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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zielsetzung

Das kolorektale Karzinom ist die zweithaufigste lbls®desursache in Deutschland (Bertz et
al. 2006). Obwohl die Heilungsaussichten fur friiagdostizierte Erkrankungsfalle ohne
Lymphknoten- und Fernmetastasen (NO MO) im Allgemeri gunstig gelagert sind,
versterben bis zu 30 % dieser Patienten dennodarhalb von 5 Jahren (Ratto et al. 1998;
O'Connell et al. 2004). In der vorliegenden Arlsalite Gberprift werden, ob sich kolorektale
Karzinome mit divergierendem Krankheitsverlauf lisreum Zeitpunkt der Operation auf
der Ebene der Genexpression unterscheiden lasserhi®aus gewonnenen Erkenntnisse
konnten eine erweiterte Differentialdiagnose ernobgn, welche dem individuellen
molekularen Krankheitsgeschehen besser Rechnumyy &8 die derzeitigen histopatho-
logischen Techniken allein.

Zunachst sollten umfassende Expressionsprofile Kmionkarzinompatienten mit infaustem
(High Risk) und gunstigem klinischen Verlauf (LowsR) sowie von gesunden Kontroll-
individuen (Healthy) mittels der GeneChip-Technadogon Affymetrix erfasst werden. Nach
bioinformatischer Erstellung diskriminativer Expsesssignaturen, sollten diese hinsichtlich
ihrer Vorhersagekrafh silico getestet werden.

Ziel war es dann, ausgewahlte Transkripte aus demokfray-Analysen an einem neuen
Patientenkollektiv kolorektaler Karzinompatientem walidieren. Um Aufschluss tber das
pradiktive Potenzial zu erhalten, sollten Korrelagn zwischen der Starke der Genexpression
und dem Patiententberleben bzw. wichtigen kliniscRarametern tUberprift werden. Dabei
war es von besonderem Interesse zu klaren, obefhiarker” existieren, welche bereits im
Adenomstadium oder im peritumoralen NormalgewebeereiDeregulation unterliegen.
Daruber hinaus galt es auch, die generelle Vemiwérdigkeit der Microarray-Daten zu
evaluieren.

Abschlie3end sollte die Expression besonders vighwechender Gene raumlich im Gewebe
lokalisiert und die entsprechenden Gene in Zellkaisays hinsichtlich verschiedener
funktioneller Aspekte analysiert werden. Der geler@ufbau dieser Arbeit ist in Abb. 1

veranschaulicht.
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Abb. 1: FlieBschemadarstellung der prinzipiellen experieian Gestaltung der vorliegenden Arbeit.
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1.2 Das kolorektale Karzinom

1.2.1 Anatomie und Physiologie des gesunden Kolons und Rektums

Der kaudale Abschnitt des Magen-Darm-Kanals wirdnv@rimmdarm (Kolon) und
Mastdarm (Rektum) gebildet und besitzt eine Lange etwa 1,5 m. Grimm- und Mastdarm
werden zusammen als Dickdarm bezeichibets Kolon untergliedert sich in einen rechts
liegenden, aufsteigenden Teil (Colon ascendenggnevon rechts nach links ziehenden
Mittelteil (Colon transversum) sowie einen linksggan, absteigenden Abschnitt (Colon
descendens), welcher Uber das S-formige Sigmoideumias Rektum muindetle nach
Position in der Bauchhdhle ist das Kolon ganzliom Bauchfell (Peritoneum) umhllt oder
nur an seiner ventralen Seite mit ihm verwachsess Bektum besitzt hingegen keinen
Kontakt zum Peritoneum.

Histologisch sind Kolon und Rektum aus verschiederi@ewebeschichten aufgebaut.
Luminal findet man zunachst eine Schleimhautsch(@hinica mucosa) mit einer dinnen
Bindegewebs- und Muskelschicht. Weiter abluminagtliieine bindegewebige Verschiebe-
schicht (Tela submucosa) gefolgt von einer Musketét (Tunica muscularis propria), die
sowohl aus einer Ring- als auch einer Langsmuskukegsteht. Diese Langsmuskulatur ist im
Bereich des Kolons zu drei Streifen, den Tanierhlgdelt. Nach auf3en hin wird das
Darmrohr schliel3lich durch eine fettreiche Bindegbeschicht (Tunica serosa oder Tunica
adventitia) abgegrenzt.

Kolon und Rektum dienen der Speicherung des Damitivor der Defakation. Die Haupt-
funktion des Kolons liegt jedoch in der Absorptiam Wasser, Elektrolyten und kurzkettigen
Fettsauren, woraus eine Eindickung des Stuhls tregul Ring- und Langsmuskulatur
bewirken eine Durchmischung und den Transport dekl$S(Peristaltik). Dabei entstehen in
regelmafigen Abstanden Einschnirungen des KoloasgsiiHen).

Die lediglich aus einer Epithelzellschicht besteteedunica mucosa ist durch drisenartige
Einsenkungen, die Krypten, gekennzeichnet. Diesedeve vorwiegend von den Schleim
produzierenden Becherzellen ausgekleidet. Durchsdeernierten Schleim wird die Gleit-
fahigkeit des Stuhls erhdht und die Verletzungdgefar das Darmepithel reduziert. Neben
den Becherzellen findet man resorptive Zellen nmem Mikrovilli-Saum auf der luminalen

Seite, welche der Absorption dienen.



1 Einleitung

1.2.2 Karzinogenese

Maligne Tumoren zeichnen sich prinzipiell durchglehde zwei Charakteristika aus:

(A) Ungehemmtes Wachstum aufgrund unkontrolliertert@éling. Diese Eigenschaft ist
auch benignen Tumoren zu eigen.

(B) Gewebegrenzen Uberschreitende Proliferation. Zwgtadokaler Einbruch in
umliegende Gewebe, spater systemische Ausbreitaingyinphknoten und andere
Organe.

Maligne Tumoren mit epithelialem Ursprung bezei¢chman als Karzinome. Die meisten
kolorektalen Karzinome entwickeln sich schrittweidger die Zwischenstufe des Adenoms
aus gesunder Darmschleimhaut (Muto et al. 197%sé&iProzess ist als Adenom-Karzinom-
Sequenz bekannt. Die Ursachen flr diese malignesioemation sind auf genetischer Ebene
zu suchen. Hinsichtlich der molekularen Pathogertese kolorektalen Karzinoms werden
traditionell zwei verschiedene Pathways diskuijgmzler und Vogelstein 1997).
Schatzungsweise 70 — 80 % aller sporadischen Kdfdem Karzinome sowie solche auf dem
Boden einer familiaren adenomatdésen Polypose (FARytehen Uber den Gatekeeper
Pathway. Er ist durch chromosomale InstabilitatN)JClgekennzeichnet, die sich neben
Punktmutationen vor allem in Aneuploidie und Chremmenrearrangements manifestiert
(Lengauer et al. 1998).

Aus CIN resultieren Mutationen in Genen mit Zellmgeregulierender Funktion
(,Gatekeeper®). Dabei werden TumorsuppressorgemeRinotoonkogene mit negativer bzw.
positiver Wirkung auf die Zellteilung unterschiedeWahrend sich Mutationen mit
Funktionsverlust (,Loss of Function®) in SuppreggEmen rezessiv verhalten, wirken
Uberaktivierende Mutationen (,Gain of Function“)Pmotoonkogenen dominant. D.h. fir die
Umwandlung in ein Onkogen kann bereits eine salitdutation hinreichend sein,
wohingegen fur den Ausfall eines TumorsuppresseigebAllele betroffen sein missen. Der
mutationsbedingte Verlust der Proliferationskoné&rahfolge von CIN fihrt zur klonalen
Expansion von Zellen mit Wachstumsvorteil, die innveeiter genetische Alterationen
akkumulieren und entarten (Nowell 1976).

Fur das kolorektale Karzinom sind Mutationen ineeirReihe von definierten Tumor-
suppressoren und Onkogenen dokumentiert, welchersilRkahmen der Adenom-Karzinom-
Sequenz mit morphologischen Veréanderungen des Binkepithels korrelieren lassen
(Fearon und Vogelstein 1990). Ein Schlusselereigies Gatekeeper Pathways stellen
Mutationen des Tumorsuppressorg&RRC (Adenomatosis Polyposis Cplilar. APC ist in

den Wingless/Wnt Pathway involviert, indem es dimtgasomale Degradierung von

-4 -
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B-Catenin vermittelt. Nach funktionellem Verlust vé&xPC unterbleibt der proteasomale
Abbau vonp-Catenin. Daraufhin kanp-Catenin vermehrt in den Zellkern translozierenrtDo
transaktiviert es im Verbund mit weiteren Transkapsfaktoren Gene, die den Zellzyklus
beeinflussen (Fodde et al. 2001). APC-Mutationernden bereits im Adenomstadium in Gber
60 % der Falle nachgewiesen (Powell et al. 199it&%k in den Gatekeeper Pathway in-
volvierte Gene sind die ProtoonkogemeRas (v-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral
Oncogene Homolggund c-MYC (v-myc Myelocytomatosis Viral Oncogene Homdlsgwie
die Suppressoremumorprotein p53und DCC (Deleted in Colorectal Cancgr(Calvert und
Frucht 2002).

Etwa 10 — 15 % aller sporadischen kolorektalen iarne sowie Krankheitsfalle des
hereditaren nicht-polypdsen kolorektalen Krebssyndr (HNPCC) entstehen Uber den
Caretaker Pathway. Grundlage dieses Pathways Igbbéitelliteninstabilitat (MSI) (lonov et
al. 1993; Lengauer et al. 1998).

Voraussetzung fur MSI sind genetische Alterationem DNA-Reparaturenzymen
(,Caretaker), wie z.BMLH1 (mutL Homolog YundMSH2 (mutS Homolog 2(Calvert und
Frucht 2002). Infolgedessen resultieren Mutatioiremepetitiven Sequenzelementen nicht-
transkribierter Bereiche des Genoms sowie auchrivafie kodierender Sequenzen. Bei diesen
Genen kann es sich um Gatekeeper, wie z.B. hawugse TGFBR2(Transforming Growth
Factor, Beta Receptor )lloder andere Caretaker handeln (Calvert und Fraébe). Im
Gegensatz zum Gatekeeper Pathway kommt es zurgichkstner territorialen Expansion der
betroffenen Zellen (Perucho 1996) und diese bleilskR. diploid.

Neben Mutationen konnen auch epigenetische Eresignisvie Hypermethylierung von
Promoterregionen und Histon-Deazetylierung, einenr&mession bewirken (Momparler
2003). Des Weiteren wurde fir chronisch entzinedlidbarmerkrankungen (CED) und
Polyposis juvenilis eine maligne Transformationugeter Epithelzellen durch Einflisse des

angrenzenden abnormalen Gewebes vorgeschlagendKimz Vogelstein 1998).

1.2.3 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Die internationale Klassifikation fur Krankheitel€D-10 (International Classification of
Diseases, Injuries and Causes of Death) kodierpldsen des Kolons, Sigmoideums und
Rektums mit C18, C19 bzw. C10.

Zusammen zeigten die drei Tumorentitdten mit 70 g€dchatzten Neudiagnosen und 28.868
Todesfallen im Jahr 2002 die zweithaufigste Inzedend Mortalitat aller Krebserkrankungen
in Deutschland. Nur bei Brust- und Prostatakarzieonag die Zahl der Neuerkrankungen fir

Frauen bzw. Manner héher. 16 % aller neu regisémeKrankheitsfalle von C18-20 traten in

-5-
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einem Alter vor dem 60. Lebensjahr auf (Bertz et 2006). Weniger als 10 % aller
kolorektalen Karzinome gehen auf hereditare Prédispnen wie FAP und HNPCC zuriick
(Calvert und Frucht 2002). Die Erkrankungsrate sthi@ Deutschland nach Zunahmen in
den letzten Dekaden konstant zu bleiben (Bertzl.e2@6). Bosartige Neubildungen des
Kolons und Sigmoideums treten zusammengenommengfégig haufiger auf als solche des
Rektums. So ergab eine Online-Abfrage des saadénein Krebsregisters
(www.krebsregister.saarland.de/datenbank/datenbemR. fir den Zeitraum von 1970 —
2003 die folgende prozentuale Inzidenzaufteilurg}336 aller Neudiagnosen entfielen auf
Kolonkarzinome, 14,8 % auf sigmoidale und 46,8 % raktale Neoplasien. Dabei wird in
der letzten Zeit eine Haufigkeitsverschiebung vektalen zu weiter proximalen Tumoren
beobachtet (Obrand und Gordon 1998).

Risikofaktoren fiur Darmkrebs sind eine an tieristhetten reiche Ernahrung, Verzehr von
rotem Fleisch (Rind und Schwein), Alkohol- und Tidk@nsum, wenig korperliche Aktivitat
und Ubergewicht (Stein und Colditz 2004). Nichtrsigale Antiphlogistika, wie z.B.
Aspirin, besitzen einen protektiven Effekt (Pelegake 1994). Dies gilt auch fir post-
menopausal verabreichte Hormonersatzpraparate haveltterdings gleichzeitig das Brust-
krebsrisiko erhéhen kénnen (Enserink 2002). Fatle €ED (Colitis ulcerosa und Morbus
Crohn) gehen mit einem leicht erhdhten Risiko anpdaktalen Karzinom zu erkranken
einher (Bertz et al. 2006).

1.2.4 Diagnose des kolorektalen Karzinoms

In  Deutschland kbénnen Frauen und Manner ab dem &@bensjahr eine
Friherkennungsuntersuchung auf Vorliegen eines rékialen Karzinoms in Anspruch
nehmen. Diese umfasst eine digitale Abtastung adsuims und einen Test auf okkultes Blut
im Stuhl (Hamokkulttest). Durch Anwendung des Hakdkests konnte eine
Mortalitatsreduktion um 33 % demonstriert werdera(idel et al. 1999). Jedoch kommt es
beim Hamokkulttest vermehrt zu falsch positivendbmgssen (Towler et al. 1998), welche
unnotige Koloskopien nach sich ziehen. Denn nebemdfen kdnnen auch entziindliche
Prozesse im Verdauungstrakt oder gerinnungshemmdedé&amente intestinale Blutungen
verursachen. Obwohl auch die Detektion von AdenompmenHamokkulttest berichtet wird
(Towler et al. 1998), bleibt pramalignes Risikobpltohne Blutung unerkannt. Genauso ist
die palpatorische Inspektion des Rektums zum Nashweeiter proximal lokalisierter
Tumoren ungeeignet. Ab einem Alter von 55 wird \d@am gesetzlichen Krankenkassen eine
Kontrollkoloskopie zur Friherkennung von Darmkrebszehnjdhrigem Turnus angeboten.
Jedoch ist die Compliance fur Koloskopien gering@¥l et al. 2005). Molekularbiologische
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Marker zur Uberwindung der Limitationen der deriggib Nachweisverfahren wurden bereits
in einzelnen Studien erfolgreich gestestet (Ahlgeisal. 2000; Cruz-Correa et al. 2004),
befinden sich aber noch nicht in der Phase einimiskhen Anwendung. Auf3erhalb von
Vorsorgeuntersuchungen erfolgt die Detektion kdtaler Karzinome zunachst Uber
Koloskopie, Ultraschall und Rontgenuntersuchungéndoskopisch abgetragene Bioptate

werden einer histopathologischen Begutachtung zingef

1.2.5 TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms

Zur Klassifizierung maligner Tumorerkrankungen stutzutage das TNM-System weit
verbreitet. Dabei beschreibt T (Tumor) die Ausdetthwes Primartumors, Naf. Nodi
lymphatici = Lymphknoten) das Ausmall des Ilokalen mpiknotenbefalls und M
(Metastasen) das Vorhandensein bzw. die Abwesenlmit Fernmetastasen. Fir das
kolorektale Karzinom sind folgende Kategorien mégli T1 bei Invasion der Tela
submucosa, T2 bei Einbruch in die Muscularis pegpfi3 bei Infiltration in die abluminale
Schicht der Tunica serosa und T4 bei Befall andgdegane nach Perforation des
Peritoneums. NO bezeichnet Metastasenfreiheit dgiomaren Lymphknoten, N1 1 -3
metastasenpositive, N2 4 oder mehr betroffene Lymgten. MO bedeutet Abwesenheit, M1
Nachweis von Fernmetastasen.

Diese drei Parameter werden nach Empfehlung de€CUfianz. Union Internationale Contre
le Cancer) auf die in Tab. 1 angegebene Weise tadglieinteilung (Staging) benutzt (Sobin
und Wittekind 2002).

Der Metastasierungsort kann durch Dreibuchstabeekinaher spezifiziert werden. Dabei
stehen M HEP, M PER und M PUL fir eine Filialisieguin der Leber, im Peritoneum bzw.
in den Lungen. Postoperativ folgt dem klinischeagBtg eine histopathologisch abgesicherte
Stadieneinteilung, die als pTNM-Klassifikation bermet wird. Darliber hinaus werden die
GroRRen R, G, L und V zur Charakterisierung der Tikmamkheit verwendet. R gibt Auskunft
Uber die Ausdehnung eines nach der Operation vddmen Residualtumors (RO = kein
verbleibendes Tumorgewebe). G beschreibt den Umfdeg Zellentdifferenzierung
(G4 = vollstandig undifferenziert) und wird als toigathologisches Grading bezeichnet. L
und V geben Auskunft Uber die Lymphgefal3- bzw. \emeasion (LO/VO = keine
GefalRinvasion). Bei Unklarheit wird anstatt der Zaih x (Uberhaupt nicht beurteilbar) oder
auch, obwohl offiziell nicht vorgesehen, ein + @aeter > 0) als Suffix verwendet. Also z.B.
N+ fir N1 oder N2.
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Tab. 1: UICC-Stadiengruppierung fur das kolorektale Kaonm

5-Jahres-Uberleben von

Stadium T N M® Kolonkarzinompatienten [%] *
I T1-T2 NO MO 93,2

lla T3 NO MO 84,7

lIb T4 NO MO 72,2

lla T1-T2 N1 MO 83,4

lb T3-T4 N1 MO 64,1

llic jedes T N2 MO 44,3

\Y; jedes T jedesN M1 8,1

Erklérung:

! TumorgréRe

% Nodalstatus

® Fernmetastasierung

* nach O'Connell et al. (2004), ohne Rektumkarzinome

1.2.6 Prognostische Faktoren in der klinischen Rout  ine

Die Prognose ergibt sich priméar aus dem UICC-Staddes Patienten. Daneben gilt der
Zustand der Resektionsrander des Tumors nach deragn als einer der wichtigsten
prognostischen Faktoren (Sobin und Wittekind 200@mpton 2003). Eine postoperative
Tumorfreiheit (RO) geht mit deutlich verbessertaretlebensaussichten einher.

Des Weiteren scheinen die Uberlebenschancen inadiseaten Krankenhausern mit hohem
Patientendurchsatz (,High Volume-Kliniken*) wegemsd kontinuierlichen Trainings des
Arzteteams erhoht zu sein (Brennan 2004). Auch wias Uberleben kolorektaler
Karzinompatienten signifikant von der Intensitas d®llow-ups beeinflusst (Renehan et al.
2002; Figueredo et al. 2003). Neben Kontroll-Kolmsilen wird fur die Nachbeobachtung
eine Konzentrationsbestimmung des carcinoembryaonadatigens (CEA) in zeitlich
definierten Abstanden empfohlen (Schlag und Kréizer 2006).

Das in Abschnitt 1.2.5 dargestellte TNM-System Grundlage fur therapeutische
Entscheidungen, erlaubt allerdings keine volligzg@ Prognosenstellung fur den individu-
ellen Patienten. Analoges gilt auch fir die im Rehrder Verlaufskontrolle herangezogenen
Tumormarker CEA und CA 19-9 (Lamerz et al. 2001).

Zur Uberwindung dieses Dilemmas sind etliche pdtdiez molekulare Marker wie in
Appendix-Tab. 7 beschrieben (Kahlenberg et al. 2@dizia et al. 2004). Zur Erprobung
von prognostisch relevanten Expressionssignatuakso, ganzen Satzen von Markergenen,
werden in der medizinischen Forschung seit einigamren DNA-Chips und Tissue
Microarrays erfolgreich getestet (Prall et al. 20Mang et al. 2004b). Jedoch findet z.Zt.

kein einziger dieser Faktoren Verwendung in darigtihen Routine.
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FUr eine zukinftige klinische Anwendung von Expm@ssmarkern sind Methoden der
Nukleinsdurequantifizierung wahrscheinlich immumndatiemischen Verfahren Uberlegen,
obschon das Krankheitsgeschehen letztendlich voteiRen determiniert wird. Jedoch ist die
Immunhistochemie bislang genauso subjektiv wiekdieventionelle Histologie (Chung et al.
2002). Beispielsweise fuhrte der immunhistochengscHercepTest bei Brustkrebs-
patientinnen zu vielen falsch-positiven Befundenstahtlich eines moglichen Ansprechens
auf Herceptin (Jacobs et al. 1999; Tubbs et al1200

1.3 Verwendete molekularbiologische Techniken zur | dentifizierung

von Expressionsmarkern

1.3.1 Microarray-Technologie

Microarrays (DNA-Chips) erlauben die simultane Esiang der Transkription einer Vielzahl
verschiedener Gene (Schena et al. 1995). Das Nanmzip basiert auf der Hybridisierung
komplementérer Nukleinsauren (Southern 1975). Zerstéllung von Microarrays werden
DNA-Moleklle definierter Sequenz (,Sonden“) an dédrten Koordinaten einer festen
Unterlage (z.B. Glas oder Nitrozellulose-Membrammobilisiert. AnschlieRend hybridi-
sieren die komplementaren und zuvor fluoreszenziexdeka Nukleinsduren einer zu
untersuchenden Probe an den korrespondieren OgsnDNA-Chips. Nach Fortwaschen
ungebundener Einzelstrangmolekiile kann anhand devrdszenz definierter Orte des
Microarrays die Abundanz der entsprechenden mRNAT Probe ermittelt werden (Schena
et al. 1995).

Es werden cDNA-Chips und Oligonukleotid-Arrays ustdhieden (Mello-Coelho und Hess
2005). Erstere besitzen als Sonden cDNAs, welcls¢ mach ihrer Synthese auf den
Microarray aufgebracht (,gespottet”) werden. Letzteverden hingegen in einem der
Halbleiterindustrie entlehnten fotolithografischeerfahren produziert, bei dem die Sonden
direkt auf dem Tragermaterial des DNA-Chips synsiett  werden
(www.affymetrix.com/technology/manufacturing/indaffx). Diese ausschlie3lich von der
Firma Affymetrix hergestellten Microarrays werdarch als GeneChips bezeichnet.

Fur die Expressionsprofilierung in dieser Arbeitrden GeneChips vom Typ U95A, B, C, D
und E verwendet. Sie besitzen Oligonukleotidsongten 25 Nukleotiden Lange. Zur
Kontrolle auf unspezifische Hybridisierung existierneben den eigentlichen Sonden sog.
Mismatch-Sonden mit einer zentralen Punktmutati@B8. (Nukleotid). Sie erlauben die

Berechnung eines Detection p-values, der ein Ma@i&iReliabilitat des Expressionssignals
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eines bestimmten Transkripts darstellt. Der Debectp-value kann Werte von 0 bis 1
annehmen. Je kleiner der p-value, desto groRer Mdertrauenswuirdigkeit eines
Fluoreszenzsignals (Affymetrix 2001).
Die beiden kritischen Punkte der Microarray-Tecbga liegen in der Spezifitdt der
Hybridisierung und der Datenauswertung. Von denutesm U95-GeneChips vermag jeder
einzelne mehr als 12.000 verschiedene Sequenzeémuwaeisen. D.h. anders als beim
Northern Blot, wo i.d.R. lediglich eine solitare r#f® verwendet wird, missen beim
GeneChip mehr als 12.000 verschiedene Hybridisggmrunter den gleichen chemischen
Bedingungen ablaufen. Dies erklart, weshalb Affyigetzur Detektion von Fehl-
hybridisierungen die Berechnung des Detection pevatingefiihrt hat. Zur Analyse der
groRen Datenmengen aus DNA-Chip-Experimenten stetg¢ Vielzahl von statistischen
Methoden und Computerprogrammen zur Verfigung @A€lbelho und Hess 2005). Dabei
handelt es sich neben Verfahren der Datennormilisgeprinzipiell um

(A) die Gruppierung von Genen (,,Clustering®) und

(B) das Filtern von Genen (Selektion von Transkriptgigiaind von definierten Regeln)

anhand der Expression in verschiedenen Konditig&n2001).

1.3.2 Quantitative Real-Time PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht auf Aemplifikation von Nukleinsauren
(Mullis und Faloona 1987). Deshalb sind PCR-BefuimdeVergleich zu Microarray-Daten
als vertrauenswurdiger einzustufen. Allerdings sibeéi der klassischen PCR die
Vervielfaltigung und der DNA-Nachweis zeitlich voeinander getrennt (Endpunkt-
bestimmung). Im Gegensatz dazu erlaubt die quéméteReal-Time PCR (gPCR) die
Amplifikation von Transkripten in Echtzeit (,Realfe”) zu verfolgen. Auf diese Weise
wird sichergestellt, dass der Vergleich von PCRdBktmengen verschiedener Proben
wahrend der exponentiellen Phase der Amplifikatienfolgt. Die qPCR besitzt einen
dynamischen Bereich von 1Qung et al. 2000). Dies bedeutet, dass sich ts€tasskripte
mit einem Konzentrationsunterschied von 10.000M@i@6ichtlich ihrer Quantitat vergleichen
lassen. Im Rahmen dieser Arbeit kamen mit der SYBBen PCR und dem Tagman Assay
zwei unterschiedliche Formen der g°PCR zum Einsatz.

Die SYBR-Green PCR basiert auf der Fluoreszenzseimaloppelstrangige DNA (dsDNA)
interkalierenden Farbstoffs (Higuchi et al. 1994gu¢hi et al. 1993). Freies SYBR-Green
fluoresziert nur in geringem Male, wohingegen abNK gebundenes SYBR-Green gut
nachweisbares Fluoreszenzlicht emittiert. Deswegehalten sich die Menge an gebildetem
PCR-Produkt und Fluoreszenzstarke in der SYBR-Gre@R proportional zu einander
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(Rasmussen et al. 1998). Da SYBR-Green sequenzangighan dsDNA bindet, kann
zunachst nicht zwischen spezifischen und etwaigesperifischen Amplikons unterschieden
werden. Nach Beendigung der PCR kann jedoch duwtufittsveise Erhéhung der Temperatur
auf 95 °C (Schmelzkurvenaufzeichnung) Uber den Beatprpunkt, bei dem die maximale
Abnahme der Fluoreszenzintensitat beobachtet ward, die Grole der PCR-Produkte
geschlossen werden (Ririe et al. 1997).

Beim Tagman Assay ist hingegen eine sehr hohe fggezdurch Verwendung einer
fluorogenen Oligonukleotidsonde gewahrleistet (biadl et al. 1991; Lee et al. 1993; Livak et
al. 1995). Diese Sonde bindet sequenzspezifischschen den beiden Primer-
Anlagerungsstellen an die Template-DNA. An ihrefrfEBde besitzt sie einen fluores-
zierenden Reporter-Farbstoff, arhkE®de einen sog. Quencher-Farbsteffidl. to quench =
l6schen). Zunachst wird die Fluoreszenz des Repordeirch die raumliche Nahe des
Quenchers unterdriickt, indem der Reporter den @nd¥eil der zuvor absorbierten
Lichtenergie Uber einen Fluoreszenz-Resonanz-Esteagsfer (FRET) auf den Quencher
Ubertragt (Forster 1948). Wahrend der Extensiorsphaydrolysiert die Taqg-Polymerase
aufgrund ihrer 53-Exonuklease-Aktivitat die gebundene Sonde vdsiriile her. Dadurch
wird die Reportergruppe raumlich vom Quencher getreind beginnt zu fluoreszieren. Mit
jedem neusynthetisierten Doppelstrang wird ein Repmolekil freigesetzt und unterliegt
keinem FRET mehr. Damit ist das Fluoreszenzsignagbgational zur Menge an spezifisch-
generiertem PCR-Produkt. Zwar konnten auch unspekd Amplifikationen resultieren,
jedoch haben diese wegen der hier unterbleibendsiuBg der Oligonukleotidsonde keinen

Einfluss auf die Fluoreszenz.

1.3.3 in situ-Hybridisierung
Dieses Verfahren basiert wie die DNA-Chip-Techna@ogauf der Hybridisierung

komplementarer Nukleinsduren. Zweck ist aber irtieerkinie die Lokalisierung zellularer
MRNA und weniger eine Quantifizierung. D.h. im Geggtz zum Arbeiten mit Microarrays
wird die RNA nicht extrahiert, sondern direkt amwebepraparat (i situ’) nachgewiesen
(Singer und Ward 1982). Es eignen sich sowohl Rarafls auch Gefrierschnitte.
Einen sehr kritischen Schritt stellt bei darsiti-Hybridisierung die Fixierung dar. Dabei
muss unter Erhalt der Zellmorphologie sowohl diaklivierung jeglicher RNasen als auch
die Permeabilitat der Zytoplasmamembran fir idisit-Sonde gewahrleistet werden. Die
in sit-Sonde ist ein zur lokalisierenden Sequenz komph@ines Nukleinsduremolekil. Sie
ist entweder

(A) radioaktiv markiert,
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(B) kann Uber ein Fluoreszenz-System nachgewiesen wentky
(C)wird von einem Enzym-konjugierten Antikorper erkgnwelcher die Umwandlung
eines zunachst farblosen Substrats in ein fartigedukt vermittelt.

Mit der Erfindung von Tissue Microarrays (TMASs) wiar die parallelén situ-Hybridisierung
an multiplen Gewebepraparaten auf einem Objekttrégéer exakt denselben chemischen
Bedingungen moglich (Kononen et al. 1998). Die TNMidechnologie zeigte im Vergleich zur
Benutzung von Einzelpraparaten in einer Reihe womiunhistochemischen Studien Uber
unterschiedliche Tumorentitdten gute Genauigkeilirigne und Rimm 2004). Eventuell ist
sie sogar dem Arbeiten mit singularen Gewebes@miiberlegen (Torhorst et al. 2001). Im
Gegensatz zu immunhistochemischen Untersuchungemd sIMA-basierte in sitw-
Hybridisierungsstudien bislang weniger verbreii@essen ungeachtet stellen TMAs wegen
der Selektion reprasentativer Gewebeareale duménePathologen ein sehr konsequentes

Qualitatsmanagement dar (Giltnane und Rimm 2004).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientengewebeproben

Fur die Microarray-Analysen wurden Tumorproben va@ Kolonkarzinompatienten
(Appendix-Tab. 1) sowie Kolongewebe von 5 gesundéontrollindividuen benutzt
(Healthy). Alle Tumorpatienten waren zum Zeitpurdér Operation lymphknoten- und
fernmetastasenfrei (NO MO) und besalRen mehrhegifichirihes Tumorstadium (T1/2). Trotz
vollstandiger Tumorentfernung (R0O) kam es bei einkenl der Patienten zu Rezidivierung
oder Entwicklung metachroner Metastasen mit Todgsf(High Risk). Die tbrigen Patienten
zeigten hingegen bei einer medianen Follow-up vait 90,2 Monaten weder Rezidivbildung
noch metachrone Metastasierung (Low Risk). UmfasseRecherchen ergaben, dass die
High Risk-Gruppe irrtimlicherweise einen rezidiewse von metachronen Metastasen freien
Karzinompatienten enthielt.

