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Einleitung

Molekularbiologische Untersuchungen von dysreguliert-
exprimierten Genen im kolorektalen Karzinom

1 Einleitung

Der kaudale Abschnitt des Magen-Darm-Kanals wird vom Dickdarm (Kolon) und Mastdarm
(Rektum) gebildet und besitzt eine Linge von etwa 1,5 m. Das Kolon untergliedert sich in einen
rechts liegenden, aufsteigenden Teil (Colon ascendens), einen von rechts nach links ziehenden
Mittelteil (Colon transversum) sowie einen linksseitigen, absteigenden Abschnitt (Colon
descendens), welcher iiber das S-formige Sigmoideum in das Rektum miindet (Abb. 1.1). Je nach
Position in der Bauchhohle ist das Kolon génzlich von Bauchfell (Peritoneum) umhiillt oder nur
an seiner ventralen Seite mit ihm verwachsen. Das Rektum besitzt hingegen keinen Kontakt zum

Peritoneum.

Clondom transversum Rechte Flexur

?:(*’ Non

Ciolon ascendens — }"
&

L( }

' LJZ
Appendix Colon sigmoidetim
Reltum

Lirvke Flemir

j ,» Codow descerdens

Caec:‘um

Abb. 1.1: Anatomie des Kolons und Rektums.

Histologisch sind Kolon und Rektum aus verschiedenen Gewebeschichten aufgebaut. Luminal
findet man zunichst eine Schleimhautschicht (Tunica mucosa) mit einer diinnen Bindegewebs-
und Muskelschicht. Weiter abluminal liegt eine bindegewebige Verschiebeschicht (Tela
submucosa) gefolgt von einer Muskelschicht (Tunica muscularis), die sowohl aus einer Ring- als

auch aus einer Langsmuskulatur besteht. Diese Langsmuskulatur ist im Bereich des Kolons zu
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drei Streifen, den Ténien, gebiindelt. Nach auBlen hin wird das Darmrohr schlieBlich durch eine

fettreiche Bindegewebeschicht (Tunica serosa) abgegrenzt (Abb. 1.2).

Epithel

Basalmembran Tunica mucosa

— Lamina propria mucosae
Lamina muscularis mucosae

*=_ Tunica serosa

Abb. 1.2: Histologischer Querschnitt des Kolons.

Die Hauptfunktion des Kolons liegt in der Absorption von Wasser, Elektrolyten und kurzkettigen
Fettsduren, woraus eine Eindickung des Stuhls resultiert. Ring- und Léngsmuskulatur bewirken
eine Durchmischung und den Transport des Stuhls (Peristaltik). Dabei entstehen in regelméBigen
Abstdnden Einschniirungen des Kolons (Haustrien). Die lediglich aus einer Epithelzellschicht
bestehende Tunica mucosa ist durch driisenartige Einsenkungen, die Krypten, gekennzeichnet.
Diese werden vorwiegend von den Schleim produzierenden Becherzellen ausgekleidet. Neben
den Becherzellen findet man resorptive Zellen mit einem Mikrovilli-Saum auf der luminalen

Seite, welche der Absorption dienen.

Das kolorektale Karzinom (colorectal carcinom, CRC) zeigt in den westlichen Industrielandern
unter allen Malignitdten die jeweils zweithochste Inzidenz und Mortalitét. Mit einer jéhrlichen
Anzahl von Neuerkrankungen in Hohe von 30 — 35 pro 100 000 Einwohner ist das kolorektale
Karzinom eine der hdufigsten malignen Erkrankungen in Europa und ist fiir etwa 15 % aller
tumorbedingten Todesfdlle verantwortlich. Die weltweite Inzidenz wird auf eine Million
Neuerkrankungen pro Jahr geschdtzt. Im Jahr 2006 lag in Europa die Zahl der CRC-
Neudiagnosen bei 412 900, die der CRC-bedingten Sterbefalle bei 207 400 (Ferlay et al., 2007).
Darmkrebs ist in Deutschland bei Méannern und Frauen die zweithdufigste Krebserkrankung, an
der mehr als sechs Prozent aller Deutschen im Laufe ihres Lebens erkranken (Statistisches

Bundesamt).
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Die Heilungschancen durch Operation und Chemotherapie mit 5-Jahres-Uberlebensrate von

40 — 60 % im Mittel hdngen entscheidend vom Krankheitsstadium bei der Diagnose ab.

Maligne Tumore zeichnen sich prinzipiell durch folgende zwei Charakteristika aus:

(i) Ungehemmtes Wachstum aufgrund unkontrollierter Zellteilung. Diese Eigenschaft besitzen
auch benigne Tumore.

(i1) Gewebegrenzen iiberschreitende Proliferation. Zundchst lokaler Einbruch in umliegende
Gewebe, spiter systemische Ausbreitung in Lymphknoten und andere Organe.

Maligne Tumore mit epithelialem Ursprung bezeichnet man als Karzinome. Die meisten
kolorektalen Karzinome entwickeln sich schrittweise iiber die Zwischenstufe des Adenoms aus
gesunder Darmschleimhaut, wobei diese maligne Transformation mit der Anhiufung
verschiedener genetischer Alterationen einhergeht. Grundlage dieser Adenom-Karzinom-Sequenz
ist das genetische Modell der sequentiellen Akkumulation genomischer Lédsionen (Vogelstein et
al., 1988). Durch diese Akkumulation von Mutationen in mindestens finf Genen und der
gleichzeitigen Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, entsteht bei klonaler Expansion einer
Zelle ein kolorektales Karzinom (Vogelstein et al., 1988; Fearon and Vogelstein, 1990). Sowohl
die hereditdren wie auch die sporadischen Formen des kolorektalen Karzinoms entstehen auf
diesem Weg und beruhen auf zwei verschiedenen Grundmechanismen: Dem Suppressor-Pathway

und dem Mutator-Pathway.

Der Suppressor-Pathway ist durch chromosomale Instabilitdt (CIN) gekennzeichnet und betrifft
etwa 85 % der sporadischen CRC sowie auch die erblichen Tumore der familidren adenomatdsen
Polypose (FAP). Die CIN manifestiert sich vor allem in Aneuploidie und Chromosomen-
Rearrangements. Ein Schliisselereignis des Gatekeeper-Pathways stellen Mutationen des
Tumorsuppressorgens APC (adenomatosis polyposis coli) dar. APC-Mutationen treten bei 85 %
der sporadischen Karzinome sowie bei der Familidre Adenomatdse Polyposis (FAP) auf (Kinzler
and Vogelstein, 1997; Lengauer et al., 1998). APC ist in den Wingless/Wnt-Pathway involviert,
indem es die proteasomale Degradierung von B-Catenin vermittelt. Nach funktionellem Verlust
von APC kann B-Catenin vermehrt in den Zellkern translozieren, wo es im Verbund mit weiteren
Transkriptionsfaktoren die Transkription von Genen aktiviert, die den Zellzyklus beeinflussen
(Fodde et al., 2001). APC-Mutationen wurden bereits im Adenomstadium in {iber 60 % der Félle

nachgewiesen (Powell et al., 1992). Weitere in den Suppressor-Pathway involvierte Gene sind

3
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unter anderen die Protoonkogene K-Ras (v-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene
Homolog) und c¢c-MYC (v-myc Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog) sowie die

Tumorsuppressorgene p53 und DCC (Deleted in Colorectal Cancer) (Calvert and Frucht, 2002).

Der Mutator-Pathway ist durch die genomweite Anhdufung von Mutationen gekennzeichnet
(Kinzler and Vogelstein, 1997; Lengauer et al., 1998). Dieser Mutator-Phénotyp liegt in dem
funktionellen Ausfall des DNA-Mismatch-Reparatur-Systems (MMR-System) begriindet. Die
Produkte der Gene des MMR-Systems (MLH1, MSH2, PMS2, PMS1, MSH3, MSH6) erhalten die
Integritdt des Genoms, indem sie Basenfehlpaarungen im DNA-Doppelstrang beseitigt werden,
die wihrend der DNA-Replikation entstanden sind (Fishel et al., 1993; Bronner et al., 1994).
Nicht reparierte Basenfehlpaarungen konnen Mutationen in  Protoonkogenen oder
Tumorsuppressorgenen hervorrufen, welche die Adenom-Karzinom-Sequenz vorantreiben.

Ein Merkmal der Tumoren des Mutator-Phinotyps sind Lédngenverschiebungen in verschiedenen
sogenannten Mikrosatelliten. Mikrosatelliten sind sich in Tandem wiederholende, repetitive
DNA-Motive mit einer Linge von ein bis sechs Basen und finden sich héufig in intronischen und
intergenischen Bereichen. Tumore des Mutator-Phanotyps mit Léngenverschiebungen in den
Mikrosatelliten werden als Mikrosatelliten-instabil (MSI) bezeichnet. Etwa 15 % der
sporadischen CRC =zeigen eine hochgradige Mikrosatelliteninstabilitit (MSI-H; wird im
Folgenden als MSI bezeichnet), die auf dem Ausfall des mismatch repair Gens MLH1 beruht. Bei
den sporadischen CRC fiihren epigenetische Verdnderungen in Form von DNA-Methylierungen
des MLH1-Promotors zur transkriptionellen Blockierung der MLH1-Expression (Cunningham et
al., 1998; Raedle et al., 2001). MSI ist aber auch ein Kennzeichen vom hereditiren nicht-
polypdsen Kolonkarzinom (hereditary non-polyposis colorectal cancer; HNPCC) (Aaltonen et
al., 1993; Ionov et al., 1993; Thibodeau et al., 1993; Liu et al., 1995; Thibodeau et al., 1998).

HNPCC, auch Lynch-Syndrom genannt, betrifft etwa 3 % aller CRC und ist damit die hdufigste
Form von erblichen CRC mit einer circa 80%igen Penetranz (Vasen et al., 1996; Umar et al.,
2004b). Charakteristisch fiir HNPCC ist das friihe Auftreten von iiberwiegend rechtsseitig
lokalisierten CRC, das Auftreten von syn- und metachronen kolorektalen Karzinomen sowie von
Karzinomen anderer Organlokalisationen, vor allem in Endometrium, Nierenbecken/ableitenden
Harnwegen, Diinndarm, aber auch in Magen, Ovarien, Gallengang, Gehirn und Haut (Watson and

Lynch, 1994; Boland et al., 1998; Aarnio et al., 1999).
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Auch bei HNPCC entsteht der Tumor iiber eine Adenom-Karzinom-Sequenz, wobei im
Vergleich zu den sporadischen Kolonkarzinomen die Adenome frither und hiufiger vorkommen
und diese eine deutlich aggressivere und schnellere Tumorprogression aufweisen (Lynch et al.,
1966; Jass and Stewart, 1992; Jass, 1995; Lynch and Smyrk, 1996; Lynch, 1999; Lynch et al.,
2006). HNPCC beruht auf einer inaktivierenden Keimbahnmutation in einem MMR-Gen, die
autosomal-dominant vererbt wird, wobei Mutationen in MLH1 und MSH2 am hiufigsten sind
(Fishel et al., 1993; Leach et al., 1993; Bronner et al., 1994; Papadopoulos et al., 1994; Vasen et
al., 1996; Lynch and de la Chapelle, 2003).

Da HNPCC eine der hiufigsten erblichen Krebserkrankungen iiberhaupt darstellt, ist die
HNPCC-Diagnostik von herausragender Bedeutung. Einen ersten starken Hinweis auf HNPCC
gibt eine positive Familienanamnese. Die klinische Diagnose ist durch die 1991 eingefiihrten
Amsterdam-Kriterien definiert (Vasen et al., 1991). Die klassischen Amsterdam I-Kriterien
umfassen nur CRC, wihrend die Amsterdam II-Kriterien auch extrakolonische Tumore

einschlieen (Vasen et al., 1999):

Amsterdam I-Kriterien (Vasen et al., 1991)

(alle Kriterien miissen erfiillt sein)

mindestens drei Familienangehdrige mit histologisch gesichertem kolorektalem Karzinom
einer davon Verwandter ersten Grades der beiden anderen

Erkrankungen in mindestens zwei aufeinanderfolgenden Generationen

mindestens ein Patient mit der Diagnose des kolorektalen Karzinoms vor dem 50.
Lebensjahr

e Ausschluss einer familidren adenomatdsen Polyposis

Amsterdam II-Kriterien (Vasen et al., 1999)

(alle Kriterien miissen erfiillt sein)

e mindestens drei Familienangehorige mit HNPCC-assoziiertem Karzinom (Kolon/
Rektum, Endometrium, Diinndarm, Nierenbecken/Ureter)

einer davon Verwandter ersten Grades der beiden anderen

Erkrankungen in mindestens zwei aufeinanderfolgenden Generationen

mindestens ein Patient mit der Diagnose eines Karzinoms vor dem 50. Lebensjahr
Ausschluss einer familidren adenomatdsen Polyposis

Da nicht alle Familien mit nachgewiesener Keimbahnmutation, vor allem Kleinfamilien, die sehr
strengen Amsterdam-Kriterien erfiillen, wurden die Bethesda-Kriterien definiert (Rodriguez-
Bigas et al., 1997) und 2004 {iberarbeitet (Umar et al., 2004a). Zur Erhirtung des Verdachts fiir
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HNPCC werden bei positiven Bethesda-Kriterien auch eine MSI-Analyse und
immunhistochemische Untersuchungen der MMR-Genprodukte von MLH1, MSH2. MSH6 und
PMS6 gefordert. Die Feststellung von MSI-H zieht die Mutationssuche in den MMR-Genen nach
sich. Dabei konnen die immunhistochemischen Untersuchungen der MMR-Proteine Hinweise auf
das mutierte MMR-Gen liefern. Bei CRC Patienten, die keine Amsterdam-Kriterien erfiillen,
bestitigt erst der Nachweis einer Keimbahnmutation die Verdachtsdiagnose HNPCC. Wird bei
einer Mutationssuche eine pathogene Mutation detektiert, kann eine pradiktive Mutationstestung
bei den direkten Verwandten des Patienten durchgefiihrt werden. Die Prognose von
Mutationstragern kann durch engmaschige Untersuchungen und Priventionen stark verbessert
werden, und im Gegenzug konnen Familienmitglieder mit negativer Mutationstestung von den

Praventionsmallnahmen ausgeschlossen werden.

Uberarbeitete Bethesda-Kriterien (Umar et al., 2004a)

(mindestens ein Kriterium muss erfiillt sein)

e Amsterdam-Kriterien positiv

e Patienten mit kolorektalem Karzinom vor dem 50. Lebensjahr.

e Patienten mit synchronen oder metachronen kolorektalen Karzinomen oder anderen
HNPCC-assoziierten Tumoren*, unabhingig vom Alter.

e Patienten mit kolorektalem Karzinom mit MSI-H Histologie** vor dem 60. Lebensjahr.

e Patient mit kolorektalem Karzinom (unabhingig vom Alter), der einen Verwandten
1. Grades mit einem kolorektalen Karzinom oder einem HNPCC-assoziierten Tumor vor
dem 50. Lebensjahr hat.

e Patient mit kolorektalem Karzinom (unabhingig vom Alter), der mindestens zwei
Verwandte 1. oder 2. Grades hat, bei denen ein kolorektales Karzinom oder ein HNPCC-
assoziierter Tumor (unabhéngig vom Alter) diagnostiziert wurde.

*zu den HNPCC-assoziierten Tumoren gehdren Tumoren in: Kolorektum, Endometrium, Magen,
Ovarien, Pankreas, Ureter oder Nierenbecken, Gallengang, Diinndarm und Gehirn (meist
Glioblastome) sowie Talgdriisenadenome und Keratoakanthome.

** Vorliegen von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten, Crohn-dhnlicher lymphozytarer Reaktion,
muzindser/Siegelring-Differenzierung, oder medulldarem Wachstumsmuster.

Neben den fehlregulierten MMR-Genen bei den MSI CRC werden in Tumoren verschiedenste
weitere Gene differentiell exprimiert. Einige dieser Gene, haben entscheidende biologische

Funktionen und sind mit wichtigen klinisch-pathologischen Eigenschaften verkniipft. Die
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Analysen von Genen, die im Tumor differentiell exprimiert werden, konnen neue Onkogene und
Tumorsuppressorgene ans Tageslicht bringen, die einerseits zum grundlegenden Verstiandnis der
Tumorbiologie beitragen und zum anderen auch vielversprechende Ziele neuer Therapien
darstellen konnen.

Durch Vorarbeiten, in denen systematisch die Genexpressionsprofile von MSI und MSS
kolorektaler Tumore mittels Affymetrix-Array-Technologie untersucht wurden, konnten bereits
eine Rethe MSI- und MSS-tumorspezifischer Kandidatengene identifiziert werden (Dietmaier,
unverdffentlicht). Eines dieser vielversprechenden Gene ist Maspin, das Gegenstand dieser
Dissertation ist.

Das Gen SERPINB5 (serin proteinase inhibitor clade B member 5) kodiert Maspin (mammary
serin proteinase inhibitor), ein Protein von 42 kDa und 375 Aminosduren. Maspin gehort zur
Familie der Serin-Proteaseinhibitoren, weist aber als einziges Mitglied dieser Familie keine
inhibitorische Aktivitdt auf (Pemberton et al., 1995). Lokalisiert ist Maspin auf Chromosom
18q21.3-g23, einer Region, die neben den Tumorsuppressorgenen PAI-2 (plasminogen activator
inhibitor-2), DCC (deleted in colorectal carcinoma) und DPC4 (deleted in pancreatic
carcinoma; auch bekannt als Smad4) auch die Onkogene BCL-2 (B-cell leukaemia, chronic
lymphatic, type 2) und SCCA1+2 (squamous cell carcinoma antigene 1+2) beherbergt. Im
gesunden Gewebe ist die Maspinexpression auf die epithelialen Zellen von Brust, Prostata,
Thymus, Hoden, Plazenta, Haut, Atemwege und Mund beschrankt (Pemberton et al., 1997,
Futscher et al., 2002).

Untersuchungen an Méusen bewiesen, dass Maspin fiir die Embryonalentwicklung essentiell ist,
da -/- Maspin Knockout-Méuse embryonal letal sind. In normalen Embryos wurde Maspin
spezifisch im visceralen Endoderm exprimiert. Der homozygote Maspinverlust verhinderte bei
den Embryos die Formierung der endodermalen Zellschicht und bewirkte das Fehlen einer

Basalmembran (Gao et al., 2004).

Mittlerweile gibt es iiber 300 Veroffentlichungen mit Fokus auf Maspin. In diesen wurde von
sehr vielfdltigen, verschiedenen Eigenschaften, Funktionen und Korrelationen berichtet, die
teilweise in starkem Widerspruch zueinander stehen. Ein Teil der Autoren sieht Maspin als ein
Tumorsuppressorgen, wihrend andere viele Indizien liefern, die Maspin vielmehr als ein

Onkogen erscheinen lassen.
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Entdeckt wurde Maspin urspriinglich in Brust-Epithelzellen, die Maspin exprimierten, wihrend
die Maspinexpression in den entsprechenden Tumoren verloren gegangen war (Sager et al.,
1994). Aufgrund des Expressionsverlustes in den Brusttumoren wurde davon ausgegangen, dass
Maspin ein Tumorsuppressorgen sei. Diese Vermutung wurde zundchst durch weitere
Untersuchungen gestirkt, die verschiedene tumorsuppressive Eigenschaften von Maspin
beschrieben: Maspinexpression reduzierte in der Brustkarzinom-Zelllinie MDA-MB-435 in vivo
die Tumor- und Metastasenbildung und hemmte in vitro die Invasivitit der Zellen durch eine
kiinstliche Basalmembran (Zou et al., 1994). Diese Reduktion der Invasivitit wurde in vitro bei
Mammakarzinom-Zelllinen auch durch Zugabe von geringen Mengen rekombinantem Maspin
erreicht, wéhrend der Invasions-hemmende Effekt des rekombinanten Maspins ab
Konzentrationen von 0,17 pM wieder abnahm (Sheng et al., 1994). Die Inhibition der Invasion
und Migration durch Maspin wurde neben Brust- auch fiir Prostatakarzinom-Zelllinien mit
aktivierter Maspinexpression gezeigt (Sheng et al., 1996).

Diese Inhibition der Motilitdt und Invasivitidt wurde aufgrund von Deletionsversuchen mit einer
exponierten reaktiven Seitenkette (sieche Pfeil in Abb. 1.3 auf folgender Seite) in Verbindung
gebracht (Sheng et al., 1994; Ngamkitidechakul et al., 2003).

Abb. 1.3: Struktur eines Maspinmolekiils. Der Pfeil zeigt auf die gelb eingeférbte reaktive Seitenkette;
(Law et al., 2005).
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Als weitere tumorsuppressive Wirkung von Maspin wurde dessen anti-angiogenetische Wirkung
in vitro und in vivo beschrieben: Dabei inhibierte Maspin in vitro die Migration von
Endothelzellen in Richtung BFGF (basic fibroblast growth factor) und VEGF (vascular
endothelial growth factor) und blockierte die Gefdfibildung in der Hornhaut von Ratten (Zhang et
al., 2000). In Nacktmduse injizierte, Maspin-transfizierte DU145 Prostatakarzinom-Zellen
produzierten Tumore mit geringerer Gefdlldichte (Cher et al., 2003). In Kehlkopf-Tumoren
wurde Maspinexpression ebenfalls mit geringerer Gefa3dichte korreliert (Marioni et al., 2006).

Hohe Maspinexpression wurde in Tumoren von verschiedenen Organen mit guter Prognose
korreliert (Maass et al., 2001a; Maass et al., 2001b; Yasumatsu et al., 2001; Boltze et al., 2003a;
Boltze, 2005; Marioni et al., 2005; Beecken et al., 2006; Katakura et al., 2006; Lonardo et al.,
2006; Nakagawa et al., 2006; Secord et al., 2006). Berichte von tumorassoziierter Reduktion der
Maspinexpression und tumorsuppressiven Eigenschaften von Maspin sind in Tabelle 1.1 auf

folgender Seite zusammengefasst.
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Gewebe Referenz Bemerkung
Brust (Seftor et al., 1998) M inhibiert die Invasivitdt von Brustkarzinom-Zelllinien
b | et 20 I B
Brust (Maass et al., 2001a) Geringere ME korreliert mit Fernmetastasen und kiirzeren DFS
Brust (Hojo et al., 2001) ME korreliert mit geringerem Grad der Malignitit und geringerer Vaskularisierung
Brust (Maass et al., 2001b) Verlust der ME ist mit Tumorprogression assoziiert
Brust (Shi et al., 2002) Maspin %eigt tumorsuppressive Aktivititen von transfizierten Brustkarzinomzelllinien in
Nacktméusen
Brust (Jiang et al., 2002) M sensibilisiert Brustkarzinomzelllinien fiir induzierte Apoptose
Brust (Sopel et al., 2005) ME korreliert mit geringerer GefédBdichte
Haut (Denk et al., 2007) Verlust der ME in Melanomen, M verringert Invasivitdt von Melanom-Zelllinien
Harnblase (Beecken et al., 2006) CA-spezifische M Inaktivierung; geringe ME korreliert mit schlechter Prognose
Kehlkopf (Marioni et al., 2005) Hohe nukledare ME korreliert mit guter Prognose
Kolon (Song et al., 2002) No M-positiv, Tu M-negativ, Maspinexpression korreliert mit geringerer MVD
Kolon (Boltze, 2005) Geringe ME korreliert mit schlechter Prognose
Kolon (Zheng et al., 2007) Inverse Korrelation von ME mit Lebermetastasen
Lunge (Katakura et al., 2006) Hohe ME korreliert mit guter Prognose in NSCLC
Lunge (Nakagawa et al., 2006) Hohe ME korreliert mit guter Prognose in NSCLC
Lunge (Lonardo et al., 2006) Alleinige Lokalisation von M im Zytoplasma korreliert mit guter Prognose in NSCLC
Magen (Wang et al,, 2004) No M-positiv, Tu M-negativ, Verlust der ME korreliert mit aggressivem
Tumorwachstum
Magen (Ito et al., 2004a) No M-positiv, Tu M-negativ
Magen (Zheng et al., 2004) No M-positiv, Tu M-negativ
Niere (Blandamura et al., 2006) ME korreliert mit geringerer Metastasierung
Ovar (Secord et al., 2006) Geringe ME korreliert mit schlechter Prognose
Hohe ME indiziert gutes Ansprechen auf Cisplatin, geringe ME korreliert mit schlechtem
Ovar (Surowiak et al., 2006)
Ansprechen, nukledre ME indiziert sehr gutes Ansprechen
Prostata (Cher et al., 2003) Hohe ME reduziert Tumorwachstum, Metastasierung und Osteolyse
Speicheldriise (Navarro Rde et al., 2004) No M-positiv, Tu M-negativ
Schilddriise (Boltze et al., 2003a) ME korreliert mit guter Prognose
Schilddriise (Boltze et al., 2003b) Aktivierung der ME nur im papilldren Schilddriisen CA
Zunge (Yasumatsu et al., 2001) ME korreliert mir guter Prognose und weniger Lymphknotenmetastasen

Tab. 1.1: Berichte von tumorassoziierter Reduktion der Maspinexpression und tumorsuppressiven
Eigenschaften von Maspin. CA: Karzinom, MVD: Gefdfldichte (microvessel density), No:
Normalgewebe, Tu: Tumor, NSCLC: non small cell lung cancer, M: Maspin, ME: Maspinexpression,
DFS: krankheitsfreies Uberleben (desease free survival).

Diesen Berichten von tumorsuppressiven Eigenschaften steht eine steigende Zahl von
Untersuchungen gegeniiber, in denen Maspin eher die Eigenschaften eines Onkogenes zeigt.
Inhaltlich stehen viele Veroffentlichungen, die Expression, Eigenschaften und Auswirkungen von

Maspin in den jeweiligen Geweben beschreiben, in direktem Widerspruch zueinander.
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So wurde die Aktivierung und Uberexpression in Tumoren von Brust, Endometrium, Harnblase,
Haut, Magen, Ovar, Pankreas, Kolon und Schilddriise festgestellt (Son et al., 2002; Sood et al.,
2002; Akiyama et al., 2003; Fitzgerald et al., 2003; Ohike et al., 2003; Umekita and Yoshida,
2003; Ito et al., 2004a; Ito et al., 2004b; Ogasawara et al., 2004; Abd EI-Wahed, 2005; Bettstetter
et al., 2005; Terashima et al., 2005; Dietmaier et al., 2006; Lee et al., 2006; Murai et al., 2006;
Rose et al., 2006; Solomon et al., 2006; Umekita et al., 2006; Li et al., 2007; Yu et al., 2007;
Zheng et al., 2007).

Die in neueren Berichten immer haufiger beschriebene Korrelation von hoher Maspinexpression
mit besonders aggressivem Tumorwachstum, starker Dedifferenzierung und schlechter Prognose,
steht ebenfalls im Widerspruch zu einem Tumorsuppressorgen (Sood et al., 2002; Umekita et al.,
2002; Umekita and Yoshida, 2003; Ito et al., 2004b; Lim et al., 2004; Ogasawara et al., 2004;
Sugimoto et al., 2004; Abd El-Wahed, 2005; Bettstetter et al., 2005; Hirai et al., 2005; Terashima
et al., 2005; Dietmaier et al., 2006; Lee et al., 2006; Nakashima et al., 2006; Cao et al., 2007;
Mhawech-Fauceglia et al., 2007; Yu et al., 2007). Die Berichte von tumorassoziierter
Maspinexpression und onkogenen Eigenschaften von Maspin sind in Tab. 1.2 auf folgender Seite

zusammengefasst.
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Gewebe Referenz Bemerkung

Brust (Ballestrero et al., 2001) Disseminierte Brust CA Zellen sind durch ME im Knochenmark detektierbar

Brust (Umekita et al., 2002) Hohe ME korreliert mit schlechter Prognose

Brust (Umekita and Yoshida, 2003) | ME wird in CA aktiviert und korreliert mit hoher Invasivitit, Tumorgrofie und
Dedifferenzierung

Brust (Lee etal., 2006) Maspin-Uberexpression in CA; ME korreliert mit hoher Invasivitit, TumorgroBe,
Dedifferenzierung und schlechter Prognose

Endometrium | (Murai et al., 2006) Tumorspezifische ME

Endometrium | (Lietal., 2007) Maspin-Uberexpression in CA

Gallenblase (Maesawa et al., 2006) Aktivierung der ME beim Vorhandensein intestinaler Metaplasien

Harnblase (Sugimoto et al., 2004) Maspin-Uberexpression in CA; ME korreliert mit Muskelinvasion

Haut (Reis-Filho et al., 2002) Maspin-Uberexpression in CA

Haut (Wada et al., 2004) Einige Melanome und Melanomzelllinien zeigen Maspin-Uberexpression

Kolon (Bettstetter et al., 2005) Maspin-Uberexpression in CA; ME korreliert mit MSI und undifferenzierten Tumoren,
starke nukledre ME in Tumorzellen der Invasionsfront

Kolon (Umekita et al., 2006) Maspin-Uberexpression in CA; ME korreliert mit aggressivem Tumorwachstum

Kolon (Zheng et al., 2007) Steigende ME in der Adenom-Karzinom-Sequenz

Kolon (Dietmaier et al., 2006) Nukledre ME korreliert mit schlechter Prognose, aber mit gutem Ansprechen auf 5-FU

Lunge (Woenckhaus et al., 2007) Starke nukledre ME in NSCLC

Lunge (Hirai et al., 2005) Maspin-Uberexpression in NSCLC; ME korreliert mit schlechter Prognose

Magen (Son et al., 2002) Maspin-Uberexpression in Adenokarzinomen und in Epithelzellen mit intestinalen
Metaplasien

Magen (Akiyama et al., 2003) ME wird in CA aktiviert; normale Mucosa ist nur in Assoziation mit intestinalen
Metaplasien M-positiv

Magen (Terashima et al., 2005) Maspin-Uberexpression in CA; ME korreliert mit Lymphknotenmetastasen

Magen (Yuetal., 2007) ME korreliert mit Metastasen, Invasionstiefe, TNM-Stadium und schlechter Prognose

Ovar (Solomon et al., 2006) Maspin-Uberexpression in CA; Kernlokalisation korreliert mit besserer Prognose und
geringerer MVD; zytoplasmatische Lokalisation korreliert mit schlechter Prognose

Ovar (Sood et al., 2002) Maspin-Uberexpression in CA; ME korreliert mit schlechter Prognose und geringer
Differenzierung

Ovar (Rose et al., 2006) Aktivierung der ME in CA, Normalgewebe ist M-negativ

Ovar (Abd El-Wahed, 2005) ME korreliert mit Metastasenbildung, schlechter Prognose und hohem Tumor-Grade

Pankreas (Ohike et al., 2003) Aktivierung der ME in CA, Normalgewebe ist M-negativ

Pankreas (Fitzgerald et al., 2003) Aktivierung der ME in CA, Normalgewebe ist M-negativ

Pankreas (Lim et al., 2004) ME korreliert mit schlechter Prognose und hohem Tumor- Stadium

Pankreas (Cao etal., 2007) ME ist ein Marker fiir schlechte Prognose

Speicheldriise | (Nakashima et al., 2006) Maspin-Uberexpression in CA korreliert mit hohem Tumor- Stadium

Schilddriise (Ito et al., 2004b) Maspin-Uberexpression in CA, ME korreliert mit aggressiven Wachstum, hohem Tumor-
Stadium und hoher Invasivitat

Schilddriise (Ogasawara et al., 2004) Maspin-Uberexpression in CA, ME korreliert mit undifferenzierten Tumoren

Kopf und | (Mhawech-Fauceglia et al., | Maspin-Uberexpression in CA korreliert mit schlechter Prognose

Hals 2007)

Tab. 1.2: Berichte von tumorassoziierter Maspinexpression und onkogenen Eigenschaften von
Maspin. CA: Karzinom, MVD: Gefidlidichte (microvessel density), No: Normalgewebe, Tu: Tumor,
NSCLC: non small cell lung cancer, M: Maspin, ME: Maspinexpression, 5-FU: 5-Fluoruracil.
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In Tumoren beruht die Fehlregulation von Genen héufig auf epigenetischen Verdnderungen durch
die DNA-Methylierung von Promotoren (Robertson and Wolffe, 2000; Jones and Baylin, 2002;
Plass, 2002). Die DNA-Methylierung betrifft nur die Cytosine der CpG-Dinukleotide, wobei die
Cytosine zu 5-methyl-Cytosinen methyliert werden. Diese CpG-Dinukleotide sind im Genom
unterreprasentiert, akkumulieren jedoch am Promotorbereich von Genen an sogenannten CpG-
Inseln. Ist der Promotor hypermethyliert, wird die Transkription des zugehorigen Genes
blockiert, da Transkriptionsfaktoren nicht mehr an den methylierten Promotor binden kénnen. So
konnen wichtige Tumorsuppressorgene durch Promotormethylierung inaktiviert werden, obwohl
die Gene mutationsfrei und intakt vorliegen (Greger et al., 1994; Dobrovic and Simpfendorfer,

1997).

Neben den molekularbiologischen Untersuchungen von Maspin war auch die differentielle
Expression von MLH1 Gegenstand dieser Arbeit. Die Expression dieses MMR-Genes wird
spezifisch in sporadischen MSI CRC durch eine Promotorhypermethylierung inhibiert, wihrend
bei HNPCC Keimbahnmutationen zum MLH1-Ausfall fithren (Aaltonen et al., 1993; Ionov et al.,
1993; Thibodeau et al., 1993; Liu et al., 1995; Kane et al., 1997; Thibodeau et al., 1998).

Ein weiteres Ziel epigenetischer Untersuchungen war das DNA-Reparaturgen MGMT (6-O-
Methylguanine-DNA Methyltransferase) und das Tumorsuppressorgen P16 (P16™<**; CDKN2A,
Cyclin-dependent kinase inhibitor-2A). Das Genprodukt von MGMT entfernt Methylgruppen von
der O6-Position des Guanins und trigt so zum Erhalt der Integritit des Genoms bei (Graves et al.,
1987; Gonzaga and Brent, 1989; Souliotis et al., 1991). P16 bindet an die Cyclin-abhidngen
Kinasen CDK4 und CDK6 und inhibiert dadurch die Aktivierung von Cyclin D, was zu einem
Anhalten des Zellzyklusses in der Gl-Phase fiihrt. Der Ausfall von P16 fiihrt daher zu
beschleunigter Proliferation (Bruce et al., 2000).
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2 Zielsetzung

Diese Dissertation sollte erstmals vertiefte Einblicke in Expression, Regulation, Funktion und
Bedeutung von Maspin im kolorektalen Karzinom gewéhren und dazu beitragen, ein klareres
Bild von diesem Protein und dessen vielfdltigen Wirkungen zu gewinnen.

Dazu sollte die Maspinexpression mit verschiedenen, unabhingigen RNA-, DNA- und
Protein-Analysemethoden an einer von gut charakterisierten CRC und in CRC-Zelllinien
untersucht werden.

Mit Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen von CRC sollten die Bedeutung von
Expression, Lokalisation und Verteilung sowie deren Zusammenhinge mit dem
Krankheitsverlauf analysiert werden.

Fir funktionelle Untersuchungen in vitro sollte Maspin in verschiedenen CRC-Zelllinien
einerseits iiberexprimiert und andererseits supprimiert werden, um mittels in vitro-Assays die
Einfliisse der Maspinexpression auf tumorrelevante Vorgénge wie Invasion, Proliferation,
Adhésion und Chemosensitivitét analysieren zu konnen.

Die Herstellung von rekombinantem Maspin sollte Proteininteraktionsstudien ermdoglichen
und in vitro den Einfluss von Maspin auf die Invasivitdt von CRC-Zelllinien klaren.
Sequenzanalysen von Tumoren, Normalgeweben und Zelllinien sollten Hinweise auf
funktionell relevante Mutationen liefern, die z. B. zur Entstechung eines
Kernlokalisationssignals flihren.

Die Regulation der Maspinexpression im normalen Kolon, in CRC und in CRC-Zelllinien
sollte mit Hilfe von Methylierungsanalysen studiert werden.

Durch die Etablierung neuer Methoden zur quantitativen DNA-Methylierungsanalyse sollte
die Untersuchung weiterer tumorrelevanter Gene wie P16, MGMT und MLH1 ermdglicht
werden, um Riickschliisse auf molekulare Pathomechanismen abzuleiten und um zwischen
pathophysiologisch verschiedenen Tumoren unterscheiden zu kdnnen.

Da bisher unklar war, wie hoch der Grad der Promotormethylierung des mismatch-repair-
Gens MLH1 in sporadischen CRC und in HNPCC ist, sollte dieser mit Hilfe neuer
quantitativer Methoden zur Methylierungsanalyse bestimmt werden.

Mittels quantitativer Methylierungsanalysen der Gene P16 und MGMT sollten deren
Methylierungen in MSS und in MSI CRC verglichen werden um festzustellen, ob und in
welchem Ausmall Promotormethylierungen auch in den meist chromosomal instabilen MSS

CRC eine Rolle spielen.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Allgemeine Materialien

Applied Biosystems, Californien, USA

BD Biosciences, Bedford, USA
BD Discovery Labware Falcon™,
BioRad, Richmond, USA

Biozym, Hess
Carl Zeiss, Miinchen-Hallbergmoos

Fermentas, Burligton, Kanada

GE Healthcare, Piscataway, USA
Gentra, Minneapolis, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Merck, Darmstadt

Millipore,Eschborn
New England Biolabs GmbH, Frankfurt
PANT™ Bijotech GmbH, Aidenbach

Pierce, Miinchen

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, USA

Metabion, Martinsried
Stratagene, Heidelberg

ABI PRISM BigDye™ TerminatorCycle Sequencing Kit
(Premix), Template Suppression Reagent

Matrigel™, anti-Maspin Antikérper (Klon G167-70)
Einmalartikel fiir Labor und Zellkultur,

Immun-  Blot™  PVDF  Membran,  Poly-Prep®
Chromatographie Saulen

Agarose, dNTPs, Pipettenspitzen
AxioCam, MR Grab Software

Restriktionsendonukleasen, Taq DNA  Polymerase,
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit, T4 DNA
Ligase, Ribonuclease A (RNase A), Deoxyribonuclease 1
(DNase I), DNA Loading Dye (6x), PageRuler™ Prestained
Protein Ladder

Protein G Sepharose
Purgene™ DNA Tissue Kit, Purgene™ DNA Blood Kit,

Lipofectamine PLUS™ Reagent, Lipofectamine™ Reagent,
Ready-Load™ 100 bp DNA Ladder und 25 bp DNA
Ladder, pcDNA3  Vektor, pcDNA3.1, Geneticin,
TRIZOL™

Silbernitrat,  Coomassie®  Brilliant  Blue  R-250,
Bromphenolblau, ProteoExtract® Subcellular Proteome
Extraction Kit

Einmal-Sterilfilter, Amicon Microcon YM-30 Ultrafilter
SssI-Methyltransferase

Dulbeccos Modified Eagle Medium, Fotales Kélberserum,
Trypsin, PBS (phosphate buffered saline)

BCA Protein Assay Kit
Plasmid Mini Kit, Hs SERPINBS 1 HP siRNA,
Hs SERPINBS 3 HP siRNA, HiPerFect

Transfektionsreagens, RNeasy® Mini Kit, QIAquick® Gel
Extraction Kit, MinElute® PCR Purification Kit,
QuantiTect® SYBR Green PCR Kit, pQE-TriSystem His-
Strep 1 Vektor, Ni-NTA-Agarose, Strep-Tactin Superflow®

LightCycler® DNA Master™ SYBR Green Kit, Primer
‘random’ (#1034731), LightCycler® Capillaries, Proteinase
Inhibitor Cocktail, XTT Proliferation Kit, Ampicillin, High
Pure PCR Template Kit, Lysozym

Rotiphorese® 40 % Acrylamid/Bisacrylamid (19:1), Phenol,
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

BSA (bovine serum albumin), TEMED, Monoclonal anti-83-
Actin  Antikdrper, 5-FU, Desthiobiotin, alle nicht
aufgefiihrten Chemikalien in p.a. Qualitét

Oligonukleotide
Epicurian Coli® XL2-Blue MRF’ Ultracompetent Cells

15



Materialien

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Whatman, Maidstode, England

Zymed, San Francisco, USA
ZYMO Research, Orange, Kanada

3.1.2 Gerate

Autoklaven
Tuttnauer/Systec, Wettenberg

Blotapparaturen
Whatman Biometra, Gottingen

Brutschrinke
Heraeus, Hanau

Gelelektrophoreseapparaturen
BioRad, Miinchen

Heizblocke
Eppendorf, Hamburg

Mikroskope
Zeiss, Jena

Spannungsgeriite
BioRad, Miinchen

Sterilwerkbénke
Heraeus, Hanau

Thermocycler
M]J Research, Waltham, USA
Roche Diagnostics, Mannheim

Waagen
Sartorius, Go6ttingen

Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg
Hereaeus, Hanau

Roche Diagnostics, Mannheim

Sonstige Geriite

Applied Biosystems, Foster City,
Californien, USA

Bachofer, Reutlingen

Bandelin, Berlin

BD Biosciences, San Jose, USA
Heidolph, Kehlheim
IKA-Labortechnik, Staufen
MWG Biotech, Ebersberg

Schirfe System GmbH
WTW, Weilheim
Xenox, Niersbach

Vectashield Mounting Medium with DAPI

Whatman 3MM Filterpapier, Nucleopore® Track- Etch
Membrane

BCIP/NBT Substrate Kit
EZ DNA Methylation Kit™

Tischautoklav Modell 2540EL,
Autoklav 2540 EK

Western-Blot-Apparatur Fastblot B34

Zellinkubator CO2-Auto-Zero,
Begasungsbrutschrank BB6220,
CO2-Inkubator HeraCell 240

Wide Mini Sub® Cell GT
Mini PROTEAN® 3 Cell

Thermomixer compact

Axiovert 10, Axiovert S100, Axio Imager.Z1
PowerPac Basic, PowerPac HC

LaminAir HB 2448, HeraSafe KS18

Peltier Thermal Cycler PTC- 200,
LightCycler II, RelQant 1.0 Software

R160P, L2200S

Centrifuge 5415 D, Centrifuge 5415 R
Biofuge 13, Biofuge 22R, Megafuge 1.0, Varifuge 3.2RS
LC Carousel Centrifuge

ABI PRISM™ 310 Genetic Analyser
ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyser
UV-Transilluminator IL 350 K, 254 nm
SONOPULS Ultraschall-Homogenisator HD2070, MS 72
Mikrospitze aus Titan

FACSCalibur, CellQuest Software
Magnetrithrer MR 2000, MR 2002,
Vortexer MS2 Minishaker
ELISA-Reader Emax,
Geldokumentationssystem 20011
CASY® Model DT

pH-Meter pH522

Stabhomogenisator 40/E
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3.1.3 Bakterien, Zelllinien und Vektoren

3.1.3.1 Bakterien

Epicurian Coli® XL2- Blue MRF’ Ultracompetent Escherichia Coli

3.1.3.2 Humane CRC und CRC-Zelllinien

Der Grofiteil der CRC stammte vom Institut fiir Pathologie der Universitit Regensburg.
Zusétzlich wurden einige CRCs der Pathologischen Institute der Ludwigs-Maximilians-
Universitidt Miinchen und der Technischen Universitidt Miinchen untersucht.

