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1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

Kolorektale Karzinome sind die haufigsten bosartigen Tumore des
Gastrointestinaltraktes. Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms betrug in
Deutschland 2002 ca. 60/100.000 Einwohner. Das kolorektale Karzinom war
2002 bei Mannern weltweit der vierthdufigste maligne Tumor mit einer Inzidenz
von 20/10000 hinter dem Lungen-, dem Prostata- und dem Magen-Karzinom,
bei den Frauen der dritthaufigste nach dem Mamma- und dem Zervix- Karzinom
(Parkin et al., 2005). Bei der tumorbedingten Sterberate lag das Kolonkarzinom
2002 weltweit bei Mannern und Frauen an dritter Stelle nach dem
Bronchialkarzinom an erster Stelle, gefolgt von dem Prostata-, bzw. dem
Mamma- Karzinom (Parkin et al., 2005). Der Haufigkeitsgipfel bei beiden
Geschlechtern liegt zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr, wobei die
Inzidenzrate ab dem 50. Lebensjahr exponentiell ansteigt. Uber 50% der
Menschen in den USA werden mit Erreichen des 70. Lebensjahres einen
adenomatotsen Polypen entwickelt haben, davon gehen jedoch lediglich 10 % in
ein invasives Karzinom uber. Das lebenslange Risiko, ein kolorektales Karzinom
zu entwickeln betrégt etwa 5-6% (Johns und Houlston, 2001). Atiologisch sind
beim kolorektalen Karzinom sowohl endogene als auch exogene Faktoren von
Bedeutung. Besonders erndhrungsbedingte Einflisse, wie fettreiche und
fleischreiche Kost sowie Ubergewicht, langjéhriger Nikotin- und Alkoholkonsum
werden als Risikofaktoren angesehen (Potter et al., 1982; Willet et al., 1990).
Dahingegen wirken sich eine faserreiche Kost und eine schnelle Darmpassage
eher protektiv aus (Scheppach et al., 2000). Den endogenen Faktoren liegen
genetische Veranderungen zugrunde, die sowohl erworben als auch angeboren
sein kdnnen. Als Prakanzerosen sind kolorektale Adenome, multiple Adenome
bei der familidren Adenomatosis coli (FAP) und die Colitis ulcerosa gesichert.
Allgemein kann man sagen, dass kolorektale Karzinome aufgrund von

kumulativen Effekten multipler aufeinander folgender genetischer Alterationen



erfolgen (siehe Adenom-Karzinom-Sequenz nach Fearon und Vogelstein, 1990,
Kapitel 1.2, Seite 2). Diese Mutationen kénnen einerseits erworben, wie in den
sporadischen Karzinomen, oder angeboren sein. Der Hauptteil der kolorektalen
Karzinome tritt sporadisch auf, lediglich 5-6% haben einen genetischen

Hintergrund.

1.2 Grundlagen der Karzinomentstehung

Ein maligner Tumor entsteht auf dem Boden einer Mutation, die einer Zelle
einen Wachstumsvorteil gegeniiber den umliegenden Zellen verschafft. Eine
einfache Zelle unterliegt wahrend ihrem Wachstum und ihrer Entwicklung
natlrlichen Kontrollmechanismen. Potentielle Tumorzellen werden entweder
repariert oder zur Apoptose veranlasst. Diese Kontrollmechanismen sind bei der
Entstehung eines Tumors, wie dem kolorektalen Karzinoms verloren gegangen.
Um diesen natlrlichen Abwehrmechanismus wie die Apoptose zu Uberwinden,
reicht eine einfache Mutation nicht aus. Um eine normale Epithelzelle in einen
malignen Tumor umzuwandeln sind circa sechs bestimmte, voneinander
unabhangige Mutationen in der selben Zelle erforderlich (Strachan et al., 2005).
Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Zelle sechs dieser Mutationen entwickelt wird
dadurch erhdht, dass einige Mutationen die Zellproliferation verstarken.
Dadurch ergibt sich eine gréBere Zielpopulation flir die ndchste Mutation.
Insgesamt wird die Mutationsrate auch durch eine vorausgegangene Mutation,
die die Stabilitét des Genoms beeintrachtigt, erhdht.

Gene, die von diesen Mutationen betroffen sind und in Tumoren sehr haufig
vorkommen sind Onkogene, Tumorsupressorgene und Mutatorgene. Kinzler und
Vogelstein  pragten 1997 die Begriffe ,care- taker- Gene" fir
Tumorsupressorgene, die direkt an der DNA- Reparatur beteilig sind und ,gate-
keeper- Gene" flir (Proto)onkogene mit positiv regulierendem Einfluss auf die
Zellteilung und ebenfalls Tumorsupressorgenen, die negativen Einfluss auf
Wachstum und Proliferation einer Zelle haben. Durch Mutationen in den ,care-

taker- Genen" oder ,gate- keeper- Genen“ kommt es zu einer vermehrten



Proliferation und unkontrollierter Zellteilung und damit zur Tumorentstehung.
Auf diesen Grundlagen beruht auch der Pathomechanismus des kolorektalen

Karzinoms.

1.2.1 Onkogene und Protoonkogene

Protoonkogene haben eine positive regulatorische Wirkung auf die
physiologische Zellvermehrung. Sie kodieren fiir Proteine, die Wachstum,
Teilung und Differenzierung einer Zelle kontrollieren und steuern.
Protoonkogene werden an Hand der kodierenden Proteine in mehrere Gruppen
eingeteilt, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, G-
Proteine, von den Ras- Protoonkogenen kodiert, Nicht- Rezeptor-
Proteinkinasen, z.B. Tyrosinkinasen und nukleare Transkriptionsfaktoren.
Mutiert ein Protoonkogen, kommt es im haufigsten Fall zu einem
Funktionsverlust, die Zellteilung wird nicht mehr geférdert und die Zelle kann
sich nicht mehr teilen. Es gibt aber auch die Mdglichkeit, dass durch die
Mutation des Protoonkogens eine UbermdBige oder inaddquate Expression
dieses Gens entsteht und eine unkontrollierte Zellteilung mit sich bringt. In
diesem Fall spricht man von einem Onkogen. Durch multifaktorielle Einfllisse
kdnnen Protoonkogene zu Onkogenen mutieren. Zu nennen wadre die
Amplifikation, Punktmutation, Translokation (Rabbits, 1994) und Transposition.
Bereits ein mutiertes Allel kann den Phanotyp der Zelle beeintrachtigen und zur
Tumorgenese beitragen.

Onkogene kontrollieren zelluldaren Funktionen, die am Zellwachstum beteiligt
sind und bei Tumoren gestort sein kdnnen. Dazu zahlen die Wachstumsfaktoren
(z. B. SIS), Zelloberflachenrezeptoren (z.B. ERBB oder FMS), Bestandteile des
intrazelluldren  Signallibermittlungssystems  (z.B. Ras- Familie, ABL),
Transskriptionsfaktoren und DNA-bindende Kernproteine (z.B. MYC) sowie

Faktoren, die den Fortgang des Zellzyklus steuern (Kamb, 1995).



1.2.2 Tumorsupressorgene, p53 und APC
Tumorsupressorgene als ,gatekeeper" sind die Gegenspieler zu Onkogenen, da
sie das Wachstum einer Zelle, auch einer Tumorzelle in negativer Weise
beeinflussen. Sie kénnen aber mutationsbedingt ihre Funktion verlieren und
ebenfalls zur Tumorgenese und Tumorprogression beitragen.
Tumorsupressorgene kdnnen in Form von Zellzyklusregulatoren (p53, RB1),
oder als Adhasionsmolekiile (APC, DCC) fungieren. Das Tumorsupressorgen
p53, auch ,Wachter des Genoms" genannt (Vousden, 2000) verhindert eine
weitere Zellteilung der mutierten Zellen durch Einleitung der Apoptose oder
durch einen Zellzyklus- Arrest bei irreparablen Schaden. In mehr als der Halfte
aller menschlichen Tumoren wird eine Mutation von p53 gefunden. Beim APC-
Gen handelt es sich um ein Tumorsupressorgen, welches flir das APC- Protein
kodiert. Normalerweise bildet das Protein zusammen mit dem Gerlstprotein
Axin und der Proteinkinase GSK- 3B einen Proteinkomplex, welcher B- Catenin
abbaut. Entsteht nun eine Mutation im APC- Gen, kann die Affinitat von B-
Catenin zu dem Komplex gemindert werden, was eine intrazellulare
Anreicherung von B- Catenin zur Folge hat. Da B-Catenin die Produktion einer
Reihe wichtiger Gene, wie cyclin D und c- myc kontrolliert, die im Rahmen der
zelluldaren Proliferation eine wichtige Rolle spielen, kann es zu einer
unkontrollierten Proliferation einer Zelle kommen. Ebenso ist B- Catenin an der
Zelladhasion beteiligt. Der APC- B- Catenin- Signalweg ist in mehr als 90% aller
sporadischen kolorektalen Karzinome inaktiviert und deshalb von grundlegender
Bedeutung flir das Verstandnis der Pathogenese der kolorektalen Karzinome.
Der APC- Inaktivierung liegt eine Schlisselfunktion in der Tumorinitiation
zugrunde (Morin et al., 1996).

Zur Inaktivierung eines Tumorsupressorgens missen nach der Knudson-
Hypothese anders als bei den Onkogenen beide Allele durch zwei
aufeinanderfolgende Mutationen, ,two- hit- theory" inaktiviert werden.
(Knudson et al., 1971). Knudson und Mitarbeiter pragten diese Hypothese am
Beispiel des Retinoblastoms. 1983 wurde die Knudson-Hypothese durch

Cavenee und Mitarbeiter bestdtigt und die Punktmutation, Nondisjunction,



mitotische Rekombination oder Deletion flr den Funktionsausfall des zweiten
Allels gesichert. Die Wahrscheinlichkeit, dass beide Genkopien eines
Tumorsupressorgens in einer Zelle zufallig inaktiviert werden ist sehr gering.

Anders verhalt es sich bei einer genetischen Pradisposition, bei der es bereits
durch eine Keimbahnmutation zu einem ersten Verlust- ,first hit" eines Allels
gekommen ist. Hier kommt es bereits bei der zusatzlichen Inaktivierung der
verbleibenden Genkopie, dem ,second hit" zum Verlust der Aktivitdt des
Tumorsupressorgens, wie es bei hereditaren Karzinomen wie FAP und HNPCC
der Fall ist. Der Deletionsverlust eines Allels wird ,loss of heterocygosity" (LOH)
genannt. Durch vergleichende LOH- Analysen von Tumorgewebe und

Normalgewebe kann man den Verlust eines Wildtypallels nachweisen.

1.2.3 Mismatch- repair- Gene und Mutatorgene,

wichtige Gene in der Karzinogenese

Ein defektes Mismatchreparatursystem ist charakteristisch flir HNPCC assoziierte
Tumoren. Die Basis der Tumorgenese ist verursacht durch Fehler im DNA-
Reparatur-System, welchem wiederum eine Mutation in den DNA- Mismatch-
repair- Genen, wie hMLH1 und hMSH2 auf 3p21- 23 zugrunde liegt (Marra et
Boland, 1995; Lynch et de la Chapelle, 2003). Die Mutationen treten seltener
auch bei FAP- assoziierten Tumoren auf (Park et al., 2005). Als Folge dieses
Defektes weisen die Tumoren eine Mikrosatelliteninstabilitat auf.

