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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Spricht man von Darmkrebs, so ist damit fast immer eine Krebserkrankung des Dickdarms
(Kolon) oder des Rektums (Mastdarm) gemeint, Krebserkrankungen des Dunndarms sind
sehr selten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird nur vom Dickdarm- und Mastdarm-
krebs, als kolorektales Karzinom (CRC, ,Colorectal Carcinoma®“) bezeichnet, die Rede
sein. Er gehért in Deutschland und in der gesamten westlichen Welt zu den haufigsten
bdsartigen Tumoren. In der Statistik der durch Krebs verursachten Todesfalle steht der
kolorektale Krebs an zweiter Stelle nach dem Lungenkrebs beim Mann und dem Brust-
krebs bei der Frau.

In der Diagnose von CRC, in operativen Techniken und in adjuvanten Therapien wurden
in den letzten Jahren deutliche Fortschritte gemacht (Schoen, 2002). Trotzdem haben
sich die Uberlebensraten von erkrankten Patienten nur geringfiigig verbessert. So ver-
starben allein im Jahr 2000 in den Vereinigten Staaten 56000 Menschen an den Folgen
eines CRC, gleichzeitig wurde von circa 130000 diagnostizierten Neuerkrankungen
berichtet (Greenlee et al., 2000; Weir et al., 2003). Haufig haben sich bereits vor der Erst-
diagnose einer CRC-Erkrankung Fernmetastasen in Leber oder Lunge gebildet (Ries et
al., 2000). Dieser Umstand ist duf3erst schwerwiegend, da ausgebildete Fernmetastasen
gegen derzeitige Therapiemdglichkeiten weitestgehend resistent sind. Somit kann fir
Patienten mit ausgebildeten Fernmetastasen nur noch eine Wahrscheinlichkeit von
weniger als 5% prognostiziert werden, die nachsten finf Jahre zu Uberleben. Wohingegen
Patienten, bei denen die Lasionen auf die Darmwand beschrankt sind, eine deutlich
bessere 5 Jahres-Uberlebensrate von 75% aufweisen (Schwartzberg, 2001).
Modifikationen der derzeitigen Behandlungsmethoden haben nur wenig Aussicht,
signifikant effektiver auf die Entwicklung von Metastasen einwirken zu kénnen. Deshalb ist
ein besseres Verstandnis der molekularen Ereignisse, die zu einem metastatischen
Phanotyp des CRC flihren, dringend notwendig. Mit diesen zusatzlichen Kenntnissen
kénnten neue und innovative therapeutische Ansatze zur Behandlung von kolorektalen

Krebsleiden entwickelt werden.

1.2 Auftreten und Therapie der kolorektalen Tumormetastasierung

Das kolorektale Karzinom kann lymphogen oder hamatogen metastasieren. Tumorzellen,
die in lymphatische oder hamatogene Kreislaufe eindringen, kénnen allerdings Utber zahl-
reiche Verbindungen von einem System in das andere wechseln (Carr, 1983). Wahrend

der lymphatischen Invasion werden Tumorzellen passiv in der Lymphe transportiert und
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befallen den ersten Lymphknoten, in den sie einflieRen, oder sie umgehen die regionalen
Lymphknoten und bilden entfernte nodale Metastasen, sogenannte ,skip Metastasen®
(Weiss et al., 1986).

Hamatogene Metastasen eines CRC folgen den vendsen Abflissen und lassen sich in
Metastasen vom Portae-Typ oder Cava-Typ unterscheiden. In der Leber entstehen
Metastasen vom Portae-Typ durch den vendsen Abfluss Uber das Pfortadersystem, wah-
rend Lungenmetastasen des Cava-Typs durch den vendsen Abfluss Uber die Vv. rectales
inferiores zur V. cava gebildet werden kdnnen. Neben Fernmetastasen in Leber und
Lunge wurden Metastasen eines CRC an Knochen, in den Nebennieren und im Gehirn
diagnostiziert (Willett et al., 1984). Den seltenen Fall einer Metastasierung eines Kolon-
Adenokarzinoms in die Skelettmuskeln wurde von Hasegawa et al. (2000) beschrieben.
Nachdem ein kolorektaler Primartumor vollstandig operativ entfernt wurde, werden die
gleichzeitig entnommenen Lymphknoten auf den Befall von Tumorzellen untersucht. Bei
einem positiven Befund erfolgt eine adjuvante Therapie zumeist mit dem Zytostatikum
5-Fluorouracil (5-FU) in Kombination mit Folinsaure. Bis zum Jahr 2000 war fiir diese
Krankheitssituation ebenfalls ein monoklonaler Antikérper (17-1A, Ep-CAM) zugelassen.
Der Antikorper markiert Krebszellen fiir die immunologische Abwehr und flihrt dadurch
nach der Operation zur Abtdtung von Resttumorzellen. Diese Art der Therapie erwies sich
aber im Vergleich zu 5-Fluorouracil als weniger effektiv (Punt et al., 2002).

Werden bei einem Patienten Fernmetastasen des CRC festgestellt, so richten sich die
therapeutischen MalRnahmen nach deren Zahl und Sitz. Sind nur eine oder wenige
Tochtergeschwllste in Leber oder Lunge vorhanden, so versucht man diese chirurgisch
vollstédndig zu entfernen. Ist dies nicht mdglich, erfolgt eine Behandlung mit 5-Fluorouracil
in Kombination mit Folinsadure oder Levamisol. Eine Chemotherapie wirkt besonders gut
gegen rasch wachsende Tumore und wird in mehreren Zyklen intravends verabreicht.
Neuere Chemotherapeutika wie Capecitabin kénnen oral verabreicht werden und wirken
vorwiegend innerhalb von Tumoren (Scheithauer et al.,, 2003). Capecitabin wird bei-
spielsweise erst im letzten Schritt durch das Enzym Thymidinphosphorylase, dessen
Aktivitat in Tumoren deutlich héher ist als in normalen Geweben, in 5-Fluorouracil umge-

wandelt.

1.3 Die Pathogenese der kolorektalen Tumormetastasierung

1.3.1 Uberblick iiber die metastatische Kaskade

Der Ausdruck ,Metastasierung“ wurde zuerst vom franzdsischen Chirurgen Joseph de
Récamier (1829) benutzt, um das Wachstum von sekundaren Tumoren zu beschreiben,

die sich nicht in der direkten Nachbarschaft eines Primartumors befinden. Heute versteht



Einleitung 3

man unter Metastasierung eine Ausbreitung von Tumorzellen eines Primartumors durch
den Korper, die nachfolgende Besiedlung von sekundaren Schauplatzen und das Wachs-
tum an diesen (Liotta, 1992). Die metastatische Verbreitung von kolorektalem Krebs ist
ein hochselektiver Prozess, der aus einer Serie von aufeinanderfolgenden und mit-
einander verknlpften Schritten besteht. Es wird angenommen, dass spezifische Tumor-
zellen oder klonale Subpopulationen innerhalb eines heterogenen Primartumors die Vor-
laufer von entfernt auftretenden Metastasen reprasentieren, deren Uberleben im Laufe
einer metastatischen Kaskade begtinstigt wird (Kerbel, 1990).

Nachdem eine maligne Transformation einer Epithelzelle zur Bildung eines primaren
Karzinoms gefiihrt hat, erfolgt in der Tumormasse eine Neovaskularisierung (Angio-
genese, Abb. 1.1). Anschlielend wandern entweder einzelne Tumorzellen mit erhéhter
Motilitat oder ganze Zellgruppen des Primartumors in das umgebende gesunde Stroma
ein (Migration, Invasion). Ein Tumor des Kolons wird als invasiv definiert, wenn er die
Lamina propria mucosae bereits durchquert hat und die Submukosa infiltriert. Sobald in-
vasive Zellen die diinnwandigen GefalRe (oder die lymphatischen Kanale) durchdringen,
konnen sich einzelne Zellen oder Zellklumpen von der Tumormasse ablosen (Disso-
ziation) und in das Kreislaufsystem gelangen (Intravasation). Die Tumorembolien
werden vom Blutstrom abtransportiert (Dissemination) und missen in der Lage sein, die
Immunverteidigung des erkrankten Individuums sowie die Turbulenzen im Kreislauf-
system zu Uberleben (Fidler, 2002). Einzelne Tumorzellen oder Embolien setzen sich in
dem Kapillarbett eines entfernt liegenden Organs fest (Arretierung) und haften sich an
das Gefallendothel (Adhédsion). Anschlielend wandern sie in das Organparenchym ein
(Extravasation) und etablieren dort durch Proliferation eine Mikrometastase. Damit
diese mikroskopisch kleinen Tumorlasionen in dem Wirtsorgan gréf3ere Knoten ausbilden
kénnen, bendtigen sie wiederum die Versorgung durch neu zu entwickelnde Gefalie
(Angiogenese). Ferner mussen sie einen Weg finden, sich permanent den Verteidigungs-
systemen des neuen Wirts zu entziehen. Wird nur einer dieser beschriebenen Schritte
nicht komplett vollzogen, flihrt dies zur Elimination der Tumorzelle(n). Somit muss die er-
folgreich metastasierende Zelle einen aufierst komplexen Phanotyp aufweisen, um eine
klinisch relevante Metastase ausbilden zu kénnen. Dieser Phanotyp ist durch kurzzeitige
oder permanente Veranderungen von unterschiedlichen Genen auf der DNA- oder
mRNA-Ebene gekennzeichnet (Radinsky und Fidler, 1992). Eine wichtige Rolle in der
Modulation der Genexpression spielen Interaktionen zwischen den abgeldésten Tumor-
zellen und verschiedenen Faktoren der neubesiedelten Organe. Diese Wechselwirkungen
konnen zu einer organspezifischen Metastasierung flihren, einem Phanomen, das im

nachsten Kapitel ausflhrlicher behandelt wird.
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Transformation = Angiogenese Invasion/ Intravasation/
Migration Dissoziation

uoljeulwassiqg

Proliferation = Extravasation Adhasion Arretierung
der Tumorzellen
im Kapillarbett

—» Angiogenese |

Metastasen

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Einzelschritte, die zur Entwicklung von Kklinisch
relevanten Metastasen fiihren (Abb. entnommen aus Berman et al., 2001). Zur Verdeutlichung sind
Tumorzellen rot dargestellt.

1.3.2 Faktoren der organspezifischen Metastasierung

Die Leber ist, gefolgt von der Lunge, aufgrund von anatomischen und biologischen
Determinanten das von Fernmetastasen des Kolons am haufigsten befallene Organ. In
40% aller Autopsien ist nur die Leber von einer Metastasierung betroffen. Eine Metasta-
sierung in andere Organe erfolgt nur sehr selten, ohne dass gleichzeitig Leber oder Lunge
besiedelt werden (Weiss et al., 1986). Von der Leber wird die venése Drainage der intra-
abdominalen Eingeweide filtriert, wodurch sie leicht fir disseminierende Tumorzellen
eines CRC zu erreichen ist. Nur sehr wenige der disseminierenden Tumorzellen fiihren
zur Ausbildung von Metastasen, da die meisten der zirkulierenden Zellen schnell ab-
sterben (Fidler, 1973). Ein Versuch mit Maus-B16-Melanomzellen zeigte, dass 24
Stunden nach Eintritt in die Blutzirkulation nur noch weniger als 1% der Zellen am Leben
war. Nicht einmal 0,1% dieser Uberlebenden Tumorzellen konnten letztendlich Metas-
tasen ausbilden (Fidler, 1970). Wahrscheinlich sind einfache mechanische Faktoren wie
Blutturbulenzen die Ursache fir den schnellen Tod der meisten zirkulierenden Zellen. Zu-
satzlich werden Verteidigungsmechanismen des Wirts durch Immunzellen oder Nicht-

Immunzellen (z.B. Endothelzellen) und die Bildung von Stickoxiden als Grunde fur das
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rasche Absterben der Tumorzellen diskutiert (Fidler, 1970 und 1973). ,Schicksals”-
Studien mit radioaktiv-markierten Krebszellen, die in den Kreislauf von isogenen Mausen
injiziert wurden, demonstrierten, dass die Tumorzellen das Gefal3bett vieler Organe er-
reichen konnten. Dennoch wurden Metastasen nur in wenigen der betroffenen Organe
gebildet. Isaiah Fidler (1973) folgerte aus diesen Studien, dass lebende Tumorzellen, die
ein Organ erreicht haben, dort nicht zwangslaufig proliferieren und Metastasen ausbilden
kdénnen.

Eine erfolgreiche Metastasierung hangt also neben den anatomischen Gegebenheiten
ebenfalls wesentlich von Interaktionen der sich ausbreitenden Tumorzellen mit einem
passenden Milieu ab. Dieses dargebotene Milieu ist fir jedes von Tumorzellen befallene
Organ spezifisch (Radinsky und Fidler, 1992). Die Suche nach den regulierenden Fak-
toren der Metastasierung hat ihren Ursprung im Jahr 1889, als Stephen Paget Daten von
Frauen analysierte, die an Krebs verstorben waren. Er bemerkte eine Korrelation
zwischen der Ausbildung von Knochenmetastasen und der Art des Primartumors. Paget
schloss daraus, dass der Befall von Organen durch metastasierende Tumorzellen kein zu-
falliges Ereignis ist. Hierauf griindete er seine Hypothese, dass Metastasen sich nur ent-
wickeln konnen, wenn die ,Saat‘ (Tumorzellen mit bestimmten metastatischen Fahig-
keiten) und der ,Boden“ (Organe, die einen Wachstumsvorteil fur die ,Saat® besitzen)
kompatibel sind (Paget, 1889). James Ewing widersprach rund 40 Jahre spater der ,Saat
und Boden“-Theorie. Er stellte seinerseits die Hypothese auf, dass eine metastatische
Verbreitung ausschliel3lich auf mechanische Faktoren zurtckzufuhren ist, die durch ana-
tomische Strukturen des Gefallsystems erklarbar seien (Ewing, 1928). Schlief3lich fuhrte
eine detaillierte Analyse von klinischen Studien, bezuglich der Praferenz von malignen
Neoplasmen, ein entfernt liegendes Organ zu besiedeln, zu zwei bis heute akzeptierten
Schlussfolgerungen (Sugarbaker, 1981):

1)  Viele regionale Metastasen konnen durch anatomische oder mechanische
Uberlegungen erklart werden, beispielsweise durch eine lymphatische Entleerung in die
regionalen Lymphknoten.

2) Die Besiedlung von entfernt liegenden Organen durch metastasierende Zellen

zahlreicher Krebsarten folgt einem eigenen organspezifischen Muster.
Zusatzliche experimentelle Unterstiitzung erhielt die ,Saat und Boden“-Hypothese durch
Studien, die eine bevorzugte Metastasierung von Melanomzellen in spezifische Organe
demonstrierten. Die Zellen wurden intramuskular in isogene Mause implantiert und ent-
wickelten Metastasen in Lungen und Ovargeweben aber niemals in den Nieren (Hart und
Fidler, 1980). Zahlreiche weitere Studien bestatigten die Organspezifitat der Metasta-
sierung verschiedener Krebsarten, sowohl in experimentellen als auch in klinischen
Ansatzen (Tarin et al., 1984; Fidler und Radinsky, 1990; Fidler, 2002).
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Auf den Einfluss von organspezifischen Faktoren auf verschiedene Einzelschritte der

metastatischen Kaskade soll im nachfolgenden genauer eingegangen werden.

1.3.2.1 Adhéasionsmolekiile und die organspezifische Metastasierung

Basierend auf ihren biochemischen Strukturen kénnen Adhasionsmolekiile in vier Grup-
pen eingeteilt werden: Integrine, Cadherine, Selektine und Molekiile der Immunglobulin-
Superfamilie. Die Invasion der Basalmembran (BM) und der extrazellularen Matrix (EZM)
wird haufig als ein einzelner Schritt der Metastasierungskaskade angesehen. Genauer be-
trachtet kann die Invasion aber in zahlreiche Einzelschritte unterteilt werden, in denen die
Adhasionsmolekile unterschiedliche Rollen spielen.

Tumorzellen zirkulieren im Blutkreislauf oft als Zellklumpen, nachdem sie durch Kohasion
Komplexe mit anderen Tumorzellen gebildet haben. Auffallig ist, dass die miteinander
aggregierten Tumorzellen eine deutlich erhdhte Fahigkeit zeigen, in der Blutzirkulation zu
Uberleben (Fidler, 1973; Nicolson, 1988). Der gleiche Effekt wird beobachtet, wenn die
Tumorzellen sich an Wirtszellen wie Blutplattchen oder Lymphozyten heften (Fidler und
Bucana, 1977; Gasic, 1984). Werden diese Emboli durch das Herz transportiert, gelangen
sie in das Kapillarbett der Leber oder Lunge und kdnnen dort arretieren. Veranderungen
in der Expression von Zelladhasionsmolekilen (CAM) der Immunglobulin-Familie spielen
eine wichtige Rolle im Prozess der Invasion und Metastasierung (Johnson, 1991). Zu
dieser Familie gehdrt das ,Carcinoembryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 5°
(CEA, CEACAMS), der zur Diagnostik einer humanen Erkrankung an kolorektalem Krebs
am haufigsten verwendete Marker (Jessup und Gallick, 1992). Eine Studie verdeutlichte,
dass eine verstarkte Expression von CEA die Fahigkeit von Tumorzellen, an andere
Tumorzellen zu adharieren, erhohte (Benchimol et al., 1989). In einer anderen Studie be-
wirkte die stabile Transfektion von humanen Kolonkarzinomzellen mit der cONA von CEA
eine deutliche Erhéhung des metastatischen Potentials der Zellen (Hashino et al., 1994).
Verfangen sich Emboli aus Tumorzellen im Lumen kleinerer Gefalte der Leberzirkulation,
so reicht dies allein flr die Ausbildung einer Metastase noch nicht aus. Erst die Expres-
sion von spezifischen Adhasionsmolekulen an der Zelloberflache ermoglicht eine Anhef-
tung von Tumorzellen an die GefalRwand von befallenen Organen mittels einer Rezeptor-
Ligand-Interaktion. Als nachster Schritt kann dann eine Degradation der GefaRwand ein-
geleitet werden. Tumorzellen, die ein bestimmtes Muster an Adhasionsmolekulen auf ihrer
Zelloberflache prasentieren, besitzen eine Praferenz fir die Metastasierung in einem
spezifischen Organ. Unter Verwendung der in vivo-Videomikroskopie konnte beispiels-
weise gezeigt werden, dass fur eine Extravasation von Krebszellen in das Leber-

parenchym der Maus eine Integringesteuerte Adhasion notwendig ist (Morris et al., 1997).
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Adhasionsmolekile der Integrinfamilie agieren als Zelloberflachenrezeptoren, die spezi-
fisch an die Laminin-, Fibronektin- und Kollagenkomponenten der EZM binden (Koretz et
al., 1991; Ruoslahti, 1991). An der Oberflache von humanen Kolonkarzinomzellen werden
viele unterschiedliche Integrine exprimiert (Koretz et al., 1991). Metastasierende Krebs-
zellen werden auf ihrem Weg sich standig verandernden Gewebeumgebungen aus-
gesetzt, die jeweils neue Matrixkomponenten prasentieren. Folglich bendtigt eine erfolg-
reiche Kolonialisierung eines neuen Organs die Anpassung der mehr als 22 moéglichen
a- oder RB-Integrin-Untereinheiten mit unterschiedlichen Substratpraferenzen an die um-
gebende Matrix. Tatsachlich konnte in Krebszellen ein Wechsel in der Integrinexpression
beobachtet werden. Integrine, die bevorzugt an die EZM von normalen Epithelien binden,
wurden durch Integrine ersetzt, die vorzugsweise an die degradierten, stromalen Kompo-
nenten eines befallenen Organs binden, und somit eine nachfolgende Invasion er-
maoglichen (Lukashev und Werb, 1998). Die experimentell erzwungene Expression von
verschiedenen Integrinuntereinheiten in kultivierten Zellen konnte das invasive Verhalten
der Zellen erhdhen oder verhindern (Varner und Cheresh, 1996). Nachdem die Tumor-
zellen sich an die EZM und BM angeheftet und degradierende Substanzen produziert
haben, mussen sie sich wieder ablésen kénnen, um in das darunterliegende Stroma zu
migrieren. Pignatelli et al. (1990) zeigten, dass ein gradueller Abfall der Integrinexpression
mit der Tumorprogression assoziiert ist. Dies konnte darauf deuten, dass aggressivere
Krebsarten in dieser Phase bestimmte Integrine nicht mehr exprimieren und somit die
Ablésung von der EZM und BM erleichtert wird.

Ein Beispiel flr die komplexen Interaktionen stellt der E-Cadherin/a-Catenin-Zell-Zell-
Adhasionskomplex dar, dessen erniedrigte Expression die Abldsung von Tumorzellen aus
primaren Lasionen beschleunigt. Dieser Vorgang ist assoziiert mit einem héheren metas-
tatischen Potential, einer erniedrigten Differenzierung und einer schlechteren Prognose
fur Kolonkarzinome (Raftopoulos et al., 1998). E-Cadherin ist ein homotypisches Zell-Zell-
Interaktionsmolekiil, das ubiquitar von epithelialen Zellen exprimiert wird. Die Verknipfung
von Zellen Uber E-Cadherin Briicken resultiert in der Ausschiittung von negativen
Proliferationssignalen durch zytoplasmatischen Kontakt mit 3-Catenin (Christofori und
Semb, 1999). E-Cadherin agiert somit als ein Antagonist des invasiven und metasta-
sierenden Potentials von epithelialen Krebsformen. Allerdings sind dessen Funktionen
durch unterschiedliche Mechanismen in der Mehrzahl von epithelialen Krebsarten
verlorengegangen.

Ein weiteres Adhasionsmolekiil, fir das eine Rolle in der Lebermetastasierung beschrie-
ben wurde, ist der Zelloberflachenrezeptor CD44 (Tanabe et al., 1993). CD44 kann an
CEA, Komponenten der EZM (Hyaluronsaure) und an Osteopontin binden (Faassen et al.,
1992; Jalkanen und Jalkanen, 1992; Weber et al., 1996). Die Bindung von Osteopontin an
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CD44 induziert eine zellulare Chemotaxis aber keine homotypische Aggregation, wie sie
durch eine Interaktion von CD44 mit Hyaluronsaure bewirkt wird. Diese unterschiedlichen
Reaktionen auf eine Bindung an CD44 werden mdglicherweise von Tumorzellen aus-
genutzt, denn im Prozess der Metastasierung kdnnte eine Bindung von Osteopontin an
CD44 die Migration durch die EZM regulieren. Anschliel3end erhalten Tumorzellen in neu
besiedelten Geweben einen Wachstumsvorteil durch Bindung von CD44 an Hyaluron-
saure (Weber et al., 1996). Der mRNA-Spiegel von CD44 war in humanen CRC-Zellen im
Vergleich zur angrenzenden normalen Mukosa deutlich erhéht (Stamenkovic et al., 1991).
Zusatzlich wurde ein abnormales Aktivitdtsmuster von CD44 in malignen Kolon-
karzinomen beschrieben, aber nicht in normalen Geweben (Matsumura und Tarin, 1992;
Choi et al., 2000).

1.3.2.2 Migration und Invasion

Die Migration stellt einen zentralen Prozess der Metastasierung dar, der eine lokale Inva-
sion, Intravasation und Extravasation der Tumorzellen durch aktive Beweglichkeit der
Zellen ermdglicht. Hierbei vollziehen migrierende Zellen eine durch parakrine und auto-
krine Faktoren stimulierte pseudopodiale Vorwartsbewegung (Price et al., 1997). Der
erste Schritt im Prozess der Migration flhrt durch eine Auswélbung (Protrusion) der
Plasmamembran zur Bildung von Lamellipodien oder Filopodien. Nachdem sich die
Membranauswolbungen an ein Substrat angeheftet haben, kann der Zellkérper durch
kontraktile Krafte, die durch Interaktionen von Myosin mit Aktinflamenten entstehen,
wandern. Gleichzeitig muss sich die Zelle am ,Zellende“ durch ZerreiRen der Zell-
Substrat-Verbindungen ablésen (Lauffenburger und Horwitz, 1996). Gutman und Fidler
zeigten 1995, dass eine erhdhte Zellmotilitat das Invasionsvermégen von Tumorzellen er-
hoht. Eine durch einen Wachstumsfaktor induzierte chemotaktische Anziehung hat eine
gerichtete Wanderung zur Folge und flihrt beispielsweise zu einer gerichteten Migration
von Leukozyten an den Ort einer Entziindung. Bisher wurden als Mitglieder der Super-
familie der ,Chemokine® bereits Gber 40 humane Zytokine identifiziert, wie beispielsweise
»interleukin 1, alpha“ (IL1A) und , Tumor Necrosis Factor® (TNF, Taub, 2000).

Die Degradierung der BM und der EZM ist ein weiterer wesentlicher Mechanismus fur die
Invasion von Tumorzellen in das Parenchym von Organen. Die EZM und BM stellen eine
Barriere zwischen den epithelialen Zellen und dem Stroma dar und bestehen aus einer
Mischung von Komponenten des Bindegewebes (Nakajima et al., 1988). lhre komplexen
Mixturen enthalten Kollagen, Laminin, Proteoglykan und andere Molekile, die von epithe-
lialen und stromalen Zellen produziert werden (Liotta, 1986). Kollagen bildet die struktu-

relle Unterstlitzung fur die BM, wohingegen Laminin eine Rolle in der zellularen Adhasion
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spielt (Liotta, 1986). Metastasierende Tumorzellen produzieren verschiedene Proteasen
und Glykosidasen, die Komponenten der EZM und BM degradieren konnen. Die
Produktion dieser Enzyme wie Typ IV Kollagenase und Heparinase in humanen Kolon-
krebszellen korreliert mit den invasiven Fahigkeiten der Zellen. Typ IV kollagenolytische
Metalloproteinasen zersetzen die Membran durch Degradierung von Laminin und
Kollagen Typ IV (Liotta, 1986; Boyd et al., 1989). Verschiedene Isoformen an Typ IV
kollagenolytischen Proteasen mit Molekularmassen von 98, 92, 80, 68 und 64 kD wurden
in stark metastasierenden Zellen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu sezernieren wenig
metastasierende Zellen lediglich eine Isoform (92 kD) in geringen Mengen (Morikawa et
al., 1988b).

Die Kollagenase vom Typ IV kann durch Plasmin aktiviert werden, eine Serinprotease, die
aus Plasminogen abgespalten wird. Die Abspaltung von Plasmin erfolgt nach Bindung des
Plasminogenaktivators vom Urokinasetyp (UPA) an den uPA-Rezeptor. Als weitere
Komponenten des komplexen uPA-Systems kontrollieren die Inhibitoren PAI-1 und PAI-2
die Aktivitat von uPA (Weidle et al., 1994). Zusatzlich induziert Plasmin die Degradierung
von Laminin in der Basalmembran und erleichtert somit die Invasionsfahigkeit von uPA
sezernierenden humanen Krebszellen des Kolons.

Ein anderer Hauptbestandteil der extrazelluldren Matrix sind die Proteoglykane, wie
Chondroitinsulfat, Heparansulfat, Hyaluronat und Heparin. Obwohl ihre genaue Funktion
noch nicht geklart ist, wird unter anderem vermutet, dass die Molekule ein Reservoir fur
Wachstumsfaktoren wie beispielsweise ,Transforming Growth Factor, beta 1“ (TGFB1)
darstellen kdnnten. Wird die EZM durch Enzyme degradiert, kann TGFB1 in einer aktiven
Form freigesetzt werden (Chakrabarty et al., 1990). Deshalb kénnten die Proteoglykane
indirekt eine wichtige Rolle in der Wachstumsregulierung und Differenzierung von Tumor-

zellen spielen.

1.3.2.3 Die organspezifische Modulation der Proliferation von Tumorzellen

Die Proliferation von metastasierenden Zellen wird in den Wirtsgeweben von autokrinen,
parakrinen oder endokrinen Signalen beeinflusst und ist von der Balance zwischen
stimulierenden und hemmenden Signalen abhangig (Fidler, 1990). Eine Verstarkung der
Proliferation kann in den metastatisch befallenen Organen durch sekundar aktivierte
Onkogene oder durch parakrine Stimuli (Wachstumsfaktoren) ausgeldst werden. Schon
1914 beobachteten Jones und Rous ein verstarktes Wachstum von Krebszellen in einem
verletzten Gewebe. Verwundete Stellen wurden seitdem in verschiedenen Geweben und
Spezies als bevorzugte Orte fur die Proliferation von malignen Zellen beschrieben

(Radinsky, 1993). Wird die Leber verletzt oder teilweise entfernt, treten Folge-
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erscheinungen wie schnelle Zellteilungen (Hyperplasia) oder quantitative Veranderungen
der Genexpression auf (Michalopoulos, 1990). Eine Leberresektion mit anschliel3ender
Regeneration fuhrte zu einer Wachstumsstimulierung von humanen Kolonkarzinom-
zellen, die subkutan in Nacktmause implantiert wurden (Fidler, 1990). Eine parallel dazu
durchgeflihrte Nephrektomie oder Kontrolloperation bewirkte dahingegen keine Stimulie-
rung der Proliferation. Diese Ergebnisse erharteten die Hypothese, dass die Transkription
wahrend der Leberregeneration durch |8sliche Faktoren im peripheren Blut stimuliert wird.
Insbesondere die Leber bietet Tumorzellen eine reiche Quelle an Wachstumsfaktoren und
nahrstoffreichem Blut. Dieses besonders vorteilhafte Milieu konnte einer der Griinde sein,
weshalb wandernde Krebszellen vergleichsweise haufig in der Leber Zweittumore bilden
kénnen. Eine Beschadigung des normalen Lebergewebes, mdéglicherweise verursacht
durch abgeléste Zellklumpen eines CRC, stimuliert die Freisetzung von Wachstums-
faktoren, um die Reparatur des Gewebes zu ermdglichen. Diese mitogenen Faktoren
konnten gleichzeitig die Proliferation von empfanglichen, malignen Tumorzellen, die
kompatible Rezeptoren exprimieren, stimulieren und somit zur Ausbildung einer Fern-
metastase in dem Organ flhren. Eine moderne Interpretation von Pagets ,Saat und
Boden“-Hypothese sollte diese Punkte beriicksichtigen (Radinsky et al., 1995).

In unterschiedlichen Geweben werden verschiedene Wachstumsfaktoren exprimiert. Bei-
spielsweise wird der ,Insulin-like Growth Factor-1“ (IGF-1) vorwiegend in der Leber
synthetisiert und férdert dort das Zellwachstum durch die Kontrolle des Zellzyklus durch
den G1-Schritt (Stiles et al., 1979; Zarrilli et al., 1994). Von der Leber sezerniertes IGF-I
stimuliert die Proliferation von metastasierenden Karzinomzellen, ein Effekt, der mit der
Oberflachendichte des IGF-I-Rezeptors (IGF-IR) in den Tumorzellen korreliert (Guo et al.,
1992; Long et al., 1994).

