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1 Einleitung

1.1 Kolorektale Karzinome

Weltweit sind Karzinome des Kolons und des Rektums, haufig zusammengefaldt als
kolorektale Karzinome, die vierthdufigste tumorbedingte Todesursache (World Health
Organization, 2000). Allein in Deutschland wird die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen fir
Méanner auf Uber 27.000, bei Frauen auf nahezu 30.000 geschétzt (Arbeitsgemeinschaft
Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2002).

Kolorektale Karzinome kénnen sowohl sporadisch auftreten, als auch auf Grundlage
familidrer Belastung entstehen oder genetisch bedingt sein.

Von einer genetischen Préadisposition sind ca. 5 % der Patienten betroffen. Sie entwickeln ein
kolorektales Karzinom im Rahmen eines der hoch penetranten familidren Krebssyndrome
FAP (familial adenomatous polyposis) oder HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal
cancer) (Fearon and Gruber, 2001). Die FAP ist eine autosomal vererbte Erkrankung, die mit
einer Inzidenz von ca 1 unter 8000 Personen auftritt und fur 0,5 — 1 % der kolorektalen
Karzinome verantwortlich ist. Die Patienten entwickeln im jungen Erwachsenenalter hunderte
bis tausende Adenome im Darm und haben unbehandelt ein nahezu 100 %iges Risiko fur ein
Karzinom (Bisgaard et al., 1994). Mutationen im 1991 identifizierten Gen APC sind die
genetische Grundlage der FAP (Groden et al., 1991). HNPCC dagegen gehdrt zu den ersten
beschriebenen familidren Krebssyndromen (Warthin, 1913) und ist schétzungsweise fir 3 - 5
% der kolorektalen Karzinome verantwortlich (Boland et al., 1998). Bel dieser Veranlagung
besteht ein ca 80 %iges Risiko fur ein kolorektales Karzinom, das ohne ausgeprégte
Polyposis meist im mittleren Erwachsenenalter auftritt. Als genetische Grundlage gilt ein
defektes DNA-Mismatch-Reparatursystem aufgrund der Inaktivierung eines der mismatch
repair Gene, von denen bisher sechs verschiedene beim Menschen bekannt sind (Fishel et al.,
2001). Der Reparaturdefekt fuhrt zur Anhaufung einzelner Basenfehl paarungen (mismatches)
im Genom der betroffenen Zellen und ist in den HNPCC-Tumoren durch eine Instabilitét
repetitiver DNA-Sequenzen (Mikrosatel liteninstabilitdt) nachweisbar (Liu et al., 1996).
Sowohl bei FAP- als auch bet HNPCC-Patienten sind die beschriebenen Defekte jewells als
Keimbahnmutation in einem Allel enthalten (first hit). Der two hit-Hypothese nach Knudson
folgend stellt erst die somatische Inaktivierung des verbleibenden Wildtyp-Allels (second hit)
die Grundlage fur die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms dar (Knudson, 1971).
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Die meisten kolorektalen Karzinome werden allerdings a's ,, sporadisch” bezeichnet, da bisher
keine weiteren vererbten Komponenten identifiziert werden konnten (Fearon and Gruber,
2001). Aufgrund familigrer Haufung dieser Tumorerkrankung wird eine mogliche
Prédisposition aber bel weiteren ca. 15 % der Patienten diskutiert (Boardman et al., 2001).

Molekulare Ursachen der Initiation und Progression kolorektaler Karzinome

Die meisten kolorektalen Karzinome sind Adenokarzinome und entstehen aus dem
einschichtigen Epithel, welches das Darmlumen auskleidet. Klinische und histopathologische
Beobachtungen legen nahe, dal3 sich die Karzinome in der Regel auf dem Boden gutartiger
Adenome entwickeln (Fearon and Gruber, 2001). Auch bei Patienten ohne familidre
Prédisposition lassen sich mit groRRer Haufigkeit schon in kleinsten Adenomen APC-
Mutationen nachweisen (Powell 1992). Naheliegend ist daher, dal3 dieser genetische Defekt
nicht nur Grundlage fir die Entstehung der FAP-Tumoren ist, sondern auch das primére
Ereignis bei der Initiation spontaner kolorektaler Tumoren darstellt (Lamlum et al., 2000).
Durch genetische Studien konnten Mutationen und Deletionen in weiteren Genen identifiziert
werden, die jeweils mit bestimmter Inzidenz an den verschiedenen Stadien der kolorektalen
Tumorentwicklung auftreten. Basierend auf diesen Erkenntnissen formulierte die Gruppe um
Bert Vogelstein das Konzept einer genetischen Multistep-Karzinogenese paralel zur
makroskopischen und histopathologischen Adenom-Karzinom-Sequenz und machte das
kolorektale Karzinom zum Modell der molekularen Krebsentstehung (Fearon and Vogelstein,
1990; Abb. 1).

Das ,Vogelstein“-Modell ist in den letzten Jahren um eine Reihe weiterer genetischer
(Instabilitdt) und epigenetischer Verdnderungen (Methylierung) in den Tumoren erwelitert
worden.

Eine genetische Instabilitét kann in den meisten kolorektalen Karzinomen nachgewiesen
werden und tritt in zwei verschiedenen Formen auf, die als Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI)
und chromosomale Instabilitdét (CIN) bezeichnet werden. Der MSI-Phanotyp st
charakterisiert durch einen erhohten Anstieg von Substitutionen, Deletionen und Insertionen
einzelner Basen besonders in repetitiven DNA-Sequenzen, den sog. Mikrosatelliten, und wird
bei den meisten kolorektalen Karzinomen von HNPCC-Patienten sowie in ca. 15 % der
sporadischen Karzinome nachgewiesen (Aaltonen et al., 1994; Liu et a., 1996; Aaltonen et
a., 1993). Eine Inaktivierung von mismatch repair-Proteinen ist die molekulare Ursache

dafur, dal3 Basenfehl paarungen wahrend der DNA-Replikation nicht vollsténdig ausgebessert
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werden kénnen. Bedeutsam fur die Tumorprogression ist, dal3 die Instabilitdt auch repetitive
Sequenzen in tumorrelevanten Genen betrifft, die dadurch inaktiviert werden, z.B. TGFBR2
(transforming growth factor beta receptor I1), IGF2R (insulin-like growth factor 2) und BAX
(BCL2-associated X protein) (Markowitz et al., 1995; Souza et al., 1996; Rampino et a.,
1997). Aufgrund der Beobachtung, dal3 in MSI-Tumoren die Inaktivierung von APC
hauptséchlich Uber M Sl-typische Mutationen verléuft (Insertionen oder Deletionen einzelner
Basen in repetitiven Sequenzen), wurde sogar eine kausale Ursache dieser Instabilitét bei der
Entstehung kolorektaler Mikrosatelliten-instabiler Tumoren postuliert (Huang et al., 1996).

Mismatch Repair
Gene | nactivation

5q 12p 18q 17p
MUTATION OR LOSS MUTATION LOSS LOSS
APC K-RAS DCC P53

DNA OTHER
HYPOMETHYLATION ALTERATION

NORMAL HY PERPROLIF EARLY INTERMEDIATE LATE
errheciom PP Ertheciom [P apenoma [P apenoma [P apenoma [P CARCINOMA METASTASIS

DNA f OTHER GENETIC //v
HYPERMETHYLATION ALTERATIONS

(e.g. TGFBR2)

Abb. 1. Genetisches Modell fur die kolorektale Karzinogenese (modifiziert nach Fearon and
Vogelstein, 1990). Eine Serie von Mutationen, die zur Aktivierung von Onkogenen (K-RAS
auf Chr. 12p) bzw. Inaktivierung von Tumorsupressorgenen fiihren (APC auf Chr. 59, DCC
auf Chr. 18g und P53 auf Chr. 17p), sowie ein verdndertes Methylierungsmuster der DNA
sind fur die Progression kolorektaler Tumoren verantwortlich.

Im Gegensatz zu MSI zeigt der CIN-Phanotyp, der in den meisten kolorektalen Karzinomen
(85%) nachgewiesen werden kann, grobe alelische Imbalancen durch den Verlust oder
Gewinn definierter chromosomaler Regionen bzw. ganzer Chromosomen. Die molekularen
Ursachen der chromosomalen Instabilitét sind bisher nicht genau geklart. Diskutiert werden
defekte Zellzyklus-Kontrollpunkte (spindel checkpoint und DNA-damage checkpoint) und
Fehler in der Chromosomenseggregation wahrend der Mitose, z.B. aufgrund einer abnormalen

Zahl an Centrosomen (Lengauer, 1998). Gene, die bei kolorektalen Karzinomen in diesen
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Prozessen involviert scheinen, sind z.B. BUB1 und BUB1B (budding uninhibited by
benzimidazoles 1 homolog / beta) bzw. STK15 (serine/threonine kinase 15; aurora?) (Cahill et
al., 1998; Shichiri et a., 2002; Bischoff et al., 1998; Zhou et al., 1998). Auch mutierte APC-
Gene wurden kdrzlich im Zusammenhang mit der Entwicklung einer chromosomalen
Instabilitét beschrieben (Fodde et al., 2001; Kaplan et a., 2001).

Ein weiterer Mechanismus fr die Inaktivierung von Genen ist eine lokale Hypermethylierung
von 5 CpG-Inseln innerhalb von Promotoren krebsrelevanter Gene, die zu deren
transkriptionaler Repression fuhrt (Baylin et al., 1998). Unter der Vielzahl hypermethylierter
Gene in kolorektalen Karzinomen befinden sich bekannte Tumorsuppressorgene wie
CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; p16) und das mismatch repair-Gen MLH1
(Jubb et al., 2001; Ahujaet al., 1997; Cunningham et al., 2001).

Eine parallel auftretende starke globale Hypomethylierung im Genom von Krebszellen wird
as Mechanismus bei der Entstehung der chomosomalen Instabilitét, der Reaktivierung
intragenomischer Transposons und einer Aktivierung von Genen, die as imprinted genes
normalerweise transkriptionell nicht aktiv sind, diskutiert (Esteller et al., 2002).

1.2 Analyse der Genexpression maligner Tumoren

Eine direkte Folge genetischer und epigenetischer Alterationen in Tumoren ist die
Veranderung der Genexpression im Vergleich zum normalen Ursprungsgewebe. Obwohl die
Transkription von Genen oft nicht direkt mit der tatséchlichen Proteinmenge und
Proteinaktivitdt assoziiert ist, sind Expressionsprofile auf RNA-Ebene charakteristisch fur
einen definierten molekularen Phanotyp von Zellen oder Geweben. Genexpressionsanaysen
haben sich daher as wichtige Methode in verschiedensten Bereichen der Krebsforschung
etabliert. Ein algemeiner Trend geht dabei von klassischen Anaysen, wie z.B. Northern
Blots, bei denen jeweils die Expression eines definierten Gens Uberprift wird, hin zu
Untersuchungen komplexer Expressionsmuster einer Vielzahl von Genen parallel.

Unter den Techniken, die in den letzten Jahren entwickelt wurden, konnten z. B. die
subtractive hybridization (Zimmermann, 1980), representational difference analysis (Hubank
et al., 1994), differential display (Liang,1992) mit zahlreichen Varianten inklusive der RNA
arbitrarily primed PCR (Welsh et a., 1992) sowie serial analysis of gene expression
(Velculescu; 1995) in einzelnen Studien erfolgreich fir Expressionsanalysen bei kolorektalen
Karzinomen eingesetzt werden (Schweinfest et al., 1990; Scherl-Mostageer et al., 2001,
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Tortolaet a., 1999; Tortola et al., 1998; Zhang et al., 1997). Allerdings sind diese Methoden
insgesamt technisch sehr komplex, zeitaufwendig und erfordern meist grof3e Mengen an
MRNA. Ein grol3er Fortschritt war daher die Entwicklung der Array-Technologie, die eine
Expressions-Analyse tausender Gene gleichzeitig in einem einzigen Experiment erlaubt und
ebenfalls schon an kolorektalen Tumoren durchgefiihrt wurde (z. B. Alon 1999; Notterman et
al., 2001).

1.2.1 Array-Technologie zur Analyse der Genexpression auf RNA-Ebene

Die Array-Technologie wird mittlerweile in den verschiedensten Bereichen der molekularen
Forschung eingesetzt. Neben Genexpressionsanalysen auf RNA-Ebene kénnen auch Proteine
mittels Arrays quantifiziert werden (Protein-Arrays) bzw. Mutationen in der DNA
nachgewiesen werden (DNA-Arrays). Wéahrend sich die Protein- und DNA-Arrays noch in
einem Entwicklungsstadium befinden, wurden bereits zahlreiche Anwendungen der Array-
Technologie fir Genexpressionsanaysen auf RNA-Ebene beschrieben. Diese erstrecken sich
von der Uberpriifung molekularer Wirkungsmechanismen von Medikamenten und giftigen
Substanzen in den Bereichen Pharmacogenomics (Hughes et a., 2000) und Toxicogenomics
(Nuwaysir et al., 1999) Uber die Untersuchung kompletter Organismen wie Saccharomyces
cerevisiae (DeRisi et a., 1997) bis hin zu Analysen in der molekularen Pathol ogie.

Grundsétzlich unterscheidet man bei Arrays, die fir Genexpressionsanalysen verwendet
werden, zwischen cDNA- und Oligonukleotid-Arrays. Die Herstellung von cDNA-Arrays
erfolgt durch die exakte Auftragung (, spotten) und anschlief3ende Immobilisierung von
PCR-amplifizierten cDNA-Fragmenten (Grof3e zwischen 500 und 5000 Basenpaaren) auf
Glasobjekttrager oder Nylonmembranen. Oligonukleotid-Arrays werden entweder nach
dhnlichem Verfahren aus 20 — 80 bp langen, herkdbmmlich synthetisierten Gen-Fragmenten
hergestellt oder bestehen aus direkt auf einer Glasoberflache photolithographisch
synthetisierten, ca. 20 bp langen Sequenzen (GeneChips, patentiert von der Firma Affymetrix
Inc.; Lipshutz et al., 1999). Die Begriffe Makro-Array und Mikro-Array beziehen sich
lediglich auf die Grof3e der Spots. Makro-Arrays enthalten Spots mit einem Durchmesser von
mehr als 300 um, wéahrend die Spots auf Mikro-Arrays kleiner as 200 um sind und daher
komplizierte bildverarbeitende Systeme zur Auswertung erfordern. Eine Hybridisierung der
Proben (probes) auf den Arrays mit den Zielmolekilen (targets) im Untersuchungsmaterial

erfolgt entweder nach radioaktiver oder Fluoreszenz-Markierung der zu quantifizierenden
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Transkripte wahrend der cDNA-Synthese (Abb. 2; Nomenklatur empfohlen von B. Phimister,
1999).

Normalgewebe Tumorgewebe
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Abb. 2: Prinzip der Analyse differentieller Genexpression von Normal- und Tumorgewebe
mit radioaktiven targets auf cDNA-Makroarrays (Nylonmembranen). Jeder Spot reprasentiert
ein Gen. Nach der radioaktiven Markierung der Transkripte aus Normal- und Tumorgewebe
erfolgt eine separate Hybridiserung auf zwe identische Arrays. Die ldentifizierung
differentiell exprimierter Geneist durch den Vergleich der Signalintensitdten an den einzelnen
Spots moglich.

In der Krebsforschung wird die Array-Technologie fir Genexpressionsanalysen zur
Aufklérung molekularer Mechanismen bei der Initiation und Progression maligner Tumoren,
der Identifizierung diagnostik- und therapierelevanter Molekiile sowie einer molekularen
Charakterisierung und Klassifizierung verschiedener Tumortypen verwendet. Die Arrays
dienen dabei zur Aufklarung biochemischer Signaltransduktionswege krebsrelevanter
Molekile wie z.B. P53 und MYC (Zhao et a., 2000; Coller et al., 2000) und fir die Erstellung

von Expressionsprofilen an Patientenmaterial.



EINLEITUNG 7

1.2.2. Molekulare Klassifizierung von Tumoren auf Transkriptionsebene
(Clusteranalyse)

Die Klassifizierung von Tumoren basiert bisher prima auf ihrem morphologischen
Erscheinungsbild und der makroskopischen sowie mikroskopischen Histologie. Allerdings
kénnen maligne Erkrankungen auch bei dhnlichem histopathologischen Erscheinungsbild
unterschiedliche klinische Verlaufe zeigen (Golub et a., 1999). Genaktivitdten, die das
biologische Verhalten eines Tumors bestimmen, reflektieren seine Aggressivitéat
moglicherweise genauer as Standard-Parameter wie z.B. die Tumorgréf3e und das Alter des
Patienten (Van't Veer et a., 2002). Daher konnte die Identifizierung pathogenetisch
unterschiedlicher Tumortypen vor alem im Hinblick auf eine individuelle Risikoabschédtzung
und die Entwicklung spezifischer therapeutischer Mal3nahmen sehr hilfreich sein.

Todd Golub und Mitarbeiter waren 1999 die Ersten, die verschiedene Krebserkrankungen, die
akute lymphatische Leukamie (ALL) und die akute myeloische Leukémie (AML) anhand
ihrer Expressionsprofile voneinander unterscheiden konnten (Golub et al., 1999). Obwohl
eine Differenzierung der beiden Leuk&mien durch eine histopathologische Beurteilung
moglich ist, waren die Ergebnisse ein erster Hinweis auf das Potential der Array-Technik bei
der Klassifizierung maligner Erkrankungen. Es folgte die Verdffentlichung einer
Arbeitsgruppe um Patrik O. Brown und David Botstein, denen mit einem ,, Lymphochip“ die
Subklassifizierung des diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL, diffuse large B-cell
lymphoma) in zwei prognostisch verschiedene Gruppen gelang (Alizadeh et al., 2000).
Mittlerweile konnte ein aktivierter NF-kB-Signaltransduktionsweg in der prognostisch
unglnstigeren  Subgruppe as moglicher Resistenzmechanismus gegeniber  der
herkdbmmlichen Chemotherapie identifiziert werden (Davis et a., 2001) und wird
dementsprechend as Angriffspunkt zur Bekémpfung dieser Erkrankung diskutiert
(Brooksbank et al., 2002).

Die grofe Herausforderung bei alen Array-Genexpressionsanalysen ist die systematische
Analyse riesiger Datenmengen. Neben statistischen Auswertungen zur ldentifizierung
signifikant unterschiedlich exprimierter Gene zwischen primér definierten Gruppen kommen
vor alem Clusteranalysen zur Organisation der Expressionsdaten zum Einsatz (Eisen et dl.,
1998). Clusteranalysen stellen eine Mdglichkeit zur Auswertung von Arrays dar, mit der die
Expressionsprofile vieler Gewebeproben parallel in einer einzigen Analyse verglichen werden
koénnen. Die verschiedenen Gewebeproben werden dabei unter definierten mathematischen
Kriterien nach der Ahnlichkeit ihrer Expressionsprofile gruppiert und in einem

stammbaumahnlichen Dendrogramm angeordnet, wobei der Grad der Ubereinstimmung durch
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die Astlange des Dendrogrammes veranschaulicht wird. Die Clusteranalysen kdnnen tber die
Gruppierung der Gewebeproben daher zur Definition von Tumor-Subgruppen fihren. Mit
Hilfe dieser Methode gelang sowohl die Identifizierung der Subtypen bel der DLBCL als auch
die Subklassifizierung von soliden Tumoren der Haut (Bittner et al., 2000), Lunge (Garber et
a., 2001; Bhattacharjee et a., 2001) und Brust (Perou et a., 2000; Sorlie et al., 2001). In
einzelnen Studien wurde nach Uberpriifung der individuellen klinischen Krankheitsverlaufe
dabel eine Korrelation zwischen bestimmten Tumor-Subgruppen und der Prognose von
Patienten beobachtet (Garber et al., 2001; Bhattacharjee et a., 2001; Sorlie et a., 2001).

In ersten Arbeiten, in denen die Genexpression kolorektaler Tumoren mit der Array-Technik
untersucht wurde, konnte mittels Clusteranaysen erfolgreich zwischen Adenomen,
Karzinomen und normaler Darmschleimhaut unterschieden werden (Alon et al., 1999;
Notterman et al., 2001). Dabei konnten auch Gene identifiziert werden, die zwischen den
Geweben differentiell exprimiert waren. Die Genexpression von Metastasen kolorektaler
Karzinome wurde bisher allerdings nicht systematisch in Clusteranalysen untersucht.

1.3 Metastasierung

Der Begriff Metastasierung bezeichnet die Absiedelung von Tumorzellen aus dem
Primértumor, die zur Bildung einer soliden Tumormasse (Metastase) in Sekundarorganen
fuhrt. Der Transport der Tumorzellen erfolgt dabei in der Regel Uber Blut- und / oder
Lymphgefél3e. Tumorzellen, die einzeln im Korper detektiert werden, miissen nicht zwingend
das Potential zur Bildung von Metastasen besitzen. Es wird daher empfohlen, bel diesen
Zellen nicht von Mikrometastasen (Sloane et a., 1980), sondern von isolierten
disseminierten Tumorzellen zu sprechen (Muller et al., 2000).

Progression und Metastasierung maligner Tumoren

Die Progression maligner Tumoren kann as Multistep-Prozefd beschrieben werden, der auch
zahlreiche Wechselwirkungen zwischen Tumor- und Fremdgewebe umfaldt (Mareel et a.,
1996; Liottaet al., 1997; Fidler et a., 2000; Liotta et al., 2002). Dabei kommt es zunéchst zu
einer Invasion maigner Tumorzellen in  Fremdgewebe, anschliefend kann eine
Metastasierung der Tumorzellen in weitere Organe erfolgen. Die Mechanismen, die
bekanntermal3en fur die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen verantwortlich sind,

werden im folgenden Abschnitt gemeinsam vorgestellt.
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Priméartumor

| solierte disseminierte Tumor zellen M etastase

Abb. 3: Ubersicht Uber die Metastasierung von Tumorzellen aus Karzinomen (modifiziert
nach Pantel et a., 1999). Erklérung im Text.

Bel der Transition eines epithelialen Tumors zum invasiven Karzinom |6sen sich die
Tumorzellen aus der geordneten Gewebestruktur, durchbrechen die Basalmembran und
dringen in das interstitielle Stroma ein (Invasion). Eine erste Voraussetzung fur diesen Prozef3
ist eine Dysregulation von Signaltransduktionswegen, die Uber Zell-Kontakte gesteuert
werden, da der Verlust der Adhédsion an die Basamembran bel epithelialen Zellen
normalerweise zur Apoptose fuhrt (,Anoikis‘; Frisch et al., 1994). Die Invasion ist ein
aktiver, dynamischer Prozel3 und umfalit eine lokale Proteolyse sowie die gerichtete
Migration der Tumorzellen. Mehrere verschiedene Protease-Familien
(Matrixmetalloproteinasen, Serinproteasen, Cysteinproteasen) sind bei der proteolytischen

Degradation von Basalmembrankomponenten und der extrazelluléren Matrix (ECM) beteiligt.
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Die Richtung, in der sich die Tumorzellen bewegen, wird dabei durch eine Vielzahl
chemischer Lockstoffe kontrolliert, die neben Komponenten und proteol ytischen Fragmenten
der ECM auch parakrin sezernierte Zytokine, Wachstumsfaktoren und autokrine
Migrationssignale umfalt. Die Induktion einer Neovaskularisation (Angiogenese) ist die
Voraussetzung fur ein weiteres Wachstum des Tumors im fremden Gewebe. Signale, die von
den Tumorzellen abgegeben werden, stimulieren Stroma und Endothelzellen zur
Proliferation und Bildung von Gefélen, die in das neoplastische Gewebe eindringen.
Allerdings besitzen die tumorinduzierten Gefdl3e oft keine intakte Basalmembran und
ermoglichen den Tumorzellen einen relativ einfachen Zugang zum Korperkreislauf des
Patienten. Tatsachlich l6sen sich pro Tag tber Lymph- oder Blutgeféi3e viele Zellen vom
Primartumor ab, von denen alerdings nur wenige die Bildung von Metastasen induzieren
kénnen. Bel der hamatogenen Metastasierung missen die Tumorzellen zunéchst die
mechanische Belastung im Blutkreislauf Uberstehen und dann entweder als Tumoremboli
und / oder Uber spezifische Adhésionsmechanismen Kontakt zum Kapillarendothel
aufnehmen, um aus dem Blutkreislauf in ein fremdes Gewebe einwandern zu kdnnen
(Evasion). Wahrend der lymphogenen M etastasierung miissen die Tumorzellen Lymphknoten
passieren, in denen abhangig von den immunogenen Eigenschaften des Tumors eine
Immunabwehr stattfinden kann (Pardoll et a., 2001). Die Bildung einer soliden Metastase im
Lymphknoten oder anderen Sekundarorganen erfolgt wiederum abhéngig von autokrinen,

parakrinen und endokrinen Signalen im Organmilieu und nach Induktion der Angiogenese.

Bei der hdmatogenen Metastasierung werden je nach Tumor bestimmte Organe bevorzugt von
Metastasen befallen. Patienten mit kolorektalen Karzinomen entwickeln haufig Metastasen in
der Leber, wobei die Inzidenz bei Kolonkarzinomen 75,5 % und bel rektalen Karzinomen
61,9 % betrégt (Fenoglio-Preiser et al., 1999).

Da vor dlem fur Kolonkarzinome die Leber das erste Organ ist, dessen Kapillarbett die
Tumorzellen bei der hamatogenen V erbreitung passieren missen, werden zumindest teilweise
mechanische Vorgange bel der Lebermetastasierung dieser Tumoren vermutet. Allerdings
kann generell der Organtropismus von Metastasen nicht alein durch anatomische
Gegebenheiten erklart werden. Diese Tatsache veranlaldte vor mehr als 100 Jahren Stephen
Paget zur Formulierung einer Hypothese, die as seed and soil-Hypothese bekannt wurde:
» When a plant goes to seed, its seeds are carried in all directions, but they can only live and
grow if they fall on congenital soil* (Paget, 1889).
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Molekulare Mechanismen, die in diesesm Zusammenhang diskutiert werden, umfassen vor
allem drei verschiedene Theorien: 1.) Die Tumorzellen infiltrieren ale Organe im gleichen
Ausmal3, konnen sich aber nur in der Anwesenheit bestimmter Wachstumsfaktoren
vermehren. 2.) Endothelzellen in den Zielorganen exprimieren Adhasionsmolekiile, an die
zirkulierende Tumorzellen binden kénnen. 3.) Chemische Lockstoffe (chemoattractants)
stimulieren die Tumorzellen zum Austritt aus dem Blutstrom und zur Migration in
Sekundérorgane (Liotta et a., 2001 [1]).

Da Metastasen heutzutage fur die meisten Todesfédle von Tumorpatienten verantwortlich
sind, besitzt die Aufklarung molekularer Grundlagen der Metastasierung eine besondere
Bedeutung. Bei kolorektalen Kazinomen ist bisher allerdings nur wenig Uber spezifische,
genetische  Verdnderungen in metastaserenden  Tumorzellen  bekannt.  Durch
Genexpressionsanalysen wurde erst kirzlich das erste Gen (PRL-3) gefunden, das beim
Vergleich mit Primartumoren offensichtlich eine konsistente Uberexpression in
L ebermetastasen aufweist (Saha et al., 2001).

1.4 Bedeutung isolierter disseminierter Tumorzellen

Aufgrund der Fortschritte in den operativen Behandlungsstrategien ist die Letalitét bei soliden
Tumorerkrankungen vermutlich zunehmend auf eine friihe Disseminierung von Tumorzellen
im Korper zurtickzufihren. Bel Patienten mit frihen Tumorstadien ohne klinisch manifeste
Metastasen wird eine generalisierte Tumorzellverbreitung zum Zeitpunkt der Diagnose des
Primartumors oft nicht erfad, da in der konventionellen Histopathologie einzelne
disseminierte Tumorzellen kaum nachweisbar sind. Ob den Patienten eine Chemotherapie
empfohlen wird, um nach der Operation im Korper verbliebene Tumorzellen zu eliminieren,
beruht daher nicht auf einer individuellen Risikoabschdtzung sondern auf statistischen
Prognosen, abgeleitet aus traditionellen staging Parametern des Tumors wie Grof3e und
Lymphknotenstatus (Schmoll et al., 1999). In den vergangenen Jahren wurde daher intensiv
daran geforscht, mit immunzytochemischen und molekularbiologischen Verfahren
disseminierte Tumorzellen in Blut, Knochenmark und Lymphknoten von Tumorpatienten
nachzuweisen und deren prognostische Bedeutung zu erfassen. Besonders bei Patienten mit
frihen Tumorstadien kdnnte die Identifizierung okkulter Metastasierung einen substantiellen
Einflu’ auf die Prognose und die Therapie haben. In spdteren Tumorstadien kénnten im
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Rahmen eines Therapie-Monitoring die zahlenmalige Verénderung restlicher Krebszellen im
Korper Uberwacht und Therapien entsprechend adaptiert werden (Pantel et al., 1999).
Besonders Blut und Knochenmark eignen sich zum Nachweis disseminierter Tumorzellen, da
fr die Gewinnung des Untersuchungsmaterials kein operativer Eingriff notwendig ist.
Allerdings ist bekannt, dal? die meisten Tumorzellen bei der Passage durch den Blutkreislauf
wieder zugrunde gehen. Daher scheint der Nachweis disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark, einem Ort intensiven Austauschs zwischen Blut und dem mesenchymalen
Interstitium, hohere Aussagekraft zu besitzen (Pantel et al., 1999). Die Entnahme von
Knochenmarksaspirat aus den vorderen Beckenk&mmen, kann vor allem im Rahmen der
Operation eines Priméartumors ohne grof3en Aufwand durchgefthrt werden.

Zum Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark stehen verschiedene Verfahren
zur Verfligung. Mit der immunzytochemischen Detektion disseminierter epithelialer
Tumorzellen im Knochenmark wurde Anfang der 80er Jahre am Ludwig Institute for Cancer
Research und dem Royal Marsden Hospital (Sutton) begonnen (Sloane et al., 1980;
Dearnaley et al., 1981). Die Methode beruht darauf, epitheliale Tumorzellen durch den
Nachweis epithelialer Proteine von den normalen hamatopoetischen Knochenmarkszellen zu
unterscheiden. Vor allem Zytokeratine, die in normalen und malignen Zellen einschichtiger
Epithelien exprimiert werden (Moll et al., 1982), erwiesen sich in vielen Studien as
spezifische Zielmolekile zum Nachweis epithelider Tumorzellen im Knochenmark
(Schlimok et al., 1990; Pantel et a., 1993 [1]; Pantel et al., 1994; Pantel et a., 1996).

Abb. 4: Cluster aus vier potentiellen Tumorzellen: durch immunzytochemische Markierung
mit dem Antikérper CK2 gegen das epitheliale Zytokeratin 18 (Schlimok et al., 1987) und
nachfolgender standardisierter APAAP-Farbemethode lassen sich epitheliale Zellen (rot) in
Knochenmarksaspiraten von normalen hamatopoetischen Zellen (ungeférbt) unterscheiden.
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Die Detektion disseminierter epithelialer Tumorzellen kann auf molekularer Ebene durch den
Nachweis von mRNA-Transkripten epithelialer bzw. tumorspezifischer Gene oder Uber
tumorspezifische Mutationen in der DNA erfolgen. Die Identifizierung von Transkripten aus
Tumorzellen in Blut und Knochenmark wurde zwar in vielen Studien beschrieben, bei
genauerer Untersuchung erwies sich jedoch die Spezifitdt der meisten Marker as gering und
stark abhéngig von der technischen Durchfuhrung (Pantel et a., 2000). Der Nachwels von
Tumorzellen auf DNA-Ebene ist bei soliden Tumoren arbeitsaufwendig, weil zunéchst die

individuellen genomischen Veranderungen im Primartumors bestimmt werden miissen.

Erstaunlich ist die Tatsache, daf3 disseminierte Tumorzellen im Knochenmark sowohl bei
Karzinomen gefunden werden, die bevorzugt ins Skelett metastasieren (Mammakarzinom,
Coleman et a., 1987), ads auch bei Karzinomen, deren Inzidenz fur klinisch manifeste
Knochenmetastasen vergleichsweise gering ist, z.B. bel kolorektalen Karzinomen (Fenoglio-
Preiser et a., 1999). Die Fahigkeit der Mammakarzinomzellen zur Proliferation basiert dabel
vermutlich geméa der seed and soil-Hypothese auf spezifischen Wachstums- und
Uberlebensvorteilen dieser Zellen im Organmilieu des Knochenmarks (Paget, 1889). Die
Tatsache, dal3 in mehreren Studien allerdings auch bei kolorektalen Karzinomen eine
Korrelation zwischen einem positiven Knochenmarksbefund und dem Krankheitsverlauf
nachgewiesen werden konnte (Schlimok et al., 1990; Lindemann et al., 1992; Leinung et al.,
2000), wurde durch verschiedene Hypothesen erklért. Einerseits konnten disseminierte Zellen
im Knochenmark einen Hinweis auf eine generalisierte Tumorzellverbreitung darstellen,
anderersaits ist das Knochenmark mdglicherweise ein Reservoir fur Tumorzellen, aus dem
diese spéater wieder in den Organismus gelangen und die Bildung von Metastasen in anderen
Organen initiieren konnen (Putz et a., 1999).

Um das Potential disseminierter Zellen aufzuklaren, wurde in den letzten Jahren mit einer
genaueren  biologischen  Charakterisierung  dieser  Zellen  begonnen.  Mittels
immunzytochemischer Doppelféarbungen ergaben sich trotz einer gewissen Heterogenitét der
Zellen zahlreiche Hinweise auf Tumorzell-assoziierte Eigenschaften wie eine verminderte
Expression von MHC Klasse | - Molekilen sowie die Uberexpression von ERBB2 (avian
erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2) und dem Plasminogenaktivator uPA
(Pantel et al., 1991; Pantel et al., 1993 [2]; Heiss et a., 1995). Dartberhinaus konnten auf
DNA-Ebene Tumorzell-spezifische chromosomale Aberrationen und Mutationen festgestellt
werden (Klein et a., 1999; Dietmaier et a., 1999). Interessant ist auch die Feststellung, dal3
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die Zellen nicht notwendigerweise Mutationen im P53-Gen besitzen muissen, um die
Fahigkeit zur friihen hdmatogenen Disseminierung im Korper zu erlangen, obwohl mutiertes
P53 generell as wichtiger Faktor fur die Tumorprogression gilt (Offner et a., 1999).
Weiterhin konnte immunzytochemisch nachgewiesen werden, dal3 viele disseminierte Zellen
zum Zeitpunkt der Operation des Primértumors keine Expression der Proliferationsmarker
P120 und Ki-67 zeigen und sich daher offensichtlich in einem ruhenden Zustand (dormant
state) befinden (Pantel et al., 1993 [1]; Pantel et al., 1993 [2]).

Fur den Verlauf maligner Tumorerkrankungen ist die Disseminierung von Tumorzellen im
Korper von zentraler Bedeutung, da dieser Prozeld die Grundlage einer systemischen
Tumorerkrankung darstellt. Trotz der oben genannten Ansétze zur Charakterisierung
disseminierter Zellen sind die biologischen Eigenschaften, die Uber das individuelle
metastatische Potential einzelner Tumorzellen entscheiden, aufgrund methodischer
Schwierigkeiten bel der Detektion und Isolierung einzelner Tumorzellen aus dem Organismus
und der molekularen Analyse von Einzelzellen bisher kaum erforscht.
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1.5 Zielsetzung

Das Verstandnis der molekularen Vorgange bel der Krebsentstehung und Metastasierung ist
wesentlich fur die Entwicklung neuer spezifischer Therapien. Ein Ziel der Krebsforschung ist
daher, das Potential und die Eigenschaften maligner Tumoren individuell zu charakterisieren,
um in Zukunft exakte prognostische Aussagen Uber den Krankheitsverlauf zu ermdglichen,
bzw. gezielt Molekdle fur einen therapeutischen Angriff zu definieren.

Ein Ansatz zur Untersuchung der komplexen zellul&ren Vorgénge wéahrend der
Tumorprogression ist die Analyse der Genexpression, da abnorma exprimierte Gene
potentiell tumorrelevant sind und daher Zielmoleklle fur klinische Anwendungen darstellen

konnen.

Ziele der Arbeit waren daher:

(1) Der Vergleich von Genexpressionsprofilen kolorektaler Adenokarzinome und
korrespondierender normaer Darmschleimhaut zur Identifizierung progressions-
assoziierter Veranderungen auf RNA-Ebene in den Tumoren.

(2) Die vergleichende Analyse der Genexpression solider Metastasen kolorektaler

Karzinome mit Primartumoren zur Detektion potentiel| metastasierungsrel evanter Gene.