Mutatorgene sind Gene, die in die Replikation und/ oder Reparatur der DNA
eingreifen und somit zur Stabilitat des Genoms beitragen. Insbesondere bei der
erblichen Form des Kolonkarzinoms sind verschiedene Mutationen entdeckt
worden, die zu einer Steigerung der Gesamtmutationsrate im Genom flihren,
weil das DNA- Reparatursystem gestort ist. Sie sind wie die
Tumorsupressorgene  fur  Mutationen rezessiv. und bedirfen zum

Funktionsverlust ebenfalls den Verlust zweier Allele.



1.3 Adenom- Karzinom- Sequenz

Die Entwicklung eines Kolonkarzinoms aus einem Adenom wird als Adenom-
Karzinom-Sequenz bezeichnet. Fearon und Vogelstein haben 1990 das
Tumorprogressionsmodell in einzelne Entwicklungsstufen von der Entwicklung
eines Adenoms bis zur Entstehung eines Karzinoms eingeteilt. Die Adenome
entwickeln sich Uber ein frihes Stadium (< 1cm) in ein mittleres Stadium (>
1cm) gefolgt vom spaten Stadium (>1 cm) bis zu einem invasiv wachsendem
Karzinom mit der Mdglichkeit der Metastasenbildung. Die erste Phase in der
Entstehung von Neoplasien des Dickdarms ist die Mutation des APC- Gens
(Adenoma Polyposis Coli) am Genlocus 5g21. Histologisch sind aberrante und
dysplastische Krypten zu erkennen. In der zweiten Phase kommt es zu
aktivierenden Mutationen des k-ras- Onkogens auf Chromosom 12. In der
intermediaren Phase sind also k-ras Mutationen an der Entstehung von niedrig-
bis mittelgradigen Adenomen beteiligt. Diese Mutationen treten bei 50% der
mittleren bzw. spdten Adenome auf, aber nur bei 10% der friilhen Adenome.
Wahrend der Weiterentwicklung zum spaten Adenom erfolgt ein Verlust der
Heterozygositat auf Chromosom 18 (Fearon et al., 1990) und zur Inaktivierung
des dort lokalisierten Tumorsuppressorgens DCC oder SMAD4 (White, 1998).
Der Ubergang zu hochgradig dysplastischen Adenomen bzw. Karzinomen wird
durch die dritte Phase eingleitet, in der es zu Mutationen und Deletionen des
Tumorsupressorgens p53 auf Chromosom 17p kommt (Baker et al., 1989).
Hamelin und Jen stellten 1994 in ihren Untersuchungen fest, dass ein Tumor

umso aggressiver ist, je mehr genetische Veranderungen auftreten.
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Abbildung 1: Tumorgenese nach Vogelstein (abgewandelt)

1.4 Genetische Instabilitat

Als Ursache der Karzinomentstehung ist die Anzahl einer kritischen Menge von
Mutationen in Onkogenen und Tumorsupressorgenen allgemein akzeptiert.
Diese endogene Mutationsfrequenz reicht aber nicht aus, um die notwendige
Anzahl von Mutationen innerhalb einer Zelle zu verursachen, die einen Tumor
entstehen lasst. Die groBe Anzahl von Mutationen in Tumorzellen lasst die
Vermutung zu, dass die Entstehung von genetischer Instabilitédt einen friihen
Schritt in der Tumorprogression darstellt (Bertholon et al., 2006). Deshalb geht
man heute davon aus, dass der Entstehung einer malignen Krebszelle und
deren raschen Progression ihres neoplastischen Wachstums eine genetische
Instabilitdt zugrunde liegt (Loeb, 1991; Hartwell, 1992).

Es werden zwei Formen der genetischen Instabilitéit unterschieden. Die
chromosomale Instabilitdt und die Mikrosatelliteninstabilitat. Unter dem Begriff
der chromosomalen Instabilitét (CIN) auf chromosomaler Ebene versteht man
die Folgeerscheinungen von Verlusten kompletter Chromosomen oder

chromosomaler Stiickverluste, wie Monosomien, Trisomien oder Deletionen.



Ursache kann aber auch eine Translokation oder Chromosomenfusionen sein.
Die chromosomale Instabilitéat tritt in 85% aller sporadischen und FAP-
assoziierten Kolonkarzinome auf.

Die weitaus seltenere Form der genetischen Instabilitdt auf DNA- Ebene ist die
Mikrosatelliteninstabilitdt. Mikrosatelliten sind repetitive DNA- Sequenzen. Die
Mikrosatelliteninstabilitdt ist gekennzeichnet durch die Ldngenvariation von
Mikrosatelliten im Tumor, die einen direkten Hinweis auf einen Funktionsverlust
von DNA-Raparatursystemen darstellen (Seyffert et al., 2002). Da es sich um
veranderte Mikrosatelliten handelt, wurde 1993 von Thibodeau der Begriff der
Mikrosatelliteninstabilitat gepragt. Bei HNPCC findet man
Sequenzlangendifferenzen zwischen Tumor und gesundem Gewebe als Zeichen
fur eine fehlerhafte Replikation der DNA. In ungefdhr 95% der HNPCC-
Tumoren und 15% der sporadischen kolorektalen Karziome sind
Replikationsfehler nachzuweisen (Wheeler, 2005).

Interessanterweise schlieBen sich eine chromosomale Instabilitét und eine
Mikrosatelliteninstabilitdt in Tumoren meist gegenseitig aus (Melcher et al.,
2002).

1.5 Loss of Heterocygosity (und Two- Hit- Hypothese nach
Knudson)

Um die chromosomale Position von Tumorsupressorgenen zu ermitteln wird der
Test auf einen Verlust der Heterozygositat (LOH= Loss of heterocygosity)
angewandt. Ein Heterozygositatsverlust eines Locus entsteht durch einen
Verlust eines der beiden Allele der Chromosomen. Caveene und Mitarbeiter
stellten 1983 fest, dass somatische genetische Veranderungen am
Retinoblastom einen LOH bei Markern hervorrufen, die in der Nahe des RB-
Locus liegen. Nach der ,, Two- Hit Hypothese" nach Knudson kommt es aber nur
dann zu einem Verlust der Heterozygositat, wenn es zu einer doppelten

Inaktivierung der beiden Tumorsupressorgenallele kommt (siehe Abbildung 2).



Deshalb wird der Verlust genetischen Materials einer bestimmten
chromosomalen Region in einem Tumor als Hinweis auf das Vorhandensein von
Tumorsupressorgenen gesehen (Canzian et al., 1996). Diese chromosomalen
Regionen konnen mittels Marker identifiziert werden. In der LOH Analyse
werden polymorphe Marker zur Beurteilung homologer Allele eingesetzt. Die
hierbei verwendeten “Mikrosatelliten- Marker” bestehen aus kurzen Di-, Tri-
oder Tetranukleotidwiederholungen. Um diese kurzen Repetitionen durch
Vervielfdltigung kenntlich zu machen, bedient man sich der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Die dazu ausgewahlten Primer sollten den spezifischen
Mikrosatellitenlokus flankieren. Das durch die PCR entstandene DNA- Produkt
des Tumorgewebes und des entsprechenden Normalgewebes unterscheiden
sich anhand der Fragmentldnge, welches durch elektrophoretische Auftrennung
und Farbung sichtbar gemacht werden kann. Ein LOH in der Tumor- DNA zeigt
sich durch einen Verlust bzw. eine signifikante Reduktion eines der beiden in
der Normal- DNA nachgewiesenen Allelfragmente. (Niederacher et Beckmann,
1998). Bei Homozygositat der Allele fiir einen Marker kann die LOH- Analyse
keine Information Uber einen Allelverlust im Tumorgewebe liefern. Deshalb
verwendet man vorzugsweise hoch polymorphe Mikrosatellitenmarker. Fir die
Region 2p16.3 und 5g22.2 kdnnen die Marker D2S123 und D5S346 verwendet

werden.

Mutation LOH
(first hit) (Second hit)
> |
N
O O O D
Allel a Allel b Allel a Allel b Allel a Allel b

Abbildung 2: Knudson ,two- hit Hypothese der Inaktivierung von
Tumorsupressorgenen durch Mutation und LOH;
O  Intaktes Allel, @ Mutiertes Allel;



2 Aufgabenstellung und Ziel: Prognostische
Relevanz allelischer Verluste in den

chromosomalen Regionen 2p16.3 und 5q22.2

Verluste der Heterozygositit (LOH = ,loss of heterocygositiy") in
chromosomalen Abschnitten von Tumoren sind indirekte Hinweise auf dort
lokalisierte Tumorsuppressorgene und haben zum Teil eine prognostische
Relevanz flir den Patienten. In einer friilheren Publikation konnte ein haufiger
LOH im Bereich der Regionen 2p16.3 und 5g22.2 beim kolorektalen Karzinom
nachgewiesen werden und gezeigt werden, dass ein LOH 2p16.3 mit einer
signifikant schlechteren Prognose assoziiert ist (Bisgaard et al., 2001). Ziel
dieser Arbeit ist, die prognostische Relevanz von allelischen Verlusten (LOH) in
den chromosomalen Bereichen 2p16.3 und 5g22.2 beim kolorektalen Karzinom
mittels der dort lokalisierten hoch polymorphen Mikrosatellitenmarker D25123
und D5S346 zu Uberprifen. Hierzu wird eine Serie von 165 kolorektalen
Karzinomen, die von 2000 bis 2004 von der interdisziplinaren Forschungsgruppe
Kolonkarzinom Wirzburg gesammelt wurden, untersucht. Fir alle Karzinome
stehen die klinischen Verlaufsparameter und die histopathologischen Daten aus
dem Tumorzentrum Wiurzburg zur Verfligung. Analysiert werden die beiden
Regionen 2p16.1-3 und 5g22.2 mittels der Polymerase- Kettenreaktion auf
einen Verlust der Heterozygositat und die Ergebnisse werden anschlieBend mit
dem Patientenlberleben und weiteren klinischen (z.B. Alter, Geschlecht) und

histologischen Parametern (z.B. Staging, Grading) korreliert.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchtes Patientenkollektiv

Untersucht wurden 165 Patienten die wahrend eines Zeitraums von 2000 bis
2004 in der Universitatsklinik Wirzburg wegen eines kolorektalen Karzinoms
operiert wurden. In Tabelle 1 sind ausschlieBlich die 156 Patienten aufgelistet,
deren Angaben beziiglich des Geschlechts, des Alters, des Stadiums des Tumors
und dessen Grading komplett sind.

Von diesen 156 Patienten sind 86 mannlich und 70 Personen weiblich. Das
Durchschnittsalter betrug 71 Jahre. Der jlingste Patient war 29 Jahre alt, der
alteste 91 Jahre.

27 der 156 Tumoren befanden sich zum Zeitpunkt der Operation im UICC-
Stadium I, 59 im Stadium II, 40 im Stadium III und 30 im Stadium IV. Vom
Differenzierungsgrad wurde ein Tumor mit G1, 120 Tumoren mit G2 und 35

Tumoren mit G3 eingestuft.