Zur Validierung der Microarray-Daten wurden Tumamd Normalgewebeproben von 63
Patienten mit kolorektalem Karzinom verwendet. Diediane Follow-up Zeit dieses Stamm-
kollektivs lag bei 47,4 Monaten (69,2 Monate filedlberlebenden). Das mediane Alter zum
Zeitpunkt der Operation betrug bei einer Alterssgamon 37,9 bis 91,9 Jahren 65,7 Jahre
und der Anteil mannlicher Individuen belief sichf&r,1 %. Bei 25 Patienten war das
Karzinom im Kolon, bei 18 im Sigmoideum sowie béiiin Rektum lokalisiert. Fur 5 Indi-
viduen war keine eindeutige LokalisationsangabelitidgNach der UICC-Stadieneinteilung
befanden sich 11,1 % der Patienten im Stadium,1, 38im Stadium II, 6,4 % im Stadium I
und 44,4 % im Stadium IV. Appendix-Tab. 2 zeigt htige klinische Parameter fir alle 63
Patienten. Fur Expressionsuntersuchungen an Ademomeiteren Primartumoren sowie
Metastasenmaterial wurden Proben von zusatzlichererien verwendet. Alle Gewebe-
proben wurden nach der chirurgischen Resektiofissigem Stickstoff schockgefroren und
bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Des Weiteren wurden Bioptate von 14 Tumoren sowWikdorektalen Gewebeproben ohne
pathologischen Befund fur die GeneChip-Validierungpenutzt. Die Lagerung der Biopsie-

proben erfolgte in RNAlater-Lésung.
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2.1.2 Eukaryote Zellen

COS-7

HT-29

LS 174T
MDA-MB 435
SW480

2.1.3 Bakterien

pGIKS-BioB #87487
pGIKS-BioC #87488
pGIKS-BioD #87489
pGIKS-CRE #87490

American Tissue Culture Collection
American Tissue Culture Collection
American Tissue Culture Collection
American Tissue Culture Collection

American Tissue Culture Collection

American Tissue Culture Collentio
American Tissue Culture Colleatio
American Tissue Culture Collentio

American Tissue Culture Collection

chemisch kompetente TOPEO coli Invitrogen

2.1.4 Molekularbiologische Kits und Standards

Apo-ONE(R) Homogeneous Caspase 3/7 Assay Promega
BioArray HighYield RNA Transcript Labeling Kit EnzbDiagnostics

Calcein-AM

DNA-Molekulargewichtsmarker VIII (19 — 1114 bp)
RNase-Free DNase Set (50)

OneStep RT-PCR Kit

pcDNA3.1/V5-His-TOPO TA Expression Kit
Qiagen Plasmid Maxi Kit (25)

QIAprep Spin Miniprep Kit (250)

QIAshredder (250)

RiboGreen RNA Quantitation Reagent and Kit
RNA 6000 Nano LabChip Kit

RNeasy Mini Kit (250)

Superscript Choice System

SYBR-Green PCR Master Mix

Tagman Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG

2.1.5 Plasmid-DNA
pcDNAS3.1/V5-His-TOPO

-14 -

Molecular Probes
Rar
Qiagen
Qiagen
Invitrogen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Moleciebes
Agilent
Qiagen
Gibco BRL
Applied Biosystems
pligal Biosystems

Invitrogen
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2.1.6 Primer und Assays-on-Demand

Das Design der Primer zur Generierung von Sondenirgsiti-Hybridisierung erfolgte
mithilfe des Online-Dienstes HUSAR. Die Primer flie g°PCR ohne Sonde (SYBR-Green)
wurden mit der Software Primer3 entworfen. Die Rrisequenzen lauteten wie folgt:

Primerset Forward Primer (5'—3")

784

804 TTGTGCTGTGGACCAGTAAATACA
814 TCTGTATTAAGGCCTCCATTTCAGT
910 TCTCTGCAGGGCGCTTTG
CHO-15/16 GGCATCGTGATGGACTCCG
CLDC AGTAGCAGTTCCGGAGTCCA

EXT CACTCTGGATGAGGCTGATGAG
ICLD-1 AAACCCAATGCTTTGATTGTTC
ICLD-2 TGTCATGCCTCAGTGGAGAG
IREG-1 AGACCTGGGTTGATGCAGATCT
MEC TTGGCTGCTGTCATCCTTCAT
QAC TCAGCAAGCAGGAGTATGACGA
RAB TTTGTCAGCCAGTTCCCGA

RCL? GATTGTTGATTTGCCTCTTA

REG AGACCTGGGTTGATGCAGATCT
SER TGTGGAAATCACGGTTCCAAC
SMA CCTGCACCAAAAACTTTAGGATTC
BGH

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

T7 (dT)®

Reverse Primer (53"

TCCTGTTGAATTTAATAGGCTCTCTTT TGATAGCTCCCAAATAACTATTAGAAATC

GCATGTCGAAGGTTTGTTTCT®
CGGGTTCATTAAAGAGACAAAAGACA
GTTACCGCACCTGCCTTCAC
GCTGGAAGGTGGACAGCGA
CAAAGTTTCTTTGGGGTCCA
TCACCTCGCACAGCTCGTT
CAAGAAAAAAAAAGCCTCTGGG
TGATGATGAAGATGATTCCAGC
GGTTGCCCGAATTCATGTTCT
CGGGCTGACACAGATTCTTCT
CGCAACTAAGTCATAGTCCGCC
GGCAACAAGGCAGACCTACC
TCCAGCTGCCTCTAGTTTTTGAA
GGTTGCCCGAATTCATGTTCT
CCACGAAAGTGCGTTTCTTTG
TCCAGAGCCCCAACCACTT
TAGAAGGCACAGTCGAGG

GCATTAGCGGCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGA(T)V, V = A, C, oder G

! De Smet et al. (1994)
2 Higham et al. (1999)
% Baugh et al. (2001)

Diese Oligonukleotide wurden genauso wie die Randéemamer-Primer von der Firma

BioTez bezogen. Fur die gPCR mit Sonde (Tagmany)sgarden die folgenden Assays-on-

Demand (im Fall vo-Aktin: Pre-Developed Assay) von Applied Biosystems veest:

Gensymbol Genname Identifier

AQP8 Aquaporin 8 Hs00154124 ml
ACTB S-Actin 4310881E
CCR3 Chemokine (C Motif) Receptor 3 Hs00266213 sl
CLDN7 Claudin 7 Hs00600772_m1
CLDNS8 Claudin 8 Hs00273282_s1
REG1A Regenerating Isi&terived 1 Alpha Hs00602710_g1

2.1.7 Antikdrper, Enzyme und sonstige Proteine

Azetyl-BSA

Akkutase

AmpliTaq DNA Polymerase

Gibco BRL
PAA Laboratories
Applied Biosystems
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AmpliTaq Gold DNA Polymerase

AmpliTaq PCR-Puffer mit 25 mM MggGl
anti-DIG-AP-Fab-Fragmente
anti-Streptavidin-Antikdrper (Ziege), biotinyliert
Bovines Serumalbumin

Hind 11l mit 10 x Restriktionsendonuklease-Puffer R

Kpn I mit 10 x Restriktionsendonuklease-Puffer Kpnl

M-MLV Reverse Transcriptase mit 5 x RT-Buffer
Paclitaxel

R-Phycoerythrin Streptavidin

Proteinase K

RNasin

T7 RNA-Polymerase

Trypsin/EDTA

XhO I mit 10 x Restriktionsendonuklease-Puffer R
Ziege IgG

2.1.8 Antibiotika

Ampizillin-Natriumsalz
Gentamyzin (10 mg/mL)
Penizillin/Streptomyzin (x 100)

2.1.9 Chemikalien

Antifoam O-30

5'-Azacytidin

Borsaure

Bromphenolblau

DEPC-HO

Dextransulfat

DIG RNA Labeling Mix

DMEM Low Glucose without L-Glutamine
DMEM ohne Phenolrot

DMSO (steril)

dNTPs (100 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP)
EDTA
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Applied Biosystems
Applied Biosystems
Roche
Vector Laboratories
Sigma
Fermentas
Fermentas
Prayae
Sigma
Molecular Probes
Roche
Promega
Roche
PAA Laboratories
rn@ntas
Sigma

Roth
PAA Laboratories
PAA Laboratories

Sigma
Sigma
Roth
Roth
Ambion
Amersham-Pharmacia
Roche

PAA Laboratesi
Biochrom
Sigma

Amershédraracia

Sigma
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EDTA-diNatriumsalzlésung

Eisessig

Eosin

Ethanol

Ethidiumbromid (10 mg/mL)

Euparal

FCS Gold

Fibronektin (human)

Ficoll

Formamid

Glutamin (x 100)

Glycerol

Glycin

HBSS

Hefe-tRNA

Kaisers Glyceringelatine fur die Mikroskopie
Kaliumazetat

Kollagen Typ | (Ratte)
Kontroll-Oligonukleotid B2
Lachsspermien-DNA
Magnesiumazetat-Tetrahydrat
Mayer's Hematoxylin Solution (0,1 %)
Medim-Plast 58 Gewebeeinbettmittel
2-Mercaptoethanol

MES Monohydrat

MES-Natriumsalz

5 M NaCl, RNase-frei, DNase-frei
Natriumchlorid

Natriumzitrat

Nitroblau Tetrazolium/Bromochloroindolyl-Phosphat

PBS, pH=7,2
PBS (steril)
95 % Polyvinylpyrrolidon

Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bradfordy&en
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Sigma
Roth
Sigma
Roth

Roth
Roth
PAA Laboratories
BD Biosciences
Fluka
Fluka
PAA Laboratories
Merck
Roth
PAA Laboratories
Roche

Merck
Roth
BD Biosciences
Affymetrix
Sigma
Roth
Sigma
Medim-Histotesibgie

Fluka
Sigma
Sigma

Ambion
Roth
Sigma

odRe
Gibco BRL
PAA Laboratories
Roth

Bio-Rad
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RNAlater
Roti-Phenol/Chloroform
Salzsaure

Seakem LE Agarose
20 x SSPE
TransFectin Lipid-Reagenz
Trizma Base

Trizol LS-Reagenz
Trypton

10 % Tween 20

Xylene Cyanol

Xylol

Yeast Extract

Zitronensaure

Ambion

Roth
Roth
BioWhittaker
BioWhittaker

Bio-Rad

Sigma
Gibco BRL
BD
Calbiochem
Bio-Rad
Roth
Serva
Roth

2.1.10 Puffer, Losungen und Kulturmedien

in siti-Hybridisierunag:
0,2 % Glycin/PBS:

PBT:

20 x SSC:

50 % Dextransulfat:

100 x Denhardts-LOsung:

Hybridisierungslosung:

0,2 g Glycin in 100 mL PBS
0,1 % Tween 20 in PBS

3,0 M NaCl
0,3 M Natriumzitrat
pH = 7,0, autoklavieren

50 g Dextransulfat in 100 mLAXEHO

2 g BSA
2 g Ficoll
2 g Polyvinylpyrrolidon
ad 100 mL mit DEPC-$D

20 pL 20 x SSC
10 pL 50 % Dextransulfat
1 pL 100 x Denhardts-Losung
50 pL 50 % Formamid
1 pL Hefe-tRNA
2 pL Lachsspermien-DNA
ad 100 pL mit DEPC4®

-18 -



2 Material und Methoden

Bakterienkultur:

LB-Medium: 10 g Trypton
5 g Yeast Extract
10 g NaCl
ad 1000 mL mit kO, autoklavieren

50 pg/mL Ampizillin frisch hinzuflgen

Zellkultur:
Kulturmedium: 5 mL Penizillin/Streptomyzin
5 mL Glutamin
50 mL FCS Gold (10 %) oder 5 mL FCS Gold (1 %)
ad 500 mL mit DMEM
PBS: 2,5 mL Gentamyzin

5 mL Penizillin/Streptomyzin
ad 500 mL PBS (steril)
Gelelektrophorese:

10 x TBE-Puffer: 54,0 g Trizma Base
27,5 g Borsaure
20,0 ml 0,5 M EDTA, pH =8,0
ad 1 L mit HO, autoklavieren

Probenpuffer: 0,05 g Bromphenolblau
8,7 mL Glycerol
3,0 mL Ficoll
0,04 g Xylene Cyanol
ad 20 mL mit DEPC+®, bei -20 °C lagern

Molekulargewichtsmarker VIII: 20 pL StammloésurgdbQ png/mL)
160 pL DEPC-HO
20 pL Probenpuffer
aliquotieren und bei 4 °C lagern

2.1.11 Gerate

Begasungsbrutschrank HERA Cell 240 Heraeus

2100 Bioanalyzer Agilent

Biofuge 28 RS mit Festwinkelrotor HFA28.1 Heraeep&ech
BioPhotometer Eppendorf
Gelelektrophoresekammer M.A.K.1 Bachler FeinTech
GeneArray Scanner Agilent

GeneChip Fluidics Station 400 Affymetrix
GeneChip Hybridization Oven 640 Affymetrix
lonenaustauscher E-pure Barnstead
Kryotom CM3000 Leica
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Laser Capture Microdissection-Gerat SL pCut
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
Mikropipetten

Mikroskop Axiovert 25

Mikroskop BX50

Mirkowelle R-3V14

MTAL Manual Tissue Arrayer

Peltier Thermal Cycler PTC-200

pH-Meter 766

Prism 7000 Sequence Detection System

Saugapparatur fur Zellaggregationstest

Spannungsversorgung fur Elektrophorese Phero-50éb.

Spectra Fluor Fluorometer
Thermomixer 5436

Tischzentrifuge 5415 C mit Rotoren F-45-18-11/F2468

Transilluminator UVT-28 MP

Varifuge 3.0R mit Ausschwingrotor 8074
Vortexer Vortex-Genie 2

Waage 510-33

Warmeschrank B15

2.1.12 Computerprogramme und Online-Dienste

GeneSpring Version 4.2
HUSAR Bioinformatics Lab
Microarray Suite Version 5.0
NetAffx Analysis Center
Primer3

SPSS Version 12.0

2.1.13 Verbrauchsmaterialien
Combitips

Deckglaschen
DIG-Quantifizierungsstreifen
Einmalkivetten

Human Genome U95A Array
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MMI
BDK
Eppendorf
Zeiss
Olympus
Sharp
Alphametrix
Biozym
Calimatic
Applied Biesys
Spezialzgieg
Biotec-Fischer
Tecan
Eppendorf
Eppendorf
Herolab
Heraeus $sga
Scientific Industries
Kern & Sohn

Heraeus

Silicon Genetics
DKFZ
Affymetrix
Affymetrix
Whitehead Institute
SPSS

Eppendorf
Roth
Roche
Plastibrand
Affymetrix
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Human Genome U95B Array

Human Genome U95C Array

Human Genome U95D Array

Human Genome U95E Array
Injektionsspritzen

Kanilen

Nylon Cell Strainer (40 um)

Nylonfilter (10 pm)

Nylonfilter (40 pm)

Optical Adhesive Covers

Phase Lock Gels

Pipettenspitzen

Rahmchen mit RNase-freier Polyethylen-Naphthalatrldein
Reaktionsgefalie

Spitzréhrchen

Sterilfilter (0,22 um) fur grof3e Volumina
Sterilfilter (0,2 um) fur kleine Volumina
Superfrost Objekttrager

Test3 Array

3 mL-Tropfpipetten

96-Well Optical Reaction Plate
Zellkulturplastikwaren

2.2 Methoden

Affymetrix
Affymetrix
Affymetrix
Affymetrix
Braun
Braun
Falcon
VWR
VWR
Applied Biosystems
Eppendorf
Eppendorf
MMI
Eppendorf
Falcon
Millipore
Schleieh& Schuell
Menzel
Affymetrix
VWR
Applied Biosystems
TPP

Soweit nicht anders angegeben, wurden Standardqpltgonach Ausubel et al. (1987)

verwendet.

2.2.1 Microarray

2.2.1.1 Laser Capture Microdissection

Die Laser Capture Microdissection (LCM) ermoglicdd, definierte Areale einer Gewebe-

sektion unter direkter Kontrolle am Mikroskop miinem

Laserstrahl zu isolieren und

anschlieBend fur molekularbiologische Untersuchonge benutzen (Emmert-Buck et al.

1996). Hierzu wurden 10 um dicke Kolongewebeschnitt Kryostaten auf MetallrAhmchen
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mit Polyethylen-Naphthalat-Tragerfolie aufgezoged mach einminttiger Fixierung in 70 %
Ethanol unter RNase-freien Bedingungen mit Hamdbmgosin gefarbt. Anschliel3end
wurden karzinomatdse bzw. epitheliale Gewebeare#ldem SL pCuselektiv angereichert.
Die LCM erfolgte bei 20-facher VergroRerung, wobig Laser-Leistung zwischen 25 — 75 %

der totalen Leistung variiert wurde.

2.2.1.2 GeneChip-Experimente

Die Durchfihrung der DNA-Chip-Analysen sowie aN@rher notwendigen Prozesse erfolgte
nach Empfehlungen des Herstellers. Die isoliert®&AR einer definierten Patientengruppe
(Healthy, Low Risk oder High Risk) wurden vor deynthese von Copy DNA (cDNA)
vereinigt, sodass 2 ug totale RNA eingesetzt wekibemten. Abweichend vom Affymetrix-
Protokoll wurde fur die cDNA-Synthese ein T7 (giffPrimer (Baugh et al. 2001) verwendet.
Anschlie3end erfolgte die Herstellung von Biotinrkierter Copy RNA (cCRNA) mittels T7
RNA-Polymerase. Da jedes cDNA-Molekul hierbei i.drRehrmals revers transkribiert wird,
kommt es zu einer Amplifikation um etwa den Fak2dr Zur Vermeidung der Einfuhrung
von Konzentrationsunterschieden zwischen verschmdeRNA-Spezies wurde auf eine
weitergehende Amplifikation verzichtet. Nach Fragwerung der cRNA, Hybridisierung
und Waschen, wurden auf dem GeneChip gebundeneeiNs&liren mit Streptavidin-
Phycoerythrin gefarbt und fluorimetrisch quant#izi Die Gruppen High Risk und Low Risk
wurden stets als préaparative Duplikate, Healthygeh Microarray-Typ doppelt oder dreifach

erfasst.

2.2.2 Bioinformatische Auswertung der Microarray-Da  ten

Nach der primaren Datenerfassung wurde der Skabsruund Normalisierungsfaktor
innerhalb der Software Microarray Suite bei 1 bsdas Die Auswertung der
Expressionssignale erfolgte mit dem Programm Geme$mach Import der Microarray-
Daten im Excel-Format. Um zwischen tatsédchlichenoldgischen) Genexpressions-
unterschieden und messtechnischen Schwankungen ifferemizieren, mussten die
Microarray-Daten vor jeder Analyse normalisiert desn. Hierzu wurden die Rohsignale aller
Sequenzen eines GeneChips nach Formel (1) durchmddgane Rohsignal des gesamten

Microarrays dividiert (,Per-Chip Normalization®):

Rohsignalvon Transkript X
Median der Rohsignalealler Transkripe

Normalisigtes Signal=

1)
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Sequenz-Annotationen wurden mittels der GeneSpidaktion automatisch Uber das
Internet aktualisiert. Fur ausgewahlte Gene wur@ene Ontology-Beschreibungen Uber das
Internetportal NetAffx bezogen.
Zur Expressionsdatenanalyse wurden flr jeden deerSchiedenen GeneChips der U95'er
Serie (U95A, B, C, D sowie E) 4 verschiedene Geastierstellt (20 Listen insgesamt). Diese
enthielten Transkripte mit mindestens um den Faktor
1. erhohter Expression in der High Risk- im Vergleictr Low Risk-Gruppe, d.h.
Fold Changeigh risk/Low Risk> 4,
2. erniedrigter Expression in der High Risk- im Veigkezur Low Risk-Gruppe, d.h.
Fold Changgign riskiLow Risk< 0,25,
3. erhohter Expression im Tumor (High Risk + Low Risk) Vergleich zu gesundem
Kolongewebe (Healthy), d.h. Fold Chang@orHeaihy> 4 bzw.
4. erniedrigter Expression im Tumor (High Risk + Lougsk) im Vergleich zu gesundem
Kolongewebe (Healthy), d.h. Fold Chanrggorteaithy=< 0,25.
Darlber hinaus mussten die extrahierten Sequenzenaeitere Bedingungen erfillen:
(A) Die Signale durften zwischen Replikaten nicht meits um den Faktor 0,4
voneinander divergieren.
(B) Der Detection p-value musste fur den tUberexprirareZustand in mindestens 50 %
der Replikate 0,04 oder weniger betragen.
In 6 Fallen wurden fir die Validierung per quarititar Real-Time PCR auch Transkripte
nach weniger restriktiven Kriterien (Fold Changeh®ankung der Replikate sowie Detection
p-value) aul3erhalb dieser 20 Genlisten selektrt. bioinformatischen Vorab-Validierung
wurden die Expressionsdaten der Genlisten fur diestefung von Experiment-
Dendrogrammen herangezogen. Hierbei wurde fur jddieroarray-Typ die Gesamtheit aller
Transkripte aus den 4 entsprechenden Listen vemteioperiment-Dendrogramnstellen
eine Form des hierarchischen Clusterns dar (Eiseh. €998), um zu Uberprifen, ob eine
Expressionssignatur (Microarray-Daten der Trans&ripus den erstellten Listen) fur die
Gruppierung verschiedener Konditionen (Healthy, LRk und High Risk) geeignet ist. Die
Erstellung der Dendrogramme erfolgte unter Zugriegieng der Spearman-Korrelation

(nichtparametrischer Test)
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2.2.3 Validierung der Microarray-Resultate mittels guantitativer Real-Time PCR

2.2.3.1 Gewebeaufarbeitung

Kryostatschnitte (10 um) wurden in 350 |BEMercaptoethanol-haltigem RLT-Puffer lysiert
und durch rigoroses Vortexen grob homogenisiert. ddste und letzte Gewebeschnitt (5 um)
wurden auf einen Objekttrdger aufgezogen und naémadtoxylin-Farbung von einem

Pathologen befundet. Tumorproben, die nicht auseeid Tumorgewebe enthielten sowie

Normalgewebeproben mit Tumorarealen wurden verworfe

2.2.3.2 RNA-Isolation

Die RNA-Extraktion erfolgte mithilfe des RNeasy MiKits und QIAshredder-Saulen nach
Vorgabe des Herstellers. Das Funktionsprinzip degd®y Kits beruht darauf, dass RNA-
Molekule der aufgeschlossenen Zellen an eine §#ic®lembran binden, von der sie nach
mehreren Waschschritten mit Wasser wieder eluiertien. Dabei erfolgt ein Ausschluss von
RNA-Molekilen < 200 bp und damit von stark fragmemér RNA. Zwecks Eliminierung
jeglicher genomischer DNA (gDNA) wurde in die EXxtianssprozedur ein DNase-Verdau
nach Herstellerangaben integriert. AnschlielBendde/udie RNA-Konzentration spektral-
photometrisch bestimmt und die RNA-Integritdat dureme Reverse Transkription mit
anschlieBendeB-AktinPCR (RT-PCR) Uberpruft. Bei der durchgefuhrten 8ep RT-PCR
(Tab. 2 und Tab. 3) finden das Umschreiben der RINADNA und die anschlieRende PCR
ohne zwischenzeitliche Zugabe von weiteren Reagargatt. Das verwendete Primerset (De
Smet et al. 1994) umspannte 2 Introns, sodass berhandensein unerwinschter gDNA
neben dem erwarteten PCR-Produkt (613 bp) ein mesitgroReres DNA-Fragment (820 bp)

generiert wurde.

Tab. 2: Pipettierschema zur Durchfiihrung dieAktin Tab. 3: Ablaufschema dep-Aktin OneSte
OneStep RT PCR. RT PCR.
Bestandteil Volumen [pL] Temperatur [°C]  Zeit  Zyklen
DEPC-HO 13,2 50 30 min 1
5 x RT-PCR Puffer 4,0 95 15 min 1
50 uM Primer CHO-15 0,1 94 90s
50 uM Primer CHO-16 0,1 68 60 s 30
10 uM dNTP-Mix 0,8 72 120s
RT-PCR Enzym-Mix 0,8 72 10 min 1
RNA 1,0
Summe 20,0
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2.2.3.3 cDNA-Synthese

1 — 3 pg RNA wurden mit 2 pL 50 pM Random Hexam&mBrn in einem Volumen von
25 pL far 10 min bei 70 °C und anschlieRend fumiif auf Eis gehalten. Nach Zusatz von
25 pL cDNA-Synthese-Mix (Tab. 4) erfolgte Inkubatidoei 37 °C fur 1 h. Zwecks
Prazipitation der cDNA wurde mit 100 pL Ethanol setzt und 30 min bei -40 °C deponiert.
Danach wurde fur 20 min mit 15.000 rpm (Rotor HFA2&ind bei 4 °C zentrifugiert, das
Pellet mit 70 % eiskaltem Ethanol gewaschen, gkivet; in 50 uL DEPC-pO aufge-
nommen und bei -20 °C weggefroren. Zur Uberpriifaimgr erfolgreichen cDNA-Synthese
wurde eineB-Aktin PCR nach Angaben in Tab. 5 und Tab. 6 durchgefihnt Detektion

etwaiger gDNA waren die eingesetzten Primer (Det&nal. 1994) Intron flankierend.

Tab. 4: Pipettierschema zur Durchfihrung der Reversenskrgstion.

Bestandteil Volumen [uL]
DEPC-HO 4,5
5 x M-MLV RT Buffer 10,0
1 mg/mL BSA 5,0
25 mM dNTP-Mix 2,5
40 U/uL RNasin 1,0
200 U/pL M-MLV 2,0
RNA + Random Hexamer-Primer 25,0
Summe 50,0
Tab. 5: Pipettierschema zur Durchfihrung @eAktin. Tab. 6: Ablaufschema dej-Aktin PCR.
Bestandteil Volumen [uL] Temperatur [°C] Zeit Zyklen
DEPC-HO 11,65 94 30s
10 x Buffer 2,00 59 30s 30
5uM Primer CHO-15 0,40 72 60 s
5 uM Primer CHO-16 0,40 72 10 min 1
2 mM dNTP 2 mM 2,00
5 U/uL AmpliTaq 0,25
cDNA 3,30
Summe 20,00

2.2.3.4 Quantitative Real-Time PCR

Die gPCR wurde entweder mit dem FluoreszenzfarbS¥BR-Green | oder als Tagman
Assay mit fluorogener Sonde durchgefiihrt. Am Vorggr qPCR wurde eine 96-Well
Mikrotiterplatte mit 100 ng cDNA/Well belegt undedcDNA lber Nacht unter dem Abzug
getrocknet. Unmittelbar vor dem Start der gPCR wysdles Well mit 20 uL Reaktionsmix
(Tab. 7) beschickt. Alle Reaktionen wurden, wenchhianderes beschrieben, als Triplikate
ausgefuhrt. Fir SYBR-Green PCRs wurden die optim&amerkonzentrationen in Vor-
versuchen ermittelt. Die optimalen Konzentratioserd aus Tab. 8 ersichtlich. Fir Tagman

PCRs wurden kommerzielle Primer-Sonden-Gemischaaysson-Demand) verwendet, die
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keiner weiteren Optimierung bedurfen. Die Sequenden in den Assays-on-Demand
enthaltenen Primer und Sonden werden vom Hersteilbdit bekannt gegeben, sind aber so
gewahlt, dass die Sonde Uber eine Exon-Exon-Graghkedisiert und damit wegen der in
gDNA vorhandenen Introns ausschlie3lich an cDNAdbinAlle gPCRs liefen im ABI Prism
7000 Sequence Detection System und nach dem gheithermocyclerprogramm ab (Tab.
9). Zum Ausschluss einer Koamplifikation unerwirnsclDNA-Fragmente schloss sich an
alle SYBR-Green PCRs eine Schmelzkurvenanalyse an.

Tab. 7: Pipettierschemata zur Durchfiihrung von SYBR-GreER®und Tagman Assays.

SYBR-Green PCR Tagman Assay

Bestandtell
Volumen [uL] Volumen [uL]
2 x SYBR-Green PCR Master Mix 10 -
5 UM Forward Primer entsprechend optimaler -
5 UM Reverse Primer Konz. (Tab. 8) -
2 x Tagman Universal PCR Master Mix - 10
20 x Assay-on-Demand Gene Expression Assay Mix - 1
DEPC-HO Mix ad 20 9
Summe 20 20

Tab. 8: Optimale Primerkonzentrationen fir die SYBR-GreenTab. 9: Ablaufschema der qPCRs (SYBR-

PCR in Abhangigkeit vom untersuchten Transkript. Green + Tagman).

Gensymbol Primerset Optimale Konz. [nM] Temperatur [°C] Zeit Zyklen
ACTB QAC 100 95 10 min 1
CCL28 MEC 250 95 15s 40
EXTL3 EXT 100 60 60s

ITGAG 784 150

Al247408 804 100

Al870708 814 150

RAB27B RAB 300

REG1A REG 150

SERPINE2 SER 200

SMARCA3 SMA 150

TMEPAI 910 150

2.2.3.5 Auswertung der quantitativen Real-Time PCR

Die Auswertung der qPCRs erfolgte tber dieCr-Methode (Livak und Schmittgen 2001).
Hierzu wurden die ermittelten Fluoreszenz-Schwelleme (G-Werte) nach Microsoft Excel
exportiert. Der @-Wert bezeichnet jenen PCR-Zyklus, bei dem die gseree Fluoreszenz
erstmals das Hintergrundsignal signifikant tbegsteBei der AACr-Analyse dienten die
Ct-Werte einer standig mitgefihrten cDNA-Stammlds@ang kolorektalen LS 174T-Zellen
als Kallibrator. Dadurch wurde die Genexpressionaiten Proben als Vielfaches der

Zellkulturexpression (,Relative Amount) ausgedrtickDer AACr-Methode liegt die
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Gleichung (2) zugrunde. Dabei stek€; fur die Differenz der &Werte des untersuchten
Transkripts (,Gene of Interest”) und des Housekegienss-Aktin (ACTB)

Relative Amount= 2_(A Crerabe = ACTcatinrator ) (2)

2.2.4 Tissue Microarray-basierte in situ-Hybridisierung

2.2.4.1 Herstellung von Tissue Microarrays

Bis zu 60 zylindrische Gewebestanzen (,Cores”) Rasaffinprparaten wurden mithilfe
eines Tissue Microarrayers an definierten Koordinaines Paraffinblocks (Medim-Plast 58)
eingelassen. Von diesem Tissue Microarray (TMA)demr anschlielend per Kryotom 1 pum
Dicke Querschnitte auf Objekttrager aufgezogen aisdGanzes einen sit-Hybridisierung
unterzogen. Die Konstruktion der TMAs erfolgte inallFder Serien ,Kolon MO/1* und
.Magen MO0/1* durch Dr. Wolfgang Haensch, im FallnvgG2A/G2B* durch Yiyang Dai
Tab. 10 gibt eine Ubersicht aller verwendeten TMB& TMA-Serie ,Kolon MO/1* beinhal-
tete u.a. Gewebestanzen von 55 Patienten aus denm&bllektiv fur die gPCR-Analysen.

Tab. 10: Charakterisierung der benutzten TMA-Serien bzgérkdnft und Fernmetastasierungsstatus der

enthaltenen Gewebeproben .

. Gewebe Metastasierung
r rgan Array-Nr.
Serie Orga &y Tumor Normal MO M1
Kolon M0/ Kolorektum 1 X X X
2 X X X
G2A/G2B Kolorektum 1+2 X X X
1+2 X X
3+4 X X
Magen MO/ Magen c y 5
6 X X
Erklarung:

! bei Normalgewebe bezieht sich M0/1 auf den kowadjerenden Tumor
2 mehrheitlich Patienten aus dem fiir die qPCRs éemiStammkollektiv
3 von insgesamt 26 metastasierten Patienten wiesémdiduen Peritonealmetastasen (M1 PER) auf

2.2.4.2 Durchfihrung der TMA-basierten in situ-Hybridisierung

Die in situi-Hybridisierung erfolgte nach Angaben von Grets@tedl. (2003) an 1 um dicken
TMA-Praparaten. Abweichend wurden die Paraffinpraf@zur Fixierung zweimal fir 2 min
in Xylol gehalten, nach absteigender Ethanolreileimal fir 10 min in PBT gewaschen, fir
15 min mit Proteinase K inkubiert, in 0,2 % Gly&BS getaucht sowie nach aufsteigender
Alkoholreihe 1 h bei Raumtemperatur getrocknet. D&steren enthielt die Hybridisierungs-
l6sung nur 25 % Formamid. Zur Sondengenerierungderurdie in Tab. 11 aufgelisteten

Primer und Restriktionsenzyme verwendet. Die opgemadybridisierungstemperaturen sind
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ebenfalls aus Tab. 11 zu entnehmen. Das Nachwazgprberuht auf der spezifischen
Hybridisierung einer Digoxigenin-markierten RNA-®f@nmit der zu detektierenden mRNA-
Spezies. Nach der Hybridisierung bindet ein Enzykeppelter anti-Digoxigenin-Antikérper
an die Sonde, wodurch farbloses NBT/BCIP-Substrafitrdblau Tetrazolium/
Bromochloroindolyl-Phosphat) in einen lichtmikrogkech nachweisbaren Farbstoff
umgesetzt wird. Zur Kontrolle auf unspezifische Hgisierung wurden neben den
Antisense-Sonden (fur die eigentliche Reaktion}tssi@uch Sense-Sonden an separaten
Schnitten hybridisiert. Bei der mikroskopischen wastung wurden die Farbeintensitat (0, 1,
2 oder 3) und der prozentuale Anteil des gefarlAesals bestimmt. Fur die statistische
Analyse wurden neben diesen beiden GroRen zweiergeitberechnete Parameter
bertcksichtigt. Dabei handelte es sich um das aisreS bezeichnete Produkt von
Farbeintensitat und prozentualer Flache sowie daskidal IntensitatPlus. Dieses erhielt
immer dann den Wert O wenn auch die Farbinten@it@r, ansonsten besal’ es den Wert 1.

Tab. 11: Primer und Restriktionsenzyme fur die Herstellungnn sit-Sonden sowie deren optimale

Hybridisierungstemperaturen.

