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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie kolorektaler Karzinome

In westlichen Landern stellt das kolorektale Karzinom (CRC) immer noch die
zweithaufigste tumorbedingte Todesursache dar. In Deutschland lag 2003 die
Inzidenz bei 35/100000. Auch verbesserte Screeningverfahren und die steigende
Teilnahme an Friherkennungsprogrammen konnten die Mortalitatsrate von
25,5/100000 nicht senken. Bei Diagnosestellung sind noch zwei Drittel aller
Kolonkarzinome kurativ behandelbar. Der Einsatz verschiedener etablierter
multimodaler Therapiekonzepte, bestehend aus radikaler Resektion und
neoadjuvanten oder adjuvanten Radiochemotherapieverfahren, tragt zur
Verbesserung des Langzeittherapieerfolges bei. Das 5-Jahres Uberleben im UICC
Stadium | betragt 98-100%, im Stadium Il 75-80%, im Stadium Il 59-66%, jedoch im
Stadium IV nur noch 12-20%.

Das CRC stellt eines der wohl am intensivsten untersuchten Karzinome dar. Eine in
Stadien ablaufende Karzinogenese, die in Verbindung mit definierten
molekulargenetischen Veranderungen gebracht werden konnte, macht das CRC zu
einer Basis fur grundlegende tumorbiologische Forschungsansatze. Mittlerweile
gewinnen neue und verbesserte Analyseverfahren, wie die quantitative Real-time
PCR und Microarray-Analysen nicht nur far die Aufklarung der
Entstehungsmechanismen des CRC, sondern auch zunehmend flr die Beantwortung
klinischer Fragestellungen an Bedeutung. Genetische Analysen bieten die
Mdglichkeit, herkdmmliche Therapien effektiver einzusetzen und individualisierte
Tumortherapie mit neuen Behandlungsstrategien zu entwickeln. Daruber hinaus
gewinnt man mit Hilfe dieser molekulargenetischen Analysen ein besseres

Verstandnis Uber tumorbiologische Prozesse im Rahmen der Karzinogenese.



1.2  Karzinogenese kolorektaler Tumore

Im Rahmen der Karzinogenese erwirbt ein Tumor viele genetische Veranderungen,
die die Differenzierung des normalen Epithels in eine zunachst benigne proliferative
Form, Uber die Dysplasie bis hin zum Karzinom vorantreiben.

Bisher ging man davon aus, dass das zentrale molekulargenetische Element fur die
Entstehung von Tumoren das Zusammenspiel von Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen darstellt.

Der Einteilung in Onkogene und Tumorsuppressorgenen wird in letzter Zeit die
Klassifizierung in ,caretaker” und ,gatekeeper” Gene gegenulbergestellt. Gene, die
die Rate neugebildeter oder apopotischer Zellen bestimmen, werden als
.gatekeeper‘-Gene bezeichnet. Akkumulieren genetische Mutationen, so wird die
Tumordissemination und Metastasierung gefordert. Verantwortlich sind ,caretaker”-
Gene, die die Rate der Mutationen der zuvor beschriebenen Gene kontrollieren und
so zur genetischen Instabilitat beitragen. Genetische Instabilitat aufgrund von
Mutationen von DNA-Reparaturgenen spielt eine entscheidende Rolle bei der

Entstehung kolorektaler Karzinome.

a - b ' c

Abbildung 1:  Histologie HE-Farbung (5-fach vergrofert)
a.) Kolonnormalschleimhaut b.) Adenom c.) Karzinom



1.2.1 Karzinogenese kolorektaler Tumore nach Fearon und Vogelstein

Fearon und Vogelstein etablieten das Konzept der stufenweisen Entstehung
kolorektaler Karzinome und konnten stadienabhangig, angefangen bei sehr frihen
Tumorformen, Gene zuordnen, die in ihrer Funktion als Tumorsuppressoren, -
promotoren und —modulatoren zur Entstehung und zur Progression kolorektaler
Karzinome beitragen (Fearon und Vogelstein, 1990). Solche genetischen
Veranderungen zeigten sich nicht nur beim hereditdren CRC, das circa 10% aller

kolorektalen Karzinome ausmacht, sondern lielen sich auch in sporadisch

entstandenen Tumoren nachweisen.
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Abbildung 2: Adenom-Karzinomsequenz nach Fearon und Vogelstein



1.2.2 Die Bedeutung des Tumorsuppressorgens APC bei der Entstehung CRC

APC (adenomatous polyposis coli) ist ein Protein, das zahlreiche Interaktionen mit
verschiedenen Proteinen eingehen kann und an zentraler Stelle des Wnt-
Signalweges steht.

Normale Epithelzellen des Kolons sind in einen permanenten Differenzierungsprozel}
eingebunden, bei dem die Zellen innerhalb von 20 Stunden von der Kryptenbasis bis
an die Spitze wandern. Dort angelangt wird ein Apoptoseprozel} eingeleitet, der eine
Abschilferung des Epithels bewirkt. Die Expression des APC Proteins, welches sich
an der basolateralen Membran kolorektaler Epithelzellen befindet, leitet unter
anderem die Apoptose ein (Morin et al., 1996). Liegt eine APC Mutation vor, erhalt
die Zelle kein Apoptose-ausldsendes Signal und verbleibt im epithelialen Verband.
Die Zelldifferenzierung ist zu Gunsten der Proliferation verschoben und das
Voranschreiten eines mdglichen neoplastischen Prozesses begunstigt. Die
Tumorpromotion wird durch die Mitwirkung von APC bei der Zellmigration und
Zelladhasion vor allem aber Uber die Interaktion von APC mit dem E-Cadherin-$3-
Catenin-Komplex sowie Uber die Modulation des Wnt/B-Catenin-Signales unterstitzt.
In wie weit eine Mutation des APC Gens auch negativ modulierend in die Expression
von Whnt-Zielgene einwirkt, wird an anderer Stelle erlautert.

Im Zusammenhang mit Zelladhasion und Zellmigration bindet APC an Asef (APC-
stimulated guanine nucleotide exchanging factor), wodurch die Interaktion mit Rac
verstarkt wird. Dies moduliert das Zytoskelett und beeinflusst die Zelladhasion und —
motilitat (Kawasaki et al., 2000). APC greift regulierend Uber direkte
Mikrotubulibindung und Stabilisierung der Mikrotubulienden in den Zellzyklus ein
(Zumbrunn et al., 2001). Uber Bindung an das Mikrotubulibindungsprotein EB1, das

fur die APC vermittelte Bindung der Mikrotubuli an die chromosomalen Kinetochore



verantwortlich ist, nimmt APC zudem an der exakten Chromosomenteilung innerhalb
der Mitose regulatorisch teil (Kaplan et al., 2001; Fodde et al., 2001).

In CRC treten Mutationen des auf Chromosom 5q gelegene Tumorsuppressorgens
APC in hereditar sowie in 60-80% aller sporadisch entstandenen Tumoren auf. So
zeigten sich APC Mutationen bei FAP Patienten (familidare adenomatdse Polypose)
als Ursache des hereditaren Krankheitsbildes (Groden et al, 1991; Nishisho et al.,
1991; Kinzler et al., 1991). In sporadisch entstandenen Tumore lie3 sich schon in
den frihesten morphologisch nachweisbaren Tumorvorlauferstadien, den aberranten
Krypten (ACF, aberrant crypt foci), eine Inaktivierung beider Allele des APC Gens
nachweisen (Jen et al., 1994; Luongo et al., 1994). So stellt die Inaktivierung des
APC Wildtyp-Allels eine der frihesten genetischen Veranderungen wahrend der

Entstehung von Tumoren dar.

1.2.3 Die Bedeutung des Wnt-Signalweges bei der Entstehung kolorektaler
Karzinome

Anlehnend an das von Fearon und Vogelstein etablierte Konzept konnten mit Hilfe
molekulargenetischer Analysen unterschiedlicher Tumorstadien weitere Gene und
Signalwege identifiziert werden, die die Entstehung von kolorektalen Karzinomen
begulnstigen.

Eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung und Progression Kkolorektaler
Karzinome spielt der Wnt-Signalweg (Thorstensen L and Lothe RA). In nahezu 90%
aller CRC weist dieser aus vielen Komponenten und Mechanismen aufgebaute
Signalweg eine veranderte Aktivierung auf.

Das zentrale Protein innerhalb dieses Signalweges stellt -Catenin dar. p-Catenin
war zunadchst nur als ein Cadherin-bindendes Protein beschrieben und funktionell

durch Bindung an E-Cadherin der Zelladhasion zugeordnet. E-Cadherin, ein
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Kalzium-abhangiges Zelladhasionsprotein, bindet membranassoziiertes B-Catenin
(Huber and Weis, 2001; Hulsken et al., 1994; Willert and Nusse, 1998). Eine
Veranderung des intrazellularen E-Cadherin-Catenin-Komplexes bewirkt den Verlust
der Zelladhasion. Wird E-Cadherin unterexprimiert, so wird durch den Verlust der
Zell-Zell-Bindung die lokale Tumorausdehnung sowie die Formation von Metastasen
unterstiutzt (Efstathiou et al., 1999; Takeichi et al., 1993).

Die tragende Rolle bei der Entstehung des CRC erlangt -Catenin jedoch Uber seine
Regulation innerhalb des Wnt-Signalweges. In normalen Kolonepithelzellen wird
unter physiologischen Bedingungen der Wnt-Signalweg reprimiert und es kommt zu
einer Phosphorylierung von B-Catenin. Nur phosphoryliertes B-Catenin kann im
Zytosol durch das Proteasom degradiert werden. Treten jedoch in Tumorzellen
Mutationen im Multiproteinkomplex des Wnt/B-Catenin-Signalweges auf, wie z. B. in
den Genen CTNNB1, APC, Axin oder GSK-3p (Glykogen Synthase Kinase 3f3), wird
die Phosphorylierung von B-Catenin verhindert. Nicht-phosphoryliertes B-Catenin
akkumuliert im Zytosol und wird in den Nukleus transloziert. Im Zellkern erfolgt die
Bindung an die Transkriptionsfaktoren Tcf (T-cell factor) und Lef (lymphoid enhancer
factor), welche die Transkription von Wnt-Zielgenen auslésen (Morin et al., 1996b;
Amit et al., 2002; Behrens et al., 1998; Fraser et al., 2002; Liu et al., 2002;
Manoukian and Woodgett, 2002). Durch Bindung an Transkriptionsrepressoren, wie
z. B. Groucho, kénnen andere Zielgene auch negativ reguliert werden (Roose et al.,
1998; Cavallo et al., 1998).

Mittlerweile konnte eine Vielzahl von Wnt-Zielgenen identifiziert werden, die bereits
die Entstehung von Adenomen begunstigen und zur Tumorprogression beitragen.
Nachfolgend findet sich eine Aufstellung der positiv sowie negativ regulierten Wnt-

Zielgene, die in der Literatur fir CRC beschrieben wurden:
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In CRC findet man c-myc, Cyclin D1, uPAR, matrix metalloproteinase MMP-7, Axin-2,
Nr-CAM, Gastrin, CD44, claudin-1 sowie Osteopontin hochreguliert (He et al., 1998;
Tetsu and McCormick 1999; Shtutman et al, 1999; Mann et al., 1999; Brabletz et al.,
1999; Crawford et al., 1999; Yan et al., 2001; Lustig et al., 2002; Conacci-Sorrell et
al., 2002; Koh et al., 2000; Wielenga et al., 1999; Miwa et al., 2000; Ding et al, 2002;
Coppola et al., 2004).

Die Wnt-Zielgene CEA related 1, FABP 1, Galactin 2, Kruppel-like factor 4 und
Carbonic Anhydrase |l zeigten sich unterexprimiert (Lawrie et al., 2004; Stone et al.,

2002).
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Abbildung 3:

Whnt-Signalweg in der Embryonalphase:

Durch Bindung von Wnt-Liganden (Wingless-type MMTV interaction site family
member) an den Fz/LRP-Rezeptor (Frizzled/Low density lipoprotein receptor related
protein) wird Dvl (Dishevelled) aktiviert. Dadurch wird die Aktivierung des Multiprotein-
Komplexes uber Bindung von Dvl an GBP (GSK 3 binding protein) gehemmt. Axin
kann keinen Komplex mit GSK-3 (Glykogen Synthase Kinase 3[3) eingehen, es findet
keine Phosphorylierung von B-Catenin tUber GSK-3[3 statt. Nicht-phosphoryliertes [3-
Catenin akkumuliert im Zytosol und kann nicht Uber das Proteasom degradiert
werden. (-Catenin wird in den Nukleus transloziert und bindet dort die
Transkriptionsfaktoren Tcf (T-cell factor) und Lef (lymphoid enhancing factor). Im
Weiteren erfolgt die Regulation von Wnt-Zielgenen.

