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1. Einleitung 

 

 

1.1 Tumorentstehung 

 

In den westlichen Industrienationen stellen maligne Erkrankungen die 

zweithäufigste Todesursache nach Herzkreislauferkrankungen dar 

(Statistisches Bundesamt 2016). Trotz immenser Fortschritte in den 

therapeutischen Bereichen (Chirurgie, Chemotherapie, Strahlentherapie, 

Hormontherapie, Immunologischer Therapie) liegt die durchschnittliche 5-

Jahres-Überlebensrate für Krebserkrankungen in Deutschland für Frauen bei 67% 

und für Männer bei 62%. Ursächlich ergeben sich die Unterschiede zum einen 

durch die Art der Tumore, und zum anderen durch deren Häufigkeitsverteilung 

(Robert-Koch Institut 2015). 

 

 

 

Die primären Eigenschaften einer malignen Krebserkrankung sind 

unkontrollierte Proliferation und invasives metastasierendes Wachstum des 

betroffenen Gewebes.  

Die Entwicklung von Tumoren im Menschen ist ein komplexer Vorgang, der sich 

gewöhnlich über mehrere Dekaden erstreckt. Während dieses Prozesses 

erwirbt das Genom der Krebszellen mutierte Allele von Protoonkogenen, 
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Tumorsuppressorgenen und anderen Genen, die direkt oder indirekt die 

Zellproliferation beeinflussen (Weinberg et al., 2002). Aufgrund der Komplexität 

der Karzinogenese ist es nicht möglich, einzelne Genmutationen als 

Verursacher der Erkrankung zu benennen.  Da es in Säugetierzellen mehrere 

„Sicherheitsprogramme“ zum Schutz vor für die Zelle letale Mutationen gibt, ist 

jede einzelne Mutation als ein Schritt zur Ausbildung eines invasiven Karzinoms 

anzusehen. (Vogelstein und Kinzler, 2004). 

Genetische Veränderungen können sowohl in Keimzellen, als auch in 

somatischen Zellen entstehen. Kanzerogene Mutationen in Keimzellen führen 

zu einer vererbbaren Prädisposition und damit zu einem erhöhten generellen 

Risiko für die Entstehung von Neoplasien.  

Genetische Veränderungen, die eine Veränderung der Genexpression 

hervorrufen können auf verschiedenen Ebenen des Genoms entstehen. So 

können Chromosomenaberrationen, -translokationen, -deletionen oder -

transversionen die Chromatinstruktur, und Mutationen auf DNA Ebene einzelne 

Gene betreffen, die dann deren Expressionsverhalten verändert.  

Eine Rolle in der Karzinogenese spielt der Verlust der Heterozygosität („loss of 

heterocygosity“ - LOH). Dieser steht für den Verlust eines Allels auf einem der 

beiden Chromosomen. Prädisponiert sind Tumore mit Regionen 

chromosomaler Instabilität. Hier kommt es zu partiellen, oder totalen Deletionen 

von chromosomalen Abschnitten. Hierdurch kann es zu einem „first 

hit“ kommen, im Rahmen dessen ein Allel eines Tumorsuppressorgens 

ausgeschaltet wird. Dies ist der erste Schritt der, von Knudson 1971 definierten 

„Two-Hit-Hypothese“, bei der eines der Allele eines Gens ausgeschaltet wird. 

Wird das zweite Allel durch eine Deletion, Mutation, oder epigenetische 

Veränderungen ausgeschaltet, kommt es zum vollständigen Funktionsverlust 

des Gens.  

Dieses Prinzip liegt der Identifizierung potentieller Kandidaten für 

Tumorsuppressorgene zugrunde. Hierbei wird zur LOH-Analyse ein 

Mikrosatellitenmarker (DNA-Repeats von 2-4 bp) untersucht, der im oder im 

nahen Umfeld des zu untersuchenden Gens liegt. Bei einem LOH des Markers 

kann ein mögliches Tumorsuppressorgen identifiziert werden. Wird bei 

mehreren Patienten mit gleicher Tumorentität signifikant häufiger ein solcher 

LOH festgestellt, lässt sich hieraus auf ein, für die Tumorgenese relevantes  



 5 

Gen schließen. Erstmalig bewiesen wurde dieses Prinzip beim Retinoblastom-

Gen (Cavenee et al., 1983).   

Ursächlich für die Akkumulation von Mutationen sind zum Beispiel mutagene 

Substanzen wie Benzol, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe oder 

Nitrosamine. Andere sind energiereiche Strahlung in Form von radioaktiven 

Strahlen oder ultraviolettem Licht. Ebenso chronische Entzündungen oder eine 

falsche Ernährung, die zu viel tierisches Fett und zu wenig Obst und Gemüse 

beinhaltet, können zur Mutagenese durch vermehrte Bildung von 

Sauerstoffradikalen führen. Die so erworbenen Mutationen beeinflussen die 

Zelldifferenzierung und Zellproliferation und können zur Ausbildung eines 

Karzinoms führen (Hermann et al, 2003; Lawrence et al, 2001). 

 

 

1.2 Das Kolonkarzinom 

 

1.2.1 Epidemiologie und Risikofaktoren 

 

Das kolorektale Karzinom ist der vierthäufigste Tumor der industrialisierten Welt, 

und deren zweithäufigste Krebstodesursache. Die Inzidenz liegt in Deutschland 

bei 50 pro 100.000 Einwohner und Jahr, mit einer durchschnittlichen Todesrate 

von ca. 24.000 Menschen pro Jahr. Das häufigste Erkrankungsalter liegt 

zwischen 50 und 80 Jahren. Ohne familiäre Belastung liegt das „Life-time-

risk“ bei 4-6%, wobei Männer stärker vertreten sind als Frauen (Müller et al, 

2006/07; Rougier et al., 2003). 

Verschiedene Risikofaktoren tragen zu der Entstehung eines kolorektalen 

Karzinoms bei. Hereditäre genetische Erkrankung wie HNPCC ("hereditary non-

polyposis Colorectal Cancer") und AFP ("Familäre adenomatöse Polypose") 

(s.1.2.2.) erhöhen die Wahrscheinlichkeit auf bis zu 100%. Weitere 

Risikofaktoren sind chronisch entzündliche Darmerkrankungen, Adipositas, zu 

fetthaltige Kost (zu wenig Gemüse- und Vollkornprodukte), mangelnde 

körperliche Aktivität, regelmäßiger Alkoholkonsum, u.a. (Weinberg et al, 2008; 

Xie et al,  2008). 
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1.2.2 Genetik des Kolonkarzinoms 

 

Wie bereits erwähnt, unterscheidet man drei spezifische Muster im Rahmen der 

Kolonkarzinomentstehung: sporadisch, (monogen) vererbt und familiär gehäuft. 

Den monogen vererbten Formen des Kolonkarzinoms liegen Mutationen eines 

bekannten Gens zugrunde. Sie machen weniger als 10% der Tumore aus. Ca. 

25% der Dickdarmkarzinome entstehen vor einem manifesten familiären 

Erkrankungshintergrund, sind damit zu häufig um als zufällig zu gelten, 

allerdings liegt kein monogener Erbgang vor. Wahrscheinlich spielen 

Polymorphismen einzelner Gene eine Rolle und zusätzlich modulierende 

Umweltfaktoren im Sinne einer multifaktoriellen Vererbung (Calvert et al, 2002; 

Alexandria et al, 1998). Zwei Drittel der Tumore sind sporadischer Natur. Die 

Entstehung eines solchen Tumors läuft in einem mehrstufigen Prozess ab. Er 

beginnt mit einem Polypen der sich im Zuge der Transformation der Zellen über 

ein Adenom, zu einem Karzinom hin entwickelt (Fearon et al, 1990; Spies et al, 

1999) (Abbildung 2). Im Laufe dieser Karzinogenese akkumulieren mindestens 

vier bis fünf genetische Mutationen die der betroffenen Kolonzelle einen 

Selektionsvorteil verschaffen. Obwohl, während dieses Prozesses sich die 

Mutation einzelner Gene, wie APC (Kastan et al, Bastek et al, 2004) in der 

Regel eher früh, und die anderer wie p53 (Kaelin et al, 1999; Greenblatt et al, 

1994; Kastan et al, 2007) eher spät ereignen, ist die Akkumulation wichtiger als 

die Reihenfolge ihres Eintretens (Lee et al, 2006). 