1 W 87 |1 2 |23 W 78 |2 2
2 M 77 |3 2 124 W 49 |3 2
3 M 65 |3 2 |25 M 62 |2 2
5 W 69 11 3 |26 M 77 |3 2
6 M 47 3 2 |27 W 79 1 2
7 W 68 |3 2 |28 M 76 4 2
8 W 52 4 2 129 W 63 |4 2
9 M 67 |4 2 |30 W 5 4 3
10 W 78 |2 2 31 W 82 4 3
11 W 90 |3 2 132 M 84 |2 2
12 W 73 |3 3 |33 M 63 4 2
13 M 70 |2 2 |34 M 67 |2 3
14 W 72 |2 3 |35 M 66 |2 2
15 M 77 |4 2 |36 M 58 |3 2
16 W 64 |4 2 |37 W 39 3 2
17 M 64 |3 2 |38 M 62 |1 2
18 W 70 |2 3 |39 M 67 |4 2
19 M 72 11 2 40 M 32 3 2
20 M 62 |1 2 |50 M 51 4 3
21 W 73 |2 2 51 M 72 11 1
22 M 66 |3 2 |52 W 66 |3 2
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154 W 63 |2 2 |167 W 73 3 2
155 M 68 |2 2 |168 W 91 |2 3
156 W 75 1 3 [169 W 66 |4 3
157 W 53 |1 2 [170 W 86 |2 3
158 M 68 |4 3 171 W 64 |1 2
160 W 66 |2 2 (172 W 76 |3 3
161 W 71 4 2 173 Wi 83 4 3
162 W 30 |2 2 174 M 83 |2 2
164 W 81 |2 2 [175 M 60 |1 2
165 M 71 3 3 177 M 80 2 2
166 W 56 |1 2 |178 W 56 3 3

Tabelle 1: Untersuchtes Patientenkollektiv (nur Patienten mit vollstdndig
vorhandenen Daten), eingeteilt nach DNA- Nummer (=DNA-Nr.), Geschlecht
(=Geschl.), Alter, Stadium und Grading (=G)

3.2
3.2.1

Material

Gerate und Software

Autoklav Fedegari Albuzzano, Italien
Elektrophoresekammer - Mini Protein II|BioRad Hercules CA, USA
Cell Pharmacia
- Electrophoresis
Power  Suuply
EPS 3500
Magnetrihrer Ikamag RCT IKA-Labortechnik | Staufen i.Br.
PCR-Maschine Thermocycler “T- | Biometra Gottingen
Gradient”
Photometer Ultrospec 2100 pro Amersham Freiburg
Biosciences
Photometerkivette Prazisionskivette Hellma Millheim
Pipetten (2,5; 10; 20; 100; Eppendorf Hamburg
200; 1000uh
Prazisionswaage Prazisionswaage Sartorius Gottingen
Sequenzer CEQ 8000 Genetic|Beckman Coulter |Fullerton CA, USA
Analysis System
Thermoschiittler GFL Burgwedel
UV-Illuminator TI 3 (312nm) Biometra Gottingen
Videodokumentationssystem | Biometra Biodoc Biometra Gottingen
Vortex - Vortex Genie 2 |Bender & Hohbein | Ziirich, CH
AG
- MS2 Minishaker | IKA Works Inc. Wilmongton, USA
Zentrifugen - Biofuge Fresco |Heraeus Hanau
- Microfuge Sigma-Aldrich

Tabelle 2: Geratebeschreibung
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CEQ Software Version 9.0 Beckman Coulter

Tabelle 3: Spezialsoftware zur Auswertung

3.2.2 Kits/

PCR- Reagenzien

DNAeasyl Tissue Kit | ATL-Puffer (Gewebe-Lysis-Puffer) Qiagen Hilden

AE-Puffer (Elutionspuffer)

AW1-Puffer (Waschpuffer)

AW2-Puffer (Waschpuffer)

AL-Puffer (Praparationspuffer)

Proteinase K

Dneasy Mini spin column + 2ml

collection tubes
Nukleotidlésung pegGold dNTP- Set peglLab Erlangen
PCR-Buffer Invitrogen | Karlsruhe
Polymerase Tag-DNA Polymerase, recombinant; 5 | Invitrogen | Karlsruhe

units/
Sample Loading Sequencer-Puffer fiir die Probenplatte | Beckman Fullerton CA,
Solution (SLS) Coulter USA
Separation puffer Separations-Puffer pH 7,0 fir die|Beckman Fullerton

Pufferplatte Coulter

CA,USA

Tabelle 4: eingesetzte Kits und PCR- Reagenzien

3.2.3 GroBenmarker

Langenstandard fiir

Gelelektrophorese

DNS-Langenstandard CEQ DNA-Size Standard Kit 400 |Beckman Fullerton CA,
Coulter USA
DNS- 100bp DNA ladder Promega Mannheim

Tabelle 5: GroBenmarker
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3.24 Chemikalien
Name ~~ [Hersteller ~ [Herkunftsort |

Agarose ,peq GOLD Universal | PeqglLab Erlangen
Agarose"

Aqua dest

Borsdure Merck Darmstadt
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Deisenhofen
dNTP Promega Mannheim
EDTA Sigma-Aldrich Deisenhofen
EDTA 0,5M pH 8.0 Gibco BRL Eggenstein
Ethanol 96% J.T.Baker VA Deuter, Holland
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Deisenhofen
NaCl Merck Darmstadt
Trishydroxymethyl-aminomethan | Merck Darmstadt
Tris-HCI

Xylen (fiir DNA-Iso)

Tabelle 6: Chemikalien

3.2.5 Puffer und Gele
[Puffer/lésung ~ [Ingredienzienund Menge |

10x TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer) 54,45g Tris base

27,59 Borsaure

20mM EDTA (0,5M) ph 8,0
ad 500ml Agqua dest.

1xTBE 100 ml 10xTBE-Puffer
900 ml Agua dest.
1,5% Agarose-Gel 1,5% Agarose

in 1XTBE-Puffer
10mg/ml Ethidiumbromid

Tabelle 7: Puffer und Gele

3.2.6 Verwendete Primer

Ein Primer ist ein Oligonukleotid. Er besteht aus kurzen DNA-
Einzelstrangstiicken mit etwa 18 bis 25 Nukleotiden Lange und wird fur die
Durchflihrung einer Polymerase Ketten Reaktion (PCR) benétigt. Da nur eine
bestimme DNA- Sequenz vervielfaltigt werden soll, muss der Primer bzw. der
Mikrosatellitenmarker spezifisch flir diesen Bereich ausgewahlt werden. Die

Orientierung der verwendeten Primerpaare muss so gewahlt werden, dass sie
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den zu untersuchenden Abschnitt der DNA einrahmen. Ein Primer beginnt am
5’Ende fiir den kodierenden Strang, der andere fiir den nicht-kodierenden
Strang am 3 "Ende. So kdénnen die neu synthetisierten Strénge ihrerseits wieder

als Matrizen flr die weitere DNS Synthese dienen.

D2S123 |2pl16.3 |Forward | 5’AAACAGGATGCC | (CA)n Dye D4 197-227 | Sigma
TGCCTTTA bp Proligo
Reverse |5 GGACTTTCCAC
CTATGGGAC
D5S346 |5q22.2 |Forward | 5’ACTCACTCTAGT |(GT)n Dye D4 96 bp |Sigma
GATAAATCGGG Proligo
Reverse
5AGCAGATAAGAC
AGTATTACTAGTT

Tabelle 8: verwendete Primer
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3.3 Methoden
3.3.1 DNA- Isolation

Zur Isolation der DNS aus Tumor und korrespondierender Schleimhaut wird das
DNeasy- Extraktionssets der Firma Qiagen® verwendet. Es werden jeweils ca.
25 mg vom jeweiligen Gewebe abgetrennt, in ein autoklaviertes 2ml Eppendorf-
GefaB eingelegt, mit 1200 pl Xylol versetzt und mit einem Vortexer vermengt.
AnschlieBend wird bei maximaler Geschwindigkeit 5 min lang zentrifugiert. Der
Uberstand ist zu verwerfen. Durch Zugabe von 1200 pl 96%igem Ethanol
werden die Xylenreste entfernt. Das Ethanol wird mit der Probe vermischt und
fur 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das lbriggebliebene Ethanol wird
abpipettiert. Nach Wiederholung dieses Waschvorgangs wird das offene
Eppendorfgefal fir 10-15 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert, bis das
restliche Ethanol verdampft ist. Zur vollstandigen Lyse des gewonnenen
Sediments wird es mit 180 ul ATL- Puffer flr die Gewebelyse und 20 pl
Proteinase K versehen und nach guter Durchmischung fir ein bis drei Stunden
bei 55°C im Thermoschdttler inkubiert. Die nun gelésten Proben werden
gevortext, 200 ul AL- Puffer (Praparationspuffer) hinzugefiigt und nach erneuter
Durchmischung 10 min lang in einem 70°C Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe
von 200 pl 96%igem Ethanol und Durchmischung der gesamten Flissigkeit wird
diese in eine gesonderte DNA- Saule (,,Dneasy Mini spin column") gebracht, in
einem speziellen 2 ml- UbergefaB (“collection- tube") platziert und anschlieBend
fir 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Das UbergefaB und das Filtrat werden
verworfen und die DNA- Sdule in ein neues ,collection- tube" gebracht , mit 500
Ml AW1- Puffer (Waschpuffer) versehen und nochmals zentrifugiert. Auch hier
wird der Durchfluss samt UbergefaB verworfen. Erneut wird die DNA- Siule in
ein ,collection- tube" gestellt und 500 ul AW2- Puffer beigemischt. Um die
Membran der DNA- Saule zu trocknen muss das ,collection- tube" bei 1400rpm
drei Minuten lang zentrifugiert werden. UbergefaB und Puffer werden
verworfen. Die DNA- Saule wird in ein 1,5ml Eppendorf- Gefal3 gebracht und
200 pl AE- Puffer auf die DNA- Membran pipettiert. Als letzter Schritt wird die
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DNA fiir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und bei 8000 rpm
zentrifugiert. Die eluierte DNA befindet sich nun im Eppendorfgefal3. Mit einem
neuen Gefal wird die Eluierung nochmals durchgefiihrt. Die GefaBe enthalten
nun die 2 DNA- Eluate, deren Konzentration und Reinheitsgrad mit Hilfe eines

Photometers spektrometrisch bestimmt werden kann.

3.3.2 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Absorption einer Substanz, hier Nukleinsaure, bei einer spezifischen
Wellenlange ist von der Konzentration dieser Substanz abhangig. Nukleinsauren
haben ein charakteristisches Absorptionsspektrum bei A = 260nm. Dadurch
lassen sie sich photometrisch quantifizieren. Eine Absorptionseinheit bei 260 nm
entspricht ca. 50 ug/ ml DNA. Das Ergebnis kann durch Proteine verunreinigt
werden, deren Maximum bei A = 280 liegt. Das Verhaltnis der Absorption bei A=
260 nm zu A=280 nm betragt bei zuverlassigen Bestimmungen 1,6 bis 2 zul.
Nach photometrischer Bestimmung der Konzentration wird die DNA- Losung mit

destilliertem Wasser auf 10 ng/ul verdiinnt und bei — 20°C aufbewahrt.

