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A EINLEITUNG

A EINLEITUNG

Maligne Erkrankungen im Kopf-Hals-Bereich machen etwa 6% aller Krebserkrankun-
gen weltweit aus und stellen mit etwa 540 000 Neuerkrankungen und 270 000 Sterbe-
fallen pro Jahr eine wesentliche Ursache flr Morbiditat und Mortalitat dar (Steward und
Kleihues, 2003). Uber 90% aller bdsartigen Tumorerkrankungen des Kopf-Hals-
Bereiches sind so genannte Plattenepithelkarzinome, welche sich im oberen Aerodi-
gestivtrakt entwickeln. Der Begriff ,Kopf-Hals-Tumore® beschreibt eine Gruppe athiolo-
gisch und histologisch unterschiedlicher Tumore verschiedener anatomischer Lokalisa-
tionen im Bereich des Kopfes und des Halses (Burian et al., 2002). Im Speziellen gehoé-
ren dazu maligne Erkrankungen des Mundbodens, der Mundhoéhle, der Lippen, der
Zunge, des Zahnfleisches, des Gaumens, der Speicheldriisen, des Rachens (Pha-
rynx), des Kehlkopfes (Larynx), des Mittelohrs sowie der Nasenhdhle und der Nasen-
nebenhdhle (Reiche, 2003). Im allgemeinen Sprachgebrauch beschreibt der Terminus
.Kopf-Hals-Tumore* Plattenepithelkarzinome der am haufigsten betroffenen Regionen
der Mundhdhle, des Pharynx (Oro- und Hypopharynx) und des Larynx (Burian et al.,
2002).

Die Entstehung dieser Tumore ist multifaktoriell bedingt und wird mit einer Vielzahl von
Noxen in Verbindung gebracht. So gelten der Konsum von Zigaretten und Alkohol nach
wie vor als Hauptrisikofaktoren, wobei sich das Risiko bei kombiniertem Verbrauch
potenziert (Olsen et al., 1985). Auch eine unzureichende Mundhygiene, der Gebrauch
von Kautabak sowie bestimmte Erndhrungsmuster konnen eine Tumorentstehung be-
gunstigen. Neben diesen bekannten Noxen wird auch ein Zusammenhang zwischen
einer Virusinfektion und der Karzinomentstehung im Hals-Kopf-Bereich diskutiert (Wit-
tekind et al., 2001). So wird z.B. die Entstehung von Nasopharynx-Karzinomen mit ei-
ner Eppstein Barr Virus (EBV)-Infektion assoziiert (Yap et al., 2007). Auch humanen
Papillomviren (HPV), insbesondere HPV-16, wird eine wesentliche Rolle in der Karzi-
nomentstehung einiger Tumorsubgruppen zugeschrieben (Ragin et al., 2007; Premoli-
De-Percoco et al., 1998). Eine Vielzahl von Studien befasst sich mit dieser Thematik,
da eine HPV-Infektion Auswirkungen auf die Prognose der Patienten zu haben scheint.
So konnten Fakhry et al. (2008) in einer prospektiven klinischen Studie mit 96 Patien-
ten eine erhdhte Uberlebensrate von Patienten mit HPV-positiven Tumoren im Gegen-
satz zu Patienten mit HPV-negativen Tumoren beobachten. Applebaum et al. (2007)
finden keine Assoziation zwischen HPV-positiven HNO-Tumoren und den Risikofakto-
ren Alkohol und Tabak. Es wird diskutiert, dass es sich bei HPV-positiven Tumoren um
eine Subgrupppe von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich handelt, und

dass mindestens zwei Wege der Karzinogenese, die entweder durch Alkohol- und Ta-
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bakabusus oder durch eine HPV-Infektion initiilert werden, existieren (Ragin et al.,
2006). Manner sind im Vergleich zu Frauen etwa sieben Mal so haufig von Plattene-
pithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches betroffen, wobei sich die héchsten Erkran-
kungsraten in der finften bis siebten Lebensdekade beobachten lassen (Pisani et al.,
1999; Wittekind et al., 2001). Einige Studien berichten allerdings Uber eine zunehmen-
de Angleichung der Tumorinzidenzen bei Frauen und Mannern, was vermutlich auf ein
sich immer mehr angleichendes Konsumverhalten bezliglich der Hauptrisikofaktoren
Alkohol und Rauchen zurlickzufihren ist (EI-Husseiny et al., 2000).

Plattenepithelkarzinome, auch Stachelzellenkrebs, Spinaliome oder spinozellulare Kar-
zinome genannt, sind maligne Tumore der Haut und Schleimhaut, die sich aus den
Zellen des Stratum Spinosum (Stachelzellenschicht), einer Schicht der Epidermis (
Oberhaut), entwickeln. Sie werden in verhornende und nicht-verhornende Karzinome
eingeteilt, wobei der Grad der Verhornung mit dem Malignitatsgrad der Tumore ab-
nimmt. Die Tumorentstehung der Plattenepithelkarzinome verlauft Gber mehrere po-
tenzielle Vorstufen (prakanzerdse Lasionen), die von einer epithelialen Hyperplasie
ausgehen und sich Uber eine Dysplasie zum Carcinoma in situ und letztendlich zum
invasiven Karzinom entwickeln. Dabei handelt es sich um histologisch definierte Ver-
anderungen, welche im Vergleich zum normalen Epithel ein erhéhtes Risiko der malig-
nen Entartung aufweisen, wobei ein Ubergang zur néchsten Stufe nicht zwingend statt-
findet. Eine Hyperplasie entsteht durch vermehrte Zellteilung und einer damit einher-
gehenden VergroRerung des Gewebes. Mit dem Ubergang zur Dysplasie kommen eine
Veranderung der Gewebestruktur und ein Verlust der Zelldifferenzierung hinzu. Der
Ubergang von einer Dysplasie zum Carcinoma in situ ist flieBend und zeichnet sich
durch hohe Zellteilungsraten in allen Zellschichten, sowie einem weiteren Verlust des
Differenzierungsgrades aus. Die maligne Transformation dieser Lasion zu einem inva-
siven Karzinom, welches die Basalmembran durchbricht und in benachbartes Gewebe
infiltriert, kann einer Latenzzeit von mehreren Jahren unterliegen (Pschyrembel, 2004).
In der néchsten Umgebung von HNO-Tumoren kdnnen haufig weitere Karzinome oder
prakanzerdse Lasionen beobachtet werden, was Slaughter et al. (1953) dazu veran-
lasste den Begriff der ,Feldkanzerisierung® zu pragen. Dieser beschreibt den Zusam-
menhang zwischen langjahriger Exposition eines Gewebes mit kanzerogenen Stoffen,
wie z.B. Tabak oder Alkohol, und dem Auftreten von Mehrfachtumoren auf Grund von
flachig exponierten und dadurch veranderten Gewebearealen. Dieses Phanomen wur-
de durch den molekularen Nachweis ganzer neoplastischer Geweberegionen im HNO-
Bereich nachgewiesen (Ha und Califano, 2003; Braakhuis et al., 2003). Weitere Stu-
dien postulieren ein alternatives Modell der ,expandierenden Felder®, welches, im Ge-

gensatz zu Slaughters Theorie der durch Noxenexposition transformierten Gewebe-
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areale, auf der Annahme einer klonalen Expansion einer veranderten Vorlduferzelle in
das umliegende Gewebe beruht (Tabor et al., 2002; Scholes et al., 1998).

Die Stadieneinteilung der malignen Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches erfolgt
nach der TNM (Tumor, Nodus, Metastasis)-Klassifikation der Union Internationale
Contre le Cancer (UICC; Sobin und Wittekind, 2002), wobei diese fir jede Lokalisation
gesondert definiert ist. Eine vereinfachte Darstellung der TNM-Klassifikation und ihrer
allgemein gltigen Prinzipien ist Anhang 1 zu entnehmen.

Die klassische Therapie von Kopf-Hals-Tumoren basiert auf den drei Sdulen Chirurgie,
Strahlentherapie und Chemotherapie, wobei multimodale, interdisziplindre Kombinati-
onsbehandlungen den heutigen Behandlungsstandard darstellen (Kessler et al., 2007).
Die Behandlungsweise wird bei jedem Patienten individuell bestimmt und erfolgt nach
den Befunden bildgebender Verfahren (Computertomographie, Magnetresonanztomo-
graphie) und in Abhangigkeit von Tumorlokalisation, histologischer und pathologischer
Diagnose, sowie Alter und Allgemeinzustand des Patienten. Im Idealfall erfolgt die The-
rapieplanung durch ein interdisziplindres Arzteteam, in dem Onkologe, Radiologe, Pa-
thologe und Chirurg gemeinsam Uber den Behandlungsverlauf entscheiden. Dabei ste-
hen lokoregionale Tumorkontrolle und Erhalt der anatomischen Funktionen bei mog-
lichst geringem Rezidivrisiko im Vordergrund (Dimery und Hong, 1993). Die Chirurgie
stellt nach wie vor das wichtigste Standbein im therapeutischen Konzept von HNO-
Tumoren dar, dessen Ziel die vollstandige Entfernung des Tumors einschlielich vor-
handener Lymphknotenmetastasen (RO-Resektion) ist (Burian et al, 2003). Ein operati-
ver Eingriff, bei dem zusatzlich zur Blockresektion des Tumors auch alle regionaren
Lymphknoten entfernt werden, wird als radikale ,Neck Dissection® bezeichnet. Wann
immer es Ausdehnung und Lokalisation des Tumors erlauben, wird diese so funktions-
erhaltend wie mdoglich (funktionelle Neck Dissection) durchgefuhrt. Heute wird zwi-
schen elektiver, selektiver und (modifiziert) radikaler Neck Dissection unterschieden.
Die Strahlentherapie erfolgt in erster Linie als perkutane Therapie mit Linearbeschleu-
nigern. Sie wird entweder als alleinige Behandlungsmethode bei inoperablen Tumoren
oder in Kombination mit einer Chemotherapie, sowie als zusatzliche Mallnahme vor
(neoadjuvant) oder nach (adjuvant) einer RO-Resektion eingesetzt (Burian et al, 2003).
Ist eine komplette Resektion des Primartumors aufgrund von Lokalisation und/oder
Grofe nicht durchfiihrbar (R1, R2), werden zusatzliche Strahlen- oder Chemotherapien
als ,additive Therapien® bezeichnet. Therapiekonzepte mit simultaner Radio- und
Chemotherapie haben sich in der Behandlung von HNO-Tumoren besonders bewahrt.
Dabei konnten in den letzten Jahren besonders Studien mit neoadjuvanten Radio-
Chemotherapien Uber positive Therapieergebnisse berichten (Eich et al., 2008). So

zeigen Kessler et al. (2007) und Mohr et al. (1994), dass neoadjuvant mit Radiochemo-
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therapie behandelte Patienten eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit auf ein lang-
fristig tumorfreies Uberleben im Vergleich zu adjuvant behandelten Patienten haben.
Primar irresektable Tumoren kdénnen in einigen Fallen durch eine neoadjuvante Thera-
pie und die daraus resultierende Tumorverkleinerung resektabel gemacht werden. Ins-
gesamt sollte das Ziel einer jeden Tumortherapie die bestmdgliche Kontrolle der Tu-
morerkrankung bei maximalem Erhalt der Lebensqualitat sein.

Trotz der erheblichen Fortschritte in der HNO-Tumortherapie haben sich die Gesamt-
Uberlebensraten und damit die Gesamtprognose in den letzten 20 bis 30 Jahren nur
wenig verbessert (Jemal et al., 2003, Burian et al., 2002, Jemal et al., 2008). Die relati-
ven 5-Jahres-Uberlebensraten fiir Kopf-Hals-Tumore liegen nach wie vor durchschnitt-
lich bei ca. 50%. In diesem Zusammenhang wurden in einer Vielzahl von Studien nach
Prognosefaktoren gesucht, welche den Krankheitsverlauf unabhangig von anderen
Parametern und in einer vorhersehbaren Art und Weise beeinflussen. Dabei wird zwi-
schen patientenabhangigen (Alter, Geschlecht, Begleiterkrankungen etc.) und tumor-
abhangigen Prognosefaktoren (anatomische Ausbreitung, histologisches Grading etc.)
unterschieden.

Zu den klinisch-pathologischen Parametern, deren prognostische Bedeutung bei Kopf-
Hals-Tumoren als gesichert gilt, gehdren die Stagingparameter der UICC. Dabei zei-
gen besonders die Residualtumorklassifikation sowie der Lymphknotenstatus einen
auBerordentlichen Einfluss auf das Uberleben der Patienten (Platz et al., 1983, Millesi
et al., 1998, Wittekind et al., 2001). Auch die Lokalisation des Tumors spielt eine grolRe
Rolle; zwischen den Fiinf-Jahres-Uberlebensraten von Patienten mit Karzinomen der
Stimmlippe und Patienten mit Hypopharynxkarzinomen zeigt sich eine erhebliche Dis-
krepanz (80% zu 20%). Eine ganze Reihe weiterer potenzieller Prognosefaktoren wer-
den kontrovers diskutiert. Veness (1999) stellt eine schlechtere Uberlebensrate jiinge-
rer im Vergleich zu alteren Patienten fest. Ebenso verschlechtert auch pra- und post-
therapeutischer Alkoholabusus und Zigarettenkonsum die Prognose (El-Husseiny et
al., 2000). Des Weiteren werden histopathologisches Grading, DNA-Gehalt des Zell-
kerns und Polyploidien mit einer verminderten Uberlebens- und erhéhten Rezidivrate in
Verbindung gebracht (Dimery und Hong, 1993). Natdrlich stellt auch das Ansprechen
des Tumors auf eine bestimmte Therapieform einen Faktor dar, der bedeutend auf die
Uberlebensrate der Patienten Einfluss nimmt. Eich et al. (2008) zeigen z.B. einen signi-
fikanten Unterschied in der Zwei-Jahres-Uberlebenszeit zwischen Patienten, deren
Tumoren durch ionisierende Strahlung therapierbar waren, und Patienten, deren Tu-
more offensichtlich eine Strahlenresistenz aufwiesen. In diesem Zusammenhang wie-

derum berichten mehrere Studien Uber die Relevanz des Hdmoglobinwertes vor einer
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primaren Radio- oder Radio-Chemotherapie (Henke et al., 1999; Frommhold et al.,
1998; Dietz et al., 2000).

Insgesamt betrachtet lasst sich die Prognose der Patienten anhand der etablierten kli-
nisch-pathologischen Parameter auf Grund der teilweise widersprichlichen Ergebnisse
aus unterschiedlichen Studien nur ungenigend bestimmen (Bockmihl et al., 2000;
Wreesmann et al., 2004). Da die Entstehung und Progression der Plattenepithelkarzi-
nome im Kopf-Hals-Bereich durch eine Akkumulation von genetischen Veranderungen,
welche u.a. eine Aktivierung von Proto-Onkogenen und eine Inaktivierung von Tumor-
supressorgenen zur Folge haben, erfolgt, liegt ein besonderes Augenmerk auf der Er-
forschung der zugrundeliegenden molekularbiologischen Mechanismen und moglicher
genetischer Prognosefaktoren. Durch eine verbesserte Abschatzung der Tumoreigen-
schaften wie z.B. Metastasierungspotential und Strahlensensitivitat ist es moéglich, die
Prognose der Patienten durch eine individualisierte Tumortherapie positiv zu beeinflus-
sen.

1996 stellten Califano et al. ein genetisches Modell der Kanzerogenese von Tumoren
im HNO-Bereich vor. Mit Hilfe der so genannten ,loss of heterozygosity® (LOH)-
Analyse, einer PCR-basierten Mikrosatelliten-Analyse zum Nachweis von Heterozygo-
tie-Verlusten (LOH), wurden zehn chromosomale Loci untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass es sich bei LOH auf den Chromosomen 9p, 3p und 17p um sehr friihe
Veranderungen beim Ubergang vom normalen zum dysplastischen Gewebe handelt.
Das sequenzielle Auftreten weiterer LOH auf den Chromosmen 11q, 13q, 14q, 6p, 8
und 4q flhrt zum Carcinoma in situ und letztendlich zum invasiven Karzinom. In einer
Proteom-Studie konnten kurzlich bei einem Vergleich von Normal- und Tumorgewebe
aus dem Kopf-Hals-Bereich eine Reihe von Proteinen identifiziert werden, welche bei
der Karzinogenese dieser HNO-Tumoren involviert zu sein scheinen (Patel et al.,
2008). Dabei handelt es sich um Proteine, die in zelluldren Prozessen wie epithelial-
mesenchymale Transition, Zellmigration, Signal-Transduktion, Proteolyse, DNA-
Synthese und Stoffwechsel mitwirken. In genetischen Expressionsstudien (Ubersicht in
Choi und Chen, 2005) wurde ebenfalls eine Vielzahl an Genen identifiziert, deren Ex-
pression in Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches verandert ist. In Expressionsstudien
wird die aus den Tumorproben isolierte RNA durch Reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben und quantitativ analysiert. Die am Haufigsten veranderten Gene codier-
ten dabei fur Proteine des Zytoskeletts, der extrazelluldren Matrix und der epidermalen
Differenzierung, sowie fir Entziindungsmediatoren und Molekiile der Zelladhasion.
Neuere Studien berichteten darliber hinaus Uber unterschiedliche Expressionsmuster

in primaren Tumoren und Metastasen (Roepman et al., 2006 und Liu et al., 2008).
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Die meisten diagnostischen Studien sind retrospektiver Art und mussen an archivier-
tem Tumormaterial durchgeflihrt werden. Ein Nachteil dieser formalinfixierten Paraffin-
gewebe (FFPE-Gewebe) sind die durch das Formalin induzierten Molekdl-
Quervernetzungen, die die molekulare Analyse von DNA, RNA und Proteinen stark
beeintrachtigen. Bei langjahriger Lagerung der Gewebe kann eine teils massive De-
gradierung der DNA beobachtet werden (Ferrer et al., 2007), wodurch die noch mogli-
chen molekulargenetischen Analysen stark eingeschrankt werden. Die Vergleichende
Genomische Hybridisierung (Comparative Genomic Hybridisation, CGH), einer Sonder-
form der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), ermdglicht die Untersuchung von
DNA aus FFPE-Tumorgewebe auf molekularer Ebene, um chromosomale Imbalancen
in Form von DNA-Zugewinnen und DNA-Verlusten aufzudecken (Kallioniemi et al.,
1992). Dabei werden eine Tumor-DNA und eine normale Referenz-DNA unterschied-
lich mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und gleichzeitig auf Metaphasepraparate eines
gesunden Spenders hybridisiert. Die chromosomalen Veranderungen lassen sich an-
hand der Fluoreszenzintensitats-Unterschiede entlang der Metaphasechromosomen
erkennen. Bindet in einem Bereich mehr Tumor- als Referenz-DNA, Uberwiegt die Flu-
oreszenz der Tumor-DNA in diesem Bereich und zeigt einen DNA-Zugewinn im Tumor
an. Bei DNA-Verlusten verhalt es sich genau umgekehrt. Aufgrund der biologischen
Bedeutung solcher chromosomalen Veranderungen bei der Karzinogenese von Tumo-
ren (DNA-Zugewinne kdnnen u.a. zur Aktivierung von Proto-Onkogenen flhren, Deleti-
onen zum Verlust von Tumorsuppressorgenen) und wegen der Verwendbarkeit der
Methode an FFPE-Gewebe, wurde die CGH in einer Vielzahl von Studien zur moleku-
laren Charakterisierung von archiviertem Tumormaterial verwendet (Ubersicht in Zit-
zelsberger et al., 1997). So konnte gezeigt werden, dass in HNO-Tumoren eine Reihe
spezifischer Aberrationen — wie DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 3q, 5p, 7, 8q,
9p und 11q und DNA-Verluste auf 3p, 5q, 8p, 9p, 11q und 18q — auftreten (Ubersicht in
Patmore et al.,, 2005). Bestimmte chromosomale Veranderungen konnten signifikant
mit klinischen Parametern und einem rezidivfreien Uberleben der Patienten korreliert
werden. Zum Beispiel wurden DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 3q, 10p, 11p,
11913, 129, 17q und 20q sowie Deletionen auf den Chromosomen 4q, 5q, 6q, 8p, 9p,
11923, 14q, 189, 19p, 21q und 22q in verschiedenen Arbeiten mit einer schlechteren
Prognose der Patienten in Verbindung gebracht (Meredith et al., 1995; Bockmiihl et al.,
2000; Ashman et al., 2003; Wreesmann et al., 2004; Parikh et al., 2007).

Das maximale Auflésungsvermogen der CGH liegt etwa in der GroRenordnung einer
chromosomalen Bande, was einem DNA-Gehalt von ca. 10 Mb entspricht (Petersen et
al.,, 1996). Veranderte chromosomale Bereiche flhren daher meist zu einer groR3en

Anzahl an potenziell veranderten Kandidatengenen, welche in weiteren experimentel-
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len Ansatzen, wie z.B. der FISH-basierten positionellen Klonierung (Zitzelsberger et al.,
2004), tuberprift werden missen. Da solche Verfahren sehr zeit- und kostenaufwandig
sind, wurden in den letzten Jahren zunehmend neuere Methoden zur chromosomalen
Charakterisierung von Tumoren eingesetzt, welche eine molekularzytogenetische Ana-
lyse in einer hdheren molekularen Auflosung erlauben. Die Weiterentwicklung der
chromosomalen CGH zur matrixbasierten CGH (Array-CGH; Pinkel et al., 1998), bei
der die Metaphasen der chromosomalen CGH durch Ziel-DNA-Fragmente (cDNA,
BACs (Bacterial Artificial Chromosomes), Oligonukleotide, SNPs (Single Nucleotide
polymorphisms)) auf einem speziellen Objekttrager ersetzt werden, erhdhte das Auflo-
sungsvermogen von ca. 10 Mb auf 1 Mb (1 Mb BAC-Arrays, Fiegler et al., 2003) oder,
je nach gewabhlter Array-Plattform, noch héher. Veranderte chromosomale Bereiche bei
HNO-Tumoren konnten somit bereits in einigen Studien durch die héhere Auflésung
der Array-CGH weiter eingegrenzt werden, wodurch neue Kandidatengene ermittelt
werden konnten (Katoh, 2003; Liu et al., 2006; Nakaya et al., 2007).

Neuere Studien belegen neben den genetischen Faktoren der Karzinogenese auch
eine Beteiligung von epigenetischen Veranderungen bei der Entstehung von Plattene-
pithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches (Weber et al., 2007). Bei epigenetischen
Veranderungen kommt es zu veranderten Expressionsmustern, ohne dass diesen ge-
netische Aberrationen in Form von Mutationen oder Genkopienzahl-Veranderungen
zugrunde liegen. Daran konnen kovalente Modifikationen der Aminosdurereste der
Histone, um welche die DNA gewickelt ist, und Veranderungen im Methylierungs-
muster von Cytosinbasen in CpG-Dinukleotiden beteiligt sein. So wurde die Methylie-
rung von CpG-Clustern (,CpG-Inseln®) im Promotorbereich von Genen mit dem so ge-
nannten ,gene silencing®, bei dem es zu keiner Expression des betroffenen Gens
kommt, assoziiert (Gronbaek et al., 2007). In diversen Sudien konnte eine Hypermethy-
lierung, also eine UbermafRiige Methylierung von Cytosinbasen, im Promotorbereich
diverser Tumorsupressorgene bei HNO-Tumoren nachgewiesen werden (Worsham et
al., 2006). Zu diesen Tumorsuppressorgenen, deren Expression durch Hypermethylie-
rung unterdriickt wird, gehdhren APC, TIMP3, KLK10, TP73, CDH13, IGSF4, ESR1,
FHIT, DAPK1, p16, pl4, RASSF1A, RARR2, MGMT und CDH1. Neben dem Effekt der
promotorspezifischen Hypermethylierung wurde in Kopf-Hals-Karzinomen auch eine
genomweite Hypomethylierung, also eine das normale Mal} unterschreitende Methylie-
rung, beobachtet. Dieses epigenetische Phanomen beschrankt sich nicht nur auf
transkriptionelle Kontrollregionen, sondern Ilasst sich auch in repetitiven DNA-
Elementen, wie heterochromatischen Regionen oder Retrotransposons, nachweisen
(Ehrlich, 2002). Hypomethylierung wird mit einer zunehmenden genomischen Instabili-

tat und daraus resultierenden interchromosomalen Umbauten in Zusammenhang ge-
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bracht. Auch die Aktivierung von Proto-Onkogenen, deren Expression normalerweise
durch eine promotorspezifische Methylierung reguliert wird, wird diskutiert (Hsiung et
al., 2007). Im Gegensatz zu genetischen Aberrationen sind z.B. Verluste der Expressi-
on von Tumorsuppressorgenen durch epigenetische Veranderungen potenziell reversi-
bel. Dieser Aspekt macht epigenetische Phanomene besonders fir die Entwicklung
neuer Therapeutika bei der Behandlung von HNO-Tumoren interessant (Gronbaek et
al., 2007).

Bei den bisher erwahnten Methoden zur molekularen Charakterisierung von Kopf-Hals-
Karzinomen werden strukturelle Chromosomenaberrationen wie z.B. Translokationen
nicht bertcksichtigt. Durch solche strukturellen Umlagerungen in Tumoren kénnen fu-
sionierte Genprodukte entstehen, wie es z.B. bei dem Philadelphia-Chromosom der
Fall ist, welches in Patienten mit Chronisch Myeloischer Leukdmie (CML) nachzuwei-
sen ist (Sherbenou et al., 2007). Dabei findet ein interchromosomaler Austausch zwi-
schen den Chromosomen 9 und 22 statt, wodurch es zur Bildung der Fusionsgene
BCR-ABL auf Chromosom 22 und cABL-BCR auf Chromosom 9 kommt. Dies fuhrt zu
einem veranderten Genprodukt mit erhéhter Tyrosinkinase-Aktivitat, welches zur un-
kontrollierten und vermehrten Proliferation der betroffenen Zelle fuhrt (Nowell, 2007).
Anhand einer Analyse der Tumorzellen durch Spektrale Karyotypisierung (SKY) kann
diese Klasse von chromosomalen Veranderungen untersucht werden (Schrock et al.,
1996). Dabei ist es mdglich, alle Chromosomen einer Zelle in einem einzigen Experi-
ment aufgrund einer 24-Farben-FISH, bei der fur jedes Chromosom eine mit verschie-
denen Fluoreszenzfarbstoffen spezifisch-markierte Sonde existiert, zu visualisieren. Mit
Hilfe der SKY konnten in den vergangenen Jahren eine ganze Reihe an strukturellen
Veranderungen in verschiedenen Tumorgruppen identifiziert werden (Schréck und Pa-
dilla-Nash, 2000; Bayani und Squire, 2002). Auch in HNO-Tumorzellen wurden z.B.
Translokationen mit Beteiligung der Chromosomen 1, 13, 14, 8 und 9 und chromoso-
male Bruchpunkte auf den Chromosomen 1, 3p, 5q, 6q, 8, 9p, 10q, 11q, 13q, 14q und
15q nachgewiesen (Singh et al., 2001). Squire et al. (2002) berichten von haufigen
strukturellen Umlagerungen auf den Chromosomen 3q, 5, 7, 8, 9p, 10p, 13, 14, 15, 16,
18q und 22, wahrend Singh et al. (2001) bei der SKY-Analyse von nur drei Zelllinien
insgesamt 66 Translokationen und 96 chromosomale Bruchpunkte nachweisen konn-
ten. Diese Zahlen demonstrieren die Komplexitat der in HNO-Tumoren vorherrschen-
den chromosomalen Veranderungen und die Wichtigkeit einer umfassenden geneti-
schen Analyse zur molekularen Charakterisierung der Plattenepithelkarzinome im
Kopf-Hals-Bereich.

Far die Untersuchung von strukturellen Aberrationen mittels der SKY-Analyse sind Me-

taphasepraparate der zu untersuchenden Tumorzellen erforderlich, welche sich aus
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FFPE-Geweben nicht mehr gewinnen lassen. Dafiir eignen sich HNO-Zelllinien, welche
aus frischem Tumormaterial gewonnen werden konnen. Ein weiterer Vorteil in der
Verwendung von Tumorzelllinien besteht, neben der Moéglichkeit zur Analyse von struk-
turellen Umlagerungen, in der Verifizierung von Kandidatengenen anhand von funktio-
nellen Studien. Durch die Entwicklung von geeigneten Zellkultur-Modellen kénnen die
Auswirkungen von Genveranderungen, z.B. durch Knock-out-Experimente von Tumor-
suppressorgenen oder durch Uberexpression von z.B. Proto-Onkogenen, phanotypisch
analysiert werden.

Anhand solcher Zellkultur-Modelle wurde bereits eine Vielzahl von Studien in der Tu-
morforschung durchgefiihrt. Diese hat unter anderem zur Entdeckung von Agenzien
gefluihrt, die beispielsweise die in HNO-Tumoren haufig Uberexprimierte EGFR (Epder-
maler Wachstumsfaktor Rezeptor)-Tyrosinkinase hemmen (Janmaart und Giaccone,
2003). Anhand von HNO-Tumorzelllinien konnte auch gezeigt werden, dass diese
Hemmung von EGFR das Tumorwachstum stark vermindert (Ford und Grandis, 2003).
Es existiert eine ganze Reihe von primaren und von Metastasen abgeleiteten Tumor-
zelllinien des Kopf-Hals-Bereiches, die fir molekulare oder funktionelle Analysen zur
Verfugung stehen.

Aufgrund der molekularen Analyse von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches haben sich bereits eine Reihe prognostischer Marker ergeben, welche auf
eine vielversprechende Anwendung in der Tumortherapie hoffen lassen. Zu diesen
Biomarkern gehoren u. a. p53, Cyclin-D1, p16, Cox-2 Enzyme, EGF-Rezeptor, VEGF-
Rezeptoren, FHIT sowie Matrix-Metalloproteinasen und die Identifikation HPV-positiver
Tumore (Thomas et al., 2005). Solche prognostischen Marker sind besonders dadurch
von Nutzen, dass sie an Routinematerial (Biopsien, Resektate) mit Hilfe verschiedener
analytischer Verfahren (z.B. Immunhistochemie (IHC), Expressionsanalysen oder
FISH) untersucht werden koénnen und Informationen (ber den voraussichtlichen klini-
schen Verlauf der Erkrankung liefern. Allerdings ist die Identifizierung solcher prognos-
tischer Faktoren, insbesondere im Hinblick auf eine mdgliche Strahlenresistenz, noch
unzureichend.

Daher war es Ziel der vorliegenden Arbeit, 117 strahlentherapeutisch behandelte Plat-
tenepithelkarzinome der Mundhdhle, des Larynx und des Pharynx mittels CGH auf
DNA-Zugwinne und DNA-Verluste zu untersuchen und die daraus resultierenden Da-
ten mit den bekannten klinisch-pathologischen Parametern und dem rezidivfreien Uber-
leben der Patienten zu korrelieren. Dies sollte die Erforschung prognostischer Marker
ermoglichen, die auch mit der Strahlenempfindlichkeit der Tumoren in Verbindung ste-
hen. Signifikante Veranderungen sollten mit Hilfe der hdher auflésenden Array-CGH

naher untersucht werden, um potenzielle Kandidatengene identifizieren zu kdnnen.
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Veranderungen dieser Gene sollten dann auch durch FISH-Untersuchungen und Ex-
pressionsanalysen auf mRNA- und Protein-Ebene verifiziert werden. Dariber hinaus
sollten im Zellkulturmodell phanotypische Auswirkungen eizelner Genveranderungen
aufgedeckt werden. Obwohl es schon zahlreiche molekulargenetische Untersuchungen
an epithelialen Hals-Kopf-Tumoren gibt, bot sich mit der vorliegenden Arbeit die Mog-
lichkeit, ein einzigartiges Tumorkollektiv, das ausschlieldlich strahlentherapeutisch be-
handelt wurde, dessen klinischer Verlauf (iber einen langen Zeitraum gut dokumentiert
wurde und das eine Korrelation mit dem Anadmiestatus der Patienten erlaubte, auf sei-

ne prognostischen Faktoren hin zu untersuchen.
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B MATERIAL UND METHODEN

B.1 Patientenmaterial

In der vorliegenden Arbeit werden Plattenepithelkarzinome aus den Bereichen Mund-
hohle, Rachen (Pharynx) und Kehlkopf (Larynx) untersucht. Die Gewebeproben stam-
men aus einem Kollektiv von mehreren hundert Tumoren der Radiologischen Klinik
und des Instituts fiir Pathologie der Universitat Freiburg, und wurden freundlicherweise
von Herrn Prof. Henke und Herrn Dr. Mattern flir die molekularen und zytogenetischen
Analysen zur Verflgung gestellt. Es handelt sich hierbei um ein Kollektiv einer multi-
zentrischen Studie (Henke et al., 2003) mit strahlentherapierten (ohne Chemotherapie)
Patienten. Die Tumorproben wurden vor der Strahlentherapie entnommen. Die klini-
schen Verlaufsdaten des Kollektivs sind im Hinblick auf das Uberleben und den Thera-
pieerfolg gut dokumentiert (Tab. 1). Als klinische Parameter dienen hierbei das Auftre-
ten eines Lokalrezidivs und das krankheitsfreie (rezidivfreie) Uberleben nach erfolgter

Strahlentherapie.

Tabelle 1. Klinische Befunde des Patientenkollektivs

Lebend Verstorben
Gesamt[%]  Ohne _ Aufgrund  Aufgrund
Tumor Mit Tumor Tumorer- anderer
krankung Erkrankung
Anzahl 117 47 7 29 34
Weiblich 13[11,1] 8 1 3 1
Mannlich 104 [88,9] 39 6 26 33
Raucher 56 [47,9] 20 3 13 20
Nichtraucher 46 [39,3] 17 4 14 11
n.s. 15[12,8] 10 - 2 3
Hamoglobinwert:
Nicht-anamische Falle 49 [41,9] 28 - 4 17
Anamische Falle 68 [58,1] 19 7 25 17
Strahlentherapie 114 [97 4] 47 7 27 33
II_okalrezk_jiv nach Strah- 24 [20,5] ) 4 20 )
entherapie
Tumorlokalisation:
Larynx 12 [10,3] 4 1 4 3
Hypopharynx 32 [27,4] 15 1 8 8
Oropharynx 44 [37,6] 17 3 9 15
Mundhohle 29 [24,8] 11 2 8 8
GroRe des Primar-
tumors*
pT1 14 [12,0] 8 - 2 4
pT2 35[29,9] 15 4 7 9
pT3 23 [19,7] 11 1 7 4
pT4 42 [35,9] 11 2 13 16

n.s. 3[2.6] 2 - - 1
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Lebend Verstorben
Gesamt[%]  Ohne _ Aufgrund  Aufgrund
Tumor Mit Tumor Tumorer- anderer
krankung Erkrankung

Lymphknotenbefall

pNO 16 [12,8] 5 1 5 5

pN1 29 [24,8] 12 2 7 8

pN2 68 [58.1] 29 3 16 20

pN3 41[3,4] 1 1 1 1
Histologische Differen-
zierung*

G1 3[2.6] 1 - 1 1

G2 62 [53,0] 24 3 21 14

G3 44 [37,6] 21 3 6 14

n.s. 8 [6,8] 1 1 1 5
Resektionsstatus*

RO 40 [34,2] 28 2 5 5

R1 13[11,1] 6 1 3 3

R2 41[3,4] 1 - 2 1

Primare Strahlentherapie 60 [51,3] 12 4 19 25

n.s.: nicht spezifiziert

* Eklarung der TNM-Klassifikation: siehe Anhang 1; p = Pathologische Kilassifikation; die Klassifikation
erfolgt postoperativ am Operationspraparat
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B.2 Haufig verwendete Losungen

B.2.1 DAPI/Vectashield

4,6-Diamino-2-phenylindol-2-HCI 1 mg/ml (Sigma)
Vectashield Eindeckmedium (Vector)
Lichtschutz

B.2.2 EDTAO0S5M

EDTA (Sigma)

HZObideSt.

pH 8 mit NaOHkonz. (Merck)
HZObidest.

ak

B.2.3 Ethanol 70%

Ethanol absolut p.a. (Merck)
HZObidest.

B.2.4 Ethanol 90%

Ethanol absolut p.a. (Merck)
HZObidest.

B.2.5 Formamid/2xSSC 50% fiir 3 Kiivetten
Formamid deionisiert (Sigma)
SSC 20x

HZObidest.
pH 7 mit 1 N HCI (Merck)
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999 ul

186,1 ¢
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B.2.6 Formamid/2xSSC 70%

Formamid deionisiert (Sigma)
SSC 20x

HZObidest.

pH 7 mit 1 N HCI (Merck)

B.2.7 Natriumacetat 3 M

Natriumacetat (Merck)
HZObidest.

pH 4,8 mit Eisessig (Merck)
HZObidest.

ak

B.2.8 Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) 10x

Natriumchlorid (Merck)

Kaliumchlorid (Merck)
Dinatriumhydrogenphosphat x 2 H,O (Merck)
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck)

H2Opidest.

pH 7 mit 1 N HCI (Merck)

HZObidest.

ak

B.2.9 Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) 1x

PBS 10x
HZObidest.
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70 ml
10 ml
20 ml

246 g
ad 800 ml

ad 1000 ml

80g

29
14,4 g
159

ad 800 ml
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B.2.10 Phosphat-Nonidet P40-Puffer (PN-Puffer)

Natriumdihydrogenphosphat (Merck)
HZObidest.

Natriumhydrogenphosphat

HZObidest.

6,99

ad 500 ml
88,9¢g

ad 500 ml

Die beiden Phosphatkomponenten werden gemischt bis ein pH von 8 erreicht ist. Das
Volumen wird bestimmt und dann 0,1% Nonidet P-40 (Fluka) dazugegeben.

B.2.11 PN-Magermilch-Puffer (PNM-Puffer)

PN-Puffer
Magermilchpulver (Biorad)

Natriumazid (Merck)

B.2.12 Standard Saline-Citrat-Puffer (SSC) 20 x

NaCl (Merck)

Natrium Citrat-Dihydrat (Merck)
HZObideSt.

pH 7 mit 1 N HCI (Merck)
HZObideSt.

ak

B.2.13 Standard Saline-Citrat-Puffer (SSC) 2 x

SSC 20x
Hzobidest.
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B.3 CGH (Vergleichende Genomische Hybridisierung)

Die Vergleichende Genomische Hybridisierung (oder comparative genomic hybridizati-
on, CGH) ist eine molekularzytogenetische Methode, mit welcher DNA-Zugewinne und
DNA-Verluste in genetisch veranderten Zellen erfasst werden kdnnen (Kallioniemi et
al., 1992). Die Technik stellt eine Sonderform der FISH (Fluoreszenz In Situ Hybridisie-
rung, siehe B.5) dar, bei der die gesamtgenomische DNA von veranderten und norma-
len Zellen mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert wird. Die Tumor-DNA
bzw. Referenz-DNA wird mittels Nick-Translation oder einer anderen Markierungstech-
nik mit markierten Nukleotiden versehen, wobei die Tumor-DNA mit Biotin und die Re-
ferenz-DNA mit Digoxigenin markiert wird. Beide DNAs werden in einem Mischverhalt-
nis von 1:1 auf Metaphasen eines gesunden Spenders hybridisiert. Wahrend der
Hybridisierung konkurrieren die Fragmente von Test- und Referenz-DNA um freie Bin-
dungsstellen auf den Chromosomen der Metaphase und binden dann in einer Ver-
drangungsreaktion entsprechend ihrer Haufigkeit. Die Zugabe von nicht markierter Cot-
1 DNA verhindert die Hybridisierung an hochrepetitive Sequenzen im Zentromerbe-
reich der Chromosomen. Durch computergestiitzte Bildverarbeitung wird die Fluores-
zenz entlang der einzelnen Chromosomen erfasst und bildlich dargestellt. Basierend
auf t-Statistik werden so genannte Schwellenwerte fiir jedes Chromosom erstellt, bei

deren Uberschreitung eine chromosomale Veranderung angezeigt wird.

B.3.1 Sonden fiir die CGH

B.3.1.1 Tumor-DNA

Das zu untersuchende Tumorgewebe lag in Form von formalinfixierten Paraffin-

Gewebeschnitten vor.
B.3.1.1.1 Entparaffinierung der Gewebeschnitte fur die CGH
MATERIAL

e Ethanol absolut p.a. (Merck)
e Ethanol 70% (B.2.3)

o Formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Tumorgewebeschnitte auf Objekttragern
(OT)
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e Isopropanol (Merck)
o Phosphate buffered salt solution 1 x konzentriert (PBS) (B.2.9)
o Xylol (Merck)

DURCHFUHRUNG

Als Erstes werden die OT 2 x 20 min in Xylol, dann 5 min in Isopropanol gestellt. Im
Anschluss daran folgt eine Inkubationszeit fur jeweils 5 min in 100% und 70% Ethanol.
Die Gewebeschnitte sind nun entparaffiniert und kénnen fiir eine DNA Isolation weiter-

verwendet werden.

B.3.1.1.2 Mikrodissektion der Gewebeschnitte

MATERIAL

e ATL-Puffer des QlAamp DNA Mini Kits (Qiagen)

e Chirurgisches Einmal-Skalpell (Braun)

o Entparaffinierte Tumorgewebeschnitte

¢ Hamatoxilin und Eosin (HE)-gefarbte Gewebeschnitte
¢ Injektionsnadel Sterican® 0,90 x70 mm (Braun)

o Mikroskop (Zeiss, Axiophot)

DURCHFUHRUNG

Zunachst werden entsprechend viele Eppendorf Reaktionsgefalle (ERGs) mit 180 pl
ATL-Puffer vorbereitet. Die HE-Farbungen der Gewebeschnitte (vom Pathologischen
Institut der Universitat Freiburg zur Verfiigung gestellt) werden als Vergleich herange-
zogen, um innerhalb der Schnitte Tumorgewebe von normalem Epithel zu unterschei-
den. Durch die Mikrodissektion wird gewahrleistet, dass die am Ende zu untersuchen-
de Probe einen Tumorgehalt von mindestens 80% aufweist. Unter dem Mikroskop
werden die entsprechenden Gewebeareale mit Hilfe eines Skalpells, einigen Tropfen
ATL-Puffer und einer Injektionsnadel vom OT abgeldst und in das bereitstehende ERG
mit ATL-Puffer GberfGhrt.
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B.3.1.1.3 Isolierung der Tumor-DNA

MATERIAL

¢ QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
AL-Puffer (Lysepuffer)
Proteinase K
AW1-Puffer (Waschpuffer 1)
AW2-Puffer (Waschpuffer 2)

e HOpigest, ak

o Ethanol absolut p.a. (Merck)

e Heizblock: Haep Labor Consult, HBT 130

o Heizblock/Schuttler: Thermomixer Compact (Eppendorf)
o Mikrodissektierte Tumorschnitte in 180 pl ATL-Puffer

e Zentrifuge 5415 D (Eppendorf)

DURCHFUHRUNG

Erst einmal werden die fir die spateren Schritte bendtigten Heizblécke auf die richtige
Temperatur gebracht. Zur Lyse der Gewebeschnitte werden 20 ul Proteinase K zu den
Tumorschnitten in 180 ml ATL-Puffer gegeben. Es folgt eine Inkubation im schutteln-
den Heizblock bei 56°C, bis sich das Gewebe vollstandig geldst hat. Um die Effizienz
der Lyse zu erhéhen bzw. die Dauer zu reduzieren, werden die Proben in regelmafi-
gen Abstanden gut durchgemischt. Sind keine Gewebereste mehr zu erkennen, wer-
den die Proben kurz abzentrifugiert, um durch die Warme entstandene Tropfen an den
Randern und Verschlissen der ERGs zu beseitigen. Im Anschluss daran werden 200
Ml AL-Puffer dazugegeben, die Proben werden durchgemischt und bei 70°C im Heiz-
block fur 10 min inkubiert. Nach erneutem Abzentrifugieren werden 200 ul Ethanol
(100%) hinzu pipettiert, kurz gemischt und abzentrifugiert. Als Nachstes werden die
Proben auf die Extraktionssaulen tbertragen, welche in 2 ml Auffang-ERGs gestellt
werden. Um einen Mengenverlust zu verhindern, muss beim Auftragen der Proben
darauf geachtet werden, dass keine FlUssigkeit an die Verschlisse der Sdulen gelangt.
Die Proben werden 1 min in der Zentrifuge bei 5.000 x g zentrifugiert, die entstandenen
Filtrate werden verworfen und die Saulen in neue 2 ml EppendorfgefaRe gestellt. Die
zu isolierende DNA bleibt an der Saule gebunden und wird in den folgenden zwei
Schritten zunachst mit AW1-Puffer und dann mit AW2-Puffer gewaschen. Nach jedem
Waschschritt wird zentrifugiert, zunachst mit 5.000 x g fur 1 min (AW1-Puffer) und dann
mit 7.800 x g fir 3 min (AW2-Puffer); die 2 ml Auffanggefalie werden jedes Mal aus-
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gewechselt. Um sicher zu gehen, dass die Saulen nun frei von jeglichem Puffer sind,
werden sie erneut, diesmal ohne Zugabe von Flissigkeit, bei 7.800 x g flr 1 min zentri-
fugiert.

Die Elution erfolgt in 2 Schritten mit jeweils 50 pl H2Opigest. in 1,5 mI ERGs. Nach Auf-
tragen des Wassers erfolgt eine funfminitige Inkubation bei RT, um ein Lésen der DNA
in den Saulen zu ermoglichen, bevor die Proben fiir 1 min bei 5.000 x g zentrifugiert

werden. Die isolierte DNA liegt jetzt in 100 pl H2Opigest. VOT.

B.3.1.1.4 Konzentrationsmessung der Tumor-DNA

MATERIAL

e NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop Technologies)
®  H>Opigest.

DURCHFUHRUNG

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten Tumor-DNA erfolgt im NanoDrop®
Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 260 nm. Der Vorteil des NanoDrop®
Spektrophotometers besteht darin, dass lediglich 1-2 pyl der DNA Lésung zur Extinkti-
osmessung benotigt werden. Diese Menge reicht aus, um zwischen unterem und obe-
rem Saulenfull eine Flissigkeitssdule entstehen zu lassen, durch welche der Licht-
strahl der Xenonlichtquelle zur Absorptionsmessung geschickt wird. Als Referenzwert
dienen 1-2 pl reines H;Opigest,, Mit welchem das Gerat vor den eigentlichen Messungen
geeicht wird. Die Reinheit der gemessenen DNA wird durch die Verhaltnisse der Ab-
sorptionen bei 260/280 nm und 260/230 nm definiert. Ersteres sollte im Idealfall zi-
schen 1,8 und 2,0 liegen und zeigt bei Abweichungen Proteinkontaminationen an. Ver-
schleppen verschiedener organischer Stoffe, wie Isolationspuffer oder Ethanol, werden
durch ein Verhaltnis <2 des Quotienten der Extinktionen bei 260/230 nm gemessen.
Die Konzentrationsangabe erfolgt dann in ng/pl. In Abbildung 1 ist ein typisches Spekt-

rum einer gemessenen, reinen DNA dargestellt.
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220 230 240 250 280 270 280 290 300 310 320 330 340 35
Wavalength nm

Abbildung 1: Spektrale Darstellung einer DNA-Probe nach der Konzentrationsmessung
im NanoDrop® Spektrophotometer.
Die Konzentrationskurve (Absorbtion bei verschiedenen Wellenlangen) nach Messung im
NanoDrop® Spektrophotometer ergibt ein Absorbtionsmaximum bei einer Wellenlange
von 260 nm.

B.3.1.1.5 Gesamtgenomische Amplifikation der Tumor-DNA

Aufgrund einer limitierten Anzahl von Gewebeschnitten kann oft nur sehr wenig Tumor-
DNA gewonnen werden. In solchen Fallen muss die gesamtgenomische DNA mit Hilfe
einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vervielfaltigt werden. Das Prinzip einer PCR
beruht auf einer Vervielfaltigung der Ausgangs-DNA mit Hilfe einer thermostabilen
DNA-Polymerase und durch einen immer wiederkehrenden Zyklus aus drei Schritten
(Mullis, 1985,1987). Bei der Denaturierung werden die beiden komplementaren Stran-
ge der zu amplifizierenden DNA durch Erhitzung auf ca. 95°C voneinander getrennt. Es
folgt ein Herabsetzen der Temperatur, wodurch sich die Primer an ihre komplementa-
ren Sequenzen in der Ausgangs-DNA anlagern konnen. Dieser Schritt wird ,Annealing*
oder ,Hybridisierung“ genannt und dient als Ausgangssituation fir die letzte Phase der
PCR, der so genannten Elongation. Daflir wird die Temperatur auf 72°C erhéht, wo-
durch das Temperaturoptimum der verwendeten hitzestabilen PCR-Polymerase er-
reicht wird. Die Polymerase beginnt nun die Primer zu verlangern, in dem sie weitere
komplementare Nukleotide an ihre freien 3’-Enden anbaut. Durch mehrmalige Wieder-
holung dieser drei Schritte kann die Ausgangs-DNA exponentiell vervielfaltigt werden.

Die PCR-Amplifikation von DNA aus formalinfixiertem Paraffingewebe ist durch die

haufig fragmentierte DNA auf Grund der Formalinfixierung oft problematisch. Um die
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gesamtgenomische DNA der HNO-Tumoren zu amplifizieren, werden deshalb zwei

verschiedene PCR-Methoden getestet.

B.3.1.1.5.1 Genomiphi-Amplifikation

Das GenomiPhi DNA Amplifikations-Kit soll lineare genomische DNA durch eine iso-
thermische Strang-Verdrangungs-Reaktion mit Hilfe der DNA-Polymerase des Bakteri-
ophagen Phi29 vervielfaltigen. Dazu sind die klassischen PCR Zyklen nicht erforder-
lich, die Reaktion lauft bei 30°C ab. Durch die ,Proofreading“-Aktivitat der verwendeten

Phi29 DNA-Polymerase wird eine sehr genaue, fehlerarme Replikation gewahrleistet.

MATERIAL

¢ DNA aus HNO-Tumorgewebe

¢ GenomiPhi DNA Amplification Kit (Amersham Biosciences)
Proben-Puffer
Reaktions-Puffer

Enzym-Mix

Kontroll-DNA
e GroRenstandard 100 bp (GeneRuler™, MBI Fermentas)
e HyOpigest.

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-Reaktionsgefalie Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)

DURCHFUHRUNG

Es wird 1 pl an DNA in H,Opigest. benétigt. Die Konzentration muss mindestens 1 ng/ul
betragen, hier werden 10 ng eingesetzt und mit 9 pl des Probenpuffers versetzt. Als
erstes erfolgt die Denaturierung bei 95°C fiir 3 min, danach werden die Proben sofort
auf Eis gekihlt, um ein Renaturieren der DNA-Strange zu verhindern. Auf Eis werden
dann 9 pl des Reaktions-Puffers und 1 pl des Enzym-Mixes (Phi29-DNA-Polymerase
und Primer) zu den Proben gegeben und die Gemische flr 16-18 h bei 30°C im Ther-
mocycler inkubiert. Im Anschluss daran erfolgt eine Hitzeinaktivierung der Polymerse-
und Exonukleaseaktivitdt des Enzyms bei 65°C fir 10 min, wonach die amplifizierte
DNA bei -20°C gelagert werden kann.
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B.3.1.1.5.2 Whole Genome Amplifikation (WGA)

Diese Methode der gesamtgenomischen Amplifikation verspricht eine bis zu 500-fache
Vervielfaltigung der eingesetzten Ausgangs-DNA. Sie basiert auf einer zufalligen
Fragmentierung der eingesetzten genomischen DNA und der Umwandlung der ent-
standenen DNA-Fragmente in eine so genannte ,Omniplex®-Bibliothek durch die Liga-
tion von universellen Primern an die Enden der entstandenen Fragmente. Diese be-
steht aus kleinen, von universellen Primer-Bindungsstellen flankierten DNA-Molekilen
und wird dann unter Verwendung universeller Oligonukleotid-Primer in einer PCR mit

limitierter Zyklenzahl amplifiziert.
MATERIAL

e GenomePlex® Complete Genome Amplification (WGA) Kit (Sigma)
10 x Fragmentation Buffer
1 x Library Preparation Buffer
Library Stabilization Solution
Library Preparation Enzyme
10 x Amplification Master Mix
WGA DNA Polymerase
HZObidest.
Control Human Genomic DNA (Kontroll-DNA)

e GroRenstandard 100 bp (GeneRuler™, MBI Fermentas)

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-Reaktionsgefalie Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)

e Tumor-DNA

DURCHFUHRUNG

Zunachst wird die Ausgangs-DNA auf eine Konzentration von 10 ng/ul verdiinnt. Diese
Angabe bezieht sich speziell auf DNA aus fixiertem Gewebe, da eine groflere Menge
an beschadigter (fragmentierter) DNA eingesetzt werden muss, um ein gutes Ergebnis
zu erzielen. AuBerdem sollte die eingesetzte fragmentierte DNA mindestens Frag-
mentgroRen von 200 bp aufweisen. Zu 10 pl der Ausgangs-DNA (10 ng/ul) wird 1 pl
des Fragmentierungs-Puffers gegeben und das Gemisch flir 4 min bei 95°C inkubiert
und dann sofort auf Eis gekihlt. Es wird kurz zentrifugiert und mit der Herstellung der

,Omniplex®™

-Bibliothek aus den DNA-Fragmenten begonnen. Dazu werden zu der
fragmentierten Ausgangs-DNA 2 ul des ,Library Preparation” Puffers und 1 pl der ,Lib-
rary Stabilization“ Lésung gegeben und fiir 2 min bei 95°C inkubiert. Danach wird die

Probe wieder auf Eis geklhlt und kurz abzentrifugiert. Auf Eis wird nun 1 pl des ,Libra-
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ry Preparation Enzyms hinzu pipettiert und in einer PCR-Maschine wie folgt inkubiert:
16°C fir 20 min, 24°C fir 20 min, 37°C fur 20 min, 75°C fir 5 min, 4°C fir «. Nach
Herstellung der ,Omniplex®
der direkt die PCR-Amplifikation erfolgen kann oder aber die Proben bei -20°C flr drei
Tage gelagert werden kénnen. Fir die PCR werden zu den 15 pl der ,Omniplex™-
Bibliothek 7,5 pl des Amplifikations Master Mixes, 47,5 ul HyOpigest. Und 5 pl der WGA
DNA Polymerase gegeben. Es wird vorsichtig durchgemischt, kurz abzentrifugiert und
fur 3 min bei 95°C, flir 15 sec bei 94°C und 5 min bei 65°C (14 Zyklen), und flr « bei
4°C inkubiert. Nach der PCR erfolgt eine Agarose-Gelelektrophorese (B.2.1.1.5.3), um

die Qualitat des PCR Produktes zu prifen. Es werden 8 pl der amplifizierten DNA ge-

-Bibliothek wird erneut kurz abzentrifugiert, worauf entwe-

gen einen 100 bp-GroRenstandard aufgetragen; die FragmentgroRen des PCR-
Produktes sollten bei 100-1000 bp liegen.

B.3.1.1.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese (erstmals beschrieben von Ostling et al., 1984) ist eine moleku-
larbiologische Methode, mit welcher geladene Molekiile unterschiedlicher Grofie in
einem elektrischen Feld aufgetrennt werden kénnen. Dies kann beispielsweise in ei-
nem horizontalen Agarosegel erfolgen, wobei beim Anlegen einer Spannung die durch
ihre Phosphatreste negativ geladene DNA in Richtung der positiv geladenen Anode
wandert. Dabei wirken die Poren des Gels, deren GréRe durch die Agarosekonzentra-
tion bestimmt wird, wie ein Netzwerk, durch das die Fragmente hindurch gelangen
mussen. Dabei kdnnen kleinere Fragmente die Poren schneller passieren als grofle
und legen so pro Zeiteinheit eine groflere Strecke zuriick. Die GroéRRe der DNA-
Fragmente wird im Vergleich zu einem Marker bekannter Fragmentgrofle ermittelt.
Sichtbar gemacht wird die DNA durch 3,8-Diamino-6-ethyl-5-phenylphenantridium-
bromid (Ethidiumbromid). Ethidiumbromid ist eine DNA-bindende Substanz, die zwi-
schen die Basenpaare eines doppelstrangigen DNA-Molekils interkaliert und unter UV-

Bestrahlung fluoresziert.

MATERIAL

e Agarose (Seakem® LE Agarose, Cambrex)
e Geldokumentationssystem BioDoc Analyze (Biometra)
o Elektrophoreseapparatur 3000xI (Biorad)

o Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer), 50x konzentriert
2 M Tris (Merck) 243,0 g/l
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0,25 M Natriumacetat (Merck) 20,5 g/l
0,05 M Ethylendiaminotetraacetat (EDTA Merck) 18,6 g/l
mit Essigsaureon,. (Merck) auf pH 8,0 einstellen

o Auftragspuffer (6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas)
e GroRenstandard (GeneRuler™, MBI Fermentas)

o Ethidiumbromid 10 mg/ml (Sigma)

DURCHFUHRUNG

Zunachst wird der 1 x TAE-Elektrophoresepuffer hergestellt. Dann werden 4,5 g Aga-
rose abgewogen und mit 300 ml 1 x TAE-Puffer vermischt (um ein 1,5%iges Agarose-
gel zu erhalten werden 1,5 g Agarose / 100 ml 1 x TAE-Puffer bendtigt). Das Ganze
wird in der Mikrowelle kurz aufgekocht bis sich die Agarose vollstandig gel6st hat und
keine Schlieren mehr erkennbar sind. Nach kurzem Abkulhlen wird die flissige Agarose
in die Elektrophoresekammer mit eingesetztem Kamm gegossen. Sobald das Agaro-
segel fest geworden ist, wird es vollstdndig mit Elektrophoresepuffer (100 ml 1 x TAE-
Puffer + 50 pl Ethidiumbromid) Gberschichtet.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt so lange, bis der Farbmarker des Auftrags-
puffers sich auf ca. 2/3 der Gellange befindet. Letztendlich werden die DNA-Fragmente
mit dem eingelagerten Ethidiumbromid in einem Transilluminator unter UV-Bestrahlung

(360 nm) sichtbar gemacht und mit einer Kamera aufgenommen.

B.3.1.1.5.4 Aufreinigung der amplifizierten DNA

Die amplifizierte Tumor-DNA wird mit Hilfe des QlAquick PCR Aufreinigungs Kits der
Firma Qiagen aufgereinigt und so von nicht eingebauten dNTPs, von Primern, Salzen
und Enzymen der PCR-Reaktion befreit. Das Prinzip der Aufreinigung besteht aus ei-
ner Siliziummembran mit selektiven Bindungseigenschaften, welche bei hoher Salz-
konzentration und einem pH-Wert < 7,5 Nukleinsduren reversibel bindet, wahrend an-
dere Bestandteile die Membran passieren kbnnen ohne gebunden zu werden. Das
Lésen der an die Siliziummembran gebundenen DNA erfolgt wiederum in Abhangigkeit

vom pH-Wert (pH 7,0 — 8,5) und bei geringer Salzkonzentration.
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MATERIAL

e Ethanol p.a. (Merck)

e ERGs 1,5 ml (Eppendorf)
e HyOpigest

e Natriumacetat (B.2.7)

e QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
QIlAquick Aufreinigung-Saulchen
PBI Puffer (Bindungspuffer)
PE Puffer; unbedingt bei Erstgebrauch mit 100%igen Ethanol zu verdiinnen
(Waschpuffer)
2 ml Auffanggefalie

o Zentrifuge 5415 D (Eppendorf)

DURCHFUHRUNG

Als erstes wird das PCR-Amplifikat mit dem flinffachen Volumen an PBI Puffer versetzt
und gut durchmischt. Dieser Bindungspuffer enthalt die fir die Bindung notwendige
Salzkonzentration und den richtigen pH-Wert. Sollte sich die Lésung nach Zugabe des
PBI Puffers von gelb nach orange oder violett verfarben, so missen 10 yl 3M Natrium-
acetat (pH 5,0) dazugegeben werden, um den optimalen pH-Wert (gelbe Farbe) wie-
derherzustellen. Die Losung wird dann auf eine Aufreinigungssaule in einem 2 ml Auf-
fanggefald tUbertragen und fir 1 min bei 17.900 x g zentrifugiert, wobei die DNA an die
Siliziummembran gebunden wird. Der Durchfluss wird verworfen und die Saule wieder
auf dem Auffanggefal® platziert. Es folgt ein Waschschritt mit 750 ul PE Puffer, bei dem
vor allem die Salze entfernt werden. Es wird erneut fir 1 min zentrifugiert, der Durch-
fluss wieder verworfen und noch einmal fir 1 min zentrifugiert um sicher zu gehen,
dass kein PE Puffer in der Saule zurtck bleibt. Dann wird die Saule in ein neues ERG
gestellt und 30 pl HoOypigest. genau auf die Mitte der Saule pipettiert. Es wird 5-10 min bei
RT inkubiert, um ein Lésen der DNA von der Membran zu ermdéglichen. Zuletzt wird
noch einmal fir 1 min zentrifugiert. Die amplifizierte Tumor-DNA liegt nun aufgereinigt

in HoOpigest. VOr und kann auf ihre Konzentration hin tGberprift werden (B.3.1.1.4).
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B.3.1.2 Referenz-DNA

Als Referenz-DNA dient die DNA aus Lymphozyten eines gesunden Spenders. Vor der
DNA-Isolierung, die wie die Isolierung der Tumor-DNA mittels des QlAamp Mini Kits
von Qiagen erfolgt, muss zunachst eine Lymphozytenabtrennung aus Spenderblut

durchgefuhrt werden.

B.3.1.2.1 Lymphozytenabtrennung

MATERIAL

e Abzug (Gelaire® BSB 4A, Flow Laboratories)

e Ficoll-Trennlésung Dichte 1,077+/- 0,001 g/ml (Biochrom)
Jeweils 3 ml in Zentrifugenrdhrchen portionieren

o HBSS; Hank’s Balanced Salt Solution w/o Phenol Red (Gibco), 37°C

o Heparinisierte Spritze
Heparin-Natrium 25000 I.E./5ml (Braun)
Spritze 20 ml
Vor der Blutabnahme werden 2 ml Heparin aufgezogen

e Spenderblut
e Sterilbank Laminair (Heraeus)
o Zentrifuge (Sigma Laboratories Centrifuges 3-15)

o Zentrifugenréhrchen 15 ml (Falcon)

DURCHFUHRUNG

Zunachst wird das enthommene Spenderblut in ein oder mehrere Zentrifugenréhrchen
(pro Réhrchen 3 ml Blut) Gberflhrt und 1:1 mit Hank’s (37°C) verdiinnt. Nun werden
maximal 6 ml dieser Blutsuspension auf die vorbereiteten Zentrifugenréhrchen mit Fi-
coll-Trennldésung (hochmolekulares Zucker-Plastillinpolymer) Uberschichtet, so dass
zwei scharf abgetrennte Phasen erkennbar sind. Dabei I&sst man die Blutsuspension
vorsichtig an der Rohrchenwand herunterlaufen, um eine Durchmischung von Blutsus-
pension und Ficoll-Trennlésung zu vermeiden. Nun folgt eine 30-minitige Zentrifugati-
on bei 290 x g bei RT. Durch die spezifische Dichte der Ficoll-Trennlésung wird die
Abtrennung der Lymphozyten von den restlichen Blutzellen ermdglicht. Nach der
Zentrifugation sind vier verschiedene Phasen erkennbar: Im Niederschlag am Boden
der Gefalle befinden sich Granulo- und Erythrozyten, die anhand ihrer molekularen

GroRe durch die Ficoll-Trennlésung hindurch wandern kénnen. Darauf folgt die Ficoll-
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Phase und dann die Schicht der abgetrennten Lymphozyten, die der Ficoll-
Trennlésung aufliegt. Im Uberstand befinden sich weitere Blutbestandteile wie z.B.
Blutplattchen und EiweiRkomplexe. Die Lymphozytenschicht, die als weiller Ring Uber
der Ficoll-Phase zu erkennen ist, wird mit Hilfe einer Pipette ohne die obere Serum-
phase abgenommen und in spitze Zentrifugenréhrchen Gberfiuhrt. Es wird nun wieder
bei 290 x g fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig bis auf einen kleinen
Rest abgenommen und das Pellet in Hank’s (37°C) resuspendiert. Es folgt ein Wasch-
schritt mit 5 ml Hank’s, dem wieder ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 125 x g fur 15
min folgt. Nach dem Abnehmen des Uberstandes kann mit der DNA-Isolation aus dem

Lymphozytenpellet fortgefahren werden.

B.3.1.2.2 Isolation der Referenz-DNA

Die Isolierung der Referenz-DNA erfolgt wie unter B.3.1.1.1.3. beschrieben.
B.3.1.2.3 Konzentrationsmessung der Referenz-DNA

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten Referenz-DNA erfolgt im NanoDrop®

Spektrophotometer wie unter B.3.1.1.4. beschrieben.
B.3.1.2.4 Gesamtgenomische Amplifikation der Referenz-DNA
Die Amplifikation der Referenz-DNA erfolgt wie unter B.3.1.1.5 beschrieben.

Die Aufreinigung der amplifizierten Referenz-DNA erfolgt wie unter B.3.1.1.5.4 be-

schrieben.
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B.3.1.3 Markierung der Tumor- und Referenz-DNA durch Nick-Translation

Durch Nick-Translation erfolgt die Markierung der Tumor-DNA mit Biotin-16-dUTP und
der Referenz-DNA mit Digoxigenin-11-dUTP. Das Prinzip der Nick Translation beruht
darauf, dass das Enzym DNase | in niedriger Konzentration und in Anwesenheit von
MgCl, statistisch verteilte Einzelstrangbruche (,Nicks“) in ein doppelstrangiges DNA-
Molekiil einfligt und dass die E.coli DNA-Polymerase | in der Lage ist, die entstande-
nen 3’-Enden zu verlangern und den ,alten® Strang durch ihre Exonucleaseaktivitat
abzubauen (Rigby et al. 1977). Fur diese Neusynthese verwendet das Enzym von au-
Ren zugefuhrte Nukleotide, von denen eines mit einem Reportermolekil gekoppelt ist.
Die Detektion erfolgt dann indirekt durch Antikérper gegen das jeweilige Reportermole-
kal.

