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1 EINLEITUNG

Komplexe Organismen unterscheiden sich von den primitiven Einzellern insbesondere
dadurch, dal} ihre zahlreichen Zelltypen zu einer Gbergeordneten Organisationsform zusam-
mengefalit und durch sie koordiniert werden. Erst durch regulierende Kommunikationssy-
steme und effektive Kontrollmechanismen ist die Aufrechterhaltung der physiologischen
Zellfunktionen und somit ein Uberleben des Organismus in seiner Gesamtheit moglich. Kon-
trollen Uber die Zellvermehrung sind von essentieller Bedeutung fur seine Integritat. Zell-
schaden, insbesondere Schéden der DNA, missen vor ihrer Replikation erkannt und ihre
Reparatur initiiert werden. Hierzu dienen die sogenannten ,,Checkpoints®, die Kontrollpunk-
te in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus. Durch sie soll die weitere Proliferation von
Zellen mit hochgradig instabilen Genomen unterbunden werden (Hartwell und Kastan
1994). ,,Checkpoints® (interne Signaltransduktionssysteme) kénnen eine Vielzahl von
zelluldren Antworten einleiten, darunter auch den programmierten Zelltod (Apoptose). Ein
Scheitern der Zellarretierung infolge eines Defektes in der Kontrollstelle des Zellzyklus
kann zu einer atypischen Zellproliferation - einer Differenzierungsstérung - fihren.

Ein Verlust des Kontrollmechanismus begunstigt die Karzinogenese, da Dysplasien und aty-
pische Hyperplasien als morphologische Vorlauferladsionen von Malignomen gelten
(Dysplasie-Karzinom-Sequenz; Bdcker et al. 1997). Der Prozel3 der malignen Entartung von
Zellen und Geweben verlauft tber mehrere Stufen. Bis zur kompletten Transformation und
konsekutiver Progression sind mehrere Defekte im Genom notwendig (Mehr-
schritttheorie der Krebsentstehung; Bocker et al. 1997). Hierbei missen zellulare Onkogene
(= Protoonkogene) aktiviert und Tumorsupressorgene inaktiviert werden.

Letztlich kann nach der monoklonalen Entwicklungstheorie bei epithelialen Lasionen eine
maligne Neoplasie aus einer einzigen, transformierten und jetzt stark proliferierenden Zelle

ausgehen (Bocker et al. 1997).

Das Ki-67 Protein (pKi-67) als Proliferationsmarker

Ein Marker zur immunhistochemischen Beurteilung der Proliferationsaktivitat von Zellen ist
hinsichtlich der Bewertung von Neoplasien von klinisch-praktischem Interesse. Mit der
Erstbeschreibung des monoklonalen Antikérpers ,,Ki-67* gelang es 1983 Gerdes et al., einen
geeigneten Marker dafiir vorzustellen. Ki-67 ist gegen das Ki-67 Protein (pKi-67), ein
nukledren Antigen, gerichtet (Gerdes et al. 1983). Zunachst konnte das Ki-67 Antigen nur
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in Gefrierschnitten (Gerdes et al. 1983) nachgewiesen werden. Mit der Entwicklung von
MIB-1 und -3 (Gerdes et al. 1991, Gerdes et al. 1992, Key et al. 1993) gelang es, weitere
Antikorper gegen das Ki-67 Protein herzustellen. Deren Epitope liegen genau wie das
Epitop des Ki-67 Antikorpers auf dem gleichen Antigenabschnitt, im sogenannten
,Ki-67 Motiv“, einem mehrfach im Antigen vorkommenden, identischen Peptid von
20 Aminosauren (Key et al. 1993, Schllter et al. 1993, Kubbutat et al. 1994). Da die
Epitope etlicher Antikdrper gegen das Ki-67 Antigen im Ki-67 Motiv liegen (Duchrow et al.
1994a, Kubbutat et al. 1994, Duchrow et al. 1995), ist es vermutlich stark immun-
dominant. Mit MIB-1 und -3 I46t sich das Ki-67 Protein erstmalig auch in formalinfixierten
Paraffinschnitten nachweisen (Key et al. 1993). Der Vorteil liegt darin, dal in standard-
malig aufbereitetem Gewebe das Ki-67 Antigen bestimmt und retrospektiv in bereits archi-
viertem Material ermittelt werden kann (Cattoretti et al. 1992).

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dall die Proliferationsaktivitat von Zellen,
insbesondere in Tumorgewebe, mittels Ki-67 reproduzierbar und zuverldssig nachgewiesen
werden kann (Shepherd et al. 1988, Berenzi et al. 1992, McCormick et al. 1993, Sugai et al.
1999, Scholzen und Gerdes 2000, Brown und Gatter 2002). Allerdings wiesen van
Dierendock et al. (1989), Littleton et al. (1991) und van Oijen et al. (1998) darauf hin, dal3
die durch das Ki-67 Antigen ermittelte Wachstumsfraktion bei einem Zellzyklusarrest (z. B.
bei gleichzeitiger Expression des p53- oder p21-Wildtyps) zu hoch bewertet werden kann.
Zahlreiche Originalarbeiten belegen, daf die immunhistochemische Féarbung des

Ki-67 Antigens heute inzwischen als Ki-67 Markierungsindex (£ Quotient aus Ki-67 positiv
anfarbbaren Tumorzellen zu allen Tumorzellen) in der Routinediagnostik etabliert ist, da
hierdurch die Wachstumsfraktion von Tumoren schnell und sicher bestimmt werden kann
(Brown und Gatter 1990, Hitchcock et al. 1991, Duchrow et al. 1995). Zudem ist er leichter
zu ermitteln als der ,Goldstandard“ der Proliferationsbestimmung, der Mitose-Index
(Schwarting 1993).

In Studien zur klinisch-pathologischen Anwendung des Ki-67 Antigens zeigte sich
folgendes:

Gerdes et al. fanden 1984 eine hochsignifikante Korrelation zwischen dem Anteil an
Ki-67 positiv. anfarbaren ~ Zellkernen  und  der  ,Kiel-Klassifikation®  von
Non-Hodgkin-Lymphomen beziiglich hoch- und niedriggradiger Differenzierung. Fir den
Ki-67 Markierungsindex wurde eine positive Korrelation zur Prognose rezidivfreien Uber-

lebens bei Mamma-, Lungen- und Blasentumoren sowie hepatozelluldren Karzinomen nach-
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gewiesen (Ueda et al. 1989, Tungekar et al. 1991, Wintzer et al. 1991, Fontana et al. 1992,
Locker et al. 1992, Kawate et al. 1999).

Fur kolorektale Adenokarzinome besteht keine eindeutig signifikante Korrelation zwischen
der pKi-67 Expression und der Tumorlokalisation (Porschen et al. 1989 und 1991, Bennetti
et al. 1992, Berenzi et al. 1992, Sahin et al. 1994, Jansson und Sun 1997, Kyzer et al. 1997,
De Jong et al. 1998), dem Tumorstadium [Staging] (Porschen et al. 1989 und 1991, Lanza et
al. 1990, Bennetti et al. 1992, Berenzi et al. 1992, Kubota et al. 1992, Sahin et al. 1994,
Ofner et al. 1996, De Jong et al. 1998), der TumorgréRe (Porschen et al. 1989 und 1990,
Suzuki et al. 1992, Sahin et al. 1994, Kyzer et al. 1997), der Tumordifferenzierung [Grading]
(Shepherd et al. 1988, Hoang et al. 1989, Porschen et al. 1989 und 1990, Bennetti et al.
1992, Berenzi et al. 1992, Kubota et al. 1992, Sahin et al. 1994, Ofner et al. 1996, Jansson
und Sun 1997, De Jong et al. 1998), dem DNA-Gehalt (Sahin et al. 1994, Jansson und Sun
1997), der S-Phase-Fraktion (Jansson und Sun 1997) sowie dem Alter (Porschen et al. 1989
und 1990, Bennetti et al. 1992, Berenzi et al. 1992, Sahin et al. 1994, Jansson und Sun 1997,
Kyzer et al. 1997), Geschlecht (Porschen et al. 1989 und 1990, Bennetti et al. 1992, Berenzi
et al. 1992, Ofner et al. 1996, Jansson und Sun 1997, Kyzer et al. 1997, De Jong et al. 1998)
und dem Uberleben (Kubota et al. 1992, Jansson und Sun 1997, Jernvall et al. 1999) der
Patienten. Auch der Lymphknotenstatus (Shepherd et al. 1988, Suzuki et al. 1992, Sahin et
al. 1994) sowie das Vorhandensein von Fernmetastasen (Shepherd et al. 1988, Hoang et al.
1989, Sahin et al. 1994) wiesen keine Korrelation mit dem Ki-67 Markierungsindex auf.
Allerdings gibt es hierzu auch kontrére Studien, die eine signifikante Korrelation nach-
weisen konnten: Saleh et al. (1999) fanden, dal? hohe Ki-67 Markierungsindices haufiger mit
Lymphknotenmetastasen, einem geringeren Differenzierungsgrad und der GroRe bei kolo-
rektalen Neoplasien assoziiert waren. Der mittlere Ki-67 Markierungsindex Kkorrelierte
signifikant mit histologischen Parametern, die mit einer schlechteren Prognose einhergehen.
Des weiteren beschrieben sie ein inverses Verhaltnis zwischen dem Onkoprotein bcl-2 und
Ki-67. Eine positive Korrelation zwischen dem Ki-67 Markierungsindex und Metastasen
beschrieben auch Suzuki et al. (1992) und Kyzer et al. (1997). Palmgvist et al. (1999)
fanden, dal der Ki-67 Markierungsindex bei kolorektalen Karzinomen des Typs B nach der
Dukes-Klassifikation am invasiven Tumorrand ermittelt ein signifikanter prognostischer
Marker sei. Eine niedrige Proliferationsrate der Tumorzellen korrelierte mit einer schlechten

Prognose.



Demzufolge korreliert die immunhistochemische Farbung der pKi-67 Expression bei kolo-
rektalen Karzinomen nicht eindeutig mit klinisch-pathologisch-prognostischen Parametern.
Vielmehr scheint dies eine Frage der Quantitdt der Ki-67 Antigenexpression zu sein.
Duchrow et al. (2001a) untersuchten dieses durch quantitative RT-PCR an 25 kolorektalen
Adenokarzinomen. Sie fanden eine signifikante Korrelation zwischen dem
Ki-67 Markierungsindex und der mRNA-Expression und zwischen diesen beiden Daten und

dem Uberleben der Patienten.

Molekularbiologische Charakterisierung des Ki-67 Proteins (pKi-67)

Das Ki-67 Antigen ist als ein Nichthiston-Kern-Protein (Gerdes et al. 1983, Gerdes et al.
1990a+b, Gerdes et al. 1991) beschrieben, dessen Gen auf Chromosom 10g25-ter lokalisiert
ist (Fonatsch etal. 1991). Es gehort zur Familie der MPM2-Phosphoproteine, von denen
einige fur den zeitlichen Ablauf und die Kontrolle der Mitose verantwortlich sind (Endl und
Gerdes 2000a). Es wird in allen Phasen des Zellzyklus (G, S, G; und M) mit Ausnahme von
Go exprimiert (Gerdes et al. 1983 und 1984, Guillaud et al. 1989, Bruno und Darzynkiewicz
1992). Der Ort der vorwiegenden Expression ist zellzyklusabhangig. So ist in der G;-Phase
das Ki-67 Antigen besonders im Nukleolus prasent. In der S-Phase nimmt der Ki-67 Gehalt
in der Nuklearmatrix zu und erreicht in der G,-Phase sein Maximum. Jedoch bleibt er quan-
titativ unter dem Ki-67 Gehalt im Nukleolus (Braun et al. 1988, Guillaud et al 1989,
Verheijen et al. 1989, du Manoir et al. 1991, Kreitz et al. 2000). Das nukleére Ki-67 Antigen
verschwindet, sobald proliferierende Zellen zu ruhenden Zellen transformieren (Gerdes et al.
1983). Das Ki-67 Protein (pKi-67) ist zum GroRteil nicht mit der nukledren Matrix
assoziiert, ein kleiner Teil ist jedoch matrixassoziiert (MacCallum und Hall 1999). Ferner
unterliegt es der posttranslationalen Modifizierung durch Phosphorylierung (Endl und
Gerdes 2000a+b).

Die Expression des Ki-67 Antigens ist fir den ungestorten Ablauf des Zellzyklus zwingend
notwendig (Schliter et al. 1993). Duchrow et al. (1996) diskutierten, dafl nicht aus-
geschlossen werden kénne, daR das Ki-67 Protein entweder ein potentielles Onkogen oder
in den Regulaturmechanismus der Apoptose eingebunden sei. Schmidt et al. (2003) berich-
teten, daR pKi-67 fur die Destruktion und Rekonstruktion des Nukleolus verantwortlich sei.
Es wird vermutet, dall pKi-67 fur die Transition von der G1- zur S-Phase des Zellzyklus so-
wie fir die Beendigung der S-Phase eine wichtige Rolle spielt (Duchrow etal. 2001b).
Ferner scheint pKi-67 bei der Initiierung der DNA-Replikation beteiligt zu sein (Schmidt

-4-



etal. 2002). Letztendlich ist die Funktion des Ki-67 Proteins bis heute nicht vollstandig
geklart.

Das native Ki-67 Protein konnte mit einer schnellen Protein-Praparationsmethode dargestellt
werden. Hierbei fand man zwei verschiedene MolekilgroRen: 345 kDa und 395 kDa (Gerdes
et al. 1991, Duchrow et al. 1994a+b). Mit der Immunoscreening-Methode wurde das
pKi-67 Gen kloniert und sequenziert (Schluter et al. 1993, Duchrow et al. 1994b, Duchrow
et al. 1996). Hier konnten zwei unterschiedlich lange Isoformen (cDNAs) mit Basenldngen
von 11,4 kb bzw. 12,5 kb isoliert werden. Der Unterschied entsteht durch alternatives
Spleilen (,,Splicing*) von Exon 7 (1080 bp). Insgesamt ist das pKi-67 Gen in 15 Exons und
14 Introns organisiert und mifit 30 kb (Schliter et al. 1993, Duchrow et al. 1996). Das
pKi-67 Gen enthalt repetitive Elemente von ca. 366 bp - sogenannte ,,Ki-67 Repetitionen*.
In jeder dieser Repetitionen fand sich ein ,,hoch konserviertes Ki-67 Motiv* (Schliter et al.
1993, Duchrow et al. 1994b, Duchrow et al. 1996). Exon 13 enthalt, als Zentrum des Gens,
alle 16 Repetitionen hintereinandergereint mit jeweils einem stark konservierten,

22 Aminosauren (266 bp) umfassenden Ki-67 Motiv (Duchrow et al. 1996). Die
Konsensus-Sequenz der Repetitionen miRt 122 Aminosauren. Die Repetitionen mit den
Ki-67 Motiven machen zwei Drittel der pKi-67 Sequenz aus. Bei keinem anderen Protein
wurde dies bisher beschrieben (Duchrow et al. 1994b). Sequenzierungsanalysen ergaben
ferner, dalR das Ki-67 Protein 10 starke und 40 schwache PEST-Regionen (Prolin (P)-,
Glutamin (E)-, Serin (S)- und Threonin (T)-reiche Peptidsequenzen) aufweist. Nach Rogers
et al. (1986) dienen sie potentiellen Proteasen als Erkennungssequenz. Ferner hat es uber
200 potentielle  Phosphorylierungsstellen  sowie eine  mdgliche, C-terminale
ATP/GTP-Bindungstelle (Schluter et al. 1993).

Der Promotor des Ki-67 Proteins (pKi-67 Promotor)

Der Promotor eines Gens ist definiert als ,,derjenige DNA-Bereich [...], durch den der Initia-
tionspunkt und die Initiationshaufigkeit der Transkription (MRNA-Synthese) festgelegt wer-
den* (Becker-Follmann et al. 1995). Der unmittelbare Bereich um die Transkriptions-
startstelle, welche per definitionem an Position +1 liegt, wird auch als basaler Promotor be-
zeichnet. Er reicht von Position =30 bis Position +10. In ihm liegen bei Eukaryoten die
Bindungsstellen fur die Polymerase Il und fir die generellen Transkriptionsfaktoren (GTF).
Auffallend héaufig findet sich in eukaryotischen Promotoren TATA-Boxen

(Goldberg-Hogness-Boxen) sowie CCAAT-Boxen als wichtige regulatorische Sequenzele-
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mente. Erstere liegen relativ genau zwischen Position —25 bis =30 (beztglich des Transkrip-
tionsstarts) und weisen 5'-TATAAA-3' als Konsensus-Sequenz auf. Die TATA-Box scheint
den exakten Startpunkt der Transkription festzulegen, ist jedoch nicht obligatorisch. Die
CCAAT-Box befindet sich zirka zwischen Position =70 und —80. Ihre Konsensus-Sequenz
ist 5-GGCCAATCT-3'". Diese Box steuert vermutlich die Effizienz der Transkription. Sie ist
ebenfalls nicht obligatorisch. Darlberhinaus findet man zwischen Position —60 bis —100
eventuell GC-Boxen (Konsensus-Sequenz: 5'-GGGCGGG-3'). Ihre 5'->3'-Orientierung ist
wie diejenige der CCAAT-Boxen - im Gegensatz zu TATA-Boxen - nicht festgelegt. Die
GC-Boxen unterstutzen wahrscheinlich die Bindung der Transkriptionsfaktoren an den
Promotor. Hapgood et al. (2001) stellten die Vermutung auf, dal GC-reiche Regionen in
Abwesenheit von TATA-und CCAAT-Boxen eventuell fir die basale Transkription
essentiell sind.

Der pKi-67 Promotor besitzt weder eine TATA- noch eine CCAAT-Box (Duchrow et al.
1996). Allerdings weist er GC-reiche Regionen auf. Von Position —75 bis Position +654

(& basaler Promotor, Exon 1+2 und Intron 1) finden sich 71 CpGs (Duchrow et al. 1996).
Ferner besitzt er 2 GC-Boxen (Konsensus-Sequenz: 5-GGGCGG-3') bei Position =7 und
Position +5. Interessanterweise weist die DNA des pKi-67 Gens bei Position +471 und bei
Position +495 jeweils eine TATA-Box in inverser Orientierung auf (Duchrow et al. 1996).
Im zweiten Exon befinden sich zwei identische, jeweils 24 Basenpaare umfassende
Repetitionen, die unmittelbar hintereinander liegen, die sogenannten Direct Repeat Boxen 1
und 2 (Duchrow et al. 1996). Durch Sequenzierungsanalysen des pKi-67 Promotors wurden
bei kolorektalen Karzinomen verschiedene Allele gefunden (Duchrow et al. 2002). Die
Haplotypen unterschieden sich hauptséchlich an vier Positionen voneinander. Hierbei wurde

die Position der Allele relativ zum Primer ,,PIP 127 angegeben (vgl. 2.5.6), welcher per

definitionem an Position +1" (£ Position =555 beziiglich des Transkriptionsstarts) mit dem

pKi-67 Promotor hybridisiert (vgl. Tabelle 1 und graphische Darstellung in Kapitel 8.4).



Position  Position Polymorphismen

TS 127
-518 37 GA; GG
-351 204’ GC,; GT

drei oder funf
Repetitionen;
(5-CGGG-3' 2 1 Repetition)

-49 506' GA; TA

ab-186  ab 369

Tabelle 1: Polymorphismen an verschiedenen Genloci
im pKi-67 Promotor: Position TS: Positionsangabe relativ
zum Transkriptionsstart (TS); Position 127: Positionsangabe
relativ zum Primer ,,PIP 127“; mit A: Adenin; C: Cytosin;
G: Guanin; T: Thymin

Die verschiedenen Promotor-Haplotypen waren, bedingt durch unterschiedliche Polymor-
phismen im Bereich der Genloci -351 und -186, vorlaufigen Analysen gemaR der
Kaplan-Meier-Methode (Kaplan und Meier 1958) zufolge mit statistisch signifikanten,
unterschiedlichen Uberlebensraten von Kolonkarzinompatienten (n=50) assoziiert
(Duchrow et al. 2002). Patienten mit der Kombination von Cytosin (C) an Position -351 und

fiinf Repititionen bei Position -186 hatten hierbei die schlechteste Prognose (C5-Subtyp).

Aufgabenstellung
Basierend auf den oben genannten Polymorphismen des pKi-67 Promotors sollte anhand
von Reportergenassays untersucht werden, inwieweit diese Haplotypen mit einer unter-

schiedlichen Aktivitéat des pKi-67 Promotors verbunden sind.

Hypothese

Die gefundenen Haplotypen kdnnten aufgrund der unterschiedlichen Polymorphismenkom-
binationen an den vier Genloci eine unterschiedliche Promoteraktivitat aufweisen. Da
Promotoren Regulatoren fur die mRNA-Synthese sind, wiirde man letztlich auch eine unter-
schiedliche pKi-67 Proteinbildung finden. Erste Hinweise hierfir lieferte die Studie tber die
Proliferationsaktivitat bei kolorektalen Adenokarzinomen mittes Reverse
Transkriptase-PCR (RT-PCR) von Duchrow et al. (2001a). Sie wiesen nach, daf} die
Gruppe mit niedrigem pKi-67-mRNA-Level signifikant mit einer besseren Prognose
korreliert war (p=0,014).



