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1 Einleitung
1.1 Glutathionperoxidase 4
1.1.1 Familie der Glutathionperoxidasen

Die Familie der Glutathionperoxidasen (GPx) umfasath derzeitigem Kenntnisstand
sieben genetisch verschiedene Isoenzyme (Toppb, &088) (Tab.1). Die Beschreibung
der zellularen Glutathionperoxidase (GPx1) erfolgéeh Extraktion aus Schweine und
Rattenleber (Mills, 1957). Nachfolgend wurden weit&/etreter der Familie entdeckt:
Phospholipid-Hydroperoxid Glutathion-PeroxidageéPx4) (Ursini et al., 1982), der
plasmatischen GPx (GPx3) (Maddipati und Marnet87nd der gastrointestinalen Form
(GPx2) (Chu et al., 1993). Zuletzt konnte eine d¢sf der GPx4 isoliert werden, die eine
Expression in den Nuclei der Spermien charaktetigiffeifer et al., 2001). Anstelle eines
Selenocysteins enthalt diese Isoform ein CysteirAktiven Zentrum. Daraus resultierte
die Bezeichnung als Non-Selenocystein GPx (GPXJ#rio et al., 2004). Diese Isoform
wird ubiquitar exprimiert, zeigt jedoch ein varieabl Expressionsverhalten in den Zellen
der Brustdrise. Zu der Familie der Glutathionpetagen werden zudem zwei Vertreter
gezahlt, die sich in ihrer Struktur von den Ubrigémtretern unterscheiden. So haben die
GPx 6 und GPx7 ein Cystein im Aktiven Zentrum, vedid die funf anderen Vetreter ein

Selenocystein beherbergen.

Funktionell ist den Glutathionperoxidasen ein reeender Effekt gegentber
Wasserstoffperoxiden unter dem Verbrauch von Giidatgemein. Ein kennzeichnendes
Merkmal aller Vertreter ist ein Selenocystein imtikx&n Zentrum des Enzyms. Dieses ist
eine wichtige \Voraussetzung  fir eine regelrechtenkkon des Enzyms. Die
Erstbeschreibung der GPx4 erfolgte zunachst alsoyeinhibierendes Protein®, das aus
Schweineleber isoliert werden konnte (Ursini et 4882). Die Lokalisation des GPx4-
Gens im humanen Genom ist fur Chromosom 19p13.éhbeben. Das Gen besteht aus 7
Exons Uber eine Lange von 2,8kB (Kelner und Montd@®8) Im murinen Genom ist das
Gen auf dem Chromosom 10 in der Nahe des Zentrdolabsert (Knopp et al., 1999).
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Typ Bezeichnung Spezies Hochste Expression
_ Mensch, Ratte, Maus, Rind, _
GPx 1 Klassische GPx Lunge, Niere
Hase
GPx 2 Gastrointestinale GPx Mensch, Ratte, Maus Magen, Darm
GPx 3 Plasma GPx Mensch, Ratte Maus, Rind Niere, Lunge
Phospholipid- ) .
GPx 4 . Mensch, Ratte, Maus, Schwein Testis, Spermatozoen
Hydroperoxid GPx
o Mensch, Ratte, Maus, Nebenhoden,
GPx 5 Epididymale GPx ]
Schwein, Hund, Affe, Pferd Spermatozoen

OMP (olfactory . .
GPx 6 o ) Mensch, Ratte, Maus Olfaktorisches Epithel
metabolizing protein)

Non-selenocysteine
GPx 7 GPxa Mensch, Maus Brustdrise, Fettgewebe
X

Tab. 1: Ubersicht der Glutathionperoxidasen-lsofemmit Lokalisation und Bezeichnung
1.1.2 Strukturelle Merkmale und Besonderheiten der GPx4

Innerhalb der Familie der Glutathionperoxidasenmirdie GPx4 eine Sonderstellung ein.
Alle Vetreter der Familie der Glutathionperoxidasauasschliel3lich der GPx4, zeigen einen
strukturellen Aufbau in Form von Tetrameren (ImadWNakagawa, 2003). Die GPx4 zeigt
als einziger Vertreter einen monomeren Aufbau rimeregeschatzten Molekulargewicht
von 23kDa (Ursini et al., 1985) bei einer Lange 1gi® Aminosauren (Imai et al., 1995).
Neben strukturellen Unterschieden differieren diert\ter ebenfalls bezuglich der
Substratspezifitdt. Wahrend die Mitglieder deraeteren Form auf Wasserstoffperoxide
als Substrat beschrankt sind, kann die GPx4 zud&tBHeroxide von Cholesterolester
(Thomas et al., 1990) und Lipoproteinen (Sattlealet1994) enzymatisch verwerten und
reduzieren. Eine Besonderheit ist, dass auch Lepapde in Biomembranen durch die
GPx4 reduziert werden konnen und so einen schigreidfekt vor Membranschaden
aufgrund von oxidativem Stress ausiben (Ursini @iddoli, 1987). Neben ihrem
eigentlichen Kofaktor Glutathion kann die GPx4 auendere Thiolgruppen als
Reduktionséquivalent akzeptieren, insbesondere ,dam@mn die Glutathionlevel sehr
niedrig sind, was physiologischerweise vor allenSpermien auftritt (Mauri et al., 2003;
Roveri et al.,, 2001; Ursini et al., 1997). Als Smlenzym zeigt sich die GPx4 zudem

abhangig von vorliegenden Konzentrationen des $glementes. Eine Abnahme der
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Selenkonzentration fuhrt ebenfalls zu einer Reduwktler GPx4-Aktivitat (Weitzel et al.,
1990).

1.1.3 Isoformen der GPx4
Mitochondriale (mGPx4) und zytosolische Isoform (zGPx4)

Fur die GPx4 sind drei Isoformen bekannt, ndmlidke chitochondriale (mGPx4),
zytosolische (zGPx4) und nukleare (nGPx4) Isofoldabei wurden zunachst zwei
Isoformen, die mitochondriale und die zytosoliséfuem entdeckt (Arai et al., 1999). Die
GrolRe beider Isoformen ist unterschiedlich, die oohibndriale Form enthalt 197
Aminosauren, wahrend die zytosolische Form 170 Asaniren umfasst (Pushpa-Rekha et
al., 1995). Fur den Import in das Mitochondrium dagt die Vorlaufer-Form der GPx4
eine Signalsequenz. Diese Sequenz umfasst insg@JaArminosauren und ist im ersten
Exon des GPx4-Gens lokalisiert. Nach Import der GRird diese Sequenz abgespalten
und die mitochondriale Form endet bei gleicher lgdgr Aminoséauresequenz wie die
zytosolische Form der GPx4 mit einem Molekulargdiwimn 20kDa (Arai et al., 1996).

Nukledre Isoform (snGPx)

Entsprechend der spezifischen Lokalisation in Nueten Spermatozoen und Zellen des
Testis wird diese Isoform als Spermien-Nukleus &hibnperoxidase (snGPx) bezeichnet.
Das Selenoprotein mit einem Molekulargewicht vok34 wurde erstmals im testikularen
Gewebe der Ratte beschrieben (Behne et al., 1888)inblick auf die anderen Isoformen

der GPx4, zeigt sich eine hohe Sequenzhomologid@meskripte. Die nukledre Form der
GPx4 wird durch Exon 2-7 des GPx4-Gens codiert @iiad et al., 2003). Ein alternatives

Exon codiert das N-terminale Ende des Proteinseaesinsertionssequenz zum Import in
den Spermiennucleus enthalt (Pfeifer et al., 200i)Ratten findet sich die hdchste

Expression der snGPx in den Nuclei der SpermafiBésifer et al., 2001).

Isoform GrolRe Vorkommen
mGPx4 23k-Da Mitochondrien
cGPx4. 20-kDa Nichtmitochondriale Form
snGPx4 34-kDa Spermiennucleus

Tab. 2: Ubersicht der einzelnen Isoformen der GEBganzend ist die Lokalisation, sowie die GroRe de
einzelnen Isoformen angegeben.
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1.1.4 Expression der Isoformen der GPx4 in Organismen und Geweben

Im humanen Organismus zeigt sich eine ubiquitamgr&ssion des Enzyms, jedoch ist eine
besonders hohe Expression im testikularen Gewefiéllmu (Roveri et al., 1994). Der

Nachweis der hochsten GPx4-Aktivitat konnte im Q@rgmus der Ratte fur Leber und
Niere erbracht werden (Zhang et al., 1989). In mami Geweben war ebenfalls eine
ubiquitare Expression der GPx4 evident (Baek e807). Im Testis war eine Expression
von GPx4-mRNA in den Leydig-Zellen, Spermatiden wedschiedenen Zellstadien der
Spermatogenese beobachtet werden. Kein NachweiSrdssns konnte in Spermatocyten

der frihen Stadien, sowie Spermatogonien erbraeldem.
1.1.5 Biologische Funktionen der GPx4

Bei der Entdeckung des Enzyms GPx4 ist initial ®hutzender Effekt des Enzyms vor
der Peroxidation von Phospholipiden nachgewieserdevo (Ursini et al., 1982). Eine
besondere Eigenschaft der GPx4 ist die Fahigketsptolipidperoxide (Ursini et al.,
1985), sowie Cholesterolester (Thomas et al., 199Mlembranen direkt reduzieren zu
kénnen. Eine weitere Funktion der GPx4 in der Amdlgenese wird diskutiert aufgrund der
Beobachtung, dass die GPx4 Hydroperoxide in HDLd wbL-Cholesterin reduzieren
kann (Sattler et al., 1994). Daraus konnte ein mbgt protektiver Effekt des
Selenoenzyms vor der Entstehung von Artheroskleresealtieren. Fur das Selenoenzym
GPx4 ist zudem ein Einflull auf den Eicosanoidsteffissel beschrieben worden. Die
GPx4 besitzt einen inhibierenden Effekt auf diei¥iktung der 5-Lipoxygenase (Haurand
und Flohe, 1988) und 15-Lipoxygenase (Schnurr gt18196). Daraus resultieren auch
Auswirkungen auf die Synthese von Leukotrienen, da@ allem wahrend eines
entzindlichen Geschehens durch die 5-Lipoxygenadaldgt werden (Engels und
Nijkamp, 1998). Eine Uberexpression der cytosokscEPx4 fiihrt zu einer Abnahme der
Produktion an Leukotrienen (Imai et al.,, 1998). & resultiertdas Prinzip eines

Gegenspielers der GPx4 gegeniber Mediatoren deértithtingsstoffwechsels.
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Antioxidativer
Schutz
Eicosanoid- {) _
Biosynthese <~ . - Spermiogenese
Embryogenese Apoptose

Abb. 1. Schematische Darstellung der verschieddrielogischen Funktionen der GPx4. Zunéchst war
GPx4 als antioxidatives Enzym beschrieben wordersifiJ et al., 1982). Mit der Entdeckung weiterer
Funktionen, scheint die GPx4 eine wichtige Rolledafistoffwechsel einzunehmen.

Zur weiteren Analyse moglicher biologischer Effeki@ees Enzyms ist das Studium von
Zellmodellen etabliert. Dabei kénnen direkte Auswitgen auf die Zelle und ihren
Stoffwechsel durch gezielte Veranderungen der Umiggsfaktoren beobachtet werden.
Ebenfalls konnen durch Veranderungen der Zelleiggaften im Modell Riickschliisse auf
biologische Funktionen des Enzyms gezogen werdeém. das Enzym GPx4 sind
verschiedene Zellmodelle betrachtet worden, dieenetem antioxidativen Effekt weitere

biologische Funktionen des Enzyms erkennen liel3en.
Oxidativer Stress

Die biologische Relevanz der GPx4 im Zellstoffwedthwird besonders deutlich bei
Abwesenheit oder auch bei Uberexpression des Enzyms Differenzierung welche
Unterform des Enzyms diesem Effekt zugrunde liegtolgten die weiteren Analysen
anhand einer die mitochondriale Form der GPx4 ipemmierenden Zelllinie. Eine
erhohte Widerstandsfahigkeit dieser Zellen gegenitradativem Stress und einer
induzierten Apoptose, die die Vektorkontrolle imrd§leich durchlief, gezeigt werden.
(Kriska et al., 2002). Diese Beobachtung deckt siithweiteren Ergebnissen, dass Zellen,
die die mGPx4 Uberexprimieren eine vermehrte Rastsgegenuber oxidativem Stress
aufweisen. So konnte gezeigt werden, dass die Kpession von mGPx4 Zellen einer
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Meerschweinchen-Zelllinie vor exogen zugefuhrtemoRieschéaden schitzt (Yagi et al.,
2002).

Spermatogenese und GPx4

In der Spermatogenese kommt der GPx4 eine wichtiglbgische Funktion zu. Als
Mitglied der Familie der Selenoproteine scheint @iex4 essentiell fur die Entwicklung
der Keimzellen zu sein. Die hoéchste Expression @Bx4 ist im testikularen Gewebe
beschrieben worden (Roveri et al., 1992). Dabeink®rdie hochste Enzymaktivitat der
GPx4 fur Nucleus und Mitochondrien nachgewiesendesr In Abhéngigkeit von der
hormonellen Entwicklung konnte im Testis der Rattne mGPx4—Aktivitat nach der
Geburt nachgewiesen werden. Vielmehr war ein Nachewst nach Wochen mdglich, so
dass die Vermutung einer Induktion der Enzymaldivitnach Einsetzen der
Geschlechtsreife nahe liegt (Roveri et al., 198yanzend konnte eine linearer Anstieg
der mGPx4-Aktivitat zum Wachstum des Hodens in @eschlechtsentwicklung gezeigt
werden (Maiorino et al., 1998). In SpermatozoenRiatte ist die GPx4 in Mitochondrien
des Caputs und der Cauda lokalisiert (Godeas ,e1307). Mit Verweis auf die Existenz
von drei Isoformen der GPx4 scheinen vor allem migochondriale und die nukleére
Form eine entscheidende Funktion in der Spermatsgerainzunehmen. Dabei fuhrt eine
Reduktion der snGPx-Aktivitdt auf 30% zu schweretbord@gen der Chromatin-
Kondensation in Spermatozoen (Pfeifer et al., 20@Bi gezieltem Ausschalten der
nukleéren Isoform ist die Fertilitat im Mausmode#iterhin erhalten (Conrad et al., 2005).
Morphologisch fallen Veranderung im Bereich des @ager Spermatozoen, sowie eine
gestorte Chromatin-Kondensation der Keimzellen &di Patienten mit Infertilitat und
nachgewiesener Oligoasthenozoospermie zeigten sich Teil deutlich erniedrigte
Expressionslevel der mitochondrialen Isoform in @&permatozoen (Imai et al., 2001).
Zudem zeigten sich in den Spermatozyten der betreff Patienten morphologische
Veranderungen der  Mitochondrien.  Ebenfalls war  bePatienten  mit
Oligoasthenozoospermie ein vermehrter intrazekuldnfall von Lipidperoxiden in
Spermatozoen im Vergleich zu normofertilen Manneginhzuweisen (Zalata et al., 1998).
Im Mausmodell fiihrt ein Fehlen der mitochondrialsoform der GPx4 in Keimzellen zur
Ausbildung von Infertilitat (Schneider et al., 2009Bei Patienten mit einer
nachgewiesenen Asthenozoospermie waren in 24% &de Feine Reduktion der
Expressionslevel der GPx4 im testikularen Gewebechwaisbar. Genetische

Veranderungen des GPx4-Gens, die ursachlich zurgién der Spermienentwicklung und
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—funktion fuhren, konnten bei den betroffenen Paée nicht nachgewiesen werden
(Diaconu et al.,, 2006). Ebenso scheint eine austaeme Bereitstellung des
Spurenelementes Selen fir die Fertilitit von esd@t Bedeutung zu sein. Eine
selenarme Diat fuhrt nicht zu einer Abnahme der &RKtivitat im testikularen Gewebe,
jedoch zeigt sich die Enzymaktivitat in der Leben @28% reduziert (Lei et al., 1997).
Anhand von in-vitro-Fertilisation konnte gezeigt rden, dass die Fertilisation von
Oozyten durch Spermien von selen-defizienten Maubkerabgesetzt ist (Sanchez-
Gutierrez et al., 2008).

Embryogenese und GPx4

Beim homozygoten GPx4-Knockout der Maus kommt es der frihen
Embryonalentwicklung zum Absterben der Frucht ierat (Yant et al.,, 2003). Die
heterozygoten GPx4-Knockoutmodelle zeigen keineféglidkeiten in der Entwicklung
und Fertilitat (Imai et al., 2003). Bisher konnter driihe Abort bei GPx4-Defizienz keiner
Isoform zugeordnet werden. Durch Ausschalten dekledwnen Form fielen in der
Embryonalentwicklung eine Abnahme des Wachstumswieso morphologische
Veranderungen der kardialen Strukturen auf (Botcheral.,, 2006). Die mitochondriale
Form der GPx4 scheint in der cerebralen Entwicklentscheidend zu sein; das Fehlen
dieser Isoform der GPx4 fihrt zu einer erhdhten gipserate im Rhombencephalon. In
weiteren Betrachtungen u.a. von posttranskriptieneMechanismen, die diesem Effekt
zuzuordnen sind, fiel auf, dass eine Koexpressioon vmGPx4 und eines
Transkriptionsfaktor, das sog. Grsfl im embryondbairn stattfindet (Ufer et al., 2008).
Das Ausschalten dieses Faktors Grsfl fuhrt zu eengedrigten Expression der mGPx4
im embryonalen Gehirn. In der weiteren embryon&atwicklung kam es morphologisch
zu Wachstumsstorungen von cerebralen StrukturesatZlich war in den betroffenen
cerebralen Abschniten eine vermehrte Apoptoserai® wermehrte Lipidperoxidation

nachweisbar.
Apoptose/ Zellzyklus

In weiteren Veroffentlichungen konnten die apoptedazierenden Eigenschaften von
Zellen, die eine Uberexpression der GPx4 auswiedekymentiert werden. So konnte
auch fur die nicht-mitochondriale Form der GPx4eewrermehrte Widerstandsfahigkeit
gegenuber Peroxiden gezeigt werden (Imai et a@6)19m Vergleich kommt jedoch der

mitochondrialen Form der GPx4 hinsichtlich des $obsl der Zelle vor oxidativen
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Schaden eine grél3ere Bedeutung zu (Arai et al9)19®/ang et al., 2001). Im Prozess der
Apoptose kommt einem Protein der Mitochondrienmemprdem Cytochrom c eine
zentrale Funktion zu. Dieses verfligt neben seinarkfon in der Atmungskette der
Mitochondrien zudem Uber einen proapoptotischeaKEfDie Freisetzung von Cytochrom
c aus der Mitochondrienmembran aktiviert die Kagkddr Apoptose (Skulachev, 1998).
In einer weiteren Untersuchung konnte gezeigt werd#ass die Uberepression der
mitochondrialen GPx4 die Freisetzung von Cytochiomnd den apoptotischen Prozess
verhindert (Nomura et al., 2000). Dabei scheintrdi®Px4 keinen direkten Effekt auf die
Membranproteine zu haben. Kausal ist ein Zusammenhait den erniedrigten
intrazellularen Hydroperoxidleveln aufgrund der tberession der mGPx4 hergestellt
worden. Damit verbunden kam es zu einer geringpezoxidbedingten Schadigung der
Mitochondrien. Unter Berilicksichtigung des Ablaufles Apotpose und der Funktion der
Mitochondrien ist mehrfach die regulative Funktider mitochondrialen Form der GPx4
betrachtet worden. So konnte gezeigt werden, das¥atgang der Apoptose bei Zellen,
die die mGPx4 Uberexprimieren, unter bestimmten d@nen nicht induziert wurde,
wahrend in vergleichbaren Zellen der apoptotischegWiber die Freisetzung von
Cytochrom c eingeleitet wurde (Nomura et al., 199%®poptose-induzierende
Eigenschaften sind zudem fir das Tumorsuppressor-@&3 beschrieben worden
(Sharpless und DePinho, 2002). Bei heterozygotexdlefizienten Mausen konnte eine
vermehrte Freisetzung des Tumorsuppressor-p53iRsatachgewiesen werden (Edwards

et al., 2007gnls Hinweis fir mogliche regulative Einflisse dé?»@ in den Zellzyklus.
1.1.6 Zellmodelle

In vitro Zellmodelle mit einer Uberexpression deitaohondrialen Form der GPx4 Zellen
zeigen biologische Eigenschaften, die auf eine leendResistenz der Zelle gegentber
Umwelteinflissen hinweist. Die mGPx4-Uberexprimnelen Zellen sind resistenter
gegenuber der Lipidperoxidation an Membranen dinele Radikale, als auch gegenuber
Cholesterolhydroperoxide-induzierte Apoptose (Huestal., 2001). Weiterhin weisen
selbige Zellen eine geringere Photosensitivitdt uddmit assoziierte geringere
Apoptoserate gegenuber photochemischer Toxizitét(ldtska et al., 2002)In vitro

konnte nach Induktion einer chemischen Hypoxie llurdie Applikation von

Atmungketteninhibitoren eine vermehrte Toleranzeygdper hoheren Dosen im Vergleich

zur Kontrolle gezeigt werden (Imai et al., 2003).
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Zelllinie Inhibitor Effektor Quelle
Meerschweinchen—Zellen (104C1) mGPx4 Phospholipidhydroperoxid (Yagi et al., 1998)
Meerschweinchen—Zellen (104C1) mGPx4 Lipidhydroperoxide (Yagi et al., 1996)

basophile Leukéamiezellen der

Ratten (RBL) GPx4 Hypoglykamie (Arai et al., 1999)
humane BI’USthI’(;k;-S)ZGIIHnle (COH- mGPx4 Cholesterolhydroperoxide (Hurst et al., 2001)
humane Brustkrebszelllinie (MCF7) mGPx4 Photoxizitat (Wang et al., 2001)

u.a. Etoposide

basophile Leukamiezellen der Cycloheximide
GPx4 : - Nomura et al., 1999
Ratten (RBL) X Actinomycin D ( ! )
UV Bestrahlung
humane Epidermoidcarcinom-
Zellen (A431) GPx4 Arsen (Huang et al., 2002)
basophile Leukémiezellen der Ratte mGPx4 KCN (Arai et al., 1999)
(RBL)
basophile Leukéamiezellen der Ratte non-
P mitochondrial AAPH (Imai et al., 1996)
(RBL) GPx4

Tab. 3: Im Zellmodell ist die Uberexpression derx&Riielseitig untersucht worden. Die Zellen sind
verschiedenen Zellnoxen ausgesetzt gewesen. DlenZegigen im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit
normaler Expression der GPx4 eine hohere Stabilitid Resistenz gegeniber oxidativem Stress und
apoptoseinduzierenden Zellnoxen

Ebenfalls war eine erhthte Resistenz der Uberexgemden mGPx4-Zellen gegenuber
photochemisch induzierten Lipidperoxiden nachweisbater reguldren Umstanden fihrt
die Anwendung sowohl derAtmungsketteninhibitorenls aauch die generiertem
Lipidperoxide der photodynamischen Therapie frihr mduktion des Apoptose im
Zellmodell In verschiedenen Zelllinien konnte eine vermehrtesi®enz der GPx4-
Uberexprimierenden Zelle gegenuber der Expositmm werschiedenen Zellnoxen gezeigt
werden (Tab.3). Die GPx4 nimmt einen wesentlichenteA des antioxidativen

Schutzsystems der Zelle ein.
1.1.7 Knockout-Modelle der GPx4
Homozygoter Knockout der Maus

Der murine homozygote GPx4-Knockout ist nicht ledféhig. Es kommt zu einem
Absterben der Frucht in uteri bereits am 7.5 TagEtabryonalentwicklung (Imai et al.,
2003). Bis zu diesem Entwicklungsstadium ist kelepression des Enzyms GPx4
nachweisbar. Ab dem 7.5 Tag kann eine Expressian Glex4 im Ektoderm und

extraembryonalen Membranen nachgewiesen werdernweiteren Untersuchungen zu
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GPx4-Knockoutmodellen zeigten sich &hnliche Ergetmi Der homozygote Knockout
starb ebenfalls in uteri zum gleichen Zeitpunk('émnt et al., 2003).

Heterozygoter Knockout der Maus

Im heterozygoten Knockoutmodell der Maus zeigeh sit Vergleich zum Wildtyp keine
Einschrankungen hinsichtlich der Entwicklung, desrthitat oder des Verhaltens. Auf
molekularbiologischer Ebene zeigt sich eine Redwktier mRNA-Level um 50% in den
Organen Herz, Leber und Gehirn. Anderenorts zeigh gine Reduktion der GPx4-
Aktivitat in o.g. Organen inklusive Lunge und Niaren ca. 30% (Scimeca et al., 2005).
Ein weiterer Aspekt ist, dass der haploide GPx4-Tyml die daraus resultierenden
reduzierten GPx4-Level in dieser Untersuchung kesnethte Sensitivitdt gegenlber
oxidativem Stress zeigen. In einem weiteren heygazen GPx4-Mausmodell konnte eine
signifikante Abnahme der GPx4-Aktivitat flr die Galve Testis und Leber gezeigt werden
(Garry et al.,, 2008). In Kkultivierten Lungenfibraten des heterozygoten GPx4-
Knockouts konnte eine vermehrte Anfélligkeit gedmetichemisch induzierter Apoptose
dokumentiert werden. Jedoch zeigten sich die GRf#idnten Lungenfibroblasten
gegeniber Phosphatidylcholinhydroperoxid-induziedf@optose widerstandsfahiger als
der vergleichbare Wildtyp. Hinsichtlich des Einfes von oxidativem Stress zeigen GPx4-
defiziente Tiere eine hohere Sensitivitat und e@miedrigte Uberlebenszeit nach
Exposition gegenuber Kontrolltieren mit normaler x@fAktivitat.(Yant et al., 2003).
Heterozygote GPx-4-Fibroblasten von Mausembryoregen auf molekularbiologischer
Ebene gegeniber dem Wildtyp eine Reduktion der miRRBvel um 50%, sowie eine
deutliche Reduktion des Proteingehaltes (Ran et28D3). Zudem zeigen die murinen
embryonalen Fibroblasten eine erhohte Empfindlighgegeniiber oxidativem Stress im
Vergleich zur Kontrollgruppe. In den betroffenen ll@ge konnte keine keine
kompensatorische Erhdéhung anderer antioxidierenBazymsysteme nachgewiesen
werden. Basierend auf der Annahme, dass eine erl8#isitivitat gegeniber oxidativem
Stress zu vermehrter Morbiditat und Mortalitdt désganismus fihrt, konnte in
Untersuchungen zur Uberlebenszeit von heterozygd®tx4-Mausen eine langere
Uberlebenszeit gegenuiber der Vergleichsgruppe genarden (Ran et al., 2007). In der
genaueren Betrachtung zeigte sich, dass sich Whiede in den Auspréagungen der
Erkrankungen mit der hochsten Mortalitatsrate (Limoqp und Glomerulonephritis)
ergeben. So trat unter GPx4-defizienten Mauserbgmphom im Vergleich zum Wildtyp



11

1 Einleitung

erst spater auf, und die Erkrankung einer Glomeepabritis zeigte sich im
Krankheitsverlauf weniger fortschreitend.

Spezifischer Stammzellknockout der mitochondrialen Isoform

In der Spermatogenese kommt dem Enzym GPx 4 eitselendende Bedeutung zu. Es
zeigte sich, dass homozygote GPx4-Knockout Mausenitechondrialen Isoform neben
einer Infertilitat zudem schwere morphologische avielerungen der Spermatozoen
ausbilden (Schneider et al., 2009). In der weitémealyse war im testikularen Gewebe ein
deutlicher Abfall der Proteinlevel der GPx4 im Meigh zum Wildtyp und dem
heterozygoten Knockout bemerkenswert. Weiterfihiegna es vor allem im Mittelstiick
des Spermatozoens zu einer Reduktion der GPx 4eEsijon. Im Bereich des Akrosoms,
sowie des Spermatozoenkopfes zeigten sich kein&gndlerungen der Expressionshdhen
der GPx4. Ebenfalls war im homozygoten GPx4-KnotKaine Reduktion der GPx4-
Proteinlevel in somatischen Geweben und murinen rizomen nachweisbar. In den
somatischen Zellen des homozygoten mGPx4- Knockdksnte eine erhdhte
Apoptoserate, sowie eine erhohte Sensitivitat gégenoxidativem Stress durch exogen

zugefiihrte Toxine nicht nachgewiesen werden.
Gewebespezifischer Knockout in Spermien

Der murine homozygote GPx4-Knockout zeigt sich nieibensfahig und stirbt bereits
embryonal ab. In einer gezielten Ausschaltung elseform des Enzyms, namlich der
nuklearen Form konnte eine Lebensfahigkeit dereTrchgewiesen werden (Conrad et
al., 2005). Weiterfihrend waren die Fertilitdt udg phanotypische Entwicklung der
Knockouttiere erhalten. In der morphologischen Asalergaben sich keine Unterschiede
zwischen snGPx4-Knockouttieren und der Kontrollgeip Auffallig zeigte sich, dass
scheinbar eine Chromatin- Instabilitat der Spernaiemergeht bei den Knockouttieren auf
dem Boden einer fehlerhaten chromatischen KondemsdErganzend dazu ergaben sich
morphologische Veranderungen im Bereich des CaputSpermatozoen von snGPx4-

Knockouttieren.
Uberexpression in transgenem Mausmodell

Oxidativer Stress wirkt nicht nur auf Membranen rzyme, sondern kann zudem auch
mitochondriale Funktionen wie z.B. Die ATP- Prodokt oder die Atmungskette

beeintrachtigen (Chinopoulos et al., 1999). In minttansgenen Mausmodell konnte in
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vivo gezeigt werden, dass die Uberexpression vorx4Glie mitochondriale ATP-

Produktion vor dem Effekt von oxidativem Stressigeh (Liang et al., 2007). In der
gleichen Untersuchung war ein protektiver Effektgg@iber der mitochondrialen
Atmungskette bei Einwirkung von oxidativem Stresseu einer Uberexpression von GPx4

nicht zu dokumentieren.

Es wird vermutet, dass das Enzym GPx4 zudem eirgeubende Rolle in der
Spermatogenese einnimmt. Im transgenen Mausmodeigten sich bei einer
Uberexpression der mGPx4 mehrere morphologischéinderungen, die mit einer
Subfertilitat der transgenen Tiere einhergehen I{§lugt al., 2007). So zeigte sich eine
Reduktion der Spermatocyten in den untersuchtetikiéren Geweben, sowie ein

vermehrtes Auftreten von apoptotischen Zellen.