MATERIAL

e 1 pug Tumor-DNA

e 1 ug Referenz-DNA

¢ Biotin-Nick Translation Mix ( Bio-Nick-Mix, Roche)

¢ Digoxigenin-Nick Translation Mix (Dig-Nick-Mix, Roche)

e 1/100 Vol 0,5 M EDTA pH 8,0 (B.2.2)

e GroRenstandard 1 kb (GeneRuler™, MBI Fermentas)

e HyOpigest, ak

e PCR Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
e PCR-Reaktionsgefalle Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)

DURCHFUHRUNG

Die Nick-Translation fir 1 ug Sonde wird in einem Volumen von 20 pl angesetzt. Um
eine vorzeitige Enzymaktivitat auszuschlie®en, werden alle Schritte auf Eis durchge-
fuhrt. Pro Ansatz werden 1 ug zu markierende DNA, 4 ul des jeweiligen Translations-
mixes (Bio-Nick-Mix fur die Tumor-DNA, Dig-Nick-Mix fur die Referenz-DNA) und
H2Opigest. (@d 20 ul) eingesetzt. Die Ansatze werden durchmischt, kurz abzentrifugiert
und dann fir 90 min in der PCR-Maschine bei 15°C inkubiert. Wahrend der Inkubati-
onszeit wird das 1,5%ige Agarosegel fir die GréRenkontrolle der entstandenen Frag-
mente vorbereitet. Die markierten Proben werden nach der Nick-Translation auf Eis

gestellt, um die Reaktion vorlaufig zu beenden. Es werden dann 3 ul der Nick-Ansatze
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mit 4 pl Auftragspuffer zusammen mit einem1 kb-Marker (2ul Auftragspuffer, 1,2 pl
Marker) auf das Agarosegel aufgetragen (siehe B.3.1.1.5.3.).

Ist die richtige Fragmentgrofie von 500 bp bis 1000 bp erreicht, muss die Reaktion be-
endet werden, um die Entstehung zu kleiner Fragmente zu verhindern. Bei zu grof3en
Fragmenten werden die Proben nachinkubiert, bis die notwendige Fragmentgrélie er-
reicht ist (Abb. 2). Um die Enzyme zu deaktivieren, werden 1/100 Volumen 0,5 M

EDTA in die 20 pl Ansatze pipettiert und fir 10 min bei 65°C in der PCR-Maschine in-
kubiert.

b"N ™ = 0 w0 [
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Abbildung 2: Exemplarische Darstellung einer Agarose-Gelelektrophorese nach der
Nick-Translation.

Nach der Nick-Translation sollte der Hauptanteil der entstandenen Fragmente bei 500-
1000 bp liegen. Dieses trifft flir die Proben 1-4 und 6 und 7 zu. Die Fragmente in Probe 5
sind noch zu groB, deshalb ist in diesem Fall fiir 10 min nachinkubiert worden.

B.3.1.4 Fallung und Denaturierung der CGH-Sonden

Die Tumor- und Referenz-DNA werden gemeinsam in Gegenwart von Heringsperma
DNA und humaner Cot-1 DNA geféllt. Der Uberschuss an Cot-1 DNA dient besonders
im Centromerbereich zur Absattigung hochrepetitiver Sequenzen, fir die eine grolle

interindividuelle Variabilitat gegeben ist und die daher in der CGH nicht ausgewertet
werden.
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MATERIAL

o Ethanol absolut p.a. (Merck)

e Glykogen 20 mg/ml (Roche)

®  HzOpidest

e Hering Sperma DNA 11 mg/ml (Sigma)

o Heizblock HBT 130 (Haep Lobor Consult)

e Heizblock/Schuttler: Thermomixer Compact (Eppendorf)
e Humane Cot-1 DNA 1 mg/ml (Invitrogen)

e Markierte Tumor- und Referenz-DNA

e Mastermix 1.0 (MM 1.0)

Formamid deionisiert (Sigma) 5 mi
Dextransulfat (Serva) 19
20 x SSCpH 7,0 (B.2.12) 1ml

mischen, einige Stunden auf 70°C erwarmen, um das Dextransulfat zu |6sen
pH 7,0 einstellen, ad 7 ml mit HyOpigest., ak

DURCHFUHRUNG

Aus den Nick-Ansatzen werden 800 ng biotinmarkierte Tumor-DNA und 800 ng digoxi-
geninmarkierte Referenz-DNA entnommen und zusammen in ein neues 1,5 ml ERG
pipettiert. Dazu werden 1 pl Heringsperma DNA, 30 pl humane Cot-1 DNA gegeben
und mit HoOypigest. auf 100 pl aufgeflillt. Danach erfolgt die Zugabe von 2% Glykogen und
2,5 x Vol 100%igem, bei —20°C gelagertem Ethanol. Die Fallung erfolgt entweder bei —
20°C uber Nacht oder bei —80°C fur 30 min.

Im Anschluss daran werden die Proben mit 12.500 x g fiir 30 min bei 4°C abzentrifu-
giert. Der Uberstand wird verworfen und das DNA-Pellet getrocknet. Dann wird das
Pellet in 3 pl HyOpigest. Und 7 pl MM 1.0 aufgenommen und bei 37°C fir mindestens 45
min im Schuttler gelést. Nachdem das Hybridisierungsgemisch fertig geldst ist, wird die
Sonde bei 76°C im Heizblock fir 7 min denaturiert. Die Proben werden kurz abzentri-

fugiert und fur 45 min bei 37°C ohne Schiitteln im Thermomixer inkubiert.
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B.3.2 Objekttrager fiir die CGH

Fur die CGH werden Metaphasepraparate eines gesunden Spenders bendtigt. Dabei
ist es wichtig, dass die Metaphasen gleichmaRig tber den gesamten OT verteilt sind,
da spater mehrere Proben pro OT aufgetragen werden sollen. Des Weiteren muss
darauf geachtet werden, dass sich nicht zu viele Reste von Zytoplasma um die Meta-
phasen herum befinden, da diese die spatere Hybridisierung stéren wirden. Im Rah-
men dieser Arbeit wurden fir die CGH sowohl kommerzielle (Vysis) als auch selbst

hergestellte Metaphasepraparate verwendet.

B.3.2.1 Herstellung von Metaphasepraparaten

Die Herstellung der Metaphasepraparate flr die spatere Hybridisierung erfolgt aus den

Lymphozyten eines gesunden Spenders.

MATERIAL

e Colzemidlésung (5 pg/ml)
N-Desacetyl-N-methylcolchinin 5 pug/ml (Ciba) 0,5 mg
PBS 1x (B.2.9) ad 100 ml

e Corex®Zentrifugenréhrchen aus Glas 30 ml (Gentaur)
e Eisessig p.a. (Merck)
o Fetal Calf Serum (FCS, Sigma)

e Carnoy’s Fixativ, vor Gebrauch immer frisch herstellen
Eisessig (Merck) 1 Teil
Methanol (Merck) 3 Teile

e Gummistopsel zum verschlieen der Zentrifugenréhrchen
e HzOpigest., ak
¢ HBSS; Hank’s Balanced Salt Solution w/o Phenol Red (Gibco), 37°C

o Heparinisierte Spritze
Heparin-Natrium 25.000 I.E./5ml (Braun)
Spritze 20 ml
Vor der Blutabnahme werden 2 ml Heparin aufgezogen

e Hypotone Lésung
KCI (Merck) 5599
H2Obidest. ad 1000 ml

¢ Klimakammer (Espec)

o Kulturflaschen T,5 (Greiner)
o Messzylinder

¢ Methanol (Merck)
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o Mikroskop (Zeiss Axioplan)
o Objekttrager (Menzel Superfrost Color)
o Pasteurpipetten steril (Falcon)
e Penicillin 1 Mega (Grunenthal)
Gelost in 5 ml HoOpigest.
e Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml (Gibco)

e PHA-M; Phythdmagglutinin-M lyophilisiert (Gibco)
Geldst in 10 ml HyOpigest.

o RPMI-Medium mit Glutamin (Gibco)
e Spenderblut
e Streptomycin 1g (Griinenthal)
Gelost in 5 ml HyOpigest.
o Wasserbad (Lauda MAG)
o Zentrifuge (Heraeus Sepatech Megafuge 1.0)

e Zentrifugenréhrchen 15 ml (Falcon)

DURCHFUHRUNG

Zunachst wird dem Spender mittels einer heparinisierten Spritze vendses Blut ent-
nommen, welches dann kultiviert wird. Das Kulturmedium setzt sich aus folgenden
Komponenten zusammen: 100 ml RPMI-Medium, 20 ml FCS, 100 pl Penicillin (=
20.000 IE) und 500 ul Streptomycin (= 10 mg). Daraus werden nun je 4,5 ml in ein Tys-
Kulturflaschchen gegeben. Es erfolgt nun in jede Flasche die Zugabe von 0,13 ml
PHA-M und 0,5 ml Vollblut oder abgetrennten Lymphozyten (siehe B.3.1.2.1). Der fer-
tige Ansatz wird vorsichtig geschuttelt und im Brutschrank bei 37°C bei einer CO,-
Konzentration von 5% fir 48 h inkubiert. 3 h vor Ende der Inkubationszeit werden zu
jeder Kultur 150 pl Colzemidlésung gegeben, um die Zellen in der Metaphase zu stop-
pen. Dies ist aufgrund der tubulinhemmenden Wirkung des Colzemids moglich, wo-
durch der Spindelapparat aufgelést wird und die Chromosomen in der Metaphase blo-
ckiert bleiben, so dass die Chromatiden nicht zu den Zellpolen gelangen kénnen.

Fur die Praparation werden die Kulturen in spitze Zentrifugenréhrchen Uberfihrt, bei
175 x g fur 10 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und verworfen. Das Pellet
wird 2 x mit je 5 ml Hank’s gewaschen, wobei jedes Mal bei 175 x g fur 10 min zentri-
fugiert und der Uberstand verworfen wird. Danach werden jeweils 5 ml hypotone L&-
sung in die Réhrchen gegeben und sofort nach Zugabe durch 2-3-maliges Aufziehen
mit einer Plastik-Pasteurpipette durchmischt. Es folgt eine 7-mindtige Inkubation im

Wasserbad bei 37°C. Dann werden die Proben fir 8 min bei 190 x g zentrifugiert, der
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Uberstand wird vorsichtig abgesaugt und verworfen. Mit Inkubation, Zentrifugation und
Absaugen sollte die hypotone Behandlung der Zellen nicht langer als 15 min dauern.
Nach dem Absaugen werden sofort 5 ml Fixativ dazugegeben und sogleich gut durch-
mischt, um ein Verklumpen der Lymphozyten zu verhindern; es wird erneut bei 175 x g
fur 10 min zentrifugiert. Dann wird das Pellet wieder in 5 ml Fixativ resuspendiert und
das Zentrifugenréhrchen mit einem Gummistopsel gut verschlossen. Es erfolgt nun die
Fixierung der Metaphasen wahlweise fir 20 min bei RT oder tber Nacht bei 4°C. Nach
der Inkubation wird erneut bei 175 x g fir 10 min zentrifugiert und der Uberstand bis
auf einen kleinen Rest entfernt. Nun werden alle Pellets vereinigt, mit Fixativ gewa-
schen, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird nun in einer entspre-
chenden Menge an Fixativ aufgenommen, bis eine opalisierende Zellsuspension ent-
steht. Jetzt wird die Lymphozytenlésung im Klimaschrank (konstante Luftfeuchtigkeit
von 50% und Temperatur von 25 °C) auf die OT aufgestrichen. Dazu werden OT mit
Wasser benetzt und die Zellsuspension mit einer Pipettenspitze aufgestrichen und
durch Kippbewegungen verteilt. Nach vollstandiger Trocknung des Praparats wird die
Metaphasendichte im Mikroskop (Phasenkontrast) Uberprift und entsprechend der
gewunschten Dichte verandert (Verdinnung bei zu hoher und erneute Zentrifugation
bei zu niedriger Dichte).

Wenn alle OT trocken sind, werden sie flir 7 Tage im Brutschrank bei 37°C gelagert.

Zur langeren Lagerung werden sie unter Stickstoff bei —20°C eingefroren.

B.3.2.2 Denaturierung der Metaphasepraparate

MATERIAL

¢ Ethanol absolut p.a. (Merck)

e Ethanol 90% (B.2.4)

e Ethanol 70% (B.2.3)

e Ethanolreihe: 70% (- 20°C), 90% (4°C), 100% (4°C)

e Formamid 70%ig/2 x SSC, maximal 2 Wochen alt (B.2.6)
e Kuvetten (Glaswerk Wertheim)

o Messzylinder (Schott)

o Metaphasepraparate

e 20xSSC (B.2.12)

¢ Wasserbad 37°C (Memmert)
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DURCHFUHRUNG

Um die Metaphasepraparate zu denaturieren wird ca. 30 min vor Gebrauch 70%iges
Formamid/2 x SSC in einer Kivette auf 72°C erwarmt. Fir jeden zusatzlichen OT muss
die Temperatur um 1°C erhéht werden, allerdings sollten nicht mehr als 5 OT gleichzei-
tig denaturiert werden. Die Denaturierungszeit der OT variiert je nach Alter der Prapa-
rate und Beschaffenheit der Chromosomen und muss fir jede Metaphasenpraparation
individuell bestimmt werden. Bei den selbst hergestellten OT erwies sich eine Denatu-
rierungszeit von 30 s als optimal, Metaphasepraparate von Vysis werden 2 min lang
denaturiert. Um die Denaturierung zu stoppen, werden die OT in einer aufsteigenden
Ethanolreihe (70%, 90%, 100%) fir je 2 min dehydriert. Die OT werden vorsichtig mit
N, getrocknet und auf eine 37°C warme Heizplatte gelegt und beschriftet. Um die Area-
le der Proben auf den Praparaten abzutrennen, werden mit einem Diamantstift Trennli-

nien fur die Auftragsflachen auf der Rickseite der OT gezogen.

B.3.3 Hybridisierung

MATERIAL

o Deckglaser 18 x 18 mm (Superior)
e Denaturierte CGH-Sonde

e Denaturierte Metaphasepraparate
o Fixogum (Marabu)

o Heizplatte (LGH)

DURCHFUHRUNG

Die CGH-Sonden werden vor der Hybridisierung noch einmal kurz abzentrifugiert. Die
Proben werden mit der Pipette noch einmal gut durchmischt und dann auf die denatu-
rierten Metaphasepraparate aufgetragen. Das Deckglas wird luftblasenfrei aufgelegt
und mit Fixogum umrandet, um ein Austrocknen zu verhindern. Die OT werden nun in

einer Metallkassette im 37°C warmen Wasserbad flur 48-72 h inkubiert.

-34-



MATERIAL UND METHODEN

B.3.4 Waschen und Detektion der CGH-Praparate

MATERIAL

o Antikdrper

Avidin-FITC DCS (Vector) 5 ul
Anti-Digoxigenin-Rhodamin (Boehringer) 5l
PNM-Puffer 990 pl

Mischen, fiir 3 min bei 7.800 x g zentrifugieren, Entnahme aus Uberstand
e DAPI/Vectashield (B.2.1)
o Deckglaser (Superior)
e ERG (Eppendorf)
e Feuchte Kammer
e Formamid 50% in 2 x SSC, 3 Kuvetten, pH 7 (B.2.5)
e Phosphat-Nonidet P40-Puffer (PN-Puffer) (B.2.10)
o Plastikfolie; zurechtgeschnitten auf Hybridisierungsflachen der OT
e PNM-Puffer (PN-Magermilch-Puffer) (B.2.11)
e Quadriperm® Zellkulturschalen (Vivascience)
e 20xSSC (B.2.12)
e 2xSSC, 4 Kuvetten, pH 7 (B.2.13)

e 0,2 xSSC, 2 Kluvetten
20 x SSC 2 ml
H2Opiest., ak 198 ml

e Warmeschrank (Memmert)
e Wasserbad (Jukabo SW1)

DURCHFUHRUNG

Eine halbe Stunde vor Versuchsbeginn werden die Losungen hergestellt und im Was-
serbad auf 42°C erwarmt. Dann wird vorsichtig das Fixogum mit Hilfe einer Pinzette
von den hybridisierten OT entfernt und diese werden fir ca. 5 min in 2 x SSC gestellt,
so dass sich die Deckglaser ablésen. Die OT werden dann 3 x 10 min in 50% Forma-
mid gewaschen. Dann werden sie kurz in 2 x SSC gespllt, um Formamidreste in den
folgenden Kuvetten zu vermeiden. Es folgen dann 5 min in 2 x SSC und 2 x 5 min in
0,2 x SSC. Zuletzt werden die OT fir 5 min in PN-Puffer bei RT inkubiert.

Wahrend des Waschens wird eine feuchte Kammer vorbereitet und in einem Trocken-
schrank (37°C) vorgewarmt. Des Weiteren wird unter Lichtschutz die Antikdrperlésung

hergestellt und bis zum Gebrauch lichtgeschitzt aufbewahrt.
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Die OT werden aus der PN-Lésung in die feuchte Kammer gelegt, mit 150 yl PNM-
Puffer Uberschichtet, mit einer zurechtgeschnittenen Plastikfolie bedeckt und bei 37°C
inkubiert. Dieser Schritt dient dem Abblocken Uberschiissiger Bindestellen flir die Anti-
kdrper und soll unspezifische Signale verhindern. Nach 20 min wird die Plastikfolie
entfernt, Uberschissige Flussigkeit abgetropft und 150 pl der Antikérperlésung aufge-
tragen. Es folgt eine Inkubation fiir 45 min bei 37°C, bei der die Antikérper an ihre Anti-
gene binden sollen. Im Anschluss daran werden die OT 2 x 5 min in PN-Puffer gewa-
schen, 3 x in verschiedenen Kivetten mit H,Opigest. geschwenkt und dann unter Licht-
schutz an der Luft getrocknet. Letztendlich werden die OT mit 20 pl DAPI/Vectashield
eingedeckt und in einer mit Alufolie (Lichtschutz!) umwickelten Quadripermschale auf-
bewahrt. Die OT sind nun bereit fir die Aufnahme der Bilder am Mikroskop. Kann diese
nicht gleich im Anschluss erfolgen, so kénnen die OT auch fiir einige Wochen bei —

20°C gelagert werden.

B.3.5 Auswertung der CGH

MATERIAL

e CGH-Praparate

o Fluoreszenzmikroskop (Zeiss)

e Immersionsdl Immersol® (Zeiss)

DURCHFUHRUNG

Zur Auswertung werden mindestens zehn Metaphasen mit einem Fluoreszenzmikro-
skop mit CCD (Charged Coupled Device)-Kamera aufgenommen, gespeichert und
dann mittels computergestitzter digitaler Bildverarbeitung bearbeitet. Mit einer ent-
sprechenden Software (lIsis, Metasystems) werden dabei Abweichungen vom 1:1 Ver-
haltnis zwischen roter und griiner Fluoreszenz in Form von Intensitatsunterschieden
entlang der Metaphasechromosomen erfasst. In unveranderten Bereichen erscheinen
die Chromosomen in einer rot-grinen Mischfarbe. Sind Veranderungen vorhanden, so
Uberwiegt bei einem Zugewinn an genetischem Material die griine Fluoreszenz, bei
einem Verlust hingegen die rote Fluoreszenz. Zu jeder aufgenommenen Metaphase
wird am Computer ein ldeogramm gelegt und abgespeichert. Aus allen Einzelideo-

grammen wird dann das eigentliche CGH-Profil (= Summenprofil) generiert, von wel-
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chem die chromosomalen Veranderungen der Test-DNA abgelesen werden (siehe

Abb. 3).

e
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Abbildung 3:

Exemplarische Darstellung der CGH-Auswertung.

(A) Im Fluoreszenzmikroskop aufgenommene Co-Hybridisierung von HNO-Tumor- und
Referenz-DNA auf ein Metaphasepraparat eines gesunden Spenders in Mischfarbe,
DAPI-Gegenfarbung der Chromosomen (blau), FITC-detektierte Tumor-DNA (griin) und
Cy3-detektierte Referenz-DNA (rot). (B) Exemplarisches Karyogramm eines HNO-
Tumors (HN43) in inverser DAPI-Farbung. (C) Beispielhaftes CGH-Profil eines HNO-
Tumors (HN43). DNA-Zugewinne sind als griine Balken, DNA-Verluste als rote Balken
zu erkennen.
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B.3.6 Statistische Methoden

Um eine mogliche signifikante Korrelation zwischen den durch die CGH ermittelten
genomischen Imbalancen und den bekannten klinischen Parametern zu untersuchen,
werden einige statistische Verfahren herangezogen.

Fir eine Korrelation der ermittelten chromosomalen Veranderungen mit den klinischen
Parametern (TumorgroRe (pT), Beteiligung der Lymphknoten (pN), Differenzierungs-
grad des Tumors (G), Lokalisation (Larynx, Oropharynx, Hypopharynx oder Mundhoh-
le) und Resektionsstatus (R)) und mit der Uberlebenszeit der Patienten werden die
Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse, der Log-Rang-Test und die Cox-Regression ange-
wendet. Die p-Werte werden mittels FDR (False Discovery Rate; auch g-Wert genannt)

korrigiert und als signifikant gewertet, wenn sie <0,05 sind.

B.3.6.1 Hierarchische Cluster Analyse

Die hierarchische Cluster Analyse (uniiberwachtes Klassifizierungsverfahren) stellt ein
multivariates Analyseverfahren zur Ermittlung von Gruppen (Clustern) von Daten oder
Objekten dar, welche die Gesamtheit der Elemente in eine Anzahl von Klassen mit
ahnlichen Eigenschaften unterteilt (Deichsel und Trampisch, 1985). Dabei werden die
Klassen der Daten nicht vorgegeben und die Anzahl der zu erwartenden Cluster ist im
Vorfeld unbekannt. Fir die Cluster Analyse der CGH-Daten wurden die Aberrationen
von Bandenauflésung auf Chromosomenarmauflésung reduziert. DNA-Zugewinne
wurden mit 1, DNA-Verluste mit -1 und unveranderte Chromosomanarme mit 0 ge-
kennzeichnet. Die Cluster Analyse wurde mit dem R-Paket Arbeitsverfahren hclust

(www.r-project.org) unter Standardeinstellungen (Euklidischer Abstand und kompletter

Kopplung) durchgefuhrt. Die chromosomalen Veranderungen der zwei ermittelten
Hauptcluster werden untereinander verglichen und es werden charakteristische Aber-
rationen fir jeden Cluster unter Verwendung von Anhaltewerten (= Vorkommen in min-
destens 20% der Patienten, Relation zwischen beiden Clustern mindestens 1:3) ermit-
telt.
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B.3.6.2 Uberlebenszeitanalyse

Kaplan-Meier Uberlebenskurven und Log-Rang-Test

Zur graphischen Darstellung der rezidivfreien Uberlebenszeitverteilung werden Kaplan-
Meier-Stufenkurven errechnet (Kaplan und Meier, 1958). Bei diesem univariaten Ver-
fahren wird die Wahrscheinlichkeit berechnet, dass ein Ereignis (= Uberleben) bis zu
einem bestimmten Zeitpunkt bzw. in einem Zeitintervall eintritt. Das entscheidende
hierbei ist, dass die Beobachtungsintervalle nicht fest vorgegeben sind, sondern von
den Ereignissen definiert werden. Auch kénnen Patienten berlicksichtigt werden, wel-
che gesund und lebend aus der Studie ausgeschieden sind, deren weiterer Krank-
heitsverlauf jedoch unbekannt ist (,zensierte“ Patienten). Das rezidivfreie Uberleben
wird fir jede chromosomale Aberration, die in mindestens flinf Patienten auftritt, be-
rechnet. Von einer Rezidivbildung wird ausgegangen, wenn die TumorgroRe innerhalb
des Bestrahlungsareals um 25% zunimmt, und die Zeit bis zum Auftreten des Rezidivs
wird definiert als die Zeit zwischen Ende der Strahlentherapie und Rezidivbildung oder
Tod des Patienten. Die Uberlebenskurve von Patienten mit einer bestimmten Verande-
rung wird mittels des Log-Rang-Tests mit der Uberlebenskurve von Patienten ohne

diese Veranderung verglichen (Kalbfleisch und Prentice, 1980; Harms, 1998).

B.3.6.3 Cox Regression

Die Cox Regression (auch proportionales Hazard Modell genannt) ist eine Methode zur
Analyse von Uberlebensdaten, bei der der Effekt mehrerer EinflussgroRen auf eine
Zielvariable (hier Uberleben) untersucht wird (Cox, 1972). Fir jede Einflussvariable
(chromosomale Veranderung und klinischer Parameter) werden Hazard-Verhaltnisse
errechnet, die das relative Sterberisiko von Patienten zwischen zwei Gruppen (z.B.
.keine Veranderung“ gegen ,DNA-Zugewinn®) oder zwischen zwei aufeinanderfolgen-
den Niveaus einer ordinalen Variablen (z.B. Tumorgrofe pT1, pT2, pT3, pT4) wieder-
geben. Die Cox-Regression wird univariat (eine Variable) und multivariat (mehrere Va-

riablen) angewendet.

B.3.6.4 Korrelation der CGH-Daten mit verschiedenen klinischen Daten
Potenzielle Assoziationen zwischen den ermittelten chromosomalen Varanderungen
und den bekannten klinischen Daten der Patienten werden mit verschiedenen nicht-

parametrischen Tests untersucht. Fir die ordinalen Parameter TumorgréRe (pT) und
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Beteiligung der Lymphknoten (pN) wird der Jonckheere-Terpstra Trend Test, fir die
nominalen Parameter Lokalisation (Larynx, Oropharynx, Hypopharynx oder Mundhoh-
le), Differenzierungsgrad des Tumors (G) und Resektionsstatus (R) der Chi-Quadrat-

Test herangezogen (Lehmann, 1975).

B.3.6.5 Untersuchung von Co-Aberrationen

Die Unabhangigkeit von DNA-Veranderungen, welche signifikant mit einer Rezidivbil-
dung und dem Uberleben korrelieren, von anderen chromosmalen Aberrationen wird
mit Hilfe des exakten Fisher Tests untersucht (Sachs und Hedderich, 2006).

B.3.6.6 Benjamini-Hochberg FDR (False Discovery Rate)

Die FDR (False Discovery Rate) von Hochberg und Benjamini (1995) ist ein Fehlerkon-
trollkriterium in multiplen Testproblemen. Sie kontrolliert den erwarteten Anteil an
falschlicherweise verworfenen Hypothesen. In dieser Arbeit wird mit der Hilfe der FDR
die Signifikanz der ermittelten Korrelationen zwischen chromosomalen Veranderungen
und klinischen Parametern und zwischen Aberrationen und Uberleben korrigiert. Korri-

gierte p-Werte <0,05 werden als signifikant gewertet.
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B.4 Array-CGH

Die Array-CGH oder Matrix-CGH ist eine Weiterentwicklung der unter B.3 beschriebe-
nen chromosomalen CGH. Das Prinzip bleibt gleich, es werden chromosomale Veran-
derungen in Form von DNA-Zugewinnen und DNA-Verlusten einer Test-DNA im Ver-
gleich zu einer Referenz-DNA ermittelt. Wahrend bei der chromosomalen CGH Meta-
phasechromosomen das Genom reprasentieren, sind es bei der Array-CGH hunderte
oder tausende kleine DNA Fragmente, immobilisiert auf einem Objekttrager, welche
direkt einer genomischen Sequenz zugeordnet werden kdénnen. Je nachdem in wel-
chen Abstdnden diese DNA-Elemente auf dem Genom gewahlt werden und wie grof}
diese sind, kann eine enorme Verbesserung der molekularen Auflosung im Vergleich
zur chromosomalen CGH (7-10 Mb; Snijders et al., 2003) erzielt werden. Somit stellt
die Array-CGH eine empfindliche Methode fir die hoch auflésende Darstellung geno-
mischer Imbalancen von Tumor-DNA dar (Coe et al., 2007; Solinas-Toldo et al., 1997,
Pinkel et al., 1998), mit der Zugewinne und Verluste mit einer GréRe von mindestens
100 kb detektiert werden kénnen. Folglich wird die Auflosung im Vergleich zur chromo-
somalen CGH um das 100-fache erhoht. Es gibt eine ganze Reihe verschiedener Ar-
ray-CGH Techniken, welche sich in den DNA-Elementen auf den Arrays unterschei-
den. So gibt es z.B. BAC-Arrays, cDNA-Arrays, Cosmid-Arrays, Oligonucleotid-Arrays
und SNP-Arrays. Jede dieser Techniken weist andere Merkmale und Vorteile auf und
manche eignen sich fir bestimmte Fragestellungen besser als andere (Pinkel and Al-
bertson, 2005)

B.4.1 BAC-Arrays

B.4.1.1 Verwendete Arrays

B.4.1.1.1 Sanger 1 Mb BAC Array

Diese Arrays wurden freundlicherweise von Cordelia Langford des Wellcome Trust
Sanger Centres in Cambridge (UK) zur Verfigung gestellt. Auf diesem Array befinden
sich ca. 3.400 ,Bacterial Artificial Chromosomes® (BACs, siehe B.5.1), die das mensch-
liche Genom in einer Auflésung von 1 Mb reprasentieren (Fiegler et al., 2003). Die In-
sertgrofle der Plasmide betragt etwa 130 kb und jeder BAC ist mit zwei ,Spots* auf
dem Array vertreten. Die Herstellung dieser Arrays erfolgt wie bei Fiegler et al., 2007

beschrieben. Die isolierten BACs werden in drei separaten Degenerierten Oligonukleo-
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tid (DOP)-PCR Reaktionen amplifiziert, wobei Primer verwendet werden, welche vor-
zugsweise an menschliche, nicht aber an E.coli-DNA binden. Somit enthalt das gene-
rierte PCR Produkt einen hdheren Anteil der in die BACs klonierten menschlichen
DNA-Inserts. Nach Vereinigung der PCR Produkte der DOP-PCR Reaktionen wird in
einer weiteren PCR-Reaktion eine Aminogruppe an die DNA-Sticke angehangt, wel-
che dann beim ,Spotten” die kovalente Bindung der DNA-Fragmente an die spezielle
Oberflache der Glasobjekttrager (CodelLink-aktivierte OT, GE Healthcare) ermdéglicht.
Neben den BACs werden auch Drosophila-Klone auf den Array gespottet. Diese die-
nen als Kontrolle fur eine spezifische Hybridisierung, da die hybridisierte humane DNA

nicht binden sollte.

B.4.1.1.2 CMR Hs1 Mb BAC Array

Dieser Array stammt vom Institut fur Pathologie der Universitdt Cambridge. Die Her-
stellung erfolgt wie unter B.4.1.1.1 beschrieben, auch hier werden die Klone der San-
ger 1 Mb BAC Bibliothek verwendet. Auf diesem Array ist jeder einzelne BAC aller-

dings viermal vertreten, so dass sich auf einem OT ca. 13.600 Spots befinden.

B.4.1.1.3 UCSF Human BAC Array 1.4 Mb v 3.1

Dieser kommerzielle BAC-Array der Universitat von San Fransisco besteht aus 2.464
BAC Klonen, wobei jeder Klon dreimal vertreten ist. In diesem Fall werden zwei Arrays
auf einen Objekttrager gespottet, so dass pro Hybridisierung zwei Falle ausgewertet

werden konnten.

B.4.1.2 Multiplex-PCR zu Qualitatskontrolle von DNA vor der Array-CGH

Die Multiplex-PCR ist eine Methode, mit welcher die Qualitat von DNA aus formalinfi-
xiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe bezlglich auf ihre Tauglichkeit in der Array-
CGH hin getestet werden kann (van Beers et al., 2006). Arbeitet man mit DNA aus
fixiertem Paraffingewebe (FFPE-DNA) wird man immer wieder mit Fallen konfrontiert,
welche sich einfach nicht oder nur schlecht mit molekularen Methoden analysieren
lassen. Diese Tatsache wird darauf zurlickgefiihrt, dass solche DNA zum einen oftmals
in verschiedenem Ausmal fragmentiert vorliegt und zum anderen, dass es durch den
Vorgang der Fixierung zu Molekulvernetzungen kommt. Natlrlich ist es winschens-
wert, bereits vor einem aufwandigen Experiment zu wissen, wie es um die Qualitat der

DNA bestellt ist bzw. ob diese fiir eine bestimmte Fragestellung geeignet ist oder nicht.
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Hierflir werden Primersets verwendet, welche in der PCR 100 bp-, 200 bp-, 300 bp-
und 400 bp-Fragmente von nicht Gberlappenden Zielsequenzen innerhalb des GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) Gens auf Chromosom 12 produzieren.
DNA-Falle, die Aufgrund ihres zu hohen Fragmentierungsgrades oder einer Molekiil-
vernetzung kein, ein 100 bp- oder ein 200 bp-Fragment erzeugen, werden nicht in ein
array-CGH Experiment eingesetzt. Falle, welche ein 100 bp-, ein 200 bp- und ein
300bp-Fragment zeigen, werden fir eine Analyse mittels Array-CGH verwendet. Glei-
ches gilt fur Falle, die alle vier Fragmente aufweisen (100 bp, 200 bp, 300 bp und 400
bp; Abb. 4).

MATERIAL

e AmpliTag® Gold DNA Polymerase 5 U/ul (Applied Biosystems)
AmpliTag® Gold PCR-Puffer
MgCl, 25 mM

o Auftragspuffer (6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas)
e DNA 100 ng

e GroRenstandard 100 bp (GeneRuler™, MBI Fermentas)
e HyOpidest.

e dNTPs 1 mM
dNTPs 10 mM (Fermentas) 10 ul
H2Obigest. 90 pl

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-Reaktionsgefalie Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)
e Primer-Mix (100-400 bp) 0,133 uM/Primer

100 bp fwd 5’-GTT CCA ATATGA TTC CAC CC-3’ 100 mM (Metabion) 10 pl
100 bp rev 5’-CTC CTG GAA GAT GGT GAT GG -3’ 100 mM (Metabion) 10 ul
200 bp fwd 5’-AGG TGG AGC GAG GCT AGC -3’ 100 mM (Metabion) 10 pl
200 bp rev 5’-TTT TGC GGT GGA AAT GTC CT-3’ 100 mM (Metabion) 10 ul
300 bp fwd 5’-AGG TGA GAC ATT CTT GCT GG -3’ 100 mM (Metabion) 10 pl
300 bp rev 5’-TCC ACT AAC CAG TCA GCG TC -3’ 100 mM (Metabion) 10 ul
400 bp fwd 5’-ACA GTC CAT GCC ATC ACT GC-3’ 100 mM (Metabion) 10 pl
400 bp rev 5’-GCT TGA CAA AGT GGT CGT TG -3’ 100 mM (Metabion) 10 ul
H2Opidest. 720 pl

e Sterilbank (BDK)
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DURCHFUHRUNG

Die einzelnen Pipettierschritte erfolgen auf Eis. Es werden zusammen in ein PCR-
Reaktionsgefal gegeben: 100 ng DNA, 3 ul AmpliTaq® PCR-Puffer, 3,2 pl Primer-Mix,
1,8 yl MgCly, 6 ul dNTPs, 0,2 pl AmpIiTaq® Gold DNA-Polymerase und H;Opigest. ad 30
pl. Es wird vorsichtig gemischt und kurz abzentrifugiert, bevor die Proben in den PCR-
Block gestellt werden. Dort wird unter folgenden Bedingungen inkubiert: 10 min bei
95°C, 4 min bei 94°C, 1 min bei 94°C, (1 min bei 56°C, 3 min bei 72°C) x 35 Zyklen, 7
min bei 72°C und 15°C flr «. Im Anschluss an die PCR wird ein 1%iges Agarosegel
zur Auftrennung der Amplifikate, wie unter B.3.1.1.5.3 beschrieben, verwendet. Als
Referenz wird hier ein 100 bp DNA Marker mit aufgetragen, durch welchen man die

Grolie der entstandenen DNA-Fragmente vergleichen kann.

400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

B -

w
= o
8w
= uw

100 bp
FFPE 2
FFPE 3
FFPE 4
FFPE 5
FFPE 6
FFPE 7
FFPE 8
Negativ-
Kontrolle
Positiv-
Kontrolle

Abbildung 4: Exemplarische Darstellung der Multiplex-Amplifikate nach der Gele-
lektrophorese.
Nach der Mulpiplex-PCR werden die entstandenen FragmentgréRen elektrophoretisch
aufgetrennt und analysiert. DNA-Proben, welche eine ungeniigende Qualitat fur die Ar-
ray-CGH aufweisen (FFPE 1, 2 und 7; nur bis zu 200 bp Fragmente) werden aussortiert.
Proben mit drei oder vier Banden (FFPE 3, 4, 5, 6 und 8) kénnen in die Array-CGH ein-
gesetzt werden.
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B.4.1.3 Markierung der Test- und Referenz-DNA

Mit Hilfe des so genannten ,Random Primed Labelling“ wird die DNA fir die Array-
CGH direkt mit Fluorochromen markiert. Dabei werden degenerierte, zufallig an die
DNA bindende, Primer (Oktamere) verwendet, welche dann mit Hilfe der groflen Un-
tereinheit der DNA Polymerase | aus E. coli (Klenow-Fragment) verlangert werden. Die
dazugegeben, an ein Fluochrom gekoppelten, dCTPs werden dabei in die DNA einge-
baut, welche bei dieser Reaktion bis um ein 40-faches vervielfaltigt wird. Das Prinzip
dieser Amplifikation beruht auf einer kontinuierlichen Strangverdrangung (,strand
displacement®), bei der andauernd neue, einzelstrdngige DNA-Bereiche als Vorlage fur

eine Elongation entstehen (Abb. 5).

Abbildung 5: Prinzip der Amplifizierung durch kontinuierliche Strangverdriangung

(Schock et al., 2005).

Nach Anlagerung eines Primers wandert das Enzym wahrend der DNA-Synthese entlang
des Templates und verdrangt dabei den neuen komplementaren Strang, der an anderer
Stelle anhand eines weiteren Primers synthetisiert wurde. Dieser verdrangte, jetzt ein-
zelstrdngige Strang kann nun seinerseits als neue Matrize flr eine Strangsysthese die-
nen.

MATERIAL

e BioPrime® DNA Labelling System (Invitrogen)

e Cyanine 3-dCTP, 25 nM (Perkin Elmer Life Sciences)
e Cyanine 5-dCTP, 25 nM (Perkin Elmer Life Sciences)
e HyOpidest.

¢ Humane Referenz, weiblich oder mannlich, gepoolt, von mehreren gesunden a-
nonymen Spendern (Promega)

e dCTP-Mix (1 pM dCTP, 2 uyM dGTP, 2 uM dATP, 2 uM dTTP)

dCTP 100 mM (MBI Fermentas) 10 ul
dGTP100 mM (MBI Fermentas) 20 pl
dATP100 mM (MBI Fermentas) 20 ul
dTTP100 mM (MBI Fermentas) 20 pl
H2Opidest. 930 ul

-45-



MATERIAL UND METHODEN

o ERGs 1,5 ml (Eppendorf)
e Heizblock (Haep Labor Consult, HBT 130)
e Klenow-Fragment 40 U/ul (BioPrime® DNA Labelling System, Invitrogen)

e NaCl 1M
NaCl (Merck) 29,22 g
H2Obidest. ad 500 ml

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-Reaktionsgefalle Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)

e Random Primer Lésung 2,5x (BioPrime® DNA Labeling System, Invitrogen)

DURCHFUHRUNG

Alle Schritte werden auf Eis durchgefiihrt. Zunachst gibt man 300-450 ng der zu mar-
kierenden Tumor- und Referenz-DNA je in ein 1,5 ml ERG. Es folgt die Zugabe von 3
Ml NaCl, 60 yl Random Primer Lésung und HxOpigest. @d 130 pl. Die Reagenzien werden
durchmischt, kurz abzentrifugiert und fir 5 min bei 100°C im Heizblock denaturiert.
Durch kurzes Zentrifugieren wird verdampfte Flissigkeit gesammelt und die Proben
werden 2-3 min auf Eis gekihlt. Nun werden 15 pl des dCTP-Mixes, 2 ul Cy3-dCTP
(Tumor-DNA) oder 2 pl Cy5-dCTP (Referenz-DNA) und 3 ul Klenow Fragment dazuge-
geben, vorsichtig gemischt und abzentrifugiert. Die Proben werden in PCR-
Reaktionsgefalle uberfiuhrt und im PCR-Block fur 16-20 h bei 37°C inkubiert. Danach
werden die Proben aufgereinigt oder aber bei -20°C gelagert, wobei unbedingt auf

Lichtschutz zu achten ist.

B.4.1.4 Aufreinigung der markierten DNA

MATERIAL

e ERGs 1,5 ml (Eppendorf)

e HzOpigest.

e Markierte Tumor- und Referenz-DNA

o MicroSpin™ G-50 Sephadex™-Saulchen (GE Healthcare)
o Zentrifuge 5415 C (Eppendorf)
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DURCHFUHRUNG

Als Erstes werden Saulenpuffer (TE Puffer) und Sephadex™ vorsichtig durchmischt,
der untere Verschluss der Saulchen entfernt, die Deckel eine viertel Drehung gedffnet
und die Saulchen in ein ERG gestellt. Dann werden die Saulchen bei 735 x g fur 1 min
zentrifugiert, wodurch sich die eigentliche Aufreinigungssaule aus Sephadex™ auf-
baut. Der Durchfluss (TE Puffer) wird verworfen und die Saulchen in neue, bereits be-
schriftete ERGs gestellt. Nun werden die markierten DNAs vorsichtig zentral auf die
Saulchen Ubertragen, wobei darauf geachtet werden muss, dass die Pipettenspitze
nicht die Saule berlhrt. Das Volumen einer markierten DNA-Probe betragt 150 ul, wo-
bei eine Aufreinigungssaule maximal 50 pl fasst. Darum werden pro markierter DNA-
Probe drei Aufreinigungssaulen bendtigt, auf welche dann je 50 ul der Probe Ubertra-
gen werden. Es folgt eine zweiminutige Zentrifugation bei 735 x g, bei der Uberschis-
sige Nukleotide, Primer und Enzyme in der Sdule verbleiben und wonach sich die auf-

gereinigten Proben in den ERGs befinden und die Saulen entsorgt werden kénnen.

B.4.1.5 Uberpriifen der Inkorporationsrate

Das Uberpriifen der Inkorporationsrate der markierten DNAs erfolgt am NanoDrop®
Spektrophotometer ahnlich wie unter B.3.1.1.4 beschrieben. Allerdings wird neben der
Extinktion bei 260 nm (Konzentration der DNA) auch die Extinktion bei 635 nm (Cy3)
und 532 nm (Cy5) gemessen. So kann die Effizienz der Markierung der DNA vor der
Hybridisierung Uberprift werden. Die Inkorporationsrate sollte >3 pmol/pl und die DNA-

Konzentration bei ~100 ng/ul liegen.

B.4.1.6 Fallung und Denaturierung der Sonden
MATERIAL

o Markierte, aufgereinigte Tumor- und Referenz-DNA

e Ethylendiamintetraacetic acid (EDTA) 0,5 M (B.2.2)

o Ethanol absolut p.a. (Merck)

e Ethanol 70% (B.2.3)

*  HzOpigest. (Gibco)

e Heizblock (Haep Labor Consult, HBT 130)

e Heringsperma DNA, ultraschall-fragmentiert 10 mg/ml (Invitrogen)

e Humane Cot-1 DNA 1 mg/ml (Invitrogen)
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e Hybridisierungspuffer (50 % FA, 7% Dextransulfat, 0,1 % Tween 20, 2 x SSC, 25

mM EDTA)

Formamid deionisiert (Sigma) 50 ml
Dextransulfat 25 % (Sigma) 28 ml
Tween® 20 (Sigma) 0,1 ml
20 x SSC 10 mi
Tris 10 mM pH 7,4 1 mil
EDTAO0,5MpH 8 5ml

ad 100 ml HyOpigest, sterilfiltriert
o Kuhlzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus Instruments)
e Natriumacetat 3M pH 4,8 (B.2.7)

e Pra-Hybridisierungsmix

Hering Sperma DNA ultraschall-fragmentiert (Invitrogen) 50 pl
Natriumacetat 3M pH 4,8 5ul
Ethanol absolut p.a. (Merck) 110 pl

30 min bei — 80°C fallen, 30 min bei 16 000 x g zentrifugieren, mit 70%igem Etha-
nol waschen, erneut fur 5 min zentrifugieren, Pellet trocknen und in 6 pl Hefe-
tRNA und 68 ul Hybridisierungsmix fir mehrere Stunden I16sen. Der Mix wird dann
bei — 20°C gelagert.

e Schiuttelblock Thermomixer Compact (Eppendorf)
o Heizblock HBT 130 (Haep Lobor Consult)
e 20xSSC (B.2.12)

e TRIS, 10 mM
Trizma Base (Sigma) 121,1g
H2Opigest. ad 1000 ml

pH 7,4 mit 1 M HCI (Merck), ak
o tRNA der Hefe 100 pg/ul (Invitrogen)

DURCHFUHRUNG

Fur die Fallung werden zunachst 150 pl einer Cy5-markierten Referenz-DNA zu 150 pl
einer Cy3-markierten Tumor-DNA gegeben. Dazu gibt man 43,5 ul Natriumacetat, 135
pl Cot-1 DNA und 1000 pl 100%igen, gekuhlten Ethanol. Die Fallung erfolgt wahlweise
Uber Nacht bei -20°C oder fur 30 min bei -80°C. Danach folgt eine 30-minutige Zentri-
fugation bei 16.000 x g und 4°C. Der Uberstand wird vorsichtig abgekippt und die ge-
fallte DNA, welche nun als violettes Pellet zu erkennen ist, wird mit 500 ul 70%igen,
gekuhlten Ethanol gewaschen und erneut flir 15 min zentrifugiert. Dadurch werden
Uberschissige Salze entfernt. Der Uberstand wird vorsichtig mit einer Pipette abge-
nommen, ohne das Pellet zu berihren. Das Pellet wird getrocknet und in 6 pl tRNA der
Hefe und 68 ul Hybridisierungsmix flir mindestens 2 h bei 37-40°C im Schittelblock
gelost. Der Pra-Hybridisierungsmix, der auf Vorrat hergestellt und bei -20°C gelagert

werden kann, wird aufgetaut und ebenfalls im Schuttelblock geldst. Wenn sich die DNA
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vollstéandig geldst hat, kbnnen Sonde und Pra-Hybridisierungsmix far 10 min bei 70°C

denaturiert werden.

B.4.1.7 Hybridisierung

Die Hybridisierung und die darauf folgenden Waschschritte erfolgen automatisiert mit
Hilfe einer Hybridisierungsstation der Firma Tecan (HS 400), auf deren Hybridisie-
rungsmodule (21 mm x 50 mm) das Protokoll angepasst ist. Die Hybridisierungsstation

wird durch das Computerprogramm ,HS Control Manager® gesteuert.

MATERIAL

e Array(s)

e Denaturierte Sonde

e Denaturierter Pra-Hybridisierungsmix

e HyOpigest. (Gibco)

¢ Hybridisierungsstation HS 400 (Tecan)
e SSC 20x (B.2.12)

o Waschlosung 1: 50% FA/2 x SSC pH 7

Formamid (Fluka) 50 ml
20 x SSC 10 ml
H20pigest. 40 ml

Mit 1 N HCI (Merck) auf pH 7 einstellen
o Waschlésung 2: 40% FA/2 x SSC pH 7

Formamid (Fluka) 80 ml
20 x SSC 20 mi
H20bidest. 100 ml

Mit 1 N HCI (Merck) auf pH 7 einstellen
e Waschlésung 3: 2 x SSC/0,1% SDS

20 x SSC 40 mi

25% SDS 1,6 ml

H2Opidest. 358,4 ml
¢ Waschlosung 4: 0,1 x SSC

20 x SSC 2ml

H2Obidest. 398 ml
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DURCHFUHRUNG

Wahrend Sonde(n) und Pra-Hybridisierungsmix(e) l6sen, werden die einzelnen Wasch-
I6sungen wie oben beschrieben hergestellt. Sie werden bendtigt, um unspezifisch ge-
bundene Sonde nach der Hybridisierung zu entfernen. Vor der Hybridisierung ist es
notwendig, das Leitungssystem und die Injektionsventile der Hybridisierungsstation mit
H,O zu reinigen. Hierflr wird das Reinigungsprogramm ,Rinse“ der Station verwendet,
woflr alle Schlduche in ein Becherglas mit ca. 1000 ml H,O getaucht werden. Es ist
darauf zu achten, dass wahrend dieses Schrittes Dummy-OT in alle Hybridisie-
rungskammern eingespannt sind. Nach der Reinigung werden die Schlduche aus der
Flissigkeit gezogen, damit das System die Apparatur mit Stickstoff trocknen kann (der
Druck der Stickstoffzufuhr hat 2,7 bar zu betragen). Manuell werden anschlief3end die
Injektionsventile mit H,O gesaubert und grundlich mit Stickstoff getrocknet. Nun kénnen
die Waschldsungen an das Gerat angeschlossen werden und bei Bedarf wird die
Heizplatte angeschaltet. Die Array(s) werden in die Hybridisierungsapparatur einge-
spannt und unter dem Programmschritt ,Prime“ wird Waschlésung 1 luftblasenfrei in
das Leitungssystem der HS 400 gefillt. Werden nicht alle Positionen der Hybridisie-
rungsapparatur in Anspruch genommen, so mussen in die leeren Posten unbedingt
normale OT eingelegt werden. Ca. finf Minuten vor Ende der Denaturierungszeit von
Sonde(n) und Hybridisierungsmix(en) wird das eigentliche Hybridisierungsprogramm
der HS 400 aktiviert:

Waschen: 37°C, 15 Sekunden (Waschlosung 1), Bewegung der Waschlosung
Injektion 70 pl Pra-Hybridisierungsmix: 37°C

Hybridisierung: 37°C, 45 Minuten

Injektion von 70 yl CGH-Sonde: 37°C

Hybridisierung: 37°C, 40 Stunden

Waschen: 47°C, 1,5 Minuten (Waschlésung 2), zweimal, 30 Sekunden Bewegung
Waschen: 47°C, 1,5 Minuten (Waschlésung 3), viermal, 30 Sekunden Bewegung
Waschen: 30°C, 30 Sekunden (Waschldsung 4), Bewegung der Waschlésung
Trocknen der OTs, 30°C, 2 Minuten

© 00 N O O R~ 0N~

Nach dem ersten Waschschritt werden 70 pl des Prahybridisierungsmixes in die Hybri-
disierungskammer(n) zum Vorpuffern des Arrays gegeben. Dadurch kann sich die ei-
gentliche Sonde spater gleichmaRig Uber die Oberflache des OT verteilen, was zu ei-
ner Reduzierung von Hybridisierungsartefakten fluhrt. Wahrenddessen inkubiert die
denaturierte Sonde bei 37°C ohne Schutteln. Nach 45 min wird die Sonde in die Hybri-
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disierungskammer gegeben, die Hybridisierung erfolgt bei 37°C fur 40 h. Die Sonde
wird wahrend der Hybridisierung in der Hybridisierungskammer hin und her bewegt, um
die Effizienz der Hybridisierung zu erhdhen; aus diesem Grund ist der hier verwendete
Hybridisierungspuffer auch weniger viskos als herkdmmliche Hybridisierungspuffer.
Nach der Hybridisierung und den nachfolgenden Waschschritten befindet sich der Ar-
ray in einer Stickstoff-Schutzatmosphare und ist dadurch von der oxidierenden Wirkung
von Sauerstoff und Ozon geschitzt. Werden die hybridisierten Arrays aus der Maschi-

ne entnommen sollten sie mdglichst umgehend gescannt werden.

B.4.1.8 Scannen und Analyse der Arrays

Nach erfolgter Hybridisierung und den automatisierten Waschschritten in der HS 400
werden die Arrays enthommen und mit einem Scanner der Firma Axon Instruments
(GenePix 4100 A) gescannt. Dank des ,Dualen Laser Scanning Systems® kann gleich-
zeitig bei zwei Wellenlangen gescannt werden (532 nm fiir Cy5 und 635 nm flr Cy3).
Die gescannten TIF-Bilder (Abb. 6) mit zwei Ebenen werden mit Hilfe der dazugehd-
renden Software GenePix Pro 6.0 analysiert und die entstandenen Ergebnisdateien im
GenePix-Result-File (.gpr) Format abgespeichert. Daflr wird zunachst das so genann-
te ,Array List File® bendtigt, welches Informationen Uber den Aufbau des Arrays und
Uber die Anordnung der BACs in den Spots enthalt. Mit Hilfe der Funktion ,Find Array,
Align Features® kann das Programm das theoretische Gitter des ,Array List Files* mit
dem gescannten Bild zur Deckung bringen und somit die Information eines jeden ges-
cannten Spots in Bezug auf Lokalisation im Genom und Fluoreszenzintensitat erfas-
sen. Die im Programm integrierte Suchfunktion erméglicht ein analysieren der Kontroll-
Spots (Drosophila) und somit eine frihzeitige Aussage Uber die Spezifitat der Hybridi-
sierung. Bei der Analyse eines Bildes werden die Mediane der Vordergrundfluoreszenz
innerhalb eines Spots, und die Mediane der Hintergrundfluoreszenz in einem ringfor-
migen Bereich um einen jeden Spot herum ermittelt. Die oben bereits genannte Ergeb-
nisdatei (.gpr) enthalt als wichtigste Angaben die Fluoreszenzintensitaten (Vorder —
und Hintergrund) der einzelnen Spots und die so genannte ,Flagging“-Information. Die-
se gibt Auskunft darliber, ob ein bestimmter Spot in die Auswertung mit einbezogen
wird oder nicht. Die Parameter, nach welchen Spots herausgefiltert werden, lassen

sich handisch definieren.

-51-



MATERIAL UND METHODEN

Abbildung 6: Gescannter Sanger 1 Mb-BAC-Array.
Die Abbildung zeigt das Bild eines gescannten BAC-Arrays, bei dem die roten und gri-
nen Fluoreszenzsignale iberlagert sind, wodurch es zu der gelben Mischfarbe der Spots
kommt. Die Spots sind in Quadranten angeordnet und jeder BAC ist zweimal auf dem Ar-
ray vertreten.

B.4.1.9 Auswertung der Arraydaten mit der Web-basierten Plattform CAPweb

Die mit GenePix Pro 6.0 erstellten Ergebnisdateien werden mit Hilfe von CAPweb
(CGH array Analysis Platform on the Web), einer Webserver basierten Plattform (Liva

et al., 2006; http://bicinfo.curie.fr/CAPweb), ausgewertet. Wie bei der chromosomalen

CGH (B.3) geht es um die Erfassung von DNA-Zugewinnen oder DNA-Verlusten in der
Test-DNA, welche sich durch ein Abweichen des Fluoreszenzverhaltnisses vom Ver-
haltnis 1:1 bemerkbar machen. Dieses Verhaltnis wird in dem zur Basis 2 logarithmier-
ten Quotienten (Ratio) angegeben, bei dem die Nulllinie (= keine Veranderung) bei 0
liegt. Bei einem DNA-Zugewinn ist der Quotient folglich > 0, bei einem DNA-Verlust <
0. Durch experimentelles Rauschen bedingt, liegen die Ratios unveranderter Spots
selten exakt bei 0, sondern streuen um den Nullwert herum. Aus diesem Grund ist es
notwendig Schwellenwerte zu setzen, welche Uber- oder unterschritten werden mussen
um eine DNA-Veranderung anzuzeigen.

Fur die Auswertung mit CAPweb missen zunachst die Ergebnisdatei (.gpr) und eine so
genannte ,Clone List“ Datei geladen werden. Letztere enthalt alle nétigen Informatio-

nen uber die verwendeten BAC Klone (Name, Chromosom, physikalische Position).
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Die eigentliche Auswertung des Datensatzes erfolgt dann in zwei Schritten. Im ersten
Schritt wird das R-Paket MANOR (MicroArray Normalization of CGH-array data, pro-
grammiert fur die Statistikplattform R; Neuvial, 2006) verwendet.
Zunachst erfolgt ein Filtern des Datensatzes um Klone auszuschlieRen, die nicht den
Qualitatskriterien entsprechen (,Flagging®). Die wichtigsten Parameter hierbei sind der
so genannte Hintergrundschwellenwert und der Schwellenwert der Standardabwei-
chung. Bei ersterem werden alle Klone aus dem Datensatz entfernt, deren Quotient
aus Vordergrund- und Hintergrundsignal einen bestimmten Wert unterschreitet (in der
Regel 3). Der Schwellenwert der Standardabweichung schliel3t die Werte all jener Klo-
ne aus, deren Replikate Fluoreszenzintensitaten haben, die um einen bestimmten Fak-
tor abweichen (in der Regel 10%). Die restlichen Werte werden durch MANOR norma-
lisiert. Dieser Segmentierungsalgorithmus besteht aus drei Schritten:

1. Abschatzung eines ortlichen Trends auf dem Array

2. Segmentierung des Arrays in Bereiche mit ahnlichen Trend-Werten

3. Identifikation von Bereichen, welche bezliglich ihres mittleren Log,-Ratios in die

eine oder andere Richtung verzerrt sind

Dabei wird der Array (zweidimensional) in eine Anzahl an Bereichen unterteilt, die be-
zogen auf das Mittel der Fluoreszenzintensitaten einheitlich sind. Es wird angenom-
men, dass sich die BAC-Klone in zufalliger Reihenfolge auf dem Array befinden. Somit
kann eine Erhdhung oder eine Erniedrigung der Fluoreszenzintensitat innerhalb eines
Bereiches auf dem Array keine biologische Ursache in Form von DNA-Zugewinnen
oder DNA-Verlusten haben. Die Werte der unterschiedlichen Bereiche werden dann
jeweils fur sich normalisiert. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass ortliche
Effekte, die beispielsweise beim Waschen oder durch Verunreinigungen des Arrays
entstehen kdnnen, ausgeglichen werden.
Im zweiten Schritt der Auswertung mit CAPweb werden die im Paket MANOR gefilter-
ten und normalisierten Werte an das R-Paket GLAD (Gain and Loss Analysis of DNA,
Hupé et al., 2004) Gbergeben. Hier erfolgt eine Segmentierung des Datensatzes, wobei
die einzelnen Segmente unveranderte, duplizierte, amplifizierte oder deletierte Regio-
nen reprasentieren. Von besonderem Interesse sind die jeweiligen Grenzen eines
Segments, da diese die chromosomalen Endpunkte eines veranderten Bereiches dar-
stellen. Die Berechnung von GLAD basiert auf dem so genannten Adaptive Weights
Smoothing (AWS), wobei der Wert eines BAC-Klons in Abhangigkeit zu den Werten
der auf dem Chromosom benachbarten BAC-Klonen analysiert wird. Dann wird ent-
schieden, ob dieser BAC-Klon dem Segment des vorangegangenen Klons oder dem

des nachfolgenden Klons zugeordnet werden soll.
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Die Visualisierung der normalisierten und segmentierten Array-Daten erfolgt durch die
Visualisierungssoftware VAMP (Visualisierung und Analyse des Molekular Profils,
JAVA Applikation; La Rosa et al., 2006). VAMP stellt eine Oberflache dar, mit der zum
einen die errechneten Werte eines oder vieler Arrays mit zahlreichen Optionen optisch
dargestellt werden kdnnen und zum anderen R-Pakete angesteuert werden, die z.B.
Clusteranalyse, Bruchpunktbestimmung oder die Bestimmung von Konsensusregionen
ermoglichen. Die Ergebnisse kdnnen mit VAMP zu Dokumentations- und Prasentati-

onszwecken exportiert werden.

B.4.2 Oligonukleotid-Array: GeneChip® Mapping 10K Array Xba 142 2.0

Bei dieser Art von Arrays bestehen die einzelnen ,Spots® aus kurzen Oligonukleotiden,
die das Genom in einer bestimmten Aufldsung darstellen. Diese 25 bp-Oligonukleotide,
welche photolithographisch direkt auf dem Array synthetisiert werden, reprasentieren
jeweils einen bestimmten ,Single Nucleotide Polymorphism® (SNP). Ein SNP ist jede
polymorphe Variabilitat eines einzelnen Nukleotids, die in einer Population mit einer
Haufigkeit von mindestens 1% auftritt. Auf dem Array sind ca. 10.200 verschiedene,
Uber das Genom verteilte SNPs vertreten, welche aus der Datenbank ,The SNP Con-
sortium® (TSC) ausgewahlt wurden. Angewendet werden solche SNP-Arrays groften-
teils in Linkage-Analysen und Genotypisierungs-Studien, aber auch in der Tumorgene-
tik finden sie zunehmend Verwendung. Auch die verschiedenen Intensitaten der hybri-
disierten SNPs konnen, wie bei einer Array-CGH, untersucht werden. Der gofte Unter-
schied zur klassischen Array-CGH ist hier, dass es keine Co-Hybridisierung mit einer
Referenz-DNA gibt, sondern dass die Daten der Test-DNA mit den Werten von Uber
hundert Individuen (,Library File®) verglichen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit soll herausgefunden werden, ob diese Art von Arrays auch
fur Array-CGH Untersuchungen von DNA aus formalinfixiertem Paraffingewebe geeig-
net sind. Eine Ubersicht des Arbeitsablaufes des Affymetrix-Protokolls ist in Abbildung
7 dargestellt.
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Abbildung 7: Ubersichtsschema Affymetrix GeneChip® Mapping 10K 2.0 Array.

In dieser Darstellung ist der Ablauf eines kompletten experimentellen Ansatzes darge-
stellt. Zunachst erfolgt eine Komplexitatsreduzierung durch einen Restriktionsverdau der
genomischen DNA mit anschlieRender Ligation der Adaptorsequenzen, welche in der
nachfolgenden PCR als Primerbindestellen dienen. Nach erfolgreicher PCR wird die
DNA fragmentiert und markiert. Die Hybridisierung erfolgt in einem speziellen Hybridisie-
rungsofen, das Waschen der hybridisierten Arrays halbautomatisiert mit Hilfe einer
Waschstation. Nach dem Scannen wird das Experiment ausgewertet.

B.4.2.1 Restriktionsverdau mit Xba |

Dieser Schritt dient der bis zu 50-fachen Komplexitats-Reduzierung des Genoms.

MATERIAL

e BSA 10x
BSA 100x (New England Biolabs) 100 pl
H2Opigest. (Gibco) 900 ul

e DNA in reduziertem EDTA TE-Puffer, Konzentration 50 ng/ul
DNA 5 ug
Ethanol absolut p.a. (Merck) 250 ul
H2Obidest. ad 100 pl
Natriumacetat 3M (B.2.7) 10 ul

Ethanol 70% (B.2.3)

Bei -20°C Uber Nacht oder -80°C fiir 30 min fallen; 30 min bei 4°C und 13 000
rpm zentrifugieren, zweimal mit 70%igem Ethanol waschen, Pellet trocknen und in
100 ul red. EDTA TE-Puffer lI6sen.

Reduzierter EDTA TE-Puffer (0,1 mM EDTA; 10 mM Tris HCI; pH 8)

EDTA0,5M (B.2.2) 100 pl
Tris HCI 1M (Merck) 5 ml
H2Obidest. ad 500 ml
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e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-Reaktionsgefalie Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)

e Xba |20 000 U/ml (New England Biolabs)
NE Puffer 2 10x
BSA 100x

DURCHFUHRUNG

Zunachst muss die zu analysierende DNA auf die richtige Konzentration von 50 ng/pl
gebracht werden. Da die isolierten DNAs grundsatzlich mit Wasser eluiert werden (sie-
he B.3.1.1.3), wird eine entsprechende Menge an DNA geféllt und in reduziertem
EDTA TE-Puffer aufgenommen und geldst. Dann wird pro Probe in ein PCR Reakti-
onsgefal® gegeben: 10,5 ul HyOpigest., 2 Pl NE Puffer 2, 2 yl 10x BSA, 5 yl genomische
DNA und 5 ul Xba I. Bei mehreren Proben wird ein Mastermix erstellt. Die Ansatze
werden grindlich gemischt und kurz abzentrifugiert, bevor sie in die PCR-Maschine
gestellt werden. Dort inkubieren sie bei 37°C fir 120 min, bei 70°C flr 20 min und bei

4°C ~. Nach dem Restriktionsverdau werden die Proben bei -20°C gelagert.

B.4.2.2 Adaptor-Ligation

Bei der so genannten Adaptor-Ligation werden kurze Sequenzen an die Uberhangen-
den Enden der verdauten DNA-Fragmente ligiert, welche dann in der nachfolgenden

PCR als Primerbindestellen dienen.

MATERIAL

e Adaptor Xba 5 yM (Affymetrix)

e HyOpigest. (Gibco)

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o Restringierte DNA

e T4 DNA Ligase (New England Biolab)
T4 DNA Ligase Puffer

DURCHFUHRUNG

Auf Eis werden zu den restriktionsverdauten Ansatzen 1,25 ul Adaptor Xba I, 2,5 pl T4
DNA Ligase Puffer und 1,25 yl T4 DNA Ligase dazugegeben. Es wird vorsichtig ge-
mischt und kurz abzentrifugiert. Dann erfolgt die Ligation im PCR-Block bei 16°C flr
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120 min, 70°C far 20 min und 4°C . Auch hier kbnnen die Ansatze bei -20°C gelagert

werden.

