Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik II
der Universitat Wirzburg

Direktor: Professor Dr. med. M. Frosch

Identifikation von uniparentaler Disomie bei mikros atellitenstabilen

und mikrosatelliteninstabilen kolorektalen Karzinom en

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
vorgelegt von
Waltraud Zopf
aus Stuttgart

Wirzburg, April 2011



Referent: Priv.-Doz. Dr. med. Ralph Melcher
Koreferent: Prof. Dr. med. Andreas Rosenwald
Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der mindlichen Prufung: 5. Dezember 2011

Die Promovendin ist Arztin.



Inhaltsverzeichnis

ADBDIIAUNGSVEIZEICNNIS ... e 11
TabelleNVerzeIiChNIS ... Vv
ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ...t e Vi
1 1] ] =T (1 o PSSR 1
1.1 Relevanz kolorektaler Karzinome in der Bevolkerung...........cccceeeviieievveennnnns 1
1.2 Risikofaktoren flr KolonkarzinOme...........coooiiiiiiiiiiiiiee e 1
1.3 Entstehung von sporadischen Kolonkarzinomen ............cooouiiiiiniiiiiiienennnns 2
1.4 Mogliche Formen genetischer Instabilitét bei Kolonkarzinomen................... 3
1.4.1  Chromosomale Instabilit&t (CSI).........ccuuviiiiiiiieiieeee e 4
1.4.2 Mikrosatelliten Instabilitt (MSI).........ueiiiiiii s 4
1.5 Uniparentale Disomie als weitere Ursache fur LOH ...............cooiiiiiiiininnnnen. 5
15.1 Konsequenzen der uniparentalen DISOMIE...........cccovviiieiiiiiiiiiiiiii e eeeeeeeinns 8
2 A =1 (Y= 74 | T P 11
3 Material und MethOdeN..........cooiiiiiii e 12
3.1 ZEIBN e 12
3.2 DNA Isolation aus nativem Tumormaterial und korrespondierender
NOrmMalSChIEIMNAUL.........oiiiiiiiiiiiiiii ettt 12
3.3 Single nucleotide polymorphisms (SNP) .......coviiiiiiiiiiiiie e 13
3.4 Prinzip der SNP-AIayanalySe............oiiii it eeeeeees 13
3.5 Technik der SNP-AIrayanalySe ..........cuuuuiiiiiiiiieieiiieee e 14
3.6 Auswertung der Ergebnisse der SNP-Array-Analyse ..........cccceeeeeeeeeeveennnnns 15
3.7 Auswertung des CNAT - Datenmaterials.............cccooeeiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
3.7.1  Vorgehen beim indirekten VergleiCh.............ooouiiiii e 16
3.7.2  Vorgehen beim direkten VergleiCh ..., 17
3.8 Graphische Darstellungen............coooe i 17
4 ErQEDNISSE ... 19
4.1 SNP- Analyse von 15 MSI-TUMOIEN .....ccovviiiiiieieeeeeeeeiiiie e 19
4.1.1 Uniparentale Disomie der chromosomalen Region 6pter-p22.................... 22
4.1.2  Vergleich von Tumoren mit den MSI-Zelllinien HCT116, HCT15 und LOVO
23
4.2 SNP- Analyse vONn 15 CSI-TUMOIEN .......couuiiiiiee e 25
4.2.1  Allelische Verluste der Region 189 bei CSI Tumoren.............ocoovvevvvvvnnnnnnn. 28
4.2.2  Allelische Verluste der Region 17p bei CSI Tumoren............ccceevveevvvvnnnnnnn. 29



Inhaltsverzeichnis

4.2.3  Allelische Verluste der Region 8p bei CSI Tumoren.........ccccoeeeevvveevvvvnnnnnnn. 30
4.2.4  Allelische Verluste und UPD der Region 5q bei CSI Tumoren................... 31
4.2.5  Allelische Verluste und UPD auf den Chromosomen 14 und 22 ................ 33
4.2.6  Vergleich der Tumore mit den Zelllinien Geki 01 und Geki 04 ................... 35
4.3 Vergleich von MSI- und CSI-TUMOIEN........coovviiiiiiieee e e e e eeeeaens 35
5 DISKUSSION ...ttt e e ettt e e e e e e e e e et ettt a e e e e e aeeesennns 37
5.1 SNP-Arrayanalyse von MSI- und CSI-TUMOIEN ...........uvviiiiieeeeiieeeiiiiinnnn 37
5.2 UPD als wesentliche Ursache fir chromosomale Instabilitdt bei CSI- und
ST Bl U3 0o =] o TP PP 37
5.3 UPD auf 6p24.3-22.3 /BPLEI-P22 .....ueeiiiee e eeeeeees 40
5.4 UPD inaktiviert APC bei CSI-TUMOIEN ......ooiiiiiiiiiiee e 41
6 ZUSAMMENTASSUNG ... .iiieeeeeeeeeiiie e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e eaerenn s 43
7 (@ 10 L= 1= o 1RO 44
8 ANNANG .. aaeaaaaaa 49



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1 Genetische Veranderungen, die zur Entstehung eines Kolonkarzinoms

TUNIEN. 3
Abbildung 1.2 Entstehung von UPD ganzer ChromOSOMEN ........covveeeeiiieiiiiiiiiiaeeeeean 6
Abbildung 1.3 Entstehung von UPD durch mitotische Rekombination ....................... 7
Abbildung 1.4 UPD durch Deletion und anschlielBender Amplifikation ....................... 7
Abbildung 1.5 Zusammenhang zwischen UPD und Pragung von Genen (Hitchins und
1Yo Yo T 00 2 PSSR 8
Abbildung 1.6 Konsequenz der UPD bei Mutationen in einem Gen (blau) ............... 10
Abbildung 3.1 Schematischer Ablauf der SNP-Analyse Durchfihrung (Genchip
Mapping 100K AsSsay ManUa).............iiiiiieiirieiiiiiee s e e e e e e e 14
Abbildung 3.2 Ubersicht der EXceltabelle. ............ccoooveveeeeeceeeeecee e 16
Abbildung 4.1 Ubersicht der LOH Regionen bei MSI Tumoren ............cc.ccoceveeueean.. 21
Abbildung 4.2 Ergebnisse des direkten Vergleichs auf Chromosom 6 ..................... 22
Abbildung 4.3 UPD bei den MSI Zelllinien ............ouoiiiiieiiieceee e 23
Abbildung 4.4 Ubereinstimmung von Zelllinie und Tumor auf Chromosom 3 und 7. 24
Abbildung 4.5 Monoallelische Regionen der analysierten 15 CSI Tumore................ 26
Abbildung 4.6 Indirekter Vergleich von CSI Tumoren und Zelllinien Geki 1 und 4 auf
(@4 0] 0] 0 0 TN 1 F PP PPPPPPPPPPPPP 28
Abbildung 4.7 Direkter Vergleich von CSI Tumoren auf Chromosom 18.................. 29
Abbildung 4.8 Indirekter Vergleich der CSI Tumore und der Zelllinie Geki 1 und 4 auf
(@4 0] o]0 pToE{o] 1 ¢ 100 N PP PPPPPPPPPPPPP 30
Abbildung 4.9 Direkter Vergleich der CSI Tumoren auf Chromosom 17 .................. 30
Abbildung 4.10 Indirekter Vergleich der CSI Tumore und der Zelllinie Geki 1 und 4
bezogen auf ChromoSOm 8 ... eaaaees 31
Abbildung 4.11 Direkter Vergleich von CSI-Tumoren auf Chromosom 8.................. 31
Abbildung 4.12 Veranderungen von CSI Tumoren auf 5q...........cceeeeeiieeeiveeeeiiinnnnnn. 32
Abbildung 4.13 Direkter Vergleich der CSI-Tumore auf Chromosom 5..................... 32
Abbildung 4.14 Veranderungen der CSI-Tumore mit LOH Cutoff-Werten von 6-10
0] T o O PSPPI 33
Abbildung 4.15 UPD und Deletionen auf 14023 ..........cccooeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 34
Abbildung 4.16 Veranderungen von CSI Tumoren und Geki 04 auf Chromosom 22 34
Abbildung 4.17 UPD und Deletionen bei CSI Zelllinien ( 1=Gekil, 2= Geki2)........... 35



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 4.18 Veranderungen von CSI- und MSI-Tumoren auf 6p25-p22 mit Genen

................................................................................................................................. 36
Abbildung 4.19 Direkter Vergleich von CSl-und MSI-Tumoren auf Chromosom 6 ... 36
Abbildung 5.1 Effekte VON NOLT .......ovuiiiiiieeeeeeei e 41
Abbildung 8.1 Ergebnisse des direkten Vergleichs der MSI Tumore........................ 55



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 4.1 Indirekter Vergleich von MSI-Tumoren und der korrespondierenden

NOrmMalSChIEIMNAUL.........ooiiiiiiiiiiiiiii e 19
Tabelle 4.2 Direkter und indirekter Vergleich der MSI TumMOre............oooevvvevvvvnnnnnnn. 21
Tabelle 4.3 UPD bei MSI ZellliNI@N .........uuuiiiieeeeeeeee e 23
Tabelle 4.4 Ubersicht des indirekten Vergleichs...........ccccocveeeeeicec e 27
Tabelle 4.5 Ubersicht der CSI Tumore mit der Anzahl der betroffenen Chromosome
insgesamt und der Menge an UPD..........oooiiiiiiiiii et e e eeeeees 27
Tabelle 4.6 Ubereinstimmungen zwischen MSI und CSI Tumoren.............cceeevene.. 36
Tabelle 8.1 Ubersicht aller signifikanten Regionen in MSI Tumoren ..........c............ 49
Tabelle 8.2 Ubersicht der LOH Regionen in CSI TUMOIEN .........ccveevveeeeveeieveeaveennes 56



Abkiirzungsverzeichnis

Abklrzung
MSI

Csl

PCR

LOH

FISH

CGH
UPD
FAP
HNPCC
Mb
SNP
TSG

Abklrzungsverzeichnis

Bedeutung

Mikrosatelliten instabil

Chromosomal instabil

engl.: polymerase chain reaction, dt.: Polymerase Kettenreaktion

engl.: loss of heterozygocity, dt.: Verlust der Heterozygotie
engl.:fluorescence in situ hybridisation, dt: Verfahren zur
Sichtbarmachung ganzer Chromosomen und Darstellung
chromosomaler Verluste und Zugewinne

engl: comparative genome hybridisation

uniparentale Disomie

familiare adenomatdse Polyposis

engl.: hereditary non-polyposis colorectal cancer

engl.: million base pairs, dt.: Millionen Basenpaare

engl.: single nucleotide polymorphism

Tumorsuppressorgen

Vi



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Relevanz kolorektaler Karzinome in der Bevilker  ung

Weltweit erkranken jahrlich eine Million Menschen an einem kolorektalen Karzinom.
In der EU ist dieser Tumor mit 280 000 Neuerkrankungen pro Jahr (2004) inzwischen
die haufigste Tumorart tberhaupt (Boyle und Farley, 2005). Damit liegt es inzwischen
knapp vor Mamma- und Bronchialkarzinomen. In Deutschland sterben jedes Jahr ca.
30 000 Patienten daran. Nach dem Lungentumor ist das Kolonkarzinom damit die
zweithaufigste tumorbedingte Todesursache.