Whnt-Signalweg in normalen Zellen:

Ohne Whnt-Ligand wird CK1 (Casein Kinase 1) durch Axin zum Multiprotein-Komplex
rekrutiert und damit die Phosphorylierung von [-Catenin angeregt. GSK-3f
phosphoryliert APC und Axin, welches die Interaktion von APC mit p-Catenin starkt.
Das CK1-Priming aktiviert die Phosphorylierung von (-Catenin Uber GSK-3(.
Phosphoryliertes 3-Catenin wird von den F-Box Protein B-TrCP erkannt und durch das

Proteasom degradiert.
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Abbildung 4:

Whnt-Signalweg in Tumorzellen:

In Tumorzellen erfolgt die Aktivierung des Wnt-Signalweges in Abwesendheit eines
Whnt-Lignaden. Tumorzelle weisen Mutationen innerhalb des Multiproteinkomplexes
auf (rot dargestellt). Durch das gestorte Zusammenspiel innerhalb des
Multiproteinkomplexes kann [B-Catenin nicht phosphoryliert werden. Nicht-
phosphoryliertes 3-Catenin akkumuliert im Zytosol und kann nicht tiber das Proteasom
degradiert werden. B-Catenin wird in den Nukleus transloziert und bindet dort die
Transkriptionsfaktoren Tcf und Lef. Im Weiteren erfolgt die Regulation von Wnt-

Zielgenen.
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Abbildung 5:  Immunhistologie B-Catenin/H (40-fach vergrofert)

a.) Normalschleimhaut b.) Karzinom

1.2.4 Die Bedeutung des Onkogens K-ras bei der Entstehung CRC

Bei der Tumorinitiation ist das Onkogen K-ras involviert (Janssen et al., 2002;
Janssen, 2003; Tuveson et al., 2004). In 50 % aller Adenome, die gréler als 1 cm
sind sowie in 50% aller Karzinome wurde eine Mutation von K-ras gefunden
(Vogelstein B and Kinzler KW, 1998; Bos et al., 1987; Forrester et al., 1987; Fearon
and Vogelstein, 1990). Das K-ras Onkogen codiert ein den G-Proteinen homologes
Protein, welches nach der Bindung von Wachstumsfaktoren an Rezeptoren mit
Tyrosinkinaseaktivitat aktiviert wird und GTP bindet. K-ras liegt nun in der aktivierten
Form vor, und kann nachgeordnete Signalwege aktivieren, z.B MAPK, die die
Zellteilung und Apoptose regulieren. Liegt in einer Zelle eine Ras-Mutation vor, kann
GTP nicht mehr hydrolysiert werden. Es kommt zu einer Daueraktivierung und zur

Proliferation der Zelle.

1.2.5 Bedeutung des Tumorsuppressorgens p53 bei der Entstehung CRC
Eines der meist untersuchten Gene bei der Entstehung von Tumoren stellt das
Tumorsuppressorgen p53 auf Chromosom 17q dar. Zellstre® wie DNA-Schaden,

Hypoxie, Onkogenaktivierung, Verlust von Zellwachstums- und
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Zelliberlebenssignalen aktiviert tGber verschiedene Signalwege die Expression von
p53. p53 wird phosphoryliert, dadurch stabilisiert und akkumuliert im Nukleus. Als
sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor reguliert p53 die Expression von Genen,
die in verschiedene Zellprozesse eingebunden sind, um das Wachstum der
veranderten Zellen zu verhindern, DNA-Schaden zu reparieren oder
Apoptoseprozesse einzuleiten (Meek, 2004; Gotz et Montenarh, 1996; Bates and
Vousden, 1996; El-Deiry, 1998).

Gerade in der spaten Phase der Tumorentstehung wirkt p53 als
Tumorsuppressorgen auf das Tumorwachstums ein. In ca. 80 % aller CRC sind p53
Muationen nachweisbar (Baker et al., 1990). p53 mutierte Tumorzellen erlangen eine
Wachstumsvorteil gegenuber nicht mutierten Zellen, da ihnen zum einen die
Mdglichkeit zur Zellzyklusblockade fehlt, um DNA-Reparaturprozesse einzuleiten,
und zum anderen die Fahigkeit verloren geht, die Apoptose der veranderten Zelle
einzuleiten. DarUber hinaus wird die Mutationsrate in p53 mutierten Zellen gesteigert.

Das maligne Potential der Zellen nimmt zu.

1.2.6 Die Bedeutung der genetischen Instabilitat bei der Entstehung CRC

In verschiedenen Phasen der Karzinogenese spielt bei der Tumorprogression
genetische Instabilitat eine entscheidende Rolle. Eine Erhdhung der Mutationsrate,
Mutationen von DNA-Reparturgenen, chromosomales Rearrangement und eine

Veranderung der Chromosomenzahl tragen zur genetischen Instabilitat bei.

1.2.6.1 Microsatelliteninstabilitat
Eine der zwei Hauptformen stellt die Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) dar.
Mikrosatelliten sind Wiederholungen von meist nicht protein-kodierenden

Sequenzfolgen, verteilt auf das menschliche Genom. Dabei bleibt die Basenlange
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dieser Marker konstant, die Anzahl der Wiederholungen an einem bestimmten Lokus
variiert jedoch individuell. Man spricht dabei von einem Polymorphismus.

Bei der erblichen Form des CRC, mit einem Anteil von 10% an allen CRC, spielt
besonders die HNPCC (Hereditare nichtpolypése kolorektale Karzinome) eine
wichtige Rolle. Ursachlich liegt eine Keimbahnmutation der Mismatch-Repair-Genen
MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2 vor (Bronner et al., 1994; Fishel et al., 1993;
Kinzler and Vogelstein, 1996). Dadurch kdnnen DNA-Schaden nicht mehr adaquat
behoben werden, die Mutation weiterer Gene ist die Folge. Mutationsanfallig sind
besonders diejenigen Gene, die aus kurzen sich wiederholenden Mononukleotiden
aufgebaut sind. Die Analyse von Mikrosatellitenmarkern dient dabei als Screening-
Verfahren, um diejenigen Patienten zu identifizieren, die durch genetische
Pradisposition weitere Tumore entwickeln werden, um sie in ein engeres

Uberwachungssystem einzubinden (Marra and Boland, 1995).

1.2.6.2 Chromosomale Instabilitét

Chromosomale Instabilitat (CIN) stellt die zweite Form der genetischen Instabilitat
dar. Darunter versteht man numerische und strukturelle Chromosomen-Aberrationen
in Form von chromosomaler Amplifikation, Translokation und Deletion. Die
molekularen Ursachen sind wunklar, vermutet werden Veranderungen der

Kontrollmechanismen im Zellzyklus, wie z. B. MAD2L2 Mutationen.
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1.3  Molekulargenetische Analysen

1.3.1 Ziele und Methoden molekulargenetischer Analysen

Trotz verbesserter Screening-Verfahren zur Friherkennung des CRC, ist das CRC
immer noch die zweithaufigste tumorbedingte Todesursache. Mit Hilfe von
diagnostischen und prognostischen Tumormarkern kann die Therapie des CRC zwar
entsprechend dem  Tumorstadium ausgerichtet werden, eine Kkurative
Therapiedurchfiihrung ist meist nur in frihen Tumorstadien mdglich. Daruber hinaus
konnten verschiedene Studien zeigen, dass nur wenige Patienten auf zusatzliche
Therapien ansprechen (Rothenberg, 2004; Cassidy et al., 2004; O Connell, 2001).
Genetische Veranderungen tragen nicht nur zur Tumorinitiation, -progression und
Metastasierung bei, sondern sind auch fur das Ansprechen bzw. Nichtansprechen
adjuvanter Therapien verantwortlich (Bush and Li, 2002; Ribic et al., 2003). Die
individuelle genetische Ausstattung eines Tumors bestimmt maligebend sein
Verhalten. Gelingt es, diese genetischen Unterschiede der einzelnen Tumore zu
analysieren, konnten neue diagnostische und prognostische Marker zur Verfigung
stehen, die nicht nur das Rezidivrisiko eines Tumors, sondern auch das Ansprechen
adjuvanter Therapien vorhersagbar machen.

Die Microarraytechnologie stellt eine relativ einfache und effektive Methode dar,
diese Unterschiede zu erkennen, um ein individuelles Tumorprofil erstellen zu
konnen. Dabei kann die Expression tausender Gene gleichzeitig analysiert werden.
Dazu stehen zum einen Genchips mit genspezifischen Sonden, bestehend aus 500-
5000 Basenpaare langen cDNA-Fragmenten, oder aus 25-80 Basenpaare langen
Oligonukleotiden, zur Verfugung. Die Analyse und Aufbereitung der gewonnenen
Daten bietet viele Moglichkeiten und bedarf duRerster Sorgfalt. Zusatzlich sollte eine

weitere Methode diese Daten bestatigen. Dies kann zum Beispiel Uber eine

18



quantitative Real-time PCR-Analyse erfolgen. Diese Methode ermdglicht die

Quantifizierung der Genexpression fur jeweils ein ausgewahltes Transkript.

1.3.2 Zielgene der Genexpressionsanalyse

In  Vorarbeiten wurden Microarrayanalysen an 25 CRC unterschiedlicher
Tumorstadien im Vergleich zu Kolonnormalgewebe durchgefuhrt (Friederichs et al.,
2004, Manuskript angenommen zur Verdffentlichung). Dabei zeigten sich
regulatorische Komponenten des Wnt-Signalweges sowie Gene, die Uber den Wnt-
Signalweg transkriptionel  reguliert werden, verandert exprimiert. Die
Microarrayanalysen gaben auch indirekte Hinweise auf das Vorliegen von
chromosomaler Instabilitat bei der Entstehung von CRC. Ein Gen, welches zur
chromosomalen Instabilitat beitragt, ist das Mitosekontroligen MAD2L2. Dieses Gen
wurde Uberexprimiert in den Microarrayanalysen gefunden. Das am starksten
hochregulierte Wnt-Zielgen Osteopontin (OPN), das am starksten herabregulierte
Whnt-Zielgen Carbonic anhydrase Il (CA Il) sowie das Mitosekontroligen MAD2L2
wurden ausgewahlt, um die Microarray-Ergebnisse mittels quantitativer Real-time
PCR mit dem Fluoreszenzfarbstoff SyBr®Green (Applied Biosytems) zu validieren.
Zudem wurde versucht, die Expression dieser Gene anhand eines erweiterten
Kollektivs von Kolontumoren unterschiedlicher Stadien zu quantifizieren, um
tumorbiologische Prozesse ableiten zu koénnen und hinsichtlich prognostischer
Bedeutung zu beurteilen.

Neben den bereits etablierten Tumormarkern wie OPN und CA Il wurde zusatzliches
Augenmerk bei der quantitativen Expressionsanalyse auf das neuartige
Tumorsuppressorgen SASH1 gelegt, welches bisher in Verbindung mit der

Entstehung von Mammakarzinomen gebracht wurde (Zeller et., 2003).
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1.3.2.1 Osteopontin

Osteopontin (OPN) ist ein Zielgen des Wnt-Signalweges. Es ist ein sekretorisches
Glycophosphoprotein und ist Bestandteil der extrazellularen Matrix sowie der Matrix
mineralisierter Gewebe. OPN ist aufgrund seiner vielfaltigen Funktionen in
verschiedene pathologische Prozesse eingebunden und in die Tumorgenese und
Metastasierung involviert.

Auf der einen Seite wirkt OPN als Schlusselzytokin regulierend auf die Entziindungs-
und Reparaturprozesse von Geweben ein, und ist an der Entstehung der
rheumatoiden Arthritis beteiligt (Ohshima et al., 2002; Petrow et al., 2000). Als
Zytokin ist OPN eingebettet in die zelluldare Immunantwort und aktiviert die
zellvermittelte sowie granulozytare Entzindungsreaktion (O'Regan and Berman,
2000). Auf der anderen Seite stellt OPN ein wichtiges Knochenmatrixprotein dar,
welches die Adhasion von Osteoklasten vermittelt und so zur Knochenresorption
beitragt und bei der Entstehung von Osteoporose beteiligt ist (Yoshitake et al., 1999).
Innerhalb der Tumorgenese ist OPN eingebunden in unterschiedliche Signalwege,
die das Wachstum von Tumoren férdern, die Tumorprogression vorantreiben und am
Metastasierungsprozel} beteiligt sind. OPN wird nicht nur von Tumorzellen, sondern
auch von Makrophagen und Lymphozyten des tumorumgebenden Gewebes

sezerniert. Zudem kann OPN im Blutserum nachgewiesen werden.

