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EINLEITUNG



1



EINLEITUNG



1.1



Epilepsie



Chronische



Anfallsleiden



(Epilepsien)



gehören



zu



den



häufigsten



Erkrankungen des Gehirns. Etwa 5 % der Bevölkerung erleiden einen Anfall im Laufe ihres Lebens. Man spricht jedoch erst bei sich wiederholenden Anfällen oder aber mindestens zwei erfolgten Anfällen, welche nicht durch äußere Ursachen wie z. B. Fieberkrämpfe oder eine medikamentös erniedrigte Anfallsschwelle erklärbar sind, von Epilepsie (Weltgesundheitsorganisation). In Europa entwickeln eine aktive Epilepsie ca. 900.000 Menschen im Alter von 020 Jahren, 1,9 Millionen Menschen im Alter von 20-64 Jahren und 600.000 Menschen ab 65 Jahren (Forsgren et al, 2005). Hauptmerkmal der Epilepsie ist die



klinische



Manifestation



von



wiederholt



und



spontan



auftretenden



epileptischen Anfällen. Das Bewusstsein des Patienten kann während eines Anfalls gestört sein. Die Klassifikation der Anfälle basiert auf dem Vorschlag der Commission on Classification and Terminology of the International League Against Epilepsy (1989) und erfolgt nach der Lokalisation der epileptischen Aktivität im Gehirn (Engel, 2006). Epileptische Anfälle werden durch akute, exzessive Entladung einzelner Neuronengruppen ausgelöst. Die Epilepsie wird in zwei Hauptanfallsformen, den fokalen Anfall und den generalisierten Anfall, unterschieden. Bei einem fokalen Anfall beschränkt sich die epileptische Aktivität auf einen Bereich des Gehirns,



den



epileptischen



Fokus.



Geht



der



fokale



Anfall



mit



Bewusstseinsstörungen einher, spricht man von einem komplex-fokalen Anfall. Breitet sich ein fokaler Anfall auf das gesamte Gehirn aus, spricht man von einer sekundären Generalisierung. Bei der multifokalen Epilepsie treten mehrere Anfallsherde auf, die entweder gleichzeitig oder hintereinander sowie abwechselnd auftreten und infolgedessen sehr unterschiedlich verlaufen. Primär generalisierte Anfälle betreffen das gesamte Gehirn von Anfang an. Primär und sekundär generalisierte Anfälle lassen sich an Hand des klinischen Erscheinungsbildes genauer charakterisieren. Eine Unterteilung in bestimmte



Epilepsieformen



ist



auch



nach



Symptomen



wie 1



EINLEITUNG Bewusstseinsminderung und nachfolgende Amnesie, tonische (Versteifung), klonische



(heftige



Zuckungen



der



Gliedmaßen),



myoklonische



(Muskelzuckungen ohne Bewegungseffekt), tonisch-klonische und atonische Anfälle (Erschlaffung der Muskulatur) möglich. Hinsichtlich der Ursache des Anfallsleidens kann man ein sekundäres Epilepsieleiden von solchen Epilepsien ohne auslösende Schädigung unterscheiden. Letztere werden auch als idiopathische und kryptogene Epilepsien bezeichnet. Der idiopathischen Epilepsie liegt eine genetische Ursache zu Grunde, wobei es sich dabei meistens um Gene handelt, die für Ionenkanäle kodieren (Heron et al, 2007). Mutationen



der



Kanaleigenschaften



Ionenkanäle in



bewirken



Bezug



auf



eine



Veränderung



Ionenspezifität,



Kinetik-



der und



Spannungsabhängigkeit. Als kryptogen bezeichnet man eine Epilepsie, bei der eine organische Ursache angenommen wird, aber mit den derzeitigen diagnostischen Möglichkeiten nicht nachgewiesen werden kann (Crino, 2007). Symptomatische



Epilepsien



sind



die



Folge



einer



nachweisbaren



Gehirnschädigung (Fehlbildung, Tumor o. ä.; Shorvon & Walker, 2005).



1.2 Eine



Fokale Epilepsie und Temporallappen-Epilepsie besondere



klinische



Herausforderung



stellen



Epilepsien



mit



herdförmigem (fokalem) Ursprung dar, da viele dieser Patienten eine Pharmakoresistenz



entwickeln.



Das



Fehlen



einer



zufriedenstellenden



Anfallskontrolle bedeutet für die Betroffenen eine erhebliche Beeinträchtigung ihres Alltags. Hier kann durch neurochirurgische Entfernung des Anfallsherdes versucht werden, eine dauerhafte Heilungschance zu erzielen. Der Prototyp einer solchen umschriebenen hirnorganischen Läsion sind Veränderungen im Bereich des medialen Temporallappens. Als Ursache fokaler Epilepsien zeigen sich innerhalb des neurochirurgisch entfernten Gewebes in der überwiegenden Zahl der Fälle charakteristische Fehlbildungen oder Tumoren, die mit einer umschriebenen Anlagestörung des Gehirns einhergehen (Elger, 2002). Es handelt sich dabei im Wesentlichen um eine Schädigung des Hippokampus (sog. Ammonshornsklerose) sowie um Epilepsie-assoziierte Malformationen. Zu den



Epilepsie-assoziierten,



hochdifferenzierte



Tumoren,



proliferationsaktiven insbesondere



so



Malformationen genannte



gehören



Gangliogliome. 2



EINLEITUNG Glioneuronale Fehlbildungen ohne autonome Wachstumstendenz, so genannte fokale kortikale Dysplasien (FCD), gehören zu den Epilepsie-assoziierten Malformationen ohne signifikante Proliferation (Blümcke et al, 1999a; Luyken et al, 2003; Wolf et al, 1994a; Wolf et al, 1994b). Während beide Entitäten dysplastische neuronale Zellelemente aufweisen, tritt bei Gangliogliomen eine proliferationsaktive gliale Komponente hinzu. Somit handelt es sich bei Gangliogliomen um Raumforderungen im Sinne einer echten Neoplasie. Die Temporallappen-Epilepsie (TLE) stellt eine meist im Kindes- bis frühen Erwachsenenalter



beginnende



Erkrankung



mit



vom



Temporal-



oder



Schläfenlappen ausgehenden Anfällen dar, die bei chronischem Verlauf mit antiepileptischer Pharmakotherapie häufig nicht adäquat kontrolliert werden können (Ryvlin, 2003; Wolf & Wiestler, 1993). Ein Teil der Betroffenen hat als Kind einfache oder komplizierte Fieberanfälle (Fieberkrämpfe) erlitten, war aber dann über viele Jahre anfallsfrei (Bender et al, 2004). Aber auch andere initiale Schädigungsereignisse wie Enzephalitiden, hypoxische Schädigungen oder Traumata können ursächlich für ein späteres Epilepsieleiden sein. Bei etwa der Hälfte der Betroffenen lässt sich anamnestisch keine Ursache nachweisen (= vermutlich symptomatische oder kryptogene Temporallappen-Epilepsie). Selten besteht eine familiäre Häufung beziehungsweise erbliche Komponente (= idiopathische oder familiäre Temporallappen-Epilepsie). Beim Menschen ist der komplex-partielle Anfall die häufigste Anfallsform. In den Temporallappen (vor allem im Hippokampus und der Amygdala) beginnen etwa 70-80 % der komplex-fokalen Anfälle, die deshalb auch als „Temporallappen-Epilepsie“ bezeichnet werden (Wolf, 1994).



1.3



Neuropathologie der Fokalen Epilepsie



Die Häufigkeit der neuropathologischen Ursachen der TemporallappenEpilepsie ist wie folgt (Blümcke, 2000): 53,2 %



Ammonshornsklerose (AHS)



35,7 %



Fokale Läsionen (Fokale kortikale Dysplasien, Gangliogliome)



6,3 %



Duale Pathologie



4,9 %



Andere 3



EINLEITUNG



Im folgenden wird genauer auf die Ammonshornsklerose als auch die fokalen Läsionen eingegangen.



1.3.1



Ammonshornsklerose



Der Hippokampus gehört zu den evolutionär ältesten Strukturen des Gehirns und



ist



Teil



des



limbischen



Systems.



Er



ist



für



das



Kurz-



und



Langzeitgedächtnis sowie Lernvorgänge und das Bewusstsein essenziell (Eichenbaum et al, 1992; Fernandez et al, 1998; Fernandez et al, 1999). Er lässt sich grob unterteilen in Cornu ammonis (Ammonshorn), Gyrus dentatus und Subikulum (Johnston, 1998). Das Ammonshorn bildet den eigentlichen Hippokampus und besteht aus den CA1-CA4 bezeichneten Regionen (Lorente de Nó, 1934). Als Ammonshornsklerose bezeichnet man einen massiven Verlust von Nervenzellen kombiniert mit einer erhöhten Anzahl von Gliazellen (Gliose; Blümcke et al, 2002). Hauptsächlich betroffen sind dabei die Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippokampus. Außerdem sind die Regionen CA3 und CA4 für Nervenzellverluste anfällig, während die CA2Region eine erhöhte Resistenz gegen schädigende Einflüsse aufweist. Aufgrund des Neuronenverlustes kommt es, besonders im Gyrus dentatus, zu einer Reorganisation neuronaler Verschaltungen, die eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Temporallappen-Epilepsie spielen (Blümcke et al, 2001; Blümcke et al, 2002). Während normal eine Projektion zu den dendritischen Verzweigungen der CA4-Neurone besteht, kommt es nach einer Schädigung zum Phänomen der Moosfaseraussprossung mit rekurrenter Verschaltung (Mathern et al, 1995). Die hieraus ableitbaren Kreiserregungen werden als wichtiger Trigger für eine ungezügelte Entladungsaktivität angesehen.



1.3.2



Glioneuronale Läsionen



1.3.2.1



Glioneuronale Tumoren: Gangliogliome



Die bei weitem häufigsten Epilepsie-assoziierten Tumoren im Kindes- und Jugendalter stellen die bereits erwähnten Gangliogliome dar. Hierbei handelt es sich um glioneuronale Tumoren, die überwiegend im Schläfenlappen lokalisiert 4



EINLEITUNG sind und meist durch fokale Krampfanfälle klinisch manifest werden (Abbildung 1-1).



Neben



einer



proliferationsaktiven



glialen



Komponente



finden



Abbildung 1-1: Histopathologie des Ganglioglioms. (a): In der H&E-Übersicht erkennt man den typischen biphasischen Charakter aus neoplastischen glialen Zellen (b) und dysplastischen neuronalen Elementen (c) (Hämatoxilin/Eosin, x40). b: Die gliale Tumorkomponente stellt sich fortsatzreich und in geringer Zelldichte dar (Saures Gliafaserprotein (GFAP)-Immunhistochemie, x40; Einschub: x200). (c): Die neuronalen Zellen weisen eine irreguläre Lagerung, teils plumpe, dysmorphe Zellkörper sowie ein Soma-akzentuiertes Expressionsmuster von Synaptophysin auf (Synaptophysin-Immunhistochemie, x40). (d): Zelluläre Komponenten exprimieren das Stammzellepitop CD34 Satellitose-artig im Randbereich des Tumors, jedoch nicht oder nur marginal auch innerhalb des soliden Tumors (CD34, IHC, 40x).



sich eingestreute Nervenzellen, die sich von ortsständigen Neuronen durch ungeordnete Lagerung, eine irreguläre Ausrichtung ihrer Fortsätze sowie durch eine abnorme Größe und Form unterscheiden. Daher werden sie als eine tumoreigene



Komponente



aufgefasst



(Wolf



et



al,



1994a).



Beide



Zellpopulationen sind meist hochdifferenziert und nur die gliale Fraktion zeigt sich proliferations- bzw. teilungsaktiv. Vereinzelte doppelkernige Neurone, Verkalkungen, das Auftreten von neuronalen Zellnestern und eine in den 5



EINLEITUNG Perikarya (neuronaler Zellleib) akzentuierte Synaptophysin-Immunreaktivität sind weitere histopathologische Charakteristika (Diepholder et al, 1991). Insbesondere der neoplastische Charakter der glialen Komponente grenzt die Gangliogliome von der in Abbildung 1-2 dargestellten Gruppe der fokalen kortikalen Dysplasien ab (Blümcke et al, 1999a). Das gutartige biologische Verhalten, der hochdifferenzierte glioneuronale Phänotyp sowie die Expression des Stammzellmarkers CD34 deuten auf eine mögliche Entstehung von Gangliogliomen aus einer malformativen Vorläuferläsion hin (Blümcke et al, 1999c; Blümcke & Wiestler, 2002; Fassunke et al, 2004b).



1.3.2.2



Glioneuronale Malformationen: Fokale kortikale Dysplasien



Fokale kortikale Dysplasien (FCDs) werden auf Störungen der Proliferation, Migration sowie Organisation der Großhirnrinde (Kortex) zurückgeführt, die früh in



der



Entwicklung



stattfinden.



In



diesen



Läsionen



erkennt



man



histopathologisch eine Störung der physiologischen Schichtung des Kortex. FCDs umfassen ein weites Spektrum von Läsionen, in deren Einteilung klinische, histopathologische und neuroradiologische Kriterien einfließen, so dass verschiedene Klassifikationssysteme Anwendung finden (Mischel et al, 1995; Palmini et al, 2004; Tassi et al, 2002; Urbach et al, 2002). Charakteristische neuropathologische Befunde umfassen milde Veränderungen wie das Vorhandensein von heterotopen Neuronen im Marklager und noduläre Heterotopien innerhalb der grauen Substanz sowie Architekturanomalien, die sich als Störungen der regulären laminären Schichtung des Kortex in Form eines kolumnenartigen Aufbaus zeigen. Allerdings ist bei diesen milden Malformationen die klinische Wertigkeit mitunter umstritten, da entsprechende Veränderungen –wenn auch in geringerem Maße– in Kontrollgewebe nachweisbar sein können. Dem gegenüber werden der Nachweis unreifer Neurone sowie das Auftreten von dysplastischen Zellelementen als Merkmale höhergradiger Dysplasien gewertet (Mischel et al, 1995; Palmini et al, 2004). Diese Läsionen können eine starke Ähnlichkeit zu Gangliogliomen aufweisen. Im Gegensatz zu Gangliogliomen weisen FCDs jedoch eine reife, nicht neoplastische gliale Zellfraktion auf. Eine wichtige und den oben genannten Klassifikationen gemeinsame Unterteilung erfolgt nach dem Vorhandensein 6



EINLEITUNG oder Fehlen von so genannten Taylor-Ballonzellen (auch TS-Zellen), die auch ein typisches Merkmal kortikaler Tuber bei der Tuberösen Sklerose darstellen. 1.3.2.2.1



Fokale kortikale Dysplasien mit Ballonzellen (FCDIIb)



Neben dysplastischen Neuronen weisen diese Läsionen als auffälliges Merkmal bizarr konfigurierte Riesenzellen (Ballonzellen) mit exzentrischen, chromatinreichen Kernen und einem opaken Zytoplasma auf, die vorwiegend in der Tiefe der Dysplasie zu finden sind. Aufgrund gut korrelierender Befunde in der



neuroradiologischen,



histopathologischen



und



molekulargenetischen



Diagnostik wird angenommen, dass es sich hierbei um eine distinkte, zu anderen FCDs ohne Ballonzellen gut abgrenzbare Entität handelt (Mischel et al, 1995; Palmini et al, 2004). Dysplasien dieses Typs sind in der Regel neokortikal gelegen und betreffen am häufigsten den Frontallappen (Abbildung 1-2). Ballonzellen findet man typischerweise auch in kortikalen Tubern bei Tuberöser Sklerose (TS), womit auf eine potenzielle Verwandtschaft hingedeutet wird. Gemäß der Klassifikation von Palmini & Lüders werden FCDs mit Ballonzellen als kortikale Malformationen vom Typ FCDIIb eingeteilt (Palmini et al, 2004).