Restriktionsenzyme fur

Gensymbol  Primerset . o
Linearisierung

Hybridisierungstemperatur [°C]

CLDN8 ICLD-1 XhO | + Kpn | 57
CLDNS8 ICLD-2 XhO | + Hind 1l 54
REG1A IREG-1 XhO | + Kpn | Kolon = 54; Magen =50

2.2.5 Statistische Analyse der g°PCRs und in situ-Hybridisierungen

Korrelationen zwischen der Genexpression und kdimes GrofRen wurden mit dem Kruskal-
Walllis Test (Tabellen) oder beim Vergleich von tgabh zwei Parameterwerten mit dem
Mann-Whitney Test (Diagramme und Text) Uberprifkpiessionsunterschiede zwischen
verschiedenen Gewebetypen wurden bei verbundenahp&iben mit dem ebenfalls
nichtparametrischen Wilcoxon Test, ansonsten mm déann-Whitney Test analysiert. Alle
Uberlebensanalysen wurden nach Kaplan-Meier untenw®ndung des Log-Rank Tests
durchgefuhrt. Dabei fungierte bei den gqPCR-Daten wohediane Relative Amount als
Trennwert (,Cutoff*). Fur die in situ-Hybridisierungen wurde hingegen die Variable
IntensitatPlus (0 oder 1) fur die Zuordnung in evwws zwei mdglichen Patientengruppen
herangezogen. Die Durchfliihrung aller statistiscieralysen erfolgte mit SPSS 12.0.
Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 wurden algisstsch signifikant erachtet. In den
Abbildungen bedeuten *, ** und *** p < 0,05, p <@Q,®zw. p < 0,001.
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2.2.6 Tests zur Abklarung der Genfunktion

2.2.6.1 Expressionsvektorgenerierung und Transfekti  on

Zur Insertklonierung wurden die Open Reading Fra(@#Fs) der Gen€ELDN8undREG1A
mit den Primersets CLDC (814 bp-Amplikon) bzw. R@57 bp-Amplikon) amplifiziert.
Dabei entsprach die Thermocyclerprogrammierung Alegaben von Higham et al. (1999)
mit den folgenden Abweichungen: FREG1Abetrug die Extensionstemperatur 60 °C, fur
CLDNS8 bei einer Gesamtdauer von 45 Zyklen 62 °C. Zuetgzng eines Desoxyadenosin-
Uberhangs an den 3'-Enden wurde AmpliTag Gold mRR verwendet. Durch Einsatz von
TOPO-Plasmiden, welche sich in linearisierter Fauma. durch einen Desoxythymidin-
Uberhang an ihren 3'-Enden auszeichnen, lassenPsidR-Produkte mit Desoxyadenosin-
Uberhang ohne vorhergehenden RestriktionsverddarnrVektor hineinligieren. Die Ligation
in das Plasmid pcDNA3.1/V5-His-TOPO, die Transfotiora chemisch kompetenté&. coli
und die Klonierung in Ampizillin-haltigem LB-Mediurarfolgten nach Herstellerangaben, die
sich anschlieende Minipraparation mit dem QIAp@pin Miniprep Kit. Die Insert-
Orientierung wurde durch PCR mit T7 oder BGH-Primgr Kombination mit dem Reverse-
bzw. Forward-Primer der Primersets CLDC und RCLrjahét. Als Mockplasmid (Kontroll-
plasmid) wurde ein mit dem Primerset RAB erzeudteagment des GenRAB27Bin
antisense-Orientierung in pcDNA3.1/V5-His-TOPO Initigiert. Nach Sequenzierung der
ORFs erfolgte eine Plasmidklonierung mit dem Plasiiaxi Kit nach Vorschrift von
Qiagen. Die Transfektion der Expressionsplasmid@gte mithilfe von TransFectin Lipid-
Reagenz nach Gebrauchsanweisung des Hersteller® in 80 % konfluent gewachsene
Zellen. Zur Produktion von stabilen Transfektanteurden die Zellen bis zum Erhalt von
Einzelklonen in G418-haltigem DMEM selektiert. Dahawurde die Expression des

Transgens mittels qPCR verifiziert.

2.2.6.2 Test auf DNA-Methylierung

SW480- bzw. MDA-MB 435-Zellen wurden in 6-Well Rt eingeséht und nach Erreichen
von ca. 50 % Konfluenz verschiedenen Konzentratioran 5'-Azacytidin (5-AzaC) fir 5 d
exponiert. Dabei wurden die 5-AzaC-Lésungen am &g €inmal erneuert. Nach RNA-
Extraktion und cDNA-Synthese wurde die Expression €LDN8 ACTB sowie SMARCA3
(in SW480) bzwCLDN7 (in MDA-MB 435) per gPCR in Duplikatansatzen qugziert.

Bei SMARCAS (SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependeegulator of
Chromatin, Subfamily A, Member) 3und CLDN7 (Claudin 7 handelt es sich um
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Expressionsmarker, von denen eine Transkriptiorchds-AzaC-Behandlung in SW480
(Moinova et al. 2002) bzw. MDA-MB 435 (Kominsky &t 2003) bereits beschrieben ist.

2.2.6.3 Adhésionstest (Zell-Matrix-Adh&sion)

2 x 10 SW480-Transfektanten wurden mit 1:100 in HBSS iender Calcein-AM-
Stammldsung fur 15 min bei 37 °@arkiert und anschlieRend fur 1,5 h in Kollagenwbz
Fibronektin-beschichteten 96-Well Mikrotiterplattbrei 37 °C inkubiert. Nach Bestimmung
der Gesamtzell im Spectra FluoAefitation= 485 NMAgmission= 530 nm) wurden nicht
anhaftende Zellen durch Zentrifugation entfernt uwhd Fluoreszenzmessung wiederholt.
Nachfolgend wurde die Anzahl adharenter Zellen dief totale Zellzahl bezogen. Jeder

Ansatz wurde als 20-fach Bestimmung durchgeflnhrt.

2.2.6.4 Aggregationstest (Zell-Zell-Adhasion)

5 x 10 — 7,5 x 18 SW480-Transfektanten wurden in 1 mL farblosem DMEduspendiert,
in eine 3mL-Tropfpipette aufgenommen und 2 h untema@entem Schitteln (90 rpm) bei
Raumtemperatur gehalten. Die Durchfihrung erfoligteDuplikatansatzen. Anschliel3end
wurden groéRRere und kleinere Zellaggregate von EieHlen Uber Nylonfilter mit Poren-
durchmessern von 40 um bzw. 10 um in einer speni@hugapparatur separiert. Durch ihre
Eigenschaft sich zu verformen koénnen Einzelzelleschn den 10 pum-Filter passieren
(Kemmner et al. 1987). Die Filter wurden nach Zwgalmn 100 pL 0,1 M HCI unter
standigem Schutteln fur 1 h bei 95 °C inkubiertdihomixer). Danach wurde der Protein-
gehalt im Filtrat und beiden Retentatfraktionen éeier Wellenlange voi = 592 nm nach
Bradford bestimmt. Zur Beurteilung des Aggregatpmisnzials wurde der Aggregations-

faktor (AF) herangezogen, dessen Berechnung duezieBung (3) wiedergegeben wird.

E= 4x PrOteingemltMMmFraktion +2x PrOteinge}altlo um Fraktion

Proteingelalt ;o ®)
2.2.6.5 Wound-Healing Assay

Zur Durchfihrung des Wound-Healing Assays wurden 48WTransfektanten in

96-Well Mikrotiterplatten eingesaht. Bei vollstagdr Konfluenz wurde der Zellrasen mittels
einer 200 pL-Pipettenspitze einmal pro Well in hontaler Richtung verletzt. Anschliel3end
wurde der prozentuale Wundverschluss durch Ausmesk® zellfreien Flache in 6

verschiedenen Wells in Intervallen von 6 h Uber Zrdtokolliert. Hierzu wurden das
Mikroskop des Laser Capture Microdissection-Ge&itquCut und die zugehdrige Software

benutzt.
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2.2.6.6 Caspase-Assay und Lebendzellzahl-Bestimmung

COS-7 Zellen wurden miREG1ApcDNA3.1/V5-His-TOPO transfiziert und der Uberstian
nach 48 h Stunden geerntet. Die Transgenexpressiorde per gPCR verifiziert.
Anschlie3end wurden subkonfluente HT-29 Zellen atlitaxel (PTX) in REG1A-haltigem
COS-7-Uberstand inkubiert und nach 48 h einem kornigiien Caspase-Assay zugefiihrt.
Bei den Caspasen (Cystein-Aspartat-spezifischee®setn) 3 und 7 handelt es sich um
Schlusseleffektor-Molekile der Apoptose (Fernandleemri et al. 1996). Sie liegen
zunachst als Zymogene vor und werden erst durcteggdische Spaltung in ihre aktivierte
Form Uberfihrt. Das Messprinzip des verwendetemp&saes3/7 Assays beruht in der Nutzung
eines profluorogenen Caspase 3/7-Substrats, welalregon aktivierter Caspase 3/7 in ein
fluoreszierendes und damit detektierbares Molekiigewandelt wird. Die Durchfihrung
erfolgte nach Herstellerangaben in einer 96-Welkrbtiterplatte. Parallel zum Caspase-
Assay wurden vitale HT-29 Zellen in 96-Well Mikr@tiplatten nach 48 h mit Trypanblau
markiert und einer mikroskopischen Zahlung zugefihr

2.2.7 Allgemeine Methoden

2.2.7.1 Héamatoxylin-Eosin-Farbung

Hamatoxylin farbt die Zellkerne blau. Eosin dieimidegen der Kontrastierung und farbt das
Zytoplasma rot. Kryostatschnitte wurden fur 3 mrnHamatoxylin gehalten. Nach Spulen in
Leitungswasser (,,Blauen®) fur 30 s wurde fir 1 nmnEosin inkubiert und die Praparate in
einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert, dekefbau in Tab. 12 dargestellt ist. Die

Eindeckung erfolgte mit Euparal. Bei Kryostatsctemtim Rahmen der qPCR-Validierungen
wurde von der Farbung mit Eosin abgesehen und d@mievmit Kaisers Glyceringelatine

eingedeckt, wodurch die Ethanolreihe entfallen kenn

Tab. 12: Aufsteigende Ethanolreihen im Rahmen einer Haméitoxigosin)-Farbung fir LCM und qPCR.

Inkubationszeit Farbung far . , Farbung f'Ur
[min] Laser Capture Microdissection gPCR-Validierung
Ethanol [%] Ethanol [%]
1 70 70
1 95 70
1 95 100
1 100 100

2.2.7.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA
Die Nukleinsaurekonzentration lasst sich durch Megsder optischen Dichte (OD) bei
260 nm ermitteln. Dabei entspricht eine £Pvon 1 bei einer Schichtdicke von 1 cm einer

Konzentration von 40 pg/mL einzelstrangiger RNAr Qriotient ODRgyOD,go sollte flr in
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H,O geloste RNA zwischen 1,6 und 1,8 liegen. Ist Washaltnis kleiner so besteht eine

Verunreinigung durch Proteine.

2.2.7.3 Agarose-Gelelektrophorese

PCR-Produkte wurden in horizontalen Agarose-Gekefo) mit 1 pg/mL Ethidiumbromid
bei konstanter Spannung in TBE-Puffer voneinandepasert. Dazu wurden die
Nukleinsduren vor dem Auftragen im Verhaltnis 1:6t lRrobenpuffer verdiinnt. Als
Langenstandard diente DNA-Molekulargewichtsmarkeariédr VIII. Die Auswertung der

Gele erfolgte mittels UV-Transilluminator (312 nm).

2.2.7.4 Zellkultivierung

Fir die kontinuierliche Kultur wurden die verweneletKarzinomzelllinien bei 37 °C und
5 % CQ in Zellkulturflaschen mit einer Bodenflache vonad@er 175 crhgehalten und nach
4-10d in einem maximalen Verhaltnis von 1:10spgeert. Dazu wurden die Zellen mit
PBS gewaschen, mit Akkutase oder Trypsin abgald®@MEM 10 % FCS resuspendiert und
in neue KulturgefaRe Uberflihrt. Nach Ausbildungesikonfluenten Zellrasens wurde der

Serumgehalt im Medium auf 1 % FCS reduziert.
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3 Ergebnisse

Obwohl die Uberlebensaussichten von kolorektalerzikampatienten mit niedrigem Staging
(NO MO) im Allgemeinen ginstig sind, verstirbt dech ein Teil dieser Patienten
tumorbedingt. Deshalb sollten in der vorliegendabei Gene identifiziert werden, deren
Expressionsniveau bereits im frihen Krankheitsatadieine Vorhersage des weiteren
klinischen Verlaufs erlaubt. Hierzu wurden Tumoeldate von jeweils 5 frih diagnos-
tizierten Kolonkarzinompatienten mit unginstigemigtid Risk) und ginstigem klinischen
Ausgang (Low Risk) sowie Kolonbiopsien von 5 Indwen ohne pathologischen Befund
(Healthy) per GeneChip untersucht. Die High RiskidPdien zeigten im Gegensatz zur Low
Risk-Gruppe Rezidivierung oder metachrone Metastasg mit Todesfolge. AnschlieRend
wurden potenziell prognoserelevante Transkriptecliubioinformatischen Vergleich der
aufgezeichneten Expressionsprofile identifiziertd um silico auf ihre Vorhersagekraft
getestet. 10 mutmalliche Markergene wurden per gRC&nem neuen, bis zu 75 Patienten
umfassenden, Kollektiv validiert. Zwei besonder®lwersprechend erscheinende Gene,
Regenerating IsleDerived 1 Alpha(REG1A und Claudin 8(CLDNS8), wurden auch mittels
Tissue Microarray basiertenn situ-Hybridisierung sowie Uber funktionelle Assays
eingehender untersucht.

3.1 Microarray-Expressionsanalysen an frih diagnost izierten
Kolonkarzinompatienten und Kontrollindividuen

Die Genexpression in Kolonkarzinomen aus Patientgnnitial niedrigem Staging bzw. in
gesunder kolorektaler Mukosa aus Kontrollindividuearde mithilfe von DNA-Chips der
kompletten U95'er Serie (U95A, B, C, D und E) globdiasst. Das untersuchte Material war
dabei Uber LCM gewebespezifisch angereichert. Dialyse der gemessenen Signale erfolgte
Uber das Programm GeneSpring.

3.1.1 Extraktion von Transkripten mit differenziell er Expression in

verschiedenen Patientengruppen

Bei der bioinformatischen Auswertung der Microaragten wurden Transkripte dann als
potenziell prognoserelevant erachtet, wenn siclenpressionsniveau in zwei verschiedenen
Patientengruppen mindestens um einen Faktor vamtetschied, sich die Signalschwankung
zwischen Replikatmessungen auf nicht mehr als 4fefef sowie der Detection p-value im

Uberexprimierten Zustand in 50 % der Féalle 0,04 edmiger betrug. Diese Vorgehensweise
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ist der Golub-Methode (Golub et al. 1999) angeleldiernach gelten Gene mit grof3en
Expressionsdifferenzen zwischen verschiedenen #@ddstd und kleinen Expressions-
schwankungen innerhalb einer Kondition als bestskiiminatoren. Pro Microarray-Typ
(U95A, B, C, D oder E) erfolgte eine Extraktiondrverschiedene Listen, sodass im Ganzen
20 Genlisten erstellt wurden. Dabei wurden hindicint des Fold Change folgende
4 Bedingungen gestellt:

1. Fold Changegign riskiLow risk> 4 (Genliste ,High Risk up®),

2. Fold Changgign risk/Low risk< 0,25 (Genliste ,High Risk down®),

3. Fold Chang&umoneaihy> 4 (Genliste ,Tumor up“) bzw.

4. Fold Chang@umorteatny= 0,25 (Genliste , Tumor down®).
Diesen Kriterien genugten insgesamt 516 Transkbpte. 525 Probe Sets. Die im Vergleich
zu den Probe Sets verminderte Anzahl von Trangkripat zwei unterschiedliche Ursachen:

(A) 6 Transkripte waren doppelt, d.h. durch 2 versamedProbe Sets reprasentiert.

(B) 3 Transkripte waren Bestandteil von 2 verschiedédemlisten.
Der Umfang der einzelnen Listen ist aus Abb. 2cétich. Die Genlisten selbst befinden sich
im Appendix (Appendix-Tab. 3, Appendix-Tab. 4, Apdéec-Tab. 5 und Appendix-Tab. 6).

|OHigh Risk up M High Risk down O Tumor up BTumor down |

100% -

90% -

Transkripte

80% -+

70% -+

60% -

50% -+

40% -

30% +

20% -+

10% -

4

0%

U95A u9sB u9sC u9sD U95E

Abb. 2: Probe Set-Anzahl in den 20 erstellten GenlistedEhange> 4 zwischen zwei Patientengruppen).

Die Fold Change-Werte aller 10 in Abschnitt 3.2 gBICR validierten Transkripte sind aus
Tab. 13 zu entnehmen. Es handelt sich dabei umné Ges den 20 erstellten Listen sowie 6
aul3erhalb selektierte Transkripte. Unter letztdyefanden sich auch 2 Expressed Sequence
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Tags (ESTs) mit einer fehlenden Zuordnung zu beiemGenen. D&LLDNS8 doppelt auf
dem GeneChip U95A reprasentiert ist (Probe Set3B&10_ at/33611 g_at), ist dieses Gen
zweimal in Tab. 13 vertreten. Tab. 14 gibt die Kl&sierung der 8 Gene aus Tab. 13
basierend auf Informationen des Gene Ontology-Ri®j€Ashburner et al. 2000) wieder.
Hierbei sind stets nur die untersten Hierarchieebexufgefihrt.

Tab. 13: Expressionsanderungen Tumor/Healthy und High Rk/IRisk der 10 im Weiteren per gPCR

untersuchten Transkripte.

~© Tumor/Healthy High/Low

Q

Gensymbol GenBank 3 Trend FC? Trend FC? Genname

AQP8 AB013456 X ! 0,02 ! 0,49 Aquaporin 8

CCR3 U28694 X 0 1,73 0 5,90 Chemokine (& Moitif)
Receptor 3

CLDN8 AL049977 X ! 0,04 ! 0,98 Claudin 8

CLDN8 AL049977 X ! 0,04 l 0,55 Claudin 8

EST Al247408 0 10,53 0 3,92

EST AI870708 0 31,83 0 3,45

ITGA6 AlO56776 ) 8,82 1 1,78 Integrin, Alpha 6

RAB27B  U57093 X 0 5,33 1 10,45 RAB27B, Member RAS
Oncogene Family

REG1A C06075 0 36,26 0 3,26 Regenerating IsleDerived
1 Alpha

SERPINE2 AI743134 0 4,35 0 2,30 Serine (or Cysteine)

Proteinase Inhibitor,

Clade E, Member 2
TMEPAI  AA535819 0 4,20 0 3,19 Transmembrane, Prostate

Androgen Induced RNA

Erklarung:
1 X = Genist in 20 Listen enthalten

% Fold Change

Tab. 14: Klassifikation der 8 per gPCR analysierten Genehnadormationen aus der Gene Ontology-

Datenbank.

Gensymbol Biologischer Prozess Molekulare Funktion ZellularerBestandteil
AQP8 H,O-Transport HO-Kanal membrandurchdringend
CCR3 Chemotaxis, zellulare AbwehrC-C Motiv-Chemokinrezeptor membrandurchdringend

reaktion, Zelladhasion,
G-protein Signaling, positive
Regulation der zytoplasmati-
schen C&-lonen-Konz.

CLDNS8 Cd*-unabhangige Zell-Zell-  Strukturmolekiil, proteinbindend ~membrandurchdrirgen
adhasion Tight Junction

ITGAG Zell-Substrat-Junction Rezeptor, proteinbindend Integrin-Komplex
Assembly, Zell-Matrix-
Adhésion, Integrin-vermittelter
Signalweg
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Gensymbol Biologischer Prozess Molekulare Funktion ZellularerBestandteil

RAB27B  kleine GTPasen-vermittelte GTP-bindend, GTPase -
Signaltransduktion

REG1A positive Regulation der Zell- zuckerbindend -
proliferation

SERPINE2 Neurogenese, Zelldifferen-  Endopeptidase-Inhibitor (Serin- extrazellular
zierung, Regulation von Typ), heparinbindend
Proteo- und Peptidolyse,
Regulation der Zellmigration

TMEPAI Androgen-Rezeptor-Signalweg- membrandurchdringend

3.1.2 Bioinformatische Validierung der extrahierten putativen Markergene tber

Experiment-Dendrogramme

Bei der Erstellung von Experiment-Dendrogrammen n@ibons-Baumdiagramme) erfolgt
die Anordnung der gemessenen Proben (hier: Hedlthy, Risk und High Risk) anhand der
Expression einer Auswahl von Transkripten (Gentisteu einer baumartigen Struktur.
Hierbei werden die Proben nach der Ahnlichkeit rihExpressionssignaturen zueinander
gruppiert (,geclustert”). Dabei sollten Messungess djleichen Zustands ndher zusammen
fallen als jene unterschiedlicher Proben.

Zur in silico-Validierung der in Abschnitt 3.1.1 erstellten lestwurde fir jeden Microarray-
Typ (U95A, B, C, D und E) anhand der 4 zugehdrigamlisten jeweils ein Konditions-
Baumdiagramm erzeugt. Dabei zeigt die horizontalfeenung zu einem grinen Knoten-
punkt an, wie stark die Gber diesen Knoten verboedéviessungen miteinander korrelieren.
Je kleiner die Distanz, desto grol3er die Korretatibede Spalte der vertikal angeordneten
farbigen Balken stellt die Expression eines Traips&riiber alle durchgeflhrten Messungen
hinweg dar. Rot steht fir starke, gelb fir interraszlund blau fir schwache Genexpression.
Aus Abb. 3 ist ersichtlich, dass anhand der 4 fi@5A erstellten Listen eine richtige
Zuordnung der verschiedenen Replikate erfolgt. \&iathrder obere Hauptast nur Healthy-
Proben beinhaltet, fuhrt der untere ausschlielichTumorproben. Aul3erdem ist innerhalb
der Tumorproben eine ordnungsgemalfe Diskriminiemmgchen Low Risk und High Risk
gegeben. Analoge Zuordnungen waren auch mithilfefile U95B (Abb. 4), C (Abb. 5),

D (Abb. 6) und E (Abb. 7) extrahierten Transkriptéglich.
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| | | Healthy |

| Healthy Il

‘ Healthy Il

1o
T —

|H ‘ High Risk |

|H H High Risk Il

Healthy |

Healthy Il

Healthy Il
Low Risk |
Low Risk Il

High Risk |

High Risk I

Abb. 4: Konditions-Baumdiagramm basierend auf den 4 fir@eneChip U95B erstellten Genlisten.
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I Healthy |

I Healthy Il

Low Risk |

Low Risk Il

High Risk |

High Risk Il

Abb. 6: Konditions-Baumdiagramm basierend auf den 4 fir@eneChip U95D erstellten Genlisten.
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U9SE

| T TR
RS IIF

| (N

High Risk |

High Risk Il

Abb. 7: Konditions-Baumdiagramm basierend auf den 4 fir@eneChip U95E erstellten Genlisten.

3.1.3 Expression allgemein bekannter im Kolonkarzin  om deregulierter Gene

Neben den 20 Genlisten wurde eine Liste von 3%®allgnen Faktoren, deren Deregulation
im Kolonkarzinom bereits in der Literatur beschaehist, zusammengestellt (Appendix-Tab.
7). Es handelt sich hierbei um Gene, wie 283 oderDCC, deren prognostische Relevanz
nicht abschlieBend geklart ist (Graziano und Casgi03).

Durch Bestimmung der Schnittmengen dieser allgeemeiraktoren mit den 20 Genlisten,
sollte zunéachst Uberprift werden, wie viele derapuen Markergene bereits allgemein
bekannte im Kolonkarzinom deregulietéolekile darstellen. Wie im Venn-Diagramm in
Abb. 8 gezeigt, war dies lediglich fur 4 Transkeipter Fall. Die Fold Change-Werte fur diese
4 Gene sind in Tab. 15 gezeigt.

Im Weiteren wurden Experiment-Dendrogramme beruhearfdden Expressionsprofilen der
39 allgemeinen Faktoren erstellt. Im Gegensatz e 20 Genlisten aus Abschnitt 3.1.1
ermoglichte dies fur keinen der 5 GeneChip-Typene evollstandige Diskriminierung
zwischen den verschiedenen Replikaten (Healthy, Risk und High Risk) oder fiihrte sogar
zu falschen Anordnungen. Die entsprechenden Bawgradiane befinden sich im Appendix
(Appendix-Abb. 1, Appendix-Abb. 2, Appendix-Abb. Bppendix-Abb. 4 und Appendix-
Abb. 5).
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921 4 35

extrahierte : allgemeine
Probe Sets Schnittmenge

Faktoren

62343

tbrige Transkripte (Universum)

Abb. 8: Schnittmengendarstellung zwischen den in diesdreiArgenerierten Listen putativer Markergene

(525 Probe Sets) und 39 allgemein bekannten imm@izinom deregulierten Faktoren.

Tab. 15: Expressionséanderungen extrahierter putativer Mgeaer mit allgemein bekannter Deregulation
im Kolonkarzinom.

Tumor/Healthy High/Low
Trend FC' Trend FC!
CDH1 LO8599 ! 0,17 1t 1,66 Cadherin 1

Gen GenBank Genname

MATN2  U69263 0 1,10 1 7,01 Matrilin 2
MKI167 X65550 0 4,39 | 0,80 Antigen Ki67
CEACAML1 X16354 ! 0,17 1 1,58 Carcinoembryonigelated Cell

Adhesion Molecule 1

Erklarung:
! Fold Change

3.2 Validierung der Microarray-Daten durch quantita tive Real-
Time PCR

Es wurden 4 putative Markergene aus den 20 emstelltisten und 6 weitere, nach
modifizierten Kriterien ausgewahlte, Transkripter pgPCR validiert. Dabei wurde die
Expression der besonders interessant erscheine@des CLDN8 REG1A sowie CCR3

besonders umfassend untersucht. Die den folgenderecBnungen und Diagrammen
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zugrunde liegenden Werte aus der gPCR befindenisiéppendix-Tab. 8, Appendix-Tab. 9
und Appendix-Tab. 10).

3.2.1 Claudin 8 (CLDNS)

3.2.1.1 Primartumoren und Normalgewebe

Wie aus Abb. 9 zu ersehen, bestétigte die qPCRirdiden DNA-Chip-Experimenten
detektierte prominente Unterexpression vBhDNS8 im Tumorgewebe (p=1,75 x 1}
Mann-Whitney Test). Dies galt auch fiur den Verdieicon ausschliel3lich korrespon-
dierenden Karzinom- und Normalgewebeproben (p €X,Wilcoxon Test). Daneben zeigte
sich die CLDN8-Expression signifikant abhangig vom Anteil maligrigellen im Tumor-
praparat (p < 0,01, Mann-Whitney TesBine besonders niedrige Expression @WhDN8
ging mit einem besonders hohen Tumorzellanteil imarzZihompraparat einher
(Abb. 10). Des Weiteren wurde ein signifikanter @msnenhang zwischen de@LDNS&
Niveau im (das Karzinom umgebenden) Normalgewelnedan Tumorlokalisation detektiert
(Abb. 11). Dabei zeigte sicBLDN8 im Kolon bezogen auf sigmoidale (p < 0,001, Mann-
Whitney Test) und rektale Gewebeproben (p < 0,0landWhitney Test) signifikant
schwacher exprimiert. Im Tumormaterial selbst mestierte sich hingegen lediglich ein nicht
signifikanter Trend mit maximaleCLDN&Expression im Rektum. Durch Erhéhung des bei
der statistischen Analyse akzeptierten Mindestinegithelialer Zellen konnten im Fall von
Normalgewebe die Uberlappungsbereiche der Whigkealib. 11 stark reduziert werden.
Infolge stellte sich auch der Expressionsuntersciaeischen Sigmoideum und Rektum
signifikant dar (Mindestanteil epithelialer Zeller60 %). Fur Tumormaterial lie3en sich auch
bei dieser Vorgehensweise keine Signifikanzen brreqs. Korrelationen mit dem Patienten-
Uberleben und klinischen Parametern ergaben sitlhumshahme der Lymphgefal3invasion L
nicht. Im Normalgewebe (nicht jedoch im Tumor) kselsich CLDN8 in Patienten mit
Tumorbefall der Lymphbahnen (L1) signifikant niegn exprimiert dar (p < 0,05, Mann-
Whitney Test) als in Individuen ohne Lymphgefal3siga (LO). Eine Abhangigkeit der
CLNDS8-Expression vom Anteil eingewanderter Leukozytendia Gewebeproben konnte

nicht attestiert werden.
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am unteren Rand der Boxen angegeben. maligner Zellen (Tumorproben) am Gesamtprépara

Die Probemahl ist am unteren Rand der Bo
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Abb. 11: CLDN8Expression in Abhangigkeit von der Tumorlokalisatim Tagman Assay (obnFélle mi
uneindeutiger Lokalisation). Die Patientenzahhist unteren Rand der Boxen angegeben.

3.2.1.2 Biopsiematerial

Neben der Untersuchung von chirurgisch gewonnereselRaten erfolgte auch die Analyse
von endoskopisch abgetragenem Tumormaterial soeserglen kolorektalen Gewebe ohne

CED (entspricht Healthy bei den GeneChip-Experiment Wie in Abb. 12 dargestellt,
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konnte bereits in Normalgewebe (chirurgische Redekteine signifikante Unterexpression
von CLDNS8 bezuglich gesunder Kolonmukosa (Biopsiemateriadmanstriert werden
(p < 0,001, Mann-Whitney Test). Daneben zeigtenraipe resezierte Karzinomproben ein
signifikant geringere€LDN8&Niveau als Tumorbioptate (p < 0,01, Mann-Whitnesi). Der
signifikante Expressionsunterschied zwischen geswn®armepithel und karzinomattsen
Biopsieproben blieb selbst bei Beschrankung aufdriumorstadien ohne Lymphknoten-
und Fernmetastasierung (NO MO) bestehen (p <0,00ann-Whitney Test,
(Abb. 13)).

o
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T

1000 —

*k%k

Rel. Amount
Rel. Amount

o
S
|

100

8
-

-
0,1 g L

0,01

o
0,001 ) rx

EXT)

0,0001

T T
Bioptate Healthy | Bioptate Tumor ‘ T T
Resektate Normal Resektate Tumor Healthy Tumor (NO MO0)

Gewebe Bioptate

Abb. 12: CLDN8Expression in Biopsieproben vombb. 13: CLDN8-Expression inBiopsieproben vc
gesundem kolorektalem Gewebe (entspr. Healthy) gedunder Darmmukosa (Healthgpwie Karzinome
Tumoren sowie in chirurgischen Resektatehne Lymphknoten- und Fernmetastasierung (NG
kolorektaler Karzinome und umgebendeim Tagman AssayDie Patientenzahl ist am unte
Normalgewebe im Tagman Assay. Die Patientenz&and der Boxen angegeben.

ist am unteren Rand der Boxen angegeben.

3.2.2 Regenerating Islet-Derived 1 Alpha (REG1A)

3.2.2.1 Primartumoren

Es zeigte sich eine signifikante Beziehung zwisctlen Expression voREG1Aund dem
Auftreten von Peritonealmetastasen sowie der Twhkalisation(Tab. 16). Patienten mit
Peritonealmetastasen zeigten eine signifikant geste Expression VoREG1AIim Primar-
tumor, wie exemplarisch in Abb. 14 fur den 1. Tagrhauf dargestellt ist (p < 0,01, Mann-
Whitney Test). Bei allgemeiner Fernmetastasierumif Qicht néher spezifiziertem Ort)
offenbarte sich eine Tendenz der Uberexpressiolghedediglich in der SYBR-Green PCR
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signifikant war (Tab. 16). Wie exemplarisch fur dénTagman-Lauf in Abb. 15 wieder-
gegeben, wurdeREG1A im Sigmoideum signifikant schwacher exprimiert ats Kolon

(p < 0,01, Mann-Whitney Test) und Rektum (p < 0,0@&nn-Whitney Test). Dartber hinaus
ergab sich ein signifikanter Einfluss REG1AExpression auf das Patienteniberleben (Tab.
16). Fur die Kaplan-Meier Analyse wurde die Patekbhorte anhand der Expressionsstarke
in zwei verschiedene Gruppen unterteilt. Individuait starker Expression VOREGI1A
besaRen eine signifikant geringere WahrscheinlitHke ein progressionsfreies Uberleben
als Patienten mit schwacher Genexpression. Fiur Gesamtiberleben erwies sich die
REG1AExpresion lediglich innerhalb der SYBR-Green P@R,das Tumor-abhéngige und
progressionsfreie Uberleben jedoch auch in beidamnBn-Laufen als signifikanter
Pradiktor. Die Kaplan-Meier Kurven fur das Tumomhahgige (p < 0,05, Log-Rank Test) und
progressionsfreie Uberleben (p < 0,05, Log-Rank)Tssd exemplarisch fir den 1. Tagman-
Lauf in Abb. 16 bzw. Abb. 17 dargestellt. Beim Tuwmadhangigen Uberleben ist im
Gegensatz zum Gesamtuberleben fur jeden verstorbeatenten Krebs als Todesursache
gesichert. Die Menge an Tumorzellen im Gewebepeipard die Quantitat eingewanderter

Leukozyten beeinflussten dREG1AEXxpression nicht wesentlich.
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Tab. 16: Korrelation delREG1ATumorexpression mit wichtigen klinischen Statufgmd (Kruskal-Wallis Test)

und dem Patiententiberleben (Log-Rank Test). p-We@t®5 sind grau unterlegt.

