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Verwendete Abkürzungen

bp base pair (Basenpaare)

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

CD Cluster of Differentiation

DNA Desoxyribonukleinsäure

g Gramm

ddH2O doppelt destilliertes Wasser

d.h. das heißt

kDa kiloDalton

M Marker

min Minute

mA Milliampere

ml Milliliter

mM Millimolar

mRNA messengerRNA

N Normalprobe

pmol Pikomol

µg Mikrogramm

µl Mikroliter

ng Nanogramm

RNA Ribonukleinsäure

t-RNA transfer-RNA

RT reverse Transkriptase

SDS sodium dodecyl sulfate

Vol Volumen

v/v Volumenprozent

w/v Gewicht pro Volumen
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I.     Einleitung

1.    Kolorektale Karzinogenese

Die kolorektale Karzinomentwicklung ist ein Stufenprozeß. Von KINZLER und

VOGELSTEIN wurde 1996 nach Korrelation unterschiedlicher Tumorstufen mit

genetischen Veränderungen, das sogenannte „Multi-Step-Modell“ der Karzinogenese

aufgestellt, welches aktuell akzeptiert ist. Demnach folgt die Transition von Normal- zu

Tumorgewebe bestimmten Gesetzmäßigkeiten. Durch schrittweise Akkumulation von

Mutationen spezifischer Gene, welche Zellteilung, Apoptose und Reparatur von

Gendefekten steuern (RAFTER et al., 1998), entsteht das Kolonkarzinom (FEARON et

al., 1990). Daneben sind quantitative Veränderungen der Genexpression zu verzeichnen,

wie z.B. bei Zelladhäsionsmolekülen (BIRCHMEIER et al., 1995, VALIZADEH et al.,

1997).

1.1  Früheste phänotypische Veränderungen

Die frühesten morphologisch sichtbaren Veränderungen der Kolonschleimhaut sind die

sogenannten „atypic crypt foci“ oder „aberrant crypt foci“ (ACF) (McLELLAN et al.,

1991, PRETLOW et al., 1993). Sowohl hyperplastische, als auch dysplastische ACF

sind identifiziert worden (OTORI et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass ACF Vorläufer

von hyperplastischen und von adenomatösen Polypen sein können (RONCUCCI et al.,

1998).

1.2  Früheste genotypische Veränderungen

Auf genetischer Ebene wurden als früheste molekulare Ereignisse in der Entwicklung

von kolorektalen Neoplasien Mutationen des Adenomatosis-Polyposis-Coli-Gens

(APC-Gen) und des k-ras-Gens identifiziert (SMITH et al., 1994).

K-ras-Mutationen können in einem Großteil der Fälle in hyperplastischen Läsionen

nachgewiesen werden (PRETLOW et al., 1993). Da hyperplastische ACF in der Regel

einer Regression unterliegen (SHPITZ et al., 1996), sind diese Mutationen jedoch

lediglich ein transientes unkritisches molekulares Ereignis. Hyperplasien zeigen keine

APC-Genmutation.
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Für das APC-Gen wurde hingegen in dysplastischen ACF des Kolons eine komplette

Inaktivierung gefunden (JEN et al., 1994, OTORI et al., 1998). Da dieses Ereignis in

zunehmendem Maße in fortgeschrittenen Tumorstadien gefunden werden kann, ist die

APC-Genmutation somit eine persistierende kritische molekulargenetische

Veränderung. Sie gilt daher als Schlüsselereignis und wesentliche Voraussetzung für die

kolorektale Karzinogenese.

Der Zeitpunkt des Auftretens der APC-Genmutationen wird in der Literatur

übereinstimmend im Stadium einer Dysplasie der Kolonschleimhaut angegeben (JEN et

al., 1994, SMITH et al., 1994, SORENSEN et al., 1997, OTORI et al., 1998, 1998,

PRETLOW & PRETLOW, 1998). Dysplastische ACF werden daher als wichtige

Vorläufer für Kolonkarzinome betrachtet (SIU et al., 1997).

Es wird vermutet, dass Defekte des APC-Gens mit der Transition vom ACF zum

Adenom assoziiert sind (DE FILIPPO et al., 1998).

Eine reine Hyperplasie der Kolonmukosa wird dagegen nicht als prämaligne

Veränderung angesehen.

2.    Zelladhäsionsmoleküle (C-CAMs)

Zelladhäsionsmoleküle (engl. cell-cell adhesion molecules, C-CAMs) sind Rezeptoren

bzw. Liganden, die sich auf der Zelloberfläche befinden. Sie sind überwiegend

transmembran verankert und mit dem Zytoskelett der Zelle verbunden. Diese

multifunktionellen Moleküle sind für die Zellerkennung , die Adhäsion der Zellen

untereinander und somit zur Erhaltung eines Zellverbands essentiell. C-CAMs regeln

die Beziehung benachbarter Zellen im Zellverband. Sie nehmen eine wichtige Rolle in

der Signaltransduktion ein.

Es werden zwei Klassen von Adhäsionsmolekülen unterschieden. Zum einen gibt es die

Gruppe der sogenannten Cadherine, die zur Vermittlung der Zelladhäsion Calcium

benötigen und zum anderen die Gruppe der Mitglieder der Immunglobulin-

Superfamilie. Sie wird so genannt, weil ihre Vertreter eine oder mehrere

immunglobulinähnliche Domänen besitzen, wie sie am besten charakterisiert bei

Antikörper-Molekülen vorkommen. Sie vermitteln eine calcium-unabhängige

Zelladhäsion. Zu ihnen gehört unter anderem das N-CAM (engl. neural cell adhesion

molecule).
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Der intrazelluläre Anker der Cadherine zum Zytoskelett der Zelle wird reguliert durch

die dynamische Assoziation mit zytoplasmatischen Proteinen, den sogenannten

Cateninen. Diese werden wiederum durch Tyrosinphosphorylierung reguliert. Eine

Phosphorylierung der Catenine bewirkt ein Auseinanderweichen der Zellverbindungen.

Die Catenine stellen somit ein wichtiges Zwischenglied in der Signaltransduktion dar

(ALBERLE et al., 1996).

Adhäsionsmoleküle übernehmen eine Schlüsselrolle in der Organogenese. Sie sind für

die Bildung und Aufrechterhaltung von geordneten Gewebeverbänden verantwortlich

(EDELMAN et al., 1991). In malignen Tumorgeweben geht im Vergleich zu

Normalgeweben die Verbindung bzw. der Kontakt der Zellen untereinander verloren,

welches mit einem begleitenden Verlust oder einer veränderten Expression von

Zelladhäsionsmolekülen einhergeht. Die Auspägung der interzellulären Verbindungen

in malignen Tumoren korreliert mit deren Differenzierungsgrad und dem invasivem

Potential (HEDRICK et al., 1993). Ein hochdifferenzierter Tumor besitzt im Gegensatz

zu niedrigdifferenzierten Tumoren einen besseren Zusammenhalt der Zellen

untereinander und ist weniger invasiv. Permanente oder vorübergehende molekulare

Mechanismen, können zu einer Herabsetzung oder zu einem Verlust von

Zellverbindungen epithelialer Zellen führen (BIRCHMEIER et al., 1995). Zum Beispiel

resultiert eine Downregulation von dem Zelladhäsionsmoleküle E-Cadherin in einer

Beeinträchtigung der Zelljunktionen und dementsprechend in einer eingeschränkten

Signaltransduktion. Ein weiteres Beispiel ist die Interaktion zwischen dem

zellverbindenen Junktionsprotein beta-Catenin mit dem Tumorsuppressorgenprodukt

des Adenomatosis polyposis coli-Gens. Ist diese Interaktion durch ein mutiertes

beta-Catenin-Protein gestört, kommt es zu einer verstärkten Phosphorylierung dieses

Proteins. Dies zieht wie schon zuvor erwähnt einen Verlust der Zelladhäsion nach sich.

Liegt die Mutation im APC-Gen, verliert das APC-Protein die Fähigkeit, beta-Catenin

zu binden und dadurch zu regulieren. Durch die Anreicherung des beta-Catenins kommt

es zu einer Aktivierung von Genen, die für unter anderem für die Tumorprogression

verantwortlich sind. Darauf wird später noch genauer eingegangen.

Es kommt somit zu einer höheren Mobilität von Tumorzellen und zu einem

Fortschreiten von malignen Tumoren in Richtung eines invasiven Stadiums

(BIRCHMEIER et al., 1995). Es ist bezeichnend, dass eine Veränderung der Expression

und zellulären Lokalisation von Cateninen bereits in frühesten dysplastischen
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Kolonläsionen auftreten und somit ihre Aufgabe der Erhaltung der interzellulären

Adhäsion nicht erfüllen können (VALIZADEH et al.,1997).

3.   Die CEACAM-Genfamilie

Die Familie des Carcinoembryonalen Antigens (CEA) wird neuerdings CEACAM-

Familie genannt. Sie gehört zur Immunglobulin-Superfamilie, da die Mitglieder aus

immunglobulin-ähnlichen Domänen aufgebaut sind. Die CEACAM-Familie besteht aus

einer Reihe hochglykosylierter Proteine, deren Hauptvertreter in der Schleimhaut des

Kolons exprimiert werden. Sie machen einen großen Anteil der lumengerichteten

Glykokalixschicht der Zellen aus und könnten somit unter anderem eine Schutzfunktion

der Mukosa darstellen (siehe Tabelle I.2). Die CEACAM-Genfamilie liegt auf dem

langen Arm von Chromosom 19 und besteht aus 29 Genen, die neben der CEA-

Subgruppe auch die Gene der „pregnancy-specific glycoproteins“ (PSG) umfassen

(THOMPSON, 1995, HAMMARSTROM, 1999). Für sieben Vertreter der CEA-

Subgruppe wurde eine Expression auf mRNA- sowie auf Proteinebene gezeigt.

Tabelle I.1 dient der Orientierung in Bezug auf die Systematik der Genfamilie, da in der

Vergangenheit die Nomenklatur der einzelnen Mitglieder uneinheitlich und wechselhaft

war.

Tabelle I.1   abgeändert nach BEAUCHEMIN et al., Exp.Cell.Res., 252,243-249, (1999)

alter Name neue Gen-Bezeichnung neue Protein-Bezeichnung

BGP1, CD66a CEACAM1 CEACAM1

CGM1, CD66d CEACAM3 CEACAM3

CGM7 CEACAM4 CEACAM4

CEA, CD66e CEACAM5 CEA

NCA, NCA 50/90, CD66c CEACAM6 CEACAM6

CGM2 CEACAM7 CEACAM7

CGM6, CD66b CEACAM8 CEACAM8

______________________________________________________________________
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Abkürzungen:

BGP: steht für „biliary glycoprotein“, welches von SVEDBERG 1976 erstmals in der

menschlichen Galle beschrieben wurde

CGM: CEA gene family member

NCA: non-specific crossreacting antigen

Die biologischen Funktionen der einzelnen Mitglieder der CEA-Familie sind bislang

nicht endgültig geklärt und wahrscheinlich auch uneinheitlich. Teilweise werden sie

sehr gewebespezifisch (CEACAM5 und CEACAM8), aber auch weitverbreitet

(CEACAM1 und CEACAM6) exprimiert.Tabelle I.2. dient der Veranschaulichung der

einzelnen beschriebenen Funktionen der jeweiligen CEA-Familienmitglieder.

Tabelle I.2   abgeändert nach BEAUCHEMIN et al., Exp.Cell.Res., 252,243-249, (1999)

Bezeichnung                                      diskutierte Funktion

CEACAM1 Adhäsion (NEUMAIER et al., 1993), Signaltransduktion (AFAR et

al., 1992, BRUMMER et al., 1995), Tumorsuppressorfunktion

(KUNATH et al., 1995, HUBER et al., 1999), Rezeptorfunktion

(SAEKI et al., 1998) für bakterielle Pathogene (FRANGSMYR et al.,

1999) wie N. gonorrhoe (BOS et al., 1997, CHEN et al., 1997); das

murine Homolog ist der Rezeptor des Maus-Hepatitisvirus

(ROSENBERG et al., 1993, DVEKSLER et al., 1995, HENSLEY et

al., 1998), Angiogenese (HUANG et al., 1999, ERGUN et al., 2000)

CEACAM3 Signaltransduktion, Adhäsion

(BRANDRIFF et al., 1992, THOMPSON et al., 1993)

CEACAM4 unbekannt
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Fortsetzung Tabelle I.2                                                                                          

CEACAM5 Adhäsion (STOCKS et al., 1996, OIKAWA et al., 1992),

Glykokalixaufbau (NEUMAIER et al., 1988, BENCHIMOL et al.,

1989), Immunsuppression (EADES-PERNER et al., 1994,

HAMMARSTROM et al. 1999), Rezeptorfunktion (CHEN et al.,

1997, BOS et al., 1997)

CEACAM6 Adhäsion, Glykokalixaufbau, Rezeptorfunktion (HANENBERG et

al., 1994)

CEACAM7 Tumorsuppressorfunktion (THOMPSON et al., 1994, SCHOLZEL

et al., 2000),  Virusrezeptor (DVEKSLER et al., 1993, NEDELLEC

et al., 1994)

CEACAM8 unbekannt

Marker für chronisch myeloische Leukämie, akute lymphatische

Leukämie-Zellinien (WATT et al., 1991, BERLING et al., 1990,

HUNAKOVA et al., 1994)

______________________________________________________________________

Die aufgeführten Funktionen sind teils in Gewebekulturexperimenten mit transfizierten

Zellinien gezeigt (Zelladhäsion), teils aus tierexperimentellen Studien

(Tumorsuppressorfunktion in der Maus, Rezeptorfunktion) abgeleitet oder in nativen

menschlichen Untersuchungsproben (Tumorsuppressorfunktion, bakterielle Adhäsion)

gezeigt worden.

 4.  CEACAM1

CEACAM1 gehört zu der Gruppe von Adhäsionsmolekülen. Unter den Mitgliedern der

CEACAM-Familie nimmt es eine besondere Rolle ein, denn es scheint sich evolutionär

um das am stärksten konservierte Familienmitglied zu handeln. Ein hoch homologes

Gen, welches als C-CAM bezeichnet wird, läßt sich in Nagern darstellen (EDLUND et

al., 1993, NEDELLEC et al., 1995, HUNTER et al., 1998, COMPTON et al., 1998).
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Eine ältere Bezeichnung für CEACAM1 war daher auch C-CAM. Das durch homophile

Interaktion agierende CEACAM1 wird in Zellen epithelialen und myeloiden Ursprungs

exprimiert (PRALL et al., 1996). In normaler Darmmukosa beginnt die Expression des

CEACAM1-Gens im oberen Abschnitt der Kolonkrypte, dem reifen superfizialen

absorptiven Epithel, wohingegen sie in der replikativen Zone, die die basalen

undifferenzierten Zellen repräsentiert, fehlt (FRANGSMYR et al., 1995, NOLLAU et

al., 1997).

4.1   Strukturelle und experimentell-funktionelle Besonderheiten

Wie für die meisten Mitglieder der CEACAM-Familie, ist auch für CEACAM1 eine

Adhäsionsfunktion beschrieben. Es vereint strukturelle Merkmale der Immunglobulin-

Superfamilie mit funktionellen Eigenschaften der Cadherin-Familie der CAMs. Das

heißt, es ist aus immunglobulin-ähnlichen Domänen aufgebaut, vermittelt aber

Zelladhäsion kalzium- und temperatur-abhängig (ROJAS et al.,1990, TURBIDE et

al.,1991, OIKAWA et al., 1992). Molekulare cDNA-Analysen haben schon früh

ergeben, dass CEACAM1 in einer Vielzahl von alternativen Spliceformen exprimiert

werden kann (HINODA et al., 1988, KUROKI et al., 1991, BARNETT et al., 1993), die

teils im selben Gewebe koexprimiert werden. Einige Spliceformen besitzen eine lange

zytoplasmatische Domäne, deren C-terminale Regionen die Phosphorylierung der

Tyrosinreste der Domäne sowie deren Assoziierung mit den Protein-Tyrosin-

Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 beeinflußt. Substitutionen oder Verluste der Reste der

C-terminalen Region führen zum Verlust der Tumorzellwachstumshemmung (IZZI et

al., 1999). In kolorektaler Mukosa werden zwei Splicevarianten (3,9 kb und 1,5 kb)

exprimiert (NEUMAIER et al., 1993, NOLLAU et al., 1997).

Außerdem ist für CEACAM1 eine Funktion in der Signaltransduktion gezeigt worden

(AFAR et al., 1992, BEAUCHEMIN et al., 1997).

4.2  Potentiell biologische Funktionen von CEACAM1

Seit längerer Zeit ist bekannt, dass das murine CEACAM1-Homolog der Rezeptor für

das Maus-Hepatitis-Virus ist (DVEKSLER et al., 1995, COMPTON et al., 1998). Für

das humane CEACAM1 ist eine wichtige Rezeptorfunktion für pathogene Keime wie

Neisseria gonorrhoeae (BOS et al., 1997) oder Neisseria meningitidis (MUENZNER et

al.,2000) belegt worden. CEACAM1 bindet die Erreger mittels homophiler Adhäsion an

Granulozyten, die CEACAM1 exprimieren.
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Auch eine Funktion in der T-Lymphozytenaktivierung ist beschrieben worden

(KAMMERER et al., 1998, MOLLER et al., 1996).