Abbildung 1-2: Histopathologie der FCDIIb. (A): Charakteristische Bestandteile dieser Läsion stellen so genannte Ballonzellen mit opakem Zytoplasma und exzentrisch gelagertem Kern dar (Pfeil). Diese treten typischerweise ebenfalls in kortikalen Tubern bei Patienten mit Tuberöser Sklerose auf (Hämatoxilin/Eosin, x40). (B): Die zweite distinkte Zellpopulation der FCDIIb sind dysplastische, Größen-variable neuronale Zellen mit irregulärer Anordnung (Hämatoxilin/Eosin, x40). Auch zweikernige Neurone treten auf (Insert in B; SynaptophysinImmunhistochemie, x40).



7



EINLEITUNG 1.3.2.2.2



Fokale kortikale Dysplasien ohne Ballonzellen (FCDIIa)



Hierbei handelt es sich um eine heterogene Gruppe von Malformationen, deren Hauptmerkmal dysplastische oder riesenzellartige Neurone darstellen. Innerhalb dieser Gruppe sind jene FCDs gesondert zu erwähnen, die alle Merkmale der FCDIIb mit Ausnahme der Ballonzellen aufweisen. Gemäß der Klassifikation von Palmini & Lüders werden FCDs ohne Ballonzellen dem Typ IIa zugeordnet (Palmini et al, 2004). FCDIIa sind im Hinblick auf die Entstehungshypothese



von



Gangliogliomen



aus



einer



dysplastischen



Vorläuferläsion durch neoplastische Transformation der glialen Komponente von besonderem Interesse. Ebenso wie Gangliogliome sind FCDIIa häufig im Bereich des Temporallappens zu finden und sind durch dysplastische neuronale Zellelemente charakterisiert. Ballonzellen werden dagegen in FCDIIa und Gangliogliomen nicht beobachtet. Aufgrund dieser Ähnlichkeiten stellen insbesondere FCDIIa putative Vorläuferläsionen von Gangliogliomen dar (Blümcke et al, 1999a). In anderen Gehirntumoren häufig veränderte Gene wie p53 oder EGFR weisen in Gangliogliomen und FCDs keine pathologischen Sequenzveränderungen auf (von Deimling et al, 2000).



1.4



Pathomechanismen



Epilepsie-assoziierter



glioneuro-



naler Läsionen Die molekulare Pathogenese glioneuronaler Läsionen ist weitgehend unbekannt. Eine gängige Hypothese postuliert, dass sich Gangliogliome durch neoplastische Transformation der glialen Komponente aus einer dysplastischen Vorläuferläsion entwickeln (Blümcke et al, 1999c; Blümcke & Wiestler, 2002). Distinkte histopathologische Merkmale, z. B. das Vorkommen von Ballonzellen in so genannten FCDIIb (Abbildung 1-2), weisen auf bestimmte Kandidatengene hin, welche bei familiären Erkrankungen mit gestörter Differenzierung des Zentralnervensystems eine Rolle spielen. Zu diesen Erkrankungen zählt die bereits



genannte



Tuberöse



Sklerose.



Weiterhin



sind



bei



familiären



Erkrankungen mit pathologischer Migration und Differenzierung Veränderungen in Genen der Reelin-Signaltransduktionskaskade beschrieben.
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EINLEITUNG Interessante Kandidatengene für Gangliogliome stellten die Gene TSC1 und TSC2 dar, die bei der Tuberösen Sklerose verändert sind (The-EuropeanChromosome-16-Tuberous-Sclerosis-Consortium, 1993; van Slegtenhorst et al, 1997). Diese Erberkrankung geht mit Hamartomen und Tumoren in zahlreichen Organen, unter anderem dem Zentralnervensystem, einher. Gangliogliome und fokale kortikale Dysplasien zeigen einerseits strukturelle Ähnlichkeiten mit im Rahmen der Tuberösen Sklerose auftretenden kortikalen Tubern (Blümcke & Wiestler, 2002), darüber hinaus entwickelt das Tiermodell mit Verlust des TSC2-Gens (so genannte Eker-Ratte) Gangliogliome (Mizuguchi et al, 2000). Ebenso wie die TS-Hamartome nur selten maligne entarten (in ca. 2 % der TSPatienten), ist auch das Gangliogliom ein benigner Tumor mit einer nur geringen Proliferationstendenz. Es konnte gezeigt werden, dass Gangliogliome eine auffällige Häufung genetischer Polymorphismen für das TSC2-Gen zeigen (Platten et al., 1997). Außerdem konnte eine Mutation des TSC2-Gens in einem Gangliogliom



nachgewiesen



werden,



welche



mit



Hilfe



der



Lasermikrodissektionstechnik und einer DNA-Analyse nur in der glialen, nicht aber in der neuronalen Zellkomponente nachgewiesen wurde. Dies deutete auf eine unterschiedliche klonale Entwicklung von Gliazellen und Nervenzellen in diesem Tumor hin (Becker et al, 2001). Allerdings wurde bislang weder ein einheitliches pathogenetisches Modell auf Grundlage von TSC-Polymorphismen etabliert, noch sind entsprechende Veränderungen in der Mehrzahl von Gangliogliomen nachweisbar. Hieraus folgt, dass vermutlich noch weitere, bislang unbekannte, multifaktorielle Mechanismen als pathogenetisch relevant einzuschätzen sind. Bei der molekularbiologischen Analyse der Gene TSC1 und TSC2 in FCDIIb zeigte



sich



eine



Häufung



genetischer



Polymorphismen



und



Heterozygositätsverlust im TSC1-Gen (Becker et al, 2002c). Diese Befunde deuten auf eine pathogenetische Bedeutung von TSC1 für FCDIIb. Die molekulargenetischen Unterschiede in Gangliogliomen (Assoziation zu TSC2)



und



FCDIIb



(Assoziation



zu



TSC1)



sprechen



somit



für



eine



unterschiedliche molekulare Pathogenese dieser beiden Läsionen. Dies spiegelt



sich



auch



in



den



unterschiedlichen



Prädilektionsorten



von



Gangliogliomen (Temporallappen) und FCDIIb (frontaler Kortex) wider. Im Umkehrschluss deutet es auf individuelle biologische Effekte von TSC1 und 9



EINLEITUNG TSC2 hin, wobei diese im Detail noch unbekannt sind und mit der Wirkung der gesamten TSC-vermittelten Signaltransduktionskaskade im Zusammenhang stehen können. CDK5, p35, DCX und Dab1 der Reelin-Signaltransduktionskaskade stellen aufgrund ihrer Aktivität im Rahmen neuronaler Differenzierung und Migration interessante



Kandidatengene



für



die



molekulare



Pathogenese



von



Gangliogliomen dar (Becker et al, 2002b; Kam et al, 2004). Für entsprechende Untersuchungen wurden sowohl Veränderungen der genomischen Sequenz der genannten Gene mittels SSCP (Single-Strandconformational



polymorphism)



und



Sequenzierung



sowie



mRNA



Expressionsveränderungen mit Hilfe der real-time-PCR in Gangliogliomen gegenüber zentralnervösem Kontrollgewebe untersucht (Becker et al, 2002b; Chen et al, 2001; Kam et al, 2004). Im Gegensatz zu der bereits beschriebenen Häufung von genomischen Sequenzveränderungen in TSC2 bei Patienten mit Gangliogliomen zeigte sich lediglich für p35 ein Polymorphismus in einem Gangliogliom (Kam et al, 2004). Dieser Basenaustausch (C nach A) an Nukleotid



904



der



p35



cDNA



führt



zu



einem



Leucin–Isoleucin-



Aminosäurenaustausch. DCX, CDK5 und Dab1 weisen in der untersuchten Serie



von



Gangliogliomen



weder



genomische



Polymorphismen



noch



Mutationen auf. Die Daten legen nahe, dass Mutationsereignisse von DCX, CDK5, p35 und Dab1 offensichtlich keine Bedeutung für die molekulare Pathogenese von Gangliogliomen besitzen (Becker et al, 2002b; Kam et al, 2004).



Die



reduzierte



möglicherweise



auf



mRNA-Expression eine



dieser



eingeschränkte



Gene



Aktivität



deutet des



aber Reelin-



Signaltransduktionsmechanismus in Gangliogliomen hin. Diese kann eine Rolle für das Auftreten dysplastischer neuronaler Zellelemente innerhalb der Läsion spielen.



1.5



Mikrosatelliteninstabilitäten in Gangliogliomen



Mikrosatelliteninstabilitäten (MSI) werden durch Mutationen von DNAReparatur-Genen verursacht. Es handelt es sich um Expansionen oder Reduktionen von einfach repetitiven Nukleotid-Sequenzen („Tandem Repeats“) der DNA (Kang et al, 1999). Das MMR-System (Mismatch-Reparatur, 10



EINLEITUNG Basenfehlpaarungs-Reparatur) ist ein postreplikativer Reparaturmechanismus, der zur Anwendung kommt, wenn eine falsche Basenpaarung beim Korrekturlesen der DNA-Polymerase nicht erkannt wurde (Jun et al, 2006). Falsche Basenpaarungen können durch schädliche äußere Einwirkungen wie z. B. Chemikalien oder UV-Strahlen oder durch Fehler bei der DNA-Replikation entstehen. Um eine Akkumulation der Fehlpaarungen im Genom zu vermeiden, beseitigt ein Enzymkomplex nicht nur die fehlgepaarten Basen, sondern verhindert zusätzlich auch ein ungleiches „crossing over“ während der Meiose. Das methylgesteuerte Reparatursystem ist zuerst in E.coli beschrieben worden (Lu & Chang, 1988). Die eukaryontische Namensgebung leitet sich daher von der prokaryontischen Bezeichnung ab. Das Protein hMSH2 (humanes MutS Homolog) bindet als Heterodimer zusammen mit hMSH3 an die fehlgepaarte Base, wobei es durch einen weiteren Heterodimer, bestehend aus hMLH1 (humanes MutL Homolog) und hPMS2 (humane postmeiotische Segregation), ergänzt wird (Clark et al, 1999). Der fehlgepaarte Strang wird exzidiert und anschließend neu polymerisiert und ligiert. Kortikale Dysplasien weisen ein breites Spektrum an Strukturveränderungen auf. Ihre Entwicklung beruht auf irregulären Zellteilungen, aberranter Migration, Differenzierung und Apoptose von neuralen Vorläuferzellen und neuroglialen Zellen während der kortikalen Entwicklung (Crino, 2004; Golden, 2001; Guerrini & Carrozzo, 2001). Auffallende neuropathologische Ähnlichkeiten dieser Malformationen, z. B. dysplastische Neurone und Ballon-Zellen, ergeben sich zu kortikalen Tubern bei der Tuberösen Sklerose (TSC), die autosomal-dominant durch Mutationen der Gene TSC1 oder TSC2 vererbt wird. TSC1/2 bilden einen TumorsuppressorMechanismus,



der



die



Signalübertragung



innerhalb



der



Insulin-



Signaltransduktionskaskade (ISK) hemmt. Die ISK besitzt auf verschiedenen Ebenen Schnittstellen zu der Integrin-vermittelten Signaltransduktion mit zentraler Bedeutung für Zellzykluskontrolle, neuronale Entwicklung und Migration. Wichtige Vorbefunde unserer Arbeitsgruppe in FCDs und Gangliogliomen weisen auf eine Häufung distinkter allelischer Varianten von TSC1 bzw. TSC2 sowie auf eine aberrante Aktivierung der ISK bereits oberhalb von TSC1/2 auf der Ebene der Faktoren PTEN/Akt hin (Abbildung 1-3). 11



EINLEITUNG



Abbildung 1-3: Insulin-vermittelte Signaltransduktion (ISK). Die ISK wird über die Phophatidylinositol-3-Kinase (PI3K) aktiviert und kann durch das epistatisch gelegene PTEN inhibiert werden. PI3K aktiviert Akt, welche ihrerseits durch CTMP gehemmt wird und selbst den TSC-Komplex mittels Phosphorylierung von TSC2 (Tuberin) hemmt. Durchgezogene Pfeile = Aktivierung, gestrichelte Pfeile = Hemmung, Linien = komplexe Regulierung.



Frühere Heterozygotie-Studien der Arbeitsgruppe zeigten allelische Varianten und Verluste auf dem TSC1-Lokus (Hamartin, Chromosom 9q34) und dem TSC2-Lokus (Tuberin, Chromosom 16p13.3) in Läsionen von TSC-Patienten und in sporadischen Tumoren von Patienten ohne TSC (Becker et al, 2001; Becker et al, 2002c). Die Kombination von LOH auf dem TSC1-Lokus und des kodierenden Polymorphismus des zweiten Allels ist ein interessanter Befund im Hinblick auf die ‚two-hit’-Hypothese bei der Inaktivierung von TumorsuppressorGenen (Knudson, 1996). Eine



weitere



Beobachtung



war



die



Instabilität



der



individuellen



Mikrosatellitenmarker des TSC1-Lokus in Ballonzellen von FCDIIb Patienten (Becker et al, 2002c). Mikrosatelliten sind kurze, tandemartig wiederholte Nukleotidsequenzen, welche über das ganze Genom verteilt sind. Sie neigen dazu,



durch



Replikationsfehler



zu



entstehen.



Die



so



entstehenden



Mikrosatelliteninstabilitäten sind Abweichungen der tandemartig wiederholten Nukleotidlängen, und sie werden als diagnostisches Kriterium für Phänotypen durch Replikationsfehler in Tumor-DNA verwendet. MSI werden durch einen Mangel an Basenfehlpaarungsreparatur-Genen, z. B. MLH1 und MSH2, hervorgerufen.



12



EINLEITUNG MSI spielen eine große, pathogenetische Rolle bei dem hereditären, nichtpolypösen kolorektalen Karzinom Syndrom (HNPCC; Hamilton et al, 1995). Eine Subpopulation von HNPCC-Patienten entwickelt Gliome. Einige Studien haben diverse Mikrosatellitenmarker-Sets an Gliomen getestet. Verschiedene Verbreitungen der Phänotypen der fehlerhaften Reparaturmechanismen konnte gezeigt werden (Crino et al, 1996; Sobrido et al, 2000; Zhu et al, 1996). In Bezug auf die Konsensus-Mikrosatellitenmarker des National Cancer Institutes wurden MSI bei einer beträchtlichen Anzahl von hochdifferenzierten Epilepsieassoziierten glioneuronalen Neoplasmen, z. B. Gangliogliomen, entdeckt. Dies ist besonders auffällig, da bisher das Vorkommen von MSI eher den malignen Neoplasmen zugeordnet wurde. Unklar ist derzeit, ob chromosomale Instabilität in Gangliogliomen ein genomweites Phänomen ist oder auf den Bereich des TSC1-Lokus beschränkt bleibt.