SYBR? Tagman 1° Tagman 2
5 = g 5 = g & 3 o
Klinischer Parameter Nt % S g 5] S g 5] S g 5]
g< 3 g< 3 g 3
= = = = = <
@ @ 4
Lokalisation 0,1149 0,0070 0,0388
Kolon 25 43,1 16,0489 5,4014 53774
Sigmoideum 18 31,0 0,7470 0,1098 0,1111
Rektum 15 259 11,2894 3,4263 0,3231
UICC-Stadium 0,0784 0,5824 0,7311
[+l 31 49,2 0,7006 0,3276 0,3695
HI+IV 32 50,8 6,5802 3,4422 2,6961
TumorgréiRe 0,9374 0,4674 0,5557
pT1-2 9 14,3 11,2894 11,3924 9,9652
pT3-4 54 857 3,6484 2,6249 0,5821
Nodalstatus 0,0615 0,3864 0,6110
pNO 32 50,8 0,7039 0,2818 0,3540
pN1-2 31 492 7,0128 3,4581 2,8486
Fernmetastasierung 0,0320 0,4551 0,6088
MO 35 556 0,8253 0,4920 0,4006
M1 28 444 7,9994 3,6924 3,3923
Lebermetastasen 0,0128 0,4252 0,2714
MO HEP 32 50,8 0,6574 0,4966 0,3695
M1 HEP 31 49,2 7,6387 3,4581 3,5724
Peritonealmetastasen 0,0041 0,0039 0,0060
MO PER 54 85,7 11,2924 0,9352 0,3850
M1 PER 9 14,3 10,4800 10,3627 9,2550
Lungenmetastasen 0,7603 0,2421 0,2632
MO PUL 58 92,1 3,6484 3,1295 0,9585
M1 PUL 5 79 1,7573 0,1473 0,1878
Histopathologisches Grading 0,2995 0,1007 ©B28
G1l-2 46 73,0 11,5233 1,7738 0,4471
G3 17 27,0 5,1934 5,0982 3,5724
LymphgefaRinvasion 0,2072 0,1425 0,3556
LO 36 59,0 1,2124 0,4966 0,4053
L1 25 410 7,0128 4,0840 3,9730
Veneninvasion 0,6641 0,3602 0,1173
VO 44 71,0 2,5636 2,8127 2,8779
V1 18 29,0 3,0401 2,5959 0,3619
Gesamtiiberlebén 0,0072 0,0780 0,1514
lebend 30 55,6 0,5183 0,4966 0,3369
T 24 444 79994 3,6765 3,2105
Tumor-abhangiges Uberlebfen 0,0136 0,0100 0,0109
lebend 33 805 10,6142 0,4920 0,3384
T 8 19,5 11,8150 8,7895 7,5181
Progressionsfreies Uberlelfen 0,0377 0,0254 0,0294
progressionsfrei 27 69,2 0,6142 0,4920 0,3384
progredient 12 30,8 19,0418 7,3769 7,5181
Erklarung:
! Fallzahl ® Fur den zweiten Tagman-Lauf (,Tagman 2“) wurdencmo6 weitere
2 SYBR-Green PCR Individuen mit peritonealer Metastasierung sowie Matienten ohne

% 1. Tagman-Lauf
4 2. Tagman-Lauf

6 alle Patienten RO-reseziert
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Abb. 14: REG1AExpression in Primartumoren irAbb. 15: REG1AExpressionn Abh&ngigkeit von dt

Abhangigkeit von der peritonealen Metastasierufigmorlokalisation im 1. Tagman-Lauf (odrfalle mi

(M0/1 PER) im 1. Tagman-Lauf. Die Patientenzahl isbeindeutiger Lokalisation)Die Patientenzahl ist ¢

am unteren Rand der Boxen angegeben.

unteren Rand der Boxen angegeben.

Tumor-abhingiges Uberleben
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Abb.

kolorektalen Karzinompatienten (RO) mit schwachikolorektalen Karzinompatienten (ROhit schwache

und starkeREG1AExpression im 1. Tagman-Lauf.
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3.2.2.2 Metastasenmaterial

Wegen der signifikanten Beziehun'g

1000 Tumorart

zwischen Expression im Primartumor unil w St
Auftreten von synchronen Peritoneaﬁ?‘-’ )

metastasen (Tab. 16, Abb. 14) wurde die
Expression von REG1A auch in o] T

00—

peritonealem Metastasenmaterial mittels 5]

—
|

Tagman Assay bestimmt. Da sich in der
SYBR-Green PCR auch ein signifikanter

H |

Zusammenhang zwischen Genexpression . |

 I—
L

und Tumorstreuung in die Leber ergeben -

hatte (Tab. 16), wurden Lebermetastasen inom_

die Analyse mit eingeschlossen. Uberdies

T T T
Leber (HEP) Peritoneum (PER) Lunge (PUL)
Metastasierungsort

erfolgte die Untersuchung von Lungen-
) _ Abb. 18: REG1AExpression inPrimartumoren m
metastasen, obschon sich dIBEG1A

hepatischer, peritonealer oder pulmonal@ussas
Expression in Primartumoren mit pulmonalsowie in den zugehérigen Metastasen Tagmai
Absiedlung nicht signifikant erhoht odeAssay. Die Probenzahl ist am unteren Rand der E
erniedrigt dargestellt hatte. angegeben.

Wie aus Abb. 18 zu ersehen, lag REG1AEXxpression in Metastasen — unabhangig von der
Lokalisation — tendenziell unter der im Primartuméiir Lebermetastasen war dieser

Expressionsunterschied sogar signifikant (p < Oy@icoxon Test).

3.2.2.3 Adenome und Normalgewebe

Neben Tumormaterial wurden auch Adenom- sowie Nageveebeproben hinsichtlich der
Expression voiREG1Avia Tagman PCR untersucht. Wie aus Abb. 19 zu ersedrgab sich
in der gPCR ein signifikanter Expressionsunterstizneischen Tumor- und Normalgewebe
(p < 0,001, Mann-Whitney Test), nicht jedoch zwechTumor- und Adenomproben. Im
Vergleich zu Normalgewebe stellte sich die Expassin Adenomen jedoch ebenfalls
signifikant erhéht dar (p <0,01, Mann-Whitney Tedder Trend einer erh6hteREG1A
Expression in metastasierten Primartumoren (Tap.rh6Vergleich zu nicht-metastasierten
Tumorproben zeigte sich auch im den Tumor umgebehdemalgewebe (Abb. 20).
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Abb. 19: Vergleich der REG1AExpression in Abb. 20: REG1AExpression in Normgkewebeprobe

Normal-, Adenom-, und Tumorgewebe im Tagmam Abhangigkeit vom Metastasierungsstatuge:
Assay. Die Patientenzahl ist am unteren Rand degrenzenden Primartumors im Tagman Assay22
Boxen angegeben. Fallen war keine Zuordnung (MO0/1) méglictla die

entsprechenden Normalgewebe aus der Nachbar

von Adenomen und nicht Karzinomen stammten.

3.2.2.4 Bioptate von kolorektalen Karzinomen und ge  sundem kolorektalen Gewebe

Neben operativ resezierten Préparatiémmm ‘

erfolgte auch eine Untersuchung vo§1 T P |

endoskopisch gewonnenen Proben v;z)nm% —

gesundem (entspricht Healthy bei den DNA- ™ g T

Chip-Versuchen) und karzinomatésem kolo- ] .

rektalen Gewebe. Hierbei war das gesundeoj_ T — s

Darmepithel von besonderem Interesse, dam;_

fur eine umfassende Validierung der 4, | “5H

Microarray-Daten idealerweise kein den oo

Tumor umgebendes Normalgewebe ver2© -

wendet werden sollte. Die Proben gesunder B‘°"‘a“"”ea"2;em|e Nmm?f"‘a'éL“e”;ZLmeijifs(?“[";ﬁff“:""z:“”
ewebe

Darmmukosa stammten ausnahmslos \Abb. 21: REG1AExpression in Bioptaten vo

Patienten ohne CED. Wie aus Abb. Zgesundem (entspr. Healthyund karzinomatdse

ersichtlich, konnte die im Vergleich ZIkoIorektaIen Gewebe sowie in chirurgischen Tumor-

Resektaten sowie umgebendem rikalgewebe ir
Tumorproben sehr schwacheREG1A , . ,
Tagman AssayDie Patientenzahl ist am unteren R

Expression in gesundem Darmepithel l4er Boxen angegeben.
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Tagman Assay reproduziert werden (p < 0,001, Maritvgy Test). Dartiber hinaus stellte
sich dieREG1AExpression von chirurgisch gewonnenem Normalgewseits signifikant

erhoht dar (p < 0,01, Mann-Whitney Test). Hingegeterschieden sich die Tumor-Bioptate
und -Resektate kaum hinsichtlich ihrer Expressidbb( 21). Selbst nach Ausschluss aller
Tumor-Bioptate mit Lymphknoten- und/oder Fernmetssh blieb der in der qPCR ge-
messene Unterschied zwischen Karzinomproben (NOuvil)gesundem Gewebe signifikant

(Diagramm nicht gezeigt).

3.2.2.5 Expression des REG1A-Rezeptors Exostoses  (Multiple)-Like 3  (EXTL3)

in Tumor- und Normalgewebe
Da EXTL3 als Rezeptor von REG1A beschrieben isto@§@shi et al. 2000), wurde auch die
Expression vorEXTL3via qPCR analysiert, obschon sich in den MicroaEaperimenten
lediglich moderate Expressionsunterschiede gezeagten. In der gPCR ergab sich eine
Uberexpression voEXTL3im Tumor, welche allerdings nicht signifikant wayasEXTL3
Expressionsniveau lag in Tumoren signifikant urdem vonREG1A(p < 0,001, Wilcoxon
Test). Eine Koregulation voEXTL3und REG1Awar nicht ersichtlich (Abb. 22). Raumlich
wurde jedoch analog zREG1Adie schwachste Expression v&XTL3 im Sigmoideum
detektiert. Sowohl in Tumorproben (Abb. 23, p =692, Mann-Whitney Test) als auch
Normalgewebe offenbarte sich ein Trend einer ed®hEXTL3Expression bei
Vorhandensein von Peritonealmetastasen. Bezuglesh Riatiententberlebens erwies sich
EXTL3in Karzinomproben als signifikanter Pradiktor fims Tumor-abhangige Uberleben
(p < 0,05, Log-Rank Test). Wie aus Abb. 24 ersichil hatten Individuen mit niedrigem
EXTL3Level eine giinstigere Prognose als Patienten atieh Expressionswerten. Dartber
hinaus ergab die Analyse der kombinierten Expresgom EXTL3undREG1Aeine sinnvolle
Stratifizierung in 3 Patientengruppen mit versckeie@instigem Ausgang (Abb. 25). Dabei
hatten Individuen mit starker Expression beider &eime besonders schlechte Prognose,
wohingegen gleichzeitig schwache Expression ¥XTL3 und REG1A mit einem sehr

gunstigen klinischen Verlauf einherging (p = 0,02dg-Rank Test).
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REG1Aim 1. Tagman-Lauf in Tumoren von Patientdrimértumoren in Abhangigkeit von der peritonealen
mit kolorektalem Karzinom. Metastasierung (M0/1 PERDie Patientenzahl ist ¢

unteren Rand der Boxen angegeben.
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Abb. 24: Tumor-abhéngiges Uberleben von Patientdbb. 25: Tumor-abhangiges Uberleben veatiente

mit kolorektalem Karzinom (R0O) mit schwacher umdit kolorektalem Karzinom (R0O) mit unterschiedlich

starkerEXTL3Expression in der gPCR. starker Expression volEXTL3 und REG1A in del
gPCR.
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3.2.3 Chemokine (C-C Motif) Receptor 3 (CCR3)

3.2.3.1 Primartumoren und Normalgewebe

Die Analyse von 45 kolorektalen Karzinomen sowieN@rmalgewebeproben ergab im
Gegensatz zu den Microarray-Resultaten eine temelennterexpression vo@CR3im
Tumor (Abb. 26, p = 0,0765, Mann-Whitney Test). MER3IExpression zeigte sich weder
vom Tumorzell- oder Leukozytenanteil im Praparatieon irgendeiner klinischen Grol3e
abhangig. Dennoch resultierten nach Ausschluss Rflgben mit einem Tumorzellanteil von
unter 50 % signifikante Korrelationen zwischen @Ganexpression und dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen, der generellen Fernmetastagi (Abb. 27, beide Parameter
p < 0,05, Mann-Whitney Test) sowie dem UICC-Stadig;x 0,05, Mann-Whitney). Dabei
gingen Metastasierung und ein fortgeschrittenesnkdraitsstadium mit einer erniedrigten
CCR3-Expression einher. Dies war auch nach Aussshdiller rektalen Karzinome der Fall
(in den DNA-Chip-Experimenten waren nur Kolonkaonme analysiert worden) Damit
widersprachen die gPCR-Befunde den GeneChip-RésojtaonaclCCR3in der High Risk-

Gruppe im Vergleich zu Low Risk-Patienten starkepramiert vorlag.

o
S
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Rel. Amount
Rel. Amount
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I
*
R N
7
—a—

[©) [©)
10—
1
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Parameter

[ Nplus
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0,14 1

T T T T
Normal Tumor o x

Gewebe Metastasierungsstatus
Abb. 26: CCR3Expression in Normal- undAbb. 27: CCR3Expression in Tumoren (Antel
Tumorgewebe im Tagman Assay. Die Patientenzahlngfligner Zeller= 50 %) in Abhéngigkeit vom nodale
am unteren Rand der Boxen angegeben. und Fernmetastasierungsverhalten im TaqrAasay
x bedeutet Parameter >0, also z.B. NI1-Die
Patientenzahl ist am unteren Rand der B

angegeben.
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3.2.3.2 Expression des CCR3-Liganden Chemokine (C-C Motif) Ligand 28 (CCL28) in Tumor-

und Normalgewebe
Da eine Expression des CCR3-Liganden CCL28 in Kuolgkosa beschrieben ist (Pan et al.
2000), erfolgte auch eine Untersuchung @&1.28Expression per gPCR. Der Vergleich von
korrespondierenden Karzinom- und Normalgewebepradrgiab eine signifikante Minder-
expression voitCL28im Tumorgewebe (Abb. 28, p < 0,01, Wilcoxon TeBdruber hinaus
stellte sich da€CL28Expressionsniveau in den Tumorproben bezogeilC@R3signifikant
erniedrigt dar (p < 0,05, Wilcoxon Test). Wie ausbhA29 zu entnehmen, korreliert€CL28
Level undCCR3Niveau nicht miteinander. Dieser Befund sprichbd&echst gegen eine Ko-
oder Antiregulation der beiden Gene. Ein Zusammeghder CCL28Expression mit
klinischen Parametern oder dem Patienteniiberlebent& nicht demonstriert werden.

1000—

N
o
|

*%

Rel. Amount

CCR3 Rel. Amount

o
T

0 0,1 Fallzahl n = 11

T T T T T T
Normal Tumor 0,1 1 10 100

Gewebe CCL28 Rel. Amount
Abb. 28: CCL28Expression in Normal- undAbb. 29: Expressionsniveaus va&@CL28 sowie CCR3
Tumorgewebe in der gPCR. Die Patientenzahl ist anTumoren von Patienten mit kolorektalem Karzinom

unteren Rand der Boxen angegeben. in der gPCR.

3.2.4 Sieben weitere ausgewahlte Transkripte

NebenCLDN8 REG1AundCCR3wurde die Expression von sieben weiteren Trantkmign
Teilen des Stammkollektivs untersucht. Dabei hardet sich um die beiden ESTs mit den
GenBank IDs AI247408 und AI870708 sowie die funfnéeAQP8 ITGAG6 RAB27B
SERPINE2und TMEPAL Wie aus Tab. 17 zu entnehmen, ergab sich mit &use von
ITGAG fur keines dieser Transkripte ein signifikantersZonmenhang zwischen Expression

und dem Patienteniiberleben. RUIGAG6 ergab die graphische Analyse des Kaplan-Meier
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Diagramms (nicht gezeigt) jedoch bei der gegebétatrentenzahl ebenfalls keine sinnvolle
Korrelation zwischen Expressionsstiarke und dem rpssipnsfreien Uberleben. In Abb. 30,
Abb. 31, Abb. 32, Abb. 33, Abb. 34, Abb. 35 und Al36 ist die Expression der sieben
weiteren Transkripte in den UICC-Stadien I+l udb-IV graphisch veranschaulicht. Eine
Gegenuberstellung der Fold Change-Werte fir Higtk Rersus Low Risk (Microarray) und
der Ratios der mittleren Expressionsniveaus detdmeGruppen UICC IlI+1V und UICC I+l
(gPCR) findet sich in Tab. 18. Lediglich fuFGA6 und RAB27Bresultierten Signifikanzen
fur die LymphgefaR3invasion bzw. die Lokalisationsdeumors innerhalb des Dickdarms.
Dabei zeigten Patienten mit Befall der Lymphgefaiee Unterexpression volTGA6
(p < 0,05, Mann-Whitney Test). Di®RAB27BExpression stellte sich im Sigmoideum
verglichen mit Kolon (p < 0,001, Mann-Whitney Test)Jd Rektum (p < 0,05, Mann-Whitney
Test) stark erniedrigt dar (Abb. 37). Die Wiedethrg der statistischen Analysen unter

Auslassung aller rektalen Proben ergab keine n8igmfikanzen.
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Tab. 17: Korrelation der Tumorexpression sieben weiterergawsihlter Transkripte mit wichtigen klinischen 8&mrofRen (Kruskal-Wallis Test) und dem

Patiententiberleben (Log-Rank Test). p-Werte < 8i68 grau unterlegt.

Klinischer Parameter Al247408 Al870708 AQP8 | TGAG RAB27B  SERPINE2 TMEPAI
Fallzahl n 14 10 16 10 27 14 10
Lokalisatiort 0,1525 0,7919 0,7075 0,3588 0,0031 0,2540 0,0639
UICC-Stadiun 0,7773 0,9168 0,2936 0,4647 0,5604 0,5716 0,9168
pT? 0,4652 0,1172 0,5449 0,7940 0,7550 0,4652 1,0000
pN* 0,7773 0,9168 0,2936 0,4647 0,5604 0,5716 0,9168
M 0,4822 0,9168 0,2936 0,4647 0,5604 0,6547 0,9168
M HEP 0,7963 0,7324 0,5152 0,2100 0,6930 1,0000 9383

M PER 0,7150 0,2963 0,6338 0,1917 0,8774 0,1003 910,1

M PUL 0,1724 0,6015 0,7508 0,6015 0,9262 0,1724 9@RB2

G’ 0,9468 0,1385 0,3290 0,7324 0,0797 0,3861 0,5688
L 0,4233 0,7324 0,1037 0,0167 0,9611 0,7488 0,6698
\ 0,5677 0,2963 0,7770 0,1172 0,5067 0,1161 1,0000
Gesamtiiberleb&n 0,6061 0,4936 0,6731 0,4331 0,6729 0,9272 0,9449
Tumor-abhangiges Uberlefen  0,5059 0,3826 0,3507 0,7297 0,5153 0,7222 0,8473
Progressionsfreies Uberleffen  0,6071 0,0623 0,9714 0,0140 0,9060 0,5203 0,5186
Erklarung:

! Kolon/Sigmoideum/Rektum 4 pNO/+

2UICC I+1I/II+IV ®G1-2/3

3pT1-2/3-4

6 alle Patienten RO-reseziert

assiugabig ¢
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€ S
Al247408 | £ 1 Al870708
< < o
- - *
) 7}
['4 ['4
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0,1 0,01
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1+2 3+4 142 3+4
UlCC-Stadium UlCC-Stadium

Abb. 30: Expression von EST AI247408 frihen und Abb. 31: Expression von EST AI870708 frithen un
spaten Stadien des kolorektalen Karzinoms in deéten Stadien des kolorektalen Karzinoms in der

gPCR. Die Patientenzahl ist am unteren Rand d&CR. Die Patientenzahl ist am unteren Ranc

Boxen angegeben. Boxen angegeben.
AQP8| i~ ITGA6
e T e

100

[8]
0,17
- ——
0,01 - 0.1
T T T T
142 3+4 142 3+4
UICC-Stadium UICC-Stadium

Abb. 32: AQP8Expressionin frihen und spatenAbb. 33: ITGA6-Expressionin frlhen und spaten
Stadien des kolorektalen Karzinoms in der gPCR. @iadien des kolorektalen Karzinoms in der gPCR. Die
Patientenzahl ist am unteren Rand der Boxeatientenzahl ist am unteren Rand der Boxen
angegeben. angegeben.
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"1 RAB27B * SERPINEZ

Rel. Amount
Rel. Amount

100 100

e ——
[74] L[4l |
10 10
1] 1
T T T T
1+2 3+4 1+2 3+4
UlCC-Stadium

UICC-Stadium
Abb. 34: RAB27BExpression in frihen und spateAbb. 35: SERPINEZExpressionin friihen und spate

Stadien des kolorektalen Karzinoms in der gPCR. @&adien des kolorektalen Karzms in der gPCR. D

Patientenzahl ist am unteren Rand der Boxeatientenzahl ist am unteren Rand der B

angegeben. angegeben.
e TMEPAI| i - RAB27B
2 1 2

1000 100

100 10

T T T
Kolon Sigmoideum Rektum

Lokalisation

112 3|+4
UICC-Stadium
Abb. 36: TMEPAFExpression in frihen und spateAbb. 37: RAB27BExpressiorin Abhéngigkeit von dt
Stadien des kolorektalen Karzinoms in der qPCR. Diemorlokalisation in der gPCR (nob Félle mi
Patientenzahl ist am unteren Rand der Boxameindeutiger Lokalisation)Die Patientenzahl ist &

angegeben. unteren Rand der Boxen angegeben.
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Tab. 18: Vergleich der Expressionsratios von Patienten mifauster und glnstiger Prognose aus

GeneChip- und gPCR-Experimenten fur sieben we#eiasgewahlte Transkripte.

GeneChip FC gPCR UICC Ratio

Transkript High/Low* HI+IV/I+] 2 Trend gleichnamig®
EST Al247408 3,92 0,79 -

EST AI870708 3,45 0,88 -

AQPS8 0,49 0,18 X

ITGAG 1,78 0,57 -
RAB27B 10,45 1,92 X
SERPINE2 2,30 1,38 X
TMEPAI 3,19 0,64 -
Erklérung:

!Fold Change High Risk/Low Risk
2 Ratio mittlerer Rel. Amount (UICC-Stadien IlI+I\ijttlerer Rel. Amount (UICC-Stadien I+11)
3 X = Regulation in Microarray und qPCR gleichnamig

3.3 Tissue Microarray basierte in situ-Hybridisierung

Die Lokalisation der Expression der beiden G€&ieDN8 und REG1Awurde viain situ
Hybridisierung untersucht. Durch Verwendung von TéMar dabei die simultane Analyse

multipler Gewebeproben unter genau den gleichemdohien Bedingungen maéglich.

3.3.1 Claudin 8-Expression im Kolorektum

3.3.1.1 TMA-Serie ,Kolon M0O/1"

Die in siti-Hybridisierung wurde mit zweig .., | © Normalgewebe
verschiedenen Sonden, ICLD-1 und ICLD-f—._‘g ;T=m34
durchgefiihrt. ICLD-1 bindet in der 3'-NTF:§ 7
(nicht-translatierte Region) deiICLDN& % 200
MRNA, ICLD-2 hingegen inCLDN8ORF. E,

[}
Nach Hybridisierung mit ICLD-1 konnter&%’

Al 1

150

insgesamt 68 Gewebestanzen ausgewe .|

werden. Von 23 Normalgewebe-Cores war

20 Falle farbungsnegativ (87,0 %), von ¢ *7 o T l
Tumorstanzen 14 (31,1 %). In der sitw- o] oo b eb 44 contesseten ceo Tg)
Hybridisierung mit ICLD-2 konnten total 9¢ 13 5 7 8 11131517 19 21 23 25 27 20 31 3'3Fa"

Stanzen befundet werden. Keine Falapb. 38: Scores verbundener Normalgewebenc
reaktion zeigten von 41 Norma|geweb¢Tumorproben nach Hybridisierung mit ICLD-an de
Cores 27 Falle (65,9%) und von E&'MA-Serie,Kolon MO/1".
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Tumorproben 25 Stanzen (43,9 %). Eine Expressiom Y& DN8 wurde in den
Normalgewebe-Cores ausschlief3lich in Epithelzedl@mie in karzinomatésen Proben nur im
Tumorparenchym und nie im Stroma detektiert. Diebiitiisierungen mit beiden Sonden
ergaben — im Gegensatz zur qPCR — eine staike@NS-Expression im Tumor als im
Normalgewebe. Dieser Expressionsunterschied war [QLD-1 hinsichtlich aller

4 Farbeparameter (p <0,001, Mann-Whitney Testy, IGLD-2 lediglich beziglich
IntensitatPlus (p < 0,05, Mann-Whitney Test) sidaifit. Bei ausschliel3licher Betrachtung
verbundener Normal- und Tumorproben zeigte sicérdilhgs fur ICLD-2, dass in einigen
Gewebepaaren die Tumorexpression (Score) unteind&ormalgewebe lag (Abb. 38). Fur
korrespondierende Normal- und Tumorstanzen ergalh s$nfolge kein signifikanter
Expressionsunterschied mehr. Ein Vergleich mit &asultaten aus dem Tagman Assay,
ergab dass hohe und niedrige Relative Amount-Weweschen farbungsnegativen und
positiven Cores ungefahr gleich verteilt waren. AB® und Abb. 40 zeigen einen typischen
Detailbereich eines Normalgewebe- bzw. Tumor-Corash Hybridisierung mit der Sonde
ICLD-2.

Hinsichtlich der Korrelation de€ELDN8-Expression mit klinischen Statusgréf3en ergab sich
ein positiver Zusammenhang mit dem Auftreten vondanmetastasen. Diese Abhangigkeit
war in normalem Gewebe nur bei Hybridisierung n@LD-1 (alle 4 Farbeparameter,
p < 0,05, Mann-Whitney Test), im Tumor jedoch figide Sonden signifikant (Flache und
Score, p < 0,05; Intensitat nur fur ICLD-2, p <®,0Mann-Whitney Test). Jedoch ist dieser
Befund vor dem Hintergrund der kleinen Anzahl putrmlometastasierter Patienten (n = 3/4
fur ICLD-1/ICLD-2) mit Vorsicht zu bewerten. In défaplan-Meier Analyse konnte kein

signifikanter Einfluss der Genexpression auf dagReniberleben demonstriert werden.
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Abb. 39: Partielle Farbreaktion (Pfeile) naclbb. 40: Farbung von karzinomatdsen Redzeller
TMA-basierter in situ-Hybridisierung gegerCLDNS8 (Pfeile) nach TMA-basierterin situ-Hybridisierung
MRNA an einer reprasentativen Kkolorektalgegen CLDN8&MRNA an einer reprasentativ

Normalgewebestanz(100 x). kolorektalen Tumorstanze (100 x).

3.3.1.2 TMA-Serie ,G2A/G2B"

Die in sit-Hybridisierung an der TMA-Serie ,G2A/G2B* wurde sachlie3lich mit der
Sonde ICLD-2 durchgefihrt. Es konntersgesamt 90 Gewebestanzen analysiert werden.
Diese im Vergleich zurin siti-Hybridisierung gegenREGI1A reduzierte Probenanzahl
(Abschnitt 3.3.2.2) ist durch das Ablésen von Seéanwahrend des Hybridisierungsprozesses
verursacht worden. Von 47 Normalgewebe-Cores zeid?6 Falle (55,3 %) und von
43 Karzinomproben 15 (34,9 %) keine Farbreaktion.farbungspositiven Stanzen wurde
CLDN8&mMRNA exklusiv in epithelialen Zellen bzw. karzinatisen Arealen detektiert.
Entgegen den gPCR-Resultaten stellte sich die Egjme vonCLDN8 in Tumorproben
signifikant erhoht dar (p <0,05, Mann-Whitney Testediglich fur den Parameter
IntensitatPlus errechte sich ein nur knapp nicklgnifkanter Expressionsunterschied
(p = 0,0532, Mann-Whitney Test) zwischen Tumor- iarmalgewebe. Sowohl fir Tumor-
als auch Normalgewebe-Cores ergab sich hinsichthicbhrerer Farbeparameter eine
signifikante Korrelation mit der LymphgefaRinvasigm< 0,05, Mann-Whitney Test) und der
Veneninvasion (p < 0,05, Mann-Whitney Test). Datpeig eine vorhandene Gefallinvasion
mit einem umfangreicheren Farbsignal einher. Di@sfund ist jedoch vor dem Hintergrund
einer geringen Anzahl GefalRinvasions-positiver &&tl = 4/3 fur L1/V1) einzustufen. Die
Durchfihrung einer Kaplan-Meier Analyse war beiato8 verstorbenen Patienten nicht

indiziert.

-59 -



3 Ergebnisse

3.3.2 REG1A-Expression im Kolorektum und Magen

3.3.2.1 TMA-Serie ,Kolon MO/1"

+

1,0 -+ +

0,8

0,6

Progressionsfreies Uberleben

IntensitatPlus p =0,2039
0,2 0 n=26
— 1
-+ 0 zensiert

-+ 1 zensiert

0,0

T T I T T T I T I T I
0 24 48 72 96 120
Zeit [Monate]

Abb. 41: Progressionsfreies Uberleben Janorektale!
Karzinompatienten in Abhangigkeit voREG1ASignal
(IntensitéatPlus 0/1) in der TMA-basiertem situ-
Hybridisierung.

Die in situiHybridisierung ergab eine
Beschrankung der Expression VRREG1A
auf das Epithelgewebe bzw. Tumorzellen.
Insgesamt konnten mit 62 Cores weniger
Biopsiestanzen beurteilt werden als fur
CLDNS8 (Abschnitt 3.3.1.1), da es im Zuge
der Hybridisierungsprozedur zum Abldsen
von mehreren Gewebearealen gekommen ist.
In Abb. 42 und Abb. 43 ist exemplarisch der
Detailbereich einer reprasentativen
Normalgewebe- bzw. Tumorprobe darge-
stellt. 40,0% (8 von 20 Fallen) der
Normalgewebe-Cores und 4,8 % (2 von 42
Fallen) der Tumorstanzen zeigten keinerlei

Farbung. Daruber hinaus ergab sich — in

Ubereinstimmung mit der qPCR — eine signifikantkstée Expression vVoREG1Aim Tumor

verglichen mit Normalgewebe. Dies galt fir allerviatersuchten Farbeparameter: Intensitéat,

prozentuale Flache, Score sowie IntensitatPlus %, Mann-Whitney Test). Fur Normal-

gewebe konnte eine positive signifikante Korrelatawischen Farbung und dem Auftreten

von Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werdenO(@5< Mann-Whitney Test). Des

Weiteren erlaubte die Farbung der Tumorstanzenhggep eine deutliche Diskriminierung

zwischen Patienten mit ginstigem und infaustemiddiren Verlauf (Abb. 41). Wegen der

geringen Anzahl von Cores ohne Farbreaktion wasedi€ffekt jedoch statistisch nicht

signifikant (p = 0,2039, Log-Rank Test).
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I;" e L _
Abb. 42: Fotographie einer reprasentativeibb. 43: Nachweis von REG1AMRNA in
kolorektalen Normalgewebestanze nach TMA-basierf®asorptivzellen nach  TMA-basierter in situ-
in sit-Hybridisierung gegeREG1AMRNA (200 x).  Hybridisierung an einer reprasentativiolorektalel

Tumorstanze (200 x).

3.3.2.2 TMA-Serie ,G2A/G2B"

In insgesamt 120 kolorektalen Gewebestanzen koRE&1A - analog zur TMA-Serie
.Kolon M0/1* — lediglich in Epithelzellen bzw. Kanrzomzellen detektiert werden. In 50,8 %
(31 von 61 Fallen) der Normalgewebe-Cores und 45,27 von 59 Fallen) der Tumor-
stanzen konnte gar keine Farbereaktion nachgewiesetien. Generell zeigte SiCREG1A
im Tumor starker exprimiert als in normalem Gewe$ewohl fir Tumorproben als auch
Stanzen von peritumoralem Normalgewebe errechnefteesn signifikanter Zusammenhang
zwischen allen vier Farbeparametern und den Tummiest T1 und T2 (p < 0,05, Mann-
Whitney Test). Dabei ging T2 mit einer umfangreigme Farbung als T1 einher.
Korrelationen mit dem Patienteniberleben und demadasierungsstatus konnten bei
insgesamt 3 verstorbenen Individuen und kompleifawvesenheit von Lymphknoten- und
Fernmetastasen in der zugrunde liegenden Patiesttertke nicht Gberprift werden.

3.3.2.3 TMA-Serie ,Magen MO/1"

Eine Expression vVoiREG1A zeigte sich in 185 insgesamt ausgewerteten Magerige
Cores ausschlie3lich im Epithel bzw. in Karzinoneelund niemals im Bindegewebe. In
27,3 % (24 von 88 Fallen) der Normalgewebeprobeh 3h0 % aller Tumor-Cores (33 von
97 Fallen) kam es zu keinerlei Farbreaktion. In ABB und Abb. 46 ist beispielhaft das

Detailareal einer typischen Normalgewebe- bzw. Tistamze dokumentiert. Das Ausmal3 der
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Genexpression stellte sich zwischen Tum(i-m_
[

und Normalgewebe nicht signifikang |

D
verschieden dar. Fir die Normalgewebg-°2

[}
Cores ergaben sich positive signifikante

) ) . . 20,6
Korrelationen zwischen den beiden Farbg-

parametern Intensitdt und Score (p<0,0§,04
214
Mann-Whitney Test) und dem Auftreten

: .. . IntensitatPlus p =0,1459
peritonealer Metastasen. Darlber hinaus,,| — o n =35
]
erlaubte die Farbung der Normalgewebe- + 0zensiert
. -+ 1 zensiert
stanzen — im Gegensatz zu denoo
! T I T I T ! T T T T
i — e i i 0 24 48 72 96 120
Karzinomproben — eine graphisch deutliche AR

Diskriminierung  im  progressionsfreielabb.  44: Progressionsfreies ~ Uberleben  von

Uberleben (Abb. 44, p = 0,1459, Log-RarMagenkarzinompatienten in Abhangigkeit v&EG1A
Test). Signal (IntensitatPlus 0/1) in Normalgeweber€onac

TMA-basierterin situ-Hybridisierung.

