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1. Einleitung

Mit der Beendung der Sequenzierung des menschlichen Genoms ist die Anzahl der

Gene, die im komplexen Zusammenspiel die zelluläre Entwicklung und das Schicksal

bestimmen, endlich überschaubar. Das nächste Ziel ist die Funktion jedes Genes aufzuklären

und die Mechanismen zu begreifen, die ihre Expression regulieren. Onkogene sind Gene,

die durch genetische Veränderungen, wie Duplikationen, Mutationen oder Translokationen

aktiv an der Tumorprogression beteiligt sind. Im Gegensatz dazu ist die genetische

Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens passiv an der malignen Transformation einer

Zelle beteiligt. Bei den Tumorsuppressorgenen wird zwischen den „Caretaker“-Genen

unterschieden, die für die Integrität des Genoms durch DNA Reparatur verantwortlich sind

und den „Gatekeeper“-Genen, die die Zellzykluskontrolle und die Apoptose regulieren.

Tumorsuppressorgene sind auch direkt für die Stabilität des Gewebes durch Inhibierung

von Zellinvasion und Metastasen verantwortlich. Die Transformation von einer Normalzelle

in einen malignen Tumor vollzieht sich in diskreten Schritten (Mehrschritt-Karzinogenese),

in denen genetische Veränderungen von verschiedenen Tumorgenen mit einem bestimmten

phänotypischen Stadium korrelieren. In sporadischen Tumoren ist es gelungen

Tumorsuppressorgene zu identifizieren, die durch einen somatischer Defekt für die

Pathogenese eines bestimmten Tumors verantwortlich sind, und bei der hereditärer

Prädispositionen für diese Tumorentität liegt des öfteren eine Keimbahnveränderungen des

gleichen Gens vor. Anhand von Untersuchungen am Retinoblastoms hat Knudson 1971

festgestellt, dass für die Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens beide Allele durch

genetische Veränderungen, wie chromosomale Deletionen oder Mutationen, sukzessiv

inaktiviert werden müssen (Abb. 1), damit das betroffene Gen seine suppressive Funktion

verliert und die Zwei-Hit-Hypothese aufgestellt, die in der Regel für alle

Tumorsuppressorgene gilt (Knudson, 1971).

Ein alternativer Mechanismus, der die Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens in

Krebs bewirkt, wird durch epigenetische Modifikationen hervorgerufen. Die epigenetisch

Inaktivierung ist eine Veränderung der Funktionalität eines Genes ohne dessen genetische

Sequenz zu verändern. Diese epigenetische Regulation beinhalt die Entstehung von

repressiven Chromatin an der aktiven Promotorregion. Bei dieser Inaktivierung des

Chromatins ist die Methylierung von Cytosin in einer CpG Sequenz mitbeteiligt. Die
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Transkriptionsinaktivierung durch Hypermethylierung von CpG-reichen Promotoren ist in

der Karzinogenese ein häufiges Ereignis (Abb. 1). Verschiedene Arbeiten haben gezeigt,

dass die Promotoren von verschiedenen Tumorsuppressorgenen oft in einer Vielzahl von

humanen Tumoren methyliert sind, aber im entsprechenden gesunden Gewebe frei von

Methylierung sind. Da die Hypermethylierung von regulatorischen Sequenzen zur

Inaktivierung der Genexpression führt, werden diese epigenetischen Veränderungen als

wichtiger Mechanismus in der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen angesehen und

höchstwahrscheinlich spielt die Epigenetik nicht nur in der Kanzerogenese, sondern auch in

der zellulären Entwicklung und Alterung eine zentrale Rolle.

Abbildung 1. Mechanismen der Tumorsuppressorgen-Inaktivierung. In diesem Modell sind die drei
Hauptmechanismen der Tumorsuppressorgen-Inaktivierung dargestellt. Durch Modifikation von
unmethylierten CpG Sequenzen (weiße Ballons) im Promotor (Pfeil) werden diese methyliert (schwarze
Ballons) und damit wird der Promotor inaktiviert. Weiterhin kann ein Tumorsuppressorgen durch
Mutationen (hier eine „nonsense“ Mutation) oder chromosomale Deletion inaktiviert werden.

2. Ras Signaltransduktion und Effektoren

Onkogene sind im Gegensatz zu Tumorsuppressorgene aktiv an der

Krebsentstehung beteiligt. Dabei spielt das Proto-Onkogene Ras eine Schlüsselrolle in der

Regulation des Zellwachstums und des Zelltodes als Antwort auf extrazelluläre Signale. Ras

wird in verschiedenen Tumoren durch Mutationen aktiviert, die vor allem an Codon 12

gefunden werden (Bos, 1989; Barbacid, 1990). Dies führt zur Transformation von Ras zu

einem Onkogen und ergibt eine unregulierte aktivierte Signalübertragungskaskade in

Tumoren (Crespo and Leon, 2000). Die Ras Superfamilie von kleinen GTPasen überträgt

Signale von den Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) in den Nukleus und reguliert das

Exon 1 Exon 2

Exon 1 Stop

Exon 3

Mutation DeletionMethylierung
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Zellwachstum, das zelluläre Überleben und die Zelldifferenzierung (Abb. 2) (Campbell et

al., 1998; Khosravi-Far et al., 1998; Marshall, 1999; Crespo and Leon, 2000; Bar-Sagi,

2001). Ras Proteine wirken als molekulare Schalter zwischen zwei verschiedenen Zuständen:

aktiv, wenn GTP gebunden ist und inaktiv im GDP gebundenen Zustand. GTPasen

aktivierende Proteine inhibieren die Ras Aktivierung durch die verstärkte Hydrolyse von

gebundenen GTP. Im Gegensatz dazu aktivieren Guanin Nukleotid Austauschfaktoren die

Bindungsfähigkeit von Ras für GTP. Aktiviertes Ras transduziert Signale durch verschiedene

Übertragungswege, indem es die zelluläre Antwort durch Ras Effektoren und deren

komplexe Wirkungskaskaden regulieren. (Abb. 2) (Katz and McCormick, 1997; Khosravi-

Far et al., 1998; Yamamoto et al., 1999; Reuther and Der, 2000).

Der am besten charakterisierte Signaltransduktionweg von Ras ist der durch die

Serin/Threonin-Kinasen (Leevers and Marshall, 1992; Kolch, 2000). Aktiviertes Ras

phosphoryliert MEK (MAPK/ERK Kinase) und die somit aktivierte MEK phosphoryliert

MAPK (Mitogen aktivierte Proteinkinase) (Abb. 2). Folglich transloziert die aktivierte

MAPK in den Nukleus und phosphoryliert eine Reihe von Transkriptionsfaktoren. Zum

Beispiel führt die Aktivierung von Elk (eine Serin/Threonin Kinase) zur Transkription von

Fos, welches zusammen mit der vom MAPK aktivierten Jun das aktivierende Protein 1 (AP-

1) bildet. Es wurde gezeigt, dass AP-1 Cyclin D1 induziert und dadurch die Proliferation

der Zelle stimuliert (Abb. 2) (Shaulian and Karin, 2001).

Die zweite Kaskade, die durch Ras Signalisierung aktiviert wird, ist die durch die

Phosphatidylinosit 3-Kinase (PI3-K) und verhindert das Zellen Apoptose begehen (Abb. 2)

(Downward, 1998; Datta et al., 1999). PI3-K konvertiert Lipide, die folglich die Aktivität

der Protein Kinase B Akt stimulieren. Anschließend neutralisiert Akt das proapoptotische

BAD, ein Mitglied der BCL Familie, durch Phosphorylierung (Korsmeyer, 1999).

Aktiviertes BAD Protein bildet ein Heterodimer mit dem anti-apoptotischen BCL-2 und

dieses Dimer reguliert den programmierten Zelltod (Abb. 2). Inaktivierung von BAD

ermöglicht BCL-2 das zelluläre Überleben zu fördern, indem es die Freisetzung von

mitochondrialem Cytochrom C blockiert und dadurch die Aktivierung der Caspasen

inhibiert. Die anti-apoptotische Aktivität von Akt bewirkt auch die Phosphorylierung der

Procaspase-9, die Hochregulation des Transkriptionsfaktors NF-κB und die Regulation der

„Forkhead“ Familie (Cardone et al., 1998; Kops et al., 1999; Romashkova and Makarov,

1999).
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Abb. 2: Ras Signaltransduktion. Die von Wachstumsfaktoren übermittelte Antwort der Rezeptor-
Tyrosinkinase (RTK) aktiviert Ras. Ras-GTP stimuliert verschiedene Signalübertragungswege. Durch den
MAP Kinase Übertragungsweg (Raf, MEK, und MAPK/ERK) aktiviert Ras die zelluläre Proliferation.
Ras inhibiert die Apoptose durch die Phosphatidylinosit 3-Kinase (PI3-K) und stimuliert die Aktivität der
Proteinkinase B Akt (Akt/PKB). Dadurch inhibiert Akt, die durch die BCL-Familie (BAD/BCL-2)
induzierte Apoptose. Weiterhin reguliert Ras einen weiteren apoptotische Signaltransduktion durch die
Bindung der Ras Effektoren NORE1 und RASSF1A und aktiviert die proapoptotische Proteinkinase
MST1. RASSF1A blockiert den Zellzyklus und inhibiert die Akkumulation von Cyclin D1.

