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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie kolorektaler Tumoren

Das kolorektale Karzinom ist mit mehr als 70000 Neuerkrankungsfallen pro Jahr noch vor
dem Brustkrebs (ca. 46000) und dem Lungenkrebs (ca. 37000) die hdufigste neoplastische
Erkrankung in Deutschland (Robert-Koch-Institut 2010). Es tritt meistens sporadisch auf, nur
in 5-10% der Falle gibt es eine hereditare Ursache. Hierbei handelt es sich meistens um die
familidre adenomatdse Polyposis (FAP) oder das hereditare nichtpolypdse kolorektale
Karzinom (HNPCC). Darlber hinaus gibt es seltene hereditare Erkrankungen, wie das Peutz-
Jeghers oder das Juvenile Polyposis-Syndrom (US-Preventive-Services-Task-Force 2008).
Das Hauptmanifestationsalter liegt zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr, ab einem Alter von
50 Jahren steigt die Inzidenz dramatisch an. 5% der Bevélkerung in Deutschland erkranken
im Laufe ihres Lebens an einem kolorektalen Karzinom. Hauptrisikofaktoren sind neben dem
Alter mannliches Geschlecht, ubermaRige Kalorien- und Alkoholzufuhr, der Verzehr von

rotem Fleisch sowie verminderte kdrperliche Aktivitat (Huxley et al. 2009).

1.2 Klassifikation und Staging

1.2.1 TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Das Staging des kolorektalen Karzinoms erfolgt anhand der von der ,,Union internationale
contre le cancer® (UICC) herausgegebenen TNM-KIassifikation fir solide Tumoren. T
bezeichnet die Tiefeninvasion des Primértumors, N gibt Informationen (iber das Vorliegen
von Lymphknotenmetastasen, M (ber eventuell vorhandene Fernmetastasen. In Tabelle 1 sind

die Kriterien der TNM-Klassifikation zusammengefasst.
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TO | Keine Infiltration NO Keine MO Keine
Lympknotenmetastasen Fernmetastasen
T1 Tumor infiltriert N1 <3 perikolische/perirektale M1 | Fernmetastasierung
Submukosa Lympknotenmetastasen
Tumor infiltriert >3 perikolische/perirektale
T2 : : N2
Muscularis propria Lympknotenmetastasen

T3

Tumor infiltriert durch
die Muscularis propria in
die Subserosa oder in
nicht peritonealisiertes
perikolisches oder
perirektales Gewebe

T4

Tumor infiltriert
Organe/Strukturen
und/oder perforiert das
viszerale Peritoneum

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (mod. nach Wittekind 2010, S. 67-70)

1.2.2

Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms

Die Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms erfolgt nach den Kriterien der UICC von |

bis IV und ermdglicht eine Prognoseeinschatzung und eine Therapieempfehlung.

Stadium la T1 NO MO
Stadium Ib T2 NO MO
Stadium 11 T3, T4 NO MO
Stadium 111 Alle T N1, N2 MO
Stadium IV Alle T Alle N M1

Tabelle 2: Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms nach der UICC (mod. nach Wittekind 2010, S.

67-70)
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1.3 Lokalisation des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom entsteht zu uber 60% jenseits der linken Kolonflexur, 25% liegen
weiter oral. Ein Grofteil der linksseitig gelegenen Tumore entfallt auf das Sigma und das
Rektum (Eberl 2004).

Colon transversum 4%

hf"“-h

Flexura hepatica 2% —___ g™ *—~._\_ﬂ ﬂ,_f _T' Flexura lienalis 2%

//) ""‘H'\_H S f)"’ﬂ ‘L
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'I_’\‘\_J—“

..\_' f=—————— Rektum 29%

Abbildung 1: Verteilung und Lokalisation des kolorektalen Karzinoms (Schmoll et al. 2007)

1.4 Therapie des kolorektalen Karzinoms

Die Therapie des kolorektalen Karzinoms hat sich in den letzten Jahren zu einer
multimodalen, interdisziplinaren Behandlung entwickelt. Daher werden die aktuellen

Therapiemdglichkeiten und Strategien hier nur kurz (und stark vereinfacht) dargestellt.

1.4.1 Adenome

Da die Mehrheit der kolorektalen Karzinome aus adenomattsen Polypen entsteht, besteht die
Empfehlung, diese praventiv im Rahmen einer Koloskopie abzutragen. Eine solche
Koloskopie wird ab dem 55. Lebensjahr empfohlen und auch von den Krankenkassen erstattet
(Jass 2007). Das Risiko einer Entartung dieser Adenome hangt von ihrer Grof3e, Histologie
und dem Grad der intraepithelialen Metaplasie ab. Dementsprechend sind auch die
Empfehlungen fur Kontrollkoloskopien: bei kleinen wenigen Adenomen reicht eine
Koloskopie nach 6 Jahren, bei grolReren nach 3 Jahren. Bei schwer abzutragenden serratierten

Polypen sollte eine Kontrollkoloskopie bereits nach wenigen Monaten erfolgen (Jass 2007).
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Stellt sich bei der anschlielenden pathologischen Aufarbeitung heraus, dass es sich bei einem
Adenom bereits um einen T1-Tumor handelt, entscheidet sich das weitere therapeutische
Vorgehen anhand des Gradings. Handelt es sich um einen gut differenzierten Tumor (G1 oder
G2) und liegt keine LymphgefidBinvasion vor (,,low-risk*-Situation), kann bei gesicherter RO-
Resektion auf eine Nachresektion des Tumors verzichtet werden. In einer ,high-risk“-
Situation (G3 oder G4, Lymphgefaliinvasion) sollte eine Nachresektion nach onkologischen

Kriterien erfolgen (Schmiegel et al. 2008).

1.4.2  Kolonkarzinom

Das Kolonkarzinom wird in der Regel priméar operiert, dabei sollte nach Mdglichkeit eine RO-
Resektion erfolgen. Entscheidend flr die weitere Therapie ist die postoperative, pathologische
Aufarbeitung und Stadieneinteilung des Préaparates. Idealerweise werden dabei mindestens 12
Lymphknoten untersucht (Schmiegel et al. 2008). Im UICC-Stadium | kann auf eine
adjuvante Therapie verzichtet werden, im UICC-Stadium Il hingegen ist eine adjuvante
Therapie bei erhohter Rezidivgefahr, T4-Stadium, intraoperativer Tumorperforation,
Notfalloperation und weniger als 12 histopathatologisch aufgearbeiteten Lymphknoten, mit
einem Fluoropyrimidin angebracht. Bei &lteren Patienten ist eine Chemotherapie eher
zurlickhaltend anzuwenden. Im Stadium I1l sollte eine Therapie mit 5-FU und Oxaliplatin

erfolgen (Schmiegel et al. 2008).

143 Rektumkarzinom

Aufgrund der lokalen anatomischen Bedingungen kommt es beim Rektumkarzinom haufiger
als beim Kolonkarzinom zu Lokalrezidiven. Lediglich im UICC-Stadium | erfolgt die primare
Operation mit totaler mesorektaler Exzision. Im lokal fortgeschrittenen Stadium (UICC 1l und
I11) wird eine neoadjuvante Vorbehandlung durchgefuhrt. Diese kann aus einer alleinigen
Bestrahlung oder aus einer kombinierten (Radio-)Chemotherapie mit 5-FU und
gegebenenfalls Oxaliplatin oder Irinotecan bestehen. Ziel der neoadjuvanten Therapie ist es,
das Tumorvolumen zu verkleinern, so dass bei lokal fortgeschrittenen Tumoren eine bessere
Resektabilitat (RO-Resektion) erreicht wird, oder bei sehr tief sitzenden Tumoren eine
sphinktererhaltende Operation durchgefihrt werden kann. Postoperativ wird eine adjuvante
Chemotherapie mit 5-FU verabreicht, damit sollen disseminierte Tumorzellen vernichtet
werden (Schmiegel et al. 2008).
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1.4.4  Therapie bei Fernmetastasen

Ab UICC IV erfolgt eine stark differenzierte Therapie unter Bertcksichtigung des
Gesamtkrankheitsbildes des Patienten. Hier soll daher nur kurz eine stark vereinfachte und
gekurzte Version dargestellt werden. Ist eine RO-Resektion der gesamten Tumormasse bei
einer singuldren Leber- oder Lungenmetastase moglich und gibt es keine weitere
Metastasierung oder Begleiterkrankungen, kann eine primére Resektion des metastasierten
Tumoranteiles erfolgen. Ist dies nicht der Fall, besteht die Mdglichkeit einer neoadjuvanten
Radiochemotherapie, um die Ergebnisse einer kurativen chirurgischen Intervention zu
verbessern und eine RO-Resektion zu ermdglichen. Nach der Operation wird eine adjuvante
Therapie empfohlen. Neben diesen kurativen Strategien gibt es bei nicht resektablen
Tumoren/Metastasen oder bei weiteren schweren Begleiterkrankungen palliative Konzepte.
Beispielsweise kann eine systemische Chemotherapie mit einem Fluoropyrimidin und
Oxaliplatin oder Irinotecan erfolgen. Zusétzlich kénnen Inhibitoren gegen den ,,Vascular
Endothelial Growth Factor* (VEGF) oder den ,,Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

angewand werden (Schmiegel et al. 2008).

1.5  Genetische Grundlagen der kolorektalen Karzinogenese

Krebs ist eine komplexe polygenetische, multifaktorielle Erkrankung und beruht auf einer
genetisch determinierten Fehlsteuerung somatischer Zellen. Letztendlich werden die
physiologischen Regelkreise gestért und es kommt zu folgenden Veranderungen der
Zellphysiologie einer somatischen Zelle: Autonomie gegeniber externen Wachstumsfaktoren,
Unempfindlichkeit gegenliber Wachstumsinhibitoren, Apoptoseresistenz, unlimitiertes
Teilungspotential, Aufrechterhaltung der Angioneogenese und infiltratives Wachstum mit
Metastasenbildung (Hanahan und Weinberg 2000; Hanahan und Weinberg 2011).

Kolorektale Karzinome entwickeln sich im Verlauf von Jahren aus Adenomen. Die Adenom-
Karzinom-Sequenz wurde erstmalig 1978 anhand morphologischer Verénderungen
beschrieben (Day und Morson 1978). Hierauf basierend wurde ein genetisches
Progressionsmodell entwickelt, welches die morphologischen Veranderungen mit genetischen
Ursachen assoziiert (Vogelstein et al. 1988; Fearon und Vogelstein 1990; Fearon 2011).

Wesentlich fir die Progression vom Adenom zum Karzinom sind hiernach vier
Schlisselgene: APC, KRAS, SMAD4 und p53. Unterschieden wird in frihe und spéate
Veranderungen, allerdings ist die Reihenfolge der Verdnderungen nicht starr, vielmehr kommt

5



1 Einleitung

es im Verlauf der Tumorprogression zu einer Akkumulation von Mutationen. Dieses

Progressionsmodell wird im Folgenden erldutert und ist in Abbildung 2 dargestellt.

Deletion oder
Mutation Deletion oder

des APC-Genes keras Mutati Mutation
-ras Mutation des p-53-Gens

l Adenom mit l Adenom mit l

normales . invasives
) -> geringer -> schwerer -> )
Darmepithel . . Karzinom
Dysplasie Dysplasie
(e Deletion oder “, : e
2 mm Mutation des N7
SMAD4-Gens /X

MU‘SCULA—RIS .MU(OSA‘ /
Abbildung 2: Genetisches Progressionsmodell der kolorektalen Karzinogenese (mod. nach Hanski und
Itzkowitz 2000, S. 2)

1.5.1 Genetisches Progressionsmodell des kolorektalen Karzinoms

1.5.1.1 Mutation und Deletion des APC-Gens

Das adenomatosus polyposis coli Gen (APC) liegt auf Chromosom 521 und wird in normaler
Kolonmukosa konstitutiv. zu einem Genprodukt von 310 kDa GroRe exprimiert.
Untersuchungen zeigten, dass das APC-Gen bei DNA-Schéden durch p53 transkriptionell
hochreguliert wird und damit induzierbar ist (Jaiswal und Narayan 2001).
Physiologischerweise ist APC an der Zell-zu-Zell-Adhéasion, der Zellmigration, der
chromosomalen Segregation sowie der Apoptoseinduktion in den Darmkrypten beteiligt
(Stryker et al. 1987).

,,Loss-of-function“-Mutationen im APC-Gen sind verantwortlich fir die Entstehung der
familidren adenomatdsen Polyposis (FAP). Bei dieser Erkrankung kommt es zu multiplen
(mehreren hundert) Adenomen im Kolon und Rektum des Patienten. Obwohl sich nur wenige
Adenome zu einem Karzinom weiterentwickeln, ist die Lebenszeitinzidenz bei diesen
Patienten 100% (Galiatsatos und Foulkes 2006), daher empfiehlt sich bei diesen Patienten, je
nach Mutationstyp und Auspragung des Befalles, eine prophylaktische (Prokto-)Kolektomie
(Galiatsatos und Foulkes 2006).
Neben ihrer Rolle in der FAP ist eine inaktivierende Mutation oder eine Deletion von APC
auch in sporadischen Karzinomen wichtig. 70-80% der sporadischen Adenome und
Karzinome zeigen eine inaktivierende Mutation (Fearon 2011). Diese Mutationen treten
6
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bereits in den kleinsten Adenomen auf (Stryker et al. 1987) und geh6ren damit zu den friihen
Mutationen in dem genetischen Progressionsmodell von Vogelstein et al. (Hanahan und
Weinberg 2000; Hanahan und Weinberg 2011).

APC ist ein Regulator von R-Catenin im kanonischen Wnt-Pathway. In der Abwesenheit von
Whnt-Liganten bindet APC an Axin, dies fiihrt zu einer Phosphorylierung von R-Catenin und
damit zu seiner proteasomischen Degradation (Polakis 2007). Ein Verlust oder eine
inaktivierende Mutation von APC flihrt daher zu einer Steigerung der 3-Catenin-Menge im
Zytoplasma. 3-Catenin bindet an TCF4 / LEF und transloziert in den Zellkern. Dort aktiviert
dieser Komplex die Transkription diverser Gene, darunter Onkogene wie cMYC und Cyclin
D1 sowie Wachstumsfaktoren wie FGF20 und FGF9 (Polakis 2007).

Auch die Aktin-Zytoskelett-Integritat sowie die Zell-Zell-Adhasion und Zellmigration werden
von APC beeinflusst. Uber eine Interaktion mit B-Catenin, und dadurch mit Mitgliedern der
Cadherin-Proteine, kommt es zu einer Verminderung der E-Cadherin vermittelten Zell-Zell-
Adhasion, und damit zu einer Proliferation der Zellen (Hajra und Fearon 2002).

Eine Mutation oder ein Verlust von APC fihrt zur Bildung von Polypen, da Zellen der
Kolonschleimhaut, welche normalerweise aus den unteren 2 Dritteln der Krypten Richtung
Lumen wandern und dort abgeschilfert werden, zum Grund der Krypte migrieren und sich
dort ansammeln (Moss et al. 1996).

15.1.2 Mutation des KRAS-Gens

Die RAS-Familie besteht aus drei Genen: KRAS, HRAS und NRAS. Diese kodieren flr
plasmamembranstandige, monomerische Guanin-Nukleotid-bindende Proteine (G-Proteine,
p21) mit intrinsischer  GTPase-Aktivitat (Malumbres und Barbacid 2003).
Physiologischerweise leiten RAS-Proteine Signale weiter, nachdem ein Ligand an einen
Rezeptor gebunden hat. Im Ruhezustand haben sie GDP gebunden und sind inaktiv. Hat nun
ein Ligand gebunden, wird zusammen mit Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren das GDP
durch DTP ersetzt und die Signaltransduktion aktiviert. RAS-Proteine liegen in verschiedenen
Signalkaskaden unterhalb von diversen Rezeptor-Thyrosin-Kinasen, wie zum Beispiel dem
., epidermal-growth-factor-receptor“ (EGFR) und leiten damit Signale weiter, welche die
Zellproliferation, Motilitdt, Morphogenese und Apoptose regulieren (Seiden-Long et al.
2006).

Durch verschiedene Punktmutationen kommt es zu einer verminderten GTPase-Aktivitat der

RAS-Proteine, die zu einer verstarkten Bindung von GTP flhrt. Dadurch kommt es zu einer
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Verstarkung der Signaltransduktion, wodurch das onkogene Potential der RAS-Gene erklart
werden kann (Campbell et al. 1998). 48% der Patienten mit einem Rektumkarzinom haben
eine Mutation im KRAS Gen, meistens ist im Exonl das Codon 12 (64%) oder seltener das
Codon 13 (22%) betroffen (Gaedcke et al. 2010). Weitere seltene Mutationen finden sich in
den Codons 61 und 146 (Gaedcke et al. 2010). Ahnliche Beobachtungen gibt es beim
Kolonkarzinom, 43% der Tumoren zeigen eine KRAS-Mutation (Lievre et al. 2006). Die
Aktivierung von RAS fihrt im weiteren Verlauf der Signalkette zur Transkription diverser

pro-onkotischer Gene und der Aktivierung des PI3K und MAP-Kinase-Signalweges.

1.5.1.3 Mutation und Deletion der DCC- und SMAD-Gene

Das DCC-Gen (,,deleted in colon carcinoma®) liegt auf Chromosom 18q21.3 und ist 1,2 Mio.
Basenpaare groR. Durch alternatives Spleillen entstehen mehrere Proteine mit GroRen
zwischen 175 und 190 kDa.

Die genomische Region, in der DCC liegt, ist in etwa 70% der kolorektalen Karzinome
verloren, dies geht mit einer niedrigen oder fehlenden DCC-Expression einher (Fearon et al.
1990; Mehlen und Mazelin 2003). Daher wurde vermutet, dass es sich bei DCC um ein
Tumorsuppressorgen handelt. DCC kodiert fir einen Netrin-1-Rezeptor, der zur Gruppe der
,dependence“-Rezeptoren gehort. ,,Dependence-Rezeptoren 16sen, wenn kein Ligand an sie
gebunden ist, Apoptose in der Zelle aus. Am Grund der Darmkrypte ist die Expression von
Netrin-1 hoch, der DCC-Rezeptor l6st keinen Zelltod aus. Wandert die Zelle weiter in
Richtung Darmlumen, nimmt die Konzentration von Netrin-1 ab, die Zelle teilt sich nicht
mehr, differenziert und schlieBlich 16st der ,,dependence®“-Rezeptor aufgrund des Fehlens von
Netrin-1 Apoptose aus (Mazelin et al. 2004). Neben dem Verlust von DCC kann es auch in
seltenen Fallen zu einer inaktivierenden Mutation des Genes kommen.

