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1 Einleitung

Krebs ist eine der haufigsten Todesursachen urelzinehmende Zahl von Menschen
erkrankt und leidet daran. Die molekularen UrsaathenKrebsentstehung sind aul3erst
vielschichtig und eine Heilung nur in komplexer Efanalyse mdglich. Neben den
Mutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenestalisiert sich immer mehr
eine weitere Ebene der Regulation der Genexpresssoentscheidender Parameter der
Krebsentstehung heraus, die epigenetische Inakie z.B.  durch
Promoterhypermethylierung. Die vorliegende Arbasthaftigt sich mit der Funktion
und der epigenetischen Inaktivierung des Tumorsggargens RASSF1A, das haufig
durch Promoterhypermethylierung in Zellen ausgdsehawird, woraus die
Veranderung zur Krebszelle resultieren kann.

1.1  Der TumorsuppressorRAS Association Domain Family 1
(RASSF1)

RASSFIwurde in einem Hefe-2-Hybrid Experiment, in dentmanteraktionspartnern
des DNA-Reparaturproteins XPA (Xeroderma Pigmemtgstomplementation group
A) gescreent wurde, gefunden (Dammagtinal. 2000). Das Gen ist auf Chromosom
3p21.3 lokalisiert. Der Verlust des kurzen Armes @hromosoms 3 wird haufig bei
Krebsenstehungsprozessen beobachtet, so z.B. im 90% der kleinzelligen
Lungenkarzinomzelllinien und in bis zu 40% der nikkeinzelligen Lungenkarzinome
(Dammannret al. 2000). Die zusatzliche epigenetische Inaktivierdeg zweiten Allels
fuhrt zum fast vollstandigen Expressionsverlust wahn in der Krebsentstehung
resultieren, wenn z.B. ein Tumorsuppressorgen thetrast. Knudson beschrieb diesen
Prozess, bei dem beide Allele durch unterschiedlidechanismen verloren gehen, in
seinertwo hit hypothesigKnudson 1971). Sieben Splei3varianten werden @Gan
RASSFIranskribiert. Die drei Hauptformen stellBASSF1ARASSF1ANdRASSF1F
dar; RASSF1Aund RASSF1Fwerden vom Promoter ARASSF1Cvom Promoter C
transkribiert (Abbildung 1). Beide Promotoren trageCpG Inseln, in der
Krebsentstehung scheint jedoch lediglich die emtische Inaktivierung des Promoters
A durch Hypermethylierung eine Rolle zu spielensBaotein RASSF1A besteht aus
340 Aminosauren und tragt vier potentiell relevamienktionsdoméanen: die N-
terminale C1 frotein kinase C conserved region) Doméane, die auch als
Diacylglycerol/Phorbolester Bindedoméne (DAG) behaet wird, eine putative
Phosphorylierungstelle der ATMataxia telangiectasia mutatgdKinase, die RAS
association (RalGDS/AF-6) domain(RA) und die C-terminale SARAH
(Sav/RASSF1/Hippo) Proteininteraktionsdomane. Deawan3kript RASSF1C fehlt die
C1 Domaéane des N-Terminus. Die ATM Doméne und auehCdterminalen Domanen
RA und SARAHSsind identisch mit den Domanen des Proteins RASSEEMmanret
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al. 2000) (Abbildung 1). Das Transkript RASSF1F ist B8thinoséauren lang und
beinhaltet lediglich die C1 Domane (Dammaatral. 2005) (Abbildung 1).

Promoter A Promoter C  ——

I la 1B 2y

10(|20(E 3456 RASSF1IA [Tl N Tra W] 340 aa
ATM SARAH

2y 3456 RASSFI1C [ M ra W] 270aa
ATM SARAH

1a/3456) RASSF1F [_Tcal | 92 aa

Abbildung 1. Aufbau des GenRASSFlund der 3 Haupttranskripte RASSF1A, RASSF1C urg8SRAF
im Uberblick. Mit %, 18, 20, 2y, 3, 4, 5, 6 wurden die 7 Exons des Gens bezeicrestellt die
diacylglyzerolbindende Doméane, ATM die ATM-Phosplenungsstelle, RA dieRas Association
Domainund SARAH die SARAH Domane dar.

Die C1 Domane ist von den Protein Kinase C (PKC)aWidlen bekannt. Bei diesen
Kinasen fuhrt eine Bindung von Diacylglycerol arr @1 Doméane zur Translokation
des Proteins aus dem Zytosol zur Zellmembran (Nevii@95). Die Komplexierung
von Zinkionen durch das in der C1 Domaéne liegend&fihgermotiv kann Einfluss auf
die Fahigkeit zur Phorbolesterbindung und damit digf Lokalisation der Proteine
haben (Ahmedet al. 1991). Kim et al. definierten folgende Konsensussequenz flr
Substrate der ATM Kinase: (P/L/IIM)X(L/I/D/E)SQ (Kiet al. 1999). Auch RASSF1A
tragt eine solche putative Phosphorylierungsstiie ATM Kinase an Position W125
bis K138, das Serin an Position 131 konnte potikrgleosphoryliert werden und es
wurde ebenfalls gezeigt, dass das Glutamin (bei A& an Position 132) essentiell
fur eine effektive Phosphorylierung des Serin Isim( et al. 1999). Bei der RAS-
Assotiations Doméane in RASSF1 handelt es sich uma BalGDS/AF-6 Bindedomane.
RalGDS wurde 1993 als Guanidinaustauschfaktor des Rroteine RalA und RalB
gefunden (Albrightet al. 1993; Kikuchiet al. 1994; Campbelét al. 1998). Spaargaren
und Bischoff zeigten in Hefe-2-Hybrid Experimentelass die R-RAS Bindedoméne
des Proteins RalGDS sowohl mit R-RAS, H-RAS und KSRals auch mit RAP
interagieren und RalGDS so als Effektor dieser RRfteine fungieren kann
(Spaargaren and Bischoff 1994). Bei der SARAH Doen&andelt es sich um eine
Proteininteraktionsdoméane, die unter anderen nasm Drosophila-Proteinen Sav
(Salvador) und Hpo (Hippo) benannt ist, die Mitwarkle in einem neuen
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Signaltransduktionsweg in Drosophila darstellenhégt and Hofmann 2003; Udaat
al. 2003). Die homologen Proteine des Menschen WW4/)(Sind MST (Hpo)
interagieren ebenfalls Gber die SARAH ProteinirikBommsdomane (Praskovat al.
2004; Charet al.2005).

1.1.1 Funktion von RASSF1

Einige Ansatze zur Aufklarung der Funktion von RA3diegen bereits vor, doch die
genaue Wirkweise und betroffene Signalkaskaden siokt grundlegend analysiert.
RASSF1A ist ein Tumorsuppressor. In zahlreichenbKagten liegt der Promoter von
RASSF1Amethyliert vor, dass heil3t, die Expression von BR$A ist wahrend der
Krebsentwicklung vermindert bzw. aufgehoben word@ammannet al. 2005). Die
Reexpression von RASSF1A in Krebszelllinien fuhrze einer Abnahme der
Proliferation (Dammanet al. 2000; Burbeeet al. 2001; Dreijerinket al. 2001; Kuzmin
et al. 2002; Ronget al. 2004). In Nacktmé&use injizierte A549 Zellen, diA$SF1A
reexprimierten, bildeten kleinere Tumore, verglichrait A549 Zellen, die RASSF1A
nicht exprimierten (Dammanret al. 2000).

1.1.1.1 Lokalisation von RASSF1

Wird RASSF1A als GFP Fusionsprotein tberexprimisotliegt eine Kolokalisation zu
Tubulin vor (Liu et al. 2003; Dallolet al. 2004; Ronget al. 2004; Voset al. 2004).
Dabei ist RASSF1A wahrend der Interphase am Zytettkassoziiert und wahrend der
Mitose liegt eine Kolokalisation zu Spindelpolenduspindeln vor. Ronget al.
bestétigte auch die Interaktion von endogenem RA8SHit Mikrotubulin (Ronget al.
2004). Die Interaktion mit B-Tubulin und mit y-Tubulin konnte im
Préazipitationsexperimenin vivo nachgewiesen werden (Liet al. 2003; Voset al.
2004). Auch das Transkript RASSF1C ist tubulinassdzZRonget al.2004; Voset al.
2004). Die Behandlung der transfizierten Zellen Natcodazol zeigte, dass RASSF1A
die Mikrotubulistrukturen zu stabilisieren vermd@je Interaktion mit Tubulin erfolgt
Uber die Domanen ATM und RA, d.h. Uber den Abs¢hbit20 bis S288 (Liwet al.
2003; Ronget al. 2004). Liuet al. zeigten auch, dass die Deletion des C-Terminus
(RASSF1ADel289-340) von RASSF1A zu einer Ausbildaimormer Spindeln bzw.
monopolarer Spindeln fihrt (Liuet al. 2003). Die mutagenisierten Formen
RASSF1AMut65 (&>R) und RASSF1AMut257 (RQ) und die deletierte Variante
RASSF1ADel120-185 waren nach Transfektion als GESidan  nicht
mikrotubulinassoziiert und auch die stabilisieren@ienktion von RASSF1A nach
Nocodazolbehandlung war nach Mutation aufgehobeail@dDet al. 2004; Voset al.
2004).

Im Hefe-2-Hybrid Experiment fanden Dallat al. zwei Interaktionspartner von
RASSF1A, die ebenfalls mikrotubuliassoziiert vagke, VCY2IP1/C190RF5 und
MAP1B (microtubule-associated protein 1B(Dallol et al. 2004), das in der
Entwicklung des Nervensystems, im Transport zwisoleonen und dem Auswachsen
von Neuriten eine Rolle zu spielen scheint (Bloetal. 1985; Maet al. 2000).
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C190RF5 wurde auch von Songt al. im Hefe-2-Hybrid Experiment als
Interaktionspartner von RASSF1A ermittelt URASSF1A binding protein (RABP1)
genannt (Songt al.2005). Es wurden zwei Proteindomanen in RABP 1titiziert, die
fur eine Mikrotubulinassoziation verantwortlich di(fSonget al. 2005). Die Interaktion
mit RASSF1A wurdein vitro und in vivo gezeigt und die Lokalisation an das
Centrosom wéahrend des Zellzyklus dargestellt (Sehgl. 2005). Fehlt RABP1, so
bindet RASSF1A nicht mehr an Spindeln und die bhikgon mit CDC20 ¢ell division
cycle 20 homologist verhindert (Songt al. 2005). In weiteren Studien zu C190RF5
wird dessen Funktion als Vermittler zwischen Tubsiiukturen und Mitochondrien
gesehen, was Einfluss auf die Kontrolle des Zeiltathd die Fragmentierung
genomischer DNA wahrend des Zelltods (MAGDjtochondrial aggregation and
genome destructignhat (Liu et al. 2005). C190RF5 interagiert mit dem DNA
Bindeprotein LRPPRC, dass mitochodrienassoziiertd uabenfalls ein DNA
Bindeprotein ist (Litet al.2005).

1.1.1.2 Interaktion von RASSF1A mit RAS

Die Lokalisation von RASSF1A am Zytoskelett steihen scheinbaren Widerspruch
zur vermuteten Assoziation mit dem membranstidndigas dar. Chemrt al. zeigten
jedoch, dass die Form K-RAS ebenfalls tubulinassdzvorliegen kann, wahrend z.B.
H-RAS nicht an Tubulin bindet (Cheet al. 2000). Diese Lokalisation wirde eine
maogliche Interaktion von K-RAS mit RASSF1A forderrEin funktioneller
Zusammenhang zwischen RASSF1A und K-RAS wurde awchutet, da sich die
epigenetische Inaktivierung des Promoters R&SSF1Aind die Mutation des Gelks
RASz.B. in Pankreaskarzinomen ausschloss (Dammeammh 2003). K-RAS kann mit
RASSF1A koimmunoprazipitiert werden (Ves$ al. 2004). Wird aktiviertes K-RAS in
der humanen, embryonalen Nierenzelllinie 293-T ékrmiert, so resultiert daraus
eine genomische Instabilitat der Zellen. Dieserr@hgp kann durch Uberexpression
von GFP-RASSF1A, nicht aber durch Uberexpression digetierten RASSF1A
Variante RASSF1ADel120-185 aufgehoben werden (Vadt al. 2004).
RASSF1ADel120-185 ist kernlokalisiert. Ortiz-Vegat al. konnten keine direkte
Interaktion mit RAS detektieren, postulierten jeldatie indirekte Interaktion Uber das
mit RASSF1A heterodimerisierende und zu RASSF1A dloge Protein NORE1
(novel Ras effector)Ortiz-Vegaet al. 2002). Voset al. zeigten jedoch, dass die RA
Doméne, die sowohl im Protein RASSF1A als auch ABBF1C exprimiert wird, an
aktiviertes RAS bindet (Vogt al. 2000). Auchin vivo wurde eine Interaktion von
RASSF1C mit aktivem GTP gebundenen RAS bestatigs @t al. 2000). RASSF1C
l6ste nach Expression in NIH 3T3 Zellen einen waahnsinhibierenden Effekt aus,
dieser Effekt wurde bei Koexpression von aktivemR#S(G12V) verstarkt (Vost al.
2000). Khokhlatchewet al. konnten keine Interaktion von RASSF1A weder mit Ha
RAS(G12V) noch mit Ki-RAS(G12V) nachweisen, zeigiedoch, dass NORE1 mit
beiden RAS Formen interagiert (Khokhlatclret\al. 2002).
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1.1.1.3 Das Homolog NORE1

Das Protein NORE1npvel Ras effector)list ein Homolog des Proteins RASSF1A.
NORE1 wurde in einem Hefe-2-Hybrid Screen nachréMgonspartnern des aktiven
RAS gefunden und auch die Bindung von Ri&Svivo wurde gezeigt (Vavvast al.
1998; Ortiz-Vegeet al. 2002). Die Bindung erfolgt tber die C-terminale R&mane
(Ortiz-Vegaet al. 2002). Es wurde auch gezeigt, dass NORE1 homodiiertrund mit
RASSF1A, nicht aber mit RASSF1C heterodimerisigi; Interaktion von NORE1 mit
RASSF1A erfolgt Uber den N-Terminwtes Proteins RASSF1A (RASSF1A1-119)
(Ortiz-Vegaet al. 2002). Eine Interaktion von RASSF1A oder RASSF1ECRAS im
Hefe-2-Hybrid Experiment konnte hier nicht gezergtrden, so dass eine indirekte
Assoziation mit RAS durch die Bindung an NOREL1 pbsit wurde (Ortiz-Vegaet al.
2002). NORE1l hat von allen homologen Proteinen mfi% die hochste
Sequenzhomologie zu RASSF1A und tragt im N-Termiglsnfalls eine C1 Domane
(Agathanggelouet al. 2005). In mitotischen Zellen ist die Isoform NORY 1wie
RASSF1A kolokalisiert zu den Centrosomen und dendgpapparaten (Moshnikowet
al. 2006). Es wurde gezeigt, dass eine Uberexpreszimninhibierung des ERK-
Signalweges fuhrt (Moshnikovat al. 2006). Ebenso wie RASSF1A inhibiert die
Reexpression von NOREL in A549 Zellen die Proliiera (Dammannet al. 2000;
Aoyamaet al. 2004). Die Deletion der MST bindenden Doméne v@RE1 &nderte
nichts am Proliferationsverhalten der Zellen (Aogaghal.2004).

1.1.1.4 Zellzyklusregulation und Migration

In der Brustkrebszelllinie MCF7 wurde 24 bzw. 4&dch transienter Uberexpression
von RASSF1A ein Arrest in der;&hase des Zellzyklus detektiert, wahrend nach 72 h
Uberexpression ein Arrest in der-8l-Phase festgestellt wurde (Romg al. 2004).
Zellen der humanen, embryonalen Nierenzelllinie T298ie endogenes RASSF1A
exprimieren, arretierten nach zusatzlicher Uberesgion von exogenem RASSFI1A
oder RASSF1C ebenfalls in den-Gl-Phase (Ronget al. 2004). Songet al. zeigten
auch einen @M-Arrest nach Uberexpression von RASSF1A, der ¢hdo diesem Fall
nicht durch RASSF1C hervorgerufen werden konntengSet al. 2004). RASSF1A
inhibiert den Zellzyklus, die mutagenisierten FommeRASSF1AMut65 und
RASSF1AMut257 zeigten jedoch eine signifikant nigelre Inhibierung verglichen zu
RASSF1A (Dallolet al.2004). Die Form RASSF1AMutl131 €5-) zeigte dabei jedoch
keine Veranderungen verglichen mit RASSF1A (\ébsal. 2004). Die Uberexpression
von RASSF1A resultierte weiterhin in einer verlaamg$en Migration und einer
veranderten Morphologie der Zellen (Dalletl al. 2005). Ebenso wurde gezeigt, dass
auch eine Herabregulation der RASSF1A Expressiorr zungewdhnlichen
Zellmorphologie, verminderten Zell-Zell-Adh&asionduzur verstarkten Migration der
Zellen fuhrte (Dallolet al. 2005). Der Inhibitor der Phosphatidyl-Inositol 3nkse
LY294002 konnte den Effekt einer erhdhten Migrasi@migkeit nach Herabregulation
der RASSF1A Expression aufheben wund zusatzlich evurdine erhohte
Phosphorylierung von AKT verzeichnet (Dalled al. 2005). Die Erh6hung des Cyclin
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D1 Levels nach Herabregulation von RASSF1A kanrclduten Inhibitor LY294002
verhindert werden (Dallat al.2005). Die Hemmung der Akkumulation von Cyclin D1
bei Expression von RASSF1A war von Shivakumedr al. bereits beschrieben
(Shivakumaret al. 2002), ebenso, wie die Mdglichkeit den Zellzyklueat in der G
Phase, hervorgerufen durch Reexpression von RASSHAA der humanen
Lungenkrebszelllinie H1299, durch Uberexpression ¥&Y (aus Papillomavirus) oder
Cyclin A zu umgehen (Shivakumaget al. 2002). Die mutagenisierten Formen
RASSF1AMutl33 (A>S) und RASSF1AMutl3l (3F) arretierten den Zellzyklus
ebenso wie RASSF1A (Shivakumetr al. 2002). Ein funktionelle Auswirkung auf den
Zellzyklusarrest nach Mutation des Codons 131 ud@l liegt nicht vor, obwohl eine
Abnahme der Phosphorylierung im Western Blot detektvurde (Shivakumaet al.
2002). RASSF1A scheint somit in den Rb Signaltrakidnweg involviert zu sein.
Rbl, ein Tumorsuppressorgen, das in Retinoblastomiaivnert vorliegt, stellt einen
Regulator des Ubergangs von dey@&-Phase des Zellzyklus zur S-Phase dar und ist
somit entscheidend fir die Regulation der Proltferader Zelle. Liegt Rbl aktiv
(lediglich an zwei Stellen phosphoryliert) vor, Bimdet es die Transkriptionsfaktoren
E2F1, E2F2 und E2F3, wird es jedoch hyperphospigstyko wird es inaktiviert, E2F
wird nicht mehr gebunden und die Transkription Wioteinen, die den Ubergang zur
S-Phase initiieren, wird eingeleitet (Ho and Dow&B02; Sherr 2004; Schulz 2005).
Phosphoryliert wird Rb durch die CDK4/Cyclin D bzdurch die CDK2/Cyclin E.
Gezeigt wurde, dass die Herabregulation von RASS#4# Cyclin D1 Level erhoht
(Shivakumaret al. 2002). Eine Erhdhung des Cyclin D1 Levels konetgutatorische
Effekte auf Rb haben und so mdglicherweise den Romg et al. beschriebenen
Zellzyklusarrest in der Phase verursachen. Die exogene Expression von RBSS
rief eine verminderte Phosphorylierung von JNK yo-IN-terminale Kinasen) und eine
verminderte Expression von Cyclin D1 hervor undhadie JNK Substrate ATF-2 und
c-Jun wurden nicht mehr phosphoryliert (Whaatgal. 2005), woraus die Gruppe die
Regulation des Cyclin D1 Levels durch RASSF1A, dachstumsinhibierenden Effekt
von RASSF1A und den fArrest durch den JNK Signalweg vermittelt siehth@sget
al. 2005).

Eine regulatorische Funktion wurde RASSF1A durclke dindung von CDC20
zugesprochen (Abbildung 2), diese Interaktion imdrib die Aktivitatt des APC
(anaphase promoting comp)e€DC20 Komplexes (Abbildung 2), der dafir
verantwortlich ist, dass zellzyklusabhangige Preewie Cycline ubiquitiniert und
daraus resultierend abgebaut werden (Peters 208%) &nd Lim 2004; Songt al.
2004; Wasch and Engelbert 2005). Satcal. zeigten ebenfalls die Assoziation von
RASSF1A zu den Spindelapparaten wahrend der Mitose den G2-M-Arrest bei
Uberexpression von RASSF1A, der mit einer Akkumatavon Cyclin A und Cyclin B
einhergeht (Songt al. 2004). Durch die Interaktion von CDC20 mit dem Brfinus
von RASSF1A reguliert dieses den APC-CDC20 Komphexgativ und kontrolliert
damit den Ubergang von Prometaphase in die MitBsadet al. 2004). Matheet al.
spricht in diesem Zusammenhang von RASSF1A alsemeHuter der Mitose" (Mathe
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2004) und die regulatorische Funktion von RASSFlitdvals unabhangig von den
ebenfalls negativ regulierenden Proteinen Enaarly mitotic arrest 1 und Mad2
beschrieben (Song and Lim 2004) (Abbildung 2). Diteraktion von RASSF1A mit
CDC20 ist abhangig von dem Protein RABP1 (Sengl.2005).

G2-Prophase —— Prometaphase —— Metaphase —— Anaphase

(o (o) (= (o9
| | |

Emil RASSF1A Mad2

Nach Mathe, 2004 bzw. Song et al.,2004b

Abbildung 2. Schema der Wirkweise von RASSF1A rirZelizyklusregulation durch Inhibierung des
APC-CDC20 Komplexes. Neben Enmgarly mitotic arrestilund Mad2, die die Mitose in dem Ubergang
von der G2-zur Prophase bzw. in der Metaphase i@nen, ist auch RASSF1A als neuer Regulator der
Mitose beschrieben, der durch die Bindung von CD&B@én Arrest in der Prometaphase bewirkt.

Eine weiterer Mechanismus der Zellzyklusregulationch RASSF1A wurde postuliert,
nachdem die Interaktion mit dem Transkriptionsfalgd2G*" gezeigt wurde, die tber
den N-Terminus von RASSF1A geht (Fenteh al. 2004). Die Koexpression von
RASSF1A und p128bewirkte eine Erniedrigung des Anteils an Zellemén S-Phase
und eine Erh6hung der Zellen in de-Bhase (Fentoget al. 2004). Die Gruppe konnte
zeigen, dass die Regulation des Zellzyklus dabei der Expression des Cyclin A2
abhangen kénnte und dass RASSF1A dabei die Bindong126*" am Promoter von
Cyclin A2 reguliert und somit dessen Expression rigd-Choudhuryet al. 2005).
Cyclin A2 ist im Ubergang der Zelle zur S-Phase imden G-M-Ubergang involviert.

1.1.1.5 RASSF1A und Apoptose

Die Rolle von RASSF1 in apoptotischen Prozesservasschieden beschrieben. So
wurde gezeigt, dass die Transfektion von RASSF1C dre embryonale
Fibroblastenzelllinie der Maus NIH 3T3 Zellen Apoge¢ induziert, und dass dieser
auch wachstumsinhibierender Effekt verstarkt wurdenn konstitutiv aktives Ha-
RAS(G2V) koexprimiert wurde (Vost al. 2000). Mit RASSF1A transient transfizierte
H1299 Zellen zeigten keinerlei apoptotische Reak{idhivakumaret al. 2002). Nach
Expression von GFP-RASSF1A in MCF7 und 293T Zejestoch wurde im zeitlichen
Verlauf von 24 h bis 72 h ein Anstieg d2ellkerne in der Sub-§G;-Phase, die
apoptotisch sind, festgestellt (Roagal.2004).

Moglich wére eine Regulation der Apoptose durch BRSA dber den
Interaktionspartner MST, bei dem es sich um eimapoptotische Kinase handelt, oder
Uber die von Apo2L/TRAIL bzw. Interferon induziemtépoptosemechanismen. Beide
Signalmechanismen werden im Folgenden beschrieben.
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1.1.1.5.1 RASSF1A und dessen Interaktionspartner MST

Ein weiterer Interaktionspartner von NORE1 und RASS wurde im Hefe-2-Hybrid
System beschrieben: MSTM#&mmalian STE20 like KinasgKhokhlatchevet al.
2002). Die Bindung des Interaktionspartners erfdlgger den C-Terminus von NORE1
und RASSF1A bzw. den C-Terminus von MST1 (KhokHiatcet al. 2002). Die
Bindung von NORE1 und MST1 wurde vivo bestétigt und auch die Trimerisierung
mit Ha-RAS(G12V) konnte nachgewiesen werden, wdd&T1l und RAS keine
Bindung eingehen (Khokhlatchest al. 2002). Die Uberexpression von MST1 lost
Apoptose aus und die Lokalisation von MST1 an dellethembran verstarkt den
apoptotischen Effekt von MST1 (Khokhlatchetval.2002). MST1 ist ein Homolog der
Hefe Ste20 $terile2Q Kinasen, die eine Verknupfung zwischen G-Protghkoppelten
Pheromonrezeptoren undownstreamMAPK (mitogen activated protein kinages
darstellen (de Souza and Lindsay 2004). Eine Unippe der Ste20 Kinasen sind die
GCKs @erminal center kinasgs zu denen auch MST1 zahlt und die in
Regulationsprozesse des Zytoskeletts oder der Apepinvolviert sein kénnen (de
Souza and Lindsay 2004). Der C-Terminus von MSTth&h zwei funktionelle
Domaénen, die fur die Homo-bzw. Heterodimerisatienantwortlich sind (Creasst al.
1996). In dieser Proteinregion liegen auch zweip@asschnittstellen, die von den
Caspasen 3, 6, 7 und 9 bzw. 6 und 7 geschnittemlenmekbnnen, woraus zwei
Schnittprodukte resultieren, die 36 bzw. 40-41 kipalR und katalytisch aktiv sind
(Creasyet al. 1996; de Souza and Lindsay 2004). MST1 wird dymadepoptotische
Stimuli wie Paclitaxel aktiviert und bei Uberexps@s loste MST1 Apoptose aus
(Graveset al. 1998; Leeet al. 2001; Uraet al. 2001; Uraet al. 2001; de Souza and
Lindsay 2004). Es wurde gezeigt, dass sowohl dédistandige Protein MST1 durch
Aktivierung von Caspasen, als auch die durch Caspageschnittenen Fragmente
Apoptose induzieren (Urat al. 2001). MST1 ist im nicht aktivierten Zustand im
Zytoplasma lokalisiert. Nach Restriktion durch Gasgm, wobei die Sequenzen, die fur
eine Kernlokalisation verantwortlich sind, freiggiewerden, wird es in den Kern
transloziert, wo es die Chromatinkondensation dufieh Phosphorylierung von H2B
und apoptotische Prozesse durch Assoziation mit Betein DAP4 death associated
protein 4 einleitet (Leeet al. 2001; Uraet al. 2001; Linet al. 2002; Cheunget al.
2003). Glantschniget al. zeigten, dass flur die Aktivierung von MST1 nichir rdie
Restriktion durch Caspasen verantwortlich ist, sonddie Phosphorylierung an den
Positionen Thrl83 und Thrl87 und an den Positidried77 und Thr387, und dass die
Phosphorylierung durch intermolekulare Autophosplenung durch Dimerisierung
verstarkt wird (Glantschnigt al. 2002). MST1 aktiviert p38MAPK und JNK-Jun N-
terminal kinasg und diese die MAPK Kinasen 6 und 7, nicht abee &RK
(extracellular-signal-regulated kinas@&nd damit nicht die MAPK Kinase 1 (Creasly
al. 1996; Graveset al. 1998). Die Rolle von JNK in der von MST1 gesteeert
Apoptose wurde auch von weiteren Arbeitsgruppenutiest (Watabeet al. 1999; Ura
et al. 2001; Glantschnigt al. 2002). Die Phosphorylierungstelle an Position 88rl
wurde ebenfalls von (Praskovaet al. 2004) beschrieben, die auch eine
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Autophosphorylierung von MST1 feststellten. Die Kpeession von NORE1A, der
Isoform NORE1B, RASSF1A und RASSF1C fuhrte zu eiriReduktion der
Phosphorylierung an Position Thrl83 von MST1, diercd Koexpression von
konstitutiv aktivem Ha-RAS(G12V) oder Ki-RAS(G12Wicht aufgehoben wurde
(Praskovaet al. 2004). Die Aktivierung von MST1 erfolgte nur natiduktion mit
apoptotischen Stimuli, nach Mutation an Positionr1B3 war die MST1 Aktivitat
abgeschwacht und das 36 kDa grofRe Schnittprodutt G@aspase Restriktion zeigte
hohere Aktivitat verglichen zu MST1 (Praskogtal. 2004). Die Gruppe postulierte,
dass NORE1 und RASSF1 MST1 durch Bindung von MSWliriaktiven Zustand
halten, da eine Autophosphorylierung dann nichaliatert werden kann (Praskoeha
al. 2004). Ein Fehlen von NORE1 bzw. RASSF1 wirde samr Freisetzung und
Autoaktivierung von MST1 fuhren und damit zur Eindleg apoptotischer Prozesse.
Die Interaktionsdomane von RASSF1A und MST wumdesilico von (Scheel and
Hofmann 2003) postuliert und als SARAH (Sav/RAS$Hi) Doméne bezeichnet.
Sowohl RASSF1A und RASSF1C als auch WW45, MST1 M®IT2 tragen eine
SARAH Doméne im jeweiligen C-Terminus (Abbildung. 3pav steht fur das
Drosophila Protein Salvador, dass homolog zum hemaxW45 45 kDa WW domain
protein) ist und Hpo steht flir das Drosophila Protein Hipplass homolog zum
humanen MST ist. Der Signalweg, in den beide Pmnetend auch RASSF1A involviert
sind, scheint konserviert in der Natur vorzukommesmnngleich das Homolog zu
RASSF1 in Drosophila LD40758p zwar ebenfalls eirfe dd ein SARAH Doméne
aufweist, der N-Terminus jedoch Homologie zur LINMane hat und weniger zur C1
Doméane von RASSF1A (Agathanggeletial. 2005), wobei es sich jedoch bei beiden
um Zinkfingermotive handelt. Bei Sav handelt e$ sim einscaffoldProtein, dass mit
den Kinasen Hpo und Wts (Warts) interagiert (Tapbml. 2002; Harveyet al. 2003;
Wu et al. 2003). Wts ist homolog zu dem humanen Protein LABge tumor
suppressor Hpo kann Wts phosphorylieren, was zum Zellzy&tusst fuhrt und zur
Apoptose durch Herabregulation von CyclinE und RigpProsophila inhibitor of
apoptosi$ (Harvey et al. 2003; Hay and Guo 2003; Wet al. 2003). Diese
Phosphorylierung wurde in Anwesenheit von Sav, dd®enfalls durch Hpo
phosphoryliert werden kann, verstarkt (Pantalatcal. 2003; Wuet al. 2003). Eine
Interaktion von MST2 mit WW45 wurde gezeigt, ebemse die Fahigkeit von MST1
und MST2, LATS1 und LATS2 zu phosphorylieren unchdau aktivieren (Chaet al.
2005) (Abbildung 3). Es konnte jedoch keine Bindwaomn MST2 oder WW45 mit
LATS1 gezeigt werden (Chaat al. 2005), obwohl die Interaktion der homologen
Proteine Sav und Wts im Drosophila Signalweg biggtatvorden war. Ein
Interaktionspartner von LATS2 ist Ajuba, dessen L{&hc-binding domain present in
LIN-11, Isl1, MEC-3) Domane fur die Interaktion mit LATS2 verantwattiist (Abeet
al. 2006). Beide Proteine sind wahrend der Mitose ienttbsom lokalisiert, dabei
phosphoryliert LATS2 Ajuba und es wurde gezeigtssdd ATS2 und Ajuba die
Organisation der Spindelmikrotubuli regulieren unedlTubulin zum Centrosom
rekrutieren (Abeet al.2006).
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Partner Ajuba und Zyxin

G1 Checkpoint

Mitoseregulation

Abbildung 3. Schema des Signalweges, in den RASSFIA WW45 und LATS involviert sind. Die
Interaktionen zwischen RASSF1A und RAS, RASSF1A M8id, MST und WW45 sowie die
Phosphorylierung von LATS durch MST sind in deeraitur beschrieben (Siehe 1.1.1.2 und 1.1.1.5.1).
Die Interaktion von RASSF1A mit LATS ist hypothktisFolgende Interaktionsdoménen sind
gekennzeichnet: Die RAS-Assoziationsdoméane desilsd®ASSF1A, die SARAH-Doméane der Proteine
RASSF1A, WW45 und MST, die C1 Domaéane (LIM &hniiolm) RASSF1A und die LIM-bindende
Domaéne von LATS.

Fur LATS1 wurde ebenfalls ein Interaktionspartnggyxin, gefunden wobei die
Interaktion von 2 LIM Domé&nen im Protein Zyxin abigéy ist (Hirotaet al. 2000).
LATS1 ist wahrend der Interphase an Centrosome wakrend der Metaphase und
Anaphase in den Spindeln lokalisiert (Hiraga al. 2000). Zyxin ist in mitotischen
Zellen mit LATS1 kolokalisiert und wird wahrend dewitose durch Cdc2
phosphoryliert, was fir eine Bindung von LATS1 edsdl ist (Hirotaet al. 2000). Es
wurde gezeigt, dass LATS1 auch durch Cdc2 phospbadrywird und die
phosphorylierte Form die Lokalisation an Centrosamd Spindeln zeigt (Morisalat
al. 2002). Zudem wurde publiziert, dass LATS an deguRaion des GCheckpoints
beteiligt ist und fur die normale Progression detost von Bedeutung ist (Abbildung
3), fehlt LATS, so kommt es zur Polyploidie und derCheckpoint ist aufgehoben
(lida et al.2004).
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1.1.1.5.2 Rolle von RASSF1A in den von Apo2L/TRAIL bzw. von Interferon
induzierten Apoptosemechanismen

Reuet al. beschrieben einen starken Einfluss der Expres&arRASSF1A auf die von
Interferon induzierte Apoptose, dabei wurde zuntictestgestellt, dass in der
Nierenadenokarzinomzelllinie ACHN, in deenal cell carcinomazelllinie SK-RC-
45RCC und in der Melanomzelllinie A375, die mit Held oder IFNB behandelt
wurden, nur dann Apoptose induziert wurde, wennatalish mit dem DNA-
Methyltransferasehemmer 5-Aza-2'-Deoxycytidine auérsiRNA gegen die DNMT1
AS (DNA methyltransferase) lbehandelt wurde, die zur Demethylierung von CpGs
fuhren und damit inaktivierte Promotoren reaktigie(Reuet al. 2006). Die Induktion
der Apoptose ging dabei mit einer ReexpressionRASSF1A durch Demethylierung
des RASSF1A Promoters einher (Reual. 2006). In der RASSF1A exprimierenden
Melanomzelliniene WM9 wurde Apoptose allein durclugdbe von Interferon
induziert, wobei zusatzlich eine Aktivierung durclaspaseschnitt bei dem
Interaktionspartner von RASSF1A MST1 festgestellirde (Reuet al. 2006). Nach
Herabregulation des RASSF1A Proteinlevels mittel&RNMA wurde der
apoptoseinduzierende Effekt von IFN reduziert (Reu al. 2006). Es wurde
weiterfuhrend festgestellt, dass diese Induktion Apoptose in Abhangigkeit der
Interferone und RASSF1A Expression teilweise Ubene e Aktivierung des
Apo2L/TRAIL (Apo2 ligand or tumor necrosis factor-related apaiseinducing
ligand) Weges fihrt (Retet al. 2006). Apo2L/TRAIL stellt ein Mitglied der Tumor
Nekrose Faktor Superfamilie dar und bindet an diedptoren TRAIL-R1-R5 (LeBlanc
and Ashkenazi 2003; Bouralexe al. 2005). Dabei handelt es sich bei den Formen
TRAIL-R1 und R2 umdeath receptors(DR4/5, Abbildung 4), die die Apoptose
induzieren, wahrend die Formen TRAIL-R3-R5 antagtisth agieren und aldecoy
(Falle) receptors bezeichnet werden (Bouralexist al. 2005). Die Bindung von
Apo2L/TRAIL an die Rezeptoren TRAIL-R1 und R2 bektidie Interaktion des FADD
Molektls mit dem intrazellularen Teil des TRAIL Rgrors, was wiederum die Pro-
Caspase 8 rekrutiert und diese durch autoprotschgi Aktivierung spaltet (Bouralexis
et al. 2005) (Abbildung 4). Daraus entsteht d@eath Inducing Signalling Complex
(DISC), der zur Aktivierung der Caspasen 8, 10 8rfdhrt. Uber das Protein Bid, dass
durch die Caspase 8 aktiviert wird, kann Bax eirtghttd der Bcl-2 Familie zum
Mitochondrium transloziert werden, wo es das Tragsioranpotential reduziert und
die Ausschittung von Cytochrom C initiiert (Boursageet al. 2005) (Abbildung 4). Es
wurde auch bereits gezeigt, dass IFMellen gegen Apo2L/TRAIL zu sensibilisieren
vermag (Almasan and Ashkenazi 2003). Nach Stinardatinit TNFo in MCF7 Zellen,
die RASSF1A exprimierten, konnte gezeigt werdessdapoptose induziert wird, was
nicht der Fall war, wenn RASSF1A nicht exprimiedrde. In der Osteosarkomzelllinie
U20S zeigte sich nach Herabregulation der RASSFiprdssion durch shRNA, dass
die Induktion der Apoptose durch TNFvermindert war, dass heif3t die Aktivierung
der PARP, die Ausschuttung von Cytochrom C undAditvierung der Caspasen war
reduziert (Baksket al.2005).
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Abbildung 4. Schema des Wirkmechanismus von RASEBFBp02L/TRAIL Signalweg und Uber die
TNF-Rezeptoren (TNF-R). Die Aktivierung von RASS&A@ dessen Bindungspartner MAP1/MOAP1
kann durch die Rezeptoren DR4/5, aktiviert durch A20O2L/TRAIL und TNF-R, aktiviert durch TNF

erfolgen. Daraus resultiert die Aktivierung von Badas im Mitochondrium die Ausschittung von
Cytochrom C vermittelt und damit die Apoptose imgltizAlternativ wird Bax durch die Aktivierung der

Caspasen 8 und 10 aktiviert.

Es wurde gezeigt, dass der Signalweg durch Bindumg RASSF1A an das Protein
MAP1 (modulator of apoptosis,lentspricht MOAP1, publiziert von Vost al)
reguliert wird, was wiederum an das Protein Baxdbirund dessen konformationelle
Veranderung und Aktivierung ermdglicht (Bakst al. 2005; Vos et al. 2006)
(Abbildung 4). Die Bindung von RASSF1A mit MAP1 eldt Gber den C-Terminus
von RASSF1A und die Sequenz 312EEEE in RASSF1A&bsnfalls essentiell fur die
Bindung (Bakshet al. 2005). Beide RASSF1A und MAP1/MOAP1 binden an die
Rezeptoren TNF-R1 und TRAIL-R1, RASSF1C kann jedogicht an diese
Rezeptormolekiile binden (Bakshal.2005) (Abbildung 4).