Die Haufigkeitsverteilung innerhalb der Bevoélkerung zeigt, dass es sich meist um
einen Tumor des alteren Menschen handelt. Ab dem 50. Lebensjahr steigt das Risiko
fur die Entwicklung eines solchen Tumors signifikant an. 90% der Patienten mit
kolorektalen Karzinomen sind tber 50 Jahre alt. Zusammen mit der Tatsache, dass
es einer der haufigsten Tumore ist, hat dies zur Einfuhrung eines
Vorsorgeprogramms gefiihrt. Diese beinhaltet einen jahrlichen Hamoculttest ab dem
50. Lebensjahr und eine digitorektale Untersuchung. Ab dem 55. Lebensjahr sind
eine Koloskopie, die bei negativem Erstbefund nach 10 Jahren wiederholt wird, oder
Hamocculttests im Zweijahresabstand vorgesehen. Beim Nachweis von Polypen wird

die Untersuchung nach drei Jahren wiederholt.

1.2 Risikofaktoren fur Kolonkarzinome

Anhand von epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass ein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Inzidenz von Kolonkarzinomen und
Umweltfaktoren, insbesondere Erndhrungsfaktoren, besteht. Hoher Fett- und
Fleischanteil in der Nahrung sowie Ballaststoffarmut erhéhen das Risiko Darmkrebs
zu entwickeln. Zusatzlich gelten Rauchen und ubermaRiger Alkoholkonsum als
Risikofaktoren fur die Entwicklung von Polypen, die dann sekundar entarten kénnen.
Ein unabhéangiger Risikofaktor fur die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms ist
das Alter. Das Lebenszeitrisiko fir die Normalbevolkerung betragt 6%. Als protektiv
gelten der Verzehr von Obst und Gemuse sowie ballaststoffreiche Kost und
eingeschréankter Fett- und Fleischkonsum. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass
korperliche Aktivitat das Risiko ebenfalls senkt (Friedenreich, 2001).
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Des Weiteren gibt es einige Erkrankungen, die als Risikofaktoren gelten. So ist bei
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, speziell der Colitis ulcerosa, das Risiko
ein Karzinom zu entwickeln finffach hoher gegentiber der Normalbevdlkerung. Von
den Patienten mit der Diagnose ,Kolonkarzinom* haben 25% eine positive
Familienanamnese, womit sich das Risiko ein Kolonkarzinom zu entwickeln um das
2-3fache erhoht. Bei diesen immer noch als sporadisch geltenden Formen muss man
von polygenen Veranderungen ausgehen. Bei den erblichen Kolonkarzinomen liegen
monogene Verdnderungen vor, die mit einem erheblich hoéheren Risiko der
Karzinomentstehung einhergehen. Die familidre adenomattse Polyposis (FAP) hat
ein 100%iges Risiko fur die Entwicklung von Karzinomen und auch bei den
hereditaren nicht polyptsen Kolonkarzinomen (HNPCC) liegt das Risiko mit 75% weit

Uber dem der Normalbevélkerung.

1.3 Entstehung von sporadischen Kolonkarzinomen

Das kolorektale Karzinom gehort zu den molekulargenetisch am besten untersuchten
Tumoren. Im Kolon st das Adenom als benigne Neoplasie des
Dickdarmdrisenepithels mit Zellatypien verschiedenen Grades (Dysplasie) in 95%
der Falle der Ursprung des Kolonkarzinoms. Das kumulative Risiko fur die Entartung
eines Polypen > 1cm liegt nach 20 Jahren bei ca. 35% (Fuchs, 2006). Aus der
Beobachtung heraus, dass die meisten Karzinome aus Adenomen entstehen, hat
sich das Tumorprogressionsmodell (Fearon und Vogelstein, 1990) entwickelt, das
sich mit Hilfe von genetischen Analysen bestatigt hat und immer mehr erweitert wird.
Dieses besagt, dass bei der Entstehung von Kolonkarzinomen die genetischen
Veranderungen in einer gewissen ,kontrollierten* Reihenfolge ablaufen; man spricht

deshalb auch von der ,Adenom — Karzinom Sequenz“ (siehe Abbildung 1.1).

Bei den genetischen Verdnderungen spielen zwei unterschiedliche Effekte eine
Rolle. Zum einen tritt die Aktivierung von Onkogenen auf, was zu einem Verlust der
Regulation von Differenzierung und Zellwachstum fihrt. Beispiele hierfir sind
Wachstumsfaktoren und Signalproteine wie ras, abl oder scr oder
Transkriptionsfaktoren wie c-myc. Zum anderen gibt es die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen, die normalerweise die unkontrollierte Proliferation von
Zellen verhindern. Bekannte Gene sind hier das APC-Gen, das SMAD4 Gen oder
p53. Zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen ist es entscheidend, dass beide

2
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Allele defekt sein missen. Dabei kommt es entsprechend dem ,two-hit model” von
Knudson (Knudson, 1971) durch Zufall erst zu einer Mutation des einen Allels (first
hit) und dann nach langerer Zeit, ebenfalls per Zufall, zu dem Verlust der Funktion
des zweiten Allels (second hit). Im Vergleich dazu reicht bei den Onkogenen
meistens ein defektes Allel, um zum Kontrollverlust zu fihren.

In nachfolgender Abbildung sind die wesentlichen Verédnderungen, die bei
Kolonkarzinomen eine Rolle spielen, schematisch dargestellt.

Hormales

Epithel :
APC Gen Mutation
l -+ oder Verlust (5q)

Adenom =1 o,
geringe
Drysplasie,
bty _ 5.10 Jahre
K -ras Mutation {12q)

v —

Adenorm 1-2 crn,
rittlere
Diysplasie,
tubnilordllis

¢ < DCC Gen Verlust
Adenom = 2o, (1 qu
hochgradize
Diyeplasie, willds
l 3-5 Jahre

p53 Mlutation oder
Werlust (17g)

sl
-

Earzinom

Abbildung 1.1 Genetische Veranderungen, die zur Ent  stehung eines Kolonkarzinoms fiihren.

1.4 Mdgliche Formen genetischer Instabilitat bei Ko  lonkarzinomen

Die endogene Mutationsfrequenz alleine reicht fur die Akkumulation genetischer
Alterationen nicht aus, um die fur die maligne Entartung der Zelle notwendigen
Veranderungen zu erreichen. Der Beschleunigung der Tumorentstehung muss also

eine genetische Instabilitat zugrunde liegen. Bei kolorektalen Karzinomen
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unterscheidet man zwei Formen der Instabilitdt, die hier kurz dargestellt werden

sollen.

1.4.1 Chromosomale Instabilitat (CSI)

Hierbei handelt es sich um den Verlust oder Zugewinn ganzer Chromosomenarme
oder grol3er Stiicke von Chromosomen. Haufig betroffene Areale sind 5q, 17p, 18q
und 8p. Aus Deletionen resultiert ein Verlust der Heterozygotie (LOH= loss of
heterozygocity). Zur Inaktivierung der in den betroffenen Arealen lokalisierten
Tumorsuppressorgenen folgt der Deletion meist noch eine Mutation (Knudson-
Hypothese, s.0.). Obwohl eine chromosomale Instabilitat (CSI) héaufig (50-65%) und
frih in der Kolonkarzinogenese auftritt (Shih et al., 2001), sind die Ursachen und die
Bedeutung im Rahmen der Karzinogenese bisher nicht vollstandig geklart. Eine
Gruppe vertritt die These, dass eine initiale Aneuploidie mit nachfolgenden
chromosomalen Verlusten besteht (Duesberg, 2007). Andere Gruppen sehen die CSI
als Folge von Mutationen oder Gene-Silencing (Wang et al. 2004). Dabei kbénnen die
Mutationen z.B. zu Defekten von Mikrotubuli, Zentromeren und Telomeren fihren.
Eine Induktion der genetischen Instabilitat ist durch BUB1 (2q13; Cahill et al., 1998),
APC (5g21; Fodde et al., 2001), STK15/BTAK (Xg28: Zhou et al., 1998), bob1l (8924;
Killian et al., 2006) und c-myc (8924; Menssen et al., 2007) beschrieben worden.

1.4.2 Mikrosatelliten Instabilitat (MSI)

Mikrosatelliten sind repetitive, hochkonservierte Nukleotidsequenzen, die tber das
gesamte Genom verteilt sind. Jeder Mikrosatelliten Marker weist in allen Zellen des
Organismus eine charakteristische Anzahl von Motivwiederholungen auf. Bei
Mikrosatelliten instabilen Tumoren sind diese Sequenzlangen zwischen Tumor und
Normalgewebe verédndert. Ursache hierfur ist ein Defekt im DNA Mismatch —
Reparatursystem (MMR). So kénnen bei der Replikation der DNA einzelne falsch
eingebaute Nukleotide nicht wieder repariert werden und es akkumulieren sich eine
Vielzahl von punktuellen genetischen Alterationen. Da diese Sequenzen sowohl
inter- als auch intragenetisch liegen, kann es zu funktioneller Inaktivierung einzelner
Gene kommen. Gene, die speziell beim Kolonkarzinom davon betroffen sind, sind
TGFB Rezeptor 2, BAX, beta-Catenin und einige weitere (Ganten und Raukenpaul,
2002).
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Wahrend mehr als 90% aller HNPCC diese Form von Defekt aufweisen, gehdren nur
15% aller sporadischen Tumore zu dieser Gruppe. Dabei kommt es meist zu einer
Hypermethylierung des hMLH1 Promotors, wodurch die Expression des Gens
verloren geht (Cunningham et al., 1998). Dagegen kommt es beim HNPCC fast
ausschlief3lich zur Mutation von MMR Genen, wobei hier der erste ,hit* bereits in der
Keimbahn vorliegt und so der Ausfall des Gens durch den zweiten ,hit* schneller

eintritt.

1.5 Uniparentale Disomie als weitere Ursache fur LO H

Neben Deletion und Mutation konnte klrzlich die uniparentale Disomie als weiterer
Mechanismus flr die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und auch fir die
Aktivierung von Onkogenen identifiziert werden. Uniparentale Disomie bedeutet,
dass beide Kopien eines Chromosoms oder Chromosomenteils von einem Elternteil
abstammen, und nicht wie normalerweise zu je 50% von jedem Elternteil. Mehrere
Mechanismen sind potentiell fir die Entstehung der UPD denkbar. Zum einen gibt es
die bereits in der Keimbahn ablaufenden Prozesse, die zu speziellen syndromalen
Erkrankungen fihren. Zum anderen kann die UPD auch in somatischen Zellen
entstehen. Dabei gibt es drei prinzipielle Mechanismen, nach denen die UPD

entstehen kann.

