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Zusammenfassung

Die Beteiligung von disseminierten Tumorzellen am Prozess der Metastasierung bei
malignen Tumoren gilt als gesichert. So gibt es auch zahlreiche Hinweise fiir die
Beteiligung dieser Tumorzellen an der Metastasierung beim kolorektalen Karzinom. Bei
dieser Tumorentitit scheint beta-catenin, als wichtiger Regulator des Wnt-Signalweges,
eine bedeutende Rolle bei Tumorentstehung und -progression, sowie Metastasierung zu
spielen. Nukledres beta-catenin kann als Zeichen eines aktivierten Wnt-Signalweges
gewertet werden und trdgt vor allem am Invasionsrand von kolorektalen Karzinomen
zur epithelialen-mesenchymalen Transition bei, welche den Tumorzellen iiberhaupt die
Féahigkeit zur Disseminierung verleiht. Die Phénotypisierung und genomische
Untersuchung solcher disseminierten Tumorzellen bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom war das Ziel dieser Arbeit. Mit Hilfe einer hierfiir etablierten Doppelfarbung
mit einem epithelialen Marker und mit einem Antikdrper gegen beta-catenin konnten
DTC identifiziert und gleichzeitig beziiglich der beta-catenin-Expression untersucht
werden.

Es lieBen sich insgesamt 28 CK-positive Tumorzellen in 18 Knochenmark-Proben von
66 CRC-Patienten (27%) und weitere 9 EpCAM-positive Tumorzellen in 5
Lymphknoten-Proben von 13 CRC-Patienten (39%) detektieren. Die vorliegende
Untersuchung beschreibt das Expressionsverhalten von beta-catenin in disseminierten
Tumorzellen im Knochenmark sowie im Lymphknoten von Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom. Es wurde beobachtet, dass 30% der DTC aus dem KM bzw.
14% der DTC aus den LK der Patienten nukledres beta-catenin als Hinweis flir einen
aktivierten Wnt-Signalweg exprimierten. Weitergehend konnten die Einzelzellen aus
dem KM durch die anschlieBende komparative genomische Hybridisierung direkt
analysiert und auf chromosomale Gewinne und Verluste hin untersucht werden. Dabei
wiesen Tumorzellen mit nukledrer Expression von beta-catenin eine signifikant hohere
chromosomale Aberrationsrate auf, was als Merkmal einer erhohten chromosomalen
Instabilitét interpretiert wurde.

Weiterfithrende Untersuchungen miissen zeigen, ob DTC mit nukledrer Expression von
beta-catenin fiir die jeweiligen Patienten ein erhohtes Risiko filir ein metastatisches

Rezidiv bedeuten.



Abstract

Disseminated tumor cells (DTC) are an important prerequisite for metastasis of
malignant tumors. There are several data indicating their importance also for colorectal
cancer (CRC) metastasis. As main regulator of the Wnt-signalling-pathway, beta-
catenin is considered as major driver for the development, progression and metastasis in
CRC. Nuclear beta-catenin can serve as a sign for an activated Wnt-signal-pathway,
which can trigger epithelial-mesenchymal transition especially at the invasive front of
CRC, which facilitates and enables tumor cell dissemination. The aim of this study was
to investigate the beta-catenin expression on CRC DTCs identified with epithelial
markers (cytokeratins) and to investigate subsequently the genomes of the these cells
for chromosomal gains and losses.

Using a double-immunofluorescence staining, 28 cytokeratin-positive cells were
detected in 18 bone marrow samples of 66 CRC-patients (27%), and nine EpCAM
positive cells in five lymph nodes of 13 CRC-patients (39%). Overall, 30% of the bone
marrow DTC and 14% of the lymphatic DTC displayed nuclear beta-catenin staining,
respectively, indicating activated Wnt-signaling. Furthermore, bone marrow DTCs were
isolated via micromanipulation, their DNA was globally amplified by an adapter-linker
PCR method, and their genomes were subsequently screened for chromosomal gains
and losses using comparative genomic hybridization. This analysis revealed that DTCs
with nuclear beta-catenin staining displayed a significantly higher number of
chromosomal aberrations, which was interpreted as a higher level of chromosomal
instability.

Further research will need to clarify, whether these cells confer a higher risk for

metastatic relapse.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Atiologie des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom ist mit mehr als 1,3 Mio. Neuerkrankungen pro Jahr die
zweithdufigste Tumorerkrankung weltweit (Globocan 2012). Dabei kommt es jedes Jahr
zu etwa 490.000 tumorbedingten Todesfillen (Weitz, Koch et al. 2005). In Deutschland
ist das kolorektale Karzinom das zweithdufigste Karzinom (ca. 62.000
Neuerkrankungen pro Jahr) nach dem Prostatakarzinom beim Mann und dem
Mammakarzinom bei der Frau (GEKID-Atlas 2012). Die geschitzte karzinombedingte
Mortalitdt liegt bei etwa 27.600 bezogen auf 100.000 Erkrankungsfille pro Jahr
(Globocan 2012), wobei die Prognose entscheidend vom Stadium der Erkrankung bei
Erstdiagnose abhingt. Patienten im UICC-Stadium I haben eine gute Prognose nach
kurativer Resektion. Hier wird ein Langzeitiiberleben von 86% beschrieben
(Wichmann, Muller et al. 2002). Allerdings wird die Prognose der Erkrankung in erster
Linie durch die systemische Metastasierung bestimmt (Tabelle 1). So liegt die
durchschnittliche ~Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit metastasiertem

kolorektalem Karzinom (UICC-Stadium IV) nur noch unter 10%.

UICC- 5- J.-Uberleben 5-J .TI"Jberleben

Stadium DUKES T N M | (Jemal, Clegget | (Weitz, Koch et
al. 2004) al. 2005)
I A T1,T2 NO MO 90,5% 80-95%
ITIA B T3 NO MO 67,9% 72-75%
11B B T4 NO MO 67,9% 65-66%
IITA C T1,T2 N1 MO 67,9% 55-60%
I11B C T3,T4 N1 MO 67,9% 35-42%
IIIC C Jedes T N2 MO 67,9% 25-27%

v D Jedes T Jedes N | M1 9.,4% 0-7%

Tabelle 1: Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms nach UICC und Dukes

Zudem werden die 5-Jahres-Uberlebensraten der verschiedenen Stadien dargestellt (Beispielhaft
von Jemal, Clegg et al und von Weitz, Koch et al.)

Es werden grundsitzlich sporadische von hereditir auftretenden kolorektalen
Karzinomen unterschieden. Die sporadische Form bildet mit etwa 90-95% der Fille den

Hauptanteil, wobei hier neben genetischen Faktoren auch Umwelteinfliisse eine



entscheidende Rolle spielen (Knopnadel, Altenhofen et al. 2003). Die Entstehung der
sporadischen Form des kolorektalen Karzinoms lauft typischerweise iiber die Adenom-
Karzinom Sequenz ab (Vogelstein, Fearon et al. 1988). Im Verlauf dieser
zytomorphologischen Verdnderung kommt es zu einer Akkumulation von genetischen
Verdnderungen bei Tumorsuppressor- und Onkogenen (Lynch and Hoops 2002). Diese
Gene regulieren das Wachstum der Zelle und kdnnen bei unkontrollierter Aktivitét bzw.
Inaktivitit zur Tumorentstehung fiihren. Wichtige Beispiele sind das APC-Gen, welches
beim kolorektalen Karzinom eine Schliisselrolle zu haben scheint, sowie TP53 und c-
myc (Calvert and Frucht 2002). Die iibrigen 5-10% der CRC bilden hereditére
Karzinome, bei denen erbliche Faktoren fiir die Tumorentstehung verantwortlich sind.
Beispiele hierfiir sind die familidre adenomatdse Polyposis (FAP) oder das hereditére
nichtpolypdse Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC). Im Gegensatz zu den erwéhnten
sporadischen Karzinomen sind hier pridisponierende Keimbahnmutationen fiir die
Tumorentstehung verantwortlich.

Die genetische Instabilitit einer Zelle deutet auf eine im Vergleich zu Normalzellen
erhohte Rate an genomischen Verdnderungen hin, welche sich in Form von
Amplifikationen, Deletionen, Aneuploidien oder strukturellen Abweichungen duflern
konnen. Diese genetische Instabilitdt ist ein typisches Kennzeichen von Krebszellen und
wird als Antreiber bei der frithen Krebsentstehung gesehen (Halazonetis 2008). Bei
allen kolorektalen Karzinomen sind genetische Instabilititen eine Grundvoraussetzung
fir die Entstehung und Progression. Hierbei werden zwei Typen der Instabilitéit
unterschieden: die Mikrosatelliteninstabilitit, die mit der HNPCC-Erkrankung assoziiert
ist sowie die chromosomale Instabilitdt (CIN), die man bei der Mehrzahl der CRC
findet (Imai and Yamamoto 2008).

1.2 Metastasierung beim kolorektalen Karzinom

Die Metastasierung ist die Haupttodesursache von Patienten mit soliden Tumoren und
damit auch beim CRC. Bei der Metastasierung kommt es zunéchst zur Absiedlung von
Tumorzellen aus dem Primirtumor, zur Streuung dieser Zellen iiber Blut- oder
Lymphgefafe und schlieBlich zum Auswachsen eines Tumors in einem Sekundérorgan.
Die primdren Zielorgane fiir die Metastasierung beim CRC sind neben den

lokoregiondren Lymphknoten (LK) vor allem die Leber und die Lunge (Vatandoust,



Karapetis et al. 2015). Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose des kolorektalen Karzinoms
zeigen sich bereits bei ca. 30% der Patienten Lebermetastasen (Nuzzo, Giuliante et al.
1997, Lehnert and Golling 2001). Im Verlauf der Erkrankung werden in 30-70% der
Fille metachrone Lebermetastasen (Piltz, Dienemann et al. 1996, Cady, Jenkins et al.
1998, Kemeny and Fata 1999, van Cutsem et al. 2009) sowie in etwa 10-15%
Lungenmetastasen (Mitry et al. 2010) nachgewiesen. Innerhalb von fiinf Jahren nach
einer kompletten Tumorentfernung entwickeln sich Fernmetastasen bei bis zu 21% der
Patienten mit CRC ohne regionale Lymphknotenmetastasierung (UICC Stadium I-II)
und bei bis zu 48% der Patienten mit Lymphknotenmetastasen, entsprechend dem UICC
Stadium III (Manfredi, Bouvier et al. 2006). Nach wie vor ist das metastasierte CRC
sehr schwierig zu behandeln, da es neben einer Operation multimodale
nebenwirkungsreiche Therapiekonzepte wie z.B. eine kombinierte Radiochemotherapie
oder AntikOrpertherapie beinhaltet. Die Prognose des CRC wird vor allem durch das
AusmalBl der hidmatogenen Metastasierung bestimmt, da diese einen der groBten
Risikofaktoren nach der Entfernung des Primdrtumors darstellt. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate im UICC-Stadium IV betréigt nur noch 0-7% (Weitz, Koch et al. 2005).
Dabei konnte die minimale residuale Krebserkrankung fiir die Entstehung von
Metastasen und damit fiir die Prognose beim CRC relevant sein (Bork, Weitz et al.

2014).

1.3 Die minimale residuale Krebserkrankung (MRD)

Die Therapie des kolorektalen Karzinoms basiert primdr auf chirurgischen und
chemotherapeutischen Behandlungsansidtzen. Diese richten sich zunédchst nach dem
Primirtumorstadium und dem Ausmall der lymphogenen und hédmatogenen
Metastasierung. Allerdings zeigte sich in den letzten Jahren die zunehmende Bedeutung
der minimalen residualen Krebserkrankung. Der urspriinglich bei Lymphomen und
Leukdmien verwendete Begriff wurde vor etwa 30 Jahren auch fiir solide Tumoren
gebriauchlich (Mansi, Berger et al. 1987, Schlimok, Funke et al. 1987). Zu dieser Zeit
wurde mit Hilfe von Immundetektionsverfahren begonnen, epitheliale Zellen im
Knochenmark (KM) von Patienten mit soliden Tumoren nachzuweisen. Tumorzellen,
die nach der chirurgischen Therapie im Korper des Patienten verbleiben und mit in der

Klinik etablierten, konventionellen diagnostischen Mitteln nicht nachweisbar sind,



definieren die minimale residuale Krebserkrankung. Da die MRD fiir die Prognose des
kolorektalen Karzinoms bedeutsam ist, wurden in den letzten Jahren Methoden zur
Detektion dieser Zellen etabliert. Der immunzytochemische Nachweis disseminierter
Tumorzellen durch gegen Zellen epithelialen Ursprungs gerichtete Antikorper, die in
einer Umgebung von mesenchymalen Zellen in der Blutbahn, im Knochenmark und in
Lymphknoten gefunden werden konnen, ist heute das am Haufigsten verwendete
Verfahren. Insbesondere eignen sich Zytokeratine, welche integrale Bestandteile des
Zytoskeletts sind als Zielmolekiile zum Nachweis von epithelialen Tumorzellen im KM
(Schlimok, Funke et al. 1990, Pantel, Izbicki et al. 1993). Im LK hingegen erfolgt die
Detektion von Tumorzellen iiblicherweise liber das epitheliale Zell-Adhdsionsmolekiil
EpCAM (Passlick, Izbicki et al. 1994). Dieses Zielmolekiil hat sich fiir die Detektion
von Tumorzellen im LK spezifischer als CK erwiesen (Latza, Niedobitek et al. 1990).
Zudem konnten CK-positive Zellen im LK (Passlick, Izbicki et al. 1994) und EpCAM-
positive Zellen im KM (Klein, Seidl et al. 2002) von Kontrollpatienten gefunden
werden, welche keine Hinweise fiir Malignitdt aufwiesen. Da die Zytokeratine und
EpCAM iiblicherweise nur in epithelialen Zellen, nicht aber in mesenchymalen Zellen
vorkommen, gelten sie als besonders geeignete Marker. Festzuhalten ist jedoch, dass
diese Markerproteine nicht tumorspezifisch sind.

Die prognostische Relevanz von DTC deutet sich fiir die Mehrzahl der malignen soliden
Tumore in vielen Studien an, gilt jedoch vor allem beim Mammakarzinom (Kienle and
Koch 2001, Feezor, Copeland et al. 2002, Braun, Vogl et al. 2005) als gesichert und ist
in die klinische Diagnostik und Therapiefindung eingegangen. Es gibt zahlreiche
Hinweise darauf, dass das Auffinden von disseminierten Tumorzellen im KM bzw. in
LK bei Patienten mit kolorektalem Karzinom mit einer signifikant schlechteren
Prognose verbunden ist (Leinung, Wurl et al. 2000, Bukholm, Bondi et al. 2003, Schurr,
Behnke et al. 2007). Eine groBe Metaanalyse aus dem Jahr 2010, welche neben den
DTC auch Studien mit zirkulierenden Tumorzellen (CTC) einschloss, zeigte eine
Assoziation zwischen der Detektion von Tumorzellen mit einem schlechten
rezidivfreien Uberleben und einem schlechten Gesamtiiberleben (Rahbari, Aigner et
al.). Auch bei einigen anderen Tumorenititidten konnte der Nachweis von disseminierten
Tumorzellen im KM belegt und einer damit einhergehenden schlechteren Prognose
verkniipft werden. Insbesondere beim Mammakarzinom zeigte sich, dass die im KM
nachgewiesenen disseminierten Zellen mit einer signifikant kiirzeren metastasenfreien

Zeit assoziiert sind (Braun, Pantel et al. 2000). Coello et al. fasste einige Arbeiten beim



nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom zusammen und zeigte, dass in 22-60% der Fille
DTC gefunden werden konnten (Coello, Luketich et al. 2004). Hierbei schienen
besonders die DTC im LK prognostisch relevant zu sein. Wolfrum et al. fasste Arbeiten
beim Pankreaskarzinom zusammen: Hier gab es Detektionsraten zwischen 24-57%,
wobei eine prognostische Relevanz der DTC nicht eindeutig identifiziert werden konnte
(Wolfrum, Vogel et al. 2005). Beim Ovarialkarzinom konnten in 54% der Fille DTC im
KM gefunden werden (Wimberger, Heubner et al. 2007).

Die Detektion dieser disseminierten Tumorzellen ist beim kolorektalen Karzinom mit
einem erhohten Risiko fiir eine Metastasierung assoziiert (Lindemann, Schlimok et al.
1992). Die Tumorerkrankung wird durch die Disseminierung von Tumorzellen zur
systemischen Erkrankung. Daher kann das KM als Indikatororgan fiir eine systemische
Progression angesehen werden. Zwar ist das KM beim CRC nicht das Hauptziel der
Metastasierung, doch ist es wegen der Moglichkeit einer einfachen Gewinnung von
Proben fiir Untersuchungen gut geeignet. Die Zellen des Knochenmarks werden
intraoperativ ohne groBen zusétzlichen Aufwand aus dem vorderen Beckenkamm
gewonnen.

Die Frage nach dem Zeitpunkt der Tumorzell-Disseminierung wahrend der Progression
der Erkrankung konnte bislang nicht beantwortet werden. Es gibt Hinweise darauf, dass
sich die DTC viel frither vom Primértumor I6sen als bislang angenommen (Klein 2000).
Eine Studie beim Mammakarzinom konnte zeigen, dass DTC geringere und andere
Aberrationen als deren Primértumore aufwiesen (Schmidt-Kittler, Ragg et al. 2003).
Demnach wire nicht davon auszugehen, dass sich die DTC aus dem am weitesten
entwickelten Klon im Primértumor bilden. Um das Potential der DTC besser verstehen
zu konnen, sollen die Zellen in Zukunft besser in ihrer biologischen Funktion untersucht
werden. Dafiir miissen die Zellen im KM und LK detektiert, isoliert und letztlich

molekulargenetisch und funktionell analysiert werden.