Raf und PI3-K sind gut charakterisierte Ras Effektoren, die mit Ras durch eine Ras

Bindedomäne interagieren (RBD und PI3K_rbd). Die dritte Gruppe von Ras Effektoren hat

eine konservierte RalGDS/AF6 Ras Assoziationsdomäne (RA-Domäne), welche keine

signifikanten Homologien zu den Ras Bindedomänen besitzt (Katz and McCormick, 1997;

Wolthuis and Bos, 1999; Yamamoto et al., 1999). Aminosäuresequenz-Homologien

zwischen den beiden Ras Effektoren, Ral Guanin Nukleotid Dissoziationstimulator

(RalGDS) und dem ALL-1 Fusionspartner von Chromosom 6 (AF-6), definieren diese RA

Domäne (Ponting and Benjamin, 1996). RalGDS wirkt bei der von Ras induzierten

Transformation mit, und AF-6 ist in der Regulation der Zelladhäsion beteiligt.

Die in dieser Arbeit zusammengefassten Orignalarbeiten befassen sich mit der

Identifizierung, Charakterisierung und Funktion von einem neuen Ras Effektor Gens,

welches in der chromosomalen Region 3p21.3 lokalisiert ist. Verlust dieses Segments ist

PROLIFERATION APOPTOSE

RASSF1A

PI3-K
Raf

BAD/BCL-2Cyclin D1

AP-1

Akt/PKB

Ras-
GTP

RTK

MST1

NORE1

MEK

MAPK/ERK
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einer der ersten und häufigsten Veränderungen in Lungentumoren und anderen soliden

Karzinomen und eine wichtige Rolle dieser Region war in der Karzinogenese zu erwarten.

3. Identifikation und Charakterisierung des Ras Assoziationsdomänen Familien Gens

In der Karzinogenese von Lungentumoren sind genetische Prädispositionen selten

beteiligt, und es wurden noch keine Gene gefunden, die eine starke Penetranz für

Lungenkrebs aufwiesen. Das Augenmerk richtet sich auf die chromosomalen Segmente, die

häufig in Tumoren verloren sind und besonderes Interesse gilt den Regionen in denen beide

Allele in Tumoren fehlen (homozygote Deletion). Die Größe dieser homozygoten

Verlustregionen ist meistens viel kleiner als die der hemizygote Segmente, und es wurden

einige Tumorsuppressorgene, die aus solchen homozygoten Deletionsregionen stammen,

identifiziert (z. B. RB, p16, SMAD4 und PTEN).

Die frühsten und häufigsten Veränderungen in der Entstehung von Lungenkrebs

liegen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3. Deletionen von 3p wurden oft in

Lungentumoren, aber auch in anderen Tumoren gefunden und es ist sehr wahrscheinlich,

dass einige Segmente wie 3p12, 3p14, 3p21 und 3p24-25 Tumorsuppressorgene (wie z. B.

das „Mismatch“ Reparatur Gen MLH1) beinhalten (Abb. 3) (Kok et al., 1997). Es wurden

inzwischen verschiedene Tumorsuppressorgen-Kandidaten in diesen Deletionsregionen

nachgewiesen, und so wurde in 3p25 das für die van Hippel-Lindau (VHL) Erkrankung

verantwortliche Gen (Kaelin and Maher, 1998), in 3p14.2 das FHIT Gen (Sozzi et al.,

1996), und in 3p12 das DUTT1/ROBO1 Gen identifiziert (Xian et al., 2001).

Verlust des Segmentes 3p21.3 ist ein frühes Ereignis in der Pathogenese von

Lungenkrebs und findet in den Stadien von Hyperplasie und Metaplasie statt (Sundaresan et

al., 1992; Hung et al., 1995; Thiberville et al., 1995; Wistuba et al., 1999). Vermutlich ist

diese Region für die Lungentumorinitiierung mitverantwortlich. Einige Gene, die in der

3p21.3 Deletionsregion kodiert sind, wurden isoliert, doch Mutationen in diesen Genen

werden nur selten gefunden und dadurch erschwerte sich die Suche nach einem

inaktivierten Tumorsuppressorgen. Beispiele dieser analysierten Gene sind: die Semaphorin-

Gene (SEMA3F und SEMA3B) (Sekido et al., 1996; Xiang et al., 1996), das 37LRP/p40
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Gen (Jackers et al., 1996), das G16 Gen (Gure et al., 1998), das BAP1 Gen (Jensen et al.,

1998), und die PC4 und TIS7 Gene (Latif et al., 1997).

Abb. 3: Struktur von Chromosom 3p und Deletionen in 3p21.3 (nach Dammann et al., 2000 [Anhang
1]). Die Lokalisation von einigen Gene (DUTT1/ROBO1, FHIT, MLH1, BAP1, TGFBR2, RARB und
V H L ) in 3p ist angegeben. Die Region der homozygoten Deletion (gestrichelte Linie) von drei
Krebszelllinen (H740, GLC20 und HCC1500) und die Position von verschiedenen Gene (MAPKAPK3,
PL6, RASSF1, HYAL2, HYAL1, SEMA3B, SEMA3F und G16) in 3p21.3 ist angegeben.

Verlust des chromosomalen Abschnittes von 3p21.3 wurde nicht nur in

Lungenkrebs gefunden. Auch Nierenkrebs, Blasenkarzinome, Kieferkrebs, Nasentumor,

Brustkrebs und Tumore des weiblichen Geschlechtstrakts zeigen einen häufigen

hemizygoten Verlust (30-60%) dieser Region (Kok et al., 1997), und deshalb könnte dieses

Segment ein ubiquitär wirkendes Tumorsuppressorgen kodieren. Homozygote Deletionen

von 3p21.3 wurden in verschiedenen Krebszelllinien und primären Lungentumoren

beschrieben (Killary et al., 1992; Yamakawa et al., 1993; Wei et al., 1996; Kok et al., 1997;

T o d d  et al., 1997) und durch die Kartierung der Deletionsfragmente in den

Lungenkrebszelllinien H740 und GLC20 und der Brustkrebszelllinie HCC1500 wurde die

Region auf eine Segmentgröße von 120 kb eingeengt (Abb. 3) (Sekido et al., 1998).

Höchstwahrscheinlich beinhaltet diese 120 kb Deletionsregion ein Tumorsuppressorgen,

doch in Lungentumoren ist keines der Gene aus diesem Segment auffallend durch

Mutationen inaktiviert (Lerman and Minna, 2000). Dies verstärkt die Annahme, dass das

vermutete Tumorsuppressorgen durch einen anderen Mechanismus als durch Mutationen

der kodierende Sequenz inaktiviert wird.

1211.1 14.1 14.3 21.2 22 24.1 24.321.3 23 2521.113
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Es ist uns gelungen ein Gen aus dieser 120 kb Deletionsregion zu klonieren und zu

charakterisieren (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Es deutete sich an, dass dieses Gen ein

potentieller Tumorsuppressor ist. Die cDNA dieses Genes wurde durch seine Interaktion mit

dem DNA Reparatur Enzym XPA im Hefe Zwei-Hybrid-System isoliert (Dammann et al.,

2000 [Anhang 1]) und die 1.7 kb cDNA stimmte mit Sequenzen aus dem 120 kb

homozygoten Deletionssegment überein. Der C-Terminus hatte hohe Homologie (ca. 55%

Identität) zu dem „novel“ Ras Effektor 1 (Nore1) der Maus und dem orthologen Protein

Maxp1 der Ratte (Vavvas et al., 1998; Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Das Gen kodiert

für eine Ras Assoziationsdomäne (RA Domäne) und deshalb wurde es als Ras

Assoziationsdomäne Familie 1 (RASSF1) Gen benannt (Dammann et al., 2000 [Anhang

1]). Nore1 interagiert mit GTP aktiviertem Ras und ist einer der wenigen Ras Effektoren

(wie Raf), deren endogene Peptidsequenz mit Ras nach einer Rezeptoraktivierung

assoziieren (Vavvas et al., 1998). Zusätzlich zur Proliferation stimulierenden Funktion hat

Ras auch wachstumshemmende und proapoptotische Wirkungen. Die Ras Effektoren Nore1

und RASSF1 könnten zusammen mit der proapoptotische Proteinkinase MST1 diese

negativen Wachstumsfunktionen von Ras bewirken (Abb. 2) (Khokhlatchev et al., 2002;

Ortiz-Vega et al., 2002 [Anhang 8]).