Die verwendeten humanen CRC-Zelllinien stammten vom ATCC.

Zelllinie Herkunft Literatur

SW48 kolorektales Adenokarzinom (Grade IV)  (Chen et al., 1983)
LoVo kolorektales Adenokarzinom (Grade IV)  (Drewinko et al., 1978)
HCT116 kolorektales Karzinom (Schroy et al., 1995)
HT29 kolorektales Adenokarzinom (von Kleist et al., 1975)
SW480 kolorektales Adenokarzinom (Leibovitz et al., 1976)
CaCo-2 kolorektales Adenokarzinom (Fogh et al., 1977)

3.1.4 Vektoren

3.14.1 pcDNA3.1

Der pcDNA3.1 Vektor (Invitrogen, Carlsbad, USA) wird zur Expression von Genen

unter Kontrolle des CMV-Promotors in Sdugerzelllinien benutzt.

3.1.4.2 pOE-TriSystem His-Strep 1

Der pQE-TriSystem His-Strep 1 Vektor (Qiagen, Hilden) wurde zur Herstellung von
rekombinantem Protein verwendet. Der Vektor besitzt Promotoren fiir E. coli, Insektenzellen,
und Saugerzellen. Die rekombinanten Proteine tragen am N-Terminus einen 8x His-Tag und

einen Strep-Tag, die der Aufreinigung dienen.

Die erstellten Vektorkonstrukte werden in 4.2.7.1.1, 4.2.7.2.1 und in 4.2.11.1 eingehend
behandelt.
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3.1.5 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden fast ausschlieBlich mit Hilfe der Primer 3 Software

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) selbst designed und von der

Firma Metabion in Martinsried hergestellt. Die Schmelztemperatur (Annealing-Temperatur)

der Primer betrug ~ 60°C. (F: Forward, R: Reverse)

3.1.5.1 Primer zur real-time PCR an cDNA

Name Sequenz (5° 2> 3%)

SERPINBS5 F1 GTCCACAGGCTTGGAGAAGA
SERPINBS ACAAGCCTTGGGATCAATCA
TAXF GGGTTGGTATATTCAAGGTTGG
TAX R CATTTGGAAGGTAATATCCTTGG
GAPDH F CCACTTTGTCAAGCTCATTTCC
GAPDH R GGTCCAGGGGTCTTACTCCTT
Actin F ACTCTTCCAGCCTTCCTTCCT
Actin R GTGTTGGCGTACAGGTCTTTG
PITX2 F1 AGTCCGGGTTTGGTTCAAG
PITX2 R1 GGGTACATGTCGTCGTAGGG
Cy2B6 F2 GGGGCACTGAAAAAGACTGA
Cy2B6 R1 AGTTCTGGAGGATGGTGGTG
ACE2 F3 TGGAGTTGTGATGGGAGTGA
ACE2 R3 TCGATGGAGGCATAAGGATT
CDH3 F3 GGCAGTGGCAGTAGTGGAGA
CDH3 R3 AGTGACCGTCAGCCTCTGC
MMP1 F1 GGGAGATCATCGGGACAACTC
MMP1 R1 GGGCCTGGTTGAAAAGCAT
MMP2 F1 TGATCTTGACCAGAATACCATCGA
MMP2 R1 GGCTTGCGAGGGAAGAAGTT
MMP3 F1 TGGCATTCAGTCCCTCTATGG
MMP3 R1 AGGACAAAGCAGGATCACAGTT
MMP7 F1 GTGGTCACCTACAGGATCGTA
MMP7 R1 CTGAAGTTTCTATTTCTTTCTTGA
TIMP1 F1 CTTCTGGCATCCTGTTGTTG
TIMP1 R1 AGAAGGCCGTCTGTGGGT

TIMP2 F1 GCGGTCAGTGAGAAGGAAGTGG
TIMP2 R1 GGAGATGTAGCACGGGATCATGG
TIMP3 F1 CCAGGACGCCTTCTGCAAC

TIMP3 R1 CCTCCTTTACCAGCTTCTTCCC
TS F1 GCAAAGAGTGATTGACACCATCAA
TS R1 CAGAGGAAGATCTCTTGGATTCCAA
DPD F1 GATTCTGGCTACCAGGCTAT

DPD R1 CATAAGGTGTTGTCCTGGAA

TP F1 TGGCTCAGTCGGGACAGCAG

TP R1 TCCGCTGATCATTGGCACCT

18



Materialien

3.1.5.2 Sequenzierungsprimer

Name Sequenz (5’ 2> 3°)

Masp E2 F1 GCAGAATGCAGTTGAGAAGACG
Masp E2 R1 GGCACTGCCTATGGGTTCTAAT
Masp E3 F1 CACGTGTCCACTTCAGTACAGC
Masp E3 R1 TTGTAGGTCTAACAGCATGAAAATG
Masp E4 F1 TTGTTAGAAGAGAATAACAATGCAA
Masp E4 R1 TTATGAGATGGAAGGCCCTGTT
Masp ES F1 TGTGAATTTCAGATGTAGTTTGGAA
Masp E5 R1 TTTCACTCAGCTCAGATCCTTGA
Masp E6 F1 TGCATGTGTAAATTGAAAAGTAA
Masp E6 R1 AGACCTGTTGGCACAACTCTTT
Masp E7 F1 TTATGTTTTCAATTGAGCCAGGT
Masp E7 R1 GGATGCAGAGTTTACAGAAATCG
Masp Insert seq 1 TGCAAATGAAATTGGACAGG

pQE Tri GTTATTGTGCTGTCTCATCATTTT
Masp Ins Seq 2 CAAAGGAATTGGAAACTGTTGACT
Masp Ins Seq 3 CATGTTCATCCTACTACCCAAGGA
Masp Ins Seq 4 TACCCAAGGATGTGGAGGAT

T7F GTAATACGACTCACTATAGGG

Masp-sense_screen

CAAGTGACAGAGAGGTGGAGA

3.1.5.3 Primer zur Herstellung von Vektorkonstrukten

Name

Sequenz (5° 2> 3°)

pQE Smal MS Forward
pQE Notl MS Reverse
Forward MS HindIII
Reverse MS EcoRI
Forward AS EcoRI
Reverse AS HindIII

AACCCGGGGTATGGATGCCCTGCAACTAGC
AAAGCGGCCGCTGCCACTGAAGGAGAACAGAATTTG
CGCAAGCTTGCAATGGATGCCCTGCAACTAGC
GGAATTCCTTAACATGGGCTATGCCACTT
GGAATTCGTTCCTTTTCCACGCATTTTC
CGCAAGCTTGGGTCTCTTCGTAGAGCTGATG

3.1.5.4 Primer fiir Methylierungsanalysen

Name Sequenz (5° 2> 3°)
MASP meth F11 GAAATTTGTAGTGTTATTATTATTATA
MASP meth R11 AAAAACACAAAAACCTAAATATAAAAA

MGMT1 Msdig F1
MGMT1 Msdig R1
MLHI1 prox MSdig F2
MLHI1 prox MSdig R2
MLHI1 dist MSdig F2
MLH]1 dist MSdig R2
MLH1Prox Flank f
MLH1Prox Flank r
MLHI1Prox MS r
MLH1Dist Flank
MLH1Dist Flank r
MLHI1Dist MS

P16 MSDIG F2

P16 MSDIG R2

CCCGGATATGCTGGGACAG
CCCAGACACTCACCAAGTCG
CGGCATCTCTGCTCCTATTG
TGCCCGCTACCTAGAAGGAT
AAGTCGCCCTGACGCAGAC
ACTACGAGGCTGAGCACGAA
TTTTAAAAAYGAATTAATAGGAAGAG
AAATACCAATCAAATTTCTCAACTC
CGATTTTTAACGCGTAAGC
GAGTGAAGGAGGTTAYGGGTAAGT
AACRATAAAACCCTATACCTAATCTATC
GAACGACGAACGCGCG
AGCACCGGAGGAAGAAAGAG
CTGCCTGCTCTCCCCCTCTC
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3.1.6 short interfering RNAs (SiRNAS)

Folgende siRNAs wurden von der Firma Qiagen, Hilden synthetisiert:
Hs SERPINBS5 1 HP, Hs SERPINBS 3 HP und Neg. Controll siRNA AF488.

Die Sequenzen sind vom Hersteller nicht angegeben.

3.1.7 Medien, Puffer und L6sungen

3171  Medien zur Anzucht von E. coli und Siugerzellkulturen

Luria Bertani (LB) Medium 10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
Fiir Platten: + 15 g/l Agar
Zur Selektion: + 100 pg/ml Ampicillin

DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium) PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach

Zusitze: 10 % (v/v) FKS
13 mg/ml Geniticin (nur bei Transfekanden)

Low Serum Medium DMEM
20 mM HEPES
0,5 % (v/v) FKS

Einfriermedium Pro 100 ml: 50 ml DMEM (mit 10 % FKS)
30 ml FKS
20 ml DMSO

3.1.7.2 Puffer und Losungen

Losungen fiir die Zellkultur

PBS (phosphate buffered saline)

Losungen fiir Agarose-Gelelektrophorese (DNA-Auftrennung)

TAE (50x) 2 M Tris/Acetat pH 8,0
50 mM EDTA
DNA-Agarosegel 1-3,5% (w/v) Agarose
gelost in TAE (1x)
DNA-Gel-Ladepuffer (6x) Loading Dye
Ethidiumbromidldsung 0,04 % (w/v) in H,O bidest

Losungen und Gele fiir SDS-PAGE (Proteinauftrennung)

SDS-PAGE-Laufpuffer 25 mM Tris/HCI pH 8,5
200 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

10 % Trenngel 25 % (v/v) Acrylamid:Bisacrylamid 40 %
37,5 % (v/v) 1 M Tris pH 8,8
0,1 % (v/v) SDS
0,05 % (v/v) Ammoniumpersulfat
0,05 % (v/v) TEMED
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4 % Sammelgel

Protein-Probenpuffer (5x)

Losungen fiir Western-Blots:

Western-Blot-Transferpuffer

TBS (10x)

Blockierungslosung

Losung zur Isolation von Gesamtprotein
RIPA Puffer

10 % (v/v) Acrylamid:Bisacrylamid 40 %
12 % (v/v) 1 M Tris pH 6,8

0,1 % (v/v) SDS

0,05 % (v/v) Ammoniumpersulfat

0,05 % (v/v) TEMED

0,225 M Tris/CI; pH 6,8

50 % (v/v) Glyzerin

5% (w/v) SDS

0,25 M DTT

0,05 % (w/v) Bromphenolblau

10 % (v/v) Methanol

25 mM Tris

190 mM Glycin

100 mM Tris-HCl

1,5 mM NaCl

mit HCI auf pH 8,0 einstellen

3 % (w/v) BSA in 1x TBS

50 mM Tris- HCI, pH 7,5

150 mM NaCl

1 % Nonidet® P40

0,5 % Natriumdesoxycholat

0,1 % SDS

1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail je 10 ml

Losungen zur Isolation von rekombinantem Protein

Ni-NTA Lysepuffer

Ni-NTA Waschpuffer

Ni-NTA Elutionspuffer

Strep-Tactin Elutionspuffer

Férbelosungen
Zellfarbelosung

Coomassie Losung zur Farbung von PAA-Gelen

50 mM NaH2PO4XH20
300 mM NaCl
- mit NaOH ad pH 8,0

50 mM NaH2PO4XH20

300 mM NaCl

20 mM Imidazol

0,05 % (w/v) Tween 20
- mit NaOH ad pH 8,0

50 mM NaH2P04XH20
300 mM NaCl

300 mM Imidazol

-> mit NaOH ad pH 8,0

50 mM NaH2P04XH20
300 mM NaCl

5 mM Desthiobiotin

-> mit NaOH ad pH 8,0

50 % (v/v) Methanol
0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigséure
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Coomassie Entfarbelosung

Losungen zur Silberfirbung von PAA-Gelen

Fixierlosung
Blockierungslosung (50x)

Silberlosung

Entwickler

Stoplésung

Loésung fiir Immunhistochemie
Citrat-Puffer

40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigséure

50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsadure

2% (W/V) NaQSQOg,

0,1 % (w/v) AgNO;

75 ul Formaldehyd (37 % (w/v)) pro 100 ml
6 % (W/v) Na,COs

50 pl Formaldehyd (37 % (w/v)) pro 100 ml

10 % (v/v) Essigséure

10 mM Citronensduremonohydrat
pH=6,2
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3.2 Methoden

Alle molekularbiologischen Arbeiten sowie Arbeiten mit Bakterien und Séugerzellen wurden
in sterilen, DNase- und RNase-freien GefaBlen und mit sterilen Losungen durchgefiihrt.
Experimente, bei denen nicht explizit die Reaktionstemperaturen angegeben werden, fanden

bei Raumtemperatur statt.

3.2.1 Arbeiten mit Escherichia Coli

3.2.1.1 Kultivierung von Bakterien

Der Bakterienstamm XL2-Blue wurde sowohl auf festem Niahrboden als auch in
Schiittelkultur kultiviert. Fiir die Selektion transformierter Bakterien wurde das Medium
beziehungsweise die Nahrplatte mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt. Zum Animpfen von
Schiittelkulturen wurde eine Einzelkultur mit einer sterilen Spitze gepickt, bei Agarplatten
wurden die Bakterien mit einem sterilen Trigalsky Spatel ausplattiert. Die Inkubation der
Platten erfolgte bei 37°C im Brutschrank, die der fliissigen Kulturen bei 37°C im Schiittler bei
250 UpM.

3.2.1.2 Transformation von E. coli

Zur Transformation kompetenter E. coli wurden je 100 ng Plasmid-DNA zu 100 pl
kompetenten Zellen, die auf Eis aufgetaut wurden, zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde
30 min auf Eis inkubiert und dabei gelegentlich durch leichtes Schiitteln durchmischt.
Anschliefend wurden die Zellen 80 sek einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, um die
Plasmidaufnahme ins Zellinnere zu ermdglichen. Nach dem Hitzeschock kiihlte man die
Bakterien eine Minute auf Eis ab, gab pro Ansatz 500 ul LB Medium zu und lies die Kultur
60 min lange bei 37°C unter Schiitteln anwachsen. Die transformierten E. coli wurden dann
eine Minute bei 8000 U/min abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die Bakterien im
verbleibenden Medium wieder resuspendiert, um eine Aufkonzentrierung zu erreichen. Das

Ausplattieren der Zellen erfolgte auf einem ampicillinhaltigem Medium.

3.2.1.3 Herstellung kompetenter Bakterien

Kompetente E. coli Bakterien (XL2) wurden freundlicherweise von Dr. Richard Bauer zur
Verfligung gestellt. Die Herstellung dieser kompetenten Bakterien erfolgte nach der

Kalziumchlorid-Methode und ist in der Dissertation von Richard Bauer dokumentiert.
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3.2.2 Isolierung von Plasmid DNA

Die Isolierung der Plasmid DNA erfolgte mit Hilfe des Plasmid Mini Kit (Qiagen) nach den
Angaben des Herstellers.

3.2.3 Isolierung genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen

Die Isolierung erfolgte der Herkunft der DNA entsprechend mit der Hilfe verschiedener Kits
nach den jeweiligen Herstellerangaben:

DNA aus Paraffinmaterial: Purgene™ DNA Tissue Kit (Gentra, Minneapolis, USA)
Blut-DNA: Purgene™ DNA Blood Kit (Gentra, Minneapolis, USA)
Zelllinien Purgene™ DNA Tissue Kit (Gentra, Minneapolis, USA)

* Prakonfluent gewachsene Zellen wurden aus T75 Zellkulturschale abgeerntet und in 200 pl
PBS resuspendiert. Danach wurden 20 pl Proteinase K hinzugegeben.

Waren weniger als 10 000 Zellen vorhanden, wurde der High Pure PCR Template Kit von

Roche verwendet.

3.2.4 Isolierung von RNA

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem TRIZOL™-Reagens (Invitrogen) nach den
Herstellerangaben. Zur Elimination von DNA-Spuren wurde anschliefend ein
DNasel —Verdau (100 U/ml DNasel, 10 min bei 37°C) entfernt. Die DNasel wurde durch
Phenol-Chloroform-Extraktion (Sambrook, 1989) inaktiviert und entfernt.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 DNA-und RNA-Methoden

3.3.1.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen zu analytischen Zwecken erfolgte
meist in einem Volumen von 20 pl mit etwa 1,0 pg Plasmid- oder Insert-DNA, 10 U des
entsprechenden Enzyms und der vom Hersteller empfohlenen Menge des Reaktionspuffers.
Die Ansdtze wurden fiir 2 - 3 h bei der optimalen Reaktionstemperatur inkubiert und die

Enzyme anschlieBend bei 70°C fiir 20 min inaktiviert.
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3.3.1.2 Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten fiir analytische Zwecke erfolgte mittels Agarose-
gelelektrophorese (1 - 3,5 % Agarose in TAE). Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten
Spannung von 10 V/cm durchgefiihrt. Das Anfiarben der DNA erfolgte nachtriglich in
Ethidiumbromidlésung fiir 10 - 30 min. Die angefarbte DNA wurde durch UV-Licht sichtbar
gemacht. Die Grofe der Fragmente konnte aufgrund eines ebenfalls auf das Gel

aufgetragenen DNA-Léngenstandards abgeschétzt werden.

3.3.1.3 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mittels des MinElute® PCR Purification Kits (Qiagen) nach den
Herstellerangaben gereinigt.

Sollte eine bestimmte Fraktion von DNA-Fragmenten isoliert werden, wurden diese in
1,5%igen Agarosegelen aufgetrennt und nach der Fiarbung in Ethidiumbromidlésung unter
UV-Beleuchtung ausgeschnitten. Die eigentliche Gelextraktion wurde mit dem QIAquick®™

Gel Extraction Kit (Qiagen) nach dem beiliegenden Protokoll durchgefiihrt.

3.3.1.4 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmungen

Die Konzentration geldster Nukleinsduren wurde mittels UV-Absorption in einem Photometer
bei einer Wellenldinge von 260 nm bestimmt. Fiir optische Dichten kleiner 1 gilt
ndherungsweise folgender linearer Zusammenhang: 1 OD260nm Einheit = 50 ng/ul

doppelstrangige DNA und Plasmide; 40 ng/ul fiir RNA.

3.3.1.5 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription erfolgte mit dem RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit

(Fermentas) nach Herstellerangaben. Dazu wurde standardméBig 1 pg RNA eingesetzt.

3.3.1.6 Modifizierung von DNA mit Na-Bisulfit

Durch die Behandlung der genomischen DNA mit Na-Bisulfit werden alle nicht methylierten
Cytosine zu Uracilen deaminiert, die Thymidinen entsprechen, wihrend nur 5-methyl-
Cytosine als Cytosine erhalten bleiben. Die so entstandenen Sequenzidnderungen spiegeln den

urspriinglichen Methylierungsstatus wider.
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Die Bisulfit-Modifizierung erfolgte mit minimal 100 ng genomischer DNA mit Hilfe des EZ
DNA Methylation Kit™ (ZYMO Research, Orange, Kanada) nach den Angaben des
Herstellers. Die modifizierte DNA wurde sofort in die nachfolgende PCR eingesetzt oder
aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.3.1.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung eines spezifischen DNA-Fragmentes wurde die Polymerasekettenreaktion
(PCR) angewandt. Die Reaktion erfolgte iiblicherweise in einem Volumen von 20 pl.
Eingesetzt wurde 1x Taq-Polymerase-Puffer mit Mg*", je 0,3 uM Primer, 0,2 pM dNTPs und
2 U Taqg-Polymerase. Die Amplifikation erfolgte durch 35 repetitive Zyklen: Denaturierung
(45 sek bei 94°C), Primerbindung (30 sek, Temperatur je nach Primer [generell 60°C]), und
Elongation (1 min bei 72°C).

3.3.1.8 Real-time PCR

Zur relativen Quantifizierung verschiedener DNA- und cDNA-Templates wurde das
LightCycler-System (Roche) in Verbindung mit dem LightCycler FastStart DNA Master’ ™
SYBR Green I Kit (Roche) oder alternativ dem QuantiTect® SYBR Green PCR Kit (Qiagen)
verwendet. Jeder 20 pl Ansatz enthielt 2 ul DNA, 0,5 uM Primer und 1x PCR SYBR Green
Mix. Einer 10-miniitigen (Roche) bzw. 15-miniitigen (Qiagen) Denaturierung bei 95°C
folgten 40 Zyklen von 10 sek bei 95°C, 17 sek bei der Bindetemperatur des Primerpaares
(generell 60°C) und 10 sek bei 72°C. Die Schmelzpunktanalyse der PCR-Produkte erfolgte
wiahrend einer Erhitzung um 0,2°C/sek von 50°C bis 95°C bei kontinuierlicher
Fluoreszenzmessung. Die Auswertung der Methylierungsquantifizierung erfolgte mit der
RelQuant® 1.0 Software (Roche) unter Verwendung von fit coefficient files. Zur Erstellung
der fit coefficient files wurden DNA-Verdiinnungen tiber fiinf Log-Stufen in Duplikaten
eingesetzt. Die PCR-Effizienzen ergaben sich aus den fit coefficient files. Die Bestimmung
der Ct-Werte erfolgte standardmidfBBig automatisch iiber die second derivative maximum-

Methode und bei ungleichmafigem Fluoreszenzkurvenverlauf durch die manuelle Festlegung

von fit points.

3.3.1.9 Relative Quantifizierung

Die transkriptionelle Genexpression wurde durch relative Quantifizierung von cDNA mittels
real-time PCR untersucht. Die relative, normalisierte Transkription (RNT) gibt die Expression

eines Zielgenes relativ zur entsprechenden Expression in einem Kalibrator an. Dabei wird die
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Expression des Zielgenes relativ zu der Expression eines Referenzgenes (ein konstant
exprimiertes Haushaltsgen) ermittelt und auf das Verhéltnis von Zielgen-/Referenzgen-
Expression eines Kalibrators (z. B. cDNA einer Zelllinie) bezogen. Ein RNT-Wert von
beispielsweise 2 zeigt eine relative Verdopplung der Expression des Zielgenes im Vergleich
zur entsprechenden relativen Expression im Kalibrator an. Ein RNT-Wert von beispielsweise
0,2 gibt an, dass die relative Expression des Zielgenes einem Fiinftel der relativen Expression
des Zielgenes beim Kalibrator entspricht. Der RNT-Wert des Kalibrators ist definitionsgeméaf

immer gleich 1. In dieser Arbeit wurde das Gen TAX1BP1 als Referenzgen verwendet.

3.3.1.10 Sequenzierungen

Zu Sequenzanalysen wurden 10 - 50 ng genomische DNA und die jeweiligen
Sequenzierungs-Primer eingesetzt. Die automatische Sequenzierung erfolgte an einem ABI

PRISM 3100 Genetic Analyzer, die Auswertung mit Hilfe der Bioedit Software (v 5.0.9).

3.3.2 Protein-Methoden

3.3.2.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten (RIPA-Lysaten)

Gesamtproteinextrakte sind gleichbedeutend mit RIPA-Lysaten. Die Extraktion von
Gesamtprotein erfolgte auf Eis. Das Kulturmedium von prikonfluent wachsenden CRC-
Zelllinien wurde abgesaugt, die Zellen einmal mit eiskaltem PBS gewaschen, mit dem
Zellschaber abgeschabt und in 1 ml PBS aufgenommen. Nach Zentrifugation bei 4000 UpM
und 4°C fiir 5 min wurde das Zellpellet in 200 pl RIPA-Puffer lysiert und danach 15 min bei
4°C im Schiittelinkubator geschiittelt. Die in Puffer geldsten Proteine konnten dann durch
eine zehnminiitige Zentrifugation bei 13 000 UpM und 4°C von den nicht-16slichen
Zellbestandteilen abgetrennt werden. Das Proteinextrakt wurde in neue Gefal3e iiberfiihrt und

bei -20°C gelagert.

3.3.2.2 Fraktionelle Proteinisolierung

Die Proteine aus Kern, Zytoplasma, Membranen und Zytoskelett wurden getrennt
voneinander mit Hilfe des ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit (Calbiochem)
nach Angaben des Herstellers isoliert. Der Gesamtproteingehalt der Fraktionen wurde durch

Verdiinnen mit PBS édquilibriert.
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3.3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Losungen wurde mit Hilfe des BCA-Protein-
Assay Kits (Pierce) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Durch Messung bei 562 nm
in einem ELISA-Reader wurden die Absorptionen bestimmt und anhand eines parallel

quantifizierten BSA-Standards in Proteinkonzentrationen umgerechnet.

3.3.2.4 SDS-Polvacrvlamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Durch SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) konnen Proteine nach ihrem
Molekulargewicht in Polyacrylamidgelen aufgetrennt werden. Dabei werden deren Tertidr-
und Quartdrstruktur durch die Anlagerung von SDS-Molekiilen zerstort, sodass die Proteine
linear vorliegen. 20 pg Proteinproben wurden jeweils in 1x SDS-Probenbuffer 5 min bei 95°C
aufgekocht und anschlieBend bei 0,8 mA/cm® durch SDS-PAGE in 10 % PAA-Gelen

aufgetrennt.

3.3.2.5 Western-Blot

Mittels Western-Blotting wurden durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine auf PVDEF-
Membran transferiert, um diese mit Antikérpern nachzuweisen. Hierzu wurden die SDS-
Polyacrylamidgele nach dem Gellauf zusammen mit der PVDF-Membran 10 min in 1x
Transfer Puffer getrinkt und danach die Proteine mittels elektrophoretischem Transfer
(semidry) 1 h bei 1,5 mA/cm” auf die Membran iibertragen. Der Blot erfolgte in der Biometra
Fastblot B34-Apparatur.

3.3.2.6 Proteindetektion auf Western-Blots

Die PVDF-Membranen wurden zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen 1 - 2 h in
TBS mit 2 % (w/v) BSA inkubiert und 1 - 2 h bei RT oder bei 4°C iiber Nacht mit dem 1.
Antikorper in geeigneter Verdiinnung in TBS mit 2 % (w/v) BSA (Maspin AK: 1:1000, anti-
beta-Actin AK: 1:4000) geschwenkt. Nach dem Waschen (3x 15 min mit TBS) wurde die
Membran mit einem gegen den konstanten Teil des 1. Antikorpers gerichteten 2. Antikrper
(1:4000), der mit Alkalischer Phosphatase konjugiert war, fiir 1 h bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde nochmals gewaschen (3x 10 min mit PBS) und das Substrat fiir die
Alkalische Phosphatase (BCIP/ NBT Substrate Kit) zugegeben und 10 min bis zu 2 h

inkubiert, bis sich eine Farbreaktion zeigte.
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3.3.2.7 Coomassie-Fiarbung von SDS-PAA-Gelen

Die Gele wurden 1 h in Coomassie Féarbelosung unter Schwenken inkubiert und dabei gefarbt.
AnschlieBend wurden die Gele in Coomassie Entfirbelosung solange entfarbt, bis die

Proteinbanden gut sichtbar waren. Dabei wurde die Entfarbel6sung mehrfach gewechselt.

3.3.2.8 Silberfirbung im SDS-PAA-Gel

Zur sensitiven Silberfarbung wurden die SDS-PAAGele 30 min in der Fixierlosung inkubiert,
anschlieend je 10 min in 50 % und 10 % (v/v) Ethanol rehydriert und nach einminiitiger
Inkubation in 0,02%iger (w/v) Na,S,03-Losung dreimal je 20 sek in Wasser gewaschen. Nach
der Féarbung fiir 20 min in 0,1%iger Silbernitratlosung mit 75 pl Formaldehyd (37%ig, (w/v))
pro 100 ml wurde das Gel erneut dreimal je 20 sek mit Wasser gewaschen und anschlieend
mit 6%iger (w/v) Natriumcarbonatlosung, die 50 ul 37%iges (w/v) Formaldehyd pro 100 ml
enthielt, entwickelt. Die Entwicklung wurde mit 10%iger (v/v) Essigsdure gestoppt, sobald

die Banden gut sichtbar waren.

3.3.2.9 Co-Immunprazipitation (ColP)

200 — 300 pl RIPA Zelllysat aus verschiedenen Zelllinien wurden mit 25 pl unverdiinnter
Protein G-Sepharose iiber Nacht bei 4°C vorgereinigt. Nach Zentrifugation fiir 3 min bei 1600
UpM wurde der Uberstand in ein neues 1,5-ml-ReaktionsgefdB iiberfiihrt und mit anti-
Maspin-Antikorper (10 pg/ml) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde 1 h mit 25 pl
unverdiinnter Protein G-Sepharose inkubiert. Darauthin wurde dreimal mit 1 ml PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 20 pl 2,5x Protein-Probenpuffer (1 Volumen 5x
Protein-Probenpuffer + 1 Volumen H,0) aufgenommen und 5 min bei 95°C erhitzt. Die

prazipitierten Proteine wurden durch Gelelektrophorese in 10%igen PAA-Gelen aufgetrennt.

3.3.2.10 Herstellung und Aufreinigung von rekombinantem Maspin

Die transformierten E. coli Zellen wurden in 100 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml)
unter Schiitteln bei 37°C inkubiert und bei einer ODggoum ~ 0,5 mit 1 mM IPTG induziert.
Nach 5 Stunden weiterer Inkubation unter Schiitteln bei 37°C wurde die Kultur in 50ml-
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und fiir 15 min bei 3000 UpM in einer Varifuge 3.2RS
zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in insgesamt 5 ml Ni-NTA Lysepuffer

resuspendiert und vereint. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Zur Lyse der Zellen
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wurden Lysozym (1 mg/ml), DNase I (10 U/ml), RNase A (10 pg/ml) und Proteinase
Inhibitor Cocktail (1 Tablette/5 ml) zugegeben. Nach einer 15-miniitigen Inkubation auf Eis
wurde das Lysat mit Ultraschall behandelt (6 mal 10 Sekunden bei 300 Watt, dazwischen je
20 Sekunden Kiihlung auf Eis). Das Lysat wurde in 2ml-Reaktionsgefdf3e iiberfiihrt und die
Zellfragmente wurden durch 10-miniitige Zentrifugation bei 16 000 g und 4°C pelletiert. Der
Uberstand mit dem geldsten rMaspin wurde in 15ml-Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Die
folgenden Schritte wurden auch bei der Untersuchung von rMaspin-Proteininteraktionen
(siche 4.2.12) angewandt.

Die verschiedenen rMaspin-haltigen Ansétze und Kontrollen wurden mit Ni-NTA Lysepuffer
auf ein Volumen von 4 ml gebracht. Zur Aufreinigung iiber den 8xHis-Tag wurden jeweils
4 ml der Ansitze (E. coli-Lysat Uberstinde, rMaspin-Proteininteraktionsansitze) mit 1 ml
unverdiinnter Ni-NTA-Agarose unter Schiitteln {iber Nacht bei 4°C inkubiert und am Folgetag
in eine leere Poly-Prep Chromatographiesdule transferiert. Nach dem Auslauf des Filtrats
wurde die Sdule dreimal mit je 4 ml Ni-NTA Waschpuffer gewaschen. Das rMaspin wurde
viermal mit je 0,5 ml Ni-NTA Elutionspuffer eluiert. Alle Fraktionen wurden einzeln

gesammelt.

Je nach Bedarf wurden die Ni-NTA Eluate iiber den Strep-Tag weiter aufgereinigt. Diese
Methode der Aufreinigung wurde ebenfalls zur Untersuchung von rMaspin-
Proteininteraktionen (siche 4.2.12) angewandt. Dazu wurden die rMaspin-enthaltenden
Losungen mit Ni-NTA Lysepuffer auf ein Volumen von 4 ml gebracht, mit 1 ml
unverdiinntem Strep-Tactin Superflow iiber Nacht bei 4°C unter Schiitteln inkubiert und am
Folgetag in eine leere Poly-Prep Chromatographiesdule transferiert. Nach zwei
Waschschritten mit je 4 ml Ni-NTA-Lysepuffer wurde das rMaspin sechsmal mit je 0,5 ml
Strep-Tactin Elutionspuffer eluiert.

Von allen Fraktionen der Ni-NTA- bzw. Strep-Tactin-Aufreinigung wurden 40 pl
abgenommen, mit 10 pl 5x Protein-Probenpuffer fiir 5 min bei 95°C inkubiert und in die
SDS-PAGE eingesetzt. Die Proteindetektion erfolgte durch Coomassie- oder Silberfarbung.

3.3.2.11 Immunfluoreszenz

In einem ,,4-chamber-cover-slide* wurden auf einem Objektglas circa 50 000 Zellen in 1 ml
Medium ausgesit und iiber Nacht inkubiert. Die weiteren Inkubationen erfolgten direkt auf
dem Objekttriiger durch Uberschichtung. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 300 pl Paraformaldehyd (4 % w/v) je Objektglas fiir 15 min fixiert. Zur
Permeabilisierung wurden die Zellen 5 min mit 300 ul Triton-X-100 (0,1 % v/v) behandelt
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und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Nach einstiindiger Blockierung durch
Uberschichtung mit BSA/PBS (2 % (w/v)) wurden die Zellen 1 h mit 300 pl anti-Maspin-
Antikorper in 1:1000-Verdiinnung inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen und fiir eine weitere
Stunde mit 300 pl 1:100-verdiinntem, FITC-konjugiertem anti-Maus-Sekundérantikérper in
Dunkelheit inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBS wurden die Zellen mit einem
Tropfen Vectashield Versiegelungsmedium, das DAPI zur Kernfarbung enthielt, unter einem

Deckglas versiegelt und standen zur Fluoreszenzmikroskopie bereit.

3.3.2.12 Immunhistochemie (IHC)

Zur IHC-Untersuchung wurden 2um-Schnitte von Formalin-fixierten, paraffinisierten
Gewebeproben verwendet, die nach Entparaffinisierung in 10 mM Citratpuffer (pH 7,2) durch
Erhitzen in der Mikrowelle (35 min bei 250 Watt) demaskiert wurden. Die monoklonalen
Antikorper wurden in einer 1:1000-Vediinnung eingesetzt und mittels des [-View DAB
Detection Kit in Verbindung mit dem Ventana Nexes Autostainer (Ventana, Strassburg,

France) detektiert.

3.3.2.13 Immuncytochemie (1CC)

Fiir die ICC wurden vereinzelte Zellen entweder auf einem Objekttriger zentrifugiert (5 min
bei 1200 UpM), oder das Wachstum erfolgte auf einem sterilen Objekttrager. Die Zellen

wurden 15 min in eiskaltem Aceton fixiert und wie in der IHC mit Antikdrpern geférbt.

3.3.2.14 Auswertung der Maspin-IHC

Sowohl die zytoplasmatische als auch die nukledre Maspinfarbung wurde semiquantitativ von
einem erfahrenen Pathologen, der nicht {iber den Mikrosatellitenstatus oder andere klinisch-
pathologische Daten informiert war, bestimmt. Zusétzlich wurden die Auswertungen von
naturwissenschaftlichen Mitarbeitern (PD Dr. rer. nat. und Dipl. Biol.) zur Kontrolle
wiederholt. Die Intensitdt der Maspinfarbung wurde als negativ, schwach, mittel und stark
klassifiziert. Ein Tumor wurde als Maspin-positiv gewertet, wenn mehr als 10 % der
Tumorzellen mittlere oder starke Maspinfarbung zeigten. Negative Bewertung erfolgte bei
negativer oder schwacher Farbung einer beliebigen Zahl von Tumorzellen, oder wenn der
Anteil mittel oder schwach geférbter Zellen weniger als 10 % der Tumorzellen ausmachte. Je
nach gefirbtem Zellkompartiment wurde die Firbung zytoplasmatisch und/oder nukledr

klassifiziert.
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3.3.3

3.3.3.1 QAMMOD-Methylierungsanalyse des MLH1-Promotors

Quantitative Methylierungsanalysen

Die QAMMOD (Quantitative Methylierungsanalyse modifizierter DNA) wurde in dieser

Dissertation zur quantitativen Methylierungsanalyse des MLHI1-Promotors entwickelt.

Untersucht wurden dabei die zwei Promotorbereiche mit der hochsten CpG-Dichte: distaler

Bereich (-747 bis -569) und proximaler Bereich (-295 bis -152) relativ zum ATG. Fiir jeden

Promotorbereich wurde ein methylierungsunabhéngiges ,,Flank-Primerpaar* (Prox Flank f +

Prox Flank r, Dist Flank f + Dist Flank r) eingesetzt, das den CpG-Lokus flankiert sowie ein

methylierungsspezifisches ,,MS-Primerpaar* (Prox Flank f + Prox MS r, Dist MS f + Dist
Flank r; Abb. 3.1).
Das Prinzip der QAMMOD ist in Abb. 3.2 illustriert.

~800
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TAAGGTTAAGAGGCGGTAGAGTTCGAGGTTTGTACGAGTAGTTTTTTTTT
TAGGAGTGAAGGAGGTTACGGGTAAGTCGTTTTGACGTAGACGTTTTATT
AGGGTCGCGCGTTCGTCGTTCGTTATATATCGTTCGTAGTATTCGTGTTT
AGTTTCGTAGTGGCGTTTGACGTCGCGTTCGCGGGTAGTTACGATGAGGC
GGCGATAGATTAGGTATAGGGTTTTATCGTTTTTCGGAGGTTTTATTATT
AAATAACGTTGGGTTTATTCGGGTCGGAAAATTAGAGTTTCGTCGATTTT
TATTTTGTTTTTTTTGGGCGTTATTTATATTTTGCGGGAGGTTATAAGAG
TAGGGTTAACGTTAGAAAGGTCGTAAGGGGAGAGGAGGAGTTTGAGAAGC
GTTAAGTATTTTTTTCGTTTTGCGTTAGATTATTTTAGTAGAGGTATATA
AGTTCGGTTTCGGTATTTTTGTTTTTATTGGTTGGATATTTCGTATTTTT
CGAGTTTTTAAAAACGAATTAATAGGAAGAGCGGATAGCGATTTTTAACG
CGTAAGCGTATATTTTTTTAGGTAGCGGGTAGTAGTCGTTTTAGGGAGGG
ACGAAGAGATTTAGTAATTTATAGAGTTGAGAAATTTGATTGGTATTTAA
GTTGTTTAATTAATAGTTGTCGTTGAAGGGTGGGGTTGGATGGCGTAAGT
TATAGTTGAAGGAAGAACGTGAGTACGAGGTATTGAGGTGATTGGTTGAA
ATG

=751
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-551
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-451
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Abb. 3.1: Lage der Primer, die zur QAMMOD-Methylierungsanalyse des MLH1-Promotors
verwendet wurden. Die dargestellte Sequenz entspricht der Bisulfit-modifizierten DNA. CpGs sind in
Fettdruck dargestellt. methylierungsspezifische MLH1 MS-Primer, MLLH1 flank distal-Primer, MLH1
flank proximal-Primer. Die flank-Primer sind methylierungsunabhéngig -
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Abb. 3.2: Prinzip der QAMMOD. Bei der Bisulfit-Modifizierung werden alle unmethylierten
Cytosine zu Uracilen umgewandelt, methylierte Cytosine bleiben als solche erhalten. Der
Modifikation folgt eine Voramplifikation, um die instabile Bisulfit-modifizierte DNA zu stabilisieren.
Die zur Voramplifikation verwendeten methylierungsunabhingigen flank-Primer flankieren die zu
analysierende Sequenz. In der anschlieBenden SYBR-Green real-time PCR erfolgen je Probe eine
methylierungsunabhéingige PCR mit den flank-Primern und eine methylierungsspezifische PCR mit
einem MS/flank-Primerpaar. Der relative Vergleich beider real-time PCRs ergibt den Anteil der
methylierten DNA-Molekiile in der Probe.