Hinsichtlich des Einflusses der GPx4 auf eine derie Organfunktion konnte gezeigt
werden, dass bei mGPx4-iuberexprimierenden Mauserkatdiale Funktion hinsichtlich
der Auswurfleistung und der Kontraktilitat des Huwskels nach einer induzierten
Ischdmie besser ist im Vergleich zur KontrollgrupgBabkowski et al., 2008).
Weiterfihrend konnte nachgewiesen werden, dass Gidralt an Lipidperoxiden in
Kardiomyozyten des mGPx4-lberexprimierenden Maugth®aach einem hypoxischen

Ereignis gegenuber der Vergleichsgruppe erniedsigt
1.2 Pseudogene

Pseudogene sind Sequenzen im Genom einer Spe®eSeguenzhomologien zu einem
paralogen Gen aufweisen. Sie gelten als nicht fonklle Kopien des Gens, die durch
vermehrte Stopcodons und Frameshifts zum AbbrucA @daslation von Proteinen flhren
(Vanin, 1985). und zeigen haufig aufgrund einedeimten Selektionsdruckes gehauft
Mutationen in der Sequenz. Es gibt zwei verschiedéhozesse, die Pseudogene
generieren konnen: Die Duplikation von genomiscB®&A, sowie den Vorgang der
Retrotransposition. Pseudogene, die durch Retspcgition entstehen nennt man
prozessierte Pseudogene. Zunehmend ergibt sickdeansvorkommen von Pseudogenen
eine klinische Relevanz. So interferrieren manchechweismethoden (z.B. RT-PCR)
insbesondere von Tumormarkern aufgrund der hohguneé®homologie mit der Struktur
von Pseudogen und paralogem Gen und erreichen wimmdglsch postive Werte (Ruud
et al., 1999).
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1.2.1 Retrotransposition und Duplikation zur Pseudogenbildung

Es wird zwischen prozessierten und dupliziertenchinprozessierten) Pseudogenen
unterschieden. Nicht-prozessierte Pseudogene imsult aus der Duplikation von
genomischer DNA, wahrend prozessierte Pseudogener (den Vorgang der
Retrotransposition von mRNA erneut ins Genom gedandnnerhalb der Saugerspezies
existieren mehrheitlich prozessierte Pseudogenengdggr einer Minderheit an nicht-

prozessierten Pseudogenen.

duplicated
Fena pssudogene
g ' degrades
H : duplication ||further
H A
E : acguires
E ; duplication disablement|
bad - - --
". 7
------- . e [
e % '-_II. i -_-' o]
splicing . £l i o)
s ¥ i 0
) ! E
§ 2 ; a8
lretroposition) ‘
processed
------- P> A A AAADS - pseudogens
acquires apparent + processed
disablements peeudogens
------ == A AR AR - - == === 0p 4)sablements

Abb. 2: aus (Harrison und Gerstein, 2002): Entstghuon duplizierten und prozessierten Pseudogenen.
Beim Vorgang der Duplikation zur Generierung eiRsgudogens bleibt die Struktur des jeweiligen Gens
erhalten. Das Produkt wird weiter nicht trankribiesondern degeneriert. * steht fir Stop Codortehtsr
Frameshift. Zur Generierung eines prozessierteudeggens erfolgt die Reintegration der mRNA in das
Genom, so dass als Kennzeichen der erhaltene PdBeiwanz bleibt. Ebenfalls finden sich in der Saqu
des prozessierten Pseudogens Akkumulationen vderRelvie Frameshifts.

Prozessierte Pseudogene kennzeichnen verschiedeaakristika, u.a. besitzen sie
keine Introns, enthalten einen Poly-A-Schwanz arkEn8e und zeigen eine hohe
Homologie zum funktionellen Gen (Vanin, 1985). Mammt aufgrund der strukturellen

Eigenheit eines Poly-A-Endes an, dass der Urspdengrozessierten Pseudogene in reifer
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MRNA liegt. Diese wird Uber den Vorgang der Reainsposition ins Genom reintegriert.
Es wird angenommen, dass dieser Prozess durclogimannten LINE 1-Elemente (Long
Interspersed Nuclear Elements) katalysiert werdamk(Esnault et al., 2000). Bei dieser
Subfamilie handelt es sich um die aktivste Gruppaw@onomen transposablen Elementen
im humanen Genom (Kazazian und Moran, 1998). Adsemtlicher Katalysator dieser
Reaktion der reversen Transkription werden nebenSi#familie der Linel-Elemente
(Esnault et al., 2000) auch zu einem bedeutenaigenén Teil Retroviren (Zdobnov et al.,

2005) in Erwégung gezogen.

Ein weiterer Aspekt der Retrotransposition ist, sdé@der diesen Vorgang neue Gene
generiert werden kénnen (Brosius, 1999). Dieseskmdnierten und funktionsfahigen
Gene, sog. ,Retrogene” zeigen Kkeine typischen &iraken Merkmale der
Retransposition. Eine Uberdurchschnittlich hoherEsgion dieser Gene ist im testikularen
Gewebe gezeigt worden (Marques et al., 2005). M&hBO dieser Retrogene sind bereits

im humanen und murinen Genom beschrieben worderer&m et al., 2004).

Ein weiteres Charakteristikum der prozessierteruétsgene ist die Existenz unabhéangig
vom Selektionsdruck. Somit konnen Pseudogene Mutati in ihrer Sequenz
akkumulieren. Jedoch konnte in 0.g. Analyse ebeng@zeigt werden, dass die Sequenzen
in ca. 1000 Regionen trotzdem dem Selektionsdrackestolution unterliegen (Torrents et
al., 2003).

Hochrechnungen ergeben eine Expression von prez&ssiPseudogenen im humanen
Genom von 3%, wahrend im murinen Genom mit eingar&ssion von 3% gerechnet wird
(Yu et al.,, 2007). An anderer Stelle wird ein Ustdried in der Expression von
Pseudogenen zwischen den Spezies postuliert- dagrneuGenom zeige 3% zu 0,5-1% im

murinen Genom (Yano et al., 2004)

Im strukturellen Vergleich des funktionellen Gensrzprozessierten Pseudogen zeigt sich
im Durchschnitt eine Aminosauresequenz, die zu Ubith eine Nukleotidsequenz, die zu
86% identisch ist. Trotz dieser Ahnlichkeit des iRkEens zum funktionellen Gen weist
ersteres durchschnittlich funf Frame-Disruptiond. ddennoch besteht die theoretische
Maglichkeit einer Translation in eine zu 90% in®l&minosauresequenz (Zhang et al.,
2003). Die Mutationen und Anderungen in der Nuktisgquenz von Retropseudogenen
waren ebenso Gegenstand von Analysen. Dabei eigabdass im Durchschnitt mehr als
90% der Nukleotidabfolge bestehen bleiben. (Zhand Gerstein, 2003). Eine weitere
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Auffalligkeit sind die Unterschiede in der Gewebsgi#ung und der Struktur von Genen
mit Retropseudogenen zu Genen ohne Retropseudd@emealves et al., 2000). Dabei
zeigen Gene ohne Retropseudogene eine grollere &mweebitat, ebenso wie eine
zweifach langere proteincodierende Sequenz. StrelkéuJnterschiede ergeben sich durch
eine Abnahme des GC-Gehaltes mit steigender AremalRetropseudogenen, ebenso wie
eine Abnahme der proteincodierenden Sequenz ngesider Zahl an Retropseudogenen.

1.2.2 Vorkommen und Verteilung von Pseudogenen in humanen und

murinen Genom

Uber die Anzahl von prozessierten Pseudogenen imoMBegibt es verschiedene
Auffassungen. So wird die Zahl der prozessierteeuBsgene im humanen Genom auf
mindestens 8000 geschéatzt (Zhang et al., 2003 Rieitere Kalkulation schéatzt die
Regionen, die fur beide Formen von Pseudogenen emsahlichen Genom kodieren auf
mindestens 20 000 (Torrents et al., 2003). ProgassPseudogene reprasentieren einen
Anteil von 70% (14000 Regionen). Jedoch bedienesh sdie Schatzungen
unterschiedlicher Kriterien, so dass die HOhe dechatzten Pseudogene durchaus durch
strukturelle Kriterien der Analyse beeinflusst wird

Innerhalb der Entitat der prozessierten Pseudogdeben den grol3ten Anteil die
ribosomalen Protein-Pseudogene, die mit einem Amtei 22% an der Gesamtheit der
prozessierten Pseudogene beziffert werden (Zhang.,e®2003). Aufgrund des hohen
prozentualen Anteils an der Gesamtmenge der priezess Pseudogene erfolgten weitere
Analysen dieser Subgruppe. Die Anzahl bezifferteh sauf Uber 2000 Stiick, deren

kodierende Sequenz zu mehr als 90% in voller La&ngalten ist (Zhang et al., 2002).

Es ergeben sich durchaus Unterschiede in dem Varl@mund der Struktur von humanen
und murinen prozessierten Pseudogenen (Zhang,e2(dl4). Man nimmt an, dass die
Entwicklung der beiden Genome vor ca. 75 Mio. Jalsieh getrennt voneinander vollzog.
Ebenso scheint sich die Entwicklung von prozessieRseudogenen in beiden Genomen
unterschiedlich zu vollziehen. Es wird angenomna&ss sich im humanen Genom vor ca.
40 Mio. Jahren eine explosionsartige Vermehrung Re&trotransposons vollzogen hat,
wahrend die Generierung von Retrotransposons imemiiGenomen stetig vorgekommen
ist. Im murinen Genom besteht eine wesenlich hoihueationsrate im Vergleich zum
menschlichen Genom, so dass evolutiondre Residigeprazessierte Pseudogene deutlich

friher verschwinden. Dennoch ergeben sich auchidlikgiten, wie die Korrelation von
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Lange der proteincodierenden Sequenz zu der ArdahlRetrotransposons. Gene, die
multiple Kopien von prozessierten Pseudogenen H#atha kodieren zumeist fur
.housekeeping” -Enzyme, die eine erhdhte Expresisiaen germinalen und embryonalen

Zellen zeigen.
1.2.3 Biologisch aktive Pseudogene u.a. GPx4-Pseudogen

Zunachst wurde vermutet, dass prozessierte Psenelog®logisch nicht aktiv seien
aufgrund von strukturellen Veranderungen, die zuonemi Funktionsverlust fuhren.
Mehrfach konnte inzwischen gezeigt werden, dasschézdene prozessierte Pseudogene
auch transkribiert werden (Boger et al., 2001; Ed8802; Guo et al., 1998). Ebenfalls
konnte die Expression eines prozessierten Pseudd{eikallikrein, einer Serinprotease,
mit dem Namen PsiKLK1 nachgewiesen werden. Einbgische Aktivitat wird aufgrund
einer gemessenen mMRNA-Expresssion in verschiedBnégsengewebe vermutet (Yousef
et al., 2004).

Der Anteil der transkribierten Pseudogene an gllezessierten Pseudogenen ist auf 4-6%
geschatzt worden (Harrison et al., 2005). Fur énezd/ertreter dieser Entitat ist eine
regulatorische Funktion beschrieben worden. Es wexnutet, dass das Transkript des
Makorin 1-Pseudogen die mRNA des Makorin 1-GenBilstaert (Hirotsune et al., 2003).
In der molekularbiologischen Untersuchung konntes ééingere Halbwertszeit der mRNA
des Makorin 1-Gens in Anwesenheit des Pseudogaeggeerden. Bei Untersuchungen
am murinen Knockoutmodell mit Ausléschen des MakdriPseudogens waren neben
einer hohen postnatalen Mortalitat ebenfalls schweehlbindungen der betroffenen
Knockout-Tiere zu beobachten. In einer nachfolgandéntersuchung konnte der
Nachweis dieses Pseudogens fur den murinen Orgasismbracht werden, ein Nachweis
bei verwandten Spezies wie im Organismus der Ratex des Menschen gelang nicht
(Podlaha und Zhang, 2004). Fur das Enzym NitritBymithase ist neben dem paralogen
Gen ebenfalls ein homologes Pseudogen beschriélienregulatorische Funktion des
Pseudogens zeigt sich nach Transkription des PgeandanLymnea stagnalis durch eine

Abnahme der Expressionslevel des kodierenden Gienadev et al., 1999).

Die Genome aller Spezies unterliegen einer stetdwieklung und Verdnderung bedingt
durch die Evolution und den ausgetibten SelektiarcédrDabei werden verschiedene
genetische Mechanismen wirksam z.B. die Inaktivigruon Genen oder Teilabschnitten

durch Mutationen und Methylierung.
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1.3 Sekretoglobine

1.3.1 Genfamilie/ Gencluster

Die humanen Vertreter der Familie der Sekretoglelsimd alle in einem Gencluster auf
Chromosom 11qg12.2 lokalisiert (Ni et al., 2000) ©A). Bei den Sekretoglobinen handelt
es sich um sekretorische Proteine mit einem kleindolekulargewicht. Die
Sekretoglobine sind bereits in vielen Organismed 8pezies untersucht worden. Dabei
zeigte sich eine Homologie der Gene von 50-90% cveis den Spezies Mensch, Maus,
Affe und Ratte.

Weitere Charakteristika der Vertreter der Sekretoigle sind eine ahnliche Lange des
codierten Proteins, sowie strukturell zwei konsemeé Cysteine und ein zentrales Lysin.
Die Aminosauresequenzen der einzelnen Vertretgienesich verschieden. Die einzelnen
Vertreter der Sekretoglobine zeigen eine spezifisGewebsverteilung, jedoch ist die

physiologische Funktion aller Vertreter weitestgeghanbekannt.
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Abb. 3: aus (Ni et al., 2000). Darstellung des Gesters auf Chromosom 11q12.2. In diesem Bereicth si
die Gene fir alle humanen Vertreter der Sekretagéolokaliesiert
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Die Familie der Sekretoglobine umfasst nach dagasit Kenntnisstand tber 25 Vertreter
verschiedener Spezies (Zafrakas et al., 2006)akhgell bekannten humanen Vertreter der

Genfamilie sind in nachstehender Tabelle aufgefiihrt

Name Nomenklatur Synonym RefSeq(NM)
Clara cell 10kDA protein
(CC10)
Uteroglobin SCGB 1A1 . NM_003357
Clara cell secretory protein
(CCsP)
SCGB1B1 NM_020563
SCGB1B2
SCGB1C1 RYD 5 NM_145651
Lipophilin A SCGB 1D1 NM_006552
Lipohilin B SCGB 1Db2 BU 101 NM_006551
Lymphoglobin SCGB 1D3 YGB
UGB3
Lipophilin C SCGB 2A1 Lacryoglobin NM_002407
Mammaglobin B
UGB2
Mammaglobin SCGB 2A2 Human steroid binding NM_002411
factor C2
UGRP 2
HIN- 1 SCGB 3A1 LU105 NM_054037
UGRP 1 SCGB 3A2 UGRP 1 NM_054038

Tab.4: Auflistung der humanen Vertreter der Familder Sekretoglobine. Dabei sind die
Aquivalenzbezeichnungen sowie die Nomenklatur zwn dgnzelnen Vertretern aufgefiihrt. Quelle:
http://www.genenames.org/genefamily/scgb.htdie Terminologie ,Sekretoglobine und das Symielr
Genfamilie ,SCGB" ist im Konsens festgelegt wordaii et al., 2000).

1.3.2 Strukturelle Merkmale der Sekretoglobine

Hinsichtlich von strukturellen Eigenschaften fallébemeinsamkeiten der einzelnen
Sekretoglobine untereinander auf. Die Mitglieder Bamilie sind sekretorische Proteine
von bisher unbekannter biologischer Funktion. Whkite kennzeichnen die Proteine eine
geringe Grof3e. Im Aufbau kennzeichnen sich die Mitigr der Sekretoglobine durch eine
dimere Struktur (Homo- und Heterodimere) und bildanden Untereinheiten alpha-

Helices. So treten Lipophilin A und Lipophilin C @hmaglobin B) in humaner
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Tranenflissigkeit als Heterodimer auf (Lehrer et, @998). Ebenso konnte flr
Mammaglobin 1 und Lipophilin B eine Heterodimerlifd) gezeigt werden (Colpitts et al.,
2000). Das Uteroglobin besitzt ein Molekulargewichtn 8,5kDa und bildet ein

Homodimer, das Uber zwei Disulfidbriicken verbunid¢iiNieto et al., 1977). Eine weitere
strukturelle Gemeinsamkeit aller Vetretreter dieGenfamilie sind mehrere konservierte
Regionen: das Cystein bei Aminosaure 22 und 39ieshysin bei Aminosaure 63 (Becker

et al., 1998). Weiterhin fallen auch Homologien ineder Nukleotidsequenz auf.

1.3.3 Mitglieder der Sekretoglobinfamilie

Uteroglobin

Das Uteroglobin wurde als erster Vertreter der &elglobinfamilie im Uterus von
Kaninchen als sekretorisches Protein in der fri8ehwangerschaft entdeckt (Krishnan
und Daniel, 1967). Im humanen Organismus ist dasvatgnte Protein zunachst als Clara-
Zell-sekretorisches Protein in der Bronchiallavag&tbeschrieben worden (Dhanireddy et
al., 1988). Im Verlauf konnte eine Expression désrdblobins vor allem in verschiedenen
Schleimhautepithelien, u.a. in Epithelzellen denge gezeigt werden (Peri et al., 1993;
Ryerse et al., 2001), sowie im humanen Endometraaiert werden (Muller-Schottle et
al., 2000). In Untersuchungen von Uteroglobin-defizen entwickeln die Tiere vor allem
strukturelle, organische Erkrankungen, wie z.B eelgA-Nephropathie (Zheng et al.,
1999), fokale pulmonale Fibrose (Lee et al., 208@3r zeigen eine erhdhte Anfalligkeit
gegenuber Kanzerogenen (Yang et al.,, 2004). In Temoverdndert sich das
Expressionsverhalten von Uteroglobin. So kommt msmalignen Zellen zu einem
Ruckgang der Expression. Im progredienten Prosteteaom konnte ein Verlust der
Expression von Uteroglobin gezeigt werden (Weenarat al., 1997). Ebenfalls war eine
Abnahme der Uteroglobinexpression in Tumoren dergeu(Sjodin et al., 2003) und des

Uterus (Tanaka et al., 2004) nachweisbar.

Weitere Vertreter der Sekretoglobinfamilie

Derzeit besteht besonders an einem Mitglied deresaglobinfamilie Interesse, namlich
dem Mammaglobin 1. Dabei wird eine mogliche Eighadt als Tumormarker fur das
Mammacarcinom diskutiert. Fir Mammaglobin 1 isteegewebespezifische Expression
im adulten Brustgewebe beschrieben worden (WatsdnRleming, 1996). Dabei handelt
es sich um ein Glykoprotein, das aus 93 Aminosadresteht mit einem geschatzten

Molekulargewicht von 10,5kDa (Watson et al.,, 1998mn Brustgewebe liegt
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Mammaglobin 1 in zwei Formen mit einem geschatietekulargewicht von 18kDa und
25kDa aufgrund von posttranslationeller Modifikatm vor (O'Brien et al., 2005).
Lipophilin B bildet mit Mammaglobin 1 ein Heterodem (Colpitts et al., 2000).
DarUberhinaus zeigt sich eine Korrelation der Egpianslevel von Mammaglobin 1 und
Lipophilin B (Carter et al., 2002; O'Brien et aRP02). Das Molekulargewicht von
Lipophilin B ist mit 7,7 kDa geschatzt worden (Ctip et al., 2000). Jedoch scheint es
nicht zu einer ausschliellichen Expression von pipon B im Komplex mit
Mammaglobin 1 zu kommen. Auch bei Fehlen einer Maglobin 1-Expression kann in
verschiedenen Geweben Lipophilin B-mRNA nachgewieserden (Carter et al., 2002).
Neben einem Nachweis in hormonabhangigen Geweloanté zudem die Expression von
Lipophilin B u.a. in Trachea, Niere, Speicheldrigghao et al., 1999) und Hypophyse
(Sjodin et al., 2005) gezeigt werden.

Mammaglobin B ist urspriinglich in Uterusgewebe Ratten (Becker et al., 1998) isoliert
worden. Trotz einer hohen Sequenzhomologie zu Magtoban 1, wird Mammaglobin 2
nicht ausschlief3lich in Brustgewebe exprimiert. Bigpression von Mammaglobin B ist
fur die Speicheldrisen, Uterus und Brustdrise (Beek al., 1998), sowie fur Prostata,
Testis, Ovarien, Trachea und Niere (Zhao et al99)9sowie in Tranendrisen und
Konjunktiven (Stoeckelhuber et al., 2006) dokunmenti

Physiologie und biologische Funktion der Sekretoglobine

Die physiologische Funktion der Sekretoglobine zsim jetzigen Zeitpunkt unklar.
Aufgrund des Aufnaus der kleinen, globularen Pragader Sekretoglobinfamilie wird als
wichtigste Eigenschaft die Sekretion beschriebem Uteroglobin-defizienten
Knockoutméusen konnte ein Fehlen der sekretoris@ranula in Clara-Zellen der Lunge
gezeigt werden (Stripp et al., 1996). Zudem wircheeiTransportfunktion der
Sekretoglobine fur hydrophobe Molekile, wie z.Bridone (Mukherjee et al., 1999) oder
Pheromone (Austin et al., 2004) diskutiert. Furroggobin konnte gezeigt werden, dass
aufgrund einer strukturellen Eigenheit die Bindwug hydrophoben Liganden, wie z.B.
Progesteron moglich ist (Mukherjee et al., 1999).ahderer Stelle ist postuliert worden,
dass Sekretoglobine bei Nagetieren als Pheromonkenviund zur Geruchserkennung
beitragen (Emes et al., 2004).



21

1 Einleitung

Expressionsregulation der Sekretoglobine

Ein Kennzeichen der Sekretoglobine ist die Tramskmsregulation durch
Steroidhormone (Miele et al., 1994). Zudem konnkéssische Hormone-Responsive-
Elements in der Promotorregion nachgewiesen werd@nMammaglobin B konnte eine
Induktion und eine Anstieg der Expression durch ragene (v.a. Dihydrotestosteron) in
der Prostata gezeigt werden (Xiao et al., 2005)gelgen war fir Mammaglobin 1 keine
Veranderung der Transkription durch Glucocorticoidier Steroidhormone, wie Estradiol,
Progesteron oder Androgene nachweisbar (Watsonl.,etl298). In der Analyse der
Promotorregion des MG1-Gens waren zudem Kkeine igt®esponsive-Elements zu
detektieren. Eine Expression des Mammaglobin 1-Gammte nicht durch Cytokine
induziert werden (Ballestrero et al., 2005). WaterUntersuchungen zur
Expressionsregulation konnten innerhalb der er34&p oberhalb der proteincodierenden
Sequenz Regulationselemente aufzeigen, die flrspezgifische Expressionsmuster von
MG1 verantworlich sind (Shi et al., 2004).

1.3.4 Dysregulation in malignen Zellen
Mammaglobin 1: Brustkrebsmarker

Fur die Diagnostik und Therapie des Mammacarcineimd bis dato viele Ansatze und
Fortschritte in der Behandlung erzielt worden. &imchaus vielversprechender Parameter
ist das Mammaglobin 1, das in die Familie der Sekflebine einzuordnen ist. Dabei
versprechen eine hohe Gewebespezifitat und eine Behsitivitdt des Parameters einen
entscheidenden  Fortschritt in  der Friherkennung vddalignitaten des

Brustdriisengewebes.

Mammaglobin 1 ist erstmals im adulten Brustgewebschrieben worden (Watson und
Fleming, 1996). Dabei fiel neben einer ausschigdféin Expression im epithelialen
Brustgewebe, zudem eine erhdhte Expression von Magiabin 1 in Malignomen des
Brustgewebes auf. In duktalen Mammacarcinomen lamnt 80% der untersuchten
Proben konnte das sekretorische Protein nachgewieseden (Fleming und Watson,
2000). Aufgrund der Eigenschaften des Mammaglobin(Gewebespezifitdt und
Uberexpression in Mammacarcinomen) wird eine mbgli¢unktion des Proteins als
Tumormarker fur das Mammacarcinom diskutiert. Dghhlrend ist Mammaglobin 1 nach
klinischen Gesichtspunkten betrachtet worden. Dipré&ssion von Mammaglobin 1 in

Zellen von Mammacarcinomen scheint unabhéangig vistolbgischen Typ des Tumors zu
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sein. Eine Expression ist sowohl in duktalen, alghalobularen Mammacarcinomen
nachzuweisen (Leygue et al., 1999), (Watson efl@89). Zudem konnte Mammaglobin 1
in axillaren Lymphknoten bei Patientinnen mit Manoa@inom nachgewiesen werden
(Manzotti et al., 2001), (Ooka et al., 2000), (Zetiner et al., 2002).

Der Nachweis von Mammaglobin 1 im Blut erkranktatiénten gelang bisher nur auf
MRNA-Ebene. Bemerkenswert scheint eine Erhohung d&chweisbarkeit in
metastasiertem Krankheitsgeschehen (Zach et @0)ZQin et al., 2003).

Material Anzahl Nachweis von MG1 Literatur
Primatumor 237 BC 171/237 (72%) (Bernstein et al., 2005)
95 BC 90/95 (95%) (Brown et al., 2005)
100 BC 81/100 (81%) (Watson et al., 1999)
42 BC 31/42 [74%) (Houghton et al., 2001)
Axillare 89 HE positiv 86/89 (97%) ]
] (Marchetti et al., 2001)
Lymphknoten 159 HE negativ 46/159 (29%)
13 HE positiv 13/13 (100%)
(Leygue et al., 1999)
7 HE neg. 0/7 (0%)
- (Fleming und Watson,
21 HE positiv 9/21 (43%)
2000)
s 46 BC-Patienten 37/ 46 (85%) (Zehentner und Carter,
erum
84 Kontrollen 51/84 (61%) 2004)
45 BC-Patienten 25/45 (60%) .
(Silva et al., 2001)
25 Kontrollen 3 (12%)
10 BC-Patienten 6/10 (60%)
(Gal et al., 2001)
16 Kontrollen 6/16 (38%)
54 BC-Patienten 22/54 (41%) _
(Cerveira et al., 2004)
38 Kontrollen 0/38 (0%)

Tab. 5: Untersuchungen von Mammaglobin 1 beim Maoar@nom: der Nachweis im Gewebe und
axillaren Lymphknoten. Ein Nachweis bei erkrankBRatientinnen im Blut zeigt sich v.a. im metastdsier
Stadium des Carcinom®C: MammacarcinomtE: Histologie.

Die klinische Relevanz der Uberexpression von Maglotzn 1 ist fur Prognose und
Uberlebensdauer der erkrankten Patienten noch mibkthlieRend geklart worden. In

verschiedenen Untersuchungen konnte keine statistisAssoziation zwischen hohen
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Expressionsleveln von Mammaglobin 1 und Tumorgkadyphknotenmetastasierung und
histologischem Subtyp hergestellt werden (Watsal.e1999), (Leygue et al., 1999).
Hinsichtlich der Prognose ist postuliert wordenssdaine hohe Mammaglobin-Expression
mit einer weniger aggressiven Form des Mammacamsneinherzugehen scheint (Nunez-
Villar et al., 2003). In einer weiteren Studie dgah ebenso hohe Expressionslevel von
Mammaglobin 1 auf eine gunstige Prognose der Ekknagn aufgrund einer Assoziation zu
Low-Grade Tumoren hin (Span et al., 2004).

Hinsichtlich der Gewebespezifitit des Mammaglobin egistieren unterschiedliche
Meinungen und Veroffentlichungen. In verschiedemggmakologischen Geweben und
Tumoren konnte eine Expression von Mammaglobin INdRnittels Nested-PCR gezeigt
werden (Grunewald et al., 2002). Zusatzlich korade Nachweis von Mammaglobin 1-
mRNA fir die Speicheldrise, Haut und des Osophagdusicht werden (Houghton et al.,
2001). An anderer Stelle konnte keine Expression Mammaglobin 1 in humanen
Malignomen des Gastrointestinaltraktes und der étgiktionsorgane detektiert werden.
(Sasaki et al., 2007).

Neben einer erhéhten Expression von MammaglobirRINA in Brustkrebszellen, konnte
ebenfalls ein Anstieg des Expressionslevel von piplon B in Mammacarcinomen
dokumentiert werden (Culleton et al., 2007; O'Brral., 2002). Dabei wird Lipophilin B
haufiger in Ostrogen-Rezeptor positiven Tumorenhgawiesen. Jedoch zeigt sich fir
Lipophilin B eine geringere Gewebespezifitat (Cared al., 2003), so dass auch in
Prostata- und Ovarialcarcinomen die Expression Wgophilin B nachweisbar ist.
Hinsichtlich der Gewebespezifitit von Mammaglobinrid Lipophilin B konnte in einer
weiteren Studie gezeigt werden, dass beide Genk auaveiteren gynakologischen
Tumoren exprimiert werden (Zafrakas et al., 200Bidem war ein konkordantes

Expressionsprofil von Mammaglobin und LipophilinrbBmerkenswert.

Mammaglobin 2: Vorkommen in verschiedenen Tumoren, u.a.

Ovarialcarcinom

Im Vergleich mit Mammaglobin 1 war eine hohe Segiremologie aufféllig, jedoch
zeigte sich das Expressionsverhalten von Mammagl@bin malignen und benignen
Geweben unterschiedlich. Zunachst war aufgrundAderlichkeit zu Mammaglobin die
Betrachtung auf das mammare Gewebe beschrankt.i Rabhate eine Expression von

Mammaglobin 2 auf mMRNA-Ebene in Mammacarcinomereggaverden (Aihara et al.,
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1999). Ebenfalls gelang der Nachweis von MammagloBimRNA in Sentinel-
Lymphknoten bei histologisch nachgewiesener Mesestang eines Mammacarcinoms.
Jedoch scheint die Expression von Mammaglobin Btrgewebespezifisch zu sein; ein
Nachweis von Mammaglobin 2 gelang in verschiedegymakologischen Geweben. Im
Normalgewebe und Tumoren des Uterus war die Exjores®n Mammaglobin2-mRNA
zu detektieren (Becker et al., 1998). Im ovarielBawebe konnte ebenfalls die Expression
von Mammaglobin 2 nachgewiesen werden. Bei epdlesli Ovarialcarcinomen zeigt sich
gegenuber dem ovariellen Normalgewebe eine erhBkpeession von Mammaglobin 2
auf mMRNA- und Proteinebene (Tassi et al., 2007eniddls konnte die Expression von
Mammaglobin 2 auch in Normal- und Carcinomzellen Rstata nachgewiesen werden
(Tucker et al., 2005). In abdominellen Priméartunmone.a. Magen-, Colon- und Pankreas-
Carcinomen konnten Transkripte von Mammaglobin fekiert werden (Aihara et al.,
2000). Ebenfalls war ein Nachweis in zugehoOrigemmpliknoten mit histologisch

gesicherter Metastasierung von Mammaglobin 2 mbglic
1.4 Ovarialcarcinom

1.4.1 Epidemiologie des Ovarialcarcinoms

Weltweit steht das Ovarialcarcinom an sechster IeStetler diagnostizierten
Tumorerkrankungen bei Frauen (Permuth-Wey und Sell2009) (http://www-
dep.iarc.fr/). Unter den Tumoren des weiblichen radpktionssystems rangiert das
Ovarialcarcinom an zweiter Stelle mit der Anzahl M@uerkrankungen und Todesfallen
weltweit (Sankaranarayanan und Ferlay, 2006). Dgetdlitat der Erkrankung ist erhdht,
aufgrund einer spaten Diagnosestellung im fortgesehen Tumorstadium bei 67% der
Patientinnen mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate w&% (Jemal et al., 2009)
(http://seer.cancer.gov/csr/1975 2004#ir die USA sind 2006 knapp 15 000 Todesfalle

durch die Erkrankung an einem Ovarialcarcinom dodwotiert; damit liegt das

Ovarialcarcinom an funfter Stelle der Mortalitatsraon Tumorerkrankungen (Jemal et al.,
2007). Fur 2009 liegt die geschatzte Zahl von Neaekungen bei 21550 Féallen, ebenso
werden 14600 tumorassoziierte Todesfélle erwaltnal et al., 2009).

