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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das sporadische Nierenzellkar zinom

Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist mit einem Anteil von 85 bis 90% die haufigste
bosartige Entartung der Niere. Es macht ca. 2 bis 3% aller malignen Tumoren aus (1; 2).
Grawitz bezeichnete 1883 (3) das Nierenzellkarzinom als ,, Hypernephrom®, in der
Annahme, dal3 sich das Nierenzellkarzinom nicht von der Niere selbst, sondern von
dysontogenetisch in der Niere versprengten Keimen der Nebennierenrinde ableitet.
Aufgrund neuer verbesserter Untersuchungstechniken ist diese Bezeichnung
mittlerwelle obsolet. Statt dessen spricht man heute vom Nierenadenokarzinom. Neben
dem Adenokarzinom findet man in der Niere auch Transitionalzellkarzinome,
Nephroblastome, Sarkome und Metastasen anderer Karzinome (4).

In den Industriestaaten wird Uber eine steigende Inzidenz des Nierenzellkarzinoms
berichtet. Die hochste Erkrankungswahrscheinlichkeit liegt in Skandinavien und den
Vereinigten Staaten. In Deutschland liegt die Inzidenz bei 10 bis 18 auf 100.000
Personen (5). 1996 starben in den Vereinigten Staaten 12.000 Personen an einem
Nierentumor, bei etwa 31.600 Neuerkrankungen pro Jahr (1; 6; 7). Die Inzidenz steigt
mit jeder Lebensdekade und erreicht ihr Maximum zwischen 60 und 70 Jahren. Manner
sind 2 bis 3 mal haufiger betroffen as Frauen, in seltenen Fallen kdnnen auch Kinder
betroffen sein (8-10).

1.1.1 Atiologie

Die Ursachen des Nierenzellkarzinoms sind bisher wenig bekannt. Als multifaktorielle
Erkrankung spielen neben genetischen Faktoren auch Rauchen, Ubergewicht,
hormonelle Einflisse, Umweltfaktoren, und chronische Niereninsuffizienz (mégliche
Inkorporation von Schwermetallen nach Dialyse) eine Rolle (5; 11-13). Das
Nierenzellkarzinom hat keine eindeutige Symptomatik. Nur etwa 10% der Patienten
klagen Uber Schmerzen, Hamaturie und Flankenschmerz. Weiterhin treten auch
unspezifische Symptome wie Fieber, Nachtschweil3, Gewichtsabnahme und Andmie
auf. Aus diesem Grund wird der Tumor oft erst im fortgeschrittenen Stadium entdeckt.
Bel bis zu 30% der Patienten haben sich zu diesem Zeitpunkt bereits Metastasen
abgesiedelt (14). Die Uberlebenschance héngt von der Ausbreitung des Tumors und
eventueller M etastasenbildung ab.
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1.1.2 Therapie

Die klassische Therapie des Nierenzellkarzinoms ist die radikale Nephrektomie. Durch
verbesserte Diagnosetechniken werden Nierentumoren heute frihzeitiger erkannt und
operiert. Die Behandlung von Patienten mit Metastasen gestaltet sich schwieriger, da
Nierenzellkarzinome besonders strahlen- und chemotherapieresistent sind. Aus diesem
Grund gibt es bis heute keine effektive Standardbehandlung fir metastasierende
Nierenzellkarzinome. Bel etwa 15% der Patienten fuhren Hormonbehandlungen zu
einer Besserung, die Chemotherapie zeigt nur bei 9% der Betroffenen eine Wirkung
(14). Eine weitere Therapieform ist die Behandlung mit Zytokinen. In zahlreichen
Studien zeigten Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen eine Ansprechrate
von ca. 10 bis 30% auf Interferon-a, Interferon-y und Interleukin-2 (15-17). Auch unter
einer Immuntherapie konnte bei einigen Patienten eine komplette Remission erzielt
werden (15; 16; 18).

1.1.3 Prognose

Als wichtigste prognostische Parameter gelten Staging und Grading. Beim Staging
erfolgt eine Unterteilung der Tumoren nach Ausbreitungsgrad und Grof3e. Es existieren
mehrere Staging-Systeme, wobei heute das Tumorstadium- und das TNM-System der
AJCC/UICC (American Joint Committee on Cancer bzw. Union Internationale Contre
le Cancer) algemein anerkannt und am gebrauchlichsten sind. Mit dem TNM-System
wird das Staging in dree  Komponenten unterteilt: T (Tumorgrofe), N
(Lymphknotenbefall, node) und M (Metastasen) (19), d. h. es werden einerseits die
Ausdehnung des Primartumors und andererseits der Lymphknoten-Status und das
Vorliegen von Fernmetastasen zur Klassifizierung der insgesamt vier verschiedenen

Tumorstadiengruppen berticksichtigt.
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X

T0

T1

T2

T3

T3a

T3b

T3c

T4

NX
NO
N1

N2

N3

Mx

MO
M1

Primartumor

Primartumor kann nicht beurteilt werden

Kein Anhalt fur Primartumor

Tumor auf die Niere begrenzt, gréRte Ausdehnung: 7 cm oder weniger
Tumor auf die Niere begrenzt, gré3te Ausdehnung: >7 cm

Tumor breitet sich in grol3eren Venen aus oder infiltriert die Nebenniere
oder perirenales Gewebe, jedoch nicht jenseits der Gerota-Faszie
Tumor infiltriert Nebenniere oder perirenales Gewebe, aber nicht jenseits
der Gerota-Faszie

Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Nierenvene(n) oder Vena cava
unterhalb des Zwerchfells

Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Vena cava oberhalb

des Zwerchfells

Tumor infiltriert Gber die Gerota-Faszie hinaus

Regionare Lymphknoten

 Hilar * Abdominal paraaortal
*Paracaval *Interaortocaval

Lateralitat beeinflul3t die N-Klassifikation nicht.
Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

Solitar, 2 cm oder weniger /

Metastase(n) in solitdren regionaren Lymphknoten
Solitar oder multipel, Metastasen in mehr als einem
regionaren Lymphknoten

Multipel, mehr als 5 cm

Fernmetastasen
Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Tab. 1: Klassifikation des Nierenzellkarzinoms nach dem TNM-System (nach
AJCC/UICC, 1997)
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Patienten, deren Tumor kleiner als 5 cm ist, haben eine 5 Jahres-Uberlebensrate von
62%. Im Vergleich dazu liegt die Uberlebenschance bei Patienten, deren Tumor groRer
als 10 cmist, nur bei 37% (20). Die Uberlebenschance hangt mehr vom Tumor-Staging
als alein von der TumorgrofRe ab. Die durchschnittliche 5 Jahres-Uberlebensrate von
Patienten ohne Metastasen mit Stadium | liegt bel 75%, wahrend sie mit Stadium 1V auf
11% sinkt. Der Nachwels von Metastasen ist ebenfalls ein wichtiger prognostischer
Faktor. Die durchschnittiiche 5 Jahres-Uberlebensrate von Patienten ohne
Metastasierung liegt zwischen 45% und 70%. Bel Metastasierung sinkt die
Uberlebenswahrscheinlichkeit auf 15 bis 20% (17).

Ein weiterer wichtiger Parameter ist das Grading und im Besonderen das Kerngrading.
Das Kerngrading steht in guter Korrelation zum Staging und der Prognose. Es wird von
G4 bis G1 eingestuft und beschreibt den Grad der Entartung anhand
zytomorphologischer Kriterien. Eine hohere Gradingstufe korreliert mit schlechterer
Prognose (19).

1.1.4 Histologie

Das Ziel histologischer Klassifizierung ist die Unterscheidung biologisch verschiedener
Tumortypen aufgrund morphologischer Kriterien. Neuere Klassifizierungssysteme
orientieren sich sowohl an zytologischen und histologischen Beobachtungen, wie auch
an der Differenzierung des Tumors. Nach einer Einteilung durch die WHO werden
Tumoren als benigne oder maligne bezeichnet. Benigne Tumoren und Tumoren mit
Grading 1, deren Durchmesser weniger als 1cm betragen, werden Adenome genannt.
Tumoren mit Grading 1, die grofRer as 3 cm sind und solche mit hoherem Grading,
werden as maligne Karzinome bezeichnet. Den Ausnahmefall fur diese Nomenklatur
bildet das Onkozytom, eine Proliferationsform der Niere, die unabhangig von ihrer
Grolke als gutartige Raumforderung eingestuft wird (19). Nach der Klassifikation von
Thoenes et al., 1986 (,Mainzer Klassifikation") (21) werden Nierenzellkarzinome und
das Onkozytom nach drei Hauptmerkmalen unterteilt: Zelltyp, Wachstumsmuster und
Grading. Der Zelltyp wird as Primérmerkmal zur Subtypisierung (Typing) festgestellt.
Das Wachstumsmuster und das Grading sind Sekundadrmerkmale. Beim Zelltyp wird
nach funf Subtypen unterschieden: klarzelliges, papilléres oder chromophilzelliges und
chromophobzelliges Karzinom, Onkozytom und das Ductus-Bellini-Karzinom. Durch
elektronenmikroskopische und histochemische Untersuchungen konnten die
Beziehungen der verschiedenen Subtypen zum Nephron-Sammelrohrsystem aufgezeigt



Einleitung 5

werden. So entstehen das klarzellige und das papilldre Nierenzellkarzinom aus dem
proximalen Tubulus des Nephrons, das chromophobzellige Karzinom und Onkozytom
aus dem distalen Tubulus oder Schaltzellen des corticden Sammelrohrs und das
Ductus-Bellini-Karzinom aus dem Sammelgang oder Sammelrohr der Niere. Beim

Wachstumsmuster werden kompakt acinar, tubulo-papillér und zystisch unterschieden.

Someriles  prorrsis Tigulys S Henda'schs OSEh O T macifaree yorbh ey
il T bk Bavired i fi Harremahiohd

e R e e e = “-:}‘%-i == —

L] : W 2 L
i D @ ; :,.-.‘ ) I:.-':‘I H C‘:l
h = L L]
P ol e ks
- i1 b " moE
FrE.
""':?:":"' .-.': wi i ik OV AT 0] [ E=E LT L
MK ol iz Hasgamm
"y, ¥ Sy uin
e H "o *-" -r-.' ll _":-'.‘t
s opt il W FTh ] L "“ " -
[Erp— 1 i : l" = L ] 1 L]
it o i wal T
F |
A e ey o LR}
. LY .__.ul'"-
N

- R
AT | e 'L"-_ _-..-_? e ____.-"'-
plaorrenphes T i s % L
o i T 'l o
i - ol R’

Abb. 1: Die Subtypen epithelialer Nierentumoren, klassifiziert nach ihrer Urspungszelle
im Nephron, (nach Thoenes und St6rkel, 1986)

Die neue pathologische Klassifikation entsprechend der internationalen Workgroup on
Renal Tumors von 1997 (22) unterteilt die Nierentumoren in zwel Gruppen: benigne
Neoplasmen und maligne Neoplasmen. Zu den benignen Neoplasmen zéhlen papilléare
Adenome, Onkozytome, metanephridische Adenome und metanephridische

Adenofibrome. Die malignen Neoplasmen unterteilen sich in funf Subtypen:

1. Klarzelliges Nierenzellkarzinom: Haufigkeit ca. 70%

Dieser Subtyp besteht aus transparenten zytoplasmatischen Zellen mit z. T.
eosinophilem Zytoplasma. Das klarzellige NZK ist durch ene massve
zytoplasmatische Akkumulation von Glykogen und Neutralfett als Ausdruck eines
gestorten, tumortypischen Glykogen- und Lipidmetabolismus charakterisiert. Das
Wachstumsmuster ist kompakt oder zystisch.
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2. Papilléres Karzinom (chromophilzelliges NZK): Haufigkeit ca. 10 bis 15%

Dieser Subtyp wurde in der ,Mainzer Klassifikation* entsprechend seinem
Wachstumsmuster , tubulo-papilléres® Karzinom genannt. Das papilléare Karzinom
zeichnet sich durch kleine Zellen mit gefarbtem Zytoplasma und wenigen
Mitochrondrien aus. Durch Lipideinlagerungen bildet sich ein helles,

feinvaskularisiertes Zytoplasma.

3. Chromophobzelliges Nierenzellkarzinom : Haufigkeit ca. 5%
Dieser Subtyp kann durch die positive Reaktion mit Hale’ schem Eisenkolloid erkannt
werden. Die Zellen zeichnen sich durch einen geringen Glykogen- und Lipidgehalt aus.

Das Wachstumsmuster ist kompakt.

4. Ductus-Bellini Typ : Haufigkeit weniger als 1%
Dieser Subtyp ist beztiglich Kernform, Zellgréfe und Wachstumsmuster sehr variabel.

Haufig kommt es zu einem Ubergreifen auf das Nierenbecken.

5. Unklassifizierte Nierenzellkarzinome: Haufigkeit ca. 4 bis 5%
In dieser Gruppe fallen ale renalen Karzinome, die sich nicht in die zuvor genannten

Gruppen einordnen lassen.
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1.2 Dasfamiliare Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom tritt sporadisch sowie familiar auf. Die familidren Formen
machen etwa 1 bis 2% aller Nierentumoren aus (23-25). Es sind hier mindestens zwei
Unterformen zu unterscheiden: erstens die mit dem von Hippel-Lindau Syndrom
(VHLS) gekoppelte und zweitens eine ausschliefdlich auf die Niere beschrankte Form.
Sehr héaufig findet man bel Chromosomenanalysen aus Tumorgewebe in der zweiten
Gruppe Deletionen, bzw. Transokationen des Chromosoms 3 (3pl4), sowie weitere
unspezifische Aberrationen. Bei nahezu allen Patienten der ersten Gruppe mit VHLS ist
ein Funktionsverlust des von Hippel-Lindau Tumorsuppressorgens in Tumorzellen
nachweisbar.

Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung liegt bel betroffenen
Familien mit 43 Jahren etwa 15 Jahre niedriger as beim sporadischen NZK, haufiger
treten bilaterale und multifokale Tumoren auf (26).
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1.3 Dasvon Hippel-Lindau Syndrom

Das von Hippel-Lindau Syndrom (VHLYS) ist eine seltene, autosomal dominant vererbte
Erkrankung, die durch multiple gutartige und bdsartige Tumoren in den verschiedensten
Organen charakterisiert ist. Die namensgebenden und haufigsten Lasionen sind die
Angiomatosis retinae, die as ,von Hippelsche Krankheit* bekannt ist und
Hamangioblastome des Zentralnervensystems, die as , Lindautumoren® bezeichnet
werden. Beide Lasionen sind in bis zu zwel Dritteln der Patienten mit einem VHLS
nachweisbar.

Vor Uber 100 Jahren beschrieb Ernst von Hippel erstmalig die Angiomatosis retinae als
»elgenstandig vererbtes Leiden” (27). Arvid Lindau beschrieb 1926 den Zusammenhang
zwischen den von ihm beobachteten Kleinhirnzysten und der Angiomatosis retinae (28).
Weitere mogliche Lasionen sind Tumoren der Medulla oblongata und des
Rickenmarks. Haufig werden diese Manifestationen von multiplen, vor allem
viszeralen Tumoren wie Nierenzellkarzinomen und Phd&ochromozytomen, aber auch
Nierenzysten und Pankreaszysten begleitet (29; 30). Eine haufige Todesursache dieser
Krankheit ist das Nierenzellkarzinom, an dem bis zu 40% der Patienten sterben (17). Es
tritt sowohl bilateral, als auch multifokal auf.

Klinisch wird von einem VHL Syndrom immer dann gesprochen, wenn mindestens
zwel der typischen Manifestationsformen gemeinsam bei einem Patienten auftreten,
aber auch dann, wenn nur ein VHL-"spezifischer* Tumor bel zwei Blutsverwandten
auftritt (31). Die Krankheit bricht zwischen dem 20. und 30., meistens aber bis zum 60.
Lebengahr aus. Die Penetranz ist nahezu vollstéandig, die Expressivitédt jedoch in
hochstem Mal3e variabel (32). Wahrend die Inzidenz vor 30 Jahren noch mit 1:230.000
(33) angegeben wurde, wird sie heute aufgrund umfangreicherer epidemiologischer
Studien mit 1:36.000 bis 1:39.000 beziffert (30; 34; 35). Der Uberwiegende Teil der
Tumoren weist ein rein zystisches oder zystisch-solides Wachstum auf. Die rein solide
Form macht mit etwa 4% nur einen Bruchteil der Tumoren aus (35). Mit
computertomographischen Untersuchungen kdnnen inzwischen Lasionen von weniger
als 10 mm Grole entdeckt werden. Das ermoglicht eine friihe Diagnose und macht eine
Behandlung erfol gversprechender.

Der molekulare Pathomechanismus, der dieser Krankheit zugrunde liegt, wurde in den
vergangenen Jahren mit verschiedenen Hypothesen diskutiert (36-39). So findet man

beispielsweise somatische Mutationen und/ oder eine Hypermethylierung des von
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Hippel-Lindau Tumorsuppressorgens bei mehr as 85% der sporadischen klarzelligen
Nierenzellkarzinome (36; 40). Fur eine Regulierung des VHL-Gens durch epigenetische
Faktoren spricht vor alem die in immerhin fast 20% der sporadischen
Nierenzellkarzinome und familiéren VHL-Tumoren auftretende Hypermethylierung der
Promotorregion (36) und das transkriptionelle silencing des VHL-Gens. Der
funktionelle Mechanismus der Interaktionen des VHL-Genproduktes und seinen
molekularen Partnern ist bislang noch nicht aufgekléart. In der Literatur werden zur Zeit
eine Wirkung des VHL-Genproduktes auf den Mechanismus der Elongation, ein
regulatorischer  Einflud auf die Expression des vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF), sowie eine wichtige Rolle bei der Regulation des
Zellzyklus diskutiert (38; 41-48).

Man unterteilt die Erscheinungsformen des VHL-Syndroms in VHL-Typ 1, der ohne
Ph&ochromozytomen auftritt, und VHL-Typ 2, der mit Ph&ochromozytomen einhergeht.
Obwohl das Phaochromozytom as gutartig gilt, wurden auch Féle beschrieben, in
denen dieses die Todesursache der Patienten war (49). Eine weitere Unterteilung des
VHL-Typs 2 erfolgt in Typ 2A ohne NZK und Typ 2B mit NZK. Bislang sind nur
wenige Familien mit Typ 2B bekannt. Angehdrige von VHL-Familien des Typs 2
weisen zu 96% missense Mutationen im VHL-Gen auf und haben eine bessere
Prognose, wahrend in Familien mit Typ 1 fast ausschlief3lich nonsense Mutationen oder
Deletionen im VHL-Gen, verbunden mit elner ungunstigen Prognose, gefunden werden
(34).

Heute werden im Rahmen klinischer Vorsorgeuntersuchungen fir Risikopatienten auch
molekulargenetische Diagnoseverfahren durchgefthrt. Hierbei kommen die SSCP-
Anayse und vor allem die direkte DNA-Sequenzierung zur Anwendung. Sofern fir
einzelne Familienmitglieder mittels Sequenzanalyse eine Punktmutation im VHL-Gen

nachgewiesen wird, sollte ein vollstandiges V orsorgeprogramm durchlaufen werden.
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1.4 Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene (TSG) sind rezessive Gene. Erst der Funktionsverlust beider
Allele fuhrt zu unkontrollierter Zellteilung und Tumorwachstum. Haufig unterdriicken
Tumorsuppressorgene die Zellproliferation und wirken sich regulierend auf das
Zellwachstum aus. Sie sind Antagonisten der dominanten Onkogene, deren
Genprodukte Zellteilung und -wachstum fordern. Man spricht deshab bel

Tumorsuppressorgenen auch von Anti-Onkogenen.

141 DasTwo-Hit-Modell

Die Existenz von Tumorsuppressorgenen wurde 1971 von Knudson nach
Vererbungsstudien an familigren Tumorsyndromen postuliert und von Comings
erweitert (50; 51). Nach diesem als ,, Knudson Modell* vorgeschlagenen Mechanismus
erfolgt eine primére Mutation spontan in einer somatischen Zelle (sporadische Form)
oder bereits wahrend der Keimzellentwicklung (familidre Form). Diese Mutation bleibt
aufgrund der Rezessivitdt gegenlber dem Wildtypallel ohne phéanotypische
Auspragung. Solche Mutationen sind haufig kleine Veranderungen, wie Transversionen,
Transitionen, Punktmutationen oder Mikrodeletionen. Die Tumorentstehung erfolgt
nach einer zweiten, somatischen Mutation im Wildtypallel. Diese Mutationen kénnen
durch aulRere Einflisse (Rauchen, Umweltbelastungen) verstarkt werden. Sehr haufig
handelt es sich hierbei um Verluste grélRerer Chromosomenabschnitte oder des
kompletten Chromosoms (52). Das Tumorsuppressorgen-Modell wurde urspringlich
fUr das Retinoblastom entwickelt und wird inzwischen allgemein anerkannt. Bekannte
Tumorsuppressorgene neben VHL sind RB-1 (Retinoblastome u.a.), p53 (Karzinome
der Brust, Lunge, Dickdarm) und WT1 (Wilms Tumor).
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A Mutation
_>
Keimzelle Tumor
B Mutation Mutation
Keimzelle Korperzelle Tumor

Abb. 2: Model der ,Zwei-Schritt-Hypothese® zur Tumorentstehung durch
Inaktivierung rezessiver Tumorsuppressorgene. A) Die erste Mutation erfolgt in der
Keimbahn, die zweite ist eine somatische Mutetion. B) Beide Mutation erfolgen

nacheinander in einer somatischen Zelle.

1.4.2 Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen

V erschiedene Inaktivierungsmechanismen von Tumorsuppressorgenen auf genomischer
Ebene werden diskutiert (52). Dazu gehdren Fehlverteilungen von Chromosomen
wahrend der Mitose (non-disjunction) mit und ohne endomitotischer Reduplikation oder
mitotischer Rekombination.

Neben diesen gibt es noch weitere Aberrationen, die auf bestimmte
Chromosomenregionen beschrankt sind, wie Deletionen, Punktmutationen oder
Genkonversionen. Liegt zum Zeitpunkt dieser Ereignisse bereits eine somatische
Mutation des zweiten Allels vor, so haben diese den vollstandigen Verlust der
Genfunktion zur Folge.

Bevor die cDNA des VHL-TSG 1993 kloniert wurde (53), bediente man sich
zytogenetischer und molekulargenetischer Methoden, mit deren Hilfe das VHL-Gen
bereits as Tumorsuppressorgen definiert werden konnte. Chromosomenanalysen

zeigten haufig Verluste bestimmter Chromosomenabschnitte vor allem des distalen
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Abschnittes des kurzen Arms von Chromosom 3 (3p). Umfangreiche RFLP-Studien
(restriction fragment length polymorphism) zeigten Verdnderungen der untersuchten
Genomabschnitte. Daraufhin durchgefihrte  Transfektionen von 3p-
Chromosomenmaterial in 3p-defiziente Nierenzellkarzinomzellinien fuhrte zu einer
signifikanten Reduktion der in vitro Proliferationsrate (54; 55). Nach der Klonierung
des VHL-Gens gelang 1995 der direkte Nachweis der Tumorsuppression. Die cDNA
des VHL-Gens wurde dazu in eine Nierenkarzinomzellinie mit fehlender VHL-
Genexpression transfiziert. Das Tumorwachstum wurde effizient supprimiert, was
definitionsgeméal3 der Funktion eines Tumorsuppressorgens entspricht (56). In weiteren
Untersuchungen wurde festgestellt, dal3 bereits eine Punktmutation die Funktion des

Gens stéren kann, bzw. seine suppressive Wirkung vollsténdig verhindern kann (57).
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1.5 Dasvon Hippel-Lindau-Tumosuppressor gen

15.1 Klonierung des VHL-Gens

Es erfolgten zunéchst zytogenetische Untersuchungen (58-60), die eine Eingrenzung
des Genlokus auf einen bestimmten Chromosomenabschnitt erméglichten. Im weiteren
Verlauf wurden Kopplungsanalysen und physikalische Kartierungen, danach LOH-
Studien (61; 62) und abschlieffend die Isolation der cDNA durch Ermittlung der
transkribierten Sequenzen in verschiedenen kongtitutionellen Deletionen von
Betroffenen durchgefihrt (53). Man spricht bel dieser Verfahrensweise vom positional

cloning.

Anhand der erwdhnten LOH-Studien fand man schnell heraus, dal3 die zweite
somatische Mutation im Tumor immer das Allel betraf, welches der Patient von dem
gesunden Elter geerbt hatte, also die Wildtypform. Diese Beobachtungen lief3en
erstmals konkret auf ein Tumorsuppressorgen schlief3en (61; 63; 64).

Zur Klonierung des VHL-Gens wurden bel einer Reihe von betroffenen Familien mit
familigrem VHL-Syndrom molekulargenetische Analysen durchgefihrt. Bei 3 Familien
fanden sich Mikrodeletionen und Rearrangements in diesem Abschnitt von Chromosom
3, die bewiesen, dald hier ein verantwortliches Gen lokalisiert war, welches an der
Entstehung des von Hippel-Lindau Syndroms beteiligt ist (65; 66). Durch Fluoreszenz
in situ Hybridisierungen konnte man das VHL-Gen auf diesem Lokus identifizieren. Bel
anschlieffenden RFLP-Studien mit der als g7 bezeichneten cDNA des putativen VHL-
Gens fand man bei 13% der untersuchten VHL-Familien eine Keimbahnmutation, was
als Hinwels auf eine gelungene Genklonierung anzusehen war (53; 67). Dieser Befund
weist auf die Involvierung von dort lokalisierten Tumorsuppressorgenen bei der
Karzinogenese hin. 1993 konnte das von Hippe-Lindau-Gen im Chromo-

somenabschnitt 3p25-26 als ein Tumorsuppressorgen eingegrenzt werden (53).

1.5.2 Molekulargenetik des von Hippel-Lindau Tumorsuppressorgens

Die 642 bp lange cDNA des VHL-Gens beinhaltet 3 Exons. Durch aternatives Spleif3en
kann Exon 2 herausfallen, wodurch zwel mRNA-Transkripte von 6,0 kb und 6,5 kb (53;
68), bzw. bei anderen Autoren 4,5 kb und 5,0 kb (69; 70), entstehen kénnen. Die
aternativen Spleif3produkte treten in Abhangigkeit von Gewebe und Alter in
unterschiedlicher Verteilung auf (53); in fetalem Hirn findet man das kirzere, in fetaler
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Niere das langere Transkript. In adultem Gewebe werden beide mRNAS exprimiert,
wobei das langere Transkript im Vergleich zum kirzeren im Verhdltnis 2:1 auftritt.
Welitere adulte Gewebe, in denen die VHL-mRNA gefunden wird, sind Nebenniere,
Milz, Prostata, Lunge und Herz.

Die Promotorregion enthdt keine typischen Sequenzen, wie eine TATA oder CCAAT-
Box. Die Transkription startet an einer SP1 Bindungsstelle etwa 60 Basenpaare
upstream des ersten AUG-Codons der VHL-MRNA (71; 72).

In der VHL-cDNA liegt jedoch noch ein zweites in frame-Start Codon. Das erste AUG
im offenen Leseraster (open reading frame, ORF) des humanen VHL wird als
Trandationsinitiationsstelle, beginnend mit Aminosaure 1, bezeichnet (40). Diese erste
Initiationsstelle weist Sequenzhomologien zur Startstelle der VHL cDNA der Maus und
der Ratte auf. Im Vergleich zu der internen Initiationsstelle (2. AUG) weist die 1.
Startregion eine suboptimale Kozaksequenz auf. Die Sequenz ab dem 1. AUG codiert
fur ein 213 AS-langes VHL-Protein (69). An Codon Nr. 54 befindet sich die interne
Initiationsstelle im open reading frame des VHL-Gens (40). Vor diesem Triplett
befindet sich eine konserviertere Kozaksequenz. Die Bedeutung dieser zweiten
Trangdlationsstartstelle wird dadurch hervorgehoben, dal? keine Mutationen zwischen der
ersten Initiationsstelle und der internen Initiationsstelle, sowohl im sporadischen, als
auch im VHL-assoziierten Nierenzellkarzinom, nachgewiesen werden. Dies weist
daraufhin, dal3 Mutationen in diesem Bereich zu keiner Inaktivierung des VHL-Gens
fuhren, daim Falle einer Mutation im vorderen Bereich des Gens die Trandation an der
internen Startstelle initiiert und ein funktionsfahiges VHL-Protein gebildet werden kann
(40). Der Sequenzabschnitt, welcher die tumorsuppressive Funktion des VHL-Gens
ausmacht, scheint demnach im hinteren Bereich des Gens lokalisiert zu sein.

Durch die zwel verschiedenen Trandationsinitiationsstellen ergeben sich die bereits
erwahnten beiden mRNA Transkripte, welche fur zwei unterschiedliche Proteine mit
einem Molekulargewicht von 24 und 18 Kilodalton kodieren (40). Das kleinere der
beiden Proteine ist weitverbreitet und wird von der internen Initiationsstelle, d.h. von
der Sequenz vom 2. AUG bis zum Stop-Codon, codiert und ist somit kein
Abbauprodukt des gréleren Proteins. Beide Proteine scheinen fir die Bindung an
Elongin B und C und fir die Regulation der mRNA des vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktors und des Glucose Transporter Proteins verantwortlich zu sein. Die
Aminosauresequenz zwischen den Initiationsstellen ist beim Maus- und Ratten-VHL-
Protein um 34 auf 19 Aminosauren verkirzt und weist mit dem humanen VHL-
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Genprodukt in diesem Bereich kaum Homologie auf (40). Es ist daher moglich, dai3
diese beiden Proteine unterschiedliche, noch unbekannte Funktionen aufweisen.

Beim Vergleich der VHL cDNA mit bekannten DNA-Sequenzen anderer Gene fand
man eine Homologie zu einer sauren Doméne eines Oberflachenproteins von
Trypanosoma brucei, was zundchst die Vermutung nahelegte, das VHL-Protein sei ein
Adhasionsmolekil (53). Belm Vergleich mit den Maus- und Rattenhomologen wurde
diese Sequenz alerdings nicht gefunden. Es ergab sich zwischen den untersuchten
Spezies eine Homologie von 90%, woraus man auf eine hohe evolutiondre
Konservierung des Genes riickschlief3en kann (73-75).