Die mutierte Form RASSF1AMut65 (€R) bindet nicht an MAP1/MOAP1 und damit
kann Bax nicht aktiviert werden (Vast al. 2006). Die Gruppe zeigte ebenfalls, dass
aktiviertes K-RAS die Bindung von RASSF1A mit MARIDAP1 fordert und dass
eine Kotransfektion von MAP1/MOAP1, RASSF1A undiakitem K-RAS Apoptose
induziert (Voset al.2006). Es wurde damit eine Verbindung zwischenASRind Bax
Uber RASSF1A und MAP1/MOAP1 postuliert (Vesal.2006).

1.1.1.6 Weitere funktionelle Zusammenhange

Armesilla et al. publizierten die Interaktion von RASSF1A und RAS3SFmit
PMCA4b (plasma membrane calmodulin-dependent calcium ATR&psaind deren
Kolokalisation an der Plasmamembran und am ZyteskéArmesillaet al. 2004). Die
Interaktion von PMCA4b und RASSF1 konnte teilwetie EGF épitermal growth
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factor) abhangige Aktivierung des Erk Signalweges vermindArmesillaet al. 2004)
(Abbildung 5).

Der connector enhancer of K§RENK1) bindet sowohl RASSF1A und RASSF1C als
auch MST1 uber die SARAH Domane und es wurde geza#gs die Interaktion von
RASSF1A, MST1 mit CNK1 die apoptoseinduzierende Ry von CNK1 fordert
(Rabizadelet al.2004)

1.1.1.7 Zusammenfassung der Funktion von RASSF1A

Die Signaltransduktionswege und Interaktionspartoer RASSF1A sind in Abbildung
5 zusammengefasst.

APO/TRAIL RAS PMCA4b lonenkanal
TNF /
.| NORE1
\ RASSF Familie

RASSF1A

p120E4F mgiél MST \C/NKl C190RF5||MAP1B| | CDC20

| | |
BAX LATS APC-CDC20

Zellzyklusarrest Apoptose Apoptose Zellzyklusregulation Mikrotubulinstabilisierung —Zellzyklusarrest
Spindelmikrotub uli-
organisation
Mitose
Apoptose

Abbildung 5. Uberblick tiber die in der Literatur dmhriebenen Interaktionspartner von RASSF1A und
die Signalwege, in die RASSF1A involviert ist (Si€apitel 1.1.1.7.).

Reguliert werden apoptotische Prozesse Uber RASSktéh die Interaktionspartner
MAP1/MOAP1 (Bakshet al.2005; Voset al.2006), der die Apoptose Uber Bax (Baksh
et al. 2005) induziert und durch MST (Khokhlatchetal. 2002; Praskovat al.2004),
bei dem es sich um eine Kinase handelt, die LAT&phoryliert (Charet al. 2005).
LATS ist an Prozessen der Spindelmikrotubuliorgsetson und Regulation der Mitose
beteiligt (Hirotaet al. 2000; Abeet al. 2006). MST ist jedoch eine proapototische
Kinase (de Souza and Lindsay 2004). Die Interakigotmer C190RF5/RABP1 und
MAP1B wirken mikrotubulinstabilisierend und ermdgen die Kolokalisation von
RASSF1A mit Tubulin (Dallolet al. 2004; Songet al. 2005). Die Aktivierung von
CDC20 resultiert in der Bindung von APC und ebdsfah einem Zellzyklusarrest
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(Song et al. 2004). Bei dem Interaktionspartner p120E4F handglisich um einen
Transkriptionsfaktor, der den Zellzyklus inhibier&ann (Fentonet al. 2004). Die
Aktivierung von RASSF1A kann zum einen direkt duRAS (Voset al. 2000) und
zum anderen indirekt Uber die Aktivierung von NORHrtiz-Vega et al. 2002)
erfolgen. Beschrieben ist auch die Aktivierung VRASSF1A in Abhangigkeit von
Interferon Uber den APO/TRAIL Signalweg bzw. denFSignalweg (Bakslet al.
2005; Reuet al. 2006). Armesillzet al. zeigten, dass RASSF1A auch durch PMCA4b,
einer plasma membrane calmodulin-dependent calcium ATPakgviert werden
konnte (Armesillaet al.2004).

1.2 Weichteilsarkom

Weichteilsarkome sind seltene Malignome der Weinlaie (Fettgewebe,
Muskelgewebe, Bindegewebe, Blutgefalle und Nervengimer Haufigkeit von zwei
Erkrankungen pro 100.000 Einwohner im Jahr, daga zeB. 1.500 Neuerkrankungen
in GrolRbritannien jahrlich (Lehnert 2003; Claek al. 2005). 50% der Betroffenen
sterben an dieser Krankheit (Clagk al. 2005). Weichteilsarkome treten in der Regel
sporadisch auf, genetische Pradispositionen lidggm Li-Fraumeni Syndrom, beim
hereditaren Retinoblastom, beim Gardner und WeBgadrom vor (Lehnert 2003). Die
Tumore werden den Ausgangsgeweben zugeordnet. Yegarkome und
Rhabdomyosarkome sind muskularen Ursprungs, Ligosa& sind lipomatdsen
Ursprungs, Fibrosarkome sind fibrosen Ursprungsligma fibrése Histiozytome
(MFH) sind fibrohistiozytdren  Ursprungs. Als Risfl@atoren fur die
Weichteilsarkomentstehung gelten ionisierende $&tray chemische Substanzen wie
Asbest, Vinylchlorid und 2,3,7,8,-Tetrachlorodibefdioxin. Virusinfektionen fihren
zu der Entstehung von Karposi-Sarkomen und Leiosmkosnen und fur die
Entstehung von Lymphangiosarkomen konnen z.B. Lystguungen der Arme
verantwortlich sein (Lehnert 2003; Brennan 2005 rkCet al. 2005). Da die Erkrankten
sich oft zu spéat beim Arzt vorstellen, liegt die tslgasierungsrate bei 25%, wobeli
haufig die Lunge Dbetroffen ist (Lehnert 2003). Did’rognose fir
Weichteilsarkompatienten hangt entscheidend varading des Primartumors ab: bei
gut differenzierten Tumoren tritt finf Jahre natly@schlossener Behandlung bei 75%
der Patienten keine erneute Krebserkrankung aufmié®ig differenzierten Tumoren
bei 50% der Patienten und bei schlecht differetemeifumoren sind es nur 10-20%
(Clark et al.2005).

1.3 Bronchialkarzinom

Das Bronchialkarzinom ist mit 45000 Neuerkrankungemeutschland die haufigste
Tumorerkrankung und 80% der Falle sind auf Rauchetickzufihren (Pietsch 2006).
Bronchialkarzinome werden in kleinzellige Karzinomend nicht kleinzellige

Karzinome unterteilt. Zu den nicht kleinzelligen r&@momen werden dabei die
Adenokarzinome, die Plattenepithelkarzinome undgi@izelligen Karzinome, sowie
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Mischformen gezahlt (Pietsch 2006). Der Verlust kiezen Armes des Chromosoms 3
ist eine der ersten und haufigsten Veranderungee, il der Entstehung von
Lungenkrebs eine Rolle spielen und mehr als 90% dédeinzelligen
Bronchialkarzinome und 50-80% der nicht kleinzelfigBronchialkarzinome weisen
diesen Verlust der Heterozygotie auf (Whang-Pehgl. 1982; Koket al. 1997). Der
TumorsuppressdRASSF1Aiegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 (Damnetnn
al. 2000). Die epigenetische Inaktivierung des zweféals in Zellen, in denen durch
Deletion das erste Allel bereits inaktiviert vogie kann zur vollstdndigen Reduktion
der Expression und damit zur Tumorentstehung futden Hypothese, dass durch zwei
Ereignisse unabhéngig voneinander beide Allele seinBumorsuppressorgens
ausgeschaltet werden, wird &0 hit hypothesibeschrieben (Knudson 1971).

1.4  Epigenetische Inaktivierung

1.4.1 Epigenetische Inaktivierung als Ursache der Krebsestehung

1.4.1.1 Allgemeine Aspekte

Neben der Veranderung durch Mutation oder Deletimm Genen wird zunehmend die
Bedeutung der epigenetischen Inaktivierung von @Gengei Prozessen der
Krebsentstehung klar. Epigenetisch inaktiviert watam einen durch Methylierung der
Promoterregion eines Genes, zum anderen ist diedbdi@rung und Demethylierung
bzw. Methylierung bestimmter Histone in den Nuklmogn von Bedeutung (Fraga and
Esteller 2005). Die DNA Methylierung von Promotoremon Genen z.B.
Tumorsuppressorgenen, die in normalen Zellen urnyheth vorliegen, fuhrt zur
verminderten Genexpression und kann die Tumordniste bedingen (Jones and
Baylin 2002). Aber auch die Hypomethylierung von orRoterregionen von
transposablen Elementen wie LINE, die meist hypénghiert vorliegen, kann aufgrund
von hoherer Aktivitat dieser Retrotransposons zrebikentstehung filhren (Neuhausen
et al. 2006). Die Methylierung erfolgt dabei an CytosinenCpG Kontext. Als CpG
Insel wird ein DNA Abschnitt bezeichnet, der zaldhe CpGs beinhaltet und CG-reich
ist (Bird 1986). Liegen CpG Inseln in Promoterregin, so kann es zur Inaktivierung
durch Methylierung der Cytosine kommen (Bird 198B)anskriptionell aktive Gene
sind also zum einen durch unmethylierte CpGs in Rl@moterregion ausgezeichnet
und zum anderen aber auch durch die AcetylierumgHitone H3 und H4 und die
Methylierung des Histones H3 am K4, wahrend trapshknell inaktive Gene
methylierte Cytosine im CpG Kontext, deacetylieHestone H3 und H4 und eine
Methylierung des Histons H3 an Position K9 trag&chlulz 2005). Die Regulation
dieser Acetylierungs-bzw. Methylierungsreaktiongtrkbmplex und wird von Enzymen
wie Methyltransferasen, Methylasen, Histonacetgiifarasen und Histondeacetylasen
vermittelt (Ballestar and Esteller 2002; Schulz 200Epigenetische Prozesse sind
wichtige, natdrliche Regulationsmechanismen, dielaAle des genomischen
Imprintings der X Chromosomeninaktivierung und der Genreguiatvermitteln
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(Schulz  2005). Die Stillegung durch epigenetischinaktivierung von
Tumorsuppressorgenen kann jedoch zur schweren demémg von Zellen fihren und
damit zur Erkrankung an Krebs. Da die Inaktivierwgiges Tumorsuppressorgens auf
einem Allel jedoch nicht zur Alteration fuhrt, isieses Ereignis mit Mutation oder
Deletion des zweiten Allels in der Krebsentstehgegoppelt, beschrieben dlso hit
hypothesis(Knudson 1971). Dabei wurde gezeigt, dass epigatet Inaktivierung
einen relativ frihen Prozess in der Tumorigenessteld. Je nach betroffenem Gen
kénnen genetische Veranderungen und Mutationeruglaesultieren, so z.B. wenn ein
DNA Reparaturgen epigenetisch inaktiviert ist (Bayhnd Ohm 2006). Andererseits
kann ebenso eine Mutation in einem Gen, das imddestimmten Signalweg involviert
ist, oder auch in die Regulation der Methylierurrggpsse, grundlegende
Veranderungen und vermehrte epigenetische Inaktivgein der Zelle bewirken, die
dann zur Tumorausbildung fuhren.

1.4.1.2 Tumorrelevante Kandidatengene

Ein haufig epigenetisch inaktiviertes Gen @GDKN2A dessen Genprodukt pi6*
einen Inhibitor der CDK4dyclin dependent kinas#) darstellt. Damit ist p18“* in
der Lage, die Proliferation von Zellen im Ubergawon der G zur S-Phase zu
inhibieren, den die CDK4 vermittelt (Schulz 200B)ie Inaktivierung von p18<*
bewirkt somit eine unkontrollierte Proliferationrdéellen.

MSH2 (mutS homologue)2und MLH1 (mutL homologue )1spielen in der DNA
mismatch Reparatur eine entscheidende Rolle. Fur die Ewkampnvon einzelnen
Basenaustauschen sind die Proteine MSH2 und M&H6S homologue)@ind fir die
Erkennung von Insertions/Deletionsloops die Pra@teMSH2 und MSH3 rGutS
homologue Bverantwortlich. In beiden Fallen werden MLH1 uRS2 postmeiotic
segregation increased) 2ekrutiert, die Fehlerstelle wird repariert. Demplate DNA
Strang wird wahrscheinlich dadurch erkannt, dasseti zun&chst methyliert vorliegt,
so dass der fehlerhafte Tochterstrang repariertd fiBchulz 2005). Werden die
Promotoren der GenkISH2 oder MLH1 epigenetisch inaktiviert, so resultiert dies in
einer verminderten Expression und Defekten in d¢ADnismatchReparatur.

ERa (estrogen receptown) ist ein ligandenabh&ngiger Transkriptionsfaktber durch
Bindung von Ostrogenen aktiviert und in den Keamsioziert wird. ER bindet lber
Zinkfingermotivdomé&nen als Dimer an bestimmte DNAs&hnitte, dieestrogen-
responsive elementgwei activation functionDoménen in ER sind Transaktivatoren,
wobei an AF2 der Ligand bindet, wovon auch die %ikiit von AF2 abhangt. Es folgt
die Bindung von Koaktivatoren und die Initiationrd&ranskription. Ein weiterer
Wirkmechanismus von ER besteht in der Bindung und Modulation weiterer
Transkriptionsfaktoren. ER vermittelt und steuert hauptsachlich die Prolifiera in
reproduktiven weiblichen Geweben, wobei ERuch in anderen Geweben exprimiert
wird und hier wahrscheinlich eine andere Funktionliggt. Mit Tamoxifen kann die
proliferative Wirkung von Ostrogen in z.B. Brusttaren inhibiert und damit das
Tumorwachstum verhindert werden (Schulz 2005). Bpggenetische Inaktivierung
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spielt hier insofern eine Rolle, als dass aus dané&thylierung der Promotoren des ER
Gens eine verstarkte Expression resultieren kaergudeiner starkeren Stimulation der
Proliferation und damit der Krebsentstehung flHamn.

1.4.2 Epigenetische Inaktivierung des Promoters vVOiRASSF 1A

RASSF1Aist ein epigenetisch inaktiviertes Tumorsuppregsor Wird der Promoter
von RASSF1Ahypermethyliert, so fuhrt dies zum Expressionswrlivird ein Allel
epigenetisch inaktiviert und das andere zum Bédishiech Deletion stillgelegt, kommt
es zum vollstandigen Funktionsverlust und die Vdelang der betroffenen Zelle zur
Krebszelle erfolgt. Der Promoter des GenBASSF1Awurde in zahlreichen
Krebsentitaten analysiert und hohe Methylierunggfemzen wurden haufig detektiert
(Dammannet al. 2005). Der Promoter des TranskripASSF1Cthingegen liegt nicht
epigenetisch inaktiviert vor (Dammarat al. 2000). Die Methylierung deRASSF1A
Promoters in Lungenkrebstumoren ist Gegenstand arahr Publikationen,
Methylierungshaufigkeiten von 21% bis 71% wurdehealdeschrieben (Toyoolet al.
2001; Honorioet al. 2003; Dammanret al. 2005). So lag die Methylierungsfrequenz
des Promoters VORASSF1Aur nicht kleinzellige Lungenkarzinome bei 38%,hnénd
im kleinzelligen Lungenkarzinom eine Hypermethylieg in 79% der Falle auftrat
(Dammann et al. 2000; Dammann et al. 2001). In nicht kleinzelligen
Lungenkarzinomen konnte eine Korrelation zwischieereschlechten Prognose fir die
betroffenen Patienten und der HypermethylierungRIBSSF1APromoters festgestellt
werden (Burbeeet al. 2001; Kimet al. 2003). In Blasenkrebs lagen 35% bis 60% der
untersuchten Primartumore epigenetisch inaktivigdr und die epigenetische
Inaktivierung VONRASSF1Avar mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium umere
schlechten Prognose fiur die Patienten assoziiegdtal.2001; Maruyamat al.2001;
Chan et al. 2003; Dulaimi et al. 2004). Eine negative Korrelation zwischen
Tumorstadium und Hypermethylierung des Promoters RASSF1Avurde auch bei
Speiserdhrenkrebs detektiert, wobei 52% der Turhgpermethyliert vorlagen (Kuroki
et al. 2003). RASSF1Awird hé&ufig in Brustkrebs epigenetisch inaktivieund
Frequenzen von 23% bzw. 84% wurden bei der Unthtsug von Tumoren ermittelt
(Fackler et al. 2003; Muller et al. 2003). In kolorektalen Tumoren konnte eine
Assoziation zwischefiRASSF1APromotermethylierung un-RAS Mutation gezeigt
werden (van Engelanet al. 2002). Dabei lagen in Proben, die eine Hypermathyhg
desRASSF1APromoters aufwiesen, signifikant weniger haufig Miginen inK-RAS
vor (van Engelandet al. 2002). Dammanret al. zeigten ebenfalls eine inverse
Korrelation zwischen Inaktivierung vOrRASSF1Aund dem Vorkommen von
Mutationen inK-RAS im Pankreaskarzinom (Dammarat al. 2003). Im Melanom
wurde die Inaktivierung VORASSF1Anit einer zusatzlichen Mutation in den Geifigen
RAF und N-Raskorreliert; ein synergistischer Effekt wurde posrtl (Reifenbergeet

al. 2004). In Schilddrisenkrebs hingegen wurde einerge Korrelation zwischen
Inaktivierung vonRASSF1Aund Mutation inB-RAF detektiert (Xinget al. 2004). Die
genannten Methylierungshaufigkeiten stellen Belspir. RASSF1Ast in sehr vielen
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Tumoren inaktiviert und haufig besteht eine Kortiela zwischen dieser
Hypermethylierung und einer schlechteren Progndse Ratienten sowie einem
fortgeschrittenen Tumorstadium (Dammaret al. 2005). Die Detektion der
epigenetischen Inaktivierung VvORASSF1A gelingt immer haufiger auch aus
Kdrperflissigkeiten, wie Plasma, Urin, Brustwarzgieat oder Sputum (Chaet al.
2003; Honorioet al. 2003; Muller et al. 2003; Krassensteiret al. 2004). Diese
Analysemethoden kdénnen von Bedeutung fur eine sehDegnose und damit fur die
Behandlung der Patienten sein.

15 Ziele der Arbeit

Die Reexpression von RASSF1A in der TumorzellliA®@49 bewirkt eine Abnahme
der Proliferation der Zellen (Dammart al. 2000), induziert Apoptose und liegt in
Zellen kolokalisiert zu Tubulin vor (Agathanggelet al. 2005). Im Rahmen dieser
Arbeit sollte diese Proliferationshemmung und dipoptoseinduktion durch den
Tumorsuppressors RASSF1A naher untersucht werderchDgezielte Mutagenesen
sollten Mutationen und Deletionen eingebracht werdend die funktionellen

Veranderungen nach stabiler und transienter Trhiisfe in humaner Zellkultur

analysiert werden. Die Auswahl der zu mutagenisgea Codons sollte aus
funktionellen Gesichtspunkten erfolgen, aber auakahnte Polymorphismen in
RASSF1A sollten berlcksichtigt werden. Es war vonteresse, funktionelle
Veranderungen, hervorgerufen durch Mutationen @edetionen ausfindig zu machen,
um Ruckschlisse auf funktionelle Einheiten von RARSS die in Proliferation und
Apoptosemechanismen  entscheidend  regulieren,  zu ntifideeren. Das

Migrationsverhalten von  Krebszellen ist von groReBedeutung bei

Metastasierungsprozessen. Die Auswirkungen der fression von RASSF1A und
veranderter Formen auf das Migrationsverhalten »&49 Zellen sollte analysiert
werden. Die Veranderung der Lokalisation von RASSRach Mutation und Deletion
sollte zusatzlich untersucht werden. Die Doméne RASSF1A, die fir die Interaktion
mit MST verantwortlich ist, sollte identifiziert waen, sowie Auswirkungen der
Deletion eben dieser Doméane in RASSF1A auf Zelleabei waren Proliferation,
Apoptoseinduktion, die Lokalisation und Migratiogisigkeit auch hier von Interesse.

Weiterhin war es Ziel, die epigenetische Inaktiviegy  durch
Promoterhypermethylierung von verschiedenen turewamten Genen in primaren
Weichteilsarkomen zu untersuchen, um deren RolldemWeichteilsarkomentstehung
genauer zu charakterisieren. Eingebunden wurderiddib Genep16™** MSH2
MLH1, ERx undRASSF1AUmM genauere Einblicke in den Mechanismus des FRA8S
Signalweges zu erlangen und den Einfluss epigahetisInaktivierung der Gene
MST1, MST2, WW45, LATS1 und LATS2 auf die Tumordertsung zu erhalten, sollte
der Methylierungsstatus dieser Gene in Weichtditsaen und Lungenkarzinomen
bestimmt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
5-Aza-2'-Deoxycytidine
Acrylamid

(Bacto)Agar

Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumacetat
Amphothericin

Ampicillin

Amylose Resin

Bactopepton
Bactotrypton
Bactoyeastextract w/o aa
BCIP/NBT

Betain

Borsaure

Bovine Serum Albumin
Bradford Reagenz

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Cap Analog (G(5")ppp(5')G)
Chloroform
Citronensaure-1-hydrat
Coomassie Brilliant Blau

Complete Proteinaseinhibitormix

Sigma
Merck
BD
Cambrex
Merck
Merck
Gibco
Sigma
NEB

BD
BD
BD

Sigma
Sigma

Roth

NEB

BioRad
Sigma

Merck

Ambion

Merck
Merck
Roth

Roche
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Deoxycholic acid (Sodium Salt)
DEPC-Wasser

D-Glucose

Sigma
Roth
Merck

4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI Sigma

Dimethysulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
dNTPs

Eisessig
Ethanol
Ethanolamin
Ethidiumbromid

Ethylenediamin Tetraacetic Acid (EDTA)

Fetal Calf Serum (FCS)
Formaldehyd

Formamid

Geneticin (G418)
Giemsa-Losung
Glutathion (red.)
Glutathione Sepharos¥ 4B
Glycerol

Glycogen

Hoechst 33342

Hydrochinon
lodonitrotetrazoliumchlorid (INT)
Isopropanol

Isopropylthiof-D-Galactosid (IPTG)

Sigma
Roth

Invitek

Merck
Merck/Roth
Sigma
Merck

Roth

PAA-Laboratories
Roth

Serva

PAA-Laboratories
Fluka
Sigma
Amersham Biosciences
Sigma

Roche

Cambrex
Merck
Fluka
Roth
Sigma
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Kaliumchlorid
Kaliumhydrogensulfat

Kanamycin

Lipofectamin 2000
L-Methionin, ¢°S)
L-Tyrosin

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid
B-Mercaptoethanol
Methanol

Mowiol 4-88 Reagent

N,N,N",N -Tetramethylendiamin (TEMED)
N'-N"- Bis-Methylenacrylamid

Natriumacetat
Natriumazid
Natriumborhydrid
Natruimbicarbonatpuffer
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natruimhydroxid

Nonidet P40 (NP 40)

Penicillin/Streptomycin
Phenol

Merck
Merck
Sigma

Invitrogen
ICN

Serva

AppliChem
Merck
Sigma
Roth
Merck

Roth
Roth
Merck

Merck
Roth

Biochrom AG

Merck
Merck
Merck
Merck
Roth
Merck
Fluka

Gibco
Merck
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyethylenglycol 4000
Propidiumiodid

S-Adenosylmethionin (SAM)
Salzséaure
Silbernitrat

SYBR Green |

Tris HCI

Triton X-100
Trizol
Tryptonpepton

Tween 20

Vitrogen

X-Gal (S-Bromo-4-Chloro-3-Indolyg-D-Galactosid)

Xylencyanol

Yeastextract

Zinksulfat-Heptahydrat

2.1.2 Gerate
Absaugpumpe

Autoklav

Bilddokumentationssystem/Transilluminator

Durchflusszytometer Calibur

Elektrophoresekammern

Sigma
Serva

Sigma

NEB

Merck

Merck

Bio Whittaker

Roth
Roth

Gibco
Difco
Roth

Cohesion Technologies

Sigma
Merck

BD

Roth

HLC
Schitt
Herolab
BD
BioRad
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Heizblock Eppendorf
Inkubatoren Haereus
Magnetriihrer MR3001 Heidolph
Mikroliterpipetten Gilson
Mikroskope

Axioplan10 Zeiss

Axioplan2 Zeiss

Leica DM IRB Visitron Systems

NIKON ECLIPSE TS 100 NIKON

Wilovert S Hund
Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis System peglab
Mini Trans-Blot Cell BioRad
pH-Meter, Typ CG810 Schott

Phosphoscreen
Phospho-und Fluoroimager
Rotor-Gene 2000

Schittelinkubator Inova (4000)
Edison

Spannungsgerate
Sterilbank Nuaire
Thermocycler:
PTC-100
Robocycler
MasterCyclerGradient
Thermomixer

UV-Spektometer GeneQuant pro

Vortexer
Waagen
Zentrifugen:

Biofuge pico

GE Healthcare
GE Healthcare
Corbett Research

New Brunswick eBxific,

Biorad,

Zapf

MJ Research. Inc.
Stratagene
Eppendorf
Eppendorf

AmershamPharmacia
Biotech

Heidolph

Sartorius

Heraeus
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EBA12R Hettich
Megafuge 1.0 R Heraeus
Unicen FR Herolab
2.1.3 Gebrauchswaren
Filterpapier Schleicher & Schiill
Gewebekulturschalen TPP
Glaswaren Schott, Jena
Klvetten Brand
Parafilm Brand
Petrischalen Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt
Plastikwaren Sarstedt, Greiner, Nalgene
Sterilfilter Sarstedt
Transfermembran (Immobilon-P) Millipore

2.1.4 Gebrauchslésungen

Alle Losungen und Puffer wurden, wenn nicht andeschrieben, mit Wasser aus dem
Milli-Q-Water-Systenvon Millipore hergestellt

2.1.4.1 Stammldsungen, Lésungen und Puffer

Acrylamid/Bis (100ml) 29,2 g Acrylamid

0,8 g N'-N"-Bis-Methylenacrylamid

Amylose Waschpuffer 20 mM Tris pH 7,4
200 mM NacCl

10 mMB-Mercaptoethanol
1 mMEDTAPpH 8

Antibiotikastammlésungen/Fungizidstammldsungen

Amphotericin 250 pg/ml
Ampicillin 50 mg/ml
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Kanamycin
Penecilin/Streptomycin

Geneticin

Antifading

Blotting Puffer (Western Blot) |

Blotting Puffer (Western Blot) Il

10 mg/ml
10000 Units/ml bzw. 10QQy/ml
50 mg/ml

100 mg p-Phenylendiamin in 2 ml PBS

pH 8,0 mit Carbonat-Hydrogencarbonat-
Puffer einstellen und mit PBS auf 10ml
auffillen; 100 ul dieser Losung zu je 900 pl
sterilem Glycerin geben; bei -20°C

aufbewahren

25 mM Tris

192 mM Glycin
20% v/v Methanol
pH 8,3

20 mM NaHPO,
7 mM NaHPGO,
pH 6,5

CaCb-Mix zum Herstellen von chemisch kompetenten Zellen

60 mM CaGl
15% Glycerol
10 mM PIPES (pH 7,0)

Detektion mit Flag-Antikdrper, LOsungen

Blockierungslésung

Waschldsung

3% Magermilchpulver in TBS
0,05% Tween 20 in TBS
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Detektion mit GST-Antikdrpern, Losungen

Blockierungslésung 5% Magermilchpulver
0,1% Tween 20
in PBS
Waschlésung 0,1% Tween 20 in PBS
Glutathion-Elutionspuffer 10 mM red. Glutathion

50 mM Tris-HCI (pH 8)
Ladepuffer
Proteinladepuffer (6x) 0,35 M Tris HCI
10,28% w/v SDS
36% Glycerol
5%p-Mercaptoethanol
0,012% Bromphenolblau

DNA-Ladepuffer 45% Sucrose
20 mM TrisHCI pH 7,6
50 mM EDTA
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylene Cyanol

Laufpuffer PAGE 10x 30,3 g Tris
144,0 g Glycine
10,0 g SDS
pH 8,3

bei 4°C lagern

Lokalisation Lésungen zur Farbung

Permeabilisationslosung 0,2% Triton X 100 in PBS

Blockierungslésung 1% Magermilchpulver in PBS
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Mowiol 10 g Mowiol in 90 ml PBS lésen, Zugabe
von 2,5% DABIO (1,4-Diazabicyclo[2,2,2]-
octan) und 40 ml Glycerin, Uber Nacht
rihren, bei 20.000 rpm fur 30 min.
abzentrifugieren, zur Aufbewahrung

aliquotieren und bei -20°C einfrieren.

MPB-X-Y Bindepuffer 50 mM Tris pH 7,6
150 mM NacCl
0,5% NP40
8% Glycerol
7,5 mM MgCj
0,4 mM DTT
1 mMEDTA

PBS (Phosphate Buffered Saline) 140 mM NaCl
2,7 mM KClI
10 mM NgHPO,
1,8 mM KHPO,

pH 7,3 einstellen und autoklavieren

Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol 25:24:1

ProteinaufschlusspuffeE( coli)

10 ml PBS
0,1 ml PMSF (100 mM)
0,2 ml EDTA (0,5 M)

Proteinextraktionspuffer (humane Zelllinien) |
50 mM Tris (pH 8)
500 mM KCI
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0,5 mM EDTA
0,5 mM EGTA

2mMDTT
1 mM PMSF

Proteinextraktionspuffer (humane Zelllinien)Il (Aardzipitation mit Flag-Agaose)

50 mM Tris HCIl pH 7,4
150 mM NacCl

1 mM EDTA

1% Triton X 100

Complete Proteinaseninhibitormix

Proteinextraktionspuffer (humane Zelllinien)lll AP

Silberfarbung
Fixierer

Waschlésung

Farbeldsung

Entwickler

1 xPBS

1% NP40

0,5% Sodium Deoxycholate
0,1% SDS

Complete Proteinaseninhibitormix

50% v/v Methanol

10% v/v Essigsaure

10% v/v Ethanol

0,5% v/v Essigsaure

0,1 g AgNAO0OmMI O

39/200 ml KO
0,02 g NaBR200 ml HO
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Stopper

SSCP Stopper

TBE-Puffer

TBS Tris Buffered Saline

TBS-Tween

Tris-HCI-Lésungen (PAGE)

TUNEL Losungen

Fixationslosung

810 pl Formaldehyd/200 mb&

0,75 g N&O5/100 ml HO

95% Formamid
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

121,1 g/l Tris
51,4 g/l Borsaure
3,7 g/l EDTA

pH 8,5

3,03 g/l Tris
8,76 g/l NaCl
pH 7,5

TBS
0,1% v/v Tween 20

10 mM Tris HCI
1 mM EDTA
pH 7,5

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 (Trenngelpuffer)

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (Sammelgelpuffer

3,7% Formaldehyd in PBS
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Permeabilisationslosung 10 pl Natriumcitrat-LE@O mg/ml)
10 pl Triton X-100
989 ul HO

DAPI Losung 2 ul einer 10 mg/ml Stocklésung in rh0
PBS

Zitronensaure/Tween 20 (Zellkernextraktion humaaken, 14 Tage haltbar)

2,1 g Zitronensaure/ 0,5 g Tween 20
100 ml HO

2.1.4.2 Medien und Nahrboden

2.1.4.2.1 Medien und Nahrbdden zum Kultivieren von Bakterien

LB (Luria-Bertani)-Medium 10 g/l Tryptonpepton

5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
1 g/l Glucose

Zum Anziehen vork.Coli auf Agarplatten werden zusatzlich 1,5% Agar zugegaind
nach dem Autoklavieren werden sterile Platten gegos

Meist ist eine Selektion durch Antibiotika erfortign. Dazu wird in das Medium mit
Agar nach dem Autoklavieren bei 60°C ein bestimmfetumen an Stammisg. des
jeweiligen Antibiotikums gegeben.

Ampicillin 1,2 ml einer 50 mg/ml Stammlsg.einen Liter

Kanamycin 5 ml einer 10 mg/ml Stammlsg. in einéerL

Um eine Blau-Weil3-Selektion von Bakterienkolonieatm Klonierungen zu erreichen,
werden auf die schon fertige Platte je 4OIPTG (0,2 g/ml) und X-Gal (20 mg/ml)
plattiert.

Die Lagerung von LB-Platten erfolgt bei 4°C.

SOB 20 g/l Baktotrypton
5 g/l Baktohefeextrakt
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0,5 g/l NaCl
10 ml einer 250 mM KCI

Nach dem Autoklavieren bzw. kurz vor Gebrauch wer8eml| sterile MgGtLsg. (2
M) zugegeben.

SOC

SOB-Medium mit 20 mM Glucose, die in Form einer 2shrilfiltrierten Glucoselsg.
zugesetzt wird.

NZY *Broth 10 g/ NZ Amin (Caseinhydrolysat)
5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
pH 7,5 (mit NaOH einstellen)

nach dem Autoklavieren werden weiterhin folgendeilst Losungen zugegeben:
12,5 ml einer 1M MgGl
12,5 ml einer 1M MgSQO
10 ml einer 2 M Glucose-Lsg.

(sterilfiltriert)

2.1.4.2.2 Medien zum Kultivieren von humanen Zellen

Je nach Zelllinie werden die adharend wachsendédarvim 10 ml Medium/ 10 cmm @
Zellkulturschale kultiviert. Zu 500 ml Medium wend 50 ml FCS und 5 ml PS
zugesetzt.

Verwendete Medien: DMEM Biochrom AG
Optimem Gibco
RPMI Biochrom AG

2.1.5 Sterilisation/Autoklavieren von Lésungen und Geréata

Lésungen, die keine hitzeempfindlichen Chemikaliemd Stoffe enthalten, sowie
Gebrauchswaren wurden bei 120°C undRascal fiir 20 min autoklaviert.

Hitzeempfindliche Loésungen wurden sterilfiltrielie PorengroRe des Sterilfilters
betrug 0,22um.
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2.1.6  Molekulargewichtsstandards
DNA-Langenstandards Lambda DNA/Hind Il Marker, BIE

Gene Rulél’ 100 bp DNA Ladder Plus, MBI Ferm.
Protein-Molekulargewichtsstandard

Precision Protein Standard (prestaine8)p-Rad

2.1.7 Enzyme

Accutase

Calf Intestine Alkaline PhosphatagelAP) MBI Fermentas
FastStart Taq DNA Polymerase 5 U/ul Roche
M-MLV Riverse Transkriptase (200 U/ul) Promega
Pfu TurboDNA-Polymerase (2,5 U/ul) Stratagene

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs
RNaseA (1 mg/ml) Roche

RNasin (40 U/ul) Promega

T4 DNA Ligase MBI Fermentas

T7 RNA Polymerase New England Biolabs
Tag-Polymerase Invitek

Trypsin 0,5%/EDTA 0,2% (in 10 x PBS) Biochrom AG

2.1.8 Antikorper

Alexa Fluof’568goat anti mousé2 mg/ml) Invitrogen
(Molecular Probes)

Alexa Fluof’568goat anti rabbit(2 mg/ml) Invitrogen

(Molecular Probes)

Anti-Flag M2 (monoclonal 4,6 mg/ml) Sigma
Anti-Flag-Affinitatsgel Sigma
Anti-Human RASSF1A (0,5 mg/ml) eBioscience
Anti-mouse IgG alkaline phosphatase (1,4 mg/ml) ignta
Anti-a-Tubulin (boving Mouse 1gG(200 pg/ml) Molecular Probes
Anti-PhosphoserinRabbit Polyclonal0,25mg/ml) Stressgen/Biomol

GST (B-14) sc-1381ouse monoclondR00 pg/ml) Santa Cruz
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2.1.9 Vorgefertigte Systeme

ECF Western blotting Kit Amersham Pharmacia
In-Situ Cell Death Detection Kit, TMR red Roche
NucleoSpiffPlasmid QuickPure Macherey-Nagel
PGEM®-T und pGEMB-T Easy Vector Systems Promega
QlAfilter MPlasmid Maxi Kit Quiagen
QIAquick PCR Purification Kit/Nucleotide Removaltisel Extraction Kit

Quiagen
QuickChang® XL Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
TA Cloning®Kit Invitrogen

Thermo Sequenafé Dye Terminator Cycle Sequencing Pre-Mix-Kit

Amersham Pharmacia

TNT®Coupled Reticulocyte Lysate System Promega
Wizard®DNA Clean-Up System Promega
Wizard®Plus SV Minipreps Promega

2.1.10 Vektoren
2.1.10.1 Expressionsvektoren

2.1.10.1.1 Bakterielle Expressionsvektoren

PCMVTT™ Promega
pCR®2.1 Invitrogen
PGEM®-5Zf(+) Promega
pPGEM®-T Promega
PMAL-p2X NEB

2.1.10.1.2 Eukaryotische Expressionsvektoren
pcDNA3.1 Invitrogen
pCMV-Tag 1 Stratagene
pPEBG
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2.1.10.2 Fluoreszenzvektoren
PEYFP-C2 Clontech

PEYFP Clontech

2.1.11 Art und Herkunft des verwendeten Probenmaterials

2.1.11.1 Bakterienstamme

Escherichia Coli JM109
DH%
XL10-GoldUltracompetent Cells Stratagene
TAM1 Activ Motif

2.1.11.2 Humane Zelllinien

2.1.11.2.1 Krebszelllinien

6/93 Leiomyosarkomzelllinie

A204 Rhabdomyosarkomzelllinie

A549 Nicht-Kleinzell-Lungenkrebszelllinie
Capanl Pankreaskrebszelllinie

HUP-T3 Pankreaskrebszelllinie

LMS20/93 Leiomyosarkomzelllinie

LMS6-93 Leiomyosarkomzelllinie

PaCa2 Pankreaskrebszelllinie

RD Rhabdomyosarkomzelllinie

Saos2 Osteosarkomzelllinie

SKLMS Leiomyosarkomzelllinie

SKMEL Melanomzelllinie

US8-93 Zelllinie eines undifferenzierten Sarkoms
ZR75-1 Brustkrebszelllinie

2.1.11.2.2 Weitere humane Zelllinien
HEK293 Humane embryonale Nierenzellen
HF53 Humane Fibroblasten
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2.1.11.2.3 Weichteilsarkomproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 84 histologisch rsutehte Weichteilsarkomproben
erwachsener Patienten untersucht. Diese wurden h |2posarkome, 18

Leiomyosarkome, 18alignant fibrous histiocytoma®iFHs), 6 Rhabdomyosarkome,
6 neurogene Sarkome, 6 synoviale Sarkome, 3 Filtkose, 3 maligne

Hemangiopericytome, 1 malignes Mesotheliom und tniklassifizierte Sarkome

klassifiziert. Sie wurden von der chirurgischenridi I der Universitat Leipzig Gber

eine Zusammenarbeit mit dem Institut fir Patholatge Martin-Luther-Universitat zur

Verfigung gestellt. Die schriftliche Einverstandmidarung der Patienten liegt vor und
die Studie wurde durch den Ethikrat genehmigt. Dasiormaterial wurde direkt nach
der Operation in flissigem Stickstoff gefroren ubeéi -80°C aufbewahrt. Die

Klassifizierung erfolgte nach dem System von vamikirund den UICC Richtlinien

(van Unniket al. 1993).