Abb. 45: Leichte Farbreaktion in einer reprasentativédbb. 46: Nachweis von REG1AMRNA in

Magen-Normalgewebestanze nach TMA-basiertéarzinomzellen  nach  TMA-basierter in situ-

in sitHybridisierung gegeREG1AMRNA (100 x). Hybridisierung an einer reprasentativen Magen-
Tumorstanze (100 x).
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3.4 Tests zur funktionellen Abklarung

3.4.1 Claudin 8

3.4.1.1 Test auf DNA-Methylierung

DNA-Demethylierung fiihrte in SW480-Zellen im Verglle zum MarkergertSMARCA3zu
keiner nennenswerten Zunahme der Expression @bBDN8 Wie in Abb. 47 gezeigt,
bewirkten 10 uM 5-AzaC fUBMARCA3inen maximalen Expressionsanstieg um den Faktor
6144, wohingege@LDN8 lediglich um das 12,6-fache starker exprimiert aeur

Auch in MDA-MB 435 resultierte nach 5-AzaC-Behanuju keine deutlich erhohte
Expression vonCLDN8 im Vergleich zum KontrollgenCLDN7. Wie aus Abb. 48 zu
entnehmen wurde fUCLDN7 bei 10 uM 5-AzaC die starkste Genexpression (Fakip4)
erzielt, wohingegen diese Konzentration itDN8 nur einen Expressionsanstieg um den
Faktor 3,2 bewirkte.

7000 14
g g
> >
s —8— SMARCA3 S
< 6000 —@—CLDN8 12 <
(0] [
o o
™ [ee]
3 2
O 5000 | 110 8
< (@)
s
0

4000 8

3000 1 16

2000

1000 -

0 025 05 075 1 2 3 4 5 6 8 10
5-AzaC [uM]

Abb. 47: Expression vorCLDN8 und SMARCA3(Kontrollmarker) in SW480-Zellen in Abhangigkeiow der

5-AzaC-Konzentration.
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45 4,5
—&—CLDN7
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Abb. 48: Expression vorCLDN8 und CLDN7 (Markergen) in MDA-MB 435-Zellen in Abhéngigkeibm der

3 4 5 6 8 10
5-AzaC-Konzentration.
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- 1,5
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3.4.1.2 Adhasionstest (Zell-Matrix-Adhésion)

Drei unabhangig durchgefiihrte Versuche ergaberekeinterschied in der Kollagen- und
Fibronektin-Adhasion von SW480-Mocktransfektantenndu den beiden CLDN&
Uberexprimierenden Klonen B8 und B11* (Daten nigézeigt).

3.4.1.3 Aggregationstest (Zell-Zell-Adhé&sion)

In drei unabhangig durchgefuhrten Experimenten teriglie CLDN8 Uberexprimierenden
Klone B8 und B11* kein wesentlich anderes Aggregaverhalten als Mocktransfektanten
(Abb. 49). Zwar errechnete sich fir B8 und B11*arimalb der ersten Messreihe ein groRerer
Aggregationsfaktor als fur mocktransfizierte SW4&fllen, jedoch liel3 sich dieser Effekt in
den beiden nachfolgenden Versuchen nicht reprockrzie
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B Zellen im Filtrat B Zellen auf 10 pm Filter OZellen auf 40 um Filter

100%

80% -

SW480-Transfektanten

60% -

40% -

20% A

0,25 0,31

0% -

B8(1) B11*(1) Mock(l) B8(2) B11*(2) Mock(2) B8(3) Bl1*(3) Mock (3)

Abb. 49: Aggregationsverhalten der SW480-DN8-Transfektanten B8 und B11* im Vergleich zu
Mockklonen. Gezeigt sind 3 verschiedene Experiméde (2) und (3). Die Zahlen am unteren EndeBleken
geben den Aggregationsfaktor fiir das jeweilige Expent an.

3.4.1.4 Wound-Healing Assay

Wie auch beim Adhasions- und Aggregationstest wurfle den Wound-Healing Assay
SW480-Mocktransfektanten sowie die beiddrDN8Klone B8 und B11* verwendet. In drei
unabhangigen Experimenten ergab sich kein eindautignterschied in der Wund-
verschlusszeit von SW480-Zelllayern mit schwachst starkerCLDN8-Expression (Daten
nicht gezeigt). Das bedeutet, dass das Migratioghalten nicht von de€CLDNS8-Expression

beeinflusst wird.

3.4.2 Uberprufung der antiapoptotischen Eigenschaft ~ en von REG1A
Wie in Abb. 50 gezeigt, bewirkte REG1A im Vergleizhm Uberstand mocktransfizierter

Zellen in zwei unabhangig voneinander durchgefith&Esperimenten keine Reduktion der
PTX-induzierten Caspase-Aktivitat von HT-29 Zelldeher schien REG1A die Apoptose
sogar positiv zu beeinflussen. Eine WiederholungSiv480 anstatt von HT-29 Zellen ergab
ebenfalls keine Apoptose-inhibierende Wirkung voBGLA (Daten nicht gezeigt). Die
Resultate aus dem Caspase-Assay wurden durch aiakep durchgefuhrte Zellzahlung mit
Trypanblau untermauert. Abb. 51 dokumentiert, dR&G1A im Vergleich zu Mock-
Uberstand keine Hemmung des PTX-induzierten Zedltng Folge hatte.
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Abb. 50: Caspase-Aktivitat von HT-29 Zellen nach 48-stundiggposition mit PTX in Mock- oder REG1A-
haltigem Uberstand 3 h nach Substratzusatz. Es diadMittelwerte von Doppelbestimmungen gezeigt.
Fehlerbalken markieren Maximalwerte. Nomenklatunbehandelt = unbehandelte HT-29 Zellen, DMSO =
Behandlung mit DMSO (PTX-Losungsmittel), PTX = PTXDSMO, Mock + PTX = PTX in Mock-Uberstand,
REG1A + PTX = PTX in REG1A-Uberstand.

16000
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unbehandelt DMSO Mock + PTX REGI1A + PTX

Abb. 51: HT-29-Lebendzellzahlen nach 48-stiindiger PTX-Behaglin Mock- oder REG1A-Uberstand. Es
sind Mittelwerte von 16-fach Bestimmungen dargéstélehlerbalken markieren die Standardabweichung.
Nomenklatur unbehandelt = unbehandelte HT-29 Zellen, DMSO =hdhdlung mit DMSO (PTX-

Losungsmittel), PTX = PTX in DSMO, Mock + PTX = PTiX Mock-Uberstand, REG1A + PTX = PTX in
REG1A-Uberstand.
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4 Diskussion

Bislang erlauben histopathologische Parameter digerste Prognose flir Krebspatienten
(Bustin und Dorudi 2004). Dennoch ist ihre Vorhgedaaft limitiert. Beispielsweise werden
Kolonkarzinompatienten ohne Lymphknoten- und Femastasen (NO MO) nach erfolg-
reicher Resektion (R0) als geheilt erachtet unded&biner Chemotherapie zugefuhrt. Bis zu
30 % dieser Patienten versterben allerdings interr@n 5 Jahren nach der Operation (Ratto
et al. 1998; O'Connell et al. 2004). Zur Vermeidwog Unterbehandlungen ist deshalb eine
Erganzung der aktuellen histopathologischen Stallathoden sehr erstrebenswert. Es
existieren bereits vielversprechende Forschungsdefuvonach ein molekulares Staging fir
kolorektale Karzinompatienten durchaus mdoglich ein sscheint. So konnten die UICC-
Stadien 1l und 1l anhand definierter Expressiogsaturen voneinander unterschieden
werden (Zou et al. 2002; Frederiksen et al. 20080k et al. 2004). Eine weitere Microarray-
Studie konnte anhand der Genexpression zwischal l@grenzten und fernmetastasierten
kolorektalen Karzinomen diskriminieren (Bertucci at 2004). Des Weiteren ermdglichte
eine lediglich 23 Transkripte umfassende Signatier \doraussage des Rezidivierungs-
verhaltens von urspriinglich Lymphknoten-negativastidaten (UICC Il) Gber den Einsatz
von GeneChips (Wang et al. 2004b).

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels DNA-Chigdhnologie nach differenziell
exprimierten Transkripten in Kolonkarzinompatienteit initial niedrigem Staging (NO MO),
spater aber variierendem klinischen Verlauf (LovekRHigh Risk) gesucht. Des Weiteren
sollten Sequenzen mit stark unterschiedlicher Esgiom zwischen Dickdarmtumoren und
gesunder Kolonmukosa (Healthy) identifiziert werddBasierend auf den GeneChip-
Ergebnissen wurden Genlisten mit insgesamt 516 skrgpten erstellt undin silico
erfolgreich auf ihre prognostische Tauglichkeiteg#tt. 10 Sequenzen wurden tUber gPCR an
einem neuen Patientenkollektiv validiert. Diesemiba&tete neben Kolonkarzinomen zwecks
Analysen-Erweiterung nun auch rektale Karzinomee [BExpression der Gen€LDNS§
REG1Aund CCR3wurde besonders eingehend per gqPCR untersuchteMiérend wurde
die Lokalisation vorCLDN8 und REG1AMRNA Uber TMA-basiertén situ-Hybridisierung
analysiert. Abschliel3end wurde versucht, die Famklieider Gene naher einzugrenzen.

Trotz der erfolgversprechenden Befunde zur Nutasason Expressionssignaturen fir eine
Prognosenstellung, bleiben die Schnittmengen piigdik Transkripte aus verschiedenen
Microarray-Studien Uber das kolorektale Karzinorsldng klein (Shih et al. 2005). Neben
Unterschieden in der Gewebepraparation, der beasnutzmMicroarray-Plattform und
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Datenanalyse ist dieses Ph&nomen sicherlich aucth doicht vollig identische Frage-
stellungen bedingt. Ein Vergleich der in dieser dtlgefundenen 516 putativen Markergene
mit den von Bertucci et al. (2004) und Wang et(2004b) benutzten Expressionssignaturen
ergab 12 bzw. gar keine gemeinsamen Sequenzen n(Datdt gezeigt). Auch die
Schnittmengenbildung zwischen den 516 putativen kkfgenen und 39 allgemeinen
Faktoren, wie z.Bp53 oder DCC, deren genauer prognostischer Wert derzeit nocht ni
abschliel3end beurteilt ist (Abschnitt 3.1.f8)hrte lediglich zu 4 gemeinsamen Transkripten
(Tab. 15). Damit sind die allgemeinen Faktoren gkas1 Bestandteil der in dieser Arbeit
ermittelten prognostischen Signatur. Die zur Tegtufieser 39 Transkripte erstellten
Konditions-Baumdiagramme mit falschen bzw. nichtllstandig auflosenden Gruppen-
zuordnungen zeigen jedoch klar, dass die allgemeik@ktoren keine alternative
prognostische Signatur innerhalb der verwendetdrerRankohorte darstellen. Sie werden
hinsichtlich der Einordnung der 3 Gruppen Healtbhgw Risk and High Risk eindeutig von
den hier gefundenen 516 Sequenzen Ubertroffen.

Die Verifizierung von Expressionssignaturen zurkbiminierung verschiedener Konditionen
(wie z.B. Tumor- und Normalgewebe) mithilfe einesveten Verfahrens (wie z.B.
hierarchischem Clustern) am urspringlichen Patidaiéektiv stellt eine verbreitete
Vorgehensweise dar. Daran anschlielen sollte dignr aine zusatzliche Validierung an
einem neuen Patientenkollektiv — idealerweise msitgdternativer Methoden, wie in dieser
Arbeit durch gPCR undin siti-Hybridisierung realisiert. Die Uberprifung einer
identifizierten Expressionssignatur an einer unagglgen Kohorte fehlt allerdings teilweise
in Veroffentlichungen, wie z.B. bei Frederikserakt(2003).

Die Microarray-Befunde dieser Arbeit konnten rREG1A CLDN8 sowie AQP8 RAB27B
und SERPINE2(Tab. 18) in 5 von 10 Fallen (Transkripten) viaGiP bestétigt werden.
Hinsichtlich der Validierung von Microarray-DatererpgPCR finden sich in der Literatur
unterschiedliche Angaben. Rajeevan et al. (200hntem in Keratinozytenmaterial von 24
Uberpriften Genen 17 (71 %) in der gPCR verifizierln einer anderen Studie, welche
anstatt gespotteter Microarrays GeneChips von Adyix verwendete, ergab die Analyse
von péadiatrischen Hirntumor- und Knochenmarkprolsenvie von sechs Zelllinien eine
Ubereinstimmung von 67 % (32 Gene aus 48) (Dallas. 005). Hingegen konnten Chiu et
al. (2005) lediglich 40 % (8 Gene aus 20) der ilNéBChip-Experimenten Uberexprimierten
Transkripte via qPCR bestatigen. In der letztgeteanmi\rbeit wurden jedoch anstelle von
Kulturzellen ausschlie3lich Gewebeproben von Parewerwendet und fir die Validierung

weitere Individuen mit eingeschlossen. Bei Verwargluon Patientenmaterial erscheint eine
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reduzierte Ubereinstimmung von Microarray- und gFRen wegen interindividueller
Unterschiede durchaus plausibel.
Der Befund, dass die Expressionsprofile der hier@eneChip untersuchten Kolontumoren
Aufschluss Uber eine spéter stattfindende bzw.rbleidende Metastasierung (High Risk/
Low Risk) geben konnten, stitzt die Hypothese, whrdas Metastasierungspotenzial schon
sehr frih wéahrend der Tumorigenese determinierd \{Bernards und Weinberg 2002). Der
vorherrschenden Lehrmeinung zufolge sind hingegerwenige Zellen eines Priméartumors
durch klonale Selektion zur Metastasierung befahiblas erklart allerdings nicht
befriedigend, weshalb es Uberhaupt zu einer Rialing kommt. Denn die Erfolgsquote
individueller Tumorzellen Tochtergeschwiulste audzen ist, z.B. infolge hAmodynamischer
Kréafte (Weiss et al. 1992), gering (Tarin et al84p Dartber hinaus konnten wohl kaum
Aussagen uber das Metastasierungsverhalten eimasrswgetroffen werden, wenn lediglich
ein kleiner Bruchteil der Zellen zur erfolgreich&hsiedlung in fremde Organe beféhigt ware.
In diesem Fall wirde ein metastasierungsspezifsscliexpressionsprofil durch die
Genexpression der Mehrheit der Tumorzellen Ubetdedicroarray-Analysen haben aber
bereits die expressionsmaRige Ahnlichkeit von ntaséerten Primartumoren und den
korrespondierenden Fernmetastasen gezeigt (Ramasetaal. 2003; Weigelt et al. 2003).
Diese Befunde legen nahe, dass die Fahigkeit zutadtlesierung eine von vornherein
vorhandene Eigenschaft eines Tumors darstellt utsrdger durch klonale Selektion bestimmt
wird. Damit scheint eine Expressionsprofilierungfiiihen Krebsstadien durchaus fir eine
klinische Prognosenstellung geeignet.
Im Folgenden werden die Validierungsbefunde fur @ene CLDN8 REG1Aund CCR3
eingehender bewertet. Hierbei sollen auch beredisamnte Details der jeweiligen Gen-
funktion Berticksichtigung finden.
Die aus den DNA-Chip-Experimenten evidente Untereggion vonCLDN8 im Tumor
konnte in der gPCR vollends bestatigt werdélaudine lat. claudere = verschliel3en) sind
ein essenzieller Bestandteil der Tight Junctidats Zonula occludens), welche eine Form der
Zell-Zell-Adhéasion vermitteln. Wé&hrend Adherens duions und Desmosomen eine
mechanische Verbindung benachbarter Epi- und Eetimlen bewirken, dienen die Tight
Junctions der Versiegelung (,Sealing“) des intdut&len Raums (Schneeberger und Lynch
1992; Gumbiner 1993). Sie fungieren dabei nach itsw@t al. (2001) und Chiba et al. (2003)
als:

1. Barriere zur Beschrénkung eines parazellularenft&togports (geloste Substanzen

kbnnen entweder durch Transportermolekile in derto@gsmamembran
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(transzellular) oder durch Passage der Zellzwiséhene (parazellular) von einem
Kdrperkompartiment in das nachste gelangen (Sar¢8s)).

2. Schranke zur Hemmung der Entmischung apikaler (b&dorektum: lumenseitiger)
und basolateraler (der Basalmembran zugewandtempbvenproteine und Lipide
durch laterale Diffusion, wodurch die Zellpolaritéit aufrechterhalten wird.

3. Andockstelle fur zytoskeletale Molekule und Sigmatpine.

Die Tight Junctions besitzen eine Dicke von etwandD und bestehen aus folgenden
Proteinen:

1. Claudine mit einer Masse von 22 — 27 kDa, welcle¢ss# Transmembrandomé&nen
und 2 extrazellulare schleifenféormige Doméanen aidere (Morita et al. 1999).

2. Occludin (Furuse et al. 1993).

3. Junctional Adhesion Molecule (Martin-Padura etlaR8).

Die genaue stochiometrische Zusammensetzung det Jugnctions ist bislang unbekannt, die
Claudine werden jedoch als Ruckgrat (,Backbonef)Tdght Junctions erachtet (Furuse et al.
1998), da diese auch ohne Occludin konstituiertdemerkénnen (Saitou et al. 1998). Zur
Ausbildung der Tight Junctions interagieren die udiae zweier benachbarter Zellen in
homo- oder heterotypischer Weise (Furuse et al9198ukita und Furuse 2000). Dartber
hinaus scheinen sie auch fir die Bildung von Pomemerhalb der Tight Junctions
verantwortlich zu sein (Simon et al. 1999), indeestbnmte Claudine keine Verbindung mit
Claudinen in der gegenuberliegenden Zellmembragegien (Tsukita und Furuse 2000).
Diese Poren sind ladungs- und molekularmassense(€@uimbiner 1993; Turner et al. 1997),
erlauben also den parazellularen Flux bestimmtestanzen. Derzeit sind fir den Menschen
23 verschiede Claudine beschrieben (Katoh und Kat)B). Die Multigenfamilie ist auf
verschiedenen Chromosomen kodiert und wird gewelzéfsgch exprimiert (Morita et al.
1999). Oft werden mehr als 2 Claudine pro Zelltygbitfet (Furuse et al. 1999). Dabei
scheint die Festigkeit der Tight Junctions durchn d€laudin-Typ und das
Mischungsverhaltnis verschiedener Claudine beesflzu werden (Tsukita und Furuse
2000). Die Proteine ZO-1, ZO-2 und ZO-3 (Zonula occluddn®/3) interagieren von der
zytoplasmatischen Seite mit den Carboxy-Termini@udine (Itoh et al. 1999) und stellen
durch gleichzeitige Wechselwirkung mit Aktin eineMindung zum Zytoskelett her (Itoh et
al. 1997; Fanning et al. 1998). Dariber hinaus kansich viele weitere Proteine, wie z.B.
das Tumorsuppressorprotein PTERhosphatase and Tensin Homolog) (Wu et al. 2G00),

den Tight Junction-Komplex anlagern.
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Im Zusammenhang mit dem Auftreten von Tumoren \eirte Deregulation von Claudinen
erst seit funf Jahren beschrieben. Anfang 2006 J2fuar) waren in der Literaturdatenbank
des NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi2étubMed) lediglich 44 Publikationen
mit tumorbiologischem Inhalt (MeSH-Term ,Neoplasmehd dem Wort ,Claudin“ im Titel
registriert. Besonders oft wurden CLDN1, CLDN3, QU4&4 und CLDN7 mit
Krebserkrankungen wie Brust-, Eierstock-, Pankrddsigen-, und kolorektalen Karzinomen
assoziiert. Paradoxerweise wird dabei sowohl Urdts-auch Uberexpression der Claudine
berichtet. So wurde fur das Mammakarzinom eine Miggpression von CLDN1 und
CLDN7 gefunden (Kramer et al. 2000; Kominsky et24103), wohingegen fur das Pankreas-
karzinom eine Uberexpression von CLDN4 (Michl et 2001) und fir das kolorektale
Karzinom mehrheitlich eine erhdohte Expression vohDR1, CLDN3 und CLDN4
dokumentiert ist (Miwa et al. 2000; de Oliveira @t 2005). Zunachst ist ein€laudin
Unterexpression im Tumor eingangiger, da sich Kemzizellen durch einen Polaritatsverlust
auszeichnen und eine herabgesetzte Zell-Zell-Adhéasine Pramisse der Metastasierung
darstellt. Auch durfte eine erhdhte Permeabiligg ohterzellularen Raums die Diffusion von
Nahrstoffmolekilen zum Tumor erleichtern (Morin 300 Jedoch koénnten die Tight
Junctions auch bei einer erhohten Bildung V©laudinmRNA durch posttranslationale
Ereignisse in ihrer Funktion beeintrachtigt werd8n. ist beispielsweise die Lockerung der
Tight Junctions nach Phosphorylierung von CLDN3S(iza et al. 2005) und CLDN5 (Soma
et al. 2004) beschrieben.

CLDN10 wurde bereits als Marker fur das progressionsftdiierleben von Patienten mit
Leberzellkarzinom vorgeschlagen (Cheung et al. 2005

CLDNS8 (21g22.11) besitzt eine Lange von 225 Aminwsa und wurde bisher tUberhaupt
nicht mit Neoplasien in Verbindung gebracht. Im Memen ist nur eine Expression in der
Epidermis beschrieben (Brandner et al. 2002). m\ilgus wurde CLDN8 hingegen auch in
Teilen des Innenohrs (Kitajiri et al. 2004) sowmeden Henle-Schleifen, distalen Tubuli und
den nachgeschalteten Harnsammelrohren (Niereynwiauhfluoreszenz (Kiuchi-Saishin et al.
2002; Li et al. 2004) detektiert. Da der aufste@tgemlicke Schenkel der Henle-Schleife als
vollstadndig wasserimpermeabel gilt, missen hierTdgt Junctions zur Verhinderung einer
parazellularen bD-Passage besonders fest ausgepragt sein. Im Haidgstem konnte nach
Induktion der Expression va@LDN8 eine reduzierte parazellulare Permeabilitat fintdtren
(H"), ein- und zweiwertige Kationen, Ammonium (MNHund Bikarbonat (HC®) gezeigt
werden (Yu et al. 2003; Angelow et al. 2006). Pblggjischerweise ist auch eine Abdichtung

des interzellularen Raums des Dickdarmepithels dingbar, da es zu keinem Ruckfluss der
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resorbierten Elektrolyte kommen darf. Die in diesArbeit gefundene prominente
Unterexpression voiCLDN8 im kolorektalen Karzinom passt zur generell bebbzaren
Entdifferenzierung von Krebszellen sowie zur Tatgacdass fir die Invasion fremder
Gewebe die Zelladhasion herabgesetzt werden muszeigten Patienten mit besonders
geringer CLDN8-Expression im (den Tumor umgebenden) Normalgewashe signifikant
haufigere Invasion der LymphgefaRe (L1). Uberdiésrite eine Lockerung der Tight
Junctions das Eindringen von Darmbakterien in digld&hn erleichtern und somit die bei
einem Teil der Patienten auftretende Sepsis erklafdlerdings ist — wie bereits oben
besprochen — fiir eine Reihe von Claudinen auch@gim¥expression im Zusammenhang mit
Tumorerkrankungen beschrieben.

Eine Korrelation mit dem Patiententberleben odeiddhen Parametern und der Expression
von CLDN8 konnte hier mit Ausnahme der Lymphgefal3invasiatindemonstriert werden.
Dies konnte in der Richtung d€2LDN8Regulation begrindet sein. Mdglicherweise ist
CLDNS8in Patienten mit besonders infaustem Verlauf (Ni) M Wirklichkeit schon starker
unterexprimiert als in Individuen mit ginstigem HKkheitsausgang, jedoch wegen des
ohnehin schon geringen Expressionsniveaus nichteimer Diskriminierung geeignet.
Generell durften sich Uberexprimierte Gene, wie.zHEG1A wegen der leichteren
Detektierbarkeit besser als prognostische Marlkgnesi als unterexprimierte Transkripte, wie
CLDNS8 oder AQP8 Nicht umsonst zeigen alle in der klinischen Diagfik gangigen
Tumormarker, wie z.B. CEA oder CA-19-9, bei einemsfieg (Lamerz et al. 2001) und nicht
bei einem Abfall eine Tumorerkrankung oder -progi@s an. Dies bedeutet nicht, dass
CLDNS8 keine tumorbiologische Relevanz besitzt, sondegigtzlediglich die Limitation
unterexprimierter Molekdle hinsichtlich einer pragtischen Verwertbarkeit auf. Da sich das
CLDN8&-Niveau bezogen auf gesunde kolorektale Mukosa bereits anmidigewebe von
Tumorpatienten signifikant erniedrigt darstelltepnkte CLDN8 aber ein Marker von
pramalignem Risikoepithel sein (s. hierzu auch Dsskonsabschnitt flir das GBREG1A.

Eine in verschiedenen Darmbereichen differenzieipression ist bislang fir kein Mitglied
der Claudine dokumentiert, stellt aber fir Genedllgemeinen ein bekanntes Phanomen dar.
Der hier demonstrierte Anstieg deét. DN8Expression vom Kolon hin zum Rektum war nur
in Normalgewebe signifikant. Fir Tumorproben mastigrte sich lediglich eine Tendenz;
eventuell wegen des in kolorektalen Karzinomen esagnt sehr niedrigeBLDN8-Niveaus
bei dem geringe Expressionsveranderungen schwhzmaeisen sind.

Die TMA-basiertenin siti-Hybridisierungen furCLDN8 ergaben zwar eine ausschlief3liche

Farbung von normalen Epithelzellen bzw. Tumorpangnt jedoch zeigten Tumorstanzen
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im Allgemeinen ein intensiveres Signal als Normealglee-Cores. Dies galt sowohl fiir beide
in sit-Sonden (ICLD-1 und ICLD-2) als auch fur die beidemutzten TMA-Serien (,Kolon
MO/1* und ,G2A/G2B") und steht im Widerspruch zurd&rgebnissen des Tagman Assays,
wonach CLDN8 einem &ufRerst prominenten Expressionsrickgang arzikomstadium
unterliegt. Die Methode deiin siti-Hybridisierung ist primar zur Lokalisation von
Transkripten konzipiert; allerdings sollten die If#mgen wenigstens tendenziell den
Resultaten der qPCR entsprechen.

Da fir den Menschen insgesamt 23 verschiedene @Rumtkannt sind und oft auch eine
Uberexpression von Claudinen in Tumoren berichted vikonnte man eine Kreuzreaktion der
verwendetenin sitt-Sonden mit einer weitere€LDN-mRNA nebenCLDN8 vermuten.
Jedoch ergab die Analyse der Sondensequenzen @bBasic Local Alignment Search Tool
(www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) keine Homologien zu deren humanen Claudinen. Das
nachsthomologe Protein ISLDN17 (Katoh und Katoh 2003), zu welchem auf Nukleinsaur
ebene 65 % Sequenzhomologie bestehen. Eine etwWaeereaktivitat dein sit-Sonden
wirde Uberdies nicht den geringen Anteil farbunggp@r Normalgewebe-Cores erklaren.
Moglicherweise ist es zu einer partiellen RNA-Deljgaung in den Gewebestanzen ge-
kommen. Ein durch den Paraffinierungsprozess beéglingbbau von RNA-Molekiilen in
TMAs wurde bereits vermutet (Hoos und Cordon-C&@01). Dem widerspricht allerdings,
dass diein sit-Hybridisierungen firREG1A an den gleichen TMA-Serien plausible
Ergebnisse erbrachten, eine Paraffin-assoziiertgrddation aber sequenzunspezifisch
ablaufen misste. AulRerdem zeigten auch Gefriermtipaen von Mock- undCLDN&
Transfektanten keinen deutlichen Intensitatsunbeesicin derin siti-Hybridisierung (Daten
im Ergebnisteil nicht gezeigt). Die Integritdt dersitu-Sonden wurde wiederum durch
Positivkontrollen und die z.T. gefarbten Gewebeztarbelegt.

Die beobachtete Minderexpression v@LNDS8 in kolorektalen Karzinomzellen ist nicht
durch Hypermethylierung bedingt, wie die hier dgetiihrten Zellkulturversuche mit der
demethylierenden Substanz 5-AzaC ergaben. Bisktngnier den Claudinen nur f@LDN7
eine Repression durch einen Methylierungsmecharssm@mmialysiert und nachgewiesen
(Kominsky et al. 2003). Die Hypermethylierung vop& reichen Promoterregionen (DNA-
Abschnitte mit haufigem Vorkommen von Cytidin-GuameDinukleotiden) stellt eine
haufige Ursache fur die Reprimierung von Genenumaren dar. Allerdings spielt bei der
epigenetischen Repression auch die DeazetylierongHistonen eine Rolle (Baylin 2005).
Inwiefern die Reduktion de€LDN8-Expression auf letzterem Mechanismus, Mutatiomen i

der DNA oder einem veranderten Spektrum an Trapgénsfaktoren beruht, bleibt an dieser
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Stelle unklar. FUrCLDN16 ist eine Punktmutation in Patienten mit Hypomagirage
beschrieben. Da diese jedoch innerhalb des ORFdidat ist, bewirkt sie keine Hemmung
der Genexpression, sondern ein in seiner Funktemintrachtigtes CLDN16 (Mdiller et al.
2003). Hingegen ist fUCLDN1, CLDN2 CLDN3 und CLDN4 eine Regulation durch EGF
(Epidermal Growth Factor) im Zellkultursystem (Singnd Harris 2004) sowie fiCLDN18
durch den Transkriptionsfaktor T/EBP/NKX2.1 in Maosbryonen beschrieben (Niimi et al.
2001).

Der im Adhasionstest demonstrierte nicht vorhandgnéuss delCLDNS8-Expression auf die
zellulare Haftung an Kollagen und Fibronektin eesoh plausibel, da den Claudinen im
Allgemeinen eine Rolle in der Zell-Zell-, nicht abZell-Matrix-Adhasion zugeschrieben
wird. Eine Abklarung fir CLDN8 erschien aber insofesinnvoll, dass bislang keinerlei
Veréffentlichungen zum tatsachlichen Einfluss vdaudinen auf die Zell-Matrix-Adhasion
existieren.

Der Aggregationstest ergab auch keinen Zusammenharsghen delCLDNS&Expression
und dem homotypischen Adhasionsverhalten kolorektlarzinomzellen. Mdglicherweise
ist fur eine Metastasierung die Unterexpression GiDN8 schon ein notwendiges, blof3
nicht hinreichendes Kriterium, da die Zell-Zell-AiHion neben den Tight Junctions ebenso
von Adherens Junctions und Desmosomen bestimmt Bwodkonnte fiiCldnl, Cldn2 und
Cldn3 zwar eine aggregationsfordernde Wirkung in murikarturzellen gezeigt werden,
jedoch war diese schwécher ausgepréagt als jendeMoadherin (Kubota et al. 1999). Dies
passt zu der Annahme, wonach die HauptfunktionTdigit Junctions in einer Abdichtung
des interzellularen Raums besteht.

Im Wound-Healing Assay konnte kein Einfluss @&rDN8-Expression auf die Zellmigration
festgestellt werden. Man hatte vermuten kénnens @ase Minderexpression vaOLDN8
wegen der Funktion der Claudine, benachbarte Zefteinander zu verbinden, einen
positiven Effekt auf die Zellmotilitat besitzt. Eisolches Resultat ware auch deshalb
plausibel, weil Krebszellen zur Absiedlung in entte Koérperregionen ein gesteigertes
Migrationsverhalten aufweisen muissen und s@€hDN8 gerade im Tumor schwécher
exprimiert darstellte. FUELDN4 konnte bereits eine negative Korrelation der Gpression
mit der Migration von humanen Magenkarzinomzell@amdnstriert werden (Mima et al.
2005). In humanen Eierstockkrebszellen bewirkterdihgs eine Uberexpression vGhDN4
(und CLDN3J) eine verstarkte und nicht reduzierte Zellmignat{@garwal et al. 2005). Diese
kontraren Befunde kdnnten daher rihren, dass ineltagnd Ovarzellen nebeGLDN4

unterschiedliche Typen von Claudinen exprimiert deer Claudine kdnnen zwar eine
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interzellulare Versiegelung bewirken, anderersaiter auch die Ausbildung von Poren
verursachen, indem bestimmte Claudine, wie z.B. BLIind CLDN2 (Tsukita und Furuse
2000), nicht miteinander interagieren. Deshalb kérgine Uberexpression vaDLDN4 in
Eierstockzellen tGber eine massive Porenbildung gjesteigerten Migration zutraglich sein.
In Ubereinstimmung mit den Microarray-Resultatendierte das GeREG1Ain den gPCR-
Analysen als signifikanter prognostischer Markerunthnes REG1A (2pl2) ist ein
sezerniertes Protein von 166 Aminosauren Langegamdrt zur Superfamilie der Kalzium-
abhangigen (C-Typ) Lektine. Im Menschen sind bigldnverschiedenRBEG Gene bekannt:
REG1A REG1B REG3Aund REG4 (Hartupee et al. 2001REG1Awurde durch Screenen
einer cDNA-Bibliothek von regenerierenden Inselzelaus dem Pankreas der Ratte identi-
fiziert (Terazono et al. 1988). Es wurde zunachgt der Regeneration vofi-Zellen des
Pankreas und der Remission von Diabetes mellitigenbindung gebracht (Watanabe et al.
1994; Gross et al. 1998). Nachfolgend wurRteG1Aauch mit Magenkrebs (Kadowaki et al.
2002) assoziiert und zeigte sich in kolorektalemziedmen tberexprimiert (Zenilman et al.
1997; Rechreche et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit konnte ein schrittweikenzentrationsanstieg dAREG1IAMRNA
von normalem kolorektalem Gewebe Uber das Adenalstahinzu Tumoren kolorektaler
Karzinompatienten demonstriert werden. Dies stinmmit zuvor in der Literatur beschrie-
benen Ergebnissen aus Northern Blot (Rechrechel.ef999) und Gel-basierter PCR
(Macadam et al. 2000) uberein, wond@BG1Aim kolorektalen Karzinom Uberexprimiert
vorliegt. Im Gegensatz dazu, waren Violette e{2003) nicht im Stande eine Uberexpression
von REG1Ain 22 Tumorproben aus unvorbehandelten Patientekatorektalem Karzinom
in der gPCR zu reproduzieren. Bemerkenswertervkainaten Violette et al. (2003) ebenfalls
kaum REG3AMRNA detektieren, welche sich in der Studie vonchttam et al. (2000)
zusammen mMIREG1Aals prognostischer Marker verwerten lief3.