In vitro sowie im Tiermodell ist für das CEACAM1-Gen eine Tumor-

Suppressorfunktion gezeigt worden (KLEINERMAN et al.,1995, KUNATH et

al.,1995).

Weitere in vitro Modelle belegen zudem eine Beteiligung des CEACAM1 an der

Angiogenese (HUANG et al., 1999, ERGUN et al., 2000).

4.3   Isoformen von CEACAM1

Es gibt zwei Isoformen von CEACAM1, die L-und die S-Form, die beide in einem

ausgeglichenen Verhältnis in Epithelien, Endothelien und Leukozyten exprimiert sind.

Das distale Ende der langen zytoplasmatischen Domäne des CEACAM1-L soll mit dem

Aktin-Zytoskelett der Zelle assoziiert sein. Diese Interaktion nimmt eine Schlüsselrolle

für die Zellform und Zelldeterminierung ein, welche die Motilität der Zelle sichern und

die Zell-Zell-oder Zell-Substrat-Adhäsion erleichtern. Die zytoplasmatische Domäne

des CEACAM1-S ist verkürzt und interagiert nicht mit den Aktinfasern. Somit könnte

CEACAM1-L als Inhibitor von Tumorzellwachstum fungieren, CEACAM1-S hingegen

nicht (IZZI et al.,1999, SADEKOVA et al,2000). Je nach dem in welchem Verhältnis

die verschiedenen Isoformen exprimiert sind, trägt CEACAM1 entweder zur

Kontakthemmung von Zellproliferation im Zellverband bei oder es erlaubt die

Proliferation (SINGER et al., 2000).

4.4   CEACAM1 und Karzinogenese

In chirurgisch entfernten Karzinomen des Kolons ergab sich der erste Hinweis auf eine

besondere Rolle der CEACAM-Familie während der Tumorentstehung. Die mRNA-

Expression von CEACAM1 ist im Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe

in kolorektalen Karzinomen regelhaft deutlich erniedrigt bzw. verloren gegangen

(NEUMAIER et al.,1993). Darüberhinaus gehört CEACAM1 zu den 12 am stärksten in

der Expression veränderten Genen in der kolorektalen Karzinogenese (ZHANG et al.,

1997).

In Karzinomen der Prostata (LUO et al.,1999), des Endometriums (BAMBERGER et

al.,1998) und der Mamma (LUO et al., 1997) konnte ebenfalls eine Downregulation von

CEACAM1 festgestellt werden. Die verminderte oder fehlende CEACAM1-Expression

ist also ein aufällig häufiges Merkmal in fortgeschrittenen, malignen Tumorstadien.
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Vor diesem Hintergrund ist es von besonderem Interesse, dass dieses Phänomen bereits

in sporadischen kolorektalen Adenomen (NOLLAU et al.,1997), einem Tumorstadium,

welches als prämaligne einzuordnen ist, zu einem hohen Prozentsatz der Fälle auftritt.

Besonders bezeichnend ist, dass hyperplastische Polypen des Kolons, die als benigne

betrachtet werden, eine verminderte CEACAM1-Expression auf mRNA- sowie auf

Proteinebene aufweisen (NOLLAU et al., 1997, NEUMAIER unveröffentlichte Daten).

Die ähnlich hohe Frequenz des Auftretens von CEACAM1- Dysregulationen in

malignem sowie in prämalignem Gewebe zeigt, dass es sich hierbei um ein

durchschlagend permanentes molekulargenetisches Ereignis handelt. Dies reflektiert

eine frühe tumor-assoziierte Dysregulation in gewebe-spezifischer Genexpression.

Bisher gibt es nur Spekulationen hinsichtlich der molekularen Mechanismen, die der

Downregulation von Adhäsionsmolekülen zu Grunde liegen. Diskutiert wird unter

anderem eine veränderte transkriptionelle Kontrolle und Regulation (HAUCK et al.,

1994, NOLLAU et al., 1997).

SCHOLZEL et al. (2000) konnten zeigen, dass die Expression von dem

Zelladhäsionsmolekül CEACAM7 in hyperplastischen Polypen und in frühen

Adenomen im Vergleich zum korrespondierendem Normalgewebe vollständig

abwesend ist. Da die Regulation der Expression von CEACAM7 mit CEACAM1 bisher

eine einhundertprozentige Konkordanz aufwies (NOLLAU et al., 1997), ist es möglich,

dass die Resultate der CEACAM7-Expression auf die CEACAM1-Expression

übertragbar sind. Dann ist davon auszugehen, dass CEACAM1 auch in hyperplastischen

Polypen downreguliert ist. Dies konnte bereits in unveröffentlichten Daten von

NEUMAIER und für einen hyperplastischen Polypen der Arbeit NOLLAU et al., (1997)

gezeigt werden.

5.   Das Adenomatosis Polyposis Coli – Gen (APC)

Das APC-Gen gehört zu den Tumorsuppressorgenen. Es ist auf Chromosom 5q21-q22

lokalisiert, besteht aus 2843 Aminosäuren (8529 Basenpaare) und ist 310 kiloDalton

schwer. Es umfaßt 15 Exons. Das Gen ist dafür bekannt, bei der epithelialen

Zellproliferation des Kolons eine sogenannte „gate-keeper“-Funktion einzunehmen,

d.h., dass es in funktionstüchtigem Zustand die Tumorbildung durch Regulierung von
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Zellentstehung und Zell-Apoptose verhindert. Ist es mutiert, wird ein Kaskaden-Prozeß

in Gang gesetzt, der über die Entstehung von Adenomen zu Karzinomen führt.

5.1  Eigenschaften der APC-Genmutationen

Über 98 % der APC-Gendefekte sind entweder „frameshift“ (68 %)- oder „nonsense“

(30 %)-Mutationen. Sie resultieren praktisch immer in einem vorzeitigen Stopcodon.

Dadurch entstehen bei der Translation verkürzte Proteine (BEROUD & SOUSSI, 1996).

Die Prävalenz der APC-Genmutation in sporadischen kolorektalen Adenomen liegt

etwa bei 68 % (63 %, POWELL et al., 1992, 80 %, JEN et al., 1994, 60 %, BEROUD &

SOUSSI, 1996). Diese Zahl ermittelt sich aus den teils differierenden Ergebnissen

unterschiedlicher Arbeitsgruppen. Aufgrund der Schwierigkeiten der APC-Genanalytik

(siehe IV. Diskussion, 2.2), ist davon auszugehen, dass der tatsächliche Anteil der

Mutationen höher liegt.

5.2  Lokalisation der APC-Genmutationen

BEROUD & SOUSSI haben 1996 eine Datenbank zusammengetragen, nach der über

700 verschiedene Keimzell- und somatische Mutationen des APC-Gens existieren. Sie

können an jeder Stelle im Gen auftreten. Die Lokalisation der Mutation wirkt sich auf

die Ausprägung des Krankheitsbildes aus. Jede einzelne Mutation innerhalb des APC-

Gens hat eine phänotypische Auswirkung.

Die Mutationen sind überwiegend in einem Abschnitt des Gens zu finden, der als

„Mutation Cluster Region“ (MCR) bezeichnet wird (BEROUD & SOUSSI, 1996).

Dieser Teil befindet sich in der ersten Hälfte von Exon15 (Aminosäure 1286-1513,

MIYOSHI et al., 1992b) und macht nur etwa 8 % des gesamten Gens aus. Zwei Drittel

aller somatischer Mutationen sind dort lokalisiert.

5.3  Keimbahnmutationen

Keimzellmutationen des APC-Gens sind für die autosomal dominant vererbte familiäre

adenomatöse Polyposis-Krankheit (FAP) verantwortlich. Das Charakteristikum dieser

Krankheit ist das Auftreten von multiplen adenomatösen Polypen im Dickdarm, die eine

extrem hohe Entartungstendenz aufweisen (GRODEN et al., 1991).

Keimzellmutationen des APC-Gens haben eine Penetranz von ca. 90 %.
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5.4  Somatische Mutationen

Somatische APC-Genmutationen werden als das Schlüsselereignis in der Entwicklung

von sporadischen kolorektalen Tumoren angesehen (KINZLER & VOGELSTEIN,

1996, LAKEN et al., 1999).

Sie spielen zudem eine Rolle in der Karzinogenese des Magens und des Pankreas

(HORII et al., 1992).

Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert, auf welche Weise ein mutiertes APC-

Gen zur Ausbildung eines Tumors führt. Eine Hypothese besagt, dass APC ein

rezessives Tumor-Suppressor-Gen ist. Dies bedeutet, dass die Inaktivierung beider

Allele notwendig ist, damit ein Tumor entstehen kann. Gestützt wird diese Hypothese

durch die Erkenntnis, dass somatische APC-Genmutationen in frühen Adenomen von

FAP-Patienten, die stets bereits ein mutiertes Allel besitzen, gefunden werden können

(ICHII et al., 1992, 1993).

Eine weitere Hypothese besagt, dass die verkürzten APC-Proteine, die durch die

translations-terminierenden APC-Genmutationen entstehen, die normale Funktion des

APC-Genproduktes im Sinne eines dominant negativen Einflusses hemmen (SMITH et

al. 1993).

5.5  Relevanz der APC-Genmutationen für die kolorektale Karzinogenese

Nach heutigem Wissensstand gelten Mutationen des APC-Gens als initiierende

irreversible molekulare Defekte in der Genese von Kolontumoren (KINZLER &

VOGELSTEIN, 1996). Die Resultate verschiedener Experimente einzelner

Arbeitsgruppen belegen dies.

SU et al. (1992) haben an der Min (multiple intestinal neoplasia)-Maus zeigen können,

dass eine nonsense-Mutation im APC-Gen zu einer Vielzahl von Kolontumoren führt.

Anhand von transgenen Mäusen haben FODDE et al. (1994) gezeigt, dass eine gezielte

Modifikation des Maus-APC-Gens an einer bestimmten Position, in homozygotem

Zustand für die Mausembryos letal ist. Der heterozygote Zustand resultiert in multiple

Kolonpolypen. Das Progressionsmuster dieser Polypen zu Adenomen bzw. Karzinomen

ähnelt dem des in FAP beobachteten Progressionsmusters.
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Die zentrale Rolle des APC-Gens in der kolorektalen Karzinogenese findet eine

Erklärung in der Interaktion mit Proteinen der Signaltransduktion und

Proliferationskontrolle und in der Regulation der Apoptose (BONNETON et al., 1997).

Letzteres ist von MORIN et al. (1996) beschrieben worden. Sie haben die Tumor-

Suppressorfunktion für das APC-Gen belegt, indem sie zeigten, dass APC in intaktem

Zustand die kolorektale Tumorgenese verhindert. Dies geschieht durch eine

Verminderung des Zellwachstums. Das APC-Protein induziert den apoptose-

vermittelten Zelltod. In mutiertem Zustand kann es diese Funktion nicht mehr ausüben

und es kommt zu kolorektalen Neoplasien.

Das APC-Protein besitzt Bindungsstellen für beta-Catenin. Dies ist ein

zytoplasmatisches Protein bei Vertebraten. Es entspricht dem Drosophila-Homolog

Armadillo. Zwei Funktionen sind für beta-Catenin beschrieben. Zum einen stellt es eine

Verbindung zwischen Cadherin-Zelladhäsionsmolekülen und dem Zytoskelett der Zelle

dar. Zum anderen nimmt es eine Rolle in der  sogenannten Wingless / Wnt-Kaskade der

Signaltransduktion ein (BEHRENS et al., 1996). Das APC-Protein reguliert den Abbau

von beta-Catenin. Ist das Protein mutiert, kommt es zu einer Akkumulation von

beta-Catenin, was die Wingless / Wnt-Kaskade initiiert. Beta-Catenin bindet an

Transkriptionsfaktoren wie Tcf (Transcriptionfactor) und Lef  (lymphoid enhancer-

binding factor), die Effektoren der Kaskade darstellen und als Komplexe mit beta-

Catenin die Transkription bestimmter Zielgene wie c-Myc, Cyclin D1 und Matrilysin

transaktivieren (KORINEK et al., 1997). Das onkogene Potential von beta-Catenin

erklärt sich aus der Tatsache, dass diese Zielgene für Tumorproliferation oder maligne

Progression verantwortlich sind (BRABLETZ et al., 2000).

Im Experiment zeigte sich, dass ein wiedereingeführtes APC-Protein das beta-Catenin

von den Transkriptionsfaktoren entfernt und somit die Signaltransduktion unterbricht

(KORINEK et al., 1997).
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6.   Problemstellung  und Ziel der Arbeit

In der Mehrzahl sporadisch entstehender polypöser Kolontumoren können Mutationen

des APC-Gens identifiziert werden. Sie gelten als Schlüsselereignis während der

kolorektalen Karzinogenese. Die APC-Genmutationen haben eine hohe Penetranz und

sind bereits in den frühesten neoplastischen Schleimhautveränderungen des Kolons zu

finden.

Eine Dysregulation von Zelladhäsionsmolekülen, insbesondere dem CEACAM1, wurde

ebenfalls bereits in frühen Tumorstadien festgestellt und kann persisiterend bzw. in

zunehmendem Maße in fortgeschrittenen Tumorstadien nachgewiesen werden. Daher ist

es notwendig, zu klären, wo sie innerhalb des „Multi-Step-Modells“ der Karzinogenese

einzuordnen ist. Die bisherige Konkordanz der Regulation der CEACAM7- und der

CEACAM1-Expression, führt aufgrund der Abwesenheit von CEACAM7 in

hyperplastischen Polypen zu der Hypothese, dass eine verminderte Expression von

CEACAM1 bereits vor dem Schlüsselereignis der APC-Genmutation auftritt.

Im Speziellen wird versucht, folgende Fragen zu beantworten:

1. In welcher Häufigkeit ist in den auf CEACAM1 untersuchten Proben das Auftreten

 von APC-Mutationen zu beobachten?

2. Existiert eine Korrelation von Veränderungen der CEACAM1-Expression mit    

Mutationen des APC-Gens?

Gibt es Tumoren mit CEACAM1-Verlust ohne APC-Genmutation oder umgekehrt?

3. Eignet sich die Anwendung des Protein Truncation Test zur APC-Genanalytik?

Wie ist dessen Empfindlichkeit gegenüber kontaminierendem Normalgewebe?
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II. Material und Methoden

II.1  Material und Bezugsquellen

1. PCR-Reagenzien, Enzyme und Kits

Expand  High Fidelity PCR System   Roche Molecular Systems,

Penzberg      

PCR Nucleotide Mix                                                 Roche Molecular Systems,

Penzberg

Oligonukleotide Roche Molecular Systems,

Penzberg,

MWG-Biotech GmbH, Ebersberg

RT Superscript  (II)      Gibco BRL, Karlsruhe

Protein Truncation Test, nonradioactive Roche Molecular Systems,

Penzberg

Chemiluminescence Blotting Kit  Roche Molecular Systems,

                   (Biotin, Streptavidin)  Penzberg

2. Reagenzien

Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 40%                                   Serva, Heidelberg

Agarose                                                                              Biozym, Hess. Oldendorf

Ammoniumpersulfat                                                          Bio-Rad, München

Chloroform                           Merck, Darmstadt
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Ethanol                                                                               Merck, Darmstadt

Ether                      Merck, Darmstadt                                 

     Ethidiumbromid 1 % in H2O            Merck, Darmstadt

HCl                                         Merck, Darmstadt

Isopropanol                                                                        Merck, Darmstadt

Lambda-Hind III Gibco BRL, Karlsruhe

Methanol                                                                            Merck, Darmstadt

Mineralöl Sigma-Aldrich, Steinheim

Molekulargewichtsmarker, DNA                                      Gibco BRL, Karlsruhe

                       1kbp Fragmentunterschiede

Natriumchlorid                                                                   J.T. Baker, VA Deventer, Holland

Natronlauge                                                                        Merck, Darmstadt

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol                                  Gibco BRL, Karlsruhe

                                   (25:24:1  v/v)

Proteinase K Sigma-Aldrich, Steinheim

TEMED                                                                             Bio-Rad, München

Tris, Ultra Pure                                                                  Gibco BRL, Karlsruhe

Tween 20                                                                           Merck, Darmstadt

Stop Solution                                                                     USB, Cleveland, Ohio

SDS                                                                                    Sigma-Aldrich, Steinheim

3. Puffer und Lösungen

Puffer

Blotpuffer:

10fach Anodenpuffer 0,3 M Tris

20 % (v/v) Methanol

pH 10,4
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1fach Anodenpuffer 25 mM Tris

20 % (v/v) Methanol

pH 10,4

1fach Kathodenpuffer 25 mM Tris

192 mM G-Aminohexansäure

pH 9,4

Ladepuffer (DNA-Gelelektrophorese) 0,04 % (w/v) Bromphenolblau

0,04 % (w/v) Xylencyanol FF

2,5 % (w/v) Ficoll (400)

in TAE-Puffer

Ladepuffer (SDS-Page) ohne Angaben aus

Protein Truncation Test Kit

Laufpuffer (SDS-Page) 25 mM Tris

200 mM Glycin

1 % (v/v) SDS

Proteinase-K-Puffer 0,01 M Tris (pH 7,8)

0,005 M EDTA

0,5 % SDS

Sammelgelpuffer 0,625 M Tris-HCl pH 6,8

TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat

1 mM EDTA

pH 8,0

TE-Puffer 10 mM Tris-HCl pH 8,0

1 mM EDTA
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TBS 50 mM Tris 

150 mM Natriumchlorid

pH 7,5

TBST Waschpuffer TBS mit 0.1 % (v/v) Tween 20

Trenngelpuffer 1,88 M Tris-HCl pH 8,8

Lösungen

Ammoniumpersulfat 10 % in ddH2O

Blocking-Lösung 1 % bzw. 0,5 % (w/v)

Blocking-Reagenz in TBS

Detektionslösung aus Chemiluminescence

Blotting Kit

Lambda-Hind III-Marker ungeschnittene λ-DNA

(48kb, GibcoBRL)

10 fach HindIII Puffer (1/10 Vol.)