(3) Die Detektion und Isolierung vitaler Tumorzellen aus dem Knochenmark von Patienten
mit gastrointestinalen Karzinomen fir eine folgende molekulare Charakterisierung der
einzelnen Zellen insbesondere im Hinblick auf Ergebnisse aus den Array-

Expressionsanalysen.

(4) Die Etablierung methodischer Voraussetzungen fir die Analyse von Einzelzellen auf
DNA- und RNA-Ebene



MATERIAL

2 Material

2.1 Patientenmaterial

Tab.1
Patienten Geburts- Eingangs- Lokalisation pT N G
Datum Datum
Pat.03 T 09.06.37 02.03.00 Rektum 1 0014 2
Pat.05T 08.09.32 14.03.00 Rektum 1 117y 2
Pat.29 T 01.09.25 09.02.01 Colon 2 0(0/15) 2
Pat.26 T 17.03.26 18.01.01 Rektum 2 0(0/21) 2
Pat.04 T 19.10.46 06.03.00 Rektum 2 0(0/16) 2
Pat.24 T 02.12.42 19.12.00 Sigma 2 1(2/18) 2
Pat.06 T 18.12.38 17.03.00 Rektum 3 0(0/16) 2
Pat.06 M1  18.12.38 17.03.00
Pat.06 M2  18.12.38 11.07.00
Pat.30 T 22.04.45 12.02.01 Sigma 3 0(0/15) 3
Pat.22 T 12.11.30 27.11.00 Coecum 3 0(0/20) 2
Pat.25T 16.10.28 15.01.01 Colon 3 0(0/21) 3
Pat.27 T 13.06.23 22.01.01 Coecum 3 0(0/25) 3
Pat.13T 14.11.24 10.07.00 Colon ascendens 3 0(0/35) 2
Pat.28 T 20.11.55 07.02.01 Rektum 3 1(3/16) 3
Pat.28 M 20.11.55 26.03.01
Pat.18 T 12.01.39 06.09.00 Rektum 3 2(4/125) 2
Pat.16 T 23.04.41 08.08.00 Colon transversum 3 2(5/3) 3
Pat.08 T 16.05.72 14.04.00 Rektum 3 2(4/120) 2
Pat.08 M 16.05.72 10.05.00
Pat.12 T 24.03.41 13.06.00 Rektum 3 2(2121) 2
Pat.09 T 25.12.57 10.05.00 Sigma 4 0(0/16) 2
Pat.09 M 25.12.57 04.09.00
Pat.15T 16.02.41 18.07.00 Coecum 4 2(719) 3
Pat.32 T 21.02.25 28.05.01 Rektum 4 2(720) 3
Pat.11T 12.02.51 25.05.00 Colon 4 2(15/30) 3
Pat.11 M 12.02.51 25.05.00
Pat.19T 12.10.47 16.10.00 Colon descendens 4 2(12/20) 3
Pat.19 M 12.10.47 16.10.00
Pat.20 T 11.08.45 19.10.00 Sigma 4 2(16/32) 2
Pat.31T 13.11.41 25.05.01 Sigma 4 3(29/39) 2
Pat.23 T 24.04.38 06.12.00 2(10/23) 2
Pat.17 M 10.05.34 28.08.00 Rektum 3 1(3/25) nb
Pat.01 M 26.03.56 12.10.99 Rektum 2(4/25) nb
Pat.21 M 18.12.39 19.10.00 nb 1(W17) nb
Pat.10 M 25.07.46 15.05.00 nb 3 2(9/27) nb
Pat.07 M 08.11.49 11.04.00 Colon 1 (nb) nb
Pat.14 M 22.11.39 17.07.00 Sgma 1(2/17) nb
Pat.02 M 02.05.56 16.12.99 Rektum 2(5/14) nb
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Tab. 1. Patienten, deren Primartumoren (T) und entsprechendes Normalgewebe bzw.
Lebermetastasen (M) fur die Erstellung von Expressionsprofilen mittels Array-
Hybridisierungen ausgewahlt wurden. Angegeben sind neben dem Geburtsdatum der
Patienten das Eingangs-Datum des Operationspréparates in der Pathologie, die Lokalisation
des Primartumors laut histologischem Befund, die Tumorgrofée (pT), der Lymphknotenstatus
(N) einschliefdlich der Anzahl befallener / untersuchter Lymphknoten und der
Differenzierungsgrad (G). Bei den Metastasen, die unabhéngig von einem Priméartumor
untersucht wurden, sind die Daten des Primértumors, so weit bekannt, in kursiver Schrift
angegeben (nb = nicht bekannt). Die Untersuchung des Gewebes erfolgte mit Zustimmung
der Ethikkommission und nach Einwilligung der Patienten.

2.2 Zdllinien

Die Zdlinien HCT116 und SW480 wurden fir spiking-Experimente (3.3) verwendet und
dienten als Grundlage zur Etablierung von Methoden zur Isolierung von Nukleinsauren aus
geringen Zellzahlen (3.4.2). HCT116 stammt urspringlich aus dem Kolonkarzinom eines
mannlichen Patienten (Brattain et al., 1981). SW480 wurde aus dem Kolonkarzinom eines 50-
jahrigen mannlichen Patienten isoliert (Leibovitz et al., 1976).

2.3 Verbrauchsmaterial

Chemikalien Herkunft

Acrylamid rotiphorese Gel 40 Roth (Karlsruhe)
[3-Mercaptoethanol Calbiochem (San Diego, USA)
DEPC Sigma (Deisenhofen)

EDTA Serva (Heidelberg)

EtOH Roth (Karlsruhe)

Ficoll 400 Sigma (Deisenhofen)

PEG (Polyethylenglykol) 8000 Sigma (Deisenhofen)
Propidiumiodid Sigma (Deisenhofen)

TSR (template suppressant reagent) Applied Biosystems (Foster City, USA)
Xylene cyanol e Sigma (Deisenhofen)

Alle weiteren Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt bezogen.

Kits
Atlas Human Cancer 1.2 Array Clontech (Palo Alto, USA)
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems (Foster City, USA)
Dynabeadsl] mRNA DIRECT™ Micro kit Dynal (Oslo, Norwegen)
Dynabeads[] Epithelial Enrich Dynal (Oslo, Norwegen)
(for molecular applications)
GENECLEAN II Kit Bio 101 (La Jolla, USA)
High Pure PCR Template Preparation Kit Roche (Mannheim)
LightCycler—FastStart DNA Master SY BR Green | Roche (Mannheim)
Oligolabelling Kit Amersham Pharmacia Biotech

(Piscataway, USA)
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Fortsetzung Kits Herkunft

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden)

RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden)

RNase-Free DNase Set Qiagen (Hilden)

Enzyme

Advantage KlenTag Polymerase Mix Clontech (Palo Alto, USA)

Expand High Fidelity PCR System Roche (Mannheim)

FastStart Tag DNA Polymerase Roche (Mannheim)

Mval MBI Fermentas (St.Leon-Rot)

Superscript™ Il RNase H™ Reverse Transcriptase  Gibco Life Technologies (Gaithersburg,
USA)

Taq DNA Polymerase Roche (Mannheim)

Materia fur die Zellkultur

Ampicillin PAN Biotech GmbH (Aidenbach)

DMEM PAN Biotech GmbH (Aidenbach)

FKS Gibco Life Technologies (Gaithersburg,
USA)

Ham’'s F12 Biochrom (Berlin)

L-Glutamin PAN Biotech GmbH (Aidenbach)

Natriumpyruvat PAN Biotech GmbH (Aidenbach

PBS Gibco Life Technologies (Gaithersburg,
USA)

RPMI PAN Biotech GmbH (Aidenbach)

Trypsin PAN Biotech GmbH (Aidenbach)

Zellkulturflaschen Greiner (Frickenhausen)

Sonstiges Verbrauchsmaterial

Agar Behrens & Co. (Hamburg)
Agarose Sigma (Deisenhofen)
[a*2P]dATP (3000 Ci / mmol; 10 puCi / pl) Amersham Pharmacia Biotech
[a*2P] dCTP (3000 Ci / mmol; 10 pCi / pl) (Piscataway, USA)
Ampicillin Roche (Mannheim)
Anti-RNase Ambion (Austin, USA)

Array Libary Human lung cDNA (Libary No. 404) Deutsches Ressourcenzentrum fir
Genomforschung GmbH (Berlin,

Heidelberg)
Bacto-Pepton aus Kasein Sigma-Aldrich (Darmstadt)
COT-1DNA (1 pg/ul) Roche (Mannheim)
Cryo-Spray medite (Burgdorf)
DEPC-treated Water Ambion (Austin, USA)
Desoxynukleosidtriphosphate Roche (Mannheim)
Ficoll-Paque™ Plus Amersham Pharmacia Biotech
(Piscataway, USA)
Gel-Fix for PAG Serva (Heidelberg)

Hanks' Salzlosung (HBSS) mit 0,35 g/ | NaHCO3 Biochrom (Berlin)
KILIK (frozen section medium) Fremdling (Furth)
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Fortsetzung sonstiges V erbrauchsmaterial

Herkunft

Lambda DNA/Hindlll Marker, 2
PAP PEN

®X174 DNA/Hinfl Marker, 10
MicroSpin S-200 HR Columns

Silikondl DC200

Sonicated Salmon Sperm DNA (10 mg/ ml)
TSR (template suppressor reagent)

Ultima Gold (fur die Szintill ationsmessung)
ULTRAhyb

Whatman-3M M-Filterpapier

Y east-Extract

Yeast tRNA (5 mg/ ml)

Nylonmembran

2.4 Verwendete Oligonukleotide

MBI Fermentas (St.Leon-Rot)

Kisker (Steinfurt)

MBI Fermentas (St.Leon-Rot)
Amersham Pharmacia Biotech
(Piscataway, USA)

Fluka (Neu-Ulm)

Stratagene (La Jolla, USA)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Perkin Elmer (Boston, USA)

Ambion (Austin, USA)

Whatman International (Maidstone, UK)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Micron Separations Inc. (Westboro, USA)

Alle PCR und Sequenzier-Primer wurden bel der Firma Genset (Paris) in geldstem Zustand
bezogen. Die Primer fur die PEP-PCR wurden auf eine Konzentration von 280 uM verdinnt,
die Primer fur die SMART-PCR auf 10 pM. Bei dlen anderen Primern wurde eine
Konzentration von 25 uM fir die PCR bzw. 2,3 uM fir die Sequenzierung gewahlt. Die

Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Random Hexamere fur die Reverse Transkr
bezogen, in DEPC-H,O (Ambion) zu ein
aufgel 6st und ebenfalls bei -20 °C gelagert.

iption wurden von der Firma Roche (Mannheim)
er Konzentration von 0,08 Anits (3,2 pug / pl)

Exon — Exon Ubergange in Primern fur die Amplifikation von cDNA-Molekilen sind in

Fettdruck angegeben.

Reverse Transkription Sequenz

Primer random 5"'NNNNNN 3

PEP-PCR

PEP-Primer 5 NNNNNNNNNNNNNNN 3

SMART-PCR

SMART Il A 5 AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGC
GGG I

CDS-Primer Il A 5 AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC
T (A/CIGNT

PCR Primer Il A 5 AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3

Spezifische PCR-Primer

in_ind_protein_for
in_ind_protein_rev
myc_A-for
myc_A-rev
CKS-2 2for
CKS-2 2rev

5 TCGCCTACTCCGTGAAGTCT &
5 TGACAGGATGAATCCAATGGT 3
5 ACCAGCAGCGACTCTGAGG 3

5 CAGTGGGCTGTGAGGAGGTT 3
5 CACTACGAGTACCGGCATGT 3
5 ATCATGTAATGAACCCAGCCT 3
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Fortsetzung spezifische PCR -Primer

Sequenz

MIC_1-for

MIC 1-rev
NGAL-for
NGAL-rev
BIGH3-for
BIGH3-rev
UDP2B15 -for
UDP2B15 -rev
Tax-1-bp-for-4
Tax-1-bp-rev-4
PBGD-for-A
PBGD-rev-A
HD1-for
HD1-rev
D2S123s
D2S123a
D8S1469s
D8S1469a
D8S1817s
D8S1817a
B2M-U1
B2M-D1
B2M-U2
B2M-D2
GAPDH_sense
GAPDH_antisense
p53cDNAex5-F
p53cDNAex10-R
p53 550

p53 5a0

p53 5s

p53 5a

p53 5gs

p53 5ga

p53 650

p53 6a0

p53 6s

p53 6a

p53 60s

p53 6ga

p53 7s0

p53 7a0

p53 7s

p53 7a

p53 7gs

p53 7ga

p53 8s0

p53 8ao

p53 8s

p53 8a

U101 01 0101 01 0101010101 010101010101 010101 01010101 0101 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 0

-

GATACTCACGCCAGAAGTGC 3

" GGAACAGAGCCCGGTGAAG T
" TTCCAGGACAACCAAGTTCC 3

CCAGTAGTCACACTTCTTTTTCCTA

" ACTCATCCCAGACTCAGCCAA 3

CAATTGGAGGGGTTCCATCT &
CCAAACCCCTGCCTAAGGA &
CCATCAAATCTCCATAGAACCTT &
GGGTTGGTATATTCAAGGTTGG 3
CATTTGGAAGGTAATATCCTTGG ¥
CCTGCAGTTTGAAATCATTGCT 3
TGAACAACCAGGTCCACTTC I
ACCGAAAAATGGAAATCTATCG I

" AGTCCTCACCAACGTTGAATC I

" AAACAGGATGCCTGCCTTTA 3

" GGACTTTCCACCTATGGGAC 3

" GCTTTAGAAGGCGGAGGTAG 3

" GAGGGGGTTAAAGGTGTCAT 3

" GCACGTTCAATATGACTGTTGATTC 3
" ACTGAGGGCCAAGTCCCTA 3

" GGCATTCCTGAAGCTGACAGC ¥

CTCCATGATGCTGCTTACATGTC 3
CTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGG3

" TCTCGATCCCACTTAACTATCTTGS

CCAGCCGAGCCACATCGCTC 3
ATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT 3
ATGAGCGCTGCTCAGATAGC 3

" CAAGGCCTCATTCAGCTCTC 3

CAGGAGGTGCTTACACATG J
TGAGGAATCAGAGGCCTG 3

" TCACTTGTGCCCTGACTTTC 3

GGAAACCAGCCCTGTCGTC 3
CCTGACTTTCAACTCTG 3
AGCCCTGTCGTCTCTC &
AGACGACAGGGCTGGTTTC 3

" CACATCTCATGGGGTTATAG 3
" TCCCCAGGCCTCTGATTC 3

TAGGGAGTTCAAATAAGCAG 3
CCTCTGATTCCTCACTG
CACTGACAACCACCCTT &
AAAGGCCTCCCCTGCTTG &
AGTATGGAAGAAATCGGTAAG 3
GCCTCCCCTGCTTGCCAC 3
GTCAGAGGCAAGCAGAGGC 3

" TGCTTGCCACAGGTCT 3

" CAGCAGGCCAGTGTGC 3

" AAATGGGACAGGTAGGACCTG 3
" GAATCTGAGGCATAACTGC ¥

" TAGGACCTGATTTCCTTACTGC 3
" GCATAACTGCACCCTTGGTC 3
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Fortsetzung spezifische PCR-Primer

Sequenz

p53 8gs

p53 8ga

p53 9s0

p53 9a0

p53 9s

p53 9a

p53 9gs

p53 9ga
p53A_cDNA_Ex4 for
p53A_cDNA_EX6 rev
ras-A_cDNA_for
rassA_cDNA rev
APC Reg 1s
APC Reg l1a
APC Reg 2s
APC Reg 2a
APC Reg 3s
APC Reg 3a
APC Reg 4s
APC Reg 4a
5BstN1

IWT
3'BstN1

CK20-A _sense
CK20-A _antisense

2.5 Puffer und L 6sungen

" TCCTTACTGCCTCTTGC ¥

" CCCTTGGTCTCCTCCA 3

" GAGGAGACCAAGGGTGC ¥

" TTGAGTGTTAGACTGGAAAC I
GGGTGCAGTTATGCCTCAG 3
AGACTGGAAACTTTCCACTTG Z
" TTATGCCTCAGATTCACT 3
CTTTCCACTTGATAAGAG Z
GTCTGGGCTTCTTGCATTCT &
CCAAATACTCCACACGCAAA T
GAGAGAGGCCTGCTGAAAAT 3
CATATTCGTCCACAAAATGATTC I
" CAGACTTATTGTGTAGAAGA 3
" CTCCTGAAGAAAATTCAACA T
" AGGGTTCTAGTTTATCTTCA 3

" TCTGCTTGGTGGCATGGTTT 3
GGCATTATAAGCCCCAGTGA 3
AAATGGCTCATCGAGGCTCA 3
" ACTCCAGATGGATTTTCTTG 3

U1 U1 010101010101 010101010101 010101010101 O

" GGCTGGCTTTTTGCTTTAC 3
" ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTG
GACCT 3

" TCAAAGAATGGTCCTGCACC 3

" TCAAAGAATGGTCCTGGACC 3

" GCGTTTATGGGGGTGCTGGAG 3

" AAGGCTCTGGGAGGTGCGTCTC 3

o1 01 01 O

Losungen fur die Isolierung von epithelialen Zellen aus Blut und Knochenmark

PBS

Ery-Lyse-Puffer

Waschldsung

8,0 g NaCl

0,2 gKCl

0,2 g KH>PO,4

1,44 g NaHPO4x 2 H,O
HOad 1l

1,0 g KHCO3

8,3 g NH.CI
0,0372gEDTA
HOad 11
(Lagerung bei 4 °C)

1ml FKS

0,6 g NaCitrat

PBS ad 100 ml
(Lagerung bei 4 °C)
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L6sungen fur Agarose-Gelel ektrophorese

DEPC-H,O 1 ml DEPC
HOad 1l
- rilhren UN
- autoklavieren

50x TAE 242 g Tris
57,1 ml Eisessig
100 ml 0,5M EDTA pH 8,0
H.O ad 1l

DNA-Auftragspuffer 120 ul 0,5M EDTA pH 8,0
1,25 ml Xylencyanol (2 %)
1,5gFicall (Typ 400)

H,O ad 10 ml
Ethidiumbromidl6sung (0,0005 %) 250 ul EtBr-Losung (1 %)

H,0O ad 500 ml
RNA-Auftragspuffer 250 pul Glycerin

1ul05M EDTA pH 8,0

125 pl Bromphenolblau (1 %)
124 pl DEPC-H,0

(Lagerung bei 4 °C)

10 x MOPS 200ml 1M MOPSpH 7,0
80ml 1 M NaAc
20ml 0,5M EDTA pH 8,0
DEPC-H,O ad 1|
(Lagerung im Dunkeln)

Losung fur die Falung von PCR-Produkten

PEG-Mix 13,1 g PEG 8000
10 ml 3M NaAc pH 5,2
330 ul 1M MgCl ,
H,0 ad 50 ml
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L6ésungen fur Southern Blot / Northern Blot / Dot Blot

20 x SSC

V orbereitungsl 6sung

Denaturierungsl 6sung

Neutralisierungsl 6sung

175,3 g NaCl

88,2 g NaCitrat

H,O ad 800 ml

- mit HCI pH 7,0 einstellen
HOad 11

0,25M HCI
0,5M NaOH
1,5M NaCl

0,5M TrissHCI pH 7,5
1,5M NaCl

L6sungen fur die Sondenherstellung (Clontech-Arrays)

10 x Denaturierungsl 6sung

2 x Neutralisierungsl 6sung

1M NaOH
10 mM EDTA

27,6 g NaHzPO4

H,O ad 190 ml

- mit 10 N NaOH pH 7,0 einstellen
H.Oad 200 ml

L6sungen fur die nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gel el ektrophorese

10x TBE

Acrylamid-Gel

Polymerisationsstart:

DNA-Auftragspuffer

108 g Tris
55 g Borsaure
4ml 0,5M EDTA pH 8,0
HOad 11
4,7 ml Acrylamidlésung (38 % Acrylamid,
2 % Bisacrylamid)
3,7ml 10 x TBE
28,7 ml H,O
40 pl TEMED
1 ml APS (10 %)

120 ul 0,5M EDTA pH 8,0
1,25 ml Bromphenolblau (2 %)
1,5gFicall (Typ 400)

H,0O ad 10 ml
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Losungen fir die Plasmidpraparation aus E.coli

Losung A 50 mM Glukose
25 mM Tris/ HCI pH 8,0
10 mM EDTA pH 8,0
- steril filtrieren

Losung B 10 pl 10 N NaOH
50 pl 10 % SDS
440 [,l| H.O
(frisch herstellen)

Losung C 28,5 ml H,O
11,5 ml Eisessig
60 ml 5M KAc
(Lagerung 4 °C)

Die in den enzymatischen Reaktionen verwendeten Puffer und Losungen stammen aus den
genannten Kits oder sind mit dem entsprechenden Hersteller gekennzeichnet. Die
Zusammensetzung ist den dazugehérigen Datenbléttern zu entnehmen.

2.6 Nahrmedien

2.6.1 Nahrmedien fir humane Zellinien

Als Nahrmedium wurde fir die Zellinie HCT116 DMEM / Ham’s F12 1:1 verwendet, SW430
Zellen wurden in RPMI kultiviert. Die Zusammensetzung der Medien ist den zugehdrigen
Datenbl&ttern zu entnehmen. Sie wurden als Fertigpulver in HoOwijiipore g€l0st, DMEM wurde
zusétzlich mit 3,7 g, RPMI mit 2,0 g NaHCOs pro Liter versetzt. Eine Einstellung des pH-
Wertes auf 7,3 erfolgte mit HCI, anschlief3end wurde das Medium steril filtriert. Zusétze fir
beide Medien waren L-Glutamin (Endkonz. 2 mM), Natriumpyruvat (Endkonz. 1 mM),
Streptomycin (Endkonz. 100 pg / ml) und Penicillin (Endkonz. 100 U / ml). Zu DMEM /
Ham’s wurde FKS in einer Endkonzentration von 10 % zugefligt, zu RPMI in einer
Endkonzentration von 5 %. Die Medien wurden bei 4 °C aufbewahrt und vor der Verwendung
auf 37 °C erwarmt.

2.6.2 Nahrmedien fur E.coli

LBo 10 g Bacto-Pepton aus Kasein
59 Y east-Extract
10 g NaCl
- mit 5N NaOH pH 7,0 einstellen
- fir LBo-Platten: + 15 g Agar
H20 ad 11
- autoklavieren

LBo/ amp LBo + 1 ml Ampicillin (50 mg/ ml)
(nach Autoklavieren zum handwarmen Medium zugeben)
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3 Methoden

3.1 Kulturen

3.1.1 Kultivierung humaner Zellinien

Die Zdlinien wurden unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO, in H,O-geséttigter
Atmosphére) in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Ein Medienwechsel erfolgte regelmaRig
dreimal pro Woche. Bei der Zellernte wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 10 ml
PBS gewaschen und durch Zugabe von 2,5 ml 0,1 % Trypsin / 0,04 % EDTA in PBS vom
Boden der Kulturflaschen abgeldst. Die Trypsinaktivitét wurde anschlief3end durch Zugabe
von 10 ml Medium gestoppt und die Zellsuspension in ein 50 ml Falcon-Rohrchen tberfihrt.
Nach Zentrifugation (Heraeus Megafuge 1.0, 5 min, 1200 Upm, RT) wurden die Zellenin 5 —
10 ml PBS resuspendiert, in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt und mit PBS auf die
gewtnschte Konzentration verdinnt.

3.1.2 Anzucht und L agerung von E.coli

Escherichia coli Bakterien wurden auf LBo / amp-Platten (2.6.2) ausgestrichen und UN bei
37 °Cinkubiert. Die Lagerung der Platten bis zum Abend erfolgte bei 4 °C, dann wurden 2 ml
Fliissigmedium LBo/ amp mit je einem Klon angeimpft und UN bei 37 °C geschiittelt.

3.2 Fluor eszenz-aktivierte Zellsortierung

Die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (fluorescence activated cell sorting, FACS) erlaubt
die Isolierung einzelner Zellen aus gemischten Zellpopulationen in Suspension aufgrund ihrer
Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften. Dazu werden die Zelen in  enem
Flissigkeitssystem mittels hydrodynamischer Fokussierung einzeln durch den Fokusbereich
der Lichtquelle (i.d.R. Laser) gefuhrt und resultierendes Streu- bzw. Fluoreszenzlicht Uber
Photodioden oder Photomultiplier (photomultiplier tube, PMT) detektiert. Schwingungen
eines Piezokristalls (droplet frequency) zerlegen den Flissigkeitsstrahl in eine definierte
Anzahl kleiner Tropfen, von denen jeder nur eine Zelle enthélt. Die Tropfen, die Zellen mit
beliebig wahlbaren Eigenschaften enthalten, werden nach einem kurzen Ladepuls im
elektrischen Feld eines Kondensators abgelenkt und somit von den Ubrigen Zellen isoliert.

Die Sortierung definierter Zellzahlen wurde mit einem FACStar™™YS, Becton Dickinson,
durchgefihrt. Die Unterscheidung zwischen lebenden (Membran-intakten) und geschéadigten /
toten (Membran-durchléssigen) Zellen erfolgte dabel durch eine Farbung mit Propidiumiodid
(P1). Dafur wurden 2 ul einer Stammlosung Pl (1 mg / ml) zu einer Zell-Suspension von 1
Mio Zellen / ml gegeben (Endkonzentration 2 pg Pl / pl). Die Detektion der Pl-Fluoreszenz
wurde auf dem FL3-Kanal (639 / 22) mit einer Verstérkerspannung von 300 V durchgefihrt.
Die Auswahl der gewlnschten Zellpopulation erfolgte in ener zweldimensionalen
Darstellung der Streulichtintensitét in Durchstrahlrichtung (forward scatter, FSC) und der
Intensitét der Rotfluoreszenz. Die droplet frequency lag bel ca. 25 kHz. Die Durchlaufrate der
Zellen betrug ca. 300 s™. Die Sortierung erfolgte im Count-Mode mit einem Sortfenster von
drei Tropfen.
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3.3 Isolierung epithelialer Zellen aus Knochenmark und Blut

Fir die Isolierung von epithelialen Tumorzellen aus dem Knochenmark wurden 3 — 8 ml
Knochenmarksaspirat verwendet, das Uberwiegend von Patienten mit gastrointestinalen
Tumoren aus dem linken und rechten Beckenkamm unmittelbar vor der Operation
entnommen wurde. Alle Patienten hatten der Entnahme mit einer Einwilligungserklarung
zugestimmt.

Die Isolierung epithelialer Tumorzellen aus Blut erfolgte im Rahmen von spiking-
Experimenten zur Etablierung der unter 3.3.1 und 3.3.2 beschriebenen Methoden. 4 ml
menschliches Blut wurde dafir entweder mit einer definierten Zahl von Zellen der
Kolonkarzinomzellinie SW480 oder HCT116 versetzt und entsprechend aufbereitet.

3.3.1 Isolierung mononuklearer Zellen aus Knochenmark und Blut

Aus den Knochenmarksaspiraten oder dem Blut wurden zunéchst die mononukledren Zellen
von den Ubrigen Bestandteilen abgetrennt. Dazu wurden je 3 - 4 ml Knochenmark / Blut in
einem 50 ml Facon-Rohrchen mit steriler Hanks-Losung auf 20 ml verdinnt und
abzentrifugiert (Heraeus Varifuge 3.2 RS, 10 min, 1000 Upm, RT). Der Uberstand
einschliefdich der Fettphase wurde bis auf 10 ml abpipettiert, das Sediment durch vorsichtiges
Schitteln wieder resuspendiert und in einem neuen 50 ml Falcon-Rohrchen auf 20 ml Ficoll
400 geschichtet. Nach Zentrifugation (30 min, 2500 Upm, RT) wurden die obere und die
mittlere Phase abgenommen und in ein neues Rohrchen Uberfuhrt. Es wurde mit PBS auf
50 ml aufgefillt, erneut zentrifugiert (Varifuge 3.2 RS, 10 min, 1700 Upm, 4 °C) und die
Zellen in 1 ml Waschldsung resuspendiert. Bei hoher Konzentration von Erythrozyten im
Sediment wurde alerdings vor der Aufnahme in der Waschldsung eine Erythrozyten-Lyse auf
folgende Weise vorgenommen: Zugabe von 5 ml Ery-Lyse-Puffer, 5 min Inkubation bel RT,
Zugabe von PBS auf 50 ml, Zentrifugation (10 min, 1700 Upm, 4 °C). Zur Bestimmung der
Zellzahl und der Vitaitat wurde ein Aliquot der Zell-Suspension (evtl. verdinnt, je nach
Zellzahl) 1:1 mit einer 0,2 %igen Trypanblau-Loésung (gelost in 0,9 % NaCl) fur 2 min
inkubiert und anschliefRend in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezadhit. Lebende Zellen
(ungeférbt) konnten dabei von geschadigten / toten (gefarbt wegen Verlust der
Membranintegritét) unterschieden werden.

3.3.2 Immunomagnetische Markierung und Anreicherung epithelialer Zellen

Zur Anreicherung epithelialer Tumorzellen gegentiber normalen Knochenmarks- / Blutzellen
wurden BerEP4-Antikorper verwendet. Die Antikdrper sind als hoch spezifisch fur zwei 34
bzw. 39 kDa grof3e, membranstéandige Glykoproteine beschrieben, welche von den meisten
normalen und neoplastischen epithelialen Geweben exprimiert werden (Latza et a., 1990).
Durch Kopplung der Antikorper an magnetische beads (Dynabeads Epithelial Enrich, Dynal)
war eine immunomagnetische Separation von bead-markierten epithelialen Tumorzellen
moglich:

25 pl beads wurden zundchst zweimal mit je 1 ml Waschl6sung gewaschen und zu 1 ml Zell-
Suspension aus 10 - 20 x 10° mononukledren Zellen gegeben. Die Anlagerung der beads
erfolgte wahrend einer 30-mindtigen Inkubation auf einem Roller bel einer Temperatur von
4 °C. Die bead-Suspension wurde anschlief3end fur 3 min bei 4 °C in einen Magneten gestellt
und der Uberstand (unmarkierte Zellen) abgetrennt. Die beads und bead-markierten Zellen
wurden durch vorsichtiges Pipettieren in 800 pl kalter Waschldsung resuspendiert, noch
viermal gewaschen und in 400 pl Waschldsung aufgenommen. Die Lagerung der Suspension
bis zur weiteren Untersuchung erfolgte auf Eis.
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3.3.3 Separation bead-markierter Zellen mittels Mikromanipulation

Bead-markierte Zellen wurden unter mikroskopischer Kontrolle durch Mikromanipulation aus
einer Suspension (3.3.2) von ungebundenen beads und nicht-markierten Zellen abgetrennt.
Mit Hilfe eines PAP PEN (Kisker) wurde ein ca 1 cm® groRer Bereich durch eine H,O-
abweisende Barriere auf dem Objekttrager abgegrenzt, in den jeweils 200 pl Suspension
pipettiert wurde, die bei 100-facher Vergroferung nach markierten Zellen abgesucht wurde.
Die Apparatur zur Isolierung der Zellen bestand aus einer Olpumpe (CellTram Oil,
Eppendorf) und einer Glaskapillare mit einem Durchmesser von 50 pm (BioMedical
Instruments). Die Glaskapillare war am Mikromanipulator (PALM Robot-Manipulator) des
Laser-Mikrodissektionsgerdtes PALM Robot-MicroBeam System (P.A.L.M.) befestigt, was
eine um-genaue Ausrichtung der Kapillare und des Objekttragers (mittels PALM Robot-
Sage) mit den Zellen erlaubte. Die Zellen wurden unter mikroskopischer Kontrolle bei 400-
facher VergrolRerung in die Kapillare gesaugt, in einen Lyse-Puffer (Dynabeads mRNA
DIREKT™ Micro Kit) tberfiihrt und bei =80 °C gelagert.

3.4 Isolierung von Nukleinsauren

3.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gefrier material

Aus Operationspréparaten kolorektaler Tumoren und Lebermetastasen wurden nach der
Schnellschnitt-Diagnostik von einem Pathologen Proben des Tumors und des Normal gewebes
entnommen (innerhalb 10 — 30 min nach der Resektion). Diese wurden in KILIK (frozen
section medium) mittels Kryospray schockgefroren, maximal 2 h bei —20 °C aufbewahrt und
dann bel —80 °C gelagert. Um den Anteil an Tumorzellen im Gewebe zu Uberprifen, wurden
vor der RNA-Isolierung 5 um dicke Gefrierschnitte angefertigt, mit HE geféarbt und von
einem Pathologen begutachtet. Eine Weiterverarbeitung erfolgte nur, wenn der
Tumorzellanteil bei mehr als 70 % im Gewebe lag. Von diesen Bereichen wurden 15 — 30 mg
mit einem Skalpell in diinnen Scheiben vom gefrorenen Material abgeschabt und direkt in den
Lyse-Puffer (600 ul, RNeasy Mini Kit, Qiagen; plus 6 pl 3-Mercaptoethanol) fur die RNA-
Isolierung gegeben. Anschliefiend erfolgte die Homogenisierung des Gewebes mit einem
Ultra-Turrax T8 (IKA Labortechnik) ca. 30 sec lang zu einem maoglichst homogenen Lysat.
Dieses wurde anschlief3end noch zehnmal mittels einer 5 ml Spritze durch eine 0,7 x 30 mm
Kanile (BD Microlance, Becton Dickinson) gezogen, durch Zentrifugation (ETZ, 3 min,
13.000 Upm, RT) von ungel6sten Zellfragmenten getrennt und dann maximal 20 min bis zur
Welterverarbeitung auf Eis gelagert. Nach Zugabe von 600 ul 70 % EtOH wurde das Lysat
auf jeweils zwei Saulchen aufgeteilt, danach erfolgte die RNA-Isolierung nach Protokoll des
Herstellers inklusive DNA-Verdau (RNase-Free DNase Set, Qiagen) auf den Saulchen. Die
RNA wurde in 50 pl RNase freiem H,O eluiert und die zwei RNA-Eluate der gleichen Probe
gemischt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte an einer 1 %igen RNA-Verdinnung mit
dem Gene Quant Il Photometer (Pharmacia). Anschlief3end wurden die Proben bei -80 °C
gelagert oder direkt in eine Fallungsreaktion eingesetzt.
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3.4.2 Isolierung von mRNA auswenigen / einzelnen Zellen

Die Isolierung von mRNA aus geringen Zellzahlen (1 — 100 in 100 pl Lysis Binding Buffer)
erfolgte durch Bindung der PolyA-Enden der mRNA an bead-gebundene Oligo-(dT)2s und
anschlieRende magnetische Separation (Dynabeads mRNA DIRECT™ Micro kit; Magnet
MPC-P-12, Dynal).

Die benttigten beads mufdten zunachst im Ursprungsvolumen Lysis Binding Buffer
gewaschen und wieder aufgenommen werden, bevor jeweils 10 pl zu 100 pl Zell-Lysat
zugefugt wurden (bei diesem und den folgenden Waschschritten wurde die Suspension mit
den beads fir jeweils 1 min in einen Magneten gestellt, bevor der Uberstand abgezogen
wurde). Eine Inkubation unter leichtem Schitteln (ETM, 5 min, 400 Upm, 25 °C) ermdglichte
die Bindung der mRNA an die beads. Nach Abtrennung der beads fir 2 min im Magneten
folgten zwei Waschschritte mit je 100 pl Washing buffer A, zwei Waschschritte mit je 100 pl
Washing buffer B und ein Waschschritt mit 100 pl 1 x RT-Puffer (Superscript™ Il RNase H
Reverse Transcriptase, Gibco). Anschlief3end wurden die beads in 10,5 pul DEPC-H,O
(Ambion) resuspendiert und sofort in die reverse Transkription eingesetzt.

Fur die SMART-PCR mufde die mRNA von den beads eluiert werden. Dafur wurden die
beads 2 min bel 65 °C mit 10 pl Elution solution (MRNA DIRECT kit, Dynal) inkubiert und
der Uberstand nach magnetischer Abtrennung der beads entnommen.

3.4.3 Simultane I solierung von DNA und RNA auswenigen / einzelnen Zellen

Die Isolierung von mRNA erfolgte bei dieser Methode wie unter 3.4.2 beschrieben. Die DNA
wurde durch eine Falungsreaktion aus dem Zell-Lysat (Uberstand, abgezogen nach der
Bindung der mRNA an die beads) erhaten. Das Lysat wurde dafir mit 1 pl Yeast tRNA,
4,3 pl 8 M LIiCl, 4,6 pl 5 M NaCl und 240 pl eiskaltem EtOH (100 %, -20 °C) versetzt,
gemischt (Vortex) und 1 h auf Eisinkubiert. Nach Zentrifugation (Heraeus Biofuge 22R, 2 h,
17.000 g, 4 °C) wurde der Uberstand abgezogen und das Pellet mit 400 pl eiskaltem EtOH
(70 %, -20°C) gewaschen. Es folgten zwei weitere Zentrifugationen (15 min, 17.000 g, 4 °C),
nach denen der EtOH bestmdglich abgezogen wurde. Das Pellet trocknete bei RT (15 min)
und wurde dann in 10 pl Millipore-H,O aufgenommen (zehnfaches Uberspiilen der ERG-
Wand, anschlief3end Inkubation im ETM, 10 min, 400 Upm, 37 °C). Die Lagerung der DNA
erfolgte bei 4 °C.