1.) Wenn es in der Mitose zu unvollstdndiger Teilung der Chromosomen kommt,
wodurch eine monosome und eine trisome Zelle entstehen, kann es durch
Duplikation des einzelnen oder Deletion des Uberschissigen Chromosoms zu UPD

kommen. Diese betrifft dann das gesamte Chromosom (Abbildung 1.2).
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Mitose Verlust des
—> tiber-
/ schissigen
| Chromosoms
Zell-
teilung
\ Duplikation
des
—> einzelnen
Chromosoms

Abbildung 1.2 Entstehung von UPD ganzer Chromosomen

2.) In der G2 Phase und seltener in der M-Phase des Zellzyklus kann es durch
mitotische Rekombination von Chromatiden zu UPD einzelner Enden eines
Chromosoms kommen. Nach dem Crossing-over kommt es bei der Teilung der
Chromatiden mit einer Wabhrscheinlichkeit von 50% zu einem Erhalt der
Heterozygotie, weil die Rekombination ausbalanciert wurde (Abbildung 1.3 oberes
Paar). Zu 50% wird je ein Chromatid, auf dem crossing-over stattgefunden hat, in
einer der beiden Tochterzellen landen und so zu einem Verlust der Heterozygotie
fuhren (Abbildung 1.3 unters Paar). Letztendlich ist es durch multiple
Rekombinationen oder Genkonversion auch maoglich, dass intrachromosomale UPD

entsteht.
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G2-Phase Ausgeglichen
der Mitose e Verteilung
der Gene
/ trotz Re-
' kombination

A

\ UPD durch
unausge-
glichene
Verteilung der
Chromosomen

Abbildung 1.3 Entstehung von UPD durch mitotische R ekombination

3.) Nach dem Verlust eines Chromosomenabschnitts kommt es zu einer ,Rettung*
der Diploidie, indem der verbleibende zweite Teil als Amplifikationsmatrize benutzt
wird und so eine UPD entsteht.

— —
Deletion eines Amplifikation des
Chromosomen- verbleibenden
abschnitts zweiten
Chromosoms

Abbildung 1.4 UPD durch Deletion und anschlieBender Amplifikation

In allen Féallen kommt es zu einem Verlust der Heterozygotie, bei gleichzeitigem
Erhalt der Kopienanzahl. Man spricht deshalb auch von kopieneutraler LOH. Das

bedeutet, dass es sowohl durch die klassische LOH mit Deletion eines



Einleitung

Chromosomenabschnitts als auch Uber den Weg der UPD zu Veranderung des

Allelotyps kommen kann.

1.5.1 Konsequenzen der uniparentalen Disomie

Uniparentale Disomie wurde erstmals bei hereditaren syndromalen Erkrankungen
wie dem Angelmann-Syndrom und dem Prader-Willi-Syndrom als ursachlich
identifiziert. Bei dieser bereits in der Keimbahn auftretenden UPD spielt die Pragung
von Genen eine wesentliche Rolle. Dieses Phanomen lasst sich anhand der

nachfolgenden Abbildung gut erklaren.

a Mommal b Maternal UFD ¢ Paternal UPD
Mat Pat Mat Mat Pat Pat
Biallelic gens 2 copies 2 copies 2 copies
Maternally expressed gena 1 copy 2 copies { copies
Paternally expressed geng 1 copy 0 copies 2 copies
Genomic imprinting and uniparental disomy (UPD)
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2002 Cambridge University Press

Abbildung 1.5 Zusammenhang zwischen UPD und Pragung von Genen (Hitchins und Moore,
2002)

Die meisten Gene werden biallelisch exprimiert, sodass immer zwei Kopien des
Gens vorliegen (in der Abbildung 1.5 griin dargestellt). Andere Gene unterliegen dem
genomischen Imprinting (zu deutsch: ,Prédgung“), das hei3t durch
Methylierungsprozesse in der frihen Embryogenese wird entweder das mitterliche
oder das vaterliche Allel inaktiviert. So liegt immer nur eine Kopie des Gens vor (in
der Abbildung 1.5 rot und blau). Stammen jetzt beide Homologen von einem
Elternteil (uniparentale Disomie) (Abbildung 1.5b und c) verandert sich die
Expression der gepragten Gene. Es liegt dann entweder nur noch das inaktivierte
Gen (Abbildung 1.5b blau / 1.6¢ rot) oder zwei aktive Allele (doppelte Gendosis) vor
(Abbildung 1.5b rot /1.5c¢ blau).
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Beim Angelmann-Syndrom und Prader-Willi-Syndrom kommt es durch UPD im
Bereich 15g11.2-g21 zu phanotypischen Veranderungen. Bei ersterem tritt eine
vaterliche UPD im Bereich 15911.2-921 auf, was sich klinisch durch Mikrozephalie,
Ataxie, Epilepsie und geistiger Behinderung des Kindes bemerkbar macht.
Umgekehrt kommt es bei mutterlicher UPD in diesem Bereich zur Ausbildung des
Prader-Willi-Syndroms. Das heil3t, es liegt zweimal das mitterliche Gen vor, das
durch Imprinting inaktiviert wird. Das Kind hat eine muskulare Hypotonie, genitale
Hypoplasie und eine verzdgerte geistige Entwicklung. In beiden Fallen kommt es also
zu phanotypisch sichtbaren Verédnderungen, die sich auf eine uniparentale Disomie
zurckfuhren lassen.

Auch embryonale Tumore kdnnen durch denselben Prozess ausgeltst werden. UPD
im Bereich 11p15.5 kann zu der Entstehung von Rhabdomyosarkomen oder Wilms
Tumoren fuhren. Bei Wilms Tumoren sind IGF2 (maternal Inaktivierung) und das
Tumorsuppressorgen H19 (paternale Inaktivierung) auf 11pl15.5 betroffen. Durch
paternale Disomie liegen dann zwei aktive IGF2-Gene und kein aktives H19 vor, bzw.
durch maternale Deletion liegt ein aktives IGF2 und kein aktives H19 vor. Beides
fuhrt zu einem Verlust des Tumorsuppressorgens bei gleichzeitig aktivem IGF2, was

die Tumorentstehung begunstigt.

In somatischen Zellen scheinen weniger von Pragung betroffene Gene eine Rolle zu
spielen als viel mehr Situationen, in denen bereits mutierte Gene vorlagen, deren
Expression dann durch die UPD verandert wird. Durch die drei oben dargestellten
Mechanismen kommt es durch UPD zu einer Verdopplung des mutierten Gens mit
gleichzeitigem Verlust des gesunden. In Abbildung 1.6 werden mit dem blau

markierten mutierten Gen die einzelnen Mechanismen noch einmal dargestellt.



Einleitung

Mitotische Rekombination:
. —> '

Rettung bei Monosomie
oder Trisomie:

Amplifikation nach
Deletion:
- —»

Abbildung 1.6 Konsequenz der UPD bei Mutationen in einem Gen (blau)

Nicht nur das mit blau markierte ,mutierte Gen“ kann in seiner Expression verandert werden, sondern
theoretisch auch alle anderen Gene, die in Bereichen der UPD liegen.

Durch diesen Vorgang kénnen sowohl Tumorsuppressorgene inaktiviert werden, well
beide Allele defekt sind, als auch Onkogene aktiviert werden, weil dann zwei mutierte

(,aktive®) Allele vorliegen.

Es zeigt sich also, dass LOH durch Deletionen oder uniparentale Disomie entstehen
und die Tumorentstehung beginstigen oder vorantreiben kann. Mit Verfahren wie
FISH oder CGH wurden bisher primar Deletionen in Tumoren nachgewiesen und die
CSI-Tumoren standen meist im Blickpunkt dieser Analysen. In dieser Arbeit sollten
jetzt sowohl CSI- als auch MSI-Tumore mit einem neuen Analyseverfahren auf

unipartentale Disomie untersucht werden.
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2 Zielsetzung

In Vorarbeiten an kolorektalen Tumorzelllinien mit Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) und
chromosomaler Instabilitat (CSI) hatte sich gezeigt, dass bei beiden Gruppen der
Mechanismus der uniparentalen Disomie fur die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen und Aktivierung von Onkogenen verantwortlich sein kann.
Das Ziel dieser Arbeit war es, als nachstes zu prifen, ob dieser Mechanismus nicht
nur auf Zelllinien beschrankt ist, sondern auch in primédrem kolorektalem
Tumorgewebe auftritt und somit von grundlegender Bedeutung ist. Dazu sollten 15
mikrosatelliteninstabile und 15 chromosomal instabile Tumore und die entsprechende
korrespondierende Normalschleimhaut mittels der 50K-SNP-Array-Technologie
untersucht werden. Durch diese Technik kdnnen in Uber 50000 chromosomalen
Regionen Informationen Uber die Zygositat und die Kopienanzahl gewonnen und so
Regionen mit uniparentaler Disomie (monoallelische Regionen ohne Anderung der
Kopienzahl) identifiziert werden. Die Daten sollten ausschlie3lich mit Hilfe des
Microsoft Programms Excel® ausgewertet werden und nicht mit vorgefertigten
Softwareprogrammen, um mdgliche Verfalschungen zu vermeiden. Mégliche UPD-
Regionen sollten dann mit der menschlichen Genomdatenbank verglichen werden,
um herauszufinden, ob in diesen Regionen Tumorsuppressor- oder Onkogene
enthalten sind. AnschlieRend sollten die Ergebnisse der MSI- mit den CSI-Tumoren

und mit den MSI- und CSI-Zelllinien verglichen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellen

Die untersuchten 15 mikrosatelliten instabilen und 15 stabilen Tumore stammen von
Patienten, deren Tumorgewebe zwischen Juli 1999 und Marz 2004 gesammelt, im
pathologischen Institut der Universitat Wirzburg untersucht und aufbereitet und im
gastroenterologischen Labor bei -80C aufbewahrt wurde. Bei dem verwendeten
Material handelte es sich um natives Tumormaterial und korrespondierende native
Normalschleimhaut. Durch die Analyse im Institut fir Pathologie wurde sichergestellt,
dass mindestens 50% Tumorgewebe vorlag und des weiteren wurde der MSI-Status
(mikrosatellitenstabil oder —instabil) bestimmt. Die MSI-Zelllinien HCT 116, HCT 25
und LOVO wurden von der American Type Culture Collection bezogen und in
Standard MEM-Kulturmedium (Life Technologie, Eggenstein) kultiviert. Die zwei
verwendeten CSI-Zelllinien Geki 01 und Geki 04 sind im gastroenterologischen Labor
aus Primartumoren hergestellt worden und werden in Final-Medium (DMEM mit 10%
FKS, EGF 1nM/ ml (Promega, Mannheim), TGF-a 200ug/ml (Invitrogen, Darmstadt),
gentamycin 125 pg/ml, penicillin 200 U/ml, streptomycin 200pg/ml, essential amino
acids 1%, fungizone 6.6 pg/ml, MITO plus serum-expander 1ml/l (Collaborative
Bionmedicals, Bedford, MA) kultiviert.

