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[. Einleitung

I.I Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom ist die dritthaufigste Krebserkrankung sowohl bei
Mannern (hinter Bronchial- und Magenkarzinomen) als auch bei Frauen
(nach den Mamma- und Zervixkarzinomen) (BoyLE, 1997). Die Inzidenz
betrdgt  30/100.000 Einwohner mit steigender Tendenz. Der
Erkrankungsgipfel befindet sich jenseits des 50. Lebensjahres, bei familiarer
Belastung 10-20 Jahre friher. Es ist in den westlichen Industrienationen

wesentlich haufiger als in Afrika, Stiidamerika und Asien.

Die haufigste Lokalisation des kolorektalen Karzinoms befindet sich im
Rektum (60%), gefolgt von Karzinomen in Sigmakolon (20%) und im
Zokum/Kolon aszendens (10%). Auf das restliche Kolon fallen 10% der
Karzinome. Die Haufigkeit der Tumoren im rechten Hemikolon ist
zunehmend (,shift nach rechts”) (SLATER et al.,1984, BEART et al., 1983). In
5% der Falle ist ein multizentrisches Vorkommen beschrieben (ARENAS et
al., 1997).

.2 Atiologie der Tumorentwicklung

Verschiedenste Faktoren werden fir die Entstehung kolorektaler Karzinome
verantwortlich gemacht. Bereits 1928 postulierte K.H. BAUER in seiner
.Mutationstheorie der Geschwulstentstehung” die Verursachung genetischer
Verdanderungen in normalen Korperzellen durch das Zusammenwirken

endogener und exogener Faktoren.

Heute werden etwa 90% der kolorektalen Karzinome auf exogene
Faktoren zurtickgefuihrt. So spielt die Ernahrung ein Rolle: Migrationsstudien

zeigen, dass sich die Inzidenz kolorektaler Karzinome innerhalb von zwei




Generationen an jene der neuen Heimat angleicht (HAENZEL, 1961).
Fettreiche (HiLL et al., 1971), ballaststoffarme Kost (BURKITT, 1962) mit
hohem Fleischanteil ebenso wie Ubergewicht und Bewegungsarmut gelten
als Risikofaktoren. Neben diatetischen Faktoren sollen auch die bakterielle
Kolonflora sowie die Zusammensetzung der Gallenflissigkeit eine Rolle
spielen (Repby et al.,, 1992). Auch langjahriges Zigarettenrauchen und
Alkoholkonsum werden mit einer erhdéhten Inzidenz kolorektaler Neoplasien
gesehen, an Chemikalien finden Nitrosamine und Asbest Erwahnung.
Protektiv hingegen wirkt eine ballaststoffreiche Nahrung mit regelmafiger
Gemusezufuhr, eine  schnelle  Stuhlpassage, Vitamin C und

Acetylsalicylsaure.

An Risikoerkrankungen werden Vorschadigungen des Darmes
beschrieben wie chronisch entzundliche Darmerkrankungen (insbesondere
langjahrig  bestehende Colitis ulcerosa), Zustand nach Uretero-
sigmoideostomie und Schistosomiasis, aber auch vorangegangene

Karzinome von Mamma, Ovar und Corpus uteri.

Genetische Faktoren kdénnen bei 10% aller aufgetretenen Karzinome
eruiert werden. In diese Gruppe gehdren Patienten mit erkrankten
Verwandten ersten Grades, familidrer Polyposis coli (FAP), hereditarem,
nichtpolypdsen Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC) = Lynch-Syndrom,

Gardner-Syndrom und Peutz-Jager-Syndrom.

Molekulare Ursachen des HNPCC-Syndroms sind
Keimbahnmutationen in sogenannten Mismatch-Repairgenen. Bislang sind
sechs verschiedene Gene charakterisiert: hMLH1, hMSH2, hMSH3, hMSH6
(entspricht dem GT-bindenden Protein = GTBP), hPMS1 und hPMS2.
Weitaus am haufigsten finden sich in HNPCC-Familien Mutationen in hMLH1
und hMSH2. Deren Expressionsverlust kann immunhistologisch dargestellt
werden. Bei ca. 90% der HNPCC-assoziierten Karzinome finden sich
Mikrosatelliteninstabilitaten (MIN) (PELTOMAKI et al., 1993), die bei
sporadischen Karzinomen nur in ca. 15% nachweisbar sind (SENBA et al.,
1998).




Zur Identifikation des HNPCC-Syndroms wurden 1991 die ,Amsterdam-
Kriterien* eingefuhrt. Ein HNPCC-Syndrom wird postuliert, wenn 1. drei
Familienangehotrige an einem kolorektalen Karzinom erkrankt sind, einer
davon erstgradig verwandt; 2. zwei Generationen hintereinander betroffen

sind; 3. ein Betroffener jinger oder gleich 50 Jahre alt ist.

Das fur die FAP verantwortliche Gen wurde auf das Chromosom
5g21-22 lokalisiert (BODMER et al., 1987). 1991 isolierten GRODEN et al. das
APC-Gen aus diesem Bereich. Auch das sporadische kolorektale Karzinom
weist bei tUber 60% der Betroffenen Mutationen des APC-Gens auf, wobei
diese Mutationen in 50% der Félle in einer engen Genregion detektiert
wurden (Su et al., 1993, GRODEN et al., 1991, POwELL et al., 1992). Patienten
mit kolorektalen Karzinomen, die Mutationen und Allelverluste im APC-Gen
aufweisen, scheinen im Gegensatz zu den Tumoren mit MSI eine

schlechtere Prognose zu haben (Buss et al., 1996).

[.3 Tumorigenese

Die Entstehung eines Tumors beruht auf einer Vielzahl genetischer
Verdnderungen, die im Verlauf eines komplexen ,multistep“-Prozesses
akkumulieren (FouLbs, 1958, NoOweLL, 1976). Sie wird als ein
Ungleichgewicht aus positiven und negativen Invasionsregulatoren betrachtet
(LioTTA et al., 1991). Es lassen sich zumindest drei verschiedene Stufen der
Tumorigenese unterscheiden: die Initiation, Promotion und anschlie3ende
Progression (FARBER et al., 1980, HECKER et al.,, 1982). Jede Stufe in
diesem Prozel3 prasentiert eine physiologische Barriere, die fir einen
weiteren Progress der Zelle in Richtung Malignitat durchbrochen werden
mufl3 (WEINBERG, 1989). Ihr entgegen stehen systemische und zellspezifische

Mechanismen, die eine Komplettierung der Tumorigenese verhindern sollen.




[.3.1 Initiation und Promotion

Die Folgen der Tumorigenese auf zellularer Ebene bestehen unter anderem
in der Immortalisierung der Zelle, dem Verlust der Kontaktinhibition, der
Dedifferenzierung und der Fahigkeit zu invasivem Wachstum. Diese erste
Phase der Tumorigenese, die mit der Immortalisierung der Zelle einhergeht,

wird als ,Initiilerung” bezeichnet.

Immortalisierte Zellen erscheinen phanotypisch normal, aber
replizieren sich endlos in einer Kultur, wahrend transformierte Zellen die
morphologischen Kriterien flr Malignitat erfillen. Dieser zweite Schritt wird
unter dem Begriff der ,Promotion“ zusammengefasst. In den meisten Fallen
mussen zwei Onkogene kooperieren, um einen kompletten malignen

Phanotyp in Zellen zu erzeugen (LAND et al., 1983).

[.3.2 Tumorprogression

Das entstehende Tumorgewebe selbst mul3 sich einerseits dem Einflul3 des
Immunsystems entziehen kdnnen, andererseits muf3 dessen Versorgung mit
Nahrstoffen durch (auto-) tumorinduzierte Neoangiogenese sichergestellt
werden (FOLKMAN, 1985). Der Begriff des Tumors bezeichnet die abnorme
VergroRerung von Geweben durch autonome, progressive und

uberschief3ende Proliferation kdrpereigener Zellen.

[.3.3 Die Adenom-Karzinom-Sequenz

Diese verschiedenen Schritte der Tumorigenese haben morphologische

Veranderungen im Zellverband zur Folge.

Die meisten (95%) aller kolorektalen Karzinome entstehen auf dem Boden
eines Adenoms (HiLL et al., 1978). Bei lange bestehender Colitis ulcerosa
hingegen sind Karzinomentwicklungen auch direkt aus schweren

Epitheldysplasien beschrieben.




[.3.4 Das Tumorprogressionsmodell

FEARON und VOGELSTEIN (1990) ordneten diesen morphologischen
Verdnderungen bestimmte Ereignisse in der ,Multistep“-Tumorigenese zu
und erstellten daraus das Tumorprogressions-Modell. Hiernach stellt die
Entwicklung eines Karzinoms uber die Vorstufe des Adenoms eine
Summation verschiedener genetischer Alterationen dar, die in ihrer

Gesamtzahl zu einem unkontrollierten malignen Wachstum fuhren.

Normales Epithel
Mutation/Verlust
des APC-Tumor- -ooo -y
suppressor-Gens
Adenom |
<1cm @, tubular,

geringgradige Dysplasie

Mutation des N N
k-ras-Onkogens
Adenom Il
1-2 cm @, tubulovillgs,
mittelgradige Dysplasie
Mutation/Verlust
des DCC-Tumor- OQOOO - |
suppressor-Gens
Adenom Il
>2 cm @, villgs,
hochgradige Epitheldysplasie
Mutation/Verlust
des p53- odd - 1
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Abb. 1: Tumorprogressionsmodell nach FEARON und VOGELSTEIN (1990).




[.3.5 Metastasierung

Der Prozeld der Metastasierung scheint durch eine Vielzahl verschiedener
Genprodukte verursacht zu werden. Hierzu zahlen Zell-Zell- und Zell-Matrix
Rezeptoren (BERNSTEIN et al., 1994, JuLlANO et al., 1993); proteolytische
Enzyme, die die Auflésung des Zellverbandes und die Invasion in die
Basalmembran, das Gefaldsystem und in Organe vereinfachen (ELLIS et al.,
1992, LIOTTA, 1992, MATRISIAN, 1992); Moatilitatsfaktoren, die die Migration
durch das Gewebe ermoglichen (STOKER et al., 1991, VAN Roy et al., 1992);
Rezeptoren, die eine organspezifische Invasion erlauben (NiCHOLSON, 1991);
Wachstumsfaktoren, die u.a. die Tumormikrokolonien aufrechterhalten
(BASERGA, 1994) sowie Angiogenesefaktoren, die in einer Neovaskularisation
der Metastasen resultieren und so die Versorgung mit Nahrstoffen, die
Entfernung von Metaboliten und die hamatogene Metastasierung der Zellen

sicherstellen (FOLKMAN, 1995, LIOTTA et al., 1991).

Primary tumour Non-metastatic tumour
formation 52% of cases
c‘;"—:’:b D <z c>
Local invasion, protease | QI 4 '.
production, motility s mﬁ*@m* i
- °<=>
> -— <=

Movement through the
lymphatic and vascular
systems

Lymph node metastasis
38% of cases

Angiogenesis at the

metastatic site
Distant metastasis

Colonization at the 7% of cases

metastatic site

Abb. 2: nach MACDONALD (1993): Schematische Darstellung der Tumormetastasierung am
Beispiel des Mammakarzinoms unter Berticksichtigung der hauptsachlichen phénotypischen
Verédnderungen, die zur Tumormetastasierung fuhren.




I. 4 Proto-Onkogene

Der physiologische Ablauf der Zellvermehrung, des Zellwachstums und der
Differenzierung und die damit verbundene positive Regulation der Zellablaufe
wird durch sogenannte Protoonkogene oder c-Onkogene gesteuert
(WEINBERG, 1985, BisHop, 1985), die die nicht mutierten, konstitutiven Gene
darstellen. In genetisch veranderter, aktivierter Form erhalten diese Gene die

Bezeichnung ,Onkogen® (BiISHOP, 1987, PIMENTEL 1989).

Unter den zur Zeit etwa 60 verschiedenen bekannten Protoonkogenen
mit ihren korrespondierenden Onko-Proteinen lassen sich aufgrund der
unterschiedlichen zellularen Lokalisation, Funktion und Struktur der Onko-
Proteine vier verschiedene Proto-Onkogenklassen unterscheiden (BISHOP,
1991):

1. Wachstumsfaktoren: Peptidhormone, die ausgel6st durch intrazellulare
Ereignisse an Rezeptoren binden und hierdurch auf die DNA-Replikation
und Zellproliferation wirken, wie z.B. der ,epidermal growth factor* (EGF),
der ,transforming growth factor* (TGF) und der ,platelet derived growth
factor* (PDGF).

2. Wachstumsfaktor-Rezeptoren: Proteinkinasen, die die Phosphat-
Gruppen von ATP auf Tyrosin-, Serin- oder Threonin-Seitenketten
ubertragen, wie z.B. der ,epidermal growth factor receptor* (EGF-R), das
-HER-2/neu“-Protein und der ,platelet-derived growth factor receptor”
(PDGF-R).

3. GTP-bindende Proteine: Proteine, die an der Ubertragung extrazellularer
Signale Uber die Zellmembran ins Zellinnere beteiligt sind, wie z.B. die

Jas-Familie“.

4. Zellkernproteine: Proteine, die als Regulatoren der DNA-Replikation und

Expression wirken, wie z.B. ,c-myc®, ,jun“ und ,fos".




[.4.1 Mechanismen der Onkogenentstehung
Folgende Mechanismen sind zur Umwandlung von Proto-Onkogenen in

Onkogene bekannt:

1. Punktmutation (Basenaustausch in der proteinkodierenden Sequenz)
2. Gen-Amplifikation (Erh6hung der Genkopienzahl)
3. Chromosomen-Translokation (Verlagerung eines Chromosomen-

abschnittes auf ein anderes Chromosom)

Diese = Mechanismen ziehen regulatorische oder  strukturelle
Veranderungen der zellularen Proto-Onkogene nach sich, die zum Verlust
der Zellwachstumskontrolle fuhren konnen. Fir eine aktivierende Mutation

der ras-Gene sind einzelne Punktmutationen ausreichend.

[.4.2 Mit dem Dickdarmkarzinom assoziierte Genalterationen

Mittlerweile sind eine ganze Reihe verschiedener molekularer
Veranderungen in kolorektalen Karzinomen nachgewiesen worden. Die

folgende Tabelle gibt hierzu einen Uberblick:

Gen Locus Lange Exons
(AS? bzw. kB®)

Onkogene
k-ras (Kirsten rat sarcoma virus) 12pl12.1 189 AS 5
c-src (Rous sarcoma virus) 20913 536 AS 12
c-myc (Myelocytomatosis virus) 8q24ter 10 kB 3
Tumorsuppressorgene
APC-Gen 5921-22 2843 AS 15
p53-Gen 17p13 393 AS 11
MCC-Gen 5q021.2 829 AS ?
DCC-Gen 18¢21.2 1447 AS 29
Mismatch-Repair-Gene
hMSH2 2p16 1037 AS 16
hMLH1 3p21 756 AS 19
hPMS1 2031-33 932 AS
hPMS2 7922 862 AS

GTBP (hMSH6)

@ Aminosauren, ° Kilobasen
Tab.1: (nach KARNER-HANUSCH et al., 1999) Mit dem Dickdarmkarzinom assoziierte

Genalterationen




1.4.3 Das k-ras-Gen

Die ras-Gene wurden zuerst als die transformierenden Gene der Harvey- und
Kirsten-Stamme von MuSV (Harvey- und Kirsten murine sarcoma virus)
charakterisiert (ELLIS et al., 1981). Diese viralen Gene (v-onc) besitzen eine
betrachtliche Nukleotidhomologie und kodieren fur ein strukturell verwandtes

Protein mit einem Molekulargewicht von 21.000.

Durch Transfektionsversuche an NIH 3T3, einer Maus-Fibroblasten-
Zellinie, konnten transformierende Gene in verschiedensten malignen
Tumoren identifiziert werden (MURRAY et al., LANE et al., PERUCHO et al., alle
1981; PuLciaNI et al., 1982). Klarer wurden diese Entdeckungen durch die
Erkenntnis, dal3 viele dieser Gene zellulare Homologe viraler Onkogene
reprasentieren (DER, et al., PARADA, et al., SANTOS, et al., alle 1982; SHiMIzU
et al.,, 1983, BisHop, 1983). Die Beteiligung der ras-Oncogene an der

Kanzerogenese wurde erstmals postuliert.

Man differenziert drei aktive Gene und einige Pseudogene; wobei die
aktiven Gene die Namen K (oder Ki-, Kirsten)-, H (Harvey)- und N-ras
erhielten. Aufgrund der ihnen gemeinsamen molaren Masse von ca. 21000
Da werden ihre Proteinprodukte unter dem Begriff p21™° zusammengefalt
(ELLIs et al., 1981).

|.4.4 Struktur des k-ras-Gens

Der Aufbau der drei Gene zeichnet sich durch stark verwandte Strukturen
aus. Ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal des K-ras-Genes stellt der
Besitz eines zuséatzlichen Exons dar, wodurch mittels alternativen Spleil3ens
verschiedene Proteine ausgebildet werden kdnnen (MCGRATH et al., 1983).
Auch die unterschiedlichen Proteinprodukte selbst weisen eine &hnliche
Morphologie auf und gleichen den a-Untereinheiten der G-Proteine sowie der
3-Untereinheit der mitochondrialen und bakteriellen ATP-Synthase (GAY et
al., 1983).




[.3.6. Die Struktur und Funktion der ras-Proteine

Die ras-Proteine sind Polypeptidketten aus 188 oder 189 Aminosauren, die
mit Hilfe von Palmitinsdure an die innere Plasmamembran gebunden sind
(WILLINGHAM et al., 1980, SHIH et al., 1982).

firas 1 11 I 1.

I il va Vi

N-ras & H-ras l I I I

I v
I
1kb
2 189 Aminasauren
1120 129-166 Saguenz-
83% 30% 93% <10% homalopie

Abb.3: (nach LEWIN: Gene, 1991). Die menschliche ras-Genfamilie hat drei Mitglieder mit
eng verwandter Struktur. N-ras und H-ras besitzen finf Exons. Das erste Exon codiert keine
Aminosauresequenz, die Exons I-IV kodieren das Protein. K-ras ist wesentlich gréf3er und
hat ein zusatzliches alternatives viertes codierendes Exon (IVb). Die drei ras-Proteine
weichen nur in relativ begrenzten Regionen voneinander ab.

Sie besitzen GTP-bindende Eigenschaften (ScoLNnick et al., 1979)
und verfuigen selbst Uber eine schwache GTPase-Aktivitat (MCGRATH et al.,
1984). Damit sind sie in der Lage, mittels Hydrolyse vom aktivierten, GTP-
gebundenen Zustand in den inaktiven, GDP-gebundenen Zustand
zurickzukehren (Feig, 1993). Dieser Vorgang wird durch ein
zytoplasmatisches Protein mit der Bezeichnung GAP (GTPase activating
protein) stimuliert (TRAHEY, 1987), das die normale ras-Funktion inhibiert
(McCoRrwmiICK, 1989).

Wenn ein Wachstumsfaktor an seinen Rezeptor bindet, wird dieser
physiologischerweise vorubergehend aktiviert. Diese Aktivierung verursacht
wiederum die Aktivierung weiterer Proteine in der Wachstums-

stimulationskaskade sowie die Produktion einer Vielzahl kleiner

10



Regulationsmolekile, die als ,second messenger” bezeichnet werden. Diese
Signale werden an den Zellkern weitergeleitet, wo die Expression
spezifischer Gene induziert wird, die in der Zellteilung resultieren. In diesen
Prozel3 sind wachstumshemmende Signale eingeschaltet, um eine endlose

Zellteilung zu verhindern.