Der ,Transforming Growth Factor, alpha“ (TGFA) agiert in den Hepatozyten durch einen
autokrinen Mechanismus als physiologischer Regulator der Leberregeneration
(Michalopoulos, 1990). TGFA stimuliert ebenfalls die Proliferation von normalen Epithel-
zellen des Kolons und Ubt seine Effekte durch eine spezifische Bindung an den ,Epithelial
Growth Factor-Receptor” (EGF-R) aus (Markowitz et al., 1990). Mittels der Ligand-
Rezeptor-Interaktion wird eine Serie von schnellen Antworten induziert. Dies sind unter
anderem die Phosphorylierung von Tyrosinresten des EGF-Rezeptors, die Hydrolyse von
Phospatidylinositol und die Freisetzung von Ca?* aus intrazelluldren Speichern (van der
Geer et al, 1994). In dem Kontext wurde eine erhohte EGF-Rezeptordichte in

menschlichen Kolonkarzinomen identifiziert (Radinsky et al., 1993).



Einleitung 11

1.3.2.4 Regulation der Angiogenese durch das Milieu eines befallenen Organs

Damit Zellen proliferieren und auch mit zunehmender Tumormasse Uberleben kdnnen,
mussen sie stets ausreichend mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt sein. Zusatzlich ist
eine standige Abfuhrung von toxischen Molekilen notwendig. Sauerstoff kann aus den
Kapillaren nur 150-200 ym weit diffundieren, so dass Zellen, die sich weiter entfernt von
der Blutversorgung aufhalten, absterben. Fir ein makroskopisches Wachstum der
Tumormasse ist deshalb das Einsprossen von BlutgefaRen in Primartumorgewebe und
Metastasen grundlegend.

Die Neovaskularisierung besteht aus zahlreichen voneinander unabhangigen Schritten
(Folkman, 1986). Zuerst erfolgt eine Invasion von mikrovaskuldren Endothelzellen in das
umgebende Stroma gefolgt von der Migration dieser Zellen in Richtung einer angio-
genischen Stimulation. Daraufhin organisieren sich die proliferierenden Endothelzellen in
dreidimensionale Strukturen und bilden neue Kapillarréhren aus (Auerbach und Auerbach,
1994). Diese neugebildeten Gefalte in den Neoplasmen unterscheiden sich wesentlich in
der zellularen Zusammensetzung, der Gefaltdurchlassigkeit, der Stabilitat und der Wachs-
tumsregulation von BlutgefalRen in normalen Geweben (Folkman, 1986). Studien zeigten,
dass ein Primartumor mit einer besseren Gefallversorgung eine groRere Chance besitzt
Fernmetastasen auszubilden (Weidner, 1995). Es wird vermutet, dass eine bessere
Gefalbildung zu einem groReren Primartumor und somit zu einer erweiterten Oberflache
fuhrt, von der aus Tumorzellen in die Zirkulation eintreten kénnen.

Seit der ersten Entdeckung von Folkman (1986), dass die Tumorentwicklung wesentlich
von der Angiogenese abhangt, wurden mehr als zwei Dutzend positive und in etwa gleich
viele negative Regulatoren der Angiogenese identifiziert (Hanahan und Weinberg, 2000).
Zu den (pro-) angiogenetischen Faktoren gehoéren der ,Fibroblast Growth Factor 2, basic®
(FGF2) und der ,Vascular Endothelial Growth Factor® (VEGF). Beide Wachstumsfaktoren
binden an transmembrane Tyrosin-Kinase-Rezeptoren der Endothelzellen. FGF2 induziert
die Proliferation von endothelialen Zellen, stimuliert die Migration der Zellen und bewirkt
eine verstarkte Produktion von Proteasen (Folkman und Klagsbrun, 1987; Folkman,
2003). Die Expression von FGF2 durch Tumorzellen ist vom Ort des Tumorwachstums
abhangig. Dies zeigte die Implantation von humanen Zellen eines Nierenzellkarzinoms in
verschiedene Organumgebungen von Nacktmausen. Tumorzellen, die in die Niere
implantiert wurden, exprimierten 10-20 mal so viel an FGF2 wie subkutan implantierte
Tumorzellen und die resultierenden Tumore in den Nieren waren deutlich starker vasku-
larisiert als die subkutanen Tumore (Singh et al., 1994). VEGF induziert die Proliferation
von endothelialen Zellen, erhdht die vaskulare Permeabilitdt und stimuliert die Expression
von uPA in endothelialen Zellen (Dvorak et al., 1995). Die Mehrzahl der Lebermetastasen

aus humanem kolorektalen Krebs exprimieren VEGF. Gleichzeitig wurde eine erhohte
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Expression von Rezeptoren fiur VEGF wie beispielsweise des ,Kinase-insert Domain
Receptor” (KDR) in endothelialen Zellen der metastasierenden Tumormasse beobachtet
(Warren et al., 1995). Ein prominenter Angiogenese-Inhibitor ist ,Thrombospondin 1*
(THBS1). THBS1 bindet an CD36, einen von endothelialen Zellen exprimierten Rezeptor
(Bull et al., 1994). Die Expression von VEGF und THBS1 in Tumorzellen wird vom
Tumorsuppressor SMAD4 (SMAD: ,Mothers Against DPP Homolog®) geregelt. SMAD4
liegt in etwa jedem dritten metastasierenden Kolonkarzinom funktionell inaktiviert vor
(Miyaki et al., 1999). Die subkutane Injektion von SMADA4-negativen Zellen eines
Pankreaskarzinoms in Nacktmause fihrte zu progressiv wachsenden Tumoren, die viel
VEGF und wenig THBS1 exprimierten. Durch dieses spezifische Genexpressionsmuster
wurden Endothelzellen in der Maus aktiviert, Angiogenese induziert und das weitere
Tumorwachstum ermoglicht. Die Reexpression von SMAD4 flihrte zu einer reduzierten
Expression von VEGF und zu einer erhéhten Expression von Thrombospondin 1. Hieraus
resultierte eine Absenkung des angiogenen Potentials der Tumorzellen und somit eine
mangelnde Durchblutung der Tumormasse. Als Folge wurde das weitere Wachstum der
Tumore gebremst (Schwarte-Waldhoff et al., 2000).

1.4 Methoden zur Analyse differentieller Genexpression

Ein genetischer Meilenstein, die Entschlisselung der genomischen Sequenz vieler
Spezies bis hin zum Genom des Menschen, wurde erreicht (McPherson et al., 2001;
Venter et al., 2001).

Die Sequenzanalyse stellt allerdings nur den ersten Schritt zur Aufschliisselung der gene-
tischen Komplexitat dar. Die nachste Ebene wird die Bestimmung der zeitlich und lokal
begrenzten Expression der Gene sein. Im menschlichen Genom kodieren nur etwa 1,5%
der 3,2 Milliarden Basenpaare fur Gene. Von diesem zur Verfigung stehenden Genpool
wird in einer einzelnen Zelle zum jeweiligen Zeitpunkt nur ein kleiner Teil exprimiert, wobei
die Regulation der Gentranskription durch restriktive Kontrollmechanismen gesteuert wird
(Alberts, 1994). Die mRNA-Population einer Zelle besteht aus etwa 10000-20000
verschiedenen mRNA-Molekillen, wobei man haufige, mittel haufige, seltene und sehr
seltene mRNA unterscheidet. Man schatzt, dass ~ 85% der exprimierten Gene in weniger
als 5 Transkript-Kopien pro Zelle vorkommen. Velculescu et al. (1999) zeigten in einer
umfassenden Genexpressionsanalyse, dass die 623 am starksten exprimierten Gene zu
50% des Gesamt-mRNA-Anteils beitrugen und dass der durchschnittliche Expressions-
spiegel eines Transkripts pro Kolonkarzinomzelle 0,5 bis 2672 Kopien/Zelle betragen

kann.



Einleitung 13

Die Entstehung von Krebs basiert auf genetischen und epigenetischen Veranderungen,
die sich haufig in einer veranderten Genexpression ausdriicken. Diese tumorspezifischen
Alterationen in der Genexpression resultieren in Zellen, die sich aggressiv vermehren und
samtliche Schritte der metastatischen Kaskade durchlaufen kénnen. Daher ist zum
genaueren Verstandnis der Tumorprogression von kolorektalen Karzinomen die
Erfassung der differentiellen Genexpression ein weiterer wichtiger Fortschritt.

Das ,Expressed Sequence Tag“ (EST)-Projekt bildete eine erste wertvolle Quelle zur Erst-
identifizierung von funktionellen Genen (Adams et al., 1991). Vergleichbar mit anderen
Verfahren wie der ,Northernblot“-Analyse, der ,RNase-protection®- und RT-PCR-Technik
kénnen hierbei aber nur eine sehr begrenzte Anzahl von Genen gleichzeitig analysiert
werden (Alwine et al., 1977; Zinn et al., 1983; Veres et al., 1987).

Zu diesem Zweck wurden in den letzten Jahren Techniken flir eine massiv-parallele Ana-
lyse der Genexpression entwickelt. Die ausgearbeiteten Methoden basieren ebenfalls auf
Mechanismen, die die verschiedenen mRNA-Transkriptzahlen in einem Gewebe oder
einer Zellprobe messen. Dazu gehoren die ,Serielle Analyse der Genexpression“ (SAGE,
Velculescu et al., 1995) und die ,Differential Display“-RT-PCR (DDRT-PCR, Liang und
Pardee, 1992). Weitere PCR-basierte cDNA-Subtraktionstechniken wie die ,Represen-
tational Difference“-Analyse (RDA) und die ,Supression Subtractive“-Hybridisierung (SSH)
wurden entwickelt (Lisitsyn und Wigler, 1993; Diatchenko et al., 1996). Letztendlich wurde
die Hybridisierung auf Mikroarrays als wichtiges Verfahren zur Genexpressionsanalyse
beschrieben (Lockhart et al., 1996).

Die SAGE stellt einen quantitativen Assay zur Identifikation des Expressionsprofils eines
Systems dar. Der Nachteil bei dieser Methode liegt darin, dass man zwischen 200000 und
300000 kurze, synthetisierte Sequenzen (,tags") sequenzieren muss, um auch seltene
Gene identifizieren zu kénnen. Dies birgt einen enormen Arbeitsaufwand in sich.

Bei der PCR-basierten cDNA-Subtraktion werden grundsatzlich zwei zu vergleichende
MRNA- oder cDNA-Populationen (z.B. aus zwei Zelllinien oder zwei Geweben) mit-
einander hybridisiert und differentiell exprimierte mRNA bzw. cDNA angereichert. Der Vor-
teil dieser Techniken ist, das eine differentielle Expression von bisher unbekannten Genen
identifiziert werden kann, da fUr die Versuchsdurchfiihrung keine Sequenzinformationen
notig sind. Ein weiterer entscheidender Vorteil der PCR-basierten Subtraktionstechniken
gegeniber allen anderen Methoden ist die Madglichkeit, auch seltene Transkripte
identifizieren zu konnen (Bertram et al., 1998). Der Nachteil liegt aber darin, dass
entweder nur eine limitierende Anzahl an Genen untersucht werden kann (z.B. DDRT-
PCR), oder dass keine quantitativen Aussagen gemacht werden kénnen (z.B. SSH).

In den letzten Jahren ist die Entwicklung und Nutzung von Mikroarrays zur Gen-

expressionsanalyse immer mehr in den Vordergrund gerlckt (Notterman et al., 2001;
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Ramaswamy und Golub, 2002; Wang et al., 2004). Mikroarray-basierte Techniken beru-
hen auf der Hybridisierung von mRNA- oder cDNA-Populationen auf einen Trager
(Nylonmembran oder Glas), auf den Nukleinsduren in hoher Dichte immobilisiert oder syn-
thetisiert wurden (Schena et al.,, 1995; Lockhart et al., 1996). Durch die Positionierung
bekannter Molekiile in einem definierten Raster entsteht eine Sonden-Matrix, mit deren
Hilfe sich aus dem Pool einer komplexen Probe durch eine hochspezifische Hybridi-
sierung genau das Gegenstiick finden und detektieren lasst. Uber einen Vergleich der
Hybridisierungsmuster von zwei mRNA- bzw. cDNA-Populationen kénnen anschliel3end
differentiell exprimierte Gene bzw. cDNA identifiziert werden. Die in der vorliegenden
Arbeit dargestellten Ergebnisse basieren primar auf Untersuchungen mit Oligonukleotid-
Mikroarrays, deren Einsatzmdglichkeiten und limitierende Faktoren im folgenden Kapitel

eingehender beschrieben werden.

1.4.1 Qualitatskriterien und Anwendungsfelder fiir Oligonukleotid-Mikroarrays

Anfanglich wurden cDNA-Bibliotheken zur Positionierung auf Oberflachen verwendet
(Gress et al., 1992). Mit der Fertigstellung und 6ffentlichen Zuganglichkeit der genomi-
schen Sequenz ganzer Organismen konnten bekannte oder vorhergesagte ORF (,Open
Reading Frames®), spezifisch amplifiziert und positioniert werden (DeRisi et al., 1997;
Hauser et al., 1998). Andererseits konnten nun ebenfalls kurze Sequenzbereiche synthe-
tisiert und auf einer Quarzmatrix verankert werden (Fodor et al., 1991; Pease et al., 1994).
Bei der Verwendung von kurzen Oligonukleotiden besteht eine erhebliche Gefahr flir Fehl-
hybridisierungen. Zur Vermeidung der resultierenden ,falsch-positiven* Hybridisierungs-
signale wird jedes Gen auf dem neuesten ,Human Genome*- (HG-) U133 Plus 2.0 Gene-
Chip® der Firma Affymetrix' von 11 verschiedenen Oligonukleotiden repréasentiert. Diese
werden als 25mer in hoher Kopienzahl auf eine Flache von 11 um? (Probenzelle) synthe-
tisiert. Ein zweites sogenanntes ,MisMatch®-Oligonukleotid (mit zentralem Basenaus-
tausch) dient als Kontrolle fiir Kreuzhybridisierungen. Uber 2,7 Millionen dieser Proben-
zellen sind auf einem HG-U133 Plus 2.0-Array untergebracht. Ein Vorteil der Verwendung
von kurzen, spezifischen Oligonukleotiden besteht darin, dass zumeist auch noch sehr
nahe miteinander verwandte Sequenzen voneinander unterschieden werden kénnen
(Kane et al., 2000).

Sensitivitdtsexperimente mit den HG-U133 Plus 2.0-Arrays zeigten, dass die Detektions-
grenze fir mRNA bei 0,75 pM lag. Somit kann ein Transkript unter 200000 Transkripten

identifiziert werden. Die Reproduzierbarkeit der durch Hybridisierung von Oligonukleotid-

! http://www.affymetrix.com/products/arrays/specific/hgu133plus.affx
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Mikroarrays erhaltenen Ergebnisse wurde in einer Vielzahl von friheren Experimenten
bestatigt (Wodicka et al., 1997; Lipshutz et al., 1999). Die Resultate zeigten, das die Platt-
form der Firma Affymetrix verlasslich Expressionsunterschiede bei einem Differenzfaktor
von > 2 detektieren kann. Die H6he von Variationen zwischen zwei identischen Proben in
mehreren voneinander unabhangigen Hybridisierungen wurde als < 2% bestimmt.
Analysen mit DNA-Mikroarrays kdnnen zum Vergleich von krankem Gewebe (z.B. Tumor)
gegen Normalgewebe verwendet werden (Golub et al., 1999). Andererseits eignen sie
sich zur Untersuchung von Zellkulturen, die unterschiedlichen Bedingungen wie Stress-
faktoren oder Medikamenten ausgesetzt wurden. Es wird geschatzt, das nur circa
0,2-10% aller mRNA-Spezies einer humanen Zelle zwischen Tumor- und Normal-
geweben differentiell exprimiert vorliegen. Ein Verstandnis der kritischen Veranderungen
aller Gene in einem solchen experimentellen Ansatz kann durch eine gesamtgenomische
Analyse mit dem HG-U133 Plus 2.0-Array ermdglicht werden. Durch die Verwendung der
Mikroarrays ist es au3erdem maoglich, Stoffwechselwege oder Funktionshierarchien durch
transgene Modellsysteme aufzuklaren. Effekte im Genexpressionsprofil, die durch
Manipulationen wie z.B. eine stabile Transfektion von Expressionskassetten mit Onko-
genen oder Tumorsuppressorgenen erzeugt wurden, kénnen anschlieend im grof3en
Maldstab untersucht werden. Zusatzlich kann das Expressionsprofil von neuen Genen, die
zur Zeit noch als anonyme Sequenzen (EST) vorliegen, erstellt werden. Die Identifizierung
einer spezifischen Expression von Genen/EST in abgegrenzten Geweben (z.B. Metas-
tasengewebe) macht sie als Kandidaten fur weiterfihrende Untersuchungen interessant.
Der Einsatz von DNA-Mikroarrays ist aber nicht ausschlieBlich auf die
Expressionsanalyse von Genen beschrankt. Weitere Anwendungsfelder ergeben sich vor
allem beim Nachweis von Mutationen und ,Single Nucleotide“-Polymorphismen (SNP,
Hacia, 1999; Fan et al., 2000; Melton, 2003). Der gezielte Einsatz von DNA-Mikroarrays
zur SNP-Analyse in Genen und kodierenden Regionen gilt als ein vielversprechender
Ansatz zum Auffinden komplexer krankheitsassoziierter Anderungen. Kennedy et al. be-
schrieben 2003 die ,Whole Genome Sampling“-Analyse (WGSA). Mit dieser Methode
kénnen Tausende von SNP in einer komplexen DNA-Probe parallel genotypisiert werden.
Durch das hohe Potential zur Automatisierung sowohl bei der Herstellung als auch
in der Anwendung haben DNA-Chips eine wirtschaftlich wichtige Bedeutung erlangt
(Smith, 2004). In der pharmazeutischen Industrie hat die Technologie der Mikroarrays vor
allem auf die Erforschung und Entwicklung therapeutisch wirksamer Substanzen einen
starken Einfluss (Xiang et al., 2003; Smith, 2004). Dabei hat sich die Transkriptom-
Analyse mit der DNA-Chiptechnologie, neben der globalen Proteom-Analyse mit MALDI-
TOF/TOF-Systemen als ein wichtiges Werkzeug zur Klarung der Wirkmechanismen von

Arzneimitteln und Chemikalien etabliert.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Bisher ist Uber die Anzahl und Identitédt der Gene, die bei der malignen Progression des
kolorektalen Karzinoms eine entscheidende Rolle spielen, nur wenig bekannt. Dem
Erreichen unterschiedlicher Stadien der metastatischen Kaskade liegen vielfaltige
genetische Veranderungen zugrunde. Diese driicken sich haufig in einem veranderten
Genexpressionsmuster aus, das in der vorliegenden Arbeit mit Oligonukleotid-Mikroarrays
untersucht werden soll. Dazu wird ein Kolonkarzinom-Modellsystem verwendet, das zum
einem aus einer nicht-metastasierenden humanen Primartumor-Zelllinie KM12C und zum
anderen aus zwei stark zur Leber metastasierenden Zelllinien, KM12SM und KM12L4A
besteht. Das von KM12C zu erstellende Expressionsprofil soll mit dem Expressionsprofil
der beiden metastasierenden Zelllinien verglichen werden. Diese wurden von KM12C
abgeleitet und sollten somit, mit Ausnahme von progressionsassoziierten Genen, die
Vielzahl der Gene vergleichbar exprimieren. Das Ziel dieser Arbeit ist, in diesem gut
charakterisierten Zellsystem differentiell exprimierte Gene zu identifizieren, von denen ein
Zusammenhang zur kolorektalen Metastasierung bisher noch nicht beschrieben wurde.
Durch den Einsatz von Oligonukleotid-Mikroarrays, die ausschlielllich EST-Sequenzen
enthalten, sollen zusatzlich bisher noch nicht bekannte Gene identifiziert werden. Durch
die Etablierung von transgenen Zellsystemen mit interessanten Kandidatengenen kdnnen
anschlief3end mit diesen Funktionsstudien durchgefuhrt werden.

Méglicherweise werden durch die ldentifizierung und teilweise Charakterisierung von
differentiell exprimierten Genen weitere wichtige Einblicke in die genetischen Grundlagen
der kolorektalen Tumormetastasierung erhalten. Zusatzlich kdnnten diese Gene Ziel-
objekte fur therapeutische Ansatze in der Behandlung metastasierender CRC darstellen

oder in der Prognose und Diagnostik von Nutzen sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Chemikalien und biochemische Reagenzien

[a-**P]dATP (370 MBg/ml)
Ammoniumacetat
Antifoam O-30
Antigen Retrieval- (AR-10-) Puffer
Antikérper-Verdinner
B-Mercaptoethanol
Betain

BSA (acetyliert)
Calcein-AM
Chloroform

DAPI

DMSO-Lésung (20%)
DNA-Ligase (E. coli)
EDTA

Eisessig

Eosin

Ethanol, absolut (p.A.)
Ethidiumbromid
Fibronektin
Formaldehyd (37%)
Glyzerin

H,0, (30%, Perhydrol)
Hamatoxylin
Heringssperma-DNA (fragmentiert)
Isopropanol
Kaninchenserum
Kollagen | und IV
Lachssperma-DNA
Laminin

LB-Agar
Lipofectamine 2000
MES

Amersham (Braunschweig)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
BioGenex (San Ramon, CA, USA)
DAKO (Hamburg)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roche (Mannheim)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Molecular Probes (Leiden, Niederlande)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roche (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

DAKO (Hamburg)

BD-Biosciences (San Jose, CA, USA)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roche (Mannheim)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
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Proteinstandard (Multi-Colored, ,MultiMark®)

NaCl-Lésung (5 M, RNase-frei)
Natrium-(di)-hydrogenphosphat

NorthernMax Denaturierender Gelpuffer (10x)

NorthernMax Laufpuffer (10x)
NorthernMax Formaldehyd-Ladepuffer
NorthernMax Transferpuffer

NuPAGE LDS-Probenpuffer (4x)
NuPAGE MOPS-Laufpuffer (20x)
NuPAGE Reduzierungsagens (10x)
Paraformaldehyd
Peroxidase-Blockierungsreagenz
Plasma (human)

RNA Millenium Marker
RNA-Ladepuffer mit Ethidiumbromid
RNaseZap

R-Phycoerythrin Streptavidin Konjugat
SDS-Ldsung (20%)

SSPE (20x)

Sukrose

Superscript Il (Reverse Transkriptase)
Thrombin (aus Rinderplasma)

Triton X-100

Trypanblau

Tween-20 (10%)
ULTRAhyb-Hybridisierungslosung
Velcorin E242

Vitronektin

Xylol

Ziegenserum

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Ambion (Austin, TX, USA)
Merck (Darmstadt)

Ambion (Austin, TX, USA)
Ambion (Austin, TX, USA)
Ambion (Austin, TX, USA)
Ambion (Austin, TX, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Merck (Darmstadt)

DAKO (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Ambion (Austin, TX, USA)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Ambion (Austin, TX, USA)
Molecular Probes (Leiden, Niederlande)
Ambion (Austin, TX, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Merck (Darmstadt)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Ambion (Austin, TX, USA)
Bayer (Leverkusen)
BD-Biosciences (San Jose, CA, USA)
Merck (Darmstadt)

DAKO (Hamburg)

Restriktionsenzyme und dazugehdrige Puffer wurden von der Firma Roche (Mannheim)

bezogen. Soweit nicht anders vermerkt, stammten alle weiteren Enzyme, Reaktionspuffer,

Nukleotide, Langenstandards und sonstige molekularbiologische Reagenzien ebenfalls

von der Firma Roche (Mannheim).
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2.1.2 Bakterienstamme

Folgende E. coli-Bakterienstdmme sind fur die Amplifikation von Plasmid-DNA verwendet

worden:
Stamm Genotyp Bezugsquelle
. F-, mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen
I(?r?eot’e gthee?éﬁgg ¢80lacZAM15 AlacX74 deoR recA1 araD139 | (Carlsbad, CA,
P A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG USA)
XL1-Blue, Superkom- | supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 re- | Stratagene
petente Zellen IA1 lac [F’ proAB+ lacl? lacZAM15 Tn10(Tet)] | (Heidelberg)

2.1.3 Kits und Reaktionssysteme

BCA Protein Assay Kit

cDNA Synthesis System

Cell Proliferation Kit | (MTT)

ChemMate Detection Kit, DAB/Peroxidase
DNA-free Kit

EndoFree Plasmid Maxi Kit

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)
High Fidelity PCR Master Kit

High Pure RNA Paraffin Kit

LightCycler DNA Master Hybridization Probes
LightCycler DNA Master SYBR Green | Kit
LightCycler h-G6PDH Housekeeping Gene Set
Lumi-Light™"S Western Blotting Kit
MEGAscript T7 Kit

Oligotex mMRNA Mini Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIlAquick Gel Extraction Kit

Rapid DNA Ligation Kit

RNeasy Mini/Midi Kit

Strip-EZ DNA Kit

TOPO TA Cloning Kit for Sequencing

Pierce (Rockford, IL, USA)
Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)

DAKO (Hamburg)

Ambion (Austin, TX, USA)
Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)
Ambion (Austin, TX, USA)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)
Qiagen (Hilden)

Ambion (Austin, TX, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
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2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Biocoat-Matrigel Invasionskammern
Biocoat-Zellkulturinsertionen, Kontrollplatten
Chemiluminescent Detection Film

Cronex 5 Medical Rontgenfilme

DNA-Rotationssaulen (Sephadex G50)

Fast-RNA tube green Homogenisierungsgefalle

Fettstift DAKO Pen

Glaspipetten

Klonierungszylinder (8 x 8 mm)
Kryogefalie (1,8 ml)

LightCycler Reaktionskapillaren
Lochplatten fir Zellkultur
Nitrozellulosemembran (0,45 um Porengrofie)
NuPAGE Bis-Tris Gele

Nylonmembran BrightStar-Plus
Objekttrager (SuperfrostPlus)

PCR Reaktionsgefalle 0,2 ml (RNase-frei)
Phase Lock Gel-Gefalie

Pipettenspitzen Marke Safeseal-Tips
QIAshredder-Homogenisierungsgefalie
Reaktionsgefalte (RNase-frei, 1,5 ml)
UVetten 220-1600 nm (8,5 mm)
Zellkulturflaschen

Zellschaber

BD-Biosciences (San Jose, CA, USA)
BD-Biosciences (San Jose, CA, USA)
Roche (Mannheim)

Agfa-Gevaert (Mortsel, Belgien)
Roche (Mannheim)

Qbiogene (Carlsbad, CA, USA)
DAKO (Hamburg)

BD-Biosciences (San Jose, CA, USA)
Corning (Acton, MA, USA)

NUNC (Wiesbaden)

Roche (Mannheim)

BD-Biosciences (San Jose, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Ambion (Austin, TX, USA)
Menzel-Glaser (Braunschweig)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Biozym (Hessisch Oldendorf)

Qiagen (Hilden)

Ambion (Austin, TX, USA)

Eppendorf (Hamburg)
BD-Biosciences (San Jose, CA, USA)

BD-Biosciences (San Jose, CA, USA)
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2.1.5 Zellkulturmedien, Zusitze und Lésungen

Bathocuproin-Disulfonat

Fotales Rinderserum (Myoclone Super Plus)
Hygromycin B

L-Glutamin (200 mM)

Minimum Essential-Medium (MEM, 1x),
ohne L-Glutamin (Eagle, 1959)
Natriumpyruvat (100 mM)

Nicht-essentielle Aminosaurenlésung (100x)
Phosphate-Buffered Saline (PBS, 1x),
Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640-Medium (1x) ohne L-Glutamin
a-Thioglycerol

Trypsin-EDTA-L6sung (1x)

Vitaminlésung (100x, fllssig)

2.1.6 Plasmide

pCR4-TOPO
pcDNA3.1/Hygro (+)
pCl-neo-GFP
pBJI-neo-Trop-2

2.1.7 Arrays

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Life Technologies (Rockville, MD, USA)
Roche (Mannheim)

Life Technologies (Rockville, MD, USA)

Life Technologies (Rockville, MD, USA)
Life Technologies (Rockville, MD, USA)
Life Technologies (Rockville, MD, USA)
Life Technologies (Rockville, MD, USA)
Life Technologies (Rockville, MD, USA)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Roche (Mannheim)

Life Technologies (Rockville, MD, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Promega (Madison, WI, USA)

S. Alberti, University "G. D'Annunzio”,
Chieti, Italien

2.1.7.1 Oligonukleotid-Mikroarrays (GeneChip®)

e HG-U95Av2-E-Array-Set.

Das HG-U95-Set der Firma Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) reprasentiert mehr
als 60000 Gene bzw. EST-Cluster auf einem Glastrager.

o Test2-Array.

Enthalt Sequenzen von Haushaltsgenen und Kontrollen zur Qualitatsabschatzung

von hergestellten Hybridisierungscocktails (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).
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2.1.7.2 RNA- bzw. cDNA-Arrays

e Humaner ,Cancer Gene Screening Total RNA Dot“-Blot.

Enthalt 48 Paare von je 5 ug isolierter Gesamt-RNA aus Tumor- und korrespondie-

renden Normalgeweben gespottet auf eine Nylonmembran (BioChain, Hayward,

CA, USA).

¢ Humaner ,Multiple Tissue Expression®- (MTE-) Array.

Enthalt isolierte Poly(A)-mRNA aus 78 verschiedenen humanen Geweben die auf

eine Nylonmembran gespottet sind (BD-Biosciences, San Jose, CA, USA).

e ,Cancer Profiling”-Array.

Enthalt normalisierte cDNA aus humanen Normal- und Kkorrespondierenden

Tumorgeweben von 241 Patienten. Die cDNA ist paarweise auf eine Nylon-

membran gespottet (BD-Biosciences, San Jose, CA, USA).

21.7.3 Gewebearrays
o Gewebearray MAN1.

Gewebearray mit zu dem Multitumor-Array MA1 korrespondierendem humanen

Normalgewebe. Die Gewebeproben stammen aus Magen, Speiserbhre, Lunge,
Rektum, Schilddrise und Niere (BioCat, Heidelberg).

e Gewebearray MA1.

Humaner Multitumor-Array mit 60 Formalin-fixierten und paraffinisierten Gewebe-

proben auf einem Objekttrager (BioCat, Heidelberg).

