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Einleitung

A Einleitung

1. Maligne Tumoren

Als Tumor wird jede Gewebeneubildung (Neoplasie) bezeichnet, die durch unkontrolliertes Wachs-
tum aus normalen Zellen des Kérpers hervorgegangen ist. Solange der Tumor von dem umliegen-
den Gewebe abgrenzbar ist und es weder zerstdrt noch infiltriert, wird er als gutartig (benigne) be-
zeichnet. Die allgemein als Krebs bezeichneten bdsartigen (malignen) Tumore sind dagegen unter
anderem in der Lage durch ihr Wachstum (Proliferation) andere Gewebe zu zerstdren, in sie ein-
zudringen (Invasion) und sekundare Tumoren (Metastasen) an anderen Stellen des Kdrpers aus-
zubilden (Ubersichtsartikel: Hanahan und Weinberg 2000). Die Systematik der malignen Tumore
richtet sich nach dem Ursprung des entarteten Gewebes. Am haufigsten entstehen Neoplasien aus
dem Epithel (Drisen- und Deckgewebe) und werden dann als Karzinome bezeichnet. Die in dieser
Arbeit untersuchte Ewing sarcoma family of tumors (ESFTs) gehért zu den Sarkomen, die sich vom
Stitzgewebe (zum Beispiel Bindegewebe, Knochen und Muskeln) ableiten. Nach den Herz-
Kreislauferkrankungen sind maligne Tumoren die zweithdufigste Todesursache in Deutschland.
Nach Angaben des Robert-Koch-Instituts (RKI) starben im Jahr 2006 etwa 359.000 Manner und
Frauen an einer Herz-Kreislauferkrankung wahrend etwa 211.000 Personen an den Folgen eines

malignen Tumors verstarben (Robert Koch Institut 2010).

2. Tumorgenese

Die Transformation von normalen Zellen in entartete, maligne Zellen (auch Tumorprogression ge-
nannt) ist ein komplexer Prozess, der durch eine sukzessive Ansammlung genetischer Mutationen
ausgeldst wird. Dabei steht der Begriff ,Mutation” fir jegliche Verénderung in der Genomsequenz,
die sowohl ganze chromosomale Bereiche als auch einzelne Gene betreffen kann (Ubersichtsarti-
kel: Vogelstein und Kinzler 2004). Die Zellen kénnen einen Wachstumsvorteil erlangen, wenn
durch die Mutationen Gene betroffen sind, die fiir die Regulation grundlegender zellularer Funktio-
nen verantwortlich sind, wie zum Beispiel den Zellzyklus oder die Apoptose. Diese Gene werden in
drei verschiedene Gruppen eingeteilt: die (Proto-) Onkogene, Tumorsuppressorgene und Stabili-
tatsgene (Abbildung 2-1).

Die Proto-Onkogene sind in normalen Zellen fiir das Zellwachstum verantwortlich. Durch Mutatio-
nen kann es zu einer konstitutiven Aktivierung dieser Gene kommen, so dass die Zellen unaufhdr-
lich proliferieren. Da Onkogene dominant wirken, reicht die Verdnderung eines Allels aus, um zu
einer Uberexpression der Gene zu fiihren. Beispiel fiir ein Proto-Onkogen ist das MYK (myelocy-
tomatosis) Gen, welches flir einen Transkriptionsfaktor kodiert (Knippers 2001). Im Gegensatz zu
den Proto-Onkogenen haben Tumorsuppressorgene in normalen Zellen einen hemmenden Ein-
fluss auf das Zellwachstum und férdern die Apoptose. Durch Mutationen in beiden Allelen (rezessi-
ve Wirkung; Knudson 1971) kommt es zu einem Funktionsverlust, der zu einer unkontrollierten

Proliferation der Zelle fihrt. Beispiel fur ein Tumorsuppressorgen ist das CDKN2A (cyclin-
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dependent kinase inhibitor 2A) Gen, welches fir den Kinase Inhibitor p16 kodiert (Knippers 2001).
Die Stabilitaitsgene kodieren fiir Proteine des Reparatursystems, die spontane Genmutationen
(Haufigkeit: 10 pro Gen und Zellteilung; Alberts 2004) reparieren. Wie bei den Tumorsuppressor-
genen missen beide Allele mutiert sein, damit es zu einem Funktionsverlust kommt. Die erhéhte
Mutationsrate kann dann zu einem Wachstumsvorteil der Zellen fihren. Beispiele sind Gene fir die
Missmatch- und Exzisions-Reparatur wie MLH1, MSHZ2 und MSH6 (Murata et al. 2005; Lawes et
al. 2005).

Proto-
Onkogen(e) Onkogen(e)
(aktiv) (uberaktlv)
— * —
l+ @ Mutation l *
Tumorsuppressor- Tumorsuppressor-
gen(e) gen(e)

(aktiv)

=S

i (|nakt|v)
©—< @4 5

Stabilitatsgen(e) Stabilitatsgen(e)
(aktiv) (inaktiv)

= > ==
l * Mutation
©—© ©—=< ©
Reparatur @

Abbildung 2-1 Tumorgenese durch Onkogene, Tumorsuppressorgene und Stabilitatsgene.

Die zunehmende Entartung von Zellen ist durch verschiedene Veranderungen in der Zellphysiolo-
gie gekennzeichnet (Abbildung 2-2). So sind maligne Zellen in der Lage unabhéngig von Wachs-
tumsfaktoren und auch trotz inhibierender Signale zu wachsen. Zum Beispiel fihrt bei etwa 25 %
der humanen Tumoren eine Veranderung im Onkogen Ras (Rat sarcoma) zu einer Aktivierung der
Proliferation, ohne dass ein Wachstumssignal vorliegt (Ubersichtsartikel: Hanahan und Weinberg
2000). Dagegen fuhren Mutationen im Tumorsuppressorgen Rb (Retinoblastoma) zu einer fehlen-
den Inhibition des Zellzyklus, selbst wenn Anti-Proliferative Signale vorhanden sind (Weinberg

1995). Eine weitere Eigenschaft maligner Zellen ist haufig die Fahigkeit in andere Gewebe einzu-
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dringen und sich Uber Lymph- und BlutgefédBe weiter im Koérper auszubreiten (Invasion und Me-
tastasierung). Tumorzellen kénnen sich auch unbegrenzt teilen. Haufig exprimieren sie dazu das
Enzym Telomerase (bei 85 % - 95 % der malignen Zellen), welches die Stabilitat der Telomeren
aufrecht erhalt (Shay und Bacchetti 1997, Bryan und Cech 1999). Eine weitere Fahigkeit, die ma-
ligne Zellen erwerben kdnnen, ist die Induktion neuer BlutgefédBe (Angiogenese) zur Versorgung
des Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff (Ubersichtsartikel: Hanahan und Weinberg 2000). Zu-
séatzlich sind Tumorzellen in der Lage eine Apoptose Resistenz zu entwickeln, die bei mehr als
50 % der humanen Tumoren durch Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 (tumor protein 53)
verursacht werden (Harris 1996, Evan und Littlewood 1998).

Inaktivierung der
Apoptose

Invasion und
Metastasierung

Angiogenese

Abbildung 2-2 Physiologie maligner Zellen (nach Hanahan und Weinberg 2000).

3. Ewing sarcoma family of tumors (ESFTs)

Arthur Purdy Stout beschrieb 1918 einen Tumor am Ellebogen-Nerv (Nervus ulnaris) eines
42-jahrigen Patienten, der kleine in Rosettenform angeordnete, runde Zellen aufwies (Stout 1918).
Drei Jahre spater entdeckte James Ewing, dass der undifferenzierte Knochentumor einer
14-jahrigen Patientin eine eigene Tumorentitat darstellt, der er seinen Namen gab (Ewing 1921).
Damit waren die beiden Wissenschaftler die ersten, welche die primitiven neuroektodermalen Tu-
moren (PNET) und die Ewing Sarkome (ES) beschrieben. Aufgrund ahnlicher histologischer und
molekularer Eigenschaften werden sie mittlerweile zusammen mit den Askin Tumoren (PNET der
Brustwand) und den atypischen Ewing Sarkomen als Tumoren der Ewing Sarkom Familie (ESFTs)

zusammengefasst (Ubersichtsartikel: Khoury 2005).

10
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3.1 Inzidenz und Diagnose

Mit einer Inzidenz von 0,3 Neuerkrankungen pro 100.000 Kindern unter 15 Jahren, gehdren die
ESFTs zu den haufigsten malignen Knochenerkrankungen bei Kindern. Die Tumoren treten haufi-
ger bei Jungen als bei Madchen auf (Verhaltnis 1,5 : 1) und das mediane Erkrankungsalter betragt
10,5 Jahre (Deutsches Kinderkrebsregister 2003 - 2007). Klinische Symptome der Erkrankung sind
vor allem regional begrenzter Schmerz und manchmal auch eine deutlich tastbare Tumormasse
(bei etwa 34 % der Patienten; Widhe und Widhe 2000). Zur Abklarung des Befundes wird eine
Roéntgenuntersuchung, Magnetresonanztomographie (MRT) und / oder Computertomographie (CT)
durchgefiihrt. Dabei kann die Lage, GrdoBe, Abgrenzung des Tumors zum Nachbargewebe und
auch das Vorliegen von Metastasen bestimmt werden. Zusétzlich wird eine Biopsie des Tumorge-
webes durchgefiihrt und histologisch sowie molekularbiologisch ausgewertet (Interdisziplinare Leit-
linien der Deutschen Krebsgesellschaft und der Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie und Ha-

matologie 2009).

Das Tumorstadium wird anhand der TNM-Klassifikation maligner Knochentumoren angegeben
(Wittekind et al. 2002). Dabei steht (T) fir die Ausdehnung des Primartumors, (N) fir das Streuen
von Zellen in die Lymphknoten und (M) fir etwaige Fernmetastasen. Zusétzlich kann der Differen-

zierungsgrad (G) des Tumors angegeben werden (Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1 TNM-Klassifikation maligner Knochentumoren (verdndert nach Wittekind et al. 2002).

T Priméartumor N Regionédre Lymphknoten

Tx | Primartumor kann nicht beurteilt werden Nx | Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
TO | kein Anhalt fir Primartumor NO | Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
T1 | Tumor Uberschreitet Kortikalis nicht N1 | Regionére Lymphknotenmetastasen

T2 | Tumor infiltriert Gewebe jenseits der Kortikalis

M | Fernmetastasen G | Histopathologisches Grading

Mx | Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden Gx | Differenzierung kann nicht beurteilt werden
MO | Keine Fernmetastasen G1 | gut differenziert

M1 | Fernmetastasen G2 | méaBig differenziert

G3 | schlecht differenziert

Die Tumorzellen der ESFTs sind klein, rund, undifferenziert und haben nur wenig Cytoplasma. Da-
durch sind die Zellen in der Histologie vor allem durch ihre blau gegengeféarbten Kerne (Methoden-
beschreibung: Seite 38) gekennzeichnet, weshalb sie auch als ,small blue round cells* bezeichnet
werden. Diese Zellform kommt aber nicht nur bei ESFTs vor, sondern zum Beispiel auch bei be-
stimmten Formen von Neuroblastomen oder Lymphomen (Ubersichtsartikel: Li und Siegal 2010).
Zur Charakterisierung der Tumorentitat wird auBerdem die Expression des MIC-2 Gens (CD99
(Cluster of Differentiation 99) Protein) immunologisch bestimmt (Ambros et al. 1991, Fellinger et al.
1991). Allerdings wird das CD99 Protein auch von anderen Tumorentitdten, zum Beispiel den

Chondrosarkomen und Osteosarkomen exprimiert (Kovar et al. 1990, Devaney et al. 1995). Aus

11
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diesen Grinden ist die Diagnose eines ESFTs nur anhand der Histologie duBerst schwierig und er-
fordert weitere Untersuchungen durch molekulare Marker (Baer et al. 2004, Bovée und Hogen-
doorn 2010).

3.2 Molekularbiologie

Kennzeichnend fir ESFTs ist eine reziproke Translokation des langen Arms von Chromosom 22
(22912), von der das Gen EWSR1 (ewing sarcoma breakpoint region 1) betroffen ist. Bei etwa
90 % bis 95 % der ESFTs wird das Gen mit einem Mitglied der ETS (e-twenty six) Transkriptions-
faktor Familie, dem FLI1 (friend leukemia virus integration 1) Gen auf Chromosom 11924 rekombi-
niert (Abbildung 3-1 A; Turc-Carel et al. 1983, Delattre et al. 1992, Delattre et al. 1994). Dadurch
entsteht ein chimédres EWS-ETS Transkript und Fusionsprotein, welches onkogene Eigenschaften
besitzt (May et al. 1993, Ohno et al. 1993, Sandberg und Bridge 2001). Innerhalb der Gene variiert
die Lokalisation der Bruchpunkte fiir die Translokation. So gibt es mindestens 12 Varianten des
EWSRT1-FLI1 Transkripts, die unterschiedliche Exone der beiden Gene enthalten. In den meisten
Fallen (etwa 81 % der ESFTs) wird Exon 7 von EWSR1T mit Exon 6 (Typ 1 Fusion) oder Exon 5
(Typ 2 Fusion) von FLI1 rekombiniert (Abbildung 3-1 B; Zucman et al. 1993, Zoubek et al. 1996, de
Alava et al. 1998).

A B
1(11;22)(q24:912) B & R E B B ok E R
'
@ L 4 EWSR1-FLI1
E H m .. . - Fusionsgen
E_W;S q12 — ]
E"s EWSR1-FLI1

Fusionstranskript

Mm\
2
\ |
FLIT W 24 \
a0 l EWSR1-FLI1
1 Fusionsprotein

der(11)

-

Abbildung 3-1 Fusion von EWSR1 mit FLI1. Darstellung der Chromosomen- (A, verandert nach Sandberg
und Bridge 2001) und der Exon-Rekombination (B, Typ 1 Fusion; verédndert nach Burchill et al. 2003).

Bei etwa 5 % bis 10 % der ESFTs wird das EWSR7? Gen mit dem ERG (ets related gene) fusio-
niert. Weitere Fusionen mit anderen Mitgliedern der ETS Familie wie FEV (fifth ewing variant),
E1AF (ets variant 4) und ETV1 (ets variant 1) sind dagegen deutlich seltener (Tabelle 3-2). Mit Hil-
fe der gRT-PCR (quantitative Real-Time PCR; Methodenbeschreibung: Seite 25) kann firr jeden
ESFT Patienten die jeweilige Translokation bestimmt werden (Sorensen et al. 1993, Delattre et al.
1994).

Etwa 50 % bis 90 % der ESFT Patienten zeigen neben den charakteristischen EWS-ETS Translo-
kationen weitere, sekundare chromosomale Verénderungen (Sandberg und Bridge 2001, Roberts

et al. 2008, Savola et al. 2009). Zu den haufigsten numerischen Chromosomenaberrationen in
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ESFTs gehéren die Trisomie 8, die bei etwa 35 % bis 65 % der ESFT Patienten vorliegt und die
Trisomie 12, die bei ungefédhr 25 % bis 30 % der Patienten diagnostiziert wird (Armengol et al.
1997, Tarkkanen et al. 1999, Hattinger et al. 1999, Savola et al. 2009). Die haufigste strukturelle
Chromosomenaberration ist ein Verlust des langen Arms von Chromosom 16 (16q), der bei circa
15 % bis 30 % der ESFT Patienten vorkommt (Ozaki et al. 2001, Hattinger et al. 2002, Héglund et
al. 2005, Roberts et al. 2008, Savola et al. 2009). Bei den Genmutationen ist die Deletion des Tu-
morsuppressors CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, kodiert fiir p16/p14*%") bei 15 %

bis 30 % der primaren ESFT Tumoren eine der haufigsten Aberrationen (Kapitel 3.3).

Tabelle 3-2 EWS-ETS Translokationen in ESFTS (verandert nach Arvand und Denny 2001).

EWS-ETS Fusion Karyotyp Haufigkeit* Referenz
(Delattre et al. 1992)
EWSR1-FLI1 t(11;22)(g24;912 90 % - 95 %
(11:22)(q24:912) (Delattre et al. 1994)
Sorensen et al. 1993
EWSR1-ERG t(21;22)(g22;q12) 5%-10 % ( )
(Zucman et al. 1993)
EWSR1-FEV t(2;21;22)(g33;022;q12) 1% (Peter et al. 1997)
EWSRI1-ETV1 t(7;22)(p22;q912) 1% (Jeon et al. 1995)
(Kaneko et al. 1996)
EWSRI1-E1AF t(17;22)(q12;912 1%
( J@12a12) < (Urano et al. 1996)

* geschatzte Haufigkeit der Translokation bei ESFTs

3.3 Prognose und Therapie

Einer der wichtigsten Prognosefaktoren in ESFTs ist das Vorliegen von Metastasen bei Diagnose
(Jirgens et al. 1988, Terrier et al. 1996). So liegt die Uberlebenswahrscheinlichkeit von ESFT Pa-
tienten mit einem lokal begrenzten Tumor bei etwa 60 %, wahrend sie sich bei Metastasen halbiert
(30 % Uberlebenswahrscheinlichkeit; Cotterill et al. 2000). Weitere klinische Prognosefaktoren sind
das Ansprechen des Tumors auf die initiale Chemotherapie (Koscielniak et al. 1992), ein Tumorvo-
lumen von mehr als 100 ml (Jurgens et al. 1988) und eine zentrale Lokalisation des Tumors im
Kérper (Rud et al. 1989).

Neben den klinischen Prognosefaktoren werden bislang keine molekularen Prognosemarker in der
Routine Diagnostik von ESFTs verwendet. Es wurden bisher auch nur wenige genetische Aberra-
tionen identifiziert, die eine spezifische Prognose erlauben wirden und diese betreffen auch nur
einen Teil der Patienten. Die viel versprechenden retrospektiven Forschungsergebnisse, wonach
eine EWSR1-FLI1 Genfusion vom Typ 1 bei lokalem Tumor mit einer besseren Prognose korreliert
(de Alava et al. 1998, Zoubek et al. 1996), wurden kirzlich von prospektiven Studien widerlegt (Le
Deley et al. 2010, van Doorninck et al. 2010). Die unabhangigen und statistisch signifikanten Dele-
tionen von CDKNZ2A liegen lediglich bei etwa 15 % bis 30 % der priméaren Tumoren vor (de Alava
et al. 2000, Wei et al. 2000, Maitra et al. 2001, Huang et al. 2005, Honoki et al. 2007). Auch die bei
vielen Tumorentitdten haufig vorkommenden Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 (TP53 Pro-

tein; zum Beispiel bei etwa 50 % der primaren Osteosarkome; Tsuchiya et al. 2000), sind bei pri-
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maren ESFTs relativ selten (bei etwa 5 % bis 10 %; Kovar et al. 1993, de Alava et al. 2000, Alldin-
ger et al. 2007). Die Mutationen scheinen jedoch fir diese kleine Untergruppe an ESFT Patienten
eine prognostische Rolle zu spielen (Huang et al. 2005, Ottaviano et al. 2010). Wahrend ein kom-
plexer Karyotyp bei ESFT Patienten generell mit einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein
scheint (Kullendorff et al. 1999, Ozaki et al. 2001, Zielenska et al. 2001), zeigten sich bei den hau-
figsten numerischen Chromosomenaberrationen (Trisomie 8 und 12) bislang keine eindeutig signi-
fikanten Korrelationen mit der Prognose (Hattinger et al. 1999, Tarkkanen et al. 1999). Dagegen
wurde die h&ufigste strukturelle Chromosomenaberration, die Deletion von 16q, bereits mit einer
signifikant schlechteren Prognose bei ESFT Patienten korreliert (Hattinger et al. 1999, Ozaki et al.
2001, Hattinger et al. 2002).

Die Behandlung von Patienten mit diagnostiziertem ESFT erfolgt lokal (Operation und haufig auch
Strahlentherapie) sowie systemisch (Chemotherapie) und richtet sich nach den aktuellen Richt-
linien der EURO-E.W.L.N.G. 99 Studie (EUROpean Ewing tumour Working Initiative of National
Groups - Ewing Tumour Studies 1999). Dabei erhalten die Patienten vor der lokalen Behandlung
eine Chemotherapie aus 6 Zyklen mit Vincristin, Ifosamid, Doxorubicin und Etoposid sowie nach
der Lokaltherapie eine weitere randomisierte systemische Behandlung. Dabei kommen entweder
Kombinationen von A) Vincristin, Dactinomycin und Ifosfamid oder B) Vincristin, Dactinomycin und
Cyclophosphamid oder C) Busulfan und Melphalan zum Einsatz. Trotz der verbesserten syste-
mischen Therapie haben dennoch 20 % der Patienten innerhalb von 4 Jahren ein Rezidiv und ster-

ben an den Folgen dieses erneut auftretenden Tumors (Shankar et al. 2003).

4. Potentielle Kandidatengene fiir die molekulare Prognostik der ESFTs

Bei Prognosemarkern handelt es sich um molekulare Substanzen, anhand derer eine individuelle
Prognoseabschatzung und damit auch verbesserte Therapie fir den Patienten erfolgen kann. Der
Vorteil ist weiterhin, dass auch Aberrationen identifiziert werden kdnnen, die anhand einer rein cy-

togenetischen Analyse (Begutachtung der Chromosomen) nicht sichtbar sind.

4.1 CDH11 (Cadherin 11)

Cadherine sind Zellmembran durchziehende Glykoproteine, die zusammen mit den Integrinen,
Immunglobulinen und Selektinen zu der groBen Gruppe von Zelladh&sionsmolekiilen gehéren (Ta-
keichi 1991). Adhasionsproteine sind fiir wichtige zellulare Funktion verantwortlich, wie zum Bei-
spiel fir Aggregation, Embryogenese, Zellmorphologie und Zellkommunikation (Ubersichtsartikel:
Wheelock und Johnson 2003). Die Cadherin Familie lasst sich in mehrere Untergruppen aufteilen,
wobei alle Mitglieder einen &hnlichen Aufbau aufweisen, mit mindestens vier extrazellularen Do-
manen, mindestens einer Membran durchziehenden (Transmembran-) Domé&ne und einer intrazel-
lularen Doméane (Tabelle 4-1; Tanihara et al. 1994). Die beiden bislang am meist erforschten Grup-
pen sind die klassischen Cadherine vom Typ | und I, die im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern
{iber B-Catenin mit dem Cytoskelett der Zelle verbunden sind (Ubersichtsartikel: Stemmler 2008).

Es gibt mehr als 100 verschiedene Cadherinmolekile, die durch ihre unterschiedlichen Funktionen
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wahrend der Embryonalentwicklung auch in unterschiedlichen Geweben zu finden sind. So wird
zum Beispiel E-Cadherin in Epithelien, M-Cadherin in Muskeln und N-Cadherin in neuralen Zellen

exprimiert.

Tabelle 4-1 Untergruppen der Cadherin Familie (verandert nach Stemmler 2008).

Untergruppe Eigenschaften Beispiele

Klassische Cadherine, Typ | Konserviertes HAV* Motiv; 5 ECs** E-, M-, N-Cadherin
Klassische Cadherine, Typ Il Kein HAV* Motiv; 5 ECs** Cadherin 7, Cadherin 11
Protocadherine 6 ECs™ Protocadherin 4
Desmosomale Cadherine Kommen in Desmosomen vor; 4 ECs** Desmoglein-1, -2
7-Transmembran Cadherine Sieben Transmembran Doménen Flamingo, CELSR1

*HAV = Histidin-Alanin-Valin Motiv; **ECs = Extrazellulare Domé&nen

Cadherin 11 gehort zu den klassischen Cadherinen vom Typ |l und wurde 1994 zun&chst in Maus
Osteoblasten (knochenbildende Zellen) entdeckt, weshalb es auch OB-Cadherin genannt wird
(Okazaki et al. 1994). Die humane Variante wurde ein Jahr spéater von Hoffmann et al. entdeckt
und stimmt zu 97 % mit dem Protein aus der Maus Uberein (Hoffmann und Balling 1995). Das hu-
mane Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 16 (16g22) lokalisiert und die resultierende
mRNA ist 3654 Basenpaare lang. Das CDH11 Protein besitzt 796 Aminos&uren und ein Molekular-
gewicht von etwa 120 Kilodalton (kD). Es ist unterteilt in finf extrazellulare, eine transmembrane
und eine intrazelluldre Doméane (Abbildung 4-1 A). Flr die spezifische Zell-Zell-Adhdsion mlssen
sich zwei Cadherinmolekille miteinander verbinden (dimerisieren). Die Verbindung dimerisierter
Cadherine erfolgt homotypisch (nur Cadherine vom gleichen Typ binden aneinander) Uber die ex-
trazellularen Démanen und nur bei Vorliegen von Kalzium-lonen (Ca®*; Takeichi 1991). Die cy-
ctn

toplasmatischen Domaénen sind Uber die Proteine p120
toskelett verbunden (Abbildung 4-1 B).

, Beta- und Alpha-Catenin mit dem Cy-

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass die Cadherin 11 Expression wahrend der Embryonal-
entwicklung beim Ubergang der epithelialen in die mesenchymale Phase einsetzt und im ausgereit-
ten Organismus nur in mesenchymalen Zellen vorhanden ist (Simonneau et al. 1995, Goomer et al.
1998). Die Hohe der Cadherin 11 Expression ist offenbar auch ein wichtiges Kriterium bei der Ent-
wicklung der Osteoblasten die sich aus mesenchymalen Zellen entwickeln (Cheng et al. 1998, Ka-

waguchi et al. 2001).

Eine eindeutige Zuordnung des Cadherin 11 Gens zur Kategorie der Tumorsuppressorgene oder
Onkogene ist nicht méglich, da unterschiedliche Ergebnisse fiir verschiedene Tumorentitaten ge-
funden wurden. So flihrt eine erhdhte Expression im Mammakarzinom zu aggressiveren Tumor-
stadien (Pishvaian et al. 1999), wahrend eine erniedrigte Expression im Retinoblastom zu einem
schnelleren Tumorwachstum fihrt (Marchong et al. 2010). In ESFTs wurde die Rolle des Cadhe-

rin 11 Gens bislang noch nicht untersucht. Untersuchungsergebnisse des nahe verwandten Osteo-
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sarkoms lassen jedoch eine Funktion als Tumorsuppressorgen vermuten. Hier konnte beispiels-
weise gezeigt werden, dass eine verringerte Expression mit einem signifikant verkiirzten Uberleben

von Osteosarkom Patienten korreliert (Nakajima et al. 2008).

A B
Cell 1 Cell 2
EC1 Plasma Membrane
EC2
F-actin
EC3 Cadherin Cytoskeleton
Dimers
EC4 Corcatenin
TUUURH A B-catenin I
—nnnti VT g0
EC5) Extrazellular m\”/
YUY NN L
™ _LanaBRYYVTT
TTYUYYREnnn L
—LonnBRUPYTT
ce Intrazellular TTYVYHANA L
_LanaRRYYYVT
TTY9YEHnnn L
UVOUUUT= Cytoplasm

Intercellular Space

Abbildung 4-1 Aufbau des CDH11 Proteins (A) und Zell-Zell-Adhé&sion nach Dimeri-
sierung des Proteins (B). EC = Extrazellulare Doméane, TM = Transmembrane Doma-
ne, CP = Cytoplasmatische Doméane (Kiener und Brenner 2005).

4.2 TERF2IP (telomeric repeat binding factor 2 interacting protein)

Telomere sind spezielle Nukleotidsequenzen (Hexanukleotidwiederholungen: 5-TTAGGG-3’) am
Ende der linearen eukaryotischen Chromosomen. Sie schiitzen die Chromosomenenden vor Ab-
bauenzymen, davor miteinander zu fusionieren und von dem zelleigenen DNA Reparatur-
mechanismus angegriffen zu werden (Alberts 2004). In humanen Keim- und Stammzellen dienen
sie zusatzlich als Erkennungsstelle fir das Enzym Telomerase. Denn bei der Mitose besteht durch
die linearen Chromosomen das Problem, dass am Chromosomenende kein RNA Primer syntheti-
siert werden kann, um das letzte DNA Stiick durch die 5-3’ Polymerase zu replizieren. Dadurch
verklrzen sich die Telomerenden mit jeder Replikation, bis die Zelle ihre Teilungen einstellt (Se-
neszenz; Allsopp et al. 1992, Wright et al. 1996). Dies ist der Fall fir die meisten humanen somati-
schen Zellen, fir Keim- und Stammzellen wére dieser Verlust an genetischer Information aber fa-
tal. Daher exprimieren diese Zellen die Telomerase (Ubersichtsartikel: Samassekou et al. 2010).
Durch seine Funktion als Reverse Transkriptase kann das Enzym mit Hilfe einer eigenen RNA Ma-
trize die Telomerenden verlangern (Greider und Blackburn 1985, Greider und Blackburn 1989).
Abbildung 4-2 zeigt die Synthese der DNA an den Chromosomenenden durch die Telomerase.

Zunachst bindet die Telomerase Uber seine komplementédre RNA Matrize an den Uberhdangenden
5’-3’ DNA Strang. Die RNA dient dann als Vorlage fur die Verlangerung des DNA Strangs durch ei-
ne reverse Transkription der Telomerase. Dadurch wird der 5-3° DNA Strang soweit verlangert,

dass das Enzym Primase einen RNA Primer synthetisieren kann, den die Polymerase als Start-
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punkt fir die DNA Synthese verwenden kann. Nach der Entfernung des RNA Primers ist die Telo-

mer DNA um ein Hexanukleotid verlangert (Cooper und Hausman 2004).

" ﬂ B ﬂﬂ uuum Telomer DNA mit
Uberhdngendem
¥ 3 Ende

Bindung der .
Telomerase "'_/ -
/
M b
< " Telomerase mit
S RMNA Matrize
Reverse Transkription .
durch Telomerase

iy .
y Verlédngerer 5°-3° Strang

Verldngerung des 3°-5° l

Strangs durch Primase
und Polymerase

MMMM

Entfernung des RMA Primer
RMNA Primers
74 At
MH’H’HBBM g W
3 = Vetlangerte
Telomer DNA

Abbildung 4-2 Verldngerung der Telomeren durch die Te-
lomerase (verandert nach Cooper und Hausman 2004).

Die Regulation der Telomerverlangerung erfolgt zum einen durch die Expression des Telomerase
Gens (hTERT, human telomerase reverse transcriptase) und zum anderen durch regulatorische
Proteine an den Telomerenden (Ulaner et al. 1998, Cech 2004). Eines dieser regulatorischen Pro-
teine ist das TERF2IP, welches durch seine Entdeckung in Hefen auch hRAP1 (human repressor
activator protein 1) genannt wird (Buchman et al. 1988). Es ist an den Telomerenden lokalisiert und
bindet indirekt Gber das TERF2 (telomeric repeat binding factor 2) Protein an die DNA (Li et al.
2000). Die genaue Funktion des TERF2IP Proteins ist noch nicht vollstdndig geklart, aber wahr-
scheinlich verhindert es im Komplex mit TERF2 und weiteren Proteinen (,Shelterin-Komplex®) das
Anlagern der Telomerase an die Telomerenden (Smogorzewska et al. 2000, O'Connor et al. 2004,
Palm und de Lange 2008).

Das TERF2IP Gen befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 16 (16923) und kodiert ein
399 Aminoséauren langes Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 47 Kilodalton (kD). Es be-
sitzt finf verschiedene Doméanen (Abbildung 4-3), von denen die N-terminale BRCT (breast cancer
gene 1 C terminus) und die C-terminale RCT (Rap1p C terminus) Doméane an die Proteine des
Shelterin-Komplexes binden kdnnen (Li et al. 2000).
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| | BRCT | | mMypb |  [Coil| | RCT

Abbildung 4-3 Aufbau des TERF2IP Proteins. BRCT = breast cancer gene 1 C
terminus; Myb = Myb-related HTH motif (Helix-Turn-Helix Motiv); Coil = coiled
domain; RCT = Rap1p C terminus (verandert nach Li et al. 2000).

Die meisten humanen Tumoren (etwa 85 % bis 95 %) weisen eine aktive Telomerase auf, wodurch
sich die malignen Zellen méglicherweise unbegrenzt teilen kdnnen (Shay und Bacchetti 1997, Bry-
an und Cech 1999). Auch viele Knochentumoren (43 % bis 84 %) besitzen eine aktive Telomerase,
was mit aggressiveren Tumoren und einem schlechteren klinischen Verlauf bei Patienten korreliert
werden konnte (Ohali et al. 2003, Umehara et al. 2004). Dagegen ist die Rolle von TERF2IP bei
der Entstehung von bdsartigen Tumoren bislang noch wenig erforscht und die bisherigen Ergeb-
nisse scheinen sich zu widersprechen. So wiesen Li et al. bei der Uberexpression von TERF2IP
ein Verlangerung der Telomeren nach (Li et al. 2000), wahrend O’Connor et al. eine Telomerver-
langerung nach dem Ausschalten (,Knockdown*) des Gens zeigen konnten (O'Connor et al. 2004).
Neuere Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass TERF2IP nicht nur in Verbindung mit den
Proteinen des Shelterin-Komplexes an den Telomerenden seine Funktion ausiibt, sondern mdogli-
cherweise auch als Transkriptionsfaktor auf die Regulation bestimmter Gene einwirkt (Martinez et
al. 2010).
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B Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die molekularbiologische Erforschung der seltenen Ewing sarcoma family of
tumors (ESFTs), insbesondere im Hinblick auf eine Verbesserung der Diagnostik und Prognostik
bei ESFT Patienten. Bislang werden flr die Prognostik keine molekularbiologischen Marker einge-
setzt, auch weil die wenigen bisher erforschten chromosomalen Verédnderungen jeweils nur fir ei-
nen Teil der Patienten gefunden wurden. Daher sollte in dieser Arbeit eine Methode ausgesucht
und etabliert werden, die sich fir die Untersuchung von mehreren verschiedenen chromosomalen
Veranderungen und flr die Erfordernisse der Routine Diagnostik (schnell und kostengunstig) eig-

net.

Zusétzlich sollten weitere molekulare Prognosemarker fir die ESFTs gefunden werden. Grundlage
fir diese Suche waren dabei Literaturrecherchen zu haufig vorkommenden chromosomalen Aber-
rationen und Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zum Verlust der Heterozygotie (loss of heterocygosity,
LOH) auf Chromosom 16 bei ESFT Zelllinien. Die neuen Kandidatengene sollten dann auf ihre Be-
deutung in ESFTs untersucht werden. Zum einen sollte eine Charakterisierung der Gene durch die
in vitro Untersuchung von mehreren ESFT Zelllinien und Patientengeweben durch Analyse der
Gendosis, DNA-, RNA- und Protein Expression erfolgen. Bei Hinweisen auf eine Tumor-assoziierte
Funktion der Gene sollten aber zum anderen auch mdgliche physiologische Auswirkungen einer

verénderten Expression der Gene bei Zelllinien in Kultur untersucht werden.
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C Material und Methoden

5. Zelllinien- und Patientenkollektiv

Es wurden 14 etablierte ESFT (Ewing sarcoma family of tumors) Zelllinien in dieser Arbeit verwen-
det; Tabelle 5-1). Fir alle wurde eine EWSR1 / ETS (Ewing sarcoma region 1/ E-twenty six) Gen-
fusion nachgewiesen und durch das so genannte DNA-Fingerprinting mit den genRES® MPX-2 und
MPX-3 Kits (Serac) die Identitat der Zelllinien Uberprift (Ottaviano et al. 2010). Kontaminationen
mit Mykoplasmen wurden mit dem PCR- (Polymerase chain reaction) basierten Venor®GeM my-
coplasma detection kit (Minerva Biolabs) ausgeschlossen (Methodenbeschreibung: Seite 41). Die
Kultivierung erfolgte nach Standardmethoden, welche in Kapitel 8.1 (Seite 40) naher beschrieben

werden.

Tabelle 5-1 Verwendete ESFT Zelllinien (ES = Ewing Sarkom, PNET = primitive neuroektodermale Tumoren).

Zelllinie Lokalisation Diagnose Genfusion Herkunft

A673 Muskel ES t(11;22) ATCC*

CADO-ES Pleuraerguss ES t(21;22) F. van Valen, Minster 1998
CHP-100 Mediastinum PNET t(11;22) F. van Valen, Miinster 1998
ET10 Muskel ES t(2;22) (Peter et al. 1997)

EWS3 Rippe ES t(21;22) (Urano et al. 1996)

RD-ES Humerus ES t(11;22) ATCC*

RM-82 Femur ES t(21;22) F. van Valen, Miinster 1998
SK-ESH1 Knochen ES t(11;22) ATCC*

SK-N-MC Supraorbital PNET t(11;22) ATCC*

STA-ET1 Humerus PNET t(11;22) F. van Valen, Miinster 1998
STA-ET2.1 Fibula PNET t(11;22) F. van Valen, Miinster 1998
TC71 Humerus ES t(11;22) F. van Valen, Minster 1998
VH-64 Pleuraerguss ES t(11;22) F. van Valen, Minster 1998
WE-68 Fibula ES t(11;22) F. van Valen, Miinster 1998

* American Type Culture Collection

Das Patientenkollektiv umfasste 86 Tumorproben (DNA, RNA und Gewebeschnitte) von 67 ver-
schiedenen Patienten, bei denen zwischen 2003 und 2009 ein ESFT diagnostiziert wurde. Das Al-
ter der Patienten bei Diagnose lag zwischen 12 Monaten und 43 Jahren (Median = 15 Jahre) und
das mannliche Geschlecht war haufiger vertreten (Anzahl = 42), als das weibliche (Anzahl = 25).
DNA Proben standen von 23 ESFT Patienten zur Verfligung und wurden fiir die Gendosis Analyse
(Methodenbeschreibung: Seite 31) eingesetzt. Fir die RNA Analyse (Methodenbeschreibung: Sei-

te 25) waren Proben von 33 Patienten (fir 19 dieser Patienten gab es auch eine DNA Probe) ver-
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flgbar. Zusatzlich waren Gewebeschnitte von 30 ESFT Patienten fiir eine Protein Analyse (Metho-
denbeschreibung: Seite 38) vorhanden. Von den ESFT Patienten wurden 49 entsprechend dem
EURO-E.W.L.N.G. 99 (EUROpean Ewing tumour Working Initiative of National Groups) Protokoll
behandelt, so dass hier klinische Daten aus der Studienzentrale in Miinster (Klinik und Poliklinik far

Kinder- und Jugendmedizin der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster) vorlagen.

DNA gesunder Spender

Fir die Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA®, Methodenbeschreibung: Seite
32) wurden gesunden Probanden Blutproben enthommen (Anzahl = 6). Nach einer Vorbehandlung
der Proben mit Erythrozyten-Lysepuffer wurde die DNA nach dem Puregene DNA Protokoll extra-
hiert (Methodenbeschreibung: Kapitel 6.1.1). Die DNA wurde anschlieBend noch mit dem QIA-
quic:k® PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt, um Gewebe- und Blut-extrahierte DNA verglei-
chen zu kénnen. Die DNA der gesunden Probanden wurde zur Normalisierung der gewonnenen

Aberrationsdaten verwendet.

6. Molekularbiologische Methoden

6.1 Nukleinsaure Extraktion
6.1.1 DNA Isolierung

Die Extraktion der DNA erfolgte analog zum ,Puregene DNA Extraction Protocol” von Biozym. Es
wurden frische und gefrorene ESFT Zelllinien, gefrorenes Patienten-Tumorgewebe und Blutproben
zur Isolation verwendet. Das Patientengewebe musste dazu zunachst mit einem Gefriermikrotom
in 10 um dinne Schichten geschnitten werden. Von den Blutproben wurden jeweils 3 ml zur Vor-
behandlung mit 12 ml 4°C kaltem Erythrozyten-Lysepuffer* 5 Minuten (min) auf Eis inkubiert und
fir 5 min bei 2.500 Umdrehungen pro Minute (U/min) zentrifugiert, um die mononuklearen Zellen
zu erhalten. Die Blutzellen wurden mit weiteren 10 ml Lysepuffer resuspendiert und bis zur voll-
standigen Lyse der Erythrozyten (etwa 5 min) bei 4°C inkubiert sowie anschlieBend abzentrifugiert.
Alle Proben wurden mit 500 pl Zell-Lysepuffer* versetzt und fir 15 min auf 65°C erhitzt. Der Ge-
webeverdau erfolgte fiir mindestens 12 Stunden (,liber Nacht®) bei 56°C mit Proteinase K (je nach
Gewebemenge 20-200 pl; Merck). Danach wurden 0,2 ul RNAse A (Merck) je 100 pl Ansatz zu den
verdauten Proben gegeben und diese fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach jedem der folgenden
drei Schritte wurden die Proben fiir 3 min bei 10.500 U/min zentrifugiert: Es wurden 50 pl
6-Molares Natriumchlorid (6M NaCl, Merck) je 100 pl Ansatz hinzugefiigt, dann das DNA-Pellet mit
600 pl eiskaltem Isopropanol (Sigma-Aldrich) geféllt und mit 70 % Ethanol (Merck) gereinigt. Ab-
schlieBend wurde das DNA Pellet getrocknet und in 50 pl TE-Puffer™* aufgenommen.

Aufgrund der unterschiedlichen Herkunft der Proben (Zellkultur, Gewebe, Blut) wurde zur besseren
Vergleichbarkeit die isolierte DNA mit dem QIAquic:k® PCR Purification Kit von Qiagen weiter auf-

gereinigt.
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QIAquick® PCR Purification

Alle Zentrifugationsschritte wurden fir 1 min bei 13.000 U/min in einer Tischzentrifuge durchge-

fohrt. Zu 50 pl isolierter DNA wurden 250 pl PB-Puffer (aus Kit) gegeben und gut gemischt. Der
Ansatz wurde in eine QlAquick-Saule pipettiert und zentrifugiert. Zur Erhéhung der an die Saule
gebundenen DNA wurde abweichend vom Protokoll der Durchfluss erneut auf die Saule gegeben
und zentrifugiert. Die Saule wurde dann mit 750 ul PE-Puffer (aus Kit) und einem Zentrifugations-
schritt gewaschen. Mit einer weiteren Zentrifugation wurde der restliche Waschpuffer entfernt. Zur
Elution der DNA wurden 30 pl erwarmter EB-Puffer (aus Kit, circa 10 min bei 70°C erwarmt) auf die
Séule pipettiert, 1 min inkubiert und anschlieBend zentrifugiert.

Die Menge und Qualitat der isolierten DNA wurde durch das Verhaltnis von E260 zu E280 bei 260
nm im Photometer ermittelt.