1.4 Der Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signalweg wurde urspriinglich als ein Prototyp einer Signalkaskade bei der
Entwicklung von Wirbellosen und Wirbeltieren entdeckt (Cadigan, Nusse et al. 1997).
Er setzt sich aus einer Reihe von Proteinen zusammen, deren Interaktion im Falle einer

Aktivierung zu einem Signal vom ZellduBeren in den Zellkern fiihrt. Der Signalweg



spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zell-Zell-Kontakten im Rahmen der
Embryogenese (Arce, Yokoyama et al. 2006). Des Weiteren hat der Signalweg seine
physiologische Funktion in der Gewebehomdoostase im Darmepithel (Pinto, Gregorieff

et al. 2003). Schematisch ist der Wnt-Signalweg in Abb. 1 dargestellt.

GSK3
APC .

beta-catenin

e e
k JK betacatenin | - J

Abb. 1: Schema des kanonischen Wnt-Signalweges

Hier ist der kanonische Wnt-Signalweg mit seinen beteiligten Proteinen schematisch dargestellt.
Die linke Seite zeigt einen inaktiven Signalweg. Hier wird beta-catenin durch die Interaktion
mit Axin, APC und GSK-3B abgebaut. Durch Bindung von Wnt-Proteinen an den
Frizzled/LRP-Rezeptorenkomplex (rechte Seite) kommt es zur Aktivierung von Dsh, welches
die Aktivitdit der GSK-3 inaktiviert. SchlieBlich wird die Degradierung von beta-catenin
gehemmt, wodurch es zu einer Akkumulation im Zytoplasma und letztlich im Zellkern kommt.
Hier interagiert beta-catenin mit den DNA-bindenden TCF/LEF-Faktoren, wodurch die beta-
catenin-Zielgene aktiviert werden.

Die Aktivierung des Signalweges erfolgt tiber die Bindung von Wnt-Faktoren an
membranstidndige Rezeptoren bzw. deren jeweilige Korezeptoren. Dabei handelt es sich
vorwiegend um die Proteine der Frizzled-Familie und um LRP (Wang et al. 2016). In
den letzten Jahren konnten diese Rezeptoren um eine Vielzahl weiterer ergéinzt werden
(Niehrs et al. 2012). Nach der Bindung des Liganden an den Rezeptor gelangt das
Signal in das Zellinnere, wodurch es letztlich zur Akkumulation von beta-catenin im
Zellkern kommt. In Abwesenheit von diesen Signalen bildet APC mit beta-catenin,
Axin/Conductin und GSK38 einen Protein-Komplex, durch den beta-catenin zunichst
durch eine Phosphorylierung markiert und anschlieBend durch Proteasomen abgebaut

wird. Wird diese Kaskade jedoch durch einen Funktionsverlust eines der genannten



Proteine unterbrochen, kommt es ebenfalls zu einer nukledren Akkumulation von beta-
catenin. Eine solche unkontrollierte, chronische Aktivierung des Signalweges, z.B.
aufgrund von Mutationen einzelner Bestandteile, wird als ein grundlegender Schritt bei
der Karzinogenese des sporadischen CRC angesehen (Reya, Clevers et al. 2005). Etwa
60-85% aller kolorektaler Karzinome weisen eine Mutation des APC-Gens und einen
damit verbundenen Funktionsverlust dieses Tumorsupressorgens auf (Miyoshi, Nagase
et al. 1992, Kinzler and Vogelstein 1996, Rowan, Lamlum et al. 2000). Die APC-
Genmutation gehdort zu den frithesten und hédufigsten Ereignissen bei der Entstehung des
CRC, aber auch Mutationen im beta-catenin-kodierenden Gen CTNNBI1 wurden
beschrieben (Kitaeva, Grogan et al. 1997, Morin, Sparks et al. 1997, Lustig and Behrens
2003). Dem beta-catenin, als einer der wichtigsten Mediatoren des Signalweges, kommt
eine herausragende Bedeutung zu. Durch die Aktivierung akkumuliert beta-catenin in
der Zelle, gelangt durch eine Translokation in den Zellkern und kann dort an die
Transkriptionsfaktoren TCF/LEF-1 (T-cell-transcription-factor/lymphoid-enhancing-
factor) binden. Dadurch werden Zielgene des Signalweges aktiviert, welche fiir
Proliferation und das Uberleben der Zelle notwendig sind. Wichtige Zielgene sind unter
anderem Myc (He, Sparks et al. 1998, van de Wetering, Sancho et al. 2002) und Cyclin
D1 (Tetsu and McCormick 1999, Hulit, Wang et al. 2004), denen eine
Schliisselfunktion bei der Zellteilung zukommt.

Es gibt Hinweise darauf, dass der Wnt-Signalweg auch indirekte Einfliisse auf die
chromosomale Instabilitit (CIN) von Tumorzellen haben konnte (Hadjihannas,
Bruckner et al. 2006, Aoki, Aoki et al. 2007, Rusan and Peifer 2008). Die CIN, als
hiufigste Form der genetischen Instabilitdt maligner Tumoren (Lengauer, Kinzler et al.
1998) findet sich bei den meisten Karzinomen, so auch beim CRC (Jallepalli and
Lengauer 2001). Sie umfasst neben strukturellen chromosomalen Aberrationen auch
numerische Aberrationen, die An- oder Polyploidie, d.h. das Fehlen oder zu viel
Vorhandensein eines einzelnen Chromosoms. Es ist davon auszugehen, dass eine APC-
Mutation mit der Entwicklung einer CIN assoziiert ist. Embryonale Stammzellen mit
homozygoter Mutation des APC-Gens wiesen Aneuploidie auf und akkumulierten neu
arrangierte Chromosomen (Kaplan, Burds et al. 2001). Dabei scheint der Verlust von
APC die Entstehung einer Polyploidie durch einen Defekt in der Mitose und der
Apoptose zu begiinstigen (Dikovskaya, Schiffmann et al. 2007).



1.5 Das Konzept der migratorischen Tumorstammzellen

Als ein Modell fiir die molekularen Mechanismen bei der Progression des CRC hat sich
vor einigen Jahren das Konzept der migratorischen Tumorstammzellen entwickelt
(Brabletz, Jung et al. 2005). Dieses versucht am Beispiel des kolorektalen Karzinoms
Konzepte der Tumorstammzellen mit der Invasion und Metastasierung zu verkniipfen.
Fir den Vorgang der Metastasierung miissen die abgesiedelten Zellen reversible
Eigenschaften aufweisen, um den unterschiedlichen Anspriichen der wechselnden
Umgebung gerecht zu werden. Das Absiedeln aus dem Primértumor, die
Disseminierung durch das Blut- und Lymphsystem und die Entwicklung einer
Metastase in einer anderen Umgebung erfordern ein hohes Potential dieser Zellen. Die
Akkumulation von genetischen Verdnderung bei der Entstehung von Tumorzellen
allein, wie es bei dem Konzept der Adenom-Karzinom—Sequenz (Vogelstein, Fearon et
al. 1988) beschrieben wird, kann diese komplexen und wechselnden Anspriiche an die
disseminierenden Tumorzellen nur unzureichend erkldren. SchlieBlich sind es eher
dynamische Verdnderungen der Zelladhdsion, beta-catenin-Expression und
Differenzierung, die bei der Progression des CRC von Bedeutung zu sein scheinen
(Barker and Clevers 2001). Nach dem Tumorstammzellkonzept konnten vielmehr
Zellen mit Eigenschaften von Stammzellen fiir die Initiierung der Metastasierung
verantwortlich ~ sein.  Typische = Eigenschaften = von  Stammzellen  sind
Selbsterneuerungsfihigkeit und Differenzierungskapazitit (Reya, Morrison et al. 2001).
Diese Merkmale treffen im Wesentlichen auch auf maligne Tumorzellen zu. Nach dem
Tumorstammzellkonzept  ist davon  auszugehen, dass  Tumoren  eine
Stammzellpopulation aufweisen, welche den Ursprung des malignen Wachstums
darstellt (Clarke, Dick et al. 2006). Als Erweiterung entstand das Modell der
migratorischen Tumorstammzellen (Brabletz, Jung et al. 2005), die aus den sogenannten
stationdren Tumorstammzellen entstechen und zwei typische Fihigkeiten vereinen:
Stammzelleigenschaften und epitheliale-mesenchymale Transition (EMT). Jene Zellen,
die ihre Stammzelleigenschaft erhalten und die EMT durchlaufen haben, gelten als
migratorische Tumorstammzellen. Die Arbeitsgruppe um Brabletz et al. beschreibt ein
biphasisches Expressionsmuster, welches zwei Gruppen von exprimierten Genen
enthilt. Hierzu gehoren einerseits Gene, die fiir die Stammzelleigenschaft und die
Proliferation unerldsslich sind. Sie werden frith und wihrend allen Schritten der

Progression exprimiert. Durch ihre Selbsterneuerungsfahigkeit und die damit



verbundene lingere Lebensdauer verfligen diese Zellen iiber ausreichend Zeit
Mutationen und chromosomale Aberrationen zu erleiden (Radtke and Clevers 2005).
Die zweite Gruppe besteht aus Genen, die fiir die EMT und Disseminierung bendtigt
werden. Sie werden spét und auch nur voriibergehend exprimiert (Brabletz, Jung et al.
2005). Die EMT wird momentan als eine wesentliche Voraussetzung fiir die
Metastasierung angesehen. Viele experimentelle Hinweise deuten darauf hin, dass eine
erhohte Wnt-Aktivitit in Zellen an der Invasionsfront eine EMT induzieren kann
(Mariadason, Bordonaro et al. 2001, Kim, Lu et al. 2002, Muller, Bain et al. 2002). So
konnte gezeigt werden, dass nukledres beta-catenin EMT-assoziierte Zielgene aktivieren
kann (Conacci-Sorrell, Simcha et al. 2003). Zudem fiihrt beta-catenin zu einer
Stimulation von Survivin, wodurch die Zellen einen Stammzell-dhnlichen Phénotyp
erhalten (Zhang, Otevrel et al. 2001, Kim, Plescia et al. 2003). Somit iibernimmt der
Wnt-Signalweg eine doppelte Funktion bei der Tumorprogression: Induktion von EMT
und Aufrechterhaltung von Stammzelleigenschaften. Die Voraussetzung fiir eine Zelle,
eine EMT zu durchlaufen, erfordert zwei vorausgehende Schritte. Zunédchst bedarf es
einer chronischen Aktivierung (z. B. durch eine APC-Mutation) des Wnt-Signalweges
in den somatischen Stammzellen. Die in den basalen Krypten des Dickdarmepithels
befindlichen Zellen werden zu diesem Zeitpunkt als stationdre Tumorstammzellen
bezeichnet. In Méusen konnte gezeigt werden, dass eine Deregulierung des Wnt-
Signalweges durch die Aufhebung von APC im adulten Darmgewebe zu einem
Phénotyp fiihrt, der an die Tumorgenese erinnern ldsst (Sansom, Reed et al. 2004).
Barker et al. konnten in einem Mausmodell nachweisen, dass die Deletion von APC in
Stammzellen in den basalen Krypten des Dickdarmepithels zu einer Transformation
dieser Zellen fiihrt und es dadurch zur Ausbildung von (Makro-) Adenomen innerhalb
weniger Wochen kommt (Barker, Ridgway et al. 2009). Bereits in kleinsten Adenomen
lassen sich mit groBer Hiaufigkeit APC-Mutationen nachweisen (Powell, Zilz et al.
1992). In einem zweiten Schritt verstirkt sich in den eben beschriebenen stationiren
Tumorstammzellen aufgrund weiterer Faktoren die Wnt-Aktivitdt, wodurch sich die
EMT in den Zellen abspielen kann. Insbesondere beim kolorektalen Karzinom zeigt sich
EMT durch die Aktivierung des Wnt-Signalweges an der Invasionsfront, wobei
nukledres beta-catenin als Endpunkt des Signalweges als Nachweis einer Wnt-
Aktivierung dienen kann. Dabei ist bemerkenswert, dass die Anzahl von Tumorzellen
im Bereich der Invasionsfront welche nukledres beta-catenin akkumulieren (nach

diesem Konzept als MCS anzusehen) mit der Metastasierung und dem schlechten



Uberleben korreliert (Ueno, Murphy et al. 2002, Ueno, Price et al. 2004). Erst durch die
stattgefundene EMT ist es den epithelialen Zellen moglich, sich aus Zell-Zell-Kontakten
zu 16sen und aus dem Tumor zu disseminieren. Der Verlust von funktionellem E-
Cadherin und der Erwerb von mesenchymalen Markerproteinen wie Fibronectin oder
Vimentin kénnen Indikatoren fiir einen Verlust des epithelialen Phanotyps und fiir einen
Wechsel zu einem mesenchymalen Phénotyp sein (Korinek, Barker et al. 1997).

Bis zur Entstehung einer soliden Fernmetastase vergehen oftmals mehrere Monate bis
Jahre. In dem beschriebenen Konzept der migratorischen Tumorstammzellen konnten
die Zellen demnach einen Ruhezustand (,,dormancy*) durchlaufen, bevor sie letztlich
den Prozess der mesenchymalen-epithelialen-Transition (MET) durchlaufen. Deren
Initiierung wird letztlich am ehesten durch das Mikromilieu der Zelle getriggert (Barker
and Clevers 2001). Durch den Prozess der MET, wodurch die Zellen ihren
urspriinglichen Charakter einer epithelialen Zelle zuriick erhalten, gewinnen sie erneut
die Fiahigkeit der Proliferation und Differenzierung. Erst dadurch kann es zur

Entstehung eines lokalen Rezidives oder einer Metastase kommen.

10



1.6 Ziel der Arbeit

Das Ziel der Dissertation war die Detektion, Phénotypisierung und genomische
Charakterisierung von disseminierten Tumorzellen im KM und in LK von Patienten mit
kolorektalen Karzinomen.

Mit Hilfe einer simultanen Férbung von epithelialen Tumormarkern und beta-catenin
sollten eine Phinotypisierung der isolierten Zellen erreicht und durch die Lokalisierung
des exprimierten beta-catenin Riickschliisse auf die Wnt-Aktivitit der Tumorzellen
gezogen werden, womit letztlich disseminierte Tumorzellen mit aktiviertem Wnt-
Signalweg identifiziert werden konnten.

Mithilfe der komparativen genomischen Hybridisierung der identifizierten Tumorzellen
galt es, mogliche Zusammenhdnge zwischen genotypischen und phéinotypischen
Merkmalen aufzuzeigen und auf diesem Wege eine fiir die Metastasierung kolorektaler

Karzinome relevante Subpopulation von disseminierten Tumorzellen zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

Die Aufbereitung der Proben, die Knochenmarkaspiration und LK-Disaggregation,
sowie die Detektion von DTC wurde durchgefiihrt wie bereits in vorangegangenen
Arbeiten beschrieben (Hosch, Kraus et al. 2000, Hosch, Stoecklein et al. 2001).

Vor Beginn der Studie wurde die Ethikkommission der medizinischen Fakultit der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf um ein Votum gebeten und es wurden gegen die
hier durchgefiihrten Untersuchungen keine Bedenken geduBert. Alle untersuchten
Patienten wurden entsprechend aufgeklédrt und haben vor Entnahme des menschlichen
Materials zu Studienzwecken schriftlich ihre Erlaubnis erteilt. Die Nummer des

Ethikvotums lautet 2316 (2/2004).

2.1 Aufbereitung des Knochenmarks

Die Aspiration von KM erfolgte unter sterilen Bedingungen im Rahmen der operativen
Einleitungsphase, noch bevor die eigentlichen operativen MafBnahmen begonnen
wurden. Dabei wurde den Patienten etwa 2-10 ml KM aus dem vorderen Beckenkamm
in Ublicher Technik entnommen. Das KM wurde anschlieBend auf zwei 50 ml Falcon-
Rohrchen verteilt und mit Hank's Salzlosung aufgefiillt, so dass ein Verhéltnis von 1:1
entstand. AnschlieBend wurde 10 min bei 170 g zentrifugiert, damit sichtbare
Verunreinigungen entfernt werden konnten. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
in ca. 20 ml PBS-Puffer resuspendiert und in einem mit etwa 20 ml Ficoll gefiillten
Falcon-Rohrchen iiberschichtet. Nach 30 min Zentrifugation bei 550 g wurde die
Interphase vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in ein 50 ml Falcon- R6hrchen
mit 20 ml PBS-Puffer resuspendiert, nochmals bei 365 g fiir 10 min zentrifugiert und in
ca. 2 ml PBS-Puffer resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels Neubauer-Zellkammer
ermittelt. Gegebenenfalls notwendige Verdiinnungen erfolgten mit PBS-Puffer. Jeweils
250.000 Zellen wurden pro Feld eines Haft-Objekttrigers auftragen. Die Objekttriager
wurden 1h fiir die Zellsedimentation stehengelassen und nach Abzug des PBS-Puffers

iiber Nacht getrocknet.
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2.2 Aufbereitung der Lymphknoten

Die vom Operateur wihrend der systematischen Lymphadenektomie entfernten
makroskopisch unauffilligen LK wurden zundchst mit einem Skalpell geteilt. Eine
Hilfte gelang zur routinemifBigen pathologischen Untersuchung, die andere Hilfte
wurde mit PBS gewaschen und zeitnah im Labor bearbeitet. Dazu wurden sie zundchst
mit einem sterilen Skalpell von Fettgewebe befreit, zerkleinert und dann in der
Medimachine zusammen mit 1000 pl 1x PBS fiir 45 s disaggregiert. Anschlieend
wurde die entstandene Suspension entnommen, mit ca. 8 ml 1xPBS aufgefiillt und bei
1500 rpm fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet noch mal
mit 8 ml 1xPBS resuspendiert und bei 1500 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abermals abgenommen. Die Zellzahl wurde mittels Neubauer-Zellkammer
ermittelt. Gegebenenfalls notwendige Verdiinnungen erfolgten mit PBS-Puffer. Jeweils
250.000 Zellen wurden pro Feld eines Haft-Objekttrigers auftragen. Die Objekttriager
wurden 1 h fiir die Zellsedimentation stehengelassen und nach Abzug des PBS-Puffers

iiber Nacht getrocknet.