 

 

 

Abbildung 2: Adenom-Karzinom-Sequenz (Abbildung aus Spieß et al; 1999). 
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Zu den Onkogenen die häufig in Kolonkarzinomen betroffen sind, gehört das 

Kinase-Gen RAS auf dem Chromosom 12. Das Protein Ras fungiert als ein 

Schalter der extrazelluläre Wachstumssignale leitet. Mutationen dieses Gens 

sind in beinahe 50% der kolorektalen Tumoren zu finden (Rodenhuis et al, 

1992). Weitere häufig involvierte Onkogene sind c-myc, src und c-erbB2 

(Tortola et al, 1999).  

Das Tumorsuppressorgen APC kodiert ein Protein, das das β-Catenin-Protein 

inhibiert. Dieses wiederum ist an der Kontrolle von Zellsignaltransduktion und 

Zellwachstum beteiligt. Die Mutation des APC-Gens steht häufig am Beginn der 

Karzinogenese und ist entscheidend für die Zelltransformation. Es ist deswegen 

auch als „gatekeeper“-Gen bekannt (Mimori-Kiyosue et al, 2001).  

In bis zu 70% der Kolonkarzinome ist p53 mutiert. Diese Beobachtung spielt 

eine entscheidende Rolle, da Patienten mit dieser Diagnose eine schlechtere 

Prognose haben als Betroffene ohne p53-Mutationen (Tabelle 1) (Kreesner et al, 

1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 1: Häufigkeit der Genmutationen von Ras, APC, p53 und Mikrosatteliteninstabilität in 

sporadisch entstanden Adnemomen, bzw. Karzinomen des Kolons (Levin et al; 2006). 

 

 

Ein weiteres Tumorsuppressorgen das eine Rolle in der Karzinogenese spielt 

ist DCC (deleted in colorectal carcinoma). Dieses auf dem Chromosom 18 

gelegene Gen ist in bis zu 70% der Kolontumore mutiert. Es ist bei Zell-Zell 

Interaktionen und intrazellulärer Signaltransduktion beteiligt und kann Apoptose 

induzieren (Mehlen et al, 2004).  

Neben den genannten Genen wurden zahlreiche weitere Gene identifiziert, 

deren Expressionsverhalten sich im Laufe der Kolon-Adenom-Karzinom-

 Karzinom (%) Adenom (%) 

Ras 20 - 38  

APC 50 – 83 20 – 80 

p53 41 – 69 4 – 26 

MSI 15 - 17  
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Sequenz verändert. Dabei wird die Produktion des kodierten Proteins zum Teil 

hoch-, oder herunterreguliert. Das Verhalten der einzelnen Gene unterscheidet 

sich aber auch je nach Progressionsstufe innerhalb der Sequenz (Lee et al, 

2006).  

Hereditäre Kolonkarzinomsyndrome sind zum Beispiel HNPCC und FAP. Bei 

beiden werden Genmutationen in den Keimzellen an die Nachkommen 

weitergegeben. Das APC-Gen wird bei der FAP dominant vererbt. Betroffene 

Personen entwickeln hunderte von Polypen. Trotz der niedrigen 

Transformationsrate der Polypen entwickeln sich bis zum 50. Lebensjahr in fast 

100% der Patienten Karzinome. Im Falle des HNPCC-Syndroms ist das „DNA 

mismatch-repair“-System betroffen. Dies führt zur Mikrosatelliteninstabilität und 

Replikationsfehlern. Die damit verbundene genomweite Erhöhung von 

Mutationen bedeutet ein Karzinomrisiko von 70-80% für betroffene Personen. 

Grundlegend sind auch hier Keimbahnmutationen, in diesem Fall Gene der 

Familien hMSH und hMLH (Loeb et al, 1991; Markowitz et al, 2000; Mecklin et 

al, 2008). 

 

 

1.3 MTUS1 

 

1.3.1 Das MTUS1 Gen 

 

Das Mitochondriale Tumor Suppressorgen 1 (MTUS1) ist ein in den letzten 

Jahren identifizierter Kandidat für ein neues Tumorsuppressorgen. Es ist auf 

dem „reverse“-Strang des kurzen Armes des Chromosoms 8 in Position p21.3-

p22 (17545585-17657750) lokalisiert. Die kodierende Sequenz erstreckt sich 

über eine Länge von 112 kb und verteilt sich über 12 Exons, mit variierenden 

Größen von 39 bp (Exon7) bis 2,3 kb (Exon 17). Alle Donor- und Acceptor-

Splicestellen entsprechen der GT-AG Regel. Durch alternatives Splicing 

ergeben sich fünf unterschiedliche Produkte: ATIP1, ATIP2, ATIP3a, ATIP3b 

und ATIP4. Diese können aufgrund ihrer unterschiedlichen 5’ Exons in drei 

Klassen unterteilt werden: ATIP1, ATIP3 (ATIP2, ATIP3a, ATIP3b) und ATIP4 

(Benedetto et al 2006).  
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Die 5’ nicht kodierenden Regionen und das ATG Startkodon der Transkripte 

ATIP1, ATIP3 und ATIP4 befinden sich in den Exons 8, 1 und 5. Aufgrund des 

Abstandes von mehreren Kilobasen und der unterschiedlichen 

gewebespezifischen Expression geht man von drei verschiedenen Promotoren 

aus, die aber noch nicht identifiziert sind. Die exprimierten Produkte teilen sich 

Exon 9-17, unterscheiden sich aber in ihrer N-terminalen Region. Je nach 

Splicekombination und 5’-Exon besitzen sie unterschiedliche Eigenschaften. So 

kodiert Exon 5 (ATIP4 spezifisch) eine Sequenz, aus 25 hydrophoben 

Aminosäuren, die von geladenen Aminosäuren flankiert wird. Dies macht ATIP4 

zu einem Transmembranprotein. Splicing von Exon 7 zu Exon 6 führt zu einem 

Zellkernlokalisationssignal (ATIP3a). Exon 8 kodiert für den N-Terminus von 

ATIP1 und beherbergt eine Mitochondriumzielsequenz. Dies deutet auf eine 

unterschiedliche Verteilung in verschiedene subzellulare Kompartimente hin. 

Die allen von MTUS kodierten Proteinen gemeinsame C-terminale Region 

enthält coiled-coil-Motive und Leucin-Zipper-Motive; diese ermöglichen 

Interaktionen mit Proteinen und der DNA (Seibold et al, 2003).   

MTUS1 wird in einer großen Bandbreite sowohl von normalem adultem als 

auch von fetalem menschlichem Gewebe expremiert, wobei die höchsten Level 

im zentralen Nervensystem und in der Plazenta zu finden sind. Hohe bis 

moderate Level sind auch in anderem Gewebe wie Sklettmuskel, Prostata, 

Blase, Kolon oder Uterus gefunden worden. Die verschiedenen Varianten 

zeigen dabei ein unterschiedliches Verteilungsmuster in den einzelnen 

Organen/Geweben (Benedetto et al, 2006; Rogler et al, 2014).  