*Erythrozyten-Lysepuffer: 16,58 g Ammoniumchlorid (Merck), 2 g Kaliumhydrogenkarbonat (Merck), 400 pl
0,5 M EDTA pH 8,0 (Ethylendiamintetraessigsaure, Sigma), ad 2 Liter (I) Aqua bidest, pH 7,4 einstellen und

autoklavieren

**Zell-Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,4 (Merck), 25 mM EDTA (Sigma), 500 mM NaCl (Merck), 0,1 % NP-40
(Abott), 1 % SDS (sodium dodecyl sulfate, Sigma)

***TE-Puffer: 10 mM Tris (Merck), 1 mM EDTA (Sigma), pH 7,9 einstellen

6.1.2 RNA Isolierung

Die RNA wurde unter Verwendung des kommerziell erhaltlichen TRI-Reagenz® (Sigma-Aldrich)
aus frischen und gefrorenen ESFT Zelllinien gewonnen. Das Reagenz besteht aus einer Lésung
von Phenol und Guanidin-Thiocyanat, welche die Zellen aufschlieBt und gleichzeitig die RNA vor
dem Abbau durch RNAsen schutzt. Der Versuchsablauf basiert auf dem Protokoll von Chom-
czynski und Sacchi (Chomczynski und Sacchi 1987).

Die Zellen wurden in 1 ml kaltem TF{I-Reagenz® vollstandig geldst, mit 200 pl Chloroform (Merck)
versetzt und die Losung gut gemischt. Durch 15 min Zentrifugation bei 11.000 U/min wird die Mi-
schung in drei Phasen separiert: eine wéassrige Phase (enthalt RNA), eine Interphase (enthalt
DNA) und eine organische Phase (enthalt Proteine). Um eine Kontamination der RNA mit genomi-
scher DNA zu verhindern, erfolgte die Zentrifugation in speziellen ReaktionsgeféBen, die die Tren-
nung der Phasen durch eine wachsartige Schicht unterstitzt (peqGOLD PhaseTrap, PeglLab). Mit
500 pl Isopropanol (Sigma-Aldrich) wurde die RNA bei -20°C {ber Nacht prazipitiert und nach
Zentrifugation (10 min, 11.000 U/min) das Pellet zweimal mit 70 % Ethanol (Merck) gereinigt
(Zentrifugation: 5 min, 8.500 U/min). Das getrocknete Pellet wurde in 30 ul DEPC-Wasser (Diethyl-
pyrocarbonat behandeltes Wasser, Sigma) geldst, fir 10 min auf 70°C erhitzt und die Konzentra-
tion der isolierten RNA bei 260 nm photometrisch bestimmt. Die RNA wurde im Weiteren durch ei-
ne reverse Transkription in cDNA (copy-DNA) umgeschrieben und mittels quantitativer Real-Time-

PCR die Expression der Zielgene gemessen (Methodenbeschreibung: Seite 25).
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6.2 Polymerase chain reaction (PCR)

Die PCR (Polymerase Kettenreaktion) wurde 1987 von K.B. Mullis entwickelt (Mullis 1987) und
wird zur in vitro Amplifikation von definierten DNA Abschnitten eingesetzt. Der Bereich der DNA,
der vervielfaltigt werden soll, wird dabei durch zwei synthetisch hergestellte DNA-Oligonukleotide
(Primer) eingegrenzt. Die Primer binden durch komplementére Basenpaarung an Einzelstrangbe-
reiche der denaturierten DNA (Annealing) und dienen einer DNA-abh&ngigen DNA-Polymerase als
Startpunkt der Synthese. Das Polymerase-Enzym verlédngert die Primer komplementar zum DNA
Strang mit Nukleotidtriphosphaten (dNTPs) in 5'—3’ Richtung (Polymerisation). Durch die Verwen-
dung einer hitzestabilen Tag-Polymerase (Thermus aquaticus-Polymerase) kdnnen mehrere Zy-
klen von Denaturierung, Primer Annealing und Polymerisation durchlaufen werden.

In dieser Arbeit wurde die PCR unter anderem dazu verwendet, die Primer fir die quantitative
Real-Time-PCR zu testen (Methodenbeschreibung: Seite 25). Bei der Entwicklung der Primer wur-
de darauf geachtet, dass diese ,Intron-Uberspannend” sind, das heiB3t die Primersequenzen sind in
der genomischen DNA durch mindestens ein Intron getrennt. Dadurch wird eine unerwlinschte Co-
Amplifikation von genomischer DNA verhindert beziehungsweise ist nach Agarose-Gelelektro-

phorese als héhermolekulare Bande detektierbar.

PCR Ansatz (20 ub):

Aqua dest 13,1 ul
dNTPs (2 mM, Sigma) 2 ul
10x Polymerase Puffer (GE Healthcare) 2l
Sense Primer (10 uM) 0,4 ul
Antisense Primer (10 uM) 0,4 ul
Tag-Polymerase (GE Healthcare) 0,1 ul
cDNA 2 ul

Der Ansatz wurde in 0,2 ml ReaktionsgefaBe (Safe lock, Eppendorf) pipettiert und in einen Ther-
mocycler gegeben, der die Proben zyklisch erhitzt und abkihlt. Nach einer initialen Denaturierung
(94°C, 4 min) folgen 30-45 Zyklen mit:

Denaturierung 94°C, 30 sek
Primer Annealing 55°C, 30 sek
Polymerisation 72°C, circa 1 min / kb (Kilobase)

Die Detektion und GréBenbestimmung des PCR-Produktes erfolgte durch Agarose-

Gelelektrophorese.
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6.3 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden unterschiedlich groBe DNA Fragmente in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel entsteht durch die Verknipfung von fadenférmigen Agaro-
se-Polymeren, wobei die Vernetzung mit steigender Agarose-Konzentration engmaschiger wird. Je
nach Gr6éBe der aufzutrennenden DNA Fragmente, wird eine Agarose-Konzentration von 1% bis
2 % verwendet. Die pulverférmige Agarose (PeglLab) wird mit 1x TBE-Puffer* versetzt, aufgekocht
und nach kurzem Abkuhlen wahlweise mit Ethidiumbromid (0,6 pg/ml; Roth) oder Red safe Nucleic
Staining Solution (0,6 pg/ml; HiSS Diagnostics) vermischt, um die DNA Banden im Ultravioletten-
(UV-) Licht sichtbar zu machen. Das noch flissige Gemisch wird in eine Elektrophorese-Kammer
mit eingesetztem Kamm gegossen und hartet dort aus. Als Laufpuffer wird 1x TBE-Puffer* verwen-
det. Die DNA Proben werden im Verhaltnis 5:1 mit Ladepuffer (6x DNA Loading Dye, Fermentas)
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Zuséatzlich wird eine Mischung von DNA Strangen be-
kannter GréBe, der so genannte Langenstandard, aufgetragen. Es wurden ein 50 Basenpaar (bp)
und 1 Kilobasen (kb) DNA Langenstandard (Gene Ruler DNA Ladder, Fermentas) verwendet. Bei
einer Feldstarke von 5 Volt/cm Gel, wandert die negativ geladene DNA durch die Agarose zur
Anode. Dabei wandern groBe DNA Fragmente langsamer als die kleineren Fragmente durch das
Gel, da sie starker vom Netzwerk der Agarose zuriickgehalten werden. Die unterschiedlich groBen
DNA Stréange werden im elektrischen Feld aufgetrennt und kénnen anhand des Léngenstandards

einer bestimmten GréBe zugeordnet werden.

*1x TBE-Puffer: 89 mM Tris (Merck), 89 mM Borsaure (Merck), 2 mM EDTA (Sigma), in Aqua dest, pH 8 ein-
stellen

6.4 Reverse Transkription

Zur Analyse der zelluldren RNA durch die PCR muss diese zunachst in DNA umgeschrieben wer-
den, in die so genannte cDNA (copy-DNA). Dies erfolgt durch eine RNA-abhdngige DNA-
Polymerase, der Reversen Transkriptase. Die Erststrangsynthese wurde mit dem cDNA Kit von
Fermentas (First Strand cDNA Synthesis Kit) durchgefihrt. Die verwendete Polymerase war die
M-MuLV-Reverse Transkriptase, welche aus dem Moloney Murine Leukemia Virus stammt. Einge-
setzt wurden 1 pg isolierte Gesamt-RNA in einem Volumen von 10 ul DEPC-Wasser (Diethylpyro-

carbonat behandeltes Wasser, Sigma).

Pro Probe wurde folgender Mix (10 ul) hinzugeflgt:

5x Reaktions Puffer 4l
Oligo (dT)4g Primer 1ul
RNAse Inhibitor 1ul
10 mM dNTP Mix 2ul
Reverse Transkriptase 2ul

Die Erststrangansatze wurden eine Stunde bei 37°C inkubiert und zur Inaktivierung der Transkrip-

tase anschlieBend 5 min auf 70°C erhitzt.
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6.5 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Die Real-Time-PCR wird zur quantitativen Messung der Genexpressionsrate in Zellen und Gewe-
ben verwendet. Im Unterschied zu einer normalen PCR (Methodenbeschreibung: Seite 23), wird
keine Endpunkt-Bestimmung der Amplifikatmenge durchgefihrt. Die Menge an PCR Produkt wird
stattdessen in jedem PCR-Zyklus durch eine Messung erfasst. Der Ablauf der PCR kann dadurch
genau verfolgt und in drei Phasen gegliedert werden:

Wéhrend der ersten Phase ist noch wenig Template (DNA Vorlage) vorhanden und die Menge der
amplifizierten DNA liegt unterhalb der Nachweisgrenze des Messsystems. Die Menge an zur Ver-
figung stehender Template-DNA nimmt dann mit steigender Zykluszahl immer weiter zu, daher
kommt es in der zweiten Phase zu einem messbaren, exponentiellen Anstieg der Produkimenge.
In dieser zweiten Phase der PCR ist es mdglich, eine quantitative Aussage Uber die Expressionsra-
te eines Gens zu machen. In der anschlieBenden dritten Phase erreicht die Menge des PCR-
Produktes ein Plateau, da einzelne Komponenten aufgebraucht sind beziehungsweise in subopti-

malen Konzentrationen vorliegen (Eurogentec qPCR-Guide).

Fir die Quantifizierung der Amplifikatmengen wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green |
(Qiagen) verwendet, der sich vor allem an doppelstrdngige DNA anlagert und dadurch starker fluo-
resziert. Die Fluoreszenzintensitat ist demnach proportional zur Menge an doppelstrangiger DNA.
Die Expressionsrate eines Gens kann durch den so genannten ,Cycle-Treshold“ (Ct-Wert) definiert
werden. Das ist der PCR-Zyklus, in dem die sogenannte ,exponentielle Phase® beginnt und die
spezifische DNA Fluoreszenz einen definierten Schwellenwert Ubersteigt. Dabei gilt: Je mehr dop-
pelstrangige DNA in der Probe, desto friiher beginnt die ,exponentielle Phase* und umso kleiner ist
der Ct-Wert. Mit dem Ct-Wert allein kann aber noch keine quantitative Aussage Uber die Expres-
sionsrate gemacht werden. Zum einen muss ber(icksichtigt werden, dass die Menge an messba-
rem Zielgen-Amplifikat von der initial eingesetzten cDNA Menge abhangt. Zum anderen muss auch
berlcksichtigt werden, dass die PCR eine anndhernd 100%ige Effizienz haben misste, um mit
dem Ct-Wert die relative Expression eines Gens mit der so genannten AACt-Methode berechnen
zu kénnen (Eurogentec gPCR-Guide). Daher wurde in dieser Arbeit eine Quantifizierung der Gen-
expression unter Verwendung einer Standardkurve durchgefliihrt und die Ergebnisse der Zielgene
CDH11 und TERF2IP durch gleichzeitige Analyse des Referenzgens GAPDH (Glycerin-Aldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase) normalisiert (,Quantifizierung und Normalisierung®, Seite 27).

Die Real-Time-PCR wurde mit den Reagenzien aus dem QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit (Qia-
gen) angesetzt und die Messungen mit dem iQ5® (Bio-Rad) durchgeflhrt. In Tabelle 6-1 sind die
verwendeten Primer (synthetisiert von Invitrogen) und ihre jeweiligen Gensequenzen aufgelistet.
Sie wurden wie in Kapitel 6.2 (Seite 23) beschrieben, Intron-Uberspannend entwickelt und auf

Funktionalitat getestet.
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Tabelle 6-1 Primer fir die qRT-PCR (s = sense; a = antisense; bp = Basenpaare).

Zielgen Primer ¢:r:(:$::ﬂ;r Sequenz (5°-3’) ProduktgroBe
CDH11 95-08 s 60°C GCATCGTCATTCTCCTGGTC 100 bp
96-08 a 60°C TTCTCACGGACATCTTCTTCC
TERF2IP |91-08s 60°C AAGATGCTTGTGGAAGCCAC 109 bp
92-08 a 60°C TTCTTCTTCCTCCTCATCAGG
GAPDH 136-07 s 55°C GAGTCCACTGGCGTCTTCA 190 bp
137-07 a 55°C GGGGTGCTAAGCAGTTGGT

Am Ende der gRT-PCR wurde eine Schmelzpunkt Analyse durchgefiihrt. Da jeder DNA Doppel-
strang bei einer fur ihn spezifischen Temperatur aufgetrennt wird (,schmilzt®), werden Primer-
Dimere oder unspezifische Amplifikate durch eine Abweichung in der Schmelzkurve sichtbar
(Abbildung 6-1). Zusétzlich wurde eine Kontamination der cDNA mit genomischer DNA ausge-
schlossen, indem auch die RNA der einzelnen Proben ohne vorherige reverse Transkription (Me-
thodenbeschreibung: Seite 24) analysiert wurde.
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Abbildung 6-1 Beispiel einer Schmelzkurve bei der gRT-PCR. Un-
erwiinschte Primer-Dimere oder unspezifische Amplifikate werden
durch weitere Peaks sichtbar gemacht (nicht dargestellt).

Versuchsablauf

Die gRT-PCR wurde fiir jede Probe im Doppelansatz durchgefihrt. Fir jeden Einfachansatz wur-
den 4 pl verdiinnte cDNA (1:10) oder Positiv-Kontrolle (1:40; fir die Standardkurve) verwendet. Die
Positiv-Kontrolle wurde durch reverse Transkription eines Zelllinien-RNA-Mix hergestellt. Je 5 pg
RNA der Tumor-Zelllinien HeLa, DTC-1, SK-N-MC, CADO-ES, SJ-SA-1, SA-OS, SK-BR-3, MCF-7,
SW-48, CaCo2, SHEP und LAN-6 wurden mit dem Protokoll aus Kapitel 6.4 (Seite 24) umge-
schrieben. Die Standardkurve wurde mit folgenden Konzentrationen der Positiv-Kontrolle erstellt:
100 %, 50 %, 25 %, 12,5 % und 6,25 %.

In einem Endvolumen von 20 pl wurden 10 pl QuantiTect® PCR Mix, je 0,5 ul sense- und anti-
sense-Primer sowie 5 pl Aqua dest gemischt und anschlieBend die verdinnte cDNA hinzu gege-

ben. Die folgende Tabelle 6-2 zeigt die Temperaturdnderungen im Thermocycler des iQ5°.
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Tabelle 6-2 Temperaturprotokoll fir die gRT-PCR.

Aktivierung der rekombinanten

Taqg DNA-Polymerase 95°C 15 min

Denaturierung 94°C 20 sek

Primer Annealing 55/60°C * 10 sek 45 Zyklen
Elongation 72°C 30 sek

Schmelzkurve 72°C - 95°C 30 sek 47 Zyklen

* je nach verwendetem Primer

Quantifizierung und Normalisierung

Die Expression der Gene in den cDNA Proben wurde durch eine Standardkurve ermittelt.
Abbildung 6-2 zeigt exemplarisch eine solche Standardkurve. Sie wird erstellt durch das Auftragen
des Logarithmus der Ausgangsmenge an cDNA (,Log Starting Quantity“) gegen den Ct-Wert
(»Threshold Cycle®). Der Mittelwert der Doppelbestimmung wurde ermittelt und zur anschlieBenden
Normalisierung der Daten wurde die Expression der Zielgene CDH11 beziehungsweise TERF2IP
auf die Expression des Referenzgens GAPDH bezogen.

Thresh!
LU bbb b ]

Abbildung 6-2 Beispiel fiir eine Standardkurve bei der gqRT-PCR.
Mit ihr kann die Zielgenexpression der cDNA Proben (,Unknowns®)

bestimmt werden.

6.6 Plasmid-Amplifikation und -Praparation

Die Klonierung der Zielgene CDH11 und TERF2IP in den pT-Rex-DEST30 Vektor wurde durch die
Firma ImaGenes durchgefiihrt. Tabelle 6-3 gibt einen Uberblick iber die in dieser Arbeit verwende-
ten Vektoren, einschlieBlich des pT-Rex-DEST30 Vektors ohne Zielgen (pT-Rex mock, Methoden-
beschreibung: Seite 29).
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Tabelle 6-3 Verwendete Vektoren (kb = Kilobase).

Vektor GroBe des Zielgens GesamtgroBe des Vektors
pT-Rex-CDH11 2,4 kb 8,2 kb

pT-Rex-TERF2IP 1,2 kb 7 kb

pT-Rex mock - 5,8 kb

Abbildung 6-3 zeigt den Aufbau des pT-Rex-DEST30 Vektors. Die Zielgene CDH11 und TERF2IP
wurden zwischen die Rekombinationsstellen attR1 und attR2 kloniert. Die zur Verfligung gestellten
E. coli (Escherichia coli DH10B Kolonien mit den jeweiligen Zielgen Vektoren mussten zur weite-

ren Verwendung zunachst vermehrt und die Plasmide anschlieBend isoliert werden.

‘.fir.l‘-.‘ promoter (with TetOs)
TATA box
pUC origin sai 269 Xbal (660)

AspEl (6262

| pT-REx-DEST30
1544 bo

bla promoter o

synthetic pA  Rsrie302)

Neo(R)

SV40 pA

SV40 early p:r_m‘.o:ér f1 origin

Abbildung 6-3 Aufbau des pT-Rex-DEST30 Vektors. Die Zielgene CDH11 und
TERF2IP wurden von ImaGenes zwischen attR1 und attR2 kloniert. Xbal =
Xanthomonas badrii Restriktionsschnittstelle.

Plasmid-Amplifikation

Die E. coli DH10B Kolonien wurden zunachst durch Quadrantenausstrich auf LB-Amp Platten* (Lu-
ria-Bertani Agar-Platten mit Ampicillin als Selektionsmittel) bei 37°C Uber Nacht vereinzelt. Eine
Flissig-Vorkultur aus LB Medium (Invitrogen) und Ampicillin (Roche; Endkonzentration 100 pg/ml)
wurde mit einem einzelnen Klon angeimpft und 8 Stunden bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert.
Dann wurde 1 ml der Bakteriensuspension 1:200 in einer LB-Ampicillin Hauptkultur verdinnt und

bei 37°C lGber Nacht weiter geschittelt.

Plasmid-Extraktion

Zur Isolation der Plasmid DNA wurde das PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit und das ent-
sprechende Protokoll von Invitrogen verwendet. Von der Hauptkultur wurden 100 ml Bakteriensus-

pension bei 6.000 U/min und 4°C, fir 10 min in der Zentrifuge pelletiert. Zum Pellet wurden 10 ml
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Resuspensionspuffer (aus Kit) gegeben und die Zellen gut homogenisiert. Dann wurden 10 ml Ly-
sepuffer (aus Kit) zum Ansatz hinzugefligt, durchmischt und flir maximal 5 min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Die Lyse wurde durch 10 ml Prazipitierungspuffer (aus Kit) gestoppt und das Lysat auf
eine HiPure Maxi Saule gegeben. Nach dem Binden der Plasmid DNA an die Saule wurde diese
mit 50 ml Waschpuffer (aus Kit) gespult. Die Elution der DNA von der Saule erfolgte mit 15 ml Elu-
tionspuffer (aus Kit). Mit 10,5 ml Isopropanol (Sigma-Aldrich) wurde die DNA in der Lésung prazipi-
tiert und bei 11.000 U/min fir 30 min bei 4°C pelletiert. Zum Reinigen wurde das Pellet der DNA in
5 ml 70 % Ethanol resuspendiert und die Lésung bei 11.000 U/min fir 5 min bei 4°C zentrifugiert.
Das DNA Pellet wurde circa 10 min getrocknet und anschlieBend in 200 pl TE-Puffer* gelést. Die
Menge und Qualitat der isolierten DNA wurde bei 260 nm im Photometer bestimmt.

*LB-Amp Platten: 2 g LB Agar (Invitrogen) in 100 ml LB Medium I6sen, autoklavieren, Ampicillin hinzufligen
(100 pg/ml, Roche), in Petrischalen gieBen und aushérten lassen

**TE-Puffer: 10 mM Tris (Merck), 1 mM EDTA (Sigma), pH 7,9 einstellen

6.7 Herstellung eines pT-Rex-DEST30 Vektors ohne Zielgen (pT-Rex mock Vektor)
Um mdégliche Auswirkungen der Transfektionsmethode (Kapitel 8.4) auf die Physiologie der huma-
nen ESFT Zelllinien messen zu kénnen, wurde ein pT-Rex-DEST30 Vektor ohne Zielgen herge-
stellt. Er wird in dieser Arbeit als ,pT-Rex mock Vektor” und die Zelllinien, die diesen Vektor tragen,
als ,mock transfiziert” bezeichnet.

Der pT-Rex mock Vektor wurde durch Doppelverdau mit Xbal und anschlieBender Re-Ligation des
pT-Rex-CDH11 Vektors generiert, wodurch das Zielgen aus dem Vektor entfernt wurde (Abbildung
6-3, Schnittpositionen: 660 + 2418). Nach der Re-Ligation wurde der Vektor in E. coli DH5a (Libra-

ry Efficiency® DH5a™ Competent Cells; Invitrogen) transformiert.

Restriktionsverdau

In einem Gesamtansatz von 20 pl wurden 4 pl 10x Tango™ Puffer (Fermentas), 4 ug pT-Rex-
CDH11 Vektor und 1 pl Xbal Restriktionsenzym (aus Xanthomonas badrii; Fermentas) mit Aqua
dest gemischt und die DNA bei 37°C fiir zwei Stunden verdaut. Zur Inaktivierung des Restriktions-

enzyms wurde der Ansatz 20 min auf 65°C erhitzt.

DNA Ligation
Fir die Re-Ligation wurden 5 pl Ligationspuffer und 4 pl T4 DNA Ligase (beides Fermentas) zum

Ansatz hinzugefliigt und 2 Stunden bei 24 °C inkubiert. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich die beiden
Enden des Vektors miteinander verbinden (1x Ligation) ist dabei héher, als flr eine Ligation des
ausgeschnittenen DNA Stiicks mit dem Vektor (2x Ligation). Der Erfolg der pT-Rex mock Vektor

Herstellung wurde durch Gelelektrophorese Uberpriift.
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Transformation in E. coli DH5a

Zur anschlieBenden Amplifikation wurde der pT-Rex mock Vektor in E. coli DH5a Bakterienzellen
transformiert. Der Versuchsablauf wurde wie im Protokoll beschrieben durchgefiihrt (Invitrogen
Manual von Oktober 2006):

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und fir jeden Ansatz 100 ul verwendet. Der Li-
gationsansatz wurde 5-fach in TE-Puffer* verdinnt. Von dieser Verdiinnung wurde 1 pl zu den
kompetenten E.coli Bakterien gegeben. Zur Kontrolle der Transformationseffizienz wurden in ei-
nem weiteren Ansatz 50 pg pUC19 control DNA (10 pg/ul; Invitrogen) zu 100 ul kompetenten Zel-
len gegeben. Die Ansédtze wurden fir 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend ein Hitzeschock
fir 45 Sekunden (sek) bei 42°C im Wasserbad durchgefiihrt. Nach 2 min Inkubation auf Eis, wur-
den jeweils 900 pl S.0.C. Medium (Invitrogen) hinzugefligt. Die Ansatze wurden bei 37°C und 225
U/min far eine Stunde geschiittelt. Die Bakteriensuspension wurde anschlieBend unverdiinnt, 1:5
und 1:10 verdinnt auf LB-Amp Platten (Methodenbeschreibung: Seite 27) ausplattiert und diese
Uber Nacht im 37°C Brutschrank inkubiert.

Die Transformationseffizienz wurde durch Auszahlen der Kolonien des pUC19 Kontrollansatzes mit
der folgenden Formel ermittelt. Eine hohe Effizienz liegt bei etwa 1 x 10® Transformanten / Mg
pUC19 DNA vor.

Transformanten _ AnzahlKolonien « 1x10° pg y Volumendes Ansatzes
ng pUC19DNA 50pg pUC19 ug ausplattiertes Volumen

x Verdiinnungsfaktor

Mehrere einzelne Klone der pT-Rex mock Vektor Transformation wurden ausgewéhlt und mit einer
sterilen Pipettenspitze jeweils eine Flussig-Vorkultur angeimpft. Zusatzlich wurden die Klone auch
auf einer weiteren LB-Amp Platte, der so genannten ,Masterplatte”, rasterférmig und nummeriert
weiter kultiviert. Die Extraktion der Plasmid DNA erfolgte nach dem in Kapitel 6.6 (Seite 27) be-

schriebenen Protokoll.

*TE-Puffer: 10 mM Tris (Merck), 1 mM EDTA (Sigma), pH 7,9 einstellen

6.8 Sequenzierung

Die Abfolge von Nukleotiden in der DNA I&sst sich mit der Kettenabbruchmethode beziehungswei-
se "didesoxy chain termination method" von Sanger bestimmen (Sanger et al. 1977). Ein kurzes,
synthetisch hergestelltes DNA-Oligonukleotid (,Primer”) wird durch eine DNA-Polymerase kom-
plementar zu einem der DNA Strange verlangert. Zusétzlich werden der Reaktion fluoreszenzmar-
kierte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) zugesetzt. Dieser Variante der Nukleosidtri-
phosphate (dNTPs) fehlt die 3'-Hydroxygruppe. Werden statt der normalen dNTPs die ddNTPs an
den synthetisierten Strang angefligt, kann die DNA-Polymerase kein weiteres Nukleotid anfiigen.
Dadurch entstehen unterschiedlich lange DNA Fragmente, deren Enden durch die ddNTPs fluo-
reszenzmarkiert sind. Durch unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe fir die vier verschiedenen

ddNTPs, lasst sich die genaue Sequenz der Nukleotide im DNA Strang bestimmen.
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Die Sequenzierungen wurden durch das Biologisch-Medizinische Forschungszentrum (BMFZ) der
Universitat Dusseldorf durchgefiihrt. Es wurden die korrekten Insertionen der Zielgene CDH11 und
TERF2IP in den pT-Rex-DEST30 Vektor iberpriift. Tabelle 6-4 gibt einen Uberblick tiber die ver-

wendeten Primer fir die Sequenzierung.

Tabelle 6-4 Sequenzierungsprimer (s = sense; a = antisense).

Plasmid Primer Sequenz (5°-3’)

pT-Rex-CDH11 36-08 s GTGCCTGAGAGGTCCAATGT
96-08 a TTCTCACGGACATCTTCTTCC
96-09 s ATCCACGCTGTTTTGACCTC
97-09 a ACGGCCAGTGCCTAGCTTAT

pT-Rex-TERF2IP 92-08 a TTCTTCTTCCTCCTCATCAGG
02-09 s TCGGGTGATTTCATCTCCAC
96-09 s ATCCACGCTGTTTTGACCTC
97-09 a ACGGCCAGTGCCTAGCTTAT

Die Primer (synthetisiert von Invitrogen) wurden so zusammengestellt, dass die Sequenzen der
Zielgene und die Ubergangsstellen von Vektor zu Gen iiberpriift werden konnten.

6.9 Detektion von chromosomalen und genomischen Aberrationen
6.9.1 Array comparative genomic hybridization (aCGH)

Bei der vergleichenden genomischen Hybridisierung (comparative genomic hybridization, CGH)
kann der Verlust oder Hinzugewinn von genetischem Material nachgewiesen werden. Dazu wird
die zu testende DNA durch in situ-Hybridisierung an Metaphase-Chromosomen gesunder Spender
(Referenz-DNA) gebunden. Test- und Referenz-DNA sind dabei mit unterschiedlichen Fluores-
zenzfarbstoffen markiert, so dass es bei Vorliegen von Aberrationen zu einer Farbverschiebung
des Fluoreszenzsignals kommt (Kallioniemi et al. 1992). Die Array basierte genomische Hybridisie-
rung (aCGH) ist eine Weiterentwicklung der CGH, die eine héhere Auflésung und einen hdheren
Probendurchsatz erméglicht (Albertson und Pinkel 2003).

Die aCGH Analysen an ESFT Zelllinien und Patienten wurden in Kooperation mit der Arbeitsgrup-
pe von Enrique de Alava am Centro de Investigacién del Cancer (Universitat Salamanca, Spanien)
durchgefiihrt. Die Test DNA wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 (Cyanine 5, rot) und die Re-
ferenz-DNA (Kontroll DNA von 40 gesunden Spendern; Amersham) mit Cy3 (Cyanine 3, grin)
markiert. Es wurde ein 1 Mb ,bacterial artificial chromosome® (BAC) Array verwendet und die
Hybridisierung bei 42°C flr 48 Stunden durchgefihrt. Die Arrays wurden eingescannt (Axon 4000b
Scanner) und mit der GenePrix Software (Axon) analysiert. Mit dem Bioconductor Paket firr die
Programmiersprache R wurden die Daten weiter ausgewertet. Der Cut-off Wert fir Deletionen und

Amplifikationen wurde bei -0.4 beziehungsweise +0.4 gesetzt.
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6.9.2 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA®)

Die MLPA® basiert auf einer Weiterentwicklung der klassischen PCR und wurde 2002 von Schou-
ten et al. entwickelt (Schouten et al. 2002). Abbildung 6-4 zeigt eine Ubersicht iiber den Versuchs-
ablauf. Zwei direkt nebeneinander liegende Oligonukleotid-Sonden hybridisieren an die Zielse-
quenz und werden durch eine Ligationsreaktion miteinander verbunden. Die Amplifikation erfolgt
durch ein einziges Primerpaar, das die angefligten Sequenzen an jeder Oligonukleotid-Sonde er-
kennt. Durch unterschiedlich lange ,Stuffer® Sequenzen entstehen je nach Zielgen unterschiedlich
lange Fragmente, die mit Kapillargelelektrophorese der Gr6Be nach aufgetrennt werden kdnnen.
Die GroBe der Peak-Flache der Amplifikate entspricht dabei der relativen Kopiezahl der Zielgense-

PCR primer sequence Y
d 4 \ PCR primer sequence X
SrwuHer
Hybridisaton sequence

sequence

quenz.

Hybridisation
sequence

1 1. Hybr|d|3|erung (60°C, UN)

/. ¥j
37 TargetA 5

TargetB 5

1 2. Ligation ( 54°C 15 min)

Target f« T TagetA 5 \Y /

7arqe|

1 3. Amplifikation (40 Zyklen)

Al

3

Y X

1 4. Fragmentlangenanalyse

Abbildung 6-4 Ubersicht tiber den Ablauf der MLPA (verandert nach MRC-Holland).

In dieser Arbeit wurde die MLPA® verwendet, um Kopiezahlanderungen von Genen zu analysieren.
Es wurde sowohl das kommerziell erhaltiche MEOO1B Tumor Suppressor Kit (MRC-Holland;
Tabelle 6-5) als auch ein selbst entworfener Sonden-Mix mit den Zielsequenzen fiur CDH11 und
TERF2IP verwendet (Tabelle 6-6).
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Tabelle 6-5 Untersuchte Gene im kommerziell erhéltlichen ME0O1B Tumor Suppressor

Kit von MRC-Holland (nt = Nukleotide; Lange = GréBe der Amplifikate).

Gen Chromosom | Lange (nt) | Gen Chromosom | Lange (nt)
TP73 1p36 400 CD44 11p13 319
CASP8 2033-934 265 GSTP1 11g13 454
VHL 3p26-p25 355 ATM 11922.3 184
RARB 3p24 193 IGSF4 11923 427
MLH1 3p21.3 166 TNFRSF1A | 12p13 175
MLH1 3p21.3 463 TNFRSF7 12p13 445
CTNNBT1 | 3p22 472 CDKN1B 12p13.1 274
RASSF1 | 3p21.3 328 PAH 12923 229
RASSF1 | 3p21.3 382 CHFR 12024.33 238
FHIT 3p14.2 409 BRCA2 13q12 301
CASR 3g13.3-g21 481 BRCA2 13912.3 418
APC 5021 148 MLH3 14924.3 202
ESR1 6025.1 373 TSC2 16p13.3 283
PARK2 6025.2-927 154 CDH1 16922.1 337
CDK6 7921.3 310 CDH13 16923.3 436
CDKN2A | 9p21 160 HIC1 17p13.3 220
CDKN2B | 9p21 211 BRCA1 17921 247
DAPK1 9934.1 346 BCL2 189g21.3 256
Al651963 | 10p14 364 KLK3 19913 391
CREM 10p12.1 136 TIMP3 22g12.3 142
PTEN 10923.31 292

Far den Sonden-Mix wurden 0,8 pl von jedem Oligonukleotid (Konzentration 1 uM, LPO und RPO)
in 600 ul TE-Puffer* verdinnt. Die Versuchsdurchfihrung erfolgte unter Verwendung des Protokolls
von MRC-Holland (MLPA® DNA detection/quantification protocol; Version 19, 29-06-2007).

Tabelle 6-6 Selbst entworfene Oligonukleotid-Sonden flr die MLPA. Die Oligonukleotide wurden von Invitro-

en synthetisiert (LPO = left probe oligo, RPO = right probe oligo, nt = Nukleotide).
Gen Chromosom | Lénge (nt) | Oligonukleotid | Hybridisierungssequenz (5°-3’)
CDH11 16922 110 LPO CGTCGGAATTCATTGTCAAGGTCCA
RPO GGACATTAATGACAACCCTCCGGAGTTC
TERF2IP | 16923 115 LPO AGAGAACTCCAGATTTGCCTGAAGAAGAGT
RPO ATGTGAAGGAAGAAATCCAGGAGAATGAAG

Es wurden jeweils 200 ng DNA in 5 pl TE-Puffer* verdiinnt und die Proben fir 5 min bei 98°C de-
naturiert. Nach dem Abkuhlen auf 25°C wurde zu jeder Probe 1,5 ul Probemix und 1,5 pl Probemix
Puffer aus dem Kit hinzugeflgt. Fir die Analysen der Zielsequenzen CDH11 und TERF2IP wurden
zusatzlich jeweils 0,5 ul des selbst entworfenen Sonden-Mix verwendet. Nach einer erneuten De-

naturierung bei 95°C fir 1 min, erfolgte die Hybridisierung der Sonden fiir 16 bis 18 Stunden bei
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60°C. Fir die Ligationsreaktion wurde folgender Mix pro Probe hinzu pipettiert und fir 15 min bei
54°C inkubiert:

Aqua dest 25 ul
Ligase-65 Puffer A 3l
Ligase-65 Puffer B 3l
Ligase-65 1u

Vom Ligationsansatz wurden 10 ul in der PCR-Reaktion eingesetzt und mit dem folgenden Mix

gemischt:

Aqua dest 15,75 ul
SALSA PCR-Puffer 2ul
SALSA Enzym Puffer 1ul
SALSA Primer 1l
SALSA Polymerase 0,25 pl

Fir die Detektion in der Kapillarelektrophorese besitzt der SALSA Sense Primer eine 6-FAM
(Phosphoramidit-Derivat des 6-Carboxyfluorescein) Fluoreszenzmarkierung. Die Amplifikation er-

folgte in 40 Zyklen und einem finalen Elongationsschritt mit dem folgenden Temperaturprogramm:

Denaturierung 95°C 30 sek
Primer Annealing 60°C 30 sek
Elongation 72°C 60 sek
Finale Elongation 72°C 20 min

Die PCR-Produkte wurden 1:10 in Aqua dest verdinnt und jeweils 1 pl der Verdiinnung mit 12,5 pl
HiDi Formamid und 0,5 pl GeneScan™-1000 ROX™ Langenstandard (beides Applied Biosystems)
versetzt. AnschlieBend wurden die Proben flir 5 min bei 94°C denaturiert. Die Fragmentanalyse
wurde mit einem ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) durchgefiihrt und die Rohdaten
mit der GeneMarker® Software (Version 1.7, SoftGenetics LLC) analysiert. Eine Normalisierung der
Werte erfolgte mit sechs verschiedenen Kontrollproben von gesunden Spendern. Lediglich bei der
Untersuchung zum Einfluss der Proben-Vorbehandlung auf die MLPA Ergebnisse (Kapitel 10.2.1,
Seite 53) wurden nur zwei Kontrollen verwendet. Der komplette Verlust eines Peaks bedeutet eine
homozygote Deletion des entsprechenden Gens (beide Genkopien sind deletiert). Der Cut-off Wert
wurde, mit Hilfe der aCGH Ergebnisse, zur Bestimmung einer hemizygoten Deletion (eine Genko-

pie ist deletiert) bei 0,6 und zur Bestimmung einer Amplifikation bei 1,6 gesetzt.

*TE-Puffer: 10 mM Tris (Merck), 1 mM EDTA (Sigma), pH 7,9 einstellen
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7. Proteinbiochemische Methoden

7.1 Herstellung von Proteinlysaten

Proteine wurden unter Verwendung eines speziellen Lysepuffers aus Zellkulturen isoliert. Durch
Trypsin vom Boden geldste Zellen (Methodenbeschreibung: Seite 40) wurden fiir 5 min bei 1.100
U/min zentrifugiert und anschlieBend das Medium entfernt. Die Zellpellets wurden mit 400 pl Lyse-
puffer® versetzt und durch Ultraschall (3 x 50 sek, 50%ige Leistung) aufgeschlossen. Nach Entfer-
nung der Zelltrdmmer durch Zentrifugation (10 min, 11.000 U/min), wurde die Konzentration der
Lysate nach Bradford bestimmt (Kapitel 7.2).

*Lysepuffer (IEF-Puffer): 8 M Urea (Sigma), 1 % CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate, Sigma), Bromphenolblau (Sigma), ad Aqua dest, 1x Complete Mini (Roche) vor Gebrauch
hinzufigen

7.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentrationen der Proteinlysate wurden mit der Methode nach Bradford (Bradford 1976) mit
dem Quick Start™ Bradford Protein Assay (Biorad) gemessen. Bei diesem Assay bindet der rote
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 an vorhandene Proteine und wird dadurch in eine unpro-
tonierte, blaue Form umgewandelt. Die Farbintensitat ist proportional zur enthaltenen Proteinmen-
ge und kann bei 595 nm im Elisa-Reader gemessen werden. Mit einer BSA (bovine serum albu-
min) Standardreihe wurden den gemessenen Extinktionen (optische Dichte, OD) die entsprechen-
den Proteinkonzentrationen zugewiesen (Abbildung 7-1). Es wurden BSA Konzentrationen von
1,25 pug/ml bis 20 pg/ml verwendet. Fir eine Doppelbestimmung wurden 1 ul Proteinlysat oder die
entsprechende Menge BSA (PAA Laboratories) in 400 pl Aqua dest verdiinnt und mit 100 ul Brad-
ford Reagenz versetzt. Nach 5 min Inkubation wurden jeweils 200 pl der Verdinnungen in eine
Platte mit 96 Vertiefungen (96-Well Platte) pipettiert und die Extinktionen im Elisa-Reader be-
stimmt.

BSA [ng]

Abbildung 7-1 Beispiel einer BSA Standardkurve.
7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse von Proteinlysaten wurden die Proteine zun&chst durch eine diskontinuierliche, dena-

turierende Gelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) nach
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Lammli aufgetrennt (Laemmli 1970). AnschlieBend wurden die Proteine auf eine Membran Gbertra-
gen und die CDH11- und TERF2IP-Proteine Uber eine Immunreaktion detektiert (Kapitel 7.4).

Es wurde ein zweischichtiges Gel mit einer Starke von 1,5 mm gegossen, wobei ein schmales
Sammelgel das eigentliche Trenngel Uberschichtet. Durch das Sammelgel werden die Proteine
aufkonzentriert, um anschlieBend im Trenngel scharfe, diskrete Banden zu erzeugen. Die Poren-
gréBe des Gels wird durch die Konzentration an Acrylamid bestimmt und im Trenngel je nach Mo-
lekulargewicht des zu analysierenden Proteins gewahlt (Rehm 2002). Zur Analyse des CDH11-
und TERF2IP-Proteins wurde ein 8,5%iges Trenngel ausgewahlt (Tabelle 7-1). Das Sammelgel

wurde mit einer Standardkonzentration von 4,95% angesetzt.

Tabelle 7-1 Komponenten flr die Gele der SDS-PAGE (APS = Ammoniumpersulfat).

Trenngel (8,5 %; pH 8,8) Sammelgel (4,95 %; pH 6,8)
Aqua dest 3.217 ul 1.380 pl
1 M Tris/HCI (Merck) 3.750 250 ul
Acrylamid (Biozym) 2.833 ul 330 pl
10 % SDS (Sigma) 100 pl 20 ul
10 % APS (Merck) 100 pl 20 pl
Temed (Sigma) 6,67 pl 2ul

Die Konzentration der Proteinlysate wurde mit IEF-Puffer (Methodenbeschreibung: Seite 35) auf
30 pug (15 pl Gesamtvolumen) eingestellt. Alle Proben wurden mit 5 pl 4x SDS-Ladepuffer® versetzt
und 5 min bei 95°C erhitzt. Dadurch werden die Proteine denaturiert und Quartarstrukturen sowie
Wechselwirkungen zu anderen Proteinen unterbunden. Zusatzlich lagert sich das SDS an die Pro-
teine an, so dass ein negativ geladener Komplex mit annéhernd konstantem Ladungs-zu-Masse-
Verhéltnis entsteht (Rehm 2002). Die Proteine werden folglich nur nach ihrer GréBe aufgetrennt.
Um das Molekulargewicht der Proteinbanden bestimmen zu kénnen, wurde die PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder (Fermentas) als Langenstandard verwendet. Die Elektrophorese erfolg-
te in 1x Lammli-Puffer** mit einer Mini-PROTEAN® 3 Cell Elektrophorese-Kammer (Bio-Rad). Nach
dem Einlaufen der Proben bei 100 Volt fur etwa 10 min, wurde die Spannung auf 130 Volt erhéht,
bis die Proben das Ende des Trenngels erreicht hatten. Im Anschluss an die SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese erfolgte ein Western Blot mit anschlieBender Immundetektion (Kapitel 7.4)

*4x SDS-Ladepuffer: 5 ml Glycerin (87 %, Merck), 1,25 ml 1 M Tris pH 6,8 (Merck), 2 ml 10 % SDS (Sigma),
0,5 ml B-Mercaptoethanol (Merck), 1,25 ml Aqua dest, Bromphenolblau (Sigma)

**1x Lammli-Puffer: 3 g Tris (Merck), 14,4 g Glycin (Sigma), 1 g SDS (Sigma) ad 1 | Aqua dest

7.4 Western Blot und Inmundetektion

Nach der Auftrennung in der SDS-PAGE (Kapitel 7.3) erfolgte das Ubertragen (,Blotten®) der Pro-
teine auf eine Nitrocellulose Membran. Die Proteinbanden wurden durch eine angelegte Spannung
aus dem Trenngel eluiert und auf die Membran transferiert. AnschlieBend erfolgte die Detektion der

gewlinschten Proteine durch Antikérper und Chemilumineszenz Reaktion.
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Versuchsablauf Western Blot

Das Trenngel und eine Nitrocellulose Membran (0,2 um, Schleicher und Schiill) wurden in einer
Mini Trans Blot Kammer (Biorad) zwischen Whatman-Filterpapieren (Biorad) und Faservliespol-
stern fixiert und die Kammer mit Transfer Puffer* gefiillt. Die Ubertragung der Proteine von dem
Gel auf die Membran erfolgte bei 220 mA (Milliamper) fir 120 min. Nach dem Blotten wurden die
restlichen, noch freien Bindungsstellen der Membran fir 60 min mit 1 % Blocking-Solution aus

Milchpulver und BSA (bovine serum albumin)** abgesattigt.