Es wurden nach weitereren cDNA Bankanalysen drei alternative gespleisste

Transkripte bestimmt: RASSF1A, RASSF1B und RASSF1C (Dammann et al., 2000 [Anhang

1]). Die beiden Hauptformen: RASSF1A und RASSF1C werden von zwei CpG-reichen

Promotoren transkribiert, die 3.5 kb auseinander liegen (Abb. 4). Alle Transkripte haben an

ihrem 3’ Ende vier gemeinsame Exone (3 bis 6) (Abb. 4). Diese Exone kodieren für die

RA Domäne (Ponting and Benjamin, 1996; Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). RASSF1A

hat zwei 5’ Exone, die als 1α  und 2αβ  bezeichnet werden und die 1.9 kb cDNA von

R A S S F 1 A  hat einen offenen Leseraster von 340 Aminosäuren (As) und ein

Molekulargewicht (MW) von 38.8 kDa. Der N-Terminus (H52 bis C101) von RASSF1A hat

hohe Homologien zu einer cystein-reichen Diacylglycerol/Phorbolester (DAG)

Bindungsdomäne, die auch als Proteinkinase C konservierte Region (C1) bezeichnet wird

und einen zentralen C1 Zinkfinger besitzt (Newton, 1995). RASSF1A wird in allem durch

Northern Blotanalyse getesteten Normalgewebe exprimiert, doch das Transkript fehlte in

einigen Krebszelllinien (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Das RASSF1B Transkript hat

das gleiche Exon 2αβ; aber das erste Exon 1β unterscheidet sich von RASSF1A (Abb. 4)
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und ist hauptsächlich in Geweben, welches Zellen des hämatopoetischen System enthält,

schwach exprimiert (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Vermutlich kodiert die 1.7 kb

cDNA von RASSF1B nur die RA Domäne und im Maus Rassf1 Locus fehlt das Exon 1β

vollständig (siehe GenBank „accession number“ AF333027). Das 1.7 kb Transkript von

RASSF1C wird am CpG-reichen Exon 2γ initiiert und kodiert für 270 As mit einem MW

von 31.2 kDa. Die Proteinsequenz des ersten Exons 2γ  hat keine signifikanten

Ähnlichkeiten zu bekannten Proteinen. Das RASSF1C-Transkript wird sowohl in normalem

Gewebe als auch in Krebszellen exprimiert, die keine homozygote Deletion der Region

aufweisen (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Die Aminosäuresequenz von W125 bis

K138 (WETPDLSQAEIEQK) von R A S S F 1 A  stimmt mit einem putativen

Phosphorylierungs-Motif der ATM Kinase überein, und in einem synthetischen Peptid mit

dieser Sequenz wird das Serin effektiv in vitro phosphoryliert (Kim et al., 1999).

Abb. 4: Die Ras Assoziationsdomänen-Familie (nach Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). A.  Struktur
der von RASSF1 Gen kodierten Isoformen. Die beiden Promotoren von RASSF1 (Pfeile) sind in CpG

2γ2αβ
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Inseln lokalisiert (leere Kästchen). Sieben verschiedene Isoformen (RASSF1A bis RASSF1G) werden
durch die beiden Promotoren und alternatives RNA Spleißing produziert (schwarze Kästchen). Die roten
Kästchen stellen zusätzliche Aminosäuren von den Herz- und Pankreas-spezifischen Isoformen dar. Die
Proteinlänge ist in Aminosäuren (As) angegeben und Proteindomänen sind als: DAG,
Diacylglycerol/Phorbolester Bindedomäne; RA, RalGDS/AF6 Ras Assoziationsdomäne; ATM,
Konsensussequenz für ATM Phosphorylierung bezeichnet. B.  Die Protein Sequenz der beiden Isoformen
von NORE1 (RASSF5A und RASSF5B) und RASSF3 ist angegeben.

RASSF1 wurde von einer weiteren Arbeitsgruppe isoliert, die vier weitere Isoformen

gefunden hat (Burbee et al., 2001). Diese vier Formen: RASSF1D, RASSF1E, RASSF1F

und RASSF1G sind Spleißvarianten von RASSF1A und werden vom gleichen CpG Insel

Promotor transkribiert (Abb. 4). RASSF1D ist eine Herz-spezifische und RASSF1E eine

Pankreas-spezifische Form. RASSF1D kodiert am 5’ Ende von Exon 2αβ für vier weitere

Aminosäuren (LSAD) und RASSF1E hatte vier zusätzliche Aminosäuren (PILQ) am 3 ’

Ende von Exon 2αβ. Das RASSF1F Transkript überspringt Exon 2αβ und kodiert für ein

verkürztes Peptid von 92 As und endet in der DAG Bindedomäne (Burbee et al., 2001;

Schagdarsurengin et al., 2002 [Anhang 6]). Bei RASSF1G fehlt Exon 2αβ und Exon 3 und

das Protein hat eine berechnete Länge von 152 As (Abb. 4). Nur das RASSF1F-Transkript

wird häufig mit RTPCR detektiert, (Schagdarsurengin et al., 2002 [Anhang 6]) doch die

biologische Funktion dieser weiteren Transkripte ist unbekannt.

Es wurden zwei weitere humane Gene kloniert und charakterisiert, die für eine Ras

Assoziationsdomäne kodieren und fast 60% Homologie zu RASSF1 besitzen: das RASSF3

Gen, welches auf 12q14.1 liegt und das NORE1 Gen (RASSF5), das auf 1q32.1 liegt

(Tommasi et al., 2002 [Anhang 5]). Das RASSF3 Gen besteht aus 5 Exons und kodiert für

ein 247 As langes Protein (MW von 28.6 kDa), das eine konservierten RA Domäne am C-

Terminus hat (Abb. 4). RASSF3 wird in Normalgewebe und in Krebszelllinien ubiquitär

exprimiert (Tommasi et al., 2002 [Anhang 5]). Das NORE1 Gen (RASSF5), das ortholog zu

dem Maus Nore1 Gen ist, besteht aus mindestens zwei Isoformen (NORE1A und NORE1B)

(Abb. 4). Die A-Form kodiert für ein Protein mit 418 As (MW von 47 kDa) und die B-

Form enthält einen offenen Leseraster von 265 As (MW von 30.5 kDa). Ähnlich wie

RASSF1A und RASSF1C werden NORE1A und NORE1B von zwei CpG-reichen Promoteren

transkribiert. In den meisten Normalgewebe werden beide Formen exprimiert, aber in

einigen Tumorzelllinien werden diese Trankripte nur schwach transkribiert (Tommasi et al.,

2002 [Anhang 5]). Veränderungen von NORE1  in Tumoren wurden jedoch nicht

gefunden. Der N-Terminus von RASSF3 und NORE1B haben hohe Homologie zu
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RASSF1C. In NORE1 und RASSF3 fehlt die ATM Konsensusstelle, die eine SQ-Sequenz

enthält (Abb. 4). Beide Gene kodieren für eine RA Domäne und sind somit potentielle Ras

Effektoren, die an der Ras Signaltransduktion beteiligt sein könnten.

4. Analyse von RASSF1 in humanen Tumoren

Die Expression des RASSF1 Gens wurde in detaillierten Northern Blots analysiert

und jedes der 16 getesteten Normalgewebe exprimierte RASSF1A mRNA (Dammann et al.,

2000 [Anhang 1]). Interessanterweise fehlte in einigen Krebszelllinien (Lungenkrebs,

Brustkarzinom, Melanom, Leberkarzinom, Leukämie, Lymphom, Zervixkarzinom,

Nierenzellkrebs Osteosarkom und Neuroblastom) das RASSF1A Transkript vollständig.

Dagegen wird RASSF1C im Normalgewebe und allen Krebszellen exprimiert, die keine

homozygote Deletion der Region aufweisen. In 17 Kleinzelllungen-Krebszelllinien fehlte

das Transkript von RASSF1A vollständig (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Alle Formen

von RASSF1, die von der RASSF1A CpG Insel transkribiert werden fehlen in einer Vielzahl

von Tumoren, und dies deutet darauf hin, dass der RASSF1A Promotor in Tumoren häufig

epigenetisch inaktiviert ist.

Nach der Knudson Zwei-Hit-Hypothese werden beide Allele eines

Tumorsuppressorgens durch genetische Veränderungen, wie chromosomale Deletion oder

Mutationen inaktiviert (Knudson, 1971). Alle Exons des RASSF1 Gens wurden intensiv

nach Mutationen analysiert, aber es wurden vor allem Polymorphismen identifiziert und nur

sehr wenige Mutationen identifiziert (Tab. 1). In 58 Lungenkarzinomen wurde RASSF1A

nach Mutationen analysiert und einige Polymorphismen und zwei „missense“ Mutationen

gefunden: ATT(Ile135) zu ACT(Thr135) und GCC(Ala336) zu ACC(Thr336) (Dammann

et al., 2000 [Anhang 1]). Da das entsprechende Normalgewebe nicht vorhanden war, könnte

es sich dabei auch um seltene Polymorphismen handeln (Tab. 1). Die Sequenz von RASSF1

wurde in 114 weiteren Lungenkarzinome analysiert und es wurden nur weitere

Polymorphismen gefunden aber keine somatische Mutationen entdeckt (Burbee et al.,

2001). In 60 Brustkarzinomen und in 10 Phäochromozytomen wurden verschiedene

Polymorphismen identifiziert, doch keine inaktivierende Mutationen nachgewiesen

(Agathanggelou et al., 2001; Astuti et al., 2001; Dammann et al., 2001a [Anhang 2]). In 29
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Nasopharyngeal-Karzinomen wurden neben weiteren Polymorphismen auch eine

„missense“ Mutation CGC(Arg201) zu CAC(His201) und eine „frameshift“ Mutation

detektiert (Lo et al., 2001). Weitere Polymorphismen wurden in Nierenkrebs gefunden

(Dreijerink et al., 2001). Insgesamt wurden in mehr als 200 Proben nur zwei somatische

Mutationen identifiziert (Tab. 1).