3.4.4 1solierung von Plasmid-DNA ausE. coli

Die angewandte Methode zur schnellen Gewinnung kleiner Mengen an Plasmid-DNA (Li and
Schweizer, 1993) beruht auf einem modifizierten Verfahren der alkalischen Lyse (Ish-
Horowicz and Burke, 1981). Die Ausbeute und der Reinheitsgrad der DNA erlauben,
ausgehend von wenigen Millilitern Bakterienkultur, sowohl Restriktions- as auch
Sequenzanal ysen.

Nach einem leicht abgednderten Protokoll wurden 2 ml einer E. coli UK abzentrifugiert (ETZ,
1 min, 13.000 Upm, RT), die Zellen in 50 pl Loésung A aufgenommen, mit einer Pipette gut
gemischt und auf Eis gestellt. Es folgte die Zugabe von 100 pl frisch hergestellter Losung B.
Dann wurde durch vorsichtiges Schwenken gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe von 75 pl kalter Losung C (4 °C) wurde wieder vorsichtig gemischt und weitere
5 min auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation (ETZ, 5 min, 13.000 Upm, RT) wurden die
Bakterienreste pelletiert und der Uberstand in ein ERG mit vorgelegten 330 ul 6 M GITC und
450 pl Isopropanol gegeben. Nach kurzem Mischen (Vortex) folgte eine weltere



METHODEN 29

Zentrifugation (ETZ, 10 min, 13.000 Upm, RT), dann wurde der Uberstand verworfen und die
prézipitierte Plasmid-DNA mit 1 ml EtOH (70 %) gewaschen. Die DNA wurde in der
SpeedVac (Savant Instruments Inc., Farmingdale, USA) fir 2 min getrocknet und dann in
50 ul Millipore-H2O mit 1 pul RNase A (10 mg / ml) gelost. Die Lagerung der DNA erfolgte
bei 4 °C.

3.4.5 Isolierung von DNA aus Par affin-eingebettetem Patientengewebe mittels manueller
Mikrodissektion

Die Isolierung von DNA erfolgte mit dem High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
aus Patientengewebe, das routinemaldig in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet worden
war. Dazu wurden zunédchst 5 um dicke Gewebeschnitte angefertigt, auf Objekttréager gezogen
und folgendermal3en entparaffiniert: 30 min bel 70 °C im Brutschrank, 2 x 5 min Xylal,
jeweils 2 x 1 minin 96 %, 80 % und 70 % EtOH. Die Lagerung der Schnitte erfolgte in 70 %
EtOH. Vor der DNA-Isolierung wurden die Objekttrager in Millipore-H,O geschwenkt, kurz
in Methylenblau (1 %) geféarbt und wieder im Wasser abgesplilt. Bel 40-facher Vergrol3erung
wurden dann unter dem Mikroskop definierte Tumor- oder Normalgewebeareale mit einer
Kanile aus 1 - 3 Schnitten abgekratzt und in 200 pl Lysepuffer gegeben. Nach Zugabe von
40 pl Proteinase K folgte der proteolytische Aufschlufd des Gewebes (ETM, 14 — 16 h, 600
Upm, 55 °C). Nicht geléste Bestandteile wurden am néachsten Tag abzentrifugiert (ETZ,
3 min, 13.000 Upm, RT), das Zell-Lysat mit 200 ul Bindepuffer versetzt, gemischt (Vortex)
und bei 72 °C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 100 pl Isopropanol zur Losung, die nach
erneutem Mischen dann auf ein Sdulchen gegeben wurde. Die DNA band wéahrend der
anschlief¥enden Zentrifugation (ETZ, 1 min, 8.000 Upm, RT) an die Filteroberflache im
Saulchen und wurde dann in einem neuen Auffanggefald zweima mit 500 ul Waschpuffer
gewaschen, wobei der Durchlauf jeweils nach der Zentrifugation (ETZ, 1 min, 8.000 Upm,
RT) verworfen wurde. Um den restlichen Waschpuffer zu entfernen, folgte ein zusétzlicher
Zentrifugationsschritt (ETZ, 1 min, 13.000 Upm, RT), bevor der Filter zur Elution der DNA
in einem sterilen 1,5 ml ERG mit 200 pl 70 °C warmem Elutionspuffer 5 min bei 70 °C
inkubiert wurde. Die DNA wurde durch eine abschlieffende Zentrifugation (ETZ, 1 min,
8.000 Upm, RT) gewonnen. Die Lagerung der DNA erfolgte bei 4 °C.

3.5 Reverse Transkription

3.5.1 Reverse Transkription von Gesamt-RNA

Die reverse Transkription von RNA aus Patientenmaterial erfolgte zur Herstellung von cDNA
fir die nachfolgende quantitative PCR am LightCycler und wurde mit der Superscript™ II
RNase H Reversen Transcriptase (Gibco) nach Protokoll des Herstellers durchgefihrt. Es
wurde folgender Standardansatz verwendet:

1-9 pl Gesamt-RNA (4ug)
1 pl Primer random (3,2 g/ pl)
1pl ANTP (je 10 mM)

ad 11 pl DEPC-treated Water (Ambion)

Der Ansatz wurde 5 min bei 65 °C inkubiert (Denaturierung von Sekundarstrukturen) und
dann mindestens 2 min auf Eis abgekihlt. Anschlief3end wurde ein Master-Mix aus folgenden
Komponenten zugefugt:
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4 ul 5 x RT-Puffer
2ul DTT (0,1 M)
1 pl Anti-RNase (Ambion)

Esfolgte eine Inkubation fur 10 min bei 25 °C (Bindung der Primer an die RNA), dann wurde
der Ansatz 2 min auf 42 °C vorgewarmt.

1 pl Superscript Il (200U / )

wurde zugegeben, dann folgte eine Inkubation fir 50 min bel 42 °C, bevor die Superscript
durch Erhitzen (15 min bel 72°C) inaktiviert wurde.

Die Lagerung der cDNA erfolgte bel 4 °C.

Ein Ansatz ohne die Reverse Transkriptase Superscript [I wurde durchgefihrt, um die RNA-
Praparation auf Kontaminationen mit DNA zu Uberprifen (RT™™® -Kontrolle).

3.5.2 Reverse Transkription von bead-gebundener mRNA

Die cDNA-Synthese von bead-gebundener mRNA wurde mit der Superscript™ Il RNase H’
Reversen Transcriptase nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

10,5 ul bead-gebundene mRNA
1 pl Primer random (3,2ug/ pl)

wurden 2 min bel 70 °C inkubiert und dann fur mindestens 2 min auf Eis abgekihlt. Es folgte
die Zugabe vom Master-Mix aus:

4 ul 5 x RT-Puffer

2ulDTT 01 M)
1l dNTP's (je 10 mM)
0,5 ul Anti-RNase (Ambion)

1 pl Superscript 11 (200U / pl)

Der Ansatz wurde 60 min bel 42 °C inkubiert und dann 10 min auf 70 °C erhitzt. Die
Lagerung der cDNA erfolgte bei 4 °C.

3.6 Amplifizierung von DNA und cDNA mit de Polymerase-
Kettenreaktion

Die PCR (polymerase chain reaction, Saiki et al., 1985) war die Grundlage fur die spezifische
Amplifikation von Sequenzen bzw. der unspezifischen Vermehrung von DNA oder cDNA—
Molekulen.

Die PCR-Reaktionen unter 3.6.1 bis 3.6.4 wurden in einem Thermocycler PTC-200 (Biozym,
mit Heizdeckel) durchgefihrt. Zur Etablierung der Reaktionstemperatur fur die Primer-
Hybridiserung bei der spezifischen PCR (3.6.2) diente ein Thermocycler Mastercycler
gradient (Eppendorf, mit Heizdeckel), in dem zehn verschiedene Ansdtze zwischen 50,7 und
69,9 °C wahrend der Primer-Hybridisierung inkubiert wurden. Die Temperaturwechsel im
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PTC-200 und im Mastercycler gradient erfolgten, wenn nicht anders angegeben, mit jewells
1°C/ sec.
Fur die quantitative PCR (3.6.5) wurde der LightCycler (Roche) verwendet.

3.6.1 PEP-PCR (DNA und cDNA)

In der PEP-PCR (primer extension preamplification PCR, Zhang et a., 1992) findet mittels
15 Nukleotid langen, degenerierten Primern eine unspezifische Vermehrung der eingesetzten
DNA-Molekile statt. Die Durchfiihrung basierte auf einem verbesserten PEP-Protokoll
(I-PEP, Dietmaier et al., 1999) und wurde zusétzlich modifiziert.

Fur die PEP-PCR wurde das Expand High Fidelity PCR System (Roche) verwendet.
Insgesamt waren folgende Komponenten im Master-Mix enthal ten:

30 pl Millipore-H,O

3 ul Gelatine (A mg/ ml)
6 ul MgCl (25 uM)

6 pul 10 x Puffer 3

0,6 Ul ANTP's (je 10 mM)
3,4 ul PEP-Primer (280 uM)
0,17 pl Polymerase 35U/ul)

Fur die Amplifizierung von DNA wurden 50 pl vom Master-Mix mit 10 pl DNA gemischt.
Fur die Vermehrung von cDNA wurden 45 pl vom Master-Mix zu 20 pl bead-gebundener
cDNA gegeben und die beads durch sorgféltiges Auf- und Abpipettieren wieder
resuspendiert. Die PCR-Reaktion wurde mit dem folgenden Programm durchgefihrt:

4min 94 °C (Denaturierung)

50 Zyklen: 1 min 28 °C (Primer-Hybridisierung)
Temperaturwechsel 0,1 °C / sec auf 55 °C
45 sec 55°C (Primer-Hybridisierung / Elongation)
30 sec 68 °C (Elongation)
8 min 72 °C (Vervollstéandigung der Elongation)

Die PEP-Produkte wurden bis zum Einsatz in eine spezifische PCR bel 4 °C gelagert.

3.6.2 SMART-PCR

In der SMART (Switching Mechanism At 5 end of the RNA Transcript)-PCR findet eine
gleichmélige Amplifikation der gesamten cDNA statt, wobel das Produkt anndherend
aquivalent der relativen Ausgangsmenge der einzelnen mRNA-Molekile ist (Angabe der
Firma Clontech). Die Technologie dieser PCR beruht auf der terminalen Transferase-Aktivitét
der Reversen Transkriptase, die an das Ende eines neu synthetisierten cDNA-Stranges
automatisch eine Cytosin-Sequenz anhéngt. Spezielle SMART-Primer binden an diese
Cytosin-Reste, worauf die cDNA-Synthese bis an das 5"-Ende des Primers fortgesetzt wird.
Die SMART-Primer, wie auch die CDS-Primer (Uber eine oligo(dT)-Sequenz be der
Initiation der reversen Transkription beteiligt), enthalten jeweils eine definierte Sequenz, Uber
die eine nachfolgende PCR-Amplifikation mdglich ist.
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Da fir das urspringliche SMART-Protokoll (Clontech) eine Mindestmenge von 25 ng
Gesamt-RNA als Ausgangsmaterial erforderlich sind, mufte das Protokoll modifiziert
werden, um RNA aus geringen Zellzahlen einsetzen zu kdnnen. Es wurde folgender Ansatz
verwendet:

10 pl RNA in Elutionspuffer (siehe 3.4.2)
1 pl CDS-Primer Il A (10 pM)
1 pl SMARTII A (10 pM)

wurden gemeinsam fir 2 min bei 70 °C inkubiert und anschlief3end mindestens 2 min auf Eis
abgekiihlt. Fir die anschliefende Reverse Transkription mit der Superscript™ 1l RNase H°
Reverse Transcriptase (Gibco) wurde ein Master-Mix hergestellt, der aus folgenden
Komponenten bestand:

4 ul 5 x RT-Puffer

2ul DTT (20 mM)
1ul dNTP's (je 10 mM)
1 pl Superscript Il (200 U/ul)

Der Ansatz wurde 60 min beal 42 °C und anschlief3end 10 min bel 70 °C inkubiert.
Die Lagerung der cDNA erfolgte bel 4 °C.

Die PCR wurde unter Verwendung des Advantage KlenTag Polymerase Mix (Clontech)
durchgefiihrt. Folgender Master-Mix wurde nach der Reversen Transkription zum
Reaktionsansatz zugefugt:

64 ul Millipore-H,O

10 pl 10 x KlenTag-Puffer

2 I dNTP's (10 mM)
2 ul PCR Primer 1l A (20 um)
2 pl 50 x KlenTaq

Die PCR-Reaktion wurde mit dem folgendem Programm durchgefiihrt:

1 min 95 °C (Denaturierung)

30 Zyklen:  15sec 95 °C (Denaturierung)
30 sec 65 °C (Primer-Hybridisierung)
6 min 68 °C (Elongation)

Nach jewells 15, 18, 21, 24 und 27 Zyklen wurden 15 pl aus dem PCR-Ansatz entnommen.
Davon wurde je 1 pl in nachfol gende spezifische PCR-Reaktionen eingesetzt.

3.6.3 Spezifische PCR

Mit Hilfe der spezifischen PCR erfolgte die Amplifikation definierter DNA-Fragmente. Es
wurden verschiedene Reaktionsansédtze fUr den Einsatz voramplifizierter bzw. nicht-
amplifizierter DNA / cDNA in die spezifische PCR verwendet.
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1) Amplifikation voramplifizierter DNA / cDNA (PEP-Produkt) mit dem Expand High

Fidelity PCR System (Roche)
Der Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten:

5 ul PEP-Produkt
3 ul 10 x Puffer 2

0,6 ul ANTP's (20 mM)
0,6 ul Primer (25 uM)
0,17 pl Polymerase (35U/ul)

20,6 pl Millipore-H,O

Die PCR-Reaktion wurde mit dem folgendem Programm durchgefiihrt:

2min 94 °C (Denaturierung)
35Zyklen: 1 min 94 °C (Denaturierung)
1min 50-65°C (Primer-Hybridisierung)
1 min 72 °C (Elongation)
10 min 72 °C (Vervollsténdigung der Elongation)

2.) Amplifikation von nicht-voramplifizierter DNA / cDNA bzw. SMART-Produkten mit

der Tag DNA Polymerase (Roche)

Der Reaktionsansatz fur nicht-voramplifiziertes Ausgangsmaterial bestand aus folgenden

Komponenten:

1 ul DNA / cDNA
3 ul 10 x Puffer mit 25 mM MgCl

0,6 Ul dNTP's (20 mM)
0,4 ul Primer (25 uM)
1,5 pl DMSO

0,1 ul Polymerase (5U /)

23,4 pl Millipore-H,O

Die Amplifizierung von 1 pul SMART-Produkt erfolgte in einem 20 pl-Ansatz unter

Verwendung der gleichen Reaktionskomponenten.

Die PCR-Reaktion wurde mit dem folgendem Programm durchgefihrt:

2min 94 °C (Denaturierung)
35Zyklen: 1 min 94 °C (Denaturierung)

1min  50-65°C (Primer-Hybridisierung)

1 min 72 °C (Elongation)

10 min 72 °C (Vervollsténdigung der Elongation)
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3.6.4 Enrichment-PCR

Die Enrichment-PCR wurde leicht modifiziert nach dem Protokoll von Trimper durchgefihrt,
um Mutationen im Codon 12 des K-RAS Gens nachzuweisen (Trimper et al., 1994). Das
Prinzip dieser PCR beruht darauf, mutierte Allele der Tumorzellen aus einer Mehrzahl von
Wildtyp-Sequenzen (WT) der normalen Zellen anzureichern (Abb. 5). Zunéchst wird in einer
ersten PCR ein 157 bp langes Fragment des K-RAS Gens mit den Primern 5'BstN1 und 3'WT
amplifiziert. Der Primer 5'BstN1 enthdlt dabei einen mismatch, Gber den im Wildtyp-Allel
eine Schnittstelle fir das Restriktionsenzym BstN1 eingefuhrt wird, im mutierten Allel ergibt
sich die Schnittstellensequenz aufgrund der Mutation jedoch nicht. Beim folgenden
Restriktions-Verdau werden daher nur PCR-Produkte der normalen Allele geschnitten, die
mutierten Allele bleiben als Ausgangsmateria fur die zweite PCR erhalten. Da bel dieser
PCR im 3'-Bereich des Fragments eine weitere BstN1-Schnittstelle eingefiihrt wird, kann
durch den Verdau des zweiten PCR-Produktes die Aktivitét des Restriktionsenzyms tberprift
werden. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung stellt sich ein WT-Allel als 114 bp grofRes
Fragment dar, wahrend ein mutiertes Allel 143 bp aufweist.

WT-Alle mutiertes Allel
1. PCR
5'BstN1 5 BstN1
—> —>
[ || ] [ ]
[ || ] [ |
<+ <4
5WT 3IWT
1. Verdau mit BstN1
<
[ || ] [ ]
[ || ] [ |
29 < 128 > < 157 >
2. PCR
5 BstN1 5BstN1
—> —>
[ || || ] [ || ]
[ || || ] [ || |
<+ <+
3'BstN1 3'BstN1
2. Verdau mit BstN1
< < <
[ || || ] [ || ]
[ || || ] [ || |
<4“rPre4—r 4> <>
29 114 14 < 143 > 14

Abb. 5: Prinzip der Enrichment-PCR zur Anreicherung mutierter Allele des K-RAS Gens, die
anhand der Fragmentgrof3e nach dem Restriktionsenzym-Verdau identifiziert werden kénnen.
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Fur die erste PCR-Reaktion wurde unter Verwendung der FastStart Tag DNA Polymerase
(Roche) ein Ansatz aus folgenden Komponenten hergestelIt:

1 -5 ul DNA (ca. 100 ng)

5 ul 10 x Puffer

1ul dNTP's (10 mM)
1 pl Primer 5'BstN1 (25 pM)

1 pl Primer 3WT (25 uM)

1,5 pl MgCl, (25 mM)
0,28 pl Polymerase BGuU/u

35,2 — 39,2 pl Millipore-H,O

Die PCR-Reaktion wurde mit dem folgendem Programm durchgefiihrt:

5min 95 °C (Denaturierung)
30 Zyklen: 1 min 94 °C (Denaturierung)
1 min 60 °C (Primer-Hybridisierung)
1 min 72 °C (Elongation)
10 min 72 °C (Vervollsténdigung der Elongation)

Anschlief3end wurde ein Ansatz aus 2,5 pl PCR-Produkt, 2 pl Mval (10 U / pl; schneidet wie
BstN1), 2 pl Puffer R" und 13,5 pl Millipore-H,0 hergestellt und 4 - 12 h bei 37 °C inkubiert
(erster Verdau).

Fur die zweite PCR-Reaktion wurde ein Ansatz aus folgenden Komponenten hergestel|t:

10 pl Produkt aus dem ersten Verdau

5 ul 10 x Puffer

1l dNTP's (10 mM)
1 pl Primer 5'BstN1 (25 uM)

1 pl Primer 3'BstN1 (25 uM)

1,5 ul MgCl, (25 mM)
0,24 pl Polymerase GuU/u

30,2 pl Millipore-H,O
Die Inkubation wahrend der zweiten PCR entsprach der Inkubation wahrend der ersten PCR.

Im zweiten Verdau wurden 10 ul des zweiten PCR-Produktes 4 - 12 h bei 37 °C mit 2 pl
Mval, 2 pl Puffer R" und 6 pl Millipore-H,O inkubiert.

Die Auftrennung der Produkte (5 pl) aus dem zweiten Verdau erfolgte in einem 5 %igem
Polyacrylamid-Gel.
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3.6.5 Quantitative PCR am LightCycler (Roche)

Die quantitative PCR am  LightCycler diente zur Verifizierung von
Genexpressionsunterschieden, die auf den Arrays zwischen Tumor- und Normalgewebe
identifiziert worden waren.

Die Software Primer3 (Steve Rozen and Helen J. Skaletsky; offentlich zuganglich unter
http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi) wurde zur Auswahl von
Primern mit &hnlichen Hybridisierungstemperaturen verwendet, um enhetliche PCR-
Bedingungen Zu ermaoglichen. Durch Datenbankrecherchen (NCBI;
www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/) konnte bestétigt werden, dal?3 keine Homologien zu anderen
menschlichen Genen vorhanden waren. Es wurden ausschlief3dlich Gene untersucht, bei denen
keine Pseudogene gefunden wurden und durch Positionieren von mindestens einem Primer
Uber einem Exon-Exon-Ubergang in der cDNA die Amplifikation von DNA ausgeschlossen
werden konnten. Die quantitative PCR im LightCycler wurde mit dem Kit FastStart DNA
Master SY BR Green durchgefihrt:

Der Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten:

2 ul cDNA (1:20 verdinnt)

2,4 ul MgCl, (25 mM)

0,4 ul Primer (25 uM)

2 ul LC MasterSYBR Green

13,2 ul Millipore-H,O

Die PCR-Reaktion wurde mit dem folgendem Programm durchgefihrt:

10 min 94 °C (Denaturierung der cDNA und Aktivierung der FastStart

Polymerase)
40 - 50 Zyklen: 15 sec 95 °C (Denaturierung)
10 sec 58 °C (Primer-Hybridisierung)
10 sec 72°C (Elongation)

Die Temperaturwechsdl erfolgten jeweils mit 20 °C / sec.

Die Spezifitt des amplifizierten PCR-Produktes wurde durch eine nachfolgende
Schmelzpunkt-Analyse Uberpriift, die nach folgendem Programm durchgefihrt wurde: 0 sec
95 °C, mit 20 °C/ sec auf 40 °C, 15 sec 40 °C, mit 0,1 °C/ sec auf 95 °C.

Die Expression der interessanten Gene (Zielgene) wurde jeweils relativ zur Expression eines
Referenzgens untersucht. Die Transkriptmenge in den untersuchten Tumor- und
Normalgeweben wurde dabei indirekt anhand des crossing point (Zyklenzahl, bel der sich die
Fluoreszenz vom Hintergrund abhebt, Berechnung tiber die Methode 2" Derivative
Maximum) verglichen. Um die unterschiedlichen Effizienzen der Zielgen- und Referenzgen-
PCR bei der relativen Quantifizierung zu bertcksichtigen, wurde mit Hilfe der Software
Relative Quantification Software Version 1.0 (Roche) fur alle Zielgene zundchst en
sogenannter Coefficient file erstellt. Die Coefficient files wurden berechnet, indem anhand von
Standardkurven (mindestens sechs verschiedenen cDNA-Konzentrationen zwischen 1:10 —
1:1000, jeweils zwei oder drel Replikate) die Effizienzen der verschiedenen Zielgen-PCR's
und der Referenzgen-PCR bestimmt und von der Software paarweise aufeinander abgeglichen
wurden. In alen Proben konnte dann die Expression eines Ziel- und Referenzgens parallel in
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einem LightCycler-Experiment bestimmt werden (Proben jewells im Duplikat). Das
Verhdltnis der Genexpression vom Zielgen im Tumor- gegeniber dem Normal gewebe ergab
sich aus dem Verhdtnis Zielgen / Referenzgen im Tumor im Vergleich zum Verhdtnis
Zielgen / Referenzgen im entsprechenden Normalgewebe. Die Software berticksichtigte bel
der Berechnung der Verhdltnisse die unterschiedlichen Amplifikationseffizienzen der PCR-
Reaktionen anhand des Coefficient files.

3.7 Praparation und Aufreinigung von Nukleinsauren

3.7.1 Fallung von Gesamt-RNA

Die Féallung der Gesamt-RNA aus Patientenmateria erfolgte zur Erhéhung und Einstellung
der RNA-Konzentration fir die Hybridis erungsexperimente.

Die RNA wurde mit 1/ 10 Volumen 2 M NaAc und insgesamt 2,5 Volumen EtOH (95 %)
versetzt, gemischt (Vortex) und 1 h auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (Biofuge 22R,
15 min, 15.000 g, 4 °C) wurde der Uberstand abgezogen, das Pellet mit EtOH (80 %) versetzt
und einmal durch vorsichtiges Schwenken des ERG gewaschen. Der Alkohol wurde zum
grof3en Teil nach erneuter Zentrifugation (15 min, 15.000 g, 4 °C), bzw. vollstandig nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min, 15.000 g, 4 °C) entfernt. Das Pellet trocknete
bei RT innerhalb von 15 min und konnte dann durch zehn- bis 20-faches Uberspillen der
ERG-Innenwand mit RNase-freiem H,O (Clontech) gel6st werden. Die H,O-Menge wurde so
bestimmt, dal3 die gel 6ste RNA eine Konzentration von ca. 2,5 pg/ pl hatte. Die Messung der
Konzentration erfolgte mit einem Gene Quant Il Photometer, anschlief3end wurde die RNA
auf eine Konzentration von genau 2,5 pg / pl eingestellt. 1 pl dieser RNA wurde zur
Uberpriifung der RNA-Qualitdt auf einem Agarose-Gel aufgetrennt. Die Lagerung der
restlichen RNA erfolgte bei —-80 °C.

3.7.2 Fallung von PCR-Produkten

Vor der Sequenzierung von PCR-Produkten mufdten diese mittels einer PEG-Féllung von
ungebundenen Primern und Nukleotiden gereinigt werden. Die PCR-Produkte wurden im
Verhdltnis 1 : 1 mit einem PEG-Mix (siehe 2.5) gemischt und 20 min bei RT inkubiert. Nach
Zentrifugation (ETZ, 25 min, 13.000 Upm, RT) wurde der Uberstand abgezogen und das
Pellet mit EtOH (100 %) durch zweimaliges Schwenken des ERG gewaschen. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt (ETZ, 10 min, 13.000 Upm, RT) wurde der Uberstand
abgezogen, das Pellet 2 min in der SpeedVac getrocknet und wieder in 12 ul Millipore-H,O
aufgenommen (ETM, 10 min, 500 Upm, 37 °C). Auf einem Agarose-Gel wurde die
Konzentration der PCR-Produkte Uberprift und in geeigneter Menge (0,5 — 5 pl) in die
Sequenzreaktion eingesetzt.
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3.7.3 Reinigung von PCR-Produkten

Der QIAquick PCR Purification Kit wurde verwendet, um die im PCR-Ansatz enthaltenen
freien Nukleotide, Uberschissigen Primer und Enzyme zu entfernen und damit die
Verwendung der PCR-Produkte fir nachfolgende Hybridisierungs- und Markierungs-
reaktionen zu ermoglichen.

Die Aufreinigung erfolgte nach Protokoll des Herstellers. Zur Elution wurden 30 pl
Elutionspuffer verwendet und die Konzentration der PCR-Produkte dann mit dem Gene Quant
Il Photometer bestimmit.

3.7.4 I solierung von DNA-Fragmenten aus Agar ose-Gelen

Fir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen mittels GENE-CLEAN
(GENECLEAN II Kit, BIO 101) wurden entsprechende Banden unter UV-Licht mit einem
Skalpell aus Ethidiumbromid-gefarbten Gelen ausgeschnitten. Die Agarose-Blockchen
wurden anschlief3end in einem ERG mit 3 Volumen 6 M Nal inkubiert (ETM, 500 Upm, 5
min, 55 °C), bis die Agarose gel6st war (zwischendurch mischen). Nach Zugabe von 5 pl
»Glasmilch® folgte eine Inkubation fir 5 min auf Eis (Absorption der DNA an die Glasmilch,
zwischendurch mischen), dann wurde die ,Glasmilch® mit der gebundenen DNA
abzentrifugiert (ETZ, 13000 Upm, 5 sec, RT). Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-
haltige Glaspulver mit 700 pl eiskaltem New Wash Puffer insgesamt dreimal gewaschen
(Glasmilch durch Pipettieren resuspendieren und abzentrifugieren). Anschlief3end konnte die
DNA durch Zugabe von 20 pl H,0 wahrend einer dreiminttigen Inkubation bei 55 °C von der
Glasmilch freigesetzt werden. Nach Zentrifugation (ETZ, 13000 Upm, 1 min, RT) wurde der
DNA-haltige Uberstand abgezogen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.

3.8 Auftrennung von Nukleinsduren

3.8.1 Elektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA in analytischen Agarose-
Gelen

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA wurden 2 %ige Agarose-Gele
hergestellt. Eine entsprechende Menge Agarose wurde dazu in 1 x TAE-Puffer in einer
Mikrowelle geschmolzen und nach Abkihlen auf handwarme Temperatur in eine Gief3station
gegossen und ausgehartet. 2 — 5 pl Probe wurden mit 2 pl DNA-Auftragspuffer gemischt und
parallel zu einem Langenstandard (Hindlll geschnittene A-DNA) bei einer Spannung von
110 V und einem Elektrodenabstand von 14,5 cm in 30 — 40 min elektrophoretisch
aufgetrennt. Anschlie3end wurden die Gele 15 min lang in ener 0,0005 %igen
Ethidiumbromidlésung gefarbt und nach kurzem Waéassern auf einem UV-Leuchtschirm
(Bachhofer) bei 254 nm photographiert.

Bel der Auftrennung der RNA wurden 1 %ige Agarose-Gele verwendet. Die Herstellung der
Gele sowie die Behandlung der Proben folgte analog dem fir DNA beschriebenen Protokoll.
Allerdings wurden alle Losungen fur die Herstellung und das Férben der RNA-Gele mit
DEPC-behandeltem H,O angesetzt und die Gelapparatur kurz vor der Benutzung mit EtOH
(70 %) und DEPC-H,0 ausgespuilt. Die Auftrennung erfolgte fir 2 h bel einer Spannung von
80V.
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3.8.2 Elektrophoretische Auftrennung von RNA fur Northern Blots

Fur Northern Blots erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der RNA in 1,5 %igen
Agarose-Gelen. Bel der Herstellung der Gele wurden 1,5 g Agarose mit 10 ml 10 x MOPS
und 73 ml DEPC-H,0 aufgekocht, auf ca. 50 °C (handwarm) abgekuhlt, mit 17 ml 37 %igem
Formaldehyd versetzt und anschlief3end in eine mit EtOH (70 %) und DEPC-H,O
ausgewaschene Gief3station gegossen. Die RNA (10 pg in 4,5 pl) wurde mit 2 pl 10 x MOPS,
3,5 I 37 %igem Formaldehyd und 10 pl Formamid versetzt, 15 min bei 70 °C inkubiert und
nach Zugabe von 2 pl RNA-Auftragspuffer bei einer Spannung von 60 V in 3 h
elektrophoretisch aufgetrennt (Elektrodenabstand 19 cm).

3.8.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese

Verdaute PCR-Produkte aus der Enrichment-PCR fir K-RAS wurden zur besseren Auflésung
der Fragmentlangen in einem 5 % igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Zur Herstellung des
Gels wurden Acrylamidiosung, 10 x TBE, H,O, TEMED und APS durch Schwenken
gemischt und auf eine Folie (Gel-Fix for PAG, Serva) zwischen gereinigte (H,O und 70 %
EtOH) 20 x 16 bzw. 20 x 18 cm grof3e Glasplatten in einer Gief3station (BIO RAD) gegossen.
Nach der Polymerisation und Vorlauf (150 V, 10 min) des unbeladenen Gels in ener
PROTEAN 1|1 xi Cell-Apparatur (BIO RAD) erfolgte die Auftrennung der Proben (5 pl
verdautes PCR-Produkt + 3 pul DNA-Auftragspuffer) in Gegenwart von 1 x TBE parallel zum
Standard (Hinfl geschnittene ®X174 DNA). Die Spannung betrug 220 Volt, und das Gel lief
75 min, bevor es wie Agarose-Gele gefarbt und photographiert wurde (siehe 3.7.1).

3.9 DNA-Sequenzanalyse

In dieser Arbeit wurden DNA-Sequenzen mit einem Sequenzierautomaten ABI PRISM 310,
(Applied Biosystems) unter Verwendung des BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) erhalten.

Die Sequenzbestimmung erfolgte im Prinzip nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger et al.,
1977). Durch Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase ist die Durchfihrung der
Sequenzierung als wiederholte Zyklen thermischer Denaturierung und Primer-Hybridisierung
/ Elongation (cycle-sequencing, Murray, 1989) moglich. Die im Kit enthaltene AmpliTag
Polymerase FS ist eine Doppelmutante ohne 5°-3"-Nuklease-Aktivitdt und einer htheren
Akzeptanz fur fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide, deren Einbau wdahrend der
Elongation zum Kettenabbruch fihrt. Die Laser-vermittelte Anregung der markierten
Didesoxynukleotide erméglicht bei der elektrophoretischen Auftrennung der Sequenzier-
produkte die Detektion der Terminationsprodukte.

Jeder Sequenzieransatz bestand aus folgenden Komponenten:

5 ul Premix (BigDye Terminator Mix: fluoreszenzmarkierte ddNTP's, dNTP's,
AmpliTag Polymerase, Inkubationspuffer)

2 ul Primer (3,2 uM)

1 — 3 pl PCR-Produkt

H,0 ad 20 pl

Dieser Ansatz wurde 3 min bei 95 °C inkubiert, dann folgten 25 Zyklen bestehend aus 10 sec
96 °C, 5 sec 50 —60 °C und 4 min 60 °C.
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Vor der gelelektrophoretischen Auftrennung der Sequenzierprodukte wurden diese noch
durch eine Ethanol-Prézipitation von nicht-gebundenen Primern und Nukleotiden gereinigt.
Dafur wurden 20 pl des Sequenzieransatzes zu einer Lésung aus 80 pl Millipore-H,O, 10 pl
NaAc (3 M, pH 4,6) und 250 pl EtOH (100 %) gegeben und gemischt (Vortex). Nach 20 min
Inkubation (RT, Dunkel) wurde zentrifugiert (ETZ, 13000 Upm, 20 min, RT) und der
Uberstand abgekippt. Das Pellet wurde durch Zugabe von 250 pl frisch verdiinntem EtOH
(70 %) gewaschen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (ETZ, 13000 Upm, 10 min,
RT), der EtOH wurde abpipettiert und das Pellet in der SpeedVac 2 min getrocknet.

Kurz vor der Auftrennung erfolgte die Denaturierung der Sequenzierprodukte in 25 ul Puffer
TSR (ETM, 500 Upm, 2 min, 90 °C). Nachdem die Lésung auf Eis abgekihlt worden war,
wurde sie in die Reaktionsgefalie fur den Sequenzierautomaten tberfuhrt.

3.10 Hybridisierung und Detektion von Nukleinsauren

3.10.1 Ubertragung von DNA und RNA aus Agarose-Gelen auf Nylonmembranen
(Southern Blot, Northern Blot)

DNA aus Agarose-Gelen wurde durch Kapillartransfer (Southern Blot, Southern, 1975) auf
Nylonmembranen Ubertragen. Dazu wurden die Gele nach der Elektrophorese, Farbung und
photographischen Dokumentation (siehe 3.7.1) 10 min in eine Vorbereitungsdsung (siehe
2.5) gelegt und anschlief?end unter leichter Bewegung nacheinander jeweils 30 min in
Denaturierungslosung und Neutralisierungslosung inkubiert. Der Transfer auf eine
Nylonmembran erfolgte UN in Gegenwart von 20 x SSC. Anschliefend wurde die DNA
mittels UV-Licht (, Auto-Crosslink® 120000 pJoules bei 254 nm, UV Stratalinker 2400,
Stratagene) kovalent mit dem Membranmaterial verbunden.

RNA-haltige Agarose-Gele wurden nach der Elektrophorese 15 min in 20 x SSC inkubiert,
dann wurde die RNA UN in Gegenwart von 20 x SSC auf eine Nylonmembran (ibertragen
(Northern Blot) und durch UV-Licht kovalent mit dem Membranmaterial verbunden. Die
Membran wurde zur Uberpriifung des RNA-Transfers 45 sec in einer Lésung aus 0,03 %
Methylenblau in 0,3 M NaAc pH 5.2 gefarbt, ca. 1 min in Millipore-H,O entférbt und
photographiert.