In Adenomgewebe ist die Expression VREG1Abereits per Immunhistochemie visualisiert
worden (Zenilman et al. 1997). Bislang war jedoth REG1AExpression in Adenomen
nicht mit derjenigen in Normalgewebe verglichen aer. Da Adenome als benigne
Prékursoren des kolorektalen Karzinoms gelten (Mettoal. 1975), ist ein Anstieg der
REG1AExpression bereits im Adenomstadium eingéngig.

Die Zunahme der Expression setzte sich aber setb#tarzinomstadium in Patienten mit
infaustem Verlauf fort, indem Individuen mit starkREG1AExpression eine signifikant
reduzierte Wahrscheinlichkeit fiir ein Tumor-abh#egi sowie progressionsfreies Uberleben

besalen. Fur das Gesamtiiberleben manifestiertéesigtich ein Trend. Dieser Uberlebens-
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typ schlie3t auch Individuen mit fehlender Inforioat Gber die genaue Todesursache
(eventuell nicht immer Krebs) mit ein. Daher istresht erstaunlich, dass fur das Gesamt-
Uberleben eine Signifikanz nicht vollstandig erméiwurde. Bezuglich des progressionsfreien
Uberlebens fungiert®EG1Abereits in einer anderen, auf konventioneller FfgRihenden
Studie, als Pradiktor fur Patienten der UICC-Stadiaund Il (Macadam et al. 2000). Im
Gegensatz dazu, basiert die hier prasentierte Aaadyf allen vier UICC-Stadien und ein
Ausschluss der Stadien Ill und IV fihrte zum Sitgaihzverlust. Dieser Effekt ist moglicher-
weise in der Grol3e des Patientenkollektivs begriindd wiirde nach Fallzahlerweiterung
verschwinden. Wahrend ein verbessertes Stagingifilt-metastasierte Patienten (UICC
[+11) zur Verhinderung einer Unterbehandlung voolggm Interesse ist, kbnnen die eigenen
Befunde auch so interpretiert werden, dAE$51Aselbst in spaten Stadien (UICC HlI+IV) zur
Risikostratifizierung herangezogen werden kann.
Da REG1Anicht nur in Adenomen, sondern bereits im (den duomgebenden) Normal-
gewebe relativ zu gesunder kolorektaler Mukosa dBED erhéht war, konntBEG1Anicht
nur fir die Prognosenstellung nitzlich sein, sondgleichzeitig einen Marker von pra-
malignem Epithel darstellen. Ein solcher Risikonesirkdnnte bei der Untersuchung von
endoskopisch abgetragenem Gewebematerial immer danninteresse sein, wenn laut
konventioneller Mikroskopie kein pathologischer @& vorliegt.
Es muss herausgestellt werden, dass jegliches Ngemebe mit neoplastischen Anteilen
von der gPCR-Analyse eliminiert worden ist. Desh&nn der Anstieg deREG1A
Expression in den Normalgewebeproben nur durch

(A) Einwanderung von Leukozyten oder

(B) mikroskopisch nicht erfassbare molekulare Alteraio verursacht worden sein.
Maoglichkeit (A) kann ausgeschlossen werden, deaeinrdsitu-Hybridisierung keind(REG1A
Expression in immunologischen Zellen und in der BP&eine Korrelation von
Normalgewebeexpression und Leukozytenanteil naciegew werden konnte. Auch die
in sitirHybridisierungsdaten von Macadam et al. (2000) eohgrél3ere Farbung von
immunologischen Zellen sprechen gegen eine entmiedReaktion als Ursache dREG1A
Expression. Was (B) anbelangt, so ist eine verd@d@enexpression von peritumoralem
Normalgewebe kein unbekanntes Phanomen (Chen 20@4). Deshalb kbnnte dREG1A
Expression zur molekularen Diagnose sehr friher drstadien dienen, welche sich den
konventionellen histopathologischen Nachweismethodetziehen. Fir eine Ableitbarkeit
von Tumoreigenschaften aus der peritumoralen Geassgjn spricht auch, dass bereits das

Normalgewebe von fernmetastasierten Patienten tereleerhbhteREG1ALevel aufwies.
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AuRerdem verdeutlicht die Uberexpression RIBG1Ain mikroskopisch normaler Mukosa
die Wichtigkeit der richtigen Kontrollgewebeauswdiit Expressionsanalysen an Tumoren.
Es sollte stets beachtet werden, dass Gewebeprabsnder unmittelbaren Nahe von
Neoplasien — obwohl mikroskopisch unauffallig — aublekularer Ebene bereits verandert
sein konnten.

Aufgrund der Uberexpression v&@EG1Aim Karzinomstadium héatte man in Fernmetastasen
eine noch héhere Expression erwarten konnen. Unhgigseist allerdings laut gPCR der Fall.
REGI1A ist moéglicherweise lediglich fir den Metagtasngsprozess bedeutsam, aber nicht
fur das sich anschlielRende MetastasenwachstumnBeh. der erfolgreichen Ausbildung von
Tochtergeschwilsten vermittelt REG1A womdglich lksinselektiven Vorteil mehr, da die
externen Bedingungen anderer Korperregionen sich denen am Entstehungsort des
Primartumors unterscheiden durfen. Eventuell stBIEG1A in Metastasen sogar einen
Wachstumsnachteil dar, sodass sich letztendlich ofzelien mit schwacheREG1A
Expression entsprechend dearwinistischen Selektionsprinzip zahlenmaniig dsetren.

Eine in verschiedenen Darmabschnitten differereigenexpression wurde bereits flur
normales und maligne entartetes Kolongewebe betichBeispielsweise liegt das
Tumorprotein p53 in Rektumkarzinomen im Vergleiecheoplasien des Kolons erhéht vor
(Kapiteijn et al. 2001). EGRF (Epidermal Growth teadReceptor) und PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen) stellten sich hingegen inhisseitigen Kolonkarzinomen (Zakum,
Colon ascendens, proximale des Colon transversum) bezogen auf linksseitigealés's
des Colon transversum, Colon descendens, SigmoideuhRektum) starker exprimiert dar
(Fric et al. 2000).REG1A und REGS3A scheinen in rektalen Tumoren haufiger als in
Kolonkarzinomen exprimiert zu sein (Macadam et2800). Das dirfte die in dieser Arbeit
gefundene schwachere Expression WiBG1Aim Sigmoideum im Vergleich zu rektalen
Tumoren widerspiegeln.

Die hier prasentiertem situ-Hybridisierungen auf TMA-Basis ergaben eine aulssBhche
Expression VOnREGI1A in den Karzinomzellen von Tumorproben und z.T. haun
Epithelzellen von Normalgewebe. Dies stimmt vollknen mit bereits publizierteim situ-
Befunden Uberein (Zenilman et al. 1997; Rechretla ¢999). DREG1AMRNA weder im
Bindegewebe noch in immunologischen Zellen, weldag karzinomattse Gewebe teilweise
infiltrieren, detektiert wurde handelt, es sich rselahrscheinlich um einen exklusiv
epithelialen Marker. In beiden kolorektalen TMA-ter (,Kolon MO/1“ und ,G2A/G2B")
konnte die in den GeneChip-Experimenten und derRjB€fundene erhdhte Expression von

REG1AIim Tumor reproduziert werden. Dartber hinaus egigtich auch signifikant positive
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Korrelationen zwischenREG1AFarbung und dem Vorhandensein von Lymphknoten-
Metastasen sowie dem Tumorstadium, welche in dERgRicht evident gewesen waren.

Die in siti-Hybridisierung ist priméar ein Verfahren zur Visisédrung der raumlichen
Verteilung der Genexpression und hinsichtlich eimeRNA-Quantifizierung der gPCR
unterlegen. Jedoch passt die in desiti-Hybridisierung gefundene gesteigerte Expression
von REG1Azum Auftreten von Lymphknotenmetastasen und awtgedren Primartumoren,
da dieREG1AAbundanz gemald Tagman Assay mit zunehmender Miiggmsteigt. Auch
konnte anhand der TMA-Daten eine graphisch den BagBrgebnissen entsprechende
Kaplan-Meier Analyse fiir das progressionsfreie l#i@m erstellt werden. Ein Zusammen-
hang mit Peritonealmetastasen ergab sich hingegennnerhalb der Magen-TMA-Serie
(,Magen MO0/1%). Dies lasst vermuten, daB&G1Aauch von prognostischer Bedeutung fur
das Magenkarzinom sein koénnte. Eine Uberexpression REGI1A in infiltrierend
wachsenden Magentumoren im Vergleich zu lokal begies Primartumoren ist bereits
demonstriert worden (Yonemura et al. 2003). Aul¥ardgngen in der vorliegenden Arbeit
gesteigerteREG1ALevel im (den Tumor umgebenden) normalen Magenbewsit einem
graphisch  deutlichen (wenn auch statistisch nichignifikanten) reduzierten
progressionsfreien Uberleben einher. Dies ist wigmleeine Bestatigung dafir, daREG1A
bereits in peritumoraler Mukosa Uberexprimiert Mml. Insgesamt spiegelten die situ-
Hybridisierungen die Ergebnisse der gPCR widerewgedoch als prognostisches Werkzeug
dem Tagman Assay deutlich unterlegen.

Eine antiapoptotische Wirkung von REG1A konnte téerlebensnachteil von Patienten mit
starkerREG1AExpression erklaren. In solchen Individuen warenTumorzellen besonders
vor Apoptose geschitzt und kénnten sich mdglichesveleshalb besser im Kérper aus-
breiten. So korrelierten in dieser Arbeit erhOREG1ALevel signifikant mit dem Auftreten
von Peritonealmetastasen (welche die UberlebenszeR. besonders stark verkiirzen).
Jedoch war sowohl im Caspase-Assay als auch bemdeoskopischen Lebendzellzahl-
Bestimmung kein negativer Effekt von REG1A auf d¥dX-induzierte Apoptose zu
erkennen. Im fluorimetrischen Test schien REG1A Aigoptose sogar tendenziell zu
verstarken. Damit widersprechen die eigenen Befander generierten Ergebnissen, wonach
rekombinantes REG1A-Protein einen signifikanten ptpse-inhibierenden Effekt auf
kolorektale Karzinomzellen besitzt (Dieckgraefalet2002).

EXTL3(8p21) wurde als Rezeptor von REG1A nach Durchemastiner cDNA-Bibliothek
mit Regl-Protein identifiziert (Kobayashi et al. 0B). Humanes EXTL3 ist ein 919

Aminosauren umfassendes Transmembranprotein. NeK&h3 sind derzeit noch 4 weitere
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EXT-Proteine bekannt. Neben Tendenzen einer Ubegssjon in Tumoren im Vergleich zu
Normalgewebe und in Primartumoren mit peritoneBlBalisierung sowie einer schwacheren
Expression in sigmoidalen Karzinomen als in dengdor Abschnitten des Dickdarms, erwies
sich dieEXTL-3 Expression in der vorliegenden Arbeit als siggaifiter Schatzer des Tumor-
abhangigen Uberlebens. In der Kaplan-Meier Analysedas progressionsfreie Uberleben
wurde zwar keine Signifikanz erreicht (Diagramm kngebnisteil nicht gezeigt), jedoch
verliefen die Graphen fir Patienten mit hoher uiedimger EXTL3Expression in deutlichem
Abstand zueinander.

Im Allgemeinen werden Proteine der EXT-Genfamil&e Bumorsuppressoren erachtet (Hecht
et al. 1995; Raskind et al. 1995). Allerdings fehféar EXTL3 bislang Befunde auf Protein-
und Transkriptionsebene fir eine Tumor-unterdrideenWirkung. Obwohl die
chromosomale Position voEXTL3 im kolorektalen Karzinom oft von LOH (Loss of
Heterozygosity) betroffen ist (Vogelstein et al.829 Arai et al. 1999), konnten Arai et al.
(1999) lediglich in 1 von insgesamt 12 untersuchtelorektalen Zelllinien eine erniedrigte
EXTL3Expression demonstrieren. Es existieren hingegmktionelle Hinweise, wonach
EXTL3 die Zellproliferation in einem definierten REA-Konzentraionsbereich fordert
(Kobayashi et al. 2000). In diesen Versuchen zeigi@nsfektanten mit Uberexpression des
Ratten-Homologen vorEXTL3 ein vermehrtes Wachstum nach Behandlung mit Regl-
Protein. Dartber hinaus fungierte EXTL3 als Mediader durch TNFe (Tumor Necrosis
Factore) induzierten Aktivierung von NkB (Nuclear Factor Kappa-B), der wiederum als
antiapoptotischer Faktor gilt (KEGG pathway hsa@®ZMizuno et al. 2001). Die Hypothese
einer Tumorsuppressor-Funktion von EXTL3 wird dudid hier prasentierten Daten, welche
eine Uberexpression vOBXTL3in kolorektalen Karzinompatienten mit infaustemrhdaf
zeigen, weiter in Frage gestellt.

Zusammen MIREG1AermoglichteEXTL3 eine sinnvolle Risikostratifizierung kolorektaler
Karzinompatienten (Kaplan-Meier Analyse mit kombier Expression voREG1A und
EXTL3. Dies suggeriert einen additiven Effekt der briene auf die Uberlebensreduktion.
Generell wird der klinische Verlauf stark negativonv Auftreten von Metastasen,
insbesondere Peritonealmetastasen, beeinflussh Badeghi et al. (2000) belauft sich die
mediane Uberlebenszeit kolorektaler Karzinompagiemhit Peritonealkarzinose auf lediglich
5,2 Monate. Das Auftreten von Peritonealmetastaserelierte wiederum positiv mit der
Expression VorREG1Aund EXTL3 Deshalb kdénnte der negative Einfluss \WBG1Aund

EXTL3 auf das Patienteniiberleben zumindest partiell (diee Peritonealmetastasen-
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fordernde Wirkung erklart werden. Bisher sind weB&G1AnochEXTL3 mit der Bildung
von Peritonealmetastasen assoziiert worden.

In jungster Zeit wurde den Heparin-bindenden Waghstaktoren (HBGFs) eine Rolle bei
der peritonealen Metastasierung zugeschrieben €Jayral. 2000; Sako et al. 2003). Das
Binden der HBGFs an einen zellularen Rezeptor @efbrzusatzlichen Kontakt mit einem
Heparansulfat-Proteoglykan-Korezeptor. Fehlt leerteist die Bindung des HBGF lediglich
von geringer Affinitat (Pantoliano et al. 1994REG1Aund EXTL3 kénnten den Effekt der
HBGFs modulieren, da EXTL@&1,4-N-Azetylglukosaminyltransferase-Aktivitat besi{Kim

et al. 2001) und mit der Synthese von Heparansuifaterbindung gebracht wird (KEGG
pathway hsa00534).

Fur CCR3konnten die GeneChip-Daten im GegensatREG1AundCLDN8nicht via gPCR
verifiziert werden. Chemokinrezeptoren (CCRs) bemteaus sieben Transmembrandomanen
und gehoren in die Familie der G-Protein gekoppefezeptoren (Murphy et al. 2000).
Chemokine regulieren die Migration von Leukozytemdusind in entzindliche Prozesse,
Infektionen und Tumorerkrankungen involviert (Luste998). Die Bindung eines (extra-
zellularen) Chemokins an einen entsprechenden Rmzéist eine Signaltransduktions-
kaskade aus, welche zur Produktion von Inositdibgphat, zu einem Anstieg der
intrazellularen Kalziumionenkonzentration fQasowie zur Aktivierung von Proteinkinasen
fuhrt. Daneben kommt es zu einer Aktivierung voeitkn (zytosolischen) G-Proteinen aus
der RAS- und RHO-Familie. Die Chemotaxis der Cheimaizeptor-tragenden Zellen
resultiert letztendlich aus einer Modulierung Akéibhangiger Prozesse, in welche die RHO-
Proteine involviert sind (Luster 1998; Horuk 2001).

CCR3 (3p21.3) besteht aus 355 Aminoséuren und biedglich Chemokine, deren erstes
und zweites Cystein direkt aufeinander folgen (Typ). Beschriebene CCR3-Liganden sind
RANTES (CCL5 (Daugherty et al. 1996)), MCP-3 (CC(Honath et al. 1996)), Eotaxin
(CCL11 (Kitaura et al. 1996)), MCP-4 (CCL13 (Elsretr al. 1998)), Eotaxin-2 (CCL24
(Garcia-Zepeda et al. 1996)), Eotaxin-3 (CCL26 (&&i et al. 1999)) und MEC (CCL28
(Pan et al. 2000)). Daneben kann CCR3 als Koreedptom Eindringen des humanen
Immundefizienz Virus Typ 1 (HIV-1) in T-Lymphozytedienen (Choe et al. 1996). Eine
Expression von CCR3 ist vornehmlich fir eosinophiued basophile Granulozyten
(Combadiere et al. 1995; Uguccioni et al. 1997),nblyten (Ghorpade et al. 1998),
dendritische Zellen (Rubbert et al. 1998) sowi-Lymphozyten (Sallusto et al. 1997), aber
auch fur Epithelzellen des Respirationstraktesligdteet al. 2001) gezeigt. CCR3 ist bislang

mit folgenden neoplastischen Prozessen assoziietdem: Kutane T-Zell Lymphome
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(Kleinhans et al. 2003), Morbus Hodgkin (Buri et2001), Glioblastome (Kouno et al. 2004)
und Nierenzellkarzinome (Johrer et al. 2005).

Nach Mdller et al. (2001) kénnten Chemokinrezeptaued ihre Liganden eine bedeutende
Rolle bei der organspezifischen Metastasierunglespiddabei wird postuliert, dass Tumor-
zellen bei Expression geeigneter Chemokinrezeptoven Leukozyten einer Chemotaxis
durch Chemokine unterliegen. Beispielsweise liegt &Rezeptor CXCR4 in Mamma-
karzinomzellen im Vergleich zu normalem Brustgeweal®erexprimiert vor. Das einzig
bekannte korrespondieren@emokin CXCL12 wird in den Lungen und im Knochenkna
(Orte haufiger Metastasierung bei Brustkrebs) starklen Nieren (hierhin kaum Absiedlung
von Brustkrebszellen) jedoch nur schwach exprimirsseminierte Mammakarzinomzellen
konnten also durch einen chemotaktischen MechamissuuKorperstellen hoher Chemokin-
konzentrationen ,gelockt” werden und dort Tochteayevilste ausbilden. Wenngleich der
Selektionsvorteil einer Chemokinrezeptor-Uberexgites des Primartumors zunéchst nicht
evident ist (Liotta 2001), reprasentiert das vonlldtiet al. (2001) vorgeschlagene Modell
eventuell einen nicht allein auf Brustkrebs besckign Metastasierungsmechanismus.
Zumindest fuhrte die intravendse Injektion von CX&hberexprimierenden Pankreas- und
Melanomzellen (Murakami et al. 2002; Saur et aD®Qzu einer signifikanten Zunahme von
Lungenmetastasen im Mausmodell. Des Weiteren kertelin Neuroblastompatienten die
CXCR4-Expression im  Priméartumor  signifikant mit  demAuftreten  von
Knochenmarkmetastasen (Russell et al. 2004). Dasm@kin/Chemokinrezeptor-Paar
CCL21/CCR7 scheint hingegen die Lymphknotenmetastasy zu fordern, wie Uber-
expression von CCR7 in Melanomzellen bzw. Neuiexdisng von CCL21 im Mausversuch
ergaben (Wiley et al. 2001). Fur CCL11/CCRS3 wuraeknfluss auf die Rekrutierung von
malignen T-Zellen in die Haut vermutet (Kleinhansle 2003).

In der gPCR zeigte sich ein tendenzieller RuckgdergCCR3Expression vom Normal- hin
zum Tumorgewebe. In den Microarray-Experimententehaich zwar eine milde Uber-
expression im Tumor angedeutet, jedoch lag dempesthende Fold Change unter 2. Im
Gegensatz dazu belief sich der Fold Change von Rigk versus Low Risk auf 5,90 (Tab.
13). Auch diese Tendenz konnte im Tagman Assayt iektéatigt werden, da ein positiver
Lymphknotenbefund und eine vorhandene Fernmetastag signifikant negativ mit der
Expression vonCCR3 korrelierten. Fur die GeneChip-Experimente wurdearz nur
Kolongewebe (Healthy/Low Risk/High Risk) und furedgPCR zusatzlich auch rektales

Gewebe verwendet. Jedoch blieben die negativenekbionen zwischelCR3EXxpression
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und Nodalstatus bzw. Metastasierung auch nach Alssc aller Rektumkarzinome
signifikant.

In bisher veroffentlichten Untersuchungen zGQCR3Expression in Morbus Hodgkin,
Glioblastomen und Nierenzellkarzinomen ist steteerhéhte Expression im Tumor bzw.
eine Expressionszunahme mit zunehmender Undiffexgheit der Krebszellen beschrieben
worden (Buri et al. 2001; Kouno et al. 2004; Joheeral. 2005). Auch fur alle anderen
Chemokinrezeptoren wurde in Zusammenhang mit Tumbislang nur eine Uberexpression
gefunden. Lediglich fiir CCRG6 ist eine Unterexpresdiei gleichzeitiger Uberexpression von
CCR7 in Tochtergeschwiulsten von Plattenepithelkarnen der Hals- und Kopfregion
dokumentiert (Wang et al. 2004a).

Nach Kleinhans et al. (2003) dient die CCR3-Expogsauf in die Haut migrierten malignen
T-Lymphozyten mdglicherweise der Retention am Eimseaungsort. Analog konnte eine
starke CCR3-Expression von kolorektalen Karzinoterekin Verbleiben im Verband des
Priméartumors beginstigen. Somit waren Patienteremér geringeren Expression VGBECR3
metastasierungsanfalliger, was den qPCR-Daten réctsp. Fir einen Eintrag d€JCR3
Expression durch Leukozyten in die untersuchten éb@praparationen spricht zunéchst, dass
der Nachweis eines T-Zell-Infiltrates mit einer vesserten Patientenprognose einher geht
(Petty et al. 2002; Funada et al. 2003; Pages .eR@)5). In diesem Fall wirde eine
gesteigerteCCR3Expression eine erhdhte Anzahl eingewanderter aeytien und infolge
einen protrahierten Krankheitsverlauf oder sogare efumorremission anzeigen. Jedoch
ergab diein siti-Hybridisierung an einer singuldren Tumorprobe &aiI@CR3Nachweis in
immunologischen Zellen (Daten im Ergebnisteil nigeizeigt). AuRerdem veranderte der
Ausschluss von Préaparaten mit groRerem Leukozytemhatie Ergebnisse der statistischen
Auswertung nicht.

Da eine Expression des CCR3-Liganden CCL28 in Kggarebe beschrieben ist (Pan et al.
2000), wurde fur einen Teil der Patienten auch@& 28 Expression via gPCR bestimmit.
Ko- oder Antiregulation mitCCR3 kdnnte auf einen autokrinen Stimulationsmechangsmu
hinweisen. Jedoch ergab sich weder eine gleichremigch eine deutlich gegenlaufige
Regulation der beiden Gene. In Ubereinstimmung Ieiteits verdffentlichten Befunden
(Mickanin et al. 2001; Dimberg et al. 2006) koneiee signifikante Unterexpression von
CCL28im Tumor nachgewiesen werden, welche sich abdit mut klinischen Statusgréf3en
korrelieren liel3.

Abschliel3end sollen die Microarray- und gPCR-Ergedm fur die sieben weiteren
ausgewahlten Transkripte im Hinblick auf bereitsofientlichte Befunde bewertet werden.
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Jedoch waren fur die beiden ESTs Al247408 und AI8B0keine Forschungsergebnisse
publiziert. Fur Informationen zur Genfunktion sen iGegensatz z&€LDN8 REG1Aund
CCRa3lediglich auf Tab. 14 verwiesen.

Fur AQP8wurde bereits pdn sit-Hybridisierung gezeigt, dass es sich um einerhepdlen
Marker handelt. Des Weiteren ist eine Unterexpogsson AQP8in kolorektalen Tumoren
dokumentiert (Fischer et al. 2001). Dieser Trenigteesich auch in den eigenen GeneChip-
Experimenten. Obwohl der Tagman Assay eine starkkterexpression in spaten UICC-
Stadien im Vergleich zu frihen ergab, konnte A@P8Expression nicht mit klinischen
StatusgrofRen, wie z.B. dem Tumorstadium, Kkorrelierden. Allerdings war der
Expressionsunterschied zwischen den Stadien UIGICuhRd IlI+1V auch nicht signifikant.
Eine weitergehende Assoziation vA@QP8mit Krebserkrankungen existiert bislang nicht.

Fur ITGA6 haben Begum et al. (1995) bei Uberexpression irbetzellkarzinom einen
tendenziell unginstigeren Klinischen Verlauf bestden. Auch fir Mammakarzinom-
patienten konnten Friedrichs et al. (1995) W&GAG6-Uberexpression ein reduziertes
Uberleben beobachten. Diese Befunde stehen altgrdim Widerspruch zu Untersuchungen
an Brustkrebsmaterial von Sager et al. (1993), wlord®@GA6 bei Krankheitsprogression
unterexprimiert vorliegt. Letzteres entspricht dérgebnissen aus der eigenen gPCR, in
welcher sich digTGAG-Expression in kolorektalen Karzinomproben von &&gn der UICC-
Stadien llI+IV bzw. mit Lymphgefal3invasion (L1) eédrigt darstellte.

Das GenRAB27Bwurde — obwohl Mitglied der RAS-Onkogenfamilie @grgruppe der
kleinen GTPasen) — bisher Uberhaupt nicht mit restigichen Prozessen in Verbindung
gebracht. Allerdings konnte fiir das Protein RAB2ZA,welchem 71 % Homologie bestehen
(Chen et al. 1997), ein positiver Einfluss auf dR&A-Sekretion (Prostata-spezifisches
Antigen) in Prostatakarzinomzellen demonstriert deer (Johnson et al. 2005). Die PSA-
Konzentration im Serum wird in der klinischen Raoetials prognostischer Marker beim
Prostatakarzinom verwendet (Lieberman 2004), web@hte PSA-Level einen ungiinstigen
Krankheitsverlauf anzeigen (Lange et al. 1989).

SERPINE2fand man im Pankreaskarzinom ausschlie3lich auhdraellen beschrankt.
Immunhistochemisch korrelierte dBERPINEZEXpression in Pankreastumoren jedoch nicht
mit dem TNM-Status (Buchholz et al. 2003). Gleichdsflr die in dieser Arbeit via qPCR
untersuchten kolorektalen Karzinomproben. Nach Bathet al. (2003) fuhren subkutan
applizierte SERPINEZTransfektanten zu einer erhéhten lokalen Invadiviiei unverander-
tem Metastasierungsverhalten im Mausmodell. Diagedean, dasSERPINE2mdglicher-

weise mehr die lokale als systemische Ausdehnungutorerkrankung beeinflusst. Fur den
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Krankheitsverlauf und die UICC-Stadiengruppierungdsaber letztendlich die Metasta-
sierungseigenschaften ausschlaggebend. Deshalkelhaadich beSERPINEZeventuell um
keinen geeigneten prognostischen Tumormarker.

Far TMEPAI konnte im Prostatakarzinom eine signifikante Usnpression bei
Tumorprogression gezeigt werden (Xu et al. 2008)glaig eine erniedrigte Genexpression
mit hoheren T-Stadien und PSA-Serumtitern einharKblonkarzinom wiesen Brunschwig
et al. (2003) hingegen Uber GeneChip-Messungen Winerexpression voir MEPAI in
Tumorproben und Metastasen nach. Dieser Befund stellbereinstimmung mit den in
dieser Arbeit generierten Microarray-Ergebnissemazkonnten Brunschwig et al. (2003) die
Microarray-Daten im Northern Blot teilweise beggan, jedoch war eine Korrelation mit dem
Tumorstadium oder Zelldifferenzierungsgrad nichgejeen. Dies entspricht wiederum den
eigenen gPCR-Daten fuFrMEPAL Von Brunschwig et al. (2003) durchgefihitesitu-
Hybridisierungen ergaben, dass dEMEPAFExpression im Kolonkarzinom auf das
Epithelgewebe beschrankt und somit Tumorzell-sgsetifist.

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass eine ges& Expressionssignatur von 516
Transkripten zwischen Kolonkarzinompatienten mitesschiedlichem klinischen Ausgang
bereits zu einem Zeitpunkt diskriminieren kann, welaut konventioneller histopatho-
logischer Methoden kein prognostischer Unterschiestent. Dartber hinaus war die eigene
Signatur hinsichtlich der Vorhersage des kliniscRéerlaufs deutlich 39 mutmalflichen
prognostischen Faktoren aus der Literatur Uberlegen

Mit REG1Aund EXTL3 sowie CLDN8 und AQP8wurden prognostische Biomarker fir das
kolorektale Karzinom bzw. im Tumorstadium stark arakprimierte Gene identifiziert.
Gleichzeitig verdeutlichen die prasentierten Beturdie Wichtigkeit der Validierung von
GeneChip-Ergebnissen durch alternative MethodergR{€R undn situ-Hybridisierung.
Offensichtlich eignet sich die Microarray-Technalggut zum globalen Screenen nach
prognostisch bedeutsamen Sequenzen. Fir die KimiBoutine der Zukunft jedoch, wenn
lediglich ein ausgewahlter Satz zuvor in der Fouschidentifizierter Gene bestimmt werden
soll, ist die qPCR wegen ihrer gréReren GenauigkaitMicroarray-Technik moglicherweise
Uberlegen (Bustin und Dorudi 2004). BeWREG1Aund EXTL3 zu einem solchen Einsatz
gelangen, sollte ihre Funktion und Wechselwirkuimggehender abgeklart werden. Uberdies
wére zu Uberprifen, ob siIdREG1A und EXTL3ImMRNA aus Patientenblut ebenfalls als
prognostische Marker eignen. Ein solcher Schnelltegre von besonderem klinischen
Interesse und mMRNA aus Blut ist bereits als nueb@umormarker beschrieben (Sugita et al.
2002).
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In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werdeb sich der klinische Verlauf von
Dickdarmkrebspatienten anhand der Genexpressioaugenprognostizieren lasst als dies
uber die konventionellen histopathologischen Me#moderzeit mdglich ist.

In Microarray-Experimenten wurden insgesamt 516gpostisch relevante Transkripte
identifiziert. Sie erlaubtenn silico die ordnungsgemafe Diskriminierung von histopatho-
logisch ahnlichen Kolonkarzinompatienten mit divergndem klinischen Verlauf.

10 ausgewahlite Transkripte wurden uber quantitaeal-Time PCR an bis zu 75 kolo-
rektalen Karzinompatienten validiert. In der Halfter Féalle konnten die GeneChip-Befunde
bestétigt werden. Die beiden Ge@Gtaudin 8 und REG1Awurden per Tissue Microarray-
basierteiin situ-Hybridisierung und tber funktionelle Assays eingmtier untersucht.

Claudin § dem eine Rolle bei der Abdichtung des interzéteth Raumes zugeschrieben
wird, zeigte eine &ulRerst prominente Minderexpoessi kolorektalen Karzinomen. Selbst im
den Tumor umgebenden Normalgewebe Ggudin 8im Vergleich zu gesunder Mukosa
signifikant erniedrigt vor. Wéahrend die genaue Uaion derClaudin 8Expression nicht
abschlie3end geklart werden konnte, konnte gerergien, das€laudin 8im Tumor nicht
durch DNA-Methylierung reprimiert wird und keinenesentlichen Einfluss auf die Zell-
Adhasion sowie das Migrationsverhalten besitzt.

