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I. Einleitung

1.0 Minimale Resterkrankung - minimal residual disease - MRD

Bei hamatologischen und soliden Tumorerkrankungen kénnen nach erfolgter Initialtherapie ei-
nes Primdrtumors, im Stadium der Vollremission, dann wenn mittels klassischer Staging-
Methoden keine nachweisbare Tumormasse mehr zu identifizieren ist, noch systemische subkli-
nische Tumorableger vorhanden sein. Diese Tumorzellpopulationen werden als minimale Rest-
erkrankung oder minimal residual disease (MRD) bezeichnet [20].

Patienten im Stadium der Vollremission gelten zunichst als kurativ behandelt. Jedoch geht man
davon aus, dass eine unterhalb der Nachweisgrenze vorhandene minimale Resterkrankung bei
einem Teil, der als tumorfrei erscheinenden Patienten zu Rezidiven fiihren kann [113], [28].

Die Existenz der minimalen Resterkrankung wurde erst mit der Einfiihrung von hochsensitiven
Methoden in die Diagnostik bewiesen, deren Aufkommen nachfolgend in ihrem historischen

Verlauf kurz geschildert werden soll.

1.1 Detektion zirkulierender Tumorzellen — historischer Verlauf

Die erste Publikation iiber zirkulierende Tumorzellen stammt aus dem Jahre 1869 von Ash-
worth und beschreibt den Fall eines Tumorpatienten, bei welchem post mortem Zellen im Blut
gefunden wurden, die denen im Tumor mikroskopisch dhnelten [1].

Bis 1955, als Engell eine erste gro3e systematische Studie iiber zirkulierende Tumorzellen ver-
offentlichte, sind nur gelegentliche Berichte iiber dieses Thema zu finden. Engell untersuchte in
dieser Studie vendse Blutproben von 140 Patienten mit unterschiedlichen Arten von Tumoren.
Er fand unter Verwendung einer Zellblocktechnik in mehr als 50% der Félle Tumorzellen im
Blut von Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren [29]. Diese Verdffentlichung fand grofle An-
erkennung, so dass darauthin eine Vielzahl von verschiedenen Arbeitsgruppen sich mit diesem
Thema zu beschiftigen begann. Bis 1965 sind iiber 5000 Patienten von mehr als 40 verschiede-
nen Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen zytologischen Methoden auf zirkulierende Tumorzel-
len untersucht worden. Hierbei ergaben sich Positivitétsraten von 1,5% bis zu 96,5% an zirku-
lierenden Tumorzellen im vendsen Blut von Tumorpatienten. Diese Ergebnisse mussten jedoch
wegen zu geringer Spezifititen der unterschiedlichen Methoden zum Zellnachweis, fiir nicht
verwertbar erkldrt werden. Das Problem war eine Verkennung von zirkulierenden Anteilen des

Knochenmarks, insbesondere der Megakaryozyten, als Tumorzellen [16].
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Als sich aber die Zellkonservierungstechniken verbesserten und eine genauere morphologische
Analyse ermoglichten, zeigte sich, dass die bisher verwendeten zytologischen Methoden auch
eine sehr niedrige Sensitivitdt besallen. Daraus folgend wurden die zytologischen Untersuchun-
gen von Blutproben auf zirkulierende Tumorzellen wieder verlassen [41].

Ungefédhr 20 Jahre spdter, mit dem Aufkommen der Immunhistochemie Anfang der achtziger
Jahre, wurde das Problem der zirkulierenden Tumorzellen und minimaler Resterkrankung wie-
der thematisiert. Man entwickelte sensitive, immunzytologische Testverfahren zur Detektion
von Tumorzellen in Blut und Knochenmark mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern. Als Bei-
spiele seien die Untersuchungen von Redding et al. und Stahel et al. an Knochenmarkproben
von Patienten mit Mamma- und Lungenzellkarzinomen genannt, die zusétzlich auch zeigen
konnten, dass diese Verfahren eine Knochenmarksbeteiligung mit hoherer Sensitivitit erkennen
als rein histopathologische Aufarbeitungen [104], [117].

Mit der Entwicklung der Polymerase Kettenreaktion (PCR) von Mullis und Faloona in der Mitte
der achtziger Jahre [90], stand nunmehr fiir die Detektion von disseminierten Tumorzellen oder
minimaler Resterkrankung eine noch sensitivere Methode zur Verfiigung. Seit 1987 wurden
PCR-Verfahren zur Identifikation von zirkulierenden Tumorzellen und Mikrometastasen bei
Leukdmien, Lymphomen, Melanomen, Neuroblastomen und verschiedensten Karzinomen ent-
wickelt [11], [12], [85], [40], [76], [21]. Auf die Problematik, die sich beim molekularbiologi-
schen Nachweis disseminierter Tumorzellen ergibt, wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit noch

ausfiihrlich eingegangen werden.

Ziel des Forschungsgebietes der minimalen Resterkrankung war und ist es, mit derzeit zum Teil
noch nicht routinemiBig in der Klinik eingesetzten Methoden, den Nachweis residualer Tumor-
zellen zu erbringen und eine eventuelle Korrelation mit der Prognose zu zeigen. Dies konnte
moglicherweise eine effektivere und individuell besser angepasste Therapieiiberwachung und

-stratifizierung bei Patienten mit malignen Tumorerkrankungen ermdglichen.

Grundsétzlich bietet es sich an, bei den Nachweisverfahren fiir minimale Resterkrankung, die
hamatologischen Neoplasien und die soliden Tumoren einzeln zu betrachten, da bei beiden un-
terschiedliche Bedingungen fiir die Detektion von residualen Tumorzellen vorzufinden sind;

darum sollen diese im Folgenden getrennt dargestellt werden.
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1.2 Minimale Resterkrankung bei himatologischen Neoplasien

Héamatologische Neoplasien, wie die akuten und chronischen Leukdmien, die niedrig- und
hochmalignen Lymphome sowie das Multiple Myelom, sind durch ihre klonale Natur gekenn-
zeichnet. Das bedeutet, dass sich ein Zellklon im Laufe der Reifung der weilen Blutzellen nicht
weiter differenziert und maligne entartet. Am Beispiel einer myeloischen Leukdmie kommt es
zu einem Stehenbleiben eines Klons auf einer Reifestufe der Granulopoese und zu einem An-
stieg der myeloischen Zellzahl im Knochenmark durch seine klonale Vermehrung. Im Verlauf
der Erkrankung fiihrt dies zu einer hdmatopoetischen Insuffizienz mit oder ohne Leukozytose

[80].

Bei Patienten mit hdmatologischen Neoplasien in klinischer Remission wird die Diagnose der
minimalen Resterkrankung dann gestellt, wenn residuale Leukédmiezellen nicht mehr als 5% der
Knochenmarkzellen ausmachen [28]. Man geht davon aus, dass eine minimale Resterkrankung
eine haufige Ursache fiir Rezidive bei diesen Patienten darstellt. Folglich sind follow-up Unter-
suchungen nach einer Chemotherapie und/oder Knochenmarktransplantation von gro3er Bedeu-
tung. Zur Behandlungsbeurteilung und —optimierung ist es demnach von Vorteil, diejenigen Pa-
tienten moglichst frithzeitig herauszufiltern, die ein hoheres Risiko fiir ein Rezidiv innehaben

[28].

Wegen der geringen Zellzahl residualer Tumorzellen benétigt man zu ihrer Detektion spezifi-
sche Techniken mit moglichst hoher Sensitivitdt. Die Grundziige der Diagnostik der MRD
wurden an hdmatologischen Erkrankungen erarbeitet, weshalb an dieser Stelle genauer darauf

eingegangen werden soll.

Konventionelle morphologische Verfahren und die Analyse von immunologischen Markern
konnen neoplastische Zellen identifizieren, die 1-5% der Zellpopulation ausmachen. Dariiber
hinaus bietet das Southern Blot-Verfahren, das durch Hybridisierung mit einer spezifischen
Gensonde genetische Aberrationen nachweist, eine bessere Spezifitit als die konventionellen
Verfahren und erreicht eine Sensitivitit von bis zu 1%. Mittels dieser Technik konnte erstmals
das Vorhandensein von MRD in der Vollremission anhand von tumorspezifischen, genetischen
Rearrangements bei lymphoproliferativen Erkrankungen nachgewiesen werden [125], [126],
[28].

Fiir residuale Tumorzellen, die weniger als 1% der Zellpopulation ausmachen, benétigt man je-
doch weitaus sensitivere Verfahren. So konnte fiir die Fluoreszenzmikroskopie und die Durch-

flusszytometrie zur Analyse von immunologischen Markern zwar eine Sensitivitdt zur Detek-
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tion residualer Tumorzellen von bis zu 10 gezeigt werden, dennoch erwiesen sich diese mor-
phologischen und immunologischen Techniken aufgrund mangelnder Spezifitiat durch falsch-

positive Ergebnisse als unzureichend [41], [28].

PCR - Polymerase Kettenreaktion

Erst die Entwicklung der Polymerase Kettenreaktion ermoglichte eine hoch sensitive und spezi-
fische Detektion von minimaler Resterkrankung im Bereich hdmatologischer Neoplasien, deren
Grundlage auf der Tatsache beruht, dass bei 70-80% der Patienten mit himatologischen Neopla-
sien chromosomale Aberrationen gefunden werden kénnen [50]. Der Nachweis dieser spezifi-
schen Nukleinsdureveranderungen mittels PCR macht molekulare Analysen von DNS moglich,
erreicht Sensitivitdten von 10 bis 10°® durch enzymatische Vervielfaltigung (Amplifizierung)
von DNS-Sequenzen in vitro und ist zusitzlich noch weitaus weniger arbeitsaufwendig als das
Southern Blot-Verfahren.

Die Spezifitit der PCR basiert auf dem Einsatz von zwei Oligonukleotiden, so genannte Primer,
die zu den Enden der zu vermehrenden Zielsequenz auf der Ursprungs-DNS komplementér
sind. In einem Vermehrungszyklus werden die beiden Stringe der zu amplifizierenden DNS
zundchst durch Erhitzen getrennt (Denaturierung), so dass die Primer an beide DNS-Stringe
binden konnen (Annealing). Jeder der DNS-Einzelstringe wird dann mit Hilfe einer hitzestabi-
len DNS-Polymerase, beginnend am Primer, kopiert (Extension). Der Vermehrungszyklus kann
mehrfach wiederholt werden. Primer-DNS und die fiir die Synthese der neuen DNS-Stringe
notwendigen Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP) werden zu Beginn der Reaktion im Uber-
schuss zugegeben. Da in jedem Reaktionszyklus beide Stringe eines DNS-Molekiils als Matri-
ze genutzt werden, nimmt die Zahl der DNS-Molekiile im Gesamtverlauf einer PCR exponen-
tiell zu. So vermehrt sich das gewiinschte DNS-Fragment bei zum Beispiel 30 Zyklen um den
Faktor 10°. Die PCR Produkte kénnen dann mittels Gel-Elektrophorese der Grofe nach aufge-
trennt und die Zielsequenz anhand ihrer GroBle oder im Southern Blot-Verfahren identifiziert

werden.

Die Detektion von MRD kann also durch PCR Amplifikation realisiert werden und zwar durch
den Nachweis tumorspezifischer Verdnderungen der DNS in den Tumorzellen. Dieser Ansatz
wurde als erstes fiir die Detektion von MRD mittels der t(14;18) Translokation verwirklicht, die
in der iiberwiegenden Zahl der Fille bei follikuldren Lymphomen zu finden ist [76]. Diese
Translokation bezieht die Immunglobulin-Schwere-Ketten-Region auf Chromosom 14 und die
bcl-2 Region auf Chromosom 18 mit ein. Die verwendeten Primer hybridisieren genau mit den

Regionen, die diese Translokation flankieren (Annealing). Zu einer Extension kommt es dar-
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aufhin nur, wenn die Translokation auch tatsichlich vorhanden ist. Ist die genetische Aberrati-
on im untersuchten Material nicht existent, lagern sich die Primer an unterschiedlichen Chromo-
somen an und die PCR produziert kein nachweisbares Amplikon. Dieses Prinzip wird in Abbil-
dung 1 nochmal graphisch veranschaulicht dargestellt [41].

Durch die Verwendung der hoch spezifischen und sensitiven PCR ist man also in der Lage eine
verschwindend geringe Menge an Lymphomzellen zu detektieren. Vorraussetzung fiir diesen
molekulargenetischen Nachweis von MRD ist selbstverstiandlich eine vorhandene Translokation

t(14;18) in den gesuchten residualen Tumorzellen [76].

Abbildung 1:

Tumor karyotype Non-neoplastic karyotype
t(14;18)
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300 bp diagnostic
PCR products

Detection of minimal residual disease by polymerase chain
reaction (PCR) amplification of tumor specific abnarmalities in DNA is
shown. (Left) In this example, the primers used hybridize to the region
flanking the t(14;18) translocation in follicular lymphomas, and will there-
fore amplify the intervening DNA when the translocation is present. The
diagnostic 300 bp PCR product doubles in quantity with each cycle. (Right)
If the translocation is not present, the primers anneal to different chromo-
somes and no diagnostic product is obtained. Instead, PCR will generate
DNA fragments of variable length that accumulate at a finear rate.

aus [41]: Ghossein R und Rosai J. Polymerase Chain Reaction in the
Detection of Micrometastases and Circulating Tumor Cells.
Cancer 1996;78,(1):11.

rt-PCR — Reverse Transkriptase - PCR

Mittels PCR ldsst sich nicht nur zelluldre DNS amplifizieren. Ein vorgeschalteter, enzymati-
scher Umwandlungsschritt von RNS zu komplementidrer DNS (¢cDNS) durch ein retrovirales
Enzym, die Reverse Transkriptase (rt), erlaubt den Nachweis von transkribierten Genen, also

von Genaktivitit auf Ebene der mRNS.
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Die Amplifikation von tumorspezifischer mRNS durch eine rt-PCR wurde als erstes zur Detek-
tion der t(9;22) Translokation, dem fiir die chronisch myeloische Leukdmie (CML) pathogno-
monischen Philadelphia-Chromosom, eingesetzt [66]. Diese Translokation besteht aus der Ver-
schiebung des grofiten Anteils des c-abl Protoonkogens auf Chromosom 9 auf die Breakpoint
Cluster Region (bcr) auf Chromosom 22. Diese so genannte ber-abl Translokation kann sich
aus sehr groflen DNS Bruchfragmenten zusammensetzen. Aufgrund einer sehr langen Zielse-
quenz kann es jedoch in einer PCR zu Kettenabbriichen wihrend des Amplifikationsprozesses
kommen und somit zu falsch-negativen Ergebnissen. Darum bietet sich hier die Verwendung
der von der kiirzeren mRNS ausgehenden rt-PCR an. Bei der mRNS sind die zwischen den co-
dierenden Sequenzen liegenden Introns im Vorgang der Transkription durch das so genannte
Splicing entfernt worden und die Zielsequenz mRNS, im Falle der CML die bcr-abl Transloka-
tion, ist erheblich kiirzer. Demzufolge lésst sich diese Translokation zuverldssiger in einer rt-
PCR amplifizieren.

Es konnte gezeigt werden, dass die bcr-abl mRNS noch einige Monate nach einer allogenen
Knochenmarktransplantation bei Patienten in klinischer Remission nachgewiesen werden kann
und eine Persistenz dieser Positivitit fiir mehr als 6 Monate mit einer hoheren Wahrscheinlich-
keit fiir ein Rezidiv einhergeht [113]. AuBerdem zeigen einige Patienten, die nach hédmatologi-
schen oder zytogenetischen Kriterien rezidivieren, wenige Monate vor dem Rezidiv ein erneutes

Auftreten des ber-abl Transkriptes [20].

Weitere Beispiele flir spezifische chromosomale Marker zum MRD-Nachweis sind die bcl-1-
Translokation des Mantelzellymphoms, das Schwerkettenrearrangement der B-Zell-Neoplasien
und das PML-RAR a (Retinoic-Acid Receptor o) Fusionsgen bei der akuten Promyelozyten
Leukdmie (PML). Bei letzterer konnte nach vollendeter Therapie eine starke Assoziation mit

einer Langzeit-Remission bei Verschwinden dieses Signals in der rt-PCR festgestellt werden

[65], [113].

Zum Nachweis der MRD bei hamatologischen Malignomen wurde eine Reihe von weiteren ge-
netischen Aberrationen identifiziert, deren Nachweis auch zum Teil schon fester Bestandteil der

Routinediagnostik und Therapiestatifizierung geworden ist.

1.3 MRD bei soliden epithelialen Tumoren

Wie einleitend schon erwihnt, liegen fiir eine minimale Resterkrankung bei soliden epithelialen

Tumoren andere Bedingungen vor, als bei himatologischen Neoplasien. Zum einen fehlen hier
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spezifische, konstant auftretende genetische Aberrationen, die sich als Marker zur Detektion
von disseminierten Tumorzellen eignen wiirden. Zum anderen kann es bei epithelialen Tumo-
ren zu einer zum Teil frithzeitigen Disseminierung von Karzinomzellen in Sekundirorgane, wie
Blut, Knochenmark oder lymphatisches Gewebe kommen. Das bedeutet, dass sich disseminier-
te Tumorzellen solider Tumoren im Gegensatz zur MRD bei hdmatologischen Neoplasien nicht
im angestammten Kompartiment befinden, sondern als ortsfremde Zellen in Sekundérorganen

anderen Bedingungen ausgesetzt sind.

Der Ansatz zur spezifischen Detektion von MRD bei epithelialen Tumoren beruht auf der
Grundlage, dass Tumorzellen epithelialer Herkunft in Gewebe mesenchymalen Ursprungs dis-
seminieren. Dabei versucht man sich die Annahme zu Nutzen zu machen, dass Karzinomzellen
aufgrund ihrer Herkunft weiterhin epitheliale Marker exprimieren, die in lymphatischen und
himatopoetischen Zellen mesenchymaler Herkunft nicht exprimiert werden. Disseminierte epi-
theliale Tumorzellen, die weiterhin gewebespezifische Proteine exprimieren, konnen anhand
spezifischer, epithelialer Zellmerkmale in nicht-epithelialen Sekundirorganen detektiert werden.
Als Beispiel flir Marker epithelialer Tumoren seien hier die Zytokeratine, die epithelialen Muzi-

ne und das epitheliale Membranantigen (EMA) genannt.

Vorraussetzung fiir einen klassischen Tumormarker ist, dass er nur dann als spezifisch deklariert
werden kann, wenn er allein in den fiir ihn charakteristischen Tumorzellen exprimiert wird. Er
muss sowohl im soliden Tumor, als auch nach der Tumorzelldisseminierung im peripheren Blut,
lymphatischen Gewebe oder Knochenmark nachgewiesen werden kénnen [78].

Genau hier liegt das Problem fiir Tumormarker im Bereich der epithelialen Neoplasien. Man
muss auf die Expression epithelspezifischer Marker ausweichen, die zwar als gewebespezifisch
angesehen werden, jedoch nicht tumorspezifisch sind. Dariiber hinaus gestaltet sich der Nach-
weis aufgrund der zum Teil verschwindend geringen Anzahl disseminierter Tumorzellen, der
haufig mangelhaften Spezifitidt so genannter Gewebemarker und einer eventuellen im Verlauf

des Tumorwachstums verdnderten Expression bestimmter Marker, als schwierig [56].

2.0 Detektion disseminierter Tumorzellen bei epithelialen Tumoren

Epitheliale Tumoren sind trotz grofer Fortschritte in der Fritherkennung und chirurgischen The-
rapie immer noch mit einer hohen Mortalitétsrate behaftet. Die hiufigste Todesursache ist das
metastatische Tumorrezidiv. Diese Tatsache fiihrt man auf die frithe okkulte Tumordisseminie-

rung zuriick [127], [99], [87]. Bis heute entgeht dem konventionellen Tumorstaging meist die



Christina Groger — Die Transkription humaner Muzingene in Zellen unterschiedlicher Provenienz 15

Detektion von Mikrometastasen. So wusste man schon frithzeitig, dass obwohl sich bei 50 -
90% der Patientinnen mit einem Mammakarzinom zum Zeitpunkt der primédren, chirurgischen
Behandlung anhand konventioneller Staging Methoden keine Hinweise fiir eine metastatische
Erkrankung nachweisen lassen, es dennoch innerhalb der folgenden 5 Jahre bei iiber 30% dieser
Patientinnen zu einem Tumorrezidiv kommen kann [104], [21]. Das bedeutet, dass eine fiir die
Prognose wichtige Determinante bei Patienten mit kurativ resektablem, solidem Tumor der
Diagnostik entgeht. Demnach gilt auch fiir die epithelialen Tumoren, dass eine bessere Uber-
wachung des individuellen Krankheitsverlaufs auf der Ebene einzelner Tumorzellen die dia-

gnostische Prézision des jeweiligen Tumorstagings steigern wiirde.

Die prognostische Bedeutung disseminierter Tumorzellen fithrte zu dem Vorschlag der UICC
das Stadium der MRD in die TNM-Klassifikation mit der Bezeichnung M, aufzunehmen. Das
Stadium der MRD (M,) ist hierbei definiert als das Vorhandensein disseminierter Tumorzellen
in Sekundérorganen [53], [54]. Pantel und Kollegen schlugen die Bezeichnung M; vor, um
beim Tumorstaging eine prizisere Abgrenzung disseminierter Tumorzellen von soliden Metas-

tasen zu ermoglichen [99].

Im Folgenden werden beispielhaft Studien aus der publizierten Literatur vorgestellt, um die me-
thodologische Entwicklung der Detektion von MRD bei epithelialen Tumoren und deren prog-
nostische Relevanz darzustellen. Dabei liegt der Hauptfokus auf Untersuchungen fiir das
Mammakarzinom, da hieran ein groBer Teil der Grundziige in der Detektion disseminierter Tu-

morzellen epithelialer Tumoren erarbeitet worden ist.

2.1 Zytologischer und histopathologischer Nachweis einer MRD

Die anfangliche Identifizierung von disseminierten Tumorzellen in zytologischen Préparationen
von Lymphknotengewebe, Blut oder Knochenmark auf der Basis von zytomorphologischen Kri-
terien gestaltete sich schwierig. Eine sehr frithe Untersuchung an Blutproben von Patienten mit
soliden Tumoren gab fiir die lichtmikroskopische Detektion disseminierter Tumorzellen nach
morphologischen Kriterien eine Sensitivitdt von circa 1% an [16].

Molino et al. fanden ebenfalls lichtmikroskopisch, anhand konventioneller morphologischer
Kriterien, 0,5-10% der Mammakarzinomzellen einer Zelllinie in experimentell kontamiertem
Knochenmark [86].

Mittels konventioneller histopathologischer Techniken zur Detektion von Mikrometastasen im

Knochenmark bei Mammakarzinompatientinnen konnten Schlimok et al. zum Zeitpunkt der
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primdren Diagnosestellung eine Detektionswahrscheinlichkeit einzelner Tumorzellen im Kno-

chenmark von 4% feststellen [111].

Die niedrigen Sensitivitidten dieser Untersuchungen sind auf die geringe Anzahl disseminierter
Tumorzellen in den zellreichen mesenchymalen Geweben und auf die hiufig schwierige mor-
phologische Diskriminierung der epithelialen Tumorzellen von ortstindigen Zellen zuriickzu-

fihren.

Unter Verwendung der Seriensektion von Lymphknotengewebe konnte die International Lud-
wig Breast Cancer Study Group in ihrer 1990 veroffentlichten Studie eine hohere Detektions-
wahrscheinlichkeit fiir Mikrometastasen nachweisen. Man untersuchte ipsilaterale Lymphkno-
ten von 921 Mammakarzinompatientinnen, die durch die histologische Routineuntersuchung der
Lymphknoten als frei von Metastasen diagnostiziert worden waren. In dieser Untersuchung
wurden in 83 (9%) von 921 Fillen falsch-negative Ergebnisse durch eine Seriensektion der
Lymphknoten aufgedeckt. Nach einer follow-up Untersuchung von durchschnittlich 5 Jahren,
zeigten diese, positiv auf Mikrometastasen getesteten Patientinnen, ein schlechteres krankheits-
freies (p=0,003) und Gesamtiiberleben (p=0,002). Respektiv konnte zusitzlich gezeigt werden,
dass der immunzytochemische Nachweis von Mikrometastasen iiber das epitheliale Membran
Antigen (EMA) in den untersuchten Lymphknoten mit der Tumorgréfie (p=0,02) und dem Vor-

handensein von vaskulérer Invasion (p<0,0001) korrelierte [61].

Jedoch stellt auch die Seriensektion von Lymphknoten eine Methode mit noch zu geringer Sen-
sitivitdt dar, um eine minimale Resterkrankung zuverldssig nachweisen zu kénnen. Dariiber
hinaus ist es ein sehr arbeits- und zeitaufwendiges Verfahren, so dass die MRD-Diagnostik im
Bereich solider Tumoren erst einen wegweisenden Durchbruch mit zunehmender Verbreitung

immunhistochemischer Farbemethoden erlebte.

2.2 Immunzytochemischer Nachweis einer MRD

Die Immunzytochemie basiert auf der Erkennung spezifischer Antigene mittels monoklonaler
Antikorper und der nachfolgenden Anférbung dieser Strukturen durch enzymatische Férbereak-
tionen. Ermoglicht wurde dies durch die Entwicklung der Hybridomtechnik von Koéhler und
Milstein, die eine Herstellung groBer Mengen monoklonaler Antikdrper gegen spezifische Anti-
gene erlaubte [69]. Die Entwicklung monoklonaler Antikorper gegen epithelial differenzierte

Proteine fiihrte zu zahlreichen Untersuchungen von lymphatischen und hdmatopoetischen Mate-
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rialien von Patienten mit epithelialen Tumoren im Hinblick auf eine mdgliche Tumorzelldisse-
minierung. Die Immunzytochemie brachte eine bedeutende Verbesserung der Spezifitit und
auch Sensitivitét in der Detektion disseminierter Karzinomzellen und erméglichte somit, genau-
ere Erkenntnisse iiber eine prognostische Bedeutung derselben zu gewinnen. Bis heute stellt sie

das Standardverfahren zur Detektion von MRD bei soliden Tumoren dar [113], [99].

Trojani und Kollegen waren die ersten, die aufgrund ihrer 1987 verodffentlichten Untersuchun-
gen die Immunhistochemie als Standardverfahren zur Detektion okkulter Metastasen in Lymph-
knotengewebe von Mammakarzinompatientinnen empfohlen hatten. Es wurden 150 Patientin-
nen in die Studie aufgenommen, die nach erfolgter primirer Therapie als No,M, klassifiziert
worden waren. Zur immunhistochemischen Untersuchung auf disseminierte Tumorzellen wur-
de ein ,,Cocktail* aus fiinf monoklonalen Antikérpern verwendet. Die Antikdrper waren gegen
epitheliale Antigene gerichtet. Sie bestanden aus dem Anti-EMA-Antikorper gegen das epithe-
liale Membranantigen, dem HMFG-1-, -2- und AUA-1 -Antikorper gegen das epitheliale Muzin
und dem gegen Zytokeratine gerichteten Antikorper KL-1. In 14% der Félle (21 von 150)
konnte immunhistochemisch eine Mikrometastasierung gefunden werden. In einer follow-up
Untersuchung von durchschnittlich 10 Jahren war in den Fillen mit invasiv duktalem Mamma-
karzinom (IDC) eine signifikante Assoziation zwischen dem Auffinden von Mikrometastasen
und einer hiufigeren Rezidivierung der Erkrankung, als auch einer verkiirzten Uberlebenszeit
gefunden worden. Der signifikanteste Faktor in der Multivarianzanalyse (Cox Model) war so-
wohl fiir das Uberleben als auch die Rezidivhiufigkeit, die Anwesenheit von Mikrometastasen
(p=0,01 und p=0,001, respektiv). Zusitzlich stellte sich im Nachhinein heraus, dass die Ergeb-
nisse sich nicht verdnderten, wenn man die verschiedenen Antikorper einzeln oder alle fiinf im
,»Cocktail“ verwendete. In der Gruppe der Patientinnen mit invasiv lobulirem Mammakarzi-
nom konnte keine Assoziation zwischen einer Mikrometastasierung und dem weiteren Verlauf

der Erkrankung gefunden werden [123], [124].

De Mascarel und Kollegen, aus derselben Arbeitsgruppe, verdffentlichten einige Jahre spéter
eine Folgestudie, in der sie die Immunhistochemie mit einer makroskopischen Seriensektion
(mSS) zur Detektion von Mikrometastasen in Lymphknotengewebe von Mammakarzinom-
patientinnen verglichen. Sie konnten wiederum mittels immunhistochemischer Untersuchung,
mit dem schon vorher verwendeten Antikdrpercocktail eine Mikrometastasierung nachweisen.
Unter den Patientinnen mit invasiv duktalem Mammakarzinom konnte in 10% (13 von 129) der
Fille, die iiber konventionelle histopathologische Methoden als Ny,M, diagnostiziert worden
waren, immunhistochemisch eine Mikrometastasierung nachgewiesen werden. In der follow-up

Untersuchung von im Durchschnitt 15,6 Jahren wurde ein signifikanter Anstieg der Rezidivhéu-
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figkeit (p=0,01) bei denjenigen Patientinnen festgestellt, denen immunhistochemisch eine
Mikrometastasierung im Lymphknotengewebe nachgewiesen werden konnte. Jedoch zeigte
sich in dieser Untersuchung keine signifikante Korrelation mit der Uberlebenszeit (p=0,07).
Wiederum waren fiir die Patientinnen mit invasiv lobuldrem Karzinom immunhistochemisch
detektierte Mikrometastasen ohne prognostisch signifikante Bedeutung. Im Vergleich hierzu
wurde das Lymphknotengewebe von 1680 Patientinnen mit primér operablem Mammakarzinom
mittels makroskopischer Seriensektion (mSS) untersucht. Bei 120 (7%) Patientinnen konnte ei-
ne Mikrometastasierung nachgewiesen werden. In dem darauthin folgenden follow-up von
durchschnittlich 7 Jahren hinsichtlich des Krankheitsverlaufs konnte ein signifikanter Unter-
schied in der Rezidivhaufigkeit (p=0,005) und dem Gesamtiiberleben (p=0,0369) festgestellt
werden. Fiir diesen Teil der Untersuchung trennten die Autoren ihre Ergebnisse nicht nach den
unterschiedlichen histologischen Typen des Mammakarzinoms. Es bleibt jedoch zu bemerken,
dass es sich in liber 80 Prozent der untersuchten Fille um ein invasiv duktales Mammakarzinom

(IDC) handelte [23].

