, bovin und human) 1,6 kb
aus ESTs identifizierte Sequenz, human 1577 bp
komplette cds, human nt 133-1116, 328 AS
cds, 2. Alternative nt 241-1116, 292 AS
2. ORF mit Startcodon in gegenldufiger Orientierung, human nt 972-541, 144 AS
klonierte Sequenz, human nt 37-1500
identifizierte und klonierte Sequenz, bovin nt 562-962, 401 bp

klonierte Sequenz = putativ komplette cds, murin
nt 241-1116, +6 AS Insert, -2 AS Deletion: 296 AS

Homologien

Das Protein von 67-11-3 zeigt auf ganzer Lange und beginnend am Startmethionin eine etwa
30%ige AS-Identitdt und 47%ige Frequenz positiver AS-Austausche zu zwei Genprodukten
von Caenorhabditis elegans mit 339 AS (Acc.-No. T25204) und Drosophila melanogaster
mit 726 AS (Acc.-No. AE003791). Zwei weitere Gene von Saccharomyces cerevisae mit
271 AS (Acc.-No. NP _011769.1) und Schizosaccharomyces pombe mit 284 AS (Acc.-No.
AL133498) liegen bei einer Identitdt von 27% und etwa 45% positiver AS-Austausche,
gemittelt iiber die Sequenzlidnge. Diese Gene konnen als Speziesvarianten oder zumindest als
direkt homolog gelten.

Das Hydrophobizitétsprofil entspricht einem 16slichen Protein mit einer 82%ig pradiktierten

subzelluldaren Lokalisation im Zellkern.

OST 39315, murine Stammzellinie, Knockoutbereich: nt 641-962, AS 170-209

Expressionsmuster

67-11-3 wird von den vorgestellten Genkandidaten bei weitem am schwéchsten exprimiert.
Im Northern-blot (sieche Abb. 17A) zeigte sich das Gen 67-11-3 4-fach hochreguliert in
subkonfluenten BAEC im Vergleich zu arretierten. Es wurde in bovinem Gewebe auf
schwachem Niveau prominent in Uterus, Niere und Diinndarm exprimiert und war in Aorta
und Muskelgewebe gerade noch nachweisbar (nicht in Herz, Leber, Milz). Ausschliesslich
das frithe Ovarstadium, mit massiver Angiogenese assoziiert, zeigte 67-11-3 Expression.
67-11-3 zeigt im initialen PCR-Screening (Abb. 17C) eine exklusive Expression im humanen

Mammatumor A17-1 (nicht in A8/1, A4/3, Al14, A19). Ferner liess sich 67-11-3 in Blut und
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allen Tumorzellinien nachweisen (MCF7, Panc TU, U937). Ausser in HMVEC (an der
Nachweisgrenze) war es in keiner blutgefasskonstituierenden Zellinie detektierbar (HSMC,
HFibro, HUVECk).

Auftillig ist, dass 67-11-3 sich weder in HUVECk noch HSMC nachweisen lédsst, wohl aber
in Sphéroiden aus diesen Zelltypen, einzeln oder in Kokulturen (in HUVEC-Sphéroiden an
der Nachweisgrenze). Das deutet auf eine Expression in zunehmend matur differenzierten
Zellen hin. Im Gegensatz dazu steht die Induktion durch Aktivierung (BAECs, exklusiv im
frilhen massiv angiogenen Ovarstadium) sowie die Expression in den immortalisierten
Zellinien. Dieses uneinheitliche Bild spiegelt die differentielle Expression in humanen

Mammatumoren.

Abb. 17: 67-11-3 DD, Northern-blot und PCR-screening

Abbgebildet sind: A) der Verifikationsnorthern-blot an BAEC und der bovine Multigewebenorthern-blot
mit den dazugehdrigen Ladekontrollen (18 S-rRNA) sowie die Lage der 28 S (ca. 4,9 kb) und 18 S rRNA
(ca. 1,9 kb). B) die aussgeschnittene Bande aus dem DD-Gel. C) ein PCR-Screening der Expressions-
muster von verschiedenen humanen Mammatumoren und Zellinien.



Ergebnisse Seite 86

Proteinexpression

Zur Fusionsproteinherstellung wurde M67-11-3 in alle drei verwendeten Expressions-
vektoren kloniert, ohne {iber den Western-blot hinausgehend eine detektierbare Expression zu
erzielen. Bei den beiden His-Tag-basierten Sytemen traten unabhingig drei Banden
ungeklirter Herkunft auf, deren mittlere der prognostizierten Grosse von 36 kD entsprach
(siche Abb. 18-A).

Von zwei PCR-identifizierten Klonen im GST-System (siche Abb. 18-B) exprimierte nur
einer ein Protein erwarteter Grosse von 62 kD, allerdings so schwach, dass es sich selbst im
Western-blot an der Nachweisgrenze befand (sieche Abb. 18-C). Fiir diese eigentiimlich
schwachen Expressionslevel konnte keine Erklarung gefunden werden. Weder konnten
zytotoxische Phdnomene beobachtet werden, noch ist eine Sezernierung des in
prokaryontischen E. coli  synthetisierten Proteins in Ermangelung funktioneller
Signalpeptidsequenzen denkbar. Somit bleibt die Konstruktion eines Uberexprimierenden

Klones noch offen.
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Abb. 18: 67-11-3 Proteinexpression

A) Screening verschiedener Expressionsklone im Westerblot: a-c-myc detektiert in 4 verschiedenen
pTrcHis2-TOPO-Klonen (ebenso wie a-V5 in einem pCR T7/CT-TOPO-basierten Klon, ohne Abb.)
3 distinkte Banden ungeklarter Herkunft, deren mittlere nur der erwarteten Grosse des Fusions-
proteins von 36 kD entspricht.

B) Screening PCR: Die Expressionsklone M67-11-3 GST-21 und 25 weisen das gesuchte ca. 1000 bp-
PCR-Produkt auf.

C) Western-blot: a-GST detektiert in Klon M67-11-3 GST-21 die Expression eines Proteins erwarteter
Grosse von 63 kD. Klon 25 exprimiert hingegen nur das GST-Tag von 26 kD, was auf einen
Insertionsfehler des Leserasters schliessen lasst.
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4. DISKUSSION

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der mittels Differential Display-PCR identi-
fizierten Gene diskutiert, gruppiert in bekannte und unbekannte Kandidaten. Dabei werden
ebenso systematische Charakteristika der Ergebnisse herausgearbeitet als auch konkret einge-
gangen auf die einzelnen Molekiile, fokussierend auf die isolierten neuen Gene.

Hervorgegangen aus vorliegendem Projekt wird aber zundchst eine kritische Reflexion von
Leistungen und Limitationen der Methode ,DD* selbst vorangestellt, eingebettet in eine
Ubersicht einschligiger Arbeiten. Im Ausblick schliesslich wird der Nutzen alternativer
Identifikationsverfahren regulierter Gene besprochen, sowie der Trend gegenwartiger Frage-

stellungen analysiert.

41 METHODENKRITIK
Ausgehend von der origindren Differential Display-PCR (DD) von Liang & Pardee (1992)

wurden inzwischen eine fast uniiberschaubare Vielzahl an Protokollen und Optimierungen
publiziert. Sie adressieren Limitationen der Methode selbst, bieten aber auch Varianten
beziiglich technischer Ausstattung oder spezifischer Fragestellungen. Nachfolgend werden die
mit der Methode verbundenen Komplikationen diskutiert und mit den eigenen Ergebnissen
zusammengefiihrt, problemzentriert nach Falsch-Positivrate, Arbeitsaufwand und bias, die

aber letztlich eng miteinander zusammenhéingen.

Falsch-Positivrate

Die Verwendung der PCR zur Quantifikation ist durch deren exponentiellen Verstirkungs-
effekt generell fehleranféllig. Daher ist eine Kontrolle der im DD festgestellten Regulation
iber die simple Reproduktion des Experimentes hinaus erforderlich. Zu diesem Zweck wurde
die DD-Regulation mit einem linearen Hybridisierungsverfahren iiberpriift, dem Northern-
blot. Dabeti liess sich die Regulation von 55% der Kandidaten (47 von 86) bestdtigen. Kozian
(1996) verifizierte in einer vergleichbaren Arbeit aus reproduzierten DDs 45% (9 von 20)
nach Northern-blotkontrolle, Wan et al. (1996) 49% (39 von 80), Linskens et al. (1995) 36%
(23 von 64), Tiao et al. (1996) und Yang et al. (1996) sogar nur 7% (2 von 30) bzw. 6% (2
von 35). Die erreichte Verbesserung in dieser Arbeit griindet mutmasslich in der Verwendung

eines optimierten PCR-Systems: Aufgrund der stringenten PCR-Phase in Verbindung mit
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entsprechend konzipierten Primern mit Ankersequenz wurde in der vorliegenden Arbeit die
hohere Reproduzierbarkeit erzielt (vgl. Linskens et al., 1995; Zhao et al., 1995; Malhotra et
al., 1998).

Schon die Reproduktion der DD-Amplifikation (n=2) fiihrte bei Kozian (1996) zum
Ausschluss mehr als der Hélfte der im ersten Durchgang differentiell reamplifizierten DD-
Fragmente (20 von 45 = 44% DD-reproduziert) und unterstreicht die Notwendigkeit dieses
Schrittes. Der Nachteil liegt in der vergleichsweise hohen Anzahl von DD-Gelen, kann aber
gerechtfertigt werden durch die Einsparung vergeblicher Extraktions-, Reamplifikations-,

Klonierungs- und Northern-blotschritte.

Miele et al. (1998) identifiziert fiir 75% seiner Reamplifikate aus dem DD mehr als ein PCR-
Produkt gleicher Grosse, die er fiir die hohe Fehlerrate verantwortlich macht. Um sie zu
eliminieren, schaltet er einen modifizierten single-strand conformation polymorphism-
Amplifikationsschritt (mSSCP) mit Zufallsprimern und einem Oligo-dT-Primer ein, der
zwischen Fragmenten dhnlicher Grésse mit unterschiedlicher Sequenz differenziert und bei
dem das regulierte Molekill vereinzelt und autoradiographisch identifiziert wird.
Anschliessende Elution, erneute Reamplifikation und Klonierung fiihrte dort zu 90% per
Northern-blot bestdtigten, regulierten Kandidaten. Anstelle der eingeschobenen mSSCP-
Autoradiographie ggf. mehrere Klone im Northern-blot zu testen (wie in der vorliegenden
Arbeit), diirfte allerdings auf einen vergleichbaren Aufwand hinauslaufen.

Wie die zitierten Quoten deutlich zeigen, bleiben die trotz aller Bemiihungen isolierten
unregulierten Fragmente eine wesentliche Limitation des DD, die nur durch eine ausreichend
hohe Zahl bearbeiteter Fragmente kompensiert werden kann, also entsprechenden Aufwand

verursacht.

Experimenteller Aufwand, Procedere

Zur Reduzierung des mit der Durchfiihrung einer grossen Anzahl von PAA-Gelen verbun-
denen Aufwandes wurden alternative Protokolle basierend auf ethidiumbromidgefarbten
Standard-Agarosegelen vorgeschlagen (Sokolov & Prockop, 1994; Rompf & Kahl, 1997), die
allerdings wegen eingeschrinkter Trennleistung und daraus resultierenden Fragment-
gemischen bei der Extraktion (s.u.) bislang keine grossere Verbreitung fanden. Ebensowenig

durchsetzen konnten sich nicht-radioaktive Detektionsverfahren wie Chemiluminiszenz (An
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et al., 1996), Colorimetrie (Chen & Peck, 1996) oder klassische Silberfarbung (Lohmann et
al., 1995), da mit ihnen weder eine Arbeitsersparnis noch eine Sensitivitdtssteigerung
verbunden war. Vreugdenhil et al. (1996) schlagt schliesslich eine Aufwandsreduzierung
durch DD-Automatisierung vor, wiederum verbunden mit apparativem Zusatzaufwand.

Eine weitere Limitation des DD ist die hohe Northern-blotanzahl und der damit verbundene
experimentelle Aufwand, der zur Bestdtigung der Regulation notwendig ist: Zur Beurteilung
der 86 reamplifizierten Fragmente wurden insgesamt 161 Northern-blots angefertigt, pro
Kandidat also fast zwei Experimente, wofiir folgende Ursachen in Betracht kommen:

Fiir die verifizierenden Northern-blots wurden zunédchst reamplifizierte DD-Genfragmente
direkt als Sonde verwendet. Das wiederholte Auftreten von Mehrfachbanden bzw.
unspezifischen Signalen liess vermuten, dass sich hinter einer Bande multiple Reamplifikate
mehrerer Molekiile gleicher Grosse (mit identischen Primerbindungsstellen) verbergen, was
Miele et al. (1998) auf 75% seiner Reamplifikate beziffert, Buess et al. (1997) hingegen nur
auf 20%. Darin spiegeln sich Unterschiede in der der Gel-Auftrennung, die Exaktheit beim
Ausschneiden der Banden sowie DD-Produktvielzahl und —Spezifititen resultierend aus den
verwendeten Amplifikationssystemen.

