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B-Raf- und Ha-Ras-Mutationen in chemisch

induzierten Lebertumoren der Maus
Maike Jaworski

Institut für Pharmakologie und Toxikologie, Universität Tübingen

MEK liegen. Seit einiger Zeit ist bekannt,
dass eine der drei Raf-Isoformen der Säu-
getiere, B-Raf, in zahlreichen menschlichen
Tumoren, jedoch nicht in der Leber, häufig
mutiert vorliegt. Betroffen ist hierbei fast
ausschließlich die Kinasedomäne, sehr häu-
fig speziell Codon 600 (Maus Codon 624).
Punktmutation überführt hier einen Valin-
in einen Glutamatrest, dessen negative La-
dung eine Phosphorylierung der Aktivie-
rungsdomäne imitiert, was die Aktivität der
Kinase stark erhöht.

In unserer Studie haben wir nun die Mu-
tationshäufigkeiten in Ha-Ras und B-Raf in
82 Mauslebertumoren untersucht, die durch
eine einmalige Gabe des Leberkarzinogens
Diethylnitrosamin induziert wurden. Zur
Analyse der Mutationen kamen hierbei de-
naturierende HPLC und Pyrosequenzierung
zur Anwendung. Erstmalig konnten wir zei-
gen, dass ca. 20% der untersuchten Leber-
tumoren aktivierende Valin → Glutamat-
Mutationen in Codon 624 von B-Raf auf-
weisen. Ha-Ras lag zu ca. 50% in Codon 61
mutiert vor. Ha-Ras- und B-Raf-Mutationen
traten nie gemeinsam auf, was dadurch er-
klärbar ist, dass beide Proteine in demselben
Signalweg liegen. Insgesamt weisen also
zwei Drittel der Lebertumoren in der Maus
aktivierende Mutationen im MAP-Kinase-
Signalweg auf, was im Gegensatz zu Befun-
den aus menschlichen hepatozellulären Kar-
zinomen steht, die äußerst selten Mutatio-
nen in diesen Genen tragen. Diese Ergeb-
nisse geben einen Hinweis auf molekulare
Unterschiede in der Leberkrebsentstehung
zwischen Mensch und Maus, was besonders
für die Risikoeinschätzung von potenziell für
den Menschen Krebs erzeugenden Stoffen
von Bedeutung ist.
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� Die Entstehung von Lebertumoren kann
in Labornagern durch Gabe von Krebs er-
zeugenden Stoffen modellhaft nachgestellt
werden. Neoplasien in Mauslebern weisen
sehr häufig eine Aktivierung des MAP-Kina-
se-Signalwegs auf, die z.B. durch erhöhte
Phosphorylierung von MEK messbar ist. Zu
etwa 50% liegt dies an aktivierenden Muta-
tionen in Proto-Onkogenen der Ras-Fami-
lie. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass es
auch zur Aktivierung von anderen Genen
kommt, die im MAP-Kinase-Signalweg vor
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Ha-ras codon 61 wild-type (TTG) and mutated (TCG) tumours
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B-raf codon 624 wild-type (CAC) and mutated (CTC) tumours
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Typische Beispiele der und Mutationsanalysen in
Mauslebertumoren.

Pyrosequenzierung von Codon 624 und Codon
61 mutierten und Wildtyp Tumoren. Aufgrund der reversen
Sequenzierung zeigen die Pyrogramme die invertierten
Sequenzen. In Ha-ras Codon 61 entpricht TTG der
Wildtypsequenz CAA (Gln) und TCG der am häufigsten
vorkommenden Mutation CGA (Arg). CAC und CTC in
Codon 624 entprechen der Wildtypsequenz GTG (Val) und der
einzigen gefundenen Mutation GAG (Glu). Nukleotide, die als
Negativkontrolen eingesetzt wurden, sind mit einem Sternchen
gekennzeichenet, der Startpunkt der Sequenzierung mit einem
Pfeil ( ).

Mutationsanalyse durch DHPLC (automated WAVE
nucleic acid fragment analysis system). Im Elutionsprofil
erkennt man die Homoduplices der Wildtypsequenzen an
einem Peak, die Heteroduplices, die sich mit der heterozygoten
Mutation ergeben, an einem Doppelpeak.
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Abbildung modifiziert nach Jaworski et al. (2005) Oncogene, 24, 1290–1295.