1.3.2.2 Carbonic anhydrase I

Carbonic anhydrase Il (CA 1l) stellt eines der 14 Isoenzyme der CA dar und ist im
Zytosol lokalisiert. Es wird von nahezu allen Zellen und Geweben gebildet. Die CAs
des Gastrointestinaltraktes werden unterschiedlich entlang der verschiedenen
intestinalen Segmente, der Krypten und Villi in den Enterozyten exprimiert. Die CA Il

ist eingebettet in eine Reihe physiologischer und pathologischer Prozesse. Dabei
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besteht die Hauptaufgabe in der Regulation des Saure-Basen-Haushaltes, der
Respiration sowie des lonentransportes nahezu aller Organe (Sly and Hu, 1995a;
Parkkila and Parkkila, 1996; Henry et al. 1986; Chiang et al., 2001; Crandall and
O’Brasky, 1978; Ryan et al., 1982; Fleming et al., 1994; Sly and Hu 1995b). CA Il
spielt zudem eine wichtige Rolle im Hirnmetabolismus, der Urae- und
Glykoneogenese, wie auch in der Fettsdure- und Aminosaurensynthese
(Chegwidden et al., 2002; Sly et al., 1983; Dodgson et al., 1984; Hausinger and
Gerok, 1985; Sly and Hu, 1995b).

Den Intestinaltrakt betreffend fordert CA Il die H,O- und NaCl-Absorption durch
elektroneutrale (proximales Kolon) und elektrogenetische (distales Kolon) Prozesse
und hat einen entscheidenden Einflul auf die Regulation intestinaler Sekrete und
des luminalen und zytosolischen pH-Wertes (Rajendran and Binder, 2002; Kivela et
al., 2001; Kunzelmann and Mall, 2002; Parkkila et al., 1994; Greger et al., 1997;
Sterling et al. 2001; Li et al., 2002).

Die genauen Ursachen flr den Zusammenhang zwischen CA Il Aktivitat und der
Karzinogenese sind noch nicht geklart, kdnnen aber mit dem pH-homdostatischen

Effekt der CA Il in Verbindung gesehen werden.

1.3.2.3 MAD2L2

Neben diesen beiden Genen, die durch den Wnt-Signalweg reguliert werden, sollte
auch ein Wnt-unabhangiges Gen in dieser Arbeit untersucht werden.

MAD2L2 (Mitotic arrest-deficient homolog-like 2) tragt eine potentielle
Mitosekontrollfunktion und wurde ebenfalls in der Transkriptomstudie identifiziert, und
uberexprimiert in CRC im Vergleich zur Kolonnormalscheimhaut gefunden. Die

beiden humanen Gene MAD2L1 und MAD2L2 sind Hauptkomponenten der
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mitotischen Zellzykluskontrolle, eine Verbindung mit der Entstehung von CRC wurde
vermutet (Cahill et al., 1999).

Studien an MAD2 (Mitotic arrest-deficient 2), dem othologen Gen in Hefen, konnten
zeigen, dass durch Aktivierung der Mitosekontrollpunkte das Voranschreiten der
Anaphase gehemmt wird, indem die Chromosomentrennung verzdgert wird (Li and
Murray, 1991; Harwick et al., 1996; Guacci et al., 1994). Wahrend dieser Blockade
konnen Fehler, die bei der Ausbildung der Spindelstruktur oder bei der Aufreihung
der Chromosome entstehen, beseitigt werden, um eine exakte Zellteilung zu
ermdglichen. Damit wird in der Zelle sichergestellt, dass wahrend der Zellteilung
auch alle Chromosomen aufgetrennt werden, und kein Chromosom zurickbleibt. Ist
Mad2B an Cdh1 gebunden, so induziert es eine Zellzyklusblockade Uber die
Inhibition des ,anaphase promoting complex” (Li et al., 1997; Pfleger et al., 2001).
Dieser Komplex ist wahrend der Bindung an Cdh1 in der spaten Mitosephase und
wahrend der G1-Phase aktiv (Fang et al., 1998a, b). Die Uberexpression von
MAD2L2 in Hefen aktiviert den Mitosekontrollpunkt und bewirkt einen Zellzyklusstop
beim Ubertritt der Zelle von der Meta- in die Anaphase (He et al., 1997).

Mutationen in Zellzykluskontrollgenen treten haufig in humanen Tumoren auf,
wohingegen Mutationen des MAD2 Gens sehr selten beobachtet werden (Cahill et
al., 1998; Takahashi et al., 1999; Wang at al., 2002; Hernando et al., 2001; Percy et

al., 2000; Gemma et al., 2001; Imai et al., 1999).

1.3.2.4 SASH1

Die chromosomale Region 6q23-25 ist eine genetisch empfindliche Region vieler
solider Tumore und beinhaltet einige Gene, denen eine Rolle als Tumorsuppressoren
zugeschrieben wird (Huang et al., 2000; Stallmach et al., 2002; Trikkonen et al.,

1998). LOH-Analysen und Expressionsanalysen bei sporadischen und hereditaren
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Mammakarzinomen identifizierten unterexprimierte Gene auf Chromosom 6q23-25.
Dabei fiel besonders ein LOH im Bereich des Microsatellitenmarkers D6S311 auf,
der mit einem schlechteren Uberleben der Mammakarzinompatienten korreliert war.
Durch die weitere Analyse der dazugehdérigen Gensequenz wurde das neuartige
Tumorsuppressorgen SASH1 (SAM and SH3 domain containing1) im Bereich 6924.3
entdeckt. SASH1 ist aus 20 Exons aufgebaut und kodiert flr ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 140kDa. Das SASH1 Protein beinhaltet zwei SAM (sterile a
module) Domainen, eine SH3 (Src homology domain 3) Domaine sowie einen
prolinreichen  Abschnitt. Damit zahlt SASH1 zur SLY-Familie von
Signaladapterproteinen (Beer et al., 2001). Es konnten 2 SASH1 Transkripte
identifiziert werden, eines 4,4 kb, das andere 7,5 kb umfassend, welche in Brust-,
Lungen-, Schilddrisen-, Milz-, Plazenta-, und Thymusgewebe wiedergefunden
wurden. RT-PCR-Analysen identifizierten bei 9 von 15 Mammakarzinomen eine
Herabregulation von SASH1. In 37 von 50 (74%) Mammakarzinomen, in 19 von 21
(90%) Lungentumoren, in 5 von 6 (83%) Schilddrisenkarzinomen und in einigen
CRC wurde eine Unterexpression von SASH1 gefunden. Da bisher noch keine
funktionell relevanten Mutationen im SASH1 Gen gefunden wurden, geht man davon
aus, dass die Herabregulation von SASH1 Uber die Methylierung der Promotorregion
verursacht wird (Zeller et al., 2003). Im Tiermodell zeigte sich in Vorarbeiten bei pvill-
K-rasV12G Mausen in 2/7 Darmtumoren (29%) ein LOH (loss of heterocygosity) von
SASH1 (Eigene unverodffentlichte Beobachtung).

Mit quantitativer Real-time PCR sollte hier die Rolle von SASH1 bei der Entstehung
von CRC tumorstadienabhangig untersucht, und das Expressionsniveau hinsichtlich

einer prognostischen Bedeutung bestimmt werden.
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2 Material und Methoden

2.1  Bezugsquellennachweis

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Agarose

DNA-Standard

dNTP
Ethidiumbromidlésung

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Eisessig
Microlance Injektionskanulen

M-MLV-RT

Orange G

Random Primer
RNasin®RNase Inhibitor
RNase-free DNase Set
RNeasy Mini Kit

PCR-Primer

Pufferlosung cDNA-Synthese
SyBr®Green

TAE-Puffer

Tris

Invitrogen,

New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland
Carl Roth GmbH &Co, Karlsruhe, Deutschland)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Merck KG, Darmstadt
Becton Dickinson GmbH, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

metabion GmbH, Martinsried, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
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2.1.2 Gerate

Applied Biosystems
PRISM®7700 Sequenze
Detection System 1.6.3

Biofuge 13

GeneAmp® PCR System 9700
Biometra®T13 Thermocycler
Nanodrop® Photometer

UV-llluminator Systems

2.1.3 Software
SPSS 12.0

GraphPad PRISM® Version 4

Microsoft Excel

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Heraeus®Kendro Laboratory Products,
Langenselbold, Deutschland

Applied Biosytems, Foster City, CA, USA
Biometra, Gottingen, Deutschland
Nanodrop®Technologies, Montchanin, DE, USA

BioRad, Minchen, Deutschland

SPSS GmbH Software, Minchen, Deutschland

GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA

Microsoft Corporation, Deutschland
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2.2 Patienten

Das untersuchte Patientenkollektiv umfasste 117 Patienten mit einem Kolonkarzinom
sowie 10 Normalschleimhautgewebeproben. Zum Einschluss wurden die Kriterien
Erkrankungszeitraum 1994-1997, kein Zweitkarzinom in der Vorgeschichte des
Patienten, kein multizentrisches Auftreten des Karzinoms, keine neoadjuvante
Vorbehandlung, lokale RO-Resektion sowie ein langer als 3 Monate andauerndes
postoperatives Uberleben festgelegt. Das Alter der Patienten betrug im Durchschnitt
64 Jahre (23; 94). Die 71 Manner waren zum Zeitpunkt durchschnittlich 62 Jahre alt
(23; 84), die 46 Frauen 66 Jahre (41; 92). Die 127 resezierten Gewebeproben
wurden von der Chirurgischen Kilinik und Poliklinik des Klinikum rechts der lIsar,
Mianchen, bereitgestellt. Eine schriftliche Einwilligung der Patienten zur Verwendung
der Gewebeproben zu Forschungszwecken liegt vor. Die Bestimmung des
histologischen Typs, des pathologischen Tumorstadiums sowie die Einteilung der
TNM-Klassifikation erfolgten anhand der UICC Kriterien durch einen erfahrenen
Pathologen. Nach der Tumorresektion wurden die Gewebeproben in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer Weiterverarbeitung in flissigem Stickstoff
aufbewahrt.

Das UICC Stadium | umfasste 12 Patienten (10%), das UICC Stadium Il 48 Patienten
(41%), das UICC Stadium IIl 24 Patienten (21%) und das UICC Stadium IV 33
Patienten (28%). Die histopathologische Beurteilung ergab 103 Adenokarzinome
(88%), 9 muzinése Adenokarzinome (8%), 1 Siegelringzellkarzinom (1%), 3
undifferenzierte Karzinome sowie ein adenosquamdses Karzinom (1%). Der
Differenzierungsstatus der Tumore betrug bei 3 Patienten (3%) G1, bei 75 Patienten
(64%) G2, bei 36 Patienten (31%) G3 und bei 3 Patienten (3%) G4. Bei 23 Patienten
(20%) zeigte sich peritumoral, bei einem Patienten (1%) im Bereich des Fettgewebes

und bei 7 Patienten (6%) peritumoral sowie im Fettgewebe eine Lymphangiosis.
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Aufgrund der unterschiedlichen  Tumorlokalisation (Tabelle 1), wurden

unterschiedliche Resektionsverfahren zur Erlangung des RO-Status durchgeflihrt

(Tabelle 2).

Tumorlokalisation n %
Coecum 20 17
Ascendens 21 18
rechte Kolonflexur 4 3
Transversum 13 11
linke Kolonflexur 9 8
Descendens 10 9
Sigma 40 34

Tabelle 1: Tumorlokalisation

Operationsverfahren n %
Ant. Rektumresektion 2 2
Radikal erweiterte Sigmaresektion 34 29
Sigmaresektion 1 1
Erweiterte Hemikolektomie links 8 7
Hemikolektomie links 16 13
Transversumresektion 1 1
Erweiterte Hemikolektomie rechts 20 17
Hemikolektomie rechts 33 28
Subtotale Kolektomie 1 1
Totale Kolektomie 1 1

Tabelle 2: Operationsverfahren

50 Patienten (43%) erhielten nach Tumorresektion eine adjuvante Therapie. Sie
wurden entweder im Rahmen des Ardalan- oder Mayo-Protokolls mit 5-
FU/Folinsaure systemisch behandelt (37%), oder erhielten eine lokale sowie

systemische Chemotherapie (6%).

27



2.3 Follow-up

Das mediane follow-up der 117 Patienten betrug 91 Monate (44; 127). Innerhalb
dieses Zeitraumes entwickelten 13 Patienten (11%) ein Rezidiv, darunter 3
Lokalrezidive (3%), 2 Rezidive im Bereich der Lymphknoten (2%) und 3 Rezidive
(3%) im Bereich des Peritoneums. 11 Patienten (9%) entwickelten metachrone
Metastasen, bei 24 Patienten (21%) wurden synchron vorhandene Metastasen
progredient. Insgesamt starben 39 Patienten (33%), 37 (31%) davon tumorbedingt

und 2 (2%) aufgrund anderer Ursachen.