Versuchsablauf Immundetektion

Die verwendeten Primar- und Sekundarantikérper (Tabelle 7-2) wurden in 0,5 % Blocking-Solution
und 1x TBS*** verdinnt. Der Primarantikdrper wurde bei 4°C Uber Nacht inkubiert, gefolgt von
Waschschritten mit 1x TBS (2x 5 min) und 1x TBST**** (2x 10 min). Nach einem weiteren Blockie-
rungsschritt mit 1 % Blocking-Solution (30 min), wurde die Membran fir 60 min mit dem Sekundér-

antikdrper inkubiert. Die Waschschritte mit 1x TBS und 1x TBST wurden anschlieBend wiederholt.

Tabelle 7-2 Antikdrper fur die Immundetektion beim Western Blot (kD = Kilodalton, HRP = horse-
radish peroxidase).

Protein Priméarantikérper Sekundérantikoérper
Mouse-anti-CDH11 (110 kD) Goat-anti-Mouse (HRP)
CDH11 (Artikelnr. 32-1700, Invitrogen) (Pierce)
Verdlnnung: 1:300 Verdlnnung: 1:5000
Rabbit-anti-TERF2IP (60 kD) Goat-anti-Rabbit (HRP)
TERF2IP (Artikelnr. A300-306A, Bethyl) (Pierce)
Verdlnnung: 1:500 Verdlnnung: 1:5000
Rabbit-anti-GAPDH (35 kD) Goat-anti-Rabbit (HRP)
GAPDH (Artikelnr. G9545, Sigma) (Pierce)
Verdlnnung: 1:5000 Verdlnnung: 1:5000

Die Detektion erfolgte mit dem ,Lumi-Light Western Blotting Substrate von Roche. Die im Kit ent-
haltene Lumi-Light Luminol/Enhancer Solution und die Lumi-Light Stable Peroxide Solution wurden
1:1 gemischt und fir 5-10 min auf die Membran gegeben. Das Luminol wird durch die HRP (horse-
radish peroxidase), die an den sekundaren Antikérper gekoppelt ist, oxidiert (Abbildung 7-2). Die
Chemilumineszenz Reaktion wurde durch das Auflegen eines Réntgenfilms visualisiert. Nach dem
Scannen des Roéntgenfilms wurden die Banden mit dem Programm GelScape densitometrisch

ausgewertet (Young et al. 2004).

Antigen
Secondary Antibody

POD conjugate Lumi-Light

POD Substrate

LIGHT

Primary Antibody

Abbildung 7-2 Prinzip der Immundetektion. POD = Peroxidase (verandert nach Roche).
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*Transfer Puffer: 35 g Glycin (Sigma), 7,5 g Tris (Merck), 500 ml Methanol (Merck), ad 2 | Aqua dest
**1 % Blocking-Solution: 1 g BSA (PAA), 3 g Milchpulver (BioRad), ad 100 ml 1x TBS
***1x TBS: 6,1 g Tris (Merck), 8,8 g NaCl (Merck), ad 1000 ml Aqua dest, auf pH 7,5 einstellen

****1x TBST: 1x TBS, 0,1 % Tween 20 (Merck)

7.5 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung wurde zum spezifischen Nachweis der CDH11 und TERF2IP
Proteine in Zelllinienpréparaten und Gewebeschnitten verwendet. Als Detektionssystem wurde die
Streptavidin-Biotin Methode angewendet (Abbildung 7-3).

(Strept-) Avidin-
Biotin-

\\ %«*%M Enzymkomplex
7 %

Briicken-

3 antikérper
biotinyliert
/ \ Primarantiksrper

Abbildung 7-3 Schematische Darstellung der Strept-
avidin-Biotin Methode (www.pathologie-online.de).

Hierbei erfolgt nach Bindung des Priméarantikdrpers an die antigene Determinante des Antigens die
Anlagerung eines Biotin-konjugierten Sekundarantikérpers. Uber die Biotinylierung kann sich im
nachsten Schritt ein Streptavidin-Peroxidase-Komplex anlagern, der eine Chromogenlésung in
braunen Farbstoff umwandelt.

Von den Formalin fixierten, in Paraffin eingebetteten Proben wurden an einem Mikrotom 2 pm diin-
ne Schnitte angefertigt, diese auf einen Objekttrager aufgezogen und fir 10 min bei 100°C ge-
trocknet. Zur Entfernung des Paraffins wurden die Schnitte fir 15 min mit Xylol (Merck) behandelt.
In einer absteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte rehydriert und anschlieBend mit Leitungs-
wasser gewaschen. Durch die Fixierung mit Formalin kommt es zu chemischen Quervernetzungen
von Aminosauren und dadurch zu einem Verlust der Immunreaktivitat der Antigene (Antigenmas-
kierung). Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte fiir 15 min unter Druck (Schnellkochtopf) in
Citratpuffer* gekocht. Endogene Peroxidase wurde fir 10 min mit H,O, (Wasserstoffperoxid) und
endogen vorhandenes Biotin fir 15 min mit Avidin-Lésung** blockiert. AnschlieBend wurden die
noch freien Bindungsstellen des Avidins mit einer 0,02 % Biotin-Ldsung™** fir 15 min abgesattigt.
Zur Zell-Permeabilisierung wurden die Schnitte vor jeder Antikérperreaktion und vor der Chromo-
gen Zugabe mit einer Triton-X100-Lésung*™™** behandelt. Die Bindung der Priméarantikérper
(Tabelle 7-3) an die Proteine wurde bei 4°C Uber Nacht durchgeflihrt. AnschlieBend erfolgten die

sekundare Antikérperreaktion und die Inkubation mit dem Streptavidin-Peroxidase-Komplex (Scy-
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Tek) fur jeweils 15 min. Als Chromogen (Substrat) wurde 3’3-Diaminobenzidin (DAB, DCS Dia-
gnostik) verwendet, welches flir 10 min auf die Schnitte gegeben wurde. Zur Gegenfarbung der
Zellkerne (blau) wurden die Schnitte fir 7 min mit Hamalaun-Lésung***** behandelt. Nach der De-
hydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit anschlieBender Xylol Behandlung, wurden die

Schnitte unter Deckglasern eingedeckt und versiegelt.

Tabelle 7-3 Antikdrper fir die Immunhistochemie.

Protein Primérantikorper
CDH11 Mouse-anti-Cadherin 11 (0.5 mg/ml; 32-1700, Invitrogen)
TERF2IP Rabbit-anti-TERF2IP (1 mg/ml; A300-306A, Bethyl)

Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop unter Verwendung des Immunreaktiven Scores (IRS)
von Remmele und Stegner (Remmele und Stegner 1987). Der IRS berlicksichtigt die Farbintensitat

und den Anteil der gefarbten, positiven Zellen und berechnet sich aus dem Produkt der Faktoren.

Fur die Farbintensitat wurde folgende Einteilung verwendet:
0 = negativ; keine Farbung der Zellen

1 = schwache Farbung der Zellen

2 = méaBige Farbung der Zellen

3 = starke Farbung der Zellen

Der Anteil an positiven Zellen wurde wie folgt unterteilt:
0 = negativ; keine positiven Zellen

1 = <10 % positive Zellen

2 = 10-50 % positive Zellen

3 =51-80 % positive Zellen

4 = >80 % positive Zellen

Somit kann der IRS Werte von 0-12 annehmen, wobei 0 fiir keine Expression und 12 fiir eine sehr
hohe Expression steht. Zusatzlich wurde auch der Ort der Farbung in der Zelle (nukleér, cytoplas-

matisch, membranstandig) erfasst.

*Citratpuffer (pH 6): 21 g Zitronensaure, 25 ml NaOH (Natriumhydroxid, Merck), ad 10 | Aqua dest

**Avidin-Lésung: 1 HihnereiweiB in 100 ml Aqua dest

***Biotin-Lésung: 0,02 % d-Biotin (Sigma) in TBS-Puffer (0,5 M Tris (Merck), 1,5 M NaCl (Merck), pH 7.9)

****Triton-X100-Lésung: 0,03 % Triton X-100 (Merck) in Aqua dest

»***Hamalaun-Lésung: 2,5 g Hamatoxylin, 0,5 g Natriumjodat, 125 g Aluminiumkaliumsulfat, 2,5 | Aqua dest,
125 g Chloralhydrat, 2,5 g Zitronensaure
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8. Zellbiologische Methoden

8.1 Zellkulturbedingungen

Alle verwendeten 14 Zelllinien sind in Tabelle 5-1 (Seite 20) aufgelistet. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte bei gleich bleibenden Bedingungen von 37°C und einem Kohlendioxid- (CO,-) Gehalt von
5 %. Die adhéarent wachsenden Zellen wurden in 0,1 % Gelatine* beschichteten Kulturflaschen und
RPMI 1640 Kulturmedium** vermehrt. Waren 70% bis 90 % der Kulturflasche mit Zellen bewach-
sen (= Konfluenz; Zellen sind konfluent), wurden sie mit 1x PBS (phosphatgepufferte Salzlésung,
Gibco) gewaschen und mit der Protease Trypsin (Trypsin-EDTA, Invitrogen) vom Boden abgeldst.
Die Lyse wurde durch Zugabe von Kulturmedium mit Serum (FCS) abgestoppt. Nach Zentrifuga-
tion (5 min, 1.100 U/min) und Entfernung des Uberstandes, wurden die Zellen fiir weitere Versuche
verwendet oder in neue Kulturflaschen vereinzelt (passagiert). Alle Zellen in Kultur wurden auf eine

mogliche Kontamination mit Mykoplasmen getestet (Methodenbeschreibung: Seite 41).

Zur dauerhaften Lagerung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff bei -196°C eingefroren. Dazu
wurden mit Trypsin abgeldste und zentrifugierte Zellpellets 1:1 mit Kulturmedium und Einfrierme-
dium mit DMSO (Dimethylsulfoxid)*** versetzt. In speziellen Behaltern (Kryotubes) wurden die Zel-
len zunachst 1-2 Nachte bei -80°C tiefgekihlt und anschlieBend in flissigem Stickstoff gelagert.
Zur Rekultivierung wurden die Kryotubes aufgetaut und die Zellsuspension 1:10 in Kulturmedium
aufgenommen. Nach Zentrifugation (5 min, 1.100 U/min) wurden die Zellpellets mit frischem Kul-

turmedium versetzt und in frische, Gelatine beschichtete Kulturflaschen ausgesat.

*0,1 % Gelatine: 0,1 g Gelatine (Sigma) ad 100 ml Aqua dest, aufkochen und autoklavieren

**Kulturmedium: RPMI 1640 (Invitrogen), 2 mM L-Glutamin (200 mM), 1 % Penicillin/Streptomycin (alles In-
vitrogen), 10 % FCS (Sigma)

***Einfriermedium: 1 ml RPMI 1640 ohne FCS (Invitrogen), 1 ml FCS (Sigma), 0,5 ml DMSO (Sigma)

8.2 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer

Zur Bestimmung der Zellkonzentration von Zellsuspensionen wurde eine Neubauer-Zdhlkammer
(Neubauer ,improved”, Welabo) verwendet. Dazu wurde mit leichtem Druck ein Deckglas auf die
angefeuchtete Kammer geschoben. Bei korrektem Anbringen bilden sich die so genannten New-
ton’schen-Ringe und das Deckglas fallt beim Umdrehen der Kammer nicht mehr ab. Der Hohlraum
in der Mitte der Kammer besitzt dann eine H6he von 0,1 mm, in den durch Kapillarkréfte ein Trop-
fen der Zellsuspension gezogen wird. Unter dem Mikroskop wurden die Zellen innerhalb der vier
GroBquadrate ausgezahlt. Der Mittelwert entspricht der Anzahl Zellen multipliziert mit 10*, je ml

Medium.
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8.3 Mykoplasmenkontrolle

Mykoplasmen sind parasitar lebende Prokaryonten, die Zellkulturen infizieren und damit in den
Stoffwechsel ihrer Wirtszellen eingreifen kénnen (Kotani und McGarrity 1985). AuBerdem verursa-
chen sie cytogenetische Schaden (Lang 1985) und kénnen zum Zelltod fiihren (Birke et al. 1981).
Somit verhindern Mykoplasmen aussagekraftige und reproduzierbare Tests mit den Zelllinien. Um
Kontaminationen ausschlieBen zu kénnen, wurde nach dem Auftauen der Zellen und haufig auch
nach langerer Kultivierung ein Test auf Mykoplasmen durchgefihrt. Hierfiir wurde das Venor®GeM-
Mykoplasmen-Detektionskit (Minerva Biolabs) verwendet. Es beruht auf einer PCR-Reaktion, bei
der die hoch konservierte Region der 16s rRNA im Genom der Mykoplasmen amplifiziert wird. Eine
Kontamination wird durch ein PCR-Produkt im Agarosegel sichtbar gemacht.

Der Test wurde nach den Angaben des Herstellers (Venor®GeM Manual Version 07-2008) durch-
gefiihrt. Vom Uberstand der konfluenten Zellkulturen wurden 100 ul bei 95°C fiir 5 min gekocht, um
vorhandene Mykoplasmen zu lysieren und anschlieBend abzentrifugiert (5 min, 11.000 U/min), um
Zelltrdmmer zu entfernen. In die PCR wurden 2 ul des Uberstandes eingesetzt. Die Amplifikate

wurden auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen (Methodenbeschreibung: Seite 24).

PCR Ansatz pro Probe (25 ul Gesamtvolumen):

PCR Wasser 15,3 ul
10x Reaction Buffer 2,5 ul
Primer/Nukleotid Mix 2,5 ul
Internal Control DNA 2,5 ul
Polymerase (5 Units/pl) 0,2 pl

PCR-Programm:

94°C 2 min 1x
94°C 30 sek

55°C 30 sek 39x
72°C 30 sek

4°C 0 1x

8.4 Transiente Transfektion

Bei der Transfektion wird zellfremdes genetisches Material in eukaryotische Zellen gebracht, um
eine forcierte Uberexpression oder den Knockdown eines Gens zu erzielen. Im Gegensatz zu einer
stabilen Transfektion wird das Material nicht dauerhaft in das Genom integriert, sondern liegt epi-
somal in der Zelle vor. Folglich ist die Wirkung auf die Zelle nur von relativ kurzer Dauer, da zell-
fremde Nukleinsduren abgebaut werden und auch durch Zellteilung langsam verloren gehen (Kim
und Eberwine 2010). In dieser Arbeit wurde die Transfektion zur forcierten Uberexpression der Ge-
ne CDH11 und TERF2IP in ESFT Zelllinien verwendet. Vor der Herstellung von stabilen Transfek-
tanten (Kapitel 8.5) wurden mit der transienten Transfektion die optimalen Versuchsbedingungen
fir die verwendete Lipofektion ausgetestet. So musste die geeignete Konzentration der eingesetz-

ten DNA im Verhéltnis zum Transfektionsreagenz und die Inkubationszeit optimiert werden. Die
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verwendeten Transfektionsansétze und jeweiligen Zelllinien sind in Tabelle 8-1 aufgelistet. Es wur-
den sowohl die kommerziell erhaltlichen pT-Rex-DEST30 Vektoren mit den Zielgenen CDH11 und
TERF2IP verwendet (Tabelle 6-3, Seite 28) als auch ein selbst hergestellter pT-Rex mock Vektor
ohne Zielgen (Methodenbeschreibung: Seite 29). Der pT-Rex mock Vektor dient dabei als Negativ-
kontrolle, mit der der Einfluss des Transfektionsereignisses auf die Zellphysiologie kontrolliert wer-
den kann.

Tabelle 8-1 Anséatze flr die Transfektion der ESFT Zelllinien (kb = Kilobase).

Transfektionsansatz GesamtgroBe des Vektors ESFT Zelllinie
pT-Rex-CDH11 8,2 kb

pT-Rex mock 5,8 kb CHP-100

K- (untransfiziert) -

pT-Rex-TERF2IP 7 kb

pT-Rex mock 5,8 kb VH-64

K- (untransfiziert) -

Versuchsdurchfiihrung

Fir die liposomale Transfektion wurde das Lipofectamine™ Reagenz von Invitrogen und das Pro-
tokoll des Herstellers (Version 09 Juli 2004) verwendet. Das Verfahren beruht auf einer Bindung
der negativ geladenen Plasmid DNA an eine Mischung aus kationischen und neutralen Lipidvesi-

keln, die von den Zellen aufgenommen werden kénnen (Abbildung 8-1).

Plasmid DNA

.
w

Komplexbildung

("J

o
.
kern

“ Endocytose
.

Zelle

Lipofectamine
Reagenz

Abbildung 8-1 Schematische Darstellung der Lipofektion.

Die Zelllinien (CHP-100 und VH-64) wurden in Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen (6-Well Platten)
ausgesat und nach 24 Stunden bei einer Zelldichte von 50% bis 80 % transfiziert. Zur Optimierung
der Transfektionseffizienz wurde sowohl ein 1:2 als auch ein 1:3 Verhaltnis von DNA zu Lipofecta-
mine™ getestet. Dazu wurden 4 ug DNA und 8 pl beziehungsweise 12 ul Lipofectamine™ Rea-
genz jeweils in 250 pl Kulturmedium ohne Serum (RPMI 1640, Invitrogen) verdunnt. AnschlieBend
wurden DNA und Reagenz fiir 60 min miteinander vermischt, um die DNA an die Lipide zu binden.
For die Kontrollansatze (K-) wurden statt der DNA nur 250 pl Medium ohne Serum mit Lipofecta-
mine™ Reagenz inkubiert. Das Kulturmedium der Zellen in den 6-Well Platten wurde durch Medi-
um ohne Serum ersetzt und das DNA - Lipofectamine™ (beziehungsweise Medium - Lipofecta-

mine™) Gemisch vorsichtig auf die Zellen getropft.
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Die Hohe der Expression wurde 18 und 24 Stunden nach Transfektion durch RNA Isolation, Re-
verser Transkription und gRT-PCR (Methodenbeschreibung: Seite 22, 24 und 25) sowie Protein
Extraktion und SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot (Methodenbeschreibung: Seite 35)
bestimmt. Bei Vorliegen einer erhdhten Zielgenexpression fur die CDH11- und TERF2IP-Vektor
transfizierten Zellen im Vergleich zu mock transfizierten und untransfizierten Wildtyp Zellen (K-),

wurden im Anschluss stabile Transfektanten hergestellt.

8.5 Stabile Transfektion

Nach Optimierung der Lipofektion und dem Nachweis einer erhdhten Zielgenexpression fur die
CDH11- und TERF2IP-Vektor transfizierten Zellen durch die transiente Transfektion (Kapitel 8.4),
wurden stabile Transfektanten hergestellt. Hierbei werden die transfizierten Zellen selektioniert, bei
denen die DNA in das Zellgenom integriert wurde (Wahrscheinlichkeit: < 10*; Mlhardt 2009).

Die Selektion erfolgte mit dem Antibiotikum G418 (Geneticin, PAA Laboratories), wobei der Selek-
tionsdruck Uber mehrere Zellteilungen (circa zwei Wochen) aufrechterhalten wurde. Es Uberlebten
nur Zellen, die das Neomycin-Resistenzgen des pTRex-DEST30 Vektors (Neo(R), Abbildung 6-3,
Seite 28) besaBen und bei denen zusétzlich die DNA in das Genom integriert wurde. Denn episo-
mal vorliegende DNA wird nach kurzer Zeit abgebaut oder geht nach einigen Zellteilungen verloren
(Kim und Eberwine 2010). Im Vorfeld wurde dazu die optimale Konzentration von G418 an untrans-
fizierten Wildtyp-Zellen ausgetestet. Dabei wurden die konfluenten Zellen 14 Tage lang mit G418
behandelt und dann die geringste Antibiotikakonzentration ausgewahlt, bei der alle Zellen abge-
storben waren. Fir die CHP-100 und VH-64 Zelllinie war dies bei einer Konzentration von 400
pg/ml beziehungsweise 110 pg/ml gegeben. Kulturmedium* und Selektivum wurden alle 2 bis 3
Tage gewechselt.

Die Transfektion der Zellen erfolgte analog zum Protokoll der transienten Transfektion (Kapitel 8.4),
wobei die Ergebnisse zum optimalen Verhaltnis von DNA zu Lipofectamine™ und die ideale Inku-
bationsdauer berticksichtigt wurden. Im Anschluss, wurden die Zellen in zwei verschiedene Ansét-

ze Uberflhrt:

Ansatz mit Zellkultur-Petrischalen

Drei verschiedene Zellverdiinnungen (1:5, 1:10 und 1:20) je Transfektionsansatz wurden in Petri-
schalen ausgesat. Mit Ausnahme der untransfizierten Kontrollen (K-) wurden die Zellen mit G418 in
der vorher ermittelten Konzentration (siehe oben) behandelt. Nach etwa 14 Tagen konnten Einzel-
zell-Kolonien (Klone) isoliert werden. Dazu wurden Spitzen von 1.000 ul Pipettenspitzen abge-
schnitten, so dass nur noch der obere Rand stehen blieb. Diese Kunststoffzylinder wurden Gber die
Kolonien gestiilpt, um ganz gezielt die einzelnen Klone von der Schale abzulésen (Abbildung 8-2)
und in Platten mit 24 Vertiefungen (24-Well Platten) zu Uberflhren. Unter anhaltendem Selektions-
druck wurden die Kolonien weiter kultiviert und jeweils bei Erreichen der Konfluenz zunéchst in 6-

Well Platten und zuletzt in T25-Kulturflaschen passagiert.
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L

Abbildung 8-2 Isolierung von Zellklonen mit Kunststoffzylindern (Corning Life Sciences).

Ansatz mit Verdinnungsreihe in 96-Well Platten

Von jedem Transfektionsansatz (Tabelle 8-1, Seite 42) wurde eine Verdiinnungsreihe in je einer
Platte mit 96 Vertiefungen (96-Well Platte) angelegt. Abbildung 8-3 zeigt die Reihenfolge der 1:2
Verdinnungsschritte. Sind alle Wells auf diese Weise geflllt, ist die héchste Zellkonzentration in
Well A1, die geringste in Well H12.

Die Zellen wurden ebenso wie im Ansatz mit den Petrischalen (siehe oben), mit G418 behandelt
(mit Ausnahme von K-) und so lange kultiviert, bis Einzelzell-Kolonien in den Wells sichtbar waren.
Diese wuchsen jeweils bis zur Konfluenz und wurden zun&chst in 24-Well Platten, dann in 6-Well

Platten und zum Schluss in T25-Kulturflaschen Uberfihrt.

Initial cell
inoculum
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Abbildung 8-3 Verdinnungsreihe fir die Isolierung von
stabilen Transfektanten (Corning Life Sciences).

Mit den zwei verschiedenen Ansatzen wurde sichergestellt, dass nach dem mehrere Wochen lan-
gen Selektionsprozess ausreichend viele stabile Klone isoliert werden konnten. Je nach Zelllinie
kann die Effizienz der beiden Methoden unterschiedlich hoch sein.

Alle Klone wurden mit gRT-PCR (Methodenbeschreibung: Seite 25) und Western Blot (Methoden-
beschreibung: Seite 36) analysiert. Fir die nachfolgenden funktionellen Analysen wurden die
CDH11- und TERF2IP-Vektor transfizierten Klone mit der hdchsten Expression im Vergleich zu

den Kontrollen (pT-Rex mock und K-) ausgewéhlt.

*Kulturmedium: RPMI 1640 (Invitrogen), 2 mM L-Glutamin (200 mM), 1 % Penicillin/Streptomycin (alles In-
vitrogen), 10 % FCS (Sigma)
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8.6 Funktionelle Analysen

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden an den stabil transfizierten ESFT Zelllinien (pT-Rex-
CDH11 / -TERF2IP, pT-Rex mock) und den untransfizierten Wildtyp-Zellen (K-) durchgefiihrt
(Tabelle 8-1, Seite 42). Das Kulturmedium der stabil transfizierten Zellen wurde dabei immer mit
der fir die jeweilige Zelllinie ausgetesteten Konzentration an G418 (Kapitel 8.5) supplementiert, um

den Selektionsdruck aufrecht zu erhalten.

8.6.1 Migrationsassay (Scratch Assay)

Das Migrationsverhalten der Zelllinien wurde mit dem so genannten ,Scratch-Assay“ analysiert. Die
Zellen wurden im Doppelansatz in 6-Well Kulturplatten ausgebracht, so dass sie 24 Stunden spéter
konfluent waren. Das Medium wurde entfernt und zwei schmale, sich kreuzende Kratzer ("Scrat-
ches") mittels Pipettenspitze in die konfluente Zelldecke eingebracht. Die Vertiefungen der Platten
wurden dreimal mit 1x PBS (Gibco) gewaschen und dadurch die abgelésten Zellen entfernt. Um zu
verhindern, dass die durch den Kratzer freigelegten Bereiche der Kulturplatte lediglich durch eine
Proliferation der Zellen wieder geschlossen werden, wurden die Zellen in Medium ohne Serum
(RPMI 1640, Invitrogen) weiterkultiviert. Es wurde ein ,Tag 0“ Foto der Kratzer aufgenommen und

eine Neubesiedlung durch die Zellen in 24 Stunden Abstanden dokumentiert.

8.6.2  Proliferationsassay (MTT-Test)

Um einen méglichen Einfluss der Zielgen Uberexpression auf Zellteilung und -wachstum (Prolifera-
tion) zu dokumentieren, wurde ein MTT-Test durchgeflhrt. Er basiert auf der Spaltung des wasser-
I6slichen gelben Tetrazoliumsalzes MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)
in wasserunl@sliche blau-violette Formazankristalle durch mitochondriale Enzyme metabolisch akti-
ver Zellen. Die gemessene optische Dichte (OD) des gelésten Formazans korreliert dabei direkt mit
der Anzahl an stoffwechselaktiven, vitalen Zellen (Mosmann 1983).

Die Zelllinien wurden jeweils in drei verschiedenen Konzentrationen (2.500, 5.000, 10.000 Zellen in
100 pl Kulturmedium) im Vierfachansatz in 96-Well Platten ausgeséat. Fir jede Messung im 24
Stunden Abstand wurde eine 96-Well Platte benétigt. Die erste Messung erfolgte 24 Stunden nach
dem Ausbringen der Zellen. Dieser erste Messwert wurde als Referenz fir alle weiteren Messun-
gen verwendet, um Unterschiede in den initialen Zellkonzentrationen zu kompensieren. Der Refe-
renzwert (Tag 0) wurde gleich 1 gesetzt und alle weiteren Messwerte darauf bezogen. Jeder dieser
Messwerte wurde aus dem Median des Vierfachansatzes berechnet und berlcksichtigte auch den
Einfluss des reinen Kulturmediums auf die Farbentwicklung (,Blank®), indem die OD-Werte fiir rei-
nes Medium von den OD-Werten der Ansatze abgezogen wurden. Daneben wurden auch die
Standardabweichungen des Vierfachansatzes berechnet. Der Proliferationsassay wurde Gber zwei
unterschiedlich lange Zeitrdume durchgefiihrt. In der Kurzzeitbeobachtung wurden die Zelllinien
von Tag 0 bis Tag 3 beobachtet und zu einem Ergebnis zusammengefasst. In der Langzeitbeo-
bachtung wurde die Proliferation der Zellen von Tag 3 bis Tag 7 dokumentiert. Alle Analysen wur-

den mindestens einmal wiederholt.
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Versuchsdurchflihrung

Fir jeden Tag der Messung und pro Vertiefung der Platte wurden 20 pl MTT-Lésung* mit 100 pl
Kulturmedium gemischt und auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 4 Stunden bei
37°C, wurde die Mischung entfernt. Zum Lésen der Formazankristalle wurde in jede Vertiefung
200 pl DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma) gegeben. Im Elisa-Reader wurde die Farbentwicklung bei

einer Wellenlange von 570 nm, mit einem Referenzfilter von 655 nm, photometrisch quantifiziert.

*MTT-L6sung: 5mg/ml MTT (Sigma) in PBS (Gibco) geldst, steril filtriert 0,22 pm Porendurchmesser

8.6.3 Invasionsassay

Mit dem auf einer Boyden-Kammer (Boyden 1962) basierten Matrigel-Invasionsassay konnte die
Invasivitat der Zelllinien Gberprift werden. Als Boyden-Kammern wurden ThinCert™ Zellkulturein-
satze fir 6-Well Platten (8 pm Porendurchmesser; Greiner Bio-One) verwendet. Die Kunststoffein-
satze besitzen eine dinne Membran, welche das obere und untere Kompartiment voneinander ab-
trennt. Die Membranen wurden mit 500 pl 1:2 in Serum-freiem Medium (RPMI 1640, Invitrogen)
verdiinnten Matrigel™ Basement Membrane Matrix (BD Biosciences) bei 37°C fir 90 min be-
schichtet. Auf das getrocknete Matrigel™ wurden pro Vertiefung 400.000 Zellen in 2,5 ml Serum-
freiem Medium pipettiert. In die untere Kammer wurde 3 ml konditioniertes Kulturmedium gegeben.
Das konditionierte Medium wurde hergestellt, indem konfluente Zellen fiir 24 Stunden in Kulturme-
dium kultiviert wurden und das Medium dann filtriert wurde (PorengréBe 2 um). Abbildung 8-4 zeigt
schematisch eine Kammer mit dem Matrigel beschichteten Einsatz, auf dem sich die Zellen befin-
den. Die 6-Well Platten wurden fiir 24 Stunden bei 37 °C im Zellkulturbrutschrank inkubiert.

Zellen
Matrigel - konditioniertes
beschichtete Medium
Membran

Abbildung 8-4 Schematische Darstellung des Invasionsassays.

Eine Invasion durch die extrazellulare Matrix auf die Unterseite der Membran wurde durch Formal-
dehyd Fixierung und DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) -Farbung der Zellen dokumentiert. Dazu
wurden zunachst das Matrigel und die Zellen auf der Oberseite der Einsatze entfernt. Vorhandene
Zellen auf der Unterseite wurden fiir mindestens 10 min mit 3,7 % Formaldehyd (Merck) fixiert und
anschlieBend mit 1x PBS (Gibco) gewaschen. Die Farbung mit DAPI (Abott) erfolgte fiir 5 min, ge-
folgt von einem Waschschritt mit 1x PBS. Die Membranen wurden mit einem Skalpell vorsichtig
vom Kunststoff getrennt und mit der Unterseite nach oben kurz getrocknet. Mit einem Tropfen Vec-
taShield (Vector Laboratories) wurden die Membranen auf einen Objekttrager gebracht und mit ei-
nem weiteren Tropfen VectaShield unter einem Deckglas fixiert. Um ein Austrocknen und Verrut-
schen der Membranen zu verhindern, wurden die Deckglaser mit Fixo gum (Marabu) umrandet. Mit
einem Fluoreszenzmikroskop wurde die Anzahl der Zellen gezahlt und auf die Gesamtmenge der

ausgebrachten Zellen bezogen.
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8.6.4 Aggregationsassay (Hanging Drop Assay)

Im Aggregationsassay kann das Zusammenlagern von Einzelzellen zu Zellverbédnden beobachtet
werden. Diese Fahigkeit kdnnte ein kritischer Faktor fir Invasion und Metastasierung von Tumor-
zellen sein. Die spezielle Form des Aggregationsassay im hangenden Tropfen (Hanging Drop As-
say) basiert auf der Methode von Potter und Morris (Potter und Morris 1985).

Fur jede Zelllinie wurden im Dreifachansatz jeweils 1.000 Zellen in einem 20 pl Kulturmediumtrop-
fen* auf die Innenseite eines Petrischalendeckels pipettiert (Abbildung 8-5). In die Petrischale wur-
den 10 ml Kulturmedium gegeben, um eine Verdunstung der Tropfen zu verhindern. Der Deckel
wurde wieder auf die Petrischale gesetzt und die Ansatze bei 37°C im Zellkulturbrutschrank inku-
biert. Durch die Schwerkraft sammeln sich die Zellen an der Spitze des Tropfens und kénnen dort
Aggregate ausbilden. Dies wurde an einem Zellkulturmikroskop in 100-facher VergrdéBerung nach
15 min (Tag 0) und 24 Stunden spéter (Tag 1) dokumentiert. Der Versuchsansatz wurde mindes-

tens einmal wiederholt.

20 pl Tropfen mit Zellen
[ & NN N\ I

Kulturmedium

Abbildung 8-5 Schematische Darstellung des Hanging Drop Assays.

*Kulturmedium: RPMI 1640 (Invitrogen), 2 mM L-Glutamin (200 mM), 1 % Penicillin/Streptomycin (alles In-
vitrogen), 10 % FCS (Sigma)

9. Statistik

Zur wissenschaftlichen Uberpriifung von Hypothesen und zum Nachweis von Unterschieden einer
Stichprobe oder mehrerer Stichproben, werden Signifikanztests eingesetzt. Mit diesen Tests lasst
sich ein beobachtetes Ergebnis statistisch vom Zufall abgrenzen, auch wenn dies nicht gleichbe-
deutend mit einer tatsachlichen klinischen Relevanz ist (Ubersichtsartikel: Lange und Bender
2007). Es wird eine Nullhypothese und eine Alternativhypothese aufgestellt. Zusatzlich wird durch
das Signifikanzniveau a festgelegt, ab wann die Nullhypothese abzulehnen ist und die Daten fir
die Richtigkeit der Alternativhypothese sprechen. In dieser Arbeit wurde ein Niveau von a = 0.05
festgelegt. Im Anschluss daran erfolgen die Datenerhebung und ein statistischer Signifikanztest,
dessen Ergebnis durch den so genannten p-Wert definiert wird. Ist der p-Wert kleiner als das fest-
gelegte Signifikanzniveau, ist die Wahrscheinlichkeit sehr groB, dass die Nullhypothese falsch ist
und es einen statistisch signifikanten Unterschied der Daten gibt. Diese Signifikanz gilt dann nicht
nur flr die gezogenen Stichproben, sondern mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a (0.05 bezie-
hungsweise 5 %) auch fiir die (hypothetisch) unendlich groBen Grundgesamtheiten (Ubersichtsar-
tikel: Bender und Lange 2007).

Basierend auf dem Artikel von Bender et al. wurde je nach Fragestellung ein entsprechender Signi-
fikanztest ausgewahlt (Bender et al. 2007). Berlcksichtigt wurden dabei die Anzahl der Stichpro-

ben (zwei oder mehr Proben), der Abhéangigkeitsstatus (abhangig oder unabhangig) und das
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Messniveau (bindr, nominal, stetig oder zensiert). Alle Tests wurden zweiseitig durchgefiihrt, das
heiBt fur die Ablehnung der Nullhypothese wurden sowohl Abweichungen nach oben als auch nach

unten berlcksichtigt.

9.1 Student’s t-Test

Mit dem t-Test lassen sich die Mittelwerte von bis zu zwei Stichproben analysieren, um die Proben
auf Gleichheit (Nullhypothese) oder Verschiedenheit (Alternativhypothese) zu testen.

In dieser Arbeit wurde der t-Test verwendet, um zu Uberprifen ob die statistischen Mittelwerte von
zwei stetigen (intervallskalierten) Stichproben signifikant verschieden voneinander sind. Der ent-
sprechende p-Wert wurde mit Hilfe des Programms Microsoft Excel 2010 sowohl fiir abhangige als
auch unabhéngige Stichproben berechnet. Die Nullhypothese wurde abgelehnt, wenn der p-Wert
kleiner als das festgelegte Signifikanzniveau von 0.05 war.

Verwendet wurde die Formel TTEST(Matrix1;Matrix2;Seiten;Typ), wobei ,Matrix“ fiir die ermittelten
Werte der Stichproben, ,Seiten” flr die einseitige oder zweiseitige Testdurchfiihrung und ,Typ* fur

den Abhangigkeitsstatus der Stichproben steht.

9.2 Korrelation nach Pearson

Anhand der Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson lassen sich lineare Zusam-
menhange zwischen zwei stetigen Stichproben beziehungsweise Variablen nachweisen und mittels
statistischen Tests auch die Signifikanz dieser Korrelationen testen. Der Korrelationskoeffizient
kann dabei einen positiven oder negativen Wert annehmen und steht fir die Richtung der Korrela-
tion. Positive Werte bedeuten, dass die beiden Variablen positiv miteinander korrelieren, zum Bei-
spiel treten hohe Werte der einen Variablen gleichzeitig mit hohen Werten der anderen Variablen
auf. Eine negative Korrelation bei negativem Korrelationskoeffizienten bedeutet dazu analog, dass
hohe Werte der einen Variablen mit niedrigen Werten der anderen Variablen einhergehen. Die Kor-
relation nach Pearson wurde in dieser Arbeit fir den Vergleich der Gendosis- und Genexpressions-
daten der Kandidatengene verwendet. Der Korrelationskoeffizient wurde mit dem Programm
SPSS® Statistics 19 (IBM® Corporation 2010) berechnet und gleichzeitig auch ein zweiseitiger Sig-
nifikanztest angefordert. Eine Korrelation irgendeiner Richtung (positiv oder negativ) wurde bei ei-

nem p-Wert < 0.05 angenommen (Alternativhypothese).

9.3 Chi*Test

Mit diesem statistischen Verfahren lasst sich der Zusammenhang zwischen mehreren verschiede-
nen bindren und nominalen (kategorialen) Stichproben beziehungsweise Variablen testen, um da-
raus Rickschlisse auf eine mégliche Korrelation der Daten zu ziehen. Die Nullhypothese ist dabei
die Annahme, dass es keinen Zusammenhang zwischen den Variablen gibt. In dieser Arbeit wurde
der Test verwendet, um die Expression der Kandidatengene bei den primaren Tumorgeweben mit
den klinischen Daten der Patienten zu korrelieren. Dazu wurden die stetigen Werte der Expression
durch mediane Gruppenbildung (hohe / niedrige Expression) in ein nominales Messniveau Uber-

fohrt. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Nullhypothese zutrifft, wurde mit dem Programm SPSS®
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Statistics 19 (IBM® Corporation 2010) berechnet. Bei einer Wahrscheinlichkeit von weniger als 5 %
(p < 0.05) wurde die Nullhypothese abgelehnt und eine signifikante Korrelation zwischen den Vari-

ablen angenommen.

9.4 Analyse von Uberlebenszeiten mit Kaplan-Meier und Log-Rank-Test

Mit der Kaplan-Meier Methode kann die Wahrscheinlichkeit berechnet und dargestellt werden, dass
Patienten eine bestimmte Zeit (iberleben. Dazu werden die berechneten Uberlebenszeiten gegen
die Uberlebenswahrscheinlichkeiten aufgetragen (Abbildung 9-1). Anhand der Kurve lassen sich
dann zum Beispiel 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeiten ablesen. Bei den untersuchten Daten
handelt es sich dabei um zensierte Variablen, das hei3t am Ende des Beobachtungszeitraums ist
das Ereignis (zum Beispiel der tumorbedingte Tod) nicht eingetreten. Mit dem Log-Rank-Test kann
zusétzlich die Uberlebenszeitanalyse zwischen zwei oder mehr Gruppen statistisch verglichen
werden, also ob das Mortalitatsrisiko unabhangig (Nullhypothese) oder abhangig (Alternativhypo-
these) von der Gruppenzugehérigkeit ist (Ubersichtsartikel: Ziegler et al. 2007a, Ziegler et al.
2007b). In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden Verfahren verwendet, um die Uberlebens-
wahrscheinlichkeiten von Patienten mit einer hohen oder niedrigen Kandidatengen Expression zu
berechnen und zu (iberpriifen, ob es einen statistisch signifikanten Unterschied im Uberleben zwi-
schen den beiden Gruppen gibt. Beide Analysen wurden mit dem Programm SPSS® Statistics 19
(IBM® Corporation 2010) durchgefiihrt. Bei einem p-Wert kleiner 0.05 wurde die Nullhypothese ab-

gelehnt und eine Korrelation der Expression mit dem Gesamtiberleben angenommen.
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Abbildung 9-1 Beispiel fiir eine Kaplan-Meier Kurve. Dargestellt ist die Uber-
lebenszeit von Zungenkrebspatienten (verandert nach Ziegler et al. 2007b).
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D Ergebnisse

Bislang gibt es kaum validierte molekulare Prognosemarker in ESFTs (Ewing sarcoma family of
tumors), die eine differenzierte Risikoabschatzung und entsprechend angepasste Therapie fur die
Patienten ermdglichen. Zusatzlich zu den charakteristischen chromosomalen EWSR1-ETS (Ewing
sarcoma region 1 - E-twenty six) Translokationen gibt es jedoch haufig weitere, sekundare chro-
mosomale Veranderungen, deren prognostische Bedeutung noch wenig erforscht ist. Die Aufkla-
rung der genetischen und physiologischen Auswirkungen dieser Aberrationen und der anschlie-
Bende Einsatz als molekulare Marker in der Routineuntersuchung, sind daher ein grundlegendes

Ziel der molekularen ESFT Forschung.