Die ras-Proteine werden durch Rezeptoren aktiviert, die der
Tyrosinkinase-Familie angehtren (HAGAG et al., 1986). Aktiviertes ras erhalt
eine Konformationsanderung und setzt eine Phosphorylierungskaskade Uber
drei Proteinkinasen in Gang. Die letzte Kinase in dieser Reihe phosphoryliert
verschiedene Zielproteine, unter anderem auch Genregulatorproteine, die
eine Anderung der Genexpression bewirken und zur Zellproliferation und

Zelldifferenzierung fuhren (McCoRMICK, 1994).

Es hat sich gezeigt, dalR nahezu alle Protooncogene eine
physiologische Rolle im Rahmen der Entwicklung zu spielen scheinen und
werden dann - allerdings in geringer Menge - transkribiert (MULLER et al.,
1982). Alle Mutationen, die die Fahigkeit zur Transformation erwecken,
fuhren zu einer Inaktivierung der GTPase-Wirkung und damit zu einem

dauerhaften Aktivitatszustand des Proteins.

DAwSON et al. (1995) beschrieben, dal3 eine Funktion der ras-Gene in
der Induktion von IGF 1 bestehen konnte. Sie konnten einen etwa 30fachen
Anstieg der IGF-1 Produktionsrate durch mutiertes p21ras in den betroffenen
Zellen nachweisen. Auch andere Wachstumsfaktoren scheinen durch die

ras-Proteine aktiviert zu werden.
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GDP Receptor stimullert Ras zum
Austausch von GDP gegen GTP.

Aktiviertes Ras wirkt
aut Zielproteine.

S D I 0 O OO0 U O U0 0 IR 3 G O 0 N N NN RO (D (N TN U (D N N (D NN NN N D 0 O U AN 0 O O AR 0N OR BR BB M

GDP
s GTPase-Aktivitét wandelt
] Ras in inaktive Form um.
ammmnnad
Wildtyp-Ras wiederholt
Cyclus.

GTP

Oncogene Variante bieibt
konstitutiv in
GTP-gebundener Form.

Abb 4: (nach LEWIN: Gene, 1991). Die Aktivierung von Ras stimuliert den Austausch seines
GDP gegen GTP. Das aktive Protein erkennt seinen Effektor. AnschlieBend wird GTP zu
GDP gespalten, und das Ras-Protein wird inaktiv. Wildtyp-Ras bewegt sich also in einem
Kreislauf zwischen inaktiver (GDP-gebundenen) und aktiver (GTP-gebundenen) Form.
Transformierende Ras-Mutanten hydrolysieren GTP nicht und bleiben daher in der aktiven,

GTP-gebundenen Form.
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.5 Zell-Adhasionsmolekile

Ein menschlicher Organismus besteht aus hunderten verschiedener
Zelltypen. Die verschiedenen Zelltypen innerhalb eines Gewebes sind meist
in prazisen, komplexen Mustern arrangiert. Eine entscheidende Rolle spielen
hierbei Zellkontakte, die durch verschiedene integrale Membranproteine, die

sogenannten Zell-Adhasionsmolekiile (CAMs), ermdglicht werden.

Zusatzlich wird durch die Zellen ein komplexes Netzwerk an Proteinen
und Kohlenhydraten sezerniert, das ein spezielles Milieu in den
Zellzwischenrdumen schafft. Diese sogenannte extrazellulare Matrix hilft bei
der Zellbindung und stellt ein Reservoir fur viele das Zellwachstum und die
Differenzierung beeinflussende Hormone dar. Defekte in diesen

Verbindungen fuhren zu Krebs und Entwicklungsfehlbildungen.

Im Anschluf3 an die Zellaggregation, die durch Zelladh&sionsmolekiile
ausgelost wird, entwickeln Zellen spezialisierte Zellverbindungen (junctions).
Diese stabilisieren die Adhasion und fordern lokale Kommunikation zwischen
den benachbarten Zellen (z.B. Erregungsausbreitung an Nervenzellen oder
Austausch kleiner Molekule durch Gap-junctions).

Diese spezialisierten Verbindungen bestehen aus einer Ansammlung von
Zelladhasionsmolekilen und sind essentiell fir eine adaquate Zellfunktion.
Es existieren vier Hauptgruppen dieser Junctions: die tight-junctions, gap-

junctions, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen.

Cadherin-haltige Verbindungen sind Desmosomen und Adharenz-
verbindungen (BOLLER et al.,, 1985). Haufig bilden Adharenzverbindungen
einen durchgangigen Adhéasionsgirtel um jede der beteiligten Epithelzellen.
Durch die Aneinanderheftung der benachbarten Zellmembranen bewirken sie
Starke und Rigiditdt des gesamten Gewebes und erhalten Uber die

durchgehende Verbindung der Aktinbindel die Méglichkeit, das Eptithel zu
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verbiegen (z.B. bei der Ausbildung des Neuralrohres wahrend der

embryonalen Entwicklung).

Trotz ihrer Komplexitat sind alle Zytoskelett-assoziierten Verbindungen
in drei Anteile strukturiert: die Zelladhdsionmolekuile, Adapterproteine, die die
CAMs an Aktin- oder Keratinflamente binden, und die Zytoskelettfilamente
selbst (HIRANO et al., 1987).

Es sind funf grof3e Klassen von CAMs bekannt: Cadherine, die

Immunglobulin (Ig) Superfamilie, Selektine, Muzine und Integrine.

Cadherin Ig-superfamily CAMs © Mucin-like Integrin
(E-cadherin} (N-CAM]) CAMs (ag fq)

| N \
! /L |
% .i' gi?;-binding

Lectin domain

lg domains
Fibronectin
Type Hli bronec
fibranectin
repeats :
P Selectins
(P-selectin}
|
]
Homophilic interactions Heterophilic interactions

Abb.5: Die haufigsten Familien von Zelladhasionmolekilen (CAMs) (nach: LobisH, Mol. cell
biology, 1999): Integrale Membranproteine werden aus multiplen Doméanen gebildet.
Cadherine und die Ig Superfamilie vermitteln homophile Zelladh&sion. Fir Cadherin sind die
Calciumbindungsstellen zwischen den finf Domé&nen im extrazellularen Segment notwendig
fur die Zelladhasion; die N-terminale Doméane des Cadherins verursacht die Dimerisierung
sowie die Bindung der Cadherin-Dimere der gegeniberliegenden Membran. Die Ig
Superfamilie enthalt multiple Doménen, die in ihrer Struktur Ahnlichkeit mit den
Immunglobulinen aufweisen und haufig Fibronectin Typ 1l repeats enthalten. Durch
heterophile Interaktion bindet die Lektindomé&ne tber Kohlenhydratketten muzinartiger CAMs
an die anhangenden Zellen in der Gegenwart von Ca”". Die Lectin-Domane wird von der
Membran durch eine Reihe wiederholter Doméanen getrennt. Das haufigste Zell-Matrix-
Adhasionsmolekil, Integrin, ist ein Heterodimer aus einer a- und einer FUntereinheit. Es
bindet an die Zellbindungsdomé&ne von Fibronektin, Laminin oder anderen Matrixmolekilen.
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.5.1 Cadherine

Cadherine sind eine Familie von Ca®"-abhéngigen  Zell-Zell-
Adhasionsrezeptoren, die bei Vertebraten vorkommen (TAKEICHI, 1988). Die
ersten drei entdeckten Cadherine wurden nach den Geweben benannt, in
denen sie hauptsachlich auftraten: E-Cadherin kommt in vielen Epithelien
vor, N-Cadherin in Nerven-, Muskel- und Linsenzellen, und P-Cadherin
wurde in Placenta- und Epithelzellen gefunden (GALLIN et al., 1987,
NAGAFUCHI et al., 1987, NOsE et al., 1987, RINGWALD et al., 1987, HATTA et
al., 1988). Sie alle werden auch zwischenzeitlich in verschiedenen anderen
Geweben wahrend der Entwicklung nachgewiesen. Es werden kontinuierlich
weitere Cadherine entdeckt, mittlerweile sind tUber ein Dutzend von ihnen
bekannt. Es scheint, als ob jede Wirbeltierzelle ein oder mehrere Cadherine
exprimiert, die jeweils durch ein separates Gen codiert werden. Zumindest
exprimieren alle Zelltypen, die solides Gewebe formieren, einige Mitglieder

dieser molekularen Familie.

Die haufigsten Cadherin-Molekiile in Sdugetierzellen:

Molekl hauptsachliche Zellverteilung

E-Cadherin praimplantierte Embryos, nichtneuronales
Epithelgewebe

P-Cadherin Trophoblast

N-Cadherin Nervensystem, Linse, Herz- und Skelettmus-
kulatur

Tab.2: nach : TAKEICHI 1988, 1991, INUZUKA et al. 1991, DONALIES et al. 1991
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|.5.2 Struktur der Cadherine

Die meisten Cadherine sind transmembrandre Glycoproteine, die die
Zellmembran einmal passieren und aus ca. 700 bis 750 Aminosauren
zusammengesetzt sind. Ihr aminoterminales Ende ist extrazellular lokalisiert,
die carboxyterminale Seite bildet die zytoplasmatische Domé&ne mit 151-160
Aminosauren (HATTA et al.,, 1988). Der grol3e extrazellulare Anteil des
Polypeptides ist normalerweise in funf Doménen gefaltet, von denen jede um
die 100 Aminosaurereste enthalt. Vier dieser Domanen sind homolog
aufgebaut und enthalten vermutlich die Calciumbindungsstellen. In der
Abwesenheit von Calcium erfahren die Molekile eine grolRe
Konformationsanderung und werden in der Folge rasch durch proteolytische

Enzyme degradiert.

Abb.6: nach ALBERTS et al. 1994
Schemazeichnung eines
typischen Cadherinmolekiiles.

Der extrazellulare Anteil des
Proteins ist in funf &hnliche
Doméanen aufgeteilt; drei davon
enthalten  Ca*-Bindungsstellen.
Die von der Membran am
weitesten entfernte Doméane wird
far die Zell-Zelladh&sion
verantwortlich gemacht.Eine Rolle
zu spielen scheint hierbei die
Sequenz His-Ala-Val in dieser
Domane, weil Peptide mit dieser
Sequenz die Cadherin-vermittelte
Adhasion verhindern. Der
zytoplasmatische Schwanz
interagiert mit dem  Aktin-
Zytoskelett Uber eine Anzahl von
interzellularen Adapterproteinen,
einschlieBlich  dreier Catenin-
Proteine. a-Catenin ist strukturell
mit Vinculin verwandt. Mit X
werden uncharacterisierte
Adapterproteine, die in den
Ankoppelungsmechanismus der
Cadherine an die Aktinfilamente
involviert sind, bezeichnet.

plasma
membrane
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[.5.3 Funktion der Cadherine

Cadherine binden Zellen Uber homophile Interaktionen (d.h. gleiche Zellen
werden miteinander dadurch verbunden, daf3 identische Molekile sich
aneinander koppeln). Dieses Phanomen wird als homophile Bindung
bezeichnet (NOsSE et al., 1988). Cadherine spielen eine entscheidende Rolle
bei der gegenseitigen Verbindung von Zellen. Blockiert man alle anderen
Adhéasionsmolekile aulRer den Cadherinen, so bleibt der Zellverband
trotzdem bestehen. Sie scheinen verantwortlich flr die Ausbildung von
Junktionskomplexen, der Zellpolarisierung und Tumorinvasion (GUMBINER et
al.,1988) zu sein. Damit partizipieren sie in der Signalisierung und

Kommunikation zwischen benachbarten Zellen (TAKEICHI, 1991).

Durch ihre homophilen Bindungsinteraktionen tragen sie zu
Zellsortierungsmechanismen bei. Durch regulierte Expression der Cadherine
wird aulBerdem die Zellpolaritait und Gewebsmorphologie kontrolliert.
Cadherine werden deshalb als wichtige Regulatoren der Morphogenese
betrachtet (TAKEICHI,1991). Pathologische Untersuchungen lassen vermuten,
dal3 die Down-Regulation der Cadherin-Expression mit der Invasivitat und
Entdifferenzierung von Tumorzellen in Zusammenhang stehen (BIRCHMEIER
et al.,, 1994, MAReeL et al.,, 1994, TAKEICHI, 1993, SHINO et al., 1995,
TAKAMURA et al., 1996, HUNT et al., 1997).

Sowohl qualitative als auch quantitative Unterschiede in der
Expression von Cadherinen scheinen einen wichtigen Anteil in der

Ausbildung von Gewebsverbanden zu bilden.

|.5.4 E-Cadherin

E-Cadherin (auch Uvomorulin genannt) ist das am besten charakterisierte
Cadherin. Es ist ein 120 kDa schweres Glycoprotein (TAKEICHI, 1991). E-
Cadherin ist konzentriert in Adhasionsgurteln reifer Epithelzellverbénde
nachweisbar. Diese interzellularen Adhasionen werden Uber ein komplexes

Haltesystem erreicht. Uber sogenannte Adapterproteine, die aus Proteinen
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der Catenin-Familie (a-, B-und y- Catenine) bestehen (HERRENKNECHT et al.,
1991, McCREA et al., 1991, KNUDSEN et al., 1992), ist E-Cadherin Uber seine
zytoplasmatische Domé&ne mit den Aktin-Filamenten des Zytoskelettes
verankert. Diejenigen, denen die zytoplasmatische Doméne fehlt, sind nicht
in der Lage, den Zellverband zu erhalten.

E-Cadherin ist das erste Cadherin, das wahrend der embryonalen

Entwicklung von Saugetieren exprimiert wird.

|.5.5 Das E-Cadherin-Gen

Das E-Cadherin-Gen wird auch mit der Abkirzung CDH1 bezeichnet. Es ist
auf dem Chromosom 16g22.1 lokalisiert, besteht aus 16 Exons und erstreckt

sich Uber eine Region von ungefahr 100 kb (BUSSEMAKERS et al., 1993).

Source: = M6STOP  3B6STOP 99FRAI6  SI4STOP
sk sy |
b : VAS: I AS
¢ mowd [
4w I K
: ol [ -
i L B N P g
Lz | 154 : Ly Log
N[N0 AT R
A s lsiel 71l 5] 1o 1

SIG PRE EC

Abb. 7: nach BERX et al., 1995: Schematische Darstellung der bisher fur E-Cadherin
beschriebenen, nicht stummen Mutationen. N, Amino-Terminus; C, Carboxyterminus; SIG,
Signalpeptide; PRE, Precursor Sequenz; EC, Extrazellulare Doméane  mit
Calciumbindungsstelle; TM, transmembranare Doméne; CP, cytoplasmatische Doméne. Die
Zahlen oberhalb des Proteins kennzeichnen die Codonnummerierung an den
Doménengrenzen. Die Zahlen unterhalb des Proteins kennzeichnen die codierenden Exons.
Zeile a faf3t die von BERX beschriebenen Mutationen bei infiltrativen lobularen
Mammakarzinomen zusammen. Andere Mutationen sind beschriftet als: AS,
Aminosauresubstitution; DL, Deletion; FR, Frameshift durch Deletion oder Insertion; SK
Uberspringen eines Exons. Sie umreiRen Mutationen von Magenkarzinomen (Zeile
b)(BECKER et al., 1993, 1994), Magenkarzinomzellinien (Zeile c) (ODA et al., 1994),
Endometrium- und Ovarialkarzinome (Zeile d) (RISINGER et al., 1994) und Lobulare
Mammakarzinome (Zeile e) (KANAI et al., 1994).
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I.5 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten folgende Probleme erortert werden:

In zwei verschiedenen Ansatzen wurden zunachst Untersuchungen auf das

Vorliegen von Mutationen des k-ras-Gens durchgefihrt:

Untersucht wurden neoplastische Gewebeproben von Patienten mit
den unterschiedlichen Grunderkrankungen: sporadische kolorektale
Karzinome, Colitis ulcerosa und Polyposis coli. Unterschiede im Zeitpunkt
und der Haufigkeit des Auftretens von Mutationen im Rahmen des
Tumorprogresses sowie der einzelnen Krankheitsentitdten untereinander

wurden betrachtet.

Bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen ist das Vorkommen
von Malignomen unter Umgehung des Adenomstadiums Uber eine
Dysplasie-Karzinomsequenz bekannt. Wir interessierten uns fir das
Auftreten von k-ras-Mutationen in entzindlichen und dysplastischen

Gewebeproben.

An begrenztem Untersuchungsmaterial werden far
Normalgewebeproben k-ras-Mutationen beschrieben, die als sog. field
cancerisation eingeschatzt wurden. Dieses Phanomen sollte an einem

grélReren Untersuchungsgut Uberprift werden.

In einem zweiten Untersuchungsansatz interessierten wir uns fur das
Vorkommen von Mutationen innerhalb des E-Cadherin-Gens. Fur kolorektale
Karzinome waren zum Untersuchungszeitpunkt nur Veranderungen der
Expression von E-Cadherin bekannt. In einzelnen Studien konnten aber auch
Mutationen bei Magen-, Mamma- und anderen gynakologischen Tumoren

nachgewiesen werden.
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Il. Material und Methoden

[I.1 Material

Untersucht wurden Tumorgewebe, Metastasen und Normalgewebeproben
von Personen mit sporadischen kolorektalen Adenomen und Karzinomen
sowie von Patienten mit Polyposis coli und Colitis ulcerosa, die von
September 1991 bis Februar 1996 in der chirurgischen Klinik A der
Universitatsklinik Dusseldorf operiert wurden. Weiterhin wurden von letzteren
ebenfalls entzindliche Gewebeproben untersucht. Die histologische

Diagnose stammte vom dortigen pathologischen Institut.

[1.1.1 Reagentien und Chemikalien
Es wurden, sofern nicht anders erwahnt oder gekennzeichnet, Reagentien im

Reinheitsgrade ,zur Analyse” und bidestilliertes Wasser verwendet.

Acrylamid >=99%
Agarose

Amberlite MB 1
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau
BstNI

dATP

dCTP

dGTP

dTTP

Depex

EDTA

Eisessig

Eosin G
Ethanol absolute GR
Ethidiumbromid
Formaldehyd

Sigma, Nr. A3553, St. Louis, USA
Sigma, Nr. A9539, St. Louis, USA
Serva, Nr. 40701, Heidelberg
Sigma, Nr. A9164, St. Louis, USA
Merck, Nr. 159102, Darmstadt
New England BioLabs, Nr. 1685,
Beverly, USA

Sigma, Nr. D4788, St. Louis, USA
Sigma, Nr. D7296, St. Louis, USA
Sigma, Nr. D5038, St. Louis, USA
Sigma, Nr. T9656, St. Louis, USA
Serva, Nr. 18243, Heidelberg
Sigma, Nr. E5134, St. Louis, USA
Merck, Nr. 100047, Darmstadt
Merck, Nr. 15935, Darmstadt
Merck, Nr. 100983, Darmstadt
Sigma, Nr. E1510, St. Louis, USA
Merck, Nr. 104025, Darmstadt
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Formamid

Gelatine

Gel Loading Solution
Glycerol 99+%

Hamalaun (nach Mayer)
Isopropanol

KClI crystal. (Fractopur®)
Laurylsulfat

MgCIl2-Solution

Mineral Oil

Natriumcarbonat

NaOH crystal. (Selectipur®)
N,N’-Methyl-bis-Acrylamid
NE-Buffer Il 10x Concentrate
Nuclease Free Water
Phenol

OX/A4/HINf |

PCR Buffer 10x Concentrate
PCR Buffer Il 10x Concentrate
Proteinase K

RPMI 1640

Silbernitrat

Silicone Solution (Isopropanol)

Taq Polymerase

TBE-Buffer 5x Concentrate
Temed

Tissue-Tek ®

TRIS-HCI

Trizma Base (Tris-HCI, pH 8,5)
Tween 20

Xylencyanol

Xylol

Merck, Nr. 109684, Darmstadt

Merck, Nr. 104078, Darmstadt

Sigma, Nr. G2526, St. Louis, USA
Sigma, Nr. G5516, St. Louis, USA
Merck, Nr. 9249, Darmstadt

Merck, Nr. 109634, Darmstadt

Merck, Nr. 116101, Darmstadt

Sigma, Nr. L3771, St. Louis, USA
Perkin Elmer, Nr. 55611, Norwalk, USA
Sigma, Nr. M5904, St. Louis, USA
Merck, Nr. 106392, Darmstadt

Merck, Nr. 106497, Darmstadt

Sigma, Nr. M2022, St. Louis, USA
BioLabs, Nr. P119C, Beverley, USA
Promega, Nr. P119C, Madison, USA
Merck, Nr. 100206, Darmstadt
Stratagene, Nr. 201102, Heidelberg
Perkin Elmer, Nr. 55690, Norwalk, USA
Perkin Elmer, Nr. 55693, Norwalk, USA
Boehringer, Nr. 1000144, Mannheim
Biochrom, Nr. F1215, Berlin

Merck, Nr. 101512, Darmstadt

Serva, Nr. 35130, Heidelberg

Perkin Elmer, Nr. N801-0060,

Norwalk, USA

Sigma, Nr. T6400, St. Louis, USA
Sigma, Nr. T7024, St. Louis, USA
Sakura/Miles, Nr: 4583, Torrance, USA
Merck, Nr. 108219, Darmstadt

Sigma, Nr. T8524, St. Louis, USA

Bio Rad, Nr. 170-6531, Richmond, USA
Merck, Nr. 110590, Darmstadt

Merck, Nr. 8685, Darmstadt
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0,5%ige SDS-L6sung:
Fur eine 0,5%ige SDS-Ldosung wurden 0,1 g Laurylsulfat in 20 ml Wasser
aufgeldst.