1.6



Evaluierungsstrategien differenzieller Genexpression in Gangliogliomen



In den letzten Jahren ist die Entwicklung und Nutzung der MicroarrayTechnologie als Methode zur differenziellen Genexpressionsanalyse immer mehr in den Vordergrund gerückt (Hedenfalk et al, 2001). Erkenntnisse zu der molekularen Pathogenese fokaler Epilepsien, ihren molekularen Gemeinsamkeiten und Eigenarten sowie zu Grundlagen der Übererregbarkeit, welche in ihrer Gesamtheit zu verbessertem Verständnis, solideren



Klassifikationssystemen



und



neuartigen



Therapieansätzen



pharmakoresistenter Epilepsien führen können, sind bisher nur in Ansätzen vorhanden (Majores et al, 2004). Um veränderte mRNA Expression in Gangliogliomen systematisch zu untersuchen, bietet sich die Verwendung von Genexpressions-Methoden an. Das Kryo-Gewebe der neuropathologischen Tumorbank bietet eine einzigartige Voraussetzung für die Untersuchung der molekularen Basis der Epilepsie. Entsprechende Arrays beziehungsweise die Differential Display-Methode erlauben die parallele, Genom-weite Untersuchung von



Veränderungen



der



Genexpression



in



Gangliogliomen



gegenüber



Kontrollgewebe. Ein entsprechender Ansatz hat bereits bei experimenteller und 13



EINLEITUNG humaner Temporallappen-Epilepsie Veränderungen von Expressionsmustern in hippokampalen



Subfeldern



und



zu



verschiedenen



Zeitpunkten



der



Epileptogenese ergeben (Becker et al, 2003). Mit der Einschränkung, dass der biphasische



Charakter



von



Gangliogliomen



die



Wahl



angemessenen



Kontrollgewebes erschwert, ergibt sich mit der Verwendung von OligonukleotidMicroarrays



die



transkriptionelle



Perspektive



aufgrund



Kontrollmechanismen



differenzieller zu



Expressionsmuster



entschlüsseln



sowie



neue



Kandidatengene zu charakterisieren. Bei der Verwendung von so genannten Genexpressions-Methoden ist grundsätzlich zwischen Differential Display, cDNA-Arrays und OligonukleotidArrays zu unterscheiden. Die Unterschiede liegen vornehmlich in der technischmethodischen Realisation der Messung des Expressionssignals. Mit der Differential Display Methode kann die Expression einer Vielzahl von Genen gleichzeitig analysiert werden und dient genau wie die ArrayTechnologie dem Auffinden von neuen Kandidatengenen. Das Aufspüren der differenziell exprimierten Gene erfolgt nach mRNA Extraktion und cDNASynthese von den Geweben oder Zelllinien, die miteinander verglichen werden sollen (Liang & Pardee, 1992). Dafür nutzt man unspezifische Primer, die durch eine PCR eine große Anzahl an Produkten liefert. Nach einer Auftrennung über ein Polyakrylamidgel kommt es zum Vergleich der differenziellen Bandenmuster von Kontrolle und Proben. Es folgt eine Isolierung der differenziell exprimierten Banden und eine Sequenzierung der Produkte. Bei den „gespotteten“ cDNA-Arrays werden definierte Mengen von PCRAmplifikaten



(0.6-2.4kb)



in



wässriger



Lösung



mittels



Robotern



auf



Glasoberflächen aufgebracht („spotting“) und getrocknet (Schena et al, 1995). Dafür werden klonierte Inserts als Ausgangspunkt einer cDNA-Bibliothek verwendet. Zur Amplifikation werden Vektor-spezifische Primer verwendet, so dass die Länge der amplifizierten DNA von der Qualität der Bibliothek abhängt. Bei der Oligonukleotid-Microarray Technologie handelt es sich um eine Hybridisierungsmethode, bei der fluoreszierende Gesamt-RNA auf vorhandene Oligonukleotide hybridisiert wird. Jedes Gen wird durch elf Probenpaare, den so genannten „Perfectmatch“ (PM) und „Mismatch“ (MM) repräsentiert. Aus den Signalintensitäten von gewünschter zu unerwünschter Bindung kann eine zufriedenstellende



mathematische



Näherung



an



das



tatsächliche 14



EINLEITUNG Expressionsniveau erreicht werden. Die Hybridisierung an „Mismatch“ Oligos dient



der



Detektion



unspezifischer



Hybridisierungen,



Berechnung



von



Hintergrund und Kreuzhybridisierung und der späteren Auswertung der Chips. Die Intensität der Fluoreszenz ist ein quantitatives Maß für die detektierte RNA Menge (Lockhart et al, 1996; Wodicka et al, 1997). Aus dem differenziellen Bindungsverhalten der fragmentierten cRNA-Moleküle an PM- und MM-Sonden wird eine semiquantitative Expressionsstärke für jedes einzelne erfasste Transkript ermittelt. Das System, das im Wesentlichen auf dem „perfect matches“



(PM)



und



„Mismatches“



Hybridisierungsspezifität,



da



(MM)



verschiedene



beruht,



besitzt



eine



Oligonukleotid-Sonden



hohe die



Expressionsstärke eines Gens repräsentieren.



1.7



In situ-RT und Immuno-Lasermikrodissektion für die Zellexpressionsanalyse von Gangliogliomen



Die zelluläre Zuordnung von Transkriptionsveränderungen stellt eine große Herausforderung für die Genexpressionsanalyse gerade in Geweben mit komplexer Architektur dar. Interessanterweise exprimieren Gangliogliome das Stammzellen Epitop CD34, was auf einen Ursprung dieser Zellen aus einer in der Entwicklung fehlgeleiteten Vorläuferläsion schließen lässt (Blümcke et al, 1999b; Blümcke et al, 1999c; Brown et al, 1991). Die zelluläre Identität von CD34 exprimierenden Elementen ist bislang ungewiss. Mikroglia, die CD34 exprimiert, wurde häufig in Gewebe nach epileptischen Anfällen gefunden (Blümcke et al, 1999b; Blümcke et al, 1999c; Brown et al, 1991). In diesem Zusammenhang ermöglicht die Lasermikrodissektionstechnik die Isolation von einzelnen Zellen aus heterogenen Gewebeproben und deren anschließende Genexpressionsanalyse. Eine mRNA-Analyse mit Hilfe der reversen Transkriptions-PCR einer einzelnen Zelle und die Untersuchung des genomweiten Expressionsprofils wurden gezeigt (Fink et al, 1998; Schütze & Lahr, 1998). Die Identifizierung der routinemäßig gefärbten Zielzellen für die Lasermikrodissektionstechnik beschränkt sich größtenteils auf Größe und Form der



mikroskopischen



immunhistochemisch



Auflösung. gefärbten



Eine



Lasermikrodissektion



Gewebepräparaten



ermöglicht



von eine



spezifischere Auswahl der Zielzellen. Ein limitierender Faktor bei der 15



EINLEITUNG Kombination von Immunhistochemie und der Lasermikrodissektionstechnik ist die Instabilität von mRNA. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass Protokolle für die spätere Analyse von mRNA mittels Lasermikrodissektion nur Minuten in Anspruch nehmen dürfen. Allerdings benötigen die meisten Antikörper längere Inkubationszeiten, zum Teil auch über Nacht. Die in situTranskription wurde ursprünglich für die reverse Transkription von mRNAs und für die Generierung von radioaktiv markierten cDNA in fixiertem Gewebe entwickelt (Tecott et al, 1988). Für



eine



eindeutige



zelluläre



Zuordnung



von



differenziellen



mRNA



Expressionsmustern wäre eine Technik nötig, welche die Eigenschaften von in situ-RT



mit



speziellen



Primern,



anschließender



Immunhistochemie,



Lasermikrodissektion und (real-time) PCR kombiniert. Theoretisch gäbe es keine Einschränkung bezüglich der Inkubationszeit des Primär-Antikörpers. Basierend auf der Darstellung der molekularen Neuropathologie Epilepsieassoziierter



Malformationen



und



Tumoren



sowie



der



technologischen



Grundlagen ergibt sich folgende Zielsetzung dieser Arbeit.



1.8



Zielsetzung der Arbeit



Gemäß den obigen Ausführungen stellen glioneuronale Läsionen einen häufigen Befund in Epilepsie-chirurgischen Biopsaten von Patienten mit pharmakoresistenten



Anfallsleiden



dar.



Die



molekular-pathologischen



Grundlagen von fokalen kortikalen Dysplasien und Epilepsie-assoziierten Tumoren mit dem Gangliogliom als häufigstem Vertreter sind bisher nur unzureichend verstanden. Vorausgegangene Studien haben nahe gelegt, dass es sich bei den Epilepsie-assoziierten glioneuronalen Läsionen um komplexe Erkrankungen der Gehirnentwicklung mit molekularen Veränderungen auf genomischer und Expressionsebene handelt (Becker et al, 2002b; Becker et al, 2002c; Kam et al, 2004). Zielsetzung dieser Arbeit ist eine systematische Analyse molekularer Veränderungen in fokalen kortikalen Dysplasien und Gangliogliomen auf Genom- und Expressionsebene. Im Einzelnen werden in diesem Zusammenhang die folgenden Fragestellungen detailliert untersucht:
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EINLEITUNG Als genomische Veränderungen fanden sich in fokalen kortikalen Dysplasien insbesondere chromosomale Instabilitäten im Bereich des TSC1Lokus auf Chromosom 9. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, ob chromosomale Instabilitäten in entsprechenden FCD IIb ein genomweites Phänomen einhergehend mit einer Funktionsstörung sog. „Mismatch“-Reparatur-Proteine MLH1/MSH2 oder einen auf den TSC1-Lokus begrenzten Befund darstellen. Im ersten Falle wäre dies ein neuartiger Pathomechanismus für entsprechend gutartige Läsionen, der bisher in Neoplasien mit ungünstigerem biologischen Verhalten beschrieben worden war (Narayan & Roy, 2003; Russo et al, 2000). Sollten sich keine genomweiten chromosomalen Instabilitäten in FCDIIb finden, unterstützt dieser Befund die herausgehobene Bedeutung des TSC1-Lokus für die molekulare Pathogenese von fokalen kortikalen Dysplasien. Ein wesentliches neuropathologisches Charakteristikum von fokalen kortikalen Dysplasien und Gangliogliomen stellen dysplastische Neurone dar. Insbesondere die Expression des CD34-Stammzellepitops in Gangliogliomen hat zu der Hypothese geführt, dass sich entsprechende Tumoren durch neoplastische Transformation der glialen Komponente aus eingeschränkt differenzierten, dysplastischen Vorläuferläsionen entwickeln (Blümcke et al, 1999b). Wir haben uns daher der Frage zugewandt, welcher zellulären Liniendifferenzierung zuzuordnen



sind.



CD34-exprimierender Um



diese



Elemente



Frage



nach



in



Gangliogliomen dem



neuralen



Differenzierungscharakter entsprechender CD34-exprimierender Zellelemente in Gangliogliomen zu untersuchen, haben wir in dieser Arbeit das Verfahren der in-situ RT-Immunolasermikrodissektion entwickelt, die eine Zuordnung CD34exprimierender Zellelemente in Gangliogliomen zur neuronalen, astro-, oligooder



mikrodendroglialen



Untersuchungen



werden



Linie



ermöglicht.



eine



Aussage



Die darüber



Ergebnisse



dieser



erlauben,



welche



Liniendifferenzierung in Gangliogliomen die fehlerhaft bzw. eingeschränkt entwickelte Zellkomponente besitzt und wie entsprechende Ergebnisse in Bezug auf die oben genannte Entstehungshypothese von Gangliogliomen aus dysplastischen Vorläuferläsionen einzuordnen sind.
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EINLEITUNG Komplexe



Erkrankungen



gehen



mit



einer



Vielzahl



von



Genexpressionsveränderungen einher. Expression-Microarrays bieten die Möglichkeit, genomweite Transkriptmuster in RNA Proben aus komplexen Gewebestrukturen zu charakterisieren und auf dieser Grundlage Gene und Gengruppen zu identifizieren, die von molekular-pathologischer Relevanz für entsprechende



komplexe



Untersuchungen



haben



Erkrankungen



sein



Expressionsmuster



können.



einzelner



Bisherige



differenzierungs-



relevanter Gene in Gangliogliomen analysiert (Becker et al, 2002b; Kam et al, 2004; Schick et al, 2007b). Wir haben uns hier den Fragestellungen zugewandt, (a)



mittels



Expression-Microarrays



differenziell



exprimierte



Gene



und



Gencluster in Gangliogliomen zu charakterisieren, und (b) auf deren Grundlage neuartige Hypothesen zur molekularen Pathologie von Gangliogliomen zu generieren und in folgenden Experimenten weitergehend zu untersuchen. Dazu zählt die Verifikation repräsentativer differenzieller Expressionsmuster mittels real-time-PCR. Selbstverständlich stellt sich die Frage nach der funktionellen Relevanz der per Microarray ermittelten differenziell exprimierten Gene in Gangliogliomen. Zwar erlaubt es der Umfang der vorliegenden Arbeit nicht, der funktionellen



Relevanz



Expressionsmuster



der



Mehrzahl



nachzugehen,



entsprechender



exemplarisch



wurde



differenzieller



durch



in



vitro-



Experimente mittels shRNA in Primärzellkulturen der funktionellen Relevanz von Gangliogliomen abgeleiteten differenziellen Expressionsbefunden für neuronale Entwicklung nachgegangen. Die



Beantwortung



der



skizzierten



Fragestellungen



kann



zu



einem



verbesserten Verständnis der molekularen Pathogenese von glioneuronalen Malformationen führen und wird, so unsere Hoffnung, ebenfalls einen Beitrag zur künftigen Entwicklung neuartiger Therapien für die mit entsprechenden Läsionen vergesellschafteten pharmakoresistenten Epilepsien leisten.
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MATERIAL



2 2.1



MATERIAL Stammlösungen und Puffer



PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 in ddH2O lösen, pH Wert auf pH 7,4 einstellen Lysispuffer für Zellkulturpellets 2 % SDS, 1 Protease-Inhibitoren Tablette, 10 x PMSF, 10 mM EDTA (pH 8,0), PBS TBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 2,8 mM Tris-Base in ddH2O lösen, pH Wert auf pH 7,4 einstellen 10 x TBE (1 Liter) 108 g Tris-Base, 55 g Borsäure, 40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)



2.2



Lösungen und Puffer für die Gelelektrophorese



50 x TAE-Puffer 2 M Tris-Base, 57,1 ml/l Eisessig, 50 mM EDTA (pH 8,5) 6 x Gel-Beladungspuffer für native Agarose-Gele (Sigma, Deisenhofen) 0,25 % w/v Bromphenolblau, 0,25 % w/v Xylencyanol FF, 40 % w/v Sucrose Ethidiumbromid (Sigma, Deisenhofen) 10 mg/ml
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MATERIAL



2.3



Lösungen und Puffer für die SDS-Page



10 % Trenngel (5 ml) 1,9 ml H2O, 1,7 ml 30 % Acrylamidmix (37,5:1), 1,3 ml 1,5M Tris (pH 8,8), 50 µl 10 % SDS, 50 µl 10 % APS, 2 µl TEMED 5 x Elektrophoresepuffer 15 g Tris-Base, 72 g Glycin, 5 g SDS, ad 1 Liter Aqua dest., pH Wert auf pH 8,3 einstellen Transfer-Puffer 25 mM Tris-Hcl, 192 mM Glycin in H2O, 20 % Methanol, 0,375 % SDS, ad 1 Liter Aqua dest. TBS-T-Puffer 20 mM TrisHCL, 0,8 % NaCl, 0,1 % Tween-20, ad 1 Liter Aqua dest., pH Wert auf pH 8,0 einstellen Blocklösung 5 % Milchpulver, 5 % FCS, TBS-T Ponceau-Lösung 0,1 % Ponceau, 5 % Essigsäure



2.4



Lösungen und Puffer für die in situ-Hybridisierung mit 35



S-markierten Oligonukleotidsonden



RNAse-freies Aqua dest. (DEPC-H2O) 50 x Dextransulfat Aufsteigende Ethanolreihe (50 %, 70 %, 95 %, 100 %) 4 % Paraformaldehyd ß-Mercaptoethanol 1 M Tris/HCl (pH 7,4) 5 M NaCl TNES-Puffer 5 M NaCl, 1 M Tris/ HCl (pH 7,5), 0,5 M EDTA, 10 % SDS, DEPC- H2O 20 x SSC (pH 7,0) 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, DEPC-H2O Hybridisierungslösung, 10 ml (einen Tag vorher ansetzen) 20



MATERIAL 50 % Formamid, entionisiert, 10 % Dextransulfat (50 %), 0,3 M NaCl, 0,03 M Tris/HCl, 0,004 M EDTA (pH 8,0), 1 x Denhardts, 0,5 mg/ml polyA, 0,5 mg/ml Lachssperma, DEPC- H2O



2.5



Puffer



und



Färbelösungen



für



die



Oligonukleotid-



Microarrays Waschpuffer A 75 mM MES Natriumsalz, 27,5 mM MES freie Säure, 26 mM NaCl, 0,01 % Tween 20 Waschpuffer B 0,9 M NaCl, 60 mM NaH2PO4, 6 mM EDTA, 0,005 % Triton, 0,02 % Tween 20, 0,1 g/l Antifoam-30 Färbelösung 1 1 mg/ml Streptavidin in 600 µl Färbepuffer Färbelösung 2 10 mg/ml Ziegen-IgG, 0,5 mg/ml biotinylierter IgG in 600 µl Färbepuffer Färbelösung 3 1 mg/ml Streptavidin-Phykoerythrin (SAPE) in 600 µl Färbepuffer Färbepuffer 150 mM MES Natrium-Salz, 200 mM MES freie Säure, 1,85 M NaCl, 0,1 % Tween 20, 0,01 % Antifoam-30



2.6



DNA Größenmarker



pUC-Mix Marker (Fermentas, St. Leon-Roth) Der pUC-Mix Marker besteht aus doppelsträngigen DNA-Fragmenten folgender Größe: 1118bp, 881bp, 692bp, 9162bp, 501/489bp, 404bp, 331bp, 242bp, 190bp, 147bp, 111/110bp, 67bp. In 10 mM Tris-HCl (pH 7,6) und 1 mM EDTA. Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3 (Fermentas, St. Leon-Roth) 21



MATERIAL Der Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3 besteht aus doppelsträngigen DNAFragmenten folgender Größe: 21226bp, 5148bp, 4973bp, 4268bp, 3530bp, 2027bp, 1904bp, 1584bp, 1375bp, 947bp, 831bp, 564bp. In 10 mM Tris-HCl (pH 7,6) und 1 mM EDTA. Lambda DNA/Eco47I (AvaII) Marker, 13 (Fermentas, St. Leon-Roth) Der Lambda DNA/Eco47I (AvaII) Marker, 13 ist aus doppelsträngigen DNAFragmenten folgender Größe zusammengesetzt: 8126bp, 6555bp, 6442bp, 3676bp, 2606bp, 2555bp, 2134bp, 2005bp, 1951bp, 1611bp, 1420bp, 1284bp, 985bp, 974bp, 894bp, 597bp, 590bp, 513bp, 511bp, 433bp, 398bp, 345bp, 310bp, 308bp. In 10 mM Tris-HCl (pH 7.6) und 1 mM EDTA.



