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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Tumorgenese

Im Normalgewebe reguliert die Balance von Zellteilung, Differenzierung und
programmiertem Zelltod (Apoptose) die Gewebehomdbostase (Wagener, 1999).
Wenn diese aus dem Gleichgewicht gerat, kann sich Tumorgewebe entwickeln. Die
Tumorentstehung und -progression bis zur Metastasenbildung wird durch erworbene
und/oder vererbte Aberrationen bedingt (Abb 7). Diese Veranderungen betreffen
Gene, die man vereinfachend in zwei Klassen unterteilen kann: Onkogene und
Tumorsuppressorgene, TSG. Diese Aberrationen sind von besonderer Bedeutung in
speziellen Tumorstammzellen, denen neuerdings eine entscheidende Rolle fur die
Tumorprogression bis hin zur Metastasierung zugeschrieben wird (Wicha et al.,
20086).

Genetic Genetic

alteration alteration
OOO () Genetic C:’OOO O O f/ OOO Oofl OOO..
OOO O~ aMeraton O @ O OOOO O.. OO...... O....O
O OOO O Environmnhloo O O OO OO O ‘ O. i.OO . ..O
O factor O O 0O O % (o) .O o . '. [l i

O

N°"“" tissue Pre-malignant Iulon Primary tumor O0% Metaslasla

O : normal cell, Q: pre-malignant cell, @ : malignant cell without metastatic ability, @ : malignant cell with metastatic ability

Abb 1: Entwicklung eines Normalgewebes zum Primartumor bis zur Metastase. ,,Stepwise
malignant progression of human cancer in association with accumulation of genetic alterations in
cells.” Schematische Darstellung aus (Yokota, 2000).

1.1.1 Genetische Alterationen bei der Tumorgenese

Die Produkte von sowohl Onkogenen als auch TSG spielen normalerweise eine
Rolle bei der Proliferation, Differenzierung und Apoptose (Alberts et al., 2002;
Yokota, 2000). Die Produkte der Onkogene verhalten sich proliferationsférdernd. Hier
reicht die Mutation eines Allels aus, um einen onkogenen Effekt zu erzielen. Die
Produkte der TSG verhalten sich dagegen eher proliferationshemmend. Die TSG
sind in der Regel rezessiv, d.h. beide Allele missen mutiert sein.

Durch Mutationen, Amplifikation oder Rearrangement kann ein Proto-Onkogen zu
einem Onkogen werden (Todd and Wong, 1999). Als Beispiel daflir sei die
Genfamilie RAS genannt (Bos, 1989). Das sind GTPasen, die durch die

alternierende Bindung der Nukleotide GDP oder GTP als molekulare ,Schalter” in

1



Einleitung

Signaltransduktionsketten fungieren. Das Proto-Onkogen HRAS, um ein Beispiel der
RAS-Familie zu nennen, wird in verschiedenen Tumoren durch Punktmutationen
aktiviert, die gehauft in Codon 12 lokalisiert sind. Durch diese Mutationen wird HRAS
zu einem Onkogen transformiert, das als konstitutiv aktives Signalmolekil zu einer
deregulierten Signallbertragungskaskade in Tumoren fihrt. Ein Beispiel fir die
Tumorentstehung durch Amplifikation und/oder Uberexpression eines Onkogens ist
HER-2/neu in ovarialen Tumoren und Mammakarzinomen. Die Amplifikation von
HER-2/neu korrelierte mit schlechter Prognose (Slamon et al., 1989). Eine
Punktmutation des Her-2/neu-Gens fihrt zu einer Zellzyklus-unabhéangigen
Kinaseaktivitat und stimuliert dadurch die Proliferation (Kiyokawa et al., 1995).

In humanen Tumorzellen werden die TSG in der Regel durch genetische und/oder
epigenetische Veranderungen inaktiviert (Braga et al., 2003; Knudson, 1971). Den
Ablauf einer solchen Inaktivierung beschreibt die klassische ,two-hit* Hypothese, die
fir das Retinoblastom, einen kindlichen Augentumor, anhand des RB1-Gens
entwickelt wurde (Abb 2) (Knudson, 1971; Richards, 2001). Das RB1-Gen ist eines
der ersten und am besten untersuchten TSG. Ein Retinoblastom ist die Folge des
Funktionsverlustes beider Kopien des Retinoblastomgens. Im Falle der erblichen
Disposition handelt es sich um eine Keimbahnmutation im RB1-Gen, ansonsten sind
beide Mutationen somatisch (Lohmann et al., 1997). Beide Allele eines TSG missen
in der Regel inaktiviert sein, damit eine maligne Lasion entsteht. Die Inaktivierung
kann durch Mutationen wie beim RB1-Gen erfolgen oder durch Allelverluste und
Deletionen. Letztere kénnen durch Analysen des Verlustes der Heterozygotie
detektiert werden (loss of heterozygosity, LOH) (Cavenee et al., 1983; Imreh et al.,
2003).

Chromosomenabschnitte, welche ein TSG enthalten, kénnen auch durch die
Komparative Genomhybridisierung (CGH) detektiert werden (Imreh et al., 2003). Des
weiteren konnten auch Fusionshybride aus Tumorzellen und nichttumorésen Zellen
Hinweise auf TSG-Aktivitat geben, wobei diese Hybridomazellen eine supprimierte
Tumorigenitat in immundefizienten Mausen aufwiesen. Dies kann als Hinweis darauf
gedeutet werden, dass tumorsupprimierende Eigenschaften auf das synthetische
Gesamtsystem Ubertragen wurden. Schon einzelne Chromosome beziehungsweise
Chromosomenabschnitte vermochten die Tumorigenitdt von Hybridomazellen
herunterzuregulieren (Kholodnyuk et al., 2006). Das Auftreten von Revertanten
solcher Hybridomazellen wurde dann wieder dem Einfluss von Mutationen einzelner

TSG zugeschrieben.



Einleitung

a TSG mutation in a normal cell, leading to sporadic cancer

Deletion
Wild-type New = -—
TSGs Z=all mutation/ Progression to
> > > tumour farmation

First *hit’ Second 'hit’

(e.g. a mutation (e.g. a deletion

in one copy in the other copy
of the TSG) of the TSG)

b TSG mutation in a cell with a germline mutation, leading to familial cancer

Deletion

Inherited —
germline 5
mutation ) N rogression to
inTSG tumour formation

First “hit’ Second 'hit’

(the germline (e.g. a deletion
mutation) in the other copy
of the TSG)

Knudson's two-hit hypothesis for tumourigenesis involving a tumour
suppressor gene (TSG)

Abb 2: ,Two-hit“-Hypothese. Transformation einer Zelle durch Inaktivierung eines TSG. Normale
Individuen haben zwei normale Kopien von TSG, so dass zwei ,hits*, Mutationen, nétig sind, um eine
Tumorerkrankung zu initieren [a]. Individuen mit einer Keimbahnmutation eines TSG haben bereits
den ersten ,hit“ und bendtigen zur Tumorentwicklung nur noch eine zweite Veranderung [b]. Nach
Knudson aus (Richards, 2001).

Die Einteilung in Onkogene und TSG ist nicht streng dogmatisch zu sehen.
Genprodukte wie z.B. von JUNB kénnen je nach Zustand der Zelle sowohl
tumorsuppressive als auch onkogene Wirkung zeigen (Farras et al., 2008).

Bisher beschriebene Onkogene und TSG sind in der Regel proteinkodierende Gene.
Auch microRNA (kleine, nicht protein-kodierende RNA) kann durch Mutationen,
Deletionen, Amplifikationen und/oder veranderte Expressionen sowohl onkogenes
Potenzial als auch tumorsupprimierende Eigenschaften aufweisen (Esquela-
Kerscher and Slack, 2006; Negrini et al., 2007). Haufig kodieren sogenannte fragile
Regionen des Genoms, wie z.B. FRA3B (Braga et al., 2003; Huebner, 2001;
Kholodnyuk et al., 2006), nicht nur fir TSG, sondern auch fir microRNAs. Als eine
instabile  Chromosomenregion gilt auch der Abschnitt 3p21.1-21.2, der oft in
Bronchial- und Mammakarzinomen deletiert ist und in deren Nahe FAM107A Kkartiert
wird. Dieses Areal kodiert auch fir zwei microRNAs, let-7g und 135a-1 (Calin et al.,
2004). Die ektopische Expression von let-7g supprimiert das Wachstum von murinen
und humanen groBzelligen Bronchialkarzinomen (Kumar et al., 2008).
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1.1.2 Epigenetische Alterationen bei der Tumorgenese

Wird die Funktionalitat genetischen Materials ohne Modifikation der Basensequenz
verandert, spricht man von epigenetischer Regulation beziehungsweise Modulation
(Dammann, 2004). Einerseits kann die DNA im Promotorbereich an den Cytosin-
Basen methyliert werden. Andererseits kénnen die Histonproteine durch
Azetylierung, Methylierung, Ubiquitinylierung und Phosphorylierung modifiziert
werden. Sowohl DNA- als auch Histonproteinmodifikationen kénnen eine Bindung
von Transkriptionsfaktoren an spezifischen Erkennungssequenzen und somit die
Genexpression beeinflussen (Feinberg and Tycko, 2004; Nan et al., 1998). Die
Analyse von CpG-reichen Sequenzen am 5'-Ende von Genen, sogenannte CpG-
Inseln (Bird, 1986), gibt ersten Aufschluss dariber, ob eine Inaktivierung des Gens
zu erwarten ist. CpG-Inseln sind im Normalgewebe nicht methyliert, wahrend sie im
Tumorgewebe vorzugsweise im Promotorbereich von Genen methyliert werden
kénnen (Dammann, 2004). Dies kann zur Abschaltung der entsprechenden Gene
fihren und zur Tumorentstehung oder -progression beitragen (Esteller, 2005; Szyf,
2005). In Tumorgewebe und im Modell von Tumorzelllinien kann die Transkription
nach Methylierung durch eine Behandlung mit Decitabin, einem DNA-
Methyltransferase-Inhibitor, wiederhergestellt werden. Ein Beispiel fur die
Inaktivierung der Genexpression durch Methylierung eines TSG st die
Herunterregulation des Transkriptes des Gens FHIT. Im Intron zwischen dem 1. und
2. Exon von FHIT befindet sich eine CpG-Insel, die in 54% der untersuchten Félle in
klarzelligen Nierenkarzinomen methyliert ist (Kvasha et al., 2008).

Eine Chromatinmodifikation durch Modulation der Histone bewirkt, dass die
Genexpression sterisch behindert oder auch geférdert werden kann (Rodenhiser and
Mann, 2006; Seo et al., 2008). Dabei werden die Amino-Enden der Histonproteine
chemisch modifiziert. Die Histonazetylierung ist mit transkriptioneller Aktivitat
assoziiert, da sie zu einer ,Auflockerung® der Chromatinstruktur fahrt. Die
Histondeazetylierung korreliert dagegen mit transkriptioneller Repression.
Behandlungen von Zellen mit Inhibitoren wie Histondeazetylasehemmern, z.B.
Trichostatin (TSA) beeinflussen die Chromatinstruktur, so dass eine Genexpression
wieder moglich wird. Ein Beispiel hierfir ist das putative TSG DLEC1, dessen
Expression nach TSA-Behandlung in ovariellen Tumorzelllinien hochreguliert wurde
(Kwong et al., 2006).
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1.2 Das humane FAM107A

Im Zuge der Suche nach TSG auf dem Chromosomenabschnitt 3p wurde das Gen
FAM107A (family with sequence similarity 107, member A, DRR1, TU3A) gefunden.
Je nach Beschreiber wurde das Gen entweder DRR1, downregulated in renal cell
carcinoma (Wang et al., 2000), oder TU3A, Tohoku University cDNA clone A on
chromosome 3 (Yamato et al., 1999) genannt. Die Bezeichnung DRR1 ist nicht zu
verwechseln mit dem namensgleichen Gen Drr1, developmentally regulated repeat
element-containing transcript 1, das ein anderes Gen einer anderen Spezies,
namlich der Maus (Mus musculus) darstellt beziehungsweise DRR1, TOR1, ein Gen
der Spezies Saccharomyces cerevisiae. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird die
offizielle Bezeichnung FAM107A nach HUGO Gene Nomenclature Committee,
HGNC: 30827 (Wain et al., 2002) angewandt, auch wenn in einzelnen
Veréffentlichungen andere Bezeichnungen verwendet werden (Tab 8.1, S.145f.).

Der kurze Arm des Chromosoms 3 (3p) ist oft in menschlichen Tumoren deletiert.
Homozygote Deletionen wurden besonders in 3p12-p14 und in 3p21.3 beschrieben
(Imreh et al., 2003; Kholodnyuk et al., 2006; Kok et al., 1997; Zabarovsky et al.,
2002). Dies lasst die Anwesenheit von TSG in diesen Regionen vermuten. Einige
Gene mit Tumorsuppressoreigenschaften wurden bereits beschrieben, so z.B. VHL
(Braga et al., 2003; Zabarovsky et al.,, 2002) oder RASSF1 (Braga et al., 20083;
Huebner, 2001; Kholodnyuk et al., 2006; Kok et al., 1997; Zabarovsky et al., 2002).
Molekulare und zytogenetische Analysen legen die Existenz weiterer TSG in den
Regionen 3p12-13 und 3p14-21 nahe (Zabarovsky et al., 2002). Speziell eine 630kb
groBe Region in 3p21.3 (lung cancer tumor suppressor gene region, LUCA-TSG-
Region) wurde definiert durch Uberlappende, homozygote Deletionen in Bronchial-
und Mammakarzinomen (Kholodnyuk et al., 2006; Lerman and Minna, 2000). Die
Abbildung 3 zeigt auch die Lokalisation von FAM107A, hier noch bezeichnet als
DRR1, und macht deutlich, dass die spezielle Region um FAM107A in den
untersuchten Zelllinien nicht homozygot deletiert ist.

Die ldentifikation von FAM107A gelang bei der Analyse der Region um den Marker
D3S1067, der in der Mehrzahl klarzelliger Nierenzellkarzinome mit 56% von allen
getesteten Proben die haufigsten Allelverluste (LOH) aufwies (Orikasa et al., 1998;
Wang et al., 2000; Yamato T, 1999). In den inzwischen bekannten Sequenzen des
menschlichen Genoms kartiert FAM107A 94kB distal von D3S1067 (Braga et al.,
2003; Huebner, 2001; Kent et al., 2002; Wang et al., 2000). Je nach Beschreiber
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gehdrt dieser Chromosomenabschnitt zu 3p21.1 (Maglott et al., 2005; Wang et al.,
2000) beziehungsweise 3p14.2 (Kent et al., 2002).
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Abb 3. LUCA-TSG-Region. Lokalisierung von CER1: common eliminated region 1, CER2: common
eliminated region 2, FER: frequently eliminated region, definiert durch Uberlappungen von
verschiedenen homozygoten Deletionen in 3p22-p14 in menschlichen Karzinomzelllinien. Diese sind
gekennzeichnet durch die Angaben in den Flaggensymbolen (Daigo et al., 1999; Huebner et al., 1998;
Lerman and Minna, 2000). Die Positionen der Marker in Mb-Distanzen auf dem Chromosom 3p sind
aktualisiert worden entsprechend dem Human Genome Browser von UCSC, in der Veréffentlichung
vom Marz, 2006 (Kent et al., 2002). Nach Kholodnyuk et al., 2006.

1.2.1 Struktur des FAM107A-Gens und seiner Haupttranskripte

Die genaue chromosomale Lokalisation der Referenzsequenz-mRNA, angegeben in
Basenpaaren, ist der Bereich der Basenpaare 58.538.531 bis 58.524.884bp (Maglott
et al., 2005) auf dem Minus-Strang von 3p. Die Datenbank NCBI (Wheeler et al.,
2000) fuhrt zwei Referenzsequenzen an, NM_007177, FAM107A Transkriptvariante
1-mRNA und NM 001076778, Transkriptvariante 2-mRNA (Abb 4). Der potenzielle
offene Leserahmen (open reading frame, ORF) umfasst 435bp (Basenpaar 560-994,
NM_007177) (Wang et al., 2000).

In Nierenzellkarzinomzelllinien wurden unterschiedliche Punkitmutationen detektiert,
die auch zu einem Aminosaureaustausch fihrten: in Codon 19 eine
Basensubstitution in vier von zwdlf untersuchten Zelllinien, eine in Codon 15 (Wang
et al.,, 2000). Daneben kamen in den untersuchten Zelllinien Polymorphismen in
Codon 89 und 104 vor. In 34 untersuchten primaren renalen Zellkarzinomen wurden

diese Punktmutationen nicht detektiert.
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Abb 4: FAM107A-Gen: Transkriptvarianten 1 (oben) und 2 (unten). Darstellung der Exon-
Intronstruktur. Transkriptvariante 1 umfasst 3.465bp mit 5 Exons, Transkriptvariante 2 3.367bp mit 4
Exons. Der Unterschied besteht darin, dass Exon 2 (Basenpaar 457 bis 554, Transkriptvariante 1)
nicht in der Variante 2 enthalten ist. Das Gen mit Introns umfasst 13.648bp, gemessen vom
Transkriptionsstart, Exon 1, bis einschlieBlich Exon 5 (genomische Referenzsequenz NC_000003,
Chromosom 3, reference assembly, complete sequence, 199501827bp, 30-AUG-2006 (Wheeler et al.,
2000). Grin: Exon 1 (456bp); rot: Exon 2 (98bp); blau: Exon 3 (175bp); lila: Exon 4 (157bp); gelb:
Exon 5 (2.579bp); Introns sind als Licken zwischen den exonischen Sequenzen angedeutet. Die
Abbildung ist nicht maBstabgerecht.

1.2.2 Das Proteinprodukt des FAM107A-Gens

Die In-vitro-Translation der kompletten Sequenz der mRNA von FAM107A
(Volllange) fihrt zu einem Genprodukt von 144 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von 18kDa (Wang et al., 2000). Das rekombinante Protein,
bezeichnet als rDRR1, war nach In-vitro-Translation der FAM107A-ORF-mRNA ein
I6sliches Protein mit einem Molekulargewicht von ~18,7kDa. Da die Léslichkeit des
letztgenannten rekombinanten Proteins temperaturabhangig war, waren ~80% bei
37°C léslich, dagegen nahezu 100% bei 20°C (Zhao et al., 2008). Dies ist fir In-vitro-
Analysen wie z.B. fir die Extraktion des Proteins von Bedeutung.

Das Protein enthélt eine putative ,coiled coil’-Doméane (aa66-112, 095990) (Wheeler
et al., 2000) und zwei Bereiche geringer Komplexitat (,low complexity“, aa81-90 und
aa97-100). Bei Proteinen mit ,coiled coil-Domanen handelt es sich um eine
besondere Sekundarstruktur der Proteine, bei der sich mehrere Helices eines oder
mehrerer Proteine aneinanderlagern kdnnen, was von zentraler Bedeutung fur
Protein-Protein-Wechselwirkung sein kann (Lupas, 1996). Beschrieben werden zwei
mdgliche Isoformen 1 und 2, wobei das Vorkommen von Isoform 2, die noch ein
Intron enthalt, nicht experimentell belegt ist (Wheeler et al., 2000). Des weiteren
weist das Genprodukt von FAM107A eine Domane mit unbekannter Funktion auf,
,0omain of unknown function 1151 (DUF1151; Conserved Domains Database,
CDD: 70111) (Marchler-Bauer et al., 2007). Diese ist bei einer Vielzahl von
hypothetischen eukaryotischen Proteinen mit unbekannter Funktion zu finden (Pfam.
06625) (Finn et al., 2006). Zu diesen gehdrt ebenfalls FAM107B als zweites Gen der
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Familie ,family with sequence similarity 107 (validierte Referenzsequenz
NM_031453, 3.785bp, 5 Exons). Diese Proteindomane DUF1151 findet sich in 26
unterschiedlichen Spezies von Coelomata, unter anderem beim Schimpansen (Pan
troglodytes), der Maus (Mus musculus) oder der Fruchtfliege (Drosophila
melanogaster) (Abb 55) (Marchler-Bauer et al., 2007; Zhao et al., 2007). Somit ist
diese Homologie zum humanen FAM107A innerhalb der Coelomata hochkonserviert,

was auf eine wichtige Funktion dieser Proteinstruktur hinweist.

A BC D E
+ _
DUF1151 »coiled coil“-Doméne

Abb 5: FAM107A-Genprodukt. Schematische Darstellung folgender Regionen (Angaben in aa):

Region 16-133aa: Domane DUF1151 (095990) (Wheeler et al., 2000)
Region: 66-112aa: putative ,coiled coil’-Doméane, experimentell nicht belegt (095990)
(Wheeler et al., 2000)

A Gesamtlange des Proteins FAM107A: 144aa

B aal5. Variante: L -> M (in Ovarial- und Nierenzellkarzinomzelllinien) (Wang et al.,
2000)

C aal9: Variante: P -> L (detektiert in einer Nierenzellkarzinomzelllinie) (Wang et al.,
2000)

D

E

Das Genprodukt von FAM107A ist ein mutmaBlich sowohl nukledr (Wang et al.,
2000; Zhao et al., 2007) als auch im Zytoskelett (Petrecca et al., 2003; Simpson et
al., 2000) lokalisiertes Protein (Locus: O95990) (Wheeler et al., 2000), dem eine
antiproliferative Aktivitat zugeschrieben wird ( Wang et al., 2000; Zhao et al., 2007).

Ob es sich somit hierbei um ein Strukturprotein handelt, ist noch unklar.

1.2.3 Mégliche Funktionen von FAM107A (Stand der Forschung )

In Normalgewebe wird das FAM107A-Transkript in vielen Geweben exprimiert. Eine
mdgliche Bedeutung von FAM107A besonders fir neuronale Strukturen zeigte eine
Meta-Analyse von cDNA-Microarraydaten auf (Chong et al., 2007). Danach wurde
FAM107A zusammen mit den Ampa-Rezeptoren, Neurotransmitter-Rezeptoren im
Gehirn (GRIA1, GRIA2, GRIA3, GRIA4), exprimiert. Zuséatzlich fanden sich bei dem
Gen FAM107A vergleichbare Promotorstrukturen, weshalb man annehmen kann,
dass die AMPA-Rezeptoren und FAM107A &hnlich reguliert werden.

Auch fir die Entwicklung neuronaler Strukturen kénnte FAM107A von Bedeutung
sein. So fand sich die homologe Xenopus-FAM107A-mRNA hauptsachlich entlang

von Ektoderm und Mesoderm in Whole-mount-in-situ-Hybridisierungen (Zhao et al.,
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2007), in der spateren Embryogenese im Hirn, Herz und Somiten. In allen Stadien
der frihen embryonalen Entwicklung wurde die FAM107-mRNA exprimiert, wobei die
Expression mit der embryonalen Entwicklung zunahm und in allen untersuchten
Geweben detektiert wurde. Eine vergleichsweise hohe Expression fand sich im Hirn
(ohne genauere Spezifizierung) und im Herzen. Humane embryonalen Stammzellen
(human embryonic stem cells, ESC), die sich nach acht bis zehn Tagen zu
primitivem Neuroektoderm differenzierten und weiter zu definitivem Neuroepithel,
wurden mittels cDNA-Microarrays analysiert (Pankratz et al., 2007). Die
Genexpression zwischen der Entwicklung nach 10 und nach 17 Tagen unterschied
sich im allgemeinen kaum. FAM107A-mRNA dagegen wurde zusammen mit den
Transkripten von weiteren neun Genen hochreguliert, unter anderem mit TSG wie
ST18 und GADD45G. Diese Daten unterstreichen eine mdgliche Rolle von FAM107A
bei der embryonalen Genese.

Es existieren Hinweise darauf, dass FAM107A als TSG fungieren kénnte. So konnte
nach transienter Transfektion von FAM107A-cDNA in die Nierenkarzinomzelllinien
HTB-44 und HTB-46 eine retardierte Proliferation transfizierter Zellen im Vergleich zu
den Kontrollen festgestellt werden (Wang et al., 2000). Dieser Effekt wurde auch bei
der Lungenkarzinomzelllinie A549 beobachtet (Zhao et al., 2007), wobei diese mit
einem Vektor transient transfiziert wurde, der das FAM107A-Homologe des
Afrikanischen Krallenfroschs (Xenopus laevis) enthielt. Desweiteren zeigten Studien
eine Herunterregulation von FAM107A-mRNA in soliden Tumoren (Ancona et al.,
2006; Evans et al., 2001; Fathallah-Shaykh et al., 2003; Febbo and Sellers, 2003;
Wissmann, 2002). Bei Gliomen wurde mit der suppressiven
Subtraktionshybridisierung (SSH) in drei von vier Tumorpaaren (Primartumor, Gliom
WHO Grad Il versus Rezidivglioblastom, Gliom WHO Grad [V) eine
Herunterregulation von FAM107A auf transkriptioneller Ebene gefunden (van den
Boom, 2004), was in denselben Proben und in finf weiteren von sieben
Probenpaaren durch Real-Time-RT-PCR (quantitative RT-PCR, gRT-PCR) bestatigt
wurde. Diese signifikant niedrigere Expression von FAM107A-mRNA in priméren
Glioblastomen gegeniber diffusen Astrozytomen wurde mit der malignen
Progression von Gliomen assoziiert (van den Boom et al., 2006). Unterstitzt werden
die Expressionsdaten von Ergebnissen genomischer Analysen. So zeigte eine CGH-
Analyse mit cDNA-Microarrays von insgesamt 14  nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (6 Plattenepithelkarzinome, SQCA; 8 Adenokarzinome, ADCA)
eine Reduktion der Kopienzahl von FAM107A in 11 von 14 Fallen (79%) (Jiang et al.,
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2004). Des weiteren wurden in einem Mausmodell in AS-Mausfibrosarkomzellen das
humane Chromosom 3 per Zellfusion eingebracht und Hybride anschlieBend in
SCID-Mause injiziert (Kholodnyuk et al., 2006). Gewachsene Tumore wurden den
Méausen entnommen, in vitro kultiviert und analysiert. Mittels RT-PCR wurde die
Expression von solchen 3p-Genen analysiert, die in bekannte Regionen
chromosomaler Instabilitat bei Malignomen kartieren. Die Expression von FAM107A-
mRNA war neben der anderer Gene in zwei von neun ,chr3+“ Tumoren
herunterreguliert und in  sieben  weiteren verloren gegangen. Bei
Kolonkarzinompatienten  korrelierte  hochreguliertes  FAM107A  mit  einer
vergleichsweise guten Uberlebensprognose (Eschrich et al., 2005).

Zu den Ergebnissen, die fir eine Funktion von FAM107A als TSG sprechen, gibt es
auch widersprichliche Beobachtungen. In follikuldren Schilddriisenkarzinomen fand
sich gegentber follikularen Schilddrisenadenomen eine Hochregulation (Barden et
al., 2003). Des weiteren fand sich eine Hochregulation bei BRCA1-positiven,
hereditdren Mammakarzinomen (Dudaladava et al., 2006). BRCA1-positive
Mammakarzinome zeichnen sich durch eine frihe Manifestation, eine hohe
Tumorigenitdt und verstarkte Lymphozyteninfiltration aus. Beim Wilms Tumor
korrelierte die Hochregulation von FAM107A-mRNA auch mit schlechterer Prognose
(Takahashi et al., 2002). Des weiteren gibt es Untersuchungsergebnisse, die
FAM107A als ein Gen identifizerten, das bei Gliomen mit augmentierter Invasion
einhergeht (Petrecca et al., 2004; Petrecca et al., 2003; Waldkircher de Oliveira et
al., 2005). Dabei schien MAP1A ein FAM107A-assoziiertes Genprodukt zu sein und
die Invasion zu férdern. Die letztgenannten Ergebnisse wurden bisher nur als
Abstracts veroéffentlicht.

Ein weiterer Aspekt ist eine mobgliche Regulierbarkeit der transkriptionellen Aktivitat
von FAM107A. Im Rahmen einer Cortisonbehandlung war die Expression dieses
Gens beispielsweise in primdren bronchialen Epithelzellen beziehungsweise
Linsenzellkulturen hochreguliert (Chari et al., 2005; Gupta et al., 2005; Rozsa et al.,
20086).

1.3 Methodische Uberlegungen

1.3.1 Zellkultursysteme

In vorliegender Arbeit wurden Expressionsanalysen unter anderem an
Gewebeproben  durchgefihrt. Desweiteren wurden immortalisierte  Zellen
(Zellkultursysteme) genutzt. In  Zellkulturen kann unter Umstanden die
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Genexpression durch Einflisse wie Tageszeit, Konfluenz oder Temperatur moduliert
werden. Von Nachteil fir Analysen in Zellkulturen ist die Tatsache, dass Zellen in
Zellkulturen in der Regel als eine heterogene Population vorliegen. Ferner werden
auch Kontaminationen in Zelllinien beschrieben (Drexler et al., 2003; O'Brien, 2001).
Auch wenn, wie schon in frlheren Untersuchungen festgestellt wurde, sich die
Ergebnisse von In-vitro-Untersuchungen nicht vollstandig auf natdrliche
Gewebezellen Ubertragen lassen, flhren diese Versuche in jedem Fall zu
brauchbaren ersten Ergebnissen, die mit In-vivo-Modellen wie im Mausmodell
Uberprift werden kdnnen. Zur Charakterisierung von Genen kénnen Vektoren
konstruiert und Zelllinien hergestellt werden, die das entsprechende Genprodukt
stabil exprimieren (Bonetta, 2005).

1.3.2 In-vitro-Tumorigenitatsmarker

Diverse Parameter kdnnen analysiert werden, die einen malignen Phanotyp von
Zellen anzeigen. Erste Aufschlisse darlber kann eine veranderte Morphologie der
Zellen geben. Unterschiede in der Proliferation der Zellen kdnnen durch
Surrogatmarker wie die Expression von Ki67/Mib1-Antigen detektiert werden. Das
Wachstum von Zellen in Weichagarmedium zeigt kontakt-unabhangiges Wachstum
an und ist ein Indikator fir Tumorigenitat (Carney et al., 1980). Als weiterer
Tumormarker kann die Expression von Survivin gemessen werden. Survivin gehort
zu der IAP-Genfamilie (inhibitor of apoptosis), die fir negativ regulatorische Proteine
kodieren, die apoptotischen Zelltod verhindern. Oft wird Survivin in Tumorzellen
detektiert, seine Expression korreliet mit niedrigen Uberlebensraten bei
unterschiedlichen Tumorerkrankungen, auch z.B. bei Nierenzellkarzinomen (Kosari
et al., 2005; Krambeck et al., 2007; Parker et al., 2006). Die Sezernierung von
aktiven Matrixmetalloproteinasen (MMP) wie MMP2 befahigt Zellen, in die
umgebende Matrix einzudringen, eine Voraussetzung flr Metastasierung (Nagase et
al., 1999). So kann die Expression von MMP2 auf potenzielle Metastasierung
hinweisen. Desweiteren kann die Sensitivitdt gegentber der Behandlung mit DNA-
schadigenden Substanzen wie z.B. Cisplatin, einem haufig in der Tumortherapie
verwendeten Zytostatikum, Uberprift werden. Von einem potenziellen TSG wird
erwartet, dass es Tumorzellen gegeniber DNA-schadigenden Substanzen

sensibilisiert.
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1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

FAM107A ist aufgrund seiner Lokalisation in der menschlichen, oft deletierten
Chromosomenregion 3p14.3-21.1, der mdglichen antiproliferativen Aktivitat seines
Genproduktes In-vitro (Wang et al., 2000) und insbesondere seiner transkriptionellen
Herunterregulation in zahlreichen Tumorgeweben ein Kandidat fur ein TSG. Um
FAM107A als ein Gen mit moglicher TSG-Aktivitdt zu charakterisieren, sollten

folgenden Teilziele erarbeitet werden:

Expressionsanalysen

Da es sich bei den cDNA-Microarray-Analysen, die u.a. eine Herunterregulation
von FAM107-mRNA zeigten, um groBe Datenmengen handelt mit Fokus auf
anderen Genen als FAM107A, ist in den wenigsten Féllen die Expression von
FAM107A-mRNA durch weitere Methoden wie RT-PCR Uberprift worden.
Deshalb sollten in der vorliegenden Arbeit diverse Tumorzelllinien und, soweit
verfliigbar, Tumor- und Normalgewebeproben mit qualitativer RT-PCR auf die
Expression von FAM107A untersucht werden.

Analyse moglicher epigenetischer Regulation

Auf einen wesentlichen Mechanismus der Inaktivierung von TSGs, die
Methylierung ihrer Promotorregionen, sollte durch Behandlung mit dem DNA-
Methyltransferase-Inhibitor Decitabin getestet werden. Des Weiteren sollte
Uberpraft werden, ob auch die Behandlung von Zellen mit einem Deazetylase-
Inhibitor wie TSA die Expression von FAM107A-mRNA beeinflussen kann.

Charakterisierung FAM107A ektopisch exprimierender Zelllinien

Zur ektopischen Expression von FAM107A sollten eukaryotische
Expressionsvektoren mit unterschiedlichen Konstrukten hergestellt und mit
diesem Vektor stabil transfizierte Zelllinien etabliert werden. Diese sollten dahin
getestet werden, ob Merkmale eines malignen Phéanotyps dieser Zelllinien

verandert werden kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Bei den verwendeten Zelllinien (Tab 2.1, S.14f.) handelt es sich ausschlieBlich um
humane Zelllinien. Die Authentizitdt wurde unter anderem durch mikroskopischen
Abgleich mit der elektronisch verfigbaren Dokumentation zur entsprechenden
Morphologie Uberprift. Die Zelllinien wurden darlberhinaus gréBtenteils
karyotypisiert bis auf jene Zelllinien, von denen nur eingefrorene Zellpellets, Zell-
Lysate, RNA oder cDNA (Kapitel 2.1.3 und 4) vorlagen. Die Karyotypisierung (Kapitel
2.4.1) erfolgte aus Griinden der Qualitatssicherung und diente speziell der Analyse
der Chromosomenregion 3p.

Die Zelllinien HeLa, MCF7 und HTB-46 wurden zusatzlich mittels DNA-Fingerprinting
analysiert (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
MOLEKULARBIOLOGIE, DSMZ). Nach Isolation der DNA wurde mit Hilfe einer
Nonaplex-PCR ein DNA-Profil von 8 hochpolymorphen Loci von Mikrosatelliten
(,Short Tandem Repeat®, STR) erstellt (Dirks et al., 2005), die der Charakterisierung
der Zelllinien dienten. Bei dieser werden neben der Geschlechtsanalyse folgende
Loci analysiert: D5S818 (D5), D13S317 (D13), D7S820 (D7), D16S539 (D16), VWA,
THO1, TPOX, CSF1PO. Die Amplifikationsprodukte der Mulitplex-PCR-Reaktion,
einer mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Primern durchgefihrten PCR, wurden
kapillarelektrophoretisch aufgetrennt. Anhand ihrer GréBe (jeweils ein Vielfaches
eines Tetranukleotids) wurden die verschiedenen Allele unterschieden, die mit
Zahlen von 3 bis 23 bezeichnet wurden (Tab 3.2, S.57). Die Ergebnisse wurden mit
den Profilen von unterschiedlichen Datenbanken abgeglichen.

Die verwendeten Passagenangaben wurden in den entsprechenden Laborbichern
vermerkt. In einigen Untersuchungen standen mit Viren (Tab 8.6, S.150) behandelte
Zellen zur Verfigung. Soweit verfigbar, wird die Anzahl der Viruspartikel im
Verhaltnis zu der der Zellen als Multiplicity of Infection, ,MOI“ angegeben. Die
verwendeten Zellen wurden mit dem ICD-O-3-Code (WHO, 2000) charakterisiert. Der
ICD-O-3-Code ist ein duales Klassifikations- und Kodiersystem, das von der WHO
entwickelt worden ist, um onkologische Lasionen topografisch und morphologisch
genau zu beschreiben. Fir eine systematische  Auswertung der
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Untersuchungsergebnisse wurden in jenen Fallen, in denen Zellen oder Gewebeteile
von benignen, semimalignen oder malignen Neoplasien einer Analyse zugeflhrt
wurden, die Kkorrespondierenden geometrischen Eigenschaften nach dem
zytomorphologischen  beziehungsweise histomorphologischen Segment der
Kodierung nach dem ICD-O-3-System aufgefiihrt. Der topografische Anteil der
Kodierung wurde hingegen auch fir Lokalisationsangaben zu den Proben aus

augenscheinlich normalem oder entziindlich verdnderten Gewebe angegeben.

Tab 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien (alphabetisch sortiert).

1 ACHN

Zelltyp: Zellen klarzelligen Nierenzellkarzinoms (ICD-O-3 Code: 8312/6).

Primarlokalisation: Niere (C64.9).

Entnahmelokalisation: | Metastase. Pleurafliissigkeit (C38.4).

Patient: &, 22 Jahre alt, ,Caucasian®.

Bemerkungen: Adharent wachsende Zelllinie, tumorigen in Nacktmausen (Tax-1D: 10090).

Literaturstelle: (Kochevar, 1990).

Bezugsquelle: Prof. Dr. Gerd Ryfiel, Institut flir Zellbiologie, Universitatsklinikum Essen.

2 ARPE-19

Zelltyp: Pigmentepithelzellen (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Primérlokalisation: Retina (C69.2).

Entnahmelokalisation: | Retina (C69.2).

Patient: &, 19 Jahre alt, keine Angaben zur ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen: Adhéarent wachsende Zelllinie. Patient war Unfallopfer.

Literaturstelle: (Dunn et al., 1996).

Bezugsquelle: PD Dr. Helmut DeiBler, AG Molekulare Onkologie, Kilinik fir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Universitatsklinikum Ulm.

3 BLM

Zelltyp: Maligne Melanomzellen (ICD-O-3 Code: 8721/6).

Primarlokalisation: Haut (C44.9).

Enthahmelokalisation: | Metastase. Pulmo (C34.9).

Patient: 4, 34 Jahre alt, ,Caucasian®.

Bemerkungen: Hoch metastatische Zelllinie. Die Zellen wuchsen nach subkutaner
Inokulation von BRO-Zellen in Nacktm&usen (Tax-ID: 10090).

Literaturstelle: (van Muijen et al., 1991a; van Muijen et al., 1991b).

Bezugsquelle: Dr. Guido Swart, Department of Biomolecular Chemistry, Faculty of
Science, Radboud University Nijmegen.

4 DH1

Zelltyp: Stromazellen (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Primarlokalisation: Pulmo (C34.9).

Enthahmelokalisation: | Metastase. Pulmo (C34.9).

Patient: 4, 58 Jahre alt, ,Caucasian®.

Bemerkungen: Die Zelllinie entstammt der mesenchymalen Reaktion auf eine Metastase
eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms (ICD-O-3 Code: 8312/6).

Literaturstelle: Entfallt.

Bezugsquelle: PD Dr. Rudiger V. Sorg, Institut flr Transplantationsdiagnostik und
Zelltherapeutika (ITZ), Universitatsklinikum Dlsseldorf.
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5 Driisenepithelzellen

Zelltyp:

Driisenepithel (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Pulmo (C34.9).

Entnahmelokalisation:

Pulmo (C34.9).

Patient: Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehdrigkeit
(Material war aus Datenschutzgriinden anonymisiert).
Bemerkungen: Primarkultur. Adharent wachsende Zellen.

Literaturstelle:

(Ebson et al., 2002).

Bezugsquelle:

PD Dr. Dirk Theegarten, Institut fir Pathologie, Ruhr-Universitdt Bochum.

6 Fibroblasten

Zelltyp:

Stromazellen (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Praputium (C60.0).

Entnahmelokalisation:

Praputium (C60.0).

Patient:

J, keine Angaben zu Alter und zur ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Priméarkultur. Adharent wachsende Zelllinie.

Literaturstelle:

(Kirch et al., 2002).

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

7 H23

Zelltyp:

Adenokarzinomzellen (ICD-O-3 Code: 8140/3).

Priméarlokalisation:

Pulmo (C34.9).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Pulmo (C34.9).

Patient:

&, 51 Jahre alt, ,African American®.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie aus einem primaren Bronchialkarzinom.

Literaturstelle:

(Little et al., 1983).

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

8 H460

Zelltyp:

Zellen eines groBzelligen Bronchialkarzinoms (ICD-O-6 Code: 8012/6).

Priméarlokalisation:

Pulmo (C34.9).

Entnahmelokalisation:

Metastase. Pleuraflissigkeit (C38.4).

Patient:

J, keine Angaben zu Alter und zur ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Adhérent wachsende Zelllinie. Sie bildet Tumore nach subkutaner Injektion
in Nacktmausen (Tax-1D: 10090).

Literaturstelle:

(Banks-Schlegel et al., 1985; Takahashi et al., 1989)

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

9 HBL-100

Zelltyp:

Nicht naher definierte Epithelzellen (ICD-O-3 Code: Entféllt).

Priméarlokalisation:

Mamma (C50.9).

Entnahmelokalisation:

Mamma lactans (C50.9).

Patient:

Q, 27 Jahre alt, ,Caucasian”.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie, die in Softagar Kolonien bildet. Die Zelllinie
ist aus zelluldren Muttermilchbestandteilen abgeleitet und unterhalb einer
Passagezahl von 35 in Nacktmausen (Tax-ID: 10090) nicht tumorigen. Fir
Passage >35 ist eine inkrementierte Tumorigenitdt beschrieben. Die Zellen
enthalten integriertes SV40 T Genom (tandemly repeated) und ein Typ D
Retrovirus (&hnlich oder identisch mit MPMV).

Literaturstelle:

(Caron de Fromentel et al., 1985; Gaffney et al., 1979).

Bezugsquelle:

PD Dr. Helmut DeiBler, AG Molekulare Onkologie,
Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Universitatsklinikum Ulm.

Klinik  far
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10 HEK-293

Zelltyp:

Nicht ndher definierte epitheliale embryonale Nierenzellen (ICD-O-3 Code:
Entfallt).

Priméarlokalisation:

Niere (C64.9).

Entnahmelokalisation:

Niere (C64.9).

Patient: Keine Angaben zu Geschlecht, Gestationsalter oder ethnischer
Zugehdrigkeit des Fetus.
Bemerkungen: Adharent wachsende Zelllinie. Sie ist mit HAdV-5 transformiert. Die Zellen

sind tumorigen in Nackimausen (Tax-1D: 10090).

Literaturstelle:

(Graham et al., 1977).

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

11 HelLa

Zelltyp:

Adenokarzinomzellen (ICD-O-3 Code: 8140/3).

Priméarlokalisation:

Cervix uteri (C53.9).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Cervix uteri (C53.9).

Patient:

Q, 31 Jahre alt, ,African American®.

Bemerkungen:

Adhérent wachsende Zelllinie. HelLa Zellen enthalten HPV18.

Literaturstelle:

(Scherer et al.,, 1953; Schneider-Gadicke and Schwarz, 1986; Vazquez-
Vega et al., 2007).

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

12 HTB-45

Zelltyp:

Zellen eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms (ICD-O-3 Code: 8312/3).

Priméarlokalisation:

Niere (C64.9).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Niere (C64.9).

Patient:

4, 78 Jahre alt, ,Caucasian®.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie, die in halbfestem Medium Kolonien bildet.
Die Zellen sind nicht tumorigen in Nacktmdusen (Tax-ID: 10090).

Literaturstelle:

(Fogh, 1978; Giard et al., 1973).

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

13 HTB-46 (CAKI-1)

Zelltyp:

Zellen eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms (ICD-O-3 Code: 8312/6).

Priméarlokalisation:

Niere (C64.9).

Entnahmelokalisation:

Metastase. Haut (C44.9).

Patient:

3, 49 Jahre alt, ,Caucasian“.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie, die in halbfestem Medium Kolonien bildet.
Die Zellen sind tumorigen in Nacktmausen (Tax-ID: 10090) und in mit
Steroiden behandelten Hamstern (Cricetinae, Tax-ID: 10026).

Literaturstelle:

(Fogh, 1975; Fogh et al., 1977b)

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

14 MCF7

Zelltyp:

Adenokarzinomzellen (ICD-O-3 Code: 8141/6).

Priméarlokalisation:

Mamma (C50.9)

Entnahmelokalisation:

Metastase. Pleuraflissigkeit (C38.4).

Patient:

¢, 69 Jahre alt, ,Caucasian®.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie. Ostrogenrezeptor-positiver szirrhdser Subtyp
eines Adenokarzinoms.

Literaturstelle:

(Soule et al., 1973; Sugarman et al., 1985).

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.
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15 MG1

Zelltyp:

Zellen eines papilldren Nierenzellkarzinoms (ICD-O-3 Code: 8260/3).

Priméarlokalisation:

Niere (C64.9).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Niere (C64.9).

Patient: @, 69 Jahre alt, ,Caucasian”.

Bemerkungen: Adharent wachsende Zelllinie.

Literaturstelle: Entfallt.

Bezugsquelle: PD Dr. Rudiger V. Sorg, Institut flr Transplantationsdiagnostik und

Zelltherapeutika (ITZ), Universitatsklinikum Disseldorf.

16 MV3

Zelltyp:

Maligne Melanomzellen (ICD-O-3 Code: 8721/6).

Priméarlokalisation:

Haut (C44.9).

Entnahmelokalisation:

Metastase. Haut (C44.9).

Patient:

4, 76 Jahre alt, keine Angaben zur ethnischen Zugehorigkeit.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie. Die Zellen wuchsen nach Inokulation in
Nacktmausen (Tax-1D: 10090).

Literaturstelle:

(van Muijen et al., 1991b).

Bezugsquelle:

Dr. Guido Swart, Department of Biomolecular Chemistry, Faculty of
Science, Radboud University Nijmegen.

17 MZ2-MEL

Zelltyp:

Maligne Melanomzellen (ICD-O-3 Code: 8721/3).

Priméarlokalisation:

Haut (C44.9).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Haut (C44.9).

Patient:

Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Adhérent wachsende Zelllinie.

Literaturstelle:

(Gaugler et al., 1994).

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

18 RB 15

Zelltyp:

Retinoblastomzellen (ICD-O-3 Code: 9510/3).

Priméarlokalisation:

Retina (C69.2).

Entnahmelokalisation:

Primértumor. Retina (C69.2).

Bemerkungen: Adharent wachsende Zelllinie. Fir die Experimente der vorliegenden Arbeit
wurde ein Zellpellet eingesetzt.
Patient: 11 Monate, keine Angaben zum Geschlecht u. ethnischer Zugehdrigkeit.

Literaturstelle:

(Griegel et al., 1990).

Bezugsquelle:

Dr. Alexander Schramm, ONCO LAB, Klinik fiir Padiatrische Hamatologie
und Onkologie, Zentrum flir Kinderheilkunde, Universitatsklinikum Essen.

19 RB 247C3

Zelltyp:

Retinoblastomzellen (ICD-O-3 Code: 9510/3).

Priméarlokalisation:

Retina (C69.2).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Retina (C69.2).

Patient:

Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie. FUr die Experimente der vorliegenden Arbeit
wurde ein Zellpellet eingesetzt. Bilateraler Tumor. Zustand nach
neoadjuvanter Radiatio.

Literaturstelle:

(Squire et al., 1985).

Bezugsquelle:

Dr. Alexander Schramm, ONCO LAB, Kiinik fiir padiatrische Hamatologie
und Onkologie, Zentrum flir Kinderheilkunde, Universitatsklinikum Essen.
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20 RB 355

Zelltyp:

Retinoblastomzellen (ICD-O-3 Code: 9510/3).

Priméarlokalisation:

Retina (C69.2).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Retina (C69.2).

Patient:

Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie. FUr die Experimente der vorliegenden Arbeit
wurde ein Zellpellet eingesetzt. Unilateraler Tumor.

Literaturstelle:

(Griegel et al., 1990; Squire et al., 1985).

Bezugsquelle:

Dr. Alexander Schramm, ONCO LAB, Kilinik fiir padiatrische Hamatologie
und Onkologie, Zentrum flir Kinderheilkunde, Universitatsklinikum Essen.

21 RB 383

Zelltyp:

Retinoblastomzellen (ICD-O-3 Code: 9510/3).

Priméarlokalisation:

Retina (C69.2).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Retina (C69.2).

Patient:

Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie. FUr die Experimente der vorliegenden Arbeit
wurde ein Zellpellet eingesetzt. Unilateraler Tumor.

Literaturstelle:

(Squire et al., 1985).

Bezugsquelle:

Dr. Alexander Schramm, ONCO LAB, Kilinik fir padiatrische Hamatologie
und Onkologie, Zentrum fiir Kinderheilkunde, Universitatsklinikum Essen.

22 RB Y79

Zelltyp:

Retinoblastomzellen (ICD-O-3 Code: 9510/3).

Priméarlokalisation:

Retina (C69.2).

Entnahmelokalisation:

Primértumor. Retina (C69.2).

Patient:

Q, 2.5 Jahr, ,Caucasian®.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie. Flr die Experimente der vorliegenden Arbeit
wurde ein Zellpellet eingesetzt. Unilateraler Tumor. Zustand nach
neoadjuvanter Radiatio.

Literaturstelle:

(McFall et al., 1977; Reid et al., 1974).

Bezugsquelle:

Dr. Alexander Schramm, ONCO LAB, Kilinik fir padiatrische Hamatologie
und Onkologie, Zentrum flir Kinderheilkunde, Universitatsklinikum Essen.

23 RCC-1 (D-RC-1)

Zelltyp:

Zellen eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms (ICD-O-3 Code: 8312/3).

Priméarlokalisation:

Niere (C64.9).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Niere (C64.9).

Patient:

Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Adhéarent wachsende Zelllinie. Zellen sind in vitro nicht seneszent, bilden
Kolonien in Weichagar und sind tumorigen in Nacktmdusen (Tax-ID:
10090). Die sich bildenden Tumore &hneln histopathologisch den humanen
klarzelligen renalen Karzinomen, denen sie entstammen.

Literaturstelle:

(JUlicher et al., 1997; Schattka et al., 1994; Werner et al., 2000).

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

24 RPE

Zelltyp:

Pigmentepithelzellen (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Retina (C69.2).

Entnahmelokalisation:

Retina (C69.2).

Patient:

Keine Angaben zu Geschlecht, Alter und ethnischer Zugehdérigkeit.

Bemerkungen:

Adhérent wachsende Zelllinie.

Literaturstelle:

(Cinatl et al., 2000).

Bezugsquelle:

Dr. Jens-Uwe Vogel, Frankfurter Stiftung fir krebskranke Kinder, Frankfurt
am Main.
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25 SK-MEL-28

Zelltyp:

Maligne Melanomzellen (ICD-O-3 Code: 8721/3).

Priméarlokalisation:

Haut (C44.9).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Haut (C44.9).

Patient:

&, 51 Jahre alt, keine Angaben zur ethnischen Zugehdérigkeit.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie. Sie ist tumorigen in Nacktmausen.

Literaturstelle:

(Fogh et al., 1977a).

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

26 SN12c

Zelltyp:

Zellen eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms (ICD-O-3 Code: 8312/3).

Priméarlokalisation:

Niere (C64.9).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Niere (C64.9).

Patient:

&, 43 Jahre alt, keine Angaben zur ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie. Translokation t(3;8) mit Breaking-point im
Bereich von 3p14 oder 3p21.

Literaturstelle:

(Lott et al., 1998; Lovell et al., 1999; Naito et al., 1986)

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Opalka, Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum
Essen.

27 Weri_Rb1

Zelltyp:

Retinoblastomzellen (ICD-O-3 Code: 9510/3).

Priméarlokalisation:

Retina (C69.2).

Entnahmelokalisation:

Primértumor. Retina (C69.2).

Patient:

2, 1 Jahr, ,Caucasian®.

Bemerkungen:

Adharent wachsende Zelllinie. Flr die Experimente der vorliegenden Arbeit
wurde ein Zellpellet eingesetzt.

Literaturstelle:

(McFall et al., 1977).

Bezugsquelle:

Dr. Alexander Schramm, ONCO LAB, Klinik fir padiatrische Hamatologie
und Onkologie, Zentrum fiir Kinderheilkunde, Universitatsklinikum Essen.

2.1.2 Gewebeproben

1 HNO1

Gewebetyp:

Supraglottisches Weichgewebe.

Priméarlokalisation:

Larynx (C32.1).