2.3 Zellkultur

Zur Verwendung kam die Kolonkarzinomzelllinie SW480 (ATCC), die von einem
Kolonkarzinom des Stadiums Duke B abstammt. Sie wurde in 200mL fassenden
Kulturflaschen mit 50ml Wachstumsmedium im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2
gehalten. Das Medium setzte sich aus RPMI 1640 Medium und Glutamax zusammen.
Der Wechsel des Mediums und das Splitten der Zellen mit Hilfe von Trypsin erfolgten
nach tiblicher Handhabung.

2.3.1 Wundheilungsversuch

Hierbei wurde ein bereits etabliertes Protokoll iibernommen und fiir die SW480-Zellen
entsprechend angepasst (Liang, Park et al. 2007).
Die SW480-Zellen wurden zunéchst in 6-Loch-Platten kultiviert, bis sie eine Konfluenz

von ca. 90% erlangten. Am Tag 1 des Versuchs wurden die Zellen mit PBS gespiilt und
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anschlieBend mit einem 0,1%-igen FCS-Medium {iiber Nacht inkubiert. Am darauf
folgenden Tag wurde eine Linie mit einem farbigen Markierstift auf der AuBlenseite des
Lochplattenbodens gezogen. Diese diente als Orientierung fiir spitere Aufnahmen.
AnschlieBend wurde mit der Spitze einer 1000ul-Pipette auf der Innenseite des Bodens
orthogonal zu diesen Orientierungslinien ein streifenformiger Teil der Zellen abgekratzt.
Die verbliebenen Zellen wurden anschlieend noch mal mit PBS-Puffer gespiilt. Fiir das
weitere Wachstum fiigte man das Medium zu. Zwei der 6-Loch-Platten wurden sofort,
die anderen im Abstand von jeweils 24 h mit 1% PFA fixiert. Es folgte eine einfache

Immunfluoreszenzfarbung, wie sie unter 2.4.1 beschrieben wird.

2.4 Immunzytochemie

2.4.1 Einfache Immunfluoreszenzfirbung

Die Préparate wurden zundchst 40 min mit 10%igen humanen AB-Serum behandelt, um
unspezifische Proteinbindungen zu blockieren. Der Primédrantikorper gegen beta-catenin
wurde in einer Endkonzentration von 4ug/ml eingesetzt. Als Negativkontrolle diente der
IgG; Antikdrper X0903. Die Préparate wurden 45 min mit den entsprechenden
Antikorpern inkubiert. AnschlieBend wurden sie fiir 3x 5 min in PBS gewaschen. Der
Sekundirantikorper anti-Kaninchen-Cy3 wurde im Dunkeln fiir 30 min eingesetzt.

Zuletzt wurde noch 3x 5 min mit 0,2%-igen Tween 20 gewaschen.

2.4.2 Doppelte Imnmunfluoreszenzfirbung

Das Protokoll zur Fiarbung der Haftobjekttriger von KM bzw. LK unterschied sich
lediglich bei der Wahl des zweiten Primérantikdrpers. In der Tabelle 2 wird das

Protokoll schematisch dargestellt.
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KM LK
1. Primir-AK Anti-catenin-beta (Kaninchen) | Anti-catenin-beta (Kaninchen)
Negativkontrolle | X0903 X0903
1. Sekundér-AK | Anti-Kaninchen-Cy3 Anti-Kaninchen-Cy3
2. Primir-AK A45-B/B3 (Maus) Ber-Ep4 (Maus)
Negativkontrolle | MOPC 21 MOPC 21
2. Sekundéar-AK | Alexa Fluor 488 (Anti-Maus) | Alexa Fluor 488 (Anti-Maus)

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Antikérper bei der doppelten
Immunfluoreszenzfirbung von LK- und Knochenmarkpriparaten

Die Prédparate wurden zunichst 5 min mit 0,5%-igen TritonX-100/10%-igen humanen
AB-Serum blockiert, 3x 3 min in PBS gewaschen und dann nochmals fiir 20 min in
0,1%-igen TritonX-100/10%-igen AB-Serum behandelt.

Der erste Primédrantikorper Anti-catenin-beta wurde in einer Verdiinnung von 4 pg/ml
eingesetzt. Als Negativkontrolle diente der IgG; Antikdrper X0903. Die Inkubation
dauerte 45 min und fand bei RT statt. AnschlieBend wurden die Priaparate 3x 3 min in
PBS gewaschen. Der erste Sekundirantikdrper anti-Kaninchen-Cy3 wurde im Dunkeln
fiir 30 min inkubiert. Es folgte ein Waschschritt fiir 3x 3 min und anschliefend noch
eine weitere Behandlung mit 10%-igen AB-Serum fiir 20 min.

Der zweite Primirantikdrper A45-B/B3 (Ber-Ep4 bei LK) sowie die Negativkontrolle
mit MOPC-21 wurden 45 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Priparate nochmals
3x 3 min in PBS gewaschen. Der zweite Sekundérantikorper ALEXA Fluor 488 wurde

nun 30 min eingesetzt. Als letzter Schritt wurde das Priparat noch 3x 5 min gewaschen.

2.5 Immunhistochemie: ABC-Methode

Die ABC-Methode wurde zur Féarbung von Paraffinschnitten verwendet. Zu Beginn
wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert. Dafiir wurden sie 3x fiir je 10min mit Xylol
behandelt. Es folgte eine absteigende Alkoholreihe, um den Schnitten die entzogene
Fliissigkeit wieder zu zufiihren. Je 2x 5 min wurden sie mit 99,5%, 96%, 80% Ethanol
und dann noch mal fiir 1x 5 min mit 70% Ethanol inkubiert. Zuletzt wurden sie noch 5
min in destilliertes Wasser gegeben. Es folgte die Demaskierung der Epitope in einer

speziellen Losung (retrieval solution) fiir 30 min bei 95°C. Nachdem diese Losung 20
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min bei Raumtemperatur (RT) abgekiihlte, wurden die Schnitte noch mit 1x PBS fiir 5
min gewaschen. Nun wurde die endogene Peroxidase fiir 30 min mit einer 0,3-% H,0O,-
PBS-Losung bei RT inhibiert.

Das genutzte Kit enthielt ein Serum, welches aus der gleichen Spezies gewonnen wurde,
aus der der biotinylierte Sekundir-AK stammte. Dieses diente zum Blocken der
Schnitte und wurde fiir 20 min angewandt. Anschlieend wurden die Préparate mit dem
Primérantikdrper, der gegen beta-catenin gerichtet ist, inkubiert. Der erste
Primirantikdrper Anti-catenin-beta wurde dabei in einer Konzentration von 4pg/ml
eingesetzt. Als Negativkontrolle diente die Isotypenkontrolle X0903. Die Schnitte
wurden fiir 45 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Préparate 3x 3 min in
PBS gewaschen. Das Kit enthielt einen biotinylierten Sekundéirantikorper, der fiir 30
min bei RT eingesetzt wurde. Es handelte sich um einen Anti-Kaninchen-AK. Es folgte
das ABC-Reagenz fiir 30 min bei RT, welches an diesen biotinylierten Antikdrper
bindete. Um das entstandene Produkt darzustellen, wurden die Schnitte im Anschluss
noch 10 min mit dem DAB-Substrat inkubiert. Dieser Schritt sollte im Dunkeln
erfolgen. Darauthin wurde 2x 5 min mit Leitungswasser gewaschen. Um die Farbung zu
vollenden, wurden noch die Zellkerne mit einer Mayers-Hédmalaun-Farbung dargestellt.
Nach 15 s Inkubation wurden die Schnitte 15 min in Leitungswasser gewaschen. Zuletzt
folgte eine aufsteigende Alkoholreihe, die je 1 min mit 70%, 80% und 99% Ethanol
durchgefiithrt wurde. Dadurch wurde den Priparaten Wasser entzogen. Vor dem
Eindeckeln mit Entellan (Losung von Polymeren in Xylol) wurden die Schnitte noch 2

min mit reinem Xylol behandelt.

2.6 Isolierung von Einzelzellen

Zur Isolierung der DTC wurde das von Klein et al. beschriebene Verfahren angewandt
(Klein, Schmidt-Kittler et al. 1999), welches im Folgenden noch weiter modifiziert
wurde (Stoecklein, Erbersdobler et al. 2002). Zum Auffinden CK-positiver Zellen
wurde ein Fluoreszenz-Mikroskop verwendet, an dem ein Mikromanipulator befestigt
war. Die Haftobjekttriger wurden dafiir eingespannt, mit einem Pick-Puffer (PBS +
0,5% Igepal) beschichtet und das Préparat nach positiven Zellen durchsucht. Die
positiven Zellen wurden mit Hilfe einer angespitzten feinen Glaskapillare von

umliegenden Zellen isoliert, aufgesaugt und auf einen mit Pick-Puffer beschichteten
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Objekttrager transferiert. Dort wurde die Zelle mit einer Pipette aufgezogen und
anschlielend in ein vorbereitetes 200 pl Reaktionsgefdll gegeben. Das Reaktionsgefal3
enthielt ein 2l Proteinase K Mix:

0,2 ul | OnePhorAll plus Puffer
0,13 pl | Tween 10%

0,13 pl | Igepal 10%

0,26 pl | Proteinase K 10 mg/ml
1,28 pl HZO

In diesem Proteinase K- Mix wurde das Protein der Zelle 10 h bei 42°C in einer PCR-

Maschine verdaut. Es folgte die Inaktivierung der Proteinase K bei 80°C fiir 10 min.

2.6.1 Einzelzell-PCR

Verwendet wurde hier das von Klein et al. bereits 1999 etablierte Protokoll (Klein,
Schmidt-Kittler et al. 1999). Hierbei wurde zunichst das Genom mit Hilfe des
Restriktionsenzyms Mse [ (Schnittstelle: T"TAA) fiir 3 h bei 37°C in einer MJ-
Research PCR-Maschine fragmentiert. Zu der Proteinase K verdauten Zelle wurde

Folgendes hinzugegeben:

0,2 pl | OnePhorAll plus Puffer
0,2 ul | Mse 150 U/ul
1,6 ul H,O

Die Inaktivierung des Mse [-Enzyms geschah bei 65°C fiir 5 min. An die durch Mse I
entstanden Uberhinge (5'TA) wurde ein Adapter ligiert. Dieser Adapter musste vorher
in einer weiteren Reaktion generiert werden, indem zwei Oligonukleotide (LIB1 und
ddMSEI11) unter langsamem Abkiihlen eine Basenpaarung eingingen. Dafiir benutzte

man folgendes Reaktionsgemisch:
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Ein vorprogrammierter Gradient in der PCR Maschine wurde dafiir benutzt:

0,5 ul

LIB1 100 uM

0,5 ul

ddMsell 100 uM

0,5 ul

OPA

1,5 ul

H,O

65°C bis 15°C fiir je 1 min pro Temperaturschritt, wodurch eine Basenpaarung erreicht

wird. Der entstandene Adapter zusammen mit 1 pl T4 DNA-Ligase und 1 pl ATP 10

mM wurden dem Reaktionsgefd3 mit der Mse I fragmentierten Zellen hinzugegeben
und iiber Nacht bei 15°C ligiert.
Anschliefend wurde folgender PCR-Mix hinzugefiigt:

3 ul | Expand-Long-Template Puffer 1

2ul | 10 mM dNTP

1 ul | Expand-Long-Template PolMix 3,5 U/ul
35 ul | H,O

Um ein Auffiillen der 3'rezessiven Enden zu erreichen, wurde zuerst eine Inkubation

bei 68°C fir 3 min durchgefiihrt, wodurch eine komplementdre LIBI1-
Primerbindungsstelle entstand.
1 Zyklus 15 Zyklen 8 Zyklen 22 Zyklen 1 Zyklus
94°C 40s 40 s 40 s
o o o 57°C30s+ o
57°C-65°C 57°C30s 1°C/ Zyklus 65°C 30s
63°C 3 min Imin30s+ | Imin45s+ | 1min53s+ | 3min40s
1 s/ Zyklus 1 s/ Zyklus 1 s/ Zyklus
Das Amplifikat war bei -20°C stabil und diente im weiteren Verlauf als

Ausgangsmaterial fiir alle Untersuchungen der Einzelzellen.

18



2.6.2 Kontroll-PCR

Der Nachweis spezifischer genomischer Mse I-Fragmente diente der Bestimmung der

Qualitdt des primdren PCR-Produktes. Beim Erhalt von zwei positiven spezifischen

Kontroll-PCR auf représentative Mse I-Fragmente, konnte von einer ausreichend guten

Qualitit ausgegangen werden. Der Ansatz fiir die Kontroll-PCR:

Il

PCR-Puffer (10 mM MgClz, 100 mM Tris pH 8,5,
500 mM KCI, dNTP 1 mM)

0,5 ul

Primer 1 (37)

0,5 ul

Primer 2 (57)

0,25

BSA 100%

0,1 ul

Taq-Polymerase 5 U/ul

7,75 ul

HO
2

Fiir die Einzelzellamplifikate wurden die Primerpaare p53 (Exon 2/3) und CK 19

verwendet. Diese sind im Einzelnen unter 2.9.3 ersichtlich. Das Programm fiir die PCR

im MJ-Research lautete:

1 Zyklus | 15 Zyklen | 25 Zyklen | 1 Zyklus
94°C | 2 min 15s 15s
94°C | 2 min 15s 15s
58°C | 30s 30s 30s
72°C | 2 min 20s 30s 2 min

2.6.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Die verwendete

Gelkonzentration betrug 2% Agarose in TBE-Puffer. Die PCR-Proben wurden mit 1 pl
SYBR-Gold und 3 pl Loading-Dye (0,3% Orange G, 25% Ficoll in TBE) gemischt und
in die Geltaschen geladen. Das Elektrophorese-Netzgerdt wurde auf 100 V (400 mA)

eingestellt und die Proben 45 min mit einem Horizontal-Gelelektrophorese-System

aufgetrennt. Die Aufnahme erfolgte mit einer entsprechenden Fluoreszenzkamera.

19



Beispielhaft wird das Ergebnis einer Gelelektrophorese einer Kontroll- PCR in Abb. 2
dargestellt.

P2 P2 T3

Abb. 2: Kontroll-PCR nach genomischer Reamplifikation von DNA aus disseminierten
Tumorzellen.

Die Qualitdt des primdren PCR-Produktes wird durch den Nachweis spezifischer MSE-I-
Fragmente erbracht. Die Beschriftung in der Abbildung erklért sich wie folgt: L: Leiter, Po:
Positivkontrolle, T1: Tumorzelle 1 (mit Verwendung des Primers CKI19 und p53), Pl:
peripherer Blutlymphozyt, T2: Tumorzelle 2 (CK19 und p53), P2: zwei periphere
Blutlymphozyten, T3: Tumorzelle 3 (CK19, p53 ohne spezifische Bande), P3: peripherer
Blutlymphozyt, N: Negativkontrolle.

Beim Erhalt von zwei positiven spezifischen Kontroll-PCR auf reprisentative MSE I-
Fragmente, kann von einer ausreichend guten Qualitdt ausgegangen werden. Wie bei der
Tumorzelle 3 ersichtlich erhielt man nur das Produkt des Primers CK 19.

2.6.4 Markierungs-PCR

Die Reamplifikation der primédren PCR-Produkte erfolgte unter Zugabe von
Deoxynukleotid-Derivaten (Digoxigenin-11-dUTP zur Markierung der Einzelzelle und
Biotin-16-dUTP zur Markierung der Referenz-DNA). Durch fluoreszierende Antikdrper
gegen Digoxigenin, bzw. Biotin konnten die Reamplifikate nach der Hybridisierung auf

humane Metaphase-Chromosomen sichtbar gemacht werden. Der Ansatz bestand aus:
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4 ul Expand-Long-Template Puffer 1

6 ul LIBI 10 uM

1,4 ul 7/8 ANTP-Mix (8,75 mM dTTP; je 10 mM dATP, dCTP und dGTP)
1,75 ul | 1 mM Biotin-dUTP (Referenz) oder 1 mM Digoxigenin-dUTP (Tumor)

0,5 ul Taq-Polymerase 5 U/ul

26,35l | HO

Diesem Mix wurde 0,5 pl primires PCR-Produkt als Vorlage zugegeben. Das
Programm fiir das MJ-Research PCR-Gerit hatte folgenden Ablauf:

1 Zyklus | 10 Zyklen

94 °C | 1 min 30s

60°C | 30s 30s

72 °C | 2 min 72°C 2 min + 20 s/ Zyklus

Nach der Reamplifikation wurde der LIB1-Primer durch einen Restriktionsverdau mit
Tru I (Isozym von Mse I, Schnittstelle entsprechend T TAA) abgetrennt. Dadurch
sollten mogliche Interferenzen bei der CGH ausgeschlossen werden. Dem Reamplifikat
(40 pl) wurde 2 pl Puffer R und 2 pl Tru I (50 U/ul) zugegeben und bei 65°C fiir 23 h

inkubiert.