 

 

 

1.3.2 Die Rolle von MTUS1 in der Zellproliferation 

 

Das Tumorsuppressorgen MTUS1 kodiert für eine Familie von Proteinen, die 

aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften befähigt sind, sowohl mit anderen 

Proteinen als auch mit DNA zu interagieren. Bisher konnte nachgewiesen 

werden, dass sie eine Rolle im Rahmen der Zellproliferation spielen. Eines ihrer 

Partnermoleküle ist der Angiotensin-Rezeptor 2 (AT2).  
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Der AT2-Rezeptor agiert als ein Antagonist zum AT1-Rezeptor. Beide sind G-

Protein gekoppelte Proteine. AT1 hat neben seinen kardiovaskulären Effekten 

auch trophische Eigenschaften. Über multiple intrazelluläre Signalkaskaden übt 

er einen mitogenen Einfluss in verschiedenen Gewebe- und Zelltypen aus. AT2 

dagegen reguliert die Zellproliferation herunter. Er wirkt antiproliferativ und 

proapoptotisch (Landon et al, 2005). Dieser anti-proliferative Effekt des AT2 

wird wahrscheinlich über die Aktivierung von Tyrosinphosphatasen und die 

Hemmung von Kinasen geregelt, was zu einer Inaktivierung der extrazellulär 

regulierten Kinase (ERK2) führt. Eine der an den AT2 gekoppelten 

Phosphatasen, SHP-1, spielt eine zentrale Rolle in der, durch AT2 gestarteten 

Signalkaskaden. Sie hemmt die durch AT1 induzierten PYK2 und Jun-Kinasen, 

die durch Insulin aktivierten PI3K, Akt und die Tyrosinkinase des EGFR. Des 

Weiteren interagiert AT2 auch negativ mit Rezeptortyrosinkinasen von bFGF 

(basic fibroplastic growth factor), EGF (epridermal growth factor) und 

Insulinrezeptoren durch eine frühe Störung der Signaltransduktion. Die 

intrazellulären Effekte des AT2-Rezeptors können auch unabhängig von G-

Proteinen durch andere intrazelluläre Signalwege bewirkt werden. Alle vier 

Isoformen des ATIP-Proteins können über ihre coiled-coil-Region mit dem AT2-

Rezeptor interagieren. Es wurde gezeigt, dass ATIP in primären Zellen, die mit 

Wachstumsfaktoren wie Insulin, bFGF, PDGF, oder EGF behandelt wurden, 

einen signifikanten inhibitorischen Effekt auf die Zellproliferation ausübt (Nouet 

et al, 2004). Die dabei beobachteten Effekte ähneln denen des AT2-Rezeptors, 

wobei der inhibitorische Einfluss von ATIP die Expression, nicht aber die 

Aktivierung des AT2-Rezeptors benötigte. Die Stimulation mit Angiotensin II 

führt zu einer Verstärkung der vermittelten Effekte. Dies lässt vermuten, dass 

ATIP mit dem AT2-Rezeptor kooperiert, um durch Inhibierung des Rezeptor-

Tyrosinkinase-(RTK)-Signalwegs die Zellproliferation zu regulieren. Da die 

verschiedenen ATIP-Varianten in jeder Art von menschlichen Gewebe 

expremiert werden, und der AT2-Rezeptor nur in bestimmten, lässt sich 

vermuten, dass ATIP auch andere AT2 unabhängige Funktionen besitzt (Nouet 

et al, 2004; Wruck et al, 2004; Benedetto et al, 2006). 
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1.3.3 MTUS1 als Tumorsuppressorgen 

 

Die in 1.3.2 beschriebenen Eigenschaften der MTUS1-Produkte legen nahe, 

dass sie eine Rolle in der Karzinogenese spielen. Das Gen liegt  in einer 

Region die als Lokalisation von Tumorsuppressorgenen gilt. Das Gen MTUS1 

ist 0,9 MB vom Marker D8S254 entfernt lokalisiert Genetische Veränderungen 

in diesem Bereich (Chromosom 8p21.3-22) wurden für die Progression beim 

Mammakarzinom, Lungenkarzinom, Ösophaguskarzinom, Magenkarzinom, 

Kolonkarzinom, Rektumkarzinom, Colonkarzinom, hepatozellulären Karzinom, 

Pankreaskarzinom, Blasenkarzinom und beim Prostatakarzinom beschrieben 

(Fujiwara et al, 1993; Bardi et al, 1993; Kerangueven et al, 1997; Chan et al, 

2002; Suzuki et al, 1995; Wagner et al, 1997; Tamura et al, 2001; Zuern et al,  

2010; Li X et al, 2014). Auch funktionell konnte die Existenz von 

Tumorsuppressorgenen auf dem Chromsom 8 nachgewiesen werden. Der 

Transfer von gesunden Chromosom 8 in kolorektale Tumorzelllinien konnte die 

Malignität der Tumorzellen reduzieren. Ähnliches trifft auch auf das 

Metastasierungspotential von Prostatakarzinomzellen zu (Gustafson et al, 1996; 

Ichikawa et al, 1994).  

MTUS1 wird in allen gesunden Geweben exprimiert. Auch in Geweben die eine 

Progression der Tumore beim Allelverlust von 8p21.3-22 gezeigt haben. 

Seibold et al. konnten eine deutliche Reduktion der MTUS1 Expression bzw. 

eine komplette Inaktivierung von MTUS1 in Tumorzelllinien und Tumorgeweben 

nachweisen. In verschiedenen Zelllinien des Pankreaskarzinoms konnte 

festgestellt werden, dass die MTUS1-Expression invers mit der 

Proliferationsrate und dem Differenzerungsgrad in unterschiedlichen 

Tumorzelllinien korreliert. Langsam proliferierende und gut differenzierte 

Tumorzelllinien zeigten wie Normalgewebe eine hohe MTUS1-Expression. 

Hingegen wiesen mäßig proliferierende und mäßig differenzierte 

Tumorzelllinien gegenüber Normalgewebe eine erniedrigte MTUS1 Aktivität auf. 

In der hochmalignen Pankreastumorzelllinie MiaPaCa-2 und in Gewebe eines 

Pankreaskarzinoms war MTUS1 komplett inaktiviert. Entzündlich verändertes 

Pankreasgewebe zeigt dagegen keine veränderte MTUS1-Expression, so dass 

eine den Tumor umgebende Entzündungsreaktion als Ursache für die MTUS1-

Inaktivierung ausgeschlossen werden kann. Durch rekombinante Exprimierung 
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konnte nachgewiesen werden, dass MTUS1 die Tumorzellproliferation 

signifikant inhibieren kann (Seibold et al, 2003). 

Die Region 8p22-21.3 enthält mindestens 55 bekannte Gene, von denen einige 

Kandidaten für Tumorsuppressorgene sind. In mehreren Studien wurde gezeigt, 

dass MTUS1 sowohl in verschiedenen Tumorzelllinien wie auch menschlichen 

Tumorgewebe eine reduzierte Expression aufweist. In einer Reihe von 

squamösen Kopf- und Halszelltumoren zeigte sich, dass Mutationen 

wahrscheinlich eine wesentliche Rolle bei der Reduktion der MTUS1-

Expression spielen (Ye et al, 2007). In anderen Karzinomen wie dem 

hepatozellulären Karzinom wurden ebenfalls Punktmutationen sowohl innerhalb, 

als auch außerhalb der Exons entdeckt, die teilweise auch zu Veränderungen 

des Splice-Verhaltens führen (Benedetto et al, 2006).  