3.10.2 Ubertragung von PCR-Produkten auf Nylonmembranen (Dot Blot)

Die Nylonmembranen wurden in Millipore-H,O getrankt und auf 2 Lagen feuchtem 3 MM-
Whatman-Papier in die Dot Blot-Apparatur (Dot Blot 96-System, Biometra) eingebaut. PCR-
Produkte bestimmter Konzentrationen wurden in einem Volumen von 100 pl 7 min bei 95 °C
denaturiert und sofort auf Eis abgekihlt. Von dort aus wurden sie in vier Aliquots von jeweils
25 ul in die Vertiefungen der Dot Blot-Apparatur pipettiert und durch Anlegen eines
Vakuums (200-300 mbar) auf die Membran tbertragen. Die Membran wurde noch 3 - 5 min
trocken gesaugt, 30 min an der Luft getrocknet, 5 min in einer Denaturierungsl 6sung inkubiert
(Denaturierung der DNA) und anschlief3end 2 x 5 min in eine Neutralisierungsl0sung gelegt.
Nach Schwenken der Membranen in 2 x SSC erfolgte die kovalente Verbindung der DNA mit
der Membran mittels UV-Licht (siehe 3.10.1).
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3.10.3 Markierung von DNA-Sonden

Die Herstellung radioaktiver DNA-Sonden erfolgte zur Hybridisierung der Blots (3.10.1,
3.10.2) und der Arrays des Deutschen Ressourcenzentrums fur Genomforschung GmbH
(RZPD). Die Markierung von DNA wurde dabei nach der random priming-Methode mit Hilfe
des Oligolabelling Kits (Amersham Pharmacia Biotech) durchgefuhrt: PCR-amplifizierte,
gereinigte DNA bzw. durch Restriktionsenzyme gespaltene (siehe 3.11) und aus Agarose-
Gelen eluierte DNA (siehe 3.8.4) wurde in einem Volumen von 34 pl 10 min bel 98 °C
denaturiert und sofort fur mind. 2 min auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 10 pl
Reaktionsmix, 5 pl [0*P] dCTP (3000 Ci / mmol) und 1 pl Klenow-Enzym folgte eine
Inkubation bei 37 °C fur 60 min, in der die Gegenstrang-Synthese unter dem Einbau
radioaktiver Nukleotide stattfand. Zur Entfernung Uberschissiger Nukleotide wurden die
markierten DNA-Fragmente dann tber MicroSpin S-200 HR Columns (Amersham Pharmacia
Biotech) gereinigt, in 50 ul Puffer eluiert und je 1 pl in 3 ml SzintillationslGsung mit einem
Szintillationsgerét (Liquid Scintillation Counter, Pharmacia) gemessen.

3.10.4 Prahybridisierung und Hybridisierung (Blotsund RZPD-Arrays)

Vor der Hybridisierung der Blots (3.10.1, 3.10.2) bzw. Arrays (RZPD) wurden die
Nylonmembranen mit der kovalent gebundenen DNA oder RNA zur Absdttigung freier
Bindungsplatze mit 6 bis 20 ml (je nach Filtergrofe) Hybridisierungslosung (ULTRAhyb,
Ambion) ein bis mehrere Stunden bei 42 °C in einem Hybridisierungsofen rotierend inkubiert.
Anschlief3end erfolgte die Zugabe der frisch denaturierten (10 min, 98 °C) Sonde und die
Hybridisierung wurde UN bei 42 °C fortgesetzt.

Am né&chsten Tag wurden die Filter 2x 5minin 2 x SSC, 0,1 % SDSund 2 x 15 min in 0,1 x
SSC, 0,1 % SDS bel 42 °C gewaschen, auf feuchtes Whatman-Papier gelegt und in
Frischhaltefolie eingeschlagen. Die Detektion der Signale erfolgte durch Exposition gegen
einen lichtempfindlichen Rontgenfilm in Gegenwart einer Verstarkerfolie bei =80 °C UN.

3.11 Spalten von DNA durch Restriktionsenzyme

Die Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme fand zur Isolierung von cDNA-Fragmenten
aus Bakterienplasmiden statt. Dazu wurden 5 pl Plasmid-DNA mit 1 pl 10 x
Restriktionspuffer und je 0,5 pl Restriktionsenzym (10 U / ul) in einem Volumen von 10 pl
zusammengegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Auftrennung der DNA-Fragmente
erfolgte in diesem Fall nach Zugabe von 2 ul Beladungspuffer auf einem 1 %igen Agarose-
Gel bei 80V fir 2 h (Elektrodenabstand 14,5 cm).

3.12 Erstdlung und Analyse von RNA-Expressionsprofilen mit cDNA-
Arrays

3.12.1 Hybridisierung (Atlas Human Cancer 1.2 Array)
Fur die Erstellung von RNA-Expressionsprofilen der Tumor- und Normal gewebe-Proben

wurden Atlas Human Cancer 1.2 Arrays der Firma Clontech verwendet. Diese Arrays
bestehen aus 8 x 12 cm grofRen Nylonmembranen und enthalten neben neun Haushaltsgenen



METHODEN 42

1176 Zielsequenzen von Genen, deren Dysregulation bekanntermal3en oder potentiell
tumorrelevant ist.

Fir die Préhybridisierung der Filter muféten zundchst 5 ml ExpressHyb (Clontech) 30 min bel
68 °C inkubiert und zwischendurch geschwenkt werden, um alle enthaltenen Substanzen in
Losung zu bringen. Pro Filter wurden 0,5 mg Salmon Sperm DNA 5 min be 99 °C
denaturiert, auf Eis abgekihlt (mindestens 2 min) und zur 68 °C warmen
Hybridisierungsslésung gegeben. Bis zur Verwendung konnte diese Mischung bei 68 °C
aufbewahrt werden. Die bei —20 °C gelagerten Membranen wurden aufgetaut, mit Millipore-
H,0 befeuchtet und in eine Hybridisierungsflasche gegeben. Es folgte die Zugabe von 5 ml
Hybridisierungsldsung (inklusive der Salmon Sperm DNA), die kurz durch Schwenken verteilt
wurde, bevor die Flasche in den auf 68 °C vorgeheizten Ofen eingespannt wurde. Die Dauer
der Préhybridisierung lag zwischen 6 und 8 h.

Die cDNA-Sonden fir die Hybridisierungsexperimente wurden aus 5 pg Gesamt-RNA eng
nach Vorschlag der Firma Clontech wie folgt hergestellt: Die RNA wurde zusammen mit 1 pl
CDS Primer Mix in einem Volumen von 3 pl fir 2 min bel 70 °C denaturiert und auf Eis
abgeklhlt. Nach Erwérmen auf 48 °C fir 2 min wurde ein Reaktionsmix aus 2 pl
Reaktionspuffer, 1 pl 10 x dNTP Mix, 05 pl 100 mM DTT, 3,5 pl [0**P|dATP
(3000 Ci / mmol; 10 pCi / pl) und 1 pl Superscript™ Il RNase H™ Reversen Transcriptase
(Gibco) zugefigt. Die Inkubation wurde bel derselben Temperatur fur 25 min fortgesetzt,
durch Zugabe von 1 pl 10 x Terminationsmix gestoppt und auf Eis bis zur Weiterverarbeitung
aufbewahrt. Die Reinigung der radioaktiven cDNA erfolgte mit NucleoSpin Extraction Spin
Columns (Clontech) nach Protokoll des Herstellers. Von den 100 pl der gereinigten Sonde
wurden 2 pl in 3 ml Szintillationsdsung gegeben und der Einbau von *P mit einem
Szintillationsgerét (Liquid Scintillation Counter, Pharmacia) Uberprift. Die restliche Sonde
wurde mit 11 pl 10 x Denaturierungslésung gemischt und nach einer Inkubation von 20 min
bei 68 °C kurz abzentrifugiert. Nach Zugabe von 5 yl COT-1 DNA und 115 pl 2 x
Neutralisierungslosung wurde 10 min bei 68 °C weiter inkubiert und erneut kurz
abzentrifugiert. AnschlieRend konnte die Sonde direkt zu den préhybridisierten Arrays
gegeben werden; wenn mehrere Hybridisierungen gleichzeitig durchgefihrt wurden, wurden
die Sonden bis zur Zugabe bei 68 °C aufbewahrt. Die Hybridisierung erfolgte UN (16 bis
20 h).

Nach Abgiel3en der radioaktiven Sonde wurden die Membranen in den rotierenden Flaschen
gewaschen: 4 x 30 minin 200 ml 2 x SSC, 1 % SDS bel 68 °C, 1 x 30 min in 200 ml 0,1 x
SSC, 0,5 % SDS bei 68 °C, 1 x 5 min in 200 ml 2 x SSC bel Raumtemperatur. Die
Membranen wurden dann auf feuchtes Whatman-Papier gelegt, in Frischhaltefolie
eingeschlagen und mit einem lichtempfindlichen Rontgenfilm in Gegenwart ener
Verstarkerfolie bei -80 °C UN exponiert.

Anschlief3end folgte die Exposition der Membranen mit einem Phospholmager-Screen fur 4
Tage bei Raumtemperatur. Die Array-Bilder auf dem Screen wurden bei 100 micron von
einem Phospholmager (Storm 860, Molecular Dynamics) gescannt und im gel-Format
abgespeichert. Die Signalintensitéten an den einzelnen Spots wurden anschlief3end mit der
Software Altasimage 2.0 (Clontech) berechnet und in eine Exeltabelle exportiert. Die
Berechnung der relativen Genexpressionsunterschiede beim paarweisen Vergleich der 25
Primartumoren mit dem jeweiligen korrespondierenden Normal gewebe wurden nach globaler
Normalisierung durch die Software durchgefhrt.
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3.12.2 Clusteranalyse

Zum komplexen Vergleich der Expressionsprofile aller Proben wurden Clusteranalysen
durchgeftihrt. Das Ergebnis dieser Analysen konnte in Form von Stammbaum-dhnlichen
Dendrogrammen dargestellt werden, in denen die Proben nach der Ahnlichkeit ihrer
Expressionsprofile zueinander angeordnet waren. Eine hierarchische Clusteranalyse wurde
mit der Software Cluster 2.02 durchgefuihrt, das resultierende Dendrogramm mit der Software
Treeview 1.45 sichtbar gemacht (Eisen et al., 1998). Beide Programme sind im Internet unter
http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.ntm zuganglich. Die Signalintensitdéten wurden bei der
Clusteranalyse zunéchst logarithmisch transformiert (Log Transform Data), um den Median
zentriert (Median Center Genes, Median Center Arrays) und normalisiert (Normalize Genes,
Normalize Arrays). Nach Speichern dieser Daten wurden die Gene eliminiert, die in weniger
als 80 % der Arrays einen Wert Gber Null hatten (% Present > = 80), bevor unter der
Einstellung Correlation (uncentered) eine hierarchische Clusteranayse (Average Linkage
Clustering) Uber Gene und Arrays (Cluster Genes, Cluster Arrays) durchgeftihrt wurde.

3.12.3 Normalisierung der Array-Expressionsdaten

Bei der Normalisierung werden Differenzen in der Hybridisierungsstarke kompensiert, die

aufgrund leicht unterschiedlicher Filterqualitét bzw. durch Einflisse von Varianzen wahrend

der Reversen Transkription, Probenreinigung, Hybridisierungsreaktion und den

Waschschritten unvermeidlich auftreten.

Es wurden unterschiedliche Ansétze zur Normalisierung der Expressionsintensitéten gewahlt:

1.) Fir die Clusteranalysen wurden die nicht-normalisierten Intensitéten (Adjusted Intensities
= Intensitdten abzuglich Hintergrund, bestimmt von der Software Altasimage 2.0) aler
Arrays innerhalb einer Tabelle as Textdatei abgespeichert. Die Normalisierung der
Intensitdten erfolgte anschlief3end mit der Software Cluster 2.02 wie unter 3.12.2
beschrieben

2.) Um die Expressionsintensitdten einzelner Gene zwischen den verschiedenen Geweben
vergleichen zu kénnen, wurden alle Arrays mit der Software Atlasimage 2.0 relativ zu
einem digitalen Referenz-Array normalisiert (globale Normalisierung, Sum method). Der
Referenz-Array wurde mit der Software Atlasimage 2.0 aus acht verschiedenen
Normalgeweben (Patienten 04, 16, 18, 25, 26, 28, 29 und 30) erstellt.

3.) Fur den paarweisen Vergleich der Expressionsintensititen von Tumor- und
korrespondierendem Normalgewebe, wurden die zu vergleichenden Arrays mit der
Software Atlasimage 2.0 jeweils global gegeneinander normalisiert (Sum method).

3.12.4 Statistische Auswertung

Um die statistische Signifikanz differentieller Genexpression zu bestimmen, wurde der Mann-
Whitney-U-Test im Programm SPSS 10.0 verwendet (Nichtparametrische Tests, 2
unabhéngige Stichproben). Fir diese Analyse muften die Signalintensitdten zunéchst
normalisiert werden. Diese Normalisierung erfolgte einerseits im Programm Cluster 2.0,
andererseits wurde auf einen digitalen Referenz-Array normalisiert (siehe 3.12.3). Nur Gene,
die nach beiden Normalisierungsmethoden statistisch hoch signifikant differentiell exprimiert
waren (lrrtumswahrscheinlichkeit P < 0.001), wurden as verlddiche Kandidatengene
betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Differentielle Genexpression zwischen der normalen Dar mschleimhaut,
kolorektalen Karzinomen und L eber metastasen

Die Genexpression von normaler Darmschleimhaut, kolorektalen Karzinomen und deren
L ebermetastasen wurde untersucht, um Gene zu identifizieren, die wahrend der Progression

und Metastasierung kolorektaler Tumoren differentiell exprimiert werden.

4.1.1 Auswahl der Patientenproben flr die Hybridisierungsexperimente

Im Zeitraum Juni 1999 bis Januar 2002 wurde eine Frischgewebe-Tumorbank (Lagerung
-80 °C) mit 548 Patientenproben von insgesamt 260 verschiedenen Patienten angelegt: 198
kolorektale Tumorgewebe, 197 Proben normaler Darmschleimhaut, 103 Metastasen
kolorektaler Tumoren, sechs Adenome und 44 L eber-Normal gewebe. Zur Dokumentation und
Auswahl der gesammelten Proben dienten die Daten aus der Routine-Diagnostik am
formalinfixierten Patientenmaterial. Von allen Metastasen und dem grofdten Teil der Tumoren
wurden Gefrierschnitte angefertigt, um den Anteil maligner Zellen im Gewebe zu Uberprifen.
Dabel stellte sich heraus, dal3 die neoplastischen Gewebe (v.a. Metastasen) oftmals nicht
geeignet waren, weil aufgrund von Nekrosen und infiltrierenden Leukozyten oder ener
ausgepragten Stomareaktion die in dieser Arbeit festgelegte Mindest-Anzahl von 70 %
Tumorzellen nicht erreicht wurde. Gewebeproben von wenig fortgeschrittenen Tumoren
(Stadium pT1 und pT2) enthielten in vielen Fallen zu grof3e Bereiche von Adenom, dem noch
gutartigen Vor-Stadium des Karzinoms, und konnten daher nicht verwendet werden.

Insgesamt wurden 25 kolorektale Tumoren unter Berticksichtigung des Tumor-Stadiums und
des Lymphknotenstatus, entsprechendes normales Darmepithel derselben Patienten und 14
L ebermetastasen fir die Genexpressionsanal ysen ausgewahlt (Tab. 1). Es wurden verschieden
stark fortgeschrittene Tumoren (pT1- bis pT4-Tumoren) untersucht, um potentielle Stadium-
abhangige Expressionsunterschiede in den Tumoren zu erfassen. Bei der Auswahl der
Metastasen wurde besonders auf Félle geachtet, bei denen sowohl der Primartumor als auch
folgende Lebermetastasen im Klinikum der Universitdt Regensburg entfernt und gesammelt
worden waren. Sieben der 14 L ebermetastasen stammen daher von sechs Patienten, von denen

auch Material des Priméartumors fur Expressionsuntersuchungen verwendet wurde.
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4.1.2 Erstellung von Genexpressionspr ofilen mit der cDNA-Array-Technik

Um ein breites Spektrum von Genen in den Geweben zu untersuchen, wurden Array-
Hybridisierungen mit dem Atlas Human Cancer 1.2 Array (Clontech) durchgefihrt. Auf
diesen Arrays konnte die Expression von ca. 1.200 potentiell krebsrelevanten Genen
gleichzeitig in einer Patientenprobe bestimmt werden.

Als Ausgangsmateria fur die Hybridisierungsexperimente diente Gesamt-RNA, die aus 15 bis
30 mg tiefgefrorenem Frischgewebe isoliert worden war. Die Integritét der RNA wurde durch
elektrophoretische Auftrennung eines Aliquots Uberprift und konnte bel allen untersuchten
Proben anhand der intensiven Banden der 28 Sund 18 SrRNA bestétigt werden (Abb. 6).

Abb. 6. 1 %iges Agarose-Gel mit représentativ ausgewahlter Gesamt-RNA 1. AHindlll;
2: 2 ug RNA aus Normalgewebe von Patient 15; 3: 2 ug RNA aus Tumorgewebe von Patient
15. Die Integritét der RNA ist erkennbar an den Banden der 18S und 28 SrRNA.

Je 5 pug Gesamt-RNA wurden in die reverse Transkription eingesetzt, in der die Herstellung
radioaktiv markierter cDNA-Molekile aus den Gen-Transkripten erfolgte. cDNA-Molekille
banden wahrend der anschlief3enden Hybridisierungsreaktion spezifisch an solche Spots auf
dem Array, die korrespondierende Gen-Fragmente enthielten. Da die Menge gebundener
cDNA-Molekile mit der Intensitdt radioaktiver Signale am entsprechenden Spot korreliert,
konnte anhand der Signalintensitéten die Expression der Gene bestimmt und zwischen

verschiedenen Geweben verglichen werden (Abb. 7).
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Abb. 7: Atlas Human Cancer 1.2 Arrays, hybridisiert mit radioaktiv markierter cDNA. Jeder
Spot reprasentiert ein Gen. Die Pfeile zeigen auf Gene, die im Tumorgewebe Uberexprimiert
(rot) bzw. unterreprésentiert sind (griin). [A] Normale Darmschleimhaut von Patient 15. [B]
Kolonkarzinom von Patient 15.

4.1.3 Differentiell exprimierte Gene zwischen Primartumoren und normaler
Dar mschleimhaut

Die Identifizierung von differentiell exprimierten Genen zwischen Tumor- und
Normalgewebe, erfolgte mit Hilfe der Software Atlasimage 2.0 (Clontech) durch den
paarweisen Vergleich der Tumor- / Normalgewebepaare von 25 Patienten (siehe Tab. 1). Bel
diesem Vergleich wurden von der Software die Intensitdten aler Hybridisierungssignale in
korrespondierenden Gewebeproben ermittelt und global zueinander normalisiert. Anhand der
normalisierten Werte konnte fir jedes Gen das Verhdtnis der differentiellen Expression
berechnet werden.

Zur Beschrankung auf deutliche Expressionsunterschiede wurden Gene ausgewdhlt, die
zwischen Tumor- und Normalgewebe mindestens um den Faktor 4 differentiell exprimiert
waren. Die Anzahl der selektierten Gene variierte dabei deutlich zwischen den verschiedenen
Patientenproben. Wahrend z.B. im Tumor von Patient 13 nur zehn Gene eine mehr as
vierfache Uberexpression im Vergleich zum entsprechenden Normalgewebe aufwiesen,
wurden 210 Gene bei Patient 26 ermittelt. Auch die Anzahl der Gene, die in den
Tumorgeweben geringer exprimiert waren, lag abhangig vom Patienten zwischen sieben und
80 (Abb. 8).

Um generelle Unterschiede in der Expression zwischen kolorektalen Tumor- und
Normalgeweben zu ermitteln, wurde nach Genen gesucht, die in mehreren Tumoren eine

deutliche differentielle Expression aufwiesen. Es wurden entsprechende Selektionskriterien



ERGEBNISSE 47

definiert, nach denen nur Gene berlcksichtigt wurden, die in mindestens 25 % der
untersuchten Tumoren eine mehr als vierfache Expression aufwiesen. Unter diesen Kriterien
konnten 34 Gene identifiziert werden, die in den Tumorgeweben Uberexprimiert waren, 16
Gene zeigten in den Tumorgeweben eine geringere Expression as in den entsprechenden
Normalgeweben (Tab. 2).
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Abb. 8. Anzahl der Gene, die bem Vergleich der Primartumoren mit dem jeweils
korrespondierenden Normalgewebe derselben Patienten mindestens um den Faktor vier
Uberexprimiert (rot) bzw. unterreprasentiert (griin) waren.

Tab. 2

Accession Gen-Name Haufigkeit Maximum Durchschnitt

Nummer (%) Ratio Ratio

T/N T/N

V00568 C-myc oncogene 88 41 12

X54942 cyclin-dependent kinase regulatory subunit 88 40 11
(CKS2)

M81934; CDC25B; CDC25HU2; M-phase inducer 88 36 13

S78187 phosphatase 2

u18018 adenovirus E1A enhancer-binding protein; E1A- 80 20 12
F; ets translocation variant 4

M 77349 BIGH3 76 41 15

J0o4164 interferon-inducible protein 9-27; interferon 72 39 13
induced transmembrane protein 1L (IFITM)

J03040 secreted protein acidic and rich in cysteine 72 56 13
precursor (SPARC); osteonectin (ON);
basement membrane protein (BM40)
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Fortsetzung Tab. 2

Accesson  Gen-Name Héaufigkeit Maximum Durchschnitt
Nummer (%) Ratio Ratio
T/N T/N

AF019770 macrophageinhibitory cytokine1 (MIC1) 68 99 21

U01038 serine/threonine-protein kinase PLK1 (STPK13) 68 43 14

X54941 cyclin-dependent kinase regulatory subunit 1 68 13 7
(CKS1)

M25753 G2/mitotic-specific cyclin B1 (CCNB1) 64 15 7

X02761, fibronectin precursor (FN) 60 35 13

K00799;

K02273;

X00307;

X00739

M?23619 high mobility group protein (HMG-I) 60 15 8

M 65062 insulin-like growth factor binding protein 5 60 48 12
precursor (IGF-binding protein 5; IGFBP5; IBP5)

X60957; tyrosine kinase receptor tie-1 precursor 60 28 13

S89716

M15796; proliferating cyclic nuclear antigen (PCNA); 56 19 9

J04718 cyclin

X57766 matrix metalloproteinase 11 (MMP11); 52 20 9
stromelysin 3

X99133 neutrophil gelatinase-associated lipocalin 52 34 16

precursor (NGAL); 25-kDa alpha-2-
micr oglobulin-related
subunit of MMP9); lipocalin 2; oncogene 24P3

X63629 cadherin 3 (CDH3); placental cadherin precursor 52 24 10
(P-cadherin; CDHP)

J04088 DNA topoisomerase Il alpha (TOP2A) 52 15 7

U12595 tumor necrosis factor type 1 receptor associated 52 10 7
protein (TRAP1)

U19769 CENP-F kinetochore protein 52 15 8

U37436 bifunctional purine biosynthesis protein 52 15 8

X13293 B-myb 48 29 13

230183 metalloproteinase inhibitor 3 precursor; tissue 48 18 9

inhibitor of metalloproteinases 3 (TIMP3);
mitogen-inducible gene 5 (MI1G5)

J02958 met proto-oncogene; hepatocyte growth factor 48 18 9
receptor precursor (HGF-SF receptor)

M35410 insulin-like growth factor binding protein 2 48 24 9
(IGFBP2)

U59435 cell cycle protein P38-2G4 homolog; HG4-1 44 11 6

X62534 high mobility group protein HM G2 40 14 7

U10564 weelHu CDK tyrosine 15-kinase; wee-1-like 40 18 9
protein kinase

S73885 APA4 basic helix-loop-helix DNA-binding protein 40 16 7

L 33842 inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 (IMP 40 14 8
dehydrogenase 2; IMPD?2)

J04031 methylenetetrahydrofol ate dehydrogenase- 40 9 6

methylenetetrahydrofol ate cyclohydrolase-
formyltetrahydrofol ate synthetase

J05272 IMP dehydrogenase 1 36 10 8
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Fortsetzung Tab. 2

Accesson  Gen-Name Héaufigkeit Maximum Durchschnitt
Nummer (%) Ratio Ratio
T/N T/N

u07418 mutL protein homolog; DNA mismatch repair 36 16 8
protein MLH1; COCA2

U78525 eukaryotic trandation initiation factor 3 beta 36 26 9
subunit (EIF-3 beta); EIF3 P116

X16707 fos-related antigen (FRA1) 32 17 10

D30751+  bone morphogenetic protein 4 (BMP4) + bone 32 12 8

M?22490 morphogenetic protein 2B (BMP2B)

X16277 ornithine decarboxylase 32 12 7

X51688 G2/mitotic-specific cyclin A (CCNA; CCN1) 32

X67081 histone H4 32 11 7

X59618 ribonucl eosi de-diphosphate reductase M2 subunit; 32 15 10
ribonucleotide reductase

M90813+  G1/S-specific cyclin D2 (CCND2) + KIAK0002 28 12 6

D13639

u20770 CD82 antigen; inducible membrane protein R2; 28 10 7

C33 antigen; metastasis suppressor kangai 1;
suppressor of tumorigenicity 6

u08854; microsomal UDP-glucuronosyltransferase 2B15 84 0.01 0.06
X63359; precursor (UDPGT); UDPGTH-3; UGT2B15 +
u06641; microsomal 2B10 precursor (UDPGT);

J05428; UGT2B10 + 2microsomal B8 precursor
Y 00317
J00220 + immunoglobulin apha 1 heavy chain constant 84 0,006 0,1

S71043 region (IgA1; IGHA1L) + immunoglobulin alpha 2
heavy chain constant region (IgA2; IGHA?2)

X66079 transcription factor Spi-B 76 0.06 0.12

M22324 microsomal aminopeptidase N; myeloid plasma 72 0.02 0.13
membrane glycoprotein CD13

D13365; growth inhibitory factor; metallothionein-111 (MT- 60 0.02 0.09

M93311 1)

U17077 BENE 56 0.04 0.12

M?22491 bone morphogenetic protein 3 (BMP3); 52 0.03 0.09
osteogenin

X57086; IgC mu heavy chain constant region 48 0.02 0.10

X57331

u17075; cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B (CDKN2B); 48 0.05 0.16

L 36844 p14-INK4B; multiple tumor suppressor 2 (MTS2)

M34181 CAMP-dependent protein kinase beta-catalytic 44 0.12 0.19
subunit (PKA C-beta)

M63438+  immunoglobulin rearranged gamma chain (1gG) + 40 0.01 0.14

U72063 immunoglobulin kappa chain constant region
(1gGK)

AJO00512  serum- & glucocorticoid-regulated 40 0.03 0.13
serine/threonine protein kinase (SGK)

M60527 deoxycytidine kinase 36 0.03 0.14

X02811; platelet-derived growth factor B subunit precursor 32 0.02 0.09

X02744, (PDGFB; PDGF2); bacaplermin; c-sis

M12783;

M16288
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Fortsetzung Tab. 2

Accesson  Gen-Name Héaufigkeit Maximum Durchschnitt
Nummer (%) Ratio Ratio
T/N T/N
M27749 immunoglobulin-related 14.1 protein precursor 32 0.03 0.14
Y 00503 type | cytoskeletal 19 keratin; cytokeratin 19 32 0.06 0.16
(K19; CK19)
L17075 serine/threonine-protein kKinase receptor R3 32 0.08 0.18
precursor (SKRS3); activin receptor-like kinase 1
(ACVRL1; ALK1); TGF-beta superfamily
receptor typel (TSR1)
M60314 bone morphogenetic protein 5 precursor (BMP5) 28 0.01 0.13

Tab. 2: Differentiell exprimierte Gene in 25 kolorektalen Tumoren (T) verglichen mit
korrespondierender normaler Darmschleimhaut (N). Die Haufigkeit bezieht sich prozentual
auf den Antell der Patienten, bei denen die genannten Gene eine mindestens vierfache
differentielle Expression aufwiesen. Angegeben sind auch das maximale und
durchschnittliche Verhdltnis der Genexpresson zwischen diesen Tumor- und
Normalgeweben. Gene, deren differentielle Expression mittels real-time PCR verifiziert
wurde (s.u.) sind in Fettschrift gedruckt (anhand der Accession-Nummer kann die
Identifizierung der Gene in Datenbanken erfolgen, die Auswahl der Gen-Namen erfolgte von
der Firma Clontech).

4.1.4 Korrelation zwischen der Zahl differentiell exprimierter Gene und dem
Tumorstadium

Nachdem in den Tumorgeweben verschiedener Patienten auffédlige Unterschiede in der
Genexpression festgestellt worden waren (siehe 4.1.3), wurde der Zusammenhang zwischen
der Anzahl deutlich differentiell exprimierter Gene (Verhdtnis der Genexpression zwischen
Tumor- und Normalgewebe mindestens 4) und dem Tumorstadium Uberprift. Obwohl die
Zahl der Gene auch zwischen Tumoren desselben Tumorstadiums erheblich variierte, zeigte
sich eine Tendenz fr eine zunehmende Zahl an Gberexprimierten Genen zwischen pT1-, pT2-
und pT3-Tumoren, wahrend die unterreprasentierten Gene in gleicher Richtung abnahmen
(Abb. 9). Die Tendenz setzte sich zwischen pT3- und pT4-Tumoren allerdings nicht fort. (Bei
pT1- und pT2-Tumoren sind Aussagen Uber die statistische Signifikanz der Unterschiede
aufgrund der geringen Fallzahlen [n, erscheint in Abb. 9] nicht sinnvall).
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Abb. 9: Anzahl (Median) der differentiell exprimierten Gene in den verschiedenen
Tumorstadien (pT1 — pT4). Berticksichtigt wurden Gene, die in den Tumoren mindestens um
den Faktor vier Uberexprimiert (rot) bzw. unterreprasentiert (grin) waren (n = Fallzahl).

4.1.5 Veifizierung differentieller Genexpression durch relative quantitative RT-PCR
(LightCycler)

Um die auf den Arrays detektierten Expressionsunterschiede reprasentativ. mit einer
unabhéangigen Methode zu bestétigen, wurde die Expression von sieben Genen mittels real-
time PCR am LightCycler (Roche) quantifiziert. Bei der Auswahl der Zielgene wurde auf
deutliche Expressionsunterschiede zwischen Normal- und Tumorgewebe geachtet (siehe
Tab. 2) und die Lage der Intron-Exon-Ubergange in den Genen beriicksichtigt (4.1.5.1).

Das Prinzip der relativen Quantifizierung beruht auf der Expressionsanalyse eines Zielgensim
Verhdlitnis zu einem Referenzgen, dessen Expression zwischen den untersuchten Geweben
nicht variiert (Haushaltsgen). In dieser Arbeit wurden daher auch PCR-Amplifikationen fir
verschiedene Haushaltsgene etabliert, von denen das TXBP151 (Tax 1 binding protein 151)
aufgrund konstanter Expressionsdaten am besten als Referenzgen geeignet war (4.1.5.2).
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4.1.5.1 Primerauswahl fur die Zielgene

Die Primer fur die Zielgene CKS2, BIGH3, MYC, MIC1, UGT2B15, NGAL und IFITM1
(siehe Tab. 2) wurden so gewdhlt, dal’ die PCR einheitlich bei einer Annealing-Temperatur
von 58 °C durchgefuhrt werden konnte und PCR-Produkte &hnlicher Lange produziert
wurden (116 — 173 bp). Durch eine Gradienten-PCR im konventionellen Thermocycler wurde
far funf Gene bestétigt, dal3 die Amplifikation bei 58 °C optima verlauft (Abb. 10,
unterstrichen). Weitere PCR-Reaktionen wurden daher direkt im LightCycler getestet.
Obwohl die Primer so gewdahit wurden, dal3 zumindest ein Primer Uber einem Exon-Exon-
Ubergang in der cDNA lag, wurden z.B. bei MYC auch DNA-Sequenzen amplifiziert (Abb.
11). Durch einen Vergleich von RT™™ -Kontrollen (keine Reverse Transkriptase im Ansatz
fur die cDNA-Synthese) mit DNase-behandelter RNA bzw. nicht-behandelter RNA wurde
deutlich, dal? die RNA nach der Isolierung mit dem RNeasy Mini Kit nicht frei von DNA ist.
Nach DNase-Verdau konnten allerdings DNA-Sequenzen in einer konventionellen PCR mit
35 Zyklen nicht mehr nachweisbar amplifiziert werden. Bei anderen Genen, z.B. MIC1 waren
die Primer spezifisch fur die Amplifikation von cDNA-Sequenzen (Abb. 11).

4.1.5.2 Primerauswahl fur die Referenzgene

Primer fur die Amplifikation der potentiellen Referenzgene TXBP151 (Tax 1 binding protein
151), PBGD (Porphobilinogendeaminase) und HDAC1 (Histone deacetylase 1) wurden so
Uber Exon-Exon-Grenzen gelegt, dald spezifisch cDNA-Fragmente amplifiziert wurden und
keine Vermehrung genomischer Sequenzen erfolgte (Abb. 12). Die Fragmentlangen lagen mit
137 bp (TXBP151), 139 bp (PBGD) bzw. 158 bp (HDAC1) im Bereich der amplifizierten
Zielgene. Als Referenzgen fir die Quantifizierungsexperimente am LightCycler wurde aus
folgenden Grunden schliefdlich das TXBP151 ausgewdhit. In einem Vorversuch, in dem die
Expression der Referenzgene in drei Tumor- und korrespondierenden Normalgeweben
ermittelt wurde (Einsatz gleicher Mengen an RNA fur die cDNA-Synthese), zeigte das
TXBP151 die geringste Varianz zwischen den Geweben (nicht gezeigt). Dartberhinaus erwies
sich das Gen auch auf den Arrays in den meisten untersuchten Patientenproben als stabil
exprimiert.

Primer fir das Haushaltsgen B2M (beta-2-microglobulin) standen bereits im Labor zur
Verfugung, amplifizierten aber geringfigig DNA-Sequenzen (Spur 5, Abb. 12). Auch
aufgrund der Fragmentlange (326 bp) der amplifizierten cDNA-Molekile war B2M nicht for
den Vergleich mit den Zielgensequenzen geeignet.
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BIGH3 UGT2B15
1234567 8 9101112 12 34567 89101112
bp bp
207 = 2027 =
64— 564 =—
MIC1 MYC
123 456 78 91011 1 23 456 7 8 910
bp bp
2027 = 2027=—
564 = 56w
MYC
|F|TM1 MICl MYC
1 3456 7 8 910 111 1IFITM 1 11
bp
2027=—
564=—

Abb. 10: 2 %ige Agarose-Gele mit PCR-Amplifikaten von verschiedenen cDNA-Sequenzen
aus einem Gradienten fur die Annealing-Temperatur. Die cDNA stammt aus der
Kolonkarzinom-Zellinie HCT116. 1: AHindlll ; 2 — 11: verschiedene Annealing-Temperaturen
wahrend der PCR-Reaktion (2: 50,6 °C; 3: 51,6 °C; 4: 534 °C; 5: 55,8 °C; 6: 58,5 °C;
7:61,4°C; 8:64,2°C; 9: 66,7 °C; 10: 68,7 °C; 11: 69,9 °C); 12: H,O-Kontrolle.
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MYC MIC1
1 2 3 4 56 7 8 9 10 11

bp
2027 —

564 m—

Abb. 11: 2 %iges Agarose-Gel mit PCR-Amplifikaten der cDNA von MYC und MIC1. Mit
den Primern fir MYC wurden DNA- und cDNA-Sequenzen amplifiziert, wahrend die Primer
fur MICL nur spezifisch an cDNA banden. 1: AHindlll; 2, 7: cDNA HCT116 nach DNase
Verdau; 3, 8: Blut-DNA; 4, 9: RT™™-Kontrolle mit RNA HCT116 nach DNase Verdau; 5,
10: RT™™S-K ontrolle mit RNA HCT116 ohne DNase Verdau; 6, 11: H,O-Kontrolle.
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TXBP151
1 2 3 4 5 6
bp bp
564 — 564 =—
HDACL1
1 2 3 4 5 &6
bp bp
2027 = 2027 =
564 — 564 —

Abb.: 12: 2 %ige Agarose-Gele mit amplifizierten Fragmenten aus den potentiellen
Referenzgenen TXBP151, PBGD, HDAC1 und B2M. Die Primer fur TXBP151, PBGD und
HDACL1 zeigten hohe Spezifitét fur die Amplifizierung von cDNA-Sequenzen, wahrend mit
B2M-Primern geringfligig auch genomische DNA vermehrt wurde (Spur 5). 1: AHindIll; 2:
cDNA aus HCT116 (1:10 verdinnt) nach DNase Verdau; Spur 3: RT™™*-Kontrolle mit RNA
aus HCT116 ohne DNase Verdau; 4: RT™™S-Kontrolle mit RNA aus HCT116 nach DNase
Verdau; 5: Blut-DNA; 6: H,O-Kontrolle.
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4.1.5.3 Relative quantitative PCR am LightCycler

Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte mittels real-time PCR am LightCycler. Durch
Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green |, der wéhrend der Elongationsreaktion
in die doppelstrangigen PCR-Produkte eingebaut wird, konnte die Amplifikation der cDNA-
Molekile von der LightCycler Software in Echtzeit detektiert werden. Anhand dieser Daten
erfolgte die Bestimmung eines crossing point (Zyklenzahl, an dem die Fluoreszenz gegentiber
dem Hintergrund signifikant ansteigt), der fr die Berechnung der Genexpressionsdifferenzen
zwischen  verschiedenen Proben verwendet wurde. Auch wenn sich die
Amplifizierungseffizienzen der PCR-Reaktionen fur Zielgen und Haushaltsgen unterschieden,
konnte mit Hilfe der Relative Quantification Software 1.0 (Roche) eine Quantifizierung
durchgefuhrt werden. Dafir muf3ten Standardkurven mit verschiedenen cDNA-V erdiinnungen
erstellt werden, die von der Software in die Quantifizierungsanal yse mit einbezogen wurden.
Die Spezifitat der amplifizierten Produkte konnte im Anschlul? an die PCR-Reaktion mittels
Schmelzpunktanalyse im LightCycler Uberprift werden. Das Prinzip dieser Analytik besteht
darin, verschiedene PCR-Amplifikate anhand der Temperatur zu unterscheiden, bei der eine

Trennung der komplementéren Doppel strange erfol gt.