Dieses Kapitel zeigt, auf welche Weise zwei neue Kandidatengene flir die molekulare Prognostik
ausgewahlt wurden und wie ihre Bedeutung fir die ESFTs untersucht wurde. Die Ergebnisse las-

sen sich dabei in drei Bereiche gliedern (Abbildung D):

10. Auswahl von 11. In vitro 12. Funktionelle Studien
Kandidatengenen und > Charakterisierung der > nach forcierter
Methoden Kandidatengene Uberexpression
s | Y s | Y s | 7\
10.1 Literaturrecherche/Vorar- 11.1 Gendosisbestimmung 12.1 Transiente Transfektion
beiten der Arbeitsgruppe ] L (MLPA und aCGH) L ’ ]
e . Y e . Y s . Y
10.2 Etablierung und Validie- 11.2 Expression (RNA und 12.2 Herstellung stabiler
rung der MLPA ] L Proteine) ] L Transfektanten ]
10.3 Wahl der Kandidatengene 11.3 Korrelation von Gendosis 12.3 Funktionelle Analysen
und Expression
. J I J = J
11.4 Statistische Signifikanz
der molekularen Daten

Abbildung D Aufteilung der Ergebnisse.

Das erste Unterkapitel stellt dar, wie geeignete Kandidatengene identifiziert wurden, die als poten-
tielle prognostische Marker in ESFTs in Frage kamen. Dazu wurden durch Literaturrecherche und
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe sekundare chromosomale Aberrationen ausgewahlt, die haufig in
ESFTs vorkommen. Zusétzlich wurde eine Methode zur Bestimmung von Kopiezahldnderungen
von Genen (auch bezeichnet als Gendosis) etabliert und validiert. Basierend auf den Ergebnissen

dieser Analysen wurden die Kandidatengene fiir die weiteren Untersuchungen ausgewahilt.

Im zweiten Unterkapitel werden die Kandidatengene in Bezug auf die ESFTs naher charakterisiert.
Gendosis und Expression wurden sowohl fiir ESFT Zelllinien als auch primére Tumoren bestimmt
und miteinander verglichen. Die ermittelten molekularen Daten der ESFT Patienten wurden an-

schlieBend mit den entsprechenden klinischen Daten korreliert und statistisch ausgewertet.

Die in vitro Analysen aus Unterkapitel zwei werden in Unterkapitel drei durch weiterfiihrende Ana-
lysen an Zelllinien ergénzt. Eine forcierte Uberexpression der Kandidatengene in ESFT Zelllinien

wurde zundchst durch transiente Transfektion ausgetestet und optimiert. Mit den optimierten Be-
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dingungen wurden dann stabile Transfektanten hergestellt und durch funktionelle Analysen die

Auswirkungen auf die Physiologie der Zellen untersucht.

10. Auswahl von Kandidatengenen und Methoden fiir die molekulare Progno-
stik der Ewing sarcoma family of tumors (ESFTs)

Die Auswahl der Kandidatengene erfolgte durch Literaturrecherche im Hinblick auf sekundare
chromosomale Aberrationen in ESFTs und mit Hilfe von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe. Daneben
wurde eine Methode zur in vitro Charakterisierung der Gene ausgewahlt, die sich gleichzeitig auch

fur die Routine Diagnostik eignen sollte (Abbildung 10-1).

10. Auswahl von
Kandidatengenen und
Methoden

( 10.1 Literaturrecherche/Vorar-
beiten der Arbeitsgruppe ]

[ 10.2 Etablierung und Validie-
rung der MLPA

J

-

10.3 Wahl der Kandidatengene

. J

Abbildung 10-1 Aufteilung der Ergebnisse in Kapitel 10.

10.1 Literaturrecherche und Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

Unter Verwendung der NCBI Datenbank ,PubMed* (www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) wurde eine Li-
teraturrecherche zum Thema sekundére chromosomale Verdnderungen in ESFTs durchgefihrt.
Mehrere Publikationen belegen, dass neben den EWSR71-ETS Genfusionen, bei etwa 75 % bis
80 % der ESFT Primartumore weitere sekundare chromosomale Veranderungen vorkommen. So
konnten Roberts et al. durch cytogenetische Analysen bei 80 % der untersuchten Félle (Anzahl =
88) chromosomale Veranderungen nachweisen, wobei besonders haufig Trisomien der Chromo-
somen 2, 5, 8, 12, 20, Amplifikationen von 1q (q = langer Arm des Chromosoms) und Deletionen
von 1p (p = kurzer Arm des Chromosoms), 9p, 16q sowie 17p gefunden wurden (Roberts et al.
2008). Etwas weniger Aberrationen wurden bei Tarkkanen et al. durch CGH Analysen (comparati-
ve genomic hybridization) dokumentiert: hier zeigten 75 % von 28 untersuchten Tumoren chromo-
somale Veranderungen, vor allem Amplifikationen von 1q, 6p, 7p sowie Chromosom 12 und Dele-
tionen von 16q (Tarkkanen et al. 1999). Die mit am haufigsten publizierte strukturelle Aberration ist
ein Verlust des langen Arms von Chromosom 16. Douglass et al. konnten bei 10 % der Ewing Sar-
kome (Anzahl = 20) und 29 % der PNET (peripheral neuroectodermal tumors; Anzahl = 7) einen
Verlust von 16qg nachweisen (Douglass et al. 1990). In zwei Publikationen belegen Hattinger et al.
ebenfalls eine haufige Deletion von 16q bei etwa 20 % der untersuchten ESFT Patienten (Anzahl =
58 beziehungsweise 134), darlber hinaus aber auch eine signifikante Korrelation des 16q Verlusts

mit einem fortgeschrittenen, disseminierten Tumorstatus bei Diagnose und einem verkirztem Ge-
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samtiberleben (Hattinger et al. 1999, Hattinger et al. 2002). Eine weitere Publikation weist mit
CGH Analysen einen 16q Verlust bei 21 % der ESFT Primartumoren (Anzahl = 52) nach und zu-
satzlich in einer multivariaten statistischen Analyse, dass dieser Verlust ein unabhangiger prognos-
tischer Faktor in ESFTs ist (Ozaki et al. 2001).

Da in der Literatur ein haufiger und prognostisch relevanter Verlust des langen Arms von Chromo-
som 16 beschrieben wird, basiert diese Arbeit auf der Hypothese, dass sich in diesem chromoso-

malen Bereich mindestens ein prognostisch relevantes Tumorsuppressorgen befindet.

In Analysen zum Verlust der Heterozygotie (loss of heterocygosity, LOH) von ESFT Zelllinien, wur-
de der deletierte Bereich auf Chromosom 16 weiter eingegrenzt. Der kleinste gemeinsame Bereich
des Verlustes erstreckte sich dabei von Locus 16922 bis 16924 (Diplomarbeit Ottaviano 2006, un-
verodffentlicht). Es wurden daher Gene aus diesem Bereich zur weiteren Analyse ausgewahlt (Kapi-
tel 10.3, Seite 60).

10.2 Etablierung und Validierung der MLPA zur Detektion von Chromosomenver-
anderungen

Zur in vitro Charakterisierung der Kandidatengene sollte eine Methode etabliert werden mit der
Gendosisveranderungen, wie Deletionen und Amplifikationen, bei mehreren Genen gleichzeitig de-
tektiert werden kdnnen. Dabei sollte sich diese Methode auch fur die Anwendung in der Routine
Diagnostik eignen, also vor allem eine schnelle und kostenglnstige Analyse ermdglichen. Die Me-
thode der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR; Methodenbeschreibung: Seite 25) ist einfach
und gunstig durchzufihren, fir eine simultane Analyse vieler verschiedener Gene aber ungeeignet.
Bei der Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist es zwar méglich, verschiedene
Aberrationen gleichzeitig zu detektieren, aber Deletionen oder Amplifikationen, die weniger als
190 kb (Kilobasenpaare) groB sind, kdnnen dabei Gbersehen werden (Savola et al. 2007). Mit der
Array basierten genomischen Hybridisierung (aCGH; Methodenbeschreibung: Seite 31) ist es mdg-
lich, sehr viele verschiedene Gene auf chromosomale Verdnderungen zu untersuchen und auch
kleinere Aberrationen zu detektieren, dafiir ist sie aber sehr teuer und erfordert eine aufwendige
Bio-Informatische Auswertung (Ubersichtsartikel: Albertson und Pinkel 2003). Eine Alternative stellt
die Methode der Multiplex Ligations-abh&ngigen Sonden Amplifikation (MLPA; Methodenbeschrei-
bung: Seite 32) dar. Das PCR-basierte Verfahren wurde 2002 entwickelt und analysiert schnell und
kostenglinstig Kopiezahlanderungen einer Vielzahl verschiedener Gene (Schouten et al. 2002). Die
MLPA wurde in ESFT Zelllinien- und Patientenproben bisher lediglich zur Analyse des Zellzyklus
Gens CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, kodiert die Proteine p16/p14*%") verwendet
(Brownhill et al. 2007). Daher wurden die MLPA Daten in dieser Arbeit mit den Ergebnissen der gut
etablierten Methode der aCGH verglichen. GleichermaBen wie es bereits von Villamén et al. zur
Identifizierung von Aberrationen in Neuroblastomen eingesetzt wurde (Villamén et al. 2008).

Die MLPA Analysen wurden mit dem kommerziell erhéltlichen MEOO1B Tumor Suppressor Kit von

MRC-Holland durchgefihrt, mit dem 38 verschiedene Tumorsuppressorgene (Tabelle 6-5, Seite
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33) analysiert werden kénnen. Die Gene MLH1, RASSF1 und BRCAZ2 sind in dem Kit redundant
vorhanden, das heiBt sie werden durch jeweils zwei unterschiedliche Sonden detektiert. Es sind al-
so insgesamt 41 verschiedene MLPA Sonden im MEOO1B Tumor Suppressor Kit enthalten. Die
aCGH Analysen wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Enrique de Alava am Centro de
Investigacién del Cancer (Universitat Salamanca, Spanien) durchgefihrt.

Da in der Routine Diagnostik der groBte Teil des klinisch praparierten Untersuchungsmaterials fi-
xiert vorliegt (meist Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet), wurde zun&chst der Einfluss dieser
Gewebevorbehandlung auf die Ergebnisse der MLPA untersucht (Kapitel 10.2.1). AnschlieBend
wurden die vorhandenen Aberrationen bei den 38 verschiedenen Tumorsuppressorgenen fir 14
Zelllinien und 23 Patienten erfasst (Kapitel 10.2.2, Seite 55). Die Resultate der Aberrationsanaly-

sen wurden danach auch zur Auswahl der Kandidatengene in Kapitel 10.3 (Seite 60) verwendet.

10.2.1 Einfluss der Gewebevorbehandlung auf die Ergebnisse der MLPA

Es wurden funf verschiedene ESFT Zelllinien sowohl in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet
(nachfolgend als ,fixierte Zellen“ bezeichnet) als auch frisch oder in gefrorenem Zustand (nachfol-
gend als ,frische Zellen“ bezeichnet) verwendet. Die DNA der fixierten und frischen Zellen wurde
extrahiert und 200 ng fir die MLPA verwendet. Die Normalisierung erfolgte mit zwei verschiedenen
Kontrollen gesunder Spender (Methodenbeschreibung: Seite 20). Abbildung 10-2 zeigt exempla-

risch die Auswertung der Rohdaten mit der GeneMarker® Software.
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Abbildung 10-2 Exemplarische Darstellung der MLPA Rohdaten, hier fiir die Zelllinie RM82 (mit DNA aus fri-
schen Zellen). Jeder Peak (blau) steht flr ein untersuchtes Tumorsuppressorgen. Zum Vergleich stellen die
zusatzlichen roten Peaks die relative Fluoreszenzstarke fir die (kombinierten) Kontrollen dar. Deutlich zu se-
hen ist das Fehlen des blauen RM82 Peaks bei circa 290 Nukleotiden (dies entspricht dem Gen PTEN).

Fir die aCGH Analyse wurde DNA aus frischen Zellen verwendet, da bereits nachgewiesen wer-
den konnte, dass die Qualitat der DNA entscheidend flr die Resultate ist (Johnson et al. 2006, van
Beers et al. 2006).

Abbildung 10-3 zeigt exemplarisch die Auswertung der aCGH Rohdaten mit der GenePrix Software
(Methodenbeschreibung: Seite 31).
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Abbildung 10-3 Exemplarische Darstellung der aCGH Rohdaten, hier fir die Zelllinie RM82. Jeder Peak
(blau) steht fiir die Kopiezahl eines definierten Chromosomenbereichs. Zusatzlich wird der Median fiir
mehrere kombinierte Nukleotidbereiche als rote Linie angezeigt.

In Tabelle 10-1 sind die Ergebnisse der Analyse fur die funf ESFT Zelllinien und 38 verschiedenen
Tumorsuppressorgene (beziehungsweise 41 verschiedenen MLPA Sonden) im Vergleich mit den
aCGH Ergebnissen zusammengefasst. Die Genaberrationen werden unterteilt in hemizygote Dele-
tionen (Verlust einer Genkopie), homozygote Deletionen (Verlust beider Genkopien) und Amplifika-

tionen (mehr als zwei Genkopien sind vorhanden).

Tabelle 10-1 Einfluss der Gewebevorbehandlung auf die MLPA. Die Analyse wurde mit DNA aus fixierten
(P) und frischen Zellen (F) im Einfachansatz durchgefliihrt (Rot = hemizygote Deletion, Rot mit zusétzli-
cher Schraffierung = homozygote Deletion, Griin = Amplifikation).

ESFT Zelllinie A673 CHP-100 RM-82 STA-ET2.1 WE-68
Gen und MLPA  aCGH MLPA  aCGH MLPA  aCGH MLPA  aCGH MLPA _ aCGH
Lokalisation P _F P _F P F P _F P _F

TP73 1p36 |

CASP8 2933

VHL 3p25 ||

RARB 3p24

MLH1 3p22

MLH1 a

DAPKA1 9922
AI651963 __10p14

CREM 10p12
PTEN 10923
CD44 11p12
GSTP1 11913
ATM 11923 | |
IGSF4 11923

TNFRSF1A_12p13
TNFRSF7__12p13
CDKN1B___ 12pi3
PAH 12923
CHFR 12924 ||
BRCA2 __ 13q12
BRCA2 __ 13q12

MLH3 14924
TSC2 16p13
CDH1 16922 ]
CDH13 16923

HIC1
BRCA1
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Alle homozygoten Deletionen der Gene CDKN2A, CDKN2B und PTEN wurden in der MLPA jeweils
unabhéangig von einer Fixierung der Zellen detektiert. Mit Ausnahme der Zelllinie STA-ET2.1 wur-
den diese Deletionen auch gleichzeitig in der aCGH Analyse gefunden. Durchschnittlich 77 % der
MLPA Ergebnisse zum Aberrationsstatus der Gene stimmten bei den fixierten und frischen Zellen
{berein (Spanne von 66 % bis 88 % Ubereinstimmung je Zelllinie). Dabei wurden aber mit durch-
schnittlich 12,2 Aberrationen pro Zelllinie etwas mehr Veranderungen bei den fixierten Zellen de-
tektiert, als bei den frischen Zellen (durchschnittlich 8,2 Aberrationen pro Zelllinie). Die statistische
Auswertung mit dem Student’s t-Test (Methodenbeschreibung: Seite 48) ergab aber, dass dieser
Unterschied nicht signifikant war (p = 0.17, zweiseitig). Die MLPA Ergebnisse der frischen Zellen
wichen durchschnittlich weniger von den aCGH Ergebnissen ab (16 %), als die der fixierten Zellen
(25 %; Student’s t-Test, p = 0.10, zweiseitig).

Die Gendosen der redundant vorkommenden Gene MLH1, RASSF1 und BRCA2 wurden bei den
fixierten Zellen teilweise unterschiedlich detektiert, wohingegen bei den frischen Zellen die Ergeb-
nisse Ubereinstimmten. So wiesen beispielsweise die fixierten Zellen der Linie CHP-100 jeweils bei
der ersten Gensonde fiir MLH1 und RASSF1 eine Deletion auf, wahrend bei der zweiten Sonde ei-

ne normale Gendosis vorlag.

10.2.2 Aberrationsanalyse von 38 Tumorsuppressorgenen

Es wurden 14 frische oder gefrorene ESFT Zelllinien und gefrorenes Tumorgewebe von 23 ESFT
Patienten auf Deletionen und Amplifikationen der 38 verschiedenen Tumorsuppressorgene unter-
sucht. AnschlieBend wurden die Ergebnisse fir die Zelllinien- und Patientenproben zusammenge-
fasst. Neben der Verifizierung der MLPA durch den Abgleich mit den aCGH Ergebnissen, wurden
die Resultate der Analyse auch fir die Auswahl der Kandidatengene verwendet (Kapitel 10.3, Seite
60). Die Rohdaten der Untersuchungen wurden mit der GeneMarker® Software (Version 1.7, Soft-
Genetics LLC) analysiert. Die Normalisierung der Daten erfolgte durch Kontrollproben gesunder
Probanden (Anzahl = 6; Methodenbeschreibung: Seite 20). Um die Zuverlassigkeit und Reprodu-
zierbarkeit der MLPA Ergebnisse zwischen unabhangigen Analysen zu testen, wurden alle Ansétze
drei bis viermal durchgefihrt und anschlieBend der Mittelwert und die Standardabweichung ermit-
telt. Abbildung 10-4 zeigt exemplarisch das Ergebnis der Messungen fir die Zelllinie A673 (A) und
den Patienten 335-05 (B).

Eingezeichnet als blauen Rahmen ist der Wertebereich, bei dem die Gene eine normale Gendosis,
also zwei Genkopien, aufweisen. Die beiden horizontalen Linien zeigen damit auch die so ge-
nannten Cut-off Werte an, die beschreiben bei welchem Messergebnis ein Gen deletiert oder
amplifiziert ist. Die Cut-off Werte wurden mit Hilfe des aCGH Vergleichs bei 0,6 und 1,6 gesetzt.
Somit lag fUr ein Gen eine Deletion vor, wenn der Messwert < 0,6 war sowie eine homozygote De-

letion bei einem Wert von 0 und eine Amplifikation, wenn der Messwert = 1,6 war.
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Abbildung 10-4 Exemplarische Darstellung der MLPA Werte (Mittelwert aus drei bis vier un-
abhangigen Versuchen und Standardabweichung) fir die Zelllinie A673 (A) und den Patienten
335-05 (B). Rot = Deletion; Grin = Amplifikation; Rahmen = Normale Gendosis

Die Ergebnisse der unabhangigen Laufe zeigten insgesamt eine hohe Ubereinstimmung der Da-
ten, mit relativen Standardabweichungen von durchschnittlich 10 % fir die Kontrollen, 15 % flr die

Zelllinien und 13 % fir die Patienten.

10.2.2.1 Ergebnisse fiir die ESFT Zelllinienproben

Tabelle 10-2 gibt eine Ubersicht Giber die Ergebnisse der 14 Zelllinien und 38 verschiedenen Tu-
morsuppressorgene. Jeweils verglichen wurden die Werte der MLPA L&aufe mit den Ergebnissen
der aCGH Analysen.

Es konnte eine hohe Ubereinstimmung von MLPA und aCGH nachgewiesen werden. Durchschnitt-
lich zeigten 93 % der Daten die gleichen Kopiezahlangaben, wobei Datensatze ohne Veranderun-
gen ebenfalls beriicksichtigt wurden. Wurden nur die Datenséatze einbezogen, die zumindest bei
einer der beiden Methoden eine Aberration aufwiesen, zeigten durchschnittlich 65 % der Daten ei-
ne Ubereinstimmung in MLPA und aCGH. Die MLPA wies dabei insgesamt haufiger Aberrationen
nach, als die aCGH. So wurden durch die MLPA 97 Aberrationen (64 Deletionen, 33 Amplifikatio-
nen) und durch die aCGH 78 Aberrationen (59 Deletionen, 19 Amplifikationen) detektiert. Zur wei-
teren Auswertung wurden nur Aberrationen berlcksichtigt, die sowohl in der MLPA als auch in der
aCGH detektiert wurden. Generell wurden mehr Deletionen (Anzahl = 51), als Amplifikationen (An-
zahl = 16) detektiert
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Tabelle 10-2 Vergleich der MLPA und aCGH Ergebnisse bei 14 ESFT Zelllinien (basierend auf drei bis
vier unabhangigen MLPA Versuchen). Rot = hemizygote Deletion, Schraffiert = homozygote Deletion,
Grin = Amplifikation

- 2 8 - g c o

ESFT Zelllinie o Q by o @ 2 o 4 c 3 E
2 3 5 & ] & & & 2 ES H

Genund S I S R A R sl |s|2|5|E|G|E|5|5|5

Lokalisation HEIEEIEEIEE Sl=|RIZ[G]|2|%]|Z[G[2]|%]|2[G[3]%

TP73 1p36

CASP8 2933

VHL 3p25 ||

RARB 3p24

MLH1 3p22

MLH1 3p22

CTNNB1 3p22 H H

RASSF1 3p21

RASSF1 3p21

FHIT 3pi4

CASR 3g21

APC 5922
ESR1 6925
PARK2 6

CDK6
CDKN2A 9p21
CDKN2B 9p21

DAPK1 9922
AI651963 __ 10p14

CREM 10pi2

PTEN 10923

CD44 11p12 [

GSTP1 11q1

ATM 1192

IGSF4 1192

TNFRSF1A  12p1
TNFRSF7 12p1

CDKN1B__ 12p13 h
PAH 12923

"

CHFR 12924
BRCA2 13q12

BRCA2 13q12

MLH3 14924

TSC2 16p13

CDH1 16g2

CDH13 1692

HIC1 17p1

BRCA1 17921

BCL2 1821

KLK3 19913 i

TIMP3 22912 | |
Mit Ausnahme der Zelllinie STA-ET2.1, wurden alle homozygoten Deletionen (CDKN2A, CDKNZ2B,
PTEN), die durch MLPA detektiert wurden, auch bei der aCGH als Deletion nachgewiesen. Aller-
dings lag der aCGH Wert der Gene CDKNZ2A und CDKNZ2B bei der STA-ET2.1 Zelllinie nahe der
Cut-off Grenze, bei -0,34. Von den 14 Zelllinien wiesen 93 % (Anzahl = 13) Kopiezahlanderungen

L

der Tumorsuppressorgene auf. Die durchschnittliche Anzahl an Aberrationen je Zelllinie lag bei 5,
mit einer Spanne von 0 bis 11 Veranderungen. Die Zelllinie ET10 zeigte dabei als einzige weder
Deletionen noch Amplifikationen bei den 38 Tumorsuppressorgenen. Die meisten Aberrationen

wies die Zelllinie SK-NM-C auf, mit Deletionen in 11 verschiedenen Tumorsuppressorgenen.

Tabelle 10-3 listet die Tumorsuppressorgene in ESFT Zelllinien auf, die sowohl in der MLPA als
auch aCGH Kopiezahlanderungen zeigten. Am haufigsten deletiert waren die beiden Gene
CDKN2A und CDKNZ2B (bei 50 % der Zelllinien), wobei diese dabei auch haufig eine homozygote
Deletion aufwiesen (bei 29 % der Zelllinien). Ebenfalls haufig deletiert waren die Gene FHIT und
CDH13 bei jeweils 36 % sowie CTNNB1 bei 29 % der Zelllinien. Die haufigste Amplifikation wies
das Gen CDKN1B auf (bei 29 % der Zelllinien).
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Tabelle 10-3 Ubersicht tiber die deletierten und amplifizierten Tumorsuppressorgene
in ESFT Zelllinien

Deletionen Amplifikationen

Gen und Zelllinien Gen und Zelllinien
Lokalisation Anzahl | Prozent Lokalisation Anzahl | Prozent
CDKN2A 9p21 7 50 % CDKN1B 12p13 4 29 %
CDKN2B 9p21 7 50 % IGSF4 11923 2 14 %
FHIT 3p14 5 36 % VHL 3p25 1 7 %
CDH13 16923 5 36 % TP73 1p36 1 7 %
CTNNBH1 3p22 4 29 % CASP8 2033 1 7 %
RARB 3p24 2 14 % DAPK1 9922 1 7 %
VHL 3p25 2 14 % CD44 11p12 1 7%
ESR1 6925 2 14 % ATM 11923 1 7 %
CREM 10p12 2 14 % TNFRSF1A 12p13 1 7 %
Al651963 10p14 2 14 % TNFRSF7 12p13 1 7 %
PTEN 10923 2 14 % BRCA2 13q12 1 7 %
CDH1 16922 2 14 % BCL2 18921 1 7 %
RASSF1 3p21 1 7 %

CASR 3921 1 7 %

APC 5022 1 7 %

BRCA2 13q12 1 7 %

HICA 17p13 1 7 %

BRCA1 17921 1 7 %

BCL2 18921 1 7 %

10.2.2.2 Ergebnisse fiir die ESFT Patientengewebe
Die Analysen wurden auch bei 23 ESFT Patientenproben durchgefiihrt. Tabelle 10-4 zeigt die De-

letionen und Amplifikationen fir die 38 Tumorsuppressorgene.

Ebenso wie bei den Zelllinien zeigte sich auch bei diesen Proben generell eine hohe Ubereinstim-
mung von MLPA und aCGH bei durchschnittlich 96 % aller Daten. Wurden wiederum lediglich die
Aberrationen betrachtet, die zumindest bei einer der beiden Methoden gefunden wurden, zeigte
sich eine Ubereinstimmung von 31 % der Daten. Im Gegensatz zu den ESFT Zelllinien wurden
keine homozygoten Deletionen detektiert und insgesamt lagen bei den Patienten auch sehr viel
weniger Veranderungen vor. So wiesen sechs Patienten (26 %) weder in der MLPA noch aCGH
Kopiezahlanderungen auf. Diese Proben (05-04, 322-04, 26-05, 28-07, 31-07 und 104-07) sind aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nicht in Tabelle 10-4 aufgefiihrt. Wie bei den ESFT Zelllinien konn-
ten auch bei den Patientenproben insgesamt haufiger Aberrationen durch die MLPA nachgewiesen
werden, als durch die aCGH. So wurden durch die MLPA 42 Aberrationen (36 Deletionen, 6 Ampli-
fikationen) und durch die aCGH 34 Aberrationen (28 Deletionen, 6 Amplifikationen) detektiert.

Wurden nur Datensatze mit (bereinstimmenden Ergebnissen in MLPA und aCGH betrachtet, so
wiesen alle Proben zusammen (Anzahl = 23) 17 Deletionen und 3 Amplifikationen auf. Somit hat-
ten auch die ESFT Patienten deutlich mehr deletierte als amplifizierte Tumorsuppressorgene. Le-
diglich 8 Patienten (35 %) wiesen Abweichungen in der Gendosis auf, demnach konnten fir die
Patienten deutlich weniger Aberrationen gefunden werden, als in der Literatur angegeben wird
(75 % bis 80 %, Kapitel 10.1, Seite 51). Die durchschnittliche Anzahl an Aberrationen je Patient lag
bei 0,8 (Spanne: 0-5 Veranderungen pro Patient).
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Tabelle 10-4 Vergleich der MLPA und aCGH Ergebnisse bei 17 ESFT Patienten (basierend auf drei bis vier
unabhangigen MLPA Versuchen). Rot = hemizygote Deletion, Griin = Amplifikation

) © © © = = 3 3 3 3 w0 w0 8 © 8 5 S 5
ESFT Patienten e 4 < < 4 < @ ™~ & 4 < I < o 1B < g
> ] 8 3 S & e e & 3 3 ] g g g e E
Gen und SlE(E(G[E(G[(E(G|E(S|E|s|E|s|E|s|E|s|E||2|E|E|S|E||2|E|S|E|5|G]|5]5
Lokalisation sle[z[R[Z[R[Z[R[Z[S[Z[S[Z[S[Z[G|Z|C|Z|CIZ|C1=]|CIZ|C]|Z]|C]|2|C]2]R]2]R
TP73 p36
CASP8 933
VHL p25
RARB p24
MLH1 p22
MLH1 p22
CTNNB1 p22
RASSF1 p21
RASSF1 p21
FHIT pi2
CASR 921
APC q22 B
ESR1 925
PARK2 926
CDK6 q21
CDKN2A p21
CDKN2B p21
DAPK1 922
[AI651963 0p12
[CREM 10p1
PTEN 1092
CD44 11p1 q
GSTP1 11q1
ATM 92
IGSFa o2 I
[TNFRSF1A__ 12p ||
[TNFRSF7 2p
CDKN1B 2p ||
[PAH 2q2
CHFR 12924 |
BRCA2 13q12
BRCA2 13q12
MLH3 14924 [
TSC2 pi
CDH1 92
CDH13 2 h:-:
HIC b1 F:-:- i
BRCA1 g2
BCL2 q2
KLK3 1991 q
TIMP3 22q1 N

Tabelle 10-5 zeigt die Zusammenstellung der ermittelten Aberrationen in ESFT Patienten. Bei
Kombination von MLPA und aCGH Daten wiesen nur wenige der Tumorsuppressorgene Deletio-
nen oder Amplifikationen auf. Mit einem Anteil von jeweils 13 % der Patienten, waren die beiden
Gene CREMund CDH1 am haufigsten deletiert. Mit jeweils 9 % folgten die Gene AlI651963, IGSF4
und CDH13. Das am haufigsten amplifizierte Gen in den Zelllinien, CDKN1B, war bei den Patien-
ten zusammen mit den beiden Genen TNFRSF1A und TNFRSF7, bei 4 % der Patienten verandert.

Tabelle 10-5 Ubersicht {iber die deletierten und amplifizierten Tumorsuppressorgene in
ESFT Patientengeweben

Deletionen

Gen und Patienten
Lokalisation Anzahl | Prozent
CREM 10p12 3 13 %
CDH1 16q22 3 13 %
Al651963 10pi14 2 9 %
IGSF4 11923 2 9%
CDH13 1623 2 9%
TP73 1p36 1 4 %
CDKN2A 9p21 1 4 %
CDKN2B 9p21 1 4%
PTEN 10923 1 4%
ATM 11923 1 4 %
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Amplifikationen

Gen und Patienten
Lokalisation Anzahl | Prozent
CDKN1B 12p13 1 4%
TNFRSF1A 12p13 1 4%
TNFRSF7 12p13 1 4%
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10.2.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Zelllinien- und Patientenproben

Wourden die Aberrationsdaten von Zelllinien- und Patientenproben kombiniert (Anzahl aller Proben
= 37), so fanden sich einige Gene, die in beiden Gruppen verandert waren (Tabelle 10-6). Am h&u-
figsten deletiert waren die Gene CDKN2A und CDKNZ2B (bei 22 % aller untersuchten Proben), wo-
bei die beiden Gene deutlich hdufiger bei den Zelllinien deletiert waren (bei 7 Zelllinien), als bei den
Patienten (bei einem Patient). Ebenfalls haufig waren die beiden Chromosom 16q Gene CDH13
(19 %) und CDH1 (14 %) sowie das Chromosom 10 Gen CREM (14 %) deletiert. Dabei zeigten die
beiden Gene CDH1 und CREM bei ahnlich vielen Proben in Zelllinien (jeweils bei 14 %) und Pa-
tienten (jeweils bei 12 %) eine Deletion. Bei den deutlich selteneren Amplifikationen war das Gen
CDKN1B am haufigsten betroffen (14 % aller Proben).

Tabelle 10-6 Ubersicht tiber die Tumorsuppressorgene, die sowohl in Zelllinien- als auch Patientenpro-
ben Kopiezahlanderungen aufwiesen.

Deletionen Amplifikationen

Gen und Anzahl Pronerl\)t aller Gen und Anzahl Pronerl\)t aller
Lokalisation Zelllinien | Patienten | Anzra‘:“e:m Lokalisation Zelllinien | Patienten | Anzra‘:“e:m
CDKN2A ___9p2i 7 1 22 % CDKNIB___ 12pi3 Z 7 12 %
CDKN2B ___9p21 7 1 22% TNFRSFIA_12p13 ] ] 5 %
CDH13 16923 5 2 19% TNFRSF7___12p13 ] ] 59%
CDH1 16922 2 3 4%

CREM Top12 2 3 4%

Al651963 ___10pi4 > 2 1%

PTEN 10923 2 1 8%

10.3 Wahl der Kandidatengene

In Kapitel 10.1 (Seite 51) wurde anhand von Literaturrecherchen ein haufiger und auch prognos-
tisch signifikanter Verlust des langen Arms von Chromosom 16 bei ESFTs beschrieben. Weiterhin
wurde durch LOH-Analysen der chromosomale Bereich auf Locus 16g22 bis 16924 eingegrenzt.
Die Ergebnisse aus Kapitel 10.2 (Seite 52) bestatigten zudem eine haufige Deletion im Bereich
16922 (CDHT) und 16923 (CDH13) bei Zelllinien und Patienten zumindest fir die beiden unter-
suchten 16g Gene.

Das Gen CDH1 (Cadherin 1) kodiert fir ein Zelladh&sionsprotein, welches vor allem in epithelialen
Zellen vorkommt. In verschiedenen Tumorentitdten wurde es als Tumorsuppressorgen klassifiziert
(Ubersichtsartikel: Semb und Christofori 1998). Dagegen scheint CDH1 in ESFTs eine onkogene
Funktion zu haben. So zeigten Tirado et al., dass ein Verlust von CDH1 zu einer Wachstumsinhibi-
tion sowohl bei ESFT Zelllinien als auch bei Tumor Xenotransplantaten in Nacktmausen fihrt (Ti-
rado et al. 2006). Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Expression von CDH1 in
ESFT Zelllinien zu einer verminderten Apoptose der Zellen in Suspension fiihrt (Kang et al. 2007).
Da diese Arbeit auf der Hypothese beruht, dass sich zumindest ein Tumorsuppressorgen auf
Chromosom 16q befinden sollte, wurde Cadherin 1 nicht fir eine weitere Analyse in Betracht ge-
zogen.

Bei dem zweiten Gen, CDH13, handelt es sich ebenfalls um ein Cadherin, wobei dem Protein aber
sowohl Transmembran- als auch Cytoplasmatische Domane fehlt, die normalerweise bei den klas-
sischen Cadherinen vorhanden sind (Ranscht und Dours-Zimmermann 1991). Dennoch ist auch

Cadherin 13 in der Lage, eine Adhé&sion von Zellen zu vermitteln (Vestal und Ranscht 1992). In den
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meisten Tumorentititen wird CDH13 wenig exprimiert und eine Uberexpression wurde in endothe-
lialen Zellen mit Tumor-progressiven Eigenschaften korreliert (Ubersichtsartikel: Andreeva und Ku-
tuzov 2010). Eine Funktionsanalyse von CDH13 in ESFTs wurde durch unseren Kooperationspart-
ner, dem Centro de Investigacion del Cancer (Universitdt Salamanca, Spanien), unter Leitung von
Dr. de Alava durchgefiihrt. Es konnten jedoch keine signifikanten Korrelationen zwischen der
CDH13 Expression, einer veranderten Zellphysiologie oder der Prognose von ESFT Patienten

nachgewiesen werden (de Alava, unveréffentlichte Ergebnisse).

16p15.5

. 16p15.2

16F13.13
16F13.12
16F13.11
© o 1BR12.E
16F12.2
16p12.1

leqi2.1
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16p11.1
16q11.1 N
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Abbildung 10-5 Schematische Darstellung des Chromosom 16, mit Lokalisation der Kandidatengene
CDH11 und TERF2IP. Schwarzer Balken: Kleinster Bereich der LOH bei ESFT Zelllinien (Kapitel 10.1).
Chromosomendarstellung verandert nach NCBI Map Viewer (www.ncbi.nIm.nih.gov; Version 37.1).

Unter Verwendung des NCBI Map Viewer (www.ncbi.nim.nih.gov; Version 37.1), wurden weitere
Gene gesucht, die sich auf Chromosom 16, im Bereich 16922 bis 16924 befinden und die fir eine
Untersuchung in ESFTs in Frage kamen. Dabei wurde ein weiteres Cadherin in direkter Nachbar-
schaft zu CDH1 entdeckt und ausgewahlt, das CDH11 (Abbildung 10-5). In der Nahe von CDH13

wurde das Gen TERF2IP flr die weitere Analyse ausgewahit.

10.3.1 CDH11 (Cadherin 11)

Das am Locus 16922 gelegenen Gen kodiert fiir ein Zelladh&sionsprotein, welches unter anderem
eine wichtige Funktion in der Entwicklung von Knochen bildenden Zellen, den Osteoblasten, besitzt
(Kawaguchi et al. 2001; Kapitel 4.1, Seite 14). Fir die Suche nach neuen Kandidatengenen im
Knochentumor ESFT, kam dieses Gen daher besonders in Betracht.

Es konnte bereits ein méglicher Einfluss von CDH11 auf die Entwicklung von Knochenmetastasen
bei Prostata- und Mammakarzinom gezeigt werden (Chu et al. 2008, Huang et al. 2010, Tamura et

al. 2008). Die Zuordnung des Gens zur Kategorie der Tumorsuppressorgene oder Onkogene
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scheint aber abhéngig zu sein von der Tumorentitdt. So korreliert eine erhdéhte Expression von
CDH11 mit dem Vorliegen von aggressiveren Stadien beim Mammakarzinom (Pishvaian et al.
1999), wohingegen das Ausschalten von CDH11 im Mausmodell des Retinoblastoms, zu einem
schnelleren Tumorwachstum und weniger Zellsterben fihrt (Marchong et al. 2010). Bei dem hau-
figsten priméaren, malignen Knochentumor, dem Osteosarkom, ist eine Funktion von CDH11 als
Tumorsuppressor wahrscheinlich. Zum einen vermindert eine Uberexpression von CDH11 in
Osteosarkom Zelllinien deren Migrationsfahigkeit und fihrt in vivo zu weniger Lungenmetastasen
(Kashima et al. 2003), zum anderen konnte eine verringerte Expression signifikant mit einer zu-
nehmenden Malignitit und einem verkiirzten Uberleben von Osteosarkom Patienten korreliert wer-
den (Nakajima et al. 2008). In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Rolle von CDH11 in ESFTs
untersucht.

10.3.2 TERF2IP (Telomeric repeat binding factor 2 interacting protein)

Bei jeder DNA Replikation verklrzen sich die Enden der Chromosomen (Telomere), bis die Zellen
in die so genannte zelluldre Seneszenz Ubergehen, wodurch sich normale Zellen nicht mehr weiter
teilen kénnen (Allsopp et al. 1992). In Tumorzellen werden dagegen Mechanismen aktiviert, die zur
Erhaltung der Telomerlange flihren und damit auch die Teilungsfahigkeit von Zellen beginstigen
(Ubersichtartikel: Shay et al. 2001). Das bei 16023 liegende Gen TERF2IP kodiert fiir ein Protein,
welches indirekt an der Regulation der Telomerldnge beteiligt ist (Li et al. 2000; Kapitel 4.2, Seite
16). Es handelt sich dabei um einen negativen Regulator, der wahrscheinlich das Anlagern des Te-
lomerkomplexes und damit eine Verldngerung der Telomere verhindert (O'Connor et al. 2004).
Umehara et al. konnten bei verschiedenen Knochen- und Weichgewebe Tumoren (115 Tumorpro-
ben, darunter 19 Osteosarkome und 7 ESFTs) eine Korrelation von aktivem Telomerasekomplex
und aggressiverem Tumor zeigen (Umehara et al. 2004). Diese Ergebnisse lassen eine Funktion
von TERF2IP als Tumorsuppressor vermuten. Allerdings konnten Avigad et al. nachweisen, dass
63 % der ESFT Patienten kurze Telomere aufweisen und dies signifikant mit einer negativen Pro-
gnose korreliert, wahrscheinlich durch eine Instabilitat der verklrzten Chromosomen (Avigad et al.
2007). Aufgrund des Hinweises auf eine Tumor-repressive Funktion, wurde die Rolle von TERF2IP

in ESFTs in dieser Arbeit weiter erforscht.

11.In vitro Charakterisierung der Kandidatengene CDH11 und TERF2IP

Basierend auf der Hypothese, dass sich auf dem langen Arm von Chromosom 16 (16q) ein Tumor-
suppressorgen befinden sollte, wurden die ausgewahlten Kandidatengene eingehender in ESFT
Zelllinien und primdrem Tumorgewebe charakterisiert. Fir TERF2IP konnte bereits eine mdgliche
Tumor-repressive Funktion in Knochentumoren nachgewiesen werden. Dagegen wurde die Funk-
tion von CDH11 in dieser Arbeit zum ersten Mal bei ESFT Zelllinien und Patienten untersucht. Die
Analysen sollten zeigen, ob diese beiden Gene als neue potentielle Prognosemarker in Betracht
kommen und wurden als Vorversuche vor den funktionellen Studien in Kapitel 12 durchgefiihrt.

Abbildung 11-1 zeigt die Gliederung der Ergebnisse in Kapitel 11.
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Abbildung 11-1 Aufteilung der Ergebnisse in Kapitel 11.

Zunachst wurde die Kopiezahl der Gene (Gendosis) mit MLPA und aCGH in ESFT Zelllinien und
Patientengeweben bestimmt. AnschlieBend wurde die Expression sowohl auf RNA als auch Prote-
in Ebene bestimmt. Im Anschluss wurden die gewonnenen Gendosis- und Expressionsdaten mit-
einander korreliert, um zu sehen ob das Vorliegen von genomischen Aberrationen (Deletionen oder
Amplifikationen) einen Einfluss auf die Expression hat. Ob es einen statistischen Zusammenhang

zwischen den molekularen und den klinischen Daten der Patienten gab, ist in Kapitel 11.4 erfasst.

11.1 Gendosisbestimmung in ESFT Zelllinien und -Patienten

Die Gendosis beschreibt die Anzahl an Kopien eines Gens in einer Zelle. Normalerweise sind in
humanen Zellen (mit Ausnahme der Geschlechtszellen und DNA-freien Zellen) zwei Kopien eines
Gens (= diploid) beziehungsweise zwei Allele im Genom vorhanden (Alberts 2004). Kommt es zu
einer Amplifikation der Gene oder ganzer Chromosomenbereiche, liegen mehr als zwei Kopien vor
(zum Beispiel drei Gene = triploid). Bei Deletionen unterscheidet man zwischen hemizygoten Dele-
tionen, bei denen nur ein Allel des Gens betroffen ist und homozygoten Deletionen, bei denen bei-
de Genkopien deletiert sind.