In der Region 18g21.1 und damit in unmittelbarer N&dhe des DCC-Genes liegen zudem die
Tumorsuppressorgene SMAD2 und SMAD4, die daher ebenfalls als Zielgene der Aberration
gesehen werden. Beide Gene codieren fur Proteine, die unterhalb des TGF-i-
Rezeptorkomplexes in der Signalkaskade liegen. Nachdem ein Ligand an den TGF-R-
Rezeptor gebunden hat, werden SMAD2 und 3 phosphoryliert, wandern zum Nukleus und
regulieren dort Gentranskription. Eine Mutation in SMAD-Genen oder in anderen Teilen des
TGF-Signalweges fuhrt zu dessen Inaktivierung und verhindert Apoptose (Fearon 2011).
Beim juvenilen Polyposis-Syndrom (JPS) findet sich ebenfalls eine Mutation von SMADA4, die
eine Inaktivierung des TGF-[3-Signalweges zur Folge hat (Chow und Macrae 2005).
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1.5.1.4 Mutation und Deletion des p53-Gens

Das menschliche p53-Gen ist auf Chromosom 17p13 lokalisiert und kodiert fir ein 43,7 kDa
grol3es Protein. Physiologischerweise ist p53 instabil und wird abgebaut, aber kontinuierlich
nachgebildet. Erst bei Zellstress, wie zum Beispiel DNA-Schaden, Hypoxie oder Aktivierung
eines Onkogens, wird p53 posttranslational stabilisiert und akkumuliert in der Zelle. Diese
Akkumulation hat viele Effekte: p53 funktioniert als Transkriptionsfaktor, DNA-
Reparaturmechanismen werden angeschaltet und durch die verstirkte Expression von p21
kommt es zu einem Zellzyklusarrest in G1. Dadurch hat die Zelle Zeit, Reparaturen
vorzunehmen. Kommt es allerdings zu einer weiteren Anhaufung von p53, wird ber BAX
die Apoptose eingeleitet (Vousden und Prives 2009). Daruber hinaus hat p53 weitere
tumorsupprimierende Eigenschaften, es wirkt antiangionetisch (Teodoro et al. 2007) und kann
in Zellen Seneszenz auslosen (Deng et al. 2008; Halazonetis et al. 2008).

Ungeféhr 70% der sporadischen kolorektalen Karzinome zeigt einen Verlust von 17p, bei
vielen Tumoren weist das verbleibende Allel eine somatische Mutation auf (Guimaraes und
Hainaut 2002). Da die meisten Adenome noch keinen Verlust von 17q oder eine Mutation
von p53 haben, scheint diese Inaktivierung eng mit dem Fortschreiten der Adenom-

Karzinomsequenz zusammenzuhéngen (Baker et al. 1990).

1.5.2 Ploidiestatus und genomische Instabilitat

Kolorektale Karzinome zeigen eine grof3e Variabilitdt in der Zusammensetzung ihrer DNA.
Fur die Pathogenese des kolorektalen Karzinoms sind drei Wege der genomischen Instabilitat
beschrieben: chromosomale Instabilitdt (CIN), Mikrosatelliteninstabilitdt (MIN) und ,,CpG
Island Methylator Phenotype* (CIMP). Bei der CIN kommt es zu einer Anderung der
Chromosomenanzahl (Aneuplodie), zu subchromosomalen Amplifikationen oder Deletionen
und zu einer hohen Rate von Verlusten der Heterozygotie (LOH). Ein Defekt im ,,DNA
mismatch repair System* (MMR) fuhrt zur Mikrosatelliteninstabilitat. Diese Tumoren sind
zwar noch diploid, zeigen aber Veradnderungen im Bereich der Mikrosatelliten. Durch die
verstarkte Methylierung der CpG-Inseln kommt es zur Unterdriickung der Expression von
Tumorsuppressorgenen. Allerdings zeigen diese Wege in vielen Tumoren Uberschneidungen,
so weisen z.B. 25% der MIN-Tumoren chromosomale Aberrationen auf (Sinicrope et al.

2006). Diese Signalwege werden im Folgenden ausfihrlicher beschrieben.
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1.5.2.1 Chromosomale Instabilitat (CIN)

Bei circa 65-70% der Tumore kommt es sehr friih in der Karzinogenese zu einer durch
chromosomale Instabilitat verursachten Aneuploidie. Ganze Chromosomen oder Teile davon
gehen verloren oder werden hinzugewonnen. Die Verluste eines maternalen oder paternalen
Allels werden durch die Verdoppelung des verbleibenden Allels in der Tumorzelle

kompensiert, dies wird als Verlust der Heterozygotie bezeichnet (Pino und Chung 2011).

Ursache der CIN sind Fehler bei der Segregation und Replikation der Chromosomen wahrend
der Mitose. In der Prometaphase binden die Chromosomen an die Mitosespindel. Nicht oder
falsch gebundene Chromosomen ldsen Uber eine Signalkaskade einen Arrest in der
Prometaphase aus. Die Genprodukte von MAD1, MAD2, BUBR1, BUB3 und CENP-E
inhibieren den CDC20/APC-Komplex. Haben in der Metaphase alle Chromosomen
gebunden, wird das Signal des Mitosecheckpoint-Komplexes abgeschaltet, der
anaphaseinduzierende Komplex aus CDC20 und APC aktiviert die Separasen, welche die
Chromatiden teilen (Pino et al. 2011).

Mutationen in BUBRL1 flihren zu einem Fortschreiten der Mitose, selbst wenn noch nicht alle
Chromosomen verteilt sind (Cahill et al. 1998). Auch Veranderungen in Kinetochor-Proteinen
werden beim kolorektalen Karzinom beobachtet und fiihren zu Fehlsegregationen (Wang et
al. 2004).

Durch Defekte in den Zentrosomen kann es auf Grund von Spindelbildungsfehlern zu einer
ungleichmaRigen Verteilung der Chromosomen kommen. Aneuploide Zelllinien zeigen
sowohl funktionelle Defizite als auch Amplifikationen der Zentrosome. Durch die
zusétzlichen  Zentrosome kommt es zu einer erhohten Fehlerrate bei der
Chromosomensegregation, es entstehen multiple Spindelapparate, die in einer
hochungewdhnlichen Teilung zu mehreren aneuploiden Zellen fuhren (Ghadimi et al. 2000;
Ganem et al. 2009). Gene, die zu der Gruppe der mitotischen Kinasen gehoren (Aur-A, -B, -C,
Plk1-4 und NIMAL-11), sind ebenfalls an der Regulation des Zentrosomenzyklus, der
Mikrotubuli-Kinetochorbindung, dem Spindelaufbau und der Chromosomenkondensation

beteiligt und kdnnen daher zur chromosomalen Instabilitat beitragen (Pino et al. 2011).

1.5.2.2 Mikrosatelliten-Instabilitat (MIN)

Weniger als 25% der Tumoren zeigen einen diploiden Chromosomensatz mit Verdnderungen
in Kkurzen, repetitiven Nukleotidsequenzen, den Mikrosatelliten. Wie bei dem seltenen,

hereditaren, nicht polypdsen Kolonkarzinom (Lynch-Syndrom) liegen diesen Tumoren
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Defekte in den Genen des DNA-Mismatch-Reparatur-Systems zugrunde (MMR) (lacopetta et
al. 2010). Meistens sind die Gene MSH2 (31%) und MLH1 (33%) betroffen. Selten gibt es
Veranderungen von PMS1 (2%), PMS2 (4%), MSH6 und MLH3. Durch den Ausfall dieser
MMR-Gene werden Basenfehlpaarungen bei der Verdoppelung der DNA nicht mehr
korrigiert. Dies hat zur Folge, dass es zu Deletionen und Insertionen von Nukleotiden im
Bereich der Mikrosatelliten kommt. Diese Verdnderungen koénnen zu einer
Leserasterverschiebung und damit zu einem Funktionsverlust von Genen flihren. Zu den
Genen, die von Alterationen in den Mikrosatelliten betroffen sind, gehdoren DNA-
Reparations-Gene wie MSH3 (mutiert in 38% der Félle), MSH6, RAD50 und BLM. Ebenfalls
sind apoptoseassoziierte Gene betroffen (APAF1, BAX (45%), BCL10, Caspase-5 (48%)),
Signaltransduktionsgene (TGFRRIII (81%), ACTRII, IGFIIR, WISP-3), Zellzyklusgene
(PTEN, RIZ) und der Transkriptionsfaktor TCF4 (lacopetta et al. 2010). MIN-Tumoren sind
meistens im proximalen Kolon lokalisiert und werden mithilfe des Bethesda-Panels,
bestehend aus 5 Mikrosatellitenmarkern, diagnostiziert und in weitere Subgruppen unterteilt.
Bei einem Nachweis von 2 der 5 oder mehr verdnderten Markern wird der Tumor als MSI-H
(high) klassifiziert, bei nur einem als MSI-L (low) (Boland et al. 1998). Diese Unterscheidung
ist wichtig, da Patienten mit einem Kolontumor und MSI-L oder MSS von einer 5-FU-
basierten adjuvanten Chemotherapie profitieren, jene mit einer hohen Rate an
Mikrosatellitenfehlern hingegen nicht (Ribic et al. 2003).

1.5.2.3 CpG-Insel-Mutator-Phanotyp

Die transkriptionale Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch die Methylierung ihrer
Promotorregionen (CpG-Inseln) ist ein relativ neu beschriebener Signalweg, der fur die
Entstehung des kolorektalen Karzinomes in einer Subgruppe der Tumoren verantwortlich
gemacht wird (Laird 2005; Issa 2004). CDKN2A, MGMT, MLH1 und weitere Gene der
Zellzykluskontrolle, des DNA-Reparatursystemes sowie andere Tumorsuppressorgene
werden durch vermehrte Methylierung (Hypermethylierung) von CpG-Inseln inaktiviert (Issa
2004). Die CpG-Insel-Hypermethylierung findet sich bereits in Adenomen und wird deshalb
zu den frihen Veranderungen in der Progression der kolorektalen Karzinogenese gezahlt
(Park et al. 2003).

1.5.3 Chromosomales Progressionsmodell
Die genomische Instabilitdt auf chromosomaler Ebene ist durch das Auftreten von

numerischen und strukturellen Aberrationen gepréagt. Neben Inversionen und Translokationen
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gibt es Veranderungen, die mit dem Verlust von chromosomalem Material
(Deletionen/Verluste) oder Sequenzzugewinnen (Amplifikationen/Zugewinne) einhergehen.
1996 wurde von Ried et al. mittels vergleichender genomischer Hybridisierung (CGH)
erstmals gezeigt, dass bei der Progression von normaler Darmschleimhaut zu einem invasiven
Karzinom spezifische genomische Verluste und Zugewinne auftreten.

Ried und seine Forschergruppe untersuchten sowohl normale Darmschleimhaut als auch
Tumoren aus verschiedenen Stadien der Karzinogenese auf chromosomale Aberrationen. Alle
14 untersuchten Proben aus normalem Darmgewebe waren diploid und zeigten keinerlei
genomische Aberrationen. Von den 14 untersuchten ,,low-grade “-Adenomen zeigte lediglich
eine Probe einen Zugewinn von Chromosom 7, die restlichen wiesen keine Veranderungen
auf. Bei den 12 untersuchten ,, high-grade “-Adenomen war bereits bei 30% der Proben ein
Zugewinn von Chromosom 7 und Chromosom 20 nachweisbar. Die Transition vom Adenom
zum Kolonkarzinom war durch das Auftreten multipler chromosomaler Veranderungen
gekennzeichnet. Die Chromosomen 1, 13 und 20 sowie die Chromosomenarme 7p und 8q
zeigten Zugewinne, wahrend Chromosom 4 und die Chromosomenarme 8p und 18q Verluste
aufwiesen (Ried et al. 1996).

Verschiedene Untersuchungen konnten die Funde von Ried et al. bestatigen (Meijer et al.
1998; Hawkins et al. 2000; Hermsen et al. 2002; Tsafrir et al. 2006; Lips et al. 2007; Lips et
al. 2008). Diese Zugewinne und Verluste scheinen also nicht zuféllig zu sein, die kolorektale
Karzinogenese folgt dementsprechend also nicht nur einem Muster von genetischen
Veranderungen, sondern auch einem von chromosomalen Aberrationen. Daher wurde ein
chromosomales Progressionsmodell analog zum genetischen Progressionsmodell von Fearon

und Vogelstein et al. vorgeschlagen (Grade et al. 2006). Dieses ist in Abbildung 3 dargestellt.

Keine spezifischen Gewinn von Chr. Gewinn von Chr.
Verinderungen 7,20 1q, 8q.13
—— Adenom mit l Adenom mit l invasives
. -> geringer -> schwerer -> .
Darmepithel - : Karzinom
Dysplasie Dysplasie
5 mm

Verlust von Chr.
LUMEN PR A0 4. 8p. 18q 5 cm .

MUSCULARIS MUCOSA

Abbildung 3: Chromosomales Progressionsmodell der kolorektalen Karzinogenese (mod. nach Grade et
al. 2006)
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1.6 Fragestellung

Eine der haufigsten chromosomalen Aberrationen beim kolorektalen Karzinom ist der
Zugewinn von Chromosom 13qg (Hughes et al. 2006; Leslie et al. 2003). Doch auch wenn
bereits gezeigt wurde, dass eine erhéhte Kopie-Anzahl mit einer erhdhten Expression der in
diesen Bereichen liegenden Gene einhergeht (Leslie et al. 2006), sind die Zielgene dieser
Aberration vollig unklar.

Ziel dieser Studie war daher:

e Regionen mit rekurrenten genomischen Zugewinnen auf 13q einzugrenzen.

e Gene zu identifizieren, die in diesen Regionen liegen und im Tumor gegeniber

Normalgewebe hochreguliert sind.

e Die funktionelle Relevanz dieser Gene in einem ,,L0ss-of-Funktion-Screen* zu

uberprifen.
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2 Material und Methoden

2.1 In-Silico-Analyse: ArrayCGH-Auswertung

Zur ldentifikation von Regionen mit regelmaRigen Zugewinnen auf Chromosom 13 wurden
zunachst ArrayCGH-Daten (Agilent 185K) von 31 primaren Karzinomen (UICC-I1/111) und
15 kolorektalen Zelllinien erneut ausgewertet. Der experimentelle Teil der ArrayCGH-
Analysen wurde von Dr. Jordi Camps, aus dem Labor von Dr. Thomas Ried am NCI,
durchgefuhrt und ist daher nicht Teil der vorliegenden Dissertation. Die Experimente sollen
jedoch zum Verstandnis der folgenden Analysen hier kurz beschrieben werden. Die
Tumorproben sowie entsprechendes Normalgewebe wurden in der Abteilung fur Allgemein-
und Viszeralchirurgie an der Universitdtsmedizin Gottingen entnommen, RNA und DNA
wurden mittels TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, USA) isoliert (siehe unten). 3 pug genomische
DNA wurden mithilfe der Enzyme ALUI und Rsal (Promega, Madison, USA) verdaut und
anschlieBend mittels DNA-Saulen (Qiagen, Valencia, USA) aufgereinigt. Die DNA wurde
mit dem ,,Bioprime-ArrayCGH-Genomic-Labeling-Module* (Invitrogen) umgeschrieben, die
Tumor-DNA dabei mit Cy3-dUTP und die Referenz-DNA mit Cy5-dUTP markiert. Nach
einer erneuten Aufreinigung der DNA iiber ,,Microcon-YM-30“-Saulen (Milipore, Bedford,
USA) wurde die Menge der markierten DNA mittels des Nanodrops (siehe unten) bestimmt.
Jeweils gleiche Mengen Cy3-markierter Proben-DNA und Cy5-markierter Referenz-DNA
wurden auf einen ,, /85k-Human-Genome-Microarray-G4411A* (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) hybridisiert und anschlieBend gewaschen. Mit einem ,,Agilent-DNA-Microarray-
Scanner®, Modell G2565BA wurden die Arrays eingelesen und die Bilder durch die ,, Agilent
Feature Extraction “-Software analysiert. Mithilfe der ,, Agilent CGH-Analytics 3.4 “-Software
wurden die Daten graphisch dargestellt.

Alle ArrayCGH-Profile der Tumoren und Zelllinien wurden im Rahmen dieser Arbeit
nebeneinander gedruckt, Regionen, die in den Tumoren Verluste aufwiesen, wurden flr
weitere Analysen ausgeschlossen. Zusétzlich wurde eine Summationsdarstellung von
Chromosom 13q erstellt (Abbildung 11, im Ergebnisteil), dazu wurden alle ArrayCGH-
Probenwerte (Zugewinne positiv, Verluste negativ) einer Arrayprobe addiert und die so

entstehenden Werte schlielich grafisch dargestellt.
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2.2 In-Silico-Analyse: Mikroarray-Auswertung

Mikroarrays ermdglichen die gleichzeitige Messung von Genexpressionsprofilen vieler
tausend Gene in einem einzigen Experiment. Dazu wird RNA zundchst in cDNA
umgeschrieben, im Anschluss erfolgt eine erneute Umschreibung in Fluoreszenz-markierte
cRNA. Diese wird aufgereinigt und auf Qualitit und Menge uUberprift. Nach einer
Fragmentierung wird die cRNA auf den Mikroarray hybridisiert. Dieser verfligt Uber
genspezifische Bindungsstellen, wobei mehrere gleiche Bindungsstellen zu einem Spot auf
den Array gedruckt sind. Je mehr RNA eines Gens mit Bindungsstellen fur diesen Spot
zugegeben wird, desto mehr Bindungsstellen dieses Spots werden durch Fluoreszenz-tragende
RNA besetzt. Dadurch ist die von einem Spot emittierte Fluoreszenz proportional zu der an
ihn gebundenen cRNA-Menge und damit ebenfalls proportional zur Menge der Ziel-mRNA
in der Probe. Ein Scanner liest den Array aus und speichert fir jeden Spot einen
Fluoreszenzwert. Im Anschluss wird der Array gegen die Gesamtfluoreszenz normalisiert und

kann dann ausgewertet werden.