Die Tatsache, dass die Region 8p21.3-p22 in vielen Tumorentitäten in 

Progression und Initiation des Tumor involviert ist und die Funktion, die die 

Produkte des MTUS1- Gens in den Bereichen Zelldifferenzierung und 

Zellproliferation innehaben, zeigt, dass das MTUS1-Gen eine Rolle bei der 

Karzinogenese spielt.    
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2. Problemstellung 
 

Das Mitochondriale Tumor Suppressorgen 1 (MTUS1) wird in ausdifferenzierten 

Zellen des menschlichen Körpers exprimiert. Durch die Zusammenarbeit der 

MTUS1-Proteine mit dem AT2-Rezeptor wirken sie hemmend auf eine Vielzahl 

proliferativ wirkender Signalkaskaden ein und führen dazu, dass die Zellen in 

den „senescence“ Zustand übergehen. MTUS1 ist auf dem Chromosom 8 in 

Position p21.3-p22 (17545585-17657750) lokalisiert. Diese Region ist eine 

häufig deletierte Region bei kolorektalen Karzinomen. Tumorsupressorgene 

sind in häufig deletierten Regionen lokalisiert, da sie typischerweise durch eine 

Mutation des einen Allels und Deletion des zweiten Allels inaktiviert werden 

(LOH - "loss of heterozygosity"). Über eine mögliche Rolle von MTUS1 bei 

kolorektalen Karzinomen ist bisher nur wenig bekannt. In Vorarbeiten wurden 

bei der Charakteriserung von 168 Tumoren 14 Tumore mit einem allelischen 

Verlust bei 8p21.3-p22 identifiziert. Im Rahmen dieser Arbeit sollen diese 

Karzinome auf eine Inaktivierung des MTUS1-Gens untersucht werden. Falls 

das MTUS1-Gen ein für das kolorektale Karzinom relevantes 

Tumorsuppressorgen ist und durch typische Mechanismen (Knudson-

Hypothese - Mutation des ersten Allels gefolgt von der Deletion des zweiten 

Allels) inaktiviert wird, sollte es in den untersuchten Karzinomen nicht mehr 

exprimiert werden. Als erstes Ziel werden die Tumore mit einem putativen 

Verlust der Region 8p21.3-p22 nochmals mittels LOH-Analyse überprüft. Die 

primäre Aufgabe dieser Arbeit ist die Etablierung einer immunhistochemischen 

Färbung der Proben. Da von dem gesammelten Gewebe keine RNA vorliegt, 

wird zur Analyse der Expression ein Antikörper gegen MTUS1 verwendet. 

Anschließend werden die entsprechenden Paraffinblöcke in der Pathologie 

herausgesucht, Schnitte angefertigt und die Färbung durchgeführt. Die 

Ergebnisse der Immunhistochemie werden mit den Ergebnissen der LOH-

Analyse verglichen. 
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3. Material und Methoden 

 

 

3.1 Material 

 

Agarose „peq GOLD Universal 

Agarose“ 

PeqLab, Erlangen (GER) 

Aqua Delta Select Delta Select, Rimbach (GER) 

BSA Albumin Bovine Serva, Heidelberg (GER) 

DAB  Serva, Heidelberg (GER) 

Deckgläser (24 x 50 mm) Menzl-Glaser, Braunschweig (GER) 

Diluent BioGenex, Mainz (GER) 

Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt (GER) 

DNAeasy Tissue Kit Qiagen, Hilden (GER) 

DNS-Längenstandard bis 400 Bp für 

Sequencer 

Beckman Coulter, CA (USA) 

DNS-Längenstandard für 

Gelelektrophorese 

Promega, Mannheim (GER) 

DNTP Promega, Mannheim (GER) 

EDTA Sigma-Aldrich, Deisenhofen (GER) 

EDTA 0,5M pH 8.0 Gibco BRL, Eggenstein (GER) 

Entellan Merck, Darmstadt (GER) 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Deisenhofen (GER) 

Ethanol absolute J.T. Baker, München (GER) 

H2O2 Suprapur Wasserstoffperoxid 30 Merck, Darmstadt (GER) 

Hämalaun Merck, Darmstadt (GER) 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt (GER) 

Kimteck Wischtücher Kimberly-Clark, Telgte (GER) 

Methanol Roth, Karlsruhe (GER) 

Mineral Oil Beckman Coulter, Fullerton (USA) 

Natriumchlorid: >99,5% Merck, Darmstadt (GER) 

Natronlauge 1N Merck, Darmstadt (GER) 



 15 

Absolute QPCR Mix Abgene, Epsom (UK) 

Salzsäure Dako, Aachen (GER) 

Seperation Buffer Beckman Coulter, Fullerton (USA) 

Silanisierte Objektträger Dako, Aachen (GER) 

Sample Loading Solution (SLS) Beckman Coulter, Fullerton (USA) 

Streptovidin (HRP) 0,83 g/l Dako, Aachen (GER) 

Target Retreval Solution Ready to use Roth, Karlsruhe (GER) 

Tris-Base (Trishydroxymethyl-

aminomethan) 

Merck, Darmstadt (GER) 

Tris-hydrochlorid >99% BioGenex, Mainz (GER) 

Universal Blocking Reagent (10X) Fluka, Basel (CH) 

Xylol Isomergemisch Nephrologisches Labor, UKW (GER) 

Primärantikörper: 

Polyklonal anti-human-MTUS1-

Antikörper (Kaninchen) 

Dako, Aachen (GER) 

 

Sekundärantikörper: 

Polyklonal Goat-Anti-Rabbit 

Biothinyliert; 0,76g/l 

 

Nephrologisches Labor, UKW (GER) 

Primer D8S254 Sigma Proglio 
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3.2 Geräte und Zubehör 

 

Abzug Kern&Sohn, Balingen-Frommern (GER) 

CEQ 8000 Sequenzer Beckman Coulter, Fullerton, CA 92834-

3100 USA 

Eppendorf  Memmert, Schwabach (GER) 

Feinwaage Dako, Aachen (GER) 

Feuchtekammer Dako, Aachen (GER) 

Filterpapier Dako, Aachen (GER) 

Gerfrierschrank Dako, Aachen (GER) 

Glasküvetten HGL, Düsseldorf (GER) 

Heitzplatte Dako, Aachen (GER) 

Küvetten (Glas) Dako, Aachen (GER) 

Küvetten (Plastik) MS, Dielheim (GER) 

Kühlschrank Hartenstein, Würzburg (GER) 

Magnetrührer IKA-Labortechnik, Staufen (GER) 

Mikroton Dako, Aachen (GER) 

Objektträger-Ständer (Glas) Dako, Aachen (GER) 

Objektträger-Ständer (Plastik) Hartenstein, Würzburg (GER) 

Ofen Mettler Toledo, Giessen (GER) 

PCR-Thermocycler Applied Bio Systems, Foster City (USA) 

pH-Meter Hartenstein, Würzburg (GER) 

Pinzetten Eppendorff, Hamburg (GER) 

Pipettenspitzen Hartenstein, Würzburg (GER) 

Schüttler Hartenstein, Würzburg (GER) 

Sequenzierer Beckman Coulter, Fullerton (USA) 

Trichter Memmert, Schwabach (GER) 

UV-Illuminator Biometra, Göttingen (GER) 

Wasserbad Dako, Aachen (GER) 

Zentrifugen Sigma-Aldrich, München (GER) 
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3.3 Tumorgewebe 

 

In den Jahren 2000-2004 wurde im Rahmen eines interdisziplinären Projektes 

der Medizinischen Klinik I und II, der Chirurgischen Klinik, dem Institut für 

Pathologie und dem Institut für Humangenetik 165 Tumore mit 

korrespondierender Normalschleimhaut gesammelt. Es folgte eine 

Charakterisierung auf allelische Verluste der chromosomalen Regionen 1p, 4p, 

8p, 18q mit den Mikrosatellitenmarkern HYTM1 (1p32-36), D4S2397 (4p14-16), 

D5S346 (5q21), D8S254 (8p22) und D18S474 (18q21) Für diese Doktorarbeit 

wurden die Tumoren und die Normalschleimhaut der Subgruppe der Patienten 

mit einem allelischen Verlust im Bereich von 8p22 (n=14) verwendet (Tabelle 2).  