24  RNA-Isolierung

Zur Isolierung der RNA wurden die Gewebe jeweils in 40 Schnitte a 16 ym Dicke
geschnitten. Der prozentuale Tumoranteil aller Gewebe wurde nach HE-Farbung der
Praparate durch einen erfahrenen Pathologen bestimmt. Der Tumoranteil betrug
durchschnittlich 83%. Die lymphatische Invasion sowie das Vorhandensein von
Lymphfollikeln wurden in 3 Graden beurteilt. Nach Homogenisierung der Gewebe
erfolgte die Isolierung der gesamt RNA mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen). Zur
Homogenisierung wurden die Gewebeschnitte zunachst mit 600 pl RLT-Puffer
versetzt und durch mehrmaliges Aufziehen in einer Pipette vermischt. Zur optimalen
Homogenisierung wurde die Gewebesuspension nochmals in 0,7x40 mm Microlance
Injektionskanllen (Becton Dickinson GmbH) mehrmals aufgezogen. Die weitere
RNA-Isolierung mit DNase-Verdau erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die RNA-
Elution erfolgte einmal mit 30 ul und nochmals mit 20 pl RNase freiem H,O und einer
jeweils folgenden einminitigen Zentrifugation der RNA-Isolierungssaule bei 8000 x g.
Abschliefend wurde der RNA-Gehalt mit einem Nanodrop® Photometer gemessen

(Nanodrop®Technologies). Der durchschnittlich isolierte RNA-Gehalt betrug 0,67
Mg/ul.
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2.5 Synthese der cDNA aus mRNA

Mit dem Einsatz von 1 ug RNA erfolgte nach Anleitung des Herstellers die Synthese
der cDNA mit dem Enzym M-MLV-RT (Promega/Fermentas).

Die Herstellung der cDNA mit dem Synthese-Protokoll von Promega erfolgte in
einem Gesamtvolumen von 25 ul und beinhaltete:

-1 ug total RNA in 12 pyl RNase freiem H,O

-1 yl RNasin®RNase Inhibitor (Promega)

-1 yl Random Primer [1 ug/pl] (Invitrogen GmbH)

-5 pl Pufferlésung (Promega)

-5 yl 10mM dNTP (Fermentas)

-1 yl M-MLV-RT (Promega)

Es wurden zunachst der RNasin®RNase Inhibitor, der Random Primer und die RNA
vermischt und 5 Minuten auf 70° C erhitzt, im Eisbad abgekuihlt und kurz
zentrifugiert. Nach Zugabe des Puffers, der dNTPs und der Reversen Transkriptase
erfolgte eine Inkubationsphase von 10 Minuten bei Raumtemperatur, gefolgt von
einem Aufheizen der Proben auf 40° C Uber 50 Minuten und der Denaturierung der
Reversen Transkriptase bei 94° C fir 10 Minuten. Nach Abkihlung der
synthetisierten cDNA im Eisbad wurden die Proben zentrifugiert.

Die cDNA-Synthese unter Verwendung der Reversen Transkriptase von Fermentas
erfolgte in einem Gesamtvolumen von 31 ul und beinhaltete:

-1 ug total RNA in 13 pl RNase freiem H,O geldst

-1 yl RNasin®RNase Inhibitor (Promega)

-1 yl Random Primer [1 ug/ul] (Invitrogen)

-5 ul Pufferlésung (Fermentas)

-10 yl 5SmM dNTP (Fermentas)

-1 yl M-MLV-RT (Fermentas)
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RNasin®RNase Inhibitor, Random Primer und RNA wurden vermischt und 5 Minuten
auf 70° C erhitzt, im Eisbad abgekihlt und kurz zentrifugiert. Nach Zugabe des
Puffers, der dNTPs und der Reversen Transkriptase wurden die Proben 60 Minuten
bei 37° C inkubiert. Die Denaturierung des Enzyms erfolgte bei 94° C fir 10 Minuten,
mit einem anschlieRenden Abkuhlen der cDNA im Eisbad.

Der cDNA-Gehalt wurde jeweils spektrophotometrisch mit einem Nanodrop

Photometer bestimmt. Im Durchschnitt wurden 3,77 ug/ul cDNA synthetisiert.

2.6 Kontrolle der cDNA mit RT-PCR (reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion)

Zur Qualitatskontrolle der cDNA wurde eine RT-PCR durchgefuhrt. Die PCR

Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50 ul und setzte sich aus folgenden

Bestandteilen zusammen:

-36 pl aqua dest

-5 pl 10 x PCR-Puffer mit (+NH4).SO4 (Fermentas)

-1,5 yl MgCl [25mM] (Fermentas)

-1 yl dNTP [5mM] (Fermentas)

-je 2 ul HPRT-Primer For/Rev [25mM]

-0,5 yl Taqg DNA Polymerase (rekombinant) [500u/ul ] (Fermentas)

-2 ul cDNA

Nach einem hot start bei 94° C Uber 5 Minuten folgte in einem Zyklus von 35

Wiederholungen die DNA-Denaturierung bei 94° C flr 45 Sekunden, das Annealing

bei 58° C fur 60 Sekunden sowie die DNA-Synthese bei 72° C flr 60 Sekunden. Die

Polymerisation wurde durch Erhitzen der Proben auf 72° C Gber 10 Minuten beendet.
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2.7  Agarose-Gelelektrophorese

Im Anschlul3 wurde eine Agarose-Gelelektrophorese mit einem 2%-Agarose-Gel
durchgefuhrt. Dem Agarose-Gel wurden zum Sichtbarmachen der DNA auf dem UV-
Schirm vor dem Giefden 3 pl Ethidiumbromidlésung (Roth) zugesetzt. Vor dem Laden
von 10 ul der Proben wurden diese mit 2 pl DNA-Probepuffer versetzt. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurden die Gele mit Hilfe des Gel Doc 1000 UV-
llluminator Systems (BioRad) bei 302 nm betrachtet und mit einer Sofortbildkamera
dokumentiert. Zur Grélkenabschatzung des PCR-Produktes diente ein 100bp DNA-

Marker.

2%-Agarosegel

-2 g Agarose
-100 ml 1x TAE-Puffer

SOxTAE-Puffer

-2M Tris
-0,05M EDTA
-1M Eisessig

DNA-Probepuffer

-1 ml 10xTAE

-1 ml Orange G [10mg/ml] (Sigma)

-5 ml Glyzerol

-3ml aqua dest

DNA-Marker

-40 ul DNA-Standard (New England BioLabs GmbH)
-35 ul Orange G [10mg/ml] (Sigma)

-125 ul aqua dest
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2.8  Semiquantitative Real-Time-PCR

Die tumorstadienabhangigen Genexpressionsanalysen wurden mittels
semiquantiativer Real-Time-PCR mit dem an doppelstrangige cDNA bindenden
Fluoreszenzfarbstoff SyBr®Green (Applied Biosytems) an dem Applied Biosystems
PRISM® 7700 Sequenze Detection System 1.6.3 (Applied Biosystems) durchgeflhrt.
Zunachst wurden die optimale Primer- und cDNA-Konzentration sowie die optimale
Primer-Annealing-Temperatur ausgetestet. Die 30 pyl umfassende PCR-Reaktion,
zusammengesetzt aus 15 yl SyBr®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 3
Ml aqua dest, jeweils 1 ul For/Rev-Primer [20mM] und 10 pl [0,01 ug/ul] cDNA, wurde
fur jede einzelne Gewebeprobe dreifach wiederholt. Die Analyseproben wurden
zunachst auf 50° C fur 2 Minuten und auf 95° C fur 10 Minuten erhitzt, dann folgte die
40 Zyklen umfassende PCR-Reaktion beginnend mit dem Erhitzen der Proben auf
95° C Uber 15 Sekunden und endend bei der Annealing-Temperatur des
entsprechenden Referenz- und Ziel-Primers Uber 60 Sekunden.

Die Kontrolle der PCR-Produkte erfolgte durch Gelelektrophorese auf einem 2%-

Agarose-Gel.

29 Primer
Alle verwendeten Primer wurden von der Metabion GmbH synthetisiert.

Primer-Sequenzen

HPRT: FOR 5-GCT TTC CTT GGT CAG GCA GTATAAT-3
REV 5-AAG GGC ATATCC TAC AAC AAACTT G -3
OPN: FOR 5-TTG CAG CCT TCT CAG CCA A-3
REV 5-GGA GGC AAA AGC AAATCA CTG-3°
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CAll: FOR

REV

MAD2L2: FOR

REV

5-AAA CAA AGG GCA AGA GTG CTG-3
5-AGT GAC CCT GGG TAG GTC GTC CA-3°
5-CGA GTT CCT GGA GGT GGC TGT GCA TC-3°

5-CTT GAC GCA GTG CAG CGT GTC CTG GAT A-3

SASH: 1729-FOR 5 -ATC TCC TTT CTT GAG CTT GAG-3'

REV-U1824 5-CGG GAA AGC GTC AAG TCG GA-3

Primer-annealing-Temperatur

HPRT: 58°C
OPN: 58°C
CAl: 60°C

MAD2L2: 62°C

SASH: 60°C

2.10 Statistische Auswertung

Zur Analyse und Dokumentation der Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR

wurde die Sequenze Detection Software Version 1.6.3 von Applied Biosytems

verwendet. Die Programme Microsoft Excel (Microsoft Corporation), GraphPad

PRISM® Version 4 (GraphPad Software Inc.) und SPSS (SPSS GmbH Software)

wurden zur Auswertung der Daten verwendet.
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2.10.1 Aufbereitung der Daten der guantitativen Real-time PCR
Genexpressionsanalyse
Uber die 2AACH(threshold-cycles)_\1athode wurde semiquantitativ das
Genexpressionsniveau der Gewebeproben berechnet.
Die Berechnung erfolgte nur bei Gewebeproben, die in der quantitativen Real-time
PCR dreifach positiv liefen.
Zunachst wurde der Mittelwert der Ct-Werte aus allen positiven PCR-Laufen jedes
einzelnen Gewebes berechnet. Dann erfolgte die Normalisierung der Ct-Werte der
Tumorgewebe Uber die Subtraktion des gemittelten Ct-Wertes jeder einzelnen
Tumorprobe vom Ct-Mittelwert aller Normalschleimhautgewebe. Im nachsten Schritt
wurden die Tumorgewebeproben nochmals Uber die Expression des Referenzgens
HPRT normalisiert. Dazu wurde der mit dem Normalgewebe normalisierte Ct-Wert
des Zielgens der Tumorprobe vom entsprechenden normalisierten Ct-Wert des
Referenzgens subtrahiert. Aus dem so gebildeten AACt-Wert wurde abschliel3end
die Potenz mit der Basis 2 gebildet. Der sich durch diese Berechnung ergebende
Zahlenwert gibt die relative Expression des einzelnen Zielgens normalisiert zum
Normalgewebe und Referenzgen HPRT wieder.
Dabei zeigen Zahlenwerte <1 eine Herabregulation des entsprechenden Gens in der
jeweiligen Tumorgewebeprobe im Vergleich zum Normalgewebe an, Zahlenwerte >1

eine Hochregulation des entsprechenden Gens.

2.10.2 Auswertung der Daten der guantitativen Real-time PCR
Genexpressionsanalyse

Auf die Berechnung des relativen Expressionsniveaus aufbauend, erfolgte die

weitere Datenanalyse. Da die relativen Expressionswerte keiner Normalverteilung

entsprachen, sind alle angegebenen Zahlenwerte als Median mit dem
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Interquartilenabstand der relativen Expression in den jeweiligen Tumorstadien
aufgefihrt.

Die Analyse der Genexpression der einzelnen Tumorstadien zueinander sowie die
Analyse der prognostischen Bedeutung erfolgte tber den Kruskal-Wallis Test und
Mann-Whitney Rank Sum Test. Zur univariaten und multivariaten Uberlebensanalyse
wurde die COX-Regression berechnet. Das Signifikanzniveau wurde auf <0,05

festgelegt.

3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR

Die quantitative Real-time PCR-Analyse erfolgte an einem ausgewahlten Kollektiv
von 117 Patienten mit einem Kolonkarzinom unterschiedlicher Tumorstadien. Die
Normalisierung der Genexpression erfolgte iiber die 224Ctthreshold-cycles) \athode. Dazu
wurden zunachst alle Tumorgewebeproben anhand der durchschnittlichen
Expression der 10 ausgewahlten Normalschleimhautgewebeproben genspezifisch

normalisiert. AnschlieRend erfolgte die Normalisierung uber das Referenzgen HPRT.