Die Expression der oben genannten Zielgene wurde in vier verschiedenen Tumor /
Normalgewebe-Paaren, relativ zur Expression des Gens TXBP151, quantifiziert (Abb. 13) und
mit den entsprechenden Ergebnissen aus den Array-Experimenten verglichen. Obwohl das
exakte Verhdltnis der Expressionsunterschiede nicht in alen Falen bestdtigt werden konnte,
wurde aber grundsédtzlich die Tendenz und meistens auch die GrofRenordnung der
differentiellen Genexpression zwischen normalem und neoplastischem Gewebe durch die
LightCycler-Analyse verifiziert (Tab. 3). Die mit den verschiedenen Methoden bestimmten
Expressionsverhdtnisse variierten fir die meisten Uberexprimierten Gene weniger a's um den
Faktor zwei. Deutlichere Abweichungen zeigten sich nur in zwel Féllen. Das Verhdtnis der
Genexpression von CKS2 zwischen Tumor- und Normalgewebe von Patient 25 wurde mit
dem Array ca. dreifach hther bestimmt als durch die LightCycler-Anayse. BIGH3 bei
Patient 04 dagegen zeigte im LightCycler eine nahezu sechsfach hohere differentielle
Genexpression als auf dem Array. Die Expression von UGT2B15 befand sich in alen
untersuchten Tumoren an der Detektionsgrenze, daher ist en Vergleich der

Expressionsverhaltnisse wenig aussagekréftig.
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Die Transkriptionsrate der genannten Gene wurde mittels LightCycler-Analyse in dre
weiteren Tumor / Normalgewebe-Paaren, die zuvor nicht auf Arrays untersucht worden
waren, quantifiziert. Damit sollte Uberprift werden, ob die differentielle Expression dieser
Gene en ,algemeinglltiges® Merkmal kolorektaler Karzinome darstellt. Die Tendenz der
abnormalen Expression wurde fur alle untersuchten Gene in den Tumorgeweben bestétigt.

Bei der Schmelzpunktanalyse wurden nur in den RT™™=.

und H,O-Kontrollen unspezifisch
amplifizierte Sequenzen festgestellt, die sich jedoch von den spezifischen Produkten in ihrem
Schmelzpunkt unterschieden. Die PCR-Produkte der Normal- und Tumorproben wiesen klar
definierte Schmelzkurven auf und konnten daher fur die Quantifizierung der Genexpression

verwendet werden.

Pat-Nr.|staging Methode|Gene:
CKS BIGH3 IFITM1 NGAL MYC MIC1 UGT2B15

Pat.04 |pT2 NO (0/16) |Array |40 |44 140 (341 |54 (215 |0.002
LC 41 253 201 [231 89 |21.7 |0.003

Pa.25 |pT3NO(0/21) |Array |19.7 |85  |13.9 |18  |31.2 [5.7 |0.006
LC 63 [208 |63 |15 [69.8 |45 |0.002

Pat.20 [pT4 N2 (16/23)[Array |50 |41.9 |205 |89 |95 |7.3 |0.04
LC 65 (937 [104 |65 |94 |78 |0.004

Pa.15 |pT4N2(7/19) |Array |35 |322 |187 [229 |106 |146 |0.015
LC 34 [191 157 [133 |95 |76 |0.001

Pat.33 |pT3 N1 (1/16) |LC 22 |135 |33 |36 |31 |40 |0.03

Pat.34 |pT3NO (0/15) |LC 69 |36 8.6 115 65 |40 012

Pat.35 |pT3 NO (0/11) |LC 23 93 |18 |53 |16 |70 073

Tab. 3: Verhdltnis der Expression von sieben Genen zwischen Tumor- und Normalgewebe,
bestimmt mit Arrays bzw. dem LightCycler (LC). Gewebeproben der Patienten 04, 25, 20 und
15 wurden mit beiden Methoden untersucht, bei den Patienten 33, 34, und 35 wurde die
Genexpression nur mit dem LightCycler bestimmit.
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Abb. 13
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Fortsetzung Abb. 13
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Abb. 13: [A] Amplifikationskurven der sieben Zielgene CKS2, BIGH3, IFITM1, NGAL,
MIC1, MYC und UGT2B15 mittels real-time PCR am LightCycler, relativ zum Referenzgen
TXBP151. Dargestellt ist die Fluoreszenz, gemessen im F1-Kanal, gegentiber der Zyklenzahl
der PCR. [B] Schmelzkurven der jeweils amplifizierten Produkte, zur besseren Ubersicht
dagestellt as negative 1. Ableitung (-d[F1] / dT) gegen die Zeit. Das PCR-Produkt von MIC1
schmilzt bei Temperaturen > 90 °C und konnte von der Software nicht vollstandig in die
Abbildung integriert werden. Tumor- und Normalgewebe wurden jeweils im Duplikat
untersucht.

4.1.6 Differentiell exprimierte Gene zwischen Primartumoren und korrespondierenden
L eber metastasen

Sieben der insgesamt 14 untersuchten Lebermetastasen stammen von sechs Primartumoren,
deren Genexpression ebenfalls auf den Arrays analysiert wurde (siehe Tab. 1; von Patient 06
wurde hier nur die Metastase M1 bertcksichtigt, da die Expressionsmuster der beiden
Metastasen M1 und M2 keine deutlichen Unterschiede zeigten). Zur Identifizierung
metastasierungsrelevanter Gene wurden mit Hilfe der Software Atlasimage 2.0 (Clontech)
paarweise Vergleiche der Expressionsprofile von Primartumoren und korrespondierenden
L ebermetastasen durchgefihrt.

Es wurde festgestellt, dal3 zwischen Primartumoren und Metastasen derselben Patienten nur
geringe Unterschiede in der Genexpression bestanden (Abb. 14). Abgesehen von
Immunglobulingen-Transkripten, die in den Metastasen vermindert waren, zeigten im Median
funf Gene eine mehr als vierfache Uberexpression in den Metastasen, acht Gene waren um
denselben Faktor geringer exprimiert als in den korrespondierenden Priméartumoren. Die
meisten dieser Gene unterschieden sich allerdings zwischen den Patienten. Zur Identifizierung
genereller Expressionsdifferenzen wurden daher in einer weiteren Anadyse ale Gene
berlicksichtigt, die zwischen Metastasen und Primartumoren um den Faktor 2 differentiell
exprimiert waren. Dadurch konnten zw6lf Gene bestimmt werden, die in mindestens drei der
sechs Metastasen eine mehr als zweifache differentielle Expression zeigten. Acht dieser Gene
waren in den Metastasen Uberexprimiert, vier Gene wiesen eine geringere Expression auf als
in den entsprechenden Tumorgeweben (Tab. 4).



ERGEBNISSE 61

Q
S 20 -
1
o 15 :
o ] 12
g |_ 11
= 10 8 8
© 6 6
c 3 3 3
< = |
0 I T T T T T
R T T T T
“% “% % “o (\’z “%
O O O Op Op Op
R R 4 4 4
NG 7 B e
¢.7/ ¢.0/ ¢.® ¢.(¢.) {6\ ‘.O/

Abb. 14: Anzahl der Gene, die beim Vergleich der Lebermetastasen mit dem jewells
korrespondierenden Primartumor desselben Patienten mindestens um den Faktor vier
Uberexprimiert (rot) bzw. unterreprasentiert (griin) waren.

Accession Anzahl Median Ratio Gen-Name

Nummer M/T

AF019562 5 35 DNAX activation protein 12

X02761 4 6 fibronectin precursor

M32977 4 31 vascular endothelial growth factor precursor
X03168 3 5 vitronectin precursor

J05070 3 4.4 matrix metalloproteinase 9

U44975 3 3 DNA-binding protein CPBP

X79067 3 23 TI1S11B protein; EGF response factor 1

J03040 3 21 secreted protein acidic and rich in cysteine precursor
X60957 4 0.25 tyrosine kinase receptor tie-1 precursor

X99133 3 0.07 neutrophil gelatinase-associated lipocalin precursor
M60527 3 0.12 deoxycytidine kinase

X02811 3 0.16 platelet-derived growth factor B subunit precursor

Tab. 4: Differentiell exprimierte Gene in sechs Lebermetastasen (M) im Vergleich zu
korrespondierenden Primartumoren (T). Die Anzahl bezieht sich auf die Patienten, bel denen
die genannten Gene eine mindestens zweifache differentielle Expression zwischen den
neoplastischen Geweben aufwiesen. Angegeben ist auch der Median der
Expressionsverhaltnisse zwischen diesen Geweben.
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4.1.7 Hierar chische Clusteranalyse

Mittels hierarchischer Clusteranalyse lassen sich anhand der Genexpressionsdaten
Ahnlichkeiten zwischen alen untersuchten neoplastischen und normalen Darmgeweben
ermitteln. Das Ergebnis kann in Form eines stammbaumahnlichen Dendrogrammes dargestel It
werden, in dem die einzelnen Gewebe, entsprechend ihrer Ahnlichkeit im Expressionsmuster,
an den Endverzweigungen der Aste angeordnet sind. Die Astlangen repréasentieren dabei den
Grad der Ahnlichkeit.

Die Clusteranalyse wurde mit Hilfe der Software Cluster (Version 2.11) und TreeView
(Version 1.50) durchgefihrt (Eisen et a., 1998). Es wurden nur Gene bertcksichtigt, die in
mindestens 80 % der Gewebe von der Software Atlasimage 2.0 detektierbar (Intensitét > 0)
exprimiert wurden (1018 von 1185).

Die Gewebeproben wurden durch die Clusteranalyse in zwei Hauptgruppen getrennt
(Abb. 15). Eine Hauptgruppe (unterer Ast) enthélt ale normalen Darmgewebeproben bzw.
den Tumor von Patient 13 und das Normalgewebe einer Leber, das sich in einer eigenen
Abzweigung von den Ubrigen Proben trennt. Die andere Hauptgruppe (oberer Ast) umfalt ale
dbrigen Tumoren und Metastasen, wobei die Gewebe in zwe verschiedene Subgruppen
unterteilt sind. Diese Subgruppen korrelieren mit dem histologischen Stadium der Tumoren
wie folgt. Alle untersuchten pT1- und pT2-Tumoren, sowie acht der elf untersuchten pT3-
Tumoren und drei Metastasen, die von zwei dieser pT3-Tumoren stammen, befinden sich in
der Subgruppe 1 (low stage-Gruppe). In der Subgruppe 2 (high stage-Gruppe) sind zwei pT3-,
alle pT4-Tumoren und elf der 14 untersuchten Lebermetastasen klassifiziert.

Primartumoren und korrespondierende Lebermetastasen derselben Patienten sind jeweils in
der gleichen Tumor-Subgruppe des Dendrogrammes angeordnet. Metastasen, die im Rahmen
derselben Operation mit dem Primértumor reseziert worden waren, finden sich zusammen mit
dem entsprechenden Tumor an den gleichen Endverzweigungen des Dendrogrammes
(Patienten 11, 19 und 06 [M1]). Von den vier Metastasen, deren Operation ein bis vier
Monate nach dem Primértumor erfolgt war (Patienten 08 [1 Monat], 28 [1,5 Monate], 09 [4
Monate] und 06 [M2; 4 Monate]), sind zwei im Dendrogramm benachbart zum Tumor
klassifiziert (Patienten 28 und 06 [M2]).

Die bildliche Darstellung der prozessierten und organisierten Expressionsdaten aus der
Clusteranalyse ist das Clusterdiagramm (Abb. 16, A). Jede Spalte des Diagrammes



ERGEBNISSE 63

représentiert ein Gewebe, jede Zelle reprasentiert ein Gen, dessen Expressionsintensitét in den
einzelnen Geweben relativ zum Median dieser Intensitdten farblich abgebildet ist.
Anhand dieser Darstellung konnen Gengruppen erkannt werden, die fir die Gruppenbildung

verantwortlich sind und diese Gruppen charakterisieren (Abb. 16, B —E).

Um die Zuverlassigkeit bei der Subgruppierung der Tumorproben zu Uberprifen, wurde eine
Clusteranalyse unter gleichen Bedingungen, allerdings nur mit den Expressionsprofilen der
39 neoplastischen Gewebe durchgefihrt (1011 Gene). Das resultierende Dendrogramm (Abb.
17) ahnelt der oben genannten Einteilung bis auf die Anordnung von drei Geweben (pT3-
Tumor des Patienten 12; pT3-Tumor und korrespondierende Lebermetastase des Patienten
28).

4.1.8 Ermittlung von statistisch signifikant differentiell exprimierten Genen

Nachdem sich in der Clusteranalyse die Klassifizierung der Gewebeproben in verschiedene
Gruppen gezeigt hatte, sollten mittels statistischer Auswertung Gene identifiziert werden, auf
denen die Unterscheidung der Tumor- und Normalgewebe bzw. der zwel verschiedenen
Tumor-Subgruppen basierte.

Dabel zeigten sich Unterschiede in der Genexpression besonders deutlich beim Vergleich der
normalen Darmgewebe mit den Tumorproben. In Tabelle 5 sind Gene aufgelistet, die nach
folgenden Bedingungen selektiert wurden:

1.) Differentielle Genexpression mit hoher stati stischer Signifikanz
(frrtumswahrscheinlichkeit P < 0.001).

2.) Die Expression innerhalb der Gruppe Uberschritt eine definierte Mindestintensitéat (Median
> 30).
(Die Mindestgrofie fur den Median wurde so definiert, dal3 Signale auf den Arrays per
Auge erkennbar waren und daher Uberprift werden konnten. Dieser Wert lag, nach den
relativen Intensitétsangaben der Software Atlasimage 2.0, bel ca. 30).

3.) Der Median der Expressionsintensitdten unterschied sich mindestens um den Faktor 4

zwischen den Gewebegruppen.
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Unter diesen Auswahlkriterien wiesen 29 Gene eine Uberexpression im neoplastischen
Gewebe auf, elf Gene zeigten eine verminderte Expression gegeniber dem normalen

Darmepithel.

Fur die statistische Auswertung zur Identifizierung signifikant differentiell exprimierter Gene
zwischen den Tumor-Subgruppen (high stage-Gruppe und low stage-Gruppe) wurden
ausschliefdlich Expressionsdaten von Tumoren verwendet, die in der Clusteranalyse eine
robuste Klassifizierung aufwiesen (d.h. ohne die Patienten 28 und 12). Unter den oben
genannten Selektionskriterien zeigten nur zwolf Gene eine differentielle Genexpression. In
Tabelle 6 wurden daher Gene aufgelistet, die ab dem Faktor drel differentiell zwischen den
Gruppen exprimiert waren. Nach diesen Kriterien zeigten 18 Gene in der high stage-Gruppe
eine Uberexpression, finf Gene waren in dieser Gruppe geringer exprimiert als in der low

stage-Gruppe.

Bel der Ermittlung von hoch signifikant differentiell exprimierten Genen zwischen Tumor-
und Normalgeweben bzw. zwischen den beiden Tumor-Subgruppen wurden unter den
genannten Kriterien insgesamt 60 verschiedene Gene selektiert. Drei Gene wurden in beiden
Analysen als differentiell exprimiert identifiziert: WEEL (weelHu CDK tyrosine 15-kinase),
EIF3-P116 (eukaryotic trandation initiation factor 3 beta subunit) und PDGFB (platelet-
derived growth factor B subunit precursor). Wéhrend PDGFB im Tumor und in der high
stage-Gruppe geringer exprimiert war as in den Normal geweben bzw. der low stage-Gruppe,
zeigten WEEL und EIF3-P116 in den Tumoren bzw. der high stage-Gruppe jeweils eine

stérkere Genexpression.
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Abb. 15: Dendrogramm nach Clusteranalyse mit Expressionsprofilen von 65 Patientenproben
(25 kolorektale Karzinome [T], entsprechende normale Darmgewebe [N], 14 Lebermetastasen
[M] und ein Leber-Normalgewebe [LN]) unter Angabe der Patientennummer (Pat.), der
TumorgréRe (pT) und des Lymphknotenstatus (N). Die Farben der Aste sind wie folgt
gewdhlt: Normalgewebe-Gruppe, schwarz; high stage-Gruppe, blau; low stage-Gruppe,
orange. Primartumoren und korrespondierende Metastasen derselben Patienten sind durch
Balken links neben dem Dendrogramm verbunden. Gewebe, die am gleichen Tag reseziert
wurden, haben schwarze Balken. Rote Balken verbinden Gewebe, die innerhalb von 4
Monaten operiert wurden.
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Abb. 16: Clusterdiagramm der Expressionsprofile von 65 Patientenproben (25 kolorektale
Karzinome, entsprechende normale Darmgewebe, 14 Lebermetastasen und ein normales
Lebergewebe). Jede Zeile reprasentiert ein einzelnes Gen, jede Saule ein Gewebe. Die Farben
rot und griin kennzeichnen Uberexpression bzw. geringere Expression relativ zum Median der
Expressionsintensitéten des Gens in den verschiedenen Geweben. [A] Cluster-Diagramm;
[B — E] Teile des Clusterdiagrammes, die verschiedene Gruppen und Subgruppen
charakterisieren: [B] Gene, die in den neopl astischen Geweben Uberexprimiert sind; [C] Gene,
die in den neoplastischen Geweben unterreprésentiert sind; [D] Gene, die in der high stage-
Gruppe héher exprimiert sind als in der low stage-Gruppe; [E] Gene, die in der high stage-
Gruppe niedriger exprimiert sind alsin der low stage-Gruppe.
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Abb. 17: [A] Dendrogramm nach Clusteranayse mit Expressionsprofilen von 39
Patientenproben (25 kolorektale Karzinome und 14 Lebermetastasen) im Vergleich zum
Dendrogramm nach Clusteranayse mit Expressionsprofilen von 64 Patientenproben
([B], entspricht Abb. 15). Die Dendrogramme unterscheiden sich hinsichtlich der
Klassifizierung der Gewebe in der Anordnung von drel Gewebeproben der Patienten 28 und
12 (grin).
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Tab.5

Accession Gen-Name Intensitét Intensitét Ratio

Nummer N M T,M/N

u18018 adenovirus E1A enhancer-binding protein; 1 92 92.0
E1A-F; etstrandocation variant 4

X02761;  fibronectin precursor (FN) 81 1109 13.7

K00799;

K02273;

X00307;

X00739

AF019770 macrophage inhibitory cytokine 1 (MIC1) 166 2026 12.2

J04164 interferon-inducible protein 9-27 211 1956 9.3

M81934; CDC25B; CDC25HU2; M-phase inducer 13 120 9.2

S78187 phosphatase 2

X51688 G2/mitotic-specific cyclin A (CCNA; CCN1) 5 44 8.8

V00568 C-mycC oncogene 141 1116 7.9

J03040 secreted protein acidic and rich in cysteine 18 141 7.8
precursor (SPARC); osteonectin (ON);
basement membrane protein (BM40)

X60957;  tyrosine kinase receptor tie-1 precursor 7 54 7.7

S89716

M77349  BIGH3 68 506 7.4

X54942 cyclin-dependent kinase regulatory subunit 41 295 7.2
(CKS2)

M13982 interleukin-4 precursor (IL-4); B-cell 5 34 6.8
stimulatory factor 1 (BSF-1); lymphocyte
stimulatory factor

X59618 ribonucleosi de-di phosphate reductase M2 9 61 6.8
subunit; ribonucleotide reductase

M65062  insulin-like growth factor binding protein 5 16 105 6.6
precursor (IGF-binding protein 5; IGFBP5;
IBP5)

M23619  high mobility group protein (HMG-I) 230 1496 6.5

U10564 weelHu CDK tyrosine 15-kinase; wee-1-like 9 56 6.2
protein kinase

M31469  GTP-binding nuclear protein RAN (TC4) 7 41 59

X63629 cadherin 3 (CDH3); placental cadherin 12 70 58
precursor (P-cadherin; CDHP)

J04162 leukocyte 1gG receptor (FC-gamma-R) 7 40 5.7

J04088 DNA topoisomerase || adpha (TOP2A) 13 73 5.6

S73885 AP4 basic helix-loop-helix DNA-binding 10 56 5.6
protein

u01038 serine/threonine-protein kinase PLK 1 29 159 55
(STPK13)

X57766 matrix metalloproteinase 11 (MMP11); 87 476 55
stromelysin 3

X54941 cyclin-dependent kinase regulatory subunit 1 37 191 52
(CKSY)

X16707 fos-related antigen (FRAL) 12 61 5.1

M15796;  proliferating cyclic nuclear antigen (PCNA); 83 400 4.8

J04718 cyclin

U59435 cell cycle protein P38-2G4 homolog; HG4-1 47 216 4.6

J02958 met proto-oncogene; hepatocyte growth factor 19 85 45
receptor precursor (HGF-SF receptor)
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Fortsetzung Tab. 5

Accession Gen-Name Intensitét Intensitét Ratio
Nummer N M T,M/N
U78525 eukaryotic trandation initiation factor 3 beta 21 20 4.3
subunit (EIF-3 beta); EIF3 P116
u17077 BENE 998 227 0.2
M60314  bone morphogenetic protein 5 precursor 37 1 0.03
(BMP5)
U17075;  Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B 39 5 0.1
L 36844 (CDKN2B); p14-INK4B; multiple tumor
suppressor 2 (MTS2)
D13365;  Growth inhibitory factor; metallothionein-l1I 409 86 0.2
M93311  (MT-III)
X57086;  1gC mu heavy chain constant region 2609 314 0.1
X57331
J00220+  Immunoglobulin apha 1 heavy chain constant 12878 739 0.1

S71043 region (IgA1; IGHA1) + immunoglobulin
apha 2 heavy chain constant region (IgA2;

IGHA?2)
M27749  Immunoglobulin-related 14.1 protein precursor 228 50 0.2
M22324  Microsomal aminopeptidase N; myeloid 265 56 0.2
plasma membrane glycoprotein CD13
u08854;  Microsoma UDP-glucuronosyltransferase 401 7 0.02

X63359;  2B15 precursor (UDPGT); UDPGTH-3;
u06641; UGT2B15 + microsomal 2B10 precursor
J05428; (UDPGT); UGT2B10 + 2microsomal B8
Y 00317 precursor

X02811; Platelet-derived growth factor B subunit 563 86 0.2
X02744;  precursor (PDGFB; PDGF2); bacaplermin; c-

M12783; sis

M 16288

X66079 Transcription factor Spi-B 39 1 0.03

Tab. 5: Zwischen neoplastischen Geweben (Tumoren und Metastasen, [T und M]) und der
normalen Darmschleimhaut (N) statistisch signifikant differentiell exprimierte Gene
(P < 0.001), deren Median-Intensitét innerhalb der Gruppen einen Mindestwert von 30
Uberschritt. FUr jedes Gen sind die Expressionsintensitéten (Median) in den Gruppen sowie
das Verhdtnis dieser Werte angegeben (die Auswahl der Gen-Namen erfolgte von der Firma
Clontech).
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Accession Gen-Name Intensitét Intensitét Ratio

Nummer low stage- high stage- high stage-

Gruppe Gruppe /low stage-
Gruppe

uU10564 weelHu CDK tyrosine 15-kinase; wee-1-like 16 83 52
protein kinase

U43899 signal transducing adaptor molecule (STAM) 13 66 5.1

X53655;  neurotrophin-3 precursor (NT-3); neurotrophic 74 384 52

M37763  factor (HDNF); nerve growth factor 2 (NGF-2)

U63131 CDC37 homolog 24 117 4.9

U32645 myeloid ELF1-like factor 10 48 4.8

U72649 btg protein precursor; NGF-inducible anti- 56 252 45
proliferative protein PC3

X 06820 transforming protein rhoB; ARHB; ARH6 58 239 4.1

711583 NuMA 9 35 3.9

AF027292 interferon regulatory factor 6 (IRF6) 22 83 3.8

U78525 eukaryotic trandation initiation factor 3 beta 47 162 34
subunit (EIF-3 beta); EIF3 P116

u31814 histone deacetylase 2 (HD2) 30 102 34

U18321 + ionizing radiation resistance-conferring protein 10 33 3.3

X83544 + death-associated protein 3 (DAP3)

L42373 protein phosphatase 2A B56-alpha 23 74 3.2

L 33801 glycogen synthase kinase 3 beta (GSK 3 beta); 37 119 3.2
tau kinase subunit; factor A

U77352 M AP kinase-activating death domain protein 10 33 3.3

u77352 cyclic-AMP-dependent transcription factor atr- 25 81 3.2
1; TREB36 protein

J03909 gamma-interferon-inducible protein; IP-30 28 87 3.1

U72511 B-cell receptor-associated protein ((BAP) 139 428 31

A14844 interleukin-2 precursor (IL-2); T-cell growth 31 8 0.3
factor (TCGF)

M60527  deoxycytidine kinase 195 36 0.2

X02811; platelet-derived growth factor B subunit 353 35 0.1

X02744; precursor (PDGFB; PDGF2); bacaplermin; c-

M12783; sis

M 16288

U37688 RATSL 32 4 0.1

X83929 + desmocollin 3A/3B precursor (DSC3) + 47 1 0.02

D17427 desmacallin 4 (DSC4)

Tab. 6: Zwischen der high stage- und low stage-Gruppe statistisch signifikant differentiell
exprimierte Gene (P < 0.001), deren Median-Intensitdt innerhalb der Gruppen einen
Mindestwert von 30 Uberschritt. Fir jedes Gen sind die Expressionsintensitdten (Median) in
den Gruppen sowie das Verhdtnis dieser Werte angegeben (die Auswahl der Gen-Namen
erfolgte von der Firma Clontech).
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4.1.9 Clusteranalyse mit selektierten Genen

Bel der statistischen Auswertung unter 4.1.8 konnten insgesamt 60 verschiedene Gene als
differentiell exprimiert zwischen den verschiedenen Gewebegruppen identifiziert werden. Um
die Bedeutung dieser Gene fir die unter 4.1.7 beschriebene molekulare Klassifizierung der
Gewebe zu Uberprifen, wurde mit den entsprechenden Expressionsdaten dieser 60 Gene eine
separate Clusteranal yse durchgefihrt (Abb. 18).

Die Klassifizierung der Gewebe entsprach der Clusteranalyse mit 1018 Genen unter 4.1.7, mit
Ausnahme des Tumors von Patient 13, der nicht in die Normal gewebe-Gruppe, sondern hier

in die low stage-Gruppe geordnet wurde.
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Abb. 18: Clusteranalyse mit einem Set aus 60 verschiedenen Genen, die mittels Statistik
zwischen Tumor- und Normalgeweben, bzw. zwischen high stage- und low stage-Gruppe als
hoch signifikant differentiell exprimiert ermittelt worden waren. Im Dendrogramm sind die
Gewebeproben bis auf einen Tumor (Patient 13) in denselben Gruppen klassifiziert wie im
Dendrogramm der Clusteranalyse mit 1018 Genen (siehe Abb. 15).
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4.2 Untersuchung epithelialer Tumor zellen aus Blut und Knochenmark

Es wurde zunéchst eine Methode zur Isolierung lebender Tumorzellen aus dem Knochenmark
von Patienten etabliert. Diese Methode besteht aus einer immunomagnetischen Anreicherung
epithelialer Zellen aus Knochenmarksaspiraten und einer nachfolgenden Isolierung einzelner
Zellen mittels Mikromanipulation. Die isolierten Zellen konnten anschlief3end fir

molekulargeneti sche Untersuchungen verwendet werden.

4.2.1 I solierung epithelialer Tumorzellen aus Blut

In Vorversuchen wurde die Isolierung epitheliadler Zellen aus normalen hamatopoetischen
Zellen etabliert und optimiert. Dazu wurde jewells eine definierte Zahl von Tumorzellen zu
menschlichem Blut gegeben und anschlielend mit Hilfe der in 3.3 beschriebenen
immunomagnetischen Anreicherung und Isolierung mittels Mikromanipulation separiert. Von
besonderem Interesse war dabel neben der Bestimmung der Ausbeute an Tumorzellen vor

allem die Charakterisierung ihrer Morphologie.

Das typische Aussehen markierter Tumorzellen war zum einen gepragt durch eine dichte
Besetzung der Zelloberflache mit magnetischen beads (Abb. 19, A - C), zum zweiten durch
den gegenlber anderen Zellen wesentlich grofderen Zelldurchmesser. Die mikroskopische
Abschédtzung der GrolRe der Tumorzellen ergab einen Durchmesser von ca. 20 bis 30 pum.
Dariiber hinaus war zu beobachten, dal3 der Anteil an Zellen mit morphologisch erkennbaren
Schéadigungen mit ca. 5 % gering war (Abb. 19, D und E).

Von den urspriinglich zugegebenen Tumorzellen konnten nach den Markierungsschritten etwa
70 % eindeutig identifiziert werden, so dal3 die beschriebene Methode auch fir die Isolierung
von Tumorzellen aus Knochenmarksaspiraten geeignet erschien.

Zum AusschluR® falsch positiver Ergebnisse wurden paralel Blutproben ohne Zugabe von
Tumorzellen untersucht. Dabei zeigte sich, dal3 die bead-gekoppelten Antikorper eine geringe
Rate unspezifischer Bindungen bildeten, diese markierten Zellen sich aber sowohl hinsichtlich
der ZellgroRRe as auch der Dichte der bead-Besetzung an der Oberflache deutlich von den
Tumorzellen unterschieden (Abb. 19, F).
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Abb. 19: Bildausschnitte mikroskopischer Aufnahmen von Zellen nach immunomagneti scher
Anreicherung epithelialer Tumorzellen (SW480) aus Blut mittels BerEP4-gekoppelten
magnetischen beads (Durchmesser 4,5 um). [A] Intakte bead-markierte Tumorzelle (= ) im
Vergleich zu nicht-markierten normalen Blutzellen () und den einzelnen beads ( = );
[B] Isolierte bead-markierte Tumorzelle in einer Glaskapillare (Durchmesser 50 pm);
[C] Mehrere von den normalen Blutzellen separierte bead-markierte Tumorzellen;
[D] Morphologisch nicht intakte Zelle mit deformierter Struktur; [E] Morphologisch nicht
intakte Zelle mit Ausstiilpungen der Zelloberflache in Assoziation mit einer nicht-markierten
Blutzelle; [F] Unspezifisch markierte Blutzelle (die Bilder A,C und E wurden bei 100-facher
VergrofRerung aufgenommen, die Bilder B, D und F bei 400-facher V ergroferung).
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4.2.2 |solierung epithelialer Zellen aus Knochenmark

Die in 4.2.1 beschriebene Zellisolierungs-Methode wurde verwendet, um Tumorzellen aus
Knochenmarksaspiraten von 82 Patienten (mit vorwiegend gastrointestinalen Tumoren) zu
isolieren. Die Identifizierung von Tumorzellen in den Aspiraten erfolgte nach dem im vorigen

Abschnitt beschriebenen mikroskopischen Erscheinungsbild.

Bel ca. 7 % (sechs Patienten) der Proben konnten jeweils nur eine bis zwel markierte und
morphologisch intakte Zellen identifiziert und isoliert werden (Abb. 20, A-D).

In ca. 30 % (25 Patienten) der Proben waren zwar verdachtige Zellen enthaten, diese zeigten
aber morphologische Zellveranderungen (Zellschwellung, gelblich verfarbte Innenstruktur,
unregelmalige Oberflache), siehe Abbildung 20, E - H. Trotz der beobachteten Zellschaden
wurden von 20 Patienten (ca. 25 %) bis zu 48 auffélige Zellen isoliert und zum Teil fir
weitere nicht-quantitative Untersuchungen auf DNA- und RNA Ebene verwendet.

Bei einem einzigen Patienten wurden mehr als 100 markierte, intakte Zellen isoliert. Diese
Beobachtung war gut vereinbar mit der Tatsache, dal3 der Patient an einem ausgedehnten,
inoperablen Magenkarzinom erkrankt war und auch in einer durch die Routinehistologie
untersuchten Peritonealspilung laut histologischem Gutachten ,, massenhaft® Tumorzellen
nachgewiesen wurden.

Im Knochenmark einer Mammakarzinom-Patientin wurde ein aus ca. zehn bead-markierten
Zellen bestehendes Zell-Cluster beobachtet (Abb. 21, A). Unter Berlicksichtigung der
Tatsache, dal3 Mammakarzinome haufig Knochenmetastasen bilden und sich der Tumor nach
klinischen Angaben bereits in einem metastasierenden Stadium befand, konnte das Zell-
Cluster eine Mikrometastase darstellen. Bei derselben Patientin wurden auch einzelne
markierte Zellen aus der Suspension entnommen, auf einem Objekttréager getrocknet und
anschlief3end immunzytochemisch gegen Zytokeratin 18 geférbt. Die positive Farbung lieferte
einen weiteren Anhaltspunkt fir den epithelialen Ursprung der separierten Zellen
(Abb. 21, B).
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Abb. 20: Bildausschnitte mikroskopischer Aufnahmen von Zellen nach immunomagneti scher
Anreicherung epithelialer Zellen aus Knochenmark verschiedener Patienten mittels BerEPA4-
gekoppelten magnetischen beads. [A-D] Morphologisch intakte, bead-markierte Zellen; [E-H]
Morphologisch nicht intakte, bead-markierte Zellen mit deformierter Struktur (die Bilder B
bis G wurden bei 100-facher Vergrof3erung aufgenommen, die Bilder A und H bei 400-facher

Vergrofierung).
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A B

Abb. 21: Ausschnitte mikroskopischer Bilder. [A] Zell-Cluster aus ca. zehn bead-markierten
Zellen nach immunomagnetischer Anreicherung epithelialer Zellen aus dem Knochenmark
einer Mammakarzinom-Patientin (aufgenommen bei 100-facher VergrofRerung); [B]
Immunzytochemischer Nachweis von Zytokeratin 18 (Rotfarbung des Zytoplasma in der
APAAP-Farbung) in ener bead-markierten Zelle (aufgenommen bel  400-facher
Vergroferung).
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4.3 M olekular genetische Unter suchung einzelner und weniger Tumor zellen

Mit dem Ziel, geringe Zahlen disseminierter Tumorzellen molekulargenetisch auf RNA- und
DNA-Ebene zu untersuchen, wurden Methoden zur Isolierung und Anayse von

Nukleinsduren aus einzelnen Zellen entwickelt bzw. optimiert.

4.3.1 Simultane I solierung von DNA und RNA

Um von einzelnen Zellen sowohl Untersuchungen auf DNA-, as auch auf RNA-Ebene
durchfihren zu kénnen, wurde zunéchst eine Methode zur simultanen Isolierung der beiden
Nukleinsauren entwickelt. Die mRNA wurde dabel mittels oligo(dT)-gekoppelten
magnetischen beads (MRNA Direct Micro Kit, Dynal) aus Zell-Lysaten isoliert, die DNA
konnte anschliefRend mittels einer Ethanolfallung aus den Lysaten gewonnen werden. Nach
getrennter Prdamplifikation der beiden Nukleinsduren mittels I-PEP (siehe 3.6.1), stand
Materia fur jewells zwolf bzw. 13 verschiedene PCR-Untersuchungen auf DNA bzw. cDNA-
Ebene zur Verflgung.

Bei der Etablierung des Protokolls wurden durch Zell-Sortierung (FACStar™ Becton
Dickinson) gewonnene Proben mit je zehn, funf und einzelnen Zellen der Kolonkarzinom-
Zellinie SW480 verwendet.