REG1A lag in kolorektalen Karzinomen stark 0Uberexprimieor, zeigte aber bereits
signifikant erhbhte Expressionslevel in Adenomewisoim peritumoralen Normalgewebe
verglichen mit gesundem Darmepithel. Deshalb haretelsich beREG1Amadglicherweise
sogar um einen Marker von pramalignem RisikoepitREIGIAMRNA wurde ausschlief3lich
in Epithel- bzw. Tumorzellen und nie im Stroma #&tt. REG1Afungierte als signifikanter
Pradiktor fur das Tumor-abhangige sowie progressiei® Patiententiberleben. Uberdies
zeigte REG1A zusammen mit seinem RezepteXTL3 eine positive Korrelation mit dem
Auftreten von Peritonealmetastasen, welche daslélier in besonderem MaR verkiirzen.
Diese Arbeit hat ergeben, dass sich bereits friilmdFstadien Uber Expressionsmarker nach-
weisen lassen und liefert mit den Befunden UberG@EsREG1Aeventuell die Grundlage zur

Entwicklung eines prognostischen Tests fur Patrent# kolorektalem Karzinom.
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7 Appendix

7.1 Patientendaten

Appendix-Tab. 1: Klinische Daten der 10 in den GeneChip-Experimentmtersuchten Kolonkarzinom-

patienten (Low Risk und High Risk).

Fall [ﬁ:]erg] pT pN M G R Rezidiv. Mmetachron \}grrggrbbeedr;z Gruppe
1 63 2 0 0 2 O 0 0 0
2 73 1 0 0 2 O 0 0 0
3 77 2 0 0 2 O 0 0 0 Low Risk
4 58 1 0 0 2 O 0 0 0
5 68 3 0 0 1 O 0 0 0
6 73 1 0 0 1 O 0 1 1
7 84 3 0 0 3 O 1 0 0
8 79 2 0 0 2 O 0 1 1 High Risk
9 66 1 0 0 2 O 0 0 0
10 64 2 0 0 1 O 0 1 1
zum Zeitpunkt der Operatior postoperativer Vdrlau
Erklarung:
! bei postoperativ aufgetretenen Fernmetastasen = 1
pei Tod = 1

Appendix-Tab. 2: Klinische Daten des Stammkollektivs (63 Patientdiw) die gqPCR-Validierung der
Microarray-Resultate.

Alter! o, 3 Uberleber?
Fall Lokalisation© pT pN M G R o . )
[Jahre] Gesamt Tumor-abhangig Progressionsfrei
1 65,7 2 3 0O 0 2 O 0 0 0
2 80,0 2 3 1 1 2 0
3 75,3 3 3 3 1 3 2 1
4 56,6 1 4 3 1 3 2 1
5 74,3 3 3 2 1 3 O 1
6 60,6 3 3 3 1 3 O 1
7 78,4 3 2 0O 0 2 O 1 0 0
8 83,8 1 3 0O 0 3 O 1 1 1
9 60,6 3 3 3 1 2 O 1 1 1
10 71,6 3 2 3 1 3 O 1 1 1
11 69,1 3 2 1 3 1
12 72,9 1 3 3 1 3 2 1
13 59,8 2 4 1 1 2 O 1
14 60,8 1 3 0O 0 2 O 0 0 0
15 74,4 1 3 2 1 2 2 1
16 61,3 1 4 1 1 3 O 1 1 1
17 59,0 2 2 1 1 2 0 0 0 1
18 78,8 1 3 3 1 2 1 1
19 47,9 2 4 0O 0 2 0 0 1
20 41,5 1 3 1 1 2 0 0 0 0
21 54,0 3 3 0O 1 2 O 1
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7 Appendix

Alter® o, s Uberleber?
Fall Lokalisation® pT pN M G R ) ) )
[Jahre] Gesamt Tumor-abhangig Progressionsfrei
22 74,6 2 3 3 1 2 O 1
23 63,4 1 3 3 1 2 O 1
24 73,6 2 4 1 1 2 O 1
25 47,7 2 3 3 1 2 2 1 1 1
26 37,9 3 2 0 0 2 O 0 0 0
27 53,7 1 3 1 1 2 O 1 1 1
28 74,8 2 4 2 1 2 O 1
29 91,9 3 3 0 0 2 O 1
30 70,3 2 3 0O 0 2 O 0 0 0
31 57,6 1 3 0O 0 2 O 0 0 0
32 60,0 4 0O 0 2 O 0 0 1
33 72,9 1 4 1 1 2 O 1
34 64,4 1 4 0 0 2 O 0 0 0
35 75,6 3 3 0O 0 2 O 0 0 0
36 46,2 2 3 0 0 2 O 0 0 0
37 67,5 1 3 1 1 2 O 0 0
38 71,1 2 3 2 1 2 O 0 0 0
39 63,4 3 1 0O 0 1 O 0 0 0
40 62,8 4 0O 0 2 O 0 0 1
41 62,2 3 3 1 1 2 O 1
42 60,6 1 3 0 0 2 O 1 0 0
43 60,9 2 0 0 2 O 0 0 0
44 65,3 1 3 0 0 2 O 0 0 0
45 63,5 2 4 1 1 3 O 1
46 69,1 3 0O 0 2 O 1 1 1
47 71,5 2 4 1 0 2 O 0 0 0
48 51,3 1 3 2 1 3 O 1 1 1
49 64,4 2 4 0 0 2 O 0 0 0
50 78,1 3 4 2 0 2 O 1
51 71,0 1 3 0 0 2 O 0 0 0
52 79,0 1 2 0O 0 2 O 1 1 1
53 73,7 1 3 0O 0 2 O 0 0 0
54 77,3 2 3 0O 0 3 O 0 0
55 57,8 2 1 0O 0 2 O 0 0 0
56 68,6 3 2 0 0 2 O 0 0 0
57 64,2 1 3 0 0 3 O 0 0 0
58 76,6 2 3 0 0 3 O 0 0 0
59 52,2 1 4 2 0 3 0 0 0 0
60 76,2 1 3 1 0 3 O 0 0 0
61 73,6 1 3 0O 0 3 O 1 0 0
62 62,4 1 3 0O 0 2 O 0 0 0
63 77,3 3 3 0 0 2 O 0 0 1
Erklarung:

! patientenalter zum Zeitpunkt der Operation
2 1/2/3 = Kolon/Sigmoideum/Rektum:; bei leeren Feldarime eindeutige Lokalisationsangabe méglich
3 bei leeren Feldern keine Information fiir entspezaten Uberlebenstyp verfiigbar
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7.2 Zahlenergebnisse und zuséatzliche Abbildungen

Appendix-Tab. 3: Transkripte aus den Genlisten ,High Risk up” fie eneChips U95A, B,
C, D und E (36 Sequenzen).

Tumor/Healthy High/Low
Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID

Trend FC Trend FC
KCNAB1 1 1,35 1 4,07 X83127 32711 g_at
GRM8 1 9,17 1 6,72 AJ236922 34007_at
CCR3 1 1,73 1 5,9 U28694 33098_at
RAB27B 1 5,33 1 10,45 U57093 808_at
NHLH2 1 11,09 0 7,15 M96740 36326_at
PLCB4 1 4,12 1 6,01 AL031652 35654_at
LOC388574 1 1,83 1 7,14 X92108 37859 r_at
MATN2 1 11 1 7,01 U69263 32239 _at
C60rf89 ! 0,41 0 4,31 AA007295 54692_at
nicht annotiert 1 6,36 1 7,26 Al057233 51525 at
nicht annotiert 1 2,04 1 6,41 Al240789 53522 at
IXL ! 0,88 0 4,67 Al245462 62258_r_at
TMOD2 ! 0,94 0 5,45 Al802079 62180_r_at
nicht annotiert ! 0,66 1 11,63 AA628511 56681 at
nicht annotiert ! 0,62 1 4,17 Al654185 68499 at
nicht annotiert 1 2,59 1 7,64 Al935000 71569 _at
ACRC 0 2,10 0 4,55 Al091533 78786_at
AMOTL1 0 1,30 0 9,09 Al962269 73290_at
nicht annotiert ! 0,62 1 5,30 AWO005199 74282_at
RAPH1 0 1,43 0 4,53 AA554028 87581_at
SESTD1 0 1,28 0 15,84 Al336792 77347_at
DKFZp434H2226 ! 0,97 0 4,44 AA447678 88399_at
nicht annotiert 1 4,83 1 4,33 Al423505 77760_at
nicht annotiert ! 0,76 1 4,38 N53657 85683 _at
CiB4 ! 0,96 0 7,20 AW004028 72747_at
nicht annotiert 1 1,34 1 28,83 AA493291 70276_r_at
DSTN 0 2,10 0 4,52 Al478711 67156_at
OIT3 0 1,80 0 4,17 T90064 89381_r_at
nicht annotiert 1 1,43 1 6,00 Al743616 70323_f_at
nicht annotiert 1 1,39 1 6,06 AA603367 87355_at
GOT1 ! 0,78 0 5,14 AA393289 71220_at
nicht annotiert ! 0,49 1 13,35 Al381545 81736_at
CENPC1 0 1,05 0 5,16 Al651329 75703_at
nicht annotiert 1 5,28 1 4,33 Al078225 89397_at
nicht annotiert 1 1,30 1 4,77 AA534873 67478_at
SLC2A8 ! 0,66 1 4,49 AAB12746 67060_at
Erklarung:

1 FC = Fold Change

- 100 -



7 Appendix

Appendix-Tab. 4: Transkripte aus den Genlisten ,High Risk down" file GeneChips U95A,

B, C, D und E (124 Sequenzen).

Tumor/Healthy High/Low
Gensymbol Trend  FCL Trend FCl Genbank Probe Set ID
ZNF267 ) 0,5 ! 0,18 X78925 34544 _at
NR4A2 1 7,11 ! 0,14 S77154 547_s_at
HIST1H4C 1 7,97 ! 0,17 AA255502 39969_at
MT1H ) 0,25 ! 0,2 R93527 39594 f_at
CPSs1 1 3,05 ! 0,12 D90282 34884 _at
MAGEAG 1 29,53 ! 0,17 U10691 31599_f_at
RC74 i) 0,58 ! 0,13 U96629 32061_at
P53CSV 1 1,55 ! 0,18 AL021546 32955_at
MAGEA1 1 2,27 ! 0,24 M77481 32426_f_at
IFRD1 ) 0,86 ! 0,22 AC005192 32901_s_at
MT1E ) 0,36 ! 0,19 R92331 36130_f_at
LRP8 7 6,1 ! 0,11 D86407 40012_at
HLA-DQB1 1 1,74 ! 0,12 M16276 36108_at
G0S2 1 2,43 ! 0,22 M69199 38326_at
LOC254531 ) 0,17 ! 0,1 AF007155 40472_at
RGS2 ) 0,81 ! 0,2 L13463 37701 _at
H41 ) 0,76 ! 0,2 H15872 40618_at
SIPAL ) 0,59 ! 0,2 AB005666 36843_at
MRE11A 1 1,21 ! 0,12 AF073362 32869_at
EIF2S3 1 1,54 ! 0,23 L19161 1272_at
MAGEA12 1 18,88 ! 0,24 L18877 31480_f_at
MEF2C 1 1,69 ! 0,19 L08895 37710_at
TRIB2 1 4,33 ! 0,18 D87119 40113_at
DMD 1 1,39 ! 0,16 M18533 40488_at
RPA1 ) 0,86 ! 0,21 M63488 1382_at
CXCL9 ) 0,97 ! 0,08 X72755 37219_at
C4orfls 1 1,41 ! 0,17 AF040964 34482 _at
DOCK?2 ! 0,9 ! 0,24 D86964 32704 _at
MT1X ) 0,74 ! 0,23 AA224832 39120_at
PI3 ) 0,99 ! 0,18 L10343 41469_at
EPPB9 1 3,25 ! 0,23 AB030506 37511_at
SIP1 1 2,18 ! 0,07 AF027150 41363_at
MMP12 7 6,2 ! 0,21 L23808 1481 _at
GPNMB ) 0,98 ! 0,23 X76534 38379_at
MINA 1 2,01 ! 0,19 W27666 34662_at
TKTL1 1 6,71 ! 0,15 X91817 37120_at
TRIB2 1 4,69 ! 0,17 D87119 717_at
PTEN ) 0,56 ! 0,1 AF019083 31675_s_at
PITPNB 1 1,67 ! 0,23 D30037 353_at
PYGL 1 2,08 ! 0,19 AF046798 37215_at
CCL4 1 1,98 ! 0,15 J04130 36674_at
MAGEA5 1 12,52 ! 0,11 U10689 34575_f_at
HLA-DMA 1 1,48 ! 0,24 X62744 37344 _at
MT1A ) 0,31 ! 0,21 K01383 31623_f_at
RBM15B ) 0,92 ! 0,19 L13434 38476_at
HLA-DRB1 1 1,05 ! 0,24 M32578 41723_s_at
PROX1 ) 0,94 ! 0,12 U44060 31918_at
MT1G ! 0,3 ! 0,2 J03910 926_at
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Tumor/Healthy High/Low
Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID
Trend FC Trend FC

WDSAM1 0 1,23 ! 0,24 Al536124 46386_at
nicht annotiert ! 0,91 ! 0,16 Al758408 42999 _at
nicht annotiert 1 6,11 ! 0,24 W69924 54409 _r_at
Clorf24 ! 0,50 ! 0,20 Al560064 52186_at
S100PBPR ! 0,84 ! 0,22 AL042503 51102_at
BTBD15 0 1,45 ! 0,23 AA521091 47997_at
CEP1 ! 0,72 ! 0,10 Al989413 44276_at
LOC200916 0 7,33 ! 0,16 W31195 53075_at
ESD 0 3,60 ! 0,19 AA193515 44604_at
RBM9 ! 0,81 ! 0,23 AL047415 45793 _at
nicht annotiert ! 0,36 ! 0,15 Al991416 53285_s_at
MGC70863 ! 0,65 ! 0,23 W46143 56303_f_at
IRAK1BP1 0 1,15 ! 0,14 AA074612 46034 _r_at
SOS1 0 1,70 ! 0,11 Al635551 50604_at
MGC12458 ! 0,70 ! 0,09 Al911515 53591_at
PLCXD1 ! 0,91 ! 0,20 AAB69327 43947_at
TBC1D12 ! 0,56 ! 0,15 C75682 48015_at
FLJ14281 0 1,38 ! 0,17 Al630208 50209_at
KCTD1 ! 0,52 ! 0,19 AA199881 47324 _at
SLC26A2 ! 0,09 ! 0,23 W95021 53999 at
HSPA14 0 1,80 ! 0,25 Al820056 48008_at
LOC284611 0 1,02 ! 0,13 R59908 48295_at
CD109 ! 0,76 ! 0,15 W55956 46700_at
SLC25A28 ! 0,75 ! 0,10 Al208913 46266_at
DLG1 0 2,11 ! 0,22 H97361 44436_at
MGC45386 ! 0,96 ! 0,11 Al393309 55738_at
KIAA1458 0 1,45 ! 0,20 Al701478 51154 _at
nicht annotiert 1 1,47 ! 0,24 AA252168 43721_at
PEX3 0 1,06 ! 0,12 AA195517 48234 r_at
nicht annotiert 1 2,02 ! 0,12 AA167449 45324 _at
LOC51136 ! 0,37 ! 0,11 AW021187 44544 at
NAPEPLD ! 0,45 ! 0,24 Al310139 43067_at
nicht annotiert ! 0,78 ! 0,22 AA977175 46387_at
ZFP90 0 1,14 ! 0,07 Al694329 46904_at
LOC440872 ! 0,67 ! 0,09 AL043168 44800_at
nicht annotiert 1 1,06 ! 0,06 Al798644 49405_r_at
nicht annotiert ! 0,81 ! 0,13 N31716 44669_at
KIAA1393 0 2,51 ! 0,17 Al458450 53466_at
USP31 0 7,00 ! 0,24 R53069 59611_at
MORF4L2 0 2,00 ! 0,07 AA261852 43580_at
TULP4 ! 0,94 ! 0,22 AA187679 46496_at
NEDD1 0 1,16 ! 0,13 R71348 58222_at
PRRX1 1 2,11 ! 0,11 AATT75472 65573_at
MSI2 ! 0,83 ! 0,11 AAB48498 49725 _¢g_at
nicht annotiert ! 0,25 ! 0,21 AA401302 53810 _f at
nicht annotiert ! 0,82 ! 0,09 AA939061 52923 at
LOC283352 1 2,09 ! 0,15 AA813205 51503_at
SFPQ 1 10,6 ! 0,2 Al291037 54981 _r_at
nicht annotiert 1 4,03 ! 0,11 Al221974 62378_at
FLJ20647 1 2,65 ! 0,23 Al478759 64278_f_at
MRCL3 ! 0,73 ! 0,2 H98113 63104 _at
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Tumor/Healthy High/Low
Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID

Trend FC Trend FC
YME1L1 ! 0,45 ! 0,11 Al982808 51843_f_at
nicht annotiert 1 4,66 ! 0,11 AA214086 64429 at
FLJ13611 1 1,16 ! 0,21 R61558 49769 _at
HERCA4 1 2,53 ! 0,24 N35046 59079 _at
nicht annotiert 1 1,83 ! 0,09 AW007800 56608_at
MGC23909 ! 0,59 ! 0,23 AA879080 64505_at
KCTD3 1 1,7 ! 0,24 ALO48814 64451 _at
nicht annotiert ! 0,88 ! 0,15 AA179146 68172_at
IRAK3 0 1,16 ! 0,24 Al652770 88468_at
TATDN1 0 1,94 ! 0,22 Al475227 85277_r_at
PRDMS 0 1,72 ! 0,17 H41107 92130_r_at
FRBZ1 ! 0,99 ! 0,25 Al275435 87859 _at
KIAA1432 0 1,50 ! 0,09 Al732658 75715_at
PLA2G2D ! 0,96 ! 0,21 Al692943 85571_at
nicht annotiert 1 1,09 ! 0,11 Al141067 75658_f_at
USP47 ! 0,72 ! 0,25 Al826801 70055_at
UHMK1 ! 0,93 ! 0,18 Al630528 71762_at
NDUFC2 ! 0,54 ! 0,22 AA975096 89456_at
nicht annotiert 1 6,99 ! 0,14 Al749893 75331_at
HLA-DPA1 ! 0,94 ! 0,15 Al979193 91041_at
nicht annotiert ! 0,82 ! 0,20 Al142714 67135_at
DR1 0 1,32 ! 0,07 Al220213 75478_at
MFTC 0 1,44 ! 0,13 Al821794 75422_at
CDK®6 ! 0,82 ! 0,22 AWO025512 83673_at
AMSHLP 1 3,33 ! 0,12 AWO016508 87708_at
Erkléarung:

1 FC = Fold Change
Appendix-Tab. 5: Transkripte aus den Genlisten ,Tumor up* fir dien@&Chips U95A, B, C, D

und E (93 Sequenzen).

Tumor/Healthy High/Low

Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID
Trend FC Trend FC

KNTC2 1 8,11 ! 0,76 AF017790 40041_at
EEF1E1 1 6,09 1 1,09 AF054186 40588_r_at
PTPN2 1 5,16 ! 0,74 M25393 1265_g_at
FAP 1 5,79 1 1,12 u09278 39945_at
ZNF146 1 4,01 1 1,09 X70394 36928_at
TOMM34 1 7,18 1 1,36 Al130910 37050_r_at
HSA9761 1 10 ! 0,89 AF091078 39884 _g_at
SPBC25 1 8,03 ! 0,77 N58115 38940_at
PODXL 1 5,73 ! 0,94 U97519 40434 _at
SNRPG 1 5,87 ! 0,74 Al803447 37337_at
SLC16A4 1 4,83 ! 0,69 U59185 39260_at
HOXA9 1 4,26 1 1,01 U41813 37809_at
THBS2 1 11,61 1 1,38 L12350 658_at
BLM 1 4,06 ! 0,79 u39817 1544 _at
CDC25C 1 4,3 1 1,02 M34065 1584 _at
RAD1 1 4,21 ! 0,81 AF084513 36857_at
MYO1B 1 4,18 1 1,34 AJ001381 41439_at
KIAA0286 1 6,21 ! 0,86 AB006624 31832_at
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Tumor/Healthy High/Low

Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID
Trend FC Trend FC

KIAA0507 1 4,02 ! 0,92 AB007976 36360_at
MKI67 1 4,39 ! 0,8 X65550 418_at
BHLHB2 i) 6 ! 0,98 AB004066 40790_at
FLJ20259 1 4,52 1 11 W27545 38362_at
KIAA0101 1 8,96 ! 0,71 D14657 38116_at
KIFC1 1 4,19 ! 0,75 AL021366 38933_at
RPL5 1 6,73 ! 0,78 U66589 33661_at
STK6 1 8,59 ! 0,68 AF011468 34852_¢g_at
ZNF185 1 4,18 1 1,24 Y09538 32139_at
TCEB1 1 4,26 1 1,04 L34587 1399 _at
WDR43 1 4,48 ! 0,72 D26488 38250_at
HNRPA1 1 4,9 ! 0,83 X12671 40211_at
EBPL 0 7,04 ! 0,80 Al858023 51267_at
DACH1 0 4,68 ! 0,81 Al650353 44543 at
HS6ST2 0 10,70 1 1,09 Al767756 52742_at
NOP5/NOP58 0 4,45 ! 0,81 Al983332 53711_at
HSPC065 0 4,87 ! 0,81 Al334040 58850_at
CDCA7 0 11,36 ! 0,86 AA749314 44835_s_at
LAPTM4B 0 4,24 1 1,04 T15777 44847 _at
LRP11 0 5,13 ! 0,97 AA187854 58630_at
LOC203411 0 4,14 ! 0,77 Al650305 44012_at
SHCBP1 0 7,28 ! 0,69 AAT744496 47921 _at
GNL3 0 5,75 ! 0,71 AL040968 45778 _at
TPX2 0 4,84 ! 0,80 AA534688 45574 g_at
CLDN1 0 11,74 1 1,06 Al452474 46260_at
C19orf2 0 5,07 ! 0,68 Al431618 47477 _at
nicht annotiert 1 4,04 ! 0,81 AF169958 45284 at
CDCA3 0 5,55 ! 0,82 Al934517 44649 _at
C200rf172 0 4,67 ! 0,68 AA534892 46983 _at
DENR 1 5,01 ! 0,68 AA149864 49015_at
NCOAG6IP 1 5,22 ! 0,7 D20046 62765_r_at
C13orf23 1 23,58 ! 0,8 Al760318 64462_at
ZAK 1 8,9 ! 0,93 Al799498 60464_at
ZBTB2 1 7,94 ! 0,89 AA541560 61339 _r_at
C200rf20 1 11,62 ! 0,71 W68834 65437_at
DNAJC10 1 4,04 ! 0,67 Al805739 48849 i_at
nicht annotiert 0 24,56 ! 0,76 Al815028 62196_at
XPOT 1 4,34 ! 0,69 Al743953 60502_at
LOC401466 1 7 1 1,03 AA551303 58595_f_at
PNPT1 1 4,44 ! 0,77 AA535914 63984 _f_at
Clorflé 0 6,81 1 1,32 Al202206 74411 _at
HBP1 0 6,23 1 1,11 Al922183 71293 _at
ATPBV1E2 0 16,14 1 1,33 AA053116 89901_s_at
RPL31 0 7,51 1 1,08 AA147981 82260_at
nicht annotiert 1 9,39 1 1,11 Al973225 74593 _at
SMARCC1 0 4,57 ! 0,80 AA579871 68305_at
NME1 0 5,01 1 1,18 AA564822 71854 _at
SLC28A3 0 5,72 ! 0,81 Al091154 75585_at
GAJ 0 8,91 ! 0,84 AA542845 77429 _at
FLJ12903 0 5,78 ! 0,88 R82650 88193_at
LOC148203 0 4,11 ! 0,90 Al365003 83830_at
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Tumor/Healthy High/Low
Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID
Trend FC Trend FC

HELLS 0 5,15 ! 0,75 AA209375 72750_at
HCAP-G 0 4,43 ! 0,86 Al761782 88814 _at
nicht annotiert 1 9,97 1 1,48 Al190289 82889_at
DHX15 0 5,07 ! 0,67 Al073873 71582_at
nicht annotiert 1 4,46 ! 0,72 AL036662 82688_at
CSNK2A1 0 5,35 ! 0,71 AAB57457 74832_at
HOXB8 0 10,52 1 1,35 Al803254 90729 _at
LRCH1 0 6,07 1 1,27 AA229808 87317_at
FLJ11712 0 4,17 ! 0,70 AA910914 90528_at
nicht annotiert 1 14,07 ! 0,75 Al431778 68652_at
NPM1 0 7,85 ! 0,69 AA857840 88066_s_at
HSPC121 0 5,73 ! 0,75 Al984229 92111_g_at
HSPC129 0 4,03 ! 0,99 W74196 74875_at
PDCD11 0 4,46 ! 0,96 AW026194 91519 _at
nicht annotiert 1 511 1 1,15 Al972511 89080_at
nicht annotiert 1 9,19 ! 0,88 AWO043782 81091_at
NFXL1 0 10,80 1 1,04 Al829702 90277_at
SLCO4A1 0 4,75 ! 0,77 AW016409 87860_s_at
CASP2 0 6,25 1 1,17 Al308202 67372_at
DHX9 0 4,59 ! 0,84 Al540121 79227_at
HLCS 0 10,96 1 1,29 T77624 87429 at
POGK 0 4,66 ! 0,70 Al983896 85748_at
SFRS1 0 4,59 ! 0,78 AW026512 91177_s_at
IQGAP3 1 4,21 1 1,05 Al690773 91873_s_at
Erkléarung:

1 FC = Fold Change

Appendix-Tab. 6: Transkripte aus den Genlisten ,Tumor down" fiir @GieneChips U95A, B,

C, D und E (272 Sequenzen).

Tumor/Healthy High/Low

Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID
Trend FC Trend FC

CAl2 ! 0,16 ! 0,67 AF037335 36454 _at
CYP4F12 ! 0,18 ! 0,27 AC004523 35492_at
SCNN1A ! 0,18 ! 0,99 X76180 35207_at
STXBP2 ! 0,16 ! 0,77 AB002559 38259_at
IGHA1 ! 0,12 ! 0.1 AF067420 33499_s_at
PINK1 ! 0,21 1 11 W28299 35361_at
MYL9 ! 0,03 1 1,33 J02854 39145_at
ANPEP ! 0,03 ! 0,7 M22324 39385_at
PRDX6 ! 0,14 ! 0,73 D14662 39354 _at
CiB1 ! 0,2 ! 0,49 U85611 1020_s_at
MGC27165 ! 0,2 ! 0,22 AAB06239 33613_at
SELENBP1 ! 0,17 ! 0,86 U29091 37405_at
TEGT ! 0,11 ! 0,71 W28869 33989_f at
ABCG2 ! 0,06 ! 0,75 AF093771 33733_at
SCNN1B ! 0,03 ! 0,31 X87159 39682_at
ADH1C ! 0,1 ! 0,29 M12272 36247_f _at
TNIP1 ! 0,12 ! 0,69 AJ011896 38971 _r_at
C21orf33 ! 0,21 1 1,68 D86062 31927_s_at
FGFR2 ! 0,07 1 1,15 M80634 34354 _at
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Tumor/Healthy High/Low
Gensymbol Trend  FC Trend  FC! Genbank Probe Set ID
DUSP1 ! 0,13 } 0,72 X68277 1005_at
HPGD ! 0,07 1 1,26 L76465 32570_at
FCGRT ! 0,07 1 1,19 U12255 31431_at
BTNL3 ! 0,12 ) 0,51 AB020625 31645_at
STAT6 ! 0,19 1 1,02 U16031 845_at
KLF4 i) 0,22 ! 0,77 U70663 36214 _at
GSN ! 0,08 ) 0,75 X04412 32612_at
EPHX1 ! 0,06 1 2,13 L25879 38790_at
SLC22A1LS ! 0,11 ) 0,66 AF037066 37414 _at
PRSS8 ! 0,23 1 1,22 L41351 634_at
F2RL1 ! 0,13 ) 0,51 U34038 36345_g_at
TPM2 ! 0,22 ) 0,26 M12125 32314 _g_at
ASAHL ! 0,07 1 2 M92449 33382_at
IGLC2 ! 0,21 ) 0,53 D84143 31315_at
SMPD1 ! 0,11 1 2,7 X59960 32574 _at
PRSS3 ! 0,12 ) 0,59 X71345 40043_at
TPSAB1 ! 0,06 ) 0,46 M30038 32905_s_at
CAPNS1 ! 0,17 ) 0,7 X04106 36138_at
ITPKA ! 0,07 ) 0,27 X54938 118_at
SLC1A1 ! 0,2 ) 0,68 Al928365 38267_at
ACVRL1 ! 0,16 ) 0,46 u77713 1927_s_at
P2RX4 ! 0,25 1 1,52 U83993 38332_at
GNA11 ! 0,15 ) 0,87 N36926 41476_at
HSD11B2 ! 0,15 1 11 U26726 39697_at
PRSS2 ! 0,23 ) 0,46 U66061 32796_f_at
HBB ! 0,13 ) 0,5 M25079 31687_f_at
PTPRH ! 0,22 1 1,22 D15049 1811 _at
HSD3B2 ! 0,17 ) 0,98 M77144 34002_at
SLC22A4 ! 0,2 1 2,12 AB007448 40391_at
JUpP ! 0,23 1 1,2 M23410 2047_s_at
SLCY9A3R1 ! 0,17 ) 0,71 AF015926 32174 _at
ZG16 ! 0 ) 0,31 Al732905 38848 _at
CA4 ! 0,01 1 1,73 M83670 40739_at
RABSA ! 0,24 ) 0,64 Al743606 35339_at
AKR1B10 ! 0,11 ) 0,72 U37100 37482 _at
TRIM31 ! 0,23 ) 0,97 X81006 35064_at
TIP3 ! 0,2 ) 0,7 AC005954 35148_at
CLDN7 ! 0,2 ) 0,64 AJ011497 38482_at
SLC25A1 ! 0,19 ) 0,75 X96924 38998_g_at
IGL@ ! 0,23 ) 0,23 M18645 33274 _f_at
CA2 ! 0,02 ) 0,77 J03037 40095_at
IGL@ ! 0,23 ) 0,22 X57809 33273_f_at
AKR1C1 ! 0,16 ) 0,75 uU05861 32805_at
TNFSF10 ! 0,25 ) 0,76 U37518 1715_at
CKB ! 0,17 ) 0,68 X15334 40862_i_at
GENX3414 ! 0,15 1 3,93 AF062534 38975_at
KRT19 ! 0,19 ) 0,68 Y00503 40899_at
GPA33 ! 0,17 1 1,21 u79725 37875_at
ARSA ! 0,13 ) 0,7 X52151 37963_at
FCGBP ! 0,13 1 1,07 D84239 39014_at
CDKN1A ! 0,2 1 1,11 U03106 2031_s_at
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Tumor/Healthy High/Low
Gensymbol Trend  FC Trend  FC! Genbank Probe Set ID
MT1H ! 0,25 ! 0,2 R93527 39594 f at
ENTPD5 ! 0,18 1 3,16 AF039918 40666_at
AQPS8 ! 0,02 ! 0,49 AB013456 33651_at
VDR ! 0,21 1 1,52 J03258 1410_at
DCTN1 ! 0,17 ! 0,78 AF086947 36158_at
CA12 ! 0,18 ! 0,71 AL050025 35275_at
RARRES?2 ! 0,2 ! 0,86 u77594 34407_at
ETHE1 ! 0,12 ! 0,68 D83198 36170_at
IL32 ! 0,17 1 11 AAB31972 39119 s at
HBA1 ! 0,09 ! 0,45 J00153 31525 s at
AES ! 0,14 1 1,02 AF072902 41337_at
PCK1 ! 0,04 1 2,49 L12760 33703_f_at
MYO1A ! 0,22 1 2,05 AF105424 34595_at
TRIM31 ! 0,13 ! 0,66 Y07828 35029_at
MEP1B ! 0,15 ! 0,93 X81333 31976_at
FKBP1B ! 0,13 ! 0,87 D38037 355_s_at
LGALS2 ! 0,04 ! 0,2 AL022315 37456_at
CLDN8 ! 0,04 ! 0,55 AL049977 33611 _g_at
SEPP1 ! 0,14 1 2,89 Z11793 34363_at
SPINK5 ! 0,25 1 1,07 AJ228139 40315_at
HIST1H2BD ! 0,13 ! 0,97 AJ223353 38576_at
TAGLN ! 0,16 ! 0,8 M95787 36931_at
LBA1 ! 0,25 1 1,17 AB002340 32660_at
TST ! 0,11 1 1,12 D87292 36123 at
SLC6A8 ! 0,16 ! 0,72 U36341 40926_at
BENE ! 0,08 1 13 u17077 33331_at
CLDN8 ! 0,04 ! 0,98 AL049977 33610_at
LOC90355 ! 0,18 ! 0,51 AF038182 33466_at
DKFZP586A0522 ! 0,23 ! 0,62 AL050159 38717_at
nicht annotiert ! 0,23 ! 0,62 AL109702 33751 _at
TPM2 ! 0,24 ! 0,41 M12125 32313_at
FCGRT ! 0,24 ! 0,62 U12255 31432 _g_at
RHOC ! 0,18 1 1,13 L25081 1395 at
BAK1 ! 0,19 ! 0,71 u16811 846_s_at
ATP2A3 ! 0,23 1 1,23 Y15724 36482_s_at
MXI1 ! 0,24 ! 0,63 LO7648 39072_at
MEP1A ! 0,25 1 4,03 M82962 35489 _at
FABP2 ! 0,09 ! 0,28 M18079 38587_at
POLD4 ! 0,19 ! 0,9 U09196 38397_at
MICAL2 ! 0,1 1 1,73 AB018293 40847_at
LGALS4 ! 0,18 1 1,03 AB006781 765_s_at
STAB1 ! 0,24 ! 0,53 D87433 38487_at
GUCA2A ! 0 1 1,7 M97496 33995_at
PCK1 ! 0,07 1 2,31 L05144 33702_f_at
BSG ! 0,09 1 1,02 X64364 36162_at
PAPSS2 ! 0,16 ! 0,43 AF091242 36233 _at
SULT1A1 ! 0,18 ! 0,86 X78283 31804 _f_at
PGCP ! 0,25 ! 0,67 W28330 32765_f_at
ABP1 ! 0,13 1 1,02 U11863 37186_s_at
SRI ! 0,17 ! 0,66 M32886 39055_at
PPAP2A ! 0,16 ! 0,43 AF014402 34797_at