3.3.3 PCR und Touchdown- PCR

Nach der Isolation der DNA und deren Konzentrationsbestimmung erfolgt deren
Amplifizierung durch die von Saiki et al. (Saiki, 1986) erstmals beschriebene
Methode der Polymerase Kettenreaktion (PCR). Das PCR-Verfahren ist eine in
vitro ablaufende, enzymatische Kettenreaktion, die bestimmte DNA- Bereiche
definierter Lange und Sequenz mit dem Enzym 7agDNA- Polymerase in
theoretisch unbegrenzter Menge vervielfaltigen kann. Hierdurch kdnnen kleinste
Mengen an DNA flr weitere Untersuchungen vermehrt werden. Die
TagPolymerase ist eine hitzestabile Polymerase, die einen Einzelstrang zum
Doppelstrang vervollstandigen kann. Voraussetzung fir eine PCR ist die

Kenntnis der Nukleotidsequenz am Anfang und am Ende des gewiinschten
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DNA- Bereichs. Es werden zwei Oligonukleotid- Primer verwendet, die in ihrer
Basensequenz genau dem Bereich entsprechen, die die gesuchte Sequenz

flankieren.

Die PCR besteht aus einer Folge von Zyklen mit jeweils drei Schritten:

Melting (Denaturierung der Matrize):
Durch Erhitzung des DNA- Doppelstrangs auf 93- 95°C werden die

Wasserstoffbriickenbindungen geldst und die DNA- Strénge getrennt.

Annealing (Anlagerung der Primer an die Matrize):

Abhdngig von der Schmelztemperatur der zu erwartenden Doppelstrang- DNA
und der Basenzusammensetzung der Primer erfolgt die Anlagerung der Primer
an die Matrize bei 50- 70°C.

Elongation (DNA- Synthese):

Die DNA- Synthese erfolgt bei 70- 75°C. An den Primern beginnt die Synthese
der neuen komplementaren DNA- Strange mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-
Polymerase und der vier Desoxynucleotidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und
dTTP. Die Primer mussen so gewahlt werden, dass die Richtung der Synthese
des neuen Strangs des einen Primers in Richtung der Bindungsstelle des andere
Primers verlauft. Die DNA- Synthese erfolgt immer von 3’ in Richtung 5’ Ende.
Auf diese Weise koénnen die neu synthetisierten Strange wieder als Matrize flir
die weitere DNA- Synthese dienen, was zu einer Kettenreaktion mit

exponentieller Produktzunahme flhrt (Abbildung 3).
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Ziel DNA

5l | ! 3[
P ]
: 5 >3
3[ ! ! 5!
Ergebnis:

Abbildung 3: Bildung der komplementaren DNA- Strdnge vom noch variablen
3’ zum festen 5’ Ende. Danach Bildung eines neuen Matritzenstrang mit festem
3" und 5 Ende. Als Ergebnis: Vervielfdltigung eines spezifischen DNA-
Abschnitts

Die PCR findet in einem Thermocycler statt.
Fir die Durchfihrung der PCR werden folgende Komponenten benétigt:
e Original- DNA
e Ein Primerpaar, bestehend aus einem Forward- und einem Reverse-
Primer
e DNA- TagPolymerase ( 500 Units, Firma: Invitrogen), Nukleotidlésung
und PCR- Puffer.
+ Aqua dest.
» Diverse Arbeitsgerate: PCR- GefaB3, Pipetten u.a.

Um die Spezifitdt der PCR- Reaktion zu erhéhen und das Risiko unspezifischer
Banden in der Auswertung zu minimieren, findet die Touch down- PCR in
diesem Versuch Verwendung. Hierbei wird die Annealing- Temperatur wahrend

der PCR- Zyklen zunehmend verringert. Resultat ist die Unterdriickung der
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Bildung falscher Produkte und die verstarkte Synthetisierung der gewtiinschten

Sequenzen.

PCR- Ansatz:
e 1 pl Primer mit je 1 pmol/ pl Forward- und Reverse- Primer
 1plDNA
e 23 pl Mastermix
e 25 pl Aqua dest.

Die Amplifizierung der PCR erfolgt unter den folgenden PCR Touch down-

Bedingungen:
Die ,lid temperature" (Heizdekckel- Temperatur) liegt bei 110°C. Vor dem

eigentlichen Beginn ist ein ,Preheating® von 96°C fiir zwei Minuten
empfehlenswert.
Fir den Marker D2S123 erfolgen sechs Zyklen ,touch down", wobei die

Annealingtemperatur pro Zyklus um 1°C verringert wird.

96°C filr 30”
g: 6X 60°c fiir 30
72°C filr 30"

AnschlieBend werden 22 Zyklen unter folgenden Bedingingen ausgefiihrt:
96°C fur 30"
E 22X 54°C fir30”
72°C fur 30"
Das Gerat kihlt auf 4°C ab und bleibt unter dieser Temperatur in Betrieb. Das

fertige PCR- Produkt wird flir den weiteren Gebrauch im Sequencer mit 100 pl

Aqua dest. gemischt.
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Die PCR- Bedingungen flir den Marker D55346 unterscheiden sich von den oben
genannten nur in der Anzahl der Zyklen. Flir den Marker D55346 werden statt

22 Zyklen 24 Zyklen verwendet.

3.3.4 Agarose- Gelelektorphorese

Den Erfolg der PCR kann man durch Auftrennung und Analyse der PCR-
Produkte auf einem Agarosegel nach Anlegen einer Spannung Uberprifen.

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, die die
DNA nach ihrer GroBe trennt. Anhand eines Vergleichs mit einem
Langenstandard kann ihre GroBe bestimmt werden. Wird eine Spannung
angelegt, wandern die DNA- Molekile, die durch ihre Phosphate negativ
geladen sind Richtung Anode. Kleinere DNA- Molekiile wandern schneller
Richtung Pluspol als gréBere Molekile. Dadurch ist eine Auftrennung nach
GroBe moglich. Der ebenfalls mitaufgetragene Langenstandard besteht aus
einem Gemisch von unterschiedlichen DNA- Strangen bekannter Lange.
Vergleicht man die Wanderweite der aufgetragenen DNA- Molekile mit dem
Langenstandard, lasst sich deren Menge und GréBe bestimmen.

Zum Anfarben der Nukleinsdure wird Ethidiumbromid verwendet. Einzelne
Molekile interkalieren mit den Basen der DNA, wodurch sich das
Anregungsspektrum von Ethidiumbromid verandert. Bei Anregung durch
untraviolettes Licht wird die Fluoreszenz der Substanz stark erhoht. Wie in
Abbildung 4 zu sehen leuchten die Stellen, an denen sich DNA befindet deshalb
im Gel hell auf. Das Gel ohne DNA erscheint schwarz. Die Lichtintensitat ist

dabei proportional zur vorhandenen DNA- Menge.

22



Abbildung 4: Gelelektrophorese mit dem Primer D25123. Zu sehen ist eine
Aufhellung im Bereich der ersten und zweiten Laufstrecke, die fluoreszierender
DNA im ultravioletten Licht entspricht.

Zur Durchfihrung der Agarose- Gelelektrophorese muss das Gel hergestellt
werden. Man bendtigt eine 1,4%ige Agarosel6sung in TBE- Puffer. Hierzu wird
0,6 mg Agarose in 40 ml TBE- Puffer vermischt und anschlieBend drei bis
viermal in der Mikrowelle aufgekocht, bis eine klare Lésung entsteht. Die
Flissigkeit muss nun leicht bis auf 60°C abkihlen. Die Lésung wird in einen
Ethidiumbromidkolben umgefillt und 1 pl Ethidiumbromid dazugegeben.
Danach wird die Gelkammer prapariert. Dazu wird der Kamm in der dafir
vorgesehenen Halterung des Schlittens befestigt. Der Schlitten wird in die
Gelkammer gesteckt und darauf geachtet, dass die Gummiecken des Schlittens
die Seiten luftdicht abschlieBen, um ein Austreten des Gels zu verhindern. Jetzt
kann das Gel luftblasenfrei in den Schlitten gegossen werden. Ist das Gel
abgekihlt und fest, wird der Kamm gezogen. Die durch den Kamm
verursachten Hohlraume werden Taschen genannt. Der Schlitten wird nun um
90° gedreht, dass die Taschen am Kathodenende zu liegen kommen. Die
Gelkammer wird mit 1x TBE- Puffer (bergossen, so dass das Gelkissen
vollstandig mit Puffer bedeckt ist. AnschlieBend werden jeweils 5- 10 pl der mit
Bromphenolblau markierten DNS in die Taschen pipettiert. In die letzte Tasche
wird der Langenstandard aufgetragen. Nach Anlegen einer 100 Volt Spannung

beginnen die DNA- Fragmente wegen ihrer negativen Ladung Richtung Anode
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zu wandern und werden anhand ihrer GréBe aufgetrennt. Hat die schnellste
Farbfront das Ende des Gels erreicht, wird die Spannung unterbrochen.

Zur Auswertung der Gelelektorphorese wird der Schlitten mit Gel entnommen
und unter einem UV- Illuminator betrachtet. Durch das Ethidiumbromid
fluoresziert die DNS im ultravioletten Licht.

Ist ein positives Ergebnis zu verzeichnen, koénnen die DNA- Proben zur

Fragmentlangenanalyse am automatischen Sequenziergerat verwendet werden.

3.3.5 Fragmentlangenanalyse

Die Fragmentanalyse erfolgt an einem 8 Kanal Capillar Elektrophorese
Sequenzautomaten vom Typ CEQ 8000 Genetic Analysis System der Firma
Beckman Coulter nach dem Prinzip der Glaskapillarelektrophorese.

Wird eine Spannung an eine offene Kapillare gelegt, die mit einer einheitlichen
Losung geflllt ist, ndmlich dem zu analysierenden DNA- Fragment, erfolgt die
Separation anhand der Kombination des elektrophoretischen und des
elektroosmotischen Flusses. Der elektrophoretische Fluss basiert auf der
elektrischen Anziehungskraft, welche die negativ geladenen DNA- Fragmente
der Probe zum Fluss durch das Kapillarsystem des Automaten veranlasst. Dies
geschieht durch eine angelegte positive Spannung.