2.1.8 Gerite

Analysenwaage A&D HF-1200G
Ausbettstation

Brutschrank Jouan 1G 150

Celloshaker Variospeed

Dampftopf ,Multi-Gourmet*
Eindeckautomat

Elektrophoresekammer Horizon 11-14
Elektrophoresekammer XCell SureLock
ELISA-Reader TECAN Spectra Rainbow
FACScan

A&D Company (Tokyo, Japan)
Tissue-Tek (Zoetwoude, Niederlande)
Jouan (Nantes, Frankreich)

Renner (Dannstadt)

Braun (Kronberg)

Tissue-Tek (Zoetwoude, Niederlande)
Life Technologies (Rockville, MD, USA)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Tecan (Crailsheim)

Becton Dickinson (Heidelberg)
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Filmentwickler Curix HT330U
GeneChip® Fluidics Station 400
Gewebe-Einbettautomat
Homogenisator BIO101

HP G2500A GeneArray Scanner
LightCycler Instrument

Liquid Scintillation Counter Win Spectral 1414
Pipettierhilfe Easypet 4420

pH-Meter inoLab

Schlittenmikrotom

Spannungsgerat EPS 301
Spannungsgerat PowerEase 500
Spectrophotometer UVIKON 931
SpeedVac Concentrator

Sterilbank

TECAN Spectra Fluor Plus
Thermalcycler GeneAmp 9700
Thermomixer Comfort
Tischzentrifuge Heraeus Biofuge 15R
Tischzentrifuge Eppendorf 5415D
Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell
Ultrazentrifuge Sorvall RC5Bplus
UV-Crosslinker Modell UV-Stratalinker 2400
UV-Transilluminator

Wasserbad precitherm PFV
Zellkulturmikroskop Leitz Labovert

Zellkulturzentrifuge Minifuge RF

Agfa-Gevaert (Mortsel, Belgien)
Affymetrix (Santa Clara, CA, USA)
Shandon (Frankfurt)

Qbiogene (Carlsbad, CA, USA)
Affymetrix (Santa Clara, CA, USA)
Roche (Mannheim)

Wallac (Freiburg)

Eppendorf (Hamburg)

WTW (Wien, Osterreich)

Leica (Bensheim)

Amersham Pharmacia (Freiburg)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Kontron Instruments (Mailand, ltalien)

Savant (Farmingdale, NY, USA)
BDK (Sonnenbuhl)

Tecan (Crailsheim)

Applied Biosystem (Weiterstadt)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

BIO-RAD (Miinchen)

Kendro (Langenselbold)
Stratagene (Heidelberg)

UVP (San Gabriel, CA, USA)
Roche (Mannheim)

Leitz (Wetzlar)

Heraeus Instruments (Hanau)
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2.1.9 Gewebe

Die Gewebe wurden von J. Rischoff (Institut fir Pathologie, Klinikum Kassel) und

W. Dietmaier (Institut flir Pathologie, Universitat Regensburg) zur Verfiigung gestelit.

i TNM-
allorten " dar " | PIITA etstase Suket” | issiterung | Mo (1)
Gewebeprobe T N M
™ K00006-7 Rektum - A 1 0 0 M
T2 K00012-6 Rektum - A 2 0 0 M
T3 K00004-8 Kolon - B 3 0 0 F
T4 R00017-5 Kolon - C 1 1 0 F
T5 R00022-5 Kolon - C 2 1 0 M
T6 R00039-5 Kolon - C 3 2 0 M
T7 K00001-5 Kolon - D 3 1 1 F
T8 K00002-5 Rektum - D 4 2 1 M
T9 R00009-5 Zakum - D 3 2 1 M
M1 R00021-8 Zakum Leber - 3 1 1 M
M2 R00025-8 Kolon Leber - 4 0 1 F
M3 R00026-8 Rektum Leber - 2 1 1 M
M4 R00028-7 Kolon Leber - nb. | nb.| 1 M
M5 R00042-1 Rektum | Leber - 4 0 1 F
M6 R00044-1 Kolon Leber - 3 1 1 F
M7 R00048-5 Rektum Leber - 4 2 1 M
M3 R00055-1 Kolon Leber - 2 1 1 M
M9 R00056-1 Kolon Leber - 3 0 1 M

n.b. = nicht bekannt

2.1.10 cDNA-Klone fiir ,,Northernblot“-Analysen

Alle cDNA-Klone sind von der Firma Incyte (Palo Alto, CA, USA) bezogen worden. Die

Bezeichnung der Klone sowie die Lange der cDNA-Insertionen sind angegeben.

pINCY1975287 (1050 bp)
pINCY4538869 (1200 bp)
pINCY 1626390 (1050 bp)
pINCY1870984 (1250 bp)
pINCY3342160 (1550 bp)
pINCY1975760 (800 bp)
pINCY4577013 (1050 bp)
pINCY 1820603 (1700 bp)
pBlue2011744 (1000 bp)
pINCY5187727 (1900 bp)
pINCY1311945 (800 bp)
pINCY1355205 (350 bp)
pINCY3971503 (900 bp)
pINCY2547610 (800 bp)
pINCY4229860 (900 bp)

BCMP11: ,breast cancer membrane protein 11”

CA12: ,carbonic anhydrase XII”

EST: Al344189

EST: AlI804917

FUT4: fucosyltransferase 4*

HSPG2: ,heparan sulfate proteoglycan 2*

MDK: ,midkine*

MPP5: ,membrane protein, palmitoylated 5*

MUC3B: ,mucin 3B“

NET-7: ,transmembrane 4 superfamily member tetraspan®
RGS2: ,regulator of G-protein signalling 2*

S100A13: ,S100 calcium-binding protein A13*

SNX25: ,,sorting nexin 25“

TACSTD1: ,tumor-associated calcium signal transducer 1*
TMSB4X: ,thymosin, beta 4, X-linked*
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2.1.11 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide sind bei der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert worden.

Die Lange des amplifizierten DNA-Produktes ist fiir jedes Primerpaare angegeben.

T7-(T)24 5’-GGC CAG TGA ATT GTAATACGA CTC ACT
ATAGGGAGGCGGTTT TTT TTT TTT TTT
ITT TTT TTT-3

B2 Kontroll-Oligonukleotid  5’-bioGTCGTCAAGATGCTACCGTTCAGGA-3’

AA309047_for 5-AGA TGG AGC GAG TCA GAA C-3 372 bp
AA309047_rev 5-TAC CTC TGG AAC TTT GAA GC-%
Al344053_for 5-GCC CTTATT GTT CTT GCT T-3 204 bp
Al344053_rev 5-CAG TCA GCA ACT TGG AAT AT-3’
Al344189 for 5-CAA ATG CCT AAATGG AAC C-3 324 bp
Al344189 rev 5-CAG AGA AGA GAG CAC CTG TT-3’
Al739241_for 5-GGT TGT GTT ACA TGA CAA GA-3 330 bp
Al739241 rev 5-GCT ATC ACG TAC ATA CTC CA-3
Al832118_for 5-TCA TGT GTATGT TGG CTA CAG-3 300 bp
Al832118_rev 5-CAACTTTCTTTG CTT CGATC-3
Al832477 for 5-GTT ACA AAA CAG CGG GAA C-3 308 bp
Al832477 _rev 5-AAG CAG ACC CAG AAG CTG-3
ACTB_for 5-ACA CCT TCT ACA ATG AGC TGC G-3’ 324 bp
ACTB_rev 5-CGC TCG GTG AGG ATC TTC ATG-3
CANX_LC_for 5-ATT GTC AGATCG TTC ATT GC-3’ 204 bp
CANX_LC_rev 5'-ATG GAA CAG GTA ACC AGC AT-3’
CANX_LC_FA for 5-GTC TGC AGG TTT CTC CTT GA-3 83 bp
CANX_LC_FA_rev 5-ATA CTG TCA ACG GTG GGT GA-3
FUT3_for 5-ACT GGG ATA TCATGT CCA ACC 582 bp
CTA AGT CAC-3
FUT3_rev 5-GGG CCA GGT CCT TGG GGC TCT GGA
AGT CG-3
FUT6_for 5-GTC CCC AAG CCA CTG CTG GCA 497 bp
GCT GAA AGC-3
FUT6_rev 5-GGG CCA GGT CCT TGG GGC TCT GGA
AGT CG-3
GAPD _for 5-TCG GAG TCA ACG GAT TTG GTC GTA-3 520 bp
GAPD_rev 5-ATG GAC TGT GGT CAT GAG TCC TTC-3
Trop-2_Northern_for 5-GCG CAAAGG AGACGT TTATC-3 204 bp
Trop-2_Northern_rev 5-ACA TAA CGC TGT GCC ATC C-3
Trop-2_LC_FA_for 5-GTATCC CCT TTC GGT CCA A-3 71 bp

Trop-2_Nhe |_for
Trop-2_Bam HI_rev

5-GTT CCT CCG CGC TAG CAT GGC TCG-3' 985 bp
5-CGG GAT CCT ACAAGC TCG GTT CCT

TTC TC-3
VIM_for 5’-CAA AGC AGG AGT CCACTG A-3’ 200 bp
VIM_rev 5-ACG AGC CAT TTC CTC CTT-3

Primer fiir Sequenzanalysen von TROP2

Trop-2_Seq_for 5-GTG CTG GTG CGT GAA CTC-3
Startpunkt der Vorwartssequenzierung: Base 372 des TROP2-ORF

Trop-2_Seq_rev 5-CAG GTC TGA GTG GTT GAA GG-3
Startpunkt der reversen Sequenzierung: Base 516 des TROP2-ORF
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2.1.12 Antikorper

2.1.12.1 Primare Antikorper

Die in der ,Westernblot‘-Analyse eingesetzten Verdiinnungen der primaren Antikérper

sind in eckigen Klammern angefihrt.

o Polyklonaler Antikdrper generiert in Ziege gegen humanes Trop-2 [1:500]
(AF650, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

e Monoklonaler Antikdérper generiert in Maus gegen humanes Ep-CAM [1:500]
(Klon AUA1, Neomarkers, Fremont, CA, USA).

e Polyklonaler Antikorper generiert in Kaninchen gegen humanes Cyclin D1 [1:200]
(M-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).

¢ Monoklonaler Antikdrper generiert in Maus gegen humanes R-Catenin [1:500]
(Klon 14, BD Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA).

e Monoklonaler Antikérper generiert in Maus gegen humanes [-Aktin [1:2000]

(Klon JLA20, Oncogene Research Products, Cambridge, MA, USA).

2.1.12.2 Sekundare Antikorper

e Ziegen-Immunglobulin G isoliert aus Serum (Sigma-Aldrich, Deisenhofen).

o CY3-konjugierter Antikdrper generiert in Kaninchen gegen Ziege
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA).

o FITC-konjugierter Antikdrper generiert in Kaninchen gegen Ziege
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen).

¢ Biotin-konjugierter Antikdrper generiert in Ziege gegen Streptavidin
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

o POD-konjugierter Antikorper generiert in Maus gegen Ziege
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).

o POD-konjugierter Antikorper generiert in Schaf gegen Maus
(Roche, Mannheim).

o POD-konjugierter Antikorper generiert in Schaf gegen Kaninchen

(Roche, Mannheim).
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2.1.13 Zelllinien

2.1.13.1 Das KM12-Zellsystem
Die humanen Kolonkarzinom-Zelllinien KM12C, KM12SM und KM12L4A wurden freund-

licherweise von I. J. Fidler (M. D. Anderson Cancer Center, Houston, TX, USA) zur Ver-
fligung gestellt. Die Zelllinie KM12C wurde aus einem als Dukes’ B, klassifizierten Primar-
tumor (lokale Invasion, kein Nachweis von Metastasen) des Kolons etabliert. Die Zelllinien
KM12SM und KM12L4A sind hochmetastatische Varianten von KM12C, die in Nackt-
mausen generiert wurden (Morikawa et al., 1988a und 1988b). Hierzu wurden KM12C-
Zellen in die Milz von athymischen Nacktmausen injiziert und die (sehr wenigen)
erhaltenen Lebermetastasen isoliert und kultiviert. Nach vier dieser Zyklen (Injektion von
kultivierten Zellen in die Milz - Isolierung der erhaltenen Lebermetastasen — Etablierung
einer Zelllinie aus isolierten Lebermetastasen) wurde die zur Leber hochmetastatische
Zelllinie KM12L4A erhalten. Die Zelllinie KM12SM wurde durch orthotope Injektion von
KM12C-Zellen in die Wand des Zakums und durch Isolierung und Kultivierung einer
daraus resultierenden Lebermetastase generiert. Die KM12-Zellen wachsen adharent und
wurden in Eagle's MEM-Medium erganzt mit 10% fotalem Kalberserum (FKS), 2 mM
L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, einer 1x Lésung an nicht-essentiellen Aminosauren

und einer 2x Vitaminldsung kultiviert.

2.1.13.2 Das HCT116-Zellsystem

Die humanen Kolonkarzinom-Zelllinien HCT116 und HCT116U5.5 sind bei der Zellbank
der Roche Diagnostics GmbH (Penzberg) erhaltlich. Die urspringliche HCT116-Zelllinie
wurde am National Cancer Institute (NCI) aus einem humanen Kolon-Primartumor
etabliert (Brattain et al., 1981). Der HCT116U5.5-Zellklon ist eine zur Lunge hochmetasta-
tische Variante von HCT116 (bisher nicht publizierte Daten). Hierzu wurden HCT116-
Zellen subkutan in athymische Nacktmause injiziert und daraus resultierende Lungen-
metastasen in Zellkultur etabliert. Nach mehreren Selektionsrunden (subkutane Injektion —
Isolierung von Lungenmetastasen - Etablierung einer Zelllinie aus den isolierten Lungen-
metastasen) wurde der Zellklon HCT116U5.5 erhalten. Die HCT116-Zellen wachsen
adharent und wurden in RPMI 1640-Medium erganzt mit 10% FKS und 2 mM L-Glutamin
kultiviert.
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2.2 Methoden
2.21 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Rekultivierung von Kryokulturen

In flissigem Stickstoff gelagerte Zellen wurden rasch durch Zugabe von vorgewarmtem
(37°C) Medium aufgetaut und bei 300 x g fir 10 min abzentrifugiert. Das Zellsediment
wurde einmal mit warmem Medium vom DMSO-Gefrierschutz gewaschen und mit 7 ml
Medium in einer T25-Kulturflasche kultiviert (siehe Kapitel 2.2.1.2).

2.2.1.2 Kultivierung permanenter Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden in den angegebenen Medien bei 37°C, 5% CO, unter
wasserdampfgesattigter Atmosphare kultiviert. Fir die Passagierung und ,Ernte wurde
der Zellrasen einmal mit vorgewarmtem PBS gewaschen, durch Inkubation mit 0,05%
Trypsin-/0,02% EDTA-L6sung vom Flaschenboden abgelést und die Reaktion an-
schlieBend durch Zusatz von Medium mit 10% FKS gestoppt. Nach einer Zentrifugation
bei 300 x g flir 10 min wurde das Zellsediment in Kulturmedium aufgenommen und die

Zellen wieder in gewiinschter Dichte ausgesat oder flr weitere Analysen verwendet.

2.2.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Zellkulturen wurden in der logarithmischen Wachstumsphase, wie unter 2.2.1.2 be-
schrieben, geerntet. Zur Kryokonservierung vermischte man ca. 1-5 x 10°-Zellen in 0,7 ml
Kulturmedium mit 0,7 ml kaltem FKS/DMSO (v/v 5:1). Die Zellsuspension wurde in ein
1,8 ml Kryogefald geflllt und zur langsamen Abkulhlung in einer vorgekuhlten Isopropanol-
Box fir mindestens 24 h bei —80°C aufbewahrt. Eine Dauerlagerung der Zellen erfolgte
bei —196°C in einem Stickstofftank.

2.2.1.4 Einfrieren von sedimentierten Zellen

Trypsinierte und abzentrifugierte Zellen aus subkonfluenten Zellkulturen wurden in PBS
resuspendiert und gezahlt. AnschlieRend sedimentierte man entsprechende Aliquots von
1 x 10" - 1 x 10%-Zellen bei 300 x g fiir 10 min, entfernte den PBS-Uberstand vollstandig
und fror das Zellsediment in flissigem Stickstoff schockartig ein. Die Lagerung der Zellen
erfolgte bei —80°C.
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2.2.1.5 Bestimmung der Lebendzellzahl

50 ul der erhaltenen Zellsuspensionen wurden mit 50 yl Trypanblau vermischt. Nach
kurzer Einwirkzeit haben sich tote Zellen komplett blau gefarbt, wahrend lebende Zellen
den sauren Farbstoff nicht aufnehmen kénnen. Die Zellsuspension wurde in eine Neu-
bauer Zahlkammer zwischen Kammer und Deckglas gegeben und die lebenden Zellen,
die sich in den 4 GroRquadraten der Kammer befanden, unter dem Mikroskop gezanhlt.

Die Zellzahl konnte dann durch Gleichung 2.1 errechnet werden.

Gleichung 2.1:
Zellzahl/ml = Mittelwert gezahlter Zellen in den vier GroRquadraten x 2 x 10*
e Der Faktor 2 entspricht der Verdiinnung mit Trypanblau.
e Der Faktor 10* bezieht sich auf die Umrechnung von 0,1 ul Volumen eines GrofR-

quadrates auf ein Volumen von 1 ml.

2.2.1.6 Transfektion von KM12C-Zellen
Jeweils 2 x 10°Zellen der Zellinie KM12C wurden in 6-Lochplatten (10 cm? Ober-

flache/Loch) in Kulturmedium ausgesat. Nach 16 h Wachstum hatten die Zellen eine
Konfluenz von circa 90% erreicht und konnten transfiziert werden. Fir den Transfektions-
ansatz vermischte man 242 pl serumfreies Medium mit 4 ug eines GFP-Kontrollvektors
(pCl-neo-GFP) oder mit 4 ug eines Expressionsvektors flir Trop-2- bzw. einem Leervektor
als Kontrolle. Parallel dazu wurde 240 pl serumfreies Medium mit 10 ul Lipofectamine
2000-Reagenz vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei RT wurden die 250 pl
der DNA-L6sung mit den 250 ul der Liposomenldsung vermischt und flir weitere 20 min
bei RT inkubiert. Wahrenddessen ersetzte man in jeder Vertiefung das Standard-
Kulturmedium durch 500 pl serumfreies Medium und gab dann die Transfektionsmischung
tropfenweise hinzu. Nach 4 h Inkubationszeit im Brutschrank wurden die Komplexe durch
Mediumwechsel entfernt und die Zellen wieder in Medium mit 10% FKS gehalten. Die
Analyse der Transfektionseffizienz mit dem GFP-Kontrollvektor erfolgte nach 48 h mittels
der Durchflusszytometrie (FACS).

2.2.1.7 Isolierung stabil transfizierter Zellklone

Zur Isolierung stabil transfizierter Klone wurden die Zellen 16 h nach der Transfektion in
Zellkulturschalen von 10 cm Durchmesser Uberfuhrt und fir ca. 48 h in Standard-
Kulturmedium gehalten. Nach Austausch des Mediums gegen Selektionsmedium mit
100 pg/ml Hygromycin B konnte nach einer Woche ein massiver Zelltod beobachtet

werden. Ungefahr vier Wochen spater waren isolierte Zellkolonien mit Hilfe von
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Klonierungszylindern vereinzelbar. Dazu wurden die Zellkolonien zweimal vorsichtig mit
warmem PBS gewaschen, die Klonierungszylinder auf der Unterseite mit sterilem
Vakuumfett bestrichen und Uber einzelne Klone auf den Schalenboden gesetzt. Durch
Zugabe von 2-3 Tropfen Trypsin-EDTA I6sten sich die Klone ab und man transferierte sie
mit 100 pl Medium in eine 96-Lochplatte. Um das Auswachsen der isolierten Klone zu
verbessern, wurde das ,frische“ Selektionsmedium entweder 1:1 mit konditioniertem
Medium vermischt oder mit PTB-Antioxidantien versetzt. Dazu entnahm man das
konditionierte Medium von konfluent wachsenden KM12C-Zellen, filtrierte steril (0,22 ym
Porengrofle) und versetzte es ebenfalls mit 100 pg/ml Hygromycin B. Der PTB-
Antioxidantiencocktail wurde nach Brielmeier et al. (1998) in folgenden Endkonzen-
trationen zum Selektionsmedium gegeben: 1 mM Natriumpyruvat, 50 uM o—Thioglycerol

und 20 nM Bathocuproin-disulfonat.

2.2.1.8 FACS-Analysen

Die Zelloberflachenexpression von Trop-2 wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers
und eines Durchflusszytometers analysiert. Dazu wurden 1 x 10°-Zellen sedimentiert, in
100 pl einer 1:20 Verdinnung des primaren Antikdrpers in Kulturmedium aufgenommen
und fiir 30 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 3 ml Medium gewaschen
und bei 300 x g fir 10 min zentrifugiert. Nach einer Inkubation mit 100 pl einer 1:20
Verdiinnung des sekundaren FITC-gekoppelten Antikdrpers (30 min, 4°C) wurde erneut
mit 3 ml Medium gewaschen, abzentrifugiert und die FITC-markierten Zellen wurden in
400 pl Medium aufgenommen. Die Messung der Oberflachenexpression des Trop-2-

Proteins erfolgte mit dem FACScan Durchflusszytometer.

2.2.1.9 Immunfluoreszenzmarkierung von Zellen

Neben der FACS-Analyse wurde die Immunfluoreszenzmarkierung von Zellen als

Methode zur Visualisierung der Oberflachenexpression von Trop-2 verwendet.

2.2.1.9.1 Fixierung von Zellen auf Deckglaser

Die Zellen wurden Uber Nacht auf einem sterilen Deckglas in 6-Lochplatten bis zu einer
Konfluenz von 70% kultiviert, zweimal mit warmem PBS gewaschen und anschlieRend mit
1 ml Fixierlésung/Loch fur 15 min inkubiert. Die fixierten Zellen auf den Deckglasern
konnten in PBS bei 4°C fur eine Woche gelagert werden.

-Fixierlbsung: 4% Paraformaldehyd, 4% Saccharose, 120 mM Na,HPO,NaH,PO,
(pH 7,4)
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2.2.1.9.2 Immunfarbung von Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff CY3

Alle Waschschritte des Protokolls wurden fir jeweils 5 min bei RT durchgefuhrt.

Die fixierten Zellen wurden zuerst zweimal in NS-Na-Phosphatpuffer und HS-Na-
Phosphatpuffer gewaschen. Es folgte ein Blockierungsschritt fir 30 min mit 1 ml KSL-
Puffer in den 6-Lochplatten. Danach wurden die Zellen auf den Deckgldsern in einer
feuchten Kammer mit dem primaren Antikorper (1:1000 in KSL-Puffer) fir 1 h bei RT
inkubiert. In 6-Lochplatten wurde dreimal mit HS-Na-Phosphatpuffer gewaschen und an-
schlielend mit einem sekundaren CY3-gekoppelten Antikérper (1:70 in KSL-Puffer) fur
1 h bei RT in der feuchten Kammer inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt (3 x HS-
Na-Phosphatpuffer, 1x NS-Na-Phosphatpuffer) erfolgte die Kernfarbung durch direkte
Zugabe von DAPI-L6sung (1:2000 in NS-Na-Phosphatpuffer). Nach 2 min Inkubation mit
DAPI wurde wieder gewaschen (3 x HS-Na-Phosphatpuffer, 1x NS-Na-Phosphatpuffer)
und die Zellen wurden in einer 70%igen Glyzerin/PBS-Lésung auf einem Objekttrager
(OT) eingebettet. Mit Nagellack versiegelt konnten die Praparate bei 4°C gelagert werden.
Fur die Visualisierung wurde das ,Axioplan“ Mikroskop von Zeiss (Goéttingen) mit speziel-
len Filterkombinationen fir die Auflichtfluoreszenz verwendet (487901 fur DAPI, 478915
fur CY3). Die fluoreszierenden Praparate wurden mit einer CCD-Kamera (Photometrics,
Ottobrunn) aufgenommen und digitalisierte Bilder mit dem Bildverarbeitungsprogramm
MetaMorph 4.5.0.0. (Universal Imaging, Downingtown, PA, USA) weiterverarbeitet.

-HS (Hochsalz)-Na-Phosphatpuffer (opH 7.4): 500 mM NaCl, 20 mM Na-Phosphat,

-NS (Niedrigsalz)-Na-Phosphatpuffer (pH 7,4): 150 mM NaCl, 10 mM Na-Phosphat,

-2x KSL (Kaninchen-Serum-Lésung)-Puffer: 16,7% Kaninchenserum, 0,3% Triton
X-100, 450 mM NaCl, 20 mM
Na,HPO/NaH,PO, (pH 7,4)

2.2.1.10 Adhésionstest

2.2.1.10.1 Beschichtung von Lochplatten mit Substraten der extrazellularen Matrix

Fir den Adhasionstest wurden schwarze 96-Lochplatten eingesetzt. Untersucht wurde die
Adhasion von Zellen an finf Hauptkomponenten der extrazellularen Matrix: Kollagen Typ |
und Typ IV, Laminin, Fibronektin und Vitronektin. Hierzu wurden die Proteine in den vom
Hersteller empfohlenen Verdinnungen auf Konzentrationen von 40 ug/ml bzw. auf
0,4 ug/ml fur Vitronektin eingestellt. In jede Vertiefung gab man 50 ul der Proteinlésungen
(50 ng/cm? Vitronekin bzw. 5 ug/cm? fiir die anderen Proteine) und inkubierte die Platten
fir eine Stunde bei RT und dann ber Nacht bei 4°C. Am n&chsten Tag wurden die Uber-

stdnde entfernt und die beschichteten Vertiefungen zweimal mit PBS gewaschen.
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2.2.1.10.2 Test auf Zelladhdasion an Substraten der extrazellularen Matrix

80% konfluente Zellen I16ste man mit einer 0,5 mM EDTA-L6sung in PBS durch Inkubation
fur 10 min bei 37°C vom Zellflaschenboden ab. Nach zwei Waschschritten mit PBS stellte
man die Zellen mit serumfreiem Medium auf eine Konzentration von 5 x 105-Zellen/ml ein
und markierte sie mit dem Fluorophor Calcein-AM (10 pl/ml Zellsuspension). Der un-
geladene Calcein-Acetoxymethylester kann durch die Membran in die Zelle eindringen
und wird in der Zelle durch Esterasen von der lipophilen Blockierungsgruppe abgespalten,
wodurch der Farbstoff die Zelle nicht wieder verlassen kann. Die Markierung erfolgte fir
30 min bei 37°C, gefolgt von zwei Waschschritten in warmem, serumfreien Medium.
100 pl der fluoreszierenden Zellsuspension mit 1 x 10°-Zellen pro ml wurden auf die be-
schichteten Vertiefungen gegeben und fiir 90 min bei 37°C inkubiert. Ein gleiches Aliquot
von je 1 x 10°-Fluorophor-markierten Zellen pipettierte man zur Bestimmung der Aus-
gangszellzahl in unbeschichtete Vertiefungen. Die nicht-adharenten Zellen wurden zwei-
mal vorsichtig mit warmem PBS abgewaschen und die verbleibenden adharenten Zellen
mit einer 1:1 Mischung von serumfreiem Medium und PBS Uberschichtet. Die Anzahl der
adharenten Zellen ist direkt proportional zur detektierten Fluoreszenz in einem
~opectraFluor Plus“-Leser mit einem FluoreszenZfilter von 485 nm (F,s5, Referenzwellen-
lange: 535 nm). Die Adhasionsfahigkeit an ein bestimmtes Substrat wurde in % Adhasion

nach Gleichung 2.2 erechnet.

Gleichung 2.2:
% Adhasion = F,35 (adharierte Zellen) x 100 / F4g5 (ausplattierte Zellen)

2.2.1.11 Invasions- und Migrationstest

Beim Invasionstest wandern die Zellen durch eine aufgetragene Matrigelschicht und durch
eine Kunststoffmembran mit einer definierten Porengréfie von 8 um aus einem Einsatz in
ein unteres Kompartiment. Der Aufbau des Migrationstests entspricht dem Invasionstest
mit der Ausnahme, dass die Kunststoffmembran nicht mit einem Matrigel beschichtet ist.
Der verwendete Aufbau eines Filtereinsatzes in einer Lochplatte wird allgemein als
.Boyden Kammer® bezeichnet. Beim Invasionstest musste die Matrigelschicht vor
Versuchsbeginn fur zwei Stunden in Standard-Kulturmedium rehydriert werden.

Fir beide Tests wurden subkonfluent wachsende Zellen abtrypsiniert und jeweils 1 x 10°-
Zellen in 500 pl Medium mit 5% FKS aufgenommen. In die entweder mit Matrigel
beschichteten oder unbeschichteten Filtereinsatze (oberes Kompartiment) pipettierte man
die Zellsuspension. In das untere Kompartiment wurde 800 ul Medium mit 20% FKS als

Chemoattraktant gefillt. Nach 72 h Inkubation bei 37°C im Brutschrank entfernte man
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vollstéandig die Zellen von der oberen Seite der Membran mit einem Baumwollstdbchen —
mit Ausnahme der Referenzkammern. Der Prozentsatz an Zellen, die in der Lage waren,
das Matrigel zu durchqueren (im Falle des Invasionstests) und durch die Poren der
Membran zu migrieren, wurden nach der Methode von Sasaki und Passaniti (1998)
bestimmt. Hierzu wurde ein modifizierter MTT-Konversionstest verwendet, um lebende
Zellen im unteren Kompartiment durch Assimilation des Tetrazoliumsalzes zu quanti-
fizieren. Zuerst entfernte man das Medium im Einsatz und in der unteren Kammer. Da-
nach pipettierte man 250 uyl Medium mit 0,5 mg/ml MTT-Lésung in die obere Kammer
bzw. 500 ul in die untere Kammer. Nach einer Inkubation fir 4 h bei 37°C wurden die
gebildeten Formazan-Kristalle durch Zugabe von gleichen Volumina an Solubilisierungs-
I6sung Uber Nacht bei 37°C geldst. Von der Lésung Uberfiihrte man am nachsten Tag ein
Aliquot von 100 ul in eine 96-Lochplatte und bestimmte die Absorption bei 550 nm (Asso,
Referenzwellenlange: 690 nm) mit einem Plattenlesegerat unter Verwendung eines
~Spectra Rainbow“-Filters.

Der Prozentsatz der migrierten oder invadierten Zellen wurde im Verhaltnis zu dem je-

weiligen Referenzansatz (= Zellen in beiden Kammern) nach der Gleichung 2.3 ermittelt.

Gleichung 2.3:

% Invasion oder % Migration = A550 (untere Kammer) x 100/ A550 (obere+untere Kammer)

-Solubilisierungslésung: 10% SDS in 0,01 M HCI

2.2.2 Histologische und immunhistochemische Analysen

2.2.2.1 Herstellung von ,kiinstlichen Geweben* aus kultivierten Einzelzellen

Die ,kinstlichen Gewebe® aus kultivierten Einzelzellen wurden nach der Methode von
Cottler-Fox und Fox (1991) hergestellt. Dazu wurden als erstes circa 1 x 10%-Zellen in
PBS fiir 2 min bei 300 x g abzentrifugiert. Den Uberstand saugte man ab und resuspen-
dierte das Zellsediment grindlich in 500 yl humanem Plasma. Die Vernetzung des
Plasmas mit den Zellen erfolgte durch unmittelbare Zugabe von 250 Einheiten Thrombin
in 100 pl. Es entstand ein harter Klumpen der nach 5 min in 12 ml gepufferter 3,8%iger
Formaldehydlosung aufgenommen wurde. Die Penetration im Fixativ erfolgte Gber Nacht

unter Drehen an einem Rotor.
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2.2.2.2 Fixierung der ,kiinstlichen Gewebe” und Herstellung von Paraffinschnitten

Der Plasma/Thrombin-Zellklumpen (siehe Kapitel 2.2.2.1) wurde mit einem Skalpell in
2-3 mm dicke Stucke geschnitten und in einem Gewebe-Einbettautomaten weiter
behandelt. Dort durchliefen sie einen Entwasserungsvorgang und wurden uber Xylol in
Paraffin Gberfihrt. Das verwendete Programm beinhaltet mehrere Schritte, die in Tabelle

2.1 aufgelistet sind.

Reagenz Temperatur Imm[ir]sion Reagenz Temperatur Imm[ir]sion
H,0 flielRend RT 2,0 100% Ethanol RT 1,5
70% Ethanol RT 1,5 Xylol RT 1,5
70% Ethanol RT 1,5 Xylol RT 1,5
70% Ethanol RT 1,5 Xylol RT 1,5
95% Ethanol RT 1,5 Paraffin 60°C 2,0
95% Ethanol RT 1,5 Paraffin 60°C 2,0
100% Ethanol RT 1,5

Tabelle 2.1: Programm des Gewebe-Einbettautomaten.