Bel der Suche nach der Lokalisation des VHL-Genproduktes innerhalb der Zelle fand
man Signale sowohl innerhab, als auch auRerhalb des Zellkernes. Eine Abhangigkeit
der zelluldren Lokalisation des VHL-Genproduktes vom Stadium des Zellzyklus wird
diskutiert (76). Bel in vitro Versuchen fand man auch eine unterschiedliche zellulére
Lokalisation des VHL Proteinsin Abhangikeit von der Zelldichte im Kulturgefald (77).
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1.6 Angiogenese

Als Angiogenese bezeichnet man die Bildung neuer Kapillaren aus existierenden
Gefalen. Audoser fur dieses Wachstum ist ein angiogener Stimulus, der von
benachbarten Geweben ausgeht. Dieser Impuls bewirkt, dal3 die kapillarauskleidenden
Endothelzellen ihre Basalmembran verdauen und in die Nachbargewebe hineinwachsen
(78). Angiogenese gewdhrleistet wahrend der Embryonalentwicklung die Ausbildung
eines Blutgefal3systems und das korrekte Wachstum der Organe. Wird die Angiogenese
in dieser Phase durch genetische Faktoren, Sauerstoffmangel oder Medikamente mit
teratogener Wirkung (Thalidomid) gestort, so kommt es beim Menschen durch
Stérungen der BlutgeféaBentwicklung beispielsweise zu verschiedenen Extremitéd
tenfehlbildungen (Dysmelien), wie z. B. Amelie oder Phokomelie (78-81). Bel zu
starker Angiogenese konnen ebenfalls pathologische Erscheinungen, wie z. B.
Hamangiome auftreten. Im Kindesalter geht die Angiogenese und die damit verbundene
Endothelzellproliferationsrate zuriick und ist beim erwachsenen Mann kaum mehr
nachweisbar. Bel der Frau kommt es nur noch wahrend des Menstuationszyklus erneut
zu starker Gefal3bildung, da Angiogenese die Corpus Luteum-Entwicklung und das
Endometriumwachstum sicherstellt (82; 83). Auflerdem wird Neoangiogenese im
Kindes- und Erwachsenenater nach Verletzungen, wahrend der Wundheilung und bei
Entztindungsprozessen beobachtet.

Neben diesen physiologischen Funktionen tritt Neoangiogenese jedoch auch bei
pathol ogischen Veranderungen, wie z. B. soliden Tumoren auf. Aus diesem Grund ist in
den letzten Jahren die Hemmung der Neoangiogenese als potentieller therapeutischer
Ansatz erkannt worden (84; 85). Dieser Ansatz zielt darauf, die Bildung neuer
Blutgefal3e einzuschrénken oder gar zu blockieren, um damit eine Abschwéachung oder
Heilung angiogenetisch bedingter Krankheiten zu erreichen (86). Diese sogenannte
Antiangiogenese ist insbesondere zur Heilung solider Tumoren oder as effektive
Rezidivprophylaxe erkannt worden, da eine Vielzahl solider Tumoren eine ausgepragte
Vaskularisierung aufweisen (87-89).

Wenn eine somatische Zelle entartet, entsteht nach enigen Zellteilungen en
Konglomerat mit einem Durchmesser von etwa 1 bis 3 mm, welches asin situ-Lasion
bezeichnet wird (81). Ab dieser Grof3e ist eine Versorgung der Tumorzellen nicht mehr
moglich, da per Diffusion weder Sauerstoff und Nahrstoffe in ausreichendem Malie in

diese Zellen gelangen, noch toxische Metabolite aus ihnen abtransportiert werden
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konnen (78; 86). Damit aus dieser Ansammlung von Tumorzellen ein Tumor werden
kann, ist es deshab von entscheidender Bedeutung, da3 sich dieses
Tumorzellkonglomerat ein eigenes Gefal3netz verschafft. Man well3, dal3 diese Zellen
angiogene Faktoren wie z. B. bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor), PIDGF
(Plateled Derived Growth Factor) oder VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
sezernieren, die durch das umliegende Gewebe diffundieren und sich letztlich an der
Endothelzelloberflache von Kapillaren anlagern. Endothelzellen tragen an ihrer
Oberflache spezifische Rezeptoren fir angiogene Faktoren. Es kommt zu ener
Knospung mit anschlief3ender Sprossung der Kapillare, die sich aufgrund erhohter
Zdllteillungsaktivitét standig verlangert und auf die Tumorzellen zuzuwachsen beginnt.
Hat dieses neue Gefald die Tumorzellen erreicht, so ist ihre Versorgung gewahrleistet
und die Bildung des Tumors kann fortschreiten. Ab einer bestimmten Grole ist die
Geféversorgung nicht mehr ausreichend und neue Kapillaren werden bendtigt. In
diesem Fall stellt der Tumor sein Wachstum ein und beginnt erneut mit der
Sezernierung angiogener Faktoren. Damit |&3t sich das héufig zu beobachtende

schubwei se Wachstum solider Tumoren erklaren (78; 86).
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Abb. 3. Schematische Darstellung der Tumorangiogenese; der Tumor sezerniert

angiogene Faktoren, wie z. B. VEGF und regt benachbarte Kapillaren damit zur
Sorossung an; die Kapillare beginnt auf den Tumor zuzuwachsen und versorgt ihn mit
Nahr stoffen, bzw. sorgt flr den Abtransport toxischer Metabolismusprodukte.
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1.7 Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF)

Zu den angiogenen Faktoren, die von Tumorzellen in das umliegende Gewebe
abgegeben werden, gehdrt auch der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor VEGF.
Das Gen fur dieses Protein, welches auch als vaskular permeability factor (VPF) oder
Vaskulotropin bekannt ist, ist auf Chromosom 6 (6p21.3) lokalisiert (90; 91). Dabei
handelt es sich um ein homodimerisches, 34 bis 42 kDa schweres, heparinbindendes
Glycoprotein mit grof3er angiogener und mitogener Aktivitét fur Endothelzellen (92-
94). Die Aminosauresequenz von VEGF zeigt grof’e Homologien zu der o— und
B—Kette des plateled derived growth factor (PDGF) und des placenta growth factor
(PIGF) (91; 95). Aufgrund seiner Homologie zu diesen angiogenen Proteinen wurde
auch VEGF als angiogenesefordernder Faktor erkannt (96).

VEGF wird in vielen humanen soliden Tumoren exprimiert, so z. B. in
Lungenadenokarzinomen, Blasenkarzinomen und Nierenkarzinomen (97-100). In
gesundem Gewebe findet man VEGF haufig as Produkt aktiver Makrophagen (101).
Durch in vitro Versuche wurde gezeigt, dal3 die Expression von VEGF durch TGF-3
und Hypoxie verstérkt werden kann (100; 102; 103).

Das Gen fur humanes VEGF ist in 8 Exons unterteilt. Durch alternatives Spleif3en
entstehen vier Transkripte von 121, 165, 189 und 206 Aminosduren (VEGFi,
VEGFs, VEGF159, VEGF,6), denen ein 26 Aminosauren langes Signalpeptid
vorangeht (93; 104; 105). VEGF12; und VEGF¢5 sind |6sliche Proteine, VEGF1g9 und
VEGF,0s haben eine hohe Affinitéat fur Heparin und sind meist an heparinbindenden
Proteoglykanen in der extrazelluléren Matrix angereichert (106). VEGF ist ein stark
konserviertes Protein mit einem hohen Potential fir Kreuzspezifitdt zwischen
verschiedenen Arten. Zwischen humanem, Ratten- und Rinder-VEGF wurde eine
Homologie von 84 bis 94% nachgewiesen (107-109).

Als putative VEGF-Rezeptoren wurden zwei Rezeptor-Tyrosinkinasen mit hoher
Affinitdt beschrieben, Flt-1 (fms-like tyrosinkinase) und KDR (kinase-insert-domain-
containing receptor) (110; 111).

In vitro wirkt VEGF als starkes Mitogen fur Endothelzellen (103). In kultivierten
Endothelzellen aktiviert es die Phospholipase C ¢, was mit einem starken Anstieg von
frei verfiigbarem cytosolischen Ca?* einhergeht (106). Dadurch kommt es zu einer
verstarkten Expression anderer Wachstumsfaktoren und zu einer Expressions

verminderung verschiedener Tumorsuppressorgene. In vivo fuhrt VEGF zu verstarkter
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Angiogenese durch eine Erhohung der Vaskularitdt von umgebendem Gewebe.
Aufgrund dieser in vitro und in vivo nachgewiesenen Eigenschaften spielt VEGF eine
wichtige Rolle wahrend normaler und pathologischer Angiogenese und ist dadurch in

den Focus moderner Krebsforschung gertickt (112; 113).



Einleitung 20

1.8 EinfluR desVVHL-Proteins auf zelluldre M echanismen

Durch Funktionsanalysen und Koimmunpréziptierungsexperimente konnten in den
letzten Jahren einige Proteine, die moglicherweise in Interaktion mit dem VHL-
Genprodukt stehen, gefunden werden. Die Suche nach méglichen Bindungsdoméanen

erwies sich als erfolgreich.

1.8.1 Elongation

Im N-terminalen Bereich des VHL-Proteins konnte ein Bereich detektiert werden, der
spezifisch mit zwel Proteinen der Molekulargewichte 18 kDa und 34 kDa interagiert
(69). Dieser Bereich umfaldt die Aminosduren 1 bis 89. Die C-terminale Region enthélt
einen 32 Aminosauren langen Abschnitt mit hoher Bindungsaffinitéat fir zwel Proteine
mit Molekulargewichten von 10 bzw. 14 kDa (69). Anhand der Molekilgrofe wurde
erkannt, dal3 es sich bei diesen Proteinen um zwei Untereinheiten des Elongins handelt,
Elongin B und Elongin C. Als man die Tumoren von 67 Familien mit VHL-Syndrom
auf VHL-Mutationen an der entsprechenden Stelle untersuchte, fand man bei 31
Familien Mutationen, die den Bereich zwischen den Aminosduren 157 und 189
betreffen. Bei 11 Familien wurden Deletionen des VHL-Gens in dieser Region
gefunden. Vergleicht man diese Daten mit missense-Mutationen an den Codons der
Aminosduren 93, 98, 111, 112 und 119, so findet man dort keinen Verlust der
Bindungsei genschaften des VHL-Genproduktes zu Elongin B und Elongin C (69; 114).
Durch Untersuchungen der Interaktion zwischen dem VHL-Protein und dem
heterotrimeren Elongationsfaktor S 111 konnte man die Elongin B/ Elongin C bindende
Doméne weiter einengen. Diese Interaktion weist auf eine Regulationskontrolle
potentieller Zielgene des VHL-Gens auf Transkriptionsebene hin. Der SlI1-Komplex
setzt sich aus einer Gruppe von Elongationsfaktoren zusammen, welche die
Transkription positiv regulieren. Zu dieser Gruppe gehoren noch die Proteine SlI, P-
TEFB, THIIF und ELL (115-119). Alle funf Elongationsfaktoren erhdhen die Effizienz
der transkriptionellen Elongation durch eine Interaktion mit der DNA-abhangigen
RNA-Polymerase |1 (115; 116; 120). Dieses Enzym liest aus der einzelstrangigen DNA
die Sequenzinformation ab und generiert eine Kopie, die mRNA. Von Zeit zu Zeit
stoppt die RNA-Polymerase fir eine bestimmte Zeit ab und verharrt auf der DNA (121).
Dieser, als pausing bezeichnete Regulationsmechanismus der in vivo mRNA-Synthese
wird durch den Elongin Komplex zeitlich stark verkirzt (122).
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Der Elongin SlII Komplex setzt sich aus drel Untereinheiten zusammen. Zwel
Komponenten, die bereits angesprochenen Untereinheiten Elongin B und Elongin C,
haben eine regulatorische Funktion, der dritte Teil (Elongin A) wirkt
transkriptionsaktivierend katal ytisch. Elongin B und Elongin C bilden ein Dimer (B/C),
das eine Bindungsdomane fur Elongin A, aber auch fir das VHL-Protein aufweist (114;
123). Es handelt sich hierbei um eine Sequenzhomologie mit der C-terminalen Region
von pVHL, und der bereits erwadhnten Sequenz zwischen den Aminosauren 157 und 172
(120; 124; 125).

Die Bindung des VHL-Proteins an die beiden Untereinheiten B/C (126) kompetitiert mit
der Bindung von A an B/C, wobel der VHL-B/C-Komplex das pausing verlangern und
damit die Elongation regulieren kann (37). Kommt es nun durch eine Mutation im
VHL-Gen zu einer Veranderung des Proteins, so verliert es seine Fahigkeit, B/C zu
binden und damit die Elongation zu steuern. Dies fuhrt zu einer hohen
Transkriptionsrate, da nun ausschliefdlich der ABC-Komplex wirksam wird. Dieser
Mechanismusist in der folgenden Abbildung (Abb. 4) grafisch dargestellt.
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Abb. 4: Vermuteter Wirkmechanismus des VHL-Genproduktes bei der Transkription/
Elongation. Nahere Erklarungen finden sich im Text. Es sal vor allem auf das durch
Mutation verénderte VHL-Protein im rechten Teil der Abbildung und auf die damit

verbundene Verstarkung der Elongation hingewiesen.
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1.8.2 Trandation

Am 3-Ende der VHL-mRNA konnte 1996 ein Bereich kloniert werden, der nicht
trandatiert wird, dem aber eine Rolle bel der Genregulation zugeschrieben wird (127):
Diese Region des VHL-Gens (3-UTR) besteht aus drei putativen
Polyadenylierungssignalen, insgesamt 11 Alu-repetitiven Elementen und mehreren
Adenylierungskontrollelementen (ACE), welche auch as cytoplasmatische
Polyadenylierungselemente (CPE) bezeichnet werden (127). Wahrend die
Konsensussequenz des Polyadenylierungssignals (ATTAAA) fur Polyadenylierung und
MRNA-Stabilitét verantwortlich ist, scheint der Sequenz des ACE (TTTTTAT oder
TTTTAAT) meistens ene metabolische Rolle as Deadenylierungss und
Readenylierungssignal zuzukommen. Nach jedem der Polyadenylierungs Hexamere
folgt eine GT-und T-reiche Sequenz, was moglicherweise die Stabilitét der Poly(A)
Stellen erhoht. Die 3' UTR Kontrollelemente ACE beeinflussen im allgemeinen die
Lange bestimmter maternaler Poly(A)Reste wahrend der Entwicklung; dies scheint
wiederum mit der trandationellen Aktivitdt dieser mRNAs zu korrelieren (127).
Obwohl gezeigt werden konnte, dal3 die VHL-mRNA ubiquitér exprimiert wird (53),
erwartet man, dald VHL as negativer Regulator des Zellwachstums auf
unterschiedlichen Ebenen gewebetypspezifisch reguliert wird. Das Auftreten von
ACE/CPE Elementen in der 3'UTR weist auf solch einen Regulationsmechanismus auf
trandlationeller Ebene hin (127).

Zur moglichen Interaktion von VHL mit hypoxieinduzierbaren mRNAs sei auf

Abschnitt 1.8.6. verwiesen.

1.8.3 Intrazellulérer Proteintransport

Mit Hilfe des Two-Hybrid Systems konnten neben Elongin Sl weltere
Interaktionspartner des VHL-Proteins gefunden werden. Das VHL-bindende-Protein
(VBP-1) weist z. B. auf eine mdgliche Rolle des VHL-Proteins als Transportprotein
zwischen Zellkern und Cytoplasma hin, da es durch die Bindung an VHL zwischen
diesen beiden Kompartimenten hin- und hertransferiert wird (128; 129). Mit dieser
Funktion kénnte sich auch die unterschiedliche Anreicherung des VHL-Proteins im

Zellkern bzw. im Cytoplasma erkléren |assen.
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1.84 mRNA-Stabilisierung

Man vermutet, dal3 das VHL-Genprodukt einen Regulationsschritt bel der Anlagerung
von AUBPs (Adenyl-Uracyl-binding proteins) an die ARE (AU-rich elements) binding
site am 3'Ende der mMRNA moglicher Zielgene (z. B. VEGF oder Glut-1) steuert (46;
130; 131).

Bel hoheren Organismen findet man Proteine, die selektiv an regulatorische
Genseguenzen binden und somit die Geschwindigkeit der Transkription regulieren. Die
Transkription kann in jeder Phase (Initiation, Elongation, Termination) verstarkt oder
abgeschwéacht werden (132; 133). Gleichzeitig verfligen eukaryontische Zellen aber
auch Uber die Moglichkeit der posttranskriptionellen Genregulation.

Der Mechanismus der posttranskriptionellen Genregulation beruht auf unterschiedlich
langen Habwertszeiten von mMRNA. Verantwortlich dafir sind bestimmte
Sequenzunterschiede, die einen beschleunigten Abbau der RNA in vivo erméglichen. Es
handelt sich dabei um AU-reiche Regionen in der Nahe des 3'-Poly A- Endes. In
seltenen Fallen wird sogar mit dem Abbau der RNA am 5-Ende bereits begonnen,
bevor das 3'- Ende synthetisiert ist (132). Uber die Mechanismen, welche Stabilitat und
Trandatierbarkeit der mRNA regulieren, ist wenig bekannt, obwohl beide Faktoren die
Genexpression erheblich beeinflussen. Es gibt aber gut untersuchte Beispiele, an denen
deutlich wird, wie wichtig diese Vorgange sind (134-137).

In den nichttrandatierten Abschnitten eukaryontischer mRNA gibt es besondere
Sequenzen, die fur ihre Stabilitat wichtig sind. Zum Beispiel trégt die Poly(A)-Sequenz
in Verbindung mit einem poly(A)-bindenden Protein zur Stabilitdt der mRNA bel, weil
sie die 3'-Enden gegen exonukleolytische Angriffe schitzt (132). Deshab fihren
Mutationen im Polyadenylierungssignal, die eine Polyadenylierung verhindern, zu sehr
instabilen Transkripten.

Aufeinanderfolgende Trandlationszyklen fuhren zu einer langsamen Verkirzung der
Poly(A)-Schwénze, bis das 3"-Ende der mRNA fir den Abbau durch Exonucleasen
zuganglich wird. Demnach durfte die Trandatierbarkeit einer mRNA in direktem
Zusammenhang mit ihrer Stabilitét stehen.

1986 entdeckte man bel manchen eukaryontischen mRNAS im nichttrandatierten
Abschnitt am 3"-Ende eine Sequenz, die spezifisch den Abbau fordert (134; 138). Diese
Sequenz (5 -AUUUA-3) kann in tandemférmiger Uberlappung, upstream des

Polyadenylierungssignals einiger kurzlebiger mRNAs, mehrfach vorkommen. Zu dieser
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Gruppe gehoren einige MRNASs fur Zellproteine, die Wachstum und Differenzierung der
Zéellen steuern (z. B. VEGF), sowie mRNAs, die durch Transkription zellularer und
viraler Onkogene entstehen (u.a. c-fos, c-myc).

Die Deletion des AU-reichen Abschnitts verwandelt z. B. das zellulére c-fos-Gen in ein
Onkogen, da als Folge der Mutation die Menge der im Fliel3gleichgewicht vorhandenen,
zugehdrigen mRNA ansteigt. Umgekehrt verliert das Virusonkogen v-fos sein
krebserzeugendes Potential, wenn das 3"-Ende durch den entsprechenden Abschnitt des
nichtonkogenen Gens c-fos ersetzt wird (133). Vermutlich beruht die kanzerogene
Wirkung auf der hdheren Konzentration des Translationsprodukts, die durch die langere
Lebensdauer der mRNA hervorgerufen wird.

Weshalb AU-reiche Sequenzen eine Instabilitét der mRNA bewirken, ist nicht bekannt.
Moglicherweise binden aktivierte AUBPs an derartige Sequenzen und machen sie
dadurch fir die Wirkung von Endonucleasen und spéter fur den Abbau durch
Exonucleasen zuganglich. Anderen Hinweisen zufolge beschleunigen diese Sequenzen
jedoch den mRNA-Abbau durch die genannten Enzyme, indem sie fir eine schnellere

Verkirzung der Poly-(A)-Schwénze sorgen (135).

1.8.5 Interaktion von VHL mit Cullin-2

Dadas VHL-Protein (pVHL) tber Elongin-C auch eine indirekte Bindung mit Cullin-2
(42; 76; 139), einem Vertreter der Cullin Proteine, eingeht, scheint es nicht nur in
Prozesse auf Transkriptionsebene involviert zu sein, sondern kénnte auch eine wichtige
Rolle bei der mRNA-Stabilisierung spielen (140). Auf3erdem ist pVHL moglicherweise
Uber die Bindung an das Cullinprotein an der Proteindegradation beteiligt (42). Cullin-2
bindet an den VHL-Elongin B/C-Komplex, was mit der Regulation von
hypoxieinduzierbaren mRNAs korreliert (130; 140). Cullin-2 scheint die notwendige
Komponente fur die Assemblierung des trimeren Komplexes (Elongin B,C und VHL)
zu sein, da VHL in Abwesenheit von Cullin-2 nicht mit Elongin B oder C aleine
interagieren kann (42). Dal3 eine eventuelle Korrelation zwischen der Bindung von
VHL an Elongin B/C-Cul2 und einer mRNA-Stabilisierung besteht, wird dadurch
unterstiitzt, dald downstream-targets von Cullin-2 RNA-bindende Proteine sein konnten,
die spezifisch mit der 3' untrandatierten Region von hypoxieinduzierbaren mRNAS

interagieren (42; 43).
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1.8.6 Interaktion von VHL mit VEGF

Man vermutet, dal3 das VHL-Genprodukt ein negativer Regulator von Hypoxie-
induzierbaren mMRNASs ist (140). Zu den durch Hypoxie induzierbaren mRNAs gehdren
u.a. die MRNASs der Gene VEGF und des Glucose Transporters Glut-1. VEGF ist als
angiogener Faktor an der Gefarbildung wahrend der Phylogenie, aber auch wahrend der
Tumorgenese beteiligt (141) (s. auch Abschnitt 1.7). Zur Erkléarung einer moglichen
physiologischen Interaktion zwischen VHL und VEGF wurden verschiedene
Hypothesen postuliert (38; 47; 141; 142):

Durch Hypoxie wird der Calcium-Einstrom und die membrangebundene Proteinkinase
C-Konzentration erhoht, d.h. in der Zelle nimmt die Menge dieser second messenger zu
(141). Es konnte gezeigt werden, dal? das VHL-Protein in Nierenzellkarzinomen
cytoplasmatische Komplexe mit zwei spezifischen Isoformen der Proteinkinase C
(PKC) bildet, wodurch deren Translokation zur Zellmembran verhindert wird (48; 143).
Durch die verhinderte Translokation der PKC-lIsoformen werden Signal-
transduktionsprozesse unterbunden, die normalerweise zu einer Uberexpression von
VEGEF fuhren. Die PKC & Isoform interagiert direkt mit dem VHL-Protein, wahrend die
( lIsoform fir die Bindung an pVHL weitere Komponenten benétigt. Die
Neutralisierung der PKC & und ¢ Isoformen durch das VHL-Protein und die damit
verbundene Verhinderung der Phosphorylierung der mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK) fuhrt zur Inaktivierung dieser Kinasen (48). Die Inhibition der MAPK bewirkt
die Downregulation der VEGF Expression.

Eine andere Erklérung ist die Bindung von VHL an Hif-1 (46; 130) und an SP1 und
damit die Regulation des VVEGF-Promotors oder anderer VHL-Zielgene (144).

In diesem Zusammenhang sei noch erwéhnt, dal3 eine homozygote VHL- Mutation bei
Maus und Ratte as Letalfaktor wirkt (145). Als mogliche Ursache kommt eine
verminderte Vaskularisierung der Placenta in Frage, was eine suboptimale Versorgung
des Embryos zur Folge hat. Embryonen von Maus und Ratte mit einer homozygoten
VHL-Mutation sterben am 9. bzw. 10. Tag der Gastrulation (146; 147).
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1.8.7 Zusammenfassung der moglichen VHL-Interaktionen

Wie lassen sich nun die beschriebenen Ergebnisse und Hypothesen aktueller Forschung
am VHL-Gen zusammenfassen?

Das VHL-Genprodukt (pVHL) bildet einen grof3en Komplex mit Elongin B, Elongin C
und Cul-2 (s. Abb. 5). Elongin C und Cul-2 dhneln zwel in der Hefe vorkommenden
Proteinen, Skp-1 und Cdc-53 (43; 148), welche ihrerseits durch Bindung an das
sogenannte F-Box Protein Multiproteinkomplexe (SCF-Komplexe: Skpl/Cdc53/F-Box)
formen. Diese Komplexe wirken sich dber einen Prozef3, der as Ubiquitinierung
bezeichnet wird , direkt auf die Degradation der Targetproteine aus. Das Targetprotein
wird zunachst durch ein Protein, welches as Ubiquitin bezeichnet wird, aktiviert. Es
gelangt an das aktive Zentrum eines weiteren Proteinkomplexes (Proteasom) und wird
dort abgebaut (s. Abb. 5).

Dasich das F-Box Protein und das VHL-Protein in ihren biochemischen Eigenschaften
gleichen, nimmt man fir den VHL-Elongin C-Cul-2-Komplex die gleichen Funktionen
an, wie fur den SCF-Komplex (149).

Diese Hypothese wird durch neue Ergebnisse bei der Aufklarung der Kristallstruktur
des pVHL-Elongin B-Komplexes erhartet (126). Auch bel diesen Untersuchungen fand
man groRRe Ubereinstimmungen zum SCF-Komplex der Hefe. Fir pvVHL wurden zwei
Unterdomanen gefunden. Dabei bindet die a-Untereinheit an das Elongin C-Cul-2
Dimer, die B-Untereinheit ist wahrscheinlich die Bindungsstelle fir das Targetprotein
(126). Fur die Regulation von VEGF wére eine mogliche Erklérung, dal3 sich Hif-a an
die B-Untereinheit anlagert und damit eine Destabilisierung der VEGF mRNA erreicht
wird.

Ein weiterer Hinweis fir eine Involvierung von pVHL an der Ubiquitinierung a3t sich
aus der Kopurifikation von pVHL und Rbx-1 ableiten (44; 45). Dieses Protein tritt
ebenfalls bei der Degradation von Hefeproteinen in Aktion, in dem es ein Ubiquitin
bindendes Enzym (E 2) an den Proteinkomplex heranfihrt (Abb. 5).
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Abb. 5.: Molekulares Modell der Funktion des VHL-Genproduktes. An Elongin B,
Elongin C, Cul-2 und Rbx-1 gebundenes pVHL ubernimmt das Targeting von Hif-1 in
einem sauer stoffabhangigen Mechanismus. Uber Ubiquitinierung und anschlieRendem

Abbau des Targetproteins erfolgt die Regulation an einem aktiven Zentrum des
Proteasoms (149).
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1.9 Aufklarung moglicher Targetgenevon VHL durch Klonierung in GFP-
exprimierende Vektoren

In den letzten Jahren hat sich ein neuartiges Nachweissystem mit fluoreszierenden
eukaryontischen Vektoren als sehr hilfreich erwiesen (150; 151). Dabei macht man sich
die Biolumineszenz der Qualle Aequorea victoria zu Nutze. Diese erzeugt Licht, wenn
Energie von dem Caciumaktivierten Photoprotein Aequorin  auf en  grin
fluoreszierendes Protein (GFP) Ubertragen wird (152).

Durch die Klonierung des Wildtyp GFP-Gens und dessen Expression in einem
heterologen System konnte ein genetisches Reportersystem etabliert werden. Durch
Substitutionen in der Basensequenz der fluorophoren Gruppe koénnen unterschiedlich
fluoreszierende Varianten des GFP hergestellt werden. Damit ist es mdglich,
verschieden fluoreszierende Fusionsproteine zu generieren. Durch die Transfektion der
V ektorkonstrukte in die gewtinschte Zellinie kann die Lokalisation der Fusionsproteine
und eine mogliche Interaktion mit den anderen fluoreszierenden Fusionsproteinen

nachgewiesen werden.
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1.10 Das Xenograftmodell als biologischer read out

Um die Pathogenese solider Tumoren aufzukléren, ist man auch auf Untersuchungen
am Tiermodell angewiesen (56; 153). Nur in vivo lassen sich Fragen zur
Tumorgeometrie beantworten (86; 154). Weiterhin soll in dieser Arbeit der Aspekt der
Tumorvaskulariserung beobachtet werden. Dazu ist es notwendig, dal3 man
Tumorzellen in einen Wirt injiziert, der dem heranwachsenden Tumor ein eigenes
Gefénetz verschafft. Diese Studien konnen in Zellkulturversuchen nicht durchgefihrt
werden und rechtfertigen aufgrund der immensen therapeutischen Bedeutung der
Antiangiogenese den Tierversuch.

Fur die vorliegende Arbeit wurden zwei unterschiedliche Mausstdmme verwendet (CD-
1/ nunu und CB-17/ SCID). CD-1 oder Nacktmause tragen eine vererbbare Mutation auf
Chromosom 14. Phanotypisch bedeutet das zum einen, da3 sie eine gestorte
Keratinsynthese haben. Dadurch sind die Fellhaare sehr instabil und brechen ab, sobald
sie die Epidermis durchstossen. Zum anderen fihrt diese Mutation auch zu einer
verkiimmerten Entwicklung des Thymus. Junge Nacktméause haben deshalb keine T-
Zellen. Als Folge dieser Mutation stossen sie transplantierte Zellen anderer Individuen
nicht ab. Bestrahlt man diese Méuse 24 Stunden vor Versuchsbeginn mit 500 rad y-
Strahlung, so werden voribergehend zusdtzlich die B-Zellen eliminiert, was die
Anwachsgeschwindigkeit der transplantierten Zellen erhoht.

CB-17 oder SCID-Maéause (severe combined immunodeficiency) tragen eine Mutation
auf Chromosom 16, die ein volliges Fehlen von B- und T-Tellen bewirkt. Erstmals
wurde dieses Phanomen 1983 beschrieben (155). Diese Mutation macht diesen
Mausstamm zu einer effektiven Grundlage fir biologische Studien mit

Xenotransplantaten, die auch in bestrahlten nu/nu-Mausen nicht anwachsen.
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Diese Arbeit soll zur Aufkl&rung der Pathogenese des sporadischen
Nierenzellkarzinoms unter besonderer Berilicksichtigung des klarzelligen Subtyps
beitragen. Dieser Subtyp ist haufig gekennzeichnet durch einen Funktionsverlust des
von Hippel-Lindau Tumorsuppressorgens. Klarzellige Nierenzellkarzinome sind héufig
gut vaskularisiert. Ein Kandidatengen, das neben anderen fir die Angiogenese
verantwortlich ist, ist der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor VEGF. Eine
antiangiogene Wirkung des VHL-Proteins kénnte deshalb moglich sein.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Auswirkungen des VHL-Funktionsverlustes auf
potentielle Targetgene aufgezeigt werden. Hierzu wird die Interaktion zwischen dem
VHL-Gen und dem vaskuldaren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) untersucht.
Ferner ist es Ziel der Arbeit, herauszufinden, ob der Expressionsverlust des VHL
Tumorsuppressorgens zu einem Anstieg der beiden Onkogene c-fos und c-myc fihrt,
deren Expressionsregul ation von einem V HL -abhangigen Mechani smus gesteuert wird.
Mit Hilfe eines Expressionsvektors mit Reportergen (pEGFP-N1) werden die
Funktionsanalysen des VHL Gens mit in vitro und in vivo Studien durchgefthrt.