Abb. 22: 2 %iges Agarose-Ge mit PCR-Amplifikaten des Mikrosatelliten D2S123.
1: AHindlll; 2 — 4: PCR nach Einsatz verschiedener Salzkonzentrationen wéhrend der
Prézipitation von DNA aus zehn Zellen der Kolonkarzinom-Zellinie SW480 (2: 0,8 M LiCl;
3: 0,5M LiCl und 0,2 M NaCl; 4: 0,8 M LiCl und 0,2 M NaCl; angegeben sind jewells die
Endkonzentrationen im Lysat vor Zugabe von Ethanol); 5. H,O-Kontrolle; 6: Positiv-
Kontrolle (Blut-DNA).
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Optimierung der Salz-Konzentration fir die DNA-Prazipitation

Nach der Isolierung der mRNA aus den Zell-Lysaten wurde der gesamte Ansatz zur
Prézipitation der DNA in eine Ethanolfdllung eingesetzt. Dabel wurde festgestellt, dal? die
Salzkonzentration wéahrend der Falung EinfluR auf die Amplifizierungseffizienzen
nachfolgender spezifischer PCR-Reaktionen hatte (Abb. 22). Von drei getesteten
Salzkonzentrationen erwies sich die Prazipitation der DNA in Gegenwart von 0,8 M LiCl und
0,2 M NaCl (Spur 4) alsoptimal, da hier in der nachfolgenden PCR die stérkste Amplifikation

erreicht wurde.

Primer fur diereverse Transkription von bead-gebundener mRNA

Als Primer fur die reverse Transkription werden tblicherweise oligo(dT)-Primer oder random
Hexamere (Mix zuféllig ausgewahlter Primer-Sequenzen aus sechs Nukleotiden) eingesetzt.
Im hier verwendeten mRNA Direct Micro Kit sind oligo(dT)-Primer direkt an magnetische
beads gekoppelt und dienen sowohl zur Isolierung der mRNA-Molekile Uber die
Hybridisierung mit deren poly(A)-Ende as auch fir die Initiation der cDNA-Synthese. Um
optimale Ergebnisse zu erreichen, wurde getestet, ob durch eine Kombination von oligo(dT)-
Primern und random Hexameren wéahrend der cDNA-Synthese die Amplifizierungseffizienz
nachfolgender PCR-Reaktionen verbessert wird. Wie in Abbildung 23 gezeigt, wurde durch
den Einsatz beider Primer eine deutlich starkere Amplifikation von cDNA-Fragmenten aus
zehn bzw. 100 Zellen erreicht.

P53 B2M
123456 7 1234567

bp

2027 m—

564 =—

Abb. 23: 2 %ige Agarose-Gele mit PCR-Amplifikaten von cDNA-Fragmenten des P53-
(Exon 5-10) und B2M-Gens. 1. AHindlll; 2 — 5: PCR nach cDNA-Synthese mit bzw. ohne
random Hexamere zusétzlich zu den bead-gebundenen oligo(dT)-Primern (2: Zehn Zellen mit
random Hexamere; 3: 100 Zellen mit random Hexamere; 4: Zehn Zellen ohne random
Hexamere; 5: 100 Zellen ohne random Hexamere); 6: H,O-Kontrolle; 7: Positiv-Kontrolle
(cDNA Darm).
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4.3.2 Amplifizierungseffizienzen von simultan isolierter DNA und RNA

Die Zuverlassigkeit der Methode zur simultanen Isolierung von DNA und mRNA aus
wenigen Zellen wurde nach Préaamplifikation der DNA bzw. reverser Transkription der
MRNA und Prdamplifikation der cDNA in mehreren spezifischen PCR-Reaktionen Uberpriift
(Abb. 24, 25).

Fur die Amplifikation auf DNA-Ebene wurde 1 / 12 Aliquot der prdamplifizierten DNA
verwendet und zum Nachweis der Mikrosatelliten D2S123, D8S1469 und D8S1817
eingesetzt. Nach 50 PCR-Zyklen lieferten ale Proben mit zehn bzw. funf Zellen in den
verschiedenen PCR-Reaktionen ein Produkt, wahrend eine Amplifikation nur in jewells einer
(D2S123, D8S1469) bis zwei (D8S1817) der funf untersuchten Einzelzellen méglich war
(Abb. 24).

Zellzahl: 10 5 1

D2S123

D8S1469

D8S1817

Abb. 24: 2 %ige Agarose-Gele zur Darstellung der Amplifizierungseffizienz von DNA,
simultan isoliert zur mRNA. Drel verschiedene Mikrosatelliten (D2S123, D8S1469 und
D8S1817) wurden durch spezifische PCR-Reaktionen Uberprift. 1: AHindlll; 2 — 6: Proben
mit zehn, finf und einzelnen Zellen; 7: H,O-Kontrollen; 8: Positiv-Kontrollen (Blut-DNA).
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Fur den cDNA-Nachweis der Gene B2M, GAPDH und P53 wurde 1 / 13 Aliquot der
préaamplifizierten cDNA verwendet. Die Detektion der Transkripte war nach 50 PCR-Zyklen
in alen Proben mit zehn bzw. finf Zellen moglich, bei den Einzelzellen lieferten vier der flnf
Proben ein spezifisches PCR-Produkt (Abb. 25, A). Paralel zur préamplifizierten cDNA
wurde in den genannten PCR-Reaktionen auch 1 / 13 Aliquot nicht-amplifizierter cDNA
untersucht, um den Einflul3 der Praamplifikation auf die Ausbeute an spezifischem PCR-
Produkt zu Uberprifen. Die Préamplifikation wirkte sich vor allem bei der Amplifikation von
B2M- und P53-Transkripten aus. Nicht-amplifizierte cDNA von zehn bzw. funf Zellen zeigte
bei der Amplifikation dieser Sequenzen schwéachere und bei Einzelzellen keine Signale. Fur
GAPDH-Sequenzen dagegen zeigten prdamplifizierte und nicht-préamplifizierte Proben eine
vergleichbare Stérke der PCR-Signale (Abb. 25, B).

A B
1
10
Zellzah!: 10 | s | 1 100
RTmanS
1234567|234567234567 —|| 78

SCULELELL UL LD

B2M

GAPDH

P53

Abb. 25: 2 %ige Agarose-Gele zur Darstellung der Amplifizierungseffizienz von mRNA,
simultan isoliert zur DNA. cDNA-Sequenzen von B2M, GAPDH und P53 wurden durch
spezifische PCR-Reaktionen amplifiziert. [A] 1: AHindlll; 2 — 6: Proben mit zehn, finf und
einzelnen Zellen nach Préamplifikation der cDNA; [B] Proben mit 100, zehn und einzelnen
Zellen ohne Préaamplifikation der cDNA; 7: H,O-Kontrollen; 8: Positiv-Kontrollen (cDNA
Darm).
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4.3.3 Sequenz-Analyse von Einzelzell-Transkripten nach cDNA-Praamplifikation

Die Eignung von praamplifizierter cDNA fir die Mutationsanalyse wurde durch die
Sequenzierung eines 509 bp-Fragments (Exon 5 —10) des P53-Gens einer einzelnen Zelle der
kolorektalen Zellinie SW480 tberprift. Die Zellen besitzen eine G - A Mutation im Codon
273 und eine C - T Mutation im Codon 309 (Rodrigues et a., 1990; Weiss et a., 1993).
Beide Mutationen konnten im Produkt der spezifischen P53-PCR nach Praamplifikation der
cDNA detektiert werden (Abb. 26)

A G/A B G/A intron
\/
rccTec@roT T "T6e6@)ka 6T GC T CGC
260 90
Exon 8, nt. 1001-1012 Exon 9, nt. 1209-1201
Exon 8, nt. 1108-1104
(Sequenzierung vorwarts) (Sequenzierung ruckwarts)

Abb. 26: Elektropherogramm der Sequenzanalyse von P53 an préamplifizierter cDNA einer
einzelnen Zelle der kolorektalen Zellinie SW480. Die nachgewiesenen Mutationen sind durch
Pfeile markiert (Transition von G- A im Codon 273, Exon 8; Transition von C - T im
Codon 309, Exon 9, hier dargestellt am komplementéren Strang alsG - A).

4.3.4 Array-Analysen weniger Zellen nach Praamplifikation der cDNA

Fir die Charakterisierung disseminierter Tumorzellen war vorgesehen, die Expression vieler
Gene zu anaysieren. Es wurde daher getestet, ob durch I-PEP-Amplifikation (siehe 3.6.1)

ausreichende Mengen an cDNA in erforderlicher Qualitét herstellbar sind.

Expressionsunter suchungen mittels Dot Blot
Es wurden zunéchst Dot Blots mit funf verschiedenen PCR-Produkten hergestellt (CK20
[cytokeratin 20], GAPDH [Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase], B2M [beta-2-
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microglobulin], P53 [tumor protein p53], MSH2 [mutS homolog 2]). Diese wurden mit
radioaktiv markierten Sonden aus amplifizierter cDNA aus 100 Zellen der Zellinie HCT116
bzw. vergleichsweise mit 150 ng doppelstrangiger cDNA der gleichen Zellpraparation
hybridisiert (Abb. 27). Die amplifizierte und nicht-amplifizierte cDNA zeigten
naherungsweise ein vergleichbares Expressionsniveau fir die untersuchten Gene.

A 500ng 250 ng 125 ng B 500ng 250 ng 125ng
CK20 e L
GAPDH LB B
B2M 900000
P53 s000 v
MSH2 e R

Abb. 27: Dot Blot-Hybridisierungen mit amplifizierter (JA] Sonde aus 100 HCT116 Zellen
nach 1-PEP) bzw. nicht-amplifizierter cONA ([B] Sonde aus 150 ng doppelstréngiger cDNA
der gleichen Zdllfraktion). Gespottet waren jeweils Duplikate verschiedener Konzentrationen
(500 ng, 250 ng, 125 ng) gereinigtes PCR-Produkt der Gene CK20, GAPDH, B2M, P53
(Exon 5—10) und MSH2.

Expressionsunter suchungen mittels RZPD-Arrays

Aufgrund der relativ aufwendigen Herstellung der Dot Blots (Primer-Design, PCR-
Etablierung, Aufreinigung und Quantifizierung der PCR-Produkte vor dem Spotten) wurden
die Expressionsanalysen, v.a. auch im Hinblick auf die Untersuchung einer Vielzahl von
Genen parallel, mit Arrays des Deutschen Ressourcenzentrums fir Genomforschung GmbH
(RZPD) fortgesetzt. Diese Arrays bestehen aus Nylon-Membranen und enthalten
gewebespezifische menschliche cDNA-Bibliotheken in Form von 27648 im Duplikat
aufgetragenen Bakterien-Klonen. Die cDNA-Sequenzen der Bakterienplasmide an den
einzelnen Spots waren allerdings nicht bekannt, so da fiur die Aufklérung der
Hybridisierungssignale die entsprechenden Bakterien-Klone sequenziert wurden. Insgesamt
wurden aus acht verschiedenen Klonen, die reproduzierbare Signale bel der Hybridisierung
mit einer Sonde aus zehn Zellen (HCT116) nach I-PEP zeigten (Abb. 28), Sonden fir
nachfolgende Northern Blots hergestellt. Die Northern Blots dienten zur Uberpriifung der
Genexpression in nicht-amplifizierter RNA der gleichen Zel-Fraktion. Da die
Expressionsraten der untersuchten Gene im Northern Blot nicht verifiziert werden konnten,
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wurden die tatsachlichen Transkriptmengen durch die Amplifizierung offensichtlich
verfalscht. Mittels I-PEP amplifizierte cDNA erwies sich daher fir Array-Untersuchungen als

nicht geeignet.
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Abb. 28: RZPD-Filter mit Hybridisierungssignalen einer Sonde aus |-PEP-amplifizierter
cDNA von 10 Zelen (HCT116). Aus den Klonen 1 - 8 wurden Sonden fir folgende
Expressionsanalysen (Northern Blot) in nicht-amplifizierter RNA hergestellt (Klon 2 und 5
dienten dabel als Negativ-Kontrolle).

435 Molekulare Charakteriserung von isolierten Patienten-Zellen und
korrespondierendem solidem Tumor gewebe

Dieisolierten Zellen aus dem Knochenmark von sieben reprasentativ ausgewahlten Patienten
sollten anhand von Mutationen molekulargenetisch auf ihre Abstammung vom soliden
Tumorgewebe untersucht werden. Da aufgrund der geringen Zellzahlen (zwischen 13 und 48)
nur begrenztes Untersuchungsmaterial auf DNA- und RNA-Ebene zur Verfigung stand,
wurden zunachst Mutationen in den entsprechenden Tumorgeweben bestimmt, die dann
gezielt in den einzelnen Zellen 0Oberprift werden konnten. Eine komplexe
Genexpressionsanalyse mittels Array-Technik war nach den Ergebnissen aus 4.3.4 aufgrund
der geringen Zellzahl nicht méglich.

Nach Mikrodissektion des Tumorgewebes (Tumorzellanteil > 80 %) wurden die Exons 5 — 9
von P53 und die haufig betroffene ,,Mutation Cluster Region* des APC Gens sequenziert
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bzw. das Codon 12 des K-RAS-Gens mit einer enrichment-PCR untersucht. Sechs der sieben
Patienten wiesen tumorspezifische Mutationen im P53-Gen auf, bei einem Patienten war das
APC-Gen mutiert, und bei zwei Patienten konnte eine Mutation im Codon 12 des K-RAS

Gens nachgewiesen werden (Tab. 7).

Patient | Tumor Mutation Gen Codon | AS-Austausch
Pat. A | Magenkarzinom |CGC = TGC P53 Exon5 |158 Arginin = Cystein
Pat. B | Rektumkarzinom |CGT = TGT P53 Exon 8 | 273 Arginin = Cystein
Pat. C | Metastase Insertion/ Deletion | PS3 Exon 7 | 230
Mammakarzinom
Pat. D |Lebermetastase | CGG = TGG P53 Exon7 | 248 Arginin = Tryptophan
Kolonkarzinom |CGG = TGG P53 Exon 8 | 282 Arginin = Tryptophan
GGT ="~ K-RAS 12
Insertion / Deletion | APC 1320
Pat. E |Kolonkarzinom |TGT = TTT P53 Exon8 | 275 Cystein = Phenylaanin
GGT =" K-RAS 12
Pat. F | Kolonkarzinom |CGG = TGG P53 Exon 8 | 282 Arginin = Tryptophan

Tab. 7: Mutationen, die in Tumorgeweben von sieben Patienten bei der Uberpriifung haufig
mutierter Regionen von P53, APC und K-RAS detektiert wurden (X bei K-RAS ist keine
Aussage Uber den Nukleotidaustausch moglich, da die Mutation indirekt Uber den Verlust
einer Restriktionsenzymschnittstelle nachgewiesen wurde).

Aus Knochenmarksaspiraten isolierte Zellen (Patient A: 28; Patient B: 23; Patient C: 48;
Patient D: 20; Patient E: 20; Patient F. 26; Patient G: 13 Zellen) wurden fur die Extraktion
von DNA und RNA verwendet (siehe 3.4.3). Die Qualitéat der Nukleinsauren erwies sich
dabel ausreichend fur nachfolgende PCR-Reaktionen, da ale Zielsequenzen erfolgreich
amplifiziert werden konnten.

Die Region um Codon 12 von K-RAS, sowie die Exons 4 bis 10 des P53-Gens wurden in allen
Patientenzellen auf cDNA-Ebene sequenziert. Besonders bel P53 bot sich die Sequenzierung
der cDNA an, da hier Exon 4 bis 10 mit zwei PCR-Reaktionen amplifiziert werden konnten,
wéhrend die Sequenzierung auf DNA-Ebene Exon-weise erfolgen mul3. Bei Patient 04 wurde
zusétzlich eine Sequenzierung des APC-Gens auf DNA-Ebene durchgefihrt.

Die Mutationen, die bel den Patienten in den soliden Tumorgeweben vorhanden waren,
konnten in den bead-markierten Zellen aus dem Knochenmark nicht nachgewiesen werden.
Dartber hinaus zeigten die bead-markierten Zellen auch keine weiteren Mutationen in den
untersuchten Regionen von K-RAS oder P53.



DISKUSSION 85

5 Diskussion

Bel der Tumorprogression und Metastasierung treten in den Tumorzellen komplexe
phanotypische Verénderungen als Folge einer Akkumulation genetischer Veradnderungen auf.
Fehiregulationen auf transkriptioneller Ebene, die zu einem Uberangebot an Onkoproteinen
und dem Verlust regulatorischer Tumorsuppressoren fuhren, sind fir die speziellen
Eigenschaften und Fahigkeiten der Tumorzellen mit verantwortlich.

Eine verénderte Genexpression gegentiber dem Normalgewebe ist auch charakteristisch fir
kolorektale Karzinome (Zhang et a., 1997). Mehrere bekannte Mutationen in den
Tumorzellen betreffen z.B. Gene, deren entsprechende Proteinprodukte in regulatorischen
Signaltransduktionswegen involviert sind und demnach, ebenso wie die genomische
Instabilitdt und ein verandertes Methylierungsmuster, das Transkriptom der malignen Zellen
beeinflussen. Die Bestimmung von abnormal exprimierten Genen in kolorektalen Tumoren ist
daher ein vielversprechender Ansatz zur weiteren molekularen Charakterisierung dieser
Gewebe und ermoglicht die Identifizierung von Proteinen, die bei der malignen Progression
und Metastasierung beteiligt sind.

In dieser Arbeit wurde die Genexpression kolorektaler Karzinome und Lebermetastasen im
Vergleich zu normaler Darmschleimhaut untersucht, um  progressions-  bzw.
metastasi erungsrel evante, transkriptionelle Veranderungen in den neoplastischen Geweben zu
identifizieren.

Zusétzlich wurden Methoden zur Isolierung und Charakterisierung einzelner disseminierter
Tumorzellen entwickelt, um eine Grundlage fur weitere molekularbiologische Anaysen

dieser Zellen im Hinblick auf die Metastasierung kolorektaler Karzinome zu schaffen.

5.1 Genexpressionsanalysen mittels cDONA-Arrays

5.1.1 cDNA-Arrays

Die Array-Technik erméglicht ohne grofien Zeitaufwand die Bestimmung der Expression
einer Vielzahl von Genen simultan. In dieser Arbeit wurden vor alem die cDNA-Arrays Atlas
Human Cancer 1.2 (Clontech) verwendet, auf denen neben neun ,,Haushaltsgenen” insgesamt

1176 Zielgene enthaten sind. Diese Gene sind entweder als tumorrelevant bekannt oder
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wurden im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen beschrieben. Die Arrays ermoglichen

daher keine Identifizierung bisher unbekannter Gene. Alternativ wurden deshalb zu Beginn

des Projekts Arrays des RZPD (RessourcenZentrum / PrimaDatenbank im Deutschen

Humangenomprojekt) verwendet, auf denen gewebespezifische menschliche cDNA-

Bibliotheken in Form von 27.648 im Duplikat aufgetragenen Bakterien-Klonen enthalten

sind. Abgesehen davon, dal3 die RZPD-Arrays oftmals eine ungenigende Qualitdt hatten,

waren sie aus folgenden Griinden nicht fir weitere Experimente geeignet:

- die cDNA-Fragmente in den Bakterien waren nicht bekannt und muften einzeln nach
Anzichtung der entsprechenden Klone und Plasmid-Isolierung durch Sequenzierung
charakterisiert werden (aufgrund des Arbeitsaufwandes nicht fir ein Expressionsprofiling
geeignet)

- eshestand eine hohe Redundanz der Klone auf den Arrays

- esgab Hinweise auf mogliche Mischpopulationen an den einzelnen Spots

- keine ausreichende Verfugbarkeit (von Herstellerseite)

Die kommerziell erhdtlichen Atlas Human Cancer 1.2 Arrays waren dagegen qualitativ

hochwertig und erméglichten die zuverlassige Expressionsanalyse einer Vielzahl definierter

Gene pardlel. Da die Gene zwar von der Sequenz bekannt sind, aber in vielen Fallen noch

nicht im Zusammenhang mit der Progression kolorektaler Karzinome beschrieben wurden

bzw. noch weitgehend uncharakterisiert sind, boten auch diese Arrays die Moglichkeit zur

Identifizierung interessanter Genexpressionsveranderungen.

5.1.2 Patientenmaterial

Insgesamt wurden 25 kolorektale Tumoren, normales Darmepithel derselben Patienten und 14
Lebermetastasen fir die Erstellung von Genexpressionsprofilen mittels Array-Technik
verwendet. Bel der Auswahl der Tumorproben wurde bevorzugt auf Patienten geachtet, von
denen sowohl ein Primartumor als auch eine Metastase zur Verfiigung standen. Desweiteren
wurden Tumoren mit unterschiedlich invasivem Stadium (pT1 - pT4) und Lymphknotenstatus
(NO - N2) in die Untersuchungen eingeschlossen. Die Selektion der Patientenproben erfolgte
mit dem Ziel, Veranderungen der Genexpression wéahrend der Progression und

Metastasierung kolorektaler Tumoren zu erfassen.
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Auch andere Arbeitsgruppen haben mittlerweile Uber Array-Expressionsanalysen von
kolorektalen Tumorgeweben und Metastasen berichtet (Tab. 7). Allerdings wurde hier keine
systematische Untersuchung der verschiedenen Tumorstadien (pT1 - pT4) im Vergleich zu
korrespondierenden L ebermetastasen durchgefihrt.

Tab.7
Material Array (Ziel- Auswertung Autor, Jahr
Sequenzen)
Zéllinien: Atlas-Array, Clontech |Paarweiser Vergleich  |Backert et
3 X aus nicht-neopl astischer (588) der Gewebegruppen a., 1999
Kolonschleimhaut
3 X mit muzinésem Phénotyp
3 X mit nicht-muzintsem Phanotyp
40 Karzinome (darunter eine Affymetrix Hum6000 |Clusteranalyse (2.000 |Alonetd.,
M etastase eines der Tumoren) (3.200 Gene, 3.400 Gene) 1999
22 normal e K olongewebe ESTs)
Zéllinien EB und EB1
Zéllinien: AtlasHuman 1.2 cDNA |Paarweiser Vergleich  |Hernandez et
KM12C (nicht-metastasierend) Expression Array, a., 2000
KML4A (metastasierende Variante |Clontech (ca. 1.200)
von KM12C)
KM20
1 x normale Darmschleimhauit,
Primértumor und Metastase eines
Patienten
4 Adenome und korrespondierende |Human 6500 GeneChip |Clusteranalyse (1.096  |Notterman et
normale Darmschleimhaut (6.000 Gene und ESTs) |Gene) inkl. 18 Tumor- |al., 2001
und Normalgeweben aus
Alon et al., 1999
Paarweiser Vergleich
der Gewebegruppen
2 x Karzinom und Atlas human cDNA Paarweiser Vergleich | Tsunoda et
korrespondierende normale expression array (588 a., 2001
Darmschleimhaut Gene)
8 x Karzinom und Eigene Herstellung aus |Paarweiser Vergleich  |Kitahara et
korrespondierende normale 9.216 Genen und ESTs a., 2001
Darmschleimhaut
Zéllinien: Eigene Herstellung aus |Paarweiser Vergleich  |Hegdeet d.,
KM12C 19.200 Genen und ESTs 2001
KM12L4A (metastasierende
Variante von KM12C)
KM12SM (metastasierende
Variante von KM12C)
SW480 (aus einem Primartumor)
SW620 (aus einer LK-Metastase
des gleichen Patienten wie SW480)
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Fortsetzung Tab. 7

Material Array (Zidl- Auswertung Autor, Jahr
Sequenzen)
10 Priméartumoren Eigene Herstellung aus  |Paarweiser Vergleich Y anagawa et
10 korrespondierende 9.121 Genen und ESTs a., 2001
L ebermetastasen
Zéllinien: Affymetrix HuGene FL |Paarweiser Vergleich  |De Lange et
KM12C array (5.600) al., 2001
KM12L4A
KM12SM
Pool aus 9 Primértumoren GDA 1.2,1.3; Incyle- |Paarweiser Vergleich  |Pinheiro et
Pool aus 3 Primértumoren Genomics, Inc. (18.376) a., 2001
Pool aus korrespondierenden
Normal geweben
12 fortgeschrittene Primértumoren  |Colonochip, eigene Paarweiser Vergleich  |Takemasa et
Pool aus 12 x normaler Schleimhaut|Herstellung (4.608) a., 2001
Zéllinien Eigene Herstellung Paarweiser Vergleich  |Otsukaet al.,
SW480 (2.280) 2001
SW620
15 Lebermetastasen Custom Expression Korrdationvon 2.146 |Platzer et dl.,
8 Zellinien aus Lebermetastasen-  |Monitoring DNA Transkripten mit 2002
Biopsien Microarray; Affymetrix |amplifizierten Regionen
9 Normal gewebe vom Kolon GeneChip technology  |7p, 8q, 13 g, 20 q (CGH)
(ca. 55.000)

Tab. 7. Veoffentlichungen Uber Genexpressionsanalysen bel kolorektalen Karzinomen,
L ebermetastasen bzw. kolorektalen Zellinien mittels cDNA-Array-Technik.

Fir die Erstellung der Expressionsprofile wurden in dieser Arbeit manuell mikrodissezierte
Tumorareale verwendet, in denen durch einen Pathologen ein Anteil von mindestens 70 %
Tumorzellen bestétigt worden war. Eine Laser-assistierte Mikrodissektion wurde aus den
folgenden zwei Griinden nicht durchgefhrt:

- Aufgrund des geringen Ausgangsmaterials wére eine Amplifikation der isolierten RNA
erforderlich gewesen, da eine Mindestmenge von 2 pg RNA fir die Array-
Hybridisierungen benétigt wurde.

- An der malignen Progression epithelialer Tumoren sind nicht nur die Tumorzellen,
sondern auch das mesenchymale Tumorstroma aktiv beteiligt (Liotta et al., 2001).
Genexpressionsverdnderungen in den Stromazellen sollten daher ebenfalls berlicksichtigt
werden.

In jedem Fall missen abnormal exprimierte Gene zur genauen Lokalisation der Expression,

auch nach Mikrodissektion, in Tumor- und Stromazellen untersucht werden. In

mikrodisseziertem Tumormaterial Uberexprimierte Gene, wie z. B. das BIGH3-Gen (Kitahara,

et a., 2001; siehe Tab. 7), kdnnen in den Stromazellen des Tumors eine weitaus hohere
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abnormale Expression zeigen (Buckhaults et al., 2001). Das Tumorstroma wird deshalb
heutzutage sogar als Angriffspunkt neuer Krebstherapien diskutiert (Liotta et al., 2001 [2]).
Moglicherweise sind auch Proteine, die vom Tumorstroma produziert werden, as
diagnostische Marker geeignet (Buckhaults et al., 2001).

Auch zur Klassifizierung von Tumoren mittels Clusteranalyse scheint eine Mikrodissektion
nicht erforderlich bzw. nicht vorteilhaft zu sein. In aktuellen Arbeiten, in denen nach
Genexpressionsanalysen eine Subgruppierung von Tumorgeweben bei verschiedenen soliden
Tumoren wie Lungen- und Mammakarzinomen oder Melanomen gelang, wurde nur ,, grob
disseziertes’ Patientenmaterial verwendet (Garber et al., 2001, Bhattacharjee et a., 2001,
Sorlie et a., 2001, Bittner et a., 2000).

5.1.3 Expressionsanalysen

Die Ergebnisse von Array-Expressionsanalysen haben einen sehr umfangreichen
Informationsgehalt, aus dem Uberschaubare Daten selektiert werden miissen. Ein paarweiser
Vergleich von Daten ist moglich, wenn einzelne bzw. gepoolte Gewebe oder Zell-Linien
untersucht werden (siehe Tab. 7; Hernandez et al., 2000; Pinheiro et al., 2001; Tsunoda et al.,
2001; Hegde et a., 2001; De Lange et a., 2001; Otsuka et al., 2001) bzw. wenn die
Expressionsdaten gewebespezifisch zusammengefaldt werden (Backert et al., 1999; Notterman
et a., 2001). Be der Untersuchung mehrerer Proben kann auch eine paarweise Anayse
korrespondierender Gewebe erfolgen und die Anzahl der Fale bestimmt werden, die von
einer bestimmten Genexpressionsdnderung betroffenen sind (Kitahara et al., 2001; Y anagawa
et al., 2001; Takemasaet a., 2001).

Clusteranalysen wurden bisher zur Auswertung von Genexpressionsdaten kolorektaler
Tumorgewebe nur von Alon und Notterman durchgeftihrt (Alon et al., 1999; Notterman et al.,
2001). Alon fand eine relativ deutliche Trennung der Tumorgewebe von den
korrespondierenden Normal geweben, eine Subgruppierung der Tumorgewebe blieb alerdings
unkommentiert. Auch Notterman, der mit einer Clusteranalyse die Expressionsdaten von vier
Adenomen sowie 18 Tumor- und Normalgeweben aus der Arbeit von Alon untersuchte,
konzentrierte sich auf die Separation der Adenome, Tumorproben und Normalgewebe und

korrelierte die Subgruppierung der Tumorgewebe nicht mit klinischen Informationen.
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In dieser Arbeit wurden verschiedene Ansétze zur Auswertung der Expressionsdaten gewahit:
- paarweiser Vergleich der Genexpression von Tumor- und Normalgeweben
- Clusteranalyse zur Organisation aller Expressionsprofile

- dtatistische Auswertung zur Identifizierung differentiell exprimierter Gene

5.1.3.1 Paarweiser Vergleich von Tumor- und Normalgeweben

Ein paarweiser Vergleich der 25 Tumor- und entsprechenden Normalgewebe diente zur
Identifizierung von Genen, die in kolorektalen Karzinomen eine verdnderte Genexpression
aufweisen. Um deutliche Unterschiede zwischen neoplastischen und nicht-neoplastischen
Geweben darzustellen, wurden daher definierte Kriterien zur Selektion differentiell
exprimierter Gene verwendet. In Tabelle 2 wurden nur Gene aufgelistet, die in mehr als 25 %
der untersuchten Félle eine mehr as vierfache differentielle Genexpression zeigten. Bel der
Interpretation der Tabelle mussen daher folgende Tatsachen beriicksichtigt werden. Einige
Gene waren generell in Tumorgeweben differentiell exprimiert, allerdings lag die Grofse der
differentiellen Expression teilweise unter der definierten Auswahlgrenze (Faktor 4). Z.B.
BIGH3, MIC1, MYC, CKS, ERBB3 und MMP11 zeigten in den meisten bzw. allen
Tumorgeweben eine Uberexpression und besitzen daher offensichtlich eine besondere
Bedeutung fur kolorektale Karzinome. Andererseits war die Anzahl der dysregulierten Gene
in den Tumoren weit hdher alsin der Tabelle genannt. Viele der Gene zeigten jedoch ein sehr
heterogenes Expressionsmuster zwischen den Geweben und fielen daher bei weniger als 25 %
der Patienten auf. Diese Gene kennzeichnen deutlich die Individualitét der verschiedenen
Tumoren, auf der wiederum z.B. ein unterschiedlicher Verlauf der Erkrankung basieren

konnte.

5.1.3.2 Clusteranalyse

Zur ldentifizierung von Tumor-Subgruppen und gruppenspezifischen Expressionsmustern
wurde mit den Expressionsdaten der 25 Tumor- bzw. Normal gewebe und 14 L ebermetastasen
eine Clusteranalyse (Software Cluster und TreeView; Eisen et al., 1998) durchgefihrt.

Vergleich von Tumor- und Nor malgewebe

Tumor- und Normalgewebe wurden bel der Clusteranayse voneinander getrennt und an den
zwel Hauptasten eines Dendrogrammes angeordnet (Abb. 15). Die grof3en Absténde zwischen
den verschiedenen Gewebetypen im Dendrogramm sind ein Hinweis auf deutliche

Unterschiede im Expressionsprofil.
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Ein Tumorgewebe befand sich in der Gruppe der Normalgewebe. Durch die histologische
Begutachtung des Tumors wurde alerdings ausgeschlossen, dal3 der Tumorzellantell in
diesem Gewebe unter der definierten Mindestgrenze von 70 % lag. Dartberhinaus lief3 das
Expressionsprofil des Tumors auf dem Array typische tumorspezifische Verdnderungen
erkennen. Der Grund fur die Gruppierung konnte daher nicht nachvollzogen werden und
beruhte offenbar auf subtilen Expressionsdaten, die es der Software nicht ermdglichten, den
Tumor zu den anderen neopl astischen Geweben zu gruppieren.

Zur Kontrolle wurde ein Array von normalem Leberparenchym eines Patienten hergestellt
(Patient 11) und in die Clusteranalyse miteinbezogen. Das Expressionsprofil der Leber war
den normalen Darmgeweben offensichtlich dhnlicher als den Tumorgeweben und wurde
daher, allerdings als separater Ast, innerhalb der Gruppe der Normal gewebe eingeordnet. Der
Abstand zwischen Leber- und Darmgeweben im Dendrogramm weist dabei aber auf deutliche

Expressionsunterschiede zwischen den verschiedenen Gewebetypen hin.

Sieben der untersuchten Priméartumoren wurden im Rahmen der Routinehistologie auf eine
Mikrosatelliteninstabilitét getestet, wobel vier Tumoren (Patienten 3, 5, 28, 30) as
Mikrosatelliten-stabil (MSS) und drei Tumoren (Patienten 13, 16, 27) as -instabil (MSI)
bewertet wurden. In der Clusteranalyse zeigte sich jedoch keine Trennung der MSS- von den
M SI-Tumoren, da die Expression der untersuchten Gene offenbar zu wenig variierte.

Trotz deutlicher Unterschiede im Karzinogenese-Mechanismus zwischen MSS- und MSI-
Tumoren (, Tumorsuppressor-Pathway*  bzw. ,Mutator-Pathway“, Ubersicht siehe in
Rischoff et al., 1998) ist eine ahnliche Genexpression der Tumoren durchaus vorstellbar, da
wichtige biochemische Signalwege in beiden Tumortypen von Mutationen betroffen sind.
Zum Beispiel treten APC-, K-RAS und P53-Mutationen sowie variable
Inaktivierungsmechanismen im  TGFB  (transforming growth  factor  beta)-
Signaltransduktionsweg sowohl in MSS- a's auch in MSI-Tumoren auf (Huang et al., 1996;
lonov et al., 1993; Aatonen et a., 1993; Lazar et al., 1994; Grady et al., 1999). Diese
Mutationen beeinflussen letztendlich auch die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren und somit
die Expression vieler Gene. Allerdings muf3 auch berlicksichtigt werden, dal3 die Zahl der
untersuchten MSI-Tumoren moglicherweise zu gering war, um in der Clusteranayse eine

separate Gruppierung dieser Gewebe zu erreichen.
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Vergleich der ver schiedenen Tumor gewebe

Die Tumorgewebe wurden von der Software in zwei verschiedene Subgruppen klassifiziert,

die mit der histopathologischen Einteilung der verschiedenen Tumoren korrelierte. Die

Gruppen wurden daher nach eigener Definition als ,,low stage” und , high stage” bezeichnet.

Ersichtlich aus der Lange der Dendrogramm-Aste ist, dai? sich die low stage- und die high

stage-Gruppe in der Genexpression weniger deutlich voneinander unterschieden als die

Normalgewebe von den Tumorproben.

- Die Subgruppe 1 (low stage) enthdlt alle untersuchten pT1-, pT2-, und pT3-Tumoren, die
entweder nicht metastasiert waren oder ene relativ geringe |ymphogene
Metastasierungsrate  aufwiesen (maxima finf Metastasen in 25 untersuchten
Lymphknoten). Nur zwei der pT3-Tumoren waren hdmatogen metastasiert. Die
L ebermetastasen dieser Tumoren wurden ebenfalls in diese Subgruppe klassifiziert.

- Die Subgruppe 2 (high stage) enthdlt alle Ubrigen Lebermetastasen (elf von 14), alle pT4-
Tumoren und zwei fortgeschrittene pT3-Tumoren. Einer dieser pT3-Tumoren war bereits
in alle 21 untersuchten Lymphknoten metastasiert, der andere Tumor war sowohl
lymphogen als auch hdmatogen metastasiert.

Um die Robustheit der Klassifizierung zu Uberprifen, wurde eine weitere Clusteranalyse

durchgefihrt, in die nur die Expressionsprofile der Tumorgewebe eingesetzt wurden (Abb.

17). Die Gruppierung der Gewebeproben zeigte sich unverandert bis auf die erwadhnten pT3-

Tumoren der high stage-Gruppe, die nun der low stage-Gruppe zugeordnet wurden, alerdings

mit deutlichem Abstand zu den Ubrigen Geweben. Die Zusammensetzung der low stage- und

high stage-Gruppe sowie die Tatsache, dal3 die fortgeschrittenen pT3-Tumoren nicht
eindeutig einer der beiden Subgruppen zugeordnet werden konnten, 183t vermuten, dal3 die

Bildung der Gruppen bel den Clusteranalysen auf Genexpressionsdifferenzen basierte, die

zwischen pT1/ pT2/ pT3-Tumoren und pT4-Tumoren bestehen.