2.6.5 Praparation von Metaphasechromosomen

Einem minnlichen Spender wurden 20 mL vendses Blut in ein heparinisiertes Rohrchen
abgenommen und einem vorbereitetem Medium hinzugefiigt (250 mL RPMI Medium
mit 2,5 ml Glutamin, 1% FCS und 5 ml PenStrep und 3 ml Phytohdmagglutinin). Das
Blut-Medium-Gemisch wurde anschlieBend auf 10 ml Kulturflaschen verteilt und fiir 72
h in einem CO,- Brutschrank bei 37°C inkubiert. In diesen 72 h wurden die
Kulturflaschen tdglich einmal leicht geschwenkt. 100 pl Colcemidlésung (10 pg/ml)
wurden 1 h vor Ende der Inkubation zu jeder Lymphozytenkultur dazugegeben.
AnschlieBend wurden die Lymphozytenkulturen auf 15 ml Falcons verteilt und 10 min
bei 1500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 10 ml hypotoner 0,075 M

KCL-Losung aufgenommen und fiir 8§ min bei 37°C lysiert. Die lysierten Zellen wurden
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erneut abzentrifugiert und mit eiskaltem Fixativ (7,5 ml Methanol, 2,5 ml 100%igem
Eisessig) vorsichtig resuspendiert. Der letzte Schritt musste ggf. bis zur volligen
Klarheit der Losung wiederholt werden.

Vor dem Auftropfen dieser Lymphozyten-Losung auf den Objekttrdger mussten diese
noch vorbehandelt werden, indem sie in einer Kiivette 24h in 70%igen Ethanol entfettet
und gereinigt wurden. Anschlieend wurde der Alkohol abgegossen, durch destilliertes
Wasser ersetzt und auf 4°C abgekdihlt.

Das Auftropfen der Lymphozyten auf die Glasobjekttrager erfolgte mit einer 100 pl
Pipette aus ca. einem Meter Hohe. Dadurch war eine ausreichende Verteilung der
einzelnen Chromosomen gewihrleistet. Die Objekttriager wurden gleich im Anschluss
in einen 37°C warmen mit feuchten Tiichern ausgelegten Inkubator gegeben, so dass
das restliche Fixativ verdampfen konnte. Auf diese Weise wurden erfahrungsgemél die

besten Ergebnisse erreicht.

2.6.6 Vergleichende genomische Hybridisierung (CGH)

Die nach der Markierungs-PCR erhaltenen Reamplifikate von Test- und Referenz-

DNA mussten iiber Nacht bei —20°C prézipitiert werden:

40 ul | PCR-Produkt der Tumor- DNA
40 ul | PCR-Produkt der Referenz- DNA
100pl |1 pg/pl COt—l DNA

10 ul | 10 pg/ul Heringssperma DNA
19ul | 3M NaAcpH 5,2
400 pl | 100% EtOH

Nach dieser Féllung wurde das Prézipitat 45 min bei 4°C und 15.000 rpm in der
Tischzentrifuge zentrifugiert, das DNA-Pellet einmal mit 700 pl Ethanol 70%
gewaschen, erneut 15 min zentrifugiert und luftgetrocknet. Das Pellet wurde in 7 pl
100%-igem Formamid in einem Thermocycler bei 37°C mindestens 15 min geldst und
anschlieBend mit 7 pl Master-Mix (4x SSC, 30% Dextran Sulfat) gemischt. Die DNA-
Probe wurde in einem Heizblock bei 78°C fiir 6 min denaturiert und fiir 1 h bei 37°C
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inkubiert, so dass die cot-1 DNA mit den repetetiven Einheiten der DNA hybridisieren
konnte. Dadurch sollte der negative Einfluss dieser repetetiven Einheiten auf die
Auswertung der CGH vermindert werden. Ein geeigneter Metaphase-Objekttriager
wurde parallel zu der oben beschriebenen Herstellung der DNA-Probe aufbereitet. Die
Objekttrager wurden ggf. von Zytoplasmaresten, Proteinen und RNA befreit und die
chromosomale DNA denaturiert werden. Hierfiir wurden die Objekttrager zunichst 5
min in 2x SSC-Puffer dquibriliert, anschliefend 2 min in einer 37°C warmen Pepsin-
Losung, bestehend aus 50 pl Pepsin-Losung (100 mg/ml in H»0) in 100 ml HCI (10
mM), inkubiert. Dieser Verdau wurde mit zweimaligem Waschen in 1x PBS beendet.
Die Fixierung mit 200 ul PFA-Losung (180 pl 1x PBS + 50 mM MgCI2, 20 ul 10%
PFA) diente der Stabilisierung der Chromosomenstruktur, da diese im weiteren Verlauf
erhalten bleiben musste. Vor der Denaturierung wurden die Objekttrager durch eine
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 100% Ethanol; jeweils eisgekiihlt) dehydriert. In
100 ml, 70°C warmer Formamid-Losung (70 ml 100% Formamid, 10 ml 20 x, 20 ml
H,O, eingestellt auf pH 7,0) wurde die DNA auf den Objekttrigern fiir I min 15 s
denaturiert. Diese Zeit sollte durch Erfahrungswerte an die Metaphase-Chromosomen
angeglichen werden. FEine aufsteigende Alkoholreihe diente wiederum der
Dehydrierung, so dass nun die fluoreszenz-markierte DNA-Proben aufgetragen werden
konnten. Diese Stellen wurden mit einem 24 x 18 mm groen Deckgldschen und
Fixogum luftdicht abgeschlossen. Die Hybridisierung wurde mindestens iiber zwei
Néchte in einem Wasserbad bei 37°C durchgefiihrt. War die Hybridisierung
abgeschlossen, wurde das Deckglidschen entfernt und das tiber dem Hybridisierungsfeld
befindliche Dextransulfat in 4x SSC abgewaschen. AnschlieBend wurde der
Objekttrager je dreimal in Formamid- Losung (150 ml Formamid 100%, 30 ml 20x
SSC, 120 ml H,0O) und anschlieBend in 1x SSC bei 42 °C gewaschen. Es folgte eine
kurze Aquilibrierung mit 1x PBS + 0,2% Tween. Vor der Inkubation mit den
Antikorpern, wurden Proteinbindungsstellen 45 min mit 1 ml 3% Superblock- Losung
(1x PBS pH 7,5, 0,2% Tween, 3% BSA Fraktion V, 5% FCS) gesittigt. Diese wurde
anschliefend mit 1x PBS + 0,2% Tween abgewaschen. Es wurde eine Mischung aus 20
ul Anti-Digoxigenin- FITC, 2 pl Avidin-Cy 3 und 185 pl 1% Superblock-Losung (1x
PBS pH 7.5, 0,2% Tween, 1% BSA Fraktion V, 5% FCS) hergestellt, mit der die
Objekttrager fiir 45 min bei 37°C im Ofen inkubiert wurden. Durch dreimaliges
Waschen bei 42°C in 4x SSC + 0,2% Tween wurden die nicht gebundenen

Fluorochrome entfernt und die Chromosomenbdnderung anschlieBend mit einer
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zweiminiitigen DAPI Farbung (1ml 4x SSC + 0,2% Tween, 10 ug DAPI) dargestellt. Es
folgte ein kurzes Abwaschen mit destilliertem Wasser. Die Objekttrager mussten nun
génzlich trocknen und wurden abschliefend mit der Zugabe von Vectashield H-1000
eingedeckelt.

2.6.7 CGH-Auswertung

Die Aufnahme der CGH erfolgte durch ein Fluoreszenzmikroskop (Axioplan2),
ausgestattet mit einer Kamera, welche einen CCD-Sensor enthielt. Die Auswertung
wurde mit der entsprechenden Software MetaSystems Isis durchgefiihrt. Mit Hilfe
dieser Software wurden mindestens zehn geeignete Metaphasen detektiert und jeweils
anhand einer Bilderserie mit den Fluoreszenzfiltern DAPI, FITC und Cy3 abgelichtet.
Es folgte die Sortierung der einzelnen Chromosomen in jedem der aufgenommenen
Metaphasen. AnschlieBend analysierte die Software jedes einzelne Chromosom sowohl
im FITC- (Test-DNA) als auch im Cy3-Kanal (Referenz-DNA) und verglich es auf
Abweichungen in der Fluoreszenzintensitdt. Waren alle zehn Metaphasen sortiert und
analysiert, konnte mit der Software ein CGH-Profil erstellt werden, welches die
Verdnderungen der aus dieser Zelle gewonnenen DNA wiedergab. War das
Fluoreszenzintensititsverhéltnis FITC/Cy3 grofer als 1,2 bzw. kleiner als 0,8 konnte
von einem Gewinn oder Verlust von DNA im entsprechenden Chromosomenabschnitt
ausgegangen werden. Um visualisierte kumulative CGH-Profile zu erhalten, wurden die
genomischen Aberrationen der einzelnen CGH-Analysen nach den Anleitungen der
ISCN (International System for Human Cytogenetic Nomenclature, 1995) entsprechend
der Anforderung fir das webbasierte CGH-Analyseprogramm Progenetix
(http://www.progenetix.org) in Tabellenform gebracht.

2.7 Statistik

t-Test
Mit dem Student’s #-Test wurde iiberpriift, ob sich die durchschnittliche Anzahl der

CGH- Aberrationen zwischen zwei Kollektiven signifikant unterscheidet. Verglichen
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wurden die disseminierten Tumorzellen der MO- und M1-Patientienkollektive und die

disseminierten Tumorzellen mit der unterschiedlichen beta-catenin-Expression.

Fisher Exact Test

Der Fisher Exact Test wurde angewendet, wenn die zu vergleichenden Gruppen zu klein
fiir die Verwendung des y2-Test waren, also weniger als fiinf Mitglieder hatten. Dies
war insbesondere bei dem Vergleich einzelner CGH-Aberrationen zwischen den
disseminierten Tumorzellen und den Primértumoren des MO-Kollektivs der Fall. Es
wurde das Programm der Internetseite http://www.physics.csbsju.edu/stats/exact.html

verwendet.
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2.8 Patientenkollektiv

# Pat-Nr. KM LK Lokalisation T N M G R DTCKM DTC LK
1 403 X Zokum 4 2 0 2 2 4 -
2 405 X Kolon 31020 1 -
3 408 X Rektum 32020 1 -
4 409 X Leber 301 20 - -
5 458 X Rektum 310 31 - -
6 469 X Mamma 4 2 1 3 x - -
7 511 X Rektum 300 20 1 -
8 513 X Kolon 31 0 21 - -
9 526 X Kolon 300 30 - -
10 527 X Leber x x I x O - -
11 532 X Kolon 32020 1 -
12 546 X Rektum 41 0 20 - -
13 549 X Rektum 31 0 21 - -
14 557 X Rektum 32020 - 2
15 559 X Rektum 20 0 20 - -
16 560 X Kolon 300 20 - 3
17 571 X Rektum 4 1 0 21 2 -
18 594 X Rektum 1 00 20 - -
19 604 X Kolon 20 0 20 - -
20 618 X X Kolon 32030 - -
21 622 X X Kolon 4 0 0 20 2
22 629 X Kolon 20 0 2 0 - -
23 632 X Kolon 41 0 30 - -
24 660 X Kolon 20 0 20 2 -
25 667 X Kolon 300 20 1 -
26 672 X LK 31120 - -
27 680 X Leber 311 31 - -
28 682 X Rektum 32020 - -
29 688 X Leber x x 1 x x - -
30 709 X Lunge x x 1 x x - -
31 717 X Rektum 32020 - -
32 736 X Kolon 32020 - -
33 745 X Leber x x 1 x x - -
34 757 X Rektum 300 30 - -
35 780 X Rektum 20 0 20 - -
36 781 X Lunge 31 1 2 x - -
37 801 X Rektum 4 0 0 2 1 - -
38 803 X Leber x x 1 3 x - -
39 807 X Kolon 2 X X X X -
40 821 X X Kolon 31 020 - 2
41 824 X Leber 4 2 1 30 - -
42 825 X Leber 211 20 2 -
43 826 X Leber 4 2 1 30 - -
44 833 X Leber x x 1 x x 2 -
45 8431 X Kolon 4 2 0 30 - -
46 845 X Lunge 411 2 x 1 -
47 8641 X Rektum 1 00 20 - -
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48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

8651
867
875
878
885
901
916
918
929
935
967
975
982
993
1004
1019
1029
1032
1068
1076
1100
1119
1137
1139
1146
1171
1172
1175

T T B I I I S

T T B B T B I T o T o T B B

Rektum
Leber
Rektum
Lunge
Rektum
Zokum
Leber
Rektum
Peritoneum
Leber
Kolon
Kolon
Rektum

Leber/Knochen

Kolon
Rektum
Leber
Leber
Rektum
Lunge
Rektum
Kolon
Rektum
Rektum
Rektum
Kolon
Leber
Leber
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75

Patienten
f6h Km 131K

18 CK-positiv 5 EpCAM-positiv

28 DTC 9DTC (+1 Met.)

5 Einfachfarbung 2 Einfachfirbung

23 Doppelfarbung T Doppelfarbung
6 DTC beta-catenin negativ | DTC beta-catenin negativ

10 DTC beta-catenin zytoplasmatisch 5 DTC beta-catenin zytoplasmatisch

7 DTC beta-catenin nukledr | DTC beta-catenin nukleér

|

15 DTC = CGH

Abb. 3: Schematische Ubersicht der Untersuchungsergebnisse aller untersuchten KM-
und LK-Priparate
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2.9 Verwendete Materialien

2.9.11 Enzyme und Antikorper

A45-B/B3 Micromet, Miinchen
ABC-Kit Vector lab, Burlingame, USA
ALEXA Fluor 488 Invitrogen, Darmstadt

Anti-beta-catenin RB-1491-P
Anti-DIG-Flourescein
Anti-Mouse-Cy3
Anti-Rabbit-Cy3

Neo Markers, Fremont
Roche, Mannheim
Dianova, Hamburg

Sigma, Hamburg

Avidin-Cy3.5 Rockland, Gilbertsville, USA

Ber-Ep4 Dako, Hamburg

DNA-Polymerase I (E. coli New England Biolabs, Frankfurt
DNA-Pol-Mix Boehringer, Ingelheim

DNase 1 New England Biolabs, Frankfurt
ELF-97 Kit Molecular Probes, Leiden, Niederlande

Expand Long Template PCR-System
MOPC 21

Mse I he

Pepsin

Proteinase K

T4 DNA Ligase

Trypsin 0,05%

Panscript Taq-Polymerase
Trul

70259

X0903

2.9.2 Chemikalien

AB-Serum
Agarose

ATP
Biotin-16-dUTP
BSA fiir PCR
Colcemid

DAB

DAPI

Roche, Mannheim

Sigma, Hamburg

New England Biolabs, Frankfurt

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
Invitrogen, Darmstadt

PAN Biotech, Aidenbach
MBI Fermantas, St. Leon-Rot
Dako, Hamburg

Dako, Hamburg

Biotest, Dreieich
Sigma, Hamburg
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Invitrogen, Darmstadt
Dako, Hamburg

Roche, Mannheim
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dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Dextran Sulfat

EDTA

Eisessig 100%
Entellan

Eosin

Ethanol unvergillt
Ethanol vergillt

FCS

Fixogum

Formamid

Glutamax

Hank's Salzldsung
Hering Sperm DNA
Humane C0Ot-1 DNA
Igepal

Kaliumchlorid
Methanol
Nukleasefreies Wasser
OPA Plus
Paraformaldehyd
RPMI mit L-Glutamin
SYBR Gold
Triton-X100

Tween 20

TRIS

Vectashield
Wasserstoffperoxid

Xylol

2.9.3 Oligonukleotide und Primer

LIBI
ddMsell
CK 19 for
CK 19 rev
p532/35°
p532/33

GE healthcare, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

PAA Laboratories, Colbe
Marabu, Tamm

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Biochrom KG, Berlin
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Amersham Biosciences, Freiburg
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Sigma, Hamburg

Sigma, Hamburg

Sigma, Hamburg
Linearis, Hamburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

AGT GGG ATT CCT GCT GTC AGT
TAA CTG ACA G-dideoxy C

GAA GAT CCG CGA CTG GTA C
TTC ATG CTC AGC TGT GAC TG
GAA GCG TCT CAT GCT GGA TC
CAG CCC AAC CCT TGT CCT TA
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2.9.4 Puffer

20x SSC (Saline-Sodiumcitrat)
4X SSC (Saline-Sodium Citrate)
2X SSC (Saline-Sodium Citrate)
7/8 ANTP-Mix:

Loading-Dye

OnePhorAll Puffer (OPA) (10X):

PBS (Phosphatbuffer-Saline):

PCR-Puffer + dNTPs:

TBE (Tris-Borat-EDTA Puffer):
Hybridisierungsmix fiir CGH

2.9.5 Gerite

Brutschrank

UV-Transilluminator mit CD-Kamera

CCD- Kamera (CGH
Fluoreszenzmikroskop
Heizblock

Horizontal Gelelektrophorese

NaCitrat 15 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4

aus 20X SSC verdiinnt; pH = 7,4

aus 20X SSC verdiinnt; pH = 7,4

dATP, dCTP und dGTP (je 10 mM); dTTP (8,75
mM

0,3% Orange G, 25% Ficoll in TBE

TRIS-Acetat (100 mM), MgAc2 (100 mM); KAc
(500 mM); pH="7.5

Na2HPO4 8,5 mM, KH2PO4 2 mM, NaCl 150 mM,
pH 7.4

MgCl12 (10 mM); TRIS-HCI (100 mM); KCI (500
mM); dNTPs (ImM); pH = 8,5

Tris 89 mM, Borat 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,3
50% Formamid und 15% Dextransulfat (M >
500000 g/mol) in 2X SSC

Thermo Fisher Scientific, Bonn
INTAS, Gottingen
Photometrix, Tucson, USA
Leica DMXA-RFS
Thermomixer 5436, Eppendorf

Invitrogen, Darmstadt

Medimachine Dako, Hamburg
Mikromanipulator Microinjector 5242, Eppendorf
MIJR PCR-Maschine Peltier Thermal Cycler PTC-200 Bio-Rad, USA

Pipetten Eppendorf, Hamburg

Neubauer Zidhlkammer
UV-Schirm
Wasserbad

Schubert und Weil3, Miinchen
INTAS
Lauda
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2.9.6 Verbrauchsmaterialien

Deckgléschen

Falcon

Glas-Kiivetten

Haft-Objekttriager

Kulturflaschen (Cellstar
Objekttriager (Mattrand
Reaktionsgefifie 1,5 ml und 0,2 ml

Transferpipetten

2.9.7 Software

AxioVision 4.5
Isis - CGH Software

Progenetix

Langenbrinck
Sarsted

Roth
Micromet
Greiner
Langenbrinck
Eppendorf

Sarsted

Zeiss, Gottingen
MetaSystems, Altlussheim

http://www.progenetix.net
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von beta-catenin in der kolorektalen Tumorzelllinie

SW480

Die Untersuchung von nukledrem beta-catenin als Indikator eines aktivierten Wnt-
Signalweges ist eines der Ziele dieser Arbeit. In Vorversuchen mit der kolorektalen
Tumorzelllinie SW480 gelang es, ein Protokoll zur immunzytochemischen Anfarbung
von beta-catenin zu etablieren. Des Weiteren dienten diese Versuche als Referenz fiir
die spiteren FEinzelzell-Untersuchungen zur Expression von beta-catenin, da die
verschiedenen Erscheinungsformen von beta-catenin an kultivierten SW480
Tumorzellen reproduzierbar dargestellt und mithilfe von speziellen Férbetechniken
einem Zellkompartiment sicher zugeordnet werden konnten.

