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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

In Deutschland nehmen maligne Neoplasien als Todesursache den zweiten
Platz ein, wobei Manner insgesamt haufiger an malignen Neubildungen
erkranken als Frauen. Dabei spielen Neubildungen der Verdauungsorgane
sowohl bei Mannern (37.516 Verstorbene 2010) als auch bei Frauen (31.432
Verstorbene 2010) eine wichtige Rolle (Bundesamt, 2012). Das Lebenszeitrisiko
an einem Kkolorektalen Karzinom zu erkranken betragt ca. 6%, wobei die
Haufigkeit einer Erkrankung mit dem Lebensalter zunimmt. Das kolorektale
Karzinom ist in Deutschland mit mehr als 70.000 Neuerkrankungen pro Jahr das
zweithaufigste Malignom Uberhaupt (Haberland et al., 2010). Trotz intensiver
Bemuhungen bezuglich der Verbesserung der Therapie (Chemotherapie,
Strahlentherapie, operative Therapie, etc.) liegt die Zahl der durch kolorektale

Karzinome verursachten Todesfalle in Deutschland bei ca. 30.000 pro Jahr.

1.1.1. Adenom-Karzinom Sequenz

Das kolorektale Karzinom ist im Hinblick auf seine Genetik vergleichsweise gut
untersucht. 1974 publizierte Morson eine Arbeit, die die Adenom-Karzinom
Sequenz erstmalig postulierte (Morson, 1974). Es folgten weitere Arbeiten, die
unter anderem erbrachten, dass vor allem gréfere (>10mm Durchmesser)
Adenome und Adenome mit villdsem Anteil entarten (Konishi und Morson,
1982).

1990 folgten Fearon und Vogelstein mit einer ersten genaueren genetischen
Analyse der Adenom-Karzinom Sequenz in kolorektalen Karzinomen (Fearon
und Vogelstein, 1990). Zusammengefasst geht man heute davon aus, dass sich
das Karzinom aus einer gesunden Epithelzelle Uber einen Polypen in eine noch

benigne Vorstufe des Karzinoms, ein Adenom, entwickelt. Die Adenomzellen



akkumulieren weitere genetische Alterationen, die ihnen Wachstumsvorteile
gegenuber nichtalterierten Zellen bringen. Sind die Schlisselmerkmale eines
malignen Phanotyps (unkontrolliertes invasives Wachstum, Metastasierung)

erreicht, spricht man von einem Karzinom.

Die folgende Abbildung beschreibt schematisch den zeitlichen Ablauf der
Veranderungen im Genom einer Epithelzelle, die letztendlich zur Entartung
fuhren. Dieser Prozess zieht sich in der Regel Uber Jahre hin. Wichtiger als eine
bestimmte Abfolge der genetischen Mutationen ist allerdings das gemeinsame

Auftreten dieser Veranderungen.

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) oder chromosomale Instabilitat (CIN)

¥ Y ¥ ¥ Y
APC-Inaktivierung| |KRAS- oder SMAD4- TP53- Andere Ver-
oder p-Catenin- BRAF-Ak- | |oder TGFBR2-| |Inaktivierung| |anderungen
Aktivierung tivierung Inaktivierung

Mit-
Normales Fruh- telgradlges
Epnthel adenom Adenom

Abbildung 1 - Adenom Karzinom Sequenz aus Harrison 18. Auflage

1.2. Formen der genetischen Instabilitat bei kolorektalen
Karzinomen

1.2.1. Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

Als Mikrosatelliten werden sich tandemartig wiederholende Sequenzen aus bis
zu funf Nukleotiden bezeichnet, die ca. 0,5% des gesamten Genoms
ausmachen und im gesamten Genom verstreut vorliegen. Die

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) bezeichnet die charakteristische



Langendifferenz  genetischer = Sequenzen in  Tumoren  gegenuber
Normalgewebe, die auf einer Inaktivierung von DNS-Mismatch-Reparatur-
Genen (MMR Gene, z.B. MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2) beruht. Diese
MMR Gene kodieren Proteine, die die genetische Integritat des Genoms
aufrechterhalten. Die Inaktivierung dieser Gene kann ererbt sein oder
sporadisch erworben werden und bewirkt eine ausbleibende Reparatur von
falsch verbauten Nukleotiden wahrend der Zellteilung. Da Mikrosatelliten im
Genom verstreut liegen, kommt es durch das Ausbleiben der Reparatur zur
Kumulation von Punktmutationen im gesamten Genom. Diese Mutationen
kdnnen eine Karzinomentstehung begunstigen. Als Beispiel sei hier das
vererbte nicht-polypdse-Kolonkarzinom (HNPCC/Lynch Syndrom) genannt, bei
dem dieser Mechanismus das erste Mal nachgewiesen wurde (Aaltonen et al.,
1993). Inzwischen geht man davon aus, dass auch bei den sporadischen
kolorektalen Karzinomen ein Anteil von bis zu 15% Uber diesen Mechanismus

erworben werden (Melcher, 2008).

1.2.2. Chromosomale Instabilitat (CSlI)

Die CSl ist in 50 — 65% aller Kolonkarzinome zu beobachten, oft bereits in
frihen Tumorstadien (Shih et al.,, 2001) und bezeichnet strukturelle
Veranderungen von Chromosomen durch Prozesse wie Translokationen und
Deletionen. Dabei kénnen ganze Chromosomenstlcke verloren gehen. Dies
kann zu einem Verlust der Heterozygositat fihren (LOH - Loss of
Heterozygosity). Bei einem LOH kann ein Allel eines Tumorsuppressorgens
betroffen sein und inaktiviert werden. Kam es — wie von Knudson postuliert
(Knudson, 1971) - davor zu einer Mutation des komplementaren Allels, wird das
betroffene Tumorsuppressorgen inaktiviert. Ein LOH in einer Tumorzelle kann
auf ein in der betroffenen Region liegendes Tumorsuppressorgen hinweisen.
Die genaue molekulare Ursache der chromosomalen Instabilitat ist bisher nicht

vollstandig geklart.



1.2.3. Uniparentale Disomie

Die uniparentale Disomie (UPD) wurde in ihrer hereditaren Form das erste Mal
1980 von Engel beschrieben (Engel, 1980) und bezeichnet allgemein den
Zustand eines numerisch korrekten Chromosomensatzes, bei dem allerdings
beide Homologen eines Chromosoms, komplett oder bruchstlickhaft, von einem
Elternteil stammen (normalerweise stammt von beiden Elternteilen je ein
Chromosom). Dies kann zu einem kompletten oder partiellen Verlust der
Heterozygositat fir das entsprechende Chromosom fuhren. Die UPD wurde
ursprunglich mit hereditaren Krebssyndromen und Entwicklungsstorungen in
Zusammenhang gebracht. Erst in jingerer Zeit wurde auch das Auftreten der
UPD in sporadischen Neoplasien, und die einhergehende Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen und das Aktivieren von Onkogenen nachgewiesen
(Tuna et al., 2009). Es konnte weiterhin festgestellt werden, dass die UPD
haufig (Andersen et al., 2007) sowohl in CSI- als auch in MSI-Karzinomen
auftritt. Die UPD kann demnach in der Keimbahn oder in somatischen Zellen

entstehen.