3.2 DNA Isolation aus nativem Tumormaterial und

korrespondierender Normalschleimhaut

Die DNA-Proben werden mit Hilfe des kommerziellen Kits ,DNeasy® Tissue Kit* von
QIAGEN, Hilden, Deutschland, aus dem Nativ-Material gewonnen. Dieses Kit, mit
dem sowohl genomische, mitochondriale als auch virale DNA isoliert werden kann,
nutzt die Silizium-Gel-Technologie, um selektiv die DNA direkt nach der Zell-Lyse an
die DNeasy-Membran zu binden und durch anschlieende Zentrifugation zu
isolieren. In dem ersten Schritt werden 25 mg Gewebe mit dem Skalpell sorgfaltig
zerkleinert, mit 180 pl Lyse-Puffer (ATL) und 20 pl Proteinase K durchmischt und
anschlieBend bei 55T in einem Schiuttel-Wasserbad G ber Nacht inkubiert. Im
folgenden Schritt werden die Proben nach Zugabe von 200 ul AL-Puffer bei 70C fur
10 min inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul Ethanol (100%) werden die Proben in die
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DNeasy Mini Spin Columns (entsprechen Filtersdulen mit Silizium-Gel-Membranen)
pipettiert, und bei 10000 RPM fur 1 min zentrifugiert. Als Zentrifuge kommt dabei die
Biofuge fresco (Kendro Laboratory Products Heraeus, Osterode, Deutschland) zum
Einsatz. Nach Verwerfen des Eluats und Zugabe von 500 ul AW1-Puffer wird erneut
bei 10000 RPM fiur 1 min zentrifugiert, und anschlieRend das neue Eluat verworfen.
Dieser Schritt wird mit 500 pl AW2-Puffer und 3 min Zentrifugationsdauer wiederholt.
Schlief3lich wird die DNA, welche nun gereinigt und an der Membran der Filtersaulen
gebunden vorliegt, durch Zugabe von 200 pl AE-Puffer, 1 min Inkubation bei
Raumtemperatur und folgender Zentrifugation bei 10000 RPM herausgewaschen.

Die Konzentration der DNA in der Lésung wird mit einem UV-Spektrophotometer bei
einer Absorption von 260 nm bestimmt und anschlieRend mit H,O auf 100 ng/pl

verdinnt.

3.3 Single nucleotide polymorphisms (SNP)

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) sind Variationen einzelner Nukleotide, die
Uber zwei Millionen mal im Genom vorkommen und innerhalb konstanter Regionen
liegen. SNPs konnen homo- oder heterozygot vorkommen und sind fur jedes
Individuum spezifisch. Weitere Merkmale sind, dass sie immer an derselben Stelle
liegen und homogen Uber das gesamte Genom verteilt sind. Somit ist zum einen eine
systematische Untersuchung der SNPs mdglich, zum anderen kann das gesamte
Erbmaterial nach Veranderungen untersucht werden. Durch ihr haufiges Vorkommen
kénnen sie gut fur eine hochauflosende Analyse genetische Veranderungen, die sich
Uber kleine Bereiche des Genoms erstrecken, eingesetzt werden. Die Durchflhrung

der SNP-Arrays erfolgte im Institut fir Pathologie der Universitat Wirzburg.

3.4 Prinzip der SNP-Arrayanalyse

Die Analyse der SNPs kann mit so genannten SNP-Arrays erfolgen. Fir jeden SNP
gibt es 40 25-Oligomere, die eine partielle Ubereinstimmung zur Ziel-DNA haben. Im
Zentrum des Oligomers befindet sich die zum SNP korrespondierende Base. Diese
kann entweder perfekt passen (exakt komplementar zu einer der SNP Basen sein)
oder nicht passen, also zu keiner der SNP Basen komplementar sein. Zusatzlich gibt
es noch Oligonukleotide, bei denen die korrespondierende Base nicht zentral ist,

sondern ein bis vier Basenpaare versetzt ist (in dem obigen Beispiel um zwei Basen
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versetzt). Aus dieser Konstellation ergeben sich pro Base 10 Oligonukleotide, jeweils
5 ,perfect matches” und 5 ,mismatches” (einer exakt zentral und vier versetzte).
Durch Fluoreszenzmarkierung der Ziel-DNA Fragmente lasst sich erkennen, an
welchen Oligomeren die DNA gebunden hat und wie hoch die Affinitat ist, sodass

sich daraus der Genotyp des SNPs und die Allelanzahl ablesen lassen.

3.5 Technik der SNP-Arrayanalyse

250 ng amplifizierte oder nicht amplifizierte DNA wird mit dem Enzym Xbal in einer
PCR Reaktion verdaut. Hierbei werden unterschiedlich groRe Stlicke generiert, die
alle dieselben Enden haben. Im néachsten Schritt wird ein Adapter angeflgt. So
werden bei der nachsten Amplifikation mittels zeitlich limitierter PCR nur Fragmente
mit einer Lange von 250 — 2000 bp generiert. Um geniigend Material zu gewinnen
werden, 4 PCR Folgen mit je 100ug DNA durchgefihrt. Es erfolgt dann ein
Reinigungsschritt, bevor die Stlicke mit DNAse | fragmentiert werden. Zur Kontrolle
des Prozesses wird eine Gelelektrophorese (4% TBE Agarosegel) durchgefuhrt, die
sicherstellt, dass die fragmentierten DNA Sticke eine Grofe von 50-100 bp
aufweisen. Schliel3lich werden die Stiicke mit fluoreszierendem Biotin markiert und
fur 16-18 Stunden auf das Array hybridisiert. Die Auswertung der Chips erfolgt mit

Affymetrix fluidics und dem Genearray Scanner.

Thal Xbel Taal

v vy -— =
e
Genomse DMNA
l RE digestion Dretpatiration arnd
Fragmetitation l End labeling
b
All Sizes - b
—— —
= —_— —h
— -
) Hyhridization
PCR Staining
Adapter ligation 1 Seanning
dapler liga Set conditions
S - = o amplify
—_— 2E0 - 2000 1.'r|.'|
-_—— fragrments
L V=" — |
L —=——  —— —_ —
. . —

Abbildung 3.1 Schematischer Ablauf der SNP-Analyse Durchfiihrung (Genchip Mapping 100K

Assay Manual)
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3.6 Auswertung der Ergebnisse der SNP-Array-Analys e

Die mit dem Genearray Scanner generierten Daten wurden mit dem Copy Number
Analysis Tool (CNAT) von Affymetrix nach Protokoll des Herstellers analysiert. Der
verwendete Grenzwert fir heterozygote Allele liegt dabei im 50K Array bei einem p-
Wert von 0,25. Es wurden folgende Ergebnisse geliefert:

Zum einen die Zygotie an jeder einzelnen SNP Position, also AA, BB oder AB. Falls
an einer Position keine Hybridisierung erfolgte oder die Auswertung unsicher war,
wurde diese Position nicht auswertbar (,No Call“). Die ,No Call“*-Rate unserer
Tumore, respektive Schleimhaut lag insgesamt bei < 2%.

Dann wurden die Kopienanzahl (SPA_CN) und die Signifikanz der Abweichung der
Kopienanzahl (Variation) (SPA_pval: +/- log 10(p-Wert)) angegeben. Das bedeutet,
fur jede einzelne Position ist bekannt, ob es zu einer Amplifikation oder Deletion in
diesem Bereich gekommen ist und wie signifikant dieses Ergebnis ist.

AuBBerdem wurde die ,meta analysis“ Signifikanz (CPA_pval: +/- log 10(meta p-
value)) ermittelt sowie der —logl0 der Wahrscheinlichkeit, dass eine lange
homozygote Region durch Zufall entstanden ist (LOH-Wert).

3.7 Auswertung des CNAT - Datenmaterials

Fur jeden Tumor bzw. fur jede Schleimhaut wurden 58624 SNPs analysiert und
entsprechende Daten erstellt, die es auszuwerten galt. Nicht mit einbezogen wurden
die SNP Ergebnisse der X Chromosomen. Um eine exakte Analyse der Daten zu
erreichen, wurden alle Einzelwerte manuell durchsucht. Dazu wurde Microsoft Excel
verwendet. Jeder SNP im Tumor wurde mit dem entsprechenden SNP der
Normalschleimhaut verglichen und so ein allelischer Verlust festgestellt. Die
Kopieenanzahl wurde mittels des SPA p-Wertes (s. 3.6) ermittelt. Dabei wurde der
Grenzwert auf +/-1,3 (entspricht p<0,05) festgelegt. Dies bedeutet, dass bei einem
Wert von >1,3 von einer Amplifikation in diesem Bereich ausgegangen wird und bei
einem Wert <-1,3 von einer Deletion. Auf diese Weise konnten allelische Verluste mit
Deletion, allelische Verluste mit Amplifikation und allelische Verluste ohne
Anderungen der Kopienanzahl (uniparentale Disomie) festgestellt werden.

In Ergénzung zu dieser direkten Vergleichsmethode wurde auch eine indirekte
Vergleichmethode angewendet. Dazu wurde kein direkter Vergleich von Tumor und

Normalschleimhaut durchgefiihrt. Die Ermittlung der allelischen Verluste erfolgte tber
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den ,LOH-Wert"“. Diejenigen Regionen mit multiplen monoallelischen SNPs (AA, BB)
wurden als signifikant fur einen allelischen Verlust bezeichnet, bei denen der LOH-
Wert 210 war, was einem p-Wert von <10™'° entspricht. Da bei einer groBen Anzahl
von untersuchten SNPs die Rate an falsch positiven Ereignissen steigt, wurde durch
einen hohen Grenzwert versucht diesem Problem vorzubeugen.

Ahnlich wie beim direkten Vergleich wurde der Mittelwert des SPA_p-Wertes der
signifikanten LOH Region ermittelt und bertcksichtigt. Hier wurde der Grenzwert
ebenfalls auf +/-1,3 (p<0,05) festgelegt. Durch den indirekten Vergleich kbnnen auch
in der Schleimhaut Bereiche mit uniparentaler Disomie entdeckt werden, die mit der

direkten Methode nicht aufgefallen waren.

3.7.1 Vorgehen beim indirekten Vergleich

Erst wurden die LOH-Werte der einzelnen Tumore tabellarisch aufgefthrt und durch
Markierung der signifikanten Regionen (LOH >10) eine bessere Ubersicht geschaffen
(Abbildung 3.2). Der exakte Beginn und das exakte Ende jedes Bereiches wurden

identifiziert und notiert.

E3 Microsoft Excel - loh tumor MSI

] Datei Bearbeiten Ansicht Einfigen Formst Extras Daten  Fenster 7
DEFEH @RY¥ § Bl - & = -8 8 E P e -3

Arial -0 - F K u = S € om0 EEEE - B A -
T22416 - =

il
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i
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Abbildung 3.2 Ubersicht der Exceltabelle.

Anmerkung : Die rot markierten Zellen heben die signifikanten Regionen optisch hervor.
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Dann wurden die signifikanten Regionen mit denen der Schleimhaut verglichen, die
auf dieselbe Weise analysiert worden waren. Somit konnten Tumor und Schleimhaut
schnell und prazise verglichen werden. Schliel3lich wurden fur jeden LOH Bereich die
Mittelwerte des SPA pval, des CN-Wertes und des CPA-pval ermittelt. Alle
signifikanten Bereiche wurden mit genauer Chromosomenposition, LOH-Wert, sowie
dem Mittelwert der Kopienanzahl, des SPA pval und des CPA pval tabellarisch
dokumentiert (komplett im Anhang). Schlie3lich wurden aufféllige Regionen in der

Human Genombank auf mdgliche relevante Gene kontrolliert.

3.7.2 Vorgehen beim direkten Vergleich

Hier wurden die Tumordaten direkt mit denen der Schleimhaut verglichen und jede
Abweichung registriert. Als ,nicht identisch® wurden die Situationen gewertet, in
denen Tumor AA und Schleimhaut AB bzw. BB war, oder Tumor BB und Schleimhaut
AB bzw. AA, oder Tumor AB und Schleimhaut AA bzw. BB. Situationen in denen
einer der beiden ein ,NoCall* aufwies, wurden immer als identisch gewertet. Dann
erfolgte die graphische Darstellung mit Excel, wobei nur diejenigen Regionen
betrachtet wurden, die tUber 50 aufeinanderfolgende ,nicht identische” Ereignisse

aufwiesen.