Redding et al. fanden heraus, dass 57% der Mammakarzinompatientinnen ihr erstes Rezidiv in
Form von Knochenmetastasen entwickeln. Dementsprechend war die Fragestellung dieser Stu-
die, ob schon zum Zeitpunkt der primiren Diagnosestellung Mammakarzinomzellen im Kno-
chenmark zu finden seien. Mit einem polyklonalen Antikdrper gegen EMA wurden Knochen-
markproben von 110 Patientinnen, die an einem primdren Mammakarzinom erkrankt waren, un-
tersucht. Zum Zeitpunkt der Knochenmarkgewinnung bestanden keine Hinweise auf eine vor-
handene Metastasierung. Bei 31 von 110 Patientinnen (28%) konnten Tumorzellen im Kno-
chenmark detektiert werden. In einer gleichzeitig untersuchten Kontrollgruppe kam es in kei-
nem Fall zu einem positiven Nachweis. 5 von 6 Patientinnen (83%) mit nach konventionellen
Kriterien schlechter Prognose zeigten eine Mikrometastasierung, wobei nur 3 von 28 (11%) der
Patientinnen mit guter Prognose eine Mikrometastasierung zeigten. Jedoch wiesen die Autoren
darauf hin, dass es einer follow-up Untersuchung bediirfe, um feststellen zu kénnen, ob Patien-
ten mit einer Mikrometastasierung im Knochenmark friithzeitiger ein Rezidiv erleiden wiirden.
Dass es sich bei den detektierten Zellen im Knochenmark tatsachlich um Mammakarzinomzel-
len handelte, hielten die Autoren fiir sehr wahrscheinlich, auch wenn der Anti-EMA-Antikorper
nicht als allein spezifisch fir Mammakarzinomzellen gilt, denn erstens hatten die EMA-
positiven Zellen die morphologischen und zytologischen Charakteristika von Karzinomzellen
und zweitens konnten EMA-positive Zellen nicht im Knochenmark von gesunden Spendern
oder Patienten mit benigner Erkrankung der Brustdriise nachgewiesen werden. Dariiber hinaus
konnte man diese Zellen ebenfalls im Knochenmark von Patienten mit lokalen Rezidiven oder

nicht-skeletalen Metastasen eines Mammakarzinoms detektieren [104].
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Auch Diel et al. untersuchten Knochenmarkaspirate von 260 Patientinnen mit einem Mamma-
karzinom ohne Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Priméroperation immunzytochemisch auf
disseminierte Tumorzellen. Als Antikdrper wurde TAG-12 verwendet. TAG-12 erkennt das so
genannte ,,tumor-associated glycoprotein®, ein polymorphes epitheliales Muzin, das von Mam-
makarzinomzellen exprimiert wird. Die Positivitétsrate fiir eine immunzytochemisch detektier-
te Mikrometastasierung in das Knochenmark betrug 44%. Signifikante Korrelationen fanden
sich zwischen Tumorzelldetektion und Tumorstadium (p<0,0001), Nodalstatus (p<0,0001) und
Grading (p<0,002), allesamt Faktoren, die nach dem konventionellen Staging prognostisch als
ungiinstig gewertet werden. In der Regressionsanalyse nach Cox konnte gezeigt werden, dass
die Tumorzelldetektion einen unabhéngigen pradiktiven Marker fiir das Risiko der Entwicklung

von Fernmetastasen (p<0,0005) darstelle [25].

Daten iiber den immunzytochemischen Nachweis okkulter Tumorzellen im Knochenmark von
insgesamt 2494 Patienten und Patientinnen mit verschiedensten epithelialen Tumorerkrankun-
gen wurden von Funke und Schraut in einer Metaanalyse von insgesamt 20 Studien présentiert.
Die zugrunde liegenden Untersuchungen wurden in den Jahren 1980 bis 1997 durchgefiihrt und
waren neben Untersuchungen von Mammakarzinompatientinnen auch Untersuchungen an Pati-
enten mit Karzinomen des Magen-Darm-Traktes und der Lunge. Tumorzellen im Knochen-
mark konnten bei allen Tumorerkrankungen mit einer medianen Prévalenz okkulter Tumorzel-
len von 35% nachgewiesen werden. Die verwendeten Antikérper zur Tumorzelldetektion wa-
ren bei den Studien mit Mammakarzinompatientinnen gegen das epitheliale Membranantigen
(EMA), gegen Zytokeratinkomponenten sowie gegen das polymorphe epitheliale Muzin (PEM)
gerichtet. Zum immunzytochemischen Nachweis okkulter Tumorzellen von Karzinomen der
Lunge, des Magen-Darm-Traktes sowie bei Pancreas- und Osophaguskarzinomen waren die
Antikorper ebenfalls gegen Zytokeratinkomponenten gerichtet.

Der Nachweis von Tumorzellen war in 14 der 20 Studien mit einem reduzierten krankheitsfrei-
en Uberleben assoziiert. Jedoch stellte das Vorhandensein derartiger Zellen in nur 5 von 12 Un-
tersuchungen einen unabhéngigen prognostischen Faktor dar. Nur zwei Untersuchungen identi-
fizierten die disseminierten Zellen in einer Multivarianzanalyse als unabhingigen Pradiktor fiir
ein schlechteres Gesamtiiberleben. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die Existenz epi-
thelialer Tumorzellen im Knochenmark als unabhéngiger Prognosefaktor erst noch in groBen
standardisierten Multizenterstudien validiert werden misse, bevor dieser Status offiziell in die
bestehende TNM-Klassifikation eingegliedert werden konne. Aufgrund der voneinander ab-
weichenden Methoden, Zellzahlen und Patientenkollektive der verschiedenen Untersuchungen,

seien die bisher vorhanden Daten nur schwer vergleichbar [37].
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2.3. Molekulargenetischer Nachweis einer MRD

Die prognostische Bedeutung disseminierter Tumorzellen fiir den Verlauf einer karzinomatdsen
Erkrankung am Beispiel des Mammakarzinoms konnte anhand der Seriensektion [61], und mit
gesteigerter Sensitivitit auch mittels Immunzytochemie [123], [124], [23], [25], [37], nachge-
wiesen werden. Um aber mit groBerer Sicherheit die Hochrisikogruppe von Patienten her-
auszufiltern, die aufgrund disseminierter Tumorzellen eine schlechtere Prognose fiir den weite-
ren Verlauf der Erkrankung haben, bendtigte man eine Methode mit noch héherer Sensitivitét.
Ein zuverlédssiges Verfahren, das in jedem Krankheitsstadium in der Lage ist eine Mikrome-
tastasierung festzustellen, ob vor, wihrend oder nach einer entsprechenden Therapie, wire ein

niitzliches Werkzeug fiir die Uberwachung und Diagnose karzinomatdser Erkrankungen.

Diese Methode fand man in der Anwendung der hoch sensitiven Reversen Transkriptase—
Polymerase Kettenreaktion (rt-PCR). Der Grundgedanke ist die Detektion disseminierter Tu-
morzellen {iber eine Vervielfiltigung gewebespezifischer mRNS, die nur in den Karzinomzellen
exprimiert wird und nicht in den Geweben der Disseminierung, wie Knochenmark, Blut oder
Lymphknotengewebe. Als gewebespezifische Marker fiir die Identifizierung von epithelialen
Tumorzellen in Sekundirorganen verwendet man die mRNS von schon immunzytochemisch
detektierten epithelspezifischen Proteinen. Die fiir Epithelien charakteristischen Proteine, wie

Zytokeratine oder Muzine, werden in einer rt-PCR auf Transkriptionsebene nachgewiesen.

Noguchi et al. verglichen in einer 1994 verdffentlichten Untersuchung die rt-PCR von Mucl
mRNS mit der immunzytochemischen Detektion vom SM-3 Antigen. Es galt herauszufinden,
welches die sensitivere Methode zur Identifizierung von Mikrometastasen in Lymphknotenge-
webe von Mammakarzinompatientinnen darstelle. Die Mucl mRNS stellt das Transkrip-
tionsprodukt fiir einen epithelialen Marker, das polymorphe epitheliale Muzin (PEM), dar, das
auf Proteinebene immunzytochemisch unter anderem iiber einen SM-3 Antikorper detektiert
werden kann. Es wurden 50 axilldre Lymphknoten von 15 Patientinnen mit einem Mammakar-
zinom sowohl mit der Mucl rt-PCR als auch immunzytochemisch iiber den SM-3 Antikorper
auf Mikrometastasen untersucht. In 9 Fillen (18%) konnte immunzytochemisch eine Mikrome-
tastasierung gefunden werden. Eine Mucl Transkription wurde in 6 weiteren Lymphknoten
(30%) sowie in der Mammakarzinom Zelllinie MCF-7 nachgewiesen. In den Lymphknoten ei-
ner Kontrollgruppe mit benignen Erkrankungen der Brustdriise konnte in keinem Fall eine
Mucl Expression oder Transkription nachgewiesen werden. Eine Reihenverdiinnung von
MCF-7 Zellen in Lymphknotenzellen bestétigte die hohe Sensitivitit der Mucl rt-PCR. Die
Detektionsgrenze lag bei einer MCF-7 Zelle in 10° Lymphknotenzellen. Die Autoren schluss-
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folgerten aus ihren Ergebnissen, dass die Mucl rt-PCR zur Detektion von Mikrometastasen in
axillaren Lymphknoten die sensitivere Methode darstelle. Sie sei zur Identifizierung von Pati-
entinnen mit erhdhtem Risiko fiir ein Rezidiv geeignet, die histologisch keine Anzeichen fiir ei-
ne Disseminierung zeigen wiirden. Die prognostische Relevanz der mittels rt-PCR diagnosti-
zierten Mikrometastasierung wurde hier allerdings von immunzytochemisch gewonnenen Er-

gebnissen abgeleitet und ist nicht in einer Langzeitstudie bewiesen worden [94].

Im gleichen Jahr wurden von Datta et al. eine gewebespezifische Zytokeratin-19 (CK-19)
nested-rt-PCR etabliert. Das nested-PCR-Verfahren arbeitet mit drei oder vier Primern in zwei
aufeinander folgenden Schritten und bringt eine weitere Steigerung der Sensitivitdt mit sich.
Ziel der Untersuchung war es, eine Methode mit hoher Sensitivitit zur Detektion disseminierter
Tumorzellen in peripherem Blut und Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen zu ent-
wickeln. In einer Reihenverdiinnung detektierte die CK-19 rt-PCR zuverlédssig 10 Mammakar-
zinomzellen in 10° peripheren mononukleiren Blutzellen (PBMN). Fazit dieser Studie war,
dass man mit der CK-19 rt-PCR eine sensitive, spezifische und weniger arbeitsaufwendige Me-
thode zur Detektion okkulter Mammakarzinomzellen in peripherem Blut und Knochenmark von

Mammakarzinompatientinnen gefunden hatte [21].

Kriiger und Krzizanowski et al. konnten die Ergebnisse von Datta et al. mit einer anderen Pri-
merwahl, jedoch ebenfalls im nested-Modell und mit hoherer Sensitivitit, bestdtigen. Die CK-
19 rt-PCR dieser Arbeitsgruppe detektierte eine Mammakarzinomzelle in bis zu 10° himatopoe-

tischen Zellen [72].

Auch Schoenfeld et al. etablierten eine CK-19 rt-PCR zum Nachweis einer Mikrometastasie-
rung in axilliren Lymphknoten von Mammakarzinompatientinnen. Unter 39 histologisch als
frei von Tumorzellen diagnostizierten Lymphknoten wurde mittels CK-19 rt-PCR in 4 Fillen
(10%) tiber die visuelle Darstellung der PCR-Produkte mit Ethidium-Bromid Firbung eine
CK19 Transkription nachgewiesen. Uber die Darstellung der PCR-Produkte durch eine Sou-
thern Blot-Hybridisierung konnte die Identifizierung einer Mikrometastasierung in 10 weiteren
Féllen (36%) realisiert werden. Der Versuch, die Sensitivitdt der PCR im nested-Verfahren
noch weiter zu erhohen, filhrte zu einem positiven Nachweis der CK-19 mRNS in Lymph-
knotengewebe von gesunden Probanden. Diese ,,falsch—positiven® Ergebnisse lieBen sich mit
einer Beschriankung der nested-PCR auf weniger als 40 Amplifizierungszyklen vermeiden. Das
Fazit der Autoren war, dass die CK-19 rt-PCR die Detektion von Mikrometastasen in axilldren
Lymphknoten von Mammakarzinompatientinnen mit gesteigerter Sensitivitidt ermoglichte und

wahrscheinlich auch fiir andere epitheliale Malignome verwendbar sei [112].
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Berois et al. verglichen die Mucl, CK-19 und CEA rt-PCR im Hinblick auf Sensitivitdt und
Spezifitit. Alle 3 PCR Assays wurden zur Detektion von disseminierten Tumorzellen in peri-
pherem Blut und Knochenmark bei Mammakarzinompatientinnen entwickelt.

Man verwendete die schon etablierten Verfahren von Noguchi et al. fiir die Mucl rt-PCR [94],
die nested-CK-19 rt-PCR von Datta et al. [21] und eine nested-rt-PCR zum Nachweis von CEA
(Carcinoembryogenes Antigen) mRNS, wie sie von Gerhard et al. beschrieben wurde [40]. Die
beste Sensitivitit zeigte die Mucl rt-PCR, die in 4 von 5 Versuchen eine Mammakarzinomzelle
(T47D-Zelllinie) unter 10° peripheren mononukledren Blutzellen (PBMN) detektieren konnte.
Dieselbe Sensitivitit ergab sich flir die CK-19 rt-PCR, jedoch nur in 3 von 5 untersuchten Fél-
len. Die CEA 1t-PCR zeigte in 2 von 5 Versuchen eine Sensitivitidt von bis zu einer Mamma-
karzinomzelle unter 5x10° PBMN. Die Spezifitit testete man anhand von Blut- und Knochen-
markproben von 20 gesunden Spendern. Ein Mucl Transkript lieB sich hier in 12 von 20 Féllen
nachweisen.

Die Ergebnisse von Noguchi et al. hinsichtlich der Spezifitdt der Mucl rt-PCR konnten somit
nicht bestitigt werden. Hingegen filihrten die CK-19 und CEA rt-PCR in keinem Fall (0/20) der
gesunden Spender zu einem positiven Ergebnis. Die Ergebnisse fiir CK-19 und CEA stimmten
mit vorherigen Untersuchungen iiberein, bei denen auch keine Expression in Knochenmark oder
peripheren Blutzellen von gesunden Spendern gefunden werden konnte [21], [92], [63].

Eine Untersuchung des Knochenmarkes von 42 Mammakarzinompatientinnen zeigte, dass ein
positives Ergebnis in der CK-19 und CEA 1t-PCR positiv mit einem positiven axilldiren Lymph-
knotenstatus (N versus N3, p<0,05) korrelierte. Dabei waren beide Assays in der Lage einen
mRNS Nachweis im Knochenmark bei 17% der Patientinnen festzustellen, die histologisch als
No.M, klassifiziert worden waren.

Zusitzlich zeigten beide Verfahren flir untersuchtes Knochenmark eine hohere Sensitivitdt in
der Detektion von disseminierten Tumorzellen, als es bei peripherem Blut der Fall war. Die
Autoren schlagen die CK-19 und CEA rt-PCR als gut anwendbare Methoden zur Detektion von
disseminierten Mammakarzinomzellen vor. Valide Aussagen zur prognostischen Bedeutung
einer auf diese Weise identifizierten Mikrometastasierung bediirften auch hier wieder einer

Langzeit-follow-up Untersuchung [4].
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Tabelle 1: Zusammenfassung Literatur; Nachweis von MRD beim Mammakarzinom

Studie Methode Anzahl Probe | Tumor | Marker Positi- | Korrelation mittlere
Patienten vitits- follow-
rate up Zeit
(Jahre)
Breast Serien- 921 Lkn MaCa rein 9% Gesamtiiberleben | 5
Cancer sektion histo- kf Uberleben
Study morpholo- respektiv (EMA):
Group gisch TumorgrofBe
1990 [61] vaskuldre Invasion
Trojani et | ICC 150 Lkn MaCa KL-1 14% Rezidiv 10
al. 1987 EMA Uberleben
[123], HMFG-1
[124] HMFG-2
AUA-1
DeMasca- | ICC 129 Lkn MaCa KL-1 10% Rezidiv 15,6
rel et al. EMA
1992 [23] HMFG-1
HMFG-2
AUA-1
DeMasca- | mSS 1680 Lkn MaCa histo- 7% Rezidiv 7
rel et al morpho- Gesamtiiberleben
1992 [23] logsich
Redding et | ICC 110 KM MaCa EMA 28% - -
al.
1983 [104]
Dieletal. |ICC 260 KM MaCa TAG-12 44% Tumorstadium -
1992 [25] Nodalstatus
Grading
Fernmetastasen
Funke und | ICC 2494 KM MaCa TAG-12 35% 14/20 -
Schraut (insg. 20 LuCa EMA kf Uberleben
1998 [37] Studien) CaMDT |PEM 2/20
CK Gesamtiiberleben
Noguchi ICC 15 Lkn MaCa SM-3 18% - -
et al.
1994 [94]
Noguchi rt-PCR 15 Lkn MaCa Muc-1 30% - -
et al. mRNS
1994 [94]
Datta et al. | rt-PCR 19 (pB) pB MaCa CK-19 21% - -
1994 [21] | (nested) 8 (KM) KM mRNS (pB)
75%
(KM)
Kriiger rt-PCR 26 (pB) pB MaCa CK-19 53% - -
et al. (nested) 24 (KM) KM mRNS (pB)
1996 [72] 58%
(KM)
Schoenfeld | rt-PCR 18 Lkn MaCa CK-19 10% - -
et al. (nested) mRNS +SB
1994 [112] 36%
Berois rt-PCR 42 KM MacCa CEA 17% Nodalstatus -
et al. (pB) CK-19 (CEA/CK-19)
2000 [4] mRNS

Lkn — Lymphknoten, KM — Knochenmark, pB — peripheres Blut, MaCa — Mammakarzinom, , LuCa — Lungenkarzi-
nom, Ca-MDT — Karzinom Magen-Darm-Trakt, SB - Soutern Blot-Verfahren, kf — krankheitsfrei; CK — Zytokeratin;
ICC — Immunzytochemie
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2.4 Sensitivitit und Spezifitit der epithelialen Marker

In der hier aufgefiihrten Literatur, die in Tabelle 1 noch mal zusammenfassend dargestellt ist,
lasst sich eine Steigerung der Sensitivitit in der Detektion disseminierter epithelialer Tumorzel-
len mit der Entwicklung neuer Methoden gut erkennen. Wéhrend die zytologische und histolo-
gische Aufdeckung von Mikrometastasen nur eine Sensitivitdt von 0.5% bis 10% erreichte [16],
[111], [86], konnten nach dem Aufkommen der Immunzytochemie disseminierte Tumorzellen
mit Sensitivitidten im Bereich von einer Karzinomzelle unter 1x10* bis zu 2x10° autochthonen
Zellen [42], [37], [99], erkannt werden. Die Anwendung der rt-PCR fiir diese Zwecke flihrte
schlussendlich zu einer Detektionsrate von einer Karzinomzelle in bis zu 10° bis 107 autochtho-

nen Zellen [120], [40], [21], [72], [83], [94].

Die einigermallen einheitlichen Angaben fiir die Sensitivititen der jeweiligen Methoden kénnen
darauf zuriickgefiihrt werden, dass sich fiir die Bestimmung derselben ein weitgehend standar-
disiertes Verfahren durchgesetzt hat. Die hier gefundenen Ergebnisse sind meist anhand von
Zelllinien erarbeitet worden, die eine geringere Heterogenitit als Tumorzellen in vivo aufwei-
sen. Darum muss damit gerechnet werden, dass die Angaben fiir die Sensitivititen der einzel-

nen Assays tatsichlich niedriger anzusiedeln sind.

Mit der Zunahme der Sensitivitit im Laufe der Jahre wurden auch zunehmend Studien publi-
ziert, die Einschrankungen in der Spezifitit verschiedener epithelialer Marker zur Detektion dis-
seminierter Tumorzellen offen legten. Die urspriinglich gewebespezifischen Marker, wie Zyto-
keratine oder Muzine, konnten durch die hohe Sensitivitdt der Immunzytochemie (ICC) und
noch mehr der rt-PCR, nun zum Teil auch in kleinsten Mengen in nicht-epithelialen Zellen
nachgewiesen werden. Den Nachweis von epithelspezifischen Markern in nicht-epithelialen
Geweben bezeichnet man im Falle der ICC als ,,ektope Expression® und im Falle der rt-PCR als

Hillegitime Transkription®.

2.4.1 Muzine

Die epithelialen Muzine sind Proteine, die hochgradig glykosiliert sind und zur Lubrikation und
Protektion von Epithelien exprimiert werden. Sie sind schon friihzeitig als epitheliale Marker in
der Tumorzelldiagnostik, insbesondere fiir das Mammakarzinom, eingesetzt worden.

Fiir PEM bzw. Mucl existieren in Bezug auf ihre Spezifitét als epitheliale Marker stark diver-
gierende Angaben. Unter Verwendung der Immunzytochemie oder der rt-PCR zeigten einige

Studien keine Expression dieses Markers in mesenchymalen Geweben [94], [25]. Andere Auto-
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ren wiesen eine Mucl mRNS bzw. PEM Expression auch in mesenchymalen Zellen von gesun-
den Spendern sowie in hdmatologischen Malignomen nach [138], [135], [6], [8], [24], [73].
Dabei konnte eine Mucl Expression in gesunden mesenchymalen Zellen insbesondere in
lymphoiden und frithen myeloischen Zellen, wie Erythroblasten und Normoblasten, gefunden
werden [8], [25]. Daraus ergibt sich, dass die in der Vergangenheit durchgefiihrten Untersu-
chungen auf disseminierte Tumorzellen in mesenchymalen Geweben, die auch eine prognosti-
sche Relevanz der Tumorzelldetektion nachweisen konnten [61], [123], [23], [25], aufgrund von
zu hohen Positivitétsraten durch ,,ektope Expression oder ,,illegitime Transkription* als einge-

schriankt verwertbar gelten miissen.

2.4.2 Zytokeratine

Zytokeratine sind in allen epithelialen Zellen exprimierte Gerlistproteine, die am Aufbau des
Zytoskeletts beteiligt sind. Im Rahmen der Tumorzelldiagnostik konnte man eine ektope Ex-
pression oder illegitime mRNS Transkription fiir die Zytokeratine zwar nicht grundsétzlich aus-
schlieBen, jedoch zeigten zahlreiche Untersuchungen ihre Uberlegenheit in der Spezifitit ge-
geniiber PEM bzw. Mucl [100], [4], [99]. Dementsprechend wurden die Zytokeratine auch
verstirkt zur Detektion disseminierter Tumorzellen von Karzinomen eingesetzt. Unter anderen
beschrieben Pantel et al. das Zytokeratin-18 (CK-18) als sehr spezifischen Marker zur immun-
zytochemischen Identifikation von disseminierten Karzinomzellen verschiedenster Karzinome,
sowohl in Knochenmark und peripherem Blut als auch in Lymphknotengewebe [99]. Unter
Verwendung der rt-PCR kam es jedoch auch fiir die CK-18 mRNS in Lymphknotengewebe, pe-
ripherem Blut und Knochenmark von gesunden Probanden zu einem positiven Nachweis [120],
[137].

Das gleiche gilt fiir die hdufig zur Detektion von disseminierten Mammakarzinomzellen ver-
wendete CK-19 mRNS. Auch hier fand man iiber eine rt-PCR eine illegitime Transkription in
peripheren mononukledren Blutzellen und Lymphknotengewebe von gesunden Probanden [6],
[81]. Bei einer Studie von Lépez-Guerrero et al. waren die Expressionslevel jedoch konstant
sehr niedrig, so dass die Autoren die Idee &uBlerten, durch Verdiinnung der zu untersuchenden
Proben die falsch-positiven Ergebnisse umgehen zu konnen. Andere Arbeitsgruppen untersuch-
ten das CK-19 ebenfalls auf illegitime Transkription mittels rt-PCR und konnten eine Spezifitt
fiir epitheliale Gewebe bestitigen [120], [72].

Eine tatsdchlich illegitime Transkription und ektope Expression eines epithelialen Markers wiir-

de denselbigen zur Detektion von MRD unbrauchbar machen, so dass die Bedeutung der richti-



Christina Groger — Die Transkription humaner Muzingene in Zellen unterschiedlicher Provenienz 26

gen Wahl eines spezifischen Antikorpers oder einer Ziel mRNS klar erkennbar ist. Das grofBte
Hindernis in der Aufklédrung der stark divergierenden Ergebnisse hinsichtlich der Spezifitdt in
der Detektion von disseminierten Tumorzellen, stellt jedoch der mangelnde Standard im Stu-
dienaufbau und in der Anwendung der jeweiligen Methoden dar. Ein aussagekriftiger Ver-
gleich der verschiedenen Untersuchungen und die Identifizierung eines spezifischen Markers
werden durch diesen Zustand stark erschwert. Einen weiteren Erkldrungsansatz fiir die zum
Teil widerspriichlichen Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen kann man dariiber hinaus
auf unterschiedlichen Ebenen der Methodik finden. Die einzelnen Verfahren zur Detektion dis-
seminierter Tumorzellen epithelialer Tumoren bergen jeweils bestimmte Vor- und Nachteile in
sich, die zu bestimmten Abweichungen und Fehlerquellen in der Auswertung fithren kdnnen,

worauf im folgenden Kapitel eingegangen werden soll.

3.0. Methodische Aspekte

Eine groBBe Anzahl unterschiedlicher Methoden zum Nachweis disseminierter Tumorzellen sind
bekannt. Die schon erwihnte Immunzytochemie (ICC) und rt-PCR sollen im Folgenden mit ih-
ren Charakteristika ausfiihrlich dargestellt werden. AuBerdem soll kurz auf das Zellkulturver-
fahren eingegangen werden. Dabei sei zu betonen, dass die Immunzytochemie immer noch die
Standardmethode zur Detektion disseminierter Tumorzellen epithelialer Tumoren darstellt
[111],[99], [63]. Auch die prognostische Bedeutung in Sekunddrorgane disseminierter Tumor-
zellen ist hauptsdchlich mittels immunzytochemisch detektierter Zellen nachgewiesen worden
[123], [124], [23], [104], [25]. Die in den letzten Jahren zunehmend entwickelten molekularge-
netischen Methoden mit besseren Sensitivititen sind noch weitgehend experimenteller Natur.

Ihre Einfiithrung in die Routinediagnostik ist noch nicht verwirklicht worden.

3.1 Immunzytochemie / Immunhistologie

Der spezifische Nachweis epithelialer Strukturen auf Proteinebene erfolgt, wie schon erwahnt
wurde, durch monoklonale Antikérper und eine nachgeschaltete, enzymatische Féarbereaktion.

Von der zu untersuchenden Zellprobe wird die mononukleére Zellfraktion durch Ficoll Zentri-
fugation oder Erythrozytenlyse gewonnen'. AnschlieBend zentrifugiert man iiblicherweise 10°
mononukledre Zellen auf einen Objekttrager und erhélt die so genannten Zytospinpréparate.

Nach erfolgter Fixierung des Praparates wird mit einem unmarkierten Primérantikorper fiir die

! genaueres Vorgehen siehe II. Material und Methoden
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gesuchte antigenetische Struktur inkubiert. Bei dem darauthin folgenden zweiten Schritt inku-
biert man mit einem mit Alkalischer-Phosphatase— oder Peroxidase- gekoppelten Sekundéranti-
korper. Es ist auch mdglich in nur einem Schritt mit einem Enzym-konjugierten Primérantikor-
per zu inkubieren. In beiden Féllen folgt die abschlieBende Farbreaktion und die Zytospinpra-
parate konnen lichtmikroskopisch auf positive Farbreaktionen ausgewertet werden.

Da hématopoetische Zellen selber eine endogene Peroxidase produzieren, kann die Auswertung
der mittels Immunoperoxidase gefarbten Priparate erschwert sein. Es empfiehlt sich daher, fiir
die Immunzytochemie an hdmatopoetischen Priparaten, die iiber Alkalische-Phosphatase ver-

mittelte Farbereaktion zu verwenden [99], [60].

Die Immunzytochemie ermdglicht es dem Untersucher, einige wenige Karzinomzellen vor dem
Hintergrund von bis zu 10° Blut-, Knochenmark- oder lymphatischen Zellen zu detektieren und
zu quantifizieren. Hierbei kann man sich durch die lichtmikroskopische Auswertung nicht nur
anhand der positiven Férbereaktionen, sondern auch unter Beriicksichtigung morphologischer
Charakteristika orientieren. Das zusétzliche Kriterium der Morphologie fiir die Auswertung der
untersuchten Proben ist von Vorteil, um falsch-positiv oder falsch-negativ angeférbte Zellen
entdecken zu kdnnen. Die praktische Anwendung kann jedoch Schwierigkeiten mit sich brin-
gen. So zeigen einzelne disseminierte Tumorzellen ein hohes MaBl an Heterogenitit. Durch die
Materialgewinnung und -verarbeitung der Proben kann die Morphologie der Tumorzellen weiter
verdndert werden, so dass eine lichtmikroskopische Auswertung stark vom jeweiligen Untersu-
cher abhingig wird [99].

Das Problem falsch-positiver Farbeergebnisse kommt zum einen bei mangelnder Gewebespezi-
fitdt des Antikdrpers durch Kreuzreaktivitit zustande. Zum anderen kdnnen sich Makrophagen
oder deren Vorldufer unter bestimmten Bedingungen unspezifisch anfiarben oder sie enthalten
Epitop-positives, phagozytiertes Material, welches sich ebenfalls anfarben kann [138].

Ein fiir ein bestimmtes Epitop spezifischer Antikdrper soll moglichst alle in einer Probe vorhan-
denen Epitope erkennen. Dies wird als ,,relative Reaktivitiat eines Antikorpers bezeichnet und
in Prozent angegeben [138]. Es gibt auch Epitop-negative Tumorzellen oder Zellen mit niedri-
ger Epitopdichte. So kann es bei der Wahl eines ungeeigneten Antikorpers zu falsch-negativen
Ergebnissen kommen. Auch die sich anschliefende Farbreaktion darf keinen Storfaktoren aus-
gesetzt sein [99].

In Bezug auf die schon erwihnte Untersucherabhéngigkeit dieser Methode gilt es zu bedenken,
dass bei der verschwindend geringen Anzahl an disseminierten Karzinomzellen einzelne Tu-
morzellen leicht iibersehen werden kdnnen. Dariiber hinaus kann eine Beurteilung der Gewebe-
abstammung einzelner Zellen ohne den gewebespezifischen Hintergrund selbst fiir erfahrene

Untersucher unmoglich sein. Im Vergleich zu anderen Methoden ist aulerdem nur ein kleiner
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Anteil an Probenmaterial der Untersuchung auf disseminierte Tumorzellen zugéngig [113],

[86].