10 fach BSA (1/10 Vol.)

10mM DTT (1/10 Vol.)

ddH2O auf Endvolumen

Hind III (5U/µg DNA)

zwei Stunden bei 37°C im Heiz-

block inkubieren

Natriumacetat-Lösung 3 M NaAc × 3 H2O in 800 ml H2O

pH 5,2

Streptavidin-POD Arbeitslösung 1:12500 in 0,5 % BlockadeLösung

20 mU/ml
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Sammelgel (5 %) für SDS-Page 0,25 ml Polyacrylamid (40 %)

0,4 ml 0,625 M Tris-HCl  pH 6,8

0,4 ml SDS (0,5 %)

0,95 ml ddH2O

10µl Ammoniumpersulfat (10 %)

  2µl TEMED

Trenngel (10 %) für SDS-Page 1,5 ml Polyacrylamid (40 %)

1,2 ml 1,88 M Tris-HCl  pH 8,8

1,2 ml SDS (0,5 %)

2,1 ml ddH2O

30µl Ammoniumpersulfat (10 %)

  2µl TEMED

4. Allgemeine Labormaterialien und Plastikartikel

Agarose-Gelelektrophoresekammer Hoefer HE 33 Minisubmarine,

Pharmacia Biotech, Freiburg

               Gel Running Tray 7×10cm Hoefer Scientific, Inc.

               Gel Casting Tray 7×10cm Hoefer Scientific, Inc.

               Kamm, 8 wells Hoefer Scientific, Inc.

               Netzteil Pharmacia Biotech, Freiburg

Blot-Filterpapier Schleicher und Schuell, Dassel

Eppendorf Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg

Erlenmeierkolben Merck, Darmstadt

Filme Polaroid, Hertfordshire, England

Folien Merck, Darmstadt

Kryo-Röhrchen Nunc, Wiesbaden

Petrischalen 10cm Greiner, Frickenhausen
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pH-Papier Merck, Darmstadt

Pipettenspitzen Aerosol Resistant Tips,

Fisher Scientific

Röntgenfilme Lumi-Film, Roche Molecular Systems,

Penzberg

SDS-Page Minigelkammer Biometra, Göttingen

                 Gelplatten

                 Glasplatte mit fixierten Spacern

                 Silikonabdichtung

                 Glasplatte, ausgeschnitten

                 Kämme, Klammern

Sterilfilter (0,2/0,45µm) Minisart Sartorius, Göttingen

Transfer-Membran Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA

Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) Falcon Becton Dickinson, USA

5. Laborgeräte

Analysenwaage  Mettler, Zürich

Autoclav Integra, Biosciences, Fernwald

Digitalwaage Mettler, Zürich

Eismaschine AF 10, Scotsman, Frimont, Italien

Heizblock thermoDux, Wertheim/Main

Magnetrührer IKA, Staufen

Mikrowelle Whirlpool, Schweden

PCR-Minicycler MJ Research, Watertown, USA

Pipetten Eppendorf, Hamburg

Röntgenfilmentwickler Kodak, England

Röntgenfilmkassetten Hypercassette, Amersham

Life Science, England
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Schüttelinkubator Heidolph DUOMAX 1030

Wilke & Witzel, Hamburg

Speedvac Savant Inc., Hicksville, N.Y.

Spektral-Photometer Shimadzu  UV160, Japan

SDS-Gelelektrophorese Apparatur mit

Blotvorrichtung und Netzteil Bio-Rad, München

UV-Licht-Apparatur Polaroidkamera

UV-Tisch: Herolab UVT 2035

302 nm mittelwellig,

St. Leon-Rot

Vortex Janke und Kunkel, IKA, Staufen

Wasserbad GFL, Burgwedel

Zentrifuge Eppendorf, Hamburg

6. DNA / RNA

Verwendet wurden Proben, die in Bezug auf die mRNA-Expression von CEACAM1

bereits vorcharakterisiert waren. Sie lagen als stabilisierte Zellhomogenate in

hochmolarer chaotroper Lösung aus Guanidiniumisothiocyanat / Phenol bei –80°C

gelagert vor. Die Nukleinsäuren wurden mittels Gelelektrophorese auf ihre Integrität hin

überprüft.
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Die folgende Abbildung zeigt die Ergebnisse der Northern Blots von NOLLAU et al.,

1997, die als Grundlage dienten, die Ergebnisse der CEACAM1-Expression mit den

Resultaten der APC-Genanalyse dieser Arbeit zu korrelieren.

Abbildung II.1
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Erläuterungen zur Abbildung II.1

Die Proben sind in A und B Proben unterteilt worden. Die A Proben stellen jeweils die

Northern Blots von Normalgewebe dar. Die B Proben zeigen Tumorgewebe. B1 und B2

repräsentieren Tumorproben, die von unterschiedlichen Lokalisationen von demselben

Patienten entnommen wurden.

Um die CEACAM1-Expression zu beurteilen, wurden die Banden der B Proben an

denen der entsprechenden Normalprobe normalisiert.

Zu erkennen sind die Banden der mRNA der beiden Splicevarianten von CEACAM1.

Die obere Bande zeigt die 3,9 kb schwere Splicebande, die die CEACAM1-mRNA mit

der langen zytoplasmatischen Domäne darstellt. Für die Auswertung der Northern Blots

ist die Bande von besonderem Interesse, da eine Funktion als Tumorinhibitor für diese

Domäne diskutiert wird (siehe S.7 und S.8, I.4.1 und I.4.3).

Die untere Bande zeigt die 1,5 kb schwere Splicevariante. Diese kann in der Beurteilung

der Northern Blots vernachlässigt werden, da für sie nicht zur Proliferationshemmung

von Zellen im Zellverband beiträgt und somit der Tumorentstehung nicht

entgegenwirkt.

In allen B Proben ist eine mehr oder minder ausgeprägte downregulierte Expression von

CEACAM1 zu erkennen.

6.1  DNA für Sensitivitätsversuch

Für den Sensitivitätsversuch zur Feststellung der analytischen Empfindlichkeit des

Protein Truncation Tests wurde normale genomische DNA benutzt, die aus humanem

Blut mittels eines DNA-Isolations-Kits (QIA Amp. Blood Kit, QIAGEN) gewonnen

worden war. Diese DNA wurde mit unterschiedlichen Mengen einer APC-Gen-

mutierten DNA gespickt.
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 7.  Oligonukleotide

Tabelle II.1.        verwendete Oligonukleotide für Polymerasekettenreaktionen

 

Primer              5`-3`-Sequenz                                                         Exon bzw. Segment

RT15 ACGAGAACTATCTAAGCTTCC Exon 1-14,

Segment 1 (1*)

*T7-Sequenz    GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAA  Exon 1-14,

   CAGACCACCATG    Segment 1 (1*)

APC 1T7          T7-Sequenz-GCTGCAGCTTCATATGATC                     Exon 1-14,

Segment 1 (1*)

APC 15.3         GTAGACAGTTGTTCTCTCTTAGGATTT   Exon 1-14,

Segment 1 (1*)

15AT7 / S23   geschützte Sequenzen    Exon 15,

Segment 2 (2*)

B2F / S23 geschützte Sequenzen Exon 15,

Segment 3 (2*)

C3F / 15Q3b geschützte Sequenzen                  Exon 15,

Segment 4 (2*)

Ex15d / 15U2 geschützte Sequenzen        Exon 15, 

Segment 5 (2*)
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*Die T7-Sequenz enthält eine Bindungssequenz für die T7-RNA-Polymerase zur

Initiation der in vitro Transkription sowie eine von KOZAK, 1987 beschriebene

Sequenz, die in höheren Eukaryonten eine optimale Initiation für die Translation an den

Ribosomen ermöglicht.

Sie wurde jeweils den Oligonukleotiden APC1T7 (Segment1), 15AT7 (Segment 2), B2F

(Segment 3) sowie C3F (Segment 4) vorangestellt.

(1*): Oligonukleotide für Segment 1: aus BALA et al., 1996
(2*): Oligonukleotide für Segmente 2-5: geschützte Sequenzen,

                                                                    Roche Molecular Systems, Penzberg

II.2   Methoden

1.  Präparation der DNA

1.1   Neutralisierung des pH-Wert

Die durch elektive Endoskopie erhaltenen Adenombiopsien lagen in Phenol aufbewahrt

und bei -80°C eingefroren vor. Die Herstellung eines sauren pHs war zur RNA-

Gewinnung für die Durchführung von Northern Blots notwendig. Durch diesen pH-

Wert wurde die DNA zusammen mit Proteinen in Form eines Pellets aus der Lösung

gefällt. Um die DNA aus dem Pellet zurückzugewinnen, wird sie durch Neutralisierung

des pH-Wert herausgelöst. Jeder notwendige Zentrifugationsschritt für die DNA-

Präparation wurde in einer Eppendorf Zentrifuge bei 16000 rpm und Raumtemperatur

durchgeführt.

Zunächst wird der saure pH-Wert angehoben. Dazu werden

300µl  Phenol-DNA-Gemisch

mit   300µl  1 M Tris / HCl  pH 9,5
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versetzt. Nach einigen Minuten Zentrifugation wird der pH-Wert mit Hilfe von

pH-Papier gemessen und das DNA-Pellet mittels einer Nadel aus dem Gemisch in ein

neues Röhrchen übertragen.

1.2  Entfernung organischer Rückstände

Hierfür wird das

Pellet

mit 500µl  Chloroform    und

mit 500µl  TE-Puffer

versetzt und für einige Minuten zentrifugiert. Im Anschluß wird die organische untere

Phase abpipettiert. Die obere Phase aus TE-Puffer enthält das Pellet mit der DNA. Zur

Entfernung der Chloroformrückstände werden die

500µl  TE-Puffer plus Pellet

mit 500µl  Ether

gemischt und erneut ein paar Minuten zentrifugiert. Dann wird die obere Etherphase mit

den Chloroformresten verworfen. Um den Ether vollständig zu entfernen, werden die

Proben für etwa 10 Minuten in der „speedvac“ behandelt, bis die organischen

Lösungsmittel verdampft sind.

1.3  Proteinase K-Behandlung

Um die DNA aus dem Pellet herauszulösen, wird anschließend die

wässrige Phase plus Pellet

mit 50µl  10fach Proteinase K-Puffer

und   2µl   Proteinase K  (50µg / ml)

versetzt und in einem einstündigen Wasserbad bei etwa 56°C inkubiert.

Zwischenzeitlich werden die Proben wiederholt gemischt.
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1.4  Phenol / Chloroform-Extraktion

Nach dem Wasserbad wird zur Beseitigung der Proteine die

Probe

mit 500µl  Phenol / Chloroformgemisch 1:1

versetzt. Der Ansatz wird für einige Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird im

Anschluß in ein neues Röhrchen umpipettiert. In einem weiteren Reinigungsschritt wird

die

Probe

mit 500µl  Chloroform

vermischt und wie im vorherigen Ansatz für 10 min zentrifugiert. Mit diesem Schritt

werden die verbliebenen organischen Lösungsmittel entfernt.

1.5   Präzipitation der DNA

Nach dem Zentrifugieren wird der Überstand, in dem sich die DNA befindet,

abgenommen und in ein neues Röhrchen pipettiert. Daraufhin wird die

Probe

mit 50µl  3 M NaAc  pH 5,2   und

mit  500µl  Isopropanol

versetzt, um die DNA aus der wässrigen Lösung zu präzipitieren. Für mindestens 20

Minuten wird dieses Gemisch dann bei  - 80°C weggefroren und inkubiert. Im

folgenden Schritt wird die Probe erneut für 20 min bei Raumtemperatur zentrifugiert.

1.6  Aufreinigen der gewonnenen DNA

Durch die vorangegangene Zentrifugation sammelt sich die präzipitierte DNA am

Boden des Röhrchens. Der Überstand wird vorsichtig abpipettiert. Nun wird in

mehreren sich wiederholenden Reinigungsschritten die präzipitierte
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DNA

mit 50µl  Ethanol 70 %ig

versetzt und für einige Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird im Anschluß daran

jeweils vorsichtig abgenommen. Nach dem letzten Reinigungsschritt werden die

Ethanolrückstände in der „speedvac“ verdampft.

1.7  Aufnehmen der DNA in TE-Puffer

Nach den Reinigungsschritten wird die präzipitierte

DNA

mit 50µl  TE-Puffer

versetzt und vorsichtig darin gelöst, um sie für eine anschließende PCR einsetzen zu

können. Der Erfolg der DNA-Extraktion wird mittels einer Gelelektrophorese überprüft.

2.  DNA - Gelelektrophorese

2.1   Anfertigung, Zweck und Anwendung eines Agarosegels

Zur Herstellung eines für genomische DNA optimalen 0,7 %igen Agarosegels wird

1,4 g Agarose

mit 200µl TAE-Puffer

versetzt und in der Mikrowelle durch Aufkochen in Lösung gebracht. Um die

Sichtbarmachung der DNA unter UV-Beleuchtung zu ermöglichen, wird die

Agaroselösung

mit 10µl Ethidiumbromid

vermischt. Das Ethidiumbromid, das in einer Endkonzentration von 0,5 µg / ml vorliegt,

interkaliert die DNA. Nach Abkühlung der Lösung auf etwa 50°C, wird sie in dafür
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vorgesehene Gelkammern gegossen. Zur Schaffung von Probentaschen wird ein Kamm

in die Kammer eingesetzt. Nach Auspolymerisieren des Gels, können die Proben in die

Geltaschen pipettiert werden. Dafür werden zuvor

10µl DNA

mit   1µl 10fach Ladepuffer

versetzt.

Anhand des mitaufgetragenen 1kb DNA-Molekulargewichtsmarkers, läßt sich die

Fragmentgröße feststellen, da jede Bande des Markers einem bestimmten Gewicht

entspricht.

Im Gel werden DNA-Moleküle der Größe nach im elektrischen Feld aufgetrennt. Durch

die negativ geladenen Phosphatreste der DNA wandert sie zur Anode. Die

Wanderungsgeschwindigkeit ist zum einen von der Spannung und zum anderen von der

Größe der Moleküle abhängig. Je nach Größe der zu untersuchenden DNA, werden

unterschiedliche Agarosekonzentrationen benutzt, um eine optimale Auftrennung zu

erreichen. Das Agarosegel hat eine Siebwirkung. DNA-Fragmente von hohem

molekularem Gewicht lassen sich am besten in einem niedrigprozentigen (0,7 %),

Fragmente von geringerem Molekulargewicht in einem höherprozentigen Agarosegel

(z.B. 1,5 %) auftrennen.

Nach der Gelelektrophorese werden die DNA-Banden unter UV-Licht-Bestrahlung

mittels des Ethidiumbromids im Gel sichtbar gemacht und durch eine Polaroidkamera

fotografiert.

2.2   Gelelektrophorese der extrahierten DNA

Um die DNA-Extraktion zu überprüfen, wurden einige Mikroliter der jeweiligen DNA-

Proben in 10fach Ladepuffer aufgenommen und auf ein  niedrigprozentiges Gel (0,7 %)

aufgetragen, da es sich um hochmolekulare DNA handelt. Es erfolgte eine

semiquantitative Bestimmung der Konzentration der gewonnenen DNA-Menge anhand

der Intensität der durch das ethidiumbromidhaltige Gel im UV-Licht sichtbar

gemachten Banden. Diese wurden verglichen mit der Intensität der Banden eines

mitaufgetragenen Lambda Hind III-DNA-Markers. Bei den 20 extrahierten Proben

waren jeweils unterschiedliche Mengen DNA gewonnen worden.
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3. Protein Truncation Test  (PTT)

3.1  Prinzip des PTT

Der nicht radioaktive Protein Truncation Test, dessen Anwendung das erste Mal 1993

beschrieben worden ist (ROEST et al.,1993), ist entwickelt worden, um Mutationen in

Genen mit einer großen Anzahl an kleinen Exonen (wie z.B. das APC-Gen, das

Duchenne Muskel Dystrophie-Gen oder das Neurofibromatose1-Gen) optimal selektiv

detektieren zu können.

Die Basis des PTT besteht aus der Kombination von RT-PCR, in vitro Transkription

und Translation. Die Verwendung von mRNA erlaubt die Analyse von mehreren Exons

in einem Schritt. Da Tumorsuppressorgene wie das APC-Gen vorwiegend Stop-

Mutationen (bis zu 98 %) aufweisen, wird die Translation in dem mutierten Gen

praktisch immer vorzeitig beendet. Dies führt wiederum zu einem verkürzten Protein,

welches durch den PTT bzw. die anschließende Chemilumineszenz-Reaktion

visualisiert werden kann.

