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Zusammenfassung

Deletionen auf dem Chromosom 22ql1 zeigen eine Vielfalt an Entwicklungsdefekten,
die unter den Namen DiGeorge-Syndrom, velokardiofaziales Syndrom, conotruncal
face anomaly Syndrome, Cayler-Syndrom und dem Sedlackova-Syndrom bekannt
geworden sind und nun zum 22qll-Deletionssyndrom zusammengefasst werden
konnten (ROBIN et al., 2005; SHPRINTZEN, 2005). Eines der Kandidatengene in den
deletierten ~ Genombereichen ist das DiGeorge Critical Region 6 Gen (DGCRO6)
(Demczuk et al., 1996).

Ziel dieser Arbeit war es, zuerst eine biochemische Charakterisierung der Proteine
DGCR6 / DGCR6L durchzufiihren, anschlieBend die Organexpression der Proteine in
Mensch- und Kaninchengewebe zu untersuchen und abschlieBend die Expression in
Schizophrenie-vs. Normalgehirngewebe zu analysieren.

Im Rahmen der biochemischen Charakterisierung konnte eine Phosphorylierung als
Ursache des unterschiedlichen Laufverhaltens der beiden Proteine in der
Gelelektrophorese ausgeschlossen werden. Somit handelt es sich bei den im Western
Blot beobachteten Banden sehr wahrscheinlich um die beiden Proteine DGCR6 und
DGCRG6L. Die Halbwertszeit der Proteine betriagt 2,5 Stunden.

Bei der Analyse eines kéuflich erhiltlichen humanen Gewebeblots zeigte sich eine
starke Expression in Leber, Herzmuskel und Skelettmuskel, eine schwache Expression
auch im Gehirngewebe. Im Vergleich dazu zeigte sich in Kaninchengewebe auch eine
starke Expression im Herzmuskel, jedoch eine sehr geringe Expression im
Skelettmuskel. Eine starke Expression der DGCR6-Proteine in Ovarialgewebe konnte
auf eine mogliche Beteiligung der Proteine in der Embryogenese hinweisen.

Aufgrund der Assoziation des 22ql1-Deletionssyndroms mit der Schizophrenie wurde
Normalgehirngewebe mit Gehirngewebe von an Schizophrenie erkrankten Menschen
verglichen. Bei insgesamt 18 Patienten mit Proben aus jeweils 4 Gehirnarealen konnten
die DGCR6-Proteine nachgewiesen werden, allerdings wurden keine Unterschiede in
der DGCRG6/L-Proteinmenge zwischen Proben aus Gesunden und Schizophrenie-
patienten festgestellt. Auffillig zeigte sich eine sehr starke Expression der DGCR6-
Proteine im Kleinhirn sowohl bei erkranktem als auch bei gesundem Gehirngewebe.
Eine Quantifizierung erbrachte geringe Mengen an DGCR6 / DGCR6L im GroBhirn,

eine verstirkte Expression in Gehirntumoren und sehr hohe Menge im Kleinhirn.



Summary

Biochemical characterisation of DiGeorge Critical Region 6 proteins

and expression study in brain tissue of schizophrenic patients

Deletions on chromosomal region 22ql1 show a wide variability in developmental
defects. Recently, DiGeorge syndrome, velocardiofacial syndrome, conotruncal face
anomaly syndrome, Cayler Syndrome and Sedlackova syndrome were combined in the
novel “22ql1-deletion syndrome” (ROBIN et al., 2005; SHPRINTZEN, 2005). One of
the candidate genes in this chromosomal region is the DiGeorge critical region 6 gene
(Demczuk et al., 1996). Two closely related copies called DGCR6 and DGCR6L which
probably arrose from a gene duplication exist within close distance on 22q11.

Using newly generated monoclonal antibodies against DGCR6, a biochemical
characterisation of the proteins encoded by the DGCR6 and DGCR6L genes was carried
out followed by an analysis of the expression of the protein(s) in human and rabbit
tissue. The proteins were essentially present in all tissues and cell lines tested. We
generally found higher levels in tumour cell lines than in primary tissues. The two
proteins are very closely related in that only seven of the 220 aa are different between
the two alleles. Nevertheless, we observed a slightly different migration behaviour in
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Both proteins are phosphorylated but the
difference in migration pattern in gel electrophoresis was shown not to be due to
phosphorylation. The half life was about 2.5h.

Analysing a commercial available human tissue blot, a high expression of DGCR6
protein was detected in liver, heart and skeletal muscle with a low level observed in
brain tissue. We also analysed the expression of the DGRC6 proteins in rabbit tissue
and found high expression in heart (as was observed in human heart). In contrast, rabbit
skeletal muscle contained a low amount of protein while the corresponding human
tissue had higher amount of the protein(s). The high level in ovarial tissue may
contribute to an already known involvement of DGCR6 during embryogenesis.

An association of the 22q11-deletion syndrome with schizophrenia had previously been

shown. Therefore, levels of expression in schizophrenia and normal human brain tissue



was monitored. Tissue of patients with schizophrenia was analysed and compared with
normal brain tissue. DGCR6/L proteins could be detected in a total of 18 different
patient samples. We analysed the expression levels in forebrain (Brodman areas 11, 22,
46) and cerebellum. A significant difference between schizophrenic and normal brain
tissue could not be shown. However, a surprisingly high expression level of DGCR6/L
was detected in cerebellum, both in schizophrenic and normal brain tissue. The amount

of DGCRG6 in cerebellum was comparable to the levels seen in tumour cells.
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2.1 Das Epstein-Barr Virus

2.1.1 Allgemeines

Im Gegensatz zu Bakterien haben Viren nicht die Fahigkeit, sich allein zu vermehren.
Ihnen fehlen die zur Replikation notwendigen Enzyme und Organellen und sind somit
zur Produktion der viruseigenen Proteine auf eine fremde Zelle angewiesen. In
Abhingigkeit vom Virustyp enthalten sie als genetische Information RNA oder DNA
und liegen als Nukleinsduren im Einzel-oder Doppelstrang vor. Ein aus viralem Protein
bestehendes Kapsid schiitzt das Genom und eine lipidhaltige Hiille (Envelope) umgibt
sie (bei komplexen Virionen). Haufig sind virale Glykoproteine in die Virushiille
eingelagert (Spikes), die fiir die Infektiositit eine Rolle spielen.

Das Epstein-Barr Virus wurde im Jahre 1964 von den Forschern Tony Epstein, Budd
Achong und Yvonne Barr entdeckt. Sie konnten das Virus elektronenmikroskopisch in
Burkitt-Lymphomzellen nachweisen (EPSTEIN et al., 1964).

Das in seiner Gattung einzige humanpathogene Virus der Lymphocryptoviridae gehort
zur Familie der y-Herpesviridae. Eine doppelstrangige lineare DNA mit 172 kbp misst
das Virus und wird von einem ikosaedrischen Nukleokapsid von 100-110nm
Durchmesser umgeben (REVIEW BAUMFORTH et al., 1999). Das Tegument, das
mehrere Virusproteine enthdlt, und das Envelope, welches Spikes beinhaltet,
umschliefen es von auflen (ROIZMAN, 1990; RICKINSON et al.,, 1996). Man
unterscheidet zwei EBV-Typen (Typ 1 und Typ 2), welche sich durch Variationen in
den primdren Aminosdurensequenzen der EBV-Kernantigene EBNA 2, -3A, -3B und —
3C auszeichnen (SAMPLE et al., 1990). Dabei dominiert der Typ 1 in den westlichen
Industrienationen (ZIMBER et al., 1986).

Weltweit sind ca. 95% der Erwachsenen seropositiv fiir das Virus und bleiben
lebenslange Triger des Virus (REVIEW BAUMFORTH et al., 1999). Die Ubertragung
erfolgt durch die Speichelfliissigkeit (GERBER et al, 1972). Im frithen
Erwachsenenalter fiihrt die Primédrinfektion mit dem Virus in 50% der Fille zum
klinischen Bild der Infektiosen Mononukleose (HENLE et al., 1968; KIEFF, 1996) mit

Halsschmerzen, Fieber, Lymphknotenschwellung und leichter Hepatitis.
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Das grof3e Interesse an der Erforschung der y-Herpesviren ist auf deren Assoziation mit
Zellproliferation und Tumorentstehung zuriickzufiihren. Das EBV ist assoziiert mit
lymphoproliferativen Erkrankungen (durch Immunsuppression ausgelost), dem
Burkitt’s Lymphom, mit dem M. Hodgkin und bestimmten Non-Hodgkin-T-Zell-
lymphomen, mit dem Nasopharyngealen Karzinom und mit diesem Karzinom dhnlichen
Tumoren in Thymus, Tonsillen, Lunge, Magen, Haut und der Cervix uteri. Als Cofaktor
der Tumorentstehung wird das EBV in einer Gruppe der Mamma-Karzinome und in
primédren Lebertumoren kontrovers diskutiert (REVIEW BAUMFORTH et al., 1999;
HERRMANN und NIEDOBITEK, 2003).

2.1.2 Genom und Kernproteine

Das EBV-Genom wurde als erstes Herpesvirusgenom vollstindig sequenziert (SKARE
& STROMINGER et al., 1980; ARRAND et al., 1981; POLACK et al., 1984). Es liegt
im Nukleokapsid des Virions als lineare doppelstrangige DNA vor (BAER et al., 1984).
Fiir die zirkuldire Anordnung des Genoms in latentem Zustand sind die terminalen

Sequenzwiederholungen essentiell (KINTNER et al., 1979).

EBER1
EBER2
-~

N
EBNA3A

Abb. 1.1: das Epstein-Barr Virus Genom; gezeigt werden die Lokalisation und die Transskription der
latenten EBV Gene auf dem doppelstrangigen viralen DNA-Episom; oriP: Ursprung der Plasmid-
Transskription; markiert sind die E

xone der Kernantigene EBNA 1, 2, 3a, 3b, 3c, EBNA-LP und die Promotoren Cp und Wp; die
Transskriptionsrichtung ist aus dem Schema zu entnehmen (modifiziert nach MURRAY et al., 2001).
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Uber elf Gene kénnen wihrend der latenten Phase des Virus exprimiert werden und
mehrere dieser Gene sind am Prozess der Transformation beteiligt (REVIEW
BORNKAMM und HAMMERSCHIDT, 2001). Von besonderem Interesse sind in der
vorliegenden Arbeit die Kernproteine EBNA2, EBNA3c und das LMPI1, die im

Folgendem kurz erldutert werden.

EBNA2 wird im Rahmen einer EBV-Infektion als erstes der viralen Gene exprimiert
(ROONEY et al., 1989). Als Transkriptionsfaktor ist es in der Lage, virale (LMP1+2)
und zelluldre Gene (CD21, CD23, c-fgr) anzuschalten (ABBOT et al., 1990; WANG et
al., 1987; Wang et al., 1990). Es ist essentiell fiir die Etablierung der Latenz und die
Immortalisierung von B-Zellen (COHEN et al., 1989; HAMMERSCHMIDT et al.,
1989). Die Bindung von EBNA2 an die DNA erfolgt indirekt iiber eine Kooperation mit
zelluldren Faktoren, z.B. das RBPJk (recombinaton signal binding protein Jk) (ZIMBER
STROBL et al., 1993). Die Interaktion von RBPJk und EBNA2 ist notwendig, jedoch
nicht ausreichend fiir die Genexpression (MEITINGER et al., 1994). Bei der Suche
nach Interaktionspartnern von EBNA2 und EBNA3c wurde das DGCR6-Protein als
potentieller Bindungspartner sowohl von EBNA2 als auch EBNA3c gefunden
(F.A.GRASSER, unverdffentlicht).

EBNA3a, 3b, 3c sind zueinander stark homologe Kernproteine und im Kern latent
infizierter Zellen lokalisiert. Nur EBNA3a und EBNA3c sind fiir die Transformation
durch das EBV notwendig (TOMKINSON et al., 1993). EBNA3b ist hoch immunogen
und stellt eines der Hauptziele zytotoxischer T-Zellen dar (RICKINSON et al., 1997).
EBNA3c supprimiert die antimetastatische Funktion des Nm23-H1 und scheint so die
Metastasierung von EBV-positiven Tumoren zu begiinstigen (SUBRAMANIAN et al.,
2002).

LMP1 ist ein Zellmembranprotein und hat die Féhigkeit, Fibroblastenzellinien in
Nagetieren zu transformieren (WANG et al., 1985). LMP1 bewirkt den Verlust der
Kontaktinhibition in Rat-1-Zellen, weiter den Verlust der zuvor bestehenden
Bodenhaftung von Rat-1-Zellen und BALB/c 3T3-Zellen (BAICHWAL et al., 1988).

Es wurde gezeigt, dass LMP1 die Apoptose von B-Zellen unterdriickt, indem es
antiapoptotische Proteine (z.B. BCL-2, MCL-1, A20) hemmt (GREGORY et al., 1991;
HENDERSON et al., 1991; LAHERTY et al., 1992). Weiter induziert es die Produktion

-10-
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von IL-6 und IL-10 (ELIOPOULOS et al., 1997; NAKAGOMI et al., 1994) und
beeinflusst mindestens vier Signaltransduktionswege innerhalb der Zelle: Aktivierung
des nukledren Faktor kB (NF-kB), der c-Jun N-terminal-Kinase (JNK)-AP-1, der
p38/MAPK (mitogen aktivierte Proteinkinase) und der Janus-Kinase (JAK)-STAT
(signal transducers and activators of transcription) (HUEN et al., 1995; ELIOPOULOS
et al., 1998; ELIOPOULOS et al., 1999; GIRES et al., 1999).

2.2 Das DiGeorge-Syndrom / Velokardiofaziales Syndrom

2.2.1 Geschichtliches / Nomenklatur

Der amerikanische Kinderarzt Angelo DiGeorge erkannte 1968 einen kausalen
Zusammenhang zwischen einer Thymusfehlbildung und einem zelluldren Immundefekt
(KIRKPATRICK, 1968; GREENBERG, 1993). Diese Fehlbildungskombination erhielt
1969 den Namen DiGeorge-Syndrom (DODSON et al., 1969). Mit in das Syndrom
aufgenommen  wurden angeborene  Herzfehler und  Gesichtsdysmorphien
(GOLDMUNTZ et al., 1998). Atiologisch bedeutsam waren genetische Untersuchungen
an vier Kindern, die eine Deletion an Chromosom 22 aufwiesen (KELLEY et al., 1982).
In den folgenden Jahren wurden verschiedene Phénotypen, Syndrome und
Fehlbildungskomplexe diskutiert, die in dem Akronym CATCH 22 zusammengefasst
wurden (WILSON et al., 1993). Dieses beinhaltet die gemeinsame Ursache der
Deletion auf dem Chromosom 22ql1 und die Symptome ,,cardiac defect”, ,,abnormal
face®, ,,thymushypoplasia®, ,,cleft palate* und ,,hypocalcaemia®. Von einer japanischen
Gruppe wurde der Begriff ,,conotruncal anomaly face syndrome* eingefiihrt, dessen
klinisches Erscheinungsbild mit dem des DiGeorge-Syndromes iibereinstimmt
(MATSUOKA et al, 1994).

Parallel zum DiGeorge-Syndrom entwickelte sich die Begrifflichkeit des
Velokardiofazialen Syndromes (VCFS) mit gespaltenem Gaumen, Herzanomalien,
Gesichtsverdnderungen und Lernschwierigkeiten (SHPRINTZEN et al., 1978). 1992
wurde das VCFS durch folgende zwei Entdeckungen fiir die Forschung interessant:

Zum Einen wurde es in Verbindung mit einer Deletion auf Chromosom 22 gebracht

-11 -
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(SCAMBLER et al., 1992; DRISCOLL et al., 1992; KELLY et al., 1993) und zum
Anderen als Krankheit mit gehduftem Auftreten von Symptomen aus dem Formenkreis
der Psychiatrie in Verbindung gebracht (SHPRINTZEN et al., 1992). Eine Vielzahl von
Veroffentlichungen folgten und die phénotypischen Expressionsmuster nahmen
sprunghaft zu. Kardiologen nannten das Syndrom Familial Conotruncal Anomaly,
Immunologen bezeichneten es als DiGeorge-Syndrom und aus der Kiefer-und
Gesichtschirurgie stammte der Begriff Velokardiofaziales Syndrom (HALL, 1993).
Heute beschreibt die Velo-Cardio-Facial Syndrome Educational Foundation iiber 180

Einzelfehlbildungen, die auch in Kombination auftreten konnen (www.vcfsef.org).