2 x DNA-Puffer:
100 mM Trizma Base
2 mM EDTA
1% Tween-20

filtriertes Mineralol:
Zur Herstellung wurde Mineraldl mit Hilfe einer sterilen Spritze durch ein

Bakterienfilter gedrtckt.

Stammlésung fur die PCR:
1) 0,5 M KCI
2) 1 M Tris x HCI pH = 8,3
3) Gelatine, 0,5%ige L6sung
4) 1 M MgCl,
5) Primer: 50 pmol/ul

Mastermix 10 x dNTP’s:
gegeben.

Acrylamid-Bisacrylamid:

Ein Mel3zylinder wurde mit 500 ml Wasser aufgefullt. Hierein wurden 150 g
Acrylamid, 2,5 g Bisacrylamid und 2,5 g Amberlite eingewogen. Der Ansatz
wurde bei mittlerer Drehgeschwindigkeit eine Stunde auf dem Magnetrihrer
gerihrt und durch einen Filter (Schleicher & Schuell) in eine dunkle Flasche
gegossen. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.
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PAG-Grundlésung:
a) 8% PAA (zur Herstellung der kleinen Gele):
Acrylamid-Bisacrylamid 30:0,5 53,3 ml

5 x TBE-Puffer 40 ml
Glycerol 40% 10 ml
H,O ad 200 ml

b) 10% PAA (fur die SSCP):

5 x TBE 42 ml
40% PAA 52,5 mi
Glycerol 10,5 ml
H,O 105 ml

APS (Ammoniumpersulfat):
Die Anfertigung einer 4%igen APS-LOsung erfolgte durch Einwaage von
0,4 g APS in 10 ml Wasser.

1 x TBE-Puffer:

5 x TBE-Puffer wurde im Verhaltnis 1:5 mit Wasser verdiinnt.

0,5 x TBE-Puffer:
Analog zur Herstellung des obigen Puffers wurde der 5 x TBE-Puffer diesmal
1:10 mit Wasser verdunnt.
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Formamid-Denaturierungslésung:

Sie setzte sich zusammen aus 95% Formamid und jeweils 0,05%
Bromphenolblau und Xylencyanol. Zur Herstellung wurden 1900 pl Formamid
mit 50 ul 2%iger Bromphenolblau- und 50 pl 2%iger Xylencyanolldsung
versetzt. Um ein besseres Absinken der Proben in die Taschen zu
gewahrleisten, wurde die Lésung zusatzlich im Verhaltnis 1:5 mit einer

1%igen Dextranlosung aufgefullt.

Silberfarbung:

I. Fixierer (Puffer A):
Zur Herstellung wurden 50 ml Eisessig mit 500 ml Ethanol versetzt und mit

Wasser auf ein Volumen von 5000 ml aufgefullt.

II. Silberldsung (Puffer B):
2 g AgNO3 wurden in 1000 ml Wasser aufgeldst.

[ll. Entwickler (Puffer C):
Dieser Puffer wurde fir jeden Farbevorgang frisch angesetzt. Hierzu wurden
15 g NaOH in 1000 ml Wasser geldst und mit 4 ml 37%igem Formaldehyd

versetzt.

IV. Fixierer nach der Farbung (Puffer D):

Zur Herstellung wurden 7,5 g Natriumcarbonat in 1000 ml Wasser gelost.

V. Konservierungslosung:
Es wurden 100 ml Glycerin mit Wasser auf ein Volumen von 1000 ml

verdinnt.

Ethidiumbromidlésung:
Fur eine 0,02%ige Ethidiumbromidlésung wurden 300 ml Wasser mit 60 pl
Ethidiumbromid versetzt.
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[1.1.2 Oligonukleotide:
k-ras:

Primer (sense):

A(+): ACT GAATAT AAACTT GTG GTA GTT GGA CCT
Primer (antisense):

B(-): TCA AAG AAT GGT CCT GGA CC

C(-): TAA TAT GTC GAC TAA AAC AAG ATT TAC CTC

Die unterstrichenen Basen prasentieren Mismatches von der Kirsten-
ras DNA-Sequenz.

Die verwendeten Primer wurden nach der Beschreibung von LEvi et al.,1991

angefertigt.

E-Cadherin:
Exon 6 (sense). CTCACTTGG TTCTTT CAG
Exon 6 (antisense): AAC CTT TGG GCT TGG ACA
Exon 7 (sense): AGC TTG TCT AAACCTTCATC
Exon 7 (antisense): GCT TAG ACCATCACT GTATT
Exon 8 (sense): TTG GTT GTG TCG ATC TCT CT
Exon 8 (antisense): CAG TGG TAC CCT TAG TTC AT
Exon 9 (sense): GTACTT GTA ATG ACA CAT CTC
Exon 9 (antisense): TGC CAGTTT CTG CAT CTT GC
Exon 10 (sense): ACTTCATTGTTTCTG CTCTC

Exon 10 (antisense): AAC CAG TTG CTG CAAGTC AG

Die Anfertigung der Primer erfolgte nach den Angaben von BERX et al.,
(1995) von der Firma GIBCO BRL/Life Technologies, Eggenstein.
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Biologisches Material

Die Zellinie KATO Il wurde von der ,American Type Culture Collection®
(ATCC) bezogen.
Sie wurde im Kulturmedium RPMI 1640 angeziichtet und anschlielend zur

DNA-Isolation verwandt.

1.2 Methodik

[1.2.1 Probensammlung

Nach intraoperativer Entnahme der Gewebeproben wurden diese mittels
Tissue-Tec” auf 1 cm Durchmesser betragenden Korkplattchen fixiert und
bei -80°C kryokonserviert. Aus jedem Gewebeblock erfolgte an einem
Gefriermikrotom (Kry 220, MTE, Firma Slee Technik, Mainz) die Anfertigung
eines 5 um dicken Schnittes mit anschlieBendem Aufbringen der Schnitte auf
Objekttrager. Er diente der histologischen Absicherung der Diagnose und
wurde mittels HE-Farbetechnik angefarbt. Aus dem sich direkt an die 5 pm
dicken Schnitte anschlieenden Gewebsmaterial wurden 10 pm Dicke
betragende Praparate angefertigt, die der DNA-Isolation fur die

nachfolgenden Untersuchungen dienten.

[1.2.2 HE-Férbung
Die 5 pm dicken Schnitte wurden zuerst fur 3 Minuten in Hamalaun (nach

MAYER) gegeben. AnschlieRend wurde die tUberschissige Farbelésung durch
kurzes Eintauchen in Wasser abgespilt. Fir den zweiten Farbeschritt
wurden die Objekttrager fur 1 Minute in 1%iges, wassriges Eosin G gegeben
und danach in Aqua gest. gespult. Es folgte ein Eintauchen der Praparate in
eine aufsteigende Alkoholreihe von 70%igem, 96%igem und 99,5%igem
Ethanol fir einen Zeitraum von 2-3 Minuten, anschlieend ebenfalls fir 2-3
Minuten in Xylol. Die gefarbten Schnitte wurden mit Hilfe von Depex
eingedeckt.
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[1.2.3 Mikroskopie
Zur Uberprufung der histologischen Diagnose sowie der Reprasentabilitat der

Schnittebene wurden die HE-gefarbten Schnitte anschlieRend mikroskopisch

begutachtet.

Versuchsaufbau:

DNA-Isolation
l
1. Amplifikation mit Primern A und B
l
Gel-Elektrophorese mit anschliel3ender
Ethidiumbromidfarbung
l
1. DNA-Reinigung
l
1. Verdauung
l
Gel-Elektrophorese mit anschliel3ender
Ethidiumbromidfarbung
l
2. Amplifikation mit Primern A und C
l
Gel-Elektrophorese mit anschliel3ender
Ethidiumbromidfarbung
l
2. DNA-Reinigung
l
2. Verdauung
l
Gel-Elektrophorese mit anschliel3ender
Ethidiumbromidfarbung

Abb. 8: FluRdiagramm Uber den Versuchsablauf der Untersuchungen zu
k-ras
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[1.2.4 DNA- Isolation

Das Ausmald der Gewebeproben wurde auf Millimeterpapier aufgemalt.
Durch Auszéhlen der Kastchen erfolgte die Bestimmung der Flache in cm?
Die planimetrierten Praparate wurden mit einem sterilen Skalpell (Feather
No.11) vom Objekttrager gekratzt und anschlieRend in ein beschriftetes
Reaktionsgefal (Eppendorf, Nr. 3810, Hamburg) eingebracht. Zur Lysierung
der Zellwande wurden je cm? Gewebsflache 100 ul 0.5%ige SDS-Lésung
hinzugegeben und mit einer Pipette durchmischt. Wahrend einer
anschlieBenden Inkubationszeit von 30 min wurden die Reaktionsgefal3e bei
einer Temperatur von 37°C im Thermomixer (Eppendorf, Nr. 5436, Hamburg)
geschiittelt. Je cm? Gewebsflache wurden den Proben 100 pl 2 x DNA-
Puffer/Proteinase-K-Gemisch beigefligt, wobei die Proteinase-K-End-
Konzentration im Reaktionsgefa3 1 mg/ml betragen sollte. Schlief3lich

wurden die Proben bei 37°C etwa 16-20 Stunden im Thermomixer inkubiert.

Ebenfalls im Thermomixer wurden die Proben 8 min lang auf 95°C
aufgeheizt, um eventuelle Proteinase-K-Reste zu zerstéren. Die im
Reaktionsgefall vorhandenen Volumina wurden mit der 2,5-fachen Menge an
100%igem Ethanol erganzt und zur DNA-Fallung fur 10 min bei -80°C (oder
Uber Nacht bei -20°C) gekuhlt. Die Proben wurden 10 min bei 13000 U/min
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert. AnschlieRend wurde das Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen und erneut fur 5 min bei 13000 U/min der
Zentrifuge (Eppendorf, Nr. 5403, Hamburg) zugefuihrt. Dieser Uberstand
wurde ebenfalls dekantiert, wonach die Entfernung der letzten Tropfen mit
Filterpapier erfolgte. Um das komplette Abdampfen der Ethanolreste zu
gewahrleisten, wurde das Pellet bei getffnetem Reaktionsgefdl3 10 min
getrocknet.

Hierbei erwies es sich als sinnvoll, vorher die Stelle im Reaktionsgefald zu
markieren, an der die DNA haftet, da sie in getrocknetem Zustand sehr
schlecht sichtbar ist. Pro cm? Gewebeprobe wurden 100 pl H,O zugegeben
und damit der gereinigte Niederschlag sorgfaltig resuspendiert. Die
anschlielende Lagerung der isolierten Proben erfolgte bei -20°C.
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[1.2.5 Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die von KARY B. MuLLis 1983 erdachte (und 1986 veroffentlichte) Methode
erlaubt es, mit Hilfe eines einzigen Molekils der Erbsubstanz DNA,
interessierende DNA-Fragmente millionenfach zu vervielfaltigen und so einer
Untersuchung zuganglich zu machen.

Das Hauptproblem in der Untersuchung und Analyse spezieller Genloci
bestand friher darin, diese aus dem riesigen Genom zu isolieren (ein
Saugetiergenom enthélt bis zu 100000 verschiedene Gene).

Die PCR ermdoglicht eine in-vitro Vervielfaltigung von Nukleinsauren. Mit ihrer
Hilfe lassen sich spezifische DNA-Sequenzen amplifizieren, von denen nur
die sie umrahmenden DNA-Sequenzen bekannt sein mussen.

Das Reaktionsprinzip der PCR gleicht dem Replikationsvorgang in der Zelle.
Hier verwendet die DNA-Polymerase die Einzelstrang-DNA als Matrize zur
Synthese eines neuen, komplementéaren Stranges.

Im Reagenzglas kann man diesen Vorgang dadurch nachahmen, dal3 man
die naturlicherweise in doppelstrangiger Form vorliegende DNA nahe dem
Siedepunkt erhitzt und auf diese Weise die erforderlichen einzelstrangigen
DNA-Vorlagen erhalt. Durch Isolation einer thermostabilen DNA Polymerase
aus Thermus aquaticus, einem thermophilen Bakterium, wurde eine
Automatisierung der Methodik moéglich (SAiki et al., 1987).

Fur den Synthesebeginn ist aul3er der Zugabe von DNA-Polymerase
zusatzlich das Vorhandensein kurzer doppelstrangiger DNA-Anteile
notwendig. Dazu finden in vitro kinstlich synthetisierte Oligonukleotide
(englisch: ,primer”) Verwendung, die so ausgewahlt werden, daf3 sie aus den

benachbarten Regionen des zu amplifizierenden Genes stammen.

Die Durchfuihrung der PCR-Reaktion erfolgt in drei Teilschritten, die 30 bis 60

mal wiederholt werden:

1.: Denaturierung: der DNA-Doppelstrange: Dieser Teilschritt erfolgt bei
einer Temperatur von ca. 90°C und beabsichtigt die
Aufschmelzung der DNA-Strénge.

2.: Annealing: Hierzu wird der Reaktionsansatz auf ca. 50°C
abgekihlt, was die Hybridisierung der Oligo-
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nucleotidprimer mit den beiden DNA-Matrizenstrangen

bewirkt

3.. Polymerisation: Dieser Schritt dient der eigentlichen Vervielfaltigung.
Dafur wird die fur die Funktion der Tag-Polymerase

optimaleTemperatur von 72°C gewabhilt.

[1.2.5.1 Die Vermehrung der DNA-Fragmente

Der erste Zyklus beginnt damit, da? sich an der nativen DNA ein Primer
anlagert und von der DNA-Polymerase ein komplementéarer Strang in 3°-5'-
Richtung produziert wird, der kein definiertes Ende hat. Abgebrochen wird
die Reaktion erst durch erneute Temperaturdnderung. An diesem Fragment
unklarer Lange lagern sich dann erneut die komplementaren Primer an, und
dieses Mal wird die Reaktion durch das Ende der Matrize bestimmt. Zu
Beginn des dritten Zyklus stehen somit erstmals zwei Matrizen in der Lange
der zu amplifizierenden Zielsequenz zu Verfigung. Diese werden in den
nachfolgenden Zyklen exponentiell vermehrt, wéhrend die anfanglich
entstandenen  Fehlprodukte  hochstens linear vermehrt  werden.
Eingeschrankt wird dieser Prozel3 durch verschiedene Faktoren wie
Nukleotidkonzentration, abnehmende Primerkonzentration und sinkende
Aktivitat der DNA-Polymerase. Die Reaktionsausbeute variiert von Zyklus zu
Zyklus und liegt bei durchschnittlich 85%.
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Amplifizierung einer Zielsequenz
doppelstrangige Ziel-DNA
5' 3
a — Trennung der Strange
und Anlagerung der Primer
— 3
b Primer 2 ~__ o —Primer 1
3 5'
Verlangerung der Primer
° 3 komplementar
c komp_lementér ~ —zuPrimer 1
zu Primer 2
Trennung der Strénge
und Anlagern der Primer
3‘ I
d ~——— neue Primer—____
5, I 3,
Fortsetzung der Primersequenz
Strange von 3’ S Strange von
e unterschied- / einheitlicher
/ .
licher Lange \ g Lange
komplementar 5’ '
f zu PFr)imer 2 T ] ~ komplementar
a— 5 zu Primer 1
3 \L 5'
5' 3
9 3 5
5 gewlnschte Fragmente
(Strénge variabler Lange nicht abgebildet)
und so weiter

Abb.9: modifiziert nach NEwWTON et al., (1994):(a) Ausgangsmaterial ist ein doppelstrangiges DNA-Molekil. (b) Die
Strange werden durch Erhitzen des Reaktionsgemisches getrennt und dann abgekihlt, so daf} die Primer sich an
die beiden Primer-Bindestellen, die an die Zielregion angrenzen, binden, je einer an jeden Strang. (c) Die Tag-
Polymerase synthetisiert komplementar zur Matrize neue DNA-Stréange, die unterschiedlich weit tber die Position
der Primer-Bindestelle auf der anderen Matrize hinausragen. (d) Das Reaktionsgemisch wird erneut erhitzt. Die
urspriinglichen und die neu synthetisierten Strénge trennen sich. Nun stehen vier Bindestellen fur die Primer zur
Verfligung, je eine auf jedem der urspriinglichen Strange und den beiden neuen DNA-Strangen. (Der Einfachheit
halber sind bei den folgenden Vorgangen die urspriinglichen Strange weggelassen.) (e) Die Tag-Polymerase
synthetisiert neue komplementére Strange, die Ausdehnung dieser Ketten ist jedoch genau auf die Zielsequenz
begrenzt. Die beiden neu synthetisierten Ketten erstrecken sich also genau auf den von den Primern festgelegten
Bereich. (f) Der Vorgang wird wiederholt, und die Primer binden an die neu synthetisierten Strange (und auch an
die in dieser Abbildung nicht dargestellten Strénge variabler Lange). (g) Die Tag-Polymerase synthetisiert
komplementére Strange und stellt so zwei doppelstéangige DNA-Fragmente her, die identisch mit der Zielsequenz
sind. Der Vorgang wiederholt sich viele Male.

31



k-ras

11.2.6 Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus (RFLP)

11.2.6.1 Die Funktion von Restriktionsenzymen

ARBER, NATHANS und SMITH bekamen 1978 den Nobelpreis fur die
Entdeckung virusabwehrender Restriktions-Modifikationssysteme  von
Bakterien. Bakterielle Endoribonukleasen, die sogenannten
Restriktionsenzyme, erkennen spezifische, spiegelbildlich aufgebaute DNA-
Sequenzen (Palindrome). Eingedrungene Virus-DNA wird an diesen
Sequenzen gespalten, wéhrend identische bakterieneigene DNA-Sequenzen
durch Modifikation (Methylierung) vor der Enzymwirkung geschitzt bleiben.
Diese Restriktionsenzyme kdnnen gentechnologisch genutzt werden. Mit
ihrer Hilfe ist man z.B. in der Lage, von jedem Individuum eine

Restriktionskarte herzustellen.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Methode macht sich die
Tatsache zunutze, dall mit Hilfe dieser Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismen auch mutierte Gene von ihrem Wildtyp-Gen
unterschieden werden kodnnen. Vorraussetzung ist hierbei, dal3 die zu
untersuchende Sequenz bekannt ist, damit ein fur ihre Untersuchung
geeignetes Restriktionsenzym ausgewahlt werden kann. Das Enzym sollte
zum einen das zu untersuchende Fragment nicht zu haufig schneiden, zum
anderen mussen fur die Validitat der Untersuchung Genloci bekannt sein,
deren Mutation bevorzugt auftreten und dann in der Folge zur Anderung des

Phanotyps der Zelle fuhren.