Zur vollständigen Analyse eines Gens wie des APC-Gens wird dieses, aufgrund der

Größe der mRNA, in verschiedene sich überlappende Segmente eingeteilt, damit eine

maximale Effizienz sowohl der Transkriptions-und als auch der Translationsreaktion

erreicht wird. Den verschiedenen Segmenten sind für deren Amplifikation in

entsprechenden PCR-Reaktionen jeweils spezifische Primer-Paare zugeordnet. Die

sogenannten „sense“-Primer weisen eine Extension an ihrem 5`-Ende auf, bestehend aus

einem T7-Promoter, der sogenannten Kozak-Sequenz und einem Startcodon (ATG), die

eine in vitro Transkription und Translation ermöglichen. Das PCR-Produkt kann also in

eine mit dieser „Cap-Struktur“ versehene mRNA transkribiert werden. Dann wird diese

mittels eines Retikulozytenlysates, welches eine geladene Lysin-tRNA enthält, die an

der ε-Aminogruppe des Lysins biotinmarkiert ist, in folglich biotinylierte Proteine

translatiert. Die Peptidketten werden elektrophoretisch der Größe nach aufgetrennt und

geblottet. Die Biotinmarkierung ermöglicht die Bindung der Proteine durch ein

Streptavidin-Peroxidase-Konjugat. Dadurch können sie in einer anschließenden

Chemilumineszenzreaktion mittels eines Röntgenfilms detektiert werden. Die

Auswertung und Beurteilung der autoradiographischen Bilder erfolgt durch visuelle

Inspektion.
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Das folgende Schema dient der Verdeutlichung des Prinzips des PTT:

Schema II.1            aus MÜLHARDT, 1999
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3.2   APC-Gen-spezifischer PTT

Um die kodierende Sequenz des APC-Gens zu analysieren, wird es in 5 sich

überlappende Segmente unterteilt, die jeweils getrennt voneinander untersucht werden.

Für Segment1, welches Exon1-14 repräsentiert, wird jeweils die vorhandene RNA der

Proben benutzt, da die einzelnen Exons von großen, nicht kodierenden DNA-

Segmenten, den sogenannten Introns unterbrochen werden.

Für die Segmente 2-5, die das 6,5 kb schwere Exon 15 umfassen, wird genomische

DNA benutzt. Segment 2 und Segment 3 enthalten die  „Mutation Cluster Region“

(MCR, Aminosäure 1281-1554), die nur etwa 8 % des gesamten Gens ausmacht, in der

aber zwei Drittel aller somatischer Mutationen liegen.

Das folgende Schema verdeutlicht die APC-Genspezifische Segmentunterteilung:

Schema II.2   nach Roche Molecular Systems

                                                     ______ S2 ______                       ______ S4 ______
_____________ S1 ____________                        ______ S3 _____                         ______ S5 ______
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _________________________________________________________
Exon 1          5          10         14                                               15

Folgende Tabelle gibt Aufschluß über die Aufteilung der 5 Segmente auf  DNA-Ebene

in Bezug auf die verwendeten 5 Oligonukleotidpaare, die im Rahmen der Polymerase-

Ketten-Reaktion eingesetzt wurden:

Tabelle  II.2                                                                                                                                                                                             

 

Segment              Basenpaare                      Codons                                Primerpaar

    1      421-2025 140-675 Apc1T7 / Apc15.3

2 1959-3691 653-1230 15AT7 / S23

3 3147-5101 1049-1700 B2F / S33

4  4746-7027 1582-2342 C3F / 15Q3b

5     6408-8109 2136-2703 Ex15d / 15U2           

______________________________________________________________________



  32

3a.  Reverse Transkription

Um Exon 1-14 des APC-Gens vollständig analysieren zu können, wurde die RNA der

Adenombiopsien benutzt und mittels der reversen Transkriptase in cDNA

umgeschrieben. Dafür wurden 2µg der jeweiligen Gesamt-RNA in einem 20µl

Reaktionsmix wie folgt angesetzt:

4µl  5fach  RT-Puffer

1µl  DTT (5mM)

1mM  dNTPs

20U  RNAsin

10pmol  RT-Primer

300U  Superscript II (reverse Transkriptase)

ad 20µl dd H2O

und bei 37°C für 60 Minuten inkubiert. Dann wurde das Gemisch für 5 Minuten auf

95°C erhitzt und im Anschluß in Eis abgekühlt. In einem niedrigprozentigen Agarosegel

wurde der Erfolg der reversen Transkription kontrolliert.

3b.  Polymerasekettenreaktion

3b.1   PCR von Exon1-14

Von der in der reversen Transkription erhaltenen cDNA wurden jeweils 2µl in einem

50µl Reaktionsansatz, bestehend aus

5µl  10fach Expand  HiFi PCR Puffer

0,3µl  20mM dNTPs

1,5 mM  MgCl2

2U  Expand Polymerase

20 pmol der Primer APC1T7 und APC15.3

ad 50µl dd H2O

amplifiziert.



  33

Folgende PCR-Bedingungen erwiesen sich für die Amplifikation von Exon1-14 als

optimal:

Der PCR-Ansatz wird für 3 Minuten bei 94°C erhitzt, gefolgt von 35 Zyklen, bestehend

aus

      Schritt1   (DNA-Denaturierung):   94°C, 1 min.

       Schritt2   (Primerhybridisierung): 64°C, 1,5 min.

       Schritt3   (DNA-Synthese): 72°C, 2 min.

Im Anschluß an den letzten Zyklus werden die Reaktionsansätze abschließend für 5

Minuten auf 72°C gehalten, bevor sie auf Eis abgekühlt werden.

3b.1.1   Gelelektrophorese der Exon1-14-PCR-Fragmente

Die PCR wurde im Anschluß auf ihren Erfolg überprüft und die Konzentration

semiquantitativ bestimmt, indem die PCR-Produkte auf ein 1 %iges Agarosegel

aufgetragen und bei 80 Volt mindestens eine halbe Stunde laufen gelassen wurden.

Anhand des 1 kb-DNA-Molekulargewichtsmarkers konnten die etwa 1,6 kb schweren

PCR-Produkte identifiziert werden.

3b.2   PCR von Exon15

Um das 6,5 kb große Exon15 optimal untersuchen zu können, wurden

Polymerasekettenreaktionen mit vier Primersätzen für jeweils vier verschiedene sich

überlappende Exon-Segmente durchgeführt.

Da die Konzentration der extrahierten DNA aufgrund des wenigen vorhandenen

Materials nur anhand eines Agarosegels abgeschätzt werden konnte, wurde zunächst die

für eine optimale Effizienz der PCR benötigte DNA-Menge ermittelt. Dafür wurde eine

PCR von Reaktionsgemischen mit jeweils unterschiedlicher Menge an DNA

durchgeführt. Eine Menge von 5µl DNA erwies sich als optimal. Sie wurde in einem

Reaktionsansatz von 50µl, bestehend aus
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          5µl  10fach Expand  HiFi PCR Puffer

1,5mM  MgCl2

200µM jedes dNTP

0,75µl  Expand HiFi Enzym Mix

und 20 pmol der jeweils segmentspezifischen Primer

ad 50µl ddH2O

inkubiert.

Der Enzym-Mix wurde als letztes in den Reaktionsansatz gegeben, da so eine partielle

Degradierung der Primer durch die  3`-5`-Exonukleaseaktivität der Polymerase

verhindert werden kann.

Folgendes PCR-Programm erwies sich zur Amplifikation von Exon15 als optimal:

Das Gemisch wird für 5 Minuten bei 94°C erhitzt, gefolgt von 35 Zyklen, bestehend aus

      Schritt1   (DNA-Denaturierung):    94°C, 30 sec.

      Schritt2   (Primerhybridisierung):   60°C, 30 sec.

      Schritt3   (DNA-Synthese):    72°C, 2 min.

Im Anschluß an den letzten Zyklus werden die Reaktionsansätze abschließend für

5 Minuten bei 72°C gehalten.

Die Konzentrationen der spezifischen PCR-Produkte wurden semiquantitativ mittels

einer ethidiumbromidversetzten Agarosegelelektrophorese und anschließenden

Visualisierung der PCR-Produkte unter UV-Lichtbestrahlung durchgeführt. Die PCR-

Produkte wurden bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt.

3c.  in vitro Transkriptions-Reaktion

Mit den RT-PCR- bzw. PCR-Produkten kann ohne weitere Aufreinigung

weiterverfahren werden. Der bei –80°C aufbewahrte Transkription-Mix wird aufgetaut,

vorsichtig gemischt und im Anschluß sofort in Eis gelegt. Nachdem er mit dem PCR-

Produkt und RNase-freiem ddH2O versetzt wurde, inkubiert er je nach Menge des PCR-
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Produkts für mindestens 15 Minuten bei 30°C. Für 500ng PCR-Produkt ist eine

Inkubationszeit von 15 Minuten ist ausreichend, während bis zu 60 Minuten nötig sind,

sofern mit 50ng PCR-Produkt begonnen wird.

Folgendes Reaktionschema wurde benutzt:

Tabelle II.3                                                                                                                                                                                               

 

Komponente                         Probe                  Positivkontrolle               Negativkontrolle

T7-Transkriptions-Mix 5µl 5µl 5µl

PCR-Produkt (50-500ng) 1-15µl 1-15µl   

RNase-freies ddH2O ad 20µl ad 20µl  15µl            

Für die APC-Gen-Analyse hat es sich als optimal erwiesen, 10µl PCR-Produkt für

60 Minuten mit dem Transkriptions-Mix zu inkubieren. Nach dieser Zeit kann die

Transkriptions-Reaktion mittels Gelelektrophorese auf ihren Erfolg überprüft werden.

Dazu werden 10µl der Reaktion mit einem Stoplösungs-Ladepuffer versetzt und unter

RNase-freien Bedingungen auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Das Gel zeigt nach

der Elektrophorese zwei deutliche Banden. Die obere kathodennähere Bande zeigt das

eingesetzte PCR-Produkt, die untere anodennähere entspricht der neu synthetisierten

mRNA. Die übrigen 10µl des Transkriptions-Ansatzes werden direkt für den nächsten

Schritt verwendet.

Die Transkriptions-Reaktion sollte 1-2µg RNA pro 20µl Reaktion ergeben.

3d.  in vitro Biotin-Translations-Reaktion

Der Translation-Mix besteht aus einem Retikulozytenlysat, welches geladene

Lysin-tRNA enthält. Dabei ist Biotin kovalent über eine Säureamidbindung an die

ε-Aminogruppe des Lysins gebunden und liegt dann als sogenanntes Biocytin
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(ε-N-Biotinyllysin) vor. Dieses Biocytin wird gemäß der Funktion der Transfer-RNA

während der Translation in das Peptid eingebaut und kann später in einer

Chemilumineszenz-Reaktion detektiert werden (siehe Chemilumineszenz).

Der bei –80°C aufbewahrte gebrauchsfertige Translations-Mix wird aufgetaut, vorsichtg

gemischt und in Eis gesetzt. Ein Mix-Ansatz ist für 5 Reaktionen ausreichend. 10µl der

Transkriptions-Reaktion werden mit 40µl Translations-Mix gemischt und für eine

Stunde bei 30°C inkubiert. Nach dieser Zeit wird ein Aliquot von 2µl mit Probenpuffer

versetzt und mittels einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert.

3e.  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

3e.1   Prinzip der SDS-PAGE

Um das Molekulargewicht von Proteinen bestimmen zu können, wird eine SDS-

Gelelektrophorese verwendet. Die Proteine werden auf ein Polyacrylamid-Gel

aufgetragen, dessen Porengröße variiert werden kann, sodass die

Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im elektrischen Feld verzögert und somit eine

bessere Aufteilung erzielt werden kann. Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl

sulfate, SDS) ist ein negativ geladenes Detergenz, welches mit seinem Fettsäureanteil

an hydrophobe Proteinbereiche bindet und eine Entfaltung des Moleküls bewirkt. Somit

ist eine Wechselwirkung der Proteine mit anderen Proteinen nicht mehr möglich. Die

Proteine sind also durch das SDS negativ geladen, weswegen sie während der

Elektrophorese durch das Polyacrylamid-Gel in Richtung der positiven Elektrode

(Anode) wandern. Kleine Proteine wandern schneller durch die Poren des Gels als

große, sodass sich folglich eine Proteinauftrennung nach deren Molekulargewicht

ergibt. Niedrigmolekulare Proteine sind nach Abschluß der Elektrophorese der Anode

am nächsten.

3e.2   SDS-PAGE der in vitro-translatierten Proteine

Um eine optimale Auftrennung der synthetisierten Proteine zu erreichen, wird ein

     10 %iges Trenngel folgendermaßen angesetzt:



  37

1,5 ml Polyacrylamid (40 %)

1,2 ml 1,88 M Tris-HCl  pH 8,8

1,2 ml SDS (0,5 %)

2,1 ml ddH2O

30µl Ammoniumpersulfat (10 %)

  2µl TEMED

Diese Lösung wird in ein ca. 7×8 cm großes Minigel pipettiert. Nach Auspolymerisieren

wird ein 5 %iges Sammelgel über das Trenngel gegossen, in welches gleichzeitig ein

Kamm zur Schaffung der Probentaschen gesetzt wird. Das Sammelgel besteht aus

0,25 ml Polyacrylamid (40 %)

0,4 ml 0,625 M Tris-HCl   pH 6,8

0,4 ml SDS (0,5 %)

0,95 ml ddH2O

10µl Ammoniumpersulfat (10 %)

  2µl TEMED

Ist das SDS-Polyacrylamid-Gel vollständig polymerisiert, werden die in vitro

synthetisierten, biotinylierten Proteine aufgetragen. Dazu wird je ein Aliquot der

Translations-Reaktion von

2µl

mit     12µl Probenpuffer

versetzt, der 2-Mercaptoethanol enthält, welches Disulfidbrücken in Proteinen reduziert.

Dadurch verlieren die Proteinkomplexe ihre Tertiärstruktur.

Die Proben werden im Wasserbad für 4-5 Minuten erhitzt. Nach kurzem Zentrifugieren

werden sie auf Eis abgekühlt und in die Taschen des Gels pipettiert.

Zusätzlich wird ein vorgefertigter Kombi-Marker mit auf das Gel aufgetragen, der aus

biotinylierten, farbigen Proteinen unterschiedlichen Molekulargewichtes besteht. Durch

die Biotinmarkierung und dem nach der Elektrophorese entstandenen farbigen

Bandenmuster ist es möglich, die Größe der PTT-Produkte durch direkten Vergleich mit

den Markerproteinen zu bestimmen.
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Tabelle II.4                                                                                                                                                                                 

Bandenfarbe des Kombimarkers                                 Molekulargewicht in kDa     

orange 97,0

blau 66,2

grün 39,2

rot 26,6

orange 20,1

schwarz 12,5                       

2µl des Kombi-Markers werden mit 12µl Probenpuffer versetzt, kurz erhitzt, in Eis

abgekühlt und auf das Gel aufgetragen.

Um klare Banden zu erhalten, wird die Gelelektrophorese mit einer Stromstärke von

10 mA durchgeführt. Wenn der Bromphenolblau-Farbstoff des Probenpuffers den

Boden des Gels erreicht hat, ist die Elektrophorese beendet.

3f.  Western Blot

Nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  werden die aufgetrennten Proteine

mittels eines angelegten elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine PVDF-Membran

transferiert. Dies geschieht in übereinandergeschichtetem Filterpapier. Dazu werden

zwei ca. 8×8 cm große Filterpapiere in 10fach-Anodenpuffer getränkt und auf die

Blotvorrichtung gelegt. Zwei weitere Filterpapiere werden, nachdem sie mit 1fach-

Anodenpuffer durchnäßt sind darübergelegt. Anschließend kommt die PVDF-Membran,

die zuvor mit 1fach-Anodenpuffer behandelt wurde, auf den Filterpapierstapel. Dann

wird das Gel mit den Proteinen vorsichtig aus der Gelkammer geschnitten und genau

auf die PVDF-Membran platziert, auf die die Proteine übertragen werden sollen. Zum
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Schluß werden darüber noch zwei in 1fach-Kathodenpuffer getränkte Filterpapiere

gelegt. Es muß darauf geachtet werden, dass sich zwischen den einzelnen Schichten

keine Luftblasen befinden, da der Proteintransfer sonst an diesen Stellen nicht

stattfinden kann.

Bei einer angesetzten Zeit von 45 Minuten und einer Stromstärke von 200 mA sind die

Proteine optimal vom Gel auf die Membran übertragen worden. Dies ist an dem

farbigen Bandenmuster des Kombimarkers auf der Membran erkennbar.

3g.  Chemilumineszenz der Proteine

3g.1   Prinzip der Chemilumineszenz-Reaktion

Das Test-Prinzip des verwendeten Chemilumineszenz-Systems ist es, die

biotinmarkierten Proteine mittels einer Streptavidin-Meerettich-Peroxidase und dem

Substrat Luminol/Iodophenol zu detektieren.

In Gegenwart von Wasserstoff-Peroxid (H2O2) katalysiert das Enzym Meerettich-

Peroxidase (POD) die Oxidation von Diazylhydratiden wie dem Luminol. Das aktivierte

gebildete Zwischenprodukt strahlt Licht aus, indem es in den Grundzustand verfällt.

Das 4-Iodophenol bewirkt eine Verstärkung der Lichtemission, dadurch, dass es als

Radikal-Transmitter zwischen den gebildeten Sauerstoff-Radikalen und dem Luminol

fungiert. Diese Reaktionen sind also dafür verantwortlich, dass der Röntgenfilm

belichtet wird und die Proteinbanden auf dem Film visualisiert werden.