1.2.3.1. Entstehungsmechanismen der UPD in der
Keimbahn

Die UPD der Keimbahn kann einerseits in der Meiose auftreten und liegt dann
konstitutionell vor. Auch eine Entstehung in der ersten Mitose nach Befruchtung
ist denkbar, es kdme dann zu einer Mosaikform. Die Keimbahn-UPD fuhrt eher
zu syndromalen Phanotypen, die zugrunde liegenden Mechanismen wie
Trisomy bzw. Monosomy Rescue und Gametenkomplementation sind
vergleichsweise gut untersucht. Auf dieser Ebene kann UPD zu verschiedenen
Syndromen wie dem Angelmann Syndrom (patUPD15), dem Prader-Willi-
Syndrom (matUPD15), dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom (patUPD11p15),
dem transienten Neugeborenen Diabetes (patUPDG6) oder dem Russel-Silver-

Syndrom (matUPD7) flhren. Zystische Fibrose kann ebenfalls auf dem Boden



einer UPD entstehen (Yamazawa et al., 2010). Hier liegen aufgrund der UPD
zwei maternale Kopien des mutierten autosomal rezessiven CFTR Gens vor
(Beaudet et al., 1991).

1.2.3.2. Entstehungsmechanismen der UPD in
somatischen Zellen

Andererseits kann die UPD auch sporadisch in der mitotischen Teilung
somatischer Zellen auftreten und ist dann nur in den Tochterzellen der primar
betroffenen Zelle zu finden. Der Entstehungsmechanismus dieser Form der
UPD ist noch nicht komplett verstanden und bisher weitaus weniger erforscht.
Es gibt mehrere Modelle fur die Entstehung einer UPD auf somatischer Ebene

in der Mitose einer Zelle.

Segmentale Deletion: Dabei wird durch Replikation des noch vorhandenen
homologen Stlickes der deletierte Teil ersetzt und rein numerisch gesehen die
Integritdt des Genoms wiederhergestellt. Funktional gesehen resultiert dieser
Vorgang in einem homozygoten Genotyp fur das urspringlich verlorene Stick
(Siehe Abb. 2).

lDeIetion in der Mitose |

- 48-B8-bE

Abbildung 2 - Deletion in der Mitose

Mitotische Rekombination mit Stiickaustausch: Dies geschieht vor allem in
der G/S2 Phase der Mitose (Stephens et al., 2006). Diese Entstehungsform hat



eine Vielzahl an moglichen Resultaten, so dass auch gesunde Phanotypen bei

genetisch ausbalancierten Stiuckaustauschen maoglich sind (siehe Abb. 3).

|StUckaustausch in der Mitose |
j

Abbildung 3 - Stiickaustausch in der Mitose

Ein Fehler bei der Segregation in der Mitose: Ein Chromosom geht z.B. bei
einem Anaphase-Lag verloren, das komplementare Chromosom wird repliziert.

Auch eine Non-Disjunction in der Mitose ist denkbar. Beide Fehler flihren zu

einem ,homozygoten® Chromosom (siehe Abb. 4).

Segregationsfehler
in der Mitose

Abbildung 4 - Segregationsfehler in der Mitose




1.2.3.3. Pathogenetische Konsequenzen der UPD

Die UPD kann zu verschiedenen pathogenetischen Konsequenzen flir das
betroffene Chromosom fuhren. Dazu gehort die Verdopplung bereits
vorbestehender Defekte: Verdopplung einer Deletion oder einer somatischen
Mutation sind moglich. Ebenso ist eine Veranderung des epigenetischen
Patterns mdglich, beispielsweise der Verlust unmethylierter (also aktiver) Gene,

oder der Verlust eines methylierten (silenced) Areals.

Verdopplung einer somatischen Mutation, eines

D-0@

Erwerb oder Verlust von Imprinting

W-t-®

Abbildung 5 - Pathogenetische Konsequenzen der UPD

Durch diese Veranderungen kann die Entstehung eines malignen Phanotypes
beglnstigt werden: Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und die
Aktivierung von Onkogenen sind auf diesem Wege mdglich. Aber auch der
Einfluss auf gepragte Gene kann einen entscheidenden Einfluss auf die
Malignomentstehung haben, wenn beispielsweise ein durch Imprinting
inaktiviertes Tumorsuppressorgenallel per UPD dupliziert wird (Abb.5 unten
rechts), oder das inhibitive Imprinting eines Onkogens durch eine UPD verloren

geht (Verlust von Imprinting, siehe Abb.5 unten links).



1.2.3.4. Uniparentale Disomie in kolorektalen
Karzinomen

In vorangegangen Arbeiten konnte die uniparentale Disomie sowohl in
chromosomal instabilen als auch bei mikrosatelliteninstabilen kolorektalen
Karzinomen nachgewiesen werden, wobei der UPD-Anteil der identifizierten
LOH-Regionen in den MSI-Karzinomen mit 94 % deutlich héher war als in CSI-
Tumoren (41%) (Zopf et al., 2008). Der UPD wird daher eine wichtige Rolle bei
der Entstehung der CSI (wobei hier die Deletion weiterhin im Vordergrund
steht), vor allem aber bei der Entstehung von MSI-kolorektalen Karzinomen
zugesprochen. Des weiteren wurde in der gleichen Arbeit eine neue
Kandidatenregion fur CSI- und MSI-kolorektale Karzinome auf Chromosom 6 im
Bereich 6pter -> p22 identifiziert, auf der weitere Tumorkandidatengene
vermutet, aber bisher noch nicht identifiziert wurden. In diesem Bereich wiesen

27% der MSI-Tumoren Uberschneidungen auf.

1.3. E2F Transcription Factor 3

1.3.1. Die E2F Familie

Ein mdgliches Kandidaten-Gen in der 6pter - > p22.2 Region ist das Gen E2F3
(E2 transcription factor 3), welches fir das Protein E2F3 codiert und sich auf
dem Locus ©6p22.3 befindet. Die E2F-Genfamilie gehort zu den
Transkriptionsfaktoren und gewahrleistet eine normale Zellproliferation und
-differenzierung. Der Name E2F (engl.: E2 factor) leitet sich von der Tatsache
ab, dass E2F urpringlich als zellulare Faktoren identifiziert wurden, die an den
E2 Promotor der Adenoviren binden (Kovesdi et al., 1986; Reichel et al., 1987).
Bis heute wurden 9 verschiedene Mitglieder der E2F-Familie identifiziert
(Attwooll et al., 2004). Diese kénnen, funktional gesehen, in zwei Subklassen
aufgeteilt werden: E2F1 - E2F3 werden flr die Transaktivierung der Zielgene,

die den Ubergang von G1 in die S-Phase steuern (Wu et al., 2001), benétigt.