Basierend auf den Ergebnissen von Kapitel 10.2 (Etablierung und Validierung der MLPA, Seite 52),
wurde fir die Gendosisbestimmung sowohl die Methode der MLPA als auch die Methode der
aCGH verwendet und die Ergebnisse miteinander verglichen. AuBerdem wurde nur DNA aus ge-
frorenen oder frischen, unfixierten Zellen fir die Analysen verwendet. Es wurden die 14 ESFT Zell-
linienproben und primaren Tumorgewebe von 23 ESFT Patienten eingesetzt, die auch schon in
Kapitel 10 (Seite 51) verwendet wurden. Analog zu diesem Kapitel wurden die Rohdaten mit der
GeneMarker® Software (Version 1.7, SoftGenetics LLC) analysiert und mit 6 Kontrollproben ge-
sunder Probanden normalisiert. Da in Kapitel 10.2 eine geringe Standardabweichung zwischen den
unabhangigen MLPA Analysen (etwa 10 % bis 15 %) belegt werden konnte, wurde ein einziger
MLPA Ansatz durchgefihrt. Um dennoch die Reproduzierbarkeit der Daten zu Gberpriifen, wurden
die beiden selbst entwickelten Sonden fiir die Gene CDH11 und TERF2IP (Tabelle 6-6, Seite 33)
zu den Sonden des MEQO1B Tumor Suppressor Kit von MRC-Holland (Tabelle 6-5, Seite 33) hin-
zugefligt und die Ergebnisse flir die kommerziellen Sonden mit den Ergebnissen aus Kapitel 10.2.2

(Seite 55) verglichen.
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Der Vergleich der Daten fiir die kommerziellen Sonden (Anzahl = 41) ergab eine hohe Uberein-
stimmung der Ergebnisse von 94 % fur die Zelllinien und 95 % fur die Patienten (Daten nicht ge-
zeigt). Zusétzlich wurden wieder die homozygoten Deletionen eindeutig bestimmt, so dass davon
ausgegangen wurde, dass die Ergebnisse aus der MLPA reproduzierbar waren. Fir den Patienten
104-07 konnte keine vollstdndige Gendosisbestimmung durchgefihrt werden, da in der MLPA kei-
ne Ergebnisse erzielt wurden. Der Grund hierfir konnte nicht festgestellt werden, aber es wurde
darauf verzichtet die gesamte Analyse fir einen einzigen Patienten zu wiederholen. Der Patient
wurde flr die Analyse der Gendosis nicht beriicksichtigt. Der Vergleich der MLPA mit der aCGH ist
in Tabelle 11-1 gezeigt. Keine der Zelllinien- oder Patientenprobe wies eine Amplifikation der Kan-
didatengene auf und es konnten keine homozygoten Deletionen durch die MLPA detektiert werden.
Bei dem Gen CDH11 wurden geringfligig haufiger Deletionen durch die aCGH gefunden, als durch
die MLPA. So wurden durch aCGH Deletionen bei 3 Zelllinien (21 %) und 5 Patienten (23 %) de-
tektiert, wahrend die MLPA ebenfalls bei 3 Zelllinien (21 %), aber nur bei 2 Patienten (9 %) Dele-
tionen von CDH11 nachweisen konnte. Fir das Gen TERF2IP war es umgekehrt, denn durch die
aCGH wurden fur 2 Zelllinien (14 %), aber keinen der Patienten (0 %) Deletionen detektiert, dage-
gen wiesen bei der MLPA 4 Zelllinien (29 %) und 2 Patienten (9 %) eine Deletion auf. Uberein-
stimmende Ergebnisse von MLPA und aCGH lagen bei den Zelllinien fir 93 % und bei den Patien-
ten fir 89 % der Daten vor. Wurden nur Aberrationen betrachtet, die sowohl in der MLPA als auch
aCGH detektiert wurden, so wies das Gen CDH11 bei 21 % der Zelllinien (SK-ES1, SK-NM-C, VH-
64) sowie 9 % der Patienten (313-04, 03-05) eine Deletion auf. Das Gen TERF2IP war bei 14 %
der Zelllinien (SK-NM-C, VH64), aber keinen der Patienten deletiert.

Tabelle 11-1 Ubersicht tber die Aberrationen der Kandidatengene CDH11 und TERF2IP bei 14 Zell-
linien (A) und 23 Patienten (B). Einfacher MLPA-Ansatz. Rot = hemizygote Deletion \ = keine Ergeb-
nisse vorhanden
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Zusammenfassend konnten Gendosisveranderungen sowohl von CDH171 als auch TERF2IP nach-
gewiesen werden. Bei Kombination von MLPA und aCGH Ergebnissen, lag bei 21 % (CDH11) be-
ziehungsweise 14 % (TERF2IP) der untersuchten Zelllinien eine Deletion vor. Bei den ESFT Pa-
tientengeweben war nur das Gen CDH11 sowohl bei MLPA als auch aCGH deletiert (9 % der pri-
maren Tumorgewebe), dagegen konnten fir das Gen TERF2IP nur Deletionen mittels MLPA (9 %

der Patientenproben) nachgewiesen werden.

11.2 Genexpression in ESFT Zelllinien und -Patienten

Bei der Expression wird die genetische Information der (Protein-) kodierenden Gene Uber die RNA
als ,molekulare Zwischenstufe (so genannte mRNA) an die Proteine weitergegeben. Die Gen-
expression kann dabei auf jeder der drei Ebenen DNA - RNA - Protein reguliert werden, zum Bei-
spiel durch eine Kontrolle der Transkription (DNA - RNA) oder der Translation (RNA - Protein, Al-
berts 2004). Anhand von Aberrationsanalysen lassen sich daher nur wenig Aussagen Uber die
Menge an RNA oder Proteinen einer Zelle machen. Es wurde daher auch die Expression der Kan-

didatengene auf RNA- und Protein Ebene untersucht.

11.2.1 Quantitative Analyse der RNA Expression

Fir die Analyse der Expression von CDH11 und TERF2IP auf RNA Ebene wurde die Methode der
guantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR; Methodenbeschreibung: Seite 25) verwendet. Die bent-
tigte cDNA (copy-DNA) der zu analysierenden Proben war zum gréBten Teil bereits am Institut
vorhanden. Fehlende Proben der Zelllinien wurden durch RNA Isolation aus gefrorenen Zellen mit
anschlieBender Reverser Transkription (Methodenbeschreibung: Seite 22 und Seite 24) neu her-
gestellt. Es wurden die gleichen 14 ESFT Zelllinien verwendet, fir die auch schon die Gendosis-
bestimmung (Kapitel 11.1) durchgefihrt wurde. Von den bis dahin analysierten 23 Patientengewe-
ben waren dagegen 4 Proben (91-03, 96-03, 63-04, 120-06) nicht mehr verfligbar. Um ein ausrei-
chend groBes Patientenkollektiv analysieren zu kénnen, wurden zusatzlich 14 weitere priméare Tu-
morgewebe untersucht (Gesamtanzahl untersuchter Patientengewebe = 33). Tabelle 6-1 (Seite 26)
listet die verwendeten Primer flr die analysierten Gene auf. Neben den Kandidatengenen CDH11
und TERF2IP wurde auch das Gen GAPDH analysiert, welches zur Normalisierung der Daten ver-
wendet wurde (Methodenbeschreibung: Seite 27). Alle Anséatze erfolgten in Doppelbestimmung.
Die normalisierte, relative Expression (bezogen auf GAPDH) der beiden Kandidatengene CDH11
und TERF2IP ist in Abbildung 11-2 fiir die 14 ESFT Zelllinien und in Abbildung 11-3 fir die 33

ESFT Patienten zusammengefasst.

Bei den Zelllinien zeigte sich eine heterogene RNA Expression von CDH11. Die relative Expres-
sion nahm Werte von 0,0 (CHP-100, + 0,02 Standardabweichung) bis 7,8 (STA-ET2.1, £ 2,5) an
und die mittlere Expression betrug 1,8. Die mit Abstand héchste CDH11 Expression zeigte die Zell-
linie STA-ET2.1, mit einer fast 8-fach héheren Expression als CHP-100 und einer fast doppelt so

hohen Expression im Vergleich zu ET10.
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Dagegen zeigte sich bei der Analyse von TERFZ2IP eine deutlich homogenere RNA Expression, als
bei CDH11. Die relativen Expressionswerte lagen zwischen 0,4 (SK-ES1, £ 0,15 Standardabwei-
chung) und 2,2 (RD-ES, * 0,56). Lediglich die Zelllinie TC71 wies mit einer relativen Expression

von 41 (£ 7,6), eine mehr als 10-fach héhere Expression als der Mittelwert auf.
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Abbildung 11-2 Relative und mittlere RNA Expression von CDH11 (A) und
TERF2IP (B) in ESFT Zelllinien (bezogen auf GAPDH). Mittelwerte der Dop-
pelbestimmung und Standardabweichungen. Logarithmische Darstellung.

Auch bei den Patienten (Abbildung 11-3) zeigte sich fir CDH11 eine sehr heterogene Expression,
mit Werten von 0,4 (162-08, £ 0,02 Standardabweichung) bis 11,6 (24-09, + 0,02). Die relative Ex-
pression von CDH11 war im Durchschnitt flr die Patienten signifikant héher (4,8), als fiir die Zellli-

nien (1,8; Student’s t-Test, p < 0.01, zweiseitig).

Bei der Untersuchung von TERF2IP wurde auch wieder eine deutlich homogenere Expression ge-
funden, als bei CDH11. Hier nahm die relative Expression Werte von 0,2 (24-09, + 0,06 Standard-
abweichung) bis 3,3 (29-09, + 0,42) an, mit einer mittleren Expression von 1,0. Die relative Expres-
sion von TERF2IP war im Durchschnitt fir die Patienten (1,0) und fir die Zelllinien (4,0) nicht signi-

fikant verschieden (Student’s t-Test, p = 0.11, zweiseitig).
Es konnte also fir fast alle Zelllinien und alle Patientengewebe eine Expression von CDH11 und

TERF2IP nachgewiesen werden. Lediglich die Zelllinie CHP-100 zeigte keine CDH11 Expression.

Far CDH11 konnte zusétzlich eine signifikant héhere Expression bei den Patienten belegt werden.
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Abbildung 11-3 Relative RNA Expression und mittlere Expression (Mittelwert) von CDH11 (A)
und TERF2IP (B) in ESFT Patienten (bezogen auf GAPDH). Mittelwerte der Doppelbestim-
mung und Standardabweichungen.

11.2.2 Immunologische Untersuchung der Protein Expression

Die Protein Expression wurde sowohl immunhistochemisch an Zelllinienpréparaten und Patienten
Tissue-Microarrays (TMAs) als auch mit SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) und
anschlieBendem Western Blot an Zelllinienproteinen bestimmt.

11.2.2.1 Immunhistochemie an Zelllinienprédparaten und Patienten Tissue-Microarrays

Die Immunhistochemie wurde an Praparaten durchgefihrt, bei denen sich verschiedene Zellen
oder Gewebestlicke auf einem einzigen Objekttréager befinden. Sie werden hergestellt, indem 0,6 -
2 mm kleine Proben aus den in Paraffin eingebetteten Zellen oder Geweben ausgestanzt und ras-
terférmig nebeneinander in einem neuen Paraffinblock angeordnet werden. Dieser kann dann mit-
tels Mikrotom in 2 - 5 ym dinne Schichten geschnitten und anschlieBend auf Objekttragern fest-
gehalten werden (Battifora 1986). Alle verwendeten Zelllinienprédparate und Tissue-Microarrays
(TMAs) waren bereits am Institut vorhanden.

Die Zelllinienpréparate umfassten die bereits analysierten 14 Zelllinien. Bei den TMAs waren da-
gegen nur Patientengewebe vertreten, die bislang noch nicht im Rahmen dieser Arbeit untersucht
wurden (Anzahl = 30). Fir die Korrelation von Gendosis und Genexpression (Kapitel 11.3) konnten
daher nur die Ergebnisse der Zelllinien verwendet werden. Die Daten zur Protein Expression der
ESFT Patientengewebe wurden in Kapitel 11.4 mit den klinischen Daten der Patienten korreliert.
Die verwendeten Antikérper fir CDH11 und TERF2IP sind in Tabelle 7-3 (Seite 39) aufgelistet. Die

Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop unter Verwendung des Immunreaktiven Scores (IRS), der
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die Farbintensitdt und den Anteil der gefarbten, positiven Zellen berlicksichtigt (Remmele und
Stegner 1987; Methodenbeschreibung: Seite 39). Der IRS kann Werte zwischen 0 - 12 annehmen,
wobei O fir keine Expression und 12 fur eine sehr hohe Expression steht.

Abbildung 11-4 zeigt exemplarisch die immunhistochemische Farbung der Zelllinienpréparate mit
den Antikdrpern fir CDH11 (A + B) und TERF2IP (C + D). Ahnlich zu den Ergebnissen der RNA
Expression (Kapitel 11.2.1, Seite 65) konnte auch fir die Proteine eine heterogene Expression von
CDH11 und eine eher homogene Expression von TERF2IP festgestellt werden. Deutlich zu erken-
nen war eine unterschiedliche Lokalisation der Proteine in den Zellen. So zeigte sich bei Verwen-
dung des CDH11 Antikérpers vor allem eine membransténdige und teilweise auch cytoplasmati-
sche braune Anfarbung, wéhrend der TERF2IP Antikdrper ausschlieBlich nukleére Proteine detek-
tierte.

CHP 1M

*"‘ﬁ'{a‘\ t‘ﬁt §‘~

Abbildung 11-4 Exemplarische Darstellung der Inmunhistochemie an Zellllnlenpraparaten. Zur immunhisto-
chemischen Farbung der Zellen wurde ein CDH11 (A + B) und ein TERF2IP Antikérper (C + D) verwendet.
Es sind jeweils zwei Beispiele fiir eine schwache (A + C) und eine starke Anfarbung (B + D) der Zellen dar-
gestellt. 1000-fache VergrdBerung.

Die Auswertung der Zelllinienpréparate nach IRS ist in Abbildung 11-5 dargestellt. Bei der Analyse
zur CDH11 Expression (A) konnte die Linie RD-ES nicht ausgewertet werden, da sich die Zellen
vom Objekttréager abgeldst hatten. Die restlichen 13 ESFT Zelllinien wiesen eine heterogene Prote-
in Expression von CDH11 auf, mit einem mittleren IRS von 4,9. Fir die Zelllinie CHP-100 konnte
keine Expression (IRS = 0) nachgewiesen werden, wahrend sich bei den Zelllinien ET10 und SK-
NM-C eine sehr hohe Expression (IRS = 12) zeigte.

Die TERF2IP Protein Expression war wenig differenziert, mit einem mittleren IRS von 6,3. Von den
untersuchten 14 Zelllinien zeigten 6 (43 %) einen IRS von 4, wahrend die restlichen 8 Zelllinien
(57 %) einen IRS von 8 aufwiesen. Insofern zeigte sich fir die TERF2IP Protein Expression eine
eher geringe bis mittlere Expression (IRS 1-8), aber keine der untersuchten Zelllinien hatte eine
hohe Expression (IRS 9-12).
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Abbildung 11-5 Auswertung der Protein Expression von CDH11 (A) und TERF2IP (B) in Zelllinienpraparaten
(im Einfachansatz) durch immunhistochemische Analyse und Verwendung des Immunreaktiven Scores (IRS).

Abbildung 11-6 zeigt exemplarisch die immunhistochemische Farbung der Patienten TMAs mit den
Antikérpern fir CDH11 (A + B) und TERF2IP (C + D). Auch flr die Patientengewebe wurde eine
heterogene Expression der CDH11 Proteine vor allem in Membran und Cytoplasma der Zellen ge-
funden, wéhrend die TERF2IP Proteine deutlich homogener im Zellkern exprimiert waren.
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Abbildung 11-6 Exemplarische Darstellung der Immunhistochemie an Patientengeweben (TMAs). Zur

immunhistochemischen Farbung der Zellen wurde ein CDH11 (A + B) und ein TERF2IP Antikorper (C +
D) verwendet. Es sind jeweils zwei Beispiele fir eine schwache (A + C) und eine starke Anfarbung (B +
D) der Zellen dargestellt. 1000-fache VergroBerung.

Abbildung 11-7 zeigt die korrespondierende Auswertung zur Immunhistologie der Patientengewebe
unter Verwendung des IRS. Da sich teilweise das Gewebe von den Objekttragern abgeldst hatte,
konnten bei der Analyse zur CDH11 Expression lediglich 24 der 30 und bei der TERF2IP Expres-
sionsauswertung 28 der 30 unterschiedlichen Patientengewebe ausgewertet werden.

Alle der 24 auswertbaren Tumorgewebe zeigten eine Protein Expression von CDH11, mit einem
mittleren IRS von 9 (Abbildung 11-7 A). Zwei Patienten (242-04 und 252-04) wiesen eine eher ge-
ringe Expression auf (8 %; IRS 2 und 3), wahrend die restlichen Proben einen IRS von mindestens
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8 hatten. Von den 24 Geweben zeigten 10 (42 %) eine sehr hohe CDH11 Expression mit einem
IRS von 12.

Bei den Tumorgeweben konnte eine geringe Expression von TERF2IP festgestellt werden (Mittle-
rer IRS von 4; Abbildung 11-7 B). Von den 28 auswertbaren Proben zeigten 8 (29 %) gar keine
TERF2IP Expression (IRS = 0) und 13 Gewebe (46 %) wiesen eine eher geringe Expression auf
(IRS 3-4). Nur ein Viertel der Patientenproben (25 %) zeigte eine etwas hdhere Expression mit ei-

nem IRS von 6 bis 9, aber keines der Gewebe hatte einen IRS von 10 bis 12.
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Abbildung 11-7 Auswertung der Protein Expression von CDH11 (A) und TERF2IP (B) in Patienten TMAs (im
Einfachansatz) durch immunhistochemische Analyse und Verwendung des Immunreaktiven Scores (IRS).

11.2.2.2 SDS-PAGE, Western Blot und Immundetektion mit Proteinen aus Zelllinien

Die verwendeten Proteinlysate der 14 ESFT Zelllinien waren zum gréBten Teil bereits am Institut
vorhanden. Fehlende Lysate wurden unter Verwendung des Protokolls aus Kapitel 7.1 (Seite 35)
neu hergestellt. Es wurde eine Gesamtproteinkonzentration von 30 pg in die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt (Methodenbeschreibung: Seite 35) und die Proteine
nach ihrer GroBe aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteine von dem Gel auf eine Nitrocellu-
lose Membran Ubertragen und durch eine Immunreaktion mit Antikérpern detektiert (Methodenbe-
schreibung: Seite 36). Die verwendeten Primar- und Sekundérantikérper sind in Tabelle 7-2 (Seite
37) aufgelistet. Zusatzlich zu den CDH11 und TERF2IP Primérantikdrpern wurde auch ein Antikér-
per gegen GAPDH zur Normalisierung verwendet. Die Proteinbanden des Rdéntgenfilms wurden
eingescannt und mit dem Programm GelScape densitometrisch ausgewertet (Young et al. 2004).
Die Starke der Banden verhalt sich dabei proportional zur Menge an CDH11 beziehungsweise
TERF2IP Protein.

Abbildung 11-8 (A) zeigt die Western Blot Banden fir das CDH11 Protein, die eine Masse von 110
Kilodalton (kD) sowie die Banden fiir das GAPDH Protein, die eine Masse von 35 kD aufwiesen.
Darunter zeigt Abbildung 11-8 (B) die densitometrische Auswertung der Banden, bei der die Ban-
denstarke fir CDH11 bereits auf die fir GAPDH bezogen wurde. Die Protein Expression von
CDH11 war in den Zelllinien sehr heterogen. So wiesen die Zelllinien A673 und STA-ET2.1 im Ver-
haltnis zu den anderen Zelllinien eine sehr starke Expression auf (relative Bandenstéarke 1,9 und
1,3), wéhrend bei den Zelllinien CHP-100 und SK-ES1 keine, beziehungsweise nur eine sehr ge-
ringe Protein Expression nachzuweisen war (Bandenstarke 0,0 und 0,01). Der Mittelwert der relati-
ven Bandenstarke fir CDH11 lag bei 0,9.

70



Ergebnisse

A

7] ' 1
CDH11 .—- — “._.....-... 110 kD
o ot - ' e

GAPDH | SanSEBED « GBS aun cs SIS @E 35 (D

g 882288 » 2E 5 3 8
© : T = 3 = w = w - O 4 w
< O oo w E = v Z g w F ES =
2 = 6 x B &
o n n iy
B © Z
20 Y
207
< ]
1O ]
s15 .-
S 1,2 1,2
° 1,0 Mittelwert
R RS ERECE R - (09)
@ 0,7 0,7
(0]
2
£ 051 - N B
[0}
o 0,0 0,01
0,0 —_—

ESFT Zelllinien

Abbildung 11-8 Protein Expression von CDH11 in 14 ESFT Zelllinien. (A) CDH11
(110 kD) und GAPDH (35 kD) Proteinbanden im Western Blot. (B) Relative densi-
tometrische Auswertung der CDH11 Banden (normalisiert mit GAPDH Werten).

Abbildung 11-9 zeigt die relative Proteinquantifizierung von TERF2IP bei den ESFT Zelllinien. Die
Banden (A) wiesen eine Masse von 60 kD auf, die in diesem Ansatz ebenfalls detektierte Bande flr
das GAPDH Protein eine Masse von 35 kD. Die relative Quantifizierung der TERF2IP Banden (B;
bezogen auf GAPDH) ergab zwischen den Zelllinien wenige Unterschiede. So zeigten die meisten
Zelllinien (64 %) eine relative Bandenstérke nahe der mittleren Bandenstarke von 0,67. Eine ge-
ringfligig hdhere Expression (relative Bandenstarke 1,01) wies die Zelllinie STA-ET2.1 auf, eine
deutlich niedrigere die Zelllinien VH-64 und SK-NM-C (0,29 beziehungsweise 0,25).
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Abbildung 11-9 Protein Expression von TERF2IP in 14 ESFT Zelllinien. TERF2IP
(60 kD) und GAPDH (35 kD) Proteinbanden im Western Blot (A). Relative densito-
metrische Auswertung der TERF2IP Banden (B; normalisiert mit GAPDH).
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11.3 Korrelation von Gendosis und Genexpression

Um die Ergebnisse zur Deletion und Expression der Kandidatengene CDH11 und TERFZ2IP mitei-
nander zu korrelieren, wurde das Programm SPSS® Statistics 19 (IBM® Corporation 2010) verwen-
det. Es wurde dabei untersucht, ob die Gendosis mit der Genexpression und die RNA- mit der Pro-
tein Expression korreliert. Tabelle 11-2 listet die Ergebnisse fiir die Gendosis und Genexpression
der Zelllinien noch einmal fir CDH11 (A) und TERF2IP (B) auf.

Der erste Uberblick (iber die Ergebnisse ergab, dass es sowohl bei der Untersuchung von CDH11
als auch TERF2IP bei den ESFT Zelllinien Ubereinstimmungen zwischen der Gendosis und Gen-
expression, beziehungsweise von RNA- und Protein Expression gab. So wies die Zelllinie SK-ES1
eine Deletion von CDH11 auf und zeigte gleichzeitig eine niedrige CDH11 RNA- und Protein Ex-
pression. Bei der Zelllinie CHP-100 konnte, trotz einer fehlenden Deletion des Gens, weder eine
RNA-, noch eine Protein Expression von CDH11 nachgewiesen werden und &hnliche Ergebnisse
zeigte auch die Zelllinie EW3.

Bei der Untersuchung von TERF2IP konnte fir die beiden Zelllinien SK-N-MC und VH-64 ebenfalls
bei einer Deletion des Gens, auch eine korrespondierende niedrige Expression festgestellt werden.
Des Weiteren zeigte sich bei der Linie STA-ET1 nicht nur auf RNA- sondern auch auf Protein Ebe-

ne eine niedrige TERF2IP Expression.

Sowohl bei der Analyse von CDH11 als auch TERF2IP konnten fiir jeweils 6 der 14 untersuchten
Zelllinien (43 %, in Tabelle 11-2 blau hinterlegt) zumindest im Vergleich der RNA- und Protein Ex-

pression Ubereinstimmende Ergebnisse gefunden werden.

Tabelle 11-2 Uberblick (iber die Ergebnisse der Gendosis- und Expressionsanalysen von CDH11 (A) und
TERF2IP (B) in ESFT Zelllinien. IHC = Immunhistochemie, WB = Western Blot, \ = Daten nicht verflgbar
(Zellen haben sich abgeldst). Rot = Deletion, Blau = Gbereinstimmende RNA- und Protein Expression

A B

ESFT Gengosts RNA Ex'l)";ist::gnExpression ESFT Genosts RNA EX’I)’rrist::gnExpression
Zelllinien aCGH| MLPA Expression 1HC WE Zelllinien aCGH| MLPA Expression HC WEB
A673 1,1 8 1,9 A673 0,9 8 0,7
CADO-ES 0,4 2 0,9 CADO-ES 1,0 8 0,8
CHP-100 0,0 0 0,0 CHP-100 0,9 4 0,8
ET10 41 12 1,2 ET10 1,9 8 0,9
EW3 0,2 2 0,7 EW3 1,5 8 0,7
RD-ES 13 [T~—] o8 RD-ES 2,2 8 08
RM-82 2,7 3 1,2 RM-82 0,9 4 0,8
SK-ES1 0,3 3 0,01 SK-ES1 0,4 8 0,5
SK-N-MC 3,3 12 1,0 SK-N-MC 1,1 4 0,3
STA-ET1 0,5 3 0,7 STA-ET1 0,4 4 0,6
STA-ET2.1 7.8 8 1,3 STA-ET2.1 2,1 8 1,0
TC71 0,8 3 1,0 TC71 41,0 4 0,7
VH-64 H 2,2 4 0,9 VH-64 0,5 4 0,3
WE-68 0,6 4 0,8 WE-68 1,5 8 0,5

Die statistische Korrelation der Daten nach Pearson (Methodenbeschreibung: Seite 48) konnte fir
die Analyse von CDH11 bei den ESFT Zelllinien keine signifikante Korrelation von Gendosis und
Genexpression belegen (p > 0.05, zweiseitig). Es wurde aber eine signifikante positive Uberein-

stimmung von RNA- und (Immunhistochemie, IHC) Protein Expression (p = 0.015, zweiseitig) so-
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wie von IHC- und Western Blot (WB) Protein Expression (p = 0.045, zweiseitig) gefunden (Tabelle
11-3).
Fir die Analyse der TERF2IP Daten konnte dagegen eine signifikante negative Korrelation von

Gendosis und (WB) Protein Expression (p = 0.002, zweiseitig) nachgewiesen werden.

Tabelle 11-3 Signifikante Korrelationen von Gendosis und Genexpression bei den ESFT Zelllinien.

Korrelation Korrelationskoeffizient* | Signifikanz**
CDH11

RNA Expression / (IHC) Protein Expression + 0,66 0.015

(IHC) Protein Expression / (WB) Protein Expression | + 0,56 0.045
TERF2IP

Gendosis / (WB) Protein Expression -0,75 0.002

* Nach Pearson, zweiseitig ** Werte < 0.05 wurden als statistisch signifikant bewertet

Tabelle 11-4 listet die Ergebnisse flur die Gendosis und RNA Expression der ESFT Patienten, far
CDH11 (A) und TERF2IP (B) auf. Hier konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen der
CDH11 Gendosis und RNA Expression festgestellt werden (Pearson Korrelation, p > 0.05, zweisei-
tig). Die beiden Patienten mit einer Deletion von CDH11 (313-04 und 03-05) zeigten sowohl eine
niedrige (1,8) als auch hohe RNA Expression (8,1).

Da keiner der Patienten eine Deletion von TERF2IP sowohl bei der aCGH als auch MLPA zeigte,
konnte hier keine Korrelationsanalyse erfolgen. Die beiden Patienten, fiir die in der MLPA eine De-
letion von TERF2IP nachgewiesen werden konnte (313-04 und 98-05), wiesen aber interessanter-

weise beide eine sehr niedrige RNA Expression (0,2 und 0,3) auf.

Tabelle 11-4 Uberblick (iber die Ergebnisse der Gendosis- und Expressionsanalysen von
CDH11 (A) und TERF2IP (B) in ESFT Patienten. \ = Daten nicht verfligbar. Rot = Deletion

A B

ESFT Gendosis RNA ESFT Gendosis RNA
Patienten | aCGH [ MLPA| Expression Patienten | aCGH | MLPA| Expression
91-03 * 91-03

93-03 5,0 93-03 1,1
96-03 [ 96-03 [
05-04 3,27 05-04 0,7
63-04 T 63-04 [
92-04 2,1 92-04 0,3
164-04 9,1 164-04 2,3
166-04 7.4 166-04 1,1
167-04 2,4 167-04 0,7
313-04 1,8 313-04 I o
322-04 4,4 322-04 1,0
03-05 8,1 03-05 1,1
26-05 5,4 26-05 0,8
98-05 23 98-05 Il o
335-05 3,7 335-05 1,3
12-06 11,2 12-06 2,5
120-06 T 120-06 [
28-07 2,6 28-07 0,6
31-07 0,4 31-07 1,5
104-07 7,8 104-07 [~ 1,0
105-07 55 105-07 1,3
164-07 0,7 164-07 0,3
173-07 0,8 173-07 2,1
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11.4 Statistische Signifikanz der molekularen Daten im Vergleich zu den klinischen
Daten der ESFT Patienten

Nach der molekularbiologischen Charakterisierung der beiden Kandidatengene CDH717 und
TERF2IP (Kapitel 11.1 bis 11.3), wurden die gewonnenen Ergebnisse anschlieBend statistisch mit
den klinischen Daten der ESFT Patienten korreliert. Diese so genannten Follow-up Daten der Pa-
tienten geben dabei sowohl Auskunft Uber die Untersuchungsergebnisse zum Zeitpunkt der Dia-
gnose als auch Uber den Verlauf der Erkrankung, wie das Auftreten von spateren, sekundaren Tu-
moren (Rezidiven) oder dem Eintritt des Todes aufgrund der Erkrankung. Die Korrelationen sollten
zeigen, ob durch die Expressionshdhe der Kandidatengene auch auf die klinischen Daten und hier

vor allem auf den Verlauf der Erkrankung geschlossen werden kann.

Fir die Korrelationen wurden zum einen die RNA Expressionsdaten der 19 ESFT Patienten aus
Kapitel 11.2.1 (Seite 65) und zum anderen die Protein Expressionsdaten der 24 (CDH11) be-
ziehungsweise 28 (TERF2IP) ESFT Patienten aus Kapitel 11.2.2 (Seite 67) beriicksichtigt. Fir die
Analyse der RNA Expression musste ein Patient und fir die Protein Expression zwei Patienten
ausgeschlossen werden, da hier jeweils das Datum der letzten arztlichen Kontrolle fehlte. Die Ex-
pressionswerte wurden jeweils mittels Median in eine Gruppe mit hoher und eine Gruppe mit nie-
driger Expression aufgetrennt. Die Korrelation mit den klinischen Daten erfolgte dabei unter Ver-
wendung des Chi*-Tests (Methodenbeschreibung: Seite 48) und zusatzlich wurde eine Uberle-
benszeitanalyse nach Kaplan-Meier mit zusatzlichem Log-Rank-Test durchgefiihrt (Methodenbe-
schreibung: Seite 49). Alle statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm SPSS® Sta-
tistics 19 (IBM® Corporation 2010).

Fiir den Chi®-Test wurde die RNA- und Protein Expression von CDH11 und TERF2IP mit den fol-

genden klinischen Variablen verglichen:

Alter bei Diagnose (> / < 12 Jahre)

Geschlecht (weiblich / méannlich)

Lokalisation des Prim&rtumors (im Knochen (ossér) / nicht im Knochen (extraossér))
Metastasen bei Diagnose (Ja / Nein)

Tumorvolumen bei Diagnose (< /=200 ml)

Auftreten eines Rezidivs (Ja / Nein)

Die RNA Expression der 18 ESFT Patienten konnte zusatzlich mit der Variablen Knochenmetasta-
sen bei Diagnose (Ja / Nein) verglichen werden, die fir die anderen 22 beziehungsweise 26 ESFT
Patienten (Protein Expression) aber nicht verfligbar war. Tabelle 11-5 zeigt die Ergebnisse der Kor-

relation von Expression und klinischen Daten.
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Tabelle 11-5 Statistische Korrelation der RNA- und Protein Expression (Hoch / Niedrig) von CDH11
(A) und TERF2IP (B) mit klinischen Variablen. Angabe der statistischen Signifikanz (zweiseitig) nach
Chi®. Werte < 0.05 wurden als statistisch signifikant bewertet.

A . B .
Klinische Variable RNA | _Protein Klinische Variable RNA | _Protein
Expression | Expression Expression | Expression
Alter Alter
(>/< 12 Jahre) 0.49 025 (> /<12 Jahre) 0.81 0.26
Geschlecht Geschlecht
(weiblich / mé&nnlich) 0.88 059 (weiblich / ménnlich) 0.89 0.12
(ossir oxuaoss | 0% | 0% (ossir oxwaossan | 047 | 008
Metastasen bei Diagnose Metastasen bei Diagnose
. 0.70 0.01* . 0.70 0.78
(Ja / Nein) (Ja / Nein)
el 2500 076 | o el a s00m 052 | 09
( Jiiz,lld;‘i’n) 0.12 0.60 ( J:‘jzl'\ld;‘i’n) 0.30 0.01*
Knochenmetastasen Knochenmetastasen
(Ja / Nein) 0.07 ) (Ja / Nein) 0.07

* statistisch signifikanter Wert — Nicht verfigbar (Angaben zu Knochenmetastasen fehlten)

Eine statistisch signifikante Korrelation konnte fir CDH11 (A) nur zwischen der klinischen Varia-
blen Metastasen bei Diagnose und der Protein Expression nachgewiesen werden (Chiz-Test, p =
0.01, zweiseitig). Hier hatten alle ESFT Patienten mit Metastasen (8/22) gleichzeitig eine hohe
CDH11 Protein Expression, wéhrend die Patienten ohne Metastasen (14/22) sowohl eine hohe
(50 %) als auch niedrige (50 %) CDH11 Expression aufwiesen (Abbildung 11-10 A).

Far TERF2IP (B) konnte ebenfalls nur eine einzige statistisch signifikante Korrelation gefunden
werden (Chi®>-Test, p = 0.01, zweiseitig). So zeigte sich bei 70 % der Patienten mit einem Rezidiv
(10/26) zugleich auch eine niedrige TERF2IP Protein Expression, wohingegen 81 % der Patienten
ohne Rezidiv (16/26) eine hohe Expression besaBen (Abbildung 11-10 B).

A) CDH11 Protein- B) TERF2IP Protein-
Expression Expression
. 100 T - g - - - - -
B3
S 80T . o O Niedrige
S 60 [N R Expression
E 40 - B Hohe
= Expression
S 20 - - - ®
c
< 0 A
Mit Ohne Mit Rezidiv  Ohne Rezidiv
Metastasen  Metastasen (Anzahl = 10) (Anzahl = 16)

(Anzahl = 8) (Anzahl = 14)

p = 0.01 p = 0.01

Abbildung 11-10 Signifikante Korrelationen der CDH11 (A) und TERF2IP (B)
Protein Expression mit den klinischen Daten der ESFT Patienten. Ein p-Wert
< 0.05 wurde als statistisch signifikant bewertet.

Abbildung 11-11 zeigt die Kaplan-Meier Analyse zur Korrelation der CDH11 RNA- (A) und Protein
Expression (B) mit dem Gesamtiiberleben der Patienten. Ob das Mortalitatsrisiko bei einer niedri-
gen oder hohen Expression signifikant verschieden war, wurde durch den Log-Rank-Test ermittelt.

Bei beiden Uberlebensanalysen trat bei weniger als der Hélfte der Patienten der Tod innerhalb des
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Beobachtungszeitraumes ein (RNA Expression: 44 %, Protein Expression: 32 %), daher wurde die

Mehrheit der Patienten bei der Berechnung der Uberlebenszeiten zensiert.

>
w

1.0 *\7 101 =

0.8 0.5

‘ Niedrige Expression Niedrige Expression
— J—t 1 + +

b + T -+

0.6 0.6 Hohe Expression

Hohe Expression

0.4

Uberlebenswahrscheinlichkeit
Uberlebenswahrscheinlichkeit

0.2 0.2

p=0.34 p=0.71

0.0 0,0

T 1 I J J T T
o 500 1000 1500 2000 2500 0 1000 2000 3000 4000 5000

Uberlebenszeit (Tage) Uberlebenszeit (Tage)

Abbildung 11-11 Statistische Korrelation der CDH11 RNA- (A) und Protein Expression (B) mit dem Gesamt-
Uberleben der Patienten mittels Kaplan-Meier Analyse und Log-Rank-Test. Ein p-Wert < 0.05 wurde als sta-
tistisch signifikant bewertet. + = zensierter Patient (Tod ist im Beobachtungszeitraum nicht eingetreten).

Die Wahrscheinlichkeit, finf Jahre nach der Diagnose (1820 Tage) noch zu leben, lag fir die ESFT
Patienten mit einer hohen CDH11 RNA Expression bei etwa 35 % und mit einer niedrigen CDH11
RNA Expression bei etwa 72 %. Dieser Unterschied im Uberleben der ESFT Patienten war aber
statistisch nicht relevant (Log-Rank-Test, p > 0.05, zweiseitig). Fir die CDH11 Protein Expression
konnte bei den Patienten eine 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit von 72 % (niedrige Expres-
sion) beziehungsweise 66 % (hohe Expression) berechnet werden. Das Uberleben in den zwei

Gruppen war ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich (Log-Rank-Test, p > 0.05, zweiseitig).

Abbildung 11-12 zeigt die Kaplan-Meier Analyse zur Korrelation des Gesamtiiberlebens der Patien-
ten mit der TERF2IP RNA- (A) und Protein Expression (B). Auch hier wurde die statistische Signifi-
kanz einer niedrigen oder hohen Expression auf das Mortalitatsrisiko der Patienten durch den Log-
Rank-Test ermittelt. Wie bei den Uberlebensanalysen zur CDH11 Expression starben auch bei der
TERF2IP Analyse weniger als die Halfte der Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraumes
(RNA Expression: 44 %, Protein Expression: 31 %), weshalb die Mehrheit der Patienten bei der
Berechnung der Uberlebenszeiten zensiert wurde. Die 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit
(1820 Tage) lag bei einer hohen TERF2IP RNA Expression bei circa 16 % und bei einer niedrigen
RNA Expression bei etwa 87 %. Demnach hatten die Patienten mit einer niedrigen TERF2IP RNA
Expression eine signifikant hdhere Uberlebensrate nach 5 Jahren, als Patienten mit einer hohen
Expression (Log-Rank-Test, p < 0.05, zweiseitig). Dagegen zeigte sich fir eine niedrige TERF2IP
Protein Expression eine signifikant niedrigere 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten
(50 %), als bei den Patienten mit einer hohen TERF2IP Protein Expression (82 %; Log-Rank-Test,
p < 0.05, zweiseitig).
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Abbildung 11-12 Statistische Korrelation der TERF2IP RNA- (A) und Protein Expression (B) mit dem Ge-
samtiberleben der Patienten mittels Kaplan-Meier Analyse und Log-Rank-Test. Ein p-Wert < 0.05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. + = zensierter Patient (Tod ist im Beobachtungszeitraum nicht eingetreten).

12.Funktionelle Studien nach forcierter Uberexpression von CDH11 und
TERF2IP in ESFT Zelllinien

Um mogliche Auswirkungen einer veranderten Expression der beiden Kandidatengene auf die
Zellphysiologie zu testen, wurden funktionelle Studien durchgefiihrt. Die Zelllinien in Kultur dienen
dabei als Modellorganismus zur Untersuchung dieser Verdnderungen, da eine hohe Wahrschein-
lichkeit besteht, dass die Ergebnisse dieser Analysen auch auf die physiologischen Vorgange in
humanem Gewebe Ubertragbar sind. Ross et al. konnten nachweisen, dass kultivierte Zellen das
Expressionsmuster des Tumorgewebes, aus dem sie stammen, weitgehend behalten (Ross et al.
2000).

Um die Expression von CDH11 und TERF2IP in ESFT Zelllinien zu verédndern, wurde die Methode
der forcierten Uberexpression durch Transfektion ausgewahlt, bei der zellfremdes genetisches Ma-
terial in die Zelllinien eingebracht wird. Ziel war es, sowohl eine verstarkte RNA- als auch Protein
Expression der Kandidatengene in den Zellen zu erreichen, die dann mdglicherweise einen Ein-
fluss auf die Zellphysiologie haben kdnnte. Abbildung 12-1 zeigt die Gliederung der Ergebnisse.

12. Funktionelle Studien
nach forcierter
Uberexpression

s 7\

12.1 Transiente Transfektion

. J
I

12.2 Herstellung stabiler
Transfektanten

I
s Y

12.3 Funktionelle Analysen

= J

Abbildung 12-1 Ubersicht lber die Ergebnisse in Kapitel 12.
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Zunichst wurden die optimalen Bedingungen der Uberexpression durch die Methode der transien-
ten Transfektion, also des zeitlich begrenzten Einbringens von genetischem Material, ausgetestet
(Methodenbeschreibung: Seite 41). Die zellfremden Nukleinséduren liegen dabei episomal (nicht im
Genom integriert) vor und werden von der Zelle abgebaut oder gehen durch Zellteilung langsam
verloren (Ubersichtsartikel: Kim und Eberwine 2010). AnschlieBend wurden diese Vorversuchsda-
ten genutzt, um stabile Transfektanten zu entwickeln, bei denen das genetische Material in das
Genom integriert ist (Methodenbeschreibung: Seite 43). Die Entwicklung von stabilen Transfektan-
ten ist dabei ungleich aufwendiger und zeitintensiver als die Methode der transienten Transfektion,
denn die Zellen die die eingebrachte DNA zufallig (Wahrscheinlichkeit: < 10™*; Miilhardt 2009) in ihr
Genom integriert haben, missen entsprechend selektioniert werden. Der Vorteil der stabilen
Transfektion ist, dass die eingebrachte DNA dauerhaft von den Zelllinien exprimiert werden kann.

Die stabilen Transfektanten wurden fir funktionelle Studien verwendet (Kapitel 12.3).