3.2 Zellkulturmethoden

Die meist begrenzte Menge an Untersuchungsmaterial und die fraglich darin enthaltene noch
geringere Menge an Tumorzellen limitiert hdufig die Detektion disseminierter Tumorzellen.
Darum scheint die Uberlegung sinnvoll, fiir Knochenmark-, Blut- oder Lymphknotenproben
Kulturverfahren zu etablieren. Auf diesem Wege konnen eventuell in den Proben enthaltene
maligne Zellen in Kulturen angereichert und mit groBBerer Sicherheit detektiert werden.

In der Kultur haben klonogene Tumorzellen einen Uberlebensvorteil. Wihrend sich die norma-
len hdmatopoetischen Zellen weiter differenzieren und apoptotisch werden, vermehren sich die
Tumorzellen. Sie besitzen ein groBeres AusmalBl an Autonomie und sind gegeniiber apopto-
tischen Mechanismen weniger sensibel.

Sharp et al. entwickelten ein Langzeitfliissigkulturassay. Die Proben werden hier iiber 6 Wo-
chen in einem Fliissigmedium gehalten. Wéhrend der mehrwochigen Kulturphase werden epi-
theliale oder lymphatische Tumorzellen angereichert, wihrend die hdmatopoetischen Zellen
langsam ausdiinnen. Dieses entspricht einem Anreicherungseffekt.

Das Kulturverfahren kann die Immunzytochemie ergédnzen. Wéhrend der Kulturphase steigt
sowohl die relative als auch die absolute Anzahl an Tumorzellen in der Probe, so dass nach er-
folgter Anreicherung der Tumorzellen in Kultur eine grolere Tumorzellmenge zum Nachweis
zur Verfligung steht. Die Sensitivititssteigerung betrdgt beim Mammakarzinom etwa zwei log-

Stufen [113].

Ross et al. entwickelten ein semisolides Kultursystem iiber 14 Tage mit einem ,,soft Agar-based
Medium®. Dieses leitet sich von den tliblicherweise in der Himatologie verwendeten Systemen
zum Nachweis der Viabilitdt himatopoetischer Zellen ab. Die epitheliale Natur der angeziichte-

ten Tumorzellkolonien kann dann ebenfalls immunzytologisch bestétigt werden [107].

Vorteil der Zellkulturmethoden ist die Zellanreicherung und der damit erleichterte Nachweis
klonogener vitaler Zellen. Jedoch kann es zum Auftreten von Karyotypverdanderungen in vitro
kommen, die sowohl zytogenetische und molekulargenetische Resultate verfilschen, als auch
weitere Eigenschaften und Funktionen der Zellen verandern kdnnen, wie die Morphologie, den

Immunphénotyp oder die Expression von Proteinen [60]. Weiterhin muss bedacht werden, dass
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eine Aussage iiber das in vivo Verhalten in vitro klonogener Zellen nur mit Einschrankungen

mdglich ist, da grundsétzlich verschiedene Wachstumsbedingungen vorherrschen.

3.3 Polymerase Kettenreaktion — PCR

Die PCR dient zum Nachweis von MRD durch die Detektion von disseminierten Tumorzellen
auf der Ebene von Nukleinséuren.

Fiir himatologische Malignome, die hiufig eine genetische Aberration finden lassen, als Bei-
spiel sei noch mal das ber-abl Genprodukt bei der CML erwihnt, ist die Einfiihrung der PCR
zum Nachweis minimaler Resterkrankung in die Routinediagnostik teilweise schon verwirklicht
worden. Bei den soliden Tumoren hingegen fehlen charakteristische genetische Aberrationen,
die sich zum Tumorzellnachweis auf DNS-Ebene eignen wiirden. Darum versucht man sich
zum Nachweis einzelner disseminierter Tumorzellen solider Tumoren spezifischer epithelialer
Gewebemarker zu bedienen. Epithelspezifische Gene sind jedoch auf genomischer Ebene
grundsitzlich in jeder Korperzelle vorhanden, allerdings sollten sie bei tatsdchlicher Spezifitét
fiir epitheliale Gewebe nur in Zellen epithelialer Abstammung exprimiert werden. Der Nach-
weis einer epithelspezifischen Zielsequenz vor mesenchymalem Hintergrund lésst sich darum
auf Transkriptionsebene, also auf Ebene der mRNS, iiber eine Reverse Transkriptase-PCR (rt-

PCR) erbringen.

3.3.1 rt-PCR

Fiir die Verwendung einer rt-PCR zum Nachweis disseminierter Tumorzellen solider Tumoren
wird von der zu untersuchenden Zellprobe, wie bei der Immunzytochemie (ICC), die mono-
nukledre Zellfraktion durch Ficoll Zentrifugation oder Erythrozytenlyse gewonnen. Uber die
Guanidinumthiozyanat/Phenol/Chloroform Extraktions-Technik® oder einer Variation derselben
wird daraufhin aus den mononukledren Zellen die RNS isoliert. Die gewonnenen Ribonuklein-
sduren werden mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in komplementdre DNS (¢cDNS)
umgeschrieben, welche dann in einer PCR amplifiziert werden kann. Fiir die rt-PCR wéhlt man
introniibergreifende Primer, um eine Differenzierung der cDNS von genomischer DNS zu ge-
wihrleisten. Selbst kleinste genomische DNS Kontaminationen der Probe kdnnen zu falsch-
positiven Ergebnissen fithren. Eine Auswertung der PCR-Produkte erfolgt abschlieBend entwe-
der iiber Ethidium-Bromid Féarbung und Gel-Elektrophorese oder aber iiber die Southern Blot-

Hybridisierung mit markierten Hybridisierungsproben.

% genaueres Verfahren siehe II. Material und Methoden
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In dem Abschnitt '2.4. Sensitivitét und Spezifitdt epithelialer Marker” wurde schon anhand der
Muzine und Zytokeratine zur Detektion mikrometastatischer Tumorzellen erléutert, dass die
derzeit bekannten rt-PCR Assays hauptsichlich aufgrund von illegitimer Transkription in ihrer
Anwendbarkeit und Aussagekraft eingeschriankt sind. Wie schon bei der ICC, nur durch die
verbesserte Sensitivitdt im verstarktem Malle, weisen also auch die jeweiligen rt-PCR Assays,
selbst bei Verwendung derselben Marker mRNS, divergierende Angaben hinsichtlich ihrer Posi-
tivitdtsraten auf. Das Fehlen einer Standardisierung der Methodik, zum Beispiel bei der Wahl
der Patientenkollektive, der Probengewinnung und -verarbeitung, Wahl der Primer oder Design
der rt-PCR, erschwert einen Vergleich der verschiedenen Ansétze und den daraus folgenden Er-
kenntnisgewinn. Neben der illegitimen Transkription gibt es noch weitere mogliche Griinde fiir

das Auftreten von falsch-positiven Ergebnissen.

Das Prostata-spezifische Antigen (PSA) ist ein Enzym, das in Form eines Gykoproteins von den
epithelialen Zellen der Vorsteherdriise produziert wird. Fiir die mRNS des PSA ist die Spezifi-
tdt zur Detektion von disseminierten Prostatakarzinomzellen in Blut, Knochenmark und
lymphatischem Gewebe mittels rt-PCR mehrfach bewiesen worden [87], [137], [41]. Aller-
dings gibt es eine Veroffentlichung, die auf die Abhéngigkeit der Spezifitdt vom PCR-Protokoll
hinweist. Smith et al. fanden im peripheren Blut bei 13 von 13 Kontrollpatienten (7 Ménner
und 6 Frauen) ein PSA Transkript mittels rt-PCR. Bemerkenswert war, dass dieses Ergebnis
nach 80 Amplifizierungszyklen zustande kam. Mit steigender Anzahl der Amplifizierungs-
zyklen stieg auch der Anteil an positiv getesteten Kontrollpatienten. Erst unterhalb einer Zyk-
luszahl von 41 konnte bei keinem der Kontrollproben mehr ein Transkript nachgewiesen wer-
den [116]. Das Auftreten von falsch-positiven Ergebnissen in Abhéngigkeit von der Anzahl der
Amplifizierungszyklen konnte auch fiir die CK-19 rt-PCR bei Mammakarzinompatientinnen,
hier ebenfalls oberhalb einer Zyklusgrenze von 40, demonstriert werden [112].

Eine andere Untersuchung zeigte, dass die Transkriptionslevel von PSA mRNS androgenabhén-
gig sind. Bei steigender Androgenmenge nahm auch die Transkriptionsrate der PSA mRNS zu

und andersherum verringerte sie sich in schlecht differenzierten Tumorzellen [52].

Der Frage nach dem Einfluss von biologischen Faktoren auf die Spezifitit von rt-PCR-
Verfahren zur Detektion disseminierter Tumorzellen gingen Jung und Kriiger et al. weiter nach.
In ihrer Studie wurden Knochenmark, G-CSF mobilisierte Blutstammzellen und periphere Blut-
proben von gesunden Spendern, von Patienten mit epithelialen und hdmatologischen Maligno-
men und von Patienten mit chronisch entziindlichen Erkrankungen (CID) hinsichtlich einer CK-
19 und CEA mRNS Expression untersucht. Weder CEA noch CK-19 mRNS lieBen sich in

Knochenmarkproben von gesunden Spendern und Patienten mit hdmatologischen Malignomen
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nachweisen. Im Gegensatz dazu wurden die Proben von Patienten mit CID in bis zu 60% der
Félle positiv. Um darauthin den Einfluss von Entziindungsreaktionen auf die Transkription die-
ser Ziel-mRNS zu untersuchen, wurden hiamatopoetische Zellen mit und ohne Zytokinstimula-
tion kultiviert. So konnte die CK-19 mRNS in kultiviertem Knochenmark schon ohne eine Sti-
mulation nachgewiesen werden, die CEA mRNS nach einer Stimulation mit y-Interferon.
G-CSF mobilisierte periphere Blutstammzellen zeigten nach Stimulation mit SCF oder Interleu-
kinen (IL-3 und IL-6) ein CK-19 Transkript. Die Autoren schlussfolgerten, dass die Transkrip-
tion so genannter gewebespezifischer Gene in hdmatopoetischem Gewebe unter bestimmten
Vorraussetzungen induzierbar sei und bei der Anwendung von rt-PCR-Verfahren zur Detektion
von Mikrometastasen mitbedacht werden miisse [63].

Auch Pseudogene, genomische DNS-Abschnitte, deren Sequenz mit der zelluliren mRNS Se-
quenz nahezu identisch ist, konnen zu falsch-positiven Ergebnissen fithren. Diese Beobachtung
konnte insbesondere bei den Zytokeratinen gemacht werden. Da Pseudogene keine Introns
aufweisen, filhrt ihre Amplifikation zu PCR-Produkten, die von denen, die von einer mRNS
gewonnen wurden, nicht zu unterscheiden sind [42]. So ist es umso wichtiger eine DNS Kon-
tamination bei der Probenbearbeitung zu vermeiden. Es gibt methodische Ansdtze, um sicher
zu gehen, dass ein positives rt-PCR-Produkt nicht durch kontaminierende DNS oder die Ampli-
fizierung eines Pseudogens entstanden ist.

Datta et al. verwendeten Primer fiir ihre nested CK-19 rt-PCR, die alle fiinf Introns des CK-19
Gens iiberspannten und so nur mRNS spezifische Produkte amplifizierten und keine eventuell
vorhandene kontaminierende DNS. Um eine Amplifizierung von dem bekannten CK-19 Pseu-
dogen zu vermeiden, wurden die Primer auflerdem so gewéhlt, dass sie Unterschiede zwischen
dem Gen und dem Pseudogen am 3 Ende beriicksichtigten [21]. Zusétzlich ist es eine géngige
Methode, eine rt-PCR einmal ohne die vorgeschaltete Reverse Transkriptase durchzufiihren.
Liefert die PCR von der RNS ausgehend keine Amplifikate, kann man davon ausgehen, dass die
verwendeten Primer ein Pseudogen nicht amplifizieren wiirden.

Ein weiterer Ansatz zur Differenzierung zwischen der Amplifizierung eines Pseudogens aus
kontaminierender DNS und einer tatsdchlich vorhandenen mRNS Expression ist der Einsatz von
Restriktionsendonukleasen. Schoenfeld et al. verwendeten fiir ihre CK-19 rt-PCR eine Endo-
nuklease, die bei der CK-19 RNS Sequenz arbeitet, jedoch nicht beim CK-19 Pseudogen [112].

Das Problem der Kontamination kann durch eine Negativ-Kontrolle, die bei jeder PCR mitlauft,
eingegrenzt werden. Hierbei ldsst man die PCR ohne den Einsatz von DNS laufen und iiber-

priift, ob es zu einer Kontamination der Reagenzien gekommen ist.
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Desgleichen muss das Auftreten von falsch-negativen Ergebnissen beriicksichtigt werden und
kann durch Positiv-Kontrollen eingegrenzt werden. Hier wird mit einem konstant vorhandenen
Transkript, so genannter Housekeeping Gene, wie zum Beispiel dem beta-Globulin oder dem
GAPDH, tberpriift, ob in der zu untersuchenden Probe tatsdchlich Nukleinsduren vorhanden

sind oder vielleicht ein Reagenz vergessen wurde.

Die Vorteile der rt-PCR sind ihre hohe Sensitivitdt, ihre untersucherunabhéngige Auswertung
und der gegeniiber der Immunzytochemie groB3ere Probenanteil, der einer Suche nach MRD zu-
ginglich wird. Das Problem der rt-PCR bei der Detektion von disseminierten Tumorzellen epi-
thelialer Tumoren bleibt die illegitime Transkription. Des Weiteren erlaubt die rt-PCR im Ge-
gensatz zur ICC keine Quantifizierung der detektierten mRNS, denn es stellt ein rein qualitati-

ves Verfahren dar.

Eine quantitative Bestimmung der Tumorzelllast wére jedoch von Vorteil. Sie wiirde die Mdg-
lichkeit er6ffnen, nicht nur die Tumorzelllast bei Diagnosestellung zu bestimmen, sondern
ebenso Verlaufskontrollen wihrend der Therapie, also ein Therapieansprechen zu erkennen.
Auch die illegitime Transkription oder die Induktion einer Ziel mRNS durch eine Akute Phase
Reaktion, von denen man ausgeht, dass hier nur in geringen Mengen eine mRNS exprimiert
wird, konnten moglicherweise durch eine Quantifizierung der Expressionslevel erkannt werden
[64]. Diese Moglichkeit hofft man durch eine neuere PCR-Technik, die ,real-time TagMan

PCR*, verwirklichen zu kénnen.

3.3.2 TagMan PCR

Das TagMan PCR-Verfahren kombiniert eine computergesteuerte PCR mit einer Lasertechnik,
die eine Zunahme von Fluoreszenzintensitdt pro Zunahme an PCR-Produkten misst. Eine spe-
zielle Tag DNS-Polymerase setzt bei jeder Extension eine bestimmte Menge an fluoreszieren-
dem Farbstoff frei, der somit der Menge an entstehenden PCR-Produkten direkt proportional ist.
Uber die graphische Darstellung der Fluoreszenzzunahme pro PCR Zyklus, l4sst sich eine Zyk-
lusschwelle bestimmen, ab der PCR-Produkte in bestimmter Menge amplifiziert werden [77].
Dieses Verfahren ermoglicht einen quantitativen und qualitativen Nachweis von Nukleinsduren.
Die hiermit eventuell realisierbare quantitative Bestimmung von ,,cut-off Expressionsleveln‘
konnte dazu fiihren, die Detektion von disseminierten Tumorzellen durch epithelspezifische
mRNS von einer illegitimen Transkription oder einer durch biologische Interferenzen transkri-

bierten mRNS, differenzieren zu kénnen. Damit wire ein hoch sensitives und spezifisches Ver-
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fahren zum Tumorzellnachweis epithelialer Tumoren gefunden, vorausgesetzt, eine illegitime
Transkription und auch die durch eine Akute Phase Reaktion induzierte mRNS fiihren tatséch-
lich, wie angenommen wird, nur zu einem niedrigeren Expressionslevel der Marker mRNS im

Gegensatz zu den Transkriptionsleveln in Tumorzellen.

3.3.3 Immunobead rt-PCR

Die immunomagnetische Zellseparierung mit anschlieBender rt-PCR, Immunobead rt-PCR,
kann zu einer Steigerung der Sensitivitdt in der Detektion disseminierter Tumorzellen fiihren.
Bei dieser Methode werden in einem vorgeschalteten Prozess epitheliale Zellen in vitro mit
magnetic-bead-konjugierten Antikorpern markiert. Diese Antikorper sind epithelspezifisch und
erkennen Epitope wie zum Beispiel die Zytokeratine oder Muzine. Anschliefend werden die
gebundenen Zellen im magnetischen Feld aus der zu untersuchenden Probe gewonnen und die
so selektierten Zellen konnen in einer rt-PCR analysiert werden.

Mit dieser Methode, die nach der Immunobead-Isolierung nur noch einen geringen Anteil an
hédmatopoetischen Zellen in den zu untersuchenden Proben aufweist, ldsst sich das Risiko von
falsch-positiven Ergebnissen durch eine illegitime Transkription vermindern. Verschiedene
Gruppen fiihrten diese Untersuchung mit einem Antikorper gegen das humane epitheliale Anti-
gen (Ber-EP4) und anschlieBender Mucl- oder CK-19 rt-PCR bei der Suche nach disseminier-
ten Mammakarzinomzellen im Blut durch [22], [26]. Unter Verwendung einer Mucl rt-PCR
nach immunomagnetischer Isolierung von Mammakarzinomzellen einer Zelllinie (MCF7) aus
peripherem Blut, lie sich eine Tumorzelle in Sml Blut detektieren [22]. Eine Steigerung der
Sensitivitdt und auch der Spezifitit durch dieses Verfahren, denn es konnte keine Mucl
Transkription in normalen Blutzellen gefunden werden, wurde mehrfach nachgewiesen [22],

[26].

Abschlielend sei zu sagen, dass die Immunzytochemie (ICC) dennoch immer die Standard-
methode zum Nachweis einer MRD von soliden Tumoren darstellt und nicht die rt-PCR-
Verfahren. Dieses ist nicht nur auf die illegitime Transkription in Geweben mesenchymalen
Ursprungs zuriickzuftihren, was zum Teil der hohen Sensitivitdt der Methode zugeschrieben
wird, sondern neben dem Fehlen von wirklich spezifischen Markern auch auf das Fehlen von
ausreichenden Langzeitstudien, die wie schon fiir die ICC vollzogen, einen Beweis fiir eine

prognostische Bedeutung der mittels rt-PCR detektierten Tumorzellen erbringen konnten.

In Tabelle 2 sind die Charakteristika der hier vorgestellten Methoden noch einmal zusammen-

fassend dargestellt.
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Tabelle 2: Gegeniiberstellung der Methoden zum Tumorzellnachweis

Methode Ablauf Sensitivi- | Vorteile Nachteile
tit

Immun- e MNC-Separation 10*-10° gleichzeitig Morpholo- Untersucherabhingig-
zytochemie |e  Zytospin-priparate gie und immunologi- keit
(ICco) e Immunzytochemie sche Reaktion beurteil- Kreuzreaktivitit

e  Lichtmikroskopie bar relative Reaktivitdt der

Quantifizierung Antikorper
moglich geringer Proben-
anteil auswertbar

Zellkultur | e  MNC-Seperation je nach Nachweis klono- Artefakte

o Zellkultur Auswer- gener vitaler Zellen in vitro Bedingungen

e  Zytospinpréparate tung Zellanreicherung hoher Arbeitsaufwand

e /- Immun-

zytochemie

o +/-1t-PCR
rt-PCR e MNC-Separation 10°~107 |e  hohe Sensitivitit e illegitime Transkription

e  RNS-Extraktion e  untersucherunabhingige | ¢  Kontaminationsgefahr

e  Reverse Transkription Auswertung e Dbiologische Interferen-

e PCR e groflere  Probenmenge zen

e  Elektrophorese oder auswertbar e  Pseudogene

Southern-Blot o  nicht quantifizierbar

3.4 Einfluss der Probengewinnung

Ein weiterer Einflussfaktor auf die unterschiedlichen Ergebnisse bei der Suche nach einer mog-
lichen Tumorzelldisseminierung ist die Art der Probengewinnung. So konnten Berois et al.,
wenn auch nur an einem kleinen Patientenkollektiv, zeigen, dass bei einer sternalen Aspiration
von Knochenmark mehr Patienten mit einer Tumorzelldisseminierung identifiziert werden als
im Vergleich zu einer Aspiration des Knochenmarks von iliakal. Jedoch gab es einige wenige
Patienten, die nur in iliakalen Knochenmarkaspiraten disseminierte Tumorzellen finden lieen.
Darum werden laut dieser Untersuchung die besten Sensitivititen erreicht, wenn gleichzeitig
aus beiden Regionen Knochenmark gewonnen wird [4].

Pantel et al. konnten nachweisen, dass durch die Untersuchung von jeweils zwei Aspiraten der
linken und rechten Iliakalregion ungefdhr 90% der Mammakarzinompatientinnen mit dissemi-
nierten Tumorzellen im Knochenmark identifiziert werden konnten. Ferner soll sich die Zu-
sammensetzung der Knochenmarkprobe mit zunehmender Menge an kontaminierendem peri-
pherem oder sinusoidalem Blut bei der Aspiration dndern. Und zwar dahingehend, dass die
Kontamination mit peripherem Blut signifikant die Frequenz an malignen Zellen im Knochen-

markaspirat reduziere [99].
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Die optimale Vorgehensweise ist nicht geklédrt. Es steht jedoch fest, dass der Nachweis einer
minimalen Resterkrankung von der Anzahl der untersuchten Aspirationsstellen und der Qualitét

der Probe abhéngig ist. Auch hier gilt es ein Standardprotokoll zu erstellen.

3.5 Detektion von MRD in Knochenmark vs. Lymphknotengewebe vs. Blut

Eine prognostische Bedeutung von disseminierten Tumorzellen fiir den weiteren Verlauf der
Erkrankung bei soliden Tumoren, konnte fiir eine Detektion von MRD in Lymphknotengewebe
[61], Knochenmark [25] und peripherem Blut [88] gezeigt werden. Die Frage, welches dieser
Gewebe zur Bestimmung einer eventuellen Tumorzelldisseminierung bei den unterschiedlichen
epithelialen Tumoren am besten geeignet sei, um mdglichst frithzeitig die Hochrisikogruppe fiir

ein Rezidivieren der Erkrankung zu detektieren, ist noch nicht geklért.

Unter rein pragmatischen Gesichtspunkten, sowohl fiir die Kliniken, als auch die Patienten
selbst, wire peripheres Blut das ideale Gewebe. Peripheres Blut ist durch einfache periphere
Punktion der GefdBle zu gewinnen. Es bedarf dabei keiner Anisthesie, ganz im Gegensatz zur
Knochenmarkaspiration und der Gewinnung von lymphatischem Gewebe. Jedoch lie sich an
einem kleinen Patientenkollektiv zeigen, dass ein Nachweis disseminierter Tumorzellen bei
Mammakarzinompatientinnen in verschiedenen Stadien der Erkrankung mittels CK-19 rt-PCR
hiufiger in Knochenmarkaspiraten gelang (40%) als in den korrespondierenden Blutproben
(14%). Dabei waren 77% (10/13) der positiven Blutproben auch in den korrespondierenden
Knochenmarkproben von derselben Patientin positiv [4].

Eine andere Untersuchung brachte genau dem entgegen gesetzte Ergebnisse. Man priifte eben-
falls korrespondierende Blut- und Knochenmarkproben von Patientinnen mit Mammakarzinom
in einer anderen CK-19 rt-PCR. Die Proben dieser Studie waren zum Zeitpunkt der priméren
Diagnosestellung gewonnen worden. Hier wurden disseminierte Mammakarzinomzellen haufi-
ger in Blutproben (46%) als im dazu gehorigen Knochenmark detektiert (21%). Bemerkenswert
war aullerdem, dass alle positiven Knochenmarkproben auch einen positiven Tumorzellnach-
weis in korrespondierenden Blutproben zeigten, jedoch andersherum bei keiner Patientin eine
Knochenmarkprobe allein positiv war. Die Autoren deuteten dieses Ergebnis als einen Hinweis
fiir einen hdmatogenen Weg der Metastasierung in das Knochenmark. Dieses gilt es natiirlich

noch an einem groBeren Patientinnenkollektiv zu beweisen [72].

Knochenmetastasen sind héufig bei soliden Tumoren zu finden. Um beim Mammakarzinom zu

bleiben, ist hier das Skelettsystem nicht nur der hiufigste, sondern meist auch der erste Ort der
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Metastasierung. Zum Zeitpunkt des ersten Rezidivs fanden Redding et al. bei 57% der Patien-
tinnen mit einem Mammakarzinom Knochenmetastasen [104]. Gleichzeitig gehort der axillare
Lymphknotenstatus beim priméir operablen Mammakarzinom zu den entscheidenden Faktoren
im Hinblick auf die empfohlene Therapie, wie auch die Prognose. Eine signifikante Korrelation
zwischen einer Tumorzelldetektion im Knochenmark und dem Lymphknotenstatus konnte bei

Mammakarzinompatientinnen nachgewiesen werden [4], [25].

Eine weitere Untersuchung an Patienten mit einem Lungenzellkarzinom (NSCLC) konnte keine
Korrelation zwischen der Immunodetektion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark
und der im Lymphknotengewebe nachweisen. Dieses lie3 die Autoren dieser Studie vermuten,
dass beide Vorginge, die Ausbreitung von Mikrometastasen in lymphatisches Gewebe und die
Ausbreitung in das Knochenmark, auf stark voneinander abweichenden biologischen Hinter-
griinden beruhen [99]. Es kann bedeuten, dass die Suche nach einer Mikrometastasierung in das
Lymphknotengewebe zusitzliche Informationen bei der Frage nach der Ausdehnung von okkul-

ter Tumorzelldisseminierung liefern kann.

In denen im Verlaufe dieses Textes erwidhnten Studien, konnten disseminierte Tumorzellen bei
Mammakarzinompatientinnen mittels rt-PCR in Lymphknotengewebe in 10% bis 36% [112],
[94], in peripherem Blut zwischen 21% und 53% [21], [4], [72] und in Knochenmark in 48%
bis 75% [4], [72], [21] der untersuchten Proben detektiert werden (siche auch Tabelle 1). Hier
wird nur eine Tendenz gezeigt, die das Knochenmark als den scheinbar wesentlichen Ort zur
Detektion disseminierter Tumorzellen bei Patientinnen mit einem Mammakarzinom auszeich-
net. Ein aussagekriftiger Vergleich ist jedoch auch hier aufgrund einer mangelnden Standardi-
sierung der verschiedenen Studien, in Bezug auf die Spezifitdt der Marker, Erkrankungsstadium
der Patientenkollektive, Gewinnung der Proben, um nur einige Aspekte zu nennen, nicht mog-
lich.

Die Frage welches Medium sich nun am besten eigne, dass heifit, durch die Untersuchung wel-
chen Gewebes findet man am zuverléssigsten die Hochrisikogruppe fiir ein Rezidiv bei unter-

schiedlichen epithelialen Tumoren, bleibt vorerst ungeklart.

In der Frage, ob zur autologen hdmatopoetischen Rekonstitution nach einer Hochdosistherapie
entweder zytokinstimuliertes Blut oder Knochenmark besser geeignet sei, wurde ebenfalls ver-
sucht den relativen MRD Status beider Gewebe zu testen. Es gibt Untersuchungen, die zu dem
Schluss kommen, dass Stammzelltransplantate eine geringere Tumorzellkontamination aufwei-
sen, als das Knochenmark [113]. Andere Untersuchungen widersprechen hier und meinen,

wenn das Knochenmark kontaminiert sei, miissten auch Tumorzellen im Blut vorhanden sein
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[91]. Damit stellt sich die zentrale Frage nach dem Ablauf und den Mechanismen beim Vor-
gang der Metastasierung. Wegen der Bedeutung der MRD in Bezug auf die Entwicklung von

Metastasen soll im folgenden Kapitel auf den Prozess der Metastasierung eingegangen werden.

4.0 Prozess der Metastasierung

Maligne Neoplasien unterscheiden sich von benignen Neoplasien durch invasives, destruieren-
des Wachstum in angrenzende Gewebe und die Fihigkeit zur Metastasierung. Metastasen sind
Absiedlungen vom Primértumor in entfernte Kompartimente des Organismus und stellen die
Hauptursache fiir die Mortalitdt von malignen Erkrankungen dar. Daher ist das Ziel eines kura-
tiven Therapieansatzes nicht nur die komplette Entfernung des Primirtumors, sondern insbe-
sondere auch die Verhinderung einer Metastasenbildung. Letzteres ist der Hauptansatz fiir die

Verabreichung von Chemotherapien.

Vom Primértumor abgesiedelte Tumorzellen, die zur Formation von Metastasen fithren konnen,
breiten sich grundsitzlich entweder iiber das lymphatische System, auf himatogenem Wege
oder innerhalb einer Korperhohle aus [2]. Dabei konnte in mehreren Studien, zum Teil am
Tiermodell, demonstriert werden, dass systemisch zirkulierende Tumorzellen sehr ineffizient in

der Formation von Metastasen sind [31], [79], [43].

Glaves et al. untersuchten renal venoses Blut von Patienten mit priméiren Nierenkarzinomen di-
rekt vor einer radikalen Nephrektomie auf Tumorzellen. Bei 8 von 10 Patienten fand man {iber
einen immunzytochemischen Nachweis Nierenkarzinomzellen in den Blutproben, entweder als
einzelne Zelle oder in kleinen Zellhaufen (multicell emboli). Man entdeckte pro Milliliter Blut
zwischen 14 und 7509 Zellen bzw. Emboli. Des Weiteren kam man auf eine mittlere Anzahl
von 3,7 x 10’ Tumorzellen, die pro Tag fiir wenigsten 180 Tage in das Blut gelangt sein muss-
ten. Trotz dieser enormen Tumorzellzahl in der Blutzirkulation zeigten nur 3 von 10 Patienten
extraperitoneale Metastasen vor der chirurgischen Intervention. Nach der Nephrektomie und
einer maximalen Beobachtungszeit von 35 Monaten trat nur bei einem weiteren Patienten die

Entwicklung einer Fernmetastase auf [43].

Liotta et al. zeigten an einem Mausmodel, dass ungefihr 1 x 10° Tumorzellen in die Blutzirkula-
tion gelangt waren, bevor man das Entstehen einer Metastase beobachten konnte [79]. Es ist al-
so davon auszugehen, dass Tumorzellen zwar in groBen Mengen in die systemische Zirkulation

gelangen, jedoch weniger als 0,01% dieser Zellen tatsachlich zur Bildung von Metastasen fiih-
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ren [79], [87]. Somit ist die systemische Anwesenheit von Tumorzellen nicht zwangslaufig mit
einer Metastasierung gleichzusetzen. Wie in vorherigen Kapiteln gezeigt werden konnte, ist ei-

ne prognostische Bedeutung dieser Tumorzellen Gegenstand der derzeitigen Forschung.