- 107 -



7 Appendix

Tumor/Healthy High/Low

Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID
Trend FC Trend FC

MYOM1 ! 0,16 1 2,7 X69090 35137_at
CHGA } 0,06 1 3,17 u03749 40808_at
UGT1A10 } 0,13 1 1,61 M57951 32392_s_at
VIPR1 } 0,22 1 1,27 Xr7777 33766_at
ACOX1 } 0,2 ! 0,74 X71440 40460_s_at
EDN3 } 0,12 ! 0,87 J05081 37865_at
CD14 } 0,1 ! 0,42 X06882 36661_s_at
MYH11 } 0,03 1 1,03 AF001548 767_at
TSPAN1 } 0,1 1 1,03 AF065388 34775_at
SECTM1 } 0,07 ! 0,75 u77643 41045_at
COL17A1 } 0,24 ! 0,88 M91669 41618_at
LOC63928 } 0,03 ! 0,85 AC002302 33007_at
FUCA1 } 0,21 1 1,05 M29877 41814 at
SLC26A3 } 0,06 1 1,36 L02785 928_at
RSAD2 } 0,11 ! 0,53 AF026941 38549 _at
ERBB2 } 0,15 ! 0,81 X03363 1802_s_at
BDKRB2 } 0,23 ! 0,97 X86163 39310_at
MXI1 } 0,22 ! 0,88 LO7648 654_at
ATP6VOD1 } 0,23 ! 0,95 X71490 38686_at
CDH1 } 0,17 1 1,66 L08599 2082_s_at
FMO5 } 0,08 1 2,57 Z47553 37874_at
ACADS } 0,15 1 1,26 780345 39408_at
TSPAN7 } 0,17 ! 0,83 L10373 38408_at
MYH11 } 0,09 1 1,08 AF013570 37407_s_at
HPGD } 0,04 ! 0,88 X82460 37322_s_at
CTSD } 0,21 1 1,14 M63138 239_at
CEACAM1 } 0,17 1 1,58 X16354 988_at
ABCB1 } 0,18 1 1,31 M14758 1576_g_at
LOC146439 ! 0,23 ! 0,83 Al732810 47641_at
MOBKL2A ! 0,15 ! 0,58 W68025 45242 _at
FTL ! 0,22 ! 0,39 AW026066 43423_s_at
TMEM45B ! 0,07 ! 0,74 H87671 59820_at
CaMKIINalpha ! 0,21 ! 0,83 Al536671 57777_at
MS4A8B ! 0,13 ! 0,20 Al733116 50099 _at
DIP13B ! 0,15 ! 0,91 Al971695 44855_s_at
FLJ10665 ! 0,18 ! 0,74 AW001611 59353_at
CDW92 ! 0,24 ! 0,61 Al768065 43488 _at
CIDEC ! 0,24 ! 0,68 Al346596 48075_at
nicht annotiert ! 0,23 ! 0,83 AA150501 45220_at
FLJ43855 ! 0,16 1 1,10 Al889142 59419 f at
MGC45871 ! 0,25 ! 0,23 N36764 59095_at
NMES1 ! 0,16 ! 0,47 Al625959 56999 _at
nicht annotiert ! 0,18 ! 0,81 AL041162 56035_at
ITLN1 ! 0,07 ! 0,37 AA573809 45694 _at
EGLN3 ! 0,14 ! 0,97 AA028887 47388 _at
CECR1 ! 0,24 ! 0,71 Al572068 58410_at
PTPN21 ! 0,22 1 1,53 AA947123 55562_at
GDPD3 ! 0,21 ! 0,31 Al125673 52406_s_at
CPM ! 0,22 ! 0,37 AA541736 45719 at
nicht annotiert ! 0,10 ! 0,96 Al963605 46445_at
Cl19orf21 ! 0,21 ! 0,89 Al669065 54150_at
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Tumor/Healthy High/Low
Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID
Trend FC Trend FC

MAWBP ! 0,20 1 2,08 Al765890 58322_at
nicht annotiert ! 0,20 ! 0,76 N80935 49111 _at
SLC26A2 ! 0,09 ! 0,23 W95021 53999_at
CCL28 ! 0,14 1 1,03 N63913 44210_at
FLJ25770 ! 0,18 1 1,74 AAB639553 56683_i_at
C10orf54 ! 0,16 ! 0,59 W72919 49349_at
ECE1l ! 0,23 1 1,19 AL039866 45721 _at
nicht annotiert ! 0,09 ! 0,27 W93928 54436_at
ST6GALNAC6E ! 0,10 1 1,34 AA131632 48111 _at
FLJ14981 ! 0,24 ! 0,72 AA496318 47056_at
RAXLX ! 0,18 1 2,05 AA005236 49674 _at
GBA ! 0,23 ! 0,95 Al971969 43836_s_at
TMPIT ! 0,18 ! 0,84 W92109 48102_s_at
MUC20 ! 0,24 1 1,34 AA633240 54085_at
MGC4172 ! 0,12 ! 0,46 W58459 55571 _at
ITM2C ! 0,12 ! 0,95 AA128019 56471 _at
CHP ! 0,12 ! 0,29 Al571830 49347 _at
VSIG2 ! 0,12 ! 0,96 Al799005 57008_at
FLJ14213 ! 0,20 ! 0,85 AA527350 51656_at
LIMS2 ! 0,21 1 1,08 AA522674 53785_at
SHD ! 0,24 ! 0,63 Al672830 47873_at
SPPL2A ! 0,21 ! 0,91 Al674647 44149 _at
LOC63928 ! 0,07 ! 0,78 AA527435 58951_at
SIAT8F ! 0,24 ! 0,69 AW015140 42635_at
SLC26A2 ! 0,13 ! 0,25 Al718385 53061_at
FLJ23129 ! 0,19 1 2,23 Al989799 46866_at
Cl40rf139 ! 0,23 ! 0,46 AW006235 45187_at
nicht annotiert ! 0,14 ! 0,41 Al822137 62182_at
LOC201895 ! 0,21 ! 0,34 Al824013 55847_at
nicht annotiert ! 0,23 0 1,03 N63957 63135_at
TRAPPC1 ! 0,18 ! 0,6 Al982695 65822_at
SH3BGRL2 ! 0,21 ! 0,59 Al972873 65975_at
SLCY9A3R1 ! 0,2 ! 0,47 AA587236 63998_at
LAMA1 ! 0,08 0 2,14 Al750156 62175_at
ACVRL1 ! 0,21 0 1,15 T63524 48677_at
AMN ! 0,08 ! 0,99 Al739257 52736_f at
GDPD3 ! 0,14 0 1,21 AA149860 58504 _at
CPNE2 ! 0,24 ! 0,99 Al857649 63031_at
PLACS ! 0,16 ! 0,69 AA150254 63342_at
SH3BGRL3 ! 0,14 ! 0,58 Al091825 51769_at
CLDN23 ! 0,13 0 1,7 AA393089 63774 _at
DIP13B ! 0,09 ! 0,68 Al972901 48820_at
GNAl1l ! 0,24 ! 0,72 Al983784 57231_at
LOC130617 ! 0,21 0 1,12 Al056075 63892_at
Cé6orf105 ! 0,21 ! 0,57 AA470369 64740_at
nicht annotiert ! 0,25 ! 0,21 AA401302 53810 _f at
MAX ! 0,23 ! 0,75 R42375 63606_at
PAPSS2 ! 0,21 ! 0,61 AA643513 60874_g_at
nicht annotiert ! 0,07 1 1,35 AA628600 56519 at
DHRS9 ! 0,06 ! 0,53 Al978918 62763_at
EDIL3 ! 0,15 ! 0,71 AL047586 63316_at
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Tumor/Healthy High/Low

Gensymbol 1 1 Genbank Probe Set ID
Trend FC Trend FC

MGC13057 ! 0,08 ! 0,74 D12309 62939_at
FLJ21511 ! 0,1 ! 0,34 Al962905 54320_at
MGAT4B ! 0,23 ! 0,83 AW051741 65087_at
MGC15875 ! 0,2 ! 0,17 Al436552 64016_at
MYO15B ! 0,2 ! 0,59 Al825877 59375_at
nicht annotiert ! 0,2 ! 0,63 Al092832 50052_i_at
SULT1A3 ! 0,19 ! 0,6 Al805943 64454 _at
IGHAL ! 0,14 ! 0,06 Al991095 57235_s_at
MGC45780 ! 0,19 ! 0,2 Al799784 64694 _at
DKFZP56411171 ! 0,17 1 1,56 Al799075 48818_s_at
RetSat ! 0,13 ! 0,92 AAT772122 64889_at
nicht annotiert ! 0,22 ! 0,12 AA929047 49471 r_at
TDE2L ! 0,23 1 1,1 Al346658 65957_at
RAB1B ! 0,19 ! 0,94 W30716 65903_at
MDK ! 0,23 1 2,31 AW001140 75242 _f at
nicht annotiert ! 0,12 ! 0,88 R41372 75579 _at
A2M ! 0,15 ! 0,42 Al969632 74537_f_at
nicht annotiert ! 0,19 ! 0,35 AA682405 75945_at
HPGD ! 0,15 1 1,98 Al457588 76073_at
nicht annotiert ! 0,08 1 1,97 AI572177 67712_at
nicht annotiert ! 0,18 ! 0,91 AA513406 80876_at
PRV1 ! 0,03 1 1,21 Al870039 73133_at
A2M ! 0,15 ! 0,42 R83372 75187_f at
nicht annotiert ! 0,10 ! 0,12 Al733281 77355_at
A2M ! 0,12 ! 0,74 Al969632 74536_i_at
ABP1 ! 0,14 1 1,22 Al984156 74904 _at
ENTPD8 ! 0,05 1 1,19 AAB44044 88146_at
UBE1 ! 0,21 1 4,60 Al660412 74862_at
nicht annotiert ! 0,19 1 6,45 Al631594 88445_at
nicht annotiert ! 0,16 ! 0,86 Al686226 77570_at
CDKN2B ! 0,23 ! 0,50 Al983437 75652_at
SLC16A9 ! 0,22 1 4,71 Al480338 76444 _at
nicht annotiert ! 0,06 ! 0,09 T77543 89759 f at
BTNLS8 ! 0,17 1 2,85 AA884903 68016_at
nicht annotiert ! 0,13 1 3,73 Al686890 79848 _at
PHACTR2 ! 0,23 1 2,21 Al653733 77851_at
NAALADL1 ! 0,19 ! 0,71 Al743674 89057_at
CCNI ! 0,19 1 1,55 AA161405 76056_at
PRV1 ! 0,03 ! 0,41 AA535187 72817_at
PRV1 ! 0,07 ! 0,91 AA541644 85323_at
MMP28 ! 0,12 1,00 Al973076 83070_r_at
LOC134147 ! 0,10 ! 0,20 ALO36039 89643_at
LOC375133 ! 0,23 ! 0,81 Al888681 71214 f at
LEPREL1 ! 0,16 1 1,63 Al685410 69750_at
MGC13057 ! 0,24 ! 0,20 AA418669 85904_at
COG3 ! 0,23 1 1,49 AA868189 86759 _at
MI-ER1 ! 0,24 ! 0,87 Al492358 75834_at
ASAHL ! 0,12 1 4,82 Al581263 67241_at
nicht annotiert ! 0,25 ! 0,47 Al810266 82094 i_at
Erklarung:

1 FC = Fold Change
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Appendix-Tab. 7: Liste von 39 Genen mit in der Literatur beschriedydderegulation im Kolonkarzinom.

Genname

Antigen identified by monoclonal antibody-&4

Baculoviral IAP repeatontaining 5 (survivin)

Cadherin 1, type 1,{adherin (epithelial)

Carcinoembryonic antigerelated cell adhesion molecule 1 (biliary glycopio)

C-fos induced growth factor (vascular endothelial\gtb factor D)

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kipl)

Decay accelerating factor for complement (CD55,r@eo blood group system)

DCC (Deleted in colorectal carcinoma)

Deoxythymidylate kinase (thymidylate kinase)

E2F transcription factor 1

E2F transcription factor 3

E2F transcription factor 4, p107/p13finding

E2F transcription factor 5, p13b6inding

Fmsrelated tyrosine kinase 1 (vascular endothelialvgiio factor receptor)

Fmsrelated tyrosine kinase 4

Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scattextda)

Hypoxiainducible factor 1, alpha subunit (basic heloop-helix transcription factor)
Matrilin 2

Mdm2, transformed 3T3 cell double minute 2, p58libig protein (mouse)

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene exd& in Bcells 1 (p105)

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene erde in Bcells 2 (p49/p100)
Plasminogen activator, urokinase

Plasminogen activator, urokinase receptor

Proliferating cell nuclear antigen

RAS p21 protein activator (GTPase activating proxéi

S100 calcium binding protein A4 (calcium proteialvasculin, metastasin, murine placental)
Secreted phosphoprotein 1 (osteopontin, bone siate |, early Flymphocyte activation 1)
Tenascin XB

Thymidylate synthetase

Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (erythrpiokentiating activity, collagenase inhibitor)
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2

Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (Sorsbydiusmdystrophy, pseudoinflammatory)
Tissue inhibitor of metalloproteinase 4

Transforming growth factor, beta 1 (Camur&ngelmann disease)

Transforming growth factor, beta receptor | (aatiVvA receptor type Hlike kinase, 53kDa)
Tumor protein p53 (LFraumeni syndrome)

Vascular endothelial growth factor

Vascular endothelial growth factor B

Vascular endothelial growth factor C
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Appendix-Abb. 1: Konditions-Baumdiagramm fiir U95A beruhend auf ralteprasentierten Sequenzen einer

Signatur von 39 allgemeinen potenziell prognoseegieen Genen.

Healthy |

Healthy Il

Low Risk |

Low Risk Il

High Risk Il

Healthy Il

High Risk |

Appendix-Abb. 2: Konditions-Baumdiagramm fiir U95B beruhend aufralteprasentierten Sequenzen einer

Signatur von 39 allgemeinen potenziell prognoseegiten Genen.
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Healthy |

Healthy Il

Low Risk |

High Risk |

Low Risk Il

High Risk Il

DAF E2F5

Appendix-Abb. 3: Konditions-Baumdiagramm fiir U95C beruhend aufralleprasentierten Sequenzen einer

Signatur von 39 allgemeinen potenziell prognoseegieen Genen.

Healthy |

Low Risk |

Low Risk Il

High Risk Il

High Risk |

Healthy Il

SPP1 HIF1A

Appendix-Abb. 4: Konditions-Baumdiagramm fiir U95D beruhend aufralfeprasentierten Sequenzen einer

Signatur von 39 allgemeinen potenziell prognoseegiten Genen.
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Healthy |

High Risk Il

Low Risk |

Low Risk

High Risk |

Healthy Il

Appendix-Abb. 5: Konditions-Baumdiagramm fir U95E beruhend aufrallepréasentierten Sequenzen einer

Signatur von 39 allgemeinen potenziell prognoseegieen Genen.
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Appendix-Tab. 8: Relative Amount-Werte der per gPCR untersuchtemdldpte in verschiedenen Geweben
(Teil I). Erklarung:Normal/Adenom/Tumor = Normalgewebe-/Adenom-/Tumoben, M HEP/M PUL/M PER

= hepatisches/pulmonales/peritoneales Metastasenalat SYBR/Tagman = SYBR-Green/Tagman PCR,
Tagman 1/ Tagman 2 = 1./2. Tagman-Lauf.

3 3 3 3 3 3 3 3 - - 2

Q Q O] Q O] Q O] Q X x [a)

¥ @ 2 g P g ¥ g & 03
3 E g 5 5 5 o = o E 5 =
- ; £ : E f = & £ § £

z 2 (= (= = s s b Z (= z

5 5 o = = 5 g 5 e o« 5

5 5 o £ £ 5 5 5 2 Q2 5

- Z g g & & & & &
1 0,3585 0,0954 0,0924
2 0,1259 0,0742 0,1119
3 1,6821 46,4200 27,2213 39,0406 0,3380 0,7270 64,5942
4 2,9214 30,4844 1415,0788 240,5575 193,5959 1,0234 0,9526 0,1839
5 0,4943 0,3337 0,3231 0,0939
6 0,0073 9,8900 5,0982 0,0916 0,3523 0,1569 29,8571
7 0,0634 0,1873 0,0449 55,0753
8 0,7793 3075,6309 2896,3094 2072,1386 0,3918 0,8370 6,7272
9 0,0195 41,4510 10,6787 7,6224 0,3407 0,7873 57,4141
10 13,1500 23,5883 38,4143
11 0,0187 0,0073 0,0091 0,0530
12 5,1934 2,2501 0,4618 11,6049
13 1,7573 0,0615 0,0583 10,8779
14 0,0022 0,2390 39,9466 22,5231 59,5861 9,4044
15 44,5361 194,9103 52,2249 31,8577 1,4306 0,0123 0,5141 0,5346 2,8945
16 0,0288 10,4800 6,9003 7,4139 0,7864 1,7695 8,7543
17 0,1443 0,0130 0,0290 82,7106
18 0,0111 105,6635 26,9709 184,0012 5,4264 0,1349 0,6050 1,1460 3,3404
19 1,1355 0,1241 0,6800 0,1932 0,2052 34,8560
20 0,1797 0,0321 0,0429 1,5984
21 0,7071 0,0534  0,1242 23,0495
22 28,3165 7,6387 2,3080 2,5437 0,1418 0,3627 16,7180
23 1,4442 9,9636 5,4014 6,9015 0,0598 0,2365 0,2839 1,4406
24 0,0032 16,7567 5,5277 9,4714 12,2666
25 0,1731 0,0090 0,0109 0,3776 0,5384 3,2868
26 0,0052 1,2894 28,9736 37,7108 64,2964
27 0,0047 5,8159 3,3173 53774 0,2449 3,7235
28 0,0001 8,3600 3,1095 2,8486 0,3078 0,2829 27,9866
29 0,5396 0,1688 0,2743
30 0,0026 0,0011 0,0486 0,0832 0,0925 11,8762
31 0,5633 0,1200 1,3692 0,0516 0,7474  4,4485
32 0,0010 7,6035 10,3627 9,2550 0,8706 0,8507 8,3205
33 11,4452 3,9267 0,0198 0,2661 4,2970
34 0,2600 0,3276 0,3353 36,0851
35 0,3071 0,2780 0,5012 0,0612 0,9593 0,7380 18,1261
36 0,0621 0,0583 0,0526 0,3333 0,2204 12,9960
37 6,1475 7,3615 3,2122 0,7337
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3 3 3 3 3 3 3 3 - - 2

) ) (O] ) (O] ) (O] ) X x [a)

& & & & & & & 14 u u o
3 s 5 5 5 5 o = o T 5 T
i £ e £ £ £ Y 2 & £ £ £

2 2 = = = s s s 2 = 2

c c - N c e c e

g E o 5 5 & & E 5 b5 ¢
38 12,0142 34581 39730 0,266
39 187,8365 39,9466 37,1916 0,0900
40 0,0939 252813  7,8535 33,2490 0,0574 11,0043
41 70128 80556 89398 49,5221
42 13,2385 0,1142 0,4100 6,1617
43 12,1500 11,3924 9,9652 19,2040
44 0,0026 0,0100 0,0082 0,0186 3,4581
45 0,1093 788,7000 925,0152 767,2598 0,3175 0,7448 16,9514
46 08253 00840  0,3695 0,8746 0,7570 76,1093
47 33700 21785  2,1839 0,3941 0,1826 30,0647
48 42500 29417 35724 0,1478 0,1094 83977
49 0,0050 01103 00470  0,0385 02784 0,6878 48,3910
50 3,9267 3,4263 0,4006 0,2412 0,3467 32,5218
51 1,8921 0,7006 0,4920 0,4842 0,3833 0,1119 0,3322
52 24,7080 294,7957 2413,0911 973,2500 1154,9154 0,9086 1,1567 6,8685
53 00117 761,9600 06142 63203 16,2260 05023 0,2908 7,4643
54 02900 00943  0,1104 02202 1,2397 16,5642
55 02535 02360  0,3384 34,4556
56 0,0051 01604 00062  0,0117 0,3807 0,2809 41,0696
57 6,0489 7,5336 6,2343 9,8492
58 2,1535 0,2171 0,0117 0,3905 0,4303 19,7211
59 0,0752 0,0635 0,1619 0,0693
60 0,2110 0,1564 1,9954 4,0840 1,2371 2,4766
61 0,027 12053 32,8096 30,0697
62 47899 253,6450 414,9135 313,0476 0,4057 0,4580
63 01561 00152 04224 01473 0,878 0,1856 0,2017
64 2,4570
65 11,2115
66 0,0272
67 0,7072
68 0,0115
69 14,4391
70 0,3165
71 0,0093
72 501,5460
73 0,4404
74 0,8086
75 0,0121
76
77
78
79
80 0,0294 0,4303
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©

3 3 3 3 3 3 3 S - - z

Q Q Q Q Q V] Q V] < X [a)

| | L | L L L L Ll L —

@ @ @ @ @ @ @ @ O

3 [ 5 5 5 5 o 2 & E 5 E
L £ c IS IS IS w 2 L € IS IS
S o = S = T o e 5 = S

o
z 2 = = [ s = s z [ z
— o~

c c c c c c

] ] o % % ] © © g e ©

£ £ @ g g £ £ £ @ @ £

=2 o > o oy o > > oy

(] (] %) g g (] (5] (] n %) 5]

~ ~ & R ~ — ~ —

81 0,1154 0,2107
82 0,1843 2105,9246
83 15,3508  458,3285
84 50,2217 27,8622
85  159,4439 0,6301
86 0,0059 0,2064
87 0,0190 4,1036
88 0,0130 0,0424
89 0,0155 35,0232
90 1,1278 20,3023

91 0,9887 0,0500
92 0,1081 0,1426
93 0,0685 0,0166
94 0,1073 0,0306
95 0,0020 0,0351
96 0,1187 6,8380

97 8,1117 0,2736
98 1,4439 0,4506
99 15,3128 14,3535
100 29,2426 143,0128
101 206,0237 1,2198
102 3,4224 1,7492
103 1,0377 33,9812
104 847,2634 0,4156

105 107,1385 2,7511

z 48 22 63 63 84 7 7 4 32 32 54
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Appendix-Tab. 9: Relative Amount-Werte der per gPCR untersuchtean3kripte in verschiedenen Geweben
(Teil ). Erklarung: Normal/Tumor = Normalgewebe-/Tumorproben, SYBR/fhag = SYBR-Green/Tagman
PCR.

2 ™ ™ © 8 8 < © m m

Z 4 % Q Q S N 5 a a N =

3 8 3 = = F S © = g g i

< < = o

T S g S S 5] 5] 5] 5] IS S S 5]
w £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £

= 2 = 2 = = = = = = = =

: & E & ¥ %5 & & g E oz g

s 8§ & & 5 &5 & &5 & & & b

[ [ [ [
1 61211 14,7912
20,0256 4,9933
30,0415 5,5919
4 01917 32,3718 21,4564 0,1355 0,1539 9554258 0,0198
5  6,1050 3,6638 6,5131 3,8371 37,2715
6 10,0561 34,9366 11,3924 13,0261 1,2255 73,1778  5,6178
7 01575 10,0561
8  0,2576 134,3637 18,9396 1,1277 0,1873 2452,4364 1,0943 87,0235
9 00506 14,4200 13,6737 0,1601 0,1374 156,1368 0,1419
10 21,8132 32,8996 3,1023 68,2773 16,9514
11 00223 6,3938 2,5374 0,1439 0,6552 198,0883 1,8234 41,2508
12 29485 0,6057 34,3761 24,7610
13 0,1044 16,3362
14  1,0116 7,2602 24,0284
15  0,0368 33,6686
16  0,0421 0,3463 11,1065 1,8108 2,5315 32,0740
17 0,0498 4,9588 0,6099 0,1550 219,7928 0,9181 12,6992
18  1,8150 69,7119 49,5221 0,1500 0,0136 3565,7751 12,5824
19 00175 18,6788 15,4550
20  0,0702 799,7101
21 0,0453 9,8719
22 0,1330 4,6697 13,3614 0,4253 18,9834
23 0,0076 1,6434 7,2938 2,8415 29,1751
24 39358 69,5510 16,2985 2,5024
25  1,1620 8,4561
26 0,0030 57,0175
27  0,0167 0,0985
28 0,0069 2,6882 12,6699 5,0982 11,8762 39,0342
29  0,0336
30 0,0094 17,7121 0,2073 0,1476 109,1373 0,0117  4,6913
31 0,0024 11,5248 1,8575 28,6408
32 0,8950 35,0174
33 4,5420 35,6707 25,4572 42,1268
34 83590 16,3362 0,1579 0,0216 4950,4135 17,1088 40,8803
35 70,8486
36 0,3455 14,1559 40,8331
37 03122
38  0,0138 6,2046
39 0,0078 55,0753 16,1113
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40 12,9063 88,6470

41  0,0026 7,0616

42 0,1384

43 16,6795 14,4200 3,0809 75,4091 16,5642

44 0,0061 4,2477 5,1219 21,5557 19,1597

45  0,0196 12,7286 10,1261 2,7574 4,6161 9,7136  8,2630

46 0,0219 20,2054 57,5469 0,4687 0,1091 66,5638 43,4113

47 0,1934 34,2176 6,3790 1,0401 3,6301 27,9221

48  0,0193 23,1029 2,7895 0,2097 10,4590 0,0243 165,0394

49 0,0091 21,5557

50 20,6776

51  0,0179

52 0,0063 34,2176 0,1256 0,7992 0,2045

53  0,4730

54  0,0007 15,1369 34,4556

55  0,0384 144,3406 0,0000 1,7171

56 42,7149 380,0380 252,4756

57  0,0293 15,2422 0,2865

58  0,0261 15,3837 2,2501

59 00212 6,6040 4,5106 14,5539

60  0,2550 7,4815 7,9081

61 0,3578 141,0439

62  0,0351

63  0,2489 24,0284

64  0,1646

65  0,0294

66  0,4425

67  0,0244

68  0,0259

69  0,4550

70  0,2507

71 0,7572

72 0,0981

73 0,3888

74 0,0668

75  0,0139

76 52,3457

77 5,4768

78 118,6033

79 1,8489

> 75 7 45 11 11 10 14 10 10 16 27 14
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Appendix-Tab. 10: Relative Amount-Werte vol€LDN8 und REG1Ain kolorektalen

Biopsieproben von gesundem Gewebe (entspr. Healti/)Tumoren.

Healthy Tumor
Fall CLDNS8 REGI1A Fall NOMO* CLDNS8 REGI1A
1 236,5984 0,0112 32 1 2,2862 6,9656
2 124,1806 0,0064 33 1 1,0616 1412,0461
3 81,1750 0,0052 34 1 75,2158 0,6051
4 34,9680 0,0007 35 0 11,1938 1,7535
5 48,3227 0,0083 36 0 0,0780 0,2922
6 73,2435 0,0009 37 0 5,2584 1527,4450
7 120,0892 0,0273 38 0 56,7401 71,6008
8 75,7389 0,0013 39 0 0,1991 0,3965
9 28,1741 0,3644 40 1 0,7168 8,0198
10 13,6544 0,0319 41 1 0,3204 1,7374
11 130,5052 0,0008 42 0 0,0463 9,1066
12 63,3218 0,0036 43 1 0,5670 0,0118
13 108,8574 0,0024 44 1 0,1988 0,0553
14 46,6767 0,0242 45 0 0,0360 19,6107
15 128,8572 0,0029 z 14 14
16 126,2054 0,0013
17 73,1590 0,0023 Erklarung:
18 141,3338 0,2238 1 wenn NOMO gesichert, ansonsten 0
19 4,2810 37,7108
20 0,5630 51,2177
21 8,6017 21,4599
22 5,9503 1,8837
23 185,4170 0,0008
24 15,9774 0,0060
25 308,9643 0,0013
26 6,2389 0,0267
27 14,2672 0,0039
28 46,9471 0,0068
29 22,1305 0,0017
30 255,6388 0,0007
31 7,2835 0,0018
z 31 31
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7.3 Abklrzungsverzeichnis

ACTB
5-AzaC
bp
BSA
°C

CA 19-9
CCL28
CCR
CCR3
cDNA
CEA
CED
CIN
CLDN
CLDNS
CpG
cRNA
Cr

d
dATP
dCTP
DEPC-HO
dGTP
DMEM
dNTP
dsDNA
dTTP
EST
EXTL3
FAP
FC
FCS
FRET
G+Zahl
gDNA
h
HBGF

HBSS
HNPCC

Konz.

L
L+Zahl
LB
LCM
M+Zahl
min
MSI

B-Aktin

5'-Azacytidin

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Grad Celsius

Kohlenhydrat-Antigen 19-@1Ggl. Carbohydrate Antigen 19-9)
Chemokine (C-C Moitif) Ligand 28

Chemokinrezeptor

Chemokine (C-C Motif) Receptor 3

Copy DNA/komplementare DNAegl.complementary DNA)
Carcinoembryonales Antigen

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen
Chromosomale Instabilitat

Claudin

Claudin 8

Cytidin-Guanosin-Dinukleotid (innerhalb von gBN
Copy RNA/komplementare RNAefgl.complementary RNA)
Fluoreszenz-Schwellenwesgr(gl.threshold cycle)

Tag(e)

2’-Desoxyadenosin-5'-triphosphat
2’-Desoxycytidin-5'-triphosphat

mit Dietyhlpyrocarbonat behandeltes Wasser
2’-Desoxyguanosin-5-triphosphat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
2’-Desoxyribonuleosid-5’-Triphosphat
doppelstrangige DNA
2’-Desoxythymidin-5’-triphosphat

kurze transkribierte DNA-Sequeren(l.expressed sequence tag)
Exostoses (Multiple)-Like 3

Familidre adenomattse Polypose

Fold Change

Fetales Kélberserurangl.fetal calf serum)
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer

Umfang der Zellentdifferenzierung

genomische DNA

Stunde

Heparin-bindender Wachstumsfaktor

(engl heparin-binding growth factor)

Hanks’ Balanced Salt Solution

Hereditares nicht-polypdses kolorektales Krebssymdr
(engl.Hereditary Non-Polyposis Colorectal Carcinoma)
Konzentration

Liter

Ausmal’ der Lymphgefal3invasion

Luria-Bertani (Bakterienkulturmedium)

Laser Capture Microdissection

Vorhandensein oder Abwesenheit von Fernmetastasen
Minute(n)

Mikrosatelliteninstabilitat
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N+Zahl Ausmal’ des Krebsbefalls lokaler Lymphknoten
NBT/BCIP Nitroblau Tetrazolium/Bromochloroindolyl-Phosphat
NTR Nicht-Translatierte Region
oD Optische Dichte
ORF Open Reading Frame
PBS Phosphat-gepufferte NaCl-Losurengl. Phosphate Buffered Saline)
PBT PBS/Tween
PCR Polymerase-Kettenreaktiorr{gl. Polymerase Chain Reaction)
PSA Prostata-spezifisches Antigen
PTX Paclitaxel (Taxol)
gPCR guantitative Real-Time PCR
R+Zahl Ausdehnung eines postoperativ verbleibenden Rdsituars
REG1A Regenerating Islet-Derived 1 Alpha
rpm Umdrehungen pro Minuteegl.revolutions per minute)
RT-PCR Reverse Transkription mit anschlie3endeyrRetase-Kettenreaktion
SAPE Streptavidin-Phycoerythrin
SSC NaCl-Natriumzitratengl. Saline Sodium Citrate)
T+Zahl Ausdehnung des Primartumors
TMA Tissue Microarray
TNM Primartumor, Lymphknoten und Fernmetastasen
U Enzymeinheiténgl. unit)
uiCcC Internationale Gesellschaft gegen Krebs
(franz.Union Internationale Contre le Cancer)
V+Zahl Ausmal} der Veneninvasion

Hinweis: SI-Einheiten und Préafixe zur Bezeichnung von \delfen von MaReinheiten werden als bekannt

vorausgesetzt und finden deshalb im Abklrzungsiehaes keine Erwahnung.
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7.4 Posterprasentationen

= ,0n the Way to a Prognostic Chip for Colorectal €@aoma”’, AEK/AIO Congress,
Wirzburg 2005
.Expression Profiling of the Glycosylation Machiyer the Glycoprofiler’, GBM
Annual Fall Meeting, Berlin 2005

7.5 Vortrage

= Prognostic Marker Mining in Early Colon Cancer“, 0N PhD-Student-Symposium,
Berlin 2004
.Development of a Prognostic Chip for Colorectaln€a&x”, Retreat der Robert-
Rossle-Klinik, Berlin 2005

= ,On the Way to a Prognostic Chip for Colorectal €aoma”’, NGFN2 Cancernet
Meeting, Berlin 2005
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