Die Etablierung eines in vivo Modells als biologischer read out fir eventuelle
Veranderungen des Tumorwachstums wird angestrebt. Besondere Berticksichtigung
findet dabel die Frage, ob sich mit einem solchen in vivo Modell Aussagen zur
Vaskularisierung solider Tumoren treffen lassen. Fir die in vitro Studien werden 6
Nierenkarzinomzellinien vom klarzelligen Subtyp verwendet, die in vivo Studien
werden mit immunsupprimierten Mausen durchgefihrt. Die Expressionsveranderungen
werden mit  molekulargenetischen Methoden auf RNA-Ebene untersucht.
Veranderungen auf Proteinebene sollen mittels Antikorper-Nachweis durch Western
Blots und Immunhistochemie nachgewiesen werden. Zudem sollen die
Xenotransplantate auch histopathol ogisch aufgearbeitet und charakterisiert werden.
Desweiteren ist ein Ziel dieser Arbeit, die zelluldre Lokalisation des VHL-
Genproduktes aufzuklaren, um herauszufinden, ob es einen Zusammenhang zwischen
Lokalisation und Funktion des VHL-Proteins gibt. Wiinschenswert wére letztendlich,
aus der Gesamtheit dieser Untersuchungen Rickschlisse zu ziehen, inwieweit man
durch Grundlagenforschung zur Antiangiogenese die Etablierung einer Gentherapie des
sporadischen Nierenzellkarzinoms vereinfachen konnte.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Chemikalien

Acrylamid (Roth, Karlsruhe); Agar-Agar (Life Technologies, Eggenstein); Agarose
(USB, Cleaveland, USA); Ammoniumacetat (Roth, Karlsruhe); Ammoniumpersulfat
(Gibco BRL, Eggenstein); Ampicillin (Sigma Chemie, Deisenhofen); y-P dCTP
(Amersham, Braunschweig); Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe); Bacto Trypton (Difco,
Hamburg); Borat (Sigma Chemie, Deisenhofen); Bromphenolblau (Sigma Chemie,
Deisenhofen); Chloroform (Sigma Chemie, Deisenhofen); DAPI/Antifade, 4'6-
Diamidino-2-phenylindol (Oncor, Gaithesburg, USA); Didesoxy NTPs (Invitrogen, ITC
Heidelberg); Dimethylsulfoxid (Serva, Heidelberg); Diethylpyrocarbonat (Sigma
Chemie, Deisenhofen), Dulbecco’s mod. Medium + Natriumhydrogencarconat + 1000
mg/l Glucose (Life Technologies, Eggenstein); Eisessig (Sigma Chemie, Deisenhofen);
Ethylendiamintetraacetat (EDTA; Life Technologies, Eggenstein); Ethanol
(Klinikapotheke); Ethidiumbromid (Sigma Chemie, Deisenhofen); Fixogum (Marabo,
Tamm); Formaldehyd (Merck, Darmstadt); Formamid (Oncor, Gaithesburg, USA);
Fotales Kdberserum (Greiner, Freckenhausen); Geneticin, (Life Technologies,
Eggenstein); Hepes (Life Technologies, Eggenstein); Isopropanol (Merck, Darmstadt);
Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt); Kunstharz Ag 501-x8 & BioRex® MSZ 501
(Biorad, Cadlifornien, USA); L-Glutamin (Life Technologies, Eggenstein);
Magnesiumchlorid (Sigma Chemie, Deisenhofen); Magnesiumsulfat (Merck,
Darmstadt); Mc Coy’s 5A mit Zusdtzen (Life Technologies, Eggenstein); MEM +
Natriumhydrogencarbonat (Life Technologies, Eggenstein); Methanol (Sigma Chemie,
Deisenhofen); Mineraldl (Sigma Chemie Deisenhofen); MOPS (Sigma Chemie,
Deisenhofen); Natriumacetat (Merck, Darmstadt); Natriumcarbonat (Merck,
Darmstadt); Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe); Natriumcitrat (Merck, Darmstadt);
Natriumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt); Natriumdodecyldulfat (SDS; Sigma
Chemie, Deisenhofen); Natriumhydroxid (Merck, Darmstadt); Natriumphosphat
(Merck, Darmstadt); Natriumpyruvat (Life Technlogies, Eggenstein); N,N,N",N’-
Tetramethylendiamin (TEMED; Biorad, Minchen); Opti Mem 1 mit Glutamax (Life
Technologies, Eggenstein); Penicillin/Streptomycin (Life Technologies, Eggenstein);
Propanol (Klinikapotheke), RPMI1 1640 w/o Glutamin (Biochrom, Berlin); Roti Quant
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(Roth, Karlsruhe); Salzsdure (Merck, Darmstadt); Tris-Base (Biorad, Munchen);
Trypsin 1:250 (Difco, Hamburg); 1 x Trypsi/EDTA (Seromed, Berlin); Tris (Merck,
Darmstadt); Xylen Xyanol (Sigma Chemie, Deisenhofen)

Kits

BESS T-Scan (Epicentre Technologies, Madison, Wi, USA)

DNA Tissue Extraction (Qiagen, Hilden)

ECL Western Blot Detection, (Amersham, Buckinghamshire, England)
Effectene (Qiagen, Hilden)

Endo Free Qiaex Maxiprép (Qiagen, Hilden)

GFX Gelelution and DNA Purification (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
Hot Wax OptiStartt] (Invitrogen, ITC, Heidelberg)

Lipofektamin (Life Technologies, Eggenstein)

Megaprime Labelling (Amersham, Braunschweig)

MRNA Isolation (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach)
Thermosequenase (Amersham, Braunschwel g)

Qiaex Miniprep (Qiagen, Hilden)

Qia Shredder, (Qiagen, Hilden)

Random Prime It 11 Oligo Primed Labelling (Stratagene, Heidelberg)
RT-PCR (Perkin EImer, Roche Mol. Systems, Inc., Branchburg, New Jersey, USA)
Super Fect (Qiagen, Hilden)

TriFast (peglab Biotechnologies GmbH, Erlangen)

Sonstige Materiaien

1 ml-Spritzen, (B Braun, Melsungen); 15 ml Rohrchen (Greiner, Nartingen); 50 ml
Rohrchen (Greiner, Nurtingen); chamber dlides (Nalge Nunc, Naperville, II, USA);
Deckglaser (IDS, Nidderau); Einfrierboxen (Nalgene); Einmalskalpelle (Dahlhausen,
Koln); Hybond N+ Membranen (Amersham, Braunschweig); Injektionskanilen
Sterican 0,45 x 25 mm (B Braun, Melsungen); Kryoréhrchen (Nunc, Wiesbaden);
Morser und Pistill aus Porzellan (Labotec, Wiesbaden); Nitrocellulose Membranen
(Amersham, Braunschweig); Objekttrager (IDS, Nidderau); Petrischalen (Greiner,
Nurtingen); Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg); Reaktionsgefél3e 0,5, 1,5 und 2,0
ml (Eppendorf, Hamburg); Rontgenfilme (Dupont, Bad Homburg); Screens RPN 1643
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mit Verstarkerfolie (Amersham, Braunschweig); Whatman-Papier (Schleicher & Schill,
Daidel); Zdlkulturflaschen T25 ,T75 und T125 (Nunc, Wiesbaden); Zellschaber (Nalge
Nunc, Naperville, IL, USA);

Geréte

Bildverarbeitungssystem Cytovision 2.21 (Applied Imaging, England ); CO, Inkubator
(Biometra, Gottingen); Densitometer Easy Plus Rev. 3.16 (C) (Herolab, Wiesbaden);
Digitalkamera (Cybertech, Hamburg); Elektroblotter Fast Blot 014-100 (Biometra,
Gottingen); Flachbettscanner MFS 12000 SP (Mustek, Neuss); Fluoreszenzmikroskop,
(Leica); Heraeus Omnifuge 2.0 RS mit Rotor 2251 (Heraeus, Hanau); Flachbett-
gelkammern (Biorad, Minchen); Gelkammer Minigel Twin (Biometra, Gottingen);
Heraeus Biofuge 15 (Heraeus, Hanau); Heraeus Fresco (Heraeus, Hanau);
Hochaufl0sendes Mikroskop Leitz Aristoplan (Leitz, Wetzlar); Hybridisierungsofen
(Biometra, Géttingen); Invertmikroskop (Hund, Wetzlar); LICOR 4200 iR2 Sequencer
mit Base ImagIR Software, Version 4 (MWG, Ebersberg); Phasenkontrastmikroskop
Laborlux S (Leica, Bensheim); Photoaufsatz Orthomat E mit Kamera DX 0.32.E fur
Aristoplan (Leitz, Wetzlar); Photometer Pharmacia pH-Meter (Knick, Berlin);
Spannungsgeber (Life Technologie, Eggenstein); REW 20 Rotor-Stator (Labotec,
Wiesbaden); Sterilwerkbank (Antair BSK, Stade); TGGE Gelkammer mit Kihlsystem
(Biometra, Gottingen); Tierisolator LFC 3-16 (Ebeco, Castrop-Rauxd); Tischzentrifuge
(Eppendorf, Hamburg); Transilluminator (Janker & Kunkel); Trockenschrank
(Heraeus,Hanau); Trio-Thermoblock (Biometra, Gottingen); Uno Thermoblock
(Biometra, Gottingen); Vortex VF2 (Janker & Kunkel); Wasserbad (K 6ttermann,Utze-
Henigsen); Ultrospec 2000 (Pharmacia, Schweden); Wasserbad (Janker & Kunkel);

Antikorper

Polyklonal Maus Anti-Human VHL, (Pharmingen, Heidel berg)

Monoklonal Maus Anti-Human VEGF, (R& D-Systems, Wiesbaden)

Ziege gegen Maus, FITC markiert, (DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg)
Ziege gegen Maus, TRITC markiert, (DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg)
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Langenstandards

0,24-9,5 kb RNA-Marker (Life Technologies, Eggenstein)
100 bp DNA-Marker (Roche, Mannheim)

1 kb DNA-Marker (Roche, Mannheim)

QS DNA Quant Standard, 500 bp/ 1000 bp (Del Mar, Canada)

Rainbow Protein-Marker (Amersham, Buckinghamshire, England)

Enzyme

Bam HI (AGS, Heidelberg)

Eco RI (AGS, Heidelberg)

Klenov-Polymerase (Stratagene, Heidelberg)

MuLV -Reverse Transcriptase (Perkin EImer, New Jersey, USA)
Pfu Polymerase (Stratagene, Heidel berg)

T4-Ligase (Roche, Mannheim)

Tag-Polymerase (Perkin EImer, New Jersey, USA)
Tfl-Polymerase (Biozym, Hessisch Oldendorf)

Versuchstiere
CD 1 nunu-Maéause, mannlich (Charles River Deutschland, Sulzfeld)
CB17 SCID-Méause , méannlich (Charles River Deutschland, Sulzfeld)

Kompetente Zellen
Escherichia coli XL-2 Blue, (Stratagene, Heidelberg)

Bakterienkulturmedium

LB-Medium: 5 gl  Bacto-Hefeextrakt
10 o/l NaCl
10 g/l Bacto-Trypton
pH 7,0
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3.2 Nierenkarzinomzellinien

Alle Nierenkarzinomzellinien, die fur diese Untersuchungen verwendet wurden, sind
kommerziell erhdtlich und bereits zytogenetisch charakterisiert worden. Aul3erdem sind
ale Zellinien in den letzten Jahren schon fir molekulargenetische Untersuchungen des
VHL-Gens genutzt worden, ihre VHL-Sequenz wurde - sofern vorhanden - bereits
publiziert. Zellinien kdnnen sich jedoch im Verlaufe ihrer in vitro Kultivierung durch
Sekundarmutationen verandern, der Karyotyp und die Sequenz der zu untersuchenden
Gene sollte darum von Zeit zu Zeit kontrolliert werden. Fur die in vitro und in vivo
Studien war es deshalb sehr wichtig, den Status des VHL Gens genau zu kennen, um
aus den gewonnenen Daten die richtigen Rickschltisse bezliglich der Funktion von
pVHL ziehen zu koénnen. Aus diesem Grund wurden die Zellinien noch einmal mit

geeigneten Methoden bezliglich eventueller VHL-Mutationen charakterisiert.

3.2.1 Zdlinien

KTCTL-26A (DKFZ, Heidelberg)

Zdltyp: humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom

Literatur: Cytogenetic and growth factor gene analysis of a renal carcinoma cell
line, Hogemann-1; Bock-S; Heppner-P; Petrides-PE; Cancer-Genet-
Cytogenet. 1994 Dec; 78(2): 175-80

CAKI-1 (ATCC, Rockville, MD, USA)

Zdltyp: humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom
Literatur: Fogh et al., J. Natl. Cancer Inst. 58: 209-214 (1977); idem, 59: 221-226
(1977)

CAKI-2 (DSMZ, Braunschweig)

Zdltyp: humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom

Literatur: Fogh et a., J. Natl. Cancer Inst. 58: 209-214 (1977); Fogh et al., J. Natl.
Cancer Inst., 59: 221-226 (1977)
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786-0
Zdltyp:
Literatur:

A-498
Zdltyp:
Literatur:

293
Cedl Type:
Literatur:

(ATCC, Rockville, MD, USA)

humanes Adenokarzinom

Williams RD et a. In vitro cultivation of human renal cell cancer. I.
Establishment of cells in culture. In Vitro 12: 623-627, Williams RD et
al. In vitro cultivation of human renal cell cancer. Il. Characterization of
cell lines. In Vitro 14: 779-786, 1978, PubMed: 79066544

(ATCC, Rockville, MD, USA)
humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom
Giard et a., J. Natl. Cancer Inst. 51: 1417-1423 (1973)

(DSMZ, Braunschweig)
humane embryonal e Niere, adenovirustransformiert
Graham et a., J. Gen. Virol. 36: 59-72 (1977)

3.2.2 Zdlkulturmedien

KTCTL-26A
RPMI 1640 w/o Glutamin
1 % Glutamin
10 % FCS
1%PIS
Caki-1
McCoy s 5A mit Zusétzen
10 % FCS
1%PIS
Caki-2

McCoy s 5A mit Zusétzen
10 % FCS
1%P/IS
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786-O
RPMI 1640 w/o Glutamin
10 mM Hepes
1 mM Natriumpyruvat
10 % FCS
1%PIS

A-498
MEM + NaHCO;3
10 % FCS
1% P/S

293
Dulbecco s Mod. Medium inkl. Natriumpyruvat + 1000 mg/ | Glucose
10 % FCS
1%P/IS

Die Zellen wurden nach pH-Umschlag von rot zu gelb, d. h. in der Regel zweimal
wochentlich durch Mediumwechsel gefittert. Einmal pro Woche wurden sie im
Verhdltnis 1:5 subkultiviert. Fur die Transfektanten wurde eine Geneticinkonzentration
von 600ug G418/ ml Medium ermittelt (s. Abb. 9). Handelt es sich um transfizierte
Zéellen, so ist im Weiteren unter ,Medium® jedesmal , Selektionsmedium® inklusive
Geneticin zu verstehen.

Bestimmung der optimalen Geneticinkonzentration: Die Zellen wurden in einer 6-well-
Platte bis zu einer Konfluenz von 100 % kultiviert. Darauf wurde das fltssige Geneticin
(50 mg/ ml) in verschiedenen Konzentrationen ins Medium gegeben. Das Wachstum
wurde anschliefRend beobachtet und im Abstand von 8 Stunden die Konfluenz
abgeschétzt. Digjenige Konzentration, bei der nach 24 Stunden eine Zelldichte von 50%
vorlag, wurde als optimal eingestuft (156; 157).
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3.3 Vektoren

pPEGFP-N1, Clontech, Heidelberg

Fani' HNea

" i 4Tkb .

Ecal| EETE |

PCDNA 3, Invitrogen, Heidelberg

¢ P b d A8 () i
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3.4 Primer und PCR-Protokolle

Alle PCR-Reaktionen wurden, wenn nicht anders beschrieben, mit je 10 mM dNTP-Mix
und 2U DNA-Polymerase in einem 50 pl Reaktinsansatz durchgefihrt.

Primer fUr Funktionsanalysen

B-Actin, (Amplimer Set,Clontech, PaloAlto, USA), 838 bp

5-Primer:  5-ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG- 3
3 -Primer: 5-CGTCATACTCCTGCTTGCTGAATCCACATCTGC-3
Perkin Elmer GenAmp10x PCR Puffer, Tag-Polymerase

95°C-3" > 35x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-w0

GAPDH, (MWG, Ebersberg), 480 bp

5-Primer:  5-CAACTTTGGTATCGTGGAAGG-3

3 -Primer:  5-CCACCCTGTTGCTGTAGCC-3

Perkin Elmer GenAmp10x PCR Puffer, Tag-Polymerase

95°C-3" > 35x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-o0

c-fos, (Amplimer Set,Clontech, PaloAlto, USA), 612 bp

5 -Primer: 5-AAGGAGAATCCGAAGGGAAAGGAATAAGATGGCT-3
3 -Primer:  5-AGACGAAGGAAGACGTGTAAGCAGTGCAGCT- 3
Perkin Elmer GeneAmp10x PCR Puffer, Tag-Polymerase

95°C-3" > 35x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-w0

c-fos cds, (MWG, Ebersberg), 1152 bp

5-Primer:  5-CCGAATTCATGATGTTCTCGGGCT-3

3 -Primer:  5-GGGATCCAGAGGGCCAGCAGC-3

Invitrogen ,,pH9,0" 5x PCR Puffer + 2,5 mM MgCl, — Hot Wax Bead, Pfu-Polymerase
95°C-3" > 30x (94°C-1" > 62°C-1" > 72°C-90") > 72°C-7" > 4°C-c0
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c-myc, (Amplimer Set,Clontech, PaloAlto, USA), 479 bp

5-Primer:  5-TACCCTCTCAACGACAGCAGCTCGCCCAACTCCT- 3
3 -Primer:  5-TCTTGACATTCTCCTCGGTGTCCGAGGACCT- 3
Perkin Elmer GenAmpl0x PCR Puffer, Tag-Polymerase

95°C-3" > 35x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-c0

c-myc cds, (MWG, Ebersberg), 1934 bp

5-Primer: 5-CCGAATTCATGCGAGGGTCTGGA-3

3 -Primer: 5-CTGGATCCAGCACAAGAGTTCCGT-3

Invitrogen ,,pH 8,5* 5x PCR Puffer + 3,5 mM MgCl,, - Hot Wax Bead, Pfu-Polymerase
95°C-3" > 30x (94°C-1" > 64°C-1" > 72°C-2") > 72°C-7" > 4°C-c0

VHL cds, (MWG, Ebersberg), 660 bp

5-Primer: 5-GGAGAATTCTTATGCCCCGGAGG- 3

3 -Primer:  5-GGTGGATCCGTATCTCCCATCCG- 3

Invitrogen PCR-Optimizer ,F* 5x PCR Puffer + 1% DM SO, Pfu-Polymerase
95°C-3" > 32x (94°C-1" > 65°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-c0

VHLAS, (MWG Ebersberg), 660 bp

5-Primer:  5-CCCTTAAGGTCTGGATCGCGGAGGGA-3

3 -Primer: 3 -TACCTAGGAATCTCCCATCCGTTG-5

Invitrogen ,,pH 9,0 5x PCR Puffer + 1,5 mM MgCl, - Hot Wax Bead, Pfu-Polymerase
95°C-3" > 32x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-c0

VEGF cds, (MWG, Ebersberg), 452, 584, 656, 707 bp

5-Primer:  5-GGAGAATTCGGATGAACTTTCTGC-3

3 -Primer:  5-GGTGGATCAACCGCCTCGGCT-3

Perkin Elmer GenAmp 10x PCR Puffer, Pfu-Polymerase

95°C-3" > 32x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-c0
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GFP cds, (MWG, Ebersberg); 730 bp

5-Primer:  5-GGTCGCCACCATGGTGAGC-3

3 -Primer:  5-TTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3
Invitrogen PCR-Optimizer ,F* 5x Puffer, Pfu-Polymerase
95°C-3" > 32x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-c0

pEGFP-N1 MCS, (MWG, Ebersberg), 136 bp

5 -Primer: 5- CAGAGCTGGTTTAGTGAACCG -3

3 -Primer: 5- CTCCTCGCCCTTGCTCACC -3

Perkin Elmer GenAmp 10x PCR Puffer, Pfu-Polymerase

95°C-3" > 32x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-c0

Kan®, (MWG, Ebersberg), 500 bp

5-Primer: 5-CCTGAATGAACTGCAAGACG-3

3 -Primer:  5-CCAACGCTATGTCCTGATAGC-3
Invitrogen PCR-Optimizer, F* 5x Puffer, Pfu-Polymerase
95°C-3" > 32x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-c0

Primer fir SSCP-Analyse, (MWG, Ebersberg)
Die PCR-Bedingungen sind in der Dissertation von C. Neuhaus beschrieben (159) .

Exon 1/I
5 -Primer: 5 -CCTCGCCTCCGTTACAACAG-3
3 -Primer: 5-TTCAGGGCCGTACTCTTCGA-3

Exon VI
5 -Primer: 5 -TGGTCTGGATCGCGGAGGGAAT-3
3 -Primer: 5 -GACTGCGATTGCAGAAGATGACCTGGG-3
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Exon V/II1
5 -Primer: 5 -GGCCCGTGCTGCGCTCGGTGAACT-3
3 -Primer: 5 -CCCTGCTGGGTCGGGCCTAAGCGCCGGGCCCGT-3

Exon 2
5 -Primer: 5 -GTGGCTCTTTAACAACCTTTGC-3
3 -Primer: 5 -CCTGTACTTACCACAACAACCTTATC-3

Exon 3
5 -Primer: 5 -GCCCTTCCAGTGTATACTCTG-3
3-Primer: 5-CAGAAATCTTCAATCTCCCAT-3

Primer fur F-BESS-Sequenzierung, (MWG, Ebersberg)

VHL Exon la

5-Primer:  5-FAM-AGCGCGTTCCATCCTCTACC-3

3 -Primer:  5-HEX-CGGCCTCCATCTCCTCCTCG-3

Perkin Elmer 10x PCR Puffer, 1U Perkin EImer Gold Taqg, 50 pl Ansatz
94°C-5"> 40x (94°C-1" > 55°C-1"> 72°C-1") > 72°C-20"" > 4°C-o0

VHL Exon 1b

5-Primer:  5-FAM-TGAAGAAGACGGCGGGGAGG-3

3 -Primer:  5-HEX-TCAGACCGTGCTATCGTCCC-3

Perkin Elmer 10x PCR Puffer, 1U Perkin EImer Gold Taqg, 50 pl Ansatz
94°C-5"> 40x (94°C-1" > 55°C-1"> 72°C-1") > 72°C-20"" > 4°C-o0

VHL Exon 2

5-Primer:  5-FAM-TGTGGCTCTTTAACAACCTTTGC-3

3 -Primer: 5-HEX-TATCCTGTACTTACCACAACAACC-3
Perkin Elmer 10x PCR Puffer, 1U Perkin EImer Gold Taqg, 50 pl Ansatz
94°C-5"> 40x (94°C-1" > 55°C-1"> 72°C-1") > 72°C-20"" > 4°C-o0
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VHL Exon3

5-Primer:  5-FAM-CTAGTCTGTCACTGAGGATTTGG-3

3 -Primer:  5-HEX-CTGAGATGAAACAGTGTAAGTTTC-3
Perkin Elmer 10x PCR Puffer, 1U Perkin EImer Gold Taqg, 50 pl Ansatz
94°C-5"> 40x (94°C-1" > 55°C-1"> 72°C-1") > 72°C-20"" > 4°C-o0

Primer flr genomische VHL-Sequenzierung, (MWG, Ebersberg)

VHL-Exonl

5-Primer:  5-GCCTCGCCTCCGTTACAACAG-3

3 -Primer:  5-CACCCTGGATGTGTCCTGCC-3

Perkin Elmer 10x PCR Puffer, 1U Perkin ElImer Gold Taqg, 50 ul Ansatz
94°C-5" > 40x (94°C-1" > 60°C-1" > 72°C-1") > 72°C-7" > 4°C-w0

Nested M13

5-Primer:  5-CCTCCGTTACAACAGCCTACG-3

3 -Primer:  5-TGGATGTGTCCTGCCTCAAGG-3

Perkin Elmer 10x PCR Puffer, 1U Perkin EImer Gold Taqg, 20 pl Ansatz
94°C-5" > 20x (94°C-1" > 58°C-1" > 72°C-1") > 72°C-10" > 4°C-0

VHL-Exon2

5-Primer:  5-GGACGGTCTTGATCTCCTGACC-3

3 -Primer: 5-CATAACGTACAAATACATCACTTCC-3
Tfl-Polymerase 20x PCR Puffer, 0,5 U Tfl-Polymerase, 50 pl Ansatz
95°C-4" > 35x (94°C-45" > 60°C-30"" > 70°C-45"") > 70°C-20" > 4°C-o0

Nested M13

5-Primer:  5-GTCTTGATCTCCTGACCTCAT-3

3 -Primer: 5-TACAAATACATCACTTCCATTTTATTTATGG-3
Tfl-Polymerase 20x PCR Puffer, 0,4 U Tfl-Polymerase, 20 pl Ansatz
95°C-5" > 20x (95°C-20"" > 58°C-20"" > 70°C-30"") > 70°C-3" > 4°C-0
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VHL-Exon3

5-Primer:  5-CCATCAGTAGTACAGGTAGTTG-3

3 -Primer:  5-CTGAGAATGAGACACTTTGAAAC-3
Tfl-Polymerase 20x PCR Puffer, 0,5 U Tfl-Polymerase, 50 pl Ansatz
94°C-4" > 35x (94°C-45" > 60°C-30"" > 70°C-45"") > 70°C-20" > 4°C-o0

Nested M13

5-Primer:  5-AGTAGTACAGGTAGTTGTTGGC-3

3 -Primer:  5-GAGAATGAGACACTTTGAAACTAAGG-3
Tfl-Polymerase 20x PCR Puffer, 0,4 U Tfl-Polymerase, 20ul Ansatz
95°C-5" > 20x (94°C-20"" > 58°C-20"" > 70°C-30"") > 70°C-3" > 4°C-0

Markierungs PCR flr Sequenzierung

5-Primer:  5-IRD-800-TGTAAAACGACGGCCAGT-3
3 -Primer:  5-IRD-700-CAGGAAACAGCTATGACC-3
Thermosequenase Kit- Premix

95°C-2" > 30x (95°C-15" > 57°C-15"" > 70°C-15"") > 4°C-o0
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3.5 Ldsungen

Alle verwendeten Glas- und Metallgeréte wurden vor Gebrauch fir 4 Stunden bei
180°C dterilisiert. Die verwendeten Ldsungen wurden, wenn nicht anders beschrieben,
mit demineralisiertem Wasser aus der Reinstwasser-Anlage (Millipore, Wien,
Osterreich) angesetzt und bei 120°C und 1,2 bar fur 20 Minuten autoklaviert oder - bei
hitzeinstabilen Substanzen -sterilfiltriert (0,2 um). Losungen fur die Zellkultur wurden

durch eine Sterilkontrolle auf mégliche Kontaminationen Gberprift.

TAE-Puffer
40 mM Trisacetat
2mM EDTA
10 x MopsPuffer
02M 3-[N-morpholino] propansulfonsaure
0,05 mM NaOAc
0,01M EDTA

ad 1000 ml DEPC-Wasser > pH 7.0

20 x SSC

3M NaCl

0,3M Na-Citrat

ad 1000 ml DEPC-Wasser >pH 7,0

Pr&/Hybridisierungspuffer

0,5M NaH,PO,

7wWiv% SDS

1ImM EDTA

ad 1000 ml DEPC-Wasser > pH 7,2

Waschpuffer fur Nylonfilter
40 mM NaH,PO4
1 wiv% SDS
ad 1000 ml DEPC-Wasser > pH 7,2
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DNA-Blaumarker

RNA-Blaumarker

0,25%
0,25%
30%

0,1%
0,1%
1mM
50%

Bromphenolblau
Xylencyanol

Glycerin

Bromphenolblau
Xylencyanol
EDTA

Glycerin

Denaturierungspuffer
fur SSCP-Proben: 95% Formamid
10 mM NaOH

0,05% Xylen Xyanol

0,05% Bromphenolblau

10% Trenngell6sung
flr Western Blot 30% Acrylamid
2% Bisacrylamid
Tris-HCI pH 8,8
SDS 10%

dH,O

TEMED
APS 10%

20m
0,8 mi
1,2ml
60 pl
1940 pl
Mischen
5ul

30 ul
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12%Trenngell6sung
fur Western Blot

5% Sammelgell6sung
fur Western Blot

Guanidinhydrochlorid

Cal ciumphosphat

Kaliumphosphat

Tris-HCI

TrissHCI

SDS-Stamml 6sung

30% Acrylamid
2% Bisacrylamid
Tris-HCI pH 8,8
SDS 10%

dH,0

TEMED

APS 10%

30% Acrylamid
2% Bisacrylamid
Tris-HCl pH 6,8
SDS 10%

dH,O

TEMED
APS 10%

0,3 M in 95% Ethanol

250 mM

500 mM

1,88M, pH 8,8

0,625M, pH6,8

10%

2,4ml
960 pl
1,2ml
60 pl
1380 pl
Mischen
S5ul

30 ul

410ul
150 pl
500 pl
25 pl
1425 pl
Mischen
2,5ul
12,5 ul
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SDS-Probenpuffer fur Proteine
Bromphenolblaulsg.: 1% in Ethanol (wenigst abwagen und auf 1% mit Ethanol
bringen)

10 ml Probenpuffer:

2ml  0,625M Tris-HCI pH 6,8

2ml 10% SDS-Lsg.

5ml  Glycerin

0,1 ml 1% Bromphenol blaul sg.

0,4 ml dH,O

=9,5ml
Vor jedem Gebrauch wird unter dem Abzug ein Aliquot dieses Puffers mit 5% [
M ercaptoethanol versetzt

5 x Proteinlaufpuffer:
Trisbase 25 mM
Glycin 192 mM
10% SDS 0,1%
ad 1L dH,0; pH > 8,3
Protein Farbepuffer:
10g Coomassie Brillant Blau R 250
0,259 Coomassie Brillant Blau G 250
212 ml Ethanol
25 ml Methanol
50 ml Essigsdure
212 mi H,0
UN unter Ruhren 16sen, Uber Faltenfilter abfiltrieren
Entférbelsg.:
Schnelles Entféarben: 450 ml Ethanol
100 ml Essigsaure
450 ml dH,0O
Langsames Entfarben: 70 ml Essigsaure ad 1000 ml dH,O

Transferpuffer: 1 x Laufpuffer der Elektrophorese 1:3 verdinnen
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3.6 Methoden

Allgemein
Standardmethoden wurden, soweit nicht anders angegeben, nach Sambrook et al.

durchgefiihrt und werden nicht weiter beschrieben (158).