Die meisten aller Publikationen heutzutage deuten mittlerweile darauf hin, dass das
VCFS mit dem DiGeorge-Syndrom, der DiGeorge-Sequenz, dem ,,conotruncal
anomalies face syndrome®, dem Cayler-Syndrom und dem Sedlackova-Syndrom
gleichzusetzen ist (ROBIN et al., 2005; SHPRINTZEN, 2005). Eine heute geldufige
Bezeichnung fiihrt den grofBen phénotypischen Bereich der oben genannten Syndrome
auf deren haufigsten Ursprung zuriick: das 22q11-Deletionssydrom. Dieses ldsst sich in
einen pharyngealen Typ und einen neurologisch-psychischen Phénotyp aufteilen. Dabei
umfasst der pharyngeale Typ die genetisch bedingten Herzfehler, die
Gesichtsdysmorphien und die Hypoplasie des Thymus und der Nebenschilddriisen. Der
,heurologisch-psychische*  Typ  zeichnet sich durch Lernschwierigkeiten,
Konzentrationsstorungen, Aufmerksamkeitsstorungen und psychische Erkrankungen,

z.B. der Schizophrenie, aus (LINDSAY, 2001).

2.2.2 Pathogenese/ Diagnostik

Mit einer Inzidenz von 1 : 4000 Lebendgeburten ist das DiGeorge-Syndrom das
haufigste menschliche Mikrodeletionssyndrom (BOTTO et al.,, 2003; RYAN et al.,
1997) und nach der Trisomie 21 der hidufigste Grund fiir eine Fallot-Tetralogie
(McDONALD-MCcGINN et al., 1999).

Die Pathogenese griindet sich auf eine gestdrte Formation des Kiemenbogenapparates.
Diese embryologische Struktur entsteht wéhrend der Wirbelkorperentwicklung, setzt
sich aus Geweben des Ektoderms, Endoderms, Mesoderms und der Neuralleiste
zusammen (GRAHAM, 2003) und beinhaltet die fiinf Kiemenbogenarterien, die
Kiemenfurchen und die fiinf Schlundtaschen. Dabei resultieren aus der 3. und 4.

Schlundtasche der Thymus, die Epithelkorperchen und der Ausflusstrakt des Herzens

-12-
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und beinhalten somit die wichtigsten Organbereiche, die beim DiGeorge-Syndrom
betroffen sind. Dies fithrte zu der Bezeichnung ,,3/4 Schlundtaschen-Syndrom*
(ROBINSON et al., 1975; ROHN et al., 1984). Jedoch konnen auch die 1., 2. und 5.
Schlundtasche sowie alle Kiemenbdgen betroffen sein (THOMAS et al., 1997).
Hierdurch wird die grofle Variabilitdt der phanotypischen Auspriagungen erklért.

Neue Einblicke in die embryonalen Abldufe bei DiGeorge-Patienten wurde mittels
Knockoutméusen ermoglicht. Die Aminoséurensequenz in der Maus stimmt zu 92% mit
der des humanen DGCRG6 iiberein und ist somit hoch konserviert. Das Gen liegt auf dem
Chromosom 16 (LINDSAY und BALDINI, 1997). Mit neuen Chromosomentechniken
konnten Deletionen des Bereichs, der auch fiir die 22ql1-Deletions-Syndrome beim
Menschen verantwortlich ist, durchgefiihrt werden und die Auswirkungen auf die
Maiuse beobachtet werden. Es wurde eine Deletion dfl generiert, die 18 homologe
Mausgene von den 24, die bei Patienten mit der 1,5 Mb Deletion fehlen, umfasst. Bei
diesen Miusen wurden kardiovaskulire Defekte gefunden, die Ahnlichkeit mit solchen
in betroffenen Menschen haben (LINDSAY et al., 1999).

Eine besondere Bedeutung bei der Entstehung des Kiemenbogenapparates erlangte der
Transskriptionsfaktor Tbx1. Die homozygote Inaktivierung des Tbx1 fiihrt zu einem
dem DiGeorge-Syndrom sehr dhnlichen Phénotyp (TADDEI et al., 2001; JEROME et
al., 2001). Ein weiteres Kandidatengen der DiGeorge Critical Region, das Crkl, ist
wesentlich an der Regulation und Entstehung des Kiemenbogenapparates beteiligt
(GURIS et al., 2006).

Atiologisch konnen Alkohol, Vitamin-A-Derivate, miitterlicher Diabetes und
zusitzliche Defekte am Chromosom 10p13 bei der Entstehung des DiGeorge-Syndroms
eine Rolle spielen (HALL, 1993).

Bei Verdacht auf ein DiGeorge-Syndrom lésst sich die 22q11.2 — Deletion {iber eine
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH-Technik) schnell und zuverldssig nachweisen
(DRISCOLL et al., 1993; DESMAZE et al., 1993). Schwierig gestaltet sich der
Aussagewert im Falle einer prédnatalen Diagnostik allerdings aufgrund der breiten
phénotypischen Streuung und der fehlenden Korrelation zur Grdsse der Deletion

(AUGUSSEAU et al., 1986; LINDSAY et al., 1995).
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2.2.3 Das DGCR6 Gen

Ungefdhr 90% aller Patienten mit DiGeorge-Syndrom zeigen eine typisch deletierte
Region (TDR) von 3Mb auf dem langen Arm des Chromosoms 22 (22ql1.2). Es
wurden zwei potentiell offene Leserahmen, DGCR3 und DGCR4, beschrieben
(BUDAREF et al., 1995). Dieser auch als DiGeorge Critical Region (DGCR) benannte
Genabschnitt beginnt am Ort D22S75 (N25) und endet bei D22S259 (pR32). Dieser
DNA-Abschnitt umfasst ca. 30 Gene. In 8% der Félle handelt es sich um eine kleinere
Deletion von ca. 1,5 Mb Liange mit 24 Genen (LINDSAY et al., 1995; SHAIKH et al.,
2001). Beide Genabschnitte sind von sogenannten Low Copy Repeats (LCR) eingefasst,
die fiir die konstante Bruchstelle der Deletion verantwortlich gemacht werden. Durch
die Ahnlichkeit der Sequenzen kann es zu verschobener Paarung der homologen
Chromosomen und zu ungleichem Crossing Over kommen (SHAIKH et al., 2001;
HALFORD et al., 1993; LINDSAY et al., 1993; EDELMANN et al., 1999). Insgesamt
konnten acht LCR’s identifiziert werden (EDELMANN et al., 1999). In den meisten
Féllen handelt es sich um eine DeNovo Deletion in der Gametogenese und in nur 5-10%
um eine vererbte Deletion (SCAMBLER, 2000).

Das DiGeorge Critical Region 6 (DGCR6) Gen wurde 1996 erstmals von Demczuk et
al. beschrieben. Es ist homolog zum Drosophila Protein gonadal (gdl), das fiir die
Keimzellentwicklung wichtig ist, und zur humanen Laminin-y-1 (LAMCI1) Kette, die
fiir die Gewebeentwicklung wichtig ist (DEMCZUK et al., 1996). Das DGCR6 Gen
besitzt eine Lange von 1148 bp und codiert fiir 220 AS mit einem Molekulargewicht
von 25kDa. Es liegt in zwei funktionellen Kopien mit hoch konservierten Intron/ Exon-
Strukturen auf dem Chromosom 22qllvor (EDELMANN et al.,, 2001). Die in der
Abbildung 1.2 dargestellte Region scl11.1 wird in zwei Loci unterteilt - sc11.1a und
scl1.1b - die ihrerseits von einer ca. 1 Mb langen Sequenz getrennt sind. Beide Loci
sind bei betroffenen DiGeorge-Patienten deletiert (HALFORD et al., 1993; LINDSAY
et al., 1993; 1995). Die Region scl1.1a ist unmittelbar distal zum Low Copy Repeat 22
lokalisiert und ist sowohl bei der 3 Mb als auch bei der 1,5 Mb Deletion die Bruchstelle.
Zu dieser Region gehort von proximal nach distal das DGCR6-Gen, das PRODH-Gen,
welches fiir die Prolindehydrogenase codiert, und ein HERV-K Provirus. Dieser scl11.1a
Bereich liegt in einer inverten Kopie proximal eines zweiten LCR22 vor — hier als

scl1.1b benannt (mit Ausnahme des HERV-K Provirus). Diese Duplikation des
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DGCR6-Gens wird als DGCR6L (like) Gen bezeichnet und teilt 97%
Sequenzhomologie. Es wurden 7 Aminosdureunterschiede gefunden, jedoch kein
alternatives Stop Codon. In einer PCR Analyse wurde die Expression des DGCR6 bzw.

DGCRG6L in praktisch allen Geweben des menschlichen Korpers nachgewiesen.

Unique
sci1.1a Sequence sc11.1b
LCR22 DGCR6 PRODH HERV-K PRODHL DGCR6L LCR22
Bt H Mb- |

D2251660
D2251638*
D2251623*
RANBP1-2
D22S1660

PAC 423N14 — e ————— | ee————esss——n PAC 743123
PAC 699J1 PAC 643013
COS 41E4 PLTEe—— BAC 444P24

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der sc11.1 Duplikation auf Chromosom 22q11

Umgeben von den LCR22, die als Bruchstellen der Deletionen gelten, befinden sich die beiden Loci
scll.la und scl1.1b. Die scll.1a Region besteht aus dem DGCR6-Gen, dem PRODH-Gen und dem
HERV-K-Provirus. Die sc11.1b Region besitzt das PRODHL Gen und das DGCR6L Gen (EDELMANN
et al., 2001)

2.3 Das DiGeorge-Syndrom und die Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine schwere Geisteskrankheit, die mit 1% Lebenszeitpriavalenz
recht hdufig ist. Sie ist charakterisiert durch Storungen der Gedankenabldufe und
Defizite im emotionalen und sozialen Verhalten. Wie schon erwidhnt sind
Mikrodeletionen auf dem Chromosom 22ql1 mit einem variablen Phédnotyp assoziiert,
der  Lernschwierigkeiten, = Gaumenanomalien, kongenitale  Herzfehler = und
Gesichtsdysmorphien einschliet (SCAMBLER et al., 2000). Erste Hinweise flir die
Assoziation psychischer Erkrankungen mit dem 22ql11 Lokus ergab die Arbeit von
GOLDING-KUSHNER et al. im Jahre 1985, der bei Kindern mit diesem Syndrom
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expressionslose Gesichter, monotone Sprache und abgeflachte Affektivitit feststellte.
Darauthin folgten zwei voneinander unabhédngige Studien, die bei 25-31% der Patienten
mit der 22q11-Mikrodeletion eine Schizophrenie bzw. eine schizoaffektive Erkrankung
diagnostizierten (PULVER et al., 1994; MURPHY et al., 1999). Die Haufigkeit der
Mikrodeletion 22q11 in der Bevolkerung liegt bei 0,025%, bei schizophreniekranken
Erwachsenen jedoch bei 2% (KARAYIORGOU et al., 1995) und bei ,early-onset*
schizophreniekranken Kindern sogar bei 6% (USISKIN et al., 1999). Weiterhin
beschreiben verschiedene Studien 22ql1-Mikrodeletionen bei schizophreniekranker
Patienten unterschiedlicher ethnischer Zugehorigkeit. Aus diesen Studien geht hervor,
dass die Morbiditdt fiir Schizophrenie unter Menschen mit einer 22q11-Mikrodeletion
20-30 mal tiber der Morbiditdt der Normalbevdlkerung liegt. Auf der anderen Seite ist
die Haufigkeit fiir eine 22ql1-Mikrodeletion bei schizophreniekranken Patienten ca.
80fach erhoht (SUGAMA et al., 1999). LIU et al. vermuten im Jahre 2002, dass der
Mangel an Prolindehydrogenase (PRODH) Stérungen im Prolinstoffwechsel zur Folge
hat und es zu einer Hyperprolindmie kommt, die toxische Effekte auf neuronale Zellen
von Tieren hat. Nun liegt das PRODH Gen in direkter Nachbarschaft zum DGCR6 Gen
und konnte bei Patienten mit DGS deletiert und so ein moglicher Ausloser fiir
Schizophrenie sein. Ein Subhaplotyp des PRODH-Gens als moglicher Faktor der
Entstehung der Schizophrenie in 22ql1-kranken Patienten wurde in einer chinesischen
Arbeit bestitigt (LI et al., 2004).

Insgesamt stellt heute die genetische Belastung den Hauptrisikofaktor dar. Protektiv
wirkt eine intakte Kommunikationsstruktur bzw. ein positives Beziehungsklima
innerhalb der Familie (TIENARI et al., 2004). Die neuroprotektiven Eigenschaften der
Ostrogene werden als ein entscheidender Faktor fiir das hohere Erstmanifestationsalter
bei Frauen diskutiert (GRIGORIADIS et al., 2002).

Korbidian Brodmann, ein Neuroanatom und Psychiater (1868-1918), teilte die

GroBhirnrinde nach histologischen Kriterien in 52 Areale ein (BRODMANN, 1909).
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Abb. 1.3: histologische Einteilung der Groflhirnrinde nach Korbinian Brodmann
grau hervorgehoben: Brodmann-Areale 11 und 46 (Frontalcortex) und Areal 22 (Temporalcortex)

Dabei gibt diese hier dargestellte Einteilung nur zum Teil die Richtigkeit der Areale
wieder, da die Gyri in ihrer Tiefe nicht mit berticksichtigt werden. Grau hervorgehoben
sind die Areale Brodmann 11 und 46 (Frontalcortex) und das Areal 22 auf dem
Temporalcortex, die fiir diese Arbeit von Bedeutung sind. Dabei gehort das Brodmann
Areal 11 zum orbitofrontalen Cortex, der eine wichtige Rolle in der
Schizophrenieforschung einnimmt (FREEDMAN et al., 1998; CRESPO-FACORRO et
al., 2000; BAARE et al., 1999). Der préfrontale Cortex, zu dem das Brodmann Areal 46
zahlt, nimmt eine Schliisselrolle im Ablauf von kognitiven Funktionen ein, wie z.B.
Planung, Urteilsvermdgen, Entscheidungsfihigkeit und die Vermittlung von
Gedichtnisfunktionen. All diese Funktionen sind bei schizophrenen Patienten betroffen
(BUNNEY et al., 2000, GOLDMAN-RAKIC, 1997; LIDDLE et al., 1991). Das
Brodmann Areal 22 posterior entspricht auf der dominanten Gehirnseite dem Wernicke-
Sprachzentrum und ist Teil des Gyrus temporalis superior des Temporallappens. Ein
Teil dieses Areals entspricht dem Planum temporale, einer fiir die Sprachproduktion
wichtigen Struktur, die sich wihrend der 29.-31.Schwangerschaftswoche entwickelt. In
der Metaanalyse von SHAPLESKE et al. im Jahre 1999 zeigte sich eine deutliche
Reduktion der Asymmetrie (physiologisch links > rechts), die durch ein groBeres,

rechtseitiges Planum temporale der Patienten verursacht wurde. Volumenédnderungen
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des Planum temporale sind bisher bei keiner anderen psychischen Erkrankung

beschrieben worden.

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die DGCR6 mRNA in dem metastatischen
Subklon MDA-MB435 des menschlichen Mammakarzinoms im Vergleich zu dem nicht
metastatischen Subklon 2C5 hochreguliert war (EUER et al., 2002). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Expression von drei in der 22q11-Region lokalisierten Gene
durch das DGCR6 beeinflusst werden. Dabei verstirkt das DGCR6 die Expression des
Tbx1 und des UFDIL Gens und es verringert die des HIRA1 Gens (HIERCK et al.,
2004). Das Tbx1 Gen beeinflusst direkt die Entwicklung des Kiemenbogenapparates
und so die Entstehung des DiGeorge-Phinotyps (LIAO et al., 2004).

Nun stellte sich die Frage nach der Funktion des DGCR6 Gens. Der Nachweis des
DGCR6 / DGCR6L — Proteins gelang mit der Hilfe von monoklonalen Antikdrpern und
eine erste biochemische Analyse der beiden Proteine folgte (PFUHL et al., 2005).
Zielsetzung der Arbeit war es, den Einfluss des Zellmetabolismus auf die DGCR6 /
DGCROL — Expression in Fibroblasten zu untersuchen, den Phosphorylierungsstatus zu
analysieren, die Halbwertszeiten in HeLa-Zellen und primédren Fibroblasten zu
bestimmen und die Expression des DGCR6 / DGCR6L in Maus-, Kaninchen-, und
menschlichem Gewebe zu untersuchen.