E2F4 - E2F8 besitzen vor allem repressive Funktionen (Muller et al., 1997;
Cartwright et al., 1998; Di Stefano et al., 2003).

1.3.2. Regulation

Die E2F-Familie wird Uber sogenannte Pocketproteine reguliert — zu diesen
Proteinen gehoren das Retinomblastoma Protein pRB, sowie die Proteine p107
und p130 (Magae et al., 1996). Die Regulation durch diese Pocketproteine
geschieht auf zwei Arten: Zum einen binden die Pocketproteine an die
Transaktivierungsdomane von E2F und blockieren deren Funktion. Zusatzlich
kann der E2F-Pocketprotein-Komplex  Histon-Deacetylasen,  Histon-
Methyltransferasen und Nukleosom Remodelling Enzyme (z.B. L3MBTL1)
rekrutieren, die dann die E2F-Promotoren entsprechend ihrer Funktion
modifizieren und somit aktiv deren Transkription inhibieren (Blais und Dynlacht,
2007).

E2F bildet mit Proteinen der DP-Familie (Dimerisation Partner), DP1 (Helin et
al., 1993) und DP2 (Zhang und Chellappan, 1995), einen heterodimeren
Komplex, bindet dann an die E2F Recognition-Site 5’-TTTC[CG]CGC-3’ und
nimmt so Einfluss auf die Transkription. Das Retinomablastom Protein pRB
bindet ebenfalls an die Domane der Pocketproteine und inhibiert auf diese
Weise E2F3. Wird pRB phosphoryliert, setzt es E2F3 frei, welches nun Einfluss

auf seine Zielgene nehmen kann.

1.3.3. E2F3

Der E2F3 Locus kodiert fur zwei Proteine, die durch unterschiedliche
Promotoren und 5’ kodierende Exons (He et al., 2000; Humbert et al., 2000;
Leone et al.,, 2000) gekennzeichnet sind: E2F3a und E2F3b. Diese Proteine
sind nuklear lokalisiert und werden ubiquitar exprimiert (MacLeod und Nagel,
2005).



459 46 112 220 159 115 136 3544
1a 1ib 2 3 4 5 6 7

1160 76014 1248 1336 3768 1300 1919
Abbildung 6 - Schematische Darstellung des E2F3-Gens bestehend aus 8 Exons (blau eingefarbt). Die

Exons 1a oder 1b werden alternativ benutzt, um die respektive Variante E2F3A oder E2F3B zu
produzieren.

Beide Proteine besitzen gleiche Domanen zur DNS Bindung,
Pocketproteinbindung und Heterodimerisation, unterscheiden sich aber in ihren
N-Termini (E2F3a 132 Aminosauren, E2F3b 6 Aminosauren (King et al., 2008)),
ihrer Transaktivation im Expressionspattern sowie in Teilen ihrer Funktion
(Attwooll et al., 2004). Gleichzeitig Uberlappen beide Proteine teilweise in ihren

Funktionen (Danielian et al., 2008).

DNA binding _ Transactivation

1 133139155 245 246 237 390 462
E2F3A N' LZ RBD
17 13
E2F3B N' LZ RBD

Abbildung 7 — Schematische Darstellung der E2F3 Proteinstruktur. E2F3A oben, E2F3B unten. Sie
unterscheiden sich in den N-terminalen Regionen bestehend aus 132 und 6 Aminosauren,

E2F3a ist verhaltnismalig gut untersucht, wird als Aktivator der Transkription
betrachtet und wird vor allem in der S-Phase exprimiert. E2F3b fungiert
vermutlich als Transkriptionsinhibitor und wird konstitutiv. wahrend des

Zellzyklus exprimiert (Attwooll et al., 2004; Dimova und Dyson, 2005).

E2F3 reguliert einige Schlusselgene der Zellproliferation und des Zellzyklus,
u.a. B-myb, Cyclin A, cdc2, cdc6 und DHFR (Humbert et al., 2000). Es konnte
weiterhin nachgewiesen werden, dass E2F3 bendtigt wird, um die S-Phase zu
induzieren (Leone et al., 1998), aulRerdem agiert E2F3 als Mediator der durch
DNS-Schaden induzierten Apoptose (Martinez et al., 2010) und ist wesentlich
fur die korrekte kardiale Entwicklung und Funktion (King et al., 2008).

10



1.3.4. E2F3 als Onkogen

In den letzten Jahren wurden mehr und mehr Belege daflir erarbeitet, dass
E2F3 an der Entstehung verschiedenster Tumorentitaten beteiligt ist.
Heutzutage gilt es als erwiesen, dass es sich bei E2F3 um ein Onkogen
handelt, das regelmalig in verschiedenen Tumorentitaten tberexprimiert wird
(Miles et al., 2012). Es konnte in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass eine
Amplifikation und Uberexpression von E2F3 mit der Entstehung von
Blasenkrebs vergesellschaftet ist (Feber et al., 2004; Oeggerli et al., 2004;
Hurst et al., 2008), dabei konnte in 10-20% der Falle eines Blasenkrebses eine
Amplifikation der 6p22.2 Region nachgewiesen werden - die Amplifikation und
nachfolgende Uberexpression von E2F3  wurde als essentiell fiir die

Tumorentstehung gewertet (Oeggerli et al., 2006).

Weitere Arbeiten belegen die Beteiligung von E2F3 an der Entstehung des
Prostatakarzinoms, wobei die Intensitat der Expression mit der Aggressivitat
(Olsson et al., 2007) und letztendlich mit dem klinischen Outcome (Foster et al.,
2004) des Prostatakarzinoms korreliert. E2F3 ist aulderdem im Wilms Tumor
exprimiert. In gesundem Nierengewebe wurde keine E2F3 Expression
festgestellt, in Wilms Tumoren hingegen in bis zu 85% der Nuklei eine E2F3
Uberexpression nachgewiesen, am haufigsten in high grade Tumoren und
Metastasen des Wilms Tumors (Kort et al., 2008). In Lungenkarzinomen wurde
ebenfalls eine nukleare Uberexpression von E2F3 beschrieben, wobei 50-70%
aller Plattenepithelkarzinome E2F3 (berexprimierten und 79% aller
Plattenepithelkarzinome betroffen waren. AuRerdem konnte eine sehr hohe
E2F3 Expression in beinahe allen kleinzelligen Lungenkarzinomen (SCLC)
nachgewiesen werden (Cooper et al., 2006). Des Weiteren wurde eine erhdhte
Expression von E2F3 in Ovarialkarzinomen (Reimer et al., 2011; Smith et al.,