Eine unterschiedliche Promotoraktivitdt der pKi-67 Promotor-Allele kdnnte die in zahl-
reichen Studien (Shepherd et al. 1988, Hoang et al. 1989, Porschen et al. 1989 und 1991,
Berenzi et al. 1992, Kubota et al. 1992, Suzuki et al. 1992, Sahin et al. 1994, Jansson und
Sun 1997, Kyzer et al. 1997, Jernvall et al. 1999) beschriebene, fehlende Korrelation
zwischen der Immunfarbung mit dem Ki-67 Antikorper und klinisch-pathologischen Para-
metern und der Uberlebenswahrscheinlichkeit erklaren, da in diesen Studien keine

differentielle Betrachtung und Auswertung bezuglich der Promotortypen stattfinden konnte.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Bakterienstamme

2.1.1 Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp Referenz

E. coli TOP 10 F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen, Groningen,
®80lacZAM15 AlacX74 rec Al deoR ~ Niederlande

araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(Str®) endAl nupG

E. coli DH5 o F' 1Q endAl, hsdR17 (rk-, mk+), supE44, thi-  Gibco BRL Life
1, -, recAl, gyrA96, relAl, 80dlacZ Technologies, Karlsruhe
M15, (lacZYAargF)U169/F', proAB,
laclq, lacZ M15, Tn5(KmR)

Tabelle 2: Der Bakterienstamm E. coli TOP 10 wurde von der Firma Invitrogen, Groningen, Niederlande, und
E. coli DH5a von Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, hergestelit.

2.1.2 Kultivierung der Bakterien

2.1.2.1  Nahrmedien, Antibiotika, Anzucht
Die Anzucht von E. coli-Stdimmen erfolgte in autoklaviertem LB-Medium (vgl. 8.1.1).

Diesem wurde je nach transfiziertem Plasmid der Bakterien entweder Ampicillin

(E. coli DH5ac mit pGL3-Basic-Plasmid) oder Kanamycin (E. coli TOP 10 mit
TOPO-Plasmid) zugesetzt. Die Endkonzentration von Ampicillin betrug 100 pg/ml, und die
Endkonzentration von Kanamycin lag bei 50 pg/ml.

Die Bakterien wurden bei 37°C im Wasserbad mit einer Schittelfrequenz von ca. 250 rpm
inkubiert. Hierzu wurden 15 ml-Tubes bis zu einem Gesamtvolumen von 5 ml,
100 ml-Erlenmeyerkolben bis zu 10 ml und 1000 ml-Erlenmeyerkolben bis zu 100 ml Ge-
samtvolumen verwendet.

Mit dem gleichen Medium wurden unter Zusatz von Agarose (15 g/l) entsprechende
Agar-Platten zur selektiven Anzucht der Bakterien gegossen, nachdem zuvor dem autokla-
vierten LB-Medium bei einer Temperatur von 55°C das jeweilige Antibiotikum (Ampicillin

oder Kanamycin) zugesetzt worden war.



2.1.2.2  Langzeitlagerung der Bakterien

Zur Herstellung von Stammkulturen wurde die Kultur fir 16 h bei 37°C im Wasserbad
(Schittelfrequenz 250 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurde sie mit 15% (v/v) Glycerin
versetzt und bei —80°C eingefroren.

2.2 Verwendete Vektoren
Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir die Lumineszenzmessung pGL3-Basic, pGL3-Control
und pRL-TK verwendet (Abbildungen 1-3)

« —~ Synthetic poly(A) signal f
Amp' franscriptional pause site
{for background reduction)
Kpn | 5
f1 on\ Sac | 11
Miu | 15
orl hc;f.‘e I 21
N Sma l 28
vy Bglll 36
2448 [ Sal | (5286bp) ,
2442 | BamH | SV40 Promoler
Hird 111 245
SW40 Enhancer : . 7
Juc+ Nco | 278
SV40 late poly(A) signal Nar 1313 55
(for luc+ reporter) ]
Hpa | 2024 £3

Xba| 1934
Abbildung 1: pGL3-Control-Vektor (Quelle: Promega)

¥ 5 Synthetic poly(A] signal /

Armp Iranscriptional pause site

\fc-r background reduction)
) Kpn |
1 ori Gac |

i |
he |

. | i Smal
an pG"I.‘.gc?:rsm Xho |
Balll
(4818bp) Hg‘rd I

Neol
Nar |

Sall fue+
BamH |

SV40 late poly(A) signal
(for fuc+ reporter)
Hpal

Xbal

Abbildung 2: pGL3-Basic-Vektor (Quelle: Promega)
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Riue HSV TK
T7 Promoter

Promoter .
e Ecoft | 649 %
] Hind Il 760 b
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Abbildung 3: pRL-TK-Vektor (Quelle: Promega)

2.3 Verwendete Tumorproben (genomische DNA)

Die in dieser Arbeit als Template fiir die PCR (vgl. 2.5.7) verwendete genomische DNA
(JDNA) stammt von Patienten, die in den Jahren 1995 und 1996 an einem kolorektalen
Karzinom in der Klinik fur Chirurgie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein Campus
Libeck operiert worden sind. Es wurden folgende, flir diese Arbeit relevanten Daten Uber
oben genannte Patienten anonymisiert, entsprechend den Richtlinien des Datenschutzes, in
der Tumorbank der Klinik flr Chirurgie, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Campus
Libeck, gespreichert: Geburtsjahr, Geschlecht, UICC-Stadium (Sobin und Wittekind 1997),
Grading, Gesamtiberlebenszeit (vgl. 8.8). Die genomische DNA wurde jeweils aus
Tumorgewebe, das in flissigem Stickstoff eingeforen wurde, gewonnen. Die aufbereiteten
gDNA-Proben wurden mir freundlicherweise von Herrn Priv.-Doz. Dr. rer. nat.

M. Duchrow zur Verfugung gestellt.

2.4 Zellen und Zellinien

2.4.1  Verwendete Zellinie
Als Zellinie wurde HelLa S3 (humane Zervix-Karzinom-Zellinie) verwendet. Sie wurde von
der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig,

bezogen.
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2.4.2 Kultivierung von Zellinien

2.4.2.1  Kulturbedingungen und Anzucht

Die HeLa-Zellen wurden adhé&rent als ,,Monolayer” im supplementierten Dulbeccos Eagle
Medium (Fa. Gibco BRL/Life Technologies, Eggenstein) [Zusétze vgl. 8.1.1] bei 37°C und
5% Kohlendioxid kultiviert. Bei einer Konfluenz von 70%-80% erfolgte ein Umsetzen mit
konsekutivem Ausdunnen der Zellen. Hierzu wurden die Zellen in Trypsin-Ldsung
(Trypsin Sol. 0,25%, Fa. Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe) tiber 10 min bei 37°C
inkubiert. Die gelosten Zellen wurden mittels Zentrifugation mit PBS (Fa. Gibco BRL Life
Technologies, Karlsruhe) gewaschen. Nach dem Resuspendieren in Nahrmedium wurden sie
(ca. 1:10) verdunnt ausgeséat. Die Kultivierung der HelLa S3-Zellen erfolgt in Kulturflaschen
der Fa. Nunc, Wiesbaden.

2.4.2.2  Zellzahlbestimmungen (Neubauerzéahlkammer)

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels der Neubauerzahlkammer (Fa. Brand,
Ludwigshafen). Hierzu wurden 10 pl der in PBS suspendierten Zellen mit 90 pl Trypsin-
Blau-Losung gemischt und 10 ul in die Zahlkammer gegeben. Da Trypsin-Blau nur durch
defekte Membranen in die Zellen eindringt, farben sich demzufolge nur avitale Zellen,
wéhrend vitale Zellen unter dem Mikroskop farblos erscheinen. Es wurden 4 Felder
(a 16 Planquadraten) lichtmikroskopisch ausgezéhlt. Anhand des arithmetischen Mittel-
wertes m, welcher aus der Anzahl der vitalen Zellen in den vier Feldern gebildet worden

war, wurde die absolute Zellzahl a der gesamten Suspension ermittelt:

a=m-v-10° %y mit a = absolute Zellzahl
m = arithmet. Mittelwert der Zellen pro Feld

v = Volumen der (gesamten) Zellsuspension

2.4.2.3 Langzeitlagerung von Zellinien

Hierzu wurden 3-10° - 5.10° Zellen pro Milliliter mit Einfriermedium (vgl. 8.1.1) versetzt
und in 2ml-Cryo-Roéhrchen (Fa. Greiner, Frickenhausen) aliquotiert. Diese wurden zunédchst
in Zellstoff gewickelt und fur 24 h bei —80°C eingefroren. Die endgultige Lagerung erfolgt
dann bei —196°C in flissigem Stickstoff.
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Isolierung von Vektor-DNA

Der pCR®-Blunt II-TOPO®-Vektor wurde von Invitrogen, Groningen, Niederlande, und die
pGL3- und pRL-Vektoren wurden von Promega, Mannheim hergestellt und gereinigt. Die
Amplifikation der Vektor-DNA erfolgte mit der Maxi-Prep (vgl. 2.5.11). Um Vektoren in
Ligationsanséatzen (vgl. 2.5.12.3) einsetzen zu konnen, wurden diese zundchst mit
Restriktionsendonukleasen geschnitten (vgl. 2.5.3) und zusétzlich dephosphoryliert
(vgl. 2.5.4).

2.5.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationen wurden photometrisch mit Hilfe der Gleichung nach Warburg und
Christian (,,Warburg-Christian-Concentration*) bestimmmt. Es wurde uber 50s die Ex-
tinktion der 1:100 verdunnten Probe bei k«=260 nm und 280 nm gemessen. Die

Konzentration ¢ [pug/ml] wurde mit folgenden Formeln errechnet:

Cerotein = 1552 ° A280 nm ~ 757,29 : A260 nm
CNukleinsaure = '36,0 ° A280 nm T 62,9 ° A260 nm

mit Azsonm: Absorption bei k = 260 nm
Azgonm: Absorption bei k =280 nm

Als Reinheitskriterium der Probe sollte der Quotient Asgo nm/Azso nm flir DNA moglichst 1,8
betragen.

2.5.3 Restriktionsverdau des Vektors
Der Verdau von 50 ug pGL3-Basic-Vektor erfolgte mit 200 U Hind 111 (10.000 U/ml). Es
wurde folgender Ansatz zugrunde gelegt:
50 pg pGL3-Basic
20 pl Hind 111
20 pl One-Phor-All-Puffer (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
ad 200 pl steriles aqua bidest.
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Nach einer Inkubationszeit von 5 h bei 37°C wurde mit Ethanol gefallt:
ad 200 pl Ansatz
30 pl 3 M Natrium-Acetat (pH 5,2)
460 pl Ethanol absolut
Anschliefend wurde tber 30 min bei —80°C inkubiert und mit 16.000 g fur 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde in 10 pl sterilem aqua bidest. resuspendiert und
mit Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) inkubiert.

2.5.4 Dephosphorylierung von restriktionsverdauten Vektoren
Die Dephosphorylierung wurde mit alkalischer Phosphatase (CIAP) der Fa. Boehringer

Mannheim durchgefihrt. Hierfur wurde folgender Ansatz gewahlt:

10 pl restriktionsverdauter pGL3-Vektor (15 pmol / 50 pg)
15 ul Phosphatase (1 U Phosphatase / 1 pmol DNA; ¢ =1 U/ul)
20 pl 10x Dephosphorylierungspuffer (*/1o Gesamtvolumen)

ad 200 pl steriles aqua bidest.

Nach Inkubation von 1h bei 37°C wurde 8 pl 0,5 M EDTA (Y10 von 200 mM) hinzugegeben
und die Phosphatase durch 65°C uber 10 min inaktiviert. Der Ansatz wurde mit 1:1 an-
gesetztem Phenol-Chloroform extrahiert. Im folgenden wurde der Vektor mit Chloroform
gewaschen und danach erneut mit 100%-igem Ethanol gefallt (vgl. 2.5.3). Die Konzentration
wurde photometrisch ermittelt (vgl. 2.5.2).

2.5.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren (DNA)

Die Auftrennung doppelstrangiger DNA erfolgte in Horizontalelektrophoresekammern
(Fa. Frobel, Wasserburg am Bodensee). Hierzu wurden 1%ige Agarosegele mit Ethidium-
bromid als intercalierender Fluoreszenzfarbstoff (c =1 pg/ml) sowie TAE-Puffer als Lauf-
puffer verwendet. Die Proben wurden mit Schwerer Losung (vgl. 8.1.2) im Verhaltnis 9:1
gemischt und in die Geltaschen aufgetragen. Es wurde ein DNA-Molekulargewichtsstandard
(Nr. VI der Fa.Boehringer Mannheim) mit 0,25 ug pro Geltasche verwendet. Die
Auftrennung erfolgte spannungskonstant bei 80 V. Anschliefend wurde das Gel auf einem

UV-Transluminator bei 312 nm fotografiert und digitalisiert.
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2.5.6 Herstellung von Oligodesoxynucleotiden (Primern)
Die verwendeten Primer wurden von BioSource Europe S.A., Nivelles, Belgien, hergestellt
und geliefert (vgl. Tabelle 3).

Primer Sequenz

PIP 127 5-AAT-CTT-CTG-GCA-ATG-AGT-AAT-G-3'
PIP 74R 5-GAA-GGC-CAG-AAG-CAA-ATT-TAC-3'
DanPri 5-GGA-GAA-GCA-CCA-AGG-AAA-AGT-3'

PIP 127 Hind 5-TAT-AAA-GCT-TAA-TCT-TCT-GGC-AAT-GAG-TAA-TG-3'
PIP 74R Hind 5-TAT-AAA-GCT-TGA-AGG-CCA-GAA-GCA-AAT-TTA-C-3
DanPri Hind 5-TAT-AAA-GCT-TGG-AGA-AGC-ACC-AAG-GAA-AAG-T-3'

Tabelle 3: verwendete Primer: Sequenz fiir die Hind 111-Schnittstelle: AAGCTT
Bei der Namensgebung der verwendeten Primer wurde die laborinterne Nomenklatur ibernommen.

2.5.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation doppelstrangiger DNA. Sie wurde
mit der Pfu- DNA-Polymerase von der Fa. Promega, Mannheim, durchgefihrt. Als Template
wurde gDNA aus Tumoren der Tumorbank von Patienten mit kolorektalen Karzinomen ver-
wendet, die in der Klinik fur Chirurgie, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Campus
Libeck, in den Jahren 1995 und 1996 operiert wurden (vgl. 2.3 und 8.8). Die gDNA-Proben
wurden mir freundlicherweise von Priv.-Doz. Dr. rer. nat. M. Duchrow zur Verfligung
gestellt. Zwecks nachfolgendem Restriktionsverdau der DNA-Fragmente (vgl. 2.5.12.1)
muliten die Primer eine zusatzliche Hind I11-Schnittstelle aufweisen. Da die Amplifikation
der DNA-Fragmente mit den Hind Il1-Primern nicht direkt aus der genomischen DNA
gelang, wurde zun&chst eine PCR1 mit den entsprechenden Primern ohne
Hind I11-Schnittstelle durchgefiihrt und im AnschluR eine Sub-PCR (PCR IlI) mit den
Hind I11-Primern und mit vorgenanntem PCR-Produkt als Template. Hierbei wurden
folgende Primerkombinationen gewdhlt: a) PIP 127 / PIP 74R; b) PIP 127 / DanPri bzw.
entsprechende Kombination der Primer mit Hind Il11-Schnittstelle. Die PCR-Programme

wurden folgendermalien gewahit:
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PCR I:

initiale Denaturierung: 2 min/95°C
10 Zyklen Denaturierung : 2 min/95°C
Annealingphase/Bindungsphase der Primer : 1,5 min / 55°C-0,5°C
Extension : 5 min/72°C
35 Zyklen Denaturierung : 2 min/95°C
Annealingphase/Bindungsphase der Primer : 1,5 min/51°C
Extension : 5 min/72°C
terminale Extension: 5 min/72°C
PCR Il (Sub-PCR):
initiale Denaturierung: 2 min/95°C
35 Zyklen Denaturierung: 2 min/95°C
Annealingphase/Bindungsphase der Primer: 2 min/52°C
Extension: 3min/72°C
terminale Extension: 7min/72°C

Es wurde nachfolgender Ansatz zu Grunde gelegt:

1,25 U Pfu-DNA-Polymerase
5  pl Pfu-DNA-Polymerase 10x Puffer
1 pl Template
je 1,3l Primer (sense und antisense)
2,5 pldNTP (je 20 mM; Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
ad 50  pl aqua bidest.

Als Positiv-Kontrolle wurde cDNA aus HelLa-S3 Zellen (HeLa-RT) als Template und

B2-Mikroglobulin-Sense sowie [.-Mikroglobulin-Antisense als Primer entsprechend den
oben genannten Mengenangaben verwendet. Die Negativ-Kontrolle enthielt kein Template.
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2.5.8 Ligation und Transformation der isolierten DNA in
TOPO-Vektoren (TOPO-Cloning)

Die Ligation der frisch amplifizierten DNA-Fragmente (2.5.7) in TOPO-Vektoren (,,blunt-
end“ geschnittene und mit Topoisomerase gekoppelte Plasmide) wurde als TOPO-Cloning
mit dem Zero®Blunt TOPO®Cloning Kit (Version E, Fa. Invitrogen, Groningen, Nieder-
lande) durchgefuhrt. Da die DNA-Fragmente nicht wesentlich gréRer als 1 kb sind, wurde
auf eine Reinigung verzichtet. Hierbei wurde gemaR Hersteller der Ligationsansatz wie folgt

gewadhlt:

1 pl DNA-Fragment (PCR)
1 pl pCR-Blunt 11-TOPO-Vektor
1 pl Salt Solution

ad 5 pl steriles aqua bidest.

Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 22-23°C wurde der Ansatz auf Eis gekuhlt. Bei der
anschliefenden Transformation wurden 2 ul TOPO-Cloning-Ansatz (TOPO-Plasmide) zu
den aliqotiert gelieferten TOP10-E. coli gegeben. Es folgte eine Inkubationszeit von 30 min
auf Eis und dann eine Inaktivierung bei 42°C fir 30 s. Nach sofortiger Inkubation auf Eis fur
ca. 2min wurde bei Raumtemperatur 250 pul SOC-Medium (S.0.C Medium ultra pure,
Fa. Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe) hinzugegeben und fir 1 h bei 37°C und
400 rpm inkubiert. Ein Ansatz wurde auf zwei vorgewarmten LB/Kanamycin-Platten zu je
50 pl ausplattiert. Die Bebrutung der LB/Kanamycin-Platten erfolgte G.N. bei 37°C. Nach
Uberimpfung wurde erneut ii.N. bei 37°C inkubiert.

2.5.9 Sektorenausstrich und Mini-Prep / Purifikation von
Plasmid-DNA

VVon den so gewonnenen Klonen wurde eine Mini-Prep mit dem NucleoSpin Plasmid-Kit
(Fa. Machery-Nagel, Diren) angefertigt.

Prinzip:

Durch Bindung der Plasmid-DNA an die Kieselgel-Membran der NucleoSpin-Séaule wird

eine Reinigung der Plasmid-DNA von Zelldebris und anderem ermdglicht.
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Durchfiihrung:

Als Ansatz wurde 5ml LB-Medium, 10 ul Kanamycin und eine einzelne, mittelgroRe
Kolonie der transformierten TOP10-E. coli gewahlt. Dieser wurde fiir 16 h (0.N.) bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde fir 10 min mit 4500 U/min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 250 pul Al-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 250 pl A2-Puffer zur Zelllyse
wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor 300 pul A3-Puffer als Bindungspuffer
hinzugegeben wurde. Anschliefend wurde fur 5 min auf Eis inkubiert und fir 12 min mit
12.300 U/min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine NucleoSpin-Saule
aufgetragen und fur 1 min mit 17.000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Nachdem der Durchfluf}
verworfen und 700 ul A4-Puffer als Waschpuffer auf die NucleoSpin-Saule aufgetragen
worden sind, wurde erneut mit 17.000 U/min bei 4°C fur 1 min zentrifugiert. Damit das
Ethanol, welches im Puffer A4 enthalten ist, komplett ausgewaschen wird, wurde die letzte
Zentrifugation wiederholt. Mit 50 ul AE-Puffer wurde die Plasmid-DNA aus der
NucleoSpin-Sdaule eluiert.

Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung (vgl. 2.5.2) und gelelektrophoretischer
Auftrennung (vgl. 2.5.5) wurden die Plasmide zur Identifizierung von erfolgreich klonierten

Plasmiden sequenziert.

2.5.10 DNA-Sequenzierung der TOPO-Plasmide

2.5.10.1 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde routinemalig von Fr. Regina Kaatz, MTA im Chirurgischen
Forschungslabor, Klinik fur Chirurgie, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Campus
Libeck, durchgefihrt. Hierzu wurde das Thermosequenase-Kit RPN 2438 der Firma
Amersham Pharmacia (Uppsala, Schweden) nach Vorgabe des Herstellers verwendet. Flr
die Sequenzierung der TOPO-Plasmide wurde M13 Reverse als Primer benutzt. Die
Sequenzierung wurde nach der enzymatischen, nichtradioaktiven Basenterminationsmethode
von Sanger (Sanger und Coulson 1975) ausgefiihrt. Zum Auffinden von Klonen, die sowohl
das erwinschte Insert als auch jeweils zwei Hind Il11-Schnittstellen aufweisen, geniigte die
Sequenzierung M13 Reverse als Primer (Sequenz vgl. 8.2), denn der TOPO-Vektor besitzt
vor der Umklonierungsstelle bereits eine Hind I11-Schnittstelle, so dal das Insert nur eine
zusétzliche Schnittstelle stromabwarts - hinter der Umklonierungsstelle - aufzuweisen

braucht.
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Durchfiihrung:

Bei der Cycle-Sequenzierung werden die verschieden langen DNA-Strange mittels PCR
gewonnen. Anschliefend werden sie in der Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt.
Fir die PCR wurde 1 pg DNA-Probe eingesetzt. Nach Zugabe von je 2 pmol fluoreszenz-
markierten Primern, 0,5 ul DMSO wurde ad 13 pl mit aqua bidest. aufgefullt. Dieser Ansatz
wurde zu gleichen Teilen auf die Cups mit den vorgelegten Didesoxyribonucleosid-
triphosphaten  (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) und dNTP aufgeteilt und mit
20 pl ,,Chill-out Liquid Wax* Uberschichtet. Die PCR wurde mit fogendem Zyklenaufbau
durchgefuhrt: 1 min 45 s bei 95°C, 12 Zyklen mit jeweils 15 s bei 95°C, bei 50°C und 70°C,
13 Zyklen mit jeweils 20 s bei 95°C, bei 50°C und bei 70°C, 40 s bei 95°C. Es wurde
anschlieBend 3 pl Stop-LAsung hinzugegeben und auf Eis gekdhlt.