B.4.2.3 Linker-Adapted-PCR

MATERIAL

e AmpliTaq Gold® PCR Kit (Applied Biosystems)
AmpliTaq Gold® 5U/ul
MgCl, 25 mM
PCR Gold Puffer 10x

o Auftragspuffer (6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas)

e dNTPs 2,5 mM
dNTPs 10 mM (Fermentas) 250 pl
H2Obigest. (Gibco) 750 pl

o GroRkenstandard 1 kb (GeneRuler™, Fermentas)
¢ HOpigest. (Gibco)

e Ligierte DNA Proben

o TBE Gel 2%

Agarose (Seakem® LE Agarose, Cambrex) 49
TBE Puffer 1x 400 ml
e TBE Puffer 5x
Trizma base (Sigma) 54 g
Borséure (Merck) 27,59
EDTA0,5M (B.2.2) 20 mi
H2Obidest. ad 1000 ml
ak
e TBE Puffer 1x
TBE Puffer 5x 200 ml
H20bidest. 800 ml

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-Reaktionsgefalie Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)
o Primer 10 uM (Affymetrix)

DURCHFUHRUNG

Als erstes muss der Ligationsansatz (25 pl) mit 75 pl HyOpigest. verdinnt werden. Laut
Protokoll der Firma Affymetrix soll der PCR Puffer Il verwendet werden; hier wird der
normale AmpliTag Gold Puffer eingesetzt. Des Weiteren sollen laut Hersteller pro Pro-
be vier PCR Reaktionen angesetzt werden; aufgrund der meist schlechten DNA Quali-

tat aus Paraffingewebe und um eine héhere Ausbeute zu erzielen, werden hier pro
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Probe fiinf bis sechs PCR Reaktionen angesetzt. Alle Pipettierschritte erfolgen auf Eis.
Pro Ansatz werden in ein PCR Reaktionsgefall pipettiert: 10 yl PCR Puffer, 10 ul
dNTPs, 10 pl MgCl,, 7,5 ul Primer, 2 ul AmpliTaq Gold®, 50,5 MI H2Opigest. und 10 pl der
verdunnten, ligierten DNA. Die Ansatze werden vorsichtig durchmischt und kurz ab-
zentrifugiert. Das PCR-Programm lauft wie folgt: 10 min bei 95°C, (20 s bei 95°C, 15 s
bei 59°C, 15 s bei 72°C)x35, 7 min bei 72°C und 4°C «. Laut Affymetrix-Protokoll star-
tet die PCR mit 3 min bei 95°C; hier wird mit 10 min bei 95°C begonnen, da es sich bei
der AmpliTag® Gold um eine so genannte ,Hot start* Polymerase handelt, die erst hit-
zeaktiviert werden muss, um eine effiziente Enzymaktivitdt aufzuweisen. Nach der
PCR werden die Amplifikate mit Hilfe eines 2%iges Agarose in TBE Puffer aufgetrennt,
um die Ausbeute der Reaktion zu Uberprifen. Die Gel-Elektrophorese wird wie unter
B.3.1.1.5.3 beschrieben durchgefihrt, nur dass kein TAE-, sondern TBE-Puffer ver-
wendet wird. Pro PCR Ansatz werden 3 yl DNA und 3 pl Auftragspuffer auf das Gel
aufgetragen. Die PCR Produkte sollten zwischen 400 — 1000 bp liegen und werden bei
-20°C gelagert.

B.4.2.4 Aufreinigung der PCR Produkte

Um ein reines PCR Produkt zu erhalten, muss die DNA von Resten von Salzen, En-

zym, dNTPs oder Primern befreit werden.
MATERIAL

o Aufreinigungsplatten Multiscreen® Montage PCRu96 (Millipore)

o EB-Puffer (Qiagen)

e HyOpigest.

o NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop Technologies)
e PCR-Folie selbstklebend, Eppendorf® (Sigma)

e PCR-Produkte

o Vakuumpumpe (KNF Neuberger)

e Schittelblock Thermomixer Compact (Eppendorf)
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DURCHFUHRUNG

Die Aufreinigungsplatte wird an eine Vakuumpumpe angeschlossen und nicht benétig-
te ,Wells“ missen abgeklebt werden, damit sich ein Vakuum aufbauen kann. Pro Pro-
be wird ein ,Well* bendtigt, in welches der Reihe nach die fiinf bis sechs PCR Ansatze
einer Probe pipettiert werden. Durch das erzeugte Vakuum wird die Flussigkeit mit den
Verunreinigungen durch die Filter gezogen, wahrend die DNA auf den Filtern liegen
bleibt. Nachdem die letzte PCR Reaktion einer Probe filtriert ist, wird die DNA mit 45-
50 pl EB Puffer geldst. Um so wenig DNA wie mdglich zu verlieren, wird die Platte mit
EB-Puffer 10 min bei RT geschuttelt, bevor die DNA Ldsung in ein PCR-
Reaktionsgefal® Uberfiuhrt wird. Dann erfolgt die DNA Quantifizierung wie unter
B.3.1.1.4 beschrieben. Die DNA Ausbeute sollte bei ~20 ug liegen. Sollte das Volumen
nach der Aufreinigung weniger als 45 pl betragen, so sollte dieses mit EB-Puffer aufge-
fullt werden. In die spatere Hybridisierung werden nach Herstellerprotokoll nur 6 pg
DNA eingesetzt. Deshalb wird auch mit DNA-Ausbeuten mit weniger als 20 ug weiter-

gearbeitet und die Volumina der folgenden Schritte werden entsprechend angeglichen.

B.4.2.5 Fragmentierung
MATERIAL

e Auftragspuffer (6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas)

e Fragmentierungs-Reagenz DNAse | (Affymetrix)

e Fragmentierungs-Puffer 10x (Affymetrix)

e GrolRenstandard 1 kb (GeneRuler™, Fermentas)

e HyOpigest. (Gibco)

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-ReaktionsgefalRe Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)

o TBE Gel 4%
NuSieve® 3:1 Agarose (Cambrex) 8¢
TBE Puffer (B.4.2.3.) 200 mi
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DURCHFUHRUNG

Da die Fragmentierungsreaktion sehr empfindlich ist und verhindert werden soll, dass
die Fragmente zu klein werden, missen die Pipettierschritte so zligig wie mdglich
durchgefiihrt werden. Der PCR-Block soll auf 37°C vorgeheizt werden und alle Rea-
genzien sind auf Eis zu halten. Zunachst muss die Menge an einzusetzendem Frag-

mentierungs-Reagenz nach folgender Formel errechnet werden:

Y =0.048 U/ul x 125 pl

X U/l
Y = einzusetzende ul des Fragmentierungs-Reagenz
X= Konzentration des Fragmentierungs-Reagenz (U/ul); kann variie-

ren und muss auf bei Lieferung abgelesen werden; hier 3 U/pl

0.048 U/ul = Endkonzentration des Fragmentierungs-Reagenz im Reaktions-

ansatz

125 ul = Endvolumen an verdinntem Fragmentierungs-Mix fir 20 Reakti-

onen

Da die im Protokoll angegebenen 125 pl fir 20 Reaktionen angesetzt sind, wird dieses
Volumen runtergerechnet. Allerdings empfiehlt es sich, das Volumen nicht kleiner als
30 ul werden zu lassen, da ansonsten das einzusetzende Volumen an Fragmentie-
rungs-Reagenz zu gering wird, was wiederum zu Pipettierungenauigkeiten fihrt. 30 pl
Endvolumen an verdinntem Fragmentierungs-Mix reicht fur vier Proben und bendtigt
0,48 pl an Fragmentierungs-Reagenz. Da diese Berechnung von ~ 20 ug zu fragmen-
tierender DNA ausgeht, wird bei geringeren DNA Mengen das einzusetzende Volumen
an Fragmentierungs-Reagenz proportional umgerechnet. Dabei wird nach drei Kon-
zentrationsstufen gestaffelt: 1. > 15 pg, 2. 10 — 15 yg und 3. < 10 pg.

Nach den Berechnungen werden zu den 45 ul aufgereinigter DNA 5 ul des Fragmentie-
rungspuffers dazugegeben und das Reaktionsgefal® auf Eis gestellt. Der Fragmentie-
rungs-Mix wird nach den weiter oben geschilderten Berechnungen zusammen pipet-
tiert. Laut Protokoll fir 20 Reaktionen werden also 2 yl Fragmentierungs-Reagenz und

12,5 ul Fragmentierungspuffer zu 110,5 uyl H2oOpigest. gegeben. Der Ansatz wird gut
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durchmischt und kurz abzentrifugiert. Dann werden 5 pl des Fragmentierungs-Mixes zu
der DNA gegeben und wieder wird gut gemischt und abzentrifugiert. Danach werden
die Proben so schnell wie méglich im vorgeheizten PCR-Block platziert und dort fiir 30
min bei 37°C, 15 min bei 95°c und fur « bei 4°C inkubiert. Im Anschluss daran werden
7 — 8 pl der Fragmentierung mit 4 pl Auftragspuffer und einem 1 kb GréRenstandard
auf ein 4%iges Agarosegel aufgetragen, um die Fragmentgréfie zu Uberprufen, welche

bei ~ 25 -200 bp liegen sollten.
B.4.2.6 Markierung der Test-DNA
MATERIAL

e ERGs (Eppendorf)

e GeneChip DNA Markierungs-Reagenz (Affymetrix)

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
e Terminale Desoxynukleotidyl Transferase (TdT) 30 U/pl (Affymetrix)

e Terminale Desoxynukleotidyl Transferase Puffer 5x (Affymetrix)

DURCHFUHRUNG

Der Markierungs-Mix wird hergestellt, indem pro Probe 14 ul TdT-Puffer, 2 yl Markie-
rungs-Reagenz und 3,4 ul TdT zusammen in ein ERG gegeben werden. Der Ansatz
wird vorsichtig durchmischt und kurz abzentrifugiert, bevor pro Probe 19,4 ul des Mar-
kierungs-Mixes zu der fragmentierten DNA dazugegeben werden. Nach kurzem
Durchmischen werden die Proben in die PCR-Maschine gestellt und wie folgt inkubiert:
2 h bei 37°C, 15 min bei 95°C und fir « bei 4°C. Die markierten Proben werden dann
bei -20°C gelagert.

B.4.2.7 Hybridisierung

MATERIAL

o Arrays (Affymetrix)
o Denhardt's Losung 50x

Ficoll Typ 400 (Pharmacia) 59
Polyvinylpyrrolidone PVP-40 (Sigma) 10g
BSA Fraktion V (Sigma) 1049
H2Opidest. 500 ml
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Beim Losen eventuell erwarmen.
Steril filtrieren (0,2 pm)

e DMSO 100% (Sigma)

e EDTAO0,5M (B.2.2)

o ERGs (Eppendorf)

o HyOpigest. (Gibco)

o Hering Sperma DNA 11 mg/ml (Sigma)

e Heizblock: Haep Lobor Consult, HBT 130

¢ Humane Cot-1 DNA 1 mg/ml (Invitrogen)

o Hybridisierungsofen GeneChip® 640 (Affymetrix)
e MES Hydrat (Sigma)

¢ MES Natriumsalz (Sigma)

e Oligonukleotid Kontroll-Reagenz (Affymetrix)

o Sterilfilter Stericup™ 0,45 ym (Millipore)

o Tetrametyl-Ammoniumchlorid (TMACL) 5 M (Sigma)
o Tween®20 3%

Tween®-20 (Sigma) 3ml
H2Obigest. (Gibco) 97 ml
DURCHFUHRUNG

Als Erstes muss eine 12x MES Stockldsung hergestellt werden. Diese kann unter
Lichtschutz im Kihlschrank gelagert werden, bis ein Farbumschlag nach Gelb stattfin-
det. Es werden zusammen gegeben: 70,4 g MES Hydrat, 193,3 g MES Natriumsalz
und 800 ml HyOpigest. Der pH Wert sollte zwischen 6,5 und 6,7 liegen, das Volumen
wird mit H,Opigest. @uf 1000 ml gebracht und die Lésung steril filtriert (0,2 pym Sterilfilter).
Der Hybridisierungs-Mix wird anders als im Protokoll des Herstellers in grofierer Menge
auf Vorrat hergestellt und bei -20°C gelagert. Daflir werden zusammen pipettiert: 96 pl
12x MES Stocklésung, 104 ul DMSO, 104 ul 50x Denhardt’s Losung, 24 ul EDTA, 24 pl
Hering Sperma DNA, 16 pl Oligonukleotid Kontroll-Reagenz, 24 pl Cot-1 DNA, 8 ul 3%
Tween-20 und 1120 pyl TMACL. Der Hybridisierungs-Mix wird sehr gut gemischt und
kurz abzentrifugiert. Fir Proben, die einen DNA-Gehalt von 20 ug besitzen werden nun
laut Hersteller 190 ul des Hybridisierungs-Mixes zu den 70 ul an markierter DNA gege-
ben. Aus diesem Ansatz werden spater allerdings nur 80 pl (~6 ug) fur die Hybridisie-
rung in den Array gegeben. Aus diesem Grund wird nur die Halfte des Ansatzes herge-
stellt (95 pl der Hybridisierungs-Mixes werden zu 35 pl markierter DNA gegeben). Bei

Proben, die nach der PCR geringere DNA Mengen aufweisen, wird so umgerechnet,
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dass eben auch in diesen Fallen 6 pg an DNA hybridisieren kdnnen. Dabei ist naturlich
zu beachten, dass die Zutaten des Hybridisierungs-Mixes am Ende in den richtigen
Konzentrationen im Sondengemisch vorliegen: 0,056 M 12x MES, 5% DMSO, 2,5x
Denhardt’s Losung, 5,77 mM EDTA, 0,115 mg/ml Hering Sperma DNA, 1x Oligonukle-
otid Kontroll-Reagenz, 11,5 ug/ml Cot-1 DNA, 0,0115% Tween-20 und 2,69 M TMACL.
Sind die Sondenlésungen in ERGs hergestellt, werden entsprechend viele Arrays auf
RT temperiert, da sonst die im Array enthaltenen Gummisepten brechen kénnen. Die
Sonden werden bei 95°C im Heizblock fur 10 min denaturiert und sofort fir 10 s auf Eis
gestellt. Dann wird kurz abzentrifugiert und die Sonden bei 48°C fir 2 min inkubiert.
Letztendlich werden 80 yl Sondenmix luftblasenfrei in den Array gegeben. Dabei muss
auf einer Seite eines der Gummisepten mit einer Pipettenspitze eingedriickt werden,
um durch die Beliftung die Eingabe der Sonde am zweiten Gummiseptum zu ermog-
lich (siehe Abb. 8). Die Arrays werden in den Hybridisierungsofen gehangt und bei ei-

ner Rotationsgeschwindigkeit von 60 rpm und 48°C flir 16-18 h inkubiert.

Plastic cartridge

Front

Probe array on

glass substrate

Abbildung 8: Darstellung des GeneChip® Arrays (Affymetrix).
Die Abbildung zeigt die Vorder- sowie die Rlckseite eines GeneChip®—SNP-Arrays. Der
eigentliche Array wird von einer Plastikkasette umgeben und ist auf der Vorderseite
durch einen Glaseinsatz zu erkennen. Durch die Septen auf der Riickseite der Plastikka-
sette wird die Hybridisierungslésung auf den Array gegeben.

B.4.2.8 Waschen und Detektion
Das Waschen des GeneChip® Mapping 10K 2.0 Arrays und die Detektion erfolgen au-

tomatisiert in der Waschstation 450 von Affymetrix. Diese lauft computergesteuert Gber

die so genannte ,GeneChip Operating Software* (GCOS), ebenfalls von Affymetrix.
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MATERIAL

o Biotinylierter Anti-Streptavidin Antikoérper der Ziege 0,5 mg/ml (Vector)
o Denhardt’'s Lésung 50x (B.4.2.7)

e ERGSs braun (Lichtschutz) (Eppendorf)

e HzOpigest. (Gibco)

¢ MES Hydrat (Sigma)

¢ MES Natriumsalz (Sigma)

e NaCl 5M
NaCl (Merck) 2925¢g
H2Obigest. ad 1000 ml

o Streptavidin R-Phycoerythrin SAPE (Molecular Probes)
e SSPE 20x (Cambrex)

o Sterilfilter Stericup™ 0,45 um (Millipore)

o Tischzentrifuge (G. Kisker)

e Tween®20 3%

Tween®-20 (Sigma) 3ml
H2Opigest. (Gibco) 7 ml
e  Tween®20 10%
Tween®-20 (Sigma) 10 ml
H2Opigest. (Gibco) 90 ml
DURCHFUHRUNG

Zunachst werden die beiden Waschldésungen A und B hergestellt. Waschlosung A (6x
SSPE, 0,01% Tween-20) besteht aus 300 ml 20x SSPE, 1 ml 10% Tween-20 und 699
ml H2Oupigest., Waschlésung B (0,6x SSPE, 0,01% Tween-20) aus 30 ml 20x SSPE, 1 ml
10% Tween-20 und 696 ml H;Opiqest- Beide LOsungen werden durch einen 0,2 uym Fil-
ter steril filtriert und bei RT gelagert. Fiir den so genannten ,Array Holding“ Puffer gibt
man 8,3 ml der 12x MES Stocklésung, 18,5 ml 5 M NaCl und 0,1 ml 10% Tween-20 zu
73,1 ml HxOpigest.. Nach der Hybridisierung der Arrays wird die Sondenldésung mit einer
Pipette wieder entnommen und 80 pl des ,Array Holding“ Puffers werden in die Arrays
gegeben. Nun werden die Antikdrperldsungen vorbereitet. Als erstes wird hier der Far-
be-Puffer aus 666,7 pl HyOpigest, 300 pl 20x SSPE, 3,3 pl 3% Tween-20 und 20 pl 50x
Dendardt’'s Ldsung hergestellt. Nun werden 5 pyl SAPE und 5 pl biotinyliertes-
Antistreptavidin in zwei getrennten braune ERGs zu je 495 ul Farbe-Puffer gegeben
gut gemischt und abzentrifugiert. In ein drittes ERG werden 800 pl ,Array Holding® Puf-
fer pipettiert. Jedes Modul der FS450 Waschstation (insgesamt vier) verflgt Gber drei
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Halterungen fur die Detektionslosungen. Die SAPE-Antikérperlésung wird an Position
1, die biotinylierte Antistreptavidinlosung an Position 2 und der ,Array Holding“ Puffer
an Position 3 eingehangt. Jetzt werden auch die Arrays in die Waschstation eingesetzt
und die Waschldsungen an die entsprechenden Schlduche angeschlossen. Als erster
Programmeschritt erfolgt das so genannte ,Primen®, bei dem die einzelnen Kanéle der
Waschstation mit den entsprechenden Puffern luftblasenfrei gefiillt werden. Danach

wird das eigentliche Wasch- und Detektionsprotokoll gestartet:

1. Waschschritt #1: Sechs Zyklen mit funf Schwenkungen / Zyklus mit Waschl6-
sung A bei 25°C

2. Waschschritt #2: Sechs Zyklen mit finf Schwenkungen / Zyklus mit Waschl6-
sung B bei 45°C

3. Erste Farbung mit SAPE-LOsung fur 10 min bei 25°C

4. Waschschritt #3: Sechs Zyklen mit finf Schwenkungen / Zyklus mit Waschlo-
sung A bei 25°C

5. Zweite Farbung mit Biotinylierter-Antistreptavidin Losung fur 10 min bei 25°C
Dritte Farbung mit SAPE-L6sung fur 10 min bei 25°C

7. Waschschritt #4: Zehn Zyklen mit sechs Schwenkungen / Zyklus mit Waschl6-
sung A bei 30°C

8. Fdillen des Arrays mit ,Arrays Holding“ Puffer

Wenn das Programm fertig ist, werden die Arrays aus der Waschstation entnommen
und ein Reinigungsprogramm mit H,Opiqest. Wird gestartet. Die Arrays mussen unbedingt
auf Luftblasen untersucht werden, da diese den anschlieRenden Scan-Vorgang erheb-
lich behindern kénnen. Sind Luftblasen vorhanden, so muss der ,Array Holding“ Puffer

mit einer Pipette entnommen und wieder luftblasenfrei nach pipettiert werden.

B.4.2.9 Scannen und Analyse

Das Scannen der Arrays erfolgt mit dem GeneChip Scanner 3000 der Firma Affymetrix,
welcher ebenfalls iber GCOS gesteuert wird. Der Laser bendtigt eine Aufwarmzeit von
mindestens 10 min. Bevor die Arrays in den Scanner eingesetzt werden, missen die
zwei Gummisepten abgeklebt werden um sicher zu gehen, dass kein Flissigkeitsver-
lust im Scanner auftritt. Wird der Scanvorgang gestartet, so werden die eingestellten
Arrays automatisch der Reihe nach gescannt und so genannte ,.cel Files* in GCOS
gespeichert. Die Analyse der Scannerdaten erfolgt auf 2 Ebenen: Mit GCOS erfolgt das

Waschen und Scannen der Arrays, sowie die automatische Erstellung der bereits er-
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wahnten ,.cel Files®. In der GeneChip DNA Analysis Software (GDAS) werden die Da-
ten analysiert, eine Ergebnisdatei erstellt und dann in andere Auswertesoftwares ex-
portiert. Um die vom Scanner erstellten Dateien am eigenen PC mit GCOS/GDAS ana-
lysieren zu kénnen, bendtigt man das so genannte ,Data Transfer Tool“. Dieses expor-
tiert Daten aus GCOS heraus und importiert sie als so genannte CAB-Dateien in
GDAS. Des Weiteren missen die so genannten ,GeneChip Mapping 10k Library Files"
in GDAS importiert werden. Bei der Analyse der Daten in GDAS wird ein Report er-
stellt, in welchem der Prozentsatz der auf dem Array detektierten SNPs (,Call Rate"),
der Prozentsatz der durch die Qualitatskontrolle passierten SNPs (,Signal Detection
Rate®) und die Prozentsatze der SNPs fiir die jeweiligen Genotypen (AA, AB oder BB)
dargestellt sind. Die Auswertung der Kopienzahlveranderungen erfolgt mit Hilfe der
-,DNA-Chip-Analyzer“ Software (dChip; Li und Wong, 2001; Lin et al., 2004).

B.4.2.10 Qualitatskontrolle der Hybridisierung

Um festzustellen, ob ein Experiment funktioniert hat, kann eine Reihe an Parametern
Uberprift werden, welche mit dem experimentellen Vorgang und der Hybridisierung
assoziiert ist. Wie weiter oben beschrieben wird in jeden Hybridisierungs-Mix das Oli-
gonukleotid Kontroll-Reagenz gegeben. Der darin enthaltene B2 Oligo hybridisiert auf
dem Array an bestimmten Stellen und generiert so ein Kontrollmuster (am Rand des
Arrays, in den Ecken und als Schriftzug; siehe Abb. 9), welches als positive Hybridisie-
rungskontrolle dient. Des Weiteren wird dieses Muster von der Software benutzt, um
ein Gitter Uber das Bild zu legen und so die Positionen der einzelnen SNPs mit der
Kartierungsinformation zu verbinden.

Die ,Call Rate®, welche nach der Analyse der Daten in GDAS im automatisch generier-
ten Report angezeigt wird, ist ein weiterer Indikator fir ein gut oder nicht gelungenes
Experiment. Liegt sie Uber 92%, so haben alle Teilschritte des experimentellen Ansat-
zes gut funktioniert. Proben, die eine ,Call Rate* unter 85% zeigen, sollten mit Vorsicht

oder gar nicht ausgewertet werden.
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Abbildung 9: Kontrollelemente zum Uberpriifen der Hybridisierungsqualitat (Affy-
metrix).
Die Abbildung zeigt die Hybridisierung des im Oligonukleotid Kontrollreagenz enthalte-
nen B2 Oligos an definierte Strukturen des GeneChip® Arrays. Dadurch ergibt sich zum
Einen das im oberen Bildteil dargestellte Rautenmuster, zum Anderen an verschiedener
Stelle der Schriftzug ,GeneChip HuMap Xba142“. Die erfolgreiche Hybridisierung des B2
Oligos dient als Hybridisierungskontrolle.
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B.5 FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung)

Durch die in situ Hybridisierung (ISH) ist es moglich, Nukleinsauresequenzen direkt am
biologischen Praparat, also in situ, nachzuweisen. Im Gegensatz zu den filterbasieren-
den Hybridisierungen missen die Nukleinsauren nicht erst extrahiert werden, sondern
kénnen direkt am Praparat untersucht werden. Der grof3e Vorteil besteht darin, dass
dadurch zytogenetische Analysen in Einzelzellen moglich sind. Bei einer ISH wird mit
Gewebeschnitten, Zellausstrichen oder Zellkulturen gearbeitet, die nach entsprechen-
der Vorbehandlung auf OT fixiert werden. Die Nukleinsduren werden dann durch Hit-
zebehandlung denaturiert und mit einem Sondenmix fur die entsprechenden Gewebe-
schnitte hybridisiert. Bei der Entwicklung der ISH 1969 durch Gall/Pardue und John et
al. wurden die Sonden noch radioaktiv markiert, um die gewlinschten Nukleinsaureab-
schnitte sichtbar zu machen. Heute wird Gberwiegend mit nicht radioaktiv-, sondern mit
fluoreszenzmarkierten Sonden gearbeitet (Fluoreszenz in situ Hybridisierung; FISH).
Dabei sind auch indirekte Markierungen mit Biotin und Digoxigenin moglich. Diese
Haptene werden in die DNA eingebracht, indem sie an ein Nukleotid gekoppelt werden,
welches in die Nukleinsduremolekiile eingebaut wird. Der visuelle Nachweis erfolgt
dann mittels gegen Biotin und Digoxigenin gerichteten Antikdrpern, die mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff gekoppelt sind. Im Rahmen dieser Arbeit wird die FISH hauptsachlich
zur Validierung amplifizierter chromosomaler Bereiche mit Hilfe von BAC-Sonden (Bac-

terial Artificial Chromosomes) eingesetzt.

B.5.1 Bacterial Artificial Chromosomes (BACs)

Der Begriff ,BAC* steht flir ein kinstlich erzeugtes Bakterienchromosom, das auf den
strukturellen Bestandteilen eines F-Plasmids aus E. coli basiert. Ein solcher Klonie-
rungsvektor kann Fremd-DNA bis zu einer Grélke von 300 kb enthalten. Ein BAC-
Vektor (pBAC) enthalt die regulatorischen Gene oriS und repE, welche der unidirektio-
nalen Replikation dienen, sowie parA und parB, die die Kopienzahl pro Bakterienzelle
auf eine oder zwei beschranken (low copy plasmid). Des Weiteren beinhaltet der BAC-
Vektor einen Antibiotika-Resistenzmarker und ein Klonierungssegment, in welches die
jeweilige Fremd-DNA eingefligt werden kann (Shizuya et al., 1992).

Durch Transformation eines solchen Vektors in Bakterienzellen und deren Kultivierung
kann eine groRere Menge der inserierten Fremd-DNA gewonnen werden. Die Auswahl
von geeigneten BAC-Klonen fiir bestimmte Chromosomenbereiche kann unter

www.ensembl.org erfolgen. In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit BACs aus der
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humanen 1 Mb Sanger Bibliothek (The Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton,
Cambridge, UK) und der humanen 32 k Re-Array Bibliothek (BAPAC Resources Cen-
ter, Children’s Hospital Oakland Research Institute, Oakland, USA) gearbeitet, um
chromosomale Veranderungen zu verifizieren. Die verwendeten Klonierungsvektoren
der in diesen BAC-Bibliotheken enthaltenen BACs kénnen Tabelle 2 entnommen wer-

den.

Tabelle 2: Verwendete BAC-Bibliotheken und ihre Vektoren.

BAC-Bibliotheken Vektor
RP1,3,4,5 pCYPAC2
RP6 pPAC4
RP11, 13 pBACe3.6
CTA, pBAC108L
CTB,C,D pBeloBAC11
LL22NCO01, 03 Lawrence 16

B.5.1.1 Anzucht der BACs

MATERIAL

e BAC-Klone in Glycerinkultur (Human 1Mb-Sanger BAC Library oder Human 32k-
BAC Library)

e Chloramphenicol 2 mg (Sigma)
Losen in 2 ml Ethanol = Stammlésung 10 mg/ml

e Duran® Erlenmeyerkolben mit Kappe (Schott)

o Gewindepraparatglas (35 x12 mm) mit Aluschraubkappe (Schiitt)
e Glycerin steril (Sigma)

o Impfosen steril (Neolab)

¢ Kanamycin 50 mg (Sigma)

e Ld&sen in 2 ml Ethanol = Stammldsung 25 mg/ml

e LB-FlUssigmedium
LB Broth (USB) 209
ad 1 | mit Hzobidest,
autoklavieren

e LB-Agar
LB Broth (USB) 209
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ad 1 | mit Hzobidest.
Agar solidifying agent (Difco) 15¢
autoklavieren

e Petrischalen (Greiner Bio One)

e Schiittler (Innova™ 2000 Platform Shaker, New Brunswick Scientific GmbH)
in einem 37°C Brutschrank (Memmert)

e Zentrifugenréhrchen 30 ml

DURCHFUHRUNG

Die Anzucht der transgenen Bakterien erfolgt in 35 ml LB-Medium mit Chloramphenicol
(12,5 pg/ml oder 20 ug/ml) oder Kanamycin (25 pg/ml). Daflir werden flr die verschie-
denen Konzentrationen 43,75 pl (12,5 pg/ml), 70 pl (20 pg/ml) oder 35 pl (25 pg/ml) der
entsprechenden Antibiotikum-Stocklésung zu den 35 ml LB-Medium (oder 35 ml LB-
Agar) gegeben. Das Animpfen der Kulturen erfolgt mit Hilfe einer Impfése, die zunachst
in die Glycerinkultur und dann in das entsprechende Medium getaucht wird. Damit ein
standiges Auftauen der BAC-Bibliotheken verhindert wird, werden die bendtigten BACs
parallel auf Agarplatten ausgestrichen. Die Agarplatten werden mit 35 ml LB-Agar pro
Petrischale und den weiter oben beschriebenen Antibiotikakonzentrationen hergestellt.
Falls die Anzucht wiederholt werden muss, kann somit auf die Kolonien der Agarplatte
zurtckgegriffen werden. Nach 16 h Inkubationszeit bei 37°C werden die Kulturen in
Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt; die Bakterien haben sich ausreichend vermehrt, wenn
das LB-Medium getribt ist. Dann folgt eine 30-minutige Zentrifugation bei 13.000 x g
und 4°C, der Uberstand wird verworfen und das Pellet bis zur weiteren Aufarbeitung

bei -20°C eingefroren. Die Agarplatten werden bei 4°C gelagert.

B.5.1.2 lIsolation der Plasmid-DNA

Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgt durch alkalische Lyse der Zellen nach einem

abgewandelten Protokoll von Birmboim/Dolby, 1979.
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MATERIAL

e Chloroform/Isoamylalkohol Gemisch (24:1)
Chloroform (Merck) 96 ml
Isoamylalkohol (Merck) 4 mi

¢ Ethanol absolut p.a. (Merck)

e  Glucose-Puffer

Glucose 50 mM (Sigma) 6g
EDTA 10 mM (Merck) 3,739
Tris 25mM (Merck) 3,03 ¢

ad 1 | mit HoOpigest.

e Heizblock

e Lysozym-L6sung 5 mg/ml (Sigma) 100 pl
o NaOH-SDS-Ldsung
NaOH 1 M (Merck) 200 pl
Natriumdodecylsulfat 25% (SDS; Merck) 40 pl
ad 1 ml mit Hzobidest.
eiskalt

¢ Natriumacetat 3 M pHH 4,8 (B.2.7)
¢ Nylonfilter 40 ym (BD Biosiences)
e Phase Lock Gel Heavy 2 ml (Eppendorf)

¢ Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol 25:24:1 Gesattigt mit 10 mM Tris, pH 8.0,
1 mM EDTA (Sigma)

¢ Ribonuklease A-Losung 10 mg/ml (Roche)

e Tris-EDTA-Puffer
Tris 10 mM (Merck) 129
EDTA 1 mM (Merck) 0,37 g
ad 1 | mit H2Opigest, PH 7,5
autoklavieren

e Tris-EDTA-Saline-Puffer (TES-Puffer)

Tris 10 mM (Merck) 1,219
NaCl 10 mM (Merck) 0,58 ¢
EDTA 1 mM (Merck) 0,37 g

ad 1 | mit, pH 7,6 mit HCI 1N (Merck) einstellen
autoklavieren

o 25% Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)
SDS (Merck) 250 g
in ca. 600 ml HyOpigest. bei 60-100°C I6sen
abkihlen lassen, ad 1 | mit HoOpigest.

o Zentrifuge (Biofuge fresco, Heraeus Instruments)
e Zentrifuge (Beckmann, Model J2-21)
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DURCHFUHRUNG

Zunachst wird das Zellpellet in 5 ml TES-Puffer gewaschen und fiir 30 min bei 6.000 x
g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen werden in 2 ml
Glucose-Puffer und 2 ml Lysozym-Lésung suspendiert. Nach 5-mindtiger Inkubation
bei RT erfolgt die Zugabe von 4 ml eiskalter NaOH/SDS-L6sung (Lysepuffer). Nach
Durchmischung werden sofort 3 ml eiskalte Natriumacetat-Lésung dazugegeben. Nach
erneutem Mischen folgt eine 15-min(tige Inkubation auf Eis. Danach werden Proteine
und die chromosomale DNA abzentrifugiert (15 min bei 6.000 x g, 4°C). Der Uberstand
wird durch Nylonfilter (4 um) in ein neues Gefal Uberfuhrt, mit dem doppelten Volumen
Ethanol versetzt und fir 10-15 min auf Eis inkubiert. Darauf folgt eine 30-min(tige
Zentrifugation bei 4°C und 16.000 x g. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet
getrocknet. Die Losung des Pellets erfolgt in 1 ml TE-Pffer tGber Nacht bei 4°C im Kahl-
schrank. Am nachsten Tag erfolgt der RNAse Verdau. Zunachst wird jede Probe in
zwei ERGs a 500 ul Uberfihrt und 5 pyl RNase A-Lsg. dazugegeben. Die Ldsungen
werden gut durchmischt und fiir 1 h bei 37°C im Heizblock inkubiert. Wahrenddessen
werden die Phase Lock Gel Gefalke fir 5 min bei 12.000 x g abzentrifugiert. Die Pro-
ben werden in die Phase Lock Gel GefalRe Uberfihrt und mit demselben Volumen an
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch versetzt, kraftig gemischt und fiir 5 min bei
RT zentrifugiert (12.000 x g). Der letzte Schritt wird wiederholt und die obere, wassrige
Phase wird vorsichtig abgenommen und in ein neues Phase Lock Gel Gefal tberfuhrt.
Nun wird mit 500 pl Chlorophorm/Isoamylalkohol ausgeschittelt, um eventuelle Phe-
nolreste aus der wassrigen Phase zu entfernen. Nach 5-minltiger Zentrifugation bei
4°C und 12.000 x g werden die Proben in ERGs Uberfiihrt. Die Fallung der Plasmid-
DNA erfolgt durch die Zugabe von 2 Volumen eikaltem Ethanol und 30-minutiger Inku-
bation bei -80°C. Der Uberstand wird verworfen und das DNA-Pellet mit 1 ml 70%igem
Ethanol (-20°C) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (12.000 x g flr 15 min, 4°C)
wird die DNA getrocknet, in 100 pl H2Opigest. aufgenommen und bei 4°C Uber Nacht ge-

|6st.

B.5.1.3 Aufreinigung der Plasmid-DNA

MATERIAL

e DNA Clean & Concentrator™-25 Aufreinigungs Kit (Zymo Research)
DNA Bindungspuffer
DNA Waschpuffer
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Zymo-Spin II™ Saulchen
Auffanggefalie

e Ethanol p.a. (Merck)
o Zentrifuge 5425 D (Eppendorf)

DURCHFUHRUNG

Die isolierte Plasmid-DNA wird mit Hilfe des DNA Clean & Concentrator™-25 Aufreini-
gungs Kits aufgereinigt und konzentriert. Zunachst werden die mitgelieferten 24 ml
Waschpuffer mit 96 ml an 100%igem Ethanol versetzt um den gebrauchsfertigen
Waschpuffer zu erhalten. Die Plasmidlésung wird mit dem zweifachen Volumen DNA
Bindungspuffer gemischt und auf die Sdulchen Gberfuhrt. Es wird fur 30 s bei 16.000 x
g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Es folgen zwei Waschschritte mit jeweils
200 ul Waschpuffer mit jeweiliger Zentrifugation. Zuletzt werden 35 pl HyOpigestauf die
Saulchen pipettiert und fir 5-10 min bei RT inkubiert. Die Elution erfolgt durch 30-
seklindige Zentrifugation bei 16.000 x g.

B.5.1.4 Konzentrationsbestimmung der BACs

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten doppelstrangigen Plasmid-DNA erfolgt im

NanoDrop Spektrophotometer wie unter B.3.1.1.4 beschrieben.

B.5.1.5 Markierung der BACs durch Nick-Translation

Nach der Konzentrationsbestimmung werden die isolierten BACs durch Nick-
Translation (siehe B.3.1.3.1) mit Digoxigenin-11-dUTP oder Biotin-11-dUTP markiert.

B.5.1.6 Fallung und Denaturierung der BAC Sonde

MATERIAL

o Glykogen 20 mg/ml (Roche)

e Heizblock: Haep Lobor Consult, HBT 130

e Heizblock/Schuttler: Thermomixer Compact (Eppendorf)
o Hering Sperma DNA 11 mg/ml (Sigma)

¢ Humane Cot-1 DNA 1 mg/ml (Invitrogen)

®  HzOpidest
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e Hybridisierungsmix: Mastermix 1.0 (MM 1.0)

Formamid deionisiert (Sigma) 5 ml
Dextransulfat (Serva) 19
20x SSCpH 7,0 1 ml

mischen, einige Stunden auf 70°C erwarmen, um das Dextransulfat zu I6sen
pH 7,0 einstellen, ad 7 ml mit HoOpjgest, ak

o Kuhizentrifuge Biofuge fresco (Heraeus)
e Markierte BAC-Sonden

e 20xSSC (B.2.12)

o Wasserbad 37°C (Memmert)

DURCHFUHRUNG

Zunachst werden pro BAC-Sonde 800 ng der markierten Plasmid-DNA in ein 1,5 ml
ERG uberfluhrt und mit 15 pl humaner Cot-1 DNA und 2 pl Heringsperma DNA ge-
mischt. Nachdem mit H,Opigest. @uf 100 ul aufgeflllt wurde, werden 2 pl Glykogen (2%)
und 250 pl 100% Ethanol (2,5 x Vol, -20°C) dazugegeben. Verwendet man in einem
Ansatz zwei verschieden markierte Sonden, so werden in die oben beschriebene Fal-
lung einfach 800 ng DNA pro Sonde eingesetzt und die Menge an H;Oyigest. angepasst.
Die Fallung erfolgt wahlweise Uber Nacht bei —20°C oder fir 30 min bei —80°C. Es folgt
ein Zentrifugationsschritt bei 12.500 x g fir 30 min bei 4°C, der Uberstand wird verwor-
fen. Nach Trocknen des DNA-Pellets wird es in 7 pl MM 1.0 und 3 pl HxOpigest. aufge-
nommen und gelést (mindestens 30 min bei 37°C im Schittler). Die Denaturierung
erfolgt fur 7 min bei 76°C im Heizblock. Danach werden die Proben kurz abzentrifugiert

und fur 45 min bei 37°C ohne Schitteln bis zur Hybridisierung vorinkubiert.

B.5.2 Objekttrager fiir die FISH

Die markierten BAC-Sonden sollen auf Gewebeschnitte der HNO-Tumoren hybridisiert
werden, um DNA-Zugewinne in bestimmten chromosomalen Regionen nachzuweisen.
Davor mussen die markierten Sonden zunachst auf ihre Spezifitat getestet werden.
Dafiir werden die Sonden auf normale Metaphasen eines gesunden Spenders hybridi-
siert und die Bindungsstellen auf den Chromosomen im Karyogramm uberpruft. So
lassen sich Fehlkartierungen und Kreuzhybridisierungen mit anderen Chromsomen

ausschlieRen.
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B.5.2.1 Metaphasepraparate fiir Testhybridisierungen

B.5.2.1.1 Herstellung der Metaphasepréaparate

Siehe Abschnitt B.3.2.1.

B.5.2.1.2 Denaturierung der Metaphasepraparate

Siehe B.3.2.2.

B.5.2.2 Gewebeschnitte

Die Gewebeschnitte aus formalinfixiertem Paraffingewebe von Kopf-Hals-Tumoren

wurden vom Pathologischen Institut der Universitat Freiburg zur Verfligung gestellt.

Bevor solche Schnitte fiir eine FISH verwendbar sind, werden sie zunachst der Entpa-

raffinierung und einem Pronase E Verdau unterzogen, wodurch die Zellen fir die Son-

de zuganglich gemacht werden.

B.5.2.2.1 Entparaffinierung und Hitzebehandlung der Gewebeschnitte

MATERIAL

e Citratpuffer 10 mM

Stammldsung A: Citronensaure 0,1 M (Merck) 19,29
ad 1 mit Hzobidest_
Stammldsung B: Natriumcitratdihydrat 0,1 M (Sigma) 29,49

ad 1| mit Hzobidest

Stammldésung A 18 ml
Stammlésung B 82 ml
ad 500 ml mit Hzobidest.

pH 6,0 mit 1 N NaOH einstellen

e Ethanol absolut p.a. (Merck)
e Ethanol 70% (B.2.3)

e Ethanol 90% (B.2.4)

e Isopropanol (Merck)

e OT mit Gewebeschnitten

e PBS 1x(B.2.9)

o Xylol (Merck)
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DURCHFUHRUNG

Zunachst werden alle notwendigen Losungen hergestellt und der Citratpuffer wird in
ein groles Becherglas gegeben, in das spater eine spezielle Apparatur mit den OT
gestellt wird. Es sollte bereits im Vorfeld Gberprift werden, bei welcher Mikrowellenein-
stellung der Citratpuffer leicht kdchelt, um ein spateres Abschwimmen der Gewebe-
schnitte durch zu starke Blasenbildung beim Erhitzen zu verhindern. Als erstes werden
die Gewebeschnitte wie unter B.3.1.1.1 beschrieben entparaffiniert. Nachdem die OT
kurz in 1x PBS gewaschen wurden, werden die Schnitte fur 15 min in Citratpuffer ge-
kocht. Dies dient dem Durchldssigwerden der Zellen, damit die Sonden bei der Hybri-
disierung an die DNA binden kénnen. Danach erfolgt wieder ein Waschschritt in 1x
PBS, wonach die OT entweder getrocknet und bei —20°C eingefroren, oder mit Prona-

se E verdaut werden.

B.5.2.2.2 Pronase E Verdau

MATERIAL

e Glycin-Loésung, RT
Glycin (Sigma) 200 mg
1 x PBS (siehe B.2.3.2.1) 100 mi

o Mikroskop (Zeiss Axioplan)

e Paraformaldehyd/Sorensenpuffer 1:9
Paraformaldehyd 37% (Merck) 10 ml
Soérensenpuffer 80 ml

e 1xPBS (B.2.9) 3 Kivetten

e Pronase E-Lésung 37°C

Pronase (Merck) 50 mg
1 x PBS (siehe B.2.3.2.1) 100 mi
e Sodrensenpuffer

Stammldsung A: KHPO (Merck) 9,08 g
ad 1| mit Hzobidest.

Stammlésung B: NaHPO (Merck) 11,88 g
ad 1| mit Hzobidest.

Stammldésung A 28,8 ml

Stammlésung B 61,2 ml

e Wasserbad, 37°C (Memmert)
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DURCHFUHRUNG

Bevor die OT fir 3 min in Pronase E verdaut werden, muss diese in einem Wasserbad
auf 37°C erwarmt werden. Die OT werden in 1x PBS gestellt, und es wird dann unter
dem Mikroskop der Zustand der Schnitte beurteilt und gegebenenfalls Uber einen lan-
geren Pronase E-Verdau entschieden. Um den Verdau zu stoppen, werden die Gewe-
be fr 5 min in Glycin gestellt und kurz in 1x PBS gespililt. Zur Fixierung folgen 5 min im
Paraformaldeyd/Sdrensenpuffer-Gemisch. Nach dem abschliellenden Waschschritt in
1x PBS (5 min) werden die OT entweder an der Luft oder mit Stickstoff getrocknet. Die

Gewebeschnitte werden nun bei -20°C gelagert.

B.5.2.2.3 Denaturierung der Gewebeschnitte

MATERIAL

Siehe Abschnitt B.3.2.2.

DURCHFUHRUNG

Die Denaturierung der Gewebeschnitte erfolgt wie die Denaturierung der Metaphase-

praparate, nur dass die Denaturierungszeit hier 12 min betragt.

B.5.3 Hybridisierung

Bei der Hybridisierung werden die markierten, denaturierten Sonden auf die ebenfalls
denaturierten Metaphasenpraparate oder Gewebeschnitte gebracht, so dass sich die

Sonden an ihre homologen Abschnitte im Genom anlagern konnen.

B.5.3.1 Testhybridisierung

MATERIAL

e Deckglaser 18 x 18 mm oder kleine runde @ 1 cm (Superior)
o Denaturierte Metaphasenpraparate

o Denaturierte, vorinkubierte BAC-Sonde(n)

o Feuchte Kammer (37°C)
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o Fixogum (Marabu)
o Wasserbad (GFL)

DURCHFUHRUNG

Die Metaphasepraparate werden wie unter B.3.3 beschrieben hybridisiert. Je nach
DeckglasgroRe werden 10 pl (18 x 18 mm) oder 2,5 pl (kleine runde Deckglafichen @ 1
cm) an denaturiertem Sondengemisch aufgetragen. Die Deckglaser werden luftblasen-
frei aufgelegt und mit Fixogum versiegelt. Die Hybridisierung erfolgt flir mindestens 48

h bei 37°C in der feuchten Kammer.

B.5.3.1.1.1 Waschen und Detektion der Testhybridisierung

MATERIAL

Bis auf die Antikdrper sind alle verwendeten Materialien unter B.3.4 beschrieben.

¢ Anti-Digoxigenin-Cy3 1,7 mg/ml (Jackson ImmunoResearch)
o Biotinyliertes-anti-Streptavidin 0,5 mg/ml (Vector)

e Streptavidin-DTAF1,54 mg/ml (Jackson ImmunoResearch)

e Maus-anti-Ratte-Cy3 1,4 mg/ml (Jackson ImmunoResearch)

¢ Ratte-anti-Maus-Cy3 0,9 mg/ml(Jackson ImmunoResearch)

DURCHFUHRUNG

Die OT werden nach Ablésen der Deckglaser in 2x SSC fur 3 x 15 min in 50% Forma-
mid gewaschen. Dann werden sie kurz in 2x SSC, gespult um Formamidreste in den
folgenden Kulvetten zu vermeiden. Es folgen dann 15 min in 2x SSC und 15 min in PN-
Puffer. Zuletzt werden die OT fir 15 min in PN-Puffer bei RT gestellt. Wahrend der
Waschschritte werden die Antikorperlésungen verdinnt (Tab. 3) und dann in einem
Verhaltnis 1:1 gemischt, um die gebrauchsfertigen Antikérpergemische herzustellen.

Des Weiteren wird eine feuchte Kammer bei 37°C vorbereitet.
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Tabelle 3. Antikorper fiir die BAC-FISH

Antikérper Antikoérperlésung PNM

[ui] [ui]
Anti-Digoxigenin-Cy3 4 496
Streptavidin-DTAF 10 240
Ratte-anti-Maus-Cy3 10 240
Biotinyliertes-anti-Streptavidin 10 240
Maus-anti-Ratte-Cy3 10 240
Antikorperschicht Verdiinnte Antikorperlésungen 1:1
Schicht 1 Anti-Digoxigenin-Cy3 + Streptavidin-DTAF
Schicht 2 Ratte-anti-Maus-Cy3 + Biotinyliertes-anti-Streptavidin
Schicht 3 Maus-anti-Ratte-Cy3 + Streptavidin-DTAF

Die Detektion der BAC-FISH beinhaltet mehrere Schritte mit verschiedenen Antikor-
pern, um die Signale zu verstarken. So werden nach dem Blocken mit PNM zunachst
100 pl der unter Schicht 1 (siehe Tab. 3) beschriebenen Antikorperlésung auf die OT
aufgetragen und bei 37°C fir 20 min in einer feuchten Kammer unter Lichtschutz inku-
biert. Danach folgen 2 Waschschritte in PN-Puffer von jeweils 5 min, um Uberschiissige
Antikoérper zu entfernen, bevor die nachste Schicht aufgetragen wird. Nachdem die
Antikorper der letzten Schicht abgewaschen sind, werden die OT 3 x kurz in HzOpigest.
gespluilt, an der Luft getrocknet und mit DAPI/Vectashield eingedeckt. Die OT sind nun

bereit fir die Auswertung am Mikroskop.

B.5.3.2 Hybridisierung auf Gewebeschnitte

Die Hybridisierung der Gewebeschnitte erfolgt wie unter B.3.3 beschrieben.

B.5.3.2.1 Waschen und Detektion der Gewebeschnitte

MATERIAL

Siehe B.3.4.
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DURCHFUHRUNG

Das Waschen und die Detektion der Gewebeschnitte erfolgt weitgehend wie unter
B.3.4 beschrieben. Allerdings wird bei der Detektion von hybridisierten Gewebeschnit-
ten nach jeder Antikdrperschicht und dem anschliel’enden waschen in PN Puffer fir 10
min mit PNM geblockt, um die Hintergrundfluoreszenz zu minimieren. Des Weiteren
werden funf und nicht drei Antikérperschichten aufgetragen, wobei die Antikorper-

schichten 4 und 5 der in Tab. 3 beschriebenen Schichten 2 und 3 entsprechen.

B.5.4 Auswertung der FISH

B.5.4.1 Auswertung der Testhybridisierung

Die Auswertung der Testhybridisierung erfolgt an einem Fluoreszenzmikroskop mit
CCD-Kamera (Zeiss). Pro Hybridisierung werden einige Bilder (Metaphasen und noch
intakte Zellkerne) aufgenommen und mit einer geeigneten Software (lIsis, Metasys-
tems) analysiert. Es werden Karyogramme gelegt und die Lokalisation der hybridisier-
ten BACs uberprift (Abb. 10). Im Falle von intra- oder interchromosomalen Kreuz-
hybridisierungen kénnen die jeweiligen BACs nicht fir eine Gewebe-FISH eingesetzt

werden.
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Abbildung 10: Testhybridisierung von Digoxigenin-markierten BAC Sonden.
(A) Kreuzhybridisierung der Digoxigenin-markierten BAC-Sonde fiir Chromosom 18p,
dargestellt im Interphase-Kern und im Karyogramm. Neben der spezifischen Hybridisie-
rung auf 18p bindet die Sonde zusatzlich auf den Chromosomen 1q, 6q, 9p und 10q
(Fluoreszenzsignale in den Karyogrammen sind durch weile Pfeile markiert). (B) Spezi-
fische Hybridisierung der Digoxigenin-markierten BAC-Sonde fiir Chromosom 16q.

B.5.4.2 Auswertung der Gewebeschnitte

Die Auswertung der Gewebe-FISH erfolgt an einem Epifluoreszenzmikroskop mit Apo-
tome®-Einrichtung (Zeiss). Das beim Apotome verwendete Bildgebungsverfahren wird
als ,Gitterprojektion* oder ,strukturierte Beleuchtung“ bezeichnet. Dabei wird eine Git-
terstruktur mit definierter Gitterkonstante in die Fokusebene des zu untersuchenden
Objektes projiziert und in drei definierten Schritten lateral in der Probe bewegt. Eine
CCD-Kamera nimmt an jeder Position des Gitters ein Bild auf, wobei die Bildanteile
oberhalb und unterhalb der Fokusebene jeweils herausgerechnet werden, so dass nur
Objekte im Fokus sichtbar sind. Diese Bilder werden dann zu einem Ergebnisbild ver-

rechnet, welches einen optischen Schnitt durch das Praparat darstellt (Bildstapel). Sol-
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che Bilder weisen ein verbessertes Verhaltnis von Signal zu Hintergrund, sowie eine
um den Faktor 2 verbesserte Auflésung in axialer (Z-) Richtung auf. Mit der geeigneten
Software (Axiovision, Zeiss) werden mindestens zehn Bildstapel pro Sonde in allen
Farbkanalen (DAPI, Cy3, FITC) aufgenommen. Dadurch wird sichergestellt, dass ge-
nugend Zellen fur die Auswertung zur Verfigung stehen. Durch Auszahlen der Signale
pro Zelle wird die Kopienzahl des DNA-Abschnittes bestimmt, an den die BAC-Sonde
bindet. Um ein reprasentatives Ergebnis zu erzielen, werden pro Hybridisierung ca.
100 Zellen ausgezahilt.
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B.6 Quantitative Echtzeit-PCR (QRT-PCR) zur Bestimmung der

MRNA-Expression

Die quantitative Echtzeit- oder ,Real Time“-PCR (QRT-PCR) amplifiziert nach dem
bekannten Prinzip der PCR (B.3.1.1.5) Nukleinsauren, bietet aber zusatzlich die Mog-
lichkeit einer Quantifizierung des Ausgangsproduktes. Diese Quantifizierung wird durch
Mengen-Messungen entweder am Ende oder wahrend eines PCR-Zykluses erreicht.
Méchte man die Expression eines Gens auf mRNA-Ebene untersuchen, so muss die
mMRNA zunachst durch Reverse Transkription (RT-PCR) in cDNA (complementary
DNA), welche in der nachfolgenden QRT-PCR als Ausgangsprodukt (,Template®) ein-
gesetzt wird, umgeschrieben werden. Die Quantifizierung des Amplifikats in der QRT-
PCR kann durch verschiedene Ansatze wie z.B. dem Einsatz von interkalierenden
Farbstoffen oder FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)-Sonden indirekt
Uber eine Fluoreszenzmessung erfolgen. In dieser Arbeit werden zur Quantifizierung
kommerzielle Tagman®-Sonden (Applied Biosystems) verwendet, deren Wirkungswei-
se auf dem FRET-Prinzip beruht. FRET ist ein physikalischer Prozess, bei welchem ein
Donor-Fluorochrom (Reporter) einen Teil seiner Energie an ein Akzeptor-Fluorochrom
(Quencher) abgibt (Forster, 1948; Clegg, 1992). Befinden sich Donor- und Akzeptor-
Fluorochrom wie bei der verwendeten Sonde in rdumlicher Nahe, so wird die vom Re-
porter emittierte Fluoreszenz vom Quencher aufgenommen und damit von der Mes-
sung abgeschirmt. In der Elongationsphase der PCR werden die Primer von einer Po-
lymerase mit Exo-Nuklease-Aktivitat verlangert. Erreicht diese eine gebundene Sonde
erfolgt deren Abbau, wobei die gebundenen Reporter- und Quenchermolekiile frei wer-
den und sich voneinander entfernen. Da die Intensitat des Energietransfers unter an-
derem vom Abstand zwischen Reporter und Quencher abhangt; kann der Quencher
mit groBer werdender Entfernung nicht mehr die gesamte Energie absorbieren und
messbares Fluoreszenzlicht wird vom Reporter emittiert. Dadurch erhéht sich mit je-
dem Zyklus die Gesamt-Fluoreszenz und mit Hilfe von Eichkurven kann die urspriingli-
che Menge an Ausgangsmaterial, und damit die Expression der mRNA, bestimmt wer-
den. Bei der Bestimmung der Gen-Expression wird zwischen relativer und absoluter
Quantifizierung unterschieden. Bei der relativen Quantifizierung werden die mRNA-
Mengen des zu messenden Gens relativ zu einer internen Kontrolle (Referenzgen)
bestimmt, wahrend bei der absoluten Quantifizierung die genaue Anzahl der Templates
in einer Probe prazise festgestellt wird. Die Vorraussetzung fur eine absolute Quantifi-
zierung ist allerdings eine geeignete Kontrolle, wie z.B. Normalgewebe im Vergleich zu

Tumorgewebe desselben Patienten. Fir die in dieser Arbeit untersuchten Tumorgewe-

-83-



MATERIAL UND METHODEN

be standen solche Kontrollen leider nicht zur Verfigung, so dass die Quantifizierung

der mRNA relativ erfolgen musste.

B.6.1 RNA-Isolation

In der vorliegenden Arbeit wird RNA aus Zelllinien und aus formalinfixiertem Paraffin-
gewebe isoliert. Obwohl sich RNA aus formalinfixiertem Paraffingewebe isolieren lasst
(Rupp und Locker, 1988), stellt sich eine reproduzierbare Quantifizierung der Ge-
nexpression als schwierig dar (Specht et al., 2001). Grunde dafur sind die durch den
Vorgang der Fixierung hervorgerufenen Molekilvernetzungen zwischen Desoxy-
nukleinsauren und Proteinen, sowie die kovalente Modifizierung der RNA durch das
Anhangen von Mono-Methylol-Gruppen an die Basen, wodurch es zu Problemen bei
der RNA-Isolation, der Reversen Transkription und der Quantifizierung kommen kann
(Masuda et al., 1999). Erschwerend kommt hinzu, dass es bereits vor der Formalinfi-
xierung des Gewebes (z.B. durch operationsbedingte Ischamie) zu einer massiven
Degradierung der RNA kommen kann (Mizuno et al., 1998). Es wurde aber gezeigt,
dass sich RNA aus formalinfixiertem Paraffingewebe erfolgreich durch QRT-PCR Re-
aktionen analysieren lasst, bei denen der Bindungsabstand der verwendeten Primer
nicht gréRer als 300 bp betragt (Chung et al., 2006).

Wird mit RNA gearbeitet, werden die jeweiligen Arbeitsplatze im Vorfeld mit RNase-
Zap® gesaubert. Dieses Reagenz entfernt effektiv die ubiquitdr vorkommenden RNa-

sen, welche bei Kontamination zu einer Degradierung der RNA fiihren wirden.

B.6.1.1 RNA-Isolation aus Paraffingewebe

Die Isolierung der RNA aus formalinfixiertem Paraffingewebe basiert auf dem durch
Rupp und Locker (1988) beschriebenen Protokoll, welches auf einer Phe-
nol/Chloroform-Extraktion beruht. Diese klassische Methode zur Isolierung und Aufrei-
nigung von Nukleinsauren (siehe B.5.1.2) beruht auf der Tatsache, dass sich Nuklein-
sauren aufgrund ihrer hydrophilen Gruppen in der wassrigen Phase der bei der Extrak-
tion entstehenden biphasischen Mixtur befinden, wahren Proteine und Zelldebris in der
organischen Phase in Losung gehen. Fir eine Trennung der DNA von der RNA ist der
pH-Wert des Phenol/Chloroform-Gemisches ausschlaggebend. Ein pH-Wert von 4,0-
4,5 macht die DNA in der Phenolphase 16slich, so dass sich ausschlieRlich die RNA in

der wassrigen Phase befindet und isoliert werden kann.
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Zunachst erfolgt die Entparaffinierung und Mikrodissektion der Gewebeschnitte wie
unter B.3.1.1.1 und B.3.1.1.2 beschrieben, wobei die dafiir notwendigen Lésungen mit

RNase-freiem H,Opigest. hergestellt werden.
MATERIAL

e Entparaffinierung siehe B.3.1.1.1
e Ethanol 70% (B.2.3)
o Heizschittler Thermomixer Compact (Eppendorf)

e Isoamylalkohol:Chloroform 1:24
Isoamylalkohol (Merck) 4 ml
Chloroform (Merck) 96 ml

¢ Isopropanol (Merck)

e Glykogen 20 mg/ml (Roche)

e Mikrodissektion siehe B.3.1.1.2

¢ Natriumacetat 3 M (B.2.7), aber pH 4,0!

o Phenol:Wasser UltraPure™, pH 4,0 (Invitrogen)

e Proteinase K-Ldsung 50 mg/mi
Proteinase K, lyophilisiert 9,8 U/mg (Sigma) 25 mg
H2Ovidest., RNase-frei (Gibco) 500 ul
A 50 pl aliquotieren, bei -20°C lagern

o RNA-Lysepuffer 1x

RNA-Lysepuffer 5x 20 ml

H2Ovidest., RNase-frei (Gibco) 80 ml
o RNA-Lysepuffer 5x

EDTA 0,5 M, pH 8,0 (B.2.2) 0,25 ml

Tris 1M, pH 8,0 12,5 ml

SDS (Merck) 25¢g

H2Ovidest., RNase-frei (Gibco) ad 250 ml

o  Steril filtrieren 0,2 um
e RNaseZap® (Ambion)
e Tris 1M, pH 8,0

Trizma Base (Sigma) 2423 g
H2O0igest., RNase-frei (Gibco) 50 ml
Mit 1N HCI-Lésung auf pH 8,0 einstellen

H20igest., RNase-frei (Gibco) ad 200 ml

o Sterilfilter Stericup™ 0,2 um (Millipore)

e Zentrifuge Biofuge fresco (Heraeus)
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DURCHFUHRUNG

Nach Entparaffinierung und Mikrodissektion der Gewebeschnitte werden zu jeder Pro-
be 200 pl RNA-Lysepuffer und 20 yl Proteinase K-Lésung gegeben. Die Lyse erfolgt
Uber Nacht bei 60°C im Heizschuttler. Ist das Gewebe komplett lysiert, werden die
Proben mit 200 pl Phenol, 100 pl Chloroform/Isoamylalkohol und 20 yl Natriumacetat
versetzt. Es wird griindlich gemischt und und fiir 6 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Der
wassrige Uberstand mit der darin gelésten RNA wird in ein neues ERG Uberfiihrt, be-
vor 220 ul Isopropanol und 2 ul Glykogen dazugegeben werden. Die Fallung erfolgt fir
mindestens 2 h bei -20°C, im |dealfall wird Uber Nacht gefallt. Danach wird die RNA bei
16.000 x g fur 30 min pellettiert und mit 180 yl 70%igem Ethanol gewaschen. Es wird
wieder fir 15 min zentrifugiert, bevor der Uberstand abgenommen und das Pellet bei
RT getrocknet wird. Es wird in 25 ul RNase-freiem H2Opigest. g€lOst und bis zur Konzent-

rationsmessung (B.6.1.3) bei 4°C aufbewahrt.
B.6.1.2 RNA-Isolation aus Zelllinien

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen erfolgt durch eine Trizol®-basierte Methode,
welche ein schnelles Extraktionsverfahren mit hoher Ausbeute an RNA darstellt. Das
Reagenz ist ein mono-phasisches Gemisch aus Phenol und Guanidin-Thiocyanat und
dient der Optimierung des von Chomczynski und Sacchi (1987) entwickelten Protokolls
der RNA-Isolation in nur einem Schritt. Wahrend der Lyse, bei welcher die Zellen auf-
geschlossen und die Zellkompartimente aufgeldst werden, schiitzt das Trizol® die RNA
vor einer moglichen Degradierung durch RNasen. Nach Zugabe von Chloroform und
anschlielender Zentrifugation ergibt sich ein Drei-Phasen-Gemisch, aus welchem
RNA, DNA und auch Proteine gewonnen werden konnen. Die RNA befindet sich aus-
schlie3lich in der oberen wassrigen Phase, wahrend sich die DNA in der intermediaren
Phase befindet. Proteine kdnnen bei Bedarf aus der organischen Phase isoliert wer-

den.
MATERIAL

e Chloroform (Sigma)

e Ethanol 75%
Ethanol absolut p.a. (Merck) 75 ml
H2Ovidest., RNase-frei (Gibco) 15 ml

o HyOpigest, RNase-frei (Gibco)

¢ Isopropanol (Merck)
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e RNaseZap® (Ambion)
e Trizol® LS Reagenz (Invitrogen)

o Kuhlzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus Instruments)

DURCHFUHRUNG

Die RNA-Isollierung erfolgt direkt aus einem Zellpellet (siehe B.8.1) durch Zugabe von
750 pl Trizol®. Ab einer Zellzahl = 107 wird das Pellet auf zwei ReaktionsgefaRe aufge-
teilt. Mit einer Pipette wird so lange gemischt, bis sich die Zellen aufgeldst haben. Nach
vollstandiger Lyse wird Chloroform dazugegeben (175 ul), das ERG zum Mischen in-
vertiert und 15 min bei RT inkubiert. Dabei wird die Probe alle 5 min mit Hilfe eines
Vortexers energisch gemischt. Es folgt ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und 15 min
bei 16.000 x g, nach welchem die obere, wassrige Phase, mdglichst ohne die interme-
diare Phase zu berihren, in ein neues ERG Uberflhrt wird. Zur Fallung werden 600 pl
Isopropanol hinzupipettiert und flir mindestens 15 min bei RT inkubiert, bevor der Nie-
derschlag bei 16.000 x g fur 15 min in der Zentrifuge bei 4°C pelletiert wird. Anschlie-
Rend wird das Pellet zweimal mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen, worauf jedes Mal
ein finf-minitiger Zentrifugationsschritt bei 5.400 x g folgt. Der Uberstand wird vorsich-
tig abgenommen, das Pellet getrocknet und je nach Grofie in 30-100 pul RNase-freiem

H2Obigest. aufgenommen.