 

 

 

Tabelle 2: Geschlecht, Differenzierung und Staging der Proben  

Nr. 
Geschlecht 

Differenzierung UICC-Stadium 

1 M 
2 2 

2 M 
2 3 

3 M 
2 3 

4 M 
2 4 

5 M 
2 2 

6 W 
2 1 

7 M 
2 4 

8 W 
3 1 

9 M 
2 4 

10 W 
3 4 

11 W 
2 4 

12 W 
2 4 

13 M 
2 3 

14 M 
2 3 
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3.4 Methoden 

 

3.4.1 LOH-Analyse mittels Fragmentlängenanalyse 

 

Es erfolgte zunächst eine DNA-Extraktion aus den durch die Pathologie zur 

Verfügung gestellten Proben des Tumors und der Normalschleimhaut. Im 

Anschluss daran wurde die DNA –Konzentration bestimmt und auf 10ng/µl 

verdünnt. Zur weiteren Analyse wurde die DNA mittels Polymerase-Ketten-

Reaktion amplifiziert. Der verwendete Primer D8S254 ist in der chromosomalen 

Region 8p22 lokalisiert (Tab. 4). Der Erfolg der PCR wurde mittels 

Agarosegelelektrophore verifiziert. 

 

Primer Region Verlauf Sequenz Repeat Markierung Größe 

(bp) 

D8S254 8p22 Forward 5`-TGC CGG ACA TAC ATT AGT GA (CA)n Dye 4 55-75 

  Reverse 5`-TTG TAA ACA CCA CAA GCA GG    

Tabelle 4: Eigenschaften des Mikrosatellitenprimer D8S254 

 

 

Die LOH-Analyse erfolgte als Fragmentlängenanalyse an einem 

Sequenziergerät (CEQ8000, Beckmann Coulter, USA). Der Sequenzer arbeitet 

mit dem Prinzip der Glaskapillarelektrophorese. Die 

Wanderungsgeschwindigkeit ist neben der angelegten Spannung auch vom pH, 

den Ausmaßen der Kapillare, sowie der Länge und Ladung der DNA-Fragmente 

abhängig. Die amplifizierten Fragmente wandern zu einem Detektierlaser. 

Dieser erkennt die mit Dye4 markierten ff-Primer und kann diese spezifischen 

Fragmentlängen zuordnen. Zeigen sich zwei Allele mit gleicher Fragmentlänge, 

so handelt es sich um homozygote Allelen. Zeigen sich unterschiedliche 

Fragmentlängen, handelt es sich um heterozygote Allele.  

 

Die Bandenlage und Signalstärke der amplifizierten Fragmente wurden 

verglichen. Das Verhältnis der Allele in der Normalmukosa (Allel N1/2) und 

Tumor (Allel T1/2) wurde berechnet, und diese in Relation zueinander gestellt 

(Gleichung 1). 
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  Allel N-1   

  Allel N-2   

  Allel T-1   

  Allel T-2   

Gleichung: N = Normalmukosa-DNA, T = Tumorschmeimhaut-DNA. Die Werte entsprechen 

den  Signalintensitäten der amplifizierten Alle-Fragmente bei Sequenzierung 

 

 

3.4.2 Herstellung von Dünnschnitten 

 

Die Tumorblöcke wurden in ein Microtom eingespannt. Die Schnittdicke wurde 

auf 3 µm eingestellt. Die produzierten Dünnschnitte wurden auf silanisierte 

Objektträger gelegt, und mit frisch angesetztem und filtriertem Streckwasser 

beträufelt. 

Streckwasser: 

 

- 40 ml A. d. 

- 10 ml Aceton  

- 500 µl Hühnereiweiß 

 

Die Objektträger wurden anschließend für ca. fünf Sekunden auf eine 

Wärmeplatte (38 – 40 °C) gestellt. Die noch verbleibende Flüssigkeit wurde 

abgetropft. Dann wurden die Schnitte zum Antrocknen an den Rand der 

Wärmeplatte gelegt. Im Anschluss daran trockneten die Schnitte in einem 

Wärmeschrank (37°C) für drei Tage.  

 

 

3.4.3 Entparaffinieren 

 

Zum Entparaffinieren werden die Dünnschnitte zunächst für 30 Minuten in einen 

vorgeheizten Ofen erwärmt. Anschließend werden die Gewebeproben 

gewässert. Hierfür durchlaufen sie eine mit Xylol beginnende absteigende 

Alkoholreihe: 

 



 20 

- 3 x Xylol   10 Minuten 

- 2 x 100 % Alkohol   5 Minuten 

- 2 x  90 % Alkohol   5 Minuten 

- 2 x  70 % Alkohol   5 Minuten 

 

 

3.4.4 Vorbehandlung 

 

Nach der Behandlung mit 70 % Alkohol werden die Dünnschnitte weiter 

vorbehandelt. Hierzu werden sie für 30 Minuten bei Raumtemperatur in ein 

Gemisch aus Methanol (200 ml) und Wasserstoffperoxid H2O2 (5 ml) inkubiert. 

Im Anschluss daran erfolgt das Umsetzen der Objektträger in destilliertes 

Wasser. Danach werden sie in eine mit Ready-to-use-Buffer gefüllte Küvette 

gegeben. Die Schnitte müssen Vollständig bedeckt sein um eine Austrocknung 

zu verhindern. Dann werden sie für 30 Minuten in ein auf 90 °C vorgeheiztes 

Wasserbad gesetzt. Dabei wird alle 10 Minuten der Füllungsstand der Küvette 

geprüft, und gegebenenfalls Pufferlösung zugegeben. Die Küvette wird 

anschließend aus dem Wasserbad genommen. Sie kühlt dann für ca. 20 

Minuten bei Raumtemperatur ab. 

 

 

3.4.5 Proteinblock 

 

Nach der Vorbehandlung werden die Objektträger in ein PBS/BSA Gemisch 

überführt. Dieses wird am Tag des Versuchs angesetzt: 

 

Ansatz für 1 Liter: 

 

- Natriumchlorid (NaCl)    7,2 g 

- Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 1,48 g 

  (Na2HPO4) 

- Kaliumhydrogenphosphat (KH2HPO4)  0,43 g 

- A.d.          1 l 

- pH auf 7,4 einstellen  
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- BSA       1 g 

 

Die Dünnschnitte werden darin für 5 Minuten auf dem Schüttler gespült. Dies 

wird anschließend wiederholt. 

Die Objektträger werden dann vorsichtig getrocknet. Hierzu lässt man zunächst 

das PBS/BSA-Gemisch abtropfen und trocknet mit Wischtüchern die 

Objektträger mit Ausnahme der Schnitte. Auf die Gewebeproben werden dann 

100 µl einer Proteinblock-Lösung gegeben (10XProteinblock (Biogenex), 1:10 

verdünnt mit A.d.). Die Gewebeproben werden so dann für 7 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert.  

 

 

3.4.6 Primärantikörper 

 

Im Anschluss an die Behandlung mit dem der Proteinblock-Lösung werden die 

Dünnschnitte erneut für zweimal 1 Minute in neuer PBS/BSA Lösung gespült. 