Entnahmelokalisation:

Larynx (C32.1).

Patient:

d, 61 Jahre alt, keine Angaben zur ethnischen Zugehérigkeit. In die
Experimente der vorliegenden Arbeit wurden zwei Gewebeproben des
Patienten eingesetzt:
[a] Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3) und Stroma
[b] Tumorfernes Gewebe

Bemerkungen:

Primartumor: pT4N2cMO. Keine Angaben zum Grading. Neoadjuvante
Radiatio (60Gy, 1 Monat). Keine Kulturgewinnung. Material direkt fir
molekularbiologische Analysen vorbereitet.

Literaturstelle:

Entfallt.

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Fischer, Klinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde,
Universitatsklinikum Essen.
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2 HNO2

Gewebetyp:

Weichgewebe aus dem Bereich der Tonsille und des weichen Gaumens.

Priméarlokalisation:

Tonsillenregion (C09.8).

Entnahmelokalisation:

Tonsillenregion (C09.8).

Patient: Q, 54 Jahre alt, keine Angaben zur ethnischen Zugehdérigkeit. In die
Experimente der vorliegenden Arbeit wurden zwei Gewebeproben der
Patientin eingesetzt
[a] Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3) und Stroma
[b] Tumorfernes Gewebe.
Bemerkungen: Primartumor: pT3N2cM0, G2. Keine Kulturgewinnung. Material direkt fur
molekularbiologische Analysen vorbereitet.
Literaturstelle: Entfallt.
Bezugsquelle: Prof. Dr. Fischer, Klinik far Hals-Nasen-Ohrenheilkunde,

Universitatsklinikum Essen.

3 HNO3

Gewebetyp:

Weichgewebe aus dem Bereich der Tonsille.

Priméarlokalisation:

Tonsille (C09.9).

Entnahmelokalisation:

Tonsille (C09.9).

Patient:

4, 66 Jahre alt, keine Angaben zur ethnischen Zugehdrigkeit. In die
Experimente der vorliegenden Arbeit wurden zwei Gewebeproben des
Patienten eingesetzt:
[a] Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3) und Stroma
[b] Tumorfernes Gewebe.

Bemerkungen:

Primartumor: pT3N2bMO. Ein Grading ist fir Zustdnde nach Radio-
und/oder Chemotherapie nicht definiert. Rezidiviumor. Zustand nach
Chemotherapie und Radiatio. Keine Kulturgewinnung. Material direkt far
molekularbiologische Analysen vorbereitet.

Literaturstelle:

Entfallt

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Fischer, Klinik flr

Universitatsklinikum Essen.

Hals-Nasen-Ohrenheilkunde,

4 HNO4

Gewebetyp:

Weichgewebe aus dem Bereich der Tonsille.

Priméarlokalisation:

Tonsille (C09.9).

Entnahmelokalisation:

Tonsille (C09.9).

Patient: Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehérigkeit
(Material war aus Datenschutzgriinden anonymisiert).
Bemerkungen: Chronische Tonsillitis. Keine Kulturgewinnung. Material direkt far

molekularbiologische Analysen vorbereitet.

Literaturstelle:

Entfallt.

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Holger Sudhoff, Hals-Nasen-Ohren-Klinik der Ruhr-Universitat
Bochum, im St. Elisabeth-Krankenhaus, Bochum.

5 HNO5

Gewebetyp:

Weichgewebe aus dem Bereich der Tonsille.

Priméarlokalisation:

Tonsille (C09.9).

Entnahmelokalisation:

Tonsille (C09.9).

Patient: Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehérigkeit
(Material war aus Datenschutzgriinden anonymisiert).
Bemerkungen: Chronische Tonsillitis. Keine Kulturgewinnung. Material direkt far

molekularbiologische Analysen vorbereitet.

Literaturstelle:

Entfallt.

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Holger Sudhoff, Hals-Nasen-Ohren-Klinik der Ruhr-Universitat
Bochum, im St. Elisabeth-Krankenhaus, Bochum.
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6 HNO6

Gewebetyp:

Weichgewebe aus dem Bereich der Tonsille.

Priméarlokalisation:

Tonsille (C09.9).

Entnahmelokalisation:

Tonsille (C09.9).

Patient: Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehdrigkeit
(Material war aus Datenschutzgriinden anonymisiert).
Bemerkungen: Chronische Tonsillitis. Keine Kulturgewinnung. Material direkt far

molekularbiologische Analysen vorbereitet.

Literaturstelle:

Entfallt.

Bezugsquelle:

Prof. Dr. Holger Sudhoff, Hals-Nasen-Ohren-Klinik der Ruhr-Universitat
Bochum, im St. Elisabeth-Krankenhaus, Bochum.

2.1.3 RNA-Proben

1 Human Kidney Total RNA

Gewebetyp:

Epitheliales und mesenchymales Gewebe (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Niere (C64.9).

Entnahmelokalisation:

Niere (C64.9).

Patient:

Q, 40 Jahre, kaukasisch.

Bemerkungen:

Adrenales Driisengewebe wurde entfernt. Gesamt-RNA direkt flir

molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Christmas et al., 2001).

Bezugsquelle:

Clontech Laboratories Inc. (Tab 2.2, §.31)

2 HFF

Zelltyp:

Fibroblasten (ICD-O-3 Code: Entféllt).

Priméarlokalisation:

Praputium (C60.0).

Entnahmelokalisation:

Praputium (C60.0).

Patient:

4. Keine Angaben zu Alter oder ethnischer Zugehérigkeit (Material war aus
Datenschutzgriinden anonymisiert). In die Experimente der vorliegenden
Arbeit wurden zwei RNA-Proben eingesetzt

[a] Mit CMV-Laborstamm MOI 2 und

[b] Nicht infizierte Kontrollpraparate.

Bemerkungen:

Gesamt-RNA direkt fiir molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Cinatl et al., 2000).

Bezugsquelle:

Dr. Jens-Uwe Vogel, Frankfurter Stiftung fir krebskranke Kinder, Frankfurt
am Main.

3 Total RNA Adult Human Parotid

Gewebetyp:

Epitheliales und mesenchymales Gewebe (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Glandula parotidea (C07.9)

Entnahmelokalisation:

Glandula parotidea (C07.9).

Patient:

Q, 36 Jahre, Keine Angaben zur ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Gesamt-RNA direkt fiir molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

Entfallt.

Bezugsquelle:

Stratagene (Tab 2.2, S.31).

4 RPE

Gewebetyp:

Pigmentepithelzellen (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Retina (C69.2).

Entnahmelokalisation:

Retina (C69.2).

Patient:

Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

In die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden fiinf RNA-Proben
eingesetzt: [a] Mit CMV-Patientenstamm (MOI 1; flr 2 h),

[b] Mit CMV-Patientenstamm (MOI 1; fir 4 h),

[e] Mit CMV-Patientenstamm (MOI 1; fir 8 h),

[d] Mit CMV-Patientenstamm (MOI 1; fir 24 h) infizierte und

[e] Nicht infizierte Kontrollpraparate.
Gesamt-RNA direkt fir molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

Entfallt.

Bezugsquelle:

Dr. Jens-Uwe Vogel, Frankfurter Stiftung fur krebskranke Kinder, Frankfurt.
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5 Total RNA Adult Human Tongue

Gewebetyp:

Epitheliales und mesenchymales Gewebe (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Zunge (C02.9).

Entnahmelokalisation:

Zunge (C02.9).

Patient:

Q, 62 Jahre und &, 73 Jahre alt, jeweils keine Angaben zur ethnischen
Zugehdrigkeit.

Bemerkungen: Gepoolte Gesamt-RNA  direkt fir molekularbiologische Analysen
aufgearbeitet.
Literaturstelle: Entfallt.

Bezugsquelle:

Stratagene (Tab 2.2, S.31).

2.1.4 cDNA-Proben

1 Human Fetal Normal Tissue: Brain

Gewebetyp:

Neuroepitheliales und mesenchymales Gewebe (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Gehirn (C71.9).

Entnahmelokalisation:

Gehirn (C71.9).

Patient: Jeweils keine Angaben zu Geschlecht, Alter und zur ethnischen
Zugehdrigkeit.

Bemerkungen: cDNA aus gepoolter Gesamt-RNA direkt fir molekularbiologische Analysen
aufgearbeitet.

Literaturstelle: Entfallt.

Bezugsquelle:

BioChain Institute (Tab 2.2, S.31).

2 Human Adult Normal Tissue: Kidney

Gewebetyp:

Epitheliales und mesenchymales Gewebe (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Niere. (C64.9)

Entnahmelokalisation:

Niere. (C64.9).

Patient: Jeweils keine Angaben zu Geschlecht, Alter und zur ethnischen
Zugehdrigkeit.

Bemerkungen: cDNA aus gepoolter Gesamt-RNA direkt flir molekularbiologische Analysen
aufgearbeitet.

Literaturstelle: Entfallt.

Bezugsquelle:

BioChain Institute (Tab 2.2, S.31).

3 Human Adult Normal Tissue: Lung

Gewebetyp:

Epitheliales und mesenchymales Gewebe (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Pulmo (C34.9).

Entnahmelokalisation:

Pulmo (C34.9).

Patient: Jeweils keine Angaben zu Geschlecht, Alter und zur ethnischen
Zugehdrigkeit.

Bemerkungen: cDNA aus gepoolter Gesamt-RNA direkt flir molekularbiologische Analysen
aufgearbeitet.

Literaturstelle: Entfallt.

Bezugsquelle:

BioChain Institute (Tab 2.2, S.31).

4 UD-(Universitatsklinik

um Disseldorf)-SCC 2

Zelltyp:

Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3).

Priméarlokalisation:

Hypopharynx (C13.9).

Entnahmelokalisation:

Primértumor. Hypopharynx (C13.9).

Patient:

Jeweils keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehdérigkeit
(Material war aus Datenschutzgriinden anonymisiert).

Bemerkungen:

cDNA aus Gesamt-RNA der Zelllinie wurde direkt fir molekularbiologische
Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballé et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik, Forschungslabor

(Tumorforschung), Universitatsklinikum Diisseldorf.
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5 UD-(Universitatsklinik

um Disseldorf)-SCC 5

Zelltyp:

Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3).

Priméarlokalisation:

Larynx (C32.1).

Entnahmelokalisation:

Prim&rtumor. Larynx (C32.1).

Patient:

&, 44 Jahre, keine Angaben zur ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

pT1N1. Keine Angaben zum Grading. cDNA aus Gesamt-RNA der Zelllinie
wurde direkt flr molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballé et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik, Forschungslabor

(Tumorforschung), Universitatsklinikum Diisseldorf.

6 UD-(Universitatsklinik

um Disseldorf)-SCC 8

Zelltyp:

Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3).

Priméarlokalisation:

Larynx (C32.1).

Entnahmelokalisation:

Prim&rtumor. Larynx (C32.1).

Patient:

&, 43 Jahre, keine Angaben zur ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

cDNA aus Gesamt-RNA der Zelllinie wurde direkt fiir molekularbiologische
Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballé et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Obhrenklinik,
(Tumorforschung), Universitatsklinikum Diisseldorf.

Forschungslabor

7 UT (Turun Yliopisto, Universitét zu Turku)-SCC 9

Zelltyp:

Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3).

Priméarlokalisation:

Larynx (C32.1).

Entnahmelokalisation:

Prim&rtumor. Larynx (C32.1).

Patient:

4, 81 Jahre, keine Angaben zur ethnischen Zugehdorigkeit.

Bemerkungen:

pT2N1MO. Keine Angaben zum Grading. cDNA aus Gesamt-RNA der
Zelllinie wurde direkt fiir molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballé et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik, Forschungslabor

(Tumorforschung), Universitatsklinikum Diisseldorf.

8 UD-( Universitétsklinikum Diisseldorf)-SCC 7A

Zelltyp:

Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3).

Priméarlokalisation:

Vallecula (C10.0).

Entnahmelokalisation:

Primartumor. Vallecula (C10.0).

Patient:

4, 71 Jahre, keine Angaben zur ethnischen Zugehérigkeit.

Bemerkungen:

pT2N2bMO. Keine Angaben zum Grading. cDNA aus Gesamt-RNA der
Zelllinie wurde direkt fir molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballé et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik,
(Tumorforschung), Universitatsklinikum Diisseldorf.

Forschungslabor

9 UM (University of Michigan, Universitat zu Michigan)-SCC 10A

Zelltyp:

Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3).

Priméarlokalisation:

Larynx (C32.1).

Entnahmelokalisation:

Prim&rtumor. Larynx (C32.1).

Patient:

&, 57 Jahre, keine Angaben zur ethnischen Zugehdorigkeit.

Bemerkungen:

pT3N1MO0. Keine Angaben zum Grading. cDNA aus Gesamt-RNA der
Zelllinie wurde direkt fir molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballé et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik, Forschungslabor

(Tumorforschung), Universitatsklinikum Diisseldorf.
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10 UM (University of Michigan, Universitat zu Michigan)-SCC 17A

Zelltyp:

Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/3).

Priméarlokalisation:

Larynx (C32.1).

Entnahmelokalisation:

Prim&rtumor. Larynx (C32.1).

Patient:

Q, 48 Jahre, keine Angaben zur ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

pT1NO. Keine Angaben zum eventuellen Vorliegen von Fernmetastasen (M-
Kategorie). Keine Angaben zum Grading. cDNA aus Gesamt-RNA der
Zelllinie wurde direkt fir molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballé et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik,
(Tumorforschung), Universitatsklinikum Diisseldorf.

Forschungslabor

11 NHEKa

Zelltyp:

Keratinozyten (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Praputium (C60.0).

Entnahmelokalisation:

Praputium (C60.0).

Patient:

4, 3 Jahre, keine Angaben zur ethnischen Zugehérigkeit.

Bemerkungen:

cDNA aus Gesamt-RNA der Zelllinie wurde direkt fiir molekularbiologische
Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballg et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik,
(Tumorforschung), Universitétsklinikum Diisseldori.

Forschungslabor

12 NHEKB

Zelltyp:

Keratinozyten (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Praputium (C60.0).

Entnahmelokalisation:

Praputium (C60.0).

Patient:

4, 5 Jahre, keine Angaben zur ethnischen Zugehérigkeit.

Bemerkungen:

cDNA aus Gesamt-RNA der Zelllinie wurde direkt fir molekularbiologische
Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballg et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik,
(Tumorforschung), Universitatsklinikum Diisseldorf.

Forschungslabor

13 NHEKy

Zelltyp:

Keratinozyten (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Praputium (C60.0).

Entnahmelokalisation:

Praputium (C60.0).

Patient:

4, 2 Jahre, keine Angaben zur ethnischen Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

cDNA aus Gesamt-RNA der Zelllinie wurde direkt flir molekularbiologische
Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballé et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik,
(Tumorforschung), Universitatsklinikum Diisseldorf.

Forschungslabor

14 TuFi 28/01

Zelltyp:

Stromazellen (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Unbekannt (C80.9).

Entnahmelokalisation:

Unbekannt (C80.9).

Patient: Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehdrigkeit
(Material war aus Datenschutzgriinden anonymisiert).
Bemerkungen: Die Zelllinie entstammt der mesenchymalen Reaktion auf ein

Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/9).
Fibroblasten-cDNA (gewonnen aus Gesamit-RNA)
molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Die mutmaBliche
wurde direkt flr

Literaturstelle:

(Ballg et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik,
(Tumorforschung), Universitétsklinikum Diisseldori.

Forschungslabor
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15 TuFi 35/01

Zelltyp:

Stromazellen (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Unbekannt (C80.9).

Entnahmelokalisation:

Unbekannt (C80.9).

Patient:

Keine Angaben zu Geschlecht, Alter oder ethnischer Zugehérigkeit
(Material war aus Datenschutzgriinden anonymisiert).

Bemerkungen:

Die Zelllinie entstammt der mesenchymalen Reaktion auf ein
Plattenepithelkarzinom (ICD-O-3 Code: 8070/9). Die mutmaBliche
Fibroblasten-cDNA (gewonnen aus Gesamt-RNA) wurde direkt fiir
molekularbiologische Analysen aufgearbeitet.

Literaturstelle:

(Ballg et al., 1999; Hauser et al., 2002).

Bezugsquelle:

Dr. Vera Balz, Hals-Nasen- und Ohrenklinik, Forschungslabor
(Tumorforschung), Universitétsklinikum Diisseldori.

2.1.5 Genomische DNA: Plazenta-DNA

Gewebetyp:

Zellen einer Plazenta (ICD-O-3 Code: Entfallt).

Priméarlokalisation:

Plazenta (C58.9).

Entnahmelokalisation:

Plazenta (C58.9).

Patient:

Q. Keine Angaben zu Alter oder ethnischer Zugehdrigkeit.

Bemerkungen:

Fir molekularbiologische Analysen aufgearbeitete genomische DNA.

Literaturstelle:

Entféllt.

Bezugsquelle:

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Tab 2.2, S.31).

2.1.6 Bakterienstaimme E.coli (Tax-ID: 562)

Bakterienstamm

Firma Genotyp
(Tab2.2,8.31)

Subcloning Efficiency® F ©80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAf
DH5a° Chemically 35 endA1 hsdR17(r,, m¢") phoA supE44 i thi-1 gyrA96
Competent E.coli relA1

One Shot® TOP10F' F'{lacl®, Tn10(Tet™)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©
Chemically Competent 35 80lacZAM15  AlacX74 recA1 araD139 A(ara-

E.coli

leu)7697 galU galK rpsL (Str") endA1 nupG

Die Bakterien wurden zu 50pl aliquotiert, bei -70°C wiedereingefroren und nach

Bedarf verwendet.

2.1.7 Vektoren

Vektor

Firma Eigenschaften
(Tab2.2,S.31)

PCDNA3.1ZEO(+) 35 Eukaryontischer Expressionsvektor mit CMV-Promotor
(Sequenzlange: 5015bp).
PCR"2.1-ToPo- 35 Vektor mit 3'T-Uberhang =zur direkten Ligation mit Tag-

Vektor amplifizierten PCR-Produkten.
PCDNA3.1ZEO(+) Eukaryontischer Expressionsvektor mit CMV-Promotor und
-IRES-EGFP IRES-EGFP-Sequenz  (interner ribosomaler Eintrittsstelle,

internal ribosomal entry site, Enhanced green fluorescent
protein). Dr. W. Bardenheuer, Universitatsklinkum Essen (Abb
67). Die Verwendung einer IRES kann eine sehr hohe
Koexpression einer Vielzahl von Transgenen verursachen.
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2.1.8 Oligonukleotide
Die Oligonukleotide wurden als Startermolekiile, in weiterer Arbeit als Primer
bezeichnet, fir die Durchfihrung der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain
reaction, PCR) bendtigt. Die spezifischen Oligonukleotid-Sequenzen wurden mittels
der Datenbank Nucleotide, NCBI (Wheeler et al., 2000) ausgewahlt (Abb 6, Tab 8.7,
S.151). Die Spezifitdt der Oligonukleotid-Sequenzen wurde mit dem
Computerprogramm ,blastn® UOberprift (Zhang et al.,, 2000). Samtliche
Oligonukleotide wurden von zwei Bezugsquellen bezogen (35, 44, Tab 2.2, S.31).
Die Schmelztemperaturen (Ty) der Oligonukleotide wurden nach folgender Formel
(Suggs et al., 1981) berechnet:
Tm=[(A+T)2°C] + [(G + C)*4°C]
Die Anlagerungstemperatur (Annealingtemperatur) wurde jeweils gewahlt nach der
Faustregel , Tu-5“ und durch die Wahl unterschiedlicher Annealingtemperaturen bei
der Durchfiihrung der PCR optimiert. Die hier verwendete Bezeichnung der
Oligonukleotide setzt sich wie folgt zusammen:
- Genname beziehungsweise Name der Nukleotidsequenz (z.B. FAM107A-458+).
- Zahlenangabe der 5'-Base des Primers bezogen auf die Position in der
Referenzsequenz (z.B. FAM107A-458+).
- Richtung der Verlangerung bei der PCR: ,+“ fir ,VorwartsPrimer* (sense), ,-* flr
,RuckwartsPrimer* (antisense; z.B. FAM107A-458+).

Y FAMIOT7A-936+% FAMI074-957-
—GFAM107A-989+’ FAMI1074-1011-

% “ & 3
3 : 3§33 :

N =
E < 3 E =
N = & N / :
- I~ "l i i
II23 °°I°’ RN I!]r
" FAMI074-ORF =7 555858 R

|

FA]\4|]07A-],]

|
-

Iy

Abb 6: FAM107A-spezifische Primer. Die Abbildung gibt einen Uberblick iiber die Referenzsequenz
FAM107A, NM_001076778 (3.367bp) mit den Angaben der Basenpaare, an denen sich die Primer
(Tab 8.7, S.151) anlagern. Die schwarzen Balken zeigen die Primerlange mit Angabe der Position der
korrespondierenden Anfangs- und Endnukleotidsequenz des Primers. Markiert sind die Sequenzen,
die fur den FAM107A-0ORF-Vektor und fir den FAM107A-1,1-Vektor verwendet wurden.

26



Material und Methoden

Die Oligonukleotide wurden in Wasser (H.0O) aufgenommen (Endkonzentration der

Stammlésung 100pmol/ul) und bei -20°C gelagert.

2.1.9 Chemikalien
Die verwendeten Materialien wurden in p.A.-Qualitdt verwendet. Fir
Chargennummern der verwendeten Chemikalien wird auf die entsprechenden

Eintrdge zu den durchgefihrten Versuchen in den Laborbichern verwiesen.

Chemikalie Firma (Tab 2.2) CAS-Nr
3,3'-Diaminobenzidin (DAB) 58 91-95-2
5-Aza-2"-desoxycytidin 58 2353-33-5
Agarose 10 9012-36-6
Albumin vom Rinderserum, mind. 96%, fiir die Elektrophorese 58 9048-46-8
Ampicillin (Binotal®) 4 69-53-4
Ampuva 3 7732-18-5
Bacto-Agar 20 9002-18-0
Bromphenolblau 57 34725-61-6
Bovines Serumalbumin (BSA) 24 9048-46-8
Cisplatinldsung 1mg/ml (Platinex”) 14 15663-27-1
Colcemid 58 477-30-5
4',6-Diamidino-2-phenylindol dihydrochlorid (DAPI) 58 28718-90-3
Dimethylsulfoxid (DMSQO) 58 67-68-5
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-beta-d-galactopyranosid (X-Gal) 12 7240-90-6
Ethylendiamintetraessigséure, Dinatriumdihydrat (EDTA) 15 6381-92-6
Ethanol 54 64-17-5
Ethidiumbromid 58 1239-45-8
Formaldehyd 37%(w/v) 58 50-00-0
Giemsa 58 51811-82-6
Glycerin 58 56-81-5
Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid, IPTG 58 367-93-1
Isopropanol 58 67-63-0
Kaliumchlorid, KCI 14 7447-40-7
LB Broth Base 35 keine Angabe
LB Agar Lennox L 35 keine Angabe
Methanol 58 67-56-1
Mineraldl 58 8042-47-5
Poly-L-Lysin-L&sung 58 25988-63-0
Propidiumjodid 58 25535-16-4
Saponin 58 8047-15-2
Thymidin 58 50-89-5
Trichostatin A 58 58880-19-6
Tris(hydroxy-d-methyl)amino-d,-methan 42 207802-44-6
Xylencyanol 16 2650-17-1
Zeocin®100mg/ml 35 11006-33-0

2.1.10 Molekulargewichtstandards

Molekulargewichtsstandard Firma (Tab 2.2)
GeneRuler” 50bp-DNA-Leiter 23
123bp-Leiter 35
1kb-Leiter 35
100bp-Leiter 25
100bp-Leiter 26
Lambda-Hind-lll-Fragmente 35
MassRuler® DNA-Leiter, Mix 23
SeeBlue® Plus2-Standard 35
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2.1.11 Verwendete Puffer und Losungen, Medien fiir die Zellkultur

Puffer, L6sung, Medium Firma Herstellung
(Tab 2.2)
Agarplatten (100pg/ul Ampicillin) - 12,8g LB Agar Lennox L + 400ml
Ampuwa; autoklavieren
- auf 50°C im Wasserbad abkiihlen
- nach Zugabe von 800ul Ampicillin
(50ug/ul) ausgieBen in 13-20 Platten
- Nach dem Abkiihlen in Folie wickeln
Dulbecco's Modified Eagle Medium 35
(DMEM), +4500mg/L Glucose,
+ L-Glutamin, - Pyruvat
Entellan® Neu 42
Fetales Rinderserum (Fetal calf serum, 35 30min  bei 57°C im Wasserbad
FCS) inaktivieren
°H-Thymidin-Lésung 25
Hanks' Salzlésung 8
Iscove's Modified Dulbecco's Medium, 35
IMDM
Lambda DNA (500ug/ml) 25
LB-Amp-Medium 8g LB Broth Base + 400ml Ampuwa,
autoklavieren
nach AbklUhlen + 400ul  Ampicillin
(100pg/pl), Endkonzentration von
100ug/ml
L-Glutamin 200mM 35
Lipofectaming® 35
Novex® Tris-Glycin SDS Probenpuffer 35
(2X)
Novex® Tris-Glycin SDS Laufpuffer 35
(10X)
Novex® Zymogram 35
Renaturierungspuffer (10X)
Novex” Zymogram Entwicklungspuffer 35
(10X)
Nukleotidmix Desoxynukleotid 55 je 12,5ul dATP, dGTP, dCTP, dTTP (je
Triphosphat Set, PCR Grad 100mM) + 450ul H,O, Endkonzentration
2,5mM
Oligo-dT(12-18) 25
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung 28
(Phosphate-Buffered Saline, PBS)
Penicillin/Streptomycin (P/S) 35
Permeabilisierungslésung PBS + 0,5% Saponin + 3% BSA
PI-Farbelésung (50ug/ml) 50ml PBS + 1,25ml Propidiumjodid
Stammldsung (2mg/ml) + 250ul Rnase A
(10mg/ml, diese vor Zugabe 5min bei
95°C kochen)
Puffer-1 PBS + 0,2% BSA
Puffer-2 PBS + 0,1% Saponin + 3% BSA
RNAlater® RNA Stabilisierungsléung 53
RNA-Probenpuffer (5X) 2,5% (w/v) Bromphenolblau + 2,5% (w/v)
Xylencyanol + imM EDTA
RPMI 1640 35
S1-EF-Puffer 40
S2-EF-Puffer 40
S3-EF-Puffer 40
SOC Medium 35
Szintillationsldsung Betaplate Scint” 63

TAE, 50X

242¢g/l Tris + 57,1ml/I Eisessig + 50mM
EDTA
auf pH 8,5 einstellen
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Puffer, L6sung, Medium Firma Herstellung
(Tab2.2)

TE-Puffer (Tris EDTA) 53

Trizol® 35

Trypanblau Blau 0,5% in 0,9% 35

Kochsalzlésung

Zelldissoziationspuffer 28

2.1.12 Antikorper

Antikérper Firma (Tab 2.2)
Anti-humaner Survivin-Fluorescein Monoklonaler Antikrper 52
Anti-Humaner Ki-67/FITC Klon MIB-1, Code No. F 7268, Monoklonaler Antikérper 19
Anti-humaner Ki-67/Mib1-Antigen Antikdrper, Monoklonaler Mausantikérper 19
Maus Ig G1 Immunglobulin 52
HLA-ABC FITC Antikérper 5
HLA-DR PC5 Antikérper 5
RNase Out®, Ribonuklease Inhibitor (20-40units/pl) 25
RNaseOUT® Rekombinanter Ribonuklease Inhibitor (40units/pl) 35

2.1.13 Enzyme
Bei

einigen Enzymen war keine CAS-Nummer verflgbar.

Hier erfolgte die

Einordnung mittels der Enzyme Commission Nummer, gekennzeichnet durch ,EC*

vor der Zahlenangabe.

Enzym Firma (Tab 2.2) | CAS-Nr
DNase | (1unit/pl) 35 9003-98-9
RNase-Free DNase Set (1500 Kunitz units) (Kunitz, 1950) 53 9003-98-9
M-MLV ~ (Moloney Murine  Leukemia Virus) Reverse 35 9068-38-6
Transkriptase (200units/ul)

MMP2, Gelatinase A, 72 Kd Gelatinase 58 EC 3.4.24.24
Omniscript Reverse Transkriptase (4units/pl) 53 EC 2.7.7.49
Restriktionsenzym Aatll (20units/pl) 47 152766-92-2
Restriktionsenzym EcoRI (10units/ul) 35 80498-17-5
Restriktionsenzym Hind ll| 55 81295-22-9
Restriktionsenzym Not | 26 103780-20-7
Restriktionsenzym Xbal (10units/ul) 35 81295-42-3
RNase A (50-100 Kunitz units/mg Protein) 58 9001-99-4
SuperScript® Il RT (200units/pl) 35 EC 2.7.7.49
T4-DNA-Ligase (400units/ul, bei kohdsiven Enden) 47 9015-85-4
Taq polymerase (5units/ul) 55 9012-90-2
Biotherm®Taq Polymerase (5units/pl) 26 EC2.7.7.7
Hot Star Taq (5units/pl) 53 EC2.7.7.7
Trypsin (10X) 35 9002-07-7

2.1.14 Verwendete Kits

Kit Firma (Tab 2.2)
DNeasy® Tissue Kit 53
Endo Free Plasmid Maxi Kit 53
GFX® PCR DNA and Gel Band Purification Kit 25
Nucleobond” EF Maxi 40
Nucleobond” EF Mini Kits 40
QIAquick® PCR Purification Kit 53
QuickPrep™ Total RNA Extraction Kit 25
RNeasy” Micro Kit 53
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Kit Firma (Tab 2.2)
RNeasy® Mini Kit 53
RNeasy® Plus Mini 53
TOPO TA Cloning®Kit 35
Trizol” 35

2.1.15 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Firma
(Tab2.2)
Chamberslides 49
Einmalspritzen,1ml 3
Sterican® G20 x 2" SB, 0,90x50mm 3
Eppendorfgefasse 1,5ml; 2ml 22
Facsréhrchen 30
BD Falcon® 15ml, 50ml 6
Pasteurpipetten aus Glas 13
Kryoréhrchen 49
Novex” 10% Zymogram (Gelatine) 1.0mm, 15well 35
Polaroidfilm Typ 667 1ISO3000/DIN36 51
UV-(Ultraviolett)-Kivette mikro 70pl, Einmalkivetten 13
Zellkulturflaschen, 25cm” (T25-Flasche), 75cm” (T75-Flasche) 61
Zellkulturplatten, 6-Loch, 24-Loch, 96-Loch 61
Zellkulturschalen, 150x20mm, 150x20mm 61

2.1.16 Gerate

Gerit Firma (Tab 2.2)
1.450 Mikrobeta Trilux Messgerat 63
Autoklav D150 60
AxioCam MRc5 Mikroskopkamera 17
Axioskop 2 Mikroskop 17
CO,-Inkubator NU 2.700 E 48
DNA Engine MJ Research PTC-200, Peltier Thermal Cycler 10
Durchflusszytometer EPICS XL 5
Gefrierschrank —=70°C 56
Gelelektrophorese-Einheit Standard Power Pack P24 und P25 9
Gilson-Pipetten 20ul, 200ul, 1.000ul 29
Hettich Rotixa RP Zentrifuge 32
Inkubator 37°C INB 200 35
Inkubator Shaker Modell G25 41
Julabo Einhdngethermostat E + Badgefal 36
Kamera Leica 38
Knick pH-Meter 761, Calimetic 34
Mikroskop Leica Dialux 20 EB 39
Nalgene Cryo 1°C Freezing Container 45
Neubauer-Zahlkammer 27
NexES® ICH Automat 62
Phasenkontrastinversionsmikroskop CK2 50
Photometer Lightwave S2000, UV/Vis Diode-Array-Spekirophotometer 64
Pipetus-akku, P 990 7001/0294 33
MP4 Land Camera, Polaroidkamera/UV-Analyse-Einheit 43
Prazisionswaage AE120 11
Sicherheitswerkbank NU4400-400E 48
Tischzentrifuge Eppendorf 5415 C 22
Trio Thermoblock und Uno Thermoblock 9
Trockensterilisator 41
Vortexer Reax 2000 31
Wasserbad Julabo 5B 36
Zentrifuge Hettich Rotixa RP 32
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Tab 2.2: Ubersicht der Firmen

Firma
Applied Spectral Imaging, GmbH, Edingen Neckarhausen, Deutschland
ATCC, Manassas, VA, USA
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
BeckmanCoulter GmbH, Krefeld, Deutschland
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
BioChain Institute, Inc., Hayward, CA, USA
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen, Deutschland
10 | Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland
11 | Bosch + Sohn GmbH u. Co. KG, Jungingen, Deutschland
12 | BioVectra DCL, Connecticut, USA
13 | Brand GmbH + Co KG, Wertheim, Deutschland
14 | Bristol-Myers-Squibb GmbH, Miinchen, Deutschland
15 | Calbiochem, Merck, Darmstadt, Deutschland
16 | Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland
17 | Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
18 | Clontech Laboratories Inc., Mountain View, CA, USA
19 | Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
20 | Difco Laboratories Inc., Detroit Michigan, USA
21 | DSMZ GmbH AG Molekularbiologie, Braunschweig, Deutschland
22 | Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
23 | Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
24 | Fluka Biochemika/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
25 | GE HealthCare Europe, Minchen, Deutschland
26 | Genecraft GmbH, Lidinghausen, Deutschland
27 | Gesellschaft fiir Laborbedarf mbH, Wiirzburg, Deutschland
28 | Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA
29 | Gilson, Villers-le-Bel, Frankreich
30 | Greiner Bio One International AG, Frickenhausen, Deutschland
31 | Heidolph Elektro GmbH & Co KG, Kelheim, Deutschland
32 | Hettich Zentrifugen GmbH & Co KG, Tuttlingen, Deutschland
33 | Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co KG, Eberstadt, Deutschland
34 | Ingold Messtechnik GmbH, Steinbach, Deutschland
35 | Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
36 | Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland
37 | Kodak GmbH, Stuttgart, Deutschland
38 | Leica Camera AG, Solms, Deutschland
39 | Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
40 | Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Diiren, Deutschland
41 | Memmert GmbH + CoKG, Schwabach, Deutschland
42 | Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
43 | MP4 Land Camera, Polaroid, Massachusetts, USA
44 | MWG Biotech AG, Martinsried, Deutschland
45 | Nalgene, Rochester, NY, USA
46 | New Brunswick Scientific Co INC, New Jersey, USA
47 | New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland
48 | NUAIRE, Plymouth, MN, USA
49 | Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden, Deutschland
50 | Olympus Optical Co GmbH, Hamburg, Deutschland
51 | Polaroid GmbH, Dreieich-Sprendlingen, Deutschland
52 | R&D Systems Inc., Minneapolis MN, USA
53 | Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
54 | Riedel de Haen AG, Seelze, Deutschland
55 | Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
56 | Sanyo, Electric Co Ltd, Japan
57 | Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
58 | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
59 | Stratagene, La Jolla, CA, USA
60 | Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland
61 | TPP Uber Renner GmbH, Dannstadt, Deutschland
62 | Ventana Medical Systems, S.A., llkkirch Cedex, Frankreich
63 | Wallac, Turku, Finnland
64 | WPA, Cambridge, UK

O|o(N|oO AW —
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2.2 Molekularbiologische Methoden

Die Durchfihrung der molekularbiologischen Arbeiten erfolgte, sofern nicht anders
vermerkt, nach Angaben aus der Literatur (Ausubel et al., 1987-1999; Sambrook et
al., 1989).

2.2.1 Praparation genomischer DNA aus humanen Zelllinien
Die genomische DNA aus Zelllinien wurde mit dem DNeasy® Tissue Kit (Kapitel

2.1.14) nach Vorschrift des Herstellers extrahiert und in H,O oder TE-Puffer geldst.

2.2.2 Fotometrische Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Gehaltsbestimmung von DNA beziehungsweise RNA erfolgte mit dem
Fotometer. Nukleinsduren absorbieren im UV-Bereich bei 260nm und 280nm.
GemalB dem Lambert-Beer'schen Gesetz (E= € X ¢ X d; wobei € eine Stoffkonstante, ¢
die Konzentration, d die Schichtdicke der Kivette ist) kann die Absorption zur
Konzentrationsbestimmung  herangezogen  werden. Die  Extinktion E
(beziehungsweise A=Absorption, Absorbance beziehungsweise OD=optische Dichte)
von Ag=1 bei Messung in einer 1cm Kuivette entspricht 40ug RNA/mI
beziehungsweise 50ug DNA/mI. So wurde nach folgender Formel (Sambrook et al.,
1989) der Gehalt berechnet: xug/ul DNA (doppelstrangig) beziehungsweise RNA
(einzelstrangig) = y X 50 beziehungsweise 40 X Verdinnungsfaktor/1.000; wobei y
der Extinktionswert Aogq ist.

Zusétzlich wurde das Verhaltnis der Extinktionen bei 260nm und 280nm als
Reinheitskriterium  der  Nukleinsduren bezlglich der Proteinkontamination
herangezogen. Reine Nukleinsauren sollten theoretisch ein Asgo/Azgo-Verhaltnis von
1,8-2,0 aufweisen, das aber auch geringer sein kann, zumal die Messung in H.O
erfolgte und die Azgo/Azg0 vom pH-Wert beeinflusst wird.

Die Proben wurden so mit Wasser verdinnt, dass die Extinktionswerte bei Azsg
zwischen 0,1 und 1,0 lagen, damit die Linearitat der Messwerte gewahrleistet war. In
Einzelféllen musste wegen geringer RNA-Mengen auf eine Wiederholungsmessung
verzichtet werden, so dass auch Werte unter 0,1 als N&herungswerte flr den
Nukleinsauregehalt herangezogen wurden.

32



Material und Methoden

2.2.3 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde die DNA in H2O oder Tris-Puffer aufgenommen und nach
fotometrischer Gehaltsbestimmung mit spezifischen Primern zum Sequenzierservice,
Institut fir Humangenetik, Universitat Duisburg-Essen beziehungsweise zur Firma
QIAGEN gegeben.

2.2.4 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion aus Kultur- oder Gewebezellen erfolgte mit unterschiedlichen
Methoden beziehungsweise Kits verschiedener Hersteller nach deren jeweiligen
Angaben. Gemeinsam war den unterschiedlichen Methoden die Lyse der Zellen
durch Guanidin-Isothiocyanat-haltigen Puffer. Die weitere Aufarbeitung erfolgte durch
Fallungsmethoden nach der Verwendung von Trizol® (Chomczynski, 1993)
beziehungsweise Fallungsmethoden mit anschlieBender isopyknischer Zentrifugation
(QuickPrep™ Total RNA Extraction Kit) oder durch die Bindung an Silikamembranen
kombiniert mit Zentrifugationsschritten (RNeasy® Mini, RNeasy® Plus Mini
beziehungsweise RNeasy® Micro Kit). Bei der letztgenannten Methode erfolgte eine
Anreicherung der mRNA, da durch die Silikasdulen kleine RNA-Molekile mit einer
Lange unter 200bp wie 5,8S rRNA, 5S rRNA und tRNA abgetrennt wurden. In der
Regel wurden die Zellen aus Zellkulturansatzen direkt im Lysispuffer aufgeschlossen.
Bei Gewebeproben wurde das Gewebe mit einem Plastik-Pistill im jeweiligen
Lysispuffer zerkleinert und anschlieBend 10min zentrifugiert, um Gewebebestandteile
abzutrennen. Durch 15-maliges Auf- und Abziehen mit Spritze und Nadel wurde das
Zelllysat homogenisiert.

2.2.5 DNase-Verdau der RNA-Praparate

Um eine mégliche Verunreinigung der RNA mit DNA zu reduzieren oder zu
eliminieren, wurde in einigen Fallen ein Verdau der genomischen DNA vor
Durchfihrung der Reversen Transkription durchgefthrt. Der DNase-Verdau erfolgte
nach Herstellerangaben entweder mit dem Enzym DNase | in Losung (INVITROGEN)
oder wahrend der RNA-Extraktion auf der Sdule mit dem Enzym der Firma QIAGEN.
Der DNAse-Verdau wurde fur die FAM107A-Expressionsanalysen der Zelllinien nicht
durchgefihrt, was zu Amplifikationsprodukten von genomischer DNA in der FLNB-
RT-PCR flhrte.
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2.2.6 Reverse Transkription (RT)

Durch die Reverse Transkription wird RNA in amplifizierbare cDNA umgeschrieben
und damit u.a. PCR-Analysen zuganglich gemacht. Die Reverse Transkription wurde
in der Regel an 1ug Gesamt-RNA mit Oligo-dT(12-18) und dem Enzym Omniscript®,
mit der M-MLV Reversen Transkriptase oder SuperScript® Il RT nach Angaben des
Herstellers durchgeflhrt. Dabei wurden jeweils pro Probe zwei Reaktionen
angesetzt, zum einen die in weiterer Arbeit sogenannte ,RT(+)" (vollstandiger RT-
Ansatz) und die ,RT(-)" (Ansatz ohne Reverse Transkriptase als Negativkontrolle).

2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde Uberwiegend als RT-PCR durchgefihrt (Mullis et al., 1992; Mullis
and Faloona, 1987; Saiki et al., 1985). Die PCR erlaubt die exponentielle
Vervielfaltigung von DNA-Sticken einer Lange von bis zu 5kb, unter bestimmten
Bedingungen auch bis zu 50kb. In der vorliegenden Arbeit wurde sie als praparative
Methode zur Vermehrung von DNA genutzt, aber auch zur ldentifikation bestimmter
DNA-Abschnitte oder von Genen und als RT-PCR fir die Bestimmung derer
Expression. Die DNA-Stlicke, die hierbei als Ausgangsprobe (im weiteren Verlauf der
Arbeit als Template bezeichnet) dienten, waren cDNA, genomische DNA aus
Zelllinien, Plasmid-DNA oder DNA von in 20ul LB-Amp-Medium suspendierten
Bakterienklonen einer Ubernacht-Kultur (Kolonie-PCR). Dabei wurden fiir die
Amplifikation genomischer DNA 100ng eingesetzt, fir die RT-PCR 1/10 der cDNA-
Synthese, in der Regel 2ul des 20ul RT-Ansatzes sowie fiir die Uberpriifung von
Plasmiden 5pl Bakterienkultur aus einer Suspension einer einzelnen
Bakterienkolonie in 20ul LB-AMP-Medium (Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8, S.151f.).

Tab 2.3: Standardprotokoll fiir die PCR

Flr das Standardprotokoll der PCR in der vorliegenden Arbeit wurde fiir ein Gesamtvolumen von 50l
pro untersuchter Probe eine Reaktionslésung hergestellt, ein sogenannter Mastermix mit folgender
Zusammensetzung pro Probe: 20pmol Primer, 1 Enzymeinheit (Enzyme unit; Unit) Taq Polymerase,
10mM Nukleotide in 1XPCR-Puffer mit 1,5mM Magnesiumchlorid. Die Temperatur der Annealingphase
und ihre zeitliche Dauer sowie die Zeit der Elongationsphase wurden entsprechend der verwendeten
Primer und dem erwarteten Amplifikat angepasst (Tab 8.8, S.152).

Schritte der PCR Temperatur [°C] | Zeit [min]
1 Initiale Denaturierung 95 5

2 Denaturierung 95 0,5

3 ,,Annealing“ der Primer 60 0,5

4 Elongation 70 1

5 Wiederholung der Schritte 2-4 in der Regel 34x, oder nach
Erfordernissen des erwarteten Amplikons

6 Terminale Elongation 70 10

7 Kiihlung der Endprodukte bis zur weiteren Verarbeitung 8 Nach Bedarf
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2.2.8 RT-PCR zum Nachweis der Expression von FAM107A-mRNA
Die Expression von FAM107A-mRBNA wurde in diversen Zelllinien und
Gewebeproben mittels RT-PCR Uberprift. Aus Kulturzellen beziehungsweise dem
Gewebe wurde die Gesamt-RNA extrahiert (Kapitel 2.2.4, 2.2.5). Nach Umschreiben
in cDNA (Kapitel 2.2.6) wurde der Erfolg dieser cDNA-Synthese durch RT-PCR mit
dem Kontroll-Primerpaar FLNB-2631+/FLNB-2822- (Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8,
S.151f.) Uberprift, wobei 10% des cDNA-Ansatzes (2ul=4% des Gesamt-PCR-
Volumens) verwendet wurde. Die Expression der FAM107A-ORF-Sequenz wurde im
gleichen Reaktionsansatz folgendermafBen gepruft:
Der PCR-Mastermix wurde auf die Halfte der vorbereiteten Reaktionsgefale
verteilt. Danach wurde die cDNA-Probe hinzugegeben und der Einzelansatz 1:1
geteilt. In die eine Halfte der Probenansatze wurde das Kontroll-Primerpaar FLNB
hinzugegeben, in die andere Halfte das FAM107A-Primerpaar FAM107A-
458+/FAM107A-897- (Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8, S.151f.), damit Test- und
Kontroll-RT-PCR unter den gleichen Bedingungen ablaufen konnten.
Grundsatzlich wurde die RT-PCR sowohl an den RT(+)- als auch den RT(-)-
Proben, die in den Legenden bei den Abbildungen zusammengefasst als ,+/-RT*
bezeichnet wurden, durchgefihrt.
Zur Analyse der Expression von FAM107A-mRNA wurde ein FAM107A-ORF
amplifizierendes Primerpaar gewahlt, das 2 Introns umspannt. Auf genomischer
Ebene ergdbe sich ein Amplikon von 3.288bp, das bei den gewahlten PCR-
Bedingungen nicht gebildet wurde. Auf der cDNA-Ebene ergibt sich ein Amplikon von
450bp, das nicht zwischen den beiden Transkriptvarianten unterscheiden kann. Da
die Primer sich nicht an Exon/Intron-Grenzen anlagern, wurden bei jeder RT-PCR die
RT-Kontrollen mitgefiihrt. Als Positivkontrolle fir die FAM107A-RT-PCR wurde das
nicht linearisierte Plasmid PCDNA3.1ZE0(+)FAM107-0RF verwendet (Positiv-
Template-FAM107A). Das Primer-Paar, das zur Analyse der Expression von FLNB-
mRNA verwendet wurde, ist auch Intron-umspannend. Die erwarteten Amplifikate
haben eine GréBe von 192bp (cDNA) und 459bp (genomische DNA). Dies
ermdglichte die Verwendung von genomischer DNA als Positiv-Template. Entweder
wurde Plazenta-DNA (Positiv-Template-FLNB-1) oder genomische DNA aus ARPE-
19-Zellen (Positiv-Template-FLNB-2) verwendet. Ausgewertet wurden nur RT-PCR-
Analysen, die eine Expression von FLNB zeigten. Auf eine Erlauterung dieser
Ergebnisse der FLNB-RT-PCR wurde in der weiteren Arbeit verzichtet, es sei denn,
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es fanden sich schwach oder nicht messbare Expressionen. In der Regel wurden nur
die Versuche verwendet, in denen die FLNB-cDNA amplifiziert wurde. Die RT-PCR-
Analyse wurde dreimal durchgefihrt, Abweichungen von diesem Standard werden
bei den Ergebnissen (Kapitel 3.2) erwéhnt. Die Ergebnisse der FAM107A-
Expressionsanalyse wurden auch hinsichtlich ihrer Korrelation zur Lokalisation der
untersuchten Zell- beziehungsweise Gewebeproben (C-Codierung) und zu der
Angabe des ICD-0O-3-Code untersucht.

2.2.9 Gelelektrophorese

Mit der Gelelektrophorese werden Nukleinsauren durch Wanderung im elektrischen
Spannungsfeld entsprechend ihrer Ladung, molekularen GréBe und Konformation
aufgetrennt (Ausubel et al., 1987-1999; Sambrook et al., 1989). In der vorliegenden
Arbeit diente sie der Analyse von Produkten der PCR, der praparativen Isolierung
von DNA-Fragmenten aus einem Restriktionsverdau und dem Nachweis der
Integritdt von DNA. Zur Uberpriifung der Qualitat der RNA wurden ebenfalls nicht
denaturierende 1%ige Agarosegele verwendet.

Die Gelelektrophorese wurde mit Agarosegelen in 1XTAE durchgefihrt, wobei die
Agarosekonzentration entsprechend der GréBe der erwarteten FragmentgrdBe
gewahlt wurde. Wenn nicht in den Legenden unter den Abbildungen anders
angegeben, erfolgte die Auftrennung in 1,5%igen Agarosegelen bei 100Volt fur
60min. Den Gelen wurde beim GieBen DNA-interkalierendes Ethidiumbromid
(0,001ug/ 100ml) hinzugefiigt, so dass die Auswertung durch lllumination unter UV-
Licht erfolgen konnte. Die Gele wurden durch Fotografie dokumentiert unter
Verwendung eines Gelb/Orangefilters (37, Tab 2.2, S.31), in der Regel bei Blende
4.5 und einer Belichtungszeit von einer Sekunde.

2.2.10 Aufreinigung von PCR-Produkten und DNA-Banden aus Agarosegelen
Die Aufreinigung der PCR-Produkte zur Sequenzierung erfolgte mit dem QIAquick®
PCR Purification Kit beziehungsweise GFX® PCR DNA and Gel Band Purification Kit
nach Angaben des Herstellers. PCR-Produkte wurden extrahiert, DNA-Banden aus
Agarosegelen ausgeschnitten, gewogen und nach entsprechender Vorschrift
extrahiert.
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2.2.11 Restriktionsverdau und Ligation

Die Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen erfolgt sequenzspezifisch und in
einem vom verwendeten Enzym abh&ngigen Puffer. Fir den Restriktionsverdau
wurden 0,2-1ug DNA eingesetzt und mit 10U/pul der entsprechenden
Restriktionsendonuklease im passenden Puffer nach Vorschrift des Herstellers in der
Regel fir 60min bei 37°C verdaut. Die Produkte des Restriktionsverdaus wurden
mittels Gelelektrophorese Uberprift. Ligiert wurde in einem molaren Vektor-Insert-
Verhéltnis von 1:2 mit 1pl T4-DNA-Ligase in einem Ansatz von 20ul bei
Raumtemperatur fir 4h nach Vorschrift des Herstellers. AnschlieBend wurden die

Ligationsansatze in Bakterien transformiert (Kapitel 2.2.12).

2.2.12 Transformation kompetenter Bakterienzellen

Bei der Transformation von Bakterien wird Plasmid-DNA durch geeignete
Behandlung der Bakterien von diesen aufgenommen und kann so von diesen
vermehrt werden. Fir die Prdparation von Plasmid-DNA wurden 50ul
beziehungsweise bei Bedarf auch weniger Subcloning Efficiency® DH5a Competent
Zellen mit max. 100ng DNA vermischt. Nach einer Inkubation von 30min auf Eis
erfolgte ein Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C fir 30sec. Die Bakterien wurden auf
Eis gekuhlt. Nach Hinzufigen von 250ul SOC-Medium wurden die Bakterienzellen
fir 1h bei 37°C mit 225U/min im Schuttler inkubiert. Zwanzig beziehungsweise 50ul
der Bakteriensuspension wurden auf vorgewarmte Agarplatten, die bei Verwendung
der pCR®2.1-TOPO-Vektoren mit 0,5mM IPTG und 25ul X-Gal (40mg/ml) versetzt
worden waren, ausplattiert und bei 37 °C tber Nacht bis zu 16h inkubiert.