1.4.2 Einteilung nach Histologie und Klinik (FIGO-Stadien)
Unter den Ovarialcarcinomen tritt der epithelialg Tnit einer Haufigkeit von ungefahr

90% aller Ovarialcarcinome auf (Soslow, 2008).Dikéanen in vier Subtypen unterteilt

werden (Tab.6). Weitere nicht-epitheliale Tumordmmien den restlichen Prozenten als
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Keimblatt-Stroma-Tumoren (6%), Keimzelltumoren (3%gowie Mischtypen (1%)
zugeordnet werden (Sankaranarayanan und Ferlays).20®n den nicht-invasiven
Ovarialcarcinomen stellen 10% Borderline-oder Loatignant-Tumoren, die sich durch

fehlendes invasives Wachstum von den invasivenhelmien Ovarialcarcinomen

abgrenzen.

Histologischer Subtyp Haufigkeit (%)

Seros 68

Klarzell 13

Endometrial 9

Muzinds 3

Gemischt epitheliale Carcinome 6

Andere 1

Tab. 6: Histologische Subtypen des epthelialen @leamrcinoms (Ricciardelli und Oehler, 2009)

Problematisch in der Diagnostik des Ovarialcarciagyelten die wenigen oder fehlenden
Symptome in den friihen Stadien der Erkrankung,ass die Diagnosestellung haufig erst
im fortgeschrittenen Stadium erfolgt. Zudem existigis zum jetzigen Zeitpunkt keine

geeignete Screening-Untersuchung mit einem spelzéis Tumormarker zur Frihdiagnose
der Erkrankung. Das Staging des Ovarialcarcinontd wihoben durch ein bildgebendes
Verfahren als auch durch die chirurgische ExploratEntsprechend der Klassifikation des
TNM-Systems (Fleming et al., 1997) als auch eilesrativen Systems der International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) vdas Ausmald der Tumorausbreitung
bestimmt (Heintz et al., 2006).

- Risikofaktoren:
Gesicherte Risikofaktoren Eventuelle Risikofaktoren Diskutierte Risikofaktoren
Alter Frihe Menarche Hormonersatztherapie
Positive Familienanamnese Spéate Menopause Fettreiche Nahrung
Nulliparitat Infertilitat Ubergewicht
Orale Kontrazeptiva Stillen (schiitzend) Mangelnde kdrperliche
(schiitzend) Reweniina
Oophorectomie (schitzend) Sterilisation (schiitzend) Nikotinabusus

Hysterektomie (schitzend) Alkoholkonsum

vitaminarme Ernahrung

Tab. 7: Zusammenfassung der Risikofaktoren furkti@ankung des Ovarialcarcinoms nach Evidenzgrad.
(Permuth-Wey und Sellers, 2009)
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- Genetisch: Das Auftreten eines Ovarialcarcinoms scheint igo&%er Falle zufallig zu
sein ohne dass hereditare Faktoren eine Rolleespielahrend in 10-15% eine genetische
Disposition vorhanden ist (Christie und Oehler, @0&ndere Schatzungen gehen nur bei
5-10% von einer hereditaren Erkrankung aus (Lyrtcal.e 1993). Erkrankungen, die flr
ein Ovarialcarcinom genetisch disponieren sind zumen das Lynch-Syndrom Il (Aarnio
et al., 1999), das Mammacarcinom mit MutationerBieneich der BRCA 1/BRCA 2-Gene
(Hereditary-Breast-Ovarian Cancer) (Frank et 8098 Narod et al., 1995), sowie eine
familidre Haufung an Erkrankungen bei Verwandt&rddes (Negri et al., 2003; Ziogas et
al., 2000). Alle Erkrankungen dieses Komplexes gainé einer deutlichen Zunahme der
Pravalenz eines Ovarialcarcinoms bei den Betroffereher (Stratton et al., 1998),(Easton
et al., 1993),(Lynch et al., 1998). Die Inzidenz &inem Ovarialcarcinom zu erkranken
liegt bei Frauen mit einer positiven familiaren Amaese/ familiaren Haufung des
Ovarialcarcinoms bei 9.4%.

- Alter: Die Erkrankung tritt vor allem im fortgeschrittenAlter auf. So treten mehr als
48% aller Ovarialcarcinome nach dem 65. Lebengalhi(Yancik, 1993). Bei 1% tritt die
Erkrankung vor dem 20. Lebensjahr auf; diese sindmehr als 60% den Keimzell-

Tumoren zugehorig (Holschneider und Berek, 2000).

- Hormone: Es konnte gezeigt werden, dass Nullipara ein edsoRisiko gegeniber
Multipara haben an einem Ovarialcarcinom zu erkeanfiNegri et al., 1991), (Hankinson
et al., 1995). Zusatzlich scheint Infertilitdt ewmnabhangiger Risikofaktor fur die
Entwicklung eines Ovarialcarcinoms zu sein (Bristomd Karlan, 1996),(Riman et al.,
2002). Uber die Risikoabschatzung bei Einnahme Mmudikamenten im Rahmen der
Horman-Ersatz-Therapie konnte bis dato keine aldddhde Einschatzung getroffen
werden. Die Einnahme von oralen Kontrazeptiva fuktt einer Reduktion des
Erkrankungsrisikos (Gross und Schlesselman, 1994).

-Sonstige: Die Evaluierung von Ubergewicht, Alkoholgenuss uNikotinabusus als
maogliche Einflussfaktoren erbrachte ein vermehResko fir ein Ovarialcarcinom bei
Adipositas (BMI>30kg/f) gegeniiber einer Vergleichsgruppe (BMI< 22kg/mum
Ausdruck (Riman et al., 2004).
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Diagnostische Méglichkeiten:

Haufig erfolgt die Diagnosestellung der Erkrankusg einem Ovarialcarcinom erst in
einem fortgeschrittenen Stadium und bei bereitgggusigtem Tumorwachstum. Zum
Screening fur die Erkrankung gilt neben der Bildgslp die Bestimmung des
Tumormarkers CA125 als Standard in der Diagnodiile regelmallige transvaginale
Ultraschalluntersuchung ist als Screeningmetholdénahicht ausreichend. (van Nagell et
al., 2007; van Nagell et al., 1990).

1.4.3 Tumormarker: CA 125

Als Standard in der Diagnostik des Ovarialcarcinogié neben der bildgebenden
Diagnostik die Bestimmung des Tumormarkers CA 1R@&rioanhydrate antigene). Die
erstmalige Beschreibung des Antigens erfolgte 188l Determinante eines murinen
monoklonalen Antikorper mit der Bezeichnung OC 1Rbden frihen Untersuchungen
zeigten sich jeder der sechs epithelialen, sowie viih 20 kryokonservierten
Gewebeproben von Ovarialcarcinomen positiv in detikdrperbindung (Bast et al.,
1981). In weiteren Studien konnte gezeigt werdemssdbei Patientinnen mit einem
Ovarialcarcinom in 80-85% der Falle ein Anstieg d&k125-Werte zu vermerken ist
(Jacobs und Bast, 1989). Problematisch ist daseBiog und die Friherkennung eines
Ovarialcarcinoms mittels der serologischen Bestimgndes Tumormarkers CA125. In
frhen Stadien der Erkrankung sind die erhobeneriéNar CA125 nur eingeschrankt zu
verwerten. Bei fast 30% von Patientinnen mit eir@warialcarcinom im Stadium | waren
die Serumwerte des CA125 nicht signifikant erhdkoglas et al., 1993). In einer weiteren
Untersuchung war auffallig, dass bei 20% der Ol@arainome keine oder nur eine
geringe Expression von CA125 nachzuweisen war (Basal., 2005). Weiterfuhrend
ergeben sich mehrere Faktoren, die die Expresg@simdmormarkers CA125 beeinflussen.
So zeigen sich in Abhéngigkeit vom histologischerubt$p unterchiedliche
Expressionslevel des Tumormarkers. Dahingehendereigerdse und endometriale
Ovarialcarcinome eine hohere Konstanz in der Exgovasdes Antigens. Eine verminderte
Expression des CA125 zeigte sich bei muzinésen &tigrelligen Ovarialcarcinomen
(Rosen et al., 2005). Ebenso sind bei verschiedanderen Erkrankungen, insbesondere
Tumorerkrankungen und auch bei physiologischen ndg#ungen, wie z.B.
Schwangerschaft, Menstruation erhéhte CA125-Weréssimar (Clarke-Pearson, 2009).
Aufgrund der vielen Einschrankungen und Einflusededn auf die Expression des CA125
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ist ein Screening nach einer Erkrankung an einenari@carcinom mit alleiniger

Bestimmung der Serumwerte nicht geeignet. Das CAi&Reher als ein prognostischer
Marker, der das Ansprechen auf Chemotherapie, didera Uberlebenszeit und das
Outcome der Patientinnen evaluiert, zu bewertergéMaet al., 1995). So zeigt sich eine
Korrelation zwischen dem Verlauf des CA 125 und ddimschen Ansprechen des Tumors
auf die chemotherapeutische oder operative Behagd(uan der Burg et al., 1988).
Aktuell wird als diagnostischer Standard fur dasa@atcarcinom neben der Bestimmung

eines pratherapeutischen CA125-Levels zudem aiigdllendes Verfahren gewahlt.
1.4.4 Biomarker in der Diskussion

In der Friherkennung und Préavention des Ovarialvants sind Screeninguntersuchungen
mit Serummarkern derzeit nicht verfugbar. Der Senamker CA125 ist in 50-60% im
Serum von Patienten mit einem Ovarialcarcinom 8tadi erh6ht (Rosen et al., 2005). Es
wird geschatzt, dass aktuell nur 25% der Tumorekaagen an einem Ovarialcarcinom
im Stadium | diagnostiziert werden (Bast, 2003)b&iast die friihe Diagnosestellung der
Tumorerkrankung der stérkste prognostische Faktat filhrt zu einem Anstieg der
Uberlebenszeit (Sant et al., 2003). Unter dem Drwgker Friherkennung des
Ovarialcarcinoms ist die Suche nach Screeningmetinoohsbesondere von Biomarkern
forciert worden. Dabei wird der Erfolg einer Scregmethode durch die Klinik und
Biologie der Tumorerkrankung bestimmt (Bast, 2003pie Erkrankung des
Ovarialcarcinoms zeigt sich dabei sehr heterogea, histologischen Subtypen des
Ovarialcarcinoms zeigen unterschiedliche Expressimfile, die in der serologischen
Diagnostik berticksichtigt werden sollten (Kobebkf 2008). Neben der Eigenschaft eines
Tumormarkers anhand von Spezifitdt und Sensitiviiifie friilhe Diagnosestellung zu
ermoglichen, wird ebenfalls die Aussagekraft desrkdis bezlglich Prognose der
Erkrankung und Ansprechrate auf die Therapie b#ur(Boyce und Kohn, 2005).
Insgesamt sind in den letzten Jahren Uber 40 Bkenauch in Kombination mit CA125
(Bast et al., 2002) evaluiert worden. In Erganzdaeg CA125 durch weitere Serummarker
ist durchschnittlich eine Zunahme der Sensitiuvitdt 5-10% erreicht worden. Durch den
Einsatz von Arrays zur Analyse von Genexpressiaied eine Vielzahl von potentiellen
Biomarkern entdeckt worden, u.a. Osteopontin (Kiralg 2002), Kallikrein 6 (Diamandis
et al., 2003; Diamandis et al., 2000) und KallikréD (Luo et al., 2001). Bemerkenswert
scheint dabei, dass Kallikrein 6 und 10 in 98-106& Ovarialcarcinome exprimiert

werden, die keine Expression von CA125 zeigen (Rateal., 2005). In einem weiteren
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Array fiel neben der erhbhten Genexpression vorikéain auch eine Hochregulation von
Mammaglobin 2 in ovariellen Malignomen auf (Adibatt, 2004). Dabei zeigte sich eine
erhdhte Expression in primaren und metastatiscltemécarcinomen des Ovars. In einem
weiteren Genexpressionsprofil konnte fir Mammagidbidie starkste Hochregulation in
seros-papillaren Ovarialcarcinomen nachgewieserdewer Kallikrein 6 und 10 waren
ebenfalls unter den hochregulierten Genen zu detekt (Bignotti et al., 2006)
Weiterfihrend konnte fir Mammaglobin 2 eine erholepression in epithelialen
Ovarialcarcinomen gegeniber ovariellem Normalgewsdehgewiesen werden (Tassi et
al., 2007). In der Untersuchung waren in allen isutehten Proben von Ovarialcarcinomen
Transkripte mittels PCR detektierbar. Hinsichtlidar klinischen Relevanz scheint die
Uberexpression von Mammaglobin 2 in ovariellen Torem, mit einer glinstigeren
Prognose in Bezug auf Fortschreiten der Erkrankumd) Rezidivneigung einherzugehen
(Tassi et al., 2009). Weiterfuhrend werden Medetoder Inflammation als mégliche
Marker hinsichtlich der Tumoraktivitdt mit begleider Inflammation und Prognose
evaluiert. So konnte fir die Cyclooxygenase-2 ggzeierden, dass die Expression mit
einer schlechteren Prognose und einem reduzierbamlében einhergeht (Denkert et al.,
2002).

Die Biologie des Ovarialcarcinoms bedingt, dassa@edene Strategien und Methoden,
wie Genexpressionsprofile, Kombinationen von Tumearn, Nachweis von
Tumoraktivitdten entwickelt werden um eine friheadgnosestellung zu ermdoglichen.
Derzeit ist keine Strategie mit Biomarkern etab]ielie fir die Friherkennung oder als
Screeningmethode geeignet ist. Perspektivisch eimd Kombination von verschiedenen
Serummarkern in Erwagung gezogen, die aus Kostadgrl in ein Screening auf

verschiedene Tumorerkrankungen integriert werddra(i€rjee und Zetter, 2005).
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2 Materialien und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien und Gebrauchswaren

Die verwendeten Chemikalien und Biochemikalien sindnachstehender Tabelle mit

Bezugsfirma und deren Standort aufgefihrt:

Chemikalien Firma
Agarose Promega, Mannheim
dNTP Roth, Karlsruhe

DNA (desoxyribonucleitid

DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium)
Dulbecco’s PBS (phosphate buffered saline)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Ether

Ethidiumbromid

Isopropanol
SDS-LadungspuffedxRoti-Load)
Magermilchpulver, Bacto SKIM MILK
Oligo-dT18 Primer

Penicillin/ Streptomycin

QuantiTect Sybr Green PCR Kit

RNaseOut Ribonuclease

Rnasin

TEMED (Tetramethylethylendiamin, 0,4%)
Trypsin

Trypan Blau

acid) New

England Biolabs,
Life Techmgies, Eggenstein
Lifehfmlogies, Eggenstein
Merck, Darmistad
Baker, Deventer (Niederlande)
Roth, Karlsruhe
Baker, Deventer (Niederlande)
Roth, Karlsruhe
Difco, Detroit (BA)
BioTez, Berlin
Sigma, Deisenhofen
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Groningen

Promega, Madison (USA)

BioWhittaker (Belgien)
PAA Laboratories (Osterreich)
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2.1.2 Gerate

Gerat

Firma

Blotkammer,Fastblot B44

Biometra Goéttingen

Brutschrank

Bunsenbrenner
Elektrophoresekammer
ElektrophoresekammerHorizon
Gelimager

Inkubator

Kahlzentrifuge
Laminarboxen
Luminometer,Lumat LB9501
Magnetruhrer

Mikroskop

Mikrowelle

Quarz MelZkivette
Stromversorgungsgerate
Thermocycler

Ultra Turrax

\Vortex

Wasserbader

Zentrifuge SORVALL MC 12V

Stuart Scientific,GB
Integra Biosciences
Roth
Gibco BRL

Biometra,Gottingen

COTECH,Berlin

Eppendorf

Stuart Scientific, GB
Berthold

IKALabortechnik

Olympus

Siemens
Shimadzu
Biometra,Gottingen
Biometra,Gottingen
Janke &Kunkel GmbH
Jauke&Kunkel GmbH
Haake,Karlsruhe

DuPont

Auflistung der verschiedenen Puffer

Gelelektrophorese:

50x TAE-Puffer: 40mM TRIS
2mM EDTA-Na-Salz
29,6 mM Essigsaure

pH 7,8
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10xElektrophorese-Ladungspuffer: 20 % Ficoll
0,1% EDTApH 8
1,0 % SDS

0,25 % Bromphenolblau

Zelllysate fur Western Blot:

MITO-Puffer: 1M Hepes pH 7,9
0,1M EGTA
0,5M EDTA
250 mM Mannitol
75mM Sucrose
Proteinase-Inhibitoren/10ml
Lyse-Puffer: 10 mM Hepes pH 7,9
10 mM KCI
1,5 mM MgCI2
0,1 mM EDTA
0,35 M Sucrose
0,5mM DTT

Proteaseinhibitoren/10ml

Weitere Materialien Western Blot:

Antikorper:

1. Antikorper:  Monoklonaler anti-GPx4-AK
gezogen in Maus
resktiv mit humaner und muriner GPx4
Firma BIOTEZ GmbG, Berlin

2. Antikorper:  Peroxidase markiertes Anti-Maus IgG
gezogen in Ziege
Bestellnummer: A-4416

Firma Sigma, Deisenhofen

33
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SDS-Elektrophorese:

Acrylamid-Stammldsung
Sammel-Gelpuffer
Trenn-Gelpuffer
TEMED

10% Ammoniumpersulfat

5x Elektrophoresepuffer

Blot:

Anodenpuffer |
Anodenpuffer Il
Kathodenpuffer

Weitere Verbrauchsmaterialen Western Blot

Filterpapier

Nitrozellulose-Membran
Hyperfilm MP 35x43 cm

Entwickler

2.1.3 Primer

Fur die aufgefiihrten

Primerkombinationen verwandt worden.

PCR-Untersuchungen

30%Acrylamid, 0,8%Bisacryldm
0,5 M Tris, 0,4% SDS, pH 6,7
1,5 M Tris, 0,6% SDS, pH 8,8

125 mM Tris, 100 mM Glyclit mM SDS

220,3 M Tris, pH 10,4, 20% Metbhn
0,025 M Tris, pH 10,4, 20% Metioa
0,025 M Tris pH 9,4, 0,040 M 6-#wcapronsaure

Schleicher & Schuell, Dassel
Serva, Heidelberg
Amersham Biosciences,rsy
Kodak

sind diechstahend aufgeflhrten

F-Primer

R-Primer

GAPDH
GPx4
MG 1
Lip B
Hepsin
MG 2

UTG

5 CCATCACCATCTTCCAGGAGCGAZ

5" GTG CAT CCC GCG ATG ATT GGC-3’

5" GAAGTT GCT GAT GGT CCT CAT GCT ¥

5 TGAAGC TGT CGG TGT GTC TCC TG 3

5" AGG CTC GAG TCC CCATAATCAGC 3

5" GAA GCT GCT GAT GGT CCT CAT GC 3’

5" GAT CGC CAT CAC AAT CAC TGT GGT 3’

5 GGATGACCTTGC CCACAG CAG 3

5" CAG TTT TGC CTC ATT G&GG CC-3°

5 GAG AAG GTG T&TTT GCAGCAATC 37

5 GTG TCATTG AAKBAC AGT GGAAAC C 3’

5" CTG GCT TCG GAG TGAGTTT ATG 3’

5" ACCAAATGC TGT CATCACTGTATG 3

5" TAT CCT GGT CTC TTGG GAG GG 3’
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2.1.4 Enzyme und Kits

35

Kits

Invisorb Spin Tissue Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Qiaquick Gel Extractions Kit
RNeasy Mini Kit

Rnase free Dnase Set

Turbo DNA-free

DNeasy Tissue Kit

Qiaprep Spin Miniprep Kit
TOPO TA Cloning Kit

QuantiTect SYBR Green PCR Kit

Invitek, Berlin

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Ambion, Huntingdon

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Groningen (Niedente)

Qiagen, Hilden

Polymerasen

BD Advantage 2 Polymerase

BD Biosciences

M-MLV-Reverse Transcriptase RNase H minus Prombtanheim

SuperScript Il Reverse Transcriptase

InvitrogermnBrgen (Niederlande)

Restriktionsenzyme

EcoRlI

HIND IlI

HpyCH4 IV

Mae Il

NE 2 10xPuffer
EcoRI 10xPuffer
HPY CH IV 10xPuffer
Mae Il 10xPuffer

New England Biolabs, Frankfurt/Main
New England Biolabs, Frankfurt/Main
New England Biolabs, Frankfurt/Main
Roche, Mannheim
New England Biolabs, Frankfurt/Main
New England Biolabs, Frankfurt/Main
New England Biolabs, Frankfid#in

Roche, Mannheim
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Transformation und Plasmidpréparation:

LB-Medium:

1% Bacto-Tryptone
0,5% Bacto-Hefe-Extrakt
100mg/I Ampicillin

0,5% NaCl

1 mM NaOH

LB-Agar:
1,5% Bacto-Agar

1% Bacto-Tryptone

0,5% Bacto- Hefe-Extrakt
100mg/I Ampicillin

0,5% NacCl

1 mM NaOH

SOC-Medium:
2% Bacto-Tryptone

0,5% Bacto- Hefe-Extrakt
20 mM Glucose

2,5 mM KCI

10 mM MgCI2

10 mM MgSO4

10 mM NacCl

Difco, Detroit (USA)
Difco, Detroit (USA)

Difco, Detroit (USA)
Difco, Detroit (USA)
Difco, Detroit (UFA

Difco, Detroit (USA)
Difco, Detroit (USA)
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2.1.5 Zelllinien und Gewebe

Zur Untersuchung der verschiedenen Fragestellungamen folgende Gewebeproben

verwandt:
Untersuchung der Pseudogenexpression:
Wildtyp: Maus, méannlich, Bl 6-Stamm, ca. 12 Weolalt

Heterozygoter Knockout:  Maus, ménnlich, N 12 (Gi®d B6), 20 Wochen alt

Zellinien:
COH-BR1: epitheliale Brustkrebszelllinie
zur Verfigung gestellt durch Prof. A. Girotti,
Department of Biochemistry, Medical College of Wissin
7G4: stabile GPx4 - Transfektante der COH-BRllen

zur Verfigung gestellt durch Prof. A. Girotti,
Department of Biochemistry, Medical College of WWissin
Untersuchung der Expression ausgewdhlter Sekretoglobine
Ovarialgewebe: humanen Ursprungs, weiblich, Alaaiabel
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Camnsdiiibeck
Zur Verfuigung gestellt durch Frau Prof. Horgun

Auflistung der Gewebeproben mit Ziffern  und
entsprechender Begleitinformation (siehe nachstihen
Tabelle)

Total RNA Survey Panel:  RNA aus humanen Geweben
AMBION, Huntingdon (GrofR3britannien)

Organe: Fettgewebe, Harnblase, Gehirn, Cervix ,ut®ion,
Osophagus, Herz, Niere, Leber, Lunge, Ovarien, ePlaz
Prostata, Skelettmuskel, Dunndarm, Milz, Testisyriits,

Thyroidea, Trachea
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Gewebe  Histologie C’\cl)(()j.e ('S:t%goe) Grade pTNM Subtyp
maligne serds 707 \% 3 pT3, pNx, pM1 Adenocarcinom
2140 llic 3 pT3c, pNO, MO papillares Adenocarcinom
735 1lib 3 pT3b, pN1,pMx papillares Cystadenocarcinom
2322 llic 3 pT3c, pN1, pMx papillares Cystadenocarcinom
713 1 2 pT3c papillares Cystadenocarcinom
996 \ n. a. n. a. Cystadenocarcinom
2132 Ic 3 pTlc, pNO, MO Adenocarcinom
muzinds 2102 llic 3 pT3c, gl;lx M1, Cystadenocarcinom
2330 llic 3 pT3c, gl;lx M1, Cystadenocarcinom
squamads 2063 lic 3 pT2c, pNO, MO Adenocarcinom
Metastasen seros 2261 \Y n. a. n. a. Adenocarcinom
2259 llic 3 pT3c, pNx Cystadenocarcinom
benigne 2250 Dermoidzyste
Normal- 2287
gewebe 2980
2235
2255
2298
2045
2233
2232
2245

Tab. 8: Aufschliisselung der ovariellen Gewebepramach der Histologie, dem Differenzierungsgrad und
dem pTNM — Stadium. Die Informationen sind bei Rnofpewinnung wéahrend der chirurgischen Intervention

erhoben und bei Ubersendung der ovariellen Gew&leprdbermittelt worden.
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Histologische Klassifizierung der ovariellen Gewebeproben:

Stage (FIGO) n n
| -
la -

| 1
Ib -
Ic 1
1] -
lla -

1] 1
lib -
lic 1
1l 1
lla -

1} 7
b 1
llic 5
\ 3 \% 3
Histologie n n
adenocarcinoma 2

Serous 3 )
cystadenocarcinoma 1
) adenocarcinoma 1
papillary serous 4 ]

cystadenocarcinoma 3
Muzinous 2 cystadenocarcinoma 2
Squamous 1 adenocarcinoma 1
serous ) adenocarcinoma 1
(metastases) cystadenocarcinoma 1
Benign dermoid cyst 1
healthy control 9 ovarian tissue 9
Grade n Age* n

1 -
<50 4

2 1

3 9
. > 50 8

not available 2

Tab. 9: Klassifizierung der verschiedenen Eigensehaler untersuchten Gewebeproben
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2.2 Methoden
2.2.1 Gewebe

Murine Gewebe zur Untersuchung der Pseudogenexpression

Die Gewebe des heterozygoten Knockouts und diei@gawebe wurden zur Verfigung
gestellt und waren bereits prapariert. Die Gewetdsgm waren bei Erhalt in Eppendorf-
GefalRen abgepackt und tiefgefroren. Die Gewebe rsauth Angabe der Absender sofort
nach Entnahme in PBS-Puffer gewaschen und umgeliefigekihlt worden um

Schadigungen des Gewebes vorzubeugen.

Um die Expressionslevel des Pseudogens im hetevteygKnockout beurteilen zu
kénnen, wurde zunachst die Untersuchung der Pseundggression bei Geweben des
Wildtyps vorangestellt. Dazu war zunéchst die Emtne und Praparation von Organen des
Wildtyps fur weitere Untersuchungen notwendig. Zusd erfolgte die Totung der Tiere
durch Inhalation von Etherdampf. Im Anschluss wudle Bauchdecke durch einen
Mediansagittalschnitt erdffnet und folgende Orgamenommen: Colon, Gehirn, Herz,

Leber, Lunge, Magen, Milz, Niere, Skelettmuskela@lula submandibularis, Testis, Haut.

Nach Entnahme wurden die Gewebe in PBS gewascheviewmreinigungen durch Blut

und Blutzellen zu reduzieren. AnschlieRend erfoltj;eUberfiihrung in Eppendorfgefasse
und Gefrieren der Gewebe in flissigem Stickstoffe Bchnelle Frostung diente zur
Minimierung von schnell einsetzenden enzymatiscRereessen, die die Zellstrukturen

schéadigen und zerstoren.
Humane Ovarialgewebe unterschiedlicher Dignitat

Die aufgefuhrten 22 ovariellen Gewebeproben sintzedn verpackt und tiefgefroren
Ubersandt worden. Die Proben sind intraoperativ ogg&n worden in der

gynéakologischen Klinik des UniversitatsklinikumseKiBeiliegend zu den nummerierten
Proben waren die ergéanzenden Informationen zu ldgity TNM-Stadium und Alter der

Patientin der Gewebe Ubersendet worden. Nach Esimaltdie Gewebeproben weiter zur
Durchfuhrung weiterer praparativer Massnahmen &@i aufbewahrt worden.
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2.2.2 RNA-Praparation
Aufarbeitung der Gewebe

Zum besseren Zellaufschluss erfolgte zunachst dr&l@nerung einer definierten Menge
(ca. 30mg) jeden Gewebes in Lysepuffer (Qiagengrudtihilfenahme des Ultraturax T25
Rotormesser-Homogenisator (Janke & Kunkel, Stauf®f8s Homogenisat wurde mit

Hilfe von RNeasy Mini und Midi Kit der Fa. Qiagemleand des beiliegenden Protokolls
weiterverarbeitet. Um Verunreinigungen mit genoinésc DNA vorzubeugen erfolgte

zudem die Behandlung mit DNase in Form des RNase-DNase Set, Qiagen.

Quantifizierung der RNA

Nach Elution der praparierten RNA in einem defitearVolumen erfolgt die Messung der
RNA-Konzentration in einer Quarzglaskivette am Rutter. Dazu werden 2ul des
Eluates mit RNase freiem Wasser im Verhaltnis 1v&ddinnt. Die Messung der
Extinktion (E) erfolgt bei einer Wellenlang&)(von 260nm und 280 nm. Der Quotient
A260nm/A280nm lasst eine Aussage Uber die Quatlgit RNA-Praparation zu. Ein
Quotient >1,5 bestétigt eine suffiziente Aufreimgu Bevor die Umschreibung der
praparierten mRNA mittels RT-PCR in cDNA erfolgtiissen zun&chst Verunreinigungen
des RNA-Eluates mit DNA ausgeschlossen werden. ¥i#hider Praparation erfolgte
bereits ein grundlicher DNase Verdau unter Zuhdfene des Qiagen DNase Kits. Um
einen unvollstandigen Verdau oder Verunreinigungenmt genomischer DNA
auszuschliessen, wurde zunéchst eine PCR mit dem atgegebenen Primern angesetzt.
Als Template diente je 1ul (entsprechend 66ng)adesr den Gewebeproben praparierten
RNA. Nach Abschluss der PCR erfolgte die Darstgjlumttels Gel-Elektrophorese. Als
Ergebnis ist bei nicht verunreinigter RNA keiner&fgebung in der Elektrophorese durch
ein PCR-Produkt zu erwarten. Aufgrund der Einstigkejt der RNA kann die Bindung
der Primer und Amplifikation des Fragmentes netiblgen, so dass sich in der spateren
Darstellung mittels Elektrophorese kein Signal tidits Bei einer Verunreinigung des
Eluates und somit auch des Templates mit genomiggN& wirde die Amplifikation an
der doppelstrangigen DNA erfolgen. Dadurch wuirdech sidurch mehrfache
Wiederholungen der Synthesezyklen eine Konzentradio Kopien einstellen, die sich in
der Elektrophorese als Signal feststellen lasstchNalem Verunreinigungen der
praparierten mMRNA ausgeschlossen wurden, konnterin swveitere Schritte der

Untersuchung anschliessen.
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RT-Reaktion (reverse transcription-PCR)

Bei der RT-Reaktion wird aus der praparierten RNitats einer Reversen Transkriptase
cDNA synthetisiert. Dabei werden zunachst 3ug G&RaA aus murinen Geweben (oder
21ug GesamtRNA aus ovariellen Geweben) mit 3ul @)5pligo-dt18-Primern und 1pl
dNTP’s (10mM) fur 5min bei 65° im Thermoblock deirnfa Biometra inkubiert,
anschlieBend im Eisbad gekuhlt und abzentrifugiech erneuter Erwarmung auf 42°
wird dem Reaktionsansatz. ein zuvor angefertigter adis 4l 5xFirst-Strand- Buffer, 2ul
DTT (0,1M), 40U RNase Out und 200 U SuperScripRélverse Transkriptase zugesetzt.
Nach Abschluss der 50 minutigen Inkubation bei W2t die Reaktion durch Erh6éhung

der Temperatur auf 72° fir 15min gestoppt.
2.2.3 Untersuchung der Pseudogen-Expression
Voriiberlegungen

Zur Analyse von Expressiosmustern des PseudogaehdesiGPx4-Gens, war es zunéachst
notig eine Strategie zur Unterscheidung beider k8iren zu entwickeln. Es ist zu

erwarten, dass das Protein, das durch die Expressés Pseudogens gebildet wird,
identisch zu dem des GPx4-Gens ist. Eine Aussagedib Herkunft des Proteins ist auf

dieser Ebene nicht méglich zu treffen.