Da die Bisulfit-modifizierte DNA einzelstrdngig, sehr instabil und schlecht lagerfahig ist,
erfolgt zunédchst eine konventionelle PCR, um die zu untersuchenden DNA-Abschnitte zu
amplifizieren und als doppelstrangige DNA zu konservieren. Die dabei eingesetzten Flank-
Primer enthalten selbst moglichst keine Cytosine, die methyliert sein konnten. So amplifiziert
diese PCR mit den Flank-Primern alle entsprechenden Promotor-Fragmente unabhingig von
deren internen Methylierungsstatus.

Der 20 pl Ansatz der PCR enthielt 5 % (v/v) DMSO, 2,0 mM Mg2+, 0,2 mM dNTPs, 0,3 uM
von jedem Flank-Primer, 10 % (v/v) 10x PCR-Reaktionspuffer, 0,5 U Tag-Polymerase
(Fermentas) und 4 pl (minimal 20 ng) modifizierte DNA. Jeder der 15 PCR-Zyklen umfasste
20 sek bei 94°C, 1 min bei 55°C, 1 min bei 72°C. Die PCR-Produkte wurden mit dem
MinElute® PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt, in 12 pl Tris/Cl (10 mM, pH 8.5) eluiert

und 1:10 mit Wasser verdiunnt.
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Die Methylierungsquantifizierung entspricht einer relativen Quantifizierung (siehe 3.3.1.9),
bei der je Probe eine methylierungsspezifische real-time PCR (,,MS-Primerpaar®; bestehend
aus einem der Flank-Primer und einem methylierungsspezifischen MS-Primer) mit der
methylierungsunabhéngigen real-time PCR (,,Flank-Primerpaar) verglichen werden
(Abb. 3.2).

In die real-time PCR (siehe 3.3.1.8) wurden 2 ul 1:10-verdiinntes, voramplifiziertes,
gereinigtes PCR-Produkt als Template eingesetzt. Als Kalibrator-DNA wurden verdiinnte
Flank PCR-Produkte von der CRC-Zelllinie SW48, deren MLH1-Promotor methyliert ist,
eingesetzt. Unmethylierte Blut-DNA diente als Kontrolle fiir negative Methylierung. Die
Auswertung der Methylierungsquantifizierung erfolgte mit der RelQuant 1.0 Software
(Roche) mit Effizienzkorrektur unter Verwendung von fit coefficient files (siehe 3.3.1.8).

Die Auswertung der real-time PCRs ergibt das Ratio aus methylierungsspezifischer und
methylierungsunabhédngiger PCR, das direkt den Anteil der methylierten DNA-Molekiile
wiedergibt.
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3.3.3.2 QESD

Bei der QESD (Quantifizierung Endonuklease-resistenter DNA) wird native DNA mit einer
methylierungssensitiven  Restriktionsendonuklease (zum  Beispiel Hin6l)  verdaut.
Anschlieend wird der Anteil unverdauter und damit methylierter DNA-Spezies mittels real-
time PCR quantifiziert. Die QESD des MLH1-Promotors wurde an denselben distalen und
proximalen MLH1-Promotorbereichen durchgefiihrt, die schon mittels QAMMOD untersucht
wurden (Abb. 3.3).

Die P16-QESD erfolgte an einem DNA-Bereich (+158 bis +253 vom Transkriptionsstart) mit
zwei Hin6I-Schnitttstellen, die MGMT-QESD wurde im Bereich -19 bis +82 ausgehend vom
Transkriptionsstart unter Analyse von zwei Hin6I-Schnitttstellen durchgefiihrt (ohne Abb.).
Das Prinzip der QESD ist in Abb. 3.4 auf der folgenden Seite erldutert.

-800 CAAGGCCAAGAGGCGGCAGAGCCCGAGGCCTGCACGAGCAGCTCTCTCTT =751
-750 CAGGAGTGAAGGAGGCCACGGGCAAGTCGCCCTGACGCAGACGCTCCACC -701
-700 AGGGCCGCGCGCTCGCCGTCCGCCACATACCGCTCGTAGTATTCGTGCTC -651
-650 AGCCTCGTAGTGGCGCCTGACGTCGCGTTCGCGGGTAGCTACGATGAGGC -601
-600 GGCGACAGACCAGGCACAGGGCCCCATCGCCCTCCGGAGGCTCCACCACC -551
-550 AAATAACGCTGGGTCCACTCGGGCCGGAAAACTAGAGCCTCGTCGACTTC -501
-500 CATCTTGCTTCTTTTGGGCGTCATCCACATTCTGCGGGAGGCCACAAGAG -451
-450 CAGGGCCAACGTTAGAAAGGCCGCAAGGGGAGAGGAGGAGCCTGAGAAGC -401
-400 GCCAAGCACCTCCTCCGCTCTGCGCCAGATCACCTCAGCAGAGGCACACA -351
-350 AGCCCGGTTCCGGCATCTCTGCTCCTATTGGCTGGATATTTCGTATTCCC -301
-300 CGAGCTCCTAAAAACGAACCAATAGGAAGAGCGGACAGCGATCTCTAACG -251
-250 CGCAAGCGCATATCCTTCTAGGTAGCGGGCAGTAGCCGCTTCAGGGAGGG -201
-200 ACGAAGAGACCCAGCAACCCACAGAGTTGAGAAATTTGACTGGCATTCAA -151
-150 GCTGTCCAATCAATAGCTGCCGCTGAAGGGTGGGGCTGGATGGCGTAAGC -101
-100 TACAGCTGAAGGAAGAACGTGAGCACGAGGCACTGAGGTGATTGGCTGAA -51
-50 GGCACTTCCGTTGAGCATCTAGACGTTTCCTTGGCTCTTCTGGCGCCAAA -1

+1 ATG

Abb. 3.3: Lage der Primer und Hin6I-Schnittstellen, die zur QESD-Methylierungsanalyse des

(methylation specific digest) Primer flankieren eventuell methylierte Hin6I-Schnittstellen und kénnen nur
unverdaute und damit methylierte DNA amplifizieren.
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Abb. 3.4: Das Prinzip der QESD. (a) Je Probe werden zwei Restriktionsverdaue vorbereitet: Ein
Quantifizierungsverdau mit Hin6l und ein Kalibratorverdau mit Xbal/Dral. Das Restriktionsenzym
Hin6l schneidet NUR die unmethylierte Erkennungssequenz GCGC, bei Methylierung ist der Verdau
blockiert. Die Primer der folgenden real-time PCR amplifizieren DNA-Fragmente in den jeweiligen
Promotorbereichen, deren Methylierungsstatus die Genexpression beeinflusst. Die zu amplifizierenden
Promotorfragmente enthalten Hin6I-Schnittstellen, d.h. nur hypermethylierter MLH1-Promotor bleibt
nach dem Hin6l-Verdau als Template erhalten. Schnittstellen fiir Xbal und Dral sind in diesen
Promotorfragmenten nicht enthalten. Xbal und Dral dienen der Fragmentierung und somit der
besseren PCR-Zuginglichkeit der genomischen DNA, damit gleiche PCR-Effizienzen gelten. (b) Die
verdauten DNAs werden als Templates in die real-time PCR eingesetzt und deren Ct-Werte werden
bestimmt. Die Differenz aus Kalibrator-real-time PCR und Quantifizierungs-real-time PCR ist der
ACt-Wert. Die Formel E ““ x 100 ergibt den Anteil der methylierten DNA-Molekiile der Probe (E =
PCR-Effizienz). Als Kontrolle fiir positive Methylierung wird die DNA einer methylierten Zelllinie (z.
B. SW48 fiir MLH1-, P16- und MGMT-Methylierungsanalysen) mitgefiihrt. Unmethylierte DNA (z. B.
Blut-DNA) dient als Kontrolle fiir negative Methylierung. Das Ausbleiben der Amplifizierung bei der
Quantifizierungs-PCR mit der Hin6I-verdauten DNA beweist 0 % Methylierung.

3.3.3.2.1 Durchfiihrung der QESD

Je Probe werden zwei Verdaue angesetzt: Ein Quantifizierungsverdau mit Hin6l und ein
Kalibratorverdau mit Xbal/Dral, wobei die DNA direkt in die Verdaufliissigkeit pipettiert
wurde. Als Kontrollen dienten SW48-DNA fiir positive Methylierung und Blut-DNA fiir
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0 % Methylierung. Die Verdaue wurden in einem Volumen von 20 pl durchgefiihrt und
enthielten je 5,0 ul DNA, 1x Tango Reaktionspuffer, und 40 U Enzym
(Quantifizierungsansatz: Hin6l, Kalibratoransatz: Xbal und Dral, je 20 U). Um
sicherzustellen, dass sdmtliche DNA in Kontakt mit den Enzymen kam, wurden die Ansétze
1 min bei 13 000 UpM zentrifugiert, 10 sek stark gevortext und erneut 1 min bei 13 000 UpM
zentrifugiert. Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurden die Enzyme bei 70°C fiir 20 min

inaktiviert. Die Lagerung der Verdaue erfolgte bei 4°C.

Die Methylierungsquantifizierung erfolgte mittels real-time PCR (siehe 3.3.1.8) am
LightCycler-System (Roche) in Verbindung mit dem QuantiTect® SYBR Green PCR Kit
(Qiagen). Je 20 pl-Ansatz wurden 2 pl Verdau als Template zugegeben.

Zur Auswertung wurden die ACt-Werte (ACt = Ct Kalibratorverdau — Ct Quantifizierungsverdau)

ACt

bestimmt. Die Formel E x 100 ergibt den Anteil der methylierten DNA-Molekiile im

Quantifizierungsansatz. Das Ausbleiben der Amplifizierung bei der Quantifizierungs-PCR mit

der Hin6I-verdauten DNA beweist 0 % Methylierung an den untersuchten Schnittstellen.

3.4 Zellkulturmethoden

3.4.1 Kultivierung von CRC-Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden in DMEM mit 10 % (v/v) FKS bei 37°C und 5 % CO;, im
Brutschrank kultiviert. Zur Passage der Zellen wurden diese nach dem Waschen mit PBS fiir
5 min mit 0,05 % Trypsin/ 0,02 % EDTA bei 37°C inkubiert, in DMEM mit 10 % FKS
aufgenommen und 1:5 bis 1:10 verdinnt in neue Zellkulturflaschen verteilt. Ein

Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.

3.4.1.1 Synchronisation von CRC-Zelllinien

Die pridkonfluenten Zellen wurden durch Serumstarvation fiir zwei Tage in Low Serum
Medium vorsynchronisiert. AnschlieBend wurden die Zellen zum Eintritt in den Zellzyklus
durch die Zugabe von Vollmedium (DMEM mit 10 % (v/v) FKS) mit 4 pg/ml Aphidicolin fiir
16 h stimuliert. Aphidicolin hemmt die DNA-Synthese, weshalb die Zellen nicht in die
S-Phase eintreten konnen. Nach dem Waschen der Zellen mit PBS und der anschlieBenden
Zugabe von Vollmedium ohne Aphidicolin durchschreitet die Zellpopulation den Zellzyklus

synchron. Die Synchronisierung wurde mittels FACS-Analysen iiberpriift.
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3.4.2 Durchflusszytometrische Analyse von Zellen (FACS)

Um die Zellzyklus-Synchronisation und die Maspinexpression der Zellen zu iiberpriifen
wurde jeweils 1 ml PBS mit 10° Zellen zu 10 ml Methanol (70 %, (v/v)) unter Schwenken
langsam zugegeben, fiir 1 h zur Fixierung inkubiert, mit 10 ml PBS gewaschen, in 1 ml PBS
resuspendiert und in ein 1,5-ml-Reaktionsgefdl} iiberfithrt. Nach 15-miniitiger RNase A-
Behandlung (10 pg/ml) in 1 ml Volumen wurden die Zellen 1 h mit anti-Maspin-Antikdrper
(1:50 in PBS mit 2 % (w/v) BSA) inkubiert. Nach drei Waschschritten mit je 1 ml PBS
wurden die Zellen mit einem FITC-konjugierten anti-Maus-Antikorper aus Ziege (1:100 in
1 ml PBS mit 2 % (w/v) BSA) fiir 30 min inkubiert. Nach drei Waschschritten mit je 1 ml
PBS wurden die Zellen in 1 ml PBS/Propidiumiodid (1 pg/ml (w/v)) aufgenommen, in ein
FACS-Rohrchen tiberfiihrt und in die FACS-Analyse eingesetzt. Die Auswertungen erfolgten

mit dem Softwareprogramm Cellquest (Beckton Dickinson).

3.4.3 Stabile und transiente Transfektion von CRC-Zelllinien

3.4.3.1 DNA-Transfektionen

Vektoren und Vektorkonstrukte wurden durch Lipotransfektion mit
Lipofectamine/Lipofectamine’™
Zellen in den Wells einer 6-Well-Platte in 2 ml DMEM mit 10 % (v/v) FKS ausgesit und tiber

Nacht im Brutschrank inkubiert.

(Invitrogen) transfiziert. Je DNA wurden zweimal 50 000

Am Folgetag wurden zwei Mischungen in 1,5 ml Reaktionsgefdf3en hergestellt:

Mischung A (fiir zwei Wells): 5 pl Lipofectamine + 35 ul DMEM (ohne Serum) = mischen
und 15 min inkubieren.

Mischung B (fiir zwei Wells): 3 ug DNA ad 34 pl mit serumfreiem DMEM + 6 pul
Lipofectamine Plus = mischen und 15 min inkubieren.

Beide Mischungen wurden zum Transfektionsansatz vereint, dieser wurde gemischt und
15 min inkubiert. Inzwischen erfolgte bei den Zellen ein Mediumwechsel mit 1,5 ml DMEM
(10 % FKS (v/v)). Je Well wurden nun 40 pl Transfektionsansatz zugegeben und verteilt. Am
folgenden Tag wurde erneut das Medium gegen frisches DMEM mit 10 % (v/v) FKS
ausgetauscht. Die Selektion auf stabil transfizierte Klone erfolgte mit 13 mg Geneticin/ml

Medium.
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3.4.3.2 siRNA-Transfektionen

Die siRNAs (Hs_ SERPINBS 1, Hs SERPINBS5 3 und Neg. Controll siRNA AF488; alle von
Qiagen) wurden standardméBig je zu 5 nM mit dem Transfektionsreagens HiPerFect (Qiagen)
nach Herstellerangaben transfiziert. Kurz vor der Transfektion wurden je Well einer 12-Well-
Platte 15 000 bis 70 000 Zellen in 250 ul DMEM mit 10 % FKS (v/v) ausgesit und bis zur
Transfektion im Brutschrank inkubiert. Inzwischen wurde der Transfektionsansatz in
1,5-ml-ReaktionsgefdBlen vorbereitet. Dazu wurden je Well 0,6 ul einer 20 uM siRNA-
Stammldsung mit 100 pl serumfreiem DMEM und 3 pl HiPerFect gemischt und 10 min
inkubiert. AnschlieBend wurden je Well 103 pl Transfektionsansatz zugegeben und verteilt.
Die weitere Inkubation der Zellen erfolgte im Brutschrank. Zur Kontrolle wurde eine
Kontroll-siRNA transfiziert, die keine Homologie zu einem humanen Transkript aufwies und
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexafluor-488 gekoppelt war. Die Aufnahme der Kontroll-

siRNA wurde durch Fluoreszenzmikroskopie iiberpriift.

3.44 Assays

3.44.1 At-Adhisions-Assays (Messung der Adhisionsgeschwindigkeit)

Die verschiedenen Zellen wurden prikonfluent durch Trypsinierung geerntet, in
Kulturmedium aufgenommen und ausgezahlt. Je Klon wurden genau gleiche Zellzahlen (3000
— 5000) auf die Wells einer 96-Well-Platte zu je 200 pl verteilt. Nach verschiedenen
Zeitintervallen wurden die noch nicht adhérierten Zellen vorsichtig unter Vermeidung von
Verwirbelungen mit einer 1ml-Pipette abgesaugt. Die bereits adhdrierten Zellen wurden mit
PBS unter der Verwendung einer 1ml-Pipette vorsichtig gewaschen und mit der
Zellfarbelosung durch 5-miniitige Inkubation fixiert und geféirbt. Die Quantifizierung der

adhérenten Zellen erfolgte durch Mikroskopie.

3.44.2 Ag-Adhisions-Assays (Messung der Adhisionsstirke)

Aus einer 96-Well-Platte wurden die einzelnen Wells herausgeschnitten, sodass diese in
1,5ml-Reaktionsgefale passten. In die isolierten Einzel-Wells wurden genau gleiche
Zellzahlen (1000 — 5000) der jeweiligen Klone ausgesdt und liber Nacht zur Adhésion in
Kulturmedium inkubiert. Am folgenden Tag wurden die einzelnen Wells mit den adhérierten
Zellen vollstindig mit Kulturmedium gefiillt und so mit der Offnung voraus in ebenfalls mit

Medium gefiillte 1,5ml-Reaktionsgefille gesteckt, dass die Zellen luftblasenfrei unter Medium
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lagen. Nun wurden die Zellen in einer Eppendorf 5415 D Zentrifuge fiir eine Minute so
zentrifugiert, dass die Zentrifugalkrifte den Adhédsionskriaften der Zellen entgegen wirkten.
Die Ag-Assays wurden mit 3000 bis 6000 g in 500 g-Intervallen (1 g ~ 9,81 m/s%)
durchgefiihrt. Jedes Well wurde nur bei einer g-Zahl zentrifugiert. Die nach der Zentrifugation
im Well verbliebenen Zellen wurden mit der Zellfarbeldsung durch 5-miniitige Inkubation
fixiert und gefarbt. Die Quantifizierung der nicht abgelosten Zellen erfolgte durch
Mikroskopie.

3.4.4.3 Migrations- und Invasions-Assays

3.4.4.3.1 Vorbereitung der Gelatine Filter

Die Filter fir die Migrations-Assays im Boydenkammer-Modell wurden mit Gelatine
beschichtet, um den Zellen die Adhédsion zu erleichtern. Dazu wurden die Filter 20 min in
0,5%iger Essigsdure bei 50°C langsam geriihrt, im Faltenfilter abfiltriert und zweimal mit
Wasser gespiilt. AnschlieBend wurden die Filter eine Stunde in einer Gelatine-Losung

(5 mg/ 1) gekocht, wieder einzeln auf Papier ausgelegt und eine Stunde bei 100°C getrocknet.

3.4.4.3.2 Herstellung des F5-Fibroblasteniiberstandes

Die F5-Fibroblasten wurden freundlicherweise von Anja Bosserhoff zur Verfiigung gestellt.
Die Zellen wurden in DMEM mit 10 % (v/v) FKS im Brutschrank kultiviert, bis diese
konfluent waren. Die konfluenten F5-Fibroblasten wurden mit PBS gewaschen und fiir 24
Stunden mit serumfreiem DMEM im Brutschrank kultiviert. AnschlieBend wurde F5-

Fibroblasteniiberstand abgenommen und in 2ml-Aliquots bei -20°C gelagert.

3.4.4.3.3 Durchfiihrung der Assays

Die Migrations- und Invasions-Assays wurden in der Boydenkammer durchgefiihrt. In dieser
sind zwei Kompartimente durch einen pordsen (8 pm Porenweite) PVDF-Filter voneinander
getrennt. Das obere Kompartiment enthielt 1 ml serumfreies DMEM und die zu testenden
Zellen, das untere 360 ul F5-Fibroblasteniiberstand, der als Attraktant wirkte. Der Filter war
im Falle der Migration zuvor mit Gelatine beschichtet worden (siche 3.4.4.3.1), damit die
Zellen adhérieren konnten. Bei den Migrations-Assays konnten die Zellen ohne proteolytische
Aktivitit zum Attraktant gelangen, bei der Invasion wurde der Filter mit 30 pl 1:3
verdiinntem Matrigel, einer kiinstlichen Basalmembran iiberschichtet, welche die Zellen nur

durch proteolytische Aktivitdt durchdringen konnten (Abb. 3.5). Die eingesetzten Zellen
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waren am Vortag gesplittet worden, und je Klon und Kammer wurde die gleiche Zellzahl
(5000 bis 100 000) eingesetzt. Nach 16 bis 20 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die
Zellen, die den Filter liberwunden hatten und auf der Attraktant-zugewandten Seite lagen,
durch 5-miniitige Inkubation mit Zellfarbelosung fixiert und gefarbt. Die Quantifizierung der

migrierten beziehungsweise invadierten Zellen erfolgte durch Mikroskopie.

e

Abb. 3.5: Schematischer Aufbau der

Barriere: Medium Boydenkammer. Um vom Medium ohne
Migration: ohne Attraktant (serumfreies DMEM) zum
: Attraktant . .

Filterporen Medium mit Attraktant (F5
Fibroblasteniiberstand) zu  gelangen,

Invasion: miissen die Zellen bei Migrations-Assays

kiinstliche die Poren des Filters passieren und bei

Basalmembran Medium Invasions-Assays eine  Schicht aus

(Matrigel ) + mit kiinstlicher = Basalmembran  (Matrigel)

. Attraktant durchdri

Filterporen urchdringen.

3.4.4.4 Proliferations-Assays

Zur Bestimmung der Proliferation wurden je Zellklon zwei verschiedene Zellkonzentrationen
(3000 Zellen/Well und 6000 Zellen/Well) in 96-Well-Platten ausgesét. Die Zelldichte wurde
nach 24 h Zeitintervallen mit Hilfe des XTT Cell Proliferation Kits (Roche) nach den
Angaben des Herstellers bestimmt. Dabei erfolgten die Messungen mindestens in Duplikaten.
Die 24h-Wachstumskonstante k wurde nach der Formel
k = In (Wert nach t + 24 h) — In (Wert nach t) bestimmt. Die 24h-Proliferationsrate
K (N24n = Ng = K) gibt den Faktor an, um den sich die Zellzahl wéhrend 24 Stunden vermehrt.

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der SPSS Version 13.0 Software (SPSS Inc.,
Chicago, USA). Dabei wurde die statistische Korrelation von Parametern mit dem exakten
Test nach Fisher untersucht. Bei nicht-parametrischen Signifikanztests von zwei Gruppen
wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Die statistische Analyse von mehr als zwei
Gruppen erfolgte mit dem nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test. Uberlebenskurven
wurden nach der Methode von Kaplan-Meier berechnet. Ein P-Wert kleiner als 0,05 wurde als

statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswahl und Verifizierung dysregulierter Gene in CRC

Von allen Kandidatengenen mit einer tumorspezifischen Genexpression wurden folgende
Gene, mit einem besonders hohen Grad der Fehlregulierung, fiir weiterfithrende molekulare

Untersuchungen ausgewdhlt:

ACE2 (angiotensin I converting enzyme 2; Probename 219962 at, gb:NM_021804.1)

e CYP2B6 (cytochrome P450, subfamily 1IB (phenobarbital-inducible) polypeptide 6,
Probename 206755 at und 206754 s at, gb:NM_000767.2)

e PTIX2 (paired-like homeodomain transcription factor 2, Probename 207558 s at,
gb:NM 000325.1)

e CDH3 (cadherin 3, P-Cadherin, Probename 203256 at, gb:NM_001793.1)

e SERPINBS5 (serine proteinase inhibitor clade B member 5, Maspin, Probename 204855 _at,
gb:NM 002639.1)

Zunichst erfolgte eine Verifizierung der Array-Expressionsdaten durch eine real-time PCR.

Bei der real-time PCR dienten c¢cDNA Pools, die &quivalente Mengen cDNA aus

MSS* Tumoren bzw. MSI* Tumoren und entsprechenden Normalmucosae enthielten, als

Templates. Als Kalibrator wurde die MSI CRC-Zelllinie HCT116 verwendet, und als

Referenzgen diente TAX1BP1. Die relative, normalisierte Transkription (RNT) gibt das auf

den Kalibrator normalisierte, relative Verhéltnis Zielgen/Referenzgen wider. Da die absoluten

Werte der Array-Signale mit denen der relativen Quantifizierung der real-time PCR nicht

vergleichbar sind, wurden die Ratios der Werte gebildet und in Abb. 4.1.1 graphisch

dargestellt. Die Ratios der mittels real-time PCR ermittelten Expressionsdaten der cDNA

Pools spiegelten die entsprechenden Ratios der Array-Signale der Gene ACEZ2, CYP2B6,

PITX2 und CDH3 wider (Abb. 4.1.1).

Die real-time PCR-Analysen der Pools zeigten bei Maspin insgesamt eine 8,4-fache
Uberexpression in den CRC. Verglichen zum entsprechenden Normalmucosa Pool war im
MSI Pool die Maspinexpression 12,4-fach und im MSS Pool 3,3-fach erhoht.

(Tab. 4.2.1; Abb. 4.2.1 auf Seite 45).

*Anmerkung: Die hochgradige Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI-H) wird im Folgenden als
MSI bezeichnet, Tumore mit geringer Mikrosatelliteninstabilitit (MSI-L) werden mit den
mikrosatellitenstabilen (MSS) Tumoren zusammengefasst und als MSS Tumore bezeichnet.
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Abb. 4.1.1: Verifizierung der Array-Daten mittels real-time PCR an c¢cDNA-Pools. Untersucht
wurde die transkriptionelle Expression der Gene ACE2 (a), CYP2B6 (b), PITX2 (¢) und CDH3
(P-Cadherin) (d). Die Ratios der jeweiligen medianen Array-Signale der Tumore (T) und
Normalmucosae (N) wurden mit den Ratios der entsprechenden RNT-Werte der cDNA-Pools

verglichen, die mittels real-time PCR ermittelt wurden.
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4.2 Maspin

Bei der Analyse der Array-Daten trat das Gen SERPINB5 (serine proteinase inhibitor clade B
member 5, Probename 204855 at, gb:NM 002639.1) besonders auffillig in Erscheinung, da
es in normaler Mucosa sehr niedrig exprimiert wurde, wihrend in CRC Maspin 14,4-fach
tiberexprimiert wurde. Verglichen mit der Maspinexpression in den jeweiligen
Normalgeweben war die Expression in den MSI CRC 31,5-fach, in den MSS CRC 3,2-fach
erhoht. Maspin wurde in MSI CRC 6,4 mal hoher exprimiert, als in MSS CRC und war damit
eines der in MSI CRC und MSS CRC am unterschiedlichsten exprimierten Gene.

42.1 Weitergehende Verifizierung der Maspin-Array-Daten an
Einzelproben

Die Verifizierung der Maspinexpression aus den Array-Daten erfolgte zusitzlich durch
relative Quantifizierungen mit cDNAs einzelner Tumorproben durch real-time PCR. Die
statistische Analyse erfolgte mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test.

Die real-time PCR-Analyse der Maspinexpression bei den Einzelproben bestitigte die
Ergebnisse der Array-Untersuchungen, und die mathematischen Pools der Einzelproben
spiegelten die Ergebnisse aus den cDNA Pools wider (Abb. 4.2.1, Tab. 4.2.1).

Die Untersuchungen der Einzelproben zeigten bei Normalmucosae (n=40) fehlende oder sehr
niedrige Maspinexpression (mediane RNT: 0,15). Die Maspinexpression des Kalibrators
HCT116 {iberschritten nur vier Normalmucosae geringfiigig (RNT > 1). Die mediane
Maspinexpression der Tumore (n=40; mediane RNT: 1,15) lag um den Faktor 7,90 iiber der
der Normalmucosae (Pt s, n < 0,000). Bei den MSI Tumoren (n=19, mediane RNT: 4,30) war
Maspin 26,88-fach iiberexprimiert (Pt wmsi vs. N Ms1 < 0,000), bei den MSS Tumoren (n=21)
4,86-fach (mediane RNT: 0,68; P mss vs. N mss < 0,000). Somit war die Maspinexpression in
den MSI Tumoren um den Faktor 6,32 hoéher als in den
MSS Tumoren (Pt msivs. Tmss < 0,001) (Abb. 4.2.2, Tab. 4.2.1). Die Normalmucosae von MSI
und MSS Patienten zeigten keine signifikanten Unterschiede (P wmsr vs. pmss = 1,000). Alle

Tumore zeigten eine hdhere Maspinexpression als die jeweiligen Normalmucosae.
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Median
cDNA Pools Einzelproben

Patientengewebe Array [FE] [RNT] [RNT]
N gesamt 303,95 0,23 0,15
N MSS 368,05 0,19 0,14
N MSI 239,85 0,27 0,16
T gesamt 4375,00 1,94 1,15
T MSS 1187,00 0,62 0,68
T MSI 7562,30 3,25 4,30
Ratios
T/N gesamt 14,39 8,41 7,63
T/N MSS 3,23 3,26 4,86
T/N MSI 31,53 12,04 26,88

Tab. 4.2.1: Maspinexpression in CRC. N: Normale Mucosa, T: Tumor, FE: Mediane der
Fluoreszenzeinheiten, RNT: relative, normalisierte Transkription. (jeweils Mediane). Die relative
normalisierte Transkription (RNT) gibt die Expression eines Zielgenes relativ zur entsprechenden
Expression in dem hier verwendeten Kalibrator HCT116 an.

35 - BrtPCR (cDNA POQ|S) 3153
OrtPCR (Median Einzelproben) '
30 | OArray 204855_at 26,88
25 T
220 -
6:5 15 | 14,39
10 | 841 763
5 ‘r 326 40 323
0- | -::L
T/N T/N MSI T/N MSS

Abb. 4.2.1: Analyse der Maspinexpression mittels Array, real-time PCR mit cDNA-Pools bzw.
Einzelproben. Die Ratios der jeweiligen medianen Array-Signale der Tumore (T) und
Normalmucosae (N) wurden mit den Ratios der entsprechenden RNT-Werte der cDNA-Pools und den
Medianen der RNT-Werte der Einzelbestimmungen verglichen. rtPCR: real-time PCR.

45



Ergebnisse

25—
T OA27T
20—
15— WATT
—
Z
' oA23T
10—
5_
A5 N A25 N
' . S — é
0] e e e == L
N N N T T T
MSS  MSI MSI  MSS

Abb. 4.2.2: Analyse der Maspinexpression in CRC mittels real-time PCR mit c¢DNA-
Einzelproben. Der graue Bereich der Boxplots zeigt den Interquartilbereich (25. - 75. Perzentil). Die
Schwarze Linie in den Boxen entspricht dem Median, die Enden der Antennen bezeichnen das 10. und
90. Perzentil. Ausreifler sind mit “°” und Extremwerte mit “** indiziert. RNT: relative, normalisierte
Transkription. N: Normal, T: Tumor.

4.2.2 Maspin-Proteinexpression in CRC

Zur Untersuchung der Maspinexpression auf Proteinebene dienten Gewebelysate, die mittels
Western-Blots untersucht wurden. Auf Proteinebene spiegelten die Western-Blots das
transkriptionelle Expressionsmuster wider. Die untersuchten Normalmucosae waren Maspin-
negativ bis sehr schwach, wie auch Tumore mit einem RNT-Wert kleiner ~ 0,5. Bei Tumoren

mit RNT-Werten grofer ~ 0,5 ist eine Maspin-Bande gut sichtbar (Abb. 4.2.3).
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Abb. 4.2.3: Maspin-Proteinexpression in Kolonmucosa und in CRC. Der Maspingehalt von neun
MSI und sieben MSS Tumor-Lysaten sowie von zwei Normalmucosae-Lysaten wurde mittels Western-
Blot analysiert. Als Ladekontrolle wurde beta-Actin gefarbt. RNT : relative, normalisierte
Transkription.

4.2.3 Maspinexpression in CRC-Zelllinien

Um zu iiberpriifen, ob sich der Trend zu MSI assoziierter Maspin-Uberexpression auch in
CRC-Zelllinien fortsetzt, wurden drei MSI CRC Zelllinien (SW48, LoVo und HCT116) und
drei MSS CRC-Zelllinien (HT29, SW480 und CaCo-2) untersucht.

4.2.3.1 Quantifizierung der Maspinexpression in CRC-Zelllinien

Auf Transkriptionsebene zeigten die MSI Zelllinien mit einer mittleren RNT von 3,62 eine
deutlich hohere Maspinexpression, als die MSS Zelllinien mit einer mittleren RNT von 0,13.
CaCo-2 war vollstindig Maspin-negativ (Abb. 4.2.4a). Damit iibertraf die mittlere Expression
der MSI Zelllinen die der MSS Zelllinien um das 27,9-fache. Das transkriptionelle
Expressionsmuster spiegelte sich auf Proteinebene wider: Die Western-Blot-Analyse
detektierte bei den MSI Zelllinien eine deutlich stirkere Maspinexpression, als bei den MSS
Zelllinien, CaCo-2 war Maspin-negativ (Abb. 4.2.4b).
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Abb. 4.2.4: Maspinexpression in MSI und MSS CRC-Zelllinien. (a) Transkriptionelle
Maspinexpression. (b) Maspin-Proteinexpression. RNT : relative, normalisierte Transkription.

4.2.3.2 Verteilung und Lokalisation von Maspin in CRC-Zelllinien

Die Verteilung und subzelluldre Lokalisation wurde in den CRC-Zelllinien SW48, LoVo,
HCT116, HT29 und SW480 mittels Immuncytochemie (ICC) untersucht. Die ICC zeigte in
allen fiinf untersuchten Zelllinien ungleichmifige Verteilung. Einige Zellen waren sehr stark
gefarbt, andere schwach oder negativ. Bei allen Zelllinen war die Fiarbung vorwiegend
zytoplasmatisch und kaum nukledr. Ein Grof3teil der HCT116-Zellen war schwach bis negativ
gefdrbt, aber einige iiberdurchschnittlich grofle, mehrkernige Zellen zeigten starke, wiederum
zytoplasmatische Maspinfarbung (Abb. 4.2.5).

Um die subzelluldre Lokalisation in den stirker Maspin-exprimierenden MSI Zelllinien
genauer zu untersuchen, wurden Zytoplasma-, Zytoplasmamembran-, Zellkern- und
Zytoskelett-Proteine getrennt voneinander isoliert und mittels Western-Blot-Analyse auf deren
Maspingehalt analysiert. Dabei war der Gesamtproteingehalt der Fraktionen der einzelnen
Zelllinien &quilibriert. Bei allen MSI CRC-Zelllinien waren die stirksten Maspin-Banden in
den Zytoplasma- und Membranfraktionen. Nur die Kernfraktionen von SW48 und LoVo
zeigten je eine schwache Maspin-Bande, wie auch die Zytoskelettfraktionen aller

untersuchten MSI CRC-Zelllinien (Abb. 4.2.6).
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Abb. 4.2.5: Maspin-IHC von CRC-Zelllinien. Bei den CRC-Zelllinien wurde Maspin nach
Fixierung immunhistochemisch nachgewiesen. Bei SW48, LoVo, HT29 und SW480 erfolgten die
Aufnahmen in 40-facher, bei HCT116 in 10-facher bzw. 100-facher (rechts unten) VergroBerung.

Zytoplasma
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Zytoskelett
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SW48 o »

Abb. 4.2.6: Maspin-Western-Blot mit
LoVo - - Zellkompartimentfraktionen von SW48, LoVo
und HCTI116. Die Zellkompartimentfraktionen
enthielten je Zelllinie dquivalente Konzentrationen an
Gesamtprotein.

4.2.4 Immunhistochemische Farbungen von CRC-Tumoren

Die Verteilung, Bedeutung und Lokalisation von Maspin in CRC wurde in situ auf
subzelluldrerer Ebene in Gewebeschnitten von 202 CRC immunhistochemisch untersucht.

Stroma und tumorinfiltrierende Lymphozyten zeigten negative Maspinfarbung. Insgesamt
zeigten 77,2 % (156/202) CRC eine starke Maspinfarbung, wobei die Farbung in allen
Normalmucosae negativ bis sehr schwach war. In 75,5 % (120/159) MSS Tumoren und in

85,4 % (35/41) MSI Tumoren war eine positive Maspinfiarbung zu beobachten.
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Auf subzelluldrer Ebene waren bei 54,5 % (110/202) der Tumoren die Zellkerne stark gefarbt,
das Zytoplasma bei 78,7 % (159/202).

Innerhalb der MSS Gruppe zeigten 50,3 % (80/159) der Tumore positive nukledre Fiarbung
und 72,3 % (115/159) der Tumore zeigten eine positive Zytoplasmafarbung. Bei den MSI
Tumoren war die Kernfarbung mit 73,2 % (30/41) kernpositiver Tumorzellen héufiger (p =
0,013), verglichen mit 78 % (32/41) der MSI Tumore mit zytoplasmatischer Maspinfarbung.
Der Grad der Zelldifferenzierung korrelierte mit der subzelluliren Maspinexpression: Gut
differenzierte Tumorzellen wiesen meist eine schwache und zytoplasmatische Maspinfarbung
auf, wihrend eine starke Kernfiarbung vorwiegend in dedifferenzierten Tumoren und entlang
der Invasionsfront zu beobachten war (Abb. 4.2.7). Die starke Maspinexpression der
Invasionsfront war bei 156 der gesamten 202 (77 %) Tumore zu beobachten. Auch in 46 der
92 als nukledr Maspin-negativ klassifizierten Tumore zeigten sich an der Invasionsfront
positiv gefdrbte Tumorzellen, die aber weniger als 10 % der gesamten Tumorzellen

ausmachten. Starke Maspinfarbung korrelierte signifikant mit geringer Differenzierung (p =

0,000), aber nicht mit Tumor-Stadium und Lymphknotenstatus
(Tab. 4.2.2).
Variable Nukledre Maspinfarbung Zytoplasmatische Maspinfarbung
N analysierbar POS. Neg p? N analysierbar POS. Neg p?
gesamt (n=202) 202 110 92 202 159 44

Klinisch-pathologische Daten:

Tumor Stadium ®

pT1 oder pT2 30 16 14 30 22 8

pT3 121 63 58 0,959 121 87 34 1,000

pT4 49 27 22 49 35 14
Lymphknotenstatus

pNO 28 12 16 28 16 12

pN1 106 58 48 0,419 106 80 26 0,152

pN2 oder pN3 66 38 28 66 50 16
Histologischer Grad

G2 116 52 64 116 80 36

G3 80 52 28 0,006 80 60 20 0,422

Molekulare Daten

Microsatelliteninstabilitat

MSS 159 80 79 159 115 44
MSI 41 30 11 0,013 41 32 9 0,554

Tab. 4.2.2: Klinisch-pathologische und molekulare Daten bezogen auf die Maspin-THC. * P Werte
aus zweiseitigem Fisher Exact Test. ° Stadiumeinteilung entspreched der TNM-Klassifizierung
maligner Tumore von Sobin and Wittekind, TNM classification of malignant tumors. New York, NY:
Wiley-Liss, Inc., 2002. Bei Fettdruck ist p < 0,05.

50



Ergebnisse

Loy 2R R
SRR
a2s

\
A L f

Abb. 4.2.7: Maspin-IHC von CRC. Das Stroma ist Maspin-negativ, normale Kolonmucosa negativ
bis schwach gefirbt. Infiltrierende Tumorzellen und Tumorzellen der Invasionsfront zeigen starke

Maspinfdarbung im Zytoplasma und besonders auch im Kern. VergréBerung 400-fach (bei A28
100-fach).
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425 Prognostische Bedeutung der Maspinexpression fur
Kolonkarzinom-Patienten

Um den prognostischen Wert der Maspinexpression in Kolonkarzinomen zu untersuchen,
wurden die Ergebnisse der Maspin-IHC von 172 Kolonkarzinomen im Stadium III
[Lymphknotenmetastase(n) aber keine Fernmetastase(n)] in einer retrospektiven Studie mit
verschiedenen klinischen Parametern korreliert. Besonderes Augenmerk galt dabei der
Korrelation — zwischen = Maspinexpression,  subzelluldrer = Lokalisation und dem
Krankheitsverlauf sowie dem Ansprechen auf eine 5-Fluoruracil-basierte Chemotherapie. Von
diesen 172 Kolonkarzinom-Patienten waren 76 nur chirurgisch behandelt worden, 96
Patienten hatten zusétzlich eine adjuvante, 5-FU-basierte Chemotherapie erhalten.

Die IHC lieferte in 94,2 % (62/172) der Félle auswertbare Ergebnisse. Kernfiarbung zeigten
52,3 % (90/162), die zytoplasmatische Farbung war in 71,5 % (123/162) der Fille positiv.
Eine nukledre Maspinfarbung korrelierte signifikant mit hoherem Tumorgrad (p = 0,020),
aber nicht mit dem Alter der Patienten oder mit der Infiltrationstiefe. Die zytoplasmatische
Maspinfiarbung zeigte keine signifikanten Korrelationen mit klinisch-pathologischen oder
molekularen Variablen.

Univariable Analysen ergaben, dass nur nukledre Maspinexpression (p = 0,0039), Alter liber
70 Jahre (p = 0,0016) und die Tumortiefe (p = 0,0034) signifikant mit kiirzerem
Gesamtiiberleben ~ (overall ~ survival, OS) assoziiert waren. Eine adjuvante
5-FU-Chemotherapie korrelierte mit ldngerem OS (p = 0,0013). Signifikante Korrelationen
mit OS ergaben sich bei den 5-FU behandelten Patienten nur mit Tumortiefe (p = 0,0443) und
in den nicht chemotherapierten Patienten fiir ein Alter tiber 70 Jahre (p = 0,0077) und
Maspinexpression (p < 0,000) (Tab. 4.2.3).