Durch das angelegte Potential erfolgt eine innere Ladung der Kapillare. Dadurch
entsteht ein Elektrolytfluss, den man elektroosmotischen Fluss nennt. Der
elektroosmotische Uberlagert meist den elektrophoretischen Fluss. Kommt eine
Kapillare mit einer Elektrolytldsung in Kontakt, die einen pH- Wert > 1,5 hat,
wird die innere Kapillarwand bedingt durch die Dissoziation der Silanolgruppen
negativ geladen. Es lagern sich nun positiv geladene Ionen aus der
Elektrolytflissigkeit an der Oberflache der negativ geladenen Kapillarinnenwand
an und es kommt zur Ausbildung einer Doppelschicht. In der Elektrolytlosung
bleibt eine geringe positive Restlandung zuriick, die einen Fluss zur Kathode

(negativ geladen) verursacht, den elektroosmotischen Fluss. Legt man nun ein
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elektrisches Feld an, so wandern die Kationen aus der Elektrolytldsung zur
Kathode und ziehen die gesamte Flussigkeit mit. Das hat zur Folge, dass nicht
nur Kationen, sondern auch neutrale Verbindungen und sogar Anionen, alle mit
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten, zur Kathode gezogen werden.
Weil der elektroosmotische Fluss eine gréBere Wirkung hat als der
elektrophoretische, erreichen Kationen die Kathode schneller, da sich sowohl
der elektrophoretische als auch der elektroosmotische Fluss auf die Kathode zu
bewegt. Jedes Molekiil, das durch die Kapillare flieBt, braucht eine bestimmte
Zeit, die von der Kapillarlange, dem Kapillardurchmesser, den
Molekiileigenschaften, dem pH- Wert und der angelegten Spannung abhangig
ist. Daraus folgt, dass Molekiile mit unterschiedlichen Eigenschaften auch zu
unterschiedlicher Zeit detektiert werden. Die Phosphatgruppe der DNA ist fir
ihre negative Ladung verantwortlich. Diese Negativitat ist abhangig von der
DNA- FragmentgréBe. Aus diesem Grund benétigen die DNA- Fragmente eine
unterschiedlich Durchlaufzeit durch die Kapillare, was mittels Laser detektiert

werden kann.

Folgende Materialien werden am Sequencer bendétigt:
» Amplifizierte DNA-Fragmente
s SLS- Puffer
» Separationspuffer
» Langenstandards ,Ceq DNA size standard kit 400 oder 600"
« Ol (,Mineral ail")
» Puffer- Platte
* Probenplatte

e Aqua ad iniectibila

Fir die Fragmentlangenanalyse muss die aus der Touch down- PCR gewonnene

DNA wie oben beschrieben mit 100 pl Aqua dest. verdiinnt werden.
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Der Ansatz flr die ,Sample plates® des Sequencers enthdlt folgende

Substanzen:
PCR- Produkt verdinnt mit 100 pl Aqua dest. 3l

0,3 pl Sizestandard verdiinnt mit35 pl Aqua dest. |30ul

Mineral-oil 1l

Tabelle 9: Fir die Fragmentlangenanalyse bendtigte Substanzen

3.3.6 Auswertung

Die Gelpraparation, Denaturierung, Datenerhebung und Datenauswertung mit
der Version 9.0 der ,CEQ 8800"- Software der Firma Beckman Coulter erfolgt
vollautomatisch.

Die Bedingungen unter denen die Sequenzierung unter dem Programm Frag
50/ 50 ablauft sind folgende: Die Denaturierung erfolgt fiir 120 Sekunden bei
90°C, die Injektion flir 30 Sekunden bei 2000 Volt, die Separation fur 50
Minuten bei 6000 Volt und die Kapillartemperatur bei 50°C.

Als Resultat ist unten aufgefiihrte Graphik zu sehen, welche wie folgt zu
verstehen ist.

Am Ende der Kapillare befindet sich ein Fenster durch das ein Laserlicht
geschickt wird. Das Licht regt die Fluoreszenzfarbstoffe der DNA- Fragmente
an, die dann ihrerseits Licht entsenden, das von einem Detektor aufgezeichnet
wird. Als Ergebnis erhdlt man eine Grafik, deren x- Achse den Zeitverlauf
dargestellt, umgerechnet in Fragmentldnge, da die Zeit, die ein Fragment
bendtigt um bis zu dem Sichtfenster der Kapillare zu gelangen umgekehrt
proportional zur Fragmentlange ist. Die y- Achse wird von der Intensitat des
emittierten Lichts der Fragmente gebildet. (siehe Abbildung 5)
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Abbildung 5: Heterozygote Schleimhautprobe. Untersuchung der
Schleimhautprobe (links) und der Tumorprobe (rechts) mit der Nummer 163
anhand des Markers D25123. Die mit ,K" und ,S" beschriebenen Peaks zeigen
die beiden, verschieden langen Fragmente der Allele dieser Probe.

3.3.7 Kaplan- Meier- Analysen

Analysen (ber die Uberlebenszeit des Tumorpatientenkollektivs werden anhand
der Kaplan- Meier- Methode durchgefiihrt. Hierbei entsteht eine fallende
Treppenfunktion, die den geschitzten Verlauf der Uberlebenszeit der
Tumorpatienten wiedergibt. Als Uberlebenszeit wird die Zeit zwischen primérer
Tumoroperation und tumorbedingtem Tod festgelegt. Durch die Teststatistik
wird die Nullhypothese ,die Uberlebenszeitkurve der verschiedenen Kollektive
unterscheiden sich nicht in ihrem Verlauf* gegen die Alternativhypothese , die
Uberlebenszeitkurven der verschiedenen Kollektive unterscheiden sich in ihrem
Verlauf® geprift. Das Tumorpatientenkollektiv wird in zwei Gruppen aufgeteilt.
Eine Gruppe besteht aus den Patienten, deren Tumor- DNA einen Verlust der
Heterozygositat aufweist. In der anderen Gruppe lasst sich kein Verlust der

Heterozygositat nachweisen. Die Prifung auf Signifikanz zwischen den
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einzelnen Gruppen wird mit dem Log- rank- Test durchgeflihrt. Die Auswertung
erfolgt als univariante Analyse.

Mit Hilfe der Kaplan- Meier Kurven werden diese Ergebnisse graphisch
abgebildet. Die Kaplan- Meier-Kurven beschreiben einen Beobachtungszeitraum

fir die Uberlebenszeit der Subpopulationen von 60 bis 70 Monaten.

3.3.8 Korrelation mit den histopathologischen Daten

Die Korrelation der chromosomalen Verluste mit den klinischen und
histopathologischen Daten wird anhand des Chi- Quadrat- Tests verdeutlicht.

Ein p- Wert von < 0,05 wird als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

Das Patientenkollektiv umfasst 165 Personen, die an einem kolorektalen
Karzinom erkrankt sind. Anhand der Primer D2S123 und D5S346 wird die
Tumor- DNA auf einen Verlust der Heterozygositat fir die Mikrosatellitenloci
2p16.3 und 5g22.2 untersucht.

4.1 Etablierung der PCR- Methoden fiir die Marker
D2S123 und D5S346 und deren

Informationsgehalt
Um eine mdglichst spezifische, reine und ausreichende Menge an amplifizierter
DNA zu erhalten, missen die PCR- Bedingungen optimiert werden. Dies wird
durch Veranderung der DNA-Konzentration, der Konzentration der Primer,
durch Variation der Anzahl der Zyklen und durch Veranderung der Annealing-
Temperatur erreicht. Durch Verwendung einer Touch down- PCR kann die

Spezifitat der PCR- Reaktion nochmals erhéht werden.

Um die LOH- Analyse durchzufiihren missen beide Allele in heterozygotem
Zustand vorliegen. Im Falle zweier homozygoter Allele sind diese nicht
auswertbar, da sich die zwei Allele Gberlagern und folglich der Verlust der
Heterozygositat nicht dargestellt werden kann. Der Primer DS2S5123 ist flir 53
Allele (32%) homozygot, der Mikrosatellitenmarker D55346 flir 34 (20%). Auch
nicht auswertbar ist der chromosomale Abschnitt der Region 2p16.3 in 13 Fallen
auf Grund von Mikrosatelliteninstabilitdt, die Region 5g22.2 fiir den Marker
D5S346 in nur 7 Fallen. Das entspricht jeweils 7% und 4%.
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4.2 Analyse des Patientenkollektivs

An dieser Untersuchung beteiligten sich 46% weibliche und 54% mannliche
Patienten. Insgesamt kdnnen innerhalb des gesamten Patientenkollektivs in
39% der Félle zumindest in einer der beiden chromosomalen Regionen 2p16.3
und 5g22.2 ein LOH nachgewiesen werden, das entspricht 65 Karzinomen. Ein
LOH in der Region 2p16.3 findet sich in 20% der Falle. Im Vergleich dazu tritt
ein Verlust der Heterozygositdt wesentlich haufiger im Bereich 5g22.2 auf,

namlich bei 50% der Kolonkarzinome (siehe Abbildung 6 und 7).

LOH- Frequenz des Markers D2S123

LOH
20%

kein LOH
80%

Abbildung 6: LOH- Frequenz des Markers D25123
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LOH- Frequenz des Markers D5S346

kein LOH
50%

LOH
50%

Abbildung 7: LOH- Frequenz des Markers D55346

Insgesamt erwiesen sich 102 der 165 der vom Primer D2S123 flankierten

Tumor- DNA- Abschnitte als informativ und damit auswertbar. Fir den
Mikrosatellitenmarker D55346 kamen 125 Abschnitte in Frage.

102/165  (62%) 125/165 (76%)
20/102  (20%) 66/125 (50%)
13/165  (8%) 7/165  (4%)

34/165  (21%) 53/165 (32%)

Tabelle 10: Unterscheidung der Marker D2S123 und D5S346 nach der Anzahl
der informativen Marker, Vorkommen eines LOHs, einer Mikrosatelliten-
instabilitat (MSI) und der Anzahl an homozygoten Markern
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4.3 Korrelation der Patientenprognose mit den
klinischen Parametern mittels Kaplan- Meier-
Analysen unter Beriicksichtigung der
Heterozygositat

4.3.1 Verlust der Heterozygositat in der Region 2p16.3
Der Verlust eines Allels in der Region 2p16.3 hat keinen signifikanten Einfluss
auf die Patienteniiberlebensrate (p= 0,9244). Die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-
JUR) lag bei Patienten mit LOH bei 60% und ohne LOH bei ca. 65%. Nur ca.

45% der Patienten mit einem Verlust der Heterozygositat lebte langer als 5
Jahre.

D25123
— L2 L OH
. —t— | OH [O2
S
c
L ]
O
)
i
a
]
D
P=0,9244
40 T T

L) L)
0 10 20 30 40 50 60 70
Uberlebenszeit (Monaten)

Abbildung 8: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhéngigkeit eines LOH
im Bereich 2p16.
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Geschlecht und LOH in der Region 2p16.3

Bezogen auf das Geschlecht, hier das Kollektiv an Frauen, zeigt sich ein ganz
anderes Bild. In dieser Untersuchung ist keine Frau, deren Kolonkarzinom im
Bereich 2p16.3 einen Verlust der Heterozygositat aufweist in unserem
Beobachtungszeitraum von ca. 5 Jahren gestorben. Es ergibt sich eine 100%ige
Uberlebensrate der Frauen mit LOH im Gegensatz zu dem Frauenanteil ohne
einen chromosomalen Verlust. Hier liegt die 5- JUR bei ungefihr 65%. Die
Patientenliberlebensrate ist bei einem Verlust der Heterozygositat bedeutend
besser als ohne diesen Verlust. Die Ergebnisse erweisen sich als nicht
signifikant, da das Kollektiv an Frauen, die an einem Kolonkarzinom ohne LOH

erkrankten zu klein ist.

D25123

105+ .
100 ' ’ ’ ' b |2i) LOOH

95+ —t— LOH D2
90+
854
80+
754
70+
65
60 = p= 0,2719
55+
50+
45 ) 1 L) 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60

Uberlebenszeit (Monaten)

Uberleben (%)

Abbildung 9: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhéngigkeit eines LOH
im Bereich 2p16.3 flir Frauen
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Bei Méannern liegt die 5-JUR unabhdngig von einem Verlust der
Heterozygositat zwischen 60 und 65% mit einem geringen Trend zu
schlechterem Uberleben bei einem LOH.