3.6.1 Spektralphotometrische Messungen

Zur Konzentrationsbestimmung und Uberprifung der Reinheit von Plasmid-DNA-
Losungen wurde die Absorption bei 260 nm und 280 nm in Quarzklvetten ermittelt.
Zur Bestimmung der Konzentration von Plasmid-DNA-LAsungen wurden folgende
Richtwerte zugrundegel egt:

dsDNA: | Aspca 50 pg/ml

ssRNA: 1A, ca. 40 pg/ml

Dabel sollte der Quotient Azgonm /Azgnm flr ausreichend reine Nukleinsdurel Gsungen
zwischen 1,8 bis 2,0 liegen.

Die Konzentration von PCR-Produkten oder auch Plasmid-DNA-L6sungen wurde Uber
Agarose-Gelelektrophorese durch Vergleich mit einem DNA-Standard bekannter

Konzentration quantifiziert.

3.6.2 Isolation von RNA, DNA und Proteinen

Zur |Isolation von RNA und Proteinen wurde ein kommerziell erhdtliches Reagenz
verwendet (TriFast). Dabei beruht die Extraktion von RNA auf der Phenol-Chloroform-
Methode, die Proteine werden mit Isopropanol gefallt (158).

Die DNA wurde mit dem Tissue Kit von Qiagen gewonnen. Es wurde nach den

Protokollen der Hersteller verfahren.



Material und Methoden 50

3.6.3 Zdlkultur

Alle im folgenden beschriebenen Zellkulturarbeiten wurden unter einer sterilen
Werkbank durchgefihrt, um Kontaminationen zu vermeiden. Die Kultivierung der
Zéellen erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C unter einer 5%igen CO,-
Atmosphére. Dabel wurden Gewebekulturflaschen mit einer Grundfléche von 25 cm?
(T25), 75 cm? (T75) und 125 cm? (T125) eingesetzt. Bei Monolayerkulturen, wie z. B.
adhérenten Nierenzellkarzinomzellen, erfolgte der Mediumwechsel nach pH-Umschlag
des Mediums von rot zu gelb (pH 6,0), in der Regel zweimal woéchentlich. Das
verbrauchte Medium wurde komplett abgesaugt, zu jeder Kultur wurden in
Abhangigkeit der GrolRe der Zellkulturflasche 5 ml, 10 ml oder 20 ml frisches Medium
gegeben.

Subkultivierung

Ist die gesamte Flache der Kulturflasche mit Monolayerzellen bedeckt (100%
Konfluenz), stellen adhérente Zellen aufgrund von Kontaktinhibition ihre Proliferation
ein und missen passagiert werden. Dazu werden die Zellen in Suspension gebracht und
dann nach Verdinnung in ein neues Kulturgefald tberfihrt. Zur mechanischen Abldsung
der Zellen kann ein Zellschaber verwendet werden, mit dem die Zellen vom Boden
abgel6st werden. Die Methode der Wahl, adhérente Zellen zu subkultivieren, ist der
Gebrauch von Trypsin bzw. eines Trypsin/EDTA-Gemisches. Trypsin und EDTA
denaturieren die Tertidrstruktur der Adhasionsproteine der Zellmembranen und
verhindern damit die Anheftung an den Boden des Kulturgeféldes, bzw. fuhren zu einem
Abldsen der Zellen. Eine zu hohe Trypsinkonzentration kann jedoch zu irreversiblen
Schédigungen der Zellmembran fihren. Da die Wirkung des Trypsins durch die im
Medium vorhandenen Proteine stark beeintrachtigt wird, werden die Zellen vor der
Subkultivierung mit 1 x PBS-Puffer gespilt. Zu den Zellen wird fur 30 Sekunden eine
Trypsin/EDTA-L6sung (0,05% Trypsin; 0,02% EDTA) gegeben. Unter dem
Phasenkontrastmikroskop kann beobachtet werden, wie sich unter leichtem Klopfen die
Zellen abldsen. Nach Abldsen der Zellen vom Boden des Kulturgefal3es, spatestens aber
nach 5 Minuten, konnen die Zellen durch Spulen mit Medium oder PBS vollstandig
vom Untergrund abgel6st werden. Will man die Zellen passagieren, so nimmt man sie
in einer definierten Menge an Medium auf und vertellt sie nach Bedarf in mehreren
Zdlkulturflaschen (etwa 20% Konfluenz).



Material und Methoden 51

Sollen die Zellen geerntet werden, so nimmt man sie in PBS auf und schliefdt sie durch
eine Behandlung mit dem Qia Shredder auf.

Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Anzahl geernteter Zellen werden die trypsinierten und
gewaschenen Zellen in 10 ml PBS aufgenommen. Daraus entnimmt man ein Aliquot
von 10 pl und gibt 90 pl Trypanblau dazu. 5 pl dieses Gemisches werden auf eine
Neubauer—Zahlkammer pipettiert und im Mikroskop 10 Felder ausgezdhlt. Die
gezahlten Zellen (Z) rechnet man nun mittels der Gleichung: ((Z:5) x 10% x 12 auf die
Gesamtzahl der geernteten Zellen in 10 ml PBS hoch (157).

Kryokonservierung

Vitale Zellen kénnen in flussigem Stickstoff bel -196°C aufbewahrt werden. Die Zellen
werden mit Einfriermedium (Kulturmedium mit 8,5% DMSO, Dimethylsulfoxid)
eingefroren. DMSO verhindert die zu einer Zerstérung fuhrende Ausbildung von
Eiskristallen in den Zellen. Da DM SO allerdings auch zytotoxisch wirkt, missen die
Zellen moglichst schnell niedergefroren, bzw. aufgetaut werden. Die Zellen werden
trypsiniert und fir 5 Minuten bel 1000rpm (350g) sedimentiert. Anschlief3end werden
sie in Einfriermedium aufgenommen und in Kryorohrchen Uberfuhrt. Zum schnellen
Einfrieren mit gleichmaiger Temperaturabsenkung werden mit Isopropanol gefiillte
Einfrierboxen verwendet. Sie sind so konstruiert, dal3 sie bel einer Lagerung von -80°C
1°C pro Minute abkihlen. Nach 12 bis 24 Stunden bei -80°C werden die Zellen in
flUssigen Stickstoff Gberfuhrt.

Auftauen

Das Auftauen der Zellen sollte méglichst schnell erfolgen.

Das aufzutauende Kryoréhrchen wird aus dem Stickstoff entnommen und sofort in ein
37°C Wasserbad Uberfuhrt. Sobald sich die Zellen von der inneren Wand des Kryotubes
ablosen, werden sie in eine mit 10 ml angewdrmtem Medium gefillte T25
Zdellkulturflasche gegeben, sodal3 die DMSO-Konzentration auf hochstens 1,5%

verringert wird. Am néchsten Tag erfolgt ein Mediumwechsal.
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3.6.4 SSCP-Anayse

Zur Suche von potentiellen der VHL-Mutationen der verwendeten Zellinien wurde ein
Mutationsscreening durch Sngle Srand Conformation Polymorphism (SSCP)-Analyse
durchgefthrt.

Einzelstrang-DNA nimmt unter denaturierenden Bedingungen eine von ihrer Sequenz
abhangige Konformation ein, die mit Temperatur und Laufpuffer variiert. Sie bestimmt
die Mobilitdt in einem nativen Polyacrylamidgel. Unter geeigneten Bedingungen
verandert schon der Austausch oder Verlust eines einzelnen Basenpaares das
Laufverhalten eines DNA-Fragments. Damit gilt die SSCP als eine Methode, mdgliche
Punktmutationen zu detektieren. Die Empfindlichkeit der SSCP-Analyse liegt fir
Fragmente einer Groéf3e von 200 bp bei etwa 80%. Aus methodischen Grinden wird
Exon 1 des VHL-Gens anhand von 3 Uberlappenden Sequenzen (I-111) untersucht (159;
160).

Weitere Einzelheiten zur Analyse des VHL Gens bezlglich Herstellung des Gels,
Probenvorbereitung, Aufbau der Gelkammer, Probenlauf und Anférbung mit

Silbernitrat konnen in der Dissertation von Neuhaus 1996 (159) nachgel esen werden.

3.6.5 Mutationsanalyse mit F-BESS

Eine neue Methode zur Detektion von DNA-Mutationen ist das fluorescence-labelled
base excision sequence scanning (F-BESS). Dabel bedient man sich eines bestimmten
Enzyms, der Uracil-N-Glycosylase. Detektiert werden ale Mutationen mit Beteiligung
eines Thymidins (80 bis 90% aller Substitutionsmutationen). Ersetzt man dieses
Thymidin statistisch mittels PCR durch Didesoxyuridintriphosphat, so erhdlt man nach
einem nachfolgenden Verdau mit Uracil-N-Glycosylase eine bestimmte Anzahl von
Fragmenten definierter Lange. Durch die Verwendung von fluoreszenzmarkierten
Primern wahrend der PCR kann man durch Vergleich mit einer ebenfalls markierten
Wildtyp-DNA eine Veranderung des Bandenmusters durch DNA-Sequenzierung
nachweisen (161).
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3.6.6 DNA-Sequenzierung

Die zu sequenzierende DNA wird zunachst mit genspezifischen Primern amplifiziert. Es
folgt eine nested-PCR des Amplifikats mit spezifischen Primern, die jeweils am 5'-
Ende ein Sequenzfragment des M13 Phagen tragen. Dadurch ist es mdglich, in der
folgenden Sequenzierreaktion fir verschiedene Gene die gleichen endmarkierten M13-
Primer elnzusetzen, was eine immense Kosteneinsparung mit sich bringt. Zudem erfolgt
bei der nested-PCR eine zusdtzliche Produktaufreinigung. Die eigentliche
Sequenzierungsreaktion lauft nach der Methode von Sanger mit Didesoxynucleotiden
ab (162). Die DNA wird mit einem LICOR Automaten sequenziert und mit einer
speziellen Software ausgewertet (Base ImaglR Software, Version 4, MWG, Ebersberg).
Der LICOR verwendet zur DNA-Detektion Infrarotfluoreszenzfarbstoffe, die in der
Sequenzierungs-PCR mit Primer-Labelling angehéngt werden. Es handelt sich dabel um
ein duales System, d. h. es werden zwel Laser mit unterschiedlicher Wellenlange
verwendet (Laser 1:685 nm, Laser 2: 785 nm). Dadurch ist es moglich, zwei Farbstoffe
gleichzeitig zu detektieren, was einen Probenlauf der 5°- und der 3"-Sequenz in einer

Spur ermoglicht.

3.6.7 Vektorkonstrukte mit GFP als Reportergen

Die zu untersuchenden Gene wurden in das kommerziell erhéltliche Plasmid pEGFP-N1
kloniert. Dieses Plasmid enthdlt ein optimiertes, urspringlich aus der Tiefseequale
Aegorea victoria isoliertes Gen flr das green fluorescent protein (GFP) (150; 151; 163).
Das Genprodukt &3t sich durch FACS-Analyse oder mit dem Fluoreszenzmikroskop
nachweisen. Es dient as Reportergen, beispielsweise zur Bestimmung der
Transfektionseffizienz und bei Verwendung as Fusionsprotein zwischen GFP und
einem anderen Gen zur Aufklarung der intrazelluldren Lokalisation des exprimierten
Gens. Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde der Vektor mit Eco Rl und Bam HI
restringiert. Damit tragt er die gleichen , sticky ends*, wie die durch PCR gewonnenen
Genseguenzen von VHL und seinen potentiellen Targetgenen, die somit in pEGFP-N1
einkloniert werden koénnen. Die PCR-Produkte wurden mit Primern amplifiziert, die
eine Schnittstelle fir Eco Rl am 5 - und Bam HI am 3'-Ende erzeugen. Mittels einer
Ligase (T4) werden die Fragmente nun jeweils in das restringierte Plasmid in

orthograder Richtung hineinligiert.
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3.6.8 Transformation

Fur die Transformation kompetenter Zellen wurden 100ul der kommerziell erhdtlichen
Zellen auf Eis aufgetaut. Zu den Zellaliquots wurden etwa 10 pl des Ligationsansatzes,
bzw. 0,1 bis 50 ng DNA hinzugefugt und vorsichtig gemischt. Nach einer 25-mindtigen
Inkubationszeit auf Eis wurden die Zellen fir 30 sec. einem Hitzeschock von 42°C
ausgesetzt. Danach wurden die Zellen nochmals fr 90 sec. auf Eis inkubiert und in 850
pl vorgewarmten (42°C bzw. 37°C) LB-Medium aufgenommen. Nun wurden die Zellen
bei 300 rpm und 37°C fir 45 min. bis eine Stunde geschiittelt und anschlief3end 100 bis
200 pl (1/10-2/10) dieser Zellsuspension auf den entsprechenden LB-Selektionsplatten
ausgestrichen. Die restlichen Zellen (9/10-8/10) wurden bei 100g fur 10 min.
sedimentiert und in 50 pl LB-Medium aufgenommen und ausplattiert. Die
transformierten Zellen wurden UN bei 37°C inkubiert.

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz wurde paralldl 1 ng supercoiled

pBluescript Kontroll-DNA eingesetzt.

3.6.9 Préparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Sind auf einer LB-Selektionsplatte UN Klone gewachsen, so miissen diese zunachst
analysiert werden, um zu bestimmen, ob das Plasmid aufgenommen und exprimiert
wird. Dazu setzt man eine 5 ml Kultur an, und weist das Plasmid nach
Minipraparationsmethode mittels PCR nach. Als besonders kostengiinstig und schnell
hat sich die Isolation mit Isobutanol erwiesen (164), zur préparativen Gewinnung reiner
Plasmid-DNA sind jedoch kommerziell erhaltliche Kits zu empfehlen.

Hat man das eingebrachte Plasmid aus den Bakterien isoliert, so weist man z. B. mittels
PCR das einklonierte Gen nach. Klone, die als positiv detektiert werden, werden nun
UT in einer 5 ml Kultur kultiviert und UN in einer 100 ml Kultur vermehrt. Am
néchsten Tag isoliert man die Plasmide mit Hilfe eines endotoxinfreien Maxi DNA-
Plasmid Kits. Damit wird erreicht, dal3 die isolierten Plasmide zellkultursteril sind und
fur die Transfektion eukaryontischer Zellen verwendet werden konnen. Die isolierten
Plasmide werden nun mittels gelel ektrophoretischer und photometrischer Methoden auf
Quantitat und Qualitét hin untersucht und anschlief3end bei —20° C gelagert.
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3.6.10 Transfektion

Das Einbringen von Fremd-DNA in eine Zelle wird als Transfektion bezeichnet. Fur die
vorliegenden Untersuchungen wurde die Liposomentransfektion verwendet. Dabel wird
die einzubringende DNA in Liposomenmicellen eingeschlossen und danach in das
Zellkulturmedium gegeben. Per Endocytose werden die Partikel von den Zellen
aufgenommen und die DNA in den Zellkern geschleust. Im Fall einer stabilen
Transfektion wird die eingebrachte DNA in das Genom der Wirtszelle integriert. Es
wurden drei verschiedene kommerzielle Kits verwendet, und je nach Zellinie und
Vektor wurde ein optimales Transfektionsprotokoll empirisch ermittelt (Tab. 3). Dazu
wurde die DNA zunéchst fur eine definierte Zeit mit den Liposomenpartikeln inkubiert.
Je nach Lipofektionsreagenz wurde dabei nach den Herstellerangaben verfahren. Die
Verwendung von Effectene erfordert einen zusétzlichen Schritt, bei dem die DNA
zundchst mit elnem Enhancer inkubiert wird, der eine starke Verknauelung des
Vektormolekiils bewirkt. Nach diesem Zwischenschritt sind die DNA Molekile dann
leichter in die Liposomen einzuschlief3en.

Die zu transfizierenden Zellen werden am Vortag in einer Dichte von 30 bis 40%
ausgesaht, sodald sie zur Transfektion eine Konfluenz von 50 bis 80% erreicht haben,
womit sie sich in der logarithmischen Wachstumsphase befinden. Damit ist
sichergestellt, dal3 der intrazellulére Stoffwechsel ein Aktivitdtsmaximum aufweist, was
eine beschleunigte endocytotische Aufnahme der Liposomen zur Folge hat. Die Zellen
werden nun einmal mit PBS gewaschen und je nach Lipofektionsprotokoll mit
serumhaltigem oder serumfreiem Medium versetzt. Die Liposomenemulsion wird zu
den Zellen gegeben und die Zelen kultiviert. Am néchsten Tag wird ein
Mediumwechsel durchgefihrt und mit der Selektion begonnen. Die optimae
Antibiotikumkonzentration wurde zuvor empirisch ermittelt. Dazu werden die Zellen in
kleinen Kulturgefalden ausplattiert und mit einer Verdinnungsreihe die optimale Menge
an Geneticin ermittelt (s. Kap. 4.3). Fir die in dieser Arbeit untersuchten
Nierenkarzinomzellinien stellte sich eine Konzentration von 600 pg Geneticin / ml
Medium als geeignet heraus. Das entspricht der Menge Geneticin, die innerhalb von 24
Stunden 50% der nichtresistenten Zellen zum Absterben bringt (165).

Zur visuellen Abschétzung, welche Transfektionseffizienz erreicht wurde, wird ein
Aliquot von 10* Zellen auf einem chamberslide UN kultiviert. Am folgenden Tag

werden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen und mit einem Deckglas versiegelt. Danach
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a3t sich mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops das green fluorescent protein

detektieren, was zur Ermittlung der Transfektionseffizienz dient.

3.6.11 Klonierung stabil transfizierter Zellinien

Fir die Analyse und Weiterverwendung transfizierter Zellen ist es wichtig, dal3 man auf
Zellen eines Klones zurlickgreifen kann. Nur so ist garantiert, dal3 Beobachtungen und
Schlisse aus den in vitro und insbesondere den in vivo Untersuchungen reproduziert
werden konnen.

Die stabil transfizierten Zellen werden gezahlt; dann stellt man die Konzentration der
Zellen auf 3 Zellen pro 1800 pul Medium ein und plattiert je 200 pl in eine 96 well-Platte
(O 5mm) aus. Damit erreicht man eine wahrscheinliche Verteilung von 1/3 Zelle pro
well, bzw. eine einzelne Zelle in jeder dritten well. Zur Aufrechterhaltung des
Selektiondrucks wurde G418 in der geeigneten Konzentration zugegeben (s. 0.). Die
Klone werden nun expandiert und in grossere Kulturgefésse Uberfuhrt. Nach
ausreichender Zellvermehrung isoliert man die RNA und schétzt durch semiquantitative
RT-PCR die Expressionsstarke des transfizierten Gens ab. Der Klon mit der stérksten
Expression wird fur weitere Untersuchungen verwendet. Fur funktionelle Studien kann
man auch Klone mit variablen Expressionsstarken des selben Genes untersuchen. Damit
lassen sich Studien durchfiihren, die sich mit der Untersuchung intrazellulérer

K onzentrati onsunterschiede eines Genes befassen.

3.6.12 Xenotransplantationen

Fur die Injektion von menschlichen Nierenkarzinomzellen in immunsupprimierte
Mause werden 10’ Zellen pro Versuchstier benétigt. Die Zellen wurden zunachst
trypsiniert und dann in 800 pl PBS aufgenommen. Zur Bestimmung einer geeigneten
Injektionsstelle ist bel SCID-Mausen zundchst eine partielle Enthaarung der Tiere
notwendig. Dazu befeuchtet man das Fell mit 70% igem Ethanol und rasiert links und
rechts je eine Stelle von etwa 10 cm? mit einer sterilen Einmalrasierklinge frei. Bei
Nacktmausen entfdlt diese Behandlung. Die Zellen werden nun in eine Spritze
aufgezogen und zu gleichen Teilen links und rechts dorsal subkutan in die Flanke des
Tieres injiziert. Das Tumorwachstum wird taglich beobachtet. Hat sich ein tastbarer
Tumor gebildet, so wird dieser einmal pro Woche mit einer Schiebelehre vermessen und
seine Ausdehnung notiert. Das Tumorvolumen bestimmt man Gber die Formel Lange x
Breite” /2 (166; 167). Hat der Tumor eine ausreichende GroRe erreicht, wird das
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Versuchstier mit CO, narkotisiert und durch Uberstrecken der Wirbelsiule getotet. Der
Tumor wird freiprapariert und entnommen. Eine Halfte des Tumors wird in fllssigem
Stickstoff fur die Gewinnung von RNA, DNA und Proteinen schockgefroren. Die
andere Hélfte wird nochmals geteilt, dabel wird ein Teil fur die histopathologischen
Untersuchungen in gepuffertes Formalin (4% in PBS) eingelegt, der andere Tell in
steriles PBS Uberfuhrt. Dieses Gewebestick wird mit Hilfe eines sterilen
Einmalskalpells mechanisch disaggregiert, danach fur 10 Stunden mit Kollagenase-
|6sung inkubiert und wieder in Kultur genommen.

Die histopathologischen Untersuchungen wurden im Labor von Herrn Prof. Peter
Schirmacher in der Abteilung Pathologie der Universitétsklinik Koln durchgefuhrt. Dort
wurde das formalinfixierte Gewebe in Paraffinblocke eingebettet und mit einem
Mikrotom auf eine Stérke von 2 um geschnitten. Es erfolgte eine histopathol ogische
Begutachtung und Auswertung. Weiterhin erfolgte eine immunhistochemische

Aufarbeitung mit einem Antikorper gegen VHL.

3.6.13 Reverse Transkription und PCR

Zur Analyse der intrazelluldren mRNA-Konzentration wurde die semiquantitative RT-
PCR durchgefiihrt. Dazu wird die extrahierte Gesamt-RNA einer Probe zunachst mittels
der Reversen Transkription (RT) in cDNA umgeschrieben. Verwendet man wahrend der
RT Poly-A Primer, so erhdt man eine cDNA, die sich aus den mRNA Molekilen
gebildet hat. Die so gewonnene cDNA setzt man as template fur die PCR ein. Nach
Amplifikation und gelelektrophoretischer Auftrennung kann die urspringlich
vorhandene Menge an mRNA des untersuchten Gens in der Zelle abschétzen. Aufgrund
von Alterung oder Kontaminationen kann RNA jedoch degradieren. Das kann
Fehleinschatzungen bei der semiquantitativen Auswertung zur Folge haben. Aus diesem
Grund werden in parallelen Ansdtzen , housekeeping” Gene ([B-Actin, GAPDH)
amplifiziert. FUr die dargelegten Untersuchungen wurden deshalb zunédchst nur diese
beiden Gene auf einem Gel verglichen. Anhand der Bandenstdrke wurde dann
abgeschédtzt, welche Menge der Ubrigen PCR-Ansdize letztendlich miteinander
verglichen werden. Treten beispielsweise bel Probe A die , housekeeping® Gene nur
halb so stark auf, wie bei Probe B, so ist zu einer semiquantitativen Bestimmung von
Probe A der Eisatz der doppelten Menge amplifizierter cDNA erforderlich. Dieses
Vorgehen ist in Ubereinstimmung mit entsprechend vergleichbaren Untersuchungen,

diein der eingangigen Literatur beschrieben werden (142).
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3.6.14 Western Blot

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt in einem denaturierenden Polyacrylamidgel
(PAA). Die extrahierten Proteine werden zunéchst quantifiziert. Dazu wird ein Aliquot
von 10 ul entnommen und nach dem Roti Quant Protokoll der Firma Roth quantifiziert.
Diese Methode stiitzt sich auf die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford,
wobei die Proteine in einem Coomassie Reagenz aufgenommen und bei 600 nm
photometrisch bestimmt werden. Fir das PAA Gel werden gleiche Mengen der zu
untersuchenden Proteine aufgetragen und in einem elektrischen Feld nach ihrer Grolze
aufgetrennt. Nach ausreichender Auftrennung wird das Gel entnommen und per
Elektroblotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran kann nun zur
weiteren Verwendung in Folie geschwel 3t bei 4°C aufbewahrt werden.

Die Antikorperhybridisierung und Detektion erfolgt nach den Herstellerangaben des
ECL-Kits. Dabei wird die Membran in aufeinanderfolgenden Schritten gewaschen und
mit einem Antikorper inkubiert. Der Antikorpernachwels erfolgt auf einem licht-

empfindlichen Film durch eine Peroxidasereaktion.

3.6.15 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine Methode, mit der man relativ schnell Proteine anférben
und nachweisen kann. Voraussetzung ist, da3 man die zu untersuchenden Zellen
zunéchst auf einem Objekttréager fixiert. Dazu werden 10* Zellen auf einem chamber
dide ausplattiert und mit 2 ml Medium UN kultiviert. Am nachsten Tag sind die
adhérenten Zellen auf der Grundfléche angewachsen. Das Medium wird entfernt, und
die Zellen werden 2 x mit PBS gewaschen. Anschlie3end werden die Zellen zur
Fixierung fur 20 min. in eine Kivette mit eiskatem Methanol Uberfuhrt. Danach
koénnen sie bei — 20°C fur mehrere Monate gelagert werden.

Zur immunhistochemischen Untersuchung werden die Objekttréager mit den fixierten
Zéellen fur 10 min. in eiskaltem Aceton nachfixiert. Es folgt ein zweimal 5Smindtiges
Waschen mit PBS. Nun werden je nach Bedarf und Zielsetzung die Antikorper
dazugegeben. Nach jeder Antikorperhybridisierung werden die Objekttrager zweimal
fur 5 Minuten mit PBS gewaschen, um ungebundene Antikdrper wieder zu entfernen.
Zuletzt werden die Zellen mit DAPI-Antifade gegengeféarbt und mit einem Deckglas
abgedeckt und versiegelt. Die fertigen Objekttrager konnen bel — 20°C fur 2-3 Monate
gelagert werden. Die Auswertung erfolgt mit einem Fluoreszenzmikroskop.
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4. Ergebnisse

4.1 BestimmungdesVHL-Statusder verwendeten NZK-Linien

411 SSCP-Anayse
Die folgende Abbildung zeigt beispielhaft, welche Erkenntnisse bezlglich des VHL-

Status der verwendeten Zellinien aus der SSCP-Analyse gewonnen werden konnten. Zu
sehen sind die Ergebnisse fur die NZK-Linien KTCTL-26A und A-498, sowie eine
Positivkontrolle (VHL-Wildtyp). Die Puffertemperatur wéahrend des Gellaufs betrug
15°C.

Abb. 6: SSCP-Analyse:

Spour 1 Marker, Spur 2-4 Exon /1,

Sour 5-7 Exonl/11, Spur 8-10 Exon /111,
Sour 11-13 Exon 2, Spur 14-16 Exon 3;
Sour 2,5,8,11,14: KTCTL-26A

Sour 3,6, 9, 12, 15: A-498

Sour 4, 7,10, 13, 16: VHLwWt

nachweisbar.

Die Abbildung zeigt ein enheitliches Bandenmuster. Zwischen der VHL-
Wildtypkontrolle und den beiden Zellinien (KTCTL-26A und A-498) konnte kein
Unterschied im Laufverhalten beobachtet werden. Mit dieser Methode war in den
Nierenkarzinomzellinien keine VHL-Mutation nachweisbar. Das gilt auch fur SSCP-
Anaysen, die unter veranderten Bedingungen durchgefiihrt wurden. Die Zedlinien
wurden deshalb mit anderen Methoden auf VHL-Mutationen untersucht (s. Kap. 4.1.2
und 4.1.3).

Die beiden Zellinien zeigen ein Bandenmuster,
das dem Muster der VHLwt-Kontrolle
entspricht. Es sind keine VHL-Mutationen
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4.1.2 Base Excision Sequence Scanning

Mit dieser Methode konnte ein Teil der Mutationen nachgewiesen werden (Tab. 2). Am
Beispiel von zwei Zellinien soll in der unteren Abbildung verdeutlicht werden, wie bei
dieser neuen Methode (161) Mutationen im Elektropherogramm grafisch dargestellt

werden.

) - i Rmilimmnilie

b)
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Abb. 7: Elektropherogramm der F-BESS-Analyse; Ausschnitte der Sequenzanalysen der
Nierenkarzinomzellinien a) KTCTL-26A (del T) und b) 786-0 (del C). Gezeigt wird das
Sequenzdiagramm der beiden Zellinien (rot) und der Wildtypkontrolle (blau/ grin).

Im oberen Tell der Abbildung (Abb. 7a) liegt die Mutation innerhalb eines
Thymidinpentamers zwischen den Nucleotiden 5491 und 5495 der genomischen VHL-
Sequenz (Leserichtung 5> 37), im unteren Teil (Abb. 7 b) ist eine Base (C oder G)
zwischen den Nukleotiden 1023 und 1027 (Leserichtung 3'>5") deletiert (vgl. Pfeile).
Die Skalierungen am oberen und linken Rand der Grafiken sind methodisch bedingt.
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4.1.3 DNA-Sequenzierung

Durch direkte DNA-Sequenzierung konnten schlieffdlich alle VHL-Mutationen der
verwendeten Nierenkarzinomzellinien nachgewiesen werden. Die Zellinie Caki-1 wird
in der Literatur als Wildtyplinie beschrieben (46). Der Klon, der fur die vorliegenden
Untersuchungen verwendet wurde, hat jedoch den distalen Abschnitt von Chromosom 3
verloren und tragt auferdem eine Punktmutation im VHL-Gen, die zu einem
Stoppcodon fhrt. Damit ist durch Sekundarmutationen auch hier eine VHL defiziente

Linie entstanden.

Zdlinie publizierte Mutationen F-BESS Ergebnis der DNA-Sequenzierung

KTCTL-26A del T, Codon 148, del T, zw bp 5491- | bp 5491-5495, Ex 2, del T
frameshift; (64) 5495, Codon 148

Caki-1 VHL-Wildtyp, (46) ins 1 bp, bp 917 bp 917, Ex 1, InsA,
(s. auch Text) truncation

Caki-2 subst A>T, Codon 177 subst 1 bp, 8732, | bp 8732, Ex 3, subst. A>T
nonsense; (70) Codon 177

786-0 del G, Codon 104 del 1 bp, bp 1023- | bp 1024, Ex 1, del G
frameshift; (64) 1027, Codon 104

A-498 del 4 bp, Codon 147 del 4T,bp5477 |bp5477,Ex2,del 4T
frameshift; (64) Codon 147

293 VHL-Wildtyp; (56) VHL-Wildtyp VHL-Wildtyp

Tab. 2: VHL-Mutationsanalyse der sechs Zellinien, die fur die vorliegenden Sudien

verwendet wurden.