Fur die elektrophoretische Auftrennung wurden Polyacrylamidgele (Gelmatrix:
RapidGel XL sol 40%) folgender Zusammensetzung verwendet:
6,5 ml Long Ranger Losung (Fa. BMA, Rockland, USA)
21 g Harnstoff
5 ml 10x TBE-Puffer
30 ml Aqua bidest.
500 pl DMSO
350 pl10% APS
50 pl TEMED

Mittels einer 50ml-Spritze wurde die Mischung durch einen 0,2 um Membran-Filter
zwischen zwei Glasplatten (Abstand 0,25 mm) gebracht und eventuell vorhandene Luft-
blasen per Drahtschlinge entfernt. Nachdem das Gel Uber 2 h ausgehartet war, wurde es in
das Sequenziergerat (vgl. 8.3.2) eingebaut und jeweils oben und unten mit der Pufferkammer
verbunden. Als Laufpuffer wurde 1x TBE-Puffer benutzt. Bevor die Proben aufgetragen
wurden, wurde zum Entfernen von eventuellen Verunreinigungen ein Gelvorlauf Gber
30 min durchgefiihrt sowie der Laser und der Detektor kalibriert. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 50°C, 37 mA, 1500 V und 50 W (ber ca. 12 h. Die Auswertung
wurde automatisch (Programm: Fa. LI-COR, Lincoln, USA) durchgefihrt. Gegebenenfalls

wurde die Spaltenbreite der einzelnen Banden manuell gedndert.
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2.5.10.2  Sequenzvergleich

Die so ermittelte Basensequenz wurde mit der pKi-67 Sequenz der EMBL-Datenbank,
Heidelberg (Accession-Nr. X94762), verglichen. Hierzu wurde der BLAST-Algorithmus als
Plugin vom Programm BioEdit 4 (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml) verwendet.

2.5.11  Maxi-Prep / Purifikation von Plasmid-DNA

Die Maxi-Prep wurde mit dem Plasmid Purification Kit der Fa. Qiagen, Hilden, als Anionen-
austauschchromatographie durchgeftihrt.

Die Qiagen-Sédulen enthalten ein Anionenaustauschharz, das aus Kieselerde-Kdrnern mit
hydrophiler Oberflachenummantelung besteht. Dieses Harz besitzt positiv geladene
DEAE-Gruppen, die mit den negativ geladenen Phosphaten des DNA-Geristes inter-
ferrieren. Die Plasmid-DNA wird abhé&ngig von der Salzkonzentration an DEAE-Gruppen
gebunden und so von anderen zelluldren Bestandteilen (RNA, Proteine etc.) gereinigt
(Qiagen Plasmid Purification Handbook 09/2000).

Durchfiihrung:

Die Klone wurden {ber 22 Stunden in LB-Medium (200 ml) mit Kanamycin
(c = 0,05 mg/ml) als Antibiotikum fir TOPO-Plasmide bzw. mit Ampicillin (¢ = 0,1 mg/ml)
fur pGL3-Plasmide im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die Schittelfrequenz lag bei 250 rpm.
Die Zellen der Ansatze wurden Uber 15 min bei 4500 U/min sedimentiert. Das Pellet wurde
in 10 ml P1-Puffer resuspendiert und anschliefend mit 10 ml P2-Puffer lysiert. Nach einer
Inkubationszeit von 5 min bei RT wurde 10 ml P3-Puffer (4°C) als Bindungspuffer hinzu-
gegeben. Die Zentrifugation tUber 45 min bei 4500 U/min erfolgte nach 20 mindtiger Inku-
bation auf Eis. Bevor der Uberstand auf Chromatographie-Saulen (Qiagen-tip 500) aufge-
tragen wurde, ist diese mit 10 ml QBT-Puffer equilibriert worden. AnschlieBend wurde das
in der Saulenmembran an Kieselgel gebundene Plasmid mit 60 ml QC-Puffer gewaschen.
Mittels 15 ml QF-Puffer, der auf ca. 50°C erwarmt wurde, wurde das Plasmid eluiert. Das
Eluat wurde mit 0,7 Volumenanteilen Isopropanol (2-Propanol) versetzt und mit 4500 U/min
fir 45 min zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 5ml 70% unvergdlltem Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert (30 min bei 4500 U/min). Das getrocknete Pellet wurde
in 100 pl sterilem TE-Puffer resuspendiert. Die Konzentration wurde photometrisch ermittelt

und das Plasmid bei —20°C gelagert.
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2.5.12  Umklonierungstechniken

2.5.12.1 Restriktionsverdau von TOPO-Plasmiden

Als Restriktionsendonuklease wurde Hind 11l von der Fa. Roche, Mannheim, gewahlt. Es
wurden 20 pug DNA mit 200 Einheiten Hind 111 unter Zugabe von 40 ul SURE/Cut Puffer B
in 200 ul Gesamtvolumen angesetzt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C (ber 5 Stunden. Es
folgte eine Hitzeinaktivierung bei 65°C tber 15 min. AnschlieBend wurde die verdaute DNA
bei —20°C gelagert.

2.5.12.2 DNA-Isolierung aus Agarosegelen (prap. Gel)
Die DNA-Isolierung erfolgte mit dem Prep-A-Gene DNA Purification Kit (Fa. Bio-Rad,
Minchen).

Fur die aus dem Agarosegel ausgeschnittenen Bande wird nach Abschétzen des Gel-

volumens (Img£1pul) die entsprechende Menge Prep-A-Gene-Matrix — mit
1 ul Matrix / 0,2 ug DNA als Matrixvolumen ermittelt. Das Gesamtvolumen entspricht der
Summe aus dem Gel- und Matrixvolumen. Es wurde die dreifache Menge des Gesamt-
volumens an Prep-A-Gene-Bindungspuffer hinzugefiigt und fir 5min bei 50°C mit
1400 rpm in einem Thermomixer inkubiert. Nach Zugabe der zuvor ermittelten Menge an
Prep-A-Gene-Matrix wurde fiir 5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ansatz wurde
30 s lang anzentrifugiert und das Sediment mit gebrauchsfertigem Waschpuffer (25x des
Volumens an Prep-A-Gene-Matrix) zweimal gewaschen. Der Waschpuffer wurde unmittel-
bar vorher 1:1 mit unvergalltem, absolutem Ethanol angesetzt. Anschlielend wurde anzen-
trifugiert und das Sediment in 20-50 ul Prep-A-Gene Eluationspuffer resuspendiert. Nach
einer Inkubation von 5 min bei 50°C wurde erneut mit 1.000 rpm anzentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei —20°C gelagert.
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2.5.12.3  Ligation von DNA-Fragmenten in pGL3-Basic-Vektoren

Nach Reinigung und Aufbereitung der DNA-Fragmente sowie Inkubation mit Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase (CIAP; Boehringer Mannheim) der pGL3-Basic-Vektoren wurde mit
T4-DNA-Ligase (Boehringer Mannheim) ligiert. Folgender Ligationsansatz wurde zugrunde

gelegt:

50 ng DNA-Fragment/DNA-Insert
100 ng pGL3-Basic-Vektor
1 ul 10x-Ligationspuffer
0,5 pl T4-DNA-Ligase
ad 10 pl aqua bidest

Hierbei wurde die T4-DNA-Ligase unmittelbar vor der Inkubation, d.h. als letztes
hinzugegeben.

Nach einer Inkubationszeit von 1h bei 37°C wurde bei 4°C Uber 2 h nachinkubiert.
Alternativ wurde Uber 16 h im Kihlschrank bei 4°C inkubiert. Die Anfangstemperatur lag
hier bei 14°C. Die Langzeitlagerung des Ligationsproduktes, des klonierten Vektors, erfolgte
bei -20°C.

2.5.12.4  Herstellung kompetenter Zellen (E. coli)

Es wurde am Vortag eine Vorkultur von 10 ml YT-Medium (vgl. 8.1.1) mit E. coli DH5a
angeimpft und U.N. bei 37°C und 170 rpm inkubiert. Nach Animpfen der Hauptkultur
(100 ml) wurde bis zu einer ODsso=0,3 weiter bei 37°C und 170 rpm inkubiert.
AnschlieBend wurde zentrifugiert (5 min / 2400 Y/win / 4°C), das Pellet kurz getrocknet und
die Zellen in 15ml Tfbl (vgl. 8.1.2) pro 50 ml Kultur aufgenommen. Die gevortexte
Suspension wurde fiir 8 min auf Eis gestellt. Die Zellen wurden erneut mit 2400 Y/, bei 4°C
fur 5 min zentrifugiert, bevor sie in 4 ml Tfbll (vgl. 8.1.2) pro 100 ml Kultur aufgenommen
wurden. Nach vorsichtigem Schitteln wurden sie 20 min im Eiswasser geschwenkt. Die
Suspension wurde aliquotiert und in vorgekilhlten Schraubdeckelgefdlen bei —-80°C
eingefroren. Die so hergestellten kompetenten E. coli DH5a wurden mir freundlicherweise

von Priv.-Doz. Dr. rer. nat. M. Duchrow zur Verfligung gestellt.
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2.5.12.5 Transformation in E. coli

Zu 50 ul kompetenter E. coli-Bakterien (DH5a) wurden 0,5 ul ligierte Plasmide zugegeben
und tber 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde dieser Ansatz fur 90-100 s bei 42°C
erwérmt. Nach erneuter Inkubation auf Eis fir 2 min und Zugabe von 450 pl SOC-Medium
(S.0.C Medium ultra pure, Fa. Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe) erfolgte wiederum
eine Inkubation von 1h bei 37°C und 400 rpm. Die transformierten E. coli wurden auf
vorgewadrmten LB/amp-Platten ausplattiert. Die Platten wurden 0.N. bei 37°C bebriitet.

2.5.12.6  Uberprifung der Transformation

Das Screening hinsichtlich der sense-Orientierung des Inserts im Vektor erfolgte durch eine
Mini-Prep (vgl. 2.5.9).

Mittels eines Agarosegels wurden die Insert-tragenden Klone ermittelt. Als Standard diente
ein pGL3-Basic-Vektor ohne Insert. Die selektierten Klone wurden nachfolgend sequenziert.
Die Sequenzierung der pGL3-Klone erfolgte mit RV3 und GL2 als Primer (vgl. 2.5.10.1).
Verglichen wurde die gefundene Basensequenz mit der pKi-67 Sequenz der
EMBL-Datenbank (vgl. 2.5.10.2). Es wurden pro Klon jeweils ein Sense-und ein
Antisense-Subklon ausgewahlt, wobei der Sense-Subklon das Insert gemaR dem Leseraster
(d.h. stromabwarts) enthalt, wahrend im Antisense-Subklon das Insert entgegen dem Lese-

raster (d.h. stromaufwaérts) eingebaut ist (vgl. auch 2.5.10).

2.5.13  Transfektion von Vektor-DNA in humane Zellen

2.5.13.1  Aufbereitung der Plasmide flir die Transfektion

Die gefundenen Plasmide wurden per Maxi-Prep (vgl. 2.5.11) angereichert und anschlie3end
gefallt. Hierbei wurden 50 pg Plasmid mit 15% Natriumacetat (3 M; pH 5,2) und 2 Vol
absolutem Ethanol versetzt und fir 30 min bei —80°C inkubiert (bzw. alternativ .N. bei
—20°C). Nach Zentrifugation mit 16.000 g wurde das Pellet in TE-Puffer resuspendiert. Die
photometrisch bestimmte Konzentration sollte moglichst 2,5 pug/pl betragen. Die Lagerung
erfolgte bei —20°C.
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2.5.13.2  Transiente Transfektion mittels Elektroporation

Die transiente Transfektion erfolgte mit HelLa S3-Zellen, welche wie unter 2.4.2.1
beschrieben kultiviert wurden. Als Vorbereitung zur Transfektion wurden diese Zellen
trypsiniert und zweimal mit PBS gewaschen. Zur Transfektion wurden 5 pg Plasmid
(c = 2,5 pg/ul) sowie 250 ml Zellsuspension verwendet, welche zuvor aus HelLa-Zellen und
Medium auf eine Konzentration von 2-10 Zellen/ml Medium eingestellt worden ist.

Die Elektroporation erfolgt in 4 mm-Kuvetten (Fa. Bio-Rad, Munchen) bei einer Spannung
von 260 V und einer elektrischen Kapazitat von 950 pF. AnschlieBend wurden die Ansétze
in 5 ml Medium fir 48 h bei 37°C inkubiert (Porationsgerat der Fa. Bio-Rad, Miinchen).

2.5.13.3  Cotransfektion
Ziel der Cotransfektion ist es, einen internen MaRstab zur Beurteilung der Quantitat der

Transfektion des experimentellen Vektors zu erhalten. Hierzu diente das Plasmid pGL3-TK,

welches mit einer Verdunnung von 1:20 dem Elektroporationsansatz (2 0,25 pg Plasmid pro

Ansatz) hinzugegeben wurde.

2.5.14  Dual-Luciferase Reporter Assay (DLR Assay)

Das Dual-Luciferase Reporter Assay-Kit wurde von der Fa. Promega, Mannheim, bezogen.
Prinzip:

Im Vergleich mit dem ,,Dual Luminescence-Based Gene Assay“, bei dem der Kontrollvektor
fur  B-Galaktosidase  (Chemilumineszenz)  kodiert, liegt der  Vorteil des
Dual-Luciferase Reporter Assay Systems in der simultanen Biolumineszenzmessung von
Probe und Standard.

Prinzip des Dual-Luciferase Reporter Assays ist es, durch Transfektion von zwei Lucifera-
sevektoren die experimentelle Genauigkeit zu optimieren. Somit werden Variabilitaten
zwischen den Ansétzen (Vitalitat der Zellen etc.) und der variierenden Elektroporations-
effizienz relativiert und normalisiert.

Es werden die Firefly-Luciferase (Photinus pyralis) als experimenteller Vektor und die
Renilla-Luciferase (Renilla reniformis) als interner Kontrollvektor verwendet. Bedingt durch
ihren unterschiedlichen evolutiondren Ursprung weisen sie verschiedene Enzymstrukturen
und Substratanforderungen auf. Dadurch ist es mdglich, die jeweilige Enzymreaktion

selektiv zu starten bzw. zu stoppen und die Biolumineszenz zu messen (Dual-Luciferase

-24-



Reporter™ Assay System Technical Manual; Promega S.2 ff). Beide Luciferasevektoren
bedurfen keiner posttranslationalen Modifizierung.

Die in jeder Zellsuspension vorhandene Autolumineszenz wird durch das Ernten der Zellen
mittels der passiven Zelllyse (PLB-Methode; vgl. 2.5.14.1.1) minimiert.

GemaR dem Hersteller Promega, Mannheim, wird mit einer Verzdgerung von 2 s jeweils

uber 10 s die Photonenemission gemessen.

2.5.14.1  Zellernte und Mel3vorgang

25.14.1.1  Passive Zelllyse

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen. Nach vollstandiger Entfernung des PBS-Puffers
wurden sie mit PLB (Passive Lysis Buffer) komplett bedeckt. Fir 20 min wurden sie mit
150 rpm geschuttelt. Das Zelllysat wurde in ein Schraubdeckelgefa (Fa. Eppendorf,
Hamburg) Gberflhrt und auf Eis gekuhlt.

2.5.14.1.2  Vorbereitung und MefRvorgang

‘Luciferase Assay Reagenz II' (LAR I1) wurde durch Resuspendieren des Luciferase Assay
Substrates in 10 ml Luciferase Assay Puffer Il angesetzt und geméalR Herstellerangaben
aliquotiert. Die Langzeitlagerung (bis zu einem Jahr) erfolgte bei —-80°C. Nach dem Auf-
tauen bei Raumtemperatur wurde es durch Invertieren gemischt.

Das 'Stop & Glo™ Reagenz' wurde frisch mit 1 Volumenanteil '50x S&G Reagenz'
(Lagerung bei —80°C) und 50 Volumenanteilen 'S&G Puffer' (Lagerung bei —20°C) in licht-
geschitzten Luminometerréhrchen (Fa. Sarstedt, Niimbrecht) angesetzt. Es wurde bis zu 6 h
bei Raumtemperatur gelagert.

Die Luciferasemessungen erfolgten halbautomatisch. 100 ul LAR Il wurden in Lumino-
meterrohrchen (Fa. Sarstedt, NUmbrecht) vorgelegt und mit 20 ul Probenansatz (PLB-Lysat)
per Pipette gemischt. Im Luminometer (Lumat LB 9507, Fa. EG&G Berthold, Bad Wildbad)
erfolgte sofort die erste Messung (Firefly). Uber den Autoinjektor des Luminometers wurde
100 pl Stop & Glo™ Reagenz unter Lichtschutz injiziert und die zweite Messung (Renilla)
gestartet. Pro Experimentalansatz wurden mindestens zwei Messungen durchgefihrt.
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3 ERGEBNISSE

Zur Bestimmung der Aktivitat von Fragmenten des mutmaBlichen pKi-67 Promotors wur-
den diese mittels PCR amplifiziert und in Reportergenplasmide kloniert. Pro Typ des
Promotors (vgl. Einleitung, S.7; Tabelle 1) wurden zwei verschieden lange Fragmente
untersucht: 127/74 und 127/DanPri - benannt nach den verwendeten Primern PIP 127, PIP
74 bzw. DanPri (vgl. 2.5.6) jeweils in sense-und antisense-Orientierung. Die in
antisense-Orientierung klonierten Fragmente sollten keine Promotoraktivitat aufweisen und
dienten der Kontrolle der Ergebnisse. Nach Aufbereitung der Plasmide wurden
HelLa-Zellansdtze  jeweils mit  einem Reportergenplasmid (sense- oder
antisense-Orientierung) zusammen mit einem internen Kontrollplasmid (pRL-TK)
cotransfiziert. Nach 48-stiindiger Inkubation im CO,-Brutschrank wurden die Zellen
geerntet. Die Aktivitdt der Reporterplasmide mit den Promotorfragmenten wurde mittels
DLR-Assay (vgl. 2.5.14) bestimmt.

Das Fragment 127/74 umfalt 1033 Basenpaare bei drei Repetitionen in Position -186 und
reicht von Position -555 bis Position +479 ( bzgl. Transkriptionsstart). Es umfal3t somit das
erste Exon (+1/+106) und das erste Intron (+107/+448) sowie das zweite Exon zu Teilen (ab
+449), ferner den basalen Promotor (-30/+10 bzgl. Transkriptionsstart). Das
Fragment 127/DanPri mifit 1308 bp. Es erstreckt sich von Position -555 bis Position +754. In
ihm liegen Exon 1, Intron 1, Exon 2 (+449/+629) und Intron 2 teilweise (ab +630) sowie

ebenfalls der basale Promotor (Positionsangaben jeweils bezuglich Transkriptionsstart).

3.1 Herstellung der verschiedenen Inserts

Zur Amplifikation der Promotorteilsticke der DNA-Extrakte wurde zundchst eine
,» Touch-Down-PCR* mit 45 Zyklen durchgefuhrt (vgl. 2.5.7). Die verwendeten Primer sind
in Kapitel 2.5.6 aufgefiihrt. Als Template wurde gDNA aus der Tumorbank von Patienten
mit  kolorektalen Karzinomen verwendet, die in der Klinik fir Chirurgie,
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Campus Libeck, in den Jahren 1995 und 1996
operiert wurden (vgl. 8.8). Die gDNA-Proben wurden mir freundlicherweise von Priv.-Doz.
Dr. rer. nat. M. Duchrow zur Verfiigung gestellt. Anschliefend wurde eine Sub-PCR

angeschlossen, bei der Primer verwendet wurden, die jeweils eine zusétzliche
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Hind I11-Schnittstelle aufwiesen (vgl. 2.5.7). Dies war fur das Umklonieren in
Reportergenvektoren notwendig. Als Template wurde 1 ul Substrat der vorangegangenen,
entsprechenden PCR genommen. Eine normale PCR (ohne Sub-PCR) mit direkter Zugabe
von Hind IlI-Primern erwies sich im Rahmen von Vorversuchen als ungeeignet. Der
Hind 111-Uberhang der Primer stellte vermutlich ein zu groRes Hybridisierungshindernis dar,
so daB im Agarosegel die PCR-Produkte nur sehr schwach bis gar nicht nachweisbar waren.
Zudem waren die photometrisch ermittelten Konzentrationen fir die sich anschlieBende
Ligation zu gering. Als DNA-Polymerase wurde die Pfu-Polymerase, welche der
Tag-Polymerase aufgrund ihrer Korrekturlesefahigkeit vorgezogen wurde, verwendet.
SchlieRlich wurde eine fehlerfreie Ubereinstimmung zwischen den Inserts und der
pKi-67 Sequenz der EMBL-Datenbank benétigt, da sich die untersuchten Haplotypen
groRtenteils lediglich in Punktmutationen unterscheiden (vgl. 2.5.10.2 und S. 7, Tabelle 1).