Die Anfertigung der Genexpressionsmikroarrays wurde ebenfalls von Dr. Jordi Camps, NCI,
vorgenommen und wird daher hier nur kurz beschrieben. RNA wurde sowohl aus den
priméren Tumoren als auch aus 15 kolorektalen Zelllinien isoliert (siehe unten). 800 ng totale
RNA wurden mittels einer MMLV-Reversen-Transkriptase (Agilent) in  cDNA
umgeschrieben und die entstandene cDNA dann durch eine RNA-Polymerase (Agilent) in
CRNA umgeschrieben. In dieser Reaktion wurde ein mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiertes Nukleotid (Cyanine 3-CTP) zugegeben, welches von der RNA-Polymerase in die
CRNA integriert wurde. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz-markierte cCRNA Uber ,, RNeasy
mini“-S&ulen (Qiagen) aufgereinigt, und mithilfe des Nanodrops (siehe unten) die
Gesamtmenge an entstandener cRNA sowie die Konzentration an Cyanin-3-Farbstoff
bestimmt. Durch den Quotienten aus cRNA-Menge und Cyanin-3-Konzentration konnte der
Erfolg der Fluoreszenzmarkierung tberpruft werden. 1,65ug Fluoreszenz-markierte cCRNA
wurden fragmentiert und anschlieBend fur 17h bei 65°C auf einen 4x44K Oligonukleotid-
basierten ,,Whole Human Genome Microarray G4112F“ (Agilent) hybridisiert. Nach
mehreren Waschschritten wurden die Arrays in einem G2565BA-Scanner (Agilent)
eingelesen. Vermittels der Agilent Feature Extraction Software (Version 9.5.3) wurde das

gescannte Bild analysiert und flr jede der 44000 Proben auf jedem Array eine Fluoreszenz-
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Intensitdt bestimmt.  AnschlieBend erfolgte die biostatistische Auswertung der
Genexpressionsarrays. Daflr war es zundchst notwendig, unter Verwendung der
Programmiersprache ,,R“ (Bolstad et al. 2003) eine Quantilennormalisierung der einzelnen
Arrays durchzufiihren, um eine Vergleichbarkeit der einzelnen Arrays untereinander zu
ermoglichen. Unterschiede in der Expression von Genen wurden mit einem modifizierten
Bayes T-Test unter Zuhilfenahme des ,,Limma‘“-Paketes fiir ,,R*“ (Smyth 2005) bestimmt.
Unterschiede in der Expression von Genen zwischen Tumor und Mukosa mit einem p-Wert
<0,05 wurden als signifikant angesehen. Die hierarchischen Clusteranalysen wurden mittels
des JMP-Programmes (Version 8, SAS, Cary, USA) durchgefiihrt.

Fur dieses Projekt wurden dann samtliche Gene auf Chromosom 13 unter Zuhilfenahme des
,,Excel“-Programmes (Microsoft, Redmound, USA) nach der GroRe der differentiellen
Expression zwischen Tumor und Mukosa sortiert. Gene, die nicht signifikant dereguliert
waren (p>0,05), wurden ausgeschlossen. Gene, die sowohl in den per ArrayCGH
identifizierten Amplikonen lagen und zusatzlich signifikant Gberexprimiert waren, wurden als

Kandidatengene in Betracht gezogen.

2.3 Zellkultur

2.3.1  Zelllinien

24 Zelllinien wurden von der ,,American Type Culture Collection* (ATCC) bezogen (siehe
Tabelle 3), die Zelllinie p53HCT116 (Bunz et al. 1998) wurde von Dr. Curtis C. Harris, NCI,
zur Verflgung gestellt. Die gefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C angetaut und
anschlielend in ein 15-ml-Réhrchen (Corning, New York, USA) mit 10 ml Medium
(Invitrogen) dberfthrt und fiir 8 min bei 800 u/min zentrifugiert. Das entstandene Pellet
wurde in 5 ml Medium resuspendiert und in eine T25-Flasche (Corning) Uberfuhrt. Diese
wurde bei 37,5°C und unter Zugabe von 5% CO, inkubiert. Bei Zelllinien, die ohne CO,
kultiviert werden mussten, wurden Flaschen mit luftdichten Deckeln verwendet. Hatten die
Kulturen eine Konfluenz von >70% erreicht, wurden sie in eine T75-Flasche (Corning)
tberflhrt. Eine Ubersicht Gber die verwendeten Zelllinien und Kultivierungen gibt Tabelle 3.
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Zelllinie 319 Medium Wachstum co2 ATCC Nr.
SW837 &) Leibovitz's L-15 adharent 0% CO, CCL-235
SW48 Q Leibovitz's L-15 adhdrent 0% CO, CCL-231
LS174T Q Minimum essential medium (Eagle) adhérent 5% CO, CL-188
LS513 3 RPMI 1640 Custom adhérent 5% CO, CRL-2134

SW1463 Q Leibovitz's L-15 adhdrent 0% CO, CCL-234
HT-29 Q McCoy's 5a adharent 5% CO, HTB-38

SW1116 3 Leibovitz's L-15 adhérent 0% CO, CCL-233
LS411N 3 RPMI 1640 Custom adhdrent 5% CO, CRL-2159

NCI-H716 3 RPMI 1640 Custom adhdrent/Suspension 5% CO, CCL-251
Lovo 3 Ham's F12K medium adhérent 5% CO, CCL-229
Caco-2 3 Minimum essential medium (Eagle) adhérent 5% CO, HTB-37
NCI-H508 3 RPMI 1640 Custom adhérent/Suspension 5% CO, CCL-253
RKO ? Minimum essential medium (Eagle) adhérent 5% CO, CRL-2577
SW480 3 Leibovitz's L-15 adharent 0% CO, CCL-228
COLO 320DM Q RPMI 1640 Custom adhérent/Suspension 5% CO, CCL-220
LS123 Q Minimum essential medium (Eagle) adhérent 5% CO, CCL-255
T84 3 1:1 Eagle's and Ham's F12 adhérent 5% CO, CCL-248
DLD-1 3 RPMI 1640 adhérent 5% CO, CCL-221
p53HCT116 3 McCoy's medium adhérent 5% CO,

HCT 116 3 McCoy's 5a adhérent 5% CO, CCL-247
LS1034 &) RPMI 1640 Custom adharent 5% CO, CRL-2134

SK-CO-1 3 Minimum essential medium (Eagle) adhérent 5% CO, HTB-39

Colo 201 3 RPMI 1640 Custom adhérent/Suspension 5% CO, CCL-224
SW403 Q Leibovitz's L-15 adhérent 0% CO, CCL-230
SW620 3 Leibovitz's I-15 adharent 0% CO, CCL-227

Tabelle 3: Auflistung aller verwendeten Zelllinien mit Angaben Uber Wachstumsbedurfnisse und

Herkunft
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2.3.2  Zellsplitt

Haben Zellen eine gewisse Dichte in einer Flasche erreicht, verlangsamt sich ihr Wachstum
aufgrund von Konkurrenz um Platz und Né&hrstoffe oder durch direkte Zellkontaktinhibition.
Die Zellen werden geteilt und nur ein Teil wird wieder in die Flasche Uberflhrt. Der Rest
kann entweder fiir ein Experiment verwendet werden, in eine zweite Flasche tberfihrt oder

verworfen werden.

Zellmedium (Invitrogen), PBS (Invitrogen) und Trypsin (Invitrogen) wurden auf 37°C
erwarmt. In Suspension wachsende Zellen wurden direkt in ein 15-ml-Réhrchen (Corning)
tberfithrt und fur 7 min bei 800 u/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Zellpellet in 5 ml Medium resuspendiert. Die gewiinschte Menge an Zellen wurde zuriick in
die Flasche uberfiihrt und das Volumen an Medium auf 5 ml (T25) bzw. 10 ml (T75) ergénzt.

Unter dem Mikroskop wurde schlieRlich kontrolliert, ob sich Zellen in der Flasche befinden.

Adhérent wachsende Zellen wurden nach Absaugen des Mediums einmal mit 5 ml (T25) bzw.
10 ml (T75) PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1 ml (T25) bzw. 2 ml (T75) Trypsin
uberschichtet und fiir maximal 7 min bei 37°C inkubiert. Unter einem Zellkulturmikroskop
wurde kontrolliert, ob alle Zellen vom Flaschenboden geldst sind. War dies nicht der Fall,
wurden die Zellen durch vorsichtiges Schutteln oder weitere Inkubation geldst. Die Zellen
wurden in 10 ml Medium aufgenommen und, wie weiter oben bei in Suspension wachsenden

Zellen beschrieben, behandelt.

2.3.3  Mediumwechsel

Durch den Stoffwechsel der Zellen werden die im Medium enthaltenen Nahrstoffe verbraucht
und Stoffwechselprodukte reichern sich an. Ein im Medium enthaltener Indikator zeigt diesen

Prozess an und gibt vor, wann das Medium gewechselt werden muss.

In Suspension wachsende Zellen wurden durch Zentrifugieren fir 7 min bei 800u/min
pelletiert. Das Pellet wurde in 5 ml (T25) bzw. 10 ml (T75) neuem Medium resuspendiert und

wieder in die Flasche wberfiihrt.

Bei adhdrent wachsenden Zellen wurde das Medium abgesaugt und 5 ml (T25) bzw. 10 ml

(T75) neues zugegeben.
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2.4 MRNA-Extraktion

2.4.1 RNA-Isolation fur Genexpressionsanalysen (Mikroarray-Validierung)

Um RNA aus Zellen gewinnen zu konnen, missen diese lysiert und alle anderen
Zellbestandteile entfernt werden. Durch die Zugabe von TRIzol® (Invitrogen) und durch die
mechanische Zerstérung der Zellmembranen erreicht man die Lyse der Zellen. Da sich
TRIzol® durch Zugabe von Chloroform und Zentrifugation in eine wassrige und eine
organische Phase aufteilt, erhdlt man eine erste Aufreinigung. Die hydrophile RNA st sich
in der wassrigen Phase, wahrend Proteine und andere hydrophobe Molekile zum Grofteil in
der organischen Phase zuriickbleiben. In einem zweiten Schritt wird die RNA in ,,RNeasy*-
Saulen (Qiagen) weiter gereinigt. Eine silikatische Gelmembran bindet die RNA in
Gegenwart von Ethanol. RNA-Stlicke kleiner als 200 bp werden genau wie alle anderen
Zellbestandteile nicht gebunden und bei den Waschungen mit verschiedenen Puffern

eliminiert.

Das Zellkulturmedium wurde aus einer T75-Flasche komplett entfernt, anschlieBend wurden
die Zellen mit 20 ml PBS gewaschen. Je nach Zelllinie wurden zwischen 8 und 15 Millionen
Zellen verwendet. Die Zellen wurden mit 10 ml TRIzol® tiberschichtet, mit einem Zellschaber
(Corning) suspendiert, in ein 15-ml-Rohrchen Gberfihrt und mithilfe einer Pipette
homogenisiert. Die in 10 ml TRIzol® geldsten Zellen wurden durch manuelles Schiitteln fiir
15 sek, anschlieBende Zugabe von 2 ml Chloroform (EMD Chemicals, USA) und erneutes
Schitteln fur 15 sek lysiert. Anschlielend wurde fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach 15 sek Zentrifugation mit 8000 u/min und bei 4°C bildeten sich zwei Phasen. Die obere
Phase wurde in ein 15-ml-Réhrchen tberfiihrt und 2 ml 100%iges Ethanol (Warner-Graham-
Company, Cockeysville, USA) tropfenweise unter Vortexen hinzugegeben. Die so
entstandene LoOsung wurde gleichmallig auf zwei ,,RNeasy“-Midi-Saulen (Qiagen Inc.,
Valencia, USA) verteilt. Die Sdulen wurden fir 10 min bei 5500 u/min zentrifugiert, das
Filtrat entnommen und wieder auf die Sdule geladen. Die Losung wurde insgesamt vier Mal
auf diese Weise mit derselben S&ule gefiltert und anschlieBend verworfen. Als ndchstes
folgten die Waschungen der RNA. Um Proteine aus der Sdule zu entfernen, wurde diese
insgesamt zwei Mal mit 2,5 ml ,,RW1 “-Puffer (Qiagen) beladen und bei 5000u/min fiir 5 min
zentrifugiert, das dabei entstehende Filtrat verworfen. Es folgten zwei Waschungen mit 2,5 ml

,»RPE“-Puffer (Qiagen), die Sdulen wurden mit dem Puffer beladen und im ersten Durchgang
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far 5 min, im zweiten fir 10 min zentrifugiert und das Filtrat ebenfalls verworfen. Um die
RNA zu eluieren, wurde die S&ule auf ein neues 15-ml-Réhrchen gesetzt und insgesamt 4 Mal
mit 500 pl DEPC Wasser (Invitrogen) beladen, fir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und
bei 5500 u/min fur 5 min zentrifugiert. Um die RNA zu féllen, wurde die entstandene Lésung
unter Vortexen mit 4 ml 100%igem Ethanol (Warner-Graham-Company) und mit 200 pl 3 M
Natrium-Acetatlosung (pH6) (Quality Biological Inc., Gaithersburg, USA) versetzt und fur 2h
bei -80°C inkubiert. Um ein RNA-Pellet zu erhalten, wurde 30 sek mit 8000 u/min bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml 70%igem Ethanol
resuspendiert und in ein 1,5-ml-Rohrchen (Corning) uberfuhrt. Durch 15 minltige
Zentrifugation mit 14000u/min bei 4°C wurde die RNA erneut pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet luftgetrocknet. SchlieBlich wurde es, je nach Grofze, mit 80-

200 ul DECP-Wasser versetzt und fur 5 min bei 65°C unter Schiitteln resuspendiert.

2.4.1.1 RNA- Isolation zur Validierung der siRNA-vermittelten Geninhibierung mit

»Capture-Plates*

Da bei dem unten beschriebenen siRNA-Screen sehr viele Proben anfielen, aus denen RNA
isoliert und anschlielend cDNA synthetisiert werden sollte, musste hier ein anderes,
schnelleres und einfacheres Verfahren als bei der Array-Validierung gewahlt werden.
,, Capture-Plates” sind 96-well-Platten, die mit Oligo-dTs beschichtet sind. Flllt man ein
Zelllysat in ein Well, so binden die Poly-A-Schwénze der mRNAs an die Oligo-dTs der
,,Capture-Plate . Diese konnen gereinigt werden, und es kann gleich in der Platte eine
cDNA-Synthese erfolgen (siehe unten). Anders als bei der vorher beschriebenen Methode
kdnnen hier nur mRNA-Molekiile isoliert werden, alle anderen RNAs ohne Poly-A-Schwanz

gehen verloren.

Nach der Entnahme der 96-well-Platten (Corning) aus dem Inkubator wurde das Medium
entfernt und die Zellen jeweils mit 100 pl PBS gewaschen. Anschliefend wurden 45 pl des
R-mercaptoethanolhaltigen Puffers ,,TCL*“ (Qiagen) dazugegeben und fiir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert, um die Zellen zu lysieren. Das Lysat wurde in ,, Turbo-Capture-
96-Platten* (Qiagen) uberfuhrt und bei 100 u/min fur 90 Minuten bei Raumtemperatur auf
einer Mischplatte inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte drei Mal mit 100 pl
»TCW“-Losung (Qiagen) gewaschen, danach erfolgte direkt in der ,,Capture-Plate* die
cDNA-Synthese (siehe unten).
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2.4.2 RNA-Qualitats- und Mengenmessung

2.4.2.1 Konzentrationsmessung

Mit einem ,,NanoDrop1000® Spectrophotometer “ (NanoDrop Technologies, Wilmington,
USA) wurde die Konzentration an RNA in der Losung und deren Reinheit bestimmt. Dieses
Photometer misst gleichzeitig die Absorptionsintensitdt bei 260 nm und 280 nm als
Extinktion. Nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz ist die Extinktion sowohl proportional zum
molaren Extinktionskoeffizienten (40 fur RNA) als auch zu der Konzentration des geltsten
Stoffes und der durchstrahlten Schichtdicke. Der Quotient der Extinktionen bei 260 nm, dem
Absorptionsmaximum von Nukleinséuren, und der bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum
von Proteinen, ist ein Index fur die Verunreinigung der Probe mit Proteinen. Er sollte flr
RNA und DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Alle Proben erflillten dieses Kriterium, sie lagen
zwischen 1,98 und 2,01.

2.4.2.2 RNA-Gelelektrophorese
Zur Prifung der RNA-Integritat dient eine RNA-Gelelektrophorese. Die negativ geladene

RNA wandert im Gel zur Anode, abhangig von ihrer GroRRe, unterschiedlich schnell. Bei
nicht-degenerierter RNA bilden die ribosomalen 18s- und 28s-RNAs klare Banden, die ein
indirekter Marker fir die Gute der RNA sind. Sind diese Banden nicht oder nur verkleinert zu
erkennen, ist die RNA degradiert. Damit die RNA keine Sekundarstrukturen ausbilden kann,

muss ein denaturierendes, formaldehydhaltiges Gel verwendet werden.

36 ml DECP Wasser (Invitrogen) wurden mit 0,6 g Agarose (Invitrogen) vermischt und
aufgekocht. Nach dem Abkuhlen der Losung wurden 5 ml 10x MOPS (200 mM MOPS, 50
mM Natriumacetat, 10 mM EDTA pH7 in DEPC-H,0O (Quality Biological Inc, Gaithersburg,
USA)), 9 ml Formaldehyd und 5 pl GelRed (Biotium, Hayward, USA) zugegeben und
vermischt. Das Gel wurde gegossen und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem
Erstarren des Gels wurde es in eine Elektrophoresekammer eingespannt, die mit 1x MOPS
Puffer gefullt war, und fiir 25 min bei 70V prakonditioniert. 1pug der RNA Proben wurden mit
10 pl 4x DB Puffer (500 ul deionisiertes Formamid, 180 pl Formaldehyd, 100 pl 10x MOPS,
100 ul 10x DYE, 2 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) vermischt und auf das Gel aufgetragen.
Das Gel lief bei 70 V fur 2,5h, anschlieBend wurde es unter UV-Licht fotografiert.
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2.4.2.3 RNA-Integritatsbestimmung mittels Bioanalyzer

Der Bioanalyzer benutzt die Gelelektrophorese in Kombination mit einem Farbstoff-Assay
zur Bestimmung der RNA-Qualitdt. Dazu werden die Proben in einen Chip gegeben, dort
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlielend mit einem Farbstoff versetzt. Ein Laser misst
die entstandene Fluoreszenz. Anhand des Verhéltnisses von 18s-rRNA und 28s-rRNA, der
Flache unter der Elektrophoresekurve, sowie weiterer Parameter, lasst sich die ,,RNA-
Integritat-Nummer“ (RIN) errechnen. Diese hat eine Skala von 1 bis 10, wobei 1 stark
degradiert bedeutet, und 10 die bestmdgliche RNA Qualitat beschreibt (Imbeaud et al. 2005;
Schroeder et al. 2006).

1 pl hitzedenaturierte, homogenisierte Gesamt-RNA wurde in einen ,,RNA Serie Il Kit
Chip®‘ (Agilent Technologies, USA) gegeben, die Analyse erfolgte auf einem ,,Agilent 2100

Bioanalyzer® “. Proben mit einem RIN unter 8 wurden verworfen.