B.6.1.3 Konzentrationsmessung der RNA

Die Konzentration der RNA-L6sung wird ahnlich wie unter B.3.1.1.4 beschrieben mit
Hilfe des NanoDrop® Spektrophotometers ermittelt. Auch hier dienen die 260/280- und
260/230-Quotienten als Kontrolle fur den Reinheitsgrad der RNA (siehe Abb. 11). Im
Gegensatz zu DNA sollte der 260/280-Wert bei RNA um die 2 liegen, was auf den Un-
terschied in der Basenzusammensetzung (anstatt der Base Thymidin kommt in RNA
die Base Uracil vor) zuriickzufihren ist. Werden die in den Nukleinsduren vorkommen-
den Nukleotide einzeln gemessen, so zeigen sich deutliche Unterschiede in den be-
rechneten 260/280 Quotienten (Leninger, 1975). Da das in der RNA existierende Uracil
einen héheren 260/280-Wert hat als sein DNA-Pendant Thymin, liegt der 260/280-Wert
bei RNA hoher als bei DNA. Wird bei der Konzentrationsmessung der isolierten RNA
eine organische Kontamination festgestellt (Abb. 11), so wird die Losung erneut mit

750 pl Trizol® versetzt und wie unter B.6.1.2 oder B.6.1.1 beschrieben aufgereinigt.
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Abbildung 11: Spektrale Darstellung einer RNA-Probe nach der Konzentrationsmessung
im NanoDrop® Spektrophotometer.
Kurve 1 zeigt das Spektrogramm einer RNA-Probe nach der Extraktion aus einem Zell-
pellet. Ein deutlich erkennbarer Peak bei 220-230 nm zeigt eine organische Kontaminati-
on durch Phenol oder Alkoholreste. Kurve 2 zeigt dieselbe RNA-Probe nach erneuter
Aufreinigung, der zweite Absorptionspeak bei 230 nm ist verschwunden.

B.6.2 Reverse Transkription (RT)-PCR

Bei einer ,Reversen Transkription“ wird RNA durch das Enzym ,Reverse Transkripta-
se” in cDNA umgeschrieben (siehe Abb. 12). Dieses Enzym ist eine RNA-abhangige
DNA-Polymerase aus Retroviren, die das Enzym benétigen, um ihr RNA-Genom als
cDNA in das Genom der Wirtszelle integrieren zu kénnen (Strachan und Read, 2004).
In dieser Arbeit wird fir die Reverse Transkription der ,Superscript™ [l First-Strand
Synthesis SuperMix for qRT-PCR" der Firma Invitrogen verwendet. Das in diesem Kit
enthaltene Enzym ist eine Abwandlung der M-MLV (Moloney-Mausleukamievirus; Byr-
ne et al., 1988) Reversen Trankriptase mit reduzierter RNase H-Aktivitat und erhdhter
Thermostabilitdt. RNase H ist eine Endonuklease, welche RNA/DNA-Hybride nach
erfolgter reversen Transkription erkennt und die RNA abbaut. Durch die gentechnisch
minimierte RNase-Aktivitdt der hier verwendeten Reversen Transkriptase wird ein
RNA-Template nach Umschreibung in cDNA nicht abgebaut und kann nach Denaturie-
rung der RNA/DNA-Hybride weiter als Matrize dienen, was einen héheren Ertrag an
cDNA zur Folge hat. Durch die erhéhte Thermostabilitat kann die Reaktion bei einer
Temperatur von 42-60°C ablaufen, wodurch sowohl die Spezifitat als auch die Menge
an cDNA-Produkt erhoéht wird.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung einer Reversen Transkription.
Durch eine Reverse Transkriptase wird komplementar zu der RNA-Matritze, ausgehend
von einem ensprechenden Primer, die cDNA in 5’-3’-Richtung synthetisiert.

MATERIAL
e Eis
e H;Opigest., RNase-frei (Difco)
e RNA
o Superscript™ lll First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR (Invitrogen)
E.coli RNase H
RT Enzymmix

RT Reaktionsmix 2x
e PCR Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-ReaktionsgefalRe Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)
e RNaseZap® (Ambion)

DURCHFUHRUNG

In die Reverse Transkription werden pro Probe 1 ug RNA eingesetzt. Dazu werden auf
Eis in einem PCR-Reaktionsgefall 10 yl des Reaktionsmixes, 2 yl des Enzymmixes
und ad 20 pl RNase-freies HoOpigest. gegeben. Der Ansatz wird vorsichtig gemischt und
fur 10 min bei 25°C im PCR-Block inkubiert. Es folgen 30 min bei 50°C und 5 min bei
85°C, bevor die Probe auf 4°C runtergekihlt wird. Dann wird 1 pl (2 U) RNase H dazu-
gegeben, um die RNA nach erfolgter Reaktion abzubauen. Dazu wird noch einmal fir
20 min bei 37°C inkubiert. Die cDNA wird aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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B.6.3 QRT-PCR: Tagman® Analyse

Die relative Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl durch QRT-PCR erfolgt mit Hilfe
des kommerziell erhaltlichen Tagman® Systems. Ein Sonden-Satz besteht aus der
Sonde selbst und den Vorwarts- und Ruckwarts-Primern fur die PCR-Reaktion. Die
Wirkungsweise der verwendeten so genannten ,Double-Dye-Sonden® beruht auf dem
in B.6 erlauterten FRET-Prinzip und ist in Abbildung 13 dargestellt. Die FAM™-
markierten (6-Carboxy-Fluoreszin) Sonden sind Exon-lUbergreifend, d.h. sie binden so
auf der cDNA, dass sie Exongrenzen Uberspannen. Dadurch ist es méglich, Gesamt-
RNA ohne voherigen DNAse-Verdau in die Reverse Transkription einzusetzen. Eine
Kontamination der RNA mit genomischer DNA hat demzufolge keine Auswirkung auf
die selektive Bestimmung der mRNA-Quantitat. Fir die relative Quantifizierung wird
zusatzlich zur eigentlichen Zielsequenz eine endogene Kontrolle zur Normalisierung
(aktive Referenz) der gemessenen Ziel-cDNA bendétigt. Durch diese Normalisierung
werden Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA berlcksichtigt. Als
solche interne Kontrollen werden so genannte nicht regulierte Haushaltsgene (z.B. -
Actin) verwendet. Fur die Normalisierung des Reporter-Signals (passive Referenz)
dient der Fluoreszenzfarbstoff ROX (Carboxyl-X-Rhodamin), welcher im PCR Master
Mix in einer definierten Mange vorhanden ist.

Fir die Berechnung der mRNA-Kopienzahl wird eine mit einer unabhangigen Probe
erstellte Standardkurve verwendet. Die Quantitat wird dann relativ zur Kopienzahl einer

Kalibrator-Probe bestimmt.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des Prinzips von Taqman® Sonden.

(1 und 2) Die Tagman® Sonde tragt an ihrem 5'-Ende einen Reporter (=Donor; FAM™)
und an ihrem 3’-Ende einen Quencher (=Akzeptor). Aufgrund des FRET-Effektes wird,
solange sich Reporter und Quencher in rdumlicher Nahe befinden, keine messbare Fluo-
reszenz freigesetzt. (3) Wahrend der Elongationsphase der PCR ftrifft die AmpIiTaq® Po-
lymerase auf die Sonde und trennt durch ihre 5’-3’-Exonukleaseaktivitat das Reportermo-
lekll ab. (4) Durch die rdumliche Trennung zum Quencher wird die vom Reporter emit-
tierte Fluoreszenz nicht mehr abgefangen und kann von einem optischen Detektionsmo-
dul erfasst werden.

MATERIAL

e cDNA der zu untersuchenden Proben

e HyOpigest.(Difco)

e 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
e Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems)

e Tagman® Gene Expression Assay FANCA Hs00164555 mf1
Reverse Primer FANCA
Forward Primer FANCA
FAM™-markierte MGB Sonde FANCA

e Tagman® Gene Expression Assay ACTB Hs99999903 m1
Reverse Primer 3-Actin
Forward Primer R-Actin
FAM™-markierte MGB Sonde R-Actin

e Tagman® Universal PCR Master Mix, 2x (Applied Biosystems)

AmpliTaq Gold®

Passive Referenz ROX

dNTPs

o PCR-Puffer Reagenzien

e Thermo-Fast 96 Detection Plate (Applied Biosystems)

e Sterilbank BDK
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DURCHFUHRUNG

Als erstes wird in der ,Sequence Detection System* (SDS) Software von Applied Bio-
systems ein so genanntes ,Platten Setup“ vorgenommen, nach welchem die Reagen-
zien dann in die 96-Loch Platte pipettiert werden (Abb. 14). Pro Probe werden 10 pl
des Tagman® Universal PCR Master Mixes (enthalt AmpliTag® Polymerase), 1 ul des
jeweiligen Taqman® Gene Expression Assays und 6,5 pl HoOpigest. benétigt. Mit diesen
Komponenten wird immer ein Master Mix hergestellt (auch bei nur zwei Proben), da
sich kleinste Unregelmafigkeiten in der Mengenzusammensetzung und Pipettier-
Ungenauigkeiten unginstig auf die Quantifizierung auswirken. 17,5 ul des Master Mi-
xes werden dann in die entsprechenden Positionen der 96-Loch Platte pipettiert und
mit 2,5 pl cDNA vermischt. Die Platte wird mit einer speziellen optischen Folie abge-
dichtet und kurz bei 200 x g abzentrifugiert. Die Platte wird im Thermocycler positioniert
und das Laufprogramm uber die SDS-Software initialisiert. Zunachst erfolgt eine Inku-
bation bei 50°C fir 2 min und bei 95°C fir 10 min. Dann werden die Proben fir 15 s
auf 95°C erhitzt und wieder auf 60°C gekunhlt. Dieser Zyklus wird 45 Mal wiederholt, so
dass ein Experiment nach ca. 2 h beendet ist.

Fur die Berechnung der mRNA-Quantitat muss eine Standardkurve mit einer unabhan-
gigen Probe erstellt werden. Als sogenannter ,Standard“ wird hier die Zelllinie
RPEX1.5 verwendet, deren cDNA in einer Verdinnungsreihe verdinnt wird und dann
wie weiter oben beschrieben in die QRT-PCR eingesetzt wird (Abb. 15). Es wird so-
wohl fur das Zielgen FANCA, als auch fur die endogene Kontrolle 3-Actin eine Stan-

dardkurve mit diesem Standard erstellt.
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Abbildung 14: Exemplarisches Beispiel einer Probenanordnung fiir die QRT-PCR.
Jede Probe wird fir eine genauere Quantifizierung in Dupli- oder Triplikaten angesetzt
(blaue Markierung). Pro Platte werden eine Negativkontrolle und eine genomische Kon-
trolle (DNA) zu analysiert (rote Markierung), um die Spezifitdt der gemessenen Proben-
werte zu garantieren. Jeder Tagman-Sonde wird eine Farbe zugeteilt. Hellgriin: Stan-
dardkurve FANCA, dunkelgriin: Standardkurve R-Actin, pink: Test-cDNA FANCA, blau:
Test-cDNA R-Actin.
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Abbildung 15: Verdiinnungsreihe des Standards fiir die QRT-PCR.
Fir die Erstellung der Standardkurve fir die Erfassung der PCR-Effizienz wird die cDNA
einer ,Standardprobe“ sequenziell verdinnt. Aus jedem der Verdinnungsschritte 1-8
werden 2x 2,5 ul (Duplikate) in den Tagman® Assay eingesetzt.

B.6.4 Auswertung der Real-Time-RT-PCR

Die relative Menge an FANCA-mRNA wird in Relation zu dem Haushaltsgen R-Actin
berechnet. Dazu wird die Standardkurve des verwendeten Standards RPEX1.5 heran-
gezogen, aus welcher die Menge einer unbekannten Probe extrapoliert werden kann.
In Abbildung 16 ist der typische Verlauf einer QRT-PCR mit den verwendeten Termini
dargestellt und erklart.
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Fir die Auswertung werden die RNA-Mengen der Verdinnungsreihe logarithmiert und
gegen die jeweiligen Ci-Werte aufgetragen. Daraus ergibt sich eine Gerade, die durch
die Geradengleichung y = mx + b beschrieben wird. m gibt die Steigung der Geraden
wieder und b beschreibt den Achsenabschnitt auf der Y-Achse bei dem die Gerade
diese schneidet (Abb.16). Wahrend m und b reelle Zahlen sind, stellen y und x Variab-
len dar. Als y-Wert wird der durchschnittliche C-Wert der in Duplikaten pipettierten
Proben eingesetzt. Das BestimmtheitsmaR ,R* der entstandenen Gerade wird aus der
Covarianz und den Einzelvarianzen berechnet und sollte mdglichst nahe bei 1 liegen.
Dieser Wert beschreibt einen exakten linearen Zusammenhang. Fur die Berechnung
der einzelnen RNA-Mengen der Proben werden deren Ci-Werte mit der jeweiligen
Standardkurve in Beziehung gesetzt, indem die Geradengleichung nach x (= unbe-
kannte RNA-Menge) aufgeldst wird. Es werden also pro Probe einmal die zwei Ci-
Werte fur das Zielgen mit der Standardkurve des Zielgens und die zwei C-Werte des
Haushaltsgens mit der Standardkurve des Haushaltsgens in Beziehung gesetzt. Die
erhaltenen Werte fir jedes Gen werden delogarithmiert und gemittelt. Nun werden Ziel-
und Haushaltsgen miteinander in Beziehung gesetzt, indem der Quotient von Ziel-
gen/Haushaltsgen gebildet wird. Dieser wird zwischen den verschiedenen Proben und
mit Referenzproben verglichen. Diese Gegeniberstellung erlaubt einen relativen Men-

genvergleich der RNA verschiedener Proben.

a--a-t—0-4 F‘n*

* ARn

Rn

Threshold y
""""""" :‘."_'._." et R :_._I”F‘n—

Baseline c Genomische Kontrolle
T

0 5 10 15 20 25 30 as 40

Anzahl PCR-Zyklen

Abbildung 16: Graphische Darstellung einer QRT-PCR.

In der graphischen Darstellung einer QRT-PCR wird das Fluoreszenzsignal gegen die
PCR-Zyklenzahl aufgetragen. Baseline: Beschreibt die ersten PCR-Zyklen ohne messba-
re Fluoreszenzunterschiede; Threshold:Grenzwert innerhalb ARn, der tber der Baseline
in der exponentiellen PCR-Phase liegen soll; Cy: Threshold Cycle — beschreibt den Zyk-
lus, bei dem die Fluoreszenz den Threshold Ubersteigt; R,: Normalisierte Reporterfluo-
reszenz — Quotient aus Emission des Reporters und der passiven Referenz; R,+: R,-
Wert eines Ansatzes mit allen Komponenten und cDNA; R,-: R,-Wert des Kontrollansat-
zes ohne cDNA; ARn: Ausmalf} der Signalstarke (R,+)-( Ry-).
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B.7 Immunhistochemie (IHC)

Die Immunhistochemie (IHC) ist ein biologisches Verfahren, mit welchem Proteine mit
Hilfe von Antikoérpern in Geweben oder zytologischen Praparaten in situ visualisiert
werden kénnen. Somit kann das Vorhandensein und die Lokalisation bestimmter Prote-
ine nachgewiesen werden. Dieser Nachweis beruht auf der so genannten ,Antigen-
Antikorper-Reaktion®, bei welcher der Antikérper an sein Antigen (=Epitop) nach dem
»Schlissel-Schlol-Prinzip* bindet. Dabei passen Antikérper und Epitop ineinander wie
ein Schlissel in das entsprechende Schloss. Ein Antikdrper fir eine IHC zeichnet sich
durch eine hohe Spezifitdt und Affinitdt gegen sein Antigen aus und zeigt somit keine
Kreuzreaktionen mit strukturell &hnlichen Epitopen. Um die Verbindung zwischen Anti-
korper und Antigen sichtbar zu machen, gibt es wie bei der FISH (siehe B.5) eine direk-
te und eine indirekte Nachweismethode. Bei der ersten und alteren Methode ist der an
das Antigen bindende Primarantikdrper direkt markiert, d.h. an ein Enzym oder ein Flu-
orochrom gekoppelt. Bei der heute am Haufigsten angewandten Methode der indirek-
ten IHC bindet zunachst ein unmarkierter Primarantikdrper an sein Epitop. Die Visuali-
sierung erfolgt hier durch einen markierten Sekundar- oder Tertidrantikérper, welcher
gegen den Primar- oder Sekundarantikorper gerichtet ist. Die Markierung erfolgt wie
bereits weiter oben erwahnt durch die Konjugation des Antikorpers an ein Fluorochrom
oder Enzym. Fluorochrome kénnen direkt im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht
werden, wahrend es bei einer Enzymmarkierung (z.B. Peroxidasen, Phosphatasen)
noch eines Zwischenschrittes bedarf. Durch Zugabe eines entsprechenden Chromo-
gens findet eine chemische Reaktion statt, das Chromogen wird in einen Farbstoff um-
gewandelt und kann mit einem entsprechenden Filter im Mikroskop nachgewiesen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine IHC an formalinfixierten Paraffin-
Gewebeschnitten der HNO-Tumorfalle mit einem DNA Zugewinn auf 16q durchgefuhrt,
um eine mogliche Amplifikation des FANCA-Gens auf Proteinebene zu untersuchen.
Da es keine eindeutig definierte Standardisierung bei IHC-Experimenten gibt (Werner
et al, 2000), missen diverse Variationen bei der Hitzebehandlung der Gewebeschnitte,
der Antikérperverdiinnung und der Inkubationszeit mit dem Primarantikdrper ausgetes-
tet werden. Auch muss zunachst Uberprift werden, ob der Antikorper paraffingangig
ist. Dazu wurden von Herrn Axel Walch des Pathologischen Instituts des Helmholtz
Zentrum Munchen Gewebe-Arrays mit 35 HNO-Gewebeproben zur Verfigung gestellt.
Bei dem verwendeten Antikdrper gegen FANCA handelt es sich um einen polyklonalen
Antikorper aus Kaninchen, welcher gegen die Aminosauren 1156-1455 am C-Terminus

des Proteins gerichtet ist.
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B.7.1 Entparaffinierung der Gewebeschnitte

MATERIAL

e Ethanol absolut p.a. (Merck)
e Ethanol 90% (B.2.4)

e Ethanol 70% (B.2.3)

e Isopropanol (Merck)

e OT mit Gewebeschnitten

e Schuttelblock

e 1xTBS
Tris buffered salt 50 mM, pH 8 (TBS; Sigma) in 1 | HyOpigest. 16s€EN

o Xylol (Merck)

DURCHFUHRUNG

Die Entparaffinierung der Gewebeschnitte fir die IHC erfolgt weitgehend wie unter
B.3.1.1.1 beschrieben. Durch standiges Schitteln der Kivetten auf einem Schiittel-
block verkiirzen sich jedoch die Inkubationszeiten, so dass 2 x in Xylol fir 10 min und
jeweils fir 5 min in Isopropanol, 100%igem, 90%igem und 70%igem Ethanol gewa-
schen wird. Aufgrund der alkalischen Phosphatase des verwendeten Detektions-
systems werden die Schnitte nach dem Entparaffinieren nicht in PBS, sondern in TBS
gestellt. Die enzymatische Reaktivitdt der Phoaphatase wiirde durch die Phosphatio-

nen in einer PBS-Lésung stark inhibiert werden.

B.7.2 Hitzebehandlung der Gewebeschnitte

Nach der Entparaffinierung werden die Gewebeschnitte in Citrat- oder Tris-EDTA-
Puffer 40 min lang gekocht. Dieser Schritt dient der hitzeinduzierten Epitopdemaskie-
rung, welche die durch die Fixierung der Gewebe verloren gegangene Immunreaktivitat
teilweise wieder herstellen kann, indem die durch das Formaldehyd entstandenen
Quervernetzungen im Gewebe wieder gelést werden (Werner, 2000). Welcher Puffer

am besten geeignet ist, muss ausgetestet werden.
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B.7.2.1 Hitzebehandlung mit Citratpuffer

MATERIAL

e Citratpuffer 10 mM

Stammlésung A: Citronensaure 0,1 M (Merck) 19,2 g
ad 1 | mit HoOpigest.

Stammlésung B: Natriumcitratdihydrat 0,1 M (Sigma) 29,4¢g
ad 1 | mit HoOpigest.

Stammldsung A 18 ml

Stammlésung B 82 ml

ad 1000 ml mit Hzobidest_
pH 6,0 mit 1 N NaOH einstellen

o Ethanol absolut p.a. (Merck)

e Ethanol 70% (B.2.3)

e Ethanol 90% (B.2.4)

e Isopropanol (Merck)

e Mikrowelle MWD 1820 Duo (Bauknecht)

e OT mit Gewebeschnitten

e 1xTBS

e Tris buffered salt 50 mM, pH 8 (TBS; Sigma) in 1 | HyOpjgest. l10S€EN
e Xylol (Merck)

DURCHFUHRUNG

Die Durchfuhrung erfolgt wie unter B.5.2.2.1 beschrieben, nur dass die Schnitte fur 40

min bei 350 W in einer Mikrowelle gekocht werden.

B.7.2.2 Hitzebehandlung mit Tris-EDTA-Puffer

MATERIAL

o Tris-EDTA-Saline-Puffer (TES-Puffer)

Tris 10 mM (Merck) 1,219
NaCl 10 mM (Merck) 0,58 g
EDTA 1 mM (Merck) 0,37 g

ad 1 | mit, pH 7,6 mit HCI 1N (Merck) einstellen
autoklavieren

Die Materialien stimmen mit den unter B.6.2.1. beschriebenen Uberein, aufler dass

anstelle des Citratpuffers Tris-EDTA-Puffer eingesetzt wird.
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DURCHFUHRUNG

Die Durchflihrung erfolgt wie unter B.5.2.2.1 beschrieben, nur dass die Schnitte fir 40
min bei 350 W in einer Mikrowelle in Tris-EDTA-Puffer gekocht werden.

B.7.3 Antikorperreaktion

Bevor der Antikorper auf die Gewebeschnitte gegeben werden kann, missen diese
durch Blocken mit einem 5%igem Serumgemisch der Ziege abgesattigt werden. Es
wird immer mit dem Serum des Organismus geblockt, aus dem die sekundaren Anti-
korper stammen. Die richtige Verdinnung des primaren Antikorpers muss ausgetestet

werden.

MATERIAL

o Primarer Antikdrper: FANCA (H-300): sc-28215 (Santa Cruz Biotechnology)
e Antikdrperverdiinnung in Dako REAL™ Antibody Diluent:

1:25 — 4 ul FANCA + 96 ul Antibody Diluent

1:50 — 2 ul FANCA + 98 ul Antibody Diluent

1:100 — 1 ul FANCA + 99 pul Antiubody Diluent

1:200 — 0,5 ul + 99,5 ul Antibody Diluent
e Blockinglosung:

Dako REAL™ Antibody Diluent (Dako) 950 pl

Serum der Ziege 50 ul

e Dako REAL™ Antibody Diluent (Dako)
e Feuchte Kammer

o Gewebeschnitte oder Gewebe-Arrays

DURCHFUHRUNG

Zur Absattigung der Gewebeschnitte werden in der Regel 100 pl der Blockingldsung
auf die Objekttrager pipettiert und flr 15-20 min in einer feuchten Kammer bei RT inku-
biert. Die Inkubationszeit kann bei starkem Hintergrund verlangert werden. Danach
lasst man das Serum ablaufen und gibt 100 ul der verdiinnten Antikérperlésung auf die
Schnitte und inkubiert wahlweise 1 h bei 37°C oder Uber Nacht bei 4°C in einer feuch-

ten Kammer.
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B.7.4 Detektion des Antikorpers

Das hier verwendete Detektionsystem der Firma Dako beruht auf einem indirekten
Streptavidin-Biotin-Verfahren. Jeder biotinylierte Sekundarantikérper reagiert durch
eine optimale Markierung mit sieben Biotinmolekulen. Diese wiederum haben mehrere,
mit alkalischer Phosphatase konjugierte, Streptavidinmolekule gebunden, wodurch die

Empfindlichkeit des Detektionssystems erhoht wird.

MATERIAL

e Dako REAL™ Detecion System, Alkaline Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse
Biotinylierte Sekundarantikdrperldosung (AB2), 100 ml gebrauchsfertig
Streptavidin Alkalische Phosphatase (AP), 100 ml gebrauchsfertig
Chromogen Red 1, 8 ml 28-fach konzentriert
Chromogen Red 2, 8 ml 28-fach konzentriert
Chromogen Red 3, 8 ml 28-fach konzentriert
AP Substratpuffer, 250 ml gebrauchsfertig
Levamisol-Lésung gepuffert, 1 ml 501-fach konzentriert

o Einschlussharz Pertex (Medite GmbH)

e Ethanol absolut p.a. (Merck)

e Ethanol 70% (B.2.3)

e Ethanol 90% (B.2.4)

o Gewebeschnitte, mit primarem Antikdrper inkubiert

e Hamatoxylin nach Mayer (Fluka)

e Heizofen (Memmert)

e Kuvetten (Glaswerk Wertheim)

o Substrat-Arbeitslésung (CHROM); Herzustellen direkt vor Gebrauch

Dako REAL™ AP Substratpuffer 750 pl

Levamisol 7 Tropfen

Dako REAL™ Chromogen Red 1 30 pl

Dako REAL™ Chromogen Red 2 30 ul

Dako REAL™ Chromogen Red 3 30 pl
e 1xTBS

Tris buffered salt 50 mM, pH 8 (TBS; Sigma) in 1 | HyOpigest. 16s€N
e Xylol (Merck)
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DURCHFUHRUNG

Nach der Inkubation mit dem Primarantikérper werden die Gewebeschnitte zum Abwa-
schen der Antikorperldsung in eine Kivette mit TBS gestellt. Es wird kurz geschilittelt,
das TBS unter festhalten der OTs ausgeleert und neues TBS nachgeschuttet. Nach
erneutem Schitteln werden die OTs mit einem Papiertuch um die Gewebeschnitte
herum abgetrocknet, so dass die Schnitte selbst noch feucht bleiben. Dann werden 2-3
Tropfen der der sekundaren, biotinylierten Antikérper-Losung (AB2) auf die Schnitte
gegeben und bei RT in der feuchten Kammer inkubiert. Durch die Oberflachenspan-
nung des Flussigkeitsfilms auf den Gewebeschnitten verteilt sich der Antikérper nur in
diesem Bereich des OTs, so dass keine zusatzlich Abdeckung durch eine Folie oder
ein Deckglas erforderlich ist. Nach 20 min werden die Schnitte in TBS gewaschen, be-
vor die Inkubation mit dem an alkalische Phosphatase konjugiertem Streptavidin (AP)
fur 15 min bei RT erfolgt. Wahrend dieser Inkubation wird die Substrat-Arbeitslésung
(CHROM) wie oben beschrieben hergestellt, welche unbedingt innerhalb von 20 min
verbraucht werden muss. Die Zugabe des Levamisols flihrt zum Abblocken der im Ge-
webe vorkommenden endogenen Phosphatase, welche eine unspezifische Farbung
hervorrufen wirde. 100 pl der Substrat-Arbeitslosung lasst man dann fur 10 min bei RT
auf die Gewebeschnitte einwirken, bevor sie erneut in TBS gewaschen werden. Im
Anschluss daran wird fur 30 — 45 s in Hamatoxylin-Lésung gefarbt und sofort mit mine-
ralisiertem H,O gespllt. Zuletzt werden die OTs kurz in 70%igem, 90%igem,
100%igem und zweimal in Xylol gespullt. Nun kdénnen die gefarbten Gewebeschnitte
mit einem Einschlussharz eingedeckt und zum Trocknen zunachst 10 min bei RT, und

dann fir 1 h bei 60°C in einen Ofen gegeben werden.

B.7.5 Auswertung der IHC

Die Auswertung der IHC erfolgt an einem Durchlichtmikroskop der Firma Zeiss. Dort,

wo der primare Antikdrper an sein Epitop gebunden hat, wird durch das verwendete

Chromogen ein kontrastreiches rotes Endprodukt erzeugt. Die Gegenfarbung durch

Hamalaun stellt sich als blau dar.
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B.8 Zellkultur

B.8.1 Allgemeine Methoden: Kultivierung von Zellen

MATERIAL

e Ampullen 1,0 ml Cryotube™ Vials (Nunc A/S)

e Brutschrank (Heraeus)

e Bunsenbrenner Fireboy Plus (Vitaris)

e Coulter Counter Z1 (Beckmann Coulter)

e Einfriermedium 30 ml (20% FCS, 10% DMSO), 4°C

FCS (Gibco) 6 ml
Kulturmedium 21 ml
DMSO (Sigma) 3 ml

o Einfriermodul mit Isopropanol: Nalgene™ Cryo 1°C (Nalge Nunc International)
o ERGs (Eppendorf)
o Kulturmedium (Gibco)

o Invertoskop MT2 (Olympus)

e NaCl 0,9%
NaCl 9¢
H2Opigest. (Gibco) 1000 ml

Steril filtrieren (0,2 pym)
e PBS 1x(B.2.9)
e Sterilbank Laminair® HBB 2472S (Heraeus)
e Trypsin-EDTA 0,5% (Gibco)
o  Sterilfilter Stericup™ 0,2 um (Millipore)
e Stickstofftank (Air Liquide Kryotechnik)
e Zahlréhrchen (Coulter Beckmann) mit 19,8 ml 0,9%iger NaCl-Lésung
e Zellkulturflaschen (Greiner-bioone Cellstar®)
o Zentrifuge 3K15 (Sigma Laborzentrifugen)

e Zentrifugenréhrchen 15 ml (Falcon)
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DURCHFUHRUNG

Die Zellen werden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, kultiviert und bei entspre-
chender Dichte geerntet. Daflir wird das Kulturmedium unter der Sterilbank mit einer
Glaspipette abgezogen und die Zellen erst mit PBS (T.s-Kulturflasche: 5 ml, T7s-
Kulturflasche: 10 ml, T,7s-Kulturflasche: 15 ml), dann mit Trypsin (T,s-Kulturflasche: 1,5
ml, T7zs-Kulturflasche: 2 ml, T475-Kulturflasche: 3 ml) gewaschen. PBS und Trypsin wer-
den jeweils nach kurzem Schwenken der Kulturflaschen sofort wieder abgesaugt. Dann
werden die Zellen trypsiniert (Tos-Kulturflasche: 1,5 ml, Tzs-Kulturflasche: 2,5 ml, Tq75-
Kulturflasche: 5 ml). Die Inkubation erfolgt im Brutschrank bei 37°C bis sich die Zellen
vollstandig vom Flaschenboden abgeldst haben (Kontrolle unter dem Mikroskop). Ist
dies der Fall, wird die Zellsuspension mit einer 1 ml-Glaspipette durchgemischt, um ein
Verklumpen der Zellen zu vermeiden. Dann wird das Trypsin durch Zugabe von mit
Serum komplettiertem Medium neutralisiert (T.s-Kulturflasche: 3 ml, Tzs-Kulturflasche:
5 ml, T475-Kulturflasche: 6 ml). Die Reaktion ist nun abgestoppt und das Trypsin wirkt
sich nicht weiter toxisch auf die Zellen aus. Es wird durchgemischt und die Suspension
in 15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt. Davon werden je 0,2 ml in ein Zahlreaktionsge-
fak (1:100 Verdinnung) gegeben. Durch mehrmaliges Umschwenken wird gemischt
und dann im Coulter-Zellmessgerat durch eine Messung im elektrischen Feld die Zell-

zahl ermittelt. Je nach Zellzahl werden die Zellen weiterverarbeitet.

Zellpellet fur die Isolierung von RNA /DNA

Es wird eine entsprechende Zellzahl in ein neues Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und
bei 300 x g fur 5 min zentrifugiert. Das Pellet wird in 1,8 ml PBS resuspendiert und in
ein ERG Uberfiihrt. Es wird wieder zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zell-
pellet wird nun bei -20°C (DNA, Western-Blot) oder -80°C (RNA) gelagert.

Passagieren der Zellen

Die Zellen werden durch Zentrifugation pelletiert, in einer entsprechenden Menge Me-
dium aufgenommen und in die bereits mit Medium befillten Kulturflaschen (T,s-
Kulturflasche: 5 ml; 1-2x10° Zellen, Tss-Kulturflasche: 15 ml; 1x10° Zellen, Tizs-
Kulturflasche: 25 ml; 2-4x10° Zellen) iiberimpft. Die Kulturflaschen werden zum
Durchmischen geschwenkt und in den Brutschrank gestellt. Nach einigen Stunden

kann Uberpruft werden, ob die Zellen sich angeheftet haben.
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Cryopréservation von Zellen

Um die Zellen langfristig zu lagern, werden einige Ampullen einer jeden Zelllinie in
flussigem Stickstoff bei —196°C eingefroren. Die Zellsuspension wird nach dem Zahlen
wie oben beschrieben zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in
einer entsprechenden Menge Einfriermedium aufgenommen (1x10° Zellen/Ampulle)
und in jede Ampulle wird 1 ml Medium gegeben. Das DSMO im Einfriermedium verhin-
dert eine Kristallbildung und macht die Zellmembran elastisch, so dass die Zellen wah-
rend des Einfrierens bzw. Auftauens keinen Schaden nehmen. Sind die Ampullen be-
fullt, werden sie in ein spezielles Einfriermodul gestellt, welches dann zunachst fir ei-
nige Stunden bei -80°C gestellt wird. Dadurch werden die Zellen langsam gekduhlt (ca.
1°C/min) und werden dann in einem mit flissigem Stickstoff gefullten Tank langfristig

gelagert.

B.8.2 Verwendete Zelllinien

B.8.2.1 Zelllinie Cal-33

Die Zelllinine Cal-33 wurde bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH) kauflich erworben, die bekannten wissenschaftlichen Daten
sind in Tabelle 4 dargestellt. Sie wurde aus einem vor der Therapie chrirurgisch ent-
fernten Fragment einer Zungenlasion eines Mannes mit maRig differenziertem Platte-

nepithelkarzinom etabliert (Gioanni et al., 1988).

Tabelle 4: Charakteristika der Zellinie Cal-33 nach Angaben des DSMZ.

Befunde
Mycoplasmen Negativ (DAPI, mikrobiologische Kultur, RNA Hybridisierung, PCR)
Immunologie Cytokeratin-positiv, Desmin-, Endothel-, GFAP-, Neurofilament-, Vimen-
tin-negativ
Zytogenetik Menschlicher hyperdiploider Karyotyp mit 4% Polyploidie. 49(45-

49)<2n>XY/XYY, +7, +9, -18, +20, +mar, add(X)(p22), add(3)(p22-24),
i(7p), i(8q), add(9)(p24), del(9)(p2?2)

Virus PCR: EBV-, HBV-, HCV-, HIV-, HTL-l/ll-, SMRV-negativ
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Kultivierungsbedingungen der Zelllinie Cal-33

MATERIAL

¢ Auftaumedium: DMEM/F-12/10% FCS
DMEM/F-12 (Gibco) 500 mi
FBS Fetales Rinderserum (Gibco) 55 ml

e Brutschrank (Heraeus)
e Kulturmedium: DMEM/10% FBS

DMEM 4,5 g/L Glukose (Gibco) 500 ml

FBS (Gibco) 55 ml

Penicillin/Streptomycin 10 000 U/ml (Gibco) 2,5 ml
e Kulturmedium: RPMI/10% FBS

RPMI 1640 mit L-Glutamin (Gibco) 500 ml

FBS (Gibco) 55 ml

Penicillin/Streptomycin 10 000 U/ml (Gibco) 2,5 ml

o Wasserbad (GFL)
e Zellkulturflaschen (Greiner-bioone Cellstar®)
e Zentrifuge 3K15 (Sigma Laborzentrifugen)

e Zentrifugenréhrchen 15 ml (Falcon)

DURCHFUHRUNG

Nach Erhalt der tiefgefrorenen Zellen wird mit ihnen &hnlich verfahren wie unter
B.8.2.1.1 beschrieben. Es unterscheiden sich lediglich die Kulturmedien, in denen die

Zellen angezlichtet werden.

B.8.2.2 Zelllinie BHY

Die Zelllinine BHY wurde ebenfalls bei der DSMZ kauflich erworben, die wissenschaft-
lichen Daten sind in Tabelle 5 dargestellt. Es handelt sich um Zellen eines humanen
oralen Plattenepithelkarzinoms (Zahnfach), welches hoch invasiv auch Kieferknochen
und die Muskelschicht des Mundbodens befallen hat. Die Zelllinie wird als tumorigen in
Nacktmausen beschrieben und sollen im Weichagartest Kolonien bilden kénnen (Ka-

wamata et al., 1997).
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Tabelle 5: Charakteristika der Zellinie BHY nach Angaben des DSMZ.

Befunde

Mycoplasmen Kontamination mit Baytril behoben, dann negativ (DAPI, mikrobiologi-
sche Kultur, RNA Hybridisierung, PCR)

Immunologie Cytokeratin-, cytokeratin-17-, cytokeratin-18-positiv, cytokeratin-7-, cy-

tokeratin-8-, , Desmin-, Endothel-, GFAP-, Neurofilament-, Vimentin-
negativ

Zytogenetik Menschlicher hypotriploider Karyotyp mit 28% Polyploidie. 61-
68<3n>XX, -Y, -1, -2, +4, -5, -6, +9, +11, -13, +15, -17, -18, +20, -21,
+3-4 mar, del(X)(q11g21), add(1)(q11), ?inv(2)(p17q911), add(2)(q11),
del(3)(p11p14.3)x2, i(4p), add(4)(q3?1), del(5)(q13), add(5)(p15)x1-2,

der(8;19)(q10;910), add(9)(q34), add(9)(p11), del(10)(p13),
del(10)(g23), der(11)t(1;11)(q11;925), add(12)(p11), add(12)(q13-21),
add(13)(p11), add(16)(q24), del(16)(p13), add(17)(p12), add(18)(p11),
add(19)(q13)-3-10 dmin in manchen Zellen

Virus ELISA: Reverse Transkriptase negative
PCR: EBV-, HBV-, HCV-, HIV-, HTL-I/ll-, SMRV-negativ

Kultivierungsbedingungen der Zelllinie BHY

Die Kultivierung der BHY Zelllinie erfolgt wie unter B.8.2.1 beschrieben.

B.8.3 Charakterisierung der verwendeten Zelllinien

B.8.3.1 Koloniebildungs-Test
Der Koloniebildungs-Test oder die ,Plating Efficiency” (PE) einer Zelllinie ist das Ver-
haltnis von anwachsenden, koloniebildenden Zellen zur Anzahl an urspringlich aus-

plattierten Zellen. Die PE errechnet sich aus folgender Formel:

PE (%) = Anzahl gezahlter Kolonien / Anzahl urspringlich ausgesater Zellen
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MATERIAL

e Brutschrank 37°C, 5% CO, (Heraeus)

e Giemsa-LOsung 10%ig

Giemsa (Merck) 10 ml
H2Opidest 90 ml
o HQO
¢ HyOpigest

e Kulturmedium

e Methanol (Merck)

e PBS 1x (B.2.9)

o Zellen definierter Anzahl

e Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen, Falcon® (Beckton Dickinson)

DURCHFUHRUNG

Die Zellen werden in definierter Anzahl (z.B. 50, 100, 300) ausplattiert und unter nor-
malen Bedingungen kultiviert. Bei Bedarf wird ein Mediumwechsel vollzogen. Nach
etwa zehn Tagen werden die Zellen fixiert und gefarbt. Daflir werden sie zunachst mit
PBS gewaschen, dann wird pro Vertiefung 2 ml Methanol auf die Zellen gegeben und
fur 30 min inkubiert. Das Methanol wird abgenommen und 3 ml 10%ige Giemsa-
Lésung aufpipettiert. Nach erneuten 30 min werden die Vertiefeungen erst mit Lei-
tungswasser, dann mit destilliertem Wasser ausgespult. Nach dem Trocknen kénnen

die entstandenen Kolonien ausgezahlt werden.

B.8.3.2 Array-CGH

Die Array-CGH der Zelllinien wird wie unter B.4 beschrieben durchgefiihrt. Es werden 1
Mb BAC Arrays verwendet.

B.8.3.3 Spektrale Karyotypisierung (SKY)

Die Spektrale Karyotypisierung (SKY; Schrock et al., 1996) ist eine molekularzytogene-
tische Methode, bei welcher alle 24 humanen Chromosomen in nur einem Experiment
in unterschiedlichen Farben dargestellt werden kénnen. Wie die CGH (B.3) stellt auch
die SKY eine Sonderform der FISH (B.5) dar, bei der so genannte ,Painting Sonden®

far alle Chromosomen verwendet werden, um chromosomale Austausch-Aberrationen
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sichtbar zu machen. Bei einer SKY kénnen insbesondere interchromosomale Verande-
rungen wie Translokationen und Insertionen erkannt, und die zu Grunde liegenden
Bruchpunkte bandengenau bestimmt werden. Intrachromosomale Umbauten hingegen
sind nur bedingt erfassbar, da hierbei keine Farbspriinge entstehen. Die chromoso-
menspezifische Anfarbung bei einer SKY erfolgt durch die Hybridisierung so genannter
,Whole Chromosome Paint‘-(WCP)-Sonden, welche mit einer fir jedes Chromosom
eigenen Kombination aus fiinf Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Dadurch wird fir
jedes einzelne Chromosom eine einzigartige spektrale Markierung erzielt, welche mit

Hilfe eines Interferometers erfasst werden kann.

B.8.3.3.1 Thiocyanat- und RNase-Vorbehandlung der Metaphaseprararate

Durch eine RNase Behandlung wird die endogene RNase der Zellen zerstort, was eine
Verringerung der unspezifischen Sondenbindung zur Folge hat. Dadurch kann das
Signal-Hintergrund-Verhaltnis und somit das Hybridisierungsergebnis verbessert wer-

den.

MATERIAL

o Deckglaser 24x25 mm ()

e Feuchte Kammer im Warmeschrank 37°C

e HyOpigest

e Heizplatte

o Kuvetten (Glaswerk Wertheim)

o Metaphasepraparate (Herstellung siehe B.3.2.1)
e PBS 1x (B.2.9)

o RNase-Losung verdinnt
RNase 10 mg/ml (Fermentas) 0,5 ul
2xSSC (B.2.13) 99,5 ul
Aliqutieren, bei -20°C lagern

e Thiocyanatlésung 1M
Natrium Thiocyanat (Sigma) 6,59
H2Opigest (Gibco) ad 100 ml
Dunkel lagern

o Warmeschrank (Memmert)
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DURCHFUHRUNG

Nach Vorheizen der Heizplatte auf 95°C werden die zu behandelnden Metaphasepra-
parate fur 1 h gebacken. Danach wird die Temperatur auf 90°C gesenkt und pro OT
werden 100 pl der Thiocyanatlésung aufgetragen. Jeder OT wird mit einem Deckglas
abgedeckt und fir 10 min inkubiert; sollten die Rander austrocknen wird noch etwas
Ldsung nachpipettiert. Dabei ist es wichtig das Deckglas nicht zu verschieben, da da-
durch Kratzer im Praparat entstehen kénnen. AnschlielRend werden die OT in eine Ki-
vette mit HoOpigest gestellt, wo sich das Deckglas abldst. Es folgen 2 Waschschritte in
H3Opigest fUr 5 min bevor mit dem RNase-Verdau fortgefahren wird. Dafir werden die
OT zunachst 2x 5 min in 2xSSC bei RT gewaschen, bevor auf jeden OT 100 ul der
verdinnten RNase-Lésung gegeben werden und eine Inkubation fir 6 min bei 37°C in
einer feuchten Kammer erfolgt. Im Anschluss daran werden die OT 3 min in 2xSSC
und 3 min in 1x PBS gewaschen. Die OT kénnen nun direkt fir die Hybridisierung de-
naturiert werden, oder mit einer aufsteigenden (70%, 90%, 100%) Alkoholreihe dehyd-

riert und bei -20°C gelagert werden.

B.8.3.3.2 Hybridisierung, Waschen und Detektion

MATERIAL

¢ Anti-Digoxigenin, monoklonaler Antikdrper, 0,1 mg/ml (Roche)

e Cy5-konjugiertes Avidin 1 mg/ml (Biomol)

e Cyb.5-konjugiertes Avidin 1 mg/ml (Biomol)

e DAPI/Vectashield (B.2.1)

e HzOuidest

e Hybridisierung: Siehe Material B.3.3

e Fixogum Montagekleber (Marabu)

e PN-Puffer (B.2.10)

e PNM-Puffer (B.2.11)

o SKYPaint™DNA Kit H-10 fir menschliche Chromosomen (Applied Spectral Ima-

ging)
e SSC0,5x
SSC 2x (B.2.13) 100 ml
H2Opidest 300 ml
e SSC 4x/0,1% Tween
SSC 20x (B.2.12) 100 ml
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H2Opidest 400 ml
Tween® 20 (Sigma) 500 pl

e Wasserbad (GFL)

DURCHFUHRUNG

Die Hybridisierung der SKY erfolgt im Wesentlichen wie unter B.3.3 beschrieben, wo-
bei die SKY-Sonde kommerziell erworben wird (Applied Spectral Imaging). Die Denatu-
rierungszeit dieser Sonde betragt bei 80°C 7 min. Danach erfolgt fur mindestens 1 h
eine Vorhybridisierung bei 37°C, bevor 10 ul der Sonde auf die denaturierten OT
(B.3.2.2; BHY 9 min, Cal-33 6 min) aufgetragen werden.

Nach ca. 24 h Hybridisierung bei 37°C wird der Montagekleber vorsichtig entfernt und
das Deckglas in 2xSSC bei RT abgel6st. Es folgen dann drei Waschschritte: 5 min in
0,5xSSC bei 75°C im Wasserbad, 2 min in 4xSSC/0,1% Tween bei RT und 2 min in
H2Opigest bei RT. Dann wird wie unter B.3.4 beschrieben mit PNM-Puffer fir 30 min ge-
blockt. Wahrenddessen werden die Antikdrper vorbereitet (siehe Tab. 6). Nach dem
Blocken werden pro OT 50 ul der Antikérperschicht 1 aufgetragen, der OT mit einer
zugeschnittenen Plastikfolie abgedeckt und fir 45 min in einer feuchten Kammer bei
37°C inkubiert. Bevor 50 ul der zweiten Antikérperschicht flr 45 min aufgetragen wird,
erfolgen zwei Waschschritte bei 37°C in PN-Puffer. Nach der Detektion werden die OT
erneut 2x 2min in PN-Puffer gewaschen, getrocknet und mit DAPI/Vectashield einge-
deckt.

Tabelle 6: Antikorper fiir die SKY

Antikérper Antikoérperlésung PNM

[ml] [u1]
Anti-Digoxigenin (1:250) 5 1245
Cy5-Avidin (1:100) 5 495
Cy5,5-Avidin (1:100) 5 495
Antikérperschicht Verdiinnte Antikérperlésungen 1:1
Schicht 1 Anti-Digoxigenin
Schicht 2 Cy5-Avidin + Cy5,5-Avidin
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B.8.3.3.3 Auswertung der SKY

Die Auswertung der SKY-Praparate erfolgt an einem Epifluoreszenzmikroskop (Axi-
oplan 2, Zeiss) mit einer Interferometer-CCD-Kamera-Kombination (SpectraCube, Ap-
plied Spectral Imaging). Der nachgeschaltete Computer ist mit einer speziellen Aus-
wertesoftware ,SkyView“ (Applied Spectral Imaging) ausgestattet. Das Mikroskop ver-
fugt Uber einen DAPI-Filtersatz und einen SKY1-Multibandpassfilter (Chroma Techno-
logy), wobei die Anregung von DAPI durch gefiltertes Licht einer HBO103 Quecksilber-
dampflampe, die der Fluorochrome durch entsprechend gefiltertes Licht einer XBO
75W/2 Xenondampflampe erfolgt. Pro zu untersuchendem Fall werden mindestens 15
Metaphasen aufgenommen und ausgewertet. Im farbigen Bild werden pro Pixel die
Spektren gemessen und mit den Referenzspektren der verwendeten Fluorochrome
verglichen, um dann bei der automatischen Karyotypisierung jeder chromosomalen
Mischfarbe eine fir das menschliche Auge eindeutige Falschfarbe zuzuordnen. Das
Ergebnisbild einer SKY ist ein Karyogramm, welches fiir jedes Chromosom die G-
Banderung (inverse DAPI-Banderung), das spektrale und das Falschfarbenbild bein-
haltet. Anhand dieses Bildes kénnen dann die chromosomalen Veranderungen als

Farbspriinge im Karyogramm erkannt werden.

B.8.3.4 Real-Time RT-PCR

Die Real-Time RT-PCR der Zelllinien wird wie unter B.6.1.2 beschrieben durchgefihrt.
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B.9 Herstellung transgener Zelllinien

Um den Effekt der Uberexpression des Kandidatenges ,FANCA* funktionell zu unter-
suchen, sollen die in B.8.2 beschrieben HNO-Tumorzelllinien transfiziert werden.

Transfektion bezeichnet die Aufnahme von DNA durch eukaryotische Zellen, in diesem
Fall die Aufnahme eines stabilen Expressionsvektors, in welchen das FANCA-Gen
inseriert ist. Die Transfektion von eukaryotischen Zellen kann durch verschiedene Ver-
fahren wie der Calciumphosphat-Methode, der DEAE-Dextran-Methode, der Liposo-
men-Technik oder der Elektroporation von Zellen erfolgen (Lottspeich und Zorbas,
1998). In dieser Arbeit wird das Polyfect® Transfektions-Reagenz von Qiagen verwen-
det. Dazu wird das Gen zunachst selektiv amplifiziert, in einen Klonierungsvektor klo-
niert, in kompetente Bakterien transformiert, isoliert und analysiert. Ein Klon mit korrek-
tem ,Insert* wird dann in groRem Malstab angeziichtet und das Plasmid erneut isoliert.
Das Gen wird aus dem Plasmid geschnitten und in einen Expressionsvektor, welcher
eine hohe Expression in Sdugerzellen aufweist, ligiert. Dieser Expressionsvektor wird

dann in Zelllinien transfiziert.

B.9.1 Selektive Amplifikation des FANCA Gens aus cDNA

Als Erstes muss die Isolation des Kandidatengens erfolgen. Da man nur die tatsachlich
exprimierten Anteile des Gens bendtigt, wird das Gen aus der cDNA einer Zelllinie se-
lektiv amplifiziert. Somit sind nur die Exon-, nicht aber die Intronsequenzen im PCR
Produkt enthalten. Die Isolation der RNA und die Herstellung der cDNA erfolgt wie un-
ter B.6.2 beschrieben. Es werden zwei Ansatze mit unterschiedlichen Polymerasen
(Herculase® Il Fusion DNA Polymerase und Pag5000™ DNA Polymerase) ausgetestet
und mit dem besseren Resultat weitergearbeitet. Die Primer werden mit Hilfe des Onli-
ne-Dienstes ,Primer Search® von Invitrogen so ausgesucht, dass die 3’-

Primerbindungsstelle ca. 5 bp vor dem Startcodon (ATG) des Gens liegt.
MATERIAL
e Agarosegel 1,5% (B.3.1.1.5.3)

o Auftragspuffer (6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas)
e cDNA aus RPEX1.5
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e dNTP-Mix 10 mM

dNTP-Mix 100 mM (MBI Fermentas) 100 pl
H20bigest 900 ul
e Eis

o Elekktrophoreseapparatur 3000x| (BioRad)

o Geldokumentationssystem BioDoc Analyze (Biometra)
o Groélenstandard 1kb (GeneRuler™, MBI Fermentas)
e HyOpidest.

e Herculase® Il Fusion DNA Polymerase (Stratagene)
5 x Herculase Il Fusions DNA Polymerase Puffer

e Paqg5000™ DNA Polymerase (Stratagene)
10 x Pagq5000™ Reaktionspuffer

o PCR-Reaktionsgefalie Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)
e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)

e Primer, lyophilisiert und entsalzt, 100 uM (Metabion)
FANCA-fwd 5'- A AGG CCA TGT CCG ACT-3
FANCA-rev 5'- CCG TCA GAA GAG ATG AGG CT-3'

e Primer verdiinnt, 10 uM
Primer 100 pM 100 pl
H2Obigest. 900 ul

e Sterilbank (BDK)
e TAE-Puffer (B.3.1.1.5.3)

DURCHFUHRUNG

Zunachst werden die bendtigten Reagenzien aufgetaut und die Primer und der dNTP-
Mix wie oben beschrieben verdinnt. Die zwei Ansatze werden wie in Tabelle 7 be-

schrieben auf Eis zusammen pipettiert und gemischt.
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Tabelle 7: Pipettierschema der selektiven FANCA-Amplifikation aus cDNA.

Ansatz 1 Menge [ul] Ansatz 2 Menge [pl]
Paq5000™ DNA Polymerase 0,5 Herculase® Il Fusion DNA 0,5
Polymerase
10 x Pag5000™ Reaktions- 5 5 x Herculase Il Fusions DNA 10
10 mM dNTP-Mix 1 10 mM dNTP-Mix 1
10 uM FANCA-fwd 1 10 uM FANCA-fwd 1
10 uM FANCA-rev 1 10 uM FANCA-rev 1
H2Oigest. 39,5 H2Oigest. 34,5
cDNA 2 cDNA 2

Die Amplifikation erfolgt im PCR-Maschine mit folgendem Programm: 95°C fiir 5 min,
95°C flr 30 sec, (5°C flr 30 sec, 72°C fir 4 min) x 39, 72°C flr 7 min und 4°C flr .
Nach der PCR erfolgt eine Gelkontrolle mit 1,5%iger Agarose wie unter B.3.1.1.5.3

beschrieben.

B.9.2 Klonierung des FANCA Gens in den Vektor pSC-A

Die Klonierung des Gens in einen Vektor erfolgt mit Hilfe des ,StrataClone™ PCR Clo-
ning Kits“ der Firma Stratagene. Dieses macht sich die kombinierten Aktivitaten der
Topoisomerase | (Vaccinia Virus) und der Cre-Rekombinase (Bakteriophage P1) zu
nutze. Topoisomerase | hilft in vivo bei der DNA Replikation, indem sie Einzelstrang-
briiche erzeugt, die zu einer Entwindung der DNA flihren. Dadurch wird die Spannung
geldst, welche die DNA Doppelhelix normalerweise in ihrer spiralisierten und superheli-
calen Form festhalt. Es bildet sich ein kovalentes DNA-Enzym-Zwischenprodukt, wel-
ches die geschnittenen DNA Einzelstrange letztendlich wieder an ihre Position im
Doppelstrang ligiert. Diese Ligation kann auch mit einem heterologen DNA Fragment
erfolgen (Schuman, 1994). Das Enzym Cre-Rekombinase sorgt fir die Rekombination
zwischen zwei loxP Erkennungsstellen (Abremski et al., 1983). Im Vektormix des Kits
liegt der Vektor zunachst linearisiert in Form von zwei Fragmenten vor. Jedes Frag-
ment hat an einem Ende einen modifizierten Uracil-Uberhang, ist mit einem Topoiso-
merase | Molekil beladen und besitzt am anderen Ende eine loxP Erkennungsse-
quenz. Die Uracil-Uberhange verbinden sich durch Basenpaarung und Topoisomerase

l-induzierter Ligation mit den Adenin-Uberhangen Tag-amplifizierter PCR-Produkte und
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inserieren so ein DNA-Fragment in die Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors (siehe
Abb. 17). Das resultierende lineare Vektorfragment wird dann in eine kompetente Zell-
line transformiert, welche das Enzym Cre-Rekombinase exprimiert. Durch Rekombina-
tion der beiden loxP Erkennungsstellen an beiden Enden des transformierten DNA-
Fragments bildet sich der Vektor pSC-A, welcher eine Ampicillin-Resistenz und eine
lacZ' a-Komplementierungskassette zur Blau-WeiR-Selektion enthalt (siehe Abb.17).
Die kompetenten Zellen (SoloPack® kompetente Zellen) exprimieren wie bereits er-
wahnt die so genannte Cre-Rekombinase zur Zirkularisierung des Vektors. Sie tragen
eine Mutation im LacZ Gen (lacZAM15), die durch die eine lacZ’ a-Kassette des Vek-

tors komplementiert wird.

ol TE— " e HG-

IoxP Placsiac 7' MCS

4

Transformation in Cre-Rekombinase exprimierende kompetente Zellen

4

lac '
‘ MCS
P lac

1 PCR Product

pUC ari /

f
( I.'f StrataClone ™

PCR Cloning Vector
pSC-A-amp

.//
ampicillin

Abbildung 17: Klonierung des PCR-Produktes in den linearisierten Vektor pSC-A und

schematische Darstellung des Vektors nach der Transformation (Strata-
gene).
Zunachst liegen die Vektorkomponenten linearisiert in zwei Teilen vor. Mit Hilfe der To-
poisomerase | wird die zu klonierende Fremd-DNA (griin) in die Multiple Cloning Site des
Vektors ligiert. Nach Transformation des entstandenen linearen Vektor-Fragmentes in
kompetente Bakterienzellen erfolgt durch das von den Bakterienzellen exprimierte En-
zym Cre-Rekombinase die Rekombination der loxP-Erkennungsstellen und die Zirkulari-
sierung des Vektors.
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2
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B.9.3 Poly-Adenylierung des PCR-Produktes

Damit das PCR Produkt in die MCS des Vektors inseriert werden kann, missen des-

sen 3’-Enden mit Hilfe der Tag DNA-Polymerase zunachst polyadenyliert werden.
MATERIAL

e PCR-Produkt
e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o Taq DNA-Polymerase (Invitrogen)

DURCHFUHRUNG

Zum PCR Ansatz (Herculase® Il Fusion DNA Polymerase) werden 0,5 pl Tag-
Polymerase gegeben und 10 min bei 72°C inkubiert. Nach der Polyadenylierung wird
der Ansatz vollstandig auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen (40 ul + 6 pl Auftrags-
puffer). Die Elektrophorese wird wie unter B.3.1.1.5.3 beschrieben durchgeflihrt.

B.9.4 Isolierung des poly-adenylierten PCR-Produktes

Die Isolation des polyadenylieten FANCA Gens erfolgt nach elektrophoretischer Auf-
trennung aus dem Agarosegel mit Hilfe des Wizard® SV Gel und PCR Aufreinigungs-
systems. Es basiert auf der Tatsache, dass DNA in Gegenwart von Salzen an Silici-
um-Membranen bindet und somit von anderen Bestandteilen einer Reaktion (Enzyme,
Primer, dNTPs) getrennt werden kann. Das im Bindungspuffer enthaltene Guanidin-
Isothiocyanat sorgt fir das Auflésen des Agarosegels, welches so bei der ersten

Zentrifugation durch das Saulchen einfach mit dem Durchfluss verworfen werden kann.
MATERIAL

e Agarosegel 1% (B.3.1.1.5.3)

o Auftragspuffer (6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas)
e Chirurgisches Einmal-Skalpell (Braun)

o Elektrophoreseapparatur 3000xI (Biorad)

o ERGs 1,5 ml (Eppendorf)
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e Ethanol 95%
Ethanol (Merck) 47,5 ml
H2Opidest. 2,5ml

o Ethidiumbromid 10 mg/ml (Sigma)

o Geldokumentationssystem BioDoc Analyze (Biometra)
e GroRenstandard 1 kb GeneRuler™ (MBI Fermentas)
e Heizblock Thermomixer Compact (Eppendorf)

e Schutzbrille

e TAE-Puffer (B.3.1.1.5.3)

o Waage (Sartorius)

e Wizard® SV Gel und PCR Aufreinigungssystem (Promega)
Aufreinigungssaulchen
Bindungspuffer
Waschlosung + 15 ml Ethanol 95%
Hzobidest.

o Zentrifuge 5415 D (Eppendorf)

DURCHFUHRUNG

Zunachst wird wie unter B.3.1.1.5.3. beschrieben eine Gelelektrophorese mit einem
1%igen Agarosegel durchgefiihrt. Es wird der gesamte Ansatz aus B.8.2.1. (40 pl) mit
6 ul des Auftragspuffers auf das Gel aufgetragen. Nach ca. 1 h bei 65 V wird die DNA-
Bande unter UV-Licht sichtbar gemacht, mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ge-
schnitten und in ein 1,5 ml ERG Uberfihrt. Um DNA-Schaden zu vermeiden, sollte die
Bestrahlung mit UV-Licht auf ein Minimum reduziert werden. Das Gewicht des ausge-
schnittenen Stlickes wird bestimmt, entsprechend (10 ul/10 mg) Bindungspuffer dazu-
gegeben und gut durchmischt. Es folgt eine 10-minttige Inkubation bei 60°C im Heiz-
block, wonach das Agarosegel vollstandig aufgeldst ist. Nun wird die Probe auf ein
Aufreinigungssaulchen Uberfiihrt und 1 min bei RT inkubiert, bevor bei 16.000 x g fiir 1
min zentrifugiert wird. Der Durchfluss wird verworfen, es werden 700 ul Waschlésung
auf die Saule gegeben und erneut fur 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wird wieder
verworfen und der Waschschritt mit 500 yl Waschldésung wiederholt, wobei anschlie-
Rend fur 5 min zentrifugiert werden muss, um die Saule vollstandig zu trocknen. Der
Durchfluss wird erneut entsorgt und es folgt ein letzter Zentrifugationsschritt fir 1 min
um restlichen Alkohol aus der Saule zu entfernen. Zuletzt wird mit 30 pl H2Opgest. €lU-

iert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt wie unter B.3.1.1.4. beschrieben.
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B.9.5 Ligation von FANCA in den Vektor und Transformation
MATERIAL

e Ampicillin 50 mg/ml (Serva)

e Bunsenbrenner Fireboy Plus (Vitaris)

e Duran® Erlenmeyerkolben mit Kappe (Schott)
e Eis

o ERGs (Eppendorf)

o Impfésen (Neolab)

o LB-Ampicillin-Agarplatten 2 Stick
LB-Agar ~ 50°C 60 ml
Ampicillin 50 mg/ml 120 pl
30 ml/Petrischale

e LB-Agar (B.5.1.1)

o LB-Ampicillin-Flissigmedium
Ampicillin 50 mg/ml 20 pl
LB Medium 10 ml

o LB-Flissigmedium (B.5.1.1)

o Petrischalen & 8,5 cm (Greiner Bio One)

o Polyadenyliertes PCR-Produkt

e Schittler (Innova™ 2000 Platform Shaker, New Brunswick Scientific GmbH)
¢ S.0.C. Medium (Invitrogen)

e Sterilbank (Galaire® BSB 4A, Flow Laboratories)

o StrataClone™ Klonierungs-Puffer (Stratagene)

o StrataClone™ SoloPack kompetente Zellen (Stratagene)
o StrataClone™ Vektormix (Stratagene)

e Drygalski-Spatel

o Wasserbad 42°C (Memmert)

o Warmeschrank 37°C (Memmert)

o X-Gal 2% in Dimethylformanid (DMF) (Boehringer)
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DURCHFUHRUNG

Als Erstes wird der Ligations-Mix vorbereitet. Dafiir werden 3 ul Klonierungs-Puffer, 2
Ml PCR-Produkt (5-50 ng) und 1 ul Vektormix in ein ERG gegeben, vorsichtig durch
hoch- und runterpipettieren gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Danach wird der An-
satz auf Eis gestellt. Fir die Transformation werden die kompetenten Zellen auf Eis
aufgetaut und mit 1 yl des Ligations-Mixes versetzt. Durch leichtes Schnippen mit dem
Finger wird der Ansatz vorsichtig durchmischt und dann fir 20 min auf Eis inkubiert.
Wahrenddessen wird das SOC Medium im Wasserbad auf 42°C erwarmt. Nach der
Inkubation erfahren die Zellen bei 42°C fir 45 s einen Hitzeschock, durch welchen ihre
Zellwand durchlassig fur doppelstrangige DNA—Molekile wird. Im Anschluss daran
wird der Transformations-Mix 2 min auf Eis gekihlt und dann mit 250 yl SOC Medium
versetzt. Nun werden die Zellen zur Erholung 1h bei 37°C geschittelt, wobei das Re-
aktionsgefall horizontal auf dem Schuttler festgeklebt wird, um wahrend des Schuttelns
eine bessere Sauerstoffversorgung der Zellen zu gewahrleisten. Wahrend dieser Pha-
se werden die LB-Ampicillin-Agarplatten vorbereitet. Nachdem die Platten abgekiihit
sind, werden fur die Blau-Wei3-Selektion 40 ul des X-Gal Reagenz auf jede Platte ge-
geben und mit dem Drygalski-Spatel verteilt. Zuletzt werden die transformierten Zellen
mit Hilfe des Drygalski-Spatels ausplattiert: eine Platte mit 5 yl Zellen (verdiinnt in 50 pl
SOC Medium) und eine Platte mit 100 ul Zellen werden tber Nacht bei 37°C angezo-
gen.

Am nachsten Tag werden acht weilRe Einzelkolonien mit inseriertem Vektor gepickt und
auf drei neuen LB-Ampicillin-Agarplatten erneut tGber Nacht bei 37°C ausplattiert. Von
jedem dieser Klone wird wiederum eine Kolonie in 9 ml LB-Ampicillin-Flissigmedium in

Erlenmeyerkolben tberimpft und 16 h bei 37°C wachsen gelassen.

B.9.6 Isolation des pSC-A Vektors mit inseriertem PCR-Produkt

Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgt mit Hilfe des ,Qiaprep Miniprep® Kits der Firma
Qiagen. Das Prinzip dieses Systems basiert auf der alkalischen Lyse der Zellen und
macht sich die Tatsache zu nutze, dass DNA bei hoher Salzkonzentration an Silizium
bindet (Vogelstein und Gillespie, 1979). So werden die Zellen zunachst nach einem
etwas modifizierten Protokoll von Birnboim und Doly (1979) unter alkalischen Bedin-
gungen zunachst lysiert und dann in einem Schritt neutralisiert und mit Salzen angerei-
chert. Nach Entfernen des lysierten Zelldebris kann die Lésung auf die Siliziummemb-

ran gegeben werden, wo sie an diese bindet. RNA, zellulare Proteine oder Stoffwech-

-118 -



MATERIAL UND METHODEN

selprodukte wandern hingegen durch die Membran hindurch. Nach einigen Wasch-

schritten wird die Plasmid-DNA dann bei geringer Salzkonzentration in HoOpigest. €luiert.