Weiter sollte die Expression des DGCR6 / DGCR6L im Gehirngewebe untersucht und

mit Gehirngewebe aus schizophreniekranken Menschen verglichen werden.
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3.1.1 Chemikalien, Membranen, Filter

Name Hersteller Katalog-Nr.
2,5-Diphenyloxazole Sigma (Steinheim) D-4630
2-Mercaptoethanol Sigma (St.Louis, USA) M-3148
2-Propanol Roth (Karlsruhe) 9866.2
3-Mercapto-1,2-Propandiol Sigma (Steinheim) M-1753
Acrylamid (rotiphorese Gel A) Roth (Karlsruhe) 3037.1
Agarose (SeaKem®GTG®) Biozym (Hess.Oldendorf) 50074
Amidoschwarz 10B extra Serva (Heidelberg) 12310
Ammoniumpersulfat (APS) Serva (Heidelberg) 13375
Bisacrylamid (rotiphorese Gel B) Roth (Karlsruhe) 3039.1
Bromphenolblau Serva (Heidelberg) 12163
Calcium-Chlorid-Dihydrat Roth (Karlsruhe) 5239.1
Cycloheximide ready made Sigma (Steinheim) C-4859
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma (Steinheim) D-8779

di-Natriumhydrogenphosphat- MERCK (Darmstadt) 1.06580.1000
Dihydrat

Essigsdure (Rotipuran® 100%) Roth (Karlsruhe) 3738.2
Ethanolldsung, vergillt Roth (Karlsruhe) K 928.3
Fetal Bovine Serum Biochrom AB (Berlin) SO0115
Fugene®-Transfection Reagent Roche (Mannheim) 11814443001
Gel-Blotting-Papier Schleicher & Schuell (Dassel) 10426694
Glycerol Sigma (Steinheim) G-5516
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Glycin

Roth (Karlsruhe)

3908.3

Hyperfilm™ ECL

Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, England)

RPN 2103 K

Kalium-Chlorid

MERCK (Darmstadt)

1.04936.1000

Kaliumdihydrogenphosphat

MERCK (Darmstadt)

1.04873.1000

Magermilchpulver (Natura flor®)

Topter (Dietmannsried)

009

Magnesium-Chlorid-Hexahydrat

MERCK (Darmstadt)

1.05833.1000

Methanol Apotheke der Universititsklinik
des Saarlandes

N,N,N",N"- Serva (Heidelberg) T-8133

Tetramethylethylendiamin

(TEMED)

Natrium-Chlorid Apotheke der Universitit des
Saarlandes

Natriumlaurylsulfat (SDS) Roth (Karlsruhe) 4360.2

Nitrocellulose Transfer Membrane | Schleicher & Schuell (Dassel) 10401196

(PROTRAN®)

Nylon Transfer Membrane Schleicher & Schuell (Dassel) 10416196

(Nytran®N)

PonceauS™ ICN Biomedicals Inc. 151942
(Ohio, USA)

Rontgen-Entwickler-Konzentrat ADEFO-Chemie GmbH 00011
(Niirnberg)

Rontgen-Fixierer-Konzentrat ADEFO-Chemie GmbH 00063
(Nirnberg)

Tris Utra Pure ICN Biomedicals, Inc. 819638
(Ohio, USA)

Triton X-100 Sigma (Steinheim) T-8787

Western Blotting Detection Amersham Biosciences RPN 2106

Reagents (Buckinghamshire, England)

Zellschaber (steril) Greiner Bio-One (Solingen) 541070
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3.1.2 Puffer & Losungen

Puffer / Losung Bestandteile

Amidoschwarz-Farbel6sung Isopropanol 25,0 % (v/v)
Essigsédure 10,0 % (v/v)
Amidoschwarz 0,1 % (v/v)

Amidoschwarz-Entfarber Isopropanol 10,0 % (v/v)
Eisessig 10,0 % (v/v)

Blocking-Puffer Magermilchpulver 5,0 % (W/v)

in PBS — Puffer

Bottomgelstock (SDS-Gel) Tris-HCL pH 8,8 I,5M
SDS 0,4 % (W/v)
Lauf-Puffer Tris-HCL 0,025 M
SDS 0,1 % (W/v)
Glycin 0,2M
PBS, blau (Freiburg) Stammlosung A
Natrium-Chlorid 80g
Kalium-Chlorid 2g
Magnesium-Chlorid-Hexahydrat lg
Calcium-Chlorid-Dihydrat 1,32¢g
mit Aqua dest. auf 1Liter auffullen
Stammlésung B
di-Natriumhydrogen- 28,98¢g
phosphatdihydrat
Kaliumdihydrogenphosphat 2g
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mit Aqua dest. auf 1 Liter auffillen

- PBS ,,blau* fiir 1 Liter:
Stammldsung A: 100ml
+ Stamml6ésung B: 100ml

+ 800ml Aqua dest

2x SDS-Proben-Puffer Tris-HCL, pH 6,8 130mM
(2x sample buffer) - klar

SDS 6 % (W/v)

3-Mercapto-1,2-propandiol 10 % (v/v)

Glycerol 10 % (w/v)
2x SDS-Proben-Puffer Tris-HCL, pH 6,8 130mM
(2x sample buffer) - blau

SDS 6 % (W/v)

3-Mercapto-1,2-propandiol 10 % (v/v)

Glycerol 10 % (w/v)

Bromphenolblau 0,05 % (w/v)
Transfer-Puffer Tris-HCL 25mM

Glycin 192mM

Methanol 20 % (v/v)

SDS 0,05 % (wW/v)
Uppergelstock (SDS) Tris-HCL pH 6,8 0,5M

SDS 0,4 % (W/v)
,A-er Antibiotika“- Losung Penicillin 40 000 IE / ml

(Griinenthal GmbH, Aachen)

Streptofatol 50 mg / ml

(Fatol-Arzneimittel GmbH;

Schiffweiler; Kat.-Nr. 3838258)

Neomycinsulfat 10mg / ml

(Caesar & Loretz GmbH,

Hilden; Kat.-Nr. 5419)
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Nystatin

(FAHRHAUS Pharma,
Hamburg;

Kat.-Nr. 113000 05GH)

10000 IE/ ml

—> gelost in MEM-EARLE

Trypsin-EDTA (10x)

Trypsin-EDTA

Osterreich; Kat.-Nr. L11-003)

(PAA Laboratories GmbH, Linz;

100ml /L

Penicillin / Streptomycin
(Biochrom AG, Berlin;
Kat.-Nr. A2213)

Sml/L

ad Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (1x)
(PAA, Pasching; Osterreich; Kat.-Nr. H21-002)

"Stripping"-Puffer

Tris pH 6,7 7,57g/ L
SDS 20% 100ml /L
ad Aqua dest.

3.1.3 Kulturmedien

Den unten genannten Medien wurden je 0,5-Liter-Flasche 50ml Fotales Kilberserum

und 0,5ml 4-er-Antibiotikum zugesetzt. Falls dies nicht der Fall war, wurde im Text

speziell darauf hingewiesen.

MEM-EARLE (1x) Biochrom AG (Berlin) FG 0325

RPMI 1640 Camprex Bio Science Verviers BE 12-702 F
(Belgien)

DMEM (1x) PAA Laboratories GmbH E 15-810
(Osterreich)

1x MINIMUM ICN Biomedicals, Inc. 1641454

ESSENTIAL MEDIUM (Ohio, USA)

EAGLE (MOD.)
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3.1.4 Zellinien

HelLa Diese Zellinie stammt aus einem zervikalen Adenokarzinom der
31 Jahre alten Patientin Henrietta Lacks und wurde im Jahre
1952 etabliert (GEY, COFFMAN, KUBICEK; 1952)

Fibroblasten Diese Zellinie stammt aus Kindervorhaut-Fibroblasten von der

Urologischen Klinik der Universitét des Saarlandes

3.1.5 Antikorper

Primér-Antikorper

AntikSrper Funktion Hersteller Katalog-Nr.
Anti-DiGeorge-AK bindet sowohl das zur Verfiigung gestellt
Klone 2C5, 3C7, 7C8 | DGCRG6- als auch das |von Fr. Dr. Kremmer
DGCR6-L-Protein (GSF Miinchen)
Anti-HA, Klon 3F10 | bindet das humane Roche Applied 11867423001
Hamagglutinin-Protein | Science (Mannheim)
Anti-B-Actin monoklonaler AK Sigma (Taufkirchen) A5441
Klon AC15 gegen humanes
B-Aktin
p33 (AB-6) monoklonaler AK Onkogene™ OP43-100UG
Klon Do-1 gegen humanes p53
c-Myc (9E10) monoklonaler AK Santa Cruz sc-40
gegen humanes Biotechnology, Inc.
c-Myc p67 Protein
Sekundér-Antikorper
a-rat IgG Peroxidase |monoklonaler Sigma (Taufkirchen) A 5795
peroxidase-
gekoppelter Ak gegen
Ratte-IgG
a-mouse IgG - monokonaler Sigma (Taufkirchen) A 9044
Peroxidase peroxidase-
gekoppelter Ak gegen
Maus-IgG
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Die Antikdrper wurden in folgenden Verdiinnungen eingesetzt:

Primér-Antikorper

Sekundér-Antikorper

Anti-DiGeorge : 10 Anti-rat 1:2000
Anti-HA : 100 Anti-mouse 1:2000
Anti-B-Actin : 5000

Anti-p53 : 100

Anti-c-Myc : 100

3.1.6 Vektoren & Effektorplasmide

Vektoren:

pSGS Vector

Stratagene (La Jolla, USA)

216201

Fiir Transfektionen wurden folgende Effektorplasmide eingesetzt:

pSG5-HA-DGCR6 und pSG5-HA-DGCR6-L:

Diese Plasmide wurden im Rahmen der Diplomarbeit von Thorsten Pfuhl hergestellt

und dienten der eukaryotischen Expression des humanen DiGeorge Critical Region 6
Proteins (DGCR6) bzw. des humanen DiGeorge Critical Region 6L Proteins (DGCG6-
L). Durch den zusitzlichen HA-, Tag®“ konnte das Protein auch mit Anti-HA -

Antikorper (Roche) nachgewiesen werden.

pSG5-HA-SMN:

Dieses Plasmid wurde im Labor von Prof. Dr. Friedrich Grésser hergestellt und diente
als Transfektionskontrolle der Versuche mit den Effektorplasmiden pSG5-HA-DGCR6
und pSG5-HA-DGCR6-L. Dieses HA-SMN-Protein kann ebenfalls mit anti-HA-

Antikorper im Western Blot nachgewiesen werden.
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3.1.7 Molekulargewichtsmarker

Die Einzelkomponenten wurden von Sigma (Miinchen) bezogen und der Marker selbst
zusammengestellt. Das Molekulargewicht anderer Substanzen konnte anhand der im
Marker enthaltenen Proteine geschéitzt werden.

Der Marker enthilt folgende Proteine:

Phosphorylase B 94 |kDa
Bovines Serumalbumin (BSA) 67 |kDa
Ovalbumin (OVA) 43 |kDa
Carboanhydrase 30 |kDa
Trypsininhibitor aus Sojabohnen 20,1 |kDa
Lactalbumin 14,4| kDa

3.1.8 Computer-Software

Zur Erstellung dieser Arbeit wurde das Textprogramm Microsoft WORD 2000 und fiir

die Bildbearbeitung das Programm Corel Photo-Paint 9 verwendet.

3.1.9 verwendete Laborgeriite

Blotkammer LKB 2005 Transphor Electro Blottting Unit

Ultraschallgerét Bronson Sonifier 250

Ultra-Thurrax® IKA Labortechnik, Staufen, Germany

Zentrifugen Heraeus Megafuge 1,0 R; Heraeus Picofuge
Sigma 202 MK

Vortex Heidolph REAX 2000

Sterilbank Waldner Electronics FAZ 3

Wirmschrank Heraeus Typ B5060 EK — CO,
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3.2.1 Haltung von Zellen

3.2.1.1 HeLa-Zellen

HeLa-Zellen wurden in 75cm® bzw. 175cm” Gewebskulturflaschen gehalten. Pro
Gewebskulturflasche wurden 25ml bzw. 50ml DMEM-Ndhrmedium (inklusive fotalem
Kélberserum und 4er-Antibiotikum) hinzugegeben. AnschlieBend wurden diese im

Wirmeschrank bei 37°C und 5% CO, Partialdruck inkubiert.

3.2.1.2 Primire Fibroblasten

Die aus Kindervorhduten etablierte und somit primére Fibroblastenzellinie wurde
analog der HeLa-Zellinie in 75cm® bzw. 175cm® Gewebskulturflaschen gehalten. Als
Néahrmedium wurde MEM-EARLE (mit fotalem Kélberserum und 4er-Antibiotikum)
verwendet. Die Inkubation erfolgte ebenfalls bei 37°C und 5% CO, — Partialdruck.

3.2.2 Passagieren von Zellen

Nachdem sich die Zellen auf den Boden der Gewebskulturflasche niedergelassen haben,
beginnen sie zu wachsen und sich zu vermehren. Je nach Generationszeit ist der Boden
der Flasche nach ca. 3-6 Tagen zugewachsen. Aufgrund der Zellkontakte zueinander
stellt sich eine Wachstumsinhibition der Fibroblasten und der HeLa-Zellen ein, die
Zellteilung stoppt und die Zellen gehen in die Go-Ruhephase iiber.

Da fiir eine Versuchsanordnung jedoch meist groflere Mengen von Zellen bendtigt
werden, miissen diese vom Boden der Zellkulturflasche abgelost und entweder in
mehrere  Gewebskulturflaschen  aufgeteilt  (~gesplittet) oder in  grofere
Gewebskulturflaschen iiberfithrt werden. Hierzu wird das Ndhrmedium abgenommen
und 6ml Trypsin-EDTA hinzugefiigt. Im Normalfall I6sen sich die Zellen nach ca.
10min. ab. Ist dies nicht der Fall, fiihrt das Auswechseln des schon zugefiihrten

Trypsins durch frisches Trypsin-EDTA meist zum Erfolg.
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3.2.3 Transfektion von Zellinien

Fir eine Transfektion wurden runde Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von

10cm verwendet. Das Reagenz wurde zuvor auf Zimmertemperatur aufgewarmt.

1) Pro Ansatz wurden 5ul Fugene®-Transfektions-Reagenz in 100ul DMEM-

Néahrmedium eingetropft. Es ist zu beachten, dass das Ndhrmedium frei von
fotalem Kélberserum und 4er -Antibiotikum ist, um eine Einfluffnahme auf die

Transfektion zu verhindern.

2) Nach 5min wurden 2ul Vektorlosung (pSG5-DGCR6 oder pSG5-DGCR6-L;

Ipg/ul) und 0,2ul pSGS5-SMN-Vektorlosung (mit HA-Tag; ebenfalls 1pg/ul)

als Transfektionskontrolle hinzugegeben.

3) Fiir weitere 15-45min binden nun die Nukleinsdure — Konstrukte an die Micellen

4)

5)

des Fugene’-Transfection Reagenz.

Diese Lipid-Ndhrmedium-Mischung wird nun tropfchenweise auf den
Fibroblasten-Zellkulturschalen u. HeLa-Zellkulturschalen verteilt. Um eine gute
Aufnahme der Micellen in die Zellen zu erlangen, sollten die Zellen 50-80% des
Kulturschalenbodens bedeckt haben und noch voll im Wachstum inbegriffen
sein.

Es folgt eine Haltung der Zellen fiir 24-48 Stunden im Wirmeschrank; danach
schlieft sich die Cycloheximid-Inhibition an, die folgend erklért wird.

3.2.4 Proteinsynthese-Hemmung mit Cycloheximid

3.2.4.1 Cycloheximid

Cycloheximid, auch unter dem Akronym CHX bekannt, zdhlt zur Gruppe der

Antibiotika und wird von Staphylokokkus griseus produziert. Die hauptsidchliche

biologische Aktivitdt besteht in der Hemmung der Translation in eukaryoten Zellen und

fiihrt damit zur Proteinsynthese-Hemmung, die eine Zellwachstumshemmung und den

Zelltod zur Folge haben. Es wird weithin fiir die Bestimmung von Protein-

Halbwertszeiten eingesetzt.
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3.2.4.2 Das Prinzip

Bei der Erforschung von Zellfunktionsabldufen ist die Charakterisierung von beteiligten
Proteinen eine Disziplin, die grundlegende Informationen fiir weitere
Forschungsbereiche bereitstellt. Die Bestimmung der Protein-Halbwertszeiten trdgt in
diesem Zusammenhang einen wichtigen Faktor zur Charakterisierung von Proteinen
bei. Bei der Cycloheximid-Inhibition wird die Proteinsynthese gehemmt. Folglich wird
kein neues Protein synthetisiert und das bereits vorhandene Protein wird abgebaut.
Durch parallele Fiihrung von mehreren Zellkulturschalen und einer zeitlich
einheitlichen Inhibierung der Proteinsynthese lassen sich durch das Abnehmen von
Zellkulturschalen zu unterschiedlichen Zeiten deren aktuelle Proteinmengen bestimmen.
Ein Marker fiir die Abnahme der Proteinmenge ist die Reduzierung des Proteins auf

50% der Ausgangsmenge, der sogenannten Halbwertszeit.

3.2.4.3 Durchfiihrung der Cycloheximid-Inhibition

Herstellung der Cycloheximid-MEM-EARLE-Loésung (CM-Lsg.):

Da der Metabolismus von Zellen unterschiedlich ist, muss die Cycloheximid-
Konzentration den Zellen angepasst werden. In Anlehnung an die wissenschaftliche
Arbeit von Bjorn Schwalbert (http://scidok.sulb.uni-saarland.de/volltexte/2006/582/)
wurden folgende Konzentrationen iiberpriift und modifiziert:

fiir primdre Fibroblasten: ~ 60ug / pl, alternativ 80ug / pl

fiir HeLa-Zellen: 25ug / ul

Verwendet wurde ,,Cycloheximid ready made* mit einer Konzentration von 100mg/ml.