Im Kaplan-Meier-Test zeigte sich, dass nukledr Maspin-negative Kolonkarzinom-Patienten
eine schlechtere Uberlebenswahrscheinlichkeit haben, als nukleér positive (Prog rank = 0,004;
Hazard Ratio = 2,33). Unterscheidet man Patienten mit und ohne 5-FU-Chemotherapie,
zeigten nukledr negative Patienten mit Chemotherapie in etwa gleich gutes OS wie Patienten
ohne Chemotherapie (Pprog rank = 0,91; Hazard Ratio = 0,94). Nukleir positive Patienten haben
dagegen ohne Chemotherapie eine sehr schlechte Uberlebenswahrscheinlichkeit, die sich aber
stark verbesserte, wenn diese Patienten eine Chemotherapie erhielten (Prog rank = 0,0004;
Hazard Ratio = 0,34). Somit hat positive Maspinfarbung des Zellkernes in Kolonkarzinomen
einen pradiktiven Wert fiir gutes Ansprechen auf 5-FU-basierte Chemotherapie. Nukledr

Maspin-negative Patienten profitieren dagegen nicht von einer Chemotherapie (Abb. 4.2.8).
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Tumor-bedingter Tod Tumor-bedingter Tod Tumor-bedingter Tod
Variable Charakteristika gesamt 5-FU behandelt nicht 5-FU behandelt
n Ereignisse p? n Ereignisse p? n Ereignisse p?
Chemotherapie
gesamt 172 61
5-FU behandelt 110 28 0,0003
nicht 5-FU behandelt 62 33
Klinisch-pathologische Daten
Alter bei Diagnose
<45 Jahre 7 2 6 1 1 1
45-69 Jahre 93 24 0,0074 | 66 15 0,5714 | 27 9 0,0218
>69 Jahre 72 35 38 12 34 23
Tumor Stadium °
pT1 oder pT2 21 4 12 1 9 3
pT3 104 30 0,0034 | 74 14 0,0190 | 30 15 0,3980
pT4 45 25 23 11 22 14
Histologischer Grad
G2 103 32 69 14 34 18
G3 62 25 0,2331 39 12 0,1713 >3 13 0,9427
Molekulare Charakteristika
Maspin IHC (Kernfarbung)
negativ 72 15 47 8 25 7
14
positiv 90 40 0.0039 59 17 0,2355 31 23 0.00
Tab. 4.2.3: Univariate Analyse prognostischer Faktoren im Zusammenhang mit

Gesamtiiberleben (overall survival; OS). * P Werte aus zweiseitigem Fisher-Test. * Stadiumeinteilung
entspreched der TNM-Klassifizierung maligner Tumore von Sobin and Wittekind, TNM classification
of malignant tumors. New York, NY: Wiley-Liss, Inc., 2002. Bei Fettdruck ist p < 0,05.

Abb. 4.2.8 auf folgender Seite: Einfluss nukleirer Maspinexpression auf das Uberleben von
Kolonkarzinom-Patienten mit und ohne Chemotherapie (Kaplan-Meier-Test). (a) Alle Patienten
mit positiver und negativer Maspin-Kernfarbung. (b) und (c) Analyse der Untergruppen mit negativer
(b) oder positiver (c¢) Maspin-Kernfarbung im Zusammenhang mit adjuvanter, 5-FU-basierter
Chemotherapie. Die Zahlen unter den Diagrammen geben die Zahl der zum jeweiligen Zeitpunkt noch
lebenden Patienten an. CT: Chemotherapie, OS: Gesamtiiberleben (overall survival), 5FU:
5-Fluoruracil, CI: Konfidenzintervall, pos.: positiv, neg.: negativ, no 5-FU: keine 5-FU-Chemoterapie.
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4.2.6 Reqgulation der Maspinexpression

4.2.6.1 Analyse der Promotormethylierung in CRC-Zelllinien

Um zu iiberpriifen, ob der Regulation der Maspinexpression ein epigenetischer Mechanismus

zugrunde liegt, wurde der Methylierungsstatus des Maspinpromotors analysiert. Dazu wurde

genomische DNA aus CRC-Zelllinien, Kolonmucosa und Tumoren mit Bisulfit modifiziert

und mit Hilfe der Masp-Taql-Primer ein 371bp-Fragment des regulatorischen Bereiches des

Maspinpromotors (-361 bis +10 ausgehend

vom Transkriptionsstart) amplifiziert. Die

Restriktion an den vier Taql-Schnittstellen innerhalb des Promotorfragmentes, die nur in

methyliertem Zustand erhalten blieben, wurde mittels Agarosegel-Elektrophorese untersucht.

Die Promotorfragmente der CRC-Zelllinien SW48, LoVo, HCT116, HT29 und SW480, die

alle Maspin exprimierten, blieben unverdaut und zeigten daher keine Promotormethylierung.
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Der vollstindige Abbau der Promotorfragmente der Maspin-negativen CRC-Zelllinie CaCo-2
zeigte Hypermethylierung aller vier Tagl-Schnittstellen (Abb. 4.2.9).

SwW48 LoVo HCT116 HT29 Sw480 CaCo-2

Abb. 4.2.9: Methylierungsanalyse verschiedener CRC-Zelllinien. Die Maspinpromotorfragmente
der CRC-Zelllinien wurden aus Bisulfit-modifizierter DNA mittels PCR amplifiziert und mit der
Restriktionsendonuklease Taql behandelt (+). Als Kontrolle wurde jeweils die gleiche Menge
unbehandeltes PCR-Produkt (-) eingesetzt. Gleiche Mengen von behandelten und unbehandelten
Promotorfragmenten wurden durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. Urspriinglich methylierte
Promotorfragmente hatten Taqgl-Schnittstellen und wurden durch Tagl-Behandlung abgebaut,
urspriinglich aktive, unmethylierte Promotorfragmente blieben erhalten.

4.2.6.2 Analyse der Promotormethylierung in CRC

Die Methylierungsanalysen des Maspinpromotors von zwei Kolonmucosae- und zehn CRC-
Gewebeproben ergab eine methylierungsabhingige Maspinexpression: Promotorfragmente
von Kolonmucosae und Tumoren, die schon zuvor in real-time PCR-, Western-Blot- und
IHC-Experimenten eine negative Maspinexpression zeigten (n=4), wurden abgebaut und
hatten somit einen methylierten Maspinpromotor. Der unvollstindige Abbau der
Promotorfragmente  aller = Maspin-exprimierender =~ Proben  demonstrierte  deren
Hypomethylierung (Abb. 4.2.10). Der partielle Abbau des Promotorfragmentes bei den
Maspin-exprimierenden Proben scheint von methylierten Allelen, oder von DNA-
Kontaminationen aus methylierten, Maspin-negativen Stromazellen und Immunzellen zu

stammen, die wahrend der PCR coamplifiziert wurden.

Abb. 4.2.10 auf folgender Seite: Methylierungsanalysen des Maspinpromotors in Kolonmucosa
und CRC. (a) Die Maspinpromotorfragmente der CRC und der normalen Kolonmucosae wurden aus
Bisulfit-modifizierter DNA mittels PCR amplifiziert und mit der Restriktionsendonuklease Tagl
behandelt. Bei den Normalgeweben wurden gleiche Mengen Taql-behandelte (+) und unbehandelte (-)
Promotorfragmente, bei den CRC wurde nur Taql-behandelte Promotorfragmente aufgetragen und
durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. Urspriinglich methylierte Promotorfragmente hatten
Taql-Schnittstellen und wurden durch Tagl-Behandlung abgebaut, urspriinglich aktive, unmethylierte
Promotorfragmente blieben erhalten. In der Box unterhalb des Gels sind die Befunde der Maspin-
Immunhistochemie (IHC) mit (+) fiir positiv und (-) fiir negativ indiziert. (b) Schematische
Darstellung des Maspinpromotors mit den Taqgl-Schnittstellen und den jeweils entstehenden
Fragmenten.

55



Ergebnisse

a Normal Tumor
25 bp MSI MSS
Leiter)] AV, _AST, |a22 A23 A24 A35 A36 (A4 A8 A10 A2 A15

b Tagl  Tagql Tag! Taql
___V L v v
5'{__45b 31bp | 60bp | 114bp | 121bp +3'

4.2.7 Funktionelle Studien

Die Bedeutung und Auswirkungen der Maspinexpression auf lebende Zellen wurden an zwei
CRC-Zelllinien untersucht. Dabei wurden die Effekte von Uberexpression und Expressions-
Suppression auf Morphologie, Proliferation, Wachstumsverhalten, Adhésion, Migration und

Invasion eingehend untersucht.

4.2.7.1 Maspin-Uberexpression

Maspin sollte in der sehr schwach exprimierenden MSS CRC-Zelllinie SW480 und in der
Maspin-negativen MSS CRC-Zelllinie CaCo-2 mit Hilfe eines Vektorkonstruktes konstitutiv

iiberexprimiert werden.

4.2.7.1.1 Erstellung des pMS-Vektorkonstruktes aus pcDNA3.1

Der cpDNA3.1 Vektor enthdlt Resistenzen fiir Ampicillin und Neomycin zur Selektion. Das
Insert wird 5> vom CMV-Promotor flankiert, der flir starke, konstitutionelle Expression sorgt
und 3° von der BGH-Polyadenylierungsseqenz, die die Stabilitdit der mRNA gewdhrleistet
(Abb. 4.2.11). Die Maspin kodierende DNA Sequenz wurde aus cDNA der CRC-Zelllinie
SW48 mit der Polymerase Pfu mit den Forward MS HindlIII- und Reverse MS EcoRI-Primern
amplifiziert. Diese Primer enthielten Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen Hind II1

(Forward-MS HindIII) und EcoR I (Reverse-MS EcoRI) zur gerichteten Insertion sowie das

56



Ergebnisse

Start- und Stopcodon (Abb. 4.2.11). Das fertige Vektorkonstrukt wurde pMS (Maspin sense)
genannt, mit einem Set aus sieben Primern (Reverse-MS EcoRI, Forward-MS HindIII, Masp
Insert seq 1, Masp Ins Seq 2, Masp Ins Seq 3, Masp Ins Seq 4, Masp-sense_screen) zur

Kontrolle sequenziert und zur Transformation des E. coli-Stammes XL2 Blue verwendet.

: 1150 bp ,

: 375 AS .

E'ggm DALQLANS..... C S P Stop (ﬁ;ﬂ_
5'- cae CTTGCAATGGATGCCCTGCAACTAGCARATTCG. .. . ITGTTCTCCTT AAGTGGCATAGCCCATGTTAAG TTCC -3
Forward MS-Primer Reverse MS-Primer

pcDNAJ.1 (+/-)
A 5428/5427 bp

Abb. 4.2.11: Erstellung des pMS-Vektorkonstruktes. Das MS-Insert (1150 bp) mit der Maspin-
codierenden Sequenz wurde mit dem MS-Primerpaar (Forward MS + Reverse MS) cDNA von SW48
amplifiziert. Die Primer enthielten eine HindIII- bzw. ECORI-Schnittstelle zur gerichteten Insertion in
pcDNA3.1+. AS: Aminosduren, PCMV: CMV-Promotor, pA: Polyadenylierungssequenz, ori: origin of
replication, Neomycin: Neomycinresistenz, Ampicillin: Ampicillinresistenz.

4.2.7.1.2 Stabile Transfektion des pMS-Konstruktes

Das gereinigte pMS-Konstrukt und der pcDNA3.1-Leervektor wurden mit Lipofectamine in
SW480 und CaCo-2 transfiziert. Nach 20-tdgiger Geneticinselektion (13 mg/ml) wurden 17
SW480 Klone isoliert und mittels real-time PCR auf ihre Maspinexpression untersucht. Die
hochsten Maspinexpressionen wurden bei den SW480 Klonen MS2, MS3 und MS9

beobachtet. Diese Klone wurden fiir die weiteren Untersuchungen verwendet und deren
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Maspinexpression wurde regelmdBig mittels real-time PCR iberpriift. Bezogen auf die
SW480 LP-Kontrolle, war die mittlere Maspinexpression bei SW480 MS2 um den Faktor
23,88, bei SW480 MS3 um den Faktor 19,30 und bei SW480 MS9 um das 26,8-fache erhoht
(Abb. 4.2.12a). Die Uberexpression bestitigte sich auch auf Proteinebene im Western-Blot
(Abb. 4.2.12b).

Obwohl verschiedenste Transfektionsmethoden, wie Elektroporation, Lipotransfektion und
Transfektion mit aktivierten Dendrimeren (SuperFect; Qiagen) angewendet wurden, gelang es

nicht, die schwer transfizierbare CRC-Zelllinie CaCo-2 stabil zu transfizieren.

a 40 A
30 - 26,08
| 23,88 —
—
E 20 - 19,30 %
x wn
>
=.
10 1 =l
1,00 8
O N | T ,
SW480 SW480 Sw480 SwW480
LP MS2 MS3 MS9
b 1Y)
Masp”] » S— I-.....--N--.../ ————— 8
@
beta Actin mpr o | — | S— 5

Abb. 4.2.12: Stabile Uberexpression von Maspin in SW480. (a) Transkriptionelle Maspin-
Uberexpression (Mittelwerte). (b) Maspin-Protein-Uberexpression. Als Ladekontrolle wurde beta-
Actin gefarbt.

4.2.7.1.3 Charakterisierung der SW480 MS-Klone

4.2.7.1.3.1 Morphologie der SW480 MS-Klone

Die Vermessung der MS-Klone mit dem CASY-Gerit ergab bei diesen einen im Mittel um
11 % groBeren Zelldurchmesser und damit ein um 36 % grofBeres Zellvolumen (Abb. 4.2.13).
Wihrend der SW480 Wildtyp und SW480 LPK als Monolayer mit Kontakthemmung
wuchsen, zeigten die MS-Klone keine flichige Ausbreitung, sondern wuchsen aufeinander
und bildeten klumpige Zellhaufen, wobei wiederum einige Zellen Pseudopodien ausbildeten
(Abb. 4.2.14a,b und Abb. 4.2.15). Diese Wachstumsform zeigt den Verlust der

Kontakthemmung. Nach ldngerem Wachstum war oft eine Ablosung ganzer klumpiger
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Zellverbdande zu beobachten. Die MS-Klone l6sten sich durch Trypsinbehandlung um ein
Vielfaches schneller als SW480 LP von den Kulturschalen, aber die Zellklumpen selbst waren

sehr schwer zu dissoziieren und bildeten nach Dissoziation sehr schnell erneut Zellklumpen

(ohne Abb.).
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Abb. 4.2.13: ZellgroBie der SW480 MS-Klone in pm®.

Abb. 4.2.14 auf folgender Seite: Morphologie der SW480 MS-Klone. (a) SW480 LP und SW480
MS-Klone bei 1000-facher VergroBerung im Phasenkontrast (Seitenlicht). Die weillen Pfeile zeigen
auf Verklumpungen bzw. Verschmelzungen der Zellen, die schwarzen Pfeile markieren filamentdse
Pseudopodien der SW480 MS-Klone. (b) Aufnahmen der SW480 Klone bei 200-facher VergroBerung
im Phasenkontrast. SW480 LP wachsen als Monolayer, die SW480 MS-Klone in verklumpten
Kolonien.
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4.2.7.1.3.2 Subzellulire Lokalisation des rekombinanten Maspins (rMaspin)

Die subzellulire Lokalisation des rMaspins wurde durch ICC und Immunfluoreszenz
bestimmt. Die ICC der SW480 MS-Klone (Abb. 4.2.15) zeigte erneut die klumpige
Morphologie der Kolonien und Pseudopodien, welche die Leerplasmidkontrolle nicht
ausbildete. Die intrazelluldre Lokalisation beschrinkte sich auf das Zytoplasma, da die blaue
Farbung der Zellkerne auf deren negative Maspinfiarbung hinweist. Diese Ergebnisse
bestitigten sich durch die Maspin-Immunfluoreszenz, die ebenfalls ausschlieBlich

zytoplasmatische Maspinlokalisation zeigte (Abb. 4.2.16).

SW480 LP 1/ swasoLP
R o 9@

SW480 MS2 _ SW480 MS2
¥

\ ,7-?
_— td

$W480 MS3 SW480 MS3

Abb. 4.2.15: Maspin-IHC der SW480 MS-Klone. Die SW480 LP-Klone zeigen negative
Maspinfiarbung und Wachstum als Monolayer. Die Maspin-iiberexprimierenden SW480 MS-Klone
sind stark gefarbt, wachsen als Klumpen und bilden Pseudopodien aus. Die Aufnahmen erfolgten bei
400-facher VergroBerung.
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SW480 MS2

Abb. 4.2.16: Immunfluoreszenz der
BW450 Ma3 nipk S v, SW480  MS-Klone. Die  FITC-
Fluoreszenz der Maspinfarbung ist griin
eingefarbt, die DAPI-Fluoreszenz der
DNA/Kern-Farbung blau. Die
Maspinsignale sind bei den SW480 MS-
Klonen im Zytoplasma und teilweise an
der Zytoplasmamembran (SW480 MS3)
lokalisiert.

4.2.7.2 Maspin-Suppression durch ein Antisense-Vektorkonstrukt

Die Maspinexpression sollte durch die konstitutive Transkription einer RNA, die
komplementidr zur Maspin-mRNA war und mit dieser doppelstringige RNA bildete,
unterdriickt werden. Doppelstringige RNA wird vom zelluldren RISC/Dicer-Komplex

erkannt und abgebaut.

4.2.7.2.1 Erstellung des pAS-Vektorkonstruktes aus pcDNA3.1

Zur Suppression der Maspinexpression wurde ein  Antisense-Vektorkonstrukt
(pAS) hergestellt. Als Vektor fand erneut das schon in 4.2.7.1.1 besprochene
Expressionsplasmid pcDNA3.1 Verwendung. Das AS-Insert bestand aus einer 381 bp langen
Sequenz aus dem 5’-Bereich des Maspin-Transkriptes, genauer von bp -48 bis +333 bezogen
auf das ATG-Startcodon. Die zur Herstellung des AS-Inserts verwendeten Primer enthielten
Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen ECORI (Forward AS EcoRI-Primer) und
HindIII (Reverse AS HindIII-Primer), sodass das AS-Insert in revers-komplementéarer
Orientierung in den Vektor eingebaut wurde (Abb. 4.2.17). Bei der Kkonstitutiven
Transkription des AS-Inserts entstand eine mRNA, die dem 5’-Bereich der zelluldr

transkribierten Maspin-mRNA komplementir war und daher doppelstrangige RNA bildete.
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+
5- Maspin mMRNA  ATG -3
48 +333
: 381 bp :
EcoRI Hindlll
5| TTCGT'L‘CCTTTTCCACGCATTTTE_; “AGGAT.....AGAG L"L\iE!!\MGCTCTACGMGAGN.?C GCTTGCL‘.:-S'
Forward AS-Primer Reverse AS-Primer
— .

Abb. 4.2.17: Maspin-AS-Konstrukt pAS. Das AS-Insert (318 bp) wurde mit dem AS-Primerpaar
(Forward AS + Reverse AS) von cDNA von SW48 amplifiziert. Die Primer enthielten eine ECORI-
bzw. HindIIIl-Schnittstelle zur gerichteten Insertion in pcDNA3.1. Die AS-Insert-Sequenz entsprach
dem 5’-Bereich der Maspin-mRNA (-45 bis +333) und wurde so in pcDNA3.1+ kloniert, dass bei der
Transkription vom Vektorkonstrukt eine RNA entstand, die komplementir zu der Maspin-mRNA war.
AS: Aminosduren, PCMV: CMV-Promotor, pA: Polyadenylierungssequenz, ori: origin of replication,
Neomycin: Neomycinresistenz, Ampicillin: Ampicillinresistenz.

4.2.7.2.2 Stabile Transfektion des pAS-Konstruktes

Das pAS-Konstrukt wurde in XL-2 Blue kloniert und zur Kontrolle sequenziert. Das
gereinigte AS-Konstrukt und der cpDNA3.1-Leervektor wurden mit Lipofectamin® in die
Maspin-iiberexprimierende CRC-Zelllinie SW48 (vgl. 4.2.4.1) transfiziert. Nach 20-tagiger
Geneticinselektion (13 mg/ml) wurden 37 SW48 Klone isoliert und mittels real-time PCR auf
ihre Maspinexpression untersucht. Die Klone SW48 AS 135, AS 1143, AS II5 und AS III1
zeigten im Vergleich zu SW48 LP die groBiten Reduktionen der Maspin-Transkription. Nach
einigen Passagen stagnierte bei SW48 AS III1 (mittlere Maspin-Suppression: 79 %) die
Proliferationsfahigkeit, weshalb dieser Klon von den folgenden Experimenten ausgeschlossen

wurde. Die Maspin-Suppression von SW480 AS 135, SW48 AS 1143 und SW48 AS 115 wurde
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regelméBig mittels real-time PCR tberpriift und lag, bezogen auf die KSW48 LP-Kontrolle,
durchschnittlich bei 87 %, 95 % und 89 % (Abb. 4.2.18a). Die Suppression der
Maspinexpression bestitigte sich auch auf Proteinebene im Western-Blot (Abb. 4.2.18b).
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4.2.7.2.3 Charakterisierung der SW48 AS-Klone

4.2.7.2.3.1 Morphologie

Abb. 4.2.18: Maspin-
Suppression bei den SW48 AS-
Klone. (a) Transkriptionelle

Maspinexpression (Mittelwerte).
(b) Maspin-Protein-Suppression.
Als Ladekontrolle wurde beta
Actin gefarbt. RNT : relative,
normalisierte Transkription.

Die Vermessung der SW48 AS-Klone mit dem CASY-Gerit ergab bei diesen, verglichen mit

SW48 LP, einen im Mittel um 28 % groBeren Durchmesser und damit ein um 113 % groBeres
Zellvolumen (Abb. 4.2.19). Im Gegensatz zum SW48 Wildtyp und SW48 LP bildeten die
SW48 AS-Klone keine Pseudopodien aus. Wie die Kontrollen wuchsen die SW48 AS-Klone

als Monolayer, zeigten eher kugelige Form und waren nur wenig abgeflacht (Abb. 4.2.20).

Volumen [um3 x 1000]

= N N w
(61 o ol o
1 TR NNEEN|

=
o
1

(631
1

L I
SW48 Sw48 SwW48 < SW48  SW48  Sw48
LP WT AS 135 ASII43 ASII5 ASII3

Abb. 4.2.19: Zellgrofie der SW48 AS-Klone in pm’.
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Abb. 4.2.20: Morphologie
der SW48 AS-Klone. Die
SW48 LP-Klone weisen
Pseudopodien auf
(schwarze Pfeile), die bei
den SW48 AS-Klonen, die
in kugeliger Form wachsen,
fehlen. Die Aufnahmen
entstanden bei 400-facher
VergroBerung im Seitlicht-
Phasenkontrast (linke
Spalte) und im normalen
Phasenkontrast (rechte
Spalte).
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4.2.7.3 Maspin-Suppression durch siRNA

Zusitzlich zu den Versuchen mit antisense-RNA wurde die Maspinexpression durch siRNA-
Technologie supprimiert. Als Kontrolle wurde eine nicht-regulative, fluoreszenzmarkierte
Kontroll-siRNA (Ko siRNA) transfiziert, die keine Homologie zu einem bekannten humanen
Transkript aufwies und zur Detektion mit Alexa Fluor 488 konjugiert war. Zur spezifischen
Suppression der Maspinexpression wurden zwei siRNAs (siRNA I und siRNA III) mit
unterschiedlicher Sequenz transfiziert.

Um die Effektivitit und die Dauer der siRNA-Suppression auf die Maspinexpression zu
iiberpriifen, wurden SW48-Zellen mit 5 nM siRNA transfiziert und deren Maspinexpression
iber einen Zeitraum von einer Woche tiberwacht. Die Aufnahme der siRNA wurde mit Hilfe
der Ko siRNA durch Fluoreszenzmikroskopie liberpriift und bestétigt (Abb. 4.2.21).

Bei diesem Experiment zeigte sich, dass die Maspin-Transkription bei beiden siRNAs bereits
4 h nach Transfektion um 25 % und 38,5 % reduziert worden war. Nach 24 h lag die
Maspinexpression, bezogen auf die Kontroll-siRNA, durchschnittlich unter 10 %. Die siRNA-
Suppression hielt die Maspinexpression eine Woche auf durchschnittlich unter 10 %
(Abb. 4.2.22). Der siRNA-Effekt wurde auf RNA und Proteinebene verifiziert (Abb. 4.2.23).
Alle folgenden Experimente mit siRNA-supprimierten Zellen wurden 3 - 4 Tage nach der

Transfektion durchgefiihrt, wobei die aktuelle Maspinexpression stets mittels real-time PCR

iberpriift wurde. Dabei waren die Effektivititen der siRNA-induzierten Maspin-Suppression
sehr unterschiedlich und schwankten bei SW48 siRNA I von 95 % bis 3 % mit einem
Mittelwert von 72 % und bei SW48 siRNA III 94 % bis 23 % mit einem Mittelwert von 74 %
(Abb. 4.2.24).

Abb. 4.2.21: Transfektion von SW48 mit Kontroll-siRNA. Die Kontroll-siRNA ist mit Alexa Fluor
488 konjugiert, dessen Fluoreszenz griin eingefarbt ist. Die blaue DAPI-Gegenfarbung wird vom
Alexa Fluor 488-Signal iiberlagert. Die Aufnahme entstand bei 400-facher Vergrof3erung.
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1,0 -
O Maspin siRNA |
0,8 - o
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Abb. 4.2.22: Effektivitit und Dauer einer Maspin-Suppression bei SW48 mit siRNAs. si KO:
Kontroll-siRNA (Kalibrator).

| SW48 |
si Ko siRNA | siRNA I

<= |\|aspin

<= Actin

Abb. 4.2.23: Maspin-Western-Blot der siRNA-transfizierten SW48-Zellen nach 4 Tagen. si KO:
Kontroll-siRNA.
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Abb. 4.2.24: Durchschnittliche Maspinexpression von SW48, 3 und 4 Tage post siRNA-
Transfektion. siRNA KO: Kontroll-siRNA.
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4.2.7.4 Adhiasions-Assays

Eine Eigenschaft vieler Tumorzellen ist die Verminderung der Adhésion, zum einem
untereinander, zum anderen auch zur Basalmembran, an der die normalen Epithelzellen
verankert sind. Bei Zellen gibt es zwei Aspekte der Adhésion: Die Adhdsionsgeschwindigkeit
und die Adhédsionsstirke. Die Adhésionsgeschwindigkeit gibt an, wie schnell die Zellen eine
Verbindung mit ihrem Untergrund aufbauen konnen, die Adhédsionsstérke ist ein MaB fiir die

Festigkeit dieser Verbindung.

4.2.7.4.1 Adhisionsgeschwindigkeit (At-Assays)

4.2.7.4.1.1 Adhisionsgeschwindigkeiten der Maspin-iiberexprimierenden SW480 MS-
Klone

Die Messung der Adhdsionsgeschwindigkeit ergab ein deutlich langsameres Adhédrieren der
SW480 MS-Klone (Abb. 4.2.25). Verglichen mit SW480 LP (100 %) konnten 3 Stunden nach
dem Aussden durchschnittlich 15,1 % der MS-Klone adhérieren. Gemittelt iiber alle
Messpunkte (10 min, 30 min, 1 h und 3 h) waren im Vergleich zur LPK um 80,5 % weniger
MS-Klone adhériert (Tab. 4.2.4).
2500 -
2000 -

1500 -

1000 -

Zellen/GF

3h
500 - :

30
30" 1h 3h

SW480 LP SW480 MS2 SW480 MS3 SW480 MS9

Abb. 4.2.25: Adhision der SW480 MS-Klone nach verschiedenen Zeiten. Die nicht adhérierten
Zellen wurden nach verschiedenen Zeiten nach dem Aussden entfernt, die bereits adhdrierten wurden
fixiert, geférbt und ausgezéhlt. GF: Gesichtsfeld, ’: Minuten.
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Klon 10' 30' 1h 3h
SW480LP  |100% 100%  100% 100%
SW480 MS2 |22,3% 18,8% 14,8% 11,8%
SW480 MS3  |21,5% 16,4% 15,3% 10,3%
SW480 MS9  |21,1% 31,3% 27,0% 23,1%
MW swasomsk 121,6% 22,2%  19,0% 15,1%

ges MW gwago msk :19,5%

Tab. 4.2.4: Relative Adhisionsgeschwindigkeiten der SW480 MS-Klone (bezogen auf SW480
LP). MW: Mittelwert, MSK: MS-Klone, ges: gesamt, ’: Minuten.

4.2.7.4.1.2 Adhisionsgeschwindigkeiten der Maspin-supprimierten SW48 AS-Klone

Bei der Messung der Adhidsionsgeschwindigkeit zeigten sich nach 10 und 30 Minuten
durchschnittlich 34,4 % bzw. 32,2 % weniger adhdrente SW48 AS-Klone im Vergleich zur
Kontrolle. Nach 1 Stunde und nach 3 Stunden waren keine wesentlichen Unterschiede zur

Kontrolle zu beobachten (Abb. 4.2.26; Tab. 4.2.5).

010

800 +

Zellen/GF

SW48 LP  SW48 AS I35 SW48 AS 1143 SW48 AS 115

Abb. 4.2.26: Adhision der SW48 AS-Klone nach verschiedenen Zeiten. Die nicht adhirierten
Zellen wurden nach verschiedenen Zeiten nach dem Aussden entfernt, die bereits adhirierten wurden
fixiert, gefarbt und ausgezéhlt. GF: Gesichtsfeld, ’:Minuten.

10' 30 1h 3h
SW48 LP 100,0% 100,0% 100,0%  100,0%
SWA48 AS 135 68,9%  69,3%  957%  96,6%
SW48 AS 1143 645%  645%  93,6%  96,3%
SWA48 AS 115 63,3%  69,8%  97,9% 103,7%
MWawag ask 656%  67,8%  957%  98,9%

Tab. 4.2.5: Relative Adhésionsgeschwindigkeiten der SW480 MS-Klone (bezogen auf SW48 LP).
MW: Mittelwert, ASK: AS-Klone, ’: Minuten.
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4.2.7.4.1.3 Adhisionsgeschwindigkeiten der Maspin-supprimierten SW48 siRNA-
Transfektanden

Die Messung der Adhidsionsgeschwindigkeit ergab ein langsameres Adhérieren der SW48

siRNA-Transfektanden im Vergleich zur Kontrolle: Nach 10, 30 und 60 min adhérierten

durchschnittlich 54,7 % weniger siRNA Transfektanden. Nach 3 Stunden waren praktisch

keine = Unterschiede @ in  der  Anzahl  adhédrierter  Zellen @ zu  erkennen

(Abb. 4.2.27; Tab. 4.2.6).

1000 -
010’
030
" @ 1h
O m3h
c
k3] 100
Ko
N
10

SW48 siKO SW48 siRNA T  Sw48 siRNA I

Abb. 4.2.27: Adhision der siRNA SW48-Transfektanden nach verschiedenen Zeiten. Die nicht
adhédrierten Zellen wurden nach verschiedenen Zeiten nach dem Aussden entfernt, die bereits
adhérierten wurden fixiert, gefdrbt und ausgezihlt. GF: Gesichtsfeld. siKO: Kontroll-siRNA, ’:
Minuten.

10' 30' 1h 3h
SW48 siKO 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
SW48 siRNA | 55,6% 57,2% 57,2% 98,5%
SW48 siRNA IlI 48,7% 54,7% 54,7% 96,7%

SW48 siRNA MW 52,1% 56,0% 56,0% 97,6%

Tab. 4.2.6: Relative Adhisionsgeschwindigkeiten der SW48 siRNA-Transfektanden (bezogen auf
SW48 siKO). MW: Mittelwert, ’: Minuten.

4.2.7.4.2 Adhisionsstirke (Ag-Assays)

4.2.7.4.2.1 Adhisionsstirken der Maspin-iiberexprimierenden SW480 MS-Klone

Bis 3000 g ergaben sich praktisch keine Unterschiede zwischen den Adhédsionsstirken der
Kontrolle und den SW480 MS-Klonen. Nach einer Kraft von 4000 g waren bezogen auf die
3000 g-Kontrolle im Mittel nur noch 21,8 %, nach 5000 g noch 7,8 % der MS-Klone
adhirent, d.h. 78,2 % bzw. 92,2 % (bezogen auf die 3000 g-Kontrolle) der SW480 MS-Klone
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waren abgelost worden, was eine deutlich schwéchere Adhédsion der SW480 MS-Klone

6000 g

zeigte. Nach Einwirkung

(Abb. 4.2.28; Tab. 4.2.7).

1500 -

1000 -

Zellen/GF

500 -

Og

3000g

von

4000g

verbliecben keine Zellen im Well

mSW480 LP

OSwW480 MS2
@mSW480 MS3
mSW480 MS9

5000g  6000g

Abb. 4.2.28: Adhisionsstirken der SW480 MS-Klone. Den Adhisionskréiften der adhdrenten Zellen
wurden verschiedene g-Zahlen entgegengesetzt. Die verbliebenen, noch adhdrenten Zellen wurden
fixiert, gefarbt und quantifiziert. GF: Gesichtsfeld, g: Erdbeschleunigung (9,8 1m/s%).

Klon 3000g 4000g 5000g  6000g
SW480LP  [100,0% 97,4%  92,9% -
SW480 MS2 [102,1% 322%  16,7% -
SW480 MS3  [102,4% 10,1%  4,2% -
SW480 MS9 [95,7%  23,0%  2,4% -
MW swasomsk 1100,1% 21,8%  7,8% -

Tab. 4.2.7: Relative Adhésionsstiirken der SW480 MS-Klone (bezogen auf SW480 LP 3000 g).

MW: Mittelwert, MSK: MS-Klone.

4.2.7.4.2.2 Adhisionsstirken der Maspin-supprimierten SW48 AS-Klone

Im den Ag-Adhésions-Assays zeigten die SW48 AS-Klone schwichere Adhasionskrifte als

die Kontrolle. Bei einem Schwerefeld von 4000 g hatten, bezogen auf die Kontrolle, im Mittel

76 % der SW48 AS-Klone die Haftung am Untergrund verloren. Nach Einwirkung von
5000 g waren alle SW48 AS-Klone abgelost worden, wihrend noch etwa die Hélfte der SW48
LP-Kontrolle adhiriert war (Abb. 4.2.29; Tab. 4.2.8).
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Abb. 4.2.29: Adhisionsstirken der SW48 AS-Klone. Den Adhésionskréften der adhirenten Zellen
wurden verschiedene g-Zahlen entgegengesetzt. Die verbliebenen, noch adhirenten Zellen wurden
fixiert, gefarbt und quantifiziert. GF: Gesichtsfeld, g: Erdbeschleunigung (9,8 1m/s%).

3000g  4000g  5000g  6000g

SW48 LP 100,0%  99,0%  62,0% -
SW48 AS 135 98,3%  26,9% 0,0% -
SW48 AS 1143 98,3%  24,9% 0,0% -
SWA48 AS 115 99,0%  19,9% 0,0% -
MWayyas ask 985%  23,9% 0,0% -

Tab. 4.2.8: Relative Adhésionsstiirken der SW48 AS-Klone (bezogen auf SW48 LP 3000 g). MW:
Mittelwert, ASK: AS-Klone.

4.2.7.4.2.3 Adhisionsstirken der Maspin-supprimierten SW48 siRNA-Transfektanden

In den Ag-Assays zeigten die SW48 siRNA-Transfektanden geringere Adhédsionsstirken als
die Kontrolle: ab 4000 g hatten, im Gegensatz zur Kontrolle, durchschnittlich 79,6 % der
siRNA-Transfektanden die Haftung im Well verloren. Nach Einwirkung von 5000 g zeigte

nur noch die Kontrolle Adhision, nach 6000 g hatten alle Zellen die Haftung verloren (Abb.
4.2.30; Tab. 4.2.9).

Abb. 4.2.30 auf folgender Seite: Adhisionsstirken der SW48 siRNA-Transfektanden. Den
Adhésionskraften der adhdrenten Zellen wurden verschiedene g-Zahlen entgegengesetzt. Die
verbliebenen, noch adhédrenten Zellen wurden fixiert, gefarbt und quantifiziert. GF: Gesichtsfeld, g:
Erdbeschleunigung (9,81m/s).
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200 - B SW48 siKO
C1SW48 siRNA |
150 | T [ m SW48 siRNA Il
LL
Q
c
G 100 -
(o)
N 50 -
-
0 -
3000g 4000g 5000g 6000g
3000g 4000g 5000g 6000g
SW48 siKO 100,0%  95,0% 32,5% -
SW48 siRNA | 97,1% 18,1% 0,0% -
SW48 siRNA 111 96,7% 22, 7% 0,0% -
MWswas sirna 96,9% 20,4% 0,0% -

Tab. 4.2.9: Relative Adhisionsstirken der SW48 siRNA-Transfektanden (bezogen auf SW48
siKO 3000 g). MW: Mittelwert.

4.2.7.4.3 Vergleich der Ergebnisse der Adhiisionsversuche

Die Maspin-Uberexpression fithrte bei SW480 zu einer stark verlangsamten Adhision, da
auch nach drei Stunden Inkubation im Brutschrank verglichen mit der Kontrolle 85 %
weniger Zellen adhdriert waren. Die Adhdsionen der transient und stabil supprimierten SW48-
Klone zeigten nach drei Stunden bzw. einer Stunde kaum Unterschiede zur Kontrolle.

Sowohl die Maspin-Uberexpression als auch die Maspin-Suppression (stabil und transient)

bewirkten eine Verminderung der Adhésionsstirke gegeniiber den Kontrollen.

4.2.7.5 Proliferation

Mit Hilfe von XTT-Assays wurde die Auswirkung der Maspinexpression auf die
Proliferationsraten der Zellen gemessen. Die Formel N; = Ny X e beschreibt das exponentielle
Wachstum sich teilender Zellen, wobei k die Wachstumskonstante und t die Zeit darstellt
(k = (InN; - InNo)/t ). Die 24h-Proliferationsrate K (Nasn = No » K) gibt den Faktor an, um den
sich die Zellzahl wihrend 24 Stunden vermehrt. Mit den SW48 siRNA-Transfektanden
wurden aufgrund stark schwankender Effektivititen der Maspin-Suppressionen keine

Proliferations-Assays durchgefiihrt.
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4.2.7.5.1 Proliferation der Maspin-iiberexprimierenden SW480 MS-Klone

Die durchschnittliche 24h-Wachstumskonstante k der Kontrolle SW480 LP lag bei 0,58, die
der SW480 MS-Klone bei 0,28, 0,23 und 0,30. Damit hatte die Uberexpression von Maspin
bei SW480 eine Erniedrigung der Proliferation zur Folge. Die 24h-Wachstumskonstanten k
waren bei den iiberexprimierenden Klonen um durchschnittlich 53,4 % verringert
(Abb. 4.2.31). Die 24h-Proliferationsrate K betrug durchschnittlich 1,31 bei den SW480 MS-
Klonen und 1,78 bei der SW480 LP-Kontrolle.
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Abb. 4.2.31: Proliferation der SW480 MS-Klone. MW: mittlere 24h-Wachstumskonstante k der
SW480 MS-Klone.

4.2.7.5.2 Proliferation der Maspin-supprimierten SW48 AS-Klone

Die mittlere 24h-Wachstumskonstante k von SW48 LP betrug 0,78, bei den SW48 AS-
Klonen lagen diese zweimal bei 1,05 und einmal bei 0,95. So fiihrte die Blockierung der
Maspinexpression in den SW48 AS-Klonen zu einer erhohten Proliferation. Die
durchschnittliche 24h-Wachstumskonstante k betrug 1,01, was einer Erhohung um 30,0 %
gegeniiber der Kontrolle entspricht. Die durchschnittliche 24h-Proliferationsrate K der SW48
AS-Klone betrug 2,79 und war damit um 27,6 % gegeniiber der der Kontrolle mit einer K von

2,19 erhoht (Abb. 4.2.32).
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Abb. 4.2.32: 24h-Wachstumskonstanten der SW48 AS-Klone. MW: mittlere 24h-
Wachstumskonstante k der SW48 AS-Klone.

4.2.7.6 Migrations-Assays

Beim Migrations-Assay wird die Motilitdt der Zellen bestimmt. Dazu ist der Filter, der das
Kompartiment mit Chemoattraktant von den Zellen trennt, mit Gelatine beschichtet, damit die
Zellen adhirieren kdnnen. Zur Uberwindung des Filters ist keine proteolytische Aktivitit

notig.

4.2.7.6.1 Motilitit der Maspin-iiberexprimierenden SW480 MS-Klone

Wurden in Migrations-Assays mehr als 30 000 Zellen/Kammer eingesetzt, bildeten die
SW480 MS-Klone sofort Klumpen und Zellaggregate und erschienen dann unbeweglich,
wiahrend SW480 LP migrierte. Wurden 8000 Zellen/Kammer oder weniger eingesetzt,
klumpten die SW480 MS-Klone kaum und migrierten. Im Vergleich zur Kontrolle waren die
durchschnittlichen Migrationsraten bei SW480 MS2 um den Faktor 4,47, bei SW480 MS3
3,84-fach und bei SW480 MS9 2,15-fach hoher (Abb. 4.2.33). Damit stellte sich bei den
Maspin-iiberexprimierenden SW480 MS-Klonen eine durchschnittlich 3,48-fach hohere
Migrationsrate ein, als bei der Kontrolle. Die Maspin-Uberexpression erhdhte also die

Motilitat der SW480-Zellen.
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Abb. 4.2.33: Relative Migrationsraten der SW480 MS-Klone (bezogen auf SW480 LP).