Wahrend der Pathogenese von Metastasen miissen diejenigen Zellen, die Metastasen bilden, ei-
ne Reihe von potentiell letalen Interaktionen innerhalb des Organismus iiberstehen. Hierbei
handelt es sich um immunologische und mechanische Hindernisse, sowie die Fahigkeit der Tu-
morzellen eine metastatische Kaskade zu durchlaufen, die in der Formation einer soliden Metas-
tase endet [55].

Man geht davon aus, dass nach der initialen Transformation einer Tumorzellpopulation das
Wachstum der neoplastischen Zellen progressiv ist und die nutritive Versorgung fiir den wach-
senden Tumor iiber einfache Diffusion geschieht [32]. Erreicht eine Tumormasse einen
Durchmesser von mehr als 1-2mm muss es zu einer Neovaskularisation kommen, damit der

Tumor weiter wachsen kann [33], [34], [49].

Die Hauptschritte der Metastasierungskaskade einer Tumorzelle, von der jeder einzelne limitie-

rend ist, sehen danach vereinfacht dargestellt wie folgt aus:

e Adhisionsverlust vom Priméirtumor

e Invasion des umgebenden Gewebes

e FEintritt in vaskuldre Strukturen (Intravasion)

e Uberleben der Tumorzelle als Einzelzelle oder als Zellhaufen in der Zirkulation
e Verbleiben der Tumorzelle im kapilléren Bett an einem Ort fern des Primarius
e Austritt durch eine GefdBwand (Extravasion)

e Infiltration des umgebenden Gewebes

e Proliferation zu einer soliden Struktur (Metastase)

e die Kaskade kann von neuem beginnen

[2], [49], [55].

Die metastatische Kaskade wird in Abbildung 2 noch mal schematisch veranschaulicht darge-
stellt.
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Abbildung 2: Kaskade der Metastasierung
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Systemische Tumorzellen miissen als heterogen angesehen werden und der Prozess der Me-
tastasierung als selektiv [35], [87].

Schon 1889 proklamierte Paget die heute immer noch giiltige Theorie von ,,Seed and Soil* fiir
die Formation von Metastasen, die er aus klinischen Beobachtungen und Autopsiebefunden von
Mammakarzinompatientinnen ableitete. Dabei geht man davon aus, dass der Prozess der Me-
tastasenbildung nicht zufillig geschieht, sondern, dass einige Tumorzellen (,,seeds®) eine Affi-
nitdt fiir bestimmte Gewebe zeigen, die fiir sie ein geeignetes Wirtsmilieu (,,s0il*) darstellen.
Eine Metastase entsteht demnach nur, wenn ,,Seed* und ,,Soil“ zusammenpassen [98]. Das

Konzept von ,,Seed and Soil*“ konnte mehrfach bestétigt werden [119], [32], [87].

Bei Mamma- und auch bei Prostatakarzinomen ist das Skelettsystem nicht nur der haufigste,
sondern meist auch der erste Ort der Fernmetastasierung. Tumorzellen, die zum Beispiel von
einem Mammakarzinom in das Skelettsystem disseminieren, miissen das kapilldre Organbett der
Lunge passiert haben; dennoch ist die Formation von Lungenmetastasen bei dieser Tumorentitit
nicht so haufig zu finden wie eine Metastasierung in das Skelettsystem [35]. Damit wird deut-
lich, dass sich nicht alle Metastasierungsorte aufgrund der anatomischen Lokalisation des Pri-
martumors erkldren lassen und bestimmte Tumoren ein selektives Metastasierungsmuster durch

eine ,,Organotropie* der Tumorzellen aufweisen [32], [35], [87], [S1].

Die Heterogenitéit von Tumorzellen wird deutlich, wenn man bedenkt, dass einige Tumorzellen

einen Wachstumsvorteil gegeniiber anderen Tumorzellen haben, die eine metastatische Kaskade




Christina Groger — Die Transkription humaner Muzingene in Zellen unterschiedlicher Provenienz 40

nicht durchlaufen, sondern zugrunde gehen oder latent im Organismus verbleiben [32]. Dariiber
hinaus konnte in einem in vitro Modell demonstriert werden, dass Zellen einer Metastase ge-
geniiber Tumorzellen aus dem Primértumor einen Wachstumsvorteil zeigen und, dass selektio-

nierte metastatische Zellklone letztlich den Primértumor tiberwuchern koénnen [128].

Eine maligne Entartung und deren Progression wird nach allgemein giiltiger Annahme geneti-
schen Verdanderungen zugeschrieben [2]. Tumorzellen erwerben die Fahigkeit zur Metastasie-
rung durch eine Anhdufung von genetischen Verdnderungen. Diese fiihren dazu, dass Tumor-
zellen mit progressiv metastatischen Fahigkeiten ausgestattet werden und zwar durch:

e Alterationen in Zellregulierungsmechanismen

e Sekretion von proteolytischen Enzymen, die in der Lage sind die Extrazelluldre Matrix

(ECM) zu degradieren

e Induktion von Angiogenese

e crhohte zelluldre Motilitéit

o verianderte Expression von Zelladhdsionsmolekiilen,
um nur einige zu nennen [106]. Diese Mechanismen, die eine maligne Disseminierung voran-
treiben oder ermoglichen, sind allesamt physiologische Prozesse, die nun aber an ,,falscher Stel-
le* auftreten. Den unterschiedlichen metastatischen Féhigkeiten kdnnen bestimmte Phénoty-
pien zugeordnet werden, wobei beispielhaft im Folgenden nur auf zwei Membranrezeptoren,
den endothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) und das ErbB2, auch Her2/neu Protoon-

kogen, eingegangen werden soll.

Die HER Familie von Membranrezeptoren besteht aus HER1 auch als EGFR bezeichnet, HER2
auch ErbB2 oder HER2/neu, HER3 auch ErbB3 und HER4 auch ErbB4 genannt.

Diese Rezeptoren zeigen bis auf das HER3, die gleiche molekulare Struktur, mit einer extrazel-
luldren Liganden-bindenen Doméne, einer kurzen transmembrandsen Doméne und einer intra-
zellularen Doméne mit Tyrosinkinase (TK) Aktivitit.

Das Binden von verschiedenen Liganden an die extrazellulire Doméne initiiert eine Signalkas-
kade, die eine Vielzahl von Aspekten der Tumorzellbiologie in Gang setzen kann, wie zum Bei-
spiel die gesteigerte Zellproliferation, Stromainvasion, Resistenz auf apoptotische Signale, Mi-

gration und Angiogenese [74].

Slamon et al. konnten zeigen, dass die Amplifikation und Uberexpression von Her2/neu in Kar-
zinomzellen mit einem aggressiveren Wachstum bei Mamma- und ovariellen Karzinomen asso-

ziiert war [115].
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Pantel et al. fanden eine hohe Inzidenz von ErbB2 Expression bei im Knochenmark detektierten
disseminierten Mammakarzinomzellen und vermuteten, dass Tumorzellen mit einer ErbB2 Ex-
pression einen Wachstumsvorteil fiir den metastatischen Prozess innehaben kénnten [99].

Auch fiir EGFR konnte man eine Uberexpression in verschiedenen Malignomen, darunter auch
bei Mammakarzinomen finden [109], [17]. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass eine gestei-
gerter EGFR Expression mit einem schlechteren klinischen Verlauf bei unterschiedlichen Mali-

gnomen, unter anderen bei Karzinomen der Lunge und Blase, assoziiert war [89], [84].

Die Bedeutung des EGFR und Her2/neu fiir die Entstehung von Metastasen und somit fiir den
progressiven Verlauf einer karzinomatésen Erkrankung, fiihrten zu der Entwicklung und Tes-
tung von EGFR- und HER2- Inhibitoren in der Tumortherapie. Bei der konventionellen Che-
motherapie, die unselektiv das Zellwachstum hemmt, werden nicht nur Tumorzellen, sondern
auch gesunde Zellen des Korpers mit hohem Zellumsatz (Wechselgewebe) geschidigt. Dies
fiihrt zu starken, gelegentlich auch lebenslimitierenden Nebenwirkungen der Chemotherapeuti-
ka. Die Verwendung von EGFR- oder HER2- Inhibitoren in Form von monoklonalen Antikdr-
pern, die gegen die extrazellulire Domine gerichtet sind und Tyrosinkinase Inhibitoren (TKI),
die intrazelluldr kompetetiv die Tyrosinkinase Aktivitdt hemmen, verspricht eine therapeutische

Selektivitdt fiir Tumorzellen mit weniger Nebenwirkungen.

Ein monoklonaler IgG-Antikérper gegen das HER2, Trastuzumab (Herceptin®™), wurde bereits
im Jahre 2000 zugelassen und wird als adjuvante Therapie bei metastasierten Mammakarzino-

men sowohl als Einzeltherapie als auch in Kombination mit einer Chemotherapie eingesetzt.

Der bisher am weitesten entwickelte EGFR-Inhibitor, das Gefitinib, ein selektiver und rever-
sibler kompetetiver Tyrosinkinase Inhibitor wurde in den Vereinigten Staaten schon im Jahre
2003 aufgrund der Ergebnisse von zwei klinischen Studien als third-line Einzeltherapie fiir das
fortgeschrittene Nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC) zugelassen [71], [36]. Es wird
derzeit in klinischen Studien fiir weitere Malignome erprobt und zeigt Erfolg versprechende Er-

gebnisse fiir eine zukiinftige und breitere Anwendbarkeit in der Tumortherapie [110], [18].

5.0 Humane Muzine — Mucl, Muc2, Muc3

Im Hinblick auf die hier vorgestellte Arbeit erscheint es sinnvoll, nochmals genauer auf die hu-
manen Muzingene, die dazugehodrigen Glykoproteine, ihr Organverteilungsmuster und ihre Rol-

le als epitheliale Marker in der Tumorzelldiagnostik einzugehen.
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Muzine werden von verschiedensten sekretorischen, epithelialen Geweben als membrangebun-
dene oder sekretorische Proteine synthetisiert. Es handelt sich hierbei um Glykoproteine, die
aus einem Coreprotein (Apoprotein) bestehen, welches iiber O-glykosidische Bindungen hoch-
gradig mit Oligosaccharidketten glykosiliert ist. Die Muzine sind aufeinander folgend nach

ihrer Entdeckung und Sequenzierung mit fortlaufenden Zahlen benannt worden [39].

Es existieren zahlreiche Verdffentlichungen {iber die Expressionsmuster der verschiedenen Mu-
zine in unterschiedlichen Geweben und Organen [39], [138], [101]. Man fand heraus, dass die
unterschiedlichen Muzine ein bestimmtes Organverteilungsmuster aufweisen und, dass es gera-
de in Karzinomen und karzinomatosen Metastasen zu einer Verdnderung der Muzinexpression
kommen kann. Dies hat man versucht sich in der Tumorzelldiagnostik zu Nutze zu machen
[56], [82], [138], [5].

Hier soll wegen der Relevanz fiir diese Arbeit nur auf die ersten drei aus der Gruppe der Muzine

(Mucl, Muc2, Muc3) eingegangen werden.

Mucl

Das Mucl, auch Episialin oder PEM genannt, ist ein membrangebundenes Protein, das dazuge-
hérige Gen findet sich auf dem Chromosom 1. Mittlerweile weill man, dass auch eine sekretori-
sche Form von Mucl existiert [38], [39].

Mucl wird physiologischer Weise von den gesunden Epithelien im Bronchialtrakt, in der Brust-
driise, im Endometrium, von der Prostata, in den Nierentubuli, in den Speicheldriisen, im
Osophagus, von der Magenschleimhaut, der Gallenblase und in der Pankreas synthetisiert [39].
Man konnte nachweisen, dass die Mucl Expression in Mamma-, Lungen-, Pankreas-, ovariellen
und Prostatakarzinomen ansteigt [56], [38]. Bei diesen unterschiedlichen Tumorentitdten findet
man immunzytochemisch unterschiedliche antigenetische Formen von Mucl. Man geht davon
aus, dass es durch Verdnderungen am Coreprotein oder/und auch durch Verédnderungen im Grad
und der Form der Glykosilierung, und damit in der Antigenitit, zu Unterschieden in der Mucl
Expression zwischen den verschiedenen Tumoren untereinander und auch im Vergleich zu ge-
sunden Geweben kommen kann [9], [56], [44]. Ahnliche Beobachtungen wurden auch fiir das
Muc?2 und Muc3 gemacht [58].

Das membrangebundene Mucl wird von Mammakarzinomzellen exprimiert. Die Transkrip-
tionslevel konnen stark variieren, sind jedoch meist hochreguliert. Die hdufig untersuchte Rolle
des Mucl fiir die Detektion von disseminierten Tumorzellen beim Mammakarzinom, ihre prog-

nostische Bedeutung und die damit verbundene Problematik ist schon mehrfach im Verlaufe
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dieser Arbeit erldutert worden [94], [25], [135], [6], [22]; (siche auch Kapitel 2.4).

Matsuda et al. untersuchten immunzytochemisch kolorektale Karzinome auf eine Mucl Expres-
sion. Man fand Mucl positive Zellen signifikant hdufiger bei Tumoren im Stadium Dukes C
und D, als bei Tumoren im Stadium A und B. Dariiber hinaus lie} sich eine Mucl Expression
signifikant hdufiger bei hepatisch metastasierten kolorektalen Karzinomen nachweisen, als bei
solchen ohne hepatische Metastasen (100% vs 39%; p<0.01). Diese Ergebnisse sprechen fiir
eine Beteilung von Mucl bei der Progression vom nicht-metastatischen in das metastatische

Stadium [82].

Muc2

Das sekretorische, intestinale Muzin Muc2 wird hauptsidchlich von den gesunden Becherzellen
des Diinn- und Dickdarms, jedoch auch in den Epithelien der Luftwege und Speicheldriisen syn-
thetisiert [56], [39], [5]. Das dazugehorige Gen befindet sich auf Chromosom 11 [39].

Bei kolorektalen Karzinomen konnte mehrfach eine verdnderte Expression von Muc2 festge-
stellt werden [97], [5], [56], [39]. Man fand eine Uberexpression in adenokarzinomatdsen Ko-
longeweben, insbesondere bei muzindsen Karzinomen und eine regelméBig verminderte Ex-
pression in nicht muzindsen Adenokarzinomen. Diese immunzytochemisch gewonnenen Er-
gebnisse lieBen sich auf mRNS Ebene bestétigen [5], [56].

Hingegen fanden Ogata et al. mittels Northern Blot-Analyse eine verminderte Expression von
Muc2 und Muc3 mRNS sowohl in Tumorzelllinien als auch in Gewebeproben von Kolonkarzi-
nomen [97].

Trotz dieser widerspriichlichen Ergebnisse wurde das Muc2 als spezifischer Marker fiir den
Nachweis einer Mikrometastasierung in regionidren Lymphknoten bei kolorektalen Karzinomen
[3], [57] und auch als Marker fiir muzinose Karzinome im Allgemeinen vorgeschlagen [48].
Umfassende Ergebnisse, die eine Spezifitit dieses Markers und eine prognostische Relevanz fiir
auf diese Weise frithzeitig detektierte Tumorzelldisseminierung beweisen wiirden, stehen noch

aus.
Muc3
Das sekretorische, intestinale Muzin Muc3 wird in gesunden Diinn- und Dickdarmepithelien

sowie in den Epithelien von Speicheldriisen und der Gallenblase exprimiert [39], [56]. Das da-

zugehorige Gen befindet sich auf Chromosom 7 [39].
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Eine verdnderte Expression wurde nicht nur in karzinomatdsen Geweben des Kolorektums [93],
[56], [58], sondern auch in Adenokarzinomen und intestinalen Metaplasien des Magens gefun-

den [61].

Der verdnderte Grad an Expression in Karzinomen und Metastasen ldsst eine Rolle der Muzine
in der Tumorprogression und Metastasierung vermuten. Es existieren zahlreiche Hinweise auf
eine tumorassoziierte Immunsuppression durch die Muzine [101], [39], [67], eine antiadhdsive

Funktion konnte bestétigt werden [134], [131].

Tumorassoziierte Antigene sind nicht nur vielversprechend als diagnostische und prognostische
Marker, sondern auch als Zielantigene fiir eine Immuntherapie, wie schon im vorherigen Kapi-
tel dargestellt werden konnte. Man geht davon aus, dass in mesenchymales Gewebe dissemi-
nierte Tumorzellen gut durch adjuvante Immuntherapien erreicht werden kdnnen. Peat et al.
schlugen das SM-3 Epitop von PEM (Mucl) als potentielles Zielantigen einer Immuntherapie
fiir Adenokarzinome vor, nachdem gezeigt werden konnte, dass Karzinome eine andere Antige-
nitit als gesunde Epithelien fiir Mucl exprimieren und, dass diese antigene Struktur von
T-Zellen erkannt werden kann [102]. Derzeit laufen zahlreiche Untersuchungen im Hinblick
auf aktive und passive Immuntherapeutika, die das Mucl als Zielantigen einer solchen Therapie
untersuchen [27], [121], [122], [13], [14], [67], [7], [70]. Jedoch stellen sich die Muzine als

Zielantigene einer solchen Immuntherapie immer noch als problematisch dar.

Chan et al. untersuchten die Wirkung von Adenokarzinomen auf T-Lymphozyten von gesunden
Spendern anhand von 25 verschiedenen Tumorzelllinien in Kultur. Man fand heraus, dass 16sli-
ches Mucl (sMucl), welches von den epithelialen Tumorzelllinien in Kultur produziert worden
war, eine T-Zellproliferation hemmt. Es kam zu einem Proliferationsstillstand der T-Zellen in
Go/Gy des Zellzyklus und man konnte nachweisen, dass die T-Zellen in diesem Zustand keine
Interleukin-2 (IL-2) Rezeptoren exprimierten. Entfernte man immunoprézipitatorisch sMucl
aus den Kulturenmedien, wurde der inhibitorische Effekt auf die T-Lymphozyten wieder aufge-

hoben [13].

Eine T-Zellsuppression durch Mucl Antigen konnte auch in weiteren Untersuchungen darge-
stellt werden, sowohl im Versuch mit fiir humanes Mucl transgenen Mausen [14], als auch in
einem Kulturverfahren mit 16slichem Mucl und Muc2, wobei sich hier eine fehlende I1L-2 Sek-

retion der T-Zellen nachweisen liel3 [67].
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Koido et al. untersuchten an einem Tiermodell die Induktion einer Antitumorimmunitét durch
Impfung mit dendritischen Knochenmarkzellen (DC), welche mit Mucl mRNS transfiziert wor-
den waren. Die DC exprimierten Mucl an ihrer Zelloberfaiche und wurden in einem Arm der
Untersuchung einem Wildtyp von Mausen injiziert, die darauthin eine spezifische zytotoxische
Aktivitit gegen Mucl- positive- Tumorzellen zeigten. Der andere Arm bestand aus fiir huma-
nes Mucl transgenen Mausen, bei denen durch Injektion der DC keine Immunantwort ausgeldst
werden konnte. Verabreichte man jedoch Interleukin-12 (IL-12) in Kombination mit den DC,
kam es auch bei den transgenen Méausen zu einer Mucl-spezifischen Immunantwort. Diese Er-
gebnisse zeigen, dass die Impfung mit Mucl transfizierten, dendritischen Zellen in der Kombi-
nation mit IL-12 die Toleranz des Immunsystems zumindest im Tiermodell gegen Mucl aufhebt

und sich eine Immunantwort gegen Mucl- positive- Tumoren induzieren lésst [70].

Die hier erwdhnten Untersuchungen lassen einen Teil der Problematik in der Entwicklung einer
effizienten Immuntherapie iiber die antigenetische Struktur der Muzine erkennen. Braun et al.
gehen davon aus, dass die Expression von tumorassoziierten Zelloberflachenantigenen auf dis-
seminierten Tumorzellen heterogen ist. Dieses kann die Effektivitdt von monovalenten immun-
therapeutischen Strategien gegen nur ein spezifisches Antigen einschrinken. Die Definition
oder das Finden eines spezifischen Zielantigens, stellt also das erste Hindernis fiir ein passendes
Immuntherapeutikum dar, welches laut dieser Autoren eventuell in der polyvalenten Form

leichter zu finden wire [7].

AbschlieBend bleibt zu betonen, dass die Muzine eine Rolle in der Tumorprogression zu spielen
scheinen und zwar in dem Sinne, dass Tumorzellen, die Muzine exprimieren, neben einem Ad-
hésionsverlust auch in der Lage zu sein scheinen sich dem Immunsystem entziehen zu kénnen.
Des Weiteren gibt es Hinweise auf Interaktionen der Muzine mit der extrazelluldren Matrix
[131]. Dies sind nur einige, dennoch allesamt Faktoren, die das Durchwandern einer metastati-
schen Kaskade wahrscheinlicher machen. Weitere Funktionen der Muzine sind noch unerkannt,
jedoch spricht vieles dafiir, dass Tumorzellen, die iiber eine Muzinexpression detektiert werden,
eine prognostische Bedeutung haben und zwar dahin gehend, das sie potentiell Zellen mit er-
hohtem Metastasierungsrisiko darstellen. Dieses gilt es jedoch noch in spezifischen Testverfah-

ren und anhand von Langzeituntersuchungen zu beweisen.
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I1. Fragestellung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen Beitrag zum Nachweis disseminierter Tumorzellen
von epithelialen Tumoren zu leisten. Dabei wurde sich hier auf die Transkription der humanen
Muzingene Mucl, Muc2 und Muc3 konzentriert.

Die humanen Muzingene und ihre Rolle als Marker fiir epitheliale Zellen, insbesondere fiir den
Nachweis von disseminierten Tumorzellen bei epithelialen Tumoren, als auch die Muzine als
mogliche Zielantigene flir Antikdrpertherapien bei epithelialen Tumoren, sowie die Frage nach
der Bedeutung der Muzinexpression bei malignen Zellen fiir eine schlechtere Prognose der Tu-
morerkrankung und die Formation von Metastasen, fithrte zu der Frage nach der Transkription
dieser Marker. Von Interesse war dabei jedoch nicht nur die Transkription der Muzingene in
malignen Tumorzellen epithelialer Herkunft, sondern wegen der hédufig proklamierten mangeln-
den Spezifitit der Muzine als Marker fiir epitheliale Zellen, auch die Frage nach einer ,,illegiti-
men Transkription® in Zellen mesenchymalen Ursprungs.

Die Einrichtung fiir Knochenmarktransplantation ermdglichte auch die Analyse von klinischen
Proben, so dass die hier verwendeten Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktionen auch
gleich in ihrer praktischen Anwendbarkeit {iberpriift werden konnten.

Um die Stabilitdt der mRNS als Marker oder andersherum die Spezifitit der Mucl, Muc2 und
Muc3 rt-PCR genauer zu untersuchen, wurden nach Kultivierung der untersuchten Zelllinien
und klinischen Proben mit verschiedenen Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die jeweiligen
Amplifikationen erneut durchgefiihrt. Damit wurde der Frage nach dem Einfluss von Akute
Phase Reaktionen, biologischen Interferenzen und somit der Frage nach der Stabilitdt der ver-

schiedenen Muzin mRNS fiir den Nachweis an klinischen Proben nachgegangen.

Die Fragestellungen lauten wie folgt:

e Lassen sich nach eigenem Primerdesign Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreak-
tionen zum spezifischen Nachweis einer Transkription der humanen Muzingene Mucl,
Muc2 und Muc3 etablieren?

e Lisst sich im Hinblick auf die Spezifitit der humanen Muzine als epitheliale Marker zur
Tumorzelldetektion, eine illegitime Transkription in Geweben nicht-epithelialen Ur-
sprungs nachweisen und wie sieht das Transkriptionsmuster in unterschiedlichen klini-
schen Proben, wie Knochenmark, peripherem Blut und Leukapheresen von Patienten
mit epithelialen oder himatologischen Malignomen oder von gesunden Spendern aus?

e Wie beeinflussen in einem in vitro Modell getestet, unterschiedliche Zytokine und

Wachstumsfaktoren das Transkriptionsmuster fiir die humanen Muzine 1, 2 und 3?
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III. Material und Methoden

1. Geriite und Materialen:

Geriite:

Accupipex Pipettierhelfer Assistant”, Fa. Hecht Assistant GmbH, Schweiz
Auflichtmikroskop Wilovert S, Fa. Hund, Wetzlar

Begasungsbrutschrank BB 6000, Fa. Heraeus, Osterode, BRD

Coulter Counter ZM, Fa. Coulter, Krefeld, BRD

Digital Graphic Printer UP D890, Fa. Sony

Elektrophoresegerit Pharmacia LKB Multidrive XL, Fa. Amersham Pharmacia
Eppendorf Varipette®, Fa, Eppendorf GmbH, Hamburg, BRD

Fotokammer, Fa. Phase, Liibeck, BRD

Gelelektrophoresekammer Agagel Maxi, Fa. Biometra, Gottingen, BRD

Gelelektrophoresetriger und —kimme Maxicell”, Fa. E-C Apparatus Corporation, NY, USA

Heizblock Dri Block® DB 2A, Fa. Techne

Kryotec, Gefrierschrank, Fa. Hans-S. Schroder GmbH, Hamburg, BRD
Kiihlzentrifuge Megafuge 1,0R, Fa. Heraeus Sepatech GmbH
Photo-Printing Paper UPP-110-HD, 110mm x 20m, Fa. Sony
Sicherheitswerkbank LaminAir HB 2472, Fa. Heraeus, Osterode
Spektrophotometer Uvikon 931, Fa. Bio-Tek Kontron Instruments
Stickstofftank IC 50D-Storage Dewar, Fa. International Cryogenics, Inc.
T-Gradient, Fa. Biometra, Gottingen, BRD

Thermocycler:
-Thermomixer 5436, Fa. Eppendorf GmbH, Hamburg, BRD

-UNO-Thermoblock, Fa. Biometra, Géttingen, BRD

Wasserbad GFL®, Fa. Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel, BRD
Zentrifuge GK 10, Fa. Sigma Laborzentrifugen GmbH

Zytozentrifuge “Mikroliter”, Fa. Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, BRD

Einwegmaterialien:

Einmalpipetten, Fa. Costar, Cambridge, USA

Falcon-Reagenzglaser Blue Max™, 50 ml, Fa. Becton Dickinson, San Jose, USA
Cryo Tubes, Fa. Nunc™, Roskilde, Ddnemark

Kulturflaschen cellstar® 50 ml, 250 ml, Fa. Greiner Labortechnik; BRD

Kulturflaschen Nunclon™-Surface, 50 ml, Fa. Nunc™, Roskilde, Danemark
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PCR Tubes / E-cups: 0,5ml, 1,5ml, 2,0ml, Fa. Eppendorf AG, Hamburg
Serologische Pipetten Advantage™ , 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, Fa. Falcon

Chemikalien, Enzyme und Reagenzien:

Agarose: Seakem” LE agarose, Fa. BMA, Rockland, USA
Ammoniumchlorid, Fa. Merck, Darmstadt, BRD

AmpliTaq® DNA Polymerase, 5U/ul; Fa. Perkin Elmer, Branchburg, USA

Aqua ad iniectabilia, Fa. Braun, Melsungen, BRD

Chloroform, Fa. Merck, Darmstadt, BRD

DEPC (Diethylpyrocarbonat), Fa. Sigma , St. Louis, USA

DMSO (Dimethylsulfoxid, getrocknet) SeccoSoh®, Fa. Merck, Darmstadt, BRD

DNA GroBenmarker GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Fa. Fermentas, Vilnius, Litauen
DNA GroBenmarker pBR322 DNA/BsuRI(Haelll) Marker, 5, Fa. Fermentas, Vilnius, Litauen
dNTP Set, Fa. Fermentas, Vilnius, Litauen

EDTA (Ethylenediaminetetracetic Acid), Fa. Sigma, St. Louis, USA

Essigsdure 100%, Fa. Merck, Darmstadt, BRD

Ethanol absolut, Fa. Merck, Darmstadt, BRD

GeneAmp® 10x PCR Buffer, Fa. Perkin Elmer, Branchburg, USA

Glykogen (20 mg/ml), Fa. Boehringer Mannheim

Isopropanol/2-Propanol (zur Analyse), Fa. Merck, Darmstadt, BRD
Kaliumhydrogencarbonat, Fa. Merck, Darmstadt, BRD

L-Glutamine 200MM, Fa. Gibco BRL, Paisley, Schottland

Penicillin-Streptomycin, Fa. Gibco BRL, Paisley, Schottland

RNAzol™ B, Fa. WAK, Bad Soden, BRD

Sodium-Pyruvate MEM 100 MM, Fa. Gibco BRL, Paisley, Schottland

Tris-Base (Trishydroxymethylaminomethan), Fa. Merck, Darmstadt, BRD
Trypsin-EDTA, Fa. Gibco BRL, Paisley, Schottland

Puffer und Medien:

FCS-Foetal Bovine Serum, Fa. Gibco, Paisley, Schottland
MEM-Minimum Essential Medium Eagle, Fa. Sigma, St. Louis, USA
PBS- Phosphate buffered saline, Fa. Gibco, Paisley, Schottland

RPMI 1640 Medium with L-Glutamine, Fa. Gibco, Paisley, Schottland

Kits
First Strand cDNA Synthesis Kit, Fa. Amersham, Freiburg, BRD
QIAamp®DNA Blood Mini Kit, Fa. Qiagen
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2. Methode

Es wurden Zellen unterschiedlicher Provenienz auf die Transkription der humanen Muzingene,
Mucl, Muc2 und Muc3, in einer jeweils dafiir etablierten rt-PCR untersucht. Bei den verschie-
denen Zellen handelte es sich zum einen um Zelllinien, zum anderen um die mononukleédre Zell-
fraktion von Patientenproben — Knochenmarkaspirate, peripheres Blut und periphere Blut-
stammzellen. Diese Patientenproben stammten sowohl von Patienten mit epithelialen Karzino-
men und verschiedenen hdamatologischen Erkrankungen, als auch von gesunden Spendern. Des
Weiteren wurden verschiedene Zelllinien und klinische Proben unter Zugabe von Zytokinen fiir
3 Tage kultiviert und danach mit der Mucl-, Muc2- und Muc3- rt-PCR im Hinblick auf eine

verdnderte Transkription dieser Muzingene untersucht.

3. Zelllinien

AuBer den humanen Fibroblasten und mesenchymalen Stammzellen wurden alle Zelllinien von
der American Tissue Type Collection - ATCC, Rockville, MD, USA, bezogen. Sie sind in Ta-
belle 3 mit Angabe des Namens, der Herkunft und der jeweiligen Zelltypen aufgefiihrt.

Die priméren humanen Fibroblasten wurden von Frau Dr. rer. nat. Johanna Brandner aus der
Hautklinik der Universitit Hamburg und die mesenchymalen Stammzellen von Herrn Dr. med.
Norbert Stute aus der Einrichtung fiir Knochenmarktransplantation, ebenfalls an der Universitét

Hamburg, zur Verfligung gestellt.