3.1.1 OPN

Die Analyse der Genexpression von Osteopontin ergab eine tumorstadienabhangige
Uberexpression mit steigender Expression in Tumoren fortgeschrittener Stadien.
Dabei zeigte sich schon in frthen Tumorstadien eine 2-fach gesteigerte OPN-
Expression, Tumore im UICC Stadium Il wiesen 3-fach mehr OPN auf und
lymphogen metastasierte Tumore 1,7-fach mehr. In Tumoren, die Dbereits

Fernmetastasen gebildet hatten, lie® sich eine fast 5-fach gesteigerte OPN-
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Expression nachweisen. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg der

Expression im UICC Stadium Il und IV im Vergleich zum Normalgewebe.

Stadium Relative OPN-Expression
n | MEDIAN 25% 75% Mittelwert SD
Percentil | Percentil
I 12 1,99 1,305 4,37 3,292 3,42
I 48 3,77 1,115 11,64 16,05 53,29
1] 24 1,72 0,91 14,35 18,52 51,78
v 33 5,28 1,94 14,83 12,76 17,30
nSH 10| 1,245 0,195 2,03 8,43 23,42
Tabelle 3: relative OPN-Expression (284 (WTIOPN-(NTHPRT),
OPN
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Abbildung 6: relative OPN-Expression (2AACt ((N'T)OPN'(N'T)HPRT))
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Stadium | p-Wert
| vs nSH ns
Il vs nSH 0,0406
Il vs nSH ns
IVvs nSH | 0,0093
Ivs ns
I vs ns
lvs IV ns
Ilvs Il ns
Ilvs IV ns
I vs IV ns

Tabelle 4: Mann-Whitney-U-Test OPN-Expression

Betrachtet man nur die 77% aller Tumore, die Osteopontin Uberexprimierten, so wird

der tumorstadienabhangige Anstieg der OPN-Expression deutlicher.

In frihen

Tumorstadien lie® sich ein beinahe 3-facher Expressionsanstieg finden. Tumore im

UICC Stadium Il zeigten eine 5,8-fach gesteigerte OPN-Expression und lymphogen

metastasierte Tumore exprimierten 6,1-fach mehr OPN als Normalgewebe. Eine 11-

fache Uberexpression wiesen Tumore mit Fernmetastasen auf. Im Vergleich zum

Normalgewebe ergab sich ein signifikanter Unterschied der OPN-Expression fur alle

Tumorstadien sowie fur das UICC Stadium | im Vergleich zum UICC Stadium IV.

Stadium Relative OPN-Expression
n | MEDIAN 25% 75% Mittelwert SD
Percentil | Percentil
[ 9 2,85 1,905 4,675 4,104 3,62
Il 37 5,78 2,15 16,82 20,69 60,10
n 16 6,09 1,72 25,87 27,48 62,08
v 28 10,56 3,025 17,78 14,96 17,93

Tabelle 5: relative OPN-Expression von Tumoren mit OPN-Hochregulation (2

AACt ((N-T)OPN-(N-T)HPRT))
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Abbildung 7: relative OPN-Expression von Tumoren mit OPN-Hochregulation (
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Stadium | p-Wert
I vs nSH 0,022
Il vs nSH 0,0017
IllvsnSH | 0,0143
IVvs nSH | 0,0008
lvs ns

I vs Il ns
lvs IV 0,0323
Ilvs Il ns
Ilvs IV ns
I vs IV ns

Tabelle 6: Mann-Whitney-U-Test OPN-Expression OPN Uberexprimierender Tumore

2AACt ((N-T)OPN-(N-T)HPRT))
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3.1.2CAll

Fir Carbonic anhydrase |l ergab sich eine starke Herabregulation der
Genexpression. Schon in frihen Tumorstadien zeigte sich ein deutlicher
Expressionsabfall des Wnt-Zielgens, der sich auf nahezu gleichférmigem Niveau bis
in die hoheren Tumorstadien nachweisen lie3. Tumore in den UICC Stadien |, Il und
IV exprimierten 0,03-fach weniger CA Il, Tumore im UICC Stadium Il 0,025-fach
weniger. Alle Tumorstadien zeigten einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der

CA ll-Expression im Vergleich zum Normalgewebe.

Stadium Relative CA II-Expression
n | Median 25% 75% Mittelwert SD
Percentil | Percentil
I 12| 0,03 0,015 0,145 0,086 0,118
Il 47| 0,03 0,01 0,10 0,106 0,208
1l 24 | 0,025 0,0 0,065 0,117 0,346
v 33| 0,03 0,01 0,095 0,216 0,798
nSH 10| 0,77 0,435 3,76 1,869 2,007

Tabelle 7: relative CA Il-Expression (2AACt ((N-TICA II'(N'T)HPRT))
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Abbildung 8: relative CA II-Expression (2°4¢t (NTICATHN-DHPRT),)
Stadium | p-Wert
| vs nSH 0,0003
IlvsnSH |<0,0001
Illvs nSH | <0,0001
IV vs nSH |<0,0001
lvs i ns
I vs lll ns
lvs IV ns
Ilvs Il ns
Ilvs IV ns
llvs IV ns

Tabelle 8: Mann-Whitney-U-Test CA II-Expression
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Das Wnt-Zielgen konnte in 97% aller analysierten Tumore als herabreguliert
nachgewiesen werden. So zeigt sich bei Analyse aller Tumore mit CA IlI-

Unterexpression ein identisches Bild der tumorstadienabhangigen CA II-Expression.

3.1.3 MAD2L2

MAD2L2 wurde in den untersuchten Kolonkarzinomen hochreguliert gefunden. Dabei
zeigte MAD2L2 eine geringgradige Uberexpression in Tumoren friiher Stadien mit
einem 1,3-fachen MAD2L2-Expressionsanstieg. Tumore im UICC Stadium Il
exprimierten 1,2-fach mehr MAD2L2 und lymphogen metastasierte Tumore 1,4-fach
mehr als Normalmukosagewebe. In bereits fernmetastasierten Karzinomen lief3 sich
das Mitosekontrollgen 1,7-fach hochreguliert nachweisen. Signifikant zeigte sich nur

die Expression von Tumoren des UICC Stadiums IV verglichen mit Normalgewebe.

Stadium Relative MAD2L2-Expression
n | Median 25% 75% Mittelwert SD
Percentil | Percentil
I 12| 1,29 0,83 1,71 1,373 0,697
Il 48 | 1,24 0,83 2,295 1,934 1,94
1] 24 | 1,345 0,65 3,085 2,09 2,358
v 31 1,66 0,74 3,1 2,099 1,624
nSH 8 | 0,785 0,26 1,6 0,98 0,835

Tabelle 9: relative MAD2L2-Expression (284! (N-TMAD2L2-(N-THPRT))
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Abbildung 9: relative MAD2L2 Expression (2°4C! (N-TMAD2L2(N-THPRT))

Stadium p-Wert
| vs nSH ns
Il vs nSH ns
Il vs nSH ns
IVvs nSH | 0,0456
lvsll ns
I vs Il ns
lvs IV ns
Ilvs Il ns
Ilvs IV ns
I vs IV ns

Tabelle 10: Mann-Whitney-U-Test MAD2L2-Expression

63% aller Tumore uUberexprimierten MAD2L2. Betrachtet man die MAD2L2-
Expression dieser Tumore hinsichtlich der unterschiedlichen Tumorstadien, so ergibt
sich ein etwas starkerer tumorstadienabhangiger Anstieg der Genexpression,

insbesondere in fortgeschrittenen Tumorstadien. Die MAD2L2-Uberexpression
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betrug im UICC Stadium | 1,6-fach, im UICC Stadium Il 2,1-fach, im UICC Stadium Il
2,7-fach und im UICC Stadium |V 2,4-fach. Hier erwiesen sich Tumore der UICC-

Stadien II-IV als statistisch signifikant gegenuber Normalmukosa.

Stadium Relative MAD2L2-Expression
n | Median 25% 75% Mittelwert SD
Percentil | Percentil
I 8 1,58 1,29 1,81 1,689 0,645
I 29| 2,13 1,325 2,88 2,76 2,118
1l 14 | 2,695 1,385 4,035 3,189 2,582
v 21 2,38 1,545 3,44 2,788 1,549

Tabelle 11: relative MAD2L2-Expression von Tumoren mit MAD2L2-Uberexpression

(2AACt ((N-T)MAD2L2-(N-T)HPRT))
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Abbildung 10: relative MAD2L2-Expression von Tumoren mit MAD2L2-Uberexpression

AACt ((N-T)MAD2L2-(N-T)HPRT
(2BACH(NT) (N-THPRT))
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Stadium | p-Wert
| vs nSH ns
Il vs nSH 0,0045
Il vs nSH | 0,0046
IVvsnSH | 0,0032
Ivsll ns
Ivs ns
lvs IV ns
Ilvs lll ns
Ilvs IV ns
I vs IV ns

Tabelle 12: Mann-Whitney-U-Test MAD2L2-Expression MAD2L2 Giberexprimierender Tumore

3.1.4 SASH1

Das neuartige Tumorsuppressorgen SASH1 zeigte sich tumorstadienabhangig

unterexprimiert. Dabei ergab sich schon in frihen Tumorstadien ein deutlicher

Expressionsabfall von SASH1. Der Median der SASH1-Expression im UICC Stadium

| betrug 0,17, im UICC Stadium Il 0,1, im UICC Stadium Il 0,11 und bei synchron

fernmetastasierten Tumoren 0,15. Alle Tumorstadien wiesen einen signifikanten

Expressionsunterschied verglichen mit Normalgewebe auf.

Stadium Relative SASH1-Expression
n | Median 25% 75% Mittelwert SD
Percentil | Percentil
I 12| 0,165 0,085 0,21 1,037 3,044
Il 45| 0,10 0,06 0,205 0,708 3,546
1l 23| 0,11 0,06 0,21 0,15 0,126
v 30| 0,15 0,08 0,695 2,505 5,529
nSH 10 | 0,465 0,17 10,94 6,63 13,19

Tabelle 13: relative SASH1-Expression (2°4¢t (NTISASHIAN-DHPRT),

44



o1
I

L B X4

*
$¥%1°3

L2 SN

SASH1

*

‘
.% >

*e

*
L XS 4

relative Expression normalisiert HPRT
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i
Stadium

Stadium | p-Wert
| vs nSH 0,0229
Il vs nSH 0,0008
Illvs nSH | 0,0007
IVvsnSH | 0,0217
Ivs ns
I vs Il ns
lvs IV ns
Ilvs Il ns
Ilvs IV ns
I vs IV ns

Tabelle 14: Mann-Whitney-U-Test SASH1-Expression

\

[\\\

p=0,0229
p=0,0008
p=0,0007
p=0,0217
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91% aller untersuchten Kolonkarzinome zeigten eine Herabregulation von SASH1.
Dabei ergab sich kein verandertes Bild der tumorstadienabhangen Expression von
SASH1. Karzinome des UICC Stadium | exprimierten das 0,16-fache, im UICC
Stadium Il das 0,09-fache und im UICC Stadium Ill und IV das 0,11-fache im
Vergleich zu der SASH1-Expression von Normalschleimhautgewebe. Auch hier
zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich der SASH1-Expression

aller Tumorstadien im Vergleich zu Normalgewebe.

Stadium Relative SASH1-Expression
n | Median 25% 75% Mittelwert SD
Percentil | Percentil
I 11 0,16 0,08 0,21 0,158 0,087
Il 43| 0,09 0,06 0,18 0,158 0,177
1] 23 0,11 0,06 0,21 0,15 0,126
v 23| 0,11 0,06 0,17 0,125 0,074

Tabelle 15 : relative SASH1-Expression von Tumoren mit SASH1-Herabregulation

AACt ((N-T)SASH1-(N-T)HPRT)
(2 )
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Abbildung 12: relative Expression von Tumoren mit SASH1-Unterexpression

AACt ((N-T)SASH1-(N-T)HPRT)
(2 )

Stadium | p-Wert
| vs nSH 0,0083
Il vs nSH 0,0003
Il vs n"SH | 0,0007
IV vs nSH | 0,0003

lvs ns
I vs Il ns
lvs IV ns
Ilvs Il ns
Ilvs IV ns
I vs IV ns

Tabelle 16: Mann-Whitney-U-Test SASH1-Expression SASH1 unterexprimierender Tumore



3.2  Prognostische Bedeutung der Genexpression

3.2.1 Rezidivraten

Bei einem medianen follow-up von 91 Monaten (44; 127) entwickelten 13 Patienten
(11%) ein Rezidiv. Bei 3 Patienten (3%) rezidivierte der Tumor lokal, bei 2 Patienten
(2%) im Bereich der Lymphknoten, bei weiteren 3 Patienten (3%) im Peritoneum. 11
Patienten (9%) entwickelten metachrone Fernmetastasen und bei 24 Patienten
(21%) mit synchroner Metastasierung war ein Progref3 der Metastasen zu
verzeichnen.