Der Zeitverlauf:

- 2x 50ml MEM-EARLE-Né&hrmedium wurden mit je 30ul Cycloheximid versetzt
(CM-Losung)

- Nahrbodeniiberstand der 12 Schalen wurden abpippetiert

- 10 von 12 Schalen wurden mit CM-L6sung tiberschichtet und in den Warmeschrank
gestellt; Erstellung eines Zeitplanes (Uberschichtungszeit = Ty, Schalenabnahmen

dann nach 2, 4, 8 und 12 Stunden = T, T4, Ts, T12).
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Die iibrigen 2 Proben wurden wie folgt weiterverarbeitet:

- Schalen wurden mit je Sml PBS gewaschen, abpippetiert und erneut mit 1,5ml
PBS iiberschichtet

- Mit einem sterilen Zellkratzer wurden die Zellen vom Schalenboden abgehoben,
in ein Reaktionsgefdl} tiberfiihrt und fiir 10 Minuten zentrifugiert (1200rpm, 4°C)

- AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet bei —20°C
eingefroren. Zu den jeweiligen Zeitwerten wurden die anderen Schalen analog der
ersten beiden verarbeitet und eingefroren.
Am néchsten Tag:

- Losung der Pellets mit 100ul klarem Sample buffer

- Ultraschallzertrimmerung fiir 5s (Zellen werden zerstort)

- Kochen der Zellen fiir 10min (Denaturierung der Proteine)

Nun ist die Inhibition abgeschlossen und es folgt der Western Blot.

3.2.5 Gewebe-Asservation

3.2.5.1 Kaninchen

Um die Gewebeexpression der DiGeorge-Proteine in Kaninchengewebe zu untersuchen,
wurden Gewebeproben aus GroBhirn, Kleinhirn, Medulla oblongata, Lunge,
Skelettmuskel, Herzmuskel, Nieren, Nebennieren, Milz, Leber, Ovarien, Magen,
Jejunum, Ileum und Colon.

Das Kaninchen (New Zealand White Rabbit; Jackson laboratories) wurde im Rahmen
anderer Studien am virologischen Institut der Universitdt des Saarlandes Homburg mit
Peptidkonjugaten immunisiert, ausgeblutet und mir unmittelbar danach als Tierkadaver
iberlassen. Die Immunisierung erfolgte mit Keyhole limpit hemcyanin, SDMA und

CFA (Freudsches Adjuvant).

Vorgehensweise:

Das Kaninchen wurde mit 1,5ml Ketavet und 2,5ml Rombun 2% eingeschlifert. Der
Tod trat mittels Herzpunktion ein (vollstindige Blutentnahme). Unmittelbar danach
wurden je 3 Proben mit einem Volumen von je lem® von den oben genannten Geweben

entnommen und sofort bei —70°C eingefroren.
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Weiterverarbeitung des Gewebes zu Extrakten:

- Auftauen der Proben

- Mechanische Zerkleinerung des Gewebes (Skalpell)

- Zugabe von 100ul klarem Proben Puffer incl. einem Proteinase-
Inhibitorengemisches

- Zerkleinerung des Gewebes mit Hilfe eines Homogenisators (ca. 5s; grob)

- Ultraschallzertrimmerung (3 mal 7s; fein)

- Kochen fiir 10min bei 98°C

- Zentrifugation fiir Smin bei 13000rpm

- Uberfiihren des Uberstandes in neue ReaktionsgefiBe

Nun folgte die Weiterverarbeitung im Western Blot (S. 34).

3.2.5.2 Gehirngewebe

Alle in dieser Arbeit verwendeten Gehirngewebe wurden mir freundlicherweise von

Fr. Dr. Schmitt, Institut fiir Psychiatrie - Universitdt Gottingen, zur Verfligung gestellt.
Die zuvor in Trockeneis gelagerten Gewebeproben wurden in gefrorenem Zustand in
neue ReaktionsgefdBe tiberfiihrt und mit 100l klarem Sample Buffer (incl. Proteinase-
Inhibitorengemisch) versetzt. Es folgte die Utraschallzertrimmerung, das Kochen und
das Zentrifugieren analog der Gewebeaufbereitung der Kaninchengewebe. Aufgrund
des weichen Gehirngewebes war die Grobgewebezertrimmerung mit dem Ultra-

Thurrax nicht notwendig. Auch hier folgte nun die Weiterverarbeitung im Western Blot.

3.2.5.3 Maus

Das Mausgewebe stand mir laborintern schon als Gewebeextrakt zur Verfiigung, das
von NIH-3T3-Zellen (American Type Culture Collection; Kat.Nr. CRL-1658)
gewonnen wurde. Der Name dieser immortalisierten Miusefibroblasten-Zellinie stammt
aus der Etablierungszeit, bei der die Zellen zu Beginn alle 3 Tage 1 : 3 passagiert

wurden (~3T3).
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3.2.6 Der Western Blot

Molekularbiologisch meint man heute mit dem Western Blot die Ubertragung von
Proteinen von einer Tragermatrix, z.B. eines Gels, auf eine Membran (z.B.
Nitrozellulosemembran, Nylon-Membran). Nach einer Proteinfarbung lassen sich die
iibertragenen Proteine als eine Art ,,Fleck™ (blot) sichtbar machen. Wiéhrend die
Proteine nach der Gelelektrophorese im Gel eingeschlossen sind, befinden sie sich nach
dem Blot auf der Oberfldche einer Membran und konnen so von Antikérpern gebunden

und damit spéter leicht sichtbar gemacht werden.

3.2.6.1 Extinktions-Messung der Extrakte

Ziel ist die Bestimmung der Proteinmenge in dem jeweiligen Gewebeextrakt. Diese ist
notwendig, um bei der Gelelektrophorese gleiche Mengen an Protein aufzutragen und
somit Unterschiede von Mengen anderer Proteine zuverldssig bestimmen zu konnen.
Die Extinktionsmessung allein ist wissenschaftlich jedoch nicht anerkannt, um
identische Mengen an Protein nachzuweisen. Deshalb wurden zusitzlich
Molekulargewichtsmarker verwendet. Im Verlauf zeigte sich jedoch, dass die
Bestimmung der Proteinmenge iiber die Extinktions-Messung sehr zuverldssig den
Proteingehalt von Losungen wiederspiegelte und keinerlei Korrekturen notwenig
wurden.

Aufgrund der groBBen Proteinmengen in einem Gewebeextrakt wurde eine
Verdiinnungslosung von 1:50 zur Extinktionsmessung hergestellt. Dabei werden vom

Gerit 500pl Fliissigkeit benotigt:

10pl Gewebeextrakt + 490ul 0,1M NaOH — 500ul

Als Referenzwert werden 500ul 0,1M NaOH verwendet und die Proteinmenge bei
280nm Wellenldnge gemessen. Zu Beginn und vor jeder neuen Messung wurde das

Schlauchsystem mit destilliertem Wasser ausgespiilt.
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Die Formel zur Berechnung des Volumens, das 30ug Protein beinhaltet, wurde speziell

fiir dieses Labor und das entsprechende Gerit erstellt.

6,4
Volumen fir 30ug Protein in ul; ° 2
" 4 HE K Extinktion swert

In wenigen Féllen wurden fiir Gele andere Proteinvolumina verwendet, auf die bei der

jeweiligen Bildbeschreibung speziell eingegangen wird.

3.2.6.2 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine analytische Methode der Chemie und Molekularbiologie,
um verschiedene Arten von Molekiilen zu trennen. Dabei wandert eine Mischung aus zu
trennenden Molekiilen unter Einfluss eines elektrischen Feldes durch ein Gel, welches
in einer ionischen Pufferlosung liegt. Je nach GroBe und Ladung der Molekiile bewegen
sich diese unterschiedlich schnell durch das als Molekularsieb wirkende Gel.

Als Gelmatrix wird u.a. Agarose eingesetzt, ein hochreiner Algenextrakt, der ein relativ
groBBporiges Netzwerk (150nm — 500nm) bildet und sich gut zur Trennung von DNA,
RNA und hochmolekularen Proteinen eignet. Im Gegensatz dazu verwendet man eine
polymerisierte Acrylamid-Matrix z.B. zur Trennung von mittel- und niedermolekularen
Proteinen (PorengroBe ca. 3-6nm). Die Matrix behindert die zu trennenden Molekiile
bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld.

Eine Variante der Gelelektrophorese ist die sogenannte SDS-Page (Abkiirzung fiir engl.
sodium dodecylsulfate polyacrylamid gelelectrophoresis). Als Basis fungiert ein
Acrylamidgel, das zusdtzlich SDS (deutsch: Natriumdodecylsulfat) enthélt. Ist dieses
anionische Detergenz im Uberfluss vorhanden, iiberdeckt es die Eigenladungen von
Proteinen, sodass alle Proteine vergleichbar negativ aufgeladen sind und deren

Laufverhalten im Gel somit nur noch von deren Grof3e abhingt.
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3.2.6.2.1 Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels

Die beiden Anteile des Gels (Sammelgel, Trenngel) werden zwischen zwei Glasplatten
einpipettiert. Das Sammelgel fungiert darin, Unterschiede der Proteinlésung im pH-
Wert und der Konzentration auszugleichen, um eine Kontrasterhohung bei der
Proteinauftrennung zu erreichen. Im Trenngel findet die Auftrennung der Proteine statt.

Durch Zugabe von Temed und APS polymerisiert das Gel innerhalb 15min.

Gelzusammensetzung:

Bestandteile Trenngel Sammelgel
(Bottomgelstock) (Uppergelstock)

Sammelgelstock - 1,25 ml
Trenngelstock 4,0 ml -
Acrylamid (30%) 5,3 ml 750 pl
Bisacrylamid (2%) 2,12 ml 300 pl
H,Opigest 4,58 ml 2,7 ml
APS (10%) 140 pl 50 pl
TEMED 14 pl 10 pl

3.2.6.2.2 Auftragen der Extrakte

Das fertiggestellte Gel wird nun in die Gelelektrophoresevorrichtung eingebracht und
befestigt. Durch den oben und unten eingefiillten Transferpuffer steht das Gel in einem
gleichmiBigen elektrischen Feld.

In die mit dem Teflonkamm erzeugten Geltaschen werden nun die Extrakte eingefiillt.
Dabei bedient man sich einer Hamilton-Mikronadel, mit der sich die Extrakte zielgenau

in die Geltaschen einfiigen lassen.
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3.2.6.3 Der Proteintransfer

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden
die Proteine auf Nitrozellulose iibertragen und fixiert. Uber ein elektrisches Feld werden
die Proteine nun im Gegensatz zur Elektrophorese horizontal aus dem Gel auf die
Membran gezogen. Das so erhaltene Bandenmuster spiegelt die Verteilung der Proteine

im Originalgel exakt wider (BURNETTE, 1981).

Vorbereitung:

Nitrozellulose-Transfer-Membran wird fiir 10min in PBS &quilibriert. Nun wird das
fertige Gel aus der Gelkammer genommen und eine der Glasscheiben abgehoben. Das
Sammelgel hat keine weitere Funktion mehr und wird mit einem Spatel vom Trenngel
abgestreift.

Der ,Blot-Sandwich* besteht aus dem Gel und der direkt aufliegenden
Nitrozellulosemembran, die in Stofftiicher und Blottingpapiere fixiert werden und in die

Blotkammer eingesetzt werden.

3.2.6.4.1 PonceauS™ -/ Amidoschwarz — Firbung

Nach Beendigung des Proteintransfers wurden die iibertragenen Proteine auf der
Nitrozellulosemembran mit Hilfe des Farbstoffes PonceauS™ detektiert. Eine
Einschitzung der Proteinmengen in den Proben und die Abtrennung des
Molekulargewichtsmarkers werden dadurch ermoglicht.

Der Molekulargewichtsmarker wird fiir 30min mit Amidoschwarz iiberschiittet und
daraufhin in ein Amidoschwarz-Entfarbebad iiberfiihrt und fiir weitere 30min entfarbt.
Mit einem Gel Blotting Papier wird der Marker getrocknet und die Banden zusétzlich

markiert, da sich durch den Trocknungsprozel3 ein Grofteil der Farbe auflost.

3.2.6.4.2 Blocken in PBS — Milch

Nach dem Proteintransfer haben die Proteine des Gels kovalent an die aktivierte

Nitrozellulosemembran gebunden. Um eine kovalente Bindung der folgenden priméaren
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und sekunddren Antikérper zu verhindern, werden die noch freien bindungsfiahigen
Abschnitte der Membran mit einer Proteinldsung gesittigt (~geblockt). Man bedient

sich dabei der natiirlichen Proteinlosung fettarmer Milch.

3.2.6.5 Immundetektion

Der qualitative und quantitative Nachweis eines bestimmten Proteins ist mittels einer
Immundetektion moglich. Dazu bedient man sich Antikérpern, die spezifisch an
Epitope der gewiinschten Proteine binden. Durch den Einsatz von primdren oder
sekundédren Antikorpern, die an Enzyme gekoppelt sind, ist es moglich, Aussagen iiber
die Menge gebundener Antikorper und damit iiber die Gesamtmenge an Protein zu

treffen.

3.2.6.5.1 Primiir-/ Sekundir-Antikorper

Die verschiedenen Primérantikorper wurden im Teil Material aufgelistet. Thnen
gemeinsam ist die Bindung an das Protein-Epitop auf der Nitrozellulose-Membran.

Pro Membran wurden 4ml 5%-ige PBS-Milch in ein 15ml Falcon einpipettiert und mit
dem entsprechenden Antikorper in der angegebenen Verdiinnung versetzt. Nach
Mischung im Vortex wurde die geblockte Membran 2x in PBS gewaschen und
anschlieBend in einer Prospekthiille blasenfrei mit der Antikdrper-Milch-Mischung
eingeschweifit. Fiir mindestens 4 Stunden wurde sie fiir eine gute Bindung der
Antikorper bei 4°C auf den Taumler gelegt.

Nach erfolgter Inkubation der Nitrozellulosemembran mit dem Erstantikdrper wurde die
Membran fiir 3 x 10min mit PBS gewaschen, um die restlichen nicht gebundenen
Antikorper zu entfernen. AnschlieBend wurden erneut 4ml 5%-ige PBS-Milch in ein
15ml Falcon einpipettiert und mit dem entsprechenden Zweitantikdrper gemischt.
Dieser gegen das Fc-Fragment des Erstantikorpers gerichtete Antikorper beinhaltet das
Enzym Peroxidase, das fiir die folgende Chemilumineszenz - Reaktion verantwortlich

ist.
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3.2.6.5.2 Chemilumineszenz

Es handelt sich hierbei um eine chemische Reaktion, bei der Licht abgestrahlt wird. Die
Chemilumineszenz unterscheidet sich von der Fluoreszenz oder der Phosphoreszenz
dadurch, dass dieser spezielle angeregte Zustand von Molekiilen im Verlauf einer
chemischen Reaktion erreicht wird, und das Licht nicht als Folge einer hohen
Temperatur sichtbar wird.

Die bekannteste Chemiluminenzenz-Reaktion (ECL - Enhanced Chemiluminescence,
Amersham) wird auch in dieser Arbeit verwendet. Dabei wird durch Zugabe von
Wasserstoffperoxid Luminol in Gegenwart von Eisenionen oxidiert und es entsteht ein
blduliches Licht mit einer Wellenlinge von 428nm. Mit diesem Licht ldsst sich ein

ECL-Hyperfilm™ belichten.

Protokoll:

Fiir die ECL-Férbung wurden je 3ml der ECL™-Western Blotting Detection Reagents
miteinander vermischt und fiir ca. Imin auf die Nitrozellulosemembran gegeben.
AnschlieBend wurde ein ECL™-Hyperfilm mit der leuchtenden Membran fiir 30
Sekunden bis 10 Minuten belichtet. Nach Entwicklung und Fixierung des Filmes
(Rontgen-Entwickler/ Fixierer-Konzentrat; ADEFO) wurde der Film bei Raum-

Temperatur getrocknet und ausgewertet.

3.2.6.5.3 Quantifizierung der Banden

Fiir die Quantifizierung des Lichts wurde der Lumolmager von Roche verwendet. In
diesem Gerdt kommen eine Peltier-gekiihlte CCD-Kamera und ein speziell entwickeltes
Linsensystem mit einer Auflosung von 1280x1024 Pixeln zum Einsatz. Das emittierte
Licht wird direkt von dieser Kamera in Abhédngigkeit der Belichtungszeit
aufgenommen. Die Quantifizierung erfolgt mittels der Lumi-Analyst'™ —Software.
Dabei erfolgt die Umsetzung der Lichtquanten anhand von Lichtschwirzungspunkten in

einem digitalen Bild. Die Auswertung erfolgt in BLU (Biochemical Light Units) .
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3.2.6.6 "Strippen' eines Western Blots

Um Kreuzreaktionen verschiedener Antikorper untereinander zu verhindern, kann es
sinnvoll sein, bei mehreren zu detektierbaren Proteinen eine Aufteilung der
Antikorperlosungen pro Inkubation vorzunehmen. Dadurch wird es aber auch nétig, die
nicht kovalent gebundenen Antikorper wieder von der Nitrozellulosemebran zu 16sen,
um anschlieBend weitere Antikorper auf die Membran zu applizieren.