2.7



Bakterienstamm



E. coli DH5α α (Bachmann, 1983) F-, end A1, hsd R17 (rk, mk-) sup E44, thi-, lambda-, recA1, gyrA96, relA1, 80dlacIqZ∆M15



2.8



Medien für die Bakterienkultur und Medienzusätze



Alle Nährmedien werden vor Gebrauch 20 Min. bei 120



o



C autoklaviert.



Hitzelabile Zusätze (z. B. Antibiotika) werden sterilfiltriert und dem Medium erst nach dem Autoklavieren bei geeigneter Temperatur zugegeben. LB-Medium (LabM/idg) 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefe-Extrakt; 10 g/l NaCl LB-Agar (LabM/idg) LB-Medium plus 15 g/l Bacto-Agar Ampizillin (Roth, Karlsruhe)
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MATERIAL 0,1 mg Ampizillin wird auf 1 ml LB-Medium zur Selektion Ampizillin-resistenter Bakterienklone eingesetzt. Kanamycin (Roth, Karlsruhe) 0,1 mg Kanamycin wird auf 1 ml LB-Medium zur Selektion Kanamycinresistenter Bakterienklone eingesetzt.



2.9



Kits, Chemikalien



2.9.1



Kits



Art



Bezeichnung



Firma



RNA Präparation DNA Präparation Plasmid Präparation Plasmid Präparation Aufreinigung von PCR Produkten Aufreinigung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen



RNeasyMinikit DNA Tissue Kit QIAprep Spin Miniprep Kit QIAgen Plasmid Mega Kit



QIAGEN, Hilden QIAGEN, Hilden QIAGEN, Hilden QIAGEN, Hilden



QIAquick PCR Purification Kit



QIAGEN, Hilden



QIAquick Gel extraction kit



QIAGEN, Hilden



SYBR Green PCR Master Mix RevertAidH Minus First Strand



Applied Biosystems, Warrington Fermentas, St. LeonRoth



Aufreinigung von Sequenzierreaktionen



DyeEx 2.0



QIAGEN, Hilden



Sequenzierreagenz



PRISM Big Dye Terminator



Entwicklungsreagenz cRNA-Markierung und - Synthese Erst- und Zweitstrang-cDNA -Synthese (Affymetrix) Enwicklung von Immunhistochemie mit Peroxydasen



ECL BioArray HighYield TM RNA Transcript Labeling Kit SuperScript Preamplification System



Real-time-PCR cDNA-Synthese



Vectastain ABC-Kit



Applied Biosystems, Warrington Amersham, UK Enzo, Farmingdale Invitrogen, Karlsruhe Vector Laboratories, Burlingame



Tabelle 2.1: Verwendete Kits
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MATERIAL 2.9.2



Chemikalien



Chemikalie



Firma



6 x Ladepuffer Agarose Gelelektrophorese



Fermentas



Acrylamid



Roth



Agarose



peqLab



Ammoniumpersulfat



Roth



Ampizillin



Roth



Aqua ad iniectabilia



Delta Select



Bromphenolblau



Roth



Chloroform



Roth



Complete Mini Protease Inhibitor



Roche



DAB (3,3’-Diaminobenzidin-Tetrachlorid)



Vector



Denhardt’s Lösung (lyophilisiert)



Sigma-Aldrich



Diethylpyrocarbonat (DEPC)



Roth



Dimethylsulfoxid (DMSO)



Roth



Essigsäure



Roth



Ethanol



Roth



Ethidiumbromid



Fluka



Ethylendiamintetraacetat



Fluka



Formamid



Merck



Glycerol



Roth



Harnstoff



Sigma-Aldrich



Isofluoran



Abott GmbH



Isopropanol



Sigma-Aldrich



Kaliumchlorid



Merck



Kalziumchlorid



Sigma-Aldrich



Kanamycin



Sigma-Aldrich



Kryo-Einbettmedium



Dako



LB-Agar



LabM/idg



LB-Medium



LabM/idg



Lipofectamine 2000



Invitrogen



Magnesiumchlorid



Merck



Methanol



Merck



Milchpulver



Roth



Natriumacetat



Merck
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MATERIAL Chemikalie



Firma



Natriumchlorid



Merck



Natriumdodecylsulfat (SDS)



Roth



Natriumhydrogenphosphat



Merck



Natronlauge 2N



Merck



Nitrozellulose Membran



Amersham



Paraformaldehyd



Roth



PBS



Biochrom AG



Ponceau S



Sigma



RNAse away



Molecular BioProducts



Saccharose



Sigma



Salzsäure 2N



Merck



ß-Marcaptoethanol



Roth



TEMED



Roth



TESPA



Sigma-Aldrich



Tris-Base



Sigma



Tris-HCl



Roth



Triton-X-100



Roche



Trizol



Sigma



Trypan-Blau



Invitrogen



Xylol



Merck



Tabelle 2.2: Verwendete Chemikalien



2.10



Biologische Materialien



2.10.1



Zelllinien



HEK293T (Pear, 1993) Humane, embryonale Nierenkarzinomzelllinie NG108-15 (Banker, Goslin, Nature; 1988, 336: 185) Maus-Neuroblastom- und Ratten-Gliomhybrid-Zelllinie
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MATERIAL 2.10.2



Tiermodell



Zeitschwangere C57Bl6 Weibchen (E19) werden für die Präparation von primären Neuronen verwendet.



2.10.3



Patientenmaterial



Die Biopsieproben werden von Patienten mit einer pharmakoresistenten Epilepsie im Epilepsie-Chirurgie-Programm der Bonner Uniklinik gewonnen. Um eine Anfallsfreiheit zu erreichen, ist in allen Fällen die chirurgische Entfernung des Tumors notwendig. Eine Genehmigung der Patienten wurde eingeholt, ein Ethikvotum ist vorhanden.



ID



Alter bei OP



Läsion



Geschlecht



1



15



GG I



M



Anfallstyp



Dauer in Jahren



Anfälle/ Monat



Beginn/ Alter



CPS 14 60 1 SPS, CPS mit 29 GG I M 26 28 3 2 sGTCS 29 GG I W CPS 23 1 6 3 24 GG I M CPS, sGTCS 4 5 20 4 29 GG I W CPS 17 3 12 5 36 GG I W SPS, CPS 34 0 6 CPS: komplex partielle Anfälle ; sGTCS: sekundäre, generalisierte tonisch-klonische Anfälle ; SPS: einfach partielle Anfälle Tabelle 2.3: Patientendaten für die in situ-RT
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MATERIAL



1 2 3 4 5 6 7 8



Alter bei OP 1 18 46 24 28 21 32 32



FCD IIb FCD IIb FCD IIb FCD IIb FCD IIb FCD IIb FCD IIb FCD IIb



M M M W M M M M



9



7



FCD IIb



W



10



25



FCD IIb



W



11



32



FCD IIb



M



12



48



FCD IIb



M



13



17



FCD IIb



M



14



29



FCD IIb



M



ID



Läsion



Dauer Anfälle/Monat Beginn/Alter in Jahren 0 SPS, CPS 13 16 5 31 25 15 SPS, CPS CPS 11 12 13 SPS, GM 14 23 14 CPS, GM 17 18 4 CPS 23 5 9 16 12 16 SPS, CPS SPS, 1 5 6 sGTCS SPS, 17 90 8 CPS, sGTCS SPS, 28 150 4 CPS, sGTCS SPS, 27 1 21 CPS, sGTCS CPS, sGTCS SPS, CPS, 26 600 3 sGTCS



Geschlecht Anfallstyp



TSC + -



CPS: komplex partielle Anfälle; sGTCS: sekundäre, generalisierte tonisch-klonische Anfälle; SPS: einfach partielle Anfälle; GM: Grand mal Anfälle; +: erkrankt, -: nicht erkrankt. Tabelle 2.4: Patientendaten für die Mikrosatellitenanalyse



ID



Alter bei OP



Läsion



Geschlecht



1 2



41 6



GG I GG I



M M



Anfallstyp



Dauer in Jahren



Anfälle/ Monat



Beginn/ Alter



CPS 23 2 18 SPS 2 30 4 CPS mit 20 GG I W 10 17 10 3 sGTCS CPS mit 20 GG I W 6 15 14 4 sGTCS CPS mit 40 GG I M 23 5 17 5 sGTCS CPS mit 36 GG I W 11 1 25 6 sGTCS CPS: komplex partielle Anfälle ; sGTCS: sekundäre, generalisierte tonisch-klonische Anfälle ; SPS: einfach partielle Anfälle Tabelle 2.5: Patientendaten für die Oligonukleotidarray Analyse
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MATERIAL



2.11



Medien für die Zellkultur und Medienzusätze



Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (PAA, Cölbe) Formulierung mit 4500mg/l Glucose, L-Glutamin und Natriumbikarbonat Basal Medium Eagle (BME) (GibcoBRL, Eggenheim) Fetales Kälberserum (FCS) (PAA, Cölbe/ GIBCO) Wird dem Kulturmedium zu 10 % v/v beigefügt. Penicillin-Streptomycin (GibcoBRL, Eggenheim) Eingesetzte Konzentration: 50 IE/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin. HAT (GibcoBRL, Eggenheim) Wird dem Kulturmedium zu 2% v/v beigefügt. Glucose (GibcoBRL, Eggenheim) Wird dem Kulturmedium zu 1 % v/v beigefügt. B27 (GibcoBRL, Eggenheim) Wird dem Kulturmedium zu 2 % v/v beigefügt.



2.12



Antikörper und Antiseren



2.12.1



Primär-Antikörper



GFP (grün fluoreszierendes Protein) 1:3.000, Tom Südhof, Dallas GFAP (saures Gliafaserprotein) 1:400, DAKO, Hamburg CD34 (unreifer hämatopoetischer Stammzellenmarker) ready to use, Immunotech, Hamburg ß-Aktin (Strukturprotein, Zytoskelett) 28



MATERIAL 1:5.000, Sigma, Seelze MSH 2 (“Mismatch” Reparaturprotein) 1:50, Klon G219-1129, PharMingen, San Diego, CA/USA MLH 1 (“Mismatch” Reparaturprotein) 1:75, Klon G618-15, PharMingen, San Diego, CA



2.12.2



Konjugierte Sekundär-Antikörper



Anti-Maus IgG-Biotin 1:100, Vector Laboratories, Burlingame/ USA Anti-Kaninchen IgG-HRP 1:5.000, ICN/ Cappel Anti-Maus IgG-HRP 1:5.000, ICN/ Cappel



2.13



Entwicklungsreagenzien



DAB Färbung 0,05 M Tris/HCl (pH 7,4), DAB (25 mg/ml Tris) 1:50, H2O2 (1:2.000) AB-Komplex (Vector Laboratories, Burlingame/ USA) ECL/ ECL-advanced (Amersham, UK)
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MATERIAL



2.14



Oligonukleotide



Alle Oligonukleotide für Polymerasekettenreaktionen werden mit der PrimerExpress Version 1.0 Software von Applied Biosystems entworfen. Gen



Sequenz



Oligo-Position



LDB2



5’-GGTCGGTCACCCCTCCTTCAAACACAGTGCTAAAGTAACGGGGGA-3’



825bp



PRKCB1



5’-CTGCCGCAGTTCTTCATTGGCCTCACTTCCTTCTGGTGGCACAGG-3’



1114bp



NELL2



5’-CGATGGCCACTACTTTCCAGTTCCAGGTACCTGTGATCCAAGTGG-3’



2087bp



GenBankID: LDB2: NM_001290; PRKCB1: M13975; NELL2: NM_006159. Tabelle 2.6: Oligonukleotide für die radioaktive in situ-Hybridisierung Primer Name BAT 25 D2S123 BAT 26 D17S250



Vorwärts/ Rückwärts Primer F R F R F R F R



5’-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3’ 5’-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3’ 5’-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3’ 5’-GGACTTTCCACCTATGGGAC-3’ 5’-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3’ 5’-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3’ 5’-GGAAGAATCAAATAGACAAT-3’ 5’-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3’



Tm



Repeat-Sequenz



Product (bp)



Lokation



Markierung



55 °C



TTTT.T.TTTT.(T)7.A(T)25



110-130



4q12



6-FAM



50 °C



(CA)13TA(CA)15(T/G A)7



200-230



2p16



6-FAM



55 °C



(T)5.....(A)26



100-120



2p16.3-p21



TET



50 °C



(TA)7..................(CA)24



140-170



17q11.2q12



TET
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MATERIAL



Primer Name



Vorwärts/ Rückwärts Primer



F 5’-ACTCAATCTAGTGATAAATCGGG-3’ R 5’-AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3’ F 5’-GCTCCCGGCTGGTTTT-3’ D18S58 R 5’-GCAGGAAATCGCAGGAACTT-3’ F 5’-TGGCGAGACTCCATCAAAG-3’ MYCL1 R 5’-CCTTTTAAGCTGCAACAATTTC-3’ Tabelle 2.7: Primer für die Mikrosatelliten-Analyse D5S346



Gen LDB2 (LIM domain binding 2)



Tm



Repeat-Sequenz



Product (bp)