Im Anschluss daran wurden die Zellklumpen an einer Ausbettstation in Paraffinblocke
eingebettet. Von den in Paraffin eingebetteten dicht beieinander liegenden Zellen wurden
mit einem Schlittenmikrotom 2-4 um dicke Schnitte angefertigt und auf SuperfrostPlus-OT
aufgezogen. Diese wurden Uber Nacht bei 37°C getrocknet und bis zu ihrer weiteren

Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

2.2.2.3 Doppelfarbung mit Himatoxylin-Eosin

Bei der Hamatoxylin-Eosin- (HE-) Farbung handelt es sich um eine Kern-Plasma-Farbung
fur die Routineuntersuchung von histologischen Schnitten. Die Zellkerne farben sich blau-
schwarz bis violett, zytoplasmatische Bestandteile rosa bis rot. Erythrozyten weisen eine
charakteristische ziegelrote Farbe auf.

Vor der Farbung mussten die histologischen Schnitte entparaffiniert und rehydriert
werden. Dazu wurden die Schnitte in spezielle Farbestander einsortiert und nach dem

Protokoll in Tabelle 2.2 A durch die in Glaskuvetten geflllten Losungen gefuhrt.
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Losungsmittel | Inkubationszeit Losungsmittel | Inkubationszeit
Xylol 5 min 70% Ethanol 10s
Xylol 5 min 80% Ethanol 1 min
Xylol 5 min 90% Ethanol 1 min
100% Ethanol 3 min 100% Ethanol 1 min
100% Ethanol 3 min 100% Ethanol 1 min
90% Ethanol 3 min Xylol 3 min
80% Ethanol 3 min Xylol 3 min
70% Ethanol 3 min Xylol 3 min
70% Ethanol 3 min Tabelle 2.2 B: Dehydrierung von Ge-
Aqua dest. 3 min webeschnitten.
Aqua dest. 3 min

Tabelle 2.2 A: Deparaffinierung und
Rehydrierung von Gewebeschnitten.

Nun erfolgte die Farbung:

Hamalaun nach Mayer 20 min

H.O flieRend 15 min ,blauen® unter flieBendem Leitungswasser
Aqua dest. kurz

Eosin 30s

Aqua dest. kurz

Die Schnitte dehydrierte man anschlieRend in einer Alkoholreihe mit steigender Ethanol-
konzentration nach dem Protokoll in Tabelle 2.2 B. Nun konnten die Schnitte maschinell
am Eindeckautomat eingedeckt und unter dem Mikroskop betrachtet werden.

-1% Eosin-Lésung: 10 g Eosin in 1000 ml Aqua dest. I6sen, vor Gebrauch 0,3 ml Eis-
essig zu 200 ml Eosin geben

-Hémalaunlésung: 1,0 g Zitronenséure, 1,0 g Hamatoxylin, 0,2 g Natriumjodat, 50 g
Aluminiumkaliumsulfat, 50 g Chloralhydrat, ad 1000 ml Aqua dest.

2.2.2.4 Immunhistologischer Nachweis von Trop-2

Zur Optimierung der einzelnen Bedingungen fur die Immunhistologie (z.B. Demaskierung,
Antikérperkonzentrationen) konnten die ,kinstlichen Gewebe® aus Zelllinien verwendet
werden (siehe Kapitel 2.2.2.1 und 2.2.2.2).
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Die paraffinierten Leerschnitte auf SuperfrostPlus-OT mussten zunachst fir 1 h bei 58°C
getrocknet werden. Danach wurden sie flr 3 x 5 min in Xylol entparaffiniert und in einer
absteigenden Ethanol-Reihe rehydriert (siehe Kapitel 2.2.2.3, Tabelle 2.2 A). An-
schlielfend wurden die OT fur 3 min in PBS gewaschen.

Die Maskierung der Antigene hebte man durch Kochen der Schnitte flir 20 min in einem
basischen 1x ,Antigen-Retrieval“-Puffer (AR-10) im Dampfgarer auf. Danach liel man den
AR-10-Puffer mit den Schnitten bei RT auf 64°C abkuhlen und stellte die OT flr 2 x 5 min
in PBS. Nun wurden die Schnitte zur Blockierung von endogenen Peroxidasen fir 5 min
bei RT mit einer 3%igen Wasserstoffperoxidlésung in PBS inkubiert und anschlieRend fur
2 x 3 min in PBS gewaschen. Daraufhin begrenzte man das Gewebeareal auf den OT mit
einem speziellen Fettstift, um bei den folgenden Schritten ein Abflieien der aufgebrachten
Lésungen zu vermeiden. Durch Inkubation flr 30 min bei RT mit Blockierungslosung in
einer feuchten Kammer wurden unspezifische Bindungen blockiert. Nach der Blockierung
wurden die Gewebeschnitte mit dem primaren Trop-2-Antikorper in einer Verdiinnung von
1:200 Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die Praparate 2 x fur 3 min in PBST-Puffer gewaschen und mit einem 1:100 verdinnten
biotinylierten sekundarem Antikorper bei RT fur 30 min in einer feuchten Kammer inku-
biert. Nach einem weiteren Waschschritt flr 2 x 3 min mit PBST-Puffer inkubierte man die
Schnitte fur 15 min mit einer Loésung aus Meerrettich-Peroxidase- (HRP)-konjugiertem
Streptavidin bei RT in der feuchten Kammer. Es schloss sich ein erneuter Waschschritt
mit PBST (3 x 1 min bei RT) an. Durch Zugabe von einem Tropfen DAB (geldst in HRP-
Substratpuffer) auf den Gewebeschnitt entwickelte man die Farbreaktion. Hierbei fallt das
Enzym Peroxidase unter Zusatz des Elektronendonors H,O, das Chromogen DAB
(3,3’-diaminobenzidin tetrahydrochlorid) zu einem braunen Farbniederschlag aus. Die
Farbreaktion wurde nach 20 s mit destilliertem Wasser abgestoppt. Anschlieiend wurden
die Schnitte mit Hamatoxylin fir 30 s gegengefarbt und flir 2 min mit Leitungswasser
gespult. Danach wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe Kapitel 2.2.2.3,
Tabelle 2.2 B) dehydriert, fir 2 x 3 min in Xylol inkubiert und mittels eines Eindeck-
automaten mit Folie bedeckt. Die immunhistochemisch gefarbten Schnitten wurden an
einem Zeiss-Mikroskop (Axioscop) mit einer integrierten Kamera (opto-electronics,
Gleichen) aufgenommen und unter Verwendung der Software Kappa Image-Base Control
DX30 des Kameraherstellers visualisiert.

-1x PBST-Puffer: 1x PBS-Puffer + 0,05% Tween-20
-Blockierungslésung: 1x PBS-Puffer, 1% BSA, 2% Kaninchenserum
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 Methoden zur RNA-Analyse

2.2.3.1.1 Arbeiten mit RNA

Bei allen Arbeiten mit RNA wurde Dimethyldicarbonat-behandeltes Wasser verwendet.
Hierzu wurde 0,1% Velcorin E242 zu doppelt-destillietem Wasser pipettiert, fur eine
Stunde geruhrt und anschlie®end autoklaviert. Alle Komponenten, die mit RNA in Be-
rihrung kommen konnten, behandelte man vorher flir 10 min mit RNaseZap, ebenso

wurden stets spezielle RNase-freie Reaktionsgefalle verwendet.

2.2.3.1.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Zelllinien

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte entweder direkt aus Zellen in der Zellkulturschale
oder aus tiefgefrorenen Zellsedimenten (siehe Kapitel 2.2.1.4) nach der RNeasy Methode
der Firma Qiagen.

Fir die direkte Lyse von subkonfluenten Zellen in 6-Loch-Zellkulturplatten (ca. 1 x 10°-
Zellen) wurden die Zellen einmal mit PBS-Puffer gewaschen und in 350 pl Guanidium-
Isothiocyanat-haltigem Lysepuffer mit 3,5 yl B-Mercaptoethanol fiir 5 min bei 37°C in-
kubiert. Die Homogenisierung der Probe erfolgte mittels Zentrifugation bei 14000 x g in
einer QlAshredder-Saule. Die Zellsedimente wurden nach Zugabe von 350 ul Lysepuffer
mit 3,5 ul B-Mercaptoethanol mit einem Stabrotor flir 2 min mechanisch homogenisiert.
Nach Zugabe des gleichen Volumens an 70%igem Ethanol zu der homogenisierten Probe
wurde die RNA in Gegenwart eines Puffersystems mit einer hohen Konzentration an
chaotropen Salzen in einer Mini-Saule an eine Silica-Gelmatrix gebunden. Die an die
Matrix gebundene RNA wurde nach den Angaben des Herstellers mehrfach gewaschen
und in 20-40 pl Wasser eluiert. Eine Quantitats- und Qualitdtsabschatzung der isolierten
RNA erfolgte am Spektralphotometer (siehe Kapitel 2.2.3.1.6).

2.2.3.1.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Geweben

Ein jeweils 50-100 mg schweres Gewebestlck trennte man mit einem Skalpell von einem
tiefgefrorenen Gewebeblock ab und Uberfuhrte es in ein ,FastRNA tube green® Reaktions-
gefaly, dass mit Keramikkugeln geflllt war. Das Gewebe wurde mit 1 ml Phenol-Reagenz
(TriPure) versetzt und fir 30 s an einem Homogenisator lysiert und homogenisiert. Die er-
hitzte Probe kihlte man fir 10 s auf Eis, versetzte sie mit 200 uyl Chloroform und mischte
fur 5 s am Homogenisator. Daraufhin wurde fiir 5 min auf Eis gekuhlt und fir 15 min bei
12000 x g (4°C) zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 500 pl Isopropanol in einem neuen

Reaktionsgefal® flir 15 min auf Eis inkubiert und anschlieRend abzentrifugiert (15 min,
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12000 x g, 4°C). Dann wurde das Sediment einmal mit 75%igem Ethanol gewaschen und
bei 7500 x g fur 5 min (4°C) zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes lieR man die
isolierte RNA an der Luft trocknen und resuspendierte in 100 yl Wasser bei 55°C fir
10 min. Anschliellend wurde die RNA mit RNeasy Mini-Rotationssaulen der Firma Qiagen

weiter aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.3.1.2).

2.2.3.1.4 Isolierung von RNA aus Paraffinschnitten

Zur Isolierung der RNA mussten die auf OT aufgezogenen Gewebeschnitte zuerst de-
paraffiniert werden. Hierzu wurden die OT fur 10 min in ein Xylolbad gestellt und an-
schlieRend fir 2 x 10 min in absolutem Ethanol inkubiert. Mit einem sterilen Skalpell
kratzte man die deparaffinierten Proben von der Oberflache ab, Uberfiihrte sie in ein
1,5 ml Reaktionsgefal® und lie3 das Gewebe fur 10 min bei 55°C trocknen.

Die RNA-Isolierung aus den Geweben erfolgte im wesentlichen nach der High Pure RNA
Paraffin Methode der Firma Roche. Hierzu wurden die Gewebeproben wahrend einer
Inkubation Uber Nacht in 800 ug Proteinase K/1,6% SDS homogenisiert und die Ribo-
nukleinsauren in Gegenwart von chaotropem Salz an die Oberflache von Glasfasern
gebunden. Die gebundene RNA wurde dann in einer Serie von Waschschritten von
zellularen Komponenten gereinigt und schliefdlich vom Glasfaservlies eluiert. Eine an-
schlielende Behandlung fir 45 min mit 5 Einheiten DNase | und eine zweite Proteinase
K-Inkubation verbesserten die Qualitat der erhaltenen RNA, die dann nochmals in einer
Glasfasersaule gewaschen und mit einer Niedrigsalzlésung eluiert wurde. Die vereinigte
RNA von jeweils drei Paraffinschnitten eines Gewebes wurde am Spektralphotometer
quantifiziert und der Groflienbereich der stark fragmentierten RNA in einem denaturieren-
den Agarosegel Uberpriift (siehe Kapitel 2.2.3.1.9). Eine abschlieRende Uberpriifung der
RNA-Qualitat erfolgte mit dem LightCycler h-G6PDH DNA Housekeeping Gene Set in
Kombination mit dem LightCycler DNA Master Hybridization Probes Kit der Firma Roche
(siehe Kapitel 2.2.3.2.1.4.4).

2.2.3.1.5 lIsolierung von Poly(A)-mRNA

Die Isolierung von Poly(A)-mRNA aus Gesamt-RNA erfolgt mit der Oligotex mRNA
Methode der Firma Qiagen.

Zuerst wurden 250 ug isolierte Gesamt-RNA in einem Reaktionsgefall mit Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 250 ul gebracht. Nach Zugabe von 250 ul Hochsalz-Bindungspuffer
wurden RNA-Sekundarstrukturen durch eine Inkubation flr 3 min bei 70°C zerstort und
die RNA anschlieRBend fir 10 min bei RT an 15 pl Oligotexsuspension hybridisiert. Die

Suspension enthalt Oligotexpartikel aus Polystyrol/Latex, an deren Oberflache dCoT30-
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Oligonukleotide kovalent gebunden sind. Die an die Oligotexpartikel gebundene Poly(A)-
mRNA wurde als Komplex flir 2 min bei 14000 x g sedimentiert und nach Hersteller-
angaben in einer Rotationssaule gewaschen. Mit 70 pl eines bei 70°C vorgewarmten
Eluierungspuffer mit niedrigem Salzgehalt 16ste man die Poly(A)-mRNA von den Oligotex-
partikeln und zentrifugierte sie mit einer Rotationssaule ab. Die Konzentrations-
bestimmung des Eluats erfolgte spektralphotometrisch. Durchschnittlich konnten circa 1%
Poly(A)-mRNA aus der eingesetzten Gesamt-RNA erhalten werden. Die Reinheit der iso-
lierten Poly(A)-mRNA wurde elektrophoretisch mit einem 1%igen FA-Agarosegel unter-
sucht (siehe Kapitel 2.2.3.1.9).

2.2.3.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren in einer Probe wurde durch Messen der Absorption
bei 260 nm (Az) am Spektralphotometer bestimmt. Man wahlte hierzu stets eine ent-
sprechende Probenverdinnung in Wasser, bei der ein Ay Wert zwischen 0,1 und 1,0
erreicht wurde. Die Bestimmung der Konzentration einer RNA-Probe Crna) erfolgte nach

der Kalkulation in Gleichung 2.4.

Gleichung 2.4: Crna) = 40 X Agso x Verdlnnungsfaktor

Der Faktor 40 ergibt sich aus der Tatsache, dass 40 ug RNA bei 260 nm eine Absorption
von 1 zeigen. Bei DNA-Messungen betragt der Faktor 50 (Axso= 1 entspricht 40 ug/ml
RNA bzw. 50 ug/ml DNA in Wasser).

Die Reinheit der gemessenen Nukleinsauren wurde durch das Verhaltnis von Ay zU Aggo
abgeschatzt, da Verunreinigungen durch Proteine in der Probe bei 280 nm ein Ab-
sorptionsmaximum aufweisen. Eine Probe mit einem Verhaltnis Az : Azgo < 1,5 musste

entweder noch mit Proteinase nachbehandelt werden oder wurde verworfen.

2.2.3.1.7 Entfernung von DNA-Verunreinigungen aus RNA-Isolierungen

Zur Quantifizierung von RNA-Transkripten mit der LightCycler Technik (siehe Kapitel
2.2.3.21.4.3.1) war es erforderlich, noch vorhandene Verunreinigungen durch
genomische DNA vollstandig zu entfernen. Hierzu wurde die DNA-free Methode der Firma
Ambion verwendet. Man inkubierte jeweils 10 ug RNA mit 0,1 Volumen von 10x DNase |-
Puffer und 2 Einheiten DNase | fir 30 min bei 37°C. Dann wurde mit 0,1 Volumen DNase-
Inaktivierungsreagenz flir 2 min bei RT inkubiert und das Inaktivierungsreagenz bei
10000 x g abzentrifugiert.

-10x DNase [-Puffer: 100 mM Tris-HCI (pH 7,5), 256 mM MgCl,, 1 mM CacCl,
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2.2.3.1.8 Analyse von Oligonukleotid-Mikroarrays (GeneChip®)

2.2.3.1.8.1 Herstellung von Biotin-markierter cRNA

2.2.3.1.8.1.1 Erststrangsynthese von cDNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus tiefgefrorenen Zellsedimenten ist unter 2.2.3.1.2 be-
schrieben. Zur Erststrangsynthese wurde ein Ansatz mit 20 pg gesamtzellularer RNA und
200 pmol eines T7-(T)z4 Primers, der eine T7 RNA-Polymerase-Promotor-Sequenz
enthalt, mit Wasser auf 23 pl aufgefillt und fir 10 min bei 70°C inkubiert. Dann gab man
auf Eis 8 pl 5x RT-Puffer, 4 pyl 0,1 M DTT, 25 Einheiten RNase Inhibitor und je 500 yM
dNTP dazu und temperierte flr zwei Minuten auf 42°C vor. Nach Zugabe von 600 Ein-
heiten Reverse Transkriptase (Superscript Il) wurde die reverse Transkription in 40 pl
Gesamtvolumen fiir 1 h bei 42°C durchgefiihrt.

-5x RT-Puffer: 250 mM Tris-Acetat (pH 8,4), 375 mM Kaliumacetat, 40 mM Magnesium-
acetat

2.2.3.1.8.1.2 Synthese des zweiten cDNA-Strangs und Aufreinigung der cDNA

Auf Eis wurden zum gesamten Reaktionsansatz der Erststrangsynthese 30 ul 5x Zweit-
strang-Synthesepuffer, je 200 yM dNTP, 10 Einheiten E. coli DNA-Ligase, 40 Einheiten
E. coli DNA-Polymerase | und 2 Einheiten RNase H gegeben und das Volumen mit Was-
ser auf 150 pl eingestellt. Nach einer Inkubation fiir 2 h bei 16°C pipettierte man 10 Ein-
heiten T4-DNA Polymerase zu und stoppte die Reaktion nach einer weiteren Inkubation
fir 5 min bei 16°C mit 10 yl 0,5 M EDTA. Die verbliebene RNA wurde mit 15 Einheiten
RNase A fir 30 min bei 37°C entfernt. Es folgte eine Behandlung mit 76 ug Proteinase K
in 2 yl SDS (10%) fur 30 min bei 37°C. Die cDNA-Aufreinigung erfolgte durch eine
Phenol-Chloroform Extraktion in Phase Lock Gel-Reaktionsgefafien. Die anschlieliende
DNA-Fallung von 250 ul der wassrigen Phase wurde mit 125 ul 7,5 M Ammoniumacetat
und mit 940 ul Ethanol bei —20°C fiir 16 h durchgefihrt. Die gefallte DNA zentrifugierte
man bei 14000 x g fur 20 min ab. Dann wurde 2 x mit 80%igem Ethanol und 1 x mit
100%igem Ethanol gewaschen und man lieR nach Abnahme des Uberstands die cDNA
an der Luft trocknen.

-5x Zweitstrang-Synthesepuffer: 125 mM Tris-HCI (pH 7,5), 500 mM KCI, 25 mM MgCl,,
50 mM (NH4),SO,, 0,75 mM B-Nikotinamid-Adenin-Di-
nukleotid (3-NAD)

2.2.3.1.8.1.3 IVT und Fragmentierung der biotinylierten cRNA

Zuerst wurde die prazipitierte cDNA eines Ansatzes (ca. 0,2-0,4 uyg cDNA) in 1,5 pl Was-
ser geldst. Dann wurde die in vitro-Transkription (IVT) mit dem MEGAscript T7 Kit der
Firma Ambion in Gegenwart von biotinylietem (Biotin-16-) UTP und biotinyliertem

(Biotin-11-) CTP nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Eine Aufreinigung der markierten
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cRNA erfolgte Uber Rotationssdulen des RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen (siehe
Kapitel 2.2.3.1.2). Nach einer Konzentrationsbestimmung am Spektralphotometer (siehe
Kapitel 2.2.3.1.6) wurden 20 pg der biotinylierten cRNA in 8 pl 5x Fragmentierungspuffer
in einem Volumen von 40 pl fur 35 min bei 94°C fragmentiert. Die fragmentierte cRNA
(= 35-200 Basenpaare lang) konnte entweder bei -20°C gelagert oder sofort in eine
Hybridisierung eingesetzt werden.

-5x Fragmentierungspuffer: 200 mM Tris-Acetat (pH 8,1), 500 mM Kaliumacetat,
150 mM Magnesiumacetat

2.2.3.1.8.2 Hybridisierung und Waschen der Genchips

15 ug fragmentierte cRNA wurde mit 162 ul Hybridisierungsldsung vermischt und mit
Wasser auf ein Volumen von 300 ul gebracht. Dieser Hybridisierungscocktail konnte an-
schliellend bei -20°C gelagert oder gleich fiir die Hybridisierung eines Oligonukleotid-
Mikroarrays verwendet werden. Hierzu wurde der Hybridisierungscocktail fir 5 min bei
99°C denaturiert, anschliefend flir 5 min bei 45°C vortemperiert und unlésliche Bestand-
teile fir 5 min bei 14000 x g abzentrifugiert. Dann pipettierte man ein 80 pl Aliquot des
Hybridisierungscocktails zum Qualitatstest in einen GeneChip® Test2-Chip und inkubierte
fur 16 h bei 45°C unter Rotation. Erfiillte der Hybridisierungscocktail die erforderlichen
Qualitatskriterien (siehe Kapitel 2.2.3.1.8.3), wurde ein weiteres Aliquot von 200 pl in die
entsprechenden Oligonukleotid-Chips HG-U95Av2 oder HG-U95B-E gefullt (siehe Kapitel
2.2.3.1.8.4). Nach der Hybridisierung wurden die Chips in einer Waschstation gemaf
Herstellerangaben computergesteuert mit nicht-stringenten und stringenten Puffern
gewaschen. Zur Detektion und Verstarkung der Fluoreszenzsignale behandelte man die
Chips mit drei Antikérperlésungen (1-3). Zwischen den Antikdrperbehandlungen und am
Ende des Programmes wurden die Chips jeweils mit nicht-stringentem und stringentem
Puffer gewaschen.

Biotin-markierte Kontroll-cRNA [-1V (bioB, bioC, bioD und Cre) und ein antisense Kontroll-
Oligonukleotid B2 wurden freundlicherweise von Frau Bar (Roche Diagnostics GmbH,
Penzberg) zur Verfigung gestellt. bioB, bioC und bioD sind Gene, die in der Biotin-
synthese von E. coli involviert sind. Cre kodiert fir das Rekombinase-Protein des
Bakteriophagen P1. Die Kontroll-cRNA dienten in unterschiedlichen Konzentrationen als
Hybridisierungsstandards zur Abschatzung der Expressionshéhe von RNA-Transkripten in
der Probe und konnten zur Normalisierung der Expressionshéhe verschiedener
Experimente wahrend der Software-Analyse verwendet werden. Das Kontroll-
Oligonukleotid B2 hybridisierte an den Rand der Chips und an eine kreuzformige
Markierung innerhalb des Chips und diente somit zur genauen Ausrichtung eines Gitters

bei der Chip-Auswertung.
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-Hybridisierungslésung: Kontroll-cRNA I-IV (1,5, 5, 25 und 100 pM), 50 pM Kon-
troll-Oligonukleotide, 100 ug/ml fragmentierte Herings-
sperma-DNA, 500 ug/ml acetyliertes BSA, 50 mM MES,
0,5 M NaCl, 10 mM EDTA, 0,005% Tween-20

-Hybridisierungscocktail: Hybridisierungslésung mit 50 ng/ul fragmentierter cRNA

-Stringenter Waschpuffer: 100 mM MES, 100 mM NacCl, 0,01% Tween-20

-Nicht-stringenter Waschpuffer: 0,9 M NaCl, 60 mM NaH.PO,, 6 mM EDTA, 0,005% Anti-
foam O-30, 0,01% Tween-20

-Antikbrperlésung 1: 10 ug/ml rekombinantes Streptavidin in 600 ul Féarbe-
puffer mit 2 ug/ul acetyliertem BSA

-Antikérperldésung 2: 0,1 mg/ml Ziegen-IgG, 3 ug/ml biotinylierter Ziegen anti-
streptavidin 1gG in 600 ul Farbepuffer mit 2 ug/ul acety-
liertem BSA

-Antikérperldésung 3: 10 ug/ml Streptavidin-Phycoerythrin in 600 ul Farbepuffer
mit 2 ug/ul acetyliertem BSA

-Férbepuffer: 100 mM MES, 1 M NaCl, 0,05% Tween-20, 0,005% Anti-
foam O-30

2.2.3.1.8.3 Bestimmung der cRNA-Qualitat

Die Qualitat der hybridisierten cRNA wurde mit Oligonukleotiden flir eine 5°-, mittlere-,
oder 3’-Sequenz von RB-Aktin (ACTB) und der Glyzerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase (GAPD) bestimmt, die auf die Genchips synthetisiert sind. cRNA-Ansatze
mit einem 3°-/5°-Verhaltnis von < 3 wurden als qualitativ ausreichend angesehen. Diese
Qualitatskontrolle wurde jeweils zuerst auf speziellen kostenglnstigeren Testchips (Test2-
Chips) durchgefihrt. Bei einem ausreichend guten 3°-/5°-Verhaltnis fir ACTB und GAPD
konnten mit einem zweiten Aliquot der Hybridisierungscocktails anschlielend die
HG-U95-Arrays hybridisiert werden. Auf denen befinden sich zusatzlich auch die Oligo-

sequenzen der erwahnten Kontrollgene.

2.2.3.1.8.4 Beschreibung der verwendeten Genchips

Zur Genexpressionsanalyse wurde das aus 5 Arrays bestehende Set HG-U95Av2-E ver-
wendet. Die patentierten Arrays (GeneChip®) der Firma Affymetrix (Santa Clara, CA,
USA) werden im weiteren vereinfacht als Genchips bezeichnet. Das HG-U95-Set repra-
sentiert auf dem HG-U95Av2 (Version 2)-Chip 12652 Sequenzen von zumeist Genen
deren volle Lange bekannt ist und von denen entweder bereits Funktionen oder Asso-
ziationen mit Krankheiten beschrieben sind. Die Chips HG-U95B, C, D und E enthalten
primar Oligonukleotide aus circa 50000 Clustern von exprimierten sequenzmarkierten
Stellen (EST). Insgesamt reprasentiert das HG-U95-Set also mehr als 60000 Gene oder
EST-Cluster, die allesamt aus dem ,Build 95“-Archiv der UniGene-Datenbank enthommen
sind. Die in UniGene ,Build 95 dokumentierten Sequenzen stammen entweder aus der
GenBank 113 oder von der Datenbank dbEST/10-02-99.
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2.2.3.1.8.5 Aufbau der Genchips

Etwa 10’-Kopien eines Oligonukleotids von durchschnittlich 25 Basenpaaren L&nge
werden auf eine Flache von 20 x 20 um? mittels Photolithographie und kombinatorischer
Chemie direkt auf eine Glasplatte synthetisiert (Pease et al., 1994). Diese Flache wird als
Probenzelle bezeichnet. Die Sequenz eines 25mer Oligonukleotids entspricht exakt der
Sequenz einer cDNA und wird mit ,,Perfect Match*“ (PM) bezeichnet. Ein zweites auf die
Platte synthetisiertes Oligonukleotid mit der gleichen Sequenz, aber einem homo-
merischen Basenaustausch in der zentralen 13. Position wird als ,,MisMatch“ (MM)
bezeichnet und dient als eine Kontrolle flir mégliche Kreuzhybridisierungen. Ein Proben-
paar (PP) besteht aus einer PM- und einer MM-Probenzelle, wobei auf dem Chip jeweils
die PM-Probenzelle direkt Uber der MM-Probenzelle liegt. Um ein Transkript detektieren
zu konnen, sind jeweils 16-20 Probenpaare auf dem Chip angeordnet. Diese 16-20
verschiedenen Sequenzen einer cDNA werden zusammen als Probenset (PS)
bezeichnet (Abb. 2.1).

- Probenset -
PM |
MM j
L ,
Proben- [PM Proben- @
paar |um zelle

Abbildung 2.1: Anordnung von 20 Oligonukleotiden auf dem Chip, die einer cDNA aus den
Datenbanken entsprechen.
PM = sequenzspezifische ,Perfect Match“-Probenzelle, MM = ,MisMatch“-Kontrollprobenzelle.

2.2.3.1.8.6 Scannen der Genchips
Das Scannen der Chips erfolgte mit einem HP G2500A GeneArray-Scanner der Firma
Affymetrix. Der Chip wurde dabei von dem Argon-lonen Laser mit einer Auflésung von

3 um/Pixel gescannt. Somit wurden also circa 64 Pixel/Probenzelle berechnet.

2.2.3.1.8.7 Algorithmen zur Auswertung der Genchips

2.2.3.1.8.7.1 Die absolute Analyse von einzelnen Genchips

Die Auswertung wurde mit den Programmen Microarray Suite 4.0, GeneChip® Data
Mining Tool 2.0, GeneChip® LIMS Manager 1.5 (alle von der Firma Affymetrix) und Roche
Affymetrix Chip Experiment—Analysis 2.0.0 (RACE-A) durchgefihrt.
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Da die Pixel auf der Flache nicht gleichmaRig verteilt sind, beginnt die Analyse mit der
Kalkulation einer durchschnittlichen Intensitat (Avgint) fir jede Probenzelle. Damit
werden Probenzellen untereinander rechnerisch vergleichbar. Dann wird der Hintergrund
kalkuliert und von den Intensitaten aller Probenzellen abgezogen. Hintergrundintensitaten
entstehen durch unspezifische SAPE-Bindung an die Chipmatrix und durch Auto-
fluoreszenz der Chipoberflache. Als Rauschen bezeichnet man kleine Variationen in dem
digitalisierten Signal, die entstehen kénnen, wenn der Scanner die Chipoberflache ab-
tastet. Das Rauschen wird ermittelt, indem man den Grad der Abweichungen von Pixel zu
Pixel innerhalb einer Probenzelle kalkuliert. Das Rauschen ist eines der Kriterien fur die
Signifikanz von Intensitdtsunterschieden zwischen ,Perfect Match“-Probenzellen und
ihren ,MisMatch“-Kontrollen. Als nachstes wird die Anzahl von positiven und negativen
Probenpaaren fir jedes Probenset bestimmt. Man definiert ein Probenpaar als positiv,
wenn die Intensitat der sequenzspezifischen (PM-) Probenzelle signifikant héher ist als
die Intensitat der Kontroll-(MM-) Probenzelle. Entsprechend definiert sich ein negatives
Probenpaar, wenn die Intensitat der MM-Probenzelle signifikant hoher ist als die Intensitat
der PM-Probenzelle. Die Anzahl von positiven und negativen Probenpaaren wird ver-
wendet, um die Hybridisierungseffizienz von jedem Probenset zu beschreiben. Diese wird
ausgedruckt durch die positive Fraktion und die ,Positiv/INegativ Ratio“ (Pos/Neg
Ratio). Die positive Fraktion ist ein Mal} des Anteils von Probenpaaren bei denen die
PM-Probenzellen mit einem spezifischen Transkript mehr hybridisiert haben als die
korrespondierende MM-Kontrolle. Das Verhaltnis von positiven Probenpaaren zu
negativen Probenpaaren in einem Probenset wird dann durch die Pos/Neg Ratio dar-
gestellt.