Die Berechnung hinsichtlich prognostischer Bedeutung der Genexpression von OPN,
CA Il, MAD2L2 und SASH1 erfolgte Uber den Mann-Whitney-U-Test zur Kontrolle
des Lagemalies zweier unabhangiger nichtnormalverteilter Stichproben sowie Uber
den Kruskal-Wallis-H-Test zur einfaktoriellen Varianzanalyse nichtnormalverteilter
Stichproben.

Bezuglich der Rezidivrate ergab sich kein signifikanter Unterschied in der
Genexpression aller untersuchten Gene (Tabelle 17).

Vergleicht man isoliert die Patienten mit einem Wiederauftreten der Erkrankung in
Form von Lokal-, Lymphknoten- und Peritonealrezidiven mit denen, die kein Rezidiv
entwickelten, oder mit denen, deren Tumore progredient wurden, so zeigten sich
auch hier keine signifikanten Unterschiede in den einzelnen Gruppen (Tabelle 17 und
18). Im Bezug auf die Metastasierungsrate wies SASH1 einen statistisch
signifikanten Unterschied im Vergleich der Genexpression nicht metachron
metastasierter, metachron metastasierter und progredient gewordener synchroner
Metastasen auf (Tabelle 19). Der p-Wert lag hier bei 0,046. Der Vergleich der
SASH1-Expression nicht metastasierter Patienten mit Patienten, die innerhalb des

Beobachtungszeitraumes Metastasen entwickelten, war signifikant bei einem p-Wert
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von 0,014. Die Expression von OPN, CA Il und MAD2L2 zeigte keine statistisch

signifikanten Unterschiede in diesen Analysen (Tabelle 19).

Kruskal-Wallis-H-
Test Gruppen Gen | Signifikanzniveau

Rezidvrate OPN 0,188
kein Rezidiv | CAIl 0,831
Rezidiv MAD2L2 0,32
Progref} SASH1 0,249

Mann-Whitney-U-
Test OPN 0,35
Rezidvrate kein Rezidiv CAll 0,657
Rezidiv MAD2L2 0,129
SASH1 0,107
OPN 0,082
kein Rezidiv | CAIl 0,632
Progref} MAD2L2 0,559
SASH1 0,456
OPN 0,986
Rezidiv CAIl 0,957
Progref} MAD2L2 0,523
SASH1 0,445

Tabelle 17: Prognostische Bedeutung hinsichtlich der Rezidivrate

Kruskal-Wallis-H-Test Gruppen Gen |Signifikanzniveau
Lokalrezidivrate OPN 0,317
kein Rezidiv| CAIl 0,688
Rezidiv |MAD2L2 0,753
SASH1 0,824
Lymphknotenrezidivrate OPN 0,635
kein Rezidiv| CAIl 0,165
Rezidiv |MAD2L2 0,136
SASH1 0,572
Peritonealrezidivrate OPN 0,63
kein Rezidiv| CAIl 0,634
Rezidiv |MAD2L2 0,956
SASH1 0,344

Tabelle 18: Prognostische Bedeutung hinsichtlich der Lokal-, Lymphknoten- und Peritonealrezidivrate
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Kruskal-Wallis-H-Test Gruppen Gen Signifikanzniveau
metachrone Metastasierungsrate OPN 0,077
kein Rezidiv CAll 0,323
metachrone Metastase MAD2L2 0,299
Progreld synchroner Metastasen | SASH1 0,046
Mann-Whitney-U-Test OPN 0,119
metachrone Metastasierungsrate kein Rezidiv CAll 0,146
metachrone Metastase MAD2L2 0,115
SASH1 0,014
OPN 0,065
kein Rezidiv CAll 0,513
Progrefd synchroner Metastasen | MAD2L2 0,574
SASH1 0,393
OPN 0,487
metachrone Metastase CAll 0,46
Progrel synchroner Metastasen | MAD2L2 0,5
SASH1 0,152

Tabelle 19: Prognostische Bedeutung hinsichtlich der Metastasierungsrate

3.2.2 Mortalitat

Innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 91 Monaten verstarben 39 Patienten

(33%). 37 Patienten (31%) verstarben tumorbedingt und 2 Patienten (2%) wiesen

andere Todesursachen auf.

Bei der Analyse der Genexpression OPN, CA Il, MAD2L2 und SASH1 hinsichtlich

prognostischer Bedeutung im Bezug auf die Todesrate ergaben sich keine statistisch

signifikanten Expressionsunterschiede bei der Durchfihrung des Kruskal-Wallis-H-

Tests sowie des Mann-Whitney-U-Tests (Tabelle 20).
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Kruskal-Wallis-H-Test Gruppen Gen |[Signifikanzniveau
Todesrate OPN 0,194
Lebend CAll 0,748
tumorbedingt verstorben| MAD2L2 0,42
andere Todesursache | SASH1 0,265
Mann-Whitney-U-Test OPN 0,075
Lebend CAll 0,533
tumorbedingt verstorben| MAD2L2 0,209
SASH1 0,164
OPN 0,926
kein Rezidiv CAll 0,576
andere Todesursache [MAD2L2 0,712
SASH1 0,473
OPN 0,52
tumorbedingt verstorben| CAIl 0,921
andere Todesursache |MAD2L2 0,62
SASH1 0,275

Tabelle 20: Prognostische Bedeutung hinsichtlich der Todesrate

3.2.3 Uberlebensanalysen

Welchen Einfluss die Genexpression von OPN, CA I, MAD2L2 und SASH1 auf das
Uberleben haben, wurde mit Hilfe der COX-Regressionsanalyse berechnet. Zu den
bekannten Einflussfaktoren auf das Uberleben der Patienten wie das Alter, das
Geschlecht, der lokale Resektionsstaus, das Grading, das Auftreten von
Lymphangiosis, das Tumorstadium und das Auftreten von Rezidiven, wurde
zusatzlich der Einfluss der OPN-, CA Il-, MAD2L2- und SASH1-Expression
herangezogen .

In der univariaten Analyse zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Bezug auf
das Uberleben der Einflussfaktoren Alter, Geschlecht, OPN-, CA II- sowie SASH1-
Expression. Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch fir die Einflussfaktoren
Grading mit einem p-Wert von 0,005, Vorhandensein von Lymphangiosis mit einem
p-Wert von <0,001, Auftreten von Rezidiven mit einem p-Wert von <0,001, UICC

Stadium mit einem p-Wert von <0,001, Wiederauftreten der Erkrankung mit einem p-
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Wert von <0,001 und fir den Einflussfaktor MAD2L2-Expression mit einem p-Wert

von 0,043 (Tabelle 21).

Univariate Uberlebensanalyse | Signifikanzniveau
Alter 0,794
Geschlecht 0,364
Grading 0,005
Lymphangiosis <0,001
UICC Stadium <0,001
R lokal .
Rezidiv <0,001
OPN-Expresion 0,768
CA ll-Expression 0,079
MAD2L2-Expression 0,043
SASH1-Expression 0,157

Tabelle 21: univariate Uberlebensanalyse

Anhand den oben genannten Einflussfaktoren erfolgte die multivariate Analyse.
Neben dem Wiederauftreten der Erkrankung mit einem relativen Risiko bezuglich des
Uberlebens von 3,67, dem Vorhandensein von Lymphangiosis mit einem relativen
Risiko von 1,89 und dem Grading mit einem relativen Risiko von 2,26, erwies sich die
Expression von SASH1 als 4. unabhangiger Prognoseparameter mit einem relativen

Risiko von 1,07.

Likelihood Ratio p-Wert B SE Rel. Risiko | Konfidenzintervall
Step1  REZIDIV ,000 1,300 | ,158 3,67 2,68-5,02
Step2  LYMPHANGIOSIS ,001 638 | 1,93 1,89 1,31-2,75
Step3  GRADING ,009 816 | ,312 2,26 1,24-4,17
Step4  SASH ,050 ,070 | ,036 1,07 0,99-1,16

Tabelle 22: multivariate Uberlebensanalyse
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4 Diskussion

Molekulargenetische Analysen der vergangenen Jahre haben dazu beigetragen, die
Mechanismen der Initiation, Progression und Metastasierung von CRC, die Uber das
von Fearon und Vogelstein etablierte Konzept der stufenweisen Entstehung CRC
hinausreichen, im Detail aufzudecken.

Durch Analysen in Tiermodellen und Untersuchungen humaner Gewebe konnten
Gene identifiziert werden, die in Funktion als Tumorsuppressoren, -modulatoren und
—promotoren in das Zellwachstum auf unterschiedliche Weise eingreifen.

Von besonderem klinischem Interesse sind jedoch solche Gene, die dazu beitragen,
Aussagen uUber Prognose, Progression und Ansprechen von Tumortherapien treffen
zu kénnen. Das Ziel molekulargenetischer Analysen stellt nicht nur die Aufklarung
molekulargenetischer Entstehungsmechanismen von Karzinomen dar, sondern die
Etablierung eines genetischen Tumorprofils, um neue diagnostische und
prognostische Marker heranziehen zu kénnen, die nicht nur das Rezidivrisiko eines
Tumors, sondern auch das Ansprechen adjuvanter Therapien vorhersagbar machen.
Das individuelle Tumorprofil soll dazu beitragen, herkdmmliche Therapien effektiver
einzusetzen und individualisierte Tumortherapie mit neuen Behandlungsstrategien zu
entwickeln.

Im Rahmen einer Microarray-Analyse an CRC an der Chirurgischen Klinik und
Poliklinik des Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen wurden
die Wnt-Zielgene OPN als am starksten hochreguliertes Target, und CA Il als am
starksten herabreguliertes Target identifiziert. Zudem wurde das Mitosekontrollgen
MAD2L2 als hochreguliert gefunden. In dieser Studie sollten diese Marker validiert

und an einem erweiterten Kollektiv vertiefend untersucht werden. Ebenso sollte in
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dieser Studie die Rolle des Gens SASH1, das bei Mammakarzinomen

unterexprimiert ist, bei der CRC Entstehung analysiert werden.

4.1  Osteopontin

Osteopontin ist in verschiedene Signalwege eingebunden, die das Wachstum, die
Progression und Metastasierung von Tumoren fordern. In unterschiedlichen
Tumortypen wird OPN hochreguliert gefunden. Die tumorgenetischen Eigenschaften
von OPN resultieren dabei aus seinen vielfaltigen Funktionen. OPN unterstutzt die
Zelladhasion, verhindert die Apoptose von Endothelzellen und ist ein Ligand fur das
alpha(v)beta(3) Integrin, das eine entscheidende Rolle bei der endothelialen
Zellbiologie und Neovaskularisation spielt. Man geht davon aus, dass das von
Tumorzellen produzierte OPN dber die Stimulation der Angiogenese das
Tumorwachstum fordert. Es konnte gezeigt werden, dass OPN nicht nur von
Tumorzellen, sondern auch von tumorinfiltrierenden Makrophagen und Lymphozyten
produziert wird. Tumorzellen produzieren OPN nicht nur selbst, sie kdnnen es auch
von der Umgebung aufnehmen (Tuck et al., 1998). Als I6ésliches Produkt kann es
ungebunden weder die endotheliale Zellproliferation fordern, noch die Apoptose von
Zellen verhindern. Erst durch Bindung von OPN an eine Matrixoberflache wird z.B.
die Zelladhasion von Endothelzellen der Umbilikalvene unterstutzt und die Apoptose
durch Weiterfuhrung des Zellzyklus verhindert (Rittling et al., 2002). OPN tragt auch
dazu bei, Peroxidlevel von Zellen zu reduzieren, das Uberleben hypoxischer Zellen
zu unterstutzen und Tumorzellen nicht von aktivierten Makrophagen zerstéren zu
lassen (Denhardt et al., 1995). In Northern Blot und Western Blot Analysen zeigte
sich fur Saugerzellen, die kein OPN produzieren, eine groRere Empfindlichkeit
gegenuber der zytotoxischen Aktivitat von aktivierten RAW264.7 makrophagen-

ahnlichen Zellen. In einem in vitro Metastasierungs-Assay zeigte sich in diesen
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Zellen ein geringeres tumorigenes und invasives Potential. OPN verhindert die NO-
vermittelte Zytotoxitat und unterstutzt dadurch den metastasierenden Phenotyp
(Feng et al., 1995). Durch die Identifikation der Sequenzen von OPN-
Promotorelementen, wie z.B. von RAE (Ras-activated enhancer) und einer T cell
factor-4 Bindungsstelle konnte die Regulation der OPN-Transkription durch Ras- und
Whnt-Signalwege aufgeklart werden (Denhardt et al., 2003).