MATERIAL

o ERGs (Eppendorf)
e H2Opigest. (Gibco)

e QIAprep Miniprep Kit (Qiagen)
Puffer N3
Puffer PB
Puffer PE Konzentrat; muss mit 100%igem Ethanol versetzt werden!
Puffer P1; vor dem ersten Gebrauch muss RNase A dazugegeben werden!
Puffer P2
RNase A10 mg/ml
QIAprep Saulchen

e Zentrifuge 3-15 (Sigma Laboratory Centrifuges)
e Zentrifuge 5415 D (Eppendorf)

e Zentrifugen-Réhrchen 15 ml (Falcon)

DURCHFUHRUNG

Die Ubernachtkulturen der Bakterien in LB-Ampicillin-Fliissigmedium werden in 15 ml
Zentrifugen-Roéhrchen dberflhrt und bei ca. 7.000 x g fir 15 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen, die Zellpellets in 250 pl Puffer P1 aufgenommen und in
ERGs Uberfiihrt. Es wird so lange mit der Pipette oder dem ,Vortexer‘ gemischt, bis
keine Zellklumpen mehr zu erkennen sind. Dann werden 25 ul Puffer P2 hinzugegeben
und die ERGs zum vorsichtigem Mischen so lange invertiert, bis die Ldsung viskos und
klarer geworden ist. Dieser Lyse-Schritt sollte allerdings nicht I&dnger als 5 min dauern.
Dann werden 350 ul Puffer N3 dazu pipettiert und jedes ERG nach der Zugabe sofort
einige Male invertiert, um eine lokale Fallung zu verhindern. Es folgt ein Zentrifugati-
onsschritt bei ~ 17.000 x g fur 10 min, bei dem das Zelllysat sich am Boden des ERGs
niedersetzt wahrend sich die DNA im Uberstand befindet. Dieser wird dann vorsichtig
auf die QlAprep-Saulchen uberfuhrt und fir 1 min zentrifugiert (~ 17.000 x g). Die DNA
ist nun an die Silizium-Membran der Saulchen gebunden, der Durchfluss wird demzu-
folge verworfen. Nun wird mit 500 pl Puffer PB gewaschen, um Endonukleasen zu ent-
fernen. Nach einminltiger Zentrifugation wird der Durchfluss wieder verworfen und die
Saule mit 750 ul Puffer PE gewaschen um Salze zu entfernen. Es wird fir 1 min zentri-
fugiert, der Durchfluss verworfen und, um sicher zu gehen dass alle Ethanol-Reste

entfernt werden, noch einmal flir 1 min zentrifugiert. Die Saulchen werden in neue
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ERGs gestellt und es folgt die Elution in 50 pl HyOpigest.. VOr dem letzten Zentrifugati-
onschritt wird 5 min bei RT inkubiert, damit sich die DNA aus der Membran losen kann.
Die Konzentrationsbestimmung der Plasmidldsungen erfolgt wie unter B.3.1.1.4 be-

schrieben.

B.9.7 Restriktionsanalyse des Plasmids mit EcoRlI

Um zu uberprifen welche Klone das PCR-Fragment inseriert haben, wird eine Restrik-
tionsanalyse mit dem Restriktionsenzym EcoR | durchgefuhrt. Die MCS des pSC-A
Vektors ist von zwei EcoR | Schnittstellen flankiert (siehe Abb. 18), so dass bei einem
Verdau mit diesem Enzym bei korrekter Insertion zwei Banden in einem Kontrollgel zu
erkennen sein sollten. Die eine Bande ist das inserierte PCR-produkt (FANCA ~ 5000

bp) und die andere Bande der restliche Vektor.

EcoR | EcoR |
GGAATTCGCCCTT PCR-Produkt AAGGGCGAAT

Abbildung 18: EcoR | Schnittstellen des pSC-A Vektors.
Das in den Vektor pSC-A klonierte PCR-Produkt wird von zwei EcoRI-Schnittstellen flan-
kiert, so dass bei einem EcoRI-Restriktionsverdau dieses aus dem Vektor ausgeschnit-
ten werden kann.

MATERIAL

e Agarosegel 1% (B.3.1.1.5.3)

o Auftragspuffer (6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas)

e BSA 100x (New England Biolabs)

o EcoR | Restriktionsenzym 10 U/ul (MBI Fermentas)

o Elektrophoreseapparatur 3000xI (Biorad)

o Geldokumentationssystem BioDoc Analyze (Biometra)

e HzOpigest. (Gibco)

o NE Puffer 1 10x (New England Biolabs)

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-Reaktionsgefalie Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)
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e TAE-Puffer (B.3.1.1.5.3)

DURCHFUHRUNG

Bei mehreren Proben wird ein Mastermix erstellt. Pro Probe werden eingesetzt: 0,3 pl
EcoR I, 1 yl NE Puffer 1, 0,1 pl BSA und 8,6 pl H2Opigest.. Pro Probe werden ca. 200 ng
Plasmid-DNA eingesetzt. Es wird vorsichtig gemischt und fiir 2,5 h bei 37°C im PCR
Block inkubiert. Dann wird eine Auftrennung auf einem 1%igem Aragosegel wie unter
B.3.1.1.5.3 beschrieben durchgefuhrt, um die entstandenen Restriktionsfragmente zu

Uberprifen. Es wird der gesamte Restriktionsansatz auf das Gel aufgetragen.

B.9.8 Sequenzierung des klonierten FANCA Gens

Das aus dem Vektor pSC-A extrahierte FANCA-Gen wird sequenziert, um eventuelle
Fehler durch die Polymerase (Herculase®, sieche B.9.1) auszuschlieRen. Des Weiteren
ware es natlrlich auch denkbar, dass die Zelllinie, aus der das Gen amplifiziert wurde,
eine Veranderung im Gen aufweist. Die Sequenzierung erfolgt nach dem Didesoxy-
Verfahren von Sanger (Sanger et al., 1977), welches auf der enzymatisch katalysierten
Synthese (PCR) von unterschiedlich langen DNA-Fragmenten beruht, die an ihrem 3’-
Ende mit einem fluoreszenzfarbstoffmarkierten Didesoxynukleotid terminiert werden.
Die DNA-Fragmente werden dann in einer halbautomatisierten Sequenziermaschine in
dinnen Kapillaren gelelektrophoretisch mit der Genauigkeit von einem Nukleotid Gro-
Renunterschied aufgetrennt. Die Sequenz wird durch die unterschiedlichen Fluores-
zenzfarbstoffe der vier Basen rekonstruiert; je nach endstandigem Didesoxynukleotid
absorbieren und emittieren die Fragmente bei unterschiedlichen Wellenldngen und
konnen so eindeutig zugeordnet werden. Hier erfolgt die Sequenzierung mit dem ,Big-
Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, welches alle fiir die Sequenzierung not-
wendigen Reagenzien in einem vorgefertigten Sequenzierungsreagenz zur Verfligung
stellt. Es missen nur die zu sequenzierende DNA und die spezifischen Primer dazu-

gegeben werden.
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MATERIAL

e BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
BigDye® v3.1 “Ready Reaction Mix”
Sequenzierungspuffer 5x

o Dimethylsulfoxid (DMSO) (Stratagene)

e EDTA125mM
EDTA 0,5M (B.2.2) 2,5ml
H2Opigest. (Gibco) 7,5 ml

o Ethanol absolute p.a. (Merck)

e Ethanol 70% (B.2.3)

e HzOpigest. (Gibco)

e PCR-Folie Eppendorf® selbstklebend (Sigma)

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)

o Primer:
M13 fwd 5’-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3’ 100 pmol/ul (Metabion)
M13 rev 5’-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3’ 100 pmol/ul (Metabion)
FANCA 1 fwd 5’-CTC CAG CGG AGA CCA GTC-3’ 100 pmol/ul (Metabion)
FANCA 1 rev 5’-GGA GAG AAG ACT GTA AAA AGC GAA-3’ 100 pmol/ul (Metabion)
FANCA 2 fwd 5’-ATC GTG AGG TGC TGG TTC G-3’' 100 pmol/ul (Metabion)
FANCA 2 rev 5’-ACC ACA CCA GAG CAG AGG TC-3’ 100 pmol/ul (Metabion)
FANCA 3 fwd 5’-AGG CTA CCA TGG CTG CAG-3’ 100 pmol/ul (Metabion)
FANCA 3 rev 5’-ACC AAA TCA GAA TTT TCT GAG TGG-3' 100 pmol/ul (Metabion)
FANCA 4 fwd 5’-CTA CTG CCA GGC CTG CTC T-3’ 100 pmol/ul (Metabion)
FANCA 4 rev 5’-TGC TGC TGT ACA AAATTT CAG G-3’ 100 pmol/ul (Metabion)

o Plattenabdeckung Septa Seal (Applied Biosystems)
e 3730 ABI DNA Analyzer (Applied Biosystems)
o Sequenzierplatten 96-Loch mit Barcode (Applied Biosystems)

o Zentrifuge Minifuge RF(Heraeus Sepatech)

DURCHFUHRUNG

Die Sequenzierung erfolgt nach einem optimierten Protokoll des BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kits. Fir die PCR werden zunachst zehn Mastermixe (x 8 Pro-
ben) fir die verschiedenen Primer hergestellt. Dafiir werden auf Eis und unter Licht-
schutz pro Primer zusammen pipettiert: 16 pl BigDye® v3.1, 0,8 ul Primer, 8 ul Puffer
und 4 pl DMSO. Die Primer-Mixe werden in die Platte vorgelegt (3,6 ul pro Probe).
Dann werden 200 ng DNA und ad 10 pl HyOpigest. dazu gegeben und die Platte kurz
zentrifugiert. Die PCR erfolgt nach folgendem Programm: 96°C flir 4 min, (95°C fir 30
s, 50°C fiir 20 s, 60°C fur 4 min) x 60 Zyklen und 4°C fir «~ im PCR-Block.
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Nach der PCR werden die Proben mit einer Ethanol/EDTA Fallung aufgereinigt. Die
Platte wird abzentrifugiert und zu jeder Probe werden 5 pyl EDTA und 60 pl Ethanol
(100%) gegeben, gemischt fir 15 min bei RT inkubiert. Dann wird die DNA fir 15 min
bei 3.000 x g und 4°C pelletiert und der Uberstand durch sofortiges Invertieren auf ei-
nem Papiertuch entfernt. Die Proben werden mit 60 yl 70%igem Ethanol gewaschen
und erneut 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wird wie vorher entfernt. Die DNA wird
nun unter Lichtschutz an der Luft getrocknet, bevor sie in 30 pl HxOpigest. gelost wird.
Die Platte wird mit einem Septum abgedichtet und kann nun sequenziert werden. Die
Auswertung der Sequenzierung erfolgt mit Hilfe der frei zuganglichen Softwares ,Sta-
den Package® (www.staden.sourceforge.net) zur manuellen Korrektur der Sequenzen
und ,BioEdit 7.0.5.3“ (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) zum Vergleich der Se-

quenzen mit der Originalsequenz.

B.9.9 Klonierung des FANCA Gens in den pcDNA3.1(+)-Expressionsvektor

Damit das Gen in den transfizierten Zelllinien auf hohem Niveau exprimiert werden
kann, muss dieses zunachst in einen Expressionsvektor integriert werden. In dieser
Arbeit wird dafir der Expressionsvektor pcDNA3.1(+) (Invitrogen; siehe Abb. 19) ver-
wendet. Dieser Vektor ist 5428 bp gros und ermdglicht die konstitutive Uberexpression
eines gewilnschten Gens in Saugerzellen durch einen CMV (Human cytomegalovirus
immediate-early)-Promotor. Eine Neomycin Resistenz ist vorhanden, wodurch stabile
Zelllinien selektiert werden kdénnen.

Das ausgewahlte Plasmid mit fehlerfreiem FANCA-Gen wird zunachst erneut mit Eco-
RI, wie unter B.9.7 beschrieben, geschnitten. Es werden zwei Ansatze a 1 pug uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die FANCA-Bande wird aus einem Agarosegel ausgeschnit-
ten und die DNA aus dem Gel isoliert (B.9.4).
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pcDNA3.1(+) (Invitro-

gen).

Dargestellt sind die Charakteristika des pcDNAS3.1(+)-Vektors, welche fiir die Replikation
in kompetenten E. coli Zellen (pUC ori), firr eine effiziente RNA-Transkription (T7 RNA
Polymerase-Promotor, BGH (bovine growth hormone) Polyadenylierungssignal, SV40
Polyadenylierungssignal) und fiir eine effiziente Uberexpression der klonierten cDNA in
eukaryotischen Zellen (CMV Promotor) bendtigt werden. Der Vektor besitzt eine Ampicil-
lin- und eine Neomycin-Resistenz, wodurch die Selektion von Transformanten aus E.coli
Zellen und von stabil transfizierten eukaryotischen Zellen ermdglicht wird. AuRerdem
sind die vorhandenen Restriktionsschnittstellen, welche die Multiple Cloning Site flankie-
ren, aufgelistet.

B.9.9.1 Ligation von FANCA in einen Expressionsvektor und Transformation

kompetenter Zellen

Die Ligation des FANCA-Gens erfolgt mit Hilfe der T4-Ligase aus E.coli. Das Enzym
katalysiert die Bildung von Phosphordiesterbindungen zwischen freien 5’-Phosphat-
und 3’-Hydroxylgruppen und kann sowohl glatte, als auch Uberhdngende Enden mit-
einander verbinden. Die Transformation erfolgt dann in chemisch kompetente E.coli
Zellen (Mach1™-T1R), welche im Vergleich zu anderen Zellen eine schnellere Ver-

dopplungszeit aufweisen.
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MATERIAL

e Ampicillin 50 mg/ml (Serva)

o Bunsenbrenner Fireboy Plus (Vitaris)

e Duran® Erlenmeyerkolben mit Kappe (Schott)
e Eis

o ERGs (Eppendorf)

e FANCA-Gen, isoliert

o HyOpigest. (Gibco)

o Impfésen (Neolab)

o LB-Ampicillim-Agarplatten 100 pg/ml (B.9.5)
o LB-Ampicillin-Flissigmedium (B.9.5)

e One Shot® mach1™-T1R chemisch kompetente Zellen (Invitrogen)
Mach1™-T1R Zellen (E.coli)
S.0.C Medium

o Petrischalen & 8,5 cm (Greiner Bio One)

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-Reaktionsgefafie Thermo-Tube0,2 ml (Abgene)

e Sterilbank (Galaire® BSB 4A, Flow Laboratories)

e T4 DNA Ligase (New England Biolabs)
T4 DNA Ligase Reaktionspuffer 5x

e Drygalski-Spatel

e Schittler (Innova™ 2000 Platform Shaker, New Brunswick Scientific GmbH)
o Vektor pcDNA3.1(+), linearisiert mit EcoR [, 59 ng/ul (Invitrogen)

e Wasserbad 42°C (Memmert)

e Warmeschrank 37°C (Memmert)

DURCHFUHRUNG

Fur die Ligation werden zwei Reaktionen angesetzt, eine mit dem FANCA-Gen und
eine nur mit dem leeren Vektor. Pro Ansatz werden pipettiert: 4 yl T4 DNA Ligase Puf-
fer, 24 ng FANCA, 0,17 ul Vektor (8 ng), 0,1 ul T4 DNA Ligase und H;Opigest. ad 20 pl.
Es wird vorsichtig gemischt und fir 1 h bei 25°C inkubiert. Nach der Ligation werden 2
Reaktionsgefalle mit kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und 5 pl der DNA hinzuge-
geben. Es wird vorsichtig gemischt und fr 30 min auf Eis inkubiert. Dann werden die
Zellen durch Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad durchlassig fir die Vektoren ge-

macht und gleich danach wieder 2 min auf Eis inkubiert. Es werden 250 pl S.0.C. Me-
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dium (RT) dazugegeben und wie unter B.9.5 beschrieben horizontal schittelnd bei
37°C fur 1 h inkubiert. Danach werden die Zellen auf 37°C warmen LB-Ampicillin-
Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C angeziichtet. Am nachsten Tag
werden wie unter B.9.5 beschrieben sechs Kolonien gepickt und tber Nacht in 20 ml

LB-Ampicillin-Flissigmedium kultiviert.

B.9.9.2 Isolation des pcDNA3.1(+) Vektors mit inseriertem Gen

Die Plasmidisolation wird wie unter B.9.6 beschrieben durchgefihrt. Vor der Zentrifuga-
tion der Kulturen wird jeder Klon noch einmal auf einer LB-Ampicillin-Agarplatte ausge-
strichen und bei 37°C inkubiert.

B.9.9.3 Restriktionsanalyse des Expressionsvektors mit Nco |

Um einen Klon zu finden, welcher das FANCA-Gen in korrekter Richtung inseriert hat,
wird ein Restriktionsverdau mit dem Enzym Nco | durchgefiihrt. Mit Hilfe der Software
Vector NTI 10.0“ kann man sich ein theoretisches Bandenmuster errechnen lassen,
welches flir pcDNA3.1(+)/FANCA in Abbildung 20 dargestellt ist. Nco | schneidet im
FANCA-Gen nur einmal innerhalb der palindromischen Erkennungssequenz
5'...CYCATGG...3 und filhrt zu einem Bandenmuster anhand dessen erkennbar ist, ob

und in welcher Richtung FANCA inseriert hat.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pcDNA3.1(+) mit und

ohne Insert.

In der Abbildung sind die verschiedenen Mdéglichkeiten nach einer Klonierung von
FANCA in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+) dargestellt. (A) FANCA in korrekter Ori-
entiertung inseriert. (B) FANCA in falscher Orientierung (rickwarts) inseriert. (C) Leerer
Vektor ohne Insert. Je nach Orientierung des inserierten Fragmentes verandern sich die
Abstande zwischen den Ncol-Schnittstellen innerhalb des Vektors. Die jeweils erwarteten
Banden in einem Kontrollgel nach dem Restriktionsverdau mit Ncol sind in (D) aufge-

zeigt.

MATERIAL

e HOpigest. (Gibco)

¢ NEB Buffer 3 (New England Biolabs)

e Nco |10 000 U/ml (New England Biolabs)
e Plasmid 200 ng
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DURCHFUHRUNG

Fur den Restriktionsverdau werden 200 ng Plasmid mit 1 pl NEB Puffer 3, 0,2 ul En-
zym und HyOpigest. @d 10 pl flir 2 h bei 37°C im PCR-Block inkubiert. Danach wird wie
unter B.3.1.1.5.3 ein Agarosegel gefahren, um die entstanden Fragmente zu analysie-

ren.

B.9.10 Isolation des Expressionsvektors fiir die Transfektion
B.9.10.1 Anzucht eines Klons mit korrektem Expressionsvektor

Ein Klon mit dem Expressionsvektor mit korrekt inserietem FANCA-Gen wird nun im
grolien Malistab angeziichtet, um eine ausreichende Menge an Plasmid flr die spate-

re Transfektion zu erhalten.

MATERIAL

o Ampicillin 50 mg/ml (Serva)

e Brutschrank (Memmert)

e Duran® Erlenmeyerkolben mit Kappe 2000 ml (Schott)
o Impfésen (Neolab)

e LB-Ampicillin-Flissigmedium 100 ug/ml (B.9.5)

e Sterilbank (BDK)

DURCHFUHRUNG

Von einem Klon mit korrektem Vektor werden zwei Ansatze mit 250 ml LB-Ampicillin-

Flussigmedium angeimpft und dber Nacht bei 37°C im Warmeschrank inkubiert.

B.9.10.2 Plasmidisolation mit Hilfe des Plasmid-Maxi-Kits der Firma Qiagen

Die Isolation des Expressionsvektors aus den 250 ml Kulturen erfolgt mit Hilfe des
.Plasmid Maxi Kits“ der Firma Qiagen. Wie auch die bereits dargestellten Plasmidisola-
tionen (B.5.1.2 und B.9.6) beruht das System der Isolation auf der von Birnboim und
Doly (1979) beschriebenen alkalischen Lyse der Zellen. Nach der Zelllyse erfolgt unter

entsprechenden Salz- und pH-Wert-Konditionen die Bindung der Plasmid-DNA an ein
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spezielles anion-austauschendes Granulat der Saule. RNA, Proteine und andere nie-
dermolekulere Verunreinigungen werden durch Waschschritte bei mittlerer Salzkon-
zentration entfernt. AnschlielRend erfolgt die Elution der Plasmid-DNA mit einem ,salzi-
gen“ Puffer, durch eine Isopropanolfallung werden die Salze dann entfernt und das

Plasmid konzentriert.

MATERIAL

e Eis

¢ ERGs 2 ml (Eppendorf)

¢ Ethanol absolut p.a. (Merck)
e Ethanol 70% (B.2.6)

e Durankolben 200 ml (Schott)
¢ Isopropanol (Merck)

e HyOpigest. (Gibco)

e Natriumacetat 3 M (B.2.7)

e Plasmid Maxi Kit (Qiagen)
Extraktionssaulen
RNAse A Lésung
Puffer P1; vor erster Verwendung Zugabe der RNase A
Puffer P2
Puffer P3 auf Eis kiihlen
Puffer QBT
Puffer QC
Puffer QF

¢ Rundfilter S&S @ 110 mm (Schleicher&Schnell)
e Ubernachtkultur 250 ml
e Zentrifuge Biofuge Stratos (Heraeus)

e Zentrifugenréhrchen 50 ml (Falcon)
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DURCHFUHRUNG

Die zwei Ubernachtkulturen des Klons mit dem korrekten Expressionsvektor werden
geteilt und fir ca. 20 min bei 6.000 x g (4°C) abzentrifugiert. Hierfiir werden 50 ml Zent-
rifugenréhrchen verwendet, d.h. die Zellpellets werden durch zwei aufeinanderfolge
Schritte gebildet. Diese werden dann in 10 ml Puffer P1 resuspendiert und mit 10 ml
Puffer P2 versetzt. Durch Invertieren der GefalRe werden die Losungen gemischt, 10 ml
kalter Puffer P3 dazugegeben und nochmals gut durchmischt. Es wird flir 20 min auf
Eis inkubiert, bevor ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und 20.000 x g ftr 30 min folgt.
Nun werden die Sdulen mit Hilfe der im Kit enhaltenen Halterungen in je einen 200 ml
Erlenmeyerkolben gehangt. Ein Filterpapier pro Probe wird zu einem Trichter gefaltet,
auf die Saule gelegt und mit 10 ml QBT-Puffer befeuchtet. Dieser lauft dann aufgrund
der Gravitationskraft auch durch das Granulat der Saule, wodurch dieses equilibriert
wird. Dann wird der Uberstand der Zentrifugation durch den Filter auf die S3ulen aufge-
tragen. Ist alle Flussigkeit in den Glaskolben gelaufen, kann der Filter entfernt werden
und die Saule zunachst zweimal mit 30 ml Puffer QC gewaschen werden. Die Plasmid-
DNA wird dann mit 15 ml Puffer QF eluiert und in einem neuen 50 ml Zentrifugenrdhr-
chen aufgefangen. Die Fallung erfolgt mit 10,5 ml Isopropanol bei RT, es wird gut ge-
mischt und dann fiir 30 min bei 4°C bei 20.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird
vorsichtig dekantiert und das DNA-Pellet in 250 pl H2Opigest. gelOst und in ein ERG (ber-
fuhrt. Das Zentrifugenréhrchen wird noch einmal mit 250 pl H2Opigest. gespult und die
Flissigkeit zu den ersten 250 ul gegeben. Zu der Lésung werden nun 50 pl Natrium-
acetat und ad 2 ml mit Ethanol 100% gegeben, gemischt und bei 4°C fir 30 min bei
20.000 x g zentrifugiert. Im Anschlul® daran wird das Pellet mit 70%igem Ethanol ge-
waschen, zentrifugiert und dann getrocknet. Zuletzt wird die Plasmid-DNA in 100 pl

H2Opigest. gelOst und die Konzentration bestimmt (B.3.1.1.4).

B.9.11 Transfektion

Es sollen zwei Zellinien (BHY und Cal-33; B.8.2) stabil transfiziert werden. Dazu muss
der Expressionsvektor mit dem FANCA-Gen in das Genom der jeweiligen Wirtszelle
integriert werden, da er sonst bei einer Zellteilung nicht stabil repliziert und an die
Tochterzellen weitergegeben werden kann. AuRerdem wird Fremd-DNA haufig durch
intrazellulare Mechanismen abgebaut. Kurz nach der Transfektion mit einem Expressi-
onsplasmid kann es zu einer starken Expression des transferierten Gens kommen

(transiente Expression). Nur etwa eine von 10* Zellen integriert das Plasmid als selte-
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nes Ereignis in ihre chromosomale DNA (Lottspeich und Zorbas, 1998). Um diese sta-
bil transfizierten Zellen anzureichern, wird ein geeignetes Selektionsverfahren bendétigt,
welches nicht-transfizierte Zellen aussortiert. Der hier verwendete pcDNA3.1(+) Vektor
besitzt ein Neomycin-Resistenzgen, welches die Resistenz gegen das Aminoglycosid-
Antibiotikum Geneticin (G418) vermittelt. G418 hemmt besonders die Proteinbiosyn-
these bei eukaryotischen Zellen, indem es an die 80S-Ribosomen bindet, wodurch ein
Fehler bei der Transkription der tRNA auftritt. Durch diese Toxizitat auf eukaryotische
Zellen findet G418 keine Anwendung in der Medizin, wird aber bei Transfektionsexpe-
rimenten haufig zum Isolieren der stabil transfizierten Zellen aus der Gesamtpopulation

angewandt (Southern und Berg, 1982).

B.9.11.1 Linearisierung des Expressionsvektors

Es wird angenommen, dass ein circuldrer Vektor, bevor er in die chromosomale DNA
der transfizierten Zelle integriert wird, durch intrazellulare Mechanismen geschnitten
wird. Diese zufallige Schnittstelle kann dann natirlich unter Umstanden in dem zu un-
tersuchenden Gen liegen, wodurch dieses nicht mehr korrekt exprimiert werden kénn-
te. Aus diesem Grund wird der Expressionsvektor pcDNA3.1(+)/FANCA bereits im Vor-
feld mit einem Restriktionsenzym linearisiert, welches nur einmal an einer fir die Ex-

pression unbedeutenden Stelle schneidet (Pvu |, siehe Abb. 20).

MATERIAL

e BSA (New England Biolabs)

e Chloroform/Isoamylalkohol Gemisch (24:1)
Chloroform (Merck) 96 ml
Isoamylalkohol (Merck) 4 mi

¢ Ethanol absolut p.a. (Merck)

e Ethanol 70% (B.2.3)

e ERGs 2 ml (Eppendorf)

o Expressionsvektor pcDNA3.1(+)/FANCA 200 g

e HyOpigest. (Gibco)

o Kuhlzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus Instruments)

e Natriumacetat 3 M (B.2.7)

o NEB Puffer 3 (New England Biolabs)

e PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
o PCR-Reaktionsgefalie Thermo-Tube0,2 ml (Abgene)
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o Phase Lock Gel Heavy 2 ml (Eppendorf)

¢ Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol 25:24:1 Gesattigt mit 10 mM Tris, pH 8.0,
1 mM EDTA (Sigma)

e Pvul 10 U/ml (New England Biolabs)
e Sterilbank (Galaire® BSB 4A, Flow Laboratories)

DURCHFUHRUNG

Fir den Restriktionsverdau werden in ein Reaktionsgefald gegeben: 200 ug zu lineari-
sierendes Plasmid, 30 U Pvu I, 20 pyl NEB Puffer 3, 2 ul BSA und ad 200 pl HyOpigest..
Der Ansatz wird Uber Nacht bei 37°C inkubiert und durch Gelelektrophorse
(B.3.1.1.5.3) kontrolliert. Nach erfolgreicher Linearisierung muss das Plasmid aufgerei-
nigt werden. Daflr wird der Restriktionsansatz in Phase-Lock-Gefale Uberfuhrt und mit
200 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol versetzt. Es wird gut gemischt und 5 min bei
RT bei 12.000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wird mit 200 ul Chloro-
form/Isoamylalkohol ausgeschiittelt und erneut zentrifugiert. Nun wird der Uberstand in
ein neues ERG uberfuhrt und mit 18 pl Natriumacetat und 500 pl 100%igem Ethanol
bei -20°C flir 20 min gefallt. Die DNA wird fiir 20 min bei 16.000 x g und 4°C pelletiert
und mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das Pellet

getrocknet, in 50 pl H2Opigest. gelOst und die Konzentration bestimmt (B.3.1.1.4).

B.9.11.2 G418 Konzentrationstest

Bei diesem Versuch wird die G418-Konzentration ermittelt, mit welcher die Selektion
der Zellen nach der Transfektion erfolgt. Es soll sichergestellt werden, dass bei der
Selektion nur stabil transfizierte Zellen tUberleben und die nicht stabil transfizierten Zel-

len absterben.

MATERIAL

e Brutschrank (Heraeus)
e Bunsenbrenner Fireboy Plus (Vitaris)
e Coulter Counter Z1 (Beckmann Coulter)

o Geneticin (G418) 100 mg/ml
G418 Disulfat (Sigma) 19
Hzobidest_ (GleO) 10 ml

o Kulturmedium (Gibco)
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¢ NaCl 0,9%
NaCl 949
H2Opigest. (Gibco) 1000 ml

o  Steril filtrieren (0,2 um)

e PBS 1x(B.2.9)

e Sterilbank Laminair® HBB 2472S (Heraeus)

e Trypsin-EDTA 0,5% (Gibco)

e Zahlréhrchen (Coulter Beckmann) mit 19,8 ml 0,9%iger NaCl-Lésung
o Zellkulturplatten mit sechs Vertiefungen (Falcon)

e Zelllinien BHY (480.000 Zellen) und Cal-33 (300.000 Zellen)

DURCHFUHRUNG

Fur jede Zelllinie wird eine Zellkulturplatte mit sechs Vertiefungen pro Zahlung ange-
setzt. Der Effekt von G418 soll anhand einer Wachstumskurve gemessen werden
(Messpunkte an Tag 1, 2, 4, 7 und 9), so dass pro Zelllinie insgesamt sechs Platten
angesetzt werden. Die Zellinie Cal-33 wird mit 50.000 Zellen/Vertiefung (in 3 ml Kul-
turmedium) angesetzt, die Zelllinie BHY aufgrund ihrer Wachstumseigenschaften mit
80.000 Zellen/Vertiefung (ebenfalls in 3 ml Kulturmedium). Nach ca. 4-5 h (wenn die
Zellen sich angeheftet haben) wird die entsprechende Menge G418 in jede Vertiefung
gegeben (siehe Abb. 21). Flr eine Zahlung wird jede Vertiefung der Zellkulturplatte mit
2 ml PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin befiillt. Die Platten werden bis zum Ablésen
der Zellen (Kontrolle im Mikroskop) bei 37°C im Brutschrank inkubiert, dann werden in
jede Vertiefung 0,5 ml Vollmedium zum Abstoppen des Trypsins gegeben. Die Zellen
werden gut gemischt und 1 ml der Zellsuspension wird zu 9 ml 0,9%iger NaCl-Lésung
(1:10 Verdinnung) in ein Zahlréhrchen gegeben. Die Zahlung erfolgt wie unter B.8.1
beschrieben mit Hilfe eines Coulter Counters. Bei den noch nicht gemessenen Platten

erfolgt alle 48 h ein Mediumwechsel mit G418 Zugabe.
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\

Kontrolle 100 pg/ml BHY/Cal-33 200 pg/ml BHY/Cal-33
0 pg/ml |

400 pg/ml BHY/Cal-33 600 pg/ml BHY/Cal-33

Abbildung 21: G418 Konzentrationstest bei den Zelllinien BHY und Cal-33.
In der Abbildung ist eine Kulturplatte mit sechs Vertiefungen skizziert. Pro Zelllinie wer-
den sechs solcher Platten mit 50.000 Zellen (Cal-33) oder 80.000 Zellen (BHY) pro Ver-
tiefung mit den angegeben G418-Konzentrationen angesetzt.

B.9.11.3 Transfektion der Zelllinien

Die Transfektion der Zelllinien erfolgt mit Hilfe des Transfektions-Reagenz ,Polyfect®™
der Firma Qiagen. Diese Art der Transfektion ist ein biologisches Verfahren, bei dem
Transportmechansimen der Zelle ausgenutzt werden, um den Expressionsvektor ein-
zuschleusen. Polyfect®ist ein sogenanntes aktiviertes Dendrimer, eine chemische Ver-
bindung, deren Struktur aus einem zentralen Kern mit Verastelungen aus repetitiven
Einheiten eine radiale Symmetrie ergibt. Die DNA wird durch das Reagenz in kompakte
Strukuren verpackt. Der Polyfect® -DNA-Komplex besitzt eine positive Gesamtladung,
welche eine Bindung an negativ geladene Rezeptoren der Oberflache eukaryotischer
Zellen ermdglicht. Wird der Polyfect® -DNA-Komplex durch einen Rezeptor in die Zelle
eingeschleust, inhibiert das Polyfect® lysosomale Nukleasen, wodurch die Stabilitit des
Polyfect® -DNA-Komplexes innerhalb der Zelle gesichert ist und die DNA in den Nuc-

leus transportiert werden kann.

-134 -



MATERIAL UND METHODEN

MATERIAL

o Brutschrank 37°C, 5% CO, (Heraeus)

e PBS 1x (B.2.9)

e Polyfect® Transfektionsreagenz (Qiagen)

o Tischzentrifuge (G. Kisker)

e Vektor-DNA 4 ug

e Zellkulturmedium (RPMI)

o Zellkulturplatten mit sechs Vertiefungen (Falcon)

o Zentrifuge 3-15 (Sigma Laborzentrifugen)

DURCHFUHRUNG

24 h vor der Transfektion wird jede Zelllinie (BHY und Cal-33) in einer Zellkulturplatte
mit sechs Vertiefungen kultiviert. Pro Vertiefung werden 1 x 10° Zellen angeziichtet, so
dass am nachsten Tag ein Konfluenzgrad von 40-80% erreicht ist. Fur jede Vertiefung
der Zellkulturplatte wird ein Transfektionsansatz vorbereitet (sieche Abb. 22). Die Vek-
tor-DNA wird mit serumfreien Medium so verdinnt, dass ein Endvolumen von 100 pl
gegeben ist. Der Ansatz wird gut gemischt und zentrifugiert, bevor 8 ul des Polyfect®
Transfektionsreagenz dazugegeben werden. Die Lésung wird mit der Pipette gemischt
und fir 5-10 min bei RT inkubiert. Wahrend dieser Polyfect® -DNA Komplexbildung
werden die kultivierten Zellen mit 2 ml PBS gewaschen und mit 1,5 ml neuem Zellkul-
turmedium Uberschichtet. Dann wird die Losung mit dem Transfektionskomplex mit 600
Ml Zellkulturmedium verdinnt und vollstandig in eine Vertiefung der Zellkulturpletten mit
den zu transfizierenden Zellen gegeben. Es folgt die Inkubation fir 24 h im Brut-

schrank.
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Abbildung 22: Darstellung der verschiedenen Transfektionsansatze pro Zelllinie.
In der Abbildung ist eine Kulturplatte mit sechs Vertiefungen skizziert. Fir jede Zelllinie
wird eine entsprechende Platte mit 1x10° Zellen vorbereitet und nach 24 h mit den dar-
gestellten Transfektionsansatzen transfiziert.

B.9.11.3.1 Uberpriifung der Transfektionseffizienz

Um die Transfektionseffizienz der drei Zelllinien zu Uberprufen, wird jede Zelllinie ein-
mal mit dem ebenfalls G418-resistenten Vector pFred 25 transfiziert (siehe Abb. 22
und 23). Dieser Vektor codiert fir das Protein sg25gfp unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. sg25gfp ist ein so genanntes eGFP (enhanced green fluorescent protein),
eine mutierte Form von GFP, welches eine 50 bis 100-fach hellere Fluoreszenz im
Vergleich zu Wildtyp-GFP aufweist (Stauber et al., 1998). Bei einer Anregung mit 530
nm kann bei eGFP-exprimierenden, also transfizierten Zellen eine griine Fluoreszenz
gemessen werden. Diese Messung erfolgt im FACS (Fluorescence activated cell sor-
ter) durch Durchflusszytometrie, wobei eine Zellsuspension durch eine Kapillare ge-
saugt wird und in einem Sensormodul einen einzelnen Laserstrahl passiert. Jede Zelle
emittiert dabei Streulicht und Fluoreszenzimpulse wenn eine Transfektion mit pFred
stattgefunden hat. Der Vektor pFred wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
,DNA Reparatur® von Frau Prof. Eckhardt-Schupp, Institut flr Strahlenbiologie —

Helmholtz Zentrum Minchen, zur Verfugung gestellt.
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Amp
CMV-Promoter

Ecl13611 (876)

sg25gfp

pFred 25 (sgCMVgfp)

6238 bp

EcoRV (1742)
Ecl136l1 (1815)

SV40-promoter

neo

Abbildung 23: Schematische Darstellung des Vektors pFred25 (Drexler, 2002).
Dargestellt sind die fur eine Selektion wichtigen Ampicillin- und Neomycin-Resistenzen,
sowie das eGFP sg25gfp unter der Kontrolle des CMV-Promotors und Restriktions-
schnittstellen, welche das eGFP flankieren. Die Neomycin-Resistenz wird durch den
SV40 Promotor exprimiert.

MATERIAL

e FACS BD LSR Il (Becton Dickinson)

e FACS-Ro6hrchen (Becton Dickinson)

¢ Nicht transfizierte Zellen (Negativkontrolle)
e PBS 1x (B2.9)

e Propidiumiodid (Sigma)

e Trypsin-EDTA 0,5% (Gibco)

o Zentrifuge 3-15 (Sigma Laborzentrfugen)

e Zellen 48 h nach der Transfektion

DURCHFUHRUNG

Die Zellen werden wie in B.8.1 beschrieben zunachst mit PBS gewaschen und trypsi-
niert. Nach dem Abstoppen wird fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert, der Uberstand ab-
genommen und die Zellpellets in 300 pl PBS geldst. Pro Zelllinie wird eine Negativkon-
trolle mit 1 x 10° nicht-transfizierten Zellen mitgemessen. Es folgt die Zugabe von 3 pl

Propidiumiodid, die Losungen werden in die FACS-Rd6hrchen Uberfihrt und gemessen.
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Propidiumiodid kann die perforierte Zellmembran toter Zellen durchdringen und diese
durch DNA-Interkalierung anfarben und dient somt der Ermittlung abgestorbener Zel-

len.

B.9.11.3.2 Selektion mit G418

Die Selektion mit G418 erfolgt 48 h nach der Transfektion. Transfizierte Zellen haben
aufgrund der Neomycin-Resistenz des Expressionsvektors eine Unempfindlichkeit ge-
gen das toxische Antibiotikum, wahrend nicht transfizierte Zellen absterben. Die Selek-
tion erfolgt fur zwei Wochen bei einer Konzentration von 400 pg/ml G418, wobei ca.
jeden zweiten Tag ein Mediumwechsel mit neuer G418-Zugabe erfolgt. Nach diesen
zwei Wochen wird die Konzentration auf eine ,Erhaltungsdosis® von 200 ug/ml redu-
ziert. So wird sichergestellt, dass die Zellen stabil transfiziert sind und den Expressi-

onsvektor in ihnre genomische DNA integriert haben.

MATERIAL

¢ Geneticin (G418) 100 mg/ml
G418 Disulfat (Sigma) 19
Hzobidest_ (GleO) 10 ml

o Transfizierte Zellen in Zellkulturplatten mit sechs Vertiefungen

DURCHFUHRUNG

24-48 h nach der Transfektion werden in jede Vertiefung der Kulturplatten 12 ul G418

gegeben.
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B.10 Phanotypische Charakterisierung der mit FANCA transfizierten

Zelllinien

B.10.1 Erstellung von Uberlebenskurven nach Bestrahlung

Genetische Veranderungen in Tumoren kénnen Auswirkungen auf die Empfindlichkeit
der Tumorzellen auf therapeutische MalRnahmen wie Cytostatika oder Bestrahlung
haben. Um den Effekt einer Uberexpression des Gens FANCA beziiglich einer Strah-
lenempfindlichkeit der Zellen zu untersuchen, werden die mit FANCA transfizierten
Zellen mit *"Cs-y-Quelle bestrahlt und deren Auswirkung auf die Uberlebensrate der
Zellen nach ca. 10 Tagen erfasst. Dazu wird die Kammerbestrahlungsanlage HWM D-
2000 der Firma Walischmiller verwendet, welche durch doppelseitige Cs-137-Quellen
Gammabestrahlungen ermoglicht. Die Dosisleistung innerhalb der Kammer betragt
0,55 Gy/min.

MATERIAL

e Bunsenbrenner Fireboy Plus (Vitaris)
e Coulter Counter Z1 (Beckmann Coulter)

e Giemsa-L0dsing, 10%ig
Giemsa (Merck) 10 ml
Leitungswasser 90 ml

e HWM D-2000 (Hans Walischmiller GmbH)
e Kulturmedium (B.8.2.2)

e PBS 1x(B.2.9)

e Sterilbank Laminair® HBB 2472S (Heraeus)

e Transfizierte Zellen (BHY/FANCA Lin1, BHY/FANCA Lin2, BHY/FANCA circ.,
BHY/Vektor Lin1, BHY/Vektor Lin2 und Cal-33/FANCA Lin1, Cal-33/FANCA Lin2,
Cal-33/FANCA circ., Cal-33/Vektor Lin1, Cal-33/Vektor Lin2 (vergl. B.9)) je in vier
Tos- Zellkulturflaschen (Greiner-bioone Cellstar®)

e Trypsin-EDTA 0,5% (Gibco)
e Zahlréhrchen (Beckmann Coulter) mit 19 ml 0,9%iger NaCl-Losung (B.8)
o Zentrifugenréhrchen 15 ml (Falcon)

e Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen (Greiner-bioone Cellstar®)
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DURCHFUHRUNG

Die transfizierten Zelllinien BHY/FANCALin1, BHY/FANCALin2, BHY/FANCAcirc,
BHY/VekorLin1, BHY/VektorLin2, Cal-33/FANCALin1, Cal-33/FANCALin2, Cal-
33/FANCAcirc, Cal33/VekorLin1 und Cal-33/VektorLin2 (vgl. B.9.11.3) sowie die Origi-
nalzelllinien BHY und Cal-33 werden mit jeweils 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 4 Gy und 5 Gy be-
strahlt. 48 h vor der Bestrahlung werden von jeder der 12 Zelllinien jeweils 3x10° Zellen
in Ts- Zellkulturflaschen (Kontrolle 0 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 4 Gy und 5 Gy) gegeben
und bei 37°C inkubiert. Zwei Tage spater werden die Zellen in der Bestrahlungsanlage
HWM D-2000 im Institut fir Strahlenschutz des Helmholtz Zentrums Milnchen be-
strahlt. Um eine gleichmassige Dosisverteilung zu gewahleisten, werden die Kulturfla-
schen am Rand der Bestrahlungskammer positioniert. Fir eine Dosis von 1 Gy wird fur
1,8 min, von 2 Gy fur 3,6 min, von 3 Gy fur 5,4 min, von 4 Gy fur 7,2 min und fur 5 Gy
fur 9 min bestrahlt. Nach der Bestrahlung werden die Zellen weiter kultiviert. Dazu wer-
den sie zunachst wie unter B.8 beschrieben trypsiniert und gezahlt. Jede Zelllinie wird
auf zwei Kulturplatten mit sechs Vertiefungen verteilt und jeder Ansatz mit einer be-
stimmten Strahlendosis wird in drei Vertiefungen ausplattiert. Auf Grund der ermittelten
,Plating Efficiency“ der nicht transfizierten Originalzelllinien (vgl. B.8.3.1 und C.7.1)
werden die unbestrahlten BHY-Zellen mit 150 Zellen pro Vertiefung und Cal-33-Zellen
mit 300 Zellen pro Vertiefung in 3 ml Medium kultiviert. Die bestrahlten Zellen werden
entsprechend ihrer reduzierten Uberlebensrate in héherer Anzahl ausgeséat, so dass
ahnliche Koloniezahlen wie bei der Kontrolle entstehen kénnen. Nach 10 Tagen wer-
den die Zellen wie unter B.8.3.1 beschrieben fixiert, gefarbt und gezahit. Die Uberle-
bensrate ergibt sich aus dem Quotienten der resultierenden Koloniezahl und der An-
zahl der ausgeséaten Zellen, welcher dann durch die Uberlebensrate (=Plating Efficien-
cy) der unbestrahlten Kontrollen dividiert wird. Es werden dann Uberlebenskurven nach

dem Logarithmisch-Linearen-Modell mit folgender Kurvengleichung erstellt:
S=e®
S = Uberlebensrate (,Survival Rate*)
a = Linearer Dosiseffektkoeffizient [Gy ]
D = Dosis [Gy]
Die Kurven werden linearisiert (-InS = aD) und nach der Methode der kleinsten Quad-

rate (Sachs und Hedderich, 2006) angepasst. Signifikante Unterschiede zwischen der
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Kurve der nicht-transfizierten Kontrollzelllinie und den mit FANCA transfizierten Zellli-

nien werden mit Hilfe des t-Tests (Sachs und Hedderich, 2006) ermittelt.
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C ERGEBNISSE

C.1 Etablierung molekulargenetischer Methoden

C.1.1 Gesamtgenomische Amplifikation von DNA aus formalinfixiertem Paraf-

fingewebe

Die Menge an isolierter DNA aus Tumorgewebe ist haufig nicht ausreichend, um mole-
kularzytogenetische Untersuchungen wie CGH und Array-CGH durchflihnren zu kon-
nen. Aufgrunddessen ist eine Amplifizierung der genomischen Tumor-DNA notwendig.
Es wurden zwei verschiedene PCR-Methoden (Genomi-Phi Amplifikations-Kit und
WGA-KIit) ausgetestet, um die gesamtgenomische DNA aus formalinfixiertem Paraffin-
gewebe (FFPE) zu amplifizieren. Beide Verfahren lieferten ausreichende Mengen an
Amplifikat. Dieses wurde dann mittels der in B.4.1.2 beschriebenen Multiplex-PCR auf
seine Tauglichkeit in Array-CGH-Experimenten getestet. Die Multplex-PCR der WGA-
Amplifikate zeigte deutlich, sowohl in den kommerziellen Referenz DNAs als auch in
den DNAs aus formalinfixiertem Paraffingewebe, alle vier Fragmentgrofien (Abb. 24 A),
was auf eine optimale DNA-Qualitat fur Array-CGH-Experimente hindeutete. Die Ampli-
fikate aus der GenomiPhi-amplifizierten DNA hingegen zeigten bei den FFPE-Proben
neben den erwarteten Banden noch eine Reihe unspezifischer Intermediarbanden. Die
Referenz-DNA lieferte auch hier eindeutig die vier erwarteten Banden der GroRe 100,
200, 300 und 400 bp (Abb. 24 B). FFPE-DNA von Fall 2 wurde mit beiden Amplifikati-
onsvarianten auf je einen 1 Mb BAC Array hybridisiert. Es zeigte sich, dass die DNA
aus der WGA-PCR ein sauberes Profil mit deutlich erkennbaren Veranderungen liefer-
te, wahrend die DNA aus der GenomiPhi-PCR unspezifisch hybridisierte (erkennbar
durch griine Fluoreszenz der Drosophila-Kontrollspots) und in der Array-CGH-Analyse

auf Grund starker Schwankungen des Profils nicht auswertbar war (Abb. 25).
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Kontrolle

Megativ-

Abbildung 24: Multiplex-PCR der Amplifikate aus WGA- und GenomiPhi-PCR.
(A) WGA-Amplifikation von FFPE- und kommerzieller Referenz-DNA. In der Multiplex-
PCR ergeben sich spezifische Amplifikate der zu erwartenden Banden. (B) GenomiPhi-
Amplifikation von FFPE- und kommerzieller Referenz-DNA. In der Multiplex-PCR erge-
ben sich bei der FFPE-DNA unspezifische Intermediarbanden, wahrend die kommerziel-
le Referenz-DNA spezifische Amplifikate generiert.

- 143 -



ERGEBNISSE

A

HN_2_WGA HN_2_GPhi

HN_2_GPhi

1 2 3 4 5 L3 T L Hd onon B WL BUTBEONR XY

1 2 E] . 3 [ 7 g 0% 0 M 13 OB MKW BRYINT XY

Abbildung 25: Vergleich der Array-CGH von amplifizierter DNA mittels GenomiPhi- und

WGA-Kit.

(A) Gescannte Bilder der hybridisierten Arrays. Die Cy3-markierte Test-DNA liefert ein
grunes, die Cy5-markierte Referenz-DNA ein rotes Fluoreszenzsignal. Rot eingerahmt
sind die Drosophila-Kontrollklone, welche bei einer spezifischen Hybridisierung keine
DNA binden sollten (HN_2_WGA). Zeigen diese Spots ein Signal, so handelt es sich um
eine unspezifische Hybridisierung (HN_2_GPhi). (B) Array-CGH Profile der beiden ver-
schieden amplifizierten FFPE-DNAs. Das Profil der GenomiPhi-amplifizierten DNA zeigt
starke Schwankungen der Signale und ist dadurch nicht auswertbar. Das Profil der
WGA-amplifizierten DNA hingegen gibt chromosomale Veranderungen klar und deutlich
wieder.

C.1.2 Evaluierung verschiedener Array-Plattformen

Aus den CGH-Analysen der in dieser Arbeit untersuchten HNO-Tumoren ergaben sich
chromosomale Veranderungen, welche signifikant mit einer schlechten Prognose der
Patienten korrelieren (DNA Zugewinne auf den Chromosomen 16q23-24 und 1qg43,
sowie DNA Verluste auf Chromosom 18922, vergl. C.2). Die DNA von Fallen, welche
diese Aberrationen in der CGH zeigten, wurden zur Eingrenzung der betroffenen

chromosomalen Regionen mittels héher auflosender Array-CGH untersucht. Es stan-
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den zwei Array-Plattformen zur Verfugung, welche auf ihre Tauglichkeit in dieser Fra-

gestellung Uberprift werden sollten.

SNP Array: Affymetrix GeneChip® Mapping 10K Array Xba 142 2.0

Die Komplexitatsreduzierung des Genoms durch einen Restriktionsverdau zu Beginn
des Protokolls stellte sich aufgrund der teilweise stark fragmentierten DNA aus FFPE-
Gewebe als problematisch dar. Zunachst gelang es nicht die Proben-DNA in der Lin-
ker-Adapter PCR effizient zu amplifizieren, da in dieser fast ausschlief3lich Fragment-
gréfken von 250-1000 bp vervielfaltigt werden. Nach vorausgehender Kontrolle der
Fragmentverteilung im Agarosegel und nach Adaptierung des Protokolls (Erhdhung der
eingesetzten DNA-Menge, Ansetzen meherer PCR-Reaktionen) gelang es schliellich
doch, die bendtigte Menge an DNA herzustellen. Zum Vergleich der Ergebnisse wur-
den zusatzlich zwei zytogenetisch charakterisierte Tumor-Zellinien, RPEX1.5 und
S48T, analysiert. Die tumorigene epitheliale Retina-Zellinie RPEX1.5 ist durch drei
deutliche chromosomale Veranderungen gekennzeichnet: Deletionen auf den Chromo-
somen 13q und 10p, sowie einer Amplifikation auf 10p. S48T ist eine triploide epithelia-
le Schilddrisenkarzinom-Zelllinie, welche in der chromosomalen CGH einen DNA-
Zugewinn auf Chromosom 9q sowie Deletionen auf den Chromosomen 9p und 13q
zeigen (siehe Abb. 26 A). Die Auswertung der durch die Affymetrix-Software (GCOS
und GDAS) generierten Daten im Hinblick auf chromosomale Imbalancen erfolgte mit
Hilfe der DNA-Chip Analyzer Software (dChip; Li und Wong, 2004). Die chromosoma-
len Veranderungen von RPEX1.5 lieRen sich aus dem Array-Profil exakt ablesen (Abb.
26 B) und konnten in einer hdheren Auflésung beschrieben werden. Das amplifizierte
Gen PARD3 (Zitzelsberger et al., 2004) lag genau in dem als amplifiziert angezeigten
Bereich auf Chromosom 10p. Bei der Auswertung von S48T war ein deutlich héheres
Hintergrundrauschen der Signale als bei RPEX1.5 zu beobachten. Dennoch liefien
sich im Vergleich mit den Profilen der chromosomalen CGH Veranderungen auf den
Chromosomen 9 und 13 lokalisieren und genauer eingrenzen (Abb. 26). Das Profil der
FFPE-Probe hingegen machte auf Grund des starken Rauschens der Signale Aussa-
gen uber chromosomale Veranderungen und eine Schwellenwertsetzung nahezu un-
moglich. Nur im direkten Vergleich mit den Bildern der chromosomalen CGH des Falles
konnten Tendenzen zu DNA-Verlusten oder DNA-Zugewinnen ermittelt werden. Uber
bestimmte Veranderungen mit geringerer Auspragung, wie der DNA Zugewinn auf
Chromosom 16q, konnten keine Aussagen getroffen werden.

Die Starke des Hintergrundrauschens der Affymetrix-Profile zeigte eine deutliche Ab-

hangigkeit von Polyploidiegrad und Aberrationsanzahl der Probe. Bei gering verander-
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ter DNA konnten chromosomale Veranderungen prazise und in hoher Auflésung dar-
gestellt werden (RPEX1.5). Bei der triploiden Zelllinie S48T und der FFPE-Tumor-
Probe mit zahlreichen Aberrationen erhdhte sich das Hintergrundrauschen deutlich.
Dies lag mitunter daran, dass bei den stark aberranten Proben viele der so genannten
scalls“ durch die Software aus der Auswertung genommen wurden. Da diese Array-
Plattform eigentlich auf Genotypisierung und Linkage-Studien ausgerichtet ist, wird flr
jeden SNP bestimmt, ob dieser in homo- oder heterozygoter Form vorliegt. Wenn das
Verhaltnis der Allele zwischen Sense- und Antisense-Strang aufgrund von Polyploidien
oder DNA-Zugewinnen bzw. DNA-Verlusten der Proben-DNA zu stark aus dem
Gleichgewicht gerat (z.B. bei einem DNA-Zugewinn AAAB anstatt von AB), passieren
viele der betroffenen SNPs nicht die Qualitatskontrolle der GDAS-Software, da der
Genotyp nicht errechnet werden kann. Dies flhrt zu hohen Intensitatsraten des ge-
scannten Arrays, was zunachst auf eine erfolgreiche Hybridisierung schliellen Iasst.
Die ,Call Rate” der letztendlich auswertbaren SNPs hingegen liegt deutlich unter dem
erwinschten Wert von 99%. Ein weiteres Manco der Auswertung bestand darin, dass
SNPs von einigen bekannten Proto-Onkogenen oder Supressorgenen nicht auf dem
Array vertreten waren.

Aufgrund der Limitierungen in Anwendung und Auswertung von FFPE-Proben, wurden
die Array-CGH Analysen der chromosomalen Veranderungen von Kopf-Hals-Tumoren

in hdherer Auflésung nicht mit der Array-Plattform von Affymetrix vorgenommen.
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FFPE DNA HN12¢c

Zelllinie S48T
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Abbildung 26: Evaluierung von SNP-Arrays zur Array-CGH-Analyse von DNA aus forma-

linfixiertem Gewebe.

(A) CGH Profile charakteristischer Aberrationen der Zelllinien RPEX1.5 und S48T, sowie
einer Tumorprobe aus FFPE-Gewebe (HN12c). (B) Gesamtgenomische Array-Profile
des Affymetrix GeneChip® Mapping 10K Arrays der beiden Zellinien und der FFPE-
Probe. Die Profile von RPEX1.5 und S48T zeigen erwartete Varanderungen (markiert
durch rote Kreise) wahrend bei der FFPE-Probe HN12c aufgrund starker Signalschwan-
kungen kaum Aberrationen erkennbar sind.
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1Mb BAC Arrays

Es standen drei verschiedene BAC-Arrays zur Verfugung: der UCSF Human BAC Ar-
ray 1.4 Mb, der Sanger 1 Mb Array und der CMR Hs1 Mb BAC Array, wobei sich die
letzten beiden Arrays nur in der Spot-Anordung der Klone unterscheiden. Alle
Testhybridisierungen verliefen erfolgreich, alle drei BAC-Arrays zeigten spezifische
Hybridisierungen mit wenig Hintergrundrauschen (Abb. 27 und 28). Kontrollhybridisie-
rungen, bei welchen zwei normale DNA-Proben gegeneinander hybridisiert wurden,
zeigten in allen Fallen unveranderte Profile. Bekannte Aberrationen in bereits charakte-
risierten Proben (Zellinie RPEX1.5, siehe C.1.1) waren reproduzierbar und klar zu er-
kennen. Auch die Analyse von DNA-Proben aus FFPE-Gewebe lieferte die gewinsch-

te Darstellung der Veranderungen in einer hdheren chromosomalen Auflésung.

Auf Grund der Ergebnisse dieser Voruntersuchungn erfolgten die Array-CGH Experi-
mente zur Analyse von Kopf-Hals-Tumoren mit BAC-Arrays. Aus technischen Griinden
wurden die UCSF 1.4 Mb BAC-Arrays allerdings nicht weiter angewendet. Bei diesen
Arrays befanden sich auf einem Objekttrager zwei gespottete Arrays, was eigentlich
den Vorteil mit sich bringt, dass in einem Hybridisierungsvorgang zwei Proben analy-
siert werden kénnen. Das flr die Hybridisierung verwendete Hybridisierungsmodul der
HS 400 (Tecan) besal nur einzelne Hybridisierungskammern mit einer reaktiven FIa-
che, wodurch es nicht mdglich war, diesen Vorteil zu nutzen. Fur alle weiteren Array-

CGH-Untersuchungen wurden die 1 Mb Sanger- und CMR-BAC-Arrays verwendet.
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Abbildung 27: Evaluierung der UCSF 1.4 Mb BAC-Arrays zur Array-CGH-Analyse von

FFPE-DNA.

(A) Genomweite Array-Profile des UCSF 1.4 Mb BAC-Arrays einer Kontrollhybridisierung
(Ref_Ref), der Zelllinie RPEX1.5 und einer DNA-Probe aus FFPE-Gewebe (HN33c). Die
X-Achse gibt jeweils die Chromosomennummer (1-22, X und Y) wieder, wahrend die Y-
Achse die logarithmierten Werte der Intensitatsquotienten aus Cy3- und Cy-5-
Fluoreszenz (,log2-Ratios”) fur jeden BAC-Klon zeigt. Normale Bereiche sind in schwarz,
DNA-Zugewinne in grtin, Amplifikationen in blau und DNA-Verluste in rot dargestellt. Die
Kontrollhybridisierung zeigt wie erwartet ein unverandertes Profil. Die Darstellung der
Zelllinie zeigt ebenfalls ein enges Profil mit wenig Signalschwankungen, die bekannten
genomischen Veranderungen sind klar zu erkennen. Die Hybridisierung der FFPE-Probe
zeichnet sich durch ein starker schwankendes Profil aus, aus dem dennoch chromoso-
male Veranderungen abgelesen werden kénnen. (B) Einzelprofile von RPEX1.5 (Chr. 10)
und HN_33c (Chr.16). Die charakteristischen Veranderungen auf den Chromosomn 10p
(RPEX1.5) und 16q (HN_33c) lassen sich mit hoher Auflosung darstellen.
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Abbildung 28: Evaluierung der 1 Mb BAC-Arrays (Sanger und CMR Hs1) zur Array-CGH-

Analyse von FFPE-DNA.

(A) Genomweite Array-CGH-Profile der 1 Mb BAC-Arrays einer Kontrollhybridisierung
(Ref_Ref), einer Keratinozyten-Zelllinie (OKF6/TERT-1) und einer DNA-Probe aus
FFPE-Gewebe (HN12c). Die X-Achse gibt jeweils die Chromosomennummer (1-22, X
und Y) wieder, wahrend die Y-Achse die logarithmierten Werte der Intensitatsquotienten
aus Cy3- und Cy-5-Fluoreszenz (,log2-Ratios*) fur jeden BAC-Klon zeigt. Normale Berei-
che sind in schwarz, DNA-Zugewinne in griin, Amplifikationen in blau und DNA-Verluste
in rot dargestellt. Bei beiden Arrays zeigen die Kontrollhybridisierungen mit normaler Re-
ferenz-DNA, bis auf den ,Sex-Mismatch”, ein unverandertes Profil. Auch Proben mit
komplexerem Karyotyp (HN12c) zeigen klare Profile mit praziser Darstellung der Aberra-
tionen. (B) Exemplarische Einzelschromosom-Profile der Zellinie OKF6/TERT1 (Chr. 9)
und HN12c (Chr. 16). Aus den Profilen gehen DNA-Veranderungen auf den Chromoso-
men 9p und 16 deutlich hervor.
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C.2 Ergebnisse der chromosomalen CGH-Analysen von Kopf-Hals-

Tumoren

C.2.1 Haufigkeit chromosomaler Veranderungen

117 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches wurden mittels CGH auf geno-
mische Imbalancen der gesamtgenomischen DNA in Form von DNA-Zugewinnen und
DNA-Verlusten untersucht. Die Gesamtheit der ermittelten Aberrationen ist in Anhang 1
und in Abbildung 29 zusammengefasst und dargestellt. Auf Grund der Beobachtung
von abweichenden Fluoreszenzintensitaten in Kontrollhybridisierungen, welche zu
falsch positiven Deletionen auf den Chromosomen 1p32-pter, 16p, 19 und 22 fithren
(Kallioniemi et al., 1994), wurden Deletionen in den betroffenen chromosomalen Regi-
onen nicht in die Auswertung mit einbezogen. Insgesamt lieRen sich 1566 chromoso-
male Veranderungen, davon 857 DNA-Zugewinne und 709 DNA-Verluste dokumentie-
ren. Einige der DNA-Zugewinne (132) fielen als so genannte ,High Level Amplificati-
ons® (HLA; Abb. 30) auf, die einen Griin/Rot-Verhaltnis von 1,5 iberschreiten oder vi-
suell durch ein starkes Fluoreszenzsignal erfasst werden kénnen (Solinas-Toldo et al.,
1996). Die haufigsten (in mehr als 20% der untersuchten Falle) DNA-Zugewinne be-
fanden sich auf den Chromosomen 1q, 2q, 3q, 4q, 7q, 89, 11q, 12p, 129 und 19p, wah-
rend die haufigsten DNA-Verluste auf den Chromosomen 3p, 4p, 8p, 9p, 10q, 11q,
13q, 16q, 18q und 21q lokalisiert waren. Die einzigen HLA mit einer Haufigkeit 220%
wurden auf Chromosom 3q gefunden. Die einzelnen Banden dieser chromosomalen
Regionen und die unterschiedlichen Haufigkeiten kdnnen aus Tabelle 8 abgelesen
werden. Aus der Verteilung der Haufigkeiten lassen sich auf jedem der aufgefiihrten
Chromosomenarme so genannte ,Konsensusbanden“ erkennen, welche den am hau-
figsten veranderten Bereich fur eine bestimmte Aberration unter den 117 untersuchten

Fallen wiedergeben (Tab. 8: gelb unterlegt).
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Abbildung 29: Gesamtheit der durch die CGH ermittelten chromosomalen Veranderun-

Abbildung 30:

gen bei 117 Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches.

Die Veranderungen werden entlang der Chromosomen 1-22 entsprechend ihrer Haufig-
keit (%) im Gesamtkollektiv pro Bande dargestellt. DNA-Zugewinne sind in griin, DNA-
Verluste in rot angezeigt. Veranderungen auf den Geschlechtschromosomen werden
nicht gezeigt, da die Auswahl der Referenz-DNA nicht geschlechtsspezifisch erfolgte.

Exemplarische Darstellung von ,,High Level Amplifikationen* auf den
Chromosomen 3 und 11.

Die Abbildung zeigt die Rot-Griin-Fluoreszenzverhaltnisse entlang der Chromosomen 11
und 3, jeweils am Metaphasechromosom (links) und im CGH-Profil (rechts). Die Amplifi-
kation ist optisch am Metaphasechromosom durch eine deutliche griine Farbung zu er-
kennen und im CGH-Profil zeigt sich eine aufféllig starke Abweichung des Profils von der
Nulllinie.
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Tabelle 8: Die haufigsten DNA-Verdnderungen in 117 HNO-Tumorfallen (mindestens

20% der Fille).