D28123

105
100 b <21 L CIH

95+
> —+—OH D2

80
T5=
T0=-
65 =
60 =
gg: p= 0,5582
454
4u ) ] ) ) ] ) ]
0 10 20 30 40 50 60 70

Uberlebenszeit (Monaten)

Uberleben (%)

Abbildung 10: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhéngigkeit eines LOH
im Bereich 2p16.3 flir Manner
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Alter und LOH in der Region 2p16.3

Kommt ein LOH im Bereich der Region 2p16.3 bei mindestens 70 Jahre alten
Patienten vor, so zeigt sich fiir einen Verlust der Heterozygositat eine deutlich
bessere Prognose. Die durchschnittliche Uberlebensrate von 70jdhrigen ohne
einen Verlust der Heterozygositat befindet sich nach fiinf Jahren im Bereich von
ungefahr 65%, wahrend bis zu diesem Zeitpunkt kein Patient mit einem LOH in
dieser Region gestorben ist, was sich aber als nicht signifikant herausstellte (p=
0,2107)

D2S123
. — b |20 LOH
_ —+—LOH D2
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Abbildung 11: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhéngigkeit eines LOH
im Bereich 2p16.3 flir Patienten mit mindestens 70 Jahren
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4.3.2 Verlust der Heterozygositat in der Region 5q22.2

Flr Patienten, die einen LOH in der untersuchten Region 5g22.2 aufweisen,
zeigt sich insgesamt kein Trend zum schlechteren Uberleben. Die 5-JUR der
Patienten ohne einen LOH liegt bei ca. 60%. Ein Verlust der Heterozygositat in
dieser Region hat eine gering bessere Prognose. So zeigt die 5-JUR einen Wert
von ca. 65% an. Demnach hat der Verlust der Heterozygositat bei einem p-

Wert von 0,8734 keinen signifikanten Einfluss auf die Patientenprognose.

D5S346

105+ |
100 = b |21 LIDH

954 —— | OH D5
90 =
B85
80+
75
70+
65 =
60+
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Uberlebenszeit (Monate)

Uberleben (%)

p= 0,8734

Abbildung 12: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhéngigkeit eines LOH
im Bereich 5g22.2
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Geschlecht und LOH in der Region 5q22.2

Frauen weisen eine deutlich bessere Prognose bei einem chromosomalen
Verlust in der Region 5g22.2 auf. Nach 5 Jahren waren lediglich 25% der
Patienten verstorben. Im Gegensatz dazu verstarben (ber die Halfte der
Patienten mit einem kolorektalen Karzinom ohne LOH in dieser Region nach

funf Jahren. Das Ergebnis ist nicht signifikant.
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Abbildung 13: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhangigkeit eines LOH
im Bereich 5g22.2 flir Frauen
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Bei Mannern wiederum zeigen sich keine groBen Unterschiede in der
Uberlebensprognose in Bezug auf einen Verlust der Heterozygositit. Die 5- JUR
liegt flir beide Kollektive zwischen 60 und 75% mit einer gering besseren

Prognose flir Patienten ohne einen LOH in der Region 5q22.2.

D55346
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100 - b 217 LOH
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Abbildung 14: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhéngigkeit eines LOH
im Bereich 5g22.2 flir Manner
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Alter und LOH in der Region 5q22.2

Die 5-JUR fiir mindestens 70jahrige Patienten liegt bei einem LOH in der Region
5q22.2 bei 75% und ist damit hoher als bei Karzinomen ohne chromosomalen

Verlust (55%). Was sich aber mit p= 0,6211 als nicht signifikant erwies.
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Abbildung 15: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhéngigkeit eines LOH
im Bereich 5g22.2 flir Patienten mit mindestens 70 Jahren
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4.3.3 Die chromosomale Region 2p16.3 und 5q22.2

Fir Patienten, die einen LOH in beiden untersuchten chromosomalen Regionen
aufweisen, ist in den ersten vier Jahren ein eindeutiger Trend zu einer besseren
Uberlebensprognose zu beobachten, wobei dieser aber nicht signifikant ist (p=
0,6375). Die 5- JUR gibt einen Wert zwischen 50 und 70% fiir einen doppelten
LOH und einen Wert von 55% bei Tumor- DNA ohne Verlust der
Heterozygositat an.

D235123 und D5S346
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Abbildung 16: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhéngigkeit eines
doppelten LOH im Bereich 2p16.3 und 5g22.2
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4.3.4 Bedeutung einer Mikrosatelliteninstabilitat in der
Region 2p16.3 und 5g22.2 fiir die

Uberlebenswahrscheinlichkeit

Region 2p16.3

Betrachtet man das Patientenkollektiv, dessen Tumor- DNA in der Region
2p16.3 eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) aufweist, so lasst sich feststellen,
dass diese Population eine 5 JUR von 100% besitzt. Es lasst sich eine signifikant
bessere Uberlebensprognose mit einem Wert von p= 0,0266 bei MSI feststellen.
Die 5 JUR bei Mikrosatelliteninstabilitét betrégt ca. 60%.

D2S5123
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Abbildung 17: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhangigkeit einer MSI
im Bereich 2p16.3
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Region 5q22.2

Eine Mikrosatelliteninstabilitat in der chromosomalen Region 5g22.2 hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Uberlebensprognose. Es zeigt sich in den ersten
vier Jahren ein Trend zu einer deutlich besseren Uberlebenschance fiir
Patienten in deren Tumor- DNA eine Mikrosatelliteninstabilitat nachzuweisen ist.
Nach 5 Jahren zeigen beide Kollektive, d.h. mit Mikrosatelliteninstabilitdt und

mit Mikrosatellitenstabilitidt eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von ca. 65%.
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Abbildung 18: Kaplan- Meier-Uberlebenskurve in Abhangigkeit einer MSI
im Bereich 5q22.2
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4.4 Korrelation des chromosomalen Verlusts mit den
histologischen Patientendaten anhand des Chi-
Quadrat- Tests

Die Daten flir den allelischen Verlust beider Regionen wird mit den
histopathologischen Daten der Patienten verglichen und mittels des Chi-

Quadrat- Tests korreliert.

4.4.1 Die chromosomale Region 2p16.3

UICC- Stadien und LOH in der Region 2p16.3

Der Primer D2S123 detektiert in der Region 2p16.3 18 LOH positive Tumoren.
Zwei (11,1%) dieser 18 LOH- positiven Tumoren befinden sich im UICC-
Stadium I, acht (72,7%) im Stadium II, finf (27,8%) im Stadium III und drei
(16,7%) im Stadium IV. Eine statistische Signifikanz besteht insofern, als dass

es keinen Unterschied macht, ob ein LOH in dieser Region vorliegt oder nicht.

Es kommt auch zu keiner Haufung eines LOHSs in einem bestimmten Stadium.

D2S123

13, 8% (n= 13) |11,1% (n=2) |14,5% (n= 11)
41,5% (n=39) [72,7% (n=8) |40,8% (n= 31)
25,5% (n=24) |27,8% (n=5) |15,0% (n= 19)
19,1% (n= 18) |16,7% (n=3) |19,7%(n= 15)

Tabelle 11: Korrelation der LOH positiven und LOH negativen Tumoren mit
dem UICC- Stadium der Karzinome




Differenzierungsgrading und LOH in der Region 2p16.3

Bezogen auf den Differenzierungsgrad zeigen sich keine wesentlichen

signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne LOH.

D2S123

83,9% (n=78) |88,9% (n= 16) |82,7% (n= 62)
16,1% (n= 15) |11,1% (n=2) |17,3% (n= 13)

Tabelle 12: Korrelation der LOH positiven und LOH negativen Tumoren mit
dem Grad der Differenzierung

4.4.2 Die chromosomale Region 5q22.2

UICC- Stadium und LOH in der Region 5q22.2

Unterscheidet man die Patientenkollektive der LOH- positiven (49,5%) und
LOH- negativen (50,5%) Falle der Region 5g22.2 nach dem UICC- Stadium so

ergibt sich fir keine der Stadien ein signifikante Haufung eines Verlustes der

Heterozygositat in dieser Region.

D5S346

15,4% (n=17) |13,7% (n=7) |16,9% (n= 10)
33,6% (n=37) |41,2% (n=21) |27,1% (n= 16)
29,1% (n=32) |23,5% (n= 12) |33,9% (n= 20)
21,8% (n=24) |21,6% (n=11) [22,1%(n= 13)

Tabelle 13: Korrelation der LOH positiven und LOH negativen Tumoren mit
dem UICC- Stadium der Karzinome




Differenzierungsgrading und LOH in der Region 5q22.2

Etwas mehr Patienten, die in Differenzierungsgrad 2 eingeteilt werden, zeigen
einen chromosomalen Verlust der Region 5qg22.2 verglichen mit
Differenzierungsgrad 3. Hier entwickeln eine Minderheit der Patienten einen

LOH in dieser Region. Das Ergebnis ist nicht signifikant.

D5S346

77,6% (n= 83) [82,0% (n= 41) |73,7% (n= 42)
22,4% (n=24) |18,0% (n=9) |26,3% (n= 15)

Tabelle 14: Korrelation der LOH positiven und LOH negativen Tumoren mit
dem Differenzierungsgrad

4.4.3 Die chromosomale Region 2p16.3 und 5q22.2
Bezogen auf einen doppelten Verlust der Heterozygositat in den Regionen
5q22.2 u 2p16.3 kommt man zu keinem signifikanten Ergebnis. Es besteht

keine signifikante Haufung eines LOHs bezogen auf ein spezifisches Stadium.

D2S123
D5S346

9,7% (n=4) [0,0% (n=0) |12,1% (n= 4)
36,6% (n= 15) |62,5% (n=5) [30,3% (n= 10)
31,7% (n= 13) |25,0% (n=2) |33,3% (n= 11)
22,0% (n=9) |12,5% (n=1) |24,3%(n= 8)

Tabelle 15: Korrelation der LOH positiven und LOH negativen Tumoren mit
dem UICC- Stadium der Karzinome
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4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden die chromosomalen Verluste der Regionen
2p16.3 und 5g22.2 mittels zweier Mikrosatellitenmarker D2S123 und D5S346
nachgewiesen und mit den klinischen und histologischen Patientendaten
verglichen. Ein LOH in der Region 2p16.3 erbrachte eine geringfligig
schlechtere Patientenprognose. Die 5-JUR liegt bei ca. 60% verglichen mit einer
Uberlebensrate von 65% bei Patienten mit Tumoren ohne allelische Verluste.
Dieser Trend erwies sich als nicht signifikant (p=0,9244). Interessanterweise ist
keine Frau mit einem LOH der Region 2p16.3 in dem Beobachtungszeitraum
von fUnf Jahren gestorben. Da es sich dabei aber nur um 6 Frauen handelt und
das Ergebnis nicht signifikant war, koénnen folglich daraus keine
Schlussfolgerungen gezogen werden. Das Kollektiv an Mannern zeigt keinen

Unterschied in der Prognose bezliglich eines LOHs.

Auch ein LOH der Region 5g22.2 hat keinen signifikanten Einfluss auf die
Patientenprognose. Betrachtet man fiir diese Region das Alter und das
Geschlecht der Patienten, so lasst sich flir die Uber 70jahrigen und bei Frauen
ein nicht signifikanter Trend zu einer besseren Prognose bei einem LOH der

Region 5g22.2 feststellen.