12.1 Austestung der forcierten Uberexpression durch transiente Transfektion

Vor der Herstellung von stabilen Transfektanten wurden die optimalen Versuchsbedingungen fir
die verwendete Transfektionsmethode, die Lipofektion (Methodenbeschreibung: Seite 41) ausge-
testet. Optimiert wurden die Konzentration der eingesetzten DNA im Verhéltnis zum Transfektions-
reagenz und die Zeit, fir die der Transfektionsansatz (DNA, Lipofectamine™ und Kulturmedium)
auf den Zellen verbleibt, bevor das Kulturmedium ersetzt wird. Die verwendeten Transfektionsan-
satze und jeweiligen Zelllinien sind in Tabelle 8-1 (Seite 42) aufgelistet. Es wurden pT-Rex-
DEST30 Vektoren mit dem Gen CDH11 oder TERF2IP und ein pT-Rex mock Vektor ohne Zielgen
verwendet. Der pT-Rex mock Vektor diente dabei als Negativkontrolle, mit der der Einfluss des
Transfektionsereignisses auf die Zellphysiologie kontrolliert werden konnte. Als weitere Negativ-
kontrolle wurden untransfizierte Zelllinien verwendet, die lediglich mit dem Transfektionsreagenz,
aber ohne DNA behandelt wurden. Die korrekten Insertionen der Zielgene CDH11 und TERF2IP in
den pT-Rex-DEST30 Vektor wurden durch Sequenzierung Uberpruft (Methodenbeschreibung: Sei-
te 30). Abbildung 10-2 und Abbildung 10-3 zeigen exemplarisch die Rohdaten der Sequenzierun-
gen. Fir beide Zielgene konnten die korrekten Insertionen bestatigt werden.

Basierend auf den Ergebnissen von Kapitel 11 (Seite 62), zur in vitro Charakterisierung der Kandi-
datengene, wurden ESFT Zelllinien ausgesucht, die im initialen, unbehandelten Zustand eine ge-
ringe Expression von CDH11 beziehungsweise TERF2IP aufwiesen. Dadurch sollte ein méglichst
groBer Unterschied in der Expression zwischen den das Zielgen exprimierenden Zellen und den
Negativkontrollen erreicht werden. Fiir die Uberexpression von CDH11 wurde die Zelllinie CHP-
100 ausgewahlt, da diese weder eine RNA- noch eine Protein Expression von CDH11 aufwies
(Tabelle 11-2 A, Seite 72). Fiir die Analyse der Uberexpression von TERF2IP wurde die Zelllinie
VH-64 ausgewahlt, da sie neben der Deletion des Gens auch eine niedrige RNA- und Protein Ex-
pression von TERF2IP zeigte (Tabelle 11-2 B, Seite 72). Die H6he der Expression von CDH11 und
TERF2IP wurde durch qRT-PCR (fir die RNA Expression) und zuséatzlich durch SDS-PAGE mit

anschlieBendem Western Blot (fur die Protein Expression) ermittelt.
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Abbildung 12-2 Exemplarische Darstellung der Sequenzierungsdaten fiir pT-Rex-CDH11.
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Abbildung 12-3 Exemplarische Darstellung der Sequenzierungsdaten fir pT-Rex- TERF2IP.

l |
|

12.1.1 Optimale Verdiinnung der Vektor DNA im Verhéltnis zum Transfektionsreagenz

Verwendet wurde ein 1:2 und ein 1:3 Verhaltnis von DNA zu Lipofectamine™ Reagenz und die
RNA der Zellen wurde jeweils 18 und 24 Stunden nach der Transfektion aufgereinigt (Methoden-
beschreibung: Seite 22). Die Auswertung erfolgte durch gRT-PCR mit den Primern, die in Tabelle
6-1 (Seite 26) aufgelistet sind.

Abbildung 12-4 zeigt das Ergebnis der relativen CDH11 Expression (im Verhaltnis zu GAPDH) fiir
die CHP-100 Zellen, die mit dem pT-Rex-CDH11 Vektor (,CDH11“), dem pT-Rex mock Vektor

(,mock®) oder ohne DNA (untransfiziert, ,K-“) transfiziert wurden sowie flr die unterschiedlichen
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Verdinnungen und Inkubationszeiten. Die qRT-PCR wurde flr alle Proben im Doppelansatz

durchgefiihrt und der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet.
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Abbildung 12-4 Relative RNA Expression von CDH11 nach transienter Transfektion der CHP-100 Zell-
linie mit den Vektoren pT-Rex-CDH117 und pT-Rex mock (Mittelwerte der Doppelbestimmung und Stan-
dardabweichungen). K- = untransfizierte Kontrolle. Es wurde ein DNA zu Lipofectamine Verhaltnis von
1:2 und 1:3 sowie eine Inkubation von 18 und 24 Stunden getestet. Logarithmische Darstellung.

Bei drei Ansatzen (1, 2 und 4) war nur eine sehr schwache oder gar keine héhere CDH11 Expres-
sion bei den CDH11 Transfektanten im Vergleich mit den jeweiligen mock transfizierten oder
untransfizierten Kontrollzellen zu erkennen. Lediglich Ansatz 3 zeigte mit einer relativen Expression
von 2,38 (+ 1,9 Standardabweichung) eine etwa 4-fach erhdhte RNA Expression bei den pT-Rex-
CDH11 Vektor transfizierten Zellen im Verhalinis zu den beiden Kontrollen (relative Expression =
0,59 £ 0,06 und 0,56 * 0,02). Trotz der hohen Standardabweichung wurde fiir die nachfolgende

Austestung eine Verdiinnung von 1:3 fiir die Transfektion verwendet.

Die Ergebnisse der relativen RNA Expression von TERF2IP nach transienter Transfektion sind in
Abbildung 12-5 dargestellt. Zwei der Proben konnten in der gRT-PCR nicht ausgewertet werden,
daher fehlen die Ergebnisse fur die untransfizierten VH-64 Zellen bei dem 1:2 Verdlinnungsansatz
und einer Inkubation von 18 Stunden sowie fiir die mock transfizierten Zellen bei dem 1:3 Verdiin-
nungsansatz und einer Inkubation von 24 Stunden. Dies lag mdglicherweise an einer schlechten
Qualitét der RNA und dadurch unzureichenden Umschreibung in cDNA.

Nach der transienten Transfektion konnte fiir jeden der vier Ansétze eine eindeutige Uberexpres-
sion der TERF2IP RNA bei den pT-Rex-TERF2IP Vektor transfizierten Zellen nachgewiesen wer-
den. Bei Ansatz 1 und 4 konnte eine mehr als 1.000-fach (Mittelwert 232 + 11,9 Standardabwei-
chung sowie 635,2 + 94,3), fir Ansatz 2 eine mehr als 900-fach (Mittelwert 183,6 + 18,2) und fir
Ansatz 3 eine fast 300-fach (Mittelwert 88,7 = 7,4) starkere RNA Expression der TERF2IP Vektor
transfizierten Zellen im Vergleich mit den Kontrollen belegt werden. Bei einer 1:2 Verdiinnung von
DNA zu Transfektionsreagenz (Ansatz 1 und 2) konnte demnach sowohl nach 18 als auch nach 24
Stunden eine erhéhte TERF2IP Expression nachgewiesen werden, daher wurde diese Verdlinnung

far die weitere Optimierung verwendet.
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Abbildung 12-5 Relative RNA Expression von TERF2IP nach transienter Transfektion der VH-64 Zell-
linie mit den Vektoren pT-Rex- TERF2IP und pT-Rex mock (Mittelwerte der Doppelbestimmung und
Standardabweichungen). K- = untransfizierte Kontrolle. Es wurde ein DNA zu Lipofectamine Verhaltnis
von 1:2 und 1:3 sowie eine Inkubation von 18 und 24 Stunden getestet. Logarithmische Darstellung.

12.1.2 Austestung der Inkubationszeit

Unter Verwendung der zuvor ermittelten Verdinnung von Vektor DNA und Transfektionsreagenz,
wurden die optimalen Bedingungen fir die Transfektion in einem zweiten Ansatz weiter ausgetes-
tet. Hierbei wurde die optimale Zeit ermittelt, die der Transfektionsansatz (DNA, Lipofectamine und
Kulturmedium) auf den Zellen verbleibt, bevor das Kulturmedium ausgetauscht wird. Neben der
RNA Extraktion wurden auch zusétzlich die Proteine aufgereinigt und durch SDS-PAGE mit an-
schlieBendem Western Blot die TERF2IP Protein Expression ermittelt. Bei beiden Methoden erfolg-
te die Normalisierung durch die zuséatzliche Analyse von GAPDH. Die verwendeten Primer fir die
gRT-PCR sind in Tabelle 6-1 (Seite 26) und die Antikdrper fiir den Western Blot in Tabelle 7-2 (Sei-
te 37) aufgelistet.

In Abbildung 12-6 sind die Ergebnisse der Analysen fir die Transfektion mit dem pT-Rex-CDH11
Vektor im Vergleich mit den jeweiligen Kontrollen (pT-Rex mock und K-) dargestellt. Das oberste
Diagramm (A) zeigt die relative CDH11 RNA Expression im Verhaltnis zur Expression von GAPDH.
Darunter sind die Proteinbanden von CDH11 und GAPDH im Western Blot (B) und die densito-
metrische Auswertung der Bandenintensitdten von CDH11 (C), normalisiert durch die GAPDH
Bandenstérken, zu sehen.

Im Vergleich zu den Kontrollen konnte bei den CDH11 Vektor transfizierten Zellen nach einer Inku-
bation von 18 Stunden eine 6-fach (relative Expression 0,59 + 0,03 Standardabweichung) und
nach 24 Stunden Inkubation eine mehr als 340-fach (relative Expression 31,2 £ 5,3) erhdhte RNA
Expression von CDH11 nachgewiesen werden (A). Die Untersuchung der Protein Expression (B
und C) zeigte dagegen keine eindeutige Uberexpression. Lediglich nach 24 Stunden war eine
leichte Erhéhung (circa 1,3-fach) der Protein Expression bei den CDH11 transfizierten Zellen zu
erkennen. Es konnte in diesem Ansatz also eine deutlich erhéhte RNA Expression und eine gering-
flgige Zunahme der Protein Expression von CDH11 nach Transfektion mit dem pT-Rex-CDH11
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Vektor belegt werden. Fir die Entwicklung von stabilen CDH11 Transfektanten wurde daher eine

Inkubationsdauer von 24 Stunden verwendet.
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Abbildung 12-6 Austestung der idealen Inkubationszeit der Transfektionsansatze auf den CHP-100 Zellen.
(A) Relative RNA Expression von CDH11 (Mittelwerte der Doppelbestimmung und Standardabweichungen).
Logarithmische Darstellung. (B) CDH11 und GAPDH Protein Banden im Western Blot. (C) Densitometrische
Auswertung der CDH11 Bandenstarken im Western Blot (jeweils relativ zur GAPDH Bandenstarke).

Abbildung 12-7 zeigt die Ergebnisse der optimalen Inkubationszeit fir die TERF2IP Transfektion. In
Diagramm A ist die relative TERF2IP RNA Expression dargestellt. Abbildung B zeigt die Protein
Banden von TERF2IP (oben) sowie GAPDH (unten) im Western Blot und in Diagramm C ist die
densitometrische Auswertung der relativen Bandenstérken von TERF2IP bezogen auf GAPDH
dargestellt.

Eine Uberexpression bei den TERF2IP Vektor transfizierten Zellen im Vergleich mit den Kontrollen
(pT-Rex mock und K-) konnte sowohl auf RNA- (A) als auch Protein Ebene (B und C) nachgewie-
sen werden. So war die relative RNA Expression von TERF2IP nach 18 Stunden Inkubation mehr
als 100-fach (relative Expression 53,5 + 27,2 Standardabweichung) und nach 24 Stunden Inkubati-
on mehr als 260-fach (relative Expression 71,0 £ 9,8) in den pT-Rex-TERF2IP Transfektanten er-
hoéht. Bei der Protein Expression zeigte sich eine etwa 1,2-fach (18 Stunden) und 1,5-fach (24
Stunden) erhéhte Expression bei den TERF2IP Transfektanten. Fir die Herstellung der stabilen
TERF2IP Transfektanten wurde eine Inkubationsdauer von 24 Stunden verwendet, da nach dieser

Zeit offensichtlich bereits eine erhdhte RNA- und auch Protein Expression in den Zellen vorlag.
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Abbildung 12-7 Austestung der idealen Inkubationszeit der Transfektionsansatze auf den VH-64 Zellen. (A)
Relative RNA Expression von TERF2IP (Mittelwerte der Doppelbestimmung und Standardabweichungen).
Logarithmische Darstellung. (B) TERF2IP und GAPDH Protein Banden im Western Blot. (C) Densitometrische
Auswertung der TERF2IP Bandenstarken im Western Blot (jeweils relativ zur GAPDH Bandenstarke).

12.2 Herstellung stabiler Transfektanten

Die Entwicklung stabiler CDH11 und TERF2IP Transfektanten erfolgte analog zur transienten
Transfektion, wobei im Anschluss an die Inkubation die Zellen selektioniert wurden, die zufallig
(Wahrscheinlichkeit: < 10™*; Mulhardt 2009) die pT-Rex Vektoren in ihr Genom integriert hatten
(Methodenbeschreibung: Seite 43). In den Vorversuchen zur forcierten Uberexpression der Kandi-
datengene durch transiente Transfektion (Kapitel 12.1), konnte eine Uberexpression von CDH11
und TERF2IP vor allem auf RNA- und teilweise auch auf Protein Ebene nachgewiesen werden.
Demnach sollte auch fir die stabilen Transfektanten eine deutlich h6here Expression der Zielgene
im Vergleich zu den Kontrollen (pT-Rex mock und K-) erreicht werden.

Die Ergebnisse der Austestungen aus Kapitel 12.1 wurden beriicksichtigt. Demnach wurde fiir die
Transfektion der CHP-100 Zellen (CDH11) ein 1:3 und der VH-64 Zellen (TERF2IP) ein 1:2 Ver-
héltnis von Vektor DNA zu Lipofectamine verwendet. AuBerdem wurden die Transfektionsansétze
fir 24 Stunden auf den Zellen inkubiert. Die Selektion auf Zellen mit Neomycin-Resistenzgen er-
folgte mit dem Antibiotikum G418 (Geneticin), wobei der Selektionsdruck Gber mehrere Zellteilun-
gen (circa zwei Wochen) aufrechterhalten wurde (Methodenbeschreibung: Seite 43). AnschlieBend
wurden zwei verschiedene Ansétze zur Vereinzelung der Zellen verwendet (Ansatz mit Zellkultur-
Petrischalen und mit Verdinnungsreihe in 96-Well Platten), um nach dem langen Selektionspro-

zess auch ausreichend viele stabile Einzelzell-Kolonien isolieren zu kénnen.
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12.2.1 CDH11 Transfektanten
Bei der Selektion von CHP-100 Zellen, die das Neomycin-Resistenzgen des pT-Rex-DEST30 Vek-

tors (pT-Rex-CDH11 oder pT-Rex mock Vektor) aufwiesen, konnten fast ausschlieBlich mit den
Zellkultur-Petrischalen Einzelzell-Kolonien gewonnen werden. Verschiedene dieser Kolonien (Ge-
samtanzahl = 20) wurden von den Petrischalen in 96-Well Platten (Platten mit 96 Vertiefungen)
vereinzelt. Davon wurden sieben CDH11- und zwei mock transfizierte Kolonien soweit vermehrt,
dass sowohl die RNA als auch die Proteine isoliert werden konnten. Die untransfizierte CHP-100
Wildtyp Zelllinie (K-) wurde parallel zu den Transfektanten ohne Selektionsdruck kultiviert und RNA
sowie Proteine extrahiert. Die Auswertung der CDH11 Expression erfolgte mit gqRT-PCR (fur die
RNA Expression) und SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot (fir die Protein Expression).
In Abbildung 12-8 sind die Ergebnisse fir die neun pT-Rex Transfektanten und die untransfizierte
CHP-100 Zelllinie dargestellt. Das obere Diagramm zeigt die relative CDH11 RNA Expression (Mit-
telwerte der Doppelbestimmung und Standardabweichungen, normalisiert durch GAPDH) und die
untere Abbildung die CDH11 sowie GAPDH Proteinbanden im Western Blot.
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Abbildung 12-8 Etablierung stabiler CDH11 Transfektanten (CHP-100 Zellen). Oben: Relative RNA Expres-

sion (bezogen auf die GAPDH Expression) von CDH11 bei siecben CDH11 Transfektanten (1-7), zwei Leervek-
tor Transfektanten (8-9) und einer untransfizierten Kontrolle (10; Mittelwerte der Doppelbestimmung und Stan-
dardabweichungen). Logarithmische Darstellung. Unten: CDH11 und GAPDH Proteinbanden im Western Blot.

Es zeigte sich eine auBerst unterschiedliche Expression von CDH11 bei den verschiedenen Trans-
fektanten und der untransfizierten Kontrolle, sowohl auf RNA- als auch Protein Ebene. Die Kontrol-
len (Nummer 8-10) wiesen eine durchschnittliche relative RNA Expression von 0,4 auf, wahrend
die pT-Rex-CDH11 transfizierten Zellen (Nummer 1-7) eine durchschnittliche Expression von 3,1
zeigten, also eine etwa 8-fach héhere Expression (Student’s t-Test, p = 0.53). Dabei zeigten finf
der sieben CDH11 Transfektanten (71 %) eine &hnliche oder niedrigere RNA Expression als die
Kontrollen. Nur Transfektante 4 (mehr als 2-fach erhéht) und Transfektante 6 (mehr als 30-fach er-
héht) wiesen eine héhere RNA Expression im Vergleich zu der untransfizierten Kontrolle (K-) auf.
Diese Ergebnisse wurden durch die Analyse der CDH11 Protein Expression bestatigt. Auch hier
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zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollen eine deutlich gréBere Proteinbande bei den pT-Rex-
CDH11 Transfektanten Nummer 4 und Nummer 6. Um die Auswirkungen einer forcierten Uberex-
pression von CDH11 durch funktionelle Analysen zu untersuchen, wurde daher die CDH11 Trans-

fektante Nummer 6 und die Leervektor Transfektante Nummer 8 ausgewahilt.
Um die differentielle CDH11 Expression bei den ausgewahlten Transfektanten zusatzlich zu besta-
tigen, wurden die Zellen in Paraffin fixiert und eine Immunhistochemie entsprechend dem Protokoll

aus Kapitel 7.5 (Seite 38) durchgefiihrt. Abbildung 12-9 zeigt die Farbung der Zellen durch Ver-
wendung eines CDH11 Primarantikdrpers (Tabelle 7-3, Seite 39).

pT-Rex mock K-

400x 400x

Rex mock Transfektante 8 und der untransfizierten Zellen (K-) mit dem CDH11 Primé&rantikor-
per. Verdiinnung 1:100. 400-fache VergréBerung.

Die Ergebnisse der Immunhistochemie bestatigten die Daten der Western Blot Analysen
(Abbildung 12-8, Seite 84). So wiesen die pT-Rex-CDH11 Vektor transfizierten Zellen eine sehr
starke CDH11 Expression auf, erkennbar an der braunen Farbung, wahrend die Kontrollen nur ei-
ne sehr schwache und kaum erkennbare Farbung der Zellen zeigten. Weiterhin wurde ein verén-
dertes Aussehen der CDH11 Transfektante beobachtet, bei dem die Zellen gréBer und ungeordne-
ter erschienen. Dieser Unterschied wurde zuvor auch bei der Kultivierung der Zellen bemerkt. Hier
wies die pT-Rex-CDH11 Transfektante ebenfalls eine andere Zellmorphologie auf, als die pT-Rex
mock und K- Kontrolle (Abbildung 12-10).

Bei Vorliegen einer Uberexpression von CDH11 zeigten die Zellen ein deutlich runderes Aussehen,
als die spindelférmig geformten Kontrollen. Zusatzlich wurde ein spateres Abldsen der pT-Rex-
CDH11 transfizierten CHP-100 Zellen von der Oberflache der Kulturflache bei der Trypsinierung
(Methodenbeschreibung: Seite 40) beobachtet. Wahrend sich die Zellen der pT-Rex mock und K-
Kontrolle bereits nach etwa 2 Minuten Inkubation mit Trypsin-EDTA vollstdndig vom Boden geldst

hatten, bendtigten die Zellen der CDH11 Transfektante mindestens 1 weitere Minute zum Abl&sen.

Es konnte demnach eine stabile CDH11 Transfektante selektioniert werden, die im Vergleich mit
den Kontrollen sowohl eine differentielle Expression als auch eine veranderte Morphologie und ein

verandertes Abléseverhalten in Kultur aufwies.
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den Kontrollen pT-Rex mock und K-. 100-fache und 200-fache VergréBerung (Ausschnitt).

12.2.2 TERF2IP Transfektanten

Bei der Selektion der VH-64 Zellen, die den pT-Rex- TERF2IP oder pT-Rex mock Vektor in ihr Ge-
nom integrieren konnten, wurden ausschlieBlich mit der Verdiinnungsreihe in 96-Well Platten (Me-
thodenbeschreibung: Seite 44) Einzelzellkolonien erzielt. Von den wenigen Vertiefungen der 96-
Well Platte, die nur eine einzige Zellkolonie aufwiesen, konnten vier TERF2IP Transfektanten und
drei mock Transfektanten soweit vermehrt werden, dass sowohl die RNA als auch die Proteine iso-
liert werden konnten. Die untransfizierte VH-64 Wildtyp Zelllinie (K-) wurde parallel zu den Trans-
fektanten ohne Selektionsdruck kultiviert und ebenfalls die RNA und Proteine isoliert. Die Auswer-
tung der TERF2IP Expression erfolgte analog zu den CDH11 Transfektanten, mit gRT-PCR (RNA)
und SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot (Proteine). In Abbildung 12-11 sind die Ergeb-
nisse fir die relative TERF2IP RNA Expression (oberes Diagramm) und die TERF2IP sowie
GAPDH Proteinbanden im Western Blot (untere Abbildung) dargestellt.

Bei den pT-Rex-TERF2IP transfizierten Zellen (Nummer 1-4) wurde eine 3,5-fach erhéhte durch-
schnittliche RNA Expression (1,4), im Vergleich zu den Kontrollen (Nummer 5-8; relative durch-
schnittliche Expression von 0,4) gefunden (Student’s t-Test, p = 0.09). Dabei wiesen vor allem die
Transfektanten Nummer 2 und Nummer 3 (relative Expression von 1,4 + 0,01 Standardabweichung
beziehungsweise 2,9 £ 1,1) eine erhéhte RNA Expression auf. Die Western Blot Analyse zeigte
dagegen eine nahezu uniforme TERF2IP Protein Expression zwischen den Anséatzen. Lediglich bei
der pT-Rex-TERF2IP Transfektante Nummer 2 war eine stérkere Protein Expression zu erkennen,
wéahrend die pT-Rex mock Transfektante Nummer 6 eine deutlich schwéachere Proteinbande auf-
wies. Zusatzlich zu der untransfizierten VH-64 Kontrollzelllinie wurden daher diese beiden Trans-
fektanten fir die weiteren Analysen ausgewahilt.
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Abbildung 12-11 Etablierung stabiler TERF2IP Transfektanten (VH-64 Zellen). Oben: Relative RNA Expres-
sion von TERF2IP (bezogen auf GAPDH Expression) bei vier TERF2IP Transfektanten (1-4), drei Leervektor
Transfektanten (5-7) und einer untransfizierten Kontrolle (8; Mittelwerte der Doppelbestimmung und Standard-
abweichungen). Logarithmische Darstellung. Unten: TERF2IP und GAPDH Proteinbanden im Western Blot.

Auch bei den TERF2IP Transfektanten wurde im Anschluss die differentielle TERF2IP Expression
durch Immunhistochemie tberprift. Abbildung 12-12 zeigt die Férbung der Zellen unter Verwen-
dung eines TERF2IP Primarantikérpers (Tabelle 7-3, Seite 39). Sowohl die mock transfizierte als
auch die untransfizierte Kontrolle zeigten keine Anfarbung der Zellen und folglich keine oder nur
eine sehr geringe TERF2IP Protein Expression. Bei den pT-Rex- TERF2IP transfizierten VH-64 Zel-
len wiesen einige wenige Zellen (circa 10 %) eine TERF2IP Expression auf. Die Mehrheit der Zel-
len (circa 90 %) zeigte dagegen keine Anférbung. Dieses Ergebnis korreliert mit den Western Blot
Ergebnissen (Abbildung 12-11), bei denen nur ein geringer Unterschied in der Protein Expression
von TERF2IP zwischen den Ansatzen nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 12-12 Immunhistochemische Farbung der pT-Rex- TERF2IP Transfektante
Nummer 2, der pT-Rex mock Transfektante Nummer 6 und der untransfizierten Zellen (K-)
mit einem TERF2IP Primarantikdrper. Verdinnung 1:400. 400-fache VergréBerung.
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Im Gegensatz zu den Verédnderungen, die bei der CDH11 Transfektante beobachtet werden konn-
ten, zeigte die TERF2IP Transfektante weder eine verdnderte Zellmorphologie (Abbildung 12-13),
noch ein unterschiedliches Abléseverhalten bei der Trypsinierung.

pT-Rex-TERF2IP

e s

pT-Rex mock K-

Abbildung 12-13 Morphologie der pT-Rex- TERF2IP Transfektante sowie der Kon-
trollen pT-Rex mock und K-. 100-fache und 200-fache VergréBerung (Ausschnitt).

Es konnte also eine stabile pT-Rex- TERF2IP Transfektante selektioniert werden, die eine 3-fach
héhere RNA Expression im Vergleich zu den Kontrollen aufwies. Allerdings zeigten die Ergebnisse
der Immunhistochemie, dass nur ein Anteil von etwa 10 % der Zellen das TERF2IP Protein expri-
mierten. Es wurden aber dennoch funktionelle Analysen mit dieser Transfektante durchgefiihrt.

12.3 Funktionelle Analysen an stabilen Transfektanten

Viele verschiedene Veranderungen in der Zellphysiologie kdnnen zu einer fortschreitenden Entar-
tung von Zellen (Tumorgenese) fuhren. Dazu gehdren unter anderem ein Ubermé&Biges Wachstum
(Proliferation), das Eindringen in andere Gewebe (Invasion) und die Ausbildung von sekundéaren
Tumoren (Metastasierung) an anderen Stellen des Kérpers (Hanahan und Weinberg 2000). In die-
ser Arbeit wurde ein méglicher Einfluss der Uberexpression von CDH11 oder TERF2IP auf diese
Faktoren analysiert. Zunachst wurde die Fahigkeit von Zellen sich fortzubewegen (Migration) un-
tersucht sowie Unterschiede in der Zellproliferation analysiert. AnschlieBend wurde ein Invasions-
assay durchgefihrt und die Ergebnisse durch Untersuchungen zur Zellaggregation erganzt.

12.3.1 Bedeutung der Kandidatengen-Uberexpression fiir die Zellmigration

Die Migration (Fortbewegung) von Zellen ist, zusammen mit der Invasivitat, eine grundlegende Ei-
genschaft, damit Tumorzellen sich vom Primartumor Iésen und in andere Gewebe oder auch in
Blut- und LymphgefaBe eindringen kénnen (Alberts 2004). Eine verstarke Migrationsfahigkeit kénn-
te also die Tumorentstehung und -progression begtinstigen.
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Mit einem einfach durchzuflhrenden Zellrasen-Verletzungsexperiment (,Scratch-Assay“) wurde die
Migration der Zellen untersucht (Methodenbeschreibung: Seite 45). Dazu wurden mittels Pipetten-
spitze zwei schmale, sich kreuzende Kratzer ("Scratches") in die konfluente Zelldecke eingebracht.
Um zu verhindern, dass die durch den Kratzer freigelegten Bereiche der Kulturplatte lediglich durch
eine Proliferation der Zellen wieder geschlossen werden, wurden die Zellen in Medium ohne Serum
kultiviert. Dadurch standen keine Wachstumsfaktoren mehr im Medium zur Verfligung, die von den
meisten Zellen fUr die Proliferation benétigt werden. Direkt nach dem Einbringen der Kratzer wurde
ein Foto gemacht (Tag 0) und die Migration der Zellen in 24 Stunden Abstdnden dokumentiert. Die
Analysen wurden im Doppelansatz durchgefiihrt und zuséatzlich einmal wiederholt.

Abbildung 12-14 zeigt die freigelegten Zellbereiche bei der CDH11 Transfektante im Vergleich mit
den Kontrollen, direkt nach Anfertigung der Kratzer (Tag 0) und 48 Stunden danach (Tag 2). Die
Abbildung des Scratch Assays steht dabei représentativ fir alle Ergebnisse, die bei den zwei un-
abhangigen Versuchen und jeweils im Doppelansatz gefunden wurden. Die Ergebnisse waren in
jedem Ansatz reproduzierbar.

pT-Rex-CDH11 pT-Rex mock K-

Tag 0

Tag 2

Abbildung 12-14 Reprasentative Ergebnisse des Migrationsassays (zwei unabhéngige Versu-
che und jeweils Doppelansatz) mit den pT-Rex-CDH11 transfizierten Zellen und jeweiligen Kon-
trollen, direkt nach Anfertigung der Kratzer (Tag 0) und 48 Stunden danach (Tag 2). 400-fache
und 1000-fache VergréBerung.

Nach 48 Stunden war die Kulturplatte der pT-Rex-CDH11 Transfektante fast vollstandig mit Zellen
ausgefillt, wahrend bei den beiden Kontrollen die Kratzer noch deutlich erkennbar waren. Die
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pT-Rex mock und K- Zellen wiesen dabei nicht mehr das dichte, konfluente Aussehen vom ersten
Tag auf, sondern verteilten sich stattdessen auf der Kulturplatte und auch in den freigelegten Be-
reich. Dagegen war bei der CDH11 Transfektante keine Verteilung der Zellen zu erkennen, son-
dern weiterhin ein konfluentes Wachstum, welches die Kratzer schnell ausfiillte. Da die freigelegten
Bereiche der Kulturplatte bei der pT-Rex-CDH11 Transfektante wahrscheinlich nur durch Prolifera-
tion ausgefillt wurden, konnten Unterschiede im Migrationsverhalten der Zellen nicht erfasst wer-
den. Dass die CDH11 Transfektante méglicherweise auch ohne die Zugabe von Serum wachsen
kann, wurde bei der nachfolgenden Analyse berlcksichtigt (Kapitel 12.3.2).

Das reprasentative Ergebnis der Migrationsanalyse der TERF2IP Transfektante im Vergleich mit
der pT-Rex mock und untransfizierten Kontrolle (K-) ist in Abbildung 12-15 dargestellt. Die Ergeb-
nisse waren auch hier bei allen Ansatzen (zwei unabhéngige Versuche und jeweils Doppelansatz)
reproduzierbar. Am zweiten Tag der Kultivierung war es nicht mehr mdéglich ein Foto anzufertigen,
da sich die Mehrheit der Zellen (circa 70 % bis 90 %) vom Boden der Kulturplatte geldst hatte. Da-
her konnte eine Auswertung nur 24 Stunden nach Anfertigung der Kratzer erfolgen.

pT-Rex-TERF2IP pT-Rex mock K-
y 5) ‘rog s = g 3,

Tag 0

Tag1

Abbildung 12-15 Reprasentative Ergebnisse des Migrationsassays (zwei unabhéngige Ver-
suche und jeweils Doppelansatz) mit den pT-Rex- TERF2IP transfizierten Zellen und den Kon-
trollen, an Tag 0 und Tag 1. 400-fache und 1000-fache VergréBerung.

Nach 24 Stunden waren die Kratzer bei allen Ansatzen noch gut zu erkennen, aber schon mit eini-
gen Zellen besiedelt. Zu diesem Zeitpunkt zeigten die Zellen ein dichtes, konfluentes Aussehen,
wahrend sie sich nach 48 Stunden nahezu vollstdndig ablésten. Damit konnte auch bei der
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TERF2IP Transfektante die Fahigkeit zur Migration nicht unabh&ngig von einer Proliferation der
Zellen erfasst werden. Ein Unterschied zwischen der TERF2IP Transfektante und den beiden Kon-
trollen wurde nicht beobachtet.

12.3.2 Auswirkungen auf die Proliferation der Zellen

Tumorzellen sind in der Lage sich unkontrolliert zu vermehren und durch den Verlust der Kontakt-
Inhibition in umliegendes Gewebe einzudringen (Invasion) oder es zu verdréangen (Knippers 2001).
Damit ist neben der Migration auch die Fahigkeit der Zellen zu verstarkter Proliferation ein Faktor,
der zum Phanotyp von entarteten Zellen beitragt. Daher wurde auch der Einfluss der Uberexpres-
sion von CDH11 und TERF2IP auf die Proliferation der Zellen untersucht.

Im vorherigen Kapitel (12.3.1) konnte fir die CDH11 Transfektante gezeigt werden, dass die Zellen
moglicherweise in der Lage sind, auch ohne die Wachstumsfaktoren aus dem Serum zu wachsen.
Daher wurde die Proliferationsanalyse mit den stabil transfizierten CDH11 Zellen sowohl mit Se-
rum-enthaltendem Medium als auch mit Medium ohne Serum durchgefiihrt. Die TERF2IP Trans-
fektante 16ste sich dagegen bereits nach 48 Stunden Inkubation mit Serum-freiem Medium von der
Zellkulturoberflache ab, weshalb hier nur die Proliferationsanalyse mit Serum-enthaltendem Medi-

um durchgefihrt wurde.

Die Proliferationsrate der Zellen wurde mit einem MTT-Test (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) ermittelt, bei dem metabolisch aktive Zellen gelbes Tetrazoliumsalz in
wasserunldsliche blau-violette Formazankristalle umwandeln (Methodenbeschreibung: Seite 45).
Die gemessene optische Dichte (OD) korreliert dabei mit der Anzahl an vitalen Zellen und damit in-
direkt auch mit der Proliferationsrate der Zellen. Es wurden drei verschiedene Zellkonzentrationen
im Vierfachansatz in 96-Well Platten ausgebracht und sowohl eine Analyse Uber drei Tage als
auch Ober sieben Tage durchgefihrt. Jeder Ansatz wurde dann noch einmal wiederholt. Als Refe-
renz wurde 24 Stunden nach dem Aussiedeln der Zellen eine Messung durchgefiihrt (Tag 0), die

Ergebnisse gleich 1 gesetzt und alle weiteren Messungen auf diese Referenzwerte bezogen.

Abbildung 12-16 zeigt die reprasentativen Ergebnisse fir die Anzahl vitaler Zellen (gemessen
durch die OD) von pT-Rex-CDH11 im Vergleich mit pT-Rex mock und K- bei zwei der drei ver-
schiedenen Zellkonzentrationen (5.000 und 10.000 Zellen), bei Verwendung von Medium mit Se-
rum und bei Beobachtung von drei Tagen (A) sowie sieben Tagen (B). Die Untersuchungen bei ei-
ner Zellkonzentration von 2.500 Zellen und die jeweiligen Wiederholungen zeigten vergleichbare
Ergebnisse.

Bei allen Anséatzen zeigte sich eine fortwédhrende Zunahme der Zellen wéahrend der Beobachtungs-
zeit und damit auch eine konstante Proliferation der Zellen. Der Zuwachs an Zellen hing dabei von
der initial ausgebrachten Anzahl an Zellen pro Vertiefung ab. So zeigten 5.000 Zellen pro Vertie-
fung eine deutlich schnellere Vermehrung, als 10.000 Zellen pro Vertiefung. Weder in der Kurzzeit-
(A), noch in der Langzeitanalyse (B) konnten zwischen der CDH11 Transfektante und den beiden
Kontrollen signifikante Unterschiede in der Zunahme an vitalen Zellen nachgewiesen werden (Stu-

dent’s t-Test, p > 0.05, zweiseitig).
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Abbildung 12-16 Reprasentative Ergebnisse des Proliferationsassays (Mittelwert des Vierfachansatzes und
Standardabweichungen) unter Verwendung von Kulturmedium mit Serum. Zunahme an vitalen Zellen bei der
pT-Rex-CDH11 Transfektante und den Kontrollen. Beobachtung von 3 Tagen (A) und 7 Tagen (B). OD = opti-
sche Dichte

Im Anschluss wurden, basierend auf den Ergebnissen von Kapitel 3.3.1, die Analysen mit Medium

ohne Serum durchgefihrt (Abbildung 12-17).
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Abbildung 12-17 Repréasentative Ergebnisse des Proliferationsassays (Mittelwert des Vierfachansat-
zes und Standardabweichungen) unter Verwendung von Kulturmedium ohne Serum. Zunahme an vi-
talen Zellen bei der pT-Rex-CDH11 Transfektante und den Kontrollen. Beobachtung von 3 Tagen (A)
und 7 Tagen (B). OD = optische Dichte
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Es konnte gezeigt werden, dass die Zellen der beiden Kontrollen pT-Rex mock und K- lediglich ei-
nen Tag nach der Zugabe des Serum-freien Mediums (T1) noch in der Lage waren, sich zu ver-
mehren. AnschlieBend stellten sie ihre Proliferation ein und spatestens am vierten Tag (T4) began-
nen sie rasch abzusterben, so dass am finften Tag nur noch wenige oder gar keine Zellen mehr im
Ansatz vorhanden waren. Dagegen wiesen die pT-Rex-CDH11 transfizierten Zellen vor allem in
den ersten drei Tagen eine deutlich verstarkte Proliferation auf. Das Wachstum dieser Zellen ohne
die Notwendigkeit von Serum, das auch schon im Migrationsassay beobachtet wurde, konnte
demnach in dieser Untersuchung bestatigt werden. Der beobachtete Unterschied in der Steigerung
an vitalen Zellen zwischen der CDH11 Transfektante und den beiden Kontrollen erwies sich dabei
als signifikant (Student’s t-Test, p < 0.01, zweiseitig). Lediglich bei der Langzeitanalyse mit 2.500
Zellen pro Vertiefung (Daten nicht gezeigt) konnte keine Signifikanz nachgewiesen werden (Stu-

dent’s t-Test, p = 0.07, zweiseitig).

Die Ergebnisse fir die TERF2IP Transfektante im Vergleich mit den Kontrollen und unter Verwen-
dung von Medium mit Serum zeigt Abbildung 12-18. Die Durchfiihrung erfolgte analog zu der Vor-

gehensweise bei der CDH11 Transfektante.
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Abbildung 12-18 Reprasentative Ergebnisse des Proliferationsassays (Mittelwert des Vierfachansatzes und
Standardabweichungen) unter Verwendung von Kulturmedium mit Serum. Zunahme an vitalen Zellen bei der
pT-Rex- TERF2IP Transfektante und den Kontrollen. Beobachtung von 3 Tagen (A) und 7 Tagen (B). OD =
optische Dichte

Fast alle Ansatze zeigten eine konstante Proliferation der Zellen wéhrend des Beobachtungszeit-
raums von drei (A), beziehungsweise sieben Tagen (B). Lediglich bei dem Ansatz mit 10.000 Zel-
len pro Vertiefung zeigte sich in der Langzeitbeobachtung ein Absterben von Zellen nach dem fiinf-
ten Tag (T5). Weder in der Kurzzeit-, noch in der Langzeitbeobachtung konnte ein signifikanter Un-
terschied in der Anzahl vitaler Zellen zwischen der pT-Rex- TERF2IP Transfektante und den beiden
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Kontrollen nachgewiesen werden (Student’s t-Test, p > 0.05, zweiseitig). In der Wiederholung zeig-
te nur der Ansatz mit 5.000 Zellen pro Vertiefung nach sieben Tagen einen signifikanten Unter-
schied in der Zellanzahl (Student’s t-Test, p = 0.005, zweiseitig), wobei die pT-Rex-TERF2IP trans-
fizierten Zellen am starksten proliferierten (Daten nicht gezeigt).

12.3.3 Invasivitit der Zellen nach forcierter Uberexpression

Ein Zellverband aus unaufhérlich proliferierenden Zellen wird zunachst einmal als gutartig (be-
nigne) bezeichnet. Erwerben die Zellen jedoch die Fahigkeit in umliegendes Gewebe einzudringen
und sich Uber die Blut- und Lymphbahnen im Kérper auszubreiten, wird ein Tumor als bésartig
(maligne) bezeichnet (Alberts 2004).

Die Fahigkeit der Zellen eine extrazellulare Membran (ECM) zu durchdringen wurde mit ThinCert™
Zellkultureinsatzen untersucht. Die Vertiefungen der Zellkulturplatten werden dabei durch eine
Membran in zwei Kompartimente auftrennt (Methodenbeschreibung: Seite 46). Die Membran wur-
de mit verdinntem Matrigel™ als ECM Ersatz beschichtet. Die in Serum-freiem Medium verdinn-
ten Zellen (400.000) wurden in dem oberen Kompartiment auf die Membran gegeben und das un-
tere Kompartiment mit konditioniertem Medium (Medium in dem konfluente Zellen 24 Stunden kul-
tiviert wurden) geflllt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen, die durch die ECM auf die Unterseite
der Membran gewandert waren, fixiert sowie fluoreszenzmarkiert und anschlieBend unter einem
Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt. Die Anzahl an gezéhlten Zellen wurde auf die Gesamtzahl an
eingesetzten Zellen bezogen und von zwei unabhéngigen Versuchen der Mittelwert und die Stan-
dardabweichung berechnet.

Abbildung 12-19 zeigt die Prozentzahl an Zellen, die sich auf der Unterseite der Membran befan-
den (Mittelwert aus zwei unabhangigen Versuchen und Standardabweichung), jeweils fir die pT-
Rex-CDH11 (A) und pT-Rex-TERF2IP (B) transfizierten Zellen sowie jeweiligen Kontrollen. Zuséatz-
lich ist jeweils ein Beispielbild der fluoreszenzmarkierten Zellen abgebildet.
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Abbildung 12-19 Anzahl invasiver Zellen (Prozent) nach 24 Stunden Inkubation (Mittelwert aus zwei unab-
hangigen Versuchen und Standardabweichung). (A) pT-Rex-CDH11 transfizierte Zellen und Kontrollen. (B)
pT-Rex-TERF2IP transfizierte Zellen und Kontrollen. Logarithmische Darstellung des Diagramms.
1.000-fache VergréBerung der Zellen.

Bei Ansatz A (CDH11) befanden sich 3,5-mal, beziehungsweise 7-mal mehr untransfizierte CHP-
100 Zellen (K-) auf der Unterseite der Membran (0,7 % der eingesetzten Zellen + 0,6 % Standard-
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abweichung), als mock transfizierte (0,2 % + 0,3 %) oder CDH11 transfizierte Zellen (0,1 % %
0,04 %). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (Student’s t-Test, p > 0.05, zweiseitig).