2.2.13 Ubernachtkulturen und Glycerinkulturen

Zur Vermehrung der transformierten Bakterienzellen wurden mit der 20ul-Spitze
einer Gilson-Pipette (GILSON) einzelne Klone aufgenommen entweder flr eine
Kolonie-PCR oder fiir eine Ubernacht-Kultur in 2ml LB-Amp-Medium. Diese wurde
mit 225U/min im Schattler Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Daueraufbewahrung
wurden nach Uberpriifung durch eine Mini-Praparation (Kapitel 2.2.14) 100pl
Bakteriensuspension in 100m| LB-Amp-Medium bei 225U/min und 37°C im Schuttler
Uber Nacht flr 12-16h inkubiert. 600ul von der Bakterienkultur wurden mit 1ml
autoklaviertem Glycerin versetzt, gemischt und bei -70°C eingefroren.
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2.2.14 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien

2.2.14.1 ,,Mini“-Préaparation (,,MiniPrep”)

Die ,Mini“-Praparation erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse der
bakteriellen Zellen (Birnboim and Doly, 1979) mit den Lésungen des Nucleobond® EF
Mini Kits. Die Bakterienkultur wurde mit 10.000U/min 20min bei RT zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellsediment in 300ul auf 37°C
erwarmtem, RNase-haltigen S1-EF-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 300ul
S2-EF (RT) wurde die Bakteriensuspension vorsichtig geschittelt und auf Eis
gestellt. Unter den alkalischen Bedingungen werden sowohl chromosomale als auch
Plasmid-DNA denaturiert. Nach Zugabe von 300ul 4°C kaltem S3-EF wurde
vorsichtig geschittelt. Durch diesen Kaliumazetat-haltigen Puffer bildet die
chromosomale DNA mit weiteren zelluldaren Komponenten ein Prézipitat, das mit
14.000U/min bei 4°C fir 10min durch Zentrifugieren abgetrennt wurde. Im
Uberstand, der in ein frisches Eppendorfgefa gegeben wurde, kann die Plasmid-
DNA wieder zu ihrer nativen ,supercoiled” Struktur revertieren. Nach Zugabe von 1ml
100%igem Isopropanol erfolgte eine 30mindtige Inkubation bei 4°C, um die Plasmid-
DNA zu fallen. Nach einer Zentrifugation bei 14.000U/min und 4°C fir 30min wurde
der Uberstand abgesaugt und die DNA mit 1ml 70%igem Ethanol gewaschen. Nach
einer weiteren Zentrifugation bei 14.000U/min und 4°C fir 20min wurde der
Uberstand abgesaugt und die DNA unter dem Abzug getrocknet. Je nach GréBe des
DNA-Pellets wurde die DNA in bis zu 50ul H,O aufgenommen. Aliquots der Plasmid-

DNA wurden mit einem analytischen Restriktionsverdau tberpruift.

2.2.14.2 ,,Maxi“-Prédparation (,,MaxiPrep*“)
Die ,Maxi“-Préaparation wurde nach Anweisungen des Herstellers mit dem Endofree
Plasmid Maxi Kit oder mit dem Nucleobond® EF Maxi ausgehend von 100ml

Bakteriensuspension einer Ubernacht-Kultur durchgefiihrt.

2.2.15 Konstruktion der Vektoren, die FAM107A-cDNA enthalten

Im Allgemeinen erfolgte die Herstellung der Vektoren jeweils in zwei Schritten (Abb
7). Das jeweilige Insert wurde mit dem TOPO TA Cloning®Kit nach Vorschrift des
Herstellers in den pCR®2.1-Vektor zwischenkloniert. Nach Vermehrung in E.coli-
Zellen wurden die entsprechenden Inserts in den Zielvektor pcDNA3.1Zeo(+)
beziehungsweise pcDNA3.1Zeo(+)-IRES-EGFP umkloniert. Dafir wurde der
Expressionsvektor und der entsprechende intermediare pCR®2.1-Topo-Vektor nach
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Plasmidextraktion mit geeigneten Restriktionsendonukleasen geschnitten, die
Restriktionsprodukte mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, extrahiert und die Inserts
mit dem Plasmid ligiert. Zur Herstellung des Vektors pcDNAS.1Zeo(+)FAM107A-1,1
(FAM107A-1,1-Vektor) wurde mittels RT-PCR ausgehend von Nieren-cDNA ein
1,1kb-Fragment des 5'-Endes der FAM107A-cDNA amplifiziert (Primer: FAM107A-
1+/FAM107A-1.011-, Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8, S.151f.). Das Amplifikat wurde in
den pCR®2.1-Vektor zwischenkloniert und die Identitait des Inserts durch
Sequenzierung verfiziert. AnschlieBend wurde das Fragment nach EcoR1-Verdau in
den Zielvektor pcDNAS.1Zeo(+) kloniert. Zur Herstellung des Vektors mit der
FAM107A-Volllange-cDNA wurde zum einen fir das 5'-Ende der FAM107A-cDNA
der konstruierte FAM107A-1,1-Vektor verwendet. Zum anderen wurde fur das 3'-
Ende der FAM107A-cDNA mittels RT-PCR ein 2,4kb-Fragment aus oligo-dT-
geprimter Nieren-cDNA amplifiziert (Primer: FAM107A-936+/FAM107A-3364-,
Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8, S.151f.) und in den intermediaren pCR®2.1—Topo—Vektor
kloniert. Nach Restriktionsverdau mit dem Enzym Aatll des intermediaren Vektors
und des FAM107A-1,1-Vektors wurde das 2,4kb-FAM107A-Aatll-Fragment in den
FAM107A-1,1-Vektor kloniert.

Zusétzlich wurden Expressionsvektoren mit dem EGFP-Fluoreszenzgen konstruiert,
um in spateren Versuchen die EGFP-exprimierenden Zellen durchflusszytometrisch
selektieren zu kdénnen. Daftr wurde jeweils die FAM107A-ORF- beziehungsweise die
FAM107A-1,1-Sequenz aus den vorher beschriebenen Vektoren nach EcoR1-
Verdau in den Vektor PCDNAS.1ZE0(+)IRES-EGFP kloniert.

Tab 2.4: Regulatorische Sequenzen der verwendeten Vektoren

Merkmal Eigenschaften

Amp (R) Ampicillin-Resistenzgen

Amp (R)-Promotor Ermdglicht die Expression von Amp (R) in E.coli.

BGHpA Bovine growth hormone polyadenylation signal: ermdglicht das
Transkriptionsende und die Polyadenylierung von mRNA.

CMV-Promotor Humaner Zytomegalievirus-Promotor und -Enhancer: ermdéglicht hohe
Expression vom rekombinanten Protein (Andersson et al., 1989).

EM7-Promotor Ermdglicht die Expression von Zeo (R) in E.coli.

f1 origin Replikationsorigin des Phagen f1 zur Expression einzelstrangiger DNA.

Kan (R) Kanamycin Resistenzgen

Kan-Promotor Kanamycin Promotor

pUC ori pUC origin: ermdglicht Replikation und Wachstum in E.coli.

SV40 early Promotor und origin, erlaubt effiziente und hohe Expression von Zeo (R) in

Promotor/Enhancer/ori | Zellen, die SV40 large T-Antigen exprimieren (Andersson et al., 1989).

SV40pA SV40 Polyadenylierungssignal: erméglicht Transkriptionsende von mRNA
und Polyadenylierung.

Zeo (R) Zeocin-Resistenzgen
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5' 3'
-
FAM107A-0ORF 440bp,
mit Primern FAM107A-458+ und FAM107A-897-

LacZ-Promotor

pUC ori FAM107A-ORf

LacZ-
ORF

pCR2.1-FAM107A-ORF

4369bp 1 origin

Amp (R)

Kan-
Promotor

EcoR1 EcoR1

FAM107A-ORF 440bp

Amp (R)-
Promotor

CMV-Promotor

EcoRl

Amplifikation des Inserts mittels
PCR am FAM107A-1,1-Vektor
Isolierung des Fragmentes mit
praparativer Gelelektrophorese

Einklonieren des PCR-Produkts in
den Vektor pCR2.1-TOPO

FAM107A-ORF wurde in die Topo-
Bindungsstelle zwischen der EcoRlI-
Schnittstelle der Multiple Cloning Site
(MCS) ligiert. Diese liegt zwischen
LacZ-Promotor und LacZ-ORF, so
dass durch das Insert das LacZ-Gen
funktionell inaktiviert wurde.

Restriktionsverdau des Vektors
pCR2.1-FAM107A-ORF mit EcoR1
Isolierung des Fragmentes mit
praparativer Gelelektrophorese

Ligation des Inserts FAM107A-ORF
in den Zielvektor pcDNA3.1Zeo(+)
Das FAM107A-ORF-Fragment wurde
in die EcoR1-Schnittstellen ligiert.

FAM107A-ORf

pcDNA3.1Zeo(+)-
FAM107A-ORF
5455bp

pUC ori EcoRl

BGHpA
f1 origin
SV40pA

SV40 early

Zeo (R)
EM7-

Promotor

Promotor/Enhancer/ori

Abb 7: Klonierungsstrategie am Beispiel des FAM107A-ORF-Vektors. Herstellung des Zielvektors

pcDNA3.1Zeo(+)FAM107A-ORF
Zwischenvektor pCR2.1-FAM107A-ORF.
Sequenzen (Tab 2.4, S.39).
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2.3 Allgemeine Methoden der Zellkultur

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Zelllinien bei einer Temperatur von 37°C
und einer CO»-Begasung von 5% in einer wasserdampfgesattigten Atmosphéare
kultiviert. Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer
Sicherheitswerkbank der Klasse Il durchgefihrt. Die Gebrauchsmaterialien wurden
vor Gebrauch bei 180°C im Trockensterilisator (Glaspipetten) oder durch
Autoklavieren (Polypropylenmaterialien) sterilisert. Samtliche L&sungen wurden
entweder als sterile Lésungen vom Hersteller (Tab 2.2, S.31) bezogen oder durch
Autoklavieren beziehungsweise Sterilfiltration durch Filter der PorengréBe 0,2um vor

der Anwendung sterilisiert.

2.3.1 Passagieren/Expandieren von Zellen

Die Zelllinien wurden in DMEM mit Zusatz von 10% FCS, 1% L-Glutamin, entspricht
einer Endkonzentration von 2mM, und 1% Penicillin/Streptomycin, entspricht einer
Endkonzentration von 100U/ml Penicillin beziehungsweise 100ug/ml Streptomycin (in
der weiteren Arbeit als ,Vollmedium*® bezeichnet), kultiviert. Eine Ausnahme bildeten
die primédren RPE-Zellen, die im IMDM-Medium kultiviert wurden. Zum Passagieren
mussten die adhédrenten Zellen zuerst durch das proteolytische Enzym Trypsin von
der Wachstumsoberflache abgelést wurden. Zuvor wurden sie nach Absaugen des
Mediums mit 2-5ml PBS, je nach GréBe der Wachstumsoberflache, gewaschen.
AnschlieBend wurde je nach ZellkulturflaschengréBe 1ml (fir T75-Flasche)
beziehungsweise 0,5ml (fur T25-Flasche) Trypsin/EDTA zugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 3-5min bei RT wurden die Zellen durch leichtes Aufklopfen der
Flasche auf der Werkbank von der Oberflache gel6st. Das Ablésen und die
Desaggregation wurden mikroskopisch UGberprift. Weitere Trypsinwirkung wurde
durch Zugabe von 9ml (bei T75-Flasche) beziehungsweise 4,5ml (bei T25-Flasche)
Vollmedium inaktiviert. Entsprechend der benétigten Zellzahl und/oder der
erwarteten Proliferation wurden die Zellen in einem Verhéltnis von 1:3 bis 1:20
passagiert. Dazu wurde die entsprechende Menge an Zellsuspension in das
vorgelegte Medium gegeben.

2.3.2 Kryokonservieren von Zellen
Theoretisch kdnnen Zellen in spezifischen Einfriermedien in flissigem Stickstoff Gber
Jahre gelagert werden. Dafiir wurden die Zelllinien bei einer Zelldichte von 50-80%
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Konfluenz trypsiniert. Nach 5min Zentrifugation bei 1.200U/min wurde das Zellpellet
mit 5ml PBS gewaschen und 5min bei 1.200U/min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
zundchst in 2ml Medium (50% DMEM ohne Zusatz/ 50% FCS) resuspendiert. Nach
Zugabe von 2ml Einfriermedium (40% DMEM ohne Zusatz/ 40% FCS/ 20% DMSO)
wurde die Zellsuspension durch Auf- und Abpipettieren vorsichtig in dem gesamten
Volumen von 4ml resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf 3 Kryordhrchen
verteilt und unmittelbar in eine Nalgene®-Kryobox gestellt. Diese wurde bei -70°C
eingefroren. Nach einem Tag wurden die Zellen in flissigen Stickstoff Gberfihrt und
dort gelagert. Die eingefrorene Zellsuspension wurde bei Bedarf im Wasserbad bei
37°C aufgetaut und sofort in 5ml FCS resuspendiert. Nach einer 5mindtigen
Zentrifugation bei 1.200U/min wurden die Zellen in 3ml Vollmedium resuspendiert

und in eine T25-Flasche Uberfihrt, in der 2ml Medium vorgelegt wurden.

2.3.3 Test auf Mykoplasmenkontamination

Zellkulturen kénnen mit Mykoplasmen (Tax-ID 2093), zellwandlosen, polymorphen
Bakterien, kontaminiert sein. Deshalb wurden alle 3 - 5 Monate die in Kultur
gehaltenen Zelllinien auf das Vorkommen von Mykoplasmen untersucht. Dazu wurde
eine Farbung mit DAPI durchgefiihrt. 1X10* Zellen wurden ausgesat und nach 24h
mit PBS gewaschen, 15min mit DAPI (6ug/ul) inkubiert und nach nochmaligem
Waschen mit PBS im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Es wurde nur mit

mykoplasmenfreien Zelllinien gearbeitet.

2.3.4 Bestimmen der Zellzahl

Nach dem Trypsinieren wurden die Zellen 5min bei 1.200U/min zentrifugiert. Nach
Resuspendieren in 1ml PBS beziehungsweise in 1ml Medium wurden 10ul der
Zellsuspension mit 10ul Trypanblau versetzt (1:1) beziehungsweise bei grdBerer
Zellzahl mit zusatzlichem PBS verdinnt. Davon wurden 10ul in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben. Aus den nicht blau angefarbten, vitalen Zellen pro groBem
Quadrat lieB sich die Zellzahl als ,Anzahl von Zellen/ml* mit folgender Formel
bestimmen:

Ne = Np X Verdiinnungsfaktor X 10* X V

Ng = Gesamizellzahl

Np = Durchschnittliche Anzahl Zellen pro groBer Kammer

V = Volumen [ml], in dem die Zellen aufgenommen worden sind
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Fir weitere Analysen wie RNA-Extraktion und DNA-Extraktion wurden die Zellen bei
10.000U/min 5min in der Tischzentrifuge sedimentiert und nach Abnahme des PBS

bei -70°C eingefroren.

2.3.5 Etablierung FAM107A ektopisch stabil exprimierender Zelllinien

Die Expressionsvektoren FAM107A-ORF-Vektor, FAM107A-1,1-Vektor und der
Leervektor PCDNAB.1ZEO(+) (Leervektor) wurden in die Nierenkarzinomzelllinien
RCC-1 und HTB-46 stabil transfiziert. Dafir wurden pro Zelllinie drei Versuche
angesetzt: ein Kontrollansatz nur mit dem Transfektionsagens, ein Kontrollansatz mit
dem Leervektor und ein Ansatz mit dem FAM107A-ORF-Vektor.

Fir die Transfektion wurden je 10°, 10* beziehungsweise 10° Zellen pro 10cm
Zellkulturschale in 10ml Vollmedium im Triplikat ausgeséat. Nach 24h wurden pro
Ansatz je 5ug Plasmid-DNA auf 1ml DMEM (L6sung A) sowie 30ul Lipofectamine®
auf 1Tml DMEM (L&ésung B) versetzt. Nach Mischen der beiden Lésungen erfolgte
eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Nach 30min wurde der Transfektionskomplex
auf die Zellen getropft, die zuvor mit PBS gewaschen worden waren und mit je 3ml
DMEM (ohne Zusatz) versetzt worden waren. Nach 6h erfolgte ein Mediumwechsel
mit 10ml Vollmedium unter Zusatz von 0,5mg/ml Zeocin. Fir zwei bis drei Wochen
wurde zweimal pro Woche das Medium gewechselt. Die gewachsenen Kolonien
wurden mittels Ringklonierung selektiert: Auf der Unterseite der Zellkulturschale
wurden sie mit einem Stift gekennzeichnet. Mit Hilfe eines Metallrings wurden
einzelne Kolonien trypsiniert und 12 Kolonien weiter expandiert. Aus den Zellen der
stabil transfizierten Zelllinien (Passage 2) wurde genomische DNA extrahiert. Mittels
PCR wurde mit den Primern Chr3-58.035.418-/Chr3-58.035.874+ (Tabellen 2.3,
S.34, 8.7-8.8, S.151f.) zur Kontrolle der DNA ein Sequenzbereich von 484bp
amplifiziert. Mittels einer weiteren PCR mit den Primern Chr3-58.505.732-/Chr3-
58.503.509+ (Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8, S.151f.) wurde zur weiteren Kontrolle ein

gréBerer Bereich von Uber 2kb in ausgewahlten Zelllinien amplifiziert.

2.3.6 Fixieren und Permeabilisieren von Zellen fur durchflusszytometrische
Analysen

Zur Fixierung flur die durchflusszytometrische Analyse beziehungsweise weitere
Permeabilisierung wurden die Zellen nach dem Trypsinieren und Waschen mit PBS
in 500-1.000pl 3,7%igem Formaldehyd in PBS fur 20min bei RT inkubiert. Danach
wurden die Zellen 5min bei 1.200U/min zentrifugiert, mit 500-1.000ul PBS
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gewaschen, in 300-1.000ul PBS aufgenommen und bei 4°C gelagert
beziehungsweise der weiteren Analyse zugeflhrt.

Nach der Fixierung wurden die Zellen zur Permeabilisierung fir die Zellzyklusanalyse
in 500ul PBS aufgenommen und mit 5ml eiskaltem 70%igem Ethanol tropfenweise
versetzt. Inkubiert wurde bei 8°C fir 10min oder tber Nacht. Fir die Farbung mit
dem Survivinantikbrper wurden die Zellen mit 0,5% Saponin/3% BSA in PBS 5min
auf Eis inkubiert und anschlieBend 15min in 0,1% Saponin/3% BSA in PBS geblock.

2.3.7 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde zur Zellzyklusanalyse, zum Nachweis von HLA-
Oberflachenantigenen und von Survivin eingesetzt. Sie ist eine Methode zur Analyse
von Einzelzellen in Suspension auf der Grundlage von Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften.

Die Zellen treten in einem FlUssigkeitsstrom als Einzelzellsuspension durch einen
Argon-Laserstrahl, der dadurch gestreut wird. Dabei werden die physikalischen
Parameter ZellgréBe und Granularitdt detektiert, gemessen und analysiert.
AuBerdem werden die in/auf den Zellen vorhandenen Fluorochrome (wie z.B.
Fluorescein) angeregt, was zur Emission von Fluoreszenz charakteristischer
Wellenlange flhrt. Diese Fluoreszenz wird in ein elektrisches Signal umgewandelt
und dokumentiert.

Zur Analyse wurden die Zellen in mindestens 300-500ul PBS aufgenommen und der
durchflusszytometrischen Messung im Durchflusszytometer EPICS XL, BECKMANN
COULTER, zugefthrt. Eine Messung umfasste 10.000-30.000 detektierte Ereignisse.
EGFP und FITC-markierte Antikérper wurden im Kanal FL1 (Fluorescent Channel 1,
ca. 525nm), PC5-konjugierte Antikérper und Propidiumjodid-gefarbte Zellen im Kanal
FL3 (Fluorescent Channel 3, ca. 590nm) gemessen. Zur Auswertung wurden die
erhaltenen Daten mit der Software ,winMDI® Version 2.8, Build 1301-19-2000
(Windows Multiple Document Interface, Flow Cytometry Application, Copyright 1993-
1998 Joseph Trotter, Scripps Institute, La Jolla, CA, USA) dargestellt. Als weitere
Hilfe zur Darstellung wurde die Reanalysierungssoftware ,ExP032 ADC Analysis®
(BECKMANN COULTER; 1993, 2000 Applied Cytometry Systems) genutzt.
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2.4 Genomische Analysen von Zelllinien

2.4.1 Karyotypisierung

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von ca. 80-90% zur Metaphasengewinnung in
das Chromosomenlabor (Innere Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum Essen)
gegeben. Die Zellen wurden mit 10ul Colcemid pro ml Medium fir mindestens 1h
inkubiert, bis die Zellen sich ldsten. Der Uberstand wurde abgenommen und fur
10min bei 1.300U/min zentrifugiert. Das Zellpellet und die restlichen in der
Zellkulturschale verbliebenen Zellen wurden je mit vorgewdrmten 0,075M KCI fur
20min inkubiert. Nach Zentrifugieren der Zellen wurden sie tropfenweise mit 8-10ml
Carnoys Fixativ (Methanol/Essigsaure; 3:1) fixiert und zentrifugiert. Nach
wiederholtem Fixieren wurden die Zellen im Fixativ bei 4-8°C fir mindestens 24h
gekUhlt. Die Préparate wurden erstellt, indem aus ca. 30cm Héhe ein Tropfen auf die
Objekttrager fallen gelassen wurde. Getrocknet wurden die Metaphasen bei 80°C fir
2-4h, bis die G/R-Banden sichtbar wurden. Nach Ablésen durch
Trypsinldsung/Hanks Salzlésung (1:1) wurden die Zellen mit Giemsa gefarbt. Die
Zellen wurden mit einer Nikon CCD (charge-coupled device) Kamera fotografiert und
mit einem ,Genevision 221“Karyotypisierungssystem (APPLIED SPECTRAL IMAGING,
Tab 2.2, S.31) ausgewertet. Die klonalen Aberrationen, d.h. strukturelle
Veranderungen, die in mindestens zwei Zellen vorkamen und Verluste, die in
mindestens drei Zellen auftraten (Mitelmann, 1995), wurden ausgezahlt (Tab 8.11, S.
154f1.).

2.4.2 PCR-Analyse genomischer DNA

Von den untersuchten Zelllinien, die auf Expression von FAM107A mit RT-PCR
untersucht wurden, wurden stichprobenweise zehn Linien (RCC-1, HTB-45, HTB-46,
SN12c, MCF7, HBL-100, H23, HelLa, BLM und ARPE-19) auf genomischer Ebene
mittels PCR daraufhin analysiert, ob eine fehlende Expression von FAM107A auf
einer homozygoten Deletion beruhte.

Nach Extraktion genomischer DNA (Kapitel 2.2.1) aus einem Zellkulturpellet (Kapitel
2.3.4) wurde die Qualitat der DNA mit Gelelektrophorese kontrolliert. Die PCR wurde
zweimal durchgefihrt, wobei teils Zellen unterschiedlicher Zellkulturpassagen
untersucht wurden. Mit dem Kontroll-Primerpaar FLNB-2631+/FLNB-2822- wurde
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gepruft, ob sich die DNA in der PCR amplifizieren lieB (Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8,
S.151f.). FAM107A wurde durch PCR mit dem Primerpaar FAM107A-
696+/FAM107A-850- (Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8, S.151f.) im Genom als ein
Amplifikat mit einer GréBe von 667bp (bezeichnet als FAM107-667bp-Amplifikat)

nachgewiesen.

2.5. Uberpriifung der Expression von FAM107A-mRNA in Abhéngigkeit

von unterschiedlichen EinflussgroBen

2.5.1 Expression von FAM107A in Abhangigkeit vom zirkadianen Rhythmus

Um einen eventuellen Einfluss des Zellzyklus' auf die zirkadiane Rhythmik
auszuschlieBen, wurden die Zellen mit einem Doppel-Thymidinblock behandelt
(Whitfield et al., 2002). Durch einen Uberschuss an Thymidin werden dabei Zellen in
der G1/S-Phase blockiert (Bostock, 1971). Hierdurch sollte RNA einer weitgehend
synchronisierten Zellpopulation gewonnen werden. Zusétzlich wurden als Kontrolle
die Zelllinien auch unbehandelt kultiviert.

Es wurden 1X10° Zellen (ARPE-19, HeLa, RCC-1 und SN12¢) in einer T-25-Flasche
ausgesat, so dass sie nach 24h Inkubation bei 37°C zu ca. 10-20% konfluent waren.
Die Zellen wurden 2X mit PBS gewaschen und fir 18h mit 2mM Thymidin in
Vollmedium inkubiert. Nach Entfernung des Thymidin-haltigen Mediums wurden die
adharenten Zellen einmal mit PBS gewaschen und fir 9h mit Vollmedium versetzt.
Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen nochmals 17h mit 2mM Thymidin in
Vollmedium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen wieder mit PBS gewaschen
und Uber einen Zeitraum von 48h in einem Zeitabstand von jeweils 6h fotografisch
dokumentiert, pelletiert, gezéahlt und bis zur RNA-Extraktion eingefroren (Kapitel
2.2.4). Der Zustand des Synchronisationsgrads der Kulturen wurde durch
durchflusszytometrische Zellzyklus-Analyse eines Aliquots des Zellpellets tberprift
(Kapitel 2.5.2).

2.5.2 Expression von FAM107A in Abhangigkeit vom Zellzyklus

Die Analyse des Zellzyklus' erfolgte durch Féarben der nukledren DNA mit
Propidiumjodid und anschlieBender durchflusszytometrischer Analyse. Der DNA-
Gehalt der Zellen verdoppelt sich wéhrend eines Zellzyklus', so dass je nach DNA-
Gehalt eine Zuordnung der Zellen zu einer bestimmten Zellzyklusphase maglich ist.
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Es wurden 0,7X10° RCC-1-Zellen beziehungsweise 1,5X10° HTB-46-Zellen

ausgesat. Nach 24h wurde ein Aliquot der Zellen pelletiert und bis zur RNA-

Extraktion eingefroren (Kapitel 2.2.4). Die anderen Zellen wurden fixiert und zur
Aufnahme des Propidiumjodid permeabilisiert (Kapitel 2.3.6). Ebenfalls wurde ein
Aliquot der Zellen aus der Analyse der zirkadianen Rhythmik untersucht. Die Zellen
wurden in 300-500ul Pl-Farbelésung resuspendiert und nach 30min Inkubation bei
RT durchflusszytometrisch analysiert (Kapitel 2.3.7) Die erhaltenen Daten von je
15.000 Zellen wurden nach Histogrammerstellung mit ,winMDI“ Version 2.8 mit
dem Programm ,Cylchred® (Cardiff, England, Version 1.0.2 fir Windows 95)
ausgewertet (Ormerod et al., 1987; Watson et al., 1987) und als Prozentsatz
positiver Zellen in der Go/G1-, S- und Go/M-Phase angegeben (Abb 8).

S
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Zellzahl 300
R —

DNA-Gehalt

Abb 8: Beispielhafte Darstellung der Cylchredauswertung der HTB-46-Zellen. Die blaue Kurve ist
die Darstellung des originalen Histogramms. Die rote beziehungsweise griine Kurve zeigt die von der
Software automatisch errechnete AUC (Area under the curve) far den Anteil von Zellen in der Gy/G;-
S- bzw. G,-Phase. Als Zahlwerte werden Prozentwerte angegeben. Jede AUC-Teilflaiche wird zur
Gesamt-AUC (G¢/Gy, S und Go/M ) ins Verhaltnis gesetzt. Die griine vertikale Linie setzt die Grenze
fir die Debris-Werte. Der DNA-Gehalt wird gemessen durch die Fluoreszenz, gemessen im FL3 in
den Fluoreszenzkanalen 0-1023, dargestellt bis ca. 800.

2.5.3 Bestimmung des Einflusses der Konfluenz auf die Expression von
FAM107A

Die Zelldichte, zu der die Zellen in der Zellkulturflasche zusammenwachsen, kann die
Expression von Genen beeinflussen (Cooper, 2000). Um die Auswirkung der
Konfluenz auf die Expression von FAM107A zu untersuchen, wurden je 1X1 0° Zellen
(ARPE-19, HeLa wund SN1i2c) in zwei Zellkulturschalen unterschiedlicher
WachstumsflachengréBe ausgesat: Sechs-Loch-Zellkultur-Testplatte (9,03cm?) und
10cm-Platte (60,1cm® WachstumsflachengroBe). Nach vier Tagen wurden die
subkonfluenten (ca. 30-40% Konfluenz) und konfluenten (ca. 90-100% Konfluenz)
Zellen geerntet und, nach Waschen mit PBS, bei -70°C zur RNA-Extraktion mit
anschlieBender RT-PCR (Kapitel 2.2.4-8) eingefroren.
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2.5.4 Einfluss von erhéhter Temperatur (,,Hitzeschock®) auf die Expression von
FAM107A

Um zu Uberprifen, ob die FAM107A-Expression durch Hitzeschock induzierbar ist,
wurde ein Hitzetest durchgefihrt.

Fir den Hitzetest wurden 2,7X10° Zellen (ARPE-19, HeLa und SN12c) ausgesat.
Nach 24h wurden die Zellen fir 60min in einem 43°C warmen Wasserbad inkubiert.
Vor der Inkubation wurde das Medium auf 50ml aufgeflllt, so dass die
Zellkulturflasche vertikal eingetaucht und fixiert werden konnte und die Zellen in der
Zellkulturflasche vom warmen Wasser umgeben waren. Die Menge des Mediums
garantierte die Stabilitat des pH-Wertes Uber den Zeitraum von einer Stunde, wie an
der Farbe des pH-Indikators im Medium ersichtlich wurde. Als Kontrolle dienten
Zellen, die wéhrend der Hitzebehandlung der anderen Zellen im Brutschrank bei
37°C und 5% CO; blieben. Nach einer Erholungsphase von 30min im Brutschrank
(Kretz-Remy et al., 2001) wurden die Zellen pelletiert, gezahlt und nach Waschen mit
PBS bei -70°C bis zur RNA-Extraktion (Kapitel 2.2.4-8) eingefroren.

2.6 Untersuchungen zur epigenetischen Beeinflussung der Expression
von FAM107A-mRNA

2.6.1 Behandlung von Zelllinien mit Decitabin
Die Neumethylierung wahrend der Replikation der DNA kann durch Decitabin, ein
Cytidinanalogon, gehemmt werden. Decitabin wird bei der DNA-Synthese in die DNA
eingebaut und fangt durch kovalente Bindung die DNA-Methyliransferasen ab.
AnschlieBende Expressionsanalysen geben dann einen ersten Aufschluss Uber
mdgliche Methylierungen, die die Expression des Genprodukis von Interesse
beeinflussen kdnnen.
Die Zelllinien wurden drei bis funf Tage mit 1-5uM Decitabin behandelt (Tab 8.9,
S.158). Der Zeitraum der Behandlung umfasste mindestens drei Tage, so dass
gewabhrleistet war, dass die Generationszeit der Zelllinien erfasst wurde. Diese wurde
den Datenbanken wie z.B. der von ATCC entnommen oder rechnerisch mit folgender
Formel ermittelt: Generationszeit (Populationsverdopplungszeit, t,):

tg= log2*At/logN-logNg
wobei gilt: At= t-tg No= Zellzahl zum Zeitpunkt 0, N= Zellzahl zum Zeitpunkt der
Messung. Fiir den Versuch wurden 2X10° Zellen in 10ml Vollmedium in einer 10cm
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Zellkulturschale ausgesét. Alle 24h wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
neuem Vollmedium unter Zusatz von Decitabin (Endkonzentration von 1-5uM)
behandelt. Als Kontrolle diente reines Vollmedium und des Weiteren Vollmedium mit
DMSO-Zusatz, da Decitabin in DMSO gelést wurde. Vierundzwanzig Stunden nach
dem letzten Mediumwechsel wurden die Zellen pelletiert, mit PBS gewaschen und
bis zur RNA-Extraktion und RT-PCR (Kapitel 2.2.4-8) bei -70°C eingefroren.

2.6.2 Behandlung von Zelllinien mit Trichostatin A, TSA

Eine mdgliche Einflussnahme auf die Expression von Genen kann auch durch
Azetylierungen der Histone erfolgen. TSA kann als Histondeazetylasehemmer die
Chromatinstruktur so verandern, dass Transkriptionsfaktoren binden kénnen und
Expression erfolgen kann.

Um dies zu untersuchen, wurden 2X10° bis 3X10° Zellen in 10ml Vollmedium in einer
10cm Zellkulturschale ausgesat. Nach ca. 20h wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 10ml reinem Vollmedium (Kontrolle), Vollimedium mit DMSO-
Zusatz (Lésungsmittel fir TSA) oder Vollmedium mit 1uM TSA (ausgehend von einer
10mM Stammlésung in DMSQO) versetzt. Nach 16h wurden die Zellen abzentrifugiert
und bis zur RNA-Extraktion und RT-PCR (Kapitel 2.2.4-8) bei -70°C eingefroren.

2.7 Einfluss von Cisplatin auf die Expression von FAM107A

Die Nierenzellkarzinomzelllinien RCC-1 und HTB-46 wurden auf ihre Sensitivitat
gegendber Cisplatin und auf eine eventuelle Modulation der FAM107A-mRNA-
Expression durch eine Cisplatinbehandlung getestet. Es wurden 1X10° RCC-1-
beziehungsweise 1,3X10° HTB-46-Zellen in 2ml Vollmedium in einer 6-Loch-
Zellkulturplatte ausgesat. Nach 24h wurden die Zellen in Vorversuchen mit je 12,5
beziehungsweise 25 und 50uM oder mit 2, 4, 6, 8 und 10uM Cisplatin
(Endkonzentration im Medium) behandelt, um die Sensitivitdt gegeniber
unterschiedlichen Cisplatin-Konzentrationen auszutesten. Die Zellen wurden nach
24h geerntet und gezahlt. Die Wirkung von Cisplatin auf die Zellen wurde als
Absterberate (Abnahme der Zellzahl in Prozent) nach einer Behandlung mit 2uM
Cisplatin fir 24h bestimmt. Ein Aliquot der Zellen wurde bei -70°C fir die RNA-
Extraktion und zur Uberrpiifung der Expression von FAM107A-mRNA mittels RT-
PCR (Kapitel 2.2.4-8) eingefroren.
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2. 8 Charakterisierung FAM107A ektopisch liberexprimierender Zelllinien

2.8.1 Methoden zur Analyse der Proliferation

Als Proliferationsmarker wurde die Expression von Ki67/Mib1-Antigen gemessen.
Proliferation-Related Ki-67/Mib1, im weiteren Verlauf als Ki67 bezeichnet, ist ein
nukledres Antigen, das mit Zellproliferation assoziiert ist und im aktiven Zellzyklus
wahrend der Gi-, Synthese- (S-), Go- und Mitose- (M-)Phasen detektiert werden
kann, nicht aber in ruhenden Zellen (Gy-Phase) (Schliter et al.,, 1993). Die
Expression von Ki67 wurde mit Antikérpern gegen Ki67 sowohl immunzytochemisch
als auch durchflusszytometrisch bestimmt. Mittels Zellzyklusanalyse wurde der DNA-
Gehalt der Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen bestimmt. Um einen
mdglichen Einfluss von FAM107A-ORF-cDNA auf die DNA-Syntheserate zu
detektieren, wurde die Proliferationsanalyse durch *H-Thymidin-Einbau durchgefihrt.

Als weiteres wurde eine Zellwachstumskurve aufgenommen.

2.8.1.1 Immunzytochemische Messung der Expression von Ki67

Circa 24 Stunden nach Aussaat wurden die Zellen in 3,7%ig gepuffertem
Formaldehyd fixiert. Im Institut far Allgemeine und Spezielle Pathologie,
Universitatsklinikum des Saarlandes, wurden die Zellen in Paraffin eingebettet.
AnschlieBend wurden etwa 5-7um dicke Schnittpraparate angefertigt, die auf mit
Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager aufgebracht wurden. Ki-67 wurde mit
Antikdrpern, die in einer Verdinnung von 1:100 eingesetzt worden waren (Protokoll
nach Angaben des Herstellers), Uber die Avidin-Biotin-Komplex-(ABC)-Methode
nachgewiesen. Als Peroxidase-chromogen diente DAB, das ein in Alkohol
unldsliches braunes Endprodukt bildet. Als Eindeckmedium wurde Entellan® Neu
verwendet. Im Automaten NexES® ICH wurden die zytologischen Praparate
visualisiert und mit Hilfe eines Axioskop 2 Mikroskops und einer AxioCam MRc5
Mikroskopkamera in Form von True-Color Rasterbildern digitalisiert. Gespeichert
wurde im proprietdren ZVI-Format (CARL ZEISS), das durch Anwendung der
Mikroskopiesoftware AxioVision LE Release 4.3 (CARL ZEISS) genutzt werden konnte,
um die resultierenden Rasterbilder im JPEG- oder PNG-Format abzuspeichern.
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2.8.1.2 Durchflusszytometrische Analyse der Expression von Ki67

Es wurden 0,7X10° (RCC-1-Zellen) beziehungsweise 1,5X10* (HTB-46-Zellen) Zellen
ausgesat. Nach 24h wurden die Zellen trypsiniert und nach Zentrifugation fir 5min
mit PBS gewaschen. Permeabilisiert wurden die Zellen mit 0,5% Saponin.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 15min in Puffer-2 geblockt, 5min zentrifugiert und
mit 2,5ul monoklonalem Antikérper Anti-Humanen Ki-67/FITC Klon MIB-1 fir 20min
im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation fir 5min wurden die Zellen
zweimal mit Puffer-2 gewaschen. Nach Aufnahme in 400ul Puffer-2 wurden die
Zellen durchflusszytometrisch analysiert (Kapitel 2.3.7).

2.8.1.3 Zellzyklusanalyse

Die Analyse des Zellzyklus' erfolgte wie unter 2.5.2 beschrieben.

2.8.1.4 Proliferationsanalyse durch *H-Thymidin-Einbau

Die Proliferation kann durch Messung des Einbaus von radioaktiv markiertem
Thymidin bei der DNA-Synthese bestimmt werden.

Je 500 beziehungsweise 1.000 Zellen wurden in 200ul Vollmedium als Triplika
beziehungsweise als 6-facher Ansatz in einer 96-Loch-Zellkulturplattte ausgesat.
Nach 11h wurden die Zellen zur weiteren Analyse in das Institut fir Immunologie,
LCL-Labor, Universitatsklinikum Essen, gegeben. Die Isotopenmarkierung erfolgte
dort mit 10ul (= 37kBq) einer 1:10 verdinnten 3H—Thymidin—L('jsung fir ca. 18h im
Brutschrank. Nach Ernten und Trocknen der Zellfragmente auf einer Glasfaser-
Filtermatte wurden 10ml Szintillationslésung Betaplate Scint® zugegeben. Die
Messung wurde im 1.450 Mikrobeta Trilux Messgerat durchgefthrt. Die Aktivitat

wurde in counts per minute (cpm) gemessen.

2.8.1.5 Proliferationskinetik

Die Proliferationskinetik der stabil transfizierten Zelllinien wurde Gberprift, indem die
Zellen fir sechs Tage kultiviert und taglich gezahlt wurden. Je 1X10* (RCC-1-Zellen)
beziehungsweise 2X10* (HTB-46-Zellen) Zellen wurden in 2ml Vollmedium in einer 6-
Loch-Zellkulturplatte in einem Dreieransatz ausgeséat. An den Tagen eins bis sechs
wurden jeweils drei Zellansatze nach Trypsinierung mit 200ul Trypsin in 800ul DMEM
aufgenommen. Nach Pellettieren bei 3.000U/min fir 5min wurden die Zellen je nach
PelletgréBe in 30-1.000ul PBS resuspendiert und in der Neubauer-Zahlkammer
gezahlt.
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2.8.2 In-vitro-Tumorigenitat FAM107A ektopisch Uberexprimierender Zelllinien

2.8.2.1 Kultivierung von Zellen in Weichagar

Far die Kultivierung von Zelllinien in Weichagar wurden zwei Schichten gegossen.
Die Grundschicht bildete eine 1,2%ige Agarlésung (Gewicht/Volumen). Die
Agarlésung wurde autoklaviert, auf 45°C abgekuhlt und im Verhéltnis 1:1 mit 37°C
warmem, doppelt konzentrierten DMEM mit einem FCS-Gehalt von 25% gemischt.
Dann wurde 1ml zligig und méglichst luftblasenfrei in jeweils eine Vertiefung einer 6-
Loch-Zellkulturplatte gegossen. Zum Festwerden des Agars wurde die Platte bei RT
gelagert. FUr die eigentliche Kultivierungsschicht wurde eine 0,6%ige Agarldésung
hergestellt, die ebenfalls vor der Verwendung auf eine Temperatur von 45°C
gebracht wurde. Die zu testenden Zellen wurden in doppelt konzentriertem Medium
(25% FCS) verdinnt, so dass sie in einer Konzentration von 10.000
beziehungsweise 6.000 Zellen pro 0,5ml Medium vorlagen. Die Zellsuspension
wurde zu gleichen Teilen mit der 0,6%igen Agarldsung vermischt. Ein Milliliter dieses
Gemischs wurde luftblasenfrei auf die Grundschicht gegeben. Die Weichagarplatten
wurden bis zum Erstarren der Testschicht bei RT und dann im Brutschrank bei 37°C
und 5% COs inkubiert. Nach ca. 2-3 Wochen wurde die Anzahl der gewachsenen
Zellkolonien unter dem Lichtmikroskop bestimmt, wobei nur Klone mit einem

Durchmesser von Uber 1mm gezahlt wurden.

2.8.2.2 Messung der Survivin-Expression

Die Expression von Survivin wurde mit dem monoklonalen anti-humanen Survivin-
Fluorescein-Antikdrper nachgewiesen. Es wurden 7X10* Zellen der RCC-1-Zellen
beziehungsweise 1,5X10° Zellen der HTB-46-Zellen in einer 6-Loch-Zellkulturplatte
fir 23-24h kultiviert. Nach Ernten und Waschen der Zellen mit PBS wurden sie fur
20min in 3,7%igem Formaldehyd fixiert. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen
fir 5min auf Eis mit Permeabilisierungslésung inkubiert. Geblockt wurden die Zellen
fir 15min auf Eis mit Puffer-2. Die Antikérperfarbung erfolgte nach Zugabe von 5yl
spezifischem Antikérper in Puffer-2 bei 4°C fir 20min im Dunkeln. Nach zweimaligem
Waschen mit Puffer-2 wurden die Zellen in Puffer-1 aufgenommen und
durchflusszytometrisch untersucht (Kapitel 2.3.7). Ausgewertet wurden die
Originalhistogramme, die grafische Darstellung (Visualisierung) erfolgte mit der

Reanalysierungssoftware ,ExP032 ADC Analysis® (BECKMANCOULTER GMBH).
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2.8.2.3 Test auf Invasivitatsmarker mittels Zymografie

Mit Hilfe der Zymografie wird die substratspaltende Aktivitit von MMP aus
Zellkulturiberstanden nach deren gelelektrophoretischen Auftrennung
nachgewiesen. Die Enzyme werden in TrisGlycin-Gelatine-Gelen unter
nichtreduzierenden Bedingungen entsprechend ihrer Molekulargewichte aufgetrennt.
Durch Verwendung von SDS im Probenpuffer sind sie wahrend des Gellaufes
denaturiert. Die anschlieBende Inkubation im Reaktionspuffer ermdéglicht den
Proteasen nach vorangegangener Renaturierung die Spaltung des Substrats
Gelatine dort, wo sie sich nach der elektrophoretischen Trennung befinden.

Der Zymografie-Assay wurde mit den Fertiggelen Novex® Zymogram Gel
durchgefiihrt. Dazu wurden 1X10* Zellen der stabil transfizierten Zelllinien in einer 96-
Loch-Zellkulturplatte ausgesat. Mit 200ul Vollmedium wurden die Zellen Gber Nacht
inkubiert. Nach 24h wurde das Medium abgesaugt und durch 40ul serumfreies
Medium ersetzt. Nach weiteren 24h wurde das Medium abgenommen und bei -70°C
gelagert. Als Kontrolle fur die Aktivitat der Proteasen im fetalen Kalberserum diente
Vollmedium und FCS-freies Medium aus einer Vertiefung der Kulturplatte, in der
vorher Vollmedium war. Fiinf Mikroliter des Zelliberstandes wurden mit 5pl Novex®
Tris-Glycin SDS Sample Buffer (2X) unter nicht reduzierenden Bedingungen versetzt.
Nach 15min Inkubation bei RT wurde das Zelliberstand/Puffer-Gemisch auf das Gel
geladen. Bei 125Volt wurden die Proteasen 90min lang aufgetrennt. Nach der
Auftrennung wurde das Gel in 100ml 1XNovex® Zymogram Renaturing Buffer fiir
30min bei RT auf dem Schttler bei leichter Bewegung inkubiert. Nach Dekantieren
des Puffers wurde das Gel in 100ml 1XNovex® Zymogram Developing Buffer fiir
30min unter gleichen Bedingungen inkubiert. Der Puffer wurde durch frischen Novex®
Zymogram Developing Buffer ersetzt und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Das Gel
wurde drei mal mit H>O fir je 5min auf dem Schuttler gewaschen und anschlieBend
flir 1h in 100ml SimplyBlue®Safestain auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend
wurde das Gel zwei mal mit je 100ml H.O gewaschen, zundchst fir 1h, im
Anschluss fir 2h. Die Auswertung erfolgte optisch und qualitativ ohne
densitometrische Analyse durch Betrachtung Uber einer Durchlichtplatte und
Dokumentation durch Aufnahme mit einer Digitalkamera.
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2.8.3 Analyse der HLA-Expression

Die Expression von HLA-Oberflachenantigenen, und zwar HLA-A, -B und -C (MHC
Klasse | Subtypen) sowie HLA-DR (Klasse Il1) wurde mit den Antikérpern HLA-ABC-
FITC beziehungsweise HLA-DR-PC5 (IG Klasse 1gG+) Gberprift.

Es wurden 3X10° Zellen (RCC-1-Zellen) beziehungsweise 4X10° Zellen (HTB-46-
Zellen) in 5ml Vollmedium in T25-Flaschen ausgeséat. Nach 24h wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und mit 1ml Zelldissoziationspuffer abgeldst. Nach Aufnahme in
3ml Medium wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 100ul Puffer-1
aufgenommen. Die Zellen wurden mit je 20ul Antikdrper fir 30min bei 4°C inkubiert.
Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen in 3,7%igem Formaldehyd fir 15min
fixiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in 500ul Puffer-1
aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert, wobei 10.000 Ereignisse
ausgewertet wurden (Kapitel 2.3.7). Ausgewertet wurden die Originalhistogramme
mit Darstellung des Anteils HLA-exprimierender Zellen in Prozent. ,EXP032 ADC
Analysis“ wurde erneut zur Visualisierung eingesetzt. Da sich die beiden
Fluoreszenzen (FL1 fOr den FITC und FL3 fir den PC5-Antikérper) mit dem
Durchflusszytometer nicht richtig kompensieren lieBen, wurden in den né&chsten
beiden Versuchen die Antikdrper getrennt zu den Zellen hinzugegeben und nach der

Inkubation durchflusszytometrisch gemessen.

2.8.4 Behandlung der stabil transfizierten Zelllinien mit Cisplatin

Je 1X10°> RCC-1- beziehungsweise 1,3X10° HTB-46-Zellen, native als auch stabil
transfizierte, wurden in 2ml Medium in einer 6-Loch-Zellkulturplatte ausgesat und
nach 24h fir weitere 24h mit 2uM Cisplatin behandelt. Die Ansprechrate wurde durch
die Absterberate (Zellzahl, siehe 2.7) und durch Zellzyklusanalyse (Kapitel 2.5.2)

bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellkultursysteme

In vorliegender Arbeit wurden eine Reihe von Zelllinien verwendet, vornehmlich die
beiden Nierenkarzinomzelllinien RCC-1 und HTB-46. Im Verlauf der Arbeit ergab sich
die Mdglichkeit, die Zellen genauer zu charakterisieren. Eine Vielzahl der Zellen
konnte karyotypisiert werden (Abb 57). Des Weiteren wurden einzelne Zelllinien mit
einer DNA-Fingerprinting-Analyse untersucht. Die Ergebnisse dieser Analysen

werden im Folgenden kurz zusammengestellt.

3.1.1 Charakterisierung der Zelllinien

3.1.1.1 Morphologie und Karyotypisierung

Bei der lichtmikroskopischen Analyse der Zelllinien (Kapitel 2.1.1; Abb 56) ergaben
sich im Vergleich mit der elektronisch verfigbaren Dokumentation (ATCC) keine
nennenswerten morphologischen Abweichungen. Die Mehrzahl der verwendeten
Tumorzelllinien wurde mittels Karyotypisierung charakterisiert. Je nach Verflgbarkeit
wurden 2 bis 15 Metaphasen mittels G-Banderung im Chromosomenlabor der
Inneren Klinik (Tumorforschung), Universitatsklinikum Essen, untersucht (Abb 57,
Tab 8.10, S.153f.). Die Karyotypisierung zeigte die fir Tumorzellen typischen
komplexen Karyotypen. Die einzelnen Metaphasen wiesen =z.T. deutliche
Unterschiede untereinander auf. Zum einen wurden erhebliche Unterschiede deutlich
wie z.B. in den MCF7-Zellen Aberrationen bei Chromosom 3 und 6, die sich im
eigenen, nicht aber im Karyotyp nach DSMZ-Angaben fanden (Tab 3.1, S.56). Auf
der anderen Seite fanden sich &hnliche Aberrationen, die als klonale Marker
eingestuft werden kénnen wie z.B. Additionen bei 2(q), wobei der Karyotyp der
DSMZ eine gréBere Auflésung zeigt. Eine chromosomale Instabilitat, wie sie bei den
Zelllinien beobachtet wurde, kommt haufiger vor und kann die Verédnderungen im
Karyogramm verursachen.

Die Karyogramme wurden besonders beziglich Chromosom 3p betrachtet. Dabei
wurden Aneuploidien von 3p bei den Zelllinien BLM, H23, H460, HBL-100, Hela,
HTB-45, MCF7, MV3, MZ2-MEL, RCC-1 und SN12c beobachtet. Eine geringe
Auflésung bei der G-Banderung verhinderte aber genauere Analysen und Aussagen
bezlglich 3p.
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Tab 3.1: Exemplarische Gegeniiberstellung des Karyotyps der Zelllinie MCF7 mit dem Karyotyp
dieser Zellen, der in der Datenbank von der DSMZ angegeben wird. Als Darstellung wurde der
sogenannte ,composite karyotype“, zusammengesetzter Karyotyp (cp) gewahlt (Mitelmann, 1995).

Klonale Marker sind unterstrichen.

Zusammengesetzter Karyotyp MCF7

Karyotyp nach DSMZ, 2008

66~71,X-X,der(1)(q),+2,+add(2)(q),+3,+der(3)(q),
+del(3)(q),+4.+4.+5,+der(6)(q),+7, del(7)(q),+8,
+9,+9,add(10)(p),+add(10)(p),+add(10)(p),
+add(10)(qg), +11, +der(11)(g),add(12)(p),-12,
+14,-15,416, +16,+17,+18,-20,-20,421,421, +22,

80~87,XX, add(X)(g27), add(2)(935-37)x1-
2,+2,+2,+3,+3, +4,+4.+5,+5, add(5)(p15),+6,+6,
+6,del(6)(g25)x1-2,+7,+7,+7,add(7)(p11),
add(7)(p14;hsr),+8, +8,+9, add(10)(g23),+11,+11,
del(11)(g21923),+12,+14,+14,+14,+15,+15,

+22,+10mar [cp8] add(15)(p11), i(15q), +16,+16, add(16)(q24), +19,
+19, add(19)(q13), add(19)(p13)x1-2,-20, +21,

+21,+22, +8mar

3.1.1.2 DNA-Fingerprinting-Analyse

Von drei als Stichproben ausgewahlten Zelllinien wurde eine DNA-Fingerprinting-
Analyse bei der DSMZ durchgefihrt (Abb 9). Die Geschlechtsbestimmung mit dem
Gen Amelogenin (Amel) zeigte in allen drei Zelllinien das weibliche Geschlecht. Die
Profile der Zelllinien MCF7 und HelLa zeigten im Vergleich mit dem Profil der
Datenbank der DSMZ eine 100%ige Ubereinstimmung (Tab 3.2, S.57). Daraus kann
man schlieBen, dass die Zelllinien die von den Datenbanken beschriebenen sind.
Das Profil der Zelllinie HTB-46 (CAKI-1) zeigte im Vergleich mit der Datenbank ATCC
und JCRB (JAPANESE COLLECTION OF RESEARCH BIORESOURCES, Shinjuku, Japan)
eine Abweichung in einem Allel des Locus vVWA. Diese einzelne Abweichung zu den
beiden Datenbanken kann durch eine Instabilitdt der Mikrosatelliten verursacht sein.
Abweichungen zu der Datenbank der DSMZ fanden sich bei der Zelllinie HTB-46 in
den Loci D16, VWA, THO1, TPOX und CSF1PO. Diese Differenzen weisen auf eine
andere Zelllinie als die in der DSMZ gefiihrten hin, die diese spezielle Zelllinie wegen
des Verdachtes auf Authentizitdtsprobleme nicht mehr in der offiziellen Datenbank
vorratig halt (Dr. Dirks, DSMZ, persénliche Mitteilung).