4.2.7.6.2 Motilitit der Maspin-supprimierten SW48 AS-Klone

Bezogen auf die LP-Kontrolle migrierte SW48 AS 135 im Mittel um 22,5 %, SW48 AS 1143
um 28,5 % und SW48 AS II5 um 27,7 % weniger als die SW48 LP-Kontrolle. So zeigten die
SW48 AS-Klone durchschnittlich nur 73,8 % der Migrationsrate der Kontrolle (Abb. 4.2.34).
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Abb. 4.2.34: Relative Migrationsraten der SW48 AS-Klone (bezogen auf SW48 LP).

4.2.7.6.3 Motilitit der Maspin-supprimierten SW48 siRNA-Transfektanden

Bezogen auf die mit Kontroll-siRNA transfizierten SW48 Zellen, migrierten die mit siRNA I
transfizierten SW48-Zellen durchschnittlich um 51,2 % mehr, die mit siRNA III transfizierten
um 26,1 % mehr. So war der Anteil der migrierten Zellen bei den SW48 siRNA-
Transfektanden durchschnittlich um 38,7 % hoher, als bei der Kontrolle (Abb. 4.2.35). Die
transiente Maspin-Suppression mittels siRNA bewirkte im Gegensatz zur stabilen Maspin-

Suppression keine Erhohung der Motilitidt der SW48 Zellen. Diese Diskrepanz der Ergebnisse
wird in 5.1.2.3 diskutiert.
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Abb. 4.2.35: Relative Migration der SW48 siRNA-Transfektanden (bezogen auf SW48 siKO).

4.2.7.7 Invasions-Assays

Um in Invasions-Assays den mit Matrigel beschichteten Filter zu liberwinden, miissen die

Zellen proteolytische Aktivitdt aufwenden.

4.2.7.7.1 Invasivitit der Maspin-iiberexprimierenden SW480 MS-Klone

Wie bei den Migrations-Assays (siche 4.2.8.6) bildeten die SW480 MS-Klone in
Konzentrationen tiber 30 000 Zellen/ml im Invasions-Assay Klumpen und wurden dadurch
immobil und nicht invasiv. Daher wurden in den folgenden Invasions-Assays
8000 Zellen/Kammer eingesetzt, was das Klumpen weitgehend verhinderte. Nun zeigten die
SW480 MS-Klone durchschnittlich 5,50-fach hohere Invasionsraten als die Kontrolle. Durch
die Zugabe von 25 pg anti-Maspin-Antikorper wurde der Anstieg der Invasivitit bei den
SW480 MS-Klonen auf den 1,69-fachen Wert der SW480 LP_sk -Kontrolle verringert. Die
Invasivitdtsraten der SW480 LP-Kontrolle wurden vom anti-Maspin-Antikorper um 17,9 %
verringert, wahrend sich die durchschnittliche Invasionsrate der SW480 MS-Klone durch die
Antikdrperzugabe um 69,3 % verringerte (Abb. 4.2.36; Tab. 4.2.10).
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Abb. 4.2.36: Invasivitit der SW480 MS-Klone mit und ohne anti-Maspin-Antikérper. ~AK: ohne
anti-Maspin-Antikorper, +25 pg AK/ml: mit 25 pg anti-Maspin-Antikdrper/ml Medium, GF:
Gesichtsfeld.

- Maspin-AK  + 25 pg Maspin-AK/ml

SwW480 LP 100,0% 82,1%
SwW480 MS2 525,6% 183,9%
SW480 MS3 537,2% 144,4%
SW480 MS9 587,4% 178,5%
MWSW480 MSK 550,1% 168,9%

Tab. 4.2.10: Relative Invasivititsraten der SW480 MS-Klone mit und ohne anti-Maspin-
Antikorper (bezogen auf SW480 LP ohne anti-Maspin-Antikérper). AK: Antikdrper, MW:
Mittelwert, MSK: MS-Klone.

4.2.7.7.2 Invasivitit der Maspin-supprimierten SW48 AS-Klone

In Invasions-Assays zeigten die SW48 AS-Klone durchschnittlich 37,1 % weniger Invasion
als die SW48 LP-Kontrolle, dabei war die mittlere Invasivitit, bezogen auf die Kontrolle, bei
SW48 AS I35 um 46,6 %, bei SW48 AS 1143 um 28,9 % und bei SW48 AS 115 um 35,9 %
verringert. Die Zugabe von 1 pM rMaspin fiihrte bei allen SW48 AS-Klonen, im Vergleich zu
entsprechenden unbehandelten Zellen, zu einer durchschnittlich 21%igen Zunahme der
Invasivitit. Die Zugabe von 1 puM Maspin erhohte auch die Invasivitit der Kontrolle
um 5,6 %. Wurde die rMaspin-Konzentration auf 2 uM erhoht, verklumpten die Zellen,
wodurch sich die Invasivitit der SW48 AS-Klone, verglichen mit entsprechenden Zellen ohne
Mediumzusitze, im Mittel um 75,3 % und die der Kontrolle um 78,6 % verringerte. Der
klumpende Effekt des 2 uM rMaspin konnte durch die Zugabe von anti-Maspin-Antikdrper
(25 pg/ml) aufgehoben werden, da die Zellen nach Antikérperzugabe wieder vereinzelt

vorlagen. Als weitere Wirkung des anti-Maspin-Antikdrpers nahm die Invasivitit der SW48
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AS-Klone bezogen auf die entsprechenden unbehandelten Zellen um durchschnittlich 9,5 %

ab, die Invasivitit der Kontrolle fiel um 19,7 % (Abb. 4.2.37; Tab. 4.2.11).
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Abb. 4.2.37: Invasivitit der SW48 AS-Klone unter dem Einfluss von rMaspin und anti-Maspin-
Antikorper. GF: Gesichtsfeld, AK: Antikorper.

+ 2 uM rMaspin
nur Medium + 1 yM rMaspin* + 2 uM rMaspin* + 25ug anti-Maspin-Antikérper*

SW48 LP +0% +5,6% ~78,6% -19,7%
SW48 AS 135 -46,6% +32,6% -71,7% +10,3%
SW48 AS 1143 -28,9% +9,4% -78,2% -20,2%
SW48 AS 115 -35,9% +21,4% -76,0% -18,6%
MW sas ask -37,1% +21,1% -75,3% -9,5%

*bezogen auf den entsprechenden Klon nur mit Medium

Tab. 4.2.11: Modulation der Invasivitit der SW48 AS-Klone durch Zugabe von rMaspin bzw.
anti-Maspin-Antikorper (bezogen auf SW48 LP .4 Medium)- = bezogen auf den jeweils
entsprechenden Klon ,y; medium » GF: Gesichtsfeld.

4.2.7.7.3 Invasivitit der Maspin-supprimierten SW48 siRNA-Transfektanden

In den Invasions-Assays zeigten die SW48 siRNA-Transfektanden als Folge der Maspin-
Suppression durchschnittlich nur 31,3 % der Invasionsrate der Kontrolle, dabei war die
mittlere Invasivitit, bezogen auf die Kontrolle, bei SW48 siRNA I 38,9 % und bei SW48
siRNA III 23,7 % (Abb. 4.2.38).
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Abb. 4.2.38: Relative Invasivitit der SW48 siRNA-Transfektanden (bezogen auf SW48 siKO).

4.2.7.8 5-Fluoruracil-Sensitivitit

Da, wie in 4.2.6 beschrieben, die Maspinexpression und Lokalisation in CRC ein pradiktiver
Marker fiir das Ansprechen auf eine 5-FU basierte Chemotherapie ist, wurde der Einfluss der
Maspinexpression auf die 5-FU-Sensitivitdt analysiert. Dazu wurden die Klone mit
verschiedenen 5-FU-Konzentrationen behandelt und der Anteil der tiberlebenden Zellen nach

72 h mit Hilfe eines XTT-Assays durch Vergleich mit unbehandelten Zellen bestimmt.

4.2.7.8.1 5-FU-Sensitivitit der Maspin-iiberexprimierenden SW480 MS-Klone

Alle SW480 MS-Klone zeigten im 5-FU-Konzentrationsbereich von 2,5 uM — 200 uM
durchwegs hohere Uberlebensraten bzw. niedrigere Sensitivititen als die Kontrolle. Ab

50 uM 5-FU waren die mittleren Uberlebensraten der iiberexprimierenden Klone doppelt so

hoch wie bei der Kontrolle (Abb. 4.2.39).

Abb. 4.2.39 auf der folgenden Seite: Relative Uberlebensraten der SW480 MS-Klone bei
verschiedenen 5-FU-Konzentrationen (bezogen auf den jeweiligen Klon ohne 5-FU). Die Zahlen
iiber den Klammern entsprechen den mittleren Uberlebensraten der SW480 MS-Klone.
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4.2.7.8.2 5-FU-Sensitivitiat der Maspin-supprimierten SW48 AS-Klone

Da die SW48 AS-Klone sehr schnell proliferierten (siche 4.2.7.5.2), wurde der Anteil der
iiberlebenden Zellen mit Hilfe eines XTT-Assays schon nach 48 h und nicht nach 72 h, wie
bei den SW480 MS-Klonen, durch Vergleich mit unbehandelten Zellen bestimmt. Weil aus
den vorangegangenen 5-FU-Assays mit den SW480 MS-Klonen (siehe 4.2.7.8.1) bekannt war,
dass der toxische Effekt von 5-FU ab Konzentrationen von 50 uM am groften ist, wurden bei
den SW48 AS-Klonen 5-FU-Konzentrationen ab 50 uM getestet.

Dabei zeigten alle SW48 AS-Klone niedrigere Uberlebensraten bzw. hohere Sensitivititen als
die Kontrolle. Bei 50 uM 5-FU waren die Uberlebensraten der SW48 AS-Klone gegeniiber
der Kontrolle durchschnittlich um 19 %, bei 100 uM um 21 % und bei 200 uM um 26 %
erniedrigt (Abb. 4.2.40).

Abb. 4.2.40 auf folgender Seite: Relative Uberlebensraten der SW48 AS-Klone bei verschiedenen
5-FU-Konzentrationen (bezogen auf den jeweiligen Klon ohne 5-FU). Die Zahlen iber den
Klammern entsprechen den mittleren Uberlebensraten der SW48 AS-Klone.
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4.2.8 Expressionsanalysen von Genen, die mit 5-FU-Sensitivitat
assoziiert sind

Da die Maspinexpression eine Modulation der 5-FU-Sensitivitdt zur Folge hatte (siehe
4.2.8.8), wurde der Einfluss von Maspin auf die Expression von Enzymen analysiert, die am
5-FU-Metabolismus beteiligt sind: Die fiir die de novo Synthese von Thymidylat
verantwortliche Thymidylatsynthase (TS) wird von 5-FU gehemmt und ist das Hauptziel von
5-FU. Die Dihydropyrimidindehydrogenase (DPD) inaktiviert 5-FU und verschlechtert
dadurch das Ansprechen einer 5-FU-Chemotherapie. Die Thymidinphosphorylase (TP) oder
auch Platelet-derived endothelial cell growth factor (PD-ECGF) genannt, aktiviert zum einem
5-FU zur therapeutisch wirksamen Molekiilspezies, zum anderem ist die TP ein pro-
angiogenetischer Wachstumsfaktor, der das Tumorwachstum propagiert. Die Analysen fanden

auf transkriptioneller Ebene mittels real-time PCR statt.

4.2.8.1 Expression 5-FU-Sensitivitits-assoziierter Gene bei den Maspin-
iiberexprimierenden SW480 MS-Klonen

Im Vergleich zur SW480 LP-Kontrolle stieg bei den SW480 MS-Klonen die TS-Expression
durchschnittlich um das 2,31-fache. Eine weit stirkere Aktivierung war bei der DPD-
Expression zu beobachten, die durchschnittlich um den Faktor 32,53 anstieg. Im Gegensatz
dazu wurde bei den SW480 MS-Klonen die TP-Expression inaktiviert und sank um
durchschnittlich 97 % (Abb. 4.2.41).
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Abb. 4.2.41: Expression 5-FU-Sensitivitits-assoziierter Gene bei den SW480 MS-Klonen. SW480
MS MW: Mittelwerte der RNT-Werte der SW480 MS-Klone. Die Zahlen iiber den Klammern
entsprechen den mittleren RNT-Werten der SW480 MS-Klone. (Logarithmische Skalierung!)

4.2.8.2 Expression 5-FU-Sensitivitits-assoziierter Gene bei den Maspin-
supprimierten SW48 AS-Klonen

Im Vergleich zur SW48 LP-Kontrolle verringerte sich bei den SW48 AS-Klonen die TS-
Expression: SW48 AS 135 zeigte eine Reduktion der TS-Expression um 59 %, SW48 AS 1143
um 70 % und SW48 AS II5 um 95 %. Insgesamt verringerte sich die TS-Expression der
Maspin-supprimierten SW48 AS-Klone um durchschnittlich 75 %.

Eine weit stirkere Inaktivierung war bei der DPD-Expression zu beobachten: Bei
SW48 AS 135 und bei SW48 AS 1143 lag die DPD-Expression unter 1 % der Kontrolle,
SW48 AS 115 zeigte eine 95%ige Inaktivierung der DPD-Expression. Die durchschnittliche
Verringerung der DPD-Expression lag bei den SW48 AS-Klonen bei 98 %.

Die TP-Expression sank bei SW48 AS 135 um 18 %, bei SW48 AS 1143 um 85 % und bei
SW48 AS II5 um 78 %, was eine durchschnittliche Reduktion von 58 % ergab
(Abb. 4.2.42).
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Abb. 4.2.42: Expression 5-FU-Sensitivitits-assoziierter Gene bei den SW48 AS-Klonen. Die
Werte liber den Klammern entsprechen den mittleren RNT-Werten der SW48 AS-Klone.

4.2.8.3 Expression 5-FU-Sensitivitits-assoziierter Gene und Korrelation
zur Maspinexpression in CRC

Anhand der Affymetrix Genome UI133A 2.0 Array-Daten konnte die transkriptionelle
Expression der 5-FU-Sensitivitits-assoziierten Gene TS, DPD und TP in 42 CRCs sowie
deren Korrelation zur Maspinexpression analysiert werden.
Um die Expression der Gene mit der Maspinexpression vergleichen zu koénnen, wurden die
Tumore in drei Gruppen eingeteilt:
e Gruppe ME1: Schwache Maspinexpression (Maspin-Fluoreszenzen < 1000; n=14)
e Gruppe ME2: Mittlere Maspinexpression (Maspin-Fluoreszenzen > 1000 und < 5000; n=14)
e Gruppe ME3: Starke Maspinexpression (Maspin-Fluoreszenzen > 5000; n=14)

Zur Priifung zweier Gruppen auf signifikante Unterschiede wurde der nicht-parametrische
Mann-Whitney-U-Test angewandt. Bei der Analyse von mehr als zwei Gruppen wurden die

Signifikanzen mit dem nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test analysiert.

4.2.8.3.1 TS-Expression in CRC

Der Median der TS-Array-Signale war 4374 in der Gruppe MEI1, 4003 in der Gruppe ME2
und 4642 in der Gruppe ME3. Die Unterschiede der TS-Expression von ME1 und ME2 zu
ME3 waren signifikant (P ts M1 vs. M3 = 0,004 bzw. P 1s Me2 vs. Me3 < 0,000). Der Unterschied
zwischen ME1 und ME2 war nicht signifikant (p t1s Mme1 v wme2 = 0,285)
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(Abb. 4.2.43a). Der Kruskal-Wallis-Test (KW) zeigte signifikante Unterschiede der TS-
Expression zwischen den Gruppen ME1, ME2 und ME3 (Pxw < 0,000).

4.2.8.3.2 DPD-Expression in CRC

Die Mediane der DPD-Expression in den Gruppen ME1, ME2 und ME 3 waren 142, 184 und
326. Signifikante Unterschiede zeigten sich zwischen den Gruppen ME1 und ME3 (P ppp MmE!
vs. ME3 = 0,002) sowie zwischen ME2 und ME3 (P ppp mE2 vs. T3 = 0,035). Zwischen den
Gruppen ME1 und ME2 ergab sich kein signifikanter Unterschied (P ppp mei vs. Mme2 = 0,454)
(Abb. 4.2.43b). Im Kruskal-Wallis-Test zeigten sich signifikante Unterschiede fiir die DPD-
Expression zwischen den Gruppen ME1, ME2 und ME3 (Pxw = 0,010).

4.2.8.3.3 TP-Expression in CRC

Bei der TP-Expression betrugen die Mediane der Array-Signale in den Gruppen ME1, ME2
und ME3 396, 354 und 632. Die TP-Expressionen der Gruppen ME1 und ME2 unterschieden
sich signifikant von der in Gruppe 3 (P p ME!l vs. Me3 = 0,003 und P 1P ME2 vs. ME3 = 0,011),
zeigten jedoch untereinander keinen signifikanten Unterschied (P tp mei vs. M2 = 0,910) (Abb.
4.2.43c). Die Unterschiede der TP-Expression zwischen den Gruppen ME1, ME2 und ME3
waren ebenfalls signifikant (Pxw = 0,007).

Abb. 4.2.43 auf folgender Seite: Korrelationen zwischen Maspinexpression und 5-FU-
Sensitivitits-assoziierten Genen in CRC (Mann-Whitney-U-Test). Die CRC wurden nach Maspin-
Signalstarken gruppiert. Dabei waren in Gruppe ME1 die CRC mit Maspin-Fluoreszenzen bis 1000, in
Gruppe ME2 diese mit Signalstirken < 1000 bis 5000 und in Gruppe ME3 die CRC mit Signalstérken
< 5000. Die Signalstirken der untersuchten Gene TS, DPD und TP sind als Boxplots dargestellt. Der
graue Bereich der Boxplots zeigt den Interquartilbereich (25. - 75. Perzentil). Die Schwarze Linie in
den Boxen entspricht dem Median, die Enden der Antennen bezeichnen das 10. und 90. Perzentil.
Ausreiler sind mit “°“ und Extremwerte mit “* indiziert. Die Signifikanz (P) der
Signalstarkenunterschiede zwischen zwei Gruppen wurde mit dem nicht-parametrischen Mann-
Whitney-U-Test bestimmt. Signifikante P-Werte (p < 0,05) sind in Fettdruck dargestellt.
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4.2.9 Expression von Invasivitats-assoziierten Genen

Wie in 4.2.7.7 beschrieben, beeinflusste die Maspinexpression die Invasivitit der CRC-
Zelllinien SW480 und SW48 positiv. Daher wurde der Einfluss von Maspin auf die
Expression einiger bekannter Invasivitdts-assoziierter Gene untersucht: die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) bauen die extrazelluldre Matrix proteolytisch ab und erméglichen
so den Tumorzellen die Invasion von Geweben. Die Aktivitit der MMPs wird wiederum von
,tissue inhibitors of MMPs* (TIMPs) negativ reguliert.

Bei allen Klonen wurden die Gene MMP1, MMP2, MMP3, MMP7, TIMP1, TIMP2 und
TIMP3 auf ihre transkriptionelle Expression untersucht. Dabei waren nur Transkripte von

MMP2, MMP3, TIMP1 und TIMP3 im sensitiven Bereich der real-time PCR nachweisbar.

4.2.9.1 Expression von Invasivitits-assoziierten Genen bei den Maspin-
uberexprimierenden SW480 MS-Klonen

Bei den SW480 MS-Klonen hatte die Maspin-Uberexpression eine Erhdhung der Invasivitit
zur Folge (siehe 4.2.7.7.1). Verglichen mit der Kontrolle stieg deren Expression von TIMP1
durchschnittlich auf das 1,79-fache an, wihrend die Transkription von TIMP3 im Mittel um
51 % erniedrigt war. Bei MMP2 und MMP3 bewirkte die Maspin-Uberexpression eine fast
vollstdndige Inaktivierung der Transkription. Die Expression von MMP2 war im Durchschnitt
zu 96 % inaktiviert worden; die Expression von MMP3 ging durchschnittlich um 90 % zurtick
(Abb. 4.2.44). Diese unerwarteten Ergebnisse stehen im Widerspruch zur erhohten Invasivitét

der SW480 MS-Klone (siche 4.2.7.7.1) und werden in 5.1.2.3 und 5.1.3.3 diskutiert.
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Abb. 4.2.44: Expression Invasivitits-assoziierter Gene bei den SW480 MS-Klonen. Die Werte
tiber den Klammern entsprechen den mittleren RNT-Werten der SW480 MS-Klone. RNT: relative
normalisierte Transkription. (Logarithmische Skalierung!).

4.2.9.2 Expression von Invasivitits-assoziierten Genen bei den Maspin-
supprimierten SW48 AS-Klonen

Wie in 4.2.7.7.2 beschrieben, ging die Maspin-Suppression der SW48 AS-Klone mit
geringeren Invasivitdtsraten einher. Auf transkriptioneller Ebene hatte die Maspin-
Suppression das vollstindige Erliegen der TIMP1- und TIMP3-Expression zur Folge.

Bei SW48 AS 135 zeigte die Expression von MMP2 einen Anstieg um den Faktor 2,44, im
Gegensatz dazu verringerte sich diese bei SW48 AS 1143 und SW48 AS II5 um 66 % bzw.
85 %. Die durchschnittliche MMP2-Expression lag bei einem RNT-Wert von 0,98.

MMP3 wurde von den SW48 AS-Klonen ebenfalls heterogen exprimiert: SW48 AS 135 und
SW48 AS II5 zeigten eine Erhohung der MMP3-Expression um den Faktor 1,90 bzw. 1,97,
wihrend bei SW48 AS 1143 eine 85%ige Reduktion festgestellt wurde. Die mittlere MMP3-
Expression betrug 1,34 (Abb. 4.2.45).
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Abb. 4.2.45: Expression Invasivitits-assoziierter Gene bei den SW48 AS-Klonen. Die Werte iiber
den Klammern entsprechen den mittleren RNT-Werten der SW48 AS-Klone. RNT: relative
normalisierte Transkription. (Logarithmische Skalierung!)

4.2.9.3 Expression Invasivitits-assoziierter Gene und Korrelation zur
Maspinexpression in CRC

In 42 CRC wurde, wie in 4.2.8.3 beschrieben, anhand der Affymetrix Genome U133A 2.0
Array-Daten die Expression der Invasivitits-assoziierten Gene MMP1, MMP2, MMP3,
MMP7, TIPM1, TIMP2 und TIMP3 und deren Korrelation mit der Maspinexpression
untersucht.

Die Gene MMP1, TIMP1 und TIMP2 zeigten in den CRC der Gruppe ME3 (hohe
Maspinexpression) signifikant hohere Expressionen, als in den CRC der Gruppe MEI
(niedrige Maspinexpression; P mmpi Mgl vs. MEs = 0,031; P tivp1 MmEl vs. Mz = 0,001;
P Tivp2 MEI vs. ME3 = 0,001).

Beim Vergleich der CRC der Gruppe ME2 (mittlere Maspinexpression) und der CRC der
Gruppe ME3 (hohe Maspinexpression) war bei MMP7 in Gruppe ME3 eine signifikante
Erniedrigung zu beobachten (P mmp7 M2 vs. Me3 = 0,001), wiahrend TIMP1 und TIMP2 erneut
eine signifikant hohere Expression in Gruppe ME3 zeigten (P timpi Me2 vs. Me3 = 0,019;
P tivp2 ME2 vs. ME3 = 0,006). Der Vergleich aller drei Gruppen (Kruskal-Wallis-Test) zeigte bei
MMP7, TIMP1 und TIMP2 signifikante Unterschiede. Die Expressionen und Korrelationen

der Invasivitits-assoziierten Gene sind in Tab. 4.2.12 zusammengefasst.
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Korrelationen
. . .. Mann-Whitney-U-Test |Kruskal-Wallis-Test (3
mediane Signalstarken (2 Parameter) Parameter)
CRr(]:ie'\g?izp'” CRC Maspin | CRC Maspin '\\"/51 '\\"/52 '\\"/51 MEL vs. ME2 vs.
(ME1) mittel (ME2) | hoch (ME3) ME3 ME3 ME?2 ME3
MMP1 2688 4 5222 4 7780 0,031 | 0,603 | 0,210 0,108
MMP2 1267 1411 2075 0,511 | 0,635 | 0,839 0,768
MMP3 1123 2488 1416 0,482 | 0,285 | 0,137 0,258
MMP7 1940 2895 <y 1147 0,306 | 0,001 | 0,164 0,011
TIMP1 4486 5981 9856 0,001 | 0,019 | 0,667 0,004
TIPM2 213 311 549 0,000 | 0,006 | 0,401 0,001
TIPM3 1479 1447 1199 0,482 | 0,401 | 0,804 0,630

Tab. 4.2.12: Korrelationen zwischen der Expression Invasivitits-assoziierter Gene und der
Maspinexpression in CRC. Die CRC wurden nach Maspin-Signalstdrken gruppiert. Dabei waren in
Gruppe ME1 die CRC mit Maspin-Fluoreszenzen bis 1000 (niedrig), in Gruppe ME2 diese mit
Signalstarken > 1000 bis 5000 (mittel) und in Gruppe ME3 die CRC mit Signalstiarken > 5000 (hoch).
Die Werte der Korrelationen stellen P-Werte dar. Signifikante P-Werte (p < 0,05) sind in Fettdruck
dargestellt. Die Richtung der signifikanten Expressionsdanderungen zwischen den Gruppen ist mit den
grauen Pfeilen angedeutet.

4210 Expression von Invasivitats- und 5-FU-Sensitivitats-
assoziierten Genen in CRC in Abhéngigkeit von der Maspin-
Kernférbung

Zur Untersuchung der Korrelationen zwischen der Maspin-Kernfirbung und den
Expressionen von Invasivitéts- und 5-FU-Sensitivitéts-assoziierten Genen wurden die mittels

Array untersuchten CRC in drei Gruppen (MK: Maspin-Kernfarbung) aufgeteilt:

e MKI1: CRC mit negativer oder schwacher Maspin-Kernfarbung (negative oder schwache
Féarbung; < 10 % der Zellen stark gefarbt; n=21)

e MK?2: CRC mit mittlerer Maspin-Kernfarbung (> 10 % der Zellen mittel gefarbt; n=12)
e MKa3: CRC mit starker Maspin-Kernfarbung (> 10 % der Zellen stark geférbt; n=7)

Die medianen Array-Signale wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test auf signifikante
Unterschiede untersucht. Dabei zeigten die Expressionen von TIMP1, TIMP2, TS, DPD und
TP jeweils signifikant unterschiedliche Expressionen (P kw < 0,05) zwischen den Gruppen

(Tab. 4.2.13 auf folgender Seite).
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Gruppe MK1 MK?2 MK3 P xw
MMP1 3828 6610 6804 0,495
MMP2 1353 1555 1999 0,472
MMP3 2079 1559 2122 0,918
MMP7 1959 2511 1284 0,648
TIMP1 4708 9091 10447 0,010
TIMP2 284 447 659 0,001
TIMP3 1464 1510 1690 0,984
TS 4315 5016 9189 0,003
DPD 1606 2292 5389 0,001
TP 3526 5496 5515 0,022

Tab. 4.2.13: Expression von Invasivitits- und 5-FU-Sensitivitits-assoziierten Genen in CRC in
Abhingigkeit von der Maspin-Kernfirbung. MK1: CRC mit negativer und schwacher Maspin-
Kernfiarbung, MK2: CRC mit mittlerer Maspin-Kernfarbung, MK3: CRC mit starker Maspin-
Kernfarbung. Die statistische Signifikanz P zwischen den drei Gruppen wurde mit dem Kruskal-
Wallis-Test (KW) berechnet. Bei Fettdruck ist P «w < 0,05.

4211 Expression von rekombinantem Maspin

Reines Maspin-Protein wurde fiir Invasionstests (siche 4.2.7.7.2) und fiir Protein-
Interaktionsstudien (siehe 4.2.12) in grofBeren Mengen bendtigt. Diese Umstinde erforderten

die Herstellung und Reinigung von rekombinantem Maspin (rMaspin).

4.2.11.1 Erstellung des pQSH-Maspin-Vektorkonstruktes aus pQE-
TriSystem HisStrepl

Als Vektor wurde das pQE-TriSystem HisStrep 1-Plasmid (Qiagen) gewdhlt, da dieses eine
Expression in Sduger-, Insekten- und E. coli-Zellen erlaubt. Zudem sollten zwei Tags, die sich
der multiple cloning site anschlieBen, eine sehr effiziente und griindliche Aufreinigung
ermOglichen. Der 8xHis-Tag erlaubt eine Reinigung liber Nickelsdulchen, der Strep-Tag II
bindet sehr stark, aber durch Biotin reversibel, an Strep-Tactin-Saulchen. Der T5-Promotor
und der Lac-Operator ermdglichen die induzierbare Expression in E. coli (Abb. 4.2.46).

Die kodierende, intronfreie Sequenz des Maspingenes (SERPINB5) wurde mittels PCR aus
der ¢cDNA der CRC-Zelllinie SW48 mit der Polymerase Pfu amplifiziert. Die dabei
verwendeten Primer enthielten Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen Sma I (pQE
Smal MS Forward) und Not I (pQE Notl MS Reverse) zur gerichteten Insertion sowie das
ATG-Startcodon. Das Stopcodon wurde im Reverse-Primer durch TCA ersetzt, das fiir Serin

kodiert (Abb. 4.2.46). Das fertige Vektorkonstrukt wurde pQSH-Maspin genannt und zur
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Transformation des E. coli-Stammes XL2 Blue verwendet. Das Konstrukt aus dem
transformierten Klon pQSH-Maspin #22 wurde mittels Miniprep nach alkalischer Lyse
isoliert und mit einem Set aus sechs Primern (pQE Tri, Masp Insert seq 1, Masp Ins Seq 2,

Masp Ins Seq 3, Masp Ins Seq 4, Masp-sense_screen) zur Kontrolle sequenziert.

1 1152 bp |
| 1
1 375 AS 1
1 1
Sma | MDALQL..... K FCSPSV A nNotl
- RACCCGRGTATCGATGCCCTRCAACTAGC Y . . . “CAAATTCTGTTCTCCTTCAGTGGCAGCGGCCALA
Forward MS-Primer Reverse MS-Primer

Sacl/Ecll 36l
BamHl

EcoRl

Bgﬂl

Ecl136ll
Ascl

PCAG - PT5 »lac © - P p10 - RBS - Kozak - ATG MCS‘ Streptag termination region
|

3

<
< pQE-TriSystem His-Strep T =
) 5.8 kb
%, /
&3 p‘)c’d\

Abb. 4.2.46: pQSH-Maspin-Vektorkonstrukt. Die codierende Maspinsequenz (375 AS) wurde mit
der Pfu-Polymerase und den rMS-Primerpaar aus cDNA von SW48 amplifiziert. Der Forward
MS-Primer (pQE Smal MS Forward) enthielt eine Smal-Schnittstelle, der Reverse MS-Primer (pQE
Notl MS Reverse) enthielt eine NotI-Schnittstelle und ersetzte das Stopcodon durch TCA (Stop >
Serin [S]). PT5: T5-Promotor, lac O: Lac-Operator, RBS: Ribosomen-Bindestelle, ATG: Startcodon,
8xHis: His Tag, MCS: Multiple cloning site, Strep-tag: Strep-Tag-Sequenz, Stop-Codons: Stop-Codons
in allen drei Leserahmen, Ampicillin: Ampicillinresistenz, P CAG: CMV/Actin/Globin Promotor, P
pl10: p10 Promotor, Kozak: Kozak Konsensus-Sequenz, termination region: Terminator-Region der
Transkription, lef2, 603/1629: Flankierende Baculovirussequenzen zur Herstellung rekombinanter
Baculoviren, pUC ori: pUC Origin of Replication, AS: Aminoséuren.
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4.2.11.2 Isolation von rMaspin

Die Zellen aus 100 ml einer pQSH-Maspin #22-Kultur wurden 5 Stunden nach Induktion mit
IPTG geerntet und lysiert. Das rMaspin wurde iiber den 8xHis-Tag an Ni-NTA-Agarose-
Saulchen aufgereinigt. Alle Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE getrennt und anschlieend
mit Coomassie gefarbt. Wie Abb. 4.2.47a zeigt, fand sich das rMaspin in den Eluaten 2 und
hauptséchlich 3.

Das rMaspin der Ni-NTA Eluate 2 und 3 wurde {iber eine Strep-Tactin Superflow-Séule iiber
den Strep-Tag weiter aufgereinigt und sechsmal mit je 0,5 ml Strep-Tactin Elutionspuffer
eluiert. Das hochreine rMaspin befand sich in den Elutionen 2, 3 und 4 (Abb. 4.2.47a). Diese
Eluate wurden vereint und das darin enthaltene rMaspin durch Ultrafiltration iiber einem
Amicon Microcon YM-30 Ultrafilter auf 160 pg/ml autkonzentriert. Die gepoolten Eluate der
Strep-Tactin Superflow-Saule wurden nach SDS-PAGE einer hochsensitiven Silberfarbung
unterzogen. Diese zeigte selbst beim aufkonzentrierten rMaspin keine Verunreinigungen
(Abb. 4.2.47b). Die Spezifitit des rMaspins wurde an 10 pl unkonzentriertem Pool der Strep-
Tactin Eluate mittels Western-Blot-Analyse verifiziert (Abb. 4.2.47¢).

a N b & c
N9 ™ QO
xS LSS _
G A I SN SN SN SN & 3 3
> M EFEFST S S 5> & & 5 <&
kDa kDa kDa
170 e 170 | ———
130 b 130 70 .

100
55

10 i e
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55

40 e

s 35

Abb. 4.2.47: Tsolation und Reinigung des rMaspin aus E. coli XL-2 blue. (a) Reinigung iiber den
His-Tag mit einer Ni-NTA-Agarosesdule (Coomassie-Férbung der SDS-PAGE). Das gereinigte
rMaspin fand sich in den Eluaten 2 und 3. (b) Reinigung iiber den Strep-Tag mit Strep-Tactin
Superflow (Silberfarbung der SDS-PAGE). Die Eluate 2 und 3 aus (a) wurden vereinigt und mit Strep-
Tactin Superflow weiter aufgereinigt. Die Strep-Tactin Superflow-Eluate 2, 3 und 4 enthielten das
reine rMaspin, wurden vereinigt (Pool) und durch 30 kDa-Ultrafiltration aufkonzentriert (konz. Pool).
(¢) Western-Blot des rMaspins.
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4.2.12 rMaspin-Proteininteraktionen

Mit Hilfe des rMaspins sollten mogliche interagierende Proteine identifiziert werden. Dazu
wurde in mehreren Versuchen eine Strep-Tactin Superflow-Matrix zusammen mit rMaspin
(40 - 320 pg) und mit frischen Gesamtproteinextrakten (1 — 2 ml RIPA-Lysate) aus der CRC-
Zelllinie SW48 inkubiert. Die im RIPA-Puffer enthaltenen Proteinaseinhibitoren sollten einer
Degradation vorbeugen. Die Bindung, Reinigung und Elution erfolgte unter nicht-
denaturierenden Bedingungen. So sollten nach mehreren Waschschritten nur noch die an das
rMaspin gebundenen Interaktionspartner zusammen mit dem rMaspin eluiert werden. Als
Kontrolle wurde Strep-Tactin Superflow mit den jeweils selben Mengen SW48-Lysat und
rMaspin, die auch im Interaktionsansatz enthalten war, jeweils alleine behandelt. Leider
konnte nach mehreren Versuchen kein rMaspin, das zusammen mit Zelllysat inkubiert wurde,
eluiert werden. Die Bindung des rMaspins iiber den Strep-Tag an die Strep-Tactin Superflow-
Matrix wurde durch das Zelllysat blockiert.

Die Maspin-Protein-Bindestudien wurden daher {iber die His-Tag-Interaktion mit der Ni-
NTA-Agarose wiederholt. Das Experiment wurde mit drei verschiedenen rMaspin- und Lysat-
Mengen wiederholt: (i) 320 ug rMaspin + 2 ml Lysat, (ii) 80 ug rMaspin + 1 ml Lysat und
(i11) 40 pg rMaspin + 1 ml Lysat. Die Eluate 2 und 4 wurden vereinigt und durch 30 kDa-
Ultrafiltration circa 10-fach konzentriert.

Die Silberfiarbung der am hochsten konzentrierten rMaspin-Kontrolle zeigte einige Spuren
von Verunreinigungen, die in den niedrigeren Konzentrationen nicht detektierbar waren (Abb.
4.2.48a, b, ¢ je Spur tM). Bei allen Coelutionen ist eine schwache Bande von circa
26 - 30 kDa zu erkennen, die in den Kontrollspuren nicht erscheint (Abb. 4.2.48a, b, c Pfeile).

Diese Bande stellt wahrscheinlich einen zelluldren Interaktionspartner von Maspin dar.

Abb. 4.2.48 auf der folgenden Seite: Protein-Interaktionen zwischen rMaspin und SW48-
Proteinen. Verschiedene Mengen gereinigtes rMaspin und Lysate von SW48 wurden zusammen mit
Ni-NTA-Agarose in Ni-NTA Lysepuffer inkubiert. Nach der Aufreinigung wurden jeweils die
vereinigten Eluate 2 und 3, die das rMaspin samt coisolierten Proteinen enthielten, vereinigt, mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und einer Silberfarbung unterzogen. * von den Proben ,,L+rM* (Lysat +
rMaspin) wurden, im Vergleich zu den Kontrollen L (Lysat) und rM (rMaspin) jeweils die doppelten
Mengen in die SDS-PAGE eingesetzt. Die Pfeile markieren eine schwache Bande von ca. 26 - 30 kDa,
die nur bei den ,,L+rM“-Proben erkennbar ist.
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4.2.13 Maspin-Coimmunprazipitation (ColP)

Um die Ergebnisse der Maspin-Proteininteraktion aus dem Versuch mit rekombinantem
Maspin zu iberpriifen, wurden Maspin-Coimmunprézipitationen (ColPs) mit den Maspin-
tiberexprimierenden CRC-Zelllinien SW48 und LoVo durchgefiihrt. Die Maspin-ColP wurde
einmal mit 30 pl Protein G-Sepharose + 300 pul SW48-Lysat + 10 ug anti-Maspin-Antikdrper
und einmal mit 50 pl Protein G-Sepharose + 500 ul LoVo-Lysat + 10 pg anti-Maspin-
Antikorper durchgefiihrt.

In der Silberfiarbung war bei beiden Zelllinien bei 42 kDa deutlich die Maspin-Bande sichtbar.
Bei LoVo erschienen unterhalb der Maspin-Bande drei weitere Banden, die aber in den
Kontrollen auch sichtbar und damit unspezifisch waren. Bei SW48 waren unterhalb der
Maspin-Bande ebenfalls drei starke und drei sehr schwache Banden zu erkennen. Diese waren
in den SW48-Kontrollen nicht sichtbar, entsprachen aber mit hoher Wahrscheinlichkeit denen
der LoVo-Kontrollen (Abb. 4.2.49 auf folgender Seite). Da die Gele unterschiedliche
Laufzeiten hatten, sind die GroBen der kleineren Proteine nicht gut vergleichbar, und

Aussagen iiber coisolierte Maspin-Interaktionspartner konnen nicht getroffen werden.
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4.2.14 Maspin-Mutationsanalysen

Zur Identifizierung von Mutationen im Maspingen SERPINBS, die eventuell pathogen wirken
oder mit subzelluldrer Lokalisation korrelieren, wurden Sequenzierungen des Protein-
kodierenden Bereiches inklusive der Intron-Exon-Uberginge vom Maspingen (SERPINB5)
durchgefiihrt. Sequenziert wurden genomische DNAs von sechs CRC-Zelllinien und von
siecben CRC Patienten (jeweils Tumor- und Normalgewebe). Die Maspin-IHC von den MSI
Patienten A30, A31, A37 und A39 zeigte starke Kernfarbung, die Kernfarbung der MSS
Patienten A9 und A11 war schwach und die des MSI Patienten A22 negativ. Der Grad der
Maspinexpression der sequenzierten CRC-Zelllinien stieg von der Maspin-negativen Zelllinie
CaCo-2 iiber SW480, HT29, HCT116, LoVo und SW48 an.
Die Sequenzdaten zeigten bei den CRC Patienten keine Unterschiede zwischen Normal- und
Tumorgewebe. Folgende Sequenzunterschiede, die einen Aminosdurenaustausch bezogen auf
die Ensembl Referenzsequenz (ENST00000382771) verursachten, wurden festgestellt:

e D95H bei A9;

e S177P bei SW48, HCT116, SW480, CaCo-2, LoVo, Al1, A30, A9, A22, A31 und A39;

e V279G bei SW480;

e S303F bei SW480;

e 1320V bei in SW48, HT29, Lovo, HCT116, A30, A9, A22 und A39;

e E326K bei SW480 und A31.

95



Ergebnisse

Zudem konnten auf DNA-Ebene in der kodierenden Sequenz folgende Polymorphismen
identifiziert werden (A vom ATG-Startcodon = 1):

e 333: G>Cbei LoVoin All, A30, A9, A22, A31 und A39

e 897: T=>C beiin SW48, LoVo, HCT116, HT29, A37 und A11

Um die Relevanz der S177P-Mutation in Exon 5 abschitzen zu konnen, wurden zusitzlich
Blut-DNAs drei gesunder Mitarbeiter des Institutes fiir Pathologie der Universitdt Regensburg
untersucht. Diese Sequenzierungen ergaben filir die Aminosiure 177 einmal biallelisch Serin,
einmal biallelisch Prolin und einmal monoallelisch je Serin und Prolin. Somit handelte es sich

bei der S177P Mutation um einen Polymorphismus in der Aminosiuresequenz.