Lokation



Markierung



55 °C



(CA)26



100-130



5q21/22



HEX



60 °C



(CA)17



144-160



18q22.3



TET



60 °C



G(A)n (3-6)G



140-209



1p32



HEX



Sequenz



F 5’-CCACCAGCAGCACTTCCAA-3’ R 5’-TTAGCCTTTCGTCCTCGTCC-3’ F 5’-TGTCAACACCCCGGGTTCT-3’ NELL2 (nel (chicken)-like 2) R 5’-ATTCCCTGTATAGCCCGGCT-3’ F 5’-GATTGGTGGGCATTTGGAGT-3’ PRKCB1 (protein kinase C beta-II type) R 5’-GTTTGCCTGGGTGTTTGGTC-3’ F 5’-CGGAGGCATATGAAGTGCTGT-3’ HSJ2 (DNAJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 6) R 5’-AATGGGTCCCTTCCACCAAA-3’ F 5’-GTGGTCGACAGCAATGATCG-3’ ARF3 (ADP-ribosylation factor 3) R 5’-TACCAGTTACGGTGACGAAGGG-3’ F 5’-AGATCTTCCAGGACGAGACGG-3’ ST6GalNAc4 R 5’-CTAGCCGGCCCTTCTCAAA-3’ F 5’-GGGCCACAGACCTGGAGATT-3’ NA R 5’-CATGGCAGATGAGCAGAGCA-3’ F 5’-CGGAGGAGAGAACCCAGCTTA-3’ TRIB1 (phosphoprotein regulated by mitogenic pathways) R 5’-AACCAGAAGGGTGTAGAGCATCAC-3’ F 5’-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3’ ß-actin F 5’-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3’ GenBankID: LDB2: NM_001290; NELL2: NM_006159; PRKCB1: M13975; HSJ2: AF080569; ARF3: NM_001659; ST6GalNAc4: AB035172 NA: AI201594; TRIB1: NM_025195; ß-actin: NM_001101. Tabelle 2.8: Primer für die real-time-PCR
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MATERIAL



Oligonukleotide für den shRNAVektor pSuper-GFP



Sequenz



mLDB2-216-top



5’-GATCCCCGACGGACCAAAGCGATACATTCAAGAGATGTATCGCTTTGGTCCGTCTTTTTGGAAA-3’



mLDB2-216-bottom



5’-AGCTTTTCCAAAAAGACGGACCAAAGCGATACATCTCTTGAATGTATCGCTTTGGTCCGTCGGG-3’



mLDB2-420-top



5’-GATCCCCGGCAGGCTGATCTTGGAATTTCAAGAGAATTCCAAGATCAGCCTGCCTTTTTGGAAA-3’



mLDB2-420-bottom



5’-AGCTTTTCCAAAAAGGCAGGCTGATCTTGGAATTCTCTTGAAATTCCAAGATCAGCCTGCCGGG-3’



mLDB2-744-top



5’-GATCCCCCCCACAAGGCAACCGACAATTCAAGAGATTGTCGGTTGCCTTGTGGGTTTTTGGAAA-3’



mLDB2-744-bottom



5’-AGCTTTTCCAAAAACCCACAAGGCAACCGACAATCTCTTGAATTGTCGGTTGCCTTGTGGGGGG-3’



hLDB2-435-top



5’-GATCCCCGGAGTTCACCTTTGATGATTTCAAGAGAATCATCAAAGGTGAACTCCTTTTTGGAAA-3’



hLDB2-435-bottom



5’-AGCTTTTCCAAAAAGGAGTTCACCTTTGATGATTCTCTTGAAATCATCAAAGGTGAACTCCGGG-3’



Oligonukleotide für den LDB2 Überexpressionsvektor pCMV-mLDB2 (volle Länge)



Sequenz F R F R



pCMV-mLDB2-Venus



5’-GCGAGATCTCCAAGATGTCCAGCACACCA-3’ 5’-GCGGTCGACTCTGGGAAGCCTGGGGTG-3’ 5’-GCGGTCGACAAGTGAGCAAGGGCGAGGAG-3’ 5’-GCGGGATCCATTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3’



Tabelle 2.9: Primer für die Klonierungen



T7-(dT)24 Primer



F 5’-GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT)24-3’



Tabelle 2.10: Primer für die cRNA-Synthese
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MATERIAL



Gen



Vorwärtsprimer



Rückwärtsprimer



Tm



MgCl2 Konz.



CD34



F 5’-CCCACAGGAGAAAGGCTGG-3’



55 °C



1.0mM



APDH



F 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’



55 °C



1.0mM



GFAP



F 5’-AGAACCGGATCACCATTCCC-3’



60 °C



1.0mM



MBP



F 5’-GCAGATTTAGCTGGGGGGC-3’



55 °C



1.0mM



FM



F 5’-CAGGACACCATCCAGCAGCT-3’



R R R R R R R R R R



55 °C



1.5mM



60 °C



1.5mM



HLADQ



5’-CCCAAACCCCAAACCCCTGAGCCCCTCGGTTCACA-3’ 5’-GGGTTTGGGGTTTGGGGTGAGCCCCTCGGTTCACA-3’ 5’-CCCCAAACCCCAAACCCCGAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ 5’-GGGGTTTGGGGTTTGGGGGAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ 5’-CCCCAAACCCCAAACCCCCTCTCCATCCCGCATCTCC-3’ 5’-GGGGTTTGGGGTTTGGGGCTCTCCATCCCGCATCTCC-3’ 5’-CCCCAAACCCCAAACCCCCGACTATCTCTTCCTCCCAGCTTA-3’ 5’-GGGGTTTGGGGTTTGGGGCGACTATCTCTTCCTCCCAGCTTA-3’ 5’-CCCCAAACCCCAAACCCCCTCCAGGAGTTTTCTGTACGCAG-3’ 5’-GGGGTTTGGGGTTTGGGGCTCCAGGAGTTTTCTGTACGCAG-3’



F 5'-ATGACTGCAAGGTGGAGCACT-3' R 5'-CCCCAAACCCCAAACCCCGCAGGCCTTGGATGATGAAG-3' R 5'-GGGGTTTGGGGTTTGGGGGCAGGCCTTGGATGATGAAG-3'



GenBankID: CD34: XM_036615; GAPDH: BC023632; GFAP: J04569; MBP: M13577; NFM: XM_005158; HLA-DQ: NM_002122 Tabelle 2.11: Primer für die in situ-RT-Hybridisierung
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MATERIAL



2.15



Vektoren



Der initiale Versuch einer Kotransfektion von LDB2 und GFP mittels eines pIRES2-EGFP Vektors mit integriertem LDB2 ist technisch bedingt nicht durchführbar. Eine Kotransfektion des pCMV-LDB2-Venus mit pSuper-gfp/neo hätte somit ersetzt werden können und die gekoppelte Expression von LDB2 und GFP in jedem Fall gewährleistet. Die Transfektionsrate dieses Klons erwies sich jedoch als schwach, was auf eine mögliche „feed-back“-Hemmung des Transkriptions-Kofaktors zurückzuführen ist. Des Weiteren wurden ein pCherrymLDB2 und ein pCMV-Venus-LDB2 generiert. Diese beiden Klone zeigten kaum Fluoreszenz in transfizierten HEK293T Zellen. Alle im Rahmen dieser Etablierung genutzten Verfahren wie Klonierungen und Zellkulturexperimente sind daher in dieser Arbeit nicht aufgeführt. Folgende Vektoren werden daher in dieser Arbeit verwendet: pCMV5 (Andersson St. et.al., Cloning, Structure, and Expression of the Mitochondrial Cytochrome P-450 Sterol 26-Hydroxylase, a Bile Acid Biosynthetic Enzyme. The Journal of Biological Chemistry 1989, Vol. 264, No. 14, Issue of May 15, pp. 8222-8229)(Andersson et al, 1989).



Abbildung 2-1: pCMV5-Vektor.
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MATERIAL pSUPER, Oligoengine (Brummelkamp et.al., A System for Stable Expression of Short Interfering RNAs in Mammalian Cells. SCIENCE 2002, 296: 550-553)(Brummelkamp et al, 2002).



Abbildung 2-2: pSUPER-Vektor



pMonoVenus-C1 (Nagai T et.al., A variant of yellow fluorescent protein with fast and efficient maturation for cell-biological applications. Nat Biotechnol. 2002 Jan; 20(1):8790.)(Nagai et al, 2002).



Abbildung 2-3: pMonoVenus-C1-Vektor
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MATERIAL pMonoCherry (Shaner NC et.al., Improved monomeric red, orange and yellow fluorescent proteins derived from Discosoma sp. red fluorescent protein. Nat Biotechnol. 2004 Dec; 22(12):1567-72; Shaner et al, 2004).



Abbildung 2-4: pMonoCherry-Vektor



pGUR-shGFP Dieser Vektor wurde mir freundlicherweise von Herrn Dr. BL Sabatini, Department of Neurobiology, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts 02115, USA, überlassen (keine Abbildung vorhanden; Tavazoie et al, 2005).
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METHODEN



3



METHODEN



3.1



Arbeiten mit Nukleinsäuren



3.1.1



Midi-Präparation von Plasmid-DNA durch Bindung an eine Anionenaustauscher-Säule



Eine 50 ml Bakterien-Übernachtkultur wird 15 Min. bei 1100 x g sedimentiert und in 8 ml Puffer P1 (50 mM Tris-HCl, pH 8; 10 mM EDTA; 100 µg/ml RNAse A) resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgt durch Zugabe von 8 ml Puffer P2 (200 mM NaOH; 1 % SDS). Nach 5-minütiger Inkubation bei RT wird die Lösung mit 8 ml eiskaltem Puffer P3 (3 M Kaliumacetat, pH 5,5) neutralisiert. Das Lysat wird für 10 Min. bei RT inkubiert. Die Anionenaustauscher-Säule (QIAGEN-tip 500) wird mit 10 ml Puffer QBT [750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7; 15 % (v/v) Ethanol; 0,15 % (v/v) Triton-X-100] äquilibriert. Das Zell-Lysat wird durch Filtration (Qiafilter) von Bakterientrümmern, Proteinen und genomischer DNA befreit und dann auf die Anionenaustauschersäule gegeben. Die beladene Säule wird 2 x mit je 30 ml Puffer QC [1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7; 15 % (v/v) Isopropanol] gewaschen. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgt mit 15 ml Puffer QF [1,25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8,5; 15 % (v/v) Isopropanol]. Danach wird die Plasmid-DNA durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol und Zentrifugation für 30 Min. bei 15.000 x g, 4 °C präzipitiert, mit 2,5 ml 70-%igem Ethanol gewaschen und schließlich in 100 µl Aqua dest. aufgenommen.



3.1.2



Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe



Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe erfolgt nach der von Chomczynsky und Sacchi (1987) beschriebenen Trizol Methode. Während der gesamten Aufarbeitung sollten die Proben, wenn nicht anders angegeben, auf Eis gelagert werden. Das geraspelte Gewebe wird in 50 µl Trizol gelöst. Danach werden 200 µl Chloroform zugegeben und die Suspension 15 Sek. auf dem Vortexer gut durchmischt. Darauf folgt eine 10-minütige Zentrifugation bei 10.000 x g und 4 °C. Die obere, wässrige Phase wird vorsichtig abgenommen 37



METHODEN und durch Zugabe des gleichen Volumens an 2-Propanol gefällt (20 Min. auf Eis). Die Sedimentation der RNA erfolgt durch eine 10-minütige Zentrifugation (10.000 x g; 4 °C). Der Überstand wird verworfen und das Pellet mit 40 µl, -20 °C kaltem Ethanol (70 %) gewaschen (Vortex, 5 Min. 7.500 x g, 4 °C Zentrifugation). Das Pellet trocknet man sehr sorgfältig und nimmt es dann in 10 µl DEPC-ddH2O auf. Konzentration und Reinheit bestimmt man dann durch eine photometrische Messung.



3.1.3



Isolierung von mRNA aus Gesamt-RNA



Zur Isolierung der mRNA aus Gesamt-RNA werden Dynabeads oligo (dT)25 (Dynal, Norwegen) verwendet. Es handelt sich hierbei um supermagnetische Kügelchen mit einem Durchmesser von 2,8 µm und einem Kern aus δFe2O3 und Fe3O4. Eine Polymerhülle schützt die zu bindenden mRNA-Moleküle vor direktem Kontakt mit dem Eisen. Über eine 5’-Linker-Gruppe ist eine 25 Nukleotide lange Kette aus Desoxythymidin kovalent an die Polymerhülle gebunden. Die Beads werden mit Hilfe eines Magneten aus den Lösungen separiert. Der Lagerungspuffer wird von den Beads entfernt und diese dann 2 x mit 2 x-Bindungspuffer gewaschen. Die gewaschenen Beads werden in 2 xBindungspuffer aufgenommen. Die Gesamt-RNA wird den Beads zugesetzt und die Komponenten gut gemischt. Zur Bindung der mRNA an die Dynabeads werden die Proben 3–5 Min. unter Schütteln inkubiert. Danach wird der Puffer mit den nicht gebundenen RNA Spezies entfernt. Die Beads mit der gebundenen mRNA werden 2 x mit Waschpuffer A und 2 x mit Waschpuffer B gewaschen, bevor sie in 10-20 µl Elutionspuffer resuspendiert werden.



3.1.4



Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren



Zur Bestimmung der Konzentration einer wässrigen Nukleinsäurelösung wird mittels eines Photospektrometers (Bio, Eppendorf, Hamburg) die Extinktion bei 260 nm und 280 nm gegen Wasser als Leerwert gemessen. Der Reinheitsgrad der Lösung wird durch den Extinktionskoeffizienten E260/E280 abgeschätzt. Saubere DNA-Lösungen besitzen einen Quotienten von 1,8. Bei 1 cm
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METHODEN Strahlengang entspricht eine OD260 von 1 einer Nukleinsäure-Konzentration von 50 µg/ml dsDNA, 40 µg/ml ssDNA oder RNA.



3.1.5



Mengenabschätzung im Agarose-Gel gegen Markerbanden



Bei dieser Methode ist nur eine ungefähre Mengenabschätzung der Nukleinsäure-Konzentration möglich. Die Nukleinsäurelösung wird hierzu nach Linearisierung durch ein Restriktionsenzym auf ein 1-%iges Agarose-Gel aufgetragen, gelelektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht (245 nm) mit DNA-Banden gleicher Größe und bekannter Konzentration verglichen.



3.1.6



Polymerase-Kettenreaktion (PCR)



Das Prinzip der PCR beruht auf einer zyklischen Wiederholung von drei Reaktionsschritten,



die



im



selben



Ansatz,



aber



bei



unterschiedlichen



Temperaturen ablaufen. Im ersten Schritt werden die zu amplifizierenden DNAMoleküle durch 30 Sek. Hitze denaturiert (94 oC). Im folgenden Schritt hybridisieren unter geeigneten Temperatur- und Salzbedingungen zwei DNAOligonukleotide mit je einem der beiden DNA-Einzelstränge (TM; 40 Sek.). Im dritten Schritt erfolgt die Verlängerung dieser Startermoleküle entlang der einzelsträngigen Matrize durch eine hitzestabile Taq-DNA-Polymerase (72 oC; 50 Sek.). In einem 50 µl Reaktionsansatz werden 5 µl 10 x Taq-Puffer (15 mM MgCl2; 500 mM KCl; 1 mg/ml Gelatine; 100 mM Tris-Cl, pH 8,3), 10 mM dNTP; 10-100 nmol Matrizen-DNA; je 20 pmol beider DNA-Startermoleküle und 0,25 U Taq-Polymerase



(Invitrogen,



Karlsruhe)



gemischt.



Die



individuellen



Hybridisierungstemperaturen (TD) für Oligonukleotide mit einer Länge von weniger als 25 Basen werden nach der "Wallace-Regel": TD = 4 x (C+G) +2 x (A+T) ermittelt (Suggs et al, 1981). Es werden 25-30 Zyklen mit für die DNAStartermoleküle spezifischen Temperaturprofilen in einem vollautomatischen, programmierbaren Heizblock (UNO I und II, Biometra) durchgeführt. Die amplifizierten DNA-Fragmente werden gelelektrophoretisch aufgetrennt.
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METHODEN 3.1.7



Reverse Transkription (RT)



Bei der reversen Transkription wird die aus der Zelle isolierte poly(A)-mRNA mittels eines Enzyms, der reversen Transkriptase, sowie eines Primers, d.h. eines Oligonukleotids, z. B. des zum poly(A)-Teil der mRNA kompatiblen Oligo(dT)12-18, in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Es wird M-MuLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase) als Enzym verwendet (Kotewicz et al., 1985; Brown und Gatter, 1990). Dieser Vorgang ist unspezifisch, die gesamte aus der Zelle isolierte poly(A)-mRNA wird umgeschrieben. Es entsteht ein Gemisch aus einer Vielzahl von cDNA, in dem auch die cDNA der zu untersuchenden mRNA enthalten ist. Die mRNA wird nach folgender Arbeitsanleitung weiterverarbeitet: Reagenzien



µl/ Reaktion



Temperatur °C



Zeit Min.