2012) sowie malignen Melanomen (Noguchi et al., 2012) nachgewiesen.
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2. Zielsetzung

Bei der Analyse auf uniparentale Disomie konnte in MSI-kolorektalen
Karzinomen eine neue Tumorgenkandidatenregion (6p22.2) identifiziert
werden. Bisher waren in dieser Region noch keine fur kolorektale Karzinome
relevanten Onkogene bekannt. Ziel dieser Arbeit war es, die Relevanz des dort
(6p22.3) lokalisierten Gens E2F3 fur die kolorektale Karzinogenese zu
uberprufen. E2F3 befindet sich auf dem Lokus 6p22.3 und stellt, gerade in
Anbetracht seiner zellregulativen, proliferativen und differenzierenden Funktion
sowie seiner bisher ermittelten weitreichenden Beteiligung an anderen
Karzinomen wie invasiven Blasenkarzinomen, Wilms Tumoren,
Retinoblastomen, Ovarialkarzinomen, malignen Melanomen und
Prostatakarzinomen einen vielversprechenden Kandidaten dar. Entsprechend
den bisherigen Ergebnissen von bereits verdffentlichten Arbeiten zur
Beteiligung von E2F3 an Karzinomen konnte ebenfalls von einer
Uberexpression von E2F3 im Tumorgewebe im Falle einer Beteiligung
ausgegangen werden. Die Expression des Proteins E2F3 in humanen,
mikrosatelliteninstabilen kolorektalen Karzinomzellen wurde mit immun-
histochemischen Methoden erfasst und mit der Expression in der zugehérigen,

autologen Normalschleimhaut verglichen.
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3. Material und Methoden

3.1.

Material und Gerate

SuperFrost® Plus Objekttrager, Art.-Nr.: 03-0060, R. Langenbrinck,
Labor und Medizintechnik

Delta Select, Aqua, Spullésung / Irrigation Solution

Ethanol absolut puriss. p.A., Art.-Nr.: 32205, Sigma-Aldrich

Bovine Serum Albumin (BSA), Art.-Nr.: sc-2323, Santa Cruz
Biotechnology

Methanol, Art.-Nr.: 32213, Sigma-Aldrich

Roticlear fur die Histologie, Art.-Nr. A538.5, Roth

Roti-Mount fir die Mikroskopie, Art. HP68.1, Roth

Target Retrieval Solution, Ready-to-use, Art.-Nr.; REF S1700, Dako
Wasserstoffperoxid 30% zur Analyse, Art.-Nr. 107209 MERCK
Power Block ™ | Universal Blocking Reagent (x10), Art.-Nr.: REF
HKO085-5KE, BioGenex

Diluent (for Streptavidin Peroxidase), Art.-Nr.: REF HK157-5K,
BioGenex

Rabbit polyclonal to E2F3, IgG , Art.-Nr.: ab50917, Abcam
Supersensitive ™Link-Label IHC Detection System (RTU MultiLink
HRP), Art.-Nr.: REF QP900-9L, Biogenex

3,3"-Diaminobenzidin (DAB), Serva Electrophoresis

Mayers Hamalaunldsung (enthalt Ethandiol), MERCK

Research Pipetten (0,5-10ul, 200ul, 1000ul), Eppendorf

Research Multipette® Plus, Eppendorf

Combitips plus 5ml, Eppendorf

Pipetboy acu, Integra Bioscience

Costar Stripette 5ml, Corning Incorporated

Laborlux S Mikroskop, Leitz

BZ — 9000 HS-AIl in one Fluorescence Microscope, Keyence
Abzug

Eppendorf
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Feinwaage

Feuchtkammer

Filterpapier

Gefrierschrank
Glaskuvetten

Heizplatte

Klvetten (Glas)

Klvetten (Plastik)
Kihlschrank

Mikrotom
Objekttrager-Stander (Glas)
Objekttrager-Stander (Plastik)
Ofen

pH-Meter

Pinzetten

Pipettenspitzen

Schuttler

Trichter

Wasserbad
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3.2. Gewebeproben

In dieser Arbeit wurden Gewebeproben von 19 humanen Kolonkarzinomen

untersucht,  wobei immer eine  Normal-Block-Fraktion mit  einer

korrespondierenden Tumor-Block-Fraktion verglichen wurde. Es wurden zwei

separate Durchlaufe pro Tumor und Positivkontrolle durchgefuhrt.

Normal- Tumor-
Path.-Nr. Block Block Geschlecht Geburtsdatum
(#Fraktion) (#Fraktion)
4591/01 2 3 F 03.04.1919
6015/01 1onk 3 F 15.04.1915
4732/03 1 3 M 13.11.1963
14400/03 3B 3C M 1.03.1959
H7277/04 Norm und TU auf einem Block F 17.02.1960
13929/04 2 4 M 01.04.1979
26839/04 4 5 F 12.08.1944
24386/06 2 7 M 13.05.1924
26317/06 1 3 M 14.03.1984
1632/07 2 6 M 22.07.1941
2974/07 2 X M 26.10.1931
11499/07 2 3 F 14.06.1957
23752/07 2 3 F 09.06.1929
29287/07 2A 1D M 30.09.1967
H10623/08 Norm und TU auf einem Block M 03.09.1953
22202/08 2B 2C M 06.05.1945
4215/01 Norm und TU auf einem Block n/a n/a
22911 /03 /04 Norm und TU auf einem Block n/a n/a
30808/01 Norm und TU auf einem Block n/a n/a

Tabelle 1 - Ubersicht der Gewebeproben
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3.2.1. Eigenschaften und Pathologie

Positive MSI
Path.-Nr. Staging Grading Marker(5/5) n.
Boland CR et al.

4591/01 4 3 4/5
6015/01 3 2 2/5
4732/03 1 2 4/5
14400/03 2 2 5/5

H7277/04 n/a n/a 3/5 bzw. 4/5
13929/04 4 3 2/5
26839/04 3 2 3/5
24386/06 4 3 5/5
26317/06 3 2 2/5
1632/07 3 3 5/5
2974/07 2 3 4/5
11499/07 3 3 4/5
23752/07 3 3 4/5
29287/07 3 3 5/5
H10623/08 n/a n/a 2/5
22202/08 3 2 2/5
4215/01 n/a n/a n/a
22911/03 /04 n/a n/a n/a
30808/01 n/a n/a n/a

Tabelle 2 - Eigenschaften der Gewebeproben
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3.3. Methoden

3.3.1. Herstellung der Diunnschnitte

Die Tumorblécke werden in ein Mikrotom eingespannt, wobei die Schnittdicke
auf 3 pm eingestellt wird. Die so hergestellten Dlnnschnitte werden auf
Objekttragern platziert, die silanisiert sind. Dann werde die Schnitte mit frischem
und filtriertem Streckwasser betraufelt. Streckwasser besteht aus:

- 40 ml Aqua dest. (A.d.)