Auf mRNA-Ebene ist eine Differenzierung anhand udnterschieden in der Sequenz
maoglich. Dabei werden Stellen der Sequenz verwahetzum einen Punktmutationen, als
auch Spaltorte von Restriktionsenzymen aufweiserthafdd verschiedener Spaltmuster
nach Inkubation mit einem entsprechenden Restrikgozym lasst sich eine Zuordnung
zu ursprunglichen Strukturen/ Genen treffen. Anhaed vergleichenden Analyse von
Restriktionskarten zwischen der GPx4-cDNA und derseudogen ergaben sich
Unterschiede in der Sequenz. Die Uberlegung waeidale mRNA des Pseudogens und
des GPx4-Gens anhand von Mutationen die zudem d&Resttriktionsspaltorte von
Enzymen sind gegeneinander abzugrenzen. Bei Anafieye Restriktionskarte des
Pseudogens zeigte sich eine Punktmutation bei 12dilgp zu einer Deletion eines
Spaltortes der Restriktionsenzyme MAE Il und HPY®©Hfuhrt, der hingegen in der
GPx4-cDNA vorhanden ist. Um diese Punktmutatiorzentzu konnen, wurde ein cDNA-
Stiick der Region zwischen 5bp und 148bp zur Ankalifon mittels PCR gewahlt. Mit der
im Kapitel 2 angegebenen Primerkombination sollie 8ynthese des 143 bp langen
Fragmentes erfolgen. Im Anschluss kann das Fragnoemt Spaltung mit dem
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Restriktionsenzym MAE Il unterzogen werden. Die amaten Spaltfragmente nach der
Inkubation mit dem Restriktionsenzym MAE Il lieg&ir die GPx4-cDNA bei 117bp und
26 bp. Das Fragment des Pseudogens bleibt unvetabeieeiner GroRe von 143bp
aufgrund der Punktmutation bei 121bp, die zur Dathetdes Spaltortes des
Restriktionsenzyms fuhrt. Die Ergebnisse der Spgltkamen in der Elektrophorese zur

Darstellung. Zur Trennung der Spaltfragmente w@idel% iges Agarosegel gewabhilt.
Préaparation genomischer DNA

Die Praparation der genomischen DNA erfolgte jesveils Lebergewebe (20mg) des
Wildtyps und der zwei heterozygoten Knockout-Tiddge Préparation erfolgte mit Hilfe
des Invisorb Spin Tissue Kits von Invitek. Um Vésthungen der Ergebnisse durch
Verunreinigungen durch RNA zu vermeiden, wurde migparierte DNA einem Verdau
durch RNase von Qiagen unterzogen. Im Anschluf§ieildtion erfolgte die Analyse der
praparierten DNA durch horizontale Elektrophoredeabei konnte sowohl die
Fragmentation der DNA durch Scherkrafte wahrend Lamtrifugation als auch RNA-
Verunreinigungen ausgeschlossen werden, die ibdestellung mittels Elektrophorese als

Signal detektierbar waren.

PCR an genomischer DNA

Fur die PCR wurden jeweils 100ng praparierter gescimer DNA des Wildtyps und der

zwei Knockout-Tiere als Template eingesetzt.

Bindungsort Primer Sequenz Fragment

Wildtyp-Allel GPx4 KOWT 5-CTACGG TGA GTA GGT AGHS’ 350 bp

GPx4 KO W2 5-GGC CCT GGT TTC TAT GTA-3’

5-GTA GGA TAT GCC CTT GAC T-
Knockout-Allel GPx4 KO MT 3 800bp

GPx4 KO W2 5-GGC CCT GGT TTC TAT GTA-3’

Tab. 10: Primer zur Genosequenzierung von Wildtyp und loetggoten Knockout
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Die PCR an genomischer DNA erfolgte nach untenestébm tabellarisch dargestelltem
Reaktionsablauf. Die anschlie3ende Darstellundgtgom 2%igen Agarosegel

Denaturierung 99.9°C 10 min
Abklhlung 4°C 5 min
Denaturierung 94°C 2min
Zyklus (11 Wiederholungen) Denaturierung 94°C 20 se
Hybridisierung 62°C 30 sec
Synthese 72°C 1min 10 sec
Zyklus (34 Wiederholungen) Denaturierung 94°C 20 se
Hybridisierung 57°C 30 sec
Synthese 72°C 1min 10 sec
Synthese 72°C 7min
Abkuhlung auf 4°

Tab. 11: Reaktionsschema der PCR an genomischer PCR

Zur Untersuchung der mRNA Expression

In der Vorbereitung der praparativen Spaltung wae eausreichende Menge an PCR-
Produkt nétig. Dafur erfolgte zunéchst der mehréactinsatz einer RT-PCR fir jedes
praparierte murine Organ entsprechend untemstehdRelaktionsablauf.

Denaturierung 95°C 1 min 30 sec

Zyklus

Denaturierung 95°C 30 sec
(29-34 Wiederholungen)

Synthese 68°C 1 min
Synthese 68°C 3 min
Abkihlung auf 4°C

Tab. 12: Reaktionsablauf der RT- PCR
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Dem Reaktionsansatz der PCR zu 50 pl werden nebkefeinplate aus der RT-Reaktion
(entsprechend 66ng RNA) zusatzlich beigefugt: 4pmer-Mix (0,2mM), 5Sul 10x

Advantage Puffer, sowie 1ul Advantage-Polymerase.

Nach Abschluss der PCR-Reaktion wurden die PCR+4Zasjedes Organs mit
Molekulargewichtsmarker in  ein  1,5%iges Agarosegetingebracht. Nach
elektrophoretischer Auftrennung erfolgte die Examsder solitdéren Bande bei 143bp. Die
einzelnen Gelfragmente der murinen Organe wurden Anschluss einer
Weiterverarbeitung unter Zuhilfenahme des Gelexiwak-Kits von Qiagen unterzogen.
Nach Elution der praparierten Fragmente in destitim Wasser schloss sich direkt eine
Mengenbestimmung im 2%igen Agarosegel an. Die &ht@h Konzentrationen fir jede

Gewebeprobe lagen im Bereich von 10-25ng/ul.
Restriktionsenzymspaltung

Der Spaltansatz zur Untersuchung der murinen Pgemgxpression umfasst einen 50ul
Ansatz. Dabei werden folgende Organe der Spalturtgrzogen: Colon, Gehirn, Herz,
Leber, Lunge, Magen, Muskel, Niere, Testis. Fur @&paltung werden von jedem
praparierten murinen Organ 240ng eingesetzt Zurtridtle einer suffizienten Spaltung

werden im selben Ansatz GPx4 cDNA, sowie GPx4 Rsgenl 1 in selbiger Konzentration
gespalten. In der spateren Darstellung ist eineptette Spaltung der cDNA bei existenter
Spaltstelle in zwei Fragmente der Grol3e 117bp ulthp2zu erwarten. . Das

Restriktionsenzym MAEIl (bzw. HPY CHIV 4) wird derSpaltansatz in zehnfachem
Uberschuss zugefiigt. Die Spaltung erfolgt entsgnedldem Manual des Herstellers bei
37° Uber Nacht. Am Morgen erfolgt eine Nachspaltumit 1pl des verwandten

Restriktionsenzyms.
Darstellung der Spaltprodukte

Zur Darstellung der Spaltprodukte wird der gesa8paltansatz in ein 4%iges Agarosegel
eingebracht. Zuvor werden die Proben mit 5ul Lagdpoéfer versetzt. Unter Anlage von
elektrischer Spannung und Zugabe von 1fachem Lamhudigr erfolgt die Auftrennung
der entstandenen Produkte. Aufgrund des geringdi3¢hiunterschiedes der einzelnen
Fragmente ist ein hoherprozentiges Agaroselgel gkwa&orden. Nach Ablauf der
Gelektrophorese erfolgt die Begutachtung unter Wkt und Dokumentation durch den

Gel Imager von Biometra.
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Sequenzierung des Spaltproduktes

Zur Bestéatigung der Spaltstrategie und Dokumermniatier Expression eines murinen
Pseudogens erfolgte ebenfalls die Sequenzierungmitprodukte nach Aufarbeitung des
Agarosegels.Nach Auftragung des Spaltansatzes ilgetfAgaroselgel und Auftrennung
der Spaltfragmente schloss sich unmittelbar dieidtxdz des ungespaltenen Fragmentes
von 143bp an. Unter Beriicksichtigung der zuvor arefken Uberlegungen zu den
erwarteten Spaltfragmenten war keine Spaltung desddgens bei fehlendem Spaltort
aufgrund einer Punktmutation zu erwarten. Fur d¥A sind bei existentem Spaltort
unter Spaltung mit dem entsprechenden Spaltenzggntente der Grofl3en 117bp und 26
bp. Zum Ausschluss eines methodischen Fehlere salibh die Bestimmung der Sequenz
aus dem oberen Fragment bei 143bp erfolgen. Insgéteren Sequenz sollte eine
Punktmutation bei 121bp von Cytosin zu Tyrosin memkbar sein. Nach Exzision des
Fragmentes wurde das Gelstiick unter ZuhilfenahnseGidextraktions-Kit von Qiagen
weiterverarbeitet. Nach vorliegendem Protokoll igyte die schrittweise Aufarbeitung des
Gelfragmentes. Nach Elution schloss sich eine fi@iRrozedur vor weiteren Schritten an
die Gelextraktion an. Die Idee ist eine Bestiickdag PCR-Fragmentes mit Poly-A-Enden
unter der Annahme, dass diese wahrend der Prodedwufarbeitung verlustig gewesen
sind. Fur die weiteren Schritte ist die Struktures frisch synthetisierten PCR-Produktes,
die ebenfalls das Vorhandensein von Poly-A-Endenhiadtet, essentiell. Dabei umfasste
der Ansatz neben 21ul Eluat zudem 0,5yl dNTPs, AGR-Polymerase mit 2,5 pl
entsprechenden Puffers. Der Ansatz ist einer Infkotvebei 72° fir 15min unterzogen

worden.

Klonierung:

Nach Abschluss der Tailing-Prozedur erfolgte dieriérung des suspizierten Pseudogen-
Fragmentes. Dabei besteht die Moglichkeit geringaden der Pseudogen-DNA, die aus
der Gelextraktion gewonnen wurden, zu amplifiziemstittels des TOPO TA Cloning —
Kits von Invitrogen erfolgte die Klonierung des Bdegen-Fragmentes in den Vektor mit
anschlieBender Transformation in One Shot® TOP difigetente Zellen von Invitrogen.
Entsprechend des Protokolls erfolgte die Inokutatier Bakterien auf eine LB-Agar Platte
und mit anschlieBender Inkubation fur 12-16 Stunokei 37°.

Die Bakterienkolonien, die spater der Testung ad Blasmid zugefuhrt werden sollen,

werden einzeln aufgenommen und in LB-Selektionsomadivermehrt. Nach erneuter
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Inkubation von 12 Stunden unter konstanter horaent Bewegung erfolgt die
Plasmidpraparation mit Hilfe des Qiaprep Spin MiggpKit von Qiagen.
Kontrollspaltung

Der Plasmidpraparation folgte in der weiteren Pdozeeine Kontrollspaltung. Zuvor
wurden unter Beriicksichtigung des Spaltorte furetdsprechende Restriktionsenzym die
GroRRe der erwarteten Spaltfragmente ermittelt. ieimich der Spaltorte von Pseudogen
und GPx4-cDNA waren nach Spaltung mit dem Restmigenzym HpyCH4 IV elf
verschiedene Spaltfragmente zu erwarten. Fur digdGIONA waren zuséatzlich zwei
Fragmente der Grol3e 140bp und 234bp zu erwarten.

Zur Kontrollspaltung wurden je 500ng praparierterlasiid-DNA  mit dem
Restriktionsenzym HpyCH4 IV im zehnfachen Ubersshuisd zugehorigem Puffer fur 2
Stunden bei 37° inkubiert. Zum Ende der Spalturigigie die Hitzeinaktivierung fir 10
min bei 65°. Im Anschluss wurden die Spaltansaieein 2,5%iges Agarosegel
eingebracht und die einzelnen Spaltfragmente kanaah Auftrennung zur Darstellung.
Entsprechend der GrolRe der Spaltfragmente konnierelee Plasmide ausgewahlt
werden, die zur Sequenzierung eingeschickt wurdel\&/G Biotech. In unten stehender
Abbildung zeigt sich die Sequenz der ausgewahltéond zur Dokumentation des
Spaltergebnissses.
Spleen PSE1 Clon6 *

Spleen PSE1 Clon25 i GTGCATCCCGCGATGATTGGCGCTGTGCGCGCTCCATGCACGAA

Spleen PSE1 Clon17 GTGCATCCCGCGATGATTGGCGCTGTGCGCGCTCCATGCACGAA*
cDNA GPx4 GTGCATCCCGCGATGATTGGCGCTGTGCGCGCTCCATGCACGAA

Spleen PSE1 Clon6 ~ ® TTCTCAGCCAAGGACATCGACGGGCACATGGTCTGCCTGGATAA®
Spleen PSE1 Clon25 ® TTCTCAGCCAAGGACATCGACGGGCACATGGTCTGCCTGGATAA®
Spleen PSE1 Clonl7 ® TTCTCAGCCAAGGACATCGACGGGCACATGGTCTGCCTGGATAA®
cDNA GPx4 * TTCTCAGCCAAGGACATCGACGGGCACATGGTCTGCCTGGATAA *

| Spleen PSE1 Clon6 ™ GAGGCAAAACTG ™
. Spleen PSE1 Clon25 ** GAGGCAAAACTG **
i Spleen PSE1 Clon17 ** GAGGCAAAACTG '
| cDNA GPx4 ** GAGGCAAAACTG **

GTGCATCCCGCGATGATTGGCGCTGTGCGCGCTCCATGCACGAA ™ !

Spleen PSE1 Clon6 * GTACAGGGGTTTCGTGTGCATCGTCACCAAT|GTGGCCTCGCAAT **
Spleen PSE1 Clon25 ® GTACAGGGGTTTCGTGTGCATCGTCACCAAT|GTGGCCTCGCAAT ** |
i Spleen PSE1 Clonl7 * GTACAGGGGTTTCGTGTGCATCGTCACCAAT|GTGGCCTCGCAAT ** !
. cDNA GPx4 * GTACAGGGGTTTCGTGTGCATCGTCACCAA|C/GTGGCCTCGCAAT ** !

Abb. 4: Sequenzalignment zu den ausgewdahlten Klanen Nachweis des Pseudogen 1 im murinen

Gewebe. Dabei ist der entscheidende Unterschiedchen cDNA und Pseudogen 1 in Form einer
Punktmutation an Position 119markiert. An diesesifRmn ist die Base Thyrosin (cCDNA der GPx4) gedén
Base Cytosin beim Pseudogen 1 ausgetauscht.
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2.2.4 Herstellung von Zelllysaten

Ziel der Herstellung von Zelllysaten ist die Gewing von Proteinen der einzelnen
Zellkompartimente. Damit kénnen in der weiteren &bkitung Aussagen zur Hohe von
expression insbesondere auf Proteinebene entspeates Kompartimaentes getroffen
werden. In der angewendeten Methode werden Lysate @em Zytosol, den

Mitochondrien und dem Nucleus der untersuchten eBelpewonnen werden. Zur
Untersuchung werden COH-BR-1-Zellen (Brustkreb$inéd) in Form des Wildtyps und

der stabilen Transfektante 7G4 herangezogen. Derntereie Procedere wird die
Gewinnung der Zellen im Ablauf nach folgender Methoorangestellt:

Zunachst wurden die COH-BR1-Zellen nach Erreicheres prakonfluenten Zustandes
einer zweifachen Waschprozedur mit DPBS-Ldsungraagen. Im Anschluss erfolgte die
Zellernte mit Uberfihrung des Zelllysates in einmb@alcon-Tube und abschlieRender
Zentrifugation fur die Dauer von funf Minuten beéddDrpm. Das entstandende Zellpellet
diente als Ausgangsmaterial flr den weiteren Auésshin nukleére, mitochondriale und
zytosolische Extrakte. Zur Einleitung der weiterétrdparation erfolgte nun die
Resuspension des Zellpellets mit dem vierfachenurdeh an MITO-Puffer und
anschlielBender Zerkleinerung im Glas-Homogenis&ior.erneuter Zentrifugationsschritt
unter 4° bei 600rpm fir 10min fihrt erneut zum [Eetien eines Pellets mit dem
Hauptbestandteil von Zellkernen. Der Uberstand agtbsolischen und mitochondrialen
Proteinen wird in ein neues Eppendorfgefass ubdrfiibas Eppendorfgefass mit den
Zellkernen im Pellet wird erneut der oben besclemen Praparation mit Resuspension in
MITO-Puffer und Zentrifugation unterzogen. Erneutrdvder Uberstand in das bereits
vorhandende Eppendorfgefass uberfuhrt.Eine errigngifugation bei 14000 rpm fir 20
Minuten fuhrt zur Bildung eines weiteren Pelletessl nunmehr die Mtochondrien der
homogenisierten Zellen enthalt. Nach Abnahme desrdindes, der die zytosolischen
Proteine enthélt, in ein weiteres Eppendorfgeféisg] nun die drei Zellkompartimente in

drei verschiedenden Eppendorfgefassen aufgeschlosse
Lyse von Kern- und Mitochondrienmembran

In den nun gewonnenen Extrakten liegen Mitochomdued Nuclei jeweils in Pelletform
aktuell vor. Zum weiteren Aufschluss, insbesondie Lyse der Membran werden beide
Pellets in entsprechendem Lysepuffer resuspendierhachfolgenden Schritt werden die

resuspendierten Pellets durch Schockfrieren uneluées Auftauen lysiert. Nach Abschluss
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der sich anschlieBenden Zentrifugation fir 5min1@eD00rpm werden die einzelnen
Lysate in neue Eppendorfgefasse Uberfuhrt Zur Besting des Proteingehaltes in den
praparierten Lysaten wird die Methode nach Bradfurdugezofgen, Dabei wird fir alle

Fraktionen die Proteinmenge bestimmt.
2.2.5 SDS-Gelelektrophorese

Das Auftrennen der praparierten Proteingemischeh nadolekulargewichten wird unter
Zuhilfenahme der SDS-Gelektrophorese vollzogen. uDarerden die Proteinextrakte mit
einfachem Volumen an Ladungspuffer versetzt und/fiirin bei 95° der Denaturierung zugefuhrt.
Die Proteinextrakte werden im Anschluss ins Acrytigel (4%iges Sammelgel, 12,5%iges
Trenngel) eingebracht und unter Anlage von eledlties Spannung und Zugabe von
Elektrophoresepuffer aufgetrennt. Nach Durchfiihrugr Elektrophorese werden die

Proteinbanden mit Coomassie-Blau angefarbt.

2.2.6 Western Blot

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteingene werden die Proteine auf
Nitrozellulose als Tragermembran Ubertragen. Disitlbm der aufgetrennten Proteine
bleibt dabei erhalten, nur werden diese zugangfith die weitere Inkubation mit
Antikorpern.

Die Anordnung der einzelnen schichten erfolgt fatfpendem Schema:

Anode (+)

3x Lagen Filterpapier (mit Anodenpuffer I)

3x Lagen Filterpapier  (mit Anodenpuffer II)

Nitrocellulose-Membran (mit Anodenpuffer I1)
Acrylamidgel

6xLagen Filterpapier  (mit Kathodenpuffer)

Kathode (-)

Der Vorgang der Proteintibertragung wird unter eglektrischen Spannung von 10 Volt
fur 1h vorgenommen. Nach Abschluss der Prozedugt falas Anfarben der

Tragermembran mit Ponceaurot-Lésung zur Kontrolles dProzedur-Erfolges. Ein
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Washcschritt schlie3t sich dem Farbeschritt zumfelmen Uberschissiger farbender
LOsung an.

Behandlung der Tragermembran

Nach abgeschlossenem Transfer der Proteine aufrdigermembran schlief3t sich ein
Schritt zum Blockieren freier Proteinbindungsstellean. Dafir wird 5%ige
Magermilchlésung (PBS/0,1%Tween20) verwandt undemutiorizontalen Bewegungen
mit der Blotmembran fir 1h inkubiert. Nach Absclsluies Inkubationsvorgangs fugt sich
ein Waschschritt mit PBS/Tween-LAosung fur 3-5min. én der weiteren Prozedur folgt
nun die Inkubation der Membran mit dem 1. Antil@rgur erneut 60 min. Nach
vollzogenem Waschschritt zur Entfernung von Ubeissiyen Anteilen erfolgt die
Inkubation mit dem 2. Antikorper, der zudem Perasetmarkiert ist, fir eine weitere
Stunde. Nach erneutem Waschen der Membran mit RB®AT-LOsung flr weitere 5 min,
folgt ein ausschliel3licher Waschschritt mit PBS.

Im Anschluss erfolgt nun die Sichtbarmachung dezenen reaktiven Banden durch
Chemolumineszenz. Unter Zuhilfenahme einer LumBubstratiosung katalysiert Enzym,
das an den 2. Antikoérper gekoppelt ist, die Umsejzues Luminol, so dass ein

entstehendes Signal auf einem Film konserviert arekénn.

2.2.7 FACS-Analysen

Zur Einsaat kamen dabei 500 000 Zellen pro Angditz,bis zu einem prakomfluenten
Wachstum kultiviert wurden. Dem schliel3t sich eie#acher Waschschritt mit PBS an.
WeiterfUhrend werden die Zellen mit 1ml 5uM DCFH-IPBS-Lésung fur 30 min
inkubiert. Nach Abschluss der Inkubation erfolgt erneuter Waschschritt mit 2ml PBS.
Zur weiteren Praparation werden die Zellen fur 5A1@ mit Trypsin inkubiert bei 37°.
Der lysierende Schritt wird durch die Zugabe vonn Medium gestoppt. Nach
Zentrifugation fiir 5 min bei 1000rpm wird der Ultarsd verworfen und das entstandende
Pellet in 1-2ml PBS resuspendiert. Eine erneutetrdegation bei 1300 rpm flr 5 min
trennt die korpuskularen Anteile durch Ausbildumges Zellpellets. Dieses wird in 500ul
PBS aufgenommen und der FACS-Messung zugefihrt.

Zur Darstellung der Ergebnisse kommen Histograndee statistischen Auswertung wird

der GeoMean (geometrischer Mittelwert einer Flupeeg) herangezogen (Watson, 1992).
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2.2.8 Microarray-Untersuchungen

Zur Untersuchung von Expressionen von Genen edallig Auswertung mittels Gene-
Chip Human Genome U133A 2.0 Array von AffymetrixeBer Chip umfasst die Analyse
von 18 400 Transkripten und weiteren Varianten.iibamgeschlossen sind 14.500 bereits
bekannte und charakterisierte Gene humanen Ursprufigy die Untersuchung ist die
epitheliale BrustkrebsZelllinie COH-BR1 verwandt rden. Ziel der Analyse ist die
Transkription von Genen in der stabilen TransfeldatG4 der Zelllinie und im Vergleich
zu der Vektorkontrolle der Zelllinie zu messen. Mde Verdnderungen wie die Hoch-
oder Herabregulation, als auch das An-und Absahaltan Genen in diesem Zellmodell
werden durch den Microarray-Chip dokumentiert. DBRsobenmaterial, das zur
Microarray-Untersuchung verwandt wurde, musste chsia prapariert werden. Zur
Untersuchung wurde die Zelllinie COH-BR1 (epithidiaBrustkrebszelllinie) mit den
einzelnen Subtypen Wildtyp, Vektorkontrolle und 7k&tangezogen.

Zunéachst wurden die Zellen bis Erreichen des Smaslider Prakonfluenz kultiviert. In
diesem Stadium wurden die Zellen mit Trypsinlosdiing 7min bei 37° inkubiert. Nach
Abschluss dieses Schrittes erfolgte die Resuspensiol0 ml DPBS Medium mit
anschlieBender Zentrifugation fr 5min bei 1000r@ur weiteren Praparation von RNA
kam der RNeasy Mini Kit von Qiagen entsprechend Rledokolls zur RNA-Extraktion
zur Anwendung. Nach Abschluss der Prozedur undgphetrische Bestimmung des RNA-
Gehaltes konnte die isolierte RNA der Zelllinie CBR1 der weiteren Microarray
Untersuchung zugefuhrt werden. Dabei sind 20u18@@ng/ul zur Micro-Array-Analyse

versandt worden.
2.2.9 Untersuchung der ovariellen Gewebeproben

Die Proben des ovariellen Gewebes sind durch Freaf. FHornung zur weiteren
molekularbiologischen Untersuchung zur Verfugungsteglé worden. Direkt nach
Entnahme der Gewebe im Rahmen der chirurigschenvimtion sind die Gewebeproben
mit flissigem Stickstoff schockgefroren worden. &idbersendung nach Berlin erfolgte
weiterhin im gefrorenen Zustand unter Zuhilfenahman Trockeneis. Zur weiteren
molekularbiologischen Untersuchung der Gewebe waéehst die Praparation von RNA
aus den Zellen indiziert. Gemal3 der bereits obascHrebenen Methodik (Kapitel 2.1.3)
wurde die Praparation von RNA durchgefiuhrt untehifennahme der kommerziell

verfigbaren Kits RNeasy Mini Kit, Qiagen, sowie Rdree DNase-Set, Qiagen.
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2.2.10 Untersuchungen RNA-Panel

Zur Untersuchung von verschiedenen humanen Gewsbalas AMBION First Choice
Human Total RNA Survey Panel herangezogen wordabeDhandelt es sich um bereits
kommerziell verfigbare RNA-Lysate, die 20 versckiggl humane Normalgewebe
abbilden.

Quantitative Real-Time PCR

Bei der Real-Time PCR lasst sich neben der Amgiifdn von Fragmenten unter anderem
auch eine quantitative Bestimmung der synthetesterfranskripte vornehmen. Zudem
lasst sich auch eine Aussage Uber die Homogendat Syntheseprodukten durch die
Analyse der zugehdrigen Schmelzkurve treffen. Zurcbfihrung der Real-Time PCR
wurde das Gerat Rotor Gene 3000 der Firma CORBESSe&ch verwendet. Die
Auswertung erfolgre mittels der zugehorigen SofewvRiotor Gene 3000 Version 4.6.Die
Reaktion wird in einem Wolumen von 10ul angesetzid uentspricht folgender
Zusammensetzung:1pl cDNA, 1,2 pl Primer-Mix (0,1mBj)l 2x QuantiTect Sybr-Green
PCR Kit. Der Reaktionsablauf der Real-Time-PCRnstachstehender Tabelle aufgefiihrt

Denaturierung 95°C 15 min

40 Zyklen Denaturierung 94°C 30sec
Annealing 65°C 30 sec

Synthese 72°C 30sec

Tab. 13: Reaktionsablauf der Real-Time-PCR

Zur Berechnung der Genexpressionshohen der unkdesu€&ene wurde die Anzahl von
synthetisierten Transkripten aus der gemessenemkizh und den Ct-Werten (cycle

treshold) verwandt. Als Grundlage erfolgte einen8tadpraparation bei der zuné&chst
Standardkurven mit Amplikons spezifisch fur jedeSRPProdukt erstellt wurden. Die

Standardkurve wird als Eichkurve innerhalb der paogmgestiitzten Auswertung durch
Rotor-Gene in das abgeschlossene Experiment ineporBezlglich des PCR-Produktes
erfolgte die Uberprifung der Homogenitat durch Amal der Schmelzkurve des
amplifizierten Produktes Die Erstellung der Schrkeize erfolgt durch schrittweises

Erwéarmen der Proben von 60° auf 99° mit Analyse 8ebmelzverhaltens des PCR-
Produktes.
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Aspekte zur Homogenitéat des PCR-Produktes

Im Rahmen der Auswertung der Real-Time PCR, wurblenso eine Analyse der
Schmelzkurven jeden PCR-Ansatzes vorgenommen. Dhkbente jeder ermittelten
Schmelzkurve ein entsprechender PCR-Ansatz zugebrderden. Die Analyse der
Schmelzkurven der Real-Time PCR erfolgte zum Audssshmoglicher Misch- oder
Nebenprodukte, die wahrend Synthese entstanden lgiinten. Die Amplifikation
weiterer Fragmente wirde zu einer Verfalschungadsrden Daten ermittelten Ergebnisse
fuhren. In nachstehender Abbildung sind die compget&itzt ermittelten Schmelzkurven
der amplifizierten Fragmente ersichtlich. Die Sclekearven zeigen je ein Maximum, das
fur jedes PCR-Produkt bei einer spezifischen Teatpetiegt. Aufgrunddessen sollten die
Schmelzkurven aller PCR-Anséatze fir das entspretshdfragment ihr Maximum bei
dieser Temperatur haben und sich symmetrisch infaMeeeigen. Durch die Abbildung
eines Maximums in der Schmelzkurve lassen sich &itlisse auf ein homogenes,

singulares PCR-Produkt erheben.

o, aFsar| "
o| GAPDH 2| Lipophilin B

dea. T30 85 deg)

[T [aF 7] i
1| Mamm aglobin 2 Hepsin
il 18]

deg. | Tas a0 dea. |

Abb. 5: Darstellung der Schmelzkurven der einzelnertersuchten Parameter. Die Ermittlung der
Schmelzkurven erfolgte wahrend der Durchfihrung Rleal Time-PCR. Neben der Auftragung des PCR-
Produktes in der Gelelektrophorese zur Beurteiludgr Reinheit des Amplifikates wurden ebenso die
Schmelzkurven in die Untersuchung miteinbezogen dien Bildung von Nebenprodukten wahrend der
Synthese ausschlieen zu kénnen. Jede Kurve regigis@eweils ein PCR-Ansatz. In der obigen Abbiig
finden die Schmelzkurven aus der Untersuchung d&%-Ranels ihre Darstellung.
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Abweichend zeigen die Schmelzkurven des amplifiereMMG 1-Fragmentes in Abb. 6
eine Doppelgipfligkeit mit zwei Maxima in ihrem Vauf. Die Ausbildung von zwei

Maxima zeigte sich konsequent unabhangig des Suestbei der Real-Time PCR.

iclF idT

Mammaglobin 1

Abb. 6: Darstellung der Schmelzkuve des Parametéasmaglobin 1. Die Schmelzkurve zeigt die
Ausbioldung von zwei Maxima im Gegensatz zu dennSdbkurven der anderen untersuchten Parameter.
Die Bildung von Misch- und Nebenproduken bei dieB&R konnte durch Sequenzierung des PCR-
Produktes und die Abbildung einer singularen Baindder Gelelektrophorese ausgeschlossen werden. Als
mogliche Ursache einer doppelgipfligen Schmelzkukeenmt die Ausbildung von sekundaren RNA-
Strukturen in Betracht.