Die Sequenzierung erfolgte mit eéinem LICOR-4200 Sequencer. Zur besseren Ubersicht
sind die Ergebnisse der DNA-Sequenzierung, sowie die Ergebnisse der F-BESS-
Sequenzierung (Kap. 4.1.2) und den entsprechenden Literaturangaben in Tabelle 2

zusammengefal’t worden.
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4.2 Kontrolleder Transfektionskonstrukte

Die Expressionsvektoren mit den einklonierten Gensequenzen wurden mit Eco RI und
Bam HI restringiert und auf einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
Abbildung 8 zeigt die Amplifikate der multiple cloning site (MCS) des
Expressionsvektors pEGFP-N1. Sie betragt im unverénderten Vektor mit den gewahlten
Primern 130 bp (Spur 2). Durch Insertion unterschiedlicher Sequenzen zwischen den
Restriktionsschnittstellen fir Eco Rl und Bam HI é@ndert sich die Lénge der

amplifizierten Fragmente jeweils um die einklonierte Sequenz.

1 23 4 5 6 7

Abb. 8: Kontrolle der Vektorkonstrukte
Sour 1 Marker, 100 bp-Leiter
Sour 2 pEGFP-N1, MCS 130 bp

1500 bp Sour 3: pEGFP-N1 + VHLcds, 790 bp
Sour 4: pEGFP-N1 + VHLAS, 790 bp
600 bp Sour 5: pEGFP-N1 + c-fos cds, 1282 bp

Spur 6: pEGFP-N1 + VEGF 121, 582 bp
Sour 7: pEGFP-N1 + VEGF1g9, 786 bp

100 bp
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4.3 Bestimmung der optimalen Antibiotikumkonzentration zur Generierung
stabil transfizierter Zellinien

Die Ermittlung der optimalen Antibiotikumkonzentration (Geneticin, G418) zur

Generierung  stabiler  NZK-Linien wird exemplarisch am Beispiel der

Nierenkarzinomzellinie KTCTL-26A dargestellt (Abb. 9). Fiur alle anderen Zdlinien,

die fur diese Arbeit verwendet wurden, ergaben sich ahnliche Wachstumskurven, so dai3

die Antibiotikumkonzentration von 600 pg G 418 pro ml Kulturmedium generell
verwendet werden konnte.

Wirkung von G 418 auf die Wachstumsdichte von NZK-Linien am Beispiel
der Zellinie KTCTL-26A

= —50 pg/ mi
R 100 Hgim
., \ =100 pg/ ml
N 751 ——300 pg/ ml
o =600 pg/ ml
EREE g/ ml
-E == 1000 pg/ ml
o 25 1200 pg/ ml
0
0 8 16 24 32
Zeit [h]

Abb. 9: Bestimmung der optimalen Geneticinkonzentration. Bei einer Konzentration von
600 g /ml Medium tberlebten nach 24 Stunden 50% der Zellen (blaue Linie) die

S ektion. Diese Konzentration wurde fur alle folgenden Untersuchungen zur Selektion
der transfizierten Zellen verwendet.
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4.4 Bestimmung der Transfektionseffizienz

24 Stunden nach Zugabe der DNA-Liposomenkomplexe zu den Zellen wurden die
Zéllen trypsiniert und in kleinere Kulturschalen Uberfuhrt. Gleichzeitig wurden etwa
2500 Zellen auf einem chamber dlide ankultiviert. Dieser kann weitere 24 Stunden
spater bezlglich der Transfektionseffizienz im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet
werden. Zu diesem Zweck wurden jeweils 200 Zellen ausgezahlt. Je nach Grofe des
Vektors und der verwendeten Zellinie ergaben sich verschiedene Effizienzen.
Aul3erdem zeigte sich eine Abhéngigkeit der Transfektionseffizienz vom
Lipofektionsreagenz. In den folgenden Tabellen sind die optimalen Kombinationen
dargestellt:

a) KTCTL-26-A

Konstrukt Transfektionsreagenz Effizienz
PEGFP-N1 LF 20%
VHL LF 20%
VHLAS LF 20%
VEGFig9 LF 15%
VEGFi6s SF 5%
c-fos SF <5%
b) Caki-1

Konstrukt Transfektionsreagenz Effizienz
PEGFP-N1 LF 20%
VHL LF 20%
VHLAS SF 15%
VEGFig9 E 10%
VEGFi6s E 10%
c-fos E <5%
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c) Caki-2

Konstrukt Transfektionsreagenz Effizienz
PEGFP-N1 E 20%
VHL SF 15%
VHLAS E 20%
VEGFig9 E 10%
VEGFi6s E < 5%
c-fos E <5%
d) 786-0

Konstrukt Transfektionsreagenz Effizienz
PEGFP-N1 E 25%
VHL E 20%
VHLAS E 20%
VEGFig9 E 25%
VEGFi6s SF 10%
c-fos SF 5%

e) A-498

Konstrukt Transfektionsreagenz Effizienz
PEGFP-N1 E 5%
VHL E 5%
VHLAS E 5%
VEGFig9 E < 5%
VEGFi6s E < 5%
c-fos E <5%
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f) 203

Konstrukt Transfektionsreagenz Effizienz
PEGFP-N1 E 30%
VHL LF 20%
VHLAS E 20%
VEGFig9 E 10%
VEGFi6s E 5%
c-fos E <5%

Tab. 3. optimale Transfektionsbedingungen der Zellinien; Das optimale
Transfektionsreagenz wurde fur jede Zellinie empirisch bestimmt. Die Effizienz wurde

durch Auszahlen des prozentualen Antells fluoreszierender Zellen bestimmt.

Die folgende Abbildung zeigt die Expression des GFPs im Fuoreszenzmikroskop.
Durch Auszéhlen von positiven und negativen Zellen konnte die Transfektionseffizienz
leicht bestimmt werden. Dazu wurden zundchst unter Weilllicht alle Zellen im

Okularausschnitt gezahlt, danach mit einem FITC-Filter bel 488 nm der Anteil der griin

fluoreszierenden Zellen bestimmt.

Abb. 10:

Expression des green
fluorescent protein
Die Aufnahme zeigt
eine konfluente Kultur
der NZK-Zé€llinie
KTCTL-26A.

Die Transfektions-
effizienz entspricht in
dieser Abbildung
etwa 20%;
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Wahrend einer 48 stundigen Inkubation mit Geneticinhaltigem Medium erfolgte eine
Elimination der nichttransfizierten Zellen. Die verbleibenden, vitalen Zellen wurden
nun vereinzelt in 96-well plates Uberfuhrt und kultiviert. Diese Vermehrung kann bis zu
2 Wochen in Anspruch nehmen, da solitére Zellen nur sehr schlecht proliferieren und
gelegentlich das transfizierte Gen wieder aus dem Genom eliminiert wird. Nach
ausreichender Zellvermehrung hatten, wurden sie in eine kleine Kulturflasche Uberfihrt;
der nun vorliegende Klon wurde erneut auf GFP-Expression tUberprift. Dabei zeigte

sich nun eine einheitliche Grunfarbung der Zellen (Abb. 11).

Abb. 11:
konfluente Kultur
der NZK-Linie
KTCTL-26A,
stabil transfiziert
mit homogener
GFP-Expression;
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45 Invitro Studien

4.5.1 Anderung desin vitro Wachstumsverhaltens der NZK Linien

Durch die Expression der transfizierten Gene anderte sich das Wachstumsverhalten der
Zéellen. Generell wirkte sich die Transfektion von VHL negativ, die Transfektion von
VEGF positiv auf die Teilungsaktivitét aus. Die folgenden Grafiken (Abb. 12 af)
veranschaulichen die Wirkung der Transfektionen auf die Wachstumsgeschwindigkeit
der Zellinien. Dargestellt werden die Beobachtungen fir Transfektionen mit dem
.leeren” Vektor* EGFP-N1 (pink), sowie VHLcds (gelb) und VHLAS (hellblau).
Vergleichend wird auch die Teilungsgeschwindigkeit der unverénderten Zellinie
dargestellt (blau). Verdnderungen der Wachstumsgeschwindigkeit nach Transfektion
mit VEGF waren im in vitro Modell nicht zu detektieren. Deshalb wurde auf die
Darstellung der Wachstumskurven in den Diagrammen verzichtet.

KTCTL-26A
S 100
2 m—KTCTL-26A
< 751
c e KTCTL-26A+EGFP
o 50 e
g - KTCTL-26A+VHL
5 | KTCTL-26A+VHLAS
X 0 T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Wachstumsdauer [d]
b)
Caki-1
100
S 75 1 Caki-1
S oo Caki-1+EGFP
2 Caki-1+VHL
g B == Caki-1+VHLAS
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Wachstumsdauer [d]
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c)

Caki-2
100
=
S 75 Caki2
% Caki-2+EGFP
=} 50 .
= Caki-2+VHL
S 251 Caki-2+VHLAS
¥
0 ‘ ‘ ‘ ‘ : : ‘ :
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Wachstumsdauer [d]
A-498
S 100
N 751
O 50 — 498
= 25 — A-49B+EGFP
——
R Aa%BHVHL
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 A-498+VHLAS
Wachstumsdauer [d]
€
786-0
100
£ 75 —_—786-0
N
g ———786-0+EGFP
[ 50
= 786-0+VHL
S 25 786-0+VHLAS
X
0 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Wachstumsdauer [d]
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f)

293

= 293+EGFP
293+VHL
254

— 293+VHLAS

Konfluenz [%]
8

0 1 2 3 4 5 6 7
Wachstumsdauer [d]

Abb. 12: Auswirkung der Transfektion auf das in vitro-Zellwachstum der
Nierenkarzinomzellinien. Alle Diagramme zeigen, dal3 die Transfektion von VHLcds die
Proliferation verlangsamt, durch das Einbringen des VHLASKonstruktes kommt es

dagegen zu einer verstarkten Zellteilungsrate.

Es wird deutlich, dal3 die Transfektion der VHL Sequenz das Wachstum in alen Félen
verlangsamt. Der , leere” Vektor, mit ausschlief3dlicher Expression von GFP, bt keinen
Einflul auf das Wachstumsverhalten der Zellinien aus. Die Transfektion von VHLAS
beschleunigt die Proliferation vor alem bel der VHL-Wildtyplinie 293. Die anderen 5
Zdllinien weisen eine nahezu unverdnderte Wachstumskinetik nach Transfektion von
VHLAS auf. Eine mogliche Erklarung hierfir ist, da3 dem mutierten VHL-Protein
ohnehin keine, bzw. nur eine verminderte Funktion zukommt und eine Verringerung der
intrazelluldren VHL-mRNA-Konzentration keine Wirkung zeigt. Die Einfuhrung der
coding sequences von c-fos und VEGF121, fuhrten zu keinen reproduzierbaren
Wachstumsveranderungen in den Zellinien. Aus diesem Grund sind in diesem Teil der
Arbeit dle weiteren Versuche mit diesen beiden Konstrukten nicht weiter verfolgt

worden.
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4.5.2 Expressionsveranderung
1 23 45 6 78 9 1011 12 13 14 15 16 1718

unverandert +VHL +VHLAS +VEGF
1000 bp
[B-Actin, 838 bp
600 bp VHL, 660 bp
VEGF, 656 bp
GAPDH, 480 bp
300 bp

Abb.13: Veradnderung der VHL- und VEGF-Expression in der Zellinie Caki-2 nach
Transfektion mit VHL, VHLAS und VEGF. Zu sehen sind die PCR-Produkte der
unveranderten Zellinie (2-5), sowie nach Transfektion mit VHL (6-9), mit VHLAS (10-
13) und mit VEGF1g9 (14-17). Spur 1 und 18 100 bp-Leiter/ S-Actin: 2, 6, 10, 14/
GAPDH: 3, 7,11, 15/ VHL.: 4, 8, 12, 16/ VEGF: 5, 9, 13, 17;

Wie in der oberen Abbildung zu erkennen ist, steigt die Expression von VHL nach
Transfektion mit der VHLcds drastisch an (Spur 8). Die Transfektion von VHLAS
reduziert die zelluldre fehlerhafte ,VHL-mRNA* (Spur 12). Auf das Wachstums-
verhaten der Zellinie wirkt sich das jedoch nicht aus, da ein aus diessr mRNA
resultierendes fehlerhaftes Genprodukt seine biologische Funktion nicht mehr ausiiben
kann. Die Transfektion von VEGF bewirkt einen Anstieg der VEGF-mRNA (Spur 17)
bei gleichzeitiger Reduktion der VHL-mRNA (Spur 16), ein Hinweis auf die mogliche
Wechselwirkung der beiden Gene.
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Die nachfolgenden Tabellen (Tab. 4 und 5)

Expressionsverdnderungen der untersuchten Gene nach Transfektion in die Zellinien.

zeigen

im Einzelnen die

KTCTL-26A VHL VEGF Caki-1 VHL VEGF
unverandert + + unverandert - -
VHLcds +++ +) VHLcds ++ -
VHLAS - + VHLAS - -
VEGF (+) ++ VEGF - ++
Caki-2 VHL VEGF 786-0 VHL VEGF
unverandert + +) unverandert + ++
VHLcds +++ - VHLcds +++ (+)
VHLAS - (+) VHLAS - +++
VEGF - + VEGF (+) +++
A-498 VHL VEGF 293 VHL VEGF
unverandert + - unverandert ++ +
VHLcds +++ - VHLcds +++ +)
VHLAS - - VHLAS ) ++
VEGF - + VEGF + ++

Tab. 4. Zusammenfassung der Expressionsveranderungen von VHL und VEGF in den
unter suchten sechs Nierenkarzinomzellinien nach Transfektion mit Konstrukten aus dem
Expressionsvektor pEGFP-N1. Bewertet wurden jeweils die Veranderungen nach
Transfektion von VHLcds, VHLAS und VEGF gegentiber der unveranderten Zellinie.

(Expression: +++ sehr stark / ++ stark / + schwach / (+) sehr schwach / - keine

Expression)
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Vergleichende Transfektionen mit einem anderen eukaryontischen Expressionsvektor
(pcDNA3) erbrachten die gleichen Resultate. Dieser Versuchsansatz wurde
représentativ mit vier Zellinien durchgeftihrt (KTCTL-26A, Caki-1, Caki-2 und 786-0).
Nach Transfektion mit der kodierenden Sequenz fir die VHL-cDNA stieg die
Expresson der VHL-mRNA in den Zellen an. Gleichzeitig kam es zu einer
Abschwéchung der VEGF-mRNA, sofern diese in der unveranderten Zellinie vorlag.
Umgekehrt reduzierte das Einbringen der VEGF kodierenden Sequenz die Expression
von VHL.

KTCTL-26A VHL VEGF Caki-1 VHL VEGF
unverandert + + unverandert - -
VHLcds ++ + VHLcds + -
VHLAS + ++ VHLAS -
VEGF (+) +++ VEGF - +
Caki-2 VHL VEGF 786-0 VHL VEGF
unverandert + (+) unverandert + ++
VHLcds +++ + VHLcds +++ -
VHLAS - +) VHLAS - ++
VEGF - + VEGF (+) ++

Tab. 5. Expressionsveranderungen von VHL und VEGF nach Transfektion mit
pcDNAS3; die vier Zellinien zeigen nahezu die gleichen Veranderungen, wie nach
Transfektion mit EGFP. (Expression: +++ sehr stark / ++ stark / + schwach / (+) sehr

schwach / - keine Expression)
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4.5.3 Kotransfektionen

Zur Verifizierung der beschriebenen Ergebnisse wurde eine Reihe von Transfektionen
durchgefiihrt, bei der zundchst ein stabiler Klon generiert wurde, der danach zusétzlich
mit einem anderen Gen transfiziert wurde. So wurde beispielsweise in die VHL-
defiziente Zellinie Caki-1 zunéchst die kodierende Sequenz fir VHL transfiziert und die
Expressionsverdnderungen von VHL und VEGF beobachtet. Nachtraglich wurde der
Klon mit VEGFg transfiziert und erneut mittels semiquantitativer RT-PCR auf
Expressionsunterschiede untersucht. Vergleicht man die intrazelluidre mRNA-
Konzentration von VEGF in beiden Klonen, so stellt man fest, dal3 sich die zusétzliche
Expression von VHL negativ auf VEGF auswirkt (Abb. 14 a). Die Transfektion von
VHLAS in die Zéllinie 293 fuhrt zu einer Abnahme der VHL-mRNA-Konzentration
und zu einem Anstieg der VEGF-mRNA. Sekundér eingebrachte VHL-mRNA [&3 die
Konzentration der zelluléren VEGF-mRNA Konzentration wieder absinken (Abb. 14 b).

Expressionsveranderung nach
Kotransfektion bei Caki-1

OVHL
B VEGF

[MRNA]

untransfiziert VEGF189 VEGF189+VHLcds

/ VEGF;g9 VEGFgo+VHL cds

transfiziert mit: -
VEGF VHL VEGF VHL VEGF

VHL

700 bp
600 bp

500 bp




Ergebnisse 75

Expressionsveranderung nach
Kotransfektion bei 293

2
< @ VHL
& m VEGF
=]
0 - : :
untransfiziert VHLAS VHLAS+VHLcds
transfiziert mit -/- VHLAS VHLAS+VHLcds

VHL VEGF VHL VEGF VHL VEGF

700 bp

600 bp

500 bp

b)

Abb. 14. a) Expressionsverdnderungen bei Caki-1 (1.Doppelsaule: unveranderte
Zdlinie); Die Zdlinie wurde zunachst mit VEGFg9 transfiziert (2. Doppelsaule),
danach wurde der Klon mit VHLcds transfiziert, was zu einer Verminderung der VEGF-
MRNA fuhrte (3. Doppelsaule). b) Expressionsveranderungen bei 293 (1. Doppelsaule:
unveranderte Zellinie); zuerst wurde mit VHLAS transfiziert, woraus eine Verringerung
der Konzentration von VHL-MRNA resultierte (2. Doppelsaule). Darauf erfolgte eine
zusatzliche VHLcds-Transfektion, die einen Anstieg der VHL-MRNA bei gleichzeitiger
Verringerung der VEGF-mRNA zur Folge hatte (3. Doppelsaule). Die Skalierung der y-
Achse entspricht in beiden Diagrammen den visuell abgeschatzten
Konzentrationsunterschieden. Unter der grafischen Darstellung ist jewells ein

reprasentativer Gelausschnitt gezeigt.



Ergebnisse 76

Nach diesem Schema erfolgten weitere Kotransfektionen, deren Ergebnisse
ausnahmslos auf eine direkte Interaktion von VHL und VEGF hinweisen. Die VEGF-
MRNA stieg oder sank umgekehrt proportional zur VHL-Konzentration. Wenn VHL-
MRNA durch VHLAS-mRNA blockiert wurde kam es dagegen zu einer Verstarkung
der VEGF-Expression.
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4.6 Invivo Studien

Nach anfénglichen Parallelversuchen zwischen SCID-Mausen, Nacktmausen und
bestrahlten Nacktmausen zeigte sich, dal3 die humanen Tumorzellen am besten in den
SCID-Mausen heranwachsen. Aus diesem Grund wurden die weitergehenden Versuche
nur mit SCID-M&usen durchgefuhrt.

Die folgende Grafik verdeutlicht die Unterschiede im Zellwachstum in den
verschiedenen Versuchstierstammen am Beispiel der Zellinie 786-0. Der Versuch

erfolgte als Parallelansatz mit je drel Tieren.

a1
o
o

iy
[=}
o

w

o

o
L

m—u/nu
====nu/nu, 500 rad
200 SCID

/) /S

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tumorvolumen [cmm]

Wachstumsdauer [w]

Abb. 15: vergleichendes Wachstum der injizierten humanen Nierenkarzinomzellen in
immunsupprimierte Mause. Am schnellsten wachsen die Tumoren bel SCID-Mausen,
die Bestrahlung von Nacktmausen (nu/nurag) hat ein beschleunigtes Zellwachstum

gegenlber unbestrahlten Nacktmausen (nu/nu) zur Folge.
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4.6.1 Anderung desin vivo Wachstumsverhaltens der NZK Linien in den

Versuchstieren

Jede Zellinie wurde an 4 Mausen getestet. Den Versuchstieren wurden die Tumorzellen
der unverénderten Nierenkarzinomzellinien in beide Flanken injiziert. Somit sind
jewells acht Tumoren in die unten aufgefuhrten Grafiken (Abb. 16) eingegangen.
Dieselbe Anzahl Tumoren mit transfizierten Zellen sind fur die Auswertung verwendet
worden. Die folgenden Diagramme zeigen die Auswirkungen der Transfektionen auf

das in vivo Wachstumsverhalten der Zellen in SCID-M &usen.

a)
KTCTL-26A
$ 1500
IS
=] 'g' 1000 / = nverandert
o
25 ———EGFP
o L
E /,;—4_// z:II:AS
P2 0 . T T T T T T T T T T
4 8 12 16 20 |=——VEGF189
Wachstumsdauer [w]
b)
Caki-1

S 1500
£ /
=] 'g‘ 1000 / m—nverandert
o
25 / ——EGFP
oL N
g 44—4/ VHLcds
P2 0 — T T T T T T T T T VHLAS

4 8 12 16 20 —\/EGF189

Wachstumsdauer [w]
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Caki-2
S 1000
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= E‘ m— | nVerandert
S £ 500 / ——EGFP
SRS
S / J VHLcds
= 0 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ VHLAS
8 12 16 |m=——V\/EGF189
Wachstumsdauer [w]
d)
786-0
S 1000
e
= 'g‘ m—nverandert
(@]
> £ 500 EGFP
S 9
c VHLcds
= 0 e — ‘ ‘ VHLAS
4 8 12 —\/EGF189
Wachstumsdauer [w]
€)
293
S 3000
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= E‘ 2000 unverandert
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2 § 000 / ———EGFP
(&]
g = ! VHLcds
= 0 ‘ ‘ ‘ VHLAS
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Wachstumsdauer [w]

Abb. 16: Auswirkung der Transfektion auf das in vivo-Zellwachstum;

Auch hier wird eine starke Verlangsamung des Tumorwachstums nach Transfektion

von VHL deutlich. Der Leervektor beeinfluf® die Wachstumsgeschwindigkeit des

Tumors nicht, jedoch kommt es zu einer gesteigerten Wachstumsrate nach Transfektion

von VEGF.



Ergebnisse 80

Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen VEGF-Expression und beschleunigtem
Tumorwachstum lieferten auch die makroskopischen Befunde der entnommenen
Tumoren.

Be VEGF transfizierten Zellen lassen sich Tumoren mit wesentlich stérkerer
Vaskularisierung erkennen. Die dadurch bessere Versorgung des Tumors scheint eine
Erhéhung der Wachstumsgeschwindigkeit zur Folge zu haben.

>

b) C)
Abb. 17: Xenograft-Modell, Tumoren humaner Nierenkarzinomzellen bei SCID-
Mausen; a) SCID-Maus mit gut vaskularisiertem Tumor (ca. 4000 cmm); injiziert
wurden VEGF-transfizierte Zellen der NZK-Linie 786-0. b) schwach vaskularisierter
Tumor der NZK-Linie 786-0, mit VHL transfizert (ca. 500 cmm). c) stark
vaskularisierter Tumor der mit VEGF transfizierten NZK-Linie 786-0 (4000 cmm).
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4.6.2 Expressionsveranderungen

Nach der Tumorexstirpation wurde die RNA isoliert und mit der daraus gewonnenen
cDNA die PCRs durchgefiihrt. Die folgende Abbildung zeigt die
Expressionsunterschiede der einzelnen Tumoren nach Transfektion mit verschiedenen

Genen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18
unverandert +VHL +VHLAS +VEGF

1000 bp
[B-Actin, 838 bp
VHL, 660 bp
600 bp VEGFigo, 656 bp
GAPDH, 480 bp
300 bp

Abb.18: Expressionsverdnderung der VHL-mRNA nach Transfektion; die Abbildung
zeigt die Veranderung der VHL und VEGF-Expression der Zellinie KTCTL-26A nach
den in vivo Versuchen. Aufgetragen wurden die Amplifikate der unveranderten Zellinie
(2-5), sowie der mit VHL (6-9), mit VHLAS (10-13) und mit VEGFig (14-17)
transfizierten Linien. Sour 1 und 18 Marker, 100 bp-Leiter/ S-Actin: 2, 6, 10, 14/
GAPDH: 3, 7, 11, 15/ VHL: 4, 8, 12, 16/ VEGF: 5, 9, 13, 17; (-Actin und GAPDH

dienen zum Abgleichen der aufgetragenen DNA Mengen.

Wiein der oberen Abbildung zu erkennen ist, steigt die Konzentration der VHL-mRNA
nach Transfektion mit VHLcds sehr stark an (Spur 8). Gleichzeitig sinkt die im Tumor
vorhandene Menge an VEGF mRNA (Spur 9). Die Transfektion von VHLAS reduziert
die vorhandene VHL-mRNA (Spur 12), verstérkt aber gleichzeitig die Bildung von
VEGF-mRNA (Spur 13). Die Transfektion von VEGF bewirkt eine Reduktion der
VHL-mRNA, ein Hinweis auf die mogliche Wechselwirkung der beiden Gene (Spur
16).
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Die nachfolgende Tabelle (Tab. 6) verdeutlicht im enzelnen die
Expressionsverdnderungen der untersuchten Gene nach Transfektion der Zellinien und
Injektion in die SCID-Mause. Auch nach Rekultivierung der disaggregierten

Xenotransplantate ergab sich dieses Expressionsmuster fir die untersuchten Zellinien.

KTCTL-26A VHL VEGF Caki-1 VHL VEGF
unverandert + + unverandert - -
VHLcds +++ (+) VHLcds ++ -
VHLAS - + VHLAS - -
VEGF (+) ++ VEGF - ++
Caki-2 VHL VEGF 786-0 VHL VEGF
unverandert ++ + unverandert + ++
VHLcds +++ (+) VHLcds +++ (+)
VHLAS (+) ++ VHLAS - +++
VEGF (+) ++ VEGF (+) +++
A-498 VHL VEGF 293 VHL VEGF
unverandert (+) - unverandert ++ +
VHLcds +++ - VHLcds +++ (+)
VHLAS - +) VHLAS ) ++
VEGF - ++ VEGF + ++

Tab. 6: Zusammenfassung der Expressionsveranderungen von VHL und VEGF in den
Xenotransplantaten nach Transfektion mit EGFP-N1. Aufgefihrt sind jeweils die
Veranderungen nach Transfektion von VHLcds, VHLAS und VEGF gegenlber der
unveranderten Zellinie. (Expression: +++ sehr stark / ++ stark / + schwach / (+) sehr

schwach / - keine Expression)
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47 Proteindaten

4.7.1 Western Blots

Es wurde der einzige kommerziell erhdltliche VHL-Antikorper getestet. Dieser erwies
sich jedoch im Western Blot als zu unspezifisch. Auf die Darstellung von Western Blots
wurde deshalb verzichtet.

4.7.2 Immunhistochemie
Mit Immunhistochemie (IHE) war es mdglich, die Expression der Genprodukte von
VHL und VEGF nachzuweisen. Die nachfolgende Abbildung zeigt Beispiele fur die

unterschiedliche Expression des VHL-Proteins vor und nach Transfektion.

o d)

Abb. 19: Expression von pVHL nach immunhistochemischer Markierung; a) Caki-1
>VHL defizient; b) Caki-1 nach Transfektion der VHLcds, c) 786-0 transfiziert mit
VHLcds, d) 786-0+VHLcds nach sekundarer Transfektion von VHLAS, (rote
Fluoreszenz = TRITC-Markierung von pvVHL)
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Es wird deutlich, dal3 die Expression des VHL-Genproduktes nach Transfektion des
VHL-Gens zunimmt. Die Transfektion von VHLAS reduziert die VHL-Expression auf
ein Minimum. Die Zellkerne sind in der obigen Abbildung durch DAPI-Antifade

sichtbar gemacht.

Ebenso konnte mit dieser Methode die Expression des VEGF-Proteins nachgewiesen
werden. Dabei ergaben sich Hinweise auf eine mogliche Interaktion zwischen der
Proteinexpressionen von VEGF und VHL. Die Expression des VEGF-Genproduktes
wird durch die rote Fluoreszenz (TRITC) gezeigt, die Kerne wurden mit DAPI-Antifade

blau angefarbt.

Abb. 20: immunhistochemischer Nachweis des VEGF Proteins; a) schwache Expression
in der Zellinie KTCTL-26A, b) KTCTL-26A nach Transfektion von VEGFg9; €) und d)
verminderte Expression von pVEGF in KTCTL-26A (c) und 786-0 (d) nach Transfektion
von VHLcds.
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4.8 Histopathologie

Histopathol ogische Untersuchungen

Von einem Teil der entnommenen Tumoren wurde im pathologischen Institut der
Universitétsklinik Kéln 2 um dicke Paraffinblocke hergestellt und mikroskopisch
begutachtet. Die folgende Tabelle (Tab. 7) faldt die Ergebnisse der histopathol ogischen
Untersuchungen zusammen. Abbildung 21 zeigt exemplarisch die Auswirkungen der
Transfektionen auf die verschiedene Zellinien. Es wurden 33 Tumoren aufgearbeitet
und bezuglich ihrer Gefédstruktur charakterisiert. Ein Teil wurde zusétzlich mit einem
VHL-spezifischen Antikérper markiert und angeféarbt. Aus der Tabelle wird deutlich,
da’ die histopathologischen Beobachtungen im wesentlichen den Ergebnissen der
RNA-Untersuchungen entsprechen. Generell 1&8/% sich festhalten, dal3 das Einbringen
von VHL den Geféanteil in den Tumoren reduziert, VEGF dagegen das
Kapillarwachstum verstéarkt. VHL und VEGF wirken demnach antagonistisch. Die
Transfektion von VHLAS zeigt einen Phanotyp, der durch stérkere Vaskularisierung
geprégt ist.

Ein Zusammenhang zwischen der Expression von VHL oder VEGF und der Ausbildung

eines bestimmten Gradings scheint nicht zu bestehen.
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Ifd. Nr.] injizierte Tumorzellen Histologie GeféalRe | VHL IHE
1 KTCTL-26A kz NzK, G3 + +
2 KTCTL-26A+VHL kz NZK, G3, solide + ++
3 KTCTL-26A+VHL tumorfreie Lunge 0

4 KTCTL-26A+VHLAS kz NZK, G3, solide ++

5 KTCTL-26A+VEGF ;g9 kz NZK, G3, solide ++ (+)
6 Caki-1 kz NzK, G3 n. b. 0
7 Caki-1 tumorfreie Lunge 0
8 Caki-1+VHL tumorfreie Lunge +
9 Caki-1+VEGF g9 kz NzK, G3 ++ 0
10 Caki-2 kz NzK, G3 + ++
11 Caki-2 kz NZK, G2-3, solide tub./ papillar cyst.