4.2.15 Korrelation der Maspinexpression mit dem Zellzyklus

In 4.2.4.2 wurde beschrieben, dass die Maspinexpression in den Maspin-positiven CRC-
Zelllinien SW48, LoVo und HCT116 inhomogen verteilt ist. In der IHC erschienen einige
Zellen stark positiv, andere waren nur schwach gefarbt oder negativ. Bei HCT116 war der
Grofteil der Zellen negativ bis schwach, aber einige auBBergewo6hnlich grofle Zellen zeigten
positive Maspinfiarbung (Abb. 4.2.5). Diese Beobachtungen lieBen vermuten, dass Maspin
vielleicht zellzyklusabhidngig exprimiert werden konnte. Um dies zu iiberpriifen, wurde der
Zellzyklus von SW48 und HCT116 mit Hilfe von Serumstarvation und Aphidicholin
synchronisiert. Aphidicholin hemmt die DNA-Synthese und verhindert in Kombination mit
der Serumstarvation, dass die Zellen in die S-Phase eintreten konnen. Werden die Zellen mit
Vollmedium, dass ebenfalls Aphidicholin enthilt inkubiert, stehen die Zellen vor dem Eintritt
in die S-Phase, werden aber durch die Hemmung der DNA-Synthese an dem endgiiltigen
Eintritt gehindert. Nach dem Entfernen des Aphidicholins treten fast alle Zellen gleichzeitig in
die S-Phase ein, wodurch deren DNA-Gehalt stetig bis auf das Doppelte (2n) steigt. Nach
Abschluss der DNA-Synthese beginnen die Zellen mit der Mitose (G2/M-Phase). Nach der
Teilung erscheinen die Zellen erneut in der G1-Fraktion.

Die synchrone Durchschreitung des Zellzyklusses wurde durch FACS-Analysen beobachtet
und bestitigt (Abb. 4.2.50). Dabei wurde der zellulire DNA-Gehalt mit Hilfe von
Propidiumiodid (PI) nach verschiedenen Zeiten nach Entfernung des Aphidicholins gemessen.
Vor Entfernung des Aphidicholins waren bei SW48 83,2 % und bei HCT116 86,5 % der
Zellen in der G1-Phase arretiert. Nach 4 Stunden fanden sich bei SW48 82,1 % und bei
HCT116 83,1 % der Zellen in der S-Phase. Nach 7 Stunden hatten 40,0 % der SW48-Zellen
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und 58,3 % der HCT116-Zellen die G2/M-Phase erreicht, wihrend bei SW48 noch 49.4 %
und bei HCT116 noch 32,8 % der Zellen in der S-Phase waren (Abb. 4.2.50; Abb. 4.2.51).
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Abb. 4.2.50: Zellzyklus-Synchronisation der SW48- und HCT116-Zellen. Der DNA-Gehalt der
Zellen wurde bei verschiedenen Zeiten (0 h, 4 h und 7 h) nach Entfernung des Aphidicholins iiber
Propidiumiodid-Féarbung durch FACS-Analysen bestimmt. Die X-Achse zeigt die PI-Signalstirke, die
Y-Achse die entsprechenden Zellzahlen. Die Marker G1, S und G2/M selektionieren die Zellen in den
entsprechenden Zellzyklusphasen.
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Abb. 4.2.51: Zellzyklusverteilung der synchronisierten SW48- und HCT116-Zellen. Die
Abbildung zeigt die Anteile der Zellen, die sich 0 h, 4 h und 7 h nach Entfernung des Aphidicholins in
den jeweiligen Phasen des Zellzyklusses befinden. Die Markierung der Zellzyklusphasen erfolgte
durch die in Abb. 4.2.50 gezeigten Marker.
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Die Maspinexpression wéhrend der verschiedenen Phasen des Zellzyklusses wurde durch
FACS-Analysen, real-time PCR und Western-Blot bestimmt. Bei der FACS-Analyse wurden
die oben beschriebenen, synchronisierten Zellen, neben PI, mit anti-Maspin-Antikdrper
behandelt, der mit einem FITC-konjugierten Sekundérantikdrper nachgewiesen wurde.

Bei SW48 lag die FITC-Fluoreszenz, die der Maspinexpression entspricht, bei den G1-Phase-
Zellen (0 h) bei 308, bei den S-Phase-Zellen (4 h) bei 413 und bei den G2/M-Phase-Zellen
(7 h) bei 582. HCT116 zeigte in der G1-Phase (0 h) FITC-Fluoreszenzen von 317, in der S-
Phase (4 h) 536 und in der G2/M-Phase 574 (Tab. 4.2.14).

Damit stieg die Maspinexpression, bezogen auf die G1-Phase, in der S-Phase bei SW48 um
den Faktor 1,34 und bei HCT116 um 1,69. In der G2/M-Phase war bei SW48 ein Anstieg um
den Faktor 1,89 und bei HCT116 um den Faktor 1,81 zu beobachten (Tab. 4.2.14).

FITC-Fluoreszenz

Anteil der Zellen [%] (Maspinexpression)

G1l S G2/M absolut relativ
SW48 0Oh 83,2 8,0 8,7 308 1,00
SW48 4h 8,7 82,1 7,2 413 1,34
SW48 7h 10,2 49,4 40,0 582 1,89
HCT116 Oh 86,5 3,5 9,4 317 1,00
HCT116 4h 8,8 83,1 8,1 536 1,69
HCT116 7h 8,4 32,8 58,3 574 1,81

Tab. 4.2.14: Modulation der Maspinexpression wihrend des Zellzyklusses (FACS-Analyse). Die
Signalstirke der FITC-Fluoreszenz entspricht der Maspinexpression. Diese wurde auch relativ zur
Maspinexpression in der G1-Phase (0 h) bestimmt.

Die Synchronisation der Zellen wurde in einem neuen Versuch wiederholt um
Maspinexpression mittels real-time PCR und Western-Blot-Analyse auf RNA- bzw. Protein-
Ebene zu untersuchen. Dazu wurden die SW48- und HCTI116-Zellen wie beschrieben
synchronisiert und nach 3, 5 und 8 Stunden geerntet. Ein Teil wurde zur FACS-Analyse mit
PI gefarbt, aus den restlichen Zellen wurde RNA isoliert bzw. wurden Lysate fiir die
Proteinanalysen bereitet.

Die FACS-Analysen ergaben, dass sich vor Aphidicholin-Entfernung (0 h) bei SW48 83,4 %
und bei HCT116 75,5 % der Zellen in der G1-Phase arretiert waren. Nach 3 und 5 Stunden
befand sich in beiden Zelllinien der Grofteil der Zellen in der S-Phase (SW48: 3 h 52,1 %,
5h 57,0 %; HCT116: 3 h 76,6 %, 5 h 56,6 %). Nach 8 Stunden waren 19,7 % der SW48-
Zellen und 67,4 % der HCT116-Zellen in der G2/M-Phase.

Auf transkriptioneller Ebene war die Maspinexpression 3 Stunden nach Entfernung von

Aphidicholin (S-Phase) bei SW48 um den Faktor 2,14 und bei HCT116 um den Faktor 1,14

98



Ergebnisse

gestiegen. Nach 5 Stunden betrug der Faktor bei SW48 1,03 und bei HCT116 2,03; nach 7
Stunden bei SW48 1,57 und bei HCT116 1,64. Die Ergebnisse der real-time PCR sind in Tab.
4.2.15 zusammengefasst.

Im Western-Blot zeigten die Maspin-Banden der entsprechenden Zell-Lysate keine
Unterschiede (ohne Abb.).

Maspin-
Anteil der Zellen [%)] expression

Gl S G2/M [RNT]
SW48 0h 83,0 9,6 6,8 1,00
SW48 3h 41,1 52,1 6,5 2,14
SW48 5h 34,0 57,0 8,6 1,03
SW48 7h 26,0 54,8 19,7 1,57
HCT116 Oh 75,5 11,8 11,1 1,00
HCT116 3h 8,6 76,6 15,1 1,14
HCT116 5h 10,6 56,6 32,7 2,03
HCT116 7h 18,0 15,0 67,4 1,64

Tab. 4.2.15: Modulation der Maspinexpression wihrend des Zellzyklusses (real-time PCR-
Analyse mit cDNA). Die Maspinexpression ist in RNT-Werten angegeben, die jeweils auf den 0 h-
Wert kalibriert sind. RNT: relative normalisierte Transkription
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4.3 Methylierungsanalysen

Die Entwicklung und Anwendung neuer, quantitativer Methylierungsanalysen fiir biologische
und klinisch relevante Fragestellungen stellten einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit dar.
Im Verlauf dieser Arbeit wurden quantitative Methylierungsanalysen fiir die tumorbiologisch
wichtigen Gene GSTP1, MGMT, p16, GRO3, RASSF1, SFRP1, PITX2, CDH3 (P-Cadherin),
APC, DNMT1, DNMT3A, DNMT3B und TS etabliert. Der Fokus der Anwendungen lag dabei
auf den Methylierungsanalysen der DNA-Reparaturgene MLH1 und MGMT (O(6)-
Methylguanin-DNA Methyltransferase) und des Tumorsuppressorgenes P16 (P16™<*;
CDKN2A, Cyclin-dependent kinase inhibitor-2A). Die Methylierungsanalysen von P16 und
MGMT sollten Hinweise auf das Vorkommen von DNA-Methylierungen in chromosomal
instabilen MSS CRC liefern. Mit Hilfe der MLH1-Methylierungsanalyse sollte gepriift
werden, zu welchem Grad MLHI1-Methylierung in HNPCC vorkommt und ob eine
quantitative MLH1-Methylierungsanalyse die Identifizierung von negativ bis schwach
methylierten HNPCC-Kandidaten unter den stark methylierten sporadischen MSI CRC
Patienten ermdglicht.

Dabei wurden zwei neue Methoden zur quantitativen Methylierungsanalyse entwickelt:
QAMMOD, eine Quantitative Methylierungsanalyse von Bisulfit-modifizierter DNA und
QESD, die Quantifizierung Endonuklease-resistenter DNA.

Im Folgenden versteht sich unter ,,Methylierung* der Anteil methylierter DNA-Molekiile.

431 OAMMOD, eine Quantitative Methylierungsanalyse von
Bisulfit-modifizierter DNA

QAMMOD erlaubt zum einen eine prizise Quantifizierung des Anteils der methylierten
DNA einer Probe und bietet zum anderen die Moglichkeit der qualitativen Analyse der
Methylierung innerhalb des untersuchten DNA-Abschnittes. QAMMOD basiert auf SYBR-
Green real-time PCR und bendétigt keine teuren und unter Umstinden schwierig zu

erstellenden fluoreszenzmarkierte Hybridisierungssonden.

4.3.1.1 Validierung der QAMMOD am Beispiel des ML H1-Promotors

4.3.1.1.1 Quantitative Validierung der MLH1-OAMMOD

Zur préazisen Evaluierung der quantitativen Methylierungsanalyse wurden verschiedene
Mischungen aus methylierter und unmethylierter Zelllinien-DNA untersucht. Der Promotor

der MSI CRC-Zelllinie SW48 ist hypermethyliert, der von SW480 ist zu 100 % unmethyliert.
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Die DNAs von SW48 und SW480 wurden in den Verhiltnissen 1:1, 19:20, 4:5, 1:2, 1:5, 1:20
und 0:1 gemischt, sodass die Mischungen 100 %, 95 %, 80 %, 50 %, 20 %, 5 % und 0 %
methylierte SW48-DNA enthielten. Die Ergebnisse der QAMMOD des distalen und
proximalen MLH1-Promotors sind in Abb. 4.3.1 dargestellt. Die Anteile von detektierter und
eingesetzter methylierter DNA zeigten eine hohe Ubereinstimmung, was den hohen Grad an

Genauigkeit widerspiegelt.
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Abb. 4.3.1: Methylierungsquantifizierung verschiedener Mischungen aus methylierter und
unmethylierter DNA aus CRC-Zelllinien. Detektierter und eingesetzter Anteil von methylierter
MLH1-Promotor-DNA stimmen sehr genau iiberein. Die Zahlen im Diagramm entsprechen den
Mittelwerten der detektierten Anteile methylierter DNA.

4.3.1.1.2 Qualitative Validierung und Kontrolle der MLH1-OAMMOD

Die Sequenz der Bisulfit-modifizierten DNA enthdlt nur noch Cytosine, die urspriinglich
5-Methyl-Cytosine waren. So spiegelt sich der Grad der Methylierung im CG-Gehalt der
modifizierten DNA wider, weshalb Flank-PCR-Produkte von urspriinglich methylierter DNA
einen hoheren SP zeigen, als Flank-PCR-Produkte von urspriinglich unmethylierter DNA
(Prinzip: Abb. 4.3.2a).

Proben mit ausschlieBlich unmethylierter DNA zeigten einen SP bei niedriger Temperatur,
methylierte DNA-Spezies zeigten entsprechend einen SP bei hoherer Temperatur. Wurde in
einer Probe mit der quantitativen Methylierungsanalyse methylierte DNA-Spezies detektiert,
so zeigte sich diese in der SP-Analyse in einem Schmelzpunkt bei hoherer Temperatur (Abb.
4.3.2b). Der mediane SP der distalen Flank-PCR-Produkte betrug bei den methylierten DNA-
Spezies 85,0°C und bei den unmethylierten DNA-Spezies 79,0°C. Die entsprechenden SP der
proximalen Flank-PCR-Produkte lagen bei 78,5°C (methyliert) und 73,0°C (unmethyliert).
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Abb. 4.3.2: Schmelzpunktanalysen verschiedener Flank-PCR-Produkte. (a) Der Grad der
Methylierung spiegelt sich im GC-Gehalt der Flank-PCR-Produkte wider, deren Schmelzpunkte
proportional zum GC-Gehalt ansteigen (schematische Darstellung). (b) Schmelzpunktanalyse von
CRC-Proben am Beispiel von distalen Flank-PCR-Produkten. Unmethylierte DNA (0 % meth) zeigt
einen Schmelzpunkt unter 80°C. Sind neben unmethylierten auch methylierte DNA-Molekiile
vorhanden, so zeigen sich diese in einem zweiten Schmelzpunkt um 85°C (52 % und 81 % meth). Die
Y-Achse skaliert die Anderung der Fluoreszenz wihrend der Temperaturerhdhung [d(F1)/dT]. meth:

Anteil methylierter DNA-Spezies.

4.3.1.2 Evaluierung der QAMMOD an eciner Referenzgruppe mit
verifizierten HNPCC-Tumoren und sporadischen CRC

Zur Evaluierung der QAMMOD wurde jeweils der Methylierungsstatus des distalen und des
proximalen MLH1-Promotors in drei Referenz-Tumorgruppen quantifiziert:

e HNPCC (Amsterdam I[-Kriterien erfiillt und / oder pathogene MLH1-
Keimbahnmutation vorhanden, MSI, MLH1 IHC negativ; n=28)

e sporadische MSI CRC (MLH1 IHC negativ, Alter bei Diagnose > 75 Jahre, keine
MLH1-Keimbahnmutation, keine erfiillten Amsterdam-Kriterien, BRAF V600E-

Mutation; n=14)
e sporadische MSS CRC (MLHI1 IHC positiv, MSS; n=16)

Die detektierten Methylierungswerte reichten von 0 % bis 100 %. Bei keinem der 16 MSS
CRC wurde eine nennenswerte MLH1-Methylierung festgestellt: distale MLH1-
Promotormethylierung: Median 2,50 %, Minimum 0 %, Maximum 6 %, Standardabweichung
2,11 %. Proximale MLH1-Promotormethylierung: Median 0,00 %, Minimum 0 %, Maximum
1 %, Standardabweichung 0,40 %. Mittelwert distal/proximal: Median 1,58 %, Minimum
0 %, Maximum 3 %, Standardabweichung 1,06 %.

Bei allen 14 sporadischen MSI CRC wurde an beiden Bereichen des MLH1-Promotors eine
Methylierung festgestellt: distal: Median 56,00 %, Minimum 31 %, Maximum 100 %,
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Standardabweichung 23,93 %; proximal: Median 38,00 %, Minimum 20 %, Maximum 80 %,
Standardabweichung 18,40 %; Mittelwert distal/proximal: Median 50,44 %, Minimum 33 %,
Maximum 81 %, Standardabweichung 15,76 %.

In den 24 Tumoren der HNPCC-Referenzgruppe wurden folgende MLHI1-
Promotormethylierungen festgestellt: distal: Median 0,00 %, Minimum 0 %, Maximum 16 %,
Standardabweichung 4,67 %; proximal: Median 1 %, Minimum 0 %, Maximum 15 %,
Standardabweichung 3,25 %; Mittelwert distal/proximal: Median 0,66 %, Minimum 0 %,
Maximum 15 %, Standardabweichung 3,28 % (Tab. 4.3.1 auf folgender Seite).

Anhand der Daten aus der HNPCC-Referenzgruppe wurden Grenzwerte fiir positive Wertung
der Methylierung definiert, die aus der aufgerundeten Summe des jeweiligen Mittelwertes
(MW) + 5-facher Standardabweichung bestanden: Grenzwert fiir positive Methylierung MW
distal/proximal = 19 % (1,9 + 16,4 = 183), distal = 27 % (2,2 + 23,3 = 26.5),
proximal = 18 % (1,6 + 16,2 = 17,8). Die Einteilung der Patienten der Referenzgruppe in
methylierungsnegativ. und methylierungspositiv anhand dieser Grenzwerte brachte,
unabhéngig davon, ob der proximale, oder der distale Methylierungswert oder der Mittelwert
aus beiden zur Einteilung verwendet wurde, identische Ergebnisse.

Alle sporadischen MSI CRC der Referenzgruppe waren methylierungspositiv und zeigten ein
Minimum von 31 % mittlerer Methylierung. Die MSS CRC dienten als Kontrolle und waren
durchwegs methylierungsnegativ mit einem Maximum von 3 % mittlerer Methylierung. Die
Methylierungswerte (MW distal/proximal) lagen in der HNPCC-Gruppe bei 86 % der Tumore
(24/28) unter 2 %, wobei 14 % (4/28) geringe Methylierung (MW distal/proximal 5 %, 7 %,
8 % und 15 %) zeigten.

Sowohl die MLH1-Methylierungsanalysen des proximalen als auch des distalen Promotors
sowie der MW beider Analysen zeigten in nicht-parametrischen Signifikanztests signifikante
Unterschiede zwischen den drei Gruppen (Pxryskal-walis < 0,001 bei allen Analysen). Obwohl in
der Referenzgruppe sowohl die proximale als auch die distale Methylierungsanalyse des
MLH1-Promotors alleine sicher zwischen den HNPCC- und MSI CRC unterscheiden konnte
(PMmann-whiey < 0,001 bei proximaler und distaler Analyse), scheint der Mittelwert beider
Analysen die sicherste Unterscheidung der beiden Gruppen zu gewihrleisten.

Die Ergebnisse der MLH1-Methylierungsanalyse mittels QAMMOD sind in Tab. 4.3.1, in
Tab. 4.3.3 auf Seite 111 und in Abb. 4.3.5 auf Seite 110 (linke Spalte) zusammengefasst.
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Methylierung [%]
sporadische MSS-CRC sporadische MSI CRC _
(n=16) (n=14) HNPCC (n=28)
MW MW MW

prox dist (dist/prox)| prox dist  (dist/prox)| prox dist  (dist/prox)
n giltig 16 16 16 14 14 14 28 28 28
Min 0 0 0 20 31 33 0 0 0
Max 1 6 3 80 100 81 15 16 15
MW 0,19 2,75 1,56 40,64 64,57 52,56 1,57 2,21 1,94
Median 0,00 2,50 1,58 38,00 56,00 50,44 1,00 0,00 0,66
Std.abw. 0,40 2,11 1,06 18,40 23,93 15,76 3,25 4,67 3,28

Tab. 4.3.1: Ergebnisse der MLH1-QAMMOD der Tumore einer Referenzgruppe. Min:
Minimalwert, Max: Maximalwert, MW: Mittelwert, Std.abw.: Standardabweichung.

4.3.2 Methylierungsanalysen mittels QOESD (Quantifizierung
Endonuklease-resistenter DNA)

Zur Vermeidung einer zeitaufwendigen Bisulfitbehandlung und zur Méglichkeit auch kleinste
Probenmengen (zum Beispiel Feinnadelbiopsien) untersuchen zu kénnen, wurde eine weitere,
vereinfachte und zuverldssige Methode zur quantitativen Methylierungsanalyse Namens
QESD etabliert. Bei QESD erfolgt die Methylierungsanalyse iiber eine Kombination aus
Restriktionsverdau mit methylierungssensitiven Restriktionsendonukleasen und der
Quantifizierung der methylierten, nicht verdaubaren DNA. QESD basiert auf SYBR Green
real-time PCR, benotigt damit keine fluoreszenzmarkierten Sonden und erfordert im

Gegensatz zur QAMMOD keine Bisulfit-Modifizierung der DNA.

4.3.2.1 Validierung der QESD zur Methylierungsanalyse des MLH1-
Promotors

4.3.2.1.1 Sensitivitit der QESD

Zur Abschitzung, welche minimale DNA-Menge nétig ist, um valide Ergebnisse zu erhalten,
wurden verschiedene Verdiinnungen Hin6I-behandelter SW48 DNA mittels QESD analysiert.
Die Auswertung der Standardkurven ergab eine PCR-Effizienz von 2,00 fiir die QESD des
proximalen MLH1-Promotors, die PCR-Effizienz der distalen MLH1-QESD betrug 1,88.
Damit die QESD beim proximalen MLH1-Promotor 0 % ergibt, miissen die Betrdge der ACt-
Werte (Ct Kalibratorverdau — Ct Quantifizierungsverdau) mindestens 7,97 (2,007"7=0,004), beim distalen
MLH1-Promotor entsprechend mindestens 8,53 (1,887°=0,004) betragen. Wie die Abb. 4.3.3
zeigt, lagen die Nachweisgrenzen jeweils bei 3,2 pg verdaute DNA/PCR-Ansatz. Um kleine
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Anteile methylierter DNA noch sensitiv detektieren zu konnen, miissen fiir die QESD des
MLH21-Promotors minimal 400 pg DNA in die real-time PCR eingesetzt werden, d.h. je 20ul-
Verdau werden mindestens 4 ng, fiir die zwei Verdaue insgesamt 8 ng DNA bendétigt. Da in
die Verdaue standardmiBig 5 pl DNA eingesetzt wurden, war die minimale DNA-
Konzentration flir die QESD des MLH1-Promotors 0,8 ng DNA/ul. Natiirlich lassen sich die

Volumina der Verdaue den Anforderungen entsprechend anpassen.
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Abb. 4.3.3: Sensitivitit der MLH1-QESD. Die Mengen Hin6l-behandelter SW48-DNA in
Nanogramm (ng) je real-time PCR-Ansatz sind im Diagramm angegeben. Die Liange der schwarzen
Balken entspricht dem ACT-Wert, ab dem die QESD 0 % Methylierung ergibt.

4.3.2.1.2 Quantitative Priazision der QESD

Zur préazisen Evaluierung der QESD, wurde methylierte SW48 DNA und unmethylierte Blut-
DNA in den Verhiltnissen 1:1, 19:20, 4:5, 1:2, 1:5, 1:20 und 0:1 gemischt, sodass die
Mischungen 100 %, 95 %, 80 %, 50 %, 20 %, 5 % und 0 % methylierte DNA enthielten.
Gleiche Mengen der DNA-Mischungen wurden jeweils mit der methylierungssensitiven
Restriktionsendonuklease Hin6l  (Quantifizierungsverdau) und einer Mischung der
methylierungsunabhéngigen Restriktionsendonukleasen Xbal und Dral (Kalibratorverdau)
behandelt. Die Ergebnisse der QESD des distalen und proximalen MLH1-Promotors sind in
Abb. 4.3.4 dargestellt. Die hohe Ubereinstimmung der detektierten und der eingesetzten
Anteile methylierter DNA zeigte eine hohe Préazision der QESD.
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Abb. 4.3.4: QESD-Analyse verschiedener Mischungen aus methylierter und unmethylierter DNA
aus CRC-Zelllinien. Detektierter und eingesetzter Anteil von methylierter MLH1-Promotor-DNA
stimmen sehr genau iiberein. Die Zahlen im Diagramm entsprechen den Mittelwerten der detektierten
Anteile methylierter DNA.

4.3.2.1.3 Restriktionseffektivitit und Spezifitit der methylierungssensitiven
Restriktionsendonuklease Hin6l

Um abzuschétzen, wie viel Zeit die eingesetzte Menge (2 U/ul) Hin6l bendtigt, um
unmethylierte DNA vollstidndig zu verdauen, wurden 20 pl-Ansdtze mit je 1300 ng Blut-DNA
und 40 U Hiné6l nach verschienen Zeiten (30 min, 1 h, 2 h, 4,5 h, 7,75 h und 30 h) inaktiviert.
Der Anteil unverdauter DNA wurde anschlieBend mittels (proximaler) MLH1-QESD
bestimmt. Bereits nach 30 min war der Anteil unverdauter DNA bei 0,16 %, nach 1 h lagen
noch 0,10 % vor, nach zwei Stunden 0,00 %. Der Versuch wurde mit DNA aus
Paraffinmaterial von drei verschiedenen Kolonmucosae wiederholt. Die Ansitze (40 U
Enzym pro 20 pl) enthielten 125 ng, 250 ng und 535 ng Paraffin-DNA und wurden nach 1 h
inaktiviert. Die Quantifizierung der unverdauten DNA ergab bei den Proben mit 125 ng und
250 ng Paraffin-DNA jeweils 0 %, bei der Probe mit 535 ng Paraffin-DNA 1 % (0,96 %)
(Abb. 4.3.5). Die 40 U Enzym, die je Verdau eingesetzt wurden, sollen ausschlieBen, dass

unverdaute unmethylierte DNA zu falsch positiven Ergebnissen fiihrt.
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Abb. 4.3.5: Restriktionseffektivitit von Hin6l an unmethylierter DNA. 1,3 ng Blut-DNA wurden
mit 40 U Hin6l behandelt und nach verschienen Zeiten inaktiviert. Das Diagramm zeigt die
Anteile von unverdauter unmethylierter DNA nach den verschiedenen Inkubationszeiten. Die Y-Achse
ist in Prozent skaliert!

Um festzustellen, ob diese grole Konzentration von Hin6élI nicht zu unspezifischer Restriktion
methylierter DNA und damit zu einer Unterschitzung der DNA-Methylierung fiihrt, wurden
20 pl-Ansétze mit 500 pg SW48 DNA fiir verschiede Zeiten (1 h, 4 h, 8 h, 20 h und 30 h) mit
40 U Hin6l behandelt. Die QESD zeigte dabei auch nach 30 h Inkubation keine Restriktion
der SW48 DNA, wodurch eine intrinsische Restriktion methylierter DNA durch Hin6l

ausgeschlossen werden kann.

4.3.2.2 Evaluierung der MLH1-QESD an einer Referenzgruppe mit
verifizierten HNPCC-Tumoren und sporadischen CRC

Zur Evaluierung der MLH1-QESD wurde jeweils der Methylierungsstatus des distalen und
des proximalen MLH1-Promotors in denselben drei Referenz-Tumorgruppen quantifiziert, die
auch zur Evaluierung der MLH1-QAMMOD (siehe 4.3.1.2) dienten:

e HNPCC (Amsterdam [-Kriterien erfiillt und / oder pathogene MLHI1-
Keimbahnmutation vorhanden, MSI, MLH1 IHC negativ; n=25 l)

e sporadische MSI CRC (MLH1 IHC negative, Alter bei Diagnose > 75 Jahre, keine
MLH1-Keimbahnmutation, keine erfiillten Amsterdam-Kriterien, BRAF V600E
Mutation; n=14)

e sporadische MSS CRC (MLHI IHC positiv, MSS; n=16)

"Da die QESD nach der QAMMOD etabliert wurde, waren einige Proben nicht mehr verfiigbar.
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Bei keinem der 16 MSS CRC wurde eine nennenswerte proximale MLH1-Methylierung
festgestellt: Median 0,00 %, Minimum 0 %, Maximum 3 %, Standardabweichung 0,89 %. Bei
allen 14 sporadischen MSI CRC wurde Methylierung des proximalen MLH1-Promotors
festgestellt: Median 32,50 %, Minimum 21 %, Maximum 55 %, Standardabweichung 9,18 %.
In den 25 Tumoren der HNPCC-Referenzgruppe zeigte der proximale MLH1-Promotor
negative bis schwache Methylierung: Median 0,00 %, Minimum 0 %, Maximum 13 %,
Standardabweichung 3,21 %. In der HNPCC-Gruppe zeigten 8 % der Tumore (2/24)
Methylierungswerte (proximal) {iber 2 %. Keiner der sporadischen MSI CRC der Referenz-
Tumorgruppe zeigte proximale MLH1-Methylierungswerte unter 21 % und keiner der
HNPCC-CRC Werte iiber 13 % (Abb. 4.3.6 auf Seite 110 oben rechts).

Bei 14 der 16 MSS CRC wurden keine nennenswerte distale MLH1-Methylierung
festgestellt, aber zwei MSS CRC zeigten distale Methylierungswerte von 22 % und 37 %:
Median 1,00 %, Minimum 0 %, Maximum 37 %, Standardabweichung 10,11 %. Bei allen 13
analysierbaren sporadischen MSI CRC war der distale MLH1-Promotor methyliert: Median
39,00 %, Minimum 18 %, Maximum 55 %, Standardabweichung 9,16 %. In 22 der 25
Tumore der HNPCC-Referenzgruppe wurde negative bis schwache distale MLHI1-
Promotormethylierung festgestellt. Anders als beim proximalen MLH1-Promotor stellte die
QESD bei vier der HNPCC-Tumore distale Methylierung tiber 12 % fest (17 %, 22 %, 60 %
und 75 %). Der Median der distalen MLH1-Methylierung war 0,00 %, das Minimum 0 %, der
Maximalwert 75 %, die Standardabweichung betrug 18,44 % (Abb. 4.3.5 auf Seite 110 Mitte
rechts).

Durch die teilweise hohen distalen Methylierungswerte der MLH1-QESD in der HNPCC- und
MSS-Tumorgruppe wurden die Mittelwerte entsprechend beeinflusst. MSS CRC (n=16):
Median 1,00 %, Minimum 0 %, Maximum 19 %, Standardabweichung 5,29 %. Sporadische
MSI CRC (nanalysierbar=13): Median 38,00 %, Minimum 20 %, Maximum 49 %,
Standardabweichung 7,75 %. HNPCC-Tumore (Nanatysierbar=24): Median 1,50 %, Minimum 0
%, Maximum 44 %, Standardabweichung 10,89 % (Abb.4.3.6 auf Seite 110 unten rechts).

Nur bei der proximalen MLH1-QESD waren die Methylierungswerte der HNPCC-Tumore
und der sporadischen MSI CRC vollig separiert, da keiner der sporadischen MSI CRC
proximale MLH1-Methylierungswerte unter 21 % und keiner der HNPCC CRC Werte iiber
13 % zeigte. Anhand der Daten aus der HNPCC-Referenzgruppe wurde ein Grenzwert fiir
positive Wertung der Methylierung von 18 % definiert (Mittelwert (MW) + 5-facher
Standardabweichung: 1,04 + 5x 3,21 = 17,45; aufgerundet 18 %).
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Sowohl die MLH1-QESD des proximalen als auch des distalen Promotors sowie der MW
beider Analysen zeigten in nicht-parametrischen Signifikanztests signifikante Unterschiede
zwischen den drei Gruppen (Pxiuskal-wanis < 0,001 bei allen Analysen). Trotz der Ausreier bei
der distalen MLH1-QESD, zeigten die proximale und distale MLH1-QESD sowie auch der
Mittelwert beider, signifikante Unterschiede zwischen den HNPCC und sporadischen MSI
CRC der Referenzgruppe (Pmann-whimey Jeweils < 0,001), obwohl die distale
Methylierungsanalyse oder deren Einbeziehung keine sichere Unterscheidung der beiden
Gruppen gewihrleistete. Die Ergebnisse der MLH1-Methylierungsanalyse mittels QESD sind
in Tab. 4.3.2, in Tab. 4.3.3 auf Seite 111 und in Abb. 4.3.6 auf Seitel 10 zusammengefasst.

Methylierung [%]
sporadische MSS-CRC sporadische MSI CRC _
(n=16) (n=14) HNPCC (n=25)
MW MW MW

prox dist (dist/prox)| prox dist (dist/prox)| prox dist  (dist/prox)
n giiltig 16 16 16 14 13 13 25 25 24
Min 0 0 0 21 18 20 0 0 0
Max 3 37 19 55 55 49 12 75 44
MW 0,38 4,81 2,88 34,15 37,92 36,23 1,04 9,83 5,63
Median 0,00 1,00 1,00 34,00 39,00 38,00 0,00 2,50 1,50
Std.abw. [ 0,89 10,11 5,29 9,18 9,16 7,75 3,11 18,73 10,89

Tab. 4.3.2: Ergebnisse der MLH1-QESD der Tumore der Referenzgruppe. Min: Minimalwert,
Max: Maximalwert, MW: Mittelwert, Std.abw.: Standardabweichung.

4.3.3 Vergleich der MLH1-OAMMOD mit der MLH1-OESD.

In der Referenzgruppe fiihrten Methylierungsanalysen mittels MLH1-QAMMOD (MW
distal/proximal) und MLH1-QESD (nur proximal) zu 100 % identischen Ergebnissen: die
Einteilung in methylierungspositive und methylierungsnegative Tumore war unabhéngig von
der angewandten Methylierungsanalyse. Die medianen Betrdge der Differenzen zwischen den
jeweiligen MLH1-Methylierungswerten der QAMMOD und der QESD lagen bei 1,00 %
(proximal), 3,47 % (distal) und 2,66 % (Mittelwert proximal/distal).

Die QESD detektierte in vier Tumoren der Referenzgruppe (M1, M46, M93 und M106)
distale MLH1-Methylierung > 20 %, die mittels QAMMOD nicht festgestellt wurde.
Umgekehrt zeigte die distale MLH1-QAMMOD beim Tumor M78 einen Wert von 48 %,
wihrend mit der entsprechenden QESD ein Wert < 20 % (17 %) detektiert wurde (Tab. 4.3.3
auf Seite 111). Die Ergebnisse der MLH1-QAMMOD und der MLH1-QESD in der Tumor-
Referenzgruppe sind in Abb. 4.3.6 und in Tabelle 4.3.3 gegeniibergestellt.
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Abb. 4.3.6: Vergleich der MLH1-QAMMOD und der MLH1-QESD in Tumoren der

Referenzgruppe. Mit beiden Methoden wurde die Methylierung des proximalen und distalen MLH1-

Promotors analysiert. Der graue
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MLH1 -Methylierung in %

R1:
HNPCC, Pathogene BRAF
R2: spor Beth. MLI—?l— V600E- QAM MOD QESD
MSI-H MLH1-IHC Amst. 1 1: Mutation  Mutation MW MW
CRC, R3: Alterbei 1:MSI-H, 0:negativ oder?2; erfullt 0:negativ 1: positiv proximal proximal
Pat. ID MSS CRC Diagnose 2:MSS 1:positv. -:neg. -:neg. 1:positiv 0:negativ| proximal Distal & distal | Proximal Distal & distal
M1 R1 25 1 0 - 1 1 0 0 16 8 0 22 11
M3 R1 34 1 0 1 1 - 0 1 0 1 0 0 0
M8 R1 51 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 2 1
M14 R1 51 1 0 1 1 1 0 0 5 2 0 1 1
M18 R1 42 1 0 1 1 1 n.a. 1 0 1 n.a. 0 n.a.
M19 R1 41 1 0 1 1 1 n.a. 0 0 0 n.a. n.a. n.a.
M22 R1 33 1 0 - 1 1 n.a. 2 0 1 n.a. n.a. n.a.
M23 R1 37 1 0 1 1 1 n.a. 1 0 1 0 n.a. n.a.
M26 R1 37 1 0 1 1 1 n.a. 0 0 0 0 0 0
M30 R1 36 1 0 2 1 1 0 1 0 1 2 12 7
M33 R1 30 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 2 1
M34 R1 37 1 0 2 1 1 n.a. 1 0 1 0 6 3
M35 R1 37 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 4 2
M38 R1 34 1 0 - 1 1 0 1 0 1 0 10 5
M39 R1 30 1 0 - 1 1 0 1 0 1 0 5 3
M41 R1 31 1 0 1 1 1 n.a. 1 0 1 0 0 0
M42 R1 46 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1
M43 R1 65 1 0 1 1 1 0 2 0 1 0 3 2
M44 R1 42 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 2 1
M46 R1 62 1 0 - 1 1 0 10 1 5 10 60 35
M47 R1 24 1 0 - 1 1 0 0 1 0 0 3 2
M48 R1 35 1 0 1 1 1 0 3 1 2 0 1 1
M49 R1 27 1 0 2 1 1 0 1 1 1 0 2 1
M50 R1 37 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 2 1
M53 R1 49 1 0 - 1 1 0 0 3 1 0 1 1
M55 R1 28 1 0 1 1 1 0 0 3 2 1 5 3
M59 R1 33 1 0 - 1 1 0 0 14 7 0 17 9
M61 R1 63 1 0 1 1 1 0 15 15 15 12 75 44
M70 R2 93 1 0 - 0 - 1 41 100 71 24 34 29
M72 R2 89 1 0 - 0 - 1 20 100 60 34 43 39
M74 R2 79 1 0 - 0 - 1 55 100 78 55 39 47
M76 R2 83 1 0 - 0 - 1 80 81 81 26 27 27
M77 R2 82 1 0 - 0 - 1 48 7 63 40 38 39
M78 R2 79 1 0 - 1 - 1 23 74 48 21 18 20
M80 R2 90 1 0 - 1 - 1 48 57 53 31 35 33
m81 R2 75 1 0 - 0 - 1 24 55 39 35 40 38
mM84 R2 75 1 0 - 0 - 1 22 52 37 41 33 37
M85 R2 75 1 0 - 0 - 1 32 48 40 27 45 36
M86 R2 78 1 0 - 0 - 1 62 48 55 23 n.a. n.a
m88 R2 83 1 0 - 0 - 1 22 44 33 43 55 49
M90 R2 82 1 0 - 0 - 1 35 37 36 31 46 39
M91 R2 75 1 0 - 1 - 1 57 31 44 36 40 38
M92 R3 71 0 1 - 0 - 0 0 0 0 0 3 2
M93 R3 78 0 1 - 0 - 0 0 0 0 3 22 13
M94 R3 69 0 1 - 0 - 0 0 0 0 0 4 2
M95 R3 81 0 1 - 1 - 0 0 1 1 0 2 1
M96 R3 82 0 1 - 0 - 0 0 1 1 1 0 1
M97 R3 75 0 1 - 1 - 0 1 2 2 0 0 0
M98 R3 77 0 1 - 1 - 0 0 2 1 0 1 1
M99 R3 78 0 1 - 0 - 0 1 3 2 0 0 0
M100 R3 76 0 1 - 0 - n.a. 0 3 2 0 0 0
M101 R3 77 0 1 - 0 - 0 0 3 2 0 1 1
M102 R3 78 0 1 - 0 - 0 0 5 3 0 1 1
M103 R3 68 0 1 - 0 - 0 0 5 3 0 4 2
M104 R3 76 0 1 - 0 - 0 0 5 3 0 0 0
M105 R3 61 0 1 - 0 - 0 0 6 3 2 1 2
M106 R3 70 0 1 - 0 - 0 0 6 3 0 37 19
M107 R3 89 0 1 - 0 - 1 1 2 2 0 1 1

Tab. 4.3.3: Klinische Parameter und MLH1-Methylierungsdaten der CRC-Referenzgruppen-
HNPCC-CRC Patienten der

Patienten.

Pat.

ID: Patienten Identifizierungsnummer,

R1:

Referenzgruppe, R2: sporadische MSI CRC Patienten, R3: MSS CRC Patienten, MLH1-IHC: MLH]1-
Expressionsbestimmung mittels Immunhistochemie, Amst.: erfiillte Amsterdam-Kriterien, Beth.:
Bethesda Kriterien, pos.: positiv, neg.: negativ, n.a.: nicht analysiert, QAMMOD: Quantitative
Methylierungsanalyse modifizierter DNA, QESD: Quantifizierung Endonuklease-resistenter DNA.
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4.3.4 QESD-Methylierungsanalysen von P16 und MGMT

Mit Hilfe der QESD wurde die Promotormethylierung von P16 und MGMT in 42 MSI CRC
und in 16 MSS CRC untersucht. Dabei zeigten 48 % (20/42) der MSI CRC eine P16-
Methylierung unter 10 %, 10% (4/42) zeigten Werte von 10 bis 20 % und bei 43% (18/42) der
CRC lag die P16-Methylierung tiber 20 % (Tab. 4.3.4a).

Die MGMT-Methylierung war bei 40 MSI CRC analysierbar und lag in 63 % (25/40) der
Félle unter 10 %; 15 % (6/40) der MSI CRC zeigten Methylierungswerte von 10 bis 20 % und
23 % (9/40) Methylierungswerte iiber 20 % (Tab. 4.3.4a).