2.5  Semiquantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Die gqRT-PCR basiert auf der konventionellen PCR. Wahrend diese allerdings nur eine
qualitative Aussage machen kann, ermdglicht die gRT-PCR eine quantitative Abschétzung
der Genexpression (Pfaffl 2004). Genau wie bei der konventionellen PCR wird bei einem
quantitativen Assay eine spezifische Nukleotidsequenz amplifiziert. Da sich die Menge dieser
Sequenzen, solange diese Reaktion mit 100%iger Effizienz ablauft, in jedem Durchlauf der
PCR verdoppelt, verhalt sich die Menge der gebildeten Sequenzen zum Zeitpunkt x
proportional zu der Menge an Ausganssequenzen. Dies ermdglicht den relativen Vergleich

von Sequenzmengen in verschiedenen Proben.

2.5.1 cDNA-Synthese
Da RNA von der DNA-synthetisierenden Tag-Polymerase wéhrend der Real-Time-PCR nur

unzureichend als Matrize erkannt wird und dariiber hinaus noch durch ubiquitar
vorkommende RNasen degradiert wird, ist es erforderlich, sie in stabilere, komplementare
DNA, die so genannte cDNA, umzuschreiben. Hierzu wird eine reverse Transkriptase
eingesetzt, die als RNA-abhdangige DNA-Polymerase einen komplementédren DNA-Strang an
den vorhandenen RNA-Strang synthetisiert. Den Startpunkt fur die reverse Transkription

setzen die Random-Primer, das sind einzelstrangige DNA-Hexamere, die an alle
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einzelstrangigen Nukleinséurestrange binden. So entsteht durch die reverse Transkription ein
Gemisch aus cDNA, welches die Gesamtheit der Proben-RNA darstellt.

2.5.1.1 cDNA-Synthese zur Microarray-Validierung

10 pg RNA wurden mit H,O auf ein Volumen von 16 pl verdinnt und zur Aufhebung von
Sekundarstrukturen fir 10 min bei 65°C inkubiert. Nach dem Abkihlen auf Eis wurden 6 pl
Random-Primer (Invitrogen) und 2 pl 10 mM dNTP-Mix (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) zugegeben, gevortext und erneut fur 5 min bei 65°C inkubiert, wieder
um Sekundérstrukturen zu eliminieren. Nach erneutem Abkihlen auf Eis wurden 8 pl 5x
First-Strand-Puffer (Invitrogen), 4 pl 0,1 M DTT (Invitrogen) und 2 ul ,,RNAseOut“
(Invitrogen) hinzugegeben. Damit die Random-Primer binden kénnen, wurde fur 2 min bei
25°C inkubiert. 2 ul ,,SuperScript 1l Reverse Transkriptase®* (Invitrogen) wurden dem
Reaktionsansatz zugegeben, es folgte ein einstundiger Elongationsschritt bei 42°C, in dem die
reverse Transkriptase den cDNA-Strang an die RNA-Matrize synthetisiert. Zur Deaktivierung
aller Enzyme wurde fiir 17 min bei 72°C inkubiert. Die cDNA-L&sung wurde mit 360 pl H,O
verdiinnt. Pro Probe wurden an verschiedenen Tagen insgesamt drei separate cDNA-
Synthesen durchgefiihrt. Damit flr die gRT-PCR-Experimente der gleiche cDNA-Pool zur

Verfligung steht, wurden die Proben vereinigt und erneut qualitativ und quantitativ gemessen.

2.5.1.2 cDNA-Synthese zur Validierung siRNA-vermittelter Genderegulation aus
» Capture-Plate“-RNA

Fur die Validierung des Knockdowns der einzelnen siRNA-Versuche waren sehr viele cDNA-
Synthesen notwendig. Durch den Einsatz sogenannter ,,Capture-Plates“ konnte die RNA-
Isolation und die cDNA-Synthese schneller durchgefiihrt werden.

In den ,,Capture-Plates“ wird mRNA an Oligo-dTs gebunden, welche an der Platte fixiert
sind. Daher besteht die Mdoglichkeit, nach erfolgter RNA-Isolation (siehe oben) direkt in der
Platte eine cDNA Synthese durchzufiihren. Obwohl es mdglich gewesen wadre, entschieden
wir uns dagegen, die Capture-Plate-Oligo-dTs zu nutzen, und verwendeten wieder Random-
Hexameres, da diese eine homogenere RNA-Transkription ermdglichen. Abbildung 4 zeigt

schematisch die RNA-Isolation und cDNA-Synthese in einem 96-Well-Capture-Plate.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der RNA-Isolation und cDNA-Synthese in einer Capture-Plate.
Der Poly-A-Tail einer mRNA bindet an ein Oligo-dT der Platte (A, B). Random Hexameres werden
zugegeben und binden an die mRNA (C). Fertige cDNA (D) (mod. nach Qiagen 2008 S. 8).

Die mit mRNA beladenen Capture-Plates wurden direkt nach dem Waschen mit einem
cDNA-Synthese-Mix, bestehend aus 8 pl 5x-Puffer (Invitrogen), 4 ul DTT (Invitrogen), 2 pl
dNTPs (Invitrogen), 0,5 ul Random Hexameres (Invitrogen) sowie 20,5 pl Wasser beladen.
Anschliefend wurde fir 5 min bei 65°C inkubiert, die Platte auf Eis abgekhlt, ein Mix aus 1
ul Superscript 111 (Invitrogen), 0,5 ul RNase-Out (Invitrogen) sowie 3,5 ul Wasser
dazugegeben, 5 min bei 25°C und dann fur 1h bei 50°C inkubiert. Durch ein Erhitzen auf
75°C far 15 min wurde die Reaktion inaktiviert. Die cDNA wurde bei -20°C bis zur
Verwendung in der PCR gelagert.

2.5.2  Primerdesign

Das Primerdesign bestimmt die Spezifitat, Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit einer qRT-
PCR. Dafir ist es wichtig, dass die Sequenz des Amplikons in allen Splei3-Varianten des
Gens vorkommt. Das Primerpaar sollte ein Intron umschlief3en, damit keine genomische DNA

mitamplifiziert werden kann. Die Primer dirfen keine Sekundarstrukturen, wie zum Beispiel
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Primerdimere, bilden kdnnen und mdissen so gewéhlt sein, dass eine der Primersequenzen

einzigartig fur die Zielsequenz des zu untersuchenden Gens ist (Bustin 2000).

Mithilfe der Ensembl-Datenbank (http://www.ensembl.org/index.html; Stand 2007) wurden

flir jedes Zielgen zwei Exone ausgewdhlt, die in jeder Spleillvariante dieses Gens vorkommen

und ein mindestens 1000 bp grof3es Intron umschlielen.

Mit der Primer3-Software (Rozen und Skaletsky 2000) wurden die Primerpaare erstellt. Die
Standardeinstellungen von Primer3 wurden abgeandert, um die Primer an den Power-Sybr-
Green-Assay (siehe unten) anzupassen. Schmelztemperatur der Primer: 59°C bis 61°C,
maximal drei Mononukleotid-Wiederholungen, Amplikon-L&nge zwischen 100 und 250

Basenpaaren. Sequenzen mit ,,CG-Clamps* wurden nach Moglichkeit vermieden.

Alle so gefundenen Primersequenzen wurden mithilfe der NCBI-Software ,,blast* (Altschul et
al. 1997) auf ihre Einzigartigkeit im Genom tberpriift. Es wurde die Funktion ,,nucloeotide
Blast“ verwendet, welche die Algorithmen ,blastn®, ,megablast“ und ,discontiguous
megablast umfasst. Tabelle 4 gibt eine Ubersicht (iber die verwendeten Primerpaare, ihre
Sequenzen und Lokalisationen im Genom. Synthetisiert wurden die Primer bei Eurofins
MWG Operon (Huntsville, USA). Die Spezifitat aller Primerpaare wurde an einem cDNA-
Mix aus allen Zelllinien getestet. Nach der Amplifikation wurde per Gelelektrophorese und
Schmelzkurvenanalyse (siehe unten) Gberprift, ob nur ein PCR-Produkt entstanden ist und ob

es die vorher errechnete GroRe oder Schmelztemperatur hat.

2.5.3  Primeroptimierung

Damit eine gRT-PCR auswertbar ist, muss die Effizienz, mit der die PCR-Reaktion ablauft,
bekannt sein und mdglichst nah an 100% liegen. Neben der Effizienz der Tag-Polymerase
hangt die Effizienz der Reaktion im Wesentlichen von der Bindungsfahigkeit der Primer an
die cDNA ab. Diese wird maRgeblich durch die Konzentration der Primer und die Temperatur
in diesem Schritt beeinflusst. Um die optimale Menge an Primern zu finden, bei der es eine
hohe Bindungsfahigkeit aber noch keine Primerdimere gibt, wurden jeweils drei verschiedene
Primer-Mengen getestet: 50 nM, 150 nM und 300 nM. Die Konzentrationen, in der die Primer
eingesetzt wurden, gehen aus Tabelle 4 hervor. Mithilfe des Programmes ,,LinRegPCR®*
(Ramakers et al. 2003) wurde die Effizienz der Reaktion bestimmt. Nur Primer, die keine
Sekundarstrukturen bildeten und eine Effizienz von 100% + 2% aufwiesen, wurden

verwendet.
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Genname

Referenz
Sequenz

Spleif3-
Varianten

Vorwarts
Primer Lage

Vorwarts Primer Sequenz

Ruckwarts
Primer Lage

Ruckwarts Primer Sequenz

Primer
Konzentration

Gene in der Regio

n 13g12.1-q12.3

GPR12 NM_005288.1 1 Exon1 438-457 GACGTACCATTCGGAGAGGA Exonl 620-601 AGGAAGGACACCGAGAGGAT 150/150
UsP12 NM_182488.1 1 Exonl 227-246 GCTGTGATTGGGTGGAAGAT Exon2 380-358 AATCCAAAATAGTGCTCATTGAC 300/300
RASL11A NM_206827.1 1 Exon3 802-821 AAGCTGTATTCACGGCTGGT Exon4 923-904 CATTTGGACAGGGAATCGAC 300/300
MTIF3 NM_152912.3 1 Exon2 88-108 GAGCTTCTCCTCATCAACTGG Exon3 249-230 GACAACTGTGCTGGTGCTGT 300/300
LNX2 NM_153371.2 2 Exon2 508- 527 ATGCAACGTTGTGATCTGGA Exon3 682-663 CCAAACAGTCTGCTTCTGGA 150/150
POLRID Spl.Var.l  NM_152705.1 2 Exonl 89-108 CCACCTGAGGATCCAGAAAC Exon2 232-212 CCTCGTGCAATACAAATGTCA 300/300
POLR1D Spl.Var2 | NM_152705.1 2 Exon3 156-177 AAGAACTGCTTAAGGAGGCAAA | Exond 341-322 TCTTCGCTGGTTCCTTATCG 300/300
GSH1 NM_145657.1 1 Exon2 481-498 CCCAGCAGCAAGAGGATG Exon2 616-597 GCTTCTCGGACAGATTCAGG 300/300
IPF1/PDX1 NM_000209.1 1 Exon 1241-1258 CGTTGTTTGTGGCTGTTG Exon 1380-1362 TTCCCCGCTGTGTGTGTTA 300/300
CDX2 NM_001265.2 1 Exonl 663-681 GAACCTGTGCGAGTGGATG Exon2 820-801 TCCTCCGGATGGTGATGTAG 150/150
PAN3 NM_175854.5 1 Exon2 2-22 TGGATGGAGGTGCTTTAACTG Exon3 176-157 GCTGAATATGGCTTGGCACT 150/150
POMP Set 2 NM_015932.2 2 Exon5 343-363 CAGCGTCTTCCATTTCTTTCA ExonS5 523-504 GGTTTCCATGAACAGCACAC 300/300
SLC46A3/FKSG16  NM_181785.1 2 Exon2 405-424 ACTTTGACCGGTCCACTGAC Exon3 554-533 TTTCTGAACTTCCTCCTGGAAT 300/300
Gene in der Region 13934

EFNB2 NM_004093.2 2 Exonl 44-63 TCCGTGTGGAAGTACTGCTG Exon2 201-179 TCCAATTTGTCTCCTATCTGTGG 300/300
LIG4 NM_002312.3 2 Exon2 170-190 CAGGAAACCATCAAGATCTCA | Exon3 319-300 AAGGAACGTGAGATGCAACA 300/300
ABHD13/c130rf6 NM_032859.2 1 Exonl 492-511 TTTATGTTCCCATGCCCACT Exon2 649-630 ACCTATGTTGCCTGCATTCC 300/300
IRS2 NM_003749.2 1 Exonl 4469-4488 ACCTACGCCAGCATTGACTT Exon2 4654-4634 i CACAGTCATTGCTCAGATCCA 300/300
COL4A1 NM_001845.3 1 Exon231241-1260  TCCCTGGTGAAAGAGGAGAA Exon24 1391-1372 | GGCTGACATTCCACAATTCC 300/300
COL4A2 NM_001846.1 1 Exon24 2946-2965 | TGGTGACAGAGGAGATGCTG Exon25 3165-3146 | ACCCTTCAGACCGGGTATTC 300/300
FLJ10769 NM_018210.1 1 Exond 320-339 CTTGTCCCACGTGTTCTGTG ExonS5 472-453 CCAGGTCCTACGACAAGAGC 300/300
FLJ12118/CARS? NM_024537.1 1 Exonl4 1561-1580  GGCAGCAGCTCCTAGAAAGG Exonl51756-1738 ;| CGTCTTGTCGTGAGCAGGT 300/300
ING1 NM_005537.3 4 Exon2 1008-1028 GGAGCTAGACGAGTGCTACGA | Exon2 1139-1119 CTCACGATCTGGATCTTCTCG 300/300
LOC283487/c130rf29 | NM_178514.3 1 Exon1 480-499 AGGTTCGGGAAGAAAGGAAA Exonl 606-587 GGAAACATGCCTCGTAAGGA 300/300
ANKRD10 NM_017664.2 3 Exon7 894- 913 CGTTGATAGGGAGTTTGCTG Exon8 1028-1009 CTGCTTTCCATCCCACTGAG 300/300
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=56090656&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=70995240&dopt=GenBank
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C130rf16 NM_152324.1 2 Exon3 122-141 CTGCAGCAATGGAATACGTG Exon4 296-277 GGAACCGCTTTCTTGTAGCA 300/300
TUBGCP3 NM_006322.3 3 Exonl7 2196-2213 . GCGAAGCGGATGGAATAC Exonl8 2352-2327 | TGTAATACTGCATCTGATGAATGAAA 300/300
ATP11A NM_032189.2 3 Exonl7 1872-1891 | GAGCCAGAGTGGAGCGTAAC Exonl18 2075-2056 i CCTCAACAGCTGTAGCACCA 150/150
PCID2 NM_018386.1 10 Exon2 79-98 AAGCCATCGACAGCAGAGAT Exon3 229-209 TGAGCTGCAAACATTTCATCA 300/300
CUL4A NM_003589.2 4 Exon121094-1113 = AGAATGAGCGGTTCGTCAAC Exon131232-1213  TCCTCGTCTGTGGCTTCTTT 300/300
LAMP1 NM_005561.2 2 Exond 713-732 CAGGCGTACCTTTCCAACAG Exon6 864-845 CCGCTCACGTTGTACTTGTC 300/300
GRTP1 NM_024719.1 2 Exon4 179-198 CATAACCAGGGAGTGGGCTA ExonS5 289-268 TCCAACAAGAGCATCTAACAGC 150/150
ADPRHL1 NM_199162.1 3 Exon2 106-125 AGCGCATTATCACCAAGTCA Exon3 417-398 TAGCTGAGCACAGCCTTCAA 300/300
DCUN1D2 NM_018185.2 4 ExonS5 452-471 AGGCTCTTCTGCCAAGACTG Exon5 553- 534 CTTTCTGCCCTGGGTTCTTA 300/300
TFDP1 NM_007111.3 2 Exon 3 495-514 TCCGACTCCTCACCTTGGTC Exon 5 562-544 CGTAGGCCCTTGCCATTCT 300/300
GRK1 NM_002929.2 1 Exon2 844-863 CACAGCAGGTTCATCGTGTC Exon3 1010-991 ATCTGCGCCGTGTAGAAGAG 300/300
GAS6 NM_000820.1 3 Exon6 636-655 CTCCAGATCTGCCACAACAA Exon7 836-817 CTTCTCCTGGGAGCTGTACG 300/300
CDC16 NM_003903.2 7 Exonl4 1453-1472 | TGGTTTCTTGATGCTTTGGA Exonl5 1546-1527 | AGACATGCCCCAAGTTGTTC 300/300
Gene auBBerhalb der beiden Regionen