Demnach musste aufgrund dieser Doppelgipfligkert Siehmelzkurve vor der Erhebung
von Ergebnissen aus den Untersuchungen der Real-P@R, die Amplifikation von
weiteren Fragmenten, z.B. durch unspezifische Rbméung ausgeschlossen werden.
Dazu erfolgte die Sequenzierung der PCR-Produlkgeausschliel3lich eine Amplifikation
des Mammaglobin 1-Fragmentes in der Real-Time P&ft8hgte. Neben der Beurteilung
der ermittelteten Schmelzkurven der PCR-Fragmeritdgé zudem eine Auftragung und
Darstellung des PCR-Ansatzes nach Abschluss det-TRea PCR im 1,5% igen
Agarosegel. Diese Methode diente zur Bestéatigungsesingularen PCR-Produktes. Die
aufgetragenen PCR-Ansétze fur die UntersuchungeRldf&- Panel zeigt die Abb. 23. In
der Abbildung ist fur jeden untersuchten Parameiee einzelne Bande gezeigt, so dass
weitere Syntheseprodukte ausgeschlossen werden ekdninsbesondere fir das
Mammaglobin 1-Fragment stellt sich eine einzelnend®a dar, so dass trotz der
Doppelgipfligkeit in der Schmelzkurve nicht von d&ildung von Nebenprodukten
ausgegangen werden kann. Zudem bilden sich dielegz Fragmentgrof3en entsprechend

der zuvor bestimmten Primerbindungsorte und erretetmGroéie.
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Abb. 7: Darstellung der amplifizierten Fragmente Pokumentation eines singularen PCR-Produkte® ohn
Nebenprodukte. Die PCR-Ansatze stammen aus derTReal PCR und fanden ihre Abbildung nach Ablauf
der Reaktion mittels Gelelektrophorese.

2.2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde anhand der Datedie aus den
Expressionsuntersuchungen der Sekretoglobine irriefle; Gewebeproben ermittelt
wurden, vorgenommen. Die statistische Analyse egtdolunter Zuhilfenahme des
Programms SPSS 12.0 fur Windows.

Zunéchst wurden die Werte mittels der deskriptiSéatistik abgebildet. Dabei wurden der
arithmetische Mittelwert, die Standardabweichund der Median, sowie Minimum und

Maximum bestimmt. Aus Grinden der Ubersichtlichkeitfahren die Ergebnisse
uberwiegend Abbildung in Form von Tabellen, Balkegdammen und Boxplots. In der
Darstellung der Boxplots ist sowohl der Median alsch Minimum und Maximum

ersichtlich. Weiterhin finden Ausreif3er, die um mals anderthalb Boxlangen auf3erhalb
liegen in der Abbildung, ihre Darstellung in Fornmes Kreises. Extremwerte,. die um
mehr als drei Boxlangen auf3erhalb liegen werdenemigm Stern gekennzeichnet. Zur
Ermittlung von Signifikanzen sind aufgrund des ggen Stoffmengenumfanges

nichtparametrische Tests insbesondere der Sign#tkat nach Mann-Whitney-U-Test (fur
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zwei unabhangige Stichproben) zur Asnwendung gekamimas Signifikanzniveau wurde
mit p < 0,05 festgelegt. Tab. 14 zeigt dabei die untersiicieen Signifikanzniveaus.

P Signifikanz Kennzeichnung
<0,05 signifikant *
< 0,005 sehr signifikant *x
p<0,001 hoch signifikant *hk

Tab. 14: Signifikanzniveaus in der statistischeswertung

Zur weiteren statistischen Analyse sind zwischen detersuchten Parametern bivariate
Korrelationen angewendet und der Korrelationskefit nach Pearson bestimmt worden.
Der Durchfihrung der bivariaten Korrelationen derzelnen Parameter ist zunachst die
Darstellung der zugehorigen Werte im Streudiagramorangestellt worden. Im
Streudiagramm  konnte durch Ermittlung einer lineareProjektionslinie  der
Determinationskoeffizient’bestimmt werden. Dieser bildet den Anteil der gersainen
Varianz der untersuchten GroRen ab. Die Interpogtaties Korrelationskoeffizienten r

erfolgt nach folgendem Schema:

<0,2 sehr geringe Korrelation
0,2<r<0,55 geringe Korrelation
05<r<0,7 mittlere Korrelation
0,7<r<0,9 hohe Korrelation
09<r<1 sehr hohe Korrelation

Tab. 15: Auswertung des Korrelationskoeffizientefiir Korrelationsanalysen nach Pearson entsprechen
der Interpretation nach Buhl & Zdfel, 1995.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von GPx4-Pseudogenen in Wildtyp- und
heterozygoten Knockout-Mausen

Pseudogene gelten als nicht funktionelle Gene,irdiZuge der Evolution Mutationen
akquirieren. Die gehauften Mutationen fihren voleral zu einem Austausch von
Aminosauren, die zu einer fehlerhaften Translatidmen (Vanin, 1985). Fur das Enzym
GPx4 ist jedoch ein funktionelles Pseudogen im nauri Wildtyp beschrieben, das als
intronloses Retrotransposon charakterisiert wurBes¢han et al., 2002). Das GPx4-
Pseudogen zeigt eine hohe Sequenzhomologie zur miRNAGPx4-Gens; es finden sich
im Vergleich zwei stille Mutationen in der kodiedam Sequenz des Pseudogens. Auf
Protein-Ebene kann das Genprodukt aufgrund deregiichen Priméarstruktur des

entstandenden Proteins nicht mehr dem Gen odeiPdendogen zugeordnet werden.

Die biologische Funktion des Enzyms GPx4 ist bergitKnockout-Modellen untersucht
worden. Dabei zeigte sich im homozygoten GPx4-Koatkdass das Ausschalten beider
Allele der GPx4 mit einer frihen Letalitdt des Eyd® in uteri einhergeht und die
homozygot GPx4-defiziente Maus nicht lebensfahigYant et al., 2003).

Beim heterozygoten GPx4-Knockout waren phanotypiseime Unterschiede bezuglich
Entwicklung und Wachstum zu beobachten (Yant et28l03). Auf molekularbiologischer
Ebene konnte eine Reduktion der mRNA-Level der GRx#urinen Organen (Imai et al.,
2003), sowie eine prozentuale Abnahme der Enzymwigkti nachgewiesen werden
(Scimeca et al., 2005).

In den nachstehenden Untersuchungen lag der Scbmdrpn der vergleichenden
Betrachtung der GPx4-Expression in Wildtyp- und ekmut-Maus. Ziel der Analysen war
es, durch Untersuchungen am GPx4-Knockout-Modellglitiie regulative Prozesse
hinsichtlich der Expression des Pseudogens herindeun. Aufgrund der frihen Letalitat
von homozygot defizienten GPx4-Mausen wurde deerbeygote Knockout als Modell

fur die Untersuchungen gewabhilt.
3.1.1 Genotypisierung des heterozygoten Knockout

Zur Interpretation spaterer Ergebnisse aus Untatswgen der Gewebe des Wildtyps und
des heterozygoten Knockouts, war zunachst sichtediers dass es sich bei den zur
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Untersuchung eingesetzten Gewebeproben tatsadchfithOrgane eines heterozygoten
GPx4-Knockouts der Maus handelt.

Dazu wurde eine PCR-Strategie zur Genotypisierungewendet, die es ermdglichte
Wildtyp von heterozygotem Knockout zu unterscheid@abei wurden die Bindungsorte
der Primer so gewahlt, dass sich anhand der vexdehen Syntheseprodukte eine

Zuordnung des untersuchten Gewebes vornehmen lief3.

Dabei wurden die Primer wie folgt in den einzelfaktionen eingesetzt:

PCR  Up-Primer Down-Primer  Fragmentgrofe Bindungsort
1. WT W 2 350 bp Wildtyp-Allel
2. MT W2 800 bp Knockout-Allel

Tab. 16: PCR-Ansatze zur Unterscheidung von heygaizm Knockout und Wildtyp

Als Template zur PCR wurden je 100ng genomische RN# Lebergewebe des Wildtyps

und der zwei heterozygoten Knockout-Tiere eingesetz

Der W 2-Primer bindet konstant am Wildtyp-und amokkout-Allel als Down-Primer,
wahrend der WT-Primer nur am Wildtyp-Allel bind&ei der cDNA des Wildtyps kann
die Bindung an beiden Allelen erfolgen und es veid PCR-Produkt mit einer Grof3e von

350 bp erwartet.

Wildtyp-Allel wT
W2
w2
350 bp
e
IMT
Knockout-Allel | Knockout-Kassette ‘
\ w2
w2
800 bp

Abb. 8: Darstellung der Primerbindung am Wildtypduam mutierten Allel. Das Design der Primer dizumnt
Unterscheidung zwischen Wildtyp und heterozygotemdkout.

Bei der cDNA des heterozygoten Knockouts bindet Wér-Primer am bestehenden
originaren Wildtyp-Allel, wahrend der Bindungsorhanutierten Allel durch das Einfligen
einer Knockout-Kassette ausgeldscht wurde. Nachdesn cDNA-Fragment des einen
Wildtyp-Allels amplifiziert wurde, war ebenso eiryrf@heseprodukt von 350 bp aus der

ersten PCR nachweisbar.
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Die zweite PCR erfolgte in Kombination mit dem MifirRer, der ausschlie3lich im
Bereich der integrierten Knockoutkassette des KaotRKllels bindet. Das erwartete PCR-
Produkt lag bei einer Fragmentgré3e von 800bp. Awmig der fehlenden Mdglichkeit zur
Bindung des MT-Primers an den Allelen des Wildtigesinte kein Syntheseprodukt aus
der PCR entstehen. Beim heterozygoten Knockoutteosin synthetisiertes Fragment von
800bp Grofe aufgrund des mutierten Allels nachgsevi werden. Anhand der selektiven
Bindung des MT-Primers und der entstandenen PCRuRte lie’ sich abschliel3end eine
Unterscheidung beziglich Gewebe des Wildtyp und Heterozygoten Knockouts

vornehmen.

Knockout-Tier 1
Knockout- Tier 2
Knockout-Tier 1
Knockout- Tier 2

Marker
Wildtyp
Wildtyp

800bp ——=

[ TEE
i
|

300bp —=

Abb. 9: Produkte aus der PCR zur Genotypisierung Wbldtyp und heterozygotem Knockout. Die
Syntheseprodukte aus der ersten PCR mit BindungeRidmer am Wildtypallel zeigen eine FragmentgroRe
von 350bp. Aufgrund der Heterozygotie des KnocKaurtn eine Bindung der Primer am Wildtyp-Allel und
die Synthese eines Produktes erfolgen. Das grdBagment bei 800bp kann nur aufgrund eines a#ifizi
erstellten Bindungsortes in der integrierten Krmdkassette synthetisiert werden.

RNA-Qualitét

Im Anschluss an die RNA-Praparation aus murinen é@n sind verschiedene Aspekte

zur Qualitat der RNA Uberprift worden.

Zunachst erfolgte die Bestimmung der RNA-Konzemradurch die Messung der UV-
Absorption des Eluates bei verschiedenen Welleelingber die Bildung des Quotienten
A260nm/A280nm liel3 sich eine Aussage Uber die @tatler RNA-Préaparation treffen.
Ein Quotient > 1,5 spricht fur eine suffiziente Aaihigung der Praparate. Dieses

Kriterium ist in den Analysen beriicksichtigt undiét worden.
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Unter Verwendung von 66 ng der praparierten RNAasshsich die PCR zur Detektion
eventueller Verunreinigungen mit genomischer DNA &wabei wurde als Template
praparierte RNA dem PCR-Ansatz zugesetzt. Es waermarten, dass die einstrangige
RNA nicht amplifiziert wird, sodass in der spateizarstellung im Agarosegel kein Signal
nachweisbar ist. Bei Verunreinigungen des RNA-HEsahit DNA kann diese aufgrund der
Doppelstrangigkeit wahrend der PCR amplifiziert dsr und das Syntheseprodukt wéare
in der Gelelektrophorese signalgebend. Die KonfP@R ist an jeder Gewebeprobe
durchgefuhrt worden. Dabei konnte fur alle prapteie Proben der Nachweis erbracht

werden, dass keine Verunreingungen vorlagen (Datdn gezeigt).

Fur die nachfolgende Untersuchung ist zunachstydischreibung der isolierten mRNA in
cDNA notwendig. Um eine Aussage Uber die erfoldreitymschreibung von préparierter
MRNA in cDNA treffen zu kénnen, wurde als Standdid PCR eines 420bp langen
Fragmentes des GAPDH-Gens durchgefuhrt. Dabei wuétieg (entsprechend 1ul) des
Ansatzes aus der RT-Reaktion mit den erwahnten déPninzur PCR eingesetzt. Die
Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase kommt iplogssch als ein Enzym der
Glykolyse vor. Zudem gilt die GAPDH als ,,Houseke®piEnzym®, d.h. das Enzym wird
in den meisten Zellen konstitutiv exprimiert undtariegt keiner Regulation. Die
Durchfuhrung dieser PCR gilt als Standard zur Bzlumg der Qualitéat der aus mRNA
synthetisierten cDNA. Die PCR- Produkte zeigtewlén Gelelektrophorese fur jede Probe
ein positivives Signal und im Vergleich auch eifmliche Signalintensitat, so dass eine
suffiziente Umschreibung der praparierten RNA ilNéDangenommen werden kann.

Gl.submandibularis

Colon
Gehirn
Haut
Herz
Leber
Lunge
Magen
Muskel
Niere
Testis
Kontrolle

|“" | Marker

421bp'=—-—_-—-———_—

Abb. 10: Darstellung der Expression der Glyceriehl-3-phosphat-dehydrogenase in murinen Geweben.
Die GAPDH-PCR an der aus mRNA synthetisierten cDdNént als Voruntersuchung fur weitere Analysen
zur Expression. Es laRt sich in allen Proben dépamerten Gewebe ein Signal detektieren, so dass d
Synthese von cDNA aus mRNA als erfolgreich einzésodm ist.
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3.1.2 Restriktionsstrategie

Zunachst erfolgte die Synthese eines 143bp lan@R-FPragmentes, das die Region von
5bp-148bp reprasentiert. Als Template fur den PGRadz dienten die synthetisierten
cDNAs. Im Anschluss erfolgte eine Spaltung mittdiss Restriktionsenzyms MAE I

(HPYCH IV). Die Spaltstrategie basiert auf einemsinen Punktmutation des Pseudogens.
Innerhalb des synthetisierten 143bp langen Frageseriiestent ein Spaltort des
Restriktionsenzyms MAE Il bei 117 bp. An dieserli8téindet sich in der Sequenz des
Pseudogens eine stille Punktmutation, die zur Agasiing der Erkennungsregion des
MAE lI-Enzyms fuhrt. Nach dem Restriktionsverdawarteten wir flr die GPx4-cDNA

Spaltfragmente der GroRe 117bp und 26 bp und f8r Reeudogen 1 bei fehlendem

Spaltort ein bestehendes 143bp langes Fragment.

3'ATG 427 up MAE Il
i b
PHGPx cDNA \ \
f -
373 do
117 bp ‘ 26 bp
i« Wi >
3'ATG 427 up
—
Pseudogen 1 \ ! ! ! \
| |
373 do
143 bp

Abb. 11: Darstellung des 143bp langen PCR-Fragrsemi¢ Angabe des Restriktionsschnittstelle fur das
Spaltenzym MAE Il. Die Spaltung der GPx4 cDNA egiin zwei Spaltfragmente der Grolie 26bp und
117bp. Die Punktmutation des Pseudogens an sell8ggle fuhrt zur Deletion des Spaltortes. Nach
Inkubation mit dem Spaltenzym liegt das Pseudogagifient weiterhin unveréandert vor. Nach Ablauf der
Spaltung mit dem Restriktionsenzym erfolgt die Delhsng der Spaltprodukte im 4% igen Agarosegel.

Zunachst erfolgte die Synthese eines 143bp langagntentes mittels PCR, das im
Verlauf zum Restriktionsverdau eingesetzt werdelitesoDie Bindungsorte der Primer
lagen in der Region von 5bp-148bp. Nach Abschlums Synthese wurden die PCR-
Ansatze im 1,5%igen Agarosegel zur Darstellung Andschneiden des synthetisierten
Fragmentes aus dem Agarosegel aufgetragen. Diesalsgttenen Gelfragmente wurden
einer Reinigung und Aufarbeitung mit Hilfe des Gaaktions-Kits von Qiagen

unterzogen. Die Prozedur diente hauptsachlich nfethung von Primerdimeren. Die
nachstehende Abbildung zeigt die Bande des 143hgeta Fragmentes im Agarosegel.
Mittels halbquantitativer Mengenbestimmung konrieeKbnzentration an Transkripten im

Eluat ermittelt werden. Ziel war es, moglichst gles Mengen fir den Restriktionsverdau,
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sowie eine ausreichende Menge an Restriktionsenzynmeine vollstandige Spaltung

einsetzen zu kdénnen.
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Abb. 12: Darstellung des 143bp langen synthetisieRragmentes fir jedes untersuchte Organ der Mégis.
Template fungierte cDNA der einzelnen murinen OggaBie Auftragung im Agarosegel erfolgt zur
halbquantitativen Bestimmung der Konzentration BNA fiir den Ansatz der Spaltung.

Strategieoptimierung

Vor der eigentlichen Spaltung der aus cDNA synsiettien PCR-Fragmente der murinen
Gewebe ist eine Probespaltung zur Uberpriifung geimalen Bedingungen fiir die
Spaltung und der Funktionsfahigkeit des Restrilgemzyms MAE |l durchgefuhrt
worden. Zur Auswertung der Spaltung musste zunaehstvollstandiger Verdau der
eingesetzten Probenmenge gewahrleistet werdenfuHigrurde zunadchst das PCR-
Fragment ausgehend von der GPx4-cDNA, bzw. PSE NAcgynthetisiert und gereinigt.
Anschliel3end wurden je 240ng der PCR-Produkteifig Brobespaltung eingesetzt. Nach
Abschluss der Inkubation erfolgte die Darstellumg #%igen Agarosegel um eine
maoglichst differenzierte Auftrennung der Spaltframte zu erreichen, da sich diese mit
den erwarteten 143 bp fur den heterozygoten Kndckond 117bp fur den Wildtyp nur in
26bp unterschieden. Damit ein Gro3enunterschiedrd@mente bei so geringer Differenz
der GroRRe festgestellt werden konnte, war die Aselyn einem hoherprozentigen

Agarosegel wichtig.
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Abb. 13: Darstellung der Spaltprodukte nach Inkigmatmit MAE II. Die Spaltfragmente der GPx4 cDNA
liegen wie erwartet bei 26bp und 117bp, wahrend Rissudogen 1 aufgrund fehlenden Spaltortes keine
Spaltung erfahrt und weiterhin als 143bp langes #P@RrRiukt vorliegt.

Spaltmuster von Wildtyp und heterozygotem Knockout

Nach erfolgreicher Durchfihrung der Probespalturiglgte nun der Restriktionsverdau

der aus cDNA amplifizierten PCR- Fragmente der nmaniOrgane des Wildtyps und des
heterozygoten Knockout-Tieres. Zur Spaltung wurd2AOng des synthetisierten

Fragmentes eingesetzt. Als Referenzen sind die GPRNA und das Pseudogen 1 in

gleicher Konzentration im gleichen Ansatz der Spajtunterzogen worden. Um spater die
Spaltmusters der Proben zu beurteilen, musste gaisibt sein, dass ein vollstandiger
Verdau durch das Restriktionsenzym stattgefundée.ha

Anhand der GroRBenreduktion der cDNA im Vergleialr zinverdnderten GroRRe des
Pseudogens 1 konnte die Vollstandigkeit der Spgltiberprift werden. Dadurch liel3 sich
sicherstellen, dass Signale auf Hohe der 143bp &deid den Geweben nicht in einem
unvollstandigen Verdau durch das Restriktionsenayairend der Spaltung begriindet

liegen.

In der Darstellung der Spaltmuster war ein deudiéctSignal bei allen untersuchten
Geweben auf Hohe der 117bp Bande nachweisbar. hgleeh fand sich auf Héhe der

143bp Bande bei fast allen Organen ein Signal wartlidh schwécherer Intensitat.
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Es war anzunehmen, dass die Expression der 143igbeRiurch das Pseudogen 1 bedingt
war, wahrend der Uberwiegende Anteil der cDNA dudels GPx4-Gen gestellt wurde-
ersichtlich an der wesentlich intensiveren Bande. énzige Ausnahme bildete die Probe
der Milz, die das deutlichste Signal aller Prober BHohe der 143bp Bande zeigte.
Dennoch zeigte auch diese Probe eine mehrheitksipeession durch das GPx4-Gen mit

einem starkeren Signal auf Hohe der 11Bbpde.

Spaltung des Wildtyps
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Abb. 14: Darstellung der Spaltfragmente nach Inkiobamit dem Restriktionsenzym MAE |l bei Geweben
des Kontrolltieres/ Wildtyp. Zur Kontrolle, dassesBpaltung erfolgreich war, wird das synthetisierte
Fragment aus GPx4 cDNa ebenfalls dem Restriktiodswe unterzogen. Die erfolgreiche und komplette
Abspaltung des 26bp Fragmentes wird durch den Grifierschied in der horizontalen Auftragung zum
Pseudogen 1 unmittelbar daneben evident. Die Agifitrg der Proben erfolgt im 4%igen Agarosegel um
auch geringe GroRRenunterschiede der Spaltfragnaenséellen zu konnen.

Vergleichend dazu erfolgte die Spaltung von syidgleter cDNA aus Geweben des
heterozygoten Knockouts. Die Spaltung erfolgte ugkeichen Bedingungen wie die zuvor

durchgefuhrte Spaltung bei Proben des Wildtyps.

Hintergrund der Untersuchung waren maogliche Verémagen der Expression des GPx4-
Gens und des Pseudogens 1 bei heterozygoten Knetievan. Das Spaltmuster zeigte
eine deutliche Bande bei 117bp, die durch die Esgio@ des GPx4-Gens generiert wurde.
Auf Hohe der 143bp Bande konnte nur ein sehr diskr&ignal bei den Spaltmustern der
murinen Organe festgestellt werden. Ganzlich fehiteler Ubersicht der Spaltung des
heterozygoten Knockouts gegentber dem Wildtyp eipalt®wuster zur GlI.

submandibularis. Dieses Gewebe wurde beim heteobeggKnockout-Tier nicht mit in

die Untersuchung aufgenommen, so dass bei der pné@eration auf die Enthahme der

Gl. submandibularis verzichtet wurde.
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Spaltung des heterozygoten Knockout
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Abb. 15: Darstellung der Spaltfragmente nach Inkiobamit dem Restriktionsenzym MAE |l bei Geweben
des heterozygoten Knockout-Tiers. Als Referenzpmobeirden cDNA und Pseudogen 1 ebenfalls der
Spaltung unterzogen. Zur Analyse der Proben winddébiges Gel gewahlt um eine mdglichst differengier
Trennung der Spaltfragmente zu ermdglichen. In d@mganscreen ist kein Spaltprodukt der Gl.
submandibularis aufgefuhrt aufgrund von fehlendeswébe.

Zusammenfassung:
Die durchgefuhrten Experimente belegen, dass derdmygote GPx-Knockout keine
regulativen Einflisse auf die Expression des Psgemlo 1 ausibt. Eing

kompensatorische Erh6hung der Genexpression bdalesnes GPx4-Gens erfolg

(1%

—

nicht.

3.2 Zellphysiologische Rolle der GPx4

Die GPx4 gehdrt zu der Familie der Selenoglutagpésoxidasen, denen als Eigenschaft
gemein ist, intrazellulare Hydroperoxide zu redtemie Eine charakteristische

Besonderheit der GPx4 ist die Fahigkeit zur Redwktvon membrangebundenden,
komplexen Hydroperoxiden, u.a. von Lipoproteinend uBholesterolestern. Generell

kénnen durch die Uberexpression oder Inaktivierumig Enzymen wesentliche Aussagen
Uber die biologische Rolle gemacht werden. In y@estenen Untersuchungen konnte z.B.
eine erhohte Resistenz der mitochondrialen FornGdeed (mGPX4) Uberexprimierenden
Zellen gegentber verschiedenen Formen von oxidatiseess beobachtet werden (Kriska
et al., 2002). Ziel der nachstehenden Untersuchunga es, die Auswirkungen einer
Uberexpression des GPx4-Proteins auf das Tranehkmiptzu untersuchen, um

Zusammenhange und Bedeutung der GPx4 in der Zatlusitellen. Aufgrund dessen ist

fur die weiteren Untersuchungen eine humane Brebszelllinie als Zellmodell gewahlt
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worden, die die mitochondriale GPx4 in einer s&bilransfektante Uberexprimiert (siehe
Material und Methoden-Teil).

Nachweis der Uberexpression der mGPx4 auf mRNA-Ebene

In die Untersuchung wurden sowohl der Wildtyp umel \dektorkontrolle der Zelllinie, als
auch die stabile Transfektante mit der Bezeichni@g einbezogen. Ein Kennzeichen der
Transfektante ist die Uberexpression der mitochatelr Form der GPx4. Nach
Gewinnung der Gesamt-RNA aus der epithelialen idadllund anschlieRender Reverser
Transkription der mRNA folgte die Amplifikation mRrimern fur die GAPDH, sowie flr
die GPx4 in der Real-Time-PCR. Die absoluten Kopaéthen der mGPx4 sowie der
GAPDH sind zueinander ins Verhaltnis gesetzt undhsiehend abgebildet worden.
Erganzend ist die Darstellung der PCR-Produkte garAsegel (2%) abgebildet, so dass
korrelierend zu den relativen Kopienzahlen im Sadi@gramm ein Unterschied in der

Signalintensitat in der Gelelektrophorese aufgdzeigde.

1.000.000 - (

800.000 -

600.000 -

400.000 T

mGPx4/ GAPDH x 10

200.000 |

Marer WT  VC 7G4

Abb. 16: Expression der mitochondrialen Form dex4& der epithelialen BrustkrebsZelllinie COH-BR1
in den Untergruppen Wildtyp (WT), Vektorkontroll&/ @), und der stabilen Transfektante (7G4). Die
ermittelten Kopienzahlen sind zu den Kopien der GAIFfir jeden Wert in Relation gesetzt worden. Dabei
zeigt die stabile Transfektante eine 67fach hokemession der mGPx4 gegenliber der Vektorkontrolle.



3 Ergebnisse 67

Fur die stabile GPx4-Transfektante konnte ein Mamigivon 897.257 Kopien mGPx4
mRNA/ GAPDH mRNA x 16 bestimmt werden. Hinsichtlich des Expressionsnigeder
mGPx4 in der Vektorkontrolle (13 363 Kopien GPx4 R/R/ GAPDH mRNA x 10)
konnte die unterschiedliche Expressionshohe miemirQuotienten von 67 errechnet
werden. Damit wurde die mGPx4 mRNA in der GPx4-$faktante ca. 70fach hoher

exprimiert als in der entsprechenden Kontrollzelle.
Nachweis der Uberexpression der mGPx4 auf Proteinebene

In den bisherigen Untersuchungen konnte die Ubeesson der mitochondrialen Form
der GPx4 auf mMRNA-Ebene gezeigt werden. Zur Untdrsng des Expressionslevel auf
Protein-Ebene wurde die Methode des Western-Blgewendet. Die Zelllysate sind aus
Zellen der Vektorkontrolle (VC), sowie der stabil€ransfektante (7G4) der epithelialen
Brustkrebs- Zelllinie prapariert worden. Ein Aufgss der Lysate wurde bis zur Trennung
in die einzelnen Kompartimente Nucleus, Mitochoedrund Zytosol vollzogen um in der

Auswertung entsprechende Zuordnungen zu einemdeplartiment treffen zu kénnen.

\VC Ztosol

VC Nukleus

VC Mitochondrien
7G4 Zytosol

7G4 NuKleus

7G4 Mitochondrien

= 21 5kDa

Abb. 17: Darstellung im Westem Blot. Der Antikorfetektiert in den Extrakten des Zellkompartimente
Mitochondrien der epithelialen BrustkrebsZellliz passendes Protein. Anhand eines Markers kaimée
Grosse von ca. 20 kDa bestimmt werden; diese eécidpdem erwarteten Signal von 21,5kDa fir die

mGPx4.

Im Ergebnis zeigte sich eine einzelne Bande beareiMolekulargewicht von ca. 20kDa
im Lysat der praparierten Mitochondrien der 7G4letel Das Molekulargewicht entspricht

dem erwarteten der mitochondrialen GPxA4.
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Nachweis der Uberexpression der GPx4 auf Aktivitdtsebene

Um die zellprotektiven Eigenschaften der GPx4 zarakterisieren, schlossen sich weitere
Untersuchungen zur biologischen Funktion des EnzgmsAls Ausgangspunkt dient die
kennzeichnende Eigenschaft des Enzyms intrazedl@élischadliche Peroxide reduzieren
zu konnen. Dabei konnte unter Anwendung der Duuskftytometrie der intrazellulare
Peroxidgehalt gemessen werden. Als Oxidationsrepodlekil kommt 2°,7°-
Dichlorfluorescin-diacetat (DCFH-DA) zum EinsatzieBe Verbindung wird in die Zelle
aufgenommen und intrazellular zu DCFH deacetyli®@trch intrazellulare Peroxide
erfolgt danach eine Oxidation des Dichlorfluores@@CFH) zu dem fluoreszierenden
Dichlorofluorescin (DCF). Die emittierte Fluoreszewerhdalt sich proportional zum
Peroxidstatus der Zelle, so dass anhand der Itéi¢ngr Fluoreszenz Rickschlisse auf die
Aktivitat der GPx4 gemacht werden kénnen. In digdgsuchung wurden vergleichend die
stabile = mGPx4-Transfektante, sowie die Vektorkdldgro der epithelialen
Brustkrebszelllinie COH-BR1 einbezogen. Nach Prdipan der Zellen und Durchfiihrung
der FACS-Messung kamen die Daten nachstehend stisgfamm zur Abbildung.
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Abb. 18: Detektion der intrazellularen Peroxidetet# FACS-Analyse. Die Kontrollzellen (VC) und die

mMGPx4-uberexprimierende Zelle (7G4) wurden mit DEBMA inkubiert und die resultierende Fluoreszenz-
Intensitat des gebildeten DCF gemessen. Die gemed$daoreszenzintensitat wurde gegen die Zellzehl d

Kontrollzellen (graue Flache) und der Zellzehl daGPx4-iberexprimierenden Zellen (weiBe Flache)
aufgetragen.
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Die Untersuchung ergab eine hohere Fluoreszenzitéenfir die Kontrollzellen im

Vergleich zur mGPx4-Transfektante. Das bedeuteds dier intrazellulare Peroxidlevel in
den mGPx4-uberexprimierenden Zellen deutlich ngariiegt als in den Kontrollzellen.
In der quantitativen Auswertung der FACS-Analysegteedie mGPx4-Transfektante nur
36% des Peroxidgehaltes der Kontrollzelle. Danaigtlider intrazellulare Peroxidlevel in
der Kontrollzelle ca. 3fach hoher als in der mGRikérexprimierenden Zelle.