Mutationen im k-ras-Gen zeigten sich im Bereich der fiur die
Aminosauren 12, 13 und 61 sowie 116 und 119 kodierenden Nukleotide (Bos
et al., 1985, VARMUS, 1984). Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen,
dal’ sich die bevorzugte Lokalisation der Mutationen auf das Codon 12
konzentriert (z.B ALMOGUERA et al. 1988, SMmIT et al. 1988, MARIYAMA et al.
1989).
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[1.2.7 Two-Step-RFLP-Analyse von k-ras

Die Methodik wurde mit leichten Modifikationen von LEvi et al., 1991

Ubernommen.

Fur die Analyse wurde das Restriktionsenzym BstN | verwendet. Seine

Erkennungssequenz lautet: CC1* 1GG.

JIANG et al. (1989) entwickelten eine Methode zur Untersuchung von
Mutationen am Codon 12 des k-ras-Gens mit sog. mismatched primers.
Indem sie einen Primer herstellten, der ein Cytosin-Molekul an Position 1 von
Codon 11 einschleust, schufen sie durch Amplifikation der DNA eine
kinstliche Restriktionsstelle fir das Enzym BstN |, die die ersten beiden
Nukleotide von Codon 12 Uberlappt.

\LPCRz
|—A,+ &_

Cc

|_A*» I
! I
|! K-rasjexon | | Intron !
i ' <
| | |
L 157 ! | ungeschnitten
I 29 114 I 14 1 oy 12
I 1 1
BstNI BstNI| 44
L 143 L | Mutation 12
I BstNI | I
! \l/BstM .
| | |
| 157 | | .
I P | | ungeschnitten
' | I gy12
| 143 | I
I | | Mutation 12
| | )
| 1
|
|

135

\1/ BstNI
135

106

Mutation 12
gly 12

BstNI

Mutation 12
gly 12

Abb. 10: Nach Levi et al., 1991: Methodik der Two-Step-RFLP (Erlauterung

siehe Text auf der folgenden Seite)
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Durch die PCR mit den Primern A und B entsteht ein 157 Basenpaar langes
Fragment, das zwei Restriktionsstellen fir BstNI enthalt, wenn Codon 12
dem Wildtyp (gly 12) entspricht. Im Falle einer Mutation von Codon 12 an
einer der ersten beiden Basen verschwindet die eine Restriktionsstelle.
Anhand der zweiten Restriktionsstelle ist somit eine Differenzierung zwischen
mutierten und unverdauten Anséatzen moglich.

Bei Vorliegen eines Wildtyps entstehen also drei Fragmente mit den
Basenlangen von 29, 114 und 14. Eine Mutation hingegen hat die
Entstehung von zwei Fragmenten mit den Basenlangen 143 und 14 zur
Folge.

Eine zweite PCR mit den Primern A und C bewirkt eine selektive
Amplifikation der mutierten 143-Basenpaarprodukte, da die
Anlagerungsstelle fir den Primer A durch Abspaltung des Fragmentes vor
dem Bereich des normalen Codons verloren gegangen ist.

Durch die zweite Amplifikation entsteht ein 135-Basenpaar-Fragment, das
durch BstNI an einer Stelle geschnitten wird, wenn die Codon 12-Sequenz
normal ist, wahrend durch eine Mutation an einer der beiden ersten Basen
die Restriktionsstelle verschwindet.

Das Symbol () an den Primern zeigt die Einfligung eines Mismatches in die
normale DNA-Sequenz an, welches unter den aufgezeigten Bedingungen

eine Restriktionsstelle fir BstNI entstehen lafit.
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[1.2.8 Durchfihrung der PCR

Das Endvolumen des fur die PCR verwendeten Reaktionsansatzes sollte 100
ul betragen. Er setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

Es wurden pro Probe je 77,5 ul H2Onukieaserrei VOrgelegt und mit 10 pl 10 x
Amplifikationspuffer (15 mM MgCl;), 10 yl 10 x dNTP’s, jeweils 1 pl (50
pmol/pl) sowohl des Sense - als auch des Antisenseprimers und 0,5 ul
Ampli-Tag-Polymerase vermischt. Der angefertigte Mastermix wurde
anschlieBend auf 0.5 ml fassende Reaktionsgefal3e (Perkin Elmer, Norwalk,
USA) verteilt und mit ca. 40 pl filtriertem Mineraldl tberlagert. Jeder Ansatz
beinhaltete die Anfertigung einer Negativkontrolle, die sich von den reguléren
Proben nur durch fehlenden Zusatz der DNA unterschied. Von den zu
amplifizierenden DNA-Isolationen wurden jeweils 5 ul zu dem Ansatz
pipettiert.

Die PCR wurde jeweils tUber 30 Cyclen durchgefihrt. Initial erfolgte eine
funfminttige Denaturierung der Proben bei 96°C. Die Zyklen setzten sich aus
einem einmindtigen Denaturierungsschritt bei 96°C, der Annealing-
Temperatur von 55°C ebenfalls fur eine Minute und dem nachfolgenden
Polymerisationsschritt bei 72°C fur 30 Sekunden zusammen. Ein
abschlieRender Auffullschritt noch nicht vollstandig polymerisierter DNA-

Strange erfolgte fur 10 min bei 72°C.

PCR:

Zubereitung des Amplifikationsgemisches:

1) dD H,O: (Anzahl der Proben x 100 pl - ¥ (ul) von 2)-6))

2) 10 x Ampl. Buffer 10 pl je Probe
3) 10 x dNTP-L6sung 10 pl je Probe
4) Primer sense 1 pl je Probe
5) Primer antisense 1 pl je Probe
6) Taq Polymerase 0,5 pl je Probe
2 22,5 pl je Probe
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[1.2.9 Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

11.2.9.1 Aufbau der GieRkammer

Es wurden Spacer und Kamme mit 1,5 mm Dicke verwendet. Alle mit dem
Gel in Kontakt tretenden Flachen wurden zuvor mit Silikon-Losung benetzt.
Ein 8%iges Polyacrylamid-Gel wurde nach folgendem Schema gegossen:

- 1. 12 ml Acrylamid (PAG)
2. 96 ul 4% Ammonium-Persulfat (APS)
3. 22 pl Temed

Zum Einsatz kamen je nach Anzahl der bearbeiteten Proben Kamme, die 10
Taschen mit einem Fassungsvermodgen von 13 x 55 x 1,5 mm® oder 15

Taschen mit einem Fassungsvermdgen von 13 x 3 x 1,5 mm? ausbildeten.

[1.2.9.2 Elektrophorese

Nach vorsichtigem Entfernen der Kaémme wurden die Taschen mit H2Opigest.
ausgespult. Die Elektrophoresewanne (Mini Protean Il, Bio Rad, Burlington,
USA) wurde mit 1 x TBE-Puffer gefillt. Jeweils 10 pl der Proben wurden mit
Gel Loading Solution im Verhaltnis von 1:4 gemischt und in die Geltaschen
einpipettiert. Zusatzlich liefen 1,5 ul des Langenstandardes 174 ®HINF | -
ebenfalls mit Gel-Loading-Solution vermischt - mit. Die Elektrophorese wurde
tber 40 min bei 150 Volt durchgefuhrt.

[1.2.9.3 Farbevorgang

Das Gel wurde jeweils 6 min in 0.02%iger Ethidiumbromidlésung geschaukelt
und anschlieBend zweimal fur ebenfalls 6 min in H,O entfarbt, um das
nichtgebundene Ethidiumbromid zur starkeren Kontrastierung des

Hintergrundes auszuwaschen.
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[1.2.10 Aufreinigung der DNA

1. DNA- Reinigung:

Zur Anwendung fur den Reinigungsschritt nach der ersten Amplifikation kam
das Glass Max™ DNA Isolation Spin Cartridge System ( Fa. Gibco-BRL; Cat.
No. 5590 UA/UB, Gaithersburg, USA).

Die Durchfihrung der Reinigung erfolgte gemall dem zu diesem Kit

mitgelieferten Handbuch.

2. DNA-Reinigung:

Zur Kontrolle durchgefiihrte Polyacrylamidgelelektrophoresen konnten
zeigen, dal3 die DNA-Ausbeute mit Hilfe des Reinigungskits nicht besonders
hoch war, so dal3 nach der zweiten PCR eine Ethanolfallung durchgefihrt
wurde. Die amplifizierten Proben wurden unter der Mineral6lschicht
abpipettiert und in einem neuen Reaktionsgefald analog zur DNA-Extraktion

mit dem 2,5-fachen Volumen an gekihltem 100%igen Ethanol erganzt.

[1.2.11 Verdauung

Die Restriktionsenzymverdauungen mit BstN1 wurden nach den vom
Hersteller empfohlenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt.

Die Digestion erfolgte iiber einen Zeitraum von 1'/, Stunden bei 60°C im
Wasserbad (Haake CH Fisons, Valencia, USA).

[1.2.12 Photodokumentation

Zur Bilddokumentation wurde eine Polaroidkamera (MP-4, Polaroid,
Offenbach) verwendet. Die Gele wurden bei Blende von 4,5 und einer
Belichtungszeit von 1 Sekunde fotografiert.
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M 174 D2 175 D2 177 D2
P2 P2 P2

Abb. 11: Fotodokumentation nach erfolgter Gelelektrophorese. M =
Langenstandard.

P2: Proben nach Durchfuhrung der 2. PCR. D2: Proben nach Durchfuhrung
der 2. Verdauung: Wildtyp-DNA wird durch die Restriktion mit Bst N1 in zwei
kirzere Fragmente gespalten. Diese verkirzten Fragmente wandern
schneller in Richtung Anode und werden dadurch weiter nach unten getragen
als vor erfolgter Verdauung. Man erkennt eine Bande, die etwas weiter unten
im Gel als das noch nicht geschnittene Pendant nachweisbar wird sowie ein
kleines weiteres Fragment, das aufgrund seiner Kirze das Ende der Bahn
fast erreicht hat. Probe Nr. 175 enthélt eine Mutation des k-ras-Gens an
Codon 12 und weist sowohl ein verdautes wie auch ein mutiertes, nicht
verdaubares Allel auf, was die typische Doppelbandenausbildung zur Folge
hat.
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Abb. 12: Fotodokumentation nach Durchfihrung der 2. Verdauung. M =
Langenstandard. Die Proben 212, 221 und 222 weisen Wildtyp-DNA auf, die
Proben 214, 220 und 223 dagegen prasentieren eine Mutation an Codon 12

des k-ras Gens.
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[1.2.13 DNA-Isolation E-Cadherin

Da die Amplifikation verschiedener Exone des Genes E-Cadherins einer
grolReren einzusetzenden DNA-Menge bedurfte, wurden erneute DNA-
Isolationen durchgefihrt. Ebenfalls isoliert wurde DNA aus der Zellinie KATO
[ll; deren bekannte E-Cadherin-Mutation fur Exon 7 als Positivkontrolle

dienen sollte.

Die bereits fur die Untersuchung von k-ras beschriebene Methode zur DNA-
Isolation wurde leicht modifiziert; es erfolgte eine Phenolextraktion zur

besseren Proteinabtrennung.

Hierzu wurde das Probenvolumen mit steril filtriertem TE-Puffer auf 1000 pl
erhoht. Die Reaktionsansatze wurden mit dem gleichen Volumen an
gesattigtem Phenol aufgefillt und kurz gevortext. Anschlie3end wurden die
Proben fur 25 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Hierdurch kam es zur
Abtrennung dreier Phasen: der unteren Phenolphase, der sich
anschlieBenden Interphase (bestehend aus dem Proteinniederschlag) und
der oberen DNA-Phase. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, ohne
die Interphase mit der Pipettenspitze anzusaugen. Die Wiederholung dieses
Extraktionsschrittes erfolgte so lange, bis keine Interphase mehr vorhanden
war. Die nachfolgende Extraktion mit 4% Isoamylalkohol in Chloroform wurde
nach gleichem Schema durchgefiihrt und diente der Entfernung von

Phenolresten.

Zur DNA-Féallung wurden die Proben mit 120 pl NaCl und 1000 pl
Isopropanol (alternativ zu dem 2,5-fachen Volumen an Ethanol) vermischt
und mindestens 30 min inkubiert. Sie wurden in die auf 4°C vorgekuhlte
Zentrifuge verbracht und dort fur 30 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Das
Isopropanol wurde dekantiert. Es erfolgte ein Waschschritt mit einem
Volumen 70%igem Ethanol, wonach die Proben erneut fur 15 min bei 14.000
rpm in die ebenfalls auf 4°C abgekuhlte Zentrifuge verbracht wurden. Der

Ethanolltberstand wurde ebenfalls dekantiert.
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Die Proben wurden im Speedvac (Vacuum Concentrator, Bachofer,

Reutlingen) getrocknet und das Pellet in 100 pl TE-Puffer aufgeldst.

[1.2.14 Photometrie
Es wurden ein Photometer (UV-1202, Shimadzu, Kyoto, Japan) mit einer 80-

ul-Quarzkivette benutzt. Zu Beginn wurde der Leerwert der Proben mit 75 pl
H2Onigest gemessen. Nach Hinzufligen von jeweils 5 pl der Isolate wurde der
Mel3vorgang gestartet. Sowohl die Extinktionen bei 260 nm (Al; DNA) als
auch bei 280 nm (A2; Protein) wurden gemessen und der Quotient aus
Al:A2 gebildet.

Die DNA-Konzentration wurde nach folgender Formel berechnet:

E260 X 50 x Verdiinnungsfaktor = DNA-Konzentration [pug/ml]
(Faktor 50 = dsDNA: 1 optische Dichte = 50 pg/ml)

Die Extinktion der Proben sollte zwischen 0,1 und 1 betragen, da das
Photometer nur hier im linearen Bereich messen kann. War dies nicht der
Fall, weil zu wenig Substrat vorhanden war, so wurden weitere 5 ul des
Isolates hinzugefligt. Der Extinktionsquotient A1:A2 sollte zwischen 1,6 (1,8)

und 2,0 betragen, was eine gute Reinigung der Isolationen von DNA anzeigt.

[1.2.15 Anfertigung von Standardlésungen
Nach Berechung der DNA-Konzentrationen in den Isolationen wurden
Standardlésungen angesetzt, die 50 ng DNA/uI enthielten. Sie wurden in die

PCR eingesetzt.

[1.2.16 Durchfuhrung der PCR
Es wurden Reaktionsansatze mit Endvolumina von 50 ul angefertigt. Die

Beobachtung unspezifischer Produkte veranlassten die Anfertigung von
Verduinnungsreihen mit verschiedenen MgCl,-Konzentrationen. Als
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vorteilhaft erwies sich eine Endkonzentration von 3 mM MgCl,. Es wurden
daher ein MgCl,-freier Puffer in Verbindung mit einer MgCl,-Losung (25 mM
MgCl,) verwendet.

Zur Erlangung einer hoéheren Stringenz wurde eine Touch-Down-PCR
durchgefuhrt. Hierbei wurde die Annealing-Temperatur der Primer um 5°C
oberhalb der Ausgangstemperatur begonnen und alle zwei Zyklen um 1°C
reduziert. Somit wurde diese nach 10 Zyklen erreicht und die restlichen 25
Zyklen mit der erreichten Temperatur fortgefihrt. Diese betrug fur die Primer
6, 8 und 9 55°C und fiir die Primer 7 und 10 60°C. Die initiale Denaturierung
erfolgte fur 2 min bei 95°C. Die anschliel3enden Zyklen beinhalteten einen
Denaturierungsschritt, der udber 30 s ausgefuhrt wurde, mit dem sich
anschlieBenden Annealingschritt wie oben beschrieben fur ebenfalls 30 s
und einem Polymerisierungsschritt tber 45 s bei 72°C. An den letzten Zyklus
schlof3 sich ebenfalls eine Auffillphase der noch nicht vollstandig
polymerisierten Strange an, die fir 5 min bei 72°C ausgefuhrt wurde.

[1.2.17 Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

Grundlage der SSCP (ORiITA et al, 1989) ist eine Anderung des
gelelektrophoretischen Laufverhaltens von Einzelstrang-DNA aufgrund von
Verdnderungen in der Gensequenz. Nach  Hitze-Denaturierung
doppelstrangiger DNA und schnellem Abkihlen auf Eis nehmen die
Einzelstrange fir sie thermodynamisch gunstige Strukturen ein, wobei
komplementadre Regionen durch RuUckfaltungen interne doppelstrangige
Helices, verbunden durch einzelstréangige, schleifenbildende Bereiche (loops)
bilden kdénnen. Je nach GroRRe der Schleifen kann die Beweglichkeit der
Einzelstrange durch eine Gelmatrix bei einer Elektrophorese beeinfluf3t sein.
Der Austausch eines Basenpaares kann zu einer veranderten Konformation
fuhren, die dann in einer im Vergleich zu einer nichtmutierten Gensequenz
verzogerten oder beschleunigten Mobilitat im Gel resultiert. Je grol3er der
Einflu3 einer gegebenen Mutation auf die Konformation des Einzelstranges
ist, desto deutlicher wird ihr Nachweis. Die Abbildung stellt die Methode
schematisch dar.

42



Wildtyp- Sequenz mit Wildtyp-
DNA Mutation DNA

Denaturierung der Doppelstrénge

Einzelstrangkonformationspolymorphismus
Wildtyp Mutante Wildtyp

@ I ]

V
@

Abb. 11: Mechanismus des Single Strand Conformational Polymorphismus
(SSCP)
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[.2.18 Durchfihrung der SSCP
Jeweils 5 ul der Amplifikate wurden mit einem Denaturierungsmix versetzt.

Die Proben wurden in TC Microwell-Platten (60 x 10 pl, Nuncleon D SI)
pipettiert und fur 2 min auf 96°C erhitzt (In-Situ-PCR-Cycler: Touch Down,
Thermo Hybaid, Heidelberg). Direkt anschlielBend wurden die Platten auf Eis
gestellt. Es wurden 10%ige Polyacrylamidgele mit Zusatz von 5% Glycerol
angefertigt. Die Benutzung vertikaler Gele mit der Grof3e von 280 x 199 x 0,4
mm? erfolgte in Verbindung mit Elektrophoresekammern der Firma Welabo,
Dusseldorf. Zur Unterstitzung der dinnen Gele wurden Gel Bond PAG-
Folien (Thickness 0,2 mm, 199 x 264 mm, Biozym, Landgraaf, Niederlande)
verwendet. Die Elektrophorese wurde mit jeder Probe einmal bei
Raumtemperatur und zum anderen bei 4°C (im Minicoldlab 2023, Firma LKB,
Bromma, Schweden) durchgefuhrt. An die bei Raumtemperatur gehaltenen
Gele wurden 100 Volt angelegt; die gekuhlten Gele wurden mit 200 Volt Gber
18 Stunden gefahren.

[1.2.19 Silberfarbung
Das Farbeprotokoll wurde dem TGGE-Handbuch der Firma Qiagen (Hilden)

entnommen. Um die Gele langer geschmeidig zu halten wurden sie

zusatzlich fir mindestens 10 min in 10% Glycerol geschwenkt.