3.2 Konstruktion der Reportergenplasmide

Zundchst wurde far das Klonieren der pKi-67 Promotorteilstiicke
pPCR®-Blunt I1-TOPO®-Vektoren gewéhlt, da diese wesentlich leichter das Insert aufnahmen
(vgl. 2.5.8). Versuche mit direktem Klonieren in den ,,Zielvektor* pGL3-Basic wiesen bei
der Uberpriifung durch Sequenzierung ungleich mehr Fehler (bis zum Fehlen ganzer
Abschnitte) auf. Ebenso war die Effizienz der Ligation deutlich geringer (ca. 30-40% der
Topo-Ligation). Die Topo-Plasmide (= Topo-Vektoren mit einkloniertem Insert) wurden in
zweierlei Hinsicht Gberprift: Zum einen mulite jeweils eine Hind IlI-Schnittstelle
(5'-AAGCTT-3") stromauf- und stromabwaérts eindeutig identifizierbar sein. Zum anderen
wurde auf Fehlerfreiheit der Insert-Sequenz geachtet (vgl. 2.5.10.2). Hierfir wurden solche
Klone ausgewahlt, deren Homologie zur entsprechenden pKi-67 Sequenz mindestens 90%
betrug. Eine vollstandige Homologie (= 100%) wurde hierbei nicht erreicht. Dies hatte aus-
schliellich sequenziertechnische Griinde, da die verwendeten Mini-Preps (vgl. 2.5.9) eine
begrenzte Qualitat und Quantitat aufwiesen. Die pGL3-Basic-Vektoren wurden zunéchst mit
alkalischer Phosphatase behandelt, um ein Schlieen des Promotors vor Aufnahme des
Inserts zu verhindern (vgl. 2.5.4). Danach wurden die Inserts der selektierten Klone in den
pGL3-Basic-Vektor kloniert (vgl. 2.5.12). Zur Erfolgskontrolle wurden die Proben der
Klone mit einem pGL3-Basic-Vektor ohne Insert (,,leerer* pGL3-Basic) zum Vergleich auf
einem 1-%igen Agarosegel aufgetragen (vgl. 2.5.5 und Abbildung 4).
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— 6100bp
—— 5900 bp

— 4800 bp

Abbildung 4: Agarose-
gelelektrophorese von
Plasmid-Préaparaten nach
Mini-Prep: 1)pGL3-Basic
mit 127/DanPri-Insert;

2) pGL3-Basic mit
127/74-Insert; 3) pGL3-
Basic ohne Insert

Des weiteren wurden die in Frage kommenden Klone nach oben genannten Kriterien mittels
Sequenzierung einer Maxi-Prep (vgl. 2.5.11) genau uberprift. Alle verwendeten Inserts
waren mit Ausnahme der Polymorphismen (vgl. Tabelle1l und 8.7) zu 100% mit der
Genbank-Sequenz identisch. Die Reportergenplasmide, die im Rahmen dieser Arbeit

hergestellt wurden, sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.
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Name des Herkunft des Primer Position in Position bzgl.

Inserts Inserts/ pKi-67 Sequenz des
Templates (EMBL- Transkriptions-
Datenbank) starts
137T k 137T 127/74 4695-5727 -524 bis +508
137T | 127/DanPri 4695-6002 -524 bis +783
144T k 144T 127/74 4695-5727 -524 bis +508
144T | 127/DanPri 4695-6002 -524 bis +783
145T k 145T 127174 4695-5727 -524 bis +508
145T | 127/DanPri 4695-6002 -524 bis +783
154T k 154T 127174 4695-5727 -524 bis +508
154T | 127/DanPri 4695-6002 -524 bis +783
158T k 158T 127/74 4695-5727 -524 bis +508
158T | 127/DanPri 4695-6002 -524 bis +783
160T k 160T 127174 4695-5727 -524 bis +508
160T | 127/DanPri 4695-6002 -524 bis +783
Standard k Standard 127174 4695-5727 -524 bis +508
Standard | 127/DanPri 4695-6002 -524 bis +783

Tabelle 4: Verwendete Inserts flr Reportergenplasmide: k: 127/74-Insert; I: 127/DanPri-Insert; als
»Standard“ diente das entsprechende Promotorfragment aus HeLa S3-Zellen. Die verwendeten Templates
(gDNA) wurden der Tumorbank der Chirurgischen Klinik, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Campus
Libeck, entnommen (vgl. 3.1). Die Namensgebung entspricht der laborinternen Nomenklatur.

3.3 Einteilung der Plasmide

Auf Grundlage der Typeneinteilung nach Duchrow et al. (2002) wurde festgestellt, welcher
genomischen Subgruppe die hergestellten Plasmide angehdren (vgl. Tabelle 5). Die Eintei-
lung nach Duchrow et al. (2002) basiert auf nachfolgend aufgefiihrten Polymorphismen an

vier Genloci (vgl. Einleitung Tabelle 1; Positionsangabe bezuglich Transkriptionsstart):

Position -518: 12GA
22GG
Position -351: 12GC
22GT
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Position -186: 1 2 3 Repetitionen

2 £ 5 Repetitionen

Position -49: 12GA
22TA
seltenere Varianten: GG; CA; CC; CG

Diese wurden von Duchrow et al. (2002) in vier Hauptgruppen zusammengefalt:

T3: x21x C3: x11x
T5: x22x C5: x12x

Hierbei stehen die Buchstaben ,T* flir die Base Thymin und ,,C* flir Cytosin in
Position -351, wahrend die Ziffern ,,3* und ,,5* die Anzahl der Repetitionen in Position -186
angeben. Das ,,X* an erster und vierter Position (d.h. Position -518 und -49) besagt lediglich,
dal? diese beiden Genloci fir jene Einteilung nicht relevant waren. Der C5-Typ konnte nach
Revision nicht nachgewiesen werden (personliche Mitteilung Priv.-Doz. Dr. rer. nat.
M. Duchrow).

In Tabelle 5 wurde der nach oben erwahnter Klassifikation ,,erwartete” Genom-Typ bezug-
lich der vier untersuchten Genloci dem durch Sequenzierung ,,vorgefundenem® Genom-Typ
gegenlbergestellt.
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Nr. in Primer Frag- Orien- vor- Polymor-
Tumor- ment- tierung Genom gefundenes phismen
bank lange Genom
137T 127174 k s p56.1IN6B2  '/,-2-1-1 1-2-1-1 AT3G
as  p56.1N6B1 1-2-1-1 AT3G
127/DanPri | s p35.4B1 2-2-1-GG  GT3(GG)
as p35.4B6 2-2-1-1 GT3G
144T  127/74 k s  p51.1XB3 Y-21-1-2 1-2-1-2 AT3T
as p51.1XBl d.b.1-2-1-2 1-2-1-2 AT3T
127/DanPri | s p3lL1A2 od 2112 1 GC3G
as p3l.lAll 2-1-1-1 GC3G
145T 12774 k s p52.1B1 1-2-2-1 1-2-2-1 AT5G
as p52.1B2 1-2-2-1 ATS5G
127/DanPri | S  p53.3B2 1-2-2-1 ATS5G
as  p53.3B6 1-2-2-1 AT5G
154T 127174 k s p36.2B4 1-2-2-1 1-2-2-1 AT5G
as p36.2B11 1-2-2-1 AT5G
127/DanPri | s  p50.3B6 1-2-2-1 ATS5G
as p50.3B2 1-2-2-? AT5?
158T  127/74 k S  p54.1XB6 1-2-2-1 1-2-2-1 AT5G
as p54.1XB4 1-2-2-1 ATS5G
127/DanPri | s  p48II9B3 1-2-2-1 ATSG
as  p48lioB12 1-2-2-1 ATS5G
160T  127/74 k s  p55.2B3 2l o= 1-2-2-1 AT5G
as  p55.2B6 d.b. 2-1-1-2 1-2-2-1 AT5G
127DanPri 1 s pagssr L5, AT5T
as  p49.3B2 1-2-2-2 ATST
Stan-  127/74 k s  p25.2A3 2-1-1-2 2-1-1-2 GC3T
dard as  p25.2B2 2.1-1-2 GC3T
127/DanPri | s 8b-b8 2-1-1-2 GC3T
as  8b-a4N1 2-1-1-2 GC3T

Tabelle 5: Verwendete Reportergenplasmide: I: lang; k: kurz; s: sense; as: antisense; ¥: 1 oder 2. Die in
dieser Arbeit verwendete Nomenklatur setzt sich aus den drei Spalten ,,Nr. in Tumorbank®, ,,Fragmentlange*
und ,,Orientierung* zusammen (z.B. 137T k s). In der Spalte ,,Polymorphismen* sind die entsprechenden
Polymorphismenkombinationen bzgl. der Genloci (Reihenfolge —518/-351/-186/-49) dargestellt;

A: Adenin; C: Cytosin; G: Guanin; T: Thymin; ?: Base konnte nicht eindeutig ermittelt werden. Anhand von
Fettdruck ist die Gruppeneinteilung nach Duchrow et al. (2002) (vgl. S. 30) hervorgehoben.
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Anhand des ,vorgefundenen®“ Genom-Typs erfolgte die revidierte Gruppenzuordnung
(Tabelle 5).

Abweichungen vom ,erwarteten® Genom-Typ wurden durch wiederholtes Sequenzieren
uberpruft und verifiziert. Abweichend von der Klassifikation nach Duchrow et al. (2002)
wurde bei 160T der Genotyp 1-2-2-% gefunden. Demzufolge konnte 160T kein C5- oder
C3-Typ sein, sondern war eindeutig ein T5-Typ. Nach Abschlul? des praktischen Teils dieser
Arbeit ergaben Korrekturen der Arbeitsgruppe Duchrow / Maaser bei den Tumorproben
145T und 154T hinsichtlich der vier Genloci jeweils den Genotyp 1-2-2-1 (personliche
Mitteilung Priv.-Doz. Dr. rer. nat. M. Duchrow). Daher wurden in dieser Arbeit Tumoren

mit dem gleichen Genotyp bezuglich der vier Genloci untersucht.

3.4 Aktivitatsbestimmungen der Promotorfragmente

Die Messungen zur Promotoraktivitdit wurden mit dem DLR-Assay durchgefiihrt
(vgl. 2.5.14). Es wurden eine interne Kontrolle sowie eine externe Negativ- und Positiv-
kontrolle mitgefuhrt.

Die interne Kontrolle diente der Effizienzbeurteilung der Elektroporation. Dadurch, daR der
MeRwert des Reportergenplasmides (MeRwert M1) in Relation zu dem cotransfizierten
Kontrollplasmid (MeRwert M2) gesetzt wird, ist der ermittelte Quotient Q ="/, unab-
héngig von der Menge des Reportergenplasmides, die wéhrend der Elektroporation von den
HeLa-Zellen aufgenommen wurde. Die Aktivitat der Plasmide wurde als Funktion des
Quotienten Q =My, (mit M1: Messung der Firefly-Luciferase; M2: Messung der
Renilla-Luciferase) ermittelt und wird nachfolgend mit der Einheit RLU (relative luciferase
units) versehen. Als interne Kontrolle diente der pRL-TK-Vektor. Dieser besitzt einen
Herpes simplex virus-Thymidinkinase-Promotor (HSV-Promotor) (vgl. 2.2). Um den
gunstigsten Verdunnungsfaktor des Kontrollplasmides (fur den Experimentalansatz) zu er-
mitteln, wurden entsprechende Verdinnungsmefireihen durchgefuhrt. Hierbei wurden
Verdinnungen von 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 und 1:50 ausgetestet. Des weiteren wurde der
pPRL-TK-Vektor gegen den pRL-SV40-Vektor, einem mdglichen alternativen Kontroll-
vektor, in entsprechender Verdinnung getestet. Ziel war es, eine Verdiinnung zu finden, die
einerseits deutlich geringere MelRwerte als diejenigen der Reportergenplasmide zeigte, sich
aber andererseits klar vom Hintergrundrauschen absetzte. Bei Cotransfektion mit
pGL3-Basic-Vektoren erwies sich eine Verdinnung von 1:20 des pRL-TK-Vektors als die

geeigneteste. Daher wurde die Cotransfektion mit 5pg Reportergenplasmid und
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0,25 pg interner Kontrolle je Elektroporationsansatz durchgefihrt.

Als externe Positivkontrolle wurde der pGL3-Control-Vektor verwendet. Er besitzt einen
SV40-Promotor sowie einen entsprechenden Enhancer. Fur die externe Negativkontrolle
wurde ohne Zugabe eines Plasmides elektroporetisch transfiziert (NTC = Non-transfected
cells). Des weiteren wurde regelméfRig noch der Ansatz ,,/+TK* (d.h. nur aus dem Kontroll-
plasmid bestehend) mitgefuhrt. Dadurch war eine Beurteilung mdglich, inwieweit bei der
ersten Luciferasemessung M1 Dbereits Photonenemissionen - katalysiert durch die
Renilla-Luciferase des Kontrollvektors - mitgemessen und somit zu hohe Werte des
Reportergenplasmides ermittelt wurden. Sdmtliche im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Messungen zeigten, dafl das Kontrollplasmid erst durch Zugabe des S&G-Reagenz
(vgl. 2.5.14) aktiviert wurde. Auch konnte sicher gezeigt werden, dal die Firefly-Luciferase
des Reportergenplasmides durch das S&G-Reagenz addquat gestoppt wurde und dal3 es

somit nicht zu falschen M2-MeRwerten kam. Die Melergebnisse sind zusammengefalit in

Tabelle 6 dargestellt. Eine ausfiihrliche Darstellung findet sich in Kapitel 8.9.

Plasmide arithmetischer Standardabwei- Anzahl der
Mittelwert der RLU chung Messungen
(Q=M1/M2)

p8b-b8 30,4731 9,4969 5
p8b-a4 4,0544 1,9230 3
p25.2A3 85,1160 22,7058 6
p25.2B2 3,4256 1,6441 5
p35.4B1 36,1577 9,2207 4
p35.4B6 6,41 2,1995 4
p36.2B4 82,3848 26,7137 5
p36.4B11 3,67 2,0148 4
p48I119NLB3 52,2287 14,9893 5
p48119B12 3,0981 1,2364 3
p49.3B1 41,0065 18,4078 4
p49.3B2 2,9729 0,3146 3
p50.3B6 26,74 12,0445 6
p50.3B2 6,5456 2,7983 3
p51.1XB3 87,0136 10,7759 4
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Plasmide arithmetischer Standardabwei- Anzahl der

Mittelwert der RLU chung Messungen
(Q=M1/M2)
p51.1XB1 5,6947 1,9944 3
p52.1B1 83,5778 25,7378 5
p52.1B2 5,7141 1,3587 4
p53.3B2 20,5477 5,0593 5
p53.3B6 3,7866 1,0794 3
p54.1XB6 81,0112 26,3739 3
p54.1XB4 4,2770 0,7913 3
p55.2B3 56,9561 20,6701 5
p55.2B6 3,6653 0,5062 4
p56.1N6B2 59,6597 8,4596 5
p56.1N6B1 4,5047 2,0570 3
p31.1A11 4,2095 1,0113 4
p31.1A2 23,6269 2,1164 3
Control (/TK) 28,0036 5,7209 3
NTC 0,0137 0,0070 15

Tabelle 6: Mel3ergebnisse der Reportergenplasmide sowie des Kontrollplasmidansatzes (Control) und
der externen Negativkontrolle (NTC); zur Namensgebung der Plasmide vgl. Tabelle 5; RLU: relative
Luciferase-Aktivitat

3.5 Auswertung

Die Melergebnisse der Plasmide wurden zun&chst einmal nach Tumor und Lénge des
Fragmentes geordnet dargestellt. Dabei zeigte sich, dal} samtliche Quotienten bei Plasmiden
mit dem 127/74-Insert hoher lagen als diejenigen mit dem 127/DanPri-Insert und zwar un-
abhéangig davon, welcher Polymorphismus zu Grunde lag. Dariiberhinaus lagen die Quo-
tienten samtlicher Plasmide mit antisense-Orientierung zwischen 1,33 RLU und 9,77 RLU.
Diese waren zwar deutlich héher als das Hintergrundrauschen - ermittelt durch Messungen
mit NTC-Ansatzen (Q = 0,01 £0,01 RLU), jedoch deutlich niedriger als die Quotienten der
Plasmide in sense-Orientierung.

Die Werte der Plasmide mit 127/74-Insert lagen zwischen dem 56,96 (+20,67)- und
87,01 (£ 10,78)-fachen der Renilla-Luciferase, des internen Kontrollvektors. Die Plasmide
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mit einem 127/DanPri-Insert wiesen das 20,55 (+ 5,06)- bis 51,59 (+ 14,99)-fache der
Renilla-Luciferase-Messung auf. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5 und Abbildung 6
graphisch dargestellt.

127/DanPri-Fragmente
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Abbildung 5: MefRergebnisse der pKi-67 Promotoren (langes Fragment) aus verschiedenen
Tumoren: 1) Standard | s; 2) Standard | as; 3) 137T | s; 4) 137T | as; 5) 144T | s; 6) 144T | as; 7)
145T |'s; 8) 145T | as; 9) 154T I's; 10) 154T | as; 11) 158T I s; 12) 158T | as; 13) 160T I s;

14) 160T I as; 15) Positivkontrolle (,,Control*); 16) Negativkontrolle (,,NTC*); 17) Renilla-
Luciferase-Vektor ohne Reportergenplasmid (,,/TK*) mit s: sense-Orientierung;

as: antisense-Orientierung und Standard: pKi-67 Promotor aus HelLa S3
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Abbildung 6: Mef3ergebnisse der pKi-67 Promotoren (kurzes Fragment) aus verschiedenen
Tumoren: 1) Standard k s; 2) Standard k as; 3) 137T k s; 4) 137T k as; 5) 144T k s; 6) 144T Kk as;
7) 145T k s; 8) 145T k as; 9) 154T k s; 10) 154T k as; 11) 158T k's; 12) 158T k as;

13) 160T k s; 14) 160T k as; 15) Positivkontrolle (,,Control“); 16) Negativkontrolle (,,NTC*);

17) Renilla-Luciferase-Vektor ohne Reportergenplasmid (,,/TK*) mit s: sense-Orientierung und
as: antisense-Orientierung und Standard: pKi-67 Promotor aus HeLa S3
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35.1 Gruppeneinteilung nach Duchrow et alteres

Gemal der Einteilung nach Duchrow et al. (2002) hinsichtlich der Polymorphismen wurden
die Plasmide getrennt nach der Lange des Promotorfragmentes zusammengefalit. Hierbei
war insbesonders innerhalb der Gruppe T5 eine recht inhomogene Verteilung der Aktivitaten
zu beobachten. Bei den 127/DanPri-Fragmenten von T5 variierten die ermittelten Quotienten
von 20,55 45,05 RLU bis 51,59 +14,99 RLU, d.h. die gemessenen Aktivitdten von T5
entsprachen  in  vollem Umfang dem  Aktivitatsspektrum  der  gesamten
127/DanPri-Fragmente. Fir die entsprechenden 127/74-Fragmente sind Aktivitaten
zwischen 83,56 +25,74 RLU und 56,96 +20,67 RLU ermittelt worden. Die Aktivitaten sind
in Abbildung 7 und Abbildung 8 dargestellt. Es zeigte sich, dal} wiederum die Quotienten
der Plasmide mit dem 127/74-Insert Uber denjenigen Quotienten der Plasmide mit
127/DanPri-Insert lagen. Die Aktivitat der 127/74-Fragmente war zirka doppelt so hoch wie
diejenigen der 127/DanPri-Fragmente.