Untersucht man die OPN-Expression in humanen Tumoren, so lasst sich ebenso ein
Zusammenhang zwischen Expression und Tumorwachstum bzw. —progression, und
der OPN-Expression und gesteigertem Metastasierungsverhalten nachweisen.
Studien zeigten, dass Brustepithelzellen in Abhangigkeit der OPN-Expression eine
erhdhte Invasivitat durch eine Erhdhung der Zellmigrationsrate und Induktion der
uPA-Expression aufwiesen (Tuck et al., 1999). Zudem ergab sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen erhdhter OPN-Expression und vermindertem Uberleben
bei Patienten mit Brust-, Lungen- sowie kolorektalen Tumoren (Tuck et al., 1998;
Rudland et al., 2002; Chambers et al., 1996; Tuck and Chambers, 2001; Agrawal et
al., 2003). Microarray und Northern Blot Analysen bei Patienten mit CRC erbrachten
eine Korrelation zwischen OPN-Expression und Tumorprogression (Agrawal et al.,
2002). Im Tiermodell konnte in Ras-induzierten Darmtumoren eine gesteigerte
Expression des OPN-Othologs SPP1 gezeigt werden (Janssen, unveroffentlichte
Beobachtung).

Mit  der DurchfiGhrung der quantitativen RT-PCR konnten wir eine
tumorstadienabhangige Uberexpression von OPN nachweisen, und damit die
Microarray Befunde validieren. Wie schon andere Studien zeigen konnten, ergab
sich insbesondere bei fortgeschrittenen Tumorstadien ein signifikanter Anstieg der
OPN-Expression. Die Analyse von Tumoren friher Stadien erbrachte eine 2-fach

gesteigerte OPN-Expression. Dabei konnte man in 75% aller Tumore dieser frihen
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Tumorstadien schon einen OPN-Expressionsanstieg nachweisen. Damit zeigt sich
nicht nur die Beteiligung von dem Wnt-Zielgen OPN am Tumorwachstum und der —
progression, sondern es ergibt sich auch daraus ein indirekter Hinweis der
Deregulation des Wnt-Signalweges schon in frihen Tumorstadien. Die im Vergleich
zur 4-fach gesteigerten OPN-Expression im UICC Stadium Il wieder abfallende OPN-
Expression von Tumoren mit lymphogenen Metastasen im UICC Stadium IIl auf das
1,7-fach, lasst sich durch den geringeren Anteil OPN Uberexprimierender Tumore in
diesem Tumorstadium erklaren. Der besonders in UICC Stadium IV ausgepragte
Anstieg der OPN-Expression, wie auch die in diesem Tumorstadium steigende
Anzahl OPN Uberexprimierender Tumore, lasst vermuten, dass OPN gerade beim
Metastasierungsprozeld eine Rolle spielt. 85% synchron metastasierter Tumore
weisen eine Hochreguation des Genes auf.

Insgesamt 77% aller Tumore zeigten eine OPN-Uberexpression. Dies kann als ein
indirekter Hinweis auf Deregulation des Wnt-Signalweges dienen. Literaturangaben
zu folge zeigen 60-80% aller sporadischen CRC eine Wnt/APC-Deregulation. Der
Befund zeigt also gute Ubereinstimmung. Ob Tumore ohne OPN-Uberexpression
tatsachlich keine Wnt-Deregulation aufweisen, mul} allerdings noch experimentell
belegt werden. Damit konnte diese Studie an Kolonkarzinomen unterschiedlicher
Tumorstadien nicht nur eine tumorstadienabhangige Expression von OPN, sondern
auch einen signifikanten OPN-Anstieg besonders in den Tumoren, die bereits
Fernmetastasen gebildet hatten, nachweisen.

Hinsichtlich der OPN-Expression als Prognoseparameter konnten wir keinen
signifikanten Zusammenhang bezuglich der Rezidivrate, der Mortalitdt und des
Uberlebens erkennen.

Ein Nachweis der OPN-Expression lasst sich nicht nur im Tumorgewebe

nachweisen, sondern aufgrund der sekretorischen Eigenschaften ist das Protein
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OPN auch im Serum nachweisbar (Rittling et al., 2002). So lielken sich steigende
OPN-Plasmaspiegel bei Patienten mit metastasierten Mammakarzinomen wieder
finden kann (Singhal et al., 1997). Damit kdnnte OPN als leicht messbarer klinischer
Tumormarker dienen, der die bisher bestehenden traditionellen Prognosekriterien

erganzt.

4.2  Carbonic anhydrase |l

Verschiedene Studien konnten eine Verbindung zwischen einer veranderten CA II-
Expression und der Entstehung von unterschiedlichen Tumoren erkennen. Die
ursachlichen Mechanismen, durch die CA Il Uber die Regulation des pH-Wertes an
der Tumorentstehung teilnimmt, sind noch nicht eindeutig geklart.

Es ist bekannt, dass Tumorzellen einen geringeren extrazellularen pH-Wert als
Normalgewebe und eine groRere Kapazitdt das extrazellulare Milieu Uber die
Laktatsaureproduktion und die membrandse H'-ATPase anzusduern, aufweisen
(Montcourrier et al., 1997; Lee and Tannock, 1998). Interaktionen zwischen Zellen
und ihrer Umgebung fordern Uber einen geringen pH-Wert und einen veranderten
hydrostatischen und oxygenetischen Druck das Tumorwachstum (Helmlinger et al.,
1997). Die veranderte proteolytische Aktivitat bei niedrigem pH-Werte ist
mitverantwortlich fur die Foérderung des metastatischen Phanotypes (Webb et al.,
2001).

Expressionanalysen verschiedener humaner Tumore =zeigten jedoch ein
unterschiedliches Expressionverhalten von CA Il. Uberexprimiert wurde CA Il in Hirn-
, Magen- und Pankreastumoren gefunden (Pakkila et al., 1995a; Pastrekova et al.,
1997; Pakkila et al., 1995b), wohingegen Lungen-, Leber- und Kolontumore eine
Unterexpression von CA Il aufwiesen (Chiang et al., 2002; Kivela et al., 2001; Kuo et

al.,, 2003; Bekku et al., 2000). Der Abfall der CA Il-Expression Kkorrelierte mit
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Aggressivitat des Tumors und dem Vorhandensein von synchronen Fernmetastasen
(Bekku et al., 2000).

Die Analyse der 117 Kolonkarzinome ergab einen tumorstadienabhangigen Abfall
der CA lI-Expression. Die Validierung der Microarray-Analyse dieses Wnt-Targets
war auch hier erfolgreich. Dabei zeigte sich schon in sehr frihen Tumorstadien eine
deutliche Abnahme der CA II-Expression. Die quantitative PCR-Analyse konnte
jedoch keinen deutlichen Unterschied hinsichtlich der CA Il-Expression friher und
fortgeschrittener Tumorstadien nachweisen. Im Gegensatz zu OPN, das nur in 23%
aller Proben nicht differentiell reguliert war, lagen nur 3% aller Tumore ohne CA II-
Unterexpression vor. Dies legt nahe, dass die CA IlI-Expression neben dem Wnt-
Signalweg noch weitere Regulatoren hat. In insgesamt 97% aller Tumore nahm die
CA Il-Expression ab. Besonders im UICC Stadium | konnte man in allen
untersuchten Tumoren einen CA I|lI-Expressionsabfall finden, welches fir eine
Beteiligung von CA Il an der Tumorinitiation spricht. 96-98% der Tumore der
verbleibenden Tumorstadien unterexprimierten CA II.

Damit spielt die CA lI-Unterexpression nicht nur bei Tumoren héherer Tumorstadien
eine Rolle, sondern Iasst sich auch schon in sehr frihen Tumorstadien nachweisen.
Es zeigt sich auch hier der indirekte Hinweis auf eine Deregulation des Wnt-
Signalweges schon in frihen Tumorstadien.

Hinsichtlich der Prognose bezlglich der Rezidivrate, der Mortalitdt und dem
Uberleben ergab sich kein signifikanter Unterschied.

Dennoch scheint eine weitere Analyse bezuglich der tumorstadienabhangigen und
prognosebezogenen Expression als sinnvoll, um nicht nur bestehende Tumormarker
erganzen zu konnen, sondern auch, wie die Entwicklung von CA ll-Inhibitoren zeigte,
neue Angriffspunkt fir den Einsatz neuer Therapien anbietet zu kénnen oder

bestehende zu erganzen.
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Mit der Vorstellung, dass CA-Inhibitoren, wie Sulphonamid und Acetazolamid-
ahnliche Inhibitoren, eine Ansauerung des intratumoralen Milieus und eine
verminderte Bereitstellung von HCO3" zur Nukleotidsynthese bewirken, zeigte sich
bei der Behandlung von Leukamie-, nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom-,
Ovarialkarzinom-, Melanom-, Nierenkarzinom- sowie Mammakarzinomzelllinien mit
CA-Inhibitoren eine Verminderung des Zellwachstums (Chegwidden and Spencer
1995). Durch die Anhebung des pH-Werts in Geweben durch Verabreichung von CA-
Inhibitoren ergibt sich zusatzlich die Moglichkeit modulierend die Wirksamkeit von
Strahlen- und Chemotherapien in Geweben mit geringem pH-Wert zu verbessern

(Teicher et al., 1993).

4.3 OPN und CA Il Coexpression

Da der Nachweis einer Veranderung des Wnt-Signalweges Uber einen PTT-Assay
(protein truncation test) experimentell aufwendig ist, sollte hier untersucht werden, ob
durch die relativ einfache Analyse von Wnt-Zielgenen mittels quantitativer Real-time
PCR eine Moglichkeit besteht, im klinischen Bereich individuelle Aussagen Uber eine
Wnt-Mutation zu treffen. Betrachtet man die Expression der beiden Wnt-Zielgene
gemeinsam, so zeigte sich im UICC Stadium | und Il eine gemeinsame Deregulation
in 75% aller Tumore, im UICC Stadium Il in 67% und im UICC Stadium IV in 82%
aller Tumore (Tabelle ). Damit ergibt sich ein Hinweis auf eine friihe Aktivierung des
Whnt-Signalweges in der Karzinogenese CRC. In lokal fortgeschrittenen Tumoren
konnte man in 20% der Tumore noch keine OPN-Uberexpression wiederfinden,
obwohl CA Il schon herabreguliert war. Wohingegen nur 15% der Tumore, die bereits
Fernmetastasen gebildet hatten, keinen Anstieg der OPN-Expression zeigten,

obwohl auch hier CA Il unterexprimiert war. Die Analyse der gemeinsam
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deregulierten Expression von OPN und CAIl bestarkt die Ergebnisse der
Expressionsanalyse der einzelnen Gene, denn hier wird die friihe Beteiligung von CA

Il und die spate Beteiligung von OPN bei der Entstehung von CRC deutlich.

Tumore gesamt 12

Tumore ohne OPN-Uberexpression, aber mit CA II-

Unterexpression 3| 25%
Stadium | | Tumore mit OPN-Uberexpression und CA Il-Unterexpression 9| 75%

Tumore gesamt 48

Tumore ohne OPN-Uberexpression, aber mit CA II-

Unterexpression 10| 21%
Stadium Il | Tumore mit OPN-Uberexpression und CA Il-Unterexpression 37| 77%

Tumore gesamt 24

Tumore ohne OPN-Uberexpression, aber mit CA II-

Unterexpression 7| 29%
Stadium Il | Tumore mit OPN-Uberexpression und CA Il-Unterexpression 15| 63%

Tumore gesamt 32

Tumore ohne OPN-Uberexpression, aber mit CA -

Unterexpression 4| 13%
Stadium IV | Tumore mit OPN-Uberexpression und CA Il-Unterexpression 27| 84%

Tabelle 23: Gemeinsame Deregulation der Wnt-Zielgene OPN und CA Il

44 MAD2L2

Mitosekontrollgene spielen eine grof3e Rolle bei der Entstehung von Tumoren und
Mutationen dieser Gene stellen in humanen Tumoren keine Seltenheit dar.