- 10 ml Aceton

- 500 ul Hihnereiweil}

AnschlieRend werden die Objekttrager fur funf Sekunden auf eine 39°C warme
Warmeplatte gestellt, um Restflissigkeit abtropfen zu lassen. Die Schnitte
werden dann zum Festtrocknen an den Warmeplattenrand gestellt. Nach dem
Antrocknen werden die Schnitte fir drei Tage bei 37°C in einem Warmeschrank

weitergetrocknet.

3.3.2. Entparaffinieren

Zu Beginn werden die Dunnschnitte fur 30 Minuten bei 55°C in einem
Warmeofen erhitzt. Um eine Rehydrierung zu erreichen, werden die Schnitte
direkt im Anschluss einer absteigenden Alkoholkette ausgesetzt, beginnend mit

Xylol. Diese Reihe ist wie folgt aufgebaut:

- 3 x Xylol 10 Minuten
-2 x 100 % Ethanol 5 Minuten
-2 x 90 % Ethanol 5 Minuten
-2 x 70 % Ethanol 5 Minuten

17



3.3.3. Vorbehandlung

Nach den oben aufgeflhrten Schritten werden die Schnitte fur 30 Minuten in
einem Gemisch aus Methanol (200ml) und 30% Wasserstoffperoxid (5ml) bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend werden die Schnitte erst in
destilliertes Wasser und dann in Ready-to-use-Buffer umgesetzt. Nun werden
die Schnitte in einem auf 90°C vorgeheizten Wasserbad fir 30 Minuten
inkubiert. Die Kuivette wird nach Ablauf der Zeit aus dem Wasserbad
genommen und 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Es ist
wichtig, bei jedem dieser Schritte auf eine vollstdndige Bedeckung der Schnitte

zu achten, um ein Austrocknen zu verhindern.

3.3.4. Proteinblock

Die Objekttrager werden jetzt in ein - am Versuchstag frisch angesetztes -
PBS/BSA (phosphate buffered saline / bovine serum albumine) Gemisch

gesetzt. Fur einen 1 Liter werden bendtigt:

- Natriumchlorid (NaCl) 729
- Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPO,) 1,48 g
- Kaliumdihydrogenphosphat (KH2HPOy4) 0,43 g
- Aqua dest. ad 11

- pH auf 7,4 einstellen
- BSA 19

Die Objekttrager verbleiben insgesamt 10 Minuten in dem Gemisch und werden
in dieser Zeit auf den Schittler gestellt. Nach 5 Minuten werden sie in frisches
PBS/BSA Gemisch umgesetzt. Die Dunnschnitte werden dann abgetrocknet.
Hierzu lasst man zunachst das PBS/BSA-Gemisch vom Objekttrager abtropfen
und trocknet dann mittels Prazisionswischtichern die Objekttrager. Wichtig ist
dabei, die auf dem Objekttrager enthaltene Probe auszusparen. Anschliel3end
wird dann pro Schnitt 100 pl einer Proteinblock-Lésung aufgetragen (10x

Proteinblock (Biogenex Power Block), 1:10 verdinnt mit Aqua dest.). Die
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Schnitte werden dann in eine Feuchtkammer gesetzt, die Inkubationszeit
betragt 7 Minuten bei Raumtemperatur. Den Proteinblock dann abtropfen

lassen.

3.3.5. Primarantikorper

AnschlieRend werden die Dinnschnitte wieder in 2 Durchgangen jeweils eine
Minute lang in PBS/BSA - LOsung gespult. Danach werden die Objekttrager
wie in 3.3.4 geschildert mit Prazisionswischtichern getrocknet. Die
Primarantikérper (Abcam Rabbit Polyclonal to E2F3) werden im Verhaltnis
1:200 mittels Diluent (BioGenex, Diluent for Streptavidin-Peroxidase) verdinnt.
Pro Dunnschnitt werden 100ul der verdunnten Antikorper aufgetragen. Auf die
Negativkontrollen werden jeweils 100ul Diluent (ohne Primarantikorper)
aufgetragen. Danach werden die DlUnnschnitte in eine Feuchtkammer gesetzt.

Die Inkubation von mindestens 12 Stunden findet bei 4°C statt.

3.3.6. Sekundarantikorper

Nach 12 Stunden Inkubationszeit wird zunachst die Loésung mit dem
Primarantikorper vorsichtig, unter Zuhilfenahme einer Pipette mit neu
angesetzter PBS/BSA-L6sung, von den Objekttragern abgespult. Anschliel3end
werden diese zweimal fur 5 Minuten in PBS/BSA auf dem Schittler gewaschen.
Die Objekttrager werden dann wieder vorsichtig getrocknet. Hierzu lasst man
zunachst das PBS/BSA-Gemisch abtropfen und trocknet mit Wischtlichern die
Objekttrager mit Ausnahme der Schnitte. Die Gewebeproben werden dann mit
einigen Tropfen MultiLink (biotinylierte Anti-Immunglobuline, Biogenex) bedeckt
und inkubieren flir 20 Minuten bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer.
Danach werden die Schnitte vorsichtig mit Hilfe einer Pipette mit PBS/BSA
abgespult. Wieder werden die Objekttrager mit Ausnahme der Gewebeprobe
mit Prazisionswischtlichern getrocknet. Nun werden die Gewebeproben mit

dem Peroxidase-Label (Streptavidin-Peroxidase, Biogenex) bedeckt. Die
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Schnitte inkubieren danach erneut 20 Minuten bei Raumtemperatur in der
Feuchtkammer. Danach werden die Schnitte wieder per Pipette mit PBS/BSA
grundlich abgespult und erneut fir zweimal 5 Minuten in PBS/BSA auf dem

Schuttler gewaschen.

3.3.7. Entwicklung und Farbung

Die Objekttrager werden nun in destilliertes Wasser Uberflhrt.
Fir die Farbentwicklung wird folgende Lésung verwendet:

- 230 ml 50mM Tris-Puffer pH 7,6

- 35 pl 30% H20,

- 40 mg DAB gelést in 1 ml H,O

Die einzelnen Bestandteile werden vermischt und gefiltert, um unlésliche
Partikel (DAB) zu entfernen. Die Objekttrager werden fur ca. 30 Sekunden in
die Entwicklungslosung gegeben und dann wieder in destilliertes Wasser
uberfuhrt. Ob die Entwicklungszeit ausreichend war, wird unter dem Mikroskop
uberpruft. Falls notig werden die Objekttrager erneut in die Entwicklungslosung
gegeben, bis die Farbung ausreichend ist. Als Mal} dient die Positivkontrolle der
Normalmukosa. In der vorliegenden Arbeit wurde eine ausreichende Farbung in

der Regel nach 40 bis 60 Sekunden erreicht.