56



Ergebnisse

Tab 3.2: DNA-Profile 8 hochpolymorpher Loci von Short Tandem Repeats (STRs) und des Gens
Amelogenin fir die Geschlechtsbestimmung (Analysen der DSMZ, AG MOLEKULARBIOLOGIE): Die
Tabelle zeigt die Allele, die fur die verschiedenen STR-Loci gefunden wurden. Das weibliche
Geschlecht wird durch ein X in der Spalte Amel dargestellt.

Cell Line| D5 |D5'(D13|D13'| D7 |D7' |D16|D16'|vVWA vWA'THO1 TH01'TPOXTPOX'CI§’51 CE:(I;J Amel/Amel'
HELA
(DSMZ) 11|12 |12 |14 | 8 |12| 9 | 10| 16 | 18 7 7 8 12 9 10 X X
HELA
p56/ 11 |12 |14 | 14 | 8 |12| 9 [ 10| 16 | 18 7 7 8 12 9 10 X X
MCF-7
(DSM2Z) 12 (12|11 |11 |8 | 9 |11 |12 | 14 | 15 6 6 9 12 10 | 10 X X
MCF-7
p31f 12 (12| 11 | 11 11112 | 14 | 15 6 12 10 10 X X
(2-.[\?(-:16) 1111211 | 12 12|12 |12 | 17 | 17 6 8 11 10 11 X X
CAKI-1
(ehemalig| 11 |12 |11 [ 12 | 8 [12| 12| 13 | 14 | 16 9 9 8 10 11 12 X X
DSMZ)
Caki-1
(JCRB) 1112|1112 | 8 |12(12 | 12 | 15 | 17 6 8 8 11 10 | 11 X X
Caki-1
(ATCC) 11 (12|11 |12 | 8 (12|12 | 12 | 15 | 17 6 8 8 11 10 11 X X
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Abb 9: DNA-Profil von MCF7-Zellen. Elektropherogramm, erstellt bei der DSMZ, AG MOLEKULAR-
BIOLOGIE. Die Amplifikationsprodukte der Multiplex-PCR-Reaktion wurden mittels

Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit der Software ,,CEQ 8000” (BECKMANCOULTER GMBH)
analysiert. Visualisierung der Ergebnisse (Tab 3.2, S.57) anhand des Beispiels der Zelllinie MCF7.

3.1.1.3 Analyse moglicher genomischer Verdnderungen
Die Analyse der Karyotypen der Zelllinien konnte keinen Aufschluss Gber mdgliche
Deletionen oder Veranderungen im FAM107A-Locus geben, da die Auflésung der
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Karyotypisierung zu gering war. Deshalb wurde mittels PCR untersucht, ob mégliche
homozygote Deletionen von FAM107A im Genom der in vorliegender Arbeit
verwendeten Tumorzelllinien vorkommen. Die PCR zeigte im Agarosegel eine Bande
in der Héhe zwischen der 600bp- und 700bp-Bande der 100bp-Leiter in allen
untersuchten Proben. Dies entsprach der erwarteten Bande von 667bp, was somit
die Anwesenheit von FAM107A-Teilbereichen im Genom bestatigte (Abb 10).

FAM107A-667bp
Amplifikat

"2 3 45 6178 9
Abb 10: Nachweis von FAM107A im Genom diverser Zelllinien. Spurenbelegung: 1: 100bp-Leiter;
2: Negativkontrolle (Hz0); 3: RCC-1; 4: HTB-46; 5: SN12c¢; 6: MCF-7; 7: HBL-100; 8: H23; 9: ARPE-19.

3.1.2 Unterschiedliche EinflussgroBen auf Zellen, die in Zellkultur wachsen

Die transkriptionelle Aktivitat von Genen kann in Zellkulturen durch unabanderliche
Faktoren wie den zirkadianen Rhythmus, den Zellzyklus, die Konfluenz oder die
Temperatur beeinflusst werden. In Vorversuchen an ausgewéhlten Zelllinien sollte
abgeklart werden, ob die Expression von FAM107A-mRNA durch solche Parameter

moduliert wird.

3.1.2.1 Expression von FAM107A-mRNA in Abhangigkeit vom Zellzyklus und
Zirkadianen Rhythmus

Alle Zelllinien, Thymidin-behandelt oder unbehandelt, proliferierten bis zur Konfluenz.
Die Zellproben, die direkt nach dem Doppel-Thymidinblock geerntet wurden, zeigten
im Vergleich zu den unbehandelten eine geringere Konfluenz und leicht vergréBerte
Zellen (Abb 11). Die Zellzahlen nahmen bei den unbehandelten Proben bis zu 41,5h
exponentiell zu (Abb 12). Dann flhrte ein Absterben der Zellen nach 47,5h zu einer
verringerten Zellzahl. Bei den mit Thymidin behandelten Proben war zwar auch eine
Zunahme der Zellzahl festzustellen, diese war aber nicht stetig exponentiell (Abb 13).
Zunéachst arretierten die Zellen bis zu einem Zeitraum von ca. 5h. Dann nahm die
Zellzahl in dem Zeitraum bis 24h im Vergleich zu den unbehandelten Zellen weniger
zu, was mdglicherweise auf den Effekt der Thymidinbehandlung zurtickzufiihren war.
Bis zu 35h nahm die Zellzahl weiter zu. Bei 41,5h war bereits eine Abnahme der
Zellzahl festzustellen.
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A: Zeitpunkt Tag 1: 9%°h B: Zeitpunkt Tag 1: 9°h

A: Zeitpunkt Tag 2: 10%h B: Zeitpunkt Tag 2: 10°h

A: Zeitpunkt Tag 3: 8%°h B: Zeitpunkt Tag 3: 8%°h

Zellen nach Doppel-Thymidinblock Zellen ohne Doppel-Thymidinblock

Abb 11: Zunahme der Konfluenz der ARPE-19-Zellen iiber einen Zeitraum von 48h. Alle
Zelllinien, Thymidin-behandelt oder unbehandelt, proliferierten bis zur Konfluenz. [A] Zellen nach
Doppel-Thymidinblock, [B] unbehandelte Zellen. Beispielhafte Abbildung von ARPE-19-Zellen des 1.
Versuchs (Objektiv-VergréBerung 40X).
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Die Zellzyklus-Analyse der HelLa-Zellen zeigte, dass tber 48h hinweg die Zellen
ebenfalls gleichermaBen Uber die unterschiedlichen Zellzyklusphasen verteilt waren
mit einem Hauptanteil der Zellen in der Gi-Phase. Die Zellzahl der HeLa-Zellen direkt
nach dem Doppel-Thymidinblock war so gering, dass nicht bewertbar war, ob eine
Synchronisation erfolgte.

Bei den SN12c-Zellen zeigte die Zellzyklus-Analyse auch eine Gber 48h
gleichméBige Verteilung der Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen mit
einem Hauptanteil der Zellen in der Gi-Phase. Ein vorgeschalteter Doppel-
Thymidinblock bewirkte, dass der Hauptteil der Zellen in der G1/S-Phase war und
somit eine anndhernd synchronisierte Zellpopulation vorlag. Die Zellen verhielten
sich Gber 11h nahezu synchron.

Bei den RCC-1-Zellen zeigte die Zellzyklus-Analyse ebenfalls eine Uber 48h
gleichmaBige Verteilung der Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen mit
einem Hauptanteil der Zellen in der Gi-Phase. Ein vorgeschalteter Doppel-
Thymidinblock bewirkte, dass der Hauptteil der Zellen in der G1/S-Phase war und
somit eine weitgehend synchronisierte Zellpopulation vorlag. Die Zellen verhielten
sich Uber 17h ann&hernd synchron.

Diese Ergebnisse der durchflusszytometrischen Zellzyklus-Analyse werden nur
bildlich dargestellt und ausgewertet als Tendenzen, da die Proben einer Zelllinie sich
hinsichtlich der absoluten Zellzahlen bei der durchflusszytometrischen Analyse
unterschieden. AuBerdem war die Fluoreszenzintensitdt der unterschiedlichen
Proben eines Versuches nur anndhernd gleich, was sich in leichten Verschiebungen
der Histogrammkurven der Zellen, die sich in der G- oder Go-Phase befanden, auf
der x-Achse bemerkbar machte. Die Abbildung 14 veranschaulicht die Verteilung der
untersuchten Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten (vgl Abb 8).

Die Synchronisation der ARPE-19-, SN12c- und RCC-1-Zellen in der G1/S-Phase
ermdglichte eine Zuordnung der Ergebnisse der FAM107A-RT-PCR mit dieser
Zellzyklus-Phase. In allen untersuchten Zellen dieser Phase zeigte sich keine oder
eine nur schwache FAM107A-Expression. Dies zeigte, dass die FAM107A-
Expression nicht substanziell mit der G1/S-Zellzyklusphase korrelierte.

In HelLa-Zellen war Uber die gesamte Versuchsdauer keine FAM107-mRNA-
Expression messbar. RCC-1-Zellen zeigten in Versuch 1 eine Expression von
FAM107-mRNA in den mit Thymidin behandelten Proben an Tag 1 und 2 zu den
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Zellen nach Doppel-Thymidinblock Zellen ohne Doppel-Thymidinblock
m W‘ ARPE-19
|

Zellzahl

Zellzahl
Zellzahl

Zellzahl

.y e RCC-1 . \

Zellzahl
Zellzahl

Abb 14: Zellzyklusanalyse der unterschiedlichen Zelllinien {liber 48h. 3D—0Darstellung der
Histogramme zu den 9 Zeitpunkten. Ergebnis eines représentativen Experimentes eines von zwei
durchgefihrten Versuchen. Die Zellzahl zu den unterschiedlichen Zeitpunkten ist auf der y-Achse
dargestellt, der DNA-Gehalt, gezeigt mittels der emittierten Fluoreszenz, auf der x-Achse: 1: ARPE-19;
2: Hela; 3: SN12c; 4: RCC-1. [A] nach Doppel-Thymidinblock, [B] ohne Doppel-Thymidinblock.
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Zeitpunkten um 10h und um 14h, jedoch nicht in den unbehandelten zum gleichen
Zeitpunkt. Die Wiederholung zeigte keine Expression von FAM107A-mRNA zu den
gleichen Zeitpunkten. Die Expression wurde als zufallig gewertet, kann aber auch
durch Artefaktbildung in der RT-PCR verursacht worden sein. Die SN12c-Zelllinie
zeigte in Versuch 1 in 16 von 18 Proben eine Expression von FAM107A-mRNA,
wahrend in Versuch 2 in nur vier von 18 Proben eine FAM107A-Expression messbar
war. Ebenso zeigten die ARPE-19-Zellen in Versuch 1 bei drei Proben eine
Expression von FAM107A-mRNA, die aber sich in Versuch 2 nicht nachweisen lief3.
Versuch 1 zeigte insgesamt eine Expression von FAM107A-mRNA in mehr Proben
als Versuch 2. Zusammengefasst zeigten diese Versuche, dass in den untersuchten
Zellsystemen die transkriptionelle Aktivitdt von FAM107A nicht zirkadian reguliert

wurde.

3.1.2.2 Einfluss der Konfluenz auf die Expression von FAM107A-mRNA
Proliferierende adharente Zellen in Kulturen wachsen bis zur Konfluenz und - in
Abhéangigkeit von ihrer Tumorigenitat — teilweise trotz Kontaktinhibition auch dariber
hinaus. Ein direkter Zell/Zellkontakt kann dabei auch die Expression von Genen
beeinflussen.

Die untersuchten Zellen proliferierten unterschiedlich und zeigten ein inhomogenes
Bild bei Konfluenz (Abb 15). Die Hela-Zellen bedeckten bei Konfluenz die
Wachstumsoberflache beinahe vollstdndig. Die SN12c-Zellen dagegen arretierten
bereits vorher und lieBen einzelne Bereiche der Wachstumsoberflache frei. Die
ARPE-19-Zellen wuchsen ebenso bis zu einer fast vollstandigen Konfluenz. Hel a-
und SN12c-Zellen zeigten unabhéngig von der Konfluenz keine Expression von
FAM107A-mRNA. ARPE-19-Zellen zeigten die bekannte Expression von FAM107A-
mMRNA, aber ebenfalls unabhéngig von der Konfluenz (Daten nicht gezeigt). Somit
wurde die Expression von FAM107A-mRNA in den untersuchten Zellsystemen nicht
durch den Konfluenzgrad der Kulturen beeinflusst.

63



Ergebnisse

Abb 15: Morphologie der Zellen nach Wachstum fiir 4 Tage. Die untersuchten Zellen zeigten ein
inhomogenes Bild bei Konfluenz. [A] Subkonfluente Zellen, [B] Konfluente Zellen. 1: HelLa p22; 2:
SN12c p21; 3: ARPE-19 p37. Exemplarische Abbildungen von den Zellen aus einem von zwei
durchgeflhrten Versuchen (p gibt die Passagenanzahl an, Objektiv-VergréBerung 40X).
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3.1.2.3 Einfluss der Temperatur auf die Zellproliferation und die Expression von
FAM107A-mRNA

Eine Anderung der Umgebungstemperatur kann die Proliferation von Zellkulturzellen

beeinflussen und eine Expression von Gentranskripten induzieren. Ein Beispiel dafir

Abb 16: Morphologie der Zellen nach Hitze-Behandlung. Nur die ARPE-19-Zellen zeigten eine
Beeinflussung durch Hitze in der Morphologie. [A] unbehandelte Zellen, [B] Hitze-behandelte Zellen. 1:
SN12c-Zellen; 2: ARPE-19-Zellen; 3: HelLa-Zellen. Exemplarische Darstellung von Kulturzellen aus
einem von drei Versuchen (Objektiv-VergréBerung 40X).
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ist die transkriptionelle Aktivierung von HSF, HSP60, HSP70 und HSP89a durch eine
Hitzebehandlung in HeLa-Zellen (Abravaya et al., 1991).

Die Hitzebehandlung beeinflusste die Morphologie der SN12c- und HelLa-Zellen
nicht, wahrend sich in den ARPE-19-Zellen vereinzelt vergréBerte Zellen fanden (Abb
16). Die absolute Zellzahl war in den Hitze-behandelten HelLa- und SN12c-Zellen
gegenlber den unbehandelten vermindert. Die ARPE-19-Zellen zeigten zwar in
einem von drei Versuchen auch eine verminderte Zellzahl durch die
Hitzebehandlung, in den anderen beiden Versuchen jedoch eine erhdhte (Daten
nicht gezeigt). Eine vergleichbare Expression von FAM107A-mRNA war sowohl in
den Hitze-behandelten als auch in den unbehandelten ARPE-19-Zellen messbar,
nicht jedoch in den Hitze-behandelten und unbehandelten HelLa-Zellen (Abb 17). Die
SN12c-Zellen exprimierten FAM107A-mRNA nicht. In zwei von drei Kontrollen fand
sich eine schwach detektierbare Expression von FAM107A-mRNA (Abb 18). Somit
wurde die Expression von FAM107A-mRNA durch eine Temperaturerhéhung far
60min mit anschlieBender Erholungsphase in den ARPE-19- und HelLa-Zellen nicht
hochreguliert. In den SN12c-Zellen dagegen gab es einen Hinweis fir eine mégliche
negative Regulation der Expression  von FAM107A-mRNA  durch
Temperaturerhdhung, die in weiteren Analysen Uberprift werden muisste. Da aber
die SN12c-Zellen in weiteren RT-PCR-Analysen auch eine heterogene FAM107A-
mRNA-Expression zeigten, wurden die Unterschiede im vorliegenden Versuch
zunichst als zufillig eingestuft. Eine Uberpriifung der Induktion von HSP70 durch
Hitze-Behandlung mit RT-PCR scheiterte an technischen Problemen (Daten nicht

gezeigt).

1234567 8910111213 14 15

e

- FAM107A-450bp-Amplifikat

Abb 17: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in Hitze-behandelten ARPE-19- und
HelLa-Zellen. RT-PCR-Produkte spezifisch fir FAM107A-mRNA: Spurenbelegung: 1: 100bp-Leiter; 2:
Negativkontrolle (H,0); 3-4: ARPE-19 p40 Kontrolle +/-RT; 5-6: ARPE-19 p40 Kontrolle +/-RT; 7-8:
ARPE-19 p40 Hitze behandelt +/-RT; 9-10: HeLa p25 Kontrolle +/-RT; 11-12: HeLa p25 Kontrolle +/-
RT; 13-14: Hela p25 Hitze behandelt +/-RT; 15: Positiv-Template-FAM107A. Exemplarische
Darstellung.
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! <4—— FAM107A-450bp-Amplifikat

Abb 18: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in Hitze-behandelten SN12c-Zellen.
RT-PCR-Produkte spezifisch fir FAM107A-mRNA: Spurenbelegung: 1-2: SN12¢ p24 Kontrolle +/-RT;
3-4: SN12c p24 Kontrolle +/-RT; 5-6: SN12c p24 Hitze behandelt +/-RT; 7: Positiv-Template-
FAM107A. Exemplarische Darstellung.

3.2 Analysen zur Expression von FAM107A-mRNA

Die FAM107A-mRNA-Expression, die in den vier Zelllinien ARPE-19, RCC-1, SN12c
und Hela in den Vorversuchen messbar war, lieB sich weder einem zirkadianen
Rhythmus, noch dem Konfluenzgrad der Zellen oder einer Temperaturdnderung
zuordnen. Um einen Uberblick (iber mégliche Expressionsunterschiede in
unterschiedlichen Geweben und/oder Tumoren zu bekommen, wurden FAM107A-
RT-PCR-Analysen in weiteren Zelllinien und - soweit verfigbar - in Gewebeproben
(Operationspraparaten) durchgefihrt. Aus logistischen Grinden standen nur in
einigen Fallen korrespondierende Paare von Normal- und Tumorproben zur
Verflgung. Deshalb wurden die Expressionsanalysen als reine ,Screening®-Analyse
betrachtet, bei der alle verflgbaren Proben unabhangig von besonderen Ein-
beziehungsweise  Ausschlusskriterien untersucht wurden. Hinsichtlich  der
Auswertung der Lokalisationsangaben und der Morphologie anhand des ICD-O-3-
Codes (siehe 2.1.1) ergaben sich keine weiterfilhrenden Ergebnisse (Daten nicht
gezeigt, Details nicht weiter aufgelistet). Im Vergleich zu den Literaturdaten gab es
neun eigene Proben mit {bereinstimmender |CD-O-3-Kodierung. Die eigenen
Expressionsdaten wichen z.T. von jenen ab, die in der Literatur angegeben waren
(Tabellen 8.2-8.5, S. 147f.).

3.2.1 FAM107A-mRNA-Expression in Normalgewebeproben

Zunachst wurde die Expression von FAM107A-mRNA in Normalgewebe untersucht,
da das FAM107A-Transkript haufig in Normalgewebe exprimiert wird (Wang et al.,
2000).

Dabei wurden zum einen Gewebeproben aus dem Hals-, Nasen- und Ohrenbereich
untersucht, da Lasionen vom Chromosomenbereich 3p in Tumoren dieser Gewebe
beschrieben wurden und hier zu Normalgewebe korrespondierende Tumorproben

zur Verflgung standen. In Zungen-Normalgewebe war eine messbare Expression
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von FAM107A-mRNA gegeben, dagegen keine in Parotis-Normalgewebe, wobei von
beiden Proben kommerzielle Gesamt-RNA aus adultem Gewebe (STRATAGENE) zur
Verfigung stand (Daten nicht gezeigt). Drei Proben von Tonsillengewebe
unterschiedlicher Spender mit chronischer Tonsillitis wurden untersucht, zwei
exprimierten FAM107A-mRNA (Abb 19).

Lungen-Normalgewebe (kommerzielle cDNA, BIOCHAIN) zeigte eine FAM107A-
mRNA-Expression im Gegensatz zu keiner beziehungsweise einer nur spurenhaft
messbaren Expression in einer Primarkultur peribronchialer Driisenepithelzellen (Abb
19). Als weiteres Normalgewebe wurden Fibroblasten unterschiedlichen Ursprungs
untersucht. In zwei von drei Fibroblastenproben, den humanen Vorhautfibroblasten
(HFF) und der Fibroblastenzelllinie TuFi 35/01 wurde FAM107A-mRNA detektiert.
Letztere Zelllinie war als tumorassoziierte Fibroblasten etabliert worden von einem
Patienten mit primaren Plattenepithelkarzinom (Ballé et al., 1999). Bei der Zelllinie
TuFi 28/01 war FAM107A-mRNA in nur einer von drei RT-PCR messbar. Bei der
anderen Zelllinie hingegen, TuFi 35/01, war nicht in allen durchgefihrten RT-PCR-
Analysen eine Expression von FLNB-mRNA detektierbar (Abb 22). Bei diesen
Proben fehlten die Negativproben RT(-), da keine RNA, sondern nur cDNA der
Zelllinien zur Verfligung gestellt worden war.

In drei humanen embryonalen Keratinozytenzelllinien, die aus Vorhaut isoliert
worden waren, konnte keine Expression von FAM107A-mRNA detektiert werden
(Abb 22). Zusammengefasst zeigte sich in tumorfreien Gewebeproben (Zungen-,
Tonsillen- beziehungsweise Gewebe aus dem Respirationstrakt) ein heterogenes
Bild hinsichtlich der Expression von FAM107A-mRNA.

234567891011

FLNB-459bp-Amplifikat - 4—FAM107A-450bp-AmpIifikat
FLNB-192bp-Amplifikat —»

FLNB-mRNA-Expression FAM107A-mRNA-Expression

Abb 19: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in Normalgewebeproben. RT-PCR-
Produkte spezifisch flir FLNB-mRNA (links) und FAM107A-mRNA (rechts): Spurenbelegung: 1:
123bp-Leiter; 2-3/7-8: Peribronchiales Drisenepithel +/-RT; 4-5/9-10: Tonsille +/-RT; 6/11: Positiv-
Template-FLNB-1 bzw. Positiv-Template-FAM107A (Laufzeit von 50min bei 120Volt).
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3.2.2 FAM107A-mRNA-Expression in Tumorzelllinien und Tumorgewebeproben
3.2.2.1 FAM107A-mRNA-Expression in Nierenzellkarzinomzelllinien, Melanom-,
Bronchial- und Zervixkarzinomzelllinien

Da sowohl in Nierenkarzinomzellen als auch in -zelllinien eine Herunterregulation von
FAM107A-mRNA beschrieben wurde (Wang et al., 2000), wurden verflgbare
Nierenkarzinomzelllinien und zusétzlich auch weitere Tumorzelllinien anderer
Herkunft wie Melanom-, Bronchial- und Zervixkarzinomzelllinien mittels RT-PCR
untersucht. In den Nierenkarzinomzelllinien RCC-1, SN12c, HTB-45 und HTB-46,
den Melanomzelllinien MV3, BLM und SK-Mel-28 und den
Bronchialkarzinomzelllinien H23 und H460 konnte die Expression von FAM107A-

mRNA nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden. Die verschiedenen Tumorzelllinien

FLNB-192bp- " &— FLNB-459bp- Amplifikat

Amplifikat
12345678910111213141516 1
-

| ¢— FAM107A-450bp-Amplifikat

Abb 20: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in Tumorzelllinien (1). RT-PCR-
Produkte spezifisch flir FLNB-mRNA (oben) und FAM107A-mRNA (unten): Spurenbelegung: 1:
123bp-Leiter; 2-3: RCC-1 +/-RT; 4-5: HTB-45 +/-RT; 6-7: HTB-46 +/-RT; 8-9: HEK293 +/-RT; 10-11:
SN12c +/-RT; 12-13: MV3 +/-RT; 14-15: BLM +/-RT; 16: Negativkontrolle (H;0); 17: Positiv-Template-
FLNB-1 (oben) bzw. Positiv-Template-FAM107A (unten; Laufzeit von 50min bei 120Volt).

FLNB-192bp- <4—— FLNB-459bp-Amplifikat

Amplifikat

P - .

123456789101

FAM107A-450bp-Amplifikat ———p

Abb 21: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in Tumorzelllinien (2). RT-PCR-
Produkte spezifisch fir FLNB-mRNA (oben) und FAM107A-mRNA (unten): Spurenbelegung: 1:
123bp-Leiter; 2-3: SK-Mel-28 +/-RT; 4-5: H23 +/-RT; 6-7: H460 +/-RT; 8-9: HeLA +/-RT; 10-11:
Fibroblasten +/-RT (Laufzeit von 50min bei 120Volt).

zeigten heterogene Ergebnisse (Abb 20). Bei Wiederholungen konnten die Resultate

nur partiell reproduziert werden (Daten nicht gezeigt). Dasselbe galt fir die
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Zervixkarzinomzelllinie HelLa (Abb 27). Das zeigte, dass die Expression von
FAM107A-mRNA einer Regulation unterliegen muss, die mit vorliegenden Analysen
nicht geklart werden konnte.

3.2.2.2 FAM107A-mRNA-Expression in Larynxkarzinomzelllinien, Oropharynx-
karzinomzelllinien und -gewebeproben

Im Vergleich zu den Normalgewebeproben aus dem Hals-, Nasen- und Ohrenbereich
wurde das FAM107A-Transkript in acht Zelllinien aus Tumoren von Larynx-
beziehungsweise Oropharynxkarzinomen mittels RT-PCR untersucht. Die
untersuchte cDNA war im Gegensatz zu der anderer Proben als eine Verdinnung
(1:10) zur Verfigung gestellt worden. Von dieser wurden 2 pl in die RT-PCR-
Analyse eingesetzt bei gleicher PCR-Zyklenanzahl. Damit stand als Template nur ein
Zehntel der normalerweise eingesetzten Molekilmenge zur Verfigung. In den
untersuchten Karzinomzelllinien war keine FAM107A-mRNA-Expression messbar
(Abb 22).

FLNB-192bp- S «—— FLNB-459bp- Amplifikat
Amplifikat ~ —» ——— —

1-23 4 5 6 7 8 91011121314 15

—

Primerdimere der FAM107A-
RT-PCR

Abb 22: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in  Larynx- bzw.
Oropharynxkarzinomzelllinien. RT-PCR-Produkte spezifisch fir FLNB-mRNA (oben) und FAM107A-
mRNA (unten): Spurenbelegung: 1: 100bp-Leiter; 2: Negativkontrolle (H20); 3: NHEK alpha; 4: NHEK
beta; 5: NHEK gamma; 6: UD-SCC 2; 7: UD-SCC 5; 8: UD-SCC 7A; 9: UD-SCC 8; 10: UT-SCC 9; 11:
UM-SCC 10A; 12: UM-SCC 17A; 13: TuFi 28/01; 14: TuFi 35/01; 15: Positiv-Template-FLNB-2 (oben)
und Positiv-Template-FAM107A (unten). Es gab keine RT(-)-Proben, da die untersuchten Proben als
cDNA zur Verfligung gestellt worden waren.

i ' B ? < FAM107A-450bp-Amplifikat

Im Vergleich zu den oben genannten Zelllinien standen drei Gewebeproben-Paare
von Kopf- und Halstumoren, jeweils Tumor- und Normalgewebe aus
Larynxkarzinomen beziehungsweise Tonsillenkarzinomen, bezeichnet als HNO-T1
bis 3 und HNO-N1 bis 3, zur Verflgung. Die FLNB-RT-PCR zeigte z.T. sehr
schwache bis keine Banden der amplifizierten FLNB-cDNA und Banden, die auf
genomische FLNB-DNA hinwiesen. Die FAM107A-RT-PCR jedoch zeigte in den
korrespondierenden Normalgewebeproben eine FAM107A-mRNA-Expression, in den
Tumorproben keine (Abb 23). Der Nachweis einer cDNA-Bande in der FAM107A-RT-
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PCR sprach fir den Erfolg der cDNA-Synthese. Die Wiederholungen der RT-PCRs
zeigten z.T. sehr schwache bis keine FAM107A-mRNA-Expression (Daten nicht

gezeigt). Trotz Abweichungen zwischen den Versuchen lieB sich die Tendenz
feststellen, dass FAM107A-mRNA unter den Bedingungen der Sensitivitdt der
qualitativen RT-PCR in den Normalgewebezellen messbar war, nicht dagegen in den
Tumorzellen, wie es fur ein TSG typisch ist.
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Abb 23: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in den Gewebeproben-Paaren von
Kopf- und Halstumoren. RT-PCR-Produkte spezifisch fiir FLNB-mRNA (oben) und FAM107A-mRNA
(unten): Spurenbelegung: 1: 100bp-Leiter; 2: Negativkontrolle (H20); 3-4: HNO-N1 +/-RT; 5-6: HNO-T1
+/-RT; 7-8: HNO-N2 +/-RT-; 9-10: HNO-T2 +/-RT; 11-12: HNO-N3 +/-RT; 13-14: HNO-T3 +/-RT; 15:
Positiv-Template-FLNB-2 (oben) und Positiv-Template-FAM107A (unten).

3.2.2.3 FAM107A-mRNA-Expression in Retinoblastomzelllinien

Da in der retinalen Zelllinie ARPE-19 FAM107A-mRNA in mehreren Versuchen
detektiert werden konnte, sollte auch die Expression in Retinoblastomproben
untersucht werden. Es wurden sechs Retinoblastomzelllinien analysiert. Von diesen
exprimierten vier (RB 15, Weri_Rb1, RB 355, RB 383) FAM107A-mRNA (Abb 24).
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Abb 24: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in Retinoblastomzelllinien. RT-PCR-
Produkte spezifisch fir FLNB-mRNA (oben) und FAM107A-mRNA (unten): Spurenbelegung: 1:
100bp-Leiter; 2: Negativkontrolle (H20); 3-4: RB 15 +/-RT; 5-6: Weri_RB1 +/-RT; 7-8: RB 247C3 +/-
RT; 9-10: RB 355 +/-RT; 11-12: RB 383 +/-RT; 13-14: RB Y79 +/-RT; 15: Positiv-Template-FLNB-2
(oben) bzw. Positiv-Template-FAM107A (unten). Auffallend deutliche Darstellung der Primerdimere.
Exemplarische Darstellung.
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3.2.3 FAM107A-mRNA-Expression in virusinfizierten Zellen

Zuséatzlich wurden virusinfizierte Zellen hinsichtlich der Expression von FAM107A mit
virusfreien Kontrollen verglichen. In einem Vorversuch waren Humane Vorhautzellen
(HFF) nach Virusinfektion mit CMV-Laborstamm (MOI 2) mittels FAM107A-RT-PCR
untersucht worden. In diesem Versuch wurde eine verstarkte Expression von
FAM107A-mRNA in der virusbehandelten Probe detektiert (Abb 25), was den Anlass
zu weiteren FAM107A-RT-PCR-Analysen von CMV-infizierten Zellen gab. Der
Einfluss der Virusinfektion war von Interesse, da eine Infektion mit Viren zur

Entstehung von Tumoren beitragen kann (Wagener, 1999).

FLNB-192bp- 4——— FLNB-459bp- Amplifikat
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Abb 25: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in virusinfizierten HFF-Zellen. RT-
PCR-Produkte spezifisch fir FLNB-mRNA (oben) und FAM107A-mRNA (unten): Spurenbelegung: 1-
2: HFF +/-RT; 3-4: HFF nach Infektion +/-RT; 5: Positiv-Template-FLNB-1 (oben) bzw. Positiv-
Template-FAM107A (unten; Laufzeit von 50min bei 120Volt).

So wurde die FAM107A-Expression auch in der primdren retinalen
Pigmentepithelzelllinie RPE und 2, 4, 8 und 24h nach deren Infektion mit CMV-
Patientenstamm (MOI 1) Uberprift. FAM107A-mRNA wurde in allen Proben
exprimiert, wobei auch PCR-Produkte in einzelnen RT-Negativkontrollen detektiert
wurden, und zwar in Ansatzen ohne Reverse Transkriptase, RT(-)-Proben (Abb 26).
Diese RT-PCR-Produkte wiesen jedoch nicht FAM107A in genomischer DNA nach,
da die Amplifkation der genomischen FAM107A-Sequenz unter den gewahlten
Bedingungen der RT-PCR nicht mdéglich war. In der FLNB-RT-PCR waren deutliche
genomische Banden von FLNB-DNA zu sehen. FAM107A-mRNA wurde unabhangig
von der Infektion in humanen Vorhautfibroblasten und retinalem Epithelgewebe
exprimiert. In ersteren schien die FAM107A-mRNA-Expression durch Virusinfektion

stimuliert zu werden.
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Abb 26: RT-PCR-Analyse der FAM107A-mRNA-Expression in RPE-Zellen. RT-PCR-Produkte
spezifisch fir FLNB-mRNA (oben) und FAM107A-mRNA (unten): Spurenbelegung: 1: 123bp-Leiter; 2:
Negativkontrolle (H.0); 3-4: RPE Kontrolle (2h) +/-RT; 5-6: RPE, 2h nach Infektion +/-RT; 7-8: RPE
Kontrolle (4h) +/-RT; 9-10: RPE 4h nach Infektion +/-RT; 11-12: RPE Kontrolle (8h) +/-RT; 13-14: RPE
8h nach Infektion +/-RT; 15-16: RPE Kontrolle (24h) +/-RT; 17: nicht belegt; 18: Positiv-Template-
FLNB-1 (oben) und Positiv-Template-FAM107A (unten; Laufzeit von 50min bei 120Volt).

3.3 Untersuchungen zur epigenetischen Beeinflussung der Expression
von FAM107A-mRNA

Die Transkription von Genen, speziell von TSG, kann auch epigenetisch moduliert
werden. Eine fehlerhafte DNA-Methylierung und/oder Histondeazetylierung kénnen
zur Abschaltung der transkriptionellen Genaktivitat fiihren. Es wurden daher diverse
Zelllinien mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor Decitabin behandelt und in einem
weiteren Versuch die Nierenkarzinomzelllinie RCC-1 und die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 mit dem Histondeazetylasehemmer TSA, um zu
Uberprifen, ob die Behandlung zu einer veranderten FAM107A-Genaktivitat flhrt.

3.3.1 Behandlung von Zelllinien mit 5-Aza-2'-desoxycytidin (Decitabin)

Um zu testen, ob die FMA107A-mRNA-Expression durch DNA-Methylierung
beeinflusst wird, wurden die Zelllinien RCC-1, HTB-46, SN12¢, BLM, MCF7, HBL100
und H23 mit Decitabin behandelt. Der Einfluss von Decitabin auf die Zelllinien zeigte
sich in der verminderten Zellzahl der behandelten Proben (Abb 27) und einer z.T.
veranderten Morphologie (Abb 28). Die Zellen wurden z.T. augenscheinlich
voluminéser. Die unbehandelten beziehungsweise mit DMSO-behandelten
Kontrollproben wuchsen dagegen bis zur Konfluenz. In Abhangigkeit von der Art der
Zelllinie und der Anzahl der Behandlungstage verringerte sich die Zellzahl auf ca. 20
bis 30% im Vergleich zur unbehandelten Probe. Dabei zeigte sich, dass sich mit
steigender Anzahl an Tagen die Zellzahl weiter verringerte, wahrend die Héhe der
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Konzentration von Decitabin von 1, 2 bis 5uM Endkonzentration keinen Einfluss auf
die Zellzahl hatte (Tab 8.9, S.153). Die Verringerung der Zellzahl wurde
madglicherweise durch eine geringere Proliferation und/oder durch ein Absterben der
Zellen durch die Decitabin-Behandlung verursacht.

S 400
x 300
= 200
8 100
3 0
N

Abb 27: Einfluss einer Decitabinbehandlung auf die Zellzahl am Beispiel der Linie RCC-1. Am
dritten Tag der Behandlung wurden die Zellen pelletiert und gezéhlt. Die Behandlung mit 2uM
Decitabin Uber drei Tage fuhrte zu einer Zellzahlabnahme. Abhangige Triplika eines Versuches, MW +
STABW, n=3: 1: RCC-1, unbehandelt; 2: RCC-1 mit DMSO behandelt; 3: RCC-1 mit Decitabin
behandelt.

Die FAM107A-mRNA-Expression, analysiert mittels RT-PCR, wurde in sechs der
sieben untersuchten Zelllinien nicht durch die Decitabinbehandlung beeinflusst. In
der Nierenkarzinomzelllinie RCC-1 wurde jedoch die Expression von FAM107A-
mRNA messbar hochreguliert (Abb 29, exemplarische Darstellung), was durch eine
zweimalige Wiederholung der Decitabinbehandlung (hierbei Versuchsdurchflihrung
im Triplikat) bestatigt wurde. Somit scheint der Promotor von FAM107A und/oder von
Genen, die die Expression von FAM107A beeinflussen, in den RCC-1-Zellen
methyliert zu sein. Alle anderen untersuchten Zelllinien zeigten keine Modulation der
FAM107A-mRNA-Expression durch Decitabin-Behandlung.

Abb 28: Morphologie von Decitabin-behandelten und -unbehandelten RCC-1-Zellen. 1: RCC-1,
unbehandelt; 2: RCC-1 mit DMSO behandelt; 3: RCC-1 mit Decitabin behandelt (Objektiv-
VergréBerung 40X).
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Abb 29: Induktion der Expression von FAM107A-mRNA durch Decitabin-Behandlung in RCC-1-
Zellen. Spurenbelegung: 1: 100bp-Leiter; 2-5: RCC-1, behandelt mit Decitabin, +/-RT; 6: Positiv-
Template-FAM107A; 7: 100bp-Leiter; 8: Negativkontrolle (H;0); 9-14: RCC-1, unbehandelt +/-RT; 15-
20: RCC-1, behandelt mit DMSO +/-RT; 21-22: RCC-1, behandelt mit Decitabin +/-RT; 23: Positiv-
Template-FAM107A.

3.3.2 Behandlung von Zelllinien mit Trichostatin A (TSA)

Die Transkription eines Gens kann auch durch die Chromatinstruktur moduliert
werden. Diese kann z.B. dadurch veradndert werden, dass Histone, die mit DNA
komplexiert in den Zellen vorliegen, azetyliert werden.

Die Nierenkarzinomzelllinie RCC-1, deren FAM107A-mRNA-Expression wechselhaft
war und die Mammakarzinomzelllinie MCF7, die FAM107A-mRNA nicht exprimierte,
wurden mit dem Deazetylase-Hemmer TSA behandelt, was augenscheinlich zu einer
VergréBerung der Zellen fihrte (RCC-1-Zellen, Abb 30). Die Zellzahl in den RCC-1-
und MCF7-Kulturen war gegeniber den unbehandelten Zellen nach TSA-
Behandlung verringert. Die RCC-1-Zellen zeigten in der mit TSA-behandelten Probe
eine im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle deutlichere Bande in der
gelelektrophoretischen Analyse der RT-PCR-Amplifikate (Abb 31), was durch eine
zweimalige Wiederholung der TSA-Behandlung bestéatigt wurde. Dieses Ergebnis
lasst die Tendenz vermuten, dass die Expression von FAM107A-mRNA in der
Nierenkarzinomzelllinie RCC-1 durch TSA verstarkt werden konnte. Dieser Effekt
kann spezifisch fir RCC-1 sein, da die Behandlung mit TSA keine messbare
Expression von FAM107A-mRNA in den MCF7-Zellen induzierte (Daten nicht
gezeigt).
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Abb 30: Morphologie von RCC-1-Zellen nach Behandlung mit TSA. Die Zellzahl in den TSA-
behandelten Zellkulturen war gegeniiber den unbehandelten Kontrollen verringert. [A] RCC-1, [B]
MCF7, wobei jeweils 1: unbehandelte Kontrolle; 2: DMSO-behandelt; 3: TSA-behandelt (Objektiv-
VergréBerung 40X).
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Abb 31: Analyse der FAM107A-mRNA-Expression nach Behandlung von RCC-1-Zellen mit TSA.
RT-PCR-Produkte spezifisch fir FLNB-mRNA (oben) und von FAM107A-mRNA (unten):
Spurenbelegung: 1: 100bp-Leiter; 2: Negativkontrolle (H:0); 3/4: RCC-1 Kontrolle +/-RT; 5/6: RCC-1
DMSO-behandelt +/-RT; 7/8: RCC-1 TSA-behandelt +/-RT; 9-14: RCC-1 unbehandelt +/-RT; 15:
Positiv-Template-FLNB-2 (oben)/Positiv-Template-FAM107A (unten; exemplarische Darstellung).

76




Ergebnisse

3.4 Analyse der FAM107A-mRNA-Expression nach Behandlung von
Zelllinien mit Cisplatin

Die Behandlung von Zellkulturzellen mit Cisplatin fihrt zu einer verédnderten
Zellzyklusverteilung und zu einer veranderten Expression von Zellzyklus-
regulatorischen Proteinen.

RCC-1- und HTB-46-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Cisplatin,
das dem Zellkulturmedium zugesetzt wurde, behandelt. Dabei wurde fir die beiden
Zelllinien far eine Behandlungsdauer von 24h die mittlere letale Dosis (LDsp)
bestimmt, die unter den gegebenen Testbedingungen unterhalb von 12,5uM
Cisplatin lag (Abb 32). Nach Behandlung der Zellen mit geringeren Konzentrationen
an Cisplatin als 12,5uM zeigten die Zellen schon nach 2uM Cisplatin-Behandlung fur
24h eine verstarkte Absterberate gegeniber den unbehandelten Zellen (Daten nicht

gezeigt).
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Abb 32: Einfluss von Cisplatin auf die Zellzahl von RCC-1- bzw.- HTB-46-Zellen. (MW ohne
STABW, da n=2).

In der Zellzyklusanalyse der mit 2uM Cisplatin behandelten Zellen wurde eine
Verschiebung der Verteilung der Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen
detektiert, jedoch keine apoptotischen Zellen, detektierbar als SubG+-Fraktion. Nach
Cisplatin-Behandlung war ein verringerter Anteil an Zellen in der Gi-Phase, ein
gréBerer Anteil in der S- und der Go/M-Phase, so dass ein Go-Arrest detektiert wurde.
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Far weitere Experimente wurden die Zelllinien mit 2uM Cisplatin behandelt, um zu

testen, ob die Expression von FAM107A-mRNA beeinflusst wird.
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Abb 33: Analyse der FAM107A-mRNA-Expression nach Behandlung von RCC-1- und HTB-46-
Zellen mit 2uM Cisplatin. RT-PCR-Produkte spezifisch fir FLNB-mRNA (oben) und FAM107A-
mRNA (unten): Spurenbelegung: 1: 100bp-Leiter; 2/3: HTB-46 Cisplatin +/-RT; 4/5: RCC-1 +/-RT; 6/7:
RCC-1 Cisplatin +/-RT; 8/9: HTB-46 +/-RT; 10/11: HTB-46 Cisplatin +/-RT; 12: Positiv-Template-
FLNB-2 (oben)/Positiv-Template-FAM107A (unten).

Die RT-PCR-Analyse zeigte keine messbare Expression von FAM107A-mRNA in
den behandelten oder unbehandelten Zellen (Abb 33). Somit wurde die Expression
von FAM107A-mRNA durch Behandlung mit 2uM Cisplatin nicht induziert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die bislang beschriebenen Versuche
zeigten, dass die Expression von FMA107A-mRBRNA in den untersuchten
Zellsystemen nicht durch zirkadianen Rhythmus, Konfluenzgrad der Kulturen oder
Temperaturerhéhung substanziell reguliert wurde. Expressionsanalysen von
FAM107A-mRNA in diversen Tumorzelllinien zeigten in qualitativer RT-PCR
unterschiedliche Expressionsmuster. Aufféllig war eine Herunterregulation von
FAM107A-mRNA, die sowohl in Zelllinien aus Tumoren von Larynx-
beziehungsweise Oropharynxkarzinomen als auch im Primarmaterial nachweisbar
war. Eine eindeutige Expression von FAM107A-mRNA zeigten vier von sechs
untersuchte Retinoblastomzelllinien.

Eine epigenetische Modulation der Genaktivitat, wie sie fir TSG oft beschrieben
wird, war fir FMA107A in der Linie RCC-1 nachweisbar. Andere untersuchte
Zelllinien zeigten keine Induktion der FAM107A-mRNA-Expression nach Decitabin-
beziehungsweise TSA-Behandlung. Ebenfalls war keine Modulation der
Genexpression von FAM107A durch Behandlung von den Nierenkarzinomzelllinien
RCC-1 und HTB-46 mit dem Zytostatikum Cisplatin nachweisbar.
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3.5 FAM107A ektopisch exprimierende Zelllinien
Um einen Einfluss der Expression von FAM107-ORF auf die Tumorigenitat der
Zelllinien RCC-1 und HTB-46 untersuchen zu kdnnen, wurden FAM107A-Vektoren

konstruiert und diese Vektoren in RCC-1- und HTB-46-Zellen stabil transfiziert.

3.5.1 Etablierung FAM107A ektopisch stabil exprimierender Zelllinien

3.5.1.1 Konstruktion von FAM107A-cDNA-Vektoren

FOr die ektopische Expression der FAM107A-cDNA wurden in der vorliegenden
Arbeit Vektoren mit einem CMV-Promotor konstruiert, die das cDNA-Insert nach
Transfektion konstitutiv exprimieren sollten (Abb 34).

A 1 2 3 FAM107A-ORF-Vektor

o T T 1

1 2 3 FAM107A-1,1-Vektor
H — = i
|
N 1 e 2 ||3—| FAM107A-Vollldnge-Vektor
LB Iy | I| 11| T ; : - | g 1
B 1 4 5 3 IRES-EGFP-Vektor
Ll ) IL I[ ] ]
| 1 | 2 4 ” 5 "3| FAM107A-0RF-IRES-EGFP-Vektor
N 1 3 .2 4 : 5 "3| FAM107A-1,1-IRES-EGFP-Vektor
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Abb 34: Schematische Darstellung der Vektoren zur Expression von FAM107A. Das
Vektorgrundgerist ist in allen Fallen PCDNA3.1ZEO(+), dargestellt als rote Linie. [A] FAM107A-
Vektoren ohne Markergen-Koexpression. Der FAM107A-ORF-Vektor enthdlt den offenen
Leserahmen, der FAM107A-1,1-Vektor enthélt 1,1 Kilobasen des 5'-Endes der cDNA, der FAM107A-
VOLLLANGE-Vektor enthalt die Vollldnge-cDNA. [B] FAM107A-Vektoren zur Koexpression von EGFP
dber eine IRES und Kontrollvektoren. 1 CMV-Promotor, 2 FAM107A-ORF-cDNA beziehungsweise
1,1kB-cDNA beziehungsweise Volllange-cDNA, 3 BGH-polyA-Signal, 4 IRES, 5 EGFP.
Nukleotidaustausche in den Sequenzen im Vergleich zu der Referenzsequenz sind jeweils mit einem
roten Strich markiert.
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Die Sequenzierung des Inserts des FAM107A-1,1-Vektors zeigte in der ORF-
Sequenz eine 100%ige Homologie mit den Referenzsequenzen NM_007177 und
NM_001076778 (Abb 58, 59). Ein Basenaustausch von G nach A in der
Basenpaarposition 341 lag 5' aufwérts des kodierenden Bereichs und wurde als
unerheblich fir das Proteinprodukt angesehen. AuBerdem betraf dieser
Basenaustausch nicht das putative Startcodon beziehungsweise die weiteren
putativen Startcodons, die 5' von der ORF-Sequenz liegen. Die Sequenzierung mit
Insert-flankierenden Primern verifizierte die Korrektheit der FAM107A-ORF-Sequenz
des FAM107A-0RF-Vektors (Abb 60). Die Identitat des Volllange-FAM107A-cDNA-
Fragmentes im FAM107A-Vollldnge-Vektor wurde durch Sequenzieren vorlaufig
Uberprift (keine Reproduktion, Abb 61). Der Abgleich der Sequenz des Volllange-
Vektors mit den Referenzsequenzen zeigte neben der 100%igen Homologie zu den
beiden Referenzsequenzen im ORF-Bereich einzelne Nukleotidaustausche in der 5'-
und der 3'-untranslatierten Region (Abb 34). Vor weiterem Gebrauch des Volllange-
Vektors sollte dieser daher weiter Uberprift werden.

Die Sequenzierung des Inserts des Expressionsvektors PCDNAS3.1ZEO(+)FAM107A-
ORF-IRES-EGFP bestétigte die Homologie der Sequenz des FAM107A-ORF-Inserts
im Vektor mit den beiden Referenzsequenzen (Abb 63). In der Sequenz des Vektors
PCDNAS3.1ZEO(+)FAM107A-1,1-IRES-EGFP wurde der Nukleotidaustausch des
entsprechenden Expressionsvektors ohne IRES-EGFP-Sequenz detektiert, namlich
von G nach A (Basenpaarposition 341, NM_007177 und NM_001076778, Abb 62).

3.5.1.2 Etablierung FAM107A ektopisch stabil exprimierender Zelllinien

Fir die Analyse des Effektes der ektopischen Expression von FAM107A-ORF-mRNA
in Kulturzellen wurden die beiden Nierenkarzinomzelllinien RCC-1 und HTB-46 stabil
transfiziert. Nach zweiwdéchiger Selektion mit 0,5mg/ml Zeocin wurden keine groBen
Unterschiede in der Anzahl gewachsener Kolonien pro Zelllinie beobachtet. Die
Gelelektrophorese der PCR-Amplifikate zur Uberpriifung der DNA-Qualitat (PCR mit
den Primern Chr3-58.035.418-/Chr3-58.035.874+ und Chr3-58.505.732-/Chr3-
58.503.509+) ergab fir alle Zelllinien die Banden der erwarteten GréBen (Daten nicht
gezeigt). Mit den vektorspezifischen Primern pcDNA3.1-1.275-/pcDNA3.1-213+
(Tabellen 2.3, S§.34, 8.7-8.8, S.151f) wurde ein Plasmidanteil amplifiziert, wodurch
die Anwesenheit des Plasmids im Genom der Zelllinien bestatigt werden konnte (Abb
35). Die mit dem Leervektor beziehungsweise dem FAM107A-ORF-Vektor
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transfizierten Zelllinien zeigten die erwarteten AmplikongréBen von ca. 1kb (erwartet
1.063bp) beziehungsweise ca. 1,5kb (erwartet 1.507bp). Die mit dem FAM107A-1,1-
Vektor transfizierten RCC-1-Zellen wiesen abweichende Banden auf (erwartet
2.063bp). Diese wurden nicht weiter analysiert.

Der Bereich des Plasmid-Inserts wurde in der genomischen DNA von drei
ausgewahlten  Zelllinien  HBT-46-pcDNAS.1Zeo(+)FAM107A-ORF#8, HBT-46-
pcDNAS.1Zeo(+)-FAM107A-0RF#11, RCC-1-pcDNA3.1Zeo(+)-FAM107A- ORF#12, im
weiteren Verlauf der Arbeit als HO08, HO011, RO012 bezeichnet, mit dem
vektorspezifischen Primer pcDNA3.1-797+ (Tab 8.7, S. 151) sequenziert. Dies wies
die FAM107A-ORF-Sequenz als Insert im Vektor pcDNAS3.pcDNAS3.1Zeo(+) im
Genom der Zelllinien nach (Abb 64, 65, 66).

ca.1 kb-Amplifikat : _ .
Leervektor —» *’W Bi-

ca. 1,5 kb-Amplifikat
FAM107A-ORF-Vektor

Abb 35: PCR-Nachweis der vektorspezifischen Sequenz in der DNA von RCC-1- und HTB-46-
Zellen nach Transfektion. Die Amplifikate wiesen das Insert des entsprechenden Plasmids im
Genom der transfizierten Zellen nach. Spurenbelegung: Obere Reihe: 1: 123bp-Leiter; 2:
Negativkontrolle (H,0); 3-5: RCC-1-PCDNA3.1ZEO(+)#3,11,12; 6-11: R03,8,9,11,12,13; 12-17: RCC-1-
PCDNA3.1ZEO(+)FAM107A-1,1#8,9,10,11,12,13; Untere Reihe: 1: 123bp-Leiter; 2-5: HTB-46-
PCDNA3.1ZEO(+)#7,8,9,10; 6-9: H08,11,12,14; 10: Positiv-Template-FAM107A (Laufzeit von 50min
bei 120Volt).