GPC5 NM_004466.3 1 Exon6 1559-1580 GCCTTCGACTGTACAGGTCATT Exon6 1707-1688  GGCTTTGATTCCATTTCCAA 300/300
MYCBP2 NM_015057.2 3 Exon 28 3833-3852 ; GGTCCTGATGGAGGAGATCA Exon29 4003-3984 ; ACTGCTGGGTCCTGACACTC 300/300
DLEU2 NR_002612.1 1 Exon2 309-330 TGCATTGGAACATGACATGAGA | Exon4 452-429 TGTTCCTTGCAGTACACCTTTCAA 300/300
NUPL1 NM_014089.3 6 Exon5 714-733 TGGGACAACAGCCACAACTA Exon6 887-868 TCATTGCCTGCAGTTGAAGT 300/300
KLF5 NM_001730.3 1 Exon3 1591-1610 CACTACCGGAAGCACACAGG Exon4 1700-1681 GCTCAGTTCTGGTGCCTCTT 150/150
BRCA2 NM_000059.2 1 Exon9 2077-2096 CAGCCCAGTTTGAAGCAAAT Exon102233-2213 | TTCCTCAGAATTGTCCCAAAA 300/300
FABP7 NM_001446.3 2 Exon2 489-508 CCAGCTGGGAGAAGAGTTTG Exon3 598-579 CTTTGCCATCCCATTTCTGT 300/300
EBPL NM_032565.1 7 Exon7 464-483 GAGCTGTATGGCTGCTGGAT Exon7 564-545 TCAGAACCCACACACCGTTA 300/300
CENPJ NM_018451.2 1 Exon7 2786-2805 GTCCTCCTACATCGGAGCTG Exon8 2924-2906 ;| ACCTGGGATCGAGCATTGT 300/300
GTF2F2 NM_004128.1 2 Exonl0 714-736 CTTAAGGACTTGGTGGACATCAC | Exonll 828-809 GCTTCAGCTCCCATGTGTTT 300/300
TMTC4 NM_032813.1 4 Exon18 1363-1383 | TCCTCAAGGCAATTAAAGCAA Exonl9 1485-1466 i CAAGCTGCAAGGAGATTTCA 300/300
SLC7AL NM_003045.3 2 Exon9 1522-1541 GCACTCTCCTGGCTTACTCG Exonl0 1664-1645  ATTGGTGCTTGCCAATTCAT 300/300
C130rf23 NM_170719.1 3 Exon5 1077-1096 TGAGAAGAAACGGTGCAAGA Exon6 1211-1192 TCCATTTATGCGGCTAGGTC 300/300
ZDHHC20 NM_153251.2 3 Exon3 333-350 TTCACATCTCCCGCTTCC Exon4 453-433 AAGCTCTTGCTGCTCTTCTCA 300/300
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=22748708&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=34222302&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=57863266&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8922986&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=57165422&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=7669500&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=13376022&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=40316945&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=62122944&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=34147667&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51873041&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4557616&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=14110370&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=34106705&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=56118211&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=83816916&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=56788375&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=52630441&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=86786804&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=36054052&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=14211872&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=19923547&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4758487&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=14249503&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51173150&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=25777605&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=49457850&dopt=GenBank
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NEK3 NM_152720.1 3 Exonl4 1499-1518 | GCTGATCTCAGCTTGGCTTT Exon15 1616-1597 | CGTGACCTCCATCAACACTG 300/300
ATP7B NM_001005918.1 2 Exonl 1418-1437 GGATTTGAGGCTTCAGTCGT Exon2 1538-1519 GAGCCACTTCCTGCACAGAT 150/150
CKAP2 NM_018204.2 3 Exon5 1310-1330 TTTGGACTACCATGGCAGAAG Exon6 1443-1422 CAGGTCATTCAGTGTGACCAGT 300/300
TBC1D4 NM_014832.1 3 Exonl22126-2145 | ACGGTCCAACAGTCTTGCTT Exonl3 2246-2228 | GGAGTCGGAATCCTCTTCG 150/150
MIPEP NM_005932.1 2 Exonl3 1498-1517 | CCCGTTCCTCAAGGAGTTCT Exonl4 1638-1619 | AATCAGTAGGGCACCTGGTC 300/300
ZMYM2 NM_197968.1 6 Exon29 4137-4156 | ACAGCCAATCCTTCCAGATG Exon30 4250-4228 | ACTAGAGCATTCTGGTTGCAAAT 300/300
FLJ22624/c130rf34 i NM_024808.2 3 Exonll 1619-1638 | TACGCAGAATTGTGGAAGCA Exonl2 1759-1739 | CAACACCTCTGTGTTGTGTGG 300/300
XPO4 NM_022459.3 2 Exonl8 2168- 2188 | CTGTGCAGAGGACATTGATGA Exonl92282-2263 | AAGAATCGCTGCTGAAGTGG 150/150
C130rf3 NM_145061.3 2 Exon5 898- 917 CATCATCCAGCAGTTGGAAA Exon6 1005-982 GCTATGCTGTTCTTTGTAGATGGA 150/150
RFC3 NM_181558.1 2 Exonl 171-190 TGCAGTGTGGTGACTTTCCT Exon2 349-328 ACTTGCAATGGTGCTAATTTCA 300/300
CKAP2 NM_018204.2 3 Exon5 1310-1330 TTTGGACTACCATGGCAGAAG Exon6 1443-1422 CAGGTCATTCAGTGTGACCAGT 300/300
AKAP11 NM_144490.1 3 Exon6 397-418 AGCTGCAGTTTCTTTGGAACTT | Exon7 549- 529 CAAAGCATTCCAGAAGGATGA 150/150
DIAPH3 NM_030932.2 3 Exon 1582-1601 GAAACACGGTTGGCAGAGTC Exon 1708-1689 CCACAAACTGCTCAGGTTCA 150/150
GPR180 NM_180989.4 1 Exon6 912-931 TCTCCAGTGGGATTCTACGC Exon7 1051-1032 | GGATCCCTGCTAAGTTGTGG 300/300
C130rf18 NM_025113.1 2 Exoné 740-759 GAGCCTTCCCATCTGACATC Exon7 848-829 CATCAACAGGCAGCACAAAT 150/150
Sox1 NM_005986.2 2 Exonl 2152-2171 GGAATGGGAGGACAGGATTT Exonl 2283-2264 AACAGCCGGAGCAGAAGATA 150/150
DIS3/KIA1008 NM_014953.2 5 Exonl62111-2130 | CTGCTCCACCTCCATCAAAT Exonl7 2219-2200 | GCCTGATCCAAAGACTCAGC 300/300
Normalisierungsgene des siRNA Screens

YWHAZ NM_003406.2 2 Exon51091-1114 | ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA | Exon5 1184-1165 CCGCCAGGACAAACCAGTAT 150/150
HPRT1 NM_000194.1 2 Exon5 496-516 TGACACTGGCAAAACAATGCA Exon6 589-569 GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 300/300
B-ACTIN NM_001101.2 1 Exonl 23-39 AGCCTCGCCTTTGCCGA Exon2 123-109 CTGGTGCCTGGGGCG 300/300
Normalisierung der Zelllinienversuche

FBXL12 NM_017703.1 1 Exonl 378-397 CATGTCGACCTGACGCTCTA Exon2 496-477 TGGGAGCCAGAGAACAGGTA 300/300
RAB35 NM_006861.4 1 Exonl 567-586 AGATGGGCATCCAGTTGTTC Exon2 675-656 GCCAGGTTGTCTTTCTTTGC 300/300
OTUBL NM_017670.1 2 Exon3 165-184 ATTGCTGTGCAGAACCCTCT Exon4 299-280 GGTCTTGCGGATGTACGAGT 300/300

Tabelle 4: Liste aller Primer dieser Arbeit, unter Angabe ihrer Ziel-Referenz-Sequenz-Nummer und der Anzahl an Splei3-Varianten des Ziel Gens. Zuséatzlich sind die

Primersequenzen der Paare sowie ihre Lokalisation im Transkript aufgeflhrt. Die eingesetzte Primerkonzentration ist ebenfalls aufgefiihrt
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=23510392&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=55743072&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=19923520&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=7662197&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=5174566&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=37574605&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38505206&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38570159&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=47419927&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31795537&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=19923520&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=21464141&dopt=GenBank
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.ilsprod.lib.neu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=32880207&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90577175&dopt=GenBank
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.ilsprod.lib.neu.edu/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=13376686&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=30179899&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=19923415&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=21735623&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4504482&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=5016088&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8923178&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38016920&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8923113&dopt=GenBank
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2.5.4  Sybr-Green-Assay

Sybr-Green interkaliert mit dsDNA und emittiert dabei Licht. Dabei ist die Menge der
emittierten Fluoreszenz proportional zu der Menge des gebundenen Sybr-Greens und damit
ebenfalls proportional zu der Menge an dsDNA. Dieses Prinzip macht man sich bei der
semiquantitativen-Real-Time-PCR zunutze. In einer PCR-Reaktion verdoppeln sich die
Anzahl der amplifizierten DNA-Molekiile in jedem Zyklus. Dieses Prinzip ist in Abbildung 5
dargestellt. Misst man nach jedem Zyklus der PCR die Menge an emittierter Fluoreszenz und
tragt in einem Diagramm den Zyklus gegen die logarithmische Fluoreszenz auf, so erhalt man
eine S-férmige Kurve. Eigentlich wirde man bei einer Verdopplung der DNA-Menge in
jedem Zyklus einen exponentiellen Anstieg der Fluoreszenz erwarten, allerdings reicht die
Leuchtkraft in den ersten Zyklen noch nicht aus, um das unspezifische Hintergrundleuchten
zu Ubertreffen. In den letzten Zyklen flacht die Kurve wieder ab, es ist keine exponentielle

Amplifikation mehr moglich, da die Substrate zur Neige gehen.

Primer binden Elongation I Elongation IT Messung der Fluoreszenz
e ® ®
® L 5 § A mmoue o o
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Abbildung 5: Prinzip des Sybr Green Assays (mod. nach van der Velden et al. 2003 S. 1015)

Zuné&chst wurde ein Mastermix hergestellt (siehe Tabelle 5), dieser wurde in eine ,,MicroAmp-
96-Well-Reaction-Plate“ (Applied Biosystems) gegeben. Die gesamte Verarbeitung erfolgte
auf Eis. Tabelle 6 gibt einen Uberblick tiber das Platesetup der qRT-PCR im Zelllinienscreen

inklusive aller Kontrollen.

Zutat Menge in pl 1x Hersteller

,, Power Sybr Green PCR 12,5 Applied Biosystems
Mastermix”

Primer Mix (Vorwarts und 6 Operon

Ruckwartsprimer)

Wasser 4,5 Sigma

Tabelle 5: PCR-Mastermix
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In jedes Well der Platte wurden zu dem Mastermix jeweils 3 ul cDNA gegeben und die Platte

mit einem ,, Optical Adhensive Cover* (Applied Biosystems) verschlossen.

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

Colo-320 Colo-320 Colo-320 [ SW480  SW480 SW480  SW1116 SW1116  SW1116 LOVO LOVO LOVO

LS-174t  LS-174t  LS-174t | HT-29 HT-29 HT-29  NCI-H508 NCI-H508 NCI-H508 | Rektum Rektum Rektum

SK-CO-1 SK-CO-1 SK-CO-1| Sw48 Sw48 Sw48 Kolon Kolon Kolon SW403 SW403 SW403

CACO-2 CACO-2 CACO-2 RKO RKO RKO  COLO-201 COLO-201 COLO-201| LS-411N  LS-411IN  LS-411N

SW620  SW620  SW620 | Sw837  SW837  SW837 T-84 T-84 T-84 HTC116 HTC116 HTC116

p53- p53- p53-
LS-123 LS-123 LS-123 | LS-1034 LS-1034 LS-1034 Normal Normal Normal HTC116 HTC116 HTC116

Tabelle 6: Beispiel eines Platesetups im Zelllinienscreen zur Bestimmung des Expressionsmusters eines
Gens. Jede Reaktion wurde in Triplikaten durchgeflihrt, um eventuelle Ausreiler zu vermeiden.
Zusatzlich zu den 25 Zelllinien sind eine Wasserkontrolle (NTC), 3 verschiedene Normalgewebepoole
(Kolon, Normal, Rektum) und ein Referenz-cDNA-Pool mitgefihrt worden.

AnschlieBend wurde der Inhalt der PCR-Platte kurz auf einer Rittelplatte bei sehr niedriger
Drehzahl, um die Tag-Polymerase nicht zu schadigen, gemixt und danach kurz zentrifugiert.
Die eigentliche PCR-Reaktion wurde in einem ,Applied Biosystems PRISM 7000 “-
Thermozykler durchgefiihrt. Nach zwei minitigem Vorwdrmen bei 50°C erfolgte die
Aktivierung der Tag-Polymerase durch Erhitzen fiir 10 min. bei 95°C. Im Anschluss daran
wurden 40 PCR-Zyklen gefahren (siehe Tabelle 7). Nach jedem Zyklus mal} die Maschine die

emittierte Fluoreszenz.

Vorwarmen 50°C 2min.
Taqg-Aktivierung 95°C 10 min.
Denaturierung 95°C 15 sek.

Annealing und 40x
Elongation

Fluoreszenzdetektion

60°C 1 min.

Tabelle 7: PCR Protokoll, die ersten beiden Schritte wurden jeweils ein Mal durchgefiihrt, nach Schritt 5
wurde zu Schritt 3 zuriickgegangen und dieser insgesamt 40x wiederholt.
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2.5.4.1 Schmelzkurven-Analyse

Jedes Amplifikationsprodukt hat eine spezifische Schmelztemperatur. Da Sybr-Green an alle
dsDNA bindet und Fluoreszenz emittiert, muss sichergestellt werden, dass nur das
gewtinschte Produkt amplifiziert wurde und es kein zweites Produkt aufgrund unspezifischer
Bindungen oder Primerdimeren gibt. Dies geschient mit der so genannten
Schmelzkurvenanalyse. Nach der letzten Elongationsphase kihlt die PCR-Maschine die PCR-
Produkte auf 60°C ab und erhitzt sie in mehreren Schritten auf 95°C, dabei wird bei jedem
Schritt die Fluoreszenz gemessen. Jedes Amplifikationsprodukt hat einen spezifischen
Schmelzpunkt, abhangig von der Lange und dem CG-Gehalt des Produktes. Ist dieser
erreicht, denaturiert die dsDNA, Sybr-Green wird freigesetzt und es kommt zu einer
schlagartigen Reduktion der Fluoreszenzintensitat. In einer grafischen Darstellung der
Fluoreszenzintensitat gegen die Temperatur lasst sich nun die Schmelztemperatur der in der
PCR entstandenen Produkte ablesen. Die Schmelzkurvenanalyse erlaubt eine wesentlich
genauere Analyse als ein Elektrophoresegel, da nicht die Lange des Produktes, sondern seine
spezifische Zusammensetzung die Schmelztemperatur beeinflusst. Abbildung 6 zeigt das
Ergebnis einer Schmelzkurvenanalyse eines spezifischen und eines unspezifischen
Amplifikationsproduktes. Die PCR-Produkte wurden direkt im Anschluss an die
Amplifikation zunachst fur 15 sek auf 95°C erhitzt, auf 60°C abgekilhlt und dann erneut
schrittweise in 20 min auf 95°C erhitzt. Wahrend der 20 minutigen Erhitzungsphase wurde
kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Anschliellend wurde die Fluoreszenzénderung als
Funktion der Temperatur dargestellt. War mehr als ein Peak in dieser Funktion, wurde der

Assay verworfen und mit neuen Primern wiederholt.

A . B

llllllll © Temperature (€]

Abbildung 6: Zwei Schmelzkurvenanalysen, einmal mit einem spezifischen Produkt (A) und einmal mit
zwei unspezifischen Produkten (B). Hier ist jeweils die erste Ableitung des emittierten Lichtes gegen die
Temperatur dargestelit.
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255  Auswertung

Das Ziel der PCR-Auswertung ist eine semiquantitative Bestimmung der Ausgangsmenge
einer bestimmten Nukleotidsequenz. Semiquantitativ bedeutet, dass die Menge einer
bestimmten RNA/DNA-Sequenz nicht absolut, sondern im Verhaltnis zu einer anderen
Sequenz bestimmt wird. Bei dieser handelt es sich um eine Sequenz, die moglichst in allen
Proben gleichstark exprimiert ist und durch die Behandlung nicht veréndert wird. In den
meisten Féllen wird daher ein sogenanntes ,,Housekeeping“-Gen verwendet. Bei der
Genexpressionsanalyse in den Zelllinien war dies nicht mdglich, da es kein einzelnes, tUber
alle Zelllinien stabil exprimiertes Gen gab. In Anlehnung an die ,, MIQE-Guidelines*“ (Bustin
et al. 2009) entschieden wir uns dafiir, aus unseren Genexpression-Mikroarray-Daten drei
Gene auszuwahlen, welche mdglichst geringe Schwankungen uber alle Proben aufwiesen. Es
handelte sich um die Gene OTUB1, FBXL2 und RAB35. Fir die Bestimmung des siRNA
Knockdowns in SW480 konnten drei ,,Housekeeping“-Gene verwendet werden, die bereits
ausfihrlich in der Literatur beschrieben sind, es handelt sich um die Gene YWHAZ, HPRT1
und B-ACTIN (Goossens et al. 2005; Pfaffl 2004). Alle Proben wurden auf den Mittelwert der
drei Gene normalisiert, im Genexpressionsversuch auf OTUBL, FBXL2 und RAB35, bei der
siRNA-Knockdown-Validierung auf YWHAZ, HPRT1 und R-ACTIN. Mithilfe der
sogenannten AACt-Methode wurde die Expression der einzelnen Gene in einer Probe im
Verhéltnis zu einer Referenz berechnet. Als Referenz dienten im Zelllinienscreen drei
Kontrollgewebe, namlich ein Pool aus normalem Kolongewebe, ein Pool aus normaler
Rektummukosa sowie ein kommerziell erhdltlicher RNA-Pool aus zehn verschiedenen
humanen Zelllinien (,,Stratagene Reference Pool “ (Agilent Technologies)). Bei der siRNA-
Knockdown-Validierung diente RNA aus zeitgleich mit ,,Allstar-Negative-Control-siRNA “
(SINEG) (Qiagen) transfizierten Zellen als Referenz.

Die Auswertung der gRT-PCR erfolgte mittels der ,,ABI Prism 7000 SDS Software “ (Version
1.2.3). Als erstes wurden die gemessenen Fluoreszenz-Werte des Sybr-Greens auf einen
zweiten, passiven Farbstoff (ROX) normalisiert. Durch diese Normalisierung konnte erreicht
werden, dass eventuelle Schwankungen in der Anregung oder Menge der Farbstoffe auf der
Platte ausgeglichen werden. Danach wurde die sogenannte ,, Baseline-Substraction*
durchgefuhrt, dabei werden die unspezifischen Hintergrundsignale von den Fluoreszenzdaten
abgezogen.

Die auf ROX normalisierten, hintergrundfreien Werte wurden nun logarithmisch grafisch
dargestellt. Bei einer erfolgreichen Amplifikation zeigte sich eine S-formige Kurve. Es wurde

32
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ein Schwellenwert gewahlt, den alle Proben in der exponentiellen Phase der Amplifikation
uberschreiten. Fir jede Probe wurde der sogenannte ,,Crossing Threshold* (Ct)-Wert
bestimmt, der den Zyklus der PCR angibt, bei dem die definierte Fluoreszenzintensitat
erreicht ist. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Experimenten des
Zelllinienscreens zu erreichen, wurde bei diesem Experiment mit einem fixierten
Schwellenwert von 1 gerechnet. Die Ct-Werte wurden exportiert und mithilfe von Microsoft

Excel® (Version 2003) weiterverarbeitet.

Als Erstes wurde die relative Expression des Zielgens zu dem Mittelwert der drei stabil
exprimierten Gene berechnet (ACt):

ACt = Ct zieigen- (Ctotus1 + Ctragss + Ctrxi2) / 3

Anschlielend wurde die relative Expression des Zielgens in der Probe mit der relativen

Expression des Zielgens in der Referenz verglichen (AACt):

AACt = ACt zieigen (Probe) — AC tzieigen (Referenz)
Da sich die Menge an cDNA in jedem Zyklus bei 100% Primereffizienz verdoppelt, gilt:
—A44C =2 -A4C

Jede Messung wurde drei Mal durchgefiihrt und der Median der drei Ergebnisse gebildet.
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2.6  Genderegulationsexperimente

2.6.1 Kationische-Lipid-Transfektion

Durch die Transfektion soll eine Zelle dazu gebracht werden, DNA- oder RNA-Fragmente
aufzunehmen und zu verarbeiten. Hierzu wird das negativ geladene DNA-Fragment von
positiv geladenen Lipidmolekilen umhdillt, es entsteht ein Transfektionskomplex. Dieser

Komplex kann nun ohne Probleme von der Zelle aufgenommen werden (siehe unten).