Tabelle 1: Mutationsanalyse des RASSF1A Gens in humanen Tumorena

Veränderung Codonb Codonaustausch Exon Domäned

Veränderung c 6 GAG(Glu) -> Asp 1α
Häufiger Polymorphismus 21 AAG(Lys) -> CAG(Gln) 1α
Häufiger Polymorphismus 28 CGT(Arg) -> CGA(Arg) neutral 1α
Polymorphismus 49 GGC(Gly) -> GGT(Gly) neutral 1α
Häufiger Polymorphismus 53 CGC(Arg) -> TGC(Cys) 1α DAG
Polymorphismus 53 CGC(Arg) -> CGT(Arg) neutral 1α DAG
Polymorphismus 56 CCC(Pro) -> CCT(Pro) neutral 1α DAG
Polymorphismus 57 GCG(Ala) -> GCA(Ala) neutral 1α DAG
Polymorphismus 60 GCC(Ala) -> ACC(Thr) 1α DAG
Häufiger Polymorphismus 129 GAC(Asp) -> GAG(Glu) 3 ATM
Polymorphismus 131 TCT (Ser) -> TTT (Phe) 3 ATM
Häufiger Polymorphismus 133 GCT(Ala) -> TCT(Ser) 3 ATM
Veränderungc 135 ATT(Ile) -> ACT(Thr) 3 ATM
„missense“ Mutation 201 CGC(Arg) -> CAC(His) 4 RA
Polymorphismus 214 CTG(Leu) -> CTA(Leu) neutral 4 RA
Polymorphismus 236 GTG(Val) -> GTA(Val) neutral 4 RA
Polymorphismus 246 GAG(Glu) -> AAG(Lys) 4 RA
Häufiger Polymorphismus 257 CGG(Arg) -> CAG(Gln) 5 RA
„frameshift“ Mutation 277 1 bp Deletion bei nt 829 5 RA
Polymorphismus 325 TAT(Tyr) -> TGT(Cys) 6
Veränderung c 336 GCC(Ala) -> ACC (Thr) 6

a (Dammann et al., 2003b)
b Codon wurden in Bezug auf RASSF1A nummeriert.
c Diese Veränderungen sind entweder Mutationen oder seltene Polymorphismen.
d ATM: vermeintliche Konsensussequenz für ATM Phosphorylierung; DAG: Diacylglycerol/Phorbolester
Bindedomäne; RA: RalGDS/AF6 Ras Assoziationsdomäne.

Sieben der 21 charakterisierten Veränderungen sind neutrale Mutationen (Tab. 1).

Fünf Polymorphismen befinden sich in der DAG Bindedomäne, vier in der ATM Kinase

Phosphorylierungssequenz und vier in der RA Domäne (Tab. 1). Kürzlich wurde gezeigt,

dass zwei Polymorphismen (S131F und A133S) von RASSF1A, die in der potentiellen

Phosphorylierungssequenz der ATM Kinase liegen, für Proteine kodieren, die nicht die

Zellzyklusprogression blockieren können (Shivakumar et al., 2002). Deshalb wird es

interessant sein, zu analysieren ob gewisse Polymorphismen die betroffenen Individuen

mehr empfänglich für Lungenkrebs machen. In Lungentumoren ist die Mutationsrate von
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den anderen Genen, die in der homozygoten Deletionsregion von 3p21.3 liegen, ebenfalls

sehr gering. Dies bekräftigt die Vermutung, dass das putative Tumorsuppressorgen von

3p21.3 durch epigenetische Modifikationen inaktiviert werden könnte.

5. Epigenetische Inaktivierung von RASSF1A in Tumoren

Zusätzlich zu Deletionen und Mutationen kann die Funktion von

Tumorsuppressorgenen auch durch Promotor Hypermethylierung verloren gehen (Jones

and Laird, 1999; Baylin and Herman, 2000). Es deutet sich an, dass CpG Insel Methylierung

einer der ersten und häufigsten Mechanismen ist, der für die Inaktivierung von Genen in der

Karzinogenese verantwortlich ist. Die Mehrzahl der Gene des menschlichen Genoms haben

GC-reiche Sequenzen am 5’ Ende, in denen das Dinukleotide CpG 4-5 mal häufiger ist, als

es in den meisten Regionen des Genoms auftritt und diese CpG-reichen Sequenzen werden

als CpG-Inseln bezeichnet (Bird, 1986). Die Mehrzahl dieser CpG-Inseln sind in normalem

Gewebe unmethyliert, können aber in Tumoren de novo methyliert werden (Baylin et al.,

1998; Jones and Baylin, 2002). Diese de novo Methylierung korreliert mit der Inaktivierung

der Transkription und mit der Deacetylierung des Chromatins durch Histondeacetylase

(Jones et al., 1998; Nan et al., 1998). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die CpG-

Inseln der Tumorsuppressorgene Rb , p16 , VHL , APC , MLH1  und BRCA1  häufig in

humanen Karzinomen methyliert vorliegen, jedoch im entsprechenden Normalgewebe nicht

methyliert sind (Baylin et al., 1998; Jones and Baylin, 2002). Es ist beeindruckend, dass

Tumorsuppressorgene mindestens so häufig durch Promotor Hypermethylierung inaktiviert

werden, verglichen mit der Inaktivierung durch Mutationen der kodierenden Sequenzen.

Deshalb wird angenommen, dass die epigenetische Inaktivierung eine zentrale Rolle in der

Krebsentstehung spielt.

Der Promotor von RASSF1A enthält eine CpG-Insel, die auf ihre Methylierung

untersucht wurde. Ein 204 bp großes DNA Fragment, das 16 CpGs, drei Bindungssequenzen

für den Sp1 Transkriptionsfaktor, die putative Transkriptions-Initiationsequenz und

Translationsstart von RASSF1A  enthält, wurde mit der Bisulfit Methode auf den

Methylierungsstatus der Cytosine analysiert (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). In

normalen bronchialen Epithelialzellen und humanen Fibroblasten waren alle Cytosine
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unmethyliert. In 16 Kleinzell-Lungenkrebszelllinen war diese Region vollständig methyliert

und nur in einer Zelllinie partiell methyliert (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Diese

Methylierung korrelierte mit der Transkription von RASSF1A in den gleichen Zellen. Das

Methylierungsmuster der beiden CpG Insel Promotoren von RASSF1A und RASSF1C und

deren Expression wurde in einer Vielzahl von Krebszelllinien und Gewebeproben analysiert.

In allen normalen Gewebeproben wurden RASSF1A und RASSF1C transkribiert (Dammann

et al., 2000 [Anhang 1]; Dammann et al., 2001a [Anhang 2]). RASSF1A Expression fehlte

jedoch in verschiedenen Krebszelllinien: Lungenkrebs, Brustkarzinom, Prostatatumor und

Schilddrüsenkrebs, und in diesen Zelllinien war der RASSF1A  Promotor methyliert

(Dammann et al., 2000 [Anhang 1]; Dammann et al., 2001a [Anhang 2]; Dammann et al.,

2001b [Anhang 3]; Liu et al., 2002 [Anhang 7]; Pfeifer et al., 2002; Schagdarsurengin et

al., 2002 [Anhang 6]). Im Gegensatz dazu war der RASSF1C Promotor in allen analysierten

Proben (homozygote Deletion ausgenommen) unmethyliert und wurde transkribiert

(Dammann et al., 2000 [Anhang 1]; Dammann et al., 2001a [Anhang 2]; Dammann et al.,

2001b [Anhang 3]; Schagdarsurengin et al., 2002 [Anhang 6]; Dammann et al., 2003a

[Anhang 12]). In primären Tumoren werden Expressionsanalysen durch das

Vorhandensein der normalen Zellen erschwert. Dennoch ist in primären Brust-, Ovarial-,

Nieren- und Schilddrüsentumoren die RASSF1A Expression stark herabgesetzt (Yoon et al.,

2001 [Anhang 4]; Dammann et al., 2001a [Anhang 2]; Schagdarsurengin et al., 2002

[Anhang 6]). Der Expressionsverlust wurde mit Hypermethylierung der CpG-Insel von

RASSF1A korreliert (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]; Schagdarsurengin et al., 2002

[Anhang 6]). Weiterhin kann die epigenetische Inaktivierung durch eine Behandlung mit

dem DNA Methylierungs-Inhibitor 5-Aza-2’-Deoxycytidin (5-Aza-CdR) umgekehrt

werden (Jones and Taylor, 1980). Diese Chemikalie inhibiert die DNA Methyltransferasen

und führt zur passiven Demethylierung der DNA durch die Replikation. Eine Behandlung

von verschiedenen Krebszelllinien mit 5-Aza-CdR führte zur Reexpression von RASSF1A

und zur Demethylierung des RASSF1A Promotors (Dammann et al., 2000 [Anhang 1];

Dammann et al., 2001a [Anhang 2]; Liu et al., 2002 [Anhang 7]; Schagdarsurengin et al.,

2002 [Anhang 6]; Schagdarsurengin et al., 2003 [Anhang 9]; Spugnardi et al., 2003

[Anhang 11]).