Diese Ablosung erfolgt mittels eines ,,Stripping Puffers und einem Zusatz von (-
Mercaptoethanol. Dabei fiihrt das [-Mercaptoethanol zu einer Auflésung der
Disulfidbriicken der Antikorper und der Antikdrper zerféllt. Der SDS-haltige Puffer 16st
die nicht kovalenten Bindungen des Antikorpers zum Protein-Epitop auf. Zu einem
geringen Anteil werden durch das SDS auch die kovalenten Protein-
Nitrozellulosemembran-Bindungen angegriffen. Darum ist es nétig, die Membran nach

dem Strippen und dem Waschen nochmals mit PBS-Milch zu blocken.
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4.1 Grundlagen

Das DiGeorge-Syndrom gehort zu der Gruppe der 22qll1-Mikrodeletionssyndrome
(SCAMBLER 2000). Das DGCR6 Gen ist eines der Kandidatengene der DiGeorge
Critical Region (DEMCZUK et al., 1996). Aufgrund einer Duplikation bestehen zwei
funktionelle Kopien des Gens — DGCR6 und DGCR6L (EDELMANN et al. 2001). Eine
Hochregulation der mRNA des DGCR6 zeigte sich in der Mamma-Karzinom-Zellinie
MDA-MB-435 (EUER et al., 2002). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das DGCR6
die Genregulation beeinflusst (HIERCK et al., 2004).

Das Epstein-Barr-Virus induziert die infektiose Mononukleose und ist mit
verschiedenen Tumoren assoziiert (REVIEW IN RICKINSON UND KIEFF, 1996).
Von den Genen bzw. Proteinen, die das Virus in Tumorzellen exprimiert, sind das
EBNAZ2, das EBNA3c und das LMP1 essentiell fiir die Transformation durch das Virus
(REVIEW IN BORNKAMM UND HAMMERSCHMIDT, 2001). Dabei fungiert das
EBNA2 als Transaktivator der viralen und zelluliren Genexpression (REVIEW
ZIMBER-STROBL und STROBL, 2001), das LMP1 dagegen als virales Onkogen, das
z.B. iiber NfkB die Genexpression aktiviert (LAHERTY et al., 1992). Das EBNA3c ist
u.a. an der Metastasierung von EBV-transformierten Tumorzellen beteiligt ist
(SUBRAMANIAN et al., 2001; SUBRAMANIAN UND ROBERTSON, 2002).

Nun zeigte sich im Rahmen eines Hefe-Zwei-Hybridexperiments, bei dem das EBNA2
als Finger eingesetzt wurde, das DGCR6 und das EBNA3c als potentieller
Bindungspartner (GRASSER, unveréffentlicht, 2003).

Da bisher das DGCR6 / DGCR6L — Protein noch nicht charakterisiert worden war,
wurden monoklonale Antikorper gegen die DGCR6 / DGCR6L — Region hergestellt.
Dabei zeigte sich eine leicht erhohte Mobilitit des DGCR6-Proteins. Zusitzlich zeigte
sich eine doppelte Bande beim Nachweis des endogenen DGCR6 / DGCR6L in der
Mamma-Ca-Zellinie MDA-MB-231 (PFUHL et al., 2005). Damit lag der Verdacht
nahe, dass beide Proteine, DGCR6 und DGCROL, in diesen Geweben exprimiert
werden. Ausgeschlossen werden konnte eine Phosphorylierung als Zeichen einer
sekunddren Modifikation, die zu einer Migrationsdifferenz fiihren kdnnte (s. Kapitel

4.3).
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Eine unterschiedliche Faltung der beiden Proteine konnte sich in einer
Migrationsdifferenz der beiden Proteine und so auch in unterschiedlichen biologischen
Funktionen manifestieren. Jedoch zeigten sich weder in der Lokalisation des DGCR6
bzw. DGCR6L-Proteins (PFUHL et al., 2005) noch in der Metabolisierung der beiden
Proteine Unterschiede (Halbwertszeiten, s. Kapitel 4.4).

Es zeigte sich eine Erhohung der DGCR6-Proteinmenge in EBV-transformierten
Tumorzellen und lymphoblastoiden Zellinien (PFUHL et al., 2005). Weder ein Einfluss
des DGCR6 in die EBNA2 / EBNA3c-gesteuerte Transaktivierung des viralen LMP1
Promotors noch ein Einfluss in die Aktivierung des NFkB durch das virale LMP1
konnte bestdtigt werden (PFUHL et al., 2005).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des Zellmetabolismus auf die
DGCR6/ DGCR6L-Expression in Fibroblasten zu wuntersuchen, die Frage der
Phosphorylierung zu kldren, die Halbwertszeiten in HeLa-Zellen und priméren
Fibroblasten zu bestimmen und die Expression des DGCR6 / DGCR6L in Maus-,
Kaninchen-, und menschlichem Gewebe zu untersuchen.

Weiter war es Ziel der Arbeit, die Expression des DGCR6 / DGCR6L im Gehirngewebe
zu untersuchen und mit Gehirngewebe aus schizophreniekranken Menschen zu

vergleichen.

4.2 Einfluss des Zellmetabolismus auf die DGCR6 / DGCR6L — Expression

Da die T-Zellfunktion in Patienten mit DiGeorge-Syndrom héufig gestort ist, wurde die
Expression des DGCR6 und DGCR6L in aktivierten T-Zellen (PBMC's) untersucht.
Nach einer Stimulation mit einer Mischung aus IL-2 und Phytohdmagglutinin wurden
die CD69 und CD3-positiven Lymphozyten iiber eine FACS analysiert. Eine
Vermehrung der Zellzahl und der Zellaktivitit konnte beobachtet werden. Zellextrakte
von stimulierten und nicht stimulierten PBMC’s wurden im Western Blot analysiert.
Die Proteinmenge erhohte sich auf das ca. 5-fache. Dies wiirde bedeuten, dass eine
Aktivierung des Zellwachstums mit einer Erhdhung der DGCR6-Proteinmenge
einhergeht (PFUHL et al., 2005).

Dieses Ergebnis sollte anhand von primdren Fibroblasten néher untersucht werden.
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Abb. 4.1: DGCR6 — Expression in wachsenden und ruhenden Fibroblasten
Links-oben: Primére Fibroblasten (Mensch) nicht konfluent, also noch wachsend, aktiviert
Rechts-oben: Primire Fibroblasten (Mensch) konfluent, also dicht gewachsen, Kontaktinhibition;

Férbung iiber DGCR6-7C8-Antikdrper; Proteinmengenkontrolle iiber f-Aktin — Farbung (unten)

Im oberen linken Bereich der Abbildung 4.1 sind die noch wachsenden Fibroblasten
aufgetragen. Zu Erkennen sind zwei Banden, wobei sich die obere nur erahnen ldsst. Im
Vergleich dazu wurden im oberen rechten Bereich die bereits ruhenden Fibroblasten
aufgetragen. Es zeigen sich zwei Banden, die in ihrer Intensitit verglichen mit den
Banden der noch wachsenden Fibroblasten einen 5-10fach hoheren Gehalt an DGCR6-

Protein aufweisen. Als Proteinmengenkontrolle dient B-Aktin.

4.3 DGCRG ist ein Phospho-Protein

Die beiden Proteine DGCR6 und DGCR6L haben die gleiche Aminosdurenldnge,
unterscheiden sich jedoch in wenigen Aminosduren. Das unterschiedliche Laufverhalten
in der SDS-Page konnte damit entweder auf diesen unterschiedlichen Aminosduren
beruhen oder aber auf eine sekundire Modifikation wie z.B. einer Phosphorylierung
zurlickzufiihren sein. Um den Phosphorylierungsstatus der DGCR6 / DGCR6L-Proteine
zu untersuchen (siehe 4.1), wurden zuerst HeLa-Zellen mit pSG5-HA-DGCR6 und
pSG5-HA-DP103 kotransfiziert. Dabei diente das Phosphoprotein DP103 als interne
Kontrolle (GRUNDHOFF et al., 1999). Die transfizierten HelLa-Zellen wurden mit

radioaktivem >°S-Methionin und radioaktivem H332PO4 markiert und die Extrakte

-44 -



ERGEBNISSE

immunprézipitiert. Als Isotyp - Kontrolle diente ein irrelevanter monoklonaler
Antikdrper aus der Ratte (Klon 5F10; KREMMER AND GRASSER, nicht publiziert),
der das Bornavirus-p40-Protein bindet (SAUDER et al., 1996). Weiter wurden der
Ratte-Antikorper 3F10 (Roche) gegen das HA-Epitop und eine 1:1:1 Mischung der
spezifischen DGCR6-Antikdrper verwendet. Die Prézipitate wurden iiber die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-Page) und anschlieBende Fluorographie
(GRASSER et al., 1991) analysiert.
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Abb. 4.2: Phosphorylierung des DGCR6 /DGCR6L

HeLa-Zellen wurden mit einer Mischung aus pSG5-HA-DP103 / pSG5-HA-DGCR6 transfiziert und mit
3S-Methionin bzw. H;’PO4 radioaktiv markiert. Zellextrakte wurden immunprizipitiert mit
irrelevantem monoklonalem Antikérper (**S-Kontrolle), mit monoklonalem Anti-HA-Antikérper 3F10
(**S-Anti-HA) und mit einer Anti-DGCR6-Antikorpermischung (*°S-Anti-DGCR6). Die Prizipitate
wurden tiber SDS-Page und Fluorographie analysiert. Die Positionen des HA-DP103 und des HA-
DGCR6 sind markiert. Die linke Bande zeigt die elektrophoretisch mit aufgetrennten '*C-markierten
Markerproteine (Amersham): Phosphorylase b, Rinderserumalbumin, Ovalbumin, Karboanhydrase,

Lysozym (absteigende Reihenfolge)
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Aus der Abbildung 4.2 wird deutlich, dass sowohl die HA-spezifischen als auch die
DGCR6-spezifischen Antikorper ein *°S-markiertes Protein mit einer molekularen
Masse von ca. 25kDa prizipitieren. Die **S-Kontrolle ist negativ. Der HA-spezifische
Antikérper prézipitierte zudem die DP103-spezifische Bande, wihrend diese in der *°S-
Kontrolle und der **S-Anti-DGCR6-Bande nicht vorhanden war.

Im parallel ausgefiihrten Experiment, in dem *’P-markierte Zellextrakte verwendet
wurden, stellten sich prézipitierte Proteine mit der gleichen Mobilitdt sowohl mit den
HA-spezifischen als auch mit den DGCR6-spezifischen Antikorpern dar. Die *°P-
Kontrolle war wiederum negativ und der HA-spezifische Antikdrper prizipitierte
wiederum das HA-DP103-Phospho-Protein (GRUNDHOFF et al., 1999).

In beiden Experimenten zeigte sich eine kleinere Bande mit der molekularen Masse von

ca. 20kDa bei Beniitzung der DGCR6-Antikorpermischung.

In einem &hnlichen Experiment wurden *2P-markierte Proteine prazipitiert, die mit

pSG5-HA-DGCR6 bzw. pSG5-HA-DCGRG6L transfiziert worden waren.
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Abb. 4.3: Phosphorylierung von DGCR6 / DGCR6L

COS-Zellen wurden mit pSG5-HA-DGCR6 bzw. pSG5-HA-DGCR6L transfiziert und mit Hy’PO4
markiert; die Zellextrakte mit dem Anti-HA 3F10-Antikorper (Roche) anschlieBend immunprézipitiert.
Die linke Bande zeigt die elektrophoretisch mit aufgetrennten '*C-markierten Markerproteine
(Amersham): Phosphorylase b, Rinderserumalbumin, Ovalbumin, Karboanhydrase, Lysozym

(absteigende Reihenfolge)
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Aus der SDS-Page wird ersichtlich: sowohl das DGCR6- als auch das DGCR6L-Protein
sind Phosphoproteine. Der Vergleich des Migrationsverhaltens zeigt wiederum das
unterschiedliche Laufverhalten der beiden Proteine in der SDS-Page: DGCR6 zeigt eine
leicht erhohte Mobilitét.

Zusammenfassend ldsst sich somit sagen, dass es sich bei den beiden Banden, die im
Western Blot -Verfahren in nicht transfizierten Zellen dargestellt werden konnen, sehr
wahrscheinlich um die beiden Proteine DGCR6 und DGCR6L handelt, und nicht um

eine sekundire Modifikation einer der Proteine im Sinne einer Phosphorylierung.

4.4 Halbwertszeitbestimmung der DGCR6 / DGCR6L — Proteine

Es wurde spekuliert, dass die unterschiedliche Mobilitit der DGCR6 / DGCR6L —
Proteine in der Gelelektrophorese auf eine unterschiedliche Proteinstruktur
zuriickgefiihrt werden konnte. Diese konnte sich z.B. in einer unterschiedlichen

Stabilitdt der Proteine widerspiegeln.

4.4.1 Halbwertszeitbestimmung in HeLa-Zellen

Wir analysierten den Umsatz der Proteine DGCR6 und DGCR6L jeweils separat. Nach
der Transfektion des HA-DGCR6 und HA-DGCRG6L - Gens in HeLa-Zellen wurde die
De-novo-Proteinsynthese mittels Cycloheximid inhibiert (GRASSER et al., 1991). Bis
zu 16 Stunden lang wurden die transfizierten HeLa-Zellen mit Cycloheximid inkubiert,
die Zellextrakte anschlieBend mittels der DGCRG6-spezifischen Antikdrper iliber das

Western Blot — Verfahren analysiert; f-Aktin diente als interne Kontrolle.
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Abb. 4.4: Bestimmung der Halbwertszeit von DGCR6 und DGCR6L in HeLa-Zellen

Transfizierung entweder mit HA-DGCR6 oder HA-DGCR6L, nachfolgend Inkubation mit dem
Proteinsynthese-Hemmer Cycloheximid iiber 2,4,8,12 und 16 Stunden. Zellextrakte wurden iiber das
Western Blot - Verfahren analysiert, indem eine Mischung aus anti-HA-Antikdrper (3F10) und anti-p-
Aktin-Antikdrper aufgetragen wurde. Die beiden zentralen Banden zeigen COS-Zellextrakte, die
entweder mit HA-DGCR6 oder HA-DGCROL transfiziert wurden

Die zwei zentralen Banden dienen dabei als Referenz und stammen von COS-Zellen,
die mit HA-DGCR6 bzw. HA-DGCRG6L transfiziert wurden. Zu sehen ist der leichte
Migrationsunterschied der beiden Banden. Die Dichte der DGCR6 / DGCR6L-Banden
wurde iiber einen Lumi Imager (Roche, Penzberg, Germany) gemessen. Die

Halbwertszeiten betrugen sowohl fiir DGCR6L als auch fiir DCGR6 ca. 2,5 Stunden.

4.3.2 Halbwertszeiten in primiren Fibroblasten

Analog der Halbwertszeitbestimmung in den HeLa-Zellen (s. 4.3.1) erfolgte die
Bestimmung der Halbwertszeit in primiren Fibroblasten. Bis zu 12 Stunden lang
wurden die mit HA-DGCR6 bzw. HA-DGCR6L transfizierten Fibroblasten mit
Cycloheximid inkubiert. Die Analyse erfolgte liber das Western Blot — Verfahren und f3-

Aktin diente als interne Kontrolle.
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Abb. 4.5: Bestimmung der Halbwertszeit von DGCR6 und DGCRG6L in Fibroblasten

Die Zellen wurden entweder mit HA-DGCR6 oder HA-DGCRG6L transfiziert und nachfolgend mit dem
Proteinsynthese-Hemmer Cycloheximid iiber 2,4,8 und 12 Stunden inkubiert. Zellextrakte wurden iiber
das Western Blot - Verfahren analysiert, indem eine Mischung aus anti-HA-Antikdrper (3F10) und anti-
B-Aktin-Antikorper aufgetragen wurde. Die beiden zentralen Banden zeigen COS-Zellextrakte, die
entweder mit HA-DGCR6 oder HA-DGCRG6L transfiziert wurden

Die zwei zentralen Banden dienen dabei ebenfalls wieder als Referenz. Zu sehen ist
wiederum der leichte Migrationsunterschied der beiden Banden. Es ergeben sich
folgende Halbwertszeiten in priméren Fibroblasten:

DGCRG6L zwischen 2-4 Stunden und DGCR6 zwischen 6-8 Stunden.
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4.5 Das DGCRG6/L-Protein in Gehirngewebe schizophreniekranker Menschen

In zwei voneinander unabhingigen Studien wurde gezeigt, dass 25-31% der DGS-
Patienten Verhaltensweisen von Schizophrenie zeigen (MURPHY, JONES und OWEN
1999; PULVER et al., 1994). Umgekehrt wiesen erwachsene Schizophrenie-Patienten
in 2% der Fille eine Deletion in der 22q11 — Region auf im Vergleich zu 0,025% in der
Normalbevolkerung (KARAYIORGOU et al., 1995). Das Gen PRODH, das fiir die
Prolindehydrogenase codiert, liegt in direkter Nachbarschaft zum DGCR6-Gen und hat
die Deletion des PRODH/DGCR6 — Lokus in Zusammenhang mit der Entstehung der
Schizophrenie gebracht (LIU et al., 2002a; LIU et al., 2002b).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Gehirngewebe von gesunden und
schizophreniekranken Menschen in Bezug auf die Expression der beiden DGCR6-

Proteine zu untersuchen.