2.6.2  Genderegulation durch ,,Small-interfering-RNA“ (SIRNA)

Durch die Transfektion einer Zelle mit einer siRNA soll das Expressionsniveau eines Zielgens
gesenkt werden. Ein in der Zelle natirrlich vorkommender Mechanismus wird hierzu genutzt:
Normalerweise werden regulative ,,MikroRNAs“ (miRNAS) in der Zelle durch eine RNase
namens ,Dicer aus doppelstrangiger RNA herausgeschnitten. Die so entstandenen
Bruchstiicke werden in den ,, RNA-induced silencing complex“ (RISC) integriert, welcher nun
komplementér an die Ziel-RNA bindet. RISC besitzt eine RNA-Helicase- und Nuklease-
Aktivitat, welche zum Entwinden und Spalten der Ziel-mRNA fuhren. Die Reste der mRNA
werden durch intrazelluldre Nukleasen abgebaut. In der Zelle dient dieser Mechanismus als
Schutz vor Fremd-RNA wie z.B. Viren oder zur posttranskriptionellen, intrazellulédren
Regulation von RNAs (Caplen und Mousses 2003; Huppi et al. 2005)

Die regulativen RNAs konnen kinstlich nachgeahmt werden. Ein zu einem Abschnitt der
Zielsequenz komplementdarer RNA-Strang und sein Gegenstrang werden kinstlich
synthetisiert. Dieses Nukleotid wird ,,short-interfering-RNA ““ (siRNA) genannt. In Abbildung
7A ist der schematische Aufbau einer siRNA dargestellt. Nach der Transfektion in die Zelle
bindet die siRNA genau wie eine miRNA an RISC und fiihrt zu einer Runterregulation der
Ziel-mRNA (siehe Abbildung 7B)
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19-Nukleotid Duplex

5

A 8

5 L4
2 Bp Uberhang

3¢

Synthetische siRNA

RISC-Komplex

Target-Sequenz

- — - Degradation

Abbildung 7 A: Schematischer Aufbau einer siRNA. Diese besteht aus einem 19 Nukleotid groRen RNA-
Duplex mit einem Uberhang von 2 Basenpaaren (bp) pro Seite. B: Funktionsprinzip der siRNA
vermittelten Genausschaltung. Eine synthetische siRNA wird in die Zelle gebracht, sie bindet an den
RISC-Komplex. Der ,,Sense*“-Strand wird degradiert, der Komplex aktiviert. Dieser kann nun an die
Zielsequenz binden und diese denaturieren (mod. nach Martin und Caplen 2007 S. 81)

Jedes Zielgen wurde durch zwei verschiedene siRNAs dereguliert. Die sSiRNAs wurden nach
Madglichkeit so gewahlt, dass sie alle SpleiR-Varianten eines Gens abdecken. Eine siRNA lag
in der Nahe der Mikroarray-Zielsequenz. Um eine héhere Varianz zu erreichen wurde die
zweite siIRNA so gewahlt, dass sie in einem anderen Exon des Zielgens liegt als die erste.
Aufgrund der hohen Zahl an siRNAs wurden ,,Flexi-Plates* (Qiagen) verwendet. Alle in
dieser Studie verwendeten siRNAs sind in Tabelle 8 aufgefihrt. Hier wurde eine sogenannte
reverse Transfektion durchgefiinrt, dies bedeutet, dass SiRNAs und Transfektionsmedium
vorgelegt und anschlieRend die Zellen zugegeben werden. Beim Absinken auf den Boden des
ReaktionsgefaRes treffen die Zellen auf die Lipidkomplexe und werden transfiziert.
Abbildung 8 zeigt den schematischen Ablauf der gesamten siRNA-Screens.
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7000 SW480 Zellen
pro Well

3

siRNA Q
2 pro Ziel-mRNA i .
@p ) Bestimmung der
000000000000 000000000000 ' iel-
OOQOAAOOO000| WML 6/0/0/0/0/0/0/0/0,0,0.6, verbleibenden Ziel
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0'e 0/00/0/0/0/0.0/0/0.08) mRNA per qRT-PCR
QOOOBE0C0000 0/00/0/0/0/0,0/0/0.08)
QOO0 ll[¢/00/0/0/0/0/0/0/0/0'e}
OOOOOOOOOOOO 6/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0]0)] Messung der
9/0/0/0/0/0/0.0/0/0.08)
838383338555 BOO00000000A0 Viabilitat per “Cell-
96-Well-Kulturplatte 96-Well-Kulturplatte Titer-Blue-dssay”

eine siRNA pro Well

Abbildung 8: Schematische Darstellung des siRNA-Screens. Je 7000 SW480 Zellen wurden transfiziert
und nach 48h wurde per qRT-PCR die Runterregulation der Zielsequenz bestimmt. Nach 72h und 96h
wurde per ,,Cell-Titer-Blue-Assay“ die verbleibende Viabilitit bestimmt.

In eine 96-well Kulturplatte wurden zundchst 25 ul ,,Fetal Bovine Serum® (FBS)-freies
RPMI-Zellkulturmedium pro Well gegeben, anschlieBend wurden 20 nM siRNA
hinzugegeben und der Inhalt des Wells durch pipetieren griindlich gemischt. Danach wurden

® (Invitrogen) und 24,4 ul FBS-freiem Medium

25 pl einer Mischung 0.6 pul ,,0Oligofectamin
zugegeben und die Platten fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich
Oligofectamin-siRNA-Komplexe bilden kénnen. AnschlieBend wurden jeweils 7000 SW480
Zellen zusammen mit 50 pul RPMI-Medium, das 20% FBS (Invitrogen) enthielt, dariber
geschichtet. Es wurde nicht gemischt, so dass die Zellen beim Absinken auf den Boden des
Wells transfiziert wurden. Nach Zugabe der Zellen wurden die Platten 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend wieder bei 37°C bebrutet. Um alle Folgeversuche
durchfiihren zu kénnen, wurden jeweils vier Platten nach dem in Abbildung 9 aufgefihrten
Schema erstellt. Nach 48h, 72h und 96h wurde jeweils eine Platte gestoppt und ein
Viabilitatsscreen mit dem ,,Cell-titer-blue-Assay* (siehe unten) durchgefiihrt. Die vierte Platte

wurde nach 48h gestoppt und zur RNA-Isolierung verwendet (siehe unten).
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Wt-Zellen Oligofectamin SIMEGA siPLK1 | siCasp.8  siRNAl SiRNA2 SiRNA3 siRNA4

Wt-Zellen Oligofectamin SIMEGA siPLK1 | siCasp.8  siRNAl siRNA2 siRNA3 siRNA4

Wt-Zellen Oligofectamin SIMEGA siPLK1 | siCasp.8  siRNAl siRNA2 siRNA3 siRNA4

Wt-Zellen Oligofectamin SIMEGA siPLK1 | siCasp.8  siRNAl SiRNA2 SiRNA3 siRNA4

Wt-Zellen Oligofectamin SIMEGA siPLK1 | siCasp.8  siRNAl siRNA2 siRNA3 siRNA4

Wt-Zellen Oligofectamin SIMEGA siPLK1 | siCasp.8  siRNA1l siRNA2 siRNA3 siRNA4

Abbildung 9: Beispielhaftes Plate-Setup einer siRNA-Transfektion zur Viabilitdtsmessung mit Wildtyp
(Wt)-Zellen, Toxizitatskontrolle (nur mit Oligofectamin behandelte Zellen), Negativkontrolle (siNEG),
Positivkontrollen (SIMEGA, siPLK1, siCaspase 8) und vier zu testenden siRNAs.

Die Randwells der Platten wurden jeweils nur mit Medium gefullt, um Fehler durch
Verdunstung im Inkubator zu verhindern. Als Negativkontrolle diente eine ,,nonsense “-
SiRNA (SINEG), dies ist eine siRNA, die im humanen Transkriptom keine komplementare
Zielsequenz besitzt. Daruber hinaus gab es auf den Platten zur Viabilitdtsmessung jeweils
Wells mit unbehandelten Zellen und Zellen nur mit Oligofectamin zur Abschatzung der
Toxizitdt des Transfektionsmediums. Als Positivkontrollen wurden Zellen mit dem
., Megakiller siRNA mix* (Qiagen), eine Mischung aus siRNAs, die eine letale Wirkung auf
Zellen haben, sowie siRNAs gegen PLK1 und Caspase 8 transfiziert.

37

12




2 Material und Methoden

SiRNA Name | siRNA Name [ sSiRNA Name [siRNA Name [siRNA Name |siRNA Name | siRNA Name
ADPRHL1 2 | C130RF23 1| DIAPH3 1 GPR12_3 LOC283487 2 [SLC7Al 1 GPR180_2
ADPRHL1 5| C130RF23 2| DIAPH3 3 GPR12_4 LOC283487 5 [SLC7Al 4 ITR 6
AKAP11 5 |C130RF3 1 |EBPL 3 GRTP1 2 MIPEP 3 SOX1 2 ZMYM2_1
AKAP11 6 |C130RF3 4 |EBPL 4 GRTP1 5 MIPEP 5 SOX1 3 ZNF198 1
ATP11A 1 |C130RF6 1 |EFNB2 3 GTF2F 1 MYCBP2 1 TBC1D4 1

ATP11A 4 |C130RF6_4 |EFNB2 4 GTF2F2_3 MYCBP2_3 TBC1D4 2

ATP7B 1 CDX2 1 FLJ11305 2 |IPF1 2 NEK3 10 TUBGCP3 4

ATP7B 4 CDX2_8 FLJ11305 3 [IPF1 4 NEK3 9 TUBGCP3_6

BRCA2 6 CENPJ 2 FLJ12118 5 |[KIAA1008 2 [NUPL1 1 XPO4 2 Kontrollen
BRCA2 7 CENPJ 4 FLJ12118 7 | KIAA1008 4 [NUPL1 3 XP0O4 4 SINEG
C130RF12 2 | CKAP2_5 FLJ14624 2 |KLF5 1 PAN3 5 ZDHHC20_1 [siIMEGA
C130RF12 3| CKAP2_6 FLJ14624 4 |KLF5 2 PAN3 6 FLJ25952 3 |siPLK1 7
C130RF18 1| DCUN1D2 1 |FLJ22624 1 |LNX2 5 RFC3 4 POLR1D 1 [CASP8AP2 3
C130RF18 4| DCUN1D2 3 |FLJ22624 4 |LNX2 7 RFC3 6 MGC9850 1 | CASP8AP2_6

Tabelle 8: Liste aller verwendeten siRNAs, jeweils zwei pro Targetgen sowie der Kontrollen. Dabei ist zu
beachten, dass einige siRNAs, obwohl gegen dasselbe Targetgen gerichtet, unterschiedliche Namen tragen.

2.6.3  Viabilititsassay (,,Cell-Titer-Blue-Assay*)

Der ,Cell-Titer-Blue-Assay* dient der Bestimmung der Viabilitit, sprich der
Stoffwechselaktivitat, einer Zellpopulation. Dem Zellkulturmedium wird Resazurin zugesetzt,
dieses wird von metabolisch aktiven Zellen zu Resorufin reduziert. Resazurin ist dunkelblau
und emittiert nur wenig Fluoreszenz, Resorufin hingegen ist pink und fluoresziert stark. Die
emittierte Fluoreszenz ist daher proportional zu der Stoffwechselaktivitat der Zellen in einem

Well.

25 pl Cell-Titer-Blue-Reagenz (Promega, Madison, USA) wurden zu jedem Well einer 96-
Well-Platte hinzugegeben, hierbei handelte es sich um spezielle Analyseplatte (Corning), bei
der die Well-Zwischenrdume geschwaérzt sind, um eine Fluoreszenzuberstrahlung von einem
Well in ein anderes, zu verhindern. Das Reagenz wurde vorsichtig durch leichtes Schitteln
mit dem Zellmedium vermischt und anschlieBend fir 1h bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Platte in ein ,, SpektraMax-ME2-Fotometer (Molecular Devices,
Sunnyvale, USA) (berfiihrt, welches nach erneutem Durchmischen des Mediums die
emittierte Fluoreszenz in jedem Well maR. Um Messfehler zu verhindern, wurde die gesamte
Platte automatisch 9x gemessen und anschlieBend ein Mittelwert der emittierten Fluoreszenz
pro Well gebildet. Von dem Mittelwert wurde noch des Weiteren die Hintergrundfluoreszenz
abgezogen. Dieser Leerwert wurde in einem Well ohne Zellen gemessen.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung potentieller Onkogene auf Chromosom 13q. Dazu
wurden zundchst ArrayCGH-Daten von 31 Primartumoren und 15 Zelllinien ausgewertet, um
die chromosomalen Regionen auf Chromosom 13q naher einzugrenzen. Anschliefend wurde
mittels Mikroarrays ein Genexpressionsprofil von einem Teil dieser Tumoren sowie von 15
Zelllinien erstellt, um Gene zu identifizieren, die zusatzlich hochreguliert waren. Mithilfe der
gRT-PCR wurde in 25 Zelllinien (berprift, ob sich die durch Genexpressions-Arrays
identifizierten hochregulierten Gene auch hier wiederfinden.

Gene, die sich in den Primartumoren und Zelllinien sowohl mittels Array als auch per PCR
als hochreguliert erwiesen, wurden daraufhin per siRNA in der Zelllinie SW480 herunter-
reguliert. Der Erfolg des Knockdowns wurde anschlieBend wieder per gRT-PCR kontrolliert.
Mit einem ,,Cell-Titer-Blue-Assay* wurde nach dem Knockdown die Viabilitdt der Zellen als

Surrogat-Parameter fiir Onkogene bestimmt. Abbildung 10 zeigt den Ablauf der Experimente.

ArrayCGH

Primartumoren n=31

B Zelllinien n=15 2 Regionen auf 13q:
In-Silico-Analysen 13g12.1q12.3 und 13g34

Genexpression-

mikroarrays
Primé&rtumoren n=25

Zelllinien n=15 72 Gene hochreguliert in
------------------------------------------------------------ -——- Primartumoren und —----
gRT-PCR Zelllinien

Validierung in 25

Zelllinien
Gene n=67

siRNA Knockdown
in SW480

' Gene n=44 ’

Viabilitatsassay qRT-PCR
Screen Gene n=44 T Knockdown-Validation
Gene n=44

Potentielle

Onkogene
Gene n=13

Abbildung 10: Schematischer Ablauf der Experimente
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3.1 ArrayCGH-Auswertung

Die ArrayCGH-Experimente sind nicht Bestandteil der vorliegenden Dissertation. Sie wurden
von Dr. Jordi Camps aus der Arbeitsgruppe von Dr. Thomas Ried am National Cancer Institut
durchgefuhrt. Deren Ergebnis wurde jedoch verwendet, um die entsprechenden Regionen
naher zu charakterisieren. Insgesamt wurden 31 primare Kolontumore (UICC I1I/III)
untersucht, davon zeigten 19 (61%) einen Zugewinn von Chromosom 13g. Von den 15
Zelllinien wiesen 8 (53%) einen Zugewinn von 13q auf. Ein Teil dieser Daten wurde von Dr.

Jordi Camps bereits publiziert (Camps et al. 2008).

Oft zeigte sich ein Zugewinn des gesamten Chromosoms 13, in vielen Fallen waren allerdings
nur subchromosomale Regionen verdndert. Insgesamt konnten zwei Regionen auf
Chromosom 13q identifiziert werden, welche in einem Grof3teil der Tumoren Zugewinne oder

sogar Amplifikationen aufwiesen und in keinem Verluste.

Diese beiden Regionen liegen im Bereich der Banden 13g12.1q12.3 und 13934
(chrl3:26,222,778-28,886,810 und chr13:109,376,185-111,647,042). Um auch Gene im
Umfeld der minimal amplifizierten Regionen zu identifizieren, wurden die Regionen erweitert
zu chrl3:20,856,880-29,466,246 und chrl3:103,927,403-114,125,347. Sie sind in
Abbildungen 11 und 12 anhand eines Summationsplots aller Kolontumoren und Zelllinien

sowie beispielhaft an einer Zelllinie und einem Tumor dargestellt.
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Summary plot from allSamples
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Abbildung 11: Zusammenfassung der Array-CGH-Analyse von 31 Patienten flir Chromosom 13q und der
15 Zelllinien. Verluste sind in Grin dargestellt, Zugewinne in Rot. Die Regionen 13912.1g12.3 und 1334
sind zusatzlich markiert.
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Primérer Kolorektale Zelllinie
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Abbildung 12: Beispielhafte Darstellung zweier Array-CGH Experimente (Primartumor und Zelllinie)
Zugewinne hier rot, Verluste grin. Die Regionen mit regelmaRigen Zugewinnen/Amplifikationen sind
markiert.

3.2  Genexpressionsanalysen

Mithilfe der Genexpressions-Mikroarrays sollte festgestellt werden, welche Gene in diesen
beiden Regionen dereguliert sind. Dazu waren bereits im Vorfeld von Dr. Jordi Camps
Genexpressionsarrays von 25 der 31 primdren Kolontumoren angefertigt worden, bei den 6
fehlenden Tumoren erwies sich die RNA-Qualitéat als nicht ausreichend. 17 der 25 Tumoren
wiesen einen Zugewinn von Chromosom 13q auf. Es wurde gezielt nach Genen gesucht, die
im Tumor und in der Mukosa unterschiedlich exprimiert waren. Zusatzlich wurden fir 15
Zelllinien ebenfalls Mikroarrays angefertigt. Da es zu den Zelllinien keine passende Mukosa

42



3 Ergebnisse

gibt, wurde hier, abweichend von den vorangegangenen Experimenten, die Veranderung der
Genexpression im Vergleich zu einem Referenz-RNA-Pool gemessen.

Insgesamt waren in den Tumoren auf Chromosom 13q 579 Proben gegeniber der
zugehorigen Mukosa dereguliert (p<0,0005). In den beiden Regionen auf Chromosom 13
liegen 72 annotierte Gene, von denen 48 (66%) im Tumor gegenuber der normalen Mukosa
signifikant hochreguliert waren (p<0,05). Einen Uberblick tber die Expressionsmuster dieser
Gene sowie weiterer Proben auf den Mikroarrays in den beiden Regionen liefern die
Abbildungen 13, 14 und 15.