3.8 Graphische Darstellungen

Die graphische Darstellung der indirekten Vergleichsergebnisse wurde mit Microsoft
Power Point durchgefuhrt. Hier wurde fur jedes Chromosom ein Balkendiagramm
erstellt, in dem die betroffenen Regionen fur jeden Tumor einzeln dargestellt wurden.
Dadurch ist ein tUbersichtlicher Vergleich der individuellen Ergebnisse méglich. Durch
farbliche Kodierung wurden verschiedene Erkenntnisse hervorgehoben, die eine
noch bessere Ubersicht der Ergebnisse verschaffen soll. Graue Markierungen stellen
die Regionen dar, in denen Tumor und Schleimhaut auf derselben Strecke eine LOH
aufweisen. Blau sind diejenigen Bereiche in denen uniparentale Disomie vorliegt, Rot
kennzeichnen Deletionen und Gelb monoallelische Amplifikationen. Die Zelllinien
stehen immer am Anfang der Balkendiagramme, bzw. sind speziell markiert. Die
Kodierung wurde sowohl fur die MSI als auch fur die CSI Tumore gleich gestaltet,
damit hier ebenfalls ein leichter Vergleich moglich war.

Die Balkendiagramme wurden fir MSI- und CSI-Tumore separat erstellt. In den

Regionen, in denen ein gemeinsamer, sehr genauer Vergleich erwiinscht war, wurde
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eine separate graphische Darstellung gewahlt. Diese wurde mit Microsoft Excel
erstellt und die farbliche Markierung wie oben beschrieben beibehalten. Hier konnte
in einer gewlnschten Region, auf die Position genau, mehrere Tumore verglichen
werden. Dies war wegen der relativ ,groben* Bearbeitbarkeit im Power Point
Programm nicht mdglich.

Bei der Darstellung des direkten Vergleichs wurde die farbliche Kodierung nicht
beibehalten. Hier unterscheiden sich die einzelnen Tumore durch verschiedene
Farben voneinander. Die Darstellung erfolgte ebenfalls mit Microsoft Excel.
Schlie3lich wurden die Ergebnisse des indirekten Vergleichs denen des direkten
Vergleichs gegentbergestellt, um so Regionen zu identifizieren, die beim indirekten
Vergleich aufgrund des Cutoff-Wertes nicht identifiziert wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 SNP- Analyse von 15 MSI-Tumoren

Bei den 15 untersuchten MSI Tumoren lie3en sich insgesamt 96 Regionen mit
allelischen Verlusten (LOH) nachweisen. Die Grol3e der Regionen variiert von 1 Mb
bis 27 Mb. Von den 96 identifizierten monoallelischen Regionen sind 90 (94%) auf
uniparentale Disomie zuriickzufiihren und 6 (6%) auf Deletionen und monoallelische
Amplifikationen (Tabelle 4.1). Bei 65 (68%) Regionen war die uniparentale Disomie
sowohl im Tumor als auch in der Schleimhaut vorhanden. Bei 31 (33%) konnten die

Veranderungen nur im Tumor gefunden werden.

Tumor-Schleimhaut Tumorspezifische gesamt
Ubereinstimmung Veranderung
UPD 60 30 90
Deletion 1 0
Amplifikation 4 1 5
gesamt 65 (68%) 31 96

Tabelle 4.1 Indirekter Vergleich von MSI-Tumoren un d der Kkorrespondierenden

Normalschleimhaut

Die Regionen mit uniparentaler Disomie befinden sich bei 14 von 15 Tumoren auf
mindestens zwei Chromosomen. Nur ein Tumor (Nr. 181) weist eine einzelne
signifikante Region auf Chromosom 16 auf. Aullerdem fallt auf, dass einige
Chromosomen nur jeweils bei einem einzigen Tumor verandert sind. Dieses war der
Fall bei Chromosom 13, 14, 16, 17, 20 und 21. Eine 100%ige Ubereinstimmung
zwischen zwei Tumoren konnte nicht gefunden werden, sodass sich ein individuelles
Muster der LOH-Regionen fur jeden Tumor ergibt. Trotzdem gab es
Ubereinstimmungen einzelner signifikanter Regionen sowohl unter den Tumoren als

auch beim Vergleich dieser mit den Zelllinien und den untersuchten Schleimhauten.
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Abbildung 4.1 Ubersicht der LOH Regionen bei MSI Tu  moren

Tabelle 4.1 stellt die Ergebnisse des indirekten und direkten Vergleichs der MSI
Tumore dar. Auf Chromosom 3, 4, 6, 7, und 13 gibt es chromosomale Bereiche mit
uniparentaler Disomie, die nur im Tumormaterial vorkommt. Auf Chromosom 3, 4, 7

und 13 zeigt jeweils nur ein Tumor eine signifikante Veranderung.

Direkter Vergleich Indirekter Vergleich Gene
Tumor Chr. Region Tumor Chr. Region
15 3 pter-p21.3 HMLH-1,
59 3 pter-p22.2 59 3 pter-pl4.2 | TGFBR II, RAF1
109 4 031.2-9g34.3 109 4 q24-qter VEGEC,
SMAD1, CASP3
59 6 p25.3-p25.1 59 6 pter-p21.2
p24.3-p23
109 6 p243-p24.1 109 6 pter-p12.3 END1, NOL7,
186 6 p25.3-p25.1 186 6 pter-p22.3 TFAP2A,
p24.3 SIRT5, TUBB2A
p24.1-p22.3
131 6 pter-p21.2
104 9 pter-qter CDNK2A
75 7 p22.1-21.3 PMS2
109 13 q11-913-3 109 13 pter-qter RB1
q21.1-g22.1
033.2-933.3
109 15 pter-gter CRAC1

Tabelle 4.2 Direkter und indirekter Vergleich der M Sl Tumore
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In diesen Regionen konnten einige Gene ausfindig gemacht werden, die von
potentieller Relevanz sind. Im Bereich der chromosomalen Region 3p22.3 liegt das
hMLH1-Gen und auf 7p22 das hPMS2-Gen. Ein weiteres Beispiel ist das auf 15q
gelegene CRAC1-Gen, fur das eine Relevanz im kolorektalen Karzinom gezeigt
werden konnte (Popat et al., 2003). Weitere Gene auf den einzelnen Regionen sind
in

Tabelle 4.2 vermerkt.

4.1.1 Uniparentale Disomie der chromosomalen Region 6pter-p22

Auf Chromosom 6 konnte eine Region identifiziert werden, in der im indirekten
Vergleich (3 von 15 Tumoren) und direkten Vergleich (4 von 15 Tumoren)
uniparentale Disomie gezeigt werden konnte (Tumor 59, 109, 131 und 186 — Abb.
4.4). Der bei allen vier Tumoren gemeinsam betroffene chromosomale Abschnitte ist
6pter-p22.

Chromsom 6
\pter-pEE
— T —

m 54

=104
| | | | B B E—

186

= 13

0 50000000 100000000 150000000 200000000

Abbildung 4.2 Ergebnisse des direkten Vergleichs au  f Chromosom 6

In diesem Bereich lie3en sich einige Gene identifizieren, die von Relevanz sein
kénnten. Dieses sind EDN1 (Endothelin 1), NOL7, TFAP2A (Transkriptionsfaktor AP2
alpha) sowie SIRT5 und TUBB2B. Welche Rolle einige von ihnen spielen und welche
Ergebnisse es sonst noch zu diesen Genen gibt, soll in der Diskussion néher

erlautert werden.
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4.1.2 Vergleich von Tumoren mit den MSI-Zelllinien HCT116, HCT15
und LOVO

Bei allen untersuchten Zelllinien handelt es sich bei den gefundenen Regionen um
uniparentale Disomie (Abbildung 4.3 und Tab. 4.2).
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Abbildung 4.3 UPD bei den MSI Zelllinien

Zelllinie Chromosom Region LOH

HCT116 3 p26.3-p25.3 68,08
3 p25.3-24.1 60,69
3 p24.1-22.3 27,19
3 p22.3-21.1 42,04
5 p15.33-p15.31 19,2
5 p15.31-p15.2 37,53
5 p15.2-13.2 85,34
5 p13.1-q11.1 29,95
7 p22.3-21.3 31,83
7 p21.3 11,98
7 p21.3-21.2 27,06
7 p21.2-p21.1 12,06
7 p21.1-p15.2 56,45
21 g21.2-921.3 11,64

LOVO 2 p25.3-9q37.3 154,69
9 p24.3-p21.2 34,34

HCT15 5 gq14.1-g35.3 76,63
9 p24.3-9q13.3 39,32
14 g31.1-932.33 51,34

Tabelle 4.3 UPD bei MSI Zelllinien
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9p24.3-p21.3 ist die einzige Region, in der zwei Zelllinien (LOVO und HCT15) sich
Uberschneiden. Zwei Tumore zeigen hier ebenfalls UPD. Ein potentiell relevantes
Gen hier ist CDKN2A. Dies ist ein Tumorsuppressorgen auf 9p21, das fur das Protein
p16INK4 kodiert, welches als Stabilisator fur p53 gilt. Auf Chromosom 3 und 7 zeigen
zwei Tumore Ubereinstimmungen zur Zelllinie (Abb. 4.10). Auf Chromosom 3 zeigt
Tumor 59 eine Ubereinstimmung mit der Zelllinie HCT116 bei 3p26.1-p22.2. Bei der
Zelllinie erstreckt sich die Region bis 3p21. Als relevantes Gen ist hier besonders das
bei HNPCC Patienten haufig verdnderte Mismatch Reparaturgen hMLH1 auf 3p22.2
zu nennen. Auf Chromosom 7 haben Tumor 75 und die Zelllinie HCT116 bei p22.1-
p21.3 uniparentale Disomie. In dieser Region liegt PMS2 ebenfalls ein Mismatch-

Reparatur Gen, das in selteneren Fallen bei MSI Tumoren mutiert ist.
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Abbildung 4.4 Ubereinstimmung von Zelllinie und Tum or auf Chromosom 3 und 7
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4.2 SNP- Analyse von 15 CSI-Tumoren

Alle 15 untersuchten Mikrosatelliten stabilen Tumorgewebe zeigen allelische Verluste
(LOH). In Abbildung 4.5 ist zu erkennen, dass diese Verluste gleichermal3en auf
langen und auf kurzen Chromosomenabschnitten liegen. Zum Teil sind ganze
Chromosomen oder Chromosomenarme betroffen. Alle bis auf einen Tumor haben
zwischen 2 und 10 verénderte Chromosomen. Das Chromosom 19 weist keine
Regionen mit LOH auf. Chromosom 9, 20 und 21 sind nur bei jeweils einem Tumor
von LOH betroffen.
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Abbildung 4.5 Monoallelische Regionen der analysier  ten 15 CSI Tumore

Von den 256 identifizierten monoallelischen Regionen sind nur 106 (41%) auf
uniparentale Disomie zurtckzufihren und 150 (59%) auf Deletionen und
monoallelische Amplifikationen (Tabelle 4.3). Bei 70 (27%) Regionen war die
uniparentale Disomie sowohl im Tumor als auch in der Schleimhaut vorhanden. Bei

186 (73%) konnten die Veranderungen nur im Tumor gefunden werden.
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Tumor und Schleimhaut  Tumorspezifische Gesamt
Ubereinstimmung Veranderungen
UPD 44 62 106
Deletionen 16 83 99
Amplifikationen 10 41 51
gesamt 70 186 256

Tabelle 4.4 Ubersicht des indirekten Vergleichs

Obwohl es keine 100%ige Uberlappung bei mehreren Tumoren oder Zelllinien gibt,

zeigen sich doch haufige gemeinsam betroffene Abschnitte (5q, 17p, 18q). 9 von 15

Tumoren weisen spezifische, tumorbezogene Veradnderungen auf. Bei 7 von 15

Tumoren sind besonders viele Chromosomen betroffen (jeweils mindestens sieben).