Diesem Entwicklungsschritt folgt die Zellfarbung. Hierfur dient eine
Hamalaunlésung (Hamalaun 1:2 in H,O). Diese wird vor der Farbung ebenfalls
filtriert. Die Objekttrager werden fur ca. 3 Sekunden in die Hamalaunlésung
gegeben, und danach zum Stoppen der Hamalaunfarbung direkt in destilliertes
Wasser uberfuhrt. Zum Nachbldauen der Gewebeschnitte werden diese dann in
eine Klvette gegeben und diese flir 7 Minuten unter schwach laufendes
warmes Leitungswasser gestellt. Dann werden sie wieder in destilliertes

Wasser gegeben.
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3.3.8. Aufsteigende Alkoholreihe

Nach der Entwicklung und Farbung werden die Gewebeschnitte dehydriert.

Hierfur durchlaufen sie eine aufsteigende Alkoholreihe:

-2 x 50% Ethanol 5 Minuten
-3 x 70% Ethanol 5 Minuten
-2 x 80% Ethanol 5 Minuten
-3 x 96% Ethanol 5 Minuten
-2 x 100% Ethanol 5 Minuten
-3 x Xylol 5 Minuten

3.3.9. Eindecken in Entellan

Nach den Inkubationsschritten in Xylol werden die Objekttrager vorsichtig mit
Kompressen getrocknet. Auf die Gewebeschnitte wird dann mit einem Glasstab

ein Tropfen Entellan gegeben. Darauf wird ein Deckglas gelegt.

4. Ergebnisse, Imnmunhistochemische Farbung

Die immunhistochemischen Farbungen wurden parallel an mehreren
Gewebsschnitten  gleichzeitig ~ vorgenommen. Dabei  wurden alle
Gewebsproben identisch behandelt. In jedem Durchgang wurde eine
Normalmukosa mitbehandelt. Diese sogenannte Negativkontrolle wurde
allerdings nicht mit Primarantikorper, sondern mit reinem Diluent fur mind. 12
Stunden inkubiert. Parallel zu jeder Tumorgewebeprobe wurde die
korrespondierende autologe Normalschleimhaut mitgefarbt, um einen
Vergleich zwischen der Intensitat der Anfarbung des Tumorgewebes und der

Normalschleimhaut ziehen zu kdnnen. Im folgenden Bild (Abb. 8) ist eine
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Normalschleimhaut zu sehen, die nicht mit Primarantikdrper behandelt wurde

(Negativkontrolle). Bei einwandfreiem Arbeitsablauf ist im Allgemeinen nur die

Hamalaunfarbung zu sehen.

Krypten

Schleimhautepithel

Pa 3

Abbildung 8 - Normalmukosa ohne Primarantikdrper (Negativkontrolle)

In den folgenden Bildern (Abb. 9 und Abb. 10) sind nun zwei mit
Primarantikkorper behandelte Normalmukosen zu sehen. Man beachte die
Braunfarbung des epithelialen Zytoplasmas sowie die braunliche Farbung

einiger Zellkerne.
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Krypten

Schleimhaut

Zellkern (blau)

Abbildung 9 - Normalmukosa, inkubiert mit Primarantikérper (Positivkontrolle)

Krypten

Schleimhaut

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 10 - Normalmukosa inkubiert mit Primarantikérper (Positivkontrolle)

Nach dem Farben wurde die Intensitat der Farbung des Tumorgewebes mit der

komplementaren Normalschleimhaut verglichen. Als ,gleich® wurde eine
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gleichstarke Intensitat von Positivkontrolle und zugehérigem Tumorgewebe
gewertet (E2F3 wird exprimiert). ,Schwacher® wurde flr eine ausbleibende,
oder fUr eine zwar noch erkennbare, aber deutlich schwachere Anfarbung des
Tumorzytoplasmas im Vergleich zur komplementaren Positivkontrolle vergeben.
Dies weist auf eine erniedrigte, aber noch vorhandene Expression von E2F3
hin. Als ,starker® wurden solche Proben bezeichnet, bei denen sich das
Zytoplasma der Tumorzellen im Vergleich zur zugehorigen Positivkontrolle der
komplementaren Normalmukosa intensiver farbte - hier ist dementsprechend
von einer erhohten E2F3 Expression im Vergleich zur Normalschleimhaut

auszugehen.

Die Ergebnisse der Auswertung sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Path.-Nr. Inteneitat der
1632/07 Gleich
2974/07 Schwacher
4215/01 Schwacher
4591/01 Schwacher
4732/03 Schwacher
6015/01 Gleich
14499/07 Gleich
13929/04 Gleich
14400/03 Gleich
22202/08 Gleich
22911/03 Starker
23725/07 Schwacher
24386/06 Gleich
26317/06 Schwacher
26839/04 Schwacher
29287/07 Gleich
30808-01 Gleich
H7277/04 Gleich
H10623/08 Gleich
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4.1. Beispiele

4.1.1. Hohere E2F3-Expression im Tumorgewebe im

Vergleich zum Normalgewebe

Probe 22911/03

Krypten

Schleimhaut

B X

R AN o
e SN
=3 S SN ol

Abbildung 11
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Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 13 - 22911/03 Tumorgewebe, gefarbt (x40)
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4.1.2. Unveranderte E2F3-Expression im Tumorgewebe im

Vergleich zum Normalgewebe

Probe 1632-07

Normalmukosa (x20

Krypten

Schleimhaut

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 14 - 1632/07 Normalmukosa, gefarbt (x20)

Tumorzellen
Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 15 - 1632/07 Tumorgewebe, gefarbt (x20)
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Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 16 - 1632/07 Tumorgewebe, gefarbt (x40)

Probe 6015/01

Normalmukosa (x20

Krypten
Schleimhaut
Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 1- 6015/01 Normalmukosa, gefarbt (x20)
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Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 18 - 6015/01 Tumorgewebe, geférbt (x20)

Tumorgewebe (x40

Tumorzellen
Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 19 - 6015/01 Tumorgewebe, gefarbt (x40)
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Probe 13929/04

Normalmukosa (x20

Krypten

Schleimhaut

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 20 - 13929/04 Normalmukosa, gefarbt (x20)

Tumorgewebe (x20

Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 21 - 13929/04 Tumorgewebe, gefarbt (x20)
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Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 22 - 13929/04 Tumorgewebe, gefarbt (x40)
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4.1.3. Geringere E2F3-Expression im Tumorgewebe im

Vergleich zum Normalgewebe

Probe 2974/07

Normalm

Krypten
Schleimhaut
Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

L

gefarbt (x20)

Tumorgewebe (x20)
% “’?‘-ﬁ 2 :‘ RS

Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)
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Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 25 - 2974/07 Tumorgewee, gefébt (x20)

Probe 4215/01

) .).“, |
&5 Krypten
Schleimhaut

ko _~ Zellkern (braun)
/

AN BN el O R,
Abbildung 26 - 4215/01 Normalmukosa, gefarbt (x20)
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"Ifmorg.\'/vebe x20)

el AT AT

Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

X5 AT

01 Tumorgewebe, g

Abbildung 27 - 4

At o

215/

eféirbt (x20)