Die Objektträger werden dann wie in 3.4.4 getrocknet. Währenddessen wird die 

Antikörperlösung vorbereitet. Der Primärantikörper (Polyklonal anti-human-

MTUS1-Antikörper (Kaninchen)) wird 1:500 mit Diluent verdünnt. Anschließend 

werden auf die als Negativkontrolle gedachten Gewebeproben mit 100 µl 

Diluent bedeckt. Auf die restlichen Dünnschnitte werden 100 µl der 

Antikörperlösung gegeben. Die Objektträger inkubieren dann für mindestens 12 

Stunden, bei 4 °C in einer feuchten Kammer. 

 

 

3.4.7 Sekundärantikörper 

 

Am folgenden Tag wird zunächst die Lösung mit dem Primärantikörper 

vorsichtig, unter Zuhilfenahme einer Pipette, mit neu angesetzter PBS/BSA–

Lösung von den Objektträgern abgespült. Anschließend werden diese zweimal 

für 5 Minuten in PBS/BSA auf dem Schüttler gewaschen. 

 Die Objektträger werden dann wieder vorsichtig getrocknet. Hierzu lässt man 

zunächst das PBS/BSA-Gemisch abtropfen und trocknet mit Wischtüchern die 

Objektträger mit Ausnahme der Schnitte. Auf die Gewebeproben werden dann 
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100 µl einer Streptovidinlösung (Streptovidin 1:2000 A.d.) auf die Dünnschnitte 

gegeben. Es folgt ein weiterer Inkubationsschritt in der feuchten Kammer bei 

Raumtemperatur für 30 Minuten. 

Nach einem weiteren Waschschritt für zweimal 5 Minuten in PBS/BSA auf dem 

Schüttler, folgt die Reaktion mit dem Sekundärantikörper. Hierfür werden die 

Objektträger erneut vorsichtig getrocknet und dann mit 100 µl der 

Sekundärantikörperlösung versetzt (Sekundärantikörper [Polyklonal Goat-Anti-

Rabbit Biothinyliert] 1:200 A.d.). Dies inkubiert dann für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur in der feuchten Kammer. 

 

 

3.4.8 Entwicklung und Färbung 

 

Nach der Inkubation in der feuchten Kammer wird die 

Sekundärantikörperlösung vorsichtig mit PBS/BSA abgespült. Die Objektträger 

werden dann für zweimal 5 Minuten in PBS/BSA auf dem Schüttler gewaschen 

und anschließend in destilliertes Wasser überführt. 

Für die Entwicklung wird folgende Lösung verwendet: 

 

- 230 ml Tris-Puffer pH 7,6 

- 7,88 g Tris-Hydrochlorid in 1 l A.d. 

- 35 µl  H2O2 

- 40 mg DAB 

- 40mg DAB in 1 ml A.d. 

 

Die einzelnen Bestandteile werden vermischt und anschließend gefiltert um 

Schmutzpartikel (DAB) zu entfernen. 

Die Objektträger werden für ca. 10 Sekunden in die Entwicklungslösung 

gegeben und dann wieder in destilliertes Wasser überführt. Ob die 

Entwicklungszeit ausreichend war wird unter dem Mikroskop überprüft. Falls 

dem nicht so ist wird der Schritt wiederholt, bis die Färbung ausreichend ist. Als 

Maß dient die Positivkontrolle der Normalmukosa. 

Diesem Entwicklungsschritt folgt die Zellfärbung. Hierfür dient eine 

Hämalaunlösung (Hämalaun 1:2 A.d.). Diese wird vor der Färbung ebenfalls 
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filtriert. Die Objektträger werden für ca. 15 Sekunden bis 1 Minute in die 

Hämalaunlösung gegeben. Hier sind ebenfalls Kontrollen unter dem Mikroskop 

nötig um die optimale Färbung zu erlangen. Zum stoppen der Färbung werden 

die Schnitte in destilliertes Wasser überführt. 

Zum Nachbläuen der Gewebeschnitte werden diese dann in eine Küvette 

gegeben und diese für 7 Minuten unter schwach laufendes warmes Wasser 

gestellt. Dann werden sie wieder in destilliertes Wasser gegeben. 

 

 

3.4.9 Aufsteigende Alkoholreihe 

 

Nach der Entwicklung und Färbung werden die Gewebeschnitte dehydriert. 

Hierfür durchlaufen sie eine aufsteigende Alkoholreihe: 

 

- 2 x  50% Alkohol  5 Minuten 

- 3 x  70% Alkohol  5 Minuten 

- 2 x  80% Alkohol  5 Minuten 

- 3 x  96% Alkohol  5 Minuten 

- 2 x 100% Alkohol  5 Minuten 

- 3 x  Xylol   5 Minuten 

 

 

3.4.10 Eindecken 

 

Nach den Inkubationsschritten in Xylol werden die Objektträger vorsichtig mit 

Kompressen getrocknet. Auf die Gewebeschnitte wird dann unter zu 

Hilfenahme eines Glasstabes ein Tropfen Entellan (Polymer in Xylol gelöst) 

gegeben. Darauf wird ein Deckglas gelegt. Zügig wird dann, durch das Ausüben 

von leichten Druck auf das Deckglas das Entellan gleichmäßig verteilt. Hierbei 

sollten Lufteinschlüsse vermieden werden. Anschließend werden die 

Objektträger über Nacht getrocknet. 
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4. Ergebnisse 

 

4.1 LOH-Analyse 

 

Als erster Schritt wurden die Subgruppe der Tumoren mit putativem allelischen 

Verlust im Bereich 8p22 einer nochmaligen LOH-Analyse unterzogen. Diese 

wurde mit Primer für den Marker D8S254 durchgeführt. Die Ergebnisse lagen 

nach Auswertung bei einem prozentualen Wert von ca. 3% - 90%. Bei der 

Auswertung der Ergebnisse müssen die Kontamination der Probe mit nicht 

tumorösen Gewebe (laut pathologischem Institut max. 50%), methodisch 

bedingte Intensitätsschwankungen und eine Fehlertoleranz von ca. 20% 

berücksichtigt werden. Als Cut-Off-Wert wurde wie in den vorausgehenden 

Arbeiten daher 30 % gewählt. Dies bedeutet, dass ab einem LOH-Wert von 

mehr als 30 % ein tatsächlicher LOH angenommen wird. Bei den 14 

untersuchten Tumoren konnte ein LOH bestätigt werden (Tabelle 4). 

 

Prob.-Nr. LOH D8 - % LOH bei 30% Cut-Off 

1 84,88 + 

2 57,10 + 

3 72,40 + 

4 75,11 + 

5 60,30 + 

6 53,28 + 

7 42,94 + 

8 59,00 + 

9 52,24 + 

10 40,02 + 

11 58,80 + 

12 30,42 + 

13 89,81 + 

14 56,15 + 

 

Tabelle 4:  Ergebnisse der LOH-Analyse 
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4.2 Immunhistochemische Färbung 

 

Bei den immunhistochemischen Versuchen wurden stets mehrere Karzinome 

parallel untersucht, wobei alle Proben mit den gleichen Lösungen behandelt 

und unter denselben Bedingungen inkubiert wurden. Bei jedem Versuch dienten 

Schnitte von normaler Kolonschleimhaut als Kontrolle. Dabei wurde eine Probe 

Normalmukosa nicht mit Primärantikörper behandelt, um Artefaktbindungen des 

Sekundärantikörpers auszuschließen (Abbildung 3a und b). Diese stellten die 

Negativkontrolle dar. Aus dem gleichen Grund wurde auch je ein Schnitt der 

untersuchten Karzinome nicht mit dem Primärantikörper inkubiert. 