Flir beide untersuchten Regionen ist eine Mikrosatelliteninstabilitdt mit einer
besseren Uberlebensprognose verbunden, welche sich fiir die Region 2p16.3 als
signifikant herausstellt (p= 0,0266). Zwischen dem Differenzierungsgrad und
einem Verlust der Heterozygositat der Region 2p16.3 und 5q22.2 lasst sich kein
Zusammenhang feststellen. Betrachtet man die verschieden Tumorstadien
beziiglich eines LOHs in der Region 2p16.3 so lasst sich sagen, dass es zu
keiner Haufung eines Verlustes der Heterozygositat in den verschieden Stadien
kommt. Dieses Ergebnis ist nicht als signifikant zu betrachten (p= 0,9635).
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5 Diskussion

5.1 Kandidatengene in der chromosomalen Region
2p16.3

Aus dem Patientenkollektiv konnte in 20% der Tumor- DNA ein Verlust der
Heterozygositat mit dem Marker D25123 nachgewiesen werden. Der Marker ist
wie in Abbildung 19 zu sehen im chromosomalen Bereich 2p16.3 lokalisiert
(chr2:51200029-51200308).

chrz (1.5 I HMIHE T W T ENIEN NN THE TW INT]
Abbildung 19: Lokalisation des Markers D25123 auf 2p16.3

In der Region 2p16.3 ist bisher kein fir die Kolonkarzinogenese signifikantes
Tumorsupressorgen bekannt. In Abbildung 20 ist die Umgebung des Markers
und mdogliche Kandidatengene abgebildet. Das Genprodukt des Gens EPAS-1 ist
ursachlich an der Entstehung der VEGF- vermittelten Angiogenese infolge einer
Gewebshypoxie beteiligt. Die GréBenzunahme des Tumors auf 1-2 mm wird
unter anderem erst durch EPAS-1 mdglich. Bangoura und seine Mitarbeiter
konnten 2004 beweisen, dass es bei hepatozelluldren Karzinomen zu einer
Uberexpression dieses Gens vor allem bei den Tumoren kommt, die bereits die
Tumorkapsel oder die V. portae infiltriert haben. Ein Verlust der Expression von
TACSTD 1 (tumor- associated calcium signal transducerl oder Ep-CAM) konnte
bei Patienten mit Magenkarzinom mit einer signifikanten Prognose-
verschlechterung assoziiert werden (Songun et al., 2005). Bei Kolonkarzinomen
wurde dies noch nicht untersucht. In der Tumorgenese des Magenkarzinoms
spielen neben den Genen wie ras und myc auch das CRIPT- Gen eine
bedeutende Rolle, welches sich in der zu untersuchenden Region um den
Marker D2S123 befindet. Untersuchungen am Kolonkarzinom stehen flir dieses
Gen noch aus (Kikuchi et al. 1999).

Pinto und Mitarbeiter schlugen in einem 2006 veréffentlichten Artikel die

Mitbeteiligung des mutierten MSH6- Gens an der Entstehung von frihen
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kolorektalen Karzinomen vor (Pinto et al.,, 2006). Das Genprodukt von ASB3
vermittelt die Ubiquitierung und damit die Degradation von Tumor Necrosis
Faktor Rezeptor II (TNFR2) (Chung et al., 2005). Es konnte gezeigt werden,
dass das in Tumoren heraufregulierte TNFR2 eine Rolle bei der Karzinogenese
und Metastasierung spielen kénnte (Carpentier et al., 2004). ASB3 ist damit ein
interessanter Gegenspieler zu TNF2 und von eventueller Bedeutung fir die
Tumorprogression. Gallagher und seine Mitarbeiter diskutierten die Rolle der
Fibuline bei der Krebsentstehung. Im Gegensatz zu Fibulin- 1, -4 und -5 konnte
eine Bedeutung von Fibulin- 3, auch EFEMP1 genannt auf die Krebsentstehung
bisher nicht geklart werden. Die Hinweise auf eine komplexe Rolle im Rahmen
der Karzinogenese haufen sich jedoch.

EPAS TACSTD1 D2S123 EFEMP1
Chr. 2 I | |
46000000~ T | T | | | | 57.000.000
CRIPT MSH6 ASB3

Position des EPAS- Gens auf Chromosom 2: 46.436.214- 46.525.485
Position des CRIPT- Gens auf Chromosom 2: 46.755.959- 46.763.834
Position des TACSTD1 - Gens auf Chromosom 2: 47.508.118- 47.525.808
Position des MSH6- Gens auf Chromosom 2: 47.921.937- 47.945.743
Position des Markers D2S123 auf Chromosom 2: 51.200.029
Position des ASB3 - Gens auf Chromosom 2: 53.808.769- 53.925.730
Position des EFEMP1- Gens auf Chromosom 2: 56.004.749- 56.060.856

Abbildung 20: Umgebung des Markers D25123 auf dem Chromosom 2p und
mogliche Kandidatengene und ihre Lokalisation
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5.2 Prognostische Relevanz eines Verlusts in der
Region 2p16.3
Nach Ausschluss der nicht auswertbaren Tumor-Schleimhautpaare der Region
um den Mikrosatellitenmarker D25123 kdénnen 102 Proben weiter analysiert
werden. Ein LOH wird bei 20% nachgewiesen und ist nicht mit einer signifikant
schlechteren oder besseren Patientenprognose verknipft. Dies steht im
Widerspruch zu der von Bisgaard et al. 2001 verfassten Verdffentlichung tber
den Verlust der Heterozygositat in der Region 2p21-16.3 als unabhangigen
Indikator flir eine verringerte Patienteniiberlebenszeit (Signifikanz von 0,0003).
Bisgaard und Mitarbeiter flihrten eine Untersuchung an 67 Tumoren durch und
kamen zu einer signifikanten Abnahme der 5-JUR von 35% bei Auftreten eines
Verlustes der Heterozygositat im Marker D2S123. Nach funf Jahren lebten nur
noch 15% der Patienten, die an einem kolorektalen Karzinom mit einem
chromosomalen Verlust in dieser Region erkrankten. Patienten in deren Tumor-
DNA sich kein LOH zeigte, Uiberlebten zu 53%. In unserem Kollektiv lag die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit und ohne LOH zwischen 60% und
65%. Im Vergleich zu Bisgaard et al. war unser Patientenkollektiv groBer
(n=102 versus n=67). Ob in einem noch gréBeren Patientenkollektiv ein
signifikanter Einfluss eines LOH im Bereich des Marker D25123 wieder
nachweisbar ware, miusste in weiteren Studien untersucht werden. Seit der
Veroffentlichung von Bisgaard et al., 2001 gab es keine weiteren Berichte mehr

zu einer prognostischen Signifikanz des Markers D25123.
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5.3 Kandidatengene in der chromosomalen Region

5q22.2
In 50% der Falle ist fir den Marker D5S346 ein Verlust der Heterozygositat in
der Region 5g22.2 nachzuweisen. Der Marker D55346 ist wie in Abbildung 21
aufgefiihrt im chromosomalen Bereich 5g22.2 (chr5:112.141.523-112.341.647)
lokalisiert und umspannt 200.125 Basenpaare. Das APC- Tumorsupressorgen
liegt nur 31.689 Basenpaare entfernt und ist damit bei einer Deletion des
Markers D5S346 mit hoher Wahrscheinlichkeit inaktiviert.

chrs gza.2y [T I T B4 HIN NEN-ENEE N ™ B F EIY &

Abbildung 21: Position des Markers D55346 auf dem Chromosom 5q22.2

5.4 Prognostische Relevanz eines Verlusts in der
Region 5q22.2
Von den 125 analysierbaren Tumoren weisen 50% einen allelischen Verlust in
der untersuchten Region 5g22.2 auf. Die 5- JUR der Patienten mit einem
Verlust der Heterozygositat liegt bei ca. 65% im Vergleich zu einer
durchschnittlichen Uberlebenswahrscheinlichkeit ohne LOH bei knapp unter
60%. Fur Patienten, die keinen LOH in der untersuchten Region 5q22.2
aufweisen, zeigt sich ein Trend zum schlechteren Uberleben, der allerdings
nicht signifikant ist (p= 0,8734).
Gerdes und Mitarbeiter untersuchten 1994 63 kolorektale Tumoren in Bezug auf
Verluste der Chromosomenabschnitte 1p, 5qg, 17p, 18g. Trat bei den
Chromosomen 1p und 17p ein Verlust der Heterozygositat auf, so war dies
signifikant mit einer schlechteren Uberlebensrate verbunden. Fiir einen LOH auf
dem Chromosom 5g22.2 konnte dies nicht belegt werden. Zu dem gleichen
Ergebnis kam auch Bisgaard et al. Im Jahre 2001. De Filippo et al. (2002)
korrelierten einen Verlust der Heterozygositat mit klinischen und

histopathologischen Parametern, wie Alter, Geschlecht, Tumorlokalisation und
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histologische Differenzierung und konnten fiir einen LOH auf Chromosom 5
ebenfalls keine signifikante Beziehung zur Uberlebensrate aufdecken. Nur
wenige Forschungsgruppen konnten einen signifikanter Effekt eines LOH der
Region 5g22.2 zeigen. So zeigte Gruppe um Kazama im Jahr 2006 den
Zusammenhang eines Verlustes der Heterozygositat in der Region 2p, 5q, 17p
und 18g bei muzindsen kolorektalen Karzinomen mit einem gehduften
Vorkommen von Lymphknotenmetastasen und einem fortgeschrittenen

Stadium.

5.5 Prognostische Relevanz einer

Mikrosatelliteninstabilitat
Eine Mikrosatelliteninstabilitdt wird durch den Defekt bestimmter DNA-
Reparaturenzyme verursacht (z.B. hMLH1, hMSH2). Bei der DNA- Replikation
durch die DNA- Polymerase entstehen Fehler, und zwar am haufigsten in
Regionen mit repetitiven Sequenzen, den Mikrosatelliten. Kénnen diese Fehler
nicht mehr korrigiert werden, kommt es zu einer Akkumulation von Fehlern in
diesen Bereichen, die zu einer Verlangerung oder Verkirzung der betroffenen
Mikrosatelliten fihren kann. Dies wird als Mikrosatelliteninstabilitdt bezeichnet.
Bei einem Vergleich zwischen Normalgewebe und Tumor zeigen sich meist
komplex alterierte Bandenstrukturen bei den mikrosatelliteninstabilen Tumoren.
Ein quantitativer Vergleich der Bandenintensitaten zwischen Normalschleimhaut
und Tumorgewebe, wie flr die LOH- Analyse notwendig, ist bei
mikrosatelliteninstabilen Tumoren nicht mdglich, so dass diese Tumore
identifiziert und von der weiteren LOH- Analytik ausgeschlossen werden
mussen. Dies wurde in dieser Arbeit durchgefiihrt und zusatzlich eine Analyse
des prognostischen Einflusses einer Mikrosatelliteninstabilitét durchgefiihrt.
Dabei zeigte sich ein signifikant besseres Uberleben bei Patienten mit einer

Mikrosatelliteninstabilitdt im Bereich des Markers D2S123 und ein (nicht
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signifikanter) Trend zur besseren Prognose bei einer Mikrosatelliteninstabilitat
im Bereich des Markers D55346.