Bei Zellen der 3. Passage der transfizierten Zelllinien zeigte die Expressionsanalyse,
welche der Zelllinien die FAM107-cDNA exprimierten (Abb 36). Die Transkripte
wurden mittels RT-PCR nach RNA-Extraktion und cDNA-Synthese amplifiziert. Die
Uberpriifung der cDNA mit FLNB-RT-PCR erfolgte abweichend von dem sonst
Ublichen Protokoll in von der FAM107A-RT-PCR getrennten Ansatzen. Die
gelelektrophoretische Analyse der Amplifikate der FAM107A-RT-PCR ergab drei
deutliche Banden (Linien R03, R08, R012 von den sechs untersuchten
#3,8,9,11,12,13 der RCC-1-0RF-Zelllinien), eine sehr schwache (Linie R09) und bei
zwei Zelllinien fehlte die Gelbande und somit die Expression. Von den vier
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FAM107A-450bp-
Amplifikat

: . FAM107A-450bp-
B «

Abb 36: Expression von FAM107A-ORF-mRNA in stabil transfizierten Zelllinien. RT-PCR-
Produkte spezifisch fir FAM107A-mRNA. Dargestellt sind jeweils die +/-RT-Proben. Spurenbelegung:
Obere Reihe: 1: 123bp-Leiter; 2: Negativkontrolle (H»0); 3—8: RCC-PCDNA3.1ZE0(+)#3,11,12; 9: R03,
RT+; 10-17: R08,9,11,12; 18: Positiv-Template-FAM107A; Untere Reihe: 1: 123bp-Leiter; 2-3: R013;
4-9: HTB-46-PCDNA3.1ZE0(+)#7,8,9; 10—17: H08,11,12,14; 18: Positiv-Template-FAM107A.

untersuchten Linien #8,11,12,14 der HTB-46-0ORF-Zelllinien wiesen zwei (Linien HO8
und HO11) deutliche Gelbanden in der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-
Produkte auf und die anderen beiden keine. In den mit dem Leervektor transfizierten
Linien und in den nativen Zelllinien war keine Expression von FAM107A
festzustellen. Deshalb waren diese Zelllinien, abweichend von vorher durchgefiihrten
FAM107A-mRNA-Expressionsanalysen, als nicht-FAM107A-mRNA-exprimierend
einzustufen. Da mittels des gewahlten Primerpaares nicht zwischen nativem und
transfizierten FAM107A-Transkript unterschieden werden konnte, wurden an den
sechs FAM107A-ORF-mRNA exprimierenden Zelllinien mit dem Primerpaar
FAM107A-458+/ FAM107A-1.262- (Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8, S.1511.) eine weitere
RT-PCR durchgefihrt. Der Primer FAM107A-1.262- lagert sich 3' auBerhalb des ORF-
Bereiches an und kann somit nicht das FAM107A-ORF-Insert erfassen. Die
anschlieBende Gelelektrophorese wies durch die Bande des Amplifikats von ca.
800bp (erwartet 809bp) drei transfizierte Zelllinien nach, die eine schwache
Expression des zellularen FAM107A-Transkriptes zeigten. Durch die
Reamplifizierung mit dem Primerpaar FAM107A-513+/FAM107A-957- (Tabellen 2.3,
S.34, 8.7-8.8, S.151f.) wurden die zwei Zelllinien R08 und R012 detektiert. Da in
diesen beiden Linien keine Amplifikationsprodukie sowohl in der zuerst
durchgefiihrten RT-PCR als auch in der Reamplifikation nachgewiesen wurden, lief3
sich die FAM107A-0RF-Expression nur auf das transfizierte Plasmid zurlckflhren
(Abb 37).
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Abb 37: Reamplifikation spezifischer FAM107A-cDNA. RT-PCR-Produkte spezifisch fiir die
exogene Expression von FAM107A-mRNA. Die Pfeile weisen auf die Zelllinien mit nur endogener
FAM107A-mRNA-Expression hin. Spurenbelegung: Obere Reihe: 1: 123bp-Leiter; 2: Negativkontrolle
(H20); 3: Negativkontrolle (H;0, Reamplifikation); 4: R0O3 +RT; 5/6: R08 +/-RT; 7/8: R09 +/-RT; 9/10:
R012 +/-RT; 11/12: HO8 +/-RT; 13/14: HO11 +/-RT; 15: PCDNA3.1ZEO(+)FAM107A-1,1#97
(Reampilifikation); 16: PCDNA3.1ZEO(+)FAM107A-1,1#97 (1,8%iges Agarosegel nach einer Laufzeit
von 1h45min bei 110Volt).

3.5.1.3 Stabilitat der FAM107A ektopisch exprimierenden Zelllinien

Zur weiteren Analyse der stabil transfizierten Zelllinien wurden zuné&chst die Linien
R03 und R012 als Beispiel fur Gberexprimierende, namlich die Linie R03, sowie flr
exprimierende Zellen, die Linie R012, verwandt, als auch die Linien HO8 und HO11
als Uberexprimierende Zellen. Zur Uberpriifung der Stabilitat der Zelllinien wurde
regelmaBig in gréBeren Abstanden die Expression von FAM107A-ORF-mRNA mittels
RT-PCR analysiert (Abb 38). Nach 38 Passagen zeigte die Linie R03 weiterhin
Expression von FAM107A-ORF-mRNA, dagegen die Linie R012 nach neun Passagen
keine mehr. Die Linien HO8 und HO11 exprimierten nach 38 Passagen FAM107-ORF-
mRNA. Die Linien R03, HO8 und HO11 wurden als dauerhaft stabil FAM107A-

exprimierend angesehen.

™ < FAM107A-450bp-
* ' Amplifikat
67 89101112 13
¢ FAM107A-450bp-
Amplifikat

Abb 38: FAM107A-Expressionsanalyse mit dem Primerpaar FAM107A-458+/FAM107A-897- in
den stabil transfizierten Zelllinien RCC-1 und HTB-46. RT-PCR-Produkte spezifisch fir FAM107A-
mRNA. Spurenbelegung: Obere Reihe: RT(+)-Proben der RT-PCR: 1: 123bp-Leiter; 2:
Negativkontrolle (H20); 3: RCC-1; 4: RCC-PCDNA3.1ZEO(+); 5: R03; 6: R011; 7: R012; 8: HTB-46; 9:
HTB-46-PCDNA3.1ZEO(+); 10: HO08; 11: HO11; 12: H012; 13: Positiv-Template-FAM107A; Untere
Reihe: RT(-)-Proben der RT-PCR: 1: 123bp-Leiter; 2: RCC-1; 3: RCC-PCDNA3.1ZE0(+); 4: R0O3; 5:
R011; 6: R012; 7: HTB-46; 8: HTB-V; 9: H08; 10: HO11; 11: HO12; 12: Positiv-Template-FAM107A.
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3.5.1.4 Expression des Leervektors in den stabil transfizierten Zelllinien

Neben dem Nachweis der Expression von FAM107A-cDNA in den stabil
transfizierten Zelllinien wurde Uberprift, ob der Expressionsvektor ohne Insert zu
einer Expression einer cDNA fahrt.

Das Primerpaar pcDNAS3.1-839+/pcDNA3.1-1.031- (Tabellen 2.3, S.34, 8.7-8.8,
S.151f.) umspannt den putativen Transkriptionsstart und die EcoR1-Schnittstellen, so
dass in den mit FAM107A-ORF stabil transfizierten Klonen das ORF-Fragment
nachgewiesen werden konnte. In den HTB-46-PCDNAS3.1ZEO(+)-Zellen wurde ein
Transkript von ca. 190bp amplifiziert (Abb 39). Dieses Transkript wies eine cDNA in
der Linie HTB-46-PCDNA3.1ZE0O(+) nach. In den RCC-1-Zellen war es jedoch nicht
nachweisbar. Fraglich ist, ob das gebildete Transkript die Zellen beeinflusst.

12345678 910111213141516

Abb 39: RT-PCR mit dem Primerpaar pcDNA3.1Zeo(+)839+/pcDNA3.1Zeo(+)1.031-. RT-PCR-
Produkte, amplifiziert mit spezifischem Transkriptionsstartprimer. Spurenbelegung: 1: 100bp-Leiter; 2:
Negativkontrolle (H.0); 3/4: RCC-1 +/-RT; 5/6: RCC-1-PCDNA3.1ZE0(+) +/-RT; 7/8: RO3 +/-RT; 9/10:
HTB-46 +/-RT; 11/12: HTB-46-PCDNA3.1ZEO(+) +/-RT; 13/14: H08 +/-RT; 15: Positiv-Template-
FAM107A.

3.5.1.5 Morphologie FAM107A ektopisch exprimierender Zelllinien

Zur Charakterisierung der Zelllinien wurden als Kontrollen jeweils die native Zelllinie
und die mit Leervektor transfizierte Zelllinie in den Experimenten mitgeflhrt
(Bezeichnung RCC-V bzw. HTB-V fir Vektor-transfizierte Zellen). Zunachst wurden
die nativen Zellen mit den mit dem Leervektor beziehungsweise dem FAM107A-ORF-
Vektor transfizierten Zellen verglichen. Morphologisch lieBen sich die mit Leervektor
und mit FAM107A-ORF transfizierten Zellen nicht von den nativen Zellen
unterscheiden (Abb 40).
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Abb 40: Morphologie der stabil transfizierten Zelllinien. Die transfizierten Zellen zeigten
gegenlber den nativen keine morphologischen Veréanderungen: [A] RCC-1 p67; [B] RCC-V p70; [C]
R03 p71; [D] HTB-46 p63; [E] HTB-V p73; [F] HO8 p35 (Aufnahme 24h nach Aussaat, exemplarische
Darstellung, Objektiv-VergréBerung 40X).
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3.5.1.6 Karyogramme FAM107A ektopisch exprimierender Zelllinien

Bei den RCC-1-Zellen wurden sieben bis zehn Metaphasen nach Giemsa-Farbung
ausgewertet (Abb 41). Alle Zellen zeigten einen aberranten, hypo- bis hypertriploiden
Chromosomensatz. Bei den HTB-46-Zellen wurden sieben bis zwdlf Metaphasen

ausgewertet. Die nativen HTB-46-Zellen zeigten einen aberranten, hyperdiploiden bis
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Abb 41: Karyogramme der stabil transfizierten Zelllinien. Alle Zellen zeigten einen aberranten
Karyotyp. Beispielhaft sind hier einzelne Karyogramme dargestellt: [A] RCC-1; [B] RCC-V; [C] R03; [D]
HTB-46; [E] HTB-V; [F] HO8.
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hypotriploiden Chromosomensatz, die mit Leervektor transfizierten HTB-46-Zellen
einen hypotriploiden bis hypopentaploiden und die mit FAM107A-ORF-Vektor
transfizierten HTB-46-Zellen einen hypotriploiden bis hypertriploiden. Die einzelnen
Metaphasen einer  Zelllinie  zeigten eine  voneinander  abweichende
Gesamtchromosomenanzahl. Chromosomale Marker waren sowohl bei den RCC-1-
Zellen als auch bei den HTB-46-Zellen schwer festzustellen. Insgesamt zeigten die
Zellen heterogene Karyotypen (Tab 8.11, S.154), obwohl sie urspringlich aus

derselben Population stammten.

3.5.2 Analysen zur Proliferation FAM107A ektopisch exprimierender Zelllinien

Einen Schwerpunkt bei funktionalen Analysen von potenziellen TSG bilden
Methoden zur Messung der Proliferation von Zellen. Dabei kénnen verschiedene
Aspekte der Proliferation durch unterschiedliche Methoden betrachtet werden wie die
Ki67-Expression durch immunzytochemische und durchflusszytometrische Analysen,
die DNA-Syntheserate durch Thymidineinbau und die Zunahme der Zellzahl durch

die Aufnahme von Zellwachstumskurven.

3.5.2.1 Proliferationsmessung mittels immunzytochemischer Analyse der
Expression von Ki-67/Mib1-Antigen in den nativen und stabil transfizierten
HTB-46-Zellen

Die stabil mit dem Vektorgrundgerist beziehungsweise mit dem FAM107A-ORF-
Vektor transfizierten und die nativen HTB-46-Zellen wurden mittels
Immunzytochemie auf die Expression des Proliferationsmarkers Ki67 hin untersucht
(Abb 42). Es wurden vier Praparate mit insgesamt ca. 3.500 Zellen ausgezahlt.
Unterschieden wurden negative, intermedidr angefarbte und stark positive Signale
anhand der Braunférbung der Zellkerne. Die Auswertung der immunzytochemischen
Ergebnisse erfolgte durch dreimaliges Auszahlen der Zellen durch drei unabhangige
Untersucher. Dabei wurde eine Interobservervariabilitdt festgestellt, die bis zu
dreimal so hoch wie die Intraobservervariabilitdt war. Die Abweichungen waren bei
den Ki67-positiven Zellen geringer, da diese Zellen durch die braunliche Farbung
eindeutig zahlbar waren. Besonders groBe Abweichungen fanden sich in der Anzahl
der gezahlten negativen Zellen, da z.T. die Zellmembranen kaum erkennbar waren
und somit die einzelnen Zellen schlecht unterscheidbar waren. Insgesamt war die

Gesamtzellzahl bei den transfizierten Zellen geringer (bis zu 50% weniger im
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Vergleich zu den nativen). Signifikante Unterschiede zwischen den mit dem
Vektorgrundgerist beziehungsweise dem FAM107A-0ORF-Vektor transfizierten Zellen
beziglich des Anteils Ki67-positiver Zellen gab es nicht. Somit lieB sich anhand der
immunzytochemischen Analyse der Ki67-Expression keinen Hinweis auf einen
Einfluss der Expression von FAM107A-0RF auf die Proliferation erhalten.
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Abb 42: Ki67-lmmunzytochemische Analyse der stabil transfizierten HTB-46-Zellen. Die nativen
Zellen zeigten im Vergleich zu den transfizierten Zellen viele Einzelzellen ohne Verbund. Die Ki67-
positiven Zellen wurden durch eine Braunférbung der Zellkerne identifiziert. Kraftig braungefarbte
Zellen wurden als positive, schwach braungefarbte als intermediar angefarbte Ki67-positive Zellen
gewertet. [A] HTB-46-Zellen; [B] HTB-V-Zellen; [C] HO8-Zellen; [D] HO11-Zellen (n=1).

3.5.2.2 Proliferationsmessung mittels durchflusszytometrischer Analyse der
Expression von Ki-67/Mib1-Antigen in den stabil transfizierten Zelllinien

Um die immunzytochemische Analyse der Ki-67-Expression zu objektivieren, wurde
die Ki67-Expression durchflusszytometrisch in den transfizieten HTB-46- und
zusatzlich in den RCC-1-Zellen untersucht.

Die durchflusszytometrische Analyse der Ki67-gefarbten stabilen Zelllinien zeigte
eine reduzierte Ki67-Expression der mit Leervektor und mit dem FAM107A-ORF-
Vektor transfizieten RCC-1-Zellen. Bei den HTB-46-Zellen wiesen beide
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Transfektanten eine verstarkte Ki67-Expression auf, wobei die Linie HO8 Ki67 noch
starker exprimierte als die Linie HTB-V. Der Anteil Ki67-positiver Zellen in den
Ansatzen der diversen Versuche war sehr unterschiedlich (z.B. von 3,6 bis 13,8%
Ki67-positive Zellen fir die nativen RCC-1-Zellen), so dass hinsichtlich der Ki-67-
Expression keine statistischen Tests durchgefihrt wurden (Abb 43).
Zusammengefasst war kein Einfluss der Expression von FAM107A auf die
Expression von Ki67 in den untersuchten Zellsystemen feststellbar.

o 40
2

@ 30

Qe

- Q@ -
2 =20

SN -

N

© 10 -

E : 4‘* I
L, =

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb 43: Durchflusszytometrische Analyse der Ki67-Expression in den stabil transfizierten
RCC-1- und HTB-46-Zellen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil Ki67-positiver Zellen.
Probenverteilung: 1/6: Negativkontrolle, d.h. ungefarbte RCC-1- bzw. HTB-46-Zellen; 2/7: RCC-1-
bzw. HTB-46-Zellen, mit Isotypkontrolle Maus Ig G1 Immunglobulin geférbte Zellen; 3-10: Ki67-
geférbte Zellen, wobei: 3: RCC-1-Zellen; 4: RCC-V-Zellen; 5: R03-Zellen; 8: HTB-46-Zellen; 9: HTB-V-
Zellen; 10: HO8-Zellen (MW = STABW, n=3).

3.5.2.3 Zellzyklusanalyse

Nachdem sich anhand des Proliferationsmarkers Ki67 keine substanziellen
Unterschiede zwischen den nativen und transfizierten Zellen zeigen lieBen, wurde
mittels durchflusszytometrischer Analyse der DNA-Gehalt der Zellen in den
unterschiedlichen Zellzyklusphasen quantifiziert (Tab 3.3, S.90).

Die mit FAM107A-0ORF-Vektor transfizierten Zellen zeigten bei den RCC-1-Zellen
einen verminderten Anteil an Zellen in der S-Phase, dagegen einen geringfligig
erhdhten Anteil an Zellen in der G1/Gg-Phase. Bei den HTB-46-Zellen war der Anteil
an Zellen in der S-Phase in den mit Leervektor und mit dem FAM107A-0ORF-Vektor
transfizierten Zellen im Vergleich zu den nativen Zellen leicht erhéht. Die Anzahl
apoptotischer Zellen (SubGgG1) war bei den unterschiedlichen RCC-1-Zelllinien
gleich, bei den HTB-46-Zelllinien verdoppelte sie sich durchschnittlich von ca. 102
auf ca. 193 Zellen in den mit den FAM107A-0ORF-Vektor stabil transfizierten Zelllinien
in 2 von 3 Versuchen. Der Anteil an Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen

in den einzelnen Versuchen war unterschiedlich. Die ektopische Expression von

39



Ergebnisse
FAM107A-0ORF in stabil transfizierten Zelllinien fihrte bei den RCC-1-Zellen nicht zu

wesentlichen Unterschieden der Verteilung der Zellen in den unterschiedlichen
Zellzyklusphasen. Bei den HTB-46-Zellen wies die Zunahme der apoptotischen
Zellen in den mit dem FAM107A-ORF-Vektor transfizierten Zellen méglicherweise auf

eine tumorsuppressive Wirkung hin.

Tab 3.3: Zellzyklusanalyse FAM107A-ORF ektopisch exprimierender Zellen. Tabellarische
Darstellung der MW und STABW der Cylchredanalyse von je 3 durchflusszytometrischen
Zellzyklusanalysen.

Mw STABW MW STABW MW STABW | MW Sub | STABW

Go/G- Go/G- S- S- Gy,/M- G,/M- Go/Gq- |SubGy/G;

Phase Phase Phase Phase Phase Phase Phase | -Phase
Zelllinien [%] [%] [%] [Zellzahl]
RCC-1 25,7 2,3 55,7 2,10 18,6 1,1 32 7
RCC-V 21,4 3,4 55,8 3,9 22,8 3,6 29 7,8
RO3 27,6 3,7 50,9 27 21,5 3,2 30,7 9,3
HTB-46 30,8 1,6 44 1 2,6 25,1 3,4 101,7 24,5
HTB-V 26,5 2,9 48,8 7,3 24,8 5,8 96,3 36,1
HO8 25,6 4,2 48,3 7,6 26,1 3,4 193,3 107,3

3.5.2.4 Messung der DNA-Synthese durch °H-Thymidin-Einbau

Da die Zellzyklusanalyse keine statistisch auswertbaren Unterschiede zeigte, ein
Einfluss von FAM107A aber auf die Zellproliferation in transient transfizierten Zellen
schon beobachtet worden war (Wang, 2000; Zhao, 2007), wurde mittels radioaktiv
markiertem *H-Thymidin-Einbau, die DNA-Syntheserate in den Linien gemessen.
Tumorzellen zeigen im Vergleich zu gesunden Zellen eine relativ hohe DNA-
Syntheserate. Durch die Transfektion eines potenziellen TSG in Tumorzellen wirde
man eine verminderte DNA-Syntheserate erwarten.

Bezlglich der DNA-Einbaurate lieB sich ein Unterschied zwischen den Zelllinien
feststellen. Bei den RCC-1-Zellen war bei der mit dem Leervektor transfizierten
Zelllinie die Einbaurate gegentber den nativen erhéht, wdhrend sie bei der mit dem
FAM107A-ORF-Vektor transfizierten Zelllinie erniedrigt war. Auch bei den HTB-46-
Zellen zeigte die mit dem Leervektor transfizierten Zelllinie gegeniber den nativen
Zellen eine erhdhte Einbaurate. Die mit dem FAM107A-ORF-Vektor transfizierte
Zelllinie jedoch wies im Versuch 1 (Exp.1) eine gegenlber der Parentallinie erhéhte
Einbaurate auf. In Versuch 2 (Exp.2) aber, der abweichend von Exp.1 (drei Ansétze)
mit sechs (voneinander abhangigen, da aus einer Passage) Anséatzen pro Zelllinie
durchgefihrt wurde, fand sich eine gegenlber der Parentallinie erniedrigte
Einbaurate (Abb 44). Insgesamt waren die absoluten Zahlen, gemessen in

Einbauraten als gezahlte Impulse pro Minute (Counts per minute, cpm), bei beiden
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Versuchen sehr divergierend (Exp.1, com (MW der untersuchten Linien)=32.792;
Exp.2, cpm (MW)=8330), weshalb sie als Einzelversuche dargestellt werden. Aus
diesem Grund und wegen der nur zweimaligen Gesamtdurchfiihrung wurde kein
statistischer Test durchgefiihrt. Insgesamt lieB sich aber die Tendenz feststellen,
dass in Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert worden waren, eine gegeniber der
jeweiligen Parentallinie verstarkte Einbaurate von ®H-Thymidin auffindbar war. In
Zellen, die mit dem FAM107A-ORF-Vektor transfiziert worden waren, zeigten sich in
Abhangigkeit von der Zellinie eine geringere Einbaurate (RCC-1-Zellen)
beziehungsweise nicht eindeutige Tendenzen (HTB-46-Zellen). Das Testsystem der
RCC-1-Zellen gab Hinweise fir eine eventuelle Beeinflussung der DNA-Synthese
durch die Transfektion mit dem FAM107A-0ORF-Vektor.

[cpm]

[cpm]

Abb 44: Messung des *H-Thymidin-Einbaus. Die *H-Thymidin-Einbaurate zwischen Versuch 1 und
2 war sehr divergierend. [A] Exp.1: MW % STABW, n=3, [B] Exp.2: MW + STABW, n=6:
1: RCC-1-Zellen; 2: RCC-V-Zellen; 3: R03-Zellen; 4: HTB-46-Zellen; 5: HTB-V-Zellen; 6: HO8-Zellen.
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3.5.2.5 Proliferationskinetik der stabil transfizierten Zelllinien

Sowohl die Analyse der DNA-Syntheserate mittels *H-Thymidin-Einbaus als auch die
Expression des Proliferationsmarkers Ki67 zeigten keine substanziellen
Unterschiede zwischen den nativen und den stabil transfizierten Zelllinien. Deshalb
wurden Proliferationskinetiken erstellt, indem die Proliferation der Zellen anhand der
tatséchlichen Zellzahl in den Kulturen gemessen wurde.

Das Proliferationsverhalten wurde durch Zahlen der Zellen der stabil transfizierten
Zelllinien ausgehend von einer Zellzahl von 1X10* pro UntersuchungsgefaB (RCC-1-
Zellen) beziehungsweise 2X10* (HTB-46-Zellen) Uber einen Zeitraum von sechs
Tagen gemessen. Sowohl die nativen RCC-1-Zellen als auch die stabil mit dem
Leervektor beziehungsweise mit dem FAM107A-0ORF-Vektor transfizierten Zelllinien
zeigten ein vergleichbares Proliferationsverhalten (Abb 45). R03-Zellen exprimierten
FAM107A-mRNA und zeigten eine vergleichbare Proliferationskinetik wie die nativen
und die mit Leervektor transfizierten Zellen. Die Linie RO11 exprimierte FAM107A-
mMRNA nicht und stellte somit eine zusatzliche Negativkontrolle dar. Eine Ausnahme
bildete die Linie R012. Sie exprimerte in frihen Passagen FAM107A-mRNA, zeigte
aber in den untersuchten spéateren Passagen keine FAM107A-mRNA-Expression
mehr. Im dargestellten Einzelversuch zeigte sie eine geringere Proliferationsrate,
was sich aber in den Versuchswiederholungen nicht bestatigen lieB (Abb 47).

Auch bei den nativen HTB-46-Zellen und ihren Transfektanten wurden keine
Proliferationsunterschiede detektiert (Abb 46). Die Linie HO8, die FAM107A-mRNA
exprimierte, zeigte geringfligig verminderte Zellzahlen gegendber der nativen und der
mit Leervektor transfizierten Zelllinie. Die Linie H012, die FAM107A-mRNA nicht
exprimierte, wurde als weitere Negativkontrolle gefthrt. Bei der Linie HO11, die
FAM107A-mRNA exprimierte, wurden &hnliche Zellzahlen gezahlt wie bei den
Kontrollzellen.
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Abb 45: Proliferationskinetik der nativen und stabil transfizierten RCC-1-Zellen durch

Zellzahlbestimmung. Die Abbildung stellt die MW eines von drei durchgefihrten Versuchen dar; MW
+ STABW, n=3.

60 Zelllinie
— 46— HIB46
— -- i --HIBV
=)
X
ﬁ | )3
3
N
—X—Ho11
— ¥ — Ho12
1 2 3 4 5 6
Tage

Abb 46: Proliferationskinetik der nativen und stabil transfizierten HTB-46-Zellen durch
Zellzahlbestimmung. Die Abbildung stellt die MW der Zellzahlen eines von drei durchgefihrten
Versuchen dar; MW + STABW, n=3.
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Die Triplikate eines Versuches wiesen groBe Standardabweichungen auf (z.B. fir
RCC-1: Tag 1: STABW=0,18; Tag 6: STABW=26,3), obwoh| sie aus derselben
Passage und aus demselben Ansatz pipettiert wurden. Die zweifache Wiederholung
des Versuches zeigte unterschiedliche Zellzahlen sowohl innerhalb eines Versuches
als auch zwischen den einzelnen Versuchen (Abb 47). Aufgrund der hohen
Standardabweichungen lieB sich nicht beurteilen, ob nach Transfektion des
FAM107A-0ORF-Vektors die Proliferation in den untersuchten Zellsystemen moduliert
wurde. Als Tendenz lieB sich aber in den mit dem FAM107A-ORF-Vektor

transfizierten RCC-1-Zellen eine geringere Proliferationsrate als in den nativen Zellen

feststellen.
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Abb 47 Proliferationskinetik der nativen und stabil transfizierten RCC-1-Zellen durch
Zellzahlbestimmung. Darstellung der MW der drei durchgefihrten, voneinander unabhangigen
Versuche; MW + STABW, n=3.

3.5.3 Analyse von Tumorigenitatsmarkern in FAM107A-oRF ektopisch
exprimierenden Zelllinien

Die Proliferationsanalysen gaben keine eindeutigen Hinweise auf eine Beeinflussung

der untersuchten Zellkulturzellen durch die ektopische Expression von FAM107A-

ORF. Um weitergehende Daten zu erhalten, die Aufschluss Uber eine mdgliche TSG-

Aktivitdt des FAM107A-ORF-Vektors in Zellkulturzellen geben, wurden diverse

Tumorigenitatsmarker analysiert.
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3.5.3.1 Wachstum in Weichagarmedium

Einen Hinweis auf die Tumorigenitat maligner Zellen kann, wie schon erwahnt, ihre
Fahigkeit geben, in halbfestem Medium kontaktunabhangig zu wachsen.

Um festzustellen, ob die ektopische Expression von FAM107A-0ORF einen Einfluss auf
das Wachstumsverhalten der untersuchten Zellen in Weichagar hatte, wurden die
Zellen im halbfestem Medium ausgesat und das Wachstum von Kolonien durch
Auszéahlen nach zwei bis drei Wochen Uberprift. Die ersten beiden Versuche wurden
mit einer Ausgangszellzahl von 1X10* Zellen pro Ansatz durchgefiihrt. Ausgesat
wurden die RCC-1-Zellen, die mit Leervektor transfizierten RCC-V-Zellen und R011-
Zellen als nicht FAM107A-ORF-exprimierende Zellen. Positive, FAM107A-ORF-
exprimierende Zellen waren R03, HO8 und HO11. Als Kontrolle fir die HTB-46-
Transfektanten wurden die nativen HTB-46-Zellen, die HTB-V- und die HO12-Zellen
ausgesat. Der Versuch wie auch seine Wiederholung wiesen sowohl groBe
Standardabweichungen zwischen den drei Triplikaten innerhalb des Versuches als
auch zwischen den beiden Versuchen auf (RCC-1, Exp.1: STABW=88; Exp.2:
STABW= 9,3; Tab 3.4, S.96). In beiden Versuchen zeigte sich in den mit Leervektor
transfizierten RCC-1- und HTB-46-Zellen ein vermehrtes Wachstum von Zellkolonien
gegendber den nativen Zellen. Die mit FAM107A-ORF-Vektor transfizierten Zellen
wiesen ein reduziertes Wachstum von Kolonien im Vergleich zu den mit Leervektor
transfizierten Zellen auf. Das Verhéltnis der Anzahl der Kolonien im Vergleich zu den
nativen Zellen war unterschiedlich: vergleichbar (HO8, Exp.1), vermindert (um ~60%
bei R03, Exp.1; um ~30% bei HO8 und um ~22% bei HO11, Exp.2) und vermehrt ( um
das ~10fache im Vergleich zu den nativen Zellen bei R03, Exp.2; um das ~6fache bei
HO11, Exp.1; Tab 3.4, S.96). Dieses Ergebnis ergab also keine eindeutige, vielmehr
eine widersprlichliche Aussage. Die zusatzlichen drei Zelllinien, die in der
Expressionsanalyse FAM107A-ORF-negativ waren, zeigten in beiden Versuchen
widersprichliche Ergebnisse. Wegen der Widerspriche und weil die Anzahl der
gewachsenen Kolonien in beiden Versuchen sehr divergierte, wurden zwei weitere

Experimente angesetzt.
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Tab 3.4: Anzahl gewachsener Kolonien in Weichagarmedium, Exp.1 und 2. Das Ergebnis der
Proliferationsstudien der Zellen in Weichagar in den unterschiedlichen Experimenten war
widersprichlich.

Experiment 1 Experiment 2
Probel|Probe2 | Probe3| MW STABW|Probel|Probe2 Probe3| MW |STABW
RCC-1 197 342 356 | 298,3 | 88,0 18 1 3 7,3 9,3
RCC-V 613 645 648 | 6353 | 19,4 40 38 214 97,3 101
RO3 153 100 112 | 121,7 | 27,8 73 3 163 79,7 | 80,2
RO11 484 451 440 | 458,3 | 229 58 58 107 74,3 28,3
RO12 121 143 152 | 138,7 | 16,0 38 36 2 25,3 20,2
HTB-46 4 8 23 11,7 10,0 332 309 239 | 293,3 | 484
HTB-V 204 277 312 264,3 | 55,1 612 1011 1247 | 956,7 321
HO8 24 7 5 12 10,4 372 95 131 | 199,3 | 150,6
HO11 60 89 54 67,7 18,7 416 161 85 220,7 | 173,4
HO12 2 0 0 0,7 1,2 359 130 200 | 229,7 | 117,3

In diesen wurde die ausplattierte Zellzahl von 1X10* auf 6X10°® Zellen pro
UntersuchungsgefaB3 reduziert, da die Gesamtkolonienanzahl in den ersten beiden
Versuchen zum Teil sehr hoch war. Zuséatzlich wurden abweichend zu den ersten
beiden Versuchen die Dreieransédtze aus einem Zellsuspensionsansatz direkt
pipettiert, der auf eine Zellzahl von 6X10° Zellen pro 500pl eingestellt war. Des
Weiteren wurde auf die zusatzlichen Linien RO11 und R012 und HO12 verzichtet. Das
Ergebnis waren wiederum unterschiedliche Kolonienzahlen in Exp.3 und 4 (Tab 3.5,
S.98), die statistisch nicht auswertbar waren. Eindeutig jedoch war die Tendenz,
dass die mit dem Leervektor stabil transfizierten Zellen im Vergleich mit den nativen
Zellen mehr Kolonien bildeten, wahrend die mit dem FAM107A-ORF-Vektor stabil
transfizierten Zellen zwar ebenfalls mehr Kolonien bildeten als die nativen, aber in
der Regel mit einer reduzierten Kolonienzahl gegentber den mit dem Leervektor
transfizierten Zellen. Die Unterschiede in der Anzahl der Kolonien differierten sehr:
z.B. bei den RCC-1-Zellen gab es zwei- (Exp.1, Tab 3.4) bis 17fach (Exp.4, Tab 3.5,
S. 98) so viele Kolonien in den mit Leervektor transfizierten Zellen wie in den nativen
Zellen; in den mit FAM107A-ORF transfizierten Zellen ~20% weniger Kolonien (Exp.2,
Tab 3.4) als in den mit Leervektor transfizierten Zellen beziehungsweise ~80%
weniger (Exp.1; Tab 3.4). Beziglich der Morphologie der Kolonien fiel auf, dass die
Kolonien der mit dem Leervektor transfizierten Zellen in der Regel kleiner waren, die
mit dem FAM107A-ORF-Vektor transfizierten Zellen jedoch gréBer (Abb 48). Somit
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wurde nach Transfektion des FAM107A-0ORF-Vektors die Wirkung nach Transfektion
des Leervektors, Wachstum von Kolonien zu induzieren, in diesen Zellsystemen

wieder reduziert.

Abb 48: Morphologie von Zellkolonien in Weichagarmedium. Die mit Leervektor transfizierten
Zellen bildeten mehr Kolonien als die mit FAM107A-ORF-Vektor transfizierten Zellen, die aber gréBere
Kolonien bildeten. [A] RCC-1; [B] RCC-V; [C] R08; [D] HTB-46; [E] HTB-V; [F] HO8 (Objektiv-
VergrdBerung 40X).
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Tab 3.5: Anzahl gewachsener Kolonien in Weichagarmedium, Exp.3 und 4. Das Ergebnis der
weiteren Proliferationsstudien der Zellen in Weichagar bestatigte, dass die mit Leervektor
transfizierten Zellen mehr Kolonien bildeten als die nativen Zellen.

Experiment 3 Experiment 4

Probe1|Probe2|Probe3| MW [STABW|Probe1|Probe2|Probe3] MW [STABW

RCC-1 4 6 12 | 73 | 42 0 35 0 | 11,67 202
RCC-V 51 37 | 43 | 437 | 7,0 | 246 | 160 | 185 | 197 | 44,2
RO3 186 | 197 | 186 | 189,7 | 64 | 63 | 141 | 51 85 | 489
HTB-46 0 2 0 07 | 1,2 0 19 0 /6333 11,0
HTB-V

284 256 280 | 273,3 | 15,1 45 370 209 208 | 162,5

HO8

39 19 23 27 10,6 16 132 140 96 69,4

3.5.3.2 Expression von Survivin

Einen weiteren Hinweis auf die Tumorigenitat von Zellen kann die Expression von
Survivin geben.

Die Expression von Survivin wurde durchflusszytometrisch gemessen. Die RCC-1-
und die HTB-46-Zellen zeigten eine minimale basale Survivin-Expression (Abb 49,
Abb 50). Die Anzahl Survivin-positiver Zellen war in den nativen und transfizierten
RCC-1-Zellen vergleichbar. In den HTB-46-Zellen lieB sich eine geringflgige
Zunahme der Survivin-Expression sowohl in den mit dem Leervektor als auch mit
dem FAM107A-0ORF-Vektor transfizierten Zellen messen. Insgesamt wurde die
Expression von Survivin in den untersuchten Zellsystemen nicht wesentlich
beeinflusst. Somit war keine Veranderung der Tumorigenitat der Zellen anhand des
Markers Survivin feststellbar.

98



Ergebnisse

M1

Zellzahl
Zellzahl

>
A Log Fluoreszenz Survivin-FITC B Log Fluoreszenz Survivin-FITC

Abb 49: Expression von Survivin in HTB-46- [A] und RCC-1-Zellen [B]. Die Histogramme zeigen
die Anzahl Survivin-positiver Zellen. Die X-Achse gibt die Fluoreszenzintensitdt der Einzelmessungen
wieder, die Y-Achse die Anzahl der Zellen: HTB-46- bzw. RCC-1-Zellen (schwarze Kurve, Kontrolle,
nicht geféarbte Zellen); 2: HTB-46- bzw. RCC-1-Zellen (blaue Kurve, Isotypkontrolle, nach Inkubation
mit Maus Ig G1 Immunglobulin); 3: HTB-46- bzw. RCC-1-Zellen (griine Kurve, gefarbte Zellen); 4:
HTB-V- bzw. RCC-V-Zellen (violette Kurve, gefarbte Zellen); 5: HO8- bzw. R03-Zellen (rot ausgefiilite
Kurve, geféarbte Zellen): Die leichte Rechtsverschiebung der Kurven im Vergleich zu den Kontrollen
zeigte die basale Expression von Survivin in den Zellen.
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Abb 50: Anteil Survivin-exprimierender Zellen an der Gesamtzellzahl der jeweils untersuchten
Zellen. (MW + STABW, n=3). Ausgewertet wurde der Anteil Survivin-exprimierender Zellen, der
anhand des gesetzten Markers M1 im Originalhistogramm (vgl. Abb 49) bestimmt wurde: 1: RCC-1-
Zellen (Kontrolle, unbehandelt); 2: RCC-1-Zellen (Isotypkontrolle, nach Inkubation mit Maus Ig G1
Immunglobulin); 3: RCC-1-Zellen, gefarbt; 4: RCC-V-Zellen, gefarbt; 5: R03-Zellen, gefarbt; 6: HTB-
46-Zellen (Kontrolle, unbehandelt); 7: HTB-46-Zellen (Isotypkontrolle, nach Inkubation mit Maus Ig G1
Immunglobulin); 8: HTB-46-Zellen, gefarbt; 9: HTB-V-Zellen, gefarbt; 10: H08-Zellen, geféarbt.
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3.5.3.3 Nachweis des Invasivitatsmarkers MMP-2 durch Zymografie

Ein Merkmal flr die Malignitat von Tumorzellen ist ihre Fahigkeit, zu metastasieren.
Eine wichtige Rolle hierbei spielen die MMP. Es sollte Uberprift werden, ob die
Expression von FAM107A-ORF einen Einfluss auf die Expression der MMP in den
untersuchten Zelllinien hat.

Die Gesamtexpressionsrate war bei den drei durchgefihrten Versuchen
unterschiedlich, was sich in der Starke der Gelbanden zeigte (Abb 51, exemplarische
Darstellung eines Versuches). Bei der HTB-46-Zelllinie zeigte die mit dem FAM107A-
ORF-Vektor transfizierte Zelllinie eine verringerte Expression der MMP-2
beziehungsweise in einem von drei Versuchen keine. Auch bei der Negativkontrolle,
Vollmedium mit FCS, war in allen Versuchen eine Degradation der Gelatine zu finden
und somit Aktivitdt von MMP. Dieser Versuch gibt einen Hinweis darauf, dass die
Expression von FAM107A-ORF die messbare Aktivitat von MMP in HTB-46-Zellen zu

reduzieren vermochte, nicht aber in den RCC-1-Zellen.

E: 2k
Abb 51: Zymogramm der stabil transfizierten Zelllinien. Es erfolgte die gelelektrophoretische
Auftrennung der Metalloproteinasen, Detektion durch Gelatineverdau und Coomassieblaufarbung. Die
Stellen, in denen die Gelatine verdaut wurde, zeichneten sich als helle Bereiche im ansonsten blau
geféarbten Gel ab. Man erkennt Banden der Metalloproteinasen. Spurenbelegung: 1. RCC-1; 2: RCC-
V; 3: R0S; 4: HTB-46; 5: HTB-V; 6: H08, 7: Medium mit FCS; 8: Medium ohne FCS. (Artefakt durch
Riss; ein reprasentatives Gel von drei durchgefiihrten Experimenten).

3.5.3.4 Expression der Oberflachenantigene HLA-DR und HLA-ABC

Da in Tumorzellen HLA-ABC haufig herunterreguliert ist und eine erratische
Expression von HLA-DR vorkommen kann, wurde die HLA-ABC- und HLA-DR-
Expression auf nativen und stabil transfizierten Zellen untersucht.

HLA-DR wurde in allen Zellen nicht exprimiert (Abb 52 [A]). Die Histogrammkurve
von der Linie R03 war erniedrigt aufgrund einer geringen Gesamtzellzahl der Probe.
HLA-ABC wurde auf zahlreichen Zellen detektiert (Abb 52 [B]). Die RCC-1- und die
HTB-46-Zellen exprimierten als native und als transfizierte Zellen HLA-ABC. Die
ektopische Expression von FAM107A-ORF hatte keinen Einfluss auf die MHC-
Antigenexpression HLA-ABC und HLA-DR in den untersuchten Zellsystemen.
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Abb 52: Expression von HLA-DR [A] bzw. HLA-ABC [B] in RCC-1-Zellen. Das Histogramm zeigt
die Haufigkeitsverteilung der Zellzahlen in Abhéngigkeit des Fluoreszenzsignals HLA-DR-PC5 bzw.
HLA-ABC-FITC: RCC-1-Zellen (Kontrolle, unbehandelt, schwarze Kurve); 2: RCC-1-Zellen
(Isotypkontrolle Maus, blaue Kurve); 3: RCC-1-Zellen (geféarbt, grine Kurve); 4: RCC-V-Zellen
(gefarbt, violette Kurve); 5: R03-Zellen (gefarbt, rot ausgefillie Kurve). Mit Hilfe des Markers M1
wurde der Prozentsatz exprimierender Zellen im Vergleich zu den Negativkontrollen bestimmt.
Exemplarische Darstellung eines von drei durchgefiihrten Experimenten.

3.5.3.5 Einfluss der FAM107A-0oRF-Expression auf die Sensitivitat der RCC-1-
bzw. HTB-46-Zellen gegenliber Cisplatin

Bei der Behandlung maligner Erkrankungen tritt immer wieder eine Resistenzbildung
gegenilber Zytostatika auf. Es wurde jetzt Uberprift, ob eine ektopische Expression
von FAM107A-ORF eine Auswirkung auf die Sensitivitdt von Tumorzellen gegeniber
einer Cisplatinbehandlung hat.

Zunachst wurde die Absterberate der Zellen als MaB fir den Einfluss von Cisplatin
auf die Zellen Uberprift. Diese war in den mit dem FAM107A-ORF-Vektor
transfizierten RCC-1-Zellen im Mittel gegentber den nativen RCC-1-Zellen reduziert,
wahrend sie in den mit dem FAM107A-ORF-Vektor transfizierten HTB-46-Zellen
erhéht war (Abb 53). Folglich schien die FAM107A-ORF-Expression in den RCC-1-
Zellen die Empfindlichkeit fir Cisplatin herabzusetzen, wéhrend sie diese bei den
HTB-46-Zellen erhéhte. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass FAM107A-ORF in
Abhangigkeit von dem Tumorzelltyp die Empfindlichkeit gegentber Cisplatin
modulieren konnte. In beiden Zelllinien, RCC-1 und HTB-46, war in den mit dem

Leervektor transfizierten Zellen eine geringere Absterberate festzustellen als in den
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mit dem FAM107A-ORF-Vektor transfizierten. In den finf durchgefihrten Versuchen
waren hohe Standardabweichungen festzustellen (STABW~40 bei den HTB-V-
Zellen), weswegen die Aussagen des Experimentes nur Tendenzen darstellen, keine
Signifikanzen.
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Abb 53: Absterberate der Zellen in Prozent nach Cisplatin-Behandlung. Grafische Darstellung
des Ergebnisses einer 24h-Dauerbehandlung mit Cisplatin, n=5, MW + STABW: 1: RCC-1-Zellen; 2:
RCC-V-Zellen; 3: R03-Zellen; 4: HTB-46-Zellen; 5: HTB-V-Zellen; 6: H08-Zellen.

Die Fluoreszenzdaten der Zellzyklusanalyse lieBen sich nur bei den unbehandelten
Proben mit dem Programm Cylchred auswerten. Nach der Behandlung mit 2uM
Cisplatin fir 24h befand sich bei allen untersuchten Zellen eine verringerte Anzahl an
Zellen in der Go/Gy Phase (Abb 54). Der Hauptteil der Zellen befand sich in der S-
und Gy/M-Phase. Durch diese Verteilung konnten nicht in allen Proben zuverlassig
die ,peaks” der Go/Gi- und Go-Phase detektiert werden. Somit konnten die Anteile
der Zellen in den unterschiedlichen Phasen nicht errechnet werden. Es zeigten sich
hierbei nur geringfligige Unterschiede zwischen den nativen und den stabil

transfizierten Zelllinien.
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Zellzahl

DNA-Gehalt

Abb 54: Zellzyklusanalyse der unbehandelten und der mit Cisplatin behandelten Zelllinien. Die
Abbildung veranschaulicht die unterschiedliche Verteilung der Zellen Uber die Zellzyklusphasen und
deren Beeinflussung durch die Cisplatinbehandlung. Die unbehandelten Zelllinien werden durch die
ungeraden, die behandelten durch die geraden Zahlen dargstellt. 1: RCC-1; 2: RCC-1 Cisplatin-
behandelt; 3: RCC-V; 4: RCC-V Cisplatin-behandelt; 5: R03; 6: R03 Cisplatin-behandelt, 7: HTB-46; 8:
HTB-46 Cisplatin-behandelt; 9: HTB-V; 10: HTB-V Cisplatin-behandelt; 11: H08; 12: H08 Cisplatin-
behandelt. Ergebnisse einer exemplarischen Zellzyklusanalyse von finf Experimenten.

Surrogatmarker fir In-vitro-Tumorigenitat wie Wachstum im halbfesten Medium,
Expression von Survivin oder Expression von MMP konnten keinen Hinweis darauf
geben, dass die Expression der FAM107A-orf-mRNA eine wesentliche
tumorsuppressive Wirkung in den untersuchten Zellsystemen zeigte.

Unterschiede zwischen den RCC-1- und den HTB-46-Zellen wurden deutlich. So
vermochte die Expression von FAM107A-ORF die messbare Aktivitdt von MMP in
HTB-46-Zellen zu reduzieren, nicht aber in den RCC-1-Zellen. Ebenfalls wurde die
Sensitivitat der HTB-46-Zellen gegentber Cisplatin in den mit FAM107A-0ORF-Vektor
transfizierten Zellen erhdht, nicht aber bei den RCC-1-Zellen.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, FAM107A, das in Tumoren herauf- oder
herunterreguliert ist, auf seine Funktion als TSG zu Uberprifen, wie es in der
Literatur beschrieben ist. Da Weiteres zur Funktion nicht bekannt ist, wurde ein
breites Spekirum an Untersuchungen durchgefiihrt. Diese sollten einerseits einen
Beitrag zur Biologie und Genetik der malignen Transformation liefern und
andererseits prifen, ob das FAM107A-Gen beziehungsweise sein/e Produkt/e Ziel
fur therapeutische Interventionen sein kann.

Zu Beginn der Arbeit waren nur einzelne Daten zu FAM107A bekannt. W&hrend der
eigenen Labortétigkeiten wurden von anderen Arbeitsgruppen Daten zu FAM107A
publiziert. Die Arbeiten, die hauptsachlich oder im Nebenschluss Ergebnisse zu
FAM107A liefern, beschreiben den Einsatz verschiedener Methoden, darunter auch
cDNA-Microarray-Analysen, RT-PCR- oder Northern-Blot-Experimente. Die Daten
aus der Literatur zeigten ebenso widersprichlich erscheinende Ergebnisse wie die

eigenen oben beschriebenen.

4.1 Methodische Aspekte und Vorversuche

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen bekannt, die beschreiben,
dass Zelllinien falsch klassifiziert sein kénnen, so auch Zelllinien vom National
Cancer Institute, USA, NCI (Wang et al., 2006). Demnach stammen Linien wie
SN12c und H23, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, nicht - wie bislang
angenommen - aus der Niere beziehungsweise der Lunge. Diese Ergebnisse, die
durch Computeranalysen von Expressionsdaten gewonnen wurden, sollten aber mit
weiteren Methoden wie z.B. mit einer Immunophé&notypisierung Uberprift werden
(Quentmeier et al., 2001). Bei der Linie HBL-100, die ebenfalls in der vorliegenden
Arbeit verwendet wurde, wurde nach ATCC-Analysen entgegen dem vorgeblich
weiblichen Ursprung ein Y-Chromosom detektiert (sieche Datenbank der ATCC,
,Misidentified Cell Lines") (Hollricher, 2007). Eigene Analysen konnten den Ursprung
der angefihrten Zelllinien nicht bewerten. Die bereits vor diesen Erkenntnissen
gewonnen Expressionsdaten, die mit diesen Zelllinien gewonnen wurden, wurden in
der Arbeit belassen. Bei diesen sollte jedoch bedacht werden, dass die Identitat

dieser Linien zweifelhaft ist.
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Auch die Karyotypisierung der meisten in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Zelllinien brachte keinen Aufschluss Uber die Herkunft der Zellen (Abb 57, Tab 8.11,
S. 154). Die Karyotypisierung ist nur als Hilfsmittel fir die Identifizierung von
Zelllinien zu werten (W.G. Dirks, DSMZ, persénliche Mitteilung), sie gilt nicht als
Authentizitdtsnachweis. Die in vorliegender Arbeit erstellten Karyogramme zeigten
Abweichungen von den Literaturdaten, wie es auch bei drei epithelialen ovariellen
Tumorzelllinien beschrieben wurde (Quellet et al., 2008). Dies ist ein grundsétzliches
Phdnomen der Zellkultur (Hughes et al.,, 2007) und wird mit chromosomaler
Instabilitat erklart, die durch Defekte im DNA-Reparatursystem verursacht ist (W.G.
Dirks, DSMZ, personliche Mitteilung). So wurden bei der Linie H23, einer als
mannlich beschriebenen Zelllinie, zwei X-Chromosomen und kein Y-Chromosom
detektiert. Ob ein X-Chromosom dupliziert wurde und das Y-Chromosom verloren
gegangen ist oder ob es sich um eine weibliche Zelllinie handelt, ist nicht
nachweisbar. Y-Verluste sind relativ hdufig, wie es z.B. fir Pankreaskarzinome
beschrieben wurde (Wallrapp et al., 2000). Andere Zelllinien wie die Linie ARPE-19
scheinen genetisch stabiler zu sein und =zeigen noch weitgehend normale
Karyotypen.

Mikrosatelliten sind sehr stabil, ihre Analyse qilt als anerkanntes
Authentifizierungsverfahren. Von den in der Arbeit verwendeten Zelllinien wurden
aus finanziellen Grinden stichprobenartig nur die Linien HTB-46, MCF7 und Hela
mit Fingerprintanalysen Uberprift (Abb 9, Tab 3.2, S.57). Die von den Daten der
Datenbanken ATCC und JCRB abweichende Anzahl an ,repeats, die bei der Linie
HTB-46 in einem Allel des vWA-Locus gefunden wurde, kann eine sogenannte
Mikrosatelliten-Instabilitdt (MSI) darstellen. Diese kann durch Fehler im ,Mismatch-
Repair-System* (MMR-System) Veradnderungen in der Anzahl an Wiederholungen
der Tetranukleotide in den STR verursachen. Weitere Abweichungen in den STR der
Linie HTB-46 im Vergleich zu der Datenbank der DSMZ zeigen, dass die ehemalig in
dieser Sammlung als Caki-1 gefiihrte Zelllinie eine andere ist als die der beiden
anderen Zellbanken und auch mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Linie
nicht Ubereinstimmt. Diese Linie wurde aber flr die stabilen Transfektionen und die
sich anschlieBenden Untersuchungen verwandt, da sie schon in anderen
Experimenten transient transfiziert worden war und sich dort eine

proliferationshemmende Aktivitat von FAM107A gezeigt hatte (Wang et al., 2000).
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Um einen Uberblick Gber das Expressionsverhalten von FAM107-mRNA zu
bekommen, wurden samtliche Proben mit qualitativer RT-PCR untersucht. Die RT-
PCR wurde als Methode gewéahlt, da alternative Methoden wie Northern-Blot und
Nuklease-Protection-Assay nicht so sensitiv wie die RT-PCR sind (Gilliland et al.,
1990). Des Weiteren werden fir die RT-PCR nur kleine RNA-Mengen bendtigt. Far
die RT-PCR-Analyse wurde die Zweischrittmethode angewandt, bei der zunachst die
RT und in einem zweiten Schritt mit einem Aliquot der RT die RT-PCR durchgeflhrt
wurde. Das Zweischrittverfahren gegeniber der Einschrittmethode wurde gewahilt,
um mit unterschiedlichen Primerpaaren dieselbe cDNA analysieren zu kénnen.