2.1.11.2.4 RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum fir Genomforschung, Berlin)-Klone

cDNA MST1 IRAKp961C0282Q
MST2 IRAKp96110613Q
Ww45 IRAKp961L0427Q
2.1.12 Firmen
Abcam Cambridge GrolRbritannien
Active Motif Rixensart Belgien
Ambion Austin USA
Amersham Biosciences Uppsala Schweden
AngioTeclfBio Materials  Palo Alto USA
AppliChem Darmstadt Deutschland
BD Biosciences Erembodegem Belgium
Biochrom AG Berlin Deutschland
BioRad Hercules USA
BioWhittaker Walkersville USA
Brand Wertheim Deutschland
Cambrex Rockland USA
clontech Mountain View USA
Cohesion Technologies Palo Alto USA

Corbett Research

Cambridge

Grofbritannien
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eBioscience San Diego USA
Eppendorf Hamburg Deutschland
Fluka Ulm Deutschland
GE Healthcare Minchen Deutschland
Gibco Karlsruhe Deutschland
Gilson Middleton USA

Greiner Frickenhausen Deutschland
Haraeus Hanau Deutschland
Herolab Wiesloch Deutschland
Hettich Tuttlingen Deutschland
HLC Bovenden Deutschland
Hund Wetzlar Wetzlar Deutschland
ICN Asse-Relegem Belgien
InViTek GmBH Berlin Deutschland
Invitrogen Carlsbad USA
Macalaster Bicknell Co. New Haven USA
Macherey-Nagel Duren Deutschland
MBI Fermentas St. Leon-Rot Deutschland
Merck Darmstadt Deutschland
Millipore Schwalbach Deutschland
MJ Research Inc. Waltham Deutschland
Nalgene Rochester USA

NEB Frankfurt a. M. Deutschland

New Brunswick Scientific

NIKON

PAA-Laboratories

Peqglab
Promega
Qiagen
Roche
Roth

Edison
Dusseldorf
Pasching
Erlangen
Mannheim
Hilden
Mannheim

Karlsruhe

USA
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland
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Santa Cruz Santa Cruz USA
Sarstedt Nimbrecht Deutschland
Sartorius Goéttingen Deutschland
Schott Mainz Deutschland
Schitt Gottingen Deutschland
Serva Heidelberg Deutschland
Sigma Steinheim Deutschland
Stratagene La Jolla USA

TPP Trasadingen Schweiz
Visitron Systems Puchheim Deutschland
Whatman Schleicher Schull Dassel Deutschland
Zapf Sarstedt Deutschland
Zeiss Jena Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Untersuchung epigenetischer Inaktivierung

2.2.1.1 Bisulfit-Behandlung

Ca. 1-2 ug genomische DNA wurden in 18 pOHaufgenommen, es wurden 2 ul einer
3M NaOH-L6sung (frisch, Endkonzentration 0,3M) zgegeen. Der Ansatz wurde 15
min bei 37°C im Wasserbad inkubiert, und anschheReurden 208 ul einer 3,6M
Sodium-Bisulfit (pH 5) und 12 pul einer 0,1 M Hydrooonlésung zupipettiert. Bei
55°C wurden die Proben 16 h inkubiert. Eine Aufiguimg der Bisulfit-behandelten
DNA erfolgte tiber das Wizaf®NA Clean-Up System, die aufgereinigte DNA wurde
in 50 pul HO aufgenommen und nach Zugabe von 5 pul 3M NaOH.%umin bei 37°C
im Wasserbad inkubiert. Die DNA wurde nach Zugabe ¢ pl Glycogen (2 mg/ml),
50 pl Ammoniumacetat (7,5 M) und 250 pul Ethanol Raumtemperatur und 13000
U/min 10 min gefallt, das Pellet wurde mit 70% Htbla gewaschen und nach
Trocknung in 50 ul TE-Puffer aufgenommen.

2.2.1.2 Methylation Specific PCRVISP)

Um die Methylierung der Promoterregion eines Genesintersuchen, wurden sowohl
methylierungsspezifische Primer als auch Primeg, e@lne nichtmethylierte Sequenz
nach Bisulfit-Behandlung detektieren, generierjeim die betroffenen CpGs in der
Primerregion positioniert wurden.
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Tabelle 1. Primersequenzen fur MSPs verschiedermnm&erregionen. Mit (m) sind die methylierungs-
spezifischen Primer und mit (u) die spezifischamPr fiir die unmethylierte Sequenz
gekennzeichnet.

Gen m| Forward Primer (5°-3") Reverse Primer (5°-3)
/u
m | GTGTTAACGCGTTGCGTATC AACCCCGCGAACTAAAAACGA
RASSFI1A u TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG CAAACCCCACAAACTAAAAACAA
m | TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA
p16 u TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA
m | GCGGGGCGGGTTTAGGAGGTTC CCAATAACCCCTCACCGACGC
MST1 u TTTGTGGGGTGGGTTTAGGAGGTTTGT AACCAATAACCCCTCACCAACABACAA
m | CGGGAGGGAGATTCGTCGCG AAACCGAAACACCGACCGACCG
MST2 u TTTTAAGTGGGAGGGAGATTTGTTGTGG AAAAACCAAAACACCAACCAACCAAACC
m | GATAGTCGTAGTTCGGCGGGGAC GCAACGCGAACCGCCG
WW45 u TGAGGATAGTTGTAGTTTGGTGGGGAT AAAAACTCAACACAACACAAACCACCA
m | GAACGATTAGAGTTGCGGGCGAC AACATTTCCCGACGTCGCTTACG
LATS1 u TGAATGATTAGAGTTGTGGGTGATGT AAACATTTCCCAACATCACTTACACA
m | TTCGTTCGGATTGGTATGCGGTC CCATCTTCCCGAAACGCTCACG
LATS2 u GGTGTTTTGTTTGGATTGGTATGTGGTT CATCTTCCCAAAACACTCACACACA
M | GATACGGTTTGTATTTTGTTCGC AACGATTCAAAAACTCCAACTCG
ERa u GGATATGGTTTGTATTTTGTTTGT AACAATTCAAAAACTCCAACTCA

Tabelle 2. PCR-Bedingungen fiir MSP verschiedenemBterregionen. Mit (m) sind die methylierungs-
spezifischen Primer und mit (u) die spezifischamPr fiir die unmethylierte Sequenz
gekennzeichnet.

Gen m/u | Produkt in bp din °C Zyklen
RASSFIA Iy 105 0 3
016 m 150 65 38
u 151 60 38
o |m 2 = 2
oz m 2 2 2
wwas 31 5 a0
s = z
w2 |m 2 z 2
ERs : 101 5 a8
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Lag eine Methylierung vor, so wurde diese methigierCytosine im CpG Kontext
durch die Bisulfit-Behandlung nicht in Thymine unmagandelt, die Cytosine blieben
erhalten und die methylierungsspezifischen Primennken binden. Lag keine
Methylierung der Region vor, wurden die Cytosine TAwyminenumgewandelt. Die
Primer, die spezifisch an die unmethylierte Sequgnden, gaben ein Produkt in der
PCR. 100 ng Bisulfit-behandelter DNA wurden in @m25 pl Reaktionsansatz, der 0,2
mM dNTP-Mix, 1,5 mM MgCI2, 20 pmol jedes Primersduag-Polymerase (2 U)
enthielt, amplifiziert und die Produkte wurden inem 2%igen Agarosegel analysiert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Promoterregiorsgr Gene RASSF1A
(Schagdarsurengiet al.2002),p16 (Hermanet al. 1996),MST1 MST2 WW45 LATS1,
LATS2 und ERx (Liu et al. 2005) mit MSP untersucht. Die Primersequenzen, die
jeweiligen PCR-Bedingungen wiAnnealing Temperaturen sowie die ProduktgréfRe
wurden in Tabelle 1 und Tabelle 2 aufgefuhrt. Zuonkolle wurden je eine
unmethylierte Probe und eimrevitro methylierte (Siehe 2.2.1.4) Probe mitgefihrt.

2.2.1.3 Combined Bisulfite Restriction Analy$iSOBRA)

Nach Bisulfit Behandlung der DNA erfolgte die Anfidation des zu untersuchenden
DNA Fragmentes in einem 25 ul Ansatz, der 0,2 mMBMNMix, 1,5 mM MgC}, 20
pmol jedes Primers und Taqg-Polymerase (2 U) enthighgesetzt wurden 100 ng
genomischer bisufitbehandelter DNA. Von Vorteil vear bei schlechter Amplifikation,
eine zweite PCRseminesteaddernested durchzufihren, bei der als Template Produkt
aus PCR 1 genutzt wurde. Die PCR Produkte wurdeh Aaalyse in einem 2%igen
Agarose Gel mit einem Enzym (z.B. Taql; Schnittet& TCGA 3) geschnitten, dass
das zu untersuchende CpG in der Erkennungssequagz ltagen die Cytosine
unmethyliert vor, so erfolgte in der Bisulfitbeh&nty der DNA die Umwandlung zu
Thymidinen, die Restriktionsschnittstelle ging ween. Blieben die Cytosine jedoch
erhalten, d.h. war das entsprechende Cytosin methyso wurde es vom Enzym
geschnitten und im 2%igen Agarosegel wurden digrlReéensfragmente analysiert.

Tabelle 3. Primersequenzen fur COBRA-PCR fiir Ptemegionen der GendILH1 undMSH2

Gen Semi-| Forward Primer (5°-3°) Reverse Primer (5°-3)
nested
ACCTTCAACCAATCACCTCAATACCTC
MLH1 PCR1 GTAAGGGGAGAGGAGTTTGAGAAG
PCR2 CATCCAACCCCACCCTTCAAC
GTAGTTTTGGAAGTTGATTGGGTGTGGT
MSH2 PCR1 ACCCCATATACTTAATCACCCCTAAAT
PCR2 | GGGAAATAGTTTAGTGGGTGTGGGGT

Mittels COBRA wurden im Rahmen dieser Arbeit dieofoterregionen der Gene
MLH1 und MSH2 untersucht. Die Primersequenzen, PCR Bedingunged u
Restriktionsenzyme wurden in Tabelle 3 und Tabélileisammengefasst. Zur Kontrolle
wurden je eine unmethylierte und eime vitro methylierte (Siehe 2.2.1.4probe
mitgefuhrt.
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Tabelle 4. PCR-Bedingungen fir COBRA-PCRs fur Ptemegionen der GendILH1 andMSH?2

Gen PCR1/2 Produkt | Tin °C | Zyklen Enzym Schnittprod.
in bp (NEB) in bp
1 368 59 20
MLH1 2 308 59 39| Taq | 120, 188
1 340 60 20
MSH2 2 270 60 39 | HpyCHA4IV | 95, 175

2.2.1.4 In vitro Methylierung von DNA

Zu Kontrolle von COBRA und MSP Reaktionen wurdemijge unmethylierte und eine
methylierte DNA mitgefihrt. Die methylierte Kontlelwurde mit Hilfe des Enzyms
Sss | (CpG) Methylase (NEB) hergestellt. Zu 20 pganischer DNA (z.B. aus HF53)
wurden 20 pl NEBuffer 2, 1 pl S-adenosylmethionf8&M, 160uM) und 15 pl Sss |
(CpG) Methylase (4 U/ pl) zugegeben. Der Ansatzdeunit HO auf 200 pl aufgefulit.
Uber Nacht erfolgte eine Inkubation bei 37°C im Wébad, wobei nach 2-3 h ein
weiterer pul SAM zugesetzt wurde. Nach der Inkubatwurden 100 pl TE-Puffer
zugegeben. Der Ansatz wurde anschliel3end mit 300 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol ausgeschittelt.ciNa3 min Zentrifugation bei
13000 rpm wurde die obere Phase in ein neues Realefal’ Uberflihrt. Es erfolgte
die Zugabe von 300 pl Chloroform und nach kraftigaiechen die Zentrifugation fir 3
min bei 13000rpm. Die obere Phase wurde abgenommie€i30 | Natriumacetat (3M,
pH 5,2) und 750 ul Ethanol wurde die DNA durch Zigmgation bei 13000 rpm fir 10
min gefallt. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanelvgschen. Nach Trocknung des
Pellets wurde es in 40 ul TE aufgenommen, je 4 @d Ansatzes wurden flr eine
Bisulfit Behandlung eingesetzt.

2.2.1.5 Analyse der Expression in epigenetisch inaktiviee@morproben und in
Zelllinien ohne und nach Behandlung mit 5-Aza-26Rcytidine
Zur Analyse der Expression von RASSF1A in der Rloatgbsarkomzelllinie RD, die
einen hypermethylierteRASSF1A°romoter trug, und der Expression von MST1 in der
Leiomyosarkomzelllinie SKLMS, die einen hypermetbglenMST1Promoter aufwies,
wurde die Gesamt-RNA mit Trizol isoliert und die maentration wurde
spektrometrisch bestimmt. Diese beiden Zellliniewrden zusatzlich vier Tage mit 5
UM bzw. 10 uM 5-Aza-2'-Deoxycytidine behandelt ued wurde ebenfalls RNA
isoliert. Zusatzlich wurde aus Tumormaterial, diae dethylierung im entsprechenden
Promoter aufwies, RNA isoliert. 1 pg RNA wurde ineam 20 ul Ansatz eingesetzt, der
0,9 mM dNTP-Mix, 20 pmol eines oligo dT Primers, @fits RNasin (Promega), 100
Units AMV-Reverse Transkriptase (Promega) enthiélt, eine Stunde bei 42°C
inkubiert, es erfolgte ein Umschreiben der mRNACDNA. Fir die quantitative PCR
zur Untersuchung der Expression VRASSF1Avurden 2 pl des RT-Ansatzes in 25 pl
eingesetzt, 0.2 mM dNTP-Mix, 1.5 mM MgCI2, 20 pmder Primer L27111
(5 TCCTGCAAGGAGGGTGGCTTC 3) und HelUdR
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(5 GGCTGGGAACCCGCGGTG 3) und FastStart Tag DNA Rayase (2 U) wurden
zugegeben. Die Anealing Temperatur betrug 60°C eadwurde in 33 Zyklen
amplifiziert (Schagdarsurengiet al. 2002). Bei Analyse durchieal-timeRT-PCR
wurde dem Reaktionsansatz 0,2x SYBR Green zuges&ig gleichen PCR
Bedingungen galten fir die RT-PCR zur Expressioalyae vonMSTJ], die Primer
MST1FW (5°CATGCAGCCTGCGAAACCATCC™3) und MSTRW
(5 TGGGGTCCAGGGCCAAGAGC'3) wurden in 27 Zyklen zuxmplifikation
eingesetzt. Die Analyse erfolgte Gber 2%ige Agagekebzw. bereal-timeRT-PCR in
einer komparativen Auswertung. Zur Kontrolle wurdgne real-TimeRT-PCR
durchgefiuhrt, die die Expression des Ge@@¢°DH analysierte und damit den mRNA
Gehalt  verifizierte.  Verwendet wurden dazu die FRrim LGAP535
(5 GACCTTGGCCAGGGGTGCTA) and UGAP389
(5 TGGAGAAGGCTGGGGCTCAT) bei eingknealingTemperatur von 60°C.

2.2.2 Mutationssanalyse mittels SSCP

In Weichteilsarkomen wurde die Mutationsrate veisgdéner Gene in bestimmten
Codons mittelsSingle Strand Conformation Polymorphis(8SCP) Analyse im
Polyacrylamidgel untersucht. Dabei wurde die Motagraten des Codons 133 des Gens
RASSF1ASchagdarsurengiet al. 2005), des Codons 600 des G&RAF (Davieset

al. 2002) und des Codons 12 viirRAS(Dammanret al.2003) ermittelt.

2.2.2.1 PCR zur Amplifikation vorRASSF1AB-RAFundK-RASFragmenten

100 ng genomischer DNA wurde in einem 25 pl Ansdér,0,2 mM dNTPs, 1,5 mM
MgCl,, je 10 pmol der jeweiligen Primer und Tag Polymera2 U) enthielt,
amplifiziert (Tabelle 5, Tabelle 6). Bei der Amjiifition des Abschnittes voK-RAS
wurde eine weitere PCR durchgefuhrt, bei der daxldkt aus der ersten PCR als
Template diente und ein Primer ausgetauscht wwsdmifested Die Amplifikation
wurde in einem 2% Agarosegel kontrolliert. In Tadded und Tabelle 6 wurden die
Primersequenzen und PCR-Bedingungen zusammengeatglKontrollen dienten fur
die SSCP vorRASSF1Agenomische DNA aus Blut von heterozygoten Tragirs
Polymorphismus im Codon 133, fir die SSCP WRAF die Melanomzelllinie
SKMEL und fiir die SSCP voK-RASdie Pankreaskrebszelllinien PaCa2, Capanl und
HUP-T3.

Tabelle 5. Primersequenzen fur PCRs zur Amplibkator SSCP-Analyse

Gen Forward Primer (57-3") Reverse Primer (5-3")
RASSF1A ACGAGCCTGTGGAGTGGGAG AGAGGTTGCTGTTGATGTGGGC
B-RAF TCATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAA | GTAACTCAGCAGCATCTCAGGG

PCRL | CCTTATGTGTGACATGTTCTAATATA | CCTCCACAAAATGATTCTGAATTAGCTGTA
K-RAS GTCAC TC

PCR2 AGGCCTGCTGAAAATGAC
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Tabelle 6. PCR Bedingungen der PCR-Amplifikatiom@nSSCP-Analyse

Gen Produkt in bp| in°C Zyklen Formamid ir
%
RASSF1A 93 58 28 6
B-RAF 243 55 27 -
PCR1 156 60 20 4
K-RAS PCR2 104 57 30 8

2.2.2.2 Aufarbeitung des PCR Produktes

Die PCR Produkte wurden mit Natriumacetat und Edhayefallt, mit 70% Ethanol
gewaschen und nach Trocknung des Pellets in 2, &aifgenommen. Nach Lésung
der DNA wurden 8 ul SSCP Stopper (Siehe 2.1.4.¢¢zetzt. Der Ansatz wurde 5 min
bei 95°C im Heizblock denaturiert.

2.2.2.3 Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Je 5 ul des denaturiererten Ansatzes wurden alRa@yaycrylamidgel geladen. Fr ein
15% PAGE Gel wurden 5 ml Acrylamid/Bis (30%)-Losurigml 10 x TBE, 3,9 ml
H,O, 70 pl APS und 10 pl TEMED vermischt und das @erde gegossen. Die
Laufbedingungen variierten stark fir die Auftrenguder verschiedenen Produkte. Sie
wurden in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7. SSCP Laufbedingungen der PAGE

Gen Acylamid/Bis in % | SpannunginV Zeit in min
RASSF1A 16 350 (4°C) 90

B-RAF 17 200 (4°C) 225

K-RAS 15 200 120

2.2.2.4 Silberfarbung der Acrylamidgele

Nach Auftrennung der Fragmente im SSCP-PAGE Geldanudas Gel 10 min im

Fixierer inkubiert, 2 x 5 min mit Waschlésung geal@gan und 10 min in der
Farbelbsung belassen. Die Entwicklung (Entwick&sfplgte so lange, bis die Banden
deutlich und stark sichtbar waren, dann wurde diebéng in der Stopperlésung
abgebrochen. Die Zusammensetzungen der Ldsungedewuin Kapitel 2.1.4.1

beschrieben.

2.2.3 Funktionelle Untersuchungen zur Funktion von RASSF1

2.2.3.1 Mutagenesen zur Veranderung von RASSF1

Um die Auswirkung von bestimmten Aminosauren undnaoen von RASSF1A und
RASSF1C auf die Funktionsfahigkeit zu untersuchewyrden mit Hilfe des
QuickChang® XL Site-Directed Mutagenesis Kit Aminosauren adagecht und
Domanen deletiert. Als Grundlage wurden die KordegppCMV-Tagl-RASSF1A und
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pCMV-Tagl-RASSF1C genutzt. In Tabelle 8 wurden dReémersequenzen zur
Mutation bzw. Deletion von Doméanen von RASSF1A aifiiigrt.

Tabelle 8. Primersequenzen zum Einfligen von Murtati/Deletionen iRASSF1A

Mutation/ | Codon/Domane Primer (5°-3")

Deletion

52 CAC> CAA CCCTGGCCGTGGCAACGCTTCCAGCCC

53 CGC>TGC GGCCGTGGCCACGCTTCCAGCCCGCG

20 CAC>CAG GCAAGTTCACCTGQCAGTACCGCTGCCGC

131 TCTTIT GGGAGACACCTGACCTTTTCAAGCTGAGATTGAGC

132 CAAS>GCA GGGAGACACCTGACCTTTCTECAGCTGAGATTGAGC

133 GCPTCT GGAGACACCTGACCTTTCTCAATCTGAGATTG

203 TCCTTC GTCAGGCGCCGCACTTCTTTTACCTGCCC

246 GAGSAAG CGCAAGTTTGCACTCTTTRAGCGCGCTGAGC

257 CGG>CAG GCCAAGTGTACTTCCAGAAGCTGTTGGATGATGAGC

DelC1 Deletion der C1- | 556ccccGGGACEEATCTGGGAACCCGCGE
Domane

Delc1ATM | Deletionder Cl- | o CAATGCCCAGATCTACAGCAACCTCTTC
und ATM-Domane

DelSARAH | Deletion der AGGAAAATGACTCTGGGCCCCTTGGGTGACCTCT
SARAH-Domane

RASSF1F | Splei3variante GGCCTGCAGTGCGCGCGACGAGCCTGTGGAGTGG

Der Erfolg der Mutagenese wurde durch Sequenzievenifjziert. Bei der Deletion der
C1- bzw. C1-ATM-Domaéanen wurde durch die Mutagereige Schnittstelle eingefugt.
Die entsprechenden Plasmide wurden mit der Reasmig&ndonuklease Bglll
geschnitten und religiert, um die Domanen zu dalet. Zur Deletion der SARAH-
Domane und fur die Generierung von RASSF1F wurdend? kreiert, die die Deletion
der entsprechenden Fragmente wahrend der PCR-Beaitiursachten. Nach erfolgter
Mutagenese bzw. Deletion wurden die Ansatze in XGHdd E.Coli transformiert und
aus Einzelkolonien Minipreps angeimpft. Aus den tbehtkulturen wurde mit dem
NucleoSpiffPlasmid QuickPure Kit die Plasmid DNA isoliert umtér Erfolg der
Mutagenese  durch  Sequenzierung verifiziert.  Unter erwéndung  des
QlAfilter MPlasmid Maxi Kit wurde eine hochkonzentrierte, flie Transfektion in
humane Zellen geeignete Plasmidlosung aus E.CGxiersund die DNA Konzentration
spektralphotometrisch bestimmt.

2.2.3.2 Transfektion in humane Zelllinien

Zur Transfektion einer 10 cm @ Zellkulturschale dem 8 pg Plasmid DNA in 1,5 ml
Optimem gel6st. 25 ul Lipofectamin 2000 wurden iim Optimem aufgenommen.
Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatuurden die Ldsungen vereinigt und
wiederum fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiertasD Medium der zu

transfizierenden Zellen wurde abgesaugt und dikkdairschale mit den Zellen wurde
mit 5 ml PBS gewaschen. Die DNA-Lipofectamin 200pt@em Lésung wurde auf
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die Schale gegeben und 6 h im Brutschrank inkubi@anach wurde das Optimem
abgesaugt und frisches Medium (zellabhangig) zugsmge

2.2.3.2.1 Transiente Transfektion

Experimente, Proteinisolation oder eine Untersugham Mikroskop erfolgten zwei bis
drei Tage nach der Transfektion.

2.2.3.2.2 Stabile Transfektion

Nach erfolgter Transformation wurde zur Zellkulzhrale mit A549 Zellen Geneticin

(Endkonzentration 1 mg/ml) zugegeben. Das verwend&asmid pCMV-Tagl trug

eine entsprechende Antibiotikaresistenz, so dasZellen, die transformiert wurden,

auswachsen konnten. Es erfolgte eine Koloniebildamg) den transformierten Zellen,
nach 3-4 Wochen unter Selektion wurden die Kologjepickt und in je ein Well einer

6-Well-Schale Uberfihrt und wiederum unter Selektiehalten. Klone die auswuchsen
wurden weiter kultiviert, es erfolgte eine RNA Igtbn und jeder Klon wurde

eingefroren.

2.2.3.2.2.1 RNA Isolation und RT-PCR zur Kontrolle der stabilen Expression

Zur RNA Isolation aus transformierten A549 Zellearden die Zellen in 500 ul Trizol
aufgenommen. Nach Zugabe von 100 pl Chloroform eudgr Ansatz kraftig
geschattelt und bei Raumtemperatur 5 min inkubiesterfolgte eine Zentrifugation bei
10000 rpm fir 15 min bei 4°C, woraus eine deutliPf@sentrennung resultierte. In der
unteren, organischen Phase befanden sich die ipiai der oberen, wassrigen Phase
die RNA, die Zwischenphase bildete die DNA. Die r@bhase wurde in ein neues
Reaktionsgefald dberfihrt und die RNA durch Zugabe 250 pl Isopropanol und
Zentrifugation bei 10000 rpm fur 10 min bei 4°C @&f Nachdem das Pellet mit 70%
Ethanol gewaschen wurde und nach Trocknung dest®elMurde es in DEPC-
behandeltem O aufgenommen. Die RNA Konzentration wurde spegtralometrisch
bestimmt.

1 pg RNA wurden in der reversen Transkriptionsreakin cDNA umgeschrieben. Der
20 pl Reaktionsansatz enthielt 0.9 mM dNTP-Mix,@@00l eines oligo dT Primers, 20
Units RNasin und 100 Units AMV-Reverse Transkriptasid wurde fur 1 h bei 42°C
inkubiert. FOr die quantitative PCR zur Untersudhurer Expression der
entsprechenden Konstrukte wurden 2 pl des RT-Aasatr 25 pl eingesetzt, 0.2 mM
dNTP-Mix, 1.5 mM MgCI2, 1,5 M Betain, 20 pmol derrifer FlagF
(5 TGGATTACAAGGATGACGACG'3) und L27111
(5’ TCCTGCAAGGAGGGTGGCTTC 3) und Tag Polymerase vamradugegeben. Die
Anealing Temperatur betrug 60°C und es wurde inZghen amplifiziert. Die PCR
Produkte wurden in einem 2%igem Agarosegel anatysie
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2.2.3.3 Proliferationsuntersuchungen

2.2.3.3.1 Aufzeichnen von Wachstumskurven

Die stabil transfizierten Zelllinien wurden auf @rdéchiede in der Proliferationsrate
untersucht. Dazu wurden je 150000 Zellen in ein|V@eler 6-Well-Platte gesat, es
wurden je 6 Wells pro Klon angesetzt. Aller 24 hrden die Zellen eines Wells
abtrypsiniert und die Zellzahl mit einer Neubauéhlkammer bestimmt. Die Zellen
des jeweiliges Wells wurden verworfen und am naohdiag einweiteres Well zur
Bestimmung genutzt. Zum Aufzeichnen von Wachstumakuin zinkfreiem Optimem,
wurde dem Medium 1% FCS zugesetzt und zur Kontrdiée Auswirkung von
Zinkionen 5 uM bzw. 10 uM Zinksulfat (Stockl6sun@0lju M) zugesetzt.

2.2.3.3.2 Wachstum in weichem Agar

In 6 cm @ Zellkulturschalen wurde eine Agarose-Médium-Unterschicht gegossen,
die ein Anwachsen der Zellen an der Zellkultursehadrhindern sollte. Dazu wurden
fur 5 Platten 9,2 ml Medium (fur A549 DMEM, vorgemdt auf ca. 70°C), 2,5 ml 3%
Agaroselésung (ca. 70-80°C), 1,6 ml FCS, 1,12 mlnddein, 140 ul
Penicillin/Streptomycin (PS) Losung und 140 ul Arofgricin (AP) gemischt und
zugig je 3 ml pro Platte gegossen. Zum Giessen Qiggrschicht, die die Zellen
enthalten sollte, wurde zuné&chst fur wieder 5 Ares&,88 ml Medium, 1,6 ml FCS,
560 pl Geneticin, 80 ul PS, 80 pl AP gemischt umd Wasserbad auf ca. 60°C
vorgewarmt. Je 5000, 10000 und 20000 Zellen wurdelReaktionsgefal3e vorgelegt,
0,8 ml heiRe 3% Agaroselosung wurde zum Nahrmedamgch gegeben und
durchmischt. Je 1,5 ml des Agarose-Nahrmedium-Gdrass wurden zu je einem
Zellansatz gegeben und nach erneutem Mischen wdied©berschicht gegossen. Im
weichen Agar wurde das Wachstum der Zellen ohné-Z&dKontakte tber 4-5
Wochen analysiert. Die Kolonien wurden durch Antdaty GOber Nacht mit
lodonitrotetrazoliumchlorid (INT, 5 mg/ml, 400 upbtBale) sichtbar gemacht. Die
Bestimmung der Koloniegrol3e erfolgte am MikroskdplCA DMIRB mit Hilfe des
Programmes MetaVue (Molekular Devices GmbH, Min¢lsautschland). Es wurden
pro Ansatz 25 Kolonien vermessen.

2.2.3.4 Migrationsverhalten

Um die Auswirkung einer stabilen Transfektion vVOASSF1A und mutagenisierten
Varianten von RASSF1A in A549 hinsichtlich ihres dviitionsverhaltens zu
untersuchen, wurden die Zellen in eine dreidimerad® kunstliche Kollagenmatrix
gegossen und die Migrationsgeschwindigkeit UberageTmit Hilfe einer Zeitraffer
videomikroskopischen Aufnahme beobachtet. Der Reasansatz bestand aus 50 pl
Medium (DMEM), 25 ul Bicarbonatpuffer und 375 pultiigen (enthalt aufgereinigtes,
natives Kollagen). 66 pl dieses Mix wurdem 33 ul Zellsuspension gegeben, wobei die
Ablésung der Zellen zuvor mit Accutase (schoner@emiisch aus proteolytischen und
kollagenolytischen Enzymen) erfolgte. Diese Ans&tmeden bei 4°C gekuhlt und unter
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sterilen Bedingungen angesetzt. In eine Migratiansker bestehend aus Objekttrager
und Deckglaschen, das durch ein Paraffin/Vaseliagi&ch auf dem Objekttrager
befestigt wurde, wurde das Zell-Kollagen-Gemischagsen und zum Erstarren 10 min
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Migrationskaer wurde anschlieRend mit
DMEM aufgefillt und mit dem Paraffin/Vaseline-Gegfisabgedichtet. Die Migration
der Zellen wurde bei 37°C unter dem Mikroskop (NMOECLIPSE TS 100) bei
10facher VergrofRerung fur 2 Tage verfolgt, wobaictudas Programm Multitrack 4.2
(Mediquant, Halle, Deutschland) aller 10 min eingfahme gemacht wurde.

2.2.3.5 Bestimmung der Apoptoserate mittels TUNEL

Die Bestimmung der Apoptoserate erfolgte 1-2 Tagehrtransienter Transfektion von
verschiedenen Plasmiden in A549 mit Hilfe de<SSitu Cell Death Detection Kit, TMR
red. Eine Eigenschaft apoptotischer Zellen, ndmlick Bragmentierung der DNA
wurde genutzt, um diese Zellen sichtbar zu machBabei wurden an die
Fragmentenden durch diBerminal deoxynucleotidyl transferaget fluoreszierende
Nucleotide gekoppelt, die Zellen waren durch roéebkbng am Fluoreszenzmikroskop
erkennbar. Die Zellen wurden nach Ablésung vonigikulturschale auf Objekttrager
zentrifugiert und mit 3,7% Formaldehyd (in PBS) &ime Stunde fixiert. AnschlieRend
wurde 2 x mit PBS gewaschen. Die Permeabilisatimusig (4°C) wurde auf die Zellen
gegeben und fur 2 min inkubiert. Nach erneutem Wascmit PBS wurde das
Enzym/Labelling-Gemisch (vor Zugabe grindlich dungdctht) bestehend aus je 22,5
pl Reagenz 2 (enthalt das Fluoreszenz markiertéeNtidgemisch in Reaktionspuffer)
und 2,5 pl Reagenz 1 (enthalt dierminal deoxynucleotidyl transfergsauf je einen
aufzentrifugierten Zellspot, der ca. 15000 Zellenthélt, pipettiert. Die Inkubation
erfolgte fur 1 h bei 37°C. Anschliel3end wurde 2 ® RBS gewaschen, die DAPI
Losung auf die Zellen gegeben und fir 5 min inkttbidach erneutem Waschen mit
PBS wurden die Objekttrager getrocknet und Amtifadingund einem Deckglaschen
bedeckt. Die Analyse erfolgte am FluoreszenzmikopskZeiss, Axioplan 2). Es
wurden ca. 1000 Zellen pro Ansatz ausgewertet.

2.2.3.6 Medikamenteninduzierte Apoptose

2.2.3.6.1 Behandlung transient transfizierter Zellen mit Nocodazol

Die Zelllinien HEK293 und A549 wurden mit YFP-RASBAkKonstrukten transient
transfiziert und nach einem Tag 1 h mit 20 uM Ne@zud behandelt. Anschlie3end
wurden die Zellen, die auf Deckglaschen kultiviedrden waren fixiert und wie in
2.2.3.7. beschrieben mit Ani-Tubulin-Antikbrpern und DAPI gefarbt. Mit Nocoddzo
behandelte Zellen wurden mit unbehandelten ZellanFauoreszenzmikroskop (Zeiss,
Axioplan 2) verglichen und ausgewertet.
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2.2.3.6.2 Behandlung der stabil transfizierten Klone mit Paclitaxel

Die stabil transfizierten Zellen wurden auf Declsglden kultiviert und 18 h mit 0,1 uM
Paclitaxel (Stamlosung: 1 mg/ml DMSO) inkubiert. s&hlieRend wurde mit PBS
gewaschen und die Zellen wurden mit 70% Ethandixiért. Nach erneutem Waschen
mit PBS wurden mit 1 mM Hoechst 33342 in PBS 30 dim Zellkerne gefarbt. Es
wurde grundlich mit PBS gewaschen und mit Antifgdwurden die Deckglaschen auf
Objekttrager gebettet. Die Auswertung erfolgte atnofeszenzmikroskop (Zeiss,
Axioplan 2), ca. 1000 Zellkerne wurden ausgezabhilt.

2.2.3.7 Lokalisationsuntersuchungen

Zur Untersuchung der Lokalisation von RASSF1A, RA$S, RASSF1F und
mutagenisierter Formen wurden die Konstrukte in \dektor pEYFP-C2 kloniert bzw.
darin mutagenisiert. Diese Konstrukte wurden tramisin A549 transfiziert, die zuvor
auf Deckglaschen angewachsen waren. 1-2 Tage naciTrdnsfektion wurde das
Medium abgenommen, die Zellen wurden mit PBS gelasaind fur 15 min in 3,7%
Formaldehyd Loésung (in PBS) fixiert. Nach dreimahg Waschen wurde die
Permeabilisationslésung zugegeben, fur 20 min imttilind 3 x mit PBS gewaschen.
Anschliel3end wurden die Deckglaschen in Blockiesligpung 15 min abgesattigt. Es
erfolgte die Antikorperkofarbung gegenTubulin, wobei der erste Antikorpanti-a-
Tubulin (bovine) Mouse Ig@G: 200 in Blockierungslosung verdinnt wurde. J& fu0
pro Deckglaschen wurden aufgetragen. Die Inkubatarfolgte 45-60 min bei
Raumtemperatur, anschlieBend wurde 3 x mit Blookigslosung gewaschen. Der
fluoreszenzmarkierte sekundare Antikérpéexa Fluofgoat anti mouse Ig@urde 1:
250 verdunnt in Blockierungslosung eingesetzt, wolgederum 100 pul pro
Deckglaschen zugegeben wurden. Auch hier erfolggelrkubation tUber 45-60 min
jedoch im Dunkeln. Nach einem Waschschritt mit Blenungslésung wurde 2 x mit
PBS gewaschen und anschliel3end die DAPI Farbunchgetfiihrt. Nachdem 3 x mit
PBS gewaschen wurde, wurden die Deckglaschen mginem Tropfen Mowiol
verkehrt herum auf einen Objekttrager gelegt. Die Auswertung el am
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Axioplan 2).

2.2.3.8 Interaktionsstudien

Um Interaktionen von RASSF1A mit anderen Proteidarzustellen, wurde ein vitro
System und eiim vivo System genutzt.

2.2.3.8.1 Interaktionsstudien im in vitro System

Zur Untersuchung der Interaktion von RASSF1A un&®KS wurde dagNT°Coupled
Reticulocyte Lysate Systeganutzt. Dabei wurde RASSF1A radioaktiv markiertl un
einem Prazipitationsansatz mit MPB und MPB-K-RA$ lateraktion untersucht.
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2.2.3.8.1.1 mRNA Synthese und Aufreinigung

RASSF1A wurde in den Vektor pCM\T™ (Promega) kloniert und das Konstrukt
wurde mit der Restriktionsendonuklease BamH1 liiseat. Die Aufreinigung erfolgte
durch Ausschitteln mit Phenol/Chloroform/Isoamytdd&l und Ethanol Féallung. Das
Pellet wurde in DEPC- ¥0 aufgenommen. In einem 50 pl Reaktionsansatzjedess
mM ATP, CTP und UTP, 50 uM GTP, 0,5 mM Cap Analag7G(5)ppp(5)G,
Ambion), 5 x BSA, 150 Units T7 RNA Polymerase, 60itd RNasin und 1 x RNAPol
Reaktionspuffer enthielt, wurde RNA von 2,5 pg éirisiertem Vektor synthetisiert.
Die Inkubation erfolgte 90 min bei 37°€um 50 pl Ansatz wurden 100 pl TE, 700 pl
Trizol und 70 ul Chloroform gegeben, es wurde stanichmischt und fir 5 min auf Eis
inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 14000min bei 4°C wurde der Uberstand
in ein neues Reaktionsgefald pipettiert und mitraindlumen Isopropanol gefallt 10
min auf Eis gefallt. Der Ansatz wurde erneut 20 rbiei 14000 U/min und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend mibo7Bthanol gewaschen, getrocknet
und in 20 pl DEPC-ED und 20 Units RNasin aufgenommen. Die Effizienz RBA-
Synthese wurde in einem 1% Agarosegel verifiziert.

2.2.3.8.1.2 In vitro Translation mit radioaktiver Markierung durch **S-Methionin

Zur in vitro Translation von radioaktiv markiertem Protein weirder TNTCoupled
Reticulocyte Lysate System Kit eingesetzt. Der S(Rpaktionsansatz enthielt 33 pl
Rabbit Reticulocyte Lysatd pl Aminosauremix (1 mM) ohne Methionin, 3 {i6-
Methionin (10 mCi/ml), 1,4 pl KCI-Lésung, 20 UnitRNasin und 10 pul der
synthetisierten RNA. Es wurde 90 min bei 30°C inkubund anschlielend wurden 5
pl des Ansatzes denaturiert und in Proteinladepudtdgenommen. In einem 10%
Polyacrylamidgel wurde die Probe aufgetrennt, delwiirde anschliel3end getrocknet.
Auf einem Phosphoscreemvurde die radioaktive Strahlung visualisiert und hem
Phospho-und Fluoroimager ausgewertet.