In Krebszelllinien müssen Resultate über die Methylierung von Genen mit Vorsicht

betrachtet werden, da die Methylierung in Zelllinien oftmals höher ist als in den primären
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Tumoren (Antequera et al., 1990; Jones et al., 1990; Smiraglia et al. , 2001). Die

Inaktivierung des RASSF1A Genes wurde in 58 primären Nicht-Kleinzell-Lungentumoren

und in 28 primären Kleinzell-Lungentumoren analysiert (Dammann et al., 2000 [Anhang

1]; Dammann et al., 2001b [Anhang 3]). Der Methylierungsstatus der CpG Insel des

RASSF1A  Gens wurde mit der Bisulfit Technik bestimmt und alle 19 normalen

Lungengewebeproben waren unmethyliert. In 22 der 28 (=79%) der primären Kleinzell-

Lungentumore war der RASSF1A Promotors methyliert (Dammann et al., 2001b [Anhang

3]). Sieben der 19 (=37%) untersuchten squamösen Lungentumor waren methyliert, sieben

der 25 (=28%) Adenokarzinome und acht der 14 (=57%) Großzell-Lungentumore waren

ebenfalls methyliert (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Es wurde keine Methylierung der

RASSF1C  CpG Insel gefunden und dies stimmt mit den Expressionsdaten überein.

Insgesamt wurden in 22 der 58 (=38%) Nicht-Kleinzell-Lungenkarzinome und in 79% der

Kleinzell-Lungentumore eine starke Methylierung des RASSF1A Promotor identifiziert.

Weitere Studien fanden im primären Nicht-Kleinzell-Lungenkrebs 30% bis 34%

Methylierung von RASSF1A (Agathanggelou et al., 2001; Burbee et al., 2001; Tomizawa et

al., 2002).

Exogene Expression von RASSF1A  in Lungenkrebszelllinen, die RASSF1A

inaktiviert hatten, bewirkte eine Verringerung der Kolonieformation in vitro und der

Tumorbildung in vivo (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Interessanterweise wurde für

Nicht-Kleinzell-Lungenkrebs Patienten mit methylierten RASSF1A Gen eine beeinträchtigte

Überlebensrate (P=0.046) ermittelt (Burbee et al., 2001) und in Lungen-Adenokarzinomen

(Stadium I) korreliert RASSF1A  Methylierung ebenfalls mit einer verschlechterten

Überlebensrate korreliert (P=0.0368 bivariable Analyse und P=0.032 Multivarianz Analyse)

(Tomizawa  et al., 2002). Zusätzlich wurde RASSF1A  Methylierung in 32% der

Adenokarzinome gefunden und wurde häufiger in Tumoren mit vaskulärer Invasion und

pleuraler Beteiligung detektiert. RASSF1A  Inaktivierung wurde öfters in schlecht

differenzierten Tumoren als in gut (P=0.00059) oder mäßig (P=0.0835) differenzierten

Adenokarzinomen nachgewiesen. Die veränderte Promotor Methylierung von RASSF1A

und anderer Tumorsuppressorgene (z.B. p16 , MGMT  und DAP-Kinase) wurde im

bronchialen Epithelgewebe und im Sputum von aktiven Rauchern und Ex-Rauchern

analysiert. Es wurde keine RASSF1A Inaktivierung in Epithel nachgewiesen und nur in 2

von 66 (=3%) der Sputum-Kontrollen entdeckt (Belinsky et al., 2002). Dieses Ergebnis
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könnte darauf hinweisen, dass die Inaktivierung von RASSF1A ein späteres Ereignis in der

malignen Transformation von bronchialem Epithelgewebe ist.

Die Inaktivierung des RASSF1A Promotors wurde in humanen Brustkrebszelllinien

und im primären Mammakarzinom analysiert. In allen der fünf untersuchten Zelllinien

(MCF7, MDAMB157, MDAMB231, T47D und ZR75-1) war die CpG Insel des RASSF1A

Genes vollständig methyliert und die Transkription war reprimiert (Dammann et al., 2001a

[Anhang 2]). In 28 von 45 (=62%) der primären Mammatumoren war der RASSF1A

Promotor inaktiviert, und das Ausmaß der Methylierung lag bei diesen nicht

mikrosektionierten Tumoren zwischen 50% und 90% (Dammann et al., 2001a [Anhang 2]).

Wenn mehr als 50% des Produkte methyliert sind bedeutet dies, dass entweder beide Allele

methyliert sind oder ein Allel methyliert und das andere verloren wurde. Die

Methylierungausmaße liegen im allgemeinen unter 90%, da normale unveränderte Zellen

stets im Tumor vorhanden sind. Ein geringes Maß von Methylierung (weniger als 25% und

schwächer als im entsprechenden Tumor) wurden bei 3 von den 40 (=7.5%)

entsprechenden normalen Brustgewebeproben nachgewiesen (Dammann et al. , 2001a

[Anhang 2]). Die Methylierung der RASSF1A CpG Insel und Verlust der Transkription

wurden korreliert und das R A S S F 1 A  Transkript wurde nach Behandlung der

Brustkrebszelllinien mit dem Methylierungsinhibitor 5-Aza-CdR reexprimiert (Dammann et

al., 2001a [Anhang 2]). Eine andere Studie fand 49% RASSF1A Methylierung in primären

Mammakarzinom (Burbee et al., 2001) und eine weitere Arbeit nur 9% Methylierung in

den Brustkrebsproben (Agathanggelou et al., 2001). Die Aberration des RASSF1A

Promotors wurden während der Brustkrebsentstehung analysiert (Lehmann et al., 2002).

RASSF1A war fast vollständig in 56% der duktalen Brustkarzinome methyliert. RASSF1A

Inaktivierung wurde auch in epithelialer Hyperplasie und intraduktalen Papilloma detektiert,

aber nicht in Lymphozyten, Stroma, normalem Brustepithel, laktierendem Brustgewebe und

apokriner Metaplasie entdeckt. Diese Resultate deuten an, dass RASSF1A

Hypermethylierung eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von Brustkrebs spielen

könnte.

Der Chromosomabschnitt 3p ist die in Klarzell-Nierenzellkarzinom am häufigsten

deletierte Region und deshalb wurde eine wichtige Rolle des Segmentes vermutet (Kok et

al., 1997). In Segment 3p24 wurde das von Hippel Lindau (VHL) Gen, das für eine Form

des hereditären Nierenkrebs verantwortlich ist, identifiziert (Latif et al., 1993). Doch in einer
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großen Anzahl von sporadischen Klarzell-Nierenzellkarzinomen fehlten Mutationen des

VHL Genes und die Beteiligung eines Genes aus 3p21 wurde angenommen (van den Berg et

al., 1996; van den Berg and Buys, 1997; Clifford et al., 1998; Kok et al., 2000; Martinez et

al., 2000). Die Region der homozygoten Deletion der Lungen- und Brustkrebszelllinien

beinhaltetet auch die kleinste Region der überlappenden heterozygoten Deletion im

Nierenzellkarzinom (Kok et al., 2000). Der Promotor von RASSF1A  wurde in

Nierenzelltumore auf seine Methylierung untersucht und in diesen primären Tumoren

waren 18 der 32 (=56%) Proben methyliert (Yoon et al., 2001 [Anhang 4]). Es wurde von

Inaktivierung des RASSF1A Gens sowohl in Nierentumoren mit VHL Inaktivierung als auch

in Nierenzellkarzinomen ohne Veränderungen des VHL Genes berichtet (Dreijerink et al.,

2001). In den 39 von 43 (=91%) der analysierten primären Nierentumoren und in allen der

18 Nierenkrebszelllinien wurde eine aberrante Methylierung von RASSF1A identifiziert.

Exogene Expression von RASSF1A  in einer Nierenkarzinomzellline, die RASSF1A

inaktiviert hatte, bewirkte eine Verringerung der Wachstums und der Kolonieformation in

weichem Agar (Dreijerink et al., 2001). In einer weiteren Studie wurde Hypermethylierung

des RASSF1A Promotors in 32 von 138 (=23%) der primären Klarzell-Nierenzellkarzinome

gefunden und auch hier war die Methylierung unabhängig von der VHL Inaktivierung

(Morrissey et al., 2001). Obwohl der Verlust von Chromosom 3p selten in papillärem

Nierenzellkrebs nachgewiesen wurde ist eine RASSF1A Hypermethylierung häufig und in

44% der analysierten papillären Nierenzellkarzinomen detektiert. Diese Resultate deuten an,

dass das RASSF1A Gen der Kandidat aus der Region 3p21.3 für die Tumorsuppression im

Nierenzellkarzinom sein könnte und seine aberrierende Methylierung nicht nur in

Lungenkarzinomen und Brusttumoren, sondern ebenfalls im Nierenzellkarzinom häufig zu

finden ist.

Die Methylierung des RASSF1A Promotors wurde in Dickdarmkrebs analysiert

(Yoon et al., 2001 [Anhang 4]). Die normale Darmschleimhaut war nicht methyliert und

nur drei der 26 (=12%) Tumoren zeigten eine Methylierung von RASSF1A (Yoon et al.,

2001 [Anhang 4]). Die geringe Häufigkeit der Methylierung kann verschiedene Ursachen

haben: einerseits könnte Inaktivierung von RASSF1A in diesen Tumoren keine wichtige

Rolle für die Tumorentstehung des Kolonkarzinoms spielen oder anderseits könnten

Veränderungen von anderen Proteinen vermehrt auftreten, die eine indirekte Veränderung

der durch Inaktivierung von RASSF1A  initiierten Karzinogenese bewirken. Es wurde
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gezeigt, dass K-Ras Mutationen an Codon 12 und 13 hauptsächlich in Tumoren auftreten,

die keine RASSF1A Methylierung aufwiesen (van Engeland et al., 2002). In dieser Studie

wurden in 20% der Kolontumore eine RASSF1A Promotor-Methylierung nachgewiesen und

in 39% der Tumore wurden K-Ras Mutationen identifiziert. Interessanterweise wurden

RASSF1A Inaktivierungen vor allem in Tumoren ohne K-Ras Veränderungen (P=0.023)

nachgewiesen, und dies könnte ein alternativer Weg sein, die von Ras regulierten

Signaltransduktion in der Karzinogenese zu manipulieren. Im Pankreaskarzinom wurde

diese analoge inverse Korrelation zwischen K-Ras Mutationen und RASSF1A Methylierung

bestätigt (Dammann et al., 2003a [Anhang 12]).