12 Caki-2+VHL kz NZK, G3, solide ++ +
13 Caki-2+VHL tumorfreie Lunge 0
14 Caki-2+VHLAS kz NzK, G3 ++ (+)
15 Caki-2+VHLAS kz NZK, G3 +++ (+)
16 Caki-2+VHLAS unterschiedl. diff. ++++ 0
17 Caki-2+VHLAS unterschiedl. diff. ++++ 0
18 Caki-2+VHLAS kz NZK, G2, maRig diff. ++

19 Caki-2+VEGF ;g9 kz NzK, G3 ++ 0
20 Caki-2+VEGF ;g9 kz NZK, unterschiedl. diff. ++++ 0
21 Caki-2+VEGF g9 kz NZK, G2-3, solide, maRig diff.

22 Caki-2+VEGF g9 tumorfreie Lunge

23 786-0 kz NZK, G3, solide +++ 0
24 786-0 kz NzK, G3 +++

25 786-0 kz NzK, G3 ++

26 786-0 tumorfreie Lunge 0
27 786-0+VHL kz NzK, G3 + ++
28 786-0+VHL tumorfreie Lunge

29 786-0+VHLAS kz NzK, G3 ++ 0
30 293 G4, solide, gut diff., maligne n. b. ++
31 293 G4, solide, gut diff., maligne n. b. +++
32 293 tumorfreie Lunge

33 293+VHL G4, solide, gut diff., maligne n. b.

Tab. 7.. Histopathologische Untersuchungen der Xenotransplantate; ausgewertet
wurden 33 Tumoren. Generell 1al3 sich eine starkere Vaskularisierung der Tumoren mit
VEGF-Expression, bzw. nach Blockade von VHL mit VHLAS feststellen. Expression:
+++ sehr stark / ++ stark / + schwach / (+) sehr schwach / 0 keine Expression / n. b.

nicht beurteilbar / leere Felder nicht untersucht)
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a) b)

) d)

Abb. 21: immunhistochemische Auswertung der Xenotransplantate am Beispiel zweier
Zdlinien. a) 786-0 unverandert mit grof3en Gefal3en; b) 786-0 nach Transfektion mit
VHL, der GefalZanteil ist deutlich zuriickgegangen; c) die Anfarbung der VHL-Wildtyp-
Zdlinie 293 zeigt nach Transfektion mit VHLAS nur noch schwache Sgnale; d) nach
Transfektion mit VHL findet man das Genprodukt in der urspringlich VHL-defizienten
Zellinie 786-0 cytoplasmatisch lokalisiert.
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49 Lokalisation desVHL Proteins

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist das VHL Genprodukt sowohl im Zellkern, als
auch im Zytoplasma nachweisbar. Zur Detektion wurde zum einen ein VHL-GFP
Fusionsprotein konstruiert und in die Zellen hineintransfiziert, zum anderen das
zelluldre pVHL mit einem spezifischen Antikdrper markiert und mit einem zweiten
fluoreszenzmarkierten Antikorper nachgewiesen. Beide Markierungen konnen mit
einem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden.

4.9.1 Nachweisdes VHL-GFP Fusionsproteins

c) d)
Abb. 22: Expression des VHL-GFP-Fusionsproteins; fluoreszenzmikroskopische

Detektion, man erkennt sowohl eine nukledre (a, b, c), als auch eine cytoplasmatische
(c, d) Lokalisation, was auf ein ubiquitares Auftreten des VHL Genproduktes hinweist.
Die rein blauen Zellen (a, b) sind nicht transfiziert und sterben wéhrend der Selektion
ab.
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4.9.2 Immunhistochemischer Nachweis des VHL-Proteins
Auch der immunhistochemische Nachweis der VHL-Lokalisation weist auf en

ubiquitéres Auftreten des Genproduktesin der Zellen hin.

3) b)

Abb. 23: cytoplasmatische und nukledre Lokalisation des VHL Proteins, das VHL-
Genprodukt ist in @) mit FITC und in b) mit TRITC markiert. Die Zellkerne sind mit
DAPI-Antifade sichtbar gemacht worden.

In der obigen Abbildung ist zu erkennen, dal? in dichteren Zellkonglomeraten das VHL-

Protein im Cytosol lokalisiert ist und in Einzelzellen eher im Nukleus.
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5. Diskussion

5.1 Mechanismen der Genregulation

Die vorliegende Arbeit zeigt die Auswirkungen von Expressionsverdnderungen des von
Hippel-Lindau Tumorsuppressorgens und seinen potentiellen Targetgenen in
Nierenkarzinomzellen auf.

Verschiedene Mechanismen regulieren in vivo die Expression von Genen. Dadurch
unterliegt die Genexpression in einer gesunden Zelle einer réaumlichen und zeitlichen
Kontrolle. Bestimmte Gene kénnen durch Umweltfaktoren oder interne Signale (z. B.
Hormone) an- oder abgeschaltet werden. Andere Gene sind dagegen stets aktiv
(konstitutive Genexpression). Die Expression von Genen kann auf allen Stufen, vom
Chromosom, tUber DNA und RNA bis zum Protein, reguliert werden.

Auf chromosomaler Ebene stellt die Kondensation der DNA einen Regulations-
mechanismus dar. Kondensierte DNA-Histon-Komplexe werden als Chromatin
bezeichnet. Das Chromatin wird in Eu- und Heterochromatin unterteilt. Wahrend die
Information des Euchromatins in jeder Zelle und zu jedem Zeitpunkt bendtigt wird, ist
das Heterochromatin nur unter bestimmten Voraussetzungen in die Transkription
involviert. Auch hier unterscheidet man zwel Konformationen der DNA das
konstitutive, welches transkriptional inert ist, und das fakultative Heterochromatin. Die
Kondensation des Heterochromatins dient vermutlich dazu, gréfere Chromosomen-
abschnitte zeitwei se von der Transkription auszuschlief3en.

Ein Beispid fur Genregulation auf DNA-Ebene ist die Genamplifikation. Durch
zusétzliche Replikation eines Chromosomenabschnittes kann, bei erhdhtem Bedarf der
Zé€lle, die Menge an Genprodukt erheblich gesteigert werden.

Ein Beispiel fur die Steuerung der Genexpression auf DNA-Ebene ist der
Methylierungsstatus. Eukaryontische DNA kann nach einem vererbbaren spezies-
spezifischen Muster Nukleotide enthalten, die eine Methylgruppe tragen. Somit liegt
neben den vier bekannten Basen auch 5-Methylcytosin vor. Ein solches Muster kann auf
die Transkription Auswirkungen haben und zwar vor alem dann, wenn die
stromaufwarts von den transkribierten Sequenzen gelegenen Kontrollbereiche des Gens
betroffen sind. Die beiden Mechanismen der Genregulation durch Methylierung sind
erstens die Ausbildung von Z-DNA in diesen Regionen. Diese Konformation der DNA
hat eine Expressionverminderung zur Folge. Zweitens ist bekannt, dal3 enige
Transkriptionsfaktoren nicht an methylierte DNA binden konnen (168-170). Aus diesen
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Grunden ist es sinnvoll, umfangreiche Untersuchungen tber einen unterschiedlichen
Methylierungsgrad in renalen Tumoren durchzufthren. Mittlerweile haben wir in
Zusammenarbeit mit anderen Arbeitsgruppen zeigen konnen, dal3 fast 80% der
Nierenzellkarzinome eine Verénderung im VHL-Gen zeigen (171). In dieser Studie
wurden neben PCR/SSCP-Anaysen, LOH-Studien und Sequenzanalysen auch
Hypermethylierungen des VHL-Gens untersucht. Man schétzt den Anteil der
Hypermethylierungen im VHL-Gen bei sporadischen NZKs auf etwa 20% (36).

Die Regulation der meisten Gene findet jedoch auf der Stufe der Transkription statt
(122; 172). Die Anzahl der synthetisierten RNA-Molekile pro Zeiteinheit ist dabei ein
direktes Mal3 fur die primére Genaktivitdt. Bei Eukaryonten gibt es Proteine, die
selektiv an regulatorische Gen-Sequenzen binden und somit die Geschwindigkeit der
Transkriptionsinitiation regulieren (173-175). Beispiele hierfur sind u.a. der Steroid-
rezeptor und daran bindende Zinkfingerproteine. Auf3erdem liegen in der Nahe der
Promotorregion noch verstdrkende Elemente, sogenannte enhancer, welche einen
Anstieg der Transkriptionsrate auf das Hundertfache bewirken konnen. In diesem
Zusammenhang sei an das Operonmodell fir Prokaryonten erinnert. Dabel handelt es
sich um eine Gruppe von Genen, die gemeinsam reguliert und in eine einzige MRNA
transkribiert werden. Haufig hdngen diese Gene mit sogenannten Regulatorgenen
zusammen. Die Proteine der Regulatorgene lagern sich hinter der Promotorregion an
und dienen fir die gesamte mRNA as Repressoren. Werden diese Proteine durch
bestimmte Substrate jedoch von der mRNA gel6st, so kann die RNA-Polymerase 11 an
den Promotor binden und mit dem Ablesen des mRNA-Stranges beginnen. Bei hdheren
Organismen findet man dhnliche Genregulationsmechanismen, wenn auch die Gene
nicht in einem Operon zusammengefaldt sind.

Ein wichtiger Gesichtspunkt, der zur Interpretation der hier vorgelegten Daten zu
beachten ist, ist die posttranskriptionelle Genregulation. Darunter fallen alternatives
SpleiRen und intrazelluldre mRNA-Stabilitét.

Alternatives Spleif3en ist eine Moglichkeit der mMRNA-Reifung. Aus der Pr&mRNA
kann ein Tel der Information ,herausgeschnitten werden, wobe verschiedene
Transkripte entstehen. Eines der Transkripte kann bei der anschlief3enden Trandation
favorisiert werden und damit zu einer Vermehrung dieses Genproduktes gegentiber dem
anderen fuhren. Dieser Unterschied ware fir das VHL-Gen von Bedeutung, wenn
nachgewiesen werden konnte, dal3 die verschiedenen moglichen VHL-Funktionen in
Abhangigkeit von den beiden VHL-Genprodukten reguliert werden (128). Mit dieser
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Hypothese lief®e sich zum Beispiel die unterschiedliche Expression verschiedener
Transkriptionsfaktoren, wie z. B. c-fos und c-myc in NZK mit verminderter VHL-
Expression erkléren (41; 176). Dazu mul3 untersucht werden, ob die Zunahme der

Onkogenexpression vom Uberwiegen des einen oder anderen V HL -Proteins abhangt.
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5.2 Transkription und VHL

Transkriptionsfaktoren (TFs) steuern die Expression eukaryontischer mRNAS. Dabel
koénnen TFs sowohl positiven, als auch negativen Einfluld auf die Transkription austiben.
Die TFs kénnen ihrerseits wiederum durch Aktivatoren oder Repressoren in ihrer
Aktivitét beeinfluf3 werden. Zur Transkription einer bestimmten DNA sind bis zu 50
TFs notig, die sich zu einem festen Multiproteinkomplex zusammenlagern. An diesen
Komplex bindet bei Eukaryonten die RNA-Polymerase 11, die fir das Umschreiben der
DNA in RNA verantwortlich ist. Durch in vitro Versuche konnte gezeigt werden, dal3
TFs sich auch aul3erhalb der Zelle zusammenlagern kénnen (177; 178). Offenbar
besitzen sie Sequenzen, die sowohl fir die Erkennung, as auch fir die Bindung anderer
TFs verantwortlich sind. Fur das Genprodukt des von Hippel-Lindau Tumor-
suppressorgens wird in der Literatur ein negativer Effekt auf die Expression potentieller
Zielgene postuliert (48). Die Autoren beschreiben in dieser Publikation eine Interaktion
von pVHL mit SP1. Bel SP1 (Spezifitdtsprotein 1) handelt es sich um einen
Transkriptionsfaktor, dessen Zinkfinger-Strukturen an die 5-Region der zu
transkribierenden Gene binden und die Transkription starten (177; 179). Das VHL-
Genprodukt ist nach diesen Ergebnissen ein Repressor von SP1, da es seine Aktivitét
negativ beeinfluf3t (48). Die MRNA des vaskulédren endothelialen Wachstumsfaktors
wird as eine der moglichen Targetsequenzen von pVHL angenommen (142). Um zur
Aufklarung dieser Hypothese beitragen zu kdnnen, wurde in den vorliegenden Studien
der Zusammenhang zwischen den beiden Genen untersucht. Es zeigte sich, dal3 ein
direkter Zusammenhang zwischen der Expression der beiden Gene besteht: Eine
verstarkte Expresson der VHL-mRNA hat eine Downregulation der VEGF-
Transkription zur Folge. Das 183 sich durch die Abnahme der intrazelluléaren VEGF-
MRNA-Konzentration mit semiquantitativer RT-PCR belegen. Umgekehrt steigt die
Expression von VEGF an, wenn vorhandene VHL-mRNA durch eine komplementére
Antisense-mRNA geblockt wird (Abb.14).

Nach Transfektion von Tumorzellen mit VEGF-mRNA sinkt die Konzentration von
VHL-mRNA. Das Endprodukt des Transkriptionsvorgangs scheint demnach seinen
eigenen Repressor zu hemmen, ein Phdnomen, welches fir Angiogeneseaktivatoren und
ihre Wirkung auf Angiogenesehemmer bereits beschrieben wurde (78; 86; 89).

Dieser Ruckkopplungsmechanismus ist eine von vielen Regulationsmdglichkeiten, die

in gesundem Gewebe die Angiogenese steuern. Ziel dieser Regulationen ist die
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Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtes zwischen Angiogeneseaktivatoren und
Angiogeneseinhibitoren (s. Abb. 25), wie es von Folkman beschrieben wurde (86).
Nach diesem Modell tragt neben der Uberexpression von Angiogenesestimulatoren und
ihren korrespondierenden Signaltransduktoren (z. B. FLT-1) (180) auch der Verlust von
Angiogeneseinhibitoren (z. B. IF-a 2a, Thrombospondin, Pléttchenfaktor 4) und
entsprechenden  Signaltransduktoren zur  Tumorangiogenese bei  (78). Eine
Uberexpression von Angiogenesesktivatoren, wie z. B. VEGF kann dagegen
angiogenesefordernd sein, wenn keine Mutationen der Inhibitoren vorliegen. Dieser
negative feedback Effekt auf Angiogeneseinhibitoren konnte fur VEGF kirzlich gezeigt
werden (181). Mdglicherweise bewirkt ein Konzentrationstiberschuf? frei verfigbarerer
VEGF-mRNA im Cytosol eine Suppression der VHL-Trandation. Ob die VEGF-
MRNA ein doppelstrangiges Molekil mit der VHL-mRNA bildet oder ob die
Ribosomen Uberwiegend VEGF-mRNA-Molekile binden, ist bislang nicht untersucht
worden.

Weiterfuhrende Versuche missen jetzt zur Quantifizierung der zelluldren mRNA-
Konzentrationen von VHL und VEGF durchgeftihrt werden. Diese Ergebnisse werden
wir durch geeignete Methoden, wie z. B. ELISA oder RNase Protection Assays,
erganzen. Zusdtzlich ist die Konzentrationsbestimmung von intrazelluldrem pVEGF
nach der Transfektion ein wichtiger Faktor, der untersucht werden muf3. Wenn man
herausfinden wiirde, dal3 die Konzentration von pVEGF in Korrelation zur transfizierten
VEGF-mRNA ansteigt, wére das ein wichtiger Hinweis auf den angesprochenen
feedback Effekt zwischen VHL und VEGF.
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5.3 Anmerkungen zur Methodik

531 RT-PCR

Die semiquantitative RT-PCR ermdglicht es, aus minimalen Mengen mRNA durch
Amplifikation detektierbare Mengen von cDNA herzustellen. Damit kdnnen
Expressionsverdnderungen in Geweben gezeigt und die Konzentration intrazellul&rer
MRNAS gegeneinander abgeschatzt werden. Dieser Vorteil gegentber dem Northern-
Blotting macht diese Methode fur die Analyse pathologischer Vorgange in der
Humanmedizin sehr wichtig, da aufgrund minimal-invasiver diagnostischer Eingriffe (z.
B. Feinnadelbiopsien) oder einer geringen Anzahl relevanter Zellen im Probenmaterial
haufig nur kleinste Mengen an mRNA zur Verfligung stehen. In der Praxis treten
alerdings vielfétige Probleme auf. So kann beispielsweise die RNA-Ausbeute von
zwel parallel bearbeiteten Proben durch die Anwesenheit unterschiedlich hoher RNase
Konzentrationen im Gewebe stark differenzieren. Demnach variiert auch die nach der
Reversen Transkription erhatene cDNA-Menge. Desweiteren kann die Reverse
Transkription unterschiedliche Effizienz aufweisen.

Aus den genannten Punkten folgt, dal3 eine einmalige Quantifizierung durch Vergleich
der erhaltenen Amplifikatmengen nicht ausreichend sein kann. Zur Minimierung dieses
Restrisikos wurden neben der Verwendung eines hochwertigen Gerétes und hochster
Sorgfalt bei der Versuchsdurchfihrung, Standardsequenzen sogenannter housekeeping-
Gene (B-Actin, GAPDH) amplifiziert (Abb. 13, 18). Ausgewertet wurden letztendlich
nur die Agarosegele, die fur die untersuchten Proben eine nahezu gleiche Expression
von B-Actin und GAPDH zeigten. Zusétzlich wurden alle dargestellten Ergebnisse
mindestens einmal reproduziert. Somit wurden nur gesicherte Daten in die Auswertung

einbezogen.

5.3.2 VHL-Mutationsanalyse der verwendeten NZK-Linien

Die SSCP-Anadyse eignete sich zum Nachwels der VHL-Mutationen in den
verwendeten NZK-Zellinien nicht. Obwohl die Methode in der Vergangenheit haufig
zur Mutationsanalyse von Gewebeproben verwendet wurde, scheint ihre Sensitivitét
nicht optimal zu sein. Trotz unterschiedlicher Ansétze und der Variation essentieller
Parameter (PAA-Konzentration im Gel, Temperatur des Elektrophoresepuffers,
Stromstérke und Vorbehandlung der Proben) ist es mit dieser Methode nicht gelungen,
die in der Literatur bschriebenen VHL-Mutationen in den Zellinien zu detektieren.
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Offenbar veréndert sich das Laufverhalten der einzelstrdngigen DNA-Fragmente auch
noch durch andere, bislang unbekannte Faktoren. F-BESS erwies sich as eine gute
Alternative zur Aufkléarung von Mutationen mit Beteiligung eines Thymidins. Mit
dieser Methode sind allerdings nur 80-90% aler Mutationen nachweisbar. Die direkte
DNA-Sequenzierung, so wie sie in dieser Arbeit eingesetzt wurde, ist daher in jedem

Fall vorzuziehen.

5.3.3 Vortelle und Risiken des GFPs a's Reportergen

Als Reportergen fur die durchgefiihrten Transfektionen und zur Aufkldrung der
zelluldren Lokalisation des VHL-Proteins wurde fir die vorliegenden Studien eine
abgewandelte Form des green fluorescent proteins (EGFP, enhanced green fluorescent
protein) verwendet (150). Dieses Gen hat den Vorteil, dal? das exprimierte Protein leicht
zu detektieren ist und somit eine Abschéatzung der Transfektionseffizienz schnell
erfolgen kann. Damit ist es moglich, die Transfektionsmethoden fir jede Zellinie und
jedes untersuchte Gen zu optimieren. Weiterhin konnte die zellulére Lokalisation des
VHL-Genproduktes leicht bestimmt werden. Unsere Ergebnisse unterstiitzen hierbei die
Hypothese, dal? pVHL sowohl im Kern, als auch im Cytoplasma exprimiert wird. Eine
Verschiebung der zelluldren Konzentration ergibt sich wahrscheinlich aus den
verschiedenen Funktionen, die das VHL-Protein in der Zelle auslbt. Gleichzeitig mul3
aber erwéhnt werden, dal? es Daten gibt, die einen Zusammenhang zwischen der GFP-
Expression und einer vorzeitig induzierten Apoptose vermuten lassen (182). Ebenfalls
moglich ist eine Funktionsbeeintrachtigung des fusionierten Proteins aufgrund
sterischer Veranderungen. Das Fusionsprotein (pEGFP-pVHL) ist naturgemald grofer
as das VHL-Protein. Eine damit verbundene Veranderung seiner biologischen
Funktion(en) und/ oder seiner Lokalisation ist daher denkbar, wird in der Literatur aber
bislang nicht beschrieben (139). Zur Verifizierung der Aussage, ob das verlangsamte in
vitro- und in vivo- Zellwachstum, welches in dieser Arbeit fir VHL exprimierende
Zellen gezeigt werden konnte, nicht in kausalem Zusammenhang mit der Wirkung des
GFPs steht, wurden weitere Transfektionen mit einem anderen eukaryontischen Vektor
(pcDNA 3) durchgefiihrt. Die Klonierung transfizierter Zellen erfolgte hierbel nur Gber
Selektion mit dem Antibiotikum G 418.
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Es konnte gezeigt werden, dald3 es beziglich der Toxizitdt keinerlei Unterschiede
zwischen den beiden Vektoren gibt. Weiterhin war auch keine Differenz in der Funktion
des VHL-Proteins, welches in pcDNA 3 exprimiert wird, gegentiber dem pEGFP-VHL-
Fusionsprotein festzustellen. Nach unseren Ergebnissen eignet sich das green

fluorescent protein daher uneingeschrankt als Reportergen fir die vorgelegten Studien.
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5.4 Invitro Ergebnisse

Sechs humane Nierenkarzinomzellinien wurden verwendet. Dazu wurde zunéchst ihr
Genom auf Mutationen des von Hippel-Lindau Tumorsuppressorgens untersucht.
Mutationen wurden durch ,, fluorescence labelled base excision sequence scanning® (F-
BESS) und direkte DNA-Sequenzierung detektiert. Weiterhin  wurde der
Expressionsstatus fur VHL und VEGF mit RT-PCR ermittelt. Eine Zdlinie ist
bezlglich VHL ,,normal” (293), der Wildtyp des Gens wird exprimiert. Funf Zellinien
weisen eine Mutation (Deletion, Insertion, Basenaustausch) auf einem Allel und eine
chromosomale Verédnderung im Bereich des kurzen Arms von Chromosom 3 auf
(KTCTL-26A, Caki-1, Caki-2, 786-0, A-498). Der Expressionsstatus der einzelnen
Zéllinien ist sehr heterogen, d. h. das mutierte VHL-Gen wird unterschiedlich stark
exprimiert (vgl. Tab. 4 und 5). In der Literatur werden fir dieselben Zellinien teilweise
verschiedene Angaben bzgl. der VHL-Mutationen gemacht. Zur besseren Ubersicht
wird hier die Tabelle 2 noch einmal gezeigt.

Zdlinie Publizierte Mutationen F-BESS Ergebnis der DNA-Sequenzierung

KTCTL-26A del T, Codon 148, del T, zw bp 5491- | bp 5491-5495, Ex 2, del T
frameshift; (64) 5495, Codon 148

Caki-1 VHL-Wildtyp, (46) ins 1 bp, bp 917 bp 917, Ex 1, InsA,
(s. auch Text) truncation

Caki-2 subst A>T, Codon 177 subst 1 bp, 8732, | bp 8732, Ex 3, subst. A>T
nonsense; (70) Codon 177

786-0 del G, Codon 104 del 1 bp, bp 1023- | bp 1024, Ex 1, del G
frameshift; (64) 1027, Codon 104

A-498 del 4 bp, Codon 147 del 4T, bp 5477 bp5477,Ex2,del 4T
frameshift; (64) Codon 147

293 VHL-Wildtyp; (56) VHL-Wildtyp VHL-Wildtyp

Tab. 2: VHL-Mutationsanalyse der sechs Zellinien, die fur die vorliegenden Sudien
verwendet wurden und Vergleich mit Literaturangaben.

So wird die Zéllinie 786-0 beispielsweise als VHL-defiziente Nierenkarzinomzellinie
beschrieben (56; 64), wahrend Liakopoulos et al. 1999 aussagen, die Zellinie exprimiere
ein gesundes VHL-Allel (43). Ein weiteres Beispiel ist die Charakterisierung der
Nierenkarzinomzellinie Caki-1: Maxwell et a. beschreiben 1999 Caki-1 als VHL-
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Wildtyplinie und verweisen auf lliopoulos et al. (46; 56). In dieser Publikation von 1995
wird jedoch die genannte Zellinie mit keinem Wort erwadhnt. Als wir alerdings die
VHL-DNA der Zellinie Caki-1 untersuchten, zeigte sich, dal3 sie eéine Mutation im
vorderen Bereich der kodierenden Sequenz aufweist, die zu einem stark verkirzten
Protein fuhrt. Bekanntermal3en kommt es wahrend der Kultivierung einer Zellinie
immer wieder zu Umbauten ihres Genoms. Auch die Datenbl&tter der Firmen, welche
die Z€elinien kommerziell vertreiben (ATCC, DSMZ) helfen nicht immer weiter, da
sich kultivierte Zellen immer wieder verandern. Eine intervallméRige Uberprifung des
interessierenden Genbereichs ist deshalb notwendig und wurde von uns vierteljahrlich
durchgefihrt.

Nach Transfektion der kodierenden Sequenz des VHL-Gens verlangsamte sich bei allen
sechs Zellinien die Proliferation (Abb. 12). Das VHL-Genprodukt bt offenbar einen
hemmenden Effekt auf das Zellwachstum aus. Der unverdnderte Vektor, der als
Kontrollansatz ebenfalls in die Zellen eingebracht wurde, zeigte kenerlei
Auswirkungen auf das Zellwachstum. Damit konnte gezeigt werden, dal3 die
aufgetretenen Verdnderungen der Wachstumsgeschwindigkeit auf die verstéarkte
Expression der VHL-mRNA zurtickzufhren sind. Die Transfektion des VHL-antisense
Konstruktes bewirkt einen entgegengesetzten Effekt. Der komplementdre mRNA-
Strang bildet mit der cytosolischen VHL-mRNA ein doppel stréngiges Hybrid. Dadurch
sinkt die Konzentration an frel verfligbarer VHL-mRNA und die Translation des VHL-
Genproduktes wird auf ein Minimum reduziert (Abb. 19 c, d). Die Teilungsaktivitét der
Zellen wird beschleunigt, so dal3 es nach kurzer Zeit zu einer vallig dichten monolayer -
Kultur am Boden des Kulturgefél3es kommt. Auch dies zeigt die Involvierung des VHL-
Proteins in Prozesse der Zellteilung, bzw. Zellwachstum. Die Transfektion von VEGF
fuhrte zu keinen nachweisbaren Veranderungen des in vitro Zellwachstums. Die mRNA
von VEGF konnte mittels RT-PCR zwar in der cDNA der transfizierten Zellinien
nachgewiesen werden, histologische Veranderungen oder Anderungen im
Wachstumsverhalten der Zellen traten jedoch nicht auf. Eine mogliche Erklérung ist die
Wirkung von pVEGF auf das Endothel zellwachstum und die damit verbundene stérkere
Vaskularisierung. Da man diese Effekte in Zellkulturversuchen nicht untersuchen kann,
wurden zusétzlich die Studien mit Xenotransplantaten durchgeftihrt. Wie sich gezeigt
hat, war dies eine sinnvolle Ergénzung und Ausweitung der Versuchsreihen, da mit
unseren Tierversuchen neue und sehr wichtige Daten erhoben werden konnten, welche
die gegenseitige Regulation von VHL wund VEGF belegen (Kap 5.5).



Diskussion 100

5.5 Invivo Ergebnisse

Die Ergebnisse der Tierversuche sind sehr aussagekréftig und gut interpretierbar.
Aufgrund der schnelleren Wachstumsrate der injizierten Zellen wurden nach einer
Testphase (vergleichendes Tumorwachstum in nu/nu-, nu/nu;gy - und SCID-M&usen) nur
SCID-Mause fur die Xenotransplantationen verwendet. Zwar sind mit bestrahlten
SCID-Mausen (SCIDyo) noch schnellere Wachstumsraten zu erwarten (183), jedoch ist
die Bestrahlung von Versuchstieren nicht unproblematisch, da mit dieser Methode die
Gefahr besteht, dal3 spontane Mutationen induziert werden, welche die Bildung von
anderen Tumoren zur Folge haben kénnen.

SCID-Méuse sind gegeniber  Nacktméusen aufgrund ihres Felles bel
Xenotransplantationen etwas ungunstiger zu handhaben. Sie missen vor der Injektion
rasiert werden, damit die Injektion der Tumorzellen leichter zu kontrollieren ist.
Innerhalb weniger Tage wéchst die rasierte Stelle wieder zu, so da3 das
Tumorwachstum im frihen Stadium schwer zu dokumentieren ist. Auf eine Nachrasur
der Versuchstiere wurde verzichtet, da bei einer Verletzung des Tumors zusétzliche
Parameter in die Auswertung einflief3en missen. Hierzu zahit z. B. ein potentielles
Infektionsrisiko, eine hohere Wahrscheinlichkeit der Metastasenbildung durch
Tumorzellen, die Uber die Wunde in die Blutbahn geraten oder der Tumor kénnte an
Volumen einbiif3en. Vorteilhaft bleibt aber, dal’ das Tumorwachstum bei SCID-Méausen
vergleichsweise schneller ist, als bei Nacktmausen. Die Verwendung von unbestrahlten
SCID-Mausen ist demnach aufgrund ihrer fehlenden B- und T-Zellen (155)
vorzuziehen. Unsere Versuche haben gezeigt, dal3 das Tumorwachstum in einem
Uberschaubaren zeitlichen Rahmen ablauft. Die Tumoren sind, von einigen Ausnahmen
abgesehen, innerhalb weniger Wochen so weit gewachsen, dal3 sie analysiert werden
konnten.

Die Haltung der immunsupprimierten Tiere erwies sich as verhdltnisméldig
unkompliziert. Aufgrund der semisterilen Umgebung in einem speziell konzipierten
Isolator und der sachgemaien Behandlun, blieb die Anzahl der Tiere, die vorzeitig an
einer Infektion verstarben, sehr gering (< 3%).

Nach Auswertung aler Versuchsergebnisse zeigte sich eine gegenseitige inverse
Abhangigkeit der beiden Genprodukte pVHL und pVEGF. Zudem fordert die
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Expression von VEGF in den Tumorzellen das Kapillarwachstum und damit die
VergrofRerung des implantierten Tumorgewebes erheblich (Abb. 17).