Zur Vereinzelung wurde im weiteren Verlauf der Experimente erst ein Klonierungsschritt
eingeschaltet und dann der einzelne Klon als Sonde fiir den Northern-blot verwendet, folglich
falsch-positive Ergebnisse aufgrund unreiner Sonden vermieden. Auf diese Weise konnten
auch aus Reamplifikationsgemischen (mehrere Banden oder unspezifische Produkte) einzelne
Fragmente isoliert werden. Zusitzlich entfiel die Reproduktion des Northern-blotexperiments
mit Einzelklonen im Falle bestétigter Regulation nach einem direkten Reamplifikations-
northern-blot. Dafiir mussten ggf. mehrere Klone im Northern-blot iiberpriift werden, so dass
sich nur eine geringfiigige Senkung der Gesamtanzahl durchzufiihrender Experimente ergab.
Dieses Vorgehen beugte zudem Sequenzierproblemen durch Fragmentgemische vor, so dass
sich samtliche klonierte Fragmente sequenzieren liessen, im Gegensatz zu den Reampli-
fikaten. Dies mag aber neben den auftretenden Fragmentgemischen auch in der etwas
geringeren Reinheit der Reamplifikate im Vergleich zur aufgereinigten Plasmid-DNA
begriindet liegen. Die hohe Anzahl von Experimenten griindet aber auch in Wiederholungen,
die teilweise bei nicht auswertbaren Ergebnissen durchgefiihrt wurden. Zusammenfassend

diirfte in dieser Arbeit der Prozentsatz multipler Reamplifikate eher an der unteren zitierten
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Grenze rangieren, wenn auch die abschliessende Kliarung dieser Frage die Auswertung

samtlicher Subklone voraussetzte.

Obwohl es nur sinnvoll ist, tatsdchlich regulierte Kandidaten weiterzubearbeiten, liessen
methodische Erwédgungen von dieser Kausalititsreihenfolge teilweise abweichen: Die
uanaufwendigeren automatisierten Sequenzierungen erbrachten ,iiber Nacht® schneller Ergeb-
nisse als die Northern-blots, so dass sich bei gleichzeitigem Start der Experimente in der Serie
die Reihenfolge umkehrte. Auf der Suche nach neuen Genen konnten durch vorgezogene
Sequenzierungen die Kandidaten bekannter Identitdt ausgegrenzt, sowie Doppelbestimmun-
gen einiger Klone unterbunden werden.

Buess et al. (1997) und Martin et al. (1998) verfolgen in ihren Arbeiten die Strategie direkter
Sequenzierung der DD-Reamplifikate und Datenbankidentifikation, bevor die Regulation per
Northern-blot verifiziert wird. Wéhrend ersterer den Klonierungsschritt ganz einspart und mit
den DD-Primern erst direkt sequenziert und dann PCR-Produkte direkt als Sonde markiert,
fiihrt letzterer diesen nur im Falle unlesbarer Sequenzierungsergebnisse durch, die auf ein
Fragmentgemisch schliessen lassen. Insgesamt 21% der Kandidaten mussten aufgrund nicht
lesbarer Sequenzierungen (14%) oder wegen fehlender DB-Homologien dennoch kloniert
werden. Linskens et al. (1995) beziffert die Zahl nicht direkt sequenzierbarer Reamplifikate
sogar nach deren Aufreinigung (Primerentfernung) auf 50%. Weiter stellt Martin et al. (1998)
fest, dass heterogene Sonden (aus nicht klonierten DD-Reamplifikaten) zur falsch-negativen
Einstufung fithren konnen, zumal testweise verglichene Regulationen bei Klonsonden um ein
Vielfaches hoher lagen. Das Auslassen der Klonierung flihrte auch nach eigenen Erfahrungen
zu Sequenzier- und Northern-blotproblemen, so dass eine Vielzahl von Experiment-
wiederholungen die vermeintliche Arbeitseinsparung zunichte machten.

Zur Kontrolle der Regulation verwendet Martin et al. (1998) ,Hybridisierungs-Arrays®,
sozusagen ,,reverse Northern-blots*: Ein PCR-Produkt des jeweiligen Kandidaten aus einem
genspezifisch abgeleiteten, synthetisierten Primer und einem DD-Anchorprimer wird in
Verdiinnungsreihe parallel auf mehrere Membranen aufgetropft, die dann gegen radioaktiv
markierte cDNAs der zu vergleichenden Zustinde hybridisiert werden. Es folgt eine
densitometrische Auswertung und Normalisierung anhand von mitgeladenen housekeeping-
Genen sowie eine Ladekontrollhybridisierung. Durch derartige Arrays konnen viele

Kandidaten in einem Hybridisierungsexperiment iiberpriift werden: interessant fiir Frage-
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stellungen, wo wegen geringer RNA-Ausbeute Northern-blots kaum realisierbar sind. Diesem
Vorteil steht ein erheblicher Aufwand durch die exakte Arrayprdparation und die
Primersynthese entgegen. Dies beriicksichtigt, relativiert sich die bemerkenswerte Falsch-
Positivrate von 5-10%. Sie reflektiert geeignete DD-PCR Bedingungen und exakte Exzision
der Fragmente, ist aber unabhingig vom verwendeten Hybridisierungsverfahren zur
Regulationsverifikation. Unklar bleibt hingegen die Ursache fiir die hohe Quote von 60
identifizierten regulierten Genen aus 104 Banden bei Martin et al. (1998); gemessen an
vorliegender Arbeit (35 Gene aus 86 Reamplifikaten aus 107 Banden) fast die doppelte

Genanzahl.

Die Notwendigkeit der Regulationskontrolle ergibt sich aber auch bei alternativen Verfahren
wie der Subtraktiven Hybridisierung, SAGE oder Arrays. Zum Teil werden in anderen
Arbeiten Northern-blots umgangen und durch Expressionsanalysen wie der semiquantitativen
RT-PCR (Ikonomov & Jacob, 1996; Soo et al., 1999) oder in situ-Hybridisierung ersetzt (St
Croix et al., 2000). Erstere setzten die aufwendige Etablierung einer entsprechenden PCR fiir
das nachzuweisende Gen voraus (spezifische Amplifikation an gesamt-cDNA ohne Neben-
produkte!), die zudem den allgemeinen Quantifizierungsungenauigkeiten beim Einsatz
exponentieller Amplifikation unterliegt. Spencer & Christensen (1999) entwickelten in
diesem Zusammenhang eine praktikable Multiplex RT-PCR zum Screening, bei der das
Genamplifikat zyklusabhingig gegen ein koamplifiziertes Kontrollgen (18S rRNA der Ratte)
im EtBr-Agarosegel densitometrisch normalisiert wird und eine relative Quantifizierung
erlaubt, allerdings ohne erkennbare Arbeitseinsparung. Letztere hybridisierungsbasierte
Quantifikationen liefern zusatzlich noch spezifische Expressionsmuster, sind aber noch
erheblich aufwendiger in der Durchfiihrung und erscheinen daher erst fiir validierte und

identifizierte Kandidaten gerechtfertigt.

Ausgehend von im Gendatenbankabgleich gefundenen Sequenzabschnitten (ESTs) fehlt die
zur Integration der Gesamtsequenz essentielle Grosseninformation aus dem Northern-blot, die
ein dhnlich aufwendiger, aber weniger sensitiver Dot-Blot ebenfalls nicht liefert. Damit
erweisen sich diese alternativen Verifikationsstrategien als ungiinstig fiir die Identifikation

unbekannter Gene. Weder Klonierung noch Northern-blot sind folglich entbehrlich, auch
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wenn die praktische Reihenfolge von Northern-blot und Sequenzierung nicht eindeutig
festzulegen ist.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass kein alternatives DD-Verfahren mit verhéltnis-
missigem Aufwand vorliegt, welches eine niedrigere Falsch-Positivrate erzeugt oder eine

vergleichbare bei geringerem Aufwand als in vorliegender Arbeit.

Redundanz und bias

Wan et al. (1996) ordnet 99% der mRNAs mit einer Kopienzahl bis 300 pro Zelle in die
Kategorie ,selten® ein. Diese 99% machen aber nur 50% der gesamten mRNA-Masse aus, so
dass die andere Hélfte der mRNA-Masse einer gegebenen Zelle auf die mittel bis stark
exprimierten Spezies entféllt. Damit ist zu erwarten, dass das Screeningverfahren DD-PCR,
basierend auf Zufallsbindungen unter unstringenten Bedingungen, mit erheblich hdherer
Wahrscheinlichkeit hdufige Molekiile identifiziert - und diese in Folge dessen redundant.
Nach Ledakis et al. (1998) fiihrt die initiale Bindung der Primer unter unspezifischen
Bedingungen zu degenerativer Amplifikation von erheblich weniger Genen, als es die
Bandenanzahl suggeriert, also einer Unterreprisentation und Redundanz der mRNA-Signale
bei gleichzeitigem bias zugunsten hochfrequent vertretener housekeeping-Gene. In der
vorliegenden Arbeit wurden diese ubiquitiren, stark exprimierten Gene eben nicht
identifiziert, was die Wahl geeigneter spezifischer Reaktionsbedingungen und Primer belegt.
Von den insgesamt 35 verschiedenen regulierten Genen wurden 4 (entsprechend 11%) zwei-
oder dreifach identifiziert. Wan et al. (1996) ermittelt beispielsweise 41% (16 von 39)
Redundanzen. Da in allen Féllen der Mehrfachidentifikation in vorliegender Arbeit mit einem
jeweils iibereinstimmenden DD-Primer (derselbe P oder T-Primer) amplifiziert wurde, wobei
z.T. DD-Produkte unterschiedlicher Grosse und Lage bezogen auf das entsprechende Gen
auftraten, kann der methodenimannente Redundanzeinwand nur bedingt als bestétigt gelten.
Da kein Produkt auffiel, bei dem nur einer der beiden eingesetzten Primer das DD-Produkt
allein amplifiziert hatte, ist diese denkbare Monoprimeramplifikation als Erkldrung unwahr-
scheinlich. Bei ldngeren Produkten wurden aber in der Regel flir bekannte Gene nicht beide
Klonenden sequenziert, sondern via Datenbank erginzt, so dass im Einzelfall der tatséchliche

Gegenprimer ungeklart ist.
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Ein weiterer Grund fiir die systematische Unterrepriasentation schwach exprimierter Gene ist
deren erschwerte Nachweisbarkeit im Northern-blot. Entsprechend einer Zusammenfassung
mehrerer Studien in Ledakis et al. (1998) wurden unter Standardbedingungen mit 10-20 pg
eingesetzter Gesamt-RNA im Mittel 86% der isolierten DD-Signale im Northern-blot
iiberhaupt detektiert, was die in dieser Arbeit ermittelte Quote von 87% genau bestitigt. Dies
fiihrt zwangslaufig dazu, dass die seltenen Transkripte, die nicht notwendigerweise schwach
reguliert sind, zuerst herausfallen oder umgekehrt formuliert, zuletzt entdeckt werden.
Obwohl also einige Autoren auf das begrenzte Potential des DD hinweisen, in geringer
Frequenz vertretene cDNAs aufzuspiiren (z. B. Bertioli et al, 1995; Ikonomov & Jacob,
1996; Wan et al., 1996; Ledakis et al., 1998), konnte in dieser Arbeit eine Reihe
entsprechender Kandidaten identifiziert werden. Bemerkenswerterweise gehoren die bekann-
ten Gene ausschliesslich zu den stark exprimierten Genen (Ausnahme: 72-1-3 = 72-2-4 wurde
erst nach Abschluss der Arbeiten als hypothetisches Protein FLJ20276 identifiziert);
umgekehrt wird mehr als 1/3 der neuen Gene (7 von 17) laut Northern-blot schwach
exprimiert. Damit liegt der Schluss nahe, dass die aufgrund starker Expression auffilligen
Gene liberwiegend schon identifiziert sind.