Samtliche Expressionsdaten der vorliegenden Arbeit sind qualitativer Art, die das
Vorhandensein beziehungsweise Nichtvorhandensein von FAM107A-Transkripten
unter den gegebenen Bedingungen beschreiben. Z.T. wurden trotz aller Sorgfalt in
unterschiedlichen Analysen abweichende Ergebnisse erhalten. Eine Artefaktbildung
in der RT-PCR konnte bei der Empfindlichkeit dieser Methode nicht ausgeschlossen
werden, sollte aber durch Wiederholung der Experimente weitgehend
ausgeschlossen werden. Die Multiplex-PCR wurde nicht verwendet, da Primerdimere
oder unspezifische Produkte mit der Bildung der spezifischen Produkte interferieren
kénnen. CDNA kommt zwar prinzipiell als ,Multi-Template® fir eine Multiplex-PCR in
Frage, unterschiedliche Primerpaare kénnen jedoch mit voneinander abweichenden
Effizienzen hybridisieren. Griinde dafir liegen z.B. in unterschiedlichen Langen der
zu amplifizierenden Sequenzen und im unterschiedlichen GC-Gehalt (Polz and
Cavanaugh, 1998) oder auch darin, dass (teil-)-homologe Sequenzen zu Artefakten
rekombinieren (Meyerhans et al., 1990). Dies kann besonders stéren, wenn eines
der zu untersuchenden Transkripte deutlich starker exprimiert wird als das andere.
Wegen dieser Unwéagbarkeiten wurde fir das zu untersuchende Gen FAM107A und
das ,Housekeeping“-Gen FLNB zwar jeweils ein gemeinsamer Mastermix hergestellt,
aber nach Probenzugabe der Ansatz geteilt und die Analyse mit den
unterschiedlichen Primerpaaren in getrennten ReaktionsgeféBen durchgefihrt.

Die cDNA-Synthese kann mit unterschiedlicher Effizienz verlaufen. Als Beweis fir
den Erfolg der cDNA-Synthese kann man einen internen Standard, ein nicht
reguliertes sogenanntes ,Housekeeping“-Gen in der RT-PCR-Analyse mitfihren. Als
,2Housekeeping“-Gen wurde in dieser Arbeit FLNB gewahlt, da es sich in eigenen
Analysen als konstitutiv und ubiquitéar exprimiertes Gen erwies, das offenbar nicht
zelltyp- oder zellstadiumabhangig beziehungsweise von auBeren Einflissen reguliert
wird, Eigenschaften, die von einem ,Housekeeping“-Gen gefordert werden (Gilsbach
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et al., 2006; Vandesompele et al., 2002). Ublicherweise werden oft andere Gene wie
18S rRNA oder Actin beta als ,Housekeeping“-Gen verwendet (de Kok et al., 2005).
Da jedoch die RT mit oligo-dT-Primern durchgeflhrt wurde, kam 18S rRNA als
Kontrolle nicht in Frage. Actin beta zeigte in unterschiedlichen Zelllinien in eigenen
Analysen unspezifische Banden und wurde deshalb nicht als Kontrolle verwendet.
FLNB als ,Housekeeping“-Gen zu nehmen, ist insofern als Kontrolle fir FAM107A
interessant, als beide Gene nicht nur auf Chromosom 3 sondern auch auf
benachbarten Chromosomenabschnitten liegen. So ist die Expression von FLNB-
mRNA ein Hinweis daflrr, dass keine gréBeren Chromosomenabschnitte deletiert
sind. Zugleich diente diese Kontrolle zum Aufspiren von PCR-Produkten von
genomischer DNA. Das genomische Amplikon umfasst nur 459bp und konnte somit
unter den Bedingungen der gewahlten RT-PCR mitamplifiziert werden.

VerhaltnismaRBig viele Versuche wéaren nétig gewesen, um beschreibende Statistiken
zu erstellen. Die geringe Anzahl der Versuche innerhalb einer Versuchsreihe und die
Inhomogenitat der Daten erméglichten keine konventionellen statistischen Verfahren
zur Beurteilung der Ergebnisse. Diese Verfahren wirden zu ungenauen
Beschreibungen der Versuchsergebnisse flhren. Selbst neuere statistische
Verfahren wie etwa neuronale Netzwerke scheitern bei nicht ausreichenden
Datenmengen oder der Inhomogenitat der Daten. Deshalb wurde in der vorliegenden
Arbeit eine deskriptive Darstellung der Daten gewahlt.

Als Vorversuche flr die Expressionsanalysen wurden diverse Einflisse wie
zirkadianer Rhythmus, der Zellzyklus, die Konfluenz oder die Temperatur auf die
FAM107A-Expression in Zellkultursystemen untersucht. Um den Einfluss zirkadianer
Rhythmik auf die transkriptionelle Aktivitdt des FAM107A-Gens zu analysieren,
wurden zum einen Zellen gewahlt, bei denen zirkadiane Suszeptibilitdét fur
Phagozytose durch Lichtexposition beschrieben wurde, wie es bei den ARPE-19-
Zellen der Fall ist (Irschick et al., 2004). Zum anderen wurden Hela-Zellen
untersucht, die in der Regel in den durchgeflhrten Versuchen keine messbare
Expression von FAM107A-mRNA zeigten und bei denen kein offensichtlicher
zirkadianer Rhythmus beschrieben wurde (Unsal-Kagmaz et al., 2005). Des weiteren
wurden RCC-1- und SN12c-Zellen analysiert, die keine eindeutige Expression von
FAM107A-mRNA in eigenen Versuchen zeigten. Zur Synchronisierung des
Zellzyklus vor der zirkadianen Analyse wurde ein Doppel-Thymidinblock
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durchgefihrt. Erfolgreich war dies bei den Zelllinien ARPE-19, RCC-1 und SN12c,

die in der Gy/S-Phase synchronisierbar waren. HelLa-Zellen lieBen sich nicht in der

vorliegenden Arbeit synchronisieren. HeLa-S3-Zellen hingegen, eine Subpopulation
von HelLa-Zellen, lieBen sich in die S-Phase verschieben (Whitfield et al., 2002). Die
Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht durch Lichtexposition stimuliert. Unter
den gegebenen Versuchsbedingungen zeigte die Expression von FAM107-mRNA
keinen zirkadianen Rhythmus. Versuch 1 zeigte eine Expression von FAM107-mRNA
in insgesamt mehr Proben als Versuch 2, woflir keine Erklarung gefunden werden
konnte. Aus logistischen Griinden konnte der Versuch zur Uberprifung dieser
Unterschiede in der Expression nicht wiederholt werden.

Des weiteren lieB sich die FAM107A-Expression in den untersuchten Zelllinien RCC-
1, SN12c und ARPE-19 nicht der Gi/S-Phase zuordnen. Eine Korrelation der
FAM107A-mRNA-Expression zu weiteren Zellzyklusphasen war nicht mdglich, da
nach erfolgter initialer Synchronisierung der Zellen diese den Zellzyklus wieder
asynchron durchliefen. AuBerdem wurde die RNA-Extraktion jeweils aus der
Gesamtpopulation einer Zelllinie zu dem untersuchten Zeitpunkt gewonnen, somit
von Zellen, die sich in unterschiedlichen Zellzyklusphasen befanden. Insgesamt
konnte man aber feststellen, dass die Zellzyklusphasen keinen substanziellen
Einfluss auf die Expression von FAM107A in den untersuchten Zelllinien hatten.

Die Nicht-Induzierbarkeit der FAM107A-Expression durch die Zelldichte in den drei
untersuchten Zelllinien ARPE-19, SN12c und Hela entsprach Beobachtungen, dass
Tumorzelllinien nicht gegenlber Zell/Zellkontakt und damit Dichtigkeit reagieren
(Cooper, 2000). In oralen Karzinomzelllinien dagegen wurde z.B. eine Beeinflussung
einzelner Gene durch Konfluenzstatus beziehungsweise Passagenanzahl
festgestellt, nicht aber eine der globalen Genexpression (Ruutu et al., 2004).
FAM107A gehdrt aber offensichtlich nicht zu dieser Klasse von Genen.

Die Nicht-Induzierbarkeit der FAM107A-Expression durch eine Temperaturerhéhung
(Hitzeschock) wies darauf hin, dass FAM107A nicht zu den klassischen
Hitzeschockproteinen wie HSP70 oder HSP60 zu zahlen ist, die bei hohen
Temperaturen eine erhdhte Transkriptionsrate aufweisen (Abravaya et al., 1991). Die
Expression von FAM107A-mRNA wurde nach einer Erholungsphase von 30min bei
37°C nach der zweistiindigen Inkubation bei 43°C Uberprift. Diese Vorgehensweise
wurde von anderen Versuchen abgeleitet, bei denen die Erholungsphase flr die
Translokation von Transkriptionsfaktoren wie NF-x<B aus dem Zytoplasma in den
Zellkern und dessen Aktivierung nétig war (Kretz-Remy et al., 2001). Da das
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Genprodukt von FAM107A als ein nukledres Protein beschrieben wird, aber auch im
Rahmen des HUPO-Plasmaprotein-Projekts im Plasma detektiert wurde (Omenn et
al., 2005), sind auch solche Migrationen/Translokationen fir FAM107A denkbar.
Nach diesen Vorversuchen kann bei den folgenden Expressionsanalysen
weitgehend ausgeschlossen werden, dass die detektierten Expressionen in den
gegebenen Zellsystemen durch Faktoren wie zirkadianer Rhythmik, Temperatur,
Zellzyklus oder Konfluenz substanziell beeinflusst werden.

4.2 Expressionsanalysen

Die eigenen qualitativen RT-PCR-Analysen verdeutlichen, dass mehr Normalproben
als Tumorproben FAM107A-mRNA exprimierten. Dies bestétigten die Daten der
Literatur, die eine Herunterregulation von FAM107A bei vielen Tumoren beschreiben
(Ancona et al., 2006; Evans et al., 2001; Fathallah-Shaykh HM, 2003; Febbo und
Sellers, 2003; Kumazaki et al., 2004; Skubitz et al., 2003; Spira et al., 2004; Vanaja
et al., 2006; Wang et al., 2000; Wissmann, 2002; Zheng et al., 2005). Die
Einzeluntersuchungen wurden von Metaanalysen unterstitzt, wobei FAM107A auch
als ein Diskriminatorgen zwischen Normal- und Tumorgewebe eingestuft wurde
(Langston et al., 2003). Dabei kann es sich sowohl um eine Herunterregulation der
Expression von FAM107A handeln als auch um eine Hochregulation, wie weitere
bioinformatische Analysen zeigten. Diese berichteten lber eine Herunterregulation in
Mamma-, Prostata-, Retina-, Bronchial- und Gehirntumoren, aber auch eine
Hochregulation in ovariellen und Kolontumoren (Chen et al., 2006). Eine Korrelation
der FAM107A-Expression mit dem Alter oder Geschlecht der Gewebedonoren
konnte in den eigenen Analysen nicht aufgedeckt werden. Die Analyse der nach ICD-
0O-3-Code sortierten Zellen und Gewebe beziehungsweise Literaturangaben
(Tabellen 8.2 bis 8.5, S.147f.) flUhrte aufgrund diskrepanter Expressionsdaten
ebenfalls nicht weiter. Widersprichliche Expressionsdaten der eigenen Analysen zu
Literaturdaten kénnen sowohl funktional als auch zufallig sein. Auch kann z.B. die Art
der Probengewinnung Einfluss auf die Ergebnisse haben, da Tumorproben mit
Normalgewebe durchsetzt sein kénnen. Zum Teil wurden die Proben vom
Pathologen verifiziert (Febbo and Sellers, 2003) oder sogar quantifiziert, indem
histologisch gepruft wurde, dass die verwendeten Proben nur eine minimale Anzahl

an Stromazellen (Normalgewebe) enthielten (Vanaja et al.,, 2006). Eine
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Durchsetzung von Tumorgewebe mit Normalgewebezellen kdénnte zu einem falsch
positiven Ergebnis der FAM107A-Expression fihren.

Die in dieser Arbeit untersuchten Normalgewebeproben entstammten aus dem Kopf-
und Halsbereich, da einerseits entsprechende Tumorproben zur Verfigung standen
und andererseits die Expression in zahlreichen weiteren Normalgewebeproben
bereits in der Literatur beschrieben worden war (Wang et al., 2000). Lungen- und
Zungen-Normalgewebe exprimierten grdBtenteils FAM107A-mRNA, z.T. auch
Tonsillengewebe, nicht jedoch Parotis-Normalgewebe. Bei der Untersuchung von
unterschiedlichen Fibroblastenproben zeigten einige FAM107A-mRNA-Expression,
andere nicht. Eine komparative cDNA-Microarray-Analyse friiher Passagen von
primdren Fibroblastenzelllinien, die aus drei unterschiedlichen Spezies, namlich
Homo sapiens, Pan paniscus und Gorilla gorilla etabliert worden waren, zeigte eine
vergleichbare Expression von FAM107A (beispielhaft als GEO DataSet angeben,
GDS340) (Karaman et al., 2003). Eine FAM107A-Expression war in drei
unterschiedlichen Keratinozytenzelllinien nicht feststellbar; dies zeigte auch eine
semiquantitative RT-PCR-Analyse von normalen Keratinozyten (Becker et al., 2002).
Eigene RT-PCR-Analysen von Nierenzellkarzinom-, Bronchialkarzinom- und
Melanomzelllinien zeigten Ergebnisse mit und ohne messbare Expression von
FAM107A-mRNA. Im Unterschied zu diesen Analysen wurde bei friheren RT-PCR-
Analysen keine Expression von FAM107A in den Nierenkarzinomzelllinien HTB-46
und HTB-45 detektiert (Wang et al., 2000). Die unterschiedlichen Expressionen
kénnen auf eine ungekléarte Regulation der FAM107A-Expression hindeuten, aber
auch auf eine Instabilitat der Zelllinien. W&hrend Melanomzelllinien in den eigenen
RT-PCR-Analysen unterschiedliche Expressionen aufwiesen, zeigte eine cDNA-
Microarray-Analyse eine Expression von FAM107A in normaler Haut versus
geringerer oder keiner Expression in benignen Haut-Naevi und primdren malignen
Melanomen (GDS1375) (Talantov et al., 2005).

In den Bronchialkarzinomzelllinien H23 und H460 wurden in eigenen qualitativen RT-
PCR-Analysen keine eindeutige Expression von FAM107A-mRNA gefunden. In
Metaanalysen von cDNA-Microarraydaten wurde aber eine Herunterregulation in
Bronchialkarzinomen beschrieben (Chen et al., 2006; Lu et al., 2007). Hier fehlten
jedoch die Angaben, um welche Bronchialkarzinome es sich handelte. Eine weitere
cDNA-Microarray-Analyse zeigte die Herunterregulation von FAM107A in zehn
bronchialen Adenokarzinomen (GDS1650 fir Normalgewebe: GEO Sample, GSM
7958 bis GSM47976; fur Tumorgewebe GSM36757 bis GSM36776) (Stearman et al.,
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2005). So sprechen die cDNA-Microarraydaten fir eine Herunterregulation von
FAM107A in Gewebeproben von Bronchialkarzinomen, wéhrend die Analysen in
etablierten Zelllinien dies nicht bestédtigen konnten. Dies spricht fir unbekannte
Regulationsmechanismen der Expression von FAM107A in der Zellkultur oder ist
durch die genetische Instabilitat der Zelllinien bedingt.

Die Rolle von FAM107A beim Mammakarzinom bleibt weiterhin ungeklart. CDNA-
Microarraydaten zeigten eine Herunterregulation von FAM107A-mRNA (Lu et al.,
2007), in eigenen qualitativen RT-PCR-Analysen war in der Mammakarzinomzelllinie
MCF7-Linie keine FAM107A-mRNA-Expression messbar; in BRCA1-positiven,
hereditaren im Vergleich zu sporadischen Mammakarzinomen, welche nicht weiter
charakterisiert wurden, war FAM107A-mRNA Uberexprimiert (Dudaladava et al.,
2006). Dies weist auf eine unterschiedliche Expression von FAM107A in
Abhéangigkeit vom Tumortyp hin. Aber auch unterschiedliche Regulation der
transkriptionellen Aktivitat von FAM107A ist mdglich.

Larynx- und Oropharynxkarzinomzelllinien zeigten keine Expression von FAM107A-
mRNA. Bei diesen Analysen war jedoch die Sensitivitdt der RT-PCR herabgesetzt,
was auch an schwéacheren Banden in der FLNB-RT-PCR messbar war; somit sind
diese Ergebnisse mit einem gewissen Vorbehalt zu bewerten. Eine schwache
Expression von FLNB-mRNA fiel auch bei den Gewebeproben aus dem HNO-
Bereich (Larynx und Tonsille) auf. Diese war entweder auf eine schlechte cDNA-
Qualitat zurGckzufihren, wogegen aber die detektierten Banden in der FAM107A-
RT-PCR sprachen. Mdglicherweise war FLNB in diesem Gewebe aber auch
schwacher exprimiert als in anderen und in diesen Proben deshalb nicht als
,Housekeeping“-Gen geeignet. Eine Kontrolle mit z.B. Actin beta erfolgte wegen
Materialmangels nicht. Eigene Daten der FAM107AmRNA-Expression in
Normal/Tumorprobenpaaren von HNO-Gewebeproben zeigten eine Expression von
FAM107A-mRNA in den Normalproben, nicht aber eine in den Tumorproben. Es
blieb allerdings ungeklart, ob es sich bei dem Normalgewebe um umgebendes
Normalgewebe handelte oder um z.B. Fibroblasten, die aus dem Tumor
herausgewachsen waren. Im Gegensatz zu den eigenen FAM107A-
Expressionsdaten zeigten cDNA-Microarray-Analysen eine FAM107A-Expression in
Kopf- und Hals-Plattenepithelkarzinomen (head and neck squamous cell carcinoma,
HNSCC). Hier fehlten Normalgewebekontrollen, so dass nicht bewertbar war, ob es
sich um eine Hoch-, eine Herunterregulation oder auch keine Modulation der
FAM107A-Expression handelte (GDS1667) (Slebos et al., 2006).
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In zwei mit RT-PCR untersuchten Retinoblastomzelllinienproben war die Expression
von FAM107A-mRNA nicht messbar. Auch eine cDNA-Microarray-Analyse zeigte
keine FAMO7A-Expression in einer nicht weiter beschriebenen Retinoblastomprobe
(GDS181, GSM2819) (Su et al., 2002). In vier weiteren untersuchten
Retinoblastomzelllinienproben wurde FAM107A-mRNA jedoch eindeutig exprimiert.
Inwieweit sich die Retinoblastomzelllinien unterschieden, war nicht bekannt. Von den
beiden Retinoblastomzelllinien RB Y79 und RB 247, in denen eine Expression von
FAM107A-mRNA nicht messbar war, wurde eine vergleichbare Morphologie berichtet
(A. Schramm, Universitatsklinikum Essen, persoénliche Mitteilung). Fraglich ist, ob
eventuell wie bei den Mammakarzinomen in Abh&ngigkeit vom Tumorsubtyp eine
unterschiedliche Expression von FAM107A messbar ist. Andererseits wird eine
Expression von FAM107-mRNA in der Retina beschrieben, wie es in verschiedenen
Datenbanken angefihrt wird (Wiemann et al., 2001). Ob die Expression in
Retinoblastomproben mit dem Tumor als solchem oder dem Gewebe an sich
korreliert, kann nicht beurteilt werden.

Insgesamt zeigten die Daten der vorliegenden Arbeit z.T. eine verringerte
transkriptionelle Aktivitat von FAM107A in unterschiedlichen Tumorgewebeproben.
Dies passt zu den Vorstellungen, dass die Transkripte eines ,klassischen® TSG in
Tumorgewebe herunterreguliert ist. Andererseits wurde in der vorliegenden Arbeit
auch eine Expression von FAM107A in unterschiedlichen Tumorzelllinien gefunden.
Dabei wurde hé&ufig eine sporadische Expression von FAM107A beobachtet. Dies
deutet auf bislang unbekannte Regulationsmechanismen hin, nach denen das
FAM107A-Gen entweder aktiviert oder inaktiviert wird. So kénnte das FAM107A-Gen
je nach zellularem Umfeld &hnlich wie z.B. JUNB (Farras et al., 2008) sowohl

tumorsuppressive als auch weitere - eventuell onkogene - Eigenschaften haben.

Zur Analyse des Einflusses einer viralen Infektion auf die Expression von FAM107A
standen Zelllinien, die frisch infiziert worden waren, zur Verfligung. Humane
Vorhautfibroblasten zeigten nach Infektion mit einem CMV-Laborstamm eine mit
qualitativer RT-PCR-Analyse gemessene, erhéhte Expression von FAM107A-mRNA.
Dies steht im Widerspruch zu cDNA-Microarray-Analysen, die nach Infektion von
Humanen Vorhautfibroblasten mit CMV-Laborstamm zunachst im Verlauf von 60min
bis 24h zwar eine reduzierte, im Durchschnitt aber innerhalb der Proben
vergleichbare Expression zeigten; nach 48h war die Expression deutlich
herunterreguliert oder gar nicht mehr messbar (GDS476) (Browne et al., 2001). Der
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Zeitpunkt der Ernte der Zellen nach Infektion ist bei den in der eigenen Arbeit
verwendeten Vorhautfibroblasten nicht bekannt gewesen. Nach Infektion von
Retinazellen mit einem CMV-Patientenstamm wurde in infizierten und nicht-infizierten
Zellen eine Expression von FAM107A-mRNA detektiert. Banden in RT(-)-Proben der
RT-PCR kénnen auf Kontaminationen, aber auch auf eine Reverse Transkriptase-
Aktivitat der verwendeten Tag-Polymerase hinweisen (Lyamichev et al., 1999). Diese
Aktivitdt wird bei Puffern mit Mangan beschrieben, das auch in Spuren in den in
vorliegender Arbeit verwendeteten Puffern enthalten sein kann. Fir die Analysen mit
Retinazellen wurden keine vergleichbaren cDNA-Microarraydaten gefunden.

Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass die vorliegenden Expressionsdaten
keinen Zusammenhang zwischen der Expression von FAM107A-mRNA und einer

Virusinfektion aufzeigen konnten.

4.3 Genetische und epigenetische Analysen

Auf die genetische Stabilitdit des FAM107A-Gens kann die Karyotypisierung der
Zelllinien keine Hinweise geben, da die Auflésung bei der G-Banderung viel zu
gering ist. Die klassische Bandanalyse wurde durch Farben mit Giemsa-Farbeldsung
durchgefiihrt. Hierbei liegt die Sensitivitdt in Abhangigkeit von der Qualitadt der
Chromosomenpraparation bei maximal 10”bp (Schoumans, 2005), was zur Detektion
von kleinen FAM107A-Lé&sionen nicht ausreicht. Veranderungen in 3p wurden z.T. in
den in vorliegender Arbeit untersuchten Zelllinien detektiert. Alternativ zur
Karyotypisierung kénnten FISH-Analysen durchgefiihrt werden, die spezifische
Chromosomenabschnitte in Metaphasen und auch Interphasenkerne nachweisen
kénnen (Oliver-Bonet et al., 2006). Des Weiteren kénnen z.B. auch STR-Analysen
Hinweise geben. Diese sollten aber vorzugsweise an Tumorgewebeproben
durchgefihrt werden, da immortale Tumorzelllinien karyotypisch und genetisch
instabil sind.

In vorliegender Arbeit wurde als Vorversuch zum Nachweis von FAM107A in
genomischer DNA eine qualitative PCR durchgefihrt. In den untersuchten Zelllinien
lieB sich in dem untersuchten Bereich FAM107A nachweisen. Folglich waren keine
homozygoten Deletionen vorhanden, wobei das Vorliegen von heterozygoten
Deletionen nicht ausgeschlossen ist. Da nur ein kleiner Teil des FAM107A-Gens
Uberprift wurde, ist nicht ausgeschlossen, dass ein Bereich distal oder proximal von
dem untersuchten Bereich deletiert ist.
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Zur Uberpriifung, ob Methylierung die Expression von FAM107A-mRNA reguliert,
wurde als Assay die Behandlung mit Decitabin gewahlt, das zu einer Demethylierung
und damit zur Expression methylierungsgehemmter Gene fihrt. Vorteil dieser
Behandlung ist eine einfache Versuchsdurchfihrung. Nachteil ist, dass eine
Anderung im Expressionsverhalten durch die Behandlung mit Decitabin kein Hinweis
daflr sein muss, dass das untersuchte Gen selbst methyliert ist. Vielmehr zeigt der
Versuch, ob die transkriptionelle Aktivitdt des untersuchten Gens durch
Methylierungen veréndert werden kann. Diese Methylierungen kénnen das Gen
selbst oder andere Gene, die das zu untersuchende Gen regulieren, betreffen. Als
einfacher Marker fir die Wirkung von Decitabin auf die Zelllinien wurde die
Bestimmung der Zellzahl gewahlt, da Decitabin das Wachstum von humanen
Tumorzelllinien supprimiert (Bender et al., 1998). Dabei kann die geringere Zellzahl
durch toxische Effekte von Decitabin selbst verursacht werden. Zusatzlich kann die
Zellzahl durch eine Modulation der transkriptionellen Aktivitat
proliferationsregulatorischer Gene aufgrund der Demethylierung beeinflusst werden.
In den in dieser Arbeit durchgefihrten Analysen zeigten nach Behandlung mit
Decitabin von den untersuchten Zelllinien nur die RCC-1-Zellen eine vermehrte
FAM107A-Expression, in den weiteren untersuchten Zelllinien konnte keine
Modulation der FAM107A-Expression festgestellt werden. Die untersuchten RCC-1-
Zellen befanden sich zum Zeitpunkt der Analyse in einer sehr hohen Passagenzahl.
Méglicherweise wurde dadurch ein hdherer Methylierungsgrad bedingt. Diese
Vermutung liegt in der Beobachtung begrindet, dass in Zelllinien ein h&herer
Methylierungsgrad als in Prim&rtumoren gefunden wurde (Antequera et al., 1990;
Dammann, 2004). In Glioblastomzelllinien war die Expression von FAM107A nicht
durch Decitabin-Behandlung induzierbar (van den Boom et al., 2006). Auch in aus
SCID-Tumoren etablierten Tumorzelllinien wurde die FAM107A-mRNA-Expression
nicht durch Decitabin-Behandlung induziert (Kholodnyuk et al., 2006). AuBerdem
muss hier noch einmal darauf hingewiesen werden, dass in den eigenen Analysen
nur qualitative RT-PCR-Versuche durchgefiihrt wurden. Zur genauen Beurteilung der
Expression von FAM107A-mRNA in RCC-1-Zellen misste zum einen eine ,junge*
Passage der Zelllinie untersucht werden, zum anderen eine gRT-PCR durchgefihrt
werden. Weitere spezifische Analysen fir Methylierungen sind vonndten wie zum
einen  eine  CpG-Analyse  von Promotorbereichen mit  passenden
Computerprogrammen. Auf der Basis dieser Ergebnisse kann eine Methylierungs-
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spezifische PCR in entsprechenden Promotorbereichen durchgefihrt werden
(Herman et al., 1996).

Eine mdgliche epigenetische Beeinflussung der Expression von FAM107A zeigte
sich in der Nierenkarzinomzelllinie RCC-1, nicht aber in der Mammakarzinomzelllinie
MCF7, auch nach Behandlung mit dem Histondeazetylase-Inhibitor TSA. Als
weiteres steht noch die kombinierte Behandlung von Decitabin und TSA aus, bei der
die Chromatinstruktur durch den Histondeazetylase-Hemmer ,aufgelockert* wird und
zuatzlich die auch demethylierende Wirkung von TSA durch Decitabin unterstitzt
wird (Szyf, 2005). Diese Experimente wirden eindeutig klaren, ob das FAM107-Gen
epigenetisch reguliert wird, wie es fir ein ,klassisches” TSG als typisch beschrieben
wird (Braga et al., 2003).

4.4 Funktionale Analyse von Zelllinien am Beispiel FAM107A-ORF
ektopisch exprimierender Zelllinien

FiOr die funktionale Analyse des FAM107A-Gens wurden Expressionsvektoren
konstruiert, bei denen auf eine Markierung mit einem Protein-Tag verzichtet wurde.
Die Aufmerksamkeit in dieser Arbeit war hauptsachlich auf die Wirkung der
Expression der nativen (gespleiBten) mMRNA und deren Analyse gerichtet, nicht
hingegen auf die des Proteins. AuBerdem kann die Struktur eines Tag das Protein
von Interesse und mdéglicherweise dessen Effekte beeinflussen (Klose et al., 2004).
Bei der Herstellung fiel auf, dass abweichend von der Referenzsequenz eine
natlrliche Variante gefunden wurde mit einem Nukleotidaustausch in der
Basenpaarposition 341.

Da diese Base vor dem Startcodon ATG liegt, hat sie sehr wahrscheinlich keine
Auswirkung auf das putative Protein. Es kann aber nicht abschlieBend bewertet
werden, ob diese einzelne Base nicht doch Auswirkungen auf SpleiBvorgange oder
sonstige Prozesse hat oder ob z.B. regulatorische RNA-Spezies wie microRNA diese
als Zielsequenz haben (Bindung von regulatorischen oder stabilisierenden
Proteinen). Der FAM107A-1,1-Vektor wurde in der vorliegenden Arbeit nicht far
funktionelle Analysen verwendet, lediglich als Basis fur die Herstellung des EGFP-
Vektors und fir eine stabile Transfektion (s.u.). Da der Volllange-Vektor unter
Verwendung des FAM107A-1,1-Vektors hergestellt wurde, enthalt auch dieser den
Basenaustausch in der Basenpaarposition 341. Weitere Nukleotidaustausche des
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Volllange-Vektors im Vergleich zur Referenzsequenz muissten vor der Anwendung
des Vektors in funktionellen Untersuchungen noch abgeklart werden.

Des weiteren wurden fluoreszenzmarkierte Vektoren hergestellt, die EGFP
exprimierten (Alberts et al., 2002). Mit solchen Vektoren transfizierte Zellen kénnen
mit dem Fluoreszenzmikroskop detektiert, durchflusszytometrisch selektiert und so
angereichert werden. Von der Expression des EGFP kann man auf die
Transfektionseffizienz des vorgeschalteten Gens, in diesem Fall FAM107A,
schlieBen, was aber noch kein Beweis fir die Starke der Expression dieses Gens ist
(Flasshove et al., 2000). Die Verwendung einer IRES-Sequenz zwischen den beiden
cDNA-Sequenzen erlaubt eine Koexpression einer Vielzahl von Transgenen z.B. in
hamatopoetischen Stamm/-Vorlauferzellen. Dabei kann die H6he der Expression des
Transgens von der Position desselben im Verhaltnis zur IRES-Sequenz abhangen.
(Kleff, 2006; Rattmann et al., 2006). Ein Volllange-Konstrukt ist als EGFP-Vektor mit
dem EGFP-Gen in 3'-Position zur FAM107A-Volllange-cDNA nicht mdglich. Das
Polyadenylierungssignal (5'...aataaa...3') fir die spezifische Endonuklease wirde
bewirken, dass die Polyadenylierung am Ende der mRNA von FAM107A erfolgen
wirde (Lodish et al., 2000), so dass die IRES-EGFP-ORF-Sequenz nicht mehr
transkribiert wirde. Fir einen Volllange-EGFP-Vektor misste die Konstruktion des
EGFP-Vektors veréandert werden mit der FAM107A-Volllange-cDNA in 3'-Position im
Verhaltnis zur EGFP-cDNA. Diese fluoreszenzmarkierten Vektoren wurden fir
Vorversuche mit transienten Transfektionen verwandt, bei denen mit
durchflusszytometrischer Analyse schon nach 48h in 50% der Zellen eine EGFP-
Expression nicht mehr nachweisbar war (Daten nicht gezeigt). Dies kann
mdglicherweise durch eine hohe Proliferationsrate der nicht transfizierten Zelllinien
bedingt sein; ein Suppressionseffekt der FAM107A-Expression kann aber auch nicht
ausgeschlossen werden. Wegen dieser Beobachtung wurden die eigenen Versuche
im transienten System auf jeden Fall nicht weiter durchgefihrt. Die beiden
fluoreszenzmarkierten Vektoren stehen jedoch fur zukinftige Transfektionsversuche

- vielleicht in anderen Zellsystemen - zur Verfligung.

Die Vektoren FAM107A-ORF und der FAM107A-1,1 wurden in die beiden
Nierenzellkarzinomzelllinien RCC-1 und HTB-46 stabil transfiziert.
Nierenkarzinomzelllinien wurden verwendet, da das Gen urspringlich als
-,downregulated in renal cell carcinoma“ beschrieben wurde (Wang et al., 2000).
Speziell an den RCC-1- und den HTB-46-Zellen waren schon Vorversuche
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durchgefihrt worden, weshalb sie als Zelllinien fir die Transfektion gewéahlt wurden.
Beide Linien zeigten jedoch bei spateren Analysen eine groBe Variabilitdt im
Karyotyp. Dabei ist auch zu bedenken, dass auch einzeln liegende Kolonien
methodisch (Ringklonierung) oder biologisch bedingt nicht unbedingt eine
monoklonale Linie sein missen. Zudem erfolgte aus logistischen Grinden keine
Reklonierung. Obwohl bei der Herstellung der stabil transfizierten Zelllinien die
Anzahl an gewachsenen Kolonien nicht quantitativ ausgewertet wurde, fielen keine
groBen Unterschiede in der Anzahl der Kolonien zwischen den unterschiedlichen
Kulturen auf. Auch morphologisch traten keine wesentlichen Unterschiede zwischen
den nativen und transfizierten Zelllinien auf. Somit fihrte die ektopische Expression
der FAM107-ORF-CDNA in den gegebenen Zellsystemen nicht zu einem anderen
auBeren Phanotyp.

Der Vorteil der stabil transfizierten Zelllinien im Gegensatz zu transient transfizierten
ist die permanente Expression der FAM107A-cDNA. Transient transfizierte Zellen
kénnen den Vektor wieder verlieren oder werden bei der Zellteilung nur an eine
Tochterzelle weitergegeben. Nachteil der stabil transfizierten Zelllinien ist die
konstitutive Expression, so dass man Effekte nicht genauer kontrollieren kann, was
z.B. bei Tetrazyklin-induzierbaren Vektoren méglich ist (Gossen and Bujard, 1992).
Zur Kontrolle des Einbaus des Vektors in die DNA wurde mit vektorspezifischen
Primern eine PCR an genomischer DNA als Template durchgefiihrt. Diese ergab bei
den mit dem FAM107A-1,1-Vektor transfizierten Zellen keine eindeutig
zuzuordnenden  Amplifikationsprodukte, weshalb nur die FAM107A-ORF-
Transfektanten weiter untersucht wurden. Damit wurde der Schwerpunkt der Analyse
auf den Einfluss der proteinkodierenden Sequenz gelegt. Die stabil transfizierte
FAM107A-0ORF-Sequenz wurde im Genom der Zelllinien mittels Sequenzierung
derselben nachgewiesen. Uber den Integrationsort in der genomischen DNA |&sst
sich mit dieser Methode nichts aussagen. Um den Einfluss des Integrationsorts
auszuschlieBen, wurden vier beziehungsweise sechs Kolonien der beiden Zelllinien
untersucht (Berry et al., 2006).

Mittels RT-PCR wurde regelmaBig Uberprift, ob in den stabil transfizierten Zellen
FAM107A-ORF-mRNA exprimiert wurde. Da die Vektoren mit der FAM107A-ORF-
Sequenz ohne kiinstliche Introns hergestellt worden waren, war auch bei diesen RT-
PCR die Durchfuhrung von RT(-)-Kontrollen nétig. Die RT-PCR wurde routinemaBig
mit FAM107A-ORF-spezifischen Primern durchgefihrt, die nicht zwischen
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Transfektionsvektor und dem intrinsischen FAM107A-Gentranskript unterscheiden.
Deshalb wurde in den Analysen der ersten Passagen die FAM107A-Expression unter
Verwendung eines zusatzlichen Primers Uberprift, der auBerhalb der ORF-Region
liegt. Von den sechs RCC-1- beziehungsweise vier HBT-46-Transfektanten, bei
denen mittels PCR eine FAM107A-Sequenz im Genom nachweisbar war,
exprimierten vier (RCC-1-Linien R03, R08, R09, R012) beziehungsweise zwei (HTB-
46-Linien H08, HO011) Transfektanten die FAM107A-ORF-mRNA. Entweder
beeinflusste die Integrationsstelle die Expression oder aber die Integration der
Gensequenz war nur voribergehend oder unvollstdndig. Bei vier Zelllinien handelte
es sich um Uberexprimierende Zellen, bei zweien (R08 und R012) um rein ektopisch
exprimierende Zellen. Da der Transfektant RO8 nach Auftauen nicht mehr anwuchs,
was sowohl auf technische Probleme als auch auf proliferationsupprimierende
Wirkung von FAM107A-0RF hinweisen kann, blieb als ,rein® ektopisch exprimierende
Zelllinie RO12 Ubrig. Diese Zelllinie zeigte nach neun Passagen keine FAM107A-
Expression mehr, nur die Uberexprimierenden Zelllinien R03, HO8 und HO11 waren
Uber 38 Passagen stabil und wurden in weiteren Analysen charakterisiert. Sie
werden im weiteren Verlauf als ektopisch exprimierend beschrieben, da die
endogene Expression von FAM107A-mRNA nur in einer Reamplifikation
nachweisbar war. Dass eine FAM107A-ORF-Expression in manchen Linien nach
mehreren Passagen nicht mehr nachweisbar war, spricht dafir, dass diese Linien
einem negativen Selektionsdruck gegen die Expression von FAM107A-mRNA
unterlagen, was fur das FAM107A-Gen als ein TSG spricht. Die Zelllinien R011 und
HO012 wurden zunachst als Negativkontrollen fir nicht exprimierende Zellen
mitgefthrt.

Die Leervektor-Transfektanten wurden mit einem Primerpaar, dessen Vorwarts-
Primer an den putativen Transkriptionsstart im Plasmid bindet, auf eine mdégliche
mRNA-Expression eines Transkripts des Leervektors selbst tberprift. In der HTB-
46-V-Linie wurde in der RT-PCR tatséachlich die zu erwartende Bande von ca. 190bp
nachgewiesen, nicht aber in dem RCC-1-V-Transfektanten. Dieses Transkript besitzt
kein Startcodon flr die Translation. Daher kann man annehmen, dass diese Sequenz
kein Protein bildet. Ob das gebildete Transkript eine Bedeutung als kleines RNA-
Molekudl hatte oder wirklich nur ,Basen-Abfallprodukt® war, konnte bisher in den
durchgefihrten Analysen nicht geklart werden.

Da die durchgefiihrten RT-PCR qualitativer Art waren, konnte keine Aussage Uber
die Expressionsstarke von FAM107A gemacht werden.
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In der Literatur wird berichtet, dass nach einer transienten Transfektion von
FAM107A-cDNA in Zelllinien eine Suppression der Proliferation dieser Zellen
beobachet wurde. Dies wurde sowohl fur die Nierenkarzinomzelllinien HTB-44 und
HTB-46 (ATCC) (Wang et al., 2000) als auch an der Bronchialkarzinomzellline A549
(ATCC) (Zhao et al., 2007) gezeigt. Die Expression von FAM107A wurde in jenen
Analysen nach der transienten Transfektion nicht verifiziert, so dass nicht
gewahrleistet war, dass die supprimierten Zellen das Gen exprimierten. Bei den in
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Analysen wurde im Gegensatz zur Volllange-
cDNA Dbei Wang et al. (2000) die FAM107A-ORF-cDNA fur die Transfektion
verwendet. Eventuell wurde der Effekt der Proliferationssuppression nicht von der
FAM107A-ORF-Sequenz beziehungsweise dem Genprodukt an sich verursacht,
sondern war durch 5'- und/oder 3'-Sequenzen vor beziehungsweise hinter der ORF-
Sequenz bedingt. Somit missten in weiteren Versuchen die Proliferationsanalysen
mit Vektoren mit der Volllange-cDNA wiederholt werden. Auf der anderen Seite
zeigte die andere Arbeitsgruppe Zhao et al. (2007) eine Proliferationssuppression mit
der FAM107A-0RF-cDNA-Sequenz. Dies wirde gegen eventuelle regulatorische
Elemente auBerhalb des ORF-Bereiches sprechen. Des Weiteren ist bemerkenswert,
dass der Effekt durch die orthologe Sequenz von Xenopus laevis in den humanen
Zellen hervorgerufen wurde, was fir die hohe Konservierung der funktionellen
Aktivitat spricht.

Beide Arbeitsgruppen wendeten transiente Transfektionen an. Bei einer stabilen
Transfektion werden diejenigen Zellen selektiert, die trotz der Expression des
Transgens weiter proliferieren. Selbst wenn die FAM107A-ORF-Sequenz zur
Seneszenz fuhren wiirde, wie man es von einem ,klassischen® TSG erwarten wirde,
muassen bei den stabil transfizierten Zelllinien derzeit unbekannte Prozesse zum
Uberleben der Zellen gefiihrt haben. Das wiirde bedeuten, dass Tumorzellsysteme,
die durch eine stabile Transfektion hergestellt wurden, fir Proliferationsanalysen, die
eine Suppression veranschaulichen sollen, weniger geeignet sind. Andererseits
wurde von anderen stabilen Zellsystemen berichtet wie z.B. der mit FHIT stabil
transfizierten pankreatischen Karzinomzelllinie Panc-1, dass eine reduzierte
Zellproliferation festgestellt und damit die Eigenschaft von FHIT als TSG
veranschaulicht werden konnte (Gopalakrishnan et al., 2003). In Anlehnung an diese
Beobachtungen und wegen der eigenen Beobachtungen an transient transfizierten
Zellen (s.0.) wurden in der vorliegenden Arbeit stabil transfizierte Zellen hergestellt

und analysiert.
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Als Surrogatmarker fir die Zellproliferation wurde zunachst die Expression von Ki67
analysiert. Die immunzytochemische Analyse von Ki67 zeigte keine Unterschiede in
der Proliferation der Zellpopulationen. Zur Absicherung dieses Ergebnisses wurde
eine durchflusszytometrische Analyse der Zelllinien mit einem Antikérper gegen Ki67
durchgefihrt. Die Unterschiede in der Ki67-Expression waren jedoch so gering, dass
auch mit der durchflusszytometrischen Analyse der Ki67-Expression keine
wesentlichen Differenzen in der Proliferation gegentber den nativen Zelllinien
detektiert werden konnten. Auch mittels der Zellzyklusanalyse konnten keine
substanziellen Unterschiede der Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen
festgestellt werden. Die beiden Einzelversuche der Bestimmung der *H-Thymidin-
Einbau-Rate zeigten einen groBen Unterschied in der Gesamteinbaurate, wobei nicht
geklart werden konnte, welche Ursache flr die gesteigerte Einbaurate in einem der
Versuche war. Trotzdem konnte festgestellt werden, dass die mit dem Leervektor
transfizierten RCC-1- und HTB-46-Zellen eine Proliferationssteigerung und die
FAM107A-0ORF-Transfektanten bei den RCC-1-Zellen eine Abnahme des Einbaus
zeigten, bei den HTB-46-Zellen in den unterschiedlichen Versuchen einmal eine
Zunahme und einmal eine Abnahme des 3H—Thymidin—Einbaus. Diese diversen
Effekte sind wahrscheinlich auf die hohe Heterogenitét der Zellen zurtckzufihren.
Sie kdnnen aber auch ein Hinweis darauf sein, dass der FAM107A-ORF-Vektor die
proliferationssteigernde Tendenz des Leervektors, deren Ursache ungeklart ist, in
den RCC-1-Zellen zu revertieren vermochte. In den eigenen erstellten Zellzahlkurven
der Proliferation Uber sechs Tage zeigten die mit dem FAM107A-ORF-Vektor
transfizierten RCC-1-Zellen zwar im Mittel eine geringere Proliferationsrate, was mit
den Ergebnissen des ®H-Thymidin-Einbaus korrelierte. Auch fiel die Linie R012, die
nach initial nachgewiesener FAM107A-Expression zum  Zeitpunkt der
Proliferationsanalysen keine FAM107A-Expression mehr zeigte, durch eine geringere
Proliferationsrate auf. Insgesamt waren jedoch keine substanziellen Unterschiede in
der Proliferationsrate der untersuchten Zelllinien detektierbar. Zur Methode der
Bestimmung der Proliferationsrate durch Zahlen der Zellzahl muss festgestellt
werden, dass eigene Analysen hohe Standardabweichungen aufwiesen, weshalb
mdgliche kleine Unterschiede der Proliferationsraten mdéglicherweise nicht gesehen
werden konnten. Auch wenn die Gewinnung der Zellzahlkurven standardisiert
durchgefihrt wurde, waren methodische Schwachen feststellbar: kleine Zellzahlen,
das Ausspllen der 6-Loch-Zellkulturplatten. Fraglich ist, ob diese Methode sensitiv
genug ist, um schon geringe Proliferationsunterschiede zu detektieren.
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Insgesamt muss aus den eigenen Analysen geschlossen werden, dass die
ektopische Expression von FAM107A-ORF in den stabil transfizierten RCC-1- und
HTB-46-Zellen keinen wesentlichen Einfluss auf die Proliferation der Zellen hatte.
Diese Aussage ware in einem anderen System wie z.B. einem induzierbaren

Zellsystem mit einem Tetrazyklin-responsiven Vektor zu tUberprifen.

Als Tumorigenitatsmarker wurde in der vorliegenden Arbeit weiterhin das Wachstum
und die Koloniebildung in Weichagar untersucht. Entgegen Berichten, dass RCC-1-
Zellen nicht in Weichagar wuchsen (Jilicher et al., 1999), konnte in dieser Arbeit das
Wachstum von RCC-1- und HTB-46-Zellen in Weichagar nachgewiesen werden. Mit
dem Leervektor transfizierte Zellen zeigten eine erhéhte Koloniebildung. Dies zeigte
wie auch die Ergebnisse des 3H—Thymidin—Einbaus, dass die Proliferation der Zellen
nach stabiler Transfektion mit dem Leervektor zunahm. Im Gegensatz dazu wurde
diese Proliferationssteigerung nach Transfektion mit dem FAM107A-ORF-Vektor
wieder reduziert. Auffallig waren gr6Bere Kolonien in den mit FAM107A-ORF-Vektor
transfizierten Zellen. Bei diesen stellt sich die Frage, ob das Wachstum in Zellen
induziert war, die eventuell eine veranderte Expression von FAM107A zeigten. Die
Expression von FAM107A-mRNA konnte in den gewachsenen Kolonien aus
logistischen Grinden nicht Uberprift werden, so dass keine Aussage getroffen
werden kann, ob die vermehrte Proliferation auf FAM107A-exprimierende Zellen oder
Revertanten, die keine FAM107A-Expression mehr zeigten, zurtckzufihren war.
Andererseits kdnnte die Proliferation der Kolonien auch Beobachtungen bestatigen,
nach denen eine starke Expression von FAM107A in invasiven Gliomen zu finden ist
(Petrecca et al., 2004; Petrecca et al., 2003). Grundséatzlich fielen in den einzelnen
Versuchsanséatzen unterschiedliche Proliferationsraten der einzelnen Linien auf, so
dass sich hier wieder die Heterogenitat der Zellen bemerkbar machen kénnte. Aber
auch ein Unsicherheitsfaktor in der Versuchsdurchfihrung, das AusgieBen der
warmen Zellsuspensionen, ware ein technischer Grund, der zu unterschiedlichen
Ergebnissen flhren kdnnte. Zwar wurden die Temperaturen regelmaBig Gberprift,
aber es gab keinen Marker, der die genau gleichen Bedingungen zwischen den
einzelnen Ansatzen hatte beweisen kdnnen. Die erst spater vorgenommene
durchflusszytometrische Messung von Survivin zeigte das Uberraschende Ergebnis,
dass die Tumorzelllinien Survivin nur basal exprimierten. Diese Expression von
Survivin wurde weder von der ektopischen Expression von FAM107A induziert noch

weiter supprimiert. Die basale Expression von Surivin selbst in den nativen Zellen
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spricht dafiir, dass die Nierenkarzinomzelllinien RCC-1 und HTB-46 zu den weniger
aggressiven Karzinomzelllinien gehéren. In mehreren Untersuchungen wurde
namlich gezeigt, dass die Expression von Survivin mit der Aggressivitdt von
Nierenzellkarzinomen korreliert (Kosari et al., 2005; Krambeck et al., 2007; Parker et
al., 2006). Dass die Nierenkarzinomzelllinien RCC-1 und HTB-46 sich bezlglich
einzelner Tumorigenitdtsmarker eher wie normale Zellen verhielten, zeigte auch die
hohe Expression von HLA-ABC in diesen Zelllinien. In  priméren
Nierenzellkarzinomen wird sonst von einer erniedrigten HLB-ABC-Expression
berichtet (Atkins et al., 2004). HLA-DR, das sich normalerweise nur auf B-
Lymphozyten, Monozyten oder aktivierten T-Lymphozyten findet, wurde in beiden
Zelllinien nicht exprimiert. Untersucht wurde die HLA-DR-Expression, da sie auch bei
epidermalen Zellen und verschiedenen Tumorzellen einschlieBlich Melanomen
beobachtet wird (Brocker et al., 1984). Die ektopische Expression von FAM107A-ORF
hatte keinen Einfluss auf die MHC-Antigenexpression HLA-ABC und HLA-DR in den
untersuchten Zellsystemen. Vollstandigkeitshalber wurde mit Zymografie die Aktivitat
von an der Invasion beteiligten Proteasen Uberprift. Die Protease-Aktivitat der
Verdauung von Gelatine ist bei den Proteasen MMP-2 und -9 bekannt. Die
Zuordnung zu einer bestimmten MMP, namlich -2 oder -9, beziehungsweise der
aktiven und inaktiven Form von MMP-2 war unter den Bedingungen des gewahlten
Zymografie-Gels nicht méglich. Zur Verifizierung der Proteinprodukte der MMPs
kdme ein Western-Blot in Frage (Arndt, 2005). In den Kultur-Uberstanden der mit
dem FAM107A-ORF-Vektor transfizierten HTB-46-Zellen, nicht aber in den der RCC-
1-Transfektanten, wurde eine verringerte Aktivitdt von MMP gemessen. Dies wirde
in dem System der HTB-46-Zellen fir eine tumorsuppressive Wirkung von FAM107A
sprechen. Weitere Untersuchungen sind jedoch vonnéten, um die Invasionsfahigkeit
der Zellen unter dem Einfuss einer Uberexpression von FAM107A beurteilen zu
kénnen wie z.B. Zellinvasions-Assays.