127/DanPri-Fragmente

Quotient Q 60

[RLU] 59
a0 T
30 | T ] T
2 ] 1] _ 1]
10 |
o L = sl

T3Is T3las C3ls C3las T51s T5las Control NTC ITK

Abbildung 7: Zusammenfassung der verschiedenen pKi-67 Promotortypen (langes
Fragment) nach Duchrow et al.: I: lang (127/DanPri); s: sense-Orientierung; as:
antisense-Orientierung; Control: Positivkontrolle; NTC: Negativkontrolle (non-transfected
cells); /TK: Renilla-Luciferase-Vektor ohne Reportergenplasmid
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127/74-Fragmente
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Abbildung 8: Zusammenfassung der verschiedenen pKi-67 Promotortypen (kurzes
Fragment) nach Duchrow et al.: k: kurz (127/74); s: sense-Orientierung;

as: antisense-Orientierung; Control: Positivkontrolle; NTC: Negativkontrolle; /TK: Renilla-
Luciferase-Vektor ohne Reportergenplasmid

Ordnete man die Gruppen beztiglich ihres Quotienten, so ergab sich folgende Reihenfolge:

127/74-Insert (,,kurzes* Insert): C3>T5>T3
127/DanPri-Insert (,,langes* Insert): T5>T3>C3

Die Plasmide der Subgruppe ,,T* wiesen bei den langen Inserts (127/DanPri) eine héheren
Quotienten auf als die Gruppe C3. Bei den kurzen Fragmenten hatte der C3-Typ den
hdchsten Quotienten, wéhrend Plasmide der Subgruppe ,,T“ einen geringeren Quotienten
hatten. Auffallend war diesbezuglich die Relation der Quotienten der jeweils entsprechenden
127/DanPri- und 127/74-Fragmente zueinander und damit die Aktivitdtszunahme vom
127/DanPri- zum 127/74-Insert. Die Aktivitat stieg beim C3-Typ von 27,91 + 8,09 RLU auf
85,12 £ 22,71 RLU um 57,21 RLU. Dies entsprach einer Zunahme um 205,0% bzw. einer
Verdreifachung. Beim T5-Typ war ein Zuwachs von 34,42+17,17 RLU auf
75,42 £ 25,41 RLU und beim T3-Typ von 36,16 + 9,22 RLU auf 71,82 + 16,95 RLU zu
beobachten. Damit lag die Aktivitatssteigerung bei 119,1% fur den T5-Typ und bei 98,6%
fur den T3-Typ. Die Aktivitat vom T3-Typ verdoppelte sich folglich.
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3.5.2 Alternative Gruppeneinteilung
Fir eine alternative Darstellung wurden die Klone - getrennt nach  der
Insertlange - hinsichtlich ihres Quotienten Q geordnet und diesbezliglich in jeweils drei

Gruppen unterteilt. Es wurde folgende Unterteilung gewéhlt:

Plasmide mit 127/DanPri-Insert (Angabe in RLU)
Gruppe I: Q<30

Gruppe 1I: Q: 30-40

Gruppe I11: Q > 40

Plasmide mit 127/74-Insert (Angabe in RLU)
Gruppe 1: Q<70

Gruppe 2: Q: 70-85

Gruppe 3: Q>85

Die entsprechende Zuordnung der Klone ist in Tabelle 7 dargestellt. Ein Vergleich der Klone
innerhalb einer Gruppe auf genomischer Ebene sollte erste Hinweise bringen, inwieweit es
beziiglich der Polymorphismen an diesen vier Genloci Ubereinstimmungen gab. Hierbei
zeigte sich, daR es in Gruppe | eine Ubereinstimmung in der vierten Position gab. In
Gruppe Il waren die erste und dritte Position (Position -518 und -186) und in Gruppe 111 die
erste, zweite und dritte Position (Position -518, -351 und -186) identisch. Auch bei den
Plasmiden mit den 127/74-Fragmenten fanden sich diesbeziiglich Ubereinstimmungen: in
Gruppe 1 waren die erste, zweite und vierte. Position (Position -518, -351 und -49) und in
Gruppe 2 sind die Klone komplett hinsichtlich der vier Genloci identisch. In Gruppe 3

stimmten die dritte und vierte Position Uberein (Tabelle 8).
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Gruppe NEE Genom a

144T | s 2-1-1-1 GC3G
I 145T I's 1-2-2-1 AT5G
154T I's 1-2-2-1 AT5G
| Standard I s 2-1-1-2 GC3T
137T Is 2-2-1-GG GT3(GG)
158T Is 1-2-2-1 AT5G
' 160T Is 1-2-2-2 AT5T
137T ks 1-2-1-1 AT3G
! 160T k s 1-2-2-1 AT5G
145T k s 1-2-2-1 AT5G
2 154T ks 1-2-2-1 AT5G
158T ks 1-2-2-1 AT5G
Standard k s 2-1-1-2 GC3T
3 144T k s 1-2-1-2 AT3T

Tabelle 7: Alternative Gruppeneinteilung der verschiedenen Tumore nach
ihrer pKi-67 Promotoraktivitat: I: langes Fragment (127/DanPri); k: kurzes
Fragment (127/74); s: sense-Orientierung; genomische Bezeichnung bzgl. der
vier Genloci (-518/-351/-186/-49); die Ziffern in Spalte 3 (Genom a)

beziehen sich auf die Klassifikation von Duchrow et al., Spalte 4 (Genom b)
sind die Basen bzw. die Anzahl der Repititionen an den vier Genloci
dargestellt (vgl. 3.3)

Gruppe Ubereinstimmung im

Genom
I G
I G_3_
Il AT5
AT G
AT5G
3T

Tabelle 8: Ubereinstimmungen von Polymorphismen
an den untersuchten Genloci: die Genloci -518, -351,
-186 und -49 sind in dieser Reihenfolge durch [ _ ]
dargestellt. Bei vollstandiger Ubereinstimmung ist am
entsprechenden Locus die vorgefundene Base bzw.

die Anzahl der Repetitionen eingetragen.
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Anhand der Darstellung in Tabelle 8 zeigte sich, dal bei den 127/DanPri Fragmenten des
mutmaRlichen pKi-67 Promotors Ubereinstimmungen vorzugsweise in Position -518 und
-186 (mit Ausnahme von Gruppe ) anzutreffen waren, wéhrend bei den 127/74-Fragmenten
in allen Gruppen (Gruppen 1-3) mindestens die Position -49 uUbereinstimmte. In Abbildung 9
sind den Promotoraktivitaten der verschiedenen Gruppen die Ubereinstimmungen an den

vier unterschiedlichen Genloci zusammenfassend gegenubergestellt.

alternative Gruppeneinteilung

-518 351 -186  -49

v ' v ' eruppe \ \ \ \
o ST T T 7T |
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Abbildung 9: Zusammenfassung der verschiedenen pKi-67 Promotortypen nach der Promotorakti-
vitat (alternative Gruppeneinteilung) und Darstellung der gemeinsamen Polymorphismen an den
Genloci: Positionangaben der Genloci bzgl. Transkriptionsstart; bei vollstindiger Ubereinstimmung der
Polymorphismen in einer Gruppe ist am Genlocus der entsprechende Polymorphismus eingetragen:

A: Adenin; G: Guanin; T: Thymin; 3: drei Repetitionen; 5: finf Repetitionen

3.5.3 Berechnung von Promotoraktivitéaten

Da aufgrund von nachtraglichen Korrekturen seitens der Arbeitsgruppe Duchrow / Maaser
nicht alle Genotypkombinationen als 127/74- und 127/DanPri-Fragmente vorlagen, wurde
anhand des vollstandig vorhandenen Genotyps ,,AT5G* und ,,GC3T* das Verhéltnis der
127/74-Fragmente (k) zu den 127/DanPri-Fragmenten (l) rechnerisch ermittelt. Unter
Gewichtung der zugrundeliegenden Anzahl der Messungen ergab sich ein gemittelter Faktor
v=2,411, d.h. ein Verhdltnis k:l von 2,411:1. Anhand dieses Faktorsv lieflen sich die
Promotoraktivitaten der fehlenden Fragmente einzelner Genotypen theoretisch ermitteln.
Zusammen mit den experimentell ermittelten Promotoraktivitaten der einzelnen Tumore lieR

sich eine Rangfolge beziiglich der Promotoraktivitat erstellen (Tabelle 9).
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Q [RLU] Genom Tumor

98,86 AT5T a (160T)) k
87,18 GT3G a(137T) k
87,01 AT3T 1447, k
85,12 GC3T Standard k
83,58 AT5G 145T k
82,38 AT5G 154T k
81,01 AT5G 158T k
59,66 AT3G 137Tu k
56,96 AT5G 160Tu k
56,96 GC3G a (144T) k
52,23 AT5G 158T |
41,01 ATST 160T, |
36,16 GT3-(GG) 137T, 1
36,11 AT3T a (144Ty) |
30,47 GC3T Standard |
26,74 AT5G 154T |
24,76 AT3G a(137Tu) |
23,63 GC3G 144T, |
23,63 AT5G a (160T,) |
20,55 AT5G 145T |

Tabelle 9: Rangliste der pKi-67 Promotoraktivitat (lange und kurze Fragmente)
von verschiedenen Tumoren: mit Q: relative Promotoraktivitat (M1/M2);

k: 127/74-Fragment; I: 127/DanPri-Fragement; A: Adenin; C: Cytosin; G: Guanin;

T: Thymin; a: rechnerisch ermittelte Promotoraktivitat, in Klammern ist der zugrunde-
liegende Tumor angegeben. Da die Tumoren 137T, 144T und 160T in den 127/74- und
127/DanPri-Fragmenten einen unterschiedlichen Genotyp  aufweisen, werden sie zu
Unterscheidung mit den Zusatzen I und Il versehen. Der entsprechende Genotyp kann
Spalte 2 entnommen werden.

Hierbei zeigte sich die hochste Aktivitat bei der Genotypkombination ,,AT5T* bei den
127/74-Fragmenten. Die zweithdchste Aktivitat hatte — ebenfalls rechnerisch ermittelt — die
Genotypkombination ,,GT3G*“. Bei den 127/DanPri-Fragmenten wies der Tumor T158
(,AT5G*) mit 52,23+14,98 RLU die hochste Promotoraktivitat auf. An zweiter Stelle fand
sich Tumor T160 (,,AT5T*) mit 41,01+18,41 RLU. Die geringste Aktivitat wiesen die
Genotypen ,,GC3G* (rechnerisch ermittelt) und ,AT5G* (Tumor T160) bei den

-41-



127/74-Fragmenten auf. Bei den 127/DanPri-Fragmenten hatten der Tumor T145 (,,AT5G)
und Tumor T144 (,,GC3G*) die niedrigste Aktivitat.

Fallte man bei der Berechnung die duchschnittlichen Promotoraktivitdten der Tumore
gleicher Genotypen — getrennt nach Insertlange — zusammen und bezog die theoretisch
ermittelten Promotoraktivitaten der jeweiligen Genotypen mit ein, so ergab sich, normiert
auf die 127/DanPri-Fragmente, folgendes (Tabelle 10):

Genom Promotoraktivitat [RLU]

GC3G 23,6 £2,1
AT3G 24,8 £3,5
AT5G 32,0 £13,8
GC3T 33,1+9,3
AT3T 36,1 £4,5
GT3G 36,2 £9,2
ATST 41,0 £18,4

Tabelle 10: Darstellung der gemittelten Promotoraktivitaten fur die je-
weiligen Polymorphismenkombination (""Genom™): Schreibweise analog
zu 3.3

Zusammenfassend laRt sich folgendes festhalten: Der Genotyp ,,AT5T* hatte experimentell
nachgewiesen die hochste Aktivitdt bei den 127/DanPri-Fragmenten und hdchstwahr-
scheinlich auch die hochste Aktivitat bei den 127/74-Fragmenten (rechnerisch ermittelt). Die
geringste Promotoraktivitat fand sich bei ,,GC3G* sowohl bei den 127/74-Fragmenten als
auch bei den 127/DanPri-Fragmenten.
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4 DISKUSSION

4.1 Diskussion der Methode

Zur Eingrenzung von Promotoren und der Bestimmung ihrer Aktivitdten sind Reporter-
genassays die Methode der Wahl. Es werden Vektoren mit diversen Genen als Reporter
verwendet, deren Transkriptionsrate mittels verschiedener MeRBmethoden quantifiziert wird.
Als Beispiel seien das CAT-Gen (Chloramphenicol Acetyl Transferase), das LacZ-Gen,
welches flr B-Galactosidase kodiert, sowie das luc-Gen (Luciferase) als die am h&ufigsten
verwendeten genannt (Pardy 1994). Lumineszenzassays (luc und B-gal) haben den Vorteil,
daR sie keiner Radioaktivitat bedtrfen und bis zu 1000-fach sensitiver und leichter bestimm-
bar als CAT-Assays sind (Martinetal. 1996). Hierbei werden Chemilumineszenz- von
Biolumineszenzmessungen unterschieden. Unter Chemilumineszenz (Synonyme sind ,,kaltes
Leuchten* und ,,Kaltlicht“) werden Leuchterscheinungen verstanden, die auf Freisetzung

von Lichtquanten bei chemischen Reaktionen beruhen. Lichtemissionen von lebenden Orga-

nismen werden als Biolumineszenz oder ,,living light* bezeichnet. LacZ-Genen (B-gal) liegt
die Chemilumineszenz zugrunde, wahrend die Luciferase auf Biolumineszenz beruht. Um
Messungen von Promotoraktivitatsstudien vergleichen zu kénnen, werden die verwendeten
Zellen mit einem zweiten Vektor, einem Kontrollplasmid, cotransfiziert. Hierzu wurde ein
System benutzt, in dem das Reportergenplasmid ein luc-Gen und das Kontrollplasmid ein
B-gal-Gen besall. Die MeRsysteme bestehen also aus einer kombinierten
Bio-/Chemilumineszenzmessung. Ein Nachteil hierbei liegt darin, dal’ eine mogliche endo-
gene B-gal-Aktivitat in den transfizierten Zellen die MelRergebnisse verfalschen kann (Pardy
1994). Farr und Roman (1991) stellten fest, dal} die Aktivitat des internen Kontrollplasmides
mit B-gal durch Reportergenplasmide verschieden stark und abhangig von der verwendeten
Zellinie supprimiert werden. Aufgrund neuerer Entwicklungen ist die doppelte
Biolumineszenzmessung in einem einzigen Zelllysat moglich. Hierzu wird die
Firefly-Luciferase als Reportergenplasmid und die Renilla-Luciferase als Kontrollplasmid
verwendet. Dies ist aufgrund unterschiedlicher Substratanforderungen mdéglich. Ein Vorteil
des Dual-Luciferase Reporter Assay-Systems (Firefly- und Renilla-Luciferase) gegenuber
dem Dual Lumineszenz basiertem Reporter Assay-System (luc und -gal) liegt in der deut-

lich kiirzeren MeRdauer von 30 Sekunden gegenutiber mehr als einer Stunde. Daruiberhinaus
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zeichnet das Dual-Luciferase Reporter Assay-System eine hohe Sensitivitat aus (Martin
etal. 1996). Das Detektionslimit fir Luciferase-Assays liegt bei 102 Molekilen (Van der
Poell et al. 2001) beziehungsweise 10" bis 10® g (d.h. bis 1 fg) Luciferase (Martin et al.
1996). Durch die bereits erwahnte Cotransfektion mit Renilla-Luciferase ist die
Normalisierung praziser als bei der Einzeltransfektion und somit die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse besser gewéhrleistet. Es konnte gezeigt werden, dal3 die normalisierte Ratio der
Firefly- und Renilla-Luciferase (Q =™/\.) proportional zur Leseeffizienz des Ribosoms ist
(Stables et al. 1999, Dyer et al. 2000). Erst nach AbschluRR des experimentellen Teils dieser
Arbeit wurde bekannt, dal? das in dieser Arbeit verwendete native Renilla-Luciferase-Gen
mehrere hundert Bindungsstellen fiir diverse Transkriptionsfaktoren besitzt. Diese kdnnen
unkontrolliert die Transkriptionsrate der Renilla- Luciferase beeinflussen und somit zu einer
fehlerhaften Normalisierung der MelRwerte flihren. Als Folge ergibt sich eine groRere Streu-
ung der ermittelten Promotoraktivitdten (personliche Mitteilung Dr. rer. nat. T. Klinner,
Fa. Promega, Mannheim).

Dadurch lassen sich mdglicherweise die relativ hohen Standardabweichungen der MeRwerte
erklaren. Ein weiterer Grund fur die relativ hohen Standardabweichungen der MelRwerte
liegt unter anderem in den starkeren Schwankungen bei der Transfektion der
Reportergenplasmide als bei der Transfektion der Renilla Luciferase-Plasmide. Dies konnte
in der unterschiedlichen GroRe der beiden Plasmide begriindet sein. pRL-TK umfal3t
4045 bp, pGL3-Control 5256 bp und die Reportergenplasmide 5850 bp respektive 6125 bp.
Ein zusatzlicher Grund fur die ermittelten Standardabweichungen kénnte die unterschied-
liche Verteilung der transfizierten Zellen in den diversen Phasen des Zellzyklus sein. Da die
Expression des pKi-67 zellzyklusabhédngig ist (Gerdes et al. 1983 und 1984, Guillard et al.
1989), sollte dies gegebenenfalls zukiinftig durch Synchronisierung mittels entsprechender
Inhibitoren berticksichtigt werden. Als Verbesserung empfiehlt es sich meines Erachtens,
Reportergenassays maoglichst vollautomatisch durchzufuhren, um die Stéranfalligkeit des

Systems weiter zu minimieren.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Charakterisierung des gesamten untersuchten
pKi-67 Promotorfragmentes

Das 127/DanPri-Fragment reicht von -555 bis +754 (Exon 1, Intron 1, Exon 2 und Intron 2
teilweise) und das 127/74-Fragment von -555 bis +479 (bzgl. Transkriptionsstart). Letzteres
beinhaltet also Exon 1, Intron 1 sowie Exon 2 zu Teilen. Duchrow et al. (1996) beschrieben
in einem Fragment des pKi-67 Gens, welches von -75 bis +726 bzgl. des
Transkriptionsstarts reicht (= 800 bp), mehrere potentielle Bindungsstellen fiir Transkrip-
tionsfaktoren (Positionsangaben bzgl. Transkriptionsstart): 2 GC-Boxen als mdgliche
Bindungsstellen fur Spl, einem Transkriptionsfaktor (Dynan und Tjian 1985, Briggs et al.
1986, Jankowski und Dixon 1987, Santoro et al. 1988, weiteres s.u.) in (+)-Orientierung bei
Position —14 und +4, potentielle Bindungsstellen fur AP1 (Martin et al. 1988) in
Position —48  [(+)-Orientierung] und Position +271 (inverse Orientierung), zwei
Konsensus-Sequenzen fiur MRE (,,metal response elements”) (Labbe et al. 1991) in
Position -11 und -65; eine potentielle ETF-Bindungsstelle (Kageyama et al. 1988) in
Position +309 (inverse Orientierung) und eine Konsensus-Sequenz fir den Faktor
NF-kappa b (Bauerle 1991) in Position +159 (inverse Orientierung) sowie eine potentielle
E2A-Bindungsstelle (Faisst und Meyer 1992) in Position +289. Ferner fanden sie in
Position +76 und +103 maogliche Bindungsstellen fur Faktoren der
Helix-Loop-Helix-Familie [bHLH] (Anthony-Cahill et al. 1992). Nach aktuellem Stand der
Wissenschaft sind zahlreiche potentielle Bindungsstellen flir weitere Transkriptionsfaktoren
hinzugekommen, wie ein Vergleich der untersuchten Sequenz von 127/DanPri mit der
Matlnspector Matrix Library (einschlieflich der Transfac-Matrixen) [www.gsf.de] ergab.
Sie sind vollstandig in Kapitel 8.6 aufgefihrt.

4.2.1.1 Potentielle DNA-Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren an
den Genloci der Polymorphismen

Insbesondere die vier Genloci, die im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen, sind hinsichtlich
moglicher Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren untersucht worden. Position -518 liegt
innerhalb der Konsensus-Sequenz fur die potentielle Bindungsstelle von E47 in
(+)-Orientierung. Nahe Position -351 befindet sich eine putative Bindungsstelle fir Spl in

inverser Orientierung. Bei Position -186 liegen in unmittelbarer Nachbarschaft potentielle
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Bindungsstellen fur CREB und WT1 jeweils in (+)-Orientierung. Die Konsensus-Sequenzen
von VMAF (+) und WHN (+) beinhalten jeweils Position -186. Direkt stromabwarts von
Position -49 liegen potentielle Bindungsstellen fir AP2 in (+)-Orientierung. Die
Konsensus-Sequenzen von AHR (-) und EBVR (-) Uberspannen Position -49 (Angabe der
Orientierung jeweils in Klammern; vgl. 8.4 und 8.6). Auf eine ausfiihrliche Diskussion der
potentiellen Bindungsstellen in inverser Orientierung wird verzichtet, weil eine biologische
Funktion nicht zu erwarten ist, mit Ausnahme von Spl bei Position -351, da hier nur diese

eine potentielle Bindungsstelle liegt.

EAT:

Zwischen Position -526 und Position -511, also inklusive Position —518, liegt eine putative
Bindungsstelle fir MYOD/EA47. Das Protein E47 gehort in die Familie der bHLH-Proteine
der Klasse A (Hsu et al. 1990, Murre et al. 1989). E47 bildet mit TAL1 Heterodimere, die
mittels ihrer spezifischen Konsensus-Sequenz an DNA binden. Dabei ist die
Konsensus-Sequenz des Heterodimers jeweils zur Halfte zusammengesetzt aus der Erken-
nungssequenz fir A bHLH [d.h. E47] (AACAG) und der Erkennungssequenz fur TAL1-
Polypeptide (ATGGT). Die resultierende Konsensus-Sequenz des Heterodimers
(AACAGATGGT) ist mit der verglichenen pKi-67 Sequenz (CAGGTG) mit Ausnahme der
Base Guanin (G) an Position -518 identisch. Liegt anstatt der Kombination ,,GG* (Typ 2)
der Polymorphismus ,,GA“ (Typ 1) vor, so betragt die Ubereinstimmung 100%. Dies ist
vermutlich die entscheidende Stelle, ob und mit welcher Affinitdt das Heterodimer
TALL/E47 gebunden wird. Die Erstbeschreibung der TAL1/E47 Heterodimere erfolgte bei
Zellen von einem Patienten mit ,,T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL)* (Rabbitts
1991). Durch die Bindung des Heterodimers an DNA wird wahrscheinlich die Transkription
von Zielgenen reguliert (Hsu et al. 1990). Die im pKi-67 Gen gefundenen Polymorphismen
an Position -518 konnten eine veranderte Bindungsaffinitdt bewirken und somit zur
Erklarung der unterschiedlichen Promotoraktivitdten beitragen. Bei der Gruppeneinteilung
nach dem Promotoraktivitatslevel (vgl. 3.5 und 4.2.4 ) fiel auf, daR bei den niedrigen
Aktivitatsleveln (Gruppe Il) der Typ2 bzgl. Position-518 (d.h.,,GG*) und bei den
Plasmiden mit einer hoheren Aktivitdt (Gruppe Il11-V) vorzugsweise Typ 1 (d.h.,,GA")
vorlagen. Damit betrug die Ubereinstimmung mit oben genannter Konsensus-
Sequenz 100%. Dies deutet auf einen moglichen, positiven EinfluR von E47 auf die pKi-67

Promotoraktivitat hin.
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Spl

Von Position -350 bis Position -338, also in unmittelbarer Nachbarschaft zu -351, liegt eine
potentielle Bindungsstelle, eine GC-Box (Konsensus-Sequenz: GGGGCGGGG) fir den
Transkriptionsfaktor Spl in inverser Orientierung. Aufgrund der Strukturdhnlichkeit binden
neben Spl auch Sp3 und Sp4 an die klassische ,,Spl-binding-site” mit identischer Affinitat
(Suske  1999). Insgesamt weisen 14 verschiedene Proteine ein  Spl-dhnliche
DNA-Bindungsdomane auf (Cook et al. 1999). Spl ist ein Aktivator der Transkription
(Courey und Tjian 1988, Suske 1999). Sp3 konkurriert als Repressor mit Spl um die
Bindestelle. Dies hat zu der Modellvorstellung gefiihrt, dal? einige Gene einerseits durch Spl
aktiviert und andererseits durch Sp3 Uber dieselbe Bindungsstelle reprimiert werden
(Birnbaum et al. 1995, Denning et al. 1996). Die Aktivierung wird durch Interaktion mit
Faktoren, die Teil des generellen Transkriptionsapparates sind (z.B. TBP), erreicht. Piao et
al. (1997) wiesen nach, dall Mutationen im Sp1-Motiv, der GC-reichen DNA-Bindungsstelle
fur Spl, zu einer Veranderung der Promotoraktivitat fuhren. In JEG-3-Zellen nahm die
Aktivitat auf 30% und in JAR-Zellen auf 60% ihres Ausgangswertes ab. Beides sind humane
Chorionkarzinomzellinien. Da die putative Bindungsstelle fur Spl im pKi-67 Gen nicht
direkt den Polymorphismus in Position -351 umfalit, sondern nur in unmittelbarer
Nachbarschaft liegt, bleibt der Einflu} auf die Promotoraktivitat fraglich, zumal zudem noch
eine inverse Orientierung vorliegt. Jankowski und Dixon (1987) zeigten, dal} die Wirkung
von Spl als negativer oder positiver Transkriptionsregulator von der Position der GC-Box
zur TATA-Box abhangt. Inwieweit dies fir TATAC-Inr*-Promotoren (vgl. 4.2.2.2) wie den
pKi-67 Promotor gilt, bleibt nach derzeitigem Wissensstand offen.