2.2.3.8.1.3 Expression und Aufreinigung von in E.Coli exprimierten MPB-
Fusionsproteinen

K-RAS wurde in den Vektor pMAL-p2X kloniert. In LBLOO pg/ml Ampicillin) wurde
eine 10ml Ubernachkultur der E.Coli Stamme, die gMgRX allein und pMAL-p2X-
K-RAS trugen, angeimpft, die am nachsten Tag ie & ml Kultur Gberimpft wurde.
Hatte diese Kultur eine OD von 0,9 erreicht, wundi¢ 24 pl IPTG (0,5 M) induziert.
Nach 5-6 h Wachstum wurden die E.Coli durch Zemgation geerntet. Das Pellet
wurde in 2,5 ml PBS (0,5 M EDTA, 0,1 M PMSF) aufgeammen. Zur Kontrolle der
Expression wurden wahrend des Wachstums alle 2 ml 2Probe entnommen,
abzentrifugiert und das Pellet in 100 pul PBS (0,5 BDTA, 0,1 M PMSF)
aufgenommen. Der Aufschluss erfolgte durch Ultraibbhandlung bei 4°C.

100 pl Proben: 3 x 30 sek Pulsstufe 1 bei 40%je3®d sek. Pause

2,5 ml Proben: 3 x 1 min Pulsstufe 1 bei 60% wndl in Pause
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Anschliel3end wurde 1% Triton X 100 zugegeben unid dnter Schitteln bei 4°C
inkubiert, zentrifugiert und der proteinhaltige Wstand wurde aliquotiert eingefroren.
Die Gesamtproteinkonzentration wurde nach Bradfoestimmt. 20 bis 50 pg
Gesamtprotein wurden in einem 10% Polyacrylamidgégetrennt und mit Coomassie-
Farbung visualisiert.

Die Aufreinigung der MPB-Proteine erfolgte mit Hilder AmyloseResin die jedoch
zuvor mit Amylose Waschpuffer gewaschen werden teussZu 200 ul
Gesamtproteinldsung wurden je 15 pl AmyldResin gegeben und bei 4°C unter
Schitteln 1 h inkubiert. Die Zentrifugation erfadbei 4°C, 3000 U/min fir 3 min. Es
wurde anschlie3end 3 x mit je 400 ul Amylose Waséflep und 1 x mit 200 ul MPB-
X-Y Bindepuffer gewaschen.

2.2.3.8.1.4 Bindungsassay

Zum Saulenmaterial, dass die MPB-Proteine gebuhdée (2.2.3.8.1.4.), wurden 200
pul MPB-X-Y Bindepuffer und 10 pl dds vitro Translationsansatzes (2.2.3.8.1.2.), der
das radioaktiv markierte Protein enthielt, gegeltenerfolgte eine Inkubation bei 4°C
unter Schuitteln fir 1 h. Nach Zentrifugation fur Bin bei 3000 U/min bei
Raumtemperatur wurde der Uberstand abgenommen asdSdulenmaterial 5 x mit
Amylose Waschpuffer gewaschen. 8 pl Proteinladepuifurden zum Saulenmaterial
gegeben und der Ansatz wurde 5 min bei 95°C depatubie Auftrennung erfolgte im
10% PAGE-Gel und nach Trocknung des Gels wurdeuéssimem Phosphoscreen
inkubiert, der dann wiederum am Phospho-und Flnoager ausgewertet wurde.

2.2.3.8.2 Interaktionsstudien in humanen Zelllinien in vivo

Fur die Interaktionsstudien wurden HEK293 genutzt.

2.2.3.8.2.1 Klonierung von MST1, MST2 und WW45

Beim RZPD wurden EST-Klone bestellt, die die ergashenden cDNAs der Gene
trugen. Mit cDNA spezifischen Primern (Tabelle f)e zusatzlich Schnittstellen zur
Klonierung in den Vektor pCMV-Tagl trugen, wurdeéa dDNAsmit Pfu TurboDNA-
Polymerase amplifiziert, mit Taq DNA Polymerase @aiein A-Anhang generiert und
mit Hilfe der Kitsysteme pGER-T and pGEM®-T Easy Vector Systems und TA
Cloning®Kit wurden die PCR-Fragmente kloniert.

Tabelle 9. Primersequenzen zur Klonierung der Gd8&1, MST2 undWW45 aus EST-Klonen

Gen Forward Primer (5°-3") Reverse Primer (5°-3°)

MST1 GAGGATCOCCGCCATGGAGCAG TGGTCGACTCAAAAGTTTTGCTGCCTTCTTT

MST2 GAAGATCTGCGCCATGGAGACGGTACAGC TGGTCGACAGCCTGGCCTTGCTCAGAAGTT

WWA45 | GAAGATCTGAAGGATGCTGTCCCGAAAGAAA | TGGGTCGACTCAGCTCAAAAATTTTTTCCATGTTG
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Die Vektoren wurden dann mit den Restriktionsendttgasen BamHI bzw. Bglll und
Sall geschnitten und die Inserts in den Vektor pGWAg1 kloniert. Bei dem Klon fir
MST1 befand sich ein Intron im Klon, das durch getéte Mutagenese mit dem
QuickChang® XL Site-Directed Mutagenesis Kit deletiert wurdgbenso musste ein
Stopcodon bei dem Klon WW45 mutiert werden.

2.2.3.8.2.2 Transfektion und Proteinisolation in und aus humanen Zellen

Die Transfektion in HEK293 wurde wie in 2.2.3.3.trHlilfe von Lipofectamin 2000
vorgenommen.

2.2.3.8.2.2.1 Proteinisolation mit RIPA-Puffer

Zum Aufschluss der Zellen wurde RIPA-Puffer verwendiem ein Proteininhibitormix
(Complete) zugesetzt wurde. Nachdem das Mediumsalogé wurde und mit PBS
gewaschen worden war, wurde 1 ml RIPA-Puffer a@ dellkulturschale mit den
Zellen gegeben. Die Platte mit RIPA-Puffer wurde rhih bei 4°C inkubiert und
anschlieBend wurde die Zell-Protein-RIPA-Pufferdudg durch eine 21 gauge Kanile
(mit Spritze) auf und abgezogen, was zum Aufschldss Zellen fiihrte. Die
Proteinlésung wurde in ein Reaktionsgefald Uberfiimtl 30 min bei 4°C unter
Invertieren inkubiert. Die Zellmembranen und Ruékste wurden bei 10000 U/min
und 4°C fir 10 min abzentrifugiert, der Uberstanarde in ein neues ReaktionsgefaRl
uberflhrt.

2.2.3.8.2.2.2 Proteinisolation mit Flag-Aufschlusspuffer

Zellen, deren Protein isoliert werden sollte, wurdeon der Zellkulturschale
abtrypsiniert und mit PBS gewaschen. AnschlieBendgden sie in 1 ml Flag-
Proteinaufschlusspuffer aufgenommen und 30 min HBEC invertiert. Die
Zellemembranen und Ruckstande wurden bei 10000 rUfmmd 4°C far 10 min
abzentrifugiert, der Uberstand wurde in ein neueakRonsgefaR tberfihrt.

2.2.3.8.2.3 (Immuno)Prazipitation

2.2.3.8.2.3.1 Préazipitation mit GSH-Sepharose

Pro Ansatz wurden 75 pul Glutathion-Sepharose génuiie durch zweimaliges
Waschen mit PBS vorbereitet wurde. Je 75 pul GSHi&@se wurden zu 1 ml Protein-
Losung (in RIPA-Puffer) zugegeben und 1 h bei 43@ertiert. AnschlielRend wurde 4
min bei 3000 U/min zentrifugiert und der Uberstaaiothenommen. Die Glutathion-
Sepharose, die GST-Fusionprotein gebunden hab#e, seurde 2 x mit 300 ul PBS
gewaschen, anschlieRend mit je 25 ul Proteinladepuérsetzt und fir 5 min bei 95°C
denaturiert.
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2.2.3.8.2.3.2 Préazipitation mit Flag-Agarose

Pro Ansatz wurden 50 pl Flag-Agarose eingesetetddrch zweimaliges Waschen mit
TBS vorbereitet wurde. 50 pl Flag-Agarose wurdenlzml Proteinlésung (in Flag-
Proteinaufschlusspuffer) gegeben und Uber Nacht4B€i invertiert. Anschliel3end
wurde 5 sek bei 10000 U/min zentrifugiert und déetstand abgenommen. Die Flag-
Agarose, die die Flag-Fusionsproteine gebundenrhab#te, wurde 2 x mit 300 pl
TBS gewaschen, anschliel3end mit je 25 ul Protedplaffier versetzt und fur 5 min bei
95°C denaturiert.

2.2.3.8.2.4 Western Blot Analyse

20 pl der mit Ladepuffer versetzten und denatiereRrazipitationsanséatze wurden auf
einem 10% PAGE-Gel aufgetrennt. Die Gele wurdeaimem Western Blot eingesetzt
und die Proteine wurden bei 4°C und 350 mA furit Western-Blot-Puffer Il imMini
Trans-Blot Cell SystelBiorad) auf eine PVDF-Membran tbertragen.

2.2.3.8.2.4.1 Detektion mit GST-Antikorpern

Zur Detektion mit GST-Antikérpern wurde die Membramindestens 1 h in
Blockierungslésung geblockt und 3 x mit Waschldstiimgie 5 min gewaschen. 25 pg
GST-Antikoérper wurden in 5 ml Waschlésung verdiumnmd der Blot wurde 1 h
invertiert. Anschlieend wurde, wie oben beschmelgewaschen, 1,4 pug désti-
mouse IgG alkaline phosphatagetikérpers wurden in 5 ml Waschlésung verdinnt
und der Blot wurde 1 h invertiert. Anschlielend aeajr wie oben beschrieben,
gewaschen und die Detektion erfolgte mit BCIP/NBT.

2.2.3.8.2.4.2 Detektion mit Flag-Antikdrpern

Zur Detektion mit Flag-Antikérpern wurde die Membramindestens 1 h in
Blockierungslésung geblockt und mit WaschlésungSimin gewaschen. 180 pg Flag-
Antikorper wurden in 25 ml Blockierungslosung vemdtiundder Blot wurde 30 min
geschattelt. AnschlieRend wurde, wie oben besclniegewaschen, 1,4 pg dasti-
mouse IgG alkaline phosphatagentikdrpers wurden in 25 ml Blockierungslosung
verdunnt und der Blot wurde 1 h invertiert. AnseBlend wurde 4 x 5 min mit
Waschlosung gewaschen und die Detektion erfolgtd3@IP/NBT.

2.2.3.8.2.4.3 Detektion mit Phospho-Serinspezifischen Antikérpern

Zur Detektion mit Phospho-serinspezifischen Anfdgin wurde die gleichen
Bedingungen genutzt, wie bei der Detektion mit G8iikérpern (2.2.3.8.2.4.1). Der
phospho-serinspezifischAntikorper wurde in einer Konzentration von 1,5 mb/
eingesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1  Epigenetische Inaktivierung in Weichteilsarkomen

3.1.1 Epigenetische Inaktivierung krebsrelevanter Gene

Um den Einfluss der epigenetischen Inaktivierung iform  von
Promoterhypermethylierung der in die Tumorenstehumglvierter GeneRASSF1A
pl6 MLH1, MSH2 ERx in Weichteilsarkomen zu analysieren, wurde genon@<DNA
aus Weichteilsarkomen isoliert und die DNA wurdeuiit behandelt.

RASSF1A
11 14 17 21 31 32 47 49

M m umumu mumumumumumu M

54 66 83 85 91 102  Meth. HeLa H,O

MM u ™mMumumumuTmuUumueumummu M

pl6

M 54 66 83 85 91 102 Meth. HelLa _H,0
m U m u m u m u m umu mu mu m.u

ERalpha

86 89 92 93 94 95 Meth. A549 H,O

M ™mumu mumuTmumumumu mu M

Abbildung 6. Methylation Specific PCRder Gene RASSF1A pl6 und ERa in priméaren
Weichteilsarkomen. Es wurden Primer, die nach HisBehandlung der Tumor DNA, spezifisch
urspriinglich methylierte (m) und unmethylierte @pGs detektieren, im jeweiligen PCR Ansatz
eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden in einem 2%dsgael analysiert. Als Kontrolle wurden eiime
vitro methylierte Kontroll-DNA (Meth.; Siehe 2.2.1.4)dumine unmethylierte Kontrolle (HeLa bzw.
A549) mitgefluhrt. Die Produktlangen betragen beiM&P vonRASSF1A93bp fur das methylierte bzw.
105bp fur das unmethylierte Produkt. Die Produkfién der MSP vompl16 betragen 150bp fiir das
methylierte bzw. 151bp fir das unmethylierte Produkd die der MSP fUERa 159bp fiir das
methylierte bzw. 161 fur das unmethylierte PCR-BkbdMit M ist der 100 bp Marker gekennzeichnet.

Untersucht wurden 84 Weichteilsarkomproben, die 22 Liposarkome, 18
Leiomyosarkome, 18alignant fibrous histiocytoma®dFHs), 6 Rhabdomyosarkome,
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6 neurogene Sarkome, 6 synoviale Sarkome, 3 Filkase, 3 maligne
Hemangiopericytome, 1 malignes Mesotheliom und reéoht klassifiziertes Sarkom
klassifiziert worden waren. Die CpG Inseln der Potoren von RASSF1A (Ras
Assoziation Domain Family 1A)16 undERx (Estrogen Rezeptar) wurden mit Hilfe

von methylation specific PCRMSP) analysiert (Abbildung 6), wahrend die Prooneh

der GeneMLH1 (mutL Homolgue 1und MSH2 (mutS Homologue 2)it combined

bisulfite restriction analysiSCOBRA) untersucht wurden (Abbildung 7).

MSH2 49 51 54 55 56 57 59  Meth. Hela
M 7% T+ T ¥+ T ¥ T ¥ T ¥+ T ¥ T ¥ T+

— —
—

S S ew s e R EEESEEEE e —
- . . -

Abbildung 7.Combined Bisulfit Restriction Analysder GeneMSH2 und MLH1 in Weichteilsarkomen.
Die zu untersuchenden Abschnitte wurden durch P@Rlifiziert und mit den Restriktionsenzymen Tagq|
(COBRA MLH1) und HpyCH4lV (COBRA MSH2) geschniti#e. Restriktionen (+) und ungeschnittene
PCR Produkte (-) wurden in einem 2% Agarosegel yaatt. Als Kontrollen wurde eine vitro
methylierte Kontrolle (Meth.; Siehe 2.2.1.4 ) uimteeunmethylierte Kontrolle (HeLa) mitgefihrt. N¥it

ist der 100 bp DNA Langenstandard gekennzeichnet.

In Tabelle 10 sind die Ergebnisse und Methylierindg$igkeiten dargestellt. Der
Promoter des Gen®4SH2zeigte keinerlei Methylierung in 54 untersuchtealden, die
Methylierungsfrequenz des Promoters WwhinH1 betrug 9% (7 von 81), wobei 3 von 21
Liposarkomen, 1 von 18 (6%) Leiomyosarkomen, 1 \dnh(6%) MFHs, 1 von 3
malignen Hemangiopericytomen und 1 malignes Mediothebetroffen waren. Der
Promoter des GertSRa zeigte mit 76% (48 von 63) eine hohe Methylierdregpuenz
ohne signifikante Unterschiede zwischen den Tuniié&en. Die epigenetische
Inaktivierung des Genpl6 konnte in 27% (22 von 82) der Félle detektiert deer,
wobei auch hier keine signifikanten Unterschiededen Unterarten der Tumore
auftraten. 20% (17 von 84) der untersuchten Prundoten wiesen eine Methylierung
des Promoters VORASSF1Aauf. Dabei waren 18% (4 von 22) der Liposarkomé un
6% (1 von 18) MFHs hypermethyliert, wéhrend im Meigh dazu die
Methylierungsfrequenz bei Leiomyosarkomen mit 3@%on 18) signifikant (p=0.152;
t-Test, bzw. p<0,015; t-Test) hoher war. In Nornealgben lagen die Promotoren von
RASSF1AMLH1 und MSH2 unmethyliert vor. Mit 2 von 9 Proben waren fir den
Promoter vorpl6 22% der Normalgewebe methyliert und mit 4 von 8ben war die
Promoterregion voiERx zu 50% hypermethyliert.
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Tabelle 10. Haufigkeiten der Promotermethylieruegsehiedener Gene in Weichteilsarkomen. Bei
Stichproben < 5 wurden keine prozentualen Antailgegeben, ebenso bei Werten, bei
denen keine Methylierung auftrat.

Tumorart RASSF1A pl6 MLH1 MSH2 ERa
Liposarkome 422 (18%) 6/22 (27%pB/21 (14%)| 0/12 | 10/14 (71%
Leiomyosarkome 7/18 (39%) 4/16 (25%0)1/18 (6%) 0/6 12/15 (80%)
mmm brous hstooyomas 1/18 (6%) | 3118 (17%) 1/17 (6%) 0/14 | 11/13 (85%)
Rhabdomyosarkome 0/6 2/6 (33%) 0/6 0/6 4/5 (87%)
Neurogene Sarkome  3/6 (50%) 2/6 (33%) 0/5 0/6 2/3
Synoviale Sarkome 2/6 (33%) 1/6 (17%) 0/6 0/5 (6/8%0)
Fibrosarkome 0/3 1/3 0/3 0/2 3/3
Malign. Hemangiop. 0/3 1/3 1/3 0/1 0/2
Malig. Mesotheliom 0/1 1/1 1/1 0/1 1/1
nklassifizierte 0/ 11 01 0/ 11
Gesamt (1270/(% (2227/&2) (79/;)1) 0/54 (4786/&3;
Normalgewebe 0/8 2/9 (22% 0/9 0/9 4/8 (50%0)

In funf Weichteilsarkomzelllinien (RD, A204, 6/93%ao0s2, US8-93) wurde die
Methylierung des Promoters vaRASSF1Auntersucht und es zeigte sich, dass zwei
Rhabdomyosarkomzelllinien RD und A204 sowie dieob@yosarkomzelllinie 6/93 und
die Osteosarkomzelllinie Saos2 methyliert waren,hneéd die Zelllinie eines
undifferenzierten Sarkoms US8-93 keine Methylieranfyies (Daten nicht gezeigt).

3.1.1.1 Induktion der Reexpression v&(®ASSF1An einer Weichteilsarkomzelllinie
durch Behandlung mit 5-Aza-2'-Deoxycytidin

Die

Rhabdomyosarkomzelllinie

RD wurde

4

Tage

mit mde DNA

Methyltransferasehemmer 5-Aza-2'-Deoxycytidin beladin und die Expression von
RASSF1Avurde mittels RT-PCR analysiert. Es zeigte si@ssddie Behandlung mit 5-
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Aza-2'-Deoxycytidin zu einer Reexpression VRASSF1AfUhrte (Abbildung 8A). In
real-timeRT-PCR Analysen wurde gezeigt, dass die ExpressimrRASSF1An den
nicht mit 5-Aza-2'-Deoxycytidin behandelten Zelldrei 2% der Expression der
behandelten Zellen lag (Abbildung 8A). Die Konteolder RNA erfolgte durch
Expressionsanalyse des Ge@sPDH, die in allen Proben gleich stark war.

A B
OuM  5uM 10uM M M 5 35 49 54 71 76 79 H,0O

2% 100% 100%

80

70

40

L in%F ul

5 35 49 54 71 76 79

Expression in %

Weichteilsarkomproben

Abbildung 8. RASSF1A Expressionsanalysen in der RhabdomyosarkomzellliRD und in
Weichteilsakomen. (A) Die Reexpression VORASSF1A nach Behandlung der
Rhabdomyosarkomzelllinie RD mit 0 uM, 5 uM und M JtAza-2'-Deoxycytidin wurde mittetsal-
time-RT-PCR (ProduktgrofRe 239 bp) analysiert. Die Egpien des Ansatzes nach Behandlung mit 5-
Aza-2'-Deoxycytidin wurde in einer komparativen vierdung als 100% angenommen. Zellen, die nicht
mit 5-Aza-2'-Deoxycytidin behandelt wurden zeigen 2% der Expression. Als Kontrolle diente die
Expression des Gen€&APDH (GréRe des PCR Produktes 176 bp). R&al-timeRT-PCR Analyse der
Expression voiRASSF1Ain Weichteilsarkomproben, die einen methylierta) lfzw. unmethylierten (u)
Promoter vorRASSF1Aaufwiesen. Mit M ist der 100 bp DNA Langenstandggklennzeichnet.

3.1.1.2 Untersuchung der Expression VBASSF1Am epigenetisch inaktivierten
Weichteilsarkomproben mieal-timeRT-PCR
Zum Nachweis, dass die die Methylierung des ProraotenRASSF1Azur Abnahme
der Expression fiihrte, wurde RNA, isoliert aus Wedsarkomproben, zur Analyse
mittels real-timeRT-PCR eingesetzt. Proben, die eine Methylierungr de
Promoterregion in der MSP ergaben, zeigten auch eaiminderte Expression von
RASSF1Aso z.B. die Proben 5 und 49, die eine Verringgrder Expression um ca.
50% aufwiesen (Abbildung 8 B). Die Tumore 35 under§aben keine Methylierung
des Promoters VORASSF1An der MSP und zeigen auch die starkste Expressider
Expressionsanalyse. Bei den Proben 54, 71 undig9ndler MSP methyliert waren,

entsprach die Expression nur noch 4% bis 20% \argii mit Probe 76 (Abbildung 8
B).
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3.1.1.3 Einfluss der Hypermethylierung des Promoters R&SSF1Auf die Prognose
fur Patienten
Die Uberlebenszeit von Patienten in Abhéngigkeit der Promoterhypermethylierung
von RASSF1Avurde mit Hilfe statistischer Analyseverfahren Rfrogramm SPSS 11.0
analysiert. Dabei wurden jedoch nur Patienten mindren des 2. und 3. Tumorgrades
bertcksichtigt, da die Patienten mit Tumorgrad thnoicht verstorben waren und die
Patienten mit Tumorgrad 4 aufgrund schneller Matstung binnen kirzester Zeit
verstorben waren. Die Auswertung erfolgte mittelss €Cox proportional hazard
regression modaind der Kaplan Meier Uberlebensanalyse. Letztegatefiir Patienten
mit einem hypermethylierten Promoter VBASSF1Aeine mittlere Uberlebenszeit von
22 Monaten (Median 12 Monate), wahrend PatientengrdRASSF1APromoter nicht
methyliert war, mit einer mittleren Uberlebenszgih 58 Monaten (Median 52 Monate)
eine signifikant (p=0,0284; Log-Rank-Test) hoherebetlebensrate aufwiesen
(Abbildung 9). Auch imCox proportional hazard regression modetigte sich ein
signifikant (RR=2,9; p=0,037) hoheres Risiko, amn idesbserkrankung zu sterben, fur
Patienten, dereRASSF1Aromoter hypermethyliert war.

1,0

r-f-

RASSF1A Promoter
unmethyliert

1

1

i
1

|

Uberleben

L-------

RASSF1A Promoter
methyliert

0,0

0 20 40 60 80 100
Zeit in Monaten

Abbildung 9. Kaplan-Meier Uberlebensanalyse fiir ahigilsarkompatienten mit methyliertem bzw.
unmethyliertenRASSF1APromoter. Patienten, deren Tumor in die Stadieriamd drei klassifiziert
wurden, wurden in die Analyse einbezogen. Sigmifikp=0,0284; Log-Rank-Test) hdher war die
Uberlebenszeit fir Patienten, die keRASSF1APromoterhypermethylierung des Tumors aufwiesen.

3.1.2 Epigenetische Inaktivierung vonMST1, MST2, WW45, LATS1 und LATS2

MST wurde als Interaktionspartner von RASSF1A beebtlen (Praskovat al. 2004),
der wiederum mit WW45 interagierte und die Proteld®TS zu phosphorylieren
vermochte (Charet al. 2005). Die Untersuchung der epigenetischen Inegkting
dieser Gene kann, sobald z.B. sich ausschlieReneignisse auftreten, Aufschliisse
Uber  antagonistische oder synergistische  Wirkweiseim  betroffenen
Signaltransduktionweg liefern. Die  epigenetische aktivierung  durch
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Promotermethylierung voMST1 MST2 WW45 LATS1und LATS2wurde mit Hilfe
von MSP (Abbildung 10 und Tabelle 11) in Weichtailomen untersucht.
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Abbildung 10.Methylation Specific PCRder GeneMST1, MST2, LATS1, LATS2 und WW45 in
Weichteilsarkomen. Es wurden Primer, die nach HisBehandlung der Tumor DNA, spezifisch
urspriinglich methylierte (m) und unmethylierte @pGs detektieren, im jeweiligen PCR Ansatz
eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden in einem 2%dsgael analysiert. Als Kontrolle wurden eiime
vitro methylierte Kontroll-DNA (Meth.; Siehe 2.2.1.4)dueine unmethylierte Kontrolle (HF53, HelLa
bzw. 6/93) mitgefuhrt. Die Produktldngen betragemn der MSP vorMST1 120 bp fir das methylierte
bzw. 125 bp fiur das unmethylierte Produkt. Die Rildtingen der MSP vokIST2 betragen 99 bp fir
das methylierte bzw. 108 bp fiir das unmethyliemed®kt und die der MSP flitATS1 125 bp fir
methyliertes und unmethyliertes PCR Produkt, LFABTS2 150 bp fir methyliertes und unmethyliertes
Produkt und filWwW45 116 bp fiir das methylierte bzw. 131 bp fiir das dhplierte Produkt. Mit M ist
der 100 bp DNA Léngenstandard gekennzeichnet.

Die Methylierungshéaufigkeit lag beST1 mit 37% (19 von 52) relativ hoch. Dabei
waren 25% (2 von 8) der untersuchten Liposarkom@% 5(5 von 10) der

Leiomyosarkome, 17% (2 von 11) der MFHs und 80% \dn 5) der

Rhabdomyosarkome betroffen (Tabelle 11). In demféterregion vorMST2 zeigten

20% (12 von 60) der Proben eine Hypermethylieraladpei waren 15% (2 von 13) der
Liposarkome, keine der 13 untersuchten Leiomyosagkd31% (4 von 13) MFHs, 17
(1 von 6) der Rhabdomyosarkome und 50% (3 von &) Simovialen Sarkome
betroffen (Tabelle 11). Die Untersuchung des PremsotonLATS1zeigte eine niedrige
Methylierungshaufigkeit, es waren 7% (3 von 44) téeichteilsarkome methyliert,
dabei handelte es sich um ein Liposarkom, ein Lgasarkom und ein nicht
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klassifiziertes Sarkom. Fur die Promotoren der GeA€S2und WW45konnte in43
bzw. 47 untersuchten Proben keinerlei Promotermgpthrylierung festgestellt werden.

Tabelle 11. Methylierungsfrequenzen der Promotex@anMST1 undMST2 in Weichteilsarkomen. Bei
Stichproben < 5 wurden keine prozentualen Antailgegeben, ebenso bei Werten, bei
denen keine Methylierung auftrat.

Tumorart

MST1

MST2

Liposarkome

2/8 (25%)

2/13 (15%)

Leiomyosarkome

5/10 (50%)

0/13 (0%)

MFH

2/11 (17%)

4/13 (31%)

Rhabdomyosarkome

415 (80%)

1/6 (17%)

Neurogene Sarkome 1/2 0/3
Synoviale Sarkome 1/6 (17%) 3/6 (50%)
Fibrosarkome 1/3 0/2
Nicht klassifizierte 2/6 (33%) 2/4
19/52 12/60
gesamt (37%) (20%)
Normalgewebe 1/7 (14%) 0/4

In den Leiomyosarkomen war der Promoter W8T 1 signifikant (p=0,007; Exakter
Test nach Fischer) haufiger methyliert, verglicmeih der Promotermethylierung von
MST2 (Tabelle 11). Auch die Promotermethylierung VBASSF1Aist signifikant
(p=0,025; Exakter Test nach Fischer) haufiger, hargn mit der vonrMST2 (Tabelle
10, Tabelle 11).

Die Untersuchung von Weichteilsarkomzelllinien (S¥§, Saos2, A204, 6/93, RD und
US8-93) ergab eine Hypermethylierung ddST1 Promoters in 3 von 6 Féallen und
betraf die Zelllinien SKLMS, Saos2 und A204. Find&romoter vorMST2konnte in
keiner der Zelllinien eine Hypermethylierung detektwerden.

3.1.2.1 Induktion der Reexpression vifiST1in einer Weichteilsarkomzelllinie durch
Behandlung mib-Aza-2'-Deoxycytidin

Die Weichteilsarkomzellline SKLMS (Leiomyosarkomlrde vier Tage mit 5-Aza-2'-

Deoxycytidin behandelt und die Expression vMST1 wurde mittels RT-PCR

analysiert. Da bei dieser Zelllinie der Promoten WdST21 nur partiell hypermethyliert

vorlag, wurde die Expression voMST1 durch die Behandlung mit 5-Aza-2'-

Deoxycytidin verstarkt (Abbildung 11).
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Abbildung 11.MST1 Expressionsanalyse in SKLMS. Die Expression M&T1 nach Behandlung der
Leiomyosarkomzelllinie SKLMS mit 0 uM und 10 pMz&-&'-Deoxycytidin wurde nach RNA Isolation
mittels RT-PCR (200 bp) analysiert. Als Kontrolierd die Expression des Genes GAPDH (Grol3e des
PCR Produktes 176 bp).

3.1.2.2 Einfluss der Hypermethylierung des Promoters MBIl 1auf die Prognose fur
Patienten
Die Abhangigkeit der Uberlebenszeit von Weichteksapatienten vom
Methylierungsstatus dedST1Promoters wurde mit statistischen Analysemethaaden
Programm SPSS 11.0 ausgewertet. Dabei wurde Cas proportional hazard
regression modaind die Kaplan Meier Uberlebensanalyse angewehdéttere ergab
keinen signifikanten Unterschied, die mittlere Ubkenszeit war bei Patienten, die
einen unmethylierten Promoter des GerMSTL1 trugen mit 45 Monaten jedoch
niedriger im Vergleich zu Patienten, der®&ST1 Promoter methyliert vorlag (52
Monate). Dabei wurden nur Patienten mit Tumoren d&adiums 2 und 3
bertcksichtigt, da Patienten mit Tumoren des Stadit noch nicht verstorben waren
und Patienten des Tumorstadiums 4 aufgrund hohetasiesierung sehr schnell
verstorben waren. DagCox proportional hazard regression modergab einen
signifikanten (RR=8.2; p=0.036) Unterschied bei déerlebenszeit von Patienten, die
einen hypermethylierten Promoter vBIST1trugen, verglichen zu Patientatie einen
unmethylierterMST1Promoter aufwiesen. Das relative Risiko, an debserkrankung
zu sterben, war dabei fur Patienten, die keine Miettung desViST1Promoters trugen,
erhoht (Abbildung 12).
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Abbildung 12. Analyse der Uberlebenszeit mitt€lex proportional hazard regression modér
Weichteilsarkompatienten nach MethylierungsstaesMIST1 Promoters. Patienten, deren Tumor in die
Stadien zwei und drei klassifiziert wurden, wurdendie Analyse einbezogen. Signifikant (RR=8.2;
p=0.036) hoher war die Uberlebenszeit fiir Patientdie eineMST1 Promoterhypermethylierung des
Tumors aufwiesen.

3.2  Epigenetische Inaktivierung der GeneM ST, LATS und WW45
im Bronchialkarzinom

3.2.1 Epigenetische Inaktivierung im nicht kleinzelligenLungenkarzinom

Die Inaktivierung der Gen#ST1 MST2 WWA45 LATS1und LATS2wurde mittels
MSP in 40 primaren Lungentumoren und 6 Normalgeweatusollen untersucht
(Abbildung 13). In 19 von 36 (53%) und 7 von 32 ¥@22der Tumoren wurde eine
Promoterhypermethylierung der GelST1bzw. MST2gefunden. In 5 von 39 (13%)
untersuchten Tumoren wurde der Promoter MOWTS1 inaktiviert, wéhrend die
Methylierungsfrequenz vohATS2mit 11 von 32 (34%) betrug. Die epigenetische
Inaktivierung vonRASSF1AiIn diesen Tumorproben war bereits analysiert worde
(Dammanret al.2000) und betrug mit 13 von 39 (33%). MuwW45wurde in 38 Proben
keine Promoterhypermethylierung detektiert.
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T35 T39 T40 T43 T41A T41B HF53 Meth
MST1
M m u m u m u m u m u m u m u m u
T31 T33 T34 T35 T39 T40 HF53 Meth
MST2
M m u m u m u m u m u m u m u m u
T28 T29 T30 T31 T33 T34 HF53 Meth
LATS1
M m u m u m u m u m u m u m u m u
T31 T32 T33 T34 N34 N35 HF53 Meth
LATS2
M m u m u m u m u m u m u m u m u
T33 N34 T34 N35 T35 N36 HF53 Meth
WW45
M

Abbildung 13.Methylation Specific PCRler GeneMST1, MST2, LATS], LATS2 und WW45 in
Lungenkarzinomen (T) und Normalgewebskontrollen. (83 wurden Primer, die nach Bisulfit
Behandlung der Tumor DNA, spezifisch urspriinglicathylierte (m) und unmethylierte (u) CpGs
detektieren, im jeweiligen PCR Ansatz eingesetet. HLR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel
analysiert. Als Kontrolle wurden einie vitro methylierte Kontroll-DNA (Meth.; Siehe 2.2.1.4)dugine
unmethylierte Kontrolle (HF53) mitgefihrt. Die Prddlangen betragen bei der MSP vigisT1 120 bp
fur das methylierte bzw. 125 bp fur das unmethidi®rodukt. Die Produktlangen der MSP WIS T2
betragen 99 bp fir das methylierte bzw. 108 bpdiés unmethylierte Produkt und die der MSP flr
LATS1 125 bp fur methyliertes und unmethyliertes PCRiBks, firLATS2 150 bp fur methyliertes und
unmethyliertes Produkt und fWW45 116 bp fir das methylierte bzw. 131 bp fur das uhytlierte
Produkt. Mit M ist der 100 bp DNA Langenstandar#emzeichnet.

Die Verteilung der Methylierungsfrequenzen wurdeTiabelle 12 dargestellt. In den
untersuchten Adenokarzinomen zeigten 10 von 15 J6&ite Promotermethylierung
des Promoters voMST] 3 von 16 (19%) des Promoters vitST2 4 von 17 (24%)
des Promoters voiATS1 und 5 von 15 (33%) des Promoters vAATS2 Im
Plattenepithelkarzinom lagen 6 von 12 (50%) derPnoin der Promoterregion von
MST1methyliert vor, 3 von 10 (30%) wiesen eine Promogpermethylierung itMST2
auf und 3 von 10 (30%) vomATSZ2 wahrend keinerlei Hypermethylierung des
Promoters vonLATS1 festgestellt wurde. Auch in 7 untersuchten grdigpsi
Karzinomen konnte keinerlei PromoterhypermethyherbeiLATS1detektiert werden,
wahrend die epigenetische Inaktivierung des Proraot@nMST1in 2 von 7 (29%) der
Falle und die des Promoters vaATS2in 2 von 4 Fallen vorlag. Keines von 7



62

3 Ergebnisse

grof3zelligen Karzinomen zeigte eine Promoterhypérgherung vonLATS1 Damit
kann eine Signifikanz der Methylierung des Pron®tern LATS1festgestellt werden,
die verstarkt bei Adenokarzinomen auftritt, wahrdyail Plattenepithelkarzinomen und
grof3zelligen Karzinomen keine Methylierung auft(@=0,04; Exakter Test nach
Fischer, Adenokarzinom versus Plattenepithelkaminand grof3zelliges Karzinom).
Eine Tendenz (p=0,053; Exakter Test nach Fischennte gezeigt werden, dass die
Haufigkeit einerLATS1 Promoterhypermethylierung in Adenokarzinomen erhéh
wenn auch eine Methylierung deRASSF1A Promoters vorliegt.
Normalgewebsproben zeigten keinerlei Hypermethytigrder Promotoren vaMSTJ,
MST2 WW45 LATS1und vonLATS2(Tabelle 12).

Untersuchte

Tabelle 12. Methylierungsfrequenzen der PromotalenGeneMST1, MST2, LATS2, LATS1 und
RASSF1Ain primaren, nichtkleinzelligen Lungenkarzinomerd in kleinzelligen
Bronchialkarzinomzelllinien. Bei Stichproben < 5ndien keine prozentualen Anteile
angegeben, ebenso bei Werten, bei denen keine IMaihg auftrat.

Tumorart MST1 MST2 LATS1 LATS2 | RASSF1A
Adenokarzinom 10/15(67%)3/16(19%)| 4/17(24%)| 5/15(33%) | 5/17(29%
Plattenepithelkarzinom 6/12(50%) | 3/10(30%) 0/12 3/10(30%)| 4/12(33%)
GroRzelliges 2/7(29%) 0/5 07 2/4 3/7(43%
Karzinom
Andere 1/2 1/1 1/3 1/3 1/3
Gesamt 19/36 7/32 5/39 11/32 13/39

(53%) (22%) (13%) (34%) (33%)
Normalgewebe 0/5 0/3 0/6 0/4 0/6
Kleinzell. Bronchial- 11/15 6/17 7/15 6/18 16/16
karzinomzelllinien (73%) (35%) (47%) (33%) (100%)

3.22
Mittels MSP

wurde

die

epigenetische

Inaktivierung n i

Epigenetische Inaktivierung in kleinzelligen Bronchalkarzinomzelllinien

18

Kleinzelllungenkrebszelllinien untersucht und dieetllylierungsfrequenz bestimmt
(Tabelle 12). Die Methylierungsfrequenz lag mitvidn 15 untersuchten Zelllinien bei
73% fur den Promoter vadST1 mit 6 von 17 bei 35% fiMST2 WW45war in 2 von
16 (13%) Fallen hypermethylierb, ATS1mit 7 von 15 in 47% der Falle und eine
Hypermethylierung ded ATS2 Promoters war in 33% (6 von 18) der Falle zu
detektieren.
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3.3  Mutationsanalyse vonRASSF 1A, B-RAF und K-RAS in
Weichteilsarkomen

3.3.1 RASSF1A

In unseren Untersuchungen wurde gezeigt, dass algmBrphismus 133 des Gens
RASSF1Asignifikant haufiger bei Brustkrebspatienten atftals in der Kontrollgruppe
(Schagdarsurengiat al. 2005), was den Schluss zuliel3, dass der Polynmsmls die
Brustkrebsentstehung fordert. Codon 133 des GemASSF1A wurde in
Weichteilsarkomen auf den Polymorphismus GEICT (Alanin>Serin) hin mittels
single strand conformation polymorphist®&SCP) Analyse untersucht, um eine
maogliche Korrelation auch bei Weichteilsarkompagenzu analysieren. Genomische
DNA aus Blut von heterozygoten Tragern des Polymisrpus im Codon 133 wurde
als Kontrolle genutzt (Abbildung 14, K1).

49 50 79 85 90 91 98 101 KiI M
—— | —
e
-
wt GCT/TCT wt wt wit wt GCT/TCT wit GCT/TCT

Abbildung 14. SSCP Analyse des Codons 133 des BABSF1A in Weichteilsarkomtumoren. Die
Analyse der PCR Produkte auf Polymorphismen esdoigi 16%igen Acrylamidgel mit anschlie3ender
Silberfarbung. Als Kontrolle (K1) diente DNA ausitBeines heterozygoten Trégers des Polymorphismus
G/TCT. Mit wt sind die Proben gekennzeichnet, d&éndn Polymorphismus tragen. Als DNA
Langenstandard wurde der 100 bp DNA Marker (M) efifigprt.

Von 69 untersuchten Weichteilsarkomproben truggi286) den Polymorphismus. 4
von 15 (27%) Liposarkomen, 1 von 5 neurogenen Saekp 1 von 5
Rhabdomyosarkomen und 1 von 16 (6%) Leiomyosarkomaren betroffen. Die
Methylierung des Promoters VORASSF1A zeigte keine Assoziation zu dem
Polymorphismus im Codon 133, 2 von 13 (15%) Probemit

Promoterhypermethylierung trugen des Polymorphistr@8 wahrend 6 von 56 (11%)
Proben mit unmethyliertem RASSF1A Promoter diesalgrRorphismus aufwiesen.