Zwei weitere wichtige Algorithmen kalkulieren die ,Log Average Ratio* und die ,Average
Difference“ (AvgDiff). Die AvgDiff flr jedes Probenset ist ein Durchschnitt der Unter-
schiede zwischen jeder PM-Probenzelle und seiner Kontroll-MM-Probenzelle und dient als
Mal fur die Abundanz einer RNA in der Probe. Die AvgDiff kann somit verwendet werden
um die Expressionsanderung eines bestimmten Gens zwischen zwei Experimenten nach
Gleichung 2.5 zu bestimmen.

> PM-MM

Anzahl der Probenpaare

Gleichung 2.5:  AvgDiff =

Abschlieend wird eine ,Entscheidungsmatrix® zur Bestimmung von Anwesenheit oder
Abwesenheit jedes Transkripts verwendet — dem ,,Absolute Call“. Dies wird erreicht
durch die Untersuchung von drei der Analysen-Algorithmen: der positiven Fraktion, der
Pos/Neg Ratio und der Log Average Ratio. Der ,Absolute Call“ wird ausgedrickt durch die

Bezeichnungen ,Vorhanden®, ,Marginal“ oder ,Fehlend®.
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2.2.3.1.8.7.2 Vergleichende Analyse zwischen mehreren Genchip-Experimenten

Die vergleichende Analyse beginnt damit, dass eine absolute Analyse eines Chip-
Experiments als Basislinie (,Base“) bestimmt wird. Ein anderer mit diesen Basisdaten zu
vergleichender Chip wird als experimenteller Chip (,Exp“) bezeichnet. Um diese zwei
Chips miteinander vergleichen zu kénnen, missen zuerst die unterschiedlichen Fluores-
zenzintensitaten der Chips einander angeglichen werden (Normalisierung). Diese unter-
schiedlichen Intensitaten kénnen durch Abweichungen in der Menge und der Qualitat der
hybridisierten cRNA entstehen. Eine andere Quelle fir diese Unterschiede sind leichte
Pipettiervariationen bei den Farbelésungen, sowie weitere experimentelle Faktoren. In
den Experimenten wurde die globale Normalisierung eingesetzt. Hierbei werden die Werte
des experimentellen Chips mit einem Normalisierungsfaktor (NF) multipliziert, um seine
durchschnittliche Intensitat dem Basislinien-Chip anzupassen. Die durchschnittliche Inten-
sitat eines Chips wird berechnet aus dem Durchschnitt der AvgDiff Werte aller Probensets
auf einem Chip, wobei die niedrigsten und hochsten 2% der Werte abgezogen werden.
Bei der vergleichenden Analyse werden ebenfalls zuerst die Absolutwerte des zu ver-
gleichenden Chips bestimmt. Daraufhin werden Vergleichsalgorithmen eingesetzt, die im
wesentlichen zu einer ,Entscheidungsmatrix“ flhren — dem ,,Difference Call“. Dieser
zeigt an ob ein Probenset gegenlber dem gleichen Probenset auf der Basislinie induziert
bzw. reprimiert ist oder keinen Unterschied zeigt. Zusatzlich erhalt man eine ,,Change
Factor“- (CF-) Kalkulation als Indikator flr eine relative Veranderung jedes Transkripts,
das auf dem Chip représentiert ist. Zur Berechnung ist der , Average Difference
Change* (AvgDiff Chg) entscheidend, der zuerst nach Gleichung 2.6 als der Unterschied
aller AvgDiff von Chip 1 (,Exp“) und Chip 2 (,Base®) berechnet wird.

Gleichung 2.6: AvgDiff Chg = AvgDiffex, — AvgDiffgase
Die Berechnung des ,,Change Factor” (CF) ist in Gleichung 2.7 gezeigt.

Gleichung 2.7:

AvgDift Chg

CF=
max[min(AngiffExp, AngiffBase), 2,8 % maX(QExp, QBase)]

Der CF hangt also von den Betragen der AvgDiff-Werte und dem Rauschen (siehe Kapitel
2.2.3.1.8.7.1) ab. Ist beispielsweise der Wert von AvgDiffg.se kleiner als AvgDiffg,,, aber

groéRer als 2,8 Q, dann vereinfacht sich die Berechnung zu Gleichung 2.8.
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( AVg D|ﬂ: Exp
AvgDiff ;...

Gleichung 2.8: CF =

Die statistische Relevanz des CF wird letztendlich von der ,,Change Factor Quality“
(CFQ) bestimmt. In der Arbeit wurde eine CFQ von = 1 gewahlt, was bedeutet, dass sich
die Standardabweichungen von AvgDiffgase und AvgDiffe,, nicht Gberlappen. In Abbildung
2.2 ist dies fir induzierte Gene im experimentellen Chip im Vergleich zum Basislinien-
Chip dargestelit.

A

[ & AvgDiffg,,,
| O & AvgDiff_,

P
o

AvgDiff
H

CFQ=2 CFQ=1

Abbildung 2.2: Darstellung der ,Change Factor Quality” von 2, 1 und 0,5.

Als Quadrat ist exemplarisch der Mittelwert von mehreren AvgDiff-Bestimmungen flr ein Gen mit
den entsprechenden Standardabweichungen dargestellt. Dieser Wert wurde als Basislinie
(9 AvgDiffg,se) definiert. Der durchschnittliche AvgDiff-Wert eines Gens auf den zu vergleichenden
experimentellen Chips (@ AvgDiffe,,) ist als Kreis dargestellt. Bei einer CFQ von > 1 ist keine Uber-
lappung der Standardabweichungen mehr gegeben.

2.2.3.1.9 Auftrennung von RNA mittels Agarosegelelektrophorese

10 yg Gesamt-RNA oder 1 ug Poly(A)-mRNA in einem Volumen von 5 pl wurden mit 15 pl
Formaldehyd- (FA-) Ladepuffer fir 15 min bei 65°C denaturiert und in einem 1%igen de-
naturierenden FA-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Als GréRenstandard wurde
der RNA-Millenium Marker mit Ethidiumbromid-haltigem FA-Ladepuffer verwendet. Nach
dem Gellauf wurde die RNA Uber einer UV-Lampe (254 nm) sichtbar gemacht und foto-
grafiert.

-10x Formaldehyd-Gelpuffer (11): 200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 180 ml 37%
Formaldehyd, 10 mM EDTA (pH 7,0)

-1x Formaldehyd-Laufpuffer (11): 100 ml 10x FA-Gelpuffer, 20 ml 37% Formaldehyd

-Formaldehyd-Ladepuffer: 50% Formamid, 2,2 M Formaldehyd, 1x MOPS-Puffer,
0,2% Bromphenol-Blau (w/v), 10% Ficoll (w/v),
50 mg/ml Ethidiumbromid
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2.2.3.1.10,,Northernblot”-Analyse

2.2.3.1.10.1 Transfer von RNA auf eine Nylonmembran (,,Northernblot®)

Die RNA wurde mittels Kapillartransfer abwarts vom Gel auf eine positiv geladene Nylon-
membran (BrightStar Plus) Gberflihrt (Chomczynski, 1992). Hierzu verwendete man einen
schwach alkalischen Transferpuffer und baute die Transferapparatur nach Angaben des
Membran-Herstellers auf. Nach einem zweistindigen Transfer wurde die Membran kurz in
1x FA-Laufpuffer gewaschen und die RNA unter UV-Licht mit 120 milliJoule kovalent an
die Membran gebunden. Die Membranen konnten bei —20°C gelagert werden.
-Transferpuffer: 1 M NaCl, 10 mM NaOH

2.2.3.1.10.2 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die Herstellung von radioaktiv-markierten Sonden fir die spezifische Hybridisierung von
membrangebundener RNA erfolgte unter Zuhilfenahme des Strip-EZ DNA Kits der Firma
Ambion nach der Methode von Feinberg und Vogelstein (1983). 25 ng DNA wurden in 9 pl
Gesamtvolumen fiir 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieflend in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Man pipettierte auf Eis 2,5 yl Dekamere (Mischung samtlicher, moglicher
Basensequenzen), 5 ul 5x Reaktionspuffer (enthielt dATP und dCTP), 2,5 ul 10x dCTP
und 5 pl [a-**P]dATP (10 mCi/ml) zur Sonden-DNA hinzu. Die Klenow-Reaktion wurde mit
1 pl Exonuklease-freiem Klenow-Enzym gestartet und fur 25 min bei 37°C im Wasserbad
durchgefihrt. Anschliefend wurde die Reaktion mit 1 pl 0,5 M EDTA gestoppt und nicht
eingebaute Nukleotide durch Zentrifugation Uber eine Sephadex G-50-Saule flr 4 min bei
3000 x g abgetrennt. Die spezifische Aktivitat der Probe und die Einbaurate von

[a-**P]dATP wurde an einem Szintillationszahler bestimmit.

2.2.3.1.10.3 Hybridisierung von ,Northernblots“ mit radioaktiv-markierter DNA

Je 1 x 10" cpm an radioaktiv-markierter Sonden-DNA wurde fiir 10 min bei 90°C de-
naturiert und in 10 ml auf 68°C vorgewarmte ULTRAhyb-Hybridisierungslésung aufge-
nommen. Die Nylonmembran mit der transferierten RNA schweil3te man in eine Plastik-
hille ein gab nach einer Vorhybridisierung fiir 30 min bei 68°C die radioaktive Sonden-
I6sung zu. Die Inkubation erfolgte an einem Rotor tber Nacht bei 68°C. Am nachsten Tag
wurde die Membran zuerst fir 30 min in Waschpuffer 1 bei RT und dann im stringenten
Waschpuffer 2 fir 15 min bei 50°C gewaschen. Zur Signaldetektion wurde ein Réntgen-
film bei —80°C exponiert und am Entwicklerautomat entwickelt.

-20x SSC-Puffer (pH 7,0): 3 M NaCl, 0,3 M NasCitrat*2H,O
-Waschpuffer 1: 2x SSC, 0,05% SDS
-Waschpuffer 2: 0,17x SSC, 0,1% SDS




Material und Methoden 48

2.2.3.1.10.4 ,Strippen“ von ,Northernblots“

Radioaktiv-markierte Sonden-DNA konnte mittels Komponenten des Strip-EZ DNA Kits
der Firma Ambion wieder effektiv von der RNA gel6st werden (,Strippen). Hierzu wurden
die Membranen bei 68°C fiir 2 x 10 min in dem beigefligten Degradierungspuffer inkubiert.
Nach Herstellerangaben wird durch Inkubation mit dem Degradierungspuffer die Sonden-
DNA in kurze Oligonukleotide geschnitten, und kann deshalb anschlieRend unter milden
Bedingungen von der RNA abgeldst werden. Die Ablésung der DNA erfolgte durch
Waschen mit Rekonstituierungspuffer fir 10 min bei 68°C. AnschlieRend konnten die
Membranen mit der transferierten RNA flr weitere Markierungsreaktionen eingesetzt

werden.

2.2.3.1.11 Hybridisierung von kommerziellen Blots mit radioaktiv-markierter DNA

Kommerziell erhaltliche RNA- oder cDNA Blots wurden im wesentlichen nach dem in den
Kapiteln 2.2.3.1.10.2 und 2.2.3.1.10.3 aufgefuhrtem Protokoll mit spezifischen radioaktiv-
markierten DNA-Sonden hybridisiert. Folgende Modifikationen waren aber fiir die Hybridi-
sierung des mit Poly(A)-mRNA getlipfelten humanen ,Multiple Tissue Expression®-Arrays,
des ,Cancer Gene Screening 96 Dot Total RNA Dot“-Blots und flir den mit cDNA getipfel-
ten ,Cancer Profiling“-Array erforderlich:

1 x 10" cpm radioaktiv-markierter Sonden-DNA wurden zur Unterdriickung von Kreuz-
hybridisierungen mit 30 ug humaner Cyt-1-DNA, 150 ug fragmentierter Lachssperma-DNA
sowie 50 ml 20x SSC-Puffer vermischt und mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von
200 pl gebracht. Dieser Hybridisierungscocktail wurde bei 95°C fir 5 min denaturiert und
in 5 ml der auf 68°C vorgewarmten ULTRAhyb-Hybridisierungslésung tberfihrt. Zu 15 ml
der Hybridisierungslésung gab man 1,5 mg denaturierte, fragmentierte Lachssperma-DNA
und verwendete davon 10 ml, um den jeweiligen Array bei 68°C fur 30 min vorzu-
hybridisieren. Die Inkubation erfolgte an einem Rotor Gber Nacht bei 68°C.

Das flur die Arrays modifizierte stringentere Waschprotokoll lautete: 5 x 20 min bei 65°C in
Waschpuffer 1B und 2 x 20 min bei 55°C in Waschpuffer 2B.

-Waschpuffer 1B: 2x SSC, 1% SDS
-Waschpuffer 2B: 0,1x SSC, 0,5% SDS

2.2.3.2 Methoden zur DNA-Analyse
2.2.3.2.1 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
2.2.3.2.1.1 Erststrang-cDNA-Synthese am Thermozykler (RT-PCR)

Zur Erststrang-Synthese von einzelstrangiger cDNA aus einer RNA-Vorlage wurde der
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) der Firma Roche verwendet.
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Ein Standard RT-PCR-Ansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

0,5 yg Gesamt-RNA, 1x Reaktionspuffer, 1 mM dNTP-Mischung, 5 mM MgCl,, 1,6 pg Oli-
go-p(dT)4s-Primer oder 3,2 ug ,Random-Primer® p(dN)s, 50 Einheiten RNase-Inhibitor,
20 Einheiten AMV Reverse Transkriptase, mit Wasser auf ein Volumen von 20 ul ein-
gestellt.

Die RNA wurde in Wasser aufgenommen, mit den Nukleotiden und dem Primer fiir 10 min
bei 65°C denaturiert und anschliefend auf Eis gestellt. Nach Zugabe der restlichen Kom-
ponenten inklusive der Reversen Transkriptase lie® man die Primer bei 25°C fir 10 min
im Thermozykler an die RNA anlagern. Die reverse Transkription wurde flir 60 min bei
42°C durchgeflihrt, danach denaturierte man die Reverse Transkriptase bei 99°C fir
5 min und kuhlte auf 4°C ab.

-1x Reaktionspuffer (pH 8,3): 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI

2.2.3.2.1.2 DNA-Amplifikation mit der PCR-Reaktion

Die PCR wurde eingesetzt um fur ,Northernblot“-Analysen genspezifische Sonden-DNA
herzustellen oder um flankierende Schnittstellen an die kodierende Sequenz des TROP2-
Gens zu synthetisieren. Die PCR erfolgte nach dem Protokoll des High Fidelity PCR
Master Systems der Firma Roche mit den fur das jeweilige Primerset optimalen

Anlagerungstemperaturen.

2.2.3.2.1.3 Synthese von flankierenden Schnittstellen an eine DNA-Sequenz

Zur Generierung einer DNA-Sequenz von TROPZ2, die genau den ORF umschlief3t und
eine Nhe I-Schnittstelle am 5°-Ende sowie eine Bam HI-Schnittstelle am 3’-Ende tragt,
hatte uns freundlicherweise S. Alberti den pBJl-neo-Trop-2-Vektor als PCR-Vorlage zur
Verfigung gestellt. Das Plasmid enthalt einen genomischen Klon (Klon AC: X77753) fir
TROP2. Aufgrund des hohen GC-Gehaltes im Bereich des 5-UTR (untranslatierte
Region) sowie des Startkodons von TROP2 musste der PCR-Ansatz wie folgt modifiziert

werden:

o 1 ug Vektor-DNA (pBJI-neo-Trop-2)

e 300 nM Trop-2_Nhe |_for—Primer

e 300 nM Trop-2_Bam HI_rev—Primer

e 5% DMSO (Dimethylsulfoxid)

e 1,5 M Betain (N, N, N-trimethylglycine)
o mit Wasser auf 25 pul auffillen

o 25 ul 2x PCR-Mischung
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Die PCR-Reaktion erfolgte am Thermozykler mit beheiztem Deckel unter den in Tabelle

2.3 aufgelisteten Bedingungen.

Zyklen Zeit (s) Temperatur (°C) Programm

1 240 94 Denaturierung
10 30 94 Denaturierung
30 75 Hybridisierung

45 72 Extension
30 15 94 Denaturierung
30 75 Hybridisierung

45+x* 72 Extension

1 490 72 Extension

1 300 4 Kahlung

x* = Erhéhung der Zeit um 5 s pro Zyklus

Tabelle 2.3: PCR-Protokoll zur Amplifizierung des offenen Leserahmens von TROP2 aus einem
genomischen Klon mit Primern, die zusatzlich Schnittstellen fir Nhe | und Bam HI enthalten.

2.2.3.2.1.4 PCR mit dem LightCycler System

2.2.3.2.1.4.1 Aufbau und Vorteile des LightCycler Systems

Das LightCycler Gerat besteht aus zwei verschiedenen Komponenten: einem PCR-Cycler
und einem Fluorimeter. Gegenulber der klassischen PCR hat die Verwendung des Light-
Cyclers den Vorteil, dass die Reaktion wesentlich schneller durchgeflhrt werden kann.
Zudem kann die gesamte PCR-Reaktion am Bildschirm verfolgt und ausgewertet werden

und muss nicht zur Visualisierung auf ein Agarosegel aufgetragen werden.

2.2.3.2.1.4.2 Die verschiedenen Detektionsarten mit dem LightCycler System

Die PCR-Produkte kénnen mit dem LightCycler System Uber zwei unterschiedliche Fluo-
reszenz-Techniken detektiert werden. Der interkalierende SYBR Green I|-Farbstoff bindet
an alle doppelstrangigen DNA-Molekile unabhangig von deren Sequenz und generiert
somit ein Fluoreszenzsignal, dass proportional zu der in der PCR amplifizierten DNA-
Menge ist. Das LightCycler Gerat misst die fluorometrische Intensitat von SYBR Green |
am Ende jeder DNA-Verlangerungsphase. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass
maoglicherweise gebildete Primerdimere oder unspezifische DNA-Produkte die quantitative
Messung verfalschen kénnen. Darum wird zur Analyse der PCR-Produkte im Anschluss
an die PCR-Reaktion noch eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Amplifizierte
doppelstrangige DNA-Produkte schmelzen fiir gewohnlich schnell und vollstandig bei
einer charakteristischen Temperatur. Lasst man die DNA in der Reaktionskapillare lang-
sam von 60°C auf 95°C erhitzten und misst dabei kontinuierlich die Fluoreszenz, so fallt

die Fluoreszenz am charakteristischen Schmelzpunkt plétzlich stark ab, da sich der
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SYBR Green I-Farbstoff von der DNA I6st. Primerdimere schmelzen bei tieferen
Temperaturen als spezifische PCR-Produkte, deshalb kann das Programm diese von-
einander unterscheiden. Das Schmelzverhalten wird graphisch durch die erste negative
Ableitung der Fluoreszenz zur Temperatur dargestellt (-dF/dT).

Alternativ dazu kann ein amplifiziertes PCR-Produkt durch ein spezifisches Paar von
Oligonukleotiden bestimmt werden, die mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind. Diese
Methode verwendet zwei Oligonukleotid-Hybridisierungssonden die sich an eng benach-
barte interne Sequenzen anlagern. Das 5°-Oligonukleotid (Geber) ist am 3’-Ende
Fluoreszin-gekoppelt, wahrend das 3°-Oligonukleotid (Empfanger) den Farbstoff ,Rot 640
an seinem 5°-Ende tragt und am 3°-Ende phosphoryliert ist. Nach der Hybridisierung an
die Ziel-DNA kommen sich die zwei Proben so nahe (10-100 A), dass Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET) auftreten kann. Hierbei wird das Geber-
Fluoreszenzmolekll F1 durch eine externe Lichtquelle angeregt und gibt einen Teil seiner
Anregungsenergie an das benachbarte Empfanger-Molekul F2 ab. Das angeregte
Empfangermolekul strahlt daraufhin messbares Licht ab. Der wesentliche Nachteil dieser
Methode ist, dass man bei spezialisierten Anbietern zuerst die genspezifischen

fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide synthetisieren lassen muss.

2.2.3.2.1.4.3 Semiquantitative-Analyse von PCR-Produkten

Das LightCycler Analyseprogramm (Version 3.5) ermdglicht eine Quantifizierungsanalyse
durch den Vergleich der Fluoreszenz eines PCR-Produktes unbekannter Konzentration
mit der Fluoreszenz von verschiedenen Verdinnungen eines externen Standards. Fir die
Quantifizierung werden nur Fluoreszenzwerte verwendet, die wahrend der log-linearen
Zyklen der Reaktion auftreten, aulRerdem muss die Amplifikationseffizienz des Standards
und der Probe vergleichbar sein. Die Quantifizierungssoftware ermittelt eine ,,Bestfit-
Linie“ von der log-linearen Region jeder Kurve, die signifikant Uber der Hintergrund-
fluoreszenz liegt. Diese ,Bestfit-Linie* verlauft parallel zur x-Achse und wird als Kreu-
zungslinie bezeichnet. Der Punkt an dem die Kreuzungslinie auf die log-lineare Region
jeder Fluoreszenzkurve trifft (Kreuzungspunkt) wird zur Konzentrationsbestimmung ver-
wendet. Das Instrument tragt eine Standardkurve aus den Kreuzungspunkten des Stan-
dards gegen die bekannte Konzentration des Standards auf. Durch Vergleiche der Kreu-
zungspunkte einer unbekannten Probe mit der erstellten Standardkurve wird die Anfangs-
kopienanzahl der zu untersuchenden cDNA in der unbekannten Probe ermittelt. Hierzu
wird von der Analysensoftware das Maximum der zweiten Ableitung einer Kurve bestimmt
(,,Second Derivative Maximum®“-Methode) und somit die PCR-Zyklenanzahl beim Er-
reichen des Kreuzungspunktes kalkuliert. Die Kurve wird vom Programm als halbloga-

rithmische Darstellung der Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zyklenzahl prasentiert.
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2.2.3.2.1.4.3.1 Versuchsdurchfiihrung
Fur die Genexpressionsanalyse wurde der LightCycler DNA Master SYBR Green | Kit der

Firma Roche verwendet. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1x PCR-Mischung (enthalt Tag DNA-Polymerase, dNTP-Mischung, SYBR Green )
je 0,5 uM Primer
3 mM bzw. 4 mM MgCl, Endkonzentration
mit H-0 auf 18 pl aufgefiillt.

Nach Zugabe von 2 ul cDNA oder einer Wasserkontrolle wurden die Glaskapillaren

verschlossen, kurz abzentrifugiert und in den Rotor des LightCycler Gerats gestellt. Der

Ablauf der Reaktion setzte sich aus vier Schritten, die in Tabelle 2.4 aufgeflihrt sind, zu-

sammen. Abschlielend konnten die PCR-Reaktionen aus den Kapillaren mittels Zentrifu-

gation in Reaktionsgefalie Uberfiihrt und eine Grélienabschatzung des Produkts in einem

Agarosegel durchgefihrt werden.

Programm: Denaturierung Zyklen: 1
Segment- ZieIteTperatur Haltezeit der Tempera_tur?nderung / Messung
Nummer (°C) Temperatur (s) Zeit (°C/s)

1 95 120 20 Keine
Programm: Amplifizierung Zyklen: 45
Segment- Zielter?peratur Haltezeit der Tempera.turfnderung / Messung

Nummer (°C) Temperatur (s) Zeit (°C/s)

1 95 0 20 Keine

2 58 5 20 Keine

3 72 8 20 Einzeln
Programm: Schmelzkurve Zyklen: 1
Segment- Zielter?peratur Haltezeit der Tempera.turo'a'nderung/ Messungsart

Nummer (°C) Temperatur (s) Zeit (°C/s)

1 95 0 20 Keine

2 65 30 20 Keine

3 95 0 0,1 Kontinuier-

lich
Programm: Kiihlung Zyklen: 1
Segment- | Zieltemperatur Haltezeit der Tempera_turénderung/ Messungsart
Nummer (°C) Temperatur (s) Zeit (°C/s)
1 40 30 20 Keine

Tabelle 2.4: Standard-PCR-Protokoll zur semiquantitativen Genexpressionsanalyse von cDNA aus
Zelllinien und Geweben mittels der SYBR Green I-Methode. Im Anschluss an die PCR erfolgte eine
Schmelzkurvenanalyse.
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2.2.3.2.1.4.3.2 Definition der Standardkurve

Fur die Quantifizierung wurde eine Standardkurve des zu untersuchenden Gens sowie
von Calnexin (CANX) als Referenzgen fur die Normalisierung erstellt. Zuerst wurden je
1 ug DNase-verdaute Gesamt-RNA der Zelllinie KM12SM revers transkribiert und je 2 pl
einer Verdliinnung von 0, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 und 1:1000 eingesetzt. Indem bei jedem
PCR-Lauf ein Standard der unverdinnten cDNA mitamplifiziert wurde (der willkirlich mit
dem Wert 1000 definiert wurde), konnte man die Expression des untersuchten Gens in
den jeweiligen Proben relativ zueinander vergleichen. Die Normalisierung der Proben auf

Calnexin erfolgte nach Gleichung 2.9.

*
E (Probe) E (Calnexin/Probe)

Gleichung 2.9:  Enormalisiert (Probe) =
E (Calnexin/Standard)

E(probe) = relative Expression des Zielgens in der zu untersuchenden Probe
E (calnexin/Probe) = relative Expression von Calnexin in der zu untersuchenden Probe
E (cainexin/standard) = relative Expression von Calnexin in der Standardprobe

2.2.3.2.1.4.4 Analyse der GAPD-Expression mit dem LightCycler System

Zur Qualitatsanalyse von RNA-Isolaten aus Paraffinschnitten wurde das LightCycler h-
G6PDH DNA Housekeeping Gene Set in Kombination mit dem LightCycler DNA Master
Hybridization Probes System der Firma Roche verwendet. Hierzu wurde jeweils 5 ul an
cDNA eingesetzt. Diese stammten aus 20 ul einer reversen Transkription von jeweils
250 ng DNase-behandelter Gesamt-RNA aus Paraffinschnitten (siehe Kapitel 2.2.3.1.4)
oder von je 5 pl einer in vitro transkribierten Standard-GAPD-RNA (5 x 10°- oder 5 x 10°-
Kopien, im Kit enthalten).

Der Reaktionsansatz erfolgte nach dem im LightCycler DNA Master Hybridization Probes
Kit angegebenen Schema unter den angegebenen Reaktionsbedingungen. Mit den im Kit

enthaltenen Primern wurde ein GAPD-Fragment von 123 bp amplifiziert.

2.2.3.2.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Aufreinigung von DNA erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung im 1-2%igen
Agarosegel durch Ausschneiden der Banden mit einem Skalpell und anschlielRender Gel-

extraktion mit dem QIAquick Gel Extraktion System der Firma Qiagen.
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2.2.3.2.3 Restriktionsspaltung von DNA

Jeweils 1-4 pg DNA in einem Volumen von 18 pl wurden in 2 ul des jeweiligen Puffers
(10x) aufgenommen und mit 2 Einheiten des Restriktionsenzyms pro ug DNA fir 60 min

bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde anschliel3end auf Eis gestoppt.

2.2.3.2.4 Ligierung von DNA in Vektoren

Die zu inserierende DNA und der Vektor wurden mit den gleichen Enzymen geschnitten
und mit dem Rapid DNA Ligation System der Firma Roche ligiert. Hierzu vermischte man
30 ng Vektor-DNA mit 90 ng der zu inserierenden DNA in 10 pyl Endvolumen und gab
10 yl T4 DNA-Ligierungspuffer zu. Mit 1 pl T4 DNA-Ligase wurde fir 120 min bei 20°C
inkubiert und die Halfte des Ansatzes zur Kontrolle auf ein 1%iges Agarosegel aufge-

tragen.

2.2.3.2.5 Transformation von E. coli

Zu einem 100 ul Aliquot von superkompetenten E. coli XL1-Blue-Zellen wurden 25 mM
R-Mercaptoethanol zugegeben und fir 10 min auf Eis inkubiert. Dann gab man circa
40 ng eines Ligierungsansatzes zu und inkubierte fir 30 min auf Eis. Nach einer Hitze-
schockbehandlung flir 45 s bei 42°C wurde der Ansatz fir 2 min auf Eis gehalten. Dann
wurden 0,9 ml SOC-Medium zugegeben und 50 ul der Zellsuspension nach einer ein-
stindigen Anzucht bei 37°C auf LB- (Luria-Bertani-) Ampicillin Agarplatten ausplattiert.
Die Platten wurden Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

-SOC-Medium (1 1): 2% Bacto-Trypton, 0,5% Bacto-Hefeextrakt, 10 mM
NaCl, 2,56 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,,
20 mM Glucose

-LB-Ampicillin Agar (11, pH 7,0): 200 mM NaCl, 1% Bacto-Trypton, 0,5% Bacto-
Hefeextrakt, 2% Agar, 50 mg Ampicillin

2.2.3.2.6 Vermehrung und Aufbewahrung von Bakterienkulturen

Einzelkolonien von Bakterien wurden als Suspensionskulturen in LB-Medium mit
100 pg/ml Ampicillin Gber Nacht am Rotor kultiviert. Zur Lagerung von Bakterien Uber
langere Zeitraume wurde eine dichtgewachsene Bakterienkultur mit 25% Glyzerin versetzt
und bei einer Temperatur von —80°C aufbewabhrt.

-LB-Medium (1 1): 1% Bacto-Trypton, 0,5% Bacto-Hefeextrakt, 10 mM NaCl
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2.2.3.2.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen erfolgte mit dem QlAprep Miniprep
Kit der Firma Qiagen. Bakterienkulturen in LB-Medium wurden bei 4°C fur 15 min bei
5300 x g sedimentiert, in 250 yl RNase A-haltigem Resuspendierungspuffer aufge-
nommen und durch Zugabe von 250 pl alkalischem SDS-Lysepuffer lysiert. Das Lysat
wurde nach 3 min mit 350 pl Neutralisierungspuffer versetzt, wodurch denaturierte
Proteine, an die Zellwand gebundene chromosomale DNA, SDS und zellulare Bestand-
teile prazipitierten und durch Zentrifugation fir 10 min bei 14300 x g sedimentiert werden
konnten. Der Uberstand mit der zirkuldren Plasmid-DNA wurde auf eine Silicagel-haltige
Rotationssaule gegeben und die DNA nach den Angaben des Herstellers isoliert,

gewaschen und in Wasser eluiert.

-Resuspendierungspuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 ug/mi
RNase A
-Lysepuffer: 200 mM NaOH, 1% SDS

-Neutralisierungspuffer (opH 5,5): 3 M Kaliumacetat

2.2.3.2.8 Isolierung von Endotoxin-freier Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde mit dem EndoFree Plasmid
Maxi Kit der Firma Qiagen durchgefiihrt, um die Transfektionseffizienz von humanen Zell-
linien mit Liposomenlésungen zu verbessern. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte wie
im vorherigen Kapitel 2.2.3.2.7 beschrieben. Die zusatzliche Entfernung der Lipopoly-
saccharide der Bakterienmembran (Endotoxine) aus dem DNA-Lysat, sowie alle weiteren

Fall- und Waschschritte wurden nach dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt.