Dabei liegt die Quote von 47 isolierten Molekiilen mit tatséchlich nachgewiesener Regulation
aus 36.000 durchgemusterten Banden (n =1, vgl. 3.2) im Bereich der Literaturwerte. Bauer et
al. (1993) nennt 70 aus 38.000 Banden. Auch die Anzahl von 107 differentiell exprimierten
Banden aus 90 Primerkombinantionen liegt im angegebenen Rahmen von Graf et al. (1997)
mit 100 Banden aus 60 Primerkombinationen. Somit wurde die Identifikation schwach
exprimierter Molekiile nicht durch eine erhohte Falsch-Positvrate erkauft im Sinne
unkritischer Auswahl einer Vielzahl von Banden, sondern unterstreicht die Leistungsfahigkeit

des etablierten, optimierten Amplifikationssystems.
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Immerhin erscheint die absolute Anzahl regulierter Molekiile bezogen auf die Gesamtzahl
gemusterter Banden gering. Von angenommenen 50.000-150.000 Genen' des humanen
Genoms werden etwa 10.000-25.000 in einem (von etwa 200) gegebenen Zelltyp exprimiert’.
Derzeit wird etwa 5-10% aller Gene des Genoms eine spezifische Funktion zugeschrieben, so
dass demzufolge nur eine Minderheit der differentiell exprimierten Gene in EC bekannt ist (de
Waard et al., 1999). Ausgehend von 100.000 genomischen Genen entsprechen 10% mit
spezifischer Funktion aufgeteilt auf 200 Zelltypen (ohne Redundanzen) etwa 50 regulierten
Genen, eine sicherlich zuriickhaltende Uberschlagung, obwohl die von de Waard et al. (1999)
tatsidchlich ermittelte Anzahl von 56 Genen aus 12.000 humanen EC SAGE-Tags (entspricht
1% der 5448 korrespondierenden distinkten Gene; SAGE-Technik wird besprochen unter 4.4)
gut darauf zutrifft. Auch St Croix et al. (2000) findet in der Analyse von insgesamt
193.000 SAGE-Tags humaner ECs aufgereinigt aus colorektalem Tumorgewebe versus
Normalgewebe desselben Patienten nur 79 differentiell exprimierte Spezies. Bezogen auf die
reprisentierten 32.703 Einzelgene® entspricht das 2,4%.. Ebenfalls vergleichbar sind die
Ergebnisse von Wan et al. (1996), nach denen mithilfe dreier verschiedener Screening-
verfahren (mit geringer Uberlappung) die Identifikation von insgesamt nur 59 regulierten
Kandidaten aus angenommenen 24.000 exprimierten Genen in HeLa-Zellen gelang. Iyer et al.
(1999) ermittelte mit 517 verschiedenen regulierten Gen-Klonen aus 8600 im DNA-Array
getesteten, entsprechend 6%, erheblich mehr Kandidaten, allerdings ohne Angabe dariiber,
wieviele davon in den untersuchten Zellen iiberhaupt exprimiert wurden. Hochgerechnet auf

24.000 Gene ergeben sich rund 1500 regulierte Spezies. Als zusétzliche Variable muss

' Samtliche Angaben der Genanzahl des humanen Genoms in der Literatur basieren auf Schitzungen und
differieren mitunter betrichtlich (Review von Fields et al, 1994). Die aktuellen Zahlen aus dem HGP von
11/2000 ordnen die knapp 2,7 Millionen humanen ESTs derzeit 86.213 distinkten Genen der UniGene-Cluster-
Datenbank des NCBIs zu, was einem Wert im mittleren Bereich entspricht. Diese Gencluster miissen aber noch
experimentell validiert werden. Einer Pressemitteilung des HGP von 6/2000 zufolge ist dies fiir 38.000 Gene
bereits erfolgt. Zum einen werden sich voraussichtlich nicht alle Cluster validieren lassen und einige sich noch
zusammenfiigen, zum anderen steht die Identifikation neuer ESTs / Cluster bis zur endgiiltigen Auswertung des
HGP noch aus.

Das Problem bei der theoretischen Genpradiktion aus genomischer Sequenz besteht in der Zuordnung des
Promotors (variabel in Abstand und Sequenz) zur cds, die sich zudem aus mehreren Exons, also ORFs
zusammensetzen kann, die wiederum nur bei fehlerfreier Sequenz korrekt identifizierbar sind.

? Alberts et al. (1989): 10.000-15.000, Bauer et al. (1993): 15.000, Fields ez al. (1994): 15.000-20.000, Miklos &
Rubin (1996): 10.000 (15% des Genoms), Wan et al. (1996) aus Holland ef al. (1980): 24.000 mRNAs fiir HeLa-
Zellen, BodyMap (Homepage: http://bodymap.ims.u-tokyo.ac.jp/) / Hishiki et al. (2000) zitiert Bishop et al.
(1974): 10.000-20.000. Obwohl sdmtliche Angaben in vergleichbarer Grossenordnung rangieren, ist deren
Aktualitdt fraglich, da sie vor dem HGP datieren. St Croix ef al. (2000) ermittelte jiingst nach zuriickhaltender
Abschitzung 33.000 SAGE-Tags in EC, liess dabei aber Redundanzen unbertiicksichtigt.
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allerdings die schwer einzuschédtzende Abhdngigkeit vom jeweiligen biologischen Phinomen
beriicksichtigt werden.
Géngigen Kalkulationen zufolge wird in DD-Arbeiten mit etwa 300-450 (Wan et al., 1996;

Martin et al., 1998) theoretisch zu identifizierenden regulierten Genen gerechnet.

Demnach wiren mit 107 regulierten Banden in der vorliegenden Arbeit nur ein Bruchteil der
regulierten Gene im DD dargestellt und davon schliesslich nur etwa 23% (35 von erwarteten
150) der einseitig (hoch-) regulierten Gene identifiziert worden, ein Umstand, der sowohl auf
die angefiihrte systematische Unterreprisentation schwach exprimierter Gene in den Libraries
und Datenbanken hindeutet als auch auf einen entsprechenden methodischen bias bei der DD-
PCR-Amplifikation und Expressionsverifikation. Andererseits entspricht dies genau der
Grossenordnung der o.g. SAGE-Projekte von de Waard et al. (1999) und St Croix et al.
(2000).

Die Bemiihungen, im nichsten Schritt aus ESTs komplette Gene zu rekonstruieren, scheiterte
fiir die meisten der neuen Gene (11 von 16 = 69%, 5 davon sind schwach exprimiert)
aufgrund unvollstindiger EST-Datenbanken. Nur ein Gen (67-11-3) der insgesamt 7 Kandi-
daten mit schwacher Expression liess sich aus ESTs zusammensetzen. Auch das einzige
dieser Kategorie zugehorige und inzwischen bekannte Protein FLJ20276 (Klon 72-1-3 = 72-
2-4) war zundchst aus ESTs nur bruchstiickhaft zu integrieren. Damit sind die EST-
Datenbanken nicht nur offenkundig unvollstindig, in ihnen ist ebenfalls eine deutliche
Verzerrung zugunsten hdufiger mRNA-Transkripte zu konstatieren. Dies konnte an der
randomisierten Auswertung der zugrundeliegenden, nicht-normalisierten cDNA-Libraries
liegen, bei der die Wahrscheinlichkeit, schwach reprasentierte EST zu sequenzieren, stark
herabgesetzt ist, moglicherweise in hoherem Masse als bisher angenommen.

Zusétzlich sind die DB-Sequenzen in der Regel fehlerbehaftet. Angesichts der Tatsache, dass
es sich um Einfachsequenzierungen von EST-Klonen mit mdglichst hoher Leseweite handelt,
mag dieser Umstand nicht verwundern. Durch die daraus vorwiegend entstehenden
Leserasterverschiebungen wurde jedoch das Ableiten einer cds mit ORF sehr erschwert. Nur
das parallele Auswerten mehrerer, nach Moglichkeit unabhéngiger Klonsequenzen in
Multialignments, Interspeziesvergleiche mit homologen ESTs (meist Maus) sowie Plausibili-

tétsableitungen fithrten zur computerbasierten ORF-Identifikation in silico. Dieser aufwendige
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und handarbeitsintensive Prozess wurde erst gegen Ende der Studie durch automatisiert
erstellte EST-Cluster-DB des RZPD erleichtert (/ink sieche Tab. 7), deren Vollstindigkeit
jedoch in vielen strittigen Sequenzbereichen eher zu wiinschen iibrig liess. Vermutlich liegt
dies in der notwendigen Eindeutigkeit von Multialignments der Einzelsequenzen begriindet,
die die Software zur Consensussequenzintegration erfordert. Die tatsdchliche Identitdt der
entstandenen putativen Gensequenzen musste jedoch noch durch full-length-Klonierung
belegt werden. Die dazu erforderlichen Primer wurden 6konomisch so gelegt, dass durch
Klonierung in entsprechende Vektoren sowohl Full-length-Klone zur Sequenzierung als auch
Expressionsklone zur Proteinaufreingung synthetisiert werden konnten. Vom urspriinglichen
Vorhaben, die Gesamtsequenzen in den den Expressionsklonen zur Kontrolle zu sequen-
zieren, musste zugunsten blosser Kontrolle korrekter Insertion abgeriickt werden, da der
TOPO-TA Expressionsvektor nur {iber insuffiziente Primerbindungsstellen verfiigte, so dass
selbst zwei zusdtzlich hergestellte Alternativprimer nicht die erforderlichen Leseweiten
ermdglichten.

All diese computerbasierten Klonierungsstrategien unterbieten den Aufwand experimenteller
Sequenzermittlung bei weitem. Immerhin ermdglicht die elaborierteste Methode konven-
tioneller Nylonmembran-cDNA-Klonierungstechniken die Handhabung von Klonzahlen in
neuer Grossenordnung durch einen Trick: Beim Human Universal cDNA Array [ (HUCL von
Stratgene) reprisentieren 1536 Pools a” 96 Klone auf 4 Mastermembranen insgesamt 145.000
Klone aus 29 Gewebetypen (normalisierten cDNA-Libraries, d.h. jedes Transkript ist im
Sinne reduzierter Redundanz gleich reprisentiert, siche Soares et al., 1994), fiir jeden Pool ist
eine Sekunddrmembran lieferbar, so dass mit zwei geschachtelten Hybridisierungs-

experimenten einzelne cDNA-Klone identifiziert werden konnen.

Zu Recht merken Graf et al. (1997) und Ledakis et al. (1998) an, nur wenige neue Gene von
Interesse wurden bislang per DD-PCR identifiziert, sicherlich eine Folge der o.g. Unter-
reprisentation in EST-Datenbanken und Isolationsverfahren. Eine weitere Erkldrung liegt in
der Tatsache, dass der Weg von den in hoher Zahl identifizierten neuen Genen bis zu deren
funktioneller Charakterisierung experimentell aufwendig ist, so dass eine immer noch hohe
Anzahl neuer Kandidaten iiber die blosse Expressionscharakterisierung hinaus unbearbeitet
bleibt. Ebenfalls unabhéngig vom gewidhlten Genidentifikationsverfahren besteht ein anderes

prinzipielles Problem in der biologischen Tatsache, dass dem Lowenanteil der regulierten
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Kandidaten keine Schliisselfunktion in Bezug auf die jeweilige untersuchte Ereignisinitiation
zukommen kann. Konkret initiieren nur wenige Molekiile die angiogene Kaskade, in deren
Folge aber eine Vielzahl allgemeiner Stoffwechselprozesse in proliferierenden, mitotischen
Zellen aktiviert wird, so dass prinzipiell die Wahrscheinlichkeit als gering eingestuft werden

muss, unter neuen Kandidaten auf spezifisch funktionell relevante zu stossen.

4.2 EXPRESSIONSMUSTER BEKANNTER GENE

Gemiss der Ubersicht identifizierter bekannter Gene in Tab. 9 sind die interessantesten
Kandidaten im angiogenen Kontext mit der Modulation des Zellstatus oder der Signal-
transduktion verkniipft wie Endothelin 1, aG;, Caveolin 1, Thrombospondin 1, prepro-nerve
growth factor, GTP-bindendes Protein oder Annexin 1. Letzterer wird auch Lipocortin 1
(LC 1) genannt und ist ein antiinflammatorischer induzierbarer Mediator (Smith, 1996), der in
allen Geweben exprimiert wird. Stimuliert wird LC 1 durch Glukokortikoide, die zudem seine
intra-perizelluldre Translokation im Zentralnervensystem fordern (Philip et al., 1997).

Die intrazelluldre Protease ,Proteasom‘ besteht aus 10 Untereinheiten, von denen HCS
separiert auf Chromosom 14923 lokalisiert ist (Akioka et al., 1995). Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass das humane Proteasom ein essentiell in Angiogenese involviertes Molekiil ist
(Oikawa et al., 1998), dessen spezifische Inhibition bei leukdmischen HL60-Zellen in
Apoptose resultiert (Drexler, 1997). Auch das breit exprimierte Metallothionein II tritt
apoptoseassoziiert auf, wenn auch die Funktion noch offen ist (Vasak & Hasler, 2000).

Ferner wurde auch eine Reihe stressinduzierter Molekiile isoliert, wie es fiir die Klasse der
Hitzeschockproteine und Chaperone (Liang & MacRae, 1997) allgemein gilt (GRP78 Protein
/ BiP Protein, TCP-1, TCP 20, 70 kD heatshock verwandtes Protein, der zytosolische
Rezeptor Cyclophilin). GRP78 / BiP (glucose-related-Protein) wurde zuvor schon in einer
DD-Arbeit an aktivierten HUVEC identifiziert (Kokame et al., 1996). Eine aktuelle Arbeit
identifizierte ebenfalls mit Differential Display das zytosolische Chaperon TCP-1 (T-
Komplex-Polypeptid-1) in einem fetalen Wundheilungsmodell an Kaninchenhaut (Darden et
al., 2000). TCP-1 wird zur Faltung und Zusammensetzung neusynthetisierter Proteine als
notwendig eingestuft (Kubota ef al., 1995).

Schliesslich wurden auch verschiedene Kandidaten mit metabolischer Funktion ermittelt,

deren Expression ebenfalls mit dem Aktivierungsstatus zusammenhédngt (Acetyl CoA
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Acetyltransferase Thiolase, Lactat Dehydrogenase, Annexin V-bindendes Protein, Ribopho-
rin I aus dem rauhen Endoplasmatischen Retikulum, Kelleher ef al., 1992). FLJ20276 trat als
bekanntes putatives Protein unbekannter Funktion auf.