Es gibt jedoch weder eine Korrelation zwischen der Hohe an Ubereinstimmung zur

Schleimhaut und der Anzahl der betroffenen Chromosomen noch eine Korrelation

zwischen der Menge der betroffenen Chromosomen und der Anzahl von UPD. (

Tabelle 4.5).

Tumor

Ubereinstimmung

betroffene

mit Schleimhaut Chromosomen Chromosomen

~100%

insgesamt mit UPD

182
33
168
172
127
51
170
143
189
29
179
1
123
167
132
Geki 04
Geki 01

Tabelle 4.5 Ubersicht der CSI Tumore mit der Anzahl

und der Menge an UPD
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4.2.1 Allelische Verluste der Region 189 bei CSI Tu moren

In der indirekten Analyse zeigen sich bei den CSI-Zellinien Geki 01 und 04 und bei 6
von 15 Tumoren und in der direkten Analyse 8 von 15 CSI-Tumoren allelische
Verluste mit reduzierten Kopienanzahl in der Region 18q (Abb. 4.13 und 4.14). Bei
den Zelllinien sind diese Bereiche sehr homogen Uber das Chromosom verteilt,
wéahrend bei den nativen Tumoren eine mehr oder weniger starke Zerstlckelung
stattfindet. Betrachtet man den direkten Vergleich, homogenisieren sich die Bereiche
bei den nativen Tumoren. SMAD4 auf 18921.1 (in Abbildung 4.6 schwarz markiert)
ist ein Gen, das in dieser Region von Relevanz sein kénnte. Es gilt als Mediator im
TGF-B Signaltransduktionsweg und dessen hereditarer Defekt fuhrt zum Juvenilen-
Polyp6sen-Syndrom.
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Abbildung 4.6 Indirekter Vergleich von CSI Tumoren und Zelllinien Geki 1 und 4 auf Chrom. 18
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Abbildung 4.7 Direkter Vergleich von CSI Tumoren au  f Chromosom 18

4.2.2 Allelische Verluste der Region 17p bei CSI Tu  moren

Bei der indirekten Analyse zeigen sich bei den CSI-Zellinien Geki 01 und 04 sowie
bei 4 von 15 Tumoren und in der direkten Analyse bei 6 von 15 CSI-Tumoren
allelische Verluste mit reduzierten Kopienanzahl in der Region 17p (Abb. 4.15 und
4.16). Bei zwei Tumoren (51,172) zeigte sich auch abschnittsweise UPD. Das
Tumorsuppressorgens p53 liegt in der gemeinsam betroffenen Region 17p13. p53 ist
eines der am besten untersuchten Tumorsuppressorgene und hat multiple
Funktionen und Interaktionen im zellularen Wachstumsprozess. Es wird bei
zellularem Stress hochreguliert, halt den Zellzyklus an und induziert die DNA
Reparatur. Findet keine adaquate Schadensbehebung statt, wird die Apoptose
eingeleitet, ansonsten findet eine Ruckkehr in die Proliferationsphase statt. An
diesem komplexen Prozess sind viele weitere Proteine beteiligt, die in Interaktion mit

p53 treten und dessen Funktion unterstitzen.
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Abbildung 4.8 Indirekter Vergleich der CSI Tumore u nd der Zelllinie Geki 1 und 4 auf

Chromosom 17
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Abbildung 4.9 Direkter Vergleich der CSI Tumoren au  f Chromosom 17
4.2.3 Allelische Verluste der Region 8p bei CSI Tum  oren

Bei der indirekten Analyse zeigen sich bei der CSI-Zellinie Geki 04 und bei 4 von 15

Tumoren und in der direkten Analyse bei 6 von 15 CSI-Tumoren allelische Verluste

mit reduzierten Kopienanzahl in der Region 8p (Abb. 4.17 und 4.18). Bei einem

Tumor (172) konnte eine monoallelische Amplifikation nachgewiesen werden. In der
Region 8p22 liegen MTUS1 und TUSCS3, beides sind potentielle Kandidaten fur

Tumorsuppressorgene (Frank et al., 2007; Ye et al., 2007; Bashyam et al., 2005). Da

es sich bei Tumor 170 um eine monoallelische Amplifikation handelt, ist es mdglich,
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dass es gleichzeitig mit der Inaktivierung des TSG zu einer Aktivierung des

Onkogens c-myc (8923) gekommen ist.
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Abbildung 4.10 Indirekter Vergleich der CSI Tumore und der Zelllinie Geki 1 und 4 bezogen auf

Chromosom 8
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Abbildung 4.11 Direkter Vergleich von CSI-Tumorena  uf Chromosom 8

4.2.4 Allelische Verluste und UPD der Region 5q bei  CSI Tumoren

Bei der indirekten Analyse zeigen sich bei 9 von 15 Tumoren und in der direkten
Analyse bei 7 von 15 CSI-Tumoren monoallelische Regionen in der chromosomalen
Region 5q (Abb. 4.17 und 4.18). Uberwiegend waren dies monoallelische Areale
ohne Anderung der Kopienanzahl, entsprechend einer uniparentalen Disomie. Bei

einigen Tumoren (127,132, 172) wurden auch Deletionen gefunden, die Uberwiegend
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die Region 5ql4-21 betraf. Im Bereich 5g22-35 konnten fast ausschlief3lich
uniparentale Disomien identifiziert werden. In der Region 5022.2 ist das APC-

Tumorsupressorgen lokalisiert.

5q
Sg14-21 5022-35

APC |

T123 0
T143 O
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Abbildung 4.12 Veranderungen von CSI Tumoren auf 5q
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Abbildung 4.13 Direkter Vergleich der CSI-Tumore au  f Chromosom 5

Im direkten Vergleich entfallen zwei Tumore, ndmlich Tumor 123 und 167. Aul3erdem
sieht man, wie auch bei den oben gezeigten anderen Chromosomen, eine
Homogenisierung der betroffenen Region, die speziell 5q betrifft. Da hier doch
erhebliche Unterschiede in den Ergebnissen der beiden Methoden vorliegen, wurde
der Bereich unter Anderung des ,LOH Cutoff-Wertes* noch einmal analysiert.
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Abbildung 4.14 zeigt die Ergebnisse mit Cutoff-Werten von 10 und 6 (p>10°) in
getrennter, farbiger Markierung.

Ey14-21 3q 5022-35
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T170 _ 01 [ ||| | |
50000000 100000000 Position 'ISDDDIDDDD mmm =Deletion
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mmm =UFD (LOH>6<10)

Abbildung 4.14 Veranderungen der CSI-Tumore mit LOH Cutoff-Werten von 6-10 und >10

4.2.5 Allelische Verluste und UPD auf den Chromosom  en 14 und 22

Im Bereich der chromosomalen Region 14923 ist eine ca. 3Mb grol3e Region, auf der
Geki 04 mit drei weiteren Tumoren (Tumor 51, 127, und 182) Ubereinstimmungen
zeigt. Die Schleimhaut der drei Tumore zeigt hier keine Auffalligkeiten. Bei der
Zelllinie und dem Tumor 182 ist keine Veranderung der Allelanzahl zu erkennen
(UPD). Bei Tumor 51 und 127 liegt eine Deletion vor. Auffallig ist, dass die
monoallelischen Regionen trotz ihrer geringen Lange sehr hohe Ubereinstimmungen
zeigen und dass die Veranderungen sowohl durch Deletionen als auch durch UPD

zustande kommen.
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Abbildung 4.15 UPD und Deletionen auf 14923

Das einzige Gen, das in dieser Region identifiziert werden konnte, war Max (myc
associated cofactor X). Max ist in sofern wichtig, da myc nur durch eine
Heterodimerisierung mit Max seine Funktion als Transkriptionsfaktor erfullen kann
(Hurlin und Jie, 2006). Eine weitere chromosomale Region mit hé&ufigen
monoallelischen Abschnitten fand sich auf Chromosom 22. Neben der Zelllinie Geki
04 fallen zwei Tumore auf; einer (Tumor 170) durch eine Deletion, der andere (Tumor

51) durch Deletion und uniparentale Disomie.

Chromosam 22

T51 | |

u] 20000000 40000000 GO000000
Fosition

Turmor

Abbildung 4.16 Veranderungen von CSI Tumoren und Ge ki 04 auf Chromosom 22

Im Bereich von 22g12.1 liegt unter anderem das CHEK2-Gen (22912.1), das als
Regulator des Zellzyklus-Checkpunktes gilt und mit p53 und BRCA 1 interagiert.
Neuere Studien zeigen ein gehauftes Auftreten von CHEK2 Mutationen in Tumoren
von HNPCC Patienten (Wasielewski et al., 2008).
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4.2.6 Vergleich der Tumore mit den Zelllinien Geki 01 und Geki 04
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Abbildung 4.17 UPD und Deletionen bei CSI Zelllinie  n ( 1=Gekil, 2= Geki2)

Bei den untersuchten Zelllinien Geki 01 und Geki 04 finden sich multiple
monoallelische Regionen. Wie in Abbildung 4.17 zu sehen ist, zeigen beide sowohl
Deletionen als auch uniparentale Disomie (49 LOH Regionen davon 4 UPD). Die
UPD- Regionen auf Chromosom 1, 2, 4 und 14 betreffen kiirzere chromosomale
Abschnitte. Die ausgedehnten Veranderungen auf Chromosom 6, 8, 17, 18 und 22
hingegen sind Deletionen. Vergleicht man die Veranderungen der Zelllinien mit
denen der Tumore, fallt auf, dass an allen Stellen, an denen eine Zelllinie LOH
aufweist, mindestens ein Tumor ebenfalls verandert ist, sodass die Darstellung der

veranderten Regionen gemeinsam in den vorherigen Abschnitten erfolgte.

4.3 Vergleich von MSI- und CSI-Tumoren

Auf den ersten Blick gibt es sehr wenige Gemeinsamkeiten zwischen den MSI-und
den CSI-Tumortypen. Die deutlich héhere Anzahl an LOH Regionen bei den CSI-
Tumoren und das vermehrte Auftreten von Deletionen sind der grof3e Unterschied in
beiden Gruppen.