Tabelle 3: verwendete Zelllinien

Name Herkunft Zelltyp

Fibroblasten Mensch Primérzellen

HL-60 Mensch APL (Promyelozytenleukdmie)
HT-29 Mensch Kolonkarzinom

Jurkat Mensch akute T-Zell-Leukémie
K-562 Mensch CML

MCF-7 Mensch Mammakarzinom
MDA-MB 453 Mensch Mammakarzinom
mesenchymale Stammzellen Mensch Primérzellen

Molt-3 Mensch ALL

Raji Mensch NHL (Burkitt-Lymphom)
TF-1 Mensch Erythroleukdmie

U937 Mensch histiozytdres Lymphom
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4. Zellkultur der Zelllinien

Die Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO, gemill den Anweisungen der Hersteller in den
empfohlenen Medien kultiviert.

Bei den adhirend wachsenden Zelllinien wurde das Medium regelméBig alle 3 Tage gewechselt,
wobei nicht adhdrend wachsende und nekrotische Zellen zusammen mit dem alten Medium
verworfen wurden, einmalig mit PBS gespiilt wurde und danach frisches Medium eingebracht
wurde. Nach ausreichendem Zellwachstum am Boden der Kulturflasche wurden die Zellen mit
Trypsin vom Flaschenboden gelost. Dabei wurde nach einmaliger Spililung mit Sml PBS, 1ml
Trypsin in die Kulturflasche einpipettiert und moglichst gleichmiBig iiber die adhérent gewach-
senen Zellen verteilt. Nach 4 Minuten konnten die Zellen dann vom Flaschenboden abgeklopft
werden. Daraufhin wurde 5ml des entsprechenden Mediums dazugegeben und 1ml dieser Zell-
Medium-Suspension in eine neue Kulturflasche iiberfiihrt. Der Rest konnte verworfen werden.
Zu der neuen Kulturflasche wurde dann abschlieBend 10ml des entsprechenden Mediums gege-

ben und die Kultur erneut im Brutschrank bebriitet.

Bei den nicht adhiarend wachsenden Zellen wurde ebenso alle 3 Tage das Medium gewechselt.
Hierbei wurde die Zell-Medium Suspension fiir 7 Minuten mit 1400 Upm zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurde tiberstehendes Medium verworfen und das Zellpellet am Boden in fri-
schem Medium resuspendiert. Nach ausreichendem Zellwachstum wurde wie eben beschrieben
zentrifugiert. Die Zellen sind daraufhin jedoch nach der Resuspension mit frischem Medium im
Coulter Counter gezahlt worden.

Anschlieend wurde die Resuspension fiir 5 Minuten bei 3000 Upm erneut zentrifugiert, das
iiberstechende Medium verworfen und entweder ist sofort die RNS aus den Zellen extrahiert

worden oder das Zellpellet wurde bis dahin bei -80°C kryokonserviert.

5. Zytokinstimulierung der Zelllinien und Kklinischen Proben

Die Zytokinstimulierung der Zelllinien und klinischen Proben erfolgte ebenfalls unter Standard-
kulturbedingungen. Die verwendeten rekombinant humanen Zytokine und ihre Arbeitskonzen-
trationen sind der unten folgenden Tabelle 4 zu entnehmen. Der Granulozyten Makrophagen—
Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF), der Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-
CSF), das Interleukin-3 (IL-3), das Interleukin-6 (IL-6), der Stammzellfaktor (SCF) und das In-
terleukin-1B (IL-1B) wurden von der Firma Boehringer Mannheim, der Flt-3 Ligand (FIt3), das
Gamma-Interferon (y-INF) und das Thrombopoietin (TPO) von der PromoCell GmbH, Heidel-

berg, bezogen.
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Tabelle 4: Zytokine und ihre verwendeten Arbeits-
konzentrationen (Abkiirzungen siehe Text)

Zytokin Arbeitskonzentration
Flt-3 0,2 U/ml

y-INF 50 U/ml

G-CSF 500 U/ml

GM-CSF 500 U/ml

IL-1B 1 000 U/ml

IL-3 20 U/ml

IL-6 10 000 U/ml

SCF 5 U/ml

TPO 1 U/ml

Die Zytokinstimulierung wurde fiir alle Zelllinien und klinischen Proben nach folgendem

Schema durchgefiihrt:

e Mit 0.WF ( ohne Wachstumsfaktor ) wurden die Proben und Zelllinien benannt, die fiir 3
Tage ohne Zytokine kultiviert wurden. Die klinischen Proben wurden mit 5Sml RPMI-
Medium, 10% FCS, 1% Natriumpyruvat und 1% Penicillin-Streptomycin kultiviert, die
Zelllinien nach den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen. Danach RNS-Extraktion
aus 2x10’ Zellen und Analyse in der rt-PCR im Hinblick auf eine Mucl, 2 oder 3 Transkrip-
tion.

e Kultivierung der Proben fiir 3 Tage unter Beifiigung des jeweiligen Zytokins zum Medium
in den in Tabelle 4 angegebenen Arbeitskonzentrationen. Die auf diese Weise kultivierten

Proben wurden nach dem jeweils beigefiigten Zytokin benannt.

Von denen unter Zytokinzugabe kultivierten Zelllinien und klinischen Proben wurde ebenfalls
aus 2x10’ Zellen die RNS isoliert und sie wurden in allen drei Muzin rt-PCR Assays, nach un-
ten angegebenem Schema, im Hinblick auf eine Transkription der Muzingene 1, 2 und 3 unter-

sucht.

6. Patienten

Bei allen Patienten und Patientinnen, deren Proben hier untersucht wurden, handelte es sich um
Patienten und gesunde Spender der Einrichtung fiir Knochenmarktransplantation der Universi-
tatsklinik Hamburg.

Es gab keine Ausschlusskriterien. Die Patienten hatten alle ihr schriftliches Einverstindnis zur

wissenschaftlichen Untersuchung ihrer klinischen Proben gegeben.
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7. Klinische Proben

Bei den klinischen Proben handelte es sich um Knochenmark, peripheres Blut und Leukaphere-
seprodukte (G-CSF mobilisierte periphere Blutstammzellen) von Patienten und gesunden Spen-
dern, die alle im Rahmen der stationdren und ambulanten Diagnostik in der Einrichtung fiir
Knochenmarktransplantation gewonnen worden waren und von denen fiir diese Untersuchung
einige Milliliter der jeweiligen Proben zur Verfiigung gestellt worden waren.

Die Knochenmarkproben wurden in Lokalanésthesie aus dem Beckenkamm aspiriert. Die peri-
pheren Blutproben wurden entweder durch periphere Venenpunktion oder aus einem zentralve-
nosen Katheter aspiriert. Die peripheren Blutstammzellen wurden nach vorheriger G-CSF Be-
handlung ebenfalls durch Venenpunktion und entsprechender Verarbeitung mit einer Leukaphe-

resemaschine gewonnen.

Zellgewinnung und Verarbeitung der klinischen Proben:

Zur weiteren Verarbeitung musste aus den klinischen Proben schnellstmdglich die monozytire
Zellfraktion isoliert werden. Dies geschah durch osmotische Lyse der Erythrozytenfraktion
nach dem folgenden Protokoll:

Der zu verwendende Erythrozytenlysepuffer bestand aus 8,3g NH,CL, 1,0g KHCO; und 0,04g
EDTA, welches in 50ml Aqua dest. gelost und auf 1000ml mit Aqua dest. aufgefiillt wurde.

Die klinischen Proben wurden in ein 50ml Falconreagenzglas pipettiert und dieses mit eiskaltem
Erythrozytenlysepuffer auf 50ml aufgefiillt und fiir 3-4 Minuten bei —20°C inkubiert.

Diese Probe wurde dann fiir 10 Minuten bei 20°C und 1400 Upm mit Bremse zentrifugiert und
der sich bildende Uberstand anschlieBend verworfen. Falls das am Boden des Falconrea-
genzglases entstehende Leukozytenpellet noch keine ausschlielich weile Farbe hatte, wurde
die Erythrozytenlyse fiir eine weitere Minute wiederholt.

Das Leukozytenpellet wurde daraufhin in 1,5ml PBS resuspendiert und die Resupension erneut,
diesmal fiir 5 Minuten bei 3000 Upm, zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde wieder
verworfen und das Leukozytenpellet konnte bis zur RNS-Extraktion bei -80°C aufbewahrt oder

direkt der RNS-Extraktion zugefiihrt werden.

8. RNS-Extraktion

Die RNS wurde aus den Zellen der Leukozyten- und Zellinienpellets extrahiert. Zuerst wurden
die Pellets je nach Zellzahl, bei mehr als 10°® Zellen mit 1,5ml RNAzol und bei einer Zellzahl
darunter mit 1,0ml RNAzol, homogenisiert. Zur Lyse der Zellen mussten die Proben kriftig
gemischt werden.

Zur eigentlichen RNS-Extraktion wurde jeder Probe 200ul Chloroform hinzupipettiert, die Pro-
ben 5 Minuten auf Eis abgekiihlt und darauthin fiir 15 Minuten mit 15000 Upm zentrifugiert.
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Zur Prizipitation musste der RNS-haltige Uberstand der Proben mit 750ul Isopropanol und
2,5ul Glykogen fiir mindestens 30 Minuten bei —20°C inkubiert werden. Um ein RNS-Pellet zu
erhalten, wurden darauthin die Proben bei 4°C fiir 30 Minuten bei 6000 Upm zentrifugiert und
danach zweimalig mit Ethanol (75%) gewaschen.

In den so entstandenen und getrockneten RNS-Pellets konnte mit je 50ul DEPC-H,O und bei
70°C fiir 10 Minuten im Heizblock die RNS aufgespalten werden.

DNS-Extraktion:
Die DNS—Extraktion erfolgte mit dem QIAmp”DNA Blood Mini Kit der Fa. Qiagen, dem

Gebrauchsprotokoll folgend.

Die isolierten RNS- und DNS-Konzentrationen wurden spektralphotometrisch bei einer Wellen-
lange von 260nm bestimmt. Dieses diente zum einen der Konzentrationsbestimmung fiir die
Reverse Transkription, bei der genau 1ug RNS eingesetzt wurde, zum anderen war die spektral-
photometrische Bestimmung auch gleichzeitig eine Kontrolle dafiir, dass sich Nukleinsduren in

der Probe befanden.

9. Reverse TransKkription

Bei diesem Schritt wurde anhand der extrahierten zelluliren mRNS enzymatisch mit der M-

MulV-Reverse Transkriptase eine komplementire DNS (cDNS) gebildet. Dies geschah durch

Anlagerung von pd(N)s Primern an die mRNS und nachfolgender Synthese der cDNS aus den

entsprechenden Mononukleotiden. Die Reverse Transkription aus 1ug RNS wurde nach dem

im Folgenden aufgefiihrten Schema durchgefiihrt:

e 1ug RNS mit DEPC-H,0 auf 8ul auffiillen

e fiir 10 Minuten bei 65°C inkubieren

e 5yl Bulk first-strand cDNS Reaktions-Mix, 1ul Pd(N)s Primer und 1pl DTT Losung hinzu-
fiigen (alle Reagenzien aus First-strand cDNS Sythesis Kit, Fa. Amersham), vermischen
und fiir eine Stunde bei 37°C inkubieren

e auf diese Weise in einem Gesamtvolumen von 15ul enthaltene Doppelstrang RNS:cDNS

Heteroduplex, bei —20°C einfrieren oder direkt mit der PCR beginnen.

10. Polymerase-Kettenreaktion

In jeden Ansatz der Polymerase-Kettenreaktion wurde 7,5ul der cDNS Préparationen eingesetzt.
Die Reaktionen fanden in einem Thermocycler der Firma Biometra mit beheizbarem Deckel

statt.
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Als positive Kontrollreaktion zum Nachweis der Integritit der extrahierten RNS, zur Kontrolle
der Reversen Transkription und der PCR Amplifikation wurde aus derselben cDNS- Préparation
das Housekeeping Gen GapdH, eine ubiquitér transkribierte Sequenz, koamplifiziert. Als Nega-
tivkontrolle zum Nachweis einer eventuellen Kontamination des Ansatzes wurde anstelle von
c¢DNS 7,5ul Aqua ad iniectabilia verwendet. Des Weiteren wurde jede der 3 rt-PCR Assays mit
mehreren Proben unter Einsatz von DNS durchgefiihrt, um sicherzugehen, dass durch eine
introniibergreifende Primerwahl die akzidentelle Amplifikation genomischer DNS ausgeschlos-
sen war.

Amplifiziert wurden die mRNS Sequenzen der humanen Muzine Mucl, Muc2 und Muc3. Die
Primersequenzen wurden mit der Primer-0.5 Software (EMBO, Heidelberg, BRD) anhand pub-
lizierter mRNS Sequenzen fiir die jeweiligen humanen Muzine ([38] fiir Mucl; [46] Muc2; [47]
fiir Muc3) bestimmt. Die Primerpaare wurden darauthin bei der Firma Eurogentec in Belgien

bestellt und hergestellt.

Tabelle S: Primerpaare Mucl, Muc2, Muc3 und GapdH (Abkiirzungen siche Text und unten)

Primerpaar |Primersequenz Amplikon (Lokalis. Konz.
Mucl: Mucl OS |CTG ATA CTC CTA CCACCCTTGC (326 Bp 728-749 20 pmol
Outer [Mucl OA |GAA GGC CAG AGT CAATTG TACC 1053-1032 |20 pmol
Mucl: (Mucl IS TAG CAC TCA CCA TAG CAC GG 246 Bp 777-796 20 pmol
Inner [Mucl IA  |CCT GGC CTG AAC TTA ATA TTG G 1022-1001 |20 pmol
Muc2: [Muc2 1-S |TTC TAC GAG GCC TGT GTG C 460 Bp 1337-1355 |20 pmol
PP1 Muc2 1-A |ACG CAG GAC TTG CAG GTC 1761-1744 |20 pmol
Muc2: |Muc2 3-S |ACT CCA ACA TCT CCG TGT CC 161 Bp 1581-1600 |20 pmol
PP3 Muc2 3-A |TCC TCG ACATAG CAGCCAC 1704-1686 |20 pmol
Muc3: [Muc3 1-S |TGT CAG CTC CAG ACC AGA TG 309 Bp 2621-2640 |20 pmol
PP1 Muc3 1-A  |AGC GTG GTC TTC ACC TGC 2893-2876 |20 pmol
Muc3: |[Muc3 3-S |ACC CTT ACA TCA CGC AGG AC 453 Bp 2477-2496 |20 pmol
PP3 Muc3 3-A |AGC GTG GTC TTC ACC TGC 2893-2876 |20 pmol
GapdH |GapdH S CTG AGA ACG GGA AGC TTG TC 555 Bp 245-264 1,25 pmol

GapdHA  |AGG TCA GGT CCA CCA CTG AC 799-780 1,25 pmol

(OS: outer sense; OA: outer antisense; IS: inner sense; IA: inner antisense; S: Sense; A: Antisense; Bp: Baasenpaare;
PP: Primerpaare.)

Die Mucl rt-PCR wurde im nested Verfahren etabliert, so dass Mucl in zwei Schritten amplifi-

ziert wurde. Die rt-PCR Verfahren fiir Muc2 und Muc3 wurden fiir einen Zyklus etabliert.
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Auch die schon etablierte Positivkontrolle GapdH amplifizierte ihr Transkript in nur einem Zyk-
lus. Alle verwendeten Primerpaare, ihre genauen Sequenzen, die Amplikonlédnge, die Lokalisa-
tion (Lokalis.) auf der entsprechenden mRNS und die verwendeten Konzentrationen (Konz.)

sind der oben stehenden Tabelle 5 zu entnehmen.

Die rt-PCRs wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

e Reaktionsgemisch wie in Tabelle 7 aufgefiihrt ohne TagPolymerase zusammenpipettieren
und bis zur Verwendung auf Eis lagern

e 7,5ul cDNS in ein Reaktionsgefil pipettieren

e Reaktionsgemisch ohne TaqPolymerase hinzufiigen

e zuletzt einpipettieren von TagPolymerase

e 1. Zyklus (Tabelle 6 zu entnehmen) im Thermozykler starten

e Herstellung einer 1:100 Verdiinnung aus den Reaktionsprodukten des 1.Zyklus

e Pipettieren von 5,0ul dieser Verdiinnung in ein neues Reaktionsgefaf3

e Reaktionsgemisch fiir den 2. Zyklus ohne TaqPolymerase hinzufiigen

e Tagpolymerase hinzufiigen und 2.Zyklus starten

e je 10ul der PCR-Produkte in Agarosegel einpipettieren

e Auftrennen der Reaktionsprodukte in 1,5% Ethidiumbromid-geférbtem Agarosegel und Vi-

sualisierung im UV-Licht sowie photographische Dokumentation

Fiir die PCR-Verfahren, die in einem Zyklus gelaufen sind, galt bis auf das Weglassen des
2. Zyklus der identische Ablauf. Die Ko-Amplifikation der Kontrollreaktionen fand unter iden-

tischen Bedingungen statt.

Zur Kontrolle der amplifizierten Sequenzen wurde von einigen PCR-Reaktionsprodukten ab-
schlieBend eine Sequenzanalyse der Amplifikate bei der Firma Eurogentec, Belgien, durchge-
fiihrt. Die Ergebnisse wurden mit den publizierten Sequenz der jeweiligen mRNS, an denen
schon die Primer entwickelt worden waren ([38] fiir Mucl; [46] fir Muc2; [47] fiir Muc3), mit
einer nach einem Needleman & Wunsch Algorithmus arbeitenden Software (Husar) auf dem

Rechner des EMBO, DKFZ, Heidelberg, abgeglichen.

In der unten folgenden Tabelle 6 sind die genauen Thermozyklen der Mucl, Muc2 und Muc3 rt-
PCRs und der Positivkontrolle GapdH sowie ihre Zykluszahlen zu finden.

In Tabelle 7 sind die eingesetzten Reagenzien in genauen Mengenangaben wiedergegeben.
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Tabelle 6: Thermozyklen zur PCR-Amplifikation

1: Initiale De- | AT | 2: De- 3: Hy- 4: Poly- 5: terminale
naturierung naturierung | bridisirung | merisation | Polymerisation
Mucl
94°C /300s 30 | 94°C /65s 55°C /65s | 72°C/50s | --
(1+2.Zyk.)
Muc2
94°C /300s 30 | 94°C /65s 55°C /65s | 72°C/50s | --
Muc3
94°C /300s 35 94°C /65s 58°C/65s | 72°C/60s | --
GapdH )
94°C /240s 35 94°C /60s 62°C /60s | 72°C/60s | 72°C /11min.

(AT : Anzahl der Thermozyklen) Heizdeckel wihrend aller PCR-Amplifikationen bei 110°C.

Tabelle 7: Reaktionsgemisch zur Polymerase Kettenreaktion (Muzine und GapdH)

1.Zyklus 2.ZyKklus GapdH
10x Puffer 5,0ul 5,0ul 5,0ul
dNTP (je NTP 1,25 mM) 8,0ul 8,0ul 4,0ul
Primer OS/IS/S 1,5ul 1,5ul 10,0ul
Primer OA/IA/A 1,5ul 1,5ul 10,0ul
TaqPolymerase 1,5ul 1,5ul 0,33ul
c-DNS 7,5u 5,0ul 7,5u
von 1:100 Verd.

ddH,0 25.0ul 27.5u1 13.20l
Gesamtvolumen S50ul S50ul 50ul

(OS: outer sense; OA: outer antisense; IS: inner sense; IA: inner antisense; S: Sense;
A: Antisense; Verd.: Verdiinnung mit Aqua dest.)

11. Datenverarbeitung

Die Daten wurden mit den Programmen Microsoft-Excel, Microsoft Word (Microsoft, Miin-

chen) und Adobe® Photoshop” archiviert.
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IV. Ergebnisse

1.0 Etablierung einer Mucl Reverse Transkriptase—Polymerase Kettenreaktion

Nach eigenem introniibergreifenden Primerdesign fiir die hier etablierte Mucl rt-PCR im nested
(Zweischritt)-Verfahren, ergab sich nach dem 1. Zyklus mit den dufleren Primern eine Ampli-
konlédnge von 326 Basenpaaren (Bp), nach dem zweiten Zyklus mit den inneren Primern eine
Amplikonldnge von 246 Bp flir das Muc1 Transkript.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Amplifikation von zelluldrer DNS zu einem Amplifi-
kat mit eindeutig hoherer Basenpaarzahl fiihrte (Abbildung 3), so dass durch die introniibergrei-

fende Primerwahl die akzidentelle Amplifikation genomischer DNS ausgeschlossen war.

Abbildung 3: PCR Amplifikation von Mucl nach reverser
Transkription und nach Einsatz von zellulirer DNS. Spur 1:
pBR322/Hinf-III (1640/516/507/396/344/298/221/220/194 Bp);
Spur 2: Raji Zelllinie (RNS); Spur 3: K562 Zelllinie(RNS); Spur
4: Kklinische Probe, Knochenmark (RNS); Spur 5: MCF-7
Zelllinie (RNS); Spur 6: Raji Zelllinie (DNS); Spur 7: MCF-7
Zelllinie (DNS), Spur 8: H,O.

Die verwendeten Zelllinien sind in Kapitel II1.3; Tabelle 3 mit
Name, Herkunft und Zelltyp aufgefiihrt.

Die versehentliche Amplifikation verwandter Sequenzen mit dhnlicher Basenpaarldnge durch
die Mucl Primer, konnte durch Sequenzanalysen einiger Amplifikate und den Vergleich mit der
publizierten Sequenz der Mucl mRNS ausgeschlossen werden. Die Sequenzierungsexperimen-
te ergaben weitestgehende Homologien der Amplifikationsprodukte untereinander sowie mit der

publizierten Mucl mRNS (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Sequenzanalyse und Sequenzabgleich Mucl mRNS und Mucl Transkript-
(47503_2MUCI:Sequenzanalyse eines Mucl Amplifikats von HT-29 Zellen;_47505_3MUCI1: Sequenz-
analyse des Mucl Amplifikats einer Knochenmarkprobe einer Patientin mit Mammakarzinom; hsetma-

ga.emh: publizierte mRNS-Sequenz nach Gendler et al., 1990;[38].)

s 3 & : i 2 : : i : ; x 2040
47503 2MUC1 NNANCAAATA-AGNANT- 16
47505 3MUC1™ CCCA-AG-ACT- 9
hsetmaga.emh ATGCCAGTAGCACTCACCATAGCACGGTACCTCCTCTCACCTCCTCCAATCACAGCACTT — 2040

= 2 i ~ s . v - 5 5 i : 2100
47503 2MUC1 CNCCCNAGTTGTCTACTGGGGTCTCTTTCTTTTTCCTGTCTTTTCACATTTCAAACCTCC 76
47505 3MUC1~ CTCCC-AGT-GTCTACTGGGGTCTCTTTCTTTTTCCTGTCTTTTCACATTTCARACCTCC 67
hsetmaga.emh CTCCCCAGTTGTCTACTGGGGTCTCTTTCTTTTTCCTGTCTTTTCACATTTCARACCTCC 2100

ACR

47503 2MUC1 AGTTTAATTCCTCTCTGGAAGATCCCAGCACCGACTACTACCAAGAGCTGCAGAGAGACA 136
47505;3MUC1_ AGTTTAATTCCTCTCTGGAAGATCCCAGCACCGACTACTACCAAGAGCTGCAGAGAGAC
hsetmaga.emh AGTTTAATTCCTCTCTGGAAGATCCCAGCACCGACTACTACCARGAGCTGCAGAGAGACA 2160

7
¥t A

. : A : 3 : : : ; : ; ;2220

47503 2MUC1  TTTCTGARATG============= === = o m oo oo 147

47505 _3MUC1_ TTTCTGAAATG= === === == == oo === oo oo 138
hsetmaga.emh TTTCTGAAATGGTGAGTATCGGCCTTTCCTTCCCCATGCTCCCCTGAAGCAGCCATCA 2220

1.1 Evaluation einer Mucl Transkription in humanen Zelllinien

Zur Evaluation einer gewebespezifischen Transkription des Mucl Gens wurde die 1t-PCR zuerst
an unterschiedlichen humanen Zelllinien von epithelialen Malignomen, von hdmatologischen
und lymphatischen Malignomen, sowie anhand gesunder Zellen mesenchymalen Ursprungs
durchgefiihrt. Dabei wurden die einzelnen Zelllinien zur Bestitigung der Ergebnisse mindes-

tens im Duplikat untersucht.

(Verwendete Zelllinien mit Name/Herkunft/Zelltyp; siche Tabelle 3 in Kapitel I11.3.;Seite 49.)

Die Zelllinien epithelialer Malignome waren HT-29, MDA-MB453 und MCF-7. Die Ergebnis-
se sind Tabelle 8 zu entnehmen und zeigen, dass ein Mucl Transkript in 7 von 7 (100%) unter-

suchten Féllen von Zelllinien epithelialer Malignome nachweisbar war (Tabelle 8; Spalten 2-4).

Die Zelllinien hdmatologischer und lymphatischer Malignome waren U937, K562, HL-60, Raji,
Jurkat, TF-1 und Molt-3. Auch hier liel3 sich in allen untersuchten Fillen (22/22) eine Mucl
Transkription nachweisen (Tabelle 8; Spalten 5-11).

Auch die Zelllinien von gesunden Zellen mesenchymalen Ursprungs, Fibroblasten und mesen-
chymale Stammzellen (MSZ), zeigten in 6 von 6 Féllen ein Mucl Transkript (Tabelle 8; Spalten
12 und 13).
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Zusammenfassend sind die hier genannten Ergebnisse in Tabelle 8 dargestellt. In 35 von 35 un-
tersuchten Féllen, also bei allen hier untersuchten Zelllinien, benigner oder maligner Gewebe,
epithelialen oder mesenchymalen Ursprungs, konnte eine Mucl Transkription iiber das 246 Bp
lange Amplikon nachgewiesen werden (Abbildung 5: Mucl rt-PCR an Zelllinien). Die Se-
quenzanalysen und der darauthin folgende Sequenzabgleich mit der publizierten mRNS konnte
die Identitdt des Mucl Amplikon bestdtigen (Abbildung 4: Sequenzabgleich und -analyse
Mucl).

Abbildung 5: Mucl rt-PCR an Zelllinien

von links nach rechts Spuren (Sp) 1-14: Spl: H,0O, Sp2-3: MDA-MB453/1+2, Sp4-5: Raji/1+2, Sp6-7:
HL-60/1+2, Sp8-9: U937/1+2, Sp10-11: K562/1+2, Sp12-13: HT-29/1+2, Sp14: Marker pBR322
DNA/BsuRI (Haelll): 587-434 Bp, 267-184 Bp, 124-80 Bp.)

Tabelle 8:

Mucl rt-PCR an humanen Zelllinien epithelialer Malignome (Spalten 2-4), himatologischer und
lymphatischer Malignome (Spalten 5-11) und gesunden Zellen mesenchymalen Ursprungs (Spalten
12-13).

Zell- |HT- | MDA- | MCF | U937 |K562 |HL-60 |Raji |Jurkat | TF-1 | Molt-3 | Fibro- | MSZ
linien |29 |MB -7 blasten

335 35 2n |22 | aa | a4 | as | aa| 22 || w1 | aa | 22

(positiver Nachweis/untersuchte Fille insgesamt)

1.2 Evaluation einer Mucl Transkription an klinischen Proben

Des Weiteren wurde nach einer Muc1 Transkription in klinischen Proben von Patienten mit epi-
thelialen Malignomen, mit hdmatologischen oder lymphatischen Erkrankungen sowie bei ge-

sunden Spendern gesucht. Es wurden insgesamt 24 Knochenmarkproben, 9 Leukapheresepro-
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dukte und 4 klinische Proben mit peripherem Blut von diesen Patienten auf eine Mucl

Transkription untersucht.

Knochenmarkproben

Die Transkription von Mucl konnte in 21 von 24 untersuchten Knochenmarkaspiraten (87,5%)
nachgewiesen werden. Die negativen Félle wurden in einem von 5 Fillen in einer Knochen-
markprobe eines gesunden Spenders, in einem von 7 Féllen bei einer CML und in einem von
einem Fall bei einer AML gefunden. Die Weiteren untersuchten Knochenmarkaspirate zeigten
alle eine Muc1 Transkription. Die Ergebnisse sind Tabelle 9 zu entnehmen, die Sequenzanalyse
des Mucl Transkriptes einer Mammakarzinompatientin und der Sequenzabgleich mit der publi-

zierten Mucl mRNS ist in Abbildung 4 (47505 _3MUCI ) dargestellt.

Tabelle 9:
Mucl rt-PCR an Knochenmarkaspiraten (KM)

KM |Mamma- |CML |ALL [AML |Plasmo- [ M.Walden- [ MDS |[SAA |OMF | Gesunde
karzinom zytom [ strom Spender

21/24 1/1 6/7 2/2 0/1 373 1/1 2/2 171 1/1 4/5

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse)

Leukaphereseprodukte — periphere Blutstammzellen

Eine Muc1 Transkription lieB3 sich auch in 9 von 9 untersuchten Patientenproben von peripheren

Blutstammzellen nachweisen. Die Ergebnisse sind Tabelle 10 zu entnehmen.

Tabelle 10:
Mucl rt-PCR an Leukaphereseprodukten (Lp)
Lp gesunde | AML |Plasmo- |Fibro- |NHL
Spender zytom sarkom
9/9 2/2 373 2/2 1/1 1/1

(positiver Nachweis/untersuchte Fille insgesamt)

Periphere Blutproben

Die peripheren Blutproben zeigten in 2 von 4 Féllen eine Mucl Transkription. Dabei handelte

es sich in allen untersuchten Blutproben um das periphere Blut von Mammakarzinompatientin-
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nen in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 11 zusam-

mengestellt.

Tabelle 11:
Mucl rt-PCR an peripheren
Blutproben (pB)

pB Mamma-
karzinom

2/4

(positiver Nachweis/untersuch-
te Félle insgesamt)

2.0 Etablierung einer Muc2 Reverse Transkriptase—Polymerase Kettenreaktion

Fiir die hier etablierte Muc2 rt-PCR wurden 2 introniibergreifende Primerpaare (PP1 und PP3)
synthetisiert. PP 1 fiihrte zu einem 460 Bp langen Amplikon. PP 3 zu einem 161 Bp langen
Amplikon. Bei der Amplifikation von zelluldirer DNS mit diesen Primerpaaren lief3 sich kein
eindeutiges Amplifikat nachweisen, so dass eine akzidentelle Amplifikation genomischer DNS
mit diesen introniibergreifenden Primern ausgeschlossen werden konnte (siche Abbildung 6:

Muc?2 rt-PCR unter Einsatz von cDNS und DNS mit PP1).