Nach dem Eindecken der Proben wurden diese unter einem Lichtmikroskop 

untersucht. Das MTUS1-Protein ist in den Mitochondrien lokalisiert und daher 

auf den Schnitten nicht im Zellkern, sondern im Zytoplasma der Epithelzellen 

der Kolonschleimhaut zu finden. 

 

 

 

 
Abbildung 3 a: Normalmukosa ohne Inkubation 

mit dem Primärantikörper (Negativkontrolle) ), 

Vergrößerung 1:100. 

 

 

Krypten 

Schleimhautepithel 
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In den Schnitten der Kolonnormalmukosa, die mit Primärantikörper behandelt 

wurden zeigt sich hingegen gefärbtes Zytoplasma (braun) in den Epithelzellen 

(Abbildung 7). 

 

 

 

Abbildung 3 b: Normalmukosa ohne Inkubation 

mit dem Primärantikörper (Negativkontrolle), 

Vergrößerung 1:400. 

 

Schleimhautepithel 

Krypten 

Schleimhautepithel 

Krypten 

Abbildung 4 a: Normalmukosa; Inkubation mit 

dem Primärantikörper (Positivkontrolle), 

Vergrößerung 1:100. 
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Bei den einzelnen Färbungen wurden pro Karzinom fünf Objektträger mit 

mehreren Schnitten verwendet. Eine der Proben diente als Negativkontrolle und 

wurde nicht mit dem Primärantikörper behandelt. Die gefärbten Schnitte wurden 

anschließend unter dem Mikroskop untersucht und die Färbeintensität mit der 

der Normalmukosakontrolle verglichen. Entsprach diese der der Positivkontrolle, 

wurde der Tumor als „positiv“ im Sinne der MTUS1-Expression bewertet. War 

keine Färbung des Zytoplasmas zu erkennen, galt das Karzinom als „negativ“. 

Eine schwächere, aber erkennbare Färbung der Tumorzellen wurde als 

schwach positiv“ bewertet und gibt den Hinweis auf eine erniedrigte MTUS1-

Expression.  

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen sind in Tabelle 5 gezeigt. 

Daneben sind auch die pathologischen Werte im Bezug auf Staging und 

Grading der Karzinome, sowie der LOH-Wert (Prozent) der Karzinomzellen im 

Bezug auf die MTUS1-Region des Chromosom 8p21.3-22 angegeben. Von den 

14 untersuchten Karzinomen wiesen 7 (50%) mindestens die gleiche 

Farbintensität auf wie die Positivkontrolle der Normalmukosa. 3 Proben zeigten 

im Vergleich zur Positivkontrolle eine schwächere Färbung (21%). In einigen 

der Karzinomschnitte waren auch Bereiche aufzufinden, die Normalmukosa 

zeigten, so dass die Färbung auch innerhalb desselben Tumorschnittes 

Schleimhautepithel 

Krypten 

Zellkern (blau) 

Zytoplasma 

Abbildung 4 b: Normalmukosa; Inkubation mit 

dem Primärantikörper (Positivkontrolle), 

Vergrößerung 1:400. 
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verglichen werden konnte. 4 der Proben (29%) wiesen keine gefärbten 

Tumorzellen auf (Tabelle 4) (Diagramm 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prob.-Nr Färbung 
UICC-

Stadium 
Differenzierung LOH D8-% 

1 Negativ 2 2 84,88 

2 Positiv 3 2 57,10 

3 Schwach positiv 3 2 72,40 

4 Positiv 4 2 75,11 

5 Negativ 2 2 60,30 

6 Positiv 1 2 53,28 

7 Positiv 4 2 42,94 

8 Negativ 1 3 59,00 

  9 Schwach positiv 4 2 52,24 

10 Positiv 4 3 40,02 

11 Schwach positiv 4 2 58,80 

12 Negativ 4 2 30,42 

13 Positiv 3 2 89,81 

14 Positiv 3 2 56,15 

 

Tabelle 5: Ergebnisse der immunhistochemischen Färbung: Spalten von rechts beginnend: 

A: Pathologie-Nummer des Karzinoms; B: Intensität der Färbung; C: Staging; D: Grading; E: 

LOH in Prozent 
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4.3 Beispiele 

 

  
a)      b) 
 

  
c)      d) 
 

  
e)      f) 
 

Abbildung 5: a) und b) (Nr 5): Erhaltene Expression von MTUS1 im Zytoplasma der 

Tumorzellen (Pfeil); c) und d) (Nr. 12): Reduzierte Expression von MTUS1 im Zytoplasma von 

Tumorzellen im Vergleich von Zellen der Kolonmukosa (Pfeil). e)und f) (Nr. 2): Keine 

Expression von MTUS1 im Zytoplasma der Tumorzellen (Pfeil). (Bilder 5a, 5c, 5e Vergrößerung 

1:100, 5b, 5d, 5f Vergrößerung 1:400). 
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5. Diskussion 

 

5.1 MTUS1 wird nicht nach den Mechanismen der Knudson-Hypothese 

inaktiviert 

 

Die zur Verfügung stehenden Tumoren (n=14) stellen eine Subgruppe von 168 

im Jahr 2000-2004 gesammelten Tumoren dar, die bereits auf allelische 

Verluste untersucht worden sind (bisher unveröffentlichte Ergebnisse). Vor der 

eigentlichen immunhistochemischen Analyse erfolgte nochmals eine LOH-

Analyse der zur Verfügung stehenden Tumoren. Die Untersuchung erfolgte mit 

den gleichen Primern auf dem gleichen Sequenzen. Als Cut-off für den LOH 

wurde wie bei den Voruntersuchungen 30% angenommen. Bei den zu 

untersuchenden Tumoren konnte das Vorliegen eines LOH bestätigt werden. 

Im zweiten Schritt der Arbeit erfolgte die Etablierung des Antikörpers, und die 

immunhistochemische Färbung der Tumordünnschnitte. Anschließend wurde 

das Expressionsverhalten von MTUS1 in Kolonkarzinomen mit dem von 

gesunder Normalmukosa verglichen (Diagramm 1). Die Färbung der 

Normalmukosa diente als Kontrolle, und deren Intensität als Standard. Die 

Färbeintensität der Kontrollen bei einzelnen Versuchsdurchführungen variierten 

leicht, so dass stets die jeweilige Kontrolle als Referenz für die Färbeintensität 

hergenommen wurde.  

Von den untersuchten Karzinome wiesen 7 von 14 (50%) eine der 

Normalmukosa vergleichbare Färbeintensität auf und 3 von 15 (21%) zeigte 

eine reduzierte aber noch erhaltene Farbintensität im Vergleich zur 

Normalmukosa. Eine Angabe über die Quantität der Reduktion lässt sich 

aufgrund der Farbintensität nicht geben. Unterschiede in der MTUS1-Protein 

Bildung lassen sich auch innerhalb einzelner Tumorschnitte beobachten. 

Ursächlich dafür ist wahrscheinlich die Heterogenität des Tumors. Die dabei 

entstehenden genetischen Veränderungen können sich auf die (Gesamt-) 

Expressionsrate von MTUS1 auswirken. 

Lediglich 3 von 15 (21%) Tumoren zeigten keine Färbung der malignen Zellen 

im Vergleich zu der Normalmukosa im Sinne eines Verlustes der MTUS1-

Expression. Auch wenn die reduzierte Intensität als Reduktion der Expression 

von MTUS1 gewertet werden kann, kann lediglich bei 50% der untersuchten 



 31 

Tumoren mit einem allelischen Verlust im Bereich der MTUS1-Region eine 

Expressionänderung des Genproduktes festgestellt werden. Ein direkter 

Zusammenhang zwischen dem LOH der Region auf Chromosom 8p21.3-22 

und der MTUS1-Expression konnte somit nicht bei allen Tumoren gezeigt 

werden. Daher scheint MTUS1 zumindest beim kolorektalen Karzinom kein 

klassisches Tumorsuppressorgen mit allelischen Verlust in der chromosomalen 

Region als erstes Ereignis ("first hit") und folgender Mutation mit komplettem 

Expressionsverlust des zweiten Allels zu sein. Möglichweise kann ein anderes 

Gen im Bereich 8p21.3-22 gefunden werden, dessen Genprodukt im Rahmen 

des allelischen Verlustes immer komplett inaktiviert wird. Dazu müssen weitere 

Studien durchgeführt werden. 