3.3.2 B-RAF

Aufgrund der Tatsache, dass negative Assoziatiawischen den Ereignissen der
Promoterhypermethylierung vdRASSF1Aind der Mutation des Codons 600 des Gens
B-RAFin Schilddrisenkrebs und im Gebarmutterkarzinostbeeben wurden (Xingt

al. 2004; Hoqueet al.2005; Kanget al. 2006), wurde ein funktioneller Zusammenhang
zwischen B-RAF und RASSF1A postuliert. Eine negatssoziation wurde hingegen
in Melanoma detektiert (Reifenberget al. 2004). Mit Hilfe der SSCPs(ngle strand
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conformation polymorphism Analyse wurde die DNA, die isoliert aus
Weichteilsarkomtumoren vorlag, auf Mutationen inn@eRAF untersucht, um auch in
Weichteilsarkomen auf mdgliche Assoziationen zulyaieren. Hierbei wurde nur die
Mutation des Codons 600 GBs GAG (Val>Glu) betrachtet und die
Melanomzelllinie  SKMEL, die heterozygot die MutatioGAG trug, wurde als
Kontrolle genutzt. Proben, die in der SSCP Analyise Mutation des Codons zeigten
wurden durch Sequenzierung (Abbildung 15) verifizi@bbildung 16 zeigt eine SSCP
Analyse im PAGE-Gel nach Silberfarbung.

13 120 130 13p 140
G C T & C A|G & G| &2 & &T C T 4 C |G TGla & 2T CTAGCTACAGAGAA ATCTC

SKMEL Blut STS 20

oo}

Abbildung 15. Sequenzanalyse des Codons 600 dess@eRAF. Die Kontrollen der SSCP SKMEL
(heterozygot GAG/GTG) und Blut-DNA (wt GTG) sowige dKontrollsequenzierung der
Weichteilsarkomprobe STS 20 (heterozygot GAG/GTu®Jem dargestellt.

7 13 20 23 24 27 33 SKMEL

— T o 3 H Pa—  —

——
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e i —
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wit GAG/GTG GAG/GTG wit wt wt wt GAG/GTG

[ ¥

Abbildung 16. SSCP Analyse des Codons 600 des BeRA$ in Weichteilsarkomtumoren. Die Analyse
der PCR Produkte auf Polymorphismen erfolgte im g% Acrylamidgel mit anschlieBender
Silberfarbung. Als Kontrolle (SKMEL) diente DNA ddelanomzelllinie SKMEL, die heterozygot die
Mutation GAG (GAG/GTG) tragt. Mit wt sind die Prabgekennzeichnet, die homozygot das Codon 600
GTG aufwiesen.

Es wurden 84 primare Weichteilsarkome auf Mutatea Codons 600 des GaBiRAF
untersucht, nur in 5% der Falle (1 Liposarkom, ZalRtomyosarkome, 1 MFH) konnte
eine solche Mutation festgestellt werden. Die Wsuehung der Zelllinien 6/93, RD,
SKLMS, A204 und 20/93 wurden ebenfalls auf Mutattas Gene8-RAF untersucht,
wiesen jedoch keine Mutation auf.

3.3.3 K-RAS

K-RAS wurde als Interaktionspartner von RASSF1Acbhegben (Vost al.2004). Die
Ergebnisse von Dammanet al, die eine indirekte signifikante Assoziation der
Ereignisse Promoterhypermethylierung VWASSF1Aind Mutation des Codons 12 der
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GensK-RASIn Adenokarzinomen des Pankreas beschrieben (Dametaal. 2003),
legen nahe, dass beide Proteine im gleichen Signatiuktionsweg zu agieren
scheinen. Zur Analyse der Weichteilsarkome auf Momen des Codons 12 des Genes
K-RASwurde aus isolierter DNA eine PCR durchgefihrt dad PCR Produkt in einer
SSCP Analyse untersucht. Als Kontrollen wurden date Pankreaskrebszelllinien
PaCa-2 (homozygot TGT), CAPAN1 (homozygot GTT) u#tdP-T3 (CGT/wt) und
eine Wildtypkontrolle (homozygot GGT) mitgefuhrti§Bildung 17).

30 34 48 K CAPAN1 HUP-T3 PaCa-2 M
B
wt wit wit wit GTT/GTT CGTMWL  TGT/TGT

Abbildung 17. SSCP Analyse des Genes K-RAS in tfsahkomtumoren. Die Analyse der PCR
Produkte auf Polymorphismen erfolgte im 15%igenykaenidgel mit anschlieRender Silberfarbung. Als
Wildtyp-Kontrolle (K, GGT/GGT) diente DNA aus Bludie Pankreaskarzinomzelllinien CAPAN1
(GTT/GTT), HUP-T3 (CGT/GGT) und PaCa-2 (TGT/TGT)rdem als Kontrollen fir die
Mutationsereignisse GTT, CGT und TGT eingesetstDNA Langenstandard wurde der 100 bp DNA
Marker (M) mitgefihrt.

Es wurden 34 primare Weichteilsarkome ebenso, weeZelllinien LMS6-93, RD,
SKLMS, A204 und LMS20-93 untersucht. In keinem Adesétze konnte eine Mutation
nachgewiesen werden. Proben, die aul3ergewdhnlishdeBmuster aufwiesen, wurden

zur Kontrolle sequenziert.

3.4 Untersuchungen zur Funktion von RASSF1

Um die Funktion von RASSF1A nédher zu charaktersiemvurden Mutationen in die
Sequenz eingebracht oder ganze funktionelle Eiehedeletiert (Tabelle 13). Die
Veranderung der Reexpression bzw. der Uberexpressio RASSF1A, RASSF1C und
RASSF1F sowie der mutagenisierten Varianten soltterch transiente und stabile
Transfektion in die Zellen A549 und HEK293 analyswerden. Zusétzlich sollte die
Interaktion mit dem Partner MST durch Prazipitasiexperimente untersucht werden.

Die Mutagenesen wurden unter anderem in funktiored#vante Funktionseinheiten
gesetzt, wie zum Beispiel bei der Mutation des @sdb2 und des Codons 90, bei
denen es zum Austausch von je einem Histidin komaais an der moglichen
Komplexierung von Zinkionen in der C1 Domane begeisein konnte (Tabelle 13).
Doch auch bei den putativen PhosphorylierungsstefieCodon 131 und Codon 203
konnte es sich um funktionell wichtige Einheiten Rrotein handeln. Die Mutation des
Codons 131 wurde in einem Tumor gefunden und vamaghmaret al. beschrieben,
ebenso wie der Polymorphismus im Codon 133 (Shivekuet al. 2002). Der
Polymorphismus des Codons 133 wurde auch von Buebea. publiziert, wobei
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zusatzlich auch der im Rahmen dieser Arbeit untértsuPolymorphismus des Codons
53 gefunden wurde (Burbex al.2001). Dammanet al. beschrieben einlutation des
Codons 257, die in einem nicht kleinzelligen Lurkgzinom gefunden wurde
(Dammann et al. 2000). In Brustkrebstumoren wurden zusatzlich die
Einzelstrangpolymorphismen wieder des Codons 132Bdar Codons 246 und 257 in
der RA Domane beschrieben (Agathanggelet al. 2001). Diese naturlich
vorkommenden Polymorphismen und Mutationen kénré&vant fur die Funktion von
RASSF1A sein. In Tabelle 13 wurden alle verwendefemstrukte aufgelistet, die
Mutagenesen und Deletionen wurden in dem Konst&MV-Tagl-RASSF1A
vorgenommen.

Tabelle 13. Eingefligte Mutationen/Deletionen im G&ASSF1A

Mutation Codon/Domane Domane
RASSF1AMut52 CAC->CAA DAG
Codon 52 Histidin=> Glutamin
RASSF1AMut53 CGC>TGC DAG
Codon 53 Arginin—>Cystein
RASSF1AMut90 CAC->CAG DAG
Codon 90 Histidin=> Glutamin
RASSF1AMutl131 TCT>TTT ATM
Codon 131 Serin>Phenylalanin
RASSF1AMut132 CAA->GCA ATM
Codon 132 Glutamin>Alanin
RASSF1AMut133 GCT->TCT ATM
Codon 133 Alanin=>Serin
RASSF1AMut203 TCC>TTC RA
Codon 203 Serinr>Phenylalanin
RASSF1AMut246 GAG2>AAG RA
Codon 246 Glutamat>Lysin
RASSF1AMut257 CGG>CAG RA
Codon 257 Arginin>Glutamin
RASSF1ADelSARAH Deletion der SARAH-Domane
RASSF1ADelC1 Deletion der DAG-Domane
RASSF1ADelC1ATM Deletion der DAG and ATM-Domaéane

3.4.1 Proliferationsverhalten stabil transfizierter Klone

Zellen der Zelllinie A549 wurden stabil mit Konstitan des Vektors pCMV-Tagl
(Flag-Tag) transfiziert. Dabei wurden Klone geneyielie RASSF1A, RASSF1C,
RASSF1F sowie mutagenisierte Formen des GRASSF1A(Tabelle 13) stabil
exprimierten. Die Zelllinie A549 wurde ausgewéhtla bei dieser Linie eine
Promoterhypermethylierung des Promoters YWASSF1Avorlag, die in einer stark
reduzierten Expression des Genes resultierte.
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3.4.1.1 Kontrolle der stabilen Transfektion mittels RT-PCR

Die Klone wurden auf stabile Expression der eingebten Konstrukte untersucht,
indem die mRNA in einer RT-PCR nachgewiesen wuBghei wurden eirRASSF1
spezifischer Primer (L27111) und ein Primer genutidr in der Flag-kodierenden
Sequenz lag. Dies schloss die Detektion der Himtedgxpression vomRASSF1in
A549 aus. Es wurden mehrere Klone jeden Konstrukiggrsucht, es zeigte sich
jedoch, dass nur wenige stabil exprimierten. DiprEgsion der stabilen Klone wurde in
Abbildung 18 dargestellt.

Abbildung 18. Nachweis der stabilen Expression VBASSF1A, RASSF1C, RASSF1F, der
mutagenisierten Formen von RASSF1A (Siehe Tal#llsolvie der deletierten Formen RASSF1ADelC1,
RASSF1ADelC1ATM und RASSF1ADelSARAH mittels RT-BidBesetzt wurden die Primer FlagF
(Flag-Tag) und L27111, die PCR Produkte wurden imem 2%igen Agarosegel analysiert. Als DNA
Langenstandard dient ein 100 bp Marker.

3.4.1.2 Proliferationskurven

Der Einfluss der Reexpression von RASSF1A in A549urde in
Proliferationsuntersuchungen ermittelt. Auch digarelerung dieses Einflusses durch
Mutation einzelner Aminosauren, aber auch Deletganzer Domanen, wurde
analysiert. Das Proliferationsverhalten der staaihsfizierten Klone wurde innerhalb
von 5 Tagen aufgenommen und Wachstumskurven wgeleeriert.

In Abbildung 19 wurde das Proliferationsverhalteam\stabil transfizierten A549 die
RASSF1A bzw. RASSF1F reexprimierten und RASSF1Cexkpimierten sowie der
Vektorkontrolle aufgezeigt. Bei Expression von RA3E zeigten sich keine
Unterschiede zur Vektorkontrolle, wahrend sowohlF®&&1A als auch RASSF1F zur
Abnahme der Proliferation fuhrten.
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Abbildung 19. Wachstumskurven von A549 Zellen, stiidil RASSF1A, RASSF1C und RASSF1F
exprimierten sowie der Vektor-Kontrolle (Flag). TR Zellen wurden in je ein Well einer 6-Well Sehal
ausgesat und alle 24 h wurde die Zellzahl in Dopestimmung ermittelt.

3.4.1.2.1 Proliferation nach Mutation in der C1 Doméne in Abhangigkeit von Zink

Die C1 Doméane des Proteins RASSF1A tragt ein Zmgdrmotiv, die Bindung von
Zinkionen konnte Einfluss auf die Funktion des Pireg haben. Um die Abhangigkeit
der Proliferation der stabil transfizierten KlonenvZinkionen zu untersuchen, wurden
die Proliferationskurven in zinkfreiem Optimem (1B€S; 0,6 uM Zink) und nach
Zugabe von 5 pM bzw. 10 pM Zinkionen ermittelt. Bahlvaren die Klone von
Interesse, die eine Mutation in der C1 Doméne imdddo52 und 53 trugen. In
Abbildung 20A wurden Wachstumskurven dargestelie wohit stabilen Klonen, die
RASSF1C, RASSF1A und in der C1 Doméane mutierte leorfCodon 52 und Codon
53) von RASSF1A exprimierten, generiert wurden. BASA exprimierende Zellen
proliferierten langsamer als RASSF1C exprimierende als die Vektorkontrolle. War
RASSF1A im Codon 52 bzw. 53 mutiert, so prolifaeerdie stabilen Klone schneller
oder ebenso schnell wie RASSF1IC wund die Vektorkdetr Der
wachstumsinhibierende Effekt von RASSF1A wurde abéden.
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Abbildung 20. Wachstumskurven von A549 Zellen, diébil RASSF1A, RASSF1C, die Formen
RASSF1AMut52 und RASSF1AMut53 (Klone 1 und 3)meigeten sowie der Vektor-Kontrolle (Flag).
150000 Zellen wurden in je ein Well einer 6-Weh&e ausgesaht und alle 24 h wurde die Zellzahl in
Doppelbestimmung ermittelt. (A) zeigt Wachstumsurvdie in zinkfreiem Optimem (1% FCS)
aufgenommen wurden, wahrend im Ansatz (B) dem @©mtifi% FCS) 10 uM Zinkionen zugegeben
wurden.

In Optimem, das 5 pM bzw. 10 pM Zinksulfat enthigiihderte sich am
Proliferationsverhalten dieser stabil transfiziert&lone nichts. Der RASSF1A
exprimierende Klon proliferierte am schwachstenhmad die in der C1 Doméne
mutierten Formen schneller proliferierten als d&SSF1C exprimierende Klon und
Die Vektorkontrolle (Abbildung 20 B).

3.4.1.2.2 Proliferation nach Mutation in der ATM Domane

Es wurden drei Mutationen InRASSF1A eingebracht, die die putative
Phosphorylierungsstelle der ATM Kinase an den Rowh Codon 131, Codon 132 und
Codon 133 betrafen. Nach stabiler Transfektion de€onstrukte wurden
Wachstumskurven Uber flinf Tage aufgezeichnet. Boéf@rationshemmende Funktion
von RASSF1A war hier nur schwach zu detektiereshrdutation in den Codons 131
und 132 war jedoch ein ahnliches Proliferationsakem wie bei RASSF1C Expression
und in der Vektorkontrolle zu beobachten (Abbildaig.
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Abbildung 21. Wachstumskurven von A549 Zellenstdieil RASSF1A, RASSF1C, RASSF1AMut131 und
RASSF1AMut132 exprimierten sowie der Vektor-Kolatr{ilag). 150000 Zellen wurden in je ein Well
einer 6-Well Schale ausgesaht und alle 24 h wurd&aéllzahl in Doppelbestimmung ermittelt.

Ein deutlicher Unterschied im Proliferationsverbaltzwischen RASSF1A und der
mutagenisierten Form RASSF1AMutl133 wurde wahrend Algzeichnung weiterer
Wachstumskurven festgestellt. Liegt eine MutationGodon 133 vor, so proliferieren

diese Zellen schneller, verglichen mit RASSF1A solneller verglichen zu RASSF1C
und der Vektorkontrolle (Abbildung 22).
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Abbildung 22. Wachstumskurven von A549 Zellenstdieil RASSF1A, RASSF1C und RASSF1AMut133
(3 Klone) exprimierten sowie der Vektor-Kontrolldag). 150000 Zellen wurden in je ein Well einer 6-
Well Schale ausgesaht und alle 24 h wurde die atdlin Doppelbestimmung ermittelt.

3.4.1.2.3 Proliferation nach Mutation in der RA Doméne

Die RA Doméane von RASSF1A wurde an den Positiongh &nd 257 mutagenisiert,
der Einfluss dieser Mutationen auf das Proliferaigrhalten stabil transfizierter Zellen
wurde untersucht. Die proliferationshemmende Widkder Expression von RASSF1A
war in diesem Ansatz nicht zu erkennen, auch naatatibn der Codons 246 und 257
zeigten sich keinerlei Veranderungen des Prolii@naverhaltens (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Wachstumskurven von A549 Zellenstdieil RASSF1A, RASSF1C RASSF1AMut246 und
RASSF1AMut257 exprimierten sowie der Vektor-Kolatr{ilag). 150000 Zellen wurden in je ein Well
einer 6-Well Schale ausgesaht und alle 24 h wurd&aélizahl in Doppelbestimmung ermittelt.

Wurden Klone analysiert, die eine im Codon 203 ert¢éi Form von RASSF1A
exprimierten, so wurde der proliferationsinhibieten Effekt, verglichen mit
WtRASSF1A, abgeschwéacht (Abbildung 24, Dreifachipasiung).
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Abbildung 24. Wachstumskurven von A549 Zellenstdieil RASSF1A, RASSF1C und RASSF1AMut203
(drei Klone) exprimierten sowie der Vektor-Konteo{Flag). In drei unabhangigen Experimenten wurden
150000 Zellen in je ein Well einer 6-Well Schalsgeséht und alle 24 h wurde die Zellzahl ermittelt

3.4.1.2.4 Proliferation nach Deletion ganzer Doméanen

Um Anhaltspunkte zu erhalten, welche Domane firwlachstumsinhibierenden Effekt
von RASSF1A verantwortlich sind, wurde Wachstumskuarvon stabil transfizierten
Klonen aufgezeichnet, die eine Deletion der C1 Doenézw. der C1 und ATM
Doméane aufwiesen. Nach Deletion der C1 Domane dargproliferationshemmende
Effekt von RASSF1A verloren, wahrend bei zusatarcbeletion der ATM Doméane
die Proliferation wieder gehemmt wurde (Abbildur.2
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Abbildung 25. Wachstumskurven von A549 Zellenstibil RASSF1A, RASSF1C RASSF1ADelC1 und
RASSF1ADelC1ATM exprimierten sowie der Vektor-Kiletr(Flag). 150000 Zellen wurden in je ein
Well einer 6-Well Schale ausgeséht und alle 24 idevdie Zellzahl in Doppelbestimmung ermittelt.
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Abbildung 26. Wachstumskurven von A549 Zellen, diabil RASSF1A, RASSF1C und
RASSF1ADelSARAH (zwei Klone) exprimierten sowid/d&tor-Kontrolle (Flag). In drei unabhéngigen
Experimenten wurden 150000 Zellen in je ein Wekmre6-Well Schale ausgeséht und alle 24 h wurde
die Zellzahl ermittelt.

In Abbildung 26 wurden Wachstumskurven in der KIGRASSF1A, RASSF1C, der
Vektorkontrolle und zweier Klone RASSF1ADelSARAH iDreifachbestimmung
dargestellt. Zu beobachten war, dass die Reexpresgon RASSF1A in einer
reduzierten Proliferation der Zellen im Vergleich RASSF1C und Vektorkontrolle
resultierte. Die Uberexpression von RASSF1C hatte/ergleich zur Vektorkontrolle
eine leichte Erh6éhung der Proliferationsrate zugé&oDie Reduktion der Proliferation

durch die Expression von RASSF1A wurde durch dieefim der SARAH Domaéne in
RASSF1A leicht verstarkt.
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3.4.1.3 Wachstum im weichen Agar

Die Koloniebildung im weichen Agar, das heil3t ohfell-Zell-Kontakte, stellt eine
weitere Methode dar, mit der das Wachstums- undifénationsverhalten von Zellen
untersucht werden. Dazu wurdstabil transfizierte A549 Zellen in die Oberschider
Agarplatte eingegossen. Die Grofl3en der Kolonien2(epro Ansatz) wurde nach 4
Wochen Wachstum am Mikroskop Leica DMIRB mit demodgtamm MetaVue
bestimmt (Abbildung 27).
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Abbildung 27. Mittlere KoloniegréBen der im weiché&gar bebildeten Kolonien nach 4 Wochen
Wachstum. Es wurden die Gréf3en von mindestens Rihikn je Klon vermessen und der Mittelwert
bestimmt.

In Abbildung 27 wurden die mittleren KoloniegroRgées Wachstumsexperimentes im
weichen Agar darstellt. Wird RASSF1A in A549 rearpert, bildeten die Zellen
kleinere Kolonien (36 pm), verglichen mit A549 (Gé1) und der Vektorkontrolle (66
um), aus. Die KoloniegroBe war bei Uberexpression RASSF1C mit der der
Kontrollen vergleichbar (66 pum). Wurde RASSF1F méxriert, so lag die mittlere
Koloniegro3e bei 46 pm, also leicht erhoht zu RABSF Die Expression
mutagenisierter Formen von RASSF1A hatte verschedeffekte, so bewirkte die
Mutation im Codon 133 eine ca. dreifach so hohéleng Koloniegrol3e, verglichen mit
RASSF1A. Die Mutationen im Codon 53 und 203 restiiin in Koloniegrof3en von 42
um bzw. 35 um, also einer leichten Erh6hung beiatlom 53. Die Mutation im Codon
257 fuhrte zur weiteren Abnahme der Koloniebildung 26 um. Deletionen der C1
Doméne (35 um) bzw. der C1 und der ATM Doméne (8% pewirkte keine starken
Veranderungen der mittleren KoloniegrofRe. Die Detetler SARAH Doméne jedoch
fuhrte zu einer mittleren Koloniegrof3e von 22 pnd wiamit zu einer Abnahme der
Koloniebildung, verglichen mit RASSF1A.
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Abbildung 28. Koloniebildung in weichem Agar veiedener stabil transfizierter A549 Zellen, die
RASSF1A, RASSF1C, RASSF1AMut257, RASSF1ADelCl,FRARBCIATM, RASSF1AMut53,
RASSF1ADelSARAH, RASSF1F und RASSF1AMut133 expeimim Vergleich zur Vektorkontrolle.
Die Zellen wurden in weichen Agar gegossen und serctiber vier Wochen zu Kolonien aus, die nach
der Farbung mit lodonitrotetrazoliumchlorid am Mdskop Leica DMIRB mit dem Programm MetaVue
vermessen wurden. Die Abbildung zeigt Beispielkefgreur Auswertung wurden mindestes 20 Kolonien
pro Ansatz herangezogen.

3.4.2 Migrationsverhalten der stabilen Klone RASSF1A, RASF1AMut203,
RASSF1AMut133 und RASSF1ADelSARAH

Die Fahigkeit, durch eine Kollagenmatrix zu migeiey bzw. die Veranderung im
Migrationsverhalten von RASSF1A nach Mutation degxi@s 133 bzw. des Codons
203 und Deletion der SARAH Doméne, wurde untersudkabei wurden stabil
transfizierte Zellen in eine kinstliche Kollagenmat gegossen und das
Wanderungsverhalten Uber bis zu 2 Tage am Mikroskdgezeichnet (alle 10 min 1
Bild). Ausgewertet wurde mit dem Programm Multikad.2 (Mediquant, Halle,
Deutschland). Die durchschnittlichen Wanderungduesaligkeiten wurden in einer
Doppelbestimmung mit zwei Klonen, die die SARAHat@rte Form von RASSF1A
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exprimierten (Abbildung 29A) und in einer Dreifagghmmung mit zwei Klonen, die
RASSF1AMut203 bzw. RASSF1AMutl33 exprimierten (Adbong 29B und C),
durchgefuhrt.
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Abbildung 29. Migrationsgeschwindigkeiten in p/mion stabil transfizierten Zellen, die RASSF1A,
RASSF1ADelSARAH (A), RASSF1AMut203 (B) und RASSK133/ (C) exprimierten sowie der
Vektorkontrolle. Die Zellen wurden in eine kinstéicKollagenmatrix gegossen und bis zu zwei Tagen
unter dem Mikroskop beobachtet, alle 10 min wuideBdd aufgenommen.

Dabei stellte sich heraus, dass die Migrationsk#itgnach Deletion der SARAH
Domane (0,03 pm/min Klonl und 0,035 pm/min Klon &)enso wie nach Mutation
des Codons 203 (0,038 pm/min Klon 1 bzw. 0,043 pmAMion 2) vermindert war,

verglichen mit RASSF1A (0,055 pm/min bzw. 0,069 mmm). Liegt eine Mutation des
Codons 133 vor, so erhodht sich die Motilitat detlefe gegenuber den Zellen die
RASSF1A exprimieren (0,015 pm/min bzw. 0,019 pum/mensus 0,013 pm/min). Die
Migarationsgeschwindigkeiten der Einzelexperiment@ariieren stark, da die
Kollagenmatrix fir jedes Experiment neu hergestelitd und die Bedingungen
verschieden sind.
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3.4.3 Lokalisationsuntersuchungen

Zur Untersuchung der Lokalisatiomon RASSF1A, RASSF1C und den Formen
RASSF1ADelSARAH und RASSF1AMut203 wurden diese &m &/ektor pEYFP-C2
kloniert und transient in HEK293 transformiert. Edolgte ein Antikorperfarbung
gegen a-Tubulin und eine Zellkernfarbung mit DAPI. Die Aiige wurden am
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet (Abbildung 30k BRerne/Chromosomen waren
mittels DAPI Farbung in blauer Fluoreszeazl ubulin nach Antikérperfarbung in roter
Fluoreszenz und die YFP-Fusionsproteine YFP-RASSFYRP-RASSF1C, YFP-
RASSF1ADelSARAH, YFP-RASSF1CDelSARAH und YFP-RAS3Mut203 in
gruner Fluoreszenz am Mikroskop zu detektieren. DHEP-Fusionsproteine YFP-
RASSF1A, YFP-RASSF1C, YFP-RASSF1ADelSARAH, YFP-RA3SDelSARAH
und YFP-RASSF1AMut203 zeigten eine Kolokalisationt mTubulin und damit zu
den Spindeln wahrend der Mitose. Bei YFP-RASSF1C e& auffallig, dass die
Kolokalisation eher im Bereich der Spindelpole @ehtrosomen vorlag. Die Ansatze
YFP-RASSF1C, YFP-RASSF1CDelSARAH, YFP-RASSF1A und FPY
RASSF1AMut203 zeigten normale Mitosen, wahrend Begpression von YFP-
RASSF1ADelSARAH die Mitosen einen abnormen Verlagihten (Abbildung 30 und
Abbildung 31). So waren haufig die Chromosomen eighl verteilt (Abbildung 31,
a,b,d,f,g,h), die Spindelfasern verstarkt (Abbilgudl, a,b,e,f) und die Polaritat der
Spindelfaseranordnung war aufgehoben (Abbildung. 3Epenso sind Zellen
aufgetreten, bei denen mehr als zwei Spindelpalagen (Abbildung 31, c).
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DAPI YFP-RASSF1C Anti-Tubulin zusammen

DAPI YFP-RASSF1CDelSARAH Anti-Tubulin zusammen

DAPI YFP-RASSF1A Anti-Tubulin zusammen

DAPI YFP-RASSF1ADelSARAH Anti-Tubulin zusammen

DAPI YFP-RASSF1AMut203 Anti-Tubulin zusammen

Abbildung 30. Lokalisation von RASSF1C, RASSF1CGiAS, RASSF1A, RASSF1ADelSARAH, und
RASSF1AMut203 in HEK293 nach transienter Transiakith HEK293 Zellen. Die Ansétze wurden mit

Anti-a-Tubulin- Antikérpern und DAPI (Kernfarbung) geféinond am Fluoreszenzmikroskop bei einer

630fachen VergréRerung aufgenommen.
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Abbildung 31. Abnorme Spindeln, Spindelpolanordeangnd Chromosomenungleichverteilungen in
HEK293 nach transienter Expression von RASSF1MRMF. Es wurde mit Ant-Tubulin-
Antikoérper und DAPI (Kernfarbung) gefarbt und amuéieszenzmikroskop bei einer 630fachen
VergrofRerung aufgenommen. Trotz der KolokalisadonTubulin, zeigten sich starke Verénderungen
beim Verlauf der Mitose.

Der Anteil von Mitosen bei den transfizierten Zalleurde bestimmt. Die Mitoserate
war bei dem Ansatz YFP-RASSF1A mit 8,6% mehr algpgdt so hoch wie bei YFP-
RASSF1ADelSARAH (3,4%). Zudem waren 74,3% der Métosiach Transfektion mit

YFP-RASSF1ADelSARAH abnorm, wahrend die Rate bean&fektion mit YFP-
RASSF1A nur bei 0,3% lag (Abbildung 32).
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Abbildung 32. Anteil Mitosen bzw. abnormer Mitogserth Expression von YFP-RASSF1A bzw. YFP-
RASSF1ADelSARAH in HEK293. Ca. 1000 Transfizierefle@ wurden in drei unabhéngigen
Experimenten ausgezahlt und der Anteil mitotischelten, sowie abnormer mitotischer Zellen wurde
bestimmt.

Der Anteil abnormer Mitosen in den Ansatzen YFP-BASADelSARAH war
signifikant (p=1,8x13’, Chi-Quadrat Test) hoher, verglichen mit den Zelidie YFP-

RASSF1A exprimierten. Signifikant (p=3,4x10Chi-Quadrat Test) vermindert war die
Mitoserate von Zellen, die YFP-RASSF1ADelSARAH leildn, verglichen mit YFP-
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RASSF1A transfizierten Zellen. Ebenfalls signifikgp=4,3x10°, Chi-Quadrat Test)
erniedrigt war die Mitoserate in YFP-RASSF1C expeirenden Zellen, verglichen mit
YFP-RASSF1A exprimierenden Zellen (Daten nicht ggizeAuffallig war also, dass
in den Ansatzen YFP-RASSF1C und YFP-RASSF1ADelSARA¢higer mitotische
Zellen zu registrieren waren als in den RASSF1A &ren. Nach Transfektion mit
RASSF1A akkumulieren Zellen in der frihen Mitose.

3.4.4 Apoptoserate

Der Promoter vorRASSF1Ast in der Lungenkrebszelllinie A549 hypermethstliend
RASSF1A wird nicht exprimiert. Die Induktion der gptose nach Reexpression von
RASSF1A bzw. der mutagenisierten und deletiertei3BR1LA Formen wurde mit Hilfe
von TUNEL Féarbungen nach transienter Expressiokb#9 untersucht.

3.4.4.1 Apoptoserate nach Reexpression von RASSF1

Die Krebszellline A549 wurde transient mit den Kwakten pCMV-Tagl-RASSF1A,
pCMV-Tagl-RASSF1C, pCMV-Tagl-RASSF1F, pCMV-Tagl sow den
mutagenisierten Formen von RASSF1A transfiziert.eZwWage nach Transfektion
erfolgte die TUNEL Farbung. Apoptotische Zellkenvarden im Verhaltnis zu DAPI
gefarbten Kernen am Fluoreszenzmikroskop ausgezi@hibbildung 33 wurde die
Induktion der Apoptose durch verschiedene Konstrdirgestelit.

Apoptoserate in %

Abbildung 33. Apoptoserate nach transienter Traktgfe von Flag-RASSF1A, Flag-RASSF1C, Flag-
RASSF1F und der mutagenisierten RASSF1A-Konstagktée der Vektor-Kontrolle (pCMV-Tagl) in
A549 Zellen. Apoptotische Zellkerne wurden miteHiler TUNEL Farbung fluoreszenzmarkiert und im
Verhaltnis zu DAPI gefarbten Zellkernen ausgezahlt.

Die Kontrolle, bei der kein Plasmid verwendet wu¢dgofectamine 2000), zeigte eine
Apoptoserate von 1%. Die Vektorkontrolle pCMV-Tagtluzierte 13% Apoptose, bei
dem Ansatz RASSF1A erhohte sich dieser Wert auf.1R%SSF1C und RASSF1F
wiesen eine deutlich niedrigere (16% bzw. 8%) Apeptate auf. Eine Mutation im
Codon 52 von RASSF1A bewirkte keine Veranderunghresdd die Mutationen im
Codon 53 und 90 eine Reduktion (auf 11% bzw. 14%%) Idduktion der Apoptose
hervorriefen. Mit 16% war die Apoptoserate bei ARFRASSF1AMut131 mit der von
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RASSF1C vergleichbar. Wurden Konstrukte verwendi®, eine Mutation in den
Codons 132, 246 und 257 des Gens RASSF1A trugesrhéihite sich die Apoptoserate
leicht (20%, 22% bzw. 21%) verglichen mit RASSF1A.

Fur die Konstrukte pCMV-Tagl-RASSF1A, pCMV-Tagl-RSLAMut53, pCMV-
Tagl-RASSF1AMutl31 und pCMV-Tagl-RASSF1AMut246 weudhs Experiment in
einer Vierfachbestimmung wiederholt (Abbildung 3B)e Induktion der Apoptose lag
bei RASSF1A mit 21,4% hoher als bei der Vektorkoltr (17,2%). Die Mutation des
Codons 53 bewirkte eine Abschwachung der Apopttsexaf 14,9%, wahrend die
Mutation im Codon 131 eine ahnliche Apoptoserai® %) wie die Vektorkontolle
aufwies. Die Mutation des Codons 246 bewirkte éeneht Erhohung der Apoptoserate
(22%) im Vergleich zu RASSF1A. Die Apoptoserate mé@nsienter Transfektion in
der Brustkrebszelllinie ZR75-1 erbrachte ahnlicihhgebnisse (nicht gezeigt).
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Abbildung 34. Apoptoserate nach transienter Expoesyvon Flag-RASSF1A, Flag-RASSF1AMut53,
Flag-RASSF1AMut131 und Flag-RASSF1AMut246 sowieVadtor-Kontrolle (pCMV-Tagl) in A549
Zellen in Vierfachbestimmung. Apoptotische Zelleerwurden mit Hilfe der TUNEL Farbung
fluoreszenzmarkiert und im Verhéltnis zu DAPI getfé@n Zellkernen ausgezahilt.

Der Einfluss der Deletion der SARAH Domane und Metation im Codon 203 auf die
Apoptoserate wurde nach transienter ExpressionPdeteine YFP-RASSF1A, YFP-
RASSF1C, YFP-RASSF1ADelSARAH und YFP-RASSF1AMut20® A549

untersucht. Abbildung 35 zeigt apoptotische, mitNBL markierte Zellen (rote

Fluoreszenz), die im Verhdaltnis zu transfiziertgniin fluoreszierenden Zellen am
Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt wurden.
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Abbildung 35. TUNEL Experiment in A549 Zellen. H®iant YFP-RASSF1ADelSARAH exprimierende
A549 Zellen wurden mit TUNEL und DAPI gefarbt. Allsteine transfizierte (griine Fluoreszenz),
apoptotische (rote TUNEL Fluoreszenz) Zelle dathreéd B eine transfizierte, nicht apoptotische &ell
und C eine nicht transfizierte, nicht apoptotiseede zeigt.

In Abbildung 36 wurden die Apoptoseraten in Drelfaestimmung dargestellt. Die
Apoptoserate nach Expression von YFP-RASSF1A war 2ii7% hoher als bei
Expression von YFP-RASSF1C. Die Deletion der SARBidmane in RASSF1A

bewirkte einen weiteren Anstieg der Apoptoserate398o ebenso, wie die Mutation im
Codon 203, die in einer Apoptoserate von 40,4%ltiesie.
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Abbildung 36. Apoptoserate nach transienter Expoessler Proteine YFP-RASSF1C, YFP-RASSF1A,
YFP-RASSF1ADelSARAH und YFP-RASSF1AMut203 in MitIUNEL markierte Zellen wurden im
Verhdltnis zu transfizierten Zellen ausgezahlt. Baperiment erfolgte in einer Dreifachbestimmung.

Fur die Form YFP-RASSF1AMutl133 wurde eine Zweifaestbmmung durchgefihrt,
in beiden Fallen war der Anteil apoptotischer Zellerniedrigt verglichen mit dem
Ansatz YFP-RASSF1A (Mittelwerte: 22% YFP-RASSF1ANB8, 30% YFP-

RASSF1A und 21% YFP-RASSF1C, Daten nicht gezeif@e SpleiRvariante

RASSF1F wurde ebenfalls in einer Zweifachbestimmunggrsucht. Auch bei diesem
Ansatz wurde eine Reduktion der Apoptoserate imghéech zu RASSF1A ermittelt
(Mittelwerte: 18% YFP-RASSF1F, 24% YFP-RASSF1A, @uatnicht gezeigt). Die
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Apoptoserate des Ansatzes YFP-RASSF1ADelSARAH vignifikant (p=1,9x1C,
Chi-Quadrat-Test bzw. p=6,3x) Chi-Quadrat-Test) erhoht verglichen mit den
Anséatzen YFP-RASSF1A und YFP-RASSFI1C. Signifikgm2(1x10°, Chi-Quadrat-
Test) erhoht war ebenfalls die Induktion der Apgptamach Expression von YFP-
RASSF1A verglichen mit der Apoptoseinduktion beiPFRASSF1A exprimierenden
Zellen. Die Apoptoseraten des YFP-RASSF1C Ansasked vergleichbar mit denen
der YFP-Vektorkontrolle (Daten nicht gezeigt).

3.4.4.2 Medikamenteninduzierte Apoptose

3.4.4.2.1 Einfluss von Nocodazol auf transient transfizierte A549 und HEK293 Zellen

In den Zellen der Linien HEK293 und A549 wurdemsignt YFP, YFP-RASSF1A,
YFP-RASSF1C und die mutagenisierten Formen RASSHIIABB, RASSF1AMut203
und RASSF1ADelSARAH exprimiert. Die Zellen wurdenrhlmit 20 uM Nocodazol
behandelt und anschlieRend mit AafiFubulin und DAPI gefarbt. Die Auswertung
erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. In Abbildung 3irde die stabilisierende Wirkung
von RASSF1A, RASSF1C und RASSF1ADelSARAH in HEK2%®gebildet.
Verglichen mit einer mitotischen Zelle, die YFP grpert und bei der nach
Behandlung mit Nocodazol keine Spindeln erkennbarew (Abbildung 37), sind die
Spindeln bei Vorhandensein von YFP-RASSF1A, YFP-BRSC und YFP-
RASSF1ADelSARAH (Abbildung 37) stabilisiert und eiKolokalisation von Tubulin
zu den YFP-Fusionsproteinen war erkennbar. Auch den Ansatzen YFP-
RASSF1AMut133 und YFP-RASSF1AMut203 wurde der tuisibbilisierende Effekt
sichtbar (Daten nicht gezeigt). In A549 konnte d¢akks ein stabilisierender Effekt
festgestellt werden, so waren noch Tubulinstruktureach Nocodazolbehandlung
sichtbar, wenn die Zellen YFP-RASSF1A, YFP-RASSFWbbildung 38), YFP-
RASSF1ADel-SARAH, YFP-RASSF1AMut133, YFP-RASSF1AKO8 (Daten nicht
gezeigt) exprimierten, wenngleich die Form weniddéigran und verzweigt war,
verglichen mit unbehandelten Zellen (Abbildung 38).
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DAPI YFP Anti-Tubulin zusammen

DAPI YFP-RASSF1A Anti-Tubulin zZusammen

DAPI YFP-RASSF1C Anti-Tubulin zusammen

DAPI YFP-RASSF1ADelSARAH Anti-Tubulin Zusammen

Abbildung 37. Stabilisierung der Tubulinstrukturénrch YFP-RASSF1A, YFP-RASSF1C und YFP-
RASSF1ADelSARAH in HEK293 wahrend der Mitose umth iBeehandlung mit Nocodazol, verglichen
mit YFP exprimierenden Zellen. HEK293 Zellen wurttansient transfiziert und nach 24 h fur 1h mit 20
UM Nocodazol behandelt. Die Ansétze wurden mit-étiibulin-Antikdrpern und DAPI (Kernfarbung)
gefarbt und am Fluoreszenzmikroskop bei einer G3@&fa VergréRerung aufgenommen.
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DAPI YFP Anti-Tubulin zusammen

DAPI YFP-RASSF1A Anti-Tubulin zusammen

mit Nocodazol behandelte Zellen

DAPI YFP-RASSF1C Anti-Tubulin zusammen

unbehandelte Zelle

DAPI YFP-RASSF1A Anti-Tubulin zusammen

Abbildung 38. Stabilisierung der Tubulinstrukturdarch YFP-RASSF1A und YFP-RASSF1C in A549
nach Behandlung mit Nocodazol, verglichen mit YB@riemierenden Zellen. A549 Zellen wurden

transient transfiziert und nach 24 h fur 1h mit| 281 Nocodazol behandelt. Die Ansétze wurden mit Anti
a-Tubulin-Antikdrpern und DAPI (Kernfarbung) gefarhind am Fluoreszenzmikroskop bei einer

630fachen VergrélRerung aufgenommen.