Die Zelllinie SW480 weist eine Mutation des APC-Gens auf, womit eine konstitutive
Aktivierung des Wnt-Signalweges einher geht. So kommt es zu einer gehduften
Translokation des exprimierten beta-catenin in den Zellkern. Im Rahmen der
Vorversuche liel sich bereits eine Erkenntnis beziiglich der Lokalisation von beta-
catenin in Zellverbdnden gewinnen: bildeten die SW480-Zellen einen epithelartigen
Verband, farbte sich beta-catenin verstiarkt membranstindig oder zytoplasmatisch (Abb.
4). In Abschnitten, in denen die SW480-Zellen dagegen eher vereinzelt vorlagen,
verlieBen sie diese epitheloide Zellgestalt und wiesen mit pseudopodienartigen
Ausziehungen der Zellmembran eine Morphologie &hnlich derer von Fibroblasten auf.
Die immunhistologischen Féarbungen ergaben, dass diese Zellen hdufiger nukledres

beta-catenin exprimierten.
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5 um

Abb. 4: Zellmorphologie von SW480-Zellen mit Distribution des beta-catenin (Cy3-
markiert, Anti-catenin-beta) bei (A) konfluentem epitheloiden und (B) nicht-konfluentem
fibroblastoidem Wachstum

A: beta-catenin liegt bei den epitheloiden Zellen iiberwiegend zytoplasmatisch und
membranstdndig vor. B: Die fibroblastoiden Zellen weisen eine nukleére Expression (siche
Pfeil) von beta-catenin auf.

Um die Lokalisation von beta-catenin innerhalb einer Zelle beurteilen zu kénnen, wurde
eine Fiarbemethode zur simultanen Darstellung mehrere Proteine in einer Zelle
entwickelt. Neben antikorpergebundenen Fluoreszenzmarkern wurde dabei auch der
Kernfarbstoff DAPI verwendet, wodurch eine bessere Abgrenzung der einzelnen

Zellkompartimente gewihrleistet war (Abb. 5).

Abb. 5: Doppelfirbung einer SW480 Tumorzelle mit dem Kernfarbstoff DAPI (A) und
dem gegen beta-catenin gerichteten und Cy3-markierten Antikorper Anti-catenin-beta
(B). Die Zelle befindet sich momentan in der Mitose, so dass sich bereits zwei Zellkerne der
entstandenen Tochterzellen zeigen. Von diesen Tochterzellen exprimiert lediglich die linke
nukleéres beta-catenin.
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3.2 Membranar-zytoplasmatische und nukleare Expression von beta-

catenin im Wundheilungsversuch

Die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) gilt als eine wesentliche
Voraussetzung fiir die Initiierung der Disseminierung von Tumorzellen (Bates and
Mercurio 2005), welche insbesondere im Bereich des sogenannten Invasionsrandes
stattfindet und neben einer Verdnderung der zelluldren Morphologie u.a. durch eine
nukledre Expression von beta-catenin charakterisiert ist. Eine Simulation des
Invasionsrandes ist in-vitro anndherungsweise durch einen Wundheilungsversuch (engl.
. Scratch-Assay®) moglich: In  den nahezu konfluent zusammengewachsenen
Tumorzellen der SW-480-Zelllinie wurde mechanisch eine kiinstliche Wachstumszone
geschaffen und diese dann fiir 24 h beobachtet (Abb. 6). Im Randbereich

stellvertretend fiir den Invasionsrand — war eine Verdnderung des zelluldren Phénotyps
sehr gut sichtbar, wobei sich die urspriinglich epitheloiden Zellen in der
Wachstumszone mit lénglichen dendritischen Ausldufern in einen fibroblastoiden

Zelltyp wandelten.

(AR
gy

Abb. 6: SW480-Tumorzellen bei einem Wundheilungsversuch (nativ)

A: Tag 1 des Wundheilungsversuches. Die Wunde wurde mit einer Pipettenspitze erzeugt. B:
24h spéter sind die Zellen in die vormals freie Fliche eingewachsen und wiesen eine verdnderte,
fibroblastoide Morphologie mit schmalem Zytoplasma und langen dendritischen Zellauslédufern
auf.
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Um das Expressionsverhalten von beta-catenin wéhrend des Wundheilungsversuches
beurteilen zu konnen, wurden die SW480-Zellen zu Beginn des Versuchs und 24 h
spiter immunzytochemisch mit dem Cy3-markierten Antikdrper Anti-beta-catenin
gefarbt. Ergdnzend wurde eine Kernfirbung mit DAPI durchgefiihrt, um die
Lokalisation von beta-catenin innerhalb der Zelle besser abgrenzen zu konnen (Abb. 7).
Dabei zeigte sich eine vermehrte nukledre Anreicherung von beta-catenin von Zellen im

Randbereich der Wunde.

10 um

Abb. 7: Expression von Cy3-markiertem beta-catenin SW480-Tumorzellen im
Wundheilungsversuch (Scratch-Assay)

Die linke Spalte (Al und B1) zeigt die alleinige Visualisierung von beta-catenin, die rechte
Spalte (A2 und B2) umfasst die zusétzliche Kernfairbung mit DAPI. A1/A2: Nahezu konfluente
SW480-Zellen weisen bei zytoplasmatischer und membranstindiger Expression von beta-
catenin eine epitheloide Morphologie auf.

B1/B2: 24h nach Beginn des Wundheilungsversuches wachsen fibroblastoid differenzierte
Zellen in die freie Flidche hinein und exprimieren vermehrt nukleédres beta-catenin.

3.3 Detektion disseminierter Tumorzellen in Knochenmark und

Lymphknoten

Nach Abschluss der Vorversuche und mit Etablierung des Protokolls zur
immunzytochemischen Férbung von beta-catenin bei CK-positiven Zellen wurde die
Immunfluoreszenzfarbung an Einzelzell-Suspensionen aus dem Knochenmark (KM)

angewandt. Da disseminierte Tumoreinzelzellen im KM von Patienten mit kolorektalem
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Karzinom selten vorkommen, wurde das wéhrend der Operation gewonnene KM
zundchst mit Hilfe einer Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation aufgetrennt. Dabei
reicherten sich epitheliale Zellen — unter denen sich die disseminierten Tumorzellen
befinden — im Ficoll-Gradienten aufgrund ihrer Dichte gemeinsam mit mononukledren
Zellen des KM an. Diese Zellschicht wurde nach entsprechender Separation auf
Haftobjekttrigern reversibel gebunden, sodass die immunzytochemisch markierten

Einzelzellen nach Farbung mittels Mikromanipulation isoliert werden konnten.
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3.4 Doppelfirbung disseminierter Tumorzellen

Um die simultane Expression von zwei Proteinen in einer Zelle darstellen zu kénnen,
wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit zwei verschiedenen Primérantikdrpern und
den jeweils zugehorigen Sekundirantikbrpern etabliert, wobei letztere mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (AlexaFluor 488/Cy3) konjugiert waren.
Ergidnzend zu dieser Doppelfirbung mit antikdrpergebundenen Fluoreszenzmarkern
wurde erneut der Kernfarbstoff DAPI eingesetzt, sodass die Abgrenzung zwischen
Zytoplasma und Zellkern zur Unterscheidung zwischen nukledrem und nicht-nukledrem
beta-catenin moglich war.

Die Detektion der Tumorzellen im ansonsten mesenchymal differenzierten
Knochenmark erfolgte mit dem Primédrantikorper A45-B/B3, der gegen die Zytokeratine
8, 18 und 19 gerichtet ist. Zytokeratine sind, sobald sie einen Komplex aus zwei
verschiedenen Zytokeratinen bilden, epithelspezifische Elemente des Zytoskeletts und
werden als Tumorzellmarker fiir solide Tumoren epithelialen Ursprungs eingesetzt
(Schlimok, Funke et al. 1990, Pantel, Izbicki et al. 1993). In den
Lymphknotenpriparaten wurde der Primérantikdrper Ber-EP4 zur Detektion epithelialer
Zellen verwendet, der sich gegen das ebenfalls epithelspezifische Oberflachenprotein
EpCAM richtet. Sowohl im KM als auch im LK wurde der gleiche Primérantikorper zur
Markierung von beta-catenin verwendet. Mit Hilfe der mit zwei unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen konjugierten Sekundérantikérper konnten somit die CK-
positiven DTC des KM bzw. die EpCAM-positiven Zellen der LK auf ihre beta-catenin-

Expression untersucht werden (Abb. 8).
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Abb. 8: CK-/ beta-catenin-Immunfluoreszenz-Doppelfirbung von drei unterschiedlichen
DTC aus dem Knochenmark (KM) mit jeweils drei verschiedenen Lokalisationen des
beta-catenin-Farbstoffes.

Jede Zeile zeigt eine DTC mit ihrer CK- und beta-catenin-Expression (CK: Alexa Fluor 488/
griin; beta-catenin: Cy3/ rot) und im Durchlicht. A1-A3: DTC mit nukledrer Expression von
beta-catenin. B1-B3: DTC mit zytoplasmatischer Expression von beta-catenin C1-C3: DTC
ohne Expression von beta-catenin.

3.5 Inzidenz Zytokeratin-positiver Zellen im Knochenmark
Im Folgenden werden zwei Patientengruppen unterschieden: Patienten mit synchron

zum Primédrtumor operierten Fernmetastasen (,,M14,*) und Patienten mit isolierten

(metachronen) Fernmetastasen (,,M 1 eta).
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Die Anzahl der Patienten mit CK-positiven Zellen im KM sind in Tabelle 4 dargestellt,
wobei es sich zunéchst ausschlieBlich um Patienten im MO-Stadium oder M1-Stadium
mit operablem Primértumor (M1syn) handelt. Die Einteilung wurde nach Tumorgrof3e
(T-Stadium) sowie lymphatischer (pN) und hepatischer Metastasierung (pMygp)
vorgenommen. Insgesamt lieBen sich bei 13 von 47 Patienten (28%) CK-positive Zellen
im Knochenmark nachweisen. Auffillig war, dass CK-positive Zellen bei Patienten mit
groBeren Tumoren (T3 und T4) tendenziell hdufiger als bei Patienten mit kleineren

Tumoren (T1 und T2) gefunden werden konnten (p=0,30; ¢-Test; Abb. 9).

Patienten (n=47) | Keine CK" Zellen im KM | CK" Zellen im KM
pTl 4 3 (75%) 1 (25%)
pT2 9 8 (89%) 1 (11%)
pT3 25 16 (64%) 9 (36%)
pT4 9 7 (78%) 2 (22%)
pNO 25 19 (76%) 6 (24%)
pN1 8 6 (75%) 2 (25%)
pN2 14 10 (71%) 4 (29%)
pMO 41 30 (73%) 11 (27%)
Mlgyn 6 4 (67%) 2 (33%)

Tabelle 3: Anzahl CK-positiver Knochenmarkspunktate in Abhiingigkeit von Tumorgrofie
(pT), lymphatischer (pN) und hepatischer Metastasierung (pM) bei Patienten mit
operablen Primirtumor
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Abb. 9: Vergleich der Detektionsrate CK-positiver Zellen zwischen den Gruppen pT1-2
(15%) und pT3-4 (32%; p=0,30; t-Test).

Im Folgenden sollte iiberpriift werden wie sich die Detektionsrate von DTC in
Abhingigkeit der klinischen Manifestation der Metastasierung verhielt. Hierfiir wurden
Patienten mit den Stadien MO, M1y, und M1y verglichen. Es stellte sich heraus, dass
Patienten mit synchroner Metastase (M1gy,) mit 33% die hochste Nachweisrate zeigten,
wohingegen Patienten ohne Fernmetastasierung (pM0) mit 27% bzw. oder mit
metachronen Fernmetastasierung (Mlpen) mit 21% eine niedrigere Detektionsrate

aufwiesen (Abb. 10). Diese relativ geringen Unterschiede waren nicht signifikant.

35 1
30 1
25 1
20 A
15 1
10 A

Detektionsrate in %

MO (n=41) M1lsyn (n=6) Mlmeta (n=19)
Stadium der Metastasierung

Abb. 10: Vergleich der Detektionsraten

Die Detektionsrate von DTC war bei den synchron aufgetretenen Metastasen (M1syn) mit 33%
am hochsten ohne sich signifikant von den anderen Stadien der Fernmetastasierung zu
unterscheiden(M0 / M 1meta)
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Eine Subgruppenanalyse ergab, dass Patienten mit metachroner Fernmetastasierung
(M1 ppeta) und DTC im Knochenmark hiufiger multiple Metastasen aufwiesen. Diese
Patienten wiesen zudem eine hohere Detektionsrate (36%) von DTC im Knochenmark
auf als jene Patienten mit nur einer isolierten Metastase, bei denen lediglich bei einem

Patienten (13%) DTC im KM nachgewiesen wurden (Tabelle 5).

Ml | Patienten | Keine CK' Zellen im KM | CK' Zellen im KM
n=1 8 7 (87%) 1 (13%)
n>1 11 7 (64%) 4 (36%)

*»=0,338 (fisher’s exact test)

Tabelle 4: Patienten mit metachronen Metastasen (M1 c.)

3.5.1 Anzahl disseminierter Tumorzellen pro Patient

Bei den 66 Patienten, die in das Studienkollektiv eingegangen sind, fanden sich in
insgesamt 18 Knochenmarksproben CK-positive Zellen. Pro Patient wurden ca. 10°
Zellen eines Haftobjekttrigers auf disseminierte Tumorzellen hin mikroskopisch
untersucht, wobei zwischen einer und maximal vier DTC pro Patient gefunden wurden

(Abb. 11).
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0 1 2 3 4
CK-positive DTC/ 10°

Abb. 11: Verteilung der Patienten hinsichtlich DTC-Detektion im Knochenmark

Insgesamt wurden 28 DTC in 18 Knochenmark-Punktaten detektiert, so dass ein Patient
im Durchschnitt 1,6 CK-positive Zellen aufwies. Bei den Patienten mit isolierter

metachroner Fernmetastase (M Imeta) Wurden in fiinf positiven Aspiraten mit neun CK-
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positiven DTC vergleichsweise mehr Tumorzellen pro positiven Knochenmarkaspirat

(1,8 CK-positive DTC pro Patient) gefunden (Tabelle 6).

Anzahl Patienten | CK” DTC im KM | Anzahl CK' DTC | CK' DTC / Patient
MO + M1, 47 13 (28%) 19 1,6
M1 neta 19 5 (26%) 9 1,8

Tabelle S: Anzahl der gefundenen DTC pro positivem KM-Punktat bei Patienten mit
operablem Primartumor (M0+ Ml,,,) und bei Patienten mit metachroner Metastase

(M 1 meta)
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3.5.2 Expression von beta-catenin in DTC aus dem Knochenmark

Nachdem im Zuge der Etablierung der Immunfluoreszenz-Doppelfirbung zwei der
insgesamt gewonnenen 66 Knochenmarksapirate mit einer Einfachmarkierung zur
Visualisierung von Zytokeratin untersucht worden waren, lieBen sich mithilfe der
etablierten Doppelfiarbung zur simultanen Darstellung von Zytokeratin (CK) und beta-
catenin aus den 64 verbliebenen Proben letztlich 23 CK-positive Zellen isolieren, die
auf ihre beta-catenin Expression hin untersucht werden konnten. Weitere fiinf Zellen
wurden mit einer Einfachfarbung gegen Zytokeratin gefunden, sodass von diesen keine
weitere Charakterisierung der Expression von beta-catenin vorgenommen werden
konnte.

Von den 23 isolierten CK-positiven DTC wiesen sieben Zellen (30%) eine nukledre
Expression von beta-catenin auf. Zehn weitere Zellen (44%) exprimierten beta-catenin
zytoplasmatisch, wihrend sich bei sechs Zellen (26%) keine beta-catenin Expression
abgrenzen lieB3.