Zusammenfassung:

Die Uberexpression der mGPx4 konnte in Zellen dabiken GPx4-Transfektante der
epithelialen Brustkrebs- Zelllinie auf mRNA- undoRinebene gezeigt werden. Auf
MRNA-Ebene zeigte sich der GPx4-Messenger in dansFektante um den Faktor 67
gegenuiber den Kontrollzellen erhoht. Auf Proteimebevar die Uberexpression der
mGPx4 in Mitochondrien der stabilen Transfektangchweisbar und ein deutlich
niedriger Peroxidstatus in den Zellen der Transiele belegt die Funktionalitat des
Proteins.

3.2.1 Microarray-Daten

Der Phanotyp einer Zelle wird wesentlich durch etéitielle Expression des Genprofils
bestimmt. Deshalb lassen sich aus der Quantifizgeradler Genexpressionsmuster
Ruckschlisse auf Phéanotypenanlage der Zellen zielz@el der nachfolgenden
Untersuchungen war es durch Quantifizierung desefgmessionsmuster der stabilen
mGPx4-Transfektante und der Kontrollzellen Schloiggfrungen Uber Eigenschaften der
Zellen zu ziehen.

Fur die GPx4 wird neben den komplexen zellprotektiv Eigenschaften als
antioxidierendes Enzyms, auch eine regulierende kttam des Enzyms in der

Tumorgenese und der Apoptose diskutiert (Nomural.et1999), (Nakagawa, 2004). So
konnte in verschiedenen malignen Zelllinien einemiaderte Expression der GPx4 auf
MRNA- und Proteinebene nachgewiesen werden (Lial.et2006). Zum Teil war ein

proportionaler Zusammenhang zwischen Differenzigsgnad des Malignoms und der
Expressionslevel der GPx4 herzustellen (Cejas €2@07).

Besondere Aufmerksamkeit kommt signifikant regidierGenen zu, von denen bekannt

ist, dass sie eine Rolle in der Tumorgenese eineahin die Untersuchungen gehen die
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stabile Transfektante, der Wildtyp und die Vektorkolle der

Brustkrebszelllinie ein. In den Vergleich werdere éirmittelten Expressionsniveaus der

epithelialen

Transfektante und der Vektorkontrolle einbezogen.

In der Analyse des Microarray sind 14 500 Gene lduten verwendeten Chip erfasst
worden. Unter den untersuchten Genen zeigen 96%e keagulatorische Veranderung
durch die Uberexpression der mitochondrialen GRx#erhalb der Gruppe der regulierten
Gene zeigen 2% (296 Gene) eine mindestens zweifdcbleregulation, wahrend 2% (334
Gene) eine negative Regulation in ahnlicher Holieheen. Den starksten regulatorischen
Effekt zeigt Lipophilin B mit einer 30fachen Hocldation. Ein weiterer Vertreter aus

derselben Familie, das Mammaglobin 1 zeigt ebenfdilie positive Regulation mit einer

funffach erhdhten Transkriptionsrate.

Affimetrix-Nr. ~ NCBI-Nr. Genbezeichnung Faktor
hochreguliert
206799 _at NM_006551.2 Lipophilin B 30,3
206315_at NM_004750.1 Cytokine receptor-like factor 1 (CRLF1) 15,7
209792_s_at BC002710.1 Kallikrein 10 7,4
217966_s_at NM_022083.1 Niban protein (NIBAN) 6,3
205119 _s_at NM_002029.1 Formyl peptide receptor 1 (FPR1) 5,8
206002_at NM_005756.1 G protein-coupled receptor 64 (GPR64) 5,6
204915 _s_at AB028641.1 mRNA for SOX11 5,3
206378_at NM_002411.1 Mammaglobin 1 (MGB1) 51
200762_at NM_001386.1 Dihydropyrimidinase-like 2 (DPYSL2) 4,1
204971 _at NM_005213.1 Cystatin A (stefin A) (CSTA) 4.0
runterreguliert
200665_s_at NM_003118.1 Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) (SPARC) 26,1
211573_x_at M98478.1 Human transglutaminase 15,3
comars i Nw_ooaog  SWISIErelted mat ssocied atn dependent egutor 34
201163 _s_at NM_001553.1 Insulin-like growth factor binding protein 7 (IGFBP7) 11,0
206858_s_at NM_004503.1 Homeo box C6 (HOXCE6) 7,8
202833_s_at NM_000295.1 Serine (or cysteine) proE(;iEaRsF(;:‘”i\lnAh:iLt;itor, clade A, member 1 6.5
208129 x_at NM_001754.1 Runt-related transcription factor 1 (RUNX1) 6,3
219508_at NM_004751.1 Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 3, mucin type (GCNT3) 6,2
204421 s_at M27968.1 Human basic fibroblast growth factor (FGF) 59
211064_at BC006408.1 Similar to zinc finger protein 254, clone MGC:10544 5,9
219832_s_at NM_017410.1 Homeo box C13 (HOXC13) 5,5

Tab. 17: Auflistung der starksten Regulationen adhder Microarray-Daten

3.2.2 MG1 und LP-B Expression in der stabilen Transfektante

Bei Hinweisen aus den Microarray-Daten Uber positiggulative Einflisse der GPx4-
Expression auf andere Gene, wurden zwei Gene (Matofmia 1 und Lipophilin B), die

einer Genfamilie angehéren, weiteren Betrachtungearzogen. Beide Gene haben bisher
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vermehrt Erwdhnung in Zusammenhang mit Malignonastkungen gefunden. Fur das
Mammaglobin 1 ist eine hdhere Expression in Maligea der Brust gegenuber
Normalgewebe nachgewiesen worden. Mehrfach isEdagm auch als gewebespezifisch
fur das adulte Mammagewebe beschrieben worden.rédundgdessen steht das Protein
Mammaglobin 1 erganzend als neuer Tumormarker fie @&rkrankung des

Mammacarcinoms in der Diskussion (Watson et aB918vatson und Fleming, 1996).

Das Lipophilin B ist ein weiteres Mitglied der Setaglobinfamilie, dessen physiologische
Funktion noch unbekannt ist. Ebenfalls ist die méhExpression von Lipophilin B in
malignen Zelllinien und Malignomen beschrieben veordCulleton et al., 2007).

Fur die Microarray-Untersuchungen sind Zellen eiegithelialen Brustkrebszelllinie
verwendet worden. Dieses Modell ist fir die zweisgasuchten Vertreter der
Sekretoglobine und die mitochondriale Form der GEx#eut angewandt worden. Nach
Praparation von RNA aus Zellen des Wildtyps und stebilen Transfektante (7G4) und
anschlieBender Umschreibung in cDNA, wurden dieb®noder Real-Time-PCR flr

weitere Betrachtungen zugefuhrt.
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Abb. 19: Expression der mitochondrialen GPx4, Maglwizin 1 und Lipophilin B im Wildtyp (hellgrau)
und der 7G4-Zellen (dunkelgrau). Dabei bemerkensugtrdie unterbrochene Darstellung aufgrund der
weiten Spanne an erhobenen Werten. Die absolutgrieKpahlen sind in Relation zu den bestimmten
GAPDH-Kopien aufgetragen.
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Im Ergebnis liel3 sich ein 150-fach hoheres relativExpressionsniveau der
mitochondrialen Form der GPx4 in der Transfektar{897.257 Kopien mGPx4
mRNA/Kopien GAPDH mRNA x 1% gegenuiber der Vektorkontrolle (5901 Kopien
mGPx4 mRNA/Kopien GAPDH mRNA x £ demonstrieren. In der Untersuchung der
Marker Mammaglobin 1, sowie Lipophilin B liel3 sieln erhdhtes Expressionsniveau in
der stabilen Transfektante nachweisen. Dabei wae &-fach hohere Expression fir
Mammaglobin 1 in der stabilen Transfektante (47.ZBpien MG 1 mRNA/Kopien
GAPDH mRNA x 16 vs. 10.231 Kopien MG1 mRNA/Kopien GAPDH mRNA x°L0
sowie eine 9fache Erhdhung fir Lipophilin B im Meigh der stabilen Transfektante
(105.123 Kopien Lp-B mRNA/Kopien GAPDH mRNA x Qur Vektorkontrolle (12.090
Kopien Lp-B mRNA/Kopien GAPDH mRNA x fp zu dokumentieren.

3.3 Genexpression der Sekretoglobine im Ovarialcarcinom

Nachdem eine Uberexpression der mRNA von Mammaglbhind Lipophilin B in einer
epithelialen Brustkrebszellinie gezeigt werden Kennist die Betrachtung des
Expressionverhalten beider Parameter in einem weeitegynékologischen Carcinom
angeschlossen worden. Bisher ist die Expression voMammaglobin 1 als
gewebespezifisch fir das adulte Mammagewebe bebemi worden. Bei
Mammacarcinomen kame es dabei zu einer Uberexpressbpn Mammaglobin 1.
Insbesondere die beschriebene Gewebespezifitbldinmagewebe bringt Mammaglobin

1 immer wieder in die Diskussion als ein neuer Badker fir das Mammacarcinom ein.

Zur Betrachtung kommen in nachstehenden Untersggrurovarielle Gewebeproben
unterschiedlicher Dignitat. In die Untersuchung aegr die Parameter Mammaglobin 1,
Lipophilin B und Mammaglobin 2 einbezogen.

3.3.1 Quantifizierungsregime

In nachstehender Abbildung ist die Expression de&kPDBH flur alle untersuchten
ovariellen Gewebeproben aufgezeigt. Dabei lie3 dich jede Probe anhand einer
Eichkurve eine absolute Kopienzahl bestimmen. EAudlistung der unten stehenden
Kennzeichnungen der untersuchten Proben entsprctien Histologie findet sich im
Material- und Methoden-Teil.
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Abb. 20: Expression von Glycerinaldehyd-3-phosplettydrogenase bei den in die Untersuchung
einbezogenen ovariellen Gewebeproben. Dabei isedemswert, dass in allen Proben die Expression der
GAPDH bestimmt werden konnte.

Die Untersuchung der Expression von ausgewahlt&retglobinen erfolgte auf mRNA-
Ebene. Nach Erhalt der ovariellen Gewebeprobenlgtefonach RNA-Praparation die
Umschreibung von 2pg mRNA in cDNA mittels RT-PCR.

Die Untersuchung erfolgte mittels Real-Time PCR jmitul des Ansatzes der RT-PCR der
jeweiligen Probe und den im Materialteil angegebenatsprechenden Primern fur die
Parameter GAPDH, Mammaglobin 1, Mammaglobin 2 ungojhilin B. Insgesamt
wurden fur jeden Parameter jeweils drei Real-Tin@RR.aufe durchgefihrt, um eine
statistische Aussage erheben zu kénnen. Die Eumgitvon absoluten Kopienzahlen der
untersuchten Parameter basierte auf der ErsteMamgspezifischen Eichkurven. Diese
Eichkurven wurden fur jeden zu untersuchenden Peteanim Rahmen der Vorarbeiten zur
Real-Time PCR erstellt. Die so ermittelte Anzahlsgnthetisierten Kopien der einzelnen
Proben wurde zu den probenspezifischen KopienzaldeAPDH ins Verhaltnis gesetzt.
Durch die Bildung eines Verhéltnisses von ermgitelKopien der Sekretoglobine zu den
Kopien der GAPDH fir die entsprechenden Proberigireane Normierung und Ausgleich
unterschiedlicher mMRNA-Level der einzelnen Probetereinander. Zudem sind mdgliche
Verfalschungen der Ergebnisse durch wéahrend der R@Rtandene Nebenprodukte
unterschiedlicher GroR3e durch die Analyse der P@iehikte in der Gelelektrophorese und

der Schmelzkurven ausgeschlossen worden.
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3.3.2 Mammaglobin 1

Die Expression der einzelnen untersuchten Paranretegrschiedenen Proben ovarieller
Gewebe findet im Folgenden ihre Abbildung. Fir dRarameter Mammaglobin 1 ergab
sich ein differentes Expressionsmuster. In naclesteéér Abbildung zeigte sich eine relativ
geringe oder keine Expression fur die VertreterKkegorie ,benigne”. Diese zeigen eine
Expressionshéhe <400.000 Kopien MG1 mRNA/GAPDH mRNX. Fir die Kategorie
»-maligne* zeigten sich einzelne Proben in ahnlicB&pressionshthe, jedoch waren auch
einzelne Vertreter mit deutlich hheren Werten estimmen. Fir eine Probe (Nr.2102)
liel3 sich keine Expression von Mammaglobin 1 détedh. Der Mittelwert lag fir die
Kategorie ,maligne“ bei 491.591 Kopien MG 1 mRNA/8BH mRNA x16, wahrend
sich der Mittelwert fiir die Kategorie der Normalgeve bei 76.591 Kopien MG 1 mRNA/
Kopien GAPDH mRNA x10 einstellte. Somit lieR sich arithmetisch ein Qentivon 6,4

bestimmen.
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Abb. 21: Expression von Mammaglobin 1 in den untelngen Proben der Ovarialgewebe. Die absoluten
ermittelten Werte werden ins Verhaltnis zu den metshenden GAPDH-Werten gesetzt. In der Abbildung
der Ergebnisse zeigt sich ein inhomogenes Expmessioster fir Mammaglobin 1.

In nachstehender Abbildung sind die ErgebnissedausUntersuchungen der ovariellen
Gewebeproben fir Mammaglobin 1 dargestellt, wolei Broben entsprechend ihrer
Dignitat in Kategorien zusammengefasst wurden. deamt wurden Werte von jeweils
zehn Gewebeproben maligner Ovarialtumoren und Pregba ovariellem Normalgewebe

in die Untersuchung eingebracht.

Die Darstellung im Boxplot wurde gewahlt aus Grimdeler Abbildung und
Zusammenfassung der Werte in Gruppen. Dabei wudieruntersuchten Proben nach

ihrer Dignitat unterschieden und in drei Kategorigrierteilt, namlich maligne, benigne
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und Metastasen. Die Signifikanzen sind ausschtkf@wischen maligner und benigner
Entitat bestimmt worden.

Die Gruppe ,Metastasen” konnte aufgrund eines eringen Stoffgruppenumfanges mit
n=2 nicht berlcksichtigt werden. Die Abbildung die&ntitat erfolgte aus Grinden der
\Volistdndigkeit, jedoch ohne Berlcksichtigung in r ddatenanalyse und der
Signifikanzprufungen. In den Voruntersuchungen s#édifigkeiten und Normalverteilung
der erhobenen Daten berlcksichtigt worden. Zur tdothung von Signifikanzen
zwischen den Kategorien kam der Mann-Whithney-U-Tesr Anwendung. Bei
Feststellung von Signifikanzen wurde das Signifég@umeau in der Abbildung mit einem
gekennzeichnet. Zudem ist der Median, Minimum unakivhum der einzelnen Gruppen

in den Abbildungen ersichtlich.

Die Durchfihrung des Mann-Whithney-U-Tests ergabseiaen den zwei untersuchten
Kategorien ,maligne” und ,benigne“ einen sehr siidgainten Unterschied (**) mit einer

Signifikanz von p= 0,003.
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Abb. 22: Darstellung der Expressionslevel von Mamioiain 1 im Verhaltnis zur GAPDH (MG1 / GAPDH
x 10P). Die Einzelproben sind jeweils zusammengefasseiner Kategorie entsprechend ihrer Dignitat..
Untersucht wurden 10 Gewebeproben von malignenlOnigenignen Ovarialtumoren, sowie Material von 2
Metastasen, die als Primartumor einen malignen i@wamor besal3en.
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3.3.3 Lipophilin B

In den Analysen der ovariellen Gewebe zeigt sichhaterogenes Expressionsniveau fur
den Parameter Lipophilin B. Die Ergebnisse zu damek$uchungen der ovariellen
Normalgewebe zeigen ein relativ niedriges Expressiveau fur Lipophilin B. Der
Mittelwert liegt fir diese Entitat bei 377.477 KepiLp-B mRNA /GAPDH mRNA x 19
Die Gruppe der Gewebe von maligner Dignitat zembed deutlich h6here Werte in der
Expression. Die Ausnahme dazu bildet eine einz8rabe mit der Nr. 2102, die keine
Expression von Lipophilin B erkennen lasst. Dertidwert liegt in dieser Kategorie bei
1.202.578 Kopien Lp-B mRNA/GAPDH mRNA x 10Rechnerisch ergibt sich ein
Quotient von 3 im Vergleich der Mittelwerte beidéategorien. Die zwei Proben an

Metastasen zeigen ein Expressionsniveau &hnlicdkezuder carcinomattsen Gewebe.
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Abb. 23: Expression von Lipophilin B in den untersten Gewebeproben. Die absoluten Kopienzahlen
wurden im Verhaltnis zu den Kopienzahlen der GAP&ivjebildet. Die Abbildung zeigt ein heterogenes
Expressionsmuster. In der Tendenz lasst sich ehithte Expression in den Proben der Kategorie gnali
gegeniiber der Kategorie ,benigne* postulieren. Bsei Proben (Nr. 2102 und 2255) ist dabei keine
Expression des Lipohilin B feststellbar.

Maligne Meta- Benigne
stasen

Basierend auf den ermittelten Expressionslevelrdéir Parameter Lipophilin B zeigt die
nachstehende Abbildung die Ergebnisdarstellung armF eines Boxplots. In die

Untersuchung sind jeweils zehn Proben maligner @kamoren und zehn Proben
ovariellen Normalgewebes neben zwei Proben vontstatschem Gewebe eingegangen.
Die Signifikanz des Unterschiedes von maligner ubenigner Entitdt ist nach

Durchfuhrung des Mann-Whithney-U-Tests mit p= 0,088nittelt worden und ist

ebenfalls als sehr signifikant (**) einzuordnen.
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Abb. 24: Abbildung von Expression von Lipophilin®@APDH*1(P. Die einzelnen Proben sind in Gruppen
entsprechend ihrer Dignitdt zusammengefasst. IlJdiersuchung wurden 10 maligne Ovarialtumoren und
10 Proben benignen Ovarialgewebes einbezogen.

3.3.4 Mammaglobin 2

Die Untersuchungen des Parameters Mammaglobin &engkeine oder sehr geringe
Expressionsniveaus flr die Gruppe der Normalgewebe Mittelwert dieser untersuchten
Proben liegt bei 5.382 Kopien MG 2 mRNA/GAPDH mRNAC.
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Abb. 25: Expression von Mammaglobin 2 in ausgeveithRroben aus ovariellem Gewebe. Die Darstellung
erfolgt durch die Bildung einer Ratio der absoluterpienzahlen mit der den Kopienzahlen der GAPDH.
Auffallig ist die geringe Expression von Mammaglok2 im ovariellen Normalgewebe gegeniuber der
Expression bei Proben von Ovarialcarcinomen.

Dem gegenuberzustellen ist die Kategorie der Cancén die im Mittel einen Wert von
145.295 Kopien MG 2 mRNA/GAPDH mRNA x i@eigt. Der Quotient ergibt einen Wert
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von 27 beim Vergleich beider Kategorien zugunstenkhtitat der Carcinome. Auch in der
nachstehenden Abbildung lassen sich verschiedemeeg&sionshéhen zwischen diesen
zwei Kategorien dokumentierémhand des Mann-Whithney-U-Tests konnte ein

Signifikanzunterschied von p=0,005 bestimmt werdi® als sehr signifikant (**) gilt.
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Abb. 26: Darstellung der Expressionslevel von Mamiwmiain 2 in den ovariellen Gewebeproben. Untersucht
wurden sechs der 10 malignen, 7 der 10 benigneneBepvoben und zwei Gewebeproben der Metastasen
von Ovarialcarcinomen.

Zur Dokumentation signifikanter Unterschiede in dexpressionsleveln der einzelnen
Parameter sind jeweils die arithmetischen Mittetereder untersuchten Kategorien
verglichen und ein Quotient ermittelt worden. Dregébt den numerischen Unterschied

zwischen den Expressionshdhen der Gruppe der @aneimnd des Normalgewebes an.

Normalgewebe Carcinom Signifikanz Quotient
Parameter (Kopien/ (Kopien/ alg “Wert (Carcinom/
GAPDH x 10%)  GAPDH x 10°) P Normalgewebe)
Mammaglobin 1 76.591 491.591 0,003 (**) 6,4
Lipophilin B 377.477 1.202.578 0,005 (**) 3,2
Mammaglobin 2 5.382 145.295 0,005 (**) 27

Tab. 18: Berechnung der Quotienten anhand der tere¢éen Mittelwerte der Kategorien ,maligne” und
Loenigne®. Ergénzend ist die statistische Signifikaler Unterschiede zwischen beiden Kategorienteiini

worden.
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3.3.5 CA 125 im Serum

In der Diagnostik und Therapie des Ovarialcarcinogik die Bestimmung des

Tumormarkers CA 125 (Carboanhydrate antigenebtdadard. Die Expression von CA
125 erfolgt in vielen Geweben des adulten Organssrwa. auch in gynékologischen
Geweben (Nouwen et al., 1987). Zudem unterliegt Higpression von CA 125

verschiedenen physiologischen Einflissen, wie et8&hwangerschaft oder dem
Menstruationszyklus (Bon et al., 1996; Gocze et #988). Augrund der fehlenden
Spezifitat und einer geringen Sensitivitat v.a.Friihstadien der Erkrankung erfolgt die
Bestimmung von CA 125 um das Ansprechen auf einerafhe und den Verlauf der
Erkrankung an einem Ovarialcarcinom zu beurteildaggle et al., 1995). Im Zuge der
Gewinnung der ovariellen Gewebeproben sind routdf@gmdie Werte des Tumormarkers
CA 125 im Serum fir jeden Kasus bestimmt wordee. Berte dienen neben den pTNM-
Stadien und der histologischen Untersuchung zurdkkerisierung der Gewebeproben. In
der folgenden Abbildung kommen die ermittelten Datér den Tumormarker CA 125

(U/l) entsprechend der Probe zur Darstellung. Dédugen alle erhobenen CA 125-Werte
fur die Kontrollgruppe im Normbereich (<30U/l). DigVerte in der Gruppe der

Malignitaten zeigten eine starke Variationsbreidabei waren 6 von 10 deutlich erhdht,
wahrend zwei der Proben nur eine grenzwertige Erh@lzeigen. Auffallig sind dabei die
zwei untersuchten Gewebe der Metastasen, die @eelirchschnittliche Erhdéhung, vor

allem im Vergleich zu der Gruppe der Malignitatemen.
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Abb. 27: Darstellung der gemessenen CA 125 Waert8aerum. Die Bestimmung des Tumormarkers erfolgte
durch Blutentnahme praoperativ im Universitatskiimn Kiel. Die Werte wurden im Rahmen der
Untersuchung der Uibersandten Gewebeproben tbdtniltédei zeigen sich alle Proben der Kontrollgreipp
normwertig, jedoch ergaben die Analysen der Vetretler malignen Gruppe ein heterogenes
Expressionsmuster.
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Der Tumormarker CA 125, der im Zuge der Probengeumg im Serum bestimmt wurde,
ist ebenso in die statistische Analyse eingegangevischen den beiden Kategorien
»,maligne“ und ,benigne* besteht ein hoch signifikanUnterschied im Expressionsniveau
mit p<0,001. Auffallig sind die hohen Werte, dier fdie zwei Gewebeproben der
Metastasen ermittelt wurden. Bei geringem Umfaregseli Gruppe mit zwei Proben eines
metastasierten Mammacarcinoms sind Interpretationemd Auswertungen nur

eingeschrankt maoglich.
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p=0,000
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Dignitat

Abb. 28: Abbildung der angegebenen CA 125-WerteSienum aller oben genannten Gewebeproben. Die
Werte sind pratherapeutisch im Blut der Patientinopestimmt worden.

Korrelationsanalytik zu Untersuchungen im Ovarialcarcinom

Aufgrund der bemerkenswerten Korrelationen zwiscldem einzelnen Vertretern der
Sekretoglobine hinsichtlich der Daten aus den Aserlydes RNA Panel, schlossen sich die
Anfertigung von Korrelationen aus den Expressiorsieuder Sekretoglobine in den

ovariellen Geweben an.

Die starkste Korrelation ergab sich fur die Werten Wiammaglobin 1 und Lipophilin B.
Der Korrelationskoeffizient erbrachte einen Wert von 0,874 aus der Analysebditen
Parameter. Fur die Expressionsniveaus der beideamieger zeigte sich eine hohe
Korrelation basierend auf Tab.17 im Methoden-TeBezlglich des ermittelten
Determinationskoeffizienten mif # 0,763 ergab sich somit eine gemeinsame Varianz vo

76 % fur beide Parameter.
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Abb. 29: Darstellung der Einzelwerte im Streudiagma von Mammaglobin 1/ GAPDH*fQzu Lipophilin
B/GAPDH*10° aus den untersuchten Geweben der ovariellen TurBoeeKorrelation nach Pearson ergibt
einen Korrelationskoeffizienten von 0,874, der esebr signifikante Korrelation (**) bei p < 0,01 isehen
den zwei Parametern anzeigt.

Die Korrelationsanalyse der ermittelten Daten voanihaglobin 2 und Mammaglobin 1
ergab eine Korrelationskoeffizienten r=0,742. Besnd auf der vorbeschriebenen
Einteilung ergab sich ebenfalls eine hohe Korrefatfir die Expressionslevel beider
GroRen. Der Determinationskoeffizient mit’=@,551 fir den Zusammenhang

Mammaglobin 1 und Mammaglobin 2 zeigte eine genagnesVarianz von 55%.

Parameter 1 Parameter 2 Korrelationskoeffizient r  Korrelation Varianz
MG 1 Lip B 0,874 Hoch 76%
MG 1 MG 2 0,742 Hoch 55%
Lip B MG 2 0,742 Hoch 55%
MG 1 CA 125 0,566 Mittel 32%
Lip B CA 125 0,581 Mittel 33%

Tab. 19: Korrelationsanalysen mit Bestimmung desdatioskoeffizienten nach Pearson. In die Analyse
finden die Daten aus den Untersuchungen der olari@ewebeproben Eingang. Aufgezeigt sind die leide
zum Vergleich bestimmten Parameter, die nach Sdek&€usammenhange gruppiert werden.

Die Korrelation nach Pearson ergab fur die Datanbééden Paramter Lipophilin B und
Mammaglobin 2 einen Koeffizienten von r=0,742. Ndginteilung der Ergebnisse der
Korrelation ergab sich fir die beiden Gréf3en eiobehKorrelation. Die gemeinsame

Varianz lag bei 55% durch einen ermittelten Deteatibnskoeffizienten?=0,551.
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Fur die Korrelationsanalyse der ermittelten Dat@nMammaglobin 1, bzw. Lipophilin B
und CA 125 war eine mittlere Korrelation von r=0656zw. r=0,581 nachweisbar.

Zusammenfassung

In den Untersuchungen der ovariellen Gewebe koneitge Expression von
Mammaglobin 1 und 2, sowie Lipophilin B gezeigt dem. Wesentliche Unterschiede
in den Expressionsniveaus ergaben sich in Abhaegigkn der Dignitdt des Gewebes.
Das Expressionslevel in der Entitat der malignenrwé&e im Vergleich zu den

benignen/Normal-Ovarialgeweben lag bei allen degaRhetern signifikant hoher.

In den Korrelationsanalysen zu den untersuchteranfetern bestatigte sich der
Eindruck, dass Zusammenhange in der Expression ckens den Parametern
nachzuweisen sind. So zeigen die Parameter Mamimaglb, Lipophilin B und

Mammaglobin 2 hohe Korrelationen hinsichtlich depeession auf mMRNA- Ebene.

3.3.6 Expression von MG1, LP-B und GPx4 in humanen Geweben

Die Expression von Mammaglobin 1 und 2 und von pigbn B konnte zuvor in
Untersuchungen von ovariellen Gewebeproben gezeigiden. Bislang war eine
Gewebespezifitat, die als Grundlage fur die Eigkaficals Biomarker besteht, fir das
Mammaglobin 1 postuliert worden. Fur Lipophilin Bxdi Mammaglobin 2 war bereits
auch in anderen Geweben eine Expression gezeigtewoZudem ergaben sich in den
bisherigen Untersuchungen auch Hinweise Uber Zoearhange der Expression von
mMmGPx4 und Mammglobin 1 und Lipophilin B. Unter Bek&ichtigung der mdglichen
Rolle der GPx4 in der Tumorbiologie und evidentegulativen Zusammenhangen mit
zwei Proteinen einer Familie, die in der Diskussas mogliche Tumormarker stehen,
erweiterten wir die Betrachtung hinsichtlich des pEessionsmusters und der
Gewebeverteilung in 20 verschiedenen Geweben. Alssgangsmaterial diente
kommerziell zu erwerbende humane RNA von zwanzigaleedenen Geweben, gepoolt
aus drei Spendern. Zunachst erfolgte die Umschngibeon zwei ug RNA in cDNA
mittels RT-PCR. Mittels Real-Time PCR und speziiesc Primern der o.g. Parameter
wurden die relativen Verhaltnisse der mRNA fiur m@PMlammglobin 1, Mammaglobin 2
und Lipophilin B fir die verschiedenen Gewebe lestt. Die Real-Time PCR wurde flr
jedes Gewebe zu jedem untersuchten Parameter dirgietrholt.
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Um Aussagen Uber die Expressionslevel innerhalbgégssamten RNA-Panels treffen zu
konnen, wurden zunachst die Expressionsniveaus iedrrdurch die Bildung eines
Verhaltnisses der ermittelten Kopienzahlen der mRNé Sekretoglobine zu den

entsprechenden Kopienzahlen der GAPDH mRNA. Dieiteglten Verhaltnisse sind als

Balkendiagramm dargestellt.

Als Standardprozedur ist die Bestimmung der Glym#dehyd-3-phosphat-dehydrogenase
in den erworbenen RNA-Proben erfolgt (nachstehefbildung). Dabei zeigte sich
ebenfalls fUr jede untersuchte Probe eine mesdbgreession des sog. ,house-keeping-
enzyme®. Damit lie3 sich auch hier eine erfolgreichynthese und Amplifikation der

cDNA darlegen.
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Abb. 30: Expressionsniveaus der Glycerinaldehyd8sphat-dehydrogenase in den Geweben des RNA-
Panels. Die Hohe der Expression fir die MehrhaitRteben liegen in ahnlichen Bereichen, bis auf die
mRNA der Trachea und des Herzes, die auf eine bafanl an Amplifikaten den Rickschluss erlauben.

Die relativen Ergebnisse der humanen Gewebe del-TRea-PCR ertffneten fur die
mitochondriale Form der GPx4 ein einheitliches Musin der Darstellung im
Saulendiagramm. Bemerkenswert war die hohe Exmressider Probe Testes, die mehr
als 10fach uber den Expressionslevel der mGPx4mashderen Geweben lag.
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Expression von mGPx4 im RNA- Panel
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Abb. 31: Expression der mitochondrialen GPx4 ingauwghlten Geweben. Die Darstellung erfolgt in

Relation zu den ebenfalls erhobenen Kopienzahledi€i GAPDH.