3.4.4.2.2 Einfluss von Paclitaxel auf stabil RASSF1 exprimierende A549 Zellen

Stabil transfizierte A549 Zellen, die RASSF1A, RA3E, RASSFI1F,
RASSF1AMut133, RASSF1AMut203 bzw. RASSF1ADelSARAHE &lag-Fusion
exprimierten, wurden auf Deckglaschen kultiviertdub8 h mit 0,1 uM Paclitaxel
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellert Eihanol fixiert und mit Hoechst
33342 gefarbt. Am Mikroskop wurde die Rate der apigchen Zellkerne, verglichen
mit mitotischen und normalen Zellkernen, bestimint. Abbildung 39 wurde der
Einfluss von Paclitaxel auf die Induktion der Apog¢ dargestellt. RASSF1A
exprimierende Zelle gehen in 17% der Falle in Apept wahrend die Rate in der
Vektorkontrolle lediglich bei 8% und bei Behandlurgn A549 bei 6% lag. Bei
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Expression von RASSF1C und RASSF1F stieg der Aafmiptotischer Zellkerne auf
19% bzw. 30%. Nach Deletion der SARAH Domane sclmecsich der

apoptoseinduzierende Effekt von Paclitaxel auf 10€¢%onl) bzw. 8% (Klon2) ab

(Abbildung 39). Weiterfuhrend wurde der Einflussiexi Mutation an den Positionen
Codon 133 und Codon 203 in RASSF1A untersucht (dlobg 39). Die Mutation an

Position 133 (18%) hatte kaum Einfluss auf die R#ge durch Paclitaxel induzierten
Apoptose. Eine Mutation an der Position 203 (9%dogh resultierte in einer stark
verminderten Induktion der Apoptose (Abbildung 39).

o pin =
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Flag-Vektor RASSF1A RASSF1C RASSF1F RASSF1AMut133 RASSF1IAMut203  RASSF1ADelSARAH RASSF1ADelSARAH A549
Klonl Klon2

Apoptoserate in %
s 8

nnnnn

Abbildung 39. Paclitaxel-induzierte Apoptose in bditatransfizierten A549 Zellen, die RASSF1A,
RASSF1C, RASSF1F, RASSF1AMut133, RASSF1AMut20BRA38F1ADelSARAH exprimieren, sowie
der Vektorkontrolle (Flag-Vektor) und A549. Die Raapoptotischer Zellkerne wurde nach 18 h
Behandlung mit 0,1 uM Paclitaxel der stabil tramiiten A549 Zellen durch Auszdhlung der mit
Hoechst33342 gefarbten Zellkerne am Fluoreszenpskkip bestimmt. Die Ansatze wurden in Vierfach-
bzw. Doppelbestimmung durchgefihrt.

3.4.5 Interaktionsstudien

3.4.5.1 Interaktion von RASSF1 mit K-RAB vitro

Die Interaktion von RASSF1A mit K-RAS wurde vitro untersucht. Dazu wurde
radioaktiv °S) markiertes RASSF1A mit Hilfe d&NT°Coupled Reticulocyte Lysate
Systemgyeneriert. MPB-K-RAS und MBP wurde in E.Coli Gbgramiert mit Amylose
Resinaufgereinigt (Abbildung 40A). Zu dem an dResingebundenen MPB und MPB-
K-RAS-Fusionsprotein wurde das radioaktiv markieRASSF1A zugegeben, die
Bindung erfolgte und die Anséatze wurden mehrfachagehen. Die Proben wurden im
PAGE-Gel aufgetrennt und nach Trocknung des Gelsdevies mit Hilfe eines
Phosphoscreensam Phosphoimagerausgewertet. In Abbildung 40 wurden die
Ergebnisse des Experimentes in Doppelbestimmungn(BC) dargestellt. Es erfolgte
eine Bindung von RASSF1A an MPB-K-RAS, wéahrend édmedung an die Kontrolle
MPB nicht (B) bzw. abgeschwécht (C) stattfand.
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Abbildung 40.In vitro Interaktion der Proteine K-RAS und RASSF1A. Dietéine MPB-K-RAS (71
kDa) und MPB (45 kDa, Kontrolle) wurden 4 h in Blidiberexprimiert, das Gesamtprotein (A) wurde
isoliert, der Proteingehalt bestimmt und groRendigtelie gleiche Proteinmenge MPB-K-RAS und MPB
an Amylose Resin gebunden fir die Préazipitation deloaktiv markierten RASSF1A (B und C)
eingesetzt. Mit M wurde der Proteinmarker bezeithBanden der molekularen Masse von 50 und 75
kDa wurden gekennzeichnet. Die Detektion des ratiwamarkierten RASSF1A erfolgte am
Phosphoimager. Eine Bindung von RASSF1A erfolgt®BB-K-RAS jedoch nicht bzw. schwécher an
MPB. Es wurde eine Doppelbestimmung (B und C) dyefiinrt.

3.4.5.2 Interaktion von RASSF1 mit MST1, MST2 und WWibvivo

Die Interaktion von RASSF1A, RASSF1C, RASSF1ADel®%R und
RASSF1CDelSARAH mit dem Proteinen MST1, MST2 und WBMwvurdein vivo
untersucht. Die cDNAs der entsprechenden Proteimelem zunadchst in den Vektor
pCMV-Tagl kloniert, so dass bei Transfektion in laun@ Zellen Flag-Fusionsproteine
gebildet werden. Zusatzlich wurde Flag-RASSF1A, gHRASSF1C, Flag-
RASSF1ADelSARAH, Flag- RASSF1CDelSARAH sowie FlagML in den Vektor
pPEBG kloniert, so dass es nach Transfektion in meméelllinien zur Expression von
GST-Flag-Fusionsproteinen kam. Es erfolgte eine rdfsfektion der zu
untersuchenden Partner in HEK293. So wurden folgermi untersuchende
Proteinbindungspartner koexprimiert: GST mit FlagM, Flag-MST2 und Flag-
WW45; GST-Flag-RASSF1A bzw. GST-Flag-RASSF1C madg-MST1, Flag-MST2
und Flag-Www45; GST-Flag-RASSF1ADelSARAH bzw. GSEg
RASSF1CDelSARAH mit Flag-MST1, Flag-MST2 und GSBMST1 mit Flag-
WWi45. Die Prazipitation aus den Gesamtproteinldsander verschiedenen Ansatze
erfolgte mit GSH-Sepharose, so dass GST-Fusiorspeoprazipitiert wurden und die
koexprimierten Flag-Fusionsproteine nur, wenn eBiedung erfolgte. Detektiert
werden konnten beide Partner nach Auftrennung in6BASel und Western Blot mit
Anti-Flag-Antikdrpern (Abbildung 41). Zusatzlichfelgte die Kontrolle der Expression
der GST-Proteine im Western Blot unter Verwenduran \GST-Antikorpern. In
Abbildung 41 wurden die Ergebnisse der Interaktiotien dargestellt.
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Abbildung 41. Interaktion der Proteine RASSF1A RASSF1C mit MST1 und MST2 (ber die SARAH

mll:‘

Domane und Interaktion zwischen MST1 und WWA45zDientersuchenden Interaktionspartner wurden
in HEK293 als Fusionsproteine koexprimiert, das &etprotein wurde 48 h nach Transfektion isoliert
und die GST-Fusionsproteine wurden mittels GSH-&®ggle préazipitiert. Koprazipitiert wurden Flag-

markierte Interaktionspartner. Die Detektion erfidgm Westen Blot sowohl mit Anti-Flag-Antikdrpern

(Flag-Blot) als auch mit Anti-GST-Antikdrpern (GS8Ilot).

Molekulargewichtsstandard (M).

Mitgefuhrt wurde ein Protein-
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RASSF1A interagierte sowohl mit MST1 als auch mBW2, jedoch nicht mit WW45.
Ist die SARAH Doméne von RASSF1 deletiert, so gtiolkeine Interaktion mit MST1
und MST2 mehr. MST1 interagiert jedoch mit WW45. TG8llein zeigte keine
Interaktion mit MST1, MST2 und WW45. RASSF1AMut2D@eragierte ebenfalls mit
MST1 und MST2 (Daten nicht gezeigt). RASSF1C zegjtee Interaktion mit MST1
und MST1, die jedoch nicht mehr méglich ist, wemsn SARAH Doméane in RASSF1C
deletiert wurde (Abbildung 41).

3.4.6 Untersuchung der Phosphorylierung von RASSF1A mittis phospho-
serinspezifischer Antikorper

Bei dem Serin 203 des Proteins RASSF1A handelt &h um eine
Phosphorylierungstelle (Rastetter 2006). Mit Hi®n phospho-serinspezifischen
Antikérpern wurde die Phosphorylierung an diesesitRm untersucht. GST-RASSF1A
und die mutagenisierte Form GST-RASSF1AMut203 wardmzu in HEK 293
Uberexprimiert und mittels GSH-Sepharose nach ietdation aufgereinigt,
anschlieBend im PAGE Gel aufgetrennt und geblditet.Phosphorylierung wurde mit
phosphospezifischen Antikérpern im Western Blotewsiicht. Die Phosphorylierung
von GST-RASSF1A wurde nach Mutation im Codon 203itlish abgeschwacht
(Abbildung 42). Als Kontrolle wurde GST mitgefihdas schwach mit dem phospho-
serinspezifischen Antikorper detektiert wurde.

GST-RASSF1A

GST-RASSF1A

GST-RASSF1A
GST-RASSF1A
Mut203

Marker
GST
Mut203
GST
Marker

75 kDa ——4—”4—

Bl %
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- -  —

-
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i e~
Phospho-serinspezifischer AK GST-Blot

Abbildung 42. Untersuchung der putativen Phosplemyhgsstelle Serin 203 des Proteins mit phospho-
spezifischen Antikdrpern. GST-RASSF1A und GST-RASB8F203 wurden in HEK293 Uiberexprimiert,
das Gesamtprotein wurde nach 48 h isoliert und @&T-Fusionsproteine wurden mit GSH-Sepharose
aufgereinigt. Im Western Blot wurde mit phospharsgrezifischen Antikérpern und zur Kontrolle mit
Anti-GST-Antikérpern (GST-Blot) detektiert. Mit Bfa sind die Proteine GST-RASSF1A, GST-
RASSF1AMut203 und GST im Western Blot markiert, dein mit phospho-serinspezifischen
Antikérpernn detektiert wurde. GST-RASSF1A und BS$SF1AMut203 hatten eine molekulare Masse
von 69 kDa. GST wurde als Kontrolle mitgefuhrt unidrierte bei 30 kDa. Mitgefuhrt wurde ebenfalls
ein Protein-Molekulargewichtsstandard (Marker).
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4 Diskussion

4.1  Epigenetische Inaktivierung

4.1.1 Epigenetische Inaktivierung tumorrelevanter Gene inWeichteilsarkomen

Um die Rolle der Gen®ISH2 MLH1, p16 ERx undRASSF1An der Entwicklung von
Weichteilsarkomen zu analysieren, wurden die Promeot dieser Gene auf
epigenetische Inaktivierung durch Methylierung éh\Weichteilsarkomproben, darunter
22 Liposarkome, 18 Leiomyosarkome, 18 Maligne fi#eréHistiozytome (MFH), 6
Rhabdomyosarkome, 6 neurogene Sarkome, 6 syndvaleome, 3 Fibrosarkome, 3
maligne Hemangiopericytome, 1 malignes Mesotheliomd ein nicht klassifiziertes
Sarkom, untersucht. Dabei wurden die Promoterregioder Genepl6 ERox und
RASSF1Anit MSP und die der GendSH2und MLH1 mittels COBRA analysiert. Die
Methylierungsfrequenzen lagen Bd5H2bei 0%, beiMLH1 bei 9%p16 bei 27%, bei
ERux bei 76% und beRASSF1Aei 20%, wahrend in Normalgewebe M$H2 MLH1
und RASSF1Aeine Methylierung auftrat. Der Promoter vph6 war jedoch in 22%
der Normalgewebsproben methyliert und der des G&asin 50% der Normalgewebe.
Die niedrigen Methylierungshaufigkeiten der Prommeio der DNA Reparaturgene
MSH2 und MLH1 deuten darauf hin, dass die epigenetische Inakting dieser Gene
keine entscheidende Bedeutung in der Weichteilgagkistehung hat. Das hier
verwendete Probenmaterial war bereits in Westeot Bhalysen auf die Expression
von MSH2 wund MLH1 untersucht worden, wobei bei 9wbz7 der
Weichteilsarkomproben eine reduzierte Expression MSH2 bzw. MLH1 gezeigt
wurde (Tauberet al. 2003). Die Abnahme der Expression dieser DNA Rapagene
war mit einer schlechteren Prognose fiir die Paierissoziiert (Taubedt al. 2003).
Keine der Proben, die im Western Blot eine vermiteddExpression von MLH1
aufwiesen, zeigten jedoch eine Methylierung der nirerregion, so dass die
verminderte Expression andere Ursachen haben mussie z.B. die
posttranskriptionelle Inaktivierung oder Verandegeim der p53 Stabilitat (Taubest al.
2003). Sieben der Primartumore, bei denen eine imderte Expression von MSH2
gefunden wurde, wurden auch auf Promoterhypermetiylg untersucht, es konnte
jedoch keine Methylierung detektiert werden, sosdasch in diesem Falle ein anderer
Mechanismus greifen muss. Kawaguehal. beschrieben eine verminderte Expression
von MLH1 und MSH2 in 18% bzw. 8% der untersuchteeidNteilsarkome und zeigten
eine Assoziation dieser Expressionsverlustes mmerewverstarkten Instabilitdt von
Mikrosatelliten (Kawaguchet al. 2005). In ASPSd]veolar soft part sarcomakonnte
ebenfalls keine epigenetische Inaktivierung dernftoren vonMSH2 und MLH1
gefunden werden, obwohl in einigen Fallen die Eggien herabreguliert war (Saiéb
al. 2003). In dieser Studie resultierte der Expressieriust jedoch aus Mutationen in
MSH2 oder MLH1 (Saito et al. 2003). In anderen Tumorarten, wie kolorektalen
Tumoren und anderen Karzinomen, ist die Hypermathyhg vonMLH1 jedoch ein
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haufiges Ereignis (Hermaet al. 1998; Estelleret al. 2001; Gradyet al. 2001). Die
hohere Methylierungsfrequenz des Promoters pofivon 27% relativiert sich mit der
Betrachtung des Methylierungsstatus in den Normmeddpsproben, der bei 22% lag. Die
Methylierungsfrequenz bgil6 entspricht in etwa der Rate der Inaktivierung, idid4
von 42 (33%) der Weichteilsarkome in einer immustdthemischen Analyse
gefunden worden waren (Meyet al. 1998). Eine in der Literatur beschriebene
Untersuchung in Leiomyosarkomen zeigte eine Hypthylierung degp16 Promoters
in 22% der Falle, wahrend die Verminderung der Egpion in 32% der Falle zu
verzeichnen war (Kawaguctet al. 2003). Nur 53% der Proben, bei denen eine
Herabregulation der Expression von pl6 zu verzehmar, trugen auch eine
epigenetische Inaktivierung (Kawaguachi al. 2003). Die Methylierungsfrequenz in
Leiomyosarkomen lag in dieser Studie mit 25% inglerchen GréRenordnung, wie der
im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten WeHine Assoziation der
Promoterhypermethylierung begdpl6 mit einer schlechteren Prognose, wie von
(Kawaguchiet al. 2003) detektiert, konnte jedoch nicht verzeiclwetden. Verglichen
mit Normalgewebskontrollen, die keine Methylierurdes RASSF1A Promoters
aufwiesen, ist die Methylierungsfrequenz VRASSF1Amit 20% im Weichteilsarkom
relativ hoch. Bei der Tumorigenese von Weichtelearen ist die Inaktivierung von
RASSF1Adurch Promoterhypermethylierung somit von BedegituBesonders in
Leiomyosarkomen war die Promoterregion Vv@ASSF1A signifikant haufiger
methyliert, verglichen mit z.B. MFHs bzw. Liposarken. Die Inaktivierung von
RASSF1A konnte also einen grolReren Einfluss bei der Hmistg von
Leiomyosarkomen haben. Zusatzlich bestand eine Zéason zwischenRASSF1A
Promoter Hypermethylierung und einer schlechtergi®wse fir die Patienten. War der
RASSF1APromoter hypermethyliert, so betrug die mittlerbetlebenszeit nur 22
Monate, wahrend bei unmethyliertedRASSF1APromoter die mittlere Uberlebenszeit
58 Monate betrug. Auch irGox proportional hazard regression modedr das Risiko
fur Personen, dereRASSF1APromoter hypermethyliert war, signifikant erhdbtese
Resultate bestétigen, dass die InaktivierungRAISSF1Ain entscheidender Parameter
bei der Entstehung und Progression von Weichté&ibsaen ist. Zu beachten ist dabei
jedoch, dass lediglich Patienten mit Tumoren dexdiSins 2 und 3 berlcksichtigt
wurden, da Patienten des Tumorstadiums 1 noch metstorben waren und die, mit
Tumoren des Stadiums 4, aufgrund sehr hoher Mstasiag sehr schnell verstarben.
Die Methylierungsfrequenz des Promoters vé&fRo in Normalgeweben (50%)
verglichen mit der in primaren Weichteilsarkome®%/j, zeigt einen Anstieg in den
Sarkomen. Zu beachten ist dabei jedoch, dass ERreproduktiven weiblichen
Geweben die Proliferation der Zellen steuert ungedesspezifisch exprimiert wird (Li
et al. 2003). Zu erwarten gewesen ware eher die Hochaggalder Expression durch
Hypomethylierung in der Promoterregion. éfi al. konnten die Expression von ER in
Weichteilsarkomen haufig in Liposarkomen und MFHsettieren, jedoch nicht in
Leiomyosarkomen und synovialen Sarkomen, wahrendewalas Alter noch das
Geschlecht Einfluss auf die Expression hatten d€tial. 2003). Eine ausfuhrliche
Analyse, von Kawaguchi et al., von Promotermethylierungsmustern in
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Weichteilsarkomen ergab fURASSF1Aeine Frequenz von 26%, wobei keine
Unterschiede zwischen MFH (31%) und Leiomyosarkor(&i?6) gefunden worden
sind (Kawaguchet al. 2006). Die Methylierungshaufigkeiten lagen filr6 und MLH1
bei je 9%, furMSH2 bei 8% und es konnten keinerlei Signifikanzen ibester
haufiger vorkommender Methylierungen zwischen deamadrentitdten gefunden
werden (Kawagucheét al. 2006). Unterschiede zwischen der Studie von Kawlaiget

al. und der vorliegenden Arbeit kdnnen aus der Veestgmheit des Probenmaterials
resultieren sowie aus relativ niedrigen Stichpraiadten.

Bei der Untersuchung des Methylierungsstatus desnéters vonRASSF1Akonnte
ermittelt werden, dass 4 von 5 Weichteilsarkomirédlh eine epigenetische
Inaktivierung des Gens zeigten, so auch die Rhalgdsankomzelllinien RD und A204.
Primartumoren der Entitdt Rhabdomyosarkom jedochrewvain 6 Fallen nicht
methyliert, was fur eine fortschreitende Methyligguin Zellkultur spricht. Ist die
Hypermethylierung des Promoters fur die Herabrdgula der Expression des
entsprechenden Gens verantwortlich, so kann dieeSgpn wiederhergestellt werden,
indem die Zelllinie mit 5-Aza-2-Deoxycytidin, eime Inhibitor der DNA-
Methyltransferasen, behandelt wird und die Expogssn RT-PCR Analysen ermittelt
wird (Dammannet al. 2000). Die Rhabdomyosarkomzelllinie RD wurde aigsdm
Weg behandelt und die Reexpression \RWASSF1Anach 5-Aza-2 -Deoxycytidin-
Behandlung wurde gezeigt, so dass davon ausgegawgeten kann, dass die
Hypermethylierung in der Promoterregion vdRASSF1Atatsachlich zu einem
Expressions- und Funktionsverlust fuhrt. DieseseBnjs wurde bestarkt durch die
Analyse derRASSF1AExpression in den priméren Weichteilsarkomen, idimer in
den Fallen, in denen eine Promoterhypermethyliedetgktiert worden war, auch eine
Herabregulation der Expression zeigten (Siehe PRtumibre Nr. 54 oder 79 mit
methyliertem Promoter verglichen zu Proben 35 ulichit unmethyliertem Promoter).

Die epigenetische Inaktivierung VORASSF1Ain Weichteilsarkomen spielt eine
entscheidende Rolle besonders bei Leiomyosarkouienlnaktivierung resultierte in
einer Abnahme der Expression VBASSF1Aund es konnte gezeigt werden, dass bei
Patienten, deren Tumoren eiRASSF1APromoterhypermethylierung aufwiesen, die
Prognose schlechter ist.

4.1.2 Epigenetische Inaktivierung der GeneM ST, WW45 und LATS in
Weichteilsarkomen

Die proapoptotische Kinase MST wurde als Interaidpartner von RASSF1A
beschrieben (Khokhlatchest al. 2002; Praskovat al. 2004). Es wurde auch gezeigt,
dass MST2 mit WW45 interagiert und LATS zu phospheren vermag (Chaet al.
2005). MST, WW45 und LATS sollten somit in den ghen Signalweg involviert sein
wie RASSF1A.RASSF1Ast in Tumoren haufig epigenetisch inaktiviert (Daannet

al. 2005). So war es von Interesse, auch die epigehetiinaktivierung der Promotoren
der GeneMST, WWA45 und LATS zu untersuchen und auf sich ausschlielende
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Methylierungsereignisse zu analysieren. Dazu wurden Promoterregionen dieser
Gene in bis zu 60 Weichteilsarkomproben untersuokd. Methylierungsfrequenz lag
fur MST1undMST2bei 37% bzw. 20% in 52 bzw. 60 analysierten Weitsdrkomen.
Dabei war auffallig, dass die Frequenz BET2im Vergleich zuMST 1niedriger war,

in Leiomyosarkomen war die Hypermethylierung desnkaters vorMST 1 signifikant
hoher, verglichen miMST2 und auch die Promotermethylierung vBASSF1Awar
signifikant haufiger, verglichen mit der véMST2 Die Inaktivierung vorRASSF1AInd
MST2konnten sich ausschliel3en. Das lasst den Riclsschluf einen Zusammenhang
im Wirkmechanismus zu. Die Analyse des Einflussess Rromoterhypermethylierung
von MST1auf die Prognose fur die Patienten mit TumorenStasiums 2 und 3 ergab
eine Assoziation. So ist die mittlere Uberlebensfi@ Patienten mit methyliertem
MST1Promoter mit 52 Monaten hdher als bei Patientenkeine Hypermethylierung
tragen (Kaplan-Meier). InCox proportional hazard regression modadigte sich ein
signifikant hoheres Risiko fur Patienten, derenniater nicht hypermethyliert vorlag.
Da das Risiko fur Patienten mit RASSF1A Methyligguerhéht und das fir Patienten
mit MST1 Methylierung erniedrigt ist, konnte sich daraud aine antagonistische
Wirkweise der beiden Proteine schlieBen las§®a. Interaktion von RASSF1A mit
MST1 ist beschrieben (Khokhlatchet al. 2002). Praskovat al. postulierten, dass
RASSF1A MST1 gebunden im inaktiven Zustand héaliagRovaet al. 2004), das
Fehlen von RASSF1A kénnte zu Aktivierung von MSTren. Eine Inaktivierung des
MST1Promoters konnte die Expression von MST1 erniedrignd somit die gleiche
Wirkung haben wie die Bindung durch RASSF1A. PAfW45 konnte in 47
untersuchten Proben keine Methylierung gefundenderer Aus der Literatur sind
keinerlei Daten bekannt, die sich mit der epigestdn Inaktivierung voMST und
WW45 befassen. Hisaokat al. beschrieben sieben Weichteilsarkome mit reduzierte
LATS1 Expression und konnten in 6 der 7 Tumore détn@moterhypermethylierung
des LATS1 Promoters zeigen (Hisaoket al. 2002). Untersucht wurden dabei 50
Primartumore, 1 MFH, 3 Liposarkome und 2 Leiomykeare waren epigenetisch
inaktiviert(Hisaokaet al. 2002). Dies entspricht einer Rate von 12% (Hisaekal.
2002). Die Methylierungsfrequenz des Promoters &iS1 die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ermittelt wurde, entspricht M6 in etwa der GroRenordnung, der
von (Hisaokaet al. 2002) beschriebenen Rate. Die epigenetische ineking von
LATS1hat fur die Entwicklung von Weichteilsarkomen Bgdih in einer geringeren
Anzahl von Fallen entscheidenden Einfluss. Fir Besmoter vonLATS2wurde in
keiner von 43 untersuchten Weichteilsarkomprobeme eiHypermethylierung
festgestellt. Dagegen wurden in 30 untersuchten  stBmnoren
Methylierungshaufigkeiten von 57% flwATS1und 50% firLATS2 detektiert, die
signifikant mit der Abnahme der Expression einheggn (Takahaslet al. 2005). Die
epigenetische Inaktivierung varATS1war dabei mit einer schlechten Prognose fur die
Patienten assoziiert (Takahaski al. 2005). Die Analyse der epigenetischen
Inaktivierung vonLATSin anderen Tumorentitaten ist also von hohem éstee.
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4.1.3 Epigenetische Inaktivierung der GeneM ST, WW45 und LATS im
Bronchialkarzinom

Untersucht wurden primare Lungentumore, klassifizien Adenokarzinome,
Plattenepithelzellkarzinome und grof3zellige Karmiep die bereits auf die
Promoterhypermethylierung deRASSF1APromoters hin analysiert worden waren
(Dammannet al. 2000). Wie im Weichteilsarkom war die Methyliersfrgquenz des
Promoters vorMST1(51%) hoéher verglichen mit der vdiST2(21%). Der Promoter
von WW45lag in den untersuchten Lungentumoren nicht em@tygerh inaktiviert vor.
Der LATS1Promoter war mit 10% selten inaktiviert, wobeifaalf dass es sich dabei
fast ausschlieBlich um Adenokarzinome handelte. M#3% lag die
Methylierungshaufigkeit des Promoters vaATS2in der GroRenordnung der von
RASSF1A Signifikante Unterschiede der epigenetischen tlwigkung in den
unterschiedlichen Entitaten konnten nicht detekisarden, auch ergaben sich keinerlei
sich ausschlieRende Ereignisse, die Schlisse akfiduelle Zusammenhénge zulassen
wuirden. Die epigenetische Inaktivierung WA T1 RASSF1AINdLATS2wurde relativ
haufig detektiert und kann bei der Entstehung vamgenkrebs eine entscheidende
Rolle spielen. Die Inaktivierung d&W/W45Expression stellt ein eher spates Ereignis in
der Tumorigenese dar, da sie in Primartumoren mietftommt, aber in 2 von 16 (13%)
Lungenkrebszelllinien. In diesen Kleinzelllungeriseelllinien war ebenfalls der
Methylierungszustand inRRASSF1APromoter zuvor analysiert worden und konnte in
100% der Félle also in allen kleinzelligen Brontkasazinomzelllinien detektiert
werden (Dammanret al. 2000). Die RASSF1APromoterhypermethylierung wurde
damit als entscheidender und friher Parameter wéhier Tumorigenese von
kleinzelligen Bronchialkarzinomen definiert (Dammaret al. 2000). 73% der
untersuchten Zelllinien zeigten eine Hypermethyligy des Promoters voNIST]
wahrend die Methylierungsfrequenz fiMST2 und LATS2 mit 35% bzw. 33%
wesentlich geringer wat.ATS1war in 47% der Falle epigenetisch inaktiviert. Alen
Haufigkeiten auf die Rolle der Inaktivierung der r@ein der Tumorigenese
geschlossen, konnte die Hypermethylierung des PremwonRASSF1Aals das friihste
Ereignis einstuft werden, gefolgt von der Hyperméinung der Promotoren vaviST1
und LATS1 Die epigenetische Inaktivierung vémST2und LATS2findet spéater in der
Tumorentstehung statt, zumal eine Tendenz zu \@men war, dass der Promoter von
MST2nur dann methyliert vorlag, wenn auch der Wd&T1schon inaktiviert war. Sehr
selten und ausschlie3lich in den kleinzelligen lemigebszelllinien war der Promoter
von WW45hypermethyliert. Das lasst den Schluss zu, dassednaktivierung ein sehr
spates Ereignis in der Tumorentstehung ist oderliohiggweise eine Veranderung
darstellt, die auf die Kultivierung der Zellen zokiufihren sein kdnnte (Antequeza
al. 1990).
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4.2  Mutationsanalyse

4.2.1 RASSF1A Polymorphismus Codon 133

Der Promoter vonRASSF1Aliegt in Tumoren haufig epigenetisch inaktivierbrv
(Dammannet al. 2005). Mutationen IrRASSF1Awurden nur in einzelnen wenigen
Fallen entdeckt, so z.B. dimissenseMutationen Codon 129 (GAC-GAG; Asp-Glu)
oder des Codons 135 (ATT-ACT; lle-Thr) in kleinzgdin Bronchialkarzinomen, wobei
die Expression durch Promotermethylierung jedodigehoben war (Dammanet al.
2000). Unklar ist dabei, ob es sich um Polymorplkisnhandelt. Eine weitere
Veranderung wurde in Codon 133 (GCT-TCT; Ala-Sexledltiert (Burbeeet al. 2001;
Lo et al. 2001; Shivakumaret al. 2002). In einer Untersuchung von 178
Brustkrebstumoren wurde eine Assoziation zur Héeftgdes Polymorphismus 133
gefunden (Schagdarsurenget al. 2005). So trugen 21% von 141 Patienten mit
Brustkarzinom und 24% von 37 Patienten mit Fibroade den Polymorphismus 133,
wahrend die Kontrollgruppe (n=70) nur zu 3% diedeolymorphismus aufwies
(Schagdarsurengiet al. 2005). Dies deutet auf einen funktionellen Eirgludieses
Polymorphismus hin, der bei der Krebsentstehundeitich ist. Aus diesem Grunde
wurden die Weichteilsarkomprimartumore auf die Mot im Codon 133 mittels
SSCP analysiert. Von 69 untersuchten Primartumotaergen 8 (12%) den
Polymorphismus im Codon 133, wobei die Haufigkeit biposarkomen mit 27% zwar
nicht signifikant, aber doch erhéht ist im Vergleizu Leiomyosarkomen (6%). Die
Methylierungshaufigkeiten nochmals betrachtet, zgich, dass die Hypermethylierung
des Promoters VONRASSF1Abei Liposarkomen in 18% der Falle und bei
Leiomyosarkomen in 39% der Falle auftrat. Es kérarigenommen werden, dass in
Liposarkomen eher der Polymorphismus 133 in Prezedsr Krebsentstehung
involviert ist, wahrend in Leiomyosarkomen die egigtische Inaktivierung von
RASSF1A/on Bedeutung ist. Die statistische Auswertung®mES zeigte jedoch keine
Assoziationen zwischen Promoterhypermethylierungd udem Auftreten des
Polymorphismus im Codon 133. Schagdarsurengtn al. beschrieben fur die
untersuchte Kontrollgruppe eine Haufigkeit von 3%r fdas Auftreten des
Polymorphismus des Codons 133 von RASSF1A (Schagdarginet al. 2005). Mit
12% liegt der Wert bei Weichteilsarkompatientendrdiind ein negativer Einfluss auf
die Krebsentstehung bei Tragern des Polymorphisstuasi verzeichnen.

4.2.2 Mutationsanalyse des Codons 600 vdB-RAF

B-RAF ist eines von drei RAF Proteinen, die voniakh RAS aus dem Zytoplasma
rekrutiert und aktiviert werden. Aktiviertes RAF idas erste Element der Protein-
Phosphorylierungs-Kaskade, die zur Aktivierung WdEK und ERK fuhrt (Schulz
2005). Einige Publikationen beschrieben eine negatiAssoziation von
Promoterhypermethylierung va®ASSF1Anit Mutation des Codons 600 BrRAF.So
wurde gezeigt, dass sich die Promoterhypermetlyigervon RASSF1A und die
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Mutation des Codons 600 iB-RAF in papillarem Schilddriisenkrebs ausschlie3en
(Xing et al. 2004; Hoqueet al. 2005). Eine ahnliche Assoziation wurde fir
Schilddrusenkrebszelllinien gezeigt (Xingt al. 2004). Eine weitere negative
Assoziation wurde auch fur Gebarmutterkarzinomelsben (Kanget al. 2006). Da
sich diese Ereignisse ausschlieRen, kann davonegasgen werden, dass beide
Proteine, B-RAF und RASSF1A, im selben Signalweg €olle spielen. In Melanoma
wurde jedoch eine positive Assoziation beider Hrisge gefunden, die
Hypermethylierung des Promoters VRASSF1Arat bei gleichzeitiger Mutation vds+
RAF gehauft auf (Reifenbergest al. 2004). Hier wurden 84 Weichteilsarkome auf
Mutation des Codons 600 in B-RAF untersucht, nuvier Fallen (5%) konnte diese
genetische Veranderung detektiert werden. Betroffaren dabei ein Liposarkom, zwei
Rhabdomyosarkome und ein MFH, wobei drei der Tumaime Methylierung des
RASSF1APromoters trugen, ein Rhabdomyosarkom jedoch riethyorlag. Somit
handelt es sich nicht um sich ausschlie3ende Essgnwobei die Stichprobenzahlen
sehr gering sind. Zwei der Primartumore n®-RAF Mutation wurden auf
hypermethylierten MST1 Promoter untersucht und wanesitiv. Die Mutation vorB-
RAFim Codon 600 ist selten in der Entstehung von Weitsarkomen und spielt eine
untergeordnete Rolle.

4.2.3 Mutationsanalyse des Codons 12 vOR-RAS

K-RAS ist ein Mitglied der RAS Familie der monomer@é-Proteine (Friday and Adjei
2005). Es liegt in der Zelle membranassoziiert wod vermittelt die Signalweitergabe
von den Rezeptorthyrosinkinasen zu den Effektonea,z.B. RAF, Phosphoinositol-3-
Kinase und RalGEFs (Friday and Adjei 2005). ZehellRrozesse, wie Differenzierung,
Zellwachstum und Uberleben werden (iber K-RAS reguliFriday and Adjei 2005).
Mutationen in RAS treten in 30% aller Krebsfallef.ag-RAS ist dabei recht haufig
betroffen, besonders in Pankreaskrebs, bei demtMnshaufigkeiten von bis zu 90%
detektiert wurden (Derghanet al. 1997; Wanget al. 2002). Die Bedeutung der
Mutation des Codons 12 des Gerns-RAS bei der Krebsentstehung von
Weichteilsarkomen sollte untersucht werden. Dazu rdemm 34 primare
Weichteilsarkome und 4 Weichteilsarkomzelllinierf Mutation des Codons 12 iK-
RASmittels SSCP untersucht. Es wurde in keinem dde [esthe Mutation gefunden. In
einigen Tumorarten wurde eine Assoziation zwischEFRAS Mutation und
Methylierung defRASSF1APromoters belegt, so z.B. im Pankreaskarzinom (Danm
et al. 2003). Dabei zeigte sich in Adenokarzinomen deskfas eine signifikante
negative Korrelation zwischek-RASMutation und Hypermethylierung déSASSF1A
Promoters (Dammanret al. 2003). Dass RASSF1A und K-RAS in die selben
Signaltransduktionswege involviert zu sein schejiregigt nicht nur diese negative
Korrelation, sondern auch Interaktionsstudien, die direkte Interaktion beider
Proteine, bzw. Uber das K-RAS bindende zu RASSFbAdioge Protein NOREL1
darstellten (Ortiz-Vegaet al. 2002; Vos et al. 2004). In nichtkleinzelligen
Lungenkrebstumoren wurde wiederum keine Korrelatimm K-RAS Mutation zur
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RASSF1AHypermethylierung gefunden (Ramirek al. 2003). Mutationen im GeK-
RASsind somit in einigen Tumorarten héaufiger und \Bedeutung, wahrend in der
Entstehung anderer Tumorarten, wie z.B. bei Weilglatdkomen andere Mechanismen
wirken.

4.3 Funktion von RASSF1

Der Tumorsuppressor RASSF1A liegt in zahlreichermdrentitaten epigenetisch
inaktiviert vor (Dammannet al. 2005). Die Reexpression von RASSF1A in der
Lungenkrebszelllinie A549 fuhrt zur Hemmung der [Fecation und in Nacktmausen
zeigen Tumore, die RASSF1A reexprimieren ein stadtuziertes Tumorwachstum
(Dammannet al. 2000; Burbeeet al. 2001; Kuzminet al. 2002; Ronget al. 2004).
Anhaltspunkte zur Funktion von RASSF1A liegen hsreror, doch die genaue
Funktionsweise und betroffene Signalkaskaden gilh&h wie vor aufzuklaren. Dazu
wurden im Rahmen dieser Arbeit die Transkripte RRSS RASSF1C und RASSF1F
und mutierte Formen von RASSF1A und RASSF1C eirigesem funktionelle
Aussagen treffen zu kénnen.

Es wurden zunachst drei Transkripte des G&#SSF1untersucht, RASSF1A,
RASSF1C und RASSF1F. RASSF1A und RASSF1F werden WRmomoter A,
RASSF1C vom Promoter C transkribiert. RASSF1C fehd C1 Doméane des N-
Terminus von RASSF1A, wahrend RASSF1F lediglichagediese Doméne codiert. In
Lungentumoren wurde haufig eine Hypermethylieruag Bromoters A, jedoch nie eine
epigenetische Inaktivierung des Promoters C detgkiDammanret al. 2000). Daraus
kann geschlossen werden, dass die InaktivierungRASSF1A, nicht aber die von
RASSF1C zur Krebsentstehung beitragt. Die Auswigkuer Reexpression von
RASSF1A, RASSF1F und der Uberexpression von RASSRt@de in der
Kleinzelllungenkrebszelllinie A549 untersucht. Rfexation, Koloniebildung und
Migration wurden dabei in stabil transfizierten [al analysiert, wahrend die Induktion
von Apoptose sowie die Lokalisation in transienpraxierenden Zellen untersucht
wurden. In HEK293 wurden Lokalisationsuntersuchunge und
Interaktionsuntersuchungen nach transienter Exjoressirchgefihrt.