[1.2.20 Photodokumentation
Die Gele wurden mittels eines Scanners ( HP Scan Jet 6100C/T, Boblingen)

mit Durchlichtaufsatz eingescannt.
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Abb. 13: Fotodokumentation des Polyacrylamidgels nach erfolgter Elektrophorese bei
4°C exemplarisch fir Exon 7.




Ill. Ergebnisse

1.1 k-ras

[11.1.1 Patientengut

Insgesamt untersucht wurden 181 Proben von 81 Patienten. Das
Patientengut setzte sich zusammen aus Patienten mit sporadischen
kolorektalen Adenomen und Karzinomen, aus Patienten mit chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen und Patienten mit einer Polyposis coli
(FAP).

121 dieser Proben enthielten Gewebe mit einem pathologischen Befund; bei
den weiteren 60 Proben handelte es sich um angrenzendes Normalgewebe,
das auf das Vorhandensein einer Mutation Uberprift wurde. Bei 15 der
Patienten fehlen die korrelierenden Normalgewebeproben; von diesen
Patienten mit Z.n. Metastasenentfernung, Polyposis coli sowie entziindlichen
Darmerkrankungen stand kein operativ asserviertes, nicht pathologisches

Material zur Verfigung.

Patientenkollektiv
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W Patienten mit Diagnose spor. Karzinom

O Patienten mit Diagnose spor. Polyp

O Patienten mit Diagnose spor. Polyp + Karzinom

O Patienten mit Diagnose spor. Polyp + Karzinom + Metastase
I Patienten mit Diagnose Metastase

B Patienten mit Diagnose M. Crohn

Patienten mit Diagnose Colitis ulcerosa

O Patienten mit Diagnose FAP

Abb. 14: Anzahl der in die Untersuchung eingeflossenen Patienten unter
Aufschlisselung der Diagnosen.
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[11.1.2 Auswertung der Ergebnisse

Jede Probe wurde mindestens zweimal untersucht, um auszuschlie3en, daf}
falsch positive Ergebnisse durch fehlende oder mangelhafte Verdauung der
DNA durch BstN | resultierten.

Bei fraglichen Resultaten (inkomplette Verdauung) wurde die zweite
Verdauung der Proben, ggf. mit verandertem Verhaltnis der Enzym-Substrat-
Menge so oft wiederholt, bis zwei eindeutige Ergebnisse vorlagen (d. h.
Einzelbanden bzw. eindeutiges Vorhandensein von zwei gleich starken
Banden).

Die Negativkontrollen und Leerproben durften keine Kontamination

aufweisen.

[11.1.3 Statistische Auswertung

Die Untersuchungen beschranken sich auf empirische Datenerhebung mit
vornehmlich deskriptiver Statistik. Aufgrund der geringen Fallzahlen lassen
sich Haufigkeiten in der Mutationsfrequenz von k-ras nur beschreiben. Aus
Praktikabilitatsgriinden wurden trotzdem prozentuale Angaben zum besseren
Vergleich der einzelnen Patientengruppen gemacht.
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Anzahl |Wildtyp [Mutation|%
Mutation
Anzahl der Proben mit pathologischem Befund: 121
Anzahl der Patienten: 81
Anzahl der Normalgewebe: 60 59 1 1,7
von Lokalisation:
Colon 45 44 1 2,2
Leber 3 3 0 0
Milz 1 1 0 0
CEDE 3 3 0 0
FAP (Kolon) 7 7 0 0
FAP (Dunndarm) 1 1 0 0
Anzahl der Patienten mit Diagnose spor. 45
Karzinom:
Proben mit Diagnose spor. 45 29 16 35,6
Karzinom:
Anzahl der Patienten mit Diagnose spor. Polyp:
Proben mit Diagnose spor. Polyp: 5 3 37,5
Anzahl der Patienten mit Diagnose Metastase: 13
Proben mit Diagnose Metastase: 16 13 3 18,8
Anzahl der Patienten mit Diagnose M. Crohn: 7
Proben mit Diagnose M. Crohn: 12 12 0 0
Anzahl der Patienten mit Diagnose Colitis 6
ulcerosa:
Proben entzundlich: 10 10
Proben mit Diagnose Polyp: 1 1
Proben mit Diagnose Karzinom: 1
Anzahl der Patienten mit Diagnose FAP:
Proben bei FAP normal 7 0
Proben mit Diagnose Polyp: 25 17 32
Proben mit Diagnose Karzinom: 3 3 0
Anzahl der Polypen insgesamt: 34 23 11 32,4
Anzahl der Karzinome insgesamt: 49 33 16 32,7

Tab. 3: Auflistung der untersuchten Gewebeproben unter Aufschlisselung der bei

Patienten gestellten Diagnose.

den
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[1l.I.2 Kolorektale Adenome
Insgesamt wurden 34 kolorektale Adenome untersucht. Hierunter befanden
sich 25 Polypen von 8 Patienten mit FAP, 1 Polyp von 1 Patientin mit einer

Colitis ulcerosa und 8 sporadisch aufgetretene Polypen von 7 Patienten.

Es zeigte sich hier bei insgesamt 11 Proben das Vorkommen einer Mutation,

was einem prozentualen Anteil an k-ras-Mutationen von 32,4% entspricht.

Eine Differenzierung der Proben nach der ihr zugrundeliegenden Erkrankung
zeigt bei den sporadischen Adenomen unter 8 Proben 3 Mutationen von k-
ras (37,5%).

25 Proben von 8 Patienten mit einer Polyposis coli enthielten in 32% eine k-
ras-Mutation.

Dagegen liel3 sich bei der Colitis ulcerosa ein Wildtyp fur k-ras erheben.

a N
k-ras-Mutationen bei kolorektalen O wildtyp
Adenomen B Mutation
=
©
N
c
©
c
()
o
S
o
Adenome spor. Adenome Polypen bei C.u. Polypen bei FAP
insgesamt
o %

Abb. 15: Verteilung von k-ras-Mutationen bei kolorektalen Adenomen unterschiedlicher
Krankheitsentitéten
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[1.L1.2.1 Korrelation der Ergebnisse von sporadischen kolorektalen

Adenomen mit den histologischen Befunden

Anzahl Wildtyp Mutation % Mutation
ITubulare Adenome 4 3 1 25
lITubulovillése Adenome 3 2 1 33,3
lVillose Adenome 1 0 1 100

Tab. 4: Aufgliederung der Mutationsfrequenz kolorektaler Adenome unter Berlcksichtigung
der histologischen Wuchsform

Die Frequenz von Mutationen des k-ras-Allels wurde mit der histologischen
Differenzierung von sporadischen kolorektalen Adenomen in Beziehung

gesetzt.

Tendenziell zeigt sich eine Zunahme von k-ras-Mutationen bei
histologisch sessiler Wuchsart, die aufgrund der geringen Fallzahl nur

deskriptiv sein kann.
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I11.1.3 Kolorektale Karzinome

Die insgesamt 49 untersuchten Karzinome setzten sich zusammen aus 45
sporadisch aufgetretenen Karzinomen sowie 3 Karzinomen bei Polyposis coli
und 1 Karzinom auf dem Boden einer Colitis ulcerosa.

Bei den sporadischen Karzinomen fanden sich 16 Mutationen von k-ras
(35,6%).

Die untersuchten Karzinome verursacht durch eine Polyposis coli zeigten
dagegen ebenso wie die untersuchte Probe bei Colitis ulcerosa jeweils einen
Wildtyp fir k-ras.

4 N
k-ras-Mutationen bei kolorektalen Karzinomen | @wildtyp

@ Mutation

Probenanzahl

Karzinome spor. Karzinome Karzinome bei  Karzinome bei
insgesamt C.u. FAP
\_ /

Abb. 16: Verteilung von k-ras-Mutationen bei kolorektalen Karzinomen unter
Aufschlisselung der verschiedenen Krankheitsentitaten
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[11.1.3.1 Korrelation der Daten sporadischer kolorektaler Karzinome mit

klinischen und histopathologischen Prognosefaktoren

Die histopathologische Beurteilung der sporadischen Karzinome wurde mit
den Ergebnissen der k-ras-Mutationen verglichen, um Ruckschlisse auf die
funktionelle Bedeutung des Genlocus zu ziehen. Zu den Parametern zahlen
der TNM-Status (T=Tumorausdehnung, N=Nodalstatus, M=Fernmetastasen)

sowie das histologische Grading.

Die TNM-Klassifikation erfolgte nach den Richtlinien der UICC, das
histologische Grading nach den Graden der Scarff-Bloom-Richardson-

Klassifizierung.

Die mathematische Korrelation erfolgte durch einen einseitigen
Fischer-Test. Als Signifikanzschwelle wurde p = 0,05 (5%) gewabhit.
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k-ras
n Wildtyp ~ Mutation p
Alter
<50 Jahre 5 3 2 0,76 (n.s.)
>50 Jahre 40 26 14
Summe 45 29 16
Tumorausdehnung
T1 1 0,73 (n.s.)
T2 10 7 0,49 (n.s.)
T3 27 17 10 0,73 (n.s.)
T4 5 3 2
Summe 43 28 15
LK-Status
NO 22 14 8 0,77 (n.s.)
N1 3 0,43 (n.s.)
N2 2 0,51 (n.s.)
N3 2
Summe 42 27 15
Metastasierung
MO 36 23 13 0,054
(n.s.)
M1 7 5 2
Summe 43 28 15
Grading
G1 1 1 0 0,65 (n.s.)
G2 28 18 10 9,86 (ns)
G2-3 4 0,90 (n.s.)
G3 10
Summe 43 28 15

Tab. 5: Korrelation der kolorektalen Karzinome mit klinischen und
histopathologischen Parametern. (n.s. = nicht signifikant)

Wesentliche Unterschiede

im  Verteilungsmuster der

Mutationen

in

Abhangigkeit vom Tumorstadium oder der Differenzierung lassen sich nicht

erkennen.
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[11.1.3.2 Aufgliederung der Mutationsfrequenz nach Tumorlokalisation

Anzahl Wildtyp Mutation % Mutationen
Z6kum 2 0 2 100
Aszendens 3 3 0 0
re. Flexur 1 1 0 0
Transversum 4 2 2 50
Deszendens 0 0 0 0
Sigma 10 4 6 60
Rektum 25 19 6 24
gesamt 45 29 16 35,6

Tab. 6: Mutationsverteilung in Abh&ngigkeit der Lokalisation

Insgesamt kdénnen Mutationen in  den weiter proximal gelegenen
Darmabschnitten haufiger beobachtet werden. Bei Rektumkarzinomen sind

Mutationen deutlich seltener vorhanden.

FaRt man alle proximal des Rektums gelegenen Karzinomproben
unter dem Uberbegriff Kolonkarzinome zusammen, so stehen 50%
Mutationen einer deutlich geringen Mutationsfrequenz von nur 24% bei
Rektumkarzinomen gegeniiber. Die Berechnung mit dem y-Test zeigt jedoch
keinen signifikanten Unterschied (3°=3,28). Die rechtsseitig gelegenen
Tumoren einschlieBlich der Transversumkarzinome kommen auf eine
Mutationsrate von 40%. Die hdchste Mutationsrate a3t sich somit mit 60%

im Sigma verzeichnen.

[11.1.3.3 Aufgliederung der Mutationsfrequenz nach dem Geschlecht der

Patienten

Wildtyp Mutation Es zeigt sich eine Haufung der
Weibliche Patienten 8 9 Mutationen  bei  Patienten
Mannliche Patienten 21 ! weiblichen Geschlechtes. Die

. 2
Tab. 7: Mutationsverteilung in Abhangigkeit vom Berechnung mittels des x*-
Geschlecht Testes (x*=3,604) liegt

unterhalb der Signifikanzschwelle p = 0,05 (x°=3,841) und zeigt somit keinen

signifikanten Befund.




I11.1.4 Metastasen kolorektaler Karzinome

Es wurden insgesamt 16 Lebermetastasen von 13 Patienten untersucht.

Primarien der Lebermetastasen waren allesamt Metastasen sporadischer
kolorektaler Tumoren.

Es zeigte sich, dal insgesamt 3 Mutationen von k-ras (18,8%)
auftraten.

Metastasen kolorektaler Karzinome

Probenzahl

Y Wildtyp Mutationen )

Abb. 17: Anzahl der k-ras-Mutationen bei Metastasen sporadischer kolorektaler
Karzinome
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[l1.I1.5 Entzindliche Gewebeproben von Patienten mit chronisch

entzundlichen Darmerkrankungen

Insgesamt mituntersucht wurden 22 entzindlich veranderte Gewebeproben

von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.

Sowohl 12 Gewebeproben von 7 Patienten mit Morbus Crohn als auch

10 Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa enthielten Wildtyp-k-
ras.

Alle  Patienten wurden aufgrund von  krankheitstypischen
Komplikationen einem chirurgischen Eingriff unterzogen. Es waren dies:
entzindliche Konglomerattumoren, akute intestinale Blutung, Stenosen,
Fistelsysteme, therapieresistente Pankolitis mit in zwei Fallen vorhandenen

Dysplasien, sowie oben beschriebenes Karzinom.

a I
Chronisch entziindliche O wildtyp
Darmerkrankungen B/ Mutation
12’ 12
10 10
g 8
N
C
©
C
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=
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Morbus Crohn Colitis ulcerosa
o %

Abb. 18: k-ras-Status bei entzindlichen Verédnderungen chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen.
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[11.1.6 Normalgewebeproben

Von 60 Patienten wurden makroskopisch und mikroskopisch unauffallige
Gewebeproben ebenfalls auf das Vorhandensein von k-ras-Mutationen
untersucht.

Gewonnen wurden 57 der Proben aus angrenzenden, tumorfreien
Kolonabschnitten, eine Probe aus dem Dinndarm eines Patienten, sowie 2

Proben aus Lebergewebe von Patienten mit Lebermetastasen.

Nur in einer der untersuchten Normalgewebeproben, die aus
unmittelbar an ein Karzinom angrenzender Kolonschleimhaut stammt, liel3

sich eine k-ras Mutation nachweisen.

k-ras Mutationen in Normalgewebe

60 -

50+

40

301

Probenanzahl

20

10

O,

Wildtyp Mutation
\_ /

Abb. 19: k-ras Status in an Kkolorektale Karzinome angrenzendem
Normalgewebe
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I11.2 E-Cadherin

[11.2.1 Patientengut

Das untersuchte Material entstammte 14 Patienten mit sporadischen
kolorektalen Karzinomen. Das untersuchte Gewebe umfal3te jeweils
Karzinomgewebeproben als auch normales Kolongewebe der Patienten als
Negativkontrolle. Zur Etablierung der Methode wurde die Zellinie KATO Il mit
bekannter Mutation des E-Cadherin-Gens an Exon 7 als Positivkontrolle

gewahlt.

[11.2.2 Untersuchungsumfang

Untersucht wurden die Exons 6 — 10 von E-Cadherin. Diese kodieren fir den
extrazellularen Anteil des Proteins, wofur die Tendenz der Akkumulation von
Mutationen in diesem Bereich zumindest bei lobularen Mammakarzinomen

zu bestehen schien (BERX et al., 1995).

[11.2.3 Auswahl der Untersuchungsbedingungen

Zur Etablierung der Methode wurden Gele unterschiedlicher Kontextur
Uberpruft. Es  wurden  Untersuchungsreinen mit  verschiedenen
Glycerolkonzentrationen sowie Zufligen von Urea durchgefiihrt. Weiterhin

wurden alle Ansatze sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4°C gefahren.

Nach Analyse der getesteten Gelvarianten wurde als Standard ein Gel mit
10% PAA und 5% Glycerol festgelegt. Hierbei konnte unter beiden
Temperaturbedingungen die bekannte Mutation der Zellinie KATO III gut

identifiziert werden.

[11.2.4 EinschluRkriterien

EinschluBkriterien  der Patienten in die Studie waren das
familienanamnestisch  gesicherte sporadische Vorkommen und ein
fortgeschrittenes Tumorstadium mit zumindest bestehender
Lymphknotenfilialisierung sowie moglichst niedrige Tumordifferenzierung. Bei
einem Patienten bestand ein Siegelringkarzinom. Das histologische Staging

der Patienten kann den folgenden Tabellen entnommen werden:
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Tumorstadium:

T1
T2
T3
T4

Metastasierung:

MO
M1

Anzahl
0
1
12
1

Anzahl
9
5

Lymphknotenstatus: Anzahl
NO 1
N1 8
N2 4
N3 1
Grading Anzahl
G2 5
G2-3 4
G3 5

Tab. 7: Gliederung der Gewebeproben nach Tumorstadium und Differenzierungsgrad

Tumorlokalisation

Staging/Grading

Patient 1
Patient 2
Patient 3
Patient 4
Patient 5
Patient 6
Patient 7
Patient 8
Patient 9
Patient 10
Patient 11
Patient 12
Patient 13
Patient 14

Aszendenskarzinom
Rektumkarzinom
Flexurenkarzinom rechts
Sigmakarzinom
Sigmakarzinom
Sigmakarzinom
Sigmakarzinom
Rektumkarzinom
Rektumkarzinom
Transversumkarzinom
Rektumkarzinom
Sigmakarzinom
Rektumkarzinom

Z6kumkarzinom

pT3 pN1 MO G2-3 RO
pT3 pN1 MO G2-3
pT3 pN1 MO G2-3 RO
pT3 pN1 pM1 G3 R2
pT4 pNO MO G3

pT3 pN1 MO G2

pT3 pN1 pM1 G3
pT3 pN1 MO G2

pT3 pN3 pM1 G3
pT3 pN2 pM1 G2-3
pT3 pN2 MO G2

pT3 pN2 pM1 G3
pT2 pN1 MO G2

pT3 pN2 MO G2

Tab. 8: Auflistung der Patienten nach Aufschliisselung der Tumorlokalisation sowie der

Tumorstadien
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[11.2.5 Auswertung
Alle ausgewerteten Gele lie3en die als Positivkontrolle mitgefiihrte Mutation

in Exon 7 der Zellinie Kato Ill erkennen. Eine Mutation im Bereich der hier

untersuchten Exons 6 bis 10 konnte bei keiner der Patientengewebe

nachgewiesen werden.

Exon ¥

i 2EF

RET, 10% PAA, 5% Glycenl

Abb. 20: Nachweis der Mutation von E-Cadherin in Exon 7 der Zellinie Kato IlI
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IV. Diskussion
IV.1 k-ras

IV.1.1 Auswahl des Materials und Erdrterung der Methodik

Eine herausragende Entdeckung in der Tumorforschung war die

Identifikation spezifischer Punktmutationen.

Damit aus einem ras-Protooncogen ein transformierendes Oncogen
entsteht, genigt ein einziger Basenaustausch (Bos et al.,, 1985). Diese
wurden bei menschlichen Tumoren meist in den Positionen 12, 13 oder 61
der drei Untergruppen c-Ha-ras, c-Ki-ras und N-ras gefunden (Bos et al.,
1985, VArRMuUS, 1984). Die Punktmutationen an den Codons 12 und 13
verandern das Protein im Bereich der GTP-Bindungsdoméane, wahrend
Codon 61 im Bereich der GTPase-Region liegt. Beide Mutationen verhindern
die Hydrolyse von GTP zu GDP. Ein (seltener) Austausch der Aminosauren

116 bis 119 hingegen bewirkt eine erhéhte Guaninnukleotid-Austauschrate.

Auf dem Boden dieser Beobachtungen erschlossen sich neue
diagnostische Mdglichkeiten mit im Verhaltnis geringem Zeitaufwand wie die

hier verwandte RFLP.