Bei 40 % (16/40) der MSI CRC lagen die Methylierungswerte von P16 und von MGMT
gemeinsam unter 10 %. In der MSI-Gruppe waren die Methylierungswerte beider Gene bei
30 % (12/40) der CRC groBer 10 % und bei 15 % der (6/40) CRC groBer 20 % (Tab. 4.3.4b).
In der Gruppe der MSS CRC lagen die Werte der P16-Methylierung bei 63 % (10/16) der
CRC unter 10 %, bei 6 % (1/16) zwischen 10 und 20 % und bei 31 % (5/16) tliber 20 %. Die
MGMT-Methylierungswerte bewegten sich bei 56 % (9/16) der MSS CRC unter 10 %, bei
13 % (2/16) zwischen 10 und 20 % und bei 31 % der MSS CRC (5/16) lagen die Werte iiber
20% (Tab. 4.3.4a). Dabei zeigten 44 % (7/16) der MSS CRC Methylierungswerte unter 10 %
bei beiden Genen, wéhrend bei 25 % (4/16) der MSS CRC die Werte beider Gene tiber 20 %
lagen (Tab. 4.3.4b).

Die Methylierungswerte beider Gene zeigten zwischen MSI und MSS CRC keine

signifikanten Unterschiede.

Bei den MSI CRC korrelierte die Methylierung von P16 und MGMT signifikant mit positiver
(proximaler) MLH1-Promotormethylierung > 18 % (Abb. 4.3.7; Tab. 4.3.5).

a Anteil der CRC b Anteil der CRC
MSI MSS MSI MSS

P16 und P16 und

Meth P16 MGMT P16 MGMT Meth MGMT MGMT
<10% 48% 63% 63% 56% <10% 40% 44%
10-20%| 10% 15% 6% 13% > 10% 30% 25%
> 20% 43% 23% 31% 31% > 20% 15% 25%

N gesamt 42 40 16 16 n gesamt 40 16

Tab. 4.3.4: Promotormethylierung von P16 und MGMT in MSI und MSS CRC. Meth: Grad der

Methylierung.
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Anteil der MSI CRC

P16 MGMT
MLH1 | Meth | Meth | Meth | Meth
Meth |<20%(>20%|< 20%]|> 20%
<18% | 63% | 11% [ 55% | 0%
>18% | 38% | 89% | 45% | 100%
Nngesamt| 24 18 29 11

Tab. 4.3.5: Promotormethylierung von P16 und MGMT in bei MSI CRC mit negativer (< 18 %)
und positiver (> 18 %) MLH1-Methylierung. Meth: Grad der Methylierung.
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Abb. 4.3.7: Promotormethylierung von P16 und MGMT bei MSI CRC mit negativer und
positiver MLH1-Promotormethylierung (proximal). Der graue Bereich der Boxplots zeigt den
Interquartilbereich (25. - 75. Perzentil). Die Schwarze Linie in den Boxen entspricht dem Median, die
Enden der Antennen bezeichen das 10. und 90. Perzentil. Extremwerte sind mit “*” und Ausreifler mit

¢cOce

indiziert. Eine positive MLH1-Promotormethylierung (Methylierung proximal > 18 %) korrelierte

signifikant mit hoéheren Methylierungswerten von P16 und MGMT. MLH1 neg: MLHI1-
methylierungsnegativ (< 18 %), MLH1 pos: MLH1-methylierungspositiv (> 18 %).
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5 Diskussion

5.1 Maspin

Das Thema dieser Dissertation war die Untersuchung dysregulierter Gene im kolorektalen
Karzinom. Bei den Arbeiten wurde festgestellt, dass die Expression von Maspin zwischen
Normal- und Tumorgewebe und auch zwischen verschiedenen Tumortypen starke
Unterschiede zeigte. Maspin ist ein einzigartiges Protein der Familie der
Serinproteaseinhibitoren mit vielfaltigen Eigenschaften und Wirkungen. In den letzten Jahren
stand Maspin im Fokus intensiver Forschung, aber in CRC waren zu Beginn dieser
Dissertation die Expression, Funktion und Bedeutung von Maspin praktisch unerforscht.
Diese Dissertation stellt die erste detaillierte Untersuchung von Maspin im normalen Kolon
und in kolorektalen Karzinomen dar. In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Maspin fiir
verschiedenste tumorrelevante Aspekte wie Invasion, Proliferation, Prognose, Sensitivitit
gegen Chemotherapeutika und die Auswirkung auf die Expression anderer tumorassoziierter
Gene untersucht. Die Untersuchungen erfolgten mit verschiedenen, unabhingigen Methoden
an gut charakterisierten CRC, in vitro durch Experimente an verschiedenen CRC-Zelllinien

sowie an RNA, DNA und Protein.

5.1.1 Expression von Maspin in CRC und in CRC-Zelllinien

Das Vorliegen von Affymetrix-Expressionsdaten aus iiber 40 CRC und 34 normalen
Kolonmucosae ermoglichte die Untersuchung und Identifizierung von dysregulierten Genen.
Die Validitdt der Array-Daten wurde exemplarisch mittels real-time PCR an den in
Normalgewebe und Tumoren differentiell exprimierten Genen SERPINBS, ACE2, CYP2B6,
PITX2 und CDH3 iiberpriift und bestétigt (Abb. 4.1.1). Bei den Auswertungen der Array-
Daten trat das Gen Maspin (SERPINBS) besonders auftillig in Erscheinung, da es generell in
Tumoren {iiberexprimiert wurde - insbesondere in MSI Tumoren, wéhrend normale
Kolonmucosa Maspin nicht oder nur sehr schwach exprimierte. Die CRC-spezifische
Uberexpression von Maspin wurde auf transkriptioneller Ebene durch die Ergebnisse der
Array-Analysen und durch real-time PCR gesichert (Tab. 4.2.1; Abb. 4.2.1; Abb. 4.2.2) und
auf Proteinebene von den Ergebnissen der Western-Blot-Analysen (Abb. 4.2.3) und IHC
bestitigt (Abb. 4.2.7). Sowohl auf transkriptioneller als auch auf Proteinebene wurden in der
Gruppe der MSI Tumore die stirksten Expressionswerte detektiert. Die Korrelation von MSI
und starker Maspinexpression setzt sich auch in CRC-Zelllinien fort: Die Maspinexpression

der MSI Zelllinien SW48, LoVo und HCT116 iibertraf die der MSS Zelllinien HT29, SW480
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und CaCo-2 im Mittel um den Faktor 28 (Abb. 4.2.4). Die Assoziation von besonders starker
Maspinexpression und MSI ldsst einen Zusammenhang zwischen dem Mutator-Pathway und
der Maspinexpression vermuten.

Die Maspin-Immuncytochemie der CRC-Zelllinien SW48, LoVo und HCT116 zeigte eine
unerwartete Heterogenitdt der Firbeintensititen in den jeweiligen klonalen Zellpopulationen
(Abb. 4.2.5). Das Vorkommen von Zellen mit sehr starker Maspinfarbung, neben sehr
schwach bis negativ gefdrbten Zellen lieB vermuten, dass die Maspinexpression im Verlauf
des Zellzyklusses differentiell exprimiert werden konnte. Die bei den Experimenten mit
synchronisierten CRC-Zelllinien wurde eine Erh6hung der Maspinexpression im Verlauf der
S-Phase festgestellt. Ob diese Expressionserhéhung um den Faktor ~ 2 (Tab. 4.2.14 und
Tab. 4.2.15) fiir die stark unterschiedlichen Férbeintensititen die Verantwortung trigt ist
ungewiss. Die Maspinexpression einzelner Zellen von Tumorzelllinien wurde in der Literatur
bisher nicht beschrieben. Die Griinde und die Regulationsmechanismen fiir diese heterogene
Expression sind unbekannt.

Die heterogene interzelluldre Verteilung von Maspin wurde auch in den CRC festgestellt, die
zudem auch eine sehr unterschiedliche intrazellulire Verteilung zeigten. Die stédrksten
Maspinfarbungen waren in den Tumorzellen der Invasionsfront, in disseminierten,
infiltrierenden Tumorzellen und in stark undifferenzierten Tumoren zu beobachten, wiahrend
gut differenzierte Tumorbereiche deutlich schwicher gefarbt waren. Normale Mucosa und
Stroma waren negativ oder selten sehr schwach gefirbt (Abb. 4.2.7). Somit markierte die
Maspinfiarbung spezifisch Tumorzellen und betonte dabei besonders aggressive
Tumorzellpopulationen.

Nicht nur die Verteilung zwischen den Tumorzellen, sondern auch die intrazelluldre
Lokalisation von Maspin, korrelierte mit der Histologie des Tumors: In allen positiv gefarbten
Tumorzellen war Maspin im Zytoplasma vorhanden, aber in Tumorzellen der Invasionsfront,
in disseminierten Tumorzellen und teilweise in dedifferenzierten Tumorbereichen zeigte sich
zusitzlich eine sehr starke Farbung des Zellkerns (Abb. 4.2.7). Diese Kernfarbung korrelierte
statistisch signifikant mit MSI und dedifferenzierten Tumoren, wihrend die zytoplasmatische
Féarbung mit keinen klinisch-pathologischen Parametern signifikant korrelierte (Tab. 4.2.2).
Umekita et al. berichtete ebenfalls von tumorspezifischer Maspin-Uberexpression in CRC und
zeigte deren Korrelation mit groferer Invasionstiefe und einer groBBeren Zahl infiltrierender
Tumorzellen. Die verstirkte Expression an der Invasionsfront von CRC wurde ebenfalls
beschrieben (Umekita et al., 2006). Zheng et al. berichtete von der Zunahme der

Maspinexpression innerhalb der Adenomen-Karzinom-Sequenz und einer negativen
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Korrelation mit Lebermetastasen, ohne dabei aber auf die subzellulire Lokalisation
einzugehen (Zheng et al., 2007). Im Kontrast dazu berichtete Boltze von Maspin-positiver
normaler Kolonmucosa und einem Riickgang der Maspinexpression in CRC. Bei den
Untersuchungen von Boltze wurden Gewebe-MicroArrays mit Antikorpern von anderer
Herkunft und mit anderen Sperzifititen verwendet. Auf Analysen der transkriptionellen
Expression wurde génzlich verzichtet. Die in der Verdffentlichung von Boltze abgebildeten
IHCs, die angeblich eine starke Maspinfiarbung zeigen sollen, lassen kaum eine Firbung
erkennen und wiren in dieser Dissertation eindeutig negativ gewertet worden (Boltze, 2005).
Eine weitere IHC-basierte Veroffentlichung von Song et al. beschreibt den Riickgang der
Maspinexpression von Adenomen zu Karzinomen, wobei die Identitit und Herkunft des
verwendeten Antikorpers nicht erwédhnt und die Maspinfarbung nicht gezeigt wurde (Song et
al., 2002).

Die tumorspezifische Uberexpression von Maspin wurde nicht nur in CRC, sondern auch in
Karzinomen von Ovar, Magen, Pankreas, Schilddriise, Endometrium, Gallenblase, Haut,
Harnblase und Brust beschrieben (Reis-Filho et al., 2002; Umekita et al., 2002; Akiyama et
al., 2003; Fitzgerald et al., 2003; Ito et al., 2004b; Sugimoto et al., 2004; Abd El-Wahed,
2005; Maesawa et al., 2006; Li et al., 2007). Dabei wurde in Tumoren von Magen, Ovar,
Schilddriise, Brust und Harnblase eine hohe Maspinexpression mit besonders aggressivem
Tumorwachstum in Verbindung gebracht (Umekita and Yoshida, 2003; Ito et al., 2004b;
Sugimoto et al., 2004; Abd El-Wahed, 2005; Yu et al., 2007). Die tumorspezifische
Uberexpression und die Korrelation der Maspinfirbung mit aggressivem Tumorwachstum

deuten stark auf onkogene Eigenschaften von Maspin hin.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass eine nukledre Maspinfarbung einen
vielversprechenden Marker fiir die Prognose und fiir die Therapiestrategie von CRC Patienten
darstellt. In einer retrospektiven Studie von 162 Stadium III Kolonkarzinom-Patienten wurde
die nukledre Maspinfiarbung als ein Marker fiir eine schlechte Prognose identifiziert (Tab.
4.2.3; Abb. 4.2.8). Dies erscheint einleuchtend, da die Maspin-Kernfairbung besonders
heterogene, invasive und aggressive Tumore mit hohem Metastasierungspotenzial markiert.
Die intrazelluldre Lokalisation von Maspin hatte dariiber hinaus einen gro3en Einfluss auf das
Ansprechen auf eine adjuvante, 5-Fluoruracil-basierte Chemotherapie: Nur Kolonkarzinom-
Patienten mit positiver nukledrer Maspinfiarbung zeigten eine stark verbesserte Prognose,
wenn diese mit einer adjuvanten 5-Fluoruracil-basierten Chemotherapie behandelt worden

waren. Patienten mit negativer Maspin-Kernfarbung hatten mit und ohne 5-Fluoruracil (5-FU)
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Chemotherapie eine sehr gute Prognose (Dietmaier et al., 2006). Surowiak berichtete
ebenfalls von einem sehr guten Ansprechen von Ovarkarzinom Patienten mit nukleérer
Maspinfarbung auf eine Chemotherapie mit Cisplatin (Surowiak et al., 2006).

Aus Mangel an validen prospektiven Markern profitieren derzeit profitieren leider nur circa
15 % der CRC Patienten von einer Chemotherapie (miindliche Mitteilung von W. Dietmaier).
Um die Maspin-IHC in Zukunft als prognostischen Marker in der Diagnostik einsetzten zu
konnen, sollten weitere randomisierte, multizentrische, prospektive Studien durchgefiihrt
werden. In der Studie von Zheng et al. konnte keine signifikante Korrelation zwischen der
Maspinexpression und der Prognose von CRC Patienten gezeigt werden (Zheng et al., 2007).
Dies lag moglicherweise daran, dass bei der Analyse der IHC nicht zwischen
zytoplasmatischer und nukledrer Féarbung unterschieden wurde. Die Griinde fiir die
Modulation der 5-FU-Sensitivitdat und die dazugehdrigen in vitro Versuche werden in 5.1.3.1
diskutiert.

Die Ursachen fiir die nukledre Lokalisation von Maspin in CRC sind nach derzeitigem
Wissensstand unklar. Maspin  weist kein Kernlokalisationssignal auf. Bei den
Mutationsanalysen von Tumoren mit starker Maspin-Kernfarbung konnte keine Mutation
identifiziert werden, die zur Entstehung eines Kernlokalisationssignales gefiihrt hitte (4.2.14).
Ob sich das nukledre Maspin innerhalb des Kerns oder auflen an der Kernmembran befindet,
kann  durch  weitere  Untersuchungen mittels konfokaler =~ Mikroskopie  oder
Elektronenmikroskopie geklart werden. Yin et al. beschrieb die Interaktion von Maspin mit
dem nukledren Transkriptionsfaktor IID, was auf eine Lokalisation und Funktion von Maspin

innerhalb des Zellkerns hinweist (Yin et al., 2005).

5.1.2 In vitro—Versuche: Maspin-Uberexpression und Maspin-
Suppression

Der Einfluss der Maspinexpression auf verschiedene tumorrelevante Aspekte konnte zum
einen durch stabile Uberexpression in der schwach Maspin-exprimierenden Zelllinie SW480
und zum anderen durch die Suppression der stark exprimierenden Zelllinie SW48 untersucht
werden. Die konstante und effektive Suppression mit Hilfe des Antisense-Vektorkonstruktes
(Abb. 4.2.18) beruhte einerseits darauf, dass die Maspin-mRNA mit der vom Vektorkonstrukt
konstitutiv transkribierten Antisense-RNA hybridisierte und nicht translatiert werden konnte.
Andererseits aktivierte diese doppelstraingige RNA den zelluldiren RNA-Interferenz-
Mechanismus, der ebenfalls den Abbau neuer Maspin-Transkripte forcierte. Die starken

Effektivitdtsschwankungen (Abb. 4.2.24) bei der transienten, siRNA-vermittelten Suppression
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konnten durch unterschiedliche Transfektionseffizienzen und dem Abbau der siRNA durch
sekretierte RNasen begriindet werden.

Der Modulation der Maspinexpression folgten morphologische Verdnderungen der Zellen.
Dabei bewirkte die Uberexpression von Maspin die Bildung von Pseudopodien (Abb. 4.2.14;
Abb. 4.2.15), die umgekehrt durch die Maspin-Suppression zurlickgebildet wurden
(Abb. 4.2.20). Pseudopodien sind Ausstiilpungen der Zellen und dienen der Fortbewegung.
Dabei strecken die Zellen die Pseudopodien in Bewegungsrichtung aus, verankern diese und
bewegen ihre Zellmasse durch Umschichtungen und Kontraktionen zum Verankerungspunkt.
Bei Tumorzellen ermoglichen die Pseudopodien die aktive Migration und sind wichtige
Invasivititsfaktoren (Le et al., 1998). Diese Maspin-assoziierte Pseudopodienbildung konnte
eine Ursache fiir die erhohte Motilitit und Invasivitit der stabil transfizierten SW480 Klone
und die entsprechend niedrigere Motilitdt und Invasivitdt der stabil supprimierten SW48
Klone sein, die in 5.1.2.3 weiter diskutiert wird.

Die Uberexpression hob bei den SW480 Klonen die Kontakthemmung und damit das
Wachstum als Monolayer auf (Abb. 4.2.14; Abb. 4.2.15). Die Kontakthemmung und das
damit verbundene Wachstum als Monolayer ist ein wichtiges Merkmal epithelialer Zellen.
Der Verlust dieser Eigenschaften stellt einen wichtigen Schritt bei der malignen
Transformation dar, weil dadurch die Formation solider Tumore ermoglicht wird. Zudem
bewirkte Maspin sowohl bei intrazellulirer Uberexpression als auch als rekombinantes
Maspin im Kulturmedium eine starke Erhohung der interzelluldren Adhésionskrifte, was zur
Bildung schwer dissoziierbarer Zellaggregate fiihrte. Dies beweist die Aktivitit von Maspin
direkt auf der Zelloberflache. Die Sekretion von Maspin wurde bereits beschrieben (Katz and
Taichman, 1999; Khalkhali-Ellis and Hendrix, 2007), weshalb vermutlich das intrazelluldr
liberexprimierte Maspin - zumindest teilweise - an die Zelloberflache transportiert wurde
(siche auch Abb. 4.2.16 links unten), wo es die verstiarkten Zell-Zell-Kontakte direkt oder
indirekt bewirkte. Im Gegenzug wurden als Folge der Suppression die interzelluldren
Kontakte der SW48 Klone deutlich verringert, und die Zellen lieBen sich durch Trypsin
leichter von der Kulturschale ablosen und dissoziieren als die Kontrollen. Maspin bindet an
verschiedenen Komponenten der extrazelluliren Matrix wie Fibronektin, Laminin, Kollagen I
und Kollagen IV (Ngamkitidechakul et al., 2001; Abraham et al., 2003; Ngamkitidechakul et
al., 2003; Odero-Marah et al., 2003; Cella et al., 2006). Da natives Maspin Dimere bildet (Al-
Ayyoubi et al., 2004, Law et al., 2005), konnten die verstirkten Zell-Zell-Kontakte
moglicherweise iiber die Dimerisierung von Maspinmolekiilen vermittelt werden, die

wiederum an Komponenten der extrazelluldren Matrix verankert sind.
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Die Uberexpression bewirkte neben den verstirkten interzelluliren Kontakten eine
Verringerung der Adhédsionsgeschwindigkeit und der Adhésionsstirke an zellkultur-
behandeltem Polystyrol (Abb. 4.2.25; Abb. 4.2.28). Diese Ergebnisse zeigten erstmals die
Verringerung der Adhision im Zusammenhang mit der Uberexpression von Maspin. Die
Maspin-Suppression hatte keine derartig starke Abnahme der Adhésionsgeschwindigkeit zur
Folge (Abb. 4.2.26; Abb. 4.2.27), bewirkte aber ebenfalls einen Riickgang der
Adhisionsstirke (Abb. 4.2.29; Abb. 4.2.30). Dass sowohl die Uberexpression als auch die
Suppression von Maspin eine Reduktion der Adhésionsstirke zur Folge hatte, ist schwer in
Konsens zu bringen, ist aber einzeln betrachtet stimmig: Die geringere Adhidsion der
tiberexprimierenden Klone wird von der Maspinverteilung in den CRC gestiitzt. Dort zeigten
die infiltrierten Zellen, die den Kontakt zur Basalmembran verloren hatten, besonders
intensive Maspinfarbung. Hitte die Maspinexpression die Adhdsion dieser Zellen verstérkt,
wiren diese nicht zur Invasion in der Lage gewesen. Da Maspin an verschiedene
Komponenten der extrazelluliren Matrix bindet, konnte die Adhéasionsfahigkeit dieser
Molekiile durch die Absittigung mit Maspin herabgesetzt werden.

Die Reduktion der Adhésion als Folge der Maspin-Suppression steht im Einklang mit den
Daten anderer Gruppen, die von erhdhter Adhision als Folge hoher Maspinexpression in
Brust und Prostatakarzinomzelllinien berichteten (Ngamkitidechakul et al., 2001; Abraham et
al., 2003; Odero-Marah et al., 2003; Cella et al., 2006).

5.1.2.1 Proliferation

Die Maspinexpression hemmte die Proliferation der stabil transfizierten Klone. Die
Suppression bewirkte eine starke FErhohung der Proliferation (Abb. 4.2.32), die
Uberexpression hatte den gegenteiligen Effekt zur Folge (Abb. 4.2.31). Die Untersuchung der
Maspinexpression von SW48- und HCTI116-Zellen in den verschiedenen Phasen des
Zellzyklusses ergab einen Expressionsanstieg im Verlauf der S-Phase (Tab. 4.2.14;
Tab. 4.1.15). Andererseits korreliert eine hohe Maspinexpression mit niedrigerer
Proliferation. Diese Ergebnisse lassen folgende Spekulationen zu: Moglicherweise liegt eine
Funktion von Maspin darin, den Zellzyklus und damit die Proliferation negativ zu regulieren.
So konnte Maspin mdglicherweise in Tumoren {iberexprimiert werden, um der beschleunigten
Proliferation der Tumorzellen entgegenzusteuern. Als ein Effekt der Maspin-Uberexpression
in der Brusttumor-Zelllinie MDA-MB-231 wurden die Erhohungen der Expression der anti-
proliferativ wirkenden Gene CDKN2C (P18 INK4c) und CDKN3 beschrieben (Bailey et al.,
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2006). Die maspinabhingige Regulation dieser Gene konnte moglicherweise die
Modulationen der Proliferationsgeschwindigkeit in den CRC-Zelllinien erkldren. Weiterhin
konnte die Maspin-Uberexpression aufgrund erhohter Proteinsyntheseleistung  die
Proliferation verlangsamen, wéhrend die Suppression der Maspinexpression weitere
Ressourcen fir das Wachstum der Zellen freigibt, was moglicherweise hdohere
Proliferationsraten zur Folge haben konnte. Die Verdopplung des Zellvolumens bei den

supprimierten Klonen (Abb. 4.2.19) bestérkt diese Theorie.

5.1.2.2 Regulation der Maspinexpression

Die Regulation der Maspinexpression ist transkriptionell reguliert, da sowohl in den CRC
(Abb. 4.2.3) als auch in den CRC-Zelllinien (Abb. 4.2.4) der Maspin-mRNA-Level den
Protein-Level widerspiegelte. Stets korrelierte eine groBere Menge an Maspin-mRNA mit
einer starken Maspinfarbung des Western-Blots oder der Immunfirbung von Zellen oder
Geweben.

Die grundlegende Aktivierung der Maspintranskription liegt in der Demethylierung des
Maspinpromotors begriindet. Bei Maspin-negativer, normaler Kolonmucosa sowie bei der
Maspin-negativen CRC-Zelllinie CaCo-2, ist der Maspinpromotor hypermethyliert. Dagegen
weisen alle Maspin-exprimierenden CRC und CRC-Zelllinien einen unmethylierten
Maspinpromotor auf (Abb. 4.2.10; Abb. 4.2.9) (Bettstetter et al., 2005). Diese
tumorspezifische Aktivierung der Maspinexpression durch die Demethylierung des Promotors
wurde auch in Tumoren von Pankreas, Magen, Ovar, Endometrium und Schilddriise
beschrieben (Fitzgerald et al., 2003; Ohike et al., 2003; Ogasawara et al., 2004; Terashima et
al., 2005; Murai et al., 2006). Wie verschiedene Arbeiten zeigten, konnte die
Maspinexpression in verschiedenen Maspin-negativen Zelllinien durch die Demethylierung
des Maspinpromotors mit 5-Aza-2-deoxycytidin aktiviert werden, was einen weiteren Beweis
fiir eine epigenetische Kontrolle der Expression darstellt (Domann et al., 2000; Ogasawara et
al., 2004; Sugimoto et al., 2004; Murai et al., 2006).

Die tumorspezifische Aktivierung von Maspin durch die Promotor-Demethylierung stellte
einen Sonderfall dar, da Tumore generell einen Trend zur Promotorhypermethylierung von z.
B. Tumorsuppressor- und DNA-Reparaturgenen zeigen (Bird and Wolffe, 1999). Die
Methylierungsanalysen von P16, MGMT und MLH1 werden in 5.2 diskutiert. Neben Maspin
werden in Tumoren beispielsweise die Onkogene c-myc (Cheah et al., 1984) und IGF2 (Cui et

al., 2003) als Folge von Promotor-Demethylierung (loss of imprinting) aktiviert.
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5.1.2.3 Migration und Invasion

Die Motilitdt und die Féhigkeit zur Invasion ermdglichen es den Tumorzellen, sich vom
Primértumor abzusetzen, gesundes Gewebe zu infiltrieren und andernorts Metastasen zu
bilden. Nicht nur im CRC zeigen die infiltrierenden Tumorzellen der Invasionsfront und
bereits disseminierte Tumorzellen besonders hohe Maspinexpression (Abb. 4.2.7), sondern
auch in Tumoren von Magen, Ovar, Schilddriise, Brust und Harnblase wurde hohe
Maspinexpression mit besonders aggressivem Tumorwachstum in Verbindung gebracht
(Umekita and Yoshida, 2003; Ito et al., 2004b; Sugimoto et al., 2004; Abd El-Wahed, 2005;
Yu et al., 2007). Mit Hilfe der stabil transfizierten CRC-Zelllinien konnten diese Ergebnisse
erstmals in vitro bestitigt und untermauert werden. Die Uberexpression von Maspin
verursachte eine starke Erhohung der Motilitdt und der Invasivitit (Abb. 4.2.33; Abb. 4.2.36).
In Gegensatz dazu hemmte die stabile Maspin-Suppression die Motilitdt und Invasivitédt (Abb.
4.2.34; Abb. 4.2.37). Dabei scheint Maspin unmittelbar an der Zelloberfliche zu wirken, da
die Zugabe von rekombinantem Maspin zum Medium die Invasivitdt erhohte, wohingegen ein
anti-Maspin-Antikorper einen negativen Einfluss auf die Invasion hatte. Die Griinde fiir die
erhohte Motilitdt (Abb. 4.2.35) der siRNA-Transfektanden sind unklar, da die transiente
Maspin-Suppression erwartungsgeméll eine niedrigere Invasivitit zur Folge hatte
(Abb. 4.2.38).

Bei den CRC zeigten die Tumorzellen der Invasionsfront zusdtzlich zur Kernfarbung auch
starke zytoplasmatische Maspinfarbung (Abb. 4.2.7). Vermutlich wird Maspin nicht nur in
Keratinozyten (Katz and Taichman, 1999) und Brusttumor-Zelllinien (Khalkhali-Ellis and
Hendrix, 2007), sondern auch in CRC teilweise sekretiert und propagiert nach der Sekretion
die Invasivitdt der Tumorzellen liber unbekannte Mechanismen an der Zelloberfldche.

Die Ergebnisse der in vitro-Versuche stehen im Kontrast zu Berichten anderer Gruppen, die
eine Verringerung der Invasivitdt und Motilitdt durch Maspin feststellten (Zou et al., 1994;
Sheng et al., 1996). Es ist anzumerken, dass Sheng et al. von einem deutlichen Riickgang des
Invasivitits-hemmenden Effektes von rMaspin ab einer Konzentration von 0,17 pM
berichtete. (Bei den eigenen Versuchen wurden rMaspin-Konzentrationen von 1 und 2 uM
eingesetzt.) Diese Befunde beruhen jedoch nicht auf Versuchen mit CRC-Zelllinien, sondern

wurden mit Brust- und Prostatazelllinien durchgefiihrt.
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5.1.3 Einfluss der Maspinexpression auf die Expression anderer
tumorrelevanter Gene

5.1.3.1 Einfluss der Maspinexpression auf die Expression der Gene des
5-FU-Stoffwechsels

In den Experimenten mit stabil transfizierten CRC-Zelllinien bewirkte die Maspinexpression
eine Verringerung der Sensitivitit gegen 5-FU. Dabei hatte die Uberexpression eine
Verdopplung der 5-FU-Uberlebensraten zur Folge (Abb. 4.2.39), wihrend die Maspin-
supprimierten Klone sensitiver auf 5-FU reagierten (Abb. 4.2.40). Dieser Effekt wird durch
die Analyse der Gene, die am 5-FU-Stoffwechsel beteiligt sind, sehr gut erklart. Der 5-FU-

Stoffwechsel ist in Abb. 5.1 in vereinfachter Form dargestellt.

TP
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Abb. 5.1: Der 5-FU-Stoffwechsel. Die Abbildung ist im folgenden Text beschrieben.

5-FU ist selbst inaktiv und entfaltet seine zytotoxische Wirkung erst, wenn es in die
Nukleotide Fluorouridin-5’-triphophosphat, 5’-Fluoro-2’-desoxyuridin-5’-triphosphat und 5-
Fluoro-2’-desoxyuridin-5’-monophosphat (FdUM) metabolisiert wird (Pinedo and Peters,
1988). An dieser Aktivierung ist das Enzym Thymidinphosporylase (TP) beteiligt, das
identisch mit dem pro-angiogenetischen Wachstumsfaktor PD-ECGF (Platelet-derived
endothelial cell growth factor) ist. 5’-Fluoro-2’-desoxyuridin-5’-triphosphat wird in DNA
inkorporiert und entfaltet dadurch einen Teil seiner zellschddigenden Wirkung. Das Hauptziel
der 5-FU-Therapie ist die Thymidylatsynthase (TS), die fiir die de novo Synthese von
Thymidin verantwortlich ist und durch FAUMP gehemmt wird. Thymidin ist fiir die DNA-
Synthese und das damit verbundene Zellwachstum essentiell. Der Abbau von 5-FU erfolgt
durch das Enzym Dihydropyrimidindehydrogenase (DPD) (Peters et al., 1987; Pinedo and
Peters, 1988) (Abb. 5.1).

Bei den SW480-Klonen bewirkte die Maspin-Uberexpression Modulationen der Expressionen

dieser 5-FU-Sensitivitits-assoziierten Gene, die in einer niedrigeren S5-FU-Sensitivitit
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resultierten: Die TP-Expression wurde praktisch vollig blockiert, wodurch 5-FU nicht
aktiviert werden konnte. Die DPD-Expression war stark erhoht, was zum schnellen Abbau
von aktiviertem 5-FU fiihrte. Zusétzlich wirkte der ausreichenden Hemmung der TS der
erhohte TS-Spiegel entgegen (Abb. 4.2.41).

Die Expressionsanalyse dieser Gene liefert auch sehr gute Erkldrungen fiir die erhohte 5-FU-
Sensitivitdt der Maspin-supprimierten SW48-Klone: Die Maspin-Suppression bewirkte die
vollstindige Blockierung der DPD-Expression. Dadurch wurde der Abbau von aktiviertem
5-FU verhindert. Die Expression von TS zeigte einen Riickgang um durchschnittlich 75 %,
was eine vollstindigere Hemmung begiinstigte. Der leichte Riickgang der TP-Expression
konnte die ausreichende Aktivierung von 5-FU nicht verhindern (Abb. 4.2.42). Die moglichen
Mechanismen der Genregulation durch Maspin werden auf Seite 126 diskutiert.

Die Maspin-assoziierte Erhohung der TS- und DPD-Expression wurde von den Array-Daten
der untersuchten CRC bestétigt (Abb. 4.2.43). Die Hemmung der TP in den untersuchten
CRC mit hoher Maspinexpression konnte nicht beobachtet werden. Bezogen auf die Intensitét
der Maspin-Kernfarbung und dem Anteil der Zellen mit Kernfarbung, stiegen alle drei 5-FU-
Sensitivitits-assoziierten Gene statistisch signifikant an (Tab. 4.2.13). Dabei stiegen aber nur
die DPD- und TS-Expressionen um den Faktor 3,4 bzw. 2,1 von CRC mit
negativer/schwacher zu starker Maspin-Kernfarbung an, wihrend die Expression von TP
keinen starken Anstieg (Faktor 1,6) und somit keine Korrelationen mit Intensitit und
Verteilung der Kernfarbung zeigte. Die Tatsache, dass Stadium III Kolonkarzinom-Patienten
mit positiver Maspin-Kernfarbung sehr stark von einer adjuvanten 5-FU-basierten
Chemotherapie profitierten (Abb. 4.2.8), steht im Widerspruch zu der Expressionserhohung
von DPD und TS. Da die Expressionen von DPD, TS und TP keine Erklarung fiir die erhohte
5-FU-Sensitivitét liefern, muss die Kernlokalisation von Maspin mit weiteren unbekannten
Mechanismen in Verbindung stehen, welche die CRC gegen 5-FU sensibilisieren. Dabei ist zu
beachten, dass die Korrelation von Maspin-Kernfarbung und dem Ansprechen auf 5-FU in
einem anderen Patientenkollektiv von Stadium III Kolonkarzinom-Patienten mittels IHC
analysiert wurde, wihrend die Array-Analysen auf transkriptioneller Ebene an CRC mit
uneinheitlichen Krankheitsstadien durchgefiihrt wurden.

Die gute Prognose der chemotherapierten CRC Patienten liegt in der effektiven Abtdtung
verbliebener Tumorzellen begriindet. Die Wirkung von zellschddigenden Chemotherapeutika
beruht zum groflen Teil auf der Bereitschaft von Tumorzellen, in die Apoptose einzutreten.
Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass Maspin Tumorzellen flir den Eintritt in die

Apoptose sensibilisiert (Jiang et al., 2002; Liu et al., 2004; Li et al., 2005). Die erhohte
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Sensitivitdt fiir apoptotische Stimuli, wie die DNA-Schidden und andere 5-FU-induzierte
Noxen, konnten das gute Ansprechen der CRC Patienten mit nukledrer Maspinfarbung
erkldren. Da die hauptsichlich zytoplasmatische Maspin-Uberexpression (Abb. 4.2.16) eine
erniedrigte Sensitivitit gegen 5-FU zur Folge hatte (Abb. 4.2.39; siehe auch 5.1.3.1), scheint
die zytoplasmatische Maspin-Uberexpression in Vitro nicht mit einer gesteigerten
Apoptoserate assoziiert zu sein. Diese Vermutung muss durch weitere, gezielte

Untersuchungen, wie zum Beispiel Apoptose-Assays, verifiziert werden.

5.1.3.2 Angiogenese

Wie erwiéhnt, ist TP identisch mit dem Wachstumsfaktor PD-ECGF, der die Angiogenese
fordert (Ishikawa et al., 1989). Es wurde gezeigt, dass eine hohe TS/PD-ECGF-Expression in
Magenkarzinomen mit Metastasierung korreliert (Maeda et al., 1996). Diese Metastasierung
konnte in vitro durch die Hemmung von TS/PD-ECGF inhibiert werden (Takahashi et al.,
1998). Die Tatsache, dass in vitro die Uberexpression von Maspin die Expression von TS/PD-
ECGEF blockiert, konnte eine Erklarung fiir die vielfach berichtete Hemmung der Angiogenese
durch Maspin sein. In den CRC zeigten die Tumore mit starker Maspinexpression eine
Erhohung der TP/PD-ECGF-Expression. Dies steht zwar im Widerspruch zu den in vitro
Daten, liefert aber dennoch eine weitere Erkldrung fiir die schlechtere Prognose, da der hohere
TP/PD-ECGF-Spiegel in den Tumoren mit starker Maspinexpression eine erhdhte
Angiogenese zur Folge haben konnte. Die Angiogenese beglinstigt wiederum das

Tumorwachstum und die Metastasierung, was in einer schlechteren Prognose resultiert.

5.1.3.3 Expression Invasivitits-assoziierter Gene in transfizierten CRC-
Zelllinien und in CRC

Die Expressionsanalysen verschiedener in CRC relevanter Matrixmetalloproteinasen (MMP)
und der TIPMs (Tissue Inhibitor of Matrixmetalloproteinases), die MMP inhibieren, sollten
Aufschluss dariiber geben, ob die Expression dieser Gene von der Maspinexpression abhéngt.
In den stabilen Transfektanden waren die Transkripte von MMP1, MMP7 und TIMP2 mittels
real-time PCR nicht nachweisbar, was auf eine sehr geringe Expression schlielen ldsst.

MMP2 (Gelatinase A) und MMP3 (Stromelysin 1) werden in CRC generell iiberexprimiert,
wobei beide Gene grofitenteils von Immunzellen an der Tumorinvasionsfront exprimiert
werden (Liabakk et al., 1996; Collins et al., 2001; Roeb et al., 2004). In vitro hemmte die
Uberexpression von Maspin die Expression von MMP2 und MMP3 (Abb. 4.2.44), wihrend

die Expression dieser beiden MMPs in den CRC nicht signifikant mit der Maspinexpression
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korrelierte (Tab. 4.2.12). Die Maspin-Suppression hatte die vollstindige Blockierung der
Expression der MMP-inhibierenden Gene TIMP1 und TIMP3 zur Folge (Abb. 4.2.45). Dieses
Expressionsmuster der genannten MMPs und TIMPs widerspricht dem Verhalten der Zellen
in den Invasions-Assays. Da trotz der Hemmung von MMP2 und MMP3 die Maspin-
Uberexpression mit einer Erhdhung der Invasivitit einherging, scheint der pro-invasive Effekt
von Maspin unabhingig von der Expression der Matrixmetalloproteinasen MMP2 und MMP3
zu sein. Weiterhin flihrte die Expressions-Blockierung der MMP-Inhibitoren TIMP1- und
TIMP3 bei den Maspin-supprimierten Klonen nicht zu erhdhter Invasivitdt, was ebenfalls ein
Indiz dafiir ist, dass die Invasivititsmechanismen von Maspin von den MMPs abhéngig sind.

Diese Ergebnisse legen aullerdem nahe, dass in den CRC-Zelllinien der pro-invasive Effekt

von Maspin die Effekte der MMPs und TIMPs dominierte.

Um in den CRC die Korrelation von Maspinexpression und der Expression verschiedener
Gene mittels MicroArray-Technologie untersuchen zu kénnen, wurden die Tumore in drei
Gruppen mit schwacher, mittlerer und starker Maspinexpression eingeteilt.

In den CRC korrelierte eine hohe Maspinexpression signifikant mit einer erhdhten MMP1-
Expression (Tab. 4.2.12). Obwohl diese Korrelation in vitro nicht nachweisbar war, konnte in
den CRC ein hoher MMPI1-Spiegel die Invasivitit der stark Maspin-exprimierenden
Tumorzellen der Invasionsfront (Abb. 4.2.7) fordern. Berichte von einer besonders hohen
MMP1-Expression in invasiven CRC stiitzen diese Vermutung (Shiozawa et al., 2000). Da
die Maspin-Uberexpression in vitro keine Aktivierung der MMP1-Expression bewirkte,
kommen zwar MMP1-und Maspinexpression gemeinsam vor, stehen aber vermutlich nicht in
direktem Zusammenhang.

Die Uberexpression der MMP7 in CRC ist bekannt und stellt einen wichtigen
Invasivititsfaktor dar (Yoshimoto et al., 1993; Yamamoto et al., 1995). Uberraschenderweise
korrelierte die MMP7-Expression in den CRC invers mit der Maspinexpression (Tab. 4.2.12),
obwohl die Array-Daten eine starke tumorspezifische Uberexpression von MMP7 zeigten.

Da in vitro die Maspin-Suppression die Blockierung von TIMP1 bewirkte, beruht die
signifikante Korrelation von hoher TIMPI-Expression mit hoher Maspinexpression und
starker Maspin-Kernfarbung, vermutlich nicht auf einem direkten kausalen Zusammenhang.
Der Expressionsanstieg von TIMP2 korrelierte in CRC statistisch signifikant mit starker
Maspinexpression (Tab. 4.2.12) und starker Maspin-Kernfarbung (Tab. 4.2.13). Da die
absoluten = TIMP2-Expressionswerte  allerdings sehr gering waren, hatte die

Expressionserhohung vermutlich keine biologische Relevanz.

125



Diskussion

Die hohe Aggressivitdt der Tumorzellen mit starker Maspin-Kernféarbung, kann nicht mit der
transkriptionellen Expression der analysierten Gene erklart werden.

Da die Maspinexpression ebenso mit MSI Tumoren und mit undifferenzierten Tumoren in
Verbindung steht, miissen die fiir CRC beschriebenen Korrelationen nicht kausal mit Maspin
assoziiert sein. Es muss auch bemerkt werden, dass die Expression der MMPs und TIPMs nur
transkriptionell untersucht wurde und keine Aussagen iiber die entsprechenden Proteinlevels
getroffen werden konnen. Zudem muss der Expressionslevel der MMPs nicht mit deren
Aktivitdt korrelieren. Die genauen molekularen Mechanismen, durch die Maspin die
Invasivitdt in vitro positiv beeinflusst und die Auswirkungen der nukledren Maspinexpression,
sind bisher unbekannt.