Zur Analyse der Funktion von RASSF1A wurden geethtMutagenesen in der
Sequenz erzeugt, die einzelne Aminosauren verambew. ganze Doménen deletiert.
Ausgewahlt wurden die Aminoséuren nach AspektenFderktion. So wurden z.B.
Aminosauren ausgetauscht, die in der C1 Domanasisélir die Komplexierung von
Zink sein konnten, wie die Histidine der Codonsus2l 90. Die Mutation des Codons
53 war in der Literatur (Burbeet al. 2001) als Polymorphismus beschrieben und
funktionelle Auswirkungen galt es zu analysiereme Mutagenesen der Codons 131,
132, 133 und 203 betreffen PhosphorylierungsstdlBarin 131 und Serin 203) bzw.
umgebende Aminosauren, die die Phosphorylierungntséehtigen konnen. Die
Phosphorylierung des Serins 131 wundevitro beschrieben (Shivakumat al. 2002),
die Folgen einer Mutation des Serins beziehungevdes benachbarten Aminosaure
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auf die Proliferation und andere funktionelle Asfgekollte untersucht werden. Bei der
Veranderung im Codon 133 handelt es sich um einatiirith vorkommenden
Polymorphismus, von dem gezeigt wurde, dass er,gligken mit einer
Kontrollpopulation,  signifikant  haufiger in  Brustspatienten  vorkommt
(Schagdarsurengiet al. 2005). Die funktionellen Auswirkungen sind jedonbch
unbekannt. Die Phosphorylierungsstelle Codon 20BASSF1Avurde von Matthias
Rastetter im Rahmen seiner Promotionsarbeit in A@r Tumorgenetik entdeckt
(Rastetter 2006). Von Interesse ist auch in die$aih, zu welchen funktionellen
Veranderungen die Phosphorylierung fihrt. Mutatiomeder RA Doméne kénnten zur
Veranderung der Interaktion von RASSF1A mit RASréih Die Polymorphismen der
Codons 246 und 257 vorRASSF1Awurden in Brustkrebstumoren gefunden
(Agathanggelouet al. 2001). Die Mutagenesen wurden in dem Vektor pCNVAgIT
durchgefuhrt, nach transienter und stabiler Tratigfe in humanen Zellen kommt es
zur Expression des enthaltenen Konstruktes. Die alisdtion von RASSF1A,
RASSF1C und den mutierten bzw. deletierten Varrawerde durch Expression als
YFP-Fusionsprotein analysiert. Die Generierungisedprimierender Zellen erfolgte in
der Lungenkrebszelllinie A549, die aufgrund einssrRoterhypermethylierung nur eine
sehr schwache endogene Expression von RASSF1A imtifwgie stabilen Klone
wurden fir die Analyse der Proliferation, der Kakdrldung und der Migration
eingesetzt. In A549 liegt keine Hypermethylierungr dPromotoren der GendST,
WW45 und LATS vor. Versuche, die Rhabdomyosarkomzelllinie RDbistazu
transfizieren schlugen fehl. Die Klone exprimiertha jeweiligen Transkripte nur Uber
wenige Zellkulturpassagen. Die Apoptose- sowie Hakalisationsuntersuchungen
erfolgten nach transienter Expression in HEK293 &d9. Die Fusionsproteine flr
die Interaktionsstudien wurden in HEK293 exprimi¢tEK293 exprimiert endogenes
RASSF1A, der Promoter liegt nicht hypermethyliest.v

4.3.1 Funktionelle Unterschiede der Transkripte RASSF1ARASSF1C und
RASSF1F

Die Transkripte RASSF1A und RASSF1F werden vom Rtem A des Genes
RASSF1, das Transkript RASSF1C vom Promoter C abgeal lediglich die
epigenetische Inaktivierung des Promoters A speeloch in der Krebsentstehung eine
Rolle, der Promoter C liegt nicht hypermethylieor.vDer Unterschied der Transkripte
RASSF1A und RASSFI1C liegt im N-Terminus, der in FA3A fur eine C1/
Diacylglycerol-Bindedomane codiert, die im TranpkrRASSF1C fehlt (Dammanet
al. 2000).Beide Proteine tragen C-Terminal die Ras Assoziadomane und in der
Proteinmitte die ATM Doméne. Da RASSF1C in Gegensat RASSF1A kein
Tumorsuppressor ist, kann davon ausgegangen wetdes,die in RASSF1C fehlende
C1 Domane des Proteins RASSF1A die tumorsuppresamétion auslosen misste.
Das Transkript RASSF1F beinhaltet lediglich diede@dmane, die RA und die ATM
Doméne fehlen, wodurch eine mdgliche AktivierungiiRas bzw. Ras-NOREL nicht
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stattfinden kdnnte. Die Signalvermittiung tber die C-Terminus gelegene SARAH
Doméne kann nur bei RASSF1A bzw. bei RASSF1C egfulg

Das Wachstum von stabil transfizierten A549 Kloneie, RASSF1A bzw. RASSF1F
reexprimieren oder RASSF1C Uberexprimieren, untareder verglichen, zeigt sich,
dass die Proliferation bei Reexpression von RASSEf# RASSF1F vermindert ist,
verglichen mit der Vektorkontolle und Zellen, dieA®SF1C Uberexprimieren. Ein
ahnlichen Ergebnis erbrachte der Koloniebildungsitesveichen Agar, also ohne Zell-
Zell-Kontakte, bei dem die KoloniegroRen von RASSFdxprimierenden Zellen mit
denen der Vektorkontolle vergleichbar waren, watirelmei Reexpression von
RASSF1A oder RASSF1F eine verminderte Koloniegré@stgestellt wurde. Die
Abnahme der Proliferation und der Koloniebildungrvisreits von Dammanat al.
beschrieben worden (Dammaatal. 2000) und konnte hier in A549 bestatigt werden.
Die verminderte Proliferation und KoloniebildungrdBASSF1A bildenden Zellen
konnte aus einer verstarkten Apoptoserate diesderZeesultieren, da die TUNEL
Experimente eine erhdhte Apoptoserate der RASSHE#imierenden Zellen nach
transienter Transfektion zeigten. In der Literatturden verschiedene Zelllinien bzw.
deren Reaktion auf die RASSF1A Reexpression bedwémi Apoptose wurde in NIH
3T3, in MCF7 und 293T Zellen induziert, nachdem FS&%A exprimiert wurde (Vos
et al.2000; Ronget al.2004). In der Zelllinie WM9, die RASSF1A endogexpemiert,
wurde die Apoptose nach Zugabe von Interferon imdtjzwahrend dies in den
Zelllinien ACHN, SK-RC-45RCC und A375 nur bei gleaeitiger Behandlung mit
Methyltransferasehemmern und einhergehender Ressipre von RASSF1A zu
beobachten war (Reet al. 2006). Die Induktion der Apoptose durch RASSF1Aesat
abhangig von genomischen Verédnderungen der Zelfliziu sein. Moglich ware die
Vermutung, dass die Reexpression von RASSF1A nan @goptotische Reaktionen
auslost, wenn die Inaktivierung von RASSF1A entsidrad zu Tumorigenese der
jeweiligen Zelllinie beigetragen hat. Die Apoptaster bei Uberexpression von
RASSF1C lag wesentlich niedriger, als die bei Ukeression von RASSF1A. Obwohl
auch die Expression von RASSF1F zu einer reduniédmliferation und kleineren
Kolonien im weichen Agar fihrte, war die Induktioler Apoptose nach transienter
Transfektion jedoch wesentlich geringer. Eine nag Erklarung bietet die fehlende
SARAH Doméne, die die Interaktion mit der proapdisthen Kinase MST vermittelt.
Doch diese Domane ist auch bei RASSF1C vorhanaedass zusatzlich zur SARAH
Doméane auch die C1 Domane in der Vermittlung deopipse eine Rolle spielen
sollte. Hefe-2-Hybrid Daten der Gruppe AG Tumorgénkonnten zeigen, dass MST1
starker an RASSF1A als an RASSF1C bindet (Datemtngezeigt). RASSF1A
interagiert Uber den N-Terminus mit dem Protein NE2R(nhovel RAS effector,1
RASSF5) (Ortiz-Vegaet al. 2002). Es ware vorstellbar, dass auch RASSF1F mit
NOREL1 interagiert oder mit RASSF1A homodimerisiend so regulatorisch in die
Signalvermittlung involviert sein kénnte und dierhimung der Proliferation vermitteln
konnte.
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Es wurde bereits beschrieben, dass bei Uberexpresgon RASSF1A Zellen

schwacher migrieren und die Herabregulation derré&sgon durch si-RNA zur

Verstarkung der Migrationsfahigkeit fihrt (Dall@t al. 2005). Im Rahmen der

vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls die Migratioesghwindigkeit von RASSF1A

stabil exprimierenden Zellen und der Vektorkonzellen untersucht. Die

Migrationsfahigkeit RASSF1A exprimierender Zellearnvauch in diesen Experimenten
reduziert, verglichen mit der Vektorkontrolle. Adfe Tumorigenese bezogen, ist die
Migrationsfahikeit von Krebszellen von enormer Betieg, da Zellen die starker durch
eine kunstliche Kollagenmatrix migrieren, im mensgtten Korper auch schneller
metastasieren konnten. Die Metastasierung von Temnast ein entscheidender
Parameter fur den Verlauf und die Prognose einebsgerkrankung. Das Fehlen von
RASSF1A wirde somit zur schnelleren Metastasiemund schlechteren Verlauf der
Krebserkrankung beitragen.

RASSF1A liegt als GFP-Fusionsprotein zytoskelettaissrt vor und ist wahrend der
Mitose an den Spindelpolen und Spindelfasern kaisikat (Liu et al. 2003; Dallolet
al. 2004; Ronget al. 2004; Voset al. 2004) Auch das Protein RASSF1C ist
kolokalisiert zu Mikrotubuli, wobei hier eine Tendezur starkeren Lokalisation
an Centrosome zu erkennen wa die Tubulinassoziation fiir die Domanen ATM
und RA beschrieben ist (Liet al. 2003; Ronget al. 2004), ist es nicht verwunderlich,
dass RASSF1F, dass lediglich die C1 Domane traégekTubulinassoziation aufweist.
Wird es als YFP-Protein Uberexprimiert bilden siehkuolenartige Bereiche im
Zytoplasma, die das fluoreszierende Protein emhalRASSF1A und RASSF1C
stabilisieren zum einen Zytoskelettstrukturen in485Zellen und zum anderen
Spindelpolfasern in mitotischen HEK293 Zellen, werddiese mit Nocodazol
behandelt. Der stabilisierende Effekt war von Reng@l. Fir die Uberexpression von
GFP-RASSF1A in MCF-7 Zellen und in MEFs bereitsdmeben (Liuet al. 2003;
Ronget al. 2004). Beide Proteine RASSF1A und RASSF1C sindlindéssoziiert, die
Lokalisation bedingt also keine funktionellen Ustdriede. Dabei ist jedoch zu
vermerken, dass RASSF1C verstarkt zu den Centrasé&piekalisiert vorliegt und sich
daraus ein Funktionsunterschied ergeben kdnnte Miligserate nach Expression von
YFP-RASSF1A in HEK293 ist wesentlich hdher, vergén zur Mitoserate nach
Expression von YFP-RASSF1C (Daten nicht gezeigigs® Tatsache spricht flr einen
Arrest in der Prometaphase bei Uberexpression vaB3E1A. Dies wiirde eventuell
dem von (Ronget al. 2004) beschriebenen Arrest in derl@-Phase entsprechen, der
dort nach 72 h Uberexpression verzeichnet wurdeS&ALA konnte so einen Arrest
induzieren, nicht aber RASSF1C. Auch Song et atinken einen Arrest der Mitose im
Ubergang von der Gzur M-Phase detektieren und fihrten dies auf mlierdktion von
RASSF1A mit CDC20 zurlck (Sorgf al. 2005). Es wurde in diesem Zusammenhang
sogar von RASSF1A als neuem Huter der Mitose gebpro (Mathe 2004). In
Préazipitationsexperimenten wurde die Interaktiom VBASSF1A mit CDC20 im
Rahmen der vorliegenden Arbeit analysiert, kontgr anicht bestatigt werden (Daten
nicht gezeigt). Endogenes RASSF1 kénnte in wesénieniger Kopien in Zellen
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natirlich vorkommen, oder sogar lediglich in bestiran Zellzyklusphasen exprimiert
oder aktiviert werden. Die YFP-Fusionsproteine diegedoch stark Uberexprimiert in
den Zellen vor. Die Analyse von endogenem RASSHKiadfet sich recht schwierig, da
zuverlassige Antikorper noch nicht auf dem Markdsi

Paclitaxel verhindert in mitotischen Zellen den Ablder Spindeln, so dass die Zelle in
der Mitose arretiert wird (Jordaat al. 1993). Werden stabil RASSF1A, RASSF1C und
RASSF1F exprimierende A549 Zellen einer BehandloniigPaclitaxel unterzogen, so
zeigen die RASSF1F exprimierenden Zellen eine aduthdhere apoptotische Rate
verglichen mit RASSF1C, das wiederum hdhere Apatien aufweist als RASSF1A
exprimierende Zellen. Wird RASSF1A exprimiert, sehgn weniger Zellen in
Apoptose, woraus geschlossen werden kann, dass R%S&n Tubulinabbau férdern
konnte oder in die Signalvermittlung zur Induktioon Apoptose eingreift. Méglich ist
auch, dass die sehr stabile Bindung von RASSF1AliarMikrotubuli ein Angreifen
von Paclitaxel verhindert, eine Kompetition kénntaliegen. Liu et al. beschrieben,
dass die Mitosen in COS Zellen nach UberexpressisnGFP-RASSF1A denen von
Paclitaxel behandelten Zellen dhneln und dassainkche Wirkweise denkbar sei (Liu
et al. 2003). Paclitaxel wird als Chemotherapeutikum er @8ehandlung von z.B.
Brustkrebs und bei nichtkleinzelligen Bronchialkaamen eingesetzt. Der RASSF1
Expressionstatus in einem Tumor konnte also Folfi@n die Wirksamkeit der
Chemotherapie haben.

Die Interaktion von RASSF1A mit der proapototischieimase MST1 wurde bereits
beschrieben (Khokhlatcheat al. 2002). RASSF1A interagiert ebenfalls mit MST2 und
auch RASSF1C interagiert sowohl mit MST1 als audh M5T2. Diese Interaktion
erfolgt tber die SARAH Proteininteraktionsdoméaneid® Proteine kdnnten alsovon
MST vermittelten Mechansimen der Apoptoseregulagorgebunden sein. Da jedoch
lediglich RASSF1A als Tumorsuppressor gilt, sollee C1 Doméane in diesem
Regulationsprozess eine gesonderte Rolle wahrnehrR&SSF1F besitzt keine
SARAH Domaéane, so dass eine Interaktion mit MST niabglich ist.

4.3.2 Funktion der C1 Domane von RASSF1A

In funktionellen Untersuchungen sollten die PrateASSF1A, RASSF1C, das keine
C1 Domane besitzt und in der C1 Domé&ne mutageteskormen von RASSF1A auf
unterschiedliche Auswirkungen nach stabiler Expoessn A549 und transienter
Expression in HEK293 hin, analysiert werden. Die Obmane von RASSF1A
(Aminosauren 51-101) ist homolog zu der der Prot€inasen C, bei denen eine
Bindung von Diacylglycerol die Translokation der ®Kzur Zellmembran bewirkt
(Newton 1995). Enthalten ist ein Zinkfingermotigsdfir die Komplexierung von Zink
verantwortlich ist und Einfluss auf die Fahigkeltdbolester zu binden hat (Ahmedt
al. 1991). Einige funktionelle Daten, die C1 Domangdféend sind bereits bekannt, so
z.B. die Tatsache, dass die Mutation des Codon$§C63u R) dazu fiuhrt, dass das
Protein nicht mehr tubulinassoziiert vorliegt ([&let al. 2004), woraus sich aber der
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Widerspruch ergibt, dass RASSF1C, das keine C1 Dertrdgt, auch tubulinassoziiert
vorliegt und die Tubulinassoziation der ATM-RA Doneézugeordnet wird (Liet al.
2003; Ronget al. 2004). Die Homodimerisierung von RASSF1A mit NORé&folgt
Uber den N-Terminus von RASSF1A (AS1-119), (Ortiegdet al.2002), die indirekte
Bindung von RASSF1A an RAS Uber den InteraktionsgarNORE1 sollte bei nicht
funktioneller C1 Doméne eingeschrankt oder verhindein. Ebenfalls Uber den N-
Terminus interagiert RASSF1A mit CDC20 und inhibi@amit die Wirkung des APC-
CDC20 Komplexes und damit den Ubergang von der Braphase zur Mitose (Soeg
al. 2004). Die Mutation des Codons 65 (C zu R) bewnksétzlich, dass RASSF1A
nicht mit MAP1/MOAP1 interagieren kann, woraus fplgass Bax nicht aktiviert
werden kann, woraus wiederum die verminderte Faighkpoptose zu induzieren
resultiert (Voset al.2006).

Die C1 Doméane von RASSF1A besitzt auch Ahnlichkait LIM (Zinc-binding domain
present in IN-11, ISL1, MEC-3) Domane, die z.B die Interaktion von LATS mit Apub
bzw. Zyxin vermittelt und ebenfalls ein Zinkfingeotiv darstellt (Hirotaet al. 2000;
Abe et al.2006). Die Interaktion von LATS mit MST bzw. WW4&Bnnte nicht gezeigt
werden (Chanet al. 2005), konnte jedoch durch RASSF1A vermittelt veerdIm
Drosophila Signalweg interagieren Sav, Hippo undt@/direkt miteinander (Tapoet
al. 2002; Harveyet al. 2003; Wuet al. 2003). Zwei Interaktionspartner von LATS1
bzw. LATS2, Ajuba und Zyxin, besitzen LIM Doméandtirpta et al. 2000; Abeet al.
2006). In Ajuba ist eine LIM Domane fir die Intetiak mit LATS2 und in Zyxin sind
zwei von drei vorhandenen LIM Domanen fir die Binguvon LATS1 essenziell
(Hirota et al. 2000; Abeet al. 2006). Beim Vergleich der C1 Domane von RASSF1A
mit den LIM Domanen der LATS Interaktionsproteifdbildung 43), zeigt sich, dass
Homologie besteht und es denkbar ware, dass aucBSRAA mit LATS zu
interagieren vermag. Bei der LIM Doméane handeltsiel um eine Protein-Protein-
Interaktionsdoméane bestehend aus zwei Zinkfingausiot (Kadrmas and Beckerle
2004).

TrET | TrTETOY|TERT | TETY | TRAYT|TRET|FTACY|CAYY | PTOTT | FRYY YT | FrTTY | T

Zyxin LIM I [CFHCHOEL R QPAVRAL QL ]l c - HijJ QQLQ QOFY 8- LE c

Zyxin LIM IT|C[TC[FEFIT--DRMLRATGRAWHEH | s SERVA [n RPLE TEFIVDO NRP HD HK(
Ajuba LIM CEYCEHLIL- - ERILOAMGREHE Hof--T CN LDEIFPFTVDF SN0 c | Df HEI
PASSFla Cl - DFIW- - SVVRESLOC | |I | L L FRDLGWEEAVERD[TH BV

Abbildung 43. Vergleich der LIM Doménen der LATSdenden Proteine Zyxin (LIM | und LIM II, die
beide essentiell fur die LATS Bindung sind und &jdbM) mit der C1 Doméane von RASSF1A. Die
Zinkfingermotive der LIM Domé&nen und der C1 DombBastehen aus Cysteinen und Histidinen (blaue
Balken) in bestimmten AS Abstanden. Mit rotem Balkerden die Cysteine der LIM Domanen markiert,
die in der C1 Domaéne durch ein Aspartat (braunelkBa) ersetzt werden kdnnte.

D3 (303 0

Folgende Struktur wurde fur die LIM Doméne postilie CX,CXjs.
23(H /C) (X) 2/4(C/H/E) (X) 2CX,C (X) 14_21(C/H)(X) 2/1/3(C/H /D/E)X (Kad rmas and
Beckerle 2004). Auffallend bei der RASSF1A Sequestz das Fehlen der 7.
komplexierenden Aminosaure (Position 56, Abbildu®), es ist weder ein Cystein
noch ein Histidin in dieser Position vorhanden. Ranplexierende Funktion kdonnte



102 4 Diskussion

das Aspartat an Position 55 Ubernehmen. Ein funktier Zusammenhang zu RASSF1
ist denkbar, da auch LATS1 und LATS2 wéhrend detod& am Centrosom und am
Spindelapparat lokalisiert vorliegen und Prozesse Mitose z.B. durch Rekrutieren
von y-Tubulin durch den LATS2-Ajuba Komplex, reguliersollen (Hirotaet al. 2000;
Abe et al. 2006). Zusatzlich wurde gezeigt, dass der Intezagpartner von RASSF1
MST, LATS phosphoryliert, aber MST und LATS bindemander nicht (Chaet al.
2005).

Die Analyse der stabil transfizierten A549 Klone Rahmen der vorliegenden Arbeit,
die eine RASSF1A Variante exprimierten, die einetéfion in der C1 Domane von
RASSF1A trugen, zeigte, dass diese Verdnderung m@iferationshemmende
Wirkung, die RASSF1A verglichen zu RASSF1C bewiddfhebt. Die Klone mit den
Mutationen in den Codons 52 und 53 wuchsen schnale RASSF1C transfizierte
Klone. Kein Unterschied war zu verzeichnen zwisctlen Ansatzen, die 0,6 uM bzw.
5 uM oder 10 puM Zinkionen enthielten. Mdgliche Unsa ist, dass 0,6 UM Zinkionen
schon ausreichend waren, um eine Besetzung deffitjgk zu gewdhrleisten. Ein
leichter Anstieg der Proliferation wurde auch imiehen Agar deutlich, wo die mittlere
Koloniegréf3e nach Mutation im Codon 53 hoher wés,im Ansatz RASSF1A, aber
niedriger verglichen mit RASSF1C. Eine Erklarungtbt der Zusammenhang zur
Apoptoserate. Die Apoptoserate nach transienterdsSspn von RASSF1A lag mit
21% deutlich héher im Vergleich zu RASSF1AMut53g diit 15% niedriger als die
Vektorkontrolle lag. Das heif3t, die Fahigkeit, Apmge zu induzieren ist vermindert, so
dass eine Verstarkung der Proliferation resultiddiese Ergebnisse stimmen mit den in
der Literatur beschriebenen Daten Uber die Intemakivon MAP1/MOAP1 mit
RASSF1A Uberein. Gezeigt wurde dabei, dass naclatMuatdes Codons 65 RASSF1A
nicht mehr mit MAP1/MOAP1 interagiert, so dass dgesicht aktiviert wird und die
Uber Bax induzierte Apoptose nicht ausgelést werkimn (Voset al. 2006). Eine
Mutation im Codon 53 kodnnte eine &hnliche Folge eémabda es in der gleichen
Proteininteraktionsdomane lokalisiert vorliegt. Autie Interaktion von RASSF1A mit
CDC20 soll tiber den N-Terminus von RASSF1A erfolg®ong and Lim 2004). In
diesem Falle kénnte nach Mutation in der C1 DondieeBindung abgeschwacht sein
und somit kein durch APC vermittelter Mitosearrestolgen, resultierend in einer
beobachteten, verstarkten Proliferation.

Die Interaktion von RASSF1A mit dem Homologen NOR#fblgt ebenso tber den N-
Terminus von RASSF1A (Ortiz-Vegat al. 2002). Es wurde von Ortiz-Veget al.
postuliert, dass die Aktivierung von RASSF1A nueiildie Interaktion mit NORE1
erfolgen kann (Ortiz-Vegat al.2002). In einem solchen Falle, kénnten Verandezang
im N-Terminus von RASSF1A auch zur Verhinderung ajgstream Aktivierung durch
RAS fuhren.
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4.3.3 Funktion der ATM Domane von RASSF1

Die Funktion der ATM Domane des Proteins RASSF1lteson Rahmen dieser Arbeit

analysiert werden. Dazu wurde das Serin an PositRih sowie die Codons 132 und
133 in unmittelbarer Nahe mutagenisiert, um mogligluswirkungen auf Proliferation,

Migration, Koloniebildung und Lokalisation nach Eigen dieser Veranderungen zu
analysieren.

ATM (Ataxia telangiectasia mutatedst ein Mitglied dePhosphatidylinositol 3-Kinase
like Familie von Serin/Threonin Proteinkinasen (Balll ahao 2005). Die ATM wird in
Folge der Entstehung von DNA Doppelstrangbriichdiviakt und bewirkt einen Stop
der Zellzyklusprogression (Ball and Xiao 2005). Heparatur der DNA bzw., wenn
dies nicht moglich ist, die Apoptose wird initiiefBall and Xiao 2005; Myers and
Cortez 2006). RASSF1A und RASSF1C beinhalten einatatpe ATM
Phosphorylierungssequenz, die homolog zu folgendesequenz ist:
(P/LN/M)X(L/I/D/IE)SQ (Kim et al. 1999). Im Protein RASSF1A handelt es sich bei
den Aminosauren W125 bis K138, also der Sequenz FREFQAEIEQK um eine
ATM Phosphorylierungssequenz, wobei das Serin asitiBo 131 phosphoryliert
werden konnte. In weiteren Arbeiten wurde jedodh Sequenz LSQE als effizienteste
Phosphorylierungsstelle  definiert und fur die gesamRegion folgende
Aminosaureabfolge als die am besten phosphoryliertbestimmt:
G(L/FIM)IAI(QIFIM)I(M/F)/(Q/P)/LISIQI(E/Q)/(VIG/IPY/A (O'Neill et al.2000). Nach
dieser Sequenz geurteilt, gehort die ATM Phosplemyhgsstelle in RASSF1A nicht
zu den am effektivsten phosphorylierten Doméaner. Bhosphorylierung an Position
131 wurde von Shivakumat al. jedoch lediglichin vitro beschrieben (Shivakumat

al. 2002). Die Mutationen S131F und A133S fuhrten deumtlichen Reduzierung des
Phosphorylierungssignals im Western Blot; ein kisgl der Mutation an den Positionen
131 und 133 auf die Fahigkeit von RASSF1A, denZ@éllzyklusarrest zu induzieren,
konnte nicht festgestellt werden (Shivakuretaial. 2002). Interessanterweise war trotzt
Mutation des Serins 131 das Phosphorylierungssigoht vollstadndig gel6scht, woraus
der Schluss gezogen werden kann, dass eine wdrbosphorylierungsstelle in
RASSF1A existiert. Die Veranderung der Aminosaure Rosition 133 verhinderte
ebenfalls die Phosphorylierung an Position 131.dDalurde das Alanin durch Serin
ersetzt, dieser Austausch entspricht dem, deraisrdrphismus signifikant haufiger in
Brustkrebspatienten  verglichen mit  Normalkontrollengefunden  wurde
(Schagdarsurengiet al. 2005). Die Phosphorylierung an Position 131 konaito
Einfluss z.B. auf das Wachstum der Tumorzellen halned die Krebsentstehung in
Menschen fordern, die diesen Polymorphismus trageASSF1AS131F ist wie
RASSF1A an Tubulin assoziiert und hat ebenso dmgkait, die Tubulinstrukturen bei
Nocodazolbehandlung zu stabilisieren (\é&sal.2004). Die Assoziation an Tubulin ist
also nicht durch die Phosphorylierung an Positi8h gesteuert, ebenso wenig, wie die
Arretierung des Zellzyklus. Einfluss kdnnte die Blidn an Position 131 auf Prozesse
der Proliferation und/oder die Apoptose haben.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Mutatioaenden Positionen 131, 132
und 133 in RASSF1A eingefligt und der Einfluss aubliferation, Apoptose und
Lokalisation des Proteins untersucht. In allen dveranderten Varianten konnte
festgestellt werden, dass die proliferationshemmaentfirkung von RASSF1A
aufgehoben wurde. RASSF1AMut133 wurde in drei W@estenen stabil transfizierten
Klonen analysiert, das Proliferationsverhalten wengleichbar mit dem von RASSF1C.
Unterstitzt wurde dieses Ergebnis von der Aussagedam Koloniebildungstest im
weichen Agar, der eine dreifach vergroRerte KolgriiBe ergab, wenn RASSF1A im
Codon 133 mutiert vorlag. Diese Erhéhung der Reddiion und Koloniebildung bei
Expression von RASSF1AMutl33, die dazu fihren kénuass Position 131 nicht
phosphoryliert wird, kdnnte Ursache fir die erhoKrebsanfalligkeit fir Menschen
sein, die den Polymorphismus tragen. In diesere®ai konnte der Ausfall des 2.
Allels, wenn das erste den Polymorphismus tragm zerstarkten und schnelleren
Wachstum der Krebszellen fihren. Diese Daten wegdstitzt durch Ergebnisse aus
Migrationsexperimenten, die nach Analyse zweiern€lodie RASSF1AMutl133 stabil
exprimierten und eines RASSF1A exprimierenden Kdoneinen Anstieg der
Migrationsgeschwindigkeit nach Mutation des Codt88 zeigten. Somit kdnnte nicht
nur die Proliferationsrate sondern auch die Fahiglex Migration in Patienten, die den
Polymorphismus 133 tragen, erhoht sein, wodurch dienorigenese und die
Metastasierung gefordert sein kénnten.

Weiterhin wurde die Fahigkeit von RASSF1A und demtagenisierten Formen
RASSF1AMutl31 und RASSF1AMutl33, nach transienteqpréssion in A549
Apoptose zu induzieren, analysiert. Wird die Apagtate nach transienter Expression
von RASSF1A als Flag-Fusionsprotein bzw. RASSF1ANGtin A549 analysiert, so
ist die Fahigkeit, Apoptose zu induzieren nach Matmades Codons 131 verringert
verglichen mit RASSF1A. Auch bei Vergleich nachns@nter Expression von YFP-
RASSF1A oder YFP-RASSF1AMutl133 zeigt sich ein &imdr Effekt: die Fahigkeit,
Apoptose zu induzieren, ist bei RASSF1AMutl33 weiedriger als bei YFP-
RASSF1A, in etwa der Hohe der Vektorkotrolle. Diasst den Schluss zu, dass die
Phosphorylierung an Position 131 oder eine mogliehesphorylierung der Position
133 einen Beitrag zur apoptotischen Signalvernmgjlilber RASSF1A leistet. Da die
Interaktion von CDC20 und MAP1/MOAP1 Uber die Clnime erfolgt (Song and
Lim 2004; Bakshet al. 2005) und die Interaktion mit MST Uber die SARAHMane
(Khokhlatchevet al. 2002), sollte die ATM Domaéne in diesen Fallen keirEinfluss
auf diese beschriebenen Apoptosemechanismen hakere konformationelle
Veranderung aufgrund einer mdglichen Phosphoryiigrkbnnte jedoch die Interaktion
mit diesen Proteinen verhindern. Die Verringerury Apoptose nach Mutation des
Codons 133 des Proteins RASSF1A wirde mit demas&ish Auftreten von Krebs in
Patienten mit 133 Polymorphismus einhergehen, dieebgentstehung oder
Krebsentwicklung wiirde nicht durch den Ubergang\poptose aufgehalten, sondern
eine Zunahme der Proliferation konnte die Folga.9dach Paclitaxel Behandlung von
stabil transfizierten A459 Zellen, die Flag-RASSFbaw. Flag-RASSF1AMutl133
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exprimieren, ist bei beiden die Apoptoserate wdsbnthéher im Vergleich zur
Vektorkontrolle. Es ist nur eine leichte Abnahmemalutation des Codons 133 zu
verzeichnen. Paclitaxel wird als Chemotherapeutikeimgesetzt und inhibiert den
Tubulinabbau der Spindelfasern wahrend der Mit&mmit kann es gezielt, schnell
proliferierende Zellen inhibieren, obwohl auch Nigkebszellen betroffen sind. Wird
nun zusatzlich RASSF1A bzw. RASSF1AMut133 exprimisp gehen die Zellen in
hoheren Anteilen in Apoptose, wahrend bei der Viddotolle die Apoptoserate
geringer ist. In diesem Fall hat also die Mutatil@s Codons 133 kaum einen Einfluss
auf apoptotische Prozesse in Folge von Paclitakaltdiung.

Die Lokalisation wurde untersucht, indem RASSF1AME in Hek293 als YFP
Fusionsprotein Uberexprimiert wurde. Es konnte, sgbon beschrieben (Vast al.
2004), die gleiche Lokalisation an Tubulinstrukturfestgestellt werden wie bei YFP-
RASSF1A. Auch die Tubulin stabilisierende Wirkurigibt erhalten. Die Mutation des
Codons 133 hat somit keinen Einfluss auf die Laadion von RASSF1A.

Die Veranderung der Erkennungssequenz zur Phodrang des Serins 131 durch
eine Mutation des Codons 133 kann dazu fuhren, elasgeder Serin 131 oder Serin
133 durch Kinasen, wie die ATM Kinase erkannt urtbgphoryliert werden. Die

Phosphorylierung an dieser Position hat entschdelertinfluss auf die Proliferation
und das Wachstum von A549 und fuhrte zur AbnahnreAg®ptose und ist somit

entscheidend fur die regulatorische Funktion vorSBR1A.

4.3.4 Funktion der RA Doméane von RASSF1

Die RA Doméne von RASSF1A wurde im Rahmen der ggdnden Arbeit zum einen
durch Mutagenese der Codons 203, 246 und 257 wued dienktionelle Auswirkungen
auf die Proliferation, Koloniebildung und Apoptoge A549 untersucht und zum
anderen war die Interaktion von RASSF1A mit K-RA® vitro Gegenstand von
Experimenten.

Die RAS Assoziations Doméne ist die namensgebermaedDe des Proteins RASSF1A
und Uber die Bindung an RAS konnte die Funktion R&SSF1 gesteuert werden. Die
dazu vorliegenden Ergebnisse aus der Literatur g@atbch widersprichlich. So
veroffentlichten Voset al, dass K-RAS mit RASSF1A koimmunoprazipitiert wunde
die beiden Proteine also interagieren (ébsl.2004). Dagegen konnten (Ortiz-Vega
al. 2002) keine Bindung von RASSF1A oder RASSF1C nASRm Hefe-2-Hybrid
System nachweisen, wohl aber die Bindung von RA3SKiit NORE1, welches
wiederum Ras bindet (Ortiz-Vegd al. 2002). Somit wurde postuliert, dass RASSF1A
Uber seinen N-Terminus mit NOREL1 interagiert undnsiirekt von RAS aktiviert oder
reguliert werden konnte (Ortiz-Vegat al. 2002). RASSF1C, dessen N-Terminus
verschieden zu dem von RASSF1A ist, vermag nichNGIRE1 zu interagieren (Ortiz-
Vegaet al.2002). Eine weitere Publikation beschreibt, daga& Bindung von H-RAS
und K-RAS in der aktivierten Variante (G12V) mit BAF1A stattfindet
(Khokhlatchewet al.2002). Im Pankreaskarzinom konnte eine negativeAation von
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Mutation imK-RASGen und Hypermethylierung des Promoters R&AESF1Agezeigt
werden (Dammanet al.2003). Eine Rolle beider Proteine im gleichen Sigreg kann
daraus geschlossen werden, wahrend jedoch in and@rtenorentitaten, wie
Lungenkrebs, keine Assoziation beider zur Krebsehtsng fuhrender Prozesse
festgestellt wurde (Ramirest al.2003).

Die Interaktion von RASSF1A mit K-RAS wurde in desrliegenden Arbeitn vitro
untersucht und eine Bindung beider Proteine kogetzeigt werdenln vitro Systeme
sind jedoch nicht zu 100% aussagefahig, da schmixiression von K-RAS in E.Coli
zur veranderten Bildung des Proteins fuhren kanrmumZ einen kdnnen
posttranskriptionelle Veranderungen nicht wie inmlamen Zellen vorgenommen
werden und zum anderen kann das Bindeverhalterfcxmiession als Fusionsprotein
durch den grofRen Fusionsproteinanteil verandert. $#ASSF1A wurde ebenfalis
vitro hergestellt, wobei ein Reticulozytenlysat eingeseturde. RASSF1A konnte
somit durch Bindung an K-RAS aktiviert werden und @der Signalvermittiung ins
Zellinnere beteiligt sein.

Die Rolle der RA Domane wurde ebenfalls durch &abxpression von RASSF1A und
mutierter Varianten in A549 untersucht. Verandeurde RASSF1A in den Codons
203, 246 und 257. Bei der Aminosaure an Positidh & Proteins RASSF1A handelt
es sich um eine Phosphorylierungstelle (Raste@®6, die die Funktion des Proteins
je nach Phosphorylierungsgrad steuern konnte. Dmaischiedene Klone, die
RASSF1AMut203 exprimierten, wurden auf Veranderunipe Proliferationsverhalten

mit RASSF1A exprimierenden Zellen verglichen. Es rdeu gezeigt, dass der
proliferationsinhibierende Effekt von RASSF1A nadhtation des Codons 203 zum
Teil sehr stark abgeschwéacht war. In einigen Amsétwar die Proliferation stark

erhoht, verglichen mit der Vektorkontrolle und RASE exprimierende Zellen. Im

Gegensatz zu den Wachstumskurven, bei denen diatiblutdes Codons 203 eine
schnellere Proliferation, verglichen mit RASSF1Apamierenden Zellen, bewirkte,

konnte im weichen Agar keine verstarkte Kolonietid festgestellt werden. So betrug
die mittlere Koloniegrof3e bei RASSF1AMut203 35 pibiese entspricht in etwa der
mittleren KoloniegroRe des Ansatzes RASSFI1A. In retignsexperimenten konnte
gezeigt werden, dass sich die Fahigkeit der Zellenych eine kinstliche

Kollagenmatrix zu migrieren, sehr stark verringarérden die Ansatze RASSF1A und
RASSF1AMut203 verglichen. Die Punktmutation an BRosi 203 konnte fir die

Funktion von RASSF1A von Bedeutung sein.

Die Apoptoserate wurde nach transienter Expressimon RASSF1A,
RASSF1AMut203, RASSF1AMut246 und RASSF1AMut257 548 ermittelt. Im
Vergleich der Apoptoseraten von Flag-markiertem BARFA, RASSF1AMut246 und
RASSF1AMut257 zeigt sich keine Veranderung. Die &fion des Codons 203 jedoch
bewirkte nach transienter Transfektion als YFP &notine Zunahme der Apoptoserate
um ca. ein Drittel verglichen mit YFP-RASSF1A. DRhosphorylierungsstelle an
Position 203, nicht jedoch die Aminosauren an desit®nen 246 und 257, ist somit
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entscheidend bei der Funktion von RASSF1A in apuioen Prozessen. Die in der
Literatur beschriebenen apoptotischen Signalwegedié RASSF1A involviert ist,
bedingen eine Bindung an den N-Terminus oder eimeluBg Uber die SARAH
Doméne (Khokhlatcheet al. 2002; Bakslet al. 2005). Dass die Mutagenese in der RA
Doméne also keinen Einfluss hat, ware zu erwaidé®.Zunahme der Apoptose nach
Mutation des Codons 203 konnte auf Aktivierung éesteins und konformationelle
Veranderungen zurickzufuhren sein. Die Apoptosenae jedoch nach Behandlung
mit Paclitaxel im Ansatz RASSF1AMut203 stark vegent, verglichen mit der in stabil
RASSF1A exprimierenden A549 Zellen. Paclitaxel #igibrt Tubulinstrukturen und
arretiert somit die Mitose. Die Zellen gingen varkt in Apoptose, wurde RASSF1A
exprimiert, jedoch weniger haufig, wurde die im Go®03 mutierte Variante gebildet.
Eine Schalterfunktion je nach Aktivierungszustaddh. je nachdem, ob das Serin 203
phosphoryliert vorliegt oder nicht, kénnte angena@mmverden, die die Funktion von
RASSF1A in Richtung Proliferation oder Apoptosekiien

Die Lokalisation von RASSF1AMut203 wurde analysié¢eine Veranderung wurde

beobachtet, wird die Lokalisation von YFP-RASSF1AROB und YFP-RASSF1A

verglichen. Auch nach Mutation des Codons 203 lag Frotein tubulinassoziiert vor.
Interessanterweise schienen jedoch mehr Mitosdiortgeschritteneneren Stadien zu
sein, war die Position 203 punktmutiert verglicimeih RASSF1A (Daten nicht gezeigt).