Tumorgewebe ( x40 ‘

Tumorzellen
Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 28 - 4215/01 Tumorgewee, gefarbt (x40)
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Probe 26839/04

Normalmukosa(x20

Krypten

Schleimhaut

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 29 - 26389/04 Normalmukosa, gefarbt (x20)

Tumorgewebe xO

Tumorzellen

Zellkern (blau)

Abbildung 30 - 26389/05 Tumorgewebe, gefarbt (xO)
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Tumorzellen

Zellkern (blau)

Zellkern (braun)

Abbildung 31 - 26389/05 Tumorgewebe, gefarbt (x20)
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4.2, Zusammenfassung der Ergebnisse

Von den 19 untersuchten Tumoren weisen sieben eine schwachere, elf eine der
Normalmukosa in der Intensitat als aquivalent beurteilte Farbung auf. Ein
Tumor zeigt eine intensivere Farbung als die komplementare Positivkontrolle

(Normalmukosa).

Verteilung der Karzinomproben

15
§3 11
c11
H
:; i
[ 7
()]
S5
=
N3 1
[
< 1
- Starker Gleich Schwicher

Intensitét der Farbung
EStarker ®@Gleich ®Schwéacher

Abbildung 32 — Verteilung der Karzinomproben
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sind 19 mikrosatelliteninstabile kolorektale
Karzinome auf die Expression von E2F3 mittels Immunohistochemie untersucht

worden.

Dabei wurde die Farbung der Tumorprobe mit der jeweiligen autologen
Normalmukosa verglichen. Tumorgewebe und Normalmukosa waren bei 14 der
Proben auf separaten Objekttragern fixiert und wurden parallel behandelt. Bei
funf der Tumore (siehe Tabelle 1, Seite 19) befindet sich die Normalmukosa auf
dem Objekttrager des Tumorgewebes, es liegt keine separate Positivprobe vor.

Es wurden jeweils zwei Proben pro Tumor gefarbt.

Ein groRBer Teil der Karzinome (n=11; 57,9%) zeigt eine der jeweiligen
Kontrollprobe gleich intensiv gewertete Farbung (,Gleich® Abbildungen 14 - 22).
Hier ist von einer dem Normalgewebe entsprechenden Expression von E2F3
auszugehen. Ein bedeutender Teil der Karzinomproben (n=7; 36,8%) zeigt eine
Anfarbung, die sich im Vergleich mit den zugehoérigen Positivkontrollen
,Sschwacher” darstellt. Hier ist von einer verminderten, aber immer noch
nachweisbaren Expression von E2F3 im Vergleich zum Kontrollgewebe
auszugehen. Nur in einem Karzinom (5,3%) findet sich immunohistochemisch
eine Anfarbung, die im Vergleich zu Normalschleimhaut mit ,starker” bewertet
werden kann (Abbildungen 11 — 13). Diese intensivere Farbung der
Tumorprobe lasst auf eine erhdhte Expression im Vergleich zur Normalmukosa
schliellen. Um objektive Aussagen Uber quantitative Verhaltnisse geben zu
kénnen, mussten die Proben quantitativ auf E2F3 mRNA bzw. E2F3

Proteingehalt untersucht werden.

Aus den vorliegenden Ergebnissen lasst sich der Schluss ziehen, dass in der
Uberwiegenden Zahl der untersuchten MSI-kolorektalen Karzinome keine per
Immunhistochemie nachweisbare Uberexpression von E2F3 vorliegt. Nur eine

der untersuchten Tumorgewebeproben weist eine erhdhte Farbintensitat auf.
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Uber 90% der Tumore zeigen eine vergleichbare, bzw. eine schwachere
Farbung als die autologen Normalmukosen. Es lasst sich feststellen, dass die
Farbungsintensitat in MSI-Tumoren im Vergleich zur autologen Normalmukosa,
eher ab- als zunimmt. Tendenziell ist also auch von einer Abnahme der E2F3

Expression in MSI-CRC auszugehen.

In frGheren Arbeiten ist E2F3 in verschiedenen nicht-gastrointestinalen
Tumorentitaten als klassisches Onkogen mit starkem proliferativen Potential
identifiziert worden. E2F3 war in diesen Untersuchungen jeweils im Sinne einer
Uberexpression dereguliert (Miles et al., 2012). Verschiedene Arbeiten haben
bereits einige spezifische Tumorentitaten ermittelt, die alle mit einer erhdhten
E2F3 Expression assoziiert sind. Dazu zahlen u.a. Wilms-Tumoren (Kort et al.,
2008), Blasenkrebs (Feber et al., 2004; Oeggerli et al., 2004), Ovarialkarzinome
(Smith et al., 2012; Reimer et al., 2011), maligne Melanome (Noguchi et al.,
2012) sowie Lungenplattenepithelkarzinome (Cooper et al., 2006).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit decken sich in der Tendenz mit
den vereinzelten im Vorfeld durchgefihrten Arbeiten zur Beteiligung von E2F3
an kolorektalen bzw. gastrointestinalen Tumoren. Zwar hatte eine frihere Arbeit
allgemeine Hinweise auf eine Beteiligung des kurzen Arms von Chromosom 6
an kolorektalen Karzinomen geliefert (Honchel et al., 1996), eine Arbeit aus
dem Jahre 1999, in der verschiedene gastrointestinale Tumoren u.a. auf ihre
E2F3 Expression auf mRNA Ebene untersucht wurden, kam jedoch zu dem
Ergebnis, dass in kolorektalen Karzinomen die Expressionsspiegel von E2F3
MRNA in 20% der Falle unter denen des verglichenen Normalgewebes lagen
(Suzuki et al., 1999). Wichtig anzumerken ist allerdings, dass in dieser Arbeit
noch nicht zwischen MSI- / MSS- / CSI-Tumoren unterschieden wurde und die
Ergebnisse daher nur in begrenztem Umfang Ubertragbar sind.

Aussagekraftiger hingegen sind zwei Arbeiten aus dem Jahr 2012, in denen flr
MSI-CRC spezifische Ergebnisse erarbeitet wurden, welche sich ebenfalls

weitgehend mit den Ergebnissen dieser Arbeit decken: Mittels Next Generation
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Sequencing wurden im Cancer Genome Project 276 (The Cancer Genome
Atlas Network, 2012), bzw. 74 Tumore (Seshagiri et al., 2012) auf somatische
Alterationen untersucht. In diesen Tumoren wurden Mutationen von 75 (The
Cancer Genome Atlas Network, 2012) bzw. 54 (Seshagiri, et al., 2012) der
insgesamt 106 Gene in der Region 6pter — p22.2 identifiziert.