3g.2   Detektion der biotinylierten Proteine

a. Blocken der Membran

Da Methanol die Detektion behindern kann, wird der Blot nach Abschluß des

Proteintransfers kurz in TBS-Puffer gewaschen, um Methanolrückstände aus den Blot-

Puffern zu entfernen. Dann wird die PVDF-Membran mit 1 %iger Blocking-Lösung

versehen, in eine Folie geschweißt und für eine Stunde auf einem Schüttelinkubator

befestigt. Dieser Block-Vorgang ist auch bei 4°C über Nacht möglich.
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b.  Streptavidin-POD-Behandlung

Nach einer Stunde wird der Blot in eine neue Folie übertragen und mit 10ml einer

Lösung bestehend aus Streptavidin verdünnt mit 0,5 %iger Blocking-Lösung im

Verhältnis 1:12500 mit einer Endkonzentration von 20 U/ml behandelt. Für 30 Minuten

wird die Membran erneut auf dem Schüttelinkubator inkubiert.

c.  Waschen der Membran

Nach 30 Minuten wird die Membran  aus der Folie genommen und mindestens vier

Wasch-Schritten mit TBS-Tween unterzogen, um Streptavidin-Peroxidase-Rückstände

vollständig zu entfernen. Jeder Waschvorgang sollte 10-15 Minuten dauern, wobei das

TBST immer wieder gewechselt wird.

d. Detektion der Proteine

Die gewaschene Membran wird auf eine Folie gelegt und mit 1,5 ml Detektionslösung

behandelt. Nach 60 Sekunden Inkubationszeit wird die Folie zugeklappt und die

überschüssige Flüssigkeit mittels einer 10 ml-Pipette abgepresst. Anschließend wird die

Folie blasenfrei zugeschweißt. Die Membran wird dann in eine Röntgenfilmkassette

eingelegt. Darüber wird daraufhin in einer abgedunkelten Fotokammer ein Röntgenfilm

gelegt, der für 10-60 Sekunden durch das emittierte Licht der ablaufenden Streptavidin-

POD-Reaktion auf der Membran belichtet wird. Danach wird der Film in einem

Röntgenfilmentwickler entwickelt. Es hat sich als optimal erwiesen, den Film einer

Expositionszeit von 30 Sekunden auszusetzen. So haben die jeweiligen Segment-

Banden auf dem Röntgenfilm eine ausreichend hohe Signalintensität und können

unzweifelhaft identifiziert werden, ohne dass ein zu großer störender Hintergrund

besteht.

4. Sequenzierung

Drei der Proben, deren RNA nicht mehr vorlag, um Exon 1-14 aus cDNA zu

untersuchen, wurden in der Ruprecht-Karls-Universitätsklinik Heidelberg von

Prof. Dr. med. M. von Knebel Doeberitz nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger
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unter Verwendung eines Applied Biosystems ABI PRISM™ Model 310 sequenziert.

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte über einen Software Sequence Navigator.

Es wurden alle Exons einzeln sequenziert.

5.  Sensitivitätstest

Es ist davon auszugehen, dass zugeschnittene Adenome bzw. Polypen einen hohen

Anteil Tumorgewebe tragen. Dennoch besteht eine Kontamination durch

Normalgewebe, das die Detektion eines mutierten Proteins erschweren könnte. Um

diesen Kritikpunkt zu entkräften, wurde ein Sensitivitätsversuch durchgeführt.

Die analytische Sensitivität des PTT wurde durch limitierende Verdünnung von

mutierter Tumor-DNA in Normalgewebe-DNA getestet.

Der Versuch beantwortet die grundlegende Frage, welche Menge an Tumorgewebe in

Normalgewebe noch nachgewiesen werden kann.

Dafür wurde zum einen Probe 12BII benutzt, die zweifellos in Segment 3 des Exon 15

eine mutierte etwa 39 kDa schwere Bande von hoher Signalintensität zeigt. Zum

anderen wurde eine Probe Wildtyp-DNA verwendet. Von beiden Proben wurde jeweils

mittels der PCR das Segment 3 amplifiziert. Nach ausreichender Materialproduktion

wurde die DNA-Konzentration in beiden Proben photometrisch gemessen und

anschließend einander angeglichen. Die Tumor-DNA wurde in serieller Verdünnung bis

zu einem Verhältnis von 1:24 (Tumor- / Normal-DNA) mit Normal-DNA vermischt.

Anschließend wurden diese Ansätze wie zuvor beschrieben in vitro transkribiert und

translatiert. Nach SDS-PAGE und Western Blot wurde diejenige Verdünnung ermittelt,

in der die Tumor-DNA im Hintergrund von Wildtyp-DNA noch nachweisbar war.
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6.  Methode der CEACAM1-Expressionsbestimmung

Die CEACAM1-Expressionsbestimmung erfolgte nach der Methode von NEUMAIER

et al., 1993.

Von makroskopisch zugeschnittenen Adenomproben und angrenzendem Normalgewebe

desselben Patienten wurde die Gesamt-RNA präpariert und Northern Blots

durchgeführt. Sowohl in Normal- als auch in Tumorgewebe erfolgte der Nachweis der

Expressionsänderung von CEACAM1 mittels densitometrischer Auswertung der

Northern Blot-Signale. Im Anschluß daran wurden die Northern Blots mit einer

Cytokeratin 18-spezifischen Sonde zur Normalisierung des epithelialen Anteils der

Normal- und Tumorproben rehybridisiert.

Die Daten zur CEACAM1-Expression lagen zu Beginn dieser Arbeit vor (NOLLAU et

al., 1997, NEUMAIER unveröffentlichte Daten).
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III. Ergebnisse

1.  Systematik der Proben

Folgende 26 Adenombiopsien lagen als stabilisierte Zellhomogenate vor (siehe Material

und Methoden, 6. DNA / RNA):

1BII, 7B, 8BI, 9BII, 10B, 12BII, 13BI, 13BII, 14BI, 14BII, 15BI, 15BII, 18BI,

19BI, 19BII, 21B, 23BI, 23BII, 24BI, 25BI, 25BII, 29BI, 29BII, 30B, 31B, 32B.

Bis auf die Proben 9BII, 14BII und 23BII, deren Exons 1-14 einzeln sequenziert

wurden, existierten zudem die zu den einzelnen Proben korrespondierenden RNA-

Proben.

BI und BII besagt, dass es sich jeweils um Biopsien vom selben Patienten aus

unterschiedlichen kolorektalen Adenomen handelt.

Gleichzeitig wurde bei diesen Patienten Normalgewebe biopsiert, das als

Negativkontrolle bei der Durchführung der Experimente diente.

Zur Normalisierung der Tumorproben wurden zusätzlich zu deren DNA-Extraktion, die

DNA einiger Wildtyp-Proben extrahiert.

Von den 26 Adenomproben sind 20 für die Expression von CEACAM1 auswertbar. Für

folgende Proben konnte keine Auswertung der CEACAM1-Expression vorgenommen

werden:  1BII, 7B, 10B, 12BII, 21B und 29BII.

Sie tragen zur Verifizierung der Daten über die Mutationsfrequenz des APC-Gens bei.

2.  RT-PCR von Exon 1-14  (Segment1)

In einer reversen Transkriptase-Reaktion wurde cDNA aus den RNA-Proben hergestellt.
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3.   DNA - Extraktion

Nachdem die genomische DNA aus den Adenom-und Normalproben extrahiert war,

wurde sie in jeweils 50µl TE-Puffer aufgenommen. Davon wurde ein Aliquot von je

10µl auf einem Agarosegel überprüft. Semiquantitativ an einem λHindIII-

Molekulargewichtsmarker gemessen, wurden hochmolekulare Banden intakter DNA

größer als 23 kb identifiziert. Der Einsatz von 5µl der Proben für die PCR der Segmente

2 bis 5 erwies sich als optimal.

      4.   PCR-Produkte der Segmente 1 bis 5

4.1  PCR-Produkte des Segment1

Der Einsatz von jeweils 2µl cDNA ist ausreichend für eine PCR von Segment1. Je ein

Aliquot von 10µl wurde im Anschluß an die PCR-Reaktion mit Ladepuffer versetzt und

auf einem 1,2 %igen Agarosegel bei einer Stromstärke von etwa 80 mA

elektrophoretisch getrennt. Anschließend konnten die Banden mittels des

Ethidiumbromids unter UV-Licht visualisiert werden.

Abbildung III. 1

Das Polaroidfoto zeigt die zu erwartende etwa 2,0 kb große Segment1-Bande.
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4.2  PCR-Produkte der Segmente des Exon 15

Von der extrahierten DNA aller 26 Adenomproben sind die Segmente 2 bis 5

amplifiziert worden. Letztlich mußten dadurch 104 (4x26) verschiedene Ansätze von

PCR-Produkten mittels eines 1 %igen Agarosegels überprüft werden. Alle Ergebnisse

wiesen eine hohe Effizienz der PCR-Reaktionen auf. Die folgenden Abbildungen zeigen

aber aufgrund des großen PCR-Proben-Kollektivs jeweils nur einige repräsentative

Beispiele.

4.2.1  PCR-Produkte des Segment 2

Von dem 50µl PCR-Gemisch wurde nach Ablauf der Reaktion jeweils ein Aliquot von

10µl mit je 1µl 10fach Ladepuffer versetzt. Die Proben wurden auf ein 1 %iges

Agarosegel aufgetragen und nach einer einstündigen Elektrophorese mit einer

Stromstärke von etwa 80 mA unter UV-Lichtbestrahlung visualisiert und auf den Erfolg

der PCR überprüft.

Abbildung III. 2

Das vorliegende Polaroidfoto zeigt das amplifizierte Segment 2, etwa 1,7 kb große

Banden von starker bis weniger starker Intensität, die mit gutem Erfolg für die in vitro

Transkription eingesetzt werden konnten.
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4.2.2  PCR-Produkte des Segment 3

Auch vom PCR-Reaktionsgemisch des Segment 3 wurde das DNA–Fragment eines

Aliquots von 10µl mit Laufpuffer versetzt und mittels des Ethidiumbromids im

Agarosegel unter UV-Lichtbestrahlung sichtbar gemacht.

Die folgende repräsentative Abbildung zeigt das amplifizierte Segment 3 aus 7 der 26

untersuchten Adenombiopsien.

Abbildung III. 3

Abbildung III.3 zeigt die 1,95 kb große spezifisch amplfizierte Bande, welche

Segment 3 darstellt. Da jeweils gleiche Probenvolumina in die PCR eingesetzt wurden,

repräsentiert dieses Foto durch die unterschiedlich starke Fluoreszenz der Banden zum

einen die unterschiedliche Ausgangskonzentration der extrahierten DNA und zum

anderen die unterschiedliche Qualität der Proben, die sich z.B. durch Inhibitoren der

PCR ergeben kann.
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4.2.3  PCR-Produkte des Segment 4

Bei Segment 4 handelt es sich mit ca. 2,3 kb um das größte aller Segmente. Das

angefertigte Polaroidfoto zeigt auch für dieses Segment sehr unterschiedlich

konzentrierte PCR-Produkte. Die Ausbeute ist aber in keinem Fall limitierend für die

nachfolgenden analytischen Schritte.

Abbildung III. 4

Anhand des mitaufgetragenen 1 kb- DNA-Molekulargewichtsmarkers können die

2,3 kb großen Banden eindeutig identifiziert werden.
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4.2.4  PCR-Produkte des Segment 5

Mit den PCR-Produkten des Segment 5 wurde wie mit denen der anderen Segmente

verfahren. Ein Aliquot von 10µl ist mit Ladepuffer versetzt auf ein 1 %iges Agarosegel

aufgetragen worden. Anschließend erfolgte eine Elektrophorese für eine Stunde bei

etwa 80 mA.

Nach dieser Zeit wurde der Erfolg der PCR unter UV-Lichtbestrahlung überprüft.

Folgende Abbildung zeigt die Resultate von 7 repräsentativen Beispielen der 26 Proben:

Abbildung III. 5

Das Foto zeigt die etwa 1,7 kb großen Banden ähnlich konzentrierter

PCR-Produkte unterschiedlicher Proben, die dem amplifizierten Segment 5 entsprechen.
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5.  in vitro Transkription

Es erwies sich als optimal, 10µl PCR-Produkt mit 5µl Transkriptionsmix zu versetzen,

auf 20µl mit ddH2O aufzufüllen und unter streng RNase-freien Bedingungen zu

inkubieren. Nach etwa 60 min Inkubationszeit, wurde die eine Hälfte des Ansatzes

(10µl) mit einer Stoplösung versetzt auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen und die

entstandene mRNA auf ihre Integrität hin überprüft. Zuvor waren die für die

Agarosegelelektrophorese benötigten Materialien, wie Kammer, Tray und Kamm für

eine Stunde in 0,5 M Natronlauge eingelegt worden, um die RNasen zu inaktivieren.

Die andere Hälfte des Transkriptionsansatzes wurde nach erfolgreicher

Transkriptionsreaktion direkt mit dem Translationsmix inkubiert.

Folgende Abbildung zeigt jeweils ein bis zwei Beispiele der Segmente 1 bis 5.

Abbildung III. 6

Das Foto zeigt jeweils zwei Banden. Die untere Bande entspricht der neu synthetisierten

mRNA, die obere ist das dazugehörige PCR-Produkt. Die erste Probe des Exon 1-14

beweist, daβ auch aus auf dem Gel kaum sichtbaren schwachen PCR-Produkten, eine

für die in vitro Translation angemessene mRNA-Konzentration synthetisiert werden

kann.
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Bei der Transkriptionsreaktion handelt es sich im wesentlichen um eine "transcription-

based amplification" (TBA) (ROLFS et al., 1992), eine isotherme Amplifikation von

Nukleinsäuren. Enzymatische Bestandteile sind eine Reverse Transkriptase, RNase H

und eine T7-RNA-Polymerase.

Die RNA-Polymerase generiert von jedem PCR-Molekül ca. 100 Kopien RNA, sofern

das PCR-Ausgangsfragment mit einer entsprechend passenden T7-Promotorsequenz

ausgestattet ist. Dies erklärt, warum auch von geringen Mengen PCR-Ausgangsprodukt

ausreichende Mengen an RNA generiert werden können (LOTTSPEICH & ZORBAS,

1998).

6.  Autoradiographien

Die Resultate der Chemilumineszenzreaktion wurden mit den Northern Blots aus der

Untersuchung der CEACAM1-Expression von NOLLAU et al., 1997 (siehe Material

und Methoden, S.21), die zu Beginn dieser Arbeit vorlagen, verglichen und in

Korrelation gebracht.

Das Bild ist die Grundlage für die Korrelation der Ergebnisse dieser Arbeit mit denen

aus der CEACAM1-Expressionsbestimmung Sämtliche Autoradiographien wurden im

Durchschnitt Belichtungszeiten von etwa 1 min ausgesetzt. Diese Zeit ergab die

optimalen Resultate.

verwendete Abkürzungen auf den Autoradiographien

N: Normalprobe

M: Marker in kiloDalton
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6.1 Exon1-14  (Segment1)

Lediglich die Proben, die keine Mutationsbande in Segment 2 bzw. 3 aufweisen, welche

den "MCR"-Komplex enthalten, wurden auf eine Mutation in diesen Exons hin

überprüft. Es konnte keine Mutation identifizert werden.

Abbildung III. 7
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6.2 Segment 2

Segment 2 enthält die "mutation cluster region" (MCR), den Teil des APC-Gens, in dem

sich somatische Mutationen überwiegend befinden.

Folgende Autoradiographien stellen das Segment 2 der 26 verschiedenen Proben dar.

Abbildung III. 7

Das Bild zeigt im Vergleich zur Normalprobe eine Mutation der Probe 25BII bei etwa

32 kDa, sowie der Proben 29BI und 29BII bei etwa 60 kDa.
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Abbildung III. 8

Die Proben 19BI und 25BI weisen eine Mutation bei etwa 32 kDa auf, Probe 21B zeigt

ein etwa 50 kDa schweres mutiertes Protein.

Zu dieser und zu den folgenden Abbildungen muß erläutert werden, dass die Banden bei

etwa 26 kDa keinen Mutationsbanden entsprechen, sondern Banden aus dem

Translationsmix darstellen. Je nach dem, wie beladen die einzelnen Probentaschen sind,

kommt diese 26 kDa-Bande mehr oder weniger stark zur Geltung. In vorliegender

Abbildung ist diese Bande auch in der Normalprobe ausgeprägt. Das beweist, dass es

sich nicht um eine Mutationsbande handelt. Eine weitere Überprüfung dieser Bande

erfolgte, indem eine SDS-PAGE von einer reinen Probe Translationsmix durchgeführt

wurde. Die Autoradiographie (nicht gezeigt) stellte eine deutliche Bande bei 26 kDa

dar.

In anderen Abbildungen, wie z.B. die vorherige Abbildung III.2 ist es für die

Beurteilung wichtig, welche Bedeutung die 26 kDa-Bande hat, da sie in diesem Fall in

vielen anderen Proben aufgrund der Beladung nicht auftaucht.
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Abbildung III. 9

Lediglich Probe 19BII weist ein mutiertes Protein mit einem Gewicht von etwa 32 kDa

auf.
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Abbildung III. 10

Abbildung III.10 zeigt drei mutierte Proben. Probe 29BI weist ein auf ca. 60 kDa

verkürztes Protein auf. Die Proben 15BI und 19BI zeigen wahrscheinlich identische

Mutationen mit Proteinfragmenten von rund 32 kDa.