4.5 Vergleich der Gehirngewebe von gesunden und schizophreniekranken

Menschen

4.5.1 Gegeniiberstellung des Brodmann-11 — Areals

Die Gehirngewebe wurden mir von Frau Dr. C. Schmitt zur Verfiigung gestellt (Institut
fiir Psychiatrie, Universitdt Gottingen). Da sich die Erkrankung an Schizophrenie
besonders in der Personlichkeit ausdriickt und anatomisch deshalb besonders
Veridnderungen im Frontalhirnbereich zu erwarten sind, wurde das Brodmann-Areal 11
ausgewdhlt (THOMAS et al., 2003). Nach dem Auftauen wurden die Gewebeproben
mit farblosem Proben Puffer und den Proteinaseinhibitoren Pepstatin und Aprotinin
versetzt. Nach der Ultraschallzertrimmerung wurden die Proben gekocht und
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine neue Eppendorftube iiberfiihrt, die

Extinktions-Messung zur Proteinmengenbestimmung durchgefiihrt und die Proben iiber
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das Western-Blot-Verfahren analysiert. In Abbildung 4.6 wurden 60ug, in Abbildung
4.7 30ug Protein aufgetragen.

<« zus.Bande

30 - < DGCR6L
< DGCR6
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Abb. 4.6: Expression von DGCR6 / DGCR6L in Schizophrenie-/Normalgehirn (1)

Gehirngewebe wurde zu Gewebeextrakt verarbeitet (60pug Protein pro Tasche) und anhand des Western
Blot Verfahrens analysiert, indem eine Mischung aus anti-HA-Antikérper (3F10), anti-B-Aktin-
Antikorper und eine 1:1:1 Mischung der DGCR6-Klone 2HS, 3C7 und 7C8 aufgetragen wurde; links
oben wurden mit HA-DGCRGOL transfizierte COS-Zellen als Marker aufgetragen; anschlieBend wurde
abwechselnd Gehirngewebe schizophreniekranker Menschen (S) und normales Gehirngewebe (N)

aufgetragen; im unteren Teil: f-Aktin zur Proteinmengenkontrolle

Im oberen Teil der Abbildung ist links das HA-DGCRG6L als Marker fiir das endogene
DGCR6 / DGCR6L — Protein aufgetragen. Nun folgen von links nach rechts
abwechselnd Gehirngewebeproben von schizophreniekranken Menschen (S) und
Gehirnproben von normalem Gehirngewebe (N). Das DGCR6 bzw. DGCR6L ist
seitlich markiert. Unterschiede in der Auspridgung der einzelnen Banden sind deutlich
ersichtlich. Sie sind jedoch sehr unregelméfig und lassen somit keinen Riickschluss fiir
eine signifikante Differenz an Protein in schizophreniekranken Menschen zu.

Es ist eine zusétzliche Bande oberhalb der DGCR6L-Bande zu sehen. Im unteren Teil
der Abbildung ist B-Aktin zur Proteinmengen-Kontrolle aufgetragen.

In der Abbildung 4.7 folgen weitere Gehirngewebeproben, die analog Abb. 4.6 von
links nach rechts abwechselnd Gehirngewebeproben von schizophreniekranken

Menschen (S) und Proben von normalem Gehirngewebe (N) darstellen. Zu sehen ist
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eine eher einheitliche Auspragung der Proteinmengen, die wiederum keinen Schluss fiir
eine signifikante Differenz an Protein in schizophreniekranken Menschen zulésst.
Deutlich ist die zusétzliche immunreaktive Bande oberhalb der DGCR6L-Bande zu

sehen.

<4 zus.Bande

<4 DGCR6L
<4 DGCRS6

<« B-Aktin

Abb. 4.7: Expression von DGCR6 / DGCR6L in Schizophrenie-/Normalgehirn (2)

Gehirngewebe wurde zu Gewebeextrakt verarbeitet (30pg Protein pro Tasche) und anhand des Western
Blot Verfahrens analysiert, indem eine Mischung aus anti-HA-Antikorper (3F10), anti-B-Aktin-
Antikdrper und eine 1:1:1 Mischung der DGCR6-Klone 2HS, 3C7 und 7C8 aufgetragen wurde; es wurde
abwechselnd Gehirngewebe schizophreniekranker Menschen (S) und normales Gehirngewebe (N)

aufgetragen; im unteren Teil: B-Aktin zur Proteinmengenkontrolle

4.5.1.2 Einfluss der Post Mortem-Zeit auf die DGCR6/6L-Expression

Fiir den Ausschluss des Einflusses des Zeitpunktes der Gewebeentnahme nach dem Tod
durch autolytische Prozesse wurden die Gehirngewebeproben der Brodmann-11-Region
in jeweils eine Schizophreniegruppe und eine Normalgehirngewebegruppe aufgeteilt.
AnschlieBend wurden sie der Reihe nach geordnet und, beginnend mit dem spitesten
Entnahmezeitpunkt nach dem Tod, von links nach rechts auf das Gel aufgetragen.
Abbildung 4.8 zeigt die Schizophrenie-Gruppe mit der von links nach rechts
abnehmenden Post Mortem-Zeit (Zeitspanne: 46h bis 4h post mortem). Als Marker ist
links das in COS-Zellen transfizierte HA-DGCRG6L aufgetragen. Die DGCR6-Bande,
die DGCR6L-Bande und die zusitzliche Bande mit etwas geringerer Mobilitdt sind

rechts gekennzeichnet. Die Bestimmung der Proteinmenge {iber B-Aktin wurde anhand
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der zuvor durchgefiihrten Blots sichergestellt und bei diesen Blots nicht zusitzlich
bestimmt, um mdgliche Interaktionen bei sehr geringer Proteinmenge zu vermeiden.

Mit Ausnahme der Probe S10 sind die Banden der kurzen Zeitpunkte stirker. Diese
Verringerung der Proteinmengen bei lidngerer Post Mortem Zeit ldsst einen

moglicherweise schon eingesetzten Proteinabbau durch Proteasen erkennen.
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Abb. 4.8:

Proteingehalt des DGCR6 /6L in Abhiingigkeit vom Zeitpunkt der Entnahme Post Mortem
Gehirngewebe wurde zu Gewebeextrakt verarbeitet (30pug Protein pro Tasche) und anhand des Western
Blot Verfahrens analysiert, indem eine Mischung aus anti-HA-Antikorper (3F10) und eine 1:1:1
Mischung der DGCR6-Klone 2HS5, 3C7 und 7C8 aufgetragen wurde; jeweils links oben: HA-DGCR6/6L-
transfizierte COS-Zellen als Marker

Abbildung 4.8 zeigt die Normalgehirngewebe-Gruppe mit der von links nach rechts
abnehmenden Post Mortem-Zeit (Zeitspanne: 96h bis 7h post mortem). Als Marker ist
links das in COS-Zellen transfizierte HA-DGCR6L aufgetragen. Die DGCR6-Bande,
die DGCR6L-Bande und die zusétzliche Bande mit etwas geringerer Mobilitét sind
rechts  gekennzeichnet. = Obwohl  die  Zeitspanne im  Vergleich  zur
Schizophreniegewebegruppe noch wesentlich mehr divergiert, sind die Banden der
DGCR6 / DGCR6L — Proteine in ihrer Intensitét vergleichbar. Unterschiede bestehen
jedoch in der Auspragung der zusitzlichen Bande, wobei sich dort dennoch keine

Linearitit abzeichnet.
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Abb. 4.9:

Proteingehalt des DGCR6 /6L in Abhiingigkeit vom Zeitpunkt der Entnahme Post Mortem
Gehirngewebe wurde zu Gewebeextrakt verarbeitet (30pug Protein pro Tasche) und anhand des Western
Blot Verfahrens analysiert, indem eine Mischung aus anti-HA-Antikérper (3F10) und eine 1:1:1
Mischung der DGCR6-Klone 2HS, 3C7 und 7C8 aufgetragen wurde; jeweils links oben: HA-DGCR6/6L-
transfizierte COS-Zellen als Marker

Zusammenfassend ldsst sich somit sagen, dass ein Einfluss der DGCR6/6L-
Proteinexpression auf den Entnahmezeitpunkt nach dem Tod beziiglich der
Gehirngewebe bei schizophreniekranken Menschen besteht. Ob dieser Einfluss nun
allein durch proteolytischen Abbau zu werten ist oder einen Einfluss des Turnovers der
Proteine bei erkranktem versus normalem Gehirngewebe darstellt, ist aktuell noch

Gegenstand der Forschung.

4.5.3 Vergleich unterschiedlicher Gehirnregionen / Kleinhirn

An den Vergleich mit den Brodmann-11-Arealen schloss sich der Vergleich
unterschiedlicher Gehirnregionen an, um mehr iiber die dortige Expression der
DGCR6/DGCR6L-Proteine zu erfahren. Dazu wurden die Brodmann-Areale B11, G46,
22P und das Kleinhirn (C) ausgewéhlt. Analysiert wurden diese Areale in je 9 Patienten
mit nachgewiesener Erkrankung an Schizophrenie und als Kontrolle in je 9 Proben

Normalgehirngewebe. Eine reprédsentative Auswahl stellen die nachfolgenden drei
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Western Blots dar. Dabei wurden auf jeden Blot die Gehirngewebe eines an
Schizophrenie erkrankten Menschen (S) und eines gesunden Menschen (N) mit den
dazugehorigen vier Gehirnarealen aufgetragen. Als Marker sind im linken oberen
Bereich eines jeden Blots mit HA-DGCR6 bzw. mit HA-DGCRG6L transfizierte COS-
Zellen aufgetragen. DGCR6 bzw. DGCR6L sind seitlich gekennzeichnet. Zudem stellt
sich auf allen Blots eine zusétzliche dritte Bande oberhalb der DGCR6L-Bande dar.

Zu den Blots:

Deutlich zu differenzieren sind die Banden des DGCR6 bzw. DGCROL und die
zusitzliche Bande. Auffillig ist ein um ein Vielfaches stirkeres Signal im Kleinhirn
(C), welches sich sowohl im gesunden als auch im kranken Gehirngewebe abzeichnet.
Weitere Unterschiede in den Brodmann-Arealen B11, G46 und 22P sind zwar
vorhanden, aber unregelmiBig, sodass sich keine allgemein giiltige Tendenz abzeichnet.
Ein gleichméBiges B-Aktin-Signal zur Proteinmengenkontrolle ist vorhanden. Aufgrund
eines leicht gestorten Laufverhaltens der Kleinhirnbande im Normalgehirngewebe ist
eine sichere Aussage beziiglich des Vergleiches der Proteinmenge in den Kleinhirnen

nicht moglich.
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Abb. 4.10 (Erklidrung s. Abb. 4.12)
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Abb. 4.11 (Erklarung s. Abb. 4.12)
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Abb. 4.12: - Erkldrung zu den Abbildungen 4.10 - 4.12:

Vergleich der Gehirnareale Brodmann B11, G46, 22P und Kleinhirn in Gehirngewebe von an
schizophrenieerkrankten Menschen (S) im Vergleich zu Normalgehirngewebe (N)

Gehirngewebe wurde zu Gewebeextrakt verarbeitet (30pug Protein pro Tasche) und anhand des Western
Blot Verfahrens analysiert, indem eine Mischung aus anti-HA-Antikorper (3F10), anti-B-Aktin-
Antikorper und eine 1:1:1 Mischung der DGCR6-Klone 2HS, 3C7 und 7C8 aufgetragen wurde; jeweils
links oben: HA-DGCR6/6L-transfizierte COS-Zellen als Marker; jeweils unten: (-Aktin als

Proteinmengenkontrolle
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4.5.4 Nachweis der DGCRG6/L - Expression in Tumorgewebe

Um die Expression der DGCR6 / DGCR6L-Proteine in Gehirntumoren zu untersuchen,
wurden fiinf Proben von Gehirntumoren zu Zellextrakten verarbeitet und als Vergleich
zu HeLa-Zellen und Normalgehirngewebe (Brodmann-11-Areal) aufgetragen. Dabei
differierten die Gliome histologisch von diffus-oligoastrozytér bis diffus-astrozytar. Der
Differenzierungsgrad reichte von WHO Grad 2 bis WHO Grad 4 (Glioblastom). Als
Referenzen wurden links oben HeLa-Zellen und drei Proben eines
Normalgehirngewebes aus dem Brodmann-11-Areal aufgetragen. Auch in den Gliomen
ist eine deutliche zusitzliche Bande oberhalb der DGCR6L-Bande sichtbar. Drei von
den flinf aufgetragenen Tumoren zeigten im Gegensatz zu Normalhirngewebe eine
erhdhte Proteinmenge — dabei waren besonders das DGCR6 und die zusétzliche Bande
deutlich verstiarkt. Als Proteinmengenkontrolle diente B-Aktin, welches im Bereich des
Glioms 1414 eine erhdhte Proteinmenge zeigt. Dennoch diirfte der Proteingehalt des

DGCRG6 erhoht sein.

[kDa] < zus.Bande
30 - <4 DGCR6L
4 DGCR6
43 -

<« B-Aktin

Abb. 4.13: Vergleich der DGCR6/L - Expression in Tumorgewebe und Normalgehirngewebe
Gehirngewebe wurde zu Gewebeextrakt verarbeitet (30pug Protein pro Tasche) und anhand des Western
Blot Verfahrens analysiert, indem eine Mischung aus anti-HA-Antikérper (3F10), anti-B-Aktin-
Antikorper und eine 1:1:1 Mischung der DGCR6-Klone 2HS5, 3C7 und 7C8 aufgetragen wurde; -Aktin

dient als Proteinmengenbestimmung
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Eine direkte Gegeniiberstellung des Tumorgewebes mit dem Kleinhirn (C) zeigte, dass
die Proteinmengen von DGCR6 und DGCR6L zusammen im Kleinhirn gegeniiber
Tumorgewebe hoher sind. Als weitere Referenzen wurden HeLa-Zellen und
Fibroblasten aufgetragen. Auch hier wurde die Proteinmengenbestimmung iiber -

Aktin mittels der zuvor durchgefiihrten Blots sichergestellt.

S &
N N
%0 2 ‘:o
Q WP
[kDa]
30 - . <« zus.Bande
< DGCR6L
<4 DGCR6

Abb. 4.14: Vergleich von Kleinhirngewebe mit Tumorgewebe

Gehirngewebe wurde zu Gewebeextrakt verarbeitet (30pug Protein pro Tasche) und anhand des Western
Blot Verfahrens analysiert, indem eine Mischung aus anti-HA-Antikérper (3F10) und eine 1:1:1
Mischung der DGCR6-Klone 2HS5, 3C7 und 7C8 aufgetragen wurde

4.6 Unterschiedliche Gewebeexpression der DGCR6 /DGCRG6L-Proteine

4.6.1 Mensch

Die Expression der DGCR6 / DGCR6L — Proteine wurde zuerst in menschlichem
Gewebe untersucht. Dazu wurde ein gewerblich erhiltlicher Western Blot (BioChain,
Hayward, California, USA) mit Gewebe von erwachsenen Gewebespendern mit einer
Mischung  der drei  DGCR6-spezifischen  Antikdrpern — gefirbt.  Als
Proteinmengenkontrolle diente der Nachweis des menschlichen GAPDH — Proteins, der
von der Firma BioChain selbst erbracht wurde.

Im Vergleich zum Gehirngewebe wurde viel DGCR6/6L — Protein in Herz, Leber und
Skelettmuskel exprimiert und mittlere Mengen in Pankreas und Plazenta. Weiterhin

zeigt Abbildung 4.15 detektierbare Mengen in Gehirngewebe (s. auch Kapitel 4.5) und
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deutlich erhohte Mengen in Leber bzw. Herzgewebe. Besonders auffillig sind die
Mengen im Herzgewebe, bei dem eine deutliche Assoziation zur DiGeorgekrankheit
besteht, und die Tatsache, dass fiir das DGCR6 / DGCR6L nur eine immunreaktive
Bande besteht.

. Skelett-
Herz Gehirn Leber Pankreas muskel Plazenta

30 - £
ae X .- - P <DoGcRekL
[kDa] L

Abb. 4.15: Expression des DGCR6 in menschlichen Geweben
Ein gewerblich erhéltlicher Blot mit 50ug Extrakt pro Geltasche wurde mit den drei DGCR6-Antikdrpern
gefirbt; die Gewebe sind oben bezeichnet und rechts wird die Position des DGCR6 angegeben

4.6.2 Kaninchen

Weiterhin detektierten die DGCR6-Antikorper das Protein in Kaninchengewebe und
Mausgewebe (s. 4.6.3.). Diese Moglichkeit wurde genutzt, um weitere Gewebe liber das
Western Blot Verfahren zu untersuchen.