In Tabelle 4.6 sind diejenigen Regionen aufgelistet, in denen MSI-und CSI-Tumoren
Ubereinstimmungen zeigten. Daraus wird ersichtlich, dass nur auf Chromosom 6

mehrere Tumoren beider Typen Veranderungen aufweisen.
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Region MSI Csil Zelllinie
3p26 59 170 HCT 116
4q31 109 189

6p24-22 59/109/186/131 143/172 Geki 01
13921 109 143

Tabelle 4.6 Ubereinstimmungen zwischen MSIl und CSI  Tumoren

Abbildung 4.18 und Abbildung 4.19 zeigen den indirekten und direkten Vergleich der
MSI- und CSI-Tumore in diesem Bereich. Alle 4 MSI Tumore und der CSI Tumor 143
haben UPD, wahrend bei der MSI Zelllinie Geki 01 und dem CSI Tumor 172

Deletionen vorliegen.
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Abbildung 4.18 Veranderungen von CSI- und MSI-Tumor  en auf 6p25-p22 mit Genen
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Abbildung 4.19 Direkter Vergleich von CSl-und MSI-T  umoren auf Chromosom 6
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5 Diskussion

5.1 SNP-Arrayanalyse von MSI- und CSI-Tumoren

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die SNP-Arrayanalyse an der
DNA von nativen Tumoren und deren korrespondierender Normalschleimhaut
durchfihrbar ist. Der Tumoranteil in nativen Tumoren war zwar >50%, jedoch wurde
keine Mikrodissektion durchgefiihrt, so dass immer Anteile an Normalschleimhaut im
Tumor vorhanden waren. Dies kann die Erklarung sein, warum einige identifizierte
monoallelische Regionen diskontinuierlich erschienen. Es gab wesentliche
Unterschiede zwischen der ,direkten* Methode, bei der der Tumor mit der
Normalschleimhaut verglichen wurde und der ,indirekten* Methode, bei der der
Tumor und die Normalschleimhaut separat analysiert wurden. Dies ist deshalb von
grol3er Wichtigkeit, da von vielen Zellinien und teilweise auch von Tumoren keine
Normalschleimhaut verfugbar ist und so eine Untersuchung auf monoallelische
Regionen mittels statistischer Methoden (berhaupt erst erméglicht wird. Der
Vergleich der Methoden zeigte, dass durch die indirekte Methode Areale identifiziert
wurden, die fragmentierter waren als bei der direkten Methode. Daraus kann
geschlossen werden, dass fur die Anwendung der indirekten Methode Tumoren mit
grol3er Reinheit verwendet werden sollten. Dies ist bei den Zellinien, fur die die
indirekte Methode vor allem wichtig ist, meist gegeben. AuRerdem wurde beim
indirekten Vergleich von Tumor und Normalschleimhaut festgestellt, dass auch schon
in der Normalschleimhaut uniparentale Disomie vorzukommen scheint. Bei den CSI-
Tumoren liegt der Anteil mit 27% deutlich niedriger als bei den MSI-Tumoren mit
68%. Da leider keine weitere normale DNA zur Verflgung stand, kann keine
Aussage uber die Relevanz dieser Beobachtung gemacht werden. Es ist jedoch von

grol3em Interesse diese Beobachtung im Rahmen weiterer Studien zu untersuchen.

5.2 UPD als wesentliche Ursache fur chromosomale In  stabilitat bei
CSI- und MSI-Tumoren

In dieser Arbeit konnte an nativem Tumormaterial gezeigt werden, dass die
uniparentale Disomie eine wichtige Rolle bei der Entstehung von MSI- und CSI-
Karzinomen spielt. Bei MSI-Tumore sind 94% aller monoallischen Areale durch UPD

hervorgerufen. Uniparentale Disomie ist somit ein wichtiger Mechanismus, der bei
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MSI Tumoren zu chromosomalen Verédnderungen fiihren kann. Bei den CSI-Tumoren
ist der Anteil an UPD mit 41% geringer und die Deletionen stehen weiterhin im
Vordergrund. Die Ergebnisse zeigen, dass eine chromosomale Instabilitat nicht mehr
allein den CSI-Tumoren zugeschrieben werden kann, sondern auch bei den MSI-
Tumoren vorkommt. Dabei kann man von einer ,kontrollierten” Instabilitat sprechen,
da der diploide Karyotyp durch Amplifikation des korrespondierenden
chromosomalen Abschnittes erhalten bleibt. Die betroffenen Abschnitte betreffen
sowohl bei CSI- als auch bei MSI-Karzinomen bestimmte genomische Regionen, auf
denen haufig Tumorsuppressorgene oder Onkogene lokalisiert sind. Damit haben die
Ergebnisse eine wichtige Bedeutung fur die Klinik, da durch die Analyse von MSI-
Tumoren mittels SNP-Analysen moglicherweise neue therapeutische Angriffspunkte
gefunden werden kdnnten.

Bis vor einigen Jahren wurde uniparentale Disomie nur bei syndromalen hereditaren
Erkrankungen beschrieben. Seit der Etablierung von SNP-Analysen zur DNA-
Analyse ist die ldentifikation von UPD in Tumorgewebe auf einfache Weise méglich
geworden. Bei vielen Tumorentitdten konnte auf diese Weise UPD nachgewiesen
werden. Zuerst wurde dies fir hamatologische Neoplasien gezeigt (PCV - Kralovics
et al., 2002; AML - Raghavan et al., 2005; AML - Gorletta et al., 2005), dann auch fur
Bronchial- und Mammakarzinome (Zhao et al., 2004) sowie fur Basalzellkarzinome
(Teh et al., 2005). Bei Basalzellkarzinomen konnte die Region 9g22.3 als eine bei 14
Karzinomen gemeinsam von UPD betroffene Region identifiziert werden. Ein dort
lokalisiertes Tumorsuppressorgen (PTCH) war in 68% der Falle mutiert. Auch bei
kolorektalen Karzinomen konnte UPD nachgewiesen werden. In einer SNP-Analyse
von MSI- und CSI-Zelllinien konnten Melcher et al. (2007) erstmals das Vorkommen
von UPD in kolorektalen Karzinomzellinien nachweisen. Dabei wurde die
Veranderung sowohl in CSI- als auch in MSI-Zelllinien nachgewiesen. Es wurde
postuliert, dass es sich bei der UPD um ein frihes Ereignis in der
Kolonkarzinogenese handelt und dass dadurch sowohl Tumorsupressorgene
inaktiviert als auch Onkogene aktiviert werden kénnen. Unter anderem wurde das
APC-Gen in CSl-Kolonkarzinomzelllinien haufig durch UPD inaktiviert (Verdopplung
der inaktivierenden Mutation), in MSI-Karzinomzelllinien war hMLH1 betroffen. Bei
hMLH1 handelt es sich um ein Reparaturenzym, das fir die Entstehung der

Mikrosatelliteninstabilitat verantwortlich ist. Die Inaktivierung des APC-Gens mit der
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daraus resultierenden Adenomentstehung und die Inaktivierung von hMLH1 mit der
daraus resultierenden Mikrosatelliteninstabilitat stiitzen die Hypothese, dass die UPD
schon frih in der Kolonkarzinogenese eine Rolle spielt.

Gaasenbeek et al., 2006 analysierten 45 kolorektale Karzinomzelllinien mit CGH und
SNP-Array und fanden ahnliche Resultate wie in dieser Studie. Die Regionen
17p13.1 (p53) und 18g21.1 (DCC/ SMAD4) waren dabei in allen chromosomal
instabilen Zelllinien entweder durch Deletion, uniparentale Disomie oder
monoallelische Amplifikation betroffen. Auf andere haufig betroffene Regionen (z.B.
8p22) gehen die Autoren nicht ein. Die Gruppe schlagt eine neue Unterteilung der
chromosomalen Instabilitat unter Bertcksichtigung der monoallelischen Areale vor.
Andersen et al., 2007 zeigte das Vorkommen einer uniparentalen Disomie an 15
primaren, linksseitigen Kolonkarzinomen, allerdings ohne eine
Mikrosatelliteninstabilitatsanalyse durchzufihren. Die Gruppe lokalisierte die
entsprechenden haufig betroffenen Regionen bei 5q15—22, 8p22, 17p13—p12 und
18921—q23. Auch in einer aktuellen Studie von unserer Arbeitsgruppe an 15
chromosomal- und mikrosatelliteninstabilen priméren Kolonkarzinomen konnten
diese Regionen bestatigt werden. In den monoallelischen Regionen 5qg2l1—qter,
17pter—12 und 18qll.1—qter sind die Tumorsuppressorgene APC, p53 und
DCC/SMAD4 lokalisiert und es konnten entsprechende Mutationen in den
verbliebenen Allelen identifiziert werden. Eine Beteiligung dieser Gene an der
Kolonkarzinogenese ist schon seit langer Zeit bekannt (Vogelstein et al., 1988).

Im Rahmen dieser Arbeit und auch durch die der Gruppe von Andersen konnte aber
auch die Region 8pter—p22 als haufig betroffene Region identifiziert werden. Im
Rahmen von Mikrosatellitenanalysen wurde die Region 8p22 von etlichen Gruppen
als eine haufig deletierte Region beschrieben (Arribas et al., 1999). Nach dem dort
lokalisierten Tumorsuppressorgen wird allerdings noch immer gesucht. Andersen et
al. (2007) lokalisierten das Gen TUSC3 in der minimalen Verlustregion und konnten
in Expressionsanalysen eine Herunterregulation zeigen, ohne dass bisher ein
Mutationsnachweis durchgefuihrt werden konnte und die Ergebnisse auf
Proteinebene bestatigt werden konnten. Flanagan et al. konnte 2003 das Gen
CNOT7 als betroffenes potentielles Tumorsuppressorgen ausschlieBen. Ebenfalls im
Jahr 2003 konnten Seibold et al. ein Tumorsuppressorgen (MTUS1, Mitochondrial
tumor suppressor gene 1, OMIM: 609589) im Bereich der Region 8p22 identifizieren.
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Das Gen liegt dem Mikrosatellitenmarker D8S254 unmittelbar benachbart. Im
Rahmen einer bisher nicht verdffentlichten Studie an 169 kolorektalen Karzinomen
konnten Melcher et al. eine minimale Verlustregion um den Marker D8S254
bestétigen. In einer aktuellen Studie dieser Arbeitsgruppe wird an einer Subgruppe
von 30 kolorektalen Karzinomen mit einem allelischen Verlust des Markers D8S254
eine Immunhistochemie, eine Sequenzierung und ggf. eine Methylierungsanalyse
des Promotors durchgefiihrt, um die Rolle von MTUS1 im kolorektalen Karzinom zu

untersuchen (Melcher et al., 2011).