Fur die weiteren Analysen wurden auch Gene aufRerhalb der beiden Regionen verwendet, die

im Mikroarray deutlich hochreguliert waren und deren Funktion interessant erschien.

Deregulierte Gene in der Region 13q12.1q12.3 in 15 Zelllinien

SKCO-1
NCI-Hs.716
COLOE%ODM

POMP

LOC283537
KIAA0774

FLT1
CR600638
A_24_P594094

GSH1
IPF1
AK000246
AK000205
CDX2
FLT3
THC2329253
AA452590
X51602
CR593388

GPR12
RPL21
RASL11A
ENST00000381140
POLR1D
AW751256
MGC9850

ENST00000258451

Abbildung 13: Expressionsmuster von 28 deregulierten Proben in der Region 13g12.1-12.3 im Vergleich
zwischen Zelllinien und RNA-Referenz-Pool. Eine Expression von 1 bedeutet gleiche mRNA-Level in
Zelllinie und Referenz.
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Deregulierte Gene in der Region 13q34 in 15 Zelllinien Teil 1

A_32_P52268

AK057970
AF131777

ING1
A_24_P568645

A_24_P726495

ANKRD10
CR617865
THC2273687

BX107836
LOC283487

IRS2
AA344632
A_24_P767699
COL4AL
CA432213
COL4A2
AK095260
FLI10769

ABHD13
TNFSF138

RP11-54H7.1

EFNB2
FLI10154
AF144054
L10374
AAB90136
AA995392
THC2443880

LOC341604
ENST00000322426

Abbildung 14: Expressionsmuster von den ersten 34 deregulierten Proben in der Region 13q12.1-12.3 im
Vergleich zwischen Zelllinien und RNA-Referenz-Pool. Eine Expression von 1 bedeutet gleiche mRNA-
Expressions-Level in Zelllinie und Referenz.

Deregulierte Gene in der Region 13q34 in 15 ZelllinienTeil 2

LOC390427

ADPRHL1
DCUN1D2
A_24_P910724

THC2435192 &4

THC2314457

sox1
AK055145
L0C122258

A_24_P717609

A_24_P783810

Abbildung 15: Expressionsmuster von weiteren 34 deregulierten Proben in der Region 13g12.1-12.3 im
Vergleich zwischen Zelllinien und RNA-Referenz-Pool. Eine Expression von 1 bedeutet gleiche mRNA-
Level in Zelllinie und Referenz.
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3.3 gRT-PCR

Die mittels Mikroarray in den Patientenproben und Zelllinien identifizierten Gene sollten nun
in 25 kolorektalen Zelllinien per gqRT-PCR validiert werden. Es handelt sich hierbei um die
48 Gene in den beiden beschriebenen Regionen sowie um 19 zusatzliche Gene von
Chromosom 13, die ebenfalls in Tumoren gegentber normaler Mukosa tiberexprimiert waren,
jedoch nicht in den beiden Regionen lokalisiert sind. Flr jedes Gen wurde ein spezifisches
Primerpaar erstellt.

3.3.1  Primer Test

Per Gelelektrophorese wurde sichergestellt, dass alle Primer nur jeweils ein Produkt der
berechneten Grél3e haben. Beispielhaft sind in Abbildung 16 die PCR Produkte von 47 der 67
Primerpaare aufgetragen. Alle Primerpaare zeigen nur jeweils ein Produkt, welches zwischen
90 und 240 bp grofB ist. Zusatzlich wurde durch Dissoziationskurven des PCR-Produktes im
Anschluss an jeden gRT-PCR-Lauf die Bildung nur eines spezifischen PCR-Produktes
Uberprift.
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Abbildung 16: Gelelektrophorese der Produkte von 47 der 67 in dieser Arbeit verwendeten Primer. LNX2
und PAN3 wurden jeweils aus 2 Reaktionsreplikaten aufgetragen, um eine Reproduzierbarkeit zu zeigen.
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3.3.2 gRT-PCR der 25 Zelllinien zur Arrayvalidierung

Mit der Real-Time-PCR sollten zwei Ziele erreicht werden: Einerseits sollte das Ergebnis der
Mikroarrays aus den 15 Zelllinien mit einer unabhangigen Methode validiert werden,
andererseits sollten die Genexpressionsprofile der 48 + 19 Gene in weiteren 10 Zelllinien

bestimmt werden.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der qRT-PCR tabellarisch dargestellt. Tabelle 10 zeigt die
Genexpression der 67 Gene als ,,Foldchange* im Vergleich zu einem Pool aus normaler
Rektummukosa, Tabelle 11 im Vergleich zu normaler Kolonmukosa und Tabelle 12 im
Vergleich zu der ,,Stratagen-Referenz*“-RNA. Die mittels PCR gemessenen Expressionsdaten
korrelierten sehr gut mit den Ergebnissen des Arrays. Verglichen wurde jeweils, ob die per
Array identifizierte Hochregulation eines Gens in einer Zelllinie ebenfalls per PCR detektiert
wurde. Fur SW480 stimmten 58% der untersuchten Gene Uberein (bei HT29 (71%), bei
SW837 (68%), bei HTC116 (71%), bei DLD1 (81%), bei P53-HCT116 (62%), bei SW48
(70%), bei LS411N (83%), bei NCI-H716 (76%), bei NCI-H508 (89%), bei COLO320DM
(76%), T-84 (65%), bei SK-CO-1 (65%), bei COLO 201 (86%) und bei LOVO (73%).

Von den zuvor mittels Mikroarray als uberexprimiert identifizierten Genen (67) konnte fur 45
(67%) per qRT-PCR gezeigt werden, dass sie auch in den 25 Zelllinien hochreguliert sind.

Diese Gene sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

ABHD13 CARS2 GPR180 NUPL1 | TUBGCP3
ADPRHL1 CDX2 GRTP1 PAN3 XPO4
AKAP11 CENPJ GTF2F2 PCID2 ZDHHC20
ATP11A CKAP2 IPF1 POLR1D | ZMYM2
ATP7B | DCUN1D2 ITR POMP ZNF198
BRCA2 DIAPH3 KLF5 RFC3
C130RF18 DIS3 LNX2 SLC7Al
C130RF23 EBPL MIPEP SOX1
C130RF29 | EFNB2 MYCBP2 | TBC1D4
C130RF3 GPR12 NEK3 TMTC4

Tabelle 9: 45 Gene, die sowohl per Mikroarray in den Tumoren und Zelllinien, als auch per PCR in den
25 Zelllinien als Uberexprimiert gefunden wurden.
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ABHD13 2,17 163 247 219 1289 166 534559719746 550 :219:413 332 215 242 1232 1,75 @ 3,07 1296337 713 : 479 :317: 220 : 271 0,18 @ 1,00
ADPRHL1 432 : 337 :062:10,22: 533 : 559 : 195 : 158 : 163 : 992 : 1188 : 0,16 119 006 :130: 095 : 1,78 : 1,19 : 209 :138: 3,90 10,01 160 4,39: 099 : 0,99 :063: 1,00
ANKRD10 032 | 056 040|097 | 068 | 0,44 | 0,39 | 068 | 0,75 | 281 | 057 |041] 0,09 | 161 ]0,17] 041 | 2,78 | 096 | 1,14 |128]| 068 | 1,35 | 1,85 0,66 | 006 | 1,24 |0,70| 1,00
ATP11D 7,41 11,82 865813 : 698 @ 684 :1227:20,30; 7,05 ;19,84 10,63 : 562 : 11,45 31,63 : 8,09 : 15,28 : 20,30 ; 16,60 : 14,59 : 8,48 : 11,03 : 22,52 : 10,63 : 5,87 : 7,16 : 4,29 : 0,66 . 1,00
BRCA2 22/47:1339:321: 243 111,66 412 : 613 141,45 20,21 869 : 10,63 :828 3,29 2161 9,96 9,08 :24,14:1445:1641:842: 7,08 1190 4,63 723 394 0,78 :011: 100
C130RF29 066 : 235 :871:819 : 052 : 165 :132: 733 :2258: 0,15 ; 1524 136 140 : 940 :182: 033 : 859 : 199 :212 :335 091 0,36 : 081 :3,10: 817 : 0,77 :2,70; 1,00
CARS2 047 : 032 :044:038 : 080 : 052 : 0,77 : 291 : 065 : 618 : 055 :065 062 088 167 G029 & 249 ;0,78 :049 :088: 104 291 084 073 G076 0,70 :062: 1,00
CDC16 116 125 058 153 : 146 109 :125:186 ;116320 148 :048 009 : 024 071 G116 : 289 : 069 : 116 114 : 184 A 252 :192 :084: 101 : 0,97 : 0,83 : 1,00
CDX2 0,09 :053:140:020 :182:0,11:089 : 158 : 038 : 329 ; 2097 : 228 : 2,26 : 0,00 :084: 095 : 149 : 451 :0,29 :227 011 030 : 139 :155: 0,14 : 1,20 : 0,97: 1,00
CHRI130ORF16 | 0,21 | 1,48 1054 | 209 | 287 | 069 | 165 | 132 | 065 | 041 | 123 |0,23| 0,83 | 0,47 |0,26] 0,78 | 0,37 | 0,36 | 0,66 | 104 | 104 | 043 | 1,80 |1,13] 054 | 1,78 |1,31]| 1,00
COL4Al 003 008 :020: X 1017 i X 000 : X X 000 097 000:0,00:000:000:009:016 017 000 085: 000040 : 004 : X X 1943 :3,02: 1,00
COL4A2 007 :000:000; X 1001: X :000: X :001: X 104 @ X X X X 000 X X X :000:001:000;: X X X +10,13:3,93: 1,00
DLEU2 11,16 : 470 11821285 656 :1560: 6,26 : 819 1201 659 { 6,77 506 269 11043:724 347 A 633 540 : 6,76 :1 415 764 753 : 423 1219 469 : 394 034 1,00
EFNB2 003 042 :005:033:053:038 110 090 6038 : 316 032 :044 18 266 0772 060 118 i 046 :031:0,78: 132 0,76 025 039 : 137 030 :034: 100
FLJ10769 093 :100:034:115: 09 :049 : 087 : 137 : 148 + 233 : 089 034 087 :123:048:074 171 0,73:094:083 118 259 : 116 i057: 054 : 1,12 :0,91: 1,00
GAS6 1,77 1063 1031|042 | 128 | 0,68 | 0,67 | 240 | 0,00 | 0,65 | 0,00 |0,28 | 0,46 | 0,40 | 063 | 0,44 | 490 | 135] 133 133|084 | 361 | 1,77 |0,72] 025 | 1,99 | 0,44 | 1,00
GPC5 X X 1032] X X 1017 10,10 X 12063 X 4,56 X X X 114711259 | X X X 10151010 | X 1015 ] X X. | 506 1276| 1,00
GPR12 0,23 : 0,25 :853: 0,75 024 022 261 : 748 :5010: X : 1412 {107 008 ' 032 025 G 0,04 : 813 : 0,07 : 226 :050;: X X :004:009: 113023 :148: 1,00
GRK1 X X X 11294 X 1126 X X X X X X X. X X X X X :989: X X X X X 11703: X X 1,00
ING1 166 {139 1075 186 : 146 : 135105 : 250 : 242 : 171 : 1,84 :0,73:0,17 : 151 :157 058 : 2,70 : 0,83 : 1,33 :123: 114 ' 2,26 : 243 :0,82: 057 : 1,71 :137: 1,00
IPF1 157 12351379 063 :583 110 326 813 :5795: 435 :20938:1,79: 7,00 : 533 :207; 166 : 9,40 : 802 : 241 :050: 0,74 :11,82: 6,77 :3,64 1,73 ;: 0,14 : 055 1,00
IRS2 535125 :142:131:031 063 177 252 : 292 264 913 0,73:0,20 : 555 :198: 064 : 497 536 : 269 186: 559 ' 330 : 3,63 483: 0,63 : 466 :037: 1,00
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KLF5 011 ) 044 |0,28] 0,17 | 0,31 | 0,16 | 068 | 0,52 | 0,52 | 1,06 | 0,04 |041| 0,74 | 0,18 |0,75| 0,17 | 0,79 | 0,48 | 0,18 | 0,37 | 0,36 | 0,78 | 0,42 | 0,56 | 0,00 | 0,31 | 0,67 | 1,00
LAMP1 084 119 ‘055:122:058 073 168 : 181 132 28 : 087 09 :211 021 :062: 115 : 321 115: 128 119:0,72 351189 094: 134 164 {111 1,00
LIG4 0,77 1048 '025: 098 :104 086 031 :052: 120 127 : 107 041:09 130 :056: 080 : 151 : 040 : 083 048: 058 @ 164 i 061 040: 111 : 068 :0,65: 1,00
LNX2 098 093 :097:092:118 @ 050 080 : 326 : 190 295: 072 096: 004 153 :089: 122 213 233119 143:054 119255 109: 042 : 086 :052: 100
MTIF 118 161 i068 142 238 049 {100 278 :189 277 & 172 :101:1,19 202 :083:082 319 134 138 :114 046 : 145 199 :155 095 : 1,20 033: 1,00
MYCBP2 142 107 i094: 182 : 152 :100: 265 240 : 176 : 230 : 376 :097:083 163 122: 068 250 : 103 : 182 :106 2,72 : 240 : 193 :097 184 : 1,96 069: 1,00
NUPL1 228 | 208 /1083|306 |298 |29 211|583 |352|260 | 164 [108| 121|374 197|119 |349 |170 | 176 (142|107 | 222|168 |104| 246 | 069 |[041]| 1,00
PAN3 156 | 143 /077|137 | 105|047 | 137 | 265|201 ]|219 | 213 |097| 150 | 224 |143| 093 | 1,88 | 3,02 | 198 |177| 0,68 | 1,57 | 279 |095| 0,84 | 1,27 | 0,42 | 1,00
PCID2 188 : 1551157222 163 : 178 : 217 + 412 1293 : 373 : 334 :117:163 : 030 :145; 166 : 3,04 : 166 : 1,22 :146 3,39 : 317 : 346 :166: 169 ; 1,22 :049: 1,00
POLR1D A 167 : 240 1146 364 : 243 : 202 : 267 : 674 : 273 1517 : 767 :115:265: 209 :357: 216 : 457 :536 ;180 :321:179 :166 ;650 :138: 353 : 139 :050: 1,00
POLR1D B 146 : 625 :335: 280 : 544 : 130 : 413 :1507: 534 : 778 : 6,28 :346:534 : 954 :523: 0,99 : 708 :1158: 475 :819: 129 : 287 : 6,77 :6,79: 1,21 : 406 :0,39: 1,00
POMP 543 i 424 :153: 272 470 : 369 : 169 : 579 : 597 : 863 ; 2,66 :239:273 5511229226 : 753 : 442 : 362 310: 1,14 : 308 ; 253 :270: 3,39 : 250 ;0,33 : 1,00
RAS11A 0,09 :028 :018: 008 : 013 : 0,11 : 0,09 : 382 : 0,12 : 104 ; 001 ' 027:0,16 : 001 :041: 0,28 : 0,22 : 252 : 0,32  0,22: 0,02 : 003 : 1,39 : 026 : 0,04 : 107 :1,28: 1,00
SLC46A3 049 (013 051, 010) 029|003 | 043 |064]002 191 | 009 |022]| 001|088 050|014 125|092 0311004]|011 130|113 026|005 323 |066| 1,00
TFDP1 216 | 263 10,78 | 141 | 256 | 192|242 | 377 | 307 | 373 | 200 |135] 186 | 056 |228]| 1,06 | 424 | 142 | 2,12 |155| 164 | 409 | 211 |171| 1,13 | 0,59 |123]| 1,00
TUBGCP3 731 738 1240 6,74 : 544 - 713 :{ 798 10,43 505 10,78 : 851 :314: 705 11,74:523: 579 1150 436 ‘@ 6,13 :555 1134 :10,58: 6,82 :433 531 : 289 019 1,00
USP12 093 058 :054:100:070:08 :053:361:155:149 058 :0,72: 121 : 067 058 048 : 105 :240 067 :071:031:019 : 105 037 052 : 0,79 :132: 1,00

Tabelle 10: Genexpressionsprofil der 67 Gene in 25 kolorektalen Zelllinien. Die Expression der Gene ist relativ zu normaler Rektummukosa aufgetragen