VMAF

Die potentielle Bindungsstelle fir maf, AP1F/VMAF, hat interessanterweise zwei palindro-
mische Konsensus-Sequenzen, deren Mittelteile mit jeweils zwei Bindungssequenzen fir
AP-1 (bereinstimmt: TGCTGACTCAGCA und TGCTGACGTCAGCA (Kataoka et al.
1994).

Vmaf ist ein Onkogen, das fir maf, einem Protein mit bZip-Motiv, kodiert. Mittels
bZip-Motive (Leucin-Zipper) ist die Dimerisierung und die DNA-Bindung moglich. Es kon-
nen sowohl Homodimere (maf-maf) als auch Heterodimere entstehen. Hierbei bildet maf mit
Teilen von AP-1, Fos oder Jun, Heterodimere. Hetero- und Homodimere der maf-Familie

weisen eine unterschiedliche Affinitat zur DNA auf (Kataoka et al. 1994). Kataoka et al.
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(1994) folgerten, dalR durch die vielféltigen Kombinationsmdéglichkeiten beziliglich der
Dimerbildung eine auBergewdhnliche Feinabstimmung der Transkriptionsregulation méglich
sei. In Anbetracht der Tatsache, daR das pKi-67 Gen an dieser putativen Bindungsstelle
(-186) 3 oder 5 Repetitionen aufweist, liegt folgende Vermutung nahe: Die unterschiedliche
Anzahl der Repetitionen konnte zu einer Veranderung der Affinitaten der verschiedenen
Hetero- respektive Homodimere (bei bestimmten Kombinationen) aufgrund synergistischer
oder konkurrierender Interaktion derselben fiihren. Dies kdnnte wiederum in einer unter-
schiedlichen Transkriptionshaufigkeit des pKi-67 Gens resultieren. Unterstutzt wird die
Vermutung von folgender Beobachtung von Kataoka et al. (1994): Bei DNA-Elementen, die
beide Homodimere (maf-maf, Jun-Jun) vorrangig binden, wirkt bei Heterodimeren der
jeweilige Partner inhibitorisch. Ferner konnen maf und AP-1 als Heterodimere synergistisch
wirken, wodurch eine starkere Bindungsaffinitat zur DNA resultiert (Kataoka et al. 1994).
Demzufolge bestimmt das DNA-bindende Protein als Homo- respektive Heterodimer die
Promotoraktivitat mit, wobei die Art der Dimerbildung anderen Einfllissen unterworfen ist.
Kataoka et al. (1994) vermuteten, dal3 Interaktionen von maf und AP-1 Proteinen sowohl
eine inhibitorische als auch stimulierende Wirkung haben kdnnten - und zwar in Abhangig-

keit von der Zielsequenz.

WHN

Zwischen -196 und -186 liegt die Konsensus-Sequenz fir Winged Helix-Proteine (WHN),
eine Subfamilie in der Familie der Helix-Turn-Helix Proteine (Gajiwala und Burley 2000).
Die WHN-Proteine sind fur die Embryogenesis, fur Entwicklung und Alterungsvorgénge
von Bedeutung. So fungiert beispielsweise ein Protein dieser Subfamilie, HNF-33, als
Repressor der Transkription, wahrend ein anderes Protein, HFH, durch Bindung an die
Regulationssequenz im Promotor des Zielgens als Entwicklungsverstarker bei endo-
dermalem Gewebe wirkt (Gajiwala und Burley 2000).

WT1

WT1 ist ein Protein, von dem es mindestens 24 Isoformen gibt (Scharnhorst et al. 2001).
Urspriinglich wurde es als Suppressor des Wilms-Tumors (Nephroblastom), einer malignen
Neoplasie des Kindesalters, beschrieben. Inzwischen ist bekannt, dal? es eine wichtige Rolle
bei der Entwicklung des Urogenitaltraktes, der frihen Hamatopoese und der friihen Orga-

nogenese des Embryos spielt. Auch bei der Entwicklung der akuten Leukdmien und des
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Gonadoblastoms scheint es eine wichtige Funktion auszutiben. Der Wirkmechanismus ist zur
Zeit noch weitgehend unverstanden. WT1 wirkt auch als sequenzspezifischer Transkrip-
tionsregulator. Es gibt Hinweise darauf, dal} das WT1-Protein andere Transkriptionsfaktoren
von GC-reichen Promotorelementen verdrangt (Scharnhorst et al. 2001). WT1 kann u.a. in
Abhéangigkeit der Struktur und der verwendeten Zellinie die Transkription aktivieren oder
reprimieren. So beschrieben beispielsweise Wang et al. (1995), daR eine bestimmte Isoform
von WT1 die Transkription eines kirzeren Fragmentes des PDGT-A Ketten-Promotors
aktiviert und die Transkription der la&ngeren Promotorfragmente reprimiert. Es ist demnach
eine Analogie zu den Aktivitaten der langen und kurzen Fragmente des pKi-67 Promotors
vorhanden. Als Zielgene fur das WT1-Protein wurden bislang unter anderem Gene fir
Wachstumsfaktoren,  Gene  fir  Wachstumsfaktorrezeptoren und  Gene  fir
Transkriptionsfaktoren identifiziert (Scharnhorst et al. 2001).

CRE

Des weiteren weist die Sequenz des pKi-67 Gens bei Position -186 die Konsensus-Sequenz
von ATF/CRE (,,cAMP responsive element“) auf. An ATF/CRE bindet die
ATF/CREB-Familie der Transkriptionsfaktoren, welche in die Gruppe der bZip-Proteine
gehdren. Diese Familie wird in mehrere Subgruppen unterteilt. An Position -186 liegt eine
putative Bindungsstelle fir das Mitglied CREB der Subgruppe CREB, d.h. fir CREB/CREB
(= ATF-47) (Hurst et al. 1990, Hai und Hartman 2001), vor. CREB (,,cAMP-response-
element-binding protein®) wird mittels einer Signalkaskade von externen Stimuli via
Adenylatcyclase, cCAMP und Proteinkinase A durch Phosphorylierung aktiviert. Es kommt
nachfolgend zu einer erhéhten Transkriptionsaktivitdt (Nordheim 1998). Insgesamt ist die
ATF/CREB-Familie (also auch die Subgruppe CREB) in die Homdostase involviert. Es sind
sowohl Homo- als auch Heterodimerbildungen bekannt (Hai und Hartman 2001), unter
anderem mit AP-1 (Kataoka et al. 1994).

AP-2

In unmittelbarer Nachbarschaft zu Position -49, namlich von -48 bis -37, liegt eine poten-
tielle Bindungsstelle fir AP-2. Der Transkriptionsfaktor AP-2 ist bei der Regulation der Ex-
pression von zahlreichen Genen beteiligt. Als Beispiel seien HIV-Typ 1, HTLV-1 und
Transforming growth factor-a genannt (Hilger-Eversheim et al. 2000). Ferner spielt AP-2

bei der Zellteilung und -differenzierung des Mamma-Karzinoms eine Rolle. AP-2 wirkt als
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Tumorsuppressor, indem er verstarkt exprimiert wird. Dies wurde am c-erbB-2 Promotor
(c-erbB-2 wird bei 25-30% der Mamma-Karzinome exprimiert) und am malignem Melanom
untersucht (Hilger-Eversheim et al. 2000). Darlberhinaus fungiert AP-2 als Gegenspieler
(negativer Regulator) von c-myc, indem es bei den Zielgenen von c-myc aufgrund Uber-
lagerter Bindungsstellen (von beiden Proteinen) mit den Heterodimeren myc/max konkur-
riert (Gaubatz et al. 1995). Somit ist AP-2 bei der Kontrolle der Apoptose und Zellzyklus-
progression beteiligt. AP-2 ist als Homo- und als Heterodimer an den c-erbB-2 Promotor
bindungsféahig. Bisher ist die Funktion von pKi-67 weitgehend unbekannt. Es ist denkbar,
dal3 die Expression von pKi-67 durch ein Onkogen-Protein kontrolliert wird. AP-2 konnte
als Gegenspieler aufgrund der unmittelbaren Nachbarschaft zum Polymorphismus an

Position -49 durch unterschiedliches Bindungsvermdogen die Transkriptionsrate beeinflussen.

Als Fazit 1aBt sich folgendes festhalten:

Interessant sind die vier potentiellen Bindungsstellen in (+)-Orientierung bei Position -186,
von denen VMAF und WHN den besagten Polymorphismus direkt mit einschlieRen,
wéhrend die Konsensus-Sequenzen flir CREB und WTL1 in unmittelbarer Nachbarschaft
liegen. Bei Position -518 ist polymorphismusbedingt eine Homologie bis zu 100% zur
Konsensus-Sequenz des Transkriptionsregulators E47 mdglich. Interessanterweise weisen
Tumore mit einer hohen Promotoraktivitat vorzugsweise eine 100%ige Homologie zur
potentiellen Bindungsstelle MYOD/E47 auf (vgl. 3.5.3, Tabelle 10). Dies ist als Hinweis
dafiir zu werten, dafl Transkriptionsfaktoren — insbesondere E47 — eine wichtige Rolle bei

der Regulation der Promotoraktivitat von pKi-67 spielen.
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4.2.2 Charakterisierung des 74/DanPri-Fragmentes

Die unterschiedlichen Aktivitaten der 127/DanPri (,langen”) und 127/74 (,kurzen®)
Fragmente weisen also auf das 275 Basenpaare umfassende Teilstiick - nachfolgend
74/DanPri genannt - von +479 bis +754 (bzw. von 5727' bis 6002' bzgl. EMBL-Datenbank)
hin. Es scheint hinsichtlich der Initiation der Transkription und der Transkriptionshaufigkeit
relevant zu sein. In diesem Teilstlick liegen die ,,Direct Repeat Box 1*“ und die ,,Direct
Repeat Box 2“ (vgl. 8.5) in Tandemanordnung mit je 24 Basenpaaren und mit jeweils einer
TATA-Box in inverser Orientierung am 3'-Ende sowie einer ,,Cap-Site” in (+)-Orientierung
(Duchrow et al. 1996). Ferner beinhaltet dieses Fragment Teile des 2. Exons sowie Teile des

2. Introns (graphische Darstellung in Kapitel 8.4).

4.2.2.1 Silencer

Da die 127/DanPri-Fragmente eine vergleichsweise geringere Aktivitat aufwiesen, beinhaltet
oben genanntes Teilstlick einen Silencer. Dieser postulierte Silencer ist bei der Repression
der Aktivitat des pKi-67 Promotors um ca. 50% beteiligt. Silencer werden allgemein defi-
niert als ,,DNA-Sequenzbereiche [...], die die Effizienz der Transkription reduzieren [...]*
(Becker-Follmann et al. 1995). Ogbourne und Antalis (1998) unterteilten die Silencer in
zwei funktionelle Gruppen:

(I) klassische, positionsunabhéngige Elemente, die einen aktiven Repressionsmechanismus
(im allgemeinen durch Interaktion mit dem GTF-Komplex) steuern, bezeichneten sie als
»silencer elements®. In Gruppe Il faBten sie nicht-klassische, positionsabhéngige Elemente,
die einen passiven Repressionsmechanismus (im allgemeinen durch Interaktion mit strom-
aufwarts gelegenen Elementen) steuern, als NRE (,,negative regulatory elements®)
zusammen.

Das 74/DanPri-Teilstiick umfal3t sowohl Bereiche von Exon 2 (150 bp) als auch 125 bp von
Intron 2. Der Silencer kdnnte sowohl innerhalb eines Introns als auch innerhalb des 2. Exons
liegen. Letzteres ist nach bisherigen Erkenntnissen weitaus seltener (Ogbourne und Antalis
1998).

Ein Vergleich mit der Matlnspector Matrix Library (vgl. 4.2.1) ergab, daB im
74/DanPri-Teilstlck eine Konsensus-Sequenz fur NRSE
(neural-restrictive-silencer-element) in (+)-Orientierung bei +630/+650 bzgl. Transkrip-
tionsstart vorhanden ist. Ferner konnte eine potentielle Bindungsstelle fur NRSF (neuron-
restrictive-silencer factor) bei +732/+752 bzgl. Transkriptionsstart in (-)-Orientierung nach-
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gewiesen werden. NRSE ist bei der Steuerung der neuronalen Expression und der neuro-
nalen Entwicklung bei Wirbeltieren beteiligt (Ogbourne und Antalis 1998). Es konnte ge-
zeigt werden, daR NRSE als Silencer sowohl bei neuronalen Genen als auch bei nicht-
neuronalen Genen von Bedeutung sind (Ogbourne und Antalis 1998). NRSF wurde erstmals
als ein Silencer-bindendes Protein bei einem Gen, welches einen neuronenspezifischen
Natriumkanal kodiert, identifiziert (Mori et al. 1992, Ogbourne und Antalis 1998). NRSF
wirkt in neuronalen Zellen als Enhancer und in nicht-neuronalen Zellen als Silencer und bin-
det an das konservierte Element namens NRSE (Bessis et al. 1997, Ogbourne und Antalis
1998). Somit konnte auch NRSE (+) im 74/DanPri-Teilstick die Silencerfunktion im
pKi-67 Gen Ubernehmen. Des weiteren ergab der Vergleich mit der Matlnspector Matrix
Library (s.0.), daR 3weitere Konsensus-Sequenzen fur NRSE stromaufwarts des
74/DanPri-Teilstiickes, also in dem gemeinsamen Teil der beiden untersuchten Fragmente,
liegen (Angabe der Orientierung in Klammern):

NRSE (-) zwischen Position +130 und +150; NRSE (+) zwischen Position +149 und +169
sowie NRSE (+) zwischen Position +194 und +214.

Auffallend ist das direkte Aufeinanderfolgen von NRSE (-) und NRSE (+) mit Uberschnei-
dung von zwei Basen. Alle NRSE liegen im ersten Intron des pKi-67 Gens.

Die Eingrenzung und genauere Untersuchung, um welchen Subtyp des Silencers es sich
handelt, bleibt zukunftigen Studien vorbehalten.

4.22.2 TATA-Box und Inr-Element

Das pKi-67 Gen besitzt keine TATA-Box im klassischen Sinne (Duchrow et al. 1996), d.h.
stromaufwarts des Transkriptionsstarts zwischen Position —25 und —30 in (+)-Orientierung
gelegen. Insgesamt zwei TATA-Boxen in inverser Orientierung liegen am 5'-Ende des
2. Exons in der ,,Direct Repeat Boxen 1+2* (Duchrow et al. 1996) und somit mehrere
hundert Basenpaare stromaufwarts des Transkriptionsstarts. Daher ist das pKi-67 Gen als
ein Gen mit Promotor ohne TATA-Box anzusehen. Bisher sind Promotoren bekannt, die
() eine TATA-Box oder (b)ein Inr-Element (Initiator-Element) oder (c) sowohl eine
TATA-Box als auch ein Inr-Element oder (d) keines von beiden besitzen. Das Inr-Element
wurde erstmalig von Grosschedl und Birnstiel (1980) beim Histon H2A-Gen des Seeigels
als Region von 60 bp, die den Transkriptionsstart umfalit, beschrieben. Inr-Regionen kon-
nen den exakten Startpunkt der Transkription determinieren und zusammen mit

TATA-Boxen die Starke des Kernpromotors modifizieren (Smale 1997). Die Funktion der
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Inr-Elemente ist der Funktion der TATA-Box gleichwertig, jedoch in ihrer Funktion nicht
vollstandig analog (Smale und Baltimore 1989, Smale et al. 1990, Smale 1997).
Inr-Elemente umfassen gewohnlich den Transkriptionsstartpunkt. Die Konsensus-Sequenz
des Inr-Elements fiir Séugetiere ist Py-Py-A.i-N-T/a-Py-Py [mit Py: Pyrimidin (d.h. C
oder T); N: A, T, C oder G; A..: Transkriptionsstart] (Smale und Baltimore 1989, Javahery
et al. 1994). Ein Vergleich mit dem Transkriptionsstart des pKi-67 Gens (Sequenz von
—2=+5: TTACCGG) ergibt eine Ubereinstimmung mit der oben genannten
Konsensus-Sequenz  von 57,14%. Demzufolge besitzt der pKi-67 Promotor ein
Inr-Element, da die Konsensus-Sequenz des Inr-Elementes bei Sdugetieren durch
Degenerationsprozesse starker verandert sein kann (Smale und Baltimore 1989, Javahery et
al. 1994, Burke et al. 1998). Zudem haben viele Kernpromotoren zusétzliche, stromabwaérts
des Transkriptionsstarts gelegene Elemente, die die Promotorfunktion modulieren (Smale
1997). Diese sogenannten ,,downstream elements” scheinen fir die Stabilisierung der
Bindung des TFIID-Komplexes an den Promotor wichtig zu sein (Smale 1997). TFIID ist
ein Komplex aus mehreren Untereinheiten, der fur die Initiation der Transkription wichtig
und fir die Inr-Aktivitat notwendig ist (Smale et al. 1990, Smale 1997). Smale (1997)
vermutet, dal die ,,downstream elements* fur Promotoren ohne TATA-Boxen von
Bedeutung sein konnten. Burke und Kadonaga (1996) identifizierten ein konserviertes,
stromabwarts gelegegenes Element (bei ca. +30) in zahlreichen Genen von Drosophila, in
denen keine TATA-Box vorkommt. An diesem konservierten Element namens
DPE (,,downstream promoter element“) bindet TFIID. Sie zeigten, dal DPE bei
Drosophila-Genen essentiell fur die Aktivitdt von Promotoren ohne TATA-Box, aber mit
Inr-Element und DPE (TATA?, Inr*, DPE") ist. Der Effekt von DPE auf die Bindung von
TFIID an den Promotor und damit der Transkriptionseffekt ist in Gegenwart von einer
TATA-Box gering. Bei TATA®-Promotoren war er signifikant hoher (Burke et al. 1998).
DPE wurde auch als wichtiger Bestandteil des Kernpromotors im menschlichem Genom
nachgewiesen (z.B. beim IRF-1 Promotor (Interferon regulatory factor-1) von Burke et al.
1998). Ein Vergleich des konservierten DPE-Motivs [*/cG*/tCGTG (Kernsequenz ist
unterstrichen, Burke und Kadonga 1996)] mit der entsprechenden Stelle im pKi-67 Gen
ergab keine Ubereinstimmung. Allerdings wiesen Burke et al. (1998) darauf hin, daR in
Analogie zur Inr-Konsensus-Sequenz die Konsensus-Sequenz des DPE-Motivs bei
Saugetieren eine groRere Variabilitat aufweist und damit weniger eindeutig als im

Drosophila-Genom sein kann. TATA®-Promotoren scheinen auf stromaufwarts gelegene
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Transkriptionsfaktoren wie z.B. Spl und andere (ETS-Motive oder pyrimidinreiche Initia-
torelemente) hinsichtlich der Initiation der Transkription angewiesen zu sein (Smale et al.
1990, Kaufmann et al. 1996, Ogbourne und Antalis 1998). Daher ist es denkbar, dal3 durch
die Polymorphismen im Bereich bzw. in unmittelbarer Nachbarschaft zu den potentiellen
Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren wie Spl et cetera ein unterschiedliches Bin-
dungsverhalten entsteht. Dies wirkt sich dann in der Initiation der Transkription aus.
Dariiber hinaus ist den TATAPromotoren ein bevorzugtes Ansprechen auf bestimmte Ak-

tivatoren sowie eine Resistenz gegeniiber manchen Repressoren eigen (Smale 1997).

4.2.3 Gruppeneinteilung nach Duchrow et alteres

Die Einteilung nach Duchrow et al. (2002) erfolgte aufgrund der Polymorphismen an den
Genloci -351 und -186 ohne Beruicksichtigung der Genloci -518 und -49.