Abbildung 6: Muc2 rt-PCR mit Primerpaar 1 (460 Bp)

von rechts nach links Spuren (Sp) 1-5:

1-Gene Ruler™100bp,DNA Ladder: 80-100/200/300/400/500/600/700-
1031

2-HT-29/1-mRNS nach Reverser Transkriptase (cDNS)

3-HT-29/2-mRNS nach Reverser Transkriptase (cDNS)

4-HT-29-zelluldire DNS

5-H,0

(Verwendete Zelllinien mit Name/Herkunft/Zelltyp; siche Tabelle 3 in Kapitel

II1.3.;Seite 49.)

Die versehentliche Amplifikation verwandter Sequenzen mit dhnlicher Basenpaarldnge durch
diese Muc2 Primer konnte auch hier durch eine Sequenzanalyse einzelner Amplifikate und de-
ren Vergleich mit der publizierten Sequenz der Muc2 mRNS ausgeschlossen werden. Die Se-
quenzierungsanalysen ergaben eine weitestgehende Homologie der Amplifikationsprodukte un-
tereinander sowie mit der publizierten Muc2 mRNS (Abbildung 7: Sequenzierungsanalyse und

—abgleich Muc2).
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Abbildung 7: Sequenzanalyse von Muc2 Amplifikat mit Primerpaar 1 von HT-29 Zellen
(47507_4MUC?2 ) und Sequenzabgleich mit publizierter Muc2 mRNS-Sequenz von Gum et al.,

1992, [46], (hsimuca.emhu).

» i = z : : . H = : - - 1380

47507 _4MUC2 GGG 3
hsimuca.emhu GGTGGACCCCAAGCCCTTCTACGAGGCCTGTGTGCACGACTCGTGCTCCTGTGACACGGS 1380
2 % s 1440

507 4MUcC2z Tf"C'C'GA 'TI’"TNAG'T‘L,——TC‘TGC‘TCTFCCGTGC‘CCT( CTF\CF:C'( G ;’-\ sGAGTGT CAAAG (519]
}mlmut‘a emhu TGGGGACTGTGAGTGCTT CTCCT(‘TGCC‘GTCFCCTCCTK\CCCCCI\GGI\CTG"’[\C CAF u\.ﬁn 1440

1500

47507 _4MUC2 G G(.:(_-f;t"( EG’“G TGT I =T SGA( CACCF( (JGP\{"{"TGTC'C‘("CCATATTFTC‘C‘("A
hsimuca.emhu GGGGGCCTGCGTGTTCTGGAGGACGCCGGACCTGTGCCCCATATTCTGCGACTA

. : . : . : . : * : . 1560
47507 _4MUcC2 CCCTCCGCATGAGTGTGAGTGGCACTATGAGCCATGTGGGAACCGGAGCTTCGAGACC B 180
hsimuca.emhu CCCTCCG "I-\T‘tﬂ\f S TGTGAGTGGCACTATGAGCCATGTGGGAACCGGAGCTTCGAGACCTG 1560

sTGTC ( TACC va(.-u}'\(—sf_-:(:( TGC,TF\ C
_TCCGTGTCCTACCTGGAGGGCTGCTACCC

CAGGACCAT !
1620

CAGGACCATC

- : . - B - = - H " : 1680
K 4MU{:2_ CCGGTGCCCCAAGGACAG TCTATGAGGAGGATCTGAAGAAGTGTGTCACTGCAGA 300
~a.,emhu CCGETGCCCCAAGGACAGG TCTATGAGGAGGATCTGAAGAAGTGTGTCACTGCAGA 1680
. : . : . H - : . H . 2 1740

47507 4I'TUC2_ CAAGTGTGGCTGCTATGTCGAGGACACCCACTACCCACCTGGAGCATCGGTTCCCACCGA 360
hsimuca.emhu CAAGTGTGGCTGCTATGTCGAGGACACCCACTACCCACCTGGAGCATCGGTTCCCACCGA 1740
% 3 . % 5 3 > 2 E 3 = 3 1800
GGAGACCTGCAAGTC-TGCGT 380
GGAGACCTGCAAGTCCTGCGTGTGTACCAACTCCTCCCAAGTCGTCTGCAGGCCGGAGGA 1800

2.1 Evaluation einer Muc2 Transkription in humanen Zelllinien

Zur Evaluation einer gewebespezifischen Transkription des Muc2 Gens wurde die Muc2 rt-PCR
zuerst an unterschiedlichen humanen Zelllinien von epithelialen Malignomen, von hdmatolo-
gischen und lymphatischen Malignomen sowie bei gesunden Zellen mesenchymalen Ursprungs
durchgefiihrt. Zur Bestitigung der Ergebnisse wurden die einzelnen Zelllinien mindestens im

Duplikat untersucht.
(Verwendete Zelllinien mit Name/Herkunft/Zelltyp; siche Tabelle 3 in Kapitel II1.3.;Seite 49.)

Die untersuchten Zelllinien epithelialer Malignome waren auch hier die HT-29, MDA-MB453
und MCF-7 Zelllinien. Die Ergebnisse sind Tabelle 12 zu entnehmen und zeigen fiir HT-29, die
Zelllinie eines Kolonkarzinoms, dass sowohl mit Primerpaar 1 (PP1) in 13 von 13 untersuchten
Féllen als auch mit Primerpaar 3 (PP3) in 3 von 3 untersuchten Féllen konstant ein Muc2
Transkript nachweisbar war. Fiir MDA-MB453 lie3 sich kein Muc2 Transkript nachweisen,
weder mit PP1 noch mit PP3. Bei den Zellen der Linie MCF-7 konnte mit PP1 einmalig ein
sehr schwaches Muc2 Transkriptionssignal gefunden werden (1/1). Mit PP3 lieB sich jedoch
kein Muc?2 Transkript nachweisen (Tabelle 12; Spalten 2-4).

Die Zelllinien hamatologischer und lymphatischer Malignome waren U937, K562, HL-60, Raji,
Jurkat, TF-1 und Molt-3. Hier lie sich weder mit PP1 noch mit PP3 eine Muc2 Transkription
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nachweisen. Das gleiche galt fiir die Zelllinien gesunden mesenchymalen Ursprungs, die
Fibroblasten und die mesenchymalen Stammzellen (MSZ), bei denen ebenfalls kein Muc2

Transkript nachweisbar war (Tabelle 12 und Abbildung 8).

Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammenfassend dargestellt. Ein Muc2 Transkript lie sich
konstant in HT-29 Zellen (16/16) und einmalig (1/2), allerdings mit sehr schwachem Signal, in
MCEF-7 Zellen nachweisen. Eine andere epitheliale Zelllinie eines Mammakarzinoms, MDA-
MB453, zeigte in keinem von 2 Fallen (0/2) eine Muc2 Transkription.

In den Zelllinien hdamatologischer und lymphatischer Malignome und bei den gesunden mesen-
chymalen Zelllinien konnte ebenfalls in keinem Fall (0/28) eine Muc2 Transkription gefunden
werden. Die Sequenzanalyse einzelner Proben und der darauthin folgende Sequenzabgleich mit
der publizierten mRNS konnte die Identitdt der 460 Bp und 161 Bp langen Muc2 Amplifikate
bestitigen (siehe oben, Abbildung 7).

Tabelle 12:

Muc2 rt-PCR mit PP1 und PP3 an humanen Zelllinien epithelialer Malignome (Spalten 2-4), hiima-
tologischer und lymphatischer Malignome (5-11) und gesunden Zellen mesenchymalen Ursprungs
(12-13).

Zell- HT-29 | MDA- | MCF- |U-937 | K562 |HL- |Raji |Jurkat | TF-1 | Molt-3 | Fibro- | MSZ
linien MB 7 60 blasten

PP1- 13/13 | 0/3 11 0/3 0/3 0/3 | 0/4 0/1 0/3 0/1 0/3 0/1
460 Bp schwach

PP3- 33 | o | on | oo | ot [on|on| - - - 01 | o1
161 Bp

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:
nicht untersucht.)

Abbildung 8: Muc2 rt-PCR PP3 (161 Bp) an Zelllinien und Positivkontrolle GapdH

von links nach rechts folgende Spuren (Sp) 1-19. Spur 1-9: GapdH; Spur 10-18 Muc2 rt-PCR mit PP 3,
161 Bp.; Spur 1-9: 1: H20, 2: MSZ, 3: Fibroblasten, 4: U937, 5: MCF-7, 6: HL-60, 7: MDA-MB, 8:
K562, 9: HT-29. Spur 10-19: 10: H20, 11: MSZ, 12: Fibroblasten, 13: U937, 14: MCF-7, 15: HL-60, 16:
MDA-MB, 17: K562, 18: HT-29. Spur 20: Gene Ruler™100bp,DNA Ladder: 80-
100/200/300/400/500/600/700-1031.
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2.2 Evaluation einer Muc2 Transkription an klinischen Proben

Es wurden insgesamt mit beiden Primerpaaren (PP1 und PP3) 23 verschiedene Knochenmark-
aspirate, 10 Leukaphereseprodukte und 7 periphere Blutproben auf das Vorhandensein einer
Muc2 Transkription untersucht. Die klinischen Proben waren hier von Patienten mit hdmatolo-
gischen und lymphatischen Erkrankungen, von gesunden Spendern und von Patientinnen mit

einem Mammakarzinom gewonnen worden.

Knochenmarkproben

In keiner von 23 untersuchten Knochenmarkproben (0/23) konnte weder unter Verwendung von
PP1 noch von PP3 ein Muc2 Transkript nachgewiesen werden. Die Ergebnisse fiir die hier un-
tersuchten Knochenmarkproben von unterschiedlichen Patienten sind in Tabelle 13 zusammen-

gefasst.

Tabelle 13:
Muc2 rt-PCR an Knochenmarkaspiraten (KM) unter Verwendung von Primerpaar 1

(PP1; Amplikon 460 Bp) und Primerpaar 2 (PP3; Amplikon 161 Bp)
KM CML [ALL |SAA [M.Wal- (Plasmo- [AML [MDS |gesunder
denstrom [ zytom Spender
PP1 0/6 0/1 0/1 0/1 0/2 -- 0/1 0/1
0/13
PP3 0/3 0/1 -- -- 0/3 0/1 0/1 0/1
0/10

(positiver Nachweis/untersuchte Fille insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende
Ergebnisse; --: nicht untersucht.)

Leukaphereseprodukte — periphere Blutstammzellen

In keiner von 10 untersuchten Leukaphereseprodukten (0/10) liel sich zusammenfassend mit
PP1 und PP3 eine Muc2 Transkription nachweisen. Die Ergebnisse und die Diagnosen zu den
untersuchten Proben sind Tabelle 14 zu entnehmen. Dabei sind hier neben den hdmatologi-
schen und lymphatischen Malignomen, auch die peripheren Blutstammzellen eines Patienten
mit einem Fibrosarkom und 3 Leukaphereseprodukte von gesunden Spendern untersucht wor-

den.
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Tabelle 14:
Muc2 rt-PCR an Leukaphereseprodukten (Lp) unter
Verwendung von PP1 (460 Bp) und PP3 (161 Bp).

LP gesunde | AML |Plasmo- |NHL Fibro-
Spender zytom sarkom
PP1 0/2 0/3 0/2 0/1 0/1
0/9
PP3 0/1 - - - -
0/1

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen
sind jeweils abweichende Ergebnisse; --: nicht untersucht.)

Periphere Blutproben

In den peripheren Blutproben lie§3 sich in keinem von 7 untersuchten Fillen weder mit PP1 noch
mit PP3 eine Muc2 Transkription nachweisen. Es handelte es sich wiederum bei allen unter-
suchten peripheren Blutproben um das periphere Blut von Mammakarzinompatientinnen in un-

terschiedlichen Stadien der Erkrankung. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15:

Muc2 rt-PCR an peripheren
Blutproben (pB) mit Primer-
paar 1 (PP1) und Primer-

aar 3 (PP3)

pB Mamma-
karzinom

PP1 0/4

PP3 0/3

(positiver Nachweis/unter-
suchte Fille insgesamt)

3.0 Etablierung einer Muc3 Reverse Transkriptase—Polymerase Kettenreaktion

Fiir die hier etablierte Muc3 rt-PCR wurden ebenfalls 2 introniibergreifende Primerpaare (PP1
und PP3) synthetisiert. PP 1 sollte zu einem 309 Bp langen Amplikon fiihren. PP 3 zu einem
453 Bp langen Amplikon. Bei der Amplifizierung mit diesen Primern kam es jedoch konstant
und bei beiden Primerpaaren zu Amplifikaten mit einer Linge von ungefiahr 100 zusétzlichen
Basenpaaren. Infolgedessen wurde mit PP1 ein Muc3 Transkript bei einer Basenpaarldnge von

circa 400, mit PP3 bei einer Basenpaarldnge von circa 550 als positiv gewertet.
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Bei der Amplifikation von zelluldrer DNS mit diesen Primerpaaren lie sich mit PP1 eindeutig
ein Amplikon mit gréBerer Basenpaarldnge nachweisen und mit PP3 konnte kein eindeutiges
Amplifikat nachgewiesen werden. Somit war auch hier eine akzidentelle Amplifikation geno-

mischer DNS mit diesen beiden introniibergreifenden Primerpaaren ausgeschlossen.

Die versehentliche Amplifikation verwandter Sequenzen mit dhnlicher Basenpaarlinge durch
die Muc3 Primer wurde auch fiir die Muc3 rt-PCR durch eine Sequenzanalyse einzelner Ampli-
fikate und deren Vergleich mit der publizierten Sequenz der Muc3 mRNS iiberpriift. Hierbei
ergaben die Sequenzierungsanalysen eine Homologie der Amplifikationsprodukte mit der publi-
zierten Muc3 mRNS nur fiir die letzte Halfte des Amplifikats. Wie aus Abbildung 9 zu ersehen

ist, zeigte die erste Hélfte des Muc3 Amplifikats keine Homologie mit der Muc3 mRNS (Abbil-
dung 9).

Abbildung 9: Sequenzanalyse von Muc3 Amplifikat mit Primerpaarl von K562 Zellen (K562-

2m3fl.s) und Sequenzabgleich mit publizierter Muc3 mRNS-Sequenz von Gum et al., 1997, [47],
(af007194.emh).

= : . : . - - : 5 : 2760

K562-2m3fl.s ANNNCCGGTTGTCAGNGGGATGGCCTC 27
af0o/1 34 emh CCTACCACCCTTACATCACGCAGGACAACTCGCATCAC---TTCTCAG———-ATGACCAC 2523
= . 2820

K562-2m3fl.s -_-—"'”-'“"'?1——————’?'“3""“"'— T-=-CTATGGT 74
af007194.emh AL AGTCCACGTTGACCACCACTGCAGGCACCTGTGACAATGGTGG 2579
. - : . : . 5 - H 2880

K562-2m3fl.s TGNGNARCAGNTG-GAT---CTA----GATGTAGTGGRGACCGAGGTGGGCATG 122
af007194.emh AGGGC-—CAG-TGTGCTTGCCTTCCGEGGTTTTCTGGGGACCGCTGTCAGC-TCCAGACC 2635
: - ] - : 2940

RKSE?2-?m3Afl.s '.n-f"-""-""'r‘ﬁ-————:"“H‘r'f"n'r‘r"ar'r-nr“-vﬂ"r‘m _z—-r—'—nr"f“ﬂ"__r‘r.z\.rw"nr"——nPu"?\r"m'r‘r-r—r'z\ 173
af007194 .emh AGATGCCAGAATGGGGGTCAGTGGGA-TGGCCTCAAATGCCAGTGCCCCAGCACCTTCTA 2694
- ] . H " 3 . 5 - g . : 3000

KS562-2m3fl.s GGCCTACAG--G-GA-TTTCAACARGACCTTCTGGAARTC-AGATGCAGAAGATTTTTGCA 228
af007194 .emh TGGTTCCAGTTGTGAGTTTGCTGTGGAACAGGTGGA-TCTAGATGCAGRAGATTTTTGCA 2753
. H : . H 3060

KS562-2m3fl.s GA r"n'T'r"r"ar"Fr‘r_‘TT_r_“z\r"r_"_TTr:‘ln‘.':f.‘r:ﬂ"r"'f‘("r“3r"a"r‘f“r‘ﬂ"f"Tr"r‘r'rrrnr".-‘q_p'r'r"r'r'nr'r'q-r-r- 288
af007194.emh GACATGCAGGGCTTCACCTTCAAGGGTGTGGAGATCCTGTCCCTGAGGAATGGCAGCATC 2813
. z : : : 3 3120

K562-2m3fl.s "'"‘“”T””AF'"'Q"”"‘F”'"CCTF"'T""-’ CT\"'F"'V'""""“"”IV""‘CCCAF'PTL_"'@G""""":\C"‘E'r‘ 248
af007194.emh GTGGTGGACTACCTGGTCCTGCTGGAGATGCCCTTCAGCCCCCAGCTGGAGAGCGAGTAT 2873
. 2 . & 3 . z - 2 . 2 3180

K562-2m3fl.s GAGCAGGTGAAGANCCCTA 367
af007194.emh GAGCAGGTGAAGACCACGCTGAAGGAGGGGCTGCAGAACGCCAGCCAGGATGTGAACAGC 2933
. = = . H - : s : 3240

at007194 .emh TGCCAGGACTCCCAGACCCTGTGTTTTAAGCCTGACTCCATCAAGGTGAACAACAACAGC 2993

3.1 Evaluation einer Muc3 Transkription in humanen Zelllinien

Zur Evaluation einer gewebespezifischen Transkription des Muc3 Gens wurde die Muc3 rt-PCR
zuerst an unterschiedlichen humanen Zelllinien von epithelialen Malignomen, von himatologi-

schen und lymphatischen Malignomen sowie bei gesunden Zellen mesenchymalen Ursprungs
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durchgefiihrt. Zur Bestitigung der Ergebnisse wurden die einzelnen Zelllinien mindestens im

Duplikat untersucht.
(Verwendete Zelllinien mit Name/Herkunft/Zelltyp; sieche Tabelle 3 in Kapitel I11.3.; Seite 49.)

Die Zelllinien von epithelialen Malignomen waren auch hier wieder HT-29, MDA-MB453 und
MCF-7. Die erstere stammte von einem humanen Kolonkarzinom, die beiden letzteren von un-
terschiedlichen humanen Mammakarzinomen. Mit der Muc3 rt-PCR konnte zusammengefasst
unter Verwendung beider Primerpaare bei HT-29 Zellen in 17 von 18 untersuchten Fillen ein
Muc3 Transkript gefunden werden. Dabei war der einzige negative Nachweis bei einer rt-PCR
mit PP1 aufgetreten. Bei den Brustkrebszellen von MCF-7 konnte in keinem von 2 untersuch-
ten Fallen ein Muc3 Transkript nachgewiesen werden. Das gleiche galt fiir die Untersuchung
von MDA-MB453 Zellen, die ebenso in keinem von 2 Féllen eine Muc3 Transkription zeigten

(Tabelle 16; Spalten 2-4).

Die Zelllinien hidmatologischer und lymphatischer Malignome waren wiederum U937, K562,
HL 60, Raji, Jurkat, TF-1 und Molt-3. Hier wurde fiir beide Primerpaare (PP1 und PP3) zu-
sammengenommen in den Zellen von K562, der Zelllinie einer chronisch myeloischen Leuka-
mie (CML), in 6 von 6 untersuchten Fillen eine Muc3 Transkription nachgewiesen. Alle weite-
ren Zelllinien himatologischer und lymphatischer Erkrankungen zeigten zusammengefasst in
keinem von 22 weiteren untersuchten Fillen eine Muc3 Transkription (Tabelle 16; Spalten 5-
11).

Die Zelllinien der gesunden humanen Zellen mesenchymalen Ursprungs, Fibroblasten und me-
senchymale Stammzellen (MSZ), zeigten ebenfalls in keinem von zusammengenommen 5 un-
tersuchten Féllen eine Muc3 Transkription, weder mit PP1 noch mit PP3 (Tabelle 16; Spalten
12-13).

Zusammenfassend konnte hier fiir PP1 und PP3 in den Zellen von HT-29 und K562 in mehrfa-
cher Bestitigung ein Muc3 Transkript nachgewiesen werden. Alle weiteren untersuchten Félle
von Zelllinien von hidmatologischen und lymphatischen Erkrankungen sowie von den gesunden
Zellen mesenchymalen Ursprungs zeigten keine Muc3 Transkription (Tabelle 16). Die Muc3
Transkription wurde hier bei Amplifikaten mit einer Lénge von 400 Bp bei PP1 und bei PP3 bei
einer Lange von 550 Bp als positiv gewertet. Eine Sequenzanalyse und der darauthin folgende
Sequenzabgleich einzelner PCR-Produkte mit der publizierten Muc3 mRNS konnte eine Homo-
logie der hier amplifizierten Sequenzen nur fiir circa die Hilfte des Amplifikats bestétigen (sie-

he oben, Abbildung 9).
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Tabelle 16:

Muc3 rt-PCR mit PP1 und PP3 an humanen Zelllinien epithelialer Malignome (Spalten 2-4), hima-
tologischer und lymphatischer Malignome (Spalten 5-11) und von gesunden Zellen mesenchymalen
Ursprungs (Spalten 12-13).

Zell- HT-29 | MDA- | MCF | U-937 | K562 |HL-60 |Raji |Jurkat | TF-1 | Molt-3 | Fibro- | MSZ
linien MB -7 blasten

PP1- 15/16 | 0/1 0/1 0/3 5/5 0/3 0/3 0/3 0/3 0/1 0/3 0/1
400 Bp

PP3- 2/2 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 --
550 Bp

(positiver Nachweis/untersuchte Fille insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:
nicht untersucht.)

3.2 Evaluation einer Muc3 Transkription an klinischen Proben

Es wurden klinische Proben von Patienten mit epithelialen Malignomen, mit hdmatologischen
und lymphatischen Erkrankungen sowie von gesunden Spendern auf eine Muc3 Transkription
untersucht. Bei den klinischen Proben von diesen Patienten handelte es sich um 35 verschiede-

ne Knochenmarkaspirationen, 9 Leukaphereseprodukte und 4 periphere Blutproben.

Knochenmarkproben

Die Transkription von Muc3 konnte mit PP1 in 4 von 23 untersuchten Knochenmarkaspiratio-
nen nachgewiesen werden. Ein Muc3 Transkript wurde hier in einem von 3 Féllen von Mam-
makarzinompatientinnen, in einem von 5 untersuchten Proben von Patienten mit einer CML, in
einer von einer Knochenmarkprobe eines Patienten mit AML und in einer von 2 untersuchten
Proben von Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) gefunden. Alle weiteren 19
Knochenmarkproben zeigten mit einer rt-PCR unter Verwendung von PP1 keine Muc3
Transkription.

Die Transkription von Muc3 mit PP3 konnte in keiner von 12 untersuchten Knochenmarkpro-

ben nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 zusammengestellt.

Tabelle 17:
Muc3 rt-PCR an Knochenmarkaspiraten (KM) unter Verwendung von Primerpaar 1
(PP1; Amplikon 400 Bp) und Primerpaar 2 (PP2; Amplikon 550 Bp)

KM Mamma- |CML [ALL |SAA |OMF |Plasmo- |AML ([MDS [ Gesunder
karzinom zytom Spender
PP1 13 /5 | 0/1 0/1 0/1 0/5 pual 12 0/4
4/23
PP3 0/3 0/2 -- -- 0/1 0/4 -- -- 0/2
0/12

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:
nicht untersucht.)
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Leukaphereseprodukte — periphere Blutstammzellen

Eine Muc3 Transkription lieB3 sich unter Verwendung von PP1 in einer von 9 untersuchten Pro-
ben von peripheren Blutstammzellen nachweisen. Dieser positive Nachweis trat bei einem von
2 untersuchten Féllen von gesunden Spendern auf. Alle weiteren Leukaphereseprodukte von
Patienten mit einer AML, einem Plasmozytom, einem Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) und ei-

nem Fibrosarkom zeigten keine Muc3 Transkription. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 zu-

sammengefasst.
Tabelle 18:
Muc3 rt-PCR an Leukaphereseprodukten (Lp) unter
Verwendung von PP1 (400 Bp).
LP gesunde | AML [Plasmo- |NHL | Fibro-
Spender zytom sarkom
PP1 12 0/3 0/2 0/1 0/1
1/9
(positiver Nachweis/untersuchte Fille insgesamt; unterstrichen
sind jeweils abweichende Ergebnisse)
Periphere Blutproben

Von 4 untersuchten peripheren Blutproben konnte in keiner, weder unter Verwendung von PP1
noch mit PP3, eine Muc3 Transkription nachgewiesen werden. Bei allen 4 untersuchten Proben
handelte es sich um das periphere Blut von Patientinnen mit einem Mammakarzinom in unter-

schiedlichen Stadien der Erkrankung. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 19 zusammengestellt.

Tabelle 19:

Muc3 rt-PCR an peripheren

Blutproben (pB) mit Primer-

paar 1 (PP1; 400 Bp) und Primer-
aar 3 (PP3; 550 Bp)

pB Mamma-
karzinom
PP1 0/3
PP3 0/1
(positiver Nachweis/

untersuchte Fille insgesamt)
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4.0 Evaluation der Induzierbarkeit einer Mucl, Muc2 und Muc3 mRNS durch Zytokine

in vitro

Die hier etablierten rt-PCR-Verfahren zum Nachweis einer Mucl, Muc2 und Muc3 Transkripti-
on wurden weiterhin eingesetzt, um die Induzierbarkeit dieser Muzin mRNS unter dem Einfluss
verschiedener Zytokine zu iiberpriifen.

Nach dreitdgiger Kultivierung von unterschiedlichen Zelllinien, Knochenmarkaspiraten und
Leukaphereseprodukten unter Zugabe von rekombinant humanen Zytokinen in jeweils getrenn-
ten Kulturflaschen, wurde jede dieser Kulturen auf die Transkription von Mucl, Muc2 und
Muc3 untersucht. Bei den verwendeten Zytokinen handelte es sich um das Interleukin-3 (IL-3),
das Interleukin-6 (IL-6), den Stammzellfaktor (SCF), das Interleukin-1p (IL1p), das Interferon-
vy (INF-y), den FIt-3 Ligand (FIt-3), das Thrombopoietin (Tpo), den Granulozyten-Kolonie Sti-
mulierenden Faktor (G-CSF) und den Granulozyten/Makrophagen-Kolonie Stimulierenden Fak-
tor (GM-CSF).

Insgesamt wurden auf jeweils eine Mucl, Muc2 und Muc3 Transkription, die Zelllinien K562,
U937, Fibroblasten, TF-1, Raji und HL-60 nach Inkubation fiir 3 Tage mit den oben genannten
9 verschiedenen Zytokinen und einmalig ohne die Zugabe eines Zytokins (mit 0. WF bezeichnet)
im Duplikat untersucht, nachdem die Kultivierung der Zelllinien in zweifacher Ausfiihrung
durchgefiihrt worden war. Eine Ausnahme bildeten hier die Fibroblasten, die auf eine Mucl
Transkription nach Zytokinstimulierung nur einmalig und nicht im Duplikat untersucht wurden.

Die klinischen Proben bestanden aus 3 Knochenmarkaspiraten und 5 Leukaphereseprodukten.
Bei den 3 verschiedenen klinischen Knochenmarkproben handelte es sich um das Knochenmark
eines gesunden Spenders, eines Knochenmarks von einem Patienten mit einer CML und einmal
um das Knochenmark eines Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS). Die insge-
samt 5 verschiedenen Leukaphereseprodukte aus peripheren Blutstammzellen kamen von einem
gesunden Spender, einmal von einem Patienten mit einem Fibrosarkom, einmal von einem Pati-
enten mit einer AML, einmal von einem Patienten mit einem Plasmozytom und einmal von ei-
nem Patienten mit einem Non-Hodgkin-Lymphom (NHL).

Somit wurden insgesamt unter Verwendung aller Zytokine die Zellen der Zelllinien in 60 ver-
schiedenen Kulturflaschen, die Knochenmarkproben in 30 verschiedenen Kulturflaschen und
die Leukaphereseprodukte in 50 verschiedenen Kulturflaschen bebriitet.

Die Zellen dieser insgesamt 140 verschiedenen Kulturen aus Zelllinien und klinischen Proben
unter der Zugabe unterschiedlicher Zytokine wurden allesamt auf eine Mucl Transkription im
nested-Verfahren, auf eine Muc2 Transkription unter Verwendung von Primerpaar 1 und auf ei-

ne Muc3 Transkription ebenfalls unter Verwendung des Primerpaares 1 untersucht. Jede ein-
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zelne Probe wurde im gleichen Ansatz mit einer Positivkontrolle unter Verwendung des ,,Hou-

sekeeping Gens“ GapdH und einer Negativkontrolle unter Einsatz von H,O durchgefiihrt.

4.1 Evaluation der Induzierbarkeit einer Mucl Transkription

Zelllinien

Die Zellen der Zelllinien zeigten im Hinblick auf eine Mucl Transkription nach der Inkubation
mit den unterschiedlichen Zytokinen bis auf 2 Ausnahmen keine Verdnderungen. Diese 2 Aus-
nahmen bestétigten sich nicht im Duplikat. Das Mucl Transkript wurde also weiterhin in den
hier untersuchten Zelllinien auch nach Inkubation mit den unterschiedlichen Zytokinen expri-
miert. Die Ausnahmen in einem von 2 untersuchten Fillen waren der negative Nachweis des
Mucl Transkriptes in der Zelllinie U937, die Zelllinie eines histiozytdren Lymphoms, nach In-
kubation mit SCF und bei der Zelllinie eines NHL, Raji, nach Inkubation mit TPO.

Alle weiteren 48 Untersuchungen zeigten eine unverénderte, konstante Transkription von Mucl.
Mit Ausnahme der Fibroblasten konnten diese Ergebnisse im Duplikat bestitigt werden. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 20 zusammengefasst.

Tabelle 20:
Mucl rt-PCR an Zelllinien, nach Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen (Abkiirzungen siehe
Text)

tokin | o.WF |IL-3 |IL-6 |SCF [|IL-1p |INF-y |FIt-3 |Tpo G- GM-

Zelllinie CSF | CSF
K562 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2
U937 2/2 2/2 2/2 12 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2

Fibroblasten | 1/1 1/1 171 171 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1

TF-1 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2
Raji 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 12 2/2 2/2
HL-60 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse)




Christina Groger — Die Transkription humaner Muzingene in Zellen unterschiedlicher Provenienz 72

Knochenmark

Bei den Knochenmarkproben, die unter Zugabe der Zytokine bebriitet worden waren, handelte
es sich, wie schon erwéhnt, um die Knochenmarkaspirate eines gesunden Spenders, eines Pati-
enten mit chronisch myeloischer Leukdmie (CML) und eines Patienten mit myelodysplasti-
schem Syndrom (MDS). Die Untersuchung auf eine verdnderte Transkription von Mucl wurde
nur zum Teil im Duplikat durchgefiihrt. Insgesamt konnte hier in keinem von 37 untersuchten
Féllen eine verdnderte Transkription von Mucl nach Zugabe der verschiedenen Zytokine nach-
gewiesen werden. Ein Mucl Transkript lief sich also in allen hier untersuchten Knochenmark-

proben nachweisen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 zusammengefasst.