Die liberwiegende Mehrheit der Molekiile ist 16slich, entweder im Zytoplasma lokalisiert oder
sezerniert (Thrombospondin 1, Annexin 1). Nur Caveolin 1, aGj und das GTP-bindende
Protein sind membranstindig.

Im Folgenden wird auf eine Auswahl besonders interessanter Kandidaten ausfiihrlicher

eingegangen:

Caveolin 1

Caveoline sind membranstdndige, zytoplasmaseitige Strukturproteine, welche zusammen mit
Cholesterol die Zellorganellen Caveolen organisieren, Sphingolipid-Membraninvaginationen
(nicht Phospholipid-basiert, wie die sonstigen Plasmamembranregionen) in mdglichem
Zusammenhang mit und Herkunft aus dem Golgiapparat.

In Caveolen sind im Vergleich zur restlichen Zelloberfache spezifische Lipide angereichert
(Glycoshpingolipide, Sphingomyelin und Cholesterol) sowie lipidmodifizierte Signal-
molekiile (G-Proteine, Rezeptortyrosinkinasen, Src-Tyrosinkinasen, H-Ras und endothelzell-
Nitrooxidsynthase eNOS) (Engelman et al., 1998). Caveoline bilden homo-oligomere
Komplexe, die direkt an Cholesterol binden konnen und sich dadurch moéglicherweise
stabilisieren. Durch Interaktion dieser Komplexe untereinander erzeugen sie vermutlich die
Membraninvaginationen Caveolen (Smart ef al., 1999). Morphologisch lassen sich Caveolen
im Endothel, Lungenepithel, Adipozyten, verschiedenen Muskelzelltypen und im Nerven-
system nachweisen.

Caveolen haben transzelluldre Transportfunktion fiir Molekiile. Weiter fungieren Caveolen als
vorgefertigte Signalkomplexe, cross-talk-Nachrichtenzentren, die die Signaltransduktion
integrieren (Transduktisomen oder Signalosomen). Dazu sind in Caveolen eine Vielzahl von
Molekiilen der intrazelluldren Signaltransduktion angereichert wie G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, heterotrimere G-Proteine, Rezeptortyrosinkinasen, Src-Tyrosinkinasen, Kompo-
nenten des Ras-Mitogen-aktivierten Protein- (MAP)-Kinase Reaktionsweges, Proteinkinase C
(PKC) und NO-Synthase (NOS) (Aktueller Review in Smart et al., 1999).

Caveolin 1 wird ubiquitdr exprimiert und bildet durch alternative Initiation bei der Translation

zwei Isoformen o und B (Scherer et al., 1995). Unter normalen Gleichgewichtsbedingungen
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ist mehr als 90% des Caveolin 1 in Caveolen lokalisiert; ein kleiner, signifikanter Anteil
befindet sich im endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem Trans-Golgi-Netzwerk und
reflektiert einen dynamischen Verkehr zwischen diesen Kompartimenten. Uber ihre
Caveolen-konstituierende Funktion hinaus wird den Caveolinen eine Vehikelfunktion fiir den
Cholesteroltransport zwischen ER und der Plasmamembran zugeschrieben sowie eine Rolle
als Geriistprotein zur Organisation und Inaktivierung der auf der zytoplasmatischen Caveolar-
seite konzentrierten Signalmolekiile. Zudem mediiert es die intrazellulire Bewegung von
Cholesterol als Teil eines Immunophilinkomplexes mit Cyclophilinen und HSP
(Uittenbogaard et al., 1998), von denen im Rahmen dieses DD-Projektes ebenfalls Vertreter
identifiziert wurden.

Auch via Cholesterol wird zellkonfluenzabhiangiges funktionelles und strukturelles Remo-
deling endothelialer Plasmamembranen vermittelt, entscheidend fiir die Regulation vaskulérer
Permeabilitit und Angiogenese. Uber Cholesterol wird in Monolayern boviner Lungen-
Aorten EC zu Beginn der Konfluenzphase die Formierung von Adherens-Junctions reguliert,
wozu das Membrancholesterol selbst stark angereichert wird. Begleitet wird dies von einer
cholesterolabhéngigen Umverteilung des Bindungspartners Caveolin in Kompartimente

niederer Dichte (Corvera et al., 2000).

Entsprechend der hier beobachteten Hochregulation in mittleren und alten BAEC identi-
fizierte auch de Waard et al. (1999) in seinem SAGE-Projekt Caveolin 1 in aktivierten
HUVEC. Dabei verglich er konfluent ruhende mit aktivierten HUVEC-Kulturen, die mittels
von Monozyten konditionierten Mediums stimuliert wurden, einem starken atheriogenem
Stimulus. In guter Ubereinstimmung mit den BAEC-Daten dieser Arbeit gibt er die ermittelte
und per Northern-blot iiberpriifte Hochregulation mit 11-fach an. Caveolin 1 gehort neben
dem dort ebenfalls identifizierten aGj-Protein (siche Tab. 9) zu den 35 mehr als 5-fach
aktivierten Kandidaten aus ingesamt 5448 distinkten differenzierten putativen Genen.

Kontrdr dazu wird in konfluenten NIH 3T3-Fibroblasten Caveolin 1 exprimiert, dagegen aber
in subkonfluenten Zellen dramatisch herunterreguliert, so dass die Mediation der Kontakt-
inhibition iiber eine negative Regulation der p42/44 MAPK-Kaskade vermutet wird (Galbiati
et al., 1998). Diese Deaktivierung stimmt mit der im Northern-blot gezeigten in HUVECs
iiberein, wenn sich auch eine nur geringe 3-fache Regulation ergab (siche Abb. 6A) und sich

das Verhalten von zwischen Fibroblasten und Endothelzellen nur bedingt vergleichen lésst.
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Da der Befund zudem kontrér zu bovinen EC*s und den SAGE-Ergebnissen liegt, miissen die
Daten nochmals validiert werden. Auf Proteinebene schliesslich war bei beiden Spezies fiir
EC keinerlei Regulation nachweisbar (siche Abb. 6B), entsprechend den Ergebnissen von
Esser et al. (1998) nach VEGF-Stimulation kultivierter EC.

Die Rolle von Caveolin 1 in den NIH 3T3-Zellen wird als Tumorsuppressorgen interpretiert,
dessen ubiquitire Expression (Bretscher & Whytock, 1977) in transformierten Zellen
reduziert ist (Koleske et al., 1995). Eine konstitutive Caveolin 1-Expression in NIH 3T3
Zellen resultiert in der Authebung verankerungsunabhingigen Wachstums und Caveolen-
bildung, so dass die Caveolinexpression fiir die Aufrechterhaltung des transformierten
Phénotyps kritisch ist (Engelman et al., 1997). Diese Argumentation ist konsistent mit der
Identifizierung der Lage eines Tumorsuppressors am Caveolin 1 Genlocus 7q31.1/D7S522 in
verschiedenen Tumoren (Engelman et al., 1998; Engelman et al., 1999), wobei ebendiese
Funktion auch angezweifelt wird (Hurlstone et al., 1999). Umgekehrt kann das Caveolin 1
Protein als negativer Regulator des VEGF-Rezeptors (KDR) fungieren, so dass die
Herunterregulierung von Caveolin 1 Voraussetzung fiir die VEGF-Induzierbarkeit bedeutet,
die damit einen wichtigen Schritt in der angiogenen Aktivierung von EC darstellt (Liu ef al.,
1999). Die Bedeutung der widerspriichlichen Daten beziiglich der Caveolin 1-Regulation
zwischen den Spezies und innerhalb der BAEC-Altersgruppen bleibt offen und erfordert

weitere Untersuchung, genauso wie die Abweichung von den Proteindaten.

Thrombospondin 1

Obwohl die Identifizierung von TSP 1 inzwischen mehr als zwei Jahrzehnte zuriickliegt,
herrscht Uneinigkeit beziiglich seiner Funktion (Tuszynski & Nicosia, 1996). Es fungiert
mittels vier adhédsiver Doménen als ein Zelladhdsionsmolekiil (Tuszynski et al., 1987,
Mosher, 1990), welches Zellmigration, -Proliferation, Neuronaussprossung und Angiogenese
moduliert (Adams, 1997), aber auch zur Tumorprogression beitrdgt: Allein Tuszynski &
Nicosia (1996) zitieren 28 Arbeiten, nach denen die Tumormetastasierung bei Mausen TSP 1-
gefordert wird, ebenso Tumorzelladhdsion, -Migration und -Invasion. Weiter werden bei
Krebspatienten erhohte TSP 1-Plasmakonzentrationen beobachtet sowie eine erhohte TSP 1-
Expression in humanen Tumoren. Auch bei der Wundreparatur neugebildete Gefésse farben
sich intensiv mit a-TSP 1 an. Schliesslich stimuliert es verschiedenen Autoren zufolge auch

endotheliale Adhédsion, Migration und Angiogenese selbst (z.B. Nicosia & Tuszynski, 1994).
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Damit vereinbar produzieren in vitro proliferierende EC mehr TSP 1 als ruhende (Canfield et
al., 1990). Nach Liaw & Schwartz (1993) wird TSP 1 in kultivierten BAECk exprimiert, aber
nicht in frisch isolierten BAE-Zellen. Betrachtet man die in vivo-Situation als vollstindig
wachstumsarretiert im Gegensatz zur Zellkultur (nach Bavisotto et al. (1990) nur 95%ig), so
reflektiert dies eine Hochregulation bei EC-Aktivierung, wie sie vergleichbar in vorliegender
Arbeit im Zellkulturmodell (BAECgx) um den Faktor zwischen 4-10x ermittelt wurde.

Im Gegensatz dazu inhibieren TSP 1 (und TSP 2) nach etlichen anderen Autoren (z.B.
Tokunaga et al., 1999; Volpert et al., 1995; Tolsma et al., 1993; Bagavandoss & Wilks, 1990)
die endotheliale Zellmigration in vitro (Fusenig & Boukamp, 1998) und Neoangiogenese in
vivo mediiert iiber die Interaktion mit dem Membranrezeptor CD 36 mit zwei kurzen
Sequenzen des TSP-Typ I-Moduls (Iruela-Arispe et al., 1999; Dawson et al., 1997; Uberblick
in Feige, 1999). Da die Mutation oder der Verlust von Tumorsuppressorgenen wihrend
maligner Transformation zu Herunterregulierung von TSP 1 fiihrt, wird es auch als natiirlicher
Angiogeneseinhibitor bezeichnet (Sheibani & Frazier, 1999). Die Bedeutung der beobachteten
erhohten Expression eines vermeintlichen Angiogeneseinhibitors TSP 1 in angiogenen EC
bleibt jedoch vollig unklar. Ubereinstimmend identifizierte auch de Waard et al. (1999) in
seinem SAGE-Projekt TSP 1 in aktivierten HUVEC. Nach Stimulation mit monozytir
konditioniertem Medium stellte er eine 2-fache Hochregulierung von TSP 1 fest, das er in der
Expressionsstirke von 5448 Genen auf Rang 32 einordnet.

Diese offenkundigen Widerspriiche konnten nach Spekulation von Roberts (1996) der
Komplexitit des Proteins mit multiplen Bindungsspezifititen zugeschrieben werden. Nach
Bornstein (1995) bindet es an mindestens 12 verschiedenen Rezeptoren. Dies erlaubt es TSP 1
unterschiedliche spezifische Signale zu initiieren, deren Integration wiederum verschiedene
Reaktionen erlaubt. Nach Tuszynski & Nicosia (1996) eroffnet sich damit die Moglichkeit,
TSP 1 sei ein Angiogenesemodulator mit komplexen pleiothropen Effekten u.a. auf EC,
dessen Wirkungsspektrum bislang noch unvollstindig verstanden wurde und eingehendere
Untersuchungen erfordert. Dieser Gedanke bestitigt sich einer neueren Arbeit von Suzuma et
al. (1999) zufolge tatsdchlich: TSP 1 wird im murinen in vivo-Modell ischdmischer retinaler
Neovaskularisierung in einer biphasischen Reaktion VEGF-abhédngig zunédchst herunter, dann
nach 24 Stunden aber entgegengesetzt hochreguliert, um im Sinne einer negativen

Riickkopplung die VEGF-Expression zu inhibieren.
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Endothelin 1 (ET 1)

Die Endothelinfamilie besteht aus 3 Isoformen (ET 1-3) von je 21 AS. Wéhrend ET 2
moglicherweise als Mediator in der Niere fungiert und ET 3 im Nervensystem und dem
Verdauungstrakt, ist das gut erforschte ET 1 als potentester endogener Vasokonstriktor
bekannt (Yanagisawa et al., 1988). Zusitzlich fungiert es als auto- und parakrines (co-)
Mitogen beim Remodeling im kardiovaskuldren System der Sdugetiere. Das von vaskuldren
Endothelzellen exprimierte 2,2 kb-Transkript kodiert fiir das 212 AS Preproendothelin 1,
welches mittels verschiedener Proteasen iiber Gross-Endothelin 1 (38 AS) schliesslich zum
maturen ET 1-Protein prozessiert wird (Schmidt et al., 1994; Xu et al., 1994). Dieses wird
vorwiegend zur abluminalen Seite der vaskuldren Wand sekretiert. Da bislang kein zelluldrer
Speicher bekannt ist, wird angenommen, dass seine Regulation direkt auf Transkriptionsebene
erfolgt. Verschiedene chemische Stimuli (vasoaktive Hormone wie Angiotensin II und
Katecholamine, Inflammationsmediatoren, Zytokine), mechanische (Scher-Stress) und
Hypoxie induzieren die Expression, der vasodilatatorische Antagonist NO (Stickstoff-
monoxid) inhibiert sie. Die beiden 7-Transmembran-G-Protein-gekoppelten Endothelin-
rezeptoren ET, und ETg mediieren die ET 1-Effekte (Sakurai et al., 1992). Endothelzellen
exprimieren nur ETg, der iber NO- und Prostacyclinausschiittung Vasodilatation vermittelt,
die ET 1-Synthese aktiviert und ET 1 aus der Zirkulation klirt (Dupuis et al., 1998). ET, ist
neben Kardiomyozyten und Fibroblasten vorwiegend auf SMCs lokalisiert und mediiert bei
den Muskelzelltypen den mitogenen Effekt von ET 1. Bei Fibroblasten stimuliert ET 1 via
ETx die Synthese von Kollagen Typ IV, ohne einen direkten mitogenen Effekt auszuiiben,
was auf eine wichtige Rolle bei der ECM-Formation (Extrazellulire Matrix) und beim
Remodeling hinweist. Eine neuere Zusammenfassung des Endothelin 1-Systems mit Fokus
auf die therapeutischen Anwendungen bei kardiovaskuldren Erkrankungen findet sich bei
Kirchengast & Munter (1999).