Fur Mammaglobin 1 ergaben sich folgende Verhalenigshb.32): Wahrend sich in den
Proben von Gehirn und Colon keine Expression vormMaglobin 1 feststellen lief3,
Ubetidschnittlich  hohe

Expressionsniveaus von Mammaglobin 1 bestimmt. di@rtbrigen Gewebe ergab sich

wurden im Fettgewebe, Cervix uteri und Lunge

eine basale Expression von Mammaglobin 1, die miérer Hohe lag.

1.200.000

1.000.000 -

800.000 -

600.000 -

400.000 -

MG 1/ GAPDH x 10°

200.000 -

0,

Milz

Fettgewebe

Harnblase

Gehirn

Cervix

Colon

Osophagus

Herz

Niere

Leber

Lunge

Ovar

Prostata

Plazenta

Muskel

Dunndarm

Testes

Thymus

Thyroidea

Trachea

Gewebe

Abb. 32: Expression von Mammaglobin 1 (Kopien) imnmfanen Geweben, angegeben im Verhéltnis zu
ermittelten Kopien der GAPDH.

Die in der folgenden Abbildung aufgeflihrten Expr@ssniveaus reprasentierten die
ermittelten Verhaltnisse von Lipophilin B-mRNA irutmanen Geweben. Besonders hohe

Expressionen zeigten sich fur die Proben der Cemtxi und der Lunge. Eine erhohte
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Expression liel3 sich auch fir das Fettgewebe &Hgist Fur die verbleibenden Gewebe
zeigte sich eine gleichmalig niedrige Expressiaas Bxpressionsmuster des RNA-Panels

fur Lipophilin B zeigte sich ahnlich zu dem von Maraglobin 1 in Abb. 33.
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Abb. 33: Darstellung der Expression von Lipophi#inDie ermittelten Kopienzahlen fir Lipophilin Bnsi
im Verhéltnis zu entsprechenden Werten der GAPDgifegaben. Eine erhohte Expression von Lipophilin B
zeigt sich fur Cervix uteri und Lunge.

Als weiteren Vertreter der Sekretoglobine ist Marghobhin 2 untersucht und das
entsprechende Expressionsmuster in nachstehenddddiy aufgezeigt worden. In dem
RNA-Panel lie3 sich ein Gberdurschnittlich hohegrggsionsniveau fir Proben der Cervix
uteri und der Lunge feststellen. In der Préaparation Herz, Milz und Trachea konnte
keine Expression von Mammaglobin 2 gefunden werden.der Mehrzahl der
verbleibenden Gewebeproben waren niedrige Expmssioon Mammaglobin 2-mRNA

zu dokumentieren.
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Abb. 34: Expression von Mammaglobin 2 in verschieseGeweben. Deutlich treten die Expressionniveaus
von Cervix uteri und Lunge aufgrund ihrer Héhe loerin Proben der Gewebe Herz, Milz und Trachearkan
keine Expression von Mammaglobin 2 bestimmt werden.
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Korrelationsanalytik zu Untersuchungen im RNA-Panel

Zur Untersuchung von Zusammenhangen bezlglich degregsionsverhalten der
untersuchten Parameter sind aus den erhobenen Ratezlationsanalysen nach Pearson
durchgefuhrt worden. In die Untersuchungen sind Werte aller Gewebe einbezogen
worden. Dabei sind mogliche Korrelationen fur dlarameter untersucht worden. Der
ermittelte Korrelationskoeffizient gibt dabei die Starke der Zusammenhange fir die
untersuchten Parameter wieder. Zur Erwéhnung katabai nur Zusammenhange, die mit
r > 0,5, also einer mittleren Korrelation bestimmirden. Die Korrelationsanalyse bezieht
sich an dieser Stelle ausschlief3lich auf die Dadenaus den Untersuchungen der RNA-
Proben erhoben wurden. Die Darstellung dieser Wenfielgt im Streudiagramm. Durch
die Ermittlung einer linearen Projektionslinie dgie zudem die Angabe des

Determinationskoeffizienterf.r

Parameter Parameter 2 Korrelation Korrelationskoeffiz ~ ient Signifikanz
Mammaglobin 1 Mammaglobin 2 hoch 0,596 *%
Mammaglobin 1 Lipophilin B hoch 0,867 *%

Lipophilin B Mammaglobin 2 hoch 0,828 **

mGPx4 Mammaglobin 1 keine 0,003 -
mGPx4 Mammaglobin 2 keine 0,130 -
mGPx4 Lipophilin B keine 0,120 -

Tab. 20: Ubersicht zu den erhobenen ErgebnissenBastimmung der Korrelationskoeffizienten aus den
Analysen des RNA-Panels. Signifikant sind die Zusemh&nge zwischen den Vertretern der
Sekretoglobine. Keine Korrelation ist in den Anagsnit der mitochondrialen Form der GPx4 festziestel

Fur die Parameter Mammaglobin 1 und Lipophilin Biler sich hinsichtlich der
Ergebnisse der Auswertungen des RNA-Panels einesl&tion von 0,867. In diese Hohe
ist der Korrelationskoeffizienz nach Pearson agmifkant (**) einzustufen. Hinsichtlich
der Korrelationsanalyse von Mammaglobin 1 und 2 nkenebenfalls ein hoher
Zusammenhang dokumentiert werden. Nach Pearsaigbelie Korrelation 0,596 ist wird
ebenfalls als ein signifikanter (**) Zusammenhang@nénnt. Konsekutiv erfolgte
anschlie3end die Ermittlung eines moglichen Zusantm@eges zwischen Mammaglobin 2
und Lipophilin B. Mit einem Koeffizienten von 0,82&rrelieren diese beiden Parameter

ebenfalls auf hohem und signifikanten Niveau (*Hinsichtlich der mitochondrialen
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GPx4 konnte fur keinen Vertreter der Sekretoglobene signifikanter Zusammenhang
ermittelt werden.

Zusammenfassung:

In den Analysen zu den Expressionsmustern der leezd?arameter kann eine basale
Expression fur Mammaglobin 1, Lipophilin B und Mamaghobin 2 gezeigt werden.
Hinsichtlich des Korrelationsverhaltens kann keisgnifikante Korrelation im

Expressionsverhalten zwischen der GPx4 und Vertretder Sekretoglobine

174

nachgewiesen werden. Es zeigt sich jedoch eine hdwrelation der

Expressionsmuster der einzelnen Vertreter der Ealabine.
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4 Diskussion

4.1 Glutathionperoxidase 4

Die Glutathionperoxidase gehort zur Familie deesabhéngigen Glutathionperoxidasen
(Ursini et al., 1985). Als Substrat des Enzyms GRxwieren neben Hydroperoxiden und
Lipidhydroperoxiden auch Phospholipidhydroperox{esini et al., 1985). Das Gen der
GPx4 liegt auf dem humanen Chromosom 19 und codiefyrund von alternativen
Transkriptionsstarts fiir drei verschiedene Isofarndie zytosolische, die mitochondriale
(Arai et al., 1996; Pushpa-Rekha et al., 1995) died spermienkern-spezifische Form
(Pfeifer et al., 2001).

4.1.1 Expression des GPx4-Pseudogens

Ausgansgpunkt fur die durchgefihrten Untersuchungem die Beschreibung eines
funktionellen Pseudogens fiir die GPx4 (Boschanl.et2802). Dabei konnten fur das
GPx4-Gen zwei prozessierte Pseudogene beschriebelenv Pseudogen 1 liegt wie das
paraloge Gen auf dem Chromosom 10 und enthalt anée Punktmutationen. Das
Pseudogen 2 enthalt Gber 40 Mutationen in der ceddien Sequenz, zudem liegt dieses
Pseudogen auf dem Chromosom 17. Die ExpressioRsksdogen 1 konnte auf mRNA-
Ebene in verschiedenen murinen Organen nachgewveseten. Es ist vermutet worden,
dass bei einem Ausfall des paralogen Gens die @hera und Sicherung der biologischen
Funktion durch dieses Pseudogen der GPx4 erfolgantk. Die Klarung von maoglichen
regulatorischen Zusammenhédngen zwischen GPx4-Ged Bseudogen war ein

wesentlicher Bestandteil der Fragestellung.

Pseudogene sind als infunktionelle Kopien von Gerbsschrieben, denen keine
biologische Funktion zukommt (Vanin, 1985). Erstsalurde der Begriff Pseudogen im
Zusammenhang mit Publikationen zum Genom einerchtogerart verwendet (Jacq et al.,
1977). Nachfolgend konnten Pseudogene auch in eandgpezies nachgewiesen werden,
wie z.B. Insekten (Ramos-Onsins und Aguade, 1988)getiere (Vanin et al., 1980).
Ebenfalls wurden Pseudogene in weiteren Organismas, Pflanzen (Loguercio und
Wilkins, 1998) und Bakterien (Fsihi et al., 199@sbhrieben. Ein haufiges Vorkommen
von Pseudogenen ist fur ,house-keeping“- Enzyméeae (et al., 1983), sowie auch flr
Antikorper beschrieben worden (Hollis et al., 1989)ch fir verschiedene Selenoproteine

sind bereits prozessierte Pseudogene beschriebetenvd-ir die Glutathionperoxidase 2
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(gastrointestinale  Glutathionperoxidase) als eineweiteren  Vertreter der

Glutathionperoxidasen konnte ein prozessiertes déggn im murinen Organismus
gezeigt werden (Chu et al., 1996). Das funktion€len ist auf Chromosom 12 lokalisiert
worden, wahrend das Pseudogen auf Chromosom 7rkedseatn wurde (Tsuiji et al., 1998).
Auch anderen Selenproteinen, wie z.B. dem humaneten8protein W konnten

prozessierte Pseudogene zugeordnet werden (Balimgt al., 2003).

GPx4-Pseudogen in Normalgeweben

Die Definition von Pseudogenen beinhaltet, dass udRmgene nicht codierende
Gensequenzen sind, die nicht transkribiert werdéami, 1985). In der vorliegenden
Arbeit konnte eine Expression des GPx4-Pseudogearis neERNA-Ebene in allen
untersuchten murinen Geweben gezeigt werden. DehwWwais des GPx4-Pseudogens
gelang durch eine kombinierte PCR-und Restriktivagsgie. Neben einer Darstellung in
der Gelelektrophorese anhand unterschiedlichert@pdukte, konnte die Existenz des
GPx4-Pseudogens auch durch den Nachweis der Sequénder kennzeichnenden
Punktmutation erbracht werden. Die Expressionsld#seGPx4-Pseudogens war in allen
untersuchten Geweben ahnlich messbar. Das zegg,dds GPx4-Pseudogen entgegen der
Definition transkribiert wird. Inzwischen sind mehe Beispiele in der Literatur
veroffentlicht worden, die eine Expression von gssierten Pseudogenen beschreiben.
Erstmals wurde die Transkription von Pseudogenemaraoh des Preproinsulin-Gens |
beschrieben worden (Soares et al., 1985). Fir gasciirom P21A1 konnte ebenfalls ein
Transkript des Pseudogens gezeigt werden (Brist@k,€1993). Weiterfihrend konnte im
humanen Organismus mMRNA des 5-HT7-Rezeptors nacagew werden (Olsen und
Schechter, 1999). Bemerkenswert zeigt sich daless dlas Transkript des Pseudogens
auch in Organen gefunden wurde, die das 5-HT7-Rez&potein sonst nicht exprimieren.
Angesichts der vielen Beispiele fur biologisch a#&tiPseudogene muss sicherlich die
bisherige Definition fiir ein Pseudogen als infuokgélle Kopien von Genen Uberdacht
werden. Darlberhinaus kann die funktionelle, bimolge Bedeutung von Pseudogenen
Gegenstand weiterer Untersuchung sein Ebenfalls bisher wenig bekannt Uber
regulatorische Mechanismen zwischen paralogem @drPseudogen oder ob biologische

aktive Pseudogene Uberhaupt einer Regulation iegen.
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Expression von Pseudogenen auf Proteinebene

Weiterfihrend steht in der Diskussion, ob Pseudedénfunktionelle oder auch verkirzte
Proteinsequenzen kodieren kénnen. In der vorliegie#dbeit konnte eine Transkription
des prozessierten Pseudogens der GPx4 durch NacheeiSequenz auf mRNA-Ebene
gezeigt werden. Ein Nachweis auf Proteinebene &8rRseudogen 1 der GPx4 war nicht
maoglich, aufgrund einer fehlenden Differenzierunggiithkeit zwischen dem Produkt des
paralogen Gens und dem Produkt des Pseudogenszw@ie stillen Punktmutationen
fuhren zu keiner Anderung der Proteinsequenz, s dkas Protein als Genprodukt
hinsichtlich des Ursprungsortes nicht zu untersideiist. In der Literatur existieren
wenige Beispiele von prozessierten Pseudogeneerimaltener biologischer Funktion. So
wird vermutet, dass eine Untereinheit des Fertitim murinen Organismus von einem
intronlosen Gen kodiert wird (Renaudie et al., 19%h anderer Stelle konnte gezeigt
werden, dass das Transkript des Connexin43-Psensladierch in vitro Translation zu
einem 43kDa grolRen Protein fuhrt. Das Protein desi@®gens besitzt die Eigenschaft das
Zellwachstum zu inhibieren und amit die Funktion s dé&Vildtypgens negativ
reguliert(Kandouz et al., 2004). Aufgrunddessen deer auch bei biologisch aktiven
Pseudogenen mdgliche regulatorische Zusammenhangsechen Pseudogen und
paralogem Gen vermutet. Fir das Pseudogen PTENebenfalls eine mdogliche Funktion
diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass das degem transkribiert wird und in
manchen Geweben einen Anteil von 70% der Gesamt-&bBIA (Fujii et al., 1999). Nach
in-vitro-Translation war eine erhaltene katalytischAktivitat der codierten Phosphatase

nachweisbar.

Zwischen Gen und Pseudogen kann es zu Interaktiblwemmen, die wiederum zu
gegenseitigen Verdnderungen und Regulationen fluhEnige Pseudogensequenzen
scheinen Uber einen Positionseffekt die Expressmmbenachbarten Genen zu regulieren
(Lee, 2003). Ein Merkmal von Pseudogenen ist, daesMutationen aufgrund von
fehlendem Selektionsdruck akkumulieren und dadumelktiv werden. Im Gegenzug ist
beschrieben worden, dass Pseudogene auch durchidviata aktiviert werden kénnen
(Harris et al., 1984). Ebenfalls kann es auch ¢A-Interaktionen zu einem Austausch

mit dem paralogen Gen kommen (Wu und Morris, 1999).
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GPx4-Pseudogen in heterozygotem Knockout

In der weiteren Bearbeitung der Aufgabenstellungseli Arbeit waren neben der
Expression des Pseudogen 1 der GPx4 im murinem@rgas auch Einflussfaktoren auf
die Expression des Pseudogens von Interesse. Urlich®gegulatorische Einflisse auf
die Expression des Pseudogens aufdecken zu koémsteejn murines, heterozygotes
Knockoutmodell der GPx4 gewéhlt worden. Dabei wabesondere die Expressionshdhe
des GPx4-Pseudogens ist im murinen heterozygoteonckGuttier von Interesse.
Knockout-Modelle dienen zur Erforschung von biotmiien Funktionen von Enzymen.
Das Prinzip kennzeichnet sich durch Demaskieren ftoiktionellen Defiziten nach
Ausschaltung eines Gens. In dieser Arbeit ist bhtich einer Expression des GPx4-
Pseudogens ein heterozygotes murines GPx4-Knockaiglinangewendet worden. Im
Ergebnis konnte in allen untersuchten Organen @¢srdzygoten GPx4-Knockouttieres
die Expression des GPx4-Pseudogens gezeigt wetden/ergleich zum Kontrolltier
zeigte sich eine ahnliche Expressionshohe des ®Bgddogens im Knockoutmodell.
Aufgrund ahnlicher Expressionshbéhen von Pseudoge gparalogem Gen im
heterozygoten Knockoutmodell, I&sst sich vermutiaiss der Ausfall eines paralogen Gens
keine regulativen Auswirkungen auf die Expressies 8@seudogens hat. Aufgrund dieser
Ergebnisse scheint das GPx4-Pseudogen eine eha&rgemtdnete Rolle in der

biologischen Funktion der GPx4 einzunehmen.

In der Literatur ist die Bedeutung von Pseudogemeiterhin umstritten. Es wird vermutet,
dass der Organismus Strategien entwickelt hat umUsowelteinflisse reagieren zu
kénnen. Dazu gehort auch die Generierung von Pgemén (Harrison und Gerstein,
2002). Unter anderem konnte ein vermehrtes Auftreteon Pseudogenen fir
Immunglobuline (Harrison et al., 2002), sowie filfaktorische Rezeptoren (Glusman et
al.,, 2001) beschrieben werden. Es wird vermutetssd®seudogene neben einer
evolutionaren Bedeutung zudem bei Ausfall des pgeail Gens als Ersatz in bestimmten
Situationen wie Umweltstress dienen (Harrison et 2002). Jedoch ist fir das Enzym
GPx4 gezeigt worden, dass bei Ausfall von beidex4=K&llelen der Organismus nicht
lebensfahig ist und bereits in der frihen embryem&ntwicklung in uteri abstirbt (Imai et
al., 2003; Yant et al.,, 2003). Damit scheint diex@&Ressentiell fir die embryonale
Entwicklung zu sein. Bislang ist jedoch nicht gekldufgrund welcher Umstande es zu
einem Abbruch der embryonalen Entwicklung kommtdér Diskussion steht dabei ein

vermehrter Anfall von Peroxiden in der Embryonaleoklung oder eine direkte
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Enzymfunktion. Bemerkenswert scheint, dass homaeyg&nockouttiere anderer
Selenoproteine, z.B. GPx1 (Ho et al., 1997), GPEawprthy et al., 2001) und
Selenoprotein P (Schomburg et al., 2003) keine dligkeiten in Wachstum und
Entwicklung des Organismus zeigen. Die GPx4 ist vatsentlicher Bestandteil des
Antioxidativen  Schutzsystems der Zelle etabliert. lut@&hion existiert als
Reduktionsaquivalent in der Zelle und dient der GRks Substrat. Ein weiteres Enzym
des Redox-Stoffwechsels zeigt in Knockout-EmbryoAanlichkeiten mit der GPx4. Das
Enzym y-Glutamylcystein-Synthetasey (-GCS) katalysiert den ersten Schritt in der
Glutathionsynthese. Bei murinen homozygotegBCS-Knockouttieren kommt es zu einem
Absterben der Frucht in uteri am 8.5 Tag (Shi gt28100). Dabei fihrte man den Abbruch
der embryonalen Entwicklung auf eine erhdhte Apsgtate zurlck. Fur weitere
antioxidative Enzyme sind Knockoutmodelle angewénderden. Fir das Enzym
Mangan-Superoxid-Dismutase (MnSOD) zeigt sich amdwygoten Knockout-Mausen
eine dilatative Kardiomyopathie und eine frihe Mbtét aufgrund neurodegenerativer
Prozesse am 10. Lebenstag (Li et al., 1995). Hoguizglefiziente Mause der Enzyme
extrazellulare Superoxid-Dismutase (Carlsson etl&05) und Katalase (Takahara, 1952)

waren keine Einschrankungen in der postnatalen iEkiing ersichtlich.

Anhand der Letalitdt von homozygot GPx4-defizienk@iusen lasst sich vermuten, dass
dem GPx4-Pseudogen keine entscheidende Rolle ikkdefitat des Enzyms zukommt.
Andernfalls wére es zu erwarten, dass ein Teil lhelogischen Funktion des Enzyms
durch das GPx4-Pseudogen tbernommen wirde undisi@ntwicklung des Organismus
zwar eingeschrankt, jedoch grundsatzlich vollziekénnte. Ebenfalls scheint es auch in
dieser Konstellation zu keiner entscheidenden kosgierischen Erhéhung der GPx4-
Pseudogenexpression zu kommen, die zu einer Erlgddes Transkripts fuhrt. Diese
Vermutungen wurden sich mit den hiesigen Ergebnistxken, dass die Expression des
Pseudogens keinen entscheidenden Anteil an dern@Gadavitdit des GPx4-Enzyms

wahrnimmt.
Pathologie der Pseudogen-Expression

Ein weiterer Gesichtspunkt zum Vorhandensein voaudsgenen ist die medizinische
Relevanz, die sich aus der Existenz von Pseudogemgt. Fur das Enzym Racl, eine
Rho-GTPase, die wichtige Funktionen des Zellzyklusd der intrazellularen

Signaltransduktion Ubernimmt (Olson et al.,, 199%)nnten mehrere Pseudogene im
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humanen Organismus beschrieben werden (Kugler et 2004). In weiteren
Untersuchungen des Racl-Pseudogens konnte diedSipran verschiedenen humanen
Geweben gezeigt werden. Interessanterweise war Expeession des Pseudogens in
Gehirngewebe nicht nachweisbar, jedoch konntery# der untersuchten Neoplasien des
Gehirns eine Uberexpression des Racl-Pseudogengeigieich zum paralogen Gen
nachgewiesen werden (Hwang et al., 2005). In emeiteren Untersuchung wird die
Expression eines Pseudogens in cerebralen Tumtygrathologisch eingeschatzt (Zhang
et al., 2000). Fur das Tumorsuppressorgen P-TENzwaor in ein Drittel der untersuchten
Glioblastome eine somatische Mutation des Tumongggor-Gens nachweisbar (Bostrom
et al., 1998). In der nachfolgenden Analyse kong&zeigt werden, dass in allen
untersuchten Glioblastomen entweder eine Mutatiea dumorsuppressorgens P-TEN
oder die Expression des P-TEN-Pseudogens vorl#mng et al., 2000). Aufgrund der
Expression des Pseudogens alternativ zur Mutaties dumorsuppressorgens mit
Ausbidung eines malignen Tumors ist eine moglichaleRdes Pseudogens in der
Tumorgenese postuliert worden. Weiterhin steht @r ®iskussion, ob transkribierte
Pseudogene auch biologisch aktiv sind. Dafur finsieh in der Literatur bislang wenige
Beispiele. An einenin vitro-Modell konnte jedoch gezeigt werden, dass die Bank/on
Pseudogenen Uuber Regulationsmechanismen erhalten kean. Fir das papillare
Schilddriisencarcinom war eine vermehrte Mutatidesisa BRAF-Gen gezeigt worden
(Kimura et al., 2003). Das BRAF-Gen besitzt zudam @ozessiertes Pseudogen, das
ebenfalls in papillaren Schilddrisentumoren expmiwird (Zou et al.,, 2009).
Bemerkenswert ist, dass die Expression des BRAHd®gensin vitro uber eine
Kinaseaktivierung (MAP-Kinase) zu einer Induktiomnv Schilddriisenneoplasien bei
Mausen fluhrt. In der gleichen Arbeit konnte zudene enverse Korrelation zwischen der
Expression des BRAF-Pseudogens und dem Auftretegr &flutation im BRAF-Gen in
Tumoren gezeigt werden. Fur das Protein Connexmd8s ebenfalls eine mégliche Rolle
in der Tumorgenese thematisiert werden. Neben @raltenen biologischen Funktion,
cahrakterisiert sich das Connexin43-Pseudogen ceirchuffalliges Expressionsverhalten
(Kandouz et al., 2004). Dabei kann eine Expressies Pseudogens in verschiedenen
Tumorzelllinien nachgewiesen werden, jedoch isé é&mpression nicht im Normalgewebe
detektierbar. Angesichts einer ausschliel3lichenré&sgioon verschiedener Pseudogene in
malignen Zellen, sowie einer mdoglichen erhalteneilogischen Funktion von
transkribierten Pseudogenen, ist eine Rolle vonudRsgenen in der Tumorgenese

sicherlich zu diskutieren und kann maglicher Augggounkt fur neue Analysen sein.
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Ein weiterer Gesichtspunkt ist, dass nicht die mtigghe Expression des Pseudogens
pathologisch ist, sondern aufgrund der Sequenzhmyi®lzum paralogen Gen die
Diagnostik von Erkrankungen erschweren oder vesféds konnen. Ein Enzymdefekt der
Glucocerebrosidase fuhrt zum Aufrteten der Spelehekheit M.Gaucher. Fir das Enzym
ist ein transkribiertes Pseudogen beschrieben wo(8erge et al., 1990), das aufgrund
seiner Nahe und Sequenzhomologie in der Genotypigie bei Patienten mit dem
paralogen Gen interferieren kann. Im Bereich delekwdarbiologischen Diagnostik von
bestimmten Erkrankungen sollte die Existenz voruBsgenen bertcksichtigt werden, da
aufgrund der Sequenzhomologie zum paralogen Ger\dfieten von falsch-negativen
Resultaten begiinstigt wird.

4.2 Zellphysiologische Rolle der GPx4
4.2.1 Funktionellle Aspekte

Das Enzym GPx4 charakterisiert sich durch die Hédiig intrazellular entstandene
Peroxide reduzieren zu konnen. Besondere BedeWommt dabei der mitochondrialen
Form der GPx4 zu. Diese ist in der Lage, die Schatlech oxidativen Stress in einer
Zelle insbesondere im Mitochondrium, zu minimier@nd damit zellulare Funktionen

aufrechtzuerhalten. Zudem bewahrt die ExpressiorGix4 die Zelle vor Schadigungen,
die durch vermehrten Anfall von Peroxiden im Mitoodrium entstehen. Fur die
embryonale Entwicklung scheint der GPx4 eine emisigmde Rolle zuzukommen, da
homozygot GPx4-defiziente Mause nicht lebensfaimg sind bereits in uteri absterben
(Yant et al., 2003). Dabei scheint die zytosolisté&form der GPx4 die entscheidende
Funktion einzunehmen. Die nukledre Form der GPx#nrkb ausschlief3lich in den

Spermien geschlechtsreifer Saugetiere vor und winth Zeitpunkt der Embryogenese
noch nicht exprimiert. Ein isolierter Knockout deitochondrialen Isoform bei Mausen
fuhrt zwar zu Infertilitat, jedoch ist die Embryogese und die postnatale Entwicklung bei
MGPx4-Knockouttieren nicht eingeschrankt (Schneedeal., 2009). Aufgrund des friihen
Absterbens in uteri des homozygoten GPx4-Knockoutsaren  weitere

Untersuchungsmaglichkeiten der biologischen Fumktier GPx4 in der Embryogenese
nicht gegeben. Dahingehend ist eine GPx4-Knockodéth@ex vivo entwickelt worden

(Seiler et al., 2008). Bei diesem Modell konnte detalitdt der GPx4-defizienten Zellen
durch eine Zugabe von lipophilen Antioxidantiengwi.B. Vitamin E verhindert werden.

Wasserlosliche Antioxidantien zeigten sich in derav@ntion des Zelltodes beim



96 4 Diskussion

homozygotem GPx4-Knockoutmodell wirkungslos. Bereagwert zeigt sich, dass unter
Einfluss von mehrfach ungeséttigten Fettsduren@#ex4-defizienten Zellen der Zelltod
induziert wird. Mehrfach konnte in der Literaturres gezeigt werden, dass die GPx4
einen regulativen Einfluss auf den Arachidonsautefi@echsel wahrnimmt. Insbesondere
konnte in vitro ein regulierender Effekt der GPx4f die Aktivitat der 5- (Weitzel und
Wendel, 1993), 12- (Sutherland et al., 2001) und.ippoxygenase (Schnurr et al., 1996)

gezeigt werden.
4.2.2 GPx4 Uberexprimierende Zellen

Anhand von Zellmodellen, die ein Enzym Uberexprieng konnen zudem auch veranderte
Zelleigenschaften festgestellt werden. Es konngigé werden, dass eine Uberexpression
der GPx4 zu einer vermehrten Resistenz der Zellergéer oxidativem Stress fuhrt (Imai
et al., 1996). Ebenfalls konnten protektive Effetttech eine Uberexpression der GPx4 am
GefaRendothel mit Abnahme von artherosklerotiscWeréinderungen insbesondere der
Zellnekrosen am GefalRendothel nachgewiesen wefdaa ét al., 2008). Dennoch sind
Zellen und deren mitochondriale Strukturen nichtcudie Expression der mGPx4 vor
direkten Schaden durch bestimmte Substanzen (wi)K@schuitzt. (Arai et al., 1999).

In den vorliegenden Ergebnissen konnte gezeigt everdass eine Uberexpression der
mGPx4 zu einer Abnahme des intrazellularen Per@kidijes fuhrt und die Zelle damit
weniger oxidativem Stress ausgesetzt ist. Aufgrded Abnahme der intrazellularen
Stoffwechsleprodukte kann vermutet werden, dass eermehrte Expression der GPx4
auch mit einer Zunahme der Enzymaktivitat einheegelin bisherigen Veroffentlichungen
finden sich mehrere Beispiele von GPx4-uberexprieméen Zellmodellen, die eine
Abnahme des intrazellularen Peroxidgehaltes zeigemand der Uberexpression der
GPx4 konnten regulative Einflisse des Enzyms a@fRibstaglandin- (Sakamoto et al.,
2000) und Leukotriensynthese (Imai et al., 1998)zeg# werden. In beiden
Untersuchungen scheint ein verminderter intrazilksl Peroxidlevel die Aktivierung der
entsprechenden Enzyme zur Biosynthese der Entzgsthediatoren zu verhindern. Im
Gegenzug konnten in einem humanen GPx4-Knockdowethether Carcinomzelllinie
eine Hochregulation der 12-Lipooxygenase- und Qycjgenase 1-Aktivitdt gemessen
werden (Chen et al., 2003). Dabei fuhrt die AbnaldereGPx4-Aktivitdt zu einem Anstieg
der intrazellularen Lipidperoxid-Level. Ebenfallst ibei Ausléschen des Glutathion als

Reduktionsaquivalent der GPx4 ein vermehrter Anfalh intrazellularen Lipidperoxide
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durch eine vermehrte Aktiviat von Cyclooxygenasd 0i8-Lipooxygenase zu verzeichnen
(Chen et al., 2000).

Sekretoglobine im Zellmodell

Anhand von Zellmodellen kdnnen einzelne Funktionsmd Besonderheiten einzelner
Zellen auf molekularbiologischer Ebene beobachtetrden. Aufgrund einer bislang
unbekannten physiologischen Funktion der Sekrebmgéostudiert man das Vorkommen
der sekretorischen Proteine in verschiedenen ZailinVon besonderem Interesse sind
dabei die Tumorzellinien, da fur einige Vertreter bekretoglobinfamilie eine mogliche

Rolle als Tumormarker oder auch als Tumorsupprgesadiskutiert wird.
4.2.3 Sekretoglobine in der stabilen Transfektante

Zur weiteren Charakterisierung des Enzyms mGPx40rgeh mogliche regulatorische
Einflisse auf andere Gene einer Zelle. Mittels reMieroarray-Analyse konnten magliche
Effekte auf das Genexpressionsmuster einer Zelle, dle mGPx4 Uberexprimiert,
demaskiert werden. In der Analyse zeigte sich, dagslatorische Einflisse durch die
Uberexpression der mGPx4 auf insgesamt 4% (630 )Gkmeuntersuchten Gene ausgetibt
werden. Eine positive Regulation zeigen dabei 286eamit einer mindestens zweifachen
Hochregulation. Der starkste regulatorische Effedar fir den Parameter Lipophilin B
(30fach hochreguliert) ersichtlich. In der weiterAnalyse fiel ein weiteres Mitglied
derselben Genfamilie, das Mammaglobin 1 mit eina@msitiy regulatorischen Effekt auf

(5fach hochreguliert).