Von den insgesamt 350 untersuchten Tumoren wurden 53 Tumore als MSI
eingestuft. Im Verlauf konnten dann in den Arbeiten jeweils 15 (The Cancer
Genome Atlas Network, 2012) bzw. 10 (Seshagiri et al., 2012) der betroffenen
mutierten Gene aus der Region 6pter — p22.2 in mehr als 3 der MSI-Tumoren
nachgewiesen werden. E2F3 befand sich in keiner der Arbeiten unter den an
MSI-Tumoren beteiligten Genen. Dies untermauert die in dieser Arbeit
gewonnen Ergebnisse - E2F3 scheint fiur MSI-CRC kein relevantes Onkogen

darzustellen.

Im Cancer Genome Project wurde die grofdte Schnittmenge mutierter Gene aus
der Region 6pter-p22.2 in MSI-Tumoren bei DSP (Desmoplakin) mit n=13,
JARID2 (Jomuniji, AT rich interactive domain 2) mit n=10 und bei ATXN1
(Ataxin1) mit n=10 ermittelt. Als nachster Schritt sind nun weitere
Untersuchungen dieser drei Gene, DSP, JARID2 und ATXN1 angebracht, um
die Beteiligung dieser drei Gene an MSI-CRC zu analysieren, z.B. durch
Messungen der mRNA Spiegel der Genprodukte, um die Expression der
jeweiligen Genprodukte im Tumorgewebe zu objektivieren sowie beispielsweise
das Durchfuhren einer Exon-Sequenzanalyse der betroffenen Abschnitte, um
die Alterationen im Genom der MSI-CRC zu quantifizieren. Sinnvoller Weise
sollte mit dem Gen begonnen werden, welches in beiden Arbeiten die hochste
Schnittmenge der mutierten Gene aus der Region aufwies: Dieses Gen ist DSP
(n=13).

DSP befindet sich auf der Position 6p24.3 und kodiert fur Desmoplakin, das in
den Plaques auf der Innenseite von Desmosomen flir deren korrekte Funktion
mitverantwortlich ist. Die DSP Expression ist in Tumoren in der Regel

vermindert, die korrekte Zell-Zell Verbindung, die normalerweise Uuber
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Desmosomen gewahrleistet ist, gestdrt. Dies scheint in verstarkter lokaler
Tumorinvasion (Chun und Hanahan, 2010) und erhdhter Metastasenbildung zu
resultieren (Papagerakis et al., 2009).

Eine verringerte DSP-Expression wurde bisher unter anderem in Brustkrebs
und in oropharyngealen Karzinomen beobachtet (Davies et al., 1999), kurzlich
wurde DSP auch eine Funktion als Tumorsuppressor bei Lungenkrebs (Yang
et al.,, 2012) zugewiesen. Diese bisherigen Erkenntnisse Uber DSP in
Verbindung mit der nun per Next Generation Sequencing objektivierten
Tatsache, dass eine Alteration von DSP in beinahe einem Viertel (24,5%) der in
den oben genannten Studien untersuchten MSI-CRC nachgewiesen werden
konnte, machen weitere Untersuchungen nétig, um die Rolle von DSP in der

Karzinogenese in MSI-CRC zu bestimmen.

Nach der Untersuchung von DSP sollten in weiterfuhrenden Projekten auch
genauere Untersuchungen bezuglich der Beteiligung von ATXN1 und JARID2
an MSI-CRC durchgefiuihrt werden: Beide Gene waren jeweils im Human
Cancer Genome Project in beinahe jedem funften MSI-CRC als verandert
aufgefallen (18,8%). JARID2 ist auf Position 6p22.3 lokalisiert und ist essentiell
fur die korrekte Entwicklung in embryonalen Stammzellen (Peng et al., 2009)
und regelt die Genexpression Uber Histondemethylierung und, wahrscheinlich,
Histonmodifikation (Shirato et al., 2009). Eine Deletion von JARIDZ ist mit einer
leukédmischen Transformation in chronischen myelopoetischen Krankheiten
assoziiert (Puda et al.,, 2012). Defekte in ATXN1 (Position 6p22.3) wurden
bisher vor allem mit neurodegenerativen Erkrankungen in Zusammenhang
gebracht, z.B. mit der spinozerebellaren Ataxie Typ1 sowie Morbus Alzheimer
(Zhang et al., 2010).

Die Arbeit des Cancer Genome Project zeigt, zu welcher Leistung Next
Generation Sequencing in der Lage ist und aufgrund seiner Uberlegenheit in
der Screening-Diagnostik konventionelle Labormethoden zur Gendiagnostik

optimal erganzt.
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6. Zusammenfassung

Das Gen E2F3 und seine Produkte sind essentiell fir die Regulation des
Zellzyklus. Eine E2F3-Uberexpression wurde bereits in diversen anderen
Tumorentitaten nachgewiesen, wu.a. in Wilms-Tumoren (Kort et al., 2008),
Blasenkrebs (Feber et al., 2004; Oeggerli et al., 2004), Ovarialkarzinomen
(Smith et al., 2012; Reimer et al., 2011), malignen Melanomen (Noguchi et al.,
2012), sowie Plattenepithelkarzinomen der Lunge (Cooper et al., 2006).

In dieser Arbeit wurden 19 mikrosatelliteninstabile kolorektale Karzinome mittels
Immunhistochemie auf ihre E2F3 Expression im Vergleich zur autologen
Normalschleimhaut untersucht. 57,9% der untersuchten Karzinome zeigen eine
der Positivkontrolle (autologe Normalmukosa) entsprechende Intensitat der
Farbung. 36,8% der angefarbten Karzinome farbten sich schwacher an als die
entsprechende Positivkontrolle. Nur 5,3% der Karzinome zeigte eine starkere
Anfarbung als die zugehorige Positivkontrolle. Diese Beobachtungen lassen
den Schluss zu, dass das Gen E2F3 flr mikrosatelliteninstabile kolorektale

Karzinome kein relevantes Onkogen darstellt.

Im Rahmen des Cancer Genome Project konnten verschiedene Gene aus der
Region 6pter-p22.2 identifiziert werden, die in mikrosatelliteninstabilen
kolorektalen Karzinomen mutiert vorkommen. Die grofdte Schnittmenge konnte
bei den Genen DSP (Desmoplakin) mit n=13, JARID2 (Jomunji, AT rich
interactive domain 2) mit n=10 und bei ATXN1 (Ataxin1) mit n=10 ermittelt
werden. Diese Gene sollten nun auf ihre Beteiligung an kolorektalen
Karzinomen hin analysiert werden, beispielsweise durch Messungen der mRNA
Spiegel der Genprodukte, um die Expression der jeweiligen Genprodukte im
Tumorgewebe zu objektivieren sowie beispielsweise Uuber eine Exon-
Sequenzanalyse der betroffenen Abschnitte, um die Alterationen im Genom

mikrosatelliteninstabiler kolorektaler Karzinome zu quantifizieren.
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