5.3 UPD auf 6p24.3-22.3 /6pter-p22

6pter-p22 ist der einzige Bereich, in dem mehrere MSI-Tumore Uberschneidungen
von UPD haben. 4 von 15 Tumoren (27%) zeigen hier UPD. Die betroffene Region
umfasst 25 000 000 Basenpaare und enthalt 106 Gene. Auch andere Arbeitsgruppen
konnten Verédnderungen im Bereich des kurzen Arms von Chromosom 6 bei
kolorektalen  Karzinomen nachweisen. Honchel et al. fuhrten 1996
Mikrosatellitenanalysen bei 64 kolorektalen Karzinomen durch und konnten eine
minimale Verlustregion um den Marker D6S271 (6p21.1) nachweisen. Bei anderen
Tumorentitaten kommen ebenfalls haufige Deletionen in diesem Bereich vor. Bei
immortalisierten Zellen von Li-Fraumeni-Patienten kann der Chromosomentransfer
eines Chromosoms 6 eine Seneszenz der Zellen induzieren. Kumata et al. konnten
2002 einen Klon identifizieren, der nicht zu einem Zelluntergang fihrte und eine
Deletion im Bereich des Markers D6S309 aufwies. Rader et al. konnten im Jahr 2000
die betroffene Region bei Zervixkarzinomen auf eine Region im Bereich von 6p23
(D6S429-D6S1578) eingrenzen. Diese Region umfasst 946 000 Basenpaare
(14.082.420-15.029.265). Unmittelbar dieser Region benachbart konnte das
potentielle Tumorsuppressorgen NOL7 (Nuclear Protein, 27-KD, Omim #611533)
identifiziert werden (Hasina et al., 2006). NOL7 moduliert die Angiogenese und fuhrt
zu einer Herabregulation von VEGF. Interessanterweise ist bei MSI-
Magenkarzinomen (Miyamato et al., 2007) und MSI-Kolonkarzinomen (Inoue et al.,
2006) eine verminderte Angiogenese mit reduzierter VEGF-Bildung nachgewiesen
worden. Eine Beteiligung von NOL7 an kolorektalen Karzinomen wurde bisher noch

nicht untersucht.
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NOL7 1 = VEGF | + TSP-1 1 = Tumorsuppression

NOL7 | = VEGF 1 + TSP-1 | =» Angiogenese

Abbildung 5.1 Effekte von NOL7

Auch der Transkriptionsfaktor AP2¢a liegt in dieser Region und ist ein interessanter
Kandidat. Mehrere Gruppen konnten zeigen, dass es
Tumorsuppressoreigenschaften in Mammakarzinom (Li et al., 2006), kutanem
Melanom (Karjalainen et al.,, 2000) und kolorektalen Adenomen und
Adenokarzinomen (Ropponen et al., 2001) hat. AP2a bildet mit p53 Kernkomplexe,
wodurch die Expression bestimmter Wachstumsgene verandert wird. Durch eine
verminderte Expression von AP2a durch zwei defekte Gene kénnte die
Tumorsuppressoreigenschaft von p53 vermindert werden. Noch gibt es
unterschiedliche Hypothesen, wie diese Interaktion im Ganzen funktioniert, und
weitere Analysen mussen zeigen, ob UPD die Expression von TFAP2A verandert.
Wenig ist zu der Rolle von END1, SIRT5 und TUBB2B in der Karzinogenese von
Tumoren bekannt. Aufgrund ihrer Funktionen ist jedoch eine mdgliche Rolle als
Onkogen oder Tumorsuppressorgen nicht ausgeschlossen.

Die beschriebenen Gene beeinflussen die Zellzyklusregulation direkt oder indirekt.
Dennoch bleiben alle Darstellungen zu einem maoglichen Einfluss der UPD auf die
Funktion dieser Gene von hypothetischer Natur und weiter reichende
Untersuchungen, speziell Expressionsanalysen, missen gemacht werden, um diese

Hypothesen zu bestatigen.

5.4 UPD inaktiviert APC bei CSI-Tumoren

Uniparentale Disomie tritt bei CSI-Tumoren mit 41% prozentual sehr viel seltener auf
als bei den MSI Tumoren, aber mit einer absoluten Anzahl von 105 kopieneutralen
LOH Regionen in etwa genau so oft wie bei MSI-Tumoren (89). Gaasenbeek et al.
stellten ebenfalls fest, dass chromosomal instabile Tumore kopieneutrale LOH
Ereignisse zeigen, in etwa der gleichen Haufigkeit wie MSI positive Zelllinien. Sie

untersuchten allerdings priméar Zelllinien und nur zwei spezielle chromosomale
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Regionen bei nativen Tumoren. Sie vermuten, dass es bei den MSI negativen
Tumoren einige gibt, die speziell zu UPD neigen, und somit eine weitere Untergruppe
identifiziert wurde. Unsere Analysen zeigten, dass alle CSI-Tumoren UPD aufweisen

und keine Korrelation zwischen der Menge an UPD und LOH insgesamt besteht (

Tabelle 4.5), und so nicht von einer speziellen Subgruppe zu sprechen ist.

Interessanterweise lasst sich am Beispiel 5q zeigen, dass UPD auch bei CSI-
Tumoren relevant ist und ein frihes Ereignis in der Kanzerogenese darstellt. Wie in
der Einleitung beschrieben, gehéren Mutationen in der Region 59 zu den initialen
Veranderungen in der Tumorentstehung von CSI-Tumoren. Die uniparentale Disomie
spielt also ebenso wie bei MSI-Tumoren eine wichtige Rolle in der frihen
Kanzerogenese der CSI-Tumore. Im weiteren Verlauf der Adenom-Karzinom
Sequenz scheint jedoch immer noch die klassische LOH durch Deletionen den
wesentlich mutagenen Prozess bei CSI-Tumoren darzustellen, da auch in dieser
Studie deutlich wurde, dass wichtigen Gene wie p53 und SMAD 4 durch Deletionen

verloren gegangen sind.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gewebe von jeweils 15 kolorektalen MSI- und CSI-
Primartumoren, sowie 3 MSI- und 2 CSI-Tumorzelllinien mittels SNP-Arrayanalyse
molekulargenetisch auf uniparentale Disomie (UPD) untersucht. Es konnte bestétigt
werden, dass die uniparentale Disomie ein wichtiger Mechanismus zur Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen zu sein scheint. Die Ergebnisse zeigen, dass nicht nur in
MSI-Tumoren, sondern auch in CSI-Tumoren UPD nachgewiesen werden konnte,
wobei der UPD-Anteil an identifizierten LOH-Regionen in MSI-Tumoren mit 94%
gegenuber 41% in CSI-Tumoren deutlich hdher lag. Interessanterweise wurde auch
in 68% der korrespondierenden MSI- und in 27% der entsprechenden CSI-
Normalgewebe UDP festgestellt, was daraufhin deutet, dass hier mdglicherweise
schon kanzerogene Vorstufen vorliegen. Die Verteilung der UPDs in den 15
Tumorproben der jeweiligen Tumortypen (MSI und CSI) war innerhalb der einzelnen
Proben und innerhalb der einzelnen Chromosomen sehr heterogen, es wurden
jedoch gemeinsam Regionen mit UPD gefunden. Bei 27% der MSI-Tumoren wurde
eine neue Kandidatenregion auf Chromosom 6 (6pter-p22) identifiziert, die auch
einige potentielle Tumorkandidatengene, wie das Tumorsuppressorgen NOL7 oder
den Transkriptionsfaktor AP2a enthalt. In CSI-Tumoren waren die monoallelischen
Regionen mit 59% hauptséachlich durch Deletionen charakterisiert, wahrend die MSI-
Tumore im Gegensatz nur 3% Deletionen aufwiesen. In CSI-Tumoren fielen
insbesondere vier Bereiche auf den Chromosomen 18, 17, 8 und 22 durch allelische
Verluste auf und bestatigen damit eine Reihe von friheren Ergebnissen. In
bestimmten Regionen (z.B. 22912.1) wurden sowohl Deletionen als auch UPD
festgestellt. Die Region 5g22.2 war fast auschliel3lich von uniparentaler Disomie
betroffen. Ob die UPD vor allem in friilhen Stadien der Kolonkarzinogenese eine Rolle
spielt und in spateren Stadien eher in chromosomaler, bzw. Mikrosatelliteninstabilitét

vorkommt, werden weitere Studien zeigen missen.
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8 Anhang
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Abbildung 8.1 Ergebnisse des direkten Vergleichs de
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Tabelle 8.2 Ubersicht der LOH Regionen in CSI Tumor
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Anhang

Persodnliche Daten

Lebenslauf

Geburtsdatum:

Geburtsort:

Nationalitat:

Familienstand:

13. Mérz 1984
Wirzburg

deutsch

verheiratet

Kinder: zwei Kinder
Berufserfahrung
Seit 06/2011 Wissenschaftliche Mitarbeiterin der Abteilung fur

Hochschulausbildung

Allgemein- und Viszeralchirurgie am Robert-Bosch

Krankenhaus, Stuttgart

10/2003 - 06/2005

09/2005

10/2005 - 01/2009

02/2009 - 05/2010

02/2009 - 01/2010

04/2010

2008 - 2010

Grundstudium der Humanmedizin

Bayerische Julius - Maximilians Universitat Wirzburg

Erster Abschnitt der arztlichen Prifung; Note 2,0

Hauptstudium der Humanmedizin (5-10. Fachsemester)
Bayerische Julius - Maximilians Universitat Wirzburg

Hauptstudium der Humanmedizin (11. und 12.

Fachsemester) Universitat Heidelberg

Praktisches Jahr am Klinikum Ludwigsburg
Wabhlfach: Radiologie

Zweiter Abschnitt der arztlichen Prifung; Note 2,0

Promotion bei PD Dr. Melcher, Medizinische Klinik und
Poliklinik 11 Uniklinik Wirzburg, Thema ,ldentifikation
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Anhang

von uniparentaler Disomie bei Mikrosatelliten instabilen

und chromosomal instabilen kolorektalen Karzinomen*

Schulausbildung

1990 - 12/1992 Rooftop School, San Fransisco, U.S.A.
12/1992 - 07/1993 Balthasar-Neumann-Volksschule Werneck
08/1993 - 11/2003 John F. Kennedy Schule, Berlin

Abschlisse: Abitur mit der Note 1,7
High School Diploma

Praktika und Famulaturen

08/2003 Krankenpflegepraktikum (Viszeralchirurgie)
Stadtische Kliniken Neuss

03/2004 Krankenpflegepraktikum (Hamatoonkologie)
St. Hedwig Klinik Berlin

08/2004 Krankenpflegepraktikum (Neurologie)
Oakwood Healthcare System Dearborn, Michigan, U.S.A.

02/2006 - 03/2006 Famulatur (Viszeralchirurgie)

Stadtische Kliniken Neuss

03/2007 - 04/2007 Famulatur (Kardiologie)
Klinikum Wolfsburg

09/2007 Famulatur (Anasthesie)
Praxis Dr. Jarausch, Wlrzburg

02/2008 - 03/2008 Famulatur (Unfallchirurgie)

Klinikum Kitzinger Land
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Anhang

Publikationen und Auszeichnungen

03/2008 1.Preis bei Young Investigators Award auf dem Deutschen Internisten
Kongress (Wiesbaden) mit dem Thema: Uniparentale Disomie bei

primaren Kolonkarzinomen

Melcher R, Zopf W, Hartmann E, Rosenwald A, Hoehn H, Schmid M, Kudlich T,
Scheurlen M, Luehrs H.Spectral karyotyping and SNP microarray analysis define
uniparental disomy (UPD) as a novel mutational mechanism in MSI- and CSI-
colorectal cancers. Cell Oncol. 2008;30 (6):507.

Melcher R, Hartmann E, Zopf W, Herterich S, Wilke P, Miller L, Rosler E, Kudlich T,
Al-Taie O, Rosenwald A, Katzenberger T, Seibold S, Scheppach W, Scheurlen M,
Lidhrs H LOH and copy neutral LOH in sporadic colorectal cancers with

chromosomal- and microsatellite instability. Carcinogenesis 2011;32 (4):636—642.
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