Tabelle 21:
Mucl rt-PCR an Knochenmarkproben (KM) nach Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen
(Abkiirzungen siehe Text)

tokin |o.WF [IL-3 |IL-6 |SCF [|IL-1B |INF-y |Flt-3 |Tpo |G- GM-
KM CSF | CSF
CML 2/2 2/2 2/2 2/2 11 1/1 2/2 2/2 1/1 2/2
Gesunde 1/1 2/2 2/2 2/2 2/2 -- /1 /1 -- 1/1
Spender
MDS 1/1 -- 1/1 1/1 11 171 -- 171 11 1/1

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:
nicht untersucht.)

Leukaphereseprodukte — periphere Blutstammzellen

Insgesamt wurden die peripheren Blutstammzellen von 5 verschiedenen Patienten mit den un-
terschiedlichen Zytokinen inkubiert und daraufhin auf eine Mucl Transkription untersucht. In
allen 37 untersuchten Fillen lie sich auch nach Inkubation mit den unterschiedlichen Zytoki-
nen weiterhin ein Mucl Transkript nachweisen. Es kam also auch fiir die peripheren Blut-
stammzellen zu keinem verdnderten Transkriptionsmuster von Mucl nach Inkubation mit Zyto-

kinen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 22 zusammen gestellt.
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Tabelle 22:

Mucl rt-PCR an Leukaphereseproben (Lp) nach Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen (Ab-

kiirzungen siehe

Text)

tokin | o.WF |IL-3 |IL-6 |SCF [|IL-1p |INF-y |Flt-3 |Tpo |G- GM-
Lp CSF | CSF
Fibrosarkom 11 171 171 1/1 171 -- 171 11 171 171
AML 171 171 1/1 -- 171 11 -- 171 11 1/1
Plasmozytom -- 11 171 1/1 -- 1/1 171 -- 1/1 /1
gesunde 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 -- 1/1 1/1 1/1 1/1
Spender
NHL 1/1 1/1 - -- - - 1/1 - - 1/1

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:

nicht untersucht.)

4.2 Evaluation der Induzierbarkeit einer Muc2 Transkription

Zelllinien

In den Zelllinien K562, U937, den Fibroblasten, TF-1, Raji und HL-60 lieB sich auch nach der

Inkubation mit den unterschiedlichen Zytokinen kein Muc2 Transkript nachweisen. Im Hin-

blick auf eine Muc2 Transkription zeigten die untersuchten Zelllinien demnach auch nach der

Inkubation mit Zytokinen in keinem von 108 untersuchten Fillen ein veridndertes Transkrip-

tionsmuster. Die Ergebnisse sind in Tabelle 23 zusammengestellt.

Tabelle 23:
Muc2 rt-PCR an Zelllinien nach Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen (Abkiirzungen siehe
Text)

tokin | 0o.WF |IL-3 |IL-6 SCF |IL-1B |INF-y |FlIt-3 |Tpo G- GM-
Zelllinie CSF | CSF
K562 0/2 0/2 0/2 0/2 02 0/2 0/2 02 0/2 0/2
U937 0/2 0/2 0/2 0/2 02 0/2 0/2 02 0/2 0/2
Fibroblasten 0/2 0/1 0/1 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 02
TF-1 0/2 0/2 0/2 0/2 02 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Raji 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
HL-60 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:

nicht untersucht.)
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Knochenmark

In den 3 verschiedenen Knochenmarkproben, die hier auf eine Muc2 Transkription nach der In-
kubation mit Zytokinen untersucht wurden, zeigte sich ebenfalls in keinem von 37 untersuchten
Féllen eine Muc2 Transkription. Somit gilt auch fiir die hier untersuchten Knochenmarkproben,
wie auch schon fiir die untersuchten Zelllinien, dass sich ein Muc2 Transkript auch nach der In-
kubation mit den hier verwendeten Zytokinen nicht induzieren lieB. Die Ergebnisse fiir die

Knochenmarkproben und eine Muc2 Transkription sind in Tabelle 24 zusammengestellt.

Tabelle 24:
Muc2 rt-PCR an Knochenmarkproben (KM) nach Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen
(Abkiirzungen siehe Text)

tokin |o.WF [|IL-3 |IL-6 |SCF |IL-1B |INF-y |FIt-3 [Tpo |G- GM-
KM CSF |CSF
CML 0/2 0/2 0/2 0/2 0/1 0/1 0/2 0/2 0/1 0/2
gesunde 0/1 0/2 0/2 0/2 0/2 - 0/1 0/1 - 0/1
Spender
MDS 0/1 - 0/1 0/1 0/1 0/1 - 0/1 0/1 0/1

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:
nicht untersucht.)

Leukaphereseprodukte — periphere Blutstammzellen

Die 5 verschiedenen Proben mit peripheren Blutstammzellen wurden ebenso auf eine Muc2
Transkription untersucht. Auch in den peripheren Blutstammzellen zeigte sich keine Verdnde-
rung der Muc2 Transkription nach der Inkubation mit den verschiedenen Zytokinen. Insgesamt
zeigte keine von 37 untersuchten Proben eine Muc2 Transkription. Die Ergebnisse sind in Ta-

belle 25 zusammengefasst.
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Tabelle 25:
Muc2 rt-PCR an Leukaphereseproben (Lp) nach Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen (Ab-
kiirzungen siehe Text)

tokin | o.WF |IL-3 |IL-6 |SCF |IL-1B |[INF-y [FIt-3 |Tpo |G- GM-
Lp CSF | CSF
Fibrosarkom | 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 - 0/1 0/1 0/1 0/1
AML 0/1 0/1 0/1 - 0/1 0/1 - 0/1 0/1 0/1
Plasmozytom | -- 0/1 0/1 0/1 -- 0/1 0/1 -- 0/1 0/1
gesunder 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 - 0/1 0/1 0/1 0/1
Spender
NHL 0/1 0/1 - - -- - 0/1 - - 0/1

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:
nicht untersucht.)

4.3 Evaluation der Induzierbarkeit einer Muc3 Transkription

Zelllinien

Bei den hier untersuchten Zelllinien traten im Hinblick auf eine Muc3 Transkription nach der
Inkubation mit Zytokinen bei den Zelllinien K562 und U937 Verénderungen auf.

Bei den K562 Zellen, die ohne die Inkubation mit Zytokinen konstant eine Muc3 Transkription
zeigten, war nach der Inkubation mit Interleukin-6 kein Muc3 Transkript mehr nachweisbar.
Dieses Ergebnis wurde im Duplikat bestitigt. Des Weiteren zeigte sich bei den K562 Kulturen,
die mit Interferon-y (INF-y), dem FIt-3 Ligand (FIt-3) und Thrombopoietin (Tpo) inkubiert
worden waren, das Verschwinden des Muc3 Transkriptes. Diese 3 negativ gewordenen Ergeb-
nisse bestdtigten sich jedoch nicht im Duplikat. Alle weiteren K562 Kulturen zeigten eine
Muc3 Transkription im Duplikat, so dass die Inkubation mit den restlichen Zytokinen zu keiner
Verdnderungen im Hinblick auf eine Muc3 Transkription fiihrte.

Die Zellen der Linie U937, eines histiozytdren Lymphoms, zeigten ohne die Inkubation mit Zy-
tokinen konstant keine Transkription von Muc3. Allerdings wurde hier nach der Inkubation mit
dem Stammezellfaktor (SCF), mit Flt-3 und G-CSF in Zellen der Linie U937 ein Muc3
Transkript nachgewiesen. Jedoch bestitigten sich die Ergebnisse auch hier in allen 3 Féllen
nicht im Duplikat. Die weiteren U937 Kulturen flihrten zu keiner Verdnderung der Muc3
Transkription durch die restlichen Zytokine; das heif3it, ein Muc3 Transkript konnte auch nach

der Inkubation nicht nachgewiesen werden.
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Alle weiteren untersuchten Zelllinien, die Fibroblasten, TF-1 Zellen, Raji- und HL-60- Zellen,
zeigten keine Verdnderung in der Muc3 Transkription durch die Inkubation mit Zytokinen. In
keiner der weiteren untersuchten Kulturen konnte eine Muc3 Transkription nachgewiesen wer-
den. Diese Ergebnisse konnten im Duplikat bestitigt werden und sind in Tabelle 26 fiir alle un-

tersuchten Kulturen von Zelllinien zusammengefasst.

Tabelle 26:
Muc3 rt-PCR an Zelllinien nach Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen (Abkiirzungen siehe
Text)

tokin |0o.WF |IL-3 |IL-6 |SCF |IL-18 |INF-y |Flt-3 |Tpo |G- GM-

Zelllinie CSF CSF
K562 2/2 2/2 0/2 2/2 2/2 12 12 12 2/2 2/2
U937 0/2 0/2 0/2 1/2 0/2 0/2 12 0/2 12 0/2

Fibroblasten 0/2 0/1 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2

TF-1 0/2 02 | 02 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Raji 0/2 02 | 02 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
HL-60 0/2 02 | 02 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:
nicht untersucht.)

Knochenmark

Bei den 3 verschiedenen untersuchten Knochenmarkproben kam es nach Inkubation mit den Zy-
tokinen nur einmal bei einem gesunden Spender und der Inkubation der Knochenmarkprobe mit
Interleukin-6 (IL-6) zu einem positiven Nachweis eines Muc3 Transkriptes. Dieses Ergebnis
konnte nicht im Duplikat bestétigt werden. Alle weiteren 34 untersuchten Proben zeigten keine
Verdnderung der Muc3 Transkription nach der Inkubation mit Zytokinen und blieben im Hin-
blick auf ein Muc3 Transkript negativ. Die Ergebnisse sind in Tabelle 27 zusammenfassend

dargestellt.
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Tabelle 27:

Muc3 rt-PCR an Knochenmarkproben (KM) nach Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen
(Abkiirzungen siehe Text)

ytokin[o.WF [IL-3[IL-6 [SCF [IL-1p [INF-y [FIt:3 [Tpo |G- [GM-CSF
KM CSF

CML 02 ozl oz oz | o1 | o1 | oz ]| o2 | on 0/2
semlen o1 ozl 12 o1t oz ] - | onn 0/1 - 0/1
Spender

MDS o1 | -lor Lor |on | on | - 0/1 0/1 0/1

(positiver Nachweis/untersuchte Fille insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --:

nicht untersucht.)

Leukaphereseprodukte — periphere Blutstammzellen

Bei den 5 verschiedenen Proben von peripheren Blutstammzellen zeigte sich nach der Inkuba-

tion mit den hier verwendeten Zytokinen keine Verinderung im Hinblick auf eine Muc3

Transkription, mit zwei Ausnahmen bei der Probe eines gesunden Spenders. Diese zeigte nach

der Inkubation mit Interleukin-1p (IL-1B) und nach der Inkubation mit GM-CSF eine Muc3

Transkription. In allen weiteren 35 Kulturen von peripheren Blutstammzellen nach Inkubation

mit den unterschiedlichen Zytokinen lie sich kein Muc3 Transkript nachweisen. Die Ergebnis-

se sind in Tabelle 28 zusammengefasst.

Tabelle 28:
Muc3 rt-PCR an Leukaphereseproben (Lp) nach Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen (Ab-
kiirzungen siehe Text)
ytokin |o.WF [|IL-3 |IL-6 |SCF |IL-1B |INF-y |FlIt-3 |Tpo G- GM-
Lp CSF | CSF
. 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 - 0/1 0/1 0/1 0/1
Fibrosarkom
AML 0/1 0/1 0/1 -- 0/1 0/1 -- 0/1 0/1 0/1
-- 0/1 0/1 0/1 -- 0/1 0/1 -- 0/1 0/1
Plasmozytom
gesunder 0/1 0/1 0/1 0/1 7 -- 0/1 0/1 0/1 11
Spender
NHL 0/1 0/1 -- - -- -- 0/1 -- -- 0/1

(positiver Nachweis/untersuchte Félle insgesamt; unterstrichen sind jeweils abweichende Ergebnisse; --
: nicht untersucht.)
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V. Diskussion

1.0 Die Transkription humaner Muzingene in Zellen unterschiedlicher Provenienz

Zur molekulargenetischen Detektion disseminierter Tumorzellen epithelialer Tumoren in hdma-
topoetischen Geweben miissen die hierfiir verwendeten Marker mRNS die Kriterien der Gewe-
bespezifitit erfilllen. Die humanen Muzine und ihre Rolle als epitheliale Marker, insbesondere
als Marker fiir epitheliale Malignome, sind ausfiihrlich in der Einleitung besprochen worden. In
der hier vorgestellten Arbeit ist der Frage nach der Anwendbarkeit der unterschiedlichen huma-
nen Muzine zum Nachweis disseminierter epithelialer Tumorzellen in himatopoetischen Gewe-
ben nachgegangen worden und fordert grundsétzlich die Erfiillung von zwei prinzipiellen Krite-
rien. Zum einen muss die verwendete Marker mRNS in den gesuchten Karzinomzellen expri-
miert werden, zum anderen darf sie nicht in den Zellen von himatopoetischem Gewebe, dem
Ort der Disseminierung, vorkommen. Diese erforderliche Spezifitit eines Markers fiir epitheli-
ale Gewebe stellt das grofite Problem fiir eine Detektion disseminierter Tumorzellen mit Hilfe
von molekulargenetischen Methoden dar.

Die hier evaluierte Transkription der humanen Muzingene, Mucl, Muc2 und Muc3, in Zellen

unterschiedlicher Provenienz sollen im Folgenden getrennt diskutiert werden.

2.0 Die Transkription des humanen Mucl in Zellen unterschiedlicher Provenienz

Wegen der scheinbaren Beschrinkung einer Mucl Expression auf epitheliale Driisengewebe,
wurde das Mucl schon frithzeitig als spezifischer Marker fiir epitheliale Gewebe vorgeschlagen
[38], [138]. Auf der Suche nach einer Methode um eine Tumorzelldisseminierung friihzeitig,
dass heil}t im Stadium der minimalen Resterkrankung, diagnostizieren zu konnen, verwendete
man unter anderem auch das Mucl als Marker zur immunzytochemischen und spéter auch mo-
lekulargenetischen Detektion einer Tumorzelldisseminierung bei epithelialen Tumoren.
Antikorper gegen Mucl (2E11-, Anti-TAG12-, BM-2- und Anti-EMA- Antikorper) konnten er-
folgreich zur immunzytochemischen Detektion von Mammakarzinomzellen in Knochenmark-
proben verwendet werden [104], [25]. Auch fand man heraus, dass sich die immunzytochemi-
sche Tumorzelldetektion im Knochenmark iiber das Muc1 Protein als guter Vorhersageparame-
ter fiir eine spitere Rezidivierung der Erkrankung eignet (p<0,0005, Cox Regressionsanalyse)
[25]. Dariiber hinaus konnte eine Korrelation zwischen einer Tumorzelldetektion im Knochen-
mark und den Prognoseparametern, wie dem Nodalstatus (p<0,0001), dem Tumor Grading
(p=0,002) und dem T-Status (p<0,0001), bei Mammakarzinompatientinnen gefunden werden
[25].
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Veroffentlichungen von Noguchi et al. aus den Jahren 1994 und 1996 zeigten, dass die moleku-
largenetische Detektion disseminierter Mammakarzinomzellen mittels Mucl rt-PCR gegeniiber
der Immunzytochemie (hier iiber den SM-3 Antikorper gegen PEM) das sensitivere Verfahren
darstellt und demonstrierten die Mucl rt-PCR als sensitives und spezifisches Verfahren zur De-
tektion von disseminierten Mammakarzinomzellen in Lymphknotengewebe [94], [96].

Diese Untersuchungen konnten allesamt keine Expression oder Transkription von Mucl in ihren
Kontrollproben finden und erkldrten das Mucl folglich als spezifischen Marker zur Detektion
von disseminierten Mammakarzinomzellen (Redding et al. 1983, [104]: 36 negative Knochen-
markproben von Patienten ohne maligne Erkrankung; Diel et al. 1992, [25]: 21 negative Kno-
chenmarkproben von Patienten mit benignen Erkrankungen; Noguchi et al. 1994, [94]: 15 nega-

tive Lymphknoten von Patienten mit benignen Erkrankungen).

Dem entgegen stehen jedoch Verodffentlichungen, die eine Expression von Mucl nicht nur in
epithelialen Neoplasien, sondern auch in nicht-epithelialen und hidmatologischen Geweben
nachgewiesen haben [4], [24], [17], [135], [136].

Berois et al. fanden mittels der Mucl rt-PCR, die nach den Angaben von Noguchi et al. das
Mucl amplifizierte, in 12 von 20 Fillen eine Mucl Transkription in peripheren Blutproben von
gesunden Spendern [4]. Dent et al. fanden eine Mucl Transkription mit einem eigenem rt-PCR
Verfahren fiir Mucl in klinischen Proben von 4 gesunden Spendern. In allen 4 Fillen konnte
eine Mucl Transkription jeweils in peripherem Blut, Knochenmark und Lymphknotengewebe
nachgewiesen werden [24]. Corradini et al. fanden eine Mucl Transkription mittels eigener
Mucl rt-PCR, allerdings im nested-Verfahren, in 5 von 11 Fillen (45%) bei gesunden Kno-
chenmarkproben, in 1 von 2 (50%) untersuchten Proben von peripheren Blutstammzellen ge-
sunder Spender und in 12 von 12 Féllen (100%) in peripheren Blutstammzellen von Patienten
mit hdmatologischen Malignomen [17]. Die Transkription von Mucl in Knochenmarkproben
von gesunden Spendern und Patienten mit hdmatologischen und lymphatischen Malignomen
(Multiples Myelom, NHL und CML) konnten durch Zhong et al., ebenfalls in einem nested
Mucl rt-PCR Verfahren und iiber den immunzytochemischen Nachweis mit BM-2 und BM-7
Antikorpern gegen Mucl Protein, bestitigt werden [135], [136].

Diese Untersuchungen zeigen, dass die Expression von Mucl nicht auf epitheliale Gewebe limi-
tiert ist. Eine spezifische Detektion von disseminierten Tumorzellen epithelialer Malignome
iiber Mucl muss daher, wegen ubiquitdrer Transkription dieses Markers auch in himatopoeti-

schen Geweben, fiir nicht zuldssig erkldrt werden.

Zu dieser Schlussfolgerung muss man auch aufgrund der im Rahmen dieser Untersuchung ge-

fundenen Ergebnisse fiir eine Transkription von Mucl in Zellen unterschiedlicher Provenienz
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kommen. In 35 von 35 Féllen (100%) von 12 verschiedenen Zelllinien, in 21 von 24 (87,5%)
Knochenmarkaspiraten, in 9 von 9 Proben (100%) von peripheren Blutstammzellen und in 2
von 4 Proben (50%) von peripherem Blut konnte eine Mucl Transkription nachgewiesen wer-
den. Dabei wurde eine Mucl Transkription sowohl in Zellen epithelialer Malignome, als auch
in Zellen von hdmatologischen Malignomen der lymphatischen und myeloischen Reihe sowie in
Zellen gesunden mesenchymalen Ursprungs nachgewiesen.

Da Mucl daher sowohl in Zellen benigner und maligner Gewebe, als auch in Zellen epithelialen
und mesenchymalen Ursprungs transkribiert wird, muss auch aufgrund der hier gefundenen Er-
gebnisse geschlussfolgert werden, dass sich eine Mucl Transkription nicht zum Nachweis von
disseminierten epithelialen Tumorzellen in hdmatopoetischen Materialien eignet. Die anhand
der Zelllinien gefundenen Ergebnisse konnten durch die Evaluation der klinischen Proben besta-
tigt werden. Unter Einsatz von auch zelluldrer DNS konnte gezeigt werden, dass die akzidentel-
le Transkription genomischer DNS ausgeschlossen war. Ferner konnte erstmals durch die Se-
quenzanalyse von Mucl Amplifikaten, was die anderen Untersuchungen nicht vollzogen haben,
die Identitdt der hier amplifizierten Mucl Transkripte eindeutig bestitigt werden.

Durch die nachgewiesene Identitdt des Mucl Transkriptes in dieser Untersuchung ist abschlie-
Bend davon auszugehen, dass zumindest {iber den Nachweis auf Ebene der mRNS, Mucl wegen
ubiquitérer Transkription und damit mangelnder Gewebespezifitit nicht zum Nachweis disse-

minierter epithelialer Tumorzellen geeignet ist.

Brugger et al. fanden eine Expression von Mucl mittels immunzytochemischen Nachweis in 2-
10% von mononukledren Knochenmarkzellen gesunder Individuen [8]. De Cremoux et al.
konnten iiber eine Mucl rt-PCR im Tagman Verfahren nachweisen, dass bei der Untersuchung
von peripherem Blut gesunder Probanden eine Mucl Transkription konstant erst oberhalb einer
Grenze von 38 Amplifizierungszyklen auftrat [22]. Die Frage, ob es sich bei der hier gefunde-
nen ubiquitiren Transkription von Mucl in Zellen hdmatopoetischen Ursprungs, sowohl gesun-
der Spender als auch bei hdmatologischen Malignomen, um ein reines Hintergrundphdnomen
handelt, kann mit der im Rahmen dieser Untersuchung verwendeten Mucl rt-PCR, welche ein

rein qualitatives Verfahren darstellt, abschlieBend nicht gekléart werden.

Im Gegensatz zu der Mucl rt-PCR von Noguchi et al., die nicht im nested-Verfahren mit einmal
35 Amplifizierungszyklen etabliert worden ist [94], [96], ist die hier vorgestellte Mucl rt-PCR
im nested-Verfahren mit zweimal 30 Amplifizierungszyklen etabliert worden. Diese 60 Ampli-
fizierungszyklen konnten dazu gefiihrt haben, dass im Rahmen der hier vorgestellten Untersu-
chung eine ubiquitire Transkription von Mucl gefunden worden ist (78,5-100% in Knochen-

mark- und Leukaphereseproben gesunder Spender und in nicht-malignen Zelllinien mesen-
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chymalen Ursprungs). Diese Aussage lisst sich auf Publikationen von Smith et al. und Schoen-
feld et al. beziehen, die zeigen konnten, dass mit steigender Anzahl an Amplifizierungszyklen
auch die Positivitétsrate bei Kontrollpatienten ansteigt [116], [112].

In einer Korrespondenz zwischen Hoon et al. und Noguchi et al., die im Jahre 1995 verdffent-
licht wurde, erkldaren Noguchi et al. auch tatsdchlich, dass bei der Verwendung ihrer Mucl rt-
PCR im nested-Verfahren alle Kontrollproben eine Mucl Transkription zeigten und sie das
nested-Verfahren wegen der Vermutung einer niedrigen Hintergrundtranskription von Mucl
darum wieder verlassen haben [59], [95]. Laut dieser Autoren ist die klinische Anwendbarkeit
einer Methode von entscheidender Bedeutung, die sie aufgrund ihrer Untersuchungen als besté-

tigt ansehen [94], [96], und nicht das Erreichen einer hochst moglichen Sensitivitit [59], [95].

Dagegen muss jedoch betont werden, dass auch schon bei dem Auftreten von Hintergrundphi-
nomenen die Kriterien der Spezifitit eines Marker zum Tumorzellnachweis nicht mehr erfiillt
sind und es darf als nicht zuldssig angesehen werden, die Sensitivitit einer Methode soweit ab-
zusenken, bis sie die gewiinschte Spezifitdt erreicht. Ergebnisse, die nicht unter Ausnutzung der
groBBtmoglichen Sensitivitit einer Methode gefunden worden sind [112], [116], [59], [94], [95],
[96], miissen als eingeschrinkt verwertbar gelten, auch wenn sich klinisch eine prognostische

Bedeutung der auf diese Weise detektierten Tumorzellen finden lésst.

Allerdings wiirde eine eindeutige Differenzierung eines Hintergrundphénomens von regulérer
Transkription eine Perspektive eroffnen die Mucl mRNS doch noch als Marker zur Detektion
disseminierter Tumorzellen in den klinischen Gebrauch einzufiihren. Dieses konnte sich durch
die Anwendung der quantitativen Analyse einer Mucl Transkription in Zellen unterschiedlicher
Provenienz mit einer Mucl rt-PCR im Tagman Verfahren verwirklichen lassen, vorausgesetzt,
es lasst sich eine Amplifizierungsgrenze finden, die zwischen der Transkription von Mucl in
Tumorzellen, von der man vermutet das sie hoher angesiedelt ist, und der niedrigeren Hin-
tergrundtranskription in hdmatopoetischen Geweben differenzieren kann. Dies ist von De Cre-
moux et al. in Ansédtzen schon verwirklicht worden und die Ergebnisse deuten auf eine poten-
tielle Verwirklichung dieses Ansatzes hin [22]. Ausfiihrliche, systematische Untersuchungen,
eine Standardisierung der Verfahren und eine klinisch prognostische Bedeutung einer auf diese
Weise gefundenen Tumorzelldisseminierung miissten die Anwendbarkeit eines solchen Verfah-

rens erst noch bestitigen.

Ein weiterer Aspekt bleibt die Frage nach der Anwendbarkeit des Mucl als antigenetisches Ziel
einer Immuntherapie von epithelialen Malignomen und, wie auch derzeitiger Gegenstand von

Untersuchungen, fiir das maligne Myelom [67], [70], [121], [10]. Grundsétzlich muss im Hin-
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blick auf die im Rahmen dieser Untersuchung bestétigte ubiquitire Transkription davon ausge-
gangen werden, dass die translatierte Form der Mucl mRNS, das Mucl Protein, kein geeignetes
Zielantigen fiir eine Immuntherapie von Malignomen darstellt. Jedoch konnte immunzytoche-
misch nachgewiesen werden, dass sich die Antigenitidt von Mucl im Verlauf der Transforma-
tion zum Malignom verdndern kann und zwar dahingehend, dass das vorher im gesunden Ge-
webe durch hochgradige Glykosilierungen maskierte Coreprotein von Mucl, auf malignen Zel-
len durch veridnderte Glykosilierungsformen demaskiert sein kann [121], [56], [44], [9]. Es gibt
Forschungsansitze, die versuchen sich dieses demaskierte Coreprotein von Mucl als antigeneti-
sche Zielstruktur zur spezifischen Tumortherapie zu Nutze zu machen [70], [121] und es konnte
dann auch zur spezifischen, immunzytochemischen Tumorzelldetektion Verwendung finden.
Weiterhin unklar bleibt, wie das Problem des sekretorischen Mucl Proteins [13] in der Immun-
therapie gelost werden kann, wobei in Bezug auf einen immunzytochemischen Tumorzellnach-
weis zu bemerken ist, dass eine ektope Expression von Mucl auch auf sekretorisches und zirku-

lierendes Muc1 Protein zuriickzufiihren sein konnte.

AbschlieBend sei nochmals zusammengefasst, dass der Nachweis einer Mucl Transkription sich
nicht zum Nachweis einer Tumorzelldisseminierung epithelialer Tumorzellen in hédmatopoeti-
schen Materialien eignet und zwar wegen ubiquitérer Transkription und daher fehlender Gewe-

bespezifitdt der Mucl mRNS fiir Zellen epithelialen Ursprungs.

2.1 Stabilitit der Mucl Transkription nach der in vitro Stimulation mit unterschiedlichen

Zytokinen

Reddy et al. zeigten in einer Untersuchung aus dem Jahre 2003 in einem semi-quantitativen rt-
PCR-Verfahren, dass es unter dem Einfluss von INF-y in hdmatopoetischen und epithelialen
Tumorzelllinien zu einer mehrfach gesteigerten Transkription der Mucl mRNS kommt [105].
Treon et al. konnten durchflusszytometrisch und im Western Blot-Verfahren zeigen, dass
Dexamethason die Mucl Expression auf Tumorzelllinien von Multiplen Myelomen steigert
[121]. Grunberg et al. demonstrierten, dass INF-y phenotypisch zu einer gesteigerten Mucl Ex-

pression in humanen Mammakarzinomzellen fiihrt [45].

Dem gegeniiber stehen die hier gefunden Ergebnissen, die auch nach der Inkubation mit unter-
schiedlichen Zytokinen in einem in vitro Kulturmodell keine Verdnderung des Transkriptions-
musters von Mucl in Zelllinien, Knochenmarkproben und Proben von peripheren Blutstamm-

zellen zeigten. Der Einfluss von biologischen Interferenzen auf das Transkriptionsmuster, wie
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er von Jung et al. fiir das CK-19 und das CEA dargestellt worden ist, ldsst sich fiir die Mucl
mRNS nicht bestitigen [63]. Da es sich hier allerdings um ein rein qualitatives Verfahren han-
delt, bleibt die Frage offen, ob es eventuell zu einer gesteigerten Transkription durch die hier
verwendeten Zytokine gekommen ist, wie es von Reddy et al. demonstriert werden konnte
[105]. Jedoch sei zu bemerken, dass durch die Anwendung der hoch sensitiven Mucl rt-PCR
(nested-Verfahren mit 60 Amplifizierungszyklen) sich eine Steigerung in der Transkriptionsra-
te, wie von Reddy et al. berichtet um das 10,6fache bei HL-60 Zellen nach der Inkubation mit
INF-vy, auch hier in Form von stirkeren Amplifizierungsbanden hitte zeigen miissen. Dies war
jedoch nicht der Fall. Auf der anderen Seite kann durch die Untersuchung von Reddy et al. be-
stitigt werden, dass nach der Inkubation mit INF-y auch weiterhin in allen untersuchten Zell-
linien, die zu einem groflen Teil mit denen im Rahmen dieser Untersuchung verwendeten Zell-
linien identisch waren, ein Muc1 Transkript nachgewiesen werden konnte [105]. Da die Mucl
mRNS als stabiles Transkript in den hier untersuchten Proben auch nach der Inkubation mit 9
verschiedenen Zytokinen in einem in vitro Kulturmodell ubiquitér exprimiert wurde, wird deut-
lich, dass eine ubiquitire Mucl Transkription in Zellen unterschiedlicher Provenienz mit hoher

Wahrscheinlichkeit nicht auf biologische Interferenzen in vivo zuriickzufiihren ist.

3.0 Die Transkription des humanen Muc2 in Zellen unterschiedlicher Provenienz

Das intestinale Muzin Muc? ist in den einleitenden Kapiteln schon mit seinem Expressionsmus-
ter unter anderem in den gesunden Becherzellen des Diinn- und Dickdarms erwidhnt worden
[39]. Diese Muc2 Expression konnte auch in unterschiedlichen Expressionsleveln in Karzino-

men des Kolorektums gefunden werden [97], [5], [56].