Auf welchen Wegen Maspin Gene wie TS, DPD, TP, MMP2, MMP3, TIMP1 und TIMP3
reguliert, ist unklar und bedarf weiterer Untersuchungen. Einerseits ldsst die zytoplasmatische
Lokalisation des in vitro iiberexprimierten Maspins (Abb. 4.2.16) vermuten, dass Maspin vom
Zytoplasma aus tliber Interaktion mit anderen Proteinen genregulatorische Signale in den Kern
senden kann, welche zur Aktivierung oder Blockierung anderer Gene fiihren. Andererseits
lasst die Maspin-Kernfarbung in den CRC spekulieren, dass Maspin in den Zellkern
transloziert und dort moglicherweise liber andere Transkriptionsfaktoren Gene reguliert oder
selbst als Transkriptionsfaktor wirken konnte. Bei diesen Aspekten konnte die Dimerisierung
von Maspin eine entscheidende Rolle spielen, da diese mdglicherweise die Bindung von
Maspindimeren an andere genregulatorisch aktive Proteine oder auch direkt an DNA
ermoglichen kdnnte. Um diese offenen Fragen zu beantworten, sollen weitere Analysen wie
Chromatin-Immunprézipitations-Studien  (ChIP-Assays) und Affymetrix Micro-Array-
Analysen der Maspin-iiberexprimierenden und der Maspin-supprimierten Klone erfolgen. Bei
yeast two-hyrid Studien konnten bereits die Transkriptionsfaktoren IID und EGR-1 (early
growth response protein 1) sowie der Transkriptionsrepressor GCF2 (GC-binding factor 2)
als mogliche Interaktionspartner von Maspin identifiziert werden (Yin et al., 2005; Bailey et
al., 2006). Eine Affymetrix MicroArray-Analyse von Maspin-transfizierten MDA-MB-231
Brusttumorzellen zeigte den Expressionsanstieg von verschiedenen Transkriptionsfaktoren,
wie E2F1 und WT1 und von BRM, das unter anderem die Chromatinstruktur verdndern kann

(Bailey et al., 2006).

5.1.4 Proteininteraktionen

Bei Proteininteraktionsstudien an Ni-NTA-Agarose konnte nach Silberfarbung eine Bande

von 26 - 28 kDa sichtbar gemacht werden (Abb. 4.2.48). Diese stellt mit hoher
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Wabhrscheinlichkeit ein Protein dar, das mit rekombinantem Maspin (rM) interagierte. Diese
Bande konnte durch Coomassie-Farbung nicht detektiert werden und weist daher auf eine
Proteinmenge von unter 50 ng hin. Vermutlich handelt es sich bei diesem interagierenden
Protein um Glutathion S-Transferase (GST), da die Interaktion zwischen Maspin und
Glutathion S-Transferase ® 1 (27 kDa) und Glutathion S-Transferase p 3 (26,5 kDA) bereits
gezeigt wurde (Yin et al., 2005). Yin et al. beschrieb dabei nicht nur die direkte Bindung von
Maspin an GST, sondern auch deren Aktivierung durch Maspin. Die GSTs neutralisieren
reaktive Sauerstoffspezies, die durch oxidativen Stress gebildet werden und schiitzen so vor
Schiaden durch Oxidation (Perquin et al., 2000; Maulik and Das, 2002). Da bei den eigenen
Versuchen kein Western-Blot mit spezifischem Antikorpernachweis durchgefiihrt wurde, ist
die tatsichliche Identitét dieser Bande nicht bewiesen.

Die Bindung von rMaspin an Strep-Tactin Matrix wurde durch die Coinkubation mit Zelllysat
unterbunden. Vermutlich storte ein zelluldres Protein, das an rMaspin gebunden hatte, die
Strep-Tactin/Strep-Tag-Interaktion durch sterische Hinderung. Die Ergebnisse der Protein-
Interaktionsstudien an Ni-NTA-Agarose konnten durch Maspin-Coimmunprézipitationen
nicht bestitigt werden, weil mit diesen keine eindeutigen Interaktionspartner identifiziert

werden konnten (Abb. 4.2.49).

5.1.5 Mutationsanalysen

Die Mutationsanalysen (4.2.14) des Maspingens SERPINB5 deckten einen Serin/Prolin-
Polymorphismus der Aminosdure 144 auf, der auch in der Blut-DNA gesunder Menschen
natiirlich vorkommt. Dieser Polymorphismus ist ungewohnlich, da die Aminoséure Prolin, im
Gegensatz zu Serin starke Konformationsdnderungen der Proteinstruktur bewirken kann.
Weiterhin konnten verschiedene Mutationen in CRC-Zelllinien und CRC-Tumoren detektiert
werden, die Austausche von Aminosduren bewirkten, deren Bedeutung aber unklar ist. Von
diesen Aminosiuren-Austauschen war die reaktive Seitenkette, die fiir verschiedene
Funktionen von Maspin essentiell ist (Sheng et al., 1994; Ngamkitidechakul et al., 2003),
nicht betroffen. Die detektierten Mutationen fiihrten nicht zur Entstehung eines Kern-

Lokalisationssignales, das die nukledre Maspinlokalisation erkldren wiirde.
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5.1.6 Zusammenhdnge von Lokalisation und Funktion von
Maspin

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit scheint Maspin sehr unterschiedliche Funktionen zu

haben, die von der subzelluldren Lokalisation abhéngen.

Zelloberflache

Auf der Zelloberfliche von CRC-Zelllinien verstirkt Maspin die interzelluldren Kontakte und

erhoht die Motilitdt und Invasivitit der Zellen. Diese Effekte treten sowohl bei intrazelluldrer
Expression auf als auch bei externer Zugabe von rekombinantem Maspin und sind durch
einen anti-Maspin-Antikdrper hemmbar.

Zytoplasma

Die Uberexpression hatte eine hohe Konzentration von Maspin im Zytoplasma zur Folge.
Diese zytoplasmatische Expression bewirkte den Verlust der epithelialen Kontakthemmung,
wodurch die Zellen nicht linger als Monolayer wuchsen. Ferner 16ste die zytoplasmatische
Expression eine Verringerung der Proliferation, die Bildung von Pseudopodien und eine
geringere Sensitivitdt gegen 5-FU aus. Die Verstirkung der interzelluldren Kontakte, der
Anstieg der Motilitdt und Invasivitit und die Verringerung der Adhésionsgeschwindigkeit und
—stiarke konnten auch auf Wirkungen von sekretiertem Maspin an der Zelloberfliche
zuriickzufiihren sein. Weiterhin beeinflusste die zytoplasmatische Uberexpression die
Expression verschiedener Gene.

Zellkern

Viele kolorektale Karzinome zeigten eine deutliche Farbung des Zellkerns. Diese war mit
Tumorzellen der Invasionsfront, mit disseminierten Tumorzellen und mit undifferenzierten
Tumoren assoziiert. Zudem ist die nukledre Maspinlokalisation ein Marker fiir gutes
Ansprechen auf eine 5-FU-basierte Chemotherapie und fiir eine schlechte Prognose, wenn bei

positiver Kernfarbung keine Chemotherapie verabreicht wurde.

Die Wirkungen und Funktionen von Maspin erscheinen sehr vielfdltig und komplex. Obwohl
Maspin die Proliferation verlangsamt, scheinen in CRC doch die onkogenen Eigenschaften in
Anbetracht der tumorspezifischen Maspin-Uberexpression — insbesondere bei invasiven
Tumorzellen, der Erniedrigung der 5-FU-Sensitivitit bei Maspin-Uberexpression in vitro und
der Korrelation nukledrer Maspinfarbung mit einer schlechten Prognose bei nicht
chemotherapierten CRC zu tiberwiegen. Auf welchen Wegen Maspin diese vielféltigen
Funktionen vermittelt ist derzeit unklar, aber die Suche nach Antworten auf die offenen

Fragen stellt einen Schwerpunkt der zukiinftigen Arbeiten dar.
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5.2 Methylierungsanalysen

Die DNA-Methylierung ist ein epigenetischer Mechanismus und betrifft ausschlieBlich
Cytosine von CpG-Dinukleotiden, die in den Promotorbereichen vieler Gene in so genannten
CpG-Inseln akkumuliert sind. In transkriptionell aktiven Promotoren ist die DNA
unmethyliert, wihrend die Hypermethylierung regulatorischer Promotorbereiche die
Blockierung der Transkription zur Folge hat. Fehlerhafte DNA-Methylierungen spielen
besonders bei Tumorerkrankungen hiufig entscheidende Rollen, da Onkogene aktiviert und
Tumorsuppressorgene  stillgelegt werden konnen (Laird and Jaenisch, 1996).
Methylierungsanalysen ermdglichen neue Einblicke in die Biologie von Tumoren und stellen
wertvolle molekulare Werkzeuge fiir die Forschung und Diagnostik dar. Bei rein qualitativen
Analysemethoden, wie die konventionelle methylierungsspezifische PCR (MSP) oder andere
qualitative PCR-basierte Methylierungsanalysen konnen auch irrelevante Spuren von
methylierter Ziel-DNA falsch positive Signale bewirken. Das Vorhandensein differentiell
methylierter DNA in einer Probe kann verschiedene Ursachen haben. Einerseits kann die aus
Tumoren isolierte DNA Spuren von DNA aus nicht-Tumorzellen (z. B. Immunzellen) mit
potenzieller Methylierung enthalten. Andererseits kann sich die Tumor-Heterogenitét der
Zellen auch in differentiellen Methylierungsmustern verschiedener Tumorzellpopulationen
niederschlagen. Die zu Beginn der Arbeit bereits vorhandenen Methoden zur quantitativen
Methylierungsanalyse schienen entweder zur Beantwortung der biologischen Fragestellungen
dieser Arbeit ungeeignet (MethylQuant; analysiert nur ein Cytosin) (Thomassin et al., 2004)
oder erforderten Gerétschaften (TagMan fiir MethyLight (Eads et al., 2000) und ConLight-
MSP (Rand et al., 2002); Pyrosequencer fiir Methylierungsanalysen mittels Pyrosequencing
(Colella et al., 2003)), die nicht zur Verfligung standen. Aufgrund dieser Umstdnde wurden in
dieser Dissertation zwei neue quantitative Methylierungsanalyse-Methoden etabliert: die
QAMMOD (Quantitative Methylierungsanalyse modifizierter DNA) und die QESD
(Quantifizierung Endonuklease-resistenter DNA). Die QAMMOD wurde erstmals zur
quantitativen Analyse der DNA-Promotormethylierung von MLH1 in sporadischen CRC und
HNPCC eingesetzt, mit Hilfe der QESD wurden neben der MLH1-Methylierung auch die

Promotormethylierungen von P16 und MGMT untersucht.
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5.2.1 Promotormethylierung von P16, MGMT und MLH1 in MSI
und MSS CRC

Bisher wurde davon ausgegangen, dass anormale, tumorspezifische DNA-Methylierung
hauptsdchlich in Tumoren des Mutator-Phanotyps, der mit MSI assoziiert ist, vorkommt
(Kinzler and Vogelstein, 1997; Lengauer et al., 1998). Die Daten dieser Arbeit zeigen
hingegen, dass in kolorektalen Karzinomen die Gene P16 und MGMT in den meist
chromosomal instabilen (CIN) MSS  Tumoren in etwa genauso hiufig
Promotormethylierungen zeigen wie in MSI Tumoren (Tab. 4.3.4). Bezieht man in den MSI
Tumoren die MLH1-Methylierung mit ein, zeigt sich eine signifikante Korrelation von
positiver MLH1-Methylierung mit der Methylierung von P16 und MGMT (Abb. 4.3.7;
Tab 4.3.5). Interessanterweise zeigten 100 % der MSI Tumore mit positiver MLH1-
Methylierung auch eine starke MGMT-Methylierung von mindestens 20 % (Tab. 4.3.5). Diese
Beobachtungen lassen folgende Spekulationen zur Tumorgenese zu: Moglicherweise ist die
methylierungsbedingte Inaktivierung von P16 und MGMT ein frilhes Ereignis in der
Tumorgenese, das bei den Entstehungsmechanismen von MSI und MSS CRC eine wichtige
Rolle spielt. Die initiale Methylierung von P16 und MGMT konnte beispielsweise durch
fehlregulierte DNA-Methyltransferasen verursacht werden. Der Ausfall des DNA-
Reparaturenzyms MGMT konnte moglicherweise inaktivierende Mutationen in Genen zur
Folge haben, die zu chromosomaler Instabilitdt fiihren (z. B. ,mitotic spindle checkpoint-
Gene (Cahill et al., 1998)). Als mogliche Folge dieser chromosomalen Instabilitit konnten
Deletionen oder auch weitere Mutationen zum Ausfall der einst hyperaktiven DNA-
Methyltransferasen fithren. Die Entstehung von CIN in Folge des Verlusts von DNA-
Methyltransferasen wurde bereits gezeigt (Karpf and Matsui, 2005).

Wird wihrend der Tumorgenese das mismatch repair Gen MLH1 durch Methylierung
stillgelegt, entsteht MSI und es entwickelt sich ein Tumor vom Mutator-Phéanotyp.

Der methylierungsbedingte Funktionsverlust von dem Tumorsuppressorgen P16 begiinstigt
die Tumorprogression sowohl bei den CIN/MSS als auch bei den MSI Tumoren durch eine
beschleunigte Proliferation.

Diese Hypothese zur Tumorgenese von CIN/MSS und MSI Tumoren unter Beteiligung der
MGMT-, P16- und MLH1-Methylierung ist in Abb. 5.2 illustriert.

Gestlitzt werden diese Hypothesen durch Berichte von MGMT-Methylierung in normaler
Kolonmucosa von CRC Patienten (,,field defect**) (Shen et al., 2005). Andere Arbeitsgruppen
stellten die Promotormethylierungen von P16, MGMT und MLH1 auch in Polypen, den
potenziellen Vorstufen von CRC, fest (Petko et al., 2005; Ye et al., 2006). Die Hypothesen
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zur Tumorgenese von CRC sollten durch die Methylierungsanalysen weiterer Gene und die

Untersuchungen der DNA-Methyltransferasen an groBBeren Fallzahlen von Tumoren erhértet

werden
Mutationen in
CIN-/DNMT-
e, o CIN/MSS
P16 g beschleunigte g
DNMT- Proliferation

Methylierung

Fehlregulation,
??? MLH1-
MGMT R Methylierung

> MSI

P16 beschleunigte
Proliferation

Abb. 5.2: Hypothese zur Tumorgenese von CIN/MSS und MSI Tumoren unter Beteiligung der
MGMT-, P16- und MLH1-Methylierung. CIN-Gene: Gene, welche die chromosomale Integritét
bewahren. Die Abbildung wird im vorausgegangenen Text beschrieben (siche oben).

5.2.2 MLH1-Methylierungsanalysen von HNPCC-Tumoren und
sporadischen CRC

Mit Hilfe der neu etablierten quantitativen Methylierungsanalysen konnte die MLH1-
Promotormethylierung bei HNPCC-Patienten erstmals quantitativ analysiert werden. Dabei
wurde nicht nur eine negative, sondern teilweise auch eine schwache MLH1-Methylierung
festgestellt (Abb. 4.3.6; Tab. 4.3.1; Tab. 4.3.2; Tab.4.3.3) (Bettstetter et al., 2007). Diese
Beobachtung von schwacher MLH1-Promotormethylierung bei HNPCC-Patienten mit
pathogener Keimbahnmutation deckt sich mit den Ergebnissen anderer (Esteller et al., 2001)
und ldsst vermuten, dass bei den betreffenden Tumoren ein Allel des MLH1-Genes durch die
Promotormethylierung inaktiviert wurde, wihrend das andere die Mutation trdgt. Da in den
MLH1-Promotoren dieser Patienten keine Sequenzpolymorphismen vorkamen, konnten
weitere Untersuchungen leider nicht zwischen maternalen und paternalen Allelen
unterscheiden.

Da der Grad der MLH1-Methylierung bei den sporadischen MSI Tumoren signifikant héher
war als bei den HNPCC-Tumoren, konnte in dieser Dissertation mit Hilfe der neuen
quantitativen Methylierungsanalysen zwischen HNPCC-Tumoren und sporadischen MSI
CRC deutlich unterschieden werden (Abb. 4.3.6) (Bettstetter et al., 2007). Somit konnen die

in dieser Arbeit entwickelten quantitativen Methylierungsanalysen des MLH1-Promotors
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wesentliche Informationen zur Unterscheidung von sporadischen CRC Patienten und
HNPCC-Kandidaten liefern und in Zukunft moglicherweise als hilfreiche, zuséitzliche,
molekulare Werkzeuge in der HNPCC-Diagnostik eingesetzt werden.

Aufgrund des Vorkommens von methylierter MLH1-Promotor-DNA schlieBen sich rein
qualitative Methoden der Methylierungsanalyse fiir diagnostische Fragestellungen aus,
wihrend die quantitativen MLH1-Methylierungsanalysen die Erstellung von Grenzwerten
erlaubten. Mittlerweile konnten bei Methylierungsanalysen von weiteren MSI CRC mit
unvollstindigen klinischen Datensédtzen zum einen mehrere HNPCC-Kandidaten und zum
anderen sporadische MSI CRC Patienten, die unter HNPCC-Verdacht standen, identifiziert
werden (Bettstetter et al., 2007).

Anzumerken ist, dass bei der MLH1-QESD nur die Analyse des proximalen MLHI1-
Promotorbereiches eine sichere Unterscheidung zwischen HNPCC und sporadischen MSS
Tumoren gewdhrleistete. Die Detektion von hohen Methylierungswerten durch die QESD des
distalen MLH1-Promotorbereiches bei HNPCC und MSS Tumoren schlieft diese zwar fiir
diagnostisch relevante Anwendungen aus, zeigt aber, dass die Methylierung der beiden Hin6I-
Schnittstellen (Abb. 3.3) nicht zur Blockierung MLH1-Tanskription fiihren. Die distale
MLH1-QESD analysiert den Methylierungsstatus derselben zwei Cytosine, die auch im
5’-Bereich des distalen methylierungsspezifischen MS-Primers (vgl. Abb. 3.1; Abb. 3.3) der
QAMMOD liegen. Sind diese Cytosine methyliert, kann Hin6I nicht schneiden und die QESD
detektiert korrekterweise diese Methylierung der Hin6I-Schnittstellen. Der entsprechende
MS-Primer der distalen MLH1-QAMMOD deckt im 3’-Bereich noch vier weitere eventuell
methylierte Cytosine ab und bindet nur bei urspriinglicher Methylierung aller sechs Cytosine
der Primerbindestelle. Da die distale MLH1-QAMMOD bei den entsprechenden HNPCC- und
MSS Tumoren kein Signal lieferte (Tab. 4.3.3), waren deren Cytosine im 3’-Bereich der MS-
Primerbindestelle zumindest teilweise unmethyliert. Bei den Untersuchungen weiterer CRC
wurde bei einem hochstwahrscheinlich sporadischen CRC Patienten mit negativer MLH1-
Expression alleinige Methylierung des distalen MLHI1-Promotorbereiches festgestellt
(Bettstetter et al., 2007). Dies ldsst darauf schlieBen, dass auch die alleinige
Hypermethylierung des distalen MLH1-Promotorbereiches (Abb. 3.1) die MLH1-Expression

blockieren kann, steht aber in Kontrast zu den Untersuchungen anderer (Deng et al., 1999).
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5.2.3 Empfehlungen zum Einsatz quantitativer MLH1-
Methylierungsanalysen als zuséatzliche Methoden in der
HNPCC-Diagnostik

Die quantitative MLH1-Methylierungsanalyse ist in der Lage HNPCC-Kandidaten fiir weitere
Untersuchungen (z. B. MMR-Sequenzanalysen) zu detektieren, die mit den anderen HNPCC-
Kriterien nicht detektiert werden konnen. Dies betrifft vor allem HNPCC-Patienten, die
aufgrund kleiner Familien oder einem Alter {iber 60 Jahre keine Amsterdam- bzw. Bethesda-
Kriterien erfiillen konnen oder Neumutationen entwickelt haben. Daher sollte die
Methylierungsanalyse des MLH1-Promotors grundsitzlich bei allen MSI CRC mit negativer
MLH1-IHC unabhingig vom Alter routinemafig durchgefiihrt werden.

Das Ergebnis einer quantitativen Methylierungsanalyse hdngt entscheidend vom Tumoranteil
der Probe und damit von der Prézision der Mikrodissektion ab. Um einen reprédsentativen
Tumoranteil zu erfassen, sollten nur Proben mit einem Tumoranteil von mindestens 80 % zur
quantitativen Methylierungsanalyse verwendet werden.

Als ein weiteres molekulares Hilfsmittel zur Unterscheidung von sporadischen MSI CRC und
HNPCC hat sich die Detektion einer BRAF V600E-Mutation herausgestellt (Deng et al.,
2004; Domingo et al., 2005; Bettstetter et al., 2007; Kadiyska et al., 2007; Loughrey et al.,
2007). Bisher wurden BRAF V600E-Mutationen bei HNPCC-Patienten mit pathogener
MLH1-Keimbahnmutation weder in dieser Arbeit, noch bei den Untersuchungen anderer
festgestellt (Wang et al., 2003; Deng et al., 2004; Domingo et al., 2004; McGivern et al.,
2004; Domingo et al., 2005; Bettstetter et al., 2007; Loughrey et al., 2007). Andererseits
kommen BRAF V600E-Mutationen spezifisch in vielen sporadischen MSI CRC und seltener
in sporadischen MSS CRC vor (Deng et al., 2004; Domingo et al., 2004; McGivern et al.,
2004; Bettstetter et al., 2007). Nach derzeitigem Wissensstand schlief3t die Detektion einer
BRAF V600E-Mutation HNPCC aus und kann als zusétzlicher diagnostischer Marker dienen.
Daher sollte eine BRAF-Mutationsanalyse parallel zur MLH1-Methylierungsanalyse
durchgefiihrt werden.

Grundsétzlich sollten bei MSI CRC mit positiver MLH1-Methylierung und negativem BRAF
V600E Mutations-Befund eine entsprechende Methylierungsanalyse an DNA aus Blut oder
Normalgewebe durchgefiihrt werden, um eine potenzielle Keimbahnmethylierung
auszuschlieBen, die in einem Fall festgestellt wurde (Gazzoli et al., 2002; Miyakura et al.,
2004; Suter et al., 2004; Hitchins et al., 2005; Bettstetter et al., 2007).

133



Diskussion

Da die QESD im Vergleich zur QAMMOD aufgrund der schnelleren und einfachen
Durchfiihrbarkeit besser flir die Routinediagnostik geeignet ist und zudem eine hoéhere
Sensitivitdt bietet, sollte die MLH1-Methylierungsanalyse am proximalen Promotorbereich
mit der hier vorgestellten MLH1-QESD erfolgen.

Es muss betont werden, dass die klinische Diagnose von HNPCC bei Patienten, die keine
Amsterdam-Kriterien erflillen, erst durch die Detektion einer pathogenen MMR-

Keimbahnmutation endgiiltig bestétigt wird.

5.2.4 Vergleich der OAMMOD und der QOESD

Die QAMMOD detektiert die hypermethylierten Bindestellen der methylierungsspezifischen
MS-Primer, die QESD dagegen detektiert hypermethylierte Schnittstellen von
methylierungssensitiven Restriktionsendonukleasen innerhalb einer iiber Primer definierten
Zielsequenz. Beide Methoden ermoglichen die quantitative Methylierungsanalyse mehrerer
CpGs und benétigen keine fluoreszenzmarkierten Hybridisierungssonden, die oft schwierig zu
erstellen sind. Da der Anteil der methylierten DNA der Probe wiedergegeben wird, sind beide
Methoden unsensibel gegen Spuren von DNA-Kontaminationen mit potenzieller
Methylierung und ermoglichen prinzipiell die Definition von Grenzwerten, die eine
Unterscheidung zwischen negativen und positiven Ergebnissen gewihrleisten. Die hohe

quantitative Prazision beider Methoden wurde {iberpriift und bestétigt (Abb. 4.3.1 und 4.3.4).

Im Gegensatz zur QESD muss bei der QAMMOD die genomische DNA mit Bisulfit
modifiziert werden. Die Probleme, die mit der hohen Instabilitit der einzelstringigen,
modifizierten DNA einhergehen, konnten bei der QAMMOD dadurch geldst werden, dass der
zu untersuchende DNA-Bereich mittels einer PCR-Voramplifikation in Form von
gewohnlicher doppelstrangiger DNA stabilisiert wurde. Die Gefahr von Kontaminationen
durch diese Voramplifikation bleibt aber durch die Begrenzung auf 15 PCR-Zyklen
weitgehend minimal.

Bei der QAMMOD stellt die Schmelzpunktanalyse innerhalb des real-time PCR-Programms
eine qualitative Kontrolle der quantitativen Methylierungsanalyse dar. Wihrend die Flank-
PCR-Produkte von urspriinglich methylierter DNA Cytosine enthalten, die den Schmelzpunkt
ansteigen lassen, sind solche Cytosine in den Flank-PCR-Produkten von unmethylierter DNA
nicht enthalten. Wird bei der Methylierungsquantifizierung methylierte DNA detektiert, so

zeigt sich diese auch in der Schmelzpunktanalyse durch einen distinkten Schmelzpunkt bei
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hoherer Temperatur (Abb. 4.3.2). Der Anteil der unmethylierten DNA bei
methylierungspositiven Patienten konnte von coisolierten Normal- oder Immunzellen, von
unmethylierten Tumorzellsubpopulationen (Zellmosaike) oder von unmethylierten Allelen

monoallelisch methylierter Tumorzellen stammen.

Der Aufwand einer QESD-Methylierungsanalyse ist vergleichsweise sehr gering, da native
DNA fast beliebiger Konzentration in die beiden Verdaue eingesetzt werden kann. Externe
Standards oder Kalibratoren sind bei der QESD nicht erforderlich, da jede DNA-Probe gegen
sich selbst normalisiert wird. Dabei ermittelt die real-time PCR fiir jede Probe das Verhéltnis
zwischen dem Kalibratoransatz (entsprechend 100 %) und dem Quantifizierungsansatz,
dessen Gehalt an amplifizierbarer DNA dem Anteil methylierter DNA entspricht. Da je Probe
genau gleiche DNA-Mengen auf Quantifizierungs- und Kalibratorverdau verteilt werden, ist
die Konzentration der DNA-Probe irrelevant und muss nicht zwingend bestimmt werden.

Die hohe Sensitivitit der QESD erlaubt die prizise Methylierungsanalyse von wenigen
Nanogramm DNA. Wie das Beispiel der QESD des MLH1-Promotors zeigt, sind theoretisch
insgesamt nur 0,8 ng (je 0,4 ng DNA fiir Quantifizierungs- und Kalibratorverdau) fiir eine
Methylierungsanalyse ausreichend (Abb. 4.3.3).

Die verdaute DNA ist stabil, ohne weitere Behandlung lagerfdhig und kann unverdiinnt direkt
als Template in die real-time PCR eingesetzt werden. Ein weiterer groler Vorteil der QESD
ist die Moglichkeit, ein und dieselbe verdaute DNA fiir viele weitere QESD-
Methylierungsanalysen verschiedener Gene verwenden zu konnen. So musste fiir die
Methylierungsanalysen von P16, MGMT und MLH1 je CRC-Probe nur ein Quantifizierungs-
und Kalibratorverdau hergestellt werden. Die hohe Restriktionseffektivitit der
Restriktionsendonuklease Hin6l schlieft falsch positive Signale durch unmethylierte aber
unverdaute DNA aus. Selbst grole Mengen von Blut-DNA (1,2 pg) und DNA aus
paraffinisiertem Normalgewebe (0,5 pg) werden binnen einer Stunde zu 99,90 %, bzw.
99,04% verdaut (Abb. 4.3.4). Damit scheint eine Inkubationszeit der Verdaue von circa drei
Stunden zur quantitativen Restriktion unmethylierter DNA ausreichend zu sein. Da Hin6l
keine intrinsische Aktivitit an methylierter DNA aufweist und Dral und Xbal keine
Sternaktivitit zeigen, konnten Verdaue standardméaBig iiber Nacht inkubiert werden.

Somit ermdglicht die QESD prizise und effiziente Methylierungsanalysen verschiedenster
Gene und ist damit auch fiir routinediagnostische Zwecke sehr geeignet.

Bei der QAMMOD gestaltet sich die Erstellung von Primern fiir die degenerierte Sequenz

modifizierter DNA oft problematisch und macht die Analyse mancher interessanter DNA-
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Sequenzen sogar unmdglich. Diese Probleme treten bei der QESD kaum auf, da die Primer
fiir die Sequenz nativer DNA erstellt werden. Zudem sind in den meisten regulatorischen
CpG-Inseln die Schnittstellen fiir methylierungssensitive Restriktionsendonukleasen wie z. B.
Hin6l (GCGC) oder Hpall (CCGG) in groBer Zahl vorhanden und ermdglichen ein flexibles
Primerdesign. Eine sorgfaltige Auswahl von Hin6I-Schnittstellen, deren Methylierung fiir die
Genexpression entscheidend ist, macht die QESD zur derzeit schnellsten quantitativen

Methylierungsanalyse mit einer hohen Aussagekraft.

Innerhalb dieser Dissertation wurden weitere QESD-Methylierungsanalysen fiir die Gene,
GSTP1, GRO3, RASSF1, SFRP1, PITX2, CDH3 (P-Cadherin), APC, DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B und TS etabliert und stehen fiir zukiinftige quantitative Methylierungsanalysen zur
Verfiigung. Entsprechende Untersuchungen sind sowohl in der Forschung als auch in der
Diagnostik (z. B. MGMT-QESD zur Pridiktion von Prognose und Chemosensitivitit bei
Glioblastom-Patienten (Esteller et al., 2000; Paz et al., 2004)) in Arbeit.
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6 Zusammenfassung

Diese Dissertation befasst sich mit fehlregulierten Genen im kolorektalen Karzinom (CRC),
das in den Industrielindern unter den malignen Krankheiten die zweithdufigste Inzidenz und
Mortalitit zeigt. Das Ziel der Arbeit war die molekularbiologische Charakterisierung
dysreguliert-exprimierter Gene im CRC, um neue Einblicke in die Biologie von kolorektalen
Tumoren zu gewinnen und um neue diagnostische und priadiktive Marker zu identifizieren.
Die Arbeiten umfassten Analysen auf DNA-, RNA- und Proteinebene unter Verwendung
unabhingiger Methoden, und erfolgten sowohl an CRC als auch an verschiedenen CRC-
Zelllinien. Dabei lag der Fokus der Untersuchungen auf der Genexpression und deren
biologischer und klinischer Bedeutung. Die biologische Funktion und die Auswirkungen der
Expression tumorrelevanter Gene wurde in vitro sowohl mittels Uberexpression als auch
durch die Suppression der Expression studiert.

Da in Tumoren den Fehlregulationen von Genen héufig epigenetische Verdanderungen durch
DNA-Methylierung von Promotoren zugrunde liegen, stellen Methylierungsanalysen
tumorrelevanter Gene einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit dar. Da die aus Tumoren
isolierte DNA oft sowohl methylierte als auch unmethylierte DNA-Molekiile enthélt, waren
neue quantitative Methoden der Methylierungsanalyse erforderlich, die in dieser Arbeit

etabliert und validiert wurden.

Basierend auf Array-Expressionsdaten erwies sich das Gen SERPINBS, das flir Maspin
codiert, als vielversprechendes Kandidatengen mit differentieller Expression. Da zu Beginn
dieser Dissertation die Rolle von Maspin in CRC unbekannt war, stellen die Analysen von
Expression, Funktion und Bedeutung den Schwerpunkt dieser Dissertation dar.

Maspin wird in kolorektalen Karzinomen tumorspezifisch iiberexprimiert. Besonders hohe
Expressionswerte auf RNA- und Proteinebene zeigten sich in undifferenzierten Tumoren, in
Mikrosatelliten-instabilen (MSI) Tumoren, in den Tumorzellen der Invasionsfront und in
disseminierten Tumorzellen. Die Maspinexpression von MSI CRC-Zelllinien tibertraf die von
Mikrosatelliten-stabilen (MSS) CRC-Zelllinien um den Faktor 28.

In Normalmucosae, in Maspin-negativen Tumoren sowie in der Maspin-negativen MSS CRC-
Zelllinie CaCo-2 wurde eine Hypermethylierung des Maspinpromotors festgestellt. Bei allen
untersuchten Maspin-exprimierenden Tumoren und CRC-Zelllinien war der Maspinpromotor
unmethyliert. Somit erfolgt die Aktivierung der Maspinexpression durch die Demethylierung

des Maspinpromotors.
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Die stabile Uberexpression bewirkte bei den adhérent wachsenden Zellen die Ausbildung von
Pseudopodien und die Anderung von der Wachstumsform als Monolayer zu einer sphiroiden
Wuchsform als Zellklumpen mit starken interzelluliren Kontakten. Die Maspin-
Uberexpression hatte zudem eine Verringerung der Proliferationsrate zur Folge. Im Gegensatz
dazu bildeten die Maspin-supprimierten Klone die Pseudopodien zuriick und zeigten
beschleunigte Proliferation.

Die iiberexprimierenden Klone zeigten deutlich langsamere  Adhision an
zellkulturbehandeltem Polystyrol, wihrend die Adhésionsstdrke bei beiden Arten von Klonen
reduziert war.

In dieser Arbeit wurde erstmals der positive Einfluss von Maspin auf die Motilitdt und
Invasivitit von CRC-Zelllinien gezeigt: Die Maspin-Uberexpression hatte einen Anstieg der
Motilitdt und Invasivitdit zur Folge, vice versa resultierte die Suppression in einer
Verringerung der Motilitit und Invasivitit.

Maspin entfaltet seine invasionsverstirkende Wirkung an der Zelloberflache, da die Zugabe
von rekombinantem Maspin die Invasivitét forcierte, aber ab Konzentrationen von > 2 uM die
Aggregation der Zellen bewirkte. Die Invasivitit und die Wirkungen des rekombinanten
Maspins waren durch einen anti-Maspin-Antikorper hemmbar.

In vitro ging die Uberexpression von Maspin mit einer niedrigeren Sensitivitit gegen das
Chemotherapeutikum 5-Fluoruracil (5-FU) einher. Entsprechend hatte die Maspin-
Suppression eine hohere Sensitivitit gegen 5-FU zur Folge. Dabei beeinflusste die
Maspinexpression die Expression der Gene des 5-FU-Stoffwechsels. Die Expression der
5-FU-metabolisierenden ~ Dihydropyrimidindehydrogenase = (DPD) war in  den
iiberexprimierenden Klonen stark erhoht, in den supprimierten Klonen hingegen vollstindig
blockiert. Bei dem Hauptzielmolekiil von 5-FU, der Thymidylatsynthase (TS), wurde als
Folge der Maspin-Uberexpression eine erhdhte Expression und bei den supprimierten Klonen
entsprechend eine erniedrigte Expression festgestellt. Die Maspin-Uberexpression bewirkte
zudem die Expressionsblockierung der Thymidinphosphorylase (TP), welche fiir die
Aktivierung von 5-FU mit verantwortlich ist.

Bei den CRC-Zelllinien war die Maspin-Uberexpression mit einer transkriptionellen
Blockierung von der Matrixmetalloproteinase 2 (MMP2) und MMP3 assoziiert. Die Maspin-
Suppression ging mit dem Expressionsausfall von TIMP1
(tissue inhibitor of matrixmetalloproteinases 1) und TIMP3 einher. Die Daten der Array-
basierten Transkriptomanalysen am CRC zeigten einen signifikanten Expressionsanstieg von

TS, DPD, TP, MMP1, TIMP1 und MMP10 bei Tumoren mit starker Maspinexpression.
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Protein-Interaktionsstudien konnten ein Maspin-bindendes Protein von circa 26 — 28 kDa
identifizieren, bei dem es sich aufgrund des Molekulargewichtes um Glutathion S-Transferase
zu handeln schien und dessen Interaktion mit Maspin bereits beschrieben wurde.

Die Sequenzanalysen von Tumoren, Normalgewebe und CRC-Zelllinien deckten einen
Serin/Prolin Polymorphismus der Aminoséure 144 auf, konnten aber keinen Hinweis auf die
Entstehung eines Kernlokalisationssignals, auf Mutationen innerhalb der reaktiven Seitenkette
von Maspin oder auf nonsense-Mutationen liefern.

Die nukledre Lokalisation von Maspin tritt spezifisch bei dedifferenzierten Tumoren und
invasiven Tumorzellen auf. In einer retrospektiven Studie an Stadium III Kolonkarzinom-
Patienten erwies sich die nukledre Maspinlokalisation als ein unabhingiger Marker fiir eine
schlechte Prognose ohne eine 5-FU-basierte Chemotherapie. Im Gegensatz zu Patienten mit
positiver Maspin-Kernfarbung profitierten demnach Patienten ohne nukledre Maspinfiarbung

nicht von einer Chemotherapie.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden zwei neue quantitative DNA-Methylierungsanalysen
etabliert: QAMMOD (Quantitative Methylierungsanalyse von modifizierter DNA) und QESD
(Quantifizierung Endonuklease-resistenter DNA).

Bei der QAMMOD erfolgt die Methylierungsquantifizierung an stabilisierter, Bisulfit-
modifizierter DNA. Die QESD basiert auf der methylierungsspezifischen Restriktion nativer
DNA mit methylierungssensitiven Restriktionsendonukleasen. Die Quantifizierung des
Anteils methylierter DNA erfolgt bei beiden Methoden mittels SYBR Green real-time PCR.
Die QESD wurde fiir die quantitative Promotor-DNA-Methylierungsanalyse von P16, MGMT
und MLH1 eingesetzt. Dabei zeigten die Intensitdten und Héufigkeiten der P16- und MGMT-
Methylierung zwischen den MSI Tumoren und den chromosomal instabilen MSS CRC keine
signifikanten Unterschiede, korrelierten aber innerhalb der MSI CRC signifikant mit der
Methylierung von MLH1.

Mit Hilfe der QAMMOD und der QESD wurde erstmals die MLH1-Promotormethylierung in
hereditéren nicht-polypdsen kolorektalen Karzinomen (HNPCC) und sporadischen MSI
Tumoren analysiert. Dabei wurde bei den HNPCC-Tumoren negative oder schwache MLH1-
Methylierung festgestellt. Der Grad der MLH1-Methylierung war bei den HNPCC-Tumoren
signifikant niedriger als bei den am MLH1-Promotor durchwegs stark methylierten
sporadischen MSI Tumoren. Mit Hilfe der neuen quantitativen Methylierungsanalysen

konnten erstmals Grenzwerte der MLH1-Methylierung definiert werden, welche
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methylierungsnegative HNPCC-Kandidaten unter den methylierungspositiven sporadischen
MSI CRC Patienten fiir weitere diagnostische Untersuchungen selektionieren konnen.

Die QESD ist zur quantitativen Methylierungsanalyse verschiedenster Gene anwendbar und
wurde innerhalb dieser Dissertation zusétzlich fiir die quantitative Methylierungsanalyse der
Gene GSTP1, CA4, RASSF1, SFRP1, PITX2, CDH3, APC, DNMT1, DNMT3A, DNMT3B und
TS etabliert.
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Um zu kldren, ob die Invasivitit von Maspin im Zusammenhang mit dem Urokinase-
Plasminogen-Aktivator System steht, sollte bei den bereits vorhandenen Maspin-
iiberexprimierenden und Maspin—supprimierten Klonen die Expression der entsprechenden
Gene uPA (urokinase-type plasminogen activator), uPAR (urokinase-type plasminogen
activator receptor), PAIl1 (plasminogen activator inhibitor 1) und PAI2 auf RNA und
Proteinebene untersucht werden.

Mit Hilfe von Matrixmetalloproteinase-Aktivitdts-Assays ist die maspinabhingige
Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen zu {iberpriifen.

Mittels Elektronenmikroskopie von Immun-Gold-markierten Diinnschnitten von Tumoren mit
nukledrer Maspinfarbung sollte gekliart werden, ob Maspin innerhalb des Zellkerns oder auf
der Kernmembran lokalisiert ist. Analog sind entsprechende Analysen mittels konfokaler
Mikroskopie durchzufiihren.

Um Einblicke in die Mechanismen der verschiedenen Funktionen von Maspin zu erhalten,
sollten mittels Affymetrix-Array-Analysen der Maspin-iiberexprimierenden und Maspin-
supprimierten Klone weitere Maspin-abhéngig exprimierte Gene identifiziert werden.

Mittels Chromatin-Immunpréizipitation (ChIP) sollte iiberpriift werden, ob Maspin direkt oder
indirekt an DNA (z. B. an Promotoren von TS, DPD, TP, MMP2, MMP3, TIMP1 und TIMP3)
binden kann.

Der Einfluss der Maspinexpression auf verschiedene Stimuli, wie z. B. 5-FU-Behandlung ist

mittels Apoptose-Assays zu untersuchen.

Mit Hilfe der quantitativen Methylierungsanalysen weiterer tumorrelevanter Gene bei
CIN/MSS Tumoren sollte die Bedeutung der Promotormethylierung fiir die Tumorgenese
dieser Tumorgruppe weiter untersucht werden. Dabei sollte auch die Bedeutung von

Expression und Mutationsstatus der DNA-Methyltransferasen untersucht werden.
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