DNA-Zugewinne

DNA-Verluste

Chromosomale Haufigkeit Chromosomale Haufigkeit
Region [%] Region [%]
1931 26,50 3p26 25,64
1932 23,08 3p25 29,91
3p24 35,04
3p23 29,06
3p22 28,21
3p21 34,19
3p14 40,17
3p13 33,33
3p12 24,79
2q24 22,22 4p16 35,04
2qg31 28,21 4p15.3 31,62
2q32 31,62 4p15.2 23,08
2q33 27,35
3q12 37,61 8p23 30,77
3g13.1 41,88 8p22 38,46
3g13.2 41,03 8p21 30,77
3g13.3 38,46
3g21 34,19
3g22 35,90
3g23 39,32
3q24 52,14
3g25 58,12, 21,4
3g26.1 62,39, 21,4
3g26.2 63,25, 21,4
3g26.3 63,25, 21,4
3927 58,97, 22,2
3928 58,12, 20,5
3929 58,12, 20,5
4926 22,22 9p23 25,64
9p22 27,35
9p21 34,19
9p13 35,90
7921 23,93 10925 21,37
7922 23,08
8q12 23,08 11923 40,17
8q13 27,35 11924 34,19
8g21.1 29,06 11925 24,79
8qg21.2 27,35
8g21.3 30,77
8g22 32,48
8qg23 31,62
8qg24.1 31,62
8q24.2 22,22
11912 24,79 13931 21,37
11913 31,62 13932 20,51
12p13 22,22 16022 22,22
12p12 23,08 16023 25,64
12p11.2 27,35
12912 23,93 18921 26,50
12913 24,79 18922 28,21
12q14 23,08
12915 21,37
12921 23,93
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DNA-Zugewinne DNA-Verluste
Chromosomale Haufigkeit Chromosomale Haufigkeit
Region [%] Region [%]

19p13.3 20,51 21921 20,51

Fett gedruckt: Haufigkeit der Veranderung als HLA
gelb unterlegt: Konsensusbanden

C.2.2 Cluster Analyse

Alle chromosomalen Kopienzahlveranderungen wurden einer hierarchischen Cluster
Analyse unterzogen, um Falle mit &hnlichem Aberrationsmuster zu identifizieren. Diese
Analyse legte eine deutliche Unterteilung der Falle in zwei Hauptcluster (Cluster 1 und
2, siehe Abb. 31) nahe, welche signifikant mit dem Anamiestatus der Patienten korre-
lierten (p<0,0001). In Cluster 1 befanden sich 35% (22/62), in Cluster 2 83,6% (46/55)
anamische Patienten. Innerhalb der zwei Cluster werden die chromosomalen Verande-
rungen auf die Konsensusbereiche eingegrenzt. Diese umfassen 27 DNA-Zugewinne,
16 HLA und 22 Deletionen in Cluster 1 und 29 DNA-Zugewinne, 28 HLA und 24 Deleti-
onen in Cluster 2. Die betroffenen chromosomalen Regionen sind aus Tabelle 9a und
9b ersichtlich. Beide Hauptcluster werden durch ein bestimmtes Muster an chromoso-
malen Veranderungen charakterisiert, wobei die auffalligsten Diskrepanzen flir DNA-
Zugewinne auf den Chromosomen 1932, 143, 4926, 7922, 11913 und 16923-24 und
fur Deletionen auf den Chromosomen 3p13, 3p24, 4p16, 9p22, 13q31, 18922 und

21921 beobachtet werden konnten.
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Abbildung 31: Hierarchische Cluster Analyse von 117 HNO-Tumoren.
(A) Dendrogramm der Cluster Analyse von 117 HNO-Tumoren in Abhangigkeit der ermit-
telten chromosomalen Veranderungen. Die DNA-Zugewinne (griin) und DNA-Verluste
(rot) werden nach Gruppen geordnet. Deutlich ist die Aufspaltung in zwei Hauptcluster zu
erkennen. Die Farbskala unterhalb des Dendrogramms gibt den Anamiestatus der Pati-
enten wieder (anamisch = hellblau; nicht anamisch = dunkelblau). (B) Haufigkeitsprofile
der Aberrationen innerhalb der beiden Hauptcluster.
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Tabelle 9a: Konsensusbereiche und HLA in Cluster 1.

Cluster 1
DNA-Zugewinne DNA-Verluste
Chromosomale Chromosomale
Haufigkeit (%) Haufigkeit (%)
Region Region
1p22-31 16,4 2q12-21 8,2
1931 14,8 3p14-21 21,3
1944 8,2
2p15-16 8,2 7936 11,5
2931-33 26,2 8p22 26,2
2q32-33 1,6
3913,1-13,2 52,5 9p13 21,3
3q25-27 21,0
3925-26,3 59,0 9q34 18,0
4913 31,1 10p13-14 4.9
4926 36,1
4928-31,2 1,6
5p13 16,4 10925 14,8
5p13-14 3,2
5921 29,5 11p15 9,8
6q13-14 31,1 11913 9,8
6g22-23 24,6 11923 26,2
7p14-22 9,8 12q24,1-24,2 18,0
7p13-pter 1,6
7921 14,8 13931-33 9,8
7q21-22 4,8
8921,1-23 31,1 14932 8,2
8g12-24,3 1,6
9p22-24 13,1 15913 11,5
9p21-24 1,6 15923-24 18,0
9921-34 4,9 16923 31,1
9g21-34 1,6
10921 6,6 17p12 24,6
10922 3,2
11913 11,5 17912-21 19,7
11913 4.8
12p 1,6 18921-22 11,5
12921 27,9 20q12-13,2 27,9
13921 19,7 21921-22 8,2
14921 9,8
15q14-25 1,6
18p 1,6
18q11,2-12 6,6
18qg11,2-21 3,2
19p 11,5
199 9,8
20p 1,6
20912 6,6

Fett gedruckt: HLA
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Tabelle 9b: Konsensusbereiche und HLA in Cluster 2.

Cluster 2
DNA-Zugewinne DNA-Verluste
Chromosomale Chromosomale
Haufigkeit (%) Haufigkeit (%)
Region Region
1p34,3-36,2 16,1 1p22-31 16,1
1p34,2-36,1 10,9
1931-32 39,3 2p23-25 10,7
1932-44 10,9
2p15-22 17,9 2913-22 10,7
2p14-16 5,5 2q36-37 21,4
2g32 37,5 3p24 57,1
2g24-32 7,3 3p13-14 60,7
3926,1-qgter 59,6 4p15,3-16 62,5
3924-29 23,6
4924-26 7,1 4q32-34 26,8
4q12-22 1,8
5p14-15,1 17,9 5p14-15,1 8,9
5p 3,6
6p21,3 33,9 5q32-34 33,9
6p12-21,1 7,3
6q22-24 10,7 7933-36 14,3
6g22-23 1,8
7p12-15 17,9 8p22 51,8
7921-22 37,5 9p13-21 53,6
7911,2-31 10,9
8921,3-241 35,7 9921 14,3
8g22-24,2 10,9
9p 1,8 10p12-13 17,9
9g22-gter 16,1 10925-26 28,6
9g22-31 7,3
10p 8,9 11p14-15 23,2
10p 3,6
11913 53,6 11923-24 55,4
11913 30,9
12p11,2 30,4 12924,2-24,3 71
12p 5,5
12913 33,9 13931-32 33,9
12q13-21 9,1
13914-22 10,7 16922-23 19,6
13q12-21 1,8
14922 30,4 17p12-13 54
14q11,2-13 7,4
15921-22 26,8 18922 48,2
15¢q 3,6
16p 3,6 21921 33,9
16922-qter 8,9
16q 3,6
17p12-13 10,7
17p 5,5
17911,2-21 26,8
17925 23,2
17923-25 7,3
18p11,3 21,4
19p13,3 30,4
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Cluster 2
DNA-Zugewinne DNA-Verluste
Chromosomale . Chromosomale .
Haufigkeit (%) Haufigkeit (%)
Region Region

19q 23,2
19q 1,8
20p 1,8
20912-13,2 23,2
20q 1,8
22913 19,6
22q12-13 3,6

Fett gedruckt: HLA

C.2.3 Korrelation der rezidivfreien Uberlebenszeit mit klinischen Parametern

und chromosomalen Kopienzahlveranderungen

Die in der CGH Analyse erhobenen Daten und die klinischen Parameter (vergl. B.1
Tabelle 1) wurden im Hinblick auf eine signifikante Korrelation mit dem krankheitsfreien
Uberleben untersucht. Dazu wurden uni- und multivariate statistische Verfahren heran-
gezogen. Die Berechnung der signifikanten Hazardverhaltnisse fir die klinischen Pa-
rameter durch univariate Cox Regression (proportionales Hazard Modell) zeigte eine
signifikante Korrelation der TumorgrofRe (pT), des Resektions- und des Anamiestatus
der Patienten mit dem rezidivfreien Uberleben (Tab. 10).

Auch chromosomale Veranderungen, welche in mindestens sechs Fallen vorkommen,
wurden auf einen Zusammenhang mit dem krankheitsfreien Uberleben geprift. Daraus
ergab sich, dass sowohl DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 1943 und 16q23-24,
als auch DNA-Verluste auf Chromosom 18922 einen signifikanten Einfluss auf das
rezidivfreie Uberleben haben. Die Kaplan-Meier-Stufengraphik (Abb. 32) verdeutlicht,
dass Patienten mit einer dieser chromosomalen Veranderungen eine wesentlich
schlechtere Prognose haben als Patienten, welche keine dieser Veranderungen auf-
weisen. Dieser Befund blieb auch nach Korrektur der p-Werte mittels FDR (Hochberg-
Benjamini Adaptierung) erhalten (Tab. 11).

Die durch univariate statistische Methoden ermittelten signifikanten Korrelationen wur-
den in der multivariaten Cox-Regression auf ihre Unabhangigkeit Uberpruft. Es zeigte
sich, dass Resektions- (Hazardverhaltnis 2,3 pro Status, p<0,0001) und Anamiestatus
(Hazardverhaltnis 2,5; p=0,001), sowie DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 1943
(Hazardverhaltnis 2,6; p=0,0076) und 16q23-24 (Hazardverhaltnis 6,0; p=0,0017) wei-

terhin signifikant mit dem rezidivfreien Uberleben korrelieren.
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Tabelle 10: Signifikante Hazardverhiltnisse fiir die Korrelation klinischer Parameter mit
einer rezidivfreien Uberlebenszeit.

Klinische Fallzahl pro Hazard- Log Rang Test, Wert
-We
Parameter Parameter verhaltnis Freiheitsgrade P
TumorgréRe  (pTO- 74/42 1,22 5,84; 1 0,016
pT3, pT4)
Resektionsstatus 40/17/59 1,95 pro 19,9; 2 <0,0001
(RO, R1-2, priméare Status
Strahlentherapie)
Anemiestatus: nicht- 49/68 2,24 9,04 0,0026

anamisch/anamisch

pTO-pT3, pT4, RO, R1-2: siehe Anhang 1
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Abbildung 32: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir Patienten mit und ohne DNA-
Zugewinn auf den Chromosomen 1g43 und 16923-24 und Deletion auf
Chromosom 18q22.
Auswirkung von DNA-Zugewinnen auf den Chromosomen 1g43 (A) und 16923-24 (B)
und DNA-Verlusten auf Chromosom 18q22 (C) auf das krankheitsfreie Uberleben von
Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren. Vertikale Markierungen innerhalb der Graphen zeigen
zensierte Patienten.
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Tabelle 11: Statistische KenngroRen fiir die Korrelation chromosomaler Veranderungen
mit dem rezidivfreien Uberleben nach Korrektur der p-Werte mit FDR.

FDR-
Chromosomale ArtderVer- Hazard- Log Rang Test,
. p-Wert  Korrigierter
Region anderung rate Freiheitsgrade
p-Wert
DNA- 8,43 31,1 <0,0001 0,0004
16923-24 .
Zugewinn
DNA- 2,71 11,59 0,0007 0,048
1943 .
Zugewinn
18922 Deletion 2,32 11,64 0,0006 0,048

C.2.4 Korrelation der chromosomalen Kopienzahlveranderungen mit klinischen

Parametern

Um einen méglichen Zusammenhang zwischen den chromosomalen Kopienzahlveran-
derungen und den bekannten klinischen Parametern Tumorgré3e, Lymphknotenbefall,
Tumor-Differenzierungsgrad, Lokalisation, Resektions- und Anamiestatus zu untersu-
chen, wurden verschiedene nicht-parametrische Tests (Jonckheere-Terpstra Trend
Test, Chi-Quadrat-Test) angewendet. Es zeigte sich, dass DNA-Verluste auf Chromo-
som 1624 signifikant mit dem Resektionsstatus der Tumoren korrelieren (FDR-
korrigierter p-Wert = 0,042). Inoperable Tumoren (primare Strahlentherapie der Patien-
ten ohne chirurgischen Eingriff) zeigten eine Deletion auf 16924 etwa sechs-mal haufi-
ger, als resektable Tumoren (R0-2; siehe Abb. 33).

Des Weiteren wurde eine Assoziation zwischen einigen chromosomalen Veranderun-
gen und dem Anamiestatus der Patienten festgestellt. Beim Vergleich von anamischen
und nicht-anamischen Fallen ergaben sich signifikante Unterschiede (FDR korrigierter
p-Wert<0,05) fiur die Haufigkeiten von Aberrationen auf folgenden Chromosomen:
1p22-31, 1922-23, 2q22-31, 3p24-26, 3p12-14, 3q12-13.3, 4p14-16, 4q12-34, 5p14,
5911.2-23, 5q33-34, 6q12-24, 8q13, 8923-24.1, 9p22-24, 10p12-14, 11q12-13, 11923-
24, 12p11.2-13, 12921-22, 13q14-32, 16q12.1-12.2, 16924, 17p11.2-13, 17911.2-25,
18912-23, 19p13.1-13.3, 19913.1-13.3, 20911.2-13.3 und 21g11.2-21 (Abb. 35).
Zwischen den klinischen Parametern Tumorgréf3e, Lokalisation, Lymphknotenbeteili-
gung und Differenzierungsgrad und den ermittelten chromosomalen Aberrationen

konnte keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden.
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Chromosomen
und nicht andmischen Patienten (blaue Linie) sind graphisch dargestellt. Gestrichelte Li-

nien geben die Centromerpositionen wieder. Signifikante Unterschiede der beiden Grup-

Die Haufigkeiten der chromosomalen Veranderungen in anamischen (farbige Flache)
pen sind durch Sternchen gekennzeichnet.
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Abbildung 34: Signifikante Unterschiede der chromosomalen Veranderungen zwischen
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C.2.5 Korrelationen zwischen chromosomalen Kopienzahlveranderungen

Mit Hilfe des exakten Fisher Tests wurde die Unabhangigkeit der signifikant mit dem
rezidivfreien Uberleben korrelierenden chromosomalen Veranderungen von anderen
Aberrationen getestet. Es zeigte sich, dass DNA-Zugewinne auf den Chromosomen
1943 und 16q23-24 in finf Fallen simultan auftreten (p=0,0002). Des Weiteren konnten
Co-Aberrationen von DNA-Zugewinnen auf 16q23-24 und Deletionen auf 3p14 in allen

sechs Fallen mit 16g-Zugewinn beobachtet werden (p= 0,0039).

-163 -



ERGEBNISSE

C.3 Validierung von Kopienzahlveranderungen

C.3.1 Array-CGH Analysen von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-

Bereiches

Aus den Daten der konventionellen CGH-Analyse (C. 2) konnten chromosomale Ver-
anderungen ermittelt werden, die eine signifikante Korrelation zu einem verminderten
Uberleben der Patienten aufweisen. Diese Aberrationen (DNA-Zugewinne auf den
Chromosomen 1g43 und 16q23-24, sowie DNA-Verluste auf Chromosom 18q22) wur-
den auf 1 Mb BAC Arrays in héherer Aufldsung untersucht. Die Array-CGH-Analyse
von sieben der 13 Patienten, welche in der chromosomalen CGH einen DNA-Zugewinn
auf Chromosom 1943 zeigten, verifizierte die Veranderung in sechs von sieben Fallen
(Abb. 35). In einem Fall konnte die Aberration in der Array-CGH nicht nachgewiesen
werden (HN44/00). Der durch die Array-CGH ermittelte Konsensusbereich auf Chro-
mosom 1 lag auf 1941-43. Der DNA-Zugewinn auf Chromosom 16g23-24 wurde in
allen funf untersuchten Fallen verifiziert und konnte weiter eingegrenzt werden auf eine
chromosomale Subbande auf 16g24.3 (Abb. 36). Die Untersuchung von 12 der 29 Fal-
le mit Deletion auf 18g22 ergab eine Bestatigung der Deletion in 50% der Falle (Tumor-
falle HN25610/99, HN5267/00, HN14452/00, HN28731/00, HN26989/99 und
HN12925/03). Wie aus Abbildung 37 ersichtlich, lagen die Konsensusbanden innerhalb
dieser sechs Falle auf 18912, 18q12-22 und 18q22-23. Interessanterweise fiel ein
Grolteil der Bande 18g22 aus den Konsensusbereichen aufgrund eines Falles, wel-
cher in genau dieser Region keine Veranderung in der Array-CGH aufwies (Fall
HN26989/99), raus. Bei den Tumoren HN29783/99, HN24933/99, HN23263/99,
HN33275/00, HN28714/00 und HN25165/00 konnten in der Array-CGH-Analyse keine

Deletionen auf Chromosom 18 ermittelt werden.
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Abbildung 35: Array-CGH Profile fiir Chromosom 1.
Die Abbildung zeigt die Array-CGH-Profile fur Chromosom 1 in sieben untersuchten Pa-
tienten-Proben. Entlang der X-Achse, welche Chromosom 1 darstellt (links p-Arm, rechts
g-Arm) sind in Y-Richtung die logarithmierten Werte der Intensitatsquotienten aus Cy3-
und Cy-5-Fluoreszenz (,log2-Ratios”) fiir jeden BAC-Klon angezeigt. Die Lage des
Centromers ist durch vertikale Linien indiziert, DNA-Zugewinne sind in griin und DNA-
Verluste in rot dargestellt. Der DNA-Zugewinn auf 1943 ist in sechs von sieben Fallen
vorhanden. Die Konsensus-Region in der Array-CGH (violetter Balken) befindet sich auf

1941-43. Die Lokalisation der Bande 1g43 ist durch tirkis-farbige vertikale Linien darge-
stellt.

-165 -



ERGEBNISSE

HN29783/99
12 q
089

04 3 =
o=

k3
.
"
r
b
b
-
b

HN2826/01 cen 16

09 Y L T e L

HN14452/00

HN28731/00 .

Cen 1%

Abbildung 36: Array-CGH Profile von Chromosom 16.

Die Abbildung zeigt die Array-CGH-Profile fir Chromosom 16 in funf untersuchten Pati-
enten-Proben. Entlang der X-Achse, welche Chromosom 16 darstellt (links p-Arm, rechts
g-Arm) sind in Y-Richtung die logarithmierten Werte der Intensitatsquotienten aus Cy3-
und Cy-5-Fluoreszenz (,log2-Ratios”) fiir jeden BAC-Klon angezeigt. Die Lage des
Centromers ist durch vertikale Linien indiziert, DNA-Zugewinne sind in grin und DNA-
Verluste in rot dargestellt. Der kleinste gemeinsam veranderte Bereich (roter Balken)
liegt auf 16924.3 und bestatigt den aus der CGH-Analyse ermittelten DNA-Zugewinn.
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Abbildung 37: Array-CGH Profile von Chromosom 18.

Die Abbildung zeigt die Array-CGH-Profile fiir Chromosom 18 in 12 untersuchten Patien-
ten-Proben. Entlang der X-Achse, welche Chromosom 18 darstellt (links p-Arm, rechts g-
Arm) sind in Y-Richtung die logarithmierten Werte der Intensitatsquotienten aus Cy3-
und Cy-5-Fluoreszenz (,log2-Ratios”) fir jeden BAC-Klon angezeigt. Die Lage des
Centromers ist durch vertikale Linien indiziert, DNA-Zugewinne sind in grin und DNA-
Verluste in rot dargestellt. Die Chromosomenbande 18922 wird durch tirkis-farbige verti-
kale Linien dargestellt. Konsensusbanden von DNA-Verlusten auf 18q in sechs Fallen
sind grun unterlegt und befinden sich auf 18q12, 18q12-22 und 18g22-23.
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C.3.2 FISH-Experimente zur Verifizierung von chromosomalen Aberrationen

Durch die statistische Analyse der CGH-Daten konnten chromosomale Zugewinne auf
den Chromosomen 16g23-24 und 1g43, sowie Deletionen auf Chromosom 18q22 sig-
nifikant mit einem verkirzten rezidivfreiem Uberleben der Patienten korreliert werden.
Die chromosomalen Veranderungen auf 1943 und 18922 konnten in der Array-CGH
weitgehend bestatigt werden (C.3.1). DNA-Zugewinne auf Chromosom 16q23-24 wur-
den hingegen in allen betroffenen Fallen bestatigt und die veranderte Region konnte
weiter auf 16924.3 eingegrenzt werden. Diese Veranderungen sollten auch durch
FISH-Experimente auf DNA-Ebene an den Originalgeweben der Patienten verifiziert
werden. Dazu wurden aus den betroffenen chromosomalen Regionen BAC-Klone her-
ausgesucht (www.ensembl.org), welche ein oder mehrere interessante Kandidatenge-
ne reprasentieren (Tab. 12). Zusatzlich wurden Referenzklone in Form von centromer-
nahen BACs verwendet. Da die Verfigbarkeit von Tumorgewebe in einigen Fallen ex-
trem limitiert war, konnten leider nicht immer alle BACs hybridisiert werden. Die Ergeb-
nisse der Hybridisierungen fir die BAC-Klone auf Chromosom 16q sind in Tabelle 13
und in den Abbildungen 38-41 zusammengefasst. Die FISH-Signale der BAC-Klone
(Centromersonde: grune Signale, BAC-Klone: rote Signale) wurden ausgezahlt und die
Haufigkeit (2 Signale, 3 Signale, >3 Signale) anhand der ausgewerteten Zellzahl er-
rechnet. Leider war es nicht moglich, zu jeder BAC-Sonde spezifisch eine Centromer-
sonde auszuwerten, wodurch ein direkter intrazellularer Vergleich der Kopienzahl von
Centromer und Kandidatengen mdoglich gewesen ware. In der Haufigkeitsverteilung der
Signale der Centromersonden, zeigten 40-60% der ausgewerteten Zellen (Falle
HN24419/98, HN14452/00, HN28731/00 und HN8826/01) eine normale Genkopienzahl
(zwei Signale), wahrend es bei Fall HN29783/99 sogar 85% waren. In den Tumoren
HN24419/98, HN14452/00 und HN8826/01 konnten in etwa 30% der Zellen drei
Centromersignale beobachtet werden, in Tumor HN28731/00 waren es 42% und in
Tumor HN29783/99 32% der Zellen. Seltener, mit einer Haufigkeit von 1% (Fall
HN24419/98) bis 14% (Fall HN28731/00), wurden mehr als drei Centromersignale ge-
zahlt. Das Auftreten von drei Centromersignalenkonnte in einigen Fallen klar einer Tri-
somie des Chromosoms 16 oder einem triploiden Chromosomensatz der Tumorzellen
zugeordnet werden. In diesen Fallen zeigte z.B. auch der BAC-Klon RP11-79A1 drei
Signale (Fall HN28731/00; Abb. 39). Das Beispiel einer Tumorzelle des Falles
HN14452/00 in Abbildung 39, bei welcher drei Centromersignale auf Chromosom 16
und vier Signale des BACs RP11-79A1 auf Chromosom 16 gezahlt werden konnten,
zeigt, dass erhdhte FISH-Signale der BACs auch zusatzlich zu einer méglichen Po-

lyploidie auftreten kdnnen.

- 168 -



ERGEBNISSE

In allen untersuchten Tumorgeweben konnte eine Amplifikation auf 16q24.3 nachge-
wiesen werden. Die BAC-Klone RP11-79A1, RP11-781H20, RP11-476G08 und RP11-
354M24 zeigten in allen Fallen deutlich mehr als drei Signale im Vergleich zu den
Centromersignalen. Auffallig war, dass die Sonde RP11-354M24, welche den Genlo-
kus des FANCA-Gens reprasentiert, in vier von sechs Tumorfallen im Vergleich zu den
anderen BAC-Klonen sehr viel haufiger mehr als drei Signale lieferte (Fall
HN24419/98: 54%; Fall HN8826/01: 66%; Fall HN29783/99: 24%: Fall HN44/00: 49%).
In den restlichen zwei Fallen waren mehr als drei Signale fiur alle untersuchten BAC-
Klonen ahnlich haufig (Fall HN14452/00: ~ 35%; Fall HN28731/00: ~ 23%).

Wahrend der gesamten FISH-Auswertung fielen die extrem unterschiedliche Anzahl
von Signalen pro Zelle auf. Innerhalb der Tumorgewebe wurden immer wieder auch
Zellen mit normaler Genkopienzahl (zwei Signale) registriert, wobei darauf geachtet
wurde, diese nicht mit infiltrierenden Lymphozyten einer Entzindungsreaktion oder
normalen Epithelzellen am Rand des Tumorareals zu verwechseln. Zellen mit veran-
derter Kopienzahl zeigten eine sehr uneinheitliche Anzahl von FISH-Signalen; diese
reichten von drei Signalen bis teilweise sieben Signalen pro Zelle. Diese Tatsache,
welche auch gut in den Abbildungen 38-41 zu erkennen ist, weist auf eine Heterogeni-
tat der Tumoren hin, bei der sich die Zellen innerhalb eines Tumorgewebes hinsichtlich

ihrer zytogenetischen Veranderungen unterscheiden.

Tabelle 12: BAC-Klone fiir FISH Analysen.

Name BAC Lokalisation Kandidatengene

16q24.3
RP11-781H20 ANKRD11
bp 87865823-88014087

DPEP1; RPL13; CPNE7;
16q24.3

RP11-79A1 CHMP1A; CDK10;
bp 88147043-88297476
SPATA2L

16q24.3 CDT1; APRT,; GALNS;
bp 87351531-87538812 TRAPPC2;CBFA2T3

RP11-476G08

16q24.3
RP11-354M24 FANCA
bp 88290249-88417589

Centromernahe Sonde
RP11-258P17 16p11.2 -
bp 34135033-34285558
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Tabelle 13: Ergebnisse der FISH-Analysen fiir Chromosom 16q.

HNO-Tumorfille

HN24419/98 HN14452/00 HN28731/00 HN8826/01 HN29783/99 HN44/00
BAC Haufigkeit der Haufigkeit der Haufigkeit der Haufigkeit der Haufigkeit der Haufigkeit der
Ki Z | FISH-Signale[%] | £ | FISH-Signale[%] | £ | FISH-Signale [%] | £ | FISH-Signale[%] | £ | FISH-Signale [%] | £ | FISH-Signale [%]
one
L X ] (XX ] >e00 [ X ] (XX} >eo00 L X ] (XX ] >ee00 o0 (XX} >e00 [ X ] (XX} >eo0e0 [ X ] (XX} >eo00
BAC-
c 110 | 58,20 | 31,80 | 1,00 | 74 | 54,10 | 32,40 | 13,50 [ 107 | 43,90 | 42,10 | 14,00 | 22 | 59,10 | 31,80 | 9,10 | 71 | 84,50 | 14,10 | 1,40 -
en
RP11-
- 83 | 34,90 | 30,10 | 35,00 | 61 | 27,90 | 45,90 | 26,20 71 | 64,80 | 26,80 | 8,50
79A1
RP11-
110 | 23,60 | 39,00 | 37,20 | 107 | 35,50 | 30,80 | 33,70 | 107 | 23,40 | 54,20 | 22,40 | 22 | 45,50 | 45,50 | 9,10 - 75 | 48,00 | 21,30 | 32,00
781H20
RP11-
114 | 38,60 | 44,70 | 16,60 | 85 | 28,20 | 34,10 | 37,70 -
476G08
RP11-
354M24 159 | 18,20 | 28,30 | 53,50 | 174 | 50,60 | 16,10 | 33,30 | 135 | 43,00 | 36,30 | 20,70 | 93 | 15,05 | 19,35 | 65,60 | 187 | 29,40 | 47,10 | 23,50 | 162 | 24,70 | 25,90 | 49,40

> = Anzahl Zellen; ®® = 2 Signale; eee = 3 Signale; >eee = >3Signale
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Abbildung 38: Tumorgewebe-FISH von BAC RP11-354M24.
BAC RP11-354M24 (rote Signale) auf Tumorgewebe der HNO-Tumorfalle mit DNA-
Zugewinn auf Chromosom 16923-24 und BAC RP11-258P17 (Centromersonde; griine
Signale) auf HN29783/99. Weille Pfeile zeigen auf die amplifizierten Signale der Sonden,
gelbe Pfeile markieren normale Zellen mit nur zwei Signalen.
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HN29783/99 HN28731/00

HN14452/00

Abbildung 39: Tumorgewebe-FISH von BAC RP11-79A1.
FISH-Analyse mit BAC RP11-79A1 (rote Signale) und BAC RP11-258P17 (Centromer-
sonde; grine Signale) auf drei HNO-Tumorgeweben mit DNA-Zugewinn auf Chromosom
16923-24. Weilte Pfeile zeigen auf die amplifizierten Signale der Sonden, gelbe Pfeile
markieren normale Zellen mit nur zwei Signalen. Der orangene Pfeil markiert eine triploi-
de Zelle.
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Abbildung 40: Tumorgewebe-FISH von BAC RP11-781H20.
FISH-Analyse mit BAC RP11-781H20 (rote Signale) von fiinf HNO-Tumorgeweben mit
DNA-Zugewinn auf Chromosom 16923-24 und BAC RP11-258P17 (Centromersonde;
griine Signale) auf HN14452/00 und HN28731/00. WeilRe Pfeile zeigen auf die amplifi-
zierten Signale der Sonden, gelbe Pfeile markieren normale Zellen mit nur zwei Signa-
len.
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HN24419/98 HN14452/00

Abbildung 41: Tumorgewebe-FISH von BAC RP11-476G08.
FISH-Analyse mit BAC RP11-476G08 (rote Signale) und BAC RP11-258P17 (Centro-
mersonde; grine Signale) von zwei HNO-Tumorgeweben mit DNA-Zugewinn auf Chro-
mosom 16q23-24. Weille Pfeile zeigen auf die amplifizierten Signale der Sonden, gelbe
Pfeile markieren normale Zellen mit nur zwei Signalen.
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C.3.3 QRT-PCR-Analyse der FANCA Expression

Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR (QRT-PCR) wurde die Expression des Kandi-
datengens FANCA in Kopf-Hals-Tumoren mit chromosomalem Zugewinn auf 16g un-
tersucht. Dieser Zugewinn an genetischem Material wurde durch die CGH-, Array-
CGH- und FISH-Experimente in allen analysierten Fallen auf DNA-Ebene bestatigt (vgl.
C.2, C.3.1/2). In vier Fallen mit DNA-Zugewinn auf Chromosom 16q, von denen noch
ausreichend Gewebe vorhanden war, wurde die Expression des FANCA-mRNA-
Transkriptes relativ zur Expression in einer Zelllinie (RPEX1.5) ohne chromosomale
Veranderung auf 16q untersucht. Dazu wurde aus den entsprechenden FFPE-
Geweben und der Zelllinie RNA isoliert und diese in cDNA umgeschrieben. Daraufhin
erfolgte mit Hilfe von Exon-Ubergreifenden Primern und einer Double-Dye-Sonde
(Tagman®) die Quantifizierung des cDNA-Ausgangsproduktes in der QRT-PCR. Es
zeigte sich, dass die FANCA-Expression in den HNO-Tumoren mit chromosomalem
Zugewinn auf 16q im Vergleich zu der Referenz-Zelllinie RPEX1.5 deutlich erhéht war
(siehe Tab. 14 und Abb. 42). Bei Tumor HN24419/98 konnte eine 56,7-fache, bei Tu-
mor HN28731/00 eine 45,6-fache, bei Tumor HN44/00 eine 30,4-fache und bei Tumor
HN14452/00 eine 19-fache Erhéhung der Expression beobachtet werden. Auch im
Vergleich zu zwei weiteren Zelllinien, den HNO-Tumorzelllinien BHY und Cal-33, war
die Expression von FANCA in den HNO-Tumoren mit 16g-Veranderung deutlich er-
hoéht. Als Negativkontrollen wurden zwei FFPE-Tumorgewebe ohne DNA-Zugewinn
(Tumor HN30153/05) und Deletion (Tumor HN31366/05) auf Chromosom 16q auf die
Expression des FANCA-Gens hin untersucht. Bei diesen Fallen konnte eine leichte
Erhéhung der FANCA-Expression (6,6-fach und 3,5-fach) im Vergleich zur Referenz-
zelllinie RPEX1.5 nachgewiesen werden. Bei der Gegenuberstellung mit den Tumoren
mit DNA-Zugewinn auf Chromosom 16 wurde eine deutlich geringere Expression von
FANCA in den Tumoren ohne chromosomalen Zugewinn auf 16q beobachtet. Der Un-
terschied in der Expression von FANCA zwischen den vier Tumorfallen mit DNA-
Zugewinn auf 16q und den vier Fallen ohne DNA-Zugewinn auf 16q war mit einem p-

Wert von 0,029 statistisch signifikant (Wilcoxon-Rangtest).
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Tabelle 14: Ergebnisse der QRT-PCR-Analyse.

Ct-Werte (MW)
Bezeichnung Relative Expression
FANCA ACTB
Zelllinie BHY 24,06 16,65 2,5
Zellinie Cal-33 23,54 16,74 7,3
HN14452/00 30,96 26,41 19,0
HN24419/98 29,43 26,58 56,7
HN28731/00 30,4 27,23 45,6
HN44/00 31,29 27,49 30,4
HN30153/05 29,66 23,38 6,6
HN31366/05 30,21 22,92 3,5
MW: Mittelwert
QRT-PCR - Expression FANCA
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Abbildung 42: Relative Expression von FANCA.

Die Balken stellen die relative Expression des FANCA-Gens im Vergleich zu einer Refe-
renzzellinie dar. Proben ohne chromosomale Veranderung auf 16q werden durch graue
Balken, Proben mit DNA-Zugewinn auf 16q durch griine und Proben mit einer Deletion
auf Chromosom 16q durch rote Balken reprasentiert. Es wird deutlich, dass in HNO-
Tumoren mit DNA-Zugewinn auf 16q die Expression von FANCA sowohl im Vergleich
zur Referenzzelllinie, als auch im Vergleich mit den Tumorzelllinien BHY und Cal-33 und
den HNO-Tumoren ohne Veranderung und mit Deletion auf 16q deutlich erhéht ist.
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C.3.4 Immunhistochemische Untersuchung von HNO-Tumoren

Die Kopienzahlveranderung bzw. eine Uberexpression des Kandidatengens FANCA
konnte auf DNA-Ebene durch CGH, Array-CGH und FISH-Experimente und auf mRNA-
Ebene durch QRT-PCR nachgewiesen werden. Um die Expression von FANCA auf
Proteinebene zu untersuchen, wurden immunhistochemische Farbungen mit einem
Antikorper, welcher gegen den C-Terminus des FANCA-Proteins gerichtet ist, durchge-
fuhrt. Das FANCA-Protein ist laut Kupfer et al. (1997) in seiner ungebundenen Form
vorwiegend im Cytoplasma, in seiner gebundenen Form als nukledrer Fanconi-
Anamie-Komplex hauptsachlich im Zellkern lokalisiert. Bei den immunhistochemischen
Untersuchungungen kénnen demnach Farbeprodukte sowohl im cytoplasmatischen

Bereich, als auch in den Zellkernen erwartet werden.

C.3.4.1 Methodische Etablierung der Immunhistochemie (IHC)

Im Vorfeld mussten experimentelle Parameter wie Hitzebehandlung der Gewebe, Anti-
korperverdiinnung und Inkubationszeit des Primarantikérpers spezifisch flr den ver-
wendeten FANCA-Antikérper ausgetestet werden (Werner et al., 2000). Dazu wurden
Gewebe-Arrays mit FFPE-Gewebe von HNO-Tumoren verwendet. Bei der hitzeindu-
zierten Epitopdemaskierung von FFPE-Gewebe zeigte die Verwendung von Citratpuf-
fer im Vergleich zu Tris-EDTA-Puffer das bessere Ergebnis. Wie aus Abbildung 43 zu
erkennen ist, gab es bei der Hitzebehandlung mit Tris-EDTA-Puffer einen héheren
Grad an unspezifischer Antikdrperbindung mit ausgepragterem Hintergrund als bei der
Hitzbehandlung mit Citratpuffer. Bei einer Antikérperverdiinnung von 1:100 konnten die
mit Citratpuffer behandelten Gewebeschnitte klar in Bereiche mit héherer und geringe-
rer bzw. keiner Proteinexpression eingeteilt werden. Eine Antikérperverdiinnung von
1:50 zeigte mit beiden Methoden eine unspezifische Farbung. Beim Vergleich ver-
schiedener Antikdrperinkubationszeiten konnte bei einer einstliindigen Inkubation eine
sehr schwache Farbereaktion beobachtet werden. Die Inkubation tGber Nacht hingegen
zeigte erneut Expressions-positive und -negative Bereiche auf. Eine Antikérperverdiin-
nung von 1:200 bei einer Inkubation Uber Nacht lieferte ein optimales Farbeergebnis.
Wie Abbildung 44 zeigt, konnte in normalen Plattenepithelgeweben eine maRige Ex-
pression von FANCA in den Zellkernen der basalen Abschnitte des Plattenepithels
beobachtet werden.

Um Veranderungen auf genomischer Ebene in den Tumorfallen des Gewebe-Arrays,
der fur die Etablierung der immunohistochemischen Untersuchungen verwendet wurde,

zu untersuchen, wurde ein FISH-Experiment mit einem BAC-Klon, welcher den

-177 -



ERGEBNISSE

FANCA-Genlocus reprasentiert (RP11-354M24, vergl. C.2), ausgeflhrt. Es zeigte sich,
dass sich die Ergebnisse der IHC und der FISH gut korrelieren lieien. Abbildung 45
zeigt jeweils die IHC- und FISH-Bilder eines Falls mit erhéhter Expression, keiner Ex-
pression und eines normalen Plattenepithels. Beim normalen Plattenepithel waren in
der IHC sowohl expressionsnegative, als auch Areale mit schwacher Antikérperfarbung
ersichtlich. Die FISH-Analyse zeigte Zellen mit normaler Kopienzahl (zwei Signale). Im
Tumorfall mit positiver cytoplasmatischer und nuklearer Antikérperfarbung lielen sich
Zellen mit deutlich erhdhter Kopienzahl nachweisen. Dies war bei dem Tumor mit feh-
lender Expression nicht moglich, dort konnten nur Zellen mit zwei oder einem Signal
erfasst werden. Zellen mit nur einem Signal konnten maoglicherweise Zellen mit einer
Deletion des FANCA-Gens darstellen.
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Tris-EDTA-Puffer Citratpuffer

Antikdrperverdiinnung 1:50

Antikérperverdiinnung 1:100

Abbildung 43: Hitzebehandlung der Gewebe mit Tris-EDTA- und Citratpuffer.
Durch die Epitopdemaskierung mit Citratpuffer konnte eine bessere Antikdrperfarbung
erzielt werden. Exprimierende Gewebeareale weisen eine rote Antikérperfarbung auf,
nicht exprimierendes Gewebe wird durch die blaue Gegenfarbung dargestellt. Wahrend
bei einer Antikérperverdiinnung von 1:50 kaum ein Vorteil ersichtlich ist, zeigt bei einer
Antikdrperverdiinnung von 1:100 das mit Citratpuffer behandelte Praparat eine spezifi-
schere Antikdrperfarbung mit weniger Hintergrundfarbung.
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Antikérperverdinnung 1:200

Normalgewebe mit FANCA-Expression

Tumor mit deutlicher FANCA-Expression Tumor ohne FANCA-Expression

Abbildung 44: Immunhistochemischer Nachweis von FANCA auf einem Gewebe-Array

von HNO-Tumoren.

Eine Antikérperverdiinnung von 1:200 Iasst eine eindeutige Einteilung in exprimierende
und nicht-exprimierende Gewebeareale bei geringer Hintergrundfarbung zu. In Normal-
gewebe zeigt sich eine maRige Antikdrperfarbung, die auf eine ,normale” Expression des
FANCA-Proteins schlieRen lasst. Im Gegensatz dazu ist in einer Tumorprobe ein deutli-
ches rotes Farbeprodukt in einzelnen Zellkernen zu beobachten. Ein anderer Tumor hin-
gegen zeigt keine FANCA-Expression.

-180 -



ERGEBNISSE

IHC FISH

e g
i *, &
Pt
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Abbildung 45: Vergleich von IHC und FISH an Geweben eines HNO-Gewebe-Arrays.
Normales Plattenepithel zeigt sowohl Areale ohne FANCA-Expression (roter Pfeil) als
auch Areale mit Expression von FANCA (schwarzer Pfeil). In der FISH-Analyse zeigen
die Zellkerne des normalen Plattenepithels eine normale Kopienzahl mit zwei Signalen
(weilke Pfeile). Bei einem Tumor mit starker Antikbrperfarbung (schwarzer Pfeil) kbnnen
Zellkerne mit erhdhter FANCA-Kopienzahl (gelbe Pfeile) beobachtet werden. Bei negati-
ver FANCA-Expression in einem HNO-Tumorgewebe zeigen die Zellkerne in der FISH
eine normale Kopienzahl mit zwei Signalen (weile Pfeile) sowie eine verminderte Ko-
pienzahl mit nur einem Signal (hellblaue Pfeile).
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C.3.4.2 Untersuchung der FANCA-Expression in HNO-Tumoren mit DNA-

Zugewinn auf Chromosom 16q

Fur die Untersuchung der FANCA-Expression in Kopf-Hals-Tumoren wurden funf Falle
mit DNA-Zugewinn auf Chromosom 16q24.3 (verifiziert durch FISH), zwei Félle ohne
chromosomale Veranderung auf 16q und drei Falle mit Deletionen auf 16g24.3 mittels
IHC untersucht. In Abbildung 46 sind die Ergebnisse der HNO-Tumorfalle mit chromo-
somalem Zugewinn auf 16q dargestellt. In den Tumorgeweben HN44/00, HN28731/00
und HN14452/00 konnten sowohl FANCA-positive als auch FANCA-negative Zellkerne
beobachtet werden. In den FANCA-positiven Zellen von HN28731/00 ist die Antikdrper-
farbung starker als in den FANCA-positiven Zellen des Falles HN44/00. Bei Fall
HN14452/00 war eine maRige Heterogenitat bezlglich der Expressionsstarke von
FANCA zu beobachten. Positive und negative Zellkerne wurden auch in den Fallen
HN29783/99 und HN24419/98 erfasst, wobei zusatzlich auch eine zytoplasmatische
Komponente der Antikorperfarbung beobachtet werden konnte. Diese war bei Fall
HN24419/00 bei geringerer nuklearer Antikdrperfarbung deutlich ausgepragt. Ein ahn-
liches Bild bot sich bei den Tumoren, welche in der CGH keine chromosomale Veran-
derung auf 16q aufwiesen (Abb. 47). Tumor HN31565/97 zeigte Kerne mit unterschied-
lich ausgepragter Antikorperfarbung, jedoch mit zusatzlicher zytoplasmatischer Anti-
korperfarbung. Bei Fall HN33275/00 war die FANCA-Expression insgesamt schwacher,
dennoch lie3en sich auch hier positive und negative Kerne bei schwacher Farbung des
Zytoplasmas beobachten. In zwei von drei Fallen der HNO-Tumoren mit Deletion auf
Chromosom 16q24.3 (Tumorfalle HN14654/00 und HN31366/00; Abb. 48) konnte kei-
ne FANCA-Expression nachgewiesen werden. Weder die Zellkerne noch das Zytop-
lasma zeigten eine rote Antikérperfarbung. Bei Tumor HN25805/97 hingegen konnten
wiederum sowohl eine zytoplasmatische Komponente, als auch positive und negative
Zellkerne erfasst werden.

In einigen Fallen konnte eine Tumorheterogenitat aufgrund verschiedener Farbemuster
beobachtet werden. In Abbildung 49 sind zwei IHC-Bilder des gleichen Gewebeprapa-
rates von Tumor HN31565/97 dargestellt. Bei diesem Tumor existieren sowohl Areale
mit relativ hoher, als auch Areale mit sehr geringer zytoplasmatischer FANCA-

Expression.
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Abbildung 46: Immunhistochemischer Nachweis der FANCA-Expression an Tumorge-
webe von HNO-Tumoren mit DNA-Zugewinn auf Chromosom 16q.
Eine positive Antikérperfarbung ist durch eine Rotfarbung zu erkennen. Strukturen ohne
Antikorperfarbung erscheinen blau. Rote Pfeile kennzeichnen einen positiven Zellkern,
gelbe Pfeile eine Antikdrperfarbung des Cytoplasmas und blaue Pfeile Zellkerne ohne
Antikorperfarbung.
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HN31565/97 HN33275/00

Abbildung 47: Immunhistochemischer Nachweis der FANCA-Expression an Tumorge-
webe von HNO-Tumoren ohne chromosomale Imbalancen auf 16q.
Eine positive Antikérperfarbung ist durch eine Rotfarbung zu erkennen. Strukturen ohne
Antikdrperfarbung erscheinen blau. Rote Pfeile kennzeichnen einen positiven Zellkern,
gelbe Pfeile eine Antikérperfarbung des Cytoplasmas und blaue Pfeile Zellkerne ohne
Antikdrperfarbung.
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HN14654/00 HN31366/00

HN25805/97

Abbildung 48: Immunhistochemischer Nachweis der FANCA-Expression an Tumorge-

webe von HNO-Tumoren mit Deletionen auf 16q.

Eine positive Antikdrperfarbung ist durch eine Rotfarbung zu erkennen. Strukturen ohne
Antikdrperfarbung erscheinen blau. Rote Pfeile kennzeichnen einen positiven Zellkern,
gelbe Pfeile eine Antikérperfarbung des Cytoplasmas und blaue Pfeile Zellkerne ohne
Antikdrperfarbung.
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HN31565/97 HN31565/97

Abbildung 49: Tumorheterogenitat bei Tumor HN31565/97 in der IHC-Farbung.
Eine positive Antikérperfarbung ist durch eine Rotfarbung zu erkennen. Strukturen ohne
Antikdrperfarbung erscheinen blau. Rote Pfeile kennzeichnen einen positiven Zellkern,
gelbe Pfeile eine Antikérperfarbung des Cytoplasmas und blaue Pfeile Zellkerne ohne
Antikdrperfarbung. Beide Gewebeausschnitte stammen aus demselben Praparat. Inner-
halb des Tumors sind sowohl Areale mit starker, als auch Areale mit sehr geringer cy-
toplasmatischer Antikérperfarbung zu finden.
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C.4 Funktionelle Untersuchungen zur FANCA-Expression

C.4.1 Charakterisierung der Zelllinien

Zur phanotypischen und molekularen Charakterisierung der zwei Tumorzelllinien Cal-

33 und BHY wurden verschiedene Verfahren herangezogen.

C.4.1.1 Koloniebildungstest

Fir den Koloniebildungstest, bei dem der Prozentsatz an koloniebildenden Zellen im
Verhaltnis zur Anzahl an ausgesaten Zellen bestimmt wird (,Plating Efficiency®), der
Zelllinie Cal-33 wurden 255, fur den der Zelllinie BHY 320 Zellen in jeweils drei Petri-
schalen mit Kulturmedium ausgesat. Nach elf Tagen wurden die entstandenen Kolo-
nien ausgezahlt, wobei nur Kolonien mit mehr als 50 Zellen gewertet wurden (Abb. 50

und 51). Die errechneten ,Plating Efficiencies” kénnen Tabelle 15 enthommen werden.

Tabelle 15: Plating Efficiencies der Zelllinien Cal-33 und BHY.

Zelllinie Plating Efficiency [%]
CAL-33 9,7
BHY 21
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Abbildung 50: Koloniebildungstest der Zelllinie Cal-33.

Die entstandenen Kolonien sind durch ihre blaue Anfarbung (Giemsa) gut zu erkennen.

Es werden nur Kolonien 250 Zellen gezahlt.

\ gy
% 3
3 oy.02.01 q¢_ AN
'.-
=
.
b P ..'"%
11’ ’{r L L
..nﬁ 5 '
™ . 1 "
.. G ol 9 ﬂ.
. ) .n, 'y L
4 é X
i e \'gtr
R e

Abbildung 51: Koloniebildungstest der Zelllinie BHY.

Die entstandenen Kolonien sind durch ihre blaue Anfarbung (Giemsa) gut zu erkennen.

Es werden nur Kolonien 250 Zellen gezahlt.
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C.4.1.2 Array-CGH

Die zwei Zelllinien wurden unter Verwendung eines 1 Mb BAC Arrays auf chromoso-
male Veranderungen in Form von DNA-Zugewinnen und DNA-Verlusten untersucht. In
beiden Fallen wurde gegen eine weibliche Referenz-DNA hybridisiert. Die ermittelten
chromosomalen Veranderungen kénnen Tabelle 16 enthommen werden und sind in
den Abbildungen 52 und 53 dargestellt. Aus dem Verhaltnis der Geschlechts-
Chromosomen konnte das bekannte mannliche Geschlecht der Tumorzelllinien Cal-33
und BHY bestatigt werden. Die Zelllinie Cal-33 zeigte in der Array-CGH sieben DNA-
Zugewinne (Chromosomen 3, 7, 8, 9, 16 und 20) und sieben DNA-Verluste (Chromo-
somen 3, 4, 8, 9, 12, 16 und 18), insgesamt also 14 Veranderungen. Die Zelllinie BHY
wies viele chromosomalen Veranderungen auf (26 Kopienzahlveranderungen). Davon
waren 20 DNA-Zugewinne (Chromosomen 1, 4,5,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,17, 19, 20
und 22), vier Amplifikationen (Chromosomen 1, 11 und 20) und zwei Deletionen
(Chromosomen 3 und 18).

Die beiden Tumorzelllinien BHY und Cal-33 wiesen in sieben chromosomalen Regio-
nen Ubereinstimmende Veranderungen auf, welche in Abbildung 54 dargestellt sind.
Dabei handelt es sich um DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 7p22-14, 8p11.1-
g12, 9p13-g21, 9922-34 und 20, sowie um eine Deletion auf Chromosom 18q12-23.

- 189 -



ERGEBNISSE

Tabelle 16: Chromosomale Verdnderungen der Zelllinie Cal-33 und BHY.

Cal-33
Chromosomale Region Chromosomale Region
DNA-Zugewinne DNA-Verluste
3q11.2-29 3p26-911.2
7p22-911.2 4q34-35
8p11.1-q24.3 8p23-911.1
99pp1232-q2?:14 9p24
16p11.2-13.3 12g24.3
20p13-q13.3 16922
18q12-23
BHY

Chromosomale Region

DNA-Zugewinne
1p36.3

Chromosomale Region
DNA-Verluste

1p21-22
1p13-21

3p12-q11.2

4913

18911.2-23

5p15.3-q11.1

7p14-22

8p11.1-q12

9p21-g21
9q22-34

10p11.2-g22

11p15-q13
11913
11913

11q13-14

12p13-q12
12g21-24.3

13921-34

14q21-32

17911.1-12

19p12-13.2

20p13-q11.2
20qg11.1-11.2
20q11.2-13.3

22q11.1-13

Amplifikationen sind fett gedruckt.
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Abbildung 52: Array-CGH-Analyse der Zelllinie Cal-33.

Die Abbildung zeigt das gesamtgenomische Array-CGH-Profil (oben) und elf Einzelprofile
der veranderten Chromosomen. Entlang der X-Achse, welche die Chromosomenzahl
oder das jeweils angezeigte Chromosom darstellt (links p-Arm, rechts g-Arm) sind in Y-
Richtung die logarithmierten Werte der Intensitatsquotienten aus Cy3- und Cy-5-
Fluoreszenz (,log2-Ratios“) fur jeden BAC-Klon angezeigt. Normale Bereiche sind in
schwarz, DNA-Zugewinne in grin, Amplifikationen in blau und DNA-Verluste in rot dar-
gestellt. Die Centromere werden durch vertikale Linien angezeigt.
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Abbildung 53: Array-CGH-Analyse der Zelllinie BHY.
Die Abbildung zeigt das gesamtgenomische Array-CGH-Profil (oben) und 18 Einzelprofi-
le der veranderten Chromosomen. Entlang der X-Achse, welche die Chromosomenzahl
oder das jeweils angezeigte Chromosom darstellt (links p-Arm, rechts g-Arm) sind in Y-
Richtung die logarithmierten Werte der Intensitatsquotienten aus Cy3- und Cy-5-
Fluoreszenz (,log2-Ratios“) fur jeden BAC-Klon angezeigt. Normale Bereiche sind in
schwarz, DNA-Zugewinne in grin, Amplifikationen in blau und DNA-Verluste in rot dar-

gestellt. Die Centromere werden durch vertikale Linien angezeigt.
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Abbildung 54: Gemeinsame Veranderungen der Tumorzelllinien BHY und Cal-33.

Die Abbildung zeigt die Einzelprofile der in den Zelllinien gemeinsam veranderten Chro-
mosomen. Entlang der X-Achse, welche das jeweils angezeigte Chromosom darstellt
(links p-Arm, rechts g-Arm) sind in Y-Richtung die logarithmierten Werte der Intensitats-
quotienten aus Cy3- und Cy-5-Fluoreszenz (,log2-Ratios*) fiir jeden BAC-Klon angezeigt.
Normale Bereiche sind in schwarz, DNA-Zugewinne in griin, Amplifikationen in blau und

Deletionen in rot dargestellt. Gemeinsame Veranderungen werden durch farbige Unter-
legungen dargestellt (violett: DNA-Zugewinne, griin: DNA-Verluste).
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C.4.1.3 SKY-und FISH-Analyse

Der Karyotyp der zwei Zelllinien BHY und Cal-33 wurde auch auf interchromosomale
Rearrangierungen mit Hilfe einer SKY-Analyse untersucht. Der Karyotyp der Zelllinie
BHY konnte auf Grund der komplexen strukturellen Umlagerungen und des polyploiden
Charakters der Zellen (>4N) nicht bestimmt werden, der der Zelllinie Cal-33 wurde hin-
gegen naher charakterisiert. Bei 49 Chromosomen lief3en sich drei interchromosomale
Umlagerungen (der(3)t(3p;20), der(18)t(18q;9) und der(X)t(Xp;16)), zwei Isochromo-
somen (i(7p) und i(8q)), eine Trisomie (Chromosom 20) und ein zusatzliches Y-
Chromosom nachweisen (Abb. 55). In einer FISH-Analyse wurden BACs aus der 32 k-
BAC-Bibliothek ausgewahlt (www.ensembl.org), um die Rearrangierungen zu verifizie-
ren und gegebenenfalls genauer zu bestimmen (Tab. 17). Die Ergebnisse der FISH
werden in Abbildung 60 dargestellt. Die Isochromosomen i(7p) und i(8q) konnten zwei-
felsfrei auch in der FISH-Analyse nachgewiesen werden, ebenso die Trisomie von
Chromosom 20. Auch bestatigte sich, dass Chromosom 18q genetisches Material von
Chromosom 9 enthielt. Die derivativen Chromosomen 3 und X konnten naher bestimmt
werden; so zeigte sich, dass das zusatzliche genetische Matrial auf Chromosom 3p
von Chromosom 20q stammte. Die zusatzliche chromosomale Region auf Chromosom
Xp liels sich Chromosom 16p zuordnen. Nach Auswertung der SKY und FISH-Analyse
ergab sich fir die Zelllinie Cal-33 folgender Karyotyp: 49, XYY, +7, +20,
der(X)t(X;16)(p;p), der(3)t(3;20)(p;q), der(18)t(189;9)(q;?), i(7p), i(8q).

C.4.1.3.1 Vergleich der Ergebnisse der Array-CGH-, SKY- und FISH-Analyse der
Zelllinie Cal-33

Das Ergebnis der SKY-Analyse lieR® sich sehr gut mit dem Ergebnis der Array-CGH in
Einklang bringen (C.4.3, Abb. 52). So wurden die Isochromosomen i(7p) und i(8q) dort
durch einen Zugewinn des jeweiligen Chromosomenarms angezeigt. Das Array-CGH-
Profil von Chromosom 8 bestatigte, dass das Isochromosom i(8q) ein normales Chro-
mosom ersetzte und nicht zusatzlich neben zwei normalen Chromosomen existierte.
Auf Grund eines DNA-Zugewinns auf Chromosom 16p in der Array-CGH ging, bestatigt
durch die FISH-Analyse, hervor, dass der auf das Chromosom X translozierte Bereich
von Chromosom 16 zusétzlich zu den zwei normalen Chromosomen 16 vorhanden war
und nicht durch einem DNA-Verlust der entsprechenden Region auf Chromosom 16
entstand. Eine Deletion auf Chromosom 18q zeigte einen wahrscheinlichen Verlust
eines Teils des Chromosomenarms in Folge der Translokation von genetischem Mate-

rial von Chromosom 9 auf 18q an. Klar zu erkennen war auch die Trisomie 20, welche
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durch einen kompletten DNA-Zugewinn des Chromosoms angezeigt wurde. Ebenfalls
wurde deutlich, dass der auf Chromosom 3 translozierte Bereich zusatzlich zu den
normalen Chromosomen 20 vorhanden war (erkennbar auch in der FISH, Abb. 56). In
der Array-CGH wurde die mannliche Zelllinie Cal-33 gegen eine weiblich Referenz-
DNA hybridisiert. In Folge dessen sollte bei keiner Veranderung der Geschlechtschro-
mosomen das X-Chromosom als deletiert angezeigt werden, wahrend fir das Y-
Chromosom ein DNA-Zugewinn zu erwarten ware. Eine Amplifikation des gesamten
Chromosoms in der Array-CGH bestatigte das zweite Y-Chromosom.

Ungeklart hingegen blieben grolRe chromosomale Imbalancen auf den Chromosomen 3
und 9 in der Array-CGH, welche nicht mit dem Ergenbnis der SKY-Analyse in Einklang
gebracht werden konnten. Deletionen auf den Chromosomen 4q und 12q waren durch
die SKY-Analyse nicht nachweisbar. Zur Klarung dieser Veranderungen bedarf es wei-

terer FISH-Analysen.

11 N
mitil B i
1 2 3 4 5
Bl BiBvme 0B BORS mope Bome B

U .’ R n E g zn} H
E T E: 9 10 11 12

Held Beme iy gegt Br@e B B0
13 16 17 18

14 15

B
o« 0t B0 E gepe HY@e me B
19 21 22 X T

20

”
LL

Abbildung 55: SKY-Analyse der Zelllinie Cal-33.
Die Chromosomen sind in der jeweiligen Falschfarbe und der DAPI-Banderung darge-
stellt. Chromosomale Veradnderungen sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Es ergibt
sich folgender Karyotyp: 49, XYY, der(3)t(3p;20), i(7p), i(8q), der(18)t(18q;9),
der(X)t(Xp;16), +7, +20.
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Tabelle 17: BAC-Klone fiir die FISH-Analyse von Cal-33.

Name BAC Lokalisation FISH-Markierung
RP11-640A09 20p13; bp 60369-216637 Biotin
RP11-631L08 20913.33; bp 61879997-62060928 Digoxigenin
RP11-20N02 7p22.3; bp 724423-876413 Biotin
RP11-664B05 7q36.3; bp 158404469-158595970 Digoxigenin
RP11-22E02 16p13.13; bp 12248522-12413733 Biotin
RP11-466E19 16923.1; bp 75876182-76038779 Digoxigenin
RP11-627A06 8921.3; bp 90790023-90970605 Biotin

RP11-1076F02 18q11.2; bp 17795823-17988690 Digoxigenin
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i(8q)

18

der(X)t(Xp;16p) der(18)t(18q;9)

Abbildung 56:

C.4.1.4 Besti
PCR

FISH-Analyse der Zelllinie Cal-33.

BACs (siehe Tab. 19) wurden entweder mit Biotin (griine Signale) oder Digoxigenin (rote
Signale) markiert und auf Metaphasenpraparate der Zelllinie hybridisiert. Eine Trisomie
von Chromosom 20 war in der FISH-Analyse durch die Hybridisierung von BAC RP11-
640A09 (20p) und RP11-631L08 (20q) deutlich zu erkennen. Die zusatzliche Hybridisie-
rung von BAC RP11-631L08 (20q) auf Chromosom 3p zeigte, dass der auf 3p translo-
zierte Bereich vom Chromosomenarm 18q stammte. Die Isochromosomen i(7p) und i(8q)
wurden durch die Hybridisierung der BACs RP11-20N02 (7p) und RP11-627A09 (8q) ve-
rifiziert. Ebenso bestatigt wurde durch BAC RP11-22E02 (16p) die Translokation von
Chromosom 16p auf Chromosom Xp und der interchromosomale Austausch zwischen
den Chromosomen 18 und 9 durch die Hybridisierung von BAC RP11-1076F02. Diese
zeigte, dass eines der homologen Chromosomen 18 auf Grund des zusatzlichen geneti-
schen Materials von Chromosom 9 (vgl. SKY, Abb. 55) deutlich groRer als das normale
Chromosom ist.

mmung der FANCA-Expression mittels Quantitativer Real Time-

Die relative Quantifizierung der FANCA-Expression der Zelllinien Cal-33 und BHY wird

unter C.3.3 da

rgestellt.
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C.4.2 Transfektion der Zelllinien BHY und Cal-33

Durch statistische Analysen der CGH-Daten konnten DNA-Zugewinne auf Chromosom
16q23-24 mit einem verringerten rezidivfreien Uberleben der Patienten korreliert wer-
den (C.2.3). Durch Array-CGH wurde der veranderte chromosomale Bereich auf
16g24.3 eingegrenzt (C.3.1). Dies wurde durch FISH-Experimente an Paraffinschnitten
der von der Veranderung betroffenen Patienten bestatigt (C.3.2). Innerhalb der veran-
derten Region konnten einige Kanditatengene lokalisiert werden, von denen FANCA
als Bestandteil des DNA-Reparatur-assoziierten Fanconi Anamie (FA)/BRCA-
Signalweges naher untersucht wurde. Eine erhdhte Expression dieses Gens in Tumor-
gewebe von Patienten mit DNA-Zugewinn auf Chromosom 16g24.3 konnte in QRT-
PCR-Analysen nachgewiesen werden (C.3.3). Um phanotypische Folgen einer geziel-
ten Uberexprimierung des FANCA-Gens untersuchen zu kdnnen, sollten zwei Zelllinien
aus Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches (Cal-33 und BHY) mit dem Gen

stabil transfiziert werden.

Selektive Amplifikation von FANCA aus cDNA

Das zu untersuchende Gen FANCA wurde mit Hilfe von spezifischen Primern selektiv
aus der cDNA einer exprimierenden Zelllinie (RPEX1.5) amplifiziert und das erwartete
5.000 bp Fragment im Agarosegel identifiziert. Es wurden zwei Parallelansatze mit
verschiedenen Polymerasen (Paq 5000- und Herculase® Il Fusion-Polymerase) ange-
setzt, wobei die Amplifikation mit Hilfe der Herculase® Il Fusion-Polymerase effizienter
erschien (Abb. 57 A). Das PCR-Produkt dieses Ansatzes wurde durch die Tag-
Polymerase an den 5’-Enden polyadenyliert und zur Auftrennung und Isolierung auf ein
1%iges Agarosegel aufgetragen (Abb. 57 B). Der Schritt der Polyadenylierung war fur
die nachfolgende Klonierung des Amplifikats in den Klonierungsvektor pSC-A notwen-
dig, da die Ligation in den Vektor auf Basenpaarung der Uracil-UberhZnge der MCS
des Vektors basiert (vergl. Abb 17, B.9.2).
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Herculase Ansatz
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Abbildung 57: Selektive Amplifikation des FANCA-Gens aus cDNA.
(A) Vergleich der Amplifikation durch Pag5000- und Herculase® Il Fusion-Polymerase.
Der Herculase-Ansatz zeigt eine spezifische Amplifikation des FANCA-Gens mit weniger
unspezifischen Banden im Vergleich zur Pag5000-Polymerase. (B) Gesamtansatz des
Herculase-PCR-Produktes nach der Polyadenylierung. Die FANCA-Bande wurde aus
dem Gel ausgeschnitten und die DNA daraus isoliert.

Klonierung von FANCA in einen Vektor und Sequenzierung des Inserts

Nach der Isolation der FANCA-DNA aus der spezifischen Gelbande wurde das Gen mit
Hilfe des PCR-Cloning-Kits (Stratagene) in den Klonierungsvektor pSC-A ligiert. Nach
der Vermehrung des FANCA-KIonierungsvektors in kompetenten E.coli-Zellen und
wurde dieser aus acht zufallig ausgewahlten Klonen isoliert und in eine Restriktions-
analyse mit dem Enzym EcoRI eingesetzt. Dadurch konnten Vektoren ermittelt werden,
welche das Insert korrekt eingebaut hatten. Da die MCS des pSC-A Vektors von zwei
EcoRI-Schnittstellen flankiert wurde, ergaben sich nach einem Restriktionsverdau zwei
Fragmente, die auf Grund ihrer unterschiedlichen Grof3e voneinander getrennt werden
konnten. Dabei reprasentierte ein ca. 5 kb groRes Fragment das ausgeschnittene
FANCA-Gen und ein 3,3 kb groftes Fragment den leeren Vektor. Wie aus Abbildung 58
ersichtlich ist, war in sechs von acht Vektoren eine korrekte Insertion des Gens erfolgt,
wahrend es in zwei Fallen offenbar zu einer unvollstdndigen bzw. zu keiner Ligation
des FANCA-Gens in den Vektor gekommen war. Dieses stellte sich durch die im
Restriktionsverdau entstandenen Fragmente dar. Vektoren mit korrektem Insert (Vekto-
ren 2,3 und 5-8) wurden nach dem Didesoxy-Verfahren in 5’- und 3’-Richtung sequen-

ziert (Abb. 59), um sicher zu stellen, dass die spatere Transfektion der Zellen mit dem
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Wildtyp-FANCA-Gen erfolgte. In keinem der isolierten Klone konnten Einzelbasenpaar-
substitutionen oder Mutationen nachgewiesen werden. Plasmid 3 zeigte die beste Se-
quenzierungsqualitat und das integrierte Gen zeigte keine Abweichung zur Originalse-

quenz. Aus diesem Grund wurde es flir die spatere Transfektion verwendet.

FANCA
Leerer
Vektor

a
a
=<
‘_g

Vektor 7
Vektor 8

Vektor 1
Vektor 2
Vektor 3
Vektor 4
Vektor 5
Vektor 6

Abbildung 58: EcoRI Restriktionsverdau der isolierten pSC-A-Klonierungsvektoren.