Eine Korrelation zwischen dem Expressionsmuster von beta-catenin und den
histopathologischen = Parametern (TumorgroBe und Lymphknotenstatus) des
Primértumors zeigte sich nicht. Dagegen wiesen die Tumorzellen der Patienten mit
isoliert nachgewiesenen, metachronen Lebermetastasen (Mlye) hdufiger nukleédres
beta-catenin auf als CK-positive Zellen von Patienten mit synchroner Metastasierung

und operablem Primédrtumor (M1,y,) oder gar fehlender Metastasierung (Abb. 12).
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Abb. 12: Lokalisation von beta-catenin in den DTC aus dem KM

Es wird zwischen nukledrer, zytoplasmatischer und fehlender (negativer) beta-catenin-
Expression unterschieden. Oben: Lokalisation von beta-catenin in den DTC bei Patienten mit
pMO-Stadium und Patienten mit synchroner Fernmetastase (M 1syn) sowie unten mit metachron
aufgetretener Fernmetastase (M1,,.,). Der Anteil von nukledrem beta-catenin betrug hier 45%
gegeniiber 21% (oben).
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3.6 Inzidenz EpCAM-positiver disseminierter Tumorzellen in

Lymphknoten

Erginzend zu den Untersuchungen des Knochenmarks wurden auch Lymphknoten (LK)
auf DTC untersucht. Anders als in den Knochenmarksapiraten wurde hierzu ein
Antikorper gegen das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil EpCAM verwendet, nachdem
sich dieser zur Detektion von DTC in LK etabliert hat (Latza, Niedobitek et al. 1990,
Passlick, Izbicki et al. 1994).

Bei fiinf von 13 Patienten (39%), deren LK auf DTC untersucht wurden, fanden sich
EpCAM-positive Zellen (Tabelle 7). Dabei zeigte sich, dass DTC allein in den LK von
Patienten mit fortgeschrittenem Primértumorstadium (pT3 und pT4) detektiert wurden

(p<0,0001; Chi*-Test).

Patienten (n=13) | LK ohne EpCAM" Zellen | LK mit EpCAM" Zellen

pTl |0 0 0

pT2 | 2 0 0

pT3 | 9 5 (56%) 4 (44%)
pT4 | 2 1 (50%) 1 (50%)
pNO | 7 5 (71%) 2 (29%)
pN1 | 2 1 (50%) 1 (50%)
pN2 | 4 2 (50%) 2 (50%)
pMO | 12 7 (58%) 5 (42%)
pM1 | 1 1 (100%) 0

Tabelle 6: Anzahl EpCAM-positiver DTC in LK in Abhingigkeit von Tumorgrofie,
lymphatischer und hepatischer Metastasierung bei Patienten mit operablem Priméirtumor

3.6.1 Anzahl der DTC pro Patient

Bei fiinf der 13 Patienten (38%), deren LK auf DTC untersucht wurden, fanden sich
EpCAM-positive Zellen (Abb. 13). Insgesamt wurden neun DTC in vier positiven LK-
Priparaten detektiert. Ein weiterer Patient wies eine Makrometastase im untersuchten

LK auf, so dass sich hier mehrere hundert EpCAM-positive Zellen nachweisen lieen.
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Abb. 13: Verteilung der Patienten hinsichtlich DTC-Detektion im LK

47



3.6.2 Expression von beta-catenin in EpCAM-positiven DTC aus
Lymphknoten

Die Doppelfarbung fiir EpCAM und beta-catenin wurde fiir die Lymphknotenpréparate
aller 13 untersuchten Fille durchgefiihrt. Insgesamt konnten sieben EpCAM-positive
Zellen auf ihre beta-catenin Expression hin untersucht werden. In der Lymphknoten-
Metastase des oben beschriebenen Patienten wurden EpCAM-positive Zellen
beobachtet, welche beta-catenin sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma aufwiesen
(Abb. 14) Dabei ist bemerkenswert, dass nur eine von sieben EpCAM-positiven Zellen
(14%) nukleéres beta-catenin exprimierte, wahrend die fiinf weiteren Zellen (72%) eine
zytoplasmatische Expression von beta-catenin aufwiesen oder in einem Fall (14%)
keine beta-catenin Expression zeigten.

Das Expressionsverhalten von beta-catenin in den aus LK isolierten DTC korrelierte
analog zu den CK-positiven Tumorzellen aus dem Knochenmark nicht mit dem
Primértumorstadium und dem Lymphknotenstatus der Primirtumoren. In der bereits
weiter oben beschriebenen LK-Makrometastase hingegen fanden sich alle
Expressionsformen von beta-catenin, wobei jedoch auch hier die zytoplasmatische

Expression die Mehrzahl ausmachte.

®nukledr (n=1)
¥ zytoplasmatisch (n=5)

negativ (n=1)

Abb. 14: Lokalisation von beta-catenin in den DTC aus LK
Es wird zwischen nukledrer, zytoplasmatischer und fehlender (negativer) beta-catenin-

Expression unterschieden
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3.7 Genomische Untersuchung von DTC aus dem Knochenmark

Die Isolation der CK-markierten Einzelzellen zur Untersuchung der genomischen DNA
mittels Mikromanipulation gelang bei 17 DTC (Abb. 15). Aufgrund der geringen
Anzahl von LK-Préparaten wurden lediglich DTC aus KM-Proben isoliert und fiir die
DNA-Extraktion zur nachfolgenden CGH-Untersuchungen herangezogen.

10 ym

Abb. 15: Isolierung einer CK-positiven Tumorzelle aus einem Knochenmarksaspirat
mittels Glaskapillare nach immunzytochemischer Markierung durch das AK-gekoppelte
Fluorochrom AlexaFluor 488. Zur selektiven Mikromanipulation war neben dem
Fluoreszenzlicht zusétzlich Durchlicht mit niedriger Leuchtkraft angeschaltet.

Nach der Isolierung der DTC aus den aufbereiteten KM-Aspiraten folgte die globale
Amplifikation der genomischen DNA durch eine Msel-Adapter-Linker-PCR (siehe
Abschnitt Material und Methoden). Aus der Reaktion entstand ein reprisentatives Msel-
PCR-Amplifikat, welches mit seinen DNA-Fragmenten das Genom einer Einzelzelle
global und verhédltnistreu abbildet. AnschlieBend wurden die amplifizierten
Einzelzellgenome mithilfe der CGH auf genomische Zugewinne und Verluste
untersucht. Dabei wurde die von Klein, Schmidt- Kittler et al. entwickelte Methode
verwendet (Klein, Schmidt-Kittler et al. 1999). Von den 17 isolierten CK-positiven
DTC gelang die globale Amplifikation der genomischen Einzelzell-DNA bei 15 Zellen
(88%) aus den Knochenmarkaspiraten von 10 Patienten. Die gewonnenen CGH-Profile
aller DTC wurden in Abb. 16 als Sammelhistogramm und Ideogramm zusammengefasst

(erstellt iiber die Internetseite www.progenetix.net). Die Darstellung gestattet eine
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iibersichtliche und anschauliche Présentation héufiger genomischer Aberrationen

(Amplifikationen und Deletionen) in den DTC.

2 3 4 a5 L] 7 -] 2 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2122

1
A0 R0 00 D 0 R DA R N O 0D 0 OO MW W00 0

o

Cin m— oy W —_r—— . .= - ahlinm_ ol

A

=
= - = =
| - !—_ = =
= = = = =
= = = =
p— - -
= =| = = =

- - = =
E | = = = =
= ] = = =
et = = = =
= |-_ = = -
1 2 3 4 5
-: — —_
- - |—_ = |— ] _‘
= = = = = — -
— - =
= = = e | = = =
= = - = - — —
—= — = = == =
= = = - 1= = =
— = —_— = —] —
i3 T B a 10 11 12
= =

=

- — — — —
_—| = o = [ —
—_ - = = - =
= = = - — =
= - - — —_— —
12 14 15 16 17 18
'li _—_I = L |

— 1 -
19 20 21 22

Abb. 16: Sammelhistogramm (oben) und Ideogramm (unten) der 15 isolierten CK-
positiven DTC aus Knochenmarkaspiraten.

Im Sammelhistogramm zeigt sich die Héufigkeit (in Prozent aller untersuchten DTC) der
chromosomalen Aberrationen im Genom (griine Balken: Amplifikation; rote Balken: Deletion)
entsprechend der Chromosomen. Das Ideogramm veranschaulicht die Aberrationen an den
einzelnen Chromosomen.

Die héufigsten Verdnderungen bei mehr als 25% aller untersuchten Einzelzellgenome
waren Amplifikationen am kurzen Arm von Chromosom 16 und am langen Arm von
Chromosom 20, wéahrend Deletionen besonders hiufig am langen Arm von Chromosom
13 beobachtet wurden. Zudem fanden sich die fiir das kolorektale Karzinom typische
genomische Verdnderungen (Gewinne am Chromosom 7, 8, 13 und 20 sowie Verluste

am Chromosom 4, 8 und 18).
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Um die Ergebnisse der CGH mit dem Grad der Metastasierung zu korrelieren, wurden
zwei Patientengruppen gebildet (Abb. 17): Die erste Gruppe beinhaltete diejenigen
Patienten, die ein M0O-Stadium aufwiesen, wihrend die zweite Gruppe Kollektiv aus den

Patienten im M1-Stadium bestand.

1 2 3 4 5 [} 7 8 a 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2122

(U (1P 0 AT PO T 1 O A AT 1 1 1 R T

q- | I

2 3 4 5 & 7 & k] 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 18 20 2122

'
0 110U 0 1 T 1 O 1 AR O R M

Abb. 17: Sammelhistogramme zur Subgruppenanalyse der untersuchten Einzelzellgenome
in Abhiingigkeit vom Metastasierungsstatus der Patienten (MO0 vs. M1)

Oben: Einzelzellgenome von Patienten im Tumorstadium MO (n=8). Unten: Einzelzellgenome
von Patienten im Tumorstadium M1 (n=7).

Hierbei ist sowohl ein Unterschied bei der Lokalisation als auch in besondere Mafle die
Anzahl der Verdnderungen auffillig. Dies wird in Abb. 18 veranschaulicht. Wahrend
die durchschnittliche chromosomale Aberrationsrate bei den Patienten im MO- Stadium
bei 1,13 lag zeigten sich bei den Patienten im MI1-Stadium durchschnittlich 7,43
Verianderungen pro Zelle (p=0,0065, t-test).
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Abb. 18: Mittlere Anzahl von CGH-Verinderungen pro Einzelzellgenom in Abhéingigkeit
des Metastasierungsstatus (MO0 vs. M1)

Der Median aller in den untersuchten Einzelzellgenomen beobachteten Aberrationen
belief sich auf vier pro DTC. Wihrend bei den Patienten im M0-Stadium lediglich eine
von acht Zellen vier oder mehr Aberrationen aufwies (1/8), fanden sich in allen Zellen
(7/7) der Patienten im M1-Stadium vier oder mehr Aberrationen (p=0,0014; Fisher's
exact test, Abb. 19).

Anzahl der Einzelzellgenome
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>4 Aberrationen
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Abb. 19: Anzahl der Einzelzellgenomen mit vier oder mehr Aberrationen pro DTC in
Abhiingigkeit vom Metastasierungsstatus (M0 vs. M1)

In den folgenden Betrachtungen der CGH-Ergebnisse galt es, mogliche
Zusammenhinge zwischen dem Expressionsverhalten von beta-catenin in den DTC und

den genomischen Profilen der Einzelzellen zu identifizieren. Fiir die Analyse standen
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die genomischen Verdnderungen von 15 DTC aus dem Knochenmark zur Verfiigung,
bei welchen zuvor mittels Immunfluoreszenz-Doppelfiarbung die Expression von CK
und beta-catenin untersucht worden war. Fiir die Korrelationen wurden die analysierten
DTC in Abhéngigkeit von ihrem Expressionsverhalten fiir beta-catenin zwei Gruppen
zugeordnet: Vier Tumorzellen mit nukledrem beta-catenin bildeten die erste Subgruppe,
wihrend die zweite Subgruppe 11 DTC umfasste, die eine zytoplasmatische oder keine
Expression von beta-catenin aufwiesen. Aus der ersten Gruppe waren vier
Einzelzellgenome von vier Patienten auf CGH-Verdnderungen untersucht worden,
wihrend elf Zellen aus der zweiten Gruppe von neun Patienten stammten.

Bei der genomischen Untersuchung dieser beiden Gruppen fiel ein Unterschied in der
Anzahl der Aberrationen auf (Abb. 20): Die durchschnittliche chromosomale
Aberrationsrate der Einzelzellgenome von DTC mit nukledrem beta-catenin war mit
8,75 gegeniiber 2,39 bei den DTC der zweiten Gruppe signifikant héher (p=0,018; t-

test).
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Abb. 20: Mittlere Anzahl an CGH-Verinderungen pro Zelle in Abhiingigkeit von der
beta-catenin-Expression

In der CGH lieB sich allein bei drei der 15 untersuchten Zellen ein balanciertes CGH-
Profil ohne DNA-Gewinne oder —Verluste detektieren, wobei keine dieser drei Zellen
eine nukledre Expression von beta-catenin in der vorangegangen Immunfluoreszenz-
Doppelfiarbung aufgewiesen hatte. Abb. 21 veranschaulicht, in wie weit sich die Anzahl
der chromosomalen Aberrationen zwischen den beiden Kollektiven unterschieden: Es

wiesen drei der vier Zellen mit nukledrem beta-catenin mehr als vier Aberrationen auf,
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wobei vier Aberration den Median aller Zellen ausmachten. Demgegeniiber fand sich
bei nur einer der elf Zellen ohne nukleére Expression von beta-catenin mehr als vier

Aberrationen (p=0,03; Fisher's exact test).
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Abb. 21: Anteil von DTC mit mehr als vier Aberrationen pro DTC in Abhingigkeit ihrer
beta-catenin-Expression

Um die Gruppen miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die CGH-Profile der
Einzelzellen ebenfalls zu Sammelhistogrammen vereint (Abb. 22). Die héaufigsten
Verianderungen, welche bei mehr als 25% der DTC gesehen wurden, waren bei den
DTC mit nukledrem beta-catenin Gewinne an Chromosom 7 und Chromosom 20 sowie
an den Chromosomenarmen 3q und 19q, wihrend chromosomale Verluste besonders oft
an den Chromosomenarmen 3p und 4q beobachtet wurden. Dagegen wiesen die Zellen
ohne nukledres beta-catenin hiufiger chromosomale Zugewinne am Chromosomenarm
16p und Verluste insbesondere am Chromosomenarm 13q. Damit waren die
chromosomalen Aberrationen in den beiden Kollektiven nicht nur ihrer Anzahl, sondern
auch in ihrer Lokalisierung signifikant unterschiedlich.

Beim Vergleich der beiden Gruppen beziiglich ihrer Verdnderungen zeigten sich
auffillige Unterschiede bei der Amplifikation am Chromosom 7 (p=0,06, Fisher's
exact test) und am Chromosomenarm 19q (p=0,06, Fisher’s exact test) sowie bei der

Deletion am Chromosom 3p (p=0,06; Fisher's exact test).
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Abb. 22: Sammelhistogramme der genomischen Aberrationen von DTC entsprechend
ihres beta-catenin-Phéanotyps.

Oben: DTC mit nukledrem beta-catenin (n=4). Unten: DTC mit zytoplasmatischem bzw.
fehlender Expression von beta-catenin (n=11).
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3.8 Untersuchung der Priméirtumoren und Metastasen

Erginzend zu den phinotypischen Untersuchungen an den DTC aus KM und LK
erfolgten immunhistochemische Firbungen der zugehorigen Primértumoren und
Metastasen. Dabei wurde die ABC-Methode mit dem Antikorper Anti-catenin-beta zur
Darstellung von beta-catenin verwendet, um die zentralen Anteile und Randbereiche der
Praparate miteinander vergleichen zu konnen. Dabei galt es, Zellen mit den
unterschiedlichen Expressionsmustern von beta-catenin  wie schon bei den
Untersuchungen der Einzelzellen zu unterscheiden. Die Abb. 23 zeigt beispielhaft einen
Randbereich mit hohem Anteil von nukledrem beta-catenin sowie einen Randbereich
mit Zellen ohne nukledre beta-catenin-Expression.

Die Auswertung offenbarte eine ausgeprigte Heterogenitit der Expression von beta-
catenin innerhalb eines jeden Priparates. Grofe zusammenhidngende Areale einer
einheitlichen Expression zeigten sich nicht. Um dies fiir die Gesamtheit des Préparates
zu beriicksichtigen, wurden Mittelwerte bestimmt. Diese Mittelwerte entstanden, indem
die angefarbten Tumorzellen pro Blickfeld bestimmt und in Prozentzahlen fiir ihre

Positivitdt angegeben wurden.
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Abb. 23: Immunhistochemische Darstellung von beta-catenin an der Invasionsfront des
Primértumors bei kolorektalen Tumorpatienten

Die Bilder A2 und B2 entsprechen den weifl gerahmten Ausschnitten der Bilder A1 bzw. B1.
Al: 100fache VergroBerung, bzw. A2: 400fache VergroBerung. Die Invasionsfront zeigt Zellen,
die kein nukleédres beta-catenin aufweisen (0%).

B1: 100fache VergroBerung, bzw. B2: 400fache Vergroerung. Die Zellen dieser Invasionsfront
exprimieren nahezu alle nukleédres beta-catenin (90%).

Es konnten 52 von 66 Priparaten (79%) auf ihre beta-catenin Expression iiberpriift
werden. Dabei wiesen fiinf Proben (14%) bei den Primértumoren und drei (18%) bei
den Metastasen kein beta-catenin im gesamten Préparat auf. Alle acht genannten Proben
hatten keine DTC im KM. Die zentralen Anteile in den Primirtumoren wie auch in den
Metastasen wiesen deutlich weniger Zellen mit nukledrem beta-catenin (13 bzw. 20%)
als an den jeweiligen Randbereichen (38 bzw. 47%) auf (Abb. 24).