Als mitotisches Zellzykluskontrollgen |6st MAD2L2 durch die Inhibition des APC-
Komplexes (anaphase promoting complex) beim Ubertritt der Zelle von der Meta- in
die Anaphase eine Zellzyklusblockade, um eine exakte Zellteilung zu gewahrleisten.
Einen engen Zusammenhang zwischen der MAD2-Expression und einer
Mitosekontrollpuktantwort  zeigte sich in einem MADZ2-Proteinexpression-
induzierbaren System in Ovarialtumorzelllinien. Dabei flhrte die durch Ponasterone
induzierbare MADZ2-Expression zu einer Aktivierung der Kontrollpunktantwort,

wohingegen es durch Reduktion des MAD2-Proteins zu einem Verlust der
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Mitosenkontrollpunktkontrolle kam (Wang et al., 2002). In MAD2 knockout-Mausen
konnte man Chromosomenmissegregation beoabachten (Dobles et al., 2000). Die
Deletion von einem MAD2-Allel in humanen Kolonkarzinomzellen und embryonalen
Fibroblasten erbrachte eine fehlerhafte Mitosekontrollpunktkontrolle. Nach
heterozygoter Deletion von MAD2 entwickelten Mause nach einer langen Latenzzeit
Lungentumore (Michel et al.,, 2001). Bei einer hohen Fehlerhaftigkeit von
Mitosekontrollgenen in humanen Tumoren, werden MAD2-Genmutationen sehr
selten beobachtet.

Die quantitative Real-time PCR-Analyse zeigte eine Uberexpression von MAD2L2 in
CRC und bestatigte das Ergebnis der Microarray-Analyse. Es zeigte sich ein
diskreter tumorstadienabhangiger Anstieg der MAD2L2-Expression, mit einem
signifikanten Unterschied der Genexpression im UICC Stadium [V zum
Normalgewebe. Dabei fand sich nur in 63% aller untersuchten Tumore eine
Hochregulation von MAD2L2. Den signifikanten Expressionsanstieg von MAD2L2 in
Tumoren, die bereits Fernmetastasen gebildet hatte, sehen wir im Zusammenhang
mit der steigenden Anzahl von Zellteilungsfehlern bei fortgeschrittenen Tumoren und
der dadurch zunehmend Aktivierung von Mitosekontrollsystemen.

Damit scheint das Mitosekontroligen MAD2L2 eine Rolle bei der Entstehung CRC
besonders in hdheren Tumorstadien zu spielen. Diese Ergebnisse stehen in guter
Ubereinstimmung mit dem Vogelstein-Modell, in dem die CIN besonders bei
Tumoren hoéherer Tumorsstadien an Bedeutung gewinnt. Es zeigte sich auch bei der
Analyse von Magenkarzinomen besonders bei Patienten mit synchronen Metastasen
ein Anstieg der hsMAD2 Proteinexpression (Tanaka et al., 2001).

Im Bezug auf Prognoseparameter hinsichtlich Rezidivrate und Mortalitat ergab sich
kein signifikanter Unterschied bei der MAD2L2-Expressionsanalyse. In der

univariaten Uberlebensanalyse erwies sich MAD2L2 jedoch als signifkanter
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Einflussfaktor auf das Uberleben der Patienten. In der multivariaten
Uberlebensanalyse stellte sich MAD2L2 jedoch nicht als unabhangigen

Prognoseparameter heraus.

45 SASH1

Das Uber Expressionsanalysen identifizierte potentielle Tumorsuppressorgen SASH1
zeigte sich in Mammakarzinomen unterexprimiert. Die Unterexpression von SASH1
korrelierte mit schlechter Prognose sowie mit aggressiverem Tumorwachstum. Diese
Unterexpression war in Uber 70% der untersuchten Tumore nachweisbar, so dass
eine funktionelle Beteiligung von SASH1 bei der Karzinogenese solider Tumore
vermutet wird. Zudem wurde in einer Auswahl anderer solider Tumore ebenso eine
Herabregulierung von SASH1 gefunden. Die genaue Funktion von SASH1 ist noch
ungeklart, es scheint aber als Signaladaptermolekil eine Rolle bei der
Karzinogenese zu spielen (Zeller et al., 2003).

SASH1 zeigte sich nicht nur im Tiermodell bei Darmtumoren differentiell reguliert,
sondern es liel® sich auch ein LOH von SASH1 nachweisen (eigene unverodffentlichte
Beobachtung). Die Analyse von 117 humanen Kolonkarzinomen unterschiedlicher
Tumorstadien ergab einen tumorstadienabhangigen Abfall der Expression von
SASH1. Dabei lag der Anteil SASH1-unterexprimierender Tumore bei 91%. In frihen
Tumorstadien zeigte sich bei 92-100% aller Tumore eine SASH1-Unterexpression,
bei fernmetastasierten Tumoren lag der Anteil SASH1 unterexprimierender Tumore
jedoch nur bei 77%. Damit scheint die SASH1-Unterexpression besonders in frihen
Tumorstadien bei der Entstehung und dem Wachstum von CRC eine Rolle zu
spielen.

Hinsichtlich der Prognose erlangt SASH1 erst in spaten Tumorstadien Bedeutung,

welches sich in dem signifikanten Unterschied der SASH1-Expression bei metachron
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metastasierten Patienten und bei progredienten metachronen Metastasen zeigte.
Bezuglich der Mortalitat liefld sich aber kein signifkanter Unterschied erkennen. In der
multivariaten Uberlebensanalyse zeigte sich SASH1 neben dem Auftreten von
Rezidiven, dem Vorhandensein von Lymphangiosis und dem Grading als
unabhangiger Prognoseparameter mit einem relativen Risiko von 1,07.

Aufgrund des hohen Anteils SASH1-unterexprimierender Tumore und des
tumorstadienabhangigen  Expressionsabfalls  scheint SASH1  wohl eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung CRC, besonders in frihen Tumorstadien, zu
spielen. Die Expression des neuartiger Tumorsuppressor SASH1 erweist sich zudem
als prognostischer Parameter bezlglich der Metastasierungsrate und des

Uberlebens.

5 Zusammmenfassung

Bei den drei Targets der Transkriptomstudie, gelang eine Validierung des Microarray-
Befundes, sowie eine Prazisierung uUber der Regulation der Genexpression in

unterschiedlichen Tumorstadien.

51 OPN

Die quantitative Genexpressionsanlayse zeigte besonders in fortgeschrittenen
Tumorstadien eine gesteigerte tumorstadienabhangige Expression. Bezuglich der
OPN-Expression als Prognoseparameter hinsichtlich der Rezidivrate, der Mortalitat
und des Uberlebens lieBen sich keine signifikanten Unterschiede erkennen.

OPN scheint neben der Metastasierung von Tumoren bereits in frihen Tumorstadien

eine Rolle bei der CRC Entstehung zu spielen.
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Die Analyse der Genexpression mittels quantitative Real-time PCR ergab den
indirekten Hinweis auf eine Deregulation des Wnt-Signalweges auch schon in friihen

Tumorstadien.

52 CAIll

Schon bei Tumoren frGher Tumorstadien liel3 sich eine Unterexpression von CA I
finden und damit ein indirekter Hinweis auf eine frihe Deregulation des Wnt-
Signalweges bei CRC.

Hinsichtlich der Prognose bezlglich der Rezidivrate, der Mortalitdt und dem
Uberleben ergab sich kein signifikanter Unterschied.

Klinisches Interesse an der Expression von CA Il besteht nicht nur aufgrund der
tumorstadienabhangigen Expression, sondern auch aufgrund der Mdglichkeiten der

therapeutischen Konsequenzen.

Der Nachweis einer Deregulation der beiden Wnt-Targets OPN und CA |l erlaubt
modglicherweise einen experimentell leicht zuganglichen Hinweis auf eine Wnt-

Signalstérung.

5.3 MAD2L2

Das Mitosekontroligen MAD2L2 spielt vermutlich in Ubereinstimmung mit dem
Vogelstein-Modell in Tumoren hdéherer Tumorstadien eine Rolle bei der Entstehung
der CIN.

Im Bezug auf Prognoseparameter hinsichtlich Rezidivrate und Mortalitat ergab sich
kein signifikanter Unterschied bei der MAD2L2-Expressionsanalyse. In der
univariaten Uberlebensanalyse erwies sich die MAD2L2-Expression jedoch als

signifkanter Einflussfaktor auf das Uberleben der Patienten.
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54  SASH1

SASH1 stellt ein neuartiges, potentielles Tumorsuppressorgen dar. Befunde in
Mammakarzinomen und in Tiermodellen fir CRC legen eine mogliche Rolle des
Tumorsuppressors SASH1 als Signaladapterprotein aus der Sly-Familie nahe (Beer
et al., 2001). Die Analyse der 117 humanen Kolonkarzinome mit einem hohen Anteil
SASH1-unterexprimierender = Tumore und einer tumorstadienabhangigen
Genexpression, weisen auf eine Rolle von SASH1 als Tumorsuppressor bei der CRC
Entstehung hin.

Schon in frihen Tumorstadien der untersuchten humanen Kolonkarzinome konnte
eine Unterexpression von SASH1 gefunden werden. Prognostische Bedeutung
erlangt SASH1 bezliglich der Metastasierungsrate und des Uberlebens.

Der Grund fiur eine Herabregulation von SASH1 kénnte in Mutationen, einem LOH

oder einer Promotormethylierung liegen.

6 Ausblick

6.1  Wnt-Zielgene OPN und CA Il

Der methodisch relativ einfache Nachweis einer OPN- und CA II-Deregulation mittels
quantitativer Real-time PCR ergab Hinweise auf eine frihe Aktivierung des Wnt-
Signalweges bei der CRC Entstehung. Da eine gemeinsame Deregulation von CA Il
und OPN jedoch nur in 67-82% der Tumore nachgewiesen werden konnte, sollte die
Ubereinstimmung der OPN- und CA Il-Deregulation mit der tatsachlichen Wnt-
Aktivierung Uberprift werden. Ein veranderter Wnt-Signalweg kdnnte zum Beispiel
uber den immunhistochemischen Nachweis von nuclearem (3-Catenin in Tumorzellen

detektiert werden.
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6.1.1 OPN

Die Expressionsanalyse von OPN zeigte besonders im UICC Stadium IV einen
signifikanten Anstieg der OPN-Expression. Damit ist OPN ein potentieller Marker fur
Tumore fortgeschrittener Tumorstadien. Da OPN auch im Serum nachweisbar ist,
konnte Uber einen ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) die Bestimmung

von OPN aus dem peripheren Blut erfolgen.

6.1.2 CAIl

Insgesamt 97% aller untersuchten Kolonkarzinome wiesen eine Deregulation von CA
[l auf, aber nur bei 77% der untersuchten Karzinome lie3 sich eine OPN-
Deregulation nachweisen. Damit ergibt sich ein Hinweis auf eine mdgliche zusatzlich

Regulation von CA Il aul3erhalb des Wnt-Signalweges, die untersucht werden sollte.

6.2 MAD2L2

Da besonders Tumore fortgeschrittener Tumorstadien eine MAD2L2-Uberexpression
aufwiesen und auch CIN gerade bei fortgeschrittenen Tumoren eine bedeutende
Rolle spielt, sollte eine Korrelation der MAD2L2-Deregulation und dem Auftreten von

CIN untersucht werden.

6.3 SASH1
Neben der Aufklarung der Funktion von SASH1 sollten weitere Analysen folgen, die
die Ursachen der Deregulation des neuartigen Tumorsuppressorgens wie SASH1-

Mutationen, LOH und die Promotormethylierung untersuchen.
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7 Abkurzungsverzeichnis

ACF aberrant crypt foci

APC adenomatous polyposis coli
CA carbonic anhydrase

cdc2 cell division cycle gene 2
cdk2 cyclin dependent kinase 2
cDNA complementary DNA

CIN chromosomale Instabilitat
CK1 Casein Kinase 1

CRC Kolorektales Karzinom

DNA Desoxyribonukleinsaure

Dvl Dishevelled

FAP familiare adenomatdse Polypose
Fz Frizzled

GBP GSK 3 binding protein
GAP GTPase-Aktivierungsprotein

GSK-3p Glykogen Synthase Kinase 33

HNPCC Hereditare nichtpolypdse kolorektale Karzinome
HPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
kb kilo Basen

kDa kilo Dalton

Lef lymphoid enhancing factor

LOH loss of heterozygosity

LRP Lox density lipoprotein receptor related protein

MAD2 Mitotic arrest-deficient 2



MAD2L2
MSI
OPN
PCR
RNA

RR
SASH1
SAM
SH;

Tcf

Wnt

Mitotic arrest-deficient homolog-like 2
Mikrosatelliteninstabilitat

Osteopontin
Polymerase-Kettenreaktion
Ribonukleinsaure

Ribonukleotid Reduktasen

SAM and SH3z domain containing 1
sterile a module

Src homology domain 3

T-cell factor

Wingless-type MMTYV interaction site family member
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