Grosse Mengen an DGCR6L konnten in Niere, Nebenniere, Herz und Ovarien und
mittlere Mengen in Leber und Milz nachgewiesen werden. Nur geringe Mengen zeigten
Gehirngewebe (GroBhirn, Kleinhirn, Medulla obongata, Riickenmark), Lunge und
Gewebe des Gastrointestinaltraktes (Magen, Jejunum, Illeum, Colon).

Im Gegensatz zum menschlichen Gewebe zeigte das Skelettmuskelgewebe in
Kaninchen einen sehr geringen Gehalt an DGCR6-Protein. Auffillig ist die starke
zusitzliche Bande im Skelettmuskel.

Zusammenfassend zeigten sich unterschiedliche Mengen an Protein in den Geweben.
Dabei ist die DGCR6-Bande sehr gering ausgeprigt. Am deutlichsten erscheint sie in
Milz und Leber. Die starke Expression im Herz- und Ovarialgewebe weist auf die
Assoziation mit Fehlbildungen bzw. Entwicklungsstérungen der DiGeorgepatienten hin.
In den Gewebeproben zeigten sich verschiedene weitere Banden, die moglicherweise

von der Laminin-Kette herriihren (DEMCZUK et al., 1996).
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Abb. 4.16 u. 4.17: Nachweis des DGCR6/6L in Kaninchengewebe

die Gewebeextrakte (siehe Beschriftung) wurden mit 30pg Proteingehalt aufgetragen; als Marker fiir das
DGCRO6L wurden links HA-DGCRG6L-transfizierte COS-Zellen aufgetragen; PonceauS™ -Farbung nach
Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran zeigte vergleichbare Proteinmengen; f-Aktin zur
Proteinmengenkontrolle wurde nicht verwendet, da der B-Aktin-Antikorper Kaninchen-f-Aktin nicht

erkennt
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4.6.3 Maus

Das Mausgewebe stammt aus der Zellinie NIH-3T3. Die Firbungen mittels der
DGCRG6-spezifischen Antikorper 2HS und 3C7 zeigen eine Bande im Bereich von 22-25
kDa. Ein DGCR6-Transskript mit 198 AS, das ca. 22 kDa entspricht, wurde
nachgewiesen (LINDSAY et al., 1997). Der Antikorper 7C8 férbt kein Protein auf
selbiger Hohe. Im Vergleich dazu wurden jeweils Banden mit den schon bekannten
HeLa-Zellen aufgetragen, die die beiden Banden des DGCR6 bzw. DGCR6L deutlich
zeigen. Die Proteinmengenkontrolle {iber B-Aktin zeigt vergleichbare Mengen und die
Hintergrundbandenbestimmung {iber das Bornavirus zeigt die Spezifitit der DGCR6/6L
Banden im Bereich zwischen 20 und 43 kDa. Bei ca. 35 kDa zeigt sich sowohl in Maus-
als auch in HeLa-Zellen eine weitere Bande.

Zusammenfassend ldsst sich davon ausgehen, dass das Maus-Analogon des DGCR6-

Proteins mit ca. 22 kDa in nachfolgendem Experiment nachgewiesen wurde.

) Kontrolle Kontrolle
-3C7T- =7C8- = Triple - (B-Aktin) (Borna)

94 .
— —
67 -
43 - < p-Aktin
30 -
< DGCRS6/6L (HeLa)
< DGCRS6 (Maus)
20,1 -

‘ ’ B1 - Maus

Bl B2 Bl B2 El B2 Bl B2 Bl B2 Bl B2 Bl - Hela

Abb. 4.18: Nachweis des DGCR6-Proteins in Mausgewebe (NIH-3T3-Zellen)
Aufgetragen sind die DGCR6-spezifischen Antikorper 2HS, 3C7 und 7C8, wobei letzterer das
Mausprotein nicht farbt; Proteinmengenkontrolle iiber f-Aktin; Hintergrundsbestimmung zum Nachweis

der Spezifitdt der DGCR6-Farbung iiber das Bornavirus
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5.1 DGCR6/DGCR6L - Uberblick

Die urspriingliche Beschreibung des DGCR6 Gens durch DEMCZUK et al. (1996)
sagte ein Protein von einer Gréfle von ca. 80 Aminosduren voraus. Fiinf Jahre spiter
wurde von zwei Allelen des DGCR6 Gens berichtet, die beim Menschen im Bereich des
22ql1 Lokus lokalisiert sind und fiir ein Protein von 220 Aminoséuren codieren
(EDELMANN et al., 2001). In einem Hefe-Zwei-Hybrid-Experiment zeigte sich das
DGCR6-Protein bei der Suche nach zelluldren Partnerproteinen von EBNA2 und
EBNA3c als potentieller Bindungspartner (GRASSER, 2003, unverdffentlicht). Um die
Funktion des mutmaBlichen DGCR6-Proteins zu untersuchen, wurden monoklonale
Antikorper gegen die DGCR6 / DGCR6L-Region hergestellt. Dazu wurde ein DGCR6 /
DGCRO6L-Konstrukt mit HA-,,Tag* kloniert, um das exprimierte Protein mittels HA-
Antikdrper (Roche) nachzuweisen. Nach erfolgreicher Klonierung konnten die neu
hergestellten monoklonalen Antikdrper gegen das DGCR6 / DGCR6L gestestet werden
(PFUHL et al., 2005). Dabei zeigte das DGCR6-Protein im Vergleich zum DGCR6L-
Protein eine leicht erh6hte Mobilitdt in der SDS-Page. In verschiedenen Zellreihen und
Geweben lieBen sich zwei Banden darstellen, die mutmaBlich die zwei Formen der

Proteine darstellen, deren Allele EDELMANN et al. im Jahre 2001 beschrieben hatte.

5.1.2 Phosphorylierung

Jedoch konnte auch eine Phosphorylierung des DGCR6-Proteins fiir die
Migrationsdifferenz verantwortlich sein. Da beide Proteine, das DGCR6 und das
DGCRG6L, phosphoryliert sind (Abb. 4.2), wurden sie mit **P markiert und mittels einer
SDS-Page analysiert. Auch hier ist das unterschiedliche Laufverhalten der beiden
Proteine zu sehen (Abb. 4.3). Folglich sind die Proteine DGCR6 und DGCR6L
gleichzeitig exprimiert. Daraus wird deutlich, dass das unterschiedliche Laufverhalten
sehr wahrscheinlich auf unterschiedliche Eigenschaften der beiden Proteine DGCR6

und DGCROL zuriickzufiihren ist. Eine weitere Mdglichkeit der posttranslationalen
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Modifizierung, z.B. eine Glykosylierung oder Azetylierung, ist denkbar, wurde aber in

dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

5.1.3 Gewebeexpression

Durch die Identifizierung der beiden zu 97% homologen Proteine DGCR6 und
DGCRG6L stellte sich die Frage nach der Ursache der Duplikation. Es bestehen sieben
Aminosdureunterschiede bei gleicher Linge der Aminosdurensequenz (EDELMANN et
al., 2001). Es wurde davon berichtet, dass zwei paraloge Gene in einem Genom erhalten
werden, wenn sich asymmetrische Mutationen in den Genen, die fiir die regulatorische
Funktion wichtig sind, anhdufen. In diesem Fall besitzen Genome mit beiden Kopien
einen Selektionsvorteil (REVIEW KRAKAUER und NOWAK, 1999). Jedoch kénnen
asymmetrische Mutationen in paralogen Genen auch zu unterschiedlichen Funktionen
der beiden entstehenden Proteine fiihren. Diese kdnnen sich in Organselektivitdt und
Expressionsmenge manifestieren.

Erste Expressionsstudien mit menschlicher cDNA, die anhand der PCR amplifiziert
wurden, zeigten eine ausgedehnte Expression des DGCR6 und DGCROL in vielen
Geweben. Eine Bestimmung der Expressionsmenge wurde nicht durchgefiihrt. Die
DGCROL-mRNA konnte im adulten Skelettmuskel sowie im Diinndarm nicht
nachgewiesen werden (EDELMANN et al., 2001). Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen von EDELMANN et al. konnte das DGCR6 bzw. DGCR6L-Protein in
einem kauflich erworbenen erhiltlichen Western Blot mit humanen Extrakten in Herz,
Gehirn, Leber, Pankreas und Plazenta mittels der neu entwickelten Anti-DiGeorge-
Antikorper nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich im Herzgewebe
jedoch nur eine einzige starke Bande und im Skelettmuskel eine deutliche Doppelbande
fiir das DGCR6 und DGCR6L. Es zeigten sich hohe Mengen an DGCR6 / DGCR6L im
Herzen, in der Leber und im Skelettmuskel, mittlere Mengen in Pankreas und Plazenta
und geringe, aber detektierbare, Mengen in Gehirngewebe.

Verglichen mit dem menschlichen DGCR6-Protein teilt die Maus 92% und das Huhn
77% Sequenzhomologie (EDELMANN et al, 2001). Aufgrund der hohen
Konservierung auf Ebene der Aminosduren unter Wirbeltieren bot sich das Kaninchen

als Versuchsmodell an. Im Kaninchengewebe konnten die beiden Proteine mittels der
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anti-DGCR6-Antikorper klar detektiert werden. In allen getesteten Geweben liel sich
das DGCR6 bzw. das DGCR6L-Protein nachweisen. Dieses Ergebnis stimmt mit
frilheren Arbeiten an Mensch und Mausgewebe iiberein (LINDSAY et al., 1997;
EDELMANN et al., 2001). Zudem wurden deutliche Unterschiede im
Expressionsmuster sichtbar. Hohe Mengen an DGCR6L zeigten Herz, Leber, Ovarien,
Niere und Nebenniere, wahrend die DGCR6-Mengen sehr niedrig waren. Die Bande des
Skelettmuskels zeigt sich im Vergleich zum humanen Gewebe sehr schwach. Jedoch
fand sich ein breites und deutliches Signal oberhalb der DGCR6L-Bande. Ob die
Ursache dafiir an der unzureichenden Zertrimmerung des festen Skelettmuskelgewebes
liegt oder eine Spezialitidt der DiGeorgeexpression im Kaninchenskelettmuskel darstellt,
kann zum aktuellen Zeitpunkt der Forschung nicht differenziert werden. Deutlich sind
die starke Expression im Herzmuskelgewebe, die ebenso auch im humanen Gewebe
ausgepragt ist, und eine Assoziation zu den hiaufigen Herzfehlern bei DiGeorgepatienten
darstellen konnte. Weiterhin sind hohe Mengen an DGCR6L-Protein in den Ovarien
auffillig (s. Abb. 4.17). Schwach ausgeprigt, aber vorhanden, sind sowohl DGCR6 als
auch DGCR6L im Diinndarm. Im Kontrast dazu konnte keine humane cDNA im
Diinndarm gefunden werden (EDELMANN et al., 2001). Im Gehirngewebe konnte in
allen Bereichen (GroBhirn, Kleinhirn, Medulla oblongata, Riickenmark) DGCR6
/DGCROL schwach nachgewiesen werden, wobei eine stirkere Bande oberhalb der
DGCR6L-Bande im Kleinhirn auffdllt (s. Abb. 4.10-4.12 und 4.16-4.17).
Uberraschenderweise findet sich eine sehr starke Bande im Magengewebe mit einer
GroBe von ca. 35kDa. Hierbei konnte es sich am ehesten um eine Kreuzreaktion
handeln. Weitere Moglichkeiten widren eine sekundidre Modifizierung (z.B.
Sumoilierung). Eine Splice-Variante ist prinzipiell auch denkbar, wurde jedoch bisher

in der Literatur nicht beschrieben.

5.1.4 Funktion des DGCR6 / DGCR6L

5.1.4.1 Die Signifikanz der beiden funktionellen DGCR6 Gene

Die Funktion des DGCR6 Gens ist unbekannt. In einer Studie, in der verschiedene
Arten von Menschenaffen auf die DGCR6-Sequenz hin untersucht wurden, konnte die

Duplikation des sc11.1 Lokus auf mindestens elf Millionen Jahre zuriickdatiert werden.
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Genomsequenzanalysen innerhalb des DGCR6-Gens deuten darauf hin, dass die
Duplikation auf eine Affenart zuriickzufiihren ist, die vor 35 Millionen Jahren existiert
hatte (EDELMANN et al., 2001). Die Erhaltung der Gene iiber diese Zeit macht es
wahrscheinlich, dass die beiden Gene im menschlichen Genom eine essentielle
Funktion innehaben. Im Vergleich dazu dient das PRODH-Gen, dessen funktionelle
Kopie sich im scl1.1a Lokus befindet, dessen Kopie im Bereich scl11.1b iiber die Zeit
jedoch verloren gegangen ist. Uberreste einer zweiten Kopie des PRODH-Gens wurden
im sc11.1b Lokus gefunden (GenBank Zugangsnummer: AC007663; DUNHAM et al.,
1999), durch die Deletion jedoch mogliche Exone verloren. Daher ist es
unwahrscheinlich, dass sich eine funktionelle Kopie des PRODH-Gens auf dem Lokus
sc11.1b befindet.

Eine andere Mdglichkeit wire, dass gerade durch die asymmetrischen Mutationen die
Funktion des darin kodierten Proteins abgeschwécht bzw. erloschen ist. Daraus wiirde
sich fiir die Natur keine Notwendigkeit ergeben, beide Kopien des Gens im

menschlichen Genom zu erhalten (EDELMANN et al., 2001).

5.1.4.2 Biochemische Charakterisierung der beiden DGCRG6 Proteine

Das unterschiedliche Migrationsverhalten der Proteine in der SDS-Page weist auf einen
Unterschied in deren Tertidrstruktur hin, der z.B. mit verschiedenen biochemischen
Eigenschaften der Proteine in Verbindung gebracht werden kann. Eine
Stabilitiatsbestimmung der DGCR6 / DGCROL Proteine wurde anhand einer
Halbwertszeiten-Untersuchung ~ durchgefithrt.  Durch  die = Hemmung  des
Proteinbiosyntheseapparates mittels Cycloheximid wurde es moglich, die metabolische
Stabilitdit der Proteine in HeLa-Zellen und primiren Fibroblasten durch zeitlich
versetzte Herstellung von Zellextrakten zu untersuchen. In transfizierten HeLa-Zellen
(menschliche Tumorzellen) zeigte sich eine Halbwertszeit von ca. 2,5 Stunden, sowohl
fiir DGCR6 als auch fiir DGCR6L. Ein dhnliches Ergebnis erbrachte die Untersuchung
transfizierter Fibroblasten mit einer Halbwertszeit zwischen 2-4 Stunden fiir das
DGCROL Protein und einer etwas ldngeren Halbwertszeit von 4-8 Stunden fiir das
DGCR6 Protein. Zur subzelluliren Lokalisationsbestimmung der beiden Proteine

wurden HeLa-Zellen mit pSG5-HA-DGCR6 und pSG5-HA-DGCRG6L transfiziert und
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mittels der Immunfluoreszenz analysiert (beschrieben durch VOSS et al., 2001). Sowohl
DGCRG6 als auch DGCR6L konnten hauptsidchlich im Kern und zu einem geringen Teil
auch im Zytoplasma nachgewiesen werden (PFUHL et al, 2005). Eine
Zellmembranfunktion, die von HIERCK et al. im Jahre 2004 postuliert wurde, erscheint

daher eher unwahrscheinlich.

5.1.4.3 Die DGCR6 Gene/Proteine in der Embryologie

Das DGCR6 /DGCR6L-Gen ist homolog zum Drosophila melanogaster gonadal Gen
(D-gdl) und zum Laminin-Gen (DEMCZUK et al., 1996). Das D-gdl wird nur in der
Gametogenese exprimiert und beinhaltet vier Transskripte, wovon die ersten beiden
nur in Embryos, in Ovarien und Hoden Erwachsener zu finden sind und auf eine
samenzellspezifische Funktion hindeuten (SCHULZ und BUTLER, 1989). Eine
iiberraschend deutliche Expression des DGCROL Proteins konnte im Kaninchen-
Ovarialgewebe nachgewiesen werden (s. Abb 4.17). Das Laminin-Gen ist u.a. an der
Gewebeentstehung im 2-4-Zellstadium des Mauseembryos beteiligt (ENGEL, 1992).
Weiter konnten im Mausemodell in unterschiedlichen Stadien der Embryogenese hohe
Mengen an DGCR6 im Gehirn, in der Neuralleiste, in den Kiemenbdgen und an den
nasalen Prozesstellen E11.5 festgestellt werden. In der Maus weist das DGCR6-
Transskript 198 Aminosduren auf, die ca. 22kDa entsprechen (LINDSAY et al., 1997).
In dieser Arbeit wird gezeigt, dass das DGCR6-Protein in der Maus nachweisbar ist
(Kap 4.6.3).