Die unterschiedliche Reihenfolge der Aktivitat der Subtypen (C3, T3, T5) bei dieser Eintei-
lung war von der Lange des untersuchten Inserts abhéngig. Nachfolgend ist nochmals die
Reihenfolge aufgefuhrt (vgl. auch 3.5):

127/74-Insert: C3>T5>T3

127/DanPri-Insert: T5>T3>C3

Hierbei fiel auf, dal? die Aktivitat von T5 jeweils hoher als die Aktivitat von T3 war. Bei den
127/74-Fragmenten wies der C3-Typ eine hohere Aktivitat auf als die beiden T-Typen,
wahrend sich dieses bei den 127/DanPri-Fragmenten genau umkehrte.

Unter Bertcksichtigung, dal’ erstens die 127/74-Fragmente allesamt eine héhere Aktivitat
als die 127/DanPri-Fragmente aufwiesen und daR zweitens der Polymorphismus in
Position -351 nach dieser Einteilung einen groReren Einfluf? auf die Promotoraktivitat als die
Anzahl der Repititionen zu haben schien, wurde auf die relative Aktivitatszunahme der
127/74-Fragmente in Relation zu den 127/DanPri-Fragmenten geachtet. Im Vergleich war
der Aktivitatszuwachs des C-Subtyps groRer als beim T-Subtyp. Wahrend sich die Aktivitat
beim C-Subtyp diesbeziglich verdreifachte, verdoppelte sie sich bei den T-Subtypen. Das
Ausmald der Suppression der Transkription konnte durch weitere Polymorphismen, die bei
dieser Einteilung unberiicksichtigt blieben, bedingt sein. Diese kdnnten im untersuchten
Promotorbereich des pKi-67 Gens liegen. Hierflir kommen Position -518 und Position -49
oder weitere, in dieser Arbeit nicht untersuchte Polymorphismen in Frage. Des weiteren

zeigten sich bei den durchgefiihrten Sequenzierungen im 74/DanPri-Fragment Poly-
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morphismen an drei verschiedenen Genloci sowie ein Basenverlust an zwei weiteren
Genloci bei verschiedenen Tumortypen (vgl. 8.7). Durch jene Polymorphismen im
74/DanPri-Stuck konnten verschiedene Varianten im Bereich des postulierten Silencers
entstehen. Dies konnte wiederum zu verschiedenen DNA-Formationen fiihren, die eine
unterschiedliche Affinitdt der DNA-bindenden Proteine bewirken und somit zu einem

starkeren Silencer im C-Subtyp flhren.

4.2.4 Alternative Gruppeneinteilung

Auf Grundlage der ermittelten Aktivitatsquotienten erfolgte eine neue Einteilung in die
Gruppen I-111 und 1-3, wobei die Gruppen I-111 die 127/DanPri-Fragmente und die Gruppen
1-3 die 127/74-Fragmente enthielten.

Klone mit exakt dem gleichen Genom hinsichtlich der vier Genloci wiesen eine unter-
schiedlich hohe Aktivitat auf. So kam der Genotyp ,,1-2-2-1“ (AT5G) in vier Gruppen vor
und hatte somit die hochste Streuung. Entsprechende Plasmide mit dem 127/DanPri-Insert
fanden sich zweimal in Gruppel und einmal in Gruppe Ill und Plasmide mit dem
127/74-Insert gehduft in Gruppe 2 (dreimal) sowie in 1 (einmal). Dies ist als Hinweis zu
werten, dal’ die Polymorphismen in Position -351 und insbesondere in Position -186 und -49
in Kombination mit weiteren, hier nicht untersuchten Polymorphismen einen vorrangigen
EinfluR auf die Promotoraktivitdt ausiiben. Die relevanten Polymorphismen kénnten
entweder im Bereich des untersuchten Genabschnittes (127/DanPri) oder an bisher nicht
untersuchten Genloci liegen. Vergleiche der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Sequenzierungen ergaben, dal3 hierfir mehrere Genloci in Frage kdmen (vgl. 8.7). Ferner fiel
auf, dal die Gruppen Il und 1 in Position -518 und Position -351 mit der Kombination
Adenin-Thymin (AT) tbereinstimmen. Erganzend kam fiir jede Gruppe eine weitere Uber-
einstimmung in Position -186 (Gruppe I11) respektive in Position -49 (Gruppe 1) hinzu. Die
Aktivitat der erwidhnten Genotypkombination wurde nur in Gruppe 3 mit Uberein-
stimmungen in Position -186 (3 Repetitionen) und -49 (Thymin) tbertroffen. Das bedeutet,
dall fiinf Repetitionen nicht zwangslaufig eine hoéhere Aktivitdt als drei Repetitionen
bedingen. Es scheint hierbei relevant, ob drei oder fiinf Repetitionen bei Position -186 mit
einem bestimmten Polymorphismus in Position -49 kombiniert sind. Wurden neben den
experimentell nachgewiesenen Promotoraktivitaten die rechnerisch ermittelten Promotorak-
tivitdten der fehlenden Genotypen mit einbezogen, so &nderte sich die Rangfolge der

Promotoraktivitaten: Der Tumor mit der Genotypkombination ,,AT5T“ wirde bei den
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127/74-Fragmenten die hochste Aktivitat haben, gefolgt von den Genotypen ,,GT3G* und
LAT3T* mit nahezu gleichhoher Aktivitat. Die niedrigste Aktivitat wurde theoretisch beim
Genotyp ,,GC3G* erwartet. Bei den 127/DanPri-Fragmenten wiesen die durchschnittlich
hochste Aktivitat Tumoren mit der Kombination ,,AT5T* gefolgt vom Genotyp ,,AT3T* auf.
Durchschnittlich niedrige Aktivitaten fanden sich bei den Genotypen ,,GC3G*, ,,AT3G" und
»AT5G". Aufgrund dieses Ergebnisses kann die von Duchrow et al. (2002) beschriebene
Korrelation zwischen bestimmten Genotypen und einer schlechteren Prognose nicht durch
eine hohere Promotoraktivitdt im Sinne der eingangs formulierten Hypothese bestéttigt
werden. Anhand der in dieser Arbeit ermittelten Promotoraktivitaten und in Zusammenschau
mit der Funktion von pKi-67 nach derzeitigem Wissensstand wiirde man die schlechteste
Prognose hinsichtlich der Uberlebenszeit bei Patienten erwarten, deren kolorektales
Adenokarzinome die Genotypkombination ,,AT5T“ aufweisen. Ferner mufte sich

demzufolge die Genotypkombination ,,GC3G* prognostisch eher glinstig auswirken.

4.2.5 Revidierte Uberlebensfunktion nach Kaplan-Meier

Aufgrund einer inzwischen langeren Nachbeobachtungszeit der Patienten aus der Studie von
Duchrow et al. (2002) sowie zwischenzeitlich durchgefiihrten Korrekturen kommt es zu
einer Anderung der einzelnen Uberlebenszeiten in der Kaplan-Meier-Darstellung
(personliche Mitteilung Priv.-Doz. Dr. rer. nat. M. Duchrow). Nachfolgend ist das kumu-
lative Uberleben abhingig von der Nachbeobachtungszeit und getrennt nach Promotorakti-
vitat dargestellt (vgl. Abbildung 10). Die Promotoraktivitat der entsprechenden Tumoren
wurde auf Grundlage der in dieser Arbeit ermittelten Promotoraktivitat und den daraus resul-

tierenden Konstanten fiktiv berechnet. Es erfolgte hiernach die Gruppenzuordnung: Hohe
Promotoraktivitat £ Promotoraktivitat > 32 RLU; niedrige Promotoraktivitat

2 Promotoraktivitat < 32 RLU. Die Uberlebensfunktion nach Kaplan-Meier wurde mir

freundlicherweise von Herrn Priv.-Doz. Dr. rer. nat. M. Duchrow zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 10: Uberlebensfunktionen nach Kaplan-Meier von Patienten mit
kolorektalem Adenokarzinom : hohe Promotoraktivitat (>32RLU) versus niedriger
Promotoraktivitit (<32RLU); ULZ: Uberlebenszeit in Monaten; Prom-Akt:

pKi-67 Promotoraktivitét

Es fand sich hier eine signifikant unterschiedliche Uberlebenszeit (p<0,05) von Tumoren mit
hoher Promotoraktivitdt zu Tumoren mit niedriger Promotoraktivitdt. Ein Vergleich der
Promotoraktivitaten der einzelnen Genotypen (vgl. 3.5.3) mit den entsprechenden revidierten
Uberlebensfunktionen nach Kaplan-Meier zeigte, daR die hochste Promotoraktivitat der
Genotypen ,, AT5T* mit der schlechtesten Prognose verkniipft war. Auch fiir den Genotyp
LAT3T konnte eine direkte Korrelation mit der Uberlebenszeit der Patienten nachgewiesen
werden (Kaplan-Meier-Uberlebensfunktionen nicht dargestellt; persénliche Mitteilung

Priv.-Doz. Dr. rer. nat. M. Duchrow).

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse sind sicher kritisch zu betrachten, da die dieser
Arbeit zugrundeliegende, von Duchrow et al. (2002) beschriebene Korrelation zwischen den
Polymorphismenkombinationen beziiglich der vier Genloci und der Uberlebensrate anhand
eines relativ kleinen Kollektivs von 50 kolorektalen Adenokarzinom-Patienten gewonnen
wurde. Anhand der revidierten Kaplan-Meier-Uberlebensfunktionen konnte eine direkte
Korrelation zwischen der Promotoraktivitdt der Genotypen ,, T5T“ und ,,T3T* und dem
Uberleben der Patienten hergestellt werden. Eine hohe Promotoraktivitit ist demnach mit
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einer hoheren Sterblichkeit korreliert. Ferner konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal}
neben den Polymorphismen an den vier untersuchten Genloci weitere Polymorphismen die
Promotoraktivitat des pKi-67 Gens beeinfluBen. Inwieweit die in Kapitel 8.7 aufgefiihrten
Polymorphismen  gerade  hinsichtlich ~ der  Hybridisierung  mit  potentiellen
Transkriptionsfaktoren (vgl. 8.6) eine Rolle spielen, bleibt zukinftigen Studien auf diesem
Gebiet Uberlassen. Des weiteren konnte untersucht werden, inwieweit die
Transkriptionsfaktoren Uber die potentiellen Bindungsstellen im Bereich der untersuchten
Polymorphismen an der Regulation der Promotoraktivitat beteiligt sind und in welchem

Ausmal sie mit eventuellen Polymorphismen im postulierten Silencer interagieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

pKi-67 ist ein Nichthiston-Kern-Protein, das ausschlie3lich zellzyklusabhangig in proliferie-
renden Zellen immunhistochemisch mittels des Ki-67 Antikdrpers nachweisbar ist. Letzterer
ist in der onkologischen Diagnostik ein gut etablierter Proliferationsmarker. Bisher konnte in
der Literatur nicht eindeutig eine Korrelation zwischen Kklinisch-pathologisch-progno-
stischen Parametern und dem Ki-67 Markierungsindex nachgewiesen werden. Grunde hier-
fiir mogen in einer unterschiedlichen Aktivitat der pKi-67 Promotortypen liegen. Ziel dieser
Arbeit war es, die von Duchrow et al. (2002) beschriebenen, prognoserelevanten Polymor-
phismen an den vier Genloci -518, -351, -186 und -49 des pKi-67 Promotors, die aus kolo-
rektalen Adenokarzinomen isoliert worden waren, durch Aktivitdtsuntersuchungen zu
charakterisieren. Hierzu wurden jeweils zwei verschieden groRe Promotorfragmente
(127/DanPri und 127/74) der verschiedenen Genotypen mittels PCR amplifiziert und in
Luciferase-Reportergenplasmide in sense- und antisense-Orientierung kloniert. Die Plasmide
in antisense-Orientierung dienten als Kontrolle. Jeweils zusammen mit einem internen
Kontrollplasmid (pRL-TK) wurden die Reportergenplasmide in HelLa-Zellen mittels Elek-
troporation cotransfiziert. Als externe Positivkontrolle wurden pGL3-Control sowie
plasmidfreie Ansatze (NTC) als externe Negativkontrollen mitgefiihrt. Die durch Bio-
lumineszenzmessung ermittelten und auf die internen Kontrollen normierten Aktivitats-
quotienten zeigten, daB die kurzeren Promotorfragmente (127/74) allesamt eine hohere Ak-
tivitat aufweisen als die langeren (127/DanPri). Aus diesen Ergebnissen kann postuliert
werden, daR ein Silencer zwischen Position +479 und +754 beziuglich des Transkriptions-
starts (d.h. im 74/DanPri-Fragment) eine Bindungsstelle hat. Hierfir kommt NRSE (+) in
Position +630/+650 in Betracht. Geméall der Einteilung von Duchrow et al. (2002) wurde
beim C-Subtyp (am Genlocus -351) die Aktivitat auf zirka ein Drittel gemindert und die
Transkriptionsrate entsprechend supprimiert, wahrend bei den T-Subtypen (-351) eine
Aktivitatsabnahme  auf  die Halfte  zu beobachten  war. Bei den
127/DanPri-Promotorfragmenten wies der Genotyp T5 (Thymin an Position -351 und
5 Repetitionen bei -186) die hochste Aktivitat auf, wahrend es bei den 127/74-Promotor-
fragmenten der C3-Typ (Cytosin an Position -351 und 3 Repetitionen bei -186) war.

Fur eine alternative Gruppeneinteilung wurden die Promotorfragmente abhéngig von der

gemessenen Aktivitat jeweils 3 Gruppen zugeordnet. Es zeigten sich bei den Fragmenten
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mit einer hohen Aktivitat Ubereinstimmungen an den Genloci -186 und -49 (Gruppe 3;
127/74) bzw. bei Position -518, -351 und -186 (Gruppe Ill; 127/DanPri). Anhand des
konstanten Verhaltnisses der 127/74- zu den 127/DanPri-Fragmenten (2,411:1) erfolgte die
Berechnung der fiktiven Promotoraktivitdten von Genotypen, die nicht in beiden
Fragmentlangen vorlagen. Falite man Tumoren, die bezlglich der vier Genloci genotypisch
identisch waren, zusammen und mittelte die Promotoraktivitat, so wies Genotyp ,,AT5T*
(Adenin bei -518, Thymin bei 351, 5 Repetitionen bei -186, Thymin bei -49) die hdchste
Aktivitat auf - gefolgt von ,,AT3T*“ (Adenin bei -518, Thymin bei -351, 3 Repetitionen bei
-186, Thymin bei -49) und ,,GT3G* (Guanin bei -518, Thymin bei -351, 3 Repetitionen bei
-186, Guanin bei -49). Die durchschnittlich niedrigste Aktivitdt hat Genotyp ,,GC3G*
(Guanin bei -518, Cytosin bei -351, 3 Repetitionen bei -186, Guanin bei -49). Ein Vergleich
mit der revidierten Uberlebensfunktion nach Kaplan-Meier zeigte eine Korrelation von
Tumoren mit hoher Promotoraktivitat mit einer schlechteren Prognose der Patienten. Eine
niedrige Promotoraktivitit korrelierte mit einer langeren Uberlebenszeit der Patienten.

Im Bereich der vier Genloci der Polymorphismen liegen diverse potentielle Bindungsstellen
fiir Transkriptionsfaktoren. Position -518 liegt innerhalb der potentiellen Erkennungssequenz
des Transkriptionsregulators E47. Abhéngig vom Polymorphismus ist eine Homologie der
Konsensus-Sequenz mit der pKi-67 Sequenz bis zu 100% mdglich. Da die vollstandige
Ubereinstimmung (GA) vornehmlich bei Tumoren mit hoher Promotoraktivitit vorliegt,
deutet dies auf einen wichtigen Einflu? von E47 bei der Regulation des pKi-67 Promotors
und somit auf die Prognose der Patienten hin. Ferner scheint gerade der Genlocus -186
aufgrund der sich (berschneidenden putativen Bindungsstellen, insbesondere von
CREB (-198/-187) und VMAF (-200/-182), hinsichtlich eines maoglichen
Konkurrenzverhaltens oder einer synergistischen Interaktion flr die Transkriptionsrate von

besonderem Interesse zu sein.
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7 ABKURZUNGEN

Aufl.
BLAST
bHLH
bp
bzgl.
bzw.
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ca.
cDNA

CCW

CIAP
CREB
Ccw
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ddATP
ddCTP
ddGTP
ddTTP
DEAE
d.h.
DLR
DMSO
DNA
dNTP

Adenin

Auflage

Basic Local Alignment Search Tool
basic Helix-Loop-Helix

Basenpaare

bezuglich

beziehungsweise

Konzentration

Cytosin

Grad Celsius

circa

komplementare Desoxyribonukleinsdure
counterclockwise (gegen den Uhrzeigersinn;
nach links)

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
CAMP-response-element-binding-protein
clockwise (im Uhrzeigersinn)

das bedeutet
Didesoxyadenosintriphosphat
Didesoxycytosintriphosphat
Didesoxyguanosintriphosphat
Didesoxythymidintriphosphat
Diethylaminoethanol

das heil3t

Dual-Luciferase Reporter Assay
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Didesoxynucleosidtriphosphate

Einheiten
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E. coli
EMBL
et al.

Fa.
Fr.

gDNA
GTF

kb
kDa
LAR 11
LI

mA
min
HY

mg

pl

ml
mM
MRNA
MTA
MW
ng

nm
Nr.
NRE
NRSE
oD

Escherichia coli

European Molecular Biology Laboratories
et alteres / altera

Farad

Firma

Frau

Gramm

Guanin

genomische Desoxyribonukleinséure
generelle Transkriptionsfaktoren
Stunde

Kilobasen

Kilo-Dalton

Luciferase Assay Reagent Il
Labeling Index

Molar

Milli
Milliampere
Minute
Mikrogramm
Milligramm
Mikroliter
Milliliter
Millimolar

Boten-Ribonukleinsaure (messenger RNA)
Medizinisch-technische(r) Assistent(in)
Mittelwert

Nanogramm

Nanometer

Nummer

negative regulatory elements
neural-restrictive-silencer-element

optische Dichte
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od. oder
PBS Phosphate Buffered Saline
PCR Polymerasekettenreaktion / Polymerase

chain reaction

pH potentia Hydrogenium

PLB Passive Lysis Buffer

pmol picomol

prap. praperativ

resp. respektive

rpm Rotations per minute

® registrierter Warenname

RLU relavtive  Luciferaseeinheiten (relative

luciferase units)

RT Raumtemperatur

S Sekunde

S. siehe

S. Seite

S&G Stop & Glo

S.0. siehe oben

T Thymin

TBP TATA-Box bindendes Protein
TEMED Tetramethylethylendiamin

™ Trade mark, geschiitztes Warenzeichen
TNM Tumor, Nodulus, Metastase

Tris Tris-hydroxymethyl-aminoethan

U Units = Einheiten

u.a. unter anderem

i.N. Uber Nacht

UICC Union internationalis contra cancrum;

Union internationale contre le cancer

uv Ultraviolett
\% Volt
vgl. vergleiche
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Vol. Volumenanteil

viv Volumen pro Volumen
W Watt

wiv Gewicht pro Volumen
Z Zellen

z.B. zum Beispiel

griechische Buchstaben

o Alpha

B Beta

A Delta

K Lambda - physik. Zeichen fir die
Wellenlange

M M
Phi
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8 ANHANG

8.1 Nahrmedien, Kulturmedien und L6sungen

8.1.1 Nahrmedien / Kulturmedien

LB-Medium

supplementiertes Dulbeccos Eagle Medium

Agarplatten

YT-Medium

FKS (fotales Kélbermedium)

Einfriermedium

10 g Bacto-tryptone; 5 g Bacto-yeast
extract; 5 g NaCl; ad 1 | aqua dest.; pH 7,5

450 ml DMEM; 5 ml L-Glutamin (1%);

5 ml Pencillin-Streptomycin (50ug/ml);

5 ml Glucose (100x fur DMEM);

3 ml Hepes Buffer Solution 1M; 10% FKS

(inaktiviert)

LB-Medium; 1,5% (w/v) Agar;
25 mg/ml Ampicillin oder
25 mg/ml Kanamycin

8 g Bacto-Tryptone; 5 g Bacto-yeast
extract; 5 g NaCl; ad 1 | aqua dest.; pH 7,5

FKS von Gibco BRL/Berlin; hitzeinaktiviert
bei 65°C Uber 45 min

10% FKS (v/v); 12% (v/iv) DMSO (Sigma,
USA); supplementiertes DMEM
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8.1.2 Losungen

Dephosporylierungspuffer (10x)

fur alkalische Phosphatase

dNTP-Mix

Ligationspuffer fir T4-DNA-Ligase (10x)

One-Phor-All-Puffer PLUS

P1-Puffer

pP2-Puffer

P3-Puffer

QBT-Puffer

QC-Puffer

0,5 M Tris-HCI; 1 mM EDTA;
pH 8,5 (20°C)

20 mM von Pharmacia Biotech als
DNA Polymerization Mix

660 mM Tris-HCI; 50 mM MgCl;;
10 mM Dithioerythrit; 10 mM ATP;
pH 7,5 (20°C)

100 mM Trisacetat;
100 mM Magnesiumacetat;
500 mM Kaliumacetat von

Amersham Pharmacia Biotech

50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA,;
100 pg/ml RNase A;

200 mM NaOH; 1% SDS (w/v)

3,0 M Natriumacetat; pH 5,5

750 mM NacCl; 50 mM MOPS (pH 7,0);
15% lIsopropanol (v/v);

0,15% Triton X-100 (v/v)