Bei Ansatz B (TERF2IP) wurden von den eingesetzten Zellen 0,13 % (+ 0,1 % Standardabwei-
chung) der mock transfizierten, 0,12 % (x 0,1 %) der TERF2IP transfizierten Zellen und 0,11 %
(£ 0,1 %) der untransfizierten VH-64 Zellen auf der Unterseite der Membran gez&hlt. Damit konnte
kein Unterschied zwischen den TERF2IP Transfektanten und den Kontrollen festgestellt werden
(Student’s t-Test, p > 0.05, zweiseitig). Damit waren weniger als 1 % der Zellen in der Lage, inner-
halb von 24 Stunden durch die ECM auf die Unterseite der Membran zu gelangen. Es muss dabei
allerdings beriicksichtigt werden, dass die Standardabweichungen zwischen den Zahlungen in bei-
den Ansatzen sehr hoch war.

12.3.4 Aggregationsverhalten von Einzelzellen

Die Fahigkeit von Zellen sich zusammenzulagern (Aggregation) und Verbindungen von Zelle zu
Zelle herzustellen, sind wichtige Eigenschaften um Gewebe auszubilden, Zellen mechanisch zu
verbinden und wichtig fir die Zellkommunikation durch chemische oder elektrische Signale (Alberts
2004). Eine gestorte Aggregationsféhigkeit kénnte demnach ebenfalls zum Phanotyp von entarte-
ten Zellen beitragen. Nach der Analyse von Migration, Proliferation und Invasion in den vorherigen
Untersuchungen, sollte die Analyse zur Zellaggregation die bisherigen Ergebnisse weiter vervoll-
standigen. Der Aggregationsassay wurde im hangenden Tropfen (Hanging Drop Assay; Potter und
Morris 1985) durchgefiihrt, bei dem Zellen in einem Tropfen auf die Innenseite eines Petrischalen-
deckels pipettiert werden (Methodenbeschreibung: Seite 47). Durch die Schwerkraft sammeln sich
die Zellen am tiefsten Punkt des Tropfens und kdnnen sich dann miteinander verbinden. Die Aus-

bildung von dreidimensionalen Zellverbénden ist dabei ein MaB fiir die Fahigkeit zur Aggregation.

Abbildung 12-20 zeigt die CDH11-, mock- und untransfizierten CHP-100 Zellen 15 Minuten nach
dem Ausbringen des Tropfens (Tag 0) und nach 24 Stunden (Tag 1). Es handelt sich dabei um ei-
ne reprasentative Darstellung der Ergebnisse, die im Dreifachansatz und mit einer Wiederholung
der Analyse reproduzierbar waren.

Nach dem Ausbringen des Tropfens (Tag 0) war eine gleichmaBige Verteilung der pT-Rex-CDH11
transfizierten Zellen zu erkennen, wahrend bei den beiden Kontrollen (pT-Rex mock und K-) die
Zellen ungleichmaBig, auf einer Seite des Tropfens und in kleineren Verbanden zusammengelagert
waren. Die verénderte Morphologie der CDH11 Transfektante, die nach der stabilen Transfektion
dokumentiert wurde (Abbildung 12-10, Seite 86), war auch hier gut erkennbar. Am néchsten Tag
(Tag 1) zeigte sich bei den pT-Rex mock und K- Anséatzen eine Konzentration der Zellen in der Mit-
te des Tropfens. Einige der Zellen wiesen dabei eine dreidimensionale Aggregation auf. Im Gegen-
satz dazu, waren die pT-Rex-CDH11 transfizierten Zellen weiterhin gleichmaBig im Tropfen verteilt
und zeigten statt der Einzelzellen vom Vortag klar ausgebildete, im Vergleich zu den Kontrollzellen
jedoch deutlich kleinere Aggregate. Dieser Unterschied im Verhalten der CDH11 Uberexprimieren-

den Zellen ist allerdings auf Grund des Designs des verwendeten Assays nicht quantifizierbar.
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Abbildung 12-20 Reprasentative Ergebnisse des Aggregationsverhaltens von pT-Rex-CDH11, pT-Rex
mock und untransfizierten CHP-100 Zellen im Hanging Drop Assay. 100-fache VergréBerung.

Abbildung 12-21 zeigt die Ergebnisse fir die TERF2IP-, mock- und untransfizierten VH-64 Zellen,
ebenfalls 15 Minuten nach dem Ausbringen des Tropfens (Tag 0) und 24 Stunden danach (Tag 1).
Hier handelt es sich ebenso um die reprasentative Darstellung der Ergebnisse, die im Dreifachan-
satz und mit einer Wiederholung reproduzierbar waren.

pT-Rex-TERF2IP pT-Rex mock

Tag 0
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Abbildung 12-21 Représentative Ergebnisse des Aggregationsverhaltens von pT-Rex-TERF2IP, pT-
Rex mock und untransfizierten VH-64 Zellen im Hanging Drop Assay. 100-fache VergrdBerung.

Am ersten Tag (Tag 0) waren alle Einzelzellen gleichmaBig im Tropfen verteilt und es konnten kei-
ne Unterschiede zwischen den Ansatzen festgestellt werden. Am zweiten Tag (Tag 1) sammelten
sich die Zellen deutlich sichtbar in der Mitte des Tropfens an und bildeten groBe Zellaggregate aus.
Hier vereinigten sich nach 24 Stunden also fast alle Zellen zu einem gemeinsamen Verband aus
Zellen. Ein Unterschied zwischen den drei Ansatzen konnte nicht belegt werden.
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E Diskussion

Tumoren der Ewing Sarkom Familie (ESFTs, Ewing sarcoma family of tumors) gehdren neben den
Osteosarkomen und Chondrosarkomen zu den haufigsten malignen Knochenerkrankungen bei
Kindern und Jugendlichen. Die Inzidenz in Deutschland lag zwischen 2003 und 2007 bei 0,3 Er-
krankungen pro 100.000 Kindern unter 15 Jahren, was einem Anteil von etwa 2 % aller malignen
Tumoren entsprach (Deutsches Kinderkrebsregister 2003 - 2007). Trotz der Verbesserung von Be-
handlungsprotokollen (derzeit EURO-E.W.I.N.G. 99 Studie) liegt die Wahrscheinlichkeit des rezi-
divfreien Uberlebens bei Patienten mit lokalisiertem Ewing Sarkom bei 60 % und bei klinisch mani-
festen Metastasen lediglich bei 30 % (Cotterill et al. 2000). Folglich ist das Vorliegen von Metasta-
sen zum Zeitpunkt der Diagnose ein wichtiger negativer klinischer Prognosefaktor in ESFTs, eben-
so wie ein Volumen des lokalen Tumors von mehr als 100 ml, die Lokalisation des malignen Ge-
webes nahe der Zentralachse des Korpers und ein schlechtes histologisches Ansprechen auf die
initiale Chemotherapie (JUrgens et al. 1988, Rud et al. 1989, Koscielniak et al. 1992, Terrier et al.
1996).

Fur die Risikoabschétzung eines an ESFT erkrankten Patienten werden bislang lediglich die klini-
schen Prognosemarker berlcksichtigt. Eine differenzierte Prognose aufgrund molekularer Marker
ist dagegen noch nicht routinem&Big mdglich, da bislang nur wenige molekulare Prognosemarker
identifiziert wurden. Die fur ESFTs charakteristischen EWSR1-ETS (Ewing sarcoma region 1 - E-
twenty six; t(11;22)) Translokationen wurden bei lokal begrenztem Tumor und einer Typ 1 Genfu-
sion (EWSR1 Exon 7 / FLI-1 Exon 6 (Friend leukemia integration 1)) mit einer deutlich besseren
Prognose korreliert (de Alava et al. 1998, Zoubek et al. 1996). Diese Ergebnisse, die auf retrospek-
tiven Studien basierten, wurden allerdings erst kirzlich durch prospektive Studien widerlegt, wo-
nach Patienten mit EWSR1-FLI-1 Typ 1 Translokationen keine signifikant erhdhte Uberlebens-
chance haben (Le Deley et al. 2010, van Doorninck et al. 2010). Eine schlechtere Prognose fiir
ESFT Patienten wurde aber bei Vorliegen von Deletionen des Tumorsuppressorgens CDKN2A

(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, kodiert fir p16/p14 *FF)

gezeigt (Tsuchiya et al. 2000, Wei et
al. 2000, Huang et al. 2005), die bei etwa 17 % bis 26 % der primaren Tumoren vorliegen (Kovar et
al. 1997, Brownhill et al. 2007, Savola et al. 2007). Im Gegensatz zu anderen Tumorentitaten sind
Mutationen im TP53 Gen dagegen eher selten (etwa bei 5 % bis 10 % der primaren Tumoren; Ko-
var et al. 1993, de Alava et al. 2000, Huang et al. 2005, Alldinger et al. 2007), ebenso wie Amplifi-
kationen des p53 Inhibitors MDMZ2 (Kovar et al. 1993, Ladanyi et al. 1995). Die wenigen geneti-
schen Aberrationen, die sich bislang als prognostisch bedeutsam erwiesen haben, sind also auch
nur fur einen Bruchteil der ESFT Patienten relevant. Daher ist die Identifikation neuer molekularer
Marker sehr wichtig, um auch fur die restlichen Patienten eine differenzierte Risikoabschatzung zu
ermdglichen.

Bei 50 % bis 90 % der ESFT Primartumore wurden neben den EWSR1-ETS Translokationen wei-
tere sekundére chromosomale Veranderungen detektiert, deren prognostische Bedeutung bislang

nur teilweise geklart werden konnte (Sandberg und Bridge 2001, Roberts et al. 2008, Savola et al.
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2009). Die Analyse dieser sekundaren chromosomalen Aberrationen kénnte mdglicherweise neue

molekulare Prognosemarker in ESFTs identifizieren.

Zusétzlich wird aber auch klar, dass fur die Routineuntersuchung von ESFT Patienten in Zukunft
vermutlich mehrere verschiedene Prognosemarker analysiert werden massen. Fir diese Analysen
wird daher eine Methode benétigt, die mehrere Gene gleichzeitig untersuchen kann, dabei aber

auch schnell und kostengtinstig ist.

Basierend auf den bisher bekannten molekulargenetischen Erkenntnissen, war das Ziel dieser Ar-
beit daher die Etablierung einer Methode zur Untersuchung von verschiedenen chromosomalen
Aberrationen sowie die Identifizierung und Charakterisierung neuer Kandidatengene fir die diffe-
renzierte molekulare Prognose mit entsprechend angepasster Therapie von ESFT Patienten. Ab-

bildung E zeigt noch einmal die Gliederung der Ergebnisse, die im Folgenden diskutiert werden.

10. Auswahl von 11. In vitro 12. Funktionelle Studien
Kandidatengenen und I:> Charakterisierung der I:> nach forcierter
Methoden Kandidatengene Uberexpression
s l N s l N\ ( l 0
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10.2 Etablierung und Validie- 11.2 Expression (RNA und 12.2 Herstellung stabiler
rung der MLPA ) L Proteine) ) L Transfektanten ]
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11.3 Korrelation von Gendosis
und Expression

10.3 Wahl der Kandidatengene

. J

12.3 Funktionelle Analysen

. J

=

(11.4 Statistische Signifikanz
der molekularen Daten

J

Abbildung E Gliederung der Ergebnisse.

13. Auswahl von Kandidatengenen und Methoden fiir die molekulare Progno-
stik der Ewing sarcoma family of tumors (ESFTs)

13.1 Etablierung und Validierung der MLPA zur Detektion von Chromosomenver-
anderungen

Aufgrund ihrer einfachen und kostengiinstigen Durchfihrbarkeit wurde die Methode der MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; Methodenbeschreibung: Seite 32) im Labor
etabliert. Da diese Methode in ESFT Zelllinien und Patienten bisher lediglich zur Analyse des Zell-
zyklus Gens CDKNZ2A verwendet wurde (Brownhill et al. 2007), war unklar, wie verlasslich die Er-
gebnisse der MLPA, insbesondere bei Verwendung von Paraffin eingebettetem Untersuchungsma-
terial, tatsachlich sind. Aus diesem Grund war es notwendig, die Daten der MLPA mit den Ergeb-
nissen einer gut validierten Methode zu vergleichen. Villamén et al. verwendeten zu diesem Zweck
unter anderem die Methode der aCGH (array comparative genomic hybridization; Methodenbe-
schreibung: Seite 31). Um chromosomale Verédnderungen in Neuroblastomen zu identifizieren,
verglichen sie die jeweiligen Aberrationen, die durch MLPA und aCGH detektiert wurden und konn-

ten zeigen, dass eine hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse besteht (Villamén et al. 2008). Daher
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wurden alle MLPA Ergebnisse in dieser Arbeit mit den entsprechenden Ergebnissen der aCGH

verglichen.

Fir die Methodenetablierung wurde zun&chst der Einfluss von Vorbehandlungen des Patientenge-
webes auf die Ergebnisse der MLPA untersucht. Denn obwohl mittlerweile auch haufiger in Stick-
stoff eingefrorenes und damit unfixiertes Tumormaterial von Patienten zur Verfligung steht, wird
doch der groBte Teil des klinisch praparierten Untersuchungsmaterials fixiert (haufig durch Forma-
linfixierung mit anschlieBender Paraffineinbettung). Fir die Methode der aCGH konnte bereits
nachgewiesen werden, dass die Qualitdt der DNA einen groBen Einfluss auf die Ergebnisse der
aCGH hat (Johnson et al. 2006, van Beers et al. 2006), weshalb nur frisches, unfixiertes Tumorma-
terial fir die DNA Extraktion verwendet wird. Dagegen wurden in der Literatur bislang unterschied-
liche Angaben zur Verwendung von fixierten Proben in der MLPA gemacht. So konnten van Dijk et
al. zeigen, dass auch Formalin fixierte Melanomgewebe zuverldssige Ergebnisse in der MLPA zei-
gen (van Dijk et al. 2005). Im Gegensatz dazu ergaben die Untersuchungen der Arbeitsgruppe von
Brownhill, dass fiir die Analyse von ESFTs statt paraffiniertes, nur gefrorenes Tumormaterial ver-
wendet werden sollte (Brownhill et al. 2007). Das Protokoll des in dieser Arbeit verwendeten
MEOQOO1B Tumor Suppressor Kits von MRC-Holland gibt diesbezlglich an, dass eine Vorbehand-
lung von Geweben keinen signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse der MLPA haben sollte

(www.mrc-holland.com).

Die MLPA Analyse an funf verschiedenen ESFT Zelllinien die jeweils einmal unfixiert (gefroren
oder frisch) und einmal fixiert (mit Formalin und Paraffin) vorlagen, ergab, dass alle homozygoten
Deletionen unabhangig von einer Fixierung der Zellen detektiert wurden (Tabelle 10-1, Seite 54).
Dagegen konnten bei den fixierten Zellen 20 % mehr Aberrationen als bei den unfixierten Zellen
nachgewiesen werden (durchschnittlich 12,2 beziehungsweise 8,2 Aberrationen pro Zelllinie) und
die MLPA Ergebnisse der fixierten Zellen wichen auch haufiger von den aCGH Ergebnissen ab
(25 %), als bei den unfixierten Zellen (16 %). Die beobachteten Unterschiede waren jedoch statis-
tisch nicht signifikant (Student’s t-Test, p > 0.05, zweiseitig), mdglicherweise durch die geringe Da-
tenbasis. Zusatzlich gab es bei den fixierten Zellen Abweichungen bei der ermittelten Gendosis der
redundant, also mit unterschiedlichen Sonden, gemessenen Gene. Diese Ergebnisse lieBen darauf
schlieBen, dass die Fixierung wahrscheinlich keine Rolle bei der Detektion von homozygoten Dele-
tionen spielt, da diese immer eindeutig detektiert wurden. Dies ist ein wichtiges Ergebnis, da die
Deletion beider Kopien eines Gens auch zu einem kompletten Verlust der Genfunktion und damit
weit reichenden Konsequenzen fiir einen Organismus fiihren kann. Fir die Analyse von hemizygo-
ten Deletionen und Amplifikationen zeigten sich in der MLPA bei Verwendung der unfixierten Zellen
offenbar zuverlassigere Ergebnisse, denn diese wiesen weniger Abweichungen zu den Daten der
aCGH auf und lieferten identische Resultate bei den redundanten Gensonden. Die Ergebnisse die-
ser Untersuchung entsprachen demnach den Erkenntnissen von Brownhill et al., dass mit DNA aus
unfixierten Zellen verlasslichere Ergebnisse erzielt werden kénnen (Brownhill et al. 2007). Fir die
weiteren MLPA Analysen wurde daher nur DNA aus frischen beziehungsweise gefrorenen, unfi-
xierten Zellen verwendet.
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Zur weiteren Validierung der Methode wurden 14 ESFT Zelllinien und 23 ESFT Patientenproben
auf Aberrationen bei 38 verschiedenen Tumorsuppressorgenen untersucht, wozu auch das ein-
gangs erwdhnte Gen CDKNZ2A gehorte. Fir die erste MLPA Austestung bezogen auf die Gewebe-
vorbehandlung wurden zwei Kontrollproben verwendet. In dieser Analyse wurden dagegen sechs
Kontrollproben verwendet, um die Reproduzierbarkeit der Daten weiter zu erhéhen. Die Auswer-
tung der MLPA Ergebnisse von drei bis vier unabhangigen Laufen zeigte insgesamt eine hohe
Ubereinstimmung der Daten mit relativen Standardabweichungen von durchschnittlich 10 % fiir die
Kontrollen, 15 % fir die Zelllinien und 13 % fir die Patienten. Abweichungen in den Ergebnissen
sind dabei unter anderem auf PCR Inhibitoren, wie zum Beispiel Phenol, zuriickzufihren (Schou-
ten et al. 2002). Es konnte also eine hohe Reproduzierbarkeit der MLPA nachgewiesen werden.
Die Aussagekraft der MLPA Daten in Bezug auf die Gendosis wurde durch den Vergleich mit den
Ergebnissen der aCGH untersucht (Tabelle 10-2, Seite 57 und Tabelle 10-4, Seite 59). Uberein-
stimmende Gendosisangaben wurden fir durchschnittlich 93 % der Zelllinien und 96 % der Patien-
ten erzielt. Im Vergleich zu der ersten MLPA Analyse an finf ESFT Zelllinien und mit zwei Kontroll-
proben (identische Gendosisangaben bei durchschnittlich 84 %), wurde in dieser Analyse also eine
hohere Ubereinstimmung der MLPA und aCGH Daten gezeigt. Méglicherweise kdnnte dies mit der
erhdhten Anzahl an Kontrollproben zusammenhéngen, was auch die leicht unterschiedlichen Gen-
dosisangaben fir die in beiden Analysen untersuchten Zelllinien erklaren wirde. Es muss aller-
dings auch berlcksichtigt werden, dass Datenséatze ohne Aberrationen ebenfalls in die Auswertun-
gen einbezogen wurden und diese einen GrofBteil der Gesamtdaten darstellten (etwa 80 % bei den
Zelllinien und 90 % bei den Patienten). Wurden nur die Daten miteinander verglichen, die zumin-
dest bei einer der beiden Methoden eine Verdnderung aufwiesen, zeigten durchschnittlich 65 %
der Zelllinien- und 31 % der Patientengewebe Daten eine Ubereinstimmung in MLPA und aCGH.
Dabei wurden jeweils etwa 1,2-mal mehr Aberrationen durch die MLPA gefunden, als durch die
aCGH (Abbildung 13-1).

A B Deletionen m Amplifikationen B m Deletionen m Amplifikationen
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Abbildung 13-1 Anzahl an Aberrationen (Deletionen und Amplifikationen) die durch MLPA und
aCGH bei den ESFT Zelllinien (A) und ESFT Patientengeweben (B) gefunden wurden.

Ob die gefundenen Abweichungen zwischen den beiden Methoden auf ein héheres Auflésungs-
vermdgen der MLPA zurlickzuflhren sind, kann aus den hier gewonnenen Ergebnissen nicht ab-

geleitet werden. Immerhin ist es bei der MLPA durch kurze Hybridisierungssequenzen von 50-70
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Nukleotiden mdéglich, auch kleinere Genaberrationen bis hin zum SNP (single nucleotide poly-
morphism) zu detektieren, wahrend die aCGH lediglich ein Aufldsungsvermdgen von 1 Megabase
hat. Die kurzen Sequenzen kénnten aber ebenso zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren. Ahnlich
unterschiedliche Ergebnisse von MLPA und CGH wurden auch schon bei der Analyse von Mela-
nomen gefunden. Van Dijk et al. erwogen dabei ebenfalls die Mdglichkeit, dass es durch das er-
hoéhte Aufldsungsvermdgen der MLPA auch zu falsch-positiven Ergebnissen kommen kann (van
Dijk et al. 2005). Im Einzelfall misste durch die Verwendung einer unabhangigen dritten Methode
(zum Beispiel durch die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung oder die quantitative Real-Time PCR)
eine potentielle Aberration verifiziert werden. In Bezug auf eine zukinftige Verwendung der MLPA
far die Analyse von ESFT Prognosemarkern sollten fir eine zuverlassige Normalisierung der Daten
mehrere Kontrollproben verwendet und auf eine geringe Standardabweichung geachtet werden.
Zusétzlich kdnnte die Zuverlassigkeit der MLPA Ergebnisse durch die Verwendung von mehreren
redundanten Sonden fiir jedes Gen weiter erhdht werden. Solche Zusammenstellungen von ver-
schiedenen Sonden sind bereits fiir einige Gene kommerziell bei MRC-Holland erhaltlich, zum Bei-
spiel fir das Tumorsuppressorgen PTEN (www.mrc-holland.com). In dieser Arbeit wurden fiir die
Auswertung der Ergebnisse aufgrund der méglichen falsch-positiven Daten, nur die Aberrationen

beriicksichtigt, die sowohl bei der MLPA als auch der aCGH gefunden wurden.

Bei den Zelllinien wurden mehr als dreimal so viele Aberrationen (sowohl in MLPA als auch aCGH)
nachgewiesen, wie bei den Patientengeweben (Gesamtanzahl an Aberrationen = 67 beziehungs-
weise 20). Dabei wiesen 13 der 14 Zelllinien (93 %) zumindest eine Veranderung auf (durchschnitt-
liche Anzahl an Aberrationen pro Zelllinie = 5), wahrend nur 8 der 23 untersuchten Patientengewe-
be (35 %) Gendosisverdnderungen zeigten (durchschnittliche Anzahl an Aberrationen pro Patient =
0,8). Diese Ergebnisse entsprechen Studien anderer Arbeitsgruppen, die in Zelllinien ebenfalls
haufiger Genaberrationen detektieren konnten, als bei den entsprechenden Patientengeweben. So
wurden zum Beispiel Mutationen im TP53 Gen bei 50 % der untersuchten ESFT Zelllinien (Anzahl
= 19), aber nur bei 5 % der analysierten primaren ESFT Tumore (Anzahl = 37) nachgewiesen (Ko-
var et al. 1993). Eine bedeutende Rolle bei diesen Beobachtungen kénnte die Etablierung der Zell-
linien aus primarem Tumorgewebe spielen, da bei der in vitro Kultivierung selbst benigne Primar-
zellen grundlegende Verédnderungen in ihrer Zellphysiologie erfahren kénnen (Wright et al. 1989,
Hanahan und Weinberg 2000). Somit kénnen Zelllinien auch Abweichungen in Bezug zu ihrem Ur-
sprungsgewebe aufweisen. In diesem Zusammenhang war damit unklar, in wie weit sich Erkennt-
nisse bei den ESFT Zelllinien, auch auf die malignen Gewebe Ubertragen lassen. Unbestritten ist
aber, dass auch vergleichsweise selten auftretende Aberrationen in primaren ESFTs unabhangige

Prognosemarker darstellen kénnen, so wie die Mutationen im TP53 Gen (Huang et al. 2005).

Von den untersuchten 38 Tumorsuppressorgenen war das in der Literatur haufig studierte Gen
CDKNZ2A bei 22 % der insgesamt 37 untersuchten DNA Proben deletiert (Tabelle 10-6, Seite 60).
Dabei zeigten vor allem die ESFT Zelllinien eine haufige Deletion des Gens bei der Halfte der un-
tersuchten Proben (7 / 14). Damit wurden bei der Kombination von MLPA und aCGH etwas weni-

ger Deletionen von CDKNZ2A gefunden, als in der Literatur fir die einzelnen Methoden gezeigt
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werden konnte. So wiesen Brownhill et al. mittels MLPA eine Deletion von CDKNZ2A bei 67 % der
untersuchten Proben (6/9) nach (Brownhill et al. 2007) und die aCGH Studie von Savola et al. be-
legte eine Deletion bei 73 % der Zelllinien (8/11; Savola et al. 2007).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen fir die ESFT Zelllinien, konnten fiir die primaren Patientenge-
webe deutlich weniger CDKN2A Deletionen nachgewiesen werden, als in der Literatur angegeben.
Lediglich 4 % der untersuchten Gewebe (1/23) zeigten eine hemizygote Deletion von CDKNZ2A.
Dagegen konnten Brownhill et al. mittels MLPA Analyse bei 17 % der Patientenproben (7/42;
Brownhill et al. 2007) und Savola et al. mittels aCGH sogar bei 23 % der untersuchten Gewebe
(6/26; Savola et al. 2007) Deletionen nachweisen. Fir die Richtigkeit und Zuverlassigkeit der Er-
gebnisse bei einer Kombination von MLPA und aCGH spricht aber, dass sowohl bei den Zelllinien
als auch primaren Tumorgeweben das direkt benachbarte Gen zu CDKN2A, CDKNZ2B, in allen Fal-
len den gleichen Aberrationsstatus aufwies (Tabelle 10-2, Seite 57 und Tabelle 10-4, Seite 59).
Dies war auch der Fall fir die Proben die nur in der MLPA eine Deletion aufwiesen aber wegen des
fehlenden Nachweises in der aCGH als nicht deletiert gewertet wurden (dies war bei den Zelllinien
bei drei und bei den Geweben bei einer Probe der Fall). Selbst eine hemizygote oder homozygote
Deletion wurde fir CDKN2A und CDKNZ2B trotz unterschiedlicher Sonden immer lbereinstimmend
in der MLPA erkannt. Daraus ergibt sich, dass die Kombination der beiden Methoden MLPA und
aCGH wahrscheinlich die Spezifitat bei der Kopiezahlanalyse erhéht, aber durch die bereits er-
wahnte unterschiedliche Auflésung dadurch vielleicht auch einige Aberrationen nicht bericksichtigt
werden, das heiBt die Sensitivitdt zum Teil reduziert wird. Die Verwendung von unterschiedlichen
Methoden ist woméglich auch der Grund, warum die bisherigen Studien zu unterschiedlichen Er-
gebnissen flr die untersuchten ESFT Zelllinien gefihrt haben. Beispielsweise wurde bei Kovar et
al. unter Verwendung des Southern Blots eine unverénderte Gendosis von CDKN2A bei der RD-
ES Zelllinie postuliert (Kovar et al. 1997), wahrend die hier schon angefiihrte aCGH Studie von Sa-
vola et al. eine homozygote Deletion bei dieser Zelllinie nachweisen konnte (Savola et al. 2007).
Dagegen wurde in der vorliegenden Arbeit eine hemizygote Deletion von CDKN2A bei der RD-ES
Zelllinie belegt. Diese Ergebnisse sprechen also auch wieder dafir, die Daten mit mehreren Kon-
trollproben zu normalisieren und zusatzlich die Gene mehrfach zu analysieren, zum Beispiel durch

verschiedene MLPA Sonden fiir jedes Gen.

13.2 Wahl der Kandidatengene

Die mit am haufigsten publizierte sekundare chromosomale Veradnderung bei ESFTs ist ein Verlust
des langen Arms von Chromosom 16 (16q). Diese strukturelle Aberration wurde bei mindestens
15 % der primaren Tumoren nachgewiesen und als unabhangiger prognostischer Faktor in ESFTs
bestétigt (Hattinger et al. 1999, Ozaki et al. 2001, Hattinger et al. 2002). Vorarbeiten der Arbeits-
gruppe konnten an ESFT Zelllinien zuséatzlich den kleinsten gemeinsam deletierten Bereich auf Lo-
cus 164922 bis 16924 eingrenzen (Diplomarbeit Ottaviano 2006, unveréffentlicht). Interessant im
Hinblick auf diese Ergebnisse war, dass sich unter den in der MLPA analysierten 38 Genen (Kapi-
tel 10.2, Seite 52) auch zwei 16 Tumorsuppressorgene befanden, die haufig in ESFT Zelllinien
und Patienten deletiert waren. So war CDH13 (16923) bei 36 % der Zelllinien sowie 9 % der Pa-
tienten deletiert und CDH1 (16922) bei 14 % der Zelllinien sowie 13 % der Patienten (Tabelle 10-3,
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Seite 58 und Tabelle 10-5, Seite 59). Von den 23 untersuchten ESFT Patientengeweben hatten
dabei 17 % entweder eine CDH1 oder CDH13 Deletion. Obwohl hier lediglich zwei Gene von
Chromosom 16q untersucht wurden, wurde somit bereits eine dhnlich hohe Prozentzahl an Patien-
ten mit einer 16qg Deletion gefunden, wie sie bisher in der Literatur angegeben wurde.

Trotz der relativ haufigen Deletionen im Gen CDH1 zeigten Literaturrecherchen eine mégliche Tu-
mor-progressive beziehungsweise onkogene Funktion bei ESFT Zelllinien und auch Tumor Xe-
notransplantaten in Nacktmausen (Tirado et al. 2006, Kang et al. 2007), weshalb das Gen flr die
Auswahl der Kandidatengene nicht in Betracht gezogen wurde. Fir das Gen CDH13 konnten durch
unseren Kooperationspartner, dem Centro de Investigacién del Cancer (Universitdt Salamanca,
Spanien), keine signifikanten Korrelationen zwischen der CDH13 Expression, einer veranderten
Zellphysiologie oder der Prognose von ESFT Patienten nachgewiesen werden (de Alava, unverof-
fentlichte Ergebnisse). Fir die Auswahl der Kandidatengene wurden deshalb mittels NCBI Map
Viewer (www.ncbi.nlm.nih.gov; Version 37.1) weitere Gene im Bereich 16922 bis 16924 gesucht.
Aufgrund seiner Tumor-repressiven Funktion im nahe verwandten Osteosarkom wurde das Gen
CDH11 (16922) fur die weiteren Analysen ausgewahlt (Kashima et al. 2003, Nakajima et al. 2008).
Zusétzlich wurde das Gen TERF2IP (16923) ausgesucht, da in der Literatur ebenfalls eine Tumor-

repressive Funktion bei Knochentumoren postuliert wurde (Umehara et al. 2004).

14. In vitro Charakterisierung der Kandidatengene CDH11 und TERF2IP

Durch Inaktivierung (zum Beispiel durch Deletionen) oder veranderte Regulation (zum Beispiel
durch eine veranderte Genexpression) kdnnen Tumorsuppressorgene zu einer Entartung von Zel-
len beitragen (Vogelstein und Kinzler 2004). Zum Beispiel fihrt die Mutation von TP53 dazu, dass
das vom Gen kodierte Protein p53 seine Funktion als Transkriptionsfaktor nicht mehr ausiben
kann, so dass es zu einem unkontrolliertem Zellzyklus und einer verminderten Apoptose kommen
kann (Levine 1997). Dagegen fihrt eine Hypermethylierung des Promotors von CDH13 zu einer
verminderten Expression des Gens in Lungenkrebs Zelllinien (Sato et al. 1998).

Nach der Auswahl von CDH11 und TERF2IP wurden die beiden Kandidatengene daher auf Dele-
tionen (Gendosis) und eine differentielle Genexpression bei ESFT Zelllinien und Patientengeweben
untersucht. Die Daten wurden dann sowohl miteinander verglichen als auch mit den klinischen Da-
ten der ESFT Patienten korreliert. Zum einen sollten diese Untersuchungen eine Funktion der Ge-
ne als Tumorsuppressoren und als potentielle Prognosemarker bei ESFTs belegen. Zum anderen
sollten die Ergebnisse zur Auswahl geeigneter ESFT Zelllinien fir die funktionellen Analysen ver-

wendet werden.

14.1 Gendosis und Genexpression in ESFT Zelllinien und -Patienten

Dass die Gendosis vermutlich ein wichtiger prognostischer Faktor fir ESFTs ist, konnte bereits
durch eine Korrelation von chromosomalen Aberrationen und dem klinischen Erkrankungsverlauf
von Patienten belegt werden. So wiesen Roberts et al. mit cytogenetischen Analysen nach, dass
eine hohe Anzahl an Chromosomenveranderungen (> 5) bei ESFT Patienten zu einem verschlech-

terten klinischen Verlauf fuhrt (Roberts et al. 2008). Eine signifikant schlechtere Prognose in Bezug
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auf das ereignisfreie Uberleben (event-free survival, EFS) und Gesamtiiberleben (overall survival,
OAS) wurde ebenfalls bei ESFT Patienten mit mehr als drei verschiedenen Kopiezahlénderungen
gezeigt (Savola et al. 2009). Auch speziell der Verlust des langen Arms von Chromosom 16 ist in
ESFTs prognostisch bedeutsam (Hattinger et al. 1999, Ozaki et al. 2001, Hattinger et al. 2002; Ka-
pitel 10.1, Seite 51).

Bei der MLPA Gendosis Analyse der 14 ESFT Zelllinien und 23 primaren ESFT Tumorgewebe
konnten hemizygote Deletionen von CDH11 bei 21 % der Zelllinien sowie 9 % der Gewebe nach-
gewiesen werden. Die Anzahl der nachgewiesenen Deletionen bei den Patientenproben entsprach
dabei in etwa den Literaturangaben fir Verluste des langen Arms von Chromosom 16 (10 % bis
20 % der untersuchten ESFT Patienten; Douglass et al. 1990, Hattinger et al. 1999, Hattinger et al.
2002, Ozaki et al. 2001).

Bei der Gendosisanalyse von TERF2IP wurden bei 14 % der Zelllinien hemizygote Deletionen ge-
funden. Dagegen wies keiner der Patienten eine Aberration von TERF2IP auf. Aufgrund der gerin-
gen Anzahl an Tumorproben konnte nicht endgiiltig bewiesen werden, dass TERF2IP in primaren
ESFT Geweben nie deletiert vorliegt. Allerdings wurden auch in anderen Knochentumoren, wie

dem Osteosarkom, keine TERF2IP Genmutationen bei Zelllinien gefunden (Savage et al. 2005).

Damit wurden auch bei dieser MLPA Untersuchung wieder haufiger Deletion bei den Zelllinien, als
bei den Patientengeweben gefunden. Wie bereits in Kapitel 13.1 diskutiert, kénnte dies an der
Etablierung der Zelllinien aus primarem Tumorgewebe liegen (Wright et al. 1989, Hanahan und
Weinberg 2000). Es wurden aber keine homozygoten Deletionen und auch keinerlei Amplifikatio-
nen der beiden Kandidatengene gefunden (Tabelle 11-1, Seite 64). Das keine Amplifikationen ge-
funden wurden kdnnte mdoglicherweise darauf hinweisen, dass die beiden Gene tatsachlich eine
Tumor-repressive Funktion in ESFTs aufweisen, denn chromosomale Deletionen sind eher bei
Tumorsuppressorgenen zu finden. Vor allem die Tatsache, dass es sich bei den Aberrationen le-
diglich um hemizygote Deletionen handelte, lieB allerdings keine Rickschlisse auf die tatsachli-
chen Auswirkungen der Deletionen auf die Zellphysiologie und die Bedeutung als Prognosemarker
in ESFTs zu. So kann das zweite, verbliebene Allel die Genexpression des deletierten Allels aus-
gleichen oder die Expression kann durch Regulation der mRNA- und Protein Expression vollstan-
dig inhibiert sein (Knudson 1971, Alberts 2004). Ein Beispiel hierfir ist das E-Cadherin, ein Tumor-
suppressor in epithelialen Geweben, in denen das Gen haufig nicht mutiert vorliegt, sondern ledig-
lich die Expression runterreguliert ist (Wheelock und Johnson 2003). Daher wurde in weiteren Un-
tersuchungen auch die RNA- und Protein Expression von CDH11 und TERF2IP in ESFT Zelllinien

und Patientengeweben analysiert und mit der Gendosis verglichen.

Es konnte eine CDH11 Expression bei 13 von 14 (93 %) der ESFT Zelllinien sowohl auf RNA- als
auch auf Protein Ebene nachgewiesen werden (Tabelle 11-2 A, Seite 72). Lediglich die Zelllinie
CHP-100 wies in allen Untersuchungen keine CDH11 Expression auf. Bei den ESFT Tumorgewe-
ben zeigte sich fiir alle Proben eine RNA- und Protein Expression von CDH11 (Abbildung 11-3 A,
Seite 67 und Abbildung 11-7 A, Seite 70). Die Expression von CDH11 war dabei sehr heterogen,
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das heiBt die relative Expression der Proben war sehr unterschiedlich und reichte Uber einen sehr
breiten Wertebereich von sehr schwach zu sehr stark exprimierten Proben. Zum Beispiel wies das
primare Tumorgewebe von Patient 24-09 eine 29-fach héhere RNA Expression auf (relative Ex-
pression 11,6 + 0,02 Standardabweichung), als von Patient 162-08 (0,4 + 0,02; Abbildung 11-3 A,
Seite 67). Durch den groBen Unterschied zwischen Geweben mit niedriger und mit hoher Expres-
sion stellt die differentielle Expression eine gute Méglichkeit dar, die Hohe der Expression mit der
Malignitét (zum Beispiel dem Vorliegen von Metastasen oder der Uberlebenswahrscheinlichkeit) zu
korrelieren. Im Osteosarkom wurde bei zunehmender Malignitat der untersuchten Proben eine sin-
kende CDH11 Expression nachgewiesen (Nakajima et al. 2008). Ob es einen Zusammenhang zwi-
schen der Expressionshéhe und den klinischen Daten der ESFT Patienten gab, wurde daher eben-
falls untersucht (Kapitel 14.2).

Bei dem Vergleich der CDH11 Gendosis und Genexpression konnte fir die drei in MLPA und
aCGH deletierten Zelllinien (SK-ES1, SK-N-MC, VH-64) lediglich fiir SK-ES1 eine korrespondie-
rende niedrige RNA- und Protein Expression festgestellt werden (Tabelle 11-2 A, Seite 72). Bei
den ESFT Patienten wies nur eines der zwei deletierten primaren Tumorgewebe auch eine korres-
pondierende niedrige RNA Expression auf (113-04), das andere Gewebe zeigte eine hohe RNA
Expression (03-05; Tabelle 11-4 A, Seite 73). So ergab die statistische Auswertung nach Pearson
dann auch weder fir die ESFT Zelllinien noch fir die Patientengewebe eine signifikante Korrelation
von Gendosis und Genexpression (Pearson Korrelation, p > 0.05, zweiseitig). Somit konnte auf-
grund der Gendosis nicht auf die Expression von CDH11 in den ESFT Zelllinien und Geweben ge-
schlossen werden. Dies kénnte sowohl auf Regulationsmechanismen bei der Genexpression zu-
rickzufhren sein als auch darauf, dass lediglich hemizygote Deletionen vorlagen.

Der Vergleich von RNA- und Protein Expression ergab bei 43 % der untersuchten Zelllinien Uber-
einstimmungen in der Héhe der CDH11 Expression (Tabelle 11-2 A, Seite 72). Signifikante positive
Ubereinstimmungen wurden von RNA- und (Immunhistochemie, IHC) Protein Expression (Pearson
Korrelation, p = 0.015, zweiseitig) sowie von IHC- und Western Blot (WB) Protein Expression (p =
0.045, zweiseitig) gefunden (Tabelle 11-3, Seite 73). Demnach war es mdglich, von der CDH11
RNA- auf die Protein Expression der Zelllinien zu schlieBen. Die tatséchliche Relevanz dieser Kor-
relationen konnte nicht abschlieBend bewertet werden. Denn es muss berlicksichtigt werden, dass
eine quantitative Methode (gqRT-PCR) mit semi-quantitativen Methoden (Immunhistochemie und
Western Blot) verglichen wurde und dass nicht untersucht werden konnte, ob die Korrelationen

auch bei den ESFT Patientengeweben vorhanden sind.

Far TERF2IP wurde in allen 14 ESFT Zelllinien eine RNA- und Protein Expression nachgewiesen
(Tabelle 11-2 B, Seite 72). Ebenso zeigte sich bei allen untersuchten Patientengeweben (Anzahl =
33) eine RNA Expression von TERF2IP (Abbildung 11-3 B, Seite 67). Lediglich bei der Analyse der
Protein Expression wiesen 8 von 28 (29 %) untersuchten ESFT Tumorgeweben keine TERF2IP
Expression auf (Abbildung 11-7 B, Seite 70). Die Expression von TERF2IP war dabei eher homo-
gen, das heiBt die relativen Expressionen der Proben waren sehr ahnlich zueinander und in einem
eher schmalen Wertebereich. So wies das primare Tumorgewebe von Patient 29-09 lediglich eine
etwa 16-fach hohere RNA Expression auf (relative Expression 3,3 £ 0,42 Standardabweichung),
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als von Patient 24-09 (0,2 + 0,06) und fast 1/3 der untersuchten Patientengewebe hatten eine Ex-
pression nahe der mittleren Expression (1,0; Abbildung 11-3 B, Seite 67). Eine Ausnahme war le-
diglich die Untersuchung der RNA Expression bei den ESFT Zelllinien. Bedingt durch die duBerst
hohe TERF2IP Expression der Zelllinie TC71, wurde ein breiterer Wertebereich der TERF2IP Ex-
pression (0,4 - 41) gefunden. Das TERF2IP weder haufig deletiert noch differentiell exprimiert wird,
konnte schon im Mammakarzinom gezeigt werden (van Wezel et al. 2005). Dennoch gibt es Tumo-
ren, bei denen die TERF2IP Expression mit dem Uberleben der Patienten korreliert — zum Beispiel
bei den Lungenkarzinomen (Lin et al. 2006). Trotz einer eher homogenen Expression von
TERF2IP, wurde daher die Expressionshéhe mit den klinischen Daten der Patienten verglichen
(Kapitel 14.2).

Der Vergleich der TERF2IP Gendosis und Genexpression konnte aufgrund fehlender Deletionen
bei den ESFT Tumorgeweben (Tabelle 11-4 B, Seite 73) lediglich fur die ESFT Zelllinien durchge-
fihrt werden. Hier konnte fir die beiden in MLPA und aCGH deletierten Zelllinien (SK-N-MC und
VH-64) eine korrespondierende niedrige RNA- und Protein Expression festgestellt werden (Tabelle
11-2 B, Seite 72). Die statistische Auswertung nach Pearson ergab eine signifikante negative Kor-
relation von Gendosis und (WB) Protein Expression (p = 0.002, zweiseitig). Demnach gab es bei
den ESFT Zelllinien einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer TERF2IP Deletion und

einer niedrigen Expression.