Betrachtet man lediglich jene Patientenproben, bei denen DTC im KM detektiert
werden konnten ergaben sich vergleichbare Werte (10% zentral und 37% im Bereich

der Invasionsfront).

57



Patienten, bei welchen DTC mit nukledrem beta-catenin im KM nachgewiesen worden
waren, exprimierten durchschnittlich 14% nukleédres beta-catenin in den zentralen und

37% im Bereich der Invasionsfront.
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Abb. 24: Prozentuale Verteilung der Zellen mit nukleirem beta-catenin im zentralen
Bereich und an der Invasionsfront der untersuchten Tumorgewebe

Es ergab sich die Frage, ob der hohe Anteil an Zellen mit nukledrem beta-catenin im
Bereich der Invasionsfront mit einem vermehrten Auftreten von DTC im KM
verbunden war. Hierfiir wurde der Anteil an nukledrem beta-catenin im Bereich der
Invasionsfront bei Patienten ohne und Patienten mit DTC im KM getrennt berechnet. Es

zeigte sich ein nahezu identischer Anteil (35% vs. 36%).
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4 Diskussion

Disseminierte Tumorzellen beim CRC

Die Prognose von Patienten mit kolorektalem Karzinom wird weiterhin entscheidend
durch das Auftreten von Fernmetastasen bestimmt (Holzel, Eckel et al. 2009). Bei der
Metastasierung handelt es sich um einen mehrstufigen Prozess (Hanahan et al. 2000),
bei dem sich epitheliale Tumorzellen aus einem Zellverband 16sen, in Blut- oder
Lymphgefifle eintreten und diese andernorts wieder verlassen, um letztlich unter den
dortigen, im Vergleich zum Ursprungsmilieu anders gearteten Gewebebedingungen eine
Metastase bilden zu konnen (Zetter et al. 1990). Zahlreiche Studien deuten darauf hin,
dass es sich bei den sogenannten disseminierten Tumorzellen (DTC), die in
Knochenmark (KM) und Lymphknoten (LK) nachgewiesen werden konnen, um die
Vorlduferzellen von Metastasen handelt (Stoecklein et al. 2010, Klein et al. 2013). Die
erhebliche genetische Ungleichheit zwischen Priméirtumoren, den DTC und Metastasen
bei Karzinomen ldsst auf eine frilhe Absiedelung von Tumorzellen aus dem
Priméirtumor schlieBen (parallele Progression). Ein hypothetischer linearer Verlauf der
Tumorprogression hingegen wiirde einen deckungsgleichen- bzw. dhnlichen Genotyp
zwischen Primarius, DTC und Filiae vermuten lassen (lineare Progression). Ein
weiteres Zeichen fiir die biologische Relevanz der DTC fiir die systemische
Tumorerkrankung ist die signifikante Korrelation des Nachweises von DTC mit einer
schlechteren Prognose, wie sie bei den meisten soliden Tumoren beschrieben worden ist
(Gorges, Pantel et al. 2013). Wihrend dieser Zusammenhang beim Mammakarzinom als
gesichert gilt (Braun, Vogl et al. 2005, Vincent-Salomon, Bidard et al. 2008), bleibt die
Studienlage beim kolorektalen Karzinom (CRC) trotz umfangreicher Untersuchungen
bislang uneinheitlich. Rhabari et al. konnten in einer groBen Metaanalyse insgesamt
sechs Studien eingrenzen, die eine prognostische Relevanz der DTC beim CRC zeigten
(Rahbari, Aigner et al.). Demgegeniiber fanden sich aber auch Untersuchungen, in
welchen der Nachweis von DTC im KM von Patienten mit einem CRC prognostisch
irrelevant waren (Cohen, Garin-Chesa et al. 1998, Schott, Vogel et al. 1998,
Schoppmeyer, Fruhauf et al. 2006). Diese widerspriichlichen Ergebnisse hinsichtlich
der prognostischen Relevanz von DTC beim CRC kdnnen einerseits durch methodische

Unterschiede im Studienaufbau (u.a. Patientenkollektive, Anreicherungsmethode,
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verwendete Antikorper, Nachbeobachtungszeitraum, usw.) erklart werden. Andererseits
lassen sich die kontroversen Studienergebnisse dahingehend deuten, dass die
zugrundeliegende Biologie der DTC und ihre Bedeutung fiir die Tumorprogression
bislang nur unzureichend verstanden sind. So zeigen sich beim CRC regelméfig hohe
Detektionsraten von DTC im KM (Riethdorf, Pantel et al. 2008), obgleich dieses kein
priméres Zielorgan der Metastasierung des kolorektalen Karzinoms darstellt (Wan et al.
2009, Vatandoust et al. 2015). Demgegeniiber weisen Patienten mit Mamma- oder
Prostatakarzinomen eine deutlich niedrigere Inzidenz fiir DTC im KM auf, obwohl bei
diesen Entitdten signifikant hdufiger Knochenmetastasen entstehen (Guise et al 2007).
Demzufolge konnte die Priasenz von DTC im KM von CRC-Patienten einen transienten
Ruhezustand (,,dormancy*) darstellen, aus welchem die Zellen mit einer zeitlichen
Latenz reaktiviert und in die Blutbahn zuriick gelangen, ohne jedoch in der
Zwischenzeit eine ossdre Makrometastase entwickelt zu haben (WiKMan, Vessella et
al. 2008).

Die Detektion von DTC im KM bei CRC-Patienten erfolgt iiblicherweise mit
Antikorpern, welche spezifisch die Zytokeratine der Zellen erkennen (Schlimok, Funke
et al. 1990, Pantel, Izbicki et al. 1993). In den angefiihrten Studien wie auch in der
vorliegenden Arbeit ist der Antikdrper A45-B/B3 verwendet worden, welcher gegen die
Heterodimere CK8, CK18 und CK19 gerichtet ist (Pantel, Schlimok et al. 1994). Mit
dieser etablierten Methode wurden in der vorliegenden Arbeit insgesamt 28 CK-positive
Tumorzellen in 18 KM-Proben von 66 CRC-Patienten (27%) detektiert. Die
Detektionsrate unter Verwendung des Antikorpers A45-B/B3 variierte in den bisherigen
Studien zwischen 10% und 55% (Buxhofer-Ausch, Ausch et al. , Leinung, Wurl et al.
2000, Werther, Normark et al. 2002, Schoppmeyer, Fruhauf et al. 2006), so dass eine
Nachweisrate von 27% in diesem Bereich liegt. Bemerkenswerterweise fiel die
Detektionsrate bei Patienten mit kleineren Primirtumoren (pT1 und pT2) merklich
geringer aus als bei Patienten mit gro8eren Primédrtumoren (pT3 und pT4). Obgleich der
Unterschied nicht signifikant war, ergab sich mit 15% bzw. 32% jedoch nominell ein
deutlicher Unterschied. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die Inzidenz von
DTC im KM von CRC-Patienten unter anderem von der Infiltrationstiefe des
Primirtumors abhingen konnte. Ob letztlich die Ausdehnung groBerer Primédrtumoren
im Gewebe oder die damit vermutlich einher gehende lingere Wachstumszeit fiir ein
potentiell erhohtes Risiko der Tumorzelldissemination ursdchlich, ist letztlich ungeklart.

Die systemische Ausbreitung der Krebserkrankung ist mit dem Auftreten von
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Fernmetastasen gewiss (Talmadge, Fidler et al. 2010). Betrachtet man die DTC als
Vorlduferzellen von Metastasen, so wire eine hohere Detektionsrate bei klinisch
manifester Metastasierung naheliegend. In diesem Zusammenhang hatte sich unter
Verwendung des  Antikdrpers A45-B/B3  bei der  Untersuchung von
Knochenmarkproben bei CRC-Patienten im M1-Stadium eine Detektionsrate von 55%
gezeigt (Schoppmeyer, Fruhauf et al. 2006). Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Subgruppenanalysen von Patienten im MO-Stadium (27%) und im M1-
Stadium ohne (21%) bzw. mit (33%) operablem Primértumor ergaben jedoch keinen
signifikanten Unterschied der Detektionsraten zwischen den Gruppen. Dennoch fiel auf,
dass jene Patienten mit klinisch fassbarer Metastasierung und DTC im KM héufiger
multiple Metastasen (n>1) und zudem mit 36% auch eine hohere DTC-Detektionsrate
aufwiesen als die ilibrigen Patienten mit lediglich 13%. Dies konnte Ausdruck des
vermuteten Einflusses der DTC auf die Metastasierung sein, zumal mit fortschreitender
Tumorprogression die Zunahme von fiir die Metastasierung relevanten DTC
anzunehmen ist. Insgesamt jedoch waren die hier untersuchten Patientenzahlen zu
gering, um einen mdglichen Zusammenhang demonstrieren zu konnen. Der Vergleich
mit dhnlichen Studien ist an dieser Stelle nicht moglich, da diese entweder keine
Patienten im UICC-Stadium IV untersuchten (Lindemann, Schlimok et al. 1992) oder
keine derartigen Ergebnisse beschrieben (Leinung, Wurl et al. 2000, Schott, Vogel et al.
1998).

Zur Detektion von DTC im LK wurde der monoklonale Antikdrper Ber-Ep4 verwendet,
welcher gegen das epitheliale Zell Adhésionsmolekiill (EpCAM) gerichtet ist. Die
Detektionsrate EpCAM-positiver Zellen im LK betrug in der vorliegenden Arbeit 39%.
Dieses Ergebnis ldsst sich ebenfalls mit anderen Arbeiten vergleichen, bei denen die
Rate gefundener Tumorzellen zwischen 27% und 50% lag (Rosenberg, Friederichs et al.
2004, Schurr, Behnke et al. 2007). Aufgrund der limitierten Fallzahl bei den
Untersuchungen des Lymphknotens ist die Aussagekraft sicherlich eingeschrinkt,
allerdings zeigte sich bei den 13 untersuchten Patienten jedoch analog zu den aus dem
KM isolierten DTC auch in diesem Fall, dass die groBeren Tumoren (pT3 und pT4) eine

hohere Detektionsrate als die kleineren Tumoren (pT1 und pT2) aufwiesen.
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Stellen DTC mit aktiviertem Wnt-Signalweg relevante Subpopulation dar?

Wie dargelegt konnte die prognostische Relevanz der DTC bei verschiedenen
Tumorentititen mehrfach belegt werden (Gorges, Pantel et al. 2013). Jedoch scheint
nicht der Nachweis von DTC allein fiir eine schlechtere Prognose bedeutsam zu sein. So
zeigten Uberlebensanalysen beim Mammakarzinom, dass der Nachweis von DTC im
KM ein verkiirztes Uberleben bedingt (Braun, Vogl et al. 2005). In der zitierten
Untersuchung konnte bei Patientinnen mit Nachweis von DTC im KM ein signifikant
verkiirztes 5-Jahres-Uberleben festgestellt werden. Allerdings zeigte sich bei der
Analyse der 10-Jahres-Uberlebensraten, dass dieses nicht allein durch den Nachweis
von Fernmetastasen assoziiert ist. Hier schienen eher TumorgroBe und der LK-Status
von Bedeutung zu sein. Die unbestindige prognostische Relevanz von DTC beim CRC
wie sie in der Metaanalyse von Rhabari et al. insbesondere im Vergleich zu
Brustkrebspatientinnen verdeutlicht wird, konnte durch ein variables metastatisches
Potential dieser Tumorzellen zu erkldren sein, wobei moglicherweise nicht alle
detektierten DTC fiir die Metastasierung in gleichem Mafle relevant sind. Vielmehr
konnten Subpopulationen mit besonderem Potential fiir die Metastasierung
verantwortlich zu sein.

Nach dem Konzept von Brabletz et al. (Brabletz, Jung et al. 2005) konnten
migratorische Tumorstammzellen aus einer Subpopulation von fiir die Disseminierung
und Metastasengriindung relevanten DTC mit erhaltenen Stammzelleigenschaften
hervorgehen. Die Identifikation dieser Tumorstammzellen beim CRC war in den letzten
Jahren Gegenstand vieler Untersuchungen. Die folgenden Marker konnten bislang als
potentielle Tumorstammzellmarker beim CRC identifiziert werden: CD24 und CD 29
(Vermeulen et al. 2008), CD44 (Chu et al. 2009, Dalerba, Dylla et al. 2007, Du et al.
2008), CD133 (O'Brien, Pollett et al. 2007, Ricci-Vitiani, Lombardi et al. 2007), CD166
Dalerba, Dylla et al. 2007), Lgr-5 (Barker et al. 2009) und ALDH1A1 (Huang et al.
2009). Ein besonders zielfithrender Oberflaichenmarker konnte dabei das CD133 sein,
welches als ein Marker fiir Stammzelleigenschaften beim CRC identifiziert werden
konnte (O'Brien, Pollett et al. 2007, Ricci-Vitiani, Lombardi et al. 2007). Bei dem
genannten CDI133, auch Prominin genannt, handelt es sich um ein
Transmembranprotein, welches erstmalig vor knapp 20 Jahren in humanen
hidmatopoeitschen Stammzellen beschrieben wurde (Miraglia, Godfrey et al. 1997). Aus

den zuvor benannten Publikationen geht hervor, dass eine Selektion von kolorektalen
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Tumorzellen, die CD133 exprimieren, zu einer stark erhohten Tumorogenitidt nach
Inokulation in immundefizienten Mausen fiihrten. Dabei waren die implantierten Zellen
fortan fahig, sich selbst zu erneuern und die urspriingliche Morphologie des
Primértumors anzunehmen. Weitergehend konnte gezeigt werden, dass die kombinierte
Expression von nukledrem beta-catenin und CD133 im Primértumorgewebe mit einem
hoheren Risiko der Tumorprogression assoziiert ist (Horst, Kriegl et al. 2009). Eine
weitere  vielversprechende = Kombination  zur  Identifikation  potentieller
Tumorstammzellen beim CRC konnte die Oberflichenmolekiile EpCAM, CD44 und
CD166 umfassen (Dalerba, Dylla et al. 2007). Die Arbeitsgruppe um Dalerba et al.
zeigte, dass es einer Subpopulation aus EpCAM-/CD44-positiven epithelialen Zellen
vorbehalten war, nach Implantation in immunsupprimierten Maiusen zu einem
Tumorwachstum zu fiihren. Diese Tumoren exprimierten zusétzlich den
mesenchymalen Stammzell-Oberflichenmarker CD166, sodass die Arbeitsgruppe das
Stammzellmodell beim CRC hiermit weiter bestétigt sahen und in der Kombination aus
diesen drei Markern ein fiir die Stammzellisolierung sinnvolles Profil an
Oberflachenmarkern postulierten. Beta-catenin gilt als bedeutender Effektor des Wnt-
Signalweges, wodurch es iiber die Aktivierung verschiedener Zielgene eine wichtige
Funktion in den intestinalen Stammzellen iibernimmt (Korinek, Barker et al. 1998).
Entsprechend dem Konzept von Brabletz et al. gelten jene Zellen als migratorische
Tumorstammzellen, die ihre Stammzelleigenschaft erhalten und die epitheliale-
mesenchymale Transition (EMT) durchlaufen haben. Beim CRC ldsst sich die EMT
durch die Aktivierung des Wnt-Signalweges an der Invasionsfront nachweisen
(Brabletz, Jung et al. 1998, Kirchner and Brabletz 2000), wobei nukledres beta-catenin
als Endpunkt des Signalweges zum Nachweis der Wnt-Aktivierung dienen kann. Zudem
konnte Lgr-5 als potentieller Marker fiir intestinale Stammzellen identifiziert werden
(Barker, van Es et al. 2007). Es handelt sich hierbei um ein Zielgen des beta-
catenin/TCF-4 Komplexes, welches aufgrund seiner restriktiven Expression in den
basalen Krypten des Kolons von der Arbeitsgruppe ausgewéhlt wurde. TCF-4 ist ein
Transkriptionsregulator, welcher im Falle einer Wnt-Aktivierung ein Komplex mit
beta-catenin eingeht und demnach ebenfalls als wichtiger Mediator des Wnt-
Signalweges gilt (Korinek, Barker et al. 1998). Lgr-5 ist ein sogenannter G-Protein-
gekoppelter Rezeptor welcher nach Ligandenbindung einen Proteinkomplex bildet und
die Wnt-Signaltransduktion positiv reguliert. In der genannten Arbeit konnte gezeigt

werden, das eine APC-Mutation in Lgr-5-positiven Stammzellen die Entstehung von
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Adenomen fordert. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass eben dieser APC-Verlust ein
sehr effizienter Weg zur Neoplasie darstellt (Barker et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis von nukledrem beta-catenin als
indirekter Marker fiir die Aktivierung des Wnt-Signalweges in den detektierten DTC
der CRC-Patienten heran gezogen. Die hierzu etablierte Doppelfarbung zur simultanen
Darstellung von epithelialen Markern (Zytokeratin oder EpCAM) und beta-catenin
wurde mithilfe der humanen kolorektalen Tumorzelllinie SW480 etabliert, da diese
humane kolorektale Tumorzelllinie bekanntermallen beide epitheliale Marker exprimiert
und sich zudem fiir die Darstellung von beta-catenin eignet (Eleftheriou, Yoshida et al.
2001). In den beschriebenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich
nukledres beta-catenin insbesondere in den Bereichen mit niedriger Zelldichte,
zytoplasmatisch lokalisiertes beta-catenin hingegen eher in Zellverbidnden darstellen
lieB. Dies lieB sich in den hier durchgefiihrten Zellkulturversuchen ebenfalls
nachweisen, so dass die Doppelfarbung fortan fiir die weiteren Untersuchungen an den
Einzelzellen verwendet werden konnte. Der fiir Etablierung der Doppelfirbung
zusitzlich verwendete Kernfarbstoff DAPI wurde in den Untersuchungen der
Einzelzellen nicht verwendet, da eine potentielle Beeintrachtigung (Darzynkiewicz et al.
2012) der folgenden genomischen Untersuchung vermieden werden sollte.