Hollingsworth et al. wiesen mittels Northern Blot-Analyse die Expression von Muc2 mRNS in
6 von 6 verschiedenen Tumorzelllinien des Kolons nach, unter anderem auch in HT-29 Zellen
[58]. Eine konstante Expression von Muc2 mRNS in karzinomatdsen Tumorzelllinien des Ko-
lons konnte von Cho et al. ebenfalls mittels Northern Blotting bestétigt werden. Eine Expressi-
on in Gewebeproben von Kolonkarzinomen wurde immunhistochemisch bestatigt [15].

Dagegen fanden Sylvester et al. iiber die in situ Hybridisierung eine Expression der Muc2
mRNS nur in 5 von 27 Féllen in nicht-muzindsen kolorektalen Adenokarzinomen und in 4 von
9 Fillen in Gewebeproben von muzindsen kolorektalen Karzinomen. Die Untersuchung von 25
gesunden kolorektalen Gewebeproben zeigte die Expression der Muc2 mRNS in allen unter-

suchten Féllen [118].
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Bernini et al. gingen der Frage nach, ob sich die Muc2 mRNS als Marker zur Detektion einer
okkulten Tumorzelldisseminierung bei kolorektalen Karzinomen eigne und beurteilten eine von
ihnen etablierte Muc2 nested rt-PCR als sensitives und spezifisches Verfahren zur Detektion ei-
ner Tumorzelldisseminierung in Lymphknotengewebe. Diese Arbeitsgruppe fand eine Muc?2
Transkription in 42 von 43 untersuchten Primartumoren (98,1%). Mit steigendem T-Status (Tj;
bis T4) wurde eine Muc2 Transkription auch mit steigendem Prozentsatz in untersuchtem
Lymphknotengewebe gefunden (T;y/T;: 0%; Ta: 16,2%; Ts: 40%; T4: 50%). Bei den Kontroll-
lymphknoten von Patienten mit nicht-malignen Darmerkrankungen konnte mit dieser nested
Muc2 rt-PCR (2x 35 Amplifizierungszyklen) kein Muc2 Transkript nachgewiesen werden, so
dass man schlussfolgerte, eine Muc2 rt-PCR als spezifisches Verfahren zur Detektion einer Tu-

morzelldisseminierung bei kolorektalen Karzinomen anwenden zu konnen [3].

Zu diesem Ergebnis muss man auch aufgrund der hier vorgestellten Untersuchung einer Muc2
Transkription in Zellen unterschiedlicher Provenienz kommen, die eine Spezifitit der Muc2
Transkription fiir epitheliale Gewebe erkennen ldsst.

Unter Anwendung von 2 verschiedenen Primerpaaren (PP1 und PP3) konnte in den untersuch-
ten Zelllinien von hédmatologischen und lymphatischen Malignomen sowie in Zelllinien gesun-
den mesenchymalen Ursprungs, in keinem Fall eine Muc2 Transkription, weder mit PP1 noch
mit PP3 nachgewiesen werden. Die Tumorzelllinien von epithelialen Malignomen (HT-29,
MCF-7 und MDA-MB453) zeigten hingegen unterschiedliche Ergebnisse, wobei die Zelllinie
eines gut differenzierten Adenokarzinoms des Kolons, HT-29, konstant eine Transkription von
Muc?2 zeigte (in 16 von 16 Féllen). Im Falle der Tumorzelllinien von Mammakarzinomen,
MCF-7 und MDA-MBA453, konnte fiir letztere in keinem Fall (0/2) und fiir MCF-7 in einem von
2 Fallen (1/2) eine sehr schwache Transkription von Muc2 und zwar mit PP1 nachgewiesen
werden. Aufgrund dieser Ergebnisse deutet sich an, dass eine Muc2 Transkription auf Gewebe
epithelialen Ursprungs limitiert ist. In 23 verschiedenen Knochmarkaspiraten, in 10 verschie-
denen Proben von peripheren Blutstammzellen und in 7 verschiedenen Proben von peripherem
Blut, lieB3 sich in keinem Fall ein Muc2 Transkript finden, so dass die Untersuchung von hima-
topoetischen Materialen eine Limitierung der Muc2 Transkription auf Gewebe epithelialen Ur-
sprungs bestitigt. Die akzidentelle Amplifikation von genomischer DNS war ausgeschlossen
worden und die Identitdt der Amplifikate konnte durch eine Sequenzanalyse, die eine Homolo-
gie mit der Muc2 mRNS zeigte, bestétigt werden.

Zusammenfassend ist damit zu sagen, dass die hier gefundenen Ergebnisse erstmals die Per-
spektive erdffnen, ein Muc2 Transkript als spezifischen Marker zur Detektion einer okkulten
Tumorzelldisseminierung von Muc2 positiven epithelialen Malignomen in hédmatopoetischen

Geweben einsetzen zu kOnnen.
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Gegenstand der Untersuchungen zur Detektion einer Tumorzelldisseminierung bei kolorektalen
Karzinomen waren bisher die mRNS des CEA und des CK-20 als Marker [130], [132]. Jedoch
kam es bei der Untersuchung von peripheren Blutproben von gesunden Probanden zu einem po-
sitiven Nachweis sowohl von CEA als auch von CK-20 mRNS [130], so dass nach der hier vor-
liegenden Untersuchung, diese beiden Marker gegeniiber der Muc2 mRNS hinsichtlich der Spe-
zifitit fir epitheliale Gewebe als unterlegen in der Detektion disseminierter Tumorzellen von
Kolonkarzinomen in himatopoetischen Materialien angesehen werden miissen.

Hanski et al. kommen in ihrer 1997 veroffentlichten Untersuchung zu dem Ergebnis, dass eine
Muc2 Expression kennzeichnend bei muzindsen Karzinomen, nicht nur des Kolorektums, son-
dern auch bei Mamma-, Pancreas- und ovariellen Karzinomen, zu finden ist. Sie fanden eine
Muc2 Expression immunzytochemisch in allen untersuchten muzindsen kolorektalen Karzino-
men und nur in 47% der Félle bei nicht-muzindsen Karzinomen des Kolorektums. Bei der Un-
tersuchung von muzindsen und nicht-muzindsen Karzinomen der Brustdriise konnte immunzy-
tochemisch und mittels rt-PCR in den nicht-muzindsen Gewebeproben keine Muc2 Expression
und in muzindsen Karzinomen der Brustdriise eine Expression in allen untersuchten Fillen
nachgewiesen werden. Die dargestellte Uberexpression von Muc2 in muzindsen Karzinomen
deuten die Autoren als einen moglichen Hinweis fiir eine allgemeine genetische Lésion, welche
mit einem muzindsen Phénotyp assoziiert ist [48]. Diese Annahme kann, wenn auch nur in ge-
ringster Probenzahl, durch die hier gefundenen Ergebnisse nicht unterstiitzt werden. Es konnte,
wenn auch nur einmalig und in schwacher Auspragung, ein Muc2 Transkript in der Tumorzell-
linie eines Adenokarzinoms der Brustdriise (MCF-7) nachgewiesen werden. In den Angaben
der Hersteller dieser Tumorzelllinie ldsst sich kein Hinweis fiir muzindse Anteile dieses Adeno-
karzinoms finden, so dass dieses Ergebnis den Aussagen von Hanski et al., die eine Beschrén-

kung der Muc2 Transkription auf muzindse Karzinome der Brustdriise vermuten, widerspricht.

Grundsétzlich muss anhand der hier gefundenen Ergebnisse davon ausgegangen werden, dass
ein Muc2 Transkript sich als spezifischer Marker zur Tumorzelldetektion von Muc2 positiven
epithelialen Malignomen, insbesondere fiir Karzinome des Kolorektums, in hidmatopoetischen
Materialien eignet. Fraglich ist, ob dieses Ergebnis mit einem sensitiveren PCR-Design (hier
nicht-nested-Verfahren und 30 Amplifizierungszyklen), also im nested-Verfahren und mit hohe-
rer Zykluszahl, bestdtigt werden kann. Die schon erwéhnte Untersuchung von Bernini et al. un-
terstiitzt jedoch diese Annahme, denn diese Arbeitsgruppe konnte auch nach 70 Amplifizie-
rungszyklen keine illegitime Transkription von Muc2, wenn auch nur in Lymphknotengewebe,
finden [3]. Dariiber hinaus bleibt die Frage offen, da Muc2 auch in gesunden epithelialen Zel-
len des Kolons exprimiert wird, wie stark die Spezifitit dieses Markers durch gesunde zirkulie-

rende Zellen, insbesondere im postoperativen Intervall, eingeschrinkt werden kann. Auch
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bleibt zu bedenken, dass es im Verlaufe einer Tumorerkrankung zu einer Verdnderung des ge-
netischen Musters in einzelnen Tumorzellen kommen kann, so dass sich Tumorzellen mit aber-
rantem Transkriptionsmuster dem molekulargenetischen Nachweis einer Tumorzelldisseminie-
rung entziehen konnen. Auf dieses Problem machten auch schon Henttu et al. bei der Evaluati-

on der PSA mRNS als Marker fiir disseminierte Prostatakarzinomzellen aufmerksam [52].

Letztendlich wére der nichste Schritt fiir die Evaluierung dieses Markers, die Untersuchung von
verschiedenen karzinomatdsen Gewebeproben und korrespondierenden hdmatopoetischen Ma-
terialien von Patienten mit Kolonkarzinomen. Eine sich anschlieBende Langzeituntersuchung,
die eine eventuelle prognostische Bedeutung einer Tumorzelldetektion in peripherem Blut, Kno-
chenmark und peripheren Blutstammzellen iiber die Muc2 mRNS aufdecken konnte, miisste
folgen. Die hier vorgestellte Untersuchung, im Einklang mit den Studien von Hollingsworth et
al., Cho et al. und Bernini et al., liefert mit ihren Ergebnissen eine gute Vorarbeit fiir die Reali-
sierung einer spezifischen Detektion von disseminierten Tumorzellen in hdmatopoetischen Ma-
terialien bei kolorektalen Karzinomen iiber den Nachweis eines Muc2 Transkriptes [58], [15],
[3]. Die frithzeitige Identifikation von Patienten, die ein hoheres Risiko fiir ein Rezidivieren der
Erkrankung innehaben, wiirde dann die Mdglichkeit erdffnen durch eine rechtzeitige Therapie-

anpassung die Prognose dieser Hochrisikogruppe entscheidend zu verbessern.

3.1 Stabilitit der Muc2 Transkription nach der in vitro Stimulation mit unterschiedlichen

Zytokinen

Die schon erwihnte nachgewiesene Induktion einer Transkription von CEA und CK-19 mRNS
aufgrund von biologischen Interferenzen, wie zum Beispiel durch Entziindungsreaktionen,
konnte fiir die Transkription von Muc2 nicht bestétigt werden [63]. In 172 untersuchten Zell-
kulturen kam es auch nach der Inkubation mit den unterschiedlichen Zytokinen zu keiner Ver-
dnderung des Muc2 Transkriptionsmusters, so dass anhand dieser Ergebnisse geschlussfolgert
werden muss, dass die Muc2 mRNS einen stabilen Marker darstellt und die Transkription von
Muc2 mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht auf biologische Interferenzen zuriickzufiihren ist.
Diese Aussage gilt selbstverstidndlich unter dem Vorbehalt, dass dieses Resultat in einem in
vitro Kulturmodell gewonnen wurde, welches nicht ohne weiteres mit den in vivo vorherr-
schenden Bedingungen gleichzusetzen ist.

Dariiber hinaus zeigten verschiedene Untersuchungen, dass unter dem Einfluss von proinflam-
matorischen Zytokinen ein verdndertes Glykosilierungsmuster [68], [75] und eine verstérkte

Expression von Muc2 mRNS nachzuweisen ist [30]. Lamblin et al. wiesen die Induktion einer
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phénotypisch verdnderte Muzinexpression durch TNF-a in Epithelien der Luftwege nach [75].
Kim et al. zeigten ebenfalls an epithelialen Zellen der Luftwege eine Hochregulierung der Muc2
Genexpression und Sekretion durch das proinflammatorische Zytokin IL-18 [67]. Enss et al.
demonstrierten anhand einer intestinalen Tumorzelllinie (LS180), dass es unter dem Einfluss
von IL-1 zu einer transienten Stimulierung einer Muc2 mRNS, unter dem Einfluss von IL-6 zu
einer frithen und unter Einfluss von TNF-a zu einer kurzzeitigen transienten Hochregulierung
der Muc2 mRNS kommen kann. Fazit dieser Untersuchung war, dass die Muzinsynthese, -
sekretion und -komposition durch unterschiedliche Zytokine ausgelost werden kann und diese
Veranderungen fiir eine defiziente Mukusschicht bei Kolitiden verantwortlich sein konnten [30].
Grundsétzlich widersprechen diese Ergebnisse jedoch nicht den hier gefundenen Resultaten.
Zwar zeigen die hier zitierten Studien die Interaktion der Muzingenexpression mit verschiede-
nen Parametern einer Entziindungsreaktion, jedoch ist ein de Novo Muc2 Transkript unter dem
Einfluss von Zytokinen nicht dokumentiert worden und konnte auch in der hier vorgestellten
Untersuchung nicht nachgewiesen werden. Darum ldsst sich hier im Einklang mit der bisher
publizierten Literatur abschlieBend sagen, dass eine Transkription von Muc2 nicht auf biologi-
sche Interferenzen zuriickzufiihren ist, sondern, dass verschiedene Botenstoffe einer Entziin-
dungsreaktion nur eine verstirkte Transkription und Expression dieses Markers hervorbringen
konnen. Diese Tatsache bedeutet jedoch keine Limitierung fiir den Nachweis einer Tumorzell-
disseminierung, sondern erdffnet die Perspektive durch eine hoch regulierte Transkription und
Expression, so lange sie nicht de Novo auftritt, die Detektionswahrscheinlichkeit von Muc2 po-

sitiven Karzinomzellen erhohen zu konnen.

4.0 Die Transkription des humanen Muc3 in Zellen unterschiedlicher Provenienz

Auch fiir das intestinale Muzin Muc3 konnte eine Expression in der Mukosa von gesunden
Diinn- und Dickdarmepithelien [39], in Karzinomen des Kolorektums [56], [58] sowie in in-
testinalen Metaplasien und Adenokarzinomen des Magens nachgewiesen werden [56].

Wang et al. fanden immunzytochemisch eine Expression von Muc3 in kanzer6sem Gewebe des
Magens und zwar vermehrt bei Patienten mit einer nachgewiesenen Lymphknotenmetastasie-
rung (p<0,01), einer Invasion der Serosa (p<0,05) und in den klinischen Stadien III-IV (p<0,05).
Laut dieser Untersuchung stand das Auftreten der Muc3 Expression in Zusammenhang mit ei-
ner neoplastischen Transformation der Magenmukosa und eroffnete die Perspektive eine Muc3
Expression moglicherweise zum signifikanten Nachweis fiir eine schlechtere Prognose bei Ma-

genkarzinomen verwenden zu konnen [129].
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Die Evaluation der Transkription des humanen Muc3 in Zellen unterschiedlicher Provenienz
zeigte in der hier durchgefiihrten Untersuchung zwei formelle Einschrédnkungen, die eine Ver-
wertbarkeit der gefundenen Resultate grundsétzlich in Frage stellen. Zum einen lieferten die
beiden eingesetzten Primerpaare (PP1 und PP3), trotz introniibergreifender und computerge-
stiitzter Generierung, konstant Amplifikate mit zirka 100 zusétzlichen Basenpaaren, zum ande-
ren ergab eine Sequenzanalyse dieser Amplifikate nur fiir die letzte Halfte des Amplifika-
tionsproduktes eine Homologie mit der Sequenz der Muc3 mRNS. Damit muss die hier etab-
lierte Muc3 rt-PCR sowohl unter Verwendung von PP1 als auch unter Verwendung von PP3 als
eingeschrankt verwertbar zum Nachweis einer Muc3 Transkription angesehen werden. Es kann
vermutet werden, dass diese Gegebenheiten aufgrund von alternativen Splicevorgidngen der
Muc3 mRNS auftreten und zwar wegen der durchgédngig lingeren Amplifikate mit dennoch
konstanter Basenpaarlinge und dem Ergebnis in der Sequenzanalyse, die eine Identitit der
Muc3 Amplifikate zur Hélfte bestétigte.

Auch Crawley et al. fanden Hinweise fiir ein alternatives Splicing des Muc3 Gens und zwar
zum einen zu einer membrangebundenen Form des Muc3 Proteins und zum anderen zu einer
16slichen Form von Muc3 Protein. Diese Arbeitsgruppe geht von einem Muc3 Gen aus, das in 2
verschiedenen Formen translatiert werden kann [19]. Diese Annahme wird durch eine Untersu-
chung von Williams et al. unterstiitzt, die mit einer rt-PCR fiir Muc3 ebenfalls 2 verschiedene,
ein kurzes und eine langes PCR-Produkt gefunden haben und diese Tatsache ebenfalls auf alter-
natives Splicing des Muc3 Gens zu einem transmembrandsen und nicht-transmembrandsen
Muc3 Protein zuriickfithren. Die genauen Mechanismen konnten auch hier nicht geklért werden
[133].

Pratt et al. berichten von einer so genannten ,,Transkriptionsheterogeneitit® fiir das Muc3 Gen.
Sie fanden fiir jedes untersuchte Individuum drei verschiedene Muc3 Transkripte und fiithren
dieses Ergebnis auf eine zweite Kopie des Muc3 Gens und einen Austausch von Allelen (,,alle-
lic change®) zuriick. Es gelang die Sequenzierung dieses zweiten Muc3 Gens. Dabei fand man
in den Exonabschnitten eine 94-100%ige Identitit auf Ebene der Nukleotide und damit auch nur
eine geringe Abweichung der Aminosduresequenzen. Die Intronabschnitte zeigten auf Nukleo-
tidebene eine ungefiahr 95%ige Identitit. Diese Arbeitsgruppe schligt eine neue Nomenklatur
vor, und zwar Muc3A fiir das alte Muc3 Gen und Muc3B fiir das neue, hier identifizierte Muc3

Gen [103].

Es ist also davon auszugehen, dass fiir das Muc3 tatsichlich eine ,, Transkriptionsheterogenitét™
besteht. Die Mechanismen, die ein jeweiliges Transkript induzieren sind noch nicht geklart und
auch ihre Bedeutung kann bislang nur vermutet werden. Fraglich ist, warum im Rahmen der

hier vorgestellten Untersuchung nur Transkripte mit einer einzigen konstanten Lénge bei dem
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jeweiligen Primerpaar aufgetreten sind, wenn es sich tatsichlich um eine alternative Splicevari-
ante der Muc3 mRNS handelt. Die Ursachen kénnen nicht abschlieBend bewertet werden, denn
es kann von Anfang bis Ende der Untersuchung eine Vielzahl von Parametern die Expression
nur einer Form der Muc3 mRNS herbeigefiihrt haben. Um nur einige mogliche EinflussgroBen
zu nennen, kann die Ursache in der Zellbearbeitung und Kultivierung, bei der RNS Isolierung

oder auf die individuelle Primersequenz zuriickzufiihren sein.

Mit dem Wissen, dass die hier evaluierte Transkription in Zellen unterschiedlich Provenienz nur
unter Vorbehalt zu verwehrten ist, soll dennoch kurz darauf eingegangen werden.

In den untersuchten Zelllinien konnte mit beiden Primerpaaren (PP1 und PP3) in 17 von 18 un-
tersuchten Fillen eine Muc3 Transkription in den Zellen von HT-29, die Tumorzelllinie eines
Adenokarzinoms des Kolons, gefunden werden. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen auch Wil-
liams et al., die ebenfalls in 9 von 10 Fillen ein Muc3 Transkript mittels rt-PCR in Zelllinien
von kolorektalen Karzinomen nachweisen konnten und wie schon erwihnt, hier 2 verschieden
lange PCR-Produkte fanden [133]. Pratt et al. konnten in Zellen des Intestinums und in einer
Tumorzelllinie des Kolons, Caco-2, die Expression von Muc3A und Muc3B nachweisen [103].
Somit ist davon auszugehen, dass es in karzinomatdsen Zellen des Kolons zur Expression der
Muc3 mRNS kommt, was durch die hier gefundenen Ergebnisse bestétigt werden kann.
Allerdings konnte auch im Rahmen dieser Untersuchung in der Zelllinie einer CML, K562, in 6
von 6 untersuchten Féllen eine Muc3 Transkription gefunden werden. Diese illegitime
Transkription macht das Muc3 somit als Marker fiir epitheliale Gewebe unbrauchbar. Bemer-
kenswert ist hierbei jedoch eine Untersuchung von Jarvinen et al., die epitheliale Anteile, wie
Zytokeratine und das epitheliale Membranantigen (EMA), immunzytochemisch und im Western
Blot-Verfahren in K562 Zellen nachweisen konnten. Die Autoren gehen davon aus, da K562
von einem Patienten mit CML in einer terminalen Blastenkrise stammt, dass diese epithelialen
Anteile, die nach induzierter Differenzierung nicht mehr nachweisbar waren, eher auf eine ,,ab-
normale Zytodifferenzierung® oder ,,Retrodifferenzierung® zu frith embryonalen, mesenchyma-
len Zellen zuriickzufiihren ist, als auf epitheliale Anteile in diesen humanen Leukdmiezellen der
myeloischen Reihe [62]. Damit bleibt eine Muc3 mRNS zwar immer noch als Marker zum
Nachweis einer Tumorzelldisseminierung ungeeignet, jedoch kdnnten mit dieser Annahme auch
die hier gefundenen Resultate der Evaluation von Knochenmarkproben erklirt werden, denn es
lieB sich bei der Untersuchung von 35 verschiedenen Knochenmarkaspiraten in 4 Féllen ein
Muc3 Transkript nachweisen. Die positiven Knochenmarkproben stammen interessanterweise
von Patienten mit einer AML, einer CML, mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) und ein-
mal von einer Patientin mit Mammakarzinom. Die Stadien der Erkrankung sind nicht bekannt,

jedoch konnte bei den Patienten mit himatologischer Erkrankung die Muc3 mRNS auf das Vor-
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handensein von Blasten in den untersuchten Knochenmarkproben zuriickzufiihren sein. Bei der
Untersuchung von peripheren Blutstammzellen eines gesunden Spenders ist einmalig eine Muc3
Transkription gefunden worden, bei der Untersuchung von peripheren Blutproben in keinem
Fall.

Es bleibt abschlieBend zu sagen, dass eine Transkription von Muc3 in kolorektalen Karzinomen
bestdtigt werden konnte, sich Muc3 dennoch nicht zum Nachweis einer Tumorzelldisseminie-
rung von epithelialen Malignomen in hdmatopoetischen Materialien eignet. Es konnte eine ille-
gitime Transkription von Muc3 im Knochenmark von Patienten mit hdmatologischen Erkran-
kungen und in gesunden peripheren Blutstammzellen nachgewiesen werden, die mdglicherwei-
se auf eine Transkription von Muc3 in frithen embryonalen Zellen mesenchymalen Ursprungs,
die Blasten, zuriickzufiihren ist. Es sei nochmals betont, dass diese Ergebnisse mittels einer rt-
PCR mit eingeschrinkter Spezifitit gefunden worden sind, da die Identitét der Muc3 Amplifika-
te nicht in voller Lange bestétigt werden konnte und damit letztendlich die hier gefundenen Re-
sultate fiir eine Transkription von Muc3 in Zellen unterschiedlicher Provenienz nur unter Vor-

behalt beriicksichtigt werden diirfen.

4.1 Stabilitit der Muc3 Transkription nach der in vitro Stimulation mit unterschiedlichen

Zytokinen

Eine Veroffentlichung von Shekels et al. aus dem Jahre 2003 zeigte fiir das membrangebundene
Muc3 im Tierversuch, dass dieses intestinale Muzin bei Mausen durch unterschiedliche Zyto-
kine und Wachstumsfaktoren in seiner Genexpression reguliert werden kann und vermuten eine
aktive Rolle von Muc3 in der Schleimhautbarriere des Intestinums bei pathologischen Prozessen
[114].

Die Evaluation der hier vorgestellten Ergebnisse im Hinblick auf eine Muc3 Transkription nach
der Inkubation mit unterschiedlichen Zytokinen, zeigte kein eindeutiges Ergebnis. Zum Teil
konnte eine Muc3 Transkription nach der Inkubation in Kultur induziert werden, des gleichen
kam es aber auch zum Verschwinden eines Muc3 Transkriptes. Das einzige im Duplikat besté-
tigte Ergebnis trat jedoch nach der Inkubation von K562 Zellen mit Interleukin-6 (IL-6) auf, und
zwar kam es hier zum Verschwinden des Muc3 Transkriptes. Bedenkt man, dass es sich bei
K562 um eine CML in terminaler Blastenkrise handelt und, dass IL-6 unter anderem im Syner-
gismus mit anderen Zytokinen zu einer Stimulation der Proliferation myeloischer Zellen fiihrt,
konnte das Verschwinden einer Muc3 Transkription, wenn diese tatsédchlich auf den Blastenan-
teil in dieser Tumorzelllinie zuriickzufiihren ist [62], dadurch erklért sein, dass es durch IL-6 bei

der Proliferation myeloischer Zellen auch zu deren Ausreifung in adultere Formen gekommen
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ist, welche Muc3 nicht mehr exprimieren. Durch die Vorbehandlung mit IL-6 konnte sich eine
theoretische Perspektive er6ffnen Muc3 als spezifischen Marker fiir epitheliale Gewebe ver-
wenden zu konnen. Jedoch bleiben noch weitere ,,falsch-positive” Resultate flir eine Muc3
Transkription in dieser Untersuchung iibrig, die hier von IL-6 unbeeinflusst geblieben sind.
Dariiber hinaus zeigte sich in 6 weiteren Fallen nach der Induktion von Zellen unterschiedlicher
Provenienz mit verschiedenen Zytokinen, dass ein Muc3 Transkript keinen stabilen Marker dar-
stellt und es kann aufgrund dieser Resultate nicht ausgeschlossen werden, dass eine Muc3
Transkription nicht auf biologische Interferenzen in vivo zuriickzufiihren ist. Damit kann auch
nach diesem Untersuchungsabschnitt fiir eine Muc3 Transkription nur wiederholt werden, dass
sich die Muc3 mRNS nicht als Marker zum Nachweis einer Tumorzelldisseminierung von epi-
thelialen Malignomen eignet und zwar wegen des Auftretens von illegitimer Transkription in
nicht-epithelialen Geweben und wegen einer Instabilitit der Transkription von Muc3 gegeniiber
biologischer Interferenzen. Auch fiir diesen Teil der Evaluation einer Muc3 Transkription muss
betont werden, dass die Resultate mit der nicht eindeutig fiir Muc3 mRNS spezifischen Muc3 rt-

PCR gewonnen worden sind.
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VI. Zusammenfassung der Arbeit

Im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchung wurde die Transkription der humanen Muzin-
gene, Mucl, Muc2 und Muc3, in verschiedenen Zelllinien, Knochenmarkaspiraten, peripheren
Blutproben und Leukaphereseprodukten im molekulargenetischen Verfahren der rt-PCR evalu-
iert.

Zur Untersuchung der Mucl Transkription wurde eine nested Mucl rt-PCR mit computergene-
rierten, introniibergreifenden Primern etabliert. Die Amplifikation von genomischer DNS konn-
te ausgeschlossen werden und die Identitdt der Amplifikationsprodukte mit der Mucl mRNS
durch eine Sequenzanalyse bestétigt werden. Die Evaluation von Zellen unterschiedlicher Pro-
venienz ergab eine ubiquitdre Transkription von Mucl und damit keine Spezifitit dieses
Transkriptes fiir epitheliale Gewebe. Zusitzlich wurden Zelllinien und klinische Proben jeweils
mit den Zytokinen IL-3, IL-6, SCF, IL-1B, INF-y, Flt-3, Tpo, G-CSF und GM-CSF inkubiert, so
dass eine Interferenz der Mucl Transkription mit diesen Zytokinen ausgeschlossen werden
konnte. Es konnte gezeigt werden, dass sich der Nachweis einer Mucl Transkription nicht zur
Detektion disseminierter epithelialer Tumorzellen in hdmatopoetischen Materialien eignet und
zwar wegen fehlender Spezifitit dieses Markers fiir epitheliale Gewebe.

Die Transkription von Muc2 wurde in einer rt-PCR mit zwei verschiedenen Primerpaaren eben-
falls nach computergeneriertem, introniibergreifendem Primerdesign evaluiert und zeigte eine
Spezifitét fiir epitheliale Gewebe. Eine Muc2 Transkription konnte weder in himatopoetischen
Zelllinien noch in klinischen Proben nachgewiesen werden. Auch die Inkubation mit den oben
genannten Zytokinen brachte keine Verdnderung des Transkriptionsmusters von Muc2, so dass
auch hier eine Induktion oder verminderte Transkription der Muc2 mRNS durch diese Zytokine
ausgeschlossen werden konnte. Eine Sequenzanalyse bestitigte die Identitdt der Amplifikati-
onsprodukte mit der Muc2 mRNS. Zusammengenommen konnte damit demonstriert werden,
dass sich der Nachweis einer Muc2 Transkription zur Detektion disseminierter epithelialer Tu-
morzellen in himatopoetischen Materialien eignet.

Der Nachweis einer Muc3 Transkription ist ebenfalls mit zwei verschiedenen Primerpaaren
nach computergeneriertem, introniibergreifendem Primerdesign angestrebt worden. Allerdings
zeigten die PCR-Produkte dieser Muc3 rt-PCR konstant und mit beiden verwendeten Primer-
paaren eine hohere Basenpaarldnge als errechnet worden war und in einer Sequenzanalyse der
Amplifikationsprodukte konnte eine Homologie mit der Muc3 mRNS nur fiir die Hélfte des
Amplifikates bestdtigt werden. Es kann vermutet werden, dass es sich hier um eine alternative
Splicevariante der Muc3 mRNS handelt. Unter dieser Annahme zeigte sich die Muc3
Transkription konstant in der Zelllinie eines Adenokarzinoms des Kolons und in der Zelllinie

einer CML in terminaler Blastenkrise. Des Weiteren konnte eine Muc3 mRNS in 5 von 47 ver-
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schiedenen klinischen Proben nachgewiesen werden, darunter auch in der Probe eines gesunden
Spenders. Die Inkubation mit den oben genannten Zytokinen zeigte eine Instabilitdt der Muc3
Transkription, so dass eine Zytokin-vermittelte Induktion oder verminderte Transkription nicht
ausgeschlossen werden konnte. Damit muss der Nachweis einer Muc3 Transkription als nicht
geeignet zur Detektion disseminierter epithelialer Tumorzellen in hdmatopoetischen Materialien
angesehen werden. Grundsitzlich ist jedoch zu betonen, dass fiir diesen Teilbereich der hier
vorgestellten Untersuchung die Ergebnisse nur unter dem Vorbehalt Beriicksichtigung finden
diirfen, dass die hier etablierte Muc3 rt-PCR keine eindeutige Spezifitit fiir den Nachweis einer

Muc3 mRNS gezeigt hat.
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