Die Methylierung des RASSF1A Gens wurde in der Pathogenese des Pankreaskrebs

untersucht. Die RASSF1A Hypermethylierung wurde in 29 von 45 (=64%) der primären

Adenokarzinomen, in 10 von 12 (=83%) der neuroendokrinen Tumoren und in 8 von 18

(=44%) der Pankreatiden gefunden (Dammann et al., 2003a [Anhang 12]). In sieben von

acht Pankreaskebszelllinien war das RASSF1A Gen inaktiviert wurde nach der Behandlung

mit 5-Aza-CdR reexprimiert. Da RASSF1A als proapoptotischer Ras Effektor in der

Signaltransduktion wirkt, wurden die aktivierenden K-Ras Mutationen mit der RASSF1A

Inakivierung verglichen. K-Ras Mutationen wurden in 16 von 45 (=36%) der primären

Adenokarzinomen nachgewiesen und waren signifikant häufiger in Karzinomen mit

unmethylierten RASSF1A Gen (69%) und vice versa (P=0.001) (Dammann et al., 2003a

[Anhang 12]). Diese Befunde verdeutlichen, dass RASSF1A als negativer Ras Effektor wirkt

und zeigen weiterhin, dass die RASSF1A Inaktivierung in Pankreaskrebs und in Pankreatitis,

das als Risikofaktor für die Entstehung von Pankreaskarzinomen gilt, häufig ist.

In Zervixkarzinomen und Ovarialtumoren wurde ein häufiger Verlust des

Chromosoms 3p nachgewiesen und das Segment 3p21 ist bis zu 57% der Fälle betroffen

(Wistuba et al., 1997; Guo et al., 2000). Drei Ovarialkrebs-Suppressionsfragmente wurden

durch Monochromosom-Transfer-Studien identifiziert und eine dieser Regionen überlappte

mit dem Segment 3p21.3, das auch in Lungen- und Brustkrebs deletiert ist (Fullwood et al.,

1999). Methylierung von RASSF1A  wurde in 8 von 20 (=40%) der Ovarialtumore

gefunden (Yoon et al., 2001 [Anhang 4]) und in einer weiteren Studie zeigten 10% der

Ovarialkarzinome Inaktivierung von RASSF1A  (Agathanggelou et a l . , 2001). Im

Gebärmutterhalskrebs wurde die RASSF1A Methylierung in 14 der 97 (=14%) primären

Tumore nachgewiesen (Kuzmin et al., 2003 [Anhang 10]). Der RASSF1A Promoter war in
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4 der 42 (=10%) squamösen Zervixkarzinome, in 4 der 19 (=21%) adenosquamösen

Tumore und in 8 der 34 (=24%) Adenokarzinome inaktiviert. Bei der Karzinogenese des

Gebärmutterhalstumors ist die Infektion mit humanen Papillomavirus (HPV) häufig

mitbeteiligt (zur Hausen, 1989). In den untersuchten squamösen Zervixkarzinomen wurde

kein Tumor gefunden, der sowohl RASSF1A Methylierung als auch HPV Infektion aufwies

(Kuzmin et al., 2003 [Anhang 10]). Gleiche Ergebnisse wurden in den acht analysierten

Zervixkrebszelllinien gefunden: die RASSF1A Inaktivierung und HPV Infektion schlossen

sich gegenseitig aus (P=0.0357). Somit wurde im Zervixkarzinom eine umgekehrte

Korrelation zwischen der RASSF1A Inaktivierung und der HPV Infektion nachgewiesen

(P≤0.05) (Kuzmin et al., 2003 [Anhang 10]). Dies deutet darauf hin, dass diese sich

ausschließenden Veränderungen gleiche funktionelle Auswirkungen auf die Entstehung von

Zervixtumoren haben könnten und beide Ereignisse den Retinoblastom-Signalweg in den

Tumoren manipulieren.

In Prostatatumoren wurde die Inaktivierung von RASSF1A in 37 von 52 (=71%) der

primären Tumoren nachgewiesen und die Methylierung wurde häufiger in den

aggressiveren Tumoren gefunden, als in den weniger malignen Karzinomen (Liu et al.,

2002 [Anhang 7]). In Tumoren mit einem hohen „Gleason“-Wert von 7-10 wurde

signifikant mehr methyliert als die Tumore mit einem niedrigen Wert von 4-6 (P=0.032)

(Liu et al., 2002 [Anhang 7]). Inaktivierung des R A S S F 1 A  Gens wurde in einer

Prostatakrebszelllinie gefunden und das RASSF1A Transkript wurde nach Behandlung mit

dem Methylierungsinhibitor 5-Aza-CdR in dieser Krebszelllinie reexprimiert (Liu et al.,

2002 [Anhang 7]). In einer weiteren Arbeit wurde aberrierende Methylierung in 53% der

Tumore gefunden und RASSF1A Inaktivierung war ebenfalls mit einem hohem „Gleason“-

Wert assoziiert (P<0.0001) und war auch präoperativ mit einem erhöhten Prostata-Antigen

im Serum verbunden (P=0.005) (Maruyama et al., 2002). Eine dritte Studie wies eine

vollständige Methylierung von RASSF1A  in sieben der 11 mikrosektionierten

Prostatakarzinomen nach und die übrigen vier Proben waren partiell methyliert (Kuzmin et

al., 2002). In fünf Prostatakrebszelllinien wurde Inaktivierung von RASSF1A gefunden,

aber nicht in weiteren vier Krebszelllinien, die durch Transformation mit humaner

Papillomavirus DNA für die Zellkultur etabliert wurden (Kuzmin et al., 2002). Dies könnte,

ähnlich wie bei Zervixkrebs, auf eine sich ausschließende Korrelation zwischen RASSF1A

Inaktivierung und HPV Infektion hinweisen und beide Ereignisse könnten eine wichtige
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Rolle in der neoplastischen Transformation und Immortalisierung von Prostata-

Epithelzellen spielen.

Der Methylierungsstatus des R A S S F 1 A  Promotors wurde in 38 primären

Schilddrüsentumoren analysiert (Schagdarsurengin et al., 2002 [Anhang 6]). In 27 (=71%)

dieser Karzinome wurde eine Hypermethylierung der RASSF1A CpG Insel nachgewiesen,

und in 8 Schilddrüsenkrebszelllinien war der RASSF1A Promotor vollständig methyliert

und die Expression fehlte. Die Behandlung dieser Zelllinie mit dem DNA

Methylierungsinhibitor 5-Aza-CdR reaktivierte die RASSF1A Transkription. RASSF1A

Inaktivierung wurde in allen Stadien der primären Schilddrüsentumore detektiert. Die

RASSF1A Methylierung wurde in 80% der medullären Schilddrüsentumore, in 78% der

undifferenzierten Schilddrüsentumore und in 70% der follikulären Schilddrüsenkarzinome

nachgewiesen (Schagdarsurengin et al., 2002 [Anhang 6]). Dagegen wurde die RASSF1A

Methylierung nur in 62% der weniger malignen papillären Schilddrüsentumore gefunden

und die RASSF1A  Methylierung war mit der Aggressivität der Schilddrüsenkarzinome

assoziiert.

Die epigenetische Inaktivierung des RASSF1A Gens wurde im malignen Melanom

der Haut analysiert (Spugnardi et al., 2003 [Anhang 11]). Die Hypermethylierung von zwei

verschiedenen Regionen der CpG Insel des RASSF1A Promotors wurde untersucht. Region

1 ist dem ersten Exon (1α) vorgelagert und Region 2 liegt im ersten Exon. Es wurden 11

Melanomkrebszelllinien und 44 primäre Tumoren analysiert (Spugnardi et al., 2003

[Anhang 11]). Methylierung der Region 1 wurde in 7 (=64%) der Zelllinien und in 18

(=41%) der Tumoren nachgewiesen. Die Region 2 war in 9 (=82%) der Zelllinien und in 22

(=50%) der primären Tumoren methyliert. Alle Zelllinien mit einer Hypermethylierung der

Region 1 hatten ebenfalls die Region 2 methyliert. Die Methylierung von beiden Regionen

korrelierte mit dem Verlust der RASSF1A Expression und diese Inaktivierung wurde durch

Behandlung der Krebszelllinien mit 5-Aza-CdR aufgehoben. In gesunden Hautgewebe und

in den Lymphozyten von gesunden Spender wurde keine Methylierung nachgewiesen

(Spugnardi et al., 2003 [Anhang 11]). Zusammengefasst wurde die Inaktivierung von

RASSF1A in 55% der Melanomtumore nachgewiesen und diese Inaktivierung könnte eine

wichtige Rolle in der Entstehung des malignen Melanoms spielen.