Zusammenfassend wurden also nur sehr wenige oder gar keine (CDH11: 9 %, TERF2IP: 0 %) he-
mizygote Deletionen der Kandidatengene bei den analysierten primaren ESFT Geweben gefunden.
Diese korrelierten, im Fall von CDH11, auch nicht signifikant mit der RNA- und Protein Expression.
Ein direkter Einfluss der hemizygoten Deletionen auf die H6he der Expression konnte flr die ESFT
Patienten also nicht belegt werden und durch die geringe Anzahl an identifizierten Aberrationen
dlrften sich die beiden Kandidatengene wohl auch nicht fir eine zuklnftige Routine MLPA Analyse
eignen. Eine Bedeutung der Gendosis als Prognosemarker fir einen kleinen Teil der ESFT Patien-
ten konnte aber nicht grundsétzlich ausgeschlossen werden, da eine statistische Korrelation mit
den klinischen Daten aufgrund der wenigen Deletionsdaten nicht durchgefiihrt wurde. Stattdessen
wurden aber die RNA- und Protein Expressionsdaten mit den klinischen Daten der ESFT Patienten

verglichen.

14.2 Statistische Signifikanz der molekularen Daten im Vergleich zu den klinischen
Daten der ESFT Patienten

Zu den etablierten, klinischen Prognosemarkern bei ESFTs gehért das Vorliegen von Metastasen
bei Diagnose (Jirgens et al. 1988; Terrier et al. 1996; Cotterill et al. 2000), die TumorgréBe (Ah-
rens et al. 1999), Tumorlokalisation, das Patientenalter (Cotterill et al. 2000) und das Ansprechen
auf die initiale Chemotherapie (Rosito et al. 1999). Molekulare Prognosemarker werden dagegen
bislang nicht in der Routineuntersuchung von ESFTs eingesetzt (Kapitel 3.3, Seite 13). Basierend
auf den Ergebnissen der RNA- und Protein Expression wurden die molekularen Daten der beiden
Kandidatengene mit den klinischen Daten der ESFT Patienten verglichen. Die Ergebnisse dieser

statistischen Analyse sollten zeigen, ob die Expression von CDH11 und TERF2IP mit klinischen
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Variablen wie zum Beispiel dem Vorliegen von Metastasen bei Diagnose oder der TumorgréBe und
dem Uberleben der Patienten korreliert. Ein kausaler Zusammenhang kann dadurch zwar nicht be-
legt werden, aber es wére ein Hinweis, dass eine veranderte Expression der beiden Kandidaten-
gene zu einer Veradnderung in der Zellphysiologie und mdglicherweise auch zu einer Entartung von
Zellen fuhren kénnte. Somit kénnte die Expressionsanalyse der beiden Gene zukiinftig wichtige

Hinweise fiir den Verlauf der Krankheit und auch fiir mégliche Therapieziele geben.

Fir die Analyse von CDH11 konnte fir alle untersuchten ESFT Patienten die Metastasen aufwie-
sen, gleichzeitig auch eine hohe Protein Expression nachgewiesen werden. Patienten ohne Metas-
tasen wiesen dagegen jeweils zur Hélfte eine hohe und niedrige CDH11 Protein Expression auf
(Abbildung 11-10 A, Seite 75). Die statistische Analyse mittels Chi>-Test ergab fir CDH11 eine
signifikante Korrelation der Protein Expression mit dem Vorliegen von Metastasen (Tabelle 11-5 A,
Seite 75; p = 0.01, zweiseitig). Entgegen der Hypothese, dass es sich bei den Kandidatengenen
um Tumorsuppressorgene handeln sollte, wurde demnach in dieser Analyse stattdessen der Hin-
weis auf eine Tumor-progressive Funktion von CDH11 gefunden. Die Uberlebensanalysen mittels
Kaplan-Meier und Log-Rank-Test konnten diesen Hinweis zwar nicht signifikant festigen
(Abbildung 11-11, Seite 76, p > 0.05, zweiseitig), aber interessanterweise war die Wahrscheinlich-
keit, finf Jahre nach der Diagnose noch zu leben fir Patienten mit einer hohen CDH11 RNA Ex-
pression deutlich geringer (35 %), als fir Patienten mit niedriger Expression (72 %; p > 0.05, zwei-
seitig). Auch bei der CDH11 Protein Expression wurde eine etwas geringere, wenn auch statistisch
nicht relevante Wahrscheinlichkeit des Uberlebens bei einer hohen (66 %) im Vergleich zu einer
niedrigen Expression (72 %) gefunden. Diese Ergebnisse sind zwar nur ein Hinweis auf die mogli-
che Funktion von CDH11 in ESFTs, aber &hneln Erkenntnissen in verschiedenen anderen Tumor-
entitdten, in denen eine Tumor-progressive Funktion von CDH11 belegt wurde. Beispiele sind die
primaren aneurysmatischen Knochenzysten (primary aneurysmal bone cyst (ABC)) sowie Brust-
und Prostatakarzinome (Pishvaian et al. 1999, Tomita et al. 2000, Oliveira et al. 2004, Chu et al.
2008), bei denen die Uberexpression von CDH11 zusétzlich zu Knochenmetastasen fiihrt (Tamura
et al. 2008, Huang et al. 2010; Lee et al. 2010).

Bei der Untersuchung von TERF2IP wurde bei der Mehrheit der untersuchten ESFT Patientenpro-
ben mit einem Rezidiv (70 %) gleichzeitig eine niedrige Protein Expression gefunden. Dagegen
wiesen die meisten Patienten ohne Rezidiv (81 %) eine hohe TERF2IP Protein Expression auf
(Abbildung 11-10 B, Seite 75). Damit konnte auch fiir TERF2IP mittels Chi*-Test eine signifikante
Korrelation von Expressionshdhe und einer klinischen Variablen gefunden werden (Tabelle 11-5 B,
Seite 75; p = 0.01, zweiseitig). Zusatzlich konnte bei der Uberlebensanalyse mittels Kaplan-Meier
und Log-Rank-Test eine niedrigere 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit signifikant mit einer
niedrigen TERF2IP Protein Expression korreliert werden (Abbildung 11-12 B, Seite 77). Allerdings
zeigte sich bei dem Vergleich der TERF2IP RNA Expression mit dem Uberleben der Patienten eine
entgegengesetzte Korrelation, da hier bei niedriger Expression signifikant hdhere Uberlebensraten

nach 5 Jahren vorhanden waren (Abbildung 11-12 A). Die Aussagekraft der Uberlebensanalyse
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konnte demnach nicht endgultig bewertet werden. Die Ergebnisse des Chi*-Tests kénnten fur eine

Tumor-repressive Funktion von TERF2IP bei ESFTs sprechen.

Bei dem Vergleich der Kandidatengen Expression mit den klinischen Daten der ESFT Patienten
wurden demnach erste Hinweise gefunden, nach denen eine veranderte Expression einen Einfluss
auf die Prognose der Patienten haben kdnnte. Wahrend die von Umehara et al. postulierte Funk-
tion von TERF2IP als Tumorsuppressorgen in ESFTs weiter gefestigt werden konnte (Umehara et
al. 2004), zeigte sich dagegen fir CDH11 eine mdgliche Tumor-progressive Funktion. Dies wider-
spricht der Anfangs aufgestellten Hypothese, dass es sich bei CDH711 um ein Tumorsuppressorgen
in ESFTs handeln kénnte. Ob tatsachlich ein funktioneller Zusammenhang zwischen der Expres-
sion der beiden Kandidatengene und einer Veradnderung in der Zellphysiologie besteht, wurde

nachfolgend durch funktionelle Studien nach forcierter Uberexpression untersucht.

15.Funktionelle Studien nach forcierter Uberexpression von CDH11 und
TERF2IP in ESFT Zelllinien

Fur die funktionellen Analysen wurden anhand der Expressionsergebnisse aus Kapitel 11.2 Zellli-
nien ausgesucht, die von sich aus eine niedrige Expression von CDH11 oder TERF2IP aufwiesen.
Da sie jeweils eine geringe oder auch gar keine Expression der Gene aufwiesen (Tabelle 11-2,
Seite 72), wurde fiir die Analyse von CDH11 die Zelllinie CHP-100 und fir die Analyse von
TERF2IP die Zelllinie VH-64 ausgewahlt.

15.1 Etablierung stabiler CDH11 und TERF2IP Transfektanten

Durch die Methode der transienten Transfektion (Methodenbeschreibung: Seite 41) wurden zu-
nachst die optimalen Versuchsbedingungen ausgetestet. Dabei konnte fir CDH11 eine mehr als
340-fache mRNA- und eine etwa 1,3-fach erhdéhte Protein Expression der pT-Rex-CDH11 transfi-
zierten CHP-100 Zellen im Vergleich zu den CHP-100 Kontrollen erzielt werden (Abbildung 12-6,
Seite 82). Fir TERF2IP konnte eine mehr als 260-fache mRNA- und eine etwa 1,5-fach erhdhte
Protein Expression der pT-Rex-TERF2IP transfizierten VH-64 Zellen im Vergleich zu den VH-64
Kontrollen erreicht werden (Abbildung 12-7, Seite 83). Bei beiden Ansatzen war die RNA- und Pro-
tein Expression jeweils nach 24 Stunden am hdchsten. Somit konnten die Zelllinien erfolgreich mit
den Kandidatengen Vektoren transfiziert werden. Die Transfektion mit dem pT-Rex-CDH11 bezie-
hungsweise pT-Rex-TERF2IP Vektor konnte sowohl eine RNA- als auch Protein Expression indu-

zieren und es konnte dabei keine letale Wirkung auf die Zellen festgestellt werden.

Im Anschluss an die Versuchsoptimierung wurden stabile CDH11 und TERF2IP Transfektanten
hergestellt (Methodenbeschreibung: Seite 43). Fir die funktionellen Analysen wurden jeweils die-
jenigen stabilen Transfektanten ausgewahlt, welche im Vergleich zu den Kontrollen die héchste

RNA- und Protein Expression aufwiesen.
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Von den pT-Rex-CDH11 transfizierten CHP-100 Zellen wurde eine Transfektante ausgesucht, fir
die eine mehr als 30-fach erhéhte CDH11 RNA- und eine im Western Blot sichtbar erhdhte Protein
Expression gefunden wurde (Abbildung 12-8, Seite 84). Die erhéhte Protein Expression konnte bei
einem GroBteil der CDH11 transfizierten Zellen (etwa 80 % bis 90 %) durch immunhistochemische
Farbung bestéatigt werden (Abbildung 12-9, Seite 85). Hier konnten auch erste Anzeichen einer
veranderten Zellmorphologie der CDH11 Transfektante festgestellt werden. So zeigten die Zellen
mit einer CDH11 Uberexpression ein deutlich runderes Aussehen, als die spindelférmig geformten
Kontrollen (Abbildung 12-10, Seite 86). Zusatzlich 16sten sich diese Zellen bei der Trypsinierung
spater von der Kulturoberflache ab. Dass eine aberrante Expression von CDH11 zu einer veran-
derten Zellmorphologie fiihren kann, wurde auch schon von anderen Arbeitsgruppen beobachtet.
So konnten Kawaguchi et al. nach der Transfektion von CDH11 in eine Maus Fibroblasten Zelllinie
(so genannte L-Zellen) ein deutlich vernetzteres Aussehen der Zellen im Vergleich zu den Kontrol-
len feststellen (Kawaguchi et al. 1999). Ein Grund fur die veranderte Morphologie und verstéarkte
Adhésion an der Kulturflache kénnte die Ausbildung von zusétzlichen Zell-Zell und Zell-Kulturflache
Verbindungen durch mehr CDH11 Adh&sionsproteine an der Zelloberflache sein. Dieses Argument

wurde durch den Aggregationsassay (Kapitel 15.2.4) untersucht.

Von den pT-Rex-TERFZ2IP transfizierten VH-64 Zellen wurde eine Transfektante mit einer 3,5-fach
erhéhten RNA- aber einer im Western Blot kaum sichtbar erhéhten Protein Expression ausgewahit
(Abbildung 12-11, Seite 87). Bei der immunhistochemischen Farbung zeigte sich auch lediglich bei
einem Anteil von etwa 10 % der TERF2IP transfizierten Zellen eine Protein Expression (Abbildung
12-12, Seite 87). Die niedrige Expression dieser stabilen im Vergleich zu den transienten TERF2IP
Transfektanten der Versuchsoptimierung, kénnte durch die Integration des DNA Vektors in das
Genom der Zellen bedingt sein. Die Expression von TERF2IP kdnnte dadurch teilweise oder ganz
inhibiert worden sein. Das Zielgen kénnte ebenso wahrend des Selektionsprozesses ganzlich ver-
loren gegangen sein, wahrend die Zellen weiterhin das Neomycin-Resistenzgen des pTRex-
DEST30 Vektors aufwiesen. Trotz der geringen Expression wurde die TERF2IP Transfektante fr

die funktionellen Analysen verwendet.

15.2 Funktionelle Analysen an stabilen Transfektanten

Mit verschiedenen Methoden wurden mehrere Faktoren des Zellstoffwechsels und der Zellphysio-
logie analysiert, die durch die aberrante Expression von CDH11 beziehungsweise TERF2IP mégli-
cherweise beeinflusst werden. So wurde die Migrations- und Aggregationsféhigkeit untersucht, die
wichtige Faktoren fir die Invasion und Metastasierung von Zellen darstellen. AuBerdem wurde

auch die Fahigkeit zur Invasion selber und die Proliferationsrate der Zellen gemessen.

15.2.1 Migration

Untersuchungen an Osteosarkom Zelllinien konnten bei einer Uberexpression von CDH11 eine
verminderte Zellmigration nachweisen (Kashima et al. 2003). Die Expression von TERF2IP wurde

dagegen noch nicht mit der Migration von Zellen korreliert. In dieser Arbeit wurde damit zum ersten
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Mal die Expression von CDH11 und TERF2IP mit der Zellmigration von ESFT Zelllinien korreliert.
Allerdings konnte die Migration der Zellen unter Verwendung des Scratch Assays nicht unabhéngig
von einer Proliferation erfasst werden. Wahrend erwartet wurde, dass die Zellen durch einen Ent-
zug von Serum im Medium ihr Wachstum einstellen, proliferierten die meisten Zellen dennoch wei-
ter. Bei den CHP-100 Zellen reduzierten lediglich die beiden Kontrollen (pT-Rex mock und K) ihr
Wachstum, wahrend die CDH11 transfizierten CHP-100 Zellen weiter proliferierten, erkennbar an
dem dichten konfluenten Aussehen der Zellen nach 48 Stunden (Abbildung 12-14, Seite 89). Die
VH-64 Zellen zeigten sogar alle (TERF2IP transfizierte Zellen und Kontrollen) eine unverminderte
Proliferation bis zu ihrem Ablésen nach weniger als 48 Stunden (Abbildung 12-15, Seite 90). Damit
konnte die Bedeutung einer Uberexpression von CDH11 oder TERF2IP fiir die Zellmigration mit
dieser Untersuchung nicht beurteilt werden. Es wurde jedoch der Hinweis auf einen Wachstums-
vorteil der CDH11 transfizierten CHP-100 Zellen in Serum-freiem Medium gefunden, der fir die

Analyse der Zellproliferation beriicksichtigt wurde.

15.2.2 Proliferation

Basierend auf den Ergebnissen der Migration wurden die Analysen zur Proliferation der CHP-100
Zelllinien (CDH11 Transfektante und Kontrollen) sowohl mit Serum als auch ohne Serum im Medi-
um durchgefiihrt. Die Proliferation der TERF2IP Transfektante und der entsprechenden Kontrollen
wurde dagegen nur mit Serum-enthaltendem Medium untersucht, da sie sich bei Verwendung von
Serum-freiem Medium innerhalb von 48 Stunden von der Kulturflache abldsten.

Bei Verwendung des Mediums ohne Serum konnte eine signifikant hdhere Proliferation der CDH11
Transfektante im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen werden (Student’s t-Test, p < 0.01,
zweiseitig; Abbildung 12-17, Seite 92). Dies war vor allem darauf zuriickzufihren, dass die Kontrol-
len ihre Proliferation einstellten und spatestens am vierten Tag abstarben, wéahrend die CDH11
Transfektante weiter proliferierte. Die Proliferationsanalyse unter Verwendung von Medium mit Se-
rum zeigte dagegen keinen Unterschied im Wachstum der Zellen (Student’s t-Test, p > 0.05, zwei-
seitig; Abbildung 12-16, Seite 92). Damit konnte der in der Migrationsanalyse beobachtete Wachs-
tumsvorteil der CDH11 Transfektante bei Entzug von Wachstumsfaktoren bestatigt werden. Da-
riber hinaus wurde der Hinweis aus Kapitel 14, dass CDH11 mdglicherweise eine Tumor-
progressive Funktion in ESFTs haben kénnte, weiter gefestigt. Dass die CHP-100 Zellen durch die
verstarkte Expression von CDH11 in der Lage waren ohne Wachstumsfaktoren zu (berleben,
kénnte durch eine bereits in der Literatur beschriebene Proteolyse von Cadherinen verursacht
werden. Demnach kénnen sich Cadherinproteine in einen extra- und intrazellularen Teil spalten
und jeweils mit anderen Proteinen interagieren. Beispielsweise wurde bereits nachgewiesen, dass
die intrazelluldren, C-terminalen Fragmente von CDH1 und CDH2 einen Einfluss auf Zellprolifera-
tion und -migration haben (Ubersichtsartikel: McCusker und Alfandari 2009). Ob der Entzug der
Wachstumsfaktoren zu einer Proteolyse von CDH11 flhren kann, konnte im Rahmen dieser Arbeit

aber nicht nachgewiesen werden.
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Die Untersuchungen zur Proliferation der TERF2IP transfizierten Zellen konnten keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich mit den jeweiligen Kontrollen nachweisen (Student’s t-Test, p > 0.05,
zweiseitig). In allen Ansétzen zeigten die Zellen eine &hnliche, konstante Proliferationsrate bis zum
Absterben der Zellen nach etwa 5 Tagen Kultivierung (Abbildung 12-18, Seite 93). Demnach flihrte
die verstarkte Expression von TERF2IP zu keinem Unterschied in der Proliferation der VH-64 Zel-

len.

15.2.3 Invasion

Maligne Tumoren sind in der Lage in umliegendes Gewebe sowie Blut- und Lymphbahnen einzu-
dringen und sich dadurch im Kérper auszubreiten (Alberts 2004). Fir CDH11 konnte bereits eine
erhdhte Expression des Gens mit einem erhdhten Invasionspotential beim Prostatakarzinom korre-
liert werden (Huang et al. 2010). Die Fahigkeit zur Invasion von ESFT Zellen mit erhéhter CDH11
oder TERF2IP Expression, wurde dagegen noch nicht untersucht.

Die Invasionsfahigkeit der CDH11 und TERF2IP Transfektante sowie den jeweiligen Kontrollen
wurde in dieser Arbeit mit ThinCert™ Zellkultureinsatzen sowie Matrigel™ als kiinstlicher extrazel-
lularer Membran (ECM) studiert. Als chemisches Attraktanz (Lockstoff) wurde in das untere Kom-
partiment konditioniertes Medium der CDH11 Transfektante beziehungsweise TERF2IP Transfek-
tante gegeben und die Zellen im oberen Kompartiment in Serum-freiem Medium ausgebracht (Me-
thodenbeschreibung: Seite 46). Um eine Verfalschung der Daten durch die erhdhte Proliferation
der CDH11 Transfektante bei Serum Entzug zu verhindern, wurde der Versuchsansatz bereits

nach 24 Stunden ausgewertet.

Von den eingesetzten 400.000 Zellen der CDH11 Transfektante waren im Durchschnitt lediglich
0,1 % (£ 0,04 % Standardabweichung) der Zellen nach 24 Stunden in der Lage, durch die ECM zu
wandern (Abbildung 12-19 A, Seite 94). Bei den beiden Kontrollen konnten nur geringfiigig mehr
Zellen (0,7 % * 0,6 % beziehungsweise 0,2 % + 0,3 %) auf der Unterseite der Membran gefunden
werden (Student’s t-Test, p > 0.05, zweiseitig).

Von der TERF2IP Transfektante wurden im Durchschnitt 0,12 % (£ 0,1 % Standardabweichung)
der eingesetzten Zellen auf der Unterseite der Membran gezahlt (Abbildung 12-19 B, Seite 94).
Fast anndhernd so viele Zellen der Kontrollen waren nach 24 Stunden durch die ECM gewandert
(0,11 % £ 0,1 % beziehungsweise 0,13 % + 0,1 %). Es gab also keinen signifikanten Unterschied

zwischen den Zellen (Student’s t-Test, p > 0.05, zweiseitig).

Somit waren sowohl bei den Analysen zu CDH11 als auch zu TERF2IP weniger als 1 % der unter-
suchten Zellen nach 24 Stunden in der Lage auf die Unterseite der Membran zu gelangen. Diese
geringe Invasionsfahigkeit der Zellen kénnte an der kurzen Zeit von lediglich 24 Stunden liegen. In
jedem Fall war die Standardabweichung zwischen den zwei unabhéngigen Z&hlungen so hoch,
dass eine endgiltige Beurteilung der Invasionsféahigkeit in Bezug auf die CDH11 beziehungsweise
TERF2IP Expression nicht erfolgen konnte.
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15.2.4 Aggregation

Die Aggregation spielt eine wichtige Rolle bei der Invasion und Metastasierung von Zellen, da sich
fur diese malignen Vorgange Zellen anlagern und miteinander verbinden mussen (Alberts 2004).
Im Vordergrund der Analysen stand vor allem die Untersuchung der CDH11 Transfektante, da bei
der Etablierung dieser Zellen ein spateres Abldsen von der Kulturflache bei Trypsinierung beo-
bachtet wurde (Kapitel 12.2.1, Seite 84).

Das Zusammenlagern der Zellen wurde nach dem Vorbild von Potter und Morris im so genannten
héangenden Tropfen beobachtet (Potter und Morris 1985; Methodenbeschreibung: Seite 47). In
Suspension kdnnen sich die Zellen an der Spitze des Tropfens zu dreidimensionalen Zellverbén-
den zusammenlagern, die sich bei der Kultivierung der Zellen als adh&rente Monolayer nicht bilden
kénnten. Die Anzahl an Zellverbanden ist dabei einerseits ein MaB fir die Fahigkeit der Zellen zur
Aggregation und Adhésion, aber wahrscheinlich auch fir die Malignitat der Zellen. Denn wéhrend
die meisten benignen adhéarenten Zellen in Suspension zugrunde gehen, formen viele Tumorzellen
so genannte Spharoide (kugelférmige Zellaggregate) und tberleben ohne die Anheftung an eine
Oberflache (Bates et al. 2000, Frisch und Screaton 2001). Fir ESFT Zelllinien konnte bereits die
Ausbildung von Sphéaroiden in Suspension nachgewiesen werden, unter anderem auch fir die in
dieser Arbeit verwendete VH-64 Zelllinie (Lawlor et al. 2002, Wahl et al. 2010).

Die pT-Rex-CDH11 transfizierten Zellen lagen bei Versuchsbeginn gleichmaBig als Einzelzellen im
Tropfen vor und bildeten nach 24 Stunden kleine, Uber den Tropfen verteilte Aggregate. Dagegen
verteilten sich die beiden Kontrollansdtze nach dem Ausbringen des Tropfens nicht als Einzelzel-
len, sondern lagen als Zellverbdnde an einer Seite des Tropfens vor. Diese Zellverbande sammel-
ten sich nach 24 Stunden in der Mitte des Tropfens, wobei sich auch ein paar dreidimensionale
Aggregate ausbildeten (Abbildung 12-20, Seite 96). Ein Vorliegen von Sphéaroiden konnte in kei-
nem der Ansatze eindeutig belegt werden. Somit wurden deutlich sichtbare Unterschiede zwischen
der CDH11 Transfektante und den Kontrollen gefunden, die aber nicht quantifizierbar waren. Die
Uberexpression von CDH11 filhrte zu einer Veranderung der Zellverteilung im Tropfen, aber es
konnte keine abschlieBende Aussage Uber eine Veranderung der Aggregationsfahigkeit dieser Zel-
len getroffen werden. Unbestritten ist aber, dass CDH11 fir die Zell-Zell-Adhéasion verantwortlich
ist (Kiener et al. 2006) und somit ein Einfluss der Uberexpression auf diesen Prozess nicht ausge-

schlossen werden kann.

Bei der Untersuchung der Aggregationsfahigkeit der TERF2IP Transfektante und den entspre-
chenden Kontrollen verteilten sich bei Versuchsbeginn alle Einzelzellen gleichmaBig im Tropfen
und bildeten nach 24 Stunden dreidimensionale Aggregate an der Spitze des Tropfens aus
(Abbildung 12-21, Seite 96). Ob es sich bei diesen Aggregaten um die erwahnten Sphéaroide han-
delte, konnte nicht festgestellt werden. Es wurde aber weder an Tag 0, noch an Tag 1 ein sichtba-
rer Unterschied zwischen den Anséatzen festgestellt. Die erhéhte TERF2IP Expression fihrte also

zu keiner sichtbaren Veranderung in der Aggregationsfahigkeit der VH-64 Zelllinie.
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F Zusammenfassung

Die Diagnose eines am Ewing sarcoma family of tumors (ESFTs) erkrankten Patienten erfolgt
heutzutage neben der Gewebehistologie auch mit molekularen Markern, vor allem durch den
Nachweis einer partiellen Translokation des langen Arms von Chromosom 22 (22g12). Eine Pro-
gnoseeinschatzung wird dagegen bisher nur anhand von klinischen Prognosemarkern, wie dem
Vorliegen von Metastasen bei Diagnose oder dem Ansprechen auf die initiale Chemotherapie ge-
troffen. Prognostisch bedeutsame molekulare Marker wurden bislang erst wenige und auch nur bei
einem Teil der ESFT Patienten entdeckt. Dementsprechend war ein Ziel dieser Arbeit, zusétzliche
molekulare Prognosemarker in ESFTs zu identifizieren. Da in Zukunft vermutlich nicht nur ein ein-
ziger molekularer Marker routinemé&Big bei den ESFT Tumorgeweben untersucht werden muss,
war ein weiteres Ziel dieser Arbeit eine Methode zu finden und zu etablieren, die verschiedenste
chromosomale Veranderungen erfasst und die sich zusatzlich auch fur eine Routineuntersuchung

eignet.

Als geeignete Methode fir die Routineuntersuchung von primaren ESFT Tumorproben wurde die
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) ausgewahlt, da sie schnell und glinstig
durchzuflhren ist. Bei der Etablierung der Methode wurde durch mehrere Wiederholungen der
Analyse nachgewiesen, dass die MLPA reproduzierbar Aberrationen bei ESFT Zelllinien und Tu-
morgeweben identifiziert. Dabei war es wichtig, frisches oder gefrorenes Untersuchungsmaterial
und mehrere Kontrollproben zu verwenden. Im Vergleich mit der gut etablierten Methode der
aCGH (Array comparative genomic hybridization) wurden durch die MLPA jeweils etwa 1,2-mal
mehr Aberrationen bei den Zelllinien und Patientenproben gefunden. Ursache kdnnte das héhere
Auflésungsvermdgen der MLPA sein, aber ebenso kdnnte es sich um falsch-positive Ergebnisse
handeln. In dieser Arbeit wurden daher nur Aberrationen berlcksichtigt, die sowohl bei der MLPA
als auch aCGH identifiziert wurden. Fur die Anwendung bei Routineuntersuchungen sollten fir die
MLPA mehrere redundante Sonden fiir jedes Gen verwendet und im Einzelfall potentielle Aberra-

tionen durch die Verwendung einer unabhé&ngigen Methode verifiziert werden.

Far die Suche nach neuen Kandidatengenen wurde die prognostisch bedeutsame und mit am hau-
figsten publizierte strukturelle Aberration in ESFTs, der Verlust des langen Arms von Chromosom
16 (16qg) ausgewahlt. Durch Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde der chromosomale Bereich wei-
ter auf Locus 16422 bis 16924 eingegrenzt. Da ein chromosomaler Verlust kennzeichnend fir das
Vorliegen von Tumorsuppressorgenen sein kann, wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich in
diesem Bereich mindestens ein prognostisch relevantes Tumorsuppressorgen befinden sollte. Als
potentielle Tumorsuppressorgene beziehungsweise Prognosemarker in ESFTs wurden die Gene
CDH11 (16922) und TERF2IP (16923) ausgewahlt. Cadherin 11 ist ein Zelladhasionsprotein, wel-
ches unter anderem eine wichtige Funktion bei der Entwicklung von Knochen bildenden Zellen
(Osteoblasten) hat. Das Telomeric repeat binding factor 2 interacting protein (TERF2IP) ist ein indi-
rekter, negativer Regulator der Lange von Telomeren. Fir beide Gene wurden bei dem haufigsten

priméaren malignen Knochentumor, dem Osteosarkom, Hinweise auf eine Tumor-repressive Wir-
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kung gefunden. Die Eigenschaften der Gene in ESFTs wurden durch diese Arbeit zum ersten Mal

untersucht.

Die Charakterisierung der beiden potentiellen Prognosemarker anhand ihrer Gendosis zeigte, dass
eine Aberration der Gene nur selten in primarem ESFT Tumorgewebe vorkommt. Hemizygote De-
letionen von CDH11 wurden in Kombination von MLPA und aCGH bei 21 % der untersuchten Zell-
linien, aber nur 9 % der Patientengewebe nachgewiesen. Fiir TERF2IP konnten hemizygote Dele-
tionen bei 14 % der Zelllinien, jedoch bei keiner der untersuchten Tumorproben festgestellt werden.
Eine Korrelation der Gendosis mit dem Krankheitsverlauf der ESFT Patienten konnte durch die sel-
ten auftretenden Aberrationen nicht durchgefihrt werden. Somit konnte nicht geklart werden, ob
sich die Analyse der Gendosis von CDH11 oder TERF2IP fur eine Prognoseabschatzung bei ESFT

Patienten eignet.

Weitergehende Untersuchungen zur Genexpression der Kandidatengene ergaben dagegen erste
Hinweise darauf, dass die Hohe der Expression von CDH11 beziehungsweise TERF2IP mit dem
Krankheitsverlauf der Patienten korrelieren kénnte. So wurde das Vorliegen von Metastasen signi-
fikant mit einer hohen CDH11 Protein Expression korreliert. Untersuchungen zur Uberlebenszeit
der ESFT Patienten bei hoher oder niedriger CDH11 Expression ergaben allerdings keinen signifi-
kanten Unterschied. Bei den Patienten mit hoher CDH11 Expression war die 5-Jahres Uberle-
benswahrscheinlichkeit trotzdem etwas schlechter (6 % bei der Analyse der Protein Expression
und 37 % bei der Analyse der RNA Expression). Fir CDH11 wurde demnach eher der Hinweis auf
eine Tumor-progressive Wirkung, als auf eine Tumor-repressive Wirkung gefunden. Fur TERF2IP
konnte das Auftreten von Rezidiven signifikant mit einer niedrigen Protein Expression korreliert
werden. Die Analyse zur 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit konnte dagegen nicht abschlie-
Bend bewertet werden, da sie einerseits bei einer hohen RNA Expression andererseits bei einer
niedrigen Protein Expression von TERF2IP signifikant schlechter war. Somit wurde fir TERF2IP

eher ein Hinweis auf eine Tumor-repressive Wirkung bei ESFTs gefunden.

Durch funktionelle Studien nach forcierter Uberexpression wurden mégliche Auswirkungen einer
verénderten Expression von CDH11 und TERF2IP auf die Physiologie von ESFT Zelllinien in Kultur
untersucht. Bei einer CDH11 Uberexpression wies die Zelllinie CHP-100 eine deutlich verdnderte
Morphologie und ein spateres Ablésen der Zellen bei der Kultivierung auf. Zusatzlich konnte ein
Wachstumsvorteil der CDH11 Transfektante in Serum-freiem Medium nachgewiesen werden. Un-
tersuchungen zur Aggregationsfahigkeit der Zellen ergaben ebenfalls einen sichtbaren Unterschied
zwischen den CDH11 transfizierten Zellen und den Kontrollen, der aber nicht quantifizierbar war.
Bei einer TERF2IP Uberexpression konnten bei der Zelllinie VH-64 keine Verdnderungen in der
Morphologie, der Proliferation oder Aggregation festgestellt werden. Dass der Anteil an TERF2IP
exprimierenden Zellen zu gering war, um quantifizierbare Veranderungen der Zellen auszulésen,

konnte dabei nicht ausgeschlossen werden.
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Die Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt, dass die Methode der MLPA durch die hohe Re-
produzierbarkeit und einfache Untersuchung vieler verschiedener Gene fir Routineuntersuchun-
gen bei ESFT Patientengeweben geeignet ist. In Zukunft ware es also mdéglich eine Vielzahl von
molekularen Markern mit der MLPA auf Gendosisverédnderungen zu untersuchen und damit dazu
beizutragen Diagnose, Prognose und Therapie der ESFT Patienten zu verbessern. Fir die beiden
Kandidatengene CDH11 und TERF2IP konnte eine Eignung als molekulare Marker fir die MLPA
nicht abschlieBend nachgewiesen werden. Allerdings wurden durch Analysen zur Genexpression
fir CDH11 Hinweise auf eine Tumor-progressive Wirkung und fiir TERF2IP Hinweise auf eine Tu-
mor-repressive Wirkung bei ESFT Patienten gefunden. Zusatzlich wurden bei Uberexpression von
CDH11 Veranderungen der Morphologie, Proliferation und Aggregation von CHP-100 Zellen ge-
funden. Damit qualifiziert sich CDH11 als potentieller Prognosemarker in ESFTs, der in zusatzli-

chen Untersuchungen weiter analysiert werden sollte.

Summary
Diagnosis of patients suffering from Ewing sarcoma family of tumors (ESFTs) nowadays relies on

the tissue histology and also on molecular markers, primarily by the detection of a partial transloca-
tion of the long arm of chromosome 22 (22q12). Reliable predictions of prognosis, however, are
based only on clinical prognostic markers, such as the presence of metastases at diagnosis or the
response to initial chemotherapy. Only few molecular markers with a prognostic significance have
been discovered so far and only for a subset of ESFT patients. Accordingly, one objective of this
study was to identify additional prognostically relevant molecular markers in ESFTs. Since it could
be necessary in the future to examine not only a single molecular marker routinely in the ESFT tu-
mor tissues, a further goal of this work was to find and establish a method for the detection of vari-

ous chromosomal changes, which in addition should be also suitable for a routine examination.

The MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) was selected as a suitable method
to screen primary ESFT tumor samples routinely, because it can be performed quick and cost ef-
fective. By several repetitions of the analysis it could be demonstrated that the MLPA reproducibly
identified aberrations in ESFT cell lines and tumor tissues. It was important to use fresh or frozen
material for the analyses and several control samples. In comparison with the well-established
aCGH (Array comparative genomic hybridization) MLPA detected about 1.2 times more aberrations
each in the cell lines and patient samples. The reason could be of course the higher resolution of
the MLPA, but equally there could be false-positive results either. Therefore, only aberrations that
were identified in both MLPA and aCGH were included in this work. For the application of MLPA in
routine examinations, several redundant probes for each gene should be used and potential aber-

rations should be verified in case of doubt by the use of an independent method.

For the search of new candidate genes the prognostically significant and most often published
structural aberration in ESFTs was selected, a loss of the long arm of chromosome 16 (16q). The
chromosomal region was further narrowed to locus 16022 to 16924 by preliminary work of the

working group. Since a chromosomal loss may be characteristic for the existence of tumor sup-
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pressor genes, it was hypothesized that there should be at least one prognostically relevant tumor
suppressor gene in this area. As potential tumor suppressor genes or prognostic markers in ESFTs
the genes CDH11 (16922) and TERF2IP (16923) were selected. Cadherin 11 is a cell adhesion
protein, which has an important role in the development of bone-forming cells (osteoblasts). The
Telomeric repeat binding factor interacting protein 2 (TERF2IP) is an indirect negative regulator of
the telomere length. For both genes the evidence of a tumor-repressive effect was found in os-
teosarcoma, the most common primary malignant bone tumor. This work examined for the first time

the characteristics of these genes in ESFTs.

The characterization of the two potential prognostic markers based on their gene dosage showed
that an aberration of the genes was rarely found in primary ESFT tumor tissue. By combination of
MLPA and aCGH, hemizygous deletions of CDH11 were detected for 21 % of the examined cell
lines, but only for 9 % of the patient tissues. Hemizygous deletions of TERF2IP could be found for
14 % of the cell lines, but couldn’t be detected in any of the examined tumor samples. A correlation
of gene dosage with the progression of ESFT patients could not be performed because of the rare
occurrence of aberrations. Therefore it could not be determined whether the analysis of gene dos-
age of CDH11 or TERF2IP was suitable for the prognosis in ESFT patients.

Further analyses on candidate gene expression provided first indications for a correlation of
CDH11 or TERF2IP expression levels with the disease course of patients. Thus, the presence of
metastases was significantly correlated with a high CDH11 protein expression. Studies on the sur-
vival of ESFT patients at high or low expression of CDH11, however, showed no significant differ-
ences. Nevertheless, patients with high expression of CDH11 had a poorer 5-year survival (6 % for
the analysis of protein expression and 37 % for the analysis of RNA expression). Therefore it was
more likely that CDH11 showed a tumor-progressive effect, than a tumor-repressive effect. The oc-
currence of relapses could be significantly correlated with a low protein expression of TERF2IP.
The analysis of the 5-year survival could not be definitively evaluated, since it was simultaneously
significantly worse at high RNA and low protein expression. Thus, for TERF2IP rather an indication

of a tumor-repressive effect on ESFTs was found.

Possible effects of an altered expression of CDH11 or TERF2IP for the physiology of ESFT cell
lines in culture were examined by functional studies. CHP-100 cells with an over expression of
CDH11 showed an obviously altered morphology and a subsequent detachment of cells during cul-
ture. In addition, a positive growth advantage of the CDH11 transfectants was detected in serum-
free medium. Studies on the aggregation ability of the cells also showed a visible difference be-
tween the CDH11 transfected cells and the controls, but this was not quantifiable. VH-64 cells with
an over expression of TERF2IP showed no changes in morphology, proliferation or aggregation. It
could not be excluded that the proportion of cells expressing TERF2IP was too low to produce

quantifiable changes in the cells.
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This study was able to show that the MLPA is suitable for routine examinations in ESFT patient tis-
sues because of its high reproducibility and simple analysis of many different genes. Thus, in the
future it would be possible to examine a variety of molecular markers with MLPA and thereby help
to improve diagnosis, prognosis and therapy of ESFT patients. The suitability of the two candidate
genes CDH11 and TERF2IP as molecular markers for MLPA could not been proven at the end.
However, gene expression analyses showed some evidence that CDH11 has a tumor-progressive
effect and that TERF2IP has a tumor-repressive effect on ESFT patients. In addition, over expres-
sion of CDH11 led to modifications of the morphology, proliferation and aggregation of CHP-100
cells. Thus CDH11 qualifies itself as a potential prognostic marker in ESFTs, which should be fur-
ther analyzed.
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Yo Prozent

< kleiner (als)

> gréBer (als)

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

pum Mikrometer

6-FAM Phosphoramidit-Derivat des 6-Carboxyfluorescein
ABC primary aneurysmal bone cyst

aCGH array comparative genomic hybridization
Amp Ampicillin

BAC bacterial artificial chromosome

bp Basenpaar

BRCT breast cancer gene 1 C terminus

BSA bovine serum albumin

Ca* Kalzium-lonen

CaCly Calciumchlorid

CD99 Cluster of Differentiation 99

CDH11 Cadherin 11

CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
cDNA copy-DNA

CGH comparative genomic hybridization
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
cm Zentimeter

CO; Kohlendioxid

Ct Cycle-Treshold

CT Computertomographie

Cy3/5 Cyanine 3/5

DAB 3’3-Diaminobenzidin

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxigenin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsaure
dNTP Nukleotidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

E1AF ets variant 4

ECM extrazellulare Membran

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EFS event-free survival

ERG ets related gene

ES Ewing Sarkom

ESFT Ewing sarcoma family of tumors

ETS E-twenty six

ETVA ets variant 1

EURO-E.W.L.N.G. 99 EUROpean Ewing tumour Working Initiative of National Groups
EWSR1 Ewing sarcoma region 1

FCS fotales Kalberserum

FEV fifth ewing variant
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FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

FLI-1 Friend leukemia integration 1

g Gramm

G418 Geneticin

GAPDH Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
H202 Wasserstoffperoxid

hRAP human repressor activator protein 1

HRP horseradish peroxidase

hTERT human telomerase reverse transcriptase

IHC Immunhistochemie

IRS Immunreaktiver Score

K- Kontrolle

kb Kilobase

kD Kilodalton

I Liter

LB-Amp-Platten Luria-Bertani Agar-Platten mit Ampicillin als Selektionsmittel
LOH loss of heterocygosity

LPO left probe oligo

M Molar

mA Milliamper

Mb Megabasenpaar

min Minuten

ml Milliliter

MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Ampilification
mM Millimolar

mm Millimeter

M-MuLV Moloney Murine Leukemia Virus

mRNA messenger ribonucleic acid

MRT Magnetresonanztomographie

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Myb Myb-related Helix-Turn-Helix motif

MYK myelocytomatosis

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

Neo Neomycin

nm Nanometer

nt Nukleotide

OAS overall survival

oD optische Dichte

p kurzer Arm eines Chromosoms

PBS phosphatgepufferte Salzlésung

PCR Polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion
pg Pikogramm

pH potentia hydrogenium

PNET primitive neuroektodermale Tumoren

Primer DNA-Qligonukleotid

q langer Arm eines Chromosoms

gRT-PCR quantitative Real-Time Polymerase chain reaction
Ras Rat sarcoma

Rb Retinoblastoma

RCT Rap1p C terminus

RKI Robert Koch Institut

RNA Ribonucleic acid, Ribonukleinsaure
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RPO right probe oligo

rRNA ribosomale RNA

RT-PCR Real-Time Polymerase chain reaction

SDS sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
sek Sekunden

SNP single nucleotide polymorphism

T Tage

Taq Thermus aquaticus

TERF2 telomeric repeat binding factor 2

TERF2IP telomeric repeat binding factor 2 interacting protein
TMA Tissue-Microarray

TP53 tumor protein 53

U/min Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

WB Western Blot

Xba Xanthomonas badrii
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