AbschlieBend wurde Uberprift, ob eine ektopische Expression von FAM107A die
Sensitivitat der Zellen gegeniber Cisplatin modulieren kann. Vorversuche in der
vorliegenden Arbeit hatten gezeigt, dass die Expression von FAM107A selbst nicht
durch eine Cisplatinbehandlung moduliert wurde. Wahrend in den RCC-1-Zellen die
mit FAM107A-0ORF-Vektor transfizierten Zellen eine geringere Absterberate zeigten,
wiesen die mit FAM107A-ORF-Vektor transfizierten HTB-46-Zellen eine verstarkte
auf. So vermochte offensichtlich die (Uber-)Expression von FAM107A-ORF die
Sensitivitat fur Cisplatin in Abh&ngigkeit von der Zelllinie zu beeinflussen. Wie in den
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vorher beschriebenen Versuchen zeigten sich unterschiedliche Effekte in den beiden
Zelllinien RCC-1 und HTB-46; jedoch lag auch bei dieser Analyse der Unterschied im
Bereich der Standardabweichung. Der Einfluss von Cisplatin auf die Zellen wurde
anhand von Zellzyklusanalysen nachgewiesen, die eine Verschiebung des Hauptteils
der Zellen in die S- und Go/M-Phase zeigten, wobei aber eine Unterscheidung der
einzelnen Phasen nicht mehr mdglich war. Dies entsprach auch dem Effekt von
Cisplatin in anderen Zellsystemen (Bergamo et al., 1999). Der Einfluss von Cisplatin
auf die Zellen misste noch genauer durch Variation der Konzentration und der

Einwirkzeit untersucht werden.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse funktioneller In-vitro-Analysen mit
FAM107A ektopisch exprimierenden RCC-1- und HTB-46-Zelllinien konnten eine
tumorsuppressive  Aktivitdt des FAM107A-Gens, wie sie in transienten
Transfektionsexperimenten gefunden wurde (Wang et al, 2000; Zhao et al, 2007),
nicht eindeutig belegen. Weitere Untersuchungen missen zeigen, ob dies in den
verwendeten Zelllinien, die karyotypisch eine hohe Heterogenitat und Instabilitat
zeigten, begrindet war. Des weiteren zeigten die Expressionsanalysen von HLA-
ABC und Survivin fir Tumorzelllinien eher untypische Expressionsmuster. Somit
waren diese Zellen eventuell nicht optimal geeignet, um Effekte eines ,klassischen®
TSG zu demonstrieren. Es ist jedoch auch zu beachten, dass einige TSG ihre
supprimierende Eigenschaft erst in vivo zeigen, nicht aber in In-vitro-Versuchen, wie

es beispielsweise fir HYAL1 beschrieben wird (Imreh et al., 2003).

4.5 Ausblick

In weiteren Untersuchungen sollten zundchst funktionelle Analysen in anderen
Zellsystemen und mit induzierbaren Vektoren durchgefihrt werden. AuBerdem sollte
in vivo die Tumorigenitdt von FAM107-Transkripten Uberprift werden. Weiterhin
sollten die Analysen von Genom und Transkriptom auf Proteom und Toponom
ausgeweitet werden. Schon jetzt gibt es interessante Hinweise auf Protein-Protein-
Interaktionen, die Ausblick auf mdgliche Funktionen von FAM107A geben (Ewing et
al., 2007; Rual et al., 2005; Schubert et al., 2008).

AbschlieBend lasst sich sagen, dass die Bedeutung von FAM107A als Zielstruktur far
therapeutische Interventionen  aufgrund  der bis jetzt  vorliegenden

Untersuchungsergebnisse unklar bleibt.

123



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, das auf dem kurzen Arm des humanen Chromosoms 3 (3p)
lokalisierte  FAM107A-Gen ndher zu charakterisieren und eine Funktion als
.Klassisches* Tumorsuppressorgen (TSG) zu UOberprifen. Dazu wurden
Untersuchungen an Prim&rmaterial von Tumor- und Kkorrespondierendem
Normalgewebe sowie an Zellkulturen durchgefihrt.

Die Untersuchungen von diversen Gewebeproben und Tumorzelllinien mit
qualitativer RT-PCR zeigten z.T. eine verringerte transkriptionelle Aktivitdt von
FAM107A in unterschiedlichen Tumorproben. Eine in vielen Tumorzelllinien
sporadisch detektierte Expression von FAM107A deutete auf bislang unbekannte
Regulationsmechanismen hin, die mdglicherweise in einer zusatzlichen und/oder
anderen Funktion als bei der Tumorgenese oder -suppression zu suchen sind. Die
Expression von FAM107A-mRBRNA wurde nicht durch Faktoren wie zirkadiane
Rhythmik, Temperatur, Zellzyklus oder Konfluenz in den vorliegenden Zellsystemen
beeinflusst. Zusétzlich konnte anhand vorliegender Expressionsdaten kein
Zusammenhang zwischen der Expression von FAM107A und einer Virusinfektion
aufgezeigt werden.

Durch Karyotypisierung konnte in einzelnen Zelllinien Aneuploidien des Chromosoms
3 und auch Deletionen von 3p nachgewiesen werden. PCR-Voruntersuchungen an
genomischer DNA jedoch schlossen homozygote Deletionen in den untersuchten
Genabschnitten von FAM107A aus. In der Nierenkarzinomzelllinie RCC-1 zeigte sich
eine Heraufregulation der Expression der FAM107A-mRNA sowohl durch Decitabin-
als auch durch TSA-Behandlung. Dies stellte aber eine Einzelbeobachtung
epigenetischer Beeinflussung dar, die andere Linien nicht zeigten.

Sowohl die Expressionsdaten als auch funktionalen Analysen an den FAM107A-ORF
ektopisch exprimierenden Nierenkarzinomzelllinien RCC-1 und HTB-46 konnten eine
TSG-Aktivitat von FAM107A, wie sie von anderen Gruppen postuliert wurde, in den
hier untersuchten Systemen nicht eindeutig belegen. Bei den Analysen fielen
Revertanten auf, bei denen die Expression von FAM107A-mRNA verlorengegangen
war. Dies kdnnte als Hinweis auf eine Selektion gegen die FMA107A-Expression
sein, was als ein Hinweis auf FAM107A als TSG gewertet werden kann. Diverse
Proliferationsanalysen zeigten aber nur entsprechende Tendenzen und dies auch
nicht in allen Experimenten. Die Heterogenitat der Zelllinien fihrte dazu, dass keine
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statistisch auswertbaren Unterschiede detektierbar waren. Wachstumsanalysen in
Weichagar zeigten in den mit FAM107A-ORF-Vektor transfizierten Zellen ein
verstarktes Koloniewachstum in der Anzahl und der Gr6Be der Kolonien. Dies sprach
fur eine invasionsférdernde Wirkung von FAM107A, was aber nicht im
Zymografieassay belegt werden konnte. Die Sensitivitat der
Nierenzellkarzinomzelllinien HTB-46 gegenuber Cisplatin in den mit FAM107A-ORF-
Vektor transfizierten Zellen wurde erhéht, nicht aber die der RCC-1-Zellen. Weitere,
spater untersuchte Surrogatmarker der Tumorigenitdt wie die Expression von
Survivin und HLA-Antigenen zeigten, dass die ausgewahlten Testsysteme der
nativen RCC-1- und HTB-46-Zellen an sich eine geringere Tumorigenitat aufwiesen,
die durch eine Uberexpression von FAM107A nicht moduliert werden konnte.

Insgesamt ist festzustellen, dass die Funktion von FAM107A als ,klassisches® TSG
nicht belegt werden konnte. Dies kdnnte, wie sich im Verlauf der Arbeit herausstellte,
in den in dieser Arbeit verwendeten Zellsystemen begriindet sein. Bis jetzt wurden
In-vitro-Analysen durchgeflihrt; bei In-vivo-Experimenten kdnnten sich weitere und

auch andere Resultate ergeben.
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Anhang C

Anhang C, Tabellen 8.1-8.11

Tab 8.1: Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit erwéhnten Gene. Die Einordnung erfolgte
nach der Datenbank NCBI, Entrez Gene (Maglott et al., 2005), Datum des Abgleichs mit der
Datenbank 17.08.2008. Einzelne in der Arbeit verwendeten Genbezeichnungen entsprechen nicht
dem offiziellen Symbol nach Entrez Gene. In diesen Fallen sind die verwendeten Bezeichnungen dick

gedruckit.
Taxo-
Chromo- nomy
Gen Synonyme Gene ID som Spezies |ID
Homo
18S rRNA [18S ribosomal RNA; LOC100008588 100008588 |21, Un sapiens 9606
Homo
ACTB |actin, beta 60 7p15-p12  |sapiens 9606
amelogenin (amelogenesis imperfecta 1, X-linked); Xp22.31- Homo
AMELX |AMG; AIH1; ALGN; AMGL; AMGX 265 p22.1 sapiens 9606
baculoviral IAP repeat-containing 5; API4; EPR-1; Homo
BIRC5 |Survivin 332 17925 sapiens 9606
colony stimulating factor 1 receptor; FMS; CSFR; FIM2; Homo
CSF1R |C-FMS; CD115; CSF1PO 1436 5033-q35 [sapiens 9606
Homo
DLEC1 |deleted in lung and esophageal cancer 1; F56; DLC1 (9940 3p22-p21.3 |sapiens 9606
developmentally regulated repeat element-containing Mus
Drr1  [transcript 1; Drria; Drrib; Drric 13499 X musculus 10090
TORT1; PIK-related protein kinase and rapamycin target;
subunit of TORC1, a complex that controls growth in
response to nutrients by regulating translation, Saccharo
transcription, ribosome biogenesis, nutrient transport myces
DRR1 |and autophagy; involved in meiosis 853529 X cerevisiae 4932
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 2, neuro/glioblastoma derived oncogene
homolog (avian); NEU; NGL; HER2; TKR1; CD340; 17q11.2- Homo
ERBB2 |HER-2; c-erb B2; HER-2/neu 2064 q12, 17921 |sapiens 9606
family with sequence similarity 107, member A; DRR1; Homo
FAM107A [TU3A; FLJ30158; FLJ45473 11170 3p21.1 sapiens 9606
Pan
troglo-
FAM107A |downregulated in renal cell carcinoma FAM107A 747580 3 dytes 9598
Family with sequence similarity 107, member B; Homo
FAM107B |C100rf45, FLJ45505; MGC11034; MGC90261 83641 10p13 sapiens 9606
Homo
FHIT  [fragile histidine triad gene; FRA3B; AP3Aase 2272 3p14.2 sapiens 9606
filamin B, beta (actin binding protein 278); AOI; FH1;
SCT; TAP; LRS1; TABP; FLN1L; ABP-278; filamin B; Homo
FLNB |DKFZp6860033; DKFZp686A1668 2317 3p14.3 sapiens 9606
growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma; Homo
GADD45G|CR6, DDIT2, GRP17, GADD45gamma 10912 9922.1-g22. |sapiens 9606
GATA binding protein 1 (globin transcription factor 1); Homo
GATA1 |GF1; GF-1; NFE1; ERYF1 2623 Xp11.23 sapiens 9606
glutamate receptor, ionotrophic, AMPA 1; GLUH1; 5033; Homo
GRIA1 |GLUR1; GLURA; HBGR1; MGC133252 2890 5931.1 sapiens 9606
glutamate receptor, ionotrophic, AMPA 2; GLUR2; Homo
GRIA2 |GLURB; HBGR2; GluR-K2 2891 4032-q33  [sapiens 9606
glutamate receptor, ionotrophic, AMPA 3; GLURS; Homo
GRIA3 |GLURC; MRX94; GLUR-C; GLUR-K3 2892 Xg25-926  |sapiens 9606
glutamate receptor, ionotrophic, AMPA 4, GLURA4, Homo
GRIA4 |GLURD, GLUR4C 2893 11922 sapiens 9606
major histocompatibility complex, class Il, DR alpha; Homo
HLA-DRA |HLA-DRA1 3122 6p21.3 sapiens 9606
HLA- |major histocompatibility complex, class Il; DRB1; HLA Homo
DRB1 |DRB1; HLA-DR1B; HLA-DRB1* 3123 6p21.3 sapiens 9606
v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog,
CTLO; HAMSV; HRAS1; K-RAS; N-RAS; RASH1; C-H- Homo
HRAS |RAS; H-RASIDX; C-BAS/HAS; C-HA-RAS1 3265 11p15.5 sapiens 9606
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Taxo-
Chromo- nomy
Gen Synonyme Gene ID som Spezies |ID
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A
member 1; HSPN; LAP2; HSP86; HSPC1; HSPCA;
HSP90AA [Hsp89; Hsp90; HSP89A; HSP90A; HSPION; Homo
1 HSPCAL1; HSPCAL4; FLJ31884 3320 14932.33  [sapiens 9606
heat shock 70kDa protein 4; RY; APG-2; hsp70; 5031.1- Homo
HSPA4 |hsp70RY; HS24/P52; MGC131852 3308 g31.2 sapiens 9606
heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin); CPN60; Homo
HSPD1 |GROEL; HSP60; HSP65; SPG13; HUCHAGB0 3329 2033.1 sapiens 9606
interleukin 6 (interferon, beta 2); HGF; HSF; BSF2; IL-6; Homo
IL6 IFNB2 3569 7p21 sapiens 9606
Homo
JUNB jun B proto-oncogene; AP-1 3726 19p13.2 sapiens 9606
v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog,
NS3; KRAS1; KRAS2; RASK2; KI-RAS; C-K-RAS; K- Homo
KRAS |RAS2A; K-RAS2B; K-RAS4A; K-RAS4B 3845 12p12.1 sapiens 9606
microtubule-associated protein 1A; MAP1L; MTAP1A; Homo
MAP1A |FLJ77111 4130 15q13-gter |sapiens 9606
MIRN135A Homo
1 microRNA 135a-1; MIRN135-1 406925 3p21.1 sapiens 9606
MIRNLET Homo
7G microRNA let-7g; LET7G; MIRLET7G; hsa-let-7g 406890 3p21.1 sapiens 9606
antigen identified by monoclonal antibody Ki-67; KIA; Homo
MKI67 |Ki-67; Ki67/Mib1 4288 10925-gter _|sapiens 9606
matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa
gelatinase, 72kDa type IV collagenase); CLG4; MONA; Homo
MMP-2 |CLG4A; TBE-1; MMP-II 4313 16q13-g21 |sapiens 9606
matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa
gelatinase, 92kDa type IV collagenase); GELB; CLG4B; 20q11.2- Homo
MMP-9  IMMP9 4318 q13.1 sapiens 9606
neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog ; Homo
NRAS |ALPS4; N-ras; NRAS1 4893 1p13.2 sapiens 9606
Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 1; Homo
RASSF1 [123F2; RDA32; NORE2A; RASSF1A; REH3P21 11186 3p21.3 sapiens 9606
Homo
RB1 retinoblastoma 1; RB; pRb; OSRC; pp110; p105-Rb 5925 13g14.2 sapiens 9606
suppression of tumorigenicity 18 (breast carcinoma) Homo
ST18 |(zinc finger protein); ZNF387; KIAA0535 9705 8911.23 sapiens 9606
Homo
TH tyrosine hydroxylase; TYH; THO1 7054 11p15.5 sapiens 9606
Homo
TPO lthyroid peroxidase; TPOX; MSA; TPX 7173 2p25 sapiens 9606
von Hippel-Lindau tumor suppressor; RCA1; Homo
VHL |VHL1; HRCA1 7428 3p26-p25 [sapiens 9606
Homo
VWF |von Willebrand factor; VWD; FBVWF; vWA 12p13.3 7450 sapiens 9606
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Tab 8.2: CDNA-Microarray-Analysen und andere Analysen, bei denen eine differenzielle Regulation
von FAM107A beschrieben wird.

Zellen bzw.| Lokalisa- | ICDO-3-Code | ICDO-3-Code | Ergebnis: Expression von FAM107A
Autor Gewebe tion (Morphologie)| (Topografie)
(Qlﬁ,cgggeit kgfz?r?g;n Kolon 8140/3 C18.9 Herunterregulation
(Barden et| Follikulares N Hochregulation gegentber follikularen
al., 2003) | Karzinom Sl tee Sl O Schilddriisenadenomen
(Browne et|Fibroblasten| Praputium Entfallt C60.0 48h nach Infektion mit HCMV
al., 2001) Herunterregulation
Hochregulation (bei vélligem oder
(Chari et Epithelzellen teilweisen Ansprephen auf die Thera.pie),
al., 2005) (bei Bronchus Entfallt C34.9 nach 6-monatiger Behandlung mit
" Rauchern) inhalativem 1600ug Budesonid (CAS-Nr
51333-22-3)
(Chi et al.,| Endothel- ulgtdef\lt:sﬂfe Entfallt C11.9 Marker im Vergleich zu arteriellen
2003) |[zellen (Vene) P C17.9 Endothelzellen
olypen EC
Hochregulation (insgesamt 22 Probesets
(I\?:cé?lgld 4l Adeno- Mamma g;ggg C50.9 versus 78 herunterregulierten Probesets)
2006)” karzinom 8520/3 ’ im Vergleich zu sporadischen
Mammakarzinomen
(Eschrich | ageno- Hochregulation bei guter
2et al., karzinom Kolon 8140/3 c18.9 Uberlebensprognose
005)
Herunterregulation versus normalen
Hypophysen, ,nonfunctioning”
(Evans et Hypophysen- Hypophysenadenomen und se!(retierenden
al., 2001) | adenom Hypophyse 8272/0 C75.1 Hypophysenadenomen wie PRL-
" Adenomen (Prolaktin sekretierende) und
ACTH-sekretierenden
Hypophysenadenomen
(Fathallah-
Shaykh et | Meningeom | Meningen 9530/0 C70.9 Herunterregulation
al., 2003)
(Febbo Adeno-
und karzinom .
Sellers (Gleason Prostata 8140/3 C61.9 Herunterregulation
2003)’ Grad
6-7)
(Gupta et Linsen- Hochregulation, nach Cortisonbehandlung
al., 2005) epithel- Auge Entfallt C69.4 (16h 1uM Dexamethason, CAS-Nr 50-02-2;
" zelllinie nicht bei der Kurzbehandlung von 4h)
Fibroblasten,
(Karaman Homo
etal, |sapiens, Pan| Entfallt Entfallt C80.9 vorhanden
2003) |paniscus und
Gorilla gorilla
Neonatale
(Kumazaki| Humane Herunterregulation in mit humaner
et al., Diploide Entfallt Entfallt C80.9 Telomerase Reverser Transkriptase
2004) |Fibroblasten (hTERT) transfizierten Zellen
MJ90
(Pankratz Humane Hochregulation nqch 17 Tagen bei
ot al Embryonale Entfallt Entfallt C80.9 neuroektodermaler Differenzierung, nach
2007‘3 Stammzellen ’ Tag 0, 6, 10 und 17 (nach
H9 und H1 neuroektodermaler Differenzierung
(Rozsa et Trexaeerlliel- Hochregulation nach Cortisonbehandlung
L Auge Entfallt C69.4 (21 Tage 100nM Dexamethason, CAS-Nr
al., 2006) | zelllinie 50-02-2)
(HTM)
Diverse
(Shyamsu :
ndar et al., el G Entfallt C71.9 gewebetypisches Gen
2005) proben (u.a.)
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ZeGII:vl;ele:v. Lok_alisa- ICDO-3-Co ’-'_’e I%%(;—g- Ergebnis: Expression von FAM107A
Autor iew L) (Topografie)
(Skubitz und Leiomvo- H ; lati ib |
Skubitz, eiomyo Uterus 8890/3 C55.9 erunterregulation gegeniiber normalem
2003) sarkom Myometrium
Platten-
g'egggg epitel- ;ﬁ;’;;;‘x 8070/3 C32.1 vorhanden
arzinome
(Stearman et| Adeno- Respira- Herunterregulation
al., 2005) karzinom | tionstrakt 8140/3 C34.9
(Su et al., Retino- Herunterregulation
2002) blastom- Retina 9510/3 C69.2
zellen
(Takahashi Wi . . .
ilms Tumor|  Niere 8960/3 C64.9 Hochregulation bei schlechter Prognose
et al., 2002)
Haut,
benigne
(';ela.l,ag(t)%\g;at Ha;)L:itnl]\l;zw, Haut 8720/3 C44.9 Hochregulation in normaler Haut
maligne
Melanome
[a] Hochregulation, nach 100nM LTD4 fir
eine Stunde
. Nabel- [b] Hochregulatiqn, nach 100nM.LTD4 .
gff‘;%’g;t HUVEC | schnur- |  Entfalt Entfallt zusarmen mit 10nM Thrombin fir eine
vene [c] keine Regulation, mit Thrombin alleine
bzw. nach 6h oder 24h Behandlung mit
LTD4
Adeno-
(Wissmann karzinom Herunterregulation (unabhangig vom Gleason
2002) | (Gleason | Prostata 8140/3 C61.9 Grad, 4-9) versus Normalgewebe derselben
Grad Patienten
4-9)
Adeno- Herunterregulation in transfizierten Zellen
(Zheng et al.,| karzinom- Zervix 8140/3 C53.9 nach stabiler Transfektion mit Hepatitis C-
2005) zelllinie uteri ’ Virusprotein nicht-strukturellem 4B (HCV-
(HeLa) NS4B

Tab 8.3: Expressionsanalysen mit cDNA-Microarray und Verifizierung mit qRT-PCR.

Zellen bzw. |Lokalisati| ICDO-3-Code | ICDO-3-Code . .
Autor Gewebe - (Morphologie)|(Topographie) Ergebnis: Expression von FAM107A
(Spira et Epithelzellen Am starksten herunterreguliertes Gen (um
al., (bepi Rauchern) Bronchus Entfallt C34.9 den Faktor 4, p<1,06x10-5) unter insgesamt
2004) 97 Genen mit differenzieller Expression
(Vanaja Adeno- Herunterregulation, Zunahme der
etal., karzinom Prostata 8140/3 C61.9 Herunterregulation mit hdherem Gleason
2006) Grad
Tab 8.4: Weitere Analysen, die FAM107A beschreiben
, ICDO-3- ICDO-3-
ellen | ) okali- | %9 | code
Autor | Art der Analyse | bzw. sation (Mor- (Topo- Ergebnis
Gewebe pholo- ra?ie)
gie) |9
CGH  Analyse mit_ atten-
. epithel-
(Jiang etCDNA-Microarrays | 7 : . .
Al (14 nlcht-klelnzelllgenmm Respira- 8070/3 C34.9 Reduktion der Kopienzahl von FAM107A
26’04) Bronchial- Adeno- tionstrakt [8140/3 ’ in 11 von 14 Fallen (79%)
karzinomen: 6 SQCA’karzi-
8 ADCA) hom
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ICDO-3-
Zellen || . .| Code I%%(Z':'
Autor Art der Analyse | bzw. sation (Mor- (Topo- Ergebnis
Gewebe pholo- f
gie) grafie)
(Kholod- gi;lgrzgslqogqn g_uMmaeLn; Herunterregulation von FAM107A-mRNA|
nyuk et al., Fib K A9- Entfallt |Entfallt |Entfallt |Entfallt jin 2 von 9 ,chr3+" Tumoren und in 7
2006) forosarsoma Expression verloren
MCH
[a] 3D-Tumormodell [a] Ulberexpr.ession von FAM107A férdert
von Gliomen die Invasion, geringe Expression in
(Petrecca [b] Immun- normalen Hirn und nichtinvasiven
et al., histochemische Gliom |Gehirn [9381/3 [C71.9 Gliomen, in invasiven hohe
2003) Analvse [b] Kolokalisation von FAM107A mit
y Actin,MAP1A als interagierendes
Protein mit FAM107A
[a] ﬁué)t.?kpons- [a] Herunterregulation in drei von vier
(%Isti)ISIerung Gliompaaren (Primartumor, Gliom
[b] qRT-PCR (in WHO Grad Il versus Rezidiv-
denselben g!loblastqm, Gliom W.HO.Grad V)
(van den Proben und Gliom 9381/3 [b] differenzielle Expression in 3/3 und 5
Boom ef  sieben weiteren (Glio-  (Gehirn [9400/3 [C71.9 e 7 UAEpER, FOer
al., 2006) Probenpaaren) |plastom 9440/3 BB N sSnek s gl =)
[c] Decitabin/ (p.=<0,0001) niedrigere Expressmn in
Tri . Glioblastomen versus diffusen
richostatin
Behandlung von Astrozytomen .
Glioblastom- [c] keine Auswirkung auf Expression von
o FAM107A
zelllinien
[a] Northern-Blot [a] Expression in Gehirn, Herz, Lunge,
[b] RT-PCR Plazenta, Niere, Leber, Skelett-
[c] Transfektion von muskel, Pankreas
FAM107A in eine [b] Herunterregulation von FAM107A
Nierenkarzinom- fand sich ,in acht von acht RCC
zelllinie Zelllinien, in einer von sieben
[d] DHPLC fir Nieren- ovarialen Zelllinien, in einer von einer
(Wang et Screening nach sell- zervikalen Zelllinie, in einer von einer
al., 2000) Mutationen in denkarzi- Niere [8310/3 |C64.9 gastralen Zelllinie und in einer von
" RT-PCR hom einer NSCLC-Zelllinie“, Herunter-
Produkten regulation in 23 von 34 primaren
[e] [n-vitro-Trans- Nierenzellkarzinomen
lation nach [c] Wachstumsretardierung
Herstellung eines [d] keine Mutationen in den
getaggten Gewebeproben, aber in den
Vektors und Nierenkarzinomzelllinien
Lokalisation [e] Lokalisation im Nukleus
[a] Whole-mount-in-
situ Hybridi-
sierung von
Xenopus laevis [a] Expression in Ektoderm und
[b] RT-PCR Mesoderm. In spaterer Embryo-
[c] Proliferations- genese findet sich DRR1 im Hirn,
analyse nach Herz und Somiten.
Transfektion von [b] Expression in Stadien 1,6,10,13,
FAM107A 17,22,28,35 Zellen, ebenso in Herz,
(Zhao et Homologe . . . . Leber, Riickenmark, Testis, Lunge,
al., 2007) xDRR1 des Entidlit Entfallt [Entfallt Entfallt Gehirn, Niere, Auge; Zunahme der
Xenopus laevis Expression mit der Entwicklung,
laevis besonders starke Expression in Hirn
[d] Fusionsprotein und Herz.
mit EGFP, [c] Wachstumsretardierung nach
Transfektion und Transfektion von FAM107A in A5494.
Fluoreszenz- [d] Lokalisation im Nukleus
analyse zur
zellularen
Lokalisation

149



Anhang C

Tab 8.5: Bioinformatische Analysen, zum Teil von schon vorhandenen Datensatzen

Zellen I%%?’;S-
Autor Art der Analyse bzw. (Topo- Ergebnis
Gewebe grafie)
Auge C18.9
Gehirn 034'9 [a] Herunterregulgtion bei Mamma—,
(Chen et al.| Digitales Differenziales  Displayy oo (C50.9 Frostata:, fetina-, Bronehial- nd
2006) (DDD) ven UniGene EST-Daten Prostata gg;j [b] Hochregulation bei ovarialen und
Respira- c71 '9 Kolontumoren
tionstrakt )
[a] Meta-Analyse von cDNA-Micro-
arraydaten (Gene Sorter, UCSC; [a] Koexpression von FAM107A
(Chong et Gene Expression Omnibus (GEO, Gehirn zusammen mit GRIAs, .
al., 2007) NCBI); CLEO Datenbank, C71.9 Neurotransmitter Rezeptoren im
" Standford Microarray Database) Gehirn
[b] Bioinformatische Analyse von [b] Ahnliche Promotorprofile
Promotorsequenzen
Bioinformatische Analyse vor-
handener cDNA-Microarray Daten,
um anhand vorhandener o
(Langston et Expressionsprofilanalysen Gene zu Exi';ﬂgr?gfﬁé?n?ésl}(ﬂnménator
identifizieren, die in Normal- und ;
al., 2003) Karzinomgewebe differenziell Karzmomgewebe ohne Angabe der
exprimiert werden und daher als Regulation(Harvard Dataset)
Marker fiir die Karzinogenese
dienen kdnnten
[a] Auswertung von cDNA-Microarray- .
Experimenten (Datasets aus 39 Cervix C53.9 [a] 'r:] S uFtersuczthen Tumoren
Studien aus 6ffentlichen Kolon C50.4 Terunterregu {206 L] [ It
Datenbanken) Mamma [C61.9 Aumot; hgchr_;_agullert el
[b] GRT-PCR (Mamma-, Bronchial-, |Prostata (C69.4 |7} e’:gﬁte‘ire‘ézn gr’t"ﬁ]rzﬂ?en
Prostata-, Kolon- und Cervix- Respira- |C71.9 Tumorproben versus
(Lu et al., karzinomen (ohne nahere tionstrakt Normalgewebe
2007) Angaben)
. Sequenzierung von EST-Sequenzen C18.9
(Wiemann etund Bioinformatische Analyse (cDNA-Aug(.a C34.9 Expression in Gehirn und Retina
al. 2001)  |ipraries vom DKFZ) (Gehirn

Tab 8.6: Ubersicht iiber Viren, mit denen Zellen transformiert waren oder infiziert worden

waren.
Familie Subfamilie Genus Spezies/ Abkiir- Taxonomy
Virusname zung ID
(Wheeler et
al., 2000)
Adenoviridae Mastadenovirus Human HAdV-5 28285
Adenovirus 5
Herpesviridae Betaherpesvirinae Cytomegalovirus Human HHV-5- 10360
herpesvirus 5 AD169,
strain AD169 CMV-
Labor-
stamm
Betaherpesvirinae Cytomegalovirus Human HHV-5- Ohne
herpesvirus 5 Hig1, Nummer,
strain Hi91 (Cinatl CMV- HHV-5
et al., 1999) Patienten allgemein:
stamm 10359
Papillomaviridae Alphapapillomavirus  Human HPV-18 337042
papillomavirus -18
Paramyxoviridae Polyomaviridae Polyomavirus Simian virus 40 SV40 10633
Retroviridae Orthoretrovirinae Betaretrovirus Mason-Pfizer MPMV 11855

monkey virus
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Tab 8.7: Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Die Tabelle gibt eine Ubersicht (iber die verwendeten Oligonukleotide, die Zugangsnummern
(,accession numbers®) der verwendeten Referenzsequenzen und die Position in den entsprechenden
Sequenzen. Als Referenzsequenzen wurden die Sequenzen der Datenbank Genbank (Benson et al.,
2007) zu Grunde gelegt beziehungsweise flr die vektorspezifischen Primer die Sequenz des Vektors
PCDNA3.1ZEQ(+) (siehe 2.1.7).

Primer Name Sequenz (5'— 3’) »accession humber“ Position in der
Referenzsequenz
FAM107A-1+ ctgcctcaggaagcettggcettee NM_001076778 1-23
FAM107A-458+ | gaattcgccatgtactcggagatccag NM_001076778 458-479
(5' gaatt findet sich nicht in der
Referenzsequenz)
FAM107A-513+ | cggccagaatacagagagtgg NM_001076778 513-533
FAM107A-615+ | ctcatgaaccacagaaggggc NM_001076778 615-635
FAM107A-696+ | ctcatcaagaagaagaaggagg NM_001076778 696-717
FAM107A-850- | ttttccctgactttaataaacteg NM_001076778 850-827
FAM107A-897- | gaattcctacagctctctctcttcgetg (gaattc NM_001076778 897-875
5'vorgeschaltet, nicht in der Referenz)
FAM107A-936+ | ggacagcctccttcageccttc NM_001076778 936-957
FAM107A-957- | gaagggctgaaggaggctgtee NM_001076778 957-936
FAM107A-1011- | aggtgggaacatcacagacgtcc NM_001076778 1011-989
FAM107A-989+ | ggacgtctgtgatgticccacct NM_001076778 989-1011
FAM107A-936+ | ggacagcctccttcageccttc NM_001076778 936-957
FAM107A-1222- | aaggcttgtcaagtcagagg NM_001076778 1222-1203
FAM107A-1262- | agcctcggagatticetggtg NM_001076778 1262-1243
FAM107A-2008- | gtaacagtgtggtcacactg NM_001076778 2008-1989
FAM107A-2880- | cacctctggggaccactgg NM_001076778 2880-2862
FAM107A-3364- | gacgtcaaacaaagagggatttattttatttacaag | NM_001076778 3364-3327
aattctgg (5'gacgtc nicht in Referenz)
FLNB-2631+/ cctttcagagtcaaagttgacc NM_001457 2631-2652
FLNB-2822- atccaaatccttcactgcatcg NM_001457 2822-2801
pcDNA3.1-797+ | ggaggtctatataagcagage PCDNA3.1ZEO(+) 797-817
pcDNAS.1-839+ | cactgcttactggcttatcg PCDNAS.1ZEO(+) 839-858
pcDNAS.1-1031- | acagtcgaggctgatcagce PCDNAS.1ZEO(+) 1031-1013
pcDNAS3.1-1275- | getggttctitccgectcag PCDNA3.1ZEO(+) 1275-1256
pcDNA3.1-213+ | gtacgggccagatatacgeg PCDNA3.1ZEO(+) 213-232
pcDNA3.1-170+ | gaagaatctgcttagggttagg PCDNA3.1ZEO(+) 170-191
pcDNAS3.1-IRES- | ttgccaaaagacggcaatatg PCDNAS.1ZE0(+)IRES- 1119-1099
GFP-1119- EGFP
Chr3-58505732- | ttattgagcccectcagtactg NT_022517.17 58505712-58505732
Chr3-58503509+ | ggaagccaagcttcctgagg NT_022517.17 58503509-58503528
Chr3-58035418- | gcgtgaagtgtgtaggttcatttge NT_022517 58035442-58035418
Chr3-58035874+ | aacgcattgacatccagatgaagaacc NT_022517 58035874-58035901
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Tab 8.8: Spezielle PCR-Protokolle. Ubersicht iiber die verwendeten PCR-Protokolle mit Angabe der
Dauer der unterschiedlichen Phasen der jeweiligen PCR und Angabe der gewahlten Temperaturen.

Dauer der | , Annealing“ Dauer der Anzahl
Primerpaare Denaturie- Elongation der erwartete
rung bei | Temp. | Dauer | pej72°C Zyklen | Amplikonlange [bp]
95°C [min] |[°C]  |[min] [min]
Chr3-58035418-/ Chr3-
58035874+ 0,5 65 0,5 1 40 484
Chr3-58505732-/ Chr3-
58503509+ 1 60 1 3 40 2224
FAM107A-1+/ FAM107A-
1011- 1,5 65 1,5 1 40 1011
FAM107A-1+/ FAM107A-
957- 1,5 65 1,5 1 40 957
FAM107A-1262-/
FAM107A-936+ 0,5 62 0,5 0,5 40 327
FAM107A-458+/
FAM107A-1262- 0,5 60 0,5 1 35 810
FAM107A-458+/ 450 (cDNA)
FAM107A-897- 0,5 60 0,5 1 35 3288 (genomisch)
FAM107A-459+/
FAM107A-628- 0,5 56 0,5 1 35 170 (cDNA+genomisch)
FAM107A-513+ /
FAM107A-957- 0,5 64 0,5 1 35 445
FAM107A-696+/ 155 (cDNA)
FAM107A-850- 1 60 1 1 35 667 (genomisch)
FAM107A-936+/
FAM107A-3364 2435
FAM107A-989+/
FAM107A-3364- 1 65 1 3 40 2382
192 (cDNA)
FLNB-2665+/FLNB-2856- 0,5 60 0,5 1 89 459 (genomisch)
pcDNA3.1-1275-/
pcDNA3.1-213+ 1 58 1 3 40 1063
1232 (FAM107A-ORF-
Vektor)

pcDNA3.1-170+/ 1694 (FAM107A 1,1-
FAM107A-897- 0,5 63 0,5 1 40 Vektor)

605 (pcDNAB.1ZEO(+)
pcDNA3.1-797+/ FAM107A-ORF-IRES-
FAM107A-897- 0,5 58 1 1 40 EGFP)

1122 (pcDNA3.1ZEO(+)
pcDNA3.1-797+/ FAM107A-1,1-IRES-
FAM107A-957- 1 58 1 5 40 EGFP)
pcDNA3.1-797+/ 1544 (pcDNA3.1ZEO(+)
pcDNA3.1-1031- 1 58 1 5 40 IRES-EGFP)
pcDNAS3.1-839+/ 193 (Leervektor)
pcDNA3.1-1031- 0,5 58 1 1 35 637 (cDNA orf)
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Tab 8.9: Ubersicht iiber die Behandlung der Zelllinien mit Decitabin. Die unbehandelten Zellen
sind mit ,Ko* (Kontrolle bezeichnet), die mit DMSO behandelten Zellen mit ,DMSQO*; die mit Decitabin
behandelten mit ,D“. Die jeweilig gewéahlte Konzentration steht in Spalte 3. Die mit * markierten
Zellzahlen sind Mittelwerte aus Triplika-Ansatzen.

Decit| Zellzahl | Zellzahl | Zellzahl | Zellzahl | Zellzahl | Zellzahl | Zellzahl
Zelllen  |Verdopp-| abin | [x10%] [x10%] [x10%] [x10%] [x10%] [x10%] [x10%]
lungszeit | [uM] | 3 Tage | 3 Tage 4 Tage | 4 Tage 5 Tage | 5 Tage 5 Tage
[h] Versuch 1|Versuch 2|Versuch 1|Versuch 2|Versuch 1|Versuch 2|Versuch 3
RCC-1 Ko 30 296,3* | 137,83* | 848 - - - -
RCC-1 DMSO 304,7* | 150,167* | 804 - - - -
RCC-1D 2 | 747 | 423 77 - - - -
HTB-46 Ko 42 215 = = = 352 = =
HTB-46 DMSO 241 - - - 402 - -
HTB'46 D 1 71 5 = = = 21 = =
HTB-46 D 2 57 - - - 175 - -
HTB-46 D 5 56.5 - - - o1 - -
SN12¢ Ko 34 . - - - 594 320 -
SN12¢c DMSO _ = = = 610 272 =
SN12c D 2 - ) - ) 1025 | 456 -
H23 Ko 38 _ - - - 31,95 12,6 -
H23 DMSO _ - - - 37,65 19 -
H23 D 1 _ = - - 9.15 4 -
H23 D 2 _ - - - 72 . -
HBL-100 Ko Nicht - - -
gemessen - 181 123 378,7*
HBL-100 - - -
DMSO - 219,5 156 350*
HBL-100 D 2 - - - - 44,5 26,5 36,2
MCF7 Ko 29 _ - 434 - 318 - -
IMCF7 DMSO - - 370 - 294 - -
IMCF7 D 1 - - 89 - 59 - -
IMCF7 D 2 - - - - 40 - -
MCF7 D 5 - - - - 56 - -
il 0 47 - - 144 | 2165 - - -
BLM DMSO - R 116 215 R _ -
BLM D 1 - - 41 63 - - -
BLMD 2 - - 36 53,5 - - -
BLM D 5 - - 25,5 49 - - -

Tab 8.10: Karyotypen der Zelllinien. Die Nomenklatur geht von dem diploiden Karyotyp aus. Die
Beschriftung erfolgte nach Mitelmann, 1995.

Zelllinie Zusammengesetzte (composite, cp) Karyotypen
ACHN p48 | 52~53,X-Y,+der(1)(p),+2,+7,+7,+12,+12,+16,+17,+1mar [cp11]
ARPEpP38 |40~46,XY,add(10)(p),-18 [cp11]

58~62,+del(x)(q),-X,-Y,del(1)(p), iso(1)(p),add(1)(q), +2,add(3)(q).del(3)(p),+der(3)(p),add(5)(p )
add(7)(p),del(7)(q),+der(7)(p/q),+9,+der(9)(p),+der(9)(q),+10,+der(10)(q),+11,+der(11)(q),-14,-14
BLM p41 15,+16,+16+17,+18,+19,+19,+20,+21,-22,+6mar [cp6]

DH1p14 | 45~46XY [cp3]

47~49,XX,-Y,-1,dup(1)(0),-2,der(3)(p), der(3)(q), +der(3)(p),+der(3)(q),+del(3)(q),add(5)(p),
add(5)(p, +del(5)(q), +6q, add(7)(p),-8, del(9)(q), add(11)(p),+12,-13, add(13)(p),-14,-14,-
H23p12 | 15,+add(16)(p),-19,add(19)q,add(20),add(20)(q), +add(20)

(9),-21,-22,-22,9mar [cp6]
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Zelllinie Zusammengesetzte (composite, cp) Karyotypen
58~60,XYY,XXYY,+del(1)(p),+2,+3,+5,-7, add(9)(p), add(9)(p), der(9)(q), del(9)(q),+del(9)(q),

H460 p8 +del(12)(p),+15, add(16)(q), +add(16)(q),+17,+19,+20,+22,+4mar [cp10]
63~67,X-X,+1,-2,+del(3)(p),+del(3)(q),der(3)(p/q),+der(3)(p/q),4,+5,+6,+del(6)(q), +der(6)(q),+7,
+der(7)(p), +der(7)(p/q),-8, +9,+9, add(11)(p),+add(11)(p), add(11)(q), +add(11)(q), del(11)(p),

HBL100 add(12)(p),+add(12)(p), +add(13)(p), +add(13)(q),-14, add(14)(p),-15,add(15)(q),-16, add(16)(p),

pi2 is0(17)(q),-18,add(19)(q),+add(19)(q),+20,+20, -21,+22,+22,+10mar [cp8]
59~82,XX,-X,+1,+1,+del(1)(p),+chtb(1)(p), +der(1)(p), +2, .der(3)(p),der(3)(q), +der(3)(p),
+der(3)(q),+del(3)(p),+del(3)(q),+4,+5,+del(5)(p), +der(5)(p),+6,del(6)(q),+7, +8,+9, del(9)(q),
+del(9)(q), +del(9)(q), +del(9)(q),+10,+10,+11,+del(11)(q),+12, +13,+13,+14,+15,+15 +16,+17,

Hela p21 +17,+18,+18,+19,+20,+20,+21,-22, +6mar [cp12]
85~86 XXY XXYY,+1,+2,+2,+3,+4,+5,+7,+7,+7, +8,+9, +10,+11, +11,+12,+12,+13,+15, +15,+16,

HTB-45 p7 |+17,+18,+19,+19,+21,+21,+22, [cp2]
52~66,X-Y,+del(1)(p),+der(1)(p),+2,+4,+6,del(6)(q),+del(6)(q),+7,+8,add(9)(q),add(9)(q),

HTB-46 +add(9)(q),+10,+10,+11,+add(11)(p),+12,+del(12)(p),-14,-15,+16,+16,-18,add(19)(q),

p34 +add(19)(q), add(21)(q),+8mar [cp7]
66~71,X-X,der(1)(q),+2,+add(2)(q),+3,+der(3)(q),+del(3)(q),+4,+4,+5,+der(6)(q),+7, del(7)(q),+8,
+9,+9,add(10)(p), +add(10)(p), +add(10)(p), +add(10)(q), +11,+der(11)(q),add(12)(p),-12,+14,-

MCF7 p75 |15,+16, +16,+17,+18,-20,-20,+21,+21,+22,+22,+10mar [cp8]

MG1 p12 46~49,X-X,add(1)(p), del(2)(p), del(3)(p),+der(3)(p),+der(3)(p/q),+16,+20,-22,-22,+3mar [cp11]
94~114,-X,XXX,+del(1)(p), +del(1)(p),+2,+add(3)(q), +add(3)(q
),+del(8)(q),+5,+6,+6,+6,+add(7)(p),+del(8)(q),+9,+10,+10,+add(10)(p),+11,+11,+11,+12,+17,+17,

MV3 p35 +18,+19,+20,+20,+20,+20,+21,+5mar [cp2]

MzMel p36 |43~51,X-Y,add(3)(q),-4,-5,+2mar [cp5]
68~75,XY,XXY,+1,+del(1)(p),+2,+3,+del(3)(p),+5,+6,+7,+7,+der(7)(p),+9,+9,+9, +del(9)(p),
+del(9)(p),-10,-10,+11,+del(11)(p8),+12,+13,+13,+14,+14,+15,+15,+16,+17, +18,+19, +20,+20,

RCC-1 p75 |+21,del(22)(q),+4mar [cp7]
62~65,XX,+2,+del(2)(p),+3,+del(3)(p),+del(3)(q),4,+5,+6,add(7)(p),+add(7)(p),+8,del(9)(q),
+del(9)(q),+del(9)(q),+10,+11,+add(12)(p),del(12)(p),+14,-15,+16,+17,+18,+20,+22,+22,

SN12c p20 |+add(22)(q),+add(22)(q), +3mar [cp6]

Tab 8.11: Karyotypen der stabil transfizierten RCC-1- und HTB-46-Zellen.
Die Nomenklatur geht von dem diploiden Karyotyp aus. Die Beschriftung erfolgte nach Mitelmann,
1995. Einige klonale Marker sind markiert.

Karyotyp RCC-1 Karyotyp RCC-V Karyotyp R03
68~75,XY, XXY,+1,+del(1)(p),+2,+3, |68~74,XXYY,+1,+der(1)(p), 68~71,XYY,+1,+der(1)(p),
+del(3)(p),+5,+6,+7,+7,+der(7)(p), |+der(1)(p),+3,+5,+5,+6,+7,+7,+7,+a |+2,add(2)(p),+add(2)(p),+4,+5,+5,

+9,+9,+9, +del(9)(p), +del(9)(p).-10.- | dd(8)(p),+9,+9,+9,+der(9),+der(9)(p) | +6,+6,+7,+7,+8,+8,+add(8)(p),+9,+9
10,+11,+del(11)(p8),+12,+13,+13, |,+der(9)(p),-10,-10,+der(10)(q),+11, |,-10,-10,+11,+12,+13,+14,+14,
+14,+14,+15,+15,+16,+17, +18,+19, | +11der(p),+12,+13,+13,+14,+15, +15,+416,+17, +18, +18, +19,+20,
+20,+20, +21,del(22)(q),+4mar [cp7] | +15,+16,+16,+16,+17,+18,+18,+19, |+20,-22, +5mar [cp10]

+20,+20,+20,-22,-22,+6mar [cp10]

Karyotyp HTB-46 Karyotyp HTB-V Karyotyp HO8
52~66,X-Y,+del(1)(p),+der(1)(p), +2, | 58~114,XY,XXY,+1,+del(1)(p),-2, +3, | 60~70,XX,-Y,+1, +del(1)(p),
+4,+6,del(6)(q),+del(6)(q),+7,+8, +del(3)(p), +del(3)(p), +del(3)(q),+4, | +der(1)(p), +del(1(q), +2, +del(3)(p),
add(9)(q),add(9)(q),+add(9)(q),+10, |+4,+5,+5,+5,+6,+6,+del(6)(q),+del(6 | +del(3)(q),+4,+5,+6,+del(6)(q),+7,+8
+10,+11,+add(11)(p),+12, )(Q),+7,+7,+add(7)(p),+8,+8,+add(8) | ,del(8)(q),+ del(8)(q), +add(9)(p),
+del(12)(p),-14,-15,+16,+16,18, (p),+del(8)(q),+del(8)(q11),+del(8)(q |add(9)(q),+add(9)(q),+add(9)(q),+de
add(19)(q),+add(19)(qg).add(21)(q),+ | 11), +9, +9, +del(9)(p11),-10,- 1(9)(q),+10,+10,+12,+12, -14, -14-

8mar [cp7]

10,+11,+add(11)(q), +12,+13, +13, |15,+16,+add(16)(q), +17, iso(17)(q),
+14, +15, +15, +16, +16, +16, +17, |+iso(17)(q), +18,+18, add(19)(q),
+17, +18, +19, +20, +20, -21, -21,- |+20,-20, -22, +4mar [cp10]

22,-22, +6mar [cp12]
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Anhang D, Abbildungen 55-57

“+Coelomata
-y Arthropoda

. B-yIxodes scapularis

v Endoptervgota
""%"Tribolium castaneum
E-¢-Apocrita

E-yNasonia vitripennis
B-4Apis mellifera

-"-g;;"C ulicidae

- Culicini

-4 Aedes aegvpti
i EyCulex pipiens quinquefasciatus
. B-y'Anopheles gambiae str. PEST
""x"Sophophora
"".',!E'Drosonhila pseudoobscura
E-y'Drosophila melanogaster

"";_#.;"Euteleostomi
B-yTetrapoda

Y Amniota

~y+Mammalia

-4 Ornithorhvnchus anatinus
—#Theria

'"'.';.’,"Monodelphis domestica
—wFutheria

-
s Laurasiatheria

14+ Fguus caballus
¥Canis lupus familiaris
¥ Bos taurus
s BEuarchontoglires
#-¢Murinae
I~ Rattus norvegicus
i *MWus musculus
#E-¢Catarrhini

-y Hominidae
+Pongo pvgmaeus
¥ Homo/Pan/Gorilla group

HI-¢+Homo sapiens

_ E-¢Pan troglodvtes
#-yMacaca

é""".}ﬁ"Macaca mulatta

~+Macaca fascicularis
¢ B-wGallus gallus
. B-yXenopus
: ""&"Xenopus tropicalis

_ ""}.’,"Xenopus laevis
H-¢Clupeocephala

-y PDanio rerio
BE-¢Tetraodon nigroviridis

Abb 55: Stammbaum der Spezies, die die Domane DUF1151 enthalten. Aus CDART: Conserved

Domain Architecture Retrieval Tool (Marchler-Bauer et al., 2007).

155



Anhang D

Abb 56, 1-7: Morphologie der verwendeten Zelllinien. Ausschnitte von beispielhaften Aufnahmen
der Zellkulturen: 1: Hela, p21; 2: H23 p8, Zelllinie als zweifelhaft eingestuft (Wang et al., 2006); 3:
H460, p14; 4: HBL-100, p44; 5: MCF7, p93; 6: BLM, p33; 7: MV3, p38; 8: MZ2-MEL, p43 (Objektiv-
VergréBerung 40X).
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Abb 56, 9-16: Morphologie der verwendeten Zelllinien. Ausschnitte von beispielhaften Aufnahmen
der Zellkulturen: 9: ACHN, p52; 10: DH1, p12; 11: MG1, p10; 12: HTB-45, p9; 13: HTB-46, p25; 14:
RCC-1, p81; 15: SN12¢c p14, Zelllinie als zweifelhaft eingestuft (Wang et al., 2006); 16: ARPE-19, p37
(Objektiv-VergréBerung 40X).
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Abb 57, 1-6: Karyogramme der verwendeten Zelllinien:

6
: 1: Hela, p21; 2: H23, p12; 3: H460, p8; 4:

HBL-10,0 p12; 5: MCF7, p75; 6: BLM, p41. Korrumpierte Chromosomen (,Marker®) sind mitun’ter ,bei

.Y abgelegt.
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Abb 57, 7-12: Karyogramme der verwendeten Zelllinien: 7: MV3, p35; 8: MZ2-MEL, p36; 9: ACHN,
p48; 10: DH1, p14; 11: MG,1 p12; 12: HTB-45, p7. Korrumpierte Chromosomen (,Marker”) sind

mitunter bei ,Y* abgelegt.
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Abb 57, 13-16: Karyogramme der verwendeten Zelllinien Pro Zelllinie wurden je nach
Verflgbarkeit von Metaphasen 2 bis 12 Préparate untersucht. Die einzelnen Metaphasen einer
Zelllinie zeigten Abweichungen sowohl beziiglich Gesamtchromosomenanzahl als auch bezlglich der
Aberrationen. 13: HTB-46, p34; 14: RCC-1, p75; 15: SN12¢c, p20; 16: ARPE-19, p38. Korrumpierte
Chromosomen (,Marker“) sind mitunter bei ,,Y* abgelegt. (Exemplarische Abbildungen).
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Anhang E: Sequenzen

27487 70 CIGCCTCAGGARGCTTGGCTICCCCTCCCATGEEEARGTGCTGEGARTCCACTCTIGCCTE 129
HM 001076778 1 &80
NM 007177 1 &0
27487 130 139
MM 001076778 61 120
HM 007177 61 120
27487 130 249
NM 001076778 121 130
NM 007177 121 130
27487 250 309
MM 001076778 181 240
NM 007177 181 240
27487 310 368
HM 001076778 241 300
HM 007177 241 300
27487 370 429
MM 001076778 301 360
HNM 007177 301 360
27487 430 489
NM 001076778 361 420
HM 007177 36l 420
27487 4390 549
MM 001076778 421 4380
NM 007177 421 456
HM 007177 R 578
27487 S50 &e0a
NM 001076778 481 540
NM 007177 STE 638
27487 610 669
MM 001076778 541 &00
NM 007177 639 698
27487 &e70 728
NM 001076778 601 659
HM 007177 6399 1357
27487 T30 789
HM 001076778 €660 ........0cc000.n G..... E8ccoc@ooccooocooe ree GG .6..6G..G..G T15
HNM 007177 Vel cccoccccoocoocoooc G..... EBccoc®ooccooocooe ree.G..G..6..6..6..G 817
27487 790 CIGGEAARCCAANCGGENTECANNGCCCCITIGR 821

HM 001076778 720 ...... G. BBl lcccnoooooe 751

HM 007177 gig ...... G. G .. C Eilc ccoocoooc 8489

Abb 58: Sequenzabgleich des Inserts des FAM107A-1,1-Vektors (1). Durchgefiihrt mittels dem

Computerprogram ,blastn® (,nuclectide blast* mit der Datenbank ,Reference mRNA sequences

“

(Wheeler et al., 2000), Uberprift am 29.11.2007) nach Sequenzierung mit dem T7 Promotor-Primer.
Die Abbildung zeigt die Homologien mit den beiden Referenzsequenzen NM_007177 und
NM_001076778. Ein Nukleotidaustausch, der von G nach A (Basenpaarposition 341, markiert durch
einen roten Ring) erfolgte, lag auBerhalb der kodierenden Sequenz. Weitere Abweichungen beruhten
auf einer schlechten Qualitat der Sequenzdaten und wurden in den Chromatogrammen (ab1-Daten)
nicht bestatigt. Die Sequenzierung in der Gegenrichtung sicherte dies ab.