IV.1.2 Sensitivitat der Methode

LEvi et al. (1991) zeigen, dass biochemische Assays in der Lage sind, ras-
Mutationen zu detektieren, wenn mindestens 0,2% der zu testenden Zellen
eine Mutation enthalten, entsprechend der Detektion eines mutierten Allels
unter 1000 Wildtypallelen. Dies bedeutet eine deutlich erhéhte Sensitivitat im
Vergleich zur direkten Sequenzierung nach Amplifikation oder beispielsweise
anderer Nachweisverfahren wie der Oligonukleotid-hybridisierung (Bos et al.,
1984) oder des RNAse-mismatch-cleavage-assay (WINTER et al., 1985), fur
die sich die Detektion mutierter Zellen auf eine mutierte Zelle unter drei

normalen Zellen beschrankt (FINKELSTEIN et al., 1993).
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IV.1.3 Fehlermdglichkeiten der Methodik oder bei der Interpretation

Untersuchungsmethoden, die sich der PCR bedienen, sind nicht in der Lage
zwischen Mutationen in einer kleinen Unterpopulation von Zellen oder
Mutationen durch Fehleinbau der Taqg DNA Polymerase zu unterscheiden.
CHEN et al. (1991) fanden eine kumulative Fehlerfrequenz fir die Tag DNA
Polymerase von einer Codon 12 Mutation pro 2x10* Molekiilen des totalen
Amplifikationsproduktes. Diese Taq DNA Polymerase-bedingten Mutationen
prasentieren einen konstanten Anteil des Amplifikationsproduktes in jeder
Stufe der PCR. Die erhobenen Ergebnisse fiuhrten zu der Entwicklung des
auch von mir verwandten 2-Step-Assays, in dem die Anzahl der Zyklen
niedrig gehalten wurde und Molekile mit der bestehenden Codon 12

Mutation selektiv im zweiten Schritt amplifiziert wurden (LEvi et al., 1991).

Sehr spezifische Verfahren basierend auf der Sequenzierung des
gesamten Genes aus ausgesuchten Tumorarealen (BURMER et al., 1989,
1991) zeigten eine reelle Mutationsfrequenz des k-ras-Genes von 50-60%.
Mit dem zur Anwendung gekommenen Verfahren wurden durch die selektive
Testung nur der ersten beiden Positionen von Codon 12 mdgliche
Mutationen im Bereich der Codons 13 und 61 sowie der Codons 12, 13 und
61 von N-ras vernachlassigt. Diese konnen fur bis zu 12% aller ras-
Mutationen bei kolorektalen Karzinomen verantwortlich gemacht werden
(VOGELSTEIN et al., 1988).

Durch die elektive Untersuchung von Codon 12 kann somit nur eine
approximative Aussage bezuglich des molekularbiologischen Status gemacht

werden.

Ein Beispiel wurde publiziert, in dem ein Kolonkarzinom Wildtypallele
von k-ras enthielt, die jedoch durch eine Mutation eines anderen Mitgliedes
aus der ras-Signalkette, dem Neurofibromatosis 1 Gen, aktiviert wurden
(L1 et al., 1992). Es ist somit moglich, dal3 Kolonkarzinome mit Wildtypallelen
fur k-ras ein ahnliches klinisches Verhalten wie solche mit einer Mutation
aufweisen, weil die Signalkette, in die die ras-Protoonkogene involviert sind,

auch durch andere Faktoren aktiviert werden kann.
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Die modifiziert nach Levi et al. (1991) angewandte Untersuchungs-
methode ist so gestaltet, daf3 durch eine Punktmutation an den ersten beiden
Positionen von Codon 12 die hier urprunglich fur das Restriktionsenzym
BstN1 bestehende Schnittstelle entféllt. Sicherer in ihrer methodischen
Beurteilbarkeit sind Verfahren, bei denen durch die Mutation eine zusatzliche
Schnittstelle eingefuihrt wird. Hierdurch wird dann erst eine Doppelbande
sichtbar, wahrend bei der hier gewéhlten Methode eine Doppelbande auch
durch eine nur inkomplette Verdauung zustande kommen kann. Um
Fehlmessungen in diesem Bereich zu vermeiden, wurde die Messung
generell zweimal durchgefuhrt und bei nicht eindeutigen Ergebnissen (obere
Bande schwacher als untere) mit verschiedenen Enzymkonzentrationen und

Verdauungszeiten wiederholt, bis zwei eindeutige Ergebnisse vorlagen.
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IV.1.4 Sporadische kolorektale Adenome und Karzinome

IV.1.4.1 Mutationsfrequenz

In der Literatur sind bei 40 bis 50% aller kolorektalen Karzinome Mutationen
des K-ras-Gens beschrieben (Bos et al., 1987, VOGELSTEIN et al., 1988,
PERUCHO et al., 1989, FORRESTER et al., 1987, CAPELLA et al., 1991, BURMER
et al., 1989, 1991). Aktivierende Mutationen in den Codons 12 und 13 von K-
ras werden vor allem bei Karzinomen sowie bei Adenomen mit einem

Durchmesser gréRer 1 cm beobachtet (VOGELSTEIN et al., 1988).

Mit 37,5% beziehungsweise 35% liegen die erhobenen Werte fir
sporadische kolorektale Adenome und Karzinome unter diesen Angaben,
wobei sich z.B. die hohe von Vogelstein geschilderte Mutationsrate auf alle
ras-Mutationen insgesamt bezieht. Gliedert man die Karzinomproben
allerdings in Kolon- und Rektumkarzinome auf, so liegt bei den
Kolonkarzinomen mit 50% k-ras-Mutationen im Vergleich zu nur 24% bei
Rektumkarzinomen ein deutlich (jedoch nicht signifikant) haufigeres Auftreten
vor. Die untersuchten Sigmakarzinome stehen den Rektum-karzinomen

sogar mit einer Mutationsfrequenz von 60% fur k-ras gegenuber.

Diese Daten decken sich mit den Angaben von MORRIN et al. (1994),
die ebenfalls eine deutliche Wichtung von k-ras-Mutationen von 52% fir
linksseitige Tumoren im Vergleich zu nur 33% bei Rektumkarzinomen
beschrieben. Weiterhin verzeichneten sie nur bei 18% der rechtsseitigen
Tumoren eine Mutation von k-ras. Hierin decken sich meine Daten allerdings
nicht; fal3t man die rechtsseitigen Karzinome zusammen, so liegen sie mit
einer Mutationsrate von insgesamt 40% deutlich hoher. Aufgrund der

niedrigen Fallzahl kbnnen meine Daten allerdings nur deskriptiv sein.

HERMANEK et al. (1983) zeigten, dald die Malignitatsrate durch eine
zunehmende Adenomgroéf3e wie auch durch die Kombination von Grél3e und
histologischer Differenzierung beeinflu3t wird. Der Einflu® der Gro3e auf die
Malignitatsrate scheint hierbei fur tubulare und tubulovilldse Adenome grol3er
zu sein als fur villdse Adenome. Die generelle Malignitatsrate adenomatoser
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Polypen steht mit 5% einer Malignitatsrate von 40% bei villdsen Adenomen
gegenuber; die Malignitatsrate tubulovilléser Tumoren steht den villdsen
Adenomen néher (MORSON, 1976). Wie gezeigt, kbnnen in den Adenomtypen
mit aggressiverem Wachstumsmuster k-ras-Mutationen haufiger

nachgewiesen werden.

IV.1.4.2 Tumorstadium

Tumorstadium und Tumordifferenzierung konnten von den meisten Autoren
nicht mit dem Auftreten von k-ras in einen Kontext gebracht werden
(FORRESTER et al., 1987, MORRIN et al., 1994). Lediglich von FINKELSTEIN et
al. (1993) wurden hohere Mutationsraten bei T3- und T4-Tumoren (42%
versus 30% bei Tis-, T1- und T2-Tumoren) beschrieben, die aber als nicht
signifikant eingestuft wurden.

In den in dieser Arbeit untersuchten Tumoren steht eine
Mutationshaufigkeit von k-ras von insgesamt 27% bei T1- und T2-Tumoren
37,5% bei T3- und T4-Tumoren gegeniber, die allerdings auch nicht
signifikant ist (p = 0,41). Eine signifikante Zunahme von k-ras-Mutationen mit
Abnahme der Tumordifferenzierung konnte ebenfalls nicht verzeichnet

werden.

IV.1.4.3 Entwicklung des ras-Status im Laufe des Tumorprogresses

Eine Reihe von Untersuchungen beschaftigen sich mit dem zeitlichen
Auftreten von k-ras-Mutationen und ihrem Verhalten im Laufe des weiteren
Tumorprogresses. Die hierzu veroffentlichten Daten stellen sich in einigen

Punkten sehr gegensatzlich dar.

Bei Adenomen unter 1 cm ist die Mutationsrate relativ gering (VOGELSTEIN et
al., 1988). Es wird daher diesem Onkogen eine Rolle im Rahmen des

Tumorprogresses zum Karzinom zugeschrieben (SHIBATA et al.,1993).
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Meine Daten ergeben eine Abnahme der Mutationsfrequenz mit
zunehmendem Tumorprogress von 37,5% Mutationen des k-ras-Gens bei
sporadischen kolorektalen Adenomen Uber 35% bei Karzinomen und einer

Frequenz von nur 19% Mutationen bei untersuchten Metastasen.

Zwei mogliche Ursachen wéaren diesbezuglich zu diskutieren:

a. Verlust des die k-ras-Mutation beinhaltenden Zellklons im Laufe des

Tumorprogresses

Fur kolorektale Adenome wird eine Tumorheterogenitat beschrieben.
Topografische Untersuchungen zeigen die Beschrankung von aktiviertem k-
ras auf einzelne Zellareale innerhalb des Adenoms. Wahrend des
Adenomstadiums scheint eine Phase mit multiplen Zellklonen zu existieren,
aus der sich ein Klon herauskristallisiert und den weiteren Tumorprogress
bedingt (SHIBATA et al., 1993).

Die Entwicklung von Karzinomen kénnte nach Vermutungen KOPNINS
(1993) aus adenomatdsen Zellvarianten, denen die ras-Mutation fehlt oder
durch Uberwucherung eines Klons, der wahrend des Progresses mutierte

ras-Allele verloren hat, erfolgen.

b. De novo Karzinomentstehung

Die niedrigere Rate an Mutationen des k-ras-Gens bei Karzinomen im
Vergleich zu Adenomen (VOGELSTEIN et al., 1988) sowie die nachgewiesene
Konstanz von k-ras-Mutationen innerhalb adenomatoser und karzinomatoser
Anteilen eines Tumors (KoPNIN, 1993) |3t sich ebenso durch eine de novo

Karzinomentstehung unter Umgehung des Adenomstadiums erklaren.

In diesem Zusammenhang interessant sind Veréffentlichungen, die
eine hohere Mutationsfrequenz von k-ras bei polypoidem als bei ulzerativem
Tumorwachstumsmuster beschreiben. Diese Resultate waren sowohl fir

sporadische kolorektale Karzinome als auch (in eingeschrankter Zahl) bei
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Karzinomen auf dem Boden einer Colitis ulcerosa nachweisbar (YAMAGATA et
al., 1995). Ebenso wurden bei flat adenomas weniger mutierte ras-Allele
gefunden als bei polypoiden Adenomen (YAMAGATA et al.,, 1994). Die
mdgliche Entstehung nicht-polypéser Tumoren aus flat adenomas wurde

anhand dieser Daten gemutmal3t.

Es liegen somit Hinweise fir die Existenz verschiedener alternativer

Entwicklungsmodi in der Tumorentwicklung vor.

IV.1.4.4 Mutationsverhalten des individuellen Tumors

In einer Reihe von Veroffentlichungen wird versucht, Klarung Uber den
Mutationsnachweis im Laufe des Tumorprogresses des individuellen Tumors

zu erhalten.

Mittels topografischer Gewebeselektion wurden verschiedene Areale
innerhalb derselben Tumoren auf das Vorliegen von Kk-ras-Mutationen
Uberpruft. FINKELSTEIN et al. (1993) beschrieben die Limitation von k-ras-
Mutationen innerhalb eines Malignoms auf eine spezifische Mutation.
MOERKERK et al. (1994) konnten hingegen innerhalb einzelner Tumoren bis
zu drei verschiedene Punktmutationen in Codon 12 nachweisen, die mit
progredientem (Dukes C > Dukes B) Tumorstadium zunahmen. Die
Multiplizitat von Mutationen wurden von ihnen als Zeichen des

Tumorprogresses betrachtet.

Mutierte ras-Allele wurden in kolorektalen Metastasen nur dann entdeckt,
wenn auch der Primartumor Uber die gleiche Mutation verflgte (FINKELSTEIN
et al.,, 1993). Dies wirde die These des frihzeitigen Auftretens von k-ras

Mutationen wahrend der Tumorigenese unterstitzen.

Losl et al. (1992) konnten in Untersuchungen an Rezidivtumoren in
allen Fallen die in den Primarien schon nachgewiesenen Mutationen
bestatigen und zeigten, dald3 die Tumoren, die initial Wildtypallele fur k-ras

enthielten, diese auch im weiteren Tumorprogress behielten. FINKELSTEIN et
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al. (1993) dagegen fanden fur Rezidivtumoren eine signifikant niedrigere
Mutationsrate als bei Primarien, BENHATTAR et al. (1993) vero6ffentlichten

genau reziproke Daten.

Weiterhin sollen Mutationen haufiger in hadmatogen metastasierten
Kolonkarzinomen als in kurativ resezierten Primarien auftreten (FINKELSTEIN
et al., 1993). Dagegen stehen die Daten dieser Arbeit, die eher eine leichte
Erniedrigung von k-ras Mutationen bei metastasierten Tumoren zeigen. Nicht
lymphogen metastasierte Tumoren sind zu ungeféahr gleichen Anteilen wie
solche mit positivem Nodalstatus (36% vs. 35%) von k-ras-Mutationen

betroffen.

IV.1.4.5 Positionsspezifitat von Mutationen

Mutationen im Bereich der ersten Position von Codon 12 wurden gehé&uft bei
Karzinomen im Anfangsstadium, Mutationen an der zweiten Position von
Codon 12 dagegen bei fortgeschrittenen Stadien beobachtet (FORRESTER et
al., 1987, RocHLITz et al., 1993). Diese Positionsspezifitaten konnten aber in

Kontrollstudien nicht belegt werden (Bos, 1989).

Gegensatzliche AuRerungen gibt es auch beziiglich des klinischen
Verhaltens in Abhangigkeit der Position der Mutation. FINKELSTEIN et al.
(1993) vermuten, dall Tumoren mit Codon 13 Mutationen nicht
metastasieren, und dal3 solche mit Codon 12 Valin-Mutationen nur
Lymphknotenfiliae verursachen wirden. Diese Daten werden durch die

Ergebnisse von MARKOWITZ et al. (1995) nicht unterstitzt.

G-A-Transitionen in Codon 12 wurden ausschlie3lich in Dukes B-
Tumoren nachgewiesen, G-T Transversionen vor allem in Dukes C- Stadien
und G-C Transversionen ausschlief3lich in Dukes C-Stadien. G-T- und G-C-
Transversionen wurden als assoziierbar mit metastasierendem Verhalten

gedeutet, T-A-Transitionen dagegen nicht (MOEKERK et al., 1994).

IV.1.4.6 Prognosefaktoren
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Es liegt nahe, die Variabilitat in der Tumoraggressivitat, einschlief3lich dem
Auftreten und dem Muster von Metastasen, zumindest teilweise mit

genetischen Veranderungen in Verbindung zu bringen.

Das k-ras Gen als héaufig zu beobachtende molekularbiologische
Veréanderung bei kolorektalen Karzinomen wurde daher in einer Reihe von
Veroffentlichungen mit den unterschiedlichsten Faktoren korreliert, mit der
Intention, individualisierte Therapieansatze und Prognosefaktoren aus dem

Mutationsmuster zu entwickeln (FINKELSTEIN et al., 1993).

Signifikante Korrelationen zwischen dem Auftreten von Kk-ras-
Mutationen und dem Alter, Geschlecht oder der Rasse der
Karzinompatienten ebenso wie der anatomischen Lokalisation der Tumoren
wurden von den meisten Autoren verneint und als Indiz fir die somatische
Natur der ras-Gen-Mutationen gewertet (FORRESTER et al., 1987, Bos et al.,
1987, VOGELSTEIN et al., 1988).

Dagegen fanden BREIVIK et al. (1994) signifikante Korrelationen
zwischen Alter, Geschlecht und Lokalisation der Tumoren. Bei jungeren
Patienten traten Mutationen bei Kolonkarzinomen haufiger bei weiblichen
Patienten auf, in hGherem Alter fand sich eine gegenlaufige Konstellation. Bei
Rektumkarzinomen stellten sich diese Befunde genau umgekehrt dar.

Diese Befunde werden von ihm auf unterschiedliche
Stuhlkomposition je nach Alter und Geschlecht in Verbindung mit
unterschiedlichen Hormonspiegeln zurtickgefuhrt.

Nach Durchsicht unserer Ergebnisse in dieser Hinsicht zeigte sich
tatsachlich eine Haufung der Mutationen bei Kolonkarzinomen des
weiblichen Geschlechts, die allerdings als nicht signifikant zu werten ist.
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IV.1.4.7 Uberlebenszeit

Studien an nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen zeigen, dal} die
Gegenwart von k-ras Mutationen einen signifikanten negativen
prognostischen Faktor sowohl fir das krankheitsfreie- als auch das

Gesamtiuberleben darstellt (SLEBOS et al., 1990).

Im Gegensatz hierzu wurden bei Patienten mit kolorektalen
Karzinomen in mehreren Studien keine Unterschiede zwischen 5-Jahres-
Uberlebensraten und Mutationen des k-ras-Onkogens gesehen (MARKOWITZ
et al., 1995; MoRRIN et al., 1994, KerN et al., 1991; LAURENT-PUIG et al.,
1992; BELL et al., 1993).

Allerdings konnten fir Kolon- und Bronchialkarzinomzellinien
unterschiedliche Punktmutationen an Codon 12 nachgewiesen werden
(CaPON et al., 1983).

IV.1.4.8 Ansprechen auf eine Chemotherapie

In Untersuchungen an Zellinien standen mutierte ras-Allele in direktem
Zusammenhang mit Chemoresistenz vor allem von Cisplatin wie auch mit
ionisierender Strahlung (SKLAR, 1988a u. b). Weiterhin scheinen sie die
Expression mehrerer Chemoresistenzgene zu fordern (CHIN et al.,, 1992;
BURT et al., 1988).

Klinische Studien konnten allerdings keine Hinweise auf das
Ansprechen einer Chemotherapie bei Patienten mit CRC in Abhangigkeit des
k-ras-Status geben (MARKOWITZ et al., 1995).
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Der Rahmen dieser Arbeit beschrankte sich auf die
molekularbiologische Statuserhebung. Der weitere Krankheitsverlauf der
betroffenen Patienten wurde nicht verfolgt, so daf’ keine Aussagen bezuglich
der Prognose oder des Ansprechens auf weitere Therapiemalinahmen

gemacht werden kbénnen.

Zusammenfassend scheint eine Mutation von k-ras ein frihes Ereignis
im Rahmen der Tumorigenese darzustellen. Ob eine ras-Mutation im Laufe
des Tumorprogresses konstant bestehen bleibt oder verloren geht, ist
anhand statischer Untersuchungen nur schwer eruierbar. Prognostische
Hinweise lassen sich aus dem Mutationsmuster nicht erheben.

Letztlich fihren bei einem durchschnittlichen Mutationsnachweis von
40-50% immer auch andere Mechanismen zur Ausbildung eines Malignoms,
so dald alternative Wege der Tumorigenese postuliert und weiter erforscht

werden missen.
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IV.1.5 K-ras-Mutationen in histologisch normaler Mukosa

Eine ganze Reihe von Studien beschéaftigen sich mit dem zeitlichen Auftreten
von  k-ras-Mutationen.  Untersuchungen von adenomatdésen und
karzinomatdsen Anteilen innerhalb eines sporadischen kolorektalen Tumors
wiesen auf das Auftreten von Mutationen vor Entwicklung des Malignoms hin
(Bos et al., 1987).