»Foldchange®). Aneuploide Zelllinien sind rot markiert, diploide schwarz. Per gRT-PCR nicht detektierbare Expressionen sind mit einem ,,X“ gekennzeichnet.
g p p q P g
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ABHD13 0,88 | 0,66 | 13,83 |12,30| 1,17 | 9,32 | 29,93 |31,34| 40,32 | 3,02 | 2,23 | 12,27 | 1,67 | 18,64 | 0,87 |13,55|69,07| 0,71 |17,19| 16,56 | 18,90 | 39,95 | 1,94 (1,28 | 12,35 | 15,2 | 1,00 | 0,41
ANKRD10 082 ]142]057 139|172 ]063 | 056|097 | 107 | 709 | 144|059 | 022 | 230|044 | 059|397 |243|163 | 183|098 | 193 [468|166| 0,08 | 1,77 |1,00| 2,53
ATP11D 0,86 : 1,37 113,18 :12,38: 0,81 :10,41:18,68:3091: 10,73 : 229 ' 123 ' 855 | 132 14817 094 2326 3091 192 i2221:1291:16,80:34,30:1,23:0,68: 10,90 : 653 11,00 0,12
BRCA2 7,00 | 417 130,27 :22,94: 3,63 38,85 57,81 391 190 2,71 - 331 7807: 102 : 204 : 3,10 :8563: 228 : 450 : 155 :7934:66,72: 112 1144:225:3719 7,40 1,00 0,31
C130RF29 0,08 | 0,27 | 3,23 | 3,03 | 0,06 | 0,61 | 049 | 2,71 | 836 | 0,02 | 1,75 | 0,50 | 0,16 | 348 | 0,21 | 0,12 | 3,18 | 0,23 | 0,79 | 1,24 | 0,34 | 0,13 |0,09(0,36| 3,02 | 0,28 | 1,00 | 0,11
CARS2 107 | 0,72 | 0,72 | 0,61 | 1,82 | 0,84 | 124 | 472 | 1,05 | 410 | 1,25 | 105 | 1,41 | 142 | 3,77 | 0,47 | 403 | 1,77 | 0,79 | 1,43 | 168 | 4,72 |189|165| 1,24 | 1,14 | 1,00 | 2,26
CDC16 201 :216 : 0,70 : 185 251 : 132 : 151 : 225 141 553 : 256058 :015:029: 123140 351 119 @ 141 @ 139 :223: 305 :331:145: 1,23 : 1,17 :1,00: 1,73
CDX2 0,06 : 0,38 : 144 : 020 : 1,30 : 0,11 : 0,92 : 164 : 0,40 : 2,36 :1500: 2,36 : 1,62 : 0,00 : 0,60 : 098 : 154 : 323 : 0,30 : 235 : 0,12 : 0,31 :100:1,11: 0,15 : 1,24 :1,00 0,72
CHR130ORF16: 0,39 : 271 : 041 : 159 : 528 : 053 : 126 {101 : 049 {075 :226 017 :152:036 : 047 : 059 : 0,28 : 066 : 050 : 0,79 : 0,79 : 0,33 :13,31:207: 041 : 135 100 1,84
COL4Al 0,14 : 0,41 : 0,07 X 0,85 X 0,00 X X 0,00 : 491 : 0,00 : 0,02 : 0,00 : 0,01 : 0,03 : 0,05 : 0,88 : 0,00 : 0,28 : 0,00 : 0,13 :0,20: X X 6,44 : 1,00 5,09
COL4A2 21,96 : 0,59 : 0,00 X 1,80 X 0,00 X 0,00 X 327 X X X X 0,00 X X X 0,00 : 0,00 : 0,00 : X X X 2,58 11,00 316
DLEU2 6,13 | 2,58 | 543 |38,32| 3,61 | 46,53 |18,68|24,42| 3584 | 3,62 | 3,72 | 1510 1,48 (31,12 | 3,98 | 10,34 | 18,90 | 2,97 | 20,16 | 12,38 | 22,78 | 22,47 | 2,32 | 1,21 | 13,99 | 11,7 | 1,00 | 0,55
EFNB2 0,59 | 806 | 0,15 | 0,97 |10,27| 111 | 3,23 | 2,66 | 1,13 | 60,83 | 6,22 | 1,28 | 3559 | 7,84 | 13,77 | 1,77 | 3,48 | 8,88 | 0,90 | 2,30 | 3,89 | 2,25 | 4,78 | 757 | 4,02 | 0,89 | 1,00 | 19,25
FLJ10769 2,74 1295037 {127 : 266 : 054 1 096 : 151 | 1,63 685 : 2611038 :257 135142 081 188 214 103 091 :130:285:340:168: 059 | 123 :1,00: 2,94
GAS6 560 { 2000721096 : 406 i 156 : 153 | 546 : 0,00 | 207 : 0,00 : 0,63 : 145 { 091 : 199 ! 099 {1116} 4,29 { 3,04 { 3,03 | 192 | 822 560:228: 057 : 452 {100 3,17
GPC5 X X 0,12 X X 0,06 i 0,03 X 7,48 X 1419: X X X 533 | 0,94 X X X 0,05 | 0,03 X 1048 X X 184 1100 311
GPR12 0,03 : 0,03 : 578 : 051 : 0,03 { 0,15 i 1,77 i 506 i 33,90 X 165 073 :001:022:003:003:550:001:153°:0,34 X X :000:001: 0,76 : 016 :1,00 0,12
GRK1 X X X 1442 X 12,55 X X X X X X X X X X X X 11,03 X X X X X 118,98 X X X
ING1 220 1184|055 |136 | 193|099 | 0,76 | 183 | 1,77 | 226 | 244 | 053 | 0,22 | 1,10 | 2,08 | 0,42 | 1,97 | 1,09 | 0,97 | 0,90 | 0,84 | 165 |3,22|1,09| 0,42 | 1,25 | 1,00 | 1,33
IPF1 041 : 062 : 687 : 1,13 : 154 : 199 | 591 14,72 10493 1,15 5520 324 : 184 : 965 : 054 : 301 :17,03; 2,11 : 436 : 090 | 1,34 :12141:1,79:096: 3,13 : 0,25 1,00 0,26
IRS2 3,78 1088 381 353:022:171: 477 : 6,77 : 7,85 186 : 644 : 195 : 0,14 :1493: 140 : 1,73 :1336: 3,78 : 7,23 : 499 :1503: 888 {256:341: 1,70 : 125 :1,00: 0,71
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KLF5 0411156 | 042 | 026 | 1,11 | 0,24 | 1,02 | 0,77 | 0,78 | 3,75 | 0,15 | 0,62 | 2,61 | 0,27 | 265 | 0,26 | 1,18 | 1,71 | 0,27 | 055 | 0,54 | 1,16 |1,49|197| 0,01 | 0,47 | 1,00 | 3,55
LAMP1 152 216 050 : 1,09 1 105066 151 :162 118 : 516 158 : 0,86 382 :019 112 :104 289 208 115: 107 : 065 : 316 :343:1,71 120 : 147 100 181
LIG4 311 :193 : 038 : 152 : 423 133 1048 081 @ 186 512 @ 434 : 064 : 387 200 227 ;124 233161 : 128 075 089253 247 162 : 1,71 @ 105 :1,00 4,05
LNX2 101 .09 188 : 1,78 1 122 { 098 156 : 632 : 369 : 305 075186 005:297 092236 414 241 232 277 104 231 :263:113: 082 ' 168 : 100 1,03
MTIF 1,74 1236 204 : 426 351 {147 300834 567 407 253 : 305 176606 123 :246 958 : 197 415341 138 ' 435 :292:228 286 : 3,60 100 147
MYCBP2 152 115 136 : 264 162 i 1,45 385348 @ 256 : 246 : 402 : 1,40 089 :236 130 :098 : 363 : 1,10 : 265 : 154 : 394 : 348 :2,07:104: 267 : 284 100 1,07
NUPL1 2,74 | 250 | 2,04 | 752 | 358 | 7,26 | 518 |1432| 865 | 3,13 | 197 | 265 | 1,46 | 919 | 237 | 293 | 857 | 204 | 433 | 348 | 264 | 546 |2,02(126| 605 | 1,69 [1,00| 1,20
PAN3 202 | 185|184 |327 | 137 | 112|328 |632 | 480 | 284 | 276 | 232 | 195 | 535 | 186 | 222 | 450 | 392 | 473 | 423 | 164 | 3,76 |3,62|123| 201 | 302 |100]| 1,30
PCID2 1,19 1099 : 323 ; 456 : 104 ; 366 445 846 : 601 : 237 : 212 : 241 104 :062 092 :341 623 : 106 : 250 : 299 : 696 : 650 :220:1,06: 3,47 : 251 :100 0,64

POLR1D A 115 :165: 293 ; 731 : 167 ; 406 : 536 :1355: 548 : 355 ;527 : 231 : 182 : 420 : 245 : 435 919 : 368 : 361 : 645 : 361 : 3,34 1446:095: 7,09 : 2,78 : 100 0,69

POLR1D B 044 : 187 : 869 : 7,26 : 162 ; 336 :10,73:39,12: 1386 ; 232 : 1,87 : 898 : 159 12476 156 : 257 :1838: 346 :1232:21,26: 334 : 7,46 :2,02:203: 3,15 :10,53:1,00: 0,30

POMP 355 277 459 ;817 : 3,07 :11,08: 507 :17,39: 1792 : 564 : 1,74 : 719 : 1,78 :16,56: 1,50 : 6,77 :22,63;: 2,89 :10,88: 932 : 343 : 925 165:1,77:10,17: 7,50 ;1,00 0,65
RAS11A 050 : 156 : 014 : 007 : 0,75 : 0,08 : 0,07 : 299 : 0,09 : 580 : 0,05: 0,21 : 0,89 : 0,01 : 232 : 0,22 : 0,17 :14,12: 0,25 : 0,17 : 0,01 ;: 0,02 A 7,82:1,45: 0,03 : 0,84 :1,00 5,60
SLC46A3 09 | 024077 | 015 | 0,56 | 0,05 | 0,66 | 0,97 | 002 | 372 | 0,18 | 0,34 | 0,03 | 1,34 | 097 | 0,20 | 189 | 180 | 0,46 | 0,06 | 0,16 | 197 [221|050| 0,08 | 488 | 1,00 195
TFDP1 2,76 1336 | 064 | 115|327 | 157 198|307 | 250 | 478 | 256 | 1,10 | 238 | 0,46 | 291 | 0,86 | 346 | 1,82 | 173 | 1,27 | 134 | 3,34 |2,71]|2,19| 0,92 | 0,48 | 1,00 | 1,28

TUBGCP3 3,05 { 3,07 :1282:36,00: 2,27 38,05:4262: 5572 2697 i 449 @ 355 :16,76: 2,93 162,68 218 :30,91:6139: 182 ‘3275 : 29,65 60,55 56,49 2,84 180 2838 1542:1,00 0,42

USP12 171 1106 : 068 { 127 : 129 : 107 i 067 : 456 : 196 @ 276 { 108 : 091 : 224 : 084 : 107 : 061 : 133 : 444 : 085 : 090 : 0,39 : 0,23 {194 069: 0,66 : 167 1100 185

Tabelle 11: Genexpressionsprofil der 67 Gene in 25 kolorektalen Zelllinien. Die Expression der Gene ist relativ zu normaler Kolonmukosa aufgetragen (,,Foldchange).
Aneuploide Zelllinien sind rot markiert, diploide schwarz. Per gRT-PCR nicht detektierbare Expressionen sind mit einem ,,X* gekennzeichnet.
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ADPRHL1 438 :342:0,63 10 5 6 198 161: 1,65 10 12 :016:120 006 :132: 097 :181: 121 :212: 140 : 395 10 162 :4,45: 1,00 :100:0,64: 1,01
ANKRD10 0,26 i1045:032: 0,79 :055: 0,35 0,32 i055: 0,61 227 046 033 007: 130 :014: 033 :224: 0,78 092 103 :055: 109 :149:053: 0,05 :1,00:056: 0,81
ATP11D 1,73 |2,761202| 190 [163] 1,59 2,86 5 1,64 5 248 | 1,31 ] 2,67 7 1,89 | 3,56 5 387 [340| 1,98 |257 5 24811,37| 167 |1100|015| 0,23
BRCA2 29 17 :4,09: 310 15 5 8 53 26 11 14 11 ;419 28 13 12 31 18 21 11 9 15 6 9 5 100014 : 127
C130RF29 085 :306: 11 11 0,67 2,15 1,71 10 29 0,19 20 11771182 12 2,371 0,43 11 259 1276 436 :118: 046 106 4,04 11 1,00:351: 1,30
CARS2 0,67 i1045:063: 054 :114: 0,73 1,09 4,15 0,92 258 10,78 :092:089: 125 :1237: 041 :354: 111 0,70 126 :148: 415 :119:104: 1,09 :100:0,88: 142
CDC16 121 [130[/060| 158 [151] 1,13 129 [192] 1,20 332 | 154 ]1050|009| 025 |074| 120 [300| O71 |120| 1,18 |191] 261 |199|087| 105 [100[0,85| 1,04
CDX2 007 :i044 117 0,16 :152: 0,09 0,74 1132 0,32 2,75 18 1191 189 000 :071: 0,79 :i124: 377 :024: 19 :010: 025 :116:1,30: 0,12 :100:0,81: 0,84
CHR130ORF16: 0,12 :083:031: 118 :162: 0,39 093 :0,74: 0,37 023 :069 013 047 026 :014: 044 :021 0,20 :037: 058 058 024 :101:063: 030 :100:0,74: 0,56
COL4Al 0,00 :0,00:0,01 X 0,01 X 0,00 X X 0,00 : 0,05 : 0,00 : 0,00: 000 :0,00: 0,00 :001: 0,01 :0,00: 0,04 :0,00: 002 :000: X X 1,00:0,16 : 0,05
COL4A2 0,01 10,00 0,00 X 0,00 X 0,00 X 0,00 X 0,10 | X X X X 0,00 X X X 0,00 |10,00]| 0,00 X X X 1,00]0,39]| 0,10
DLEU2 283 :1119:046: 326 :166; 3,95 159 :208; 3,05 167 172 :128:068: 265 :i184: 088 :161: 137 :171: 105 :194: 191 :107:056: 1,19 :1,00:0,08: 0,25
EFNB2 0,10 :139:0,17: 109 {177} 1,25 3,656 1300i 1,27 10 107 1144 6 9 237: 199 1393 153 i102: 259 i1439: 254 10,82:1,30 5 100:1,13: 3,32
FLJ10769 0,84 1090:030: 103 :081: 044 0,78 1123 133 208 1080 :031:0,78: 110 :043: 066 :153: 065 :084: 0,74 :106: 232 :1104:051: 048 :100:0,81: 0,90
GAS6 0,89 1032|0,16| 0,21 |0,64| 0,34 0,34 1121 | 0,00 0,33 | 0,00 | 0,14]0,23| 0,20 |0,32| 0,22 |247] 068 |0O67| 067 |042| 182 |089|0,36| 0,13 |1,00]|0,22| 0,50
GPC5 X X 0,06 X X 0,03 0,02 X 4,07 X 0,90 X X X 0,34 051 X X X 0,03 0,02 X 0,03: X X 1,00: 054 0,20
GPR12 099 1104 36 @ 321 100: 0,95 11 32 213 X 60 5 035 137 :108: 0,16 : 35 ! 0,29 10 2,12 X X 0,17 : 0,38 5 100 6 4,26
GRK1 X X X 10 X 9 X X X X X X X X X X X X 7 X X X X X 13 X X X
ING1 097 1081]044] 1,09 ]10,85] 0,79 0,61 [147] 1,42 1,00 | 108 1043|020 088 |092| 034 [158| 048 |0,78]| 0,72 |067| 132 |142|048| 0,33 |100[/0,80| 0,59
IPF1 12 17 | 28 5 43 8 24 60 427 32 1541 @ 13 52 39 15 12 69 59 18 3,66 5 87 50 : 27 13 1,00 | 4,07 7
IRS2 115 :0,27:030: 0,28 :0,07: 0,14 0,38 :1054: 0,63 057 1196 :016 :004: 119 :043: 014 107 115 :058: 040 :120: 0,71 :0,78:104: 0,14 :100:0,08: 0,21
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KLF5 037 11411090 | 055 |1,00] 052 | 218 |165| 167 | 339 | 014 | 133|236 058 |239| 056 [254| 154 |058| 118 |1,16] 250 135|178 0,01 |1,00]215]| 3,20
LAMP1 051 :0,73:034: 074 {035; 045 : 103 :110: 0,80 : 1,74 {053 :059:129: 0,13 :0,38: 0,70 :196: 0,70 :0,78: 0,73 :044: 215 :116:058;: 082 :100:0,68: 0,61
LIG4 113 :0,70:0,36: 144 :153: 126 : 045 :0,76; 1,76 ' 185 : 157 :061:140;: 19 :082: 118 221 058 :i121: 0,71 :084: 240 :090:059: 162 :100:095: 146
LNX2 113 :107:112: 106 :137: 058 : 093 :377: 220 : 341 :084 :111:005: 1,77 :103: 141 247 270 :138: 165 :062: 138 :1295:126: 0,49 :100:0,60: 1,16
MTIF 099 1134|057 | 118 |199| 0,41 | 083 |232| 158 | 231 | 143 |/085|100| 169 |0,70| 068 |266| 1,12 |115| 095 |0,38| 121 |166|130| 080 |100|0.28| 0,84
MYCBP2 0,73 :055:048 093 :0,78: 051 : 135 :123: 090 ' 117 192 049 043: 083 062 034 :128 053 :093: 054 1139 123 :099 049: 094 100:0,35: 0,51
NUPL1 332 1302:121 445 :1433: 430 @ 3,07 8 5 3,78 1 238 1 157 1,76 5 2,86 1,73 5 247 256 206 156 323 245:152 358 :1100:059: 145
PAN3 123 :113:061: 108 083: 037 : 108 :209: 159 : 173 168 :077 119 177 '113: 073 :149: 238 :157: 140 :054: 124 220:0,75: 066 :100:033: 0,79
PCID2 154 |127|129| 182 |133| 146 | 177 [337]| 240 | 305 | 273 1096 |133] 025 |119] 136 [249| 136 |1,00| 1,19 |278| 259 |283|136| 1,39 |1,00|040| 0,82
POLRI1D A 121 1173:105: 263 (176 146 @ 193 5 197 : 3,73 6 :083:191; 151 i258: 156 :1330: 387 :130: 232 :130: 1,20 5 100 255 :100;0,36: 0,72
POLR1D B 036 :154:083: 069 134 032 : 102 :371: 132 : 192 :{155:085:132;: 235 :129: 024 :1,75: 285 :117: 202 :032: 0,71 :167:167: 030 :100:0,09: 0,25
POMP 217 1170:061: 109 :188: 148 : 068 :1232: 239 : 346 106 :09 : 109 221 :092: 090 :302: 177 :145: 124 ' 046: 123 :101:108: 136 :100:0,13: 0,40
RAS11A 0,08 1026|017 | 008 |0,12| 0,10 | 009 |356| 0,11 | 0,97 | 001 025|015| 0,01 |0,39| 0,26 |0,20| 2,35 [0,30| 0,20 ]0,02| 0,03 |[130|0,24] 004 |100|119| 0,93
SLC46A3 0,15 :004:016: 003 :009: 001 : 013 :020: 000 : 059 @003 : 007 :000: 027 :015 004 :039: 029 :0,10: 0,01 :0,03: 040 :0,35:008: 002 :100:0,20: 0,31
TFDP1 366 1445:132° 238 :1433: 326 @ 4,10 6 5 6 339 1228:315: 095 385 179 7 240 360 263 :278 7 358 :289: 191 100:208: 169
TUBGCP3 253 :1256:083: 233 188 247 : 276 :361: 175 : 373 :295:109: 244 407 181: 200 :398: 151 :212: 192 :393: 366 236:150: 184 :100:0,06: 0,35
USP12 0,70 10441041 | 0,76 |053| 064 | 040 |274| 118 | 1,13 | 044 |054]092| 050 |044| 037 |080| 182 |051| 054 |0,24| 0,14 |0,80/0,28| 0,40 |0,60]0,76| 1,00

Tabelle 12: Genexpressionsprofil der 67 Gene in 25 kolorektalen Zelllinien.
(,Foldchange“). Aneuploide Zelllinien sind rot markiert, diploide schwarz. Per gRT-PCR nicht detektierbare Expressionen sind mit einem ,,X“ gekennzeichnet.

Die Expression der Gene ist relativ zu einem Pool aus Normalgewebe aufgetragen
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Kolorektale Karzinomzelllinien

¢ WOSOWOIY)) JNe duan)

Abbildung 17: Heatmap der per qRT-PCR gemessenen Genexpression in 25 kolorektalen Zelllinien,
relativ zu einem Normal-Gewebe-Pool. Hochregulierte Gene sind in Rot dargestellt, herunterregulierte in
Gran.
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3.4  siRNA-vermittelte