DYNA beads/ RNA



10



25



10



5 x RT-Puffer



2,6



48



30



25 mM MgCl2



5,72



95



5



10 mM dNTPs



5,2



10



∞



Random hexamer (0,2 µg/µl)



1,3



RNAse Inhibitor (20 U/µl)



0,52



M-MuLV RT (200 U/µl)



0,65



Tabelle 3.1: Ansatz für eine Reverse Transkription



3.1.8



Erst-



und



Zweitstrang



cDNA-Synthese



für



Oligonukleotid-



Microarrays Die RNA Gewinnung aus den geraspelten, humanen Kryo-Proben erfolgt nach Herstellerangaben mit dem QIAgen-RNeasy-Mini-Kit. Eine Kontrolle der Qualität erfolgt über ein 1,2-%iges Agarosegel und eine Kontrolle der Quantität erfolgt über die photometrische Konzentrationsbestimmung. Für die Erststrangsynthese werden bis 8 µg RNA 1 µl oligo-dT-T7 Primer 100 µM ad 12 µl DEPC-H2O 40



METHODEN in einem 0,6 ml Reaktionsgefäß gemischt und 10 Min. bei 70 °C inkubiert, dann kurz zentrifugiert und auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 4 µl 5 x First Strand Buffer 2 µl DTT 1 µl dNTP-Mix 10 mM 1 µl Superscript II Reverse Transkriptase werden die Proben gemischt, abzentrifugiert und 1 h bei 42 °C inkubiert. Danach werden die Proben nochmals abzentrifugiert und auf Eis gestellt. Für die Zweitstrangsynthese werden 91 µl DEPC-H2O 30 µl Second Strand Buffer 3 µl dNTP-Mix 10 mM 1 µl E.coli DNA Ligase, 10 U/µl 4 µl E.coli DNA Polymerase I, 10 U/µl 1 µl RNAse H, 2 U/µl dazugegeben, gemischt, abzentrifugiert und 2 h bei 16 °C inkubiert. Nach Zugabe von 2 µl T4 DNA Polymerase, 5 U/µl und weiterer Inkubation von 5 Min. bei 16 °C, erfolgt die Aufreinigung. Die Proben werden mit dem gleichen Volumen (152 µl) Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol versetzt, stark gevortext und auf Phase-Lock-Gele (eppendorf, Hamburg) gegeben. Die obere, wässrige Phase wird nach einer Zentrifugation für 2 Min. bei RT in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Nach einer Ethanolfällung wird das Pellet unter dem Abzug vollständig getrocknet.



3.1.9



In vitro Transkription und Markierung der cRNA für Microarrays



Für die in vitro-Transkription wird bei Raumtemperatur 4 µl HY-Puffer 4 µl rNTPs, DIG-markiert 4 µl DTT 4 µl RNAse-Inhibitoren 2 µl T7-RNA-Polymerase 41



METHODEN zu 2 µg cDNA dazugegeben, mit DEPC-H2O auf 40 µl ergänzt und für 4 h bei 37 °C im Trockenschrank inkubiert. Danach folgte die cRNA-Aufreinigung mittels QIAgen-RNeasy nach Herstelleranweisung. Die RNA wird mit 3 x mit 35 µl DEPC-H2O eluiert. Die Quantität der cRNA wird über die Messung der optischen Dichte bestimmt. Um die Microarrays mit der cRNA beladen zu können, muss die cRNA fragmentiert werden (durchschnittliche Fragmentgröße 50-150 nt). Dazu werden zu 15 µg cRNA in 32 µl DEPC-H2O 8 µl 5 x Fragmentierungspuffer dazugegeben und 35 Min. bei 94 °C in einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel inkubiert. Bis zur Auftragung auf den Array wird die cRNA bei -80 °C gelagert.



3.1.10



Native Agarose-Gelelektrophorese



Zur analytischen und präparativen Auftrennung von DNA werden horizontale Agarose-Gele verwendet (nach Sambrook, Fritsch und Maniatis, “Molecular Cloning“, 2. Aufl., 1989). Abhängig von der Größe der DNA-Fragmente und dem gewünschten Trennbereich werden Agarosekonzentrationen von 0,5-2 % eingesetzt. Als Laufpuffer wird 1 x TBE verwendet. Die Gelelektrophorese wird 30 Min. bis 1,5 h bei 80-110 V durchgeführt. Zur Anfärbung der DNA wird der Agarose Ethidiumbromid (0,5 µg/ml) zugesetzt. Die Analyse erfolgt unter UVLicht (245 nm) durch Vergleich mit den oben beschriebenen Größenstandards.



3.1.11



Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose durch Bindung an Siliziumpartikel



Nach Auftrennung der DNA-Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese wird die gewünschte Bande unter UV-Licht (245 nm) ausgeschnitten und das Gewicht des Gelstücks ermittelt. Zu einem Volumen Agarose-Gel wird ein Volumen Lösungspuffer QX1 (QIAGEN, Hilden) nach der Vorschrift des Herstellers



hinzugegeben.



QIAEX



II-Lösung



(QIAGEN,



Hilden)



wird



resuspendiert und ein Volumen nach Herstellervorschrift hinzugegeben. Unter mehrmaligem Mischen wird die Probe 10 Min. bei 50 °C inkubiert. Danach wird 42



METHODEN 30 Sek. bei 10.000 x g; RT zentrifugiert und das Pellet in 500 µl Puffer QX1 (QIAGEN, Hilden) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (30 Sek.; 10.000 x g; RT) wird das Pellet 2 x mit Puffer PE (QIAGEN, Hilden) gewaschen und 10-15 Min. an der Luft getrocknet. Die DNA wird in 20 µl 10 mM Tris-Cl, pH 8,5 resuspendiert, nach Angabe des Herstellers inkubiert und durch Zentrifugation (30 Sek.; 10.000 x g; RT) eluiert.



3.1.12



Enzymatischer



Verdau



von



DNA-Doppelsträngen



durch



Restriktionsendonukleasen Je 500-1.000 ng DNA werden mit geeigneten Restriktionsendonukleasen (Fermentas, St. Leon-Rot) inkubiert. Die verwendeten Restriktionsendonukleasen werden gemäß den Herstellerangaben mit den geeigneten Puffern (Fermentas, St. Leon-Rot) eingesetzt.



3.1.13



Dephosphorylierung des Vektors



Um die Ligationseffizienz von DNA-Fragmenten mit Vektoren zu erhöhen und eine Rezirkularisierung des Vektors zu vermeiden, werden die 5’-Enden von Vektoren nach dem Restriktionsverdau mit Alkalischer Phosphatase (Roche, Mannheim), nach Angabe des Herstellers, dephosphoryliert.



3.1.14



Ligation von DNA-Doppelsträngen durch T4-DNA-Ligase



Agarose-Gel-gereinigte, restriktionsenzym-geschnittene DNA werden in einem molaren Verhältnis von Vektor zu Insert-DNA 1:3/1:6/1:9 (bei kohäsiven Enden) mit 5 µl 4 x Ligationspuffer und 1 µl T4 DNA-Ligase ad 20 µl H2O gemischt. Die Lösung wird 5-10 Min. bei RT inkubiert. Bei einer Ligation über Nacht werden in einem 10-20 µl Ligationsansatz 1/10 des Endvolumens 10 x-Ligationspuffer und 1 µl T4-DNA-Ligase (5 U/µl) verwendet. Inkubiert wird bei 16 °C über Nacht.
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METHODEN 3.1.15



Plasmid-Sequenzierung nach der Kettenabbruch-Methode



Die Schritte der Kettenreaktion erfolgen nach dem unter 3.1.6 angegebenen Prinzip. Im ersten Schritt werden die zu sequenzierenden DNA-Moleküle durch Hitze denaturiert (96



o



C; 30 Sek.). Im folgenden Schritt hybridisiert unter



geeigneten Temperaturbedingungen das Startermolekül der Kettenreaktion mit einem der beiden DNA-Einzelstränge (TD; 15 Sek.). Im dritten Schritt erfolgt die Verlängerung dieses Startermoleküls entlang der einzelsträngigen Matrize durch eine hitzestabile Taq-DNA-Polymerase (Applied Biosystems, Warrington, GB; 60 oC; 4 Min.). In einem 10 µl Reaktionsansatz werden 3 µl Terminator Ready Reaction Mix (Applied Biosystems, Warrington, GB), 10-100 pmol Ausgangs-DNA und 10 pmol DNA-Startermolekül gemischt. Die individuellen Hybridisierungstemperaturen (TD) für Oligonukleotide mit einer Länge von weniger als 25 Basen werden nach der "Wallace-Regel" (Suggs et al, 1981): TD = 4 x (C+G) + 2 x (A+T) ermittelt. Es werden 25-30 Zyklen mit einem für das DNA-Startermolekül spezifischen Temperaturprofil in einer PCR-Maschine (Uno I, Biometra) durchgeführt. Nach Amplifikation wird die Probe mit Aqua bidest. auf 50 µl aufgefüllt und die DNA nach Zugabe von 1/10 Volumen (5 µl) 3M Natriumacetat; pH 5,2 und 3 Volumen (150 µl) Ethanolabs. 4 oC für 30-45 Min. bei 4 oC gefällt. Anschließend wird die gefällte DNA 30 Min. bei 10.000 x g und 4oC zentrifugiert, mit 30 µl 70 % Ethanol gewaschen und erneut 15 Min. bei 10.000 x g und 4 oC zentrifugiert. Die Auswertung der Sequenzreaktion erfolgt am ABI-Prism Sequencer (Applied Biosystems).



3.1.16



Die Fragmentlängenanalyse



Mikrosatelliten-Polymorphismen verursachen unterschiedliche Längen auf gleichen chromosomalen Abschnitten. Die exakte Länge verschiedener PCRProdukte



dieser



chromosomalen



Abschnitte



kann



mit



der



Fragment-



längenanalyse bestimmt werden. Die PCR-Produkte werden durch die Verwendung eines PCR-Primers, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert 44



METHODEN worden ist, sichtbar gemacht. Ein interner DNA-Längenstandard, mit rotem Farbstoff markiert, wird zur Messung der PCR-Produkte unbekannter Fragmentlänge benötigt. Die Analyse der Fluoreszenzfarbstoff-markierten PCRProdukte erfolgt durch eine automatische Kapillar-Elektrophorese im System ABI Prism 310 (Applied Biosystems). Die markierten PCR-Produkte wandern im elektrischen Feld der Elektrophorese in der Kapillare von der Kathode zur Anode. Da sie der Länge nach aufgetrennt werden, gelangen die kleineren Fragmente schneller zum Detektorfenster und werden durch einen Laserstrahl zur Fluoreszenz angeregt. Die entstandenen Lichtsignale werden in digitale Signale umgewandelt und in einem Elektropherogramm dargestellt. Im Elektropherogramm wird jedes detektierte Fragment als Peak abgebildet, dessen Höhe der Intensität des Lichtsignals entspricht. Für die Fragmentlängenanalyse werden 1 µl vom PCR-Produkt, 0,5 µl GeneScan-350 Standard und 12 µl Formamid zusammenpipetiert. Formamid verhindert die Bildung von Sekundärstrukturen des PCR-Produktes. Der Reaktionsansatz wird für 2 Min. bei 90 °C denaturiert, danach für 2 Min. auf Eis gekühlt.



3.2



In situ-RT



Kryogewebeschnitte (10 µm) auf Membranobjektträgern werden folgendermaßen für die in situ-RT vorbereitet: Reagenzien 4 % PFA/PBS (pH 7,4) PBS 0,1 M TEA + NaCl (pH 8,0) mit Zugabe von 2 x 0,5% Acetic



Zeit



Temperatur



10 Min.



4 °C



2 x waschen



RT



10 Min., mischend auf



RT



Rührer



anhydrid PBS 0,1 % Triton/PBS PBS



2 x waschen



RT



20 Min.



RT



2 x waschen



RT



Tabelle 3.2:Behandlung der Gewebe-Schnitte für die in situ-RT
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METHODEN Alle Arbeiten werden in einer RNase-freien Umgebung durchgeführt. Auf die fertig vorbereiteten Schnittpräparate wird ein Reaktionsansatz aus folgenden Bestandteilen pipettiert: Reagenzien



Menge



Reaktionspuffer (5 x)



8 µl



Ribonuklease Inhibitor (20 U/µl)



2 µl



dNTPs (je 10 mM)



4 µl



Reverse Transkriptase (200 U/µl)



4 µl



Reverse Primer (10 pmol) DEPC-Wasser



je 2 µl 18µl



Tabelle 3.3: Reaktionsansatz der in situ-RT



Auf die mit dem Reaktionsmix bedeckten Schnittpräparate wird ein Deckglas luftblasenfrei aufgelegt. Anschließend werden sie in einer feuchten Kammer für 1 h bei 4 °C und 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem Waschen und Entfernen des Deckglases werden die Schnitte erneut bei 4 °C in 4 % PFA/PBS fixiert und dann getrocknet. Die Besonderheit der Primer besteht in ihrem unspezifischen Schwanz, z. B. 5’-CCCCAAACCCCAAACCCC-3’ und 5’-GGGGTTTGGGGTTTGGGG-3’. Diese Modifizierung ermöglicht eine Konkatamerisierung, die die entstehende cDNA an ihrem Ursprungsort fixiert.



3.3



Mikrobiologische Methoden



3.3.1



Herstellung kompetenter E.coli DH5α Bakterien



Eine stationäre E.coli-Kultur des Stammes DH5α (500 µl) wird in einem Verhältnis von 1:100 mit vorgewärmtem 2 x YT-Medium verdünnt und bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (OD600=0,45–0,55) bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Die Bakterienkultur wird sofort unter gelegentlichem Schwenken für 10 Min. auf Eis abgekühlt und 5 Min. bei 4.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die Bakterien werden in eiskaltem TFB I-Puffer [30 mM Kaliumacetat; 50 mM MnCl2; 100 mM NaCl; 10 mM CaCl2; 15% (v/v) Glycerin; pH 5,8 resuspendiert, 10 Min. auf Eis inkubiert, erneut sedimentiert (5 Min., 46



METHODEN 4.000 x g; 4 °C) und in 2 ml eiskaltem TFB II-Puffer [10 mM MOPS, pH 7,5; 75 mM CaCl2; 10 mM NaCl2; 15 % (v/v) Glycerin] aufgenommen. Die kompetenten Bakterien werden sofort in Aliquots von 200 µl bei -80°C eingefroren.



3.3.2



Kultivierung von Bakterien



Kulturen von Escherichia coli zur Isolierung von DNA werden in LB-Medium über Nacht bei 37 °C im Schüttelinkubator angezogen, wobei dem LB-Medium das entsprechende Antibiotikum zugesetzt wird.



3.3.3



Transformation kompetenter E.coli DH5α Bakterien



Bei -80°C gelagerte kompetente Bakterien (50 µl) werden ca. 15 Min. auf Eis aufgetaut und mit 1 bis 100 ng Plasmid-DNA gemischt. Nach 20–30 Min. auf Eis werden die Bakterien 2 Min. bei 42°C, anschließend 2 Min. auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 800 µl LB-Medium werden die Bakterien zum Erwerb der Resistenzeigenschaft 30 Min. (bei Ampicillinresistenz) bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Anschließend werden geeignete Verdünnungen der transformierten Bakterien auf Antibiotikum-haltigen LB-Agarplatten ausgestrichen.