Die mikrotubulistabilisierende Wirkung nach Nocodbehandlung war bei YFP-

RASSF1AMut203 nicht beeintrachtigt.

Das Serin an Position 203 wird phosphoryliert (Rést 2006). Dies konnte in einem
Western Blot mit Hilfe eines phospho-serinspezifest Antikbrpersin vivo bestatigt
werden. Die Phosphorylierung wurde nach Mutatiors d@odons 203 sehr stark
abgeschwacht, jedoch nicht vollig geléscht. Die diz ATM Domane beschriebene
Phosphorylierungsstelle des Codons 131 kénnte féas derbleibende Signal
verantwortlich sein. Eine weitere Mutagenese arsatid?osition sollte durchgefuhrt
werden, um das vollstandige Loschen des Signalsemurken und zu untersuchen. Da
aber auch GST allein eine leichte Farbung nach Mamkg mit dem phospho-
serinspezifischen Antikdrper aufweist, konnte dabieibende Signal bei GST-
RASSF1AMut203 auch durch Markierung des GST Fugimisins hervorgerufen
worden sein. Interessant ware es, auf einen Zusahmng zwischen Zellzyklusphase
und Aktivierung durch Phosphorylierung von RASSFlakh Position 203 zu
untersuchenDie Phosphorylierungsstelle Serin 203 in RASSF1Arké entscheidend
fur die Regulation von Prozessen der Proliferatind Apoptose sein.

4.3.5 Funktion der SARAH Doméane von RASSF1

Der Tumorsuppressor RASSF1A interagiert mit derapatotischen Kinase MST. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daesse Interaktion Gber die SARAH
Doméne des Proteins RASSF1A erfolgt. Welche fumigilen Auswirkungen die
Deletion der SARAH Doméne von RASSF1A auf die Reodition, die Koloniebildung,
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das Migrationsverhalten, die Apoptose und die Liskéibn in Zellen hat wurde
weiterfihrend untersucht.

Die Aminoséuren 290 bis 373 des Proteins RASSFI#ecen fur eine Protein-Protein-
Interaktionsdomane, die SARAH genannt wird und ewusilicio Analysen definiert
wurde (Scheel and Hofmann 2003). SARAH steht fiv-BASSF1A-Hpo, wobei es
sich bei dem Drosophila Protein Salvador (Sav) astdomolog zum humanen WW45
und bei Hippo (Hpo) um das Homolog zum humanen M$ihdelt (Scheel and
Hofmann 2003). Auch in Drosophila existiert ein Hdog zu RASSF1A, das 89,6 kDa
grof3e Protein LD40758p. Alle drei Proteine also,SR&SSF1A und Hpo tragen die
SARAH Doméane ebenso wie die humanen Homologe zu/8aM5 und zu Hpo MST1
und MST2. Die SARAH Doméane von RASSF1A umspanniseesC-Terminus, der
identisch zu RASSF1C ist, beide Proteine konnem ialslen Signalweg involviert sein,
durch ihre verschiedenen N-Termini jedoch mdglialeese verschiedene funktionelle
Aspekte vermitteln. MST1 wurde in einem Hefe-2-HgihBcreen als Bindungspartner
von RASSF1A und NOREL1 beschrieben, die Bindunglgirfdber die C-Termini von
RASSF1A, NORE1 und MST (Khokhlatchet al.2002). Die Interaktion wurd@ vivo
bestétigt und eine Trimerisierung mit HaRasG12Vdeugezeigt (Khokhlatchest al.
2002). Da es sich bei MST um eine proapoptotisceenS hreonin Proteinkinase
handelt, wurde ein neuer proapoptotischer Ras iextpriPathway der Giber RASSF1A
fuhrt, postuliert (Khokhlatchewet al. 2002). In Drosophila interagieren sowohl Hpo
(MST) als auch Wts (Warts, homolog zum humanen LA Sav und Hpo vermag
Wts zu phosphorylieren, was zum Zellzyklusarresd @ar Induktion von Apoptose
fuhrt (Taponet al. 2002; Harveyet al. 2003; Hay and Guo 2003; Wat al. 2003). Die
humanen Proteine WW45 und MST2 interagieren eblenfaid MST1 und MST2
phosphorylieren LATS1 und LATS2, eine Bindung zwisec WW45 oder MST mit
LATS konnte jedoch nicht gezeigt werden (Chetnal. 2005). RASSF1 konnte als
regulatorisches Element fungieren, das eine weitEenregulierung zwischen
apoptotischen und Prozessen des Zellzyklus steii@rnte. Eine Mdglichkeit besteht
dabei in der Bindung von LATS durch die RASSF1A Rom C1, die der LIM
Doméne ahnelt, die wiederum fir die Interaktion AORTS mit den Bindepartnern
Ajuba und Zyxin verantwortlich ist (Hirotat al. 2000; Abeet al. 2006). LATS ist
centrosomlokalisiert und es wurde gezeigt, dass$Ahd Ajuba die Organisation der
Spindelmikrotubuli regulieren, indemTubulin zu den Centrosomen rekrutiert wird
(Abe et al. 2006). Da RASSF1A ebenfalls centrosom- bzw. spkudekalisiert in der
Zelle vorliegt und die Interaktion mytTubulin gezeigt wurde (Liwet al. 2003), ist ein
Zusammenspiel zwischen RASSF1A und LATS Uber dijglegorischen Einfliisse von
RAS, MST und WW45 denkbar. LATS koénnte durch diedging an RASSF1A, das
auch MST bindet, zu MST rekrutiert werden und safi@tPhosphorylierung von LATS
durch MST1 ermdglichen.

Die Deletion der SARAH Doméane des Proteins RASSKbite eine Bindung der
Proteine WW45 und MST verhindern und die Uber digsteraktion regulierten
Prozesse in der Zelle aufheben. Die Veranderumgeidie solche Deletion der SARAH
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Doméane von RASSF1 in humanen Zellen hervorruft,dsuwturch stabile Transfektion
in A549 untersucht und mit der Reexpression vontWVilRASSF1A verglichen.
Verglichen mit der Proliferation von RASSF1A expigmenden A549 Zellen, zeigt sich
in RASSF1ADelSARAH exprimierenden Zellen zunachstink Unterschied, die
Proliferation nach Reexpression von RASSF1A veréngleh nicht, wird die SARAH
Doméne deletiert. Diese Ergebnisse werden durciAdayse der Koloniebildung im
weichen Agar gestitzt, wobei die SARAH deletiert@SFSF1A Form, in A549 stabil
exprimiert, sogar noch kleinere durchschnittlicheldfiegrof3en aufwies, verglichen
mit WtRASSF1A exprimierenden Zellen. Zunachst sehes also kaum Unterschiede
hervorzurufen, wird die SARAH Doméane deletiert. t\Miedoch die Migrationsfahigkeit
der verschiedenen Ansatze betrachtet, so ist diggkeit von RASSF1ADelSARAH
exprimierenden Zellen, durch eine kiinstliche Kadlagatrix zu migrieren, wesentlich
verringert, verglichen mit Zellen, die RASSF1A experen. Die Deletion der SARAH
Doméane von RASSF1A verstarkt dessen antiprolifeeatiEffekt. Die Deletion der
SARAH Domane verhindert die Bindung von MST, dasscd Phosphorylierung
LATS aktivieren sollte (Chagt al.2005). In Drosophila bewirkte die Phosphorylierung
von Wts, dem LATS Homolog, durch Hpo, dem MST Hoogpldie Induktion der
Apoptose und den Zellzyklusarrest (Udainal. 2003). Die Bindung durch RASSF1A
hat also einen negativen regulatorischen Effekt.

YFP-RASSF1A induziert Apoptose in transient trazisften A549 Zellen. Die

Induktion der Apoptose von YFP-RASSF1A wird verktaist die SARAH Domaéane

deletiert, ein gréRerer Prozentsatz der Zellen gehtie Apoptose. Diese hohere
Apoptoserate der Zellen bei Expression von RASSHISBRAH konnte die

verlangsamte Proliferation und die reduzierte Kabitdung verglichen mit RASSF1A
bzw. der Vektorkontrolle erklaren. Ein verstarktBintritt in die Apoptose der
RASSF1ADelSARAH exprimierenden Zellen konnte eberigo die verlangsamte
Migration, verglichen mit RASSF1A exprimierenderl&e, mitverantwortlich sein.

Praskovaet al. postulierten die Funktion von RASSF1A als Proteilass MST
gebunden und somit im inaktiven Zustand hélt (Rraalet al. 2004). Ein Fehlen von
RASSF1A, dass in der Tumorigenese zahlreicher Taniibéten eine entscheidende
Rolle spielt (Dammanet al.2005), wirde somit MST freisetzten. In diesem Raiide
MST aktiviert, wenn RASSF1A fehlt, und proapoptotiswirken. Die Reexpression
von RASSF1A in Tumorzellen, in denen die endogexgéssion von RASSF1A durch
Promoterhypermethylierung stark herabreguliert igwirkt jedoch eine verminderte
Proliferation. Die Reexpression wirde somit dazudii, dass MST gebunden wird und
seine proapoptotische Wirkung nicht entfalten kénrin diesem Fall misste die
Proliferationsrate erhéht werden und nicht, wieldaattet, reduziert. Die Erh6hung der
Apoptoserate nach transienter Transfektion von WRASSF1A und YFP-
RASSF1ADelSARAH bei der SARAH deletierten Variasgicht ebenfalls dagegen,
dass RASSF1A MST im inaktiven Zustand héalt, daigseim Falle die Apoptoserate
erniedrigt sein misste. Zu beachten ist jedoch,s dde Apoptoseraten nach
Uberexpression eines YFP Fusionsproteins ermittetden und sowohl die verstarkte
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Uberexpression, als auch die Veranderung durclraiséon an YFP Auswirkungen auf
die Funktion und die Regulation von RASSF1A habanrk Da aber beide Proteine in
gleichen Bedingungen analysiert wurden kann diedW@erung nach Deletion der
SARAH Domaéane von Bedeutung sein. RASSF1A wird eiregulatorischen Einfluf

auf den MST/LATS Signalweg haben, vielleicht alsaftbrprotein, das MST in die
Néhe von LATS rekrutiert und dessen Phosphorylignermittelt (Abbildung 44). Die

Bindung von RASSF1A und LATS konnte Uber die LIMnithe C1 Doméne des
Proteins RASSF1A erfolgen (Abbildung 44). Die Eheidung ob Zellzyklusarrest,

Apoptose oder Fortlauf des Zellzyklus kénnte wiedevom Aktivierungszustand des
Proteins RASSF1A z.B von der Phosphorylierung an &erinen 131 bzw. 203
abhangig sein.

[  rassria [r ] [  rassria RN B
LATS \g MST l:l MST | |
Phosphorylierung | TATS | I:l
Zellzyklusarrest Apoptose Zellzyklusprogress

. SARAH Doméne |:| C1 Doméne (LIM &hnlich)

I:I LIM-Binde Doméne RAS Assoziations Doméane

Abbildung 44. Mdgliche regulatorische Funktion VBASSF1A durch Bindung von MST und LATS.
RASSF1A koénnte Uber die Interaktion mit MST undS_Af der Entscheidung, ob die Zelle proliferiert,
arretiert bzw. in die Apoptose geht, beteiligt sein

Die Aktivierung von LATS konnte entscheidend fluisdéortschreiten der Mitose sein.
Im entsprechenden Drosophila Siganltransduktionshgirkt die Phosphorylierung
des Proteins Wts (Homolog von LATS) durch Hpo desllZZklusarrest und die
Induktion der Apoptose (Udaat al.2003; Charet al.2005). Es wurde die Bindung von
MST2 an WWA45 beschrieben, obwohl diese nicht esdefir die Phosphorylierung
von LATS war (Charet al. 2005). Auch eine Interaktion von LATS mit MST kaen
nichtgezeigt werden, obwohl MST LATS phosphoryli¢@han et al. 2005). Die
Bindung von MST an RASSF1A und eine mogliche IrikBom von RASSF1A mit
LATS konnte also Einfluss auf die Phosphorylierwng LATS haben (Abbildung 44).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte vivo gezeigt werden, dass RASSF1A sowohl mit
MST1, als auch mit MST2 interagiert. Dazu wurdengis beide Proteine als getagte
Fusionsproteine in HEK293 exprimiert und RASSF1A radeu prazipitiert. Eine
Kopréazipitation erfolgte mit MST1 und MST2. War gah die SARAH Domaéane des
Proteins RASSF1A deletiert, so erfolgten keine Bmgl und damit keine
Kopréazipitation mit MST1 und MST2. Auch RASSF1Cdrdgiert mit MST1und MST2
Uber die C-terminale SARAH Doméne, wobei die Bingluneffizienter als die von
RASSF1A erfolgt. Keinen Einfluss auf die Bindungt ®miST1 hatte die Mutation des
Serins 203 in RASSF1A. Es konnte keine InterakfiotnWw45 und RASSF1A bzw.
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RASSF1C gefunden werden, obwohl beide Proteine 8IARAH Domane tragen.
Dieses Ergebnis kann aber auch aus der verandertgrinstruktur durch den Flag
bzw. den GSTTag resultieren, die die Bindungseigenschaften vendimd@&nnen.
Ebenso kénnte die Bindung schwacher, verglichendaitmit MST und somit nicht
detektierbar sein. Die Interaktion von MST2 mit W8War bereits publiziert worden
(Chan et al. 2005). Auch MST1 interagiert mit WW45. Da nur RAS3 als
Tumorsuppressor gilt und nicht RASSF1C, sollte éetich eine regulatorische
Funktion von der C1 Doméane des Proteins RASSF1Aehen, da RASSF1C ebenso
MST1 und MST2 bindet.

Weiterhin war von Interesse, inwieweit die Deletiaer SARAH Domane
Auswirkungen auf die Lokalisation des Proteins h¥ferden RASSF1A und
RASSF1ADelSARAH als YFP Proteine exprimiert, sogéa beide fluoreszierende
Proteine in A549 zytoskelettassoziiert vor und iisabren die Tubulinstrukturen
gegenuber der Behandlung mit Nocodazol. Diese I&@bung kann jedoch auch aus
der starken Uberexpression der Proteine als YFi#sroteine resultieren. In A549
konnten nach Uberexpression keinerlei Mitosen gégarnwerden. Bei der Betrachtung
von HEK293 nach transienter Transfektion, zeigeh &iei YFP-RASSF1A zahlreiche
Mitosen, die Spindelpole und die Centrosomen siadckiart und eine Kolokalisation zu
Tubulin konnte durch Kofarbung mit einem Tubulintkidrper dargestellt werden, so
wie bereits in der Literatur beschrieben (leiual. 2003; Dallolet al. 2004; Ronget al.
2004; Voset al. 2004). Liegt jedoch eine Deletion der SARAH Doméamwe, so treten
stark veranderte, mitotische Spindeln auf. YFP-RAB®DelSARAH ist nicht
centrosomkolokalisiert, oft sind die Spindelfasemrstarkt und nur monopolar. Zu
beobachten ist ebenfalls, dass die ChromosomereichgiaRig verteilt in der Zelle
vorliegen. Da die Mitose abnormal verlauft, konmme Induktion der Apoptose
resultieren. Diese Beobachtung stitzt die erniéarigroliferation, die verminderte
Koloniebildung und auch die verminderte Migratiditsfkeit, da eine Teilung nicht
ordnungsgmal’ erfolgen kann, ist die SARAH Domandetigéet. Dieses Ergebnis stitzt
ebenfalls die Annahme, dass Uber die Bindung voit Mige tber die SARAH Domaéane
erfolgt, mitotische Prozesse reguliert werden. Du&snte, wie schon erlautert Uber die
Regulation von LATS erfolgen, das mit seinen Intg@omspartnern Ajuba und Zyxin in
die Regulation der Spindelfaserorganisation inwalvist (Hirotaet al. 2000; Abeet al.
2006).

4.3.6 Einordnung der funktionellen Zusammenhange

In der Literatur sind bereits einige Interaktiongpar von RASSF1A beschrieben und
die Funktion in bestimmten Signalwegen ist dargel8g wurde z.B. die Interaktion
von RASSF1A mit CDC20 und somit eine Rolle in denkolle des Ubergangs von
Prometaphase in die Mitose durch negative Regulades APC-CDC20 Komplexes
beschrieben (Song and Lim 2004; Satgl.2004). Die Interaktion von RASSF1A mit
CDC20 konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch niclestéitigt werden, nach
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Prazipitation aus Proteinextrakt humaner Zellennkenkein CDC20 nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt).

Ein weiterer regulatorischer Mechanismus ist dietidgrung von Bax uber die
Bindung von MAP1/MOAP1, das Interaktionspartner \WASSF1A ist (Bakslet al.
2005; Voset al.2006). RASSF1A und MAP1/MOAPL1 binden die RezeptordlF-R1
und TRAIL-R1, die nach Bindung von TNF bzw. Apo2RAIL aktiviert wurden
(Baksh et al. 2005). Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Trarisiek von
MAP1/MOAP1, RASSF1A und aktivem K-RAS zur Induktioron Apoptose fuhrt
(Vos et al. 2006). Dieser Signalweg konnte fur die apoptoesEteaktion der Zellen
nach Transfektion verantwortlich sein. Nicht nue dnduktion der Apoptose durch
extrazellulare Faktoren spielt eine wichtige RoN&iglich ware eine Kontrollfunktion
von RASSF1A beim Ubergang in die Mitose und dem8gipolorganisation, die zur
Entscheidung Apoptose oder Mitose fiihrt.

Die Interaktion mit MST ist jedoch der vielverspneadste funktionelle Ansatz. Der
aus Drosophila bekannte Mechanismus scheint ewofirtikonserviert und somit von
Bedeutung. Schlissig ist auch die Lokalisation R&ESF1A an Tubulin und wéhrend
der Mitose an Spindelpole und Spindeln. Auch den WdST phosphorylierte

Tumorsuppressor LATS ist centrosom-und spindelkalislert und ist von Bedeutung
fur die Spindelorganisation (Hirotat al. 2000; Abeet al. 2006). Uber die SARAH

Doméane des Proteins RASSF1A erfolgt die Interaktioih MST. Die Deletion der

SARAH Doméane des Proteins RASSF1A fuhrte zur Adlsiniy abnormer Spindeln und
zur ungleichméRigen Verteilung der Chromosomens®i€@atsache spricht flr eine
Rolle von RASSF1A in Spindelorganisationsprozeséénlich, wie die von LATS, so
dass eine direkte oder indirekte Interaktion odktivierung z.B. Uber MST, das LATS
phosphoryliert, nahe liegt.

4.4  Einordnung der experimentellen Vorgehensweise

4.4.1 Methylierungsuntersuchungen

Die MSP (nethylation specific PORst eine sehr sensitive Methode, dass heil3t iserei
wenige methylierte Promoterbereiche konnen zur Afikption ausreichend sein
(Hermanet al. 1996). Es wird so nicht quantitativ ausgewertetdgon nur qualitativ.
Eine Bande bei der PCR, bei der das Primerpaaeifig methylierte Promoterregion
eingesetzt wurde, wird so eingestuft, dass der Tummethyliert fur diese
Promoterregion vorliegt. Die COBRA@mMbined bisulfite restriction analy¥ist zwar
auch keine quantifizierbare Methode, aber wenigasiiv verglichen mit MSP, so dass
der Anteil methylierter Promoterregionen im Tumasentlich hoher sein muss, um ein
Schnittprodukt nach PCR aufzuweisen. Quantifizienvdre die COBRA z.B. durch
den Einsatz markierter Primer. Im Rahmen diesereirlwurde lediglich eine
gualitative Auswertung vorgenommen. Zusatzlich zst beachten, dass selten eine
vollstandige Methylierung der Tumorproben vorliega der Tumor von normalen
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Zellen, wie Blutzellen durchsetzt ist und zusatzlei der Operation auch benachbartes
Normalgewebe mit entfernt wird, das dann Produktdsx PCR unter Einsatz der
unmethylierten Primer bedingt. Zusatzlich ist amalbeobachten, dass in einem Tumor
weitere klonale Veranderungen auftreten, dass h##ids bereits nach Tumorentstehung
die Einzelzellen des Tumors weiterreichend verdndserden, das aber auf
verschiedene Art und Weise. Innerhalb eines Tunkarsn so z.B. eine Zelle eine
epigenetische Inaktivierung tragen, die in der bbbarten Region aber nicht auftritt.
Dieses spater in der Tumorigenese auftretende riiserglirde ebenfalls zu Produkt bei
der MSP mit methylierten und unmethylierten Primieenvorrufen.

4.4.2 Funktionelle Untersuchungen

Experimente mit den stabil transfizierten A549 Kdarwurden in Mehrfachbestimmung
und bei relevanten Verdnderungen mit mehreren lstabi{lonen durchgefuhrt. Zu
beachten ist aber nach wie vor, dass die Expressialen Klonen verschieden stark
sein kann und klonspezifische Verdnderungen durgsitiBnierungseffekte bei der
Einlagerung des Konstruktes in das Genom, mdgiiet. Auch wurde in diesem Fall
nicht natives RASSF1 exprimiert, sondern eine Fatpggte Variante. Obwohl dieser
Tag den Vorteil hat, sehr klein zu sein, kann es zeramderten Faltung und
Proteinbildung kommen und somit die Funktion von §&k1 verandern. Bei der
Zelllinie A549 handelt es sich um eine LungenkreliBmie, die nicht nur eine
Veranderung, wie die Hypermethylierung das RASSPtAmoters aufweist, sondern
weitere aus der Tumorigenese resultierende moldkalagische Abweichungen,
verglichen mit normalen Zellen, tragt. In Kulturterliegen Zellen einer Veranderung,
so dass die Expression bestimmter regulatorischeteiRe durch Methylierung des
Promoters oder Mutation verstarkt oder abgeschwsgihtkann. Die Reexpression von
RASSF1A bzw. die Uberexpression von RASSF1C karmmitsauch Einfluss auf
andere regulatorische Elemente der Zelle habem,eade Aktivierung kdnnte erfolgen,
weil ein upstreamactivator konstitutiv aktiv vorliegt. Aus diesen Griundenltoi diese
hier vorliegenden Ergebnisse in anderen Zellen z.VEeichteilsarkomzelllinien
verifiziert werden.

Die Bestimmung der Apoptoserate und die Lokalisetimtersuchungen wurden nach
transienter Uberexpression in A549 und HEK293 vorFPYusionsproteinen

durchgefuhrt. Das gelb fluoreszierende Proteineist sehr grol3es Protein und die
Faltung, ebenso wie die Bindeeigenschaften von di@mit markierten Proteinen,

konnen sich verandern und verfalschte Ergebnigderfi. Zusatzlich kann die starke
Uberexpression zur Induktion von Apoptose oder réaktionen fiihren, die bei

Expression von endogenem Proteine nicht hervorgeruforden waren. Aus diesem
Grunde wurde immer die Vektorkontolle mitgefihreabo wie RASSF1C, das keine
tumorsuppressive Funktion hat, als Vergleich zurkdhg von RASSF1A und dessen
veranderten Varianten.
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Die Interaktionsstudien wurden mit Flag, GST bz¥agFund GST markierten Proteinen
durchgefuhrt, auch hier kénnen veranderte Faltulgivierung und Prozessierung
Grinde fur verfalschte Ergebnisse sein. Sollten Umftlg gut funktionierende
Antikorper entwickelt werden, kdnnten diese Expemte mit endogenem RASSF1
wiederholt und untersucht werden, um eine mdoglickeranderung durch die
Fusionsmarkierung auszuschlief3en.

5 Zusammenfassung

5.1  Epigenetische Untersuchungen

Die Rolle der epigenetischen Inaktivierung von taml@vanten Genen, wipl6
MSH2 MLH1 und RASSF1Aund von den GeneMST, LATS und WW45wurde in
primaren Weichteilsarkomen, in primaren, nichtkkgiligen Bronchialkarzinomen und
kleinzelligen Bronchialkarzinomzelllinien analydierEs zeigte sich, dass die
Hypermethylierung der Promotoren vbtSH2 und MLHL1 ein seltenes Ereignis in der
Weichteilsarkomentstehung ist, wahrend ®ASSF1APromoterhypermethylierung,
verglichen mit untersuchtem Normalgewebe mit 20%hdkt vorlag. Die
Promoterhypermethylierung voiRASSF1Awar in Leiomyosarkomen signifikant
(p<0,015) erhoht, verglichen mit der in MFHs. Inr d&eichteilsarkomzelllinie RD
konnte nach Behandlung mit dem Methyltransferasemen®-Aza-2 -Deoxycytidin die
Reexpression VORASSF1Agezeigt werden. Die Promoterhypermethylierung st a
ursachlich fur die Herabregulation der Expressi@mamtwortlich. Auch konnte die
verminderte Expression VORASSF1ANn Weichteilsarkomen mit hypermethyliertem
Promoter gezeigt werden. Fir Patienten, deren Temnainen hypermethylierten
RASSF1APromoter aufwiesen, ist die Prognose schlechtisr,fia Patienten mit
unmethyliertem RASSF1APromoter. Patienten mit Hypermethylierung habeme ei
mittlere Uberlebenszeit von 22 Monaten, wahrendieR@n mit unmethyliertem
RASSF1Aromoter eine mittlere Uberlebenszeit von 58 Menatufwiesen (p=0,0284;
Log-Rank-Test). Im Cox proportional hazard regression modergab sich ein
signifikant héheres Risiko fur Patienten mit meigtemRASSF1APromoter (RR=2,9;
p=0,039).

Die Promoterhypermethylierung der Gebh&TS1(7%), LATS2 (keine Methylierung)
und WW45 (keine Methylierung) stellt kein haufiges Ereigmisder Entstehung von
Weichteilsarkomkrebs dar, wahrend die Hypermethytig vonMST1mit 37% haufig
auftrat. Der Promoter vonMST2 ist mit 20% relativ oft methyliert. Die
Promoterhypermethylierung volRASSF1Aund MST1 ist in Leiomyosarkomen
signifikant hoher, als die vaMST2 Die Expression voMST1in der Zelllinie SKLMS
konnte nach Behandlung mit dem Methyltransferasemem5-Aza-2 -Deoxycytidin
verstarkt werden. Fir Patienten, deren TumorennemethyliertenMST1 Promoter
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tragen, ist die Prognose positiver, verglichen Pwdtienten, deretST1 Promoter
unmethyliert vorliegt Cox proportional hazard regression modeR=8,2; p=0,036).

Im Bronchialkarzinom ist die Promoterregion viBtsT1(53%) undLATS2(34%) sehr

haufig methyliert, wahrend die Promotoren WI8T2(22%) undLATS1(13%) seltener

hypermethyliert vorliegen. Auch in primaren Broralkarzinomen wurde keinerlei
Hypermethylierung des Promoters WVdAN45detektiert, lediglich in zwei kleinzelligen
Lungenkrebszelllinien  konnte  dieses Ereignis  detekt werden. Die

Hypermethylierung der Promotoren von RASSF1A undli¥Sind somit als friihes und
entscheidendes Ereignis in der Krebsentstehungsiuizn.

5.2  Funktionelle Analysen

Der Tumorsuppressor RASSF1A besitzt eine Ras AagBoasdoméne und somit liegt
die Interaktion mit RAS nahe. Die Analyse der lat¢ion von RASSF1A mit K-RAS
ist in der Literatur kontrovers beschrieben, im Rah dieser Arbeit konnte vitro
eine Interaktion von RASSF1A mit K-RAS gezeigt wamd RASSF1A kdnnte Uber
eine Aktivierung durch K-RAS reguliert werden. Didutation in den Gene-RAS
und B-RAF wurde in Weichteilsarkomen mittels SSCP analysiem eine mogliche
Korrelation zur Promoterhypermethylierung von RA%8Fzu ermitteln. Es konnten
keine Mutationen irK-RASdetektiert werden und auch die Mutationsrat84RAF ist
mit 5% sehr gering, Mutationsereignisse in den GeBRAF und K-RAStragen also
nicht erheblich zur Weichteilsarkomentstehung bei.

Die Funktion von RASSF1A wurde in der LungenkreliBmee A549 untersucht. Stabil

bzw. transient exprimiert in A549 bewirkt RASSF1#e2 Reduktion der Proliferation,
eine verminderte Koloniebildung im weichen Agar, neei verminderte

Migrationsgeschwindigkeit und eine Erh6hung derukitn der Apoptose, verglichen
mit Kontrollen. Diese Ergebnisse bestétigten dielleRovon RASSF1A als

Tumorsuppressorgen. Die Untersuchung der Lokatisation RASSF1A als YFP-

Fusionsprotein ergab eine Kolokalisation zu Tubulwl damit zu Zytoskelettstrukturen
bzw. Spindeln und Spindelpolen wahrend der Mitose.

Die Interaktion von RASSF1A und RASSF1C mit MSTIdUST?2 in Abhangigkeit
der SARAH-Domane des Proteins RASSF1A wurde in ipitationsexperimenten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt. Verglichehdem Einfluss von stabil bzw.
transient exprimiertem RASSF1A, zeigt die SARAHdlielite RASSF1A Variante eine
ahnliche Proliferation, eine verminderte Kolonidbihg im weichen Agar, eine
verminderte Migrationsfahigkeit und eine Zunahme Apoptoserate. Gravierend ist
der Effekt der Deletion der SARAH Domane fir dieshAidung der Spindelapparate
wahrend der Mitose. Die Fasern sind verstarktodnopolar und die Zellen besitzen
keine Centrosomen. Die Verteilung der Chromosomefolgt ungleichmafig.
RASSF1A konnte demzufolge in die Organisation vgpin@elfasern und Polen
involviert sein und Uber MST an der Regulation Y&TS beteiligt sein.
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Der natirlich vorkommende Polymorphismus des Codd83 von RASSF1Ahat
Einfluss auf die Tumorigenese von BrustkrebspatieriSchagdarsurenget al. 2005).
Auch funktionell konnte eine Veranderung verglichemt RASSF1A festgestellt
werden, denn nach Mutation des Codons 133 kam resezstarkten Proliferation, zu
stark vergréRerten Kolonien im weichen Agar und zdlunahme der
Migrationsfahigkeit. Die Veranderung an Position31Bat keinen Einfluss auf die
Lokalisation von RASSF1A an den Mikrotubuli. Beind&erin an Position 131 handelt
es sich im Protein RASSF1A um eine putative Phogpileoungsstelle, der
Polymorphismus des Codons 133 konnte zu funktieneWerédnderungen an dieser
Phosphorylierungsstelle fuhren. In Weichteilsarkonveurde auf die Haufigkeit des
Vorkommens des Polymorphismus des Codons 133 getéstwurde in 12% der Falle
detektiert. Die Haufigkeit ist damit hoher, vergig mit einer in der Literatur
beschriebenen Kontrollgruppe, bei der der Polymisrpbs in 3% der Falle gefunden
wurde. Der Polymorphismus des Codons 133 des GeASSR1A fordert die
Tumorigenese.

Eine weitere Phosphorylierungsstelle stellt Sefia &y RASSF1A dar (Rastetter 2006).
Dass Serin 203 phosphoryliert wird, konnte im Wies®iot mit Hilfe eines phospho-

spezifischen Antikorpers, der eine Abschwéchung 8egmals nach Mutation des
Codons 203 zeigte, verifiziert werden. Nach stabiew. transienter Expression der
Form RASSF1AMut203 in A549 verstarkte sich die Reohtion, wahrend die

Koloniegréf3e im weichen Agar mit der von RASSF1Apmxierenden Zellen

vergleichbar und die Migrationsfahigkeit durch ekignstliche Kollagenmatrix stark
vermindert war. Die Lokalisation von RASSF1A an Tulibstrukturen blieb nach

Mutation des Codons 203 unveréndert.

Fir die Funktion von RASSF1A konnten die Codons @38 203 sowie die SARAH

Doméne als bedeutend charakterisiert werden. Dmieophismus des Codons 133
fordert die Tumorigenese, die Mutation der Phosgieungsstelle des Codons 203
bewirkte funktionelle Verdnderungen und Uber dieR®M Domane des Proteins
RASSF1A interagiert das Protein mit MST. Uber diésiraktion ist RASSF1A an

Prozessen der Spindelorganisation und der Mitosalige

6 Ausblick

Zahlreiche Analysen zur Promoterhypermethylieruogy RASSF1AIn einer grofRen
Anzahl von Tumorentitaten liegen bereits vor (Dammaet al. 2005). Nach wie vor ist
es aber von Interesse, weitere Krebsarten zu wafees sowie Assoziationen zwischen
bestimmten Ereignissen wahrend der Tumorigenesdindigs zu machen, um
funktionelle Ruckschlisse ziehen zu kbénnen. Zur lysea der epigenetischen
Inaktivierung in verschiedenen Tumorentitaten werderzeit die MSP nGethylation
specific PCR und die COBRA ¢ombined bisulfite restriction analy}igingesetzt,
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beides nicht quantifizierbare Methoden. Ziel sodltein zukiinftigen Ansatzen sein, die
Verfahren quantitativ auswerten zu kénnen. Dabankdie real-timePCR eingesetzt
werden, in der eine mit zwei Fluorophoren marki&tnde, die an die Sequenz einer
bisulfitbehandelten DNA Probe bindet, sofern diess/or methyliert vorlag. Die
markierte Sonde wird, wenn gebunden bei der PCRlahg und die sich quenchenden
Fluorophore werden freigesetzt und kdnnen detekiverden. Auch einédlarkierung
der COBRA Primer ist vorstellbar, die Schnittprotukkbnnten anteilig vom
ungeschnittenen PCR-Produkt quantifiziert werden.

Die Stichprobenzahlen fir die Analysen der Weidsdgkome im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sind in den einzelnen Entitatéie den Leiomyosarkomen oder
den Liposarkomen relativ niedrig und sollten ausggbwerden. Es sollten weitere
Tumorarten aus verschiedenen Geweben auf epigemetisaktivierung verschiedener
in die Tumorentwicklung involvierter Gene analysiewerden. In diesem

Zusammenhang sollte weiterfihrend auf Mutationéh i RAS Proteinen gescreent
werden, um sich ausschlieBende Ereignisse in derofligenese bestimmter Entitaten
zu erkennen und Ruckschlisse auf funktionelle Zosammange ziehen zu kdénnen.

Mit der Interaktion von RASSF1A mit MST ist dessemktioneller Partner bekannt
und in weiterfihrenden Analysen sollte die Intei@kivon RASSF1A mit LATS, die ja
fur MST nicht gezeigt werden konnte, obwohl MST L& Pphosphoryliert, untersucht
werden. Dies kann sowoln vivo, als auchin vitro erfolgen. Der Signalweg in den
RASSF1A, MST, WW45 und LATS involviert sind, sollggnauer untersucht werden.
So kénnten MST, WW45 und LATS in einem Hefe-2-Hgb&xperiment alsait
eingesetzt werden und neue Interaktionspartnerchesumerden, die den Verlauf der
Signalkaskade weiter aufklaren koénnten. MST besitzzahlreiche
Phosphorylierungsstellen. Die Phosphorylierung Besteins nach Prazipitation mit
RASSF1A sowie mit veranderten Varianten sollte ptibspho-serin- und phospho-
thyrosinspezifischen Antikdrpern untersucht werdétber auch die Suche nach
weiteren Interaktionspartnern von RASSF1A aber @RABSSF1C ist sinnvoll, ebenso
wie die Suche nach spezifischen Interaktionspamtder C1 Domane von RASSF1A.
Zusatzlich kénnen auch weitere Mitglieder der Gemfie z.B. NORE1 (RASSF5)
naher analysiert werden. Die Interaktion mit MSThikie ebenso das Ziel der Analyse
sein, wie die Auswirkungen der Deletion der SARAHMANen. MST wird im Verlauf
der Induktion der Apoptose durch Caspasen gesehnitdie Interaktion der
Schnittprodukte mit RASSF1A sollte analysiert werdebenso wie die Lokalisation
dieser geschnittenen Fragmente. Zelllinien solkeh die vollstdndige Inaktivierung
von MST, LATS oder WW45 untersucht werden. In eiselchen Zelllinie kdnnten
durch Generierung stabiler Klone nach Transfornmatie Folgen der Reexpression
analysiert werden.

Die  Aktivierung von RASSF1A durch  Phosphorylierungsollte in
Phosophorylierungsassays weiter untersucht werlieriagenisierte Formen, die in
Codon 131, Codon 133 und/oder Codon 203 veranutett sollten mittels Markierung



118 6 Ausblick

oder phosphospezifischer Antikérper analysiert werd Die Aktivierung von
RASSF1A kénnte in Abhangigkeit des Zellzyklus odech Induktion der Apoptose
(z.B. durch Paclitaxel) erfolgen. Die beteiligtenn&sen sind dabei von groRem
Interesse, um dieipstreamRegulation von RASSF1A detailliert zu erforsché&rer
Verlauf der Mitose bei Uberexpression verschiedeviaranten von RASSF1A, wie
z.B. die mutagenisierten Formen RASSF1AMutl33, RARBSMutl31l oder
RASSF1AMut203, koénnte weiterfihrend analysiert veerd Nach transienter
Transfektion sollten nicht nur die Mitoseraten besit, sondern auch die Phase der
Mitose eingeordnet werden, um einen Hinweis zungea, ob die Phosphorylierung
oder Dephosphorylierung einen Fortlauf oder StogeinMitoseprogression verursacht.

Es sollten Antikorper, die RASSF1A spezifisch bindend RASSF1A von RASSF1C
unterscheiden, generiert werden und die endogemeegsion von RASSF1A sollte
untersucht werden. Die Expression in Abhangigke#ts dZellzyklus, sowie die
Lokalisation des endogenen Proteins kdnnten voartokeser Bedeutung sein. Auch das
Interaktionsverhalten kann bei Expression von eadegn RASSF1A veréndert sein,
verglichen mit fusionsproteinmarkiertem RASSF1AeDnteraktion mit MST kann
verifiziert werden, weitere Interaktionspartner makbnmunoprazipitation analysiert
werden.

RASSF1A ist ein viel versprechendes Tumorsuppregssprdessen Funktion es im
Detail aufzuklaren gilt. Ansatze der Behandlung ¥oabspatienten, in deren Tumoren
eine Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenescaleggebend ist, liegen vor,
indem Methyltransferasehemmer wie 5-Aza-2 -Deoxyayt als Chemotherapeutika
eingesetzt werden. Noch sind die Nebenwirkungerabletlich, da diese Medikamente
nicht selektiv nur Krebszellen angreifen und wetEorschung ist dringend von Néten,
die eine gezieltere Behandlung und Wirkung auf Krelien einmal erméglichen kann.
Die Aufklarung des Signalweges, in den RASSF1A imeot ist, kann Losungsansatze
bieten, effizientere Behandlungsmethoden zu englick
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