2.2.3.3 Proteinchemische Methoden
2.2.3.3.1 Gesamtproteinextraktion aus Zellen

Zur Proteinextraktion wurden die Zellen subkonfluent in T-75 Zellkulturflaschen zweimal
mit kaltem PBS gewaschen und mit Hilfe eines Schabers vom Boden abgeldst. Die abge-
schabten Zellen wurden in 5 ml kaltem PBS fur 5 min bei 1000 x g sedimentiert. Danach
wurde der PBS-Puffer entfernt, das Zellsediment in 200 ul kaltem RIPA-Lysepuffer
resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Gberfiihrt. Nach der Lyse fiur 15 min auf
Eis wurden die unléslichen Fragmente durch Zentrifugation bei 14000 x g (4°C) fir 15 min
abgetrennt und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Nach Abnahme
eines Aliquots zur Mengenbestimmung wurden die isolierten Proteine in flussigem Stick-
stoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

-RIPA-Lysepuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% Nonidet
P40, 0,56% Natriumdeoxycholat, 1 Tablette Complete Mini Protea-
sen-Inhibitor-Cocktail
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2.2.3.3.2 Quantifizierung von Proteinen

Zur Generierung einer Konzentrations-Eichkurve wurde eine Verdinnungsreihe mit einem
Proteinstandard aus Albumin der Firma Pierce von 2000 pg/ml bis 25 ug/ml in PBS her-
gestellt. Die zu untersuchenden Proteinldsungen wurden in Verdinnungen von 1:3, 1:6
und unverdlinnt vorbereitet. 10 ul aller Lésungen wurden zur Doppelbestimmung in eine
96-Lochplatte pipettiert und mit jeweils 200 pl einer Bicinchonsaure (BCA)-Losung auf
einem Ruttler vermischt. Nach einer Inkubation flir 30 min bei 37°C erfolgte die Messung
der Absorption bei 562 nm (Referenzwellenlange: 700 nm). Die Proteinkonzentrationen
konnten (ber ein Roche-internes Programm unter Verwendung der Microsoft XL Fit-
Software berechnet werden.

-BCA-Lésung: 50 ml BCA-Assay-Reagenz A mit 1 ml BCA-Assay-Reagenz B mischen

2.2.3.3.3 Auftrennung von Proteinen mit SDS-PAGE

Proteingemische wurden zunachst mit einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Hierzu wurden 10%ige oder
12%ige vorgefertigte 8 cm x 8 cm NuPAGE Bis-Tris-Gele (pH 6,4) der Firma Invitrogen
und ein reduzierender 1x MOPS/SDS-Laufpuffer verwendet.

Proteinlésungen mit 10-80 ug Proteingehalt vermischte man mit % Volumen LDS-
Probenpuffer und 1/10 Volumen 0,5 M DTT in 22 pyl Gesamtvolumen. Dann wurde die
Probe fir 10 min bei 70°C denaturiert, das Gel beladen und in einer vertikalen Gel-
Apparatur bei 130 V fir 90 min elektrophoretisiert.

-1x Laufpuffer 1 (duBere Kammer): 50 mM Tris-Base, 3,4 mM SDS, 1 mM EDTA

-1x reduzierender Laufpuffer 2: 200 ml 1x Laufpuffer 1 + 500 ul Nu PAGE-Antioxi-
(innere Kammer) dantien
-LDS-Probenpuffer: 4 g Glycerol, 0,682 g Tris-Base, 0,666 g Tris-HCI,

0,8 g LDS, 0,006 g EDTA, 0,75 ml 1%iger Lésung an
Serva Blue G250, 0,75 ml 1%iger Lésung an Phenol-
rot, auf 10 ml mit Wasser auffiillen

2.2.3.3.4 ,Westernblot“-Analyse

2.2.3.3.4.1 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen (,,Westernblot®)

Der Transfer der aufgetrennten Proteinproben auf eine Nitrozellulosemembran (0,45 ym
Porengrofie) erfolgte nach der ,Semidry-Blotting“-Methode (Burnette, 1981). Hierzu wurde
an ein mit Transferpuffer getranktes Gel-Membran-Blottingpapier-Sandwich fir 90 min
eine Spannung von 60 mA angelegt.

-Transferpuffer: 39 mM Glycin, 48 mM Tris, 0,04% SDS, 20% Methanol (v/v)
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2.2.3.3.4.2 Immundetektion von immobilisierten Proteinen

Wenn nicht gesondert aufgefihrt wurden alle Schritte bei RT unter standigem leichten
Schatteln durchgeflhrt.

Die Membran wurde nach dem Transfer fir 2 x 5 min in TBS-Puffer gewaschen und an-
schliefend fir 90 min mit 10 ml Blockierlésung vorbehandelt. Der primare Antikérper
wurde in 12 ml der Blockierlésung verdinnt und die Membran tber Nacht bei 4°C mit der
Antikorperlésung inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit Waschpuffer wurde die
Membran erneut fir 30 min blockiert und anschlieBend mit dem zweiten POD-
konjugierten Antikérper in einer Verdinnung von 1:5000 fir 90 min inkubiert. Es schlos-
sen sich vier Waschschritte mit dem Waschpuffer, einmal mit 0,5% TBS/Milchlésung und
zweimal kurz in TBS-Puffer an. Die Detektion erfolgte durch Reaktion der Antikorper-
gekoppelten Peroxidase mit 10 ml einer Luminol/Peroxidlésung (Lumi-Light™"®). Das
emittierte Licht wurde durch Exposition eines Rontgenfiims nachgewiesen. Die Signal-
intensitaten wurden anschlieRend mit der Software LumiAnalyst (Version 3.1) der Firma
Roche ermittelt.

-1x TBS-Puffer (pH 7,5): 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl

-1xTBST-Puffer: 1x TBS-Puffer + 0,05% (v/v) Tween-20
-Blockierlésung: 5% fettfreies Milchpulver in TBS-Puffer
-Waschpuffer: 0,5% fettfreies Milchpulver in TBST-Puffer

2.2.3.3.4.3 ,,Strippen“ von Inmunblots

Die Antikdrper wurden von der Membran durch zwei fiunfminitige Waschschritte in 70°C
warmem TBST-Puffer abgewaschen (,Strippen®). Anschlielend folgten drei Waschschritte
fur 5 min bei Raumtemperatur in TBS-Puffer, wonach der Blot zur quantitativen Auftrags-

kontrolle mit einem Antikdrper gegen R3-Aktin erneut inkubiert werden konnte.
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3 Ergebnisse
3.1 Genexpressionsanalyse mit dem KM12-Zellmodell

3.1.1 Deregulierte Gene im KM12-Zellmodell

Zur Bestimmung von Unterschieden im Genexpressionsmuster wurden von der nicht-
metastasierenden Kolonkarzinom-Zelllinie KM12C und von den stark metastasierenden
Zelllinien KM12SM und KM12L4A mittels Oligonukleotid-Mikroarrays Genexpressions-
profile erstellt. Das hierzu verwendete GeneChip® HG-U95-Set bestand aus fiinf unter-
schiedlichen Arrays (HG-U95Av2, HG-U95B-E), die eine gleichzeitige Expressionsanalyse
von Uber 60000 humanen Genen und bisher nicht naher charakterisierten Gensequenzen
ermoglichten (siehe Kapitel 2.2.3.1.8.4). Von jedem der Zellklone KM12C, KM12SM und
KM12L4A wurde die RNA dreimal isoliert und die daraus synthetisierten cDNA einer
in vitro-Transkription unterzogen. Dann wurden von jeder erstellten, Biotin-markierten
cRNA zwei Hybridisierungscocktails hergestellt (siehe Kapitel 2.2.3.1.8.2), um die 5 Gen-
chips eines Sets zu hybridisieren. Insgesamt wurden flir die Genexpressionsanalyse mit
dem KM12-Zellmodell 45 Genchips hybridisiert. Zur Bestimmung von differentiell
exprimierten Genen und EST wurden zuerst die absoluten Genchip-Analysen mit der
nicht-metastasierenden Zelllinie KM12C als Basislinien definiert und die Signalintensitaten
aller Genchips aufeinander normalisiert (siehe Kapitel 2.2.3.1.8.7.2).

Die mit den ca. 60000 gleichzeitig analysierten Genen und EST erhaltene Datenmenge

machte es notwendig, folgende begrenzende Kriterien zu definieren:

1. Es wurden nur Kandidaten analysiert, deren ,Absolute Call* als ,Vorhanden® aus-
gedrickt wurde und die somit ein signifikantes, auswertbares Signal auf dem Gen-
chip zeigten (siehe Kapitel 2.2.3.1.8.7.1). Ein Kriterium fir den ,Absolute Call* war
die ,Average Difference* (AvgDiff), die als MaR} fir die Abundanz einer RNA
mindestens den Wert 200 betragen musste.

2. Jedes Gen oder EST musste in mindestens 8 der 9 Kreuzvergleiche induziert oder
reprimiert sein (,Difference Call®, siehe Kapitel 2.2.3.1.8.7.2), um eine sehr gute
Reproduzierbarkeit der Vergleiche zu garantieren.

3. Ein induziertes Gen oder EST musste einen ,Change Factor® (CF) = 2 haben
(siehe Kapitel 2.2.3.1.8.7.2). Fir reprimierte Gene oder EST wurde entsprechend
ein CF = -2 gewahlt.

4. Die ,Change Factor Quality“ (CFQ) musste bei allen vergleichenden Analysen
einen Wert von > 1 aufweisen (siehe Kapitel 2.2.3.1.8.7.2).
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Einen Uberblick Gber das Ergebnis der vergleichenden Genexpressionsanalysen mit dem
KM12-Zellmodell vermittelt Abbildung 3.1. Insgesamt wurden in der Zelllinie KM12SM
231- und in der Zelllinie KM12L4A 307 Gene und EST im Vergleich zu KM12C als de-
reguliert bestimmt. Eine Schnittmengenanalyse ergab, dass hiervon 182 Gene und EST in
beiden metastasierenden Zelllinien induziert oder reprimiert waren.

KM12SM N KM12L4A
KM12C KM12C

182 Gene + EST

KM12SM
KM12C

231 Gene + EST

KM12L4A
KM12C

307 Gene + EST

Abbildung 3.1: Schnittmengendiagramm der Genexpressionsanalyse mit Oligonukleotidarrays.

In der Zelllinie KM12L4A wurden 307 Gene und EST als dereguliert zur Bezugs-Zelllinie KM12C
identifiziert (griiner Kreis), in der Zelllinie KM12SM waren es dementsprechend 231 Gene oder
EST (roter Kreis). Davon waren 182 in beiden metastasierenden Zelllinien dereguliert (induziert
oder reprimiert, gelber Bereich).

Um Gene zu identifizieren, die potentiell in den Prozess der Lebermetastasierung von
Kolon-Primartumoren involviert sind, fokussierte die Arbeit sich auf die 182 Gene und EST
die in beiden metastasierenden Zelllinien als dereguliert identifiziert wurden. Diese wur-
den tabellarisch erfasst und mit ,UniGene? Cluster‘-Bezeichnungen annotiert (Tabellen
3.1 und 3.2). In die Kategorie, in beiden metastasierenden Zelllinien induziert, fielen ins-
gesamt 137 Gene und EST (Tab. 3.1), reprimiert waren 45 Gene und EST (Tab. 3.2). Die
Proteinprodukte der deregulierten Gene konnten in silico mit Hilfe von Annotierungs-
programmen [NetAffx (Affymetrix), Genelndex (Roche), LocusLink (NCBI, Bethesda, MD,
USA)] oder mittels Literaturrecherchen (Medline, OMIM) in folgende 11 Kategorien grup-
piert werden: Immunantwortassoziierte Proteine, Enzyme, Transmembran-Proteine,
sezernierte Proteine, Zytoskelett- oder EZM-assoziierte Proteine, Transkription- oder
Translationassoziierte Proteine, Signalmoleklle, Zellzyklus- oder Apoptoseassoziierte
Proteine, Transportmolekile und Proteine anderer Funktion (Tab. 3.1 und 3.2). EST und

potentielle ORF wurden gesondert klassifiziert.

2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/
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Unigene Genbezeich CF
ClREET enbezeichnung KM12

L4A | SM
Immunantwortassoziierte Proteine
Hs.17409 [CRIP1: cysteine-rich protein 1 (intestinal) 194 | 71
Hs.204238 [LCN2: lipocalin 2 (oncogene 24p3) 13,5 | 3,8
Hs.211580 [MICB: MHC class | polypeptide-related sequence B 10,9 | 17,2
Hs.77961 [HLA-B: major histocompatibility complex, class |, B 4.8 3,2
Hs.180062 [PSMB8: proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 2,4 2,1
Enzyme
Hs.226795 (GSTP1: glutathione S-transferase pi 262,7|155,5
Hs.118633 |[OASL: 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 19,4 | 26,7
Hs.104117 |CYP3A5: cytochrome P450, subfamily IlIA (niphedipine oxidase), polypeptide 5 97 | 7,6
Hs.3838 SNK: serum-inducible kinase 8,6 2,4
Hs.170171 |GLUL: glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase) 7,7 4.8
Hs.75616 | DHCR24: 24-dehydrocholesterol reductase 7,5 5,5
Hs.183109 MAOA: monoamine oxidase A 7,3 5,0
Hs.171811 |AK2: adenylate kinase 2 6,5 54
Hs.79876 [STS: steroid sulfatase (microsomal), arylsulfatase C, isozyme S 6,3 6,5
Hs.156784 |CHSTS: carbohydrate (N-acetylglucosamine 6-O) sulfotransferase 5 5,5 6,0
Hs.249175 [IRAK2: interleukin-1 receptor-associated kinase 2 53 | 36
Hs.239926 [SC4MOL: sterol-C4-methyl oxidase-like 5,2 4.5
Hs.169895 [UBE2L6: ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6 4,9 4,5
Hs.150403 |DDC: dopa decarboxylase (aromatic L-amino acid decarboxylase) 3,9 2,6
Hs.59889 [HMGCS2: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2 (mitochondrial) 3,9 5,5
Hs.82396 |OAS1: 2', 5’-oligoadenylate synthetase 1 (40-46 kDA) 34 | 49
Hs.71465 [SQLE: squalene epoxidase 2,9 3,0
Hs.2173 FUT4: fucosyltransferase 4 (alpha (1,3) fucosyltransferase, myeloid-specific) | 2,9 3,0
Hs.151988 [MAP3K5: mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 2,8 2,8
Hs.160786 |ASS: argininosuccinate synthetase 2,6 3,7
Hs.374490 |LRAP: leukocyte-derived arginine aminopeptidase 2,4 2,4
Hs.70604 |ATP9A: ATPase, Class I, type 9A 2,3 3,3
Hs.77910 |HMGCS1: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 1 2,2 5,2
Hs.85962 [HASS3: hyaluronan synthase 3 2,2 2,3
Hs.48876 |[FDFT1: farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1 2,2 2,5
Hs.11638 [FACLS5: fatty-acid-Coenzyme A ligase, long-chain 5 2,1 2,7
Hs.232116 PRKWNK2: protein kinase, lysine deficient 2 21 2,3
Transmembran-Proteine
Hs.195155 |SN2: similar to N system amino acids transporter NAT-1 72,9 | 32,8
Hs.23582 [TACSTD2: tumor-associated calcium signal transducer 2 21,9 | 28,2
Hs.38972 [TSPAN-1: tetraspan 1 14,4 | 57
Hs.266175 |PAG: phosphoprotein associated with GEMs 13,3 | 32,7
Hs.118110 |BST2: bone marrow stromal cell antigen 2 90 | 11,9
Hs.5338 CA12: carbonic anhydrase XIi 8,4 3,5
Hs.321709 |P2RX4: purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 4 6,1 4,9
Hs.489354 [MUC3B: mucin 3B 54 | 31
Hs.25640 |CLDN3: claudin 3 47 2,4
Hs.522989 [NET-7: transmembrane 4 superfamily member tetraspan NET-7 4,5 3,1
Hs.82353 |PROCR: protein C receptor, endothelial (EPCR) 4.4 3,5
Hs.8037 ITM4SF9: transmembrane 4 superfamily member 9 4.3 4.3
Hs.172199 |ADCY7: adenylate cyclase 7 4,0 2,7
Hs.234642 |AQP3: aquaporin 3 4,0 3,0
Hs.220529 |CEACAMS: carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5 3,4 2,6
Hs.61635 |[STEAP: six transmembrane epithelial antigen of the prostate 3,4 2,5
Hs.37169 |KCNJ3: potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 3 3.1 2,1
Hs.109122 MPP5: membrane protein, palmitoylated 5 (MAGUK p55 subfamily member 2,5 2,3
Hs.5372 |CLDN4: claudin 4 2,5 2,3
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Unigene Genbezeich CF
I enbezeichnung KM12

L4A | sm
Sezernierte Proteine
Hs.82045 |MDK: midkine (neurite growth-promoting factor 2) 11,5 | 3,0
Hs.170195 |BMP7: bone morphogenetic protein 7 (osteogenic protein 1) 4.8 3,1
Hs.211573 HSPG2: heparan sulfate proteoglycan 2 (perlecan) 39 21
Hs.833 ISG15: interferon-stimulated protein, 15 kDa 3,8 3,1
Hs.241257 |LTBP1: latent transforming growth factor beta binding protein 1 2,8 2,5
Hs.95655 |SECTM1: secreted and transmembrane 1 2,7 2,6
Hs.5302 LGALSA4: lectin, galactoside-binding, soluble, 4 (galectin 4) 2,6 2,4
Hs.101382 [TNFAIP2: tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 2.1 2,3
Zytoskelett- oder EZM-assoziierte Proteine
Hs.166068 [VIL1: villin 1 114 | 59
Hs.75968 |TMSB4X: thymosin, beta 4, X-linked 5,8 6,7
Hs.297753 |VIM: vimentin 4,7 4,0
Hs.336780 [TUBB: tubulin, beta polypeptide 3,2 2,2
Hs.172740 [MAPRE3: microtubule-associated protein, RP/EB family, member 3 2,5 2,9
Transkription- oder Translationassoziierte Proteine
Hs.76507 |PIG7: LPS-induced TNF-alpha factor 10,2 | 6,2
Hs.446354 [TCEAZ: transcription elongation factor A (Sll), 3 59 6,6
Hs.334695 |GATA2: GATA-binding protein 2 5,7 5,3
Hs.5671 DMTF1: cyclin D binding Myb-like transcription factor 1 4,0 3,9
Hs.22554 [HOXB5: homeo box B5 3,3 7,0
Hs.1545 CDX1: caudal type homeo box transcription factor 1 3,0 55
Hs.241529 HNF4G: hepatocyte nuclear factor 4, gamma 3,0 3,0
Hs.32967 |CKN1: Cockayne syndrome 1 (classical) 2,8 3,4
Hs.75678 |FOSB: FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B 26 | 21
Hs.406300 |RPL23: ribosomal protein L23 2,4 3,6
Hs.75307 |H1FX: H1 histone family, member X 2,1 2,1
Signalmolekiile
Hs.112278 |ARRB1: arrestin, beta 1 19,6 | 18,7
Hs.194678 |WISP3: WNT1 inducible signaling pathway protein 3 4,5 5,6
Hs.78944 |RGS2: regulator of G-protein signalling 2, 24kD 41 3,2
Hs.14331 [S100A13: S100 calcium-binding protein A13 3,2 2,8
Hs.38772 |RAB36: RAB36, member RAS oncogene family 2,9 3,2
Hs.250830 |ARHGAPG6: Rho GTPase activating protein 6 2,9 2,3
Hs.96063 [IRS1: insulin receptor substrate 1 2,8 2.1
Hs.306881 [SNX25: sorting nexin 25 2,5 5,2
Hs.79022 |GEM: GTP-binding protein overexpressed in skeletal muscle 21 2,1
Zellzyklus- oder Apoptoseassoziierte Proteine
Hs.75586 |CCND2: cyclin D2 6,2 5,1
Hs.56205 INSIG1: insulin induced gene 1 3,4 5,2
Hs.155419 [BIK: BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing) 2,4 2,1
Hs.172894 [BID: BH3 interacting domain death agonist 2,2 2,3
Transportmolekiile
Hs.195155 [SLC38Ab5: solute carrier family 38, member 5 10,6 | 20,0
Hs.17296 [KCTD14: potassium channel tetramerisation domain containing 14 7,2 6,3
Hs.76927 |TOM34: translocase of outer mitochondrial membrane 34 54 3,3
Hs.5344 IAP1G1: adaptor-related protein complex 1, gamma 1 subunit 3,3 29
Hs.105509 |CTL2: Choline transporter like 2 gene 2,8 4.4
Hs.408723 |VCP: valosin-containing protein 2,4 2,9
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Unigene P
T enbezeichnung KM12
L4A | SM
Proteine anderer Funktion
Hs.100686 BCMP11: breast cancer membrane protein 11 10,3 | 4,8
Hs.59545 [TRIM38: tripartite motif-containing 38 9,4 41
Hs.109276 |LXN: latexin protein 8,4 6,6
Hs.10887 |LAMP3: lysosomal-associated membrane protein 3 7,3 3,3
Hs.18760 [SIPA1L2: Signal-induced proliferation-associated 1 like 2 6,1 2,1
Hs.43654 |CLNG6: ceroid-lipofuscinosis, neuronal 6, late infantile, variant 6,0 6,3
Hs.22393 |DENR: density-regulated protein 5.1 4.6
Hs.13913 |ZSWIM®6: zinc finger, SWIM domain containing 6 3,7 3,0
Hs.132883 [NOXA1: NADPH oxidase activator 1 3,5 6,1
Hs.173159 TACC1: transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 3,2 3,8
Hs.153057 [SPAG1: sperm associated antigen 1 2,8 2,2
Hs.334841SELENBP1: selenium binding protein 1 2,7 6,1
Hs.8185 |SQRDL: sulfide quinone reductase-like (yeast) 2,7 3,6
Hs.25130 [TUWD12: TUWD12 2,7 2,5
Hs.145807 [TMC5: transmembrane channel-like 5 2,7 2,5
Hs.444947 |C8FW: phosphoprotein regulated by mitogenic pathways 2,4 4,2
Hs.34892 [MIB: ubiquitin ligase mind bomb 2,4 3,4
Hs.409117 |PHF14: PHD finger protein 14 2,4 3.1
Hs.300446 STARD10: START domain containing 10 2,4 2,3
EST/Potentielle ORF
Hs.32358 [DKFZp434L.142: hypothetical protein DKFZp434L.142 56,4 | 14,2
Hs.9842 |Homo sapiens transcribed sequences (Al344189) 19,6 | 7,4
Hs.15106 |C14orf1: chromosome 14 open reading frame 1 13,4 | 114
Hs.17148 [Homo sapiens transcribed sequences (Al739241) 8,9 6,6
Hs.19258 |LOC134147: Hypothetical protein BC001573 7,8 9,5
Hs.78991 [FAM16AX: family with sequence similarity 16, member A, X-linked 7,8 7,8
Hs.30376 |C60rf53: chromosome 6 open reading frame 53 7,0 5,6
Hs.12529 |LOC221002: CG4853 gene product 6,7 3,7
Hs.94952 |cDNA highly similar to HSTFIISH: transcription elongation factor TFIIS 5,6 7,4
Hs.93675 |[C100rf10: chromosome 10 open reading frame 10 54 8,1
Hs.17370 [Homo sapiens transcribed sequence with moderate similarity to FLJ20378 5,3 3,7
Hs.44920 [Homo sapiens transcribed sequence with moderate similarity to FLJ20489 53 5,9
Hs.18464 |C110rf9: chromosome 11open reading frame 9 4.4 2,5
Hs.15292 [KIAA1268 protein 4,3 3,7
Hs.34620 |[FLJ10159: Hypothetical protein FLJ10159 3,7 3,3
Hs.17287 KIAA1913: KIAA1913 3,4 3,2
Hs.6716 [Homo sapiens cDNA, 3' end (AA502753) 3,2 55
Hs.42622 [FLJ21941: FLJ21941 protein 2,8 4,6
Hs.51262 |FLJ20151: hypothetical protein FLJ20151 26 | 3,8
Hs.35574 [Homo sapiens LOC374963 mRNA 2,6 3,6
Hs.99843 [DKFZP586N0721: DKFZP586N0721 protein 2,6 2,3
Hs.40842 |[C200rf92: chromosome 20 open reading frame 92 (AA309047) 2,4 29
Hs.11583 |LOC374699: LOC374699 (A1344053) 2,4 3,8
Hs.28368 |C8orf4: chromosome 8 open reading frame 4 2.1 2,9

Tabelle 3.1: Auflistung der in den metastasierenden Zelllinien KM12L4A und KM12SM als induziert
(im Vergleich zur nicht-metastasierenden Zelllinie KM12C) bestimmten Gene und EST.

Insgesamt wurden 113 Gene ermittelt, die mit einem CF von > 2 induziert waren. Diese Gene
wurden nach der UniGene-Datenbank annotiert und nach der Funktion oder Lokalisierung der

Proteinprodukte klassifiziert. Eine zusatzliche Klasse fasst alle 24 induzierten EST und potentiellen
ORF zusammen. Die differentielle Expression von den fett gedruckt hervorgehobenen Genen und
EST/Potentiellen ORF wurde mittels ,Northernblot‘-Analyse bestatigt.
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Unigene @ . CF
e enbezeichnung KM12

L4A | SM

Enzyme

Hs.182217|SUCLA2: succinate-CoA ligase, ADP-forming, beta subunit -40,6 | -40,6

Hs.21122 |PJA1: praja 1 -26,4 | -15,3

Hs.26350 [TPST2: tyrosylprotein sulfotransferase 2 -11,7-14,3

Hs.73875 |[FAH: fumarylacetoacetate hydrolase (fumarylacetoacetase) -3,6 | -2,7

Hs.433337|SMOX: spermine oxidase -3,0 | 4,0

Hs.300463/ACO2: aconitase 2, mitochondrial 23| -49

Hs.188 PDE4B: phosphodiesterase 4B, cAMP-specific 2,1 1] -52

Transmembran-Proteine

|Hs.54481 |LRP8: low density lipoprotein receptor-related protein 8, apolipoprotein e receptor | -4,7 | -2,5 |

Zytoskelett- oder EZM-assoziierte Proteine

Hs.53563 |COL9AS3: collagen, type 1X, alpha 3 94| -24

Hs.162953MYRIP: myosin VIIA and Rab interacting protein -9,2 |-16,9

Hs.23395 [MYO9A: myosin IXA -3,5 | -2,2

Transkription- oder Translationassoziierte Proteine

Hs.350684MPP7: membrane protein, palmitoylated 7 (MAGUK p55 subfamily member 7) 99 | -3,3

Hs.436991|RINZF: zinc finger protein RINZF -5,3 |-15,4

Hs.129914|RUNX1: runt-related transcription factor 1 (acute myeloid leukemia 1 oncogene) -4,0 | -21

Hs.143638\WDR4: WD repeat domain 4 3,3 | -7,1

Hs.169294(TCF7: transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box) -2,9 | -2,8

Hs.159456|ZNF288: zinc finger protein 288 -2,51-10,4

Hs.153405|PER2: period (Drosophila) homolog 2 22 | -7,0

Signalmolekiile

Hs.369912]STARD13: START domain containing 13 | -33]-33]

Zellzyklus- oder Apoptoseassoziierte Proteine

Hs.78501 |GAS6: growth arrest-specific 6 -3,5 |-10,7

Hs.411347HSMPP8: M-phase phosphoprotein, mpp8 -2,3 | -3,5

Hs.40137 |JANAPC1: anaphase promoting complex subunit 1 -2,1 1-19,9

Transportmolekiile

Hs.279771RAB4B: RAB4B, member RAS oncogene family -12,1|-25,2

Hs.2012 [TCN1: transcobalamin | (vitamin B12 binding protein, R binder family) -53 | 4,3

Hs.187958|SLCBAS: solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, creatine), member 8 -4,8 |-105,4

Hs.13845 |SLC25A20: solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine translocase), member 20 | -4,3 | -2,1

Hs.298023|AQP5: aquaporin 5 41| -51

Proteine anderer Funktion

Hs.413226|ASB4: ankyrin repeat and SOCS box-containing 4 -118,2| -73,5

Hs.65425 |CALB1: calbindin 1, (28kD) -112,7| -43,7

Hs.182429|P5: protein disulfide isomerase-related protein -14,5|-16,1

Hs.151573|CRY1: cryptochrome 1 (photolyase-like) -45 | 4,2

Hs.75789 INDRG1: N-myc downstream regulated -3,2 | -3,8

EST/Potentielle ORF

Hs.222637Homo sapiens cDNA, 3' end -566,7(-850,6

Hs.352240MGC15523: hypothetical protein MGC15523 -28,8(-70,4

Hs.79881 |Homo sapiens cDNA: FLJ23006 fis, clone LNG00414 -17,7 | -17,7

Hs.202598Homo sapiens cDNA, 3' end -16,6 | -28,6

Hs.328097|Homo sapiens cDNA clone IMAGE: 5286266, partial cds -12,51-12,5

Hs.167167Homo sapiens cDNA FLJ36553 fis, clone TRACH2008478 6,5 |-314

Hs.184093Homo sapiens cDNA, 3' end -5,7 | -3,3

Hs.134491Homo sapiens transcribed sequences 49 | -3,5

Hs.445835DJ667H12.2: hypothetical protein DJ667H12.2 -4,3 | -5,2

Hs.61268 |C20orf7: chromosome 2 open reading frame 7 -4,0 | -3,6
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Unigene S CF
enbezeichnun
Cluster Y KM12
L4A | SM
EST/Potentielle ORF (Fortsetzung)
Hs.280387|Homo sapiens, clone IMAGE: 4753714, mRNA 3,1 | 21
Hs.317821MGC13251: hypothetical protein MGC13251 26 | -2,3
Hs.381430Homo sapiens cDNA FLJ26252 fis, clone DMC03335 (Al832118) 21 | 2,4

Tabelle 3.2: Auflistung der in den metastasierenden Zelllinien KM12L4A und KM12SM als repri-
miert (im Vergleich zur nicht-metastasierenden Zelllinie KM12C) bestimmten Gene und EST.

Insgesamt wurden 32 Gene ermittelt, die mit einem CF von < -2 reprimiert waren. Diese Gene
wurden nach der UniGene-Datenbank annotiert und nach der Funktion oder Lokalisierung der
Proteinprodukte klassifiziert. Eine zusatzliche Klasse fasst die 13 reprimierten EST und potentiellen
ORF zusammen. Die differentielle Expression des fett gedruckt hervorgehobenen EST/Potentiellen

ORF wurde mittels einer ,Northernblot“-Analyse bestatigt.

In Tabelle 3.3 ist die Verteilung der induzierten und reprimierten Gene im KM12-

Zellsystem auf die 11 Kategorien (sowie zusatzliche EST/ Potentielle ORF) aufgelistet.

Anzahl an Anzahl an Anzahl an
Kategorien deregulierten induzierten reprimierten
Genen Genen (CF > 2) | Genen (CF < -2)
Immunantwor?assozuerte 5 5 0
Proteine

Enzyme 34 27 7

Transmembran-Proteine 20 19 1

Sezernierte Proteine 8 8 0

Zytoskelett- oder EZM-

" . 8 5 3

assoziierte Proteine
Transkription- oder Translation-

y ) 18 11 7
assoziierte Proteine

Signalmolekiile 10 9 1

Zellzyklus- oder Apoptose-

’ ) 7 4 3
assoziierte Proteine

Transportmolekile 11 6 5

Proteine anderer Funktion 24 19 5

EST/Potentielle ORF 37 24 13

Tabelle 3.3: Klassifizierung der Gene, die in beiden metastasierenden Zelllinien des KM12-
Zellsystems dereguliert waren, nach der Funktion oder Lokalisation der Proteinprodukte.