Flowers et al. (1995) zeigte in guter Ubereinstimmung mit den vorliegenden Daten (etwa 10-
fache Aktivierung, sieche Tab. 9) eine 4-fache Hochregulation von ET 1-mRNA in kultivierten
aktivierten BAEC im Northern-blot und in in situ-Experimenten an der Regenerationsfront
nach Verletzung im Zellkulturmodell. Nach Goligorsky ef al. (1999) stimulieren Endotheline
ETg-vermittelt Transmigration von EC im Boyden-chamber-Experiment. In einem in vivo-
Angiogenesemodell verstirkt ET zudem die Formation neuer Gefédsse, wozu funktionelle

endotheliale NO-Sythase (eNOS) erforderlich ist. Zusammengenommen sind dies Hinweise
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auf eine para-/ autokrine Mediatorfunktion von ET 1 beim EC-Wachstum in Angiogenese und
subsequenter Maturation durch SMC-vermittelte ECM-Synthese. Schliesslich wird das ET 1-
System auch mit der Signaltransduktion im Tumor und Tumorangiogenese in Verbindung

gebracht (Asham et al., 1998; Dawas ef al., 1999).

4.3 EXPRESSIONSMUSTER NEUER GENE

Die wesentliche Limitation bei der Bearbeitung der identifizierten neuen Gene besteht in der
Vervollstindigung ihrer (kodierenden) Sequenz mittels EST-Datenbankabgleich. Dem
absehbaren Ende des Human-Genom-Projektes zum Trotz und entgegen gingiger Annahmen
haben sich die entsprechenden Datenbanken iiber die gesamte Projektzeit als &dusserst
liickenhaft erwiesen. Daraus ergab sich die Komplikation, nur fiir einen geringen Bruchteil
der Kandidaten eine vollstindige Sequenzinformation generieren zu kénnen. Die gesamte
kodierende Sequenz (cds) ist Grundlage fiir eine Vielzahl weiterfiihrender Charakterisierungs-
experimente wie beispielsweise Expressionsklonierung, Proteinaufreinigung und Antiseren-
herstellung sowie Uberexpression in eukaryontischen (EC-) Zellen. Aber auch fiir die neuen
Gene mit vollstdndig ermittelten Sequenzen war fiir deren deduzierte Aminosduresequenzen
wenig an weiterflihrenden Informationen aus den Datenbanken ableitbar. Etwa die Erwartung
der Identifikation funktioneller Doménen fand sich in keinem Fall bestétigt.

Das fiihrte schliesslich zu der pragmatischen Strategie, zur Weiterbearbeitung bestimmte
Kandidaten aus der Untergruppe mit ermittelter Sequenz auszuwdhlen. Diese zwar allgemein
iibliche Praxis der praktikablen Eingrenzung spiegelt jedoch nicht notwendigerweise eine
relevante Auswahl beziiglich des biologischen Phanomens wider.

Zwei aktuelle Screening-Arbeiten ermitteln im groBen Masstab eine Reihe differentiell
exprimierter, neuer und bekannter Gene in unterschiedlich aktivierten Endothelzellen (de
Waard et al,, 1999; St Croix et al., 2000). Keine der Arbeiten geht iiber die blosse
Identifikation der zum SAGE-Tag homologen ESTs hinaus, so dass weder der Versuch
unternommen wurde, die Gesamtsequenzen neuer Gene zu ermitteln, noch den, weitere
funktionelle Daten zu erheben.

St Croix et al. (2000) identifizierte 170 dominant-endothelial exprimierte Transkripte, davon
79 differentiell regulierte Gene, die 46 in malignem Tumorendothel mehr als 10-fach

hochregulierte bekannte und unbekannte einschliessen, verglichen mit colorektalem normal-



Diskussion Seite 105

Endothel. Lediglich fir 7 von 9 SAGE-identifizierten ,,Tumor-Endothel-Markern® (neue
Gene) und fiir 2 ausgewihlte ,,pan-endotheliale Marker* bestétigte St Croix et al. (2000) eine
entsprechende Expression mittels in sifu-Hybridisierung. Zur Sondensynthese der verwen-
deten 500-600 bp-PCR-Fragmente, abgeleitet aus EST-Sequenzen, war aber zunichst eine
erfolgreiche Datenbankrecherche ausgehend von den 11 bp-SAGE-Tags erforderlich. Die
Aufwendigkeit von in situ-Experimenten schliesst jedoch ein breitangelegtes Routine-
screening nahezu aus. Auch andere endotheliale Expressions-Screenings beschrianken sich auf
die Analyse einzelner neuer Kandidaten oder bearbeiten schon bekannte: Dragoni et al.
(1998) isolierte EDF-1, ein neues bei der HUVEC-Differenzierung herunterreguliertes Gen,
Robinson et al. (1997) identifizierte das schon bekannte early-growth-response-Gen-1
(EGR1) in einem DD-basierten Ansatz zur Suche nach Zielmolekiilen der endothelialen ETS-
Transkriptionsfaktorenfamilie, Topper et al. (1997) ermittelte und charakterisierte zwei
Mitglieder einer neuen ,vaskuliren* MAD-Familie (Smad6/7), intrazelluldre Signaltrans-
duktionskomponenten der TGF-Rezeptoren -Superfamilie, per DD aus stromungsinduzierten
HMVEC, Wang et al. (1997) isolierte mittels DD in pinealspezifischem Kontext PG25, ein
Homolog zum endothelzellspezifischen Molekiil 1 (ESM-1), welches zuvor Lassalle et al.
(1996) aus einer HUVEC-cDNA-Library kloniert und charakterisiert hatte.

Diese Beispiele reflektieren zwei generelle Probleme: Zum einen bleibt der {iberwiegende
Teil der ermittelten regulierten Kandidaten bis auf weiteres unbearbeitet, zum anderen werden
die eingehender charakterisierten Gene massgeblich auch durch ihre Zugdnglichkeit, also
Datenbankreprisentanz eingegrenzt. Gerade die nicht in den Datenbanken repradsentierten
Gene konnten sich als die interessanten, eben noch zur Identifikation ausstehenden Effektoren
herausstellen, sei es, weil sie den schwach exprimierten zugehdren oder aus anderen Griinden

schwer zuganglich sind.

Es wurde schon darauf hingewiesen, dass nur einem geringen Anteil der Kandidaten mit
regulativer und signaliibermittelnder Funktion eine Schliisselstellung an der Spitze einer
Kaskade zukommen kann (wie Ligand oder Rezeptor), da vergleichsweise erheblich mehr
Genprodukte die weitere Signaltransduktion mediieren. Aber auch fiir diese nachgeschalteten
signalassoziierten Gene ist eine relativ méssige bis geringe Expressionsstirke wahrscheinlich.
Die sowohl anzahlmissig als auch nach Expressionsstirke grossten Gruppen stellen

Strukturproteine und metabolisch notwendige housekeeping-Gene dar, in aktivierten Zellen
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ebenfalls hochreguliert. Zwar charakterisiert die Gesamtheit aller differentiell exprimierten
Gene den aktivierten endothelialen Phénotyp, die besonders interessanten regulatorisch
relevanten Elemente sind aber nur funktionell in der Masse auszumachen, deren Identifikation
deshalb schwierig. Aber auch nicht alle Molekiile mit regulativer Funktion sind spezifisch
angiogeneserelevant, da zur Zellaktivierung z.B. allgemeine Zellzyklusregulatoren erforder-

lich sind.

Vier der fiinf isolierten und eingehender charakterisierten aktivierten neuen Gene gehdren mit
123-333 AS den kleinen bis mittleren Proteinen an. Tatsdchlich wurde ein Zellzyklus-
progressionsregulator isoliert, 40-6-3 kodiert fiir SGT 1, Suppressor von skpl. Interessanter
im Angiogenesekontext erscheint 40-2-3 mit seiner 17 AS spannenden, 82%igen Homologie
zum N-Terminus des Transkriptionscoaktivators ALY. Seine préidiktive subzelluldre
Lokalisation im Zellkern ist mit einer entsprechenden Funktion gut vereinbar. Ferner ldsst
eine weitere homologe genomische Sequenz von 2,5 kb (Acc.-No. HS809F4) auf die Existenz
einer Genfamilie schliessen. Ob dieses Homolog bereits im Northern-blot anhand der
Doppelbande detektiert wurde oder ob es sich um eine Spleissvariante handelt, ist durch
weitere Klonierungsexperimente abzuklédren. Fiir das ebenfalls 16sliche 67-11-3 ist keinerlei
Funktion bekannt, interessanterweise spricht sein Expressionsmuster fiir eine Induktion
sowohl im Kontext angiogener Aktivierung (frithes Ovarstadium, Tumorzellinien,
Subkonfluenz) als auch nach der Differenzierung (Sphiroide, Blut, einige Organe). Zudem ist
eine murine Knockoutstammzellinie kommerziell verfiigbar. 42-9-9 als kleinster Kandidat
zeigt eine Thioredoxinhomologie, also metabolischen Bezug. Neben 67-11-3 ist er der einzige
Kandidat mit deutlicher Expressionssenkung durch die Stadien des physiologischen
Angiogenesemodells Ovar. Die Ausnahme bildet 40-9-1 mit 506 AS als einziges neues,
eindeutig membranstindiges Protein mit 10 transmembrandsen a-Helix-Doménen. Seine
hohe Homologie zum Transporterprotein gl7 ldsst eine metabolische Funktion erwarten, auch
wenn das Zielmolekiil offen ist.

Auffillig an den Expressionsmustern der stark exprimierten neuen Gene ist die deutlich
erhohte Prasenz in Muskelgewebe von 3 Kandidaten, fehlend oder reduziert in Leber (40-2-3,
40-6-3, 40-9-1), komplementir dazu ein dominantes Auftreten von 42-9-9 in Leber, nicht aber

in Muskel.
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Bei den ndher charakterisierten neuen Genen in dieser Arbeit handelt es sich um {iberwiegend
l6sliche Molekiile (4 von 5). Dieses Ungleichgewicht konnte abhéngen von der Grosse der
identifizierten Gene. Der einzige als Membranprotein identifizierte Kandidat 40-9-1 zeigt ein
Northern-blotsignal von 6 kb, alle anderen nur 1,6 kb oder kleiner bis auf 40-2-3 mit 3,5 +
3,8 kb. Diese Verzerrung spiegelt sich in doppelter Hinsicht wider: Zum einen wurden
insgesamt iiberwiegend kleine neue Gene identifiziert (10 von 16 kleiner als 4 kb; 14 von 16
kleiner als 5 kb). Zum anderen waren von den 5 Kandidaten (von 16) mit vollstindig
identifizierter cds 4 kleiner als 4 kb, was sowohl die Unvollstindigkeit der EST-Datenbanken
reflektiert als auch deren 3’-bias. Den Grossenbereich von Membranproteinen wie den
VEGF-Rezeptoren mit 7-8 kb erreicht iiberhaupt nur ein neues Gen (76-2-1 mit 10 kb) sowie
mit Thrombospondin 1 (6 kb) auch nur ein bekanntes (von 19). Ein weiterer Aspekt der
Erklarung konnte aber auch sein, dass derartige spezialisierte Molekiile eher schwach
exprimiert werden, was deren Identifikation sicherlich erschwert. Andererseits ist die
Wabhrscheinlichkeit hoher, ein EST zugehorig zu einem groBen Molekiil in einer Library
aufzufinden als zu einem gleichstark exprimierten kleinen, und damit auch dessen
Identifikation selbst. Demnach sind entsprechende Rezeptoren in der Tendenz inzwischen

eher bekannt.