Die Inaktivierung des RASSF1A  Promotors wurde in primären Lebertumoren

analysiert (Schagdarsurengin et al., 2003 [Anhang 9]). In 93% der Leberkarzinome war das
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RASSF1A Gen inaktiviert und Methylierung wurde ebenfalls in Leberfibrose und Zirrhose

gefunden. Es wurde auch die Methylierung des Zellzyklusinhibitorgens p16 und andere

Tumorgene (TIMP3, PTEN, CDH1 und RARß2) in den Leberkarzinomen untersucht. p16

Inaktivierung wurde in 71% der Leberkarzinome entdeckt und die Inaktivierung der

anderen Tumorgene war deutlich geringer (25% für TIMP3, 17% für PTEN, 13% für CDH1

und 7% für RARß2) (Schagdarsurengin et al., 2003 [Anhang 9]). Interessanterweise wurde

keine Methylierung von RASSF1A  in hepatozellulären Adenomen gefunden, die im

Gegensatz zu Leberkarzinomen ohne Zirrhose und viraler Infektion sind und verstärkt

dadurch die Vermutung, dass in der Leberkrebsentstehung eine Progression von Adenom

zu Karzinom selten stattfindet.

Epigenetische Inaktivierung des RASSF1A Promotors wurde häufig in primären

Tumorgewebe und in Krebszelllinien gefunden. Aberrierende Promoter-Methylierung und

Verlust der Heterozygotie sind die präferentiellen Mechanismen, die zur Inaktivierung von

beiden Allele des RASSF1A Gens in der Krebsentstehung führen. Die RASSF1A

Hypermethylierung ist eine der häufigsten Veränderungen in der Pathogenese von Krebs,

verglichen mit anderen Tumorsuppressorgenen. Folglich könnte die Inaktivierung von

RASSF1A in der Karzinogenese eine zentrale Rolle spielen.

6. Wechselwirkungen zwischen RASSF1A und Ras

Die aktivierte Ras GTPase ist gewöhnlich mit einer verstärkten zellulären

Proliferation, einer Transformation und einem besseren Zellüberleben gekoppelt (Abb. 3),

doch interessanterweise induziert Ras auch wachstumshemmende Effekte (Bar-Sagi and

Feramisco, 1985; Serrano et al., 1997) und Apoptose (Mayo et al., 1997; Chen et al., 1998;

Downward, 1998; Shao et al., 2000). Ras Effektoren wie RASSF1A könnten für diese

Inhibition der Proliferation und für die Induktion der Apoptose mitverantwortlich sein und

folglich sollten diese inhibierenden Signaltransduktionswege während der Pathogenese von

Krebs inaktiviert werden. Die RA Domäne am C-Terminus von RASSF1 C-Terminus hat

hohe Homologie (ca. 55% Identität) zu dem „novel“ Ras Effektor 1 (Nore1) der Maus

(Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Nore1 interagiert mit GTP aktiviertem Ras und ist

einer der wenigen Ras Effektoren (wie Raf), deren endogene Peptidsequenz mit Ras nach
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einer Rezeptoraktivierung assoziieren (Ortiz-Vega et al., 2002 [Anhang 8]). Es wurde

gezeigt, dass RASSF1 das Ras Protein in Abhängigkeit von GTP bindet und die

Überexpression von RASSF1 löst die Apoptose aus (Vos et al., 2000; Ortiz-Vega et al.,

2002 [Anhang 8]). Dieser proapoptotische Effekt wird durch transiente Transfektion von

aktiviertem Ras verstärkt und durch dominant negatives Ras inhibiert (Vos et al., 2000).

Doch verwendete Vos et al., 2000 in den Experimenten die RASSF1C Isoform, die zwar die

RA Domäne enthält, jedoch nicht in Tumoren epigenetisch inaktiviert ist. Andere

Experimente zeigten, dass RASSF1A für die Bindung an Ras die Heterodimerbildung mit

Nore1 benötigt und RASSF1A an Ras nur schwach bindet (Ortiz-Vega et al., 2002 [Anhang

8]). RASSF1A und Nore1 interagieren mit der MST1 Kinase, welche an den

proapoptotischen Effekte von Ras mitbeteiligt ist.

Es wurden gezeigt, dass RASSF1A den Zellzyklus arretieren kann, indem es den

Retinoblastom (Rb) Zellzykluskontrollpunkt aktiviert (Shivakumar et al., 2002). In mit

Papillomavirus (HPV) infizierten Zellen wird die regulatorische Wirkung dieses

Kontrollpunktes durch die Interaktion von Rb mit dem HPV exprimierten E7 Protein

umgangen und die HPV infizierten Zellen sind somit gegen den von RASSF1A induzierten

Zellzyklusstopp resistent. Im Zervixkarzinom wurde eine umgekehrte Korrelation zwischen

der RASSF1A Inaktivierung und der HPV Infektion nachgewiesen (Kuzmin et al., 2003

[Anhang 10]). Zusätzlich hemmt RASSF1A die Akkumulation von nativen Cyclin D1

(Shivakumar et al., 2002) und deshalb kann der von RASSF1A induzierte Wachstumsstopp

durch die ektopische Expression von Cyclin aufgehoben werden (Abb. 2).

Interessanterweise kann die zusätzliche Expression von onkogenem Ras12V den von

RASSF1A bewirkten Wachstumsstopp nicht aufheben und die Expression von RASSF1A-

Isoformen, die einen Polymorphismus in der Phosphorylierungssequenz der ATM Kinase

haben, konnten nur vermindert die zelluläre Proliferation blockieren.

In einer normalen Zelle besteht ein Gleichgewicht zwischen den wachstums-

aktivierende Funktionen von Ras und den inhibierenen Signalen von RASSF1A (Abb. 5).

Deshalb könnten Veränderung in diesem Gleichgewicht zur Krebsentstehung führen.

Verlust der RASSF1A Expression könnte die proliferations-induzierende Funktion von Ras

verstärken, ohne dass aktivierende Mutationen von Ras dafür benötigt werden und vice

versa. Zum Beispiel treten in Kolonkrebs RASSF1A Inaktivierung vor allem in Tumoren

ohne Mutationen des K-Ras Genes auf und könnten ein alternativer Weg sein, den Ras
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Signalübertragungsweg zu verändern (van Engeland et al., 2002). Unsere Resultate zeigen

eine ähnliche inverse Korrelation zwischen K-Ras Mutationen und RASSF1A Methylierung

im Pankreaskarzinom (Dammann et al., 2003a [Anhang 12]). In Kleinzell-Lungentumoren

werden sehr selten Ras Mutationen gefunden (< 1%) (Mitsudomi et al., 1991; Wagner et al.,

1993) und in diesen Tumoren ist eine hohe Inaktivierung von RASSF1A nachgewiesen

worden (Dammann et al., 2001b [Anhang 3]). Der Befund, dass RASSF1A Inaktivierung

und K-ras Aktivierung in der Karzinogenese sich meist gegenseitig ausschließen, bestätigt

die Funktion von RASSF1A als negativen Effektor von Ras.

Abb. 5: Modell der von RASSF1A und Ras induzierten Krebsentstehung. In einer normalen Zelle
besteht ein Gleichgewicht zwischen der Ras Signaltransduktion und der inhibierenden Funktion von
RASSF1A. Onkogene Aktivierung von Ras oder epigenetische Inaktivierung von RASSF1A induziert die
zelluläre Proliferation und inhibiert die Apoptose.

7. Tumorsuppression durch RASSF1A

Epigenetische Inaktivierung an sich ist für ein bona fide Tumorsuppressorgen nicht

ausreichend um seine Mitwirkung in der Krebsentstehung geltend zu machen (Baylin and

Herman, 2001). Ein weiterer Nachweis für die Tumorsuppressionsfunktion von RASSF1A

ist dessen Wiedereinführung in humanen Krebszelllinien, deren endogene Transkription von

RASSF1A epigenetisch inaktiviert ist. In Lungenkrebszelllinien, Nierenkrebszelllinien und

Prostatakrebszelllinien führten die Transfektion von RASSF1A  zu einer reduzierten

Kolonieanzahl und von einem verringertem Verankerungs-unabhängigem Wachstum in

weichem Agar (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]; Burbee et al., 2001; Dreijerink et al.,

2001; Kuzmin et al., 2002). Dagegen wurde bei ektopischer Expression der RASSF1C

Isoform nur eine leichte Reduktion der Karzinogenität von Krebszellen in vitro gefunden (Ji

PROLIFERATION APOPTOSE

RASSF1A

Ras-
GTP
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et al., 2002). Mutiertes RASSF1A (Cys65Arg und Val211Ala) hatte nur eine reduzierte

wachstumsinhibierende Wirkung, verglichen mit dem nativen RASSF1A (Dreijerink et al.,

2001). Das Tumorwachstum dieser transfizierten Krebszelllinien wurde auch in nackten

Mäusen untersucht, die durch ihre fehlende Immunantwort das Wachstum und die Analyse

von humanen Zellen ermöglichen. Die Zellen, denen die RASSF1A  Expression fehlte,

formten größere Tumoren verglichen zu den gleichen Zellen die exogenes RASSF1A

erzeugen (Dammann et al., 2000 [Anhang 1]). Die Reinsertion von RASSF1A hemmt die

Karzinogenität von Krebszellen und verdeutlicht somit die Funktion von RASSF1A als

Tumorsuppressor.