Insgesamt wurden 182 Gene mit Oligonukleotid-Mikroarrays identifiziert, die in den Zelllinien
KM12SM und KM12L4A als dereguliert bestimmt wurden. Diese konnten in 11 Kategorien einge-
teilt werden. EST und potentielle ORF wurden gesondert gruppiert.
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3.1.2 Bestatigung der Genchip-Ergebnisse mit ,,Northernblot“-Analysen

3.1.2.1 Bestatigung von deregulierten Genen

Um die Moglichkeit ,falsch-positiver‘ Ergebnisse flr die mit den Genchips erhaltenen
Daten auszuschlieBen, hatten entweder noch deutlich mehr Expressionsprofile mitein-
ander verglichen werden missen, oder die Ergebnisse mussten zusatzlich mit anderen
Techniken bestatigt werden. Eine eindeutige Aussage, ob ein Gen induziert oder
reprimiert vorliegt, erhalt man mit der ,Northernblot‘-Analyse von RNA (siehe Kapitel
2.2.3.1.9). Zusatzlich erhalt man mit der ,Northernblot*-Analyse wichtige Informationen
Uber die Grole des untersuchten Transkripts. Deshalb wurden mit der ,Northernblot*-
Analyse einige Kandidatengene aus verschiedenen Kategorien auf ihre differentielle
Expression in den Zelllinien Gberpruft (Tab. 3.1 und 3.2, fett gedruckt hervorgehoben). Der
Schwerpunkt wurde dabei auf Gene gelegt, die in beiden metastasierenden Zelllinien
induziert waren, um potentielle Kandidaten fiir eine Antikdrper-basierte Therapie zu
identifizieren. Untersucht wurden die Transkripte von: FUT4, S100A13, TMSB4X, CA12,
NET-7, VIM, BCMP11, TACSTD2, HSPG2, RGS2, MUC3B und MDK (Abb. 3.2 A - L).
Zusatzlich zur Fucosyltransferase 4 (FUT4) die in beiden metastasierenden Zelllinien
induziert vorlag, wurden interessanterweise in der Zelllinie KM12SM noch zwei weitere
a(1,3)-Fucosyltransferasen, FUT6 (CF: 46,5) und FUT3 (CF: 6,6), als induziert identi-
fiziert. Die ,Northernblot‘-Analyse bestatigte die erhdohten Spiegel an FUT3- und FUT6-
MRNA in der KM12SM-Zelllinie (Abb. 3.2 M und N).

Insgesamt wurde die Deregulierung von 14 Genen, deren Sequenz in voller Lange
bekannt ist, mittels einer ,Northernblot*-Analyse untersucht (siehe Kapitel 2.2.3.1.9 und
2.2.3.1.10). Von 13 der 14 untersuchten Transkripte konnte die Genchip-Analyse
vollstandig bestatigt werden. Ein erhohter mRNA-Spiegel des sezernierten Proteins
Midkine (MDK, Abb. 3.2 L) konnte nur in der Zelllinie KM12L4A bestatigt werden, wahrend
in KM12SM das 1,0 kb grofte Transkript im Vergleich zu KM12C schwachere Hybridi-
sierungssignale zeigte. Dies stand im Kontrast zur Genchip-Analyse, bei der in beiden
Zelllinien Midkine als induziert bestimmt wurde.

Als interne RNA-Auftragskontrolle wurde jeder Blot abschlieBend ,gestrippt und mit einer
[a-*?P]dATP-markierten cDNA von R-Aktin (ACTB, Abb. 3.2 O) oder GAPD- (Abb. 3.2 P)

hybridisiert, von denen exemplarisch jeweils eine Hybridisierung gezeigt ist.
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Abbildung 3.2: ,Northernblot“-Analyse von ausgewahlten Genen, von denen in der Genchip-
Analyse eine erhdhte Expression in den metastasierenden Zelllinien bestimmt wurde.

Die meisten, der analysierten Kandidaten sind in Tabelle 3.1 klassifiziert: FUT4, S100A13,
TMSB4X, CA12, NET-7, VIM, BCMP11, TACSTD2, HSPG2, RGS2, MUC3B und MDK (A-L).
Zusétzlich wurden noch FUT6 (M) und FUT3 (N) auf ihre differentielle Expression uberprift. Fir die
Ladungskontrolle wurden die Blots abschlieRend ,gestrippt® und mit cDNA von ACTB (O) oder
GAPD (P) hybridisiert. Die Pfeile weisen auf die spezifischen Hybridisierungssignale in den jeweils
angegeben GrofRen.

Die verwendete RNA stammte aus den Experimenten fiir die Genchip-Analyse. Jeweils 1 ug aufge-
trennte mMRNA der Zelllinien KM12C, KM12SM und KM12L4A wurden mit [a-32P]dATP-markierten,
spezifischen Sonden hybridisiert.
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3.1.2.2 Bestatigung von deregulierten EST-Sequenzen
Mit Hilfe der HG-U95B-E-Arrays wurden unter stringenten Auswahlkriterien (siehe Kapitel

3.1.1) insgesamt 37 Teilsequenzen von potentiellen humanen Genen als dereguliert in
den beiden metastasierenden Zelllinien bestimmt (Stand: Juni 2004). Zumeist konnten
mehrere differentiell exprimierte EST-Sequenzen einer ,Konsensussequenz® zugeordnet
werden (mit entsprechender ,UniGene Cluster‘-Nummer). Hiervon wurde jeweils nur die
EST-Sequenz mit dem hochsten CF in die Tabelle 3.1 oder 3.2 aufgenommen. Somit
konnten mit den Genchips 24 EST oder potentielle ORF identifiziert werden, die in beiden
metastasierenden Zelllinien induziert waren. Dementsprechend lagen 13 EST oder poten-
tielle ORF in den metastasierenden Zellen im Vergleich zu den Primartumorzellen als
reprimiert vor (Tab. 3.1, 3.2 und 3.3). Die EST wurden mittels einer ,elektronischen
Northernblot“-Analyse (Datenbank der Firma Incyte) in silico auf ihre gewebespezifische
Verteilung vorselektiert. Ein weiteres Kriterium flr eine zusatzliche ,Northernblot‘-Analyse
mit einem EST war die Art des Gewebes aus dem die cDNA-Bank urspriinglich gewonnen
wurde. Der Fokus lag hierbei primar auf EST, die zuerst in kolorektalem Gewebe
identifiziert wurden.

Die mit der Genchip-Analyse bestimmte differentielle Expression konnte von 9 EST mittels
,Northernblot“-Analyse bestatigt werden (Abb. 3.3). Zur Detektion wurden entweder EST-
spezifische cDNA-Klone der Firma Incyte verwendet (siehe Kapitel 2.1.10) oder spezifi-
sche Sonden-cDNA mittels RT-PCR generiert (siehe Kapitel 2.1.11). In Tabelle 3.4 sind
diese 9 bestatigten EST naher charakterisiert. Von vier der neun EST, die im Marz 2001
in den metastasierenden Zelllinien als dereguliert bestimmt wurden, waren im Juni 2004
die Proteinprodukte ihrer Konsensussequenzen annotiert (MPP5, SQRDL, PRKWNK2,
SNX25). Die in der ,Northernblot“-Analyse identifizierten Langen der Transkripte, denen
die EST zugeordnet wurden (Abb. 3.3 A, E, F und G), korrelierten in allen Fallen mit den

spater in der UniGene-Datenbank publizierten Langen.

MPP5 (PALS1, ,Stardust®, Abb. 3.3 A) wurde als ein Mitglied der Familie der peripheren
Membranassoziierten Guanylatkinasen (MAGUK) identifiziert, deren Funktion in der
Tumorunterdriickung und als Gerustbildner fiir Multiproteinkomplexe an epithelialen Zell-
Zell-Kontaktstellen beschrieben wurde (Hanada et al., 2000). Hierbei spielt MPP5 als
Komponente des Multiproteinkomplexes Crumbs-MPP5-PATJ eine wichtige Rolle in der
Bildung von ,tight junctions® und somit in der Etablierung der Zellpolaritat von Saugetier-
epithelien (Hurd et al., 2003). In der ,Northernblot‘-Analyse wurde mit einer spezifischen
Sonde fur das EST AA203294 ein 5,5 kb groRes Transkript fur MPP5 erhalten.
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Das EST AI804917 umfasste eine Teilsequenz fiur das Gen des Enzyms SQRDL (,Sulfide
Quinone Reductase Like“, Abb. 3.3 E). Die Sulfid/Quinone Reduktase wurde zuerst in den
Mitochondrien der Hefe S. pombe identifiziert, als nach der Zugabe von Cadmium ein
Defekt im Schwefelmetabolismus auftrat (Vande Weghe und Ow, 1999). Potentiell
funktionelle, homologe Sequenzen zu dem Sulfid-oxidierenden Enzym wurden auch im
Menschengenom identifiziert. Uber deren Funktion ist bisher aber noch nichts genaueres
bekannt. In der ,Northernblot‘-Analyse wurde ein 1,7 kb groRes Transkript fir SQRDL
erhalten.

PRKWNK2 (Abb. 3.3 F) wurde der WNK- (,With No Lysine, Kinase“-) Familie der Serin
/Threonin-Kinasen zugeordnet, denen die Aminosaure Lysin in der Kinasedomane fehilt.
Diese wurde lange Zeit als unerlasslich fir die Kinaseaktivitdt gehalten, da sie fur die
Bindung an ATP notwendig ist (Xu et al., 2000). Yang et al. (2003) identifizierten eine
erste mogliche Funktion von PRKWNK2 in der Regulation des Thiazid-sensitiven NaCl-
Cotransporters (NCC) im distalen Nephron beim Auftreten eines Pseudohyper-
aldosteronismus. In der ,Northernblot‘-Analyse wurde fir PRKWNK2 ein 7,0 kb grof3es
Transkript identifiziert.

Das EST AWO008976 wurde dem Gen das fur SNX25 kodiert, zugeordnet (Abb. 3.3 G).
~oorting Nexin 25 gehdrt zur Gruppe der ,sortierenden” Nexine. Diese besteht aus
zelluldaren Transportproteinen, denen allen ein Phospholipid-Bindungsmotif - die PX-
Doméne - gemeinsam ist. Die Fahigkeit dieser Proteine, spezifisch an Phospholipide zu
binden und Protein-Proteinkomplexe zu bilden, weist auf eine Rolle im Membrantransport
und der Proteinsortierung hin. Bisher ist noch nicht bekannt, ob die einzelnen Nexine
spezifische oder eher eine universelle Funktion beim Proteintransport haben (Worby und
Dixon, 2002). In der ,Northernblot“-Analyse wurde ein 3,3 kb groRes Transkript fir SNX25
erhalten.

Die differentielle Expression der induzierten EST-Sequenzen oder der potentiellen ORF
AA309047/C200rf92 (1,5 kb, Abb. 3.3 B), Al344053/LOC374699 (4,2 kb und 4,8 kb, Abb.
3.3 C), Al344189 (5,0 kb, Abb. 3.3 D) und Al739241 (2,2 kb, Abb. 3.3 H) konnte in der
.Northernblot“-Analyse bestatigt werden. Ferner konnte dem in der Genchip-Analyse als
reprimiert bestimmten EST AI832118/FLJ26252 fis in der ,Northernblot“-Analyse ein
2,3 kb grofR3es, reprimiertes Transkript zugeordnet werden (Abb. 3.3 I).

In Abbildung 3.3 J ist eine reprasentative R-Aktin (ACTB) Ladungskontrolle dargestellt,

wie sie fur jeden ,Northernblot” abschlieRend durchgefuhrt wurde.
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Abbildung 3.3: ,Northernblot‘-Analyse von ausgewahlten deregulierten EST.

Acht der neun analysierten Kandidaten sind in Tabelle 3.1 klassifiziert, MPP5, C200rf92,
LOC374699, Al344189, SQRDL, PRKWNK2, SNX25 und AI739241 (A-H) und waren in den
metastasierenden Zelllinien KM12SM und KM12L4A induziert. Das EST AI832118/FLJ26252 fis (1)
ist in den metastasierenden Zelllinien reprimiert und wird in Tabelle 3.2 aufgefiihrt. Zur Ladungs-
kontrolle wurden die Blots abschliefRend ,gestrippt* und mit einer cDNA von ACTB (J) hybridisiert.
Die Pfeile weisen auf die spezifischen Hybridisierungssignale in den jeweils angegeben GréRen.
Die verwendete RNA stammte aus den Experimenten fiir die Genchip-Analyse. Jeweils 1 ug aufge-
trennte mRNA der Zelllinien KM12C, KM12SM und KM12L4A wurden mit [a-SZP]dATP-markierten,
spezifischen Sonden hybridisiert.
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EST UniGene UniGene Ursprungsgewebe UniGene Bezeichnun UniGene Volle
GenBank Cluster | Bezeichnung der cDNA- (06/2004) 9 Cluster Lange
Acc-Nr. (03/2001) (03/2001) Bibliothek (06/2004) |bekannt ?
MPP5:
clone 25032 | Fotale Leber und ,Membrane Protein,
AA203294 | Hs.13399 mRNA Milz Palmitoylated 5" (,MAGUK Hs.109122| 5357 bp
p55 Subfamily Member 57)
Homo sapiens | Kolonkarzinom | C200rf92: “Chromosome
AA309047 | Hs.11197 cDNA, 5' end | Zelllinie (Caco-2) |20 open reading frame 92” Hs.408427| 1476 bp
Al344053 |Hs.115838| HOMO SAPIENs | o imor | LOC374699: LOC374699 |Hs.115838|  Nein
cDNA, 3'end
Al344189 | Hs.9842 |Homosapiens| o imor Homo sapiens Hs.9842 | Nein
cDNA, 3'end transcribed sequences
Homo sapiens Prostata- SQRDL.:
Al804917 | Hs.8185 p LSulfide Quinone Hs.435468| 1690 bp
cDNA, 3'end | Normalgewebe . N
Reductase Like (yeast)
Homo sapiens Kolon- PRKWNK2:
Al832477 | Hs.22386 p ~Protein Kinase, Hs.232116| 6834 bp
cDNA, 3'end | Normalgewebe . . ”
Lysine Deficient 2
Homo sapiens Kolon- SNX25:
AW008976 | Hs.42768 cDNA, 3'end | Normalgewebe »oorting Nexin 25” Hs.380726| 3237 bp
Al739241 |Hs.171480| HOMO SAPIENS | 1ot imor Homo sapiens Hs.171480| Nein
cDNA, 3'end transcribed sequences
Homo sapiens Homo sapiens cDNA .
Al832118 | Hs.88179 cDNA. 3' end Kolontumor FLJ26252 fis Hs.381430| Nein

Tabelle 3.4: Auflistung der in den metastasierenden Zelllinien KM12SM und KM12L4A de-
regulierten EST (im Vergleich zur nicht-metastasierenden Zelllinie KM12C) deren differentielle
Expression mit der ,Northernblot“-Analyse bestatigt wurde.

Die differentielle Expression konnte von 9 EST bestatigt werden. Von vier der neun im Rahmen der
Arbeit untersuchten EST sind bis Juni 2004 die Proteinprodukte annotiert worden (fett gedruckt
hervorgehoben). Zu finf EST waren im Juni 2004 noch keine Proteinprodukte bekannt, allerdings
veranderte sich teilweise die Bezeichnung bzw. die ,UniGene Cluster‘“-Nummer. Sieben der neun
ausgewahlten EST wurden urspriinglich aus cDNA-Bibliotheken von Kolongeweben erhalten.

3.2 Expressionsstudien mit ausgewahlten EST

3.21 ,,Multiple Tissue Expression‘“-Array

Es wurden von 5 ausgewahlten EST-Sequenzen spezifische Sonden zur Hybridisierung
.Multiple Tissue Expression‘- (MTE-) Array
(siehe Kapitel 2.1.7.2). Der MTE-Array enthielt normalisierte Poly(A)-mRNA von 76

verschiedenen humanen Geweben und acht verschiedene Kontroll-RNA und DNA

eines humanen radioaktiv markiert

(Abb. 3.4 A, Spalte 12). Auf die Nylonmembranen wurden als Positivkontrollen in die Plan-
quadrate F6-H6 jeweils 1 pg, 0,5 yg und 0,1 pg Poly(A)-mRNA aufgetragen. Diese
Kontroll-mRNA wurde entweder aus der Zelllinie KM12SM isoliert, um induzierte EST zu
untersuchen oder aus der Zelllinie KM12C, wenn ein reprimiertes EST untersucht werden
sollte. Die Sonden wurden wie in Kapitel 2.2.3.1.10.2 beschrieben [0-**P]JdATP-markiert
und nach der Methode in Kapitel 2.2.3.1.11 hybridisiert. Die Exposition erfolgte auf einem
Rontgenfilm bei —80°C fur jeweils 48 h. In Abbildung 3.4 A sind die Positionen der
Gewebe auf dem MTE-Array dargestellt.
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Das EST AA309047 zeigte eine ubiquitdre Expression in allen reprasentierten Normal-
geweben und eine etwas abgeschwachte Expression in den Leukdmie-, Lymphom- und
Lungenkarzinom-Zelllinien (Abb. 3.4 B, Spalte 11). Die Expressionshohe von AA309047
in der kolorektalen Adenokarzinom-Zelllinie SW480 (G10) war vergleichbar zu den kolo-
rektalen Normalgeweben (H5 und A6-C6). Die MTE-Arrays konnten bis zu zweimal ,ge-
strippt® (siehe Kapitel 2.2.3.1.9.4) und wiederverwendet werden, deshalb waren in den
Planquadraten F3-H3 dieses MTE-Arrays zusatzliche Positivkontrollen eines vorherge-
henden Versuches aufgetragen.

Das EST Al344053 (Abb. 3.4 C) wurde ursprlnglich aus einem Kolontumor isoliert und
zeigte nur sehr schwache Hybridisierungssignale mit RNA aus Magen- (B5) und
Plazentagewebe (B8).

Eine fir das EST Al344189 (Abb. 3.4 D) spezifische Sonde hybridisierte am starksten an
isolierte MRNA aus dem Duodenum (C5), dem Magen (B5) und der Leber (A9). Weitere
Signale waren nur noch in Uterusgewebe (D8) und in Pankreas (B9) zu erkennen. Das
schwache Hybridisierungssignal an E. coli DNA (D12) erklart sich aus der Isolierung der
Sonden-cDNA aus Plasmid-DNA von E. coli Kulturen.

Eine spezifische Sonde flr das EST Al739241 das urspringlich aus einem Kolontumor
isoliert wurde, erzeugte ein ubiquitares Expressionsmuster (Abb. 3.4 E).

Das EST AI832118 war das einzige untersuchte EST, das in den metastasierenden Zell-
linien als reprimiert bestimmt wurde. Es wurde zusatzlich fir eine Gewebeanalyse mit
dem MTE-Array ausgewahlt, da die Sequenz in einer ,elektronischen Northernblot®-
Analyse eine sehr spezifische Expression flr Kolon-Tumorgewebe aufwies. Das in silico
erhaltene Expressionsprofil konnte aber mit dem MTE-Array nur bedingt bestatigt werden.
Zwar wurde flir das EST AI832118 eine mittelstarke Expression in der kolorektalen
Adenokarzinom-Zelllinie SW480 (G10) detektiert, allerdings trat eine schwache bis mittel-
starke Expression ebenfalls in allen analysierten Normalgeweben der Eingeweide
(Spalten 5 und 6) auf. Die starkste Expression zeigte Al832118 in den Lymphknoten (F7),
wahrend in den unterschiedlichen Geweben des adulten Gehirns keine entsprechenden
Transkripte detektierbar waren (Abb. 3.4 F, Spalten 1-3).
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Abbildung 3.4: Expressionsanalyse von deregulierten EST mit einem MTE-Array.

Der MTE-Array enthalt 76 gewebespezifische Poly(A)-mRNA deren Position in A dargestellt ist. Die
Expressionsstarke von vier induzierten EST AA309047 (B), AlI344053 (C), Al344189 (D) und
Al739241 (E) sowie des reprimierten EST AlI832118 (F) wurde in dem groRen Spektrum an fotalen
und adulten Geweben sowie in einigen Tumor-Zelllinien untersucht. Als Positivkontrollen wurden in
die Planquadrate F6-H6 der Arrays B-E jeweils 1 ug, 0,5 pg und 0,1 g isolierte Poly(A)-mRNA der
Zelllinie KM12SM aufgetragen. Fur das reprimierte EST AI832118 wurden auf den Array ent-
sprechend jeweils 1 pg, 0,5 ug und 0,1 pg isolierte Poly(A)-mRNA der Zelllinie KM12C als Positiv-
kontrolle aufgetragen (F). In Abb. 3.4 B sind in den Planquadraten F3-H3 des Arrays zusatzliche
Positivkontrollen eines vorhergehenden Versuches sichtbar. Die Sonden-cDNA fir das EST
Al344189 wurde aus Plasmid-DNA von E. coli Kulturen isoliert und zeigt ein schwaches Hybridi-
sierungssignal fir E. coli-DNA (D, Planquadrat D12).

Fir die Ladungskontrolle wurden die Arrays anschlieftend ,gestrippt® und mit einer vom Hersteller
beigefiigten cDNA von Ubiquitin B hybridisiert (siehe Kapitel 3.7.2, Abb. 3.21 B).
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3.2.2 ,Cancer Gene Screening Total RNA Dot“-Blot

Die Expressionsanalyse in Normalgeweben mit dem MTE-Array wurde fur das EST
Al739241 auf die vergleichende Analyse von Primartumoren und deren Kkorrespon-
dierenden Normalgeweben ausgeweitet. Hierzu wurde der humane ,Cancer Gene
Screening Total RNA Dot“-Blot verwendet (siehe Kapitel 2.1.7.2), auf dem je 5 ug isolierte
Gesamt-RNA aus 48 Paaren von Tumor- und korrespondierenden Normalgeweben
nebeneinander aufgetragen waren. Die Position der Gewebe auf dem Blot ist in Abbildung
3.5 A dargestellt, wobei die Spalten mit Normalgeweben gelb unterlegt sind. An den
rechten Rand sind als Positivkontrollen 5 ug, 1 pg und 0,5 ug isolierte Gesamt-RNA der
Zelllinie KM12SM aufgetragen. Die flr das EST spezifische Sonden-cDNA wurde bereits
fur die ,Northernblot“-Analyse verwendet (siehe Kapitel 3.1.2.2, Abb. 3.3 H) und war
mittels einer RT-PCR auf isolierte mRNA der Zelllinie KM12SM generiert worden. Die
hierfir verwendeten Primer Al739241 for und _rev sind in Kapitel 2.1.11 aufgefihrt. Die
Hybridisierung des Blots mit der [a-*P]dATP-markierten Sonde erfolgte wie in Kapitel
2.2.3.1.11 beschrieben. Zur Signaldetektion wurde ein Rontgenfilm bei —80°C fiir 48 h
exponiert.

Das mit dem MTE-Array erhaltene ubiquitdre Expressionsprofil fir die EST-Sequenz
Al739241 (siehe Kapitel 3.2.1, Abb. 3.4 E) wurde durch die Hybridisierung des ,Cancer
Gene Screening”-Blots bestatigt (Abb. 3.5 B). Allerdings waren zum Teil deutliche Unter-
schiede der Expressionsstarke in Tumorgeweben zu den korrespondierenden Normal-
geweben zu erkennen. Interessanterweise wurde in allen kolorektalen Adenokarzinomen
(C5-F5) ein erhéhter RNA-Spiegel im Vergleich zum Normalgewebe (C6-F6, fett um-
randet) festgestellt.

Der Befund einer Induktion des EST Al739241 in kolorektalen Primartumoren konnte zu-
vor mit dem MTE-Array nicht erkannt werden, da dieser kein Tumorgewebe enthielt. So-
mit erwies sich der ,Cancer Gene Screening Total RNA Dot“-Blot als sinnvolle Erganzung

des MTE-Arrays fir die Expressionsanalyse eines Gens oder EST.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Brain Brain Pharynx Pharynx Duod Duod G: G Testis Testis Thyroid Thyroid
Astrocytoma | Normal /Throat /Throat Tumor Normal Tumor Normal Tumor Normal Follicular Ade- | Normal
Squamous cell Normal nocarcinoma
B Brain Brain Esophagus Esophagus | Small Intes- [ Small In- Pancreas Pancreas Ovary Ovary Thyroid Fol- | Thyroid
Neurilem- Normal Squamous cell | Normal tine testine Tumor Normal Adenocarci- Normal licular Ade- Normal
moma carcinoma Tumor Normal noma noma
Poorly differen-
tiated
C Brain Brain Esophagus Esophagus | Colon Colon Parotid Parotid Ovary Ovary Thyroid Thyroid
Meningioma | Normal Squamous cell | Normal Adenocarci- Normal Tumor Normal Thecoma Normal Papillary Ade- | Normal
carcinoma noma Poorly nocarcinoma
Moderately differentiated
D Lung Lung Esophagus Esophagus | Colon Colon Kidney Kidney Ovary Ovary Adrenal Adrenal
Squamous cell | Normal Adenocarci- Normal Adenocarci- Normal Granular Cell Normal Teratoma Normal Tumor Normal
carcinoma noma noma Carcinoma
Poorly differ- Well differenti-
entiatd ated
E Lung Lung Nor- Stomach Stomach Rectum Rectum Kidney Kidney Uterus Uterus Thymus Thymus
Squamous cell | mal Squamous cell | Normal Adenocarci- Normal Clear Cell Car- | Normal Leiomyoma Normal Tumor Normal
carcinoma carcinoma noma Poorly cinoma
Moderately differentiated
differentiated
F Lung Lung Stomach Stomach Rectum Rectum Bladder Bladder Uterus Uterus Lymphoma | Lym-
Adenocarci- | Normal Adenocarci- Normal Adenocarci- Normal Transitional Normal Adenocarci- Normal Lymphoma phoma
noma Poorly noma noma Cell Carcinoma noma Rzl
differentiated Poorly differen- Moderately Grade 11 iy N
tiated differentiated
G Lung Lung Stomach Stomach Liver Liver Bladder Bladder Breast Breast Non- Non-
Adenocarci- Normal Adenocarci- Normal Hepatoceular Normal Transitional Normal Invasive Ductal | Normal Hodgkin’s Hodgkin’s
noma Moder- noma carcinoma Cell Carcinoma Carcinoma
ately Moderately Poorly differen- Grade 11 {‘y“:“}l])ol:\:’am’ LIZ m
differentiated differentiated tiated ymp phoma
Normal
Lymph Node
H Lung Lung Stomach Stomach Liver Liver Prostate Prostate Breast Breast Soft Tissue | Soft Tissue
Alveolar car- Normal Adenocarci- Normal Hepatoceular Normal Tumor Normal Fibroadenoma Normal Malignant Fi- Normal
cinoma noma Well dif- carcinoma brous Histocy-
ferentiated Moderately toma
differentiated
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Abbildung 3.5: Erweiterte Expressionsanalyse des induzierten EST Al739241 mit dem ,Cancer
Gene Screening Total RNA Dot“-Blot.

Der humane ,,Cancer Gene Screening Total RNA Dot“-Blot enthielt 96 gewebespezifische Gesamt-
RNA-Isolate, deren Positionen auf dem Array in A dargestellt sind. Die Expressionsstarke des EST
Al739241 (B) wurde in dem groRen Spektrum an Primartumoren und korrespondierenden Normal-
geweben untersucht. Als Positivkontrolle wurde auf den rechten Rand des Blots jeweils 5 pg, 1 g
und 0,5 pg isolierte Gesamt-RNA der Zelllinie KM12SM aufgetragen. Die Spalten mit Tumor-
geweben (T) und Normalgeweben (N) sind gekennzeichnet. Die Positionen von RNA-Isolaten aus
kolorektalem Gewebe sind durch eine Umrandung hervorgehoben.

Fir die Ladungskontrolle wurde der Arrays anschlieBend ,gestrippt” und mit einer vom Hersteller
beigefligten cDNA von Ubiquitin B hybridisiert. Es wurden vergleichbare Hybridisierungssignale fir
alle aufgetragenen RNA erhalten (Abb. nicht gezeigt).
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3.3 Genexpressionsanalyse mit dem HCT116-Zelimodell

3.3.1 Deregulierte Gene im HCT116-Zellmodell

Innerhalb der 182 deregulierten Genen und EST im KM12-Zellmodell sollten neue Kandi-
daten identifiziert werden, die in den Prozess der kolorektalen Metastasierung involviert
sind. Um den Kreis der Kandidatengene weiter einzugrenzen, wurde von einem zweiten
CRC-Zellmodell ebenfalls ein Genexpressionsprofil mit Oligonukleotid-Mikroarrays erstellt
und dieses mit dem zuvor erstellten Expressionsprofil der KM12-Zellen verglichen. Als
zweites Zellmodell wurde die nicht-metastasierende Kolon-Primartumor-Zelllinie HCT116
und deren stark metastasierender Abkommling HCT116U5.5 verwendet. Hierbei sollte
beachtet werden, dass der Zellklon HCT116U5.5 eine stark zur Lunge metastasierende
Variante von HCT116-Zellen reprasentierte (siehe Kapitel 2.1.13.2), wahrend die
KM12SM- und KM12L4A-Zellen hauptsachlich in die Leber metastasierten.

Von den HCT116- und HCT116U5.5-Zellen wurde die RNA jeweils dreimal isoliert und die
daraus synthetisierten cDNA einer in vitro-Transkription unterzogen. Daraufhin wurde von
jeder erstellten, Biotin-markierten cRNA ein Hybridisierungscocktail hergestellt (siehe
Kapitel 2.2.3.1.8.2) und damit jeweils ein HG-U95Av2-Genchip hybridisiert. Zur Bestim-
mung von differentiell exprimierten Genen und EST wurden die absoluten Genchip-
Analysen mit der Primartumor-Zelllinie HCT116 als Basislinien definiert. Der Fokus der
vergleichenden Analysen wurde im Vorfeld auf bereits annotierte Gene gelegt, woraufhin
mit dem HCT116-Zellmodell nur der HG-U95Av2-Genchip des HG-U95-Sets hybridisiert
wurde. Dieser reprasentierte tber 12000 Sequenzen von Genen, deren volle Langen
bekannt waren, und von denen (zumeist) bereits Funktionen der Proteinprodukte bekannt
waren (siehe Kapitel 2.2.3.1.8.4). Die Auswertung der Genchip-Analyse erfolgte nach den
fur das KM12-Zellmodell etablierten Kriterien (siehe Kapitel 3.1.1).