Besonders nach Transplantation der kotransfizierten humanen Tumorzellen wurde der
Zusammenhang zwischen VHL- und VEGF-Expression deutlich: Wie auch im in vitro
Versuch zeigten sich Unterschiede im Wachstumsverhalten innerhalb einer Zellinie
nach vorangegangener Transfektion. Wurde eine VHL-defiziente Zellinie (z. B. 786-0)
mit VEGF transfiziert, so bildeten sich gut vaskularisierte und schnell wachsende
Tumoren im Versuchstier. Die gleiche Zellinie nachtréglich mit VHL transfiziert, fuhrte
zu langsamer wachsenden Tumoren mit geringerer Vaskularisierung. Zellinien, die das
VHLwt-Gen exprimierten, fuhrten zu langsam wachsenden Tumoren mit geringerer
Geféanbildung. Nach Einbringen der VHLAS-mRNA beschleunigte sich jedoch das
Tumorwachstum dieser Klone und das Kapillarnetz wurde dichter. Abbildung 24
verdeutlicht diese Ergebnisse noch einmal. Gleichzeitig kann man hieraus ein Modell

fUr eine mogliche Gentherapie solider Tumoren ableiten.

Tumor

+VHLAS oder +VEGF l l +VHL
4 Angiogen@e/*
Wachstum

Abb. 24: Modell zur antiangiogenetischen Wirkung des VHL-Genproduktes auf solide
Tumoren. Wahrend die Blockade der VHL-mRNA mit VHLAS oder eine Transfektion
mit VEGF die Angiogenese und damit das Tumorwachstum fordern, kommt es nach

Transfektion von VHL zur einem gegensatzlichen Effekt: Die Angiogenese wird
abgeschaltet, der Tumor stellt sein Grofdenwachstum ein. Das Ziel einer Therapie ware
ein verlangsamtes Tumorwachstum mit anschlief3endem Absterben des Tumors durch

Nahr stoffmangel.
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5.6 Histopathologische Untersuchungen

33 verschiedene Gewebe, die aus den Versuchstieren gewonnen wurden, sind im
pathologischen Institut der Universitétsklinik in Koln untersucht worden. Es erfolgte
eine histologische Begutachtung, sowie eine Charakterisierung der Gefél3struktur.
Zusdtzlich wurde ein Teil der entnommenen Gewebe mit einem VHL-spezifischen
Antikorper bzgl. VHL-Expression und —L okalisation untersucht.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte auch hier eine Interaktion von VHL und VEGF.
Eine durch VHL-Antisense Transfektion erreichte Blockade der VHL-mRNA hatte eine
Erhohung der Gefal3struktur zur Folge. Umgekehrt verringerte das Einbringen von
VHLcds die Aushildung der Gefal3struktur in den Tumoren, die aufgrund ihrer VHL-
Defizienz zuvor eine ausgepragte Vaskularisierung gezeigt hatten.

Um weitere Beweise fir eine inverse Regulation von VHL und VEGF zu erhalten,
werden noch zusétzliche Xenotransplantationen durchgefiihrt und histopathol ogisch
untersucht. Auferdem wird eine zusétzliche IHE mit einem VEGF-spezifischen
Antikorper angestrebt.

Patienten, die an einem sporadischen Nierenzellkarzinom erkrankt sind, erkranken
haufig im Verlauf ihrer Krankheit zusétzlich an einer Lungenmetastase, welche sich aus
abgesiedelten Nierentumorzellen ableitet (184; 185). Um festzustellen, ob dieses
Phanomen auch bei den Versuchstieren auftritt, wurden neben den Subkutantumoren
auch die Lungen der Tiere auf Tumoren untersucht. Ein Auftreten ener
Lungenmetastase liefd sich aber in keinem Fall beobachten. Dies kann entweder daran
liegen, dal3 der Beobachtungszeitraum zu kurz war, d. h. vielleicht hétte sich eine
L ungenmetastase entwickelt, wenn die Tiere langer gelebt hdtten. Zum anderen kann es
aber auch bedeuten, dal3 die Streuung humaner Tumorzellen in M&usen aus irgendeinem
Grund eingeschrankt ist oder dal3 humane Tumorzellen kein Potential haben, sich an die
Oberflachenrezeptoren muriner Gewebe anzulagern, um dort eine M etastase zu bilden.
Ebenfalls erwahnt werden muf3 die Tatsache, dal3 das Tumorgewebe nicht in der Niere
sondern subkutan herangewachsen ist. Moglicherweise verhélt sich Nierengewebe in

orthotroper Lokalisation anders.
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5.7 Proteindaten

Der einzige kommerziell erhdtliche VHL-Antikorper erwies sich fur eine Western-Blot
Hybridisierung als nicht geeignet.Es kam zu einer unspezifischen Hybridisierung mit
dem mitgelieferten Sekundérantikorper. Aufgrund dieser Eigenschaft, die auch von
anderen Autoren beschrieben wird (186), wurde in dieser Arbeit ein
immunhistochemischer Nachweis des VHL- und VEGF-Proteins durchgefihrt. Dazu
wurde an die beiden Genprodukte ein spezifischer Antikorper gebunden und diese
Komplexe mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper nachgewiesen.

Im Gegensatz zu den Western Blots war der immunhistochemische Nachweis der
beiden Proteine so sensitiv, dal3 man daraus Riickschltisse auf die Expression von pVHL
und pVEGF ziehen kann. Anhand der immunhistochemischen Ergebnisse zeigte sich,
dai die zellulére Lokalisation des VHL-Genproduktes variieren kann. ES scheint eine
Verschiebung der Lokalisation zwischen Kern und Cytoplasma in Abhangigkeit von der
Wachstumsdichte der Zellen zu bestehen. Im Zentrum einer Monolayer-Kultur mit
grofRer Zelldichte wurde hauptséchlich eine cytoplasmatische Lokalisation des VHL-
Proteins detektiert, wahrend in einzeln liegenden Zellen am Rand des Kulturgeféiies
auch nukledre Expression des VHL-Genproduktes gefunden werden konnte. Diese
Beobachtungen decken sich mit bekannten Ergebnissen von anderen Arbeitsgruppen,
die dieses Phanomen ebenfalls beschreiben (73; 77). Die Bedeutung des
unterschiedlichen Auftretens des VHL-Genproduktes ist bislang unklar. Diskutiert
werden sowohl die Mdglichkeit, dal3 pVHL ein Transportprotein ist, welches andere
Proteine, wie z. B. angiogene Faktoren, durch die Kernmembran schleust (77). Eine
andere Hypothese besagt, dal3 der bereits angesprochene VHL-Elongin B/C-Cul-2-
Komplex im Nukleus an Target mMRNAS bindet, fir deren Abbau im Cytoplasma er
dann verantwortlich ist (140). Es gilt nun nachzuweisen, welche der mdglichen
Funktionen des VHL-Proteins mit seiner zelluléren Lokalisation korreliert und ob
eventuell Unterschiede der Lokalisation bei verschiedenen Tumorformen aufreten
(187).
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5.8 PotentidleInteraktionen von VHL mit potentiellen Targetgenen

Von den drei Genen, deren mdgliche Interaktion mit VHL untersucht wurde, zeigte vor
allem VEGF eine grof3e Wechselwirkung mit VHL. Die gegenseitige Abhangigkeit der
beiden Gene konnte sehr gut nachgewiesen werden. Dabel ergab sich ein direkter
Hinweis auf den ,, Angiogenic Switch*, wie er von Folkman postuliert wurde (86). Diese
Hypothese beruht dabei auf der Tatsache, dal3 in einem gesunden Organismus
Aktivatoren und Inhibitoren der Angiogenese in einem Gleichgewicht stehen. Durch
Mutationen und/ oder veranderten Expressionsregulationen kann sich auf der einen oder
anderen Seite ein Ubergewicht ergeben, das eine Verstarkung oder Verminderung der
Angiogenese zur Folge hat (Abb. 25).

“Angiogenic switch”

+~— An
+— Aus
1 Aktivator Y Inhibitor
- aFGF - VHL
- bFGF - Thromobospondin
- VEGF - Interferon a /3
- Platelet factor-4
- Angiostatin

Abb. 25: Angiogenic Switch nach Folkman, 1996 (86); die Hypothese besagt, daf3
Aktivatoren und Inhibitoren der Angiogenese im Normalfall im Gleichgewicht stehen.
Uberwiegt jedoch die eine oder andere Seite, so wirkt sich das entweder fordernd oder
hemmend auf das Kapillarwachstum eines Gewebes aus.

Bekommt einer der Inhibitoren das Ubergewicht, so kdnnen Krankheiten auftreten, die
auf eine mangel nde Gefaldver sorgung zurtickzufiihren sind (Kap. 1), verschiebt sich das
Gleichgewicht jedoch zu Gunsten der Aktivatoren, so treten Lasionen auf, die durch
verstarktes Kapillarwachstum gekennzeichnet sind (z. B. Hamangiome oder

vaskularisierte Tumoren).
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Eine gesteigerte Angiogenese in einem Gewebe, in dem bereits eine in situ-Lasion
vorliegt, kann zu einer optimalen Versorgung der entarteten Zellen fihren, was das
ungehinderte Heranwachsen eines Tumors zur Folge haben kann. In den hier
vorgestellten in vivo-Studien wurde durch die Transfektion von VEGF die
Expressionsrate dieses Gens erhoht. Die Folge waren stark durchblutete Tumoren, die
durch schnelles Wachstum charakterisiert waren. Umgekehrt zeigten Zellen, die das
VHL Wildtyp-Protein exprimierten, ein langsameres Wachstum, die Tumoren waren
nicht gut vaskularisiert.

Um sicherzugehen, dal3 die beiden Gene VHL und VEGF in direkter Abhangigkeit
stehen, wurden Zellinien, die zuvor mit VEGEF transfiziert waren, nachtréglich mit VHL
transfiziert und ihr Wachstumsverhalten beobachtet. Dabei zeigte sich, dal3 vdllig
unterschiedliche Wachstumsraten zwischen VEGF-transfizierten und VHL-VEGF-
transfizierten Zellen auftraten. Die zusétzliche Expression von VHL bewirkte en
wesentlich langsameres Wachstum als die Kontrollzellen, die nur mit VEGF transfiziert
wurden.

Weliterhin bewirkt die Expression einer VHL-antisense-mRNA eine Verminderung der
intrazellulédren pVHL-Konzentration, was zu einem gleichzeitigen Anstieg der VEGF-
MRNA fihrt.

Eine grafische Zusammenfassung der Ergebnisse ist auf der folgenden Seite gezeigt
(Abb. 26):
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NZK-Zellinie
VHL,,
+VHLAS +VHLAS
FVEGF +VEGF

VHLA VHLV (VHLY) VHL A N [vey Y

VEGFY| _+VHL |VEGFA VEGFV VEGFA

A S W “eer;
W = BT

I f langsames schnelles
Tumorwachstum Tumorwachstum

/é niedrige % hohe
Kapillardichte Kapillardichte

Abb. 26: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den in vitro und in vivo Sudien. Der

linke Teil der Abbildung zeigt die Veranderungen bei VHL-defizienten Zellinien: Nach
Transfektion mit der VHL-cDNA steigen die mRNA-Konzentration und die Translation
von pVHL, gleichzeitg verringern sich beide Faktoren bel VEGF. Die
Xenotransplantate wachsen langsam und sind nur schwach vaskularisiert.

Eine Transfektion mit VEGF-cDNA bewirkt ein Absinken der VHL-mRNA und des VHL-
Genproduktes, hingegen steigen beide Parameter bei VEGF. Die Xenotransplantate
wachsen schnell und sind mit vielen Blutgefél3en durchzogen. Eine nachtragliche
Transfektion mit dem jeweils anderen Gen fihrt zu den gezeigten Expressions- und
Translationsver anderungen, auch die Tumoren aus zweifach transfizierten Zellen zeigen
eine andere Wachstumsgeschwindigkeit und Kapillardichte. Die Transfektion von
VHLAS hat auf das mutierte VHL-Gen keine Auswirkungen, es kommt lediglich zu
einem Absinken der (mutierten) VHL-mRNA, jedoch sind keine Verénderungen des
Tumorwachstums in den Versuchstieren nachweisbar.

Der rechte Teil der Abbildung zeigt die Effekte nach Transfektion einer VHL-Wildtyp-
Zdlinie: VHLcds bewirkt einen Anstieg der VHL-mRNA und des -Proteins, VEGF wird
gleichzeitig downreguliert. Die Tumoren aus den Versuchstieren sind schwach
vaskularisiert und wachsen verhaltnisméaldig langsam (vgl. Abb. 16). Die Transfektion
mit VEGF oder VHLAS bewirkt bel dieser Zellinie einen Anstieg von VEGF und ein
Absinken von VHL. Zudem fihrt diese Transfektion zu gut vaskularisierten, schnell
wachsenden Tumoren. Auch hier treten nach einer zweiten Transfektion mit dem jewells
anderen Gen in vitro die umgekehrten Effekte auf.
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Aus diesen Ergebnissen |}t sich ableiten, dal3 VHL und VEGF in einem direkten
Zusammenhang stehen, wobei eine inverse Regulation zu bestehen scheint. Zudem
lassen sich Expression und Tranglation der beiden Gene durch Transfektion gegenseitig

beei nflussen.

Ein Zusammenhang zwischen einer Expressionsminderung von VHL bei gleichzeitigem
MRNA-Anstieg der beiden Onkogene c-fos und c-myc lief3 sich durch die in vitro und
in vivo Versuche nicht bewesen. Vielmehr traten Unregelméfdigkeiten bei der
Expression der untersuchten mRNAs auf, die keine Interpretation der Daten zulassen.
Es scheint, als ob die Expressionsregulation der beiden Onkogene neben dem VHL-
abhangigen Mechanismus noch von anderen Faktoren abhéngt. Mdglicherweise gibt es
innerhalb des Zellzyklus zeitliche Unterschiede bel der Transkription. Das konnte
bedeuten, dal3 VHL, c-fos und c-myc in einigen Falen interagieren, unter bestimmten
Bedingungen jedoch nicht. Diese Hypothese zu untersuchen, mufd das Ziel weiterer

Forschung sein.
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5.9 Antiangiogenetische Forschungen als Perspektive fir eine Krebstherapie

Obwohl die Angiogenese seit etwa 25 Jahren erforscht wird, sind zentrale Fragen
bislang offen. So weild man trotz neu entdeckter Substanzen, welche
antiangiogenetische Wirkung zeigen (85; 188), heute noch zu wenig dartiber, wie sich
der Prozel? der Gefaineubildung kontrollieren lief3e, bzw. wie man ihm entgegenwirken
konnte. So ist beispielsweise noch nicht geklart, wieso manche Tumoren (Cervix-
karzinom) mit der Produktion von VEGF-mRNA und mit der Gefal3neubildung
wesentlich friher beginnen as andere (189). AulRerdem well3 man heute noch nicht, ob
die neu entdeckten Angiogeneseinhibitoren einer klinischen Prifung standhalten
konnen. Substanzen, die sich bel der Maus negativ auf das Kapillarwachstum
auswirken, mussen nicht zwingend beim Menschen eine antiangi ogene Wirkung zeigen.
Trotzdem kann dieser Ansatz als zusétzliche Moglichkeit der Krebsbekdmpfung
angesehen werden. Die Entdeckung neuer Angiogenesehemmer konnte auch gegen
andere angiogene Krankheiten, wie z. B. Diabetes oder verschiedene benigne Tumoren,
zum Einsatz kommen. Weitere Studien an mdglichen Genen, die as Gegenspieler von
VEGF wirken, sind deshalb sinnvoll. Hierbei konnte sich das von Hippel-Lindau
Tumorsuppressorgen als ein geeigneter Kandidat erweisen.

Nach den vorliegenden Daten aus den in vivo Versuchen besteht eine Interaktion der
beiden Genprodukte. Die Transfektion des VHL TSGs in Tumoren, die VHL-defizient
und durch starke Vaskularisierung gekennzeichnet sind, bewirkt eine Abschwéachung
des Kapillarnetzes, mit dem der Wirtsorganismus (SCID-Maus) den Tumor versorgt
(Abb. 17). Tumoren, die eine verstarkte VHL-Expression aufweisen, wachsen aul3erdem
wesentlich langsamer, als Tumoren ohne funktionierendes VHLwt-Protein (Abb. 16).
Das VHL-Genprodukt hat demnach eine antiangiogenetische Funktion. Winschenswert
wére eine Methode, bei der man sich diese Funktion des VHL-Genproduktes zu Nutze
machen koénnte, um angiogene Vorgange in einem Tumor zu unterbinden. Ein
Absterben des Tumors durch mangelnde Versorgung wére ein guter Therapieerfolg.
Ahnliche Wirkungen wurden bereits fiir andere potentielle Angiogeneseinhibitoren
dokumentiert (85; 188; 190).
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Leider sind die bislang bekanntesten Kandidaten (Angiostatin und Endostatin) nur in
Tierversuchen erfolgversprechend angewendet worden (191-193). In klinischen Studien
wurden noch keine Ergebnisse erzielt, sodal3 die Frage aufkommt, ob die beiden
Faktoren eventuell im menschlichen Organismus keine antiangiogenen Eigenschaften
aufweisen.

Neben Angiostatin und Endostatin werden zur Zeit noch weitere Faktoren mit
antiangiogenetischer Wirkung getestet — selbst Thalidomid ist in den Focus der
modernen Krebsforschung gertickt — jedoch wurden bislang keine durchbrechenden
Therapieerfolge erzielt. Aus diesem Grund sollte vielleicht das VHL-Genprodukt bei
der Suche nach Kandidaten fir eine Gentherapie stérker berticksichtigt werden.
Moglicherweise ist dieses Protein geeignet, die Blutgefélversorgung solider und stark
vaskularisierter Tumoren einzuschranken, um damit zur Heilung dieser

Krebserkrankung beizutragen.
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5.10 Ausblick

Zur Aufklérung der Pathogenese des sporadischen Nierenzellkarzinoms missen weitere
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Vor alem NZKs mit verminderter Expression
des von Hippel-Lindau Tumorsuppressorgens werden weiterhin im Focus unserer
Forschung stehen. Dabei wird der Schwerpunkt auf der Quantifizierung von RNA- und
Proteinkonzentration vor, bzw. nach Transfektion mit VHL und/ oder VEGF liegen.
Genregulationsuntersuchungen finden in der modernen Medizin immer mehr
Beachtung. Man kennt heute zahlreiche genetisch bedingte Erkrankungen, die sich auf
weitere Generationen vererben kdnnen. In diesem Zusammenhang werden vor alem
hereditdre Krebsformen immer interessanter. Somit bekommt auch das von Hippel-
Lindau Syndrom, dessen Inzidenz mit etwa 1: 39.000 in der Bevolkerung eher niedrig
ist, grof3e Bedeutung fur die moderne Krebsforschung. Denn aufgrund der starken
Expression des VHL-Gens in anderen Organen (53), die von sporadischen Tumoren
betroffen sein konnen (Lunge, Gehirn, Prostata), verdient es grof3e Beachtung.
AuRerdem besteht der Verdacht, dal3 Mutaionen des VHL-Gens durch chemische
Substanzen (TRI, Trichlorethylen) induziert werden konnen (194-196). Die Grund-
lagenforschung mit diesem Gen ist deshalb ein wichtiger Aspekt innerhalb der
modernen Medizin. Daraus kdnnen Erkenntnisse gewonnen werden, die mdglicherweise
in Zukunft auf haufigere Erbkrankheiten Ubertragbar sind. Es wére as grof3er Erfolg
anzusehen, wenn mit der Aufkldrung des Pathomechanismus des VHL-Genproduktes
neben den NZKs auch andere sporadische Tumorformen mit nachweisbaren VHL-
Mutationen, wie z. B. Colon- oder Lungenkarzinome, sowie Hamangioblastome des
ZNS therapiert werden konnten (197-200). Aufbauend auf den dargestellten
Ergebnissen kdnnen welitere funktionelle Studien angeschlossen werden, die sich mit
dem Pathomechanismus und der Regulation des von Hippel-Lindau
Tumorsuppressorgens befassen:

Zunéchst werden die Xenograftstudien mit moglichst grof3er Fallzahl vervollstandigt,
wobei vor allem zusétzlichen Kotransfektionen eine grof3e Bedeutung zukommt.
Besondere Berlcksichtigung finden hierbei die Kotransfektionen von VHLcds und
VEGF, bzw. VHLAS und VHLcds (s. Abb. 14). Diese Versuche sind bisher fur die
Zellinien KTCTL-26A, Caki-1, 786-0 und 293 durchgefiihrt worden. Es ist geplant,
diese Studien mit den Zellinien Caki-2 und A-498 zu vervollstéandigen. Aul3erdem ist
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die Untersuchung von Zellinien anderer sporadischer Tumorformen mit verminderter
VHL-Expression (Lunge, Dickdarm) ein interessanter zusétzlicher Ansatz.

Die entstehenden Tumoren missen molekularbiologisch sowie pathologisch
aufgearbeitet werden und beziglich der verschiedenen Verdnderungen von VHL und
VEGF untersucht werden. Zusétzlich sind ELISAs durchzufthren, mit denen das Blut
der Versuchstiere auf seinen VEGF-Gehalt untersucht wird. Es interessiert hierbei
besonders die Frage, ob ein humaner Tumor den Wirtsorganismus zur Bildung murinen
VEGFs stimulieren kann. Um eine sichere Auskunft beziiglich der beiden Genprodukte
von VHL und VEGF geben zu kénnen, missen Western Blot-Hybridisierungen mit
neuen VHL-spezifischen Antikorpern (187) etabliert werden, die eine Quantifizierung
der beiden Proteine erlauben.

Von besonderem Interesse ist auch das Auftreten der beiden Spleif3produkte des VHL-
Gens und ob ihre unterschiedliche Lokalisation im Organismus (35; 53) in
Zusammenhang mit einer Funktion des Genproduktes steht.

Um weitere Daten zu erhalten, die einen Aufschlul® zur Tumorgenese geben, arbeiten
wir im Moment daran, mit Hilfe des CreL.ox-Systems ein konditioniertes Tiermodell zu
etablieren: Wir versuchen eine homozygote VHL-knock out Maus zu generieren, bel der
das VHL-Gen unter Kontrolle eines nierenspezifischen Promotors steht (201; 202).
Damit sollen zunachst einmal weitere Einblicke in die molekularpathologischen
Ursachen und ihre klinischen Zusammenhéange aufgezeigt werden. Aus den sich daraus
ergebenden Daten wollen wir ein Modell entwickeln, um die Etablierung einer
Gentherapie und die Entwicklung therapeutischer Proteine gegen das sporadische

Nierenzellkarzinom zu beschleunigen.
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6. Zusammenfassung

Nierenzellkarzinome sind haufig gekennzeichnet durch den Funktionsverlust des von
Hippel-Lindau Tumorsuppressorgens. Man kennt heute eine Reihe potentieller
Kandidatengene, die in Wechselwirkung mit dem VHL-Genprodukt stehen.

Darunter fallen der vaskulére endotheliale Wachstumsfaktor VEGF, sowie die beiden
zelluldren Onkogene c-fos und c-myc.

Ein Zusammenhang zwischen VHL und VEGF |43 sich aus der Tatsache ableiten, dal3
klarzellige NZK's haufig gut vaskularisiert sind. Offensichtlich wird die Angiogenese in
diesen Tumoren durch den Ausfall eines Regulationsproteins verstérkt. Eine verstéarkte
Expression von VEGF-mRNA in Tumoren mit verminderter VHL-mRNA ist flr andere
sporadische Tumoren (z. B. Hamangioblastome) bereits gezeigt worden.

Die Transkription der beiden Onkogene c-fos und c-myc wird Uber die Elongation
reguliert. Da fir pVHL ene Betelligung an der Elongationsregulation schon
beschrieben wurde, vermutet man einen Einflul3 des VHL-TSGs auf die Expression
dieser Onkogene.

Zur Aufklarung der molekularen Vorgénge, die zur Pathogenese des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms beitragen, wurden sechs NZK-Zellinien untersucht. Mit
Expressionsvektoren (pEGFP-N1, pcDNA3) wurden eine Reihe von Vektorkonstrukten
generiert und in die Zdlinien hinentransfiziert, um das in vitro und in vivo
Wachstumsverhalten vor und nach der Transfektion zu beobachten. Fur die in vivo
Studien wurden immunsupprimierte Mause verwendet (SCID). Sowohl die
Wachstumsgeschwindigkeit, als auch die Expression von VHL und VEGF wurde bei
den verschiedenen Ansdtzen dokumentiert. Im Tierversuch lag ein Schwerpunkt
zusétzlich auf moglichen Verénderungen der Kapillarisierungsdichte der Tumoren.
Aul¥erdem wurden die Xenotransplantate histopathologisch bzgl. ihrer Geféal3dichte und
der Expression der Genprodukte von VHL und VEGF untersucht. Mit Hilfe des GFP-
Fusionsproteins wurden zusétzlich Hinweise auf die intrazellulére Lokalisation des
VHL-Genproduktes erbracht.

Nach Abschluf3 der vorliegenden Studien zeigte sich eine Abhangigkeit der beiden Gene
VHL und VEGF. Sowohl die in vitro as auch die in vivo Ansdtze weisen auf eine
Interaktion der beiden Gene hin. Dies |&% sich sowohl mit den Ergebnissen unserer
RNA-Untersuchungen, wie auch mit dem immunhistochemischen Nachweis der beiden

Proteine belegen. Es zeigte sich, dal3 die beiden Gene in inverser Korrelation zueinander
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stehen. Eine Abschwéchung des einen Gens durch eine Verringerung der intrazelluléren
MRNA hat die verstarkte Expression des anderen zur Folge.

So kam es bespielsweise durch Blockierung der VHL-mRNA mit enem
komplementéren antisense-Strang zu einer verstarkten Expression von VEGF-mRNA
und zu einer erhdhten Bildung des VEGF-Genproduktes. X enotransplantate aus den so
verdnderten Zellen waren zudem durch einen erhdhten Kapillarisierungsgrad
gekennzeichnet. Umgekehrt bewirkte die Transfektion des VHL-Gens in VHL-
defiziente Zellinien mit hoher Kapillarisierung einen Rickgang der VEGF-Expression
und eine Abnahme der Gefalidichte. Damit konnte erstmalig die inverse Korrelation
dieser beiden Gene experimentell gezeigt werden.

Die Frage nach einer Interaktion von pVHL mit den Genprodukten von c-fos und c-myc
lat sich jedoch nicht eindeutig beantworten. Die Expressionsveranderungen dieser
Gene erfolgten scheinbar willkarlich, eine Interaktion konnte nicht bestétigt werden.

Die Lokalisation des VHL-Genproduktes war von Fall zu Fall unterschiedlich, ein
Zusammenhang mit den verschiedenen Funktionen (u. a Proteindegradation,
Proteintransport, Zellzykluskontrolle) des VHL-Gens ist demnach wahrscheinlich. So
variierte die zelluldre Lokalisation des VHL-Proteins in vitro in Abhéngigkeit von der
Dichte der Zelkultur. Auch in den Xenotransplantaten wurde pVHL in Kern und
Cytoplasma gefunden. In der Literatur wird fir pVHL unter anderem eine Rolle als
Transportprotein fur andere Proteine zwischen Nukleus und Cytoplasma postuliert.
Diese Hypothese wird durch die unterschiedliche Lokalisation des VHL-Proteins in der
Zelle gestiitzt.

Zusammenfassend 183 sich festhalten, dal? das von Hippel-Lindau Tumorsuppressorgen
eine Rolle bel der Kontrolle der Angiogenese spi€lt, eine Interaktion mit VEGF ist mehr
als wahrscheinlich. Dabel scheint auch ein negativer feedback Effekt der beiden Gene
zu bestehen. Die Expression des einen Gens kann nach den dargestellten Ergebnissen
auch durch nachtrégliche Transfektion des anderen Gens verringert werden. Es scheint,
als ob die Regulation Uber die Gendosis, d. h. Gber die Menge frel verfligbarer mMRNA
im Flief3gleichgewicht der Zelle erfolgt.

Zukunftig sind deshab bel  der Aufklarung des Pathomechanismus von
Nierenzellkarzinomen Untersuchungen wichtig, die dem von Hippel-Lindau
Tumorsuppressorgen als Angiogeneseinhibitor eine zentrale Bedeutung bei der Hellung

sporadischer Tumoren mit starker Vaskularisierung beimessen.
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8. Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

ACE Adenylierungskontrollelement

AK Antikorper

APS Ammoniumpersulfat

AS antisense

ATCC American tissue culture society
AUBPs Adenyl-Uracyl-binding proteins
ARE AU-rich elements

bFGF basic fibroblast growth factor

bp Basenpaar

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

cmm Kubikmillimeter

cDNA complementary DNA

cds coding sequence

CPE cytoplasmatisches Polyadenylierungsel ement
Cul-2 Cullin 2

DAPI 4'6-Diamidino-2-phenylindol

d. h. das heif3t

del Deletion

DEPC Diethylpyrocarbonat

diff. differenziert

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleinacid

dNTP Didesoxynucleintriphosphat

ds double stranded

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
ELISA enzyme linked immunosor bant assay
EGFP enhanced GFP

E Effectene
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EDTA

FACS
FCS
F-BESS
FITC
Flt-1

GAPDH
GFP
Glut-1
HCI
Hif-1
IHE
ins
inkl.
Kan
Kap.
kb
kDa
KDR
LOH

LB
LF

Lsg.

MAPK
MCS
MEM
mg
MgCl,

min.

Ethylendiaminotetraacetat

Exon

fluorescence activated cell sorter
fotales Kalberserum

fluorescence labelled base excision sequence scanning
Fluorescein Isothiocyanat

fms like tyrosinkinase

Gramm

Guanin
Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase
green fluorescent protein
Glucosetransporter 1-Protein
Hydroxychlorid

hypoxia inducible factor 1
Immunhistochemie

Insertion

inklusive

Kanamycin

Kapitel

Kilobasenpaare

Kilodalton

kinase insert domain containing receptor
loss of heterozygosity

Spur (>lane)

Luria Bertonii

Lipofektamin

L 6sung

Marker, Grof3enstandard

mitogen aktivierende Proteinkinase
multiple cloning site

Minimal essentielles Medium
Milligramm

Magnesiumchlorid

Minuten
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ml

mm
mM

pm
Mops
MRNA
NaCl

n. b.

ng
NaHCO;
NaH,PO4
NaOAc
NaOH
nm

NZK
nu/nu
ORF
PAA
PBS
PDGF
PIDGF
Pfu

PKC
PIS
pVHL
RFLP
RNA
RT-PCR
Rbx-1

SCID

SF

Milliliter

Mikroliter

Millimeter

millimolar

Mikrometer

M orpholinopropansulfonsaure
messenger RNA
Natriumchlorid

nicht beurteilbar

Nanogramm
Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumacetat
Natriumhydroxid

Nanometer
Nierenzellkarzinom
Nacktmaus, homozygot

open reading frame
Polyacrylamid

phosphat saline buffer
placenta growth factor
plateled derived growth factor
Pyrococcus furiosis
Proteinkinase C

Penicillin/ Streptavidin
Protein des VHL-TSGs
Restriktionsfragmentlangenpol ymorphismus
ribonucleinacid

reverse transcribed polymerase chain reaction
Ringboxprotein 1

siehe

severe combined immunodeficiency
Sekunden

Superfect
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SP1

SSCP
s. 0.
S. U.
subst

Tab.
TAE
Taq
TEMED
TF

Tfl
TGF-B
Tris
TRITC
TSG
tub.