Diese Autoradiographie bestätigt außerdem die Mutation in Probe 19BI (siehe

Abbildung III.9).
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Abbildung III. 11

Probe 7B zeigt eine deutliche Bande eines verkürzten Proteins mit einem Gewicht von

etwa 55 kDa.
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6.3 Segment 3

Segment 3 umfaßt wie auch das Segment 2 den "MCR"-Komplex, in dem sich über

60 % aller somatischer Mutationen befinden.

Folgende Autoradiographien stellen die Resultate der Untersuchung des Segment 3 des

Exon15 dar.

Abbildung III. 12

Es ist eine Mutationsbande der Probe 15BI bei etwa 39 kDa zu erkennen.
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Abbildung III. 13

Die Abbildung zeigt ein mutiertes Protein von etwa 24 kDa in Probe 1BII und eines von

etwa 39 kDa in Probe 30B.

Die mit Probenmaterial überladenen Banden und die dadurch beeinträchtigte Qualität

des Bildes erschwert eine exakte Beurteilung der Abbildung ohne Kenntnis der

originalen Autoradiographie. In beiden Proben ist jedoch auf dem Original

unzweifelhaft eine mutierte Bande der bereits erwähnten Größe zu erkennen.

Dies konnte in weiteren nicht gezeigten Daten verifiziert werden.
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Abbildung III. 14

Es ist eine stark fluoreszierende Mutationsbande bei etwa 24 kDa der Probe 18BI und

eine der Probe 24BI von etwa 22 kDa. Des weiteren weist Probe 21B eine mutierte

Bande bei etwa 39 kDa auf.
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Abbildung III. 15

Probe 12BII und 15BII weisen ein mutiertes Protein von etwa 28 kDa auf, Probe 13BII

zeigt eine Mutationsbande bei etwa 39 kDa.
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Abbildung III. 16

Probe 32B zeigt zwei Mutationsbanden im Bereich von 30 kDa.

Wie bereits in Abbildung III.12 deutlich dargestellt, weist Probe 15BI eine

Mutationsbande bei etwa 39 kDa auf.
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Abbildung III. 17

Die Autoradiographie zeigt eine mutierte Proteinbande der Probe 8BI bei etwa 32 kDa

und eine der Probe 31B bei etwa 24 kDa.
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6.4 Segment 4

Die folgenden Autoradiographien stellen einige repräsentative Beispielproben  der

Untersuchung des Segment 4 des Exon15 dar. Es konnten keine Mutationsbanden

identifiziert werden.

Abbildung III. 18
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6.5 Segment 5

Wie in Segment 4 ist auch in Segment 5 kein mutiertes Protein zu detektieren. Daher

wird nur eine repräsentative Autoradiographie abgebildet, die einige der untersuchten

Proben darstellt.

Abbildung III. 19
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7.  Zusammenfassung der Ergebnisse

Von den 26 Adenombiopsien, die auf eine APC-Genmutation untersucht wurden, waren

nur für 20 dieser Biopsien Bilder der Northern Blots auswertbar. Folgende Proben

konnten berücksichtigt werden:

8BI, 9BII, 13BI, 13BII, 14BI, 14BII, 15BI, 15BII, 18BI, 19BI, 19BII, 23BI, 23BII,

24BI, 25BI, 25BII, 29B, 30B, 31B, 32B.

Diese Proben zeigen eine herabgesetzte Expression von CEACAM1. Einige weisen

sogar einen vollständigen Verlust der CEACAM1-Expression auf.

Interessanterweise zeigen zwei Tumorproben (18BI und 29B) im korrespondierenden

biopsierten Normalgewebe eine verminderte Expression der 3,9 kb schweren

CEACAM1-mRNA, die für die lange Spliceform kodiert.

Die für die CEACAM1-Expression charakterisierten Proben von NOLLAU et al., 1997

wiesen eine CEACAM1-Downregulation von über 80 % der Fälle auf. Die für diese

Arbeit zusätzlich auswertbaren Proben waren in 100 % der Fälle CEACAM1-

downreguliert.

Von den 26 untersuchten Adenombiopsien zeigen 6 Proben eine mutierte Bande in

Segment 2 und 13 Proben weisen eine Mutation in Segment 3 auf. Es konnten

insgesamt also 19 von 26 Proben mit einer Mutation identifiziert werden, was einer

Zahl von 73 % entspricht. Dies korreliert mit den Daten, die andere Arbeitsgruppen

veröffentlicht haben. In den übrigen Segmenten waren keine Mutationen zu finden.

Von den 20 auswertbaren Proben sind 5 in Segment 2 bzw. 9 in Segment 3 mutiert. In 6

CEACAM1-downregulierten Adenomen konnte keine Mutation (Probe 9BII, 13BI,

14BI, 14BII, 23BI und 23BII) identifiziert werden.
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Zusammenfassende Übersicht:

                                       26 Adenome         (73 % APC-Genmutation)

20 Adenome (100 % CEACAM1 downreguliert)      6 Adenome

Mutationen in Segment 2 bzw.3:  6 bzw.9 5 Proben mit APC-Genmutation

6 Proben ohne APC-Genmutation 1 Probe ohne APC-Genmutation

Folgende Tabelle gibt einen Überblick über die 20 auswertbaren CEACAM1-

downregulierten Adenome:

Probe Mutation in S2 Mutation in S3 Sequenzierung
von Exon1-14

CEACAM1-
Downregulation

8BI ! """
9BII sequenziert ""
13BI """
13BII ! ""
14BI """
14BII sequenziert ""
15BI ! ! ""
15BII ! "
18BI ! ""*
19BI ! ""
19BII ! ""
23BI """
23BII sequenziert """
24BI ! ""
25BI ! """
25BII ! """
29B ! """*
30B ! "
31B ! "
32B ! ""
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Zeichenerklärung:

− keine Downregulation nachweisbar

" gering downreguliert

"" stark downreguliert

""" keine Expression mehr nachweisbar

∗  nicht nachweisbare 3,9 kb CEACAM1-mRNA im Normalgewebe

! mutiert

8. Sensitivitätstest

Der Sensitivitätstest dient der Beantwortung der Frage, in bis zu welchem Überschuß an

Normalgewebe sich mutierte DNA aus dem Tumor noch nachweisen läßt. Die

Beantwortung ist von Bedeutung, als es sich bei den Proben nicht um mikrodisseziertes,

sondern um makroskopisch getrimmtes Material handelt.

Zur Überprüfung der Empfindlichkeit des PTT für die Detektion mutierter Proteine

wurde das Segment 2 sowohl einer Normal- als auch einer Tumorprobe, die in diesem

Segment eine deutliche Mutation aufzeigt, in einer Verdünnungsreihe miteinander

gemischt. Dazu wurden zunächst die DNA-Konzentrationen der Proben photometrisch

einander angeglichen. Anschließend wurde eine serielle Verdünnung von 1:2 bis 1:24

(Tumor-/Normalprobe) angefertigt. Dies entspricht Tumoranteilen der

Verdünnungsansätze von 50 % bis 4 %.

Die verschiedenen Gemische wurden im Anschluß daran in vitro transkribiert und

in vitro biotinmarkiert translatiert, bevor sie nach SDS-PAGE, Immunoblot und

abschließender Chemilumineszenzreaktion auf einem autoradiographischen Bild

semiquantitativ ausgewertet werden konnten. Sowohl die Tumor-als auch die

Normalprobe wurden mitgeführt. Sie dienen der Identifikation der Tumorbande.
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Abbildung III.20 zeigt die PCR-Produkte, die jeweils von Segment 2 sowie der Normal-

als auch der Tumorprobe angefertigt wurden. Es erfolgte eine photometrische

Konzentrationsbestimmung. Die DNA-Konzentration der Tumorprobe war größer, als

die der Normalprobe. Daher erfolgte eine Angleichung der DNA-Konzentrationen

mittels einer TE-Puffer-Verdünnung.

Abbildung III. 20

Abkürzungen:

M: Marker       T: Tumorprobe                     N: Normalprobe
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Abbildung III. 21 zeigt das Ergebnis des Sensitivitätstests.

Die Tumorprobe weist eine Mutationsbande bei etwa 39 kDa auf. Diese ist in jedem

Verdünnungsansatz identifizierbar. Sie noch deutlich bei einer Verdünnung von 1:24 zu

erkennen.

Abbildung III. 21

Die verwendeten Proben waren makroskopisch disseziert worden. Obwohl der

Tumoranteil in der Tumorprobe nicht genau bekannt ist, muß davon ausgegangen

werden, dass er bei mehr als 50 % liegt. Zu einem gewissen Prozentsatz befindet sich in

jeder Tumorprobe kontaminierendes Normalgewebe (bindegewebiges Stroma,

lymphozytäre Infiltration etc.). Die serielle Verdünnungsreihe ist also nicht mit einer

reinen Tumorprobe vorgenommen worden. Der Normalgewebsanteil liegt folglich

höher als pro Verdünnungsansatz angegeben. Laut Testergebnis kann ein Tumoranteil

von deutlich unter 15 % in einer Gesamtprobe mittels des PTT detektiert werden.

Insgesamt ist damit eine hohe Empfindlichkeit des PTT zur Detektion von APC-

Genmutationen demonstriert.
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IV.   Diskussion

1. Das „Multi-Step-Modell“ der kolorektalen Karzinogenese

In der heutigen Wissenschaft findet das 1990 von FEARON & VOGELSTEIN

aufgestellte „Multi-Step-Modell“ allgemeine Anerkennung. Folgendes Schema gibt das

Modell in geänderter Form wieder:

„Genetische Veränderungen während der kolorektalen Karzinogenese“

  Abbildung IV.1:

abgeändert nach KINZLER & VOGELSTEIN, 1996

Das Modell besagt nicht nur etwas über die Art und Anzahl der Mutationen, die

notwendig sind, um Kolonkarzinome zu entwickeln, sondern es sagt außerdem aus, dass

die Reihenfolge des Auftretens solcher Mutationen eine wesentliche Voraussetzung für

die Tumorentwicklung ist. Verschiedene Genmutationen sind zu unterschiedlichen

Zeitpunkten der Tumorentwicklung limitierend. Zur Verdeutlichung sei das k-ras

erwähnt. K-ras gehört zur Gruppe der Onkogene. Es besitzt in mutiertem Zustand

zelltransformierendes Potential. In mutierter Form ist dieses zwar bereits in den

frühesten morphologischen Veränderungen, den hyperplastischen ACF in über 70 %

Prozent der Fälle nachweisbar (PRETLOW et al., 1993, OTORI et al., 1995, LOSI et

al., 1996, TAKAHASHI et al., 2000), und gilt als ein Schlüsselereignis für deren

Bildung, jedoch läßt sich diese Mutation in Folgestadien zunächst nicht mehr darstellen.

Die k-ras-Mutation ist also nicht persistierend. Erst bei einem späteren Adenomstadium

kommt es als Zweitereignis wieder zu einem verstärkten Auftreten von k-ras-

Mutationen. Dies impliziert, dass k-ras-Mutationen an der kolorektalen
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Adenomentwicklung nicht zum frühen, sondern erst zu späteren Zeitpunkten kritisch

beteiligt ist. Solange das APC-Gen nicht von einer Mutation betroffen ist, sind die früh

betroffenen mutierten Zellen nicht zum Progress befähigt (JEN et al., 1994, NUCCI et

al., 1997).

Ein anderes Beispiel ist das p53, ein Tumor-Suppressor-Gen. Es ist erst in späteren

Tumorstadien von einer durch Mutationen ausgelösten Inaktivierung betroffen (z.B.

BAKER et al., 1990, DAMALAS et al., 1999).

Ein häufig zu beobachtendes Ereignis bei der Entstehung von Metastasen ist eine

Reduktion der E-Cadherin/alpha-Catenin-Expression (GHADIMI et al., 1999).

Das E-Cadherin-vermittelte Zelladhäsionssystem wird als sogenanntes „Invasion-

Suppressor-System“ in Karzinomzellen angesehen (MARUYAMA et al., 1998).

Mutationen des APC-Gens werden heutzutage als früheste persistierende molekulare

Veränderung in der Genese von Kolontumoren angesehen und sind somit von

besonderem Interesse für die Sequenz „Normalgewebe-Adenom-Karzinom-Metastase“.

Die Zahl der APC-Genmutationen wird bei über 65 % angegeben. Aufgrund der

erschwerten Analyse des APC-Gens, ist zu vermuten, dass die wirkliche Prozentzahl

höher liegt.

1.1   Schwierigkeiten der APC-Genanalytik

Aufgrund der Länge der kodierenden Region des APC-Gens ist die Identifikation von

Mutationen in der Regel arbeitsaufwendig, zeitraubend und kostspielig und auf kleinere

DNA-Abschnitte beschränkt.

Die Überprüfung der Existenz von Mutationen im APC-Gen wurde üblicherweise

mittels folgender Methoden durchgeführt:

Unterschieden werden definitive und Screening-Methoden.

1.1.1  Definitive Methoden

a.  Sequenzanalyse

Die Sequenzierung eines Gens weist die höchste Spezifität in der Identifikation von

Mutationen auf und läßt definitive Aussagen zu. Die Sensitivität ist hingegen gering,

d.h. es gibt einen hohen Anteil an falsch negativen Ergebnissen. Diese Methode wurde

zum Beispiel von POWELL et al., 1992 benutzt.
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1.1.2  Screening Methoden

a.  SSCP-Analyse

Mittels einer sogenannten Einzelstrang-Konformationspolymorphismus-Analyse (engl.

single strand conformation polymorphism, SSCP), die z.B von COTTRELL et al., 1992

und TOYOOKA et al., 1995 zur APC-Analyse angewendet wurde, wird jedes

kodierende Exon auf dem APC-Gen mit entsprechenden Oligonukleotidpaaren mit Hilfe

einer PCR amplifiziert, über Denaturierung in Einzelstränge getrennt und dann einer

nichtdenaturierenden Polyacrylamidgel-Elektrophorese unterzogen. Am Ende des Laufs

wird die DNA gefärbt und das Gel ausgewertet. Der Nachteil dieser Methode ist, dass

die Länge der Fragmente, die mittels SSCP analysiert werden können, auf etwa 250

Basen begrenzt ist. Bei längeren Fragmenten wird die Wahrscheinlichkeit, eine

Mutation nachzuweisen, geringer. Für APC-Gen bedeutet dies, dass für das 6,5 kb

schwere Exon 15, in dem sich außerdem der MCR-Komplex mit zwei Drittel aller

somatischer Mutationen befindet, viele verschiedene SSCP-Analysen durchgeführt

werden müssen. Allgemein wird davon ausgegangen, dass die Wahrscheinlichkeit, eine

beliebige Mutation mittels SSCP zu entdecken, bei 60-85 % liegt (MÜLHARDT, 1999).

Mutationsqualitäten werden nicht unterschieden. Daneben ist die SSCP-Sensitivität

abhängig von der Position der Mutation innerhalb des untersuchten Fragments.

b.  DGGE-Analyse

Des weiteren kommt in der APC-Genanalyse die sogenannte „denaturierende

Gradientengelelektrophorese“ (DGGE) zum Einsatz, wie sie z.B.von der Arbeitsgruppe

FODDE et al., 1992 eingesetzt wurde. Sie ist im Ansatz der SSCP-Methode ähnlich,

wobei hierbei auch Fragmente bis zu 1000 bp Länge analysiert werden können. Bei

dieser Methode werden sich die unterschiedlichen Schmelztemperaturen der

Schmelzdomänen der einzelnen Fragmente zunutze gemacht. Während einer

Gelelektrophorese zeigen die mittels einer denaturierenden Substanz wie z.B. Harnstoff

teilgeschmolzenen DNA-Fragmente entsprechend ihrer Schmelztemperatur ein

verändertes Laufverhalten auf. Mutationen beinflußen das Schmelzverhalten der

betroffenen Domäne und können somit identifiziert werden.

Auch dieses Verfahren kann für das große Exon 15 nicht als optimal betrachtet werden,

da im Voraus nicht bekannt ist, in welchem Bereich der Schmelzkurve sich die
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Mutation auf die Laufeigenschaft auswirkt und somit das Risiko besteht, eine Mutation

durch eine nicht angemessene Harnstoffkonzentration nicht identifizieren zu können

(MÜLHARDT, 1999). Die geringe Sensitivität kommt außerdem zustande durch die

Notwendigkeit, die Reaktionsbedingungen für jedes spezifisch zu untersuchende

Fragment erneut optimieren zu müssen, da für jedes unterschiedliche optimale

Bedingungen gelten.