161



Anhang E, Sequenzen

9462 99 AGGTGGGARCATCACAGACGT CCCAGGGCCTGEGECCCAGGECTGCCAGGTACAGARAGEG 158
HM 007177 AIME cccccccccocococcoccocococoooooonocooooCDoCooooooCoonoooooononCoe 1050
Lol ODIUDTET T WAL cccccccococococcoccocococooonoconcoooncocoocooooonoococooooecoce 952
9462 159 CTGRAGGAGGCTGT CCAGGCCAGGGI GGGCAGTGGCCTGAGCCCGGCAGCTGGCCCTACA 218
HM 007177 AMEE  cccccccccococooococcococooooonoocooooCcoocooooooCoonoooooooonCoe 980
Llal (DUINDTET T B30l cccccccococococcoccccococoooooocooooncocooooooooonoococooonccoce g9z
9462 219 GCICICICICTICGCTGETICAGTIGTIGGCAATTICTCCGCAGGTITTICCCIGACTITAATAR 278
HM 007177 B  cccccccoccocococcocccocococoocoooocoooocnoCooooooCoonoooooononCoe 930
Lhol MOEPAET I (B85l ccccccccscccocococcoocccooccoccooooconoccocooooooocoocooooooce 832
29462 278 ACTCGGGGECGTGATCCTCTICCTICTCTGGT GGTTTITTCCAGCTGGTTAAGCCTCTGCT 338
NM 007177 WS  ccccooocccocoooocoDcoooocConooococCoCDoCooCCCoOODCOCoCE Borcooooococ 870
Lol DUER ST @8l cccccccocccoccoocccoonoooccoonooooooooooooooooooot Borcooooococ 772
29462 338 GCCGICICAGCAGCTCCTGCT CARAGGEGCACTTGCAGCCGCTTGGCTICCAGCTCCTCC 358
NM 007177 &2 cccooooccccoccooocconoooocooonooocot s s es s s sttt Er e a e 811
Lol OIIUDTET TS Tl cccocococccoccccocococcrccococoooooat T 713
9462 399 ATCTICITICTIGATGAGCTGGTICCGCCGGOGETGCTCTAGGACACCCTTGCAGCTICTGG 458
HM 007177 810 fcccccococoncococcncoococooononoocoococoocoooc Brcc=ccccococooc T52
HM 001076778 712 fcccccococoncococcncoococooononoocoococoocoooc Brcc=ccccococooc 654
9462 459 CITGCTGIC-ACACCAAGGCCCCTICTGIGGTT-ATGAGCAGCTCCCGGTGGAGCTCCTG  Slé
HM 007177 W&l cccccococ Ccccccccococcocoococooors Ccccccococoncoconcocoocoooc 692
NM 001076778 €53  ......... Ccccccccococcocoococooors Ccccccococoncoconcocoocoooc 594
9462 517 GEGACTCCGANAGGCCTT-ACHNGGGETIAA-CAGCTINTIGG-CTTGATGAGCTCCGART 573
HM 007177 €91 cdfcocecccce Becccoce Eoc=ccoccoe (CI P LoccclBzccccoooooooos G.. &33
NM 001076778 593 cdlccccoocor Becccoce Eoc=ccoccoe (CINN P Loccclzcccccooccoooos G.. 535
29462 =74 TCH-CINTTTGTATTNTGGC-GGGC-ATAAGNCCC——-AATGT-TGCC 614

NM 007177 632 o BB cooe Grooclrcr ool B B oo C.... 586

NM 001076778 534 ool cCelErcccos Grooclrcr ool B B oo C.... 488

Abb 59: Sequenzabgleich Inserts des FAM107A-1,1-Vektors (2). Durchgefihrt mittels dem
Computerprogram ,blastn” (,nucleotide blast* mit der Datenbank ,Reference mRNA sequences*
(Wheeler et al., 2000), Uberpriift am 29.11.2007) nach Sequenzierung mit dem M13 Reverse-Primer.
Die Abbildung zeigte die Homologien mit den beiden Referenzsequenzen NM_007177 und
NM_001076778, des Weiteren die Abweichungen, die aber durch die Sequenzdaten mit dem T7
Promotor Primer widerlegt werden.
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28178 29 CGCCATGTACTCGGAGAT CCAGAGGEAGCGEECAGACATTGEEGGCCTGATGGCCCGGEC 118
HM 007177 EEZ cocooococoCCoCOCCOCDOCOCCODOOCOCDCOCDCOCCCDOCCCOCOCCOCODDOCODDDDDOE 615
Lol MOENTET T €% cccocccococcorooccoCooDooCoCDOOCODCCODOCCCOOOCOOOCCOODDOoDDDOCCE 517
28178 119 AGRATACAGAGAGIGGRATCCGGAGCTCATCAAGCCCRAGAAGCTGCTIGRACCCCGIGRA 178
NM 007177 @& cccocococoocorooCCoCDOCOCCODOOCOCDCOCDCCCCDOCCOCOCCOCODDOCODDDDDOE 675
B L B 0 < = i I T T T 277
28178 179 GGCCTCTCGGAGTCRACCAGGAGCTCCACCGEGAGCTGCTCATGAACCACAGRAGGGGCCT 238
HM 007177 (7' cccoccocococcorCoCooCDOCoCCODOOCOCDCOCDCOCCCDOCCCOCOCCOCODDOCODDDDOE 735
Lol MUINOTETT &% cccocccococcorcoccooooooooooooDCooDOCOCDOOCOOOCCOODOOoDDDDEOE 637
28178 239 TGEGEIGIGGACAGCARGCCAGAGCTIGCAGCGTIGICCTAGAGCACCGCCGGCGERARACCAGTT 258
NM 007177 W& cococococoocoCoCCOCDOCOCCODOOCOCDCOCDCOCCCDOCCOCOCCOCODDOCODDDDEOE 785
HM 00107TBTTE B30 ...u.niiiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnns 687
28178 295 CATCAAGRAGRAGAMGGAGGAGCTGGRAAGCCARGCGGCTGCAGTGCCCCTTTGAGCAGGSE 358
HM 007177 72T cocooococoocooCoCCOCDOCOCCODOOCOCDCOCDCOCCCDOCCCOCOCCOCODDOCODDDDDOE 855
HM 0010T6TTE G988 . .... ...ttt s s s s s s s s s s s s s snns 757
28178 359 GCIGCTGAGACGGCAGCAGAGGECTGAACCAGCTGGAARAACCACCAGAGAAGGAAGAGGA 418
NM 007177 T g1s
ol MINTETTR %8G cccocccococcorooccooooooCoDoDCODCOODOCCCDOOCOOOCCOODDOoDDDDCCE 817
28178 419 TCACGCCCCCGAGTTITATTARAGTCAGGGARARCCTGCGGAGRATTGCCACACTGRACCAG 478
NM 007177 EilT cccocccocoocoCoCCCoCDOCOCCODOOCOCDCOCODCCCCDOCCCOCOCCOCODDOCOODDDCOE 975
HM 00107T6TTE Bl8 .......... ittt s s s s s s s s s s s s s s s sss s 877
28178 479 CGAAGAGAGAGAGCTGTIAGGE 498

HM 007177 ETE& cccococococcooooooor 885

HM 001076778 878 .................... 897

Abb 60: Sequenzabgleich des Inserts des FAM107A-ORF-Vektors mittels ,blastn® (,nucleotide
blast® mit der Datenbank ,Reference mRNA sequences® (Wheeler et al., 2000), Uberprift am
26.12.2007) nach Sequenzierung mit dem mit dem Sequenz-Primer T7. Die Abbildung zeigte eine
100%ige Ubereinstimmung mit dem ORF-Bereich (NM_007177 und NM_001076778).
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8254 1 CIGCCTCAGGAAGCTTGGCTTICCCCTICCCATGEEGAAGT GCTGERAATCCACTCTITIGCCTIG 60
NM 001076778 1 &0
NM 007177 1 60
8254 61 120
NM 001076778 &1 120
HM 007177 6l 120
8254 121 180
HM 001076778 121 180
HM 007177 121 180
8294 181 240
NM 001076778 181 240
HM 007177 181 240
8294 2491 300
HM 001076778 241 300
HM 007177 241 300
8254 301 360
HM 001076778 301 360
NM 007177 301 360
8254 361 420
HM 001076778 36l 420
WM 007177 36l 420
8254 421 480
HM 001076778 421 480
HM 007177 35353 578
HM 007177 421 456
8294 481 540
HM Q01076778 481 540
HM 007177 a7a 638
8294 041l 600
HM Q01076778 G541 600
HM 007177 639 698
8294 601 660
HM 001076778 &01 660
HM 007177 699 T58
8254 661 T20
HM 001076778 661 T20
HM 007177 759 818
8254 T21 T8O
HM 001076778 721 T8O
HM 007177 819 8T8
8254 781 840
HM 001076778 T81 840
HM 007177 879 938
8254 841 Q00
HM 001076778 841 Q00
HM 007177 939 998
8294 Q01 960
HNM 001076778 901 960
NM 007177 999 1058
8294 96l 1020
HM 001076778 961 1020
NM 007177 1059 1118
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8254 1021 GARATGTGTCACCCCAGRAGGGCCTGGCTCTCCCCGREAGGCTGGGGCCCCTARGCTCCTA 1080
HHM 001076778 1021 ......ieieiiinnmernnmnssnnnnssnns dlncocccccoconooocooopooooot 1080
HM 007177 T T e e 1178
8294 1081 GGITITCCITCCAAGCACCCAGCCCTCCTIGCTCCARGAGGGATAACCTGCACCCCTCCCT 1140
HM 00107T6TTE 1081 ... .iuueertnneesanmessanssssansssanssssannssnnnnsssnnnnsssnn 1140
HM 007177 b7 oo oroooooooooooCCCoCCCCOCCOCCCCCOCOOCCOCOOCCOCOCDODOOOOODODDDDEC 1238
8294 1141 GCAAGGGGITCAGRAGCCCAGCACAGGGGCTITCTICTGGCAGRAATTGAGGAGEAAGAGETG 1200
HHM 001076778 1141 .....cieeeessnnnnsnnnnssnn Bt iiisn st e s s e s 1200
HM 007177 T B e s e 12358
8294 1201 GCCCICTGRACTTGRCAAGCCTICTGTIICTIGCCCAGGCCTTCCCACCAGGRATCTCCOGRAGG 1260
HHM 001076T7TE 1201 ... ...t uueertnnmesanmes o sansssanssssannssnnnsssnnnsssnn 1260
HM 007177 = 1358
8294 1261 CTCCCCAGGGCCCCGCTICICCGTACACCCCAGCTCCTAGGTCTCAGRAGRACTCCCCCRAC 1320
B L < T e 1320
HM 007177 L3S  cocorooooDoDCOCOCOCCCOCCOCCOCOCCOCCCOCCOCOOCCOCCOCOCCOCOCDODOOODODODDDDEC 1418
8294 1321 CIGIGGITITACCIGCAGCCAGCAGAGCTTAGCTTCAAGGACACCTGCCTTCAARAGCCAC 1380
B N I T = . 1380
HM 007177 I - T Y 1478
8294 1381 TGRAGGGEAGGAAGEGCAGGEGCAGACTGCAGATGGCCITGITGCTGECATCCCGGCCAGET 1440
HHM 001076778 1381 ......iuinir e tasmessansassaansssanssssannssnnnnsssnnnnssnn 1440
HM 007177 I = 1538
8254 1441 GGECGGGGACTAACAARGRCAGCTGTITAGGGTCTTCTCCCCTCACCCATGCTTTCATCA 1500
B L < T 1500
HM 007177 AL&3)E)  coooroDoDCoDCOCOCOCCOCCCCOOCCOCCCOCOCOOCCOCOCOCOCCOCOCDODOOOOODODDDDEC 1598
8294 1501 TCCCCTCCGCACAGCCTCCCCGICCAGGCCTITCTARCCACACCTACCCAGGGCTGCCGCER 1560
HM 00107T6TTE 1501 . ... ciene e tnnesesanmsssanssssansssanssssnnnssnnnsssnnnssssnn 1560
HM 007177 ALY oo orooooDCooDCOCOCOCCCOCCCCOCCOCCCOCOCOOCCOCOCOOCCOCOCDODOOOOODODDDDEC 1a58
31117 1561 TITCCIGCACTCAGAAGTCTGCAGCGGIGCCTICACARACTTGATTGTGCATARARATCACT 1620
B B < T - 1620
HM 007177 @)% cocorooooooDCoCoOoCOCCCOCCCCOCCOCCCOCCOCOOCCOCOCOOCCOCOCDODOOODODODDDDEC 1718
31117 1621 GGGGATCTIGTITAATACAGCTTCTAATTCARTAGATCTGGGAGATCCTGCATTICTARCE 1680
HM 001076778 1621 ......cicecerrnnnnsnnnnssnn BcooooooooroopDoDoDoCDCoDCoCDOCDODCoODo DD 1&80
HM 007177 = BcooooooooroopDoDoDoCDCoDCoCDOCDODCoODo DD 1778
31117 1681 AGCTCCCAGGTAALGGCGGAGGCTGCTGETIGTGAGGRACCATGCTGTGAGCAGCAGGGCGRAG 1740
HM 00107T6TTE 1681 . .....iuueiriineesanmessanssssaasssanssssannssnnnsssnnnsssnn 1740
HM 007177 L7 cocorooooDooDoCooCOCCOCCOCCOCCOCCCCCOCOOCCOCCOOCOCOCDODOOOOODODDDDEC 1a3sa
31117 1741 AGTGCCCAGGGCTGATATATATTGGARATATCACCCCTGARAGCCATCGCTGGCCCCCACC 1800
B N - T I - 1300
HM 007177 i)Y cocorcoooooooooCOoCCCOCCCCOCCOCCCCCOCOOCCCOCOCCOCOCOCDODOOOOODODDDDEC 1assa
31117 1801 TCCTGIGGACTGATGCCCCAGGGATTCCCACCCCACTTCTGCAACCCCAGGTATCCTTICE 1860
HHM 001076778 1801 .....cieneersnnsssanmsssanssssaanssanssssnanssnannssnnnnssnn 1860
HM 007177 1899 it ie e s s a s s aE s e a s s ra s s R s s E s 1958
31117 186l TTATCCACCCCATCCCAGRACTCCCACCCCAGGGATTGCCCGIGRAAGACTITGGCCTAGCR 1920
HHM 001076778 1861 .....cieneessnnsssanmsssanssssaanssanssssaanssnannssnnnnssnn 1520
HM 007177 I 2018
31117 1921 AATTGIGIIGGITATGIGAGTGITGIITITAATCAGAGATGTATGTGATTGCCARTCTGCA 1980
HHM 001076778 1521 .....cieieerrinnmseranmnassnnnnsssnnnnsnnnnssn T\ occoococoooooo: 1380
HM 007177 1 T\ occoococoooooo: 2078
31117 1981 TTIICITRACCAGIGIGACCACACTGITACGATGCAATTICTAGCCARRRRARARARARARNN 2040
HHM 001076TTE 1581 ......iuieiiiineertanmessanssssnnsssanssssannssnnnnassnnnnss RER 2040
HM 007177 1 RR 2138
31117 2041 NHNNNNNNMNWNITTITITITITITACTITITCCIAGICTTIATGGARRGCARATATACARTG 2100
HM 001076778 2041 ARRRBARAR-—........00a-- =cporooooDoDCOOCDCDCoDODCOCCOCODCOCCCOCOCDCODCOCEC 20597
HM 007177 2139 ARRLBARR - — . . ... aeaaa =cporooooDoDCOOCDCDCoDODCOCCOCODCOCCCOCOCDCODCOCEC 2155
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31117

NM 001076778

NM Q07177

31117

NM 001076778

NM Q07177

31117

NM 001076778

NM 007177

31117

NM 001076778

NM 007177

31117

NM 001076778

NM Q07177

31117

NM 001076778

NM Q07177

31117

NM 001076778

NM 007177

31117

NM 001076778

NM 007177

31117

NM 001076778

NM Q07177

31117
NM 001076778
HM Q07177

31117
HM 001076778
HM 007177

31117
MM 001076778
HM 007177

31117
HM 001076778
HM 007177

31117
NM 00107a778
HM Q07177

31117
NM Q0107&778
HM Q07177

31117

NM Q0107&778
HM 007177
31117

HM 001076778
MM 007177

31117

NM 001076778

NM 007177

ATTTTCAGTAGGCTTCTGGAATAGAAACAGTGGTTTGARGACCCCACTGCCACCTTTATG
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2160
2157
2255

2220
2217
2315

2280
2277
2375

2340
2337
2435

2400
2397
2485

2460
2457
2555

2520
2517
2615

2580
2577
2675

2640
2637



Anhang E, Sequenzen

31117 3180 TCCCIGGGCCTCITCITCCTACCTITIGATTGAGGGTGTGATGCCTGGAGCCACAGCAGCCA 3239
o N L < e B 3236
HM Q07177 SATdS ccocococoCoCoDOOOCDoCCOCCCOCOCDCOCDCOODCOCCCCCOCCSCCOCOCODCODDDOCDOECDE 3334
31117 3240 CITTIGCTACCATGACRARRAGGCCAAGAGARTCACAGAGTCATTGACCCTATCATTATTT 3299
Lol MOANTETTE 8837 cccccocoocoooocooococcocoooooDooDoDoCDOoOCCoOCOOODODDDOODDEDE 3296
HM 007177 S8 ccocococoooDODOOCDoCCOCCCOCOCDCOCDCOODCOCCCCOCOCCSCCOCOCODCODDDOCDOCCDE 3394
31117 3300 CACCAAGCCAATACCAGCCGCCATCCIICTCCAGAATTICTTGTAAATAAAATALRTCCCT 3359
Lol MEANTETE 8287 cccccocoocoooocooococcoooCoOoDOODoDOCOOOOCSCoOOODODDDOODDEDE 3356
HM 007177 SIS cccococooopDoooCoDoCCOCCOCOCODCOCDCOODOOCOCCCOCOCCSCCOCOCODCODDDOCDOCCDE 3454
31117 3360 CITIGITT 3367

HM 001076778 3357 ........ 3364

MM 007177 3453 ... 3462

Abb 61: Sequenzabgleich des Inserts des FAM107A-Vollldnge-Vektors mittels ,blastn”
(,nucleotide blast” mit der Datenbank ,Reference mRNA sequences® (Wheeler et al., 2000), Gberprift
am 16.01.2008) Die Abbildung zeigt die Homologien mit den beiden Referenzsequenzen NM 007177
und NM 001076778 und die Basenpaarpositionen einzelner Nukleotidaustausche. Das Insert wurde
in mehreren Abschnitten sequenziert unter Verwendung folgender Primer: Primer pcDNA3.1-797+,
Primer FAM107A-615+, Primer FAM107A-1222-, Primer FAM107A-2008-, Primer FAM107A-2880-,
Primer pcDNAS3.1-zeo-1275- (Tab C8.7, S.151).
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6466 144 CIGCCTICAGGAAGCTTGGCTICCCCICCCATGEGGAAGTGCTGGRATCCACTICTIGCCTIG 203
o L < &0
HM 007177 i, = coCoDooCOCOCCOCDCCOCODCOCCCODOCCCCCOCCOCODCCOCOCCCCOOCCCOCOCCDDDDCE &0
6468 204 RACCCTICCCATARGARACAAGGGARATTCCTITACGIGAGCCGCCTIGCTCAGARCARAGT 263
Ll MUANTETHE @l sccocooococooocoooccoooocoCDOCCCD0OOCOOO00OCOCDOCOCD0C0C000DCDDOE 120
NM 007177 @l  ccococooocoroccoCODCCOCODODCCODOCCCOCOCCOCOCCOCOCCCCOOOCOOOOCDDDDET 120
6466 264 TIGGCGIGITICITATTICCTICATCAATCTGACAAAATGGGTATTTATITGIGCCTCTCRARA 323
Lol MUAMTETHE k2l ccccocoococccoococooocccoooccoCDOCOCDOOCOOO0OCOCDOCOCD0C0C00OD0DDOE 180
NM 007177 il  crocooooorCoccoCODCCOCODODCCODCCCCOCOCCOCOCCOCOCCCCOOOCOCOO0CDDDDEE 180
6466 324 GCGIGIGGCTTGGACATGATGTITCCGCATCGTGGAAGTGGCCGTGCACCAAGTGGAATAT 383
Lol MUAOTETHE il scccococcccoocccoccccoooccoooooocDOOCOoOOCOCDOCOCDOCOCo0ODDDDOE 240
HM 007177 aliil cccooocoroccoocoococoooCCODCCCCOCOCCOCODCCOCOCCCCOOOCOCOCCDDDDCE 240
6466 384 CTIGTTACTATAGTAACAGTTCCTITTITATTGATACCAGAATARACAGGARTGCARAGGCT 443
Lol MOIOTETHE 258l ccccocooccccoocccoccccoooccooDoCOCDOOCOOOOCOCDOCOCDOCOCo0ODCDDOE 300
HM 007177 26Ul crocooooorCoccoCODCCOCODCODCCODOCCCOCOCCOCODCCOCOCCOCOOOCOCOOOCDDDDCE 300
6466 444 GTCTCACTTGTITGGCACATTTCAGCAGCCTCCGTTCCCAGAGGTTTAAGRACCGCCCTCT 503
Lol MOIOTETE il cccccoccccoocccoccccocaccocoocccooccooode®o|lccccoccccooncooors 360
HM 007177 il cccoococorcoccocooccocooocoonoocoooocooooedbl®o/iccoooccocococcnoonee 360
6466 904 AGAGGCAGCCCTCCITGCTAGICTIGGGACTICCCGGTGEAGTGAGGAACCCAGCARCACE 563
HM Q001076778 3Bl .uucsrenestanenssnassasassanassananssaansnannsnanansntansns 420
WM 007177 1 420
6466 o84 CICCTIGACTICCCTTCCCAAGGACTCGACCTGAGAACCGCCATGTACTCGGAGATCCAGR 623
N - . 480
WM 007177 2. 456
WM 007177 1 T oT8
6466 624 GGGAGCGGECAGACATTGGEGGCCTGATGGCCCGGCCAGRATACAGAGRAGTGEAATCCGE 683
Lol MMIDTETTH @8l cococcococccocorcocooooccrccoooDoDoDCOCOCDCODCODODDCOCDCE oo DD DODEC 540
NM 007177 SWE cocooorcocoocooCoCCCOCOCOCOCODCCDCCCCOCOOCOCOCOCOCOCCCCOCOCDODDEDDDCE 638
6466 684 AGCTCATCAAGCCCAAGRAGCTGCTGRAACCCCGIGARNGCCICTCGGAGTCACCAGGGRAG 743
HM 00107TETTE 541 .....ciierriiimnnnrsssnnnnssnnnnnnssns Brcococoroconoooooot Spc S5
NM 007177 (#8)8) ccccooococooooonoooooCoDooooCCODoDOoODOE ®rooccooocooooooocooot -.. &87
6466 744 CICCCCCGGEGEAGCTIGCICATGAACCACAGRARAGGGECCCTTIGEEGETIGEA 794

NM 001076778 600 ....RA..... R —raneans =pocodls=ccon @RS

HM 007177 EEH cocofdcoooc =pcocoooorooocooooCooDoor =ccocor =ccoocllc=pcoc  HEE

Abb 62,A: Sequenzabgleich des Inserts des FAM107A-1,1-IRES-EGFP-Vektors. Erlauterung siehe
Abb 62,B.

168



Anhang E, Sequenzen

2731 116 AGGTGGGAACATCACAGACGICCCAGGGCCTGGGGCCCAGGGCTGCCAGGTACAGARGGG 175
Lol MINWEERTE  aTildl, cocococccopoocoooooocooCOCoCOCODOCCOCODOCCDDOOCOCOODOCCODODEDDDDE 952
NM 007177 alalll®) cccccoooccopooooocoooCCOCDCCOCCODOCOCOCCOCOCOCODOCCOCODOCCODEDCDDE 1050
2731 1786 CTGAAGGRAGGCTGTCCAGGCCAGGGTGGGCAGTGGCCTGAGCCCGGCAGCTGGCCCTACE 235
Lol MIAWEETE @84l cocococcopoccoocooocoocoooCoOoDoDCoOCODOCOCODDoOOCOCoODDOCCoODODoDDoDDE 892
HM 007177 afle¥s) crococooocopDooCCoCOCSOCOCOCCOCDCCOCCODOCOCOCCOCCOCODOCCOCCDOCCODEDCEDDE 940
2731 236 GCICTICICTCTTCGCTGGTICAGT GTGGCAATTICTCCGCAGGTTTTCCCTGACTTTARTAR 2585
Lial MUpWEETTE  G¥#8l cocooccopoccooocooocoocoooCoOoDoCCOCODOCCDDOOCOCOODOOCCoODODoDDDDE 832
HNM 007177 %) cccocooooopDooCCoOCSOCOCOCCOCDCCOCCODOCOCOCCOCOCOCODCOCCOCODOCCODEDCDDE 930
2731 2986 ACTCGEGGGCETGATCCTICTICCTICTCTGGIGGTITITTCCAGCTGGTITCAGCCTCTGCT 355
Lol MAWEETE (88l cocococcopoccoocooccoococoooDooCooCOoODoOCoDDoODCOoDDOOCODODoDDDDE 772
HM 007177 )  crococoooooDOooCCoCOCOCOCOCCOCDCCOCCODOCOCOCCOCCOCODCOCCOCOOOCCODEDCDDE 870
2731 356 GCCGICTCAGCAGCTCCTGCT CARAGGGGCACTGCAGCCGCTTGGCTTCCAGCTCCTCCT 415
NM 0010768778 771 S S S T P T TS T e " ] b
HM 007177 (B2 cccocoooccopoocooocooocooooooCooDoOCOCOCDOOCODOCCODODoOCoODEDEDDE 810
2731 416 TCITCITICTTGATGAGCTGGITCCGCCGECGEIGCTCTAGGACACGCTGCAGCTCTGGCT 475
Lol MIAWFETE Tl cocoocccopoocoocooocoocoCoCODoODCOCOODOCCDDEOCDOODOCCoODODoDDDDE 652
HM 007177 BT oooTTooDToToooDODoTTOODTo DD DT 750
2731 476 TGCTGICCACACCARGGCCCCTITCTGTGGTTCATGAGCAGCTCCCGETGEAGCTCCTGET 535
Lol MIAIWEETE (@28 cocooccopoccoocooccoococoCooDoDCoOCOODoOCODDoODCODoDDOOCoDDODoDDDDE 582
HM 007177 T2  cococoooooDooCCoOCOCOCOCCOCDCCOCCDOCOCOCCOCCOCODCOCCOCDODOCCODEDCDDE 690
2731 536 GRCTCCGAGAGGCCTTCACGGGGTTCAGCAGCTTCTTGGGCTTGATGAGCTCCGGATTCC 5585
Lial MUBOFETTE  S28l cocooccopoocoocooocoCOCCCOCODOCCOCOOOCCDDOOCOCOOOCOCCOODODoDDDDE 532
HM 007177 (3 cccococccccoooocoocooccooooooooDoooooCoDoOCODDoDCDDODOCoDDoEDEDDE 630
2731 536 GACTCCGAGAGGCCTTCACGGEGTTCAGCAGCTTICTIGGGCTIGATGAGCTCCGGATTCC 585
Lol MIORWOTAETTE &2l cccocoocccocooccooooocoooDooooooDDoooOCDODDOCoCoDDDDOOCDDOOoDDDDE 532
HM 007177 (52 cccocoocccocoooccooDooCooCoCODDoCCoOCODDOCOCOCCOOOCOCOCODOCOCOCOCODCEOODDE 630
2731 596 ACTCICTIGIATICTGGCCGEGCCATCAGGCCCCCARTGTCTGCCCGCTCCCICTGGATCT 655
ol IRWPETTE &84l cccocococccocococcooooocoooooooooDDoooOCDODDooCoDDODDOOoDDOOoDDoDDE 472
NM 007177 (%) cccococoooccocoCoOCCCODOCCOCOCODDCCCCOCODDOCOCCCOOOCCCOCOOCCCOCDDCEDDODDE STO
2731 656 CCGAGTACATGGCGETITCT CAGGTCGAGTCCTTGGGGAAGGGRAARGTCANGAGCGTGTIG 715
Lol MIWMTELTE ©%il  cccocococccocooccopoocooopoooooopoooc =ccccocooc =ccccoBooccopoooe 414
NM 007177 B2 cccocoocccocooc 555
NM 007177 %% === copcocoooooocooooc Scocooococ =cccooc Beccocooooc 414
2731 Tle CIGGGTTCCICACTCCACCGGGAAGTCCCAGACTAGCAAGGANGGC 7ol

Lol MRWOTETE  ¢¥l&8)  cccccocccoccocccoooocoopoooooopooooooooocnc G... 368

NM 007177 ¢¥ld8) ccoccocccocococcooooocoooDooCoCoCoCoDDoCoEoOCoODOOCEC G... 368

Abb 62,B: Sequenzabgleich des Inserts des FAM107A-1,1-IRES-EGFP-Vektors mittels ,blastn”
(»nucleotide blast‘ mit der Datenbank ,Reference mRNA sequences® (Wheeler et al., 2000), Gberprift
am 29.12.2007). Die Abbildung zeigt die Ubereinstimmung mit den entsprechenden Bereichen der
beiden Referenzsequenzen NM_007177 und NM_001076778. Insertsequenz nach Sequenzierung A:
mit dem Primer pcDNA3.1-797+ (Tab (8.7, S.151); B: mit dem reversen Primer
pcDNA3.1Zeo(+)IRES-GFP-1119- (Tab (8.7, S.151). Wie bei dem Vektor PCDNA3.1ZEO(+)-
FAM107A-1,1 wurde auch in dieser Sequenz bei Basenpaarposition 341 (NM_001076778,
NM_007177) ein Nukleotidaustausch von G nach A festgestellt. Weitere Abweichungen beruhten auf
einer schlechten Qualitadt der Sequenzdaten und wurden in den Chromatogrammen (ab1-Daten) nicht
bestétigt. Die Sequenzierung in der Gegenrichtung bestatigte dies. In diesem Abgleich wird nicht die
Sequenz des Vektorgrundgeriistes gezeigt, von der ein Sequenzbereich von 82bp 5' vor dem Insert
von der Sequenzierung erfasst wurde und die Insertion in der 5'—>3'-Richtung bewies.
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17343 125 CGCCATGTACTCGGAGATCCAGAGGGAGCGEGCAGACATTGGEGGCCTGATGGCCCGGCC 184
HM 007177 B cocococooocooCOCCOCODCOCCOCODOCCOCODCOCOCOCOOCOCCOCOOCCCOCOOOCDDDDE 615
ol MIWTETTE %6 ccccocooccococooocopoocoooponooooDooCoooDoOoODODoOoODODCDDDDE 517
17343 185 AGRARTACAGRGAGTGGRATCCGGAGCTCATCAAGCCCRAAGRAGCTGCTGRACCCCGTGRAL 244
NM 007177 (M ccccocoooccococooocoDooCOCODoCCOCODoCDCOCOOCOCCOCOOCOCCOCOOOCDDDDE 675
Lol MWTEYTE  ®IM8 ccccocooccococooccopooocooopooooooDooooooDooooDODoooODODCDDDDE s5TT
17343 245 GGCCICICGGAGICRCCAGGAGCTCCACCGGGAGCTGCTCATGAACCACAGAAGGGGCCT 304
HM 007177 (@@ ccccocooccoocoooCOoDoCCOCODOCCOCODCOOCOCOOCOCCOCOOCCCOCOOOCDDDDE T35
Lial MIpWTETTE W8 ccccocoocccocooocopoooooopooooooDooCoooDoooODODo oo ODODCDDDDE 637
17343 305 TGGIGIGGACAGCARGCCAGAGCTGCAGCGTGTCCTAGAGCACCGCCGGCGGARCCAGCT 3So4
HM 007177 T&@® cocccocoooccoocooCoCODoCCOCODOCCOCODCCOCOCOOCOCOCOCOOOCOCODODCDDDDE 795
Lial MIpWTETTE @6 ccccocooccoocooocopooocoooDooooCoDoCCOCOODoOoODODo oo ODODCDDDDE 697
17343 365 CATCARGRAGRAGARGEAGGAGCTGGAAGCCAAGCGGCTGCAGTIGCCCCTITGAGCAGGR 424
NM 007177 TWeff cocccocooocoocoooCODoCCOCODODCOCODCOCOCOOCOCCOCOOCOCCOCOOOCDDDDE 855
Lol MIWTEYTE (@2 ccccocooccoocooocopoooooopooooooDooCOCDoDoOoODODoOoODODCDDDDE 757
17343 425 GCIGCTGRAGRCGGCRAGCAGAGECTGAACCAGCTGGRAARARCCACCAGAGRAGGRAAGRGEA 484
NM 007177 (& ccccococccococooocopoocoooDoDCOCODoDCODOODCOOCoODOODCOOCDDODCDDDDE 815
Lol MWTEYTE  T@E ccccocoocccocooccopoocooopooooooDooooooDooooDODoooODODCDDDDE 817
17343 485 TCACGCCCCCGAGITIATTARAAGTCAGGGARALCCTGCGGAGRATTGCCACACTGACCAG 544
HM 007177 B ccccocococcococoooCooDoDCOCODoCCOCODCoCOCOCOOCOCCOCOOCOCCOCOOCDDDDE a75
Lial MIpWTETTE i ccccocoocccocooccopoocooopooooooDooCoCDoDoOoODODoOoODODCDDDDE BTT
17343 545 CGRAAGAGAGAGAGCTGIAGG 564

HM 007177 S cccocococccoooooooooe 995

e RN T G968 cccoccocccoccoocooooe 897

6004 82 CCTACAGCTCTCTICTCTTCGCTGGTCAGTGTGGCAATTCTCCGCAGGTTITTCCCTGRACTT 151

HM 007177 25 cocoocococoooooocoooDCODCCCDCCODCOCCCODCODCCCCSCODCODEOCODCODDEE 936

Ll WOpOTETHE  68% ccoccccccccoocccocococococoocoooooooooocoooDoDoDoDEDoDEDEDET 838
6004 152 TARTARACTCGGGGGCGIGATCCICTITCCTICTCTIGEIGEITITICCAGCTIGGITCAGCC 211

HM 007177 £8% cocopoooocoDCODOCCOOCDCODCCCODCCOCOCOCCCODCCODCCCOCCODCODEDDDCDDEDE 2876

L] WIBOTETTE 3% ccococcocoooooococococococoocooooooooooooooODODODODODEDoDEDE DD TT8
6004 212 TCTGCTGCCGICTCAGCAGCTCCTGCTCARAGGGGCACTGCAGCCGCTTGGCTTCCAGCT 271

HM 007177 @7® cocoocococooooooccooooCooDoCCoDCCODCOCOCCCODCODCCCOCCODCODDODCODCODDE 816

Ll WOBOTETTE 9% ccococcccccooococococoooooocoooooooooooooCooDODODoDoDEDEDEDEDET 718
6004 272 CCTCCTTCTTCTITCTITGATGAGCTGGTTCCGCCGGCGGTGCTCTAGGRACACGCTGCAGCT 331

HM 007177 [fil® cocoooooocooooooCooCODCODOCCDCCOCOCOCCCODCODCCCOCCODCODEDDDCDDEDE 756

Elal MIBNETTE  TlW  cccocopoooocoocooococooooooCoDCODOCCOCCDCOODOCODCOODEOEDoDDDDE 658
6004 332 CIGGCTTGCTGICCACACCAAGGCCCCTITCTGTGGTTCATGAGCAGCTCCCGGTGERAGCT 381

HM 007177 788 cocopooooCCoDCODOCCOOCDCODCCCDCCOCOCOCCCODCODECCO0CODCODED0DCDDEDE 636

L] WIBOTETTE GEE% ccococococooooocococococococoDCooOCOCOCCoCCOCODCOOCODDDODEDoDEDEDEE 598
6004 382 CCTIGGTGACTCCGRAGAGGCCTTCACGGGGTTCAGCAGCTTCTTGGGCTTGATGAGCTCCG 451

HM 007177 (28 cocoooococoooooocooODCODECCDCCODCOCCCCODCODCCCCSCODCODEOCODCODDEE 636

Ll WOpOTETHS ©8% ccoccccccccoccocococoooooocoocooooooooooocoooDoDoDoDoDoDEDEDET 538
6004 452 GATICCACTCICIGIATICTIGGCCGGGCCATCAGGCCCCCAATGICTGCCCGCTCCCICT 511

HM 007177 (38 cocopoooocoDCODOCCOOCDCODCCCDCCOCOCOCCCODCODCCCOCCDCODEDDDCDDEDE o276

L] WIBOTETTE &% ccococcococoooococococococoocooooooooooooOCoODODODODODEDo Do Do DD 478
6004 512 GGATCTCCGAGTACATGGCG 531

HM 007177 EYE ccococoocoooooococococ 556

HM D01076778 477 ...vvvcnnnnnsmnmnnna 458

Abb 63: Sequenzabgleich des Inserts des FAM107A-ORF-IRES-EGFP-Vektors mittels ,blastn”
(»nucleotide blast® mit der Datenbank ,Reference mRNA sequences® (Wheeler et al., 2000), tberprift
am 30.12.2007). Die Abbildung zeigt eine 100%ige Ubereinstimmung mit den ORF-Bereichen der
beiden Referenzsequenzen NM_007177 und NM_001076778. A: mit dem Primer pcDNAS.1-797+
(Tab C8.7, S.151) sequenziert, B: mit dem reversen Primer pcDNA3.1Zeo(+)IRES-GFP-1119 (Tab
C8.7, S.151) sequenziert.
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13336 a7 CGCCATGTACTCGGAGAT CCAGRAGGGAGCGGGCAGACATTGGGGGCCTGATGGCCCGGCC 156
HM 007177 §8® ccoccorococooDCOCCCOCOCOCDCOCODCOCOCCCCOCOCOCCOCCCCCODCODCOCODDODCOE 615
i L I = 3+ 517
13336 157 AGRATACAGRAGAGTGGAATCCGGAGCTCATCAAGCCCRAAGRAGCTGCTGRACCCCGTIGRA 216
HM 007177 (@3 ccoccoccocoooooCCCoCODOCDCOCODCOCOCOCCCOCOCOCCOCCCOCCODCODCOCODDODCOE &8T5
HM 001076778 D18  wuuiinnnnmmsssssssss st saassnasaannsssssssssssssssnnnnnnns 2T7
13336 217 GGCCICTICGGAGTCACCAGGAGCTCCACCGGGAGCTGCTCATGARCCACAGAAGGGECCT 276
HM 007177 (§7@ ccoccoccocoooooCcoCcoDoDCoODCOCOCOCCCOCOCOCCOCCCOCCODCODCOCODODODCOL 735
o L 0 e = o 637
13336 277 TIGGIGIGGEACAGCARGCCAGAGCIGCAGCGIGICCTAGAGCACCGOCGGCGEARACCAGTT 336
HM 007177 = 795
HM 00107TETTE B3B8 ...t iiiiimnn sttt sttt a s asamm s s s s ssss st snnnnnnnn 697
13336 337 CATCAAGRAGAAGARGGAGGAGCTGGAAGCCAAGCGGCTGCAGTGCCCCTTTGAGCAGEA 396
HM 007177 723 ccoccoccocoooooCCcCoCODOCDCOCODCOCOCCCCOCOCOCCOCCCOCCODCODCOCODODODCOL 855
L I = . 757
13336 397 GCTGCIGAGRCGGCAGCAGAGGCTGAACCAGCTGGAARARCCACCAGAGRAGGAAGGAGE 456
HM 007177 (5% ccoccocococococcooocooocooooocoooooooooooDoDCDDCoOCoDoEDDEDOE =cco  SALE
HM 001076778 7908  cuiiiinnnmmsssssssss st saassnnnsannsssssssssssssssnnnn -... 8le
13336 457 ATICACGCC 464

HM 007177 915 ........ Q22

NM 001076778 817 ........ 824

Abb 64: Sequenzabgleich des Insertsequenzabschnittes in genomischer DNA von HO08 mit
~olastn” (,nucleotide blast“ mit der Datenbank ,Reference mRNA sequences” (Wheeler et al., 2000),
Uberprift am 30.12.2007): Die Sequenzierung erfolgte mit dem Primer pcDNA3.1-797+ (Tab C8.7,
S.151).

20556 101 CGCCATGIACTCGGAGATCCAGAGGGAGCGGECAGACATTIGEEEECCTGATGECCCGECC 160
WM 007177 §E@ coooooooCoCCOCODCCOCODCOOCCODOCCCOCOCCOCDCOCOCDOCOC000C0000CDDoDDCT 615
HM 0010T76TTE 458 ...ttt ittt ittt sssssssnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnssssss 517
20556 lel AGRATACAGAGAGTGGAATCCGGAGCTCATCAAGCCCAAGAAGCTGCTGRACCCCGTGRA 220
WM 007177 @LT ccocooocoroccoCoDCOCOCODODCCODOCCOCOCCOCODCOCOCOOCOCD00C0000CDDoDDCT 675
B L < - T 2 37T
20556 221 GGCCICTCGGAGTCACCAGGAGCTCCACCGGEAGCTGCTCATGARCCACAGRAGGGGCCT 280
WM 007177 (§7® ccoooocorCoccoCoDCCOCODOOCCODOCCCOCOCCOCOCCOCOCCOCOOOCO000CDDoDDCC T35
B L < - 2 637
20556 281 TGGEIGIGGACAGCAAGCCAGAGCTGCAGCGIGICCTAGAGCACCECCEGECGGAACCAGCT 340
WM 007177 TW&T cooooocorCoccoCoDCOCOCODODCCODOCCCCOCCOCOCCOCOCCCOCDOOCO000CDDoDDET 785
HM 0010T76TTE G380 ...ttt nnsssssssssnsnsnsnnannnnnnnnnnnnnnnssssss 697
205586 341 CATCAAGRAGAAGAAGGAGGAGCTGGAAGCCARGCGGCTGCAGTGCCCCTTTIGAGCAGER 400
NM 007177 72T cooooooorCoccoOCODCCOCODODCCODOCCCOCOCCOCOCCOCOCOCCCOOOCOoO00CDDoDDCT 855
Ll MUAOTETHE @B ccccocoococooccoccccoooccooDoCOCDOOCOOOOCOCDOCOCDOC0C0ODCDDOE TE7
205586 401 GCIGCIGRGACGGCAGCAGAGGCTGAACCAGCTGGAARARRCCACCAGAGRAGGAAGAGER 460
NM 007177 (B cccoococcococcocooccocooooooooocoooODCODoDOCOCDOCOCDOOCOoO0CDDDDGE 915
Ll MUAOTETHE  TE6E cccocoococoococooocccoooccooDOCOCDOOCOOO0OCOCDOCOCDOC0C00ODDDDOE 817
205586 46l TCRCGCCCCCGAGITTATTAAAGTCAGGGARARCCTGCGGAGRATTGCCACACTGACCAG 520
NM 007177 Bl ccococooooorCoccoOCODCCOCODODCCODOCCCOCOCCOCOCCOCOCOCCCOOOCO000CDDoDDCT aTs
Lol MUAOTETHE G ccccocooocccooccoccccoooccooDoCOCDOOCOOOOCOCDOCOCDOC0C0OD0DDOE BTT
205586 521 CGRAGAGRGAGAGCTGTAGG 540

NM 007177 e 9395

HM 001076778 BTE .......ccciiinnnnnnn g97

Abb 65: Sequenzabgleich eines Sequenzabschnittes genomischer DNA von HO11 mit ,blastn”
(,nuclectide blast* mit der Datenbank ,Reference mRNA sequences” (Wheeler et al., 2000) lberpriift
am 30.12.2007). Die Sequenzierung erfolgte mit dem Primer pcDNA3.1-797+ (Tab C8.7, S.151).
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11540 107 CGCCATGTACTCGGAGATCCAGAGGGAGCGGGCAGACATTGGGGGCCTGATGGCCCGGCC 166
NM 007177 E5(® oCcococoocoooooOCODDCOCOCCOODDCOCCCDOCCCOCDCCOCCOCDCCOCCOOOCODDODCDDE 6l5
Lol (Tt alsl 6% coccoccccoocoooooccooooccooooDooOoCoCoCODCoOOCOOOCCCODCODODODoDDCCC 517
11540 167 AGRATACAGAGAGIGGAATCCGGAGCTCATCRAGCCCARGRAGCTGCTIGRAACCCCGTIGRAR 226
NM 007177 (#® cccccococoooocococoooococooboocooDODoCCoCDOCCCOCDCCOOCODCOODDCDCDODE &75
Lol MR GETTH Bl cocccccooooccoooocoocooooooCooOOCOODOOCCODOOCCCDDEOCODDOEDCDDDDE 377
11540 227 GGCCTCTCGGAGTCACCAGGAGCTCCACCGGGAGCTGCTCATGARCCACAGARGGEECCT 286
MM 007177 (22 cccccocooooooooCoCDCODCODOCCOCCCOOCODCCOCCCCCOOCCODCODCOCOEOODODEDDE 735
Lol MORETTH BT cocccccooccccoobccccoocoooooocooboocoobooocooDDooooDDEE oo oDE T 637
11540 287 TGGEIGIGGACAGCAAGCCAGAGCTGCAGCGTGTCCIAGAGCACCGCCGGCGGRAACCAGCT 346
NM 007177 T&% oCcococoDocooCOOOCOCDDCOOCCOODDCCCCDOCCCOCDCCOCCCODCCOCDCODOCODDDDCDDE 795
Ll MUt es) 86 coccoccccoocooooccocoooccooooooooCoCODCoOOCODOCCCODCODODODoDDCCC 697
11540 347 CATCAAGARGAMGARAGGLGGAGCTGGARGCCAAGCGGCTGCAGTGCCCCTTTGAGCAGGA 406
MM 007177 TEEF ccocccooooDooDoCOCCoCCODCODCOCCOCCCOOCODCCOCCCCCOOCODCODOCOEOODoDEDDE 855
Lol MOIORETTE  GEM  cocccccooooccooobocooooDCCOCDCOOOCOODOOCCODOOCSODDOOCODDOEDCDDCDE 727
11540 407 GCTGCTGRAGRCGGCAGCAGAGGCTGAACCAGCTGGRAARRCCACCAGRAGRAGGLAGRAGGE 466
NM 007177 (% occcccoocoooooocooooocoooooCCoCoDODoCoCOoCDCOOCOCOCODCCOCDCOOOCODDODCODDE 915
Lol (it als) T8 coccoccccoocooooccococcooooooooooooDooooDoooDoDoODODoDoD D C 817
11540 467 TCACGCCCCCGAGITTATTARAGTCAGGGARMLCCTGCGGAGAATTGCCACACTGRACCAG 526
NM 007177 CHl(3 cccccococoooocoocooooocCoDDoDCCCCDODCCCOCDCCCCOCDCCOOCODCOODDCDCDDE 475
Lol M ETTs @I cocccccoococcoooocoocooocooooooCoODDoOCCODODODCCCOODOOCOCDDOoDCODDCDDE 877
11540 527 CGRAGAGAGRGAGCTGTAGG 546

NM 007177 E%W® occcoococcoopoocooooe 295

KM 001076778 878 ...........c.c.ccccnn.n 8a7

Abb 66: Sequenzabgleich eines Sequenzabschnittes genomischer DNA von R012 mit ,blastn”
(,nucleotide blast* mit der Datenbank ,Reference mRNA sequences” (Wheeler et al., 2000), Uberprift
am 30.12.2007). Die Sequenzierung erfolgte mit dem Primer pcDNA3.1-797+ (Tab C8.7, S.151).
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GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTIG
TGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTT
AGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCAT
TAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTC
AATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTITCCATTIGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTA
CATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGG
ACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTT
TGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAAC
AACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTT
ACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGT
CCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCGAATTCGCCCTTGGGTCGACATCCGCCCCTCTCCCTceccecccececcta
acgttactggccgaagccgcttggaataaggccggtgtgegtttgtctatatgttattttccaccatattgececgtcttttggcaatgtgaggge
ccggaaacctggccecctgtcecttcecttgacgagcattcctaggggtcectttccecctectecgeccaaaggaatgcaaggtectgttgaatgtecgtgaaggaa
gcagttcctctggaagcttcttgaagacaaacaacgtctgtagcgaccctttgcaggcagecggaacceccccacctggecgacaggtgectetgeg
gccaaaagccacgtgtataagatacacctgcaaaggcggcacaaccccagtgccacgttgtgagttggatagttgtggaaagagtcaaatgget
ctcctcaagcgtattcaacaaggggctgaaggatgcccagaaggtaccccattgtatgggatctgatctggggectcggtacacatgetttaca
tgtgtttagtcgaggttaaaaaaacgtctaggcccceccgaaccacggggacgtggttttecctttgaaaaacacgatgataaTATGGCCACAAcCC
-gtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggt cgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagecgtgtceg
gcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagectgececgtgecctggeccaccctegtgac
caccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtcecgecatgeccgaaggectacgte
caggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggecgacaccctggtgaaccgecatcgage
tgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaa
gcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagectcgeccgaccactaccagcagaacacccce
atcggcgacggccccgtgectgectgecccgacaaccactacctgagcacccagteccgecctgagcaaagaccccaacgagaagcgecgatcacatgg
tcctgctggagttcgtgaccgecgecgggatcactcet cggcatggacgagctgtacaag-GCGGCCGCCCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTA
AACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTIGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACT
CCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTICTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCA
AGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGG
GTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCC
GCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCATCCCTTTAGGGTTCCGATTTA
GTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTITTCGCCCTTTGAC
GTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATT
TTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGG
AAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGC
AGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTICC
GCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAG
GCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCG
GCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGCGCGACG
TCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGACGTGAC
CCTGTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTGCCGGACAACACCCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGACGAGCTGTACGCCGAGTGG
TCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGGGGCGGGAGTTCGCCCTGCGCG
ACCCGGCCGGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTGCTACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTT
GGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTIGTTTATT
GCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAAC
TCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGARATTGTTA
TCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTIG
CGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTIGGGC
GCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATC
CACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTC
CATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTC
CCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTICGGGAAGCGTGGCGCTTTC
TCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGC
GCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGA
GGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCC
AGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTITTGTTTGCAAGCAGCAGATTACG
CGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTITCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCA
TGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGA
CAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACT
ACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGC
CAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTIGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTIC
GCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCC
CAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCG
CAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTICTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTICTGTGACTGGTGAGTACTCAAC
CAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAA
GTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCA
ACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACG
GAAATGTTGAATACTCATACTCTICCTITTTTCAATATTATTGAAGCATTITATCAGGGTTATTIGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATT
TAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC

Abb 67: Sequenz des Vektors pcDNA3.1Zeo(+)IRES-EGFP, Lange: 6358bp, (Bardenheuer,
Universitatsklinikum Essen). Die gelb markierte Sequenz zeigt die IRES-Sequenz, die tlirkis markierte
die EGFP-0ORF-Sequenz mit rot markiertem Start- und Stop-Codon.
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