Die Phénotypisierung der DTC nach der Expression von beta-catenin gelang bei 23
Tumoreinzelzellen, die aus dem KM von CRC-Patienten isoliert worden waren. Dabei
konnte erstmalig gezeigt werden, dass 30% der untersuchten kolorektalen DTC
nukledres beta-catenin exprimierten und demzufolge ihrer anzunehmenden Wnt-
Aktivierung als migratorische Tumorstammzelle gelten konnten (Brabletz, Jung et al.
2005). In wie weit sich die Wnt-Aktivitit in den DTC wihrend den verschiedenen
Phasen der Disseminierung verdndern, bleibt weiterhin ungeklért. Es ist vorstellbar,
dass die Wnt-aktivierten DTC ihre durch die EMT erworbenen Eigenschaften auch
wihrend der Disseminierung voriibergehend behalten. Mdglicherweise sind zudem
auto- und parakrine Faktoren des Mikromilieus relevant, welche die Aktivitit des Wnt-
Signalweges modulieren und damit die Migration und Invasion der Zellen begilinstigen
(Fodde and Brabletz 2007), fiir die Translokation von beta-catenin in den Zellkern
verantwortlich. Bei den hier gezeigten Daten war auffillig, dass insbesondere jene
Zellen, welche sich bei Patienten mit metachroner Metastase (Mle) nachweisen
lieBen, besonders haufig nukledres beta-catenin aufwiesen (45%). Im Gegensatz hierzu

wiesen die Zellen der Patienten mit pMO- und Ml,-Stadium lediglich in 21%
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nukledres beta-catenin auf. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vorstellung, dass nicht
allein die Wnt-Aktivitit und die konsekutive EMT am Rande des Priméirtumors fiir die
Wnt-Aktivitidt der DTC verantwortlich sind. Vielmehr scheinen die zellphysiologischen
Eigenschaften, welche die DTC durch die EMT erlangt haben auch durch anhaltende
Einfliisse wie das Mikromilieu im KM oder LK aufrechterhalten zu werden. Auch wenn
die Fallzahl der in der vorliegenden Arbeit untersuchten LK von CRC-Patienten
deutlich geringer war, wurde nukledres beta-catenin lediglich in einer der sieben Zellen
nachgewiesen (14%). Der Wnt-Signalweg schien in den aus dem LK isolierten DTC
demnach nicht so héufig aktiviert zu sein wie bei den DTC des Knochenmarks mit 30%.
Die Untersuchungen auf DTC im KM oder LK gilt beim kolorektalen Karzinom bislang
nicht als Routinediagnostik. Grundsétzlich wire hierfiir ein einheitliches Konzept zur
Detektion von DTC, wie sie die Arbeitsgruppe um Pantel et al. vorschlagen (Fehm,
Pantel et al. 2006) sinnvoll. Zumal nur mit einer einheitlichen Methodik vergleichbare
Ergebnisse aller Untersuchungen zu DTC im KM oder LK zu erwarten ist. Allerdings
wire die Etablierung einer immunzytochemischen Firbemethode zur simultanen
Darstellung mehrerer Zielstrukturen ein ebenso anzustrebendes Ziel. Neben dem von
der Arbeitsgruppe um Pantel et al. empfohlenen Zytokeratin-AK wire es moglich,
gleichzeitig mehrere zellspezifische Marker zu untersuchen und damit potentielle DTC-
Populationen phénotypisch auf einfache Weise genauer zu klassifizieren. Eine
Dreifachfairbung mit AK gegen beta-catenin, Zytokeratin und EpCAM wire zu
erwdgen, zumal die Farbung gegen Zytokeratin als Standard zur Detektion
disseminierter Tumorzellen gilt und EpCAM als therapeutisches Markermolekiil beim
fortgeschrittenen kolorektalen Karzinom bereits etabliert wurde (Riethmuller,
Schneider-Gadicke et al. 1994, Riethmuller, Holz et al. 1998). Als Beispiel fiir diese
Kombination konnte beim Mammakarzinom gezeigt werden, dass bei
immunzytochemischen Firbungen gegen Zytokeratin nach Anreicherung EpCAM-
positiver Zellen nur ein geringer Prozentsatz der Zytokeratin-positiven Zellen eine Co-
Expression von EpCAM aufweist (Kasimir-Bauer, Otterbach et al. 2003). Beide Marker
scheinen bei dieser Studie nur selten gemeinsam auf einer Zelle gemeinsam exprimiert
zu sein, sodass von unterschiedlichen DTC-Populationen mit potentiell

unterschiedlicher Relevanz fiir die Metastasierung ausgegangen werden konnte.
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Nukleiires beta-catenin in DTC korreliert mit erhohter CIN

Bei der Phinotypisierung von DTC aus dem KM konnten CK-positive Tumorzellen mit
nukledrem beta-catenin identifiziert werden. Hadjihannas et al. hatten in diesem
Zusammenhang zeigen konnen, dass nukledres beta-catenin als Zeichen einer
verstarkten Wnt-Aktivitdt in Kolonkarzinomzellen mit einer erhohten chromosomalen
Instabilitdt (CIN) einhergeht (Hadjihannas, Bruckner et al. 2006). Entsprechend dem
genetischen Modell fiir die Tumorentstehung beim kolorektalen Karzinom spielt die
CIN mit den damit einhergehenden Aktivierungen von Onkogenen und Verlust von
Tumorsuppressorgenen eine entscheidende Rolle beim CRC (Fearon, Vogelstein et al.
1990). Fortgeschrittene Tumore beim CRC weisen CIN mit Aneuploidie als auch mit
chromosomalen Aberrationen auf, wobei die CIN mit zunehmendem Tumorprogress
zunimmt (Lengauer, Kinzler et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, dass Aneuploidie
als Zeichen einer CIN stark mit dem Nachweis von nukledrem beta-catenin im Bereich
der Invasionsfront korrelierte (Martensson, Oberg et al. 2007). In der vorliegenden
Arbeit wurden 15 DTC mit einem etablierten Protokoll zur Einzelzell-CGH (Klein,
Schmidt-Kittler et al. 1999) genomisch mit dem Ziel untersucht, neben phianotypischen
Merkmalen genomische Verdnderungen zu identifizieren, welche ein besonderes
Potential zur Metastasierung der Zellen nahelegen konnte. Dabei zeigte sich, dass die
durchschnittliche Aberrationsrate von Zellen mit nukledrem beta-catenin signifikant
hoher war als bei DTC ohne nukleéres beta-catenin (p=0,018). Diese signifikant erh6hte
Aberrationsrate bei DTC mit nukledrem beta-catenin spricht fiir eine hdhere
chromosomale Instabilitdt, die durch Gewinne oder Verluste groBer Teile ihrer der
Chromosomen definiert ist (Rajagopalan, Nowak et al. 2003). Ungeklart ist bislang, in
wie weit diese chromosomalen Verdnderungen in Zusammenhang mit der Expression
von nukledrem beta-catenin stehen. Es gibt jedoch Hinweise, dass eine erhdhte Wnt-
Aktivitidt beim CRC Auswirkungen auf chromosomale Verdnderungen hat: Hadjihannas
et al. zeigten an der Tumorzelllinie HCT116, dass die durch nukledre Translokation von
beta-catenin erhdhte Transkriptionsaktivitit iiber Conductin und polo-like-Kinase 1
letztlich zu einer erhdhten CIN fiihrt (Hadjihannas, Bruckner et al. 2006). In der
vorliegenden Untersuchung wiesen 3 von 4 untersuchten Zellen mit nukledrem beta-
catenin (75%) mehr als 4 Aberrationen auf, was dem Median der Anzahl
chromosomaler Aberrationen aller analysierten Zellen entsprach. Zu kliren wird fortan

sein, ob die DTC mit Wnt-Aktivitdt aufgrund ihrer erhohten CIN ein erhohtes Potential
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zur Metastasierung aufweisen. Hinweis fiir einen solchen Zusammenhang konnte sein,
dass in der vorliegenden Untersuchung die mittlere Anzahl chromosomaler
Verianderungen pro DTC bei Patienten mit M1-Stadium signifikant hoher war als bei
Patienten mit MO-Stadium (p=0,0065). Diese Beobachtung legt nahe, dass DTC mit
einer erhohten CIN prévalent fiir die Ausbildung von Metastasen sind. Untersuchungen
zu einer prognostischen Relevanz von CIN beim CRC konnten diese Vermutung
unterstiitzen, da mittels array-CGH eine Zunahme von genetischer Instabilitdt zwischen
den UICC-Stadien I bis IV als auch zwischen Primdrtumoren und Metastasen
nachgewiesen werden konnte (Orsetti et al. 2014).

Betrachtet man die hier erstmalig identifizierten und isolierten DTC mit aktiviertem
Wnt-Signalweg und erhohter CIN entsprechend dem Modell von Brabletz et al. als
potentielle migratorische Tumorstammzellen, konnte es sich bei den DTC mit
nukledrem beta-catenin eine flir die Metastasierung relevante und abgrenzbare
Subpopulation handeln. Beim Vergleich der genomischen Profile zwischen DTC mit
und ohne Wnt-Aktivitit zeigten sich nicht allein Unterschiede in der Anzahl der
chromosomalen Aberrationen sondern auch in der Qualitdt: Zwischen den beiden
Subgruppen fanden sich umschriebene Unterschiede bei den Amplifikationen an
Chromosom 7 und Chromosom 19q sowie bei den Deletionen an Chromosom 3p.
Neben phinotypisch-funktionalen Unterschieden auf Proteinebene konnten in der
vorliegenden Arbeit somit auch genotypische Unterschiede zwischen den beiden
Subgruppen festgestellt werden. Bei Betrachtung der oben angefiihrten Aberrationen am
Chromosom 7, Chromosom 19 und Chromosom 3 erkennt man, dass diese
typischerweise im Zuge der frilhen Tumorentstehung des kolorektalen Karzinoms
auftreten (Ried, Knutzen et al. 1996, Meijer, Hermsen et al. 1998). Die zitierten
Arbeiten konnten belegen, dass bereits ,low grade* und ,high grade® Adenome
chromosomale Gewinne auf Chromosom 7 und 20 und folglich Karzinome Gewinne auf
Chromosom 1, 7p, 8q, 13 und 20 und Verluste auf Chromosom 4, 8p und 18q
aufwiesen. Die hédufigsten chromosomalen Verdnderungen beim CRC sind Gewinne
am Chromosom 7, 8q, 13q und 20 sowie Verluste am Chromosom 4, 5q, 8p, 17p und 18
(Heim, Mitelman 2009).

Schon in sehr frithen Stadien der Kanzerogenese des CRC lassen sich in den
Primértumoren chromosomale Aberrationen nachweisen, die letztlich mit einer spiteren
Metastasierung der Tumoren assoziiert sind. Vertreter einiger

Tumorprogressionsmodelle gehen davon aus, dass bereits die Primirtumoren
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Subpopulationen von Tumorzellen aufweisen, die ein besonders hohes
Malignitétspotential aufweisen (Schardt, Meyer et al. 2005, Knosel, Emde et al. 2006).
Die Aktivierung des Wnt-Signalweges, wie dies durch die nukledre Expression von
beta-catenin zum Ausdruck kommt, konnte Merkmal und Identifikator einer solchen

Zellfraktion sein.

Nukleiires beta-catenin an der Invasionsfront

Nachdem es gelungen war nukledres beta-catenin in DTC nachzuweisen, folgten
erginzende immunhistochemische Untersuchungen an den korrespondierenden
Primirtumoren und Metastasen. Vergleichbare Untersuchungen zum Expressionsmuster
von beta-catenin an der Invasionsfront beim kolorektalen Karzinom wurden vor allem
von der Arbeitsgruppe um Brabletz et al. durchgefiihrt (Brabletz, Jung et al. 1998,
Kirchner and Brabletz 2000, Kirchner, Brabletz et al. 2001). Hierbei konnten stetige
Besonderheiten festgestellt werden: in den zentralen, gut differenzierten Tumorarealen
(sowohl beim Primédrtumor als auch bei den Metastasen) zeigte sich eine
zytoplasmatische oder membrandse beta-catenin-Expression wéhrend sich in den
Randbereichen, der sogenannten Invasionsfront, eine starke nukledre Anreicherung von
beta-catenin darstellen lieB3.

Hiermit vergleichbar bot sich in der vorliegenden Arbeit eine vermehrte nukleédre -
catenin-Expression in den Randbereichen der Tumoren: Etwas mehr als ein Drittel der
Zellen (38%) bei den Primidrtumoren und knapp die Hailfte der Zellen bei den
Metastasen (47%) wiesen im Bereich der Invasionsfront starke nukledre Expression von
beta-catenin auf. Die Korrelation der Ergebnisse zur Expression von beta-catenin am
Invasionsrand der Primdrtumoren bei Patienten mit oder ohne DTC im KM ergab keine
Unterschiede — der Anteil an nukledrem beta-catenin war mit 35% bzw. 36% nahezu
identisch. Analog zu den Studienergebnissen anderer Arbeitsgruppen erlaubt diese
Beobachtung den Riickschluss, dass die nukledre Expression von beta-catenin als
Ausdruck eines aktivierten Wnt-Signalweges fiir die EMT am Invasionsrand eine
mogliche Voraussetzung fiir die Tumorzelldisseminierung darstellt (Mariadason,
Bordonaro et al. 2001, Kim, Lu et al. 2002, Muller, Bain et al. 2002, Hlubek, Brabletz et
al 2007), dies jedoch beim CRC nicht mit der Inzidenz von DTC im KM korrespondiert

und somit nicht zwischen einem metastasierenden oder nicht-metastasierenden
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Tumorphénotyp unterscheiden kann. Dennoch liefert der Nachweis von DTC mit einer
nukledren Expression von beta-catenin die Erkenntnis, dass sich unter den
disseminierten Tumorzellen bei einem Teil der Patienten mit einem CRC eine
Zellpopulation befindet, in welcher analog zu den Tumorzellen des Invasionsrandes der
Wnt-Signalweg aktiviert ist und dies als Ausdruck der fiir die Metastasierung als
notwendig angenommenen EMT gewertet werden kann. In den letzten Jahren wurden
einige Studien zur Untersuchung durchgefiihrt, welche beta-catenin (als Marker einer
EMT) als potentiellen prognostischen Faktor beim CRC identifizieren sollten (Mesker,
Kuppen et al. 2009, Kevans, Mulcahy et al. 2011, Fan, Yang et al. 2012). Eine
prognostische Bedeutung konnte jene Studien jedoch nicht nachweisen. Die beta-
catenin-Expression variierte in den genannten Untersuchungen zwischen 40 und 50%,
wobei eine klare Abgrenzung zwischen der Lokalisierung (nukledr oder membrands)
nicht immer eindeutig dargestellt wurde. Neben der Beriicksichtigung von DTC im KM

sollten solche Marker fiir die Prognoseabschétzung weiter untersucht werden.

Perspektive

In der Zukuntft gilt es nun, DTC phénotypisch weiter zu charakterisieren. Wie erwihnt
wire hierfiir eine Kombination mehrerer Antikérpern denkbar, wobei vor allem
potentielle Tumor-Stammzellmarker eine bedeutende Rolle einnehmen diirften. Sich
anschlieBende funktionelle Untersuchungen dieser Zellen sollten helfen, solche
Subpopulationen von DTC zu identifizieren, die eine entscheidende Rolle bei der
Metastasierung beim CRC wie auch potenziell bei anderen soliden Tumoren spielen
konnten. Hierfiir stehen zwischenzeitlich Methoden mit einer hoheren Auflosung wie
die array-CGH oder das whole-genome-sequencing zur Verfliigung.

Ziel bleibt es, nicht nur die Entstehung sondern vor allem auch die Progression der
systemischen Krebserkrankung zu verstehen, um im Hinblick auf die Ausbildung der
letalen Metastasen, die weiterhin wie bei anderen soliden Tumoren auch beim CRC die

Haupttodesursache ausmachen, effektivere Behandlungsmethoden zu etablieren.
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6 Anhang

6.1 Aberrationen aller gefundenen Zellen

a) Zellen mit nukleirem beta-catenin

DTC

Gewinne Verluste

57112 | - 16

B 3q2lter, Tpldq22 1p36,2p22ter,2q33ter,3p22ter, 5q32ter,

15q11ter

916T2 6p12ter,16pterql2, 19,20 3q23q28,4q13q32, 13q14q31
2p23p13,2q13q21,3q21q26,7q3 I pter, 3p24pter,4pl6,

1029T2 | 8q22qter,11g23pter,12p,13q11q21,15922q25, | 4q33qter,6q25qter,8p22pter,10p12pter,
19q,20p12qter 10g25qter,18q21qter

b) Zellen mit zytoplasmatischem/keinem beta-catenin

DTC Gewinne Verluste

403T2 | 16 5pl15q21

403T3 | - 5q13q22, 6ql11q24
408 - 8pl12q23, 13
571T3 | - -

667 16p13p12, 20q12ter -

825T1 15ql1ter,16,17q,20 4,9,12p12q23
825T2 | 9qllql3 9p, 13q14q31,18
916T1 | 17 3922926, 13q14q31
982T2 | - -

1029T1 | 8ql1ql12,8q12q24,13q11q21 1p22qter,5
1171T1 | - -
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6.2 Beispiel eines CGH-Profils
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