Verschiedene Erkldrungen sind denkbar fiir das Fehlen jeglicher EST-Homologien zu den
zwei Kandidaten 64-1-2 und 64-6-4: Entweder das Auffinden gidnzlich unbekannter humaner
Gene oder Gene mit geringer Interspezieshomologie zwischen Rind und Mensch. Auch fiir
nicht exprimierte Genomabschnitte ist aufgrund fehlender funktionsabhidngiger Sequenz-
konservierung eine hohe interspezielle Divergenz typisch, deren Auftreten aber durch cDNA
als Ausgangsmaterial ausgeschlossen wurde, also nur als Kontamination denkbar erscheint.
Tatsdchlich ist 64-6-4 (bovin, 473 bp) 74% homolog zur Intronsequenz von humanem
Osteonidogen (Acc.-No. AB0098), was angesichts gegenldufiger Orientierung der P- und T-
Primer auch zufallsbasiert sein kann. Gegen Kontaminationen spricht, dass bei keinem der
weiteren 39 Gene oder Genfragmente ein Hinweis auf eine genomische, nicht exprimierte
Sequenz wie z.B. ein Intron ausfindig zu machen war, dafiir aber immer ESTs oder
Exonbereiche von Genen. Allerdings ist einzurdumen, dass von den 16 identifizierten neuen
Genfragmenten fiir 11 ein nur geringer Teil der Gesamtsequenz vorliegt (die beiden o.g.

Kandidaten eingerechnet). Da die Zielgene im DD immer mit einem T-Primer amplifiziert
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wurden, der am Poly-A-Schwanz des Gens bindet und zudem die zugrundeliegende cDNA
ausgehend von genendstidndig bindenden Poly-T-Primern synthetisiert wurde, stammen die
identifizierten Sequenzen vorwiegend aus dem 3’-Endbereich der Gene (Sompayrac et al.,
1995), tiibereinstimmend mit z.B. Linskens' et al (1995) Ergebnissen. Durch diese
methodenimmanente Limitation ist im Falle grosser Gene oder 3’-UTRs die Identifikation der

cds nur liber Datenbanksequenzintegration moglich.

Die Expressionsklonierungen erfolgten mit 3 verschiedenen Systemen. Von den beiden
Histidin-Tag-basierten flihrte der pTrcHis2-TOPO-Vektor unter dem Trc-Promoter trotz
korrekter Insertionen und erheblichen Optimierungsaufwandes in keinem Fall zu quantitativer
Expression, die iiber den sensitiven Western-blot hinaus detektierbar war und eine Aufreini-
gung ermoglichte. Mit den beiden anderen Expressionsvektoren (ebenfalls His-Tag-basiert:
pCR T7/CT-TOPO unter dem T7-Promoter und der GST-Tag basierte pGEX-KG-Vektor)
liessen sich 3 von 4 Proteinen stark {iberexprimieren, so dass eine Aufreinigung aussichtsreich
erscheint. Das fiinfte der ndher bearbeiteten neuen Gene, 40-9-1, wurde aufgrund seiner hohen
Homologie zum gl7-Transporterprotein (Q99624) im Sinne der Vermeidung von Kreuz-

reaktionen fiir eine Epitopimmunisierung vorgesehen.

44 AUSBLICK

Uber die erhobenen strukturellen Daten hinaus steht eine weitere funktionelle Charakteri-
sierung der neuen Gene noch aus. Von besonderem Interesse sind dabei das teilweise
transkriptionscoaktivator-homologe 40-2-3 sowie das dem 7-transmembran-Helix Transpor-
terprotein gl7 verwandte 40-9-1, aber auch 67-11-3 mit vollig unklarer Funktion. Die dazu
erfolgten Vorarbeiten wie Expressionsklonierung zur Proteinaufreinigung oder eukaryont-
ischen Uberexpression (Transfektion in EC) bieten dabei aussichtsreiche Ansatzpunkte.
Zunichst jedoch sind zellspezifische Expressionsdaten der Kandidaten noch zu ermitteln,
wozu entsprechende in situ-Sonden bereits vorliegen.

Darauf aufbauende Experimente wie die Funktionsneutralisierung (loss of function) lassen
sich durch neue Ansdtze zunehmend leichter realisieren. Namentlich fiir 67-11-3 liegt ein

muriner OST-Stammzellklon vor, der Knockoutexperimente dieses Kandidaten ermoglicht.
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Fiir die verbleibenden 11 neuen Genfragmente (von 16) muss zuvor noch die Gesamt-
sequenzen inklusive der cds’s identifiziert werden. Bemerkenswert erscheint in diesem
Zusammenhang die offenkundig immer noch erhebliche Unvollstindigkeit der UniGene-
Cluster-Datenbanken. Da eine experimentelle Sequenzidentifikation zu Screeningzwecken zu
aufwendig ist, miissen zur Eingrenzung entweder weitere funktionelle Daten mit den
vorhandenen Fragmenten erhoben werden oder der Eingang entsprechender Homologe in den
Datenbanken abgewartet werden, in beiden Féllen unbefriedigend. Dariiberhinaus blieb die
Erwartung weitgehend uneingelost, selbst fiir die Kandidaten mit ermittelter Proteinsequenz
via Datenbankinformationen und Algorithmen zur funktionellen Prediktion (z.B. Doménen-
basiert) zu gelangen, so dass sich diesbeziiglich noch ein erheblicher Entwicklungsbedarf
geeigneter Werkzeuge und Methoden manifestiert.

Aber auch bekannte Gene wie z.B. das Proteasom, Annexin 1 / Lipocortin 1 oder die
stressinduzierten Kandidaten KIAA 2, TCP 1, TCP 20 sollten in die Funktionsanalyse
einbezogen werden. In Kiirze, nach endgiiltiger Auswertung des Human-Genom-Projektes,
werden sdmtliche Proteine putativ bekannt sein. Der néchste Schritt wird die experimentelle
Bestétigung der identifizierten und mit EST-Datenbanken abgeglichenen ORFs (86.000
UniGene-Cluster, Stand 11/2000) als tatsdchlich exprimierte Proteine sein (davon 38.000
bestitigt, Stand 6/2000) und damit einhergehend die Erhebung ihrer Expressionsmuster. Zwar
zeichnen sich bekannte Molekiile durch das Vorliegen dieser Informationen aus, deren
kontextbezogene Funktion ist aber hdufig nicht oder nicht vollstindig geklart. Erst daran
schliesst sich deren Funktionsanalyse in konkreten Szenarien an, wie z.B. Angiogenese-

relevanz.

Und in Zukunft?

Alternative Screeningverfahren

Verschiedene andere Verfahren zur vergleichenden Genexpressionsanalyse (expression
profiling) sind etabliert, einen Uberblick geben Kozian & Kirschbaum (1999) und Carulli et
al. (1998). Jeder der Ansétze ist dabei sinnvoll, abhdngig von der Fragestellung und den
Laborkapazitéten.

Das experimentelle Alternativsystem zur Identifikation neuer, differentiell exprimierter Gene
ist die subtraktive Hybridisierung (SH) nach Diatchenko et al. (1996), inzwischen auch in

kommerziellen Varianten erhiltlich, z.B. das PCR-Select™-cDNA-Subtraction-Kit von
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Clontech (Heidelberg). Im Prinzip wird aus zwei Vergleichsproben zunédchst die in beiden
verbreiteten cDNAs entfernt (Subtraktion). Dies erzielt eine Ligation entsprechender Hybridi-
sierungs-Linker an die Testerpopulation (mit den zu isolierenden ¢cDNAs), anschliessender
Hybridisierung von Tester- und Driverpool (Kontrolle) und Separation von ssDNA (einzel-
stangige, differentiell exprimierte cDNA Spezies) und dsDNA. Das Clontech-Kit fiihrt eine
methodische Modifikation ein, die ohne diesen Separationsschritt auskommt: Dazu wird der
Tester-cDNA-Pool in zwei Halften geteilt, die mit unterschiedlichen Linkern (Primer-
bindungsstellen) 5’-endstéindig verkniipft werden. In einer ersten Hybridisierung wird dann
jeder Tester-Pool einzeln mit einem Driver-Pool hybridisiert, so dass nur differentielle cDNA-
Spezies einzelstrangig vorliegen. Dann werden die beiden Pools ohne erneute Denaturierung
miteinander hybridisiert, was zu doppelstraingigen cDNAs mit unterschiedlichen Primer-
bindungsstellen der differentiell exprimierten Targets fiihrt. Nur diese werden angereichert in
den darauffolgenden, nested PCR-Amplifikationsschritten inkl. Suppressions-PCR (Clontech-
Kit: Templates gleichen Adapters an beiden Enden formen Loops, die nicht amplifiziert
werden). Mit den isolierten differentiell exprimierten cDNA-Spezies wird dann entweder,
markiert als Sonde, eine Library gemustert oder iiblicherweise direkt eine Library konstruiert.
Aus dieser werden nach dem Zufallsprinzip Klone isoliert und sequenziert, was héufig zu
Redundanzen fiihrt (Wan et al., 1996; Carulli et al., 1998). Einschrankend konnen immer nur
zwei Proben miteinander verglichen werden und entweder nur erhohte oder reduzierte
Expression, je nach Zuordnung von Kontroll- und Referenzpopulation. Das Verfahren fiihrt
vornehmlich zur Isolierung stark regulierter Molekiile, subtile quantitative Unterschiede
fehlen oft. Dafiir ist die zur Detektion erforderliche absolute Expressionsstirke sekundér.

Wan et al. (1996) fiihrte eine Vergleichsstudie durch, bei der er im selben experimentellen
System an HeLa-Zellen die Leistungsfahigkeit konkurrierender Genexpressionsverfahren
testet. Dabei zeigte sich neben den genannten Einschriankungen, dass DD relativ zu SH 1.)
eine verbesserte Rate bestitigter Regulation erbringt (49% statt 18%), 2.) weniger RNA
erfordert, 3.) mRNA sequenzabhingig identifiziert unabhingig von der Expressionsstérke, 4.)
zu schnelleren Ergebnissen mit entsprechender Evaluationsmdoglichkeit des experimentellen
Systems fiihrt.

In Kontrast zu allen anderen Expressionsanalysen ist ,,Antisense Display* eine Methode zur
Isolation neuer Gene basierend auf deren Funktion, entwickelt von Yonekura et al. (1999) zur

Identifikation Angiogenese-relevanter Gene. Er konnte zeigen, dass bereits ein Oligomer von
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10 bp komplementir zur Kozak-Konsensussequenz (Kozak, 1991) spezifisch bindet und die
Proteinsynthese (*>S-Methionininkorporation) dosisabhingig blockiert. Ausgehend von einem
10 bp-Antisense-Oligomer-Zufallsgemisch wurden durch Musterung verschiedener Subpopu-
lationen die aktiven Antisense-Spezies (aus 8192 Oligos) mit dem gesuchten Effekt isoliert
und anschliessend die zugehorige cDNA mit einem Oligo-dT als Gegenprimer per RT-PCR
amplifiziert und kloniert. Die ermittelten Gen-Kandidaten werden funktionell im Anti-
Angiogeneseassay (Proliferationsinhibition von HMVEC) getestet. Bemerkenswerterweise
lasst sich der in vitro-Effekt im zellfreien System auch in vivo unter physiologischen
Bedingungen durch simple Zugabe der Oligonukleotide zum Zellkulturmedium reprodu-
zieren. Trotz einiger Schwierigkeiten der Methode beziiglich der Spezifitit und der
Sensitivitdt, die der Autor selbst adressiert, sowie einigen Syntheseaufwands, liegt der
entscheidende Vorteil in der Isolation neuer Gene basierend auf deren Funktion per se.
Zudem wird automatisch die gesamte kodierende Sequenz kloniert, so dass sich unabhéngig

von deren Reprasentation in Datenbanken vollstdndige neue Gene isolieren lassen.

Die Komplexitdt verfiigbarer (EST-) Datenbanken ist Voraussetzung fiir die erfolgreiche
Genidentifikation mittels weiterer alternativer Screeningverfahren wie SAGE, Arrays und
Homology cloning.