Die Ausschaltung des DGCR6 im Hiithnermodell fithrt zu Herzfehlern, die dem
DiGeorge-Syndrom é&hnlich sind (HIERCK et al., 2004), und die homozygote
Inaktivierung des Tbxl fiihrt zu einem dem DiGeorge-Syndrom sehr &@hnlichen

Phéinotyp (TADDETI et al., 2001; JEROME et al., 2001).
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5.1.4.4 Assoziation der DGCR6 / DGCR6L Proteine mit Tumorentstehung

In einer Arbeit von EUER et al. im Jahre 2002 wurde eine Hochregulation der beiden
DGCR6 Gene mit dem metastatischen Verhalten der Mamma-Karzinom-Zellinie MDA -
MD-435 in Verbindung gebracht. Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung war die
ebenfalls starke Hochregulation der DGCRG6-Proteine  in vielen menschlichen
Tumorzellen, wobei die SAOS Osteosarkom-Zellinie eine Ausnahme darstellt. Ebenso
konnte diese Hochregulation in transformierten Lymphozyten-Zellinien, in EBV-
immortalisierten B-Lymphozyten und in aktivierten T-Zellen nachgewiesen werden
(PFUHL et al, 2005). Diese Beobachtungen stiitzen die These, dass eine
Hochregulation der DGCR6-Proteine mit der Metastasierung maligner Tumoren
assoziiert ist.

Im Gegensatz dazu zeigten ruhende, nicht stoffwechselaktive Fibroblasten einen
hoheren Gehalt an DGCR6 Protein als noch wachsende, stoffwechselaktive
Fibroblasten (s. Abb 4.1). Zusitzlich ergab die Untersuchung von Gewebe des
Gastrointestinaltraktes als metabolisch aktives Gewebe sehr kleine Mengen an DGCR6/
DGCR6L (s. Abb 4.17), wihrend ein deutlich hoherer Gehalt in Herzgewebe und
Ovarien zu messen war (s. Abb 4.16-4.17, 4.15). Weiter ergab sich eine deutliche
Hochregulation der DGCR6 / DGCROL Proteine in aktivierten T-Lymphozyten
(PFUHL et al., 2005). Damit geht eine erhohte Menge an DGCRG6/L-Protein nicht
immer mit einer Steigerung der Teilungsaktivitit der Zellen einher. Dies jedoch konnte
dann auch bedeuten, dass die Proteine eine wesentlich spezifischere Funktion in der

Tumorentstehung einnehmen.

5.2 Das DiGeorgesyndrom und die Schizophrenie

5.2.1 Bisherige Ansitze der Schizophrenie-Forschung

Obwohl die Ursachen schizophrener Erkrankungen bis heute als unbekannt angesehen
werden miissen, hat die klinische, die epidemiologische und insbesondere die

neurobiologische Forschung gerade in den letzten zwei Jahrzehnten zu einem
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betrachtlichen Erkenntnisgewinn gefiihrt, der uns den Ursachen der Erkrankung
wesentlich ndher gebracht hat. Die schizophrenen Erkrankungen stellen eine
wahrscheinlich heterogene Gruppe von im Allgemeinen schwerwiegenden psychischen
Storungen dar. Die Vielgestaltigkeit der duBeren Erscheinungsform erschwert die
neurobiologische und die dtiologisch-pathogenetische Forschung sehr. Schwerpunkte
dabei spielen die Neuropsychologie, Storungen der zelluliren Kommunikation,
molekulargenetische Mechanismen bis hin zu integrativen Modellen der Neurobiologie.
Aufgrund der Mannigfaltigkeit der betroffenen Gehirnareale entstand die Hypothese der
funktionellen Diskonnektivitit als Grundlage der Pathophysiologie schizophrener
Psychosen. Besonders betroffen sind dabei der Frontal-und Temporallappen, das
Striatum, der Thalamus und neuerdings auch vermehrt das Kleinhirn. Die damit
verbundenen Modelle einer pridnatalen neuronalen Entwicklungsstorung werden u.a.
gestlitzt durch Gyrifikationsstorungen bei schizophrenen Psychosen, da die in der 20.-
24. Schwangerschaftswoche erfolgende Gyrifikation durch externe Einfliisse postnatal
so gut wie nicht mehr beeinflusst wird (VOGELEY et al., 2000). Ein weiterer in letzter
Zeit unter groem Aufwand erforschter Bereich geht der Frage volumetrischer

Verdnderungen des Gehirns nach.

5.2.2 Die Assoziation mit dem 22q11-Lokus

Wie bereits im Einleitungsteil dieser Arbeit erwihnt, sind die drei hdufigsten Syndrome,
die mit dem 22q11-Lokus in Zusammenhang gebracht werden, zum Begriff des 22q11-
Deletionssyndrom (22q11DS) zusammengefasst; dazu gehoren das DiGeorge-Syndrom,
das velokardiofaziale Syndrom und das conotruncal anomaly face syndrom (THOMAS
et al., 1997; BASSET et al., 1998). Obwohl nicht in jedem Fall eine Mikrodeletion
22q11 nachzuweisen ist (DRISCOLL et al., 1993), darf die verwendete Methode, z.B.
im Fall der Metaphase-FISH, auf deren Sensitivitdt hinterfragt werden (PORTNOI et
al., 2005).

Im Jahre 1992 wurde erstmals iiber eine Gruppe von erwachsenen VCFS-Patienten
berichtet, die in iiber 10% psychiatrische Auffélligkeiten bot (SHPRINTZEN et al.,
1992). In einer groBen Studie von 50 erwachsenen VCFS-Patienten erfiillten 24% die
DSM-4-Kriterien fiir Schizophrenie (MURPHY, JONES, OWEN; 1999). In einer
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weiteren Studie von Patienten mit ,,childhood onset schizophrenia® wurden in 5,3% eine
22ql1-Deletion nachgewiesen (SPORN et al., 2004). Die Korrelation von
neurokognitiven Defiziten mit anderenorts beschriebenen morphologischen
Hirnveranderungen war jedoch bisher leider nicht moglich (SIEBERER et al., 2006).

In genomweiten Linkage-Studien wurde der PRODH2/DGCR6-Lokus mit der
Entstehung der Schizophrenie assoziiert. Dabei wurde die Assoziation des PRODH?2 in
weiteren Studien belegt (LIU et al., 12/2002), der Einfluss des DGCR6 Gens beziiglich
der Entstehung der Schizophrenie jedoch nicht weiter untersucht (LIU et al., 03/2002).
Im Mausmodell konnte die konstante Expression des DGCR6 Gens im fetalen,
postnatalen und erwachsenen Gehirngewebe nachgewiesen werden und schliefft damit
kritische Prozesse der neuronalen Proliferation, Migration und die Differenzierung
neuronaler Regelkreise mit ein. Im Gegensatz dazu wird u.a. das Tbx1 Transskript
besonders im jugendlichen Alter exprimiert, d.h. in der Zeit der Verfeinerung und
Stabilisierung synaptischer Verbindungen (MAYNARD et al, 2003). Im
Hiithnermodell konnte die Expression des DGCR6 wihrend der Embryogenese und der
Entstehung des zentralen und peripheren Nervensystems bestitigt werden. Zudem
konnte eine Repressorfunktion des DGCR6 Gens auf das Tbx1 Gen beobachtet werden
(HIERCK et al., 2004). Aufgrund dieser Datenlage wurde die Untersuchung der
DGCR6/DGCR6L-Proteine im Gehirngewebe schizophrener Patienten mittels
monoklonaler Antikérper (PFUHL et al., 2005) interessant.

5.2.3 Expression der DGCR6 Proteine im Gehirngewebe

In der Abbildung 4.6 und 4.7 wird die Expression der beiden DGCR6-Proteine in
Gehirngewebe gezeigt. Das Brodmann Areal 11 als Teil des orbitofronalen Cortex
wurde ausgewihlt, da es eine wichtige Rolle in der Schizophrenieforschung einnimmt
(FREEDMANN et al., 1998; CRESPO-FACORRO et al., 2000; BAARE et al., 1999).
Gehirngewebe von schizophreniekranken Menschen wurden mit Gehirngewebe von
gesunden Menschen kontrastiert. Doch weder in Abbildung 4.6 noch in Abbildung 4.7
lieB sich ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gehirngeweben nachweisen.
Eine zusitzliche Bande von ca. 35kDa konnte beobachtet werden. Auch hier liegt eine

Kreuzreaktion mit anderen Proteinen am néchsten. Ein Einfluss der Autolyse post
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mortem auf die Proteinexpression konnte ausgeschlossen werden (Abb. 4.8). Die
Untersuchung verschiedener Gehirnareale mittels der Brodmann-Areale 11, 22 und 46
erbrachte ein uneinheitliches Bild. An insgesamt 18 Proben verschiedener Patienten (9
Schizophrenie; 9 Kontrollen) konnte keine eindeutige Expressionsdifferenz der
DGCRG6/L-Proteine nachvollzogen werden. Die Inkonstanz der Ergebnisse ist jedoch
bemerkenswert. So ist denkbar, dass die DGCR6/L-Proteine nur bei einem bestimmten
Subtyp der Schizophrenie erhoht bzw. erniedrigt sind (Schizophrenie und verwandte
Storungen, Springerverlag, 2006). Dabei wire es sinnvoll, dies anhand von deutlich

groBeren Studien mit erheblich groBeren Fallzahlen differenziert zu untersuchen.

5.2.4 Die DGCRG6/L-Proteine im Kleinhirn

Uberraschenderweise fand sich eine iiberaus starke Expression der DGCR6/L-Proteine
im Kleinhirn. Diese starke Expression konnte sowohl in Gehirngewebe
schizophreniekranker Menschen als auch in Normalgehirngewebe nachgewiesen
werden.

Anerkannt ist die Rolle des Kleinhirns fiir Planung, Koordination und Feinabstimmung
von Bewegungen. In einer Ubersicht iiber 17 Studien konnte gezeigt werden, dass eine
Vielzahl von motorischen Funktionen bei Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu
Gesunden gestort ist (BOKS et al., 2000). So unterschieden sich Patienten mit
Schizophrenie von Gesunden insbesondere hinsichtlich der Koordination und des
Funktionsablaufs. In einer kiirzlich veroffentlichten Studie bestétigte sich, dass
Individuen mit 22q11DS hiufig eine frithkindliche motorische
Entwicklungsverzogerung zeigen. So hatte die Hilfte der untersuchten Kinder und
Jugendlichen mit 22q11DS nie das Stadium des Krabbelns durchlaufen, signifikant
spater Laufen gelernt als Kontrollen ohne Deletion, und bei zwei Drittel der Patienten
waren sogar Balancestorungen manifest (OSKARSDOTTIR et al., 2005).
Altersunabhingig scheinen Beeintriachtigungen bei visuell-rdumlichen Aufgaben sowie
der Bewegungsperzeption zu bestehen. So stellten GOLDING-KUSHNER und
Mitarbeiter schon im Jahre 1985 bei der Mehrheit der Patienten mit 22q11DS geringe
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Koordinationsstorungen oder apraktische Phinomene fest (GOLDING-KUSHNER et.
al., 1985). In einer MRT-Studie an einer kleinen Patientenserie mit VCFS fiel eine
geringe Grofle des Kleinhirnwurms auf (MITNICK et. al., 1994). Kasuistisch wurde
zudem Tlber eine progressive neurodegenerative Erkrankung mit deutlicher
Kleinhirnatrophie bei VCFS berichtet (LYNCH et al.,, 1995). In einer weiteren
Untersuchung von erwachsenen Patienten mit 22q11DS und Schizophrenie wurde eine
méBige Kleinhirnatrophie in 36% und eine zerebrale Hirnatrophie mit
Ventrikelerweiterung in 54% gefunden (CHOW et. al., 1999; 2002). Im Vergleich zu
gesunden Kontrollen haben VCFS-Patienten generell ein signifikant geringeres
Kleinhirnvolumen, ein signifikant geringeres Gesamtgehirnvolumen und reduzierte
Volumina der weillen Substanz (van AMELSVOORT et. al., 2004). Im Gegensatz dazu
stellten ELIEZ u. Mitarbeiter (Jan/2001) bei VCFS-Patienten mit maternaler Herkunft
der 22ql1-Deletion eine signifikante Reduktion der grauen Hirnsubstanz fest. Eine
weitere Studie unter Kindern und Jugendlichen mit VCFS konnte eine signifikante
Volumenminderung vor allem der grauen Substanz des Parietallappen mit einer
Asymmetrie zugunsten rechts nachweisen (ELIEZ et. al., 2000). Zudem konnten
signifikante Volumenminderungen temporaler und mesiotemporaler Hirnregionen
nachgewiesen werden, was als mogliches gemeinsames morphologisches Substrat einer
entwicklungsneurologischen Atiologie des 22q11DS und schizophrener Psychosen
diskutiert wird (ELIEZ et. al., 03/2001). Bisher sind die Ergebnisse der meisten Studien
jedoch aufgrund geringer Fallzahlen oder wegen anderer methodischer Limitierungen
als vorlaufig zu werten.

Zusammenfassend ergibt sich aus geschilderter Datenlage eine deutliche Stérung des
Kleinhirns bei schizophreniekranken Menschen im Vergleich zu Gesunden. Dabei
konnten im Rahmen des 22q11DS sowohl Stérungen der Motorik und Koordination als
auch eine Kleinhirnatrophie belegt werden. Welche Funktionen die DGCR6/L-Proteine
im Kleinhirn ausiiben, ist leider noch nicht klar. Der Bezug zur Erkrankung der

Patienten mit 22q11DS an Schizophrenie ist jedoch uniibersehbar.
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5.2.5 Die DGCR6/L-Proteine im Tumorgewebe

Um die Menge an exprimiertem DGCRG6/L-Protein im Kleinhirn zu quantifizieren,
wurden 5 Gehirntumoren auf die DGCR6/L-Proteinexpression getestet. Bei drei von
fiinf Tumoren konnte eine signifikante Erhohung der DGCR6/L-Expression festgestellt
werden. Dieses Ergebnis spiegelt die hdufige Erhohung der DGCR6/L-Proteine in
Tumorgewebe wider (s. Kap. 5.1.4.4.). Bei einer direkten Gegeniiberstellung der
DGCRG6/L-Expression in Tumorgewebe, Kleinhirn, HeLa-Zellen und Fibroblasten zeigt
sich eine groBere Menge an DGCR6/L-Protein in Tumorgewebe und am deutlichsten im

Kleinhirn (Abb. 4.14).

5.3 Ausblick

Das Alter der DGCRG6-Duplikation kann auf mindestens elf Millionen Jahre
zuriickdatiert werden. Die Erhaltung dieser Gene iiber diese Zeit macht es
wahrscheinlich, dass die beiden Gene im menschlichen Genom eine essentielle
Funktion innehaben (EDELMANN et al., 2001). Die Assoziation der DGCR6-Proteine
in der Embryogenese des Herzens bei Patienten mit 22q11DS gilt als gesichert. Zudem
fand sich im Hithnermodell durch Ausschaltung des DGCR6 Gens ein DiGeorge-
dhnlicher Phanotyp (HIERCK et al., 2004). Die genauen Mechanismen, die zu den
Entwicklungsdefekten fiihren, sind noch Gegenstand aktueller Forschung.

Die beiden Proteine DGCR6 und DGCRG6L sind in allen untersuchten Geweben des
Menschen nachweisbar. Dabei féllt die hohe Expression im Herzmuskel auf, die eine
mogliche Assoziation zu den entwicklungsbedingten Herzfehlern des 22qll-
Deletionssyndromes darstellt.

Interessant ist die hohe Expression in den Ovarien. Zusammen mit der Homologie zum
Drosophila melanogaster gonadal Gen und zum Laminin-Gen weist dies auf eine
Funktion in der Embryogenese hin. Zudem konnten im Mausemodell hohe Mengen an

DGCR6-mRNA im Gehirngewebe, in der Neuralleiste, in den Kiemenbdgen und an
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den nasalen Prozesstellen E11.5 festgestellt werden (LINDSAY et al., 1997). Diese
Organbereiche sind nachweislich alteriert bei Patienten mit DiGeorge-Syndrom.

Eine mogliche Assoziation der DGCR6-Proteine mit Tumorentstehung wurde erldutert.
Bisher gibt es jedoch diesbeziiglich nur wenige Publikationen und darf daher nicht
iiberinterpretiert werden.

Der Begriinder Emil Kraepelin, der den Begriff der ,,Dementia praecox‘ prigte, lie im
Jahre 1913 verlauten: ,,Uber den Ursachen der Dementia praecox schwebt heute noch
ein undurchdringliches Dunkel*. Leider sind knapp hundert Jahre spéter Krankheit und
Ursache auch heute nicht annidhernd geklart und eine addquate Therapie liegt noch in
weiter Ferne. Dennoch gibt es auf dem Gebiet der Molekulargenetik Kandidatengene,
durch die versucht wird, Genetik und Krankheit bzw. deren Ausprigung zu korrelieren.
In dieser Hinsicht konnten auch die beiden DGCR6-Proteine aufgrund der iiberraschend
hohen Expression im Kleinhirn ihre Rolle innehaben. Ein groBeres Patientenkollektiv
und die Zuordnung der DGCR6/DGCR6L-Protein-Expression zu Subtypen der
Schizophrenie konnten weitere notwendige Schwerpunkte zukiinftiger Forschung

darstellen.
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