Bei Betrachtung dieser beiden Parameter war agffalass eine physiologische Funktion
bislang nicht bekannt ist. Jedoch waren beide &entrschon mehrfach Gegenstand von
Untersuchungen in der Literatur. Das Protein Manubigli 1 ist vor allem als neuer
Tumormarker fir das Mammacarcinom beschrieben worden vor allem seine hohe
Gewebespezifitat kennzeichnet (Watson et al., 1988) Nachweis fir Mammaglobin 1
konnte auch in verschiedenen in verschiedenen Baix-Zelllinien erbracht worden
(Watson und Fleming, 1996). In weiteren Untersugam ist versucht worden, die
regulativen Einflisse auf die Expression von Mamlaiaig 1 zu beschreiben. Unter dem
Einfluss von Zytokinen und anderern proinflammatcnen Mediatoren war die
Expression von Mammaglobin 1 unverandert nachweigBallestrero et al., 2005).
Ebenfalls war die Expression von Mammaglobin 1 istragen-Rezeptor positiven

Brustkrebszelllinien durch Ostrogen nicht induzarfNatson et al., 1998).
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In der vorliegenden Arbeit konnte die Expression Wtammaglobin 1 in einer epithelialen
Brustkrebs-Zelllinie nachgewiesen werden auf mRN#eie. Erganzend schloss sich die
Betrachtung der Expressionshohe von Mammaglobmder mGPx4-tberexprimierenden
Transfektante der untersuchten Brustkrebs-Zellleme Dabei war eine funffach hdhere
Expression des Mammaglobin 1 im Vergleich zum Wpdauffallig. Weiterfihrend sind in
der vorliegenden Arbeit neben dem ExpressionsnivesuMammaglobin 1 ebenfalls die
Daten fur Lipophilin B erhoben worden. Die Expressivon Lipophilin B. mMRNA war in
der mGPx4-uberexprimierenden Transfektante ebenédltlich erhoéht. Verweisend auf
die zuvor erhobenen Microarray-Daten zeigt aucldiaser Stelle fur Lipophilin B einen
starkeren regulatorischen Effekt bei UberexpresdienmGPx4 in der Zelle im Vergleich
zu Mammaglobin 1. Neben regulatorischen Einflissem die Expression der zwei

Proteine, ist zudem auch das Expressionsmusteeitenen Geweben von Interesse.
4.3 Ausgewahlite Sekretoglobine im Ovarialcarcinom
4.3.1 Mammaglobin 1 und Lipophilin B in Ovarialcarcinomen

In der vorliegenden Arbeit ist das Expressionsvéhavon Mammaglobin 1 und

Lipophilin B in einem weiteren hormonabhangigen &yologischem Gewebe vor dem
Hintergrund einer vermuteten Gewebespezifitat vamivhaglobin 1 untersucht worden.
Dabei ist die Expression von Mammaglobin 1 und ®yie Lipophilin B in ovariellen

Geweben unterschiedlicher Dignitét betrachtet wordie der Auswertung der Ergebnisse
lied sich eine signifikant hohere Expression von nieglobin 1-mRNA in

Ovarialvarcinomen gegenuber dem ovariellen Nornveddpe nachweisen. Eine Aussage
zum Expressionsmuster des Mammaglobin 1 in Abh&egiggom histologischen Subtyp
kann anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht ffgtraverden. Eine Haufung von

fehlender Expression oder hoheren Expressionslefiglreinen histologischen Subtyp
kann bedingt durch den geringen Stoffgruppenumfaraipt beobachtet werden. Der
geringe Stoffgruppenumfang mit jeweils n=10 fir Mabme und Normalgewebe des
Ovars lasst eine generelle Aussage zu Verteilungemu und Schwerpunkten
entsprechend der Histologie nicht zu. Jedoch |a&t sieben einer nachweisbaren
Expression von Mammaglobin 1 im ovariellen Geweluglem eine erh6hte Expression in

Ovarialcarcinomen postulieren.

Bislang galt Mammaglobin 1 als gewebespezifisch dés adulte Brustgewebe und ist

aufgrund dieser Gewebespezifitat als ein moglidkandidat als Tumormarker fir das
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Mammacarcinom gehandelt worden (Sasaki et al., YX00h verschiedenen
Untersuchungen gelang zunachst in gynakologischeweBen kein Nachweis einer
Expression von Mammaglobin 1 (Zach et al., 1999it¥ve Anforderungen an einen
potentiellen Tumormarker konnten in der Bestimmwog Mammaglobin 1 durch eine
hohe Sensitivitat sowie eine angenommene Spezifltdth fehlenden Nachweis in

anderen Geweben erfillt werden (Bernstein et @052

Ergdnzend zu den Untersuchungen zum Expressiorairerh des Mammaglobin 1 ist
zudem Lipophilin B in die Betrachtung miteinbezogerden. Fir den Parameter
Lipophilin B konnte in der Auswertung der Untersunf der ovariellen Gewebeproben
ein dhnliches Bild entworfen werden. So lie sioh Bxpression des Lipophilin B auf
MRNA-Ebene bei nahezu allen untersuchten ovariddeptaten nachweisen. Dennoch
zeigten sich kategorienabhangige Unterschiederiregpressionshohe. Lipophilin B zeigt
in den untersuchten Proben bei den Ovarialcarcincsignifikant hOhere Expression als in
den Normalgeweben. Anhand dieses Zusammenhangs dieR die These formulieren,
dass die Hohe der exprimierten mRNA fur LipophBirsich abhangig von der Dignitat der

Zellen gestaltet.

In einzelnen Veréffentlichungen konnte eine badatpression von Mammaglobin und
Lipophilin B-mRNA im Ovar nachgewiesen werden (Lehet al.,, 2000; Sjodin et al.,
2003). Erstmals konnte unter Anwendung der NesiE@BR-Methode die Expression
von Mammaglobin 1 in gynakologischen Geweben undci@amen gezeigt werden
(Grunewald et al., 2002). Dabei konnte der Nachw&isr Mammaglobin 1-Expression in
ovariellen Normalgewebe (97%) als auch im Ovarigicem erbracht werden (95%).
Kirzlich konnte in einer grol3en Studie die Thesestékt werden, dass sowohl
Mammaglobin 1 als auch Lipophilin B in normalen untimorveranderten

gynékologischen Geweben exprimiert wird (Zafrakbalg 2006). Darlberhinaus konnte
unter Anwendung von immunhistochemischer Methodere dExpression von

Mammaglobin 1lin einem weiteren hormonabh&angigemalglogischen Gewebe, dem
endometrialen Gewebe, sowie dem endometrioiden édalninom gezeigt werden
(Classen-Linke et al., 2012). In vitro war eine iggteung der mRNA-Expression von
Mammaglobin 1 durch hormonelle Behandlung zu beateac Ahnliche Ergebnisse, die
ebenfalls die Gewebespezifitadt von Mammaglobin 1Frage stellen, konnten mit
Nachweis einer Expression von Mammaglobin 1 in radem und maligne entartetem

endometrialen Gewebe erbracht werden (Onuma &0@8). Weiterfihrend war die
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Isolierung von Mammaglobin-mRNA in Serumproben VOwarialcarcinompatienten in
25% der Proben mdglich (Suchy et al.,, 2000). Aueh Hachweis des sekretorischen
Proteins war in anderen Tumoren mdoglich. Inzwisclveind die Aussagekraft des
Mammaglobin 1 als Tumormarker fur das Mammacarcin@amngehend modifiziert, dass
Mammaglobin 1 zunehmend an Bedeutung als BiomaflkerMetastasierungen beim
Mammcarcinom gewinnt. Bei Untersuchungen von Lymmaté&n im Rahmen von
metastasierten Tumoren unterschiedlichen Ursprlkagsite Mammaglobin 1 in 84% der
Gewebeproben ausgehend von einem Mammacarcinongewaigsen werden. Wiederum
in 15% der Metastasen bei Tumoren anderen Ursprunggelang ebenso der
Proteinnachweis fur Mammaglobin 1 (Han et al., 30@3ganzend zu einem maogliches
diagnostischen Wert von Mammaglobin 1 hinsichtligines Nachweises einer
Metastasierung und Identifizierung von metastas@ga Carcinomzellen konnte
Mammaglobin 1 im Serum mittels ELISA (enzyme-linkedmunosorbent assay) bei 72%

der untersuchten Mammacarcinompatienten nachgenvieselen (Bernstein et al., 2005).
4.3.2 Mammaglobin 2 (Lipophilin C) im Ovarialcarcinom

Fur den Parameter, der die hochste Strukturhomeimgi Mammaglobin 1 aufweist, ergibt
sich ein verwandtes Expressionsmuster zu MG lemAtbbildung der Ergebnisse zu den
Analysen des Ovarialgewebes zeigt sich eine déetlicVerschiebung des
Expressionsniveaus zugunsten der malignen Verteeieider Probenmenge. Statistisch ist
dabei von einer hohen Signifikanz mit p = 0,005digsen Zusammenhang zu sprechen.
Auch hier wére eine Hochregulation der Expressioh mRNA-Ebene durch tumorése
Veranderung des Gewebes anzudenken. Insbesondgtesizl flr diesen Parameter die
meiste Hochregulation in der Expression durch diginomattse Entartung des Gewebes.
Die Expression von Mammaglobin 2 offenbart eine flégpionshohe im Mittel fur die
Ovarialcarcinome, die um den Faktor 27 hoher liegtVergleich zu den ovariellen
Normalgeweben. Dabei ist jedoch der geringe Stoffpenumfang zu bertcksichtigen, so
dass nur eingeschrankt Schlussfolgerungen aus dmbissen zu ziehen sind. Analysen
zur Expression von Mammaglobin 2 sind bereits férsehiedene abdominelle Gewebe
und Carcinome untersucht worden (Aihara et al.020@ der Literatur gilt Mammaglobin

2 als hoffnungsvoller Kandidat als Tumormarker dilxs Ovarialcarcinom. Mehrfach ist
bereits der Nachweis einer erhdohten Expression welammaglobin 2 in
Ovarialcarcinomen gelungen. Neben Daten aus Miganalysen, die eine

Hochregulation des Mammaglobin 2-Gens in Ovarigic@men dokumentieren (Hibbs et
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al., 2004), konnte ebenfalls Gber die Bestimmung mtRNA-Level eine vergleichende
Analyse erfolgen. Dabei ist die Hochregulation d’esameters insbesondere fur seros-
papillare Ovarialcarcinome beschrieben (Bignotti abt, 2006). Kurzlich gelang der
Nachweis einer Expression von Mammaglobin 2 in nall;tersuchten Proben von
epithelialen Ovarialcarcinomen. Im Vergleich zu detpressionslevel der Normalgewebe
war eine signifikant héhere Expression von Mammigigld® in ovariellen Malignomen
nachweisbar (Tassi et al., 2007). Im Vergleich zmurhalgeweben wird Mammaglobin 2 in
serésen Adenocarcinomen, sowie omentalen Metassagaifikant hoher exprimiert (Adib
et al., 2004).

4.3.3 CA 125

In den vorliegenden Betrachtungen ist erganzendligiovariellen Gewebeproben zudem
der Tumormarker CA125 im Serum der Patientinneogpeéativ bestimmt worden. In der
statistischen Analyse der erhobenen Werte sindGhé25-Werte bei nachgewiesener
Carcinomerkrankung signifikant hoher gegentber ddrobenen Werten der normalen

ovariellen Gewebeproben.

Hinsichtlich der Sensitivitat ist die Expressionsaévon CA 125 im Ovarialcarcinom
abhangig vom Stadium und vom histologischen Subiygr Erkrankung des
Ovarialcarcinoms. So zeigten in Stadium | der Hrkeeng 50% der Patientinnen eine
erhohte Expression des CA 125 (>35 U/ml), wahresidFvogress des Tumorgeschehens
bis zum Stadium IV erhéhte CA 125-Spiegel in annédth®4% der Félle detektierbar sind
(Bast et al., 2002; Hartmann et al., 2005). An asd8telle war bei Patientinnen mit einem
klinsich diagnostizierten ser6sen Ovarialcarcinam Stadium | die Serumlevel des CA
125 bei 66% der erkrankten Patientinnen erhoht Haaften-Day et al., 2001).

Die Bestimmung des CA 125 gilt insbesondere indriiBtadien der Erkrankung als wenig
spezifisch und wenig sensitiv. Die Expression vah 125 erfolgt in vielen Geweben des
adulten Organismus, u.a. auch in gynakologischeweBen, z.B. Normalgewebe des
Ovars (Nouwen et al., 1987). Neben einer fehlenGewebespezifitdt unterliegt die
Expression von CA 125 vielen, z.T. auch physiologen Einflussfaktoren. So kdnnen
neben dem Alter (Bon et al., 1996), Schwangersatiefsonders 1.Trimenon) (Gocze et
al.,, 1988) und Menstruationszyklus (Bon et al.,, 9h9%uch extragynakologische
Erkrankungen, u.a. extragynakologische Tumore tigdcflr einen erhéhten CA 125-
Wert im Serum sein (Devarbhavi et al., 2002),(Malet al., 2003). Bezugnehmend auf die
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vorliegenden Ergebnisse zeichnet sich ein deutlitheerschied in der Expressionshdhe
des Tumormarkers CA125 zwischen malignen Gewebeprolund ovariellem
Normalgewebe. Unter Berlcksichtigung des Tumorstadj das fur jede ovarielle
Carcinomprobe dokumentiert wurde, sind mehrheitlidie Carcinomproben einem
fortgeschrittenen Tumnorstadium zuzuordnen. Dahed & der Interpretation dieser
eindeutigen statistischen Signifikanz der unteestithen Expressionshohen des CA 125
neben dem geringen Stoffgruppenumfang ebenfallsodigeschrittenen Tumorstadien zu

bertcksichtigen.
4.4 Ausgewaihlte Sekretoglobine in humanen Geweben

Fur die Sekretoglobine sind spezifische Expressnuster in Geweben beschrieben
worden, z.B. konnte eine Expression von Lymphogiatur in Milz und Lymphozyten
gezeigt werden (Ni et al., 2000). Im Uberblick dgémzelnen Mitglieder zeigt sich, dass
eine Expression vor allem in epithelialen Gewebeit sekretorischer Funktion
nachzuweisen ist, wie zB. Speicheldrisen, mannlioheé weibliche Genitalorgane und

Lungengewebe.
4.4.1 Mammaglobin 1 in humanen Geweben

Urspringlich wurde Mammaglobin 1 aufgrund seinewEgespezifitat als neuer Marker
fur Brustkrebs beschrieben. Neben einer basalemreBgn in normalem Brustgewebe
konnte eine erhdhte Expression des Mammaglobin IMammacarcinomen gezeigt
werden. (Watson und Fleming, 1996) Die bisherigemtetsuchungen und
Veroffentlichungen konzentrierten sich mehrheitlehf die Beobachtung der Expression
von Mammaglobin 1 in Zellen des Brustgewebes urgl MMammacarcinoms. Neben den
klassischen Untersuchungen, wie z.B. Untersuchureg &entinel-Lymphknoten,
Hormonrezeptorstatus, etc.,, die zur Diagnostik uRifognoseabschatzung des
Mammacarcinoms dienen, wurden ebenfalls Analysericxpression von Mammaglobin 1
in anderen Geweben vorgenommen um eine Gewebdasitepbstulieren zu kénnen.
Dabei konnte zunachst die gewebsspezifische Expres®n Mammaglobin 1-mRNA
gezeigt werden werden (Fleming und Watson, 2000)vditeren Untersuchungen war die
Expression von Mammaglobin 1-mRNA auch in anderawében zu dokumentieren.
Unter Anwendung der Methode der Nested-RT-PCR gelaler Nachweis von
Mammaglobin 1 in allen gynakologischen Geweben (@wald et al., 2002). Unter

Berlcksichtigung einer zunachst angenommenen Esipresin hormonabhé&ngigen
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Geweben konnte in einer weiteren Verotffentlichuegeigt werden, dass in Prostata und
testikularem Gewebe ebenfalls Mammaglobin 1 exgmnitmvird (Brown et al., 2005). In
der gleichen Untersuchung war eine unerwartet liotpgession von Mammaglobin 1 und
Lipophilin B im Skelettmuskel gefunden worden. Alchke Ergebnisse sind an anderer
Stelle mittels quantitativer Real-Time RT-PCR ménd hochsten Expressionsniveau fur
Mammaglobin 1 in der Haut, gefolgt von Brustdrisamgbe und Tranendrise gezeigt
worden. In derselben Veroéffentlichung ist auf nigdm basalen Niveau der Nachweis
einer Expression auch in anderen humanen Geweba&re(Nlrachea, Ovar, Uterus)
erbracht worden (Sjodin et al., 2003). In mehrdoetersuchungen konnte der Nachweis
einer Expression von Mammaglobin und Lipophilin-n®RNn verschiedenen, auch
extragenitalen Geweben gezeigt werden (Carter.,e2@02; Lehrer et al., 1998; O'Brien et
al., 2002). Zusammenfassend ist eine Expression Mammaglobin 1-mRNA in
verschiedenen Geweben gezeigt worden, jedoch inatiBel zu dem hohen
Expressionslevel im Brustdrisengewebe sind die déSgionsniveaus als niedrig
einzuschatzen. In der vorliegenden Arbeit war esglioih, die Expression von
Mammaglobin 1 auf mRNA-Ebene mittels quantitativ&®eal-Time RT-PCR in
verschiedenen humanen Geweben nachzuweisen. HigrPvon Fettgewebe, Cervix uteri
und der Lunge war das hodchste Expressionsniveahizoaeisen. In den weiteren
Geweben auch hormonabhéngiger Organe war eine &Sipne auf niedrigem Niveau
nachzuweisen. Im Vergleich zu bisherigen veroffenten Untersuchungen sind die
Ergebnisse in dieser Arbeit &hnlich. Punktuell diotie Expressionen fir einzelne Gewebe
bemerkenswert. So war in unseren Untersuchunger ¢iohe Expression von
Mammaglobin 1 im Fettgewebe auffallig. In der Latr sind sehr hohe Expressionslevel
fur Mammaglobin 1 in Zellen von Skelettmuskel (Browt al., 2005) und der Cutis

(Sjodin et al., 2003) gefunden worden.

In Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse whetdigen Veréffentlichungen fallen
hohe Expressionslevel von Mammaglobin 1 in Binded WStlitzgewebe auf. Diese
unerwartete Haufung von hohen Expressionsniveaus Mammaglobin 1 kann
Ausgangspunkt fir neue Betrachtungen zur Klarung pdg/siologischen Funktion des
Proteins sein. Die physiologische Rolle von Mammabgl 1 ist bisher ungeklart. Neben
einer hohen Expression in Brustdrisengewebe ig Expression von Mammaglobinl-
RNA in verschiedenen anderen Geweben gelungen. Thiese einer moglichen

Gewebespezifitdt des Parameters Mammglobin 1, ide @rundvoraussetzung fur den
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Einsatz als neuer diagnostischer Marker fir das Maoarcinom ware, kann damit nicht
aufrechtgehalten werden.

4.4.2 Lipophilin B in humanen Geweben

In der vorliegenden Arbeit war fir Lipophilin B @rExpression auf posttrankriptioneller
Ebene in den Untersuchungen der humanen Gewebeweaigblar. Die hochsten
Expressionslevel zeigten sich fir die Gewebe Lun@ervix uteri und Fettgewebe.
Lipophilin B ist bekannt als ein weiteres Mitglieer Sekretoglobinfamilie und ist als
sekretorisches Protein in der Tranenflissigkeihgawiesen worden (Lehrer et al., 1998).
Die gleiche Arbeitsgruppe konnte den Nachweis ex@ression von Lipophilin B mittels
guantitativer RT-PCR in hormonabhangigen humaneweben zeigen (Lehrer et al.,
2000). Besondere Bedeutung gewinnt der Aspekt éidleeren Expression von Lipophilin
B in Brustgewebe im Vergleich zu anderen Gewebernlé@n et al., 2007). In derselben
Untersuchung konnte eine signifikant héhere Expoesyon Lipohilin B-mRNA in
Mammacarcinomen gegenuber dem Normalgewebe det easigt werden. Anderenorts
war Lipophilin B in verschiedenen humanen Gewebah mRNA-Ebene nachweisbar
(Zhao et al., 1999). Die vorliegenden Ergebnissekele sich weitestgehend mit den
Beobachtungen in der Literatur. So zeigt sich éasgale Expression von Lipophilin B in
fast allen Organen und Geweben des humanen Orgasisnaes bleibt die physiologische
Funktion des Proteins weiterhin unklar. Die weitetgntersuchungen zu funktionellen
Aspekten sollten im Komplex mit Mammaglobin 1 awigd deutlicher Hinweise aufin

ahnliches Expressionsverhalten beider Parametggert.
4.4.3 Koexpression von Mammaglobin 1 und Lipophilin B

In der statistischen Auswertung der hier vorgestellErgebnisse der beiden Parameter
fielen wesentliche Gemeinsamkeiten im Expressiossanuvon Mammaglobin 1 und
Lipophilin B auf. So korrelieren die Ergebnissedsi Parameter mit einer statistischen
Signifikanz. Zudem gleichen sich die Gewebe mit déchsten Expressionsniveaus fur
Mammaglobin 1 und Lipophilin B: Cervix uteri, Lunged Fettgewebe. Eine mégliche
Koexpression von Mammaglobin 1 und Lipophilin B $shon mehrfach Gegenstand des
Interesses in der Literatur gewesen. Initial korgeeeigt werden, dass beide Proteine als
Heterodimer vorliegen (Colpitts et al., 2000). Eirttomplexbildung der zwei

sekretorischen Proteine ist untersucht und bedmmievorden (Carter et al., 2002). An
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anderer Stelle konnte erganzend fur Mammaglobimd Lipophilin B der Nachweis in
verschiedenen extragenitalen Geweben erbracht wéBfewn et al., 2005).

Die molekularen Mechanismen, die verantwortlichdsiar die Koexpression von Genen
sind bis dato nicht geklart. Es konnte gezeigt werddass benachbarte Gene mit
ahnlichem Expressionsmuster zu einer Clusterbildoeggen (Michalak, 2008). Eine

maogliche Erklarung fur die Koexpression vor allem Genclustern ist, dass sich
benachbarte Gene regulatorische Elemente, wie BrBmotor oder Enhancer teilen

(Trinklein et al., 2004). Der Anteil der humanenn@ewird auf >10% geschatzt, deren
Transkriptionsstartorte innerhalb von 1000 Basergradiegen. Die Beobachtungen der
vorliegenden Arbeit lassen sich in die Theorie &eih. Mammaglobin 1 und Lipophilin B

sind Vertreter der Sekretoglobinfamilie, die alsn@aster auf Chromosom 11 vorhanden
ist. Dahingehend ware die Koexpression beider GenRahmen ihrer Zugehorigkeit zu

einem Gencluster anzunehmen. Die molekularbiolbgisc Mechanismen, die dieser
Koexpression zugrunde liegen, bleiben weiter unklsleben der Theorie eines

gemeinsamen Promotors oder Enhancer, ist kirziefloeorie verdffentlich worden, dass
Chromatin-Domanen, die mehrere benachbarte Chrameris@ines Genclusters enthalten,
durch eine Anderung der Konformation zu einer Esgpien der enthaltene Gene fiihrt
(Hurst et al., 2004; Sproul et al., 2005).

4.4.4 Mammaglobin 2 in humanen Geweben

In den vorliegenden Ergebnissen zur Expression Mammaglobin 2 in humanen
Geweben konnten hohe Expressionslevel in ProberCderix uteri und Lunge gezeigt
werden. Fur die Gewebe Herz, Milz und Trachea wamvhaglobin 2-mRNA nicht
nachweisbar. Mammaglobin 2 ist als ein weitererntreger der Sekretoglobinfamilie und
auch als maglicher neuer biologischer Marker vonégplogischen Tumoren beschrieben
worden. So konnte eine erhoéhte Expression in Camogm der Brust beschrieben werden.
Im Uberblick der humanen Gewebe konnte gezeigt eerdass Mammaglobin 2 v.a. in
hormonabhangigen und sekretorischen Geweben (Tdéme Speicheldriise) exprimiert
wird (Becker et al., 1998). In den UntersuchungenCGharakterisierung der Mitglieder der
Sekretoglobinfamilie bestatigte sich der Nachweiser Expression von MG-2 in
hormonabhangigen und weiteren abdominellen Orgafieshrer et al., 2000). Die
vorliegenden Ergebnisse untermauern die publindfigebnisse anderer Arbeitsgruppen.

Die Expression von Mammaglobin 2 findet in versdeieen humanen Geweben statt und
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scheint nicht auf einzelne Gewebe begrenzt zu s&m Unterschied in der
Expressionshohe deutet sich zugunsten von stetwidgiigen Geweben an. So war in den
hiesigen Ergebnissen das héchste Expressionsniveauterus messbar. Andererseits

zeigte sich eine basal niedrige Expression flurodasielle Gewebe.
Perspektivische Betrachtungen

In der vorliegenden Arbeit sind Expressionsmusteon v Sekretoglobinen in
Ovarialcarcinomzellen analysiert worden. Eine Zmorty zu einer histologischen Entitat
war aufgrund des geringen Stoffgruppenumfangs ddigmen Zellproben nicht méglich.
In weiteren Untersuchungen kann bei erweitertetesbéhumfang das Expressionsmuster
in einzelnen histologischen Subtypen des Ovarieicams analysiert werden.
Dartberhinaus sollte auch die Expression von Segi@binen in metastatischen Zellen
eines Ovarialcarcinoms Berlcksichtigung finden.den vorliegenden Beobachtungen
zeigten zwei Proben metastatischen Gewebes bendbharialcarcinom als Primé&rtumor

eine erhéhte Genexpression im Vergleich zum Noravadipe.

Zum Verstandnis und Beurteilung des diagnostischéertes einer Expression der
Sekretoglobine in bestimmten Geweben ist das Wissendie eigentliche biologische
Funktion der sekretorischen Proteine unabdingbiataBg erfolgte eine Charakterisierung
der Sekretoglobinfamilie Uber eine Gewebeverteilungd das Vorkommen in
Pathologiender einzelnen Proteine. Um diese Ergebni inbesondere einer
Uberexpression der Sekretoglobine richtig beweztekonnen, sind Erkenntnisse tber die

physiologischen Funktionen der Sekretoglobinfanmiti¢ig.

Einzelne Sekretoglobine, u.a. Mammaglobin 1, stelender Diskussion als neue
biologische Marker fir bestimmte Tumoren. Um degdaischaft eines Tumormarkers
gerecht werden zu koénnen, ist ein Nachweis auf eRrebene erforderlich. In der
vorliegenden Arbeit konnten die Sekretoglobine &ubteinebene nicht nachgewiesen
werden aufgrund der fehlenden Verfiigbarkeit eipezidischen Antikorpers. Ebenso ware
fur die Aussagekraft eines diagnostischen Marker Machweisbarkeit im Serum von
Patienten eine wichtige Voraussetzung. Daflr isteneeiner geeigneten und praktikablen
Nachweismethode fir das Protein auch die Spezifiést biologischen Markers fur das
entsprechende Carcinom unabdingbar.
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5 Zusammenfassung

Die Glutathionperoxidase 4 (GPx4) ist ein katabftisaktives Protein und gehért zur
Familie der selenhaltigen Glutathionperoxidasere 8atalysiert die Reduktion von
Peroxiden zu den entsprechenden Alkoholen untewa&faiung von Glutathion bzw.
Proteinthiolen als Reduktionsaquivalente. Innertddb Glutathionperoxidasen nimmt die
GPx4 eine Sonderstellung ein, da sie als einzigentrater dieser Enzymklasse die
Fahigkeit besitzt, membrangebundene Phospholiprdipgtoxide zu reduzieren.
Homozygote GPx4 Knockout Mause sind nicht lebengfédmbryonale Letalitdt nach 5-6
Tagen), was auf eine Rolle des Enzyms in der Englamyese hindeutet. Weiterhin erfullt
die GPx4 Funktionen beim antioxidativen Schutz, ber Spermatogenese und der
Apoptose. Bei Mausen existiert neben dem GPx4 @eax@rimierbares Retrotransposon,
das fiur eine funktionelle GPx4 kodiert. Damit kémeine Hochregulation der Expression
dieses Pseudogens eine Inaktivierung des paraloGens zumindest teilweise
kompensieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb zunachstengucht, ob die heterozygote
Inaktivierung des GPx4 Gena vivo die Expression des GPx4-Pseudogens beeinflusst.
Dabei ergab sich, dass das Expressionsniveau deaddéyens bei Wildtyp- und
heterozygoten GPx4-Knockout Mausen mit vergleicatmagenetischem Background nicht
signifikant verandert war. Damit konnte eine Komgmionsfunktion des GPx4-
Pseudogens nicht belegt werden. Um weitere Hinwaisezellularen Funktion der GPx4
zu erhalten, wurde die mitochondriale Form der GRmIGPx4) in einemin vitro
Zellsystem stabil Gberexprimiert und das Genexjoasprofil (Expressionsmicroarrays)
der transfizierten Zellen mit dem entsprechendentkiizellen verglichen. Die Analyse
ergab eine mindestens zweifache Hochregulation 28 der untersuchten Gene (2%),
sowie eine entsprechende Downregulation von 334e€8,3%). Zu den am starksten
hochregulierten Genen zahlten zwei Vertreter déwredeglobine: Lipophilin B (30-fach)
und Mammaglobin 1 (5-fach).

Die biologischen Funktionen von Sekretoglobinerdsiterzeit noch weitgehend unklar.
Zwar wurde Mammaglobin 1 aufgrund seiner Expressibarakteristik als diagnostischer
Marker fur das Mammacarcinom vorgeschlagen, einaa&cher Zusammengang
zwischen der Expression des Proteins und der Kageimese konnte bisher aber nicht
hergestellt werden. Um die Eignung von Sekretoglebials diagnotische Marker beim

Ovarialcarcinom zu testen, wurde im zweiten Te#lseér Arbeit das Expressionsniveau von
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Mammaglobin 1, Mammaglobin 2 und Lipohilin B in nmalen und malignen
Ovarialgeweben quantifiziert. Dabei war ein sidfit hOheres Expressionsniveaus der
Sekretoglobin-mRNAs beim Ovarialcarcinom nachweisbeotz dieser Daten sollte die
Eignung von Sekretoglobinen als diagnostische Mabokee gynékologischen Malignomen
jedoch kritisch gesehen werden, da diese Proteiok @ anderen Geweben (z.B. Lunge,
Cervix uteri, Fettgewebe) auf &ahnlich hohem Niveaxprimiert werden und das

Expressionsniveau zudem vom Hormonstatus abhangt.
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7.1 Tabellarischer Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichenn@eih in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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