 

 

5.2 Alternative Inaktivierungsmechanismen für MTUS1 

 

Obwohl in dieser Arbeit keine klare Verbindung zwischen einem allelischen 

Verlust im Bereich 8p22 und dem Expressionsverlust von MTUS1 

nachgewiesen werden konnte, belegen viele Studien eine Relevanz in Tumoren 

sowohl bei einem allelischen Verlustes der Region 8p22 (Fujiwara Y, 1993; 

Bardi G, 1993; Kerangueven F, 1997; Chan KL, 2002; Suzuki H, 1995; Wagner 

U, 1997; Tamura G, 2001) als auch bei einem Expressionsverlustes von 

MTUS1 (Ye et al., , 2007; Benedetto MD, 2006; Seibold et al., 2003). 

Möglicherweise wird das MTUS1-Gen durch andere Mechanismen inaktiviert. 

Neben der Deletion der Region Chromosom 8p21.3-22, können Mutationen im 

Promotor und innerhalb der Gensequenz die Transkriptionsrate beeinflußen. 

Dies kann beispielsweise zu einer Erniedrigung der Bindungsaffinität eines 

Transkriptionsfaktors an den Promotor führen, oder es wird ein funktionell 

inaktives bzw. verkürztes Protein produziert, das verstärkt abgebaut wird. Es 

wurde allerdings auch gezeigt, dass in hepatozellulären Karzinomen nur fünf 

von 108 untersuchten Geweben MTUS1-Mutationen aufwiesen (Benedetto et 

al., 2006). Allerdings muss einschränkend gesagt werden, dass die 

Sequenzierung sich nur auf die codierende Sequenz bezog und der Promotor 

und die nicht-codierende Sequenz nicht analysiert wurden. Mutationen die sich 
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in diesen Regionen befinden könnten sich ebenfalls auf die Expressionsrate 

auswirken. 

 

Neben genetischen Veränderungen, können auch epigenetische Modifikationen, 

die zu molekularen und strukturellen Veränderungen des Chromatins führen, 

eine Rolle in der Expressionskontrolle von MTUS1 in Karzinomen spielen. 

Diese Modifikationen sind kovalent und werden nicht durch Veränderungen der 

DNA-Sequenz begleitet. Es existieren dabei zwei Substrate für die 

epigenetische Prozessierung des Chromatins: zum einen die DNA, und zum 

anderen die Histone. Beide werden in vielfältiger Weise durch kovalente 

Bindung verschiedener Moleküle (Acetyl-. Phosphat-, Methylgruppen u.a.) 

modifiziert. Dies spielt eine zentrale Rolle in der Regulation der Genexpression 

und der Entwicklung der Zelle (Morgan HD, 2005; Khorasanizadeh S, 2004; 

Horn PJ, 2002). Viele Gene durchlaufen im Rahmen der Transformation einer 

Zelle eine Hypermethylierung. Zu ihnen gehören solche, die den Zellzyklus 

regulieren (p16, RB), Gene die mit DNA-Reparatur (BRCA1), Apoptose, 

Angioneogenese oder Metastasierung assoziiert sind (Clark SJ, 2002; Esteller 

M, 2002). Daneben spielt auch die  Hypomethylierung in einer Vielzahl maligner 

Erkrankungen eine Rolle wie dem Zervixkarzinom, Prostatakarzinom, oder 

metastasierendem hepatozellulären Karzinom. Sie wird mit der Aktivierung von 

verschiedenen Onkogenen wie cMYC oder RAS und Chromosomeninstabilität 

in Verbindung gebracht (PM, 2004; Ushijima T, 2007). Die Epigenetik spielt 

damit eine Rolle im Verlauf der Tumorprogression. Somit könnte eine reduzierte 

Expression von MTUS1 auch durch eine Hypermethylierung der 

Promotorregion erklärt werden. Eine Analyse der Methylierungsmuster könnte 

weiteren Aufschluss über das veränderte Expressionsverhalten von MTUS1 in 

Kolonkarzinomen geben. 
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6. Zusammenfassung 
 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunächst bei den gesammelten 14 Tumoren 

mit einem putativen allelischen Verlust im Bereich 8p21.3-22 nochmals eine 

LOH-Analyse durchgeführt und die Voruntersuchungen bestätigt. Als zweiter 

Schritt konnte die Etablierung des MTUS1-Antikörpers erfolgreich durchgeführt 

werden. Die Paraffinblöcke wurde aus dem Institut für Pathologie 

herausgesucht und selbstständig Schnitte davon angefertigt. Die 

immunhistochemische Analyse der MTUS1-Expression ergab einen 

Expressionsverlust bei 7 von 14 Tumoren und eine Reduktion der Expression 

bei weiteren 3 der 14 Tumoren. Bei insgesamt 7 von 14 Tumoren scheint somit 

die Expression von dem allelischen Verlust assoziiert zu sein. Allerdings konnte 

bei den übrigen 7 Tumoren eine Expression des MTUS1-Gens nachgewiesen 

werden. Ein allelischer Verlust führt somit nicht immer zu einer Inaktivierung 

von MTUS1. MTUS1 wird somit nicht immer nach dem klassischen 

Mechanismen der Knudson-Hypothese (Mutation des ersten Allels gefolgt von 

der Deletion des zweiten Alles) inaktiviert. Möglicherweise kann in weiteren 

Studien ein anderes Gen in dem entsprechenden Bereich identifiziert werden, 

das im Rahmen eines allelischen Verlustes immer komplett inaktiviert wird. 

Außerdem sollten, da andere Studien eine Relevanz von MTUS1 als 

Tumorsupressorgen beim kolorektalen Karzinom und auch bei anderen 

Tumoren zeigen konnten, weitere Studien durchgeführt werden, in denen 

alternativen Inaktivierungsmechanismen von MTUS1 untersucht werden. 
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7. Abstract 

 

In this thesis 14 tumor samples with putative allelic loss in the region 8p21.3-22 

in earlier studies, the allelic loss was confirmed by performing a LOH-analysis. 

In the second step a MTUS1-antibody was established succsessfully.The tumor 

samples were collected from the institute of pathology and then cut with a 

microtome for further analysis.The analysis showed a loss expression of 

MTUS1 of in 7/14 samples and a reduction of expression of MTUS1 in 3/14 

tumor samples. Therefore LOH in 8p21.3-22 might play a role in the inactivation 

of MTUS1. Therefore in 7/14 samples LOH in 8p21.3-22 might play a role in the 

inactivation of MTUS1. However MTUS1 expression was detected in 7 tumor 

samples with a LOH. This shows, an allelic loss does not always leads to the 

inactivation of MTUS1. Therefore the inactivation of MTUS1 is not always 

following the classic model of the Knudson theory (Two-Hit model). Perhaps in 

further studies an other gene in this area can be identified, which can in case of 

an allelic loss completely inactivate MTUS1. Other studies showed the 

relevance of MTUS1 as a tumorsupressorgene in colon cancer and other tumor 

entities. Therefore further studies are necessary to examine the mechanism of 

inactivation of MTUS1.  
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Anhang: 
 
Rohdaten der Sequenzierung. 
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