BURMER et al. (1989) wiesen Mutationen in kolorektalen Adenomen
und Karzinomen sowohl in diploiden als auch aneuploiden Zellen nach. Sie
deuten die vor der Verdnderung der Ploiditat entstehenden Mutationen als
Indiz fur ein fruhes Auftreten der k-ras-Mutationen, hinweisend auf das
mdgliche Vorkommen von Mutationen in histologisch normaler Mucosa in der
Umgebung von Karzinomen. Ein Umfeld genetisch abnormaler Mucosa
konnte auch im Rahmen der Entstehung eines Lokalrezidivs eine Rolle

spielen.

Vorteile einer Detektion von k-ras-Mutationen in augenscheinlich
gesundem Gewebe waren eine noch frihzeitigere Diagnostikmoglichkeit

noch vor dem Auftreten histologischer Veranderungen (RoONAI,1992).

Zu diskutieren ware hierbei der Krankheitswert einer k-ras-mutierten
Zelle. Hierzu existieren keine aussagefahigen Studien. Tierexperimentelle
Untersuchungen an Mammakarzinomen karzinogenexponierter Ratten geben
Hinweise, dalR das Auftreten von ras-Mutationen nicht immer zur Entwicklung
von Tumorzellen fuhrt (RONAI et al., 1991). KuMAR et al. (1990) konnten in
einem ahnlichen Experiment zeigen, dal’ Brustdriisen mit bestehender k-ras-
Mutation so lange keine Tumoren entwickeln, wie die Exposition mit

Ostrogenen verhindert wird.

Ebenfalls in Tierversuchen wurde demonstriert, daf? Mutationen des k-
ras-Onkogenes bis zwei Monate vor dem Auftreten einer Neoplasie nach
erfolgter Karzinogenexposition erfolgen konnen (KUmAR et al., 1990). Die

mutierten Onkogene scheinen latent vorhanden sein zu kénnen, wobei ein
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zusatzlicher Faktor zur Triggerung der neoplastischen Weiterentwicklung

notig zu sein scheint (KUMAR et al., 1990).

Diese Hinweise auf eine irreversible Initiation durch ras bei fehlender
alleiniger Fahigkeit zur weiteren Promotion (KUMAR et al., 1990) sind gut
vereinbar mit dem Modell der Multi-Step-Karzinogenese. Das Auftreten einer
ras-Mutation muf3 also nicht zwangslaufig in der Ausbildung eines Tumors

miinden.

Fragwirdig bleiben somit die sich aus einem positiven
Untersuchungsergebnis  fur  k-ras in histologisch unauffalliger

Kolonschleimhaut ergebenden therapeutischen Konsequenzen.

IV.1.5.1 Das Phanomen der ,field cancerisation®

Grundlegend fur die Detektion mutierter k-ras Allele in augenscheinlich
normalem Gewebe scheint eine sehr sensitive Untersuchungsmethode wie
die enriched PCR (MINAMOTO et al., 1995) oder die hierbei verwandte 2-Step-
RFLP (Aivabo et al., 2000). Nachteil dieser PCR-gestltzten
Untersuchungsmethoden ist hierbei die oben beschriebene Fehlerquote der

Tag-Polymerase.

Wenige Autoren berichteten Uber das Auftreten von k-ras-Mutationen
in mikroskopisch normaler Mucosa aus der Nachbarschaft kolorektaler
Karzinome. Diese wurden als Mikrometastasierung (lokoregionare
Metastasierung von einem Tumorklon, der in der Umgebung multiple
Lasionen setzt) oder sogenannte ,field cancerization* (multiple genetische

Veréanderungen in benachbarten Mukosazellen) gedeutet.

Diesen Studien lagen meist nur eine sehr geringe Anzahl an

Normalgewebeproben zugrunde. Aivapo et al.,, (2000) fanden 4 k-ras-
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Mutationen in 18 untersuchten Mucosaproben; ZHu et al. (1997) beschrieben
6 Mutationen in 10, MINAMOTO et al. (1995) 14 von 70, RONAI et al., (1994) 2
von 14, MELTZER et al. (1990) 2 von 6, BURMER et al. (1989) 2 Mutationen von
10 untersuchten Proben histologisch unauffalliger Darmschleimhaut.
FORRESTER et al. (1987) dagegen konnten in 10 untersuchten Proben von an
ein kolorektales Karzinom angrenzenden Normalgeweben mit Hilfe der
weniger sensitiven RNAse A mismatch cleavage analysis keine Mutationen

nachweisen.

In dieser Studie wurde mit 60 Normalgewebeproben ein im Vergleich zur
Literatur relativ umfangreiches Probenkollektiv untersucht.

Bei sorgfaltiger Praparation und Auswertung der Proben lie3en sich
nur in einem der 60 mituntersuchten Normalgewebeproben Anhalte fur eine
sogenannte ,Field-Cancerisation“ oder eine Mikrometastasierung finden. In
diesem Fall konnte die Mutation ebenso in dem angrenzenden

Rektumkarzinom nachgewiesen werden.

In den in der oben erwdhnten Literatur untersuchten
Normalgewebeproben spiegelte die Gegenwart mutierten k-ras nicht immer
die molekularbiologische Situation im Bereich der Tumoren wieder. Als
Ursache diskutiert wurden diesbezlglich de novo Mutationen, verursacht
durch unterschiedliche atiologische Faktoren und Zeitpunkte (MINAMOTO et

al., 1995), vereinbar mit der Theorie der ,Field cancerization®.

In Frage gestellt werden muf3 allerdings die Aussagekraft eines mittels
eines extrem sensitiven Verfahrens erhaltenen, fur eine Mutation positiven
Ergebnisses aus Gewebe, in dem bei mikroskopischer Durchsicht keine

tumorverdachtigen Zellen entdeckt werden kdnnen.

Schon der der zu untersuchenden Schleimhaut aufliegende
Zelldetritus kénnte somit zur Erh6hung der Mutationsfrequenz beitragen.
Bekanntermal3en stellen gerade diese sensitiven Untersuchungsverfahren

eine effektive Mdoglichkeit dar, in Faeces (SIDRANSKI, 1992) oder
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Lavageflussigkeit (Tosl et al., 1994, SmITH-RAvIN et al., 1995) kleinste

Mengen mutierter k-ras-Allele nachzuweisen.

Auch die Entnahmetechnik der Gewebeproben sollte bei der
Interpretation von positiven Ergebnissen Berlcksichtigung finden. So kdonnte
z.B. bei der Asservierung der Normalgewebeprobe die Benutzung desselben
Messers wie fur die Entnahme der Tumorprobe schon zur Verschleppung
von mutiertem k-ras fuhren und zum positiven Ausfall der Untersuchung

fuhren.

Die Interpretation von k-ras-Mutationen in an die Tumoren
angrenzender mikroskopisch normaler Schleimhaut als ,field cancerisation”
lakt an eine endogene oder exogene Schadigung der gesamten
Kolonschleimhaut z.B. durch die Exposition mit einem nutritiven Karzinogen
oder durch eine Keimbahnmutation denken. ,Field cancerization“ wirde sich
damit nicht auf ein lokales Umfeld in der direkten Tumorumgebung, sondern
auf die gesamte Kolonschleimhaut beziehen. Folglich mif3ten bei gezielter
Aufarbeitung der restlichen Kolonschleimhaut solcher Patienten multipelste
Lasionen mit molekularen Aberrationen in histologisch normaler Schleimhaut
zu finden sein. Die Frage, ob Patienten, die Mutationen in angrenzendem
Normalgewebe besitzen, adaquat onkologisch therapiert sind, kénnte in
diesem Zusammenhang formuliert werden. Das Vorkommen von
metachronen Tumoren ist mit etwa 3,5-5% (CHu et al., 1986, TOGASHI et al.,
2000) allerdings seltener als die in einigen Studien mit bis zu 60% (und damit
fast hoher als in den Tumoren selbst) angegebene Mutationsfrequenz von k-

ras in unauffalliger Mucosa.

Um die klinische Relevanz von Mutationen eines k-ras-Allels in
histologisch unaufféalliger Kolonschleimhaut aus der Tumorumgebung zu
erdrtern, ware ein follow-up solcher Patienten im Rahmen weiterfihrender
Studien interessant, mit besonderem Augenmerk auf das Auftreten
metachroner kolorektaler Neoplasien.

Auch ware eine Uberprifung der Befunde im Rahmen der Tumornachsorge
durch Stufenbiopsien der betroffenen Patienten leicht mdglich und zu
fordern.  Vorteilhaft wéare hierbei vor allem die Mdoglichkeit,
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Normalgewebeproben nach der Entfernung des Primartumors ohne die

Moglichkeit einer Materialverschleppung entnehmen zu kénnen.

IV.1.6 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen

Wie oben erwahnt, entsteht das Gros der Karzinome Uber die Adenom-
Karzinom-Sequenz. Bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
hingegen wird auch das Auftreten Uber eine Dysplasie-Karzinom-Sequenz
unter Umgehung des Adenom-Stadiums postuliert (MORSON et al., 1967,
YARDLEY et al.,1974). Diese Tumoren erscheinen meist schon bei jungeren
Patienten mit einem durchschnittlichen Lebensalter von 40 — 42 Jahren
(DEVROEDE et al.,, 1971). Sie kommen oft multizentrisch vor und sind
ausgeglichener auf das Kolorektum verteilt als bei sporadischen kolorektalen
Karzinomen, obwohl bei der Colitis ulcerosa Karzinome im linken Kolon
durchschnittlich zehn Jahre spater als im Transversum und rechten Kolon
auftreten ( GREENSTEIN et al.,, 1979). Ein hoher Prozentsatz der Colitis
ulcerosa-assoziierten Karzinome geht einher mit schlecht differenzierten oder
fortgeschrittenen Tumoren aufgrund der schwierigen Diagnostik (RIDDELL et
al., 1983). Screening fur Hochrisikopatienten beschrankt sich hauptsachlich
auf regelmafige Koloskopien mit der Gewinnung multipler Biopsien, obwohl
diese Methode sehr subjektiv und in ihrer Rechtfertigung fraglich erscheint
(GYDE, 1990).

In Anbetracht des in der Literatur beschriebenen Vorkommens
mutierter ras-Allele in histologisch normaler Mukosa von Patienten mit
sporadischen CRC stellten wir uns die Frage, ob in chronisch entzindlich
veranderten Arealen Alterationen im molekularbiologischen Status von k-ras
auftreten und so prognostische Hinweise auf eine mogliche Entartung bei
langer bestehenden entziindlichen Darmerkrankungen bieten kénnten.

Es wurden von 7 Patienten mit Morbus Crohn (Erkrankungsdauer 8 bis 9
Jahre) 12 Proben wund von 5 Patienten mit Colitis ulcerosa
(Erkrankungsdauer 3 bis 37 Jahre) 12 Proben, davon ein Polyp und ein
Karzinom, untersucht. Alle Patienten  wurden aufgrund von
krankheitstypischen Komplikationen einem chirurgischen Eingriff unterzogen.

Es waren dies im einzelnen: entzindliche Konglomerattumoren, akute
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intestinale Blutung, Stenosen, Fistelsysteme, therapieresistente Pankolitis

mit z.T. vorhandenen Dysplasien sowie oben beschriebene Neoplasie.

Keine der untersuchten Proben, weder die entziindlich veranderten
Gewebe noch die neoplastischen Lasionen, wiesen Veranderungen im k-ras-

Gen auf.

In Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa konnten auf eine
genetische Instabilitat hinweisende Veranderungen der Ploiditat in Regionen
nachgewiesen werden, die keine erkennbaren Dysplasien enthielten, ebenso
in raumlich weit voneinander entfernt gelegenen Mucosaarealen (LEVINE et
al., 1988, CUVELIER et al., 1987, RABINOVITCH et al., 1989).

Obwohl ras-Mutationen als sehr frihe Ereignisse in der Tumorigenese
angesehen werden, konnten somit in chronisch entzindlich verandertem
Gewebe bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen keine Mutationen
gefunden werden. Diese Befunde decken sich mit den Angaben von BURMER
et al. (1990), der in funf an Karzinome auf dem Boden einer Colitis ulcerosa

angrenzenden Mucosaarealen keine k-ras-Mutationen nachweisen konnte.

In der Literatur wird ein signifikant haufigeres Auftreten von
Mutationen bei sporadischen Karzinomen als bei Colitis-ulcerosa-
assoziierten Malignomen beschrieben (BURMER et al., 1990; BELL et al.,
1991), wie auch eine unterschiedliche Lokalisationsverteilung von k-ras-
Mutationen, die bei sporadischen Tumoren eher im Rektum als im Kolon
gefunden wurden, bei Colitis ulcerosa dagegen umgekehrt (BELL et al.,
1991).

Fraglich ist die Genese von Adenomen, die bei Colitis ulcerosa
nachgewiesen werden. Hier ist offensichtlich die Tumorprogression nicht
Uber die sog. Dysplasie-Karzinom-Sequenz erfolgt. WALSH et al. (1999)
konnten genetische Unterschiede zwischen Colitis ulcerosa-assoziierten
polypoiden dysplastischen Lasionen und sporadischen Adenomen bei Colitis

ulcerosa aufzeigen. Dagegen konnten sie keinen unterschiedlichen
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molekularen Genotyp zwischen sporadischen Adenomen bei Patienten mit

und ohne Colitis ulcerosa finden.

Somit scheinen Adenome bei Colitis ulcerosa eine Sonderstellung
einzunehmen; K-ras-positive Adenome und Karzinome bei Colitis ulcerosa
konnten also auch von der Grunderkrankung unabhangige, Uber den
sporadischen Weg aufgetretene Neoplasien darstellen.

Diese Befunde legen die Existenz anderer genetischer Mechanismen

der Tumorprogression bei Colitis ulcerosa nahe.

In neueren Vero6ffentlichungen werden z.T. schon vor dem Nachweis
von Dysplasien auftretende Chromosomeninstabilitdten (RABINOVITCH et al.,
1999) und Mikrosatellitenmutationen (HEINEN et al., 1997) beschrieben.
Weiterhin scheint die Mutation von p53 ein relativ frihes Ereignis in der
Entwicklung Colitis ulcerosa-assoziierter Karzinome zu sein (SHAPIRO et al.,
1997; HoLzMANN et al., 1998) und laf3t sich schon in dysplastischer wie auch

histologisch normal aussehender Mucosa nachweisen (Kim et al., 1998).

Ein Screening von Patienten mit langjahriger Colitis ulcerosa auf
Verdnderungen des k-ras-Status zur Friherkennung pramaligner oder
maligner Lasionen ist somit nicht sinnvoll. Weitere Studien zur Erforschung
der Faktoren, die zur Malignomentstehung bei Colitis ulcerosa fuhren, sind
notwendig. Mit Hilfe neuer Marker kénnten demnachst molekulare Verfahren
zur  Verfigung stehen, die die Therapieplanung ausgepragter

Krankheitsbilder bei Colitis ulcerosa entscheidend beinflussen konnten.
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IV.1.7 Familiare Adenomatdse Polyposis

Die familidre adenomatdse Polyposis ist eine autosomal dominant vererbte
Erkrankung. Im Vordergrund stehen hierbei konstitutionelle Mutationen im
APC-Gen, das auf dem langen Arm von Chromosom 5 gelegen ist. Es

fungiert als ein Tumorsuppressorgen.

Die Funktion des APC-Genproduktes steht in enger Verbindung zu
den a- und (- Cateninen. Diese Proteine binden an das
Zelloberflachenmolekil E-Cadherin  und spielen eine Rolle bei der
Zelladhasion (CUNNINGHAM et al., 1994). Es wird vermutet, dalR das APC-
Protein somit einen Einflu3 auf die Interaktionen zwischen den Cateninen
und E-Cadherin hat und dadurch in die Zelladhasion und mdéglicherweise in
interzellulare Kommunikation eingreift (RUBINFELD et al., Su et al., beide
1993).

Auch bei sporadischen kolorektalen Adenomen und Karzinomen
werden haufig somatische Mutationen des APC-Gens beobachtet. Seine
Inaktivierung scheint eine der frihesten Ereignisse in der Tumorigenese der

sporadischen kolorektalen Karzinome zu sein (POWELL et al., 1992).

Dagegen treten auch bei der Entstehung kolorektaler Karzinome auf
dem Boden einer FAP weitere molekulare Veranderungen auf. K-ras-
Mutationen sind, wie auch von mir gezeigt werden konnte, haufige Ereignisse
in der Tumorigenese. Die in Adenomen gefundenen Mutationen mit 32% nur
unwesentlich seltener als bei sporadischen Adenomen (37,5%); in
karzinomatdsen Lasionen bei FAP wurde nicht eine Mutation nachgewiesen,

was in Zusammenhang mit der geringen Fallzahl gesehen werden mulf3.

Vogelstein et al. (1988) sehen den Tumorprogress nach Initiation der
Tumorigenese durch die bekannte Mutation am FAP-Locus fur Tumoren bei

Polyposis coli gleich wie bei den sporadischen kolorektalen Karzinomen.
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Ein alternativer Weg der Tumorigenese unter Umgehung des
vorbeschriebenen Tumorprogressionsmodells kdnnte somit durch andere

verantwortliche, fir Zelladh&asionsmolekule kodierende Gene erfolgen.

IV.2 E-Cadherin

IV.2.1 Diskussion der Methode

Mit Hilfe der SSCP konnen nicht bekannte Mutationen eines zu
untersuchenden Gens detektiert werden. Dies steht im direkten Kontrast zur
Durchfihrung einer RFLP, die dann durchgefuhrt werden kann, wenn eine
definierte, umschriebene Region innerhalb eines Gens mit geh&uftem
Auftreten von Punktmutationen bekannt ist. Da nach dem Stand der Literatur
Mutationen des CDH1 insgesamt seltene Ereignisse ohne Akkumulation im
Bereich eines bestimmten Codons sind und zum Untersuchungszeitpunkt
keine Studien an kolorektalen Karzinomen vertffentlicht waren, war die
SSCP fur die Untersuchung des E-Cadherin-Gens die Methodik der Wahl.

Wie oben beschrieben, stellt sich eine Mutation durch eine Anderung
der Sekundarstruktur und ein hierdurch bedingtes anderes Laufverhalten im
Gel im Vergleich zum Wildtypallel dar. Die Conformation einzelstrangiger
DNA ist erheblich bestimmt durch das Gleichgewicht zwischen thermaler
Fluktuation und schwachen lokalen Stabilisierungsfaktoren wie kurze
Basenpaarungen innerhalb des Einzelstranges (ORITA et al., 1989). Somit
sind eine Vielzahl verschiedener Faktoren verantwortlich fur die Komposition

der letztlich im Gel dargestellten Strukturen.

Abweichungen in Umgebungsbedingungen scheinen eine Anderung in der
Conformation zu bedingen, was mittels der SSCP-Analyse als eine
Veréanderung der Mobilitat erkannt werden kann. Hierzu zéhlen die Lange der
DNA-Fragmente, die Temperatur wahrend der Elektrophorese, das Ausmal}
des Cross-Linkings, die Konzentration des Acrylamids, die ionische Starke,
Denaturantien, Glycerolkonzentration und Pufferkonzentration (SPINARDI et
al., 1991, MicHAUD et al.,, 1992, LEREN et al.,, 1993). ORITA et al. (1989)
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demonstrierten dies anhand von Veranderungen in der Temperatur und der
Anwesenheit von Glycerol. Trotzdem konnten sie unter allen Bedingungen
einen Mobilitatsshift verzeichnen; die Mutationen wurden also jedesmal
sichtbar. Auch das Muster der Separationen war jedesmal reproduzierbar,

wenn die Bedingungen genau eingehalten wurden.