Von den meisten Autoren konnte fir die Mikrosatelliteninstabilitat entweder
ebenfalls ein Trend (Lothe et al., 1993; Pietra et al., 1998; Johannsdottir et al.,
1999) oder meistens sogar eine signifikante Assoziation (Thibodeau et al.,
1993; Halling et al., 1999; Sankila et al., 1996; Gonzalez-Garcia et al., 2000;
Hemminki et al., 2000; Sinicrope et al., 2006) mit einer besseren Prognose
gezeigt werden. Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass MSS- und MSI-Tumore
unterschiedlich auf eine Chemotherapie ansprechen. So konnte gezeigt werden,
dass MSI-Tumore schlechter auf eine 5-FU basierte Chemotherapie ansprechen
(Warusavitarne and Schnitzler, 2007). Trotzdem wird in den ASCO-
Empfehlungen von 2006 “Update of Recommendations for the Use of Tumor
Markers in Gastrointestinal Cancer” die Analyse der Mikrosatelliteninstabilitat
noch nicht flr die Routinediagnostik empfohlen (Locker et al., 2006).
Insbesondere die erheblichen Auswirkungen auf eine adjuvante Chemotherapie

wird zu einer Uberpriifung dieser Empfehlung fiihren miissen.

5.6 Erweiterte Adenom- Karzinom- Sequenz unter
Beriicksichtigung der chromosomalen Regionen 2p16.3
und 5q22.2

Im Jahr 2002 forderte die Arbeitsgruppe um Smith eine Erweiterung des von
Vogelstein gepragten Modells der Adenom- Karzinom- Sequenz. In ihren
Untersuchungen konnte nur in sieben von 106 Tumoren Mutationen in allen drei
Genen (APC, k- ras und p53) gefunden werden. Deshalb postulierten sie
alternative Wege der Tumorgenese. Durch eine gréBere Anzahl an polymorphen
Markern wurden die Regionen 1p32-36, 2p21-16, 3p23, 4pl4-16, 8p21-22,
11g22-23, 14932 und 22q13 ebenfalls als haufig deletierte Regionen in

kolorektalen Adenomen/ Karzinomen identifiziert (Praml et al., 1995; Bisgaard
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et al., 2001; Iniesta et al., 2000; Arribas et al., 1999; Gutafson et al., 1996;
Tomlinson und Bodmer, 1996; Young et al., 1993; Yana et al., 1995). Der
Verlust der Regionen 8p, 14g32 und 22q wird eher bei fortgeschrittenen
Karzinomen, der Verlust von 11g22-g32 bei Karzinomen in friiheren Stadien und
der Verlust von 1p35 bereits bei Adenomen beobachtet (Cunningham et al.
1994; Young et al., 1993; Lee et al., 2000; Lothe et al., 1995). Es scheinen
somit erheblich mehr Tumorsuppressorgene zu existieren als in der Adenom-

Karzinom-Sequenz zunachst dargestellt wurde.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die chromosomalen Regionen
2p21-16 und 5g22.2 bei kolorektalen Karzinomen haufig deletiert sind (20%,
bzw. 50%). Obwohl kein Einfluss auf die Patientenprognose gezeigt werden
konnte, ist eine Relevanz fiir die Kolonkarzinogenese wahrscheinlich. Im Bereich
von 5g22.2 liegt das APC- Tumorsuppressorgen. Im Bereich von 2p21-16 wurde
bisher noch kein Tumorsuppressorgen identifiziert. Eine Existenz eines solchen
Gens ist jedoch aufgrund der haufigen Deletionen wahrscheinlich und sollte in

weiteren Studien untersucht werden.

5.7 Probleme der LOH- Analyse

LOH- Analysen von verschiedenen chromosomalen Regionen bildeten in den
letzten Jahrzehnten ein wichtiges Forschungsgebiet in der Krebsforschung. Um
aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen, ist ein groBes Kollektiv an Tumoren
notwendig, um die spezifischen Veranderungen aus dem allgemeinen
Hintergrund herauszufiltern. Zur Minimierung der nicht informativen Resultate
werden hoch polymorphe Mikrosatellitenmarker verwendet. Durch die hdufige
Kontamination des Tumorgewebes mit Normalschleimhaut und Nicht-
Tumorzellen und Problemen in der Ergebnisinterpretation treten zusatzliche

Schwierigkeiten auf.
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5.7.1 Kontamination mit Normalschleimhaut

Ein grundlegendes Problem den Diagnostik mit molekularen Markern ist die
Kontamination der Tumorproben mit Normalgewebe, bzw. Nicht-Tumorzellen.
Aus diesem Grund ist die Ergebnisanalyse erschwert. Bei einem ,Verlust der
Heterzygositat" sollte im Vergleich zur Normalschleimhaut ein Allel komplett
erhalten und das andere Allel komplett verschwunden sein. Wegen der
~Kontaminationsproblematik" ist dies jedoch fast nie der Fall. Generell wird von
den Pathologen, die das Gewebe zur Verfligung stellen ein mindestens 50%iger
Tumoranteil gefordert. Besser noch ist die Mikrodissektion mit weit hdéheren
Tumoranteilen, die jedoch aus logistischen Griinden nicht immer maoglich ist.
Auch in dieser Arbeit wurde Tumormaterial benutzt, das mindestens 50%
Tumorzellen enthalten sollte. Aus diesem Grund wirde theoretisch eine 50%ige
Reduktion des Signals im Vergleich zur Normalschleimhaut einem LOH
entsprechen. Da es allerdings Signalabweichungen geben kann und auch
geringere Tumorzellanteile in Ausnahmefallen moglich sein kdnnen, wurde in
dieser Arbeit ein LOH definiert als eine Signalreduktion eines Allels von
mindestens 30% (,,Cut- off Wert"). Es existiert ein deutlicher Einfluss der Wahl
des Cut- off Wertes auf die mdgliche prognostische Bedeutung des Markers
(siehe Abbildung 22/23), ein signifikanter Einfluss eines LOH D2S123 oder
D5S346 konnte allerdings bei keinem untersuchten Cut- off Wert festgestellt

werden.
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Fir die Region 2p21-16 auf dem kurzen Arm der Chromosom 2 lasst sich bei
einem Cut- off Wert von 20% und 30% ein nicht signifikanter Trend zu einer
schlechteren Uberlebensprognose bei Verlust der Heterozygositit feststellen.
Bei einem Cut- off Wert von 50% besteht ein nicht signifikanter Trend zu einer

besseren Prognose beim Vorliegen eines LOH.

D2S123
100%

¥ 80% -
> 60% - O Mit LOH
o 40% A B Ohne LOH

20% -

0% - ‘ ‘
Cut- off Cut- off Cut- off
20% 30% 50%

Abbildung 22: Die 5- JUR in Abhéngigkeit des Cut- off- Wertes unter
Berticksichtigung eines LOH in der Region 2p16.3 (Marker D25123)

Flir die Region 5g22.2 auf dem langen Arm der Chromosom 5 lasst sich sowohl
bei einem Cut- Off- Wert von 20% als auch 30% und 50% ein nicht
signifikanter Trend zu einer besseren Uberlebensprognsoe bei Verlust der

Heterozygositat feststellen.

D5S346
80%
x 60% -
2 40% | O Mit LOH
b 0% W Ohne LOH
b
0% - ; ‘

Cut- off Cut- off Cut- off
20% 30% 50%

Abbildung 23: Die 5- JUR in Abhéngigkeit des Cut- off- Wertes unter
Berlicksichtigung eines LOH in der Region 5q22.2
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5.7.2 Stotterbanden und Summationspotential

Durch vorzeitige Replikationsabbriiche der 7agPolymerase kann es zur
Produktion von Fragmenten kommen, welche im Produkt weniger Repeats
aufweisen. Diese unspezifischen Fragmente werden als Stotterbanden
bezeichnet und stellen sich als kiirzere Fragmente in der Gelanalyse dar.
Unterscheiden sich die beiden Allele in ihren Repeatldngen nur geringfiigig, ist
es somit denkbar, dass es zu einem Summationsaffekt einer Stotterbande des
gréBeren Allels mit dem Fragment des kiirzeren Allels kommt und sich dadurch
ein hoherer Intensitdtspeak des eigentlich kiirzeren Allels entwickelt (siehe
Abbildung 24).
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Abbildung 24: Beispiel eines Summationseffektes durch Stotterbanden an
einer Schleimhautprobe der Nummer 50 mit dem Marker D25123.

Hier stellt sich ein deutlich hdherer Intensitdtspeak des eigentlich kleineren
Allels L dar, welcher sich durch den Summationseffekt der Stotterbanden des

gréBeren Allels M erklaren lasst.
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6 Zusammenfassung

In einem von Bisgaard et al. 2001 veréffentlichten Artikel wurde ein allelischer
Verlust der Heterozygositat (LOH) in der Region 2pl16 beim kolorektalen
Karzinom als unabhangiger Prognosefaktor flir eine schlechtere
Patientenliberlebensrate beschrieben, wohingegen der allelische Verlust der
Region 5g22.2 keinen Einfluss auf die Patientenprognose hatte. Ziel dieser
Arbeit war es, diese Aussagen an einem eigenen Kollektiv zu Gberpriifen.

Hierzu wurde eine Serie von 165 kolorektalen Karzinomen analysiert, die von
2000 bis 2004 von der interdisziplinaren Forschungsgruppe Kolonkarzinom
Wirzburg gesammelt wurden. Analysiert wurden die beiden Regionen 2p16.3
und 5g22.2 mittels der hoch polymorphen Marker D2S123 und D5S346. Mit
dem Mikrosatellitenmarker D2S123 konnte nach Ausschluss der nicht-
informativen Marker in 20% der Falle ein LOH nachgewiesen werden, mit dem
Marker D5S346 in 50% der Falle. Damit konnte nachgewiesen werden, dass
beide Regionen haufig deletiert sind. Im Bereich des Marker D55346 ist das
APC- Tumorsupressorgen lokalisiert. Im Bereich des Marker D25123 ist bisher
kein Gen eindeutig identifiziert worden. Dies sollte im Rahmen weiterer Studien
erfolgen.

Es wurde eine Korrelation der allelischen Verluste mit der Patientenprognose
und mit mehreren klinischen Parametern durchgefiihrt. Dabei konnte weder fir
den Verlust der Region 5g22.2, noch fiir die Region 2p16.3 eine signifikanter
Einfluss auf die Patientenprognose gezeigt werden. Eine
Mikrosatelliteninstabilitdt im Marker D2S5123 war signifikant mit einer besseren
Patientenprognose assoziiert  und es zeigte  sich fur  eine
Mikrosatelliteninstabilitat des Markers D55346 ebenfalls ein Trend zum einem
besseren Uberleben. Dies verdeutlicht die Bedeutung der Bestimmung einer
Mikrosatelliteninstabilitat in allen kolorektalen Karzinomen, wie sie auch von
anderen Gruppen gezeigt werden konnte. Die Bestimmung eines LOHs in

2p16.3 und 5@g22.2 ist nach unseren Ergebnissen dagegen nicht sinnvoll.
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