Bei korrekter Insertion des FANCA-Gens ergeben sich zwei konkrete Banden (Vektoren
2,3, 5-8) bei ca. 5000 bp (FANCA) und ca. 3000 bp (leerer Vektor).
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FANCA Sequenz TG TECTTGAAGCGETETEECATCTTCACGTACAAGGCATTGTGAGCCTGCAAGAGCTGCTGEAAAGCCATCCCG

Plasmid8® FANCAl fwd TTGTTGCTTGAAGCGGTGTGGCATCTTCACGTACAAGECATTEGTGAGCCTGCAAGAGCTGCTGCAAAGCCATCCCG
PlasmidZ2 FANCAl fwd TTGTTGCT
Plasmid3 FANCAL fwd TTGTTGCT
Plasmid5 FANCAL fwd TTGTTGCTT
Plasmidé FANCAL fwd TTETTGCTTG,
Plasmid7_FANCAL_fwd_TTETTGCTTS,

GUGEETETGECATCTTCACGTACAAGECATTGTGAGCCTECAAGAGCTGCTGEAAAGCCATCCCG
WGCEGTGTEECATCTTCACGTACAAGGCATTETGAGCCTGCAAGAGCTGCTGEAMAGCCATOCCE
WGCEETETCECATCTTCACCTACAAGGCATTCTEACGCCTGCAAGAGCTECTEEAMAGCCATCCCE
WGCEGTETEECATCTTCACGTACAAGEGCATTGTGAGCCTECAAGAGCTGCTGG! GCCATCCCG
GCEGTETEGECATCTTCACGTACAAGECATTGTEAGCCTGCAAGAGCTGCTGEAAAGCCATCCCG|

Abbildung 59: Exemplarische Darstellung der Sequenzierungsdaten des klonierten FAN-
CA-Gens.
Sequenzierung des in die Plasmide eingebauten FANCA-Gens (der durch den Primer
,FANCA1“ sequenzierte Abschnitt). In diesem Abschnitt stimmen alle Sequenzen mit der
originalen FANCA-Sequenz Uberein.

Klonierung von FANCA in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+)

Plasmid 3 wurde erneut mit EcoRI in zwei groReren Ansatzen verdaut, die Fragmente
gelelektrophoretisch aufgetrennt und FANCA aus dem Gel isoliert. Daraufhin erfolgte
die Ligation in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+), welcher dann durch Transformati-
on in kompetenten Zellen vervielfaltigt wurde. Nach der Isolation des Vektors aus den
Bakterienzellen wurde eine Restriktionsanalyse mit dem Enzym Ncol durchgefihrt.
Diese diente zur Ermittlung von Vektoren, die das Insert in korrekter Orientierung ein-
gebaut hatten. Durch den Restriktionsverdau mit Ncol konnten zwei Vektoren mit rich-
tigem Insert aufgrund des spezifischen Fragmentmusters identifiziert werden (Abb. 60).
Einer dieser Klone wurde im groRen Malistab angeziichtet und das Plasmid erneut
isoliert.
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Abbildung 60: Ncol Restriktionsverdau der pcDNA3.1(+)/[FANCA Expressionsvektoren.
(A) Zu erwartendes Bandenmuster nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der mit
Ncol verdauten Vektoren. FWD: FANCA richtig inseriert; REV: FANCA riickwarts inse-
riert; Empty: FANCA nicht inseriert. (B) Die Expressionsvektoren 4 und 6 (rot) zeigen das
fur ein in der korrekten Richtung inseriertes FANCA-Gen spezifische Fragmentmuster.

Transfektion der Zelllinien Cal-33 und BHY

Vor der Transfektion wurde ein Teil des pcDNA3.1(+)/FANCA Vektors mit Hilfe des
Restriktionsenzyms Pvul linearisiert, da zirkulare und lineare Fragmente von Zellen
unterschiedlich gut aufgenommen werden kénnen. Daraufhin erfolgte mit Hilfe des
Transfektionsreagenzes ,Polyfect” die Transfektion der Zelllinien Cal-33 und BHY, je-
weils mit zwei linearisierten pcDNAS3.1(+)/FANCA Vektoren, einem zirkuldren
pcDNA3.1(+)/FANCA Vektor, zwei liearisierten pcDNA3.1(+) Vektoren ohne FANCA
und dem Vektor pFred (vgl. B.9.11.3). Nach 48 h wurden die mit pFred transfizierten
Zellen mit nicht transfizierten Referenz-Zellen im FACS-Gerat analysiert. Aufgrund der
Zugabe des Nukleinsaureinterkalators Propidiumiodid konnte neben der Transfektion-
seffizienz auch die Anzahl an toten Zellen bestimmt werden. Aus dem Verhaltnis der
Lebendzellzahl zur Gesamtzellzahl konnte die Uberlebensrate der Zellen ermittelt wer-
den (siehe Abb. 61 und 62 sowie Tab. 18). Die nicht transfizierten Referenz-Zellen
zeigten wie erwartet keine oder sehr niedrige Fluoreszenz-Signale, welche als Hinter-
grundrauschen interpretiert werden konnten. Die Transfektionseffizienzen der Zelllinien
Cal-33 und BHY lagen bei 6,5% und 13% (Tab. 18).
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48 h nach der Transfektion wurde mit der Selektion von stabil transfizierten Zellen mit
400 pg/ml Geneticin (G418) begonnen. Wie ein im Vorfeld erfolgter G418-
Konzentrationstest der nicht transfizierten Stammzelllinien ergab, waren beide Zellli-
nien sensitiv auf G418 (Abb. 63). Lediglich transfizierte Zellen konnten nach 10 Tagen
Selektion aufgrund der G418-Resistenz des Transfektionsvektors Uberleben. Die
Transfektion und Selektion der einzelnen Zelllinien wird Uber einen Zeitraum von 8-10
Tagen photographisch dargestellt (Abb. 69-70). Zwei Tage nach der Transfektion wa-
ren bei allen Zelllinien phanotypische Veranderungen festzustellen. Beim Blick durch
ein Lichtmikroskop erschienen die Zellmembranen der Zellen pords, was auf den Me-
chanismus der Aufnahme von Fremd-DNA zurlickzufiihren ist. Vier Tage nach Beginn
der Selektion mit G418 konnte wie erwartet ein deutlicher Riickgang der lebenden Zel-
len verzeichnet werden. Tote Zellen wurden bei regelmaRigen Medienwechseln ent-
fernt. Acht Tage nach der Transfektion war die Zahl der lebenden Zellen bei Cal-33
und BHY zwar weiter zurlickgegangen, jedoch erschienen die verbliebenen Zellen ge-
sund und es konnten zunehmend sich teilende Zellen beobachtet werden. Dabei han-

delte es sich offensichtlich um stabil transfizierte Zellen mit G418-Resistenz.

Tabelle 18: Transfektionseffizienzen der Zelllinien Cal-33 und BHY.

Transfekti- Uberlebens- Transfektions- Uberlebens-
Zelllinie ons-effizienz rate Zelllinie effizienz rate
[%] [%] [%] [%]
Cal-
Cal-33 0,7 97 .1 6,5 92,8
33/pFred
BHY/pFre
BHY 7,6 94,7 g 13,0 91,4
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Abbildung 61: Transfektionseffizienz der Zelllinie Cal-33.

In der Abbildung sind die Daten der FACS-Analyse der nicht transfizierten Stammzelllinie
Cal-33 (A) und der mit pFred transfizierten Zellen Cal-33/pFred (B) graphisch dargestellit.
Die gesamte Zellpopulation wird durch das Seitwartsstreulicht nach der Granularitat und
durch das Vorwartsstreulicht nach der GréRe der Zellen aufgetrennt. Tote Zellen kdnnen
bei einer Wellenlange von 670 nm von lebenden Zellen durch die Propidiumiodidfluores-
zenz unterschieden werden. Bei einer Wellenlange von 530 nm fluoresziert das nur in
den transfizierten Zellen exprimierte GFP des pFred-Vektors.
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Abbildung 62: Transfektionseffizienz der Zelllinie BHY.

In der Abbildung sind die Daten der FACS-Analyse der nicht transfizierten Stammzelllinie
BHY (A) und der mit pFred transfizierten Zellen BHY/pFred (B) graphisch dargestellt. Die
gesamte Zellpopulation wird durch das Seitwartsstreulicht nach der Granularitat und
durch das Vorwartsstreulicht nach der GrofRe der Zellen aufgetrennt. Tote Zellen kénnen
bei einer Wellenlange von 670 nm von lebenden Zellen durch die Propidiumiodidfluores-
zenz unterschieden werden. Bei einer Wellenldnge von 530 nm fluoresziert das nur in
den transfizierten Zellen exprimierte GFP des pFred-Vektors.
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Zellwachsturn BHY bei verschiedenen G418-Konzentrationen Zellwachstum CAL-33 bei verschiedenen G418-Konzentrationen
1e+8 1e+8
—8— Kontrolle 0 pg/mi —e8— Kontralle 0 pg/ml
—8— G418 100 pg'm| —8— G418 100 pg'ml
1e+7 { —7 G418.200 py/ml 1647 1 —y— G418 200 pg/mi
—h— G418 300 pg/ml —4— G418 300 mo/m
—=— G418 400 pg/ml —=— G418 400 pg/mi
—m— G418 800 pg/ml Te+b 4 —m— G418 600 pgimi

Zallzahl

Zellzahi

Zeit [Tage]

Abbildung 63: Einfluss von G418 auf das Wachstum der Zelllinien BHY und Cal-33.
Logarithmische Darstellung der Zellzahl gegen die Inkubationszeit mit verschiedenen
G418-Konzentrationen. Bei beiden Zelllinien zeigt die Negativkontrolle ohne G418 eine
stetige Zunahme der Zellzahl, wohingegen die Zellzahl bei den mit G418 behandelten
Zellen proportional zur eingesetzten Konzentration abnimmt. Nach 9 Tagen bewegen
sich die Zellzahlen bei den Konzentrationen 400 und 600 pg/ml bei einem Wert von ~
10°, was im Coulter Counter etwa dem Leerwert entspricht, so dass sich diese Konzent-
rationen fur eine Selektion von transfizierten Zellen eignen.

A Cal-33 vor der Transfektion B Cal-33 2 Tage nach der Transfektion

J /

Abbildung 64: Transfektion der Zelllinie Cal-33.

Vor der Transfektion (A) zeigen die Zellen einen gesunden Phanotyp mit klar ausgeprag-
ten Zelllmembranumgrenzungen. Zwei Tage nach der Transfektion (B) erscheinen die
Zellmembranen unscharf und das Cytoplasma wirkt granuliert. Zu spateren Zeitpunkten
(C) und (D) erscheinen die Zellen morphologisch wieder gesund. Aufgrund der Selektion
mit G418 (ab Tag 4 nach der Transfektion) reduziert sich die Zellzahl aufgrund des Ab-
sterbens der nicht-transfizierten Zellen. Nur stabil transfizierte Zellen mit G418-Resistenz
kénnen weiter proliferieren.
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A BHY vor der Transfektion B BHY 2 Tage nach der Transfektion

D BHY 8 Tage nach der Transfektion

Abbildung 65: Transfektion der Zelllinie BHY.

Vor der Transfektion (A) zeigen die Zellen einen gesunden Phanotyp mit klar ausgeprag-
ten Zelllmembranumgrenzungen. Zwei Tage nach der Transfektion (B) erscheinen die
Zellmembranen unscharf und das Cytoplasma wirkt granuliert. Auch sechs Tage nach
der Transfektion sind die Zellen noch angegriffen, nach acht Tagen (D) haben sich die
Zellen erholt und erscheinen morphologisch wieder gesund. Aufgrund der Selektion mit
G418 (ab Tag 4 nach der Transfektion) reduziert sich die Zellzahl aufgrund des Abster-
bens der nicht-transfizierten Zellen. Nur stabil transfizierte Zellen mit G418-Resistenz
kénnen weiter proliferieren.

C.4.3 Untersuchung der Strahlensensitivitit der mit FANCA transfizierten Zellen

Um die Strahlenempfindlichkeit der mit FANCA transfizierten Zelllinien (BHY/FANCA
Lin1, BHY/FANCA Lin2, BHY/FANCA circ., BHY/Vektor Lin1, BHY/Vektor Lin2 und
Cal-33/FANCA Lin1, Cal-33/FANCA Lin2, Cal-33/FANCA circ., Cal-33/Vektor Lin1, Cal-
33/Vektor Lin2 (vergl. B.9) im Vergleich zur jeweiligen nicht-transfizierten Kontrollzellli-
nie (Cal-33 oder BHY) zu untersuchen, wurden die Zellen mit einer "*'Cs-y-Quelle be-
strahlt. Alle Zellen wurden anhand der im Vorfeld ermittelten ,Plating Efficiency” der
jeweiligen nicht-transfizierten Kontrollzelllinie (vgl. C.4.1.1) und je nach Dosis entspre-
chend ihrer zu erwartenden Uberlebensrate ausgesat. Nach zehn Tagen lieRen sich
nur drei der zwolf untersuchten Zelllinien auswerten, da bei den meisten transfizierten
Zellinien die ,Plating Efficiency” zu gering war, so dass keine oder nur sehr wenige
Kolonien gebildet wurden. Die Uberlebensraten der Kontrollzelllinie Cal-33 und der
transfizierten Zelllinien Cal-33/FANCA Lin1 und Cal-33/FANCA circ. sind aus Tabelle
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19 ersichtlich. Aus den sich daraus ergebenden Uberlebenskurven (Cal-33: a = 0,62 +
0,04; Cal-33/FANCA Lin1:a = 0,067 + 0,04; Cal-33/FANCA circ.: a = 0,065 £ 0,04; a =
linearer Dosiseffektkoeffizient = Steigung der Kurven), welche in Abbildung 66 darge-
stellt ist, ergibt sich eine signifikant verringerte Strahlenempfindlichkeit der beiden mit
FANCA transfizierten Zelllinien im Vergleich zur nicht-transfizierten Stammzelllinie
(p=0,0006).

Tabelle 19: Uberlebensraten der Zellen nach der Gamma-Bestrahlung.

Uberlebensraten [%)]

Dosis (Gy)
Cal-33 Cal-33/FANCA Lin1  Cal-33/FANCA circ.

0 100 100 100

1 48 65 67

2 32 - -

3 14 52 42

4 8,6 - -

5 - 12,5 15

- nicht auswertbar
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Anteil Gberlebender Zellen (1.0 = 100%)
02

01

Dosis (Gy)

Abbildung 66: Uberlebenskurve von Cal-33-Zellen nach Gamma-Bestrahlung.
Die Uberlebenskurven der transfizierten Zelllinien Cal-33/FANCA Lin1 und Cal-
33/FANCA circ. (griin und blau) geben im Vergleich zur Stammzelllinie Cal-33 (schwarz)
eine verringerte Strahlenempfindlichkeit wieder.

-210 -



ZUSAMMENFASSUNG

D DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein aus 117 Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches bestehendes Tumorkollektiv mit Hilfe der Vergleichenden Genomi-
schen Hybridisierung (Comparative Genomic Hybridisation; CGH) zytogenetisch zu
charakterisieren. Dieses Tumorkollektiv besteht ausschliellich aus strahlentherapeu-
tisch behandelten Patienten mit klinischen Verlaufsdaten Uber einen Zeitraum von
mehr als funf Jahren. Somit stellt die vorliegende Arbeit die erste CGH Studie dar, die
eine Korrelation der zytogenetischen Marker mit der Strahlenempfindlichkeit der unter-
suchten Tumoren erlaubt. Anhand der ermittelten chromosomalen Kopienzahlverande-
rungen sollten zudem zytogenetische Marker mit prognostischer Bedeutung identifiziert
werden. Daflir wurden die Daten der CGH-Analyse durch statistische Berechnungen
mit den klinischen Parametern und dem rezidivfreien Uberleben der Patienten korre-
liert. Veranderte chromosomale Regionen mit prognostischer Bedeutung wurden auf
potenzielle Kandidatengene hin untersucht. Ebenso wurden sie mit weiteren molekula-
ren Methoden wie Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), Immunhistochemie (IHC)
und Expressionsanalysen analysiert und verifiziert. Dartiber hinaus sollten funktionelle
Studien an einem Zellkultursystem Aufschluss Uber phanotypische Auswirkungen der
ermittelten Genveranderungen geben. Genetische Marker mit prognostischer Bedeu-
tung sind besonders in der Diagnostik von gro3em Interesse, da durch sie das indivi-
duelle Tumorverhalten besser eingeschatzt werden kann. Diese Erkenntnisse wieder-
um ermdglichen individuelle Behandlungsschemata und eine Verbesserung des The-
rapieerfolges bei HNO-Tumoren.

Um die angefiuihrten Ziele erreichen zu kénnen, waren zunachst verschiedene metho-

dische Etablierungen im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit erforderlich.

D.1 Methodische Etablierungen

Da ausschlieBlich formalinfixiertes Paraffingewebe (FFPE-Gewebe) von HNO-Tumoren
fur die Experimente dieser Dissertation zur Verfigung stand, musste insbesondere die
Array-CGH an FFPE-Gewebe sowie die gesamtgenomische Amplifizierung von DNA
aus FFPE-Gewebe (FFPE-DNA) etabliert werden.
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Etablierung einer Methode der gesamtgenomischen Amplifikation von DNA aus forma-

linfixiertem Paraffingewebe

Das zu untersuchende Tumormaterial lag in Form von FFPE-Gewebe-Schnitten auf
Objekttragern vor. Die DNA-Isolation flihrte nicht in allen Fallen zu einer ausreichenden
Menge an DNA. Aus diesem Grund sollte eine geeignete Methode zur gesamtgenomi-
schen Amplifikation von DNA aus FFPE-Gewebe etabliert werden, die zu reproduzier-
baren Ergebnissen in CGH und Array-CGH-Experimenten fihrt. Eine PCR-
Amplifikation von DNA aus FFPE-Gewebe ist wegen der durch die Fixierung hervorge-
rufene Degradierung der DNA oftmals problematisch. Die am Haufigsten angewandte
Methode zur gesamtgenomischen Amplifikation von FFPE-DNA war in der Vergangen-
heit die Degenerierte Oligonukleotid (DOP)-PCR, mit welcher eine universelle Verviel-
faltigung der DNA durch degenerierte Universalprimer in Kombination mit niedriger
Annealingtemperatur erreicht wird (Telenius et al., 1992). Allerdings konnte in ver-
schiedenen Studien nachgewiesen werden, dass das PCR-Amplifikat in einigen Fallen
nicht alle Regionen der Ausgangs-DNA zuverlassig reprasentiert, was besonders bei
hoch auflésenden molekularen Techniken, wie beispielsweise Array-CGH, von Bedeu-
tung ist (Cardoso et al., 2004; Pinard et al., 2006; Little et al., 2006). Es wurde somit
eine robustere Methode der gesamtgenomischen DNA-Amplifikation bendtigt, welche
auch mit schlechter DNA-Qualitat und/oder degradierter DNA zufrieden stellende Er-
gebnisse liefert.

Sowohl die Amplifikation durch isothermische Strangverdrangung mit Hilfe der DNA-
Polymerase des Bakteriophagen Phi29 (GenomiPhi-PCR), als auch die GenomePlex-
PCR (WGA; Whole Genome Amplification) erzeugten ausreichende Mengen an ampli-
fizierter FFPE-DNA. Nach der Qualitatskontrolle der Amplifikate in einer Multiplex-PCR
auf ihre Tauglichkeit fur Array-CGH-Experimente (van Beers et al., 2006), konnten in
den GenomiPhi-Amplifikaten aus FFPE-DNA unspezifische Intermedidrbanden bei der
elektrophoretischen Auftrennung der entstandenen Fragmente beobachtet werden
(Abb. 24). Die mit GenomiPhi amplifizierte kommerzielle Referenz-DNA hingegen zeig-
te, wie auch die mit WGA-amplifizierte FFPE- und Referenz-DNA, nur die erwarteten
spezifischen Banden in der Multiplex-PCR. Auf Grund dessen kann angenommen wer-
den, dass es sich bei der Generierung der unspezifischen Intermediarbanden um einen
Effekt handelt, der spezifisch bei GenomiPhi-amplifizierter FFPE-DNA auftritt. Durch
die degradierte FFPE-DNA kann méglicherweise auch eine unspezifische Amplifikation
durch die GenomiPhi-Polymerase erfolgen. Eine Array-CGH-Analyse der amplifizierten
FFPE-DNAs bestatigte diese Theorie. Wahrend das Array-CGH-Profil der mit WGA

amplifizierten DNA die erwarteten genomischen Veranderungen eines bereits mit CGH
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untersuchten HNO-Tumors klar und deutlich wiedergab, zeichnete sich das Array-
CGH-Profil der GenomiPhi-DNA durch ein starkes Rauschen der Signale aus (Abb.
25). Zusatzlich konnte anhand von Drosophila-Kontroll-Klonen auf dem verwendeten
Array, an welche keine humane DNA binden sollte, eine unspezifische Hybridisierung
der GenomiPhi-DNA nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Resul-
taten von Lage et al. (2003), die bei Array-CGH-Analysen mit Phi29-Polymerase-
amplifizierter DNA auf cDNA-Arrays ebenfalls starke Schwankungen der gemessenen
Fluoreszenzsignale beobachteten. Im Gegensatz dazu berichten Cardoso et al. (2004)
Uber eine erfolgreiche Amplifikation von DNA aus Zelllinien und Gefriergewebe mit Hil-
fe des GenomiPhi-Kits mit anschlieRender Array-CGH-Analyse. Allerdings wurde auch
in dieser Studie die Bildung unspezifischer PCR-Produkte, bemerkenswerterweise so-
gar in Reaktionsansatzen ohne DNA-Template, geschildert. Dieses Phadnomen wurde
bereits von Lage et al. (2003) beschrieben und wird auf die Fahigkeit der Phi29-
Polymerase zurlickgefuihrt, eine nur von Primer-Dimeren iniziierte DNA-Synthese
betreiben zu kénnen. Obwohl auch Dean et al. (2002) Uber positive Erfahrungen mit
der Amplifikation von DNA durch Strangverdrangung mit der Phi29-Polymerase berich-
ten, wurde diese Methode auf Grund der weiter oben beschrieben Ergebnisse in der
vorliegenden Arbeit nicht weiter verwendet, um genomische DNA aus FFPE-Gewebe
von HNO-Tumoren zu amplifizieren. Zu diesem Zweck wurde die GenomePlex-WGA-
Amplifikation beibehalten, mit deren Amplifikaten gute Ergebnisse in weiterfiherenden
Array-CGH-Analysen erzielt werden konnten. Die Eignung der GenomePlex-WGA-
Amplifikation fiir eine zuverlassige Vervielfaltigung von DNA aus FFPE-Gewebe mit
anschlielender Analyse der Amplifikate in Array-CGH-Experimenten, wurde bereits
von Little et al. (2006) demonstriert.

Eine weitere Methode zur gesamtgenomischen Amplifikation, die Linker-Adapted-PCR
(Klein et al., 1999), wurde im Rahmen des Affymetrix-Protokolls ebenfalls getestet und

wird im folgenden Abschnitt diskutiert.

Etablierung einer Array-CGH-Plattform zur Analyse von Kopienzahlverdnderungen in

DNA aus formalinfixiertem Paraffingewebe

Die Weiterentwicklung der CGH zur Matrix-basierten CGH (Array-CGH) erlaubt die
molekularzytogenetische Analyse von chromosomalen Kopienzahlveranderungen in
einer hdhern molekularen Auflésung. Diese ist ausschlieRlich abhangig von der GélRe
und dem genomischen Abstand der gewahlten Zielsequenzen, welche auf den Array
aufgebracht werden (Fiegler et al., 2003). Als Zielsequenzen kénnen beispielsweise
cDNAs (Pollak et al., 1999) oder BACs (Snijders et al., 2001) dienen. Bei der Analyse
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von Kopienzahlveranderungen wurden auch bereits Oligonukleotid-Arrays, welche ur-
springlich fir die Genotypisierung von Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (Single Nuc-
leotide Polymorphisms; SNPs) entwickelt wurden, erfolgreich eingesetzt (Bignell et al.,
2004; LaFramboise et al., 2005; Rauch et al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit sollte
eine Array-CGH-Plattform etabliert werden, die es erlaubt, DNA aus FFPE-Gewebe
zuverlassig auf chromosomale Zugewinne und Verluste zu untersuchen. Dazu wurden
Testexperimente mit drei BAC-Arrays (Sanger 1Mb BAC-Array, CMR Hs1 Mb BAC-
Array und UCSF 1.4 Mb BAC-Array) sowie mit einem Oligonukleotid-Array (SNP-Array;
Affymetrix GeneChip® Mapping 10K Array Xba 142 2.0) durchgefiihrt und miteinander
verglichen. Auf jeden Array wurde DNA einer bereits zytogenetisch charakterisierten
Zelllinie hybridisiert, um die Reproduzierbarkeit des Nachweises von genetischen Ver-
anderungen zu Uberprifen. Um zu untersuchen, ob auch chromosomale Veranderun-
gen bei DNA aus FFPE-Gewebe zuverlassig wiedergegeben werden, wurde mit jedem
Array HNO-Tumor-DNA aus FFPE-Gewebe mit bereits bekannten Kopienzahlverande-
rungen analysiert.

Die Analyse von FFPE-DNA mit dem SNP-Array stellte sich als problematisch dar. Die
Komplexitatsreduzierung der bereits degradierten FFPE-DNA durch einen Restrikti-
onsverdau mit dem Enzym Xbal zu Beginn des Protokolls fiihrte zu einer geringen
DNA-Ausbeute nach der Linker-Adapted-PCR; nach Optimierung des Protokolls durch
den Einsatz einer groReren DNA-Menge gelang immerhin eine erfolgreiche Hybridisie-
rung mit sehr guten Signalintensitaten. Das Problem der geringen Ausbeute bei der
Amplifikation von FFPE-DNA im Affymetrix-Protokoll wurde ebenfalls durch Thompson
et al. (2005) beschrieben, die neben der Anzahl an PCR-Reaktionen auch die einzu-
setzende DNA-Menge und die Zyklenzahl der PCR erhéhten, um ausreichende Men-
gen an Amplifikat zu generieren. Leider zeichnete sich das SNP-Array Profil der FFPE-
DNA sowohl in den eigenen Versuchen als auch in publizierten Experimenten durch
ein starkes Rauschen der Signale aus, wodurch eine Schwellenwertsetzung fir die
Untersuchung von Kopienzahlveranderungen nahezu unmdglich war (Abb. 26). Ein
Nachweis der bekannten Genomveranderungen in den untersuchten HNO-Tumoren
war nicht moglich. Im Gegensatz zu diesen Experimenten mit DNA aus FFPE-Gewebe
lielen sich die bekannten chromosomalen Kopienzahlveranderungen einer diploiden
Zelllinie exakt reproduzieren, und durch die héhere Auflésung des Arrays wurde eine
detailiertere Beschreibung dieser Veranderungen ermdglicht. Auffallig war, dass die
Starke des Hintergundrauschens in den Profilen der SNP-Arrays eine deutliche Ab-
hangigkeit von Polyploidiegrad und Aberrationsanzahl der Probe zeigte. Die Hybridisie-
rung einer weiteren Zelllinie, welche einen triploiden Karyotyp und zahlreiche chromo-

somale Kopienzahlveranderungen aufwies, resultierte in einem Array-Profil mit deutlich
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erhdhtem Signalrauschen im Gegensatz zu dem Profil der wenig veranderten diploiden
Zelllinie (Abb. 26). Dennoch konnten aus dem Profil der triploiden Zelllinie charakteris-
tische Veranderungen lokalisiert und genauer eingegrenzt werden. Zellen aus HNO-
Tumoren weisen ebenso oft einen hohen Polyploidiegrad auf. Auf Grund dieser Vor-
versuche ist daher zu erwarten, dass sich dies zusatzlich zu einer schlechten DNA-
Qualitat und einer hohen Anzahl an Veranderungen, in einem SNP-Array-Profil als ex-
trem starkes Schwankungen der Signale bemerkbar macht. Starkere Schwankungen in
den SNP-Array-Profilen aus FFPE-DNA wurden auch von Thompson et al. (2005) im
Vergleich zu DNA aus Gefriergewebe beobachtet. Die Schwankungen der Signalinten-
sitaten waren allerdings nicht so stark ausgepragt, wie in den hier diskutierten Profilen,
so dass eine erfolgreiche Analyse der Genkopienzahlveranderungen von DNA aus
FFPE-Gewebe unter Verwendung des Affymetrix GeneChip® Mapping 10K Arrays in
dieser Studie gezeigt werden konnte. Dies deutet darauf hin, dass der Grad der De-
gradierung durch die Formalinfixierung ausschlaggebend sein kénnte. Ein weiterer
interessanter Aspekt bei der Analyse von chromosomalen Kopienzahlveranderungen in
Tumor-DNA aus FFPE-Gewebe zeigte sich bei der Auswertung mit der Affymetrix-
Software. Nach dem Scannen zeigten alle Proben Signalintensitaten von ca. 95-99%,
was auf eine erfolgreiche Hybridisierung schlielen liel. Die so genannte ,call rate,
welche den Anteil der letztendlich in die Auswertung einflieRenden SNPs wiedergibt,
lag bei der FFPE-Probe und bei der triploiden Zelllinie mit ca. 80% deutlich darunter.
Da diese Art von Arrays urspringlich fir Genotypisierungsstudien entwickelt worden
waren, geben die Hybridisierungsdaten fiir jeden SNP auch dessen Genotyp (AA, AB
oder BB) wieder. Treten in einem Tumorgenom DNA-Zugewinne mit mehreren ver-
schiedenen Allelen auf (z.B. AAABB) kann der Genotyp in der Software nicht eindeutig
zugeordnet werden, so dass der betroffene SNP nicht in die Auswertung mit einbezo-
gen wird. Derartige Auswerteprobleme sind folglich bei den polyploiden Tumoren —
unabhangig von der Formalinfixierung — zu erwarten. Allerdings stellt die schlechte
Qualitat der degradierten Ausgangs-DNA einen weiteren Grund flr eine reduzierte ,call
rate“ bei Analysen mit FFPE-DNA dar. In den meisten Fallen weist FFPE-DNA einen
geringen Anteil an hochmolekularer DNA auf und die FragmentgréRen sind selten gro-
Rer als 800 bp. Aus diesem Grund sind gréRere Fragmente in den Amplifikaten der
PCR und somit auch auf dem Array unterrepasentiert, was zu einem Absinken der ,call
rate” fuhrt (Jacobs et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte keine zufrieden stellende Analyse von Genkopien-
zahlveranderungen von DNA aus FFPE-Gewebe unter Verwendung des Affymetrix
GeneChip® Mapping 10K Arrays erzielt werden. Wie bereits in vielen Studien bewiesen
(Zhou et al., 2004; Zhao et al., 2005; Hu et al., 2006), eignet sich diese Art der SNP-
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basierten Array-CGH sehr gut fir die Analyse von chromosomalen Kopienzahlverande-
rungen von DNA aus Zelllinien oder Gefriergewebe. Die schlechte Qualitat von degra-
dierter DNA aus FFPE-Gewebe ist der limitierende Faktor bei der Untersuchung von
archiviertem Tumormaterial. Trotzdem stellt diese Methode in Zukunft eine leistungsfa-
hige Plattform fur die Analyse von Tumorgenomen dar (Davies et al., 2005). Einen
grolien Vorteil stellt die Moglichkeit zur Erfassung von Verlusten der Heterogenitat
(Loss of Heterozygosity, LOH) und Genkopienzahlveranderungen in einem Experiment
dar. Auch kann die kombinierte Auswertung von Kopienzahlveranderungen und LOH-
Status, welcher den parentalen Ursprung der veradnderten chromosomalen Region
wiedergibt, zur Identifikation von Genen flihren, die in erblich bedingten Tumoren eine
Rolle spielen (Tomlinson et al., 1999; Oosting et al., 2007). Durch die Weiterentwick-
lung des Affymetrix GeneChip® Mapping 10K Arrays zu noch héher auflésenden Arrays
(z.B. 100 und 500 K) wurde die SNP-Dichte auf den einzelnen Chromosomen verbes-
sert, so dass das Genom gleichmaRiger reprasentiert wird. Auch bei der Anwendung
von FFPE-DNA auf SNP-Arrays wurden Fortschritte erzielt, so empfielt der Hersteller
Affymetrix vor Beginn des Experimentes inzwischen eine PCR-basierte Qualitatskon-
trolle der FFPE-DNA. Interessanterweise war die Qualitat der in dieser Arbeit hybridi-
sierten FFPE-DNA durch eine Multiplex-PCR als gut befunden worden, eine Auswer-
tung von Genkopienzahlveranderungen konnte aufgrund des starken Signalrauschens
trotzdem nicht vorgenommen werden. Auch die Affymetrix-Softwares wurden mittler-
weile an die Bedirfnisse der Analyse von Genkopienzahlveranderungen angepasst
und weiterentwickelt. In einer aktuellen Veroéffentlichung stellen Lyons-Weiler et al.
(2008) ein speziell an FFPE-DNA adaptiertes Protokoll fur die Analyse von Genkopien-
zahlveranderungen mit dem Affymetrix GeneChip® Mapping 10K 2.0 Array vor. Diese
Weiterentwicklungen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr angewendet
werden konnten, machen diese Art von Arrays flir die Untersuchung von Tumorgeno-
men in Zukunft attraktiver.

Die Verwendung von BAC-Arrays fur die Analyse von chromosomalen Aberrationen in
Tumorgenomen wird in einer Vielzahl von Studien beschrieben (Fiegler et al., 2003,
Greshock et al., 2004; Davies et al., 2005; Douglas et al., 2004; Pinkel at al., 2005).
Auch Uber erfolgreiche Analysen von DNA aus FFPE-Geweben mit Hilfe der hier ge-
testeten BAC-Arrays wird berichtet (Little et al., 2005; Johnson et al., 2006; Lee et al.,
2006; DeVries et al., 2005). Im Einklang mit diesen Studien konnte in der vorliegenden
Dissertation eine reproduzierbare Analyse von Genkopienzahlveranderungen in Tu-
mor-DNA aus FFPE-Gewebe mit Hilfe von BAC Arrays erreicht werden. Alle Array-
CGH-Profile der getesteten BAC-Arrays (Sanger 1Mb BAC-Array, CMR Hs1 Mb BAC-
Array und UCSF 1.4 Mb BAC-Array; Abb. 27 und 28) gaben die in der chromosomalen
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CGH ermittelten DNA-Zugewinne und DNA-Verluste zuverlassig bei gleichzeitig hohe-
rer molekularer Auflosung wieder. Der UCSF 1.4 Mb BAC-Array zeichnet sich durch
zwei Arrays auf einem Objekttrager aus, wodurch in einem Hybridisierungsexperiment
zwei Proben analysiert werden kdnnen. Aufgrund der Hybridisierungkammern der in
dieser Arbeit verwendeten Hybrisisierungsstation (HS 400, Tecan) konnte dieser Vor-
teil nicht genutzt werden, weshalb fiir weitere Array-CGH-Untersuchung von HNO-
Tumoren die Sanger 1Mb- und der CMR Hs1 Mb-BAC-Arrays verwendet wurden.

Den hoéher auflésenden SNP-Arrays wird von Haus aus eine hoéhere Signalvariabilitat
als den BAC-Arrays zugeschrieben (Pinkel und Albertson, 2005; Yistra et al., 2006).
Dies ist moglicherweise auf eine héhere Variabilitat der Hybridisierungskinetik aufgrund
der im Vergleich zu BAC-Arrays sehr kurzen Target-Sequenzen (Oligonukleotide aus
25 bp) zuriickzuflihren (Tan et al., 2007). Trotz der geringeren molekularen Auflésung
erwiesen sich die BAC-Arrays als geeignetes molekulares Werkzeug zum Nachweis
von Genkopienzahlveranderungen, das robust genug ist, um auch DNA aus FFPE-
Gewebe reproduzierbar auf chromosomale Kopienzahlveranderungen hin zu untersu-

chen.

D.2 Zytogenetische Marker in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-

Hals-Bereiches

Die Entwicklung der chromosomalen CGH 1992 durch Kallioniemi et al. lieferte die
erste effiziente Screening-Methode, mit der das gesamte Genom in einem Experiment
auf chromosomale Kopienzahlveranderungen untersucht werden konnte (Pinkel und
Albertson, 2005). Viele Studien befassten sich seitdem mit der Analyse von chromo-
somalen Aberrationen in soliden Tumoren (Zitzelsberger et al., 1997), wobei in den
letzten Jahren die Identifikation von chromosomalen Markern als potenzielle Prognose-
faktoren im Vordergrund stand. In dieser Arbeit wurden 117 Plattenepithelkarzinome
des Kopf-Hals-Bereiches mit Hilfe der CGH auf chromosomale Aberrationen unter-
sucht. Dies ist die erste CGH-Untersuchung an ausschliel3lich strahlentherapeutisch
behandelten HNO-Tumoren, aus der Rickschlisse auf die Strahlenempfindlichkeit der
Tumoren gezogen werden kdénnen und Korrelationen mit den klinischen Parametern

der Patienten hergestellt werden kénnen.
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Zytogenetische Aberrationsmuster

Wie bereits in vorangegangenen Studien beschrieben (Patmore et al., 2005), zeichnete
sich das genetische Profil der untersuchten HNO-Tumoren durch eine komplexe Zu-
sammensetzung aus einer grolen Anzahl von DNA-Zugewinnen und DNA-Verlusten
aus. Am Haufigsten waren DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 1q, 2q, 3q, 4q, 7q,
8q, 11q, 12p, 12q und 19p und Deletionen auf den Chromosomen 3p, 4p, 8p, 9p, 10q,
11q, 13q, 169, 18q und 21q zu beobachten (Abb. 29 und Tab. 8). Dieses Muster an
chromosomalen Veranderungen stimmt sehr gut mit bereits publizierten Daten (frei

zuganglich Uber die Datenbank www.progenetix.de; Baudis und Cleary, 2001) von

chromosomalen Kopienzahlveranderungen in Kopf-Hals-Tumoren Uberein. Patmore et
al. (2005) fassten die aufgrund ihres haufigen Auftretens offensichtlich wichtigsten
chromosomalen Veranderungen bei HNO-Tumoren zusammen. Die beschriebenen
Veranderungen auf den Chromosomen 3p, 3q, 7q, 8p, 8q, 9p und 11q wurden auch in
dem hier untersuchten Tumorkollektiv beobachtet. Chromosomale Aberrationen auf
den Chromosomen 5 und 7p zahlten dabei hingegen nicht zu den haufigsten Verande-
rungen. Die in dem hier untersuchten Kollektiv ermittelten haufigen Kopienzahlveran-
derungen auf den Chromosomen 2q, 10q, 12, 13q, 16q, 18q, 19p und 21q werden von
Patmore et al. (2005) zwar nicht erwahnt, wurden aber in anderen Studien ebenfalls
mit unterschiedlichen Haufigkeiten nachgewiesen (Bockmuhl et al., 2000; Ashman et
al., 2003).

Eine hierarchische Cluster-Analyse aller in dieser Arbeit ermittelten chromosomalen
Veranderungen legte eine deutliche Unterteilung der Tumor-Falle in zwei Hauptcluster
(Cluster 1 und Cluster 2; Abb. 31) nahe, was mindestens zwei verschiedene Hauptwe-
ge der molekularen Tumorentstehung vermuten lasst. Die auffalligsten Unterschiede
zwischen beiden Clustern waren auf den chromosomalen Regionen 132, 1943, 4926,
7922, 11913, 16923-24 (DNA-Zugewinne) und 3p13, 3p24, 4p16, 9p22, 13931, 18922
sowie 21921 (DNA-Verluste) zu beobachten (Tab. 9a+b).

Korrelation genetischer Veranderungen mit Anamiestatus und Strahlenempfindlichkeit

Ein interessanter Aspekt der Cluster-Analyse war, dass die beiden Cluster signifikant
mit dem Anamiestatus der Patienten korrelierten (p<0,0001). In Cluster 1 befanden
sich 35%, in Cluster 2 84% anamische Patienten. Méglicherweise unterscheiden sich
Tumoren von anamischen und nicht-andmischen Patienten auf molekularer Ebene,
was auf einen genetischen Hintergrund der begleitenden Anamie-Erkrankung von Tu-

morpatienten hindeuten kénnte. Diese These wurde durch den direkten Vergleich der
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chromosomalen Veranderungen von andmischen und nicht-andmischen Patienten un-
termauert, da sich bei einer Reihe von Aberrationen eine signifikante Korrelation (FDR
korrigierter p-Wert<0,05) zwischen den Haufigkeiten der Veranderungen und dem A-
namiestatus der Patienten feststellen liel3. Dies galt fir chromosomale Kopienzahlver-
anderungen auf den Chromosomen 1, 2q, 3, 4, 5, 6q, 8q, 9p, 10p, 11q, 12, 13, 16q, 17,
18q, 19, 20q und 21q (Abb. 34). Es ist bekannt, dass eine Andmie bei Tumorpatienten
den Krankheitsverlauf unabhangig von anderen Prognosefaktoren negativ beeinflusst
(Frommhold et al., 1998). Dies wird durch die vorliegende Arbeit bestatigt, da eine
hoch signifikante Korrelation zwischen dem Anamiestatus und dem krankheitsfreien
Uberleben der Patienten beobachtet werden konnte (p=0,0026). Das Erebnis der
Cluster-Analyse lasst einen genetischen Hintergrund der tumorbegleitenden Anamie
vermuten, welcher fiir die schlechtere Prognose anamischer Patienten verantwortlich
sein konnte. Ein weiterer Grund fur den ermittelten negativen Effekt auf das rezidivfreie
Uberleben kénnte eine durch die Anamie entstehende verminderte Sauerstoffversor-
gung des Tumorgewebes (Hypoxie) sein, welche zu einer geringeren Strahlenempfind-
lichkeit der Tumoren fuhrt (Becker et al., 2000). Um diesem negativen Effekt der Ana-
mie entgegenzuwirken, wird vor einer Strahlentherapie versucht, den Hamoglobin-
Spiegel bei anamischen Tumorpatienten mit Hilfe von gentechnisch hergestelltem E-
rythropoetin zu korrigieren (Henke et al., 1999; Seidenfeld et al. 2001). Obwohl in di-
versen Studien ein positiver Effekt der Erythropoetin-Gabe auf anamische Tumorpati-
enten nachgewiesen werden konnte (Demetri et al., 1998; Gabrilove et al., 2001; Litt-
lewood et al., 2001), wurde sowohl bei HNO-Tumor-Patienten als auch bei Brustkrebs-
Patienten ein verringertes Uberleben nach der Behandlung der Anémie mit Erythropoe-
tin beobachtet (Leyland-Jones et al., 2005; Henke et al., 2003). Dieser Befund wird
durch eine kirzlich veroffentlichte Studie mit tber 10 000 Patienten untermauert, in der
Bennet et al. (2008) eine erhéhte Mortalitat mit einer Erythropoeitin-Behandlung von
anamischen Tumorpatienten assoziieren konnten. Obwohl der Mechanismus, wieE-
rythropoetin das Uberleben der Tumorpatienten nachteilig beeinflusst, bislang nicht
bekannt ist, kann ein direkter Effekt auf Tumorzellen nicht ausgeschlossen werden
(Henke et al., 2006). So exprimieren eine ganze Reihe von Tumorzellen den Erytro-
poetin-Rezeptor (EpoR) auf ihrer Oberflache (Hardee et al., 2006), dessen Aktivierung
durch seinen Liganden Erythropoetin zu Signal-Transduktions-Kaskaden fiihren. Diese
kénnen das invasive Wachstum von Tumorzellen des Kopf-Hals-Bereiches férdern (Lai
et al., 2005; Mohyeldin et al., 2005) und eine anti-apoptotische Wirkung erzielen (Koury
et al., 1990), was erhebliche Folgen fir die mit Erythropoetin therapierten anamischen
Tumorpatienten haben kénnte. Arcasoy et al. (2005) konnten die Expression des EpoR

in 97% der von ihnen untersuchten Kopf-Hals-Tumoren nachweisen. Interessanterwei-
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se wird die Expression von Erythropoetin unter anderem durch den Transkriptionsfak-
tor HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1) reguliert (Ebert et al., 1999), welcher wiederum
vermehrt in unzureichend mit Sauerstoff versorgten Tumorgeweben gebildet wird
(Wincewicz et al., 2007). Wie bereits weiter oben erwahnt, kénnte die schlechte Prog-
nose von anadmischen Tumorpatienten auf einer Therapieresistenz aufgrund der durch
die Anadmie hervorgerufene Hypoxie des Tumors zurlickzuflihren sein. In mehreren
Studien konnte eine direkte Korrelation zwischen Tumor-Hypoxie bei HNO-Tumoren
mit dem Uberleben der Patienten nach der Strahlentherapie nachgewiesen werden
(Acs et al., 2007), wodurch ein enger Zusammenhang zwischen Strahlenresistenz der
Tumore und Tumor-Hypoxie deutlich wird. Auch HIF-1, dessen Expression z.B. durch
Tumor-Hypoxie aktiviert wird, scheint eine Rolle bei der Strahlenresistenz von Tumor-
zellen zu spielen (Mdller et a., 2007). Sasabe et al. (2006) konnten einen Zusammen-
hang zwischen erhdhter HIF-1-Expression und einer zunehmenden Strahlen- und
Chemo-Resistenz von epithelialen Tumorzellen im Mundbereich nachweisen. Nach
Aktivierung der Expression von Erythropoetin durch HIF-1 und die Bindung an EpoR
kdnnten in hypoxischen Tumoren mdglicherweise Signal-Transduktionskaskaden aus-
geldst werden, durch welche sich ein agressiveres Tumorwachstum und/oder eine
Therapieresistenz entwickeln kénnte. Die Thematik um Erythropoetin und den EpoR
wird allerdings kontrovers diskutiert. So finden beispielsweise Lénnroth et al. (2008)
keine Assoziation zwischen der Expression von EpoR, dem Uberleben von Patienten
mit gastrointestinalen Tumoren und der Behandlung durch Erythropoetin. In diesem
Zusammenhang wurden auch experimentelle Methoden zur Erfassung des EpoR an-
gezweifelt (Elliott et al., 2006) und natlrlich kdbnnen auch andere molekulare Eigen-
schaften von Tumorzellen an der schlechten Prognose von anamischen Patienten be-
teiligt sein. Auch existieren neben der HIF-1-vermittelten Erythropoetin-Expression
vermutlich parallele Mechanismen fiir das Uberleben von Zellen in hypoxischen Gewe-
ben (Acs et al., 2007). Um die komplexen Zusammenhange zwischen Anamie, Tumor-
Hypoxie und HIF-1- und Erythropoetin-abhangigen Signalkaskaden, die einen Einfluss
auf die Therapiesensitivitat der Tumore und damit auf das Uberleben der Patienten
haben, aufzudecken, bedarf es in Zukunft weiterer Studien an gréReren Tumorkollekti-

ven.
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Korrelation der chromosomalen Aberrationen mit klinischen Parametern

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen den ermittelten Kopienzahlveran-
derungen und den bekannten klinischen Parametern der Patienten, wurden verschie-
dene statistische Tests angewandt.

DNA-Verluste auf Chromosom 16q24 korrelierten signifikant mit dem Resektionsstatus
der Tumoren (p=0,042; FDR korrigiert; Abb. 33). Patienten mit inoperablen Tumoren
zeigten diese Deletion haufiger als Patienten mit resektablen Tumoren, was auf einen
aggresiveren Verlauf von Tumoren mit einem chromosomalen Verlust auf 16924 hin-
deutet. Das vermehrte Auftreten in weit fortgeschrittenen Tumoren koénnte allerdings
auch darauf hindeuten, dass es sich bei Verlusten auf dem Chromosomenarm 16q um
eine in der Tumorprogression relativ spat auftretende Veranderung handelt. Bestati-
gend dazu stellten Wang et al. (1999) eine Korrelation zwischen fortgeschrittenen Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches mit Zervix-Metastasen und LOH auf
Chromosom 16q fest. Im Gegensatz dazu ist der Verlust von 16q die am haufigsten
beobachtete chromosomale Veranderungen bei Brustkrebs im Stadium |, welche als
Tumoren der Grofle T1 ohne Lymphkotenbefall und ohne Metastasen definiert sind
(Simpson et al., 2005). Auf Chromosom 16q befinden sich einige putative Tumor-
suppressorgene (Rakha et al., 2006; van Wezel et al., 2005), deren Funktionsverlust

durch Deletion eine Rolle bei der Entstehung von HNO-Tumoren spielen konnte.

Korrelation von Kopienzahlverdnderungen mit dem Uberleben

In einer Uberlebenszeitanalyse wurden die ermittelten chromosomalen Kopienzahlver-
anderungen mit dem krankheitsfreien Uberleben der Patienten in Beziehung gesetzt.
Es stellte sich heraus, dass sowohl DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 1g43
(p=0,048; FDR korrigiert) und 16923-24 (p=0,0004; FDR korrigiert), als auch DNA-
Verluste auf Chromosom 18q22 (p=0,048; FDR korrigiert) einen signifikanten Einfluss
auf das rezidivfreie Uberleben der Patienten haben (Abb. 32). DNA-Zugewinne auf
Chromosom 1q konnten bereits in diversen Studien mit verschiedenen Tumoren, wie
z.B. Osophaguskarzinomen, Hirntumoren und Lungenkarzinomen, mit einer schlechte-
ren Prognose der Patienten in Verbindung gebracht werden (van Decken et al., 2006;
Lo et al., 2007; Mendrzyk et al., 2006; Tai et al., 2004). Die Konsensusregionen flr
DNA-Zugewinne auf Chromosom 1q wurden in den meisten Fallen bei 1g21-32 ange-
geben (Stange et al., 2006; van Decken et al., 2006). Dies deutet darauf hin, dass sich
in dieser chromosomalen Region Proto-Oncogene oder andere potenzielle Kandida-

tengene wie z.B. KIF14 befinden (Corson et al., 2005). Uberraschenderweise wurde
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der in dieser Arbeit ermittelte chromosomale Marker auf Chromosom 1 in der Bande
1943 lokalisiert. Lediglich Biéche et al. (1995) beobachteten in diesem Bereich (1q41-
44) haufige DNA-Zugewinne bei Brustkrebs. Allerdings sind auch auf 1g43 einige inte-
ressante Kandidatengene lokalisiert, deren veranderte Expression durch einen DNA-
Zugewinn einen negativen Einflul auf das rezidivfreie Uberleben der Patienten haben
konnte. Gal-8 ist in zellulare Prozesse wie Zelladhasion und Wachstum eingebunden.
Eine erhdhte Expression dieses Gens konnte in Plattenepithelkarzinomen nachgewie-
sen werden (Henno et al., 2002). Das Gen EXOL1 zeigt ebenfalls eine erhdhte Expres-
sion in verschiedenen Tumorarten im Vergleich zu Normalgewebe (Rasmussen et al.,
2000). Ein weiteres Gen, MTR-5, wurde bereits mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-
Hals-Bereich in Verbindung gebracht (Zhang et al., 2005).

Bereits im Jahr 2000 konnten Bockmuhl et al. einen Zusammenhang zwischen DNA-
Zugewinnen auf Chromosom 16q und einer schlechteren Prognose von HNO-
Patienten beobachten. Im Gegensatz dazu berichtet eine Vielzahl von Studien von
DNA-Verlusten auf Chromosom 16q, die besonders haufig bei Brustkrebs vorkommen.
Diese chromosomalen Verluste werden mit dem Funktionsverlust von Tumorsuppres-
sorgenen wie z.B. Gene der CDH-Familie, WWOX oder GAS11 in Verbindung ge-
bracht (Ubersicht in Rakha et al., 2006; siehe auch Teilliberschrift ,Korrelation der
chromosomalen Aberrationen mit klinischen Parametern®). Die Ermittlung eines prog-
nostischen Markers auf 16q aufgrund eines DNA-Zugewinns bei Kopf-Hals-Tumoren
erscheint daher zunachst widersprichlich. Andererseits wurden DNA-Zugewinne auf
Chromosom 16q auch in einigen anderen Tumorgruppen wie beispielsweise Nieren-
karzinomen (Kuroda et al., 2003) oder Plattenepithelkarzinomen des Osophagus (Yen
et al., 2003) beobachtet. Schlade-Bartsiak et al. (2005) konnten durch CGH-Analysen
ebenfalls diese Veranderung bei HNO-Tumoren nachweisen. Auch Uber veranderte
Kanditatengene und Proto-Oncogene in dieser chromosomalen Region wird berichtet.
In Colonkarzinomen wird beispielsweise DPEP1 Uberexprimiert (Mclver et al., 2004),
ebenso wie RPL13 in Magen-Darm-Karzinomen (Kobayashi et al., 2006). Eine veran-
derte Expression des Proto-Oncogens MAF wurde bei multiplen Myelomen beobachtet
(Largo et al., 2006) und eine Uberexpression des CDT1-Proteins durch Gen-
Amplifikation wurde bei Lungenkarzinomen nachgewiesen (Liontos et al., 2007). Mit
einer erhdhten Resistenz gegen Chemotherapeutika wird die Uberexpression des
Gens TUBB3 assoziiert, die z.B. in Pankreas-Karzinomen beobachtet wurde (Lee et
al., 2007; Wilson et al., 2005). Interressanterweise konnte in einer kirzlich veroéffent-
lichten Studie gezeigt werden, dass eine Tumor-Hypoxie die Expression von TUBB3
Uber den Faktor HIF-1 induziert (Raspaglio et al., 2008). So kénnte eine durch die A-

namie der Patienten ausgeléste Tumor-Hypoxie neben dem Epo-Signalweg (siehe
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Teiliberschrift ,Korrelation genetischer Veranderungen mit Anamie und Strahlenemp-
findlichkeit“) noch weitere zellulare Prozesse beeinflussen, die einen negativen Effekt
auf das Uberleben der Patienten haben. Ein weiteres interessantes Kandidatengen,
FANCA, ist auf Chromosom 16q lokalisiert. FANCA spielt eine Rolle in einem Signal-
weg der homologen Rekombinationsreparatur (Fanconi Andmie (FA)/BRCA-
Signalweg), der bei Patienten der autosomal rezessiven Erbkrankheit ,Fanconi Ana-
mie“ durch Genmutationen gestort ist (D’Andrea und Gompe, 2003; Patel et al., 2007).
Bemerkenswerterweise haben Fanconi-Andmie-Patienten ein erhéhtes Risiko Tumo-
ren, insbesondere Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches, zu entwickeln
(D’Andrea et al., 2003). Diese Tatsache deutet auf eine mogliche Rolle veranderter FA-
Gene in einigen HNO-Tumoren hin. Tatsachlich konnte eine verminderte Expression
einiger FA-Gene bei HNO-Tumorzelllinien nachgewiesen werden (Wreesmann et al.,
2006). Van Wetzel et al. (2005) berichten hingegen von einer erhdéten FANCA-
Expression in Brust-Tumoren im Vergleich zu Normalgewebe, was im Einklang zu dem
in dieser Arbeit ermittelten DNA-Zugewinn auf 16q23-24 steht. Auffallig war, dass ein
DNA-Zugewinn auf Chromosom 16923-24 in der vorliegenden Arbeit ausschlielich bei
anamischen Patienten beobachtet werden konnte, was auf einen moglichen Zusam-
menhang zwischen der chromosomalen Veranderung und der besonders schlechten
Prognose einiger anamischer Patienten hindeutet. Zusatzlich konnten auch Co-
Alterationen dieses hochsignifikanten Markers auf 16g23-24 mit dem DNA-Zugewinn
auf Chromosom 1qg43 (p=0,0002) und einer Deletion auf 3p14 (p=0,0039) nachgewie-
sen werden. Interressanterweise sind Deletionen des kurzen Arms von Chromosom 3
eine der am haufigsten beobachteten Kopienzahlveranderungen bei verschiedenen
Tumoren (Patmore et al., 2005). Auch bei Kopf-Hals-Tumoren wird mehrfach tber hau-
fige DNA-Verluste auf Chromosom 3p berichtet (Bockmuhl et al., 1997; Ashman et al.,
2003; Wreesmann et al., 2004; Wreesmann et al., 2005) und mit einer Haufigkeit von
40% war diese Veranderung die zweit-haufigste chromosomale Aberration in dem hier
untersuchten Tumorkollektiv. Dieser Befund passt gut in das von Califano et al. (1996)
entwickelte Modell der Kanzerogenese von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich, nach welchem Deletionen auf Chromosom 3p ein frilhes Ereignis beim Uber-
gang einer prakanzertsen Lasion zur Dysplasie darstellen. Einen weiteren interessan-
ten Aspekt liefert die Tatsache, dass in der chromosomalen Bande 3p14.2 einer der
am haufigsten beobachteten Bruchpunkte des menschlichen Genoms lokalisiert ist
(FRA3B; Smith et al., 2007). Das Gen FHIT, ein Mitglied der ,histidin triad“ Genfamilie,
liegt in dieser chromosomalen Region. Die Expression dieses Gens fehlt in einer Viel-
zahl von Tumoren, was auf eine mogliche Funktion als Tumorsupressor hindeutet

(Huebner et al., 2001). Auch bei Tumoren der Kopf-Hals-Region konnten Deletionen
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des FHIT-Genlocus und aberrante Transkripte des Gens beobachtet werden (Virgilio et
al., 1996), Tai et al. (2004) konnten den Verlust der Genexpression in HNO-Tumoren
mit einer geringeren Uberlebensrate der Patienten in Zusammenhang bringen. Die
Korrelation des chromosomalen Markers auf 16923-24 mit einem weiteren signifikan-
ten Faktor (1943) und einer der haufigsten Genveranderungen (Deletion von 3p14)
deutet auf einen starken Einfluss der drei Aberrationen bei der Tumorentwicklung hin.
Chromosomale Verluste auf 18q wurden bereits in der Vergangenheit haufig bei Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches beobachtet (Ashman et al., 2003;
Wreesmann et al., 2004; Takebayashi et al., 2000; Blons et al., 2002). Takebayashi et
al. (2004) assoziierten diese DNA-Verluste mit der Tumorentwicklung bei HNO-
Tumoren. Sowohl Bockmiihl et al. (2000) als auch Pearlstein et al. (1998) konnten De-
letionen auf 18q ebenfalls mit einem verminderten Uberleben von Patienten mit Kopf-
Hals-Tumoren korrelieren. In der Literatur variiert allerdings die Angabe der genauen
Lokalisation des DNA-Verlustes, was zum Teil durch unterschiedliche experimentelle
Ansatze mit verschiedenem molekularem Auflésungsvermoégen erklart werden kann.
Der in dieser Arbeit identifizierte Konsensusbereich 18922 wurde bereits in vorange-
gangenen Studien sowohl bei HNO-Tumoren (Blons et al., 2002), als auch bei Platte-
nepithelkarzinomen der Vulva (Worsham et al. 1991), bei Magenkarzinomen (Inou et
al., 1998), bei Darmkarzinomen (Kytdla et al., 2001) und bei Eierstock-Karzinomen
(Lassus et al., 2001) als deletiert nachgewiesen. Der Verlust von Tumorsuppressorge-
nen auf Chromosom 18g22 kénnte zu einem aggressiveren Krankheitsverlauf bei
HNO-Tumoren beitragen. In dieser chromosomalen Region sind einige interressante
Kandidatengene lokalisiert. CDH-7, CDH-19 und DNAM-1 sind in die Zell-Zell-
Adhasion involviert und kénnten somit die Invasivitat und das Metastasierungspotential
eines Tumors beeinflussen (Blons et al., 2002; Hajra et al., 2002). Der Verlust des Cy-
tokin-Suppressors SOCS6 beeinflusst unter anderem die JAK-STAT-Kaskade und da-
mit regulatorische Prozesse der Signaltransduktion und des Zellwachstums (Storojeva
et al., 2004).

Die Weiterentwicklung der chromosomalen CGH zur Array-CGH erlaubt durch die er-
hohte molekulare Auflosung eine detailiertere Analyse von genomweiten chromosoma-
len Kopienzahlveranderungen, was in zahlreichen Studien mit verschiedenen Tumor-
erkrankungen einer naheren Charakterisierung von potenziellen Kandidatengenen ge-
fuhrt hat (Bejjani und Schaffer, 2006). Die durch die CGH-Analyse identifizierten chro-
mosomalen Marker (DNA-Zugewinne auf 1g43 und 16g23-24 und Deletionen auf
18g22) wurden durch Array-CGH-Experimente mit einem 1 MB BAC-Array in hoherer
Aufldsung untersucht. DNA-Zugewinne auf Chromosom 16q23-24 wurden in allen un-

tersuchten Fallen auch in der Array-CGH-Analyse bestétigt, und der veranderte Be-
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reich konnte auf die subchromosomale Bande 16g24.3 ndher eingegrenzt werden
(Abb. 36). Der DNA-Zugewinn auf 1943 wurde in sechs von sieben untersuchten Fallen
in der Array-CGH nachgewiesen (Abb. 35). Die Deletion auf 18q hingegen konnte in
der Array-CGH nur in 50% der untersuchten Falle beobachtet werden (Abb. 37). Die
Diskrepanz der Ergebnisse aus chromosomaler CGH und Array-CGH fir die Chromo-
somen 1943 und 18922 verdeutlichen die Notwendigkeit, die Befunde aus solchen
»~Screening-Ansatzen“ an Tumorgeweben oder Tumorzellen durch andere Methoden,
beispielsweise FISH- oder PCR-basierten-Analysen, zu verifizieren. Mogliche Grinde
fur diese inter-experimentellen Unstimmigkeiten zwischen CGH und Array-CGH sind
zum einen die Verwendung unterschiedlicher Referenz-DNAs, zum anderen das
Vorgliegen einer Tumorheterogenitat. Letztere hat in sensibleren Verfahren wie der
Array-CGH einen gréRReren Einfluss auf das Ergebnis, als in der chromosomalen CGH
mit geringerer Auflésung.

Neben den ermittelten Kopienzahlveranderungen wurden auch die bekannten klini-
schen Parameter der Patienten mit dem rezidivfreien Uberleben korreliert. Daraus er-
gab sich eine signifikante Korrelation der TumorgréfRe (pT; p=0,016), des Resektions-
status (R; p<0,0001) und, wie bereits diskutiert, mit dem Andmiestatus der Patienten
(p=0,0026). Dies deckt sich mit der Tatsache, dass die Tumorgréie und die Residual-
tumorklassifikation als Stagingparameter der UICC (siehe Anhang 1) zu den klinisch-
pathologischen Variablen gehoéren, deren prognostische Bedeutung bei Plattenepithel-
karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches als gesichert gilt (Wittekind et al., 2001).

Nach einer multivariaten Uberlebenszeitanalyse, in welcher der unabhéngige Beitrag
eines Parameters auf die Uberlebenszeit der Patienten gepriift wird, blieben der Re-
sektions- (p<0,0001) und der Anamiestatus (p<0,001), sowie DNA-Zugewinne auf den
Chromosomen 1943 (p=0,0076) und 16923-24 (p=0,0017) hochsignifikant. Dies ver-
deutlicht das Potential der in dieser Arbeit identifizierten genetischen Marker als prog-

nostische Faktoren fiir das rezidivfreie Uberleben von Kopf-Hals-Tumorpatienten.

D.3 Validierung von Kandidatengenen

Durch die CGH-Analyse konnten in dieser Arbeit drei chromosomale Marker identifi-
ziert werden, die einen negativen Effekt auf das rezidivfreie Uberleben von Patienten
mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches haben. Dabei zeigten DNA-
Zugewinne auf Chromosom 16923-24 die starksten Auswirkungen auf das rezidivfreie
Uberleben der Patienten, was in einer multivariaten statistischen Analyse bestétigt

wurde. Der ermittelte prognostische Marker auf 16q wurde bei allen untersuchten Fal-
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len in Array-CGH-Experimenten bestatigt. Die Konsensusbande konnte hierbei auf
Grund der héheren molekularen Auflosung auf die chromosomale Region 16g24.3 ein-
gegrenzt werden. Auf Grund dieser Befunde konzentrierte sich in dieser Arbeit die wei-
terflhrende Untersuchung von Kandidatengenen auf diesen chromosomalen Bereich.
Dazu wurden FISH-, QRT-PCR und IHC-Analysen durchgefiihrt.

Durch FISH-Analysen mit fluoreszenzmarkierten Sonden ist es madglich, sowohl struk-
turelle als auch numerische chromosomale Aberrationen direkt an formalinfixierten
Gewebepraparaten von Tumoren zu untersuchen (Tibiletti, 2007). Der Vorteil dieser
Methode besteht darin, dass die untersuchte Tumor-DNA keiner molekularen Manipu-
lation, wie z.B. Extraktion oder PCR-Amplifikation, unterzogen werden muss, so dass
das Ergebnis den tatsachlichen genetischen Zustand in den Tumorzellen wiedergibt.
Handelt es sich bei den zu untersuchenden genetischen Veranderungen um DNA-
Zugewinne liegt die Vermutung nahe, dass in der aberranten chromosomalen Region
potenzielle Proto-Onkogene lokalisiert sind, welche durch eine erhéhte Expression das
Tumorwachstum fordern (Albertson, 2006). Die chromosomale Bande 16g24.3 wurde

mit Hilfe einer 6ffentlich zuganglichen Datenbank (www.ensembl.org) auf potenzielle

Kanditatengene hin untersucht. Fur die FISH-Analyse wurden fluoreszenzmarkierte
BAC-Sonden hergestellt, welche dann auf die FFPE-Gewebeschnitte der Tumoren mit
DNA-Zugewinn auf 16q24.3 hybridisiert wurden. Die ausgewahlten Kandidatengene
(DPEP1, RPL13, CDT1 und FANCA), welche auf den verwendeten BAC-Sonden loka-
lisiert sind, wurden bereits unter D.2 beschrieben. Amplifizierte FISH-Signale dieser
Gene konnten in allen untersuchten Tumorfallen mit unterschiedlichen Haufigkeiten
nachgewiesen werden, wodurch der DNA-Zugewinn auf Chromosom 16q24.3 erneut in
allen untersuchten Fallen bestatigt wurde (Abb. 38-41, Tab. 13). Bemerkenswerterwei-
se war der FANCA-Genlocus in vier von sechs untersuchten Tumoren im Vergleich zu
den anderen untersuchten Genloci auf 16q in einer héheren Kopienzahl vorhanden, so
dass auf eine herausragende Rolle von FANCA in Tumorpatienten mit verringertem
rezidivfreiem Uberleben geschlossen werden kann.