Die zwei hdmatogen metastasierten pT3-Tumoren, die einschliefdlich der korrespondierenden
Lebermetastasen in der low stage-Gruppe enthalten waren, zeigten klinische Auffélligkeiten.
Ein pT3-Tumor stammte von einem 27-jahrigen Patienten, bei dem zusétzlich zum Karzinom
20 Adenome entfernt werden muf3ten und daher der Verdacht auf eine attenuierte Form einer
FAP (familial adenomatous polyposis) besteht. Der zweite pT3-Tumor, der bei einem 61-
jahrigen Patienten entfernt wurde, war zum Zeitpunkt der Operation nicht lymphogen aber
bereits hamatogen metastasiert und zeigte einen fulminanten klinischen Verlauf. 4 Monate

bzw. 12 Monate nach der Operation des Primartumors wurden trotz Chemotherapie eine
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weitere Lebermetastase entfernt und eine Knochenmarkskarzinose diagnostiziert. Der Patient
verstarb 21,5 Monaten nach der Operation des Primartumors. In beiden Fallen ist denkbar,
dai3 bisher nicht identifizierte, biologische Faktoren fir eine hamatogene Metastasierung in
den Tumoren vorhanden waren, die sich allerdings nicht im allgemeinen Expressionsmuster
zeigten bzw. zu gering waren, um eine Abtrennung von den dbrigen Tumoren durch die

Cluster-Software zu erreichen.

Vergleich von Primartumoren und korrespondierenden L eber metastasen

Von sechs Patienten konnten zusdtzlich zum Primértumor insgesamt sieben
korrespondierende Lebermetastasen untersucht werden. Die verschiedenen Gewebe derselben
Patienten wurden durch die Clusteranalyse in den gleichen Subgruppen angeordnet, in vier
Falen sogar an den gleichen Endverzweigungen des Dendrogrammes. Interessant war, dal3
zwei Metastasen im Dendrogramm direkt benachbart zum Tumor gruppiert wurden, obwohl
sie eineinhalb bzw. vier Monate nach dem Priméartumor reseziert worden waren und ein
Patient zwischenzeitlich eine Chemotherapie erhalten hatte. Offensichtlich ist zwischen den
Expressionsprofilen korrespondierender Tumorgewebe der Patienten eine grolRe Ahnlichkeit
vorhanden, die selbst Gber Monate relativ stabil in den neoplastischen Geweben bestehen
kann. Die geringen Genexpressionsveranderungen, die in der Metastase eines Patienten trotz
Chemotherapie nachgewiesen wurden, deuten auf die Resistenz des neoplastischen Gewebes
gegeniber der medikamentdsen Behandlung hin. Diese Vermutung Korreliert mit der
Tatsache, dal3 ein grof3er Anteil vitales Tumorgewebe innerhalb der Metastase vorhanden war.
Eine enge Gruppierung von Gewebeproben desselben Patienten in der Clusteranayse wurde
auch von Perou und Garber bei Expressionsanalysen an Mamma- und Lungenkarzinomen
beobachtet (Perou et al., 2000; Garber et al., 2001). Das Untersuchungsmaterial von Perou
enthielt Gewebeproben von 20 Mammakarzinomen vor und nach Chemotherapie bzw. zwei
Priméartumoren und korrespondierende Lymphknotenmetastasen. In der Clusteranalyse
wurden 19 der 22 Gewebepaare an den gleichen Endverzweigungen des Dendrogrammes
angeordnet. Auch bei Garber sind alle Gewebepaare gleicher Patienten direkt benachbart im
Dendrogramm zu finden.

Die molekulare Multistep-Karzinogenese ist bei kolorektalen Tumoren  mit
Genexpressionsdnderungen assoziiert, was sich in einer Trennung der Normal gewebe von den
Karzinomen bzw. Adenomen in der Clusteranalyse zeigt (eigene Arbeit; Notterman et a.,
2001). Nach den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnen aber metastasierte Karzinome und

Metastasen durch Clusteranalysen nicht deutlich von den weniger fortgeschrittenen
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Tumorstadien abgegrenzt werden, da offenbar keine einheitlichen Genexpressionsdnderungen
vorhanden sind. In diesem Zusammenhang ist besonders ein kirzlich veréffentlichtes Modell
zur Metastasierung von Tumoren interessant (Brabletz et al., 2001). Den Autoren zufolge ist
fir die Metastasierung gut differenzierter Tumoren nicht eine deutliche Akkumulation
metastasi erungsspezifischer genetischer Veranderungen oder stabiler Expressionsunterschiede
in den Tumorzellen verantwortlich. Vielmehr induziert die unmittelbare Tumorzell-
Umgebung an der Invasionsfront eine transiente Dedifferenzierung der Tumorzellen zu einem
mesenchymalen Phanotyp, wodurch die Migrations- und Disseminationsfahigkeit dieser
Zellen gefordert wird. Bel der Bildung einer Metastase im Sekundérorgan erfolgt die
Redifferenzierung der Tumorzellen zum epitheliden Phanotyp, assoziiert mit dem
Expressionsverhalten des Primartumors. Wenig differenzierte Primartumoren dagegen zeigen
bereits einen grof3en Verlust epithelialer Eigenschaften, so dal’3 der Metastasierungsprozel3
ohne eine zusétzliche transiente Transdifferenzierung erfolgen kann (Brabletz et a., 2001).
Auch dieser Fall setzt keine spezifischen Genexpressionsdifferenzen zwischen Primértumor

und M etastase voraus.

Die enge Gruppierung in der Clusteranalyse besagt, dal3 die Expressionsprofile zwischen
Primértumor und Metastase in vielen Félen offenbar groRere Ahnlichkeiten zueinander
zeigen als zu den Ubrigen Gewebeproben. Trotzdem konnen zwischen den verschiedenen
neoplastischen Geweben enes Patienten geringe aber mdglicherweise wesentliche
Expressionsdifferenzen vohanden sein, die bei einer Clusteranalyse methodisch bedingt nicht
erkennbar sind. Paarweise Vergleiche der Expressionsprofile von Primértumoren und
korrespondierenden Metastasen wurden deshalb ebenfalls durchgefihrt und werden unter
5.1.3.4 diskutiert.

5.1.3.3 Statistische Auswertung zur Ermittlung differentiell exprimierter Gene
Eine datistische Auswertung (Mann-Witney-U-Test) wurde durchgefiihrt, um Gene zu
identifizieren, deren Expression sich zwischen Tumor- (einschliefdlich Metastasen) und

Normalgeweben bzw. der low stage- und high stage-Gruppe unterscheidet.

Differentiell exprimierte Gene zwischen Tumor- und Nor malgewebe

Eine Uberexpression im neoplastischen Gewebe zeigten die Gene mehrerer Transkriptions-
faktoren, Proteine des Zellzyklus, der Proliferation und Signaltransduktion sowie
Zytoskelettelemente und mit der extrazelluléaren Matrix (ECM) assoziierte Molektle (Tab. 5).
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Einige dieser Gene sind bereits im Zusammenhang mit der Progression kolorektaler
Karzinome bekannt, was die Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzt. Bis auf wenige Ausnahmen
fielen die Gene, die mit Hilfe der Statistik als differentiell exprimiert identifiziert wurden,
auch beim paarweisen Vergleich der einzelnen Tumor- und Normalgewebepaare auf (siehe
Tab. 2).

Unter den Uberexprimierten Transkriptionsfaktoren befinden sich bekannte Onkoproteine wie
MY C, aber auch E1A-F (adenovirus E1A enhancer-binding protein) und AP-4 (activating
enhancer-binding protein 4), die bisher nicht bei kolorektalen Tumoren untersucht wurden,
sowie FRA1 (FOS ike antigen 1).

E1A-F ist ein Mitglied der ETS (E26 transformation specific)-Onkogen-Familie. Der
Transkriptionsfaktor spielt offensichtlich Uber die Aktivierung der Expression von
Metalloproteinasen eine wichtige Rolle bel der Tumorzell-Invasion (Higashino et a., 1995;
Kayaet al., 1996; Hiroumi et a., 2001). E1A-F ist besonders interessant, da die Expression in
dieser Arbeit weitgehend tumorspezifisch war und Transkripte in den meisten
Normalgeweben nicht nachgewiesen werden konnten. Dartberhinaus wurde beim paarweisen
Vergleich von Tumor- und Normalgewebe festgestellt, dal’ der Transkriptionsfaktor in 80 %
der Tumoren deutlich Uberexprimiert war und demnach zu den ,allgemein differentiell
exprimierten Genen gehort. Beide Befunde weisen auf eine besonderer Bedeutung von E1A-F
in kolorektalen Karzinomen hin. Die Ursache der erhdhten Transkription von E1A-F beruht
moglicherweise auf einer Induktion des Gens durch HGF (hepatocyte growth factor; Hanzawa
et a., 2000). HGF ist ein Wachstumsfaktor, der bekanntermal3en in kolorektalen Karzinomen
Uberexprimiert ist (Wielenga et al., 2000) und dessen Rezeptor (MET) in dieser Arbeit
ebenfalls eine deutlich erhthte Expression in den neoplastischen Geweben aufwies.

Der Transkriptionsfaktor AP-4 ist ein helix-loop-helix Protein, dessen Gen in der untersuchten
normalen Darmschleimhaut gering transkribiert war und deswegen im Tumorgewebe trotz
relativ schwacher Transkriptionsrate eine deutliche Uberexpression zeigte. Mdglicherweise
aufgrund der geringen Transkription gibt esin der Literatur keine direkten Hinweise auf eine
Betelligung von AP-4 bel der Entstehung maigner Erkrankungen. Allerdings ist eine
Bindestelle fur AP-4 im Promotor von IGFBP2 (insulin-like growth factor binding protein 2)
bekannt (Badinga et a., 1998), das bei vielen malignen Erkrankungen tberexprimiert wird
(Hoeflich et al., 2001).

FRA-1 wurde kirzlich als Zielgen des [3-catenin-Tcf / Lef (T cell-factor / lymphoid-enhancer-
factor)-Komplexes identifiziert (Mann et al., 1999), einem Transkriptionsfaktor, der as Folge
eines aktivierten WNT-Signaltransduktionsweges die Transkription vieler progressions-
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relevanter Gene stimuliert. Die Uberexpression von FRA-1 konnte durch die Tatsache erklart
werden, dal3 der WNT-Signaltransduktionsweg in den meisten kolorektalen Tumoren durch
Mutationen im APC-Gen betroffen ist und dadurch eine konstitutive Aktivierung aufweist.
Eine Bedeutung fur die Transkription besitzt auch das HMGI (high mobility group protein 1),
ein Mitglied der HMG Nicht-Histon-Chromatinprotein Familie, das spezifisch mit einer Reihe
von Transkriptionsfaktoren interagiert und deren Bindung an induzierbare Gene stimuliert.
HMGI wurde bereits bei einer Vielzahl verschiedener Tumoren als Tumormarker beschrieben
und ist auch bel kolorektalen Karzinomen als potentieller diagnostischer Marker bekannt (Abe
et al., 1999).

Es wurde weiterhin beobachtet, da? die Gene mehrerer Zellzyklus-Proteine in den
neoplastischen Geweben abnormal exprimiert waren, was auf eine Dysregulation des
Zellzyklus in den malignen Zellen hindeutet. Unter den Genen, die in den Tumorgeweben
Uberexprimiert waren, befanden sich die Gene fir die Serin-Threonin-Proteinkinasen PLK1
(polo-like kinase) und WEEL, Cyclin A, PA2G4 (proliferation-associated 2G4, 38kD, ein
p38-2G4 homolog), CDC25B (cell division cycle 25B), sowie CKS1 und CKS2 (cyclin-
dependent kinase regulatory subunit 1 und 2). CDKN2B (cyclin-dependent kinase 4 inhibitor
B) war in vielen Tumoren geringer exprimiert alsim Normalgewebe.

PLK 1 und Cyclin A sind bekanntermaf3en in kolorektalen Tumoren Uberexprimiert
(Macmillan et a., 2001; Handa et al., 1999). PLK1 ist eine Serin-Threonin-Proteinkinase, die
in verschiedenen Stadien der Mitose aktiv ist und u.a. an der Aktivierung von Zelzyklus-
Kinasen und der Bildung des Spindelapparates beteiligt ist (Smits et a., 2000). Eine
Uberexpression des Gens besitzt bei mehreren soliden Tumorerkrankungen prognostische
Relevanz (Tokumitsu et al., 1999; Knecht et al., 1999). Cyclin A, das fir eine gesteigerte
katalytische Aktivitét der CDK2 in der S- und G2-Phase verantwortlich ist, wurde auch bei
kolorektalen Karzinomen mit einer unglinstigen Prognose assoziiert.

PA2G4 ist identisch mit dem ERBB3-bindenden Protein EBP1 und wird auch als Mitglied im
ERBB3-regulierten Signaltransduktionsweg diskutiert (Yoo et al., 2000). Die Expression von
PA2G4 wurde bisher nicht in menschlichen Geweben untersucht. Im Zusammenhang mit der
kolorektalen Karzinogenese wurde das PA2G4-Gen allerdings kirzlich bet MSI-Tumoren
unter den haufigsten bis dato nicht beschriebenen mutierten Regionen identifiziert (Mori et
a., 2001). Experimente mit Zellinien ergaben Hinweise auf eine antiproliferative Wirkung
des Proteins durch Assoziation mit dem Produkt des Retinoblastom-Gens RB (Xia et al.,



DISKUSSION 97

2001). Der regulatorische Signaltransduktionsweg, der diese Wechselwirkung kontrolliert, ist
aber bisher nicht aufgeklart.

Das Gen von WEEL, einem Protein mit antiproliferativer Wirkung, zeigte sich in den
Tumorgeweben ebenfalls Uberexprimiert. Eine verstérkte Expression von WEEL in der G1-
und der S-Phase wurde kurzlich durch Bindung des Transkriptionsfaktors AP-1 im Promoter
von WEEZ1 erklért und soll wahrscheinlich einen vorzeitigen Eintritt in die Mitose verhindern
(Kawasaki et al., 2001). Ob diese Funktion im Tumorgewebe vorhanden ist, scheint allerdings
aus mehreren Grinden fraglich. Einerseits wird die inhibitorische Phosphorylierung, die
WEE1 am Tyrosin 15 der CDK1 (cyclin dependent kinase 1) vornimmt, anscheinend durch
das Protein CABLES (CDK5 and ABL enzyme substrate) vermittelt, welches in den meisten
kolorektalen Karzinomen aufgrund eines LOH am Chromosom 18 g nicht vorhanden ist (Wu
et a., 2001). Andererseits ist die Phosphatase CDC25B, die als Gegenspieler von WEEL
CDK1 durch Dephosphorylierung wieder aktiviert, ebenfalls in den meisten untersuchten
Tumorgeweben Uberexprimiert (Tab. 2). Eine abnormal hohe Expression von CDC25B in
Tumorgeweben wurde kirzlich auch als Marker fir eine signifikant schlechtere Prognose bel
Patienten mit kolorektalen Karzinomen beschrieben (Takemasa et al., 2000).

Bisher relativ unerforscht bei der Progresson maligner Tumoren sind die CDK-
regulatorischen Untereinheiten CKS1 und CKS2. Uber die Funktion von CKS2 in humanen
Geweben gibt es bisher keine Informationen. CKSL ist u. a. durch seine Funktion bei der
Ubiquitinylierung von P27, einem CDK-Inhibitor, am Ubertritt der Zellen in die S-Phase
beteiligt (Ganoth et al., 2001; Spruck et al., 2001) und wird auf Transkriptionsebene durch
TGFB reprimiert (Simon et a., 1995). Die gesteigerte Expression von CKS1, die in dieser
Arbeit in den neoplastischen Geweben gefunden wurde, kann mdglicherweise durch die
Tatsache erklart werden, dal3 der regulére TGFB-Signaltransduktionsweg in vielen
kolorektalen Karzinomen inaktiviert ist (Grady et a., 1999). In diesen Zusammenhang paldt
auch die verminderte Expression von CDKN2B. Die Transkription dieses Gens wird
normalerweise durch TGFB aktiviert und ist an der Hemmung von Cyclin-abhangigen
Kinasen beim TGFB-vermittelten Zellzyklus-Arrest beteiligt (Hannon et a., 1994).
Neuerdings wird auch eine direkte Interaktion von MY C mit den Komponenten des TGFB-
Signaltransduktionsweges SMAD2 und 3 bel der Inhibition der Transkription von CDKN2B
vermutet (Feng et al., 2002).

Ein weiteres Gen, das in den untersuchten Tumoren eine deutlich héhrere Expression zeigte

als in den Normalgeweben, ist BIGH3. Dieses Gen wurde 1992 aus einer humanen Lungen-
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Adenokarzinom-Zellinie nach Behandlung mit TGFB isoliert (Skonier, et a., 1994) und wird
daher auch as TGFBI (transforming growth factor, beta-induced, 68kD) bezeichnet. Eine
klinische Bedeutung besitzt BIGH3 bisher vor allem bei mehreren Formen von vererbter
Hornhautdystrophie. Bei betroffenen Personen ist BIGH3 mutiert, das Gen-Produkt Kerato-
Epithelin verursacht deshalb Ablagerungen in der Hornhaut, die zur Erblindung fuhren
konnen (Munier et al., 1997). Mittlerweile ist bekannt, dal3 Kerato-Epithelin vor alem in der
extrazelluldren Matrix lokalisiert ist und ein Motiv besitzt, das als Ligand fur die Bindung an
mehrere Integrine Zell-Adhasion vermitteln kann. Denkbar ist daher, da3 BIGH3 Uber die
Integrin-Bindung auch an der Migration von Tumorzellen beteiligt ist.

MIC1 (macrophage inhibitory cytokine 1; alternativ PLAB placental BMP) ist ein Mitglied
der TGFB-Superfamilie, das normalerweise vor allem in der Plazenta stark exprimiert wird
und auch im Serum schwangerer Frauen nachweisbar ist. Da MIC1 die Proliferation von
Granulozyten und Makrophagen inhibieren kann (Hromas et a., 1997), wird vermutet, dal3
MIC1 das Wachstum eines Feten unterstiitzt, indem es die Produktion proinflammatorischer
Zytokine im maternalen Gewebe unterdrtickt (Moore et al., 2000). Eine Aufgabe von MIC1
bei der Progression von Tumoren kénnte demnach darin bestehen, kdrpereigene Immunzellen
zu reprimieren und die Tumorzellen dadurch vor einem Angriff des Immunsystems zu
schitzen.

Eine deutlich erhthte Expression von BIGH3 und MIC1 wurde kirzlich auch mittels SAGE-
Analyse in kolorektalen Karzinomen und Adenomen festgestellt (Buckhaults et al., 2001). Im
Hinblick auf eine potentielle klinische Anwendung, z.B. fir serologische Tests zur
Friherkennung einer kolorektalen Tumorerkrankung, wurde die Expression der beiden Gene
in den Tumorgeweben ndher charakterisiert. Dabei wurde nachgewiesen, dal3 die Transkripte
von BIGH3 und MIC1 sowohl aus den Tumorzellen a's auch aus den mesenchymalen Zellen
des lokalen Tumorstromas stammen. Sollten die Produkte der genannten Gene tatséchlich
eine Bedeutung bei der Tumorprogression besitzen, ist der Befund ein weiteres Beispiel fir

die aktive Beteiligung des nicht-neoplastischen Stromas an der Progression von Tumoren.

Unter den Genen, die in dieser Arbeit eine deutlich verminderte Expression in mehreren
kolorektalen Karzinomen zeigten, befand sich das Gen fur das BENE-Protein. BENE zeigte
auch bel Notterman, Kitahara und Takemasa (siehe Tab. 7) eine reduzierte Transkription in
den untersuchten Tumoren. Da Kitahara relativ reine Tumorzell-Populationen im Vergleich
zu normalen Epithelzellen untersuchte (Laser-Mikrodissektion), stammen die detektierten

Expressionsdifferenzen (zumindest anteilig oder sogar vollstdndig) aus den malignen
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epithelialen Zellen. Bisher wurde BENE nur in einer Arbeit néher charakterisiert. De Marco
untersuchte die Lokalisation des Proteins in einer endothelidlen Zellinie und fand eine
Akkumulation des BENE-Proteinsin GEM (glycolipid- and cholesterol-enriched membrane)-
, Rafts* (de Marco et a., 2001). Aufgrund der Tatsache, dal3 , Rafts* seit einigen Jahren als
Anker- und Transportvesikel fir Proteine diskutiert werden und vermutlich auch im Hinblick
auf die intrazelluldre Signaltransduktion von Bedeutung sind (Simons and Ikonen, 1997),
kénnte BENE ein interessantes Mol ekl fir weitere Untersuchungen darstellen.

Eine sehr deutliche Reduktion der Transkriptionsrate zeigte auch UGT2B15 (microsomal
UDP-glucuronosyltransferase 2B15). Wahrend das Gen in den meisten Normal geweben eine
sehr hohe Expression aufwies, war es in den Tumoren und Metastasen kaum bzw. gar nicht
nachweisbar. Die UGT2B15 gehort zu einer Familie von Enzymen, die eine Kopplung von
Glucuronsdure an zahlreiche endogene und xenobiotische Substanzen katalysieren und
dadurch deren Inaktivierung, Detoxifizierung und Ausscheidung ermdglichen. Da die Enzyme
auch fur die Glucuronisierung von Steroidhormonen und karzinogenen Komponenten
verantwortlich sind (Green et a., 1994; Strassburg et al., 1999), ist eine Beteiligung an der

Tumorgenese durchaus vorstellbar und sollte weiter untersucht werden.

Differentiell exprimierte Gene zwischen der low stage- und der high stage-Tumor guppe
Bel der Untersuchung von unterschiedlich weit fortgeschrittenen Tumoren und Metastasen
wurden nur geringe Unterschiede in der Genexpression festgestellt. Eine statistische
Auswertung ergab, dal} die meisten Gene entweder nur maidig differentiell exprimiert waren
oder keine hohe Signifikanz im Hinblick auf eine differentielle Expression besal3en.
Unterschiede in den Expressionsmustern, die sich durch die Bildung der Subgruppen bel der
Clusteranalyse andeuten, sind demnach offensichtlich eher subtil bzw. uneinheitlich. Auch bei
den Genen, die zwischen den Gruppen mit statistischer Signifikanz differentiell exprimiert
waren, mufd berticksichtigt werden, dal3 zumindest teilweise mathematische Kriterien fur die
Auswahl mitverantwortlich waren. Da Gruppen betrachtet wurden, handelt es sich bel den
gefundenen Differenzen um gruppenspezifische Phadnomene, die durch deutliche
Expressionswerte weniger Gewebeproben beeinfluf3t werden kénnen.

Weiterhin wurde beobachtet, dal3 sich fir einige Gene Expressionsunterschiede zwischen der
low stage- und high stage-Gruppe schon zwischen den entsprechenden Normalgeweben
andeuten. Eine (im Median) mehr als dreifach erhohte Expression zeigte sich in den
korrespondierenden Normalgeweben der high stage-Gruppe, z.B. fir CDC37 (cell division
cycle 37 homolog), ELF4 (E74-like factor 4; myeloid ELF1-like factor), RHOB (ras homolog
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gene family, member B) und BAP (B-cell receptor-associated protein). Dagegen waren DCK
(deoxycytidine kinase), PDGFB (platelet-derived growth factor beta), RATSL (Abb. 29) und
DSC3 (desmocollin 3) in den korrespondierenden Normalgeweben der high stage-Tumoren
geringer exprimiert als in den korrespondierenden Normalgeweben der low stage-Tumoren.
Dal3 es sich hierbei um ein methodisches Artefakt handelt, ist unwahrscheinlich, da dieser
Trend nur bei wenigen Genen auftrat und beim Haushaltsgen TXBP151 (Tax 1 binding
protein 151) nicht beobachtet wurde (Verhdltnis des Medians der zur low stage- und high
stage-Gruppe korrespondierenden Normalgewebe ist genau 1; Abb. 29). Ob und inwieweit die
Gene, die schon in der Normalschleimhaut zwischen Patienten differentiell exprimiert sind,
als Tumorpromotoren zur malignen Progression beitragen kdnnen, ist ein interessantes Thema
fur weitere Arbeiten.

Zu den Genen, die in der high stage-Gruppe geringer exprimiert waren als in der low stage-
Gruppe, aber schon in den Normalgeweben der high stage-Tumorpatienten eine verminderte
Expression aufwiesen, gehdrt z.B. RATSL. Das Gen (Synonym RA538) wurde aus einer
Ospohaguskarzinom-Zellinie nach Retinsaurebehandlung isoliert. Es wurde bereits gezeigt,
da? RATSL1 Differenzierung und Apoptose induzieren kann und die Expression von MYC
reduziert (Chen et a., 2000). Da mit Ausnahme einer Arbeit die wenigen Informationen Uber
RATSL in chinesischen Fachzeitschriften veroffentlicht wurden, ist das Gen bisher noch
weitgehend unbekannt und dementsprechend interessant fir weitere Untersuchungen.

Eine deutlich erhdhte Expression in den high stage-Tumoren gegeniiber den low stage-
Tumoren zeigten z.B. die Gene HDAC?2 (histone deacetylase 2) und EIF3-P116 (eukaryotic
tranglation initiation factor 3 beta subunit; Abb. 30). Die Histon Deacetylasen scheinen bei
Vertebraten im Komplex mit MeCP2 (methyl-CpG binding protein 2) bei der Methylierungs-
abhangigen Repression von Genen beteiligt zu sein (Nan et al., 1998; Jones 1998). MeCP2
bindet dabel selektiv an methylierte DNA-Sequenzen. Durch die folgende Deacetylierung
wird entweder eine Kondensation des Chromatins verursacht oder durch die stérkere
Assoziation deacetylierter Histone an die DNA eine Bindung von Transkiptionsfaktoren
verhindert (Bestor, 1998). EIF3-P116 gehort zum Trandlationsinitiationsfaktor 3, einem aus
mehreren Untereinheiten zusammengesetzten Proteinkomplex. Verschiedene Untereinheiten
aus diesem Komplex sind bereits im Zusammenhang mit malignen Tumoren beschrieben
worden. Wéahrend z.B. bel verschiedenen Arten von Lungenkrebs das Gen fur die
Untereinheit P170 Uberexprimiert ist (Pincheira et a., 2001), zeigt P40 bel Brust- und
Prostatakrebs eine Amplifikation und Uberexpression (Nupponen et al., 1999).
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Abb. 29: Ubersicht tiber die Expression von RATSL und TXBP151 in Normalgeweben und
Tumoren bzw. Metastasen der low stage- und high stage-Gruppe, relativ zu einem Referenz-
Array (siehe 3.12.3). 1 bis 15: Normalgewebe korrespondierend zu den Tumoren der low
stage-Gruppe (14 und 15 gehdren zu den metastasierten pT3-Tumoren von Patient 6 und 8);
16 bis 23: Normalgewebe korrespondierend zu den Tumoren der high stage-Gruppe; 24 bis
41: Tumoren bzw. Metastasen der low stage-Gruppe; 42 bis 59: Tumoren bzw. Metastasen
der high stage-Gruppe.
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Abb. 30: Ubersicht (iber die Expression von HDAC2 und EIF3-P116 in Normalgeweben und
Tumoren bzw. Metastasen der low stage- und high stage-Gruppe, relativ zu einem Referenz-
Array (siehe 3.12.3). 1 bis 23: Normalgewebe; 24 bis 41: Tumoren bzw. Metastasen der low
stage-Gruppe; 42 bis 59: Tumoren bzw. Metastasen der high stage-Gruppe.
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Drei Gene zeigten sowohl zwischen Normal- und Tumorgeweben, als auch zwischen der low
stage- und der high stage-Gruppe eine statistisch signifikant differentielle Expression. EIF3-
P116 und WEEL (siehe oben) waren in den Normal geweben gering exprimiert und zeigten mit
zunehmender Progression eine deutlich erhohte Expression. PDGFB (siehe 5.1.3.4) dagegen
war in den Normalgeweben hoch exprimiert, zeigte in den Tumoren der low stage-Gruppe
eine geringere Expression und war in den Tumoren und Metastasen der high stage-Gruppe
kaum mehr nachweisebar. Da eine kontinuierliche Zunahme oder Abnahme der Expression
von Genen wahrend der Tumorprogression auf einer klonalen Selektion von Tumorzellen
beruhen kann, die durch die abnormale Genexpression einen Wachstumsvorteil gegentber
den benachbarten Zellen erlangen, sind EIF3-P116, WEE1 und PDGFB interessante Gene

und sollten durch weitere Untersuchungen naher charakterisiert werden.

5.1.34 Paarweiser Vergleich von Primartumoren und korrespondierenden
L eber metastasen

Unter den Geweben, die in dieser Arbeit untersucht wurden, befanden sich sechs
Primartumoren und korrespondierende L ebermetastasen derselben Patienten. Da die einzelnen
Gewebe-Paare eine sehr dhnliche Genexpression aufwiesen, konnten bei der Suche nach
allgemeingultigen Expressionsdifferenzen nur zwolf Gene identifiziert werden, die in mehr
als drei der sechs Metastasen gegeniiber den entsprechenden Primartumoren mindestens um
den Faktor zwei differentiell exprimiert waren (Tab. 4).

Zu den Genen, die in den untersuchten Metastasen eine hdhere Expression zeigten als in den
entsprechenden Primartumoren, gehdrt DAP12 (DNAX activation protein 12), dessen
Proteinprodukt bisher v.a. im Zusammenhang mit der Signaltransduktion in ,natdrlichen
Killer Zellen* (NK)-Zellen beschrieben wurde (Lanier et al., 1998). Dagegen sind FN
(fibronectin) und VTN (vitronectin), die als Bestandteile der extrazellulé&ren Matrix (ECM)
ebenso wie das in der ECM lokalisierte Glykoprotein SPARC (secreted protein acidic and
rich in cysteine precursor) an der Migration, Adhésion und Signaltransduktion von Zellen
beteiligt sind, bekanntermalien in kolorektalen Tumoren Uberexprimiert (Inufusa et a., 1995;
Tomasini-Johansson et al., 1994; Porte et al., 1995). Auch VEGF (vascular endothelial
growth factor precursor), ein wichtiger Regulator der Tumorangiogenese, und MM P9 (matrix
metalloproteinase 9) wurden bereits im Zusammenhang mit der kolorektalen
Tumorprogression beschrieben (Lee et al., 2000; Roeb et al., 2001).

Bisher nicht mit kolorektalen Tumoren assoziiert wurden CPBP (core promoter element
binding protein) und TIS11B (tetradecanoyl phorbol acetate [ TPA]-inducible sequence 11).
Es wurde allerdings festgestellt, dal3 eine erhthte Expression von CPBP nur in Metastasen
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von Patienten auftrat, bel denen die Expression des Gens im Primartumor gegenlber dem
Normalgewebe vermindert war. TIS11B ist im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen
bisher nur as prognostisch unginstiger Faktor bestimmter Leukamieformen beschrieben
(Shimadaet al., 2000). Bei kolorektalen Tumorzellen wurde festgestellt, dal3 die Transkription
des Gens durch die Fettséure Butyrat reprimiert wird (Maclean et al., 1998). Butyrat ist ein
Fermentationsprodukt der Darmbakterien und wird von kolorektalen Epithelzellen
aufgenommen und verstoffwechselt. Die erhdhte Transkription von TISB11 in den
Lebermetastasen konnte demnach auf einer geringeren Butyrat-Konzentration in der Leber

beruhen.

Unter den Genen, die in den Metastasen der Patienten eine geringere Expression zeigten asin
den Primértumoren, befinden sich die Gene fur die Rezeptor-Tyrosinkinase TIEL (tyrosine
kinase with immunoglobulin and EGF factor homology) und PDGFB (platel et-derived growth
factor B subunit precursor), einer Untereinheit des Rezeptor-Tyrosinkinase-Liganden PDGF
(platelet-derived growth factor). Eine Uberexpression von TIEL ist z.B. fir Magen- und
Mammakarzinome beschrieben (Lin et al., 1999; Tseng et a., 2001). Im Gegensatz dazu
wurde bel kolorektalen Karzinomen und Metastasen eine reduzierte Transkription des Gens
beobachtet (Chen et al., 1999). In dieser Arbeit war die Expresson von TIEL1 nur in
Metastasen erniedrigt, deren Korrespondierende Primartumoren eine Uberexpression
gegeniber dem Normalgewebe zeigten. Die Expression von PDGFB dagegen war im
Normalgewebe hoch, zeigte dann eine kontinuierliche Abnahme zwischen der low stage- und
high stage-Gruppe, und wurde nur noch geringfigig in den Metastasen nachgewiesen. Diese
Tatsache steht in einem gewissen Widerspruch zu dem Befund, dald PDGFB offenbar eine
mitogene Wirkung auf PDGF-Rezeptor-tragende mesenchymale Zellen ausibt und im
Zusammenhang mit Angiogenese bzw. Proliferation von Tumorstroma diskutiert wird
(Mendelsohn et a., 2001). Demnach wére eine erhohte Expression des Gens in neoplastischen
Geweben zu erwarten. Die Bedeutung von PDGFB in kolorektalen Karzinomen sollte daher
weiter abgeklart werden, entsprechende Untersuchungen sind bisher nicht bekannt.

Ein weiteres Gen mit verminderter Expression in den Metastasen ist das Gen fir DCK
(deoxycytidine  kinase), enem Enzym, das an der Heselung von
Desoxynukleosidphosphaten beteiligt ist. DCK ist essentiell fur die Aktivierung bestimmter
Nukleosid-analoger Chemotherapeutika, die v.a. bei malignen hdmatol ogischen Erkrankungen
eingesetzt werden (Ruiz van Haperen et a., 1994 [1]; Kakihara et a., 1998).

Dementsprechend wird eine Inaktivierung des Enzyms als moglicher Resistenzmechanismus
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gegentiber den entsprechenden Medikamenten diskutiert (Veuger et a., 2000; Ruiz van
Haperen et a., 1994 [2]). In dieser Arbeit zeigte DCK auch in mehreren Primartumoren eine
reduzierte Expression gegentiber den entsprechenden Normal geweben (Tab. 2).

NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin) ist ein 25 kDa Protein, das urspringlich
aus neutrophilen Granulozyten isoliert wurde, immunhistochemisch aber mittlerweile auch in
epithelialen Zellen verschiedener normaler und neoplastischer Gewebe nachgewiesen wurde
(Stoesz et al., 1998; Friedl et a., 1999). Die Funktion des Proteins ist nicht vollstandig
geklart, alerdings ist bekannt, dal3 NGAL an die Metaloproteinase MMP9 (s.0.) bindet und
diese vermutlich stabilisieren kann (Yan et al., 2001). Uber diese Funktion kénnte NGAL eine
Funktion bei der Tumorprogression besitzen, da die MMP9 an der Tumorinvasion, der
Angiogenese und der Aktivierung von TGFB beteiligt ist (Yu and Stamenkovic, 2000). NGAL
war in funf der sechs Primartumoren gegentiber dem Normal gewebe deutlich Uberexprimiert,
zeigte allerdings in drel der sechs untersuchten Metastasen gegentber dem Primértumor eine
stark verminderte Expression. Ein dhnliches Expressionsmuster von NGAL wurde auch von
Nielsen beschrieben, der in Lymphknotenmetastasen NGAL-positiver kolorektaler Karzinome

keine Expression dieses Gens nachweisen konnte (Nielsen et al., 1996).

Bei der Auswertung wurde daher fir drei verschiedene Gene, CPBP, TIE und NGAL,
beobachtet, da? Expressionsveranderungen, die sich im Tumor gegeniber dem
Normalgewebe zeigten, in den korrespondierenden Metastasen nicht vorhanden waren. Dieser
Befund beruht vermutlich darauf, dald innerhab eines Tumors stets eine gewisse
Heterogenitdt der Tumorzellen bestent und nicht ale Tumorzellen identische
Expressionsmuster aufweisen. Die Absiedelung einzelner neoplastischer Zellen ohne die
entsprechende Transkription fuhrt dazu, dal3 tumortypische Expressionseigenschaften in den
Metastasen nicht nachgewiesen werden konnen. Alternativ ist auch denkbar, dal3 die
metastasierenden Tumorzellen den Priméartumor verlassen haben, bevor sich Tumorzell-Klone
mit einer veranderten Genexpression im Primartumor durchsetzten. Weiterhin ware moglich,
dal’ die Expressionsunterschiede auf Differenzen in der Mikroumwelt der verschiedenen
neoplastischen Gewebe beruhen, die Einflu auf die Transkription der genannten Gene

nehmen.

Insgesamt muld allerdings festgestellt werden, dal3 die oben beschriebenen Gene nicht
spezifisch fir metastasierende Tumorzellen sind. Einerseits basieren mehrere der

beobachteten Expressionsdifferenzen vermutlich auf einer verdnderten Genexpression im
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Tumorstroma (z.B. DAP12, FN und VTN). Andererseits sind die meisten Gene, die in
Metastasen eine abnormale Expression zeigen, schon wdahrend der Progression von
Primartumoren auffalig exprimiert (z.B. FN, SPARC, TIE1, PDGFB, DCK und NGAL).
Trotzdem verweisen die Gene auf genetische Eigenschaften von Lebermetastasen kolorektaler
Karzinome und sollten daher grundsétzlich auf eine kausale Bedeutung bel der
M etastasierung Uberpruft werden.