Als wichtigster Parameter wird die Temperaturvariation eingeschétzt.
Um falsch negative Befunde zu vermeiden, fuhrten wir deshalb unsere
Untersuchungen unter zwei verschiedenen Temperaturbedingungen (4°C

und Raumtemperatur) durch.

IV.2.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Metastasierung maligner Tumoren ist eine Folge verminderter Zell-Zell-
Adhasion und damit bewirkter Steigerung der Invasivitat in benachbartes
Gewebe. Als ein molekulares Substrat dieses Mechanismus kristallisierten

sich die Cadherine heraus.

Sie scheinen die starksten Adhasionsmolekile zu sein; die
Inaktivierung anderer Adhasionssysteme hat wenig Effekt auf die Zell-
Zelladhasion (DUBAND et al., 1987; LARJAVA et al., 1990). E-Cadherin c-DNA-
Transfektion in invasive Karzinomzellen verdeutlicht seine starke Invasions-
Suppressionsfunktion, zumindest in vitro (FRIXEN et al., 1991; VLEMINCKX et
al., 1991), mit einer durch die Aktivierung von E-Cadherin bedingten
Wachstumsretardierung von Tumorzellen (NAVARRO et al., 1991; WATABE et
al.,, 1994). Somit sind sie in die Gruppe der Tumorsuppressor-Molekile

einzustufen (TSUKITA et al., 1993).

Histomorphologische Untersuchungen verdeutlichen anschaulich das
Resultat verminderter oder fehlender Cadherinwirkung. In Experimenten mit
Zellinien, deren E-Cadherinfunktion durch Anti-E-Cadherin blockiert wurde,
zeigte sich eine Veranderung ihrer Morphologie von einem epithelialen zu
einem fibroblastoiden Typ und eine Veranderung zu einem diffuseren
Wachstumsmuster (BEHRENS et al., 1985; GUMBINER et al., 1986), mit
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Erlangung invasiven Potentials. Bei mikroskopischer Betrachtung der von
uns untersuchten Tumorzellen der Zellinie KATO Il zeigte sich ein
abgekugeltes, nicht flachig wachsendes Erscheinungsbild, passend zur bei
ihr bekannten Mutation von CDH1.

Daruiber hinaus demonstrierten Mischversuche mit unterschiedlichen
Zelltypen, dal3 sich z.B. untereinander gemischte Leber- und Nierenzellen
aufgrund unterschiedlicher qualitativer oder quantitativer Cadherin-
Expression nach kurzer Zeit wieder in organspezifischen Zellverbanden
zusammenfinden (TAKEICH! et al., 1981, NosSE et al., 1988, FRIEDLANDER et
al., 1989). Dieser Mechanismus besteht bei Krebszellen nicht; sie kénnen

sich unter fast jeden Zelltyp mischen als Ausdruck ihrer Invasivitat.

Sowohl qualitative als auch quantitative Unterschiede in der
Expression von Cadherinen scheinen somit eine wichtige Funktion in der

Ausbildung von Gewebsverbanden zu bilden.

Die Verminderung der Expression von E-Cadherin bei kolorektalen
Karzinomen wurde von mehreren Autoren beschrieben (NIGAM et al., 1993,
DorubDI et al., 1993, 1995, SoLic et al.,, 1995, VAN AKEN et al., 1993).
Allerdings wird berichtet, daf’3 die Zell-Zell-Adh&sion in diffus wachsenden
Karzinomen gelegentlich trotz einer ausreichenden Menge an E-Cadherin
verloren geht (ODA et al., 1994). Trotz dieser Berichte Uber eine verringerte
Expression gab es zum Untersuchungszeitpunkt nur eine Verdéffentlichung
Uber Allelverluste am CDH1-Locus (ILYAs et al., 1997), und Mutationen bei

kolorektalen Karzinomen waren meines Wissens nicht untersucht.

Irreversible  E-Cadherin-inaktivierende  Mutationen  wurden  fir
Karzinome gastralen Ursprungs (BECKER et al., 1993, 1994, OpA et al.,
1994), fur Endometrium- und Ovarialkarzinome (RISINGER et al., 1994) sowie

fur lobulare Mammakarzinome (BERX et al., 1995, 1996) beschrieben.
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E-Cadherin-Gen-Mutationen wurden in 50% bei Magenkarzinomen
vom diffusen Typ gefunden, aber nicht bei Karzinomen vom intestinalen Typ
(BECKER et al., 1993, 1994). Obwohl diese Ergebnisse hinweisend fur eine
niedrige Mutationsfrequenz bei im Zellverband wachsenden Karzinomen (wie
dem kolorektalen Karzinom) sind, interessierte uns das Mutationsverhalten
bei kolorektalen Karzinomen, zumal auch in der Literatur eine abschlieRende
Beurteilung beziglich der Mutationsraten verschiedener epithelialer Tumoren

als verfriht angesehen wurde (BERX et al., 1997).

Die in der Literatur zum Untersuchungszeitpunkt veréffentlichten
Mutationen bei epithelialen Tumoren anderen Ursprungs erstreckten sich
Uber 9 von 16 Exons; es zeigte sich hierbei die Tendenz einer Akkumulation
in den Exons 6-10, die fur die extrazellularen Domanen von E-Cadherin
codieren (BErRx et al., 1995). Wir entschieden uns daher, unsere
Untersuchungen auf diesen Bereich zu beschranken und tUbernahmen die

von BERX et al. 1995 beschriebene Methodik in leicht modifizierter Form.

Unser Untersuchungsgut bestand aus Gewebeproben von Patienten
mit  fortgeschrittenen Tumoren; Vorraussetzung war zumindest ein N1-
Stadium. Wie oben beschrieben, konnten keine Mutationen in den

untersuchten Exons nachgewiesen werden.

Mittlerweile sind einzelne Mutationen des CDH1 bei kolorektalen
Karzinomen beschrieben. Diese beschrankten sich auf Deletionen einzelner
Basen in Exon 3 in vier von 49 untersuchten replikationsfehlerpositiven
(RER+) Zellinien von drei Patienten mit kolorektalen Karzinomen (Codons
120 und 126), die einen vorzeitigen Abbruch an Codon 216 bewirkten
(EFSTATHIOU et al., 1999) sowie verschiedene Keimbahnmutationen (Kim et
al., 2000, RICHARDS, 1999). Insgesamt scheinen sie aber keine typischen

Mutationen in der Tumorigenese kolorektaler Neoplasien darzustellen.
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DNA-mismatch-repair-Defekte fuhren zu Replikationsfehlern. Diese
sind in nahezu allen Karzinomen von Patienten mit HNPCC nachweisbar, bei
Patienten mit sporadischen kolorektalen Karzinomen dagegen nur in 10 bis
20%. Auffallig ist das mit 30% erhoht beschriebene Vorkommen von E-
Cadherin-Mutationen bei RER+ Tumoren im Vergleich zu nur 7% bei
replikationsnegativen Tumoren. Von mir wurden jedoch ausschlie3lich
Patienten mit anamnestisch sporadischen kolorektalen Neoplasien

untersucht.

Die Reduktion der E-Cadherin-Catenin-vermittelten Zelladhasion ist
mit der Zellmigration sowie der frihen Reparationsphase bei der
Epithelrestitution ulzerativer Veranderungen von chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen assoziiert (HANBY et al. 1996). In frihen neoplastischen
Veranderungen bei Colitis ulcerosa treten gelegentlich ebenfalls Mutationen

auf, die fUr eine extrazellulare Doméane codieren (JANKOWSKI et al., 1998).

Es bestehen somit weitere Hinweise flr alternative Wege in der
Tumorigenese kolorektaler Karzinome unterschiedlicher Atiologie wie der
Colitis ulcerosa. Auch Karzinome mit von der normalen Wuchsform
kolorektaler Karzinome abweichender Histologie wie Siegelringkarzinome
oder muzinése Karzinome sollten eingehender auf Mutationen oder
verringerte Expression von E-Cadherin untersucht werden. Mein
Untersuchungsspektrum beschrénkte sich leider nur auf eine Probe eines

Siegelringkarzinoms.

Mutationen des CDH1 sind offensichtlich eher seltene Ereignisse. Eine
Fulle anderer Mechanismen konnen dagegen zu einer verminderten
Adhasivitat beitragen. Die Zell-Adhasion ist nicht alleine abhangig von der
Struktur und der funktionellen Integritdt des E-Cadherinmolekils selbst,
sondern auch von den assoziierten Cateninen und weiteren fir die Bindung
an das Zytoskelett relevanten Molekilen. Beeintrachtigt werden kann sie
auch durch eine Reduktion oder den Verlust der E-Cadherin-Expression,
Verteilung des E-Cadherins an verschiedene Orte innerhalb der Zelle oder
eine kompetitive Hemmung der Bindungsstellen durch andere Proteine
(JIANG, 1996).
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DAMSKY et al. (1983) sowie KATAYAMA et al. (1994, a u. b) konnten E-
Cadherin-Fragmente mit einer Masse von ca. 80 kDa im Medium einer
Mammakarzinomzellinie sowie in Serum und Urin der Karzinompatienten
nachweisen. Diese Fragmente konnen moglicherweise zusatzlich mit
normalen E-Cadherinmolekilen interferieren und so zu einer gesteigerten

Invasivitat in gesundes Gewebe beitragen.

Wie oben beschrieben, spielt der Cadherin-Catenin-Komplex nicht nur
in der statischen Epithelstabilisierung, sondern in einer ganzen Reihe
physiologischer Ablaufe wie z. B. im Rahmen der embryonalen Entwicklung
oder auch bei der Wundheilung eine zentrale Rolle. Hierflr ist ein dezidierter
Regulationsmechanismus essentiell. Damit ein Epitheldefekt geschlossen
werden kann, muf3 es zu einer intermittierenden Reduktion der Zelladh&asion
wie auch einer Stimulation der Zellmotilitdt kommen. Um diesem Anspruch
zu geniigen, stehen mehrere Ubertragungswege zur Verfligung, die durch
unterschiedlichste externe Faktoren aktiviert werden kdénnen. Veranderungen
in der Zelladhasion kdnnen somit durch ein Ungleichgewicht, auch durch
Mutationen jeder dieser Komponenten zustande kommen. Zu erwahnen
waren hier erneut Mutationen im APC-Gen, das uber die Catenine eine

Funktion in der Zell-Adhasion besitzt.

Wichtige Faktoren sind z.B. der Epidermal growth Factor (EGF) oder
der Transforming Growth Factor (TGF-a), die durch Stimulation des EGFR
eine Downregulation der E-Cadherin-Expression bewirken. Madgliche
Mechanismen einer erhohten EGF- oder TGF-a-Konzentration kdnnen bei
Malignomen durch Sekretion aus der Tumorumgebung aufgrund von Hypoxie
oder Nekrose sowie durch autokrine Sekretion der Tumorzellen selbst
bedingt oder aber auch als physiologischer Mechanismus im Rahmen der
Wundheilung zu sehen sein. In diesen Kontext passt auch die Beobachtung,
daR E-Cadherin in Epithelzellen, die an Ulcerationen im Gastrointestinaltrakt

angrenzen, vermindert exprimiert ist (DOGAN et al., 1995).
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Neben verschiedensten intra- und extrazellularen Ursachen hat sich
auRerdem gezeigt, dal3 eine Hypoxie innerhalb von Tumoren, die eine
Tumornekrose zur Folge hat, eine Downregulation von E-Cadherin bewirkt
und somit die Metastasierung anstof3en kann (BEAVON, 1999). Hierbei sollen
aus der Nekrosezone aktive Substanzen wie Zytokine, Wachstumsfaktoren
und zytotoxische Faktoren wie Stickstoffmonoxyd freigesetzt werden, die die
Zell-Adhasion vermindern, DNA-Mutationen fordern und die Angiogenese
stimulieren. In diesem Zusammenhang wird eine Zunahme der
Tumoraggressivitat nach palliativer Bestrahlung mit hierdurch bedingten
vaskularen Veranderungen diskutiert (RAMSAY et al., 1998, NATHANSON et al.,
1989).

Mit den bislang bekannten molekularbiologischen Veranderungen
liegen einzelne Teile eines groRen Puzzles vor, in dem sowohl
Veranderungen von k-ras wie auch des Cadherin-Catenin-Komplexes uber
noch langst nicht vollstindig bekannte Mechanismen zusammenwirken.
Irgendwann kdnnten uns die Techniken der Nukleinsaurenchemie erlauben,
alle Unterschiede in Nukleotidsequenzen und Genexpressionen darzulegen,
die eine Krebszelle von ihrem normalen Gegenstick unterscheidet, und
vielleicht werden zu diesem Zeitpunkt die einzelnen Schritte, die in der
Karzinogenese involviert sind, nicht mehr in Zweifel gestellt werden (CAIRNS,
1981). Bis dahin fuhrt ein weiter Weg, der noch eine Reihe Fragen offen laft

und zu weiteren Untersuchungen anregt.
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V. Zusammenfassung

Diese Arbeit weist zwei verschiedene Schwerpunkte auf. Mit Hilfe einer 2-
Step-RFLP wurden G
ewebeproben von Patienten mit kolorektalen Erkrankungen auf
Punktmutationen der ersten beiden Basen von Codon 12 des k-ras Gens
untersucht. Zum anderen wurde eine SSCP zum Nachweis von Mutationen

des E-Cadherin-Gens bei kolorektalen Karzinomen verwendet.

Mikroskopisch unauffallige Schleimhaut aus der Nachbarschaft
kolorektaler Karzinome und entzindlich veranderte Gewebeproben von
Patienten mit lange bestehenden chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen wurden neben neoplastischen Lasionen sporadischen
Ursprungs, bei Colitis ulcerosa und Polyposis coli auf das Ausmal von k-ras-

Mutationen untersucht.

In einigen Verodffentlichungen wurden mittels sehr sensitiver
Untersuchungsverfahren k-ras Mutationen in mikroskopisch normaler
Schleimhaut aus der Umgebung maligner Tumoren beschrieben. Diese
wurden als Mikrometastasierung oder ,field cancerization* gedeutet. Es
konnte an einer im Vergleich zur Literatur relativ umfangreichen Stichprobe
gezeigt werden, dall Mutationen in an die Tumoren angrenzendem

Normalgewebe zwar vorkommen, aber eher seltene Ereignisse darstellen.

Bei Patienten mit langer bestehenden chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen besteht ein erhohtes Risiko fur das Auftreten kolorektaler
Karzinome. Die Malignomentstehung Uuber eine Dysplasie-Karzinom-
Sequenz erschwert ein Screening. In den untersuchten entzindlichen
Gewebeproben konnten allerdings in keiner der untersuchten Proben
Mutationen von k-ras nachgewiesen werden. Auch die jeweils untersuchte
Adenom- und Karzinomprobe wiesen Wildtyp-DNA fir k-ras auf. Die in der
Literatur beschriebenen insgesamt niedrigeren Mutationsraten weisen auf
alternative Tumorentstehungswege hin. Die Untersuchung auf k-ras
Mutationen stellt somit keine geeignete Screeningmethode fur diese
Patienten dar.
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Neoplasien sporadischer und familiarer Genese zeigen etwa gleiche k-
ras-Mutationsfrequenzen. Bei sporadischen Tumoren a3t sich eine
abnehmende Mutationshaufigkeit mit zunehmendem Tumorprogress
erkennen. Als Ursachen werden der Verlust des die k-ras-Mutation
beinhaltenden Zellklons im Laufe des Tumorprogresses oder eine de novo
Karzinomentstehung unter Umgehung des Adenomstadiums diskutiert.
Signifikante Korrelationen zwischen dem Auftreten von Mutationen und dem
Alter, Geschlecht oder Tumorstadium bestehen nicht. Kolonkarzinome
weisen mit 50% eine deutlich, jedoch nicht signifikant hohere Mutationsrate
als Rektumkarzinome (24%) auf.

Mutationen in den Exons 6 bis 10 von E-Cadherin wurden in keinem
der 14 untersuchten sporadischen kolorektalen Karzinomen gefunden. Die
mittlerweile beschriebenen vereinzelten Mutationen des CDH1 bei
kolorektalen Karzinomen beschrankten sich auf Deletionen einzelner Basen
in Exon 3 replikations-fehlerpositiver Zellinien sowie verschiedene
Keimbahnmutationen. Insgesamt scheinen sie aber keine typischen
Mutationen in der Tumorigenese kolorektaler Neoplasien darzustellen.
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Abstract
Diese Arbeit weist zwei verschiedene Schwerpunkte auf. Mit Hilfe einer 2-
Step-RFLP wurden Gewebeproben von Patienten mit kolorektalen
Erkrankungen auf Punktmutationen der ersten beiden Basen von Codon 12
des k-ras Gens untersucht. Zum anderen wurde eine SSCP zum Nachweis
von Mutationen des E-Cadherin-Gens bei kolorektalen Karzinomen
verwendet.

Mikroskopisch unauffallige Schleimhaut aus der Nachbarschaft
kolorektaler Karzinome und entzindlich veranderte Gewebeproben von
Patienten mit lange bestehenden chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen wurden neben neoplastischen Lasionen sporadischen
Ursprungs, bei Colitis ulcerosa und Polyposis coli auf das Ausmal von k-ras-
Mutationen untersucht.

In einigen Veroffentlichungen wurden mittels sehr sensitiver
Untersuchungsverfahren k-ras Mutationen in mikroskopisch normaler
Schleimhaut aus der Umgebung maligner Tumoren beschrieben. Diese
wurden als Mikrometastasierung oder ,field cancerization* gedeutet. Es
konnte an einer im Vergleich zur Literatur relativ umfangreichen Stichprobe
gezeigt werden, dal Mutationen in an die Tumoren angrenzendem
Normalgewebe zwar vorkommen, aber eher seltene Ereignisse darstellen.

Bei Patienten mit langer bestehenden chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen besteht ein erhohtes Risiko fur das Auftreten kolorektaler
Karzinome. Die Malignomentstehung UUber eine Dysplasie-Karzinom-
Sequenz erschwert ein Screening. In den untersuchten entzindlichen
Gewebeproben konnten allerdings in keiner der untersuchten Proben
Mutationen von k-ras nachgewiesen werden. Auch die jeweils untersuchte
Adenom- und Karzinomprobe wiesen Wildtyp-DNA fiur k-ras auf. Die in der
Literatur beschriebenen insgesamt niedrigeren Mutationsraten weisen auf
alternative Tumorentstehungswege hin. Die Untersuchung auf k-ras
Mutationen stellt somit keine geeignete Screeningmethode fur diese
Patienten dar.

Neoplasien sporadischer und familiarer Genese zeigen etwa gleiche k-
ras-Mutationsfrequenzen. Bei sporadischen Tumoren |43t sich eine
abnehmende Mutationshaufigkeit mit zunehmendem Tumorprogress
erkennen. Als Ursachen werden der Verlust des die k-ras-Mutation
beinhaltenden Zellklons im Laufe des Tumorprogresses oder eine de novo
Karzinomentstehung unter Umgehung des Adenomstadiums diskutiert.
Signifikante Korrelationen zwischen dem Auftreten von Mutationen und dem
Alter, Geschlecht oder Tumorstadium bestehen nicht. Kolonkarzinome
weisen mit 50% eine deutlich, jedoch nicht signifikant hohere Mutationsrate
als Rektumkarzinome (24%) auf.

Mutationen in den Exons 6 bis 10 von E-Cadherin wurden in keinem
der 14 untersuchten sporadischen kolorektalen Karzinomen gefunden. Die
mittlerweile beschriebenen vereinzelten Mutationen des CDH1 bei
kolorektalen Karzinomen beschrankten sich auf Deletionen einzelner Basen
in  Exon 3 replikations-fehlerpositiver Zellinien sowie verschiedene
Keimbahnmutationen. Insgesamt scheinen sie aber keine typischen
Mutationen in der Tumorigenese kolorektaler Neoplasien darzustellen.
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