3.4



Oligonukleotid-Microarrays



Oligonukleotid-Microarrays können die differenzielle Expression zahlreicher Gene simultan untersuchen. Der Chip Human Genome U133A des Systems der Firma Affymetrix (Santa Cruz) wird dafür verwendet.



3.4.1



Hybridisierung der Proben



Die wie unter Kapitel 3.1.8 und 3.1.9 beschrieben aufbereitete cRNA wird mit den anderen Komponenten zum Hybridisierungscocktail zusammengemischt und in einen GeneChip® (Affymetrix, Santa Clara) pipettiert. Der Chip wird 16 h bei 45 °C in einem Hybridisierungsofen (GeneChip® Hybridisation Oven 640, Affymetrix) unter Rotation inkubiert. Anschließend wird die Probe wieder 47



METHODEN abgenommen und der Chip mit 300 µl Waschpuffer A aufgefüllt. Die Probe kann bei -80 °C gelagert und nochmals hybridisiert werden.



3.4.2 Zur



Waschen und Färben der Oligonukleotid-Microarrays Detektion



der



Fluoreszenzsignale



wird



der



Microarray



in



die



computergesteuerte Waschstation (GeneChip® Fluidics Station 400, Affymetrix) eingesetzt, welche die Stringenz-Waschungen bei 50 °C in Waschpuffer B und anschließend die dreischrittige Färbeprozedur (Streptavidin, anschließend biotinylierter Anti-Streptavidin-Antikörper, schließlich SAPE-Lösung) durchführt. Zwischen den einzelnen Färbungen werden die Microarrays mit Waschpuffer A gewaschen. Anschließend wird der Chip aus der Waschstation entnommen und auf Luftblasen in der Hybridisierungskammer untersucht. Sind keine Luftblasen erkennbar, wird der Chip mit einem Argon-Laser (Agilent Gene Array Scanner, Affymetrix, Santa Clara) gescannt und die Roh-Fluoreszenzdaten mit der Affymetrix MicoarraySuite 5 Software ausgewertet.



3.4.3



Beschreibung



der



Oligonukleotid-Microarrays



und



deren



Auswertung Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Arrays U133A (Affymetrix, Santa Clara, USA) enthalten auf einer Glasfläche von 1,28 x 1,28 cm mehrere hunderttausend Oligonukleotide mit Sequenzen aus 22283 Transkripten. Diese Oligonukleotide werden aus Sequenzen in den Datenbanken UniGene, GenBank®, dbEST, RefSeq und UCSC ausgewählt. Oligonukleotide (25-mere), deren Sequenz einer cDNA-Sequenz aus den oben genannten Datenbanken komplementär ist, werden auf eine Fläche von 18 µm x 18 µm direkt auf die Glasoberfläche des Arrays synthetisiert, diese werden als „Perfectmatch“ (PM) bezeichnet. In ein angrenzendes Synthesefeld (Feature) wird ein Oligonukleotid mit fast derselben Sequenz, aber einem vertauschten Basenpaar in der zentralen (mittigen) Position synthetisiert. Dieses Oligonukleotid wird als „Mismatch“ (MM) bezeichnet. Zusammen bilden das PM- und das MMOligonukleotid



ein



Probenpaar



(PP).



Elf



dieser



Probenpaare



aus



unterschiedlichen Array-Bereichen derselben cDNA-Sequenz werden als 48



METHODEN Proben-Set



(PS) bezeichnet. Bei der Auswertung der Oligonukleotid-



Microarrays wird für jedes Probenset der „absolute call“ bestimmt, der angibt, ob ein Probenset als anwesend (“present”=p) oder abwesend (“absent”=a) berechnet wird. Für jede Probenzelle wird eine durchschnittliche Intensität kalkuliert und das Hintergrundrauschen (Q), welches durch unspezifische SAPE-Bindungen an die Array-Matrix entsteht, wird davon abgezogen. Liegt die Differenz von PM und MM über einem empirisch festgelegten, signifikanten Schwellenwert und der Quotient aus PM und MM über einen Wert von 1,5, so ist ein Probenpaar positiv. Der Mittelwert der Fluoreszenzintensität (AvgDiff) innerhalb eines Probensets, welches als anwesend gewertet wird, beträgt einen Schwellenwert



von



200.



Das



Maß



für



die



Hybridisierungseffizienz



(LogAvgRatio) von „Perfektmatch“ und „Mismatch“ wird ebenfalls ermittelt. Bei der Auswertung der Oligonukleotid-Microarrays wird aus diesen Parametern der „Absolute call“ berechnet, der mit “present”, „absent“ oder “marginal” bezeichnet wird.



Abbildung 3-1: Schematische Anordnung eines Probensets (PS) bestehend aus 11 Probenpaaren (PP). Die Perfectmatch-Oligos (PM) sind identisch mit der mRNA, die Mismatch-Oligos (MM) unterscheiden sich in einer mittleren Basenpaar-Position (Abb. modifiziert nach Affymetrix).
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3.5



Real-time-PCR



Für die Untersuchung der Expression der Zielgene wird unter Verwendung des SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt) folgender Reaktionsansatz genommen:



Reagenzien 2x SYBR Green Mastermix



Konzentration Stammlösung



Endkonzentration



µl/ Reaktion



2x



1x



6,25



Vorwärts Primer



10 pmol



0,3 µM



0,375



Rückwärts Primer



10 pmol



0,3 µM



0,375



Wasser



3



Matrizen DNA



2,5



Gesamtvolumen



12,5



Tabelle 3.4: Reaktionsansatz für eine real-time-PCR



SYBR-Green ist ein interkalierender Farbstoff, der sich unspezifisch in Doppelstrang-DNA einlagert. Dadurch kommt es mit fortschreitender PCRReaktion zu einem Fluoreszenzanstieg. Eine Differenzierung zwischen spezifischen und unspezifischen Produkten erfolgt mit Hilfe einer AgarosegelKontrolle. Der Reaktionsansatz wird im 96-Loch Plattenformat in Duplikaten angesetzt und im 7300 real-time-PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt) 10 Min. bei 95 °C aktiviert. Es folgen 50 Zyklen mit 20 Sek. bei 95 °C, 30 Sek. Annealing mit der Primer-spezifischen Temperatur und 40 Sek. Extension mit der der Enzym spezifischen Temperatur. Zur Quantifizierung mittels der ∆∆ct Methode wird auf jeder untersuchten Platte ein Haushaltsgen (ß-Aktin) mitgeführt (Fink et al, 2003).
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3.6



Zellbiologische Methoden



3.6.1



Allgemeine Kulturbedingungen



Die Kultivierung eukaryotischer Zelllinien erfolgte nach Standardmethoden. Die Zellen werden in Begasungsbrutschränken bei 37 °C, 96 % relativer Feuchte und 5 % CO2 inkubiert. Alle Zellkulturarbeiten werden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen Arbeitsbank durchgeführt.



3.6.2



Trypsinierung und Resuspendierung adhärenter Zellen



Nach Abnahme des Zellkulturüberstandes werden die Zellen einmal mit PBSTween bei 2.000 x g für 4 Min. gewaschen, mit 10 ml 1x Trypsin/PBS (Sigma, Deisenhofen) für 3-5 Min. bei RT inkubiert und durch Pipettieren von der Kulturschalenoberfläche abgelöst. Anschließend werden die gelösten Zellen in geeignetem Medium mit 10 % Fetalem Kälberserum (FCS) resuspendiert, was die Trypsin-Aktivität beendet. Danach werden die Zellen 3 x mit PBS bei 2.000 x g für 4 Min. gewaschen und in einem geeigneten Volumen Medium oder PBS resuspendiert.



3.6.3



Einfrieren und Auftauen von Zellen



Zur Lagerung werden die Zellen in flüssigem Stickstoff aufbewahrt und bei Bedarf wieder aufgetaut. Zum Einfrieren werden die Zellen zunächst in Suspension gebracht und durch 5-minütige Zentrifugation bei 1.000 rpm pelletiert. Das Zellpellet wird in Einfriermedium zur Vermeidung von Eiskristallen resuspendiert. Die Zellsuspension wird in Nunc Cryovials (2 ml) gefüllt und für einige Min. in einem Eisbad gelagert. Schließlich werden die Zellen für 3 Tage bei -80 °C und danach in Lagertanks mit flüssigem Stickstoff aufbewahrt. Zum Auftauen von Zellen werden die gefrorenen Zellaliquots in einem 37 °C Wasserbad auf 4 °C erwärmt. Die Zellsuspension wird mit 10 ml Vollmedium vermischt. Durch 2-minütige Zentrifugation bei 1.000 rpm werden die Zellen pelletiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wird erneut in Vollmedium aufgenommen. Je nach Zelldichte werden die Zellen auf 10 oder 15 cm 51



METHODEN Kulturschalen ausgesät, so dass eine Dichte von 5 x 105 bis 1,5 x 105 Zellen nicht unterschritten wird.



3.6.4



Bestimmung der Zellzahl



Um die Zellzahl in den Zellkulturschalen zu bestimmen, werden die Zellen mit Trypsin enzymatisch von den Schalen abgelöst, mit Medium verdünnt, in 50 ml Falcon-Röhrchen überführt und zentrifugiert. Die neue Zellsuspension wird sorgfältig gemischt und 10 µl hiervon sowie 10 µl Trypanblau auf das Zählfeld einer



Neubauer-Zählkammer



gegeben.



Das



Zählfeld



wird



mit



einem



Deckgläschen abgedeckt und ausgezählt. Die ermittelte Zellzahl wird durch die Anzahl der ausgezählten Kästchen dividiert. Dieser Wert entspricht multipliziert mit der Verdünnung und 10.000 der Zellzahl/ml.



3.6.5



Transiente Transfektion adhärenter Zellen mit Lipofectamin 2000



Das Einbringen von DNA in eine eukaryotische Zelle wird als Transfektion bezeichnet. Bei der transienten Transfektion soll es dabei zur einer vorübergehenden Expression eines Gens bzw. einer siRNA kommen. Für die Transfektion werden die Zellen in den entsprechenden Konzentrationen je Vertiefung/Platte plattiert. Das Vollmedium wird gegen das antibiotikumfreie Medium OptiMEM™ ausgetauscht, um eine erhöhte Transfektionsrate zu erreichen. Polykationische Lipide interagieren mit der DNA, die ein Polyanion ist, und bilden einen Lipid-DNA-Komplex, der von der Zelle aufgenommen wird. Im optimalen Fall exprimiert die Zelle das aufgenommene Erbgut. Je nach Experiment werden die DNA-Konzentrationen variiert.



3.6.6



Hippokampale Primärzellkulturen der Maus



24 Loch-Platten werden 4 h vor der Präparation mit 0,01 % Poly-D-Lysin beschichtet. Die Platten werden 2 x mit PBS gewaschen und dann mit HBSS im Inkubator bis zum Gebrauch stehen gelassen. BME (Basal Medium Eagle) wird frisch mit 1 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Glucose und 2 % (v/v) B27 supplementiert. Die trächtige Maus (E18,5) wird mit Isofluran betäubt und das Genick 52



METHODEN gebrochen. Die Maus wird mit 70-%igem Ethanol eingesprüht, um einer Kontamination vorzubeugen. Die Bauchdecke wird geöffnet und der komplette Uterus mit den pränatalen Mäusen entnommen und in eine mit PBS gefüllte Kulturschale auf Eis überführt. Die einzelnen Embryonen werden freipräpariert und der Kopf abgetrennt. Das Gehirn wird von Hirnhäuten befreit und in die beiden Hemisphären geteilt. Der Hippokampus wird freipräpariert und in ein mit 3 ml BME befülltes 15 ml Röhrchen überführt. Auf diese Weise werden entsprechend der Anzahl der Embryonen die Hippokampi gesammelt. Anschließend werden die Hippokampi mit einer 5 ml Pipette vorsichtig homogenisiert. Die Zellzahl wird mit der Neubauerkammer bestimmt. Entsprechend der bestimmten Zellzahl wird so viel Medium supplementiert, dass pro Vertiefung der 24 Loch-Platte 60.000 Zellen in 500 µl ausgesät werden. Für eine Transfektion wird das komplette Medium gegen OptiMEM ausgetauscht und im Inkubator aufgehoben, um es nach Versuchsende wieder zu den Zellen zu geben.



3.6.7



Analyse der Primärzellkulturen



Die transfizierten Zellen werden mit einem in vivo-Dokumentationssystem von Zeiss Axiovert 200M fotografiert. Die Vermessung der Zellen erfolgt mit Hilfe des ImageJ Programms (Gemeinfrei, NIH).



3.7



Histologische Methoden



3.7.1



Hämatoxylin-Eosin Färbung



Schnitte aus Kryogewebe werden in Methanol-Aceton (1:2) fixiert, in Hämatoxylin getaucht und in Leitungswasser gebläut. Hämatoxylin ist ein (bei niedrigem pH) positiv geladener Farbstoff, der negativ geladene ("basophile") Strukturen blau färbt. Die Schnitte werden in Eosin getaucht und anschließend durch 100 % Ethanol (2 x), Isopropanol und Xylol entwässert, um sie mit Corbitbalsam eindecken zu können. Eosin ist ein negativ geladener Farbstoff, der zur Gegenfärbung dient. Er färbt alle azidophilen Strukturen in verschiedenen Rot-Tönen. Alle Vorgänge dauern ca. 1 Min.. 53



METHODEN 3.7.2



TESPA-Beschichtung



Die Beschichtung der Objektträger dient der Haftung der Schnitte auf dem Glas. Die Beschichtung wird in Küvetten durchgeführt: •



Methanol/Aceton 1:2, 15 Min., dann trocknen lassen



•



2% TESPA in Aceton, 20 Sek.



•



Aceton (2 x), waschen



•



DEPC-ddH2O, waschen, bei 37 °C trocknen



3.7.3



Anfertigung von membranbeschichteten Objektträgern



Die Objektträger werden zum Anfeuchten in eine mit Ethanol gefüllte Küvette gestellt. Die Folie für die Lasermikrodissektion wird mit einem Skalpell in rechteckige Stücke geschnitten. Die feuchten Objektträger werden auf die Folie gedrückt, welche dann haften bleibt. Die Enden der Folie werden mit Fixogum auf dem Objetträger fixiert, wenn der Ethanol fast verdunstet ist. Die Folie kann mit Poly-L-Lysin beschichtet werden.



3.7.4



Anfertigung von Kryoschnitten und Raspeln von Gewebe



Unfixiertes Kryo-Gehirnpräparat wird mit Hilfe von Tissue Tek auf einem Objekthalter befestigt und auf der Schnellgefriere des Kryostats eingefroren. Der Objekthalter wird in den dafür vorhergesehenen Objekttisch eingespannt. Die mit einem Schnittstrecker gefertigten Schnitte (12 µm) werden auf einen Objektträger aufgenommen, 30 Min. bei RT getrocknet und bis zur weiteren Anwendung im -80 °C Gefrierschrank aufbewahrt. Zur Gewinnung von geraspeltem Gewebe werden 20-30 µm dicke Schnitte angefertigt, die mit einem feinen Pinsel in ein vorgekühltes Eppendorf-Hütchen überführt werden.
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3.8



Laser Mikrodissektion (LMPC-Laser Microdissection and Pressure Catapulting)



Membranbeschichtete Objektträger mit Gewebeschnitten werden auf einem Objektträgertisch befestigt. Ein Ultraviolettlaser (UV-A), der in das Mikroskop integriert ist, kann durch das Objektiv die gewünschten Gewebeareale oder Einzelzellen fokussieren. Die effektive Laserenergie wird dabei nur auf das gewünschte Areal gerichtet. Bevor das Gewebe durch den Laser nach oben katapultiert wird, muss der Objektträger defokussiert werden. Die gewünschten Gewebeareale landen in einem Reaktionsgefäßdeckel, der mit etwas Öl benetzt wird.