Des weiteren muß die Mutation an einer bestimmten Stelle innerhalb des Fragments

lokalisiert sein, da sonst ein detektierbarer Unterschied im Schmelzverhalten nicht zur

Geltung kommt. Eine Mutation am Ende eines Fragments würde das Schmelzverhalten

nicht ausreichend verändern. Im Gegensatz zum PTT, bei dem eine Mutation lediglich

das Ergebnis beeinflußt, sofern sie eines der drei Stopcodons betrifft, wirkt sich bei

Methoden wie der DGGE- oder SSCP-Analyse jede durch die Taq-Polymerase während

der PCR verursachten Mutation auf das Resultat im Sinne einer Verfälschung aus.

c.  RNase Protektions-Analyse

Diese Methode, die z.B. von NAGASE et al., 1992 angewendet wurde beruht wieder

auf einer Unterteilung des APC-Gens in viele Segmente, die dann mittels PCR

amplifiziert werden. Die PCR-Produkte werden mit ³²P-markierten RNA-Transkripten,

die mit normaler APC-Sequenz korrespondieren, hybridisiert und mittels RNase A, die

zwischen fehlgepaarten DNA-RNA-Hybriden spaltet, verdaut. Die Größe der Produkte

des Verdaus wird mit Hilfe einer Polyacrylamidgel-Elektrophorese durch

Autoradiographie ermittelt. Auch diese Methode hat sich zur Analyse des großen APC-

Gens nicht durchgesetzt, da sie wenig robust ist.

d.  PTT

Der Protein Truncation Test, der 1993 von ROEST et al. entwickelt wurde, gilt als

schnelle und sensitive Methode der Wahl bei der Analytik von großen multi-exonischen

Genen, wie dem APC-Gen. Er deckt selektiv translations-terminierende Mutationen auf

und informiert grob über die Lokalisation der Mutation.

Da über 98 % der Mutationen des APC-Gens durch Punktmutationen oder

Rasterverschiebungen in Stopcodons und dementsprechend in verkürzten Proteinen

resultieren, ist die Kombination von RT-PCR, in vitro Transkription und in vitro

biotinmarkierter Translation mit anschließender Chemilumineszenzreaktion die
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effektivste Methode zum Nachweis solch verkürzter Proteine. Allerdings besteht die

Möglichkeit, dass eine Mutation in unmittelbarer Nähe der Bindungsstelle des

5`-Primers auftritt, was zu der Synthese eines sehr kleinen Translationsproduktes führt,

das dem Nachweis entgehen könnte. Liegt eine Mutation nahe des 3`-Primers, tritt der

umgekehrte Fall ein und die Größe des mutierten Proteins ist nach der Auflösung

mittels SDS-PAGE kaum noch vom Normalprodukt zu unterscheiden (VAN DER

LUIJT et al., 1994). Dieses Problem wird durch die Verwendung sich überlappender

Primerpaare, wie es in dieser Arbeit geschehen ist, gelöst. Der PTT wird trotz

Komplexität der verschiedenen Protokollschritte als robust gefunden.

Die Limitierung des PTT ist, dass er keine anderen als translations-terminierende

Mutationen aufdecken kann. Dies ist aber aufgrund der oben genannten

Mutationsqualitäten des APC-Gens unbedeutend.

d.1  alternatives Splicing der Exons 1-14

Für Exon 1-14 ist differentiales Splicing des Exon 9, 10 und 14 beschrieben (BALA et

al., 1998) und in geringerem Maße der Exons 2, 3, 4, 11, 12 und 13 (SANTORO &

GRODEN 1997), was zu mehreren unterschiedlichen Banden nach Durchführung des

PTT führt. Es erschwert die Differenzierung der Splicebanden zu Mutationsbanden.

In dieser Arbeit stellte dies kein Problem dar, da auf dem autoradiographischen Bild in

allen Proben keine vom Normalgewebe abweichenden Bandenmuster beobachtet

wurden.

d.2  Sensitivität des PTT

In einem Verdünnungsexperiment wurde die Sensitivität in der Aufdeckung von

Mutationen in Gegenwart von Normalgewebe geprüft, da davon auszugehen ist, dass

auch zugeschnittene Tumorproben kontaminierendes Normalgewebe enthalten.

Es stellte sich heraus, dass bei einer Tumor/Normalgewebe-Verdünnung von bis zu

1:24 immer noch eine deutliche Mutationsbande auf dem autoradiographischen Bild zu

erkennen war. Folglich ist ein Anteil von etwa 4 % Tumorgewebe in einer untersuchten

Probe immer noch detektierbar.

Dies spricht für eine sehr hohe Sensitivität des PTT.

Der Versuch stützt die Aussage, der PTT sei Methode der Wahl für die Analyse des

APC-Gens.



  75

1.2   Wertung der verwendeten Methoden zur APC-Genanalytik

a.   PTT - PCR

Bei dem verwendeten PCR-System handelt es sich um das Expand™ High Fidelity PCR

System von Roche Diagnostics. Es enthält einen Enzym-Gemisch, das aus einer

thermostabilen Taq DNA- und einer Pwo DNA-Polymerase besteht. Es ist optimiert,

große DNA-Fragmente bis zu 5 kb von humaner genomischer DNA effizient zu

amplifizieren. Die Pwo-Polymerase besitzt eine 3`-5` „exonuclease proofreading

activity“, d.h. sie erkennt eventuell aufgetretene Synthesefehler und korrigiert diese. Bei

einer Fehlerrate von 8,5 x 10-6 ist diese Polymerase anderen Polymerasen wie der Taq

DNA-Polymerase, die eine Fehlerrate von 2,6 x 10 –5 besitzt, deutlich überlegen. Das

verwendete PCR-System zeigt also eine dreifach erhöhte Genauigkeit in der Synthese

von PCR-Produkten auf und vermindert somit das Auftreten von PCR-bedingten

Mutationen.

a.1.  Optimierung der PCR-Bedingungen

Um ideale Reaktionsbedingungen zu erreichen, wurde die Mg 2+-Konzentration im

PCR-Reaktionsgemisch optimiert. Dies ist wichtig, da das Kation neben dem

Primerannealing, der Trennung der DNA-Stränge bei der Denaturierung, der

Produktspezifität und der Bildung von Primerdimeren, die Fehlerrate bei der Synthese

der PCR-Produkte beeinflußt und von Primern und Nukleotiden weggefangen wird. Da

letztlich im APC-Gen Mutationen identifiziert werden sollen, muß die Mutationsrate,

die durch die PCR hervorgerufen wird, möglichst gering gehalten werden. Für die PCR

dieser Arbeit erwies sich für höchste Effizienz ein Einsatz von einer 1,5 mM

Magnesium-Konzentration als optimal.

a.2.  Bedeutung PCR-verursachter Mutationen

Das Argument, die hier im APC-Gen identifizierten Mutationen seien auf die während

der PCR aufgetretenen Mutationen zurückzuführen, läßt sich durch die Natur der

Mutationen im APC-Gen entkräften, da über 98 % dieser Mutationen in Stopcodons

resultieren. Der genetische Code enthält jedoch nur drei Stopcodons. Die

Wahrscheinlichkeit, dass also eine der ohnehin minimal auftretenen PCR-verursachten

Mutationen ausgerechnet ein Stopcodon erzeugt, ist verschwindend gering. Zudem

müssen die Mutationen früh während der Amplifikation auftreten, damit eine
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ausreichend große mittels des PTT detektierbare Menge an mutierten PCR-Produkten

entsteht.

b.   PTT - in vitro Transkription

Das PCR-Produkt kann ohne weitere Aufreinigung für die Transkriptionsreaktion

eingesetzt werden, die eine derartige Effizienz besitzt, dass sogar das wenige Material

einer schwachen PCR, für eine ausreichende Produktion von mRNA eingesetzt werden

kann. Die Qualität der Transkriptionsreaktion ist durch das ubiquitäre Vorhandensein

von RNasen als kritisch zu betrachten. Daher wurde unter streng RNase-freien

Bedingungen gearbeitet und im Anschluß an die Reaktion ein Aliquot auf einem

Agarosegel auf die Integrität der mRNA hin überprüft.

2. Früheste genotypische Veränderungen in der kolorektalen Karzinogenese

Mutationen des APC-Gens werden heutzutage als früheste persistierende molekulare

Veränderung in der Genese von Kolontumoren angesehen.

2.1   Funktionen des APC-Genproduktes

Die zentrale Rolle des APC-Proteins erklärt sich aus der Interaktion seiner funktionellen

Domänen und Sequenzmerkmale mit Proteinen der Proliferationskontrolle und der

Signaltransduktion.

Es besitzt ein amino-terminales Ende, das oligomerisieren kann (JOSLYN et al., 1993).

Bestimmte APC-Abschnitte binden Proteine, wie z.B. EB1, ein hoch konserviertes 30

kDa schweres Protein unbekannter Funktion (SU et al., 1995) oder DLG, das humane

Homolog vom Drosophila DLG (engl. drosophila discs large tumor suppressor gene),

von dem aufgrund von experimentellen Beobachtungen angenommen wird, dass der

Komplex an der Regulation sowohl der Zellzyklus-Progression, als auch der neuronalen

Funktionen beteiligt ist (MATSUMINE et al., 1996). Des weiteren ist APC mit den

zytoplasmatischen Mikrotubuli der Zelle assoziiert und fördert deren Zusammenspiel

(MUNEMITSU et al., 1994).

Wird das vollständige APC-Protein in kolorektalen Karzinomzellen exprimiert,

resultiert dies in deren Apoptose (MORIN et al., 1996).
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Außerdem besitzt das APC-Protein zwei Sequenzmotive, die β-Catenin binden. Über

diese Assoziation ist das APC-Protein indirekt auch an der Zelladhäsion beteiligt. Eine

der β-Catenin-Bindungsstellen dient zusätzlich als GKS-Phosphorylierungsstelle

(MUNEMITSU et al., 1995).

In intaktem Zustand fungiert das APC-Gen wie bereits erwähnt als Tumor-Suppressor-

Gen. Dies kommt dadurch zustande, dass es β-Catenin bindet, reguliert und dessen

Abbau stimuliert.

In mutiertem Zustand des APC-Gens verliert das APC-Protein die Fähigkeit, β-Catenin

zu binden. Über die vermehrte β-Cateninexpression und dessen folgliche Akkumulation

im Zytosol und Nukleus kommt es mit Hilfe von Transkriptionsfaktoren wie dem

T-Zell-Transkriptionsfaktor 4 (Tcf-4) zur Aktivierung bestimmter Gene, die wiederum

für die Zellproliferation verantwortlich sind.

Die β-Catenin-Akkumulation ist somit das erste sichtbare Zeichen des Verlustes der

APC-Genfunktion. Auf dem Weg von Mikroadenomen zu Karzinomen nimmt das

Ausmaß der β-Catenin-Akkumulation im Nukleus immer mehr zu. Die

immunhistochemische Detektion von β-Catenin  kann daher als Surrogatmarker dienen,

um das maligne Potential bei der Auswertung von Kolontumoren während früher

Progression abschätzen zu können (HERTER et al., 1999).

Es wurde aber auch gezeigt, dass APC-Genmutationen allein nicht für die vermehrte

nukleäre Expression von β-Catenin genügen und dass β-Catenin noch zusätzlich

wichtige Funktionen hat, um eine bestimmte Schwellen-Tumorgröße überschreiten zu

können (BRABLETZ et al., 2000).

Die jeweiligen Lokalisationen von APC-Genmutationen sind für bestimmte dadurch

hervorgerufene Krankheiten wie z.B. die familiäre adenomatöse Polyposis (FAP)

verantwortlich.

2.2  Catenine

Catenine sind Teil einer höheren Ordnung von Proteinstrukturen, die von äußerster

Wichtigkeit für die adhäsive Funktion der Cadherine sind. Es werden alpha- (α-), beta-

(β-) und gamma- (γ-) Catenin unterschieden, die alle über Cadherine oder andere

transmembrane und zytoplasmatische Proteine mit dem Netz aus Aktinfilamenten

verbunden sind. α-Catenin ist homolog zu Vinculin, β-Catenin ist das humane Homolog
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zum Drosophila-Gen Armadillo und γ-Catenin scheint mit dem Plakoglobin identisch zu

sein (KEMLER, 1993).

Die durch Cadherin/Catenin-Komplexe vermittelte interzelluläre Adhäsion ist

Voraussetzung für epitheliale Integrität und Differenzierung durch Schaffung und

Stabilisierung von zellulären Junktionen (ALBERLE et al., 1996, GHADIMI et al.,

1999). Der intrazelluläre Anker der Cadherine wird reguliert durch die dynamische

Assoziation der Catenine. Die zytoplasmatische Domäne von E-Cadherin bildet

entweder mit β- oder γ-Catenin Komplexe, die dann über die α-Catenin-Bindung an das

Netzwerk der Aktinfilamente gebunden wird. Der Anker der Cadherine zum Zytoskelett

der Zelle wird durch Tyrosin-Phosphorylisation reguliert. Eine

phosphorylierungsvermittelte „getrennte“ Zelljunktion zielt also auf die Catenine ab,

wodurch Catenine als Komponenten des Weges der Signaltransduktion angesehen

werden können (ALBERLE et al., 1996).

Catenine agieren nicht nur mit Cadherinen, sondern auch direkt oder indirekt mit dem

APC-Protein. α-Catenin kann APC nur indirekt über die Bindung mit β-Catenin binden,

γ-Catenin bindet sowohl APC, als auch α-Catenin und den APC/β-Catenin-Komplex.

Obwohl Catenine mit Cadherinen und mit dem APC-Protein Komplexe eingehen

können, assoziieren Cadherine und das APC-Protein weder in Anwesenheit noch in

Abwesenheit von Cateninen miteinander (RUBINFELD et al., 1995).

Für α-Catenin wurde eine verminderte Expression in kolorektalen Karzinomen, die mit

schlechter Differenzierung, hohem metastatischem Potential und ungünstiger Prognose

assoziiert sind, festgestellt, wodurch dem α-Catenin ein gewisser Wert als Marker für

Invasivität, Metastasenausbildung und Überleben von Kolonkarzinompatienten

zukommen könnte (RAFTOPOULOS et al., 1998).

β-Catenin ist ein multifunktionales Protein, das eine integrale Komponente von

Adhäsionsjunktionen, wie auch ein wichtiges Mitglied auf dem Weg der

Signaltransduktion darstellt. Der humane β-Catenin-Locus (CTNNB1) ist auf dem

kurzen Arm von Chromosom 3 auf der Bande p21 lokalisiert worden, einer Region, die

in zahlreichen Tumoren durch somatische Alterationen betroffen ist (KRAUS et al.,

1994). β-Catenin besitzt zwei wichtige Funktionen. Zum einen interagiert es als

Signalprotein mit der zytoplasmatischen Domäne des Zell-Adhäsionsmoleküls
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E-Cadherin, wodurch es auf die Regulation der Zellproliferation Einfluß nimmt

(MULLER et al., 1998). Außerdem interagiert es mit dem APC-Tumor-Suppressor-

Gen, wobei APC und E-Cadherin um die armadilloähnlichen Bindungsstellen im

β-Catenin konkurrieren. Die aminoterminale Domäne des β-Catenins vermittelt die

Interaktion von E-Cadherin bzw. APC-Komplexen mit dem Aktinzytoskelett der Zelle,

indem sie an α-Catenin (alpha-Catenin) gebunden werden.

Zum anderen besitzt β-Catenin zelltransformierendes Potential, da es in Verbindung mit

Transkriptionsfaktoren, Gene für die Zellproliferation transaktivieren kann.

Für γ-Catenin (gamma-Catenin, Plakoglobin) wurde eine ähnliche transformierende

Aktivität wie für β-Catenin beschrieben (HULSKEN et al., 1994). Auch γ-Catenin wird

durch das APC-Protein reguliert. Das onkogene Potential kommt auch bei γ-Catenin

aufgrund einer durch eine APC-Genmutation ausgelösten „Upregulation“ mit Hilfe von

Transkriptionsfaktoren deren Zielgene zu aktivieren, zustande. Im Gegensatz zu

β-Catenin aktiviert γ-Catenin stark die c-Myc-Expression, die wiederum für die

Transformation von γ-Catenin notwendig ist.  (KOLLIGS et al., 2000).