Um festzustellen, ob die chromosomale Kopienzahlveranderung des FANCA-Genlocus
mit einer erhdhten Expression des Gens auf m-RNA-Ebene korreliert, wurde eine QRT-
PCR-Analyse durchgefiihrt. Dabei wurde die Expression des FANCA-mRNA-
Transkriptes in HNO-Tumorgeweben mit DNA-Zugewinn auf Chromosom 16g24.3 rela-
tiv zur Expression in einer Referenz-Zelllinie ohne chromosomale Veranderung auf
Chromosom 16q untersucht. Im Vergleich zu HNO-Tumoren ohne Kopienzahlverande-
rungen auf Chromosom 16q wiesen die Tumoren mit DNA-Zugewinn in der chromo-
somalen Region 16924.3 eine signifikant (p=0,029) erhdhte (drei- bis neun-fach) Ex-
pression von FANCA auf (Abb. 42). Dieses Ergebnis bestatigte, dass sich die erhdhte
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Kopienzahl auf DNA-Ebene des FANCA-Genlocus bei den untersuchten HNO-
Tumoren auch auf Transkriptionsebene manifestiert. Bereits bei Brustkrebs konnte
eine erhdhte Expression von FANCA beobachtet werden, bei der das AusmaR der U-
berexpression mit dem Tumor-Differenzierungsgrad korrelierte (van Wezel at al.,
2005). Da weniger stark differenzierte Tumore eine schlechtere Prognose als gut diffe-
renzierte haben (Wittekind et al., 2001), deutete dieser Befund ebenfalls auf eine Betei-
ligung von FANCA in der Entwicklung eines aggressiveren Tumorphanotyps hin.
Tremblay et al. wiesen 2006 erstmals eine signifikant erhéhte Expression von FANCA
und einigen assoziierten Genen (FANCC, FANCD2 und FANCG) in Plattenepithelkar-
zinomen der Mundhdhle im Vergleich zu Normalgewebe nach.

Darlber hinaus wurde mit Hilfe von IHC-Experimenten die Uberexpression von FANCA
auf Proteinebene in HNO-Tumoren mit Zugewinn auf 16q24.3 immunhistochemisch
untersucht. Bei der methodischen Etablierung des experimentellen Ansatzes mit Hilfe
eines Gewebe-Arrays mit 28 verschiedenen Kopf-Hals-Tumorproben konnte die Prote-
inexpression mit der Kopienzahl von FANCA in FISH-Experimenten korreliert werden
(Abb. 45). Dies war bei den HNO-Tumoren mit Zugewinn auf 16q24.3 des in dieser
Arbeit untersuchten Kollektivs in nur zwei von zehn analysierten Fallen moglich (Abb.
46-48). Die auf DNA- und mRNA-Ebene nachgewiesene Uberexpression des Kandida-
tengens FANCA war auf Proteinebene nicht zweifelsfrei quantifizierbar. Ein méglicher
Grund fiir die mangelnde Korrelation der Ergebnisse aus QRT-PCR- und IHC-Analyse
kdnnte das Vorliegen einer Tumorheterogenitat sein, welche in einigen Fallen auf
Grund verschiedener Farbemuster innerhalb eines Praparates beobachtet werden
konnte (Abb. 49). Auch aus den Ergebnissen der FISH-Analysen war diese intratumo-
rale Heterogenitat durch auffallend unterschiedliche Signalzahlen pro Zelle innerhalb
eines Gewebeschnittes erkennbar (Abb. 38-41, Tab.13). Dieses Phanomen, bei dem
sich die Zellen eines Tumors auf molekularar Ebene unterscheiden, wurde in der Ver-
gangenheit bereits bei Brustkrebs und papillaren Schilddrisenkarzinomen beobachtet
(Aubele et al., 1999; Unger et al.,, 2004 und 2008). Die Tumorheterogenitat gibt die
genomische Instabilitat in den Tumorzellen wieder, die aufgrund von genetischen Ver-
anderungen wahrend der Tumorentwicklung aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle
entsteht (Bayani et al., 2007). Da fir die verschiedenen experimentellen Ansatze nicht
dieselben Gewebeschnitte verwendet wurden, kann eine Tumorheterogenitat zu unter-
schiedlichen Ergebnissen fuhren. Aufgrund der sehr geringen Fallzahl muss zunachst
offen bleiben, in wie weit Kopienzahlveranderungen, mRNA-Expression und Proteinex-
pression des Gens FANCA korrelieren.

Zwei Tumorfalle mit Deletion auf Chromosom 16q wiesen eine fehlende FANCA-

Expression in der IHC auf, wahrend ein Tumor aus dem andmischen Kollektiv mit Dele-
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tion auf Chromosom 16q eine FANCA-Expression zeigte. Interessanterweise waren die
beiden Tumorgewebe ohne Proteinexpression aus nicht-anamischen Patienten, wah-
rend alle anderen immunhistochemisch untersuchten Gewebe von anamischen Patien-
ten stammten und eine Antikérperfarbung aufwiesen. Dies kénnte darauf hindeuten,
dass Tumorgewebe aus nicht-andmischen Patienten generell eine geringere Expressi-
on von FANCA aufweisen, was wiederum auf einen genetischen Hintergrund einer
tumorbegleitenden Anamie hinweisen wirde. Auch histologisch lieRen sich die nicht-
anamischen von den anamischen Geweben abgrenzen. So zeigten Erstere einen ge-
ringeren Differenzierungsgrad mit einhergehendem Verlust vieler Eigenschaften eines
Plattenepithels wie z.B. Verhornung. Um diese beobachteten immunhistochemischen
Unterschiede zwischen anamischen und nicht-anamischen Tumorgeweben naher zu
untersuchen, hatte es weiterer Experimente, welche den Rahmen dieser Arbeit ge-
sprengt hatten, bedurft.

FISH-Experimente und QRT-PCR-Analysen verifizierten die Amplifikation und Uberex-
pression des Gens FANCA in den in dieser Arbeit untersuchten Plattenepithelkarzino-
men des Kopf-Hals-Bereiches mit DNA-Zugewinn auf Chromosom 16g24.3. Wie be-
reits unter D.2 beschrieben, ist FANCA Teil eines Enzymkomplexes aus mindestens 12
FA-Proteinen, welcher eine wichtige Rolle im ,FA/BRCA-DNA-Reparatur-Signalweg*
spielt und bei dessen Unterbrechung es zur klinischen Manifestation der Erkrankung
,Fanconi Anamie“ (FA) kommt (Ubersicht in Kennedy und D’Andrea, 2005). FA ist eine
autosomal rezessive Erkrankung, welche durch eine hohe chromosomale Instabilitat
und eine starke Uberempfindlichkeit gegeniiber DNA-Strang-vernetzenden Agenzien
wie Mitomycin C charakterisiert ist. Zusatzlich weisen FA-Patienten eine hohe Pra-
disposition fur die Entwicklung von Tumorerkrankungen, besonders fur Leuk&dmien und
Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich, auf (Alter et al., 2003). Letzterer Aspekt
lasst die Befunde dieser Arbeit besonders interessant erscheinen, da Aberrationen der
FA-Gene in sporadisch auftretenden Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches durch eine Veranderung der Empfindlichkeit der Zellen, beispielsweise ge-
genlber DNA-Strang-vernetzenden Agenzien, von therapeutischer Bedeutung sein
konnen. Auch koénnen veranderte FA-Genprodukte die genomische Instabilitat férdern,
was eine maligne Transformation der betroffenen Zellen beginstigt (Jacquemont und
Taniguchi, 2006). Tatsachlich wird eine Stérung des FA/BRCA-DNA-Reparatur-
Signalweges in einer ganzen Reihe von Tumoren beobachtet (Lyakhovich und Surral-
les, 2006), darunter Blasen- und Pankreaskarzinome (Van der Heijden et al., 2004 und
Neveling et al., 2007). Wreesman et al. (2007) berichteten Uber eine reduzierte Ex-
pression von FANCA und einigen anderen FA-Genen bei Plattenepithelkarzinomen des

Kopf-Hals-Bereiches. Im Gegensatz dazu, allerdings im Einklang mit den Befunden
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aus der vorliegenden Arbeit, stehen die bereits erwdhnten Studien von van Wezel et al.
(2005) und Tremblay et al. (2006), in welchen eine erhéhte FANCA-Expression in
Brust- und HNO-Tumoren nachgewiesen werden konnte. Zusammengefasst flihren
diese Erkenntnisse zu der Annahme, dass eine Deregulation der im FA/BRCA-DNA-
Reparatur-Signalweg involvierten Gene auch in Zellen von nicht-FA-Patienten zu einer
erhohten chromosomalen Instabilitdt und somit zur malignen Transformation fiihren

kann.

D.4 Untersuchung des Kandidatengens FANCA in funktionellen

Studien mit Zelllinien

Die Uberexpression des Kandidatengens FANCA wurde in HNO-Tumoren von Patien-
ten mit verringertem rezidivfreien Uberleben auf DNA- und mRNA-Ebene nachgewie-
sen. Um die Strahlenempfindlichkeit von FANCA-Uberexprimierenden Zellen zu unter-
suchen, wurden funktionelle Studien mit zwei transfizierten HNO-Tumorzelllinien vor-
genommen.

FANCA bildet mit weiteren FA-Proteinen (FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG,
FANCI, FANCL und FANCM) einen Enzymkomplex (,FA-Core-Komplex* oder ,Monou-
biquitin-E3-Ligasekomplex®), welcher fiir die Monoubiquitinierung des Proteins
FANCD2 benétigt wird (Patel und Joenje, 2007). Das durch die Monoubiquitinierung
aktivierte FANCD2 interagiert mit FANCD1/BRACA2Z und bildet den chromatin-
assoziierten FANCD2/BRCA2-DNA-Reparaturkomplex, welcher wiederum mit weiteren
DNA-Reparaturproteinen (RAD51, MRE11, RAD50, PCNA, NBS1 und BRCA1) inter-
agiert und eine wichtige Rolle bei der Reparatur von Doppelstrangbriichen spielt.
Durch die Assoziation von FANCD2 mit einer Vielzahl von Reparaturenzymen wird
eine intensive Interaktion des FA-DNA-Reparatur-Signalweges mit anderen Repara-
turmechanismen vermutet. Zellen von FA-Patienten, welche auf Grund von Genveran-
derungen keinen funktionsfahigen FA-Core-Komplex oder FANCD2/BRCA2-DNA-
Reparaturkomplex bilden kénnen, zeigen die charkteristische Uberempfindlichkeit ge-
geniber DNA-Strang-vernetzenden Agenzien und ein erhdhtes Mal} an genomischer
Instabilitat (zusammengefasst von Kennedy und D’Andrea, 2005). Der FA-Core-
Komplex scheint konstititiv im Nucleus zusammengesetzt zu sein, wobei es nur nach
einem Auftreten von DNA-Schaden zu einer Monoubiquitinierung von FANCD2 kommt.
Das aktive FANCD2-Protein wandert infolgedessen zu den Reparaturfoci des schad-

haften Chromatins, wo es mit weiteren nucledren Reparaturenzymen interagiert. Nach
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erfolgter DNA-Reparatur wird FANCD2 de-ubiquitiniert und dissoziiert vom Reparatur-
komplex (Gregory et al., 2003). Die Aktivitat des FA/BRCA-DNA-Reparatur-
Signalweges ist ausschliellich auf die S-Phase des Zellzykluses begrenzt, wobei die
Regulation durch das Protein USP1 vermutlich eine wichtige Rolle spielt. USP1 scheint
dabei das monoubiquitinierte FANCD2 in der G2-Phase des Zellzykluses zu de-
ubiquitinieren, wodurch die weitere Aktivierung der Reparaturmechanismen inhibiert
wird. Bestatigt wird dieses Modell durch die Tatsache, dass durch DNA-Schaden eine
autogene Spaltung von USP1 induziert wird (Patel und Joene, 2007).

Wie bereits unter D.3 erwahnt, untersuchten bereits verschiedene Studien mdgliche
Veranderungen des FA-DNA-Reparatur-Signalweges in sporadisch auftretenden Tu-
moren (Lyakhovich und Surralles, 2006). Eine verringerte Expression von FA-Proteinen
wurden unter anderem bei akuten myeloischen Leukamien (AML), bei Zelllinien aus
Eierstock-, Zervix- und Pankreastumoren beobachtet (zusammengefasst vom Mathew,
2006). Die Mutationen der Gene BRCA1 und BRCA2, welche auch im FA/BRCA-DNA-
Reparatur-Signalweg involviert sind, spielen eine bedeutende Rolle bei erblich beding-
tem Mammakarzinom (Teng et al., 2008). Ein besonders interessanter Aspekt bei Tu-
moren mit aberrantem FA/BRCA-DNA-Reparatur-Signalweg ist die Assoziation der
Inaktivierung dieses Signalweges mit der Empfindlichkeit der Tumorzellen gegeniber
DNA-Strang-vernetzenden Agenzien. Eine wichtige Gruppe der in der Tumortherapie
eingesetzten Chemotherapeutika besteht aus solchen DNA-Strang-vernetzenden A-
genzien wie Mitomycin C oder Cisplatin. Durch die selektive Inhibierung des FA/BRCA-
DNA-Reparatur-Signalweges in Tumorzellen konnte ein besseres Ansprechen der Pa-
tienten auf die Chemotherapie erreicht werden (Chirnomas et al., 2006). Bestatigend
dazu ist der FA/BRCA-DNA-Reparatur-Signalweg in Cisplatin-empfindlichen Plattene-
pithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches und Eierstocktumoren gestért (Burkitt und
Ljungman, 2007; Taniguchi et al., 2003). Auch konnte durch ein Screening von Tumo-
ren bezlglich der am FA/BRCA-DNA-Reparatur-Signalweg beteiligten Gene vor der
Therapie Aufschluf® Uber die bestmdégliche medizinische Behandlung geben. Von be-
sonderem Interesse ist auf Grund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass nicht
nur eine Uberempfindlichkeit von Tumorzellen, sondern mdglicherweise auch eine Re-
sistenz gegen DNA-schadigende Reagenzien durch den FA/BRCA-DNA-Reparatur-
Signalweg erklart werden kann. Taniguchi et al. (2003) entwickelten ein mogliches Mo-
dell der Tumorprogression bei Eierstocktumoren, bei dem in friihen Entwicklungssta-
dien eine epigenetische Inaktivierung eines FA-Gens (FANCF) zu vermehrter geneti-
scher Instabilitdt und damit zur malignen Transformation fiihrt. In einigen Tumorzellen
erfolgt dann im Laufe der Tumorevolution eine zufallige Demethylierung, was zu einer
Reaktivierung des FA/BRCA-DNA-Reparatur-Signalweges fuhrt. Durch den aktiven

-230 -



ZUSAMMENFASSUNG

FA/BRCA-DNA-Reparatur-Signalweg weisen die Zellen dann eine erhdhte Resistenz
gegen DNA-Strang-vernetzende Agenzien wie Cisplatin auf. Marsit et al. (2004) berich-
teten bei HNO-Tumoren ebenfalls von einer Inaktivierung des FA/BRCA-DNA-
Reparatur-Signalweges durch Methylierung des Proteins FANCF. Eine Resistenz der
FA-Zellen kann nicht nur gegen DNA-Strang-vernetzende, sondern auch andere DNA-
schadigende Agenzien wie z.B. ionisierende Strahlung wirken, was wiederum einen
starken EinfluR® auf die Strahlentherapierbarkeit der betroffenen Tumore hatte. Tatsach-
lich scheinen FA-Zellen mit gestértem FA-DNA-Reparatur-Signalweg eine Strahlen-
sensitivitat mit unterschiedlicher Auspragung aufzuweisen (Bremer et al., 2003; Alter,
2002). Das in dieser Arbeit untersuchte Tumorkollektiv wurde ausschlieBlich strahlen-
therapeutisch behandelt. Eine Strahlenresistenz von Tumoren mit besonders aggressi-
vem Verlauf, die zu einem verringertem rezidivfreien Uberleben der betroffenen Patien-
ten fuhrt, muss daher in Betracht gezogen werden. DNA-Zugewinne auf Chromosom
16g24.3 wurden als genetischer Marker fir eine schlechte Prognose der Patienten
identifiziert und eine Uberexpression von FANCA konnte nachgewiesen werden. Um
die funktionellen Auswirkungen einer FANCA-Uberexpression in Hinblick auf die Strah-
lensensitivitat der Zellen zu untersuchen, wurden zwei HNO-Tumorzelllinien, Cal-33
und BHY, stabil mit dem Gen transfiziert. Vor der Transfektion wurden die zwei Zellli-
nien zytogenetisch charakterisiert. Sie zeigten in der Array-CGH die fur Plattenepithel-
karzinome des Kopf-Hals-Bereiches typischen Veranderungen auf den Chromosomen
3q, 8q, 11q, 12, 13q und 14g (DNA-Zugewinne) und 3p, 8p, 12q, 16q und 18q (Deleti-
onen; Abb. 52 und 53). Die Resultate einer SKY-Analyse der Zelllinie Cal-33 (Abb. 55),
welche sehr gut mit den Array-Profilen zusammenpassten, ergaben diverse intrachro-
mosomale Umbauten, welche teilweise durch FISH mit BAC-Sonden bestatigt werden
konnten (Abb. 56). Die Ergebnisse der Array-CGH-, SKY- und FISH-Analysen der Cal-
33-Zellen verdeutlichen das Potential einer kombinierten Anwendung der Methoden in
der zytogenetischen Charakterisierung eines Genoms, bei welcher strukturelle sowie
numerische Aberrationen erfasst werden kénnen. Ein DNA-Zugewinn auf Chromosom
16g24.3 konnte in keiner der beiden HNO-Tumorzelllinien nachgewiesen werden und
die mRNA-Expression von FANCA war in den Zelllinien Cal-33 und BHY deutlich ge-
ringer als in den HNO-Tumoren mit DNA-Zugewinn auf 16q. Fur die Transfektion der
Zellen mit FANCA wurde das Gen zunachst aus einer FANCA-exprimierenden retina-
len Zelllnie (RPEX1.5) durch selektive Amplifikation isoliert (Abb. 57). Dazu wurde das
Pfu-basierte Enzym Herculase® Il Fusion-Polymerase verwendet. Die Pfu-Polymerase
weist durch ihre 3’-5’-Exonuclease-Proofreading-Aktivitat einer sehr geringe Fehlerrate
auf (Lundberg et al., 1991), was die Wahrscheinlichkeit auf ein fehlerfreies PCR-

Produkt erhéht. Wie auch von Zhang et al. (2006) beschrieben wurde die Sequenz des
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Kandidatengens Uberpruft und die korrekte Orientierung des FANCA-Inserts im Ex-
pressionsvektor pcDNA3.1(+) durch einen Restriktionsverdau mit einer geeigneten
Endonuklease bestatigt (Abb. 60). Fir die Transfektion eukaryotischer Zellen stehen
mehrere Verfahren, wie beispielsweise die Calciumphosphat-Methode, die DEAE-
Dextran-Methode, die Liposomentechnik oder die Elektroporation der Zellen, zur Ver-
fligung (Lottspeich und Zorbas, 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde die Transfekti-
on der Zelllinien Cal-33 und BHY mit Hilfe des Transfektions-Reagenzes Polyfect®
durchgefiihrt, da sich in vorangegangenen Experimenten eine héhere Uberlebensrate
von mit Polyfect® transfizierten Zellen im Vergleich zu Zellen, die mit anderen Metho-
den wie der Calciumchlorid-Methode oder Elektroporation transfiziert wurden, ergab.
Mit dem biologischen Polyfect®-Transfektionsvefahren werden die zelleigenen Trans-
portmechanismen ausgenutzt, um die Fremd-DNA in die Zellen einzuschleusen. Poly-
fect®ist ein Polymer, welches aus verastelten Monomeren, die radial aus einem zentra-
len Kern ausstrahlen, besteht (Dendrimer; Lee et al., 2005). Dieses Dendrimer ver-
packt die Fremd-DNA (pcDNA3.1(+)/FANCA) in kompakte Strukturen und bindet auf
Grund der positiven Gesamtladung an negativ geladene Rezeptoren der Zelloberflache
und wird durch diese in die Zellen aufgenommen. Die Vorteile der Polyfect®-
Transfektion wie geringe Zytotoxizitit und hohe Stabilitit des Polyfect®-DNA-
Komplexes nach dar Aufnahme in die Zellen haben bereits in verschiedenen Studien
zu einer erfolgreichen Transfektion gefiihrt (Zhang et al., 2006; Chiba et al., 2004; De-
vitt et al., 2007). Die Transfektionseffizienz jeder Zelllinie wurde mit Hilfe des Vektors
pFred, welcher Fluoreszenz Uiber eine eGFP-Expression emittiert, im FACs gemessen.
Die Transfektion war bei 6,5% der Cal-33- und bei 13% der BHY-Zellen erfolgreich
(siehe Abb. 61 und 62). Stabil transfizierte Zellen konnten durch die durch den Expres-
sionsvektor erzeugte Resistenz gegen Neomycin (G418) selektiert werden. Um eine
Veranderung der Strahlensensitivitat aufgrund einer FANCA-Uberexpression zu analy-
sieren, wurden mit den beiden transfizierten Zellen Bestrahlungsexperimente mit einer
¥Cs-y-Quelle durchgefilhrt. Die Ergebnisse deuten auf eine signifikant verringerte
Strahlensensitivitdt der FANCA-Uberexprimierenden Zellen im Vergleich zu den zu den
nicht-transfizierten Ausgangszelllinien hin (p=0,0006; Abb. 66). Dieser Befund passt zu
der Tatsache, dass FANCA eine wesentliche Rolle bei der homologen Reparatur von
Doppelstrangbriichen in Saugerzellen spielt (Yang et al., 2005). Das FANCA-Protein
stabilisiert dabei den FA-Core-Komplex und damit das Protein FANCL, welches fir die
Monoubiquitinierung von FANCD2 benétigt wird. Das monoubiquitinierte FANCD2 wie-
derum ist fur die Interaktion mit den DNA-Reparaturkomplexen essentiell (Garcia-
Higuera et al., 2001; Taniguchi et al., 2002). In FANCA-Null-Mutanten kann eine abge-

schwéachte Focus-Bildung der Reparaturenzyme RAD51 und BRCA1, sowie von y-
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H2AX an DNA-Bruchstellen beobachtet werden (Yang et al., 2005). Die Bildung von y-
H2AX durch Phosphorylierung des Histone H2AX ist eine der ersten messbaren Reak-
tionen einer Saugerzelle auf eine DNA-Schadigung in Form eines Doppelstrangbru-
ches (Rogakou et al., 1999). Die Erfassung der y-H2Ax-Foci nach Bestrahlung ist eine
etablierte radiobiologische Methode, um die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
kurz nach Exposition mit ionisierender Strahlung in Zellen nachzuweisen (Rothkamm
und Loébrich, 2003). Der Umkehrschluf® der von Yang et al. (2005) beobachteten Be-
funde kdnnte bedeuten, dass in FANCA-Uberexprimierenden Zellen durch eine erhdhte
Stabilitdt des FA-Core-Komplexes eine vermehrte FANCD2-Aktivierung und Repara-
turaktivitat erfolgt. Dies wiederum konnte in einer verringerten Strahlensensitivitat von
Tumoren mit DNA-Zugewinnen und erhéhter FANCA-Expression resultieren, was das
Rezidivrisiko der betroffenen Patienten steigern wirde.

Obwohl der FA-DNA-Reparatur-Signalweg in den letzten Jahren immer mehr in den
Mittelpunkt der Erforschung von Reparaturmechanismen in Tumorzellen gerickt ist,
bleiben die direkten Zusammenhange vieler beteiligten Gene weitgehend ungeklart.
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Funktion der FA-Proteine bei der
DNA-Reparatur und um die Bedeutung des FA/BRCA-DNA-Reparatur-Signalweges in
Tumorzellen zu klaren (Patel, 2007; Taniguchi und D’Andrea, 2006).

In der vorliegenden Arbeit konnten zytogenetische Marker flr ein verringertes rezi-
divfreies Uberleben in einem ausschlieRlich strahlentherapeutisch behandeltem Tu-
morkollektiv aus 117 Plattenkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches ermittelt werden. Die
Veranderungen von Genen, die auf dem chromosomalen Marker mit der starksten kli-
nischen Signifikanz lokalisiert sind (16q24.3), wurden durch FISH-Analysen weiter cha-
rakterisiert. Die Uberexpression des Kandidatengens FANCA konnte auch auf mRNA-
Ebene verifiziert werden und die phanotypischen Auswirkungen einer FANCA-
Uberexpression wurden in einem Zellkulturmodell hinsichtlich der Strahlenempfindlich-
keit untersucht. Die vorlaufigen Ergebnisse bestatigen eine erhdhte Strahlenresistenz
von FANCA-Uberexprimierenden Zellen, die zu einem erhéhten Rezidivrisiko bei strah-
lentherapierten Patienten mit Tumoren mit FANCA-Uberexpression fiihren kénnten.
Weitere Experimente sind erforderlich, um die Pravalenz einer FANCA-Veranderung
bei Kopf-Hals-Tumoren an gréRReren Fallzahlen, z.B. mit Hilfe von Gewebe-Arrays, zu
untersuchen und um die diagnostische und therapeutische Bedeutung dieses neuen

potenziellen prognostischen Markers zu verifizieren.
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Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches sind auf Grund ihrer Haufigkeit von
zentraler Bedeutung in der medizinischen und molekulargenetischen Forschung. An-
hand der etablierten klinisch-pathologischen Parameter, wie beispielsweise der Sta-
gingparameter der UICC, lasst sich die Prognose der Patienten nur ungenigend ab-
schatzen. Aus diesem Grund liegt ein besonderes Augenmerk auf der Erforschung der
molekularbiologischen Mechanismen der Tumorentstehung und der genetischen Prog-
nosefaktoren, welche im Idealfall das spezifische Tumorverhalten vorhersagen kénn-
ten. Durch eine verbesserte Abschatzung von Tumoreigenschaften, wie z.B. der The-
rapieempfindlichkeit, ware es maoglich die Prognose von betroffenen Patienten durch
eine individualisierte Tumortherapie positiv zu beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein rein strahlentherapeutisch behandeltes
Kollektiv aus Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches mit Hilfe der CGH auf
chromosomale Kopienzahlveranderungen hin untersucht. Aus diesem Kollektiv, wel-
ches hinsichtlich des klinischen Krankheitsverlaufes der Patienten tber einen Zeitraum
von funf Jahren bestens charakterisiert ist und eine Korrelation mit dem Anamiestatus
der Patienten erlaubt, standen 117 HNO-Tumorproben der Radiologischen Universi-
tatsklinik Freiburg zur Verfligung. Die identifizierten Kopienzahlveranderungen wurden
mit den bekannten klinisch-pathologischen Parametern und mit dem rezidivfreien Uber-
leben der Patienten korreliert, um prognostische Marker, welche mdglicherweise mit
der Strahlenempfindlichkeit der Tumoren in Verbindung stehen, zu ermitteln. Durch die
CGH-Analyse ergaben sich haufige Veranderungen auf den Chromosomen 1q, 2q, 3q,
4q, 7q, 8q, 11q, 12p, 12q und 19p (DNA-Zugewinne) und 3p, 4p, 8p, 9p, 10q, 11q, 13q,
16q, 18g und 21q (DNA-Verluste), welche sehr gut mit bereits publizierten Daten tber
chromosomale Aberrationen bei HNO-Tumoren Ubereinstimmten. Eine hierarchische
Cluster-Analyse aller Veranderungen ergab eine deutliche Unterteilung der HNO-
Tumoren in zwei Hauptcluster entsprechend ihrer genetischen Unterschiede. Die auf-
fallendesten Unterschiede dabei waren DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 1q,
4q, 7q, 11q und 16q, sowie DNA-Verluste auf den Chromosomen 3p, 4p, 9p, 13q, 189
und 21q. Interessanterweise korrelierten die beiden Cluster signifikant mit dem Ana-
miestatus der Patienten, was einen genetischen Hintergrund der tumorbegleitenden
Anamie-Erkrankung vermuten I&sst. Dies wurde durch einen statistischen Vergleich der
Aberrationen von anamischen und nicht-anamischen Patienten untermauert, der signi-
fikante Unterschiede fir die Chromsomen 1, 2q, 3, 4, 5, 6q, 8q, 9p, 10p, 11q, 12, 13,
16q, 17, 18q, 19, 20q und 21q ergab. Der bekannte negative Effekt einer Anamie sowie

der Tumorgrofe und des Resektionsstatus auf das rezidivfreie Uberleben von Tumor-
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patienten wurde in dem untersuchten HNO-Tumorkollektiv bestatigt. Zusatzlich zeigte
die Korrelation der durch die CGH ermittelten Kopienzahlveranderungen mit dem rezi-
divfreien Uberleben, dass DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 1g43 und 16q23-24
sowie DNA-Verluste auf Chromosom 18922 ebenfalls einen signifikanten negativen
Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben haben. Diese potenziellen prognostischen Fak-
toren wurden in Array-CGH-Experimenten in hoherer molekularer Auflésung unter-
sucht, wobei die Kopienzahlveranderung auf Chromosom 16g23-24 in allen analysier-
ten Fallen bestatigt, und auf die subchromosomale Bande 16q24.3 eingegrenzt werden
konnte. Anhand von FISH und QRT-PCR wurde eine Uberexpression des in dieser
Region lokalisierten Kandidatengens FANCA auf DNA- und mRNA-Ebene verifiziert.
FANCA ist Teil des ,FA-Core-Enzymkomplexes”, welcher eine wichtige Rolle im
.FANCA/BRCA-DNA-Reparatur-Signalweg“ spielt, und bei dessen Funktionsverlust in
FA-Patienten und in Tumoren es zu einer Uberempfindlichkeit der Zellen gegeniiber
DNA-Strang-vernetzenden Agenzien kommt. Die verschiedenen Komplementati-
onsgruppen der FA-Erkrankung weisen zudem eine unterschiedlich ausgepragte Strah-
lenempfindlichkeit auf. Das rezidivfreie Uberleben der Patienten kann als MaR fur die
Therapieempfindlichkeit der Tumorzellen auf die Strahlentherapie angesehen werden.
Dadurch kénnen die identifizierten genetischen Faktoren in Patienten mit verringerter
Uberlebenszeit auch als Marker fir eine erhdhte Strahlenresistenz der Tumore inter-
pretiert werden. Die FANCA-Uberexpression eines Tumors ist somit mit einer erhdhten
Strahlenresistenz des Tumors korrelierbar und kommt somit als prognostischer Faktor
in Betracht. Um phénotypische Auswirkungen einer FANCA-Uberexpression hinsicht-
lich der Strahlenempfindlichkeit zu untersuchen, wurde das Kandidatengen aus einer
Zelllinie isoliert, sequenziert und in einen Expressionsvektor kloniert. Zwei HNO-
Tumorzelllinien ohne FANCA-Uberexpression (Cal-33 und BHY) konnten stabil mit
dem Konstrukt transfiziert werden. Vorlaufige Ergebnisse von Experimenten zur Strah-
lenempfindlichkeit der Zelllinien deuten auf eine signifikant reduzierte Strahlenempfind-
lichkeit der FANCA-Uberexprimierenden Zellen im Vergleich zu nicht-transfizierten Kon-
trollzellen hin.

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse kénnen als Basis flir die weitere Erfor-
schung von Therapieresistenzen von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich,
die das rezidivfreie Uberleben der betroffenen Patienten negativ beeinflussen, dienen.
Dazu mussen weitere Kandidatengene auf Chromosom 16924.3, sowie auf den Chro-
mosomen 1943 und 18922 analysiert werden. Auch weitere Komponenten des
FA/BRACA-DNA-Reparatur-Signalweges in haufig veranderten chromosomalen Berei-
chen der Kopf-Hals-Tumore missen naher charakterisiert werden. Es ist in dieser Ar-

beit auch gelungen ein Zellkultursystem mit erhdhter FANCA-Expression zu etablieren,
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das fir weiterflhrende Experimente zur Strahlenempfindlichkeit FANCA-Uber-

exprimierender Zellen verwendet werden kann.
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Anhang 1: Allgemeine TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung von HNO-Tumoren.

Klinische TNM-Klassifikation

Klassifikation

Bedeutung

T-Klassifikation
>

T0

Tis

T1-4

Ausdehnung und GroR3e des Primartumors

- Keine Beurteilung des Primartumors mdglich

- Kein Anhalt far Primartumor

- Carcinoma in situ

- Zunehmende Grdéle und/oder lokale Ausdehnung

des Primartumors

N-Klassifikation
NX

NO
N1-3

Lymphknotenbefall in der Region

- Keine Beurteilung der regionaren Lymphknoten mog-
lich
- keine regiondren Lymphknten befallen

- Zunehmende Lymphknotenmetastasierung

M-Klassifizierung

MX
MO
M1

Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen

- Keine Beurteilung von Fernmetastasen mdglich
- Keine Fernmetastasen

- Fernmetastase(n)

Pathologische Klassifikation (p)

Klassifikation

Bedeutung

G-Klassifikation
GX

G1

G2

G3

G4

Festlegung des Tumordifferenzierungsgrades

- Differenzierung kann nicht bestimmt werden
- Gut differenziert

- MaRig differenziert

- Schlecht differenziert

- Undifferenziert
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R-Klassifikation

Fehlen oder Vorhandensein von Residualtumor nach

erfolgter chirurgischer Behandlung

RX - Vorhandensein des Residualtumors kann nicht beur-
teilt werden
RO - Kein Residualtumor
R1 - Mikroskopischer Residualtumor
R2 - Makroskopischer Residualtumor
Stadiengruppierung
Stadium Einteilung
Stadium | T1, NO, MO
Stadium Il T2, NO, MO
Stadium Il T2, N0, MO
T1-3, N1, MO
T4, NO-1, MO
Stadium VI T1-4, N2-3, MO
T1-4, NO-3, M1
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Anhang 2: Ergebnisse der chromosomalen CGH-Analyse von 117 Kopf-Hals-Tumoren.

High Level Amplifikationen (HLA) sind unterstrichen.

Probe DNA-Zugewinne Deletionen
3680/97 1p22-31; 1931-32; 2p11.2-35; 2q11.2-36; 3q13.3-qter; 3p12-21
9921-33; 10p12-pter; 12p; 12q12-23; 13912-31; 14q13-
qgter; 15921-25; 18p
13989/97 3q; 5p; 8q12-gter; 13q12-31; HLA 3g24-gter; 5p13-pter; -
8q12-gter
4340/97 1q25-qgter; 2q23-32; 3926.1-qter; 4923-26 ; 4931.1-33;  7q36
5p ; 8922-gter; 12921-22 ; HLA 6p11.2-21.2
2625/97 2p13;2q31-34 ; 3q ; 4922-27 ; 5p ; 7p11.2-14 ; 7q11.2-  1p21-31; 2q22-24 ; 2q36-37 ; 3p12-25, 4p16 ; 4931.1-34 ;
31;9q; 11p12;11912-13 ; 12p ; 12q12-13 ; 13921- 5q12-qter ; 8p21-22 ; 9p13-23 ; 11921-24 ; 21q
qter ; 14q; 15921-22 ; 17p ; 17911.2-21 ; 17924-qter ;
18p ; 20p ; 20911.2; 22; HLA 2931-34
5590/97 1p22-31 ; 2922-34 ; 3913.1-13.3 ; 4922-27 ; 5q15-23 ; -
6q13-qgter ; 9p24 ; 13921-qter ; 18q12-gter
12158/97 1931 ; 3926.1-qgter ; 12p ; 12912 ; 16 ; 21922; 22913 ; 5q32-34, 9p12-23
HLA 12p
110/97 2q24-32; 39q13.1-13.3; 8913-24.1; 12q914-21 -
3778/97 4q26-28 ; 5q14-23 ; 6q12-16 10923-25; 16q22-24
5489/04 3925-26.3; 4912-26; 5911.2-12; 6q12-16; 12912-13 11p15
18171/97 1p22-31 ; 3926.2-26.3 ; 5q14-23 ; 6q14-16 ; 12q12-2 17p12
24057/96 1923-41; 2p15; 2q14.2-36 ; 3q ; 4913-31.3 ; 5p12- -
15.2;5q13-21; 6p11.2-23 ; 6g21-25 ; 8p11.2-22;
8q11.2-24.2 ; 9p21-22 ; 9q13-32 ; 10p12-14 ; 10q11.2-
23; 11p11.2-14; 11913-23; 12p; 12912-22; 13q13-22;
15q14-25; 17911.2-22; 18911.2-21; HLA 3q; 10921-24;
15914-25; 18q11.2-21
3688/97 1931-32; 2q24; 4q24-28; 5p14; 6q16-24; 8q13-qter; -
14921-22 ; HLA 8913-24.2
17685/98 2p16-22; 2q24-34; 3p12-14; 3q; 5q14-32; 12p11.2-13;
13921-33; 14q13-22; 15923-25
26122/99 3q12-13.1; 20 9p12-13
28226/02 2q31-33; 3q12-13.3; 3g24-qter; 4912-13; 4922-28; 8p12-pter; 9934 ; 11p12-pter ; 11q13-14 ; 11g23-qter ;
6q12-24; 8921.3-24.1; HLA 3g25-gter 12923-qter ; 16q12.2-qter ; 17p12-13 ; 20q12-qter
14938/01 19; 2 ; 3gq23-gter ; 5p ; 7q11.2-22 ; 8q13-24.2 ; 11913 ;  9p; 9913-33 ; 21922
12; HLA 3g24-gter
22223/01 2q22-33 ; 3g23-qter, 4921, 4924-28 ; 5921-22 ; 6q ; 15q23-24; 16q23-qter; 17p; 17q11.2-22; 20q
9p21-pter ; 11921-23; 13921-31; 14q12-21; HLA 3925-
qter
12844/96 - 1921-22 ; 9p12-21; 9913-21
15663/97 3912-13.3 ; 3q24-qter, 4q ; 5q12-23 ; 6q12-24 ; 9p22- 16912.1-13
pter ; 12p; 12q12-21; 21911.2-21 20911.2-13.3
11316/00 3q; 8923-qgter ; 12915 ; 19913.1-13.3 9p12-21
1029/04 1p12-31; 1921-31; 2p13-23 ; 2931-34 ; 3q ; 4p15.1- 2q21-23; 3p; 4926-32; 8p21-23; 9p12-22; 9q; 11p13-15;
16 ; 5p12-14 ; 5911.2-23 ; 6912-24 ; 7p11.2-14 ; 11q14-qter; 12q22-qter; 13q22-gter; 15q21-gter; 16q23-
7q11.2-22; 8q; 12912 ;13912-21 ; 14911.2-21; 18p ; qter; 17p; 20q12-gter; 21g21-qter
18q11.2-12 ; 20p; HLA 2932-33 ; 3q12-27 ; 7921-22 ;
12p ; 20p
17212/05 3q; 13g21-32; HLA 3q 8p; 9p12-21; 9q; 15; 17p; 17911.2-23
214/05 2q24-31; 3q; 4912-26; 5q14-22; 7921; 8q; 12921; 13931 3p13-22 ; 4p16 ; 8p12-pter ; 9p12-13 ; 16 ; 20q
20739/02 1g31-qgter ; 3q ; 8g22-gter ; 9p21-pter, 12p11.2 ; 18p 15q11.2-14, 16912.1-23
1169/01 1p12-33 ; 2924-32 ; 3q12-13.3 ; 3g24-qter ; 6p11.2- 2q34-qter ; 3p ; 4p13-pter ; 7q34-qter ; 8p21-pter ; 10921-
21.3;7p; 8q11.2-24.1 ; 9p23-pter ; 9q ; 12p11.2-12; gter ; 11p12-pter ; 11923-qter ; 15911.2-14 ; 15q22-qter ;
12921-22 ; 17921-qter; HLA 7911.2-22 ; 9913-33 16921-qgter ; 18q12-gter
8080/99 3q26.1-qter, 8q24.1-qter, 17925, 18p11.3, 19p13.3; 3p12-24, 8p21-pter, 9p12-23 ; 9q13-21
20p13
25139/01 1p13-31; 1925-31 ; 1944 ; 2q22-33 ; 3p12; 3q12-13.3; 3p14-21; 7q31-qter ; 8p21-22 ; 9934 ; 10923-26 ; 11p13-
3qg22-qter ; 4p12-13 ; 4q ; 5p12-14 ; 5q11.2-13 ; 5q15- pter; 11913 ; 11923-gter ; 12q23-qter ; 14q31-gter ;
23;6q12-24 ; 7p11.2-12; 8911.2-24.2 ; 11p11.2-14 ; 15922-25; 16q; 17; 20q; 21922
12p; 13914-31; HLA 3923-gter
4389/03 2p14-16 ; 3g25-qter ; 7p15-pter ; 8q12-24.1 ; 10p11.2, 3p21, 3p24-25 ; 8p21-pter, 11913, 11923, 16924 ; 18921-
30450/03 12p, 12q14-22 ; 14921-23, 18p; HLA 3g25-gter ; 4928-  22;20q11.2
31.2
17892/05 2q32-33, 3q12-13.1 ; 3925-qter ; 4q ; 4p12-13 ; 6q12- 2911.2-22, 3p14-23 ; 9p12-13, 20q11.2-31.1
21;8q, 12p ; 12912-21, 18p
537/05 3q26.1-qter, 9p22-pter ; 12q12-22 1921-24, 2911.2-21, 3p21-25, 10g24-qter, 20q12-pter
30153/05 3q; 3p24; 8922-24.2 -
12925/03 1p22-34.3 ; 1931, 2922-34 ; 3q ; 5p13-15.1, 6 ; 7p15- 3p, 4p16 ; 9p21-pter ; 11, 13, 17p12-13 ; 18g21-qter, 21
pter, 7911.2-31 ; 8911.2-23, 10g21 ; 12p, 12q12-22 ;
14 ; 18p; HLA 1p22-34.3 ; 12p ; 12913-21 ; 14911.2-24
27091/01 - -
3872/05 1931, 2924-34 ; 3q12-13.3 ; 3q25-26.1 ; 4q ; 5q11.2-31; 9q34, 10q24-pter ; 11913 ; 12q24.1-qgter ; 14q32 ; 16 ;
6q22-25 ; 8923 ; 12921 ; 13q14-31 17p ; 17911.2-21 ; 17924-qgter ; 20g12-gter
36022/00 1p21-31; 2p15-16 ; 2922-34 ; 3p12 ; 3q12-13.3 ; 3925-  8p21-pter ; 9932-qter ; 10925-qter ; 11912-13 ; 11923 ;
qter ; 4p12 ; 4q12-28 ; 5p12-14 ; 5q11.2-23 ; 6q12-24 ; 12924.1-qter ; 15923-25; 16 ; 17 ; 20
8q13-24.1, 10921 ; 11921-22, 12p11.2-12; 12912 ;
12915-21 ; 13921-31; 14q11.2-21
14654/00 3p25-pter; 3q; 4912-27; 8; 18; 20p13 ; 22q13; HLA 18 11922-qgter, 139q12-33; 16q
10086/97 3p12; 3929; 4q12-27; 5935 ; 6q12-13; 8q11.2-13; 10p 16912.1-21
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Probe DNA-Zugewinne Deletionen
29770/03 1p12-22 ;1925-32 ; 3q ; 5915-22 ; 7p15; 7911.2-31 ; 2p23-pter ; 8p21-pter ; 9p ; 9931-qter ; 13q32-qter ; 17p ;
11912-13 ; 12p ; 12q12-21 ; 13q12; HLA 3q24-27 ; 17924-qter ; 20q11.2-13.2
7921-31
7034/01 8q11.2-13 ; 20q12-gter -
11568/97 1p22-33; 3q; 6p21.3-pter; 8g24.1; 12p13; HLA 3g21- 9p12-23; 13q12-31
ater
22258/02 1943-qter ; 3q12-13.3 ; 3g24-qter ; 5p ; 6q22-24 ; 7p14- 7q11.2, 7q32-qter ; 8p21-pter ; 16 ; 17 ; 18q12-qter ;
pter ; 8q11.2-24.1 ; 9p21-pter ; 12p ; 12q12-22; HLA 20p11.2-12 ; 20q13.1-gter
5p12-14 ; 9p21-pter
12890/02 1p21-31; 1931 ; 2q22-33 ; 3p12 ; 3q12-13.3 ; 3924- 7q34-36 ; 9933-gter ; 10925-qter ; 11923-24 ; 12924.1-
26.3; 4p12-14 ; 4912-32 ; 5p13-14 ; 5q11.2-23 ; 6q12- gter ; 14932 ; 15922-26 ; 16 ; 17 ; 20q
23; 7p11.2-21; 8q12-23; 9p24 ; 11q14-22; 12q14-21;
13914-31; 21q11.2-21
20090/97 5p12-13 ; 9922-gter 21q11.2
27674/05 1p21-22 ; 2p14-21 ; 2q22-33 ; 3q13.2 ; 3g24-qter ; 3p14-21; 7936 ; 9934 ; 10g25-qter ; 12923-gter ; 16 ;
4q22-28 ; 5q11.2-23 ; 6q12-24 ; 7921-31; 8921.1; 8922- 17p; 17q11.2-12; 20q
23; 12p11.2; 12921; 13921
31366/05 1p22-31; 1931 ; 2q21-35 ; 3p22-23 ; 3q12-21 ; 3924- 2937 ; 4p16 ; 9934 ; 10q924-qter ; 11913 ; 11923-qter ;
26.3;4913-31.1; 5911.2-23 ; 6912-22 ; 7931 ; 8q12- 12q24.1-gter ; 14931-gter ; 15923-26 ; 16 ; 17 ; 20p11.2 ;
24.1; 9p; 11p14; 12p; 12915-21; 14924-32; 18q22 20q
2872/01 3q; 7p22; 7q11.2-21; 8q11.2-13; 8924.1-qter; 19; -
20qg11.2-12
10633/95 4p12-13; 18 2p11.2-13; 2q11.2-21; 3p14-24; 8p21-pter; 17q12-23
26355/01 3q25-qter, 4912-13 ; 12p 9p13; 15q13-21
18525/01 3q; 4912-21; 12p; 12q12-21; 17925 1931-42 ; 2911.2-21 ; 8p22-23 ; 9p13-21 ; 15q14-25 ;
20q11.2-13.2
21860/97 7921-31; 11912-13; HLA 7921-31 ; 11912-13 2p13; 2p23-25; 2912-14.2 ; 4p15.3-16 ; 7q32-35 ; 9p21 ;
10p12-13; 10925 ; 11922-25 ; 18922 ; 21911.2-22
15681/97 3q,; 6912-14 2q36-37; 15q12-14; 11p15; 11923
24419/98 1g41-qter ; 2933 ; 3gq22-qter ; 69 ; 7p ; 7911.2-31; 2qg35-36 ; 3p ; 5q12-31; 6p21.1-21.3 ; 10p ; 11q14-qter ;
8q12-gter ; 9g21-gter ; 10921-22; 11q13; 14q11.2-22; 13 ; 15922-25 ; 18q12-qter
16q; 18p; HLA 7911.2-31 ; 9921-qgter ; 10922 ; 11913
23632/98 3q; 11912-14; 19p13.3; HLA3q ; 11912-14 3p; 8p22;13; 18q; 21g21-22
30170/98 - 4p15.3-16; 5p15.2; 8p21-pter
895/99 2924-34 ; 3q ; 6p ; 6922-24 ; 7q; 11p14-15; 11p11.2- 1p ; 29q36-37 ; 3p13-21 ; 3p23-pter ; 4 ; 5q13-34 ; 8p21-
q13; 14922-23 pter ; 9p12-21 ; 9921-22 ; 10q ; 11922-24 ; 13921-qter ;
16922-24 ; 18q12-22
26123/99 1931 ; 2924-34 ; 3q; 79 ; 8q11.2-22 ; 11p14-pter ; 4p15.3-pter ; 4931.3-32 ; 5q32-33 ; 8p21-pter ; 9p13 ;
12p13;12912-21; 14913-24 ; 18p; HLA 2923-34 ; 7q 10q ; 11923-24 ; 13931 ; 16q13-gter ; 18912 ; 20912-13.2
33917/00 - 2q14.3; 3p24-25; 3p13-14; 5q33-34; 8p22; 11923; 5q13;
18912-22; 2192
8826/01 1p13-22 ; 1922-qter ; 3q ; 5p ; 6911.2-23 ; 6q12-24; 1p31-32; 2p16-21; 2p23-pter; 2922 ; 2q34-qter; 3p; 4 ;
2826/01 7p11.2-15; 7911.2-31; 8p11.2; 8q; 10; 11g12-21; 5q13-qter ; 7q33-qter; 9 ; 11p12-pter; 13; 21
12912-14; 12924.1-qter; 14; 15; 16q; 17; 19; 20; 22;
HLA 1932-gter ; 39 ; 5p ; 6p11.2-24 ; 7911.2-31 ; 8922-
gter ; 11912-14 ;14 ; 15; 16q
26965/01 4q25-28; 7921-31; 19 1943 ; 10925
5306/01 1p13-22 ; 1922-qter ; 2p22 ; 2q12-14.1 ; 3q ; 6p11.2- 1p31-32; 3p; 4;5032-33 ; 13 ; 18q12-qter ; 21
21.1;6q922-23 ; 12q13-15 ; 14q13-23 ; 17q; 19; 20q;
22; HLA 3q ; 6p11.2-21.1 ; 6922-23
13102/98 1p32-34.3 ; 11912-13 4p15.3-16 ; 18q12-21,
26733/97 3q27-gter ; 11913; HLA 3g27-gter 13931-33
3126/97 3q25-27 ; 7p11.2-21; 8q ; 9933-gter ; 11912-13 ; 3p12-14 ; 3p22-26 ; 6p23-pter ; 6q16-26 ; 8p12-pter ;
31565/97 14921-24 ; 15922-23 ; 18p; HLA 8q 9q13-21; 10p12-14 ; 18921-23
14936/97 1923-31;2931-33 ; 12p ; 1212 4p15.3-16 ; 9p13 ; 10925-26 ; 11p13-15; 11923-qter ;
18922-23
14215/97 3q24-26.3 ; 12p11.2-pter ; 12q13-21 ; 14921-22 -
35496/99 1932 ; 39 ; 4927-33 ;6915 ; 7p ; 7911.2-931 ; 8q11.2- 3p12-14; 3p23-pter ; 4p14-pter ; 5p14-pter ; 7q32-qter ;
24.1;11912-13 ; 12q12-14 ; 14932 ; 15925-qter ; 8p12-pter ; 9p ; 9922-qter ; 11p ; 11g22-qter ; 13q14-q33 ;
17911.2-21; 18p ; 199 ; 20q13.1-gter; HLA 7911.2-31;  18q12-qter; 21
8922-23
8209/98 2p11.2-15 ; 2924-32 ; 3924-qter ; 7q21-22 ; 10p ; 3p14 ; 9934 ; 16q22-qgter ; 18921-22,
11912-14 ; 12912-13; HLA 10p ; 11913-14
7215/98 1921-32 ; 2q24-33 ; 7p11.2-13 ; 7922-31 ; 11913-22 ; 3p13-21; 4p15.3-pter ; 8p22 ; 11923-gter ; 13q32,
20q11.2-12
4762/99 - 3p23-24 ; 4p15.2 ; 5932-34 ; 9p13-21 ; 11923-qgter ; 18921
26271/98 3924-qter ; 9p23-pter ; 11913 ; 14922 3p24-pter ; 3p13-14 ; 4p16 ; 8p22-pter,
88/99 1941-qter ; 3q23-qter ; 5p12-15.1 ; 8q ; 11912-14 ; 2q13-21; 2q36-qter ; 3p14-21 ; 3p24 ; 4p16 ; 5q32-34 ;
12q12-21 8p22-pter ; 9p13-22 ; 9921-31 ; 10925-gter ; 16g23-gter;
19135/98 19p 2912-14.3 ; 3p14-21 ; 5p14-15.2 ; 9p21-23 ; 15911.2-13 ;
15922-24
25805/97 1931-32 ; 2931-32 ; 3q ; 6927 ; 8922-24.1 ; 9913-31 ; 3p12-21; 4p15.3-16 ; 4928-31.2 ; 4931.3-34 ; 5q33-gter ;
11913 ;12p; 12913-21; 18p ; 18q11-2-12; HLA 2931-  8p21-pter ; 10p12-14 ; 10925-qter ; 11p13-pter ; 11q14-
32;3q; 12913-21 gter ; 12922-qter ; 13q12-14 ; 13g32-qter ; 16g21-qter ;
18g22-qter ; 20q13.2-qgter
25288/99 6q12-16 2p23 ; 8p21-22 ; 10924-25 ; 11923-24 ; 16q22-23 ; 1892
25610/99 7921-31;8921.3 ; 11912-13; 12p ; 20p11.2-12; HLA 5p14-15.1 ; 9p21-pter ; 10p12-13 ; 10926 ; 11923-25;
11912-13 18921-22 ; 21921-22
24933/99 1921-gter ; 2p11.2-21 ; 2931-33 ; 3q; 7p; 7q11.2 ; 2935 ; 3p ; 4p15.1-16 ; 4926-34 ; 5912-35 ; 6p23-25 ;

11912-13 ; 17911.2-12 ; 20p; HLA 2931-33 ; 11913 ;
20p

6921 ; 8p12-pter ; 9p13-pter ; 10p12-14 ; 11p15; 11923-
25;13912-33 ; 18q12-22 ; 21921
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24106/99 1921-32 ; 2q11.2-14.3 ; 3q24-qter ; 6p11.2-21.3 ; 1p13-34.1 ; 2p24-pter ; 2q32-37 ; 3p12-14 ; 3p22-26 ; 4 ;
7q911.2-31; 8921.3-22 ; 9p ; 9q33-qter ; 11912-13; 5q12-34 ; 5p15.1-15.2 ; 11921-23 ; 13q12-33 ; 20p11.2-
12q12-14 ; 17p12-pter ; 17q11.2-23 ; 19; HLA 3924- 13; 21
ater ; 9p ; 11912-13
19497/99 9934 3p14 ; 3p22-25 ; 4933-34 ; 11g23-gter ; 18921-23
28079/99 19 11923-24
35007/99 1p33-pter ; 1q41-42 ; 3q26.3-qter ; 6p21.3-pter ; 11912-  2p23-pter ; 3p12-14 ; 4p15.1-pter ; 5q32-34 ; 8p21-pter ;
13; 14922 ; 15921-qter ; 17921 ; 17q24-qter 9p; 9921-33 ; 10926 ; 11p12-15 ; 13q31-qter ; 18q12-22 ;
20p12; 21911.2-21
29783/99 1p32-pter ; 1q32-qter ; 2p15-pter ; 3q22-qter ; 4p16 ; 3p12-14 ; 3p22-pter ; 4q13-33 ; 9p13-pter ; 11914-23 ;
6p21.2-21.3 ; 8q24.1-qgter ; 11912-13 ; 14 ; 16p ; 16g23- 18922-23
qter; 17 ;19 ; 20q ; 22; HLA 1p32-pter ; 1g32-qter ;
2p14-pter ; 11912-13 ; 14 ; 17 ; 20q ; 229
24806/99 1921-23 ; 2p15-16 ; 3q ; 4928 ; 7921-22 ; 11912-13 ; 3p13-21; 3p24 ; 4p15.2-16 ; 6q25-qter ; 7q32-36 ; 8p21-
12p; 12912-13; 17q11.2-21 ; 19; HLA 2p14-16 ; 11912- pter; 9p21-23 ; 9931-33 ; 11921-25 ; 13q14-33 ; 16q13-
13 23;21q11.2-21
26538/99 19 ; 2931-34 ; 3927-qter ; 6p11.2-22 ; 9p21 ; 11p11.2- 1p31; 3p ; 4p14-16 ; 4926-35 ; 5q32-35 ; 10q25-qter ;
1311912 ; 12913 ; 14913-24 ; 15915-22 ; 19p 189 ; 20p11.2-12; 21g11.2-21
26380/99 3924-26.3 ; 5p ; 7921-22 ; 8q12-qgter ; 9q ; 11912-14 ; 2q34-37 ; 3p13-pter ; 4p15.1-pter ; 6q14-16 ; 7q31-qter ;
15q15-gter; HLA 5p ; 11912-14 8p; 10p12-15; 11921-24 ; 18912-23
30562/99 2q32-34 ; 3q12-13.2 ; 3g24-qter ; 14912-13 4p15.3-pter ; 9p21-23 ; 11923-25
34602/99 - 5032-34 ; 9p13-21; 11p14-15 ; 11922-24
34230/99 4q28 8p22 ; 12q23-24.1 ; 16923
23263/99 1p32-pter ; 1923 ; 6p21.3 ; 7q11.2-31 ; 8g22-qter ; 1p22-31 ; 2q22-32 ; 3p24-pter ; 4p15.1-16 ; 4922-34 ;
11912-23 ; 12924.2-qter ; 14921-24 ; 17q11.2-21;19;  7932-36 ; 8p21-pter ; 9p12-23 ; 10p ; 13921-31; 18q12-
20q12-qter ; 22q12-qter; HLA 1p32-pter ; 7911.2-31 ; 23;21q11.2-21
11912-23
44/00 1p31-pter ; 1921-qter ; 6p21.1-pter ; 7p11.2-15; 7q11.2- 1p21-22 ; 3p12-13 ; 3p24 ; 4q13-22 ; 4927-28 ; 5q15-23 ;
31;8q923-qter; 10p ; 10926 ; 11q12-13 ; 12p13; 6q14-23 ; 8q13-21.2; 9p ; 11914-24 ; 13q12-32 ; 21q11.2-
12p11.2 ; 12912-13 ; 12923-qter ; 14q11.2-13 ; 14924- 21
gter; 15; 16p ; 16q22-qter ; 17p12-13 ; 17q; 19 ; 20q ;
22q; HLA 1p31-pter ; 19 ; 8923-ater ; 10p ; 11912-13 ;
14911.2-13 ;15 . 16p ; 17
36020/99 3q -
35890/99 19 4p15.1-15.3 ; 4934 ; 5p13-15.2 ; 5934 ; 8p21-22 ; 9p13-
23 ; 16922-23 ; 18g22
5150/00 1g32-qgter ; 1921-23 ; 3q24-qter ; 6p21.3-22 ; 11q12-13; 3p12-14 ; 3p24-25 ; 4p15.3-pter ; 4932-34 ; 9p13-23 ;
17911.2-21 ; 17925 ; 19p; HLA 3923-gter 11923-24 ; 13922-31
5267/00 1q;2932-36 ; 3q ; 5p12-15.1 ; 6p12-21.3 ; 8q; HLA 1q ; 3p13-pter ; 4p13-pter ; 4q34-qter ; 5q21-qter ; 8p12-pter ;
39:8q 9p13-pter; 10q ; 11g21-qter ; 13q12-21; 14 ;15; 16 ;
17p12-pter ; 18q12-gter
33927/00 11912-13; 19 4p15.3 ; 5934 ; 9p13-24
35624/00 1921-32 ; 2p12-24 ; 3921-qter ; 5p15.3 ; 6p11.2-21.3 ; 1p13-32, 2q34-37 ; 3p ; 4 ; 5q15-32 ; 8p21-pter ; 9p13-
6q12-22 ; 7p22 ; 7q11.2 ; 7q22-31 ; 8q22-qter ; 9922- pter; 11p11.2-15; 11921-25 ; 139q12-33 ; 16921-23
qter, 11912-13 ; 12p11.2 ; 15q21-24, 16p ; 17, 199 ;
20q; HLA 1p34.2-pter ; 2p12-24 ; 3921-qter ; 6p11.2-
21.3.16p:17:19q
33275/00 1p34.1-pter, 3q21-qter, 9g22-14, 11912-13 ; 17923-qter, 3p21-26 ; 4p13-pter, 8p12-23 ; 9p13-24 ; 11g21-25;
18p, 19 ; 20q ; 22q12-gter; HLA 3913.3-gter ; 9921- 13912-21; 18q12-22 ; 21q11.2-22
ater ; 11912-14 ; 17923-gter ; 22q12-gter
30630/00 3q, 4926-31.3 ; 5p13; 7911.2-22 ; 10911.2-23 ; 11912- 1932 ; 3p ; 5q14-21 ; 5q33-34 ; 7q31-36 ; 9 ; 11p12-pter;
14 ;12912-13; 19p ; 20q; HLA 11g12-14 13;16q13-24 ; 17922-24 ; 21q11.2-21
14455/00 1p32 ; 2p16-23 ; 3q24-qter ; 6p11.2-21.3 ; 8q22-qter ; 3p13-21;4p15.2-16 ; 11923 ; 13922-32
12912-21 ; 14922-24; HLA 12912-21
28714/00 3q13.1-qter ; 5921-22 ; 7p15-pter ; 11912-14 ; 12q14- 2p23-24,
15; HLA 3q13.1-gter ; 7p13-pter ; 11q12-14 3p14-21; 3p24-pter ; 7936 ; 9p13-23 ; 11923-qter ;
17p12-pter ; 18q12-22 ; 21q
14452/00 3q921-qter ; 6p21.3-pter ; 8q ; 9p21-pter ; 12p11.2; 2p11.2-13 ; 29q14.1-21 ; 2936-37 ; 3p ; 4p15.1-16 ;
15921-22 ; 16923-qter ; 18p 5p15.3 ; 7q32-gter ; 8p12-pter ; 9q31-34 ; 10924-26 ;
11p12-pter ; 11q14-qter ; 12924.1-qter ; 13q12-33 ;
17p12-13; 18q12-qgter; 20p12-pter
15303/00 3q; 8921.1-21.3; 19 5q33-35 ; 6q13-14 ; 8p22-pter,
13111/00 5q15-21 10p13-pter; 21g21-gter
13799/00 1p36.2-pter; 9p; 15921; 20p; 20911.2-13.2 2q14.3-22; 4p15.2-16; 8p12-pter; 10925-26; 11923-25;
18q
25165/00 1p34.2-pter ; 19 ; 2q31-33 ; 4922-26 ; 12q12-13 ; 1p13-22 ; 3p ; 4p14-pter ; 5q32-35 ; 8p21-22 ; 9p13-pter ;
15915-22 ; 18p; 19p 10p12-pter ; 11p14-15; 18q12-gter
28731/00 1p34.3-pter ; 1q ; 3q ; 4912-22 ; 9922-31 ; 11q12-14 ; 3p; 4p ; 8p21-pter; 9p ; 10p12-pter ; 11g21-qter ; 13q14-
15921-22 ; 16q; 17q11.2-12; 18p; 19; 19913.2-13.4; 32 ; 18qg21-qter ; 21
20q; HLA 1q ; 39 ; 4912-22 ; 9922-31 ; 11912-14 ; 16q ;
20q
11795/00 1p34.3-36.1 ; 1922-25 ; 3921-qter ; 6p21.2-23 ; 7p ; 1p31 ; 2q34-qter ; 3p ; 4p13-pter ; 4928-35 ; 59 ; 21911.2-
9g21-qter ; 11912-13; 13q12-14; 19p; 20; HLA 1p34.3- 22
36.1; 3g921-gter ; 9921-gter ; 11912-13 ; 13912-21
1339/01 2p11.2-22 ; 29q11.2-35 ; 3g23-qter ; 7g21-qter ; 8p11.2-  1932-41 ; 1943-qter ; 2p23-pter ; 2q36-qter ; 3p ; 4p13-
12; 8911.2-24.1; 12p11.2-12; 12q12-23; 13q14-21; pter ; 4q22-qter ; 5q14-22 ; 6p23-pter ; 8p21-pter ; 9p13-
20p13; HLA 3qg23-gter ; 8p11.2-12 ; 12912-23 pter ; 10925 ; 11p; 11q22-24; 12q24.2-qgter,
4525/01 1922-gter ; 2q32-33 ; 3q13.1-qter ; 6p21.1-pter ; 6q23- 4p15.1-pter ; 5p14-pter ; 8p21-pter ; 9p12-23 ; 9931-34 ;
25;7q911.2-33; 8911.2-21.3 ; 8923 ; 11912-13 ; 12p ; 10q24-qter ; 11p12-15 ; 11q14-qter ; 13q14-qter ; 14q24-
12913-21; 17q11.2-21 ; 17924-qter ; 20q12-13.1 ;22q; qter; 21
HLA 1922-gter ; 11912-13 ; 12p ; 12913-21
2547/01 6p21.3; 11913 ; 14922-24 ; 15921-22 ; 17q21-qter ; 3p12-13 ;4p15.2-15.3 ; 8912 ; 9p13 ; 18q12-22

20913.1-13.2 ; 22q13
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5617/01 5p ; 6p21.3;8921.3;11913-21; 12p ; 15914-23 ;19q; 2q21-23; 3p ; 4935 ; 9p13-23 ; 10p12-14 ; 10q24-qter ;

5161/01 22; HLA 11912-21 12921-qgter ; 18q12-22

33611/99 1931-32 ; 2p13-22 ; 2924 ; 3921-qter ; 7p12-21; 8q13-  6g26-qter ; 9934 ; 10g25-qter,
22 ;13q14-22

8862/00 3q13.1-13.3 ; 3926.2 ; 6916 12924.2 ; 17921 ; 20g12-gter

12547/00 2931-33 ; 6912-15 ; 12q12-14 -

10394/00 4;6921-22 ; 8921.1-21.3 ; 12p11.2-12 11923-qgter ; 14 ; 15 ; 16912.1-23

3531/01 1932 ; 2932-34 ; 4q24-28 ; 5q14-21 ; 6q13-23 ; 8921.1-  3p13-21 ; 8p22-pter ; 10p12-14 ; 12q24.1-24.2 ; 16q13-
22 23;17p11.2-12

26989/99 1p12-34.1 ; 2q24-35 ; 3926.1-28 ; 5p15.1-pter ; 7p21 ; 3p14-qter ; 4p15.3-pter ; 5933-qter ; 6g25-qter ; 8p11.2-
7q11.2-22 ; 13q13-qter 22;9q34 ; 11923-24 ; 12p12-pter ; 17921 ; 18921-23 ;

20p
32180/99 1g31-32 -
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