3.9



In situ-Hybridisierung mit



35



S-markierten Oligonukleotid-



sonden Bei der in situ-Hybridisierung werden Ribonukleinsäuren mit Hilfe von radioaktiv markierten Oligonukleotidsonden detektiert. Dabei lagert sich die spezifische Oligonukleotidsonde durch Hybridisierung an die entsprechende Ribonukleinsäure im Gewebe an. Die radiokative Markierung mit



35



S (Schwefel)



ermöglicht eine Auswertung über Autoradiografie auf einem Röntgenfilm und später eine Auswertung auf zellulärer Ebene durch die Entwicklung in einer Fotoemulsion.
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METHODEN 3.9.1



Markierung



der



Oligonukleotidsonden



35



mit



S-dATP



durch



terminale Transferase Die



Markierungsreaktionsansätze



werden



im



Labor



angesetzt



(5 Reaktionsgefäße pro Sonde): Markierungsansatz 10,8 µl DEPC-H2O



Sonde



Kontrolle



x * 5 µl 1 M DTT



x * 5 µl 1 M DTT



4 µl 5 x TdT-Puffer



x * 7,5 µl Sondenstock (1µg/µl)



1,2 µl CoCl2 25 mM 1,5 µl Sonde (=5 pmol) Tabelle 3.5: Markierungsansatz für die in situ-Hybridisierung



Im Isotopenlabor wird den Markierungsreaktionsansätzen je 1,5 µl



35



S-dATP



hinzugegeben, gevortext und abzentrifuigert. Das TdT-Enzym (1 µl) wird unter Umrühren dazu gemischt. Der komplettierte Reaktionsansatz wird 15 Min. bei 37 °C inkubiert. Währenddessen werden die Sephadex Säulen durch Homogenisieren vorbereitet. Die Flüssigkeit wird luftblasenfrei geschnippt und zuerst der Deckel und dann der Boden der Säule geöffnet. Nach einminütiger Zentrifugation wird das Reaktionsgefäß samt Durchfluss verworfen. Nach der Inkubation werden 30 µl TNES-Puffer hinzu gegeben, gevortext und auf die Mitte der Säule plaziert. Die Säulen werden 4 Min. lang zentrifugiert und 1 µl der aufgereinigten Sonde wird in einem Szintillationsröhrchen gemessen. Anhand der berechneten Counts wird die benötigte Sondenmenge und der Hybridisierungsmix errechnet. Sonde



Kontrolle



x * 5 µl 1 M DTT



1 * 5 µl 1 M DTT 1 * 7,5 µl Sondenstock (1µg/µl)



x * 400.000 counts



1 * 400.000 counts



x * 110 µl Hybridisierungslösung



x * 110 µl Hybridisierungslösung



x = Anzahl der Objektträger Tabelle 3.6: Berechnung der benötigten Sondenmenge für die in situHybridisierung
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Hybridisierung der 35S-dATP-markierten Sonden



Auf jeden in 4 % PFA fixierten Objektträger gibt man 90 µl Hybridisierungsmix, der mit einem Deckglas luftblasenfrei verschlossen wird. Die Objektträger werden 16 h lang in feuchten, dichten Kammern hybridisiert. Die Objektträger werden folgendermaßen gewaschen: Reagenzien



Temperatur



Zeit



1 x SSC/ 0,1 % ß-Mercaptoethanol



RT



2 x 20 Min.---radioaktiv!!!



1 x SSC/ 0,1 % ß-Mercaptoethanol



57 °C



45 Min.



1 x SSC



RT



5 Min.



0,1 x SSC



RT



2 Min.



Tabelle 3.7: Waschschritte der Objektträger bei der in situ-Hybridisierung



Die gewaschenen Objektträger werden in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und getrocknet. Anschließend werden sie in Filmkassetten plaziert, auf die in der Dunkelkammer Filme aufgelegt werden.



3.9.3



Beschichtung der



35



S-dATP-markierten Objektträger mit Foto-



emulsion Die Objektträger werden erneut in einer Ethanol-Reihe dehydriert. In einer Dunkelkammer werden die Objektträger in eine auf 43 °C vorgewärmte Fotoemulsion getaucht. Ein leerer Objektträger dient dabei als Kontrolle für den Füllstand der Fotoemulsion in der Küvette. Nachdem sie über Nacht getrocknet sind, werden sie in eine mit Silica-Gel versehene Kiste einsortiert und für ca. 3 Monate kühl, dunkel und trocken gelagert.



3.9.4



Entwicklung der beschichteten Objektträger mit Fotoemulsion



Die Objektträger werden in der Kiste für 3,5 Min. in den auf 15 °C abgekühlten Entwickler gestellt. Im Wasserbad werden sie gespült, bevor sie 10 Min. fixiert werden. Erneut werden die Objektträger für 15 Min. gewaschen. Eine NisslLösung färbt die Objektträger leicht an, dann werden sie in einer aufsteigenden 57



METHODEN Alkoholreihe dehydriert. Zuletzt werden sie 3x 5 Min. in Xylol getaucht und dann mit Corbitbalsam eingedeckt.



3.10



Arbeiten mit Proteinen



Western-Blotting ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen mit Hilfe von markierten Antikörpern. Nach Auftrennung der Proteine durch Elektrophorese werden sie durch Blotten auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und anschließend mit Antikörpern detektiert.



3.10.1



Proteingewinnung



Zur Gewinnung der Proteine werden die transfizierten Zellen 1 x mit PBS gewaschen, in 1 ml PBS aufgenommen, abzentrifugiert und bis zum Gebrauch im -80 °C Gefrierschrank aufbewahrt. Bei Gebrauch wird das Zellpellet einer Vertiefung einer 24er Platte in 60 µl Lysispuffer resuspendiert und eine Stunde bei 4 °C auf einem Schüttler inkubiert. Die Sonifizierung erfolgt in einem Eisbad für ca. 5 Sek.. Der Überstand der abzentrifugierten Proteine wird in ein neues Eppi überführt.



3.10.2



Proteinkonzentrationsbestimmung



Die Messung der Proteinkonzentration in diesen Lysaten erfolgt mit dem Spektrophotometer (Nanodrop, USA) nach Herstelleranweisung.



3.10.3



Polyacrylamidgelelektrophorese



Für die Elektrophorese (SDS-PAGE) wird ein 10-%iges PolyacrylamidTrenngel (2.3) gegossen und mit 1 ml destilliertem Wasser überschichtet. Nach der Polymerisation wird nach dem Abgießen des Wassers das Sammelgel über das Trenngel gegossen. Ein Kamm bestimmt die Taschenanzahl und -größe. Je 50 µg Protein werden mit 5 x Ladepuffer und Wasser (2.3) auf ein Volumen von 20 µl aufgefüllt. Nach fünfminütigem Denaturieren und Abkühlen auf Eis werden die Proben auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Das im Puffer enthaltene 58



METHODEN SDS überdeckt die Eigenladung der Aminosäuren und entfaltet die Proteine, so dass eine Auftrennung nach Molekulargewicht möglich wird (denaturierende, diskontinuierliche Methode). Ein vorgefärbter Größenmarker (Prestained Page Ruler, Fermentas, St. Leon-Roth) wird ebenfalls aufgetragen. Die SDS-PAGE-Auftrennung der Proteine im Elektrophoresepuffer erfolgt zuerst bei 60 mA im Sammelgel und bei 100 mA im Trenngel mit dem „MiniProtean 3 Electrophoresis System“ (Bio Rad Laboratories GmbH, Karlsruhe). Die



Elektrophorese



wird



beendet,



sobald



die



Lauffront



am



Gelende



angekommen ist.



3.10.4



Western-Blot



Die aufgetrennten Proteine werden in der Western-Blot Kammer Mini Trans Blot Cell (Bio Rad Laboratories GmbH, Karlsruhe) bei 45 mA über Nacht bei 4 °C durch Blotten in Transferpuffer (2.3) auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Anschließend wird die Nitrozellulosemembran einmal kurz in TBS-T gewaschen und dann 1 h lang mit Blocklösung inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren. Es folgt die einstündige Inkubation mit dem Primär-Antikörper. Danach wird die Nitrozellulosemembran 30 Min. unter mehrmaligem Wechseln des TBS-Ts gewaschen, um den restlichen, nicht gebundenen Antikörper auszuwaschen. Die Inkubation des 1:5.000 in TBS-T verdünnten Sekundär-Antikörpers erfolgt 45 Min. bei RT. Die Konjugation des Zweitantikörpers mit HRP ermöglicht die im Folgenden beschriebene Detektion mit dem ECLTM System.



3.10.5



Ponceau-Färbung von Proteinen



Nach dem Blotten können Proteine auf der Membran mit Ponceau S-Lösung sichtbar gemacht werden. Die Ponceau S-Färbung ist eine reversible Färbung, und der Blot kann für den immunologischen Nachweis weiterverwendet werden. Dafür wird die Membran für ca. 1 Min. in Ponceau S-Lösung getaucht und die überschüssige Farbe mit TBS-T auf einem Schüttler ausgewaschen.
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METHODEN 3.10.6



Immundetektion mittels Chemilumineszenz



Nach dem Blockieren der Membran (mindestens 1 h bei Raumtemperatur) wird der Primär-Antikörper in entsprechender Konzentration mit Blockierlösung gemischt, auf die Membran gegeben und 1 h bei Raumtemperatur geschwenkt. Danach wird der Blot 3 x mit TBS/T-Lösung gewaschen und in eine Mischung aus



Meerrettich-Peroxidase



gekoppeltem



Sekundär-Antikörper



in



Blockierlösung gegeben. Nach 2 h Inkubation auf einem Schüttler bei Raumtemperatur



wird



Detektionsreagenzien



die



Peroxidase



(Amersham



mit



Biosciences,



ECL™



Western-Blot



Freiburg)



nach



Gebrauchsanweisung entwickelt. Die Membran wird mit dieser Mischung 1 Min. lang inkubiert und danach trocken getupft. Durch die Zugabe der ECLTMMischung oxidiert die an den Sekundär-Antikörper konjugierte HRP das in der ECLTM-Mischung enthaltene Lumigen PS-3 Acriden Substrat. Das entstandene Produkt luminesziert und belichtet somit den in einer Röntgenfilmkassette auf die Membran aufgelegten Audiographiefilm (Kodak, Rochester, USA). Die Belichtungszeit liegt zwischen 30 Sek. und 30 Min.. Um



zu



zeigen,



dass



jeweils



identische



Proteinmengen



bei



den



unterschiedlichen Proben analysiert werden, wird die Nitrozellulosemembran auseinander geschnitten. Der Teil der Membran, in dessen Höhe sich die Bande des Haushaltsgens-Antikörpers befindet, wird mit einem anderen Sekundär-Antikörper (z. B. Anti-ß-Aktin) inkubiert.



3.11



Geräte



Gerät ABI Prism Sequence Detection System Autoklav



Modell



Firma



ABI Prism 7700



Applied Biosystems



H + P Varioklav 75T



Elektrophoresekammer Acrylamid



BioRAD



Elektrophoresekammer Agarose



SUB-CELLGT



Elektrophoresekammer SDS-PAGE



Mini-PROTEAN 3 Bio-Rad Electrophoresis System BP210S Sartorius



Feinwaage



BioRAD
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METHODEN Gerät



Modell



Firma



Gefrier-Mikrotom (Kryostat)



HM 560



MICROM



Geldokumentationssystem



AlphaImager



AlphaInnotech



Gelschüttler



3015



GFL



Geltrockner



583



BioRAD



GeneChip Fluidics Station



Affymetrix



Gerät



Modell



Firma



Grobwaage



SBC53



SCALTEC



Heizblock



HB-130



UNITEK



Heizrührer



IKAMAG RCT



HP GenArray Scanner



Affymetrix



Magnetischer Teilchen Konzentrator



MPC-E



MicroBeam (Laser-Mikroskop)



Dynal PALM



Mikroskop (invertiert)



Axiovert



Zeiss



Ofen



T6



Heraeus Instruments



PCR-Cycler



UNOII



Biometra



pH-Meter



HI 9025



HANNA Instruments



Photometer



BIO



eppendorf



Pipetten



10, 20, 100, 200, 1000



Gilson



Power Supplies Agarose



PHERO-stab.500



BIOTEC-FISCHER



Power Supplies Agarose



Power Pack 25



Biometra



Reinstwasser-Anlage



Milli Q UF Plus



Millipore



Rührer



IKAMAGRCT



Schüttler



3031



GFL



Sequenzierer



373



Applied Biosystems



Spectrophotometer



ND-1000



NanoDrop



Thermomixer



compact



eppendorf



Ultraschall-Homogenisator



Mighty Small Transphor/ Hoefer TE22 LABSONIC 2000



Fastnacht



Vortexer



Vortex-Genie 2



Scientific Industries



Wasserbad



SW23



Julabo



Zentrifuge (groß)



1-15K



Sigma



Zentrifuge (klein)



5415C



eppendorf



Transferkammer



Amersham



Tabelle 3.8: Geräte
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ERGEBNISSE



4 4.1



ERGEBNISSE Mikrosatelliteninstabilitäten in fokalen kortikalen Dysplasien des Typs IIb (FCDIIb)



Epilepsie-assoziierte Malformationen als multifaktorielle Erkrankungen weisen Veränderungen auf genomischer und funktionell genomischer Ebene auf. In vorausgegangenen Arbeiten wurden Mikrosatelliteninstabilitäten (MSI) im Bereich des TSC1-Gens auf Chromosom 9 gefunden (Becker et al, 2002c). Die Fragestellung, ob MSI ein generelles Phänomen in Epilepsie-assoziierten Malformationen darstellen oder auf den TSC1-Lokus beschränkt bleiben, wurde untersucht.



4.1.1



Allelische Mikrosatellitenmarker-Analyse von Patientenmaterial von fokalen kortikalen Dysplasien des Typs IIb (FCDIIb)



Ballonzellen der FCDIIb-Läsionen und angrenzendes normales Gehirngewebe wurden dazu mit Hilfe der UV-Laser-Technologie von H&E-gefärbten FCDIIbSchnittpräparaten mikrodisseziert. Genomische DNA wurde isoliert und mit den Mikrosatellitenmarkern MYCL1, D2S123, BAT26, BAT25, D5S346, D17S250 und D18S58 je eine PCR-Reaktion durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden einer Fragmentlängenanalyse mit dem PRISM 310 (ABI, Foster City) unterzogen. Die Ergebnisse der Mikrosatelliten-Analyse von lasermikrodissezierten Zellen von 14 FCDIIb-Patienten zeigt Abbildung 4-1. Sequenzveränderungen wurden in drei Patienten gefunden: Eine Mikrosatelliteninstabilität wurde bei Marker D17S250 bei Patient acht (17q11.2-q12) gezeigt. Ein Verlust der Heterozygotie (LOH) bei Marker D2S123 (2p16) wurde bei den Patienten drei und fünf festgestellt. Bei FCDIIb-Patient fünf wurde ein LOH bei Marker D2S123 und eine MSI bei Marker D17S250 detektiert. Dies war der einzige Fall, bei dem zwei Veränderungen in einer Läsion festgestellt wurden. Betrachtet man die vorherige Mikrosatelliten-Analyse des TSC1-Lokus, war dieser Fall einer von drei FCDIIb-Fällen, bei dem eine MSI für mehr als einen Mikrosatellitenmarker 62



ERGEBNISSE detektiert wurde (Fassunke et al, 2004a). Die zwei Patienten mit manifester TSC zeigten keine genomischen Veränderungen bei dem verwendeten Markerset. Der Vergleich der genomischen Instabilitäten (MSI und LOH) der informativen Marker der früheren Studie im Bereich des TSC1-Lokus und der aktuellen Studie zeigt, dass sich die chromosomalen Veränderungen bei weitem am häufigsten auf Chromosom 9q befinden (Chi-Square Test p 
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