Von den 12652 analysierten Genen des Arrays waren 72 (0,6%) in den metastasierenden
Zellen dereguliert. Hiervon waren 43 Gene in den HCT116U5.5-Zellen im Vergleich zu
den HCT116-Zellen um einen CF von > 2 induziert, 29 Gene waren um einen CF von < -2
reprimiert. Diese Gene wurden mit Hilfe der UniGene-Datenbank annotiert und klassifiziert
(Tab. 3.5 und 3.6). Die differentiell exprimierten Gene des HCT116-Zellmodells konnten
nach der Funktion oder Lokalisierung ihrer Proteinprodukte in 11 Kategorien gruppiert
werden: Immunantwortassoziierte Proteine, Enzyme, Transmembran-Proteine, sezernier-
te Proteine, Zytoskelett- oder EZM-assoziierte Proteine, Transkription- oder Translation-
assoziierte Proteine, Signalmolekile, Zellzyklus- oder Apoptoseassoziierte Proteine,
Transportmolekiile und Proteine anderer Funktion. EST und potentielle ORF wurden ge-
sondert klassifiziert. Es ist zu beachten, dass fir diese Analyse lediglich der HG-U95Av2-

Genchip hybridisiert wurde, auf dem nur wenige EST-Oligosequenzen synthetisiert waren.
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Unigene Genbezeichnung CF
Cluster HCT116U5.5

Immunantwortassoziierte Proteine

Hs.80358 |JARID1D: Jumoniji, AT rich interactive domain 1D 71

Hs.13131  |LNK: lymphocyte adaptor protein 2,1

Enzyme

Hs.99120 |DDX3Y: DEAD box polypeptide 3, Y-linked 12,1

Hs.390567 |FYN: FYN oncogene related to SRC, FGR, YES 7.1

Hs.1519 PRKAR1B: protein kinase, CAMP-dependent, regulatory, type |, beta 3,1

Hs.251871 |CTPS: CTP synthase 2,7

Hs.512708 [TGM2: transglutaminase 2 2,6

Hs.314828 |UPP1: uridine phosphorylase 1 2,3

Hs.118722 |FUTS8: fucosyltransferase 8 (alpha (1,6) fucosyltransferase) 2,2

Hs.355867 |MARS: methionine-tRNA synthetase 2,0

Transmembran-Proteine

Hs.351316 [TM4SF1: transmembrane 4 superfamily member 1 180,1

Hs.181097 [TNFSF4: tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 4 109,3

Hs.23582 |[TACSTD2: tumor-associated calcium signal transducer 2 27,7

Hs.512682 |CEACAM1: carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 11,1

Hs.799 DTR: diphtheria toxin receptor 7,7

Hs.193852 |ABCC2: ATP-binding cassette, sub-family C, member 2 3,9

Sezernierte Proteine

Hs.279651 [MIA: melanoma inhibitory activity 35,2

Hs.79361  |KLK®6: kallikrein 6 (neurosin, zyme) 49

Hs.83450 LAMAZ3: laminin, alpha 3 4.0

Hs.172816 [NRG1: neuregulin 1 3,8

Hs.297681 |SERPINA1: serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A, member 1 2,9

Hs.55279  |[SERPINBS: serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B, member 5 2,6

Zytoskelett- oder EZM-assoziierte Proteine

Hs.446417 |[KRT6E: keratin 6E 16,7

Hs.435800 |VIM: vimentin 5,8

Hs.422550 |AIM1: absent in melanoma 1 41

Transkription- oder Translationassoziierte Proteine

Hs.180911 |RPS4Y: ribosomal protein S4, Y-linked 7,8

Hs.182432 |[HIST1H2BM: histone 1, H2bm 2,4

Signalmolekiile

Hs.111554 |ARL7: ADP-ribosylation factor-like 7 8,7

Hs.141492 |RGS20: regulator of G-protein signalling 20 2,8

Hs.153489 |ASB1: ankyrin repeat and SOCS box-containing 1 2,1

Zellzyklus- oder Apoptoseassoziierte Proteine

Hs.408658 |[CCNE2: cyclin E2 4,0

Hs.244723 |CCNE1: cyclin E1 3,0

Hs.50649 [TP53I13: tumor protein p53 inducible protein 3 2,7

Hs.127799 [BIRC3: baculoviral IAP(inhibitor of apoptosis protein) repeat-containing 3 2,1

Transportmolekiile

Hs.19105 [TIMM17B: translocase of inner mitochondrial membrane 17 homolog B (yeast) 25,4

Hs. 75671 |STX1A: syntaxin 1A (brain) 10,2
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Proteine anderer Funktion

Hs.106857 |CALBZ2: calbindin 2, (29kD, calretinin) 7,4

Hs.2288 'VSNL1: visinin-like 1 21

Hs.446551 |[MEP50: MEP50 protein 21

EST/Potentielle ORF

Hs.443999 |Homo sapiens transcribed sequences 2,8

Hs.467866 |Homo sapiens cDNA clone IMAGE: 6503168, partial cds 2,5

Hs.145567 |AF038169: hypothetical protein 2,1

Hs.206501 [LOC57228: hypothetical protein from clone 643 2,1

Tabelle 3.5: Auflistung der in der metastasierenden Zelllinie HCT116U5.5 als induziert (im Ver-

gleich zur n

icht-metastasierenden Zelllinie HCT116) bestimmten Gene.

Es wurden 39 Gene ermittelt, die mit einem CF von > 2 induziert waren. Diese Gene wurden nach
der UniGene-Datenbank annotiert und nach der Funktion oder Lokalisierung der Proteinprodukte
klassifiziert. Eine zusatzliche Klasse fasst die vier induzierten EST/Potentiellen ORF zusammen.

Unigene Genbezeichnung CF

Cluster HCT116U5.5
Enzyme
Hs.3873 PPT1: palmitoyl-protein thioesterase 1 -6,1
Hs.171695 |DUSP1: dual specificity phosphatase 1 -5,1
Hs.89663 |CYP24A1: cytochrome P450, family 24, subfamily A, polypeptide 1 -3,1
Hs.433307 BCKDHA: branched chain keto acid dehydrogenase E1, alpha polypeptide -2,6
Hs.155247 |ALDOC: aldolase C, fructose-bisphosphate -2,2
Transmembran-Proteine
Hs.443020 |PCDH7: BH-protocadherin (brain-heart) -13,9
Hs.82028 |[TGFBR2: transforming growth factor, beta receptor Il (70-80kD) -4.7
Hs.419124 MET: met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor) -3,1
Hs.62192 |F3: coagulation factor Il (thromboplastin, tissue factor) -2,9
Hs.503546 |FADS1: fatty acid desaturase 1 -2,9
Hs.128087 |F2R: coagulation factor Il (thrombin) receptor -2,4
Zytoskelett- oder EZM-assoziierte Proteine
Hs.211573 |[HSPG2: heparan sulfate proteoglycan 2 (perlecan) -20,3
Hs.72550 |HMMR: hyaluronan-mediated motility receptor (RHAMM) -6,1
Hs.122645 [LAMB1: laminin, beta 1 -3,4
Transkription- oder Translationassoziierte Proteine
Hs.155017 [NRIP1: nuclear receptor interacting protein 1 -19,0
Hs.1395 EGR2: early growth response 2 (Krox-20 (Drosophila) homolog) -8,7
Hs.361748 |INR2F1: nuclear receptor subfamily 2, group F, member 1 -3,4
Hs.150011 |[ETV1: ETS translocation variant-1 -34
Hs.25647 |FOS: v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog -3,2
Hs.74088 |EGRS3: early growth response 3 -3,0
Hs.400124 JUNB: jun B proto-oncogene -2,4
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Signalmolekiile

Hs.203862 |GNAI1: guanine nucleotide binding protein, alpha inhibiting activity polypeptide -3,2

Hs.78944 |RGS2: regulator of G-protein signalling 2, 24kD -2,6

Hs.24557 |GAF1: gamma-SNAP-associated factor 1 -2,2

Hs.154103 |LIM: LIM protein (similar to rat protein kinase C-binding enigma) -2,1

Zellzyklus- oder Apoptoseassoziierte Proteine

Hs.74122 [CASP4: caspase 4, apoptosis-related cysteine protease | -3,6

Proteine anderer Funktion

Hs.195825 |[RBPMS: RNA-binding protein gene with multiple splicing -9,5

Hs.117848 HBE1: hemoglobin, epsilon 1 -3,7

Hs.279843 |MLH3: mutL (E. coli) homolog 3 -2,3

Tabelle 3.6: Auflistung der in der metastasierenden Zelllinie HCT116US5.5 als reprimiert (im Ver-
gleich zur nicht-metastasierenden Zelllinie HCT116) bestimmten Gene.
Insgesamt wurden 29 Gene ermittelt, die mit einem CF von < -2 reprimiert waren. Diese Gene
wurden nach der UniGene-Datenbank annotiert und nach der Funktion oder Lokalisierung der

Proteinprodukte klassifiziert.

In Tabelle 3.7 ist die Verteilung der induzierten und reprimierten Gene im HCT116-

Zellsystem auf die 11 Kategorien (sowie zusatzliche EST/ Potentielle ORF) aufgelistet.

Anzahl an Anzahl an Anzahl an
Kategorien deregulierten induzierten reprimierten
Genen Genen (CF > 2) | Genen (CF < -2)
ImmunantworFassoziierte 2 2 0
Proteine
Enzyme 13 8 5
Transmembran-Proteine 12 6 6
Sezernierte Proteine 6 6 0
Zytoskelett- oder EZM-assoziierte
. 6 3 3
Proteine
Transkription- oder Translation-
.. ) 9 2 7
assoziierte Proteine
Signalmolekiile 7 3 4
Zellzyklus- oder Apoptose-
g ! 5 4 1
assoziierte Proteine
Transportmolekile 2 2 0
Proteine anderer Funktion 6 3 3
EST/Potentielle ORF 4 4 0

Tabelle 3.7: Klassifizierung der Gene, die im HCT116-Zellmodell dereguliert waren, nach der
Funktion oder Lokalisierung der Proteinprodukte.
Insgesamt wurden 72 Gene mit Oligonukleotid-Mikroarrays identifiziert, die in der Zelllinie
HCT116U5.5 im Vergleich zur HCT116-Zelllinie dereguliert waren. Diese konnten in 11 Kategorien
eingeteilt werden. EST und potentielle ORF wurden gesondert gruppiert.
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3.4 Vergleich der Expressionsprofile beider Zellmodelle

3.4.1 Schnittmengenanalyse der erstellten Expressionsprofile

Zur Identifizierung von Genen, die in allen metastasierenden Zelllinien differentiell
exprimiert waren, wurden die mit den KM12- und HCT116-Zellmodellen erhaltenen
Genchip-Datensatze miteinander verglichen. Die Bildung der Schnittmenge aus beiden
Analysen resultierte in vier annotierten Genen: HSPG2, RGS2, TACSTD2 und VIM
(Abb. 3.6). Allerdings waren Heparansulfat Proteoglykan 2 (HSPG2, Perlecan) und der
Regulator fir die G-Protein Signaltransduktion 2 (RGS2) in den beiden Analysen
kontrovers dereguliert. Eine ,Northernblot“-Analyse bestatigte die Induktion von HSPG2
und RGS2 in den metastasierenden Zelllinien KM12SM und KM12L4A (siehe Kapitel
3.1.2.1, Abb. 3.2 | und J) sowie die reprimierte Expression in HCT116U5.5 (Abb. nicht
gezeigt), weshalb sie als Kandidatengene nicht weiter in Betracht gezogen wurden.
Interessanterweise waren aber der ,Tumor-associated Calcium Signal Transducer 2°
(TACSTD2, Trop-2, GA733-1) und Vimentin (VIM) in allen metastasierenden Zelllinien
induziert (Abb. 3.6). TACSTD2 wird in der Literatur zumeist als Trop-2 bezeichnet,
deshalb wurde diese Bezeichnung in dieser Arbeit Gbernommen.

Far Abbildung 3.6 wurden diese 4 Gene unter Anwendung des ,Complete Linkage Hierar-
chical“ Algorithmus ,geclustert” und im TreeView—Programm graphisch dargestellt. Beide
Programme waren im Internet frei erhaltlich® und wurden von M. Eisen entwickelt (Eisen
et al., 1998).

Change Factor

HCT116
U5.5

KM12

TACSTD2
VIM

3,9 21 | 203 HSPG2
4,1 3,2 26 RGS2

4,7 4,0

Abbildung 3.6: Ergebnis der Schnittmengenanalyse aus den erstellten Expressionsprofilen der
KM12- und HCT116-Zellmodelle.

Die vier aufgefihrten Gene TACSTD2, VIM, HSPG2 und RGS2 wurden in beiden Expressions-
profilen als dereguliert identifiziert, allerdings waren nur TACSTD2 und VIM in allen drei
metastasierenden Zelllinien induziert.

12652 Gene wurden gleichzeitig mit dem HG-U95Av2-Genchip auf differentielle Expression in den
drei metastasierenden Zelllinien im Vergleich zu den zwei nicht-metastasierenden Kolonkarzinom-
Zelllinien untersucht. Dargestellt ist der ,Change Factor® (CF) der metastasierenden Zellen zu den
nicht-metastasierenden Zellen eines Zellmodells. Einem positiven CF wurde die Falschfarbe rot
und einem negativen CF die Falschfarbe griin zugeordnet.

® http://rana.stanford.edu/software
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Zusammenfassend ergab die Schnittmengenanalyse beider Datensatze insgesamt nur
zwei deregulierte Gene: Trop-2 und Vimentin. Diese sind in allen stark metastasierenden
Kolonkarzinom-Zelllinien deutlich induziert. Somit konnte das Ziel, unter Zuhilfenahme des
zweiten Zellmodells HCT116 die Anzahl an Kandidatengenen stark einzuschranken,
erreicht werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde der Fokus auf die Analyse einer
Korrelation der Expression dieser zwei Gene und der Metastasierung des kolorektalen

Karzinoms gelegt.

3.4.1.1 Bestatigung der Trop-2- und Vimentinexpression in den Zelllinien

Die ,Northernblot“-Analyse bestatigte den mit der Genchip-Analyse bestimmten, erhdhten
mRNA-Spiegel fir Trop-2 und Vimentin in den metastasierenden Zelllinien KM12SM,
KM12L4A und HCT116U5.5 (Abb. 3.7). Hierzu wurde fir Trop-2 eine 204 bp groRe
Sonden-cDNA und fur Vimentin eine 200 bp groRe Sonden-cDNA verwendet, die jeweils
spezifisch fir den 3’-UTR Bereich von Trop-2 bzw. Vimentin ist. Diese wurden in einer
PCR-Reaktion mit den Primerpaaren Trop-2_Northern_for und _rev bzw. Vim_for und
_rev (siehe Kapitel 2.1.11) auf cDNA der Zelllinie HCT116U5.5 erhalten.

Mit den AvgDiff-Werten der Genchip-Analyse (siehe Kapitel 2.2.3.1.8.7.1) konnten Aus-
sagen Uber die Abundanz einer RNA in der Zelle und Uber die Starke des erwarteten
Hybridisierungssignals in der ,Northernblot‘-Analyse gemacht werden. Allerdings hangt
das Signal in der ,Northernblot‘-Analyse stark von Faktoren wie Hybridisierungseffizienz,
Wasch- und Expositionsdauer ab. Deshalb konnten die AvgDiff-Werte nur einen Anhalts-
punkt flr die Starke der Signale bei der ,Northernblot‘-Analyse geben. Insgesamt konnte
mittels einer ,Northernblot‘-Analyse jeweils die Tendenz einer Deregulierung bestatigt
werden, wahrend es haufiger Unterschiede zwischen dem AvgDiff-Wert und der Intensitat
des ,Northernblot“-Signals gab. Die AvgDiff-Werte flir Trop-2 (Abb. 3.7 A) korrelierten mit
den Bandenintensitaten eines 1,8 kb groflen Transkripts in der ,Northernblot“-Analyse
(Abb. 3.7 C). Es war sowohl mit der Genchip- als auch mit der ,Northernblot“-Analyse nur
eine sehr schwache Trop-2-Expression in den nicht-metastasierenden Zelllinien KM12C
und HCT116 zu beobachten (Abb. 3.7 A, schwarze Balken).

Far Vimentin korrelierten die AvgDiff-Werte allerdings nur sehr bedingt mit den Intensi-
taten der spezifischen Banden von 1,9 kb GroRe. Denn obwohl flr Vimentin in den
KM12C-Zellen ein AvgDiff-Wert ermittelt wurde, der nur minimal Uber dem ,Hintergrund-
rauschen® lag (Abb. 3.7 B), ist in Abbildung 3.7 D eine starke Bande fir Vimentin in RNA-
Isolaten der Zelllinie KM12C erkennbar. Mit einer Phosphoimager-Software wurden die
Bandenintensitaten des ,Northernblots® ermittelt. Die Induktion der Vimentinexpression in

den KM12SM-Zellen betrug nach Analyse der Bandenintensitdten nur noch einen Faktor
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von 1,4 im Vergleich zu den KM12C-Zellen. Dies lag im wesentlichen an der starken
Intensitat der KM12C-Bande in der ,Northernblot‘-Analyse. Zudem waren nach Aussage
der Genchip-Analyse die AvgDiff-Werte flr Vimentin in den HCT116U5.5-Zellen 2,8 x
hdéher als in den KM12L4A-Zellen. Mit dem Phosphoimager wurde dahingegen eine 1,6 x
starkere Bandenintensitat fur Vimentin in den KM12L4A-Zellen bestimmt. Somit war die
tatsachliche Expression von Vimentin in den HCT116U5.5-Zellen deutlich niedriger als

nach der Genchip-Analyse zu erwarten war.
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Abbildung 3.7: Expressionsanalyse von Trop-2 und Vimentin in den Zelllinien mit Oligonukleotid-
Mikroarrays und mit der ,Northernblot‘-Analyse.

A, B: Von den metastasierenden (KM12SM, KM12L4A, HCT116U5.5) und nicht-metastasierenden
(KM12C, HCT116) Kolonkarzinom-Zelllinien wurden mit Genchips die Expressionsprofile erstellt.
Gezeigt sind die AvgDiff-Werte fir Trop-2 (A) und Vimentin (B). Der AvgDiff-Wert ist in Kapitel
2.2.3.1.8.7.1definiert. Nicht-metastasierende Zelllinien sind in schwarzen Balken dargestellt,
metastasierende Zelllinien werden durch schwarz-weil} gestreifte Balken reprasentiert.

C, D: ,Northernblot“-Analyse der differentiellen Expression von Trop-2 (C) und Vimentin (D) in den
Kolonkarzinom-Zelllinien. Fir Trop-2 wurde ein spezifisches Transkript von 1,8 kb (Pfeil) und fur
Vimentin von 1,9 kb (Pfeil) detektiert. Je 10 pg Gesamt-RNA wurden in einem denaturierenden FA-
Agarose Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer
[a-32P]dATP-markierten cDNA fur Trop-2 oder Vimentin hybridisiert (siehe Kapitel 2.2.3.1.10).

Zur internen Kontrolle wurden die Blots abschlieBend ,gestrippt® und mit einer [0-32P]dATP-
markierten cDNA von [-Aktin (ACTB) hybridisiert.
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3.5 Expressionsanalysen von Trop-2 in kolorektalem Gewebe

3.5.1 Genchip-Analysen von Trop-2 und Vimentin

Im Rahmen des Aufbaus einer Datenbank fiir Normal- und Krebsgewebe des Kolons mit
den HG-U95Av2-Genchips bei der Roche Diagnostics GmbH in Penzberg (Arbeitsgruppe
J. Auer) konnte die Expression von Trop-2 und Vimentin gleichzeitig in 24 Kolon-
Primartumorgeweben mit unterschiedlichen Dukes’-Stadien und den korrespondierenden
24 Normalgeweben untersucht werden. Ferner konnten die erstellten Expressionsprofile
von 8 Genchips auf die Expression von Trop-2 und Vimentin analysiert werden, die mit
cRNA aus Lebermetastasen des Kolons hybridisiert wurden. Zusatzlich waren die
Genchipdaten von drei der korrespondierenden Normalgeweben der Leber zuganglich.
Die gefrorenen Gewebeproben wurden freundlicherweise von W. Dietmaier und
J. Ruschoff (siehe Kapitel 2.1.9) zur Verfligung gestellt und waren in der Gewebebank der
Roche Diagnostics GmbH in Penzberg gelagert. Zu jeder Gewebeprobe waren
zusatzliche Daten Uber Alter, Geschlecht und Krankheitsverlauf des Patienten sowie die
Klassifizierung des Tumors und der Metastasenbefall erhaltlich.

Eine zuerst erstellte Uberblicksanalyse mit allen verfiigbaren Daten ergab ein
unterschiedliches Expressionsbild flr Trop-2 und Vimentin in den Geweben (Abb. 3.8 A
und B). In Abbildung 3.8 A erkennt man eine um den Faktor vier ansteigende mittlere
AvgDiff fir Trop-2 vom Normalgewebe (mittlere AvgDiff von ca. 100, blauer Balken) zum
Primartumor (mittlere AvgDiff von ca. 450, rot-weil} gestreifter Balken). Darlber hinaus
war aber die Expression von Trop-2 in den Lebermetastasen im Vergleich zu den
Primartumoren noch einmal um den Faktor vier induziert (mittlere AvgDiff von ca. 1810,
gelber Balken).

Insgesamt lagen die duchschnittlichen AvgDiff-Werte fur Vimentin (Abb. 3.8 B) circa um
den Faktor 10 hdher als flr Trop-2. Allerdings =zeigte Vimentin ein anderes
Expressionsmuster in den verschiedenen Gewebestadien als Trop-2. Mit den
Primartumoren (mittlere AvgDiff von ca. 7800) ergaben sich nur halb so groRe AvgDiff-
Werte wie mit den Kolon-Normalgeweben (mittlere AvgDiff von ca. 16500). In den acht
untersuchten Lebermetastasen (mittlere AvgDiff von ca. 11200) lag Vimentin wieder im
Vergleich zu den Primartumoren deutlich induziert vor, allerdings blieb die
Expressionshéhe um circa ein Drittel unter dem Ausgangswert im Normalgewebe. Mit der
Analyse der Zellmodelle war nur die Induktion von Vimentin ausgehend von nicht-
metastasierenden Primartumorzellen hin zu metastasierenden Zellen zu beobachten.
Dieses eingeschrankte ,Sichtfenster” konnte nun durch die Untersuchung der Gewebe

unter Einbeziehung von Normalgeweben ausgeweitet werden.



Ergebnisse 83

Aufgrund des uneinheitlichen Verlaufs der Genexpression von Vimentin in den
kolorektalen Gewebe in fortschreitenden Krankheitsstadien wurden weitere Expressions-

analysen auf Trop-2 beschrankt.
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Abbildung 3.8: Trop-2- (A) und Vimentin- (B) mRNA-Spiegel in 56 Geweben aus Kolon.

Von 24 Kolon-Normalgeweben, 24 Primartumoren und 8 Lebermetastasen von Kolon wurden mit
Genchips die Expressionsprofile erstellt. Gezeigt sind die AvgDiff-Werte fur Trop-2 (A) und
Vimentin (B), gemittelt jeweils Uber alle Gewebe eines diagnostizierten Stadiums. Der AvgDiff-Wert
wurde in Kapitel 2.2.3.1.8.7.1 definiert.

Die Detailanalyse der Ergebnisse fur Trop-2 in den 59 Geweben bekraftigte die
Uberblicksanalyse. Wahrend sich die AvgDiff-Werte fiir Trop-2 in den 24 Normalgeweben
(Abb. 3.9, gelbe Balken) vorwiegend im Bereich der Detektionsgrenze fir relevante
Expressionswerte mit den Genchips bewegten (AvgDiff von ca. 100), lagen die Werte in
den korrespondierenden Primartumoren (Abb. 3.9, blaue Balken) im Durchschnitt héher
(AvgDiff von 200-400). Drei der 24 Primartumorgewebe zeigten eine deutlich
abweichende, erhdhte Trop-2-Expression mit AvgDiff-Werten von 1000 bis zu 2000. Von
den Lebermetastasen (Abb. 3.9, rote Balken) wiesen 5 der 8 untersuchten Gewebe eine
AvgDiff fur Trop-2 von mindestens 1000 auf, und lagen damit deutlich héher als der
Durchschnitt der untersuchten Normalgewebe und Primartumore. Einzelne Leber-
metastasen erreichten Werte fir die AvgDiff, die im Bereich der analysierten
metastasierenden Zelllinien lagen (Abb. 3.9, rot/schwarz gestreifte Balken). Drei der acht
Lebermetastasen hatten eine vergleichsweise niedrige Expression von Trop-2 (AvgDiff
von 300-600), die aber immer noch deutlich iber dem Durchschnitt der Normalgewebe
lag. Von drei der Lebermetastasen (markiert durch einen Stern in Abb. 3.9), konnte die
Expression von Trop-2 auch in den korrespondierenden Normalgeweben der Leber
bestimmt werden (Abb. 3.9, griine Balken). Deren deutlich niedrigere Trop-2-Expression
bewies, dass die hohen AvgDiff-Werte fur Trop-2 in den Lebermetastasen nicht durch
zusatzlich isolierte RNA aus dem die Lasion umgebenden Leber-Normalgewebe erhalten

wurde.
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Abbildung 3.9: Trop-2-mRNA-Spiegel in 56 gesunden- und Tumorgeweben aus Kolon, 3 Leber-
Normalgeweben sowie zum Vergleich in den 5 Zelllinien.

Von allen Geweben wurde mit Genchips das Expressionsprofil erstellt. Gezeigt sind die AvgDiff-
Werte fur Trop-2 in den Geweben. Der AvgDiff-Wert wurde in Kapitel 2.2.3.1.8.7.1 definiert. Das
Leber-Normalgewebe wurde den gleichen Patienten entnommen, denen auch die mit Sternen ge-
kennzeichneten Lebermetastasen entfernt wurden.

3.5.2 Bestatigung der Trop-2-Expression in kolorektalem Gewebe mit RT-PCR

3.5.2.1 Etablierung der semiquantitativen RT-PCR-Analyse fiir Trop-2

Zur Bestatigung der Daten fir Trop-2 aus der Genchip-Analyse mit den kolorektalen
Geweben wurde die semiquantitative RT-PCR unter Verwendung des LightCycler
Systems gewahlt. Fir eine verlassliche Quantifizierung mit der RT-PCR war zuerst die
Wahl der Primer und die Optimierung der Reaktionsbedingungen von grof3er Bedeutung.
Diese Bedingungen wurden anhand von cDNA der Zelllinien ausgetestet. Nach einem
zusatzlichen DNase-Verdau wurde jede isolierte RNA der Zelllinien revers transkribiert
und je 2 ul der erhaltenen cDNA in die PCR eingesetzt. Die Detektion der amplifizierten
DNA erfolgte mit dem Farbstoff SYBR Green | und die Auswertung wurde mit der ,Second
Derivative Maximum“-Methode wie in Kapitel 2.2.3.2.1.4.3 beschrieben durchgefihrt.
Abbildung 3.10 A zeigt den Verlauf der optimierten PCR mit cDNA aus den Zelllinien mit
spezifischen Primern flr den Bereich des 3 -UTR von Trop-2 (Trop-2_Northern_for und
Trop-2_Northern_rev). Der PCR-Verlauf wird als halblogarithmische Darstellung der
Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zyklenzahl gezeigt. Die PCR-Produkte wurden nach
50 PCR-Zyklen gelelektrophoretisch analysiert und ergaben das erwartete Amplifikat von
204 bp. Die in den Zelllinien mittels RT-PCR identifizierte Deregulierung von Trop-2
bestatigte die vorhergehenden ,Northernblot®- und Genchip-Analysen und somit die
Auswahl der PCR-Bedingungen. Mit Hilfe des in Abbildung 3.10 A dargestellten

Diagramms wurde der Zeitpunkt bestimmt, nachdem eine PCR-Reaktion abgebrochen
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werden konnte, um die differentielle Expression von Trop-2 in den Zelllinien anhand der
PCR-Amplifikate zu visualisieren (gestrichelte Linie). Nach 23 Zyklen war die PCR auf
cDNA der metastasierenden Zelllinien HCT116U5.5, KM12SM und KM12L4A bereits in
der log-linearen Amplifikationsphase. Dahingegen lagen die PCR-Verlaufskurven mit
cDNA der nicht-metastasierenden Zelllinien nach 23 Zyklen noch innerhalb der Hinter-
grundfluoreszenz. Fir Abbildung 3.10 B wurden die PCR-Amplifikate, nachdem die PCR-
Reaktion nach 23 Zyklen abgebrochen wurde, in einem 1%igen Agarosegel mit Ethidium-

bromid visualisiert.
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Abbildung 3.10: Trop-2-mRNA-Quantifizierung in den Zelllinien mittels RT-PCR.

A: Darstellung des PCR-Verlaufs am LightCycler Gerat mit 2 yl cDNA der Zelllinien KM12C,
KM12SM, KM12L4A, HCT116 und HCT116U5.5. Die Fluoreszenz ist halblogarithmisch in Ab-
hangigkeit von der Zyklenzahl dargestellt. Zellen, die eine héhere Anzahl an Trop-2-Transkripten
enthalten erreichen unter den gewahlten PCR-Bedingungen friiher die log-lineare Region. Die An-
zahl der fiir das Erreichen des Kreuzungspunktes bendtigten Zyklen ist somit geringer.

Das Protokoll fir die PCR-Reaktion ist in Tabelle 2.4 (siehe Kapitel 2.2.3.2.1.4.3.1) aufgefihrt. Die
gestrichelte Linie markiert den Kurvenverlauf der PCR-Reaktion nach 23 Zyklen.

B: Visualisierung einer PCR-Abbruchreaktion mit 2 yl cDNA der aufgefihrten Zelllinien nach
23 Zyklen. Die PCR-Amplifikate wurden nach 23 Zyklen in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt
und mit Ethidiumbromid unter einer UV-Lampe visualisiert. Man erhielt nur ein spezifisches PCR-
Produkt mit 204 Basenpaaren (Pfeil). Als Negativkontrolle wurde in einen PCR-Ansatz Wasser an
Stelle von cDNA eingesetzt.
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3.5.2.2 Identifizierung von Calnexin zur Normalisierung der RT-PCR

Nach der Optimierung der RT-PCR Bedingungen fur Trop-2 musste ein in allen Geweben
nicht-dereguliertes Vergleichsgen als interne Referenz zur Normalisierung der PCR-
Ergebnisse identifiziert werden. Dieser Schritt war auRerst wichtig, um eventuelle
methodische Faktoren wie Variationen in Ausgangsmaterial und Ausgangsmenge sowie
in der Effizienz der reversen Transkription auszugleichen. Zur ldentifizierung von nicht-
deregulierten Genen in den 24 Kolon-Primartumoren, 8 Lebermetastasen und den 5 Zell-
linien konnten ebenfalls die Daten aus der Roche-internen Genchip-Datenbank fiir Kolon
verwendet werden. Es wurden in der Analyse zwei Gene vergleichbar homogen in allen
untersuchten Geweben exprimiert. Das war zum einen das kodierende Gen fir das
~+Amyloid beta precursor-Protein (APP) und zum anderen Calnexin. Transkripte des Gens
APP wurden von Saha et al. (2001) bereits zur Normalisierung von Echtzeit-PCR-
Analysen mit kolorektalen Normal-, Adenom-, Primartumor- und Metastasengeweben
verwendet, da die Expression von APP in den aufgefiihrten Geweben zuvor als nicht-
dereguliert bestimmt wurde. In der vorliegenden Arbeit lag aber der Fokus auf vergleich-
baren Kopienzahlen in Lebermetastasen und Kolon-Primartumoren. Deshalb wurde das
Gen fur das Chaperon Calnexin, ein integrales Membranprotein des endoplasmatischen
Retikulums (Tjoelker et al., 1994) zur Normalisierung verwendet, da fur Calnexin der
maximale Unterschied in der AvgDiff zwischen zwei Geweben mit 1,7 (10437/6080)
kleiner war als bei APP (3,9). Die AvgDiff-Werte der Maximalunterschiede fur Calnexin

sind in Abbildung 3.11 angegeben.
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