Die der elektronischen Hybridisierung (ES, s.u.) verwandte Methode SAGE (Serial
Amplification of cDNA Ends, Velculescu et al., 1995) ist letztlich eine elaborierte Methode
zur EST-Sequenzierung. Dabei werden 13-20 bp kurze Tags generiert, mithilfe deren Sequenz
sich in den allermeisten Féllen die zugehorige EST-Sequenz aus den Datenbanken eindeutig
identifizieren ldsst. Im Prinzip wird fiir jede zu vergleichende Population doppelstringige
cDNA synthetisiert und mittels eines haufig schneidendes Restriktionsenzyms (Ankerenzym,
mit vier-bp-Erkennungssequenz) randomisiert in kurze Abschnitte zerlegt. Die 3’-end-
staindigen Sequenzabschnitte werden dann aufgereinigt, entweder iiber ihren Poly-A-Schwanz
oder eine zuvor erfolgte Biotinylierung. Dieser Pool wird in zwei Hélften geteilt, die mit
jeweils einem unterschiedlichen Linker iiber die erzeugten adhdsiven Enden (dem Poly-A-
Schwanz gegeniiberliegend) ligiert werden. Am Linker ist eine Erkennungssequenz fiir ein
weiteres Restriktionsenzym (Tagging Enzym) integriert, mit dem nun ein 20 bp entferntes
blunt-Ende generiert und so auch das 3’-Ende mit dem Poly-A-Schwanz des Fragmentes

gekappt wird. Die Fragmente der beiden Pools werden nun ligiert (in gegenldufiger
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Ausrichtung) und per PCR amplifiziert, wobei mithilfe der unterschiedlichen verkniipften
Linker entsprechende Primerbindungsstellen eingebracht wurden. Nach dem Abtrennen der
Linker erhidlt man aus zwei gegenldufig angeordneten, 13-20 bp kurzen Sequenzabschnitten
bestehende digitags, die von der Vier-Basen Kennsequenz des Ankerenzyms eingerahmt sind.
Diese werden 20-40-fach in Serie ligiert und zur Sequenzierung in einen Vektor kloniert. Die
Sequenzen miissen anschliessend am Computer in die das Gen reprasentierenden Tags zerlegt
und analysiert werden. Dabei korrespondiert die Expressionsstirke eines Gens mit der Anzahl
zuzuordnender Sequenztags, deren Informationen in einer Datenbank abgelegt werden. Die
Identifikation regulierter Gene ergibt sich aus dem Tag-Vergleich verschiedener Populationen
(Gewebe oder Zustinde).

Damit lassen sich mit entsprechender Automatisierung mehrere zehntausend Transkripte
auswerten. Die Hauptnachteile der Methode liegen neben dem massiven Sequenzieraufwand
(Wan et al., 1996) und der erforderlichen spezifischen Software zur Auswertung der
Sequenztags vor allem in der Tatsache, dass die korrespondierenden Gene nur fiir in der

Genbank deponierte Sequenzen identifiziert werden konnen (Carulli ef al., 1998). Offentliche

SAGE-Datenbanken finden sich z.B. unter http://www.sagenet.org/ und http:/www.
ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/ (Lal et al., 1999).

Inzwischen wurde SAGE auch zur Bearbeitung von Fragestellungen im Angiogenesekontext
erfolgreich eingesetzt, wie neuere Arbeiten von St Croix et al. (2000) und de Waard et al.
(1999) belegen.

Eine dhnliche Vorgehensweise zur Konstruktion von 3’-endstindigen Genfragmenten verfolgt
tibrigens Kato (1995) in einem modifizierten DD-PCR Ansatz zum Vergleich von doppel-
strangigen cDNA-Pools verschiedener Populationen, indem er anstelle der einfacheren
Verwendung eines Satzes von Forward-Zufallsprimern einen randomisierten Verdau mit
ebenfalls einem Klasse II S-Restriktionsenzym durchfiihrt. An die resultierenden, 64
moglichen unterschiedlichen, in diesem Fall adhdsiven Enden ligiert er sukzessive in 64
Einzelreaktionen einen Pool von ebensovielen Linkern, biotinyliert zur spiteren Aufrei-
nigung. Diese 3’-genendstindigen Fragmente werden mittels PCR amplifiziert (5’-Primer
bindet am Linker, Gegenprimer ist Oligo-dT), aufgereinigt und auf einem PAA-Gel in
gewohnter Weise differentiell analysiert. Die Verwendung von mehreren II S-Restriktions-

enzymen und Oligo-dT-Primern fiihrt zu einer guten Représentation des cDNA-Pools.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/
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Auf der Suche nach verwandten Genen hat sich das homology oder family cloning erfolgreich
einsetzen lassen. Durch die Verwendung eines bekannten Molekiils als Sonde zum Screening
einer cDNA-Library unter unstringenten Bedingungen (oder wahlweise degenerierter Primer
in konservierten Bereichen von bekannten Genen) lassen sich mitunter neue Mitglieder einer
Genfamilie klonieren. Als Beispiel im Angiogenesekontext seien die nach ersterer Strategie
identifizierten Angiopoietine 2-4 genannt (Maisonpierre et al., 1997; Valenzuela et al., 1999).
Eine computerbasierte Variante durchmustert die vorhandenen EST-Datenbanken nach
homologen Gentags, die dann wiederum zu Gesamtgenen integriert und kloniert werden
konnen.

Einen Schritt weiter geht die Arbeit von Vasmatzis et al. (1998), der durch den Vergleich des
Vorkommens von ESTs aus Prostatakrebs-cDNA-Libraries gegen solche aus Normalgewebe
durch elektronische Hybridisierung (ES) Onkogene identifiziert, die er danach im Dotblot und
Northern-blot validiert. Die professionelle Umsetzung dieser Intention repréisentiert das EST-

Projekt ,,BodyMap*“ von 1993 (http://bodymap.ims.u-tokyo.ac.jp/, Hishiki et al., 2000):

Durch die quantitative Umsetzung von (nicht normalisierten) mRNA-Populationen in 3’-
endstindige cDNA-Libraries, PCR-Amplifikation und automatisierte Sequenzierung und
Sequenzanalyse jeder cDNA soll nach und nach eine vollstindige Expressionsdatenbank
samtlicher Gewebetypen oder Zellsorten des Menschen und der Maus entstehen. Die
Expressionsstirke eines Genes wird durch die Anzahl des Auftretens seiner 3’-Sequenztags
(Signatur) reflektiert. Die Expressionsdaten in Bezug auf ein bestimmten Gen werden dabei in
Gen-Signatur-Profilen zusammengefasst und sind via Acc.-No. abrufbar. Eine FASTA-
sequenzbasierte Suche ist in Vorbereitung.

Auch vorhandene DB werden inzwischen hinsichtlich ihrer enthaltenen Expressionsdaten fiir
Gene systematisch ausgewertet und mit experimentellen Daten zusammengefiihrt, was
wiederum in neue Datenbanken miindet. Stellvertretend genannt seien hier die Genecards des
RZPD, Weizman Institut (http://bioinformatics.weizmann.ac.il/cards/) sowie weitere DB

basierend auf SAGE-Daten (s.o.; Lal ef al., 1999). Unter dem Namen ,,digitaler DD* (DDD)

bieten NCI / NCBI einen Algorithmus zur vergleichenden Expressionsanalyse aller in der
UniGene-Datenbank verzeichneten Gen-Cluster, quantifiziert nach Frequenz in ihren
zugrundeliegenden Libraries und mittels statistischen Tests auf signifikante Unterschiede

gepriift (auch als ,,elektronischer Northern-blot“ bezeichnet). Mdglich sind derzeit unter

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ddd.cgi?ORG=Hs multiple Vergleiche zwischen
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Libraries verschiedener humaner Organe oder zwischen verschiedenen Stadien humanen

Prostata-Krebs.

Diese im Oberbegriff data-mining benannten Strategien ziehen mit einem Minimum an
experimentellem Aufwand ,in silico® aus den vielfdltigen EST-Datenbanken nutzbare
Informationen, eine aktuelle Zusammenfassung bieten Gill & Sanseau (2000). Ein
Anwendungsbeispiel zur Identifikation regulatorischer Elemente im Hefegenom zeigt Vilo et
al. (2000). Die Notwendigkeit neuer Werkzeuge zur Interpretation der gewonnen Daten
reflektiert sich auch in der zunehmenden Verfiigbarkeit kommerzieller Software: Interessant
vor diesem Hintergrund und masstabsetzend ist bioSCOUT® von Lion-Bioscience, das
automatisch die strukturellen und funktionellen Informationen zu einer eingesetzten
Gensequenz aus ca. 300 Datenbanken zusammentréigt, mit den Ergebnissen weiterrecherchiert
und dessen Algorithmen ein bewertetes Endergebnis ermitteln (Dr. A. Schmidt, Lion-

Bioscience, personliche Mitteilung).

Eine grundsitzlich andere Strategie zur Identifikation von regulierten Genen verfolgen
sogenannte arrays. Bei ihnen werden zuvor identifizierte Gene oder Genabschnitte im
Dotblotverfahren auf einen Triger wie eine Membran oder einen Glas-Chip aufgebracht, um
dann in vergleichender Hybridisierung mit verschiedenen markierten cDNAs die regulierten
Exemplare zu identifizieren. Auf diese Weise konnen ausschliesslich Gene identifiziert
werden, die im Array enthalten, also schon bekannt sind. Die Entwicklung und Herstellung
eines solchen Arrays ist zundchst mit hohem préparativen Aufwand und Kosten verbunden, so
dass die ersten verfligbaren Arrays zundchst eine Auswahl bekannter und in bestimmtem
Kontext relevante Gene enthielten, wie z.B. der seit 1997 kommerziell erhiltliche Human-
cDNA-Expression Array I der Firma Clontech (Heidelberg) mit 588 Genen. Durch die
Einfiihrung von Robotertechnik und das Voranschreiten der cDNA-Projekte mittels Sequen-
zierung von Libraries im Grossmasstab miindend in zunehmend vollstindige EST-
Datenbanken konnten inzwischen auch hochdichte EST-Arrays anderer Grossenordnung
realisiert werden, wie komplementire ssDNA-Microarrays (Schena et al, 1995) oder
Oligonukleotidarrays (Lockhart ef al., 1996); die spezifischen Vorteile beider Techniken
referieren Watson & Akil (1999).
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Dies fiihrt zu Alternativen, die in einem Experiment eine vollstindige Reprisentation aller
exprimierten Gene einer Zelle, eines Gewebes oder sogar des gesamten Organismus, des
Transkriptoms ermoglichen (ausfiihrlicher DNA-Array-Review von Lockhart & Winzeler,
2000). Iyer et al. (1999) hat in einer richtungsweisenden Arbeit aus damaligen 40.000
humanen UniGene Clustern des [.M.A.G.E.-Konsortiums (Integrated Molecular Analysis of
Genomes and their Expression, Lennon et al, 1996) 10.000 ausgewihlt, fiir die ein
physikalischer Klon zur Verfiigung stand. Dieses 10 k-Set enthilt so vollstindig wie moglich
4000 benannte Gene, weitere 2000 mit anderen Organismen eng verwandte sowie 4000
anonyme Gene. Nach automatisierter Amplifikation wurden die aufgereinigten PCR-Produkte
auf einen Glastriger aufgebracht und fixiert (1,8 x 1,8 cm? enthilt 9996 Elemente im Abstand
von 175 um). Nach dem Design ldsst sich dieser Microarray anschliessend zur Messung
relativer Expression zweier cDNA-Pools im Vergleich verwenden. Dazu wurden die cDNA-
Populationen unterschiedlich farbmarkiert und zu gleichen Teilen gemischt. In der
anschliessenden Hybridisierung mit dem Microarray kompetieren die beiden Populationen um
spezifische Bindungspartner. Das priferentielle Vorkommen einer cDNA in einer der beiden
Populationen (die Expressionsregulation) wird durch die relative Anreicherung des
entsprechenden Fluoreszenfarbstoffes an der Klonposition reflektiert. Somit ldsst sich in
einem Hybridisierungsschritt simultan Induktion als auch Inhibition fiir die Gesamtzahl der
aufgebrachten Gene ermitteln (Prinzip / Protokoll z.B. bei Brown & Botstein, 1999; Duggan
et al., 1999). Nach Abschluss des Human-Genom-Projektes werden in naher Zukunft
vollstdndige cDNA-Pools von Zell- oder Gewebetypen konstruiert sein, ein 15 k-Set aus der
gleichen Arbeitgruppe ist bereits angekiindigt. Einmal konstruiert, l4sst sich ein solcher Chip
maschinell schnell vervielfdltigen (pro Tag 150 Kopien eines 12.000 Gen-Arrays) und in der
Folge zunehmender Verbreitung sinkt auch die Technik in den iiblichen finanziellen Bereich
von Grossgeriten, bei nur marginalen Chip-Kopienkosten (ca. 40 DM fiir ein Hefe-Genom-
Array; alle Angaben aus Brown & Botstein, 1999).

Die Handhabung derartiger Genzahlen erfordert neben Robotern zur Microarrayherstellung
massiven Computereinsatz. Der Umgang mit und die Analyse dieser massenhaft auftretenden,
in ein elektronisches Format umgewandelten und erst noch zu bewertenden biologischen
Daten wird zu dem ,Flaschenhals‘ dieser Technologie; dabei kommt es auf die Umwandlung

der Daten in Information und diese wiederum in Wissen an. Die Strategie bioinformatischer
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Vorgehensweise wird beispielsweise diskutiert in Bassett et al. (1999), Zweiger (1999) und
Brazma & Vilo (2000).