1,0 M NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0);
15% Isopropanol (v/v)
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QF-Puffer

PBS (Phosphat buffered saline):

Pfu DNA Polymerase 10x Reaction Buffer

SuRE/Cut Puffer B

TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer):

Tfbl

Ttbll

TE-Puffer:

Salt Solution

Schwere Losung:

1,25 M NaCl; 50 mM Tris-HCI (pH 8,5);
15% Isopropanol (v/v)

137 mM NacCl; 2,7 mM KCI;
4,3 mM Na;HPO, x 7H.0;
1,4 mM KH,POg4; pH 7,4

200 mM Tris-HCI (pH 8,8 bei 25°C);
100mM KCI; 100 mM  (NH4).SOq;
20 MM MgSQO4; 1%  Triton  X-100;
1 mg/ml nukleasefreie BSA

10 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl;
5mM MgCl;; 1 mM 2-Mercaptoethanol;
ph 8,0

40 mM Tris-Acetat; 2 mM EDTA,; pH 8,5

30 mM Kaliumacetat; 50 mM MgCl;;
100 mM KCI; 15% (v/iv) Glycerin; mit
0,2 M Essigsdaure auf pH 5,8 eingestellt;
steril filtriert

10 mM MOPS/NaOH (pH 7); 75 mM CaCl;
10 mM KCI; 15% (v/v) Glycerin; steril
filtriert

10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA,; pH 8,0

1,2 M NacCl; 0,06 M MgCl,

TAE-Puffer mit 50 % (v/v) Glyzerin;

0,1 % (w/v) Bromphenolblau;
1 % (w/v) Xylencyanol
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8.2 Oligodesoxynucleotiden (Primer) fUr die Sequenzierung

Primer Sequenz

M 13 Reverse 5'-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-AC-3'

M 13 Forward 5'-GTA-AAA-CGA-CGG-CCA-G-3'
GLprimer2 (ccw) 5'-CTA-GCA-AAA-TAG-GCT-GTC-CC 3
RVprimer3 (cw) S-CTT-TAT-GTT-TTT-GGC-GTC-TTC-CA-3'

8.3 Chemikalien und Gerate

8.3.1 Enzyme und Chemikalien
Hind 111 aus Haemophilus influenzae Rd com-10, Roche

T4-DNA-Ligase aus E.coli NM 989 nach Murray, Boehringer Mannheim

Pfu-DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus Vc1 DSM3638; ¢ = 2-3 u/ul; Promega

alkalische Phosphatase aus Kéalberdarm, ¢ = 10° U/ml; Boehringer Mannheim

8.3.2 Gerate
Photometer Spectrophotometer DU 640,
Fa. Beckman, Miinchen
Fotodokumentationsanlage MWG Multi D,
Fa. MWG Biotech, Ebersberg
Sterile Werkbanke (Bench) Class Il Type A/B3,

Fa. Naire, Plymouth, GB; (Fa. Zapf
Instrumente, Sarstedt)

BSB 4A, Fa. Gelaire Flow

Laboratories GmbH (ICN Biomedicals),
Meckenheim
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Zentrifugen Biofuge 22R, Fa. Heraeus, Hanau
Megafuge 1.0R, Fa. Heraeus, Hanau
Rotanta/TR, Fa. Hettich Zentrifugen

Agarose-Gelelektrophoresekammern Fa. Labortechnik Frobel GmbH,

Wasserburg am Bodensee

Luminometer LB 9507,
Fa. EG&G Berthold, Bad Wildbad

Elektroporationsgerét Gene Pulser Il und Capacitance Extender
Plus, Fa. Bio-Rad, Miinchen

PCR-Gerét Primus 96 Plus, Fa. MWG-Biotech

Thermomixer Thermomixer compact, Fa. Eppendorf,
Hamburg

Sequenziergerét (Sequencer) DNA Sequencer Model 4000L,

Fa. MWG-Biotech, Ebersberg

Brutschrénke Kelvitron T, Fa. Heraeus, Hannover
CO.-Auto-Zero, Fa. Heraeus, Hannover
Heraeus 6000, Fa. Heraeus, Hannover
Schittelwasserbad GFL 1083
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8.3.3 Komplette Kits

Name Hersteller

Dual-Luciferase Reporter Assay Promega

NucleoSpin System Machery-Nagel
Plasmid Purification Kit Qiagen

Prep-A-Gene DNA Purification Kit Bio-Rad

Zero Blunt TOPO Cloning Kit Invitrogen
Thermosequenase Kit RPN 2438 Amersham Pharmacia
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Graphische Darstellung des pKi-67 Promotor
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8.5

1"  AATCT
51' AAGAA
101" TGCCC
151' GGATG

pKi-67 Sequenz

(EMBL-Datenbank Accession-Nr. X94762)

TCTGG CAATG

AAGGA TAGCA

TCCGC CAGCC
CGTGA GTGGC

Sp1()

AGTAA

GGACG
GCCCT
TCGCC

\
201' CGGCT

##
251' TCCCA
301" AATCT

TCCCC GCccC

TGCCG CGCTT
TCGTT TTCGT

VMAEF (+)

[
CTCCC

TCCCG
TTGAA

E 47 (+)

\
TGTTA TAGTG
GGTTA
CGCCG
CGCGG

TCTCG
GGGAT
ACACG

CGCCC

ACGCC

TTCAA
TTGGG

TCGCA
CGGGC

351' AGTGG

401' CCGCT

451' CGTCA

CREB (+)

WHN (+)

WT 1 (+)

TCCCA

GTGGG

GCACC
CCAGC

CTGCG

GCGCT
GCGCC

[ \
AGGGC TGACG CTGCG

{

AGAGC CGGGC GCCCG

GAGGC GGCGG

CGGGA

EBVR (-)

GGCGG GCGGG

| )
GGGAC GTAGC

GCAGC GGGGA

AHR ()

501" AACGC

\
AP 2 (+)

\
TACCC

++

CGCGG

Inr

551" AGCTT

ACCGG
|— TS ; Exon 1

GCTGC

GCGGA GGTGA

601' TTGGG TGCGA CTTGA CGAGC
651' ATCGT CCCAG GTGAG CTGCG

Exon 1—]|

GGCCC GGTGT

GCGCG GCGCC

GGTGG
GCCGG

TTCGA
GACTC
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\
AGGAC
CTGTA

CTGCA

GTGCG

GGCTC

CAAGT
CTGGG

GGTGT

* *

AGCGT
CAGGT
CCCGC

CTCCC

TAGCG
GGGCT

TCGAC

GGGCC

GGCCG

GAGCG

CTCCT

GGCCT
AGCTG

\
TTGGT
GTTCC

ATTTT
CCCGC

TTCCT

CCAGA
GGAAG

TCGGT
ACCGG

GGGTG

TGGCG

GCGGC

TGCGG
TCCGG

CCTTT
ACCTC

CCTCC
GAGCC

ATTGG

ATTTG
AAGGA

GGGAG

GTCCC
—

CAGCG

GGCGC

GGACT

GCCGG
GGTCG



701
751
801
851"
901’
951'

AGGGC
AGACG
GGTGG
GGACT
AGCTA
GGGGC

TGAGC
CGCGG
AAGCT
TTGGG
GCTGC
CCTTC

CGCGG
CCTGG
CCCAG
GCGCC
GGTGT
TTAGC

1001'AGTGG AAGAG TTGTA

|[«—Exon 2

Direct Repeat Box 2

GGACC
GCCCG
GAGGC
GGGGG
GCGCT
TCCTT

AATTT

CCCCG
ACTCC
GCAGG
CTGCG
TCTGT

TGCTA

AGCTC TGCGG
TCCTG GGCTC
CGCTG GCGAC
GTCGG ATCGT
GGCCG GGGAT
TCAGA GTAAC

GGACG GGCAG
TGGCG AGGGC
AACAC CCCAG
CCTGG GGTCC
AGGTG AATTG
TCGCA CCTCT

Direct Repeat Box 1

GGGAC
GTCTC
CTGCC
CCGCT
GGCAC
TTTGC

GCTTC

1051'GGCCT TCCCC TACGG
1101'ACGAG ACGCC TGGTT
1151'TCCCC TGAGC CTCAG

1201 GCGCG GACGT TTTAG
1251 AGTCC AGAAA CGCGC
1301 GCTTC TCC

=

ATTAT
ACTAT
CACCT

CTGAG
TCTAG

\
ACTCA
CAAAA
GCTTG

AAAGA
GATTG

TGGCC TTCCC

-

ACTTA CTGTT
GGAGC GGGGT
TTTGG AAGGT

Exon 2 —|

GGAAA ATACC
GGTCC TGCCG

CTACG GATTA

TAGAA AATGT
CGACG GTCCC
GAGCC CCGCG

TTAGT CACAG
TCACT TTTCC

Il
TACCT

GGCCC
CACTT
GGCGC

AATAA
TTGGT

Darstellung der untersuchten pKi-67 Sequenz mit den Polymorphismen an den Genloci 37°(-518); 204"
(-351); 369" (-186); 506" (-49) sowie den potentiellen Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren:

Positionsangaben bezliglich PIP 127 (Position 1'2 Position -555 bezuglich Transkriptionsstart, Angabe in

Klammern); die Grenzen der Exons,

Introns und des Transkriptionsstart sowie die Genloci

Polymorphismen sind jeweils unterhalb der pKi-67 Sequenz eingetragen; die Konsensus-Sequenzen der

potentiellen Transkriptionsfaktoren sind oberhalb der pki-67 Sequenz duch eine Klammer dargestellt.

Legende:
**: GAzl,; GG=&2
##. GC21; GT22
{}: Anzahl der Repetitionen von (CGGG)
++: GA21; TA22
—|: Ende 127/74-Fragment

—|: Ende 127/DanPri-Fragment
|« Exon 1: Beginn des Exon 1

—| Exon 1: Ende des Exon 1
|« Exon 2: Beginn des Exon 2
—| Exon 2: Ende des Exon 2

TS: Transkriptionsstart

Inr: Inr-Element
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8.6 Potentielle DNA-Bindungsstellen fur
Transkriptionsfaktoren am pKi-67 Promotorfragment

Position bzgl. Position bzgl. Orientierung
PIP 127 Transkriptionsstart

HOX1-3 5-34 -550/-521 -
STAT 5-13 -550/-542 +
E47 29-44 -526/-511 +
GATAl 54-67 -501/-488 +
GATAl 69-82 -486/-473 -
WT1 79-91 -476/-464 +
AHRARNT 80-98 -475/-457 +
PAX5 83-110 -472/-445 -
PPARA 94-113 -461/-442 -
MTF-1 98-112 -457/-443 +
WT1 111-123 -444/-432 -
OLF1 114-135 -441/-420 -
NF-kappaB 125-134 -430/-421 +
(p50)

AREB6 133-145 -422/-410 -
MTBF 137-145 -418/-410 +
NFAT 140-151 -415-/-404 -
c-Ets.1(p54) 148-157 -407/-398 +
PAX8 151-163 -404/-392 -
NGFIC 153-164 -402/-391 +
NFY 156-169 -399/-386 -
CAAT 158-169 -397/-386 -
AP2 167-178 -388/-377 +
MUSCULE_INI 168-188 -387/-367 +
AHRARNT 174-189 -381/-366 -
GC 182-195 -373/-360 -
SP1 205-217 -350/-338 -
MZF1 206-213 -349/-342 -
WT1 208-220 -347/-335 -
SP1 216-228 -339/-327 -
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Position bzgl. Position bzgl. Orientierung

PIP 127 Transkriptionsstart
MZF1 217-224 -338/-331 -
EGR3 220-231 -335/-324 -
MYOGNF1 235-263 -320/-292 +
PU1 235-250 -320/-305 -
NFY 240-255 315/-300 -
VMYB 267-275 -288/-280 -
OCT1 293-307 -262/-248 -
HSF1 299-308 256/-247 +
STAT6 308-322 -247/-233 +
SP1 320-332 -235/-223 +
WT1 323-335 -232/-220 +
ETS1 345-359 -210/-196 +
VMAF 355-373 -200/-182 +
CREB 357-368 -198/-187 +
WHN 359-369 -196/-186 +
WT1 370-382 -185/-173 +
SP1 371-383 -184/-172 +
ZID 400-412 -155/-143 -
AP2 415-426 -140/-129 +
CREBP1 420-431 -135/-124 +
ATF 445-458 -110/-97 -
NGFIC 457-468 -98/-87 +
AP2 460-471 -95/-84 -
MZF1 473-480 -82/-75 +
ROAZ 483-498 -72/-57 -
MTF-1 (MRE)  486-500 -69/-55 -
AHR 498-515 -57/-40 -
EBVR 506-526 -49/-29 -
AP2 507-518 -48/-37 +
AHRARNT 530-545 -25/-10 +
ATF6 534-546 -21/-9 -
NGFIC 536-547 -19/-8 +
MTF-1 (MRE)  540-554 -15/-1 -

-86-



Position bzgl. Position bzgl. Orientierung

PIP 127 Transkriptionsstart
SP1 556-568 +2/+14 +
EBVR 581-601 +27/+47 -
STAF 588-609 +34/+55 -
PAX3 606-618 +52/+64 -
USF 629-638 +75/+84 -
SF1 635-643 +81/+89 -
NF-kappaB 647-660 +93/+106 -
PAX3 652-664 +98/+110 +
AREB6 655-667 +101/+113 -
STAF 669-689 +115/+135 -
OLF1 671-692 +117/+138 -
ROAZ 675-690 +121/+136 -
NRSE 684-704 +130/+150 -
NRSE 703-723 +149/+169 +
MZF1 711-718 +157/+164 +
NFkappaB (p50) 714-723 +160/+169 +
MZF1 731-738 +177/+184 +
NRSE 748-768 +194/+214 +
WHN 749-759 +195/+205 +
CP2 785-795 +231/+241 -
EGR1 786-797 +232/+243 +
MUSCULE_INI 793-813 +239/+259 -
CREL 804-813 +250/+259 -
OLF1 804-825 +250/+271 +
EGR1 817-828 +263/+274 +
EBVR 836-856 +282/+302 -
MYF5 840-851 +286/+297 -
AP4 841-850 +287/+296 -
E2F 855-862 +301/+308 -
MZF1 893-900 +339/+346 -
PPARA 922-941 +368/+387 +
GATA1l 928-941 +374/+387 +
AREB6 932-943 +378/+389 -
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Position bzgl.

PIP 127

Position bzgl.
Transkriptionsstart

Orientierung

OCT1

USF
GATAL
NRF2
TH1EA47
EGR2
AREB6
EGR2
XFD2
mef2

USF
BARBIE
VDR_RXR
MZF1
BEL1
LMO2COM
NRSE

AP2

PUL

NFAT
NFkappaB
MTBF
AP1
AREB6
NFY
CREB
MYOGNF1
NRSF
NFAT

933-944

946-955

969-981

1001-1010
1017-1032
1032-1043
1042-1054
1056-1067
1078-1091
1082-1091
1098-1107
1119-1133
1142-1156
1142-1149
1144-1171
1163-1174
1184-1204
1188-1199
1220-1235
1222-1233
1224-1237
1228-1236
1234-1244
1255-1263
1266-1281
1279-1290
1284-1312
1286-1306
1288-1299

+379/+390
+392/+401
+415/+427
+447/+456
+463/+478
+478/+489
+488/+500
+502/+513
+524/+537
+528/+537
+544/+553
+565/+579
+588/+602
+588/+595
+590/+617
+609/+620
+630/+650
+634/+645
+666/+681
+668/+679
+670/+683
+674/+682
+680/+690
+701/+709
+712/+727
+725/+736
+730/+758
+732/+752
+734/+745
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8.7 Weitere Polymorphismen im pKi-67 Promotorfragment

Position  Position  Position Polymorphis- Tumor-Typen
bzgl. bzgl. bzgl. men
EMBL- PIP 127  Transkrip-
Datenbank tionsstart
TTT Ki-67 Seq.; Standard; 137; 144;
4960 265' -290 145; 154; 158; 160
TTA Standard; 144
TTC ki-67 Seq.; Standard; 137; 144; 145;
4966 271 -284 154; 158; 160
TAC Standard; 144; 154
TGA 137; 158
5047 352' -203 GGA Ki-67 Seq.; Standard; 144; 145;
154; 158; 160
1 Base Standard; 137; 144; 145; 154; 158;
5165 470" -85
Verlust 160
CCCGGT Ki-67 Seq.; 145; 154
5217 522' -33 CCGGGT Standard; 137; 144; 145; 158
CCGGTT 154
CGTT Standard; 144; 145; 154; 158
5232 537 -18 )
GCGT Ki-67 Sequenz; 137; 160
2 Basen Standard; 145; 154; 158
5245 550 -5
Verlust
2 Basen 154
5400 705 +151
Verlust
GGGG Ki-67 Seq.; Standard; 137; 144;
5429 734 +180 145; 154; 160
GCGG 154
1 Base Standard; 144
5754 1059’ +505
Verlust
1 Base 137; 145; 154; 158; 160
5751 1056’ +502
Verlust
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Position ~ Position  Position Polymorphis- Tumor-Typen

bzgl. bzgl. bzgl. men
EMBL- PIP 127 Transkrip-
Datenbank tionsstart
TTT 154; 158
5760 1065’ +511 ATT Ki-67 Seq.; Standard; 137; 144;
145; 158
AAA Ki-67 Seq.; Standard; 137; 144;
5952 1257 +703 158; 160
ATA 145; 154
TTC Standard
5976 1281" +727 TGC Ki-67 Seq.; 137; 144, 145; 154;
158; 160
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8.8 Verwendete Tumorproben

Tumor Geburts-  Sex UICC-Stadium Grading Tod ULZ
bank-  datum (Monate)
Nr.

137 1930 m RO T1 NO MO 2 0 90
144 1922 m R2 T3 N2 M1 2 1 4
145 1913 w R2 T3 N1 M1 2 1 26
154 1934 m RO T2 NO MO 2 0 75
158 1938 W RO T3 N1 MO 2 0 86
160 1937 m R2 T3 N2 M1 2 1 12

m: mannlich; w: weiblich; Tod: 0 £ lebt, 1 2 verstorben: ULZ: Uberlebenszeit in Mona-
ten; UICC-Stadium nach Sobin und Wittekind (1997)
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8.9 Mel3ergebnisse

Plasmid Relative Luciferase- arithmetischer Standardabwei- Anzahl der
Aktivitat (Quotient Mittelwert chung Messungen
Q= M1/M2) von Q

p8b-b8 22,35 30,4731 9,4969 5
46,82
29,43
27,51
26,27
8b-a4 6,24 4,0544 1,9230 3
3,32
2,61
p25.2A3 58,36 85,1160 22,7058 6
93,27
118,35
97,19
81,47
62,06
p25.2B2 2,01 3,4256 1,6441 5
5,64
2,91
1,94
4,62
p35.4B1 29,09 36,1577 9,2207 4
33,43
32,41
49,71
p35.4B6 3,29 6,4127 2,1995 4
6,49
8,21
7,66
p36.2B4 42,3 82,3848 26,7137 5
99,88
103,44
67,39
98,91
p36.4B11 2,94 3,6699 2,0148 4
1,33
4,35
6,06
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Plasmid

p48119NLB3

p48119B12

p49.3B1

p49.3B2

p50.3B6

p50.3B2

p51.1XB3

p51.1XB1

p52.1B1

Relative Luciferase-
Aktivitat (Quotient
Q= M1/M2)

70,68
46,39
35
54,3
54,76
4,49
2,14
2,66
63,23
49,05
26,18
25,57
3,34
2,77
2,81
48,45
22,43
28,55
25,14
24
11,84
4,73
9,77
5,14
76,44
97,23
95,32
79,07
3,58
5,95
7,55
68,86
89,97
124,33
57,21
77,52

von Q
52,2287

3,0981

41,0065

2,9729

26,7358

6,5456

87,0136

5,6947

83,5778
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arithmetischer Standardabwei-

Mittelwert chung

13,0583

1,2364

18,4078

0,3146

12,0445

2,7983

10,7759

1,9944

25,7378

Anzahl der
Messungen



Plasmid

p52.1B2

p53.3B2

p53.3B6

p54.1XB6

p54.1XB4

p55.2B3

p55.2B6

p56.1N6B2

p56.1N6B1

Relative Luciferase-
Aktivitat (Quotient
Q= M1/M2)

6,54
5,05
7,12
4,15
20,67
27,07
23,58
17,06
14,35
4,1
4,67
2,58
57,58
75,89
109,57
5,18
3,94
3,71
51,78
33,95
87,52
66,15
45,38
3,23
3,26
4,25
3,92
68,61
50,1
51,13
64,31
64,15
2,35
6,45
4,7

von Q
5,7141

20,5477

3,7866

81,0112

4,2770

56,9561

3,6653

59,6597

4,5047
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arithmetischer Standardabwei-

Mittelwert chung

1,3587

5,0593

1,0794

26,3739

0,7913

20,6701

0,5062

8,4596

2,0570

Anzahl der
Messungen



Plasmid Relative Luciferase- arithmetischer Standardabwei- Anzahl der

Aktivitat (Quotient Mittelwert chung Messungen
Q= M1/M2) von Q
p31l.1A11 5,23 4,2095 1,0113 4
3,72
3,04
4,86
p31.1A2 21,18 23,6269 2,1164 3
24,83
24,87
Control(/TK) 30,59 28,0036 5,7209 3
21,45
31,97
NTC a 0,0137 0,0070 15

a: Auf die ausfuhrliche Darstellung der einzelnen MeRwerte der NTC-Ansatze wurde
verzichtet, da diese kein Plasmid enthielten und jeweils nur aus Kontrollgriinden mitgefiihrt
wurden.
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