Vergleich eigener Expressionsdaten zur Metastasierung mit Ergebnissen anderer
Arbeiten

Auch mehrere andere Arbeitsgruppen haben in den letzten Jahren mit der Identifizierung von
metastasierungsrel evanten Genen bel kolorektalen Karzinomen mittels cDNA Array-Technik
begonnen. Bei vier in Tabelle 7 genannten Arbeiten wurden dabei Zelinien mit
unterschiedlichem Potential zur Bildung von Metastasen verwendet (Hernandez et al., 2000;
Otsuka et al., 2001; De Lange et al., 2001; Hegde et a., 2001). Der Hintergrund dieses
experimentellen Ansatzes beruht auf der Annahme, dal3 Zellinien mit geringem Potential zur
Metastasierung und deren stark metastasierende Varianten bzw. Zellinien aus Priméartumor
und Metastase desselben Patienten aufgrund ihrer genetischen Verwandtschaft eine &hnliche
Expression der meisten Gene zeigen und sich vor allem in metastasierungsrelevanten Genen
unterscheiden.  Wahrend Hernmandez und  Otsuka nur  wenige  deutliche
Genexpressionsunterschiede fanden, verdffentlichten De Lange und Hegde jeweils Listen mit
vielen abnormal exprimierten Genen. Bel Zellkultur-Modellen ist allerdings eine weitere
Uberpriifung dieser Gene notwendig, um auszuschlieRen, daR eine differentielle
Genexpression durch verschiedene experimentelle Techniken und Selektionskriterien bei der
Etablierung der Zellinien sowie durch die herrschenden Kulturbedingungen bedingt ist.

Expressionsanalysen an Patientenmaterial wurden von Yanagawa und Hernandez
durchgefuihrt (Hernandez et al., 2000; Yanagawa et al., 2001; siehe auch Tab. 7). Wahrend
Y anagawa die Genexpression von Lebermetastasen im Vergleich zum korrespondierenden
kolorektalen Primartumor bel zehn Patienten untersuchte, beschrankte sich Hernandez auf
einen Fall, alerdings zusdzlich im Vergleich zur normalen Darmschleimhaut. In
letztgenannter Studie konnten keine Gene identifiziert werden, die zwischen Primartumor und
Lebermetastase differentiell exprimiert waren. Yanagawa dagegen berichtet von 40 bzw.
sieben der insgesamt 9121 untersuchten Gene (0,5 %), die in mehr als 50 % der
Lebermetastasen im Vergleich zum entsprechenden Primartumor Uberexprimiert bzw.

unterreprasentiert waren.
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Der Befund, dal3 mittels Array-Technik in diesen Arbeiten sowie bei den eigenen
Expressionsanalysen nur wenige Expressionsunterschiede zwischen Tumoren und
korrespondierenden Metastasen identifiziert werden konnten, korreliert auch mit Daten einer
kiarzlich vertffentlichten Arbeit zur differentiellen Genexpression zwischen metastasierten
und nicht-metastasierten Kolonkarzinomzellen mittels SAGE-Analyse (Saha et a., 2001).
Nach dem Vergleich von Uber 20.000 verschiedenen Gentranskripten wurde nur ein Gen mit
homogener Uberexpression in den metastasierten Zellen identifiziert. Ob das entsprechende
Protein, die Tyrosinphosphatase PRL3 tatsachlich eine kausale Bedeutung beim
M etastasi erungsprozef? hat, ist allerdings noch nicht bekannt.

Es ist adlerdings vorstellbar, dald in dieser Arbeit keine deutlichen Expressionsdifferenzen
zwischen Primartumoren und Metastasen bestanden, weil in den fortgeschrittenen Tumoren
moglicherweise schon grof3e Anteile metastasierungsfahiger Tumorzellpopulationen enthalten
waren. Aus diesem Grund wurde mittels statistischer Auswertung auch nach differentiell
exprimierten Genen zwischen metastasierten und nicht metastasierten Primartumoren gesucht,
wobei alerdings keine deutlichen Kandidatengene identifiziert werden konnten. Denkbar
bleibt aber trotzdem, dald neben bestimmten Grundvoraussetzungen zur Metastasierung, die
bereits wéhrend der Tumorgenese erworben werden, Zellen verschiedener Tumoren durch
einzelne, eher individuelle biologische Eigenschaften, zur Metastasierung beféhigt werden.
Gruppenspezifische, statistische Auswertungen erfassen solche Veranderungen nicht.
Aul¥erdem konnte mit den Arrays nur eine Auswahl an Genen untersucht werden, so dal3 nicht

ale potentiell metastasierungsrelevanten Gene berticksichtigt werden konnten.

5.1.4 Bestatigung der differentiellen Genexpression mittelsreal-time PCR

Da die Array-Hybridisierungen vor allem eine ,Screening*-Anayse zur Identifizierung
auffallig exprimierter Gene darstellen, muf3 die Expression zumindest einzelner Gene
représentativ mit einer unabhangigen Methode Uberpriift werden. Eine fir diese Anwendung
weitaus elegantere Moglichkeit as der Northern Blot bietet die quantitative RT-PCR am
LightCycler (siehe 3.6.5). Das Prinzip der relativen Quantifizierung der Genexpression
zwischen Normal- und Tumorgewebe beruht darauf, in beiden Gewebetypen mit Hilfe von
PCR-Amplifikationen die Expression interessanter Gene (Zielgene) relativ zu einem stabil

exprimierten Gen (Haushaltsgen) zu bestimmen. Eine differentielle Genexpression liegt vor,
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wenn das Verhdltnis der Expression von Zielgen und Haushaltsgen im Tumorgewebe
gegentiber dem Normalgewebe verandert ist. Spezielle Software, die fur den LightCycler
erhdltlich ist (Relative Quantification Software), ermdglicht auch die exakte Quantifizierung
der Expression von Genen, bel denen die PCR-Reaktionen verschiedene Amplifizierungs-
effizienzen besitzen.

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Haushaltsgene auf ihre Eignung als Referenzgen
Uberprift (4.1.3.2). Das TXBP151 (Tax 1 binding protein 151) und die HD1 (histone
deacetylase 1) kamen in Betracht, well sie offensichtlich in vielen adulten Geweben stabil
exprimiert werden (Warrington et a., 2000). Die PBGD (Porphobilinogendeaminase) ist ein
bekanntes Haushaltsgen, und die PCR fir B2M (beta-2-microglobulin) war bereits im Labor
etabliert. TXBP151 wurde schliefdlich als Referenzgen fur die Quantifizierungsanalysen am
LightCycler ausgewahlt, weil die Expression des Gens zwischen den untersuchten Tumor-
und Normalgeweben am wenigsten variierte (siehe auch Abb. 29, B). Konventionelle
Haushaltsgene wie z.B. ACTB (actin, beta) und GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) kamen als Referenzgene nicht in Betracht, da sie in dieser und anderen
Arbeiten zwischen normalem und neoplastischem Gewebe differentiell exprimiert waren (z.B.
Eickhoff et al., 1999; Kitahara et al., 2001).

Als Zielgene fur die Verifizierung einer differentiellen Expression wurden MIC1, CKS2,
BIGH3, MYC, UGT2B15, NGAL und IFITM1 ausgewahlt (4.1.3.1). Die Entscheidung fur
diese Gene basierte auf mehreren Uberlegungen. Zunachst sollten Exon- und Intron-
Sequenzen in den Genen bekannt sein, damit Primer gezielt Uber Exon-Exon-Grenzen gelegt
werden konnten. Diese Malinahme diente dazu, die Amplifizierung von genomischen
Sequenzen zu vermeiden und eine hohere Spezifitdt der entsprechenden PCR zu erreichen.
Angaben zur Lage von Introns und Exons in Genen wurden dabei v.a. in der Datenbank des
Human Genome Working Draft der UCSC (University of California, Santa Cruz
http://genome.ucsc.edu) gefunden, wéahrend sich die Genbank des National Center for
Biotechnology Information (http://www.nchi.nlm.nih.gov) oft as nicht informativ erwies.
Weiterhin wurde bei der Auswahl der Gene darauf geachtet, dal? neben bekannten Onkogenen
wie MYC im Hinblick auf weitere Untersuchungen auch die Expression von Genen analysiert
wurde, deren genaue Funktion nicht geklart ist, bzw. die bisher nicht ndher bei kolorektalen
Karzinomen untersucht wurden.

In der LightCycler-Analyse zeigte sich eine hohe Spezifitdt bei der Amplifizierung der
Transkripte von Haushaltsgen und Zielgenen (Abb. 13). Neben den sorgféltig ausgewahlten

Primersequenzen wurde dies auch durch eine hot start-PCR unterstiitzt. Aufgrund der hohen
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Spezifitét konnten alle PCR-Reaktionen fur die Quantifizierung der Genexpression verwendet
werden.

Bel den durchgefihrten Arbeiten wurde die Expression der genannten Gene im Normal- und
Tumorgewebe von insgesamt sieben verschiedenen Patienten untersucht (Tab. 3). Bei vier
Patienten erfolgte daraufhin ein Vergleich zu entsprechenden Ergebnissen aus Array-
Experimenten. Dabel wurde festgestellt, dal3 die Tendenz und meistens auch die
GrofRenordnung der differentiellen Expression mit dem LightCycler verifiziert werden konnte.
Die Gewebe der anderen Patienten, von denen keine Expressionsdaten bekannt waren, wurden
verwendet, um die algemeine Gliltigkeit der Expressionsdifferenzen zu untersuchen. Auch in
diesen Geweben wurde eine differentielle Expression der untersuchten Gene festgestellt,

wodurch die Ergebnisse der Array-V ersuche zusétzlich abgesichert wurden.

515 Vergleich der eigenen Expressonsdaten mit Array-Analysen anderer
Arbeitsgruppen

Eine Meta-Analyse der bisher vertffentlichten Genexpressionsanalysen ist ohne spezielle
Software-Programme nicht durchfihrbar, da in den verschiedenen Arbeiten unterschiedliche
Arrays benutzt wurden und die untersuchten Gene haufig unter verschiedenen Namen und
Accession-Nummern aufgefiihrt sind. Es wurde allerdings Uberpriift, ob Gene, die in dieser
Arbeit eine deutliche differentielle Expression zeigten (Tab. 2 und 5, Normal- versus
Tumorgewebe; Tab. 4, Primdrtumoren versus Metastasen; Tab. 6, low stage- versus high
stage-Gruppe) auch in den Orginalveroffentlichungen anderer Arbeiten (Tab. 7) as aufféllig
differentiell exprimiert beschrieben sind. Diese Gene wurden in Tabelle 8 zusammengefalt.

Notterman et al., 2001 CDC25B 1, CKX2 1, UGT2B15 |, BENE |

Kitahara et al., 2001: CDC25B 1, EIF3-P116 t, HMGI 1, IFITM1 1, BIGH3 1,
BENE |

Takemasa et a., 2001: VEGF 1, SPARC 1, BENE |

Tsunodaet al., 2001: Cyclin A 1, SPARC 1, BIGH3 t, FN 1, MMP11 1, VEGF 1,

MYC 1, RHOB 1, RATS |

Tab. 8: Gene, die sowohl in dieser Arbeit als auch in anderen Array-Expressionsanalysen
(Tab. 7) bei kolorektalen Karzinomen Expressionsveranderungen zeigten (1 : Uberexprimierte
Gene; |: unterreprasentierte Gene). RHOB war in dieser Arbeit in der high stage-Gruppe
hoher exprimiert as in der low stage-Gruppe, VEGF zeigte beim Vergleich der
Primértumoren versus Metastasen eine erhdhte Expression in den Metastasen. Alle Ubrigen
Gene stammen aus dem Vergleich von Normal- und Tumorgewebe.
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Insgesamt kann festgestellt werden, dal3 zwischen den verschiedenen Arbeitsgruppen ein hohe
Varianz unter den jeweils genannten differentiell exprimierten Genen bestand. Die
unterschiedlichen Ergebnisse beruhen dabei zum Teil auf der verschiedenen Auswahl an
Genen, die in den Array-Hybridisierungen untersucht wurden, zum Teil vermutlich aber auch
auf der experimentellen Durchfihrung, wie z.B. der unterschiedlichen Probenvorbereitung
(Dissektion der Patientengewebe).

Gene, die von verschiedenen Arbeitsgruppen in kolorektalen Karzinomen und
Lebermetastasen als differentiell exprimiert identifiziert wurden, deuten auf allgemeinguiltige,
stabile Expressionsdifferenzen in diesen Tumorgeweben hin und sind besonders interessant

fUr weitere Untersuchungen.

5.2 Methode zur ssmultanen I solierung von RNA und DNA aus einzelnen /
wenigen Zellen fir multiple molekulare Analysen

Zur Zeit tbliche Methoden und kommerziell erhédltliche Kits fur die Isolierung von DNA bzw.
RNA konzentrieren sich in der Regel auf die Extraktion einer der beiden Nukleinsduren.

Fur bestimmte Fragestellungen bzw. wenn nur begrenztes Untersuchungsmaterial zur
Verfigung steht, ist alerdings eine simultane Isolierung von RNA und DNA aus denselben
Proben vorteilhaft. Die beschriebenen Methoden, einschliefdlich dem Reagenz TRIZOL (Life
Technologies), sind Ublicherweise Modifikationen einer Phenol / Cloroform-Extraktion
(Chomczynski and Sacchi, 1987), die sich nur zum Teil fur die Anayse kleinerer
Gewebeproben und geringer Zellzahlen eignen (z.B. Chou et al., 1996; Ddbbeling et al., 1997,
Evanset a., 1998; Daniel et a., 1999).

Mit dem Ziel, einzelne Tumorzellen auf DNA- und RNA-Ebene zu untersuchen, wurde
deshalb in dieser Arbeit eine Methode zur simultanen Isolierung der beiden Nukleinsduren
entwickelt (3.4.3), die sich bei einer systematischen Uberpriifung als hoch zuverlsssig erwies.
So konnten z.B. mit funf Zellen in alen durchgefihrten DNA- und cDNA-PCR-
Amplifikationen positive Signale erhalten werden (Abb. 24, 25). Mutationen waren auf RNA-
Ebene auch in Transkripten von Einzelzellen nachweisbar (Abb. 26). Es wurde auf3erdem
gezeigt, dal3 Transkripte hoch exprimierter Gene wie GAPDH mit 1 / 13 Aliquot der cDNA
aus Einzelzellen durchaus ohne Préamplifikation (I-PEP) amplifizierbar sind (Abb. 25). Die
entwickelte Methode ist somit prinzipiell fur die Nukleinséureisolierung und damit der
molekularbiologischen Charakterisierung einzelner Zellen, wie z.B. disseminierter

Tumorzellen geeignet.
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Uberpriift wurde auch, ob sich mittels I-PEP (Dietmaier et al., 1999) amplifizierte cDNA fiir
guantitative Analysen in Array-Experimenten eignet. Expressionsdifferenzen, die zwischen
préaamplifizierten cDNA-Molekilen festgestellt worden waren, lieRen sich aber in der
urspringlichen mRNA-Population nicht verifizieren, so da3 von einer relativ starken
Verschiebung der Transkriptmenge bel der Amplifikation ausgegangen werden mufdte (4.3.4).
Dal} die Expressionsmuster in vergleichenden Analysen Aussagen Uber Expressions-
differenzen zulassen, ist alerdings vorstellbar. Ebenso kénnte weiter untersucht werden, ob
und wie weit am Beginn der Préaamplifikation eine lineare Transkriptvermehrung stattfindet.
In diesem Zusammenhang wurde auch die SMART-PCR getestet, die eine lineare
Préamplifikation von cDNA-Transkripten verspricht und daher fir quantitative
Genexpressionsanalysen geeignet erscheint (3.6.2). Das herkdmmliche Protokoll wurde dabei
so modifiziert, dal3 bei einzelnen spezifischen PCR-Amplifikationen mit zehn Zellen positive
Signale erhalten wurden (Daten nicht gezeigt). Da diese Mindestmenge im Hinblick auf die
erwartete Zahl disseminierter Tumorzellen jedoch zu hoch erschien, wurde der Ansatz nicht
weiter verfolgt. Allerdings stellt das entwickelte Protokoll méglicherweise fir andere

Fragestellungen eine ausreichend sensitive Methode dar.

5.3 Isolierung und molekulare Charakteriserung disseminierter
Tumor zellen aus dem Knochenmark

Untersuchungen zur molekularen Charakterisierung disseminierter Tumorzellen wurden
bisher v.a. an immunzytochemisch geférbten Zellen sowie an Zellinien, die aus |ebenden
disseminierten Zellen etabliert worden waren, durchgefiihrt (Pantel et al., 1991; Offner et a.,
1999; Putz et a., 1999). Um einzelne vitale Zellen fir molekulare Analysen zu gewinnen,
solltein dieser Arbeit eine Methode entwickelt werden, disseminierte Tumorzellen lebend aus
Knochenmarksaspiraten von Patienten mit gastrointestinalen, epithelialen Tumoren zu
isolieren. Die Voraussetzung hierfir ist die Unterscheidung der Tumorzellen von den
normalen Knochenmarkszellen, durch eine Markierung der Tumorzellen mit tumor- oder
epithelspezifischen Oberflachenmarkern. Die ldentifizierung der Tumorzellen erfolgte in
dieser Arbeit mit dem Antikoérper BerEP4, der als hoch-spezifisch fur zwe epitheliale
Glykoproteine beschrieben ist (Latza et al., 1990). Da die Antikdrper an magnetische beads
gekoppelt waren, konnten die bead-markierten Tumorzellen mit Hilfe eines Magneten
angereichert und unter mikroskopischer Kontrolle mit einem Mikromanipulator einzeln aus

der Suspension entfernt werden.
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Von 82 Patienten konnten allerdings nur in wenigen Falen einzelne vitale, markierte Zellen
in Knochenmarksaspiraten identifiziert werden (Abb. 20 A - D). Die meisten detektierten
bead-gebundenen Zellen waren morphologisch nicht mehr intakt (bis zu 48 Zellen bei 30 %
der Patienten), siehe Abbildung 20, E —H.

Um einen molekularbiologischen Beweis zu erbringen, dal3 es sich bei den markierten Zellen
tatséchlich um Tumorzellen handelt, wurde versucht, tumorspezifische Mutationen in den
Zellen nachzuweisen. Mit diesem Ziel wurde bei sechs Patienten, von denen jeweils mehrere
aufféllige Zellen isoliert worden waren, zunachst nach Mutationen im Primartumor gesucht.
Dabel konnten insgesamt sieben P53-Mutationen (Sequenzierung Exon 5-9), zwei K-RAS
Mutationen (Enrichement-PCR Codon 12; modifiziert nach Trimper et a., 1994) und eine
APC-Mutation (Sequenzierung der mutation cluster region; Yashima et a., 1994) im
Tumorgewebe nachgewiesen werden. Auffallig war, dal3 funf Punktmutationen des P53-Gens
auf dem Austausch von Cytosin gegen Thymin in einer CG-Sequenz beruhten und damit
typisch fur einen bekannten M utationsmechanismus sind, bei dem durch Desaminierung eines
methylierten Cytosins die Base Thymin entsteht.

Keine der Mutationen konnte allerdings in den isolierten Zellen identifiziert werden, so dal3
sich die Abstammung vom Tumorgewebe nicht beweisen lief3. Die Tatsache, dal? keine P53-
Mutationen identifizierbar waren, steht im Einklang mit einer anderen Arbeit, in der ebenfalls
keine Mutationen des P53-Gens bei disseminierten Zellen nachgewiesen werden konnten
(Offner et al., 1999), obwohl P53-Defekte haufig bei invasiven, kolorektalen Tumoren
beschrieben wurden (Fearon and Vogelstein, 1990). K-RAS-M utationen wurden bisher nur bel
zwel Patienten exemplarisch in definierten Zytokeratin-geférbten Zellen identifiziert
(Dietmaier et al., 1999).

Bei der hier durchgefuhrten Mutationsanalyse mufd berlicksichtigt werden, dal3 die
Sequenzierung von P53 und K-RAS auf RNA-Ebene erfolgte. Besonders bel P53 bot sich
diese Mdglichkeit an (siehe auch Offner et al., 1999), da auf cDNA-Ebene die Amplifizierung
der Exons 5 bis 10 durch zwei PCR-Reaktionen erfolgen konnte, fir die Erfassung der
entsprechenden DNA-Sequenzen dagegen funf verschiedene PCR-Reaktionen notwendig
sind. Denkbar wére deshalb, dald in den disseminierten Zellen K-RAS- und P53-Mutationen
zwar auf genomischer Ebene vorhanden waren, die entsprechenden Allele aber nicht
transkribiert wurden oder evtl. vorhandene Transkripte instabil und damit nicht nachweisbar
waren. Dagegen spricht, dal3 K-RAS und P53 trotz Mutationen in vielen Tumoren auf Protein-

Ebene vorhanden sind.
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Obwonhl in den isolierten Patientenzellen keine Mutationen nachgewiesen werden konnten,

legten mehrere Beobachtungen nahe, dal3 es sich bei den bead-markierten Zellen dennoch um

disseminierte Tumorzellen handelte;

In Vorversuchen, bel denen eine definierte Anzahl Tumorzellen (aus Zellkultur) in Blut
gegeben wurden, konnten nach der immunomagnetischen Anreicherung 70 % dieser
Zéellen anhand der Markierung mit beads eindeutig unter dem Mikroskop identifiziert
werden (Abb. 19, A — C). In der Negativ-Kontrolle (normales Blut ohne Tumorzellen)
waren dagegen keine markierten Zellen vorhanden (Abb. 19, F). Das Erscheinungsbild der
Zellkultur-Tumorzellen entsprach den morphol ogisch intakten, bead-markierten Zellen in
den Patientenproben (Abb. 20, A —D).

Bel einer Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom wurde ein Aggregat aus
mehreren markierten Zellen gefunden (Abb. 21, A). Da Mammakarzinome héaufig
Knochenmetastasen bilden und das Karzinom der Patientin nach klinischen Angaben
bereits metastasiert hatte, konnte das Zell-Aggregat eine echte Mikrometastase darstellen.
Bel der Patientin konnten auRerdem markierte Zellen immunzytochemisch gegen
Zytokeratin 18 gefarbt werden, was einen weiteren Hinweis auf ihren epithelialen
Ursprung ergab (Abb. 21, B).

Ein Patient wies eine Vielzahl bead-markierter Zellen im Knochenmarksaspirat auf
(> 100). Bei der parald durchgefihrten immunzytochemischen Zytokeratinfarbung (im
Rahmen einer mehrjéhrigen Studie der Klinik und Poliklinik fir Chirurgie der Universitét
Regensburg) an Knochenmarkszellen desselben Patienten, wurde ebenfals eine
ungewdhnlich hohe Anzahl (47) positiver Zellen detektiert. Bel dem Patienten, der an
einem ausgedehnten, inoperablen Magenkarzinom erkrankt war, wurden auch in einer
Peritoneal spulung laut histologischem Befund massenhaft Tumorzellen gefunden. Da alle
zytologischen und Kklinischen Befunde auf eine ausgeprégte generaiserte
Tumorzellverbreitung wiesen, ist vorstellbar, dal3 die viden markierten Zellen im
Knochenmark tatsachlich Tumorzellen waren.

Ebenfals erwdhnt werden mul3 auch, dal3 es sich bei den bead-gebundenen Zellen
vermutlich nicht um markierte normale Knochenmarkszellen handelte, da diese Zellen

nicht bel allen Tumorpatienten unspezifisch detektiert wurden.
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Die Tatsache, dal? die meisten markierten Zellen morphologisch nicht intakt erschienen, 1813t
darauf schlief3en, dal sie in der in vivo Situation des Knochenmarks ebenfalls nicht lange
Uberlebt hatten bzw. kein Potential zur Bildung von Metastasen besal3en. Diese Vermutung
wird von Befunden einer aktuellen, prospektiven Studie der Klinik und Poliklinik fir
Chirurgie der Universitdt Regensburg gestiitzt, in der Zytokeratin-positive Zellen im
Knochenmark bei 64 % der Patienten mit kolorektalem pT1-Tumor nachweisbar waren. Diese
Zéellen hatten jedoch keinerlei prognostische Wertigkeit hinsichtlich der Gesamttiberl ebenszeit
oder dem rezidivfreien Uberleben (H. Spatz, personliche Mitteilung).

5.4 Ausblick

Die speziellen biologischen Eigenschaften von Tumorzellen werden zum grof3en Teil durch

Fehlregulationen auf transkriptioneller Ebene bestimmt. Expressionsanalysen haben sich

daher als wertvolle Methode erwiesen, die genetischen Grundlagen der malignen Progression

von Tumoren zu charakterisieren. Auch in dieser Arbeit wurde eine Vielzahl fehlregulierter

Gene in kolorektalen Karzinomen und Lebermetastasen mittels Array-Technik identifiziert.

Inwieweit diese Gene zur malignen Progression beitragen, muf3 in nachfolgenden

Untersuchungen gekléart werden.

- Einwichtiger Aspekt ist die Identifizierung der Zellpopulationen, die fur die differentielle
Genexpression in den Tumoren verantwortlich sind. Fir diese Fragestellung koénnen
Tumorarreale bzw. lokales Tumorstroma mit Hilfe eines Laser-Mikrodissektionsgerétes
selektiv aus dem Gewebeverband isoliert werden, um die Expression interessanter Gene
zu quantifizieren. Alternativ konnen mRNA in situ-Hybridisierungen durchgefihrt
werden, die zwar nur semi-quantitative Aussagen zur Genexpression zulassen, aber einen
direkten Vergleich der Expressionsintensitdt in den verschiedenen Zellpopulationen
ermaoglichen.

- Waeiterhin muf3 durch immunhistochemische Methoden untersucht werden, inwieweit die
Expression interessanter Gene auf RNA-Ebene dem tatsachlichen Proteingehalt in den
neopl astischen Zellen entspricht.

- Eine funktionelle Charakteriserung der differentiell exprimierten Gene durch
zellbiologische und tierexperimentelle Untersuchungen soll kléren, ob die veranderte
Expression lediglich ein Epiphdnomen darstellt oder ob ein kausaler Zusanmmenhang zur

Tumorprogression besteht (z.B. Hemmung der Synthese ausgewdahlter Proteine durch



DISKUSSION 115

Antisense-Technik bzw. in vitro Transfektionsexperimente, folgende Bestimmung des
Invasionspotentials von Zellen durch Matrigel-Invasion-Assays, Herstellung von
transgenen bzw. ,, Knock-out”-Méausen).

- Gene, die nur in einzelnen Tumoren eine differentielle Expression zeigen, eignen sich
moglicherweise fir differentialdiagnostische und prognostische Aussagen. Zur Abklarung
dieser Frage mussen Studien durchgefiihrt werden, in denen die Expressionsmuster mit
klinischen Parametern (Therapierespons, Krankheitsverlauf, Uberlebenszeit) korreliert
werden. Besonders interessant sind hier restrospektive Studien mit Tumorgeweben aus
den Archiven von Pathologien.

- Gene, die in vielen neoplastischen Geweben differentiell exprimiert werden stellen
potentielle Zielgene fir diagnostische Fragestellungen dar. Es mul3 untersucht werden, ob
anhand der Genexpression zwischen verschiedenen Stadien der Tumorerkrankung
(Adenom — Karzinom) differenziert werden kann bzw. ob sich Produkte Uberexprimierter
Gene as Tumormarker (bei Krebserkrankungen im Blut oder in anderen
Korperflissigkeiten nachweisbar) zur Frihdiagnose bzw. Behandlungss und
Verlaufskontrolle eignen.

- Die in dieser Arbeit etablierte Methode zur immunomagnetischen Isolierung
disseminierter Tumorzellen aus dem Knochenmark erwies sich zwar in spiking-
Experimenten als sehr zuverldssig, war am Patientenmaterial aber nicht routinemaldig
durchfiihrbar. Es sollte deshalb weiter untersucht werden, ob disseminierte Tumorzellen
unter Verwendung spezifischer fluoreszenzmarkierter Antikorper identifiziert und isoliert
werden konnen (Laser-Pinzette, Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung).

- Dieentwickelte Methode zur simultanen Isolierung von DNA und RNA und die gezeigten
nachfolgenden Analysen wie Sequenzanalyse und RT-PCR an Einzelzellen ermdglicht
weitergehende molekulargenetische Untersuchungen einzelner Tumorzellen wie z.B.
echten Mikrometastasen bzw. an Tumorzellen der Invasionsfront von Karzinomen.
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6 Zusammenfassung

Kolorektale Adenokarzinome entwickeln sich aus epithelialen Zellen der Darmschleimhaut,
in denen aufgrund genetischer Veranderungen Storungen der Wachstumskontrolle und
Differenzierung aufgetreten sind. Im Verlauf der malignen Progression kommt es durch die
klonale Selektion spezialisierter Subpopulationen von Tumorzellen zu einer Akkumulation
weiterer biologischer Abnormalitdten im Tumor, die eine Invasion und schlieffdlich die
Metastasierung der entarteten Zellen ermdglichen. Da die Progression maligner Tumoren mit
komplexen Veranderungen der Genexpression in den beteiligten Tumorzellen assoziiert ist,
sollten im ersten Teil dieser Arbeit Expressionsprofile von normaler Darmschleimhaut,
Primartumoren und Metastasen erstellt werden, um die Grundlage fir weitere molekulare
Untersuchungen abnormal regulierter, potentiell progressions- und metastasi erungsrel evanter
Gene zu schaffen.

Mittels cDNA-Array-Technik (Atlas Human Cancer 1.2 Array, Clontech) wurde die
Expression von 1176 krebsrelevanten Genen in verschieden stark fortgeschrittenen
kolorektalen Karzinomen (zwei pT1l-, vier pT2-, ef pT3-, acht pT4-Tumoren),
korrespondierender normaler Darmschleimhaut derselben Patienten und 14 Lebermetastasen
untersucht. Durch verschiedene Ansdtze zur Auswertung wurden folgende Ergebnisse erzielt:

(1) Durch einen paarweisen Vergleich der Expressionsprofile von 25 Tumor- und
korrespondierenden Normalgeweben konnten 50 Gene identifiziert werden, die in
mindestens 25 % der Tumoren eine mehr als vierfache differentielle Expression zeigten.
34 dieser Gene waren in den Tumorgeweben Uberexprimiert, 16 Gene zeigten eine
verminderte Expression (Tab. 2). Neben Genen wie MYC, PCNA, Cyclin A, HMGI, die
bekanntermal3en in malignen kolorektalen Tumoren eine differentielle Expression zeigen,
wurden interessante Gene identifiziert, deren Bedeutung in kolorektalen Karzinomen
bisher weitgehend unbekannt ist, z.B. BENE, UGT2B15, E1A-F, CKS2, BIGH3, MIC1,
EIF3-P116.

(2) Zur Verifizierung der Array-Ergebnisse mit einer unabhangigen Methode, wurde die
Expression von sieben Zielgenen (CKS2, MYC, MIC1, BIGH3, IFITM, NGAL und
UGT2B151) relativ zum stabil exprimierten Referenzgen TXBP151 am LightCycler
quantifiziert. Die auf den Arrays detektierte Tendenz und Grélenordnung der
differentiellen Genexpression wurde in allen Fallen durch die Ergebnisse der LightCycler-
Experimente bestétigt (Tab. 3).
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Mit Hilfe der Software Cluster und TreeView (Eisen et a., 1998) wurden Clusteranalysen
durchgefihrt, bei denen unter definierten mathematischen Kriterien die Expressionsprofile
aller Gewebeproben miteinander verglichen wurden. Die grafische Darstellung der
Ergebnisse erfolgte anhand eines Dendrogrammes (Abb. 14), in dem die Gewebe nach der

Ahnlichkeit ihrer Expression gruppiert waren.

Es wurde eine getrennte Anordnung der neoplastischen (Tumoren / Metastasen) und
normalen Geweben an den Hauptasten des Dendrogrammes beobachtet, was auf
deutliche Expressionsunterschiede zwischen den verschiedenen Gewebetypen hinwies.

Die neoplastischen Gewebe wurden weiterhin von der Software in zwei verschiedene
Subgruppen unterteilt, die mit dem histologisch definierten Stadium korrelierten. Eine
Subgruppe (high stage) enthielt zwei fortgeschrittene pT3- sowie ale pT4-Tumoren
bzw. elf der 14 untersuchten Lebermetastasen. Dagegen umfaldte die andere Subgruppe
(low stage) ale pT1l-, pT2- und die meisten pT3-Tumoren, die entweder nicht
Mmetastasiert waren, oder eine relativ geringe Metastasierungsrate aufwiesen. Nur zwel

pT3-Tumoren dieser Gruppe waren hdamatogen metastasiert.

Mit Hilfe statistischer Berechnungen erfolgte die Identifizierung von Genen, die zwischen
Tumor- und Normalgeweben bzw. zwischen low stage- und high stage-Gruppe statistisch
hoch signifikant differentiell exprimiert waren (P < 0.001). 40 Gene zeigten unter diesen
Kriterien zwischen Tumor- und Normalgeweben eine mehr as vierfache differentielle
Expression. Deutlich weniger Gene variierten zwischen der low stage- und high stage-
Gruppe. Hier wurden 23 Gene identifiziert, die mindestens um den Faktor drei

differentiell exprimiert waren.

Eine separate Clusteranalyse mit diesen insgesamt 60 verschiedenen Genen (drei Gene
waren sowohl zwischen Tumor- und Normalgwebe, als auch zwischen low stage- und der
high stage-Gruppe statistisch signifikant differentiell exprimiert) zeigte eine Einteillung
der Gewebeproben die weitgehend identisch war mit dem Ergebnis der Clusteranayse
unter Verwendung von 1011 Genen. Damit wurde bestétigt, dal3 die 60 Gene eine
wesentliche Bedeutung fur die molekulare Klassifizierung der untersuchten kolorektalen
Tumor- und Normalgewebe hatten und daher potentielle molekulardiagnostische Marker
darstellen.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten einzelne disseminierte Tumorzellen aus dem
Knochenmark von Tumorpatienten isoliert und auf Einzelzell-Ebene charakterisiert werden.
Wissenschaftliches Interesse auf diesem Gebiet besteht, weil sich bereits frih wahrend der
Tumorprogression Tumorzellen aus der soliden Tumormasse ablésen, in den Korperkreislauf
gelangen und moglicherweise einen prognostisch ungtinstigen Verlauf der Tumorerkrankung
bedingen. Das individuelle Potential isolierter disseminierter Tumorzellen fur die Bildung von
Metastasen ist alerdings bisher weitgehend unerforscht. Folgende Untersuchungen wurden zu

diesem Thema durchgefihrt:

(1) Anhand von spiking-Experimenten wurde eine Methode etabliert, mit der vitae,
epitheliale Tumorzellen immunomagnetisch aus einer Uberzahl normaler Blutzellen
angereichert und unter mikroskopischer Kontrolle einzeln isoliert werden kdnnen. Die
Ausbeute betrug 70 % (70 von 100 Tumorzellen wurden aus 18 Mio mononukledren
Blutzellen isoliert).

(2) Im Knochenmark von 82 Patienten wurden nur in wenigen Fallen einzelne, morphologisch
intakte, potentielle Tumorzellen detektiert. Bei ca. 30 % der Patienten wurden auffalige
Zéllen isoliert, die aber aufgrund von Zelldeformationen nicht vital erschienen. Obwohl
zahlreiche Beobachtungen (Morphologie, klinischer Hintergrund) nahelegten, dal3 es sich
bei diesen Zellen um Tumorzellen handelte, konnten in den Zellen keine

tumorspezifischen Mutationen nachgewiesen werden.

(3) Die Voraussetzung fur die molekulare Analyse der isolierten Zellen, war die Etablierung
von Methoden =zur Extraktion von Nukleinsduren aus geringen Zellzahlen.
Standardmethoden wurden dabel so kombiniert und optimiert, dal3 schliefdlich eine
simultane Isolierung von DNA und RNA zuverldssig aus einem Ausgangsmaterial von
finf Zellen durchgefihrt werden konnte. Nach Prdamplifikation stand genetisches
Material fur zwolf (DNA) bzw. 13 (cDNA) verschiedene PCR-Analysen zur Verfligung,
wobel hoch exprimierte Transkripte aus Einzel zellen auch ohne Préaamplifikation in einer
einzelnen 50-Zyklen PCR detektiert werden konnten. RNA aus Einzelzellen war nach
Préaamplifikation auch zum Nachweis von Mutationen durch Sequenzanal yse geeignet.
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