2.2.1   Interaktion des β-Catenin mit dem APC-Protein

β-Catenin wird vom APC-Protein gebunden und somit in seiner Aktivität kontrolliert,

reguliert und reduziert, indem es ein überschüssiges Angebot an zytoplasmatischem

β-Catenin eliminiert. Für diese funktionelle Regulation ist die zentrale Region des APC-

Proteins verantwortlich, die in Tumoren durch Mutationen im APC-Gen typischerweise

stark verkürzt sind und somit die Eigenschaft, β-Catenin zu binden verliert

(MUNEMITSU et al., 1995) und folglich nicht mehr regulatorisch in dessen

Interaktionen eingreifen kann. β-Catenin wird post-translational stabilisiert, was zu

einer Anreicherung im Zytoplasma bzw. im Nukleus der betroffenen Zelle führt

(KOBAYASHI et al., 2000), wo es zu einer Interaktion mit dem DNA-bindenden

Protein Tcf 4 kommt, welches ein transkriptionales Aktivierungspotential besitzt. Das

onkogene Potential von nukleärem β-Catenin erklärt sich daher aus der Tatsache, dass

es mit Hilfe von Tcf 4 in der Lage ist, Zielgene wie c-Myc, Cyclin D1 und Matrilysin,

die für Tumorproliferation oder maligner Progression verantwortlich sind, zu

transaktivieren (BRABLETZ et al., 2000).
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2.2.2  Prävalenz von Mutationen im APC- und β-Catenin-Gen

Sporadische Adenome des Kolons weisen in etwa 70 % der Fälle eine APC-

Genmutation auf. Es stellt sich die Frage, welche molekularen Mechanismen sich hinter

dem verbleibenen Rest verbergen. SPARKS et al. haben 1998 festgestellt, dass etwa die

Hälfte durch eine β-Cateninmutation verursacht wird. Während in FAP-Patienten die

Keimzell-Mutation des APC-Gens nicht durch eine Keimzell-Mutation des β-Catenin-

Gens ersetzt werden kann (MULLER et al., 1998, CAO et al., 1999), so besteht in

sporadischen Adenomen prinzipiell die Möglichkeit einer Substitution der sporadischen

APC-Genmutation durch aktivierende Mutationen im β-Catenin-Gen. Veränderte

funktionell signifikante Serin- und Threonin-Phosphorylierungsstellen des β-Catenin-

Proteins (MORIN et al., 1997, SAMOWITZ et al., 1999) haben ähnliche Auswirkungen

auf die Zellbiochemie hat, wie der Verlust der APC-Genfunktion (SPARKS et al.,

1998). Die Gesamthäufigkeit der β-Catenin-Genmutation in frühen Stadien der

kolorektalen Tumorgenese wird zwischen 5,5 % und 12,5 % angegeben (MULLER et

al., 1998, SAMOWITZ et al., 1999). Die Tatsache, dass eine β-Catenin-Genmutation in

fortgeschrittenen Tumorstadien wie großen Adenomen oder invasiven Karzinomen sehr

viel weniger häufig als in kleinen Adenomen auftritt (1,4 % bzw. 2,4 %), legt nahe, dass

die APC- und die β-Catenin-Genmutation nicht funktionell äquivalent sind, und dass

APC neben der β-Catenin-Regulation noch andere Tumor-Suppressor-Eigenschaften hat

(SAMOWITZ et al., 1999).

Für die restlichen Tumoren, die ein intaktes APC-Gen besitzen, können heterogene

molekulare Mechanismen wie Mikrosatelliteninstabilitäten, K-ras-Mutationen oder

Verluste von bestimmten Allelen ursächlich in Betracht gezogen werden (LAMLUM et

al., 2000).

2.2.3  Wertung der eigenen Ergebnisse hinsichtlichlich einer β-Catenin-Genmutation

Im Rahmen dieser Arbeit ist eine β-Catenin-Genmutation in den Proben nicht

untersucht worden. Aufgrund der niedrigen Mutationsrate des β-Catenin-Gens von

durchschnittlich 9 % (MULLER et al., 1998: 5,5 %, SAMOWITZ et al., 1999: 12,5 %),

ist es eher unwahrscheinlich, dass sie in allen 6 APC-Gen-intakten und CEACAM1-

downregulierten Proben, die APC-Genmutation substituiert hat.

Ein zentraler Befund der vorliegenden Arbeit ist, dass der CEACAM1-Verlust häufiger

beobachtet wird als APC-Genmutationen. Es ist daher nicht wahrscheinlich, dass die
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Downregulation der CEACAM1-Expression ein Epiphänomen der frühesten

molekulargenetischen Defekte im APC / Catenin-System darstellt.

Es besteht nach den vorliegenden Ergebnissen umgekehrt eher die Möglichkeit, dass die

Defekte, die zum CEACAM1-Verlust führen, vor dem Verlust der APC-Genfunktion

auftreten und somit im Rahmen der kolorektalen Tumorentstehung die Ausbildung

bösartiger Tumoren einleiten können.

Ob es sich um getrennte Wege handelt, ist ohne funktionelle Analyse nicht klärbar. Die

hohe Frequenz beider Phänomene macht eine Verbindung jedoch denkbar.

3. Früheste phänotypische Veränderungen in der kolorektalen Karzinogenese

Wie bereits einleitend erwähnt, sind die frühesten morphologisch sichtbaren

Veränderungen der Kolonschleimhaut die sogenannten atypischen Krypten-Foci (engl.

„atypic crypt foci“ oder auch „aberrant crypt foci“ (ACF) genannt).

3.1  Klassifizierung und Merkmale der ACF

Atypische Krypten-Foci gelten als die frühesten morphologisch sichtbaren, die

Kolonmukosa betreffende Veränderungen in der Sequenz „Normalgewebe-Adenom-

Karzinom-Metastase“. Die entsprechenden Krypten sind vergrößert, haben eine

elliptische luminale Öffnung, eine dickere Epithelschicht und eine vergrößerte

perikryptale Region (PRETLOW et al., 1992). Die Krypten sind überwiegend

monoklonalen Ursprungs (SIU et al., 1999). Histologisch betrachtet handelt es sich bei

ACF um heterogene Läsionen, d.h. sie können normales Epithel besitzen, Hyperplasien,

atypische Hyperplasien oder Dysplasien aufweisen. ACF werden jeweils gemäß des

Grades ihrer histologischen Veränderungen durch eine zunehmende durchschnittliche

Größe ausgezeichnet (BOUZOURENE et al., 1999). Anhand ihrer histologischen

Merkmale werden sie in drei Gruppen unterteilt. Es werden hypertrophische ACF mit

nur milden Veränderungen, hyperplastische ACF und dysplastische ACF (DI

GREGORIO et al., 1997) unterschieden. Letztere werden auch als sogenannte

„Mikroadenome“ bezeichnet (RONCUCCI et al., 1991). Die Histologie der ACF deutet

darauf hin, dass sie sowohl Vorläufer von hyperplastischen als auch von dysplastischen

bzw. adenomatösen Polypen sind (RONCUCCI et al., 1998). Molekularmethodische
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Untersuchungen haben diese Tatsache in den letzten Jahren zunehmend unterstützt

(SMITH et al., 1994, HEINEN et al., 1996, NUCCI et al., 1997, SIU et al., 1997,

OTORI et al., 1998).

3.2  ACF-Entstehung

Zwar sind die Entstehungsmechanismen von ACF bisher nicht genau bekannt, aber in

einem Tierexperiment mit transgenen Mäusen konnte gezeigt werden, dass eine

Karzinogenbelastung mit einem potenten murinen intestinalen Mutagen die Bildung von

ACF  fördert (SORENSEN et al., 1997). Dagegen soll die Verwendung protektiver

Substanzen wie z.B. NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs, SHPITZ et al.,

1998, HAO et al., 1999, BARON & SANDLER, 2000) deren Auftreten hemmen

(OLIVO et al., 1998, KAWAMORI et al., 2000, WARGOVICH et al., 2000).

BEAZER-BARCLAY et al. haben 1996 an der Min (multiple intestinal neoplasia)-Maus

zeigen können, dass die Entstehung von kolorektalen Tumoren durch die Aufnahme von

Sulindac über das Trinkwasser der Mäuse gehemmt werden kann. Das Auftreten solcher

Tumoren war in den Min-Mäusen nach Sulindac-Behandlung signifikant erniedrigt.

Für NSAIDs wird die Wirkung dadurch erklärt, dass sie auf die Cyclo-Oxygenase 2

(COX2) abzielen, dem Schlüsselenzym im Arachidonsäuremetabolismus. Es wurde

festgestellt, dass die mRNA-Expression des COX 2-Enzyms sowohl in Adenomen als

auch in Karzinomen des Kolons im Vergleich zur Normalmukosa signifikant erhöht ist

(HAO et al., 1999, BARON & SANDLER, 2000). Zudem wurde für die protektiven

Substanzen ein apoptosefördernder und zellproliferationshemmender Effekt gezeigt

(PEREIRA, 1999).

3.3  ACF-Eigenschaften

Die Vermutung, ACF seien Vorläuferläsionen für Adenome bzw. Karzinome konnte in

einem weiteren Tierexperiment, welches 1996 von SHPITZ et al. durchgeführt wurde,

bestätigt werden. Nach Karzinogenbelastung entstanden zwar vermehrt ACF, der

Großteil unterlag jedoch nach einer gewissen Zeit der Regression. Einige ACF hingegen

hatten sich zu dysplastischen Tumorstadien weiterentwickelt. In solchen Vorläufer-

Läsionen ist das Entartungsrisiko um den Faktor 17 erhöht.

Andere Studien erbringen den Nachweis einer „low grade“ Mikrosatelliteninstabilität in

ACF (HEINEN et al., 1996, AUGENLICHT et al., 1996) bzw. in hyperplastischen

Polypen (IINO et al., 1999). Dadurch wird die Hypothese unterstützt, dass auch Polypen
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als Vorläuferläsionen für Kolonkarzinome dienen können. ACF weisen in 0-40 % der

Fälle eine APC-Genmutation auf (SMITH et al., 1994, OTORI et al., 1998,

DE FILIPPO et al., 1998). Die Mutation läßt sich jedoch lediglich in dysplastischen

bzw. adenomatösen ACF nachweisen.

OTORI et al. haben 1995 entdeckt, dass einige dysplastische ACF zusammen mit

hyperplastischen Arealen und adenomatöse ACF (Mikroadenome) zusammen mit

dysplastischen Arealen existieren. Diese Beobachtungen lassen darauf schließen, dass

sich einige hyperplastische ACF anstatt zu hyperplastischen Polypen, zu adenomatösen

ACF weiterentwickeln können, ohne dass dafür die erforderlichen genetischen oder

epigenetischen Veränderungen aufgedeckt wurden.

OTORI et al. haben 1998 weiterhin gezeigt, dass in einigen dysplastischen bzw

adenomatösen ACF das APC-Gen mutiert ist.

Folgendes Schema soll die Möglichkeiten der Weiterentwicklung von ACF

verdeutlichen und die mögliche Stellung von CEACAM1 und APC illustrieren:

Abbildung VI.2
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4.  Deutung der Ergebnisse unter Einbeziehung des aktuellen Forschungsstands

4.1  APC-Genmutation

Von 26 Adenomproben ist in 19 Proben eine Mutation identifiziert worden. Dies

entspricht einer Prozentzahl von 73 %. Mittels des PTT konnten also mehr Mutationen

detektiert werden, als mit den herkömmlichen Methoden, mit denen im Durchschnitt in

65 % der Fälle APC-Genmutationen entdeckt werden konnten. Der PTT stellt folglich

das Mittel der Wahl zur APC-Genanalyse dar.

Des weiteren konnten die Mutationen lediglich im MCR entdeckt werden. Laut

Literatur liegt der überwiegende Anteil der somatischen APC-Genmutationen im MCR.

Dies kann durch die Ergebnisse dieser Arbeit verifiziert werden.

Es muß davon ausgegangen werden, dass Mutationen in anderen Bereichen des Gens in

einem größeren Probenkollektiv gefunden werden können.

4.2  Korrelation der CEACAM1-Dysregulation mit der APC-Genmutation

CEACAM1 ist in Karzinomen, in sporadischen Adenomen sowie auch in

hyperplastischen Polypen downreguliert.

Mit dem Ergebnis von 6 der untersuchten Proben, die eine verminderte bzw.

verlorengegangene CEACAM1-Expression, jedoch keine APC-Genmutation aufweisen,

wird zum ersten Mal gezeigt, dass es ein früheres persistierendes Ereignis auf dem Weg

der kolorektalen Karzinogenese gibt, als die bisher als früheste molekulare Veränderung

angesehene APC-Genmutation, die zwar in einigen dysplastischen ACF und in

zunehmenden Maße in fortgeschrittenen Tumorstadien, hingegen nicht in Hyperplasien

nachgewiesen werden konnte (OTORI et al., 1998).

4.3  CEACAM1 − ein Zwischenschritt von Hyperplasie zu Dysplasie?

Da CEACAM1 auch in hyperplastischen Polypen vermindert exprimiert ist, ist es

naheliegend, dass dies auch schon in hyperplastischen ACF der Fall sein könnte.

Eine verminderte CEACAM1-Expression beeinträchtigt die Zell-Zelladhäsion bzw.

Interaktion, wie z.B. der Signaltransduktion, durch die wiederum aufgrund erhöhter

Proliferationsaktivität, eine gesteigerte Anfälligkeit für bestimmte Genmutationen oder

dergleichen, dysplastische Läsionen ausgebildet werden könnten.
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Die 6 Adenome, die eine CEACAM1-Downregulation zeigen, aber keine APC-

Genmutation aufweisen, deuten an, dass es sich bei der Dysregulation der CEACAM1-

Expression um eine dieser gesuchten genetischen Veränderungen handeln könnte. Sie

könnte einen Zwischenschritt repräsentieren, der notwendig ist, um den normalerweise

im Großteil der Fälle der Regression unterliegenden hyperplastischen ACF die

Möglichkeit zu eröffnen, Dysplasien zu entwickeln und somit in das „Multi-Step-

Modell“ einzumünden und zur Karzinomentstehung beizutragen. Außerdem liefert die

Tatsache, dass eine CEACAM1-Unterexpression bereits in hyperplastischen Polypen

nachgewiesen werden konnte, einen Erklärungsansatz dafür, dass auch aus denselben

obigen genannten Gründen auch aus hyperplastischen Polypen bösartige Tumoren

entstehen können.

Diese Möglichkeit ist  auch schon von anderen Projekten anhand des Nachweises von

Mikrosatelliten-Instabilitäten in solchen Polypen gezeigt worden, die dann durch

bestimmte Genmutationen über die intermediäre Bildung eines dysplastischen

Zustandes zum Karzinom führen können (IINO et al., 1999).

Für die übrigen 14 Proben, in denen anhand der Adenombiopsate eine CEACAM1-

Downregulation und eine APC-Genmutation gezeigt werden konnten, ist eine Aussage

über einen eventuellen zeitlichen Zusammenhang nicht möglich.
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Zusammenfassend sind die Fragen, die eingangs gestellt wurden, anhand der Ergebnisse

dieser Arbeit folgendermaßen beantwortbar:

Zu Frage 1: In 20 Adenomproben, die eine CEACAM-Downregulation zeigen,

konnte in 14 Fällen (70 %) eine APC-Genmutation festgestellt werden, 

was mit der Literatur zu diesem Thema konform geht und diese

bestätigt.

Zu Frage 2: CEACAM1-Veränderungen und APC-Genmutationen können miteinander

korreliert werden.

Es gibt Adenome mit CEACAM1-Verlust ohne APC-Genmutation,

wodurch diese als initiierendes Ereignis in der kolorektalen Karzinogenese

in Frage gestellt wird. Da die übrigen Tumoren beide Veränderungen

aufzeigen, kann für sie keine Aussage hinsichtlich der zeitlichen

Reihenfolge gemacht werden. Adenome, die eine APC-Genmutation

aufweisen, ohne eine CEACAM1-Downregulation konnten in dieser Arbeit

nicht identifiziert werden. Die Existenz einer solchen Konstellation kann

aufgrund des relativ kleinen Probenkollektivs jedoch nicht ausgeschlossen

werden.

Zu Frage 3: Der PTT ist unter Einbeziehung der Ergebnisse des Sensitivitätstests

Methode der Wahl in der APC-Genanalytik. Trotz eines eventuellen

Vorhandenseins von kontaminierendem Normalgewebe, weist er eine hohe

Empfindlichkeit bei der Detektion eines mutierten APC-Proteins auf.

   Daher ist es für diese Art der Analyse nicht erforderlich, in der Zukunft mit

    mikrodisseziertem Gewebe aus makroskopisch isolierten Tumoren zu

verfahren.
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V. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass bei der kolorektalen Karzinogenese

eine persistierende molekulargenetische Veränderung auftritt, die häufiger als die APC-

Genmutation zu beobachten ist. Jene wurde bislang im allgemein anerkannten „Multi-

Step-Modell“, das 1990 von FEARON & VOGELSTEIN aufgestellt wurde, als

einleitendes Schlüsselereignis angesehen.

Für CEACAM1, einem Zelladhäsionsmolekül aus der CEACAM-Familie, deren

Mitglieder in der Glykokalixschicht der Kolonmukosa exprimiert werden, ist eine

verminderte oder verlorengegangene Expression in kolorektalen Karzinomen, in

sporadischen Adenomen, sowie in hyperplastischen Polypen gezeigt worden.

20 Biopsien sporadischer Adenome, die alle eine CEACAM1-Downregulation

aufweisen, sind zwecks einer Zuordnung der CEACAM1-Expression in das „Multi-

Step-Modell“ auf eine APC-Genmutation hin untersucht worden, um diese zeitlich

miteinander zu korrelieren. Da über 98 % dieser Mutationen in Stopcodons bzw.

verkürzten Proteinen resultieren, erfolgte die Analytik mittels des Protein Truncation

Tests (PTT).

Dazu wird das 8,5 kb große APC-Gen in 5 sich überlappende Segmente unterteilt, von

denen Segment1 die Exons 1-14 umfaßt. Die Segmente 2, 3, 4 und 5 umfassen das

6,5 kb große Exon 15. Dafür wird nukleäre DNA benutzt.

14 der 20 CEACAM1-downregulierten Proben zeigen eine APC-Genmutation (70 %),

wodurch eine Korrelation des zeitlichen Auftretens dieser molekulargenetischen

Veränderungen nicht möglich ist. Für die übrigen 6 Proben konnte jedoch keine APC-

Genmutation identifiziert werden.

Die höhere Frequenz der CEACAM1-Downregulation belegt, dass es sich hierbei nicht

um ein Epiphänomen, sondern um ein unabhängiges Ereignis handelt.

Diese Tatsache läßt die Schlußfolgerung zu, dass die verminderte Expression von

CEACAM1 die bisher früheste persistierende molekulargenetische Veränderung in der

kolorektalen Tumorigenese darstellen könnte.
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