U

u.a
u.a
UTR
UN

unterschied!.

uT
VEGF
VHL
VHLBP
VHLS
VPF
WHO
wt

z. B.

Spezifitatsprotein 1
single stranded

sodiumchlorid-sodiumcitr at

single stranded confor mation polymor phism

siehe oben

siehe unten

Substitution

Thymin

Tabelle

Trisacetat

Thermophilus aquaticus
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin
Transkriptionsfaktor

Thermus flavus

transforming growth factor 8
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tetraethyl-Rhodamin-1sothi ocyanat
Tumorsuppressorgen

tubul&r

Uracil

unter anderem

und dhnliche

untrand atierte Region

tber Nacht

unterschiedlich

Uber Tag

Vascular Endothelial Growth Factor
von Hippel-Lindau

VHL binding protein

von Hippel-Lindau Syndrom
vasular permeability factor
Weltgesundheitsorganisation
Wildtyp

zum Beispidl
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8.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Die Subtypen epithelialer Nierentumoren, (Thoenes und Storkel, 1986)
Abb. 2: Modell der ,, Zwei-Schritt-Hypothese"

Abb. 3: Schematische Darstellung der Tumorangiogenese;

Abb. 4: Wirkmechanismus von pVHL bei der Transkription/ Elongation
Abb. 5.: Molekulare Basis der Funktion des VHL-Genproduktes

Abb. 6: SSCP-Analyse

Abb. 7: Elektropherogramm der F-BESS-Anayse

Abb. 8: Kontrolle der Vektorkonstrukte

Abb. 9: Bestimmung der optimalen Geneticinkonzentration

Abb. 10: Expression des green fluorescent proteins

Abb. 11: stabil transfizierte Zellinie mit homogener GFP-Expression

Abb. 12: in vitro-Zellwachstum in NZK-Linien nachTransfektion

Abb. 13: Expressionsveranderung von VHL nach Transfektion in vitro

Abb. 14: Expressionsveranderungen nach Kotransfektion

Abb. 15: Wachstum humaner Tumorzellen in immunsupprimierten Mausen
Abb. 16: Auswirkung der Transfektion auf das in vivo-Zellwachstum;

Abb. 17: Tumoren humaner Nierenkarzinomzellen bei Scid-Mé&usen; Xenograft-Modell,
Abb. 18: Expressionsveranderung von VHL nach Transfektion in vivo;

Abb. 19: Expression von pVHL nach immunohistochemischer Markierung
ADbb. 20: immunohistochemischer Nachwels des VEGF Proteins

Abb.21: immunhistochemische Auswertung der Xenotransplantate

Abb. 22: Expression des VHL-GFP-Fusionsproteins

Abb. 23: cytoplasmatische und nukledre Lokalisation des VHL Proteins
Abb. 24: Modell zur antiangiogenetischen Wirkung des VHL-Genproduktes
Abb. 25: Angiogenic Switch nach Folkman, 1996

Abb.26: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den in vitro und in vivo Studien.
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8.3 Tabdlenverzeichnis

Tab. 1: Klassifikation des Nierenzellkarzinoms nach dem TNM-System

Tab. 2: DNA-Mutationen im VHL-Gen

Tab. 3: optimale Transfektionsbedingungen der Zellinien

Tab. 4. Expressionsanderungen von VHL und VEGF nach Transfektion mit pEGFP-N1
Tab. 5: Expressionsénderungen von VHL und VEGF nach Transfektion mit pcDNA3
Tab. 6: Expressionsverénderungen von VHL und VEGF in Xenotransplantaten

Tab. 7.: Histopathol ogische Untersuchungen der X enotransplantate
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8.4 VHL-Sequenz und verwendete Primer

84.1 SSCP-Anayse

Exon 1

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

TCCAAAAAAA

AAAAAAAACA

CCAAACCTTA

AGGTTTTTTT

TACAGTAACG
ATGTCATTGC

CTTCTGCGCA
GAAGACGCGT

CGAGCGCECG
GCTCGCGCEC

TCCGACCCGC
AGGCTGEECECG

CGGAGGECEG
GCCTCCCECC

TACGGCCCTG
ATGCCGCGAC

TCCGECCCGG
AGGCCGEEECC

CTGCCCTCGG
GACGCGAGCC

GICGTGCTGC
CAGCACGACG
CCTGGCACGG
GGACCGTGCC

CCAGCAGGGA
GGICGrcccr

CGGCGAACTG
GCCCCTTGAC

GAGCATTCTT
CTCGTAAGAA

TTTTTTTTGT

AGTTGGCCTA
TCAACCGCGAT

CGCGCACAGC
GCGCGTGTCG

CGAAGACTAC
GCTTCTGATG

GGATCCCGCG
CCTAGGEECGC

AGAACTGCGA
TCTTGACCCT

AAGAAGACGCG
TTCTTCTGCC

AGGAACTGGG
TCCTTGACCC

TGAACT CCCG
ACTTGAGCCC

CCGTATGGECT
GGCATACCGA
GCCGCCGCAT
CGGCGCECGTA

CGATAGCACG
GCTATCGTGC

AGGCCCCTTG
TCCGGGGAAC

GGTTTGGAAT

Ex 1/ | 5
CCCTCGCCTC
CGGAGCGGAG

CTCCGECCGEG
GAGGCCGECC

GGAGGTCGAC
CCTCCAGCTG

GCGTCCGEECC
CGCAGGCCCG

CGAGGCCGAG
GCTCCGECTC

CGGCGAGGAG
GCCCCTCCTC

CCCCGAGGAG
GCGCECTCCTC

CGAGCCCTCC

GAGGGGTGAA AAAAAATTTT
CTCCCCACTT TTTTTTAAAA

CGITACAACA GCCTACGGTG
GCAATGITGTI CGGATGCCAC

CTATTTCCGC GAGCGCGITC
GATAAAGGCG CTCGCGCAAG

TCGGGAGCGEC GCACGCAGCT
AGCCCTCGCG CGTGCGTCGA

Ex 1/ 11 &5

GCCCACCAGA CCTAGCGCCT

GIAGGCGCGG AGGAGGCAGG
CATCCGCGCC TCCTCCGTCC

TCGGECECCG AGGAGT CCGG
AGCCCGECGEC TCCTCAGECC

GAGATGGAGG CCGEECEECC
CTCTACCTCC GECCCGCCCG

CAGGTCATCT TCTGCAATCG

ATAGTGGAAA
TATCACCTTT

CTGGAGGATC
GACCTCCTAG

CATCCTCTAC
GTAGGAGATG

CCGCCCCCELCG
GGECGEEECEC

CCCTTACGGG

CGTCGAAGAG

GCAGCTTCTC
Ex 1/1 3

CCCGGAAGAG
GGCCCTTCTC

Ex 1/ 111 5

CGCCGGGCAC

CAGTCCGCGC

CCTCGECAGG GTOCAGTAGA AGACGTTAGC GTCAGECGCG

CAACTTCGAC GGCGAGCCGC AGCCCTACCC AACGCTGCCG
GITGAAGCTG CCGCTCGECG TCGGGATGGEG TTGCGACGEC
CCACAGCTAC CGAGGTACGG GCCCGGCGCT TAGGCCCGAC
GGTGTCGATG GCTCCATGCC CGGGCCGCGA ATCCGGECTG

Ex 17 111 3

GICTGAAGCC CCTCTACCGC CCCGGEGEGTCC ATTTTGCAGA
CAGACTTCGG GGAGATGCECG GGGCCCCAGG TAAAACGTCT

AGGCAGGACA CATCCAGGGT GACGCTGCTC GTAAGCGTCA
TCCGICCTGT GTAGGTCCCA CTGCGACGAG CATTCGCAGT

TTTTTTTTTT TCTGAGACGG AGICTCGCTC TGICGCCCAG
AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA AGACTCTGCC TCAGAGCGAG ACAGCGGEGTC
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Exon 2

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

Exon 3

8521

8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

TTTTTGTATT
AAAAACATAA

TTTAGTAGAG ACGAGGITTC ACCACGITAG CCAGGACGGT
AAATCATCTC TGCTCCAAAG TGGTGCAATC

TGACCTCATG ATCCGCCTGC CTCGGECCTCC

ACTGGAGTAC

CGTGCCCAGC
GCACGGGTCG

GGCTCTTCAG
CCGAGAAGTC

TGCCATCTCT
ACGGTAGAGA

ACGITTTACT
TGCAAAATGA

AATTAAGCCC
TTAATTCGGG

CCTATTCTCT
GGATAAGAGA

CACTGCCACA
GITGACGGTGT

ACAGGTAGIT
TGTCCATCAA

TGAGGATTTG
ACTCCTAAAC

CCGGAGCCTA
GGCCTCGGAT

AGATCTGGAA
TCTAGACCTT

TGCACATCAA
ACGTGTAGIT

CTTTTGATGG
GAAAACTACC

AAGTGTCTCA
TTCACAGAGT

TAGGCGGACG

CACCGGTGTG
GTGGCCACAC

AGATGCAGCG
TCTACGTCCC

CAATGITGAC
GTTACAACTG

TTTTAAAAAG
AAAATTTTTC

AGTTCTCAAT
TCAAGAGITA

ACCATAAATA
TGGTATTTAT

TACATGCACT
ATGTACGTGA

GITGCCAAAG
CAACCGITTC

GITTTTGCCC
CAAAAACGEG

GICAACGCCTG
CAGITCGGAC

GACCACCCAA
CTGGTGGGIT

CGCGATGGGAG

GCCTACCCTC
Ex 3 3

TACTGATGAG
ATGACTACTC

TTCTCAGAGT
AAGAGTCTCA

GAGCCGGAGG
Ex 2 5

GCTCTTTAAC

CGAGAAATTG

ACACACGATG
TGTGIGCTAC

GGACAGCCTA
CCTGTCGGAT

ATAAGGITGT
TATTCCAACA
Ex 2 3
TTTTGCCTGA
AAAACGGACT

AAATGGAAGT
TTTACCTTCA

CACTTTTTTT
GIGAAAAAAA

CCTCTTGITC
GGAGAACAAG
Ex 3 5
TTCCAGTGTA
AAGGTCACAT

AGAATTACAG
TCTTAATGIC

ATGTGCAGAA
TACACGTCTT

ATTGAAGATT
TAACTTCTAA

TCTTGATCTA
AGAACTAGAT

AAAATAGGCA
TTTTATCCGT

GGTCCTGCCA

CTTGATCTCC
GAACTAGAGG

CAAAGTGCTG GGATTACAGG TGTGGGCCAC

GITTCACGAC

AACCTTTGCT
TTGGAAACGA

GGCTTCTGGT
CCGAAGACCA

TTTTTGCCAA
AAAAACGGTT

TGTGGTAAGT
ACACCATTCA

TGTCAGGCAC
ACAGICCGTG

GATGTATTTG
CTACATAAAC

CTTTAACCTA
GAAATTGGAT

GITCCTTGTA
CAAGGAACAT

TACTCTGAAA
ATGAGACTTT

GAGACTGGAC
CTCTGACCTG

AGACCTGGAG
TCTGGACCTC

TCTGTTGAAA
AGACAACTTT

GATACAGGAC
CTATGICCTG

CCATTCCTTA
GGTAACGAAT

CCTAATGTCC

TGTCCCGATA
ACAGGGCTAT

TAACCAAACT
ATTGGTTTGA

TATCACACTG
ATAGTGTGAC

ACAGGATAGA
TGICCTATCT

GGTATCCAAT
CCATAGGTTA

TACGITATGT
ATGCAATACA

AAGTGAGATC
TTCACTCTAG

CTGAGACCCT
GACTCTGGA

GAGCGATGCC
CTCGCTACGG

ATCGTCAGGT
TAGCAGTCCA

CGGCTGACAC
GCCGACTGTG

CTTACACTGT
GAATGTGACA

TGGITCCTTC
ACCAAGGAAG

AAAGAAAGTT
TTTCTTTCAA

ACACCCGGTG

GGTCACCTTT
CCAGTGGAAA

GAATTATTTG
CTTAATAAAC

CCAGGTACTG
GGTCCATGAC

CCACTTGAAA
GGTGAACTTT

CTTTTTGTAT
GAAAAACATA

GITAAAGGTG
CAATTTCCAC

CATCAGTAGT
GTAGICATCA

AGTCTGICAC
TCAGACAGTG

TCCAGGTTGT
AGGTCCAACA

CGCTCTACGA
GCGAGATGCT

AGGAGCGCAT
TCCTCGCGTA

TTCATCTCAG
AAGTAGAGTC

CTTAGITTCA
GAATCAAAGT

AACTGACTTC
TTGACTGAAG
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8.42 F-BESS-Anayse

Exon 1

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

TCCAAAAAAA
AGGTTTTTTT

TACAGTAACG
ATGICATTGC

CTTCTGCGCA
GAAGACGCGT

CGAGCGCECG
GCTCGCGECEC

TCCGACCCGC

AAAAAAAACA
TTTTTTTTGT

AGTTGGCCTA
TCAACCGGAT

CGCGCACAGC

CCAAACCTTA
GGITTGGAAT

GCCTCGCCTC
CGGAGCGGAG

CTCCGECCCG

GCGCGTGICG GAGGECCGECC

CGAAGACTAC GGAGGTCGAC
CCTTCTGATG CCTCCAGCTG

GGATCCCGCG

AGGCTGGEECG CCTAGGEGECGEC

CGGAGGGECGG AGAACTGCGA
GCCTCCCECC TCTTGACCCT

Exon 1b 5°

TA
ATGCCGGGAC TTCTTCTGCC

TCCGECCCCG AGGAACT GGG
AGGCCGEEECC TCCTTGACCC

CTGCCCTCGG TGAACTCCCG
GACGCGAGCC ACTTGAGCGC

GICGTGCTGC CCGTATGGECT
CAGCACGACG GGCATACCGA

CCTGGCACGG GCCGCCGCAT
GGACCGTGCC CGGECGECGTA

CCAGCAGGGA CGATAGCACG

GCGTCCGECC
CGCAGGCCGG

CGAGCGCCGAG
GCTCCGECTC

COEEEACCAG

GCCCCTCCTC

CGCCGAGGAG
GCCGCTCCTC
Exon la 3*
CGAGCCCTCC
GCTCGCGAGG

CAACTTCGAC
GITGAAGCTG

CCACAGCTAC
GGTGICGATG

GICTGAAGCC

GAGGGGTGAA
CTCCCCACTT

CGITACAACA
GCAATGITGT

CTATTTCCGC

AAAAAATTTT ATAGTGGAAA
TTTTTTAAAA TATCACCTTT

GCCTACGGTG CTGGAGGATC
CGGATGCCAC GACCTCCTAG

Exon la 5'

CAGCGCGITC CATCCTCTAC

GATAAAGGECG CTCGCGCAAG GTAGGAGATG

TCGGGAGCCC
AGCCCTCCCG

CGGGTGGTCT
GCCCACCAGA

GTAGGCGCGEG
CATCCGCGECC

TCGGEECAECCG
AGCCCGCCEC

GAGATGGAGG
CTCTACCTCC

CAGGTCATCT
GICCAGTAGA

GGCGAGCCGC
CCGCTCGECG

CGAGGTACGG
GCTCCATGCC

CCTCTACCGC

GCACGCAGCT
CGTGCGTCCGA

GGATCGCGGA
CCTAGCGCCT

AGGAGGCAGG
TCCTCCGICC

AGGAGTCCGG
TCCTCAGGECC

CCGEEECEECe
GGECCCCCCGEG

TCTGCAATCG
AGACGTTAGC

AGCCCTACCC
TCGGGATGCEG

GCCCCECECT
CGGGCCGCGA

CCCEEEGTCC

CCGCCCCECG

GECEEEECEC

CCCTTACGGG

CGTCGAAGAG
GCAGCTTCTC

CCCGGAAGAG
GGGECCTTCTC

GCGECCCGTG
CGCCGGGECAC

CAGTCCGCEC
GTCAGGCGCG

AACCCTGCCG
TTGCGACGGEC

TAGGCCCGAC
ATCCCEECTG

ATTTTGCAGA

GCTATCGTGC
GGTCGTEEE] CAGACTTCGG GGAGATGGCG GGGCOCCAGG TAAAACGTCT

CGGCGAACTG AGGCCCCTTG
GCCCCTTGAC TCCGGGGAAC

AGGCAGGACA
TCCGTCCTGT

GAGCATTCTT TTTTTTITTTI

CATCCAGGGT
GTAGGTCCCA

GACCCTGCTC
CTGCGACGAG

TTTTTTTTTT TCTGAGACGG AGICTCGCTC
CTCGTAAGAA AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA AGACTCTGCC TCAGAGCGAG ACAGCGGGTC

GIAAGCGTCA
CATTCGCAGT

TGTCGCCCAG
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Exon 2

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

Exon 3

8521

8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

TTTTTGTATT
AAAAACATAA

TTTAGTAGAG ACGAGGITTC ACCACGITAG CCAGGACGGT
AAATCATCTC TGCTCCAAAG TGGTGCAATC GGTCCTGCCA

CTTGATCTCC
GAACTAGAGG

TGACCTCATG ATCCGCCTGC CTCGGECCTCC CAAAGIGCTG GGATTACAGG TGTGGGCCAC

ACTGGAGTAC TAGGCGGACG GAGCCGGAGG GITTCACGAC CCTAATGICC

CGTGCCCAGC

GCACGGGTCG GTGGCCACAC CGAGAAATTG TTGGAAACGA ACAGGGCTAT

GGCTCTTCAG AGATGCAGGG ACACACGATG GCCTTCTGGT TAACCAAACT
TGTGITGCTAC CCGAAGACCA ATTGGITTGA

CCGAGAAGTC

TGCCATCTCT
ACGGTAGAGA

ACGITTTACT
TGCAAAATGA

Exon 2

CA

TCTACGTCCC

CAATGITGAC
GTTACAACTG

TTTTAAAAAG
AAAATTTTTC

AATTAAGCCC AGTTCTCAAT
TTAATTCGGG TCAAGAGITA

CCTATTCTCT
GGATAAGAGA

CACTGCCACA
GITGACGGTGT

ACAGGTAGIT
TGTCCATCAA

ACTCCTAAAC

CCGGAGCCTA
GGCCTCGGAT

AGATCTGGAA
TCTAGACCTT

TGCACATCAA
ACGTGTAGIT

CTTTTGATGG
GAAAACTACC

AAGTGTCTCA
TTCACAGAGT

ACCATAAATA
TGGTATTTAT

TACATGCACT
ATGTACGTGA

GITGCCAAAG
CAACCGTTTC

5

GGACAGCCTA TTTTTGCCAA TATCACACTG
CCTGTCGGAT AAAAACGGTT ATAGIGIGAC

ATAAGGITGT TGIGGTAAGT ACAGGATAGA

TATTOCAACA ACACCATICA TIGICCTATCT

[o]

TTTTGCCTGA
AAAACGGACT

AAATGGAAGT
TTTACCTTCA

CACTTTTTTT
GIGAAAAAAA

CCTCTTGITC

TGTCAGGCAC
ACAGICCGTG

GATGTATTTG
CTACATAAAC

CTTTAACCTA
GAAATTGGAT

GITCCTTGTA

ACACCCGGTG

TGTCCCGATA GGTCACCTTT

CCAGTGGAAA

GAATTATTTG
CTTAATAAAC

CCAGGTACTG
GGTCCATGAC

CCACTTGAAA
GGTGAACTTT

GGTATCCAAT
CCATAGGTTA

TACGITATGT
ATGCAATACA

AAGTGAGATC
TTCACTCTAG

CTGAGACCET

CTTTTTGTAT
GAAAAACATA

GITAAAGGTG
CAATTTCCAC

CATCAGTAGT
GTAGICATCA

Exon 3 5°

GGAGAACAAG CAAGGAACAT

BTTTTTGCCC TTCCAGIGTA
CAAAAACGCEG AAGGTCACAT

GICAACGCCTG
CAGITCGGAC

GACCACCCAA
CTGGTGGGIT

CGCGATGGGAG
GCCTACCCTC

TACTGATGAG
ATGACTACTC

TTCTCAGAGT
AAGAGTCTCA

AGAATTACAG
TCTTAATGIC

ATGTGCAGAA
TACACGTCTT

ATTGAAGATT
TAACTTCTAA

TCTTGATCTA
AGAACTAGAT

AAAATAGGCA
TTTTATCCGT

TACTCTGAAA
ATGAGACTTT

GAGACTGGAC
CTCTGACCTG

AGACCTGGAG
TCTGGACCTC

TCTGITTGAAA

AGACL

GATACAGGAC
CTATGICCTG

CCATTGCTTA
GGTAACGAAT

GACTCTGGGA TCAGACAGTG

GAGCGATGCC TCCAGGITGT
CTCGCTACGG AGGTCCAACA

ATCGTCAGGT CGCTCTACGA
TAGCAGTCCA GCGAGATGCT

CGGCTGACAC AGGAGCGCAT
GCCGACTGIG TCCTCGCGTA

CTTACACTGI TTCATCTCAG

TGGITCCTTC CTTAGITTCA
ACCAAGGAAG GAATCAAAGT

AAAGAAAGTIT AACTGACTTC
TTTCTTTCAA TTGACTGAAG
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8.4.3 DNA-Sequenzierung

Exon 1

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

TCCAAAAAAA

AAAAAAAACA

AGGITTTTTT

TACAGTAACG
ATGICATTGC

CTTCTGCGCA
GAAGACGCGT

CGAGCGCECG
GCTCGCGCEC

TCCGACCCGC
AGGCTGEECG

CGGAGGGECGEG
GCCTCCCECC

TACGCCCCTG
ATGCCGGGAC

TCCGGCCCCG
AGGCCGEEECC

CTGCCCTCGG
GACGCGAGCC

GTCGTGCTGC
CAGCACGACG

CCTGGCACGG
GGACCGTGCC

CCAGCAGGGA
GGrcGrecer

CGGCGAACTG
GCCCCTTGAC

GAGCATTCTT
CTCGTAAGAA

Pri mer

TTTTTTTTGT

AGTTGGCCTA
TCAACCGGAT

CGCGCACAGC
GCCCGTGTCG

CGAAGACTAC
CCTTCTGATG

GGATCCCGCG
CCTAGGGECGC

AGAACTGCCGA
TCTTGACCCT

AAGAAGACGG
TTCTTCTGCC

AGGAACT GGG
TCCTTGACCC

TGAACTCGCCG
ACTTGAGCCC

CCGTATGGCT
GGCATACCGA

GCCGCCGCAT
CGGCGCECGTA

CGATAGCACG
GCTATCGTGC

AGGCCCCTTG

CCAAACCTTA
GGITTGGAAT

GAGGGGTGAA
CTCCCCACTT

AAAAAATTTT
TTTTTTAAAA

GOCTCACCTC

CGITACAACA

ATAGTGGAAA
TATCACCTTT

GCCTACGGTG CTGGAGGATC

CGGAGCGGAG

CTCCGECCEG
GAGGECCGECC

GGAGGTCGAC
CCTCCAGCTG

GCGTCCGGECC
CGCAGGCCGG

CGAGCGCCGAG
GCTCCGECTC

CCGGEGAGGAG
GCCCCTCCTC

CGCCGAGGAG
GCGECTCCTC

CGAGCCCTCC
GCTCGCGAGG

CAACTTCGAC
GITGAAGCTG

CCACAGCTAC
GGIGTCGATG

GICTGAAGCC
CAGACTTCGG

AGGCAGGACA

GCAATGITGT

CTATTTCCGC
GATAAAGECG

TCGGGAGCCC
AGCCCTCCCG

CGGGTGGTCT
GCCCACCAGA

GTAGGECGCGEG
CATCCGCGECC

TCGGEECECCG
AGCCCGCCEC

GAGATGGAGG
CTCTACCTCC

CAGGTCATCT
GTCCAGTAGA

GGCGAGCCEC
CCCCTCEECG

CGAGGTACGG
GCTCCATGCC

CCTCTACCGC
GGAGATGECG

CATCCAGGGT

TCCGAGGAAC

TCCGICCTGI

GTAGGTICCCA

TTTTTTTTTI
AAAAAAAAAA

TTTTTTTTTT
AAAAAAAAAA

CGGATGCCAC

GAGCGCGITC
CTCGCGCAAG

GCACGCAGCT
CGTGCGTCCGA

GGATCGCGGA
CCTAGCGCCT

AGGAGGCAGG
TCCTCCGICC

AGGAGTCCGG
TCCTCAGGECC

CCGEECEECC
GGCCCELCEG

TCTGCAATCG
AGACGTTAGC

AGCCCTACCC
TCGGCGATGCEG

GCCCGECECT
CGGGCCECEA

CCCCEEGTCC
GGEGECCCCAGG

GACGCTGCTC

GACCTCCTAG

CATCCTCTAC
GTAGGAGATG

CCGCCCCECG

GECEEEECEC

CCCTTACGGEG

CGTCGAAGAG
GCAGCTTCTC

CCCGGAAGAG
GGGECCTTCTC

GCGGECCCGTG
CGCCGGGECAC

CAGTCCGCGC
GTCAGGCGCG

AACGCTGCCG
TTGCGACGCC

TAGGCCCGAC
ATCCGGEECTG

ATTTTGCAGA
TAAAACGTCT

GTAAGCGTCA

CTGCGACGAG CATTCGCAGT

TCTGAGACGG AGTCTCGCTC TGTCGCCCAG
AGACTCTGCC TCAGAGCGAG ACAGCGSGTC

1. PCRNested ML3 Primer]
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Exon 2

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

Exon 3

8521

8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

TTTTTGTATT
AAAAACATAA

TTTAGTAGAG ACGAGGTTTC ACCACGITAG CCAGGACH
AAATCATCTC TGCTCCAAAG TGGTGCAATC GGTCCTGCCA GAACTAGAGG

[TGACCTCAT|G ATCCGCCTGC CTCGGCCTCC CAAAGTGCTG GGATTACAGG TGTGGGCCAC

ACTGGAGTAC

CGTGCCCAGC

TAGGCGGACG GAGCCGGAGG

CACCGGTGIG GCTCTTTAAC

GITTCACGAC

AACCTTTCCT

GCACGGGTCG GTGGCCACAC CGAGAAATTG TTGGAAACGA

GGCTCTTCAG
CCGAGAAGTC

TGCCATCTCT
ACGGTAGAGA

ACGITTTACT
TGCAAAATGA

AATTAAGCCC
TTAATTCGGG

CCTATTCTCT
GGATAAGAGA

Pri nmer

CACTGCCACA
GIGACGGTGT

AGATGCAGGG ACACACGATG
TCTACGTCCC TGTGIGCTAC

CAATGITGAC GGACAGCCTA
GTTACAACTG CCTGTCGGAT

TTTTAAAAAG ATAAGGTTGT
AAAATTTTTC TATTCCAACA

AGTTCTCAAT TTTTGCCTGA
TCAAGAGITA AAAACGGACT

ACCATAAATA AAATGGAAGT

GGCTTCTGGT
CCGAAGACCA

TTTTTGCCAA
AAAAACGGTT

TGTGGTAAGT
ACACCATTCA

TGTCAGGCAC
ACAGTCCGTG

GATGTATTTG

CCTAATGTCC

TGTCCCGATA
ACAGGGCTAT

TAACCAAACT
ATTGGTTTGA

TATCACACTG
ATAGTGTGAC

ACAGGATAGA
TGTCCTATCT

GGTATCCAAT
CCATAGGTTA

TACGTTATGT

TIGGTATTTAT TTTACCTTCA CTACATAAAC AT|GCAATACA

1. PCRNested ML3 Primer]

TACATGCACT CACTTTTTTT
ATGTACGTGA GTGAAAAAAA

[ACAGGTAGTT

GTTGGOAAAG CCTCTTGITC

TGICCATCAA

TGAGGATTTG
ACTCCTAAAC

CCGGAGCCTA
GGCCTCGGAT

AGATCTGGAA
TCTAGACCTT

TGCACATCAA
ACGTGTAGIT

CTTTTGATGG
GAAAACTACC

AAGTGTCTCA

CAACCGTTTC GGAGAACAAG

GITTTTGCCC TTCCAGIGTA
CAAAAACGGEG AAGGTCACAT

GICAAGCCTG AGAATTACAG

CAGITCGGAC TCTTAATGIC

GACCACCCAA ATGTGCAGAA
CTGGTGGGIT TACACGICTT

CCGATGGGAG ATTGAAGATT
GCCTACCCTC TAACTTCTAA

TACTGATGAG TCTTGATCTA
ATGACTACTC AGAACTAGAT

TTCTCAGAGT AAAATAGGCA

[TTCACAGAGT

AAGAGTCTCA TTTTATCCGT

Pri nmer

CTTTAACCTA
GAAATTGGAT

GITCCTTGTA

CAAGGAACAT

TACTCTGAAA
ATGAGACTTT

GAGACTGGAC
CTCTGACCTG

AGACCTGGAG
TCTGGACCTC

TCTGITGAAA
AGACAACTTT

GATACAGGAC
CTATGICCTG

CCATTCCTTA
GGTAACGAAT

1. PCRNested ML3 Pri mer]

AAGTGAGATC
TTCACTCTAG

CTGAGACCCT
GACTCTGGGA

GAGCGATGCC
CTCGCTACGG

ATCGTCAGGT
TAGCAGTCCA

CGGCTGACAC
GCCGACTGTG

CTTACACTGT
GAATGTGACA

TGGITCCTTC

ACACCCGGTG

GGTCACCTTT
CCAGTGGAAA

GAATTATTTG
CTTAATAAAC

CCAGGTACTG
GGTCCATGAC

CCACTTGAAA
GGTGAACTTT

CTTTTTGTAT
GAAAAACATA

GITAAAGGTG
CAATTTCCAC

CATGAGTAGT|
GTAGTCATCA

AGICTGICAC
TCAGACAGTG

TCCAGGTTGT
AGGTCCAACA

CGCTCTACGA
GCGAGATGCT

AGGAGCGCAT
TCCTCGCGTA

TTCATCTCAG
AAGTAGAGTC

CTTAGITTCA

ACCAAGGAAG GAATCAAA

AAAGAAAGTT

AACTGACTTC

TTTCTTTCAA TTGACTGAAG
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