8. Ausblick

Inaktivierung des RASSF1A Genes ist eine der häufigsten Veränderungen, die in der

Entstehung von humanem Krebs identifiziert wurde. In einer Vielzahl von soliden Tumoren

trägt die Kombination zwischen chromosomalem Verlust von 3p21.3 und

Hypermethylierung der RASSF1A CpG-Insel zur Inaktivierung diese Genes bei. Dagegen

sind Mutationen des RASSF1A Gens rar. Interessanterweise wird in der Literatur nur von

wenigen Familienstudien mit erhöhter Lungenkrebsempfänglichkeit berichtet und deshalb

könnte angenommen werden, dass inaktivierende Keimbahnmutationen von RASSF1A

selten sind. Anderseits soll geklärt werden, ob die beschriebenen Polymorphismen von

RASSF1A, die betroffenen Individuen empfänglicher für Krebs machen.

Mausmodelle des menschlichen Krebses sind für unser Wissen über die

Tumorentstehung essentiell und eine „Knock-out“-Maus des RASSF1A Gens könnte die

Funktion dieses Genes verständlich machen. Transgene Mäuse, die das SV40 T-Antigen

exprimierten, zeigten einen häufigen Verlust von einem Genabschnitt in Chromosom 9, der

als Loh-1 bezeichnet wurde (Dietrich et al., 1994; Smith et al., 2002). Loh-1 liegt in einer

Region mit Syntenie zur humanen chromosomalen Region von 3p21.3. Es wird deshalb

interessant sein, zu klären ob Mäuse mit heterozygoten oder homozygoten Deletion von

Rassf1a für Tumore anfälliger sind als der Wildtyp. Smith et al., 2002 erzeugte eine Maus

mit einer Deletion von 370 kb der Region, welche zu 3p21.3 homolog ist und somit auch

Rassf1a beinhaltet. Die homozygote Deletion in der Maus ist lethal im embryonal Stadium.
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Doch die heterozygoten Mäuse entwickeln sich normal obwohl sie für mehr als 12 Gene

haploinsuffizient sind (Smith et al., 2002). Derzeit wird an der Generierung von

spezifischen Rassf1a „Knock-out“-Mäusen gearbeitet.

Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch epigenetische Inaktivierung ist

höchstwahrscheinlich die Hauptursache der somatischen Krebsentstehung. Noch immer sind

die dafür verantwortlichen Mechanismen unbekannt. Im malignen Mesotheliom wurde die

RASSF1A Methylierung mit SV40 Virus Infektion korreliert und in Magenkrebs wurde die

Inaktivierung von RASSF1A mit der Präsenz des Epstein-Barr Virus assoziiert (Toyooka et

al., 2001; Kang et al., 2002). Hingegen wurde ein inverser Zusammenhang zwischen

Papillomavirus Infektion und RASSF1A  Methylierung in Prostata- und Zervixkrebs

identifiziert (Kuzmin et al., 2002; Kuzmin et al., 2003 [Anhang 10]). Der molekularen

Mechanismen der epigenetischen Inaktivierung während der Kanzerogenese soll

entschlüsselt werden und der Zusammenhang zu den viralen Infektionen geklärt werden.

Dies könnte zur Entwicklung von neuen Arzneimitteln und Therapien führen, die bei Krebs

und anderen transkriptions-bedingten Erkrankungen heilend wirken könnten.

Das RASSF1A Gen hat zumindest vier charakteristische Merkmale, die es mit einer

Tumorsuppression verbinden könnten:

1.) Die Ras Assoziationsdomäne, die RASSF1A mit Ras in einer proapototischen

Signaltransduktion verknüpft (Vos et al., 2000; Khokhlatchev et al., 2002; Ortiz-Vega et al.,

2002 [Anhang 8]).

2.) Die Protein Kinase C1 Domäne, die den sekundären Botenstoff Diacylglycerol und das

tumorfördernde Phorbolester binden könnte, deutet eine Mitwirkung in der Karzinogenese

an (Kazanietz, 2000).

3.) Die putative Phosphorylierungssequenz der ATM Kinase könnte RASSF1A mit einem

auf DNA Schäden reagierenden Signalübertragungsweg verbinden (Kim et al., 1999).

4.) Die Fähigkeit von RASSF1A das Zellwachstum zuhemmen (Dammann et al., 2000

[Anhang 1]) und die Cyclin D Akkumulation zu inhibieren (Shivakumar et al., 2002).

Um jedoch den Anteil jeder dieser potentiellen Tumorsuppressions Merkmale in der von

RASSF1A verminderten Karzinogenese zu klären sind weitere Untersuchungen notwendig.

In der Entstehung von einigen Tumoren schließen sich onkogene K-Ras Mutationen

und RASSF1A Inaktivierung aus und RASSF1A könnte ein negativer Effektor von Ras sein.

RASSF1A Inaktivierung war signifikant häufiger in fortgeschrittenen Tumorstadien und
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schlecht differenzierten Tumoren detektiert worden und die epigenetische Inaktivierung von

RASSF1A  korreliert mit einer verschlechterten Prognose und einer beeinträchtigten

Überlebensrate von Krebspatienten. Es wird deshalb interessant sein, die Inaktivierung von

RASSF1A  in der Transformation der Normalzelle zum malignen Tumor im Detail in

mikrosektionierten Gewebe zu analysieren und damit die Bedeutung von RASSF1A im

Mehrschrittmodell der Karzinogenese näher zu definieren. Methylierungsanalyse des

RASSF1A Gens und anderer Tumorsuppressorgene könnte als diagnostischer Marker für

die Entstehung und Prognose von Tumoren dienen. Das Verständnis der molekularen

Veränderungen und der Funktion von RASSF1A könnte zur Identifikation von zukünftigen

Zielen für gentherapeutische Versuche genutzt werden und auch zur Entwicklung von

neuen Methoden und Medikamenten für die Krebstherapie führen.

9. Zusammenfassung

Krebs ist eine der häufigsten Todesursachen in den Industrieländern. Vor allem bei

Lungenkrebs ist die Prognose für die Patienten schlecht. In Lungenkrebs sind genetische

Faktoren, die zu einer Prädisposition zu Krebs führen, selten und in chromosomalen

Regionen, die häufig in Lungenkarzinome verloren sind, werden Tumorsuppressorgene

vermutet. Die in dieser Arbeit zusammengefassten Originalarbeiten befassen sich mit der

Identifizierung, Charakterisierung und Funktion eines neuen Ras-Effektor Gens, das als Ras

Assoziations Domänen Familie 1 Gen (RASSF1) bezeichnet wird und im chromosomalen

Segment 3p21.3 lokalisiert ist. Verlust von 3p21.3 ist einer der ersten und häufigsten

Veränderungen in Lungenkrebs und anderen soliden Tumoren und eine wichtige Rolle

dieser Region, die für RASSF1 kodiert, war in der Karzinogenese zu erwarten. Es werden

zumindest zwei Isoformen des RASSF1 Genes, die als RASSF1A und RASSF1C bezeichnet

werden, in normalen Zellen exprimiert. Beide Formen kodieren für eine Ras

Assoziationsdomäne, die RASSF1 mit dem Proto-Onkogen Ras in einem proapoptotischen

Signalübertragungsweg verbinden. Die RASSF1A  Form wird von einem CpG Insel

Promotor transkribiert und dieser Promotor wird in einer Vielzahl von humanen Tumoren

durch Hypermethylierung inaktiviert. Epigenetische Inaktivierung des RASSF1A Promotors

wurde häufig im primären Gewebe von Lungentumoren, Brustkrebs, Ovarialkarzinom,
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Nierenzelltumor, Prostatakrebs, Schilddrüsenkarzinom, Leberkarzinom, Melanom,

Pankreaskarzinom und verschiedenener anderer Tumorentitäten nachgewiesen. Die

RASSF1A Hypermethylierung ist eine der häufigsten Veränderungen in der Pathogenese

von Krebs. Folglich könnte die RASSF1A Inaktivierung in der Karzinogenese eine zentrale

Rolle spielen. Im Zervixkarzinom wurde gezeigt, dass eine umgekehrte Korrelation

zwischen der RASSF1A Inaktivierung und einer Papillomavirus Infektion besteht. Die

Behandlung von Krebszelllinien, die das endogene RASSF1A inaktiviert haben mit einem

DNA Methyltransferase Inhibitor, führten zu einer Reexpression von RASSF1A . In

Krebszellen unterdrückte die ektopische Expression von RASSF1A das Wachstum der

Zellen in vitro und in vivo. RASSF1A wirkt als negativer Effektor von Ras und hemmt die

zelluläre Proliferation und kann Apoptose induzieren. Die Inaktivierung von RASSF1A und

die K-Ras  Aktivierung schließen sich in der Entwicklung von Pankreaskarzinomen

gegenseitig aus. Die häufige epigenetische Inaktivierung des RASSF1A Gens in einer

Vielzahl von primären humanen Tumorentitäten und die Fähigkeit von RASSF1A die

Proliferation von Krebszellen zu inhibieren, deuten an, dass R A S S F 1 A  ein

Tumorsuppressorgen aus dem Segment 3p21.3 ist. Die RASSF1A Inaktivierung wurde mit

verschiedenen Parameter der verschlechterten Prognose und fortgeschrittenem

Tumorstadium assoziiert. Methylierungsanalyse von RASSF1A könnte sich als nützlicher

diagnostischer Krebsmarker und als prognotischer Faktor für Krebspatienten erweisen.
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