In der zitierten Schliisselarbeit erfolgte die automatisierte Auswertung mit speziell ent-
wickelter Software zur Regulationsberechnung aus dem Verhiltnis der beiden Fluoreszenzen.
Des weiteren ist erstmals eine Clusterung der Ergebnisse nach Expressionsprofilen in
Regulationsstirke und Zeitverlauf sowie funktionellen Gruppen bekannter Gene moglich.
Darin lassen sich dann die Expressionsprofile unbekannter Gene einordnen und so iiber deren
Identifikation der Regulation hinaus eventuell erste Hinweise auf deren Funktion ziehen.
Damit ldsst sich erstmals das gesamte Zellverhalten auf Genexpressionsebene erfassen, da
die erstellten Karten auch als Darstellung des zugrundeliegenden genetisch-transkriptionellen
Programms betrachtet werden konnen, als zusammenhingendes, dynamisch-molekulares Bild
der lebenden Zelle (Brown & Botstein, 1999). Auf diese Weise erscheint eine Perspektive zur
Uberwindung der Limitation zeitgendssischer Molekularbiologie, die eben auch methodisch
verursacht ist: Die Ablosung der Deskription statischer Regulations-Kaskaden durch
dynamische Balancemodelle (fiir Angiogenese z.B. vorgeschlagen von Iruela-Arispe &
Dvorak, 1997; Hanahan & Folkman, 1996; Folkman, 1995) kommt einer Dogmaabldsung
weg von gleichermassen monokausalen Erkldarungs- und Untersuchungsmustern gleich.
Verschiedene Autoren lenken die Aufmerksamkeit auf den Aspekt, dass sich fiir eine
komplexe Erkrankung oftmals kein einzelnes Gen verantwortlich machen lésst; sie ist
vielmehr abhingig von einem ganzen Expressions-Set (Eisenberg et al., 2000; Risch, 2000;
im vaskuldren Kontext: Rubin & Tall, 2000), dessen Gene alle fiir sich genommen ,normal*
erscheinen konnen (Watson & Akil, 1999). Entsprechend der Erkenntnis, dass die Trans-
kription einer Vielzahl von Genen nicht ,an- oder ausgeschaltet® wird, sondern ein relatives
,mehr oder weniger* seiner Genprodukte in Bezug zu den Gegenspielern in einem kompliziert
verschachteltem, analogen Netzwerk (wiederum ausgelost durch die Summe oftmals
gegensitzlicher Stimuli) den Effekt bestimmt (Duggan et al., 1999; Chien, 2000 fiir
kardiologische Erkrankungen), konnen mit entsprechenden Werkzeugen qualitativ vollig neue
Kategorien von Fragen adressiert werden (Vukmirovic & Tilghman, 2000). Allerdings
schrinkt Duggan et al. (1999) ein, dass die Ermittlung purer Expressionsprofile allein nicht
zum Verstidndnis der hochverkniipften und verschachtelten Kontrollregelkreise des Zellver-
haltens fithren kann, sondern statistisch mathematische Ansitze zuséitzlich erforderlich sind.

Beispielsweise konnte eine schrittweise Diskriminanzanalyse aufdecken, welche Gengruppe
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am besten zwischen verschiedenen Probentypen diskriminiert (Zweiger, 1999). In seinem
aktuellen Review stellt Eisenberg et al. (2000) mehrere sowohl experimentelle als auch
computerbasierte Methoden zur funktionellen Clusterung von Proteinen zusammen. Die funk-
tionellen Netzwerke konnen dann metabolische Stoffwechselwege spiegeln, genauso wie
Signalkaskaden oder die Formierung komplexer Makromolekiile wie etwa Ribosomen.

Damit erlaubt die neuartige Erstellung vollstindiger genomischer Karten genetischer
Expression oder Funktion die freie Erkundung eines integrierten Bildes des Gesamtsystems,
im Gegensatz zur Uberpriifung von Theorien und Modellen (Brown & Botstein, 1999). Die
Autoren prophezeien ferner, die daraus abzuleitenden neuen Modelle werden konventionellen
Uberzeugungen widersprechen.

Grosse Bedeutung erlangt vor diesem Hintergrund die vergleichende Untersuchung etablierter
Modellorganismen, deren gesamtes Genom bereits entschliisselt ist, wie Hefe, Fadenwurm,
mehr als ein Dutzend Bakterien und bald die Fliege; Makalowski & Boguski (1998)
analysierten bereits 2800 Sequenzen orthologer Gene von Nagern und Mensch. Nach der
Sequenzierung des humanen Genoms wird die Identifikation von neuen Genen abgeldst durch
deren Funktionsbestimmung. Der erste Schritt dorthin ist zwangsléufig die Ermittlung von
Expressionsmustern und die Analyse der Regulation, so dass den neuen Ansétzen zweiffellos
der Status eines Durchbruchs zukommt. So gesehen hat sicherlich schon eine ,,molekulare
Revolution“ in der Pathologie stattgefunden, eine neue ,,Genom-Ara“ eingesetzt (Going &
Gusterson, 1999). Im nidchsten Schritt zu einem umfassenden Verstdndnis des Lebens auf
molekularer Basis folgt dann die funktionelle Charakterisierung auf Proteinebene, kurz
,Proteomics“, (umfassend definiert im Review von Pandey & Mann, 2000). Diese wird
miinden in das Design auf rationaler Grundlage spezifisch zugeschnittener Wirksubstanzen
(biomolecular engeneering) durch DNA-shuffling, die Rekombination grosser funktioneller
Doménen (aktueller Review von Ryu & Nam, 2000). Erst auf Grundlage dieser Erkenntnisse
werden wirklich aussichtsreiche Ansidtze therapeutischer Intervention fiir genetisch verur-

sachte Leiden realisierbar sein.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Differential Display-PCR (DD) ist eine komparative mRNA-Fingerprinttechnik zur Identi-
fikation differentiell exprimierter Gene durch die vergleichende Darstellung randomisiert
amplifizierter cDNA-Teilpopulationen. Ein optimiert elaboriertes Protokoll dieses Verfahrens
wurde eingesetzt zur genetischen Expressionsanalyse aktivierter Endothelzellen als in vitro-
Modell fiir die Biologie der Angiogenese, der Sprossung von Blutgefdssen aus bereits
bestehenden. Dabei kam ein zweidimensionales in vifro-Modell boviner Aortenendothelzellen
(BAEC) zum Einsatz, bei dem zwei aktivierte, subkonfluent proliferierende Zellpopulationen
ohne und mit Zytokinstimulation (bFGF, Fibroblasten-Wachstumsfaktor II) gegeniiber zwei
konfluent arretierten Populationen ohne und mit Inhibitor (funktionsneutralisierender
Antikorper) desgleichen Zytokins verglichen wurden.

Von den bearbeiteten 107 reproduzierten regulierten Banden aus 90 DD-Primerkombina-
tionen liessen sich 86 Genfragmente zwischen 300-1200 bp reamplifizieren und klonieren.
Davon konnte fiir 47 Fragmente (55%) die Regulation im Northern-blot verifiziert werden,
eine methodenspezifisch iiberdurchschnittliche Positivrate. Die bearbeiteten 41 hochregu-
lierten Fragmente liessen sich im Sequenzdatenbankabgleich auf 35 distinkte Gene
zuriickfiihren, 16 neue und 19 bekannte Gene, darunter das Proteasom, Endothelin 1, Throm-
bospondin 1, Caveolin 1, Lipocortin 1, aG; sowie verschiedene Hitzeschockproteine. Fiir
samtliche neuen Gene wurden die Expressionsmuster in 8 verschiedenen Organgeweben und
dem physiologischen Angiogenesemodell des weiblichen ovariellen Zyklus im Northern-blot
bestimmt. Fiinf ausgewéhlte neue Gene konnten mittels EST-Datenbank (expressed
sequencetags) durch {iiberlappende Integration vollstindig identifiziert und kloniert werden
und sind in der EMBL-Datenbank deponiert. Deren eingehendere Charakterisierung erbrachte
einen membranstindigen (40-9-1) und 4 16sliche Proteinkandidaten, darunter zwei mit
metabolischem Bezug (40-9-1, 42-9-9), ein Zellzyklusregulator (40-6-3) sowie einer mit
partieller Homologie zu einem Transkriptionscoaktivator (40-2-3). Von besonderem Interesse
im angiogenen Kontext sind davon das 10-transmembrandse Transporterproteinhomolog (40-
9-1) und die regulativen Elemente (40-2-3, 40-6-3), sowie der verbleibende Kandidat (67-11-
3) ohne ndher bestimmte Funktion, fiir deren weitere Analyse strategische Ansitze erstellt

wurden.
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Die Arbeit adressiert die generellen Vor- und Nachteile von DD und diskutiert sie ausfiihrlich
im Spiegel aktueller Ansitze des Expressions-profilings. Dabei werden die beiden gegen-
wirtigen Limitationen von Expressionsanalysen herausgearbeitet, nimlich die {iberwiegend
noch ausstehende Bearbeitung der meisten identifizierten Kandidaten sowie die Unvoll-
standigkeit und Ungenauigkeit gegenwirtiger Datenbanken miindend in die Auswahl bearbei-
teter Kandidaten nach pragmatischen anstelle biologischer Kriterien. Demgegeniiber steht das
beachtliche Potential der neuen genomweiten Expressionsanalysen in der angehenden

,genomischen Ara‘ nach der vollstindigen Sequenzierung des humanen Genoms.
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7. ANHANG

7.1 EMBL-GENBANK-SUBMISSION

Im folgenden aufgefiihrt sind die -im Zuge der Arbeit- in der EMBL-Gendatenbank

deponierten neuen Gene bzw. Genfragmente mit den dazugehdrigen Acc.-Nos.:

Tab. 12: Gensubmissions

Gen Spezies cds Sequenz Genbank-No.
human Gen komplett | 3450 bp AJ344094
40-2-3 bovin komplett 1196 bp AJ344095
murin partiell 945 bp AJ344096
40-6-3 human komplett 1555 bp AJ344097
bovin partiell 304 bp AJ344098
40-9-1 human komplett 4811 bp AJ344099
bovin partiell 1400 bp AJ344100
human komplett 728 bp AJ344101
42-9-9 bovin partiell 484 bp AJ344102
murin komplett 543 bp AJ344103
human komplett 1577 bp AJ344104
67-11-3 bovin partiell 401 bp AJ344105
murin komplett 947 bp AJ344106
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7.2 ABKURZUNGEN

o Antikorper

Acc.-No. Accession-Nummer

ad bis auf ... hinzugeben

Amp Ampicillin

AP alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséure

ATCC american type culture
collection

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-
phosphat

bidest. zweifach destilliert

bp Basenpaar

BrdU 5-Bromo-2‘-Desoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin

°C Grad Celsius

cpm counts per minute

C-Terminus Carboxyl-Terminus eines
Proteins

cds kodierende Sequenz

d Tag(e)

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

dGTP Desoxyguanidintriphosphat

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

ddNTP Didesoxynukleosidtri
phosphat

dTTP Desoxythymidintriphosphat

dUTP Desoxyuraciltriphosphat

DD Differential Display

DEPC Diethylenpyrophosphat

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNase Desoxyribonuklease

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

ELISA enzym linked immunosorbent
assay

EMBL European Molecularbiology
Laboratory

EtOH Ethanol

FCS fetales Kélberserum

FGF fibrobloast growth factor

g

Gramm

HGP
HRP
IPTG

kb
kD

LB
Lsg.
Lst

1)
mA

min
mol
MOPS
mRNA
n

NBT
NCBI

No
N-Terminus

OD
opt.
ORF
p.a.
PAA
PAGE

PBS
PCR
PMSF
PVA
RNase
rpm
RT

SDS

Stunde(n)
Human-Genom-Projekt
Horseraddish-Peroxidase
Isopropyl-B-D-
galaktopyranosid

kilobasen

Kilodalton

Liter

Luria-Bertani

Losung

Léngenstandard

molar

milli oder Meter, kontext
abhéngig

micro

Milliampere

Minute(n)

Mol
Morpholinopropansulfonsdure
messenger Ribonukleinsdure
nano
p-Nitrotetrazoliumblauchlorid
National Center of
Biotechnology Information
Nummer

Amino-Terminus eines
Proteins

optische Dichte

optional

offener Leserahmen

zur Analyse

Polyacryamid
Polyacrylamidgelelektro
phorese

Phosphat gepufferte Saline
Polymerase-Ketten-Reaktion
Phenylmethylsulphonylfluorid
Polyvinylalkohol
Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur,

Reverse Transkriptase,

(je nach Kontext)
Sekunde(n)
Natriumdodecylsufat
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ssDNA
TAE

TE

TBE
TBS
TEMED

Tm
Tris

Tween

/N

einzelstringige DNA
Tris-Acetat-EDTA
Tris-EDTA
Tris-Borat-EDTA
Tris-Borat-Saline
N,N,N,N*-
Tetramethylendiamin
Annealingtemperatur
Tris(hydroxymethyl)amino-
methan
Polyoxyethylensorbitanmono-
laurat

unit

iber Nacht

UTR

VEGF

X

Xg
X-QGal

Zellen ¢
Zellen g
0

untranslatierte Region
(eines Gens)

Volt

vascular endothelial growth
factor

-fach

fache Erdbeschleunigung
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-
D-Galaktosid

konfluent kultiviert
subkonfluent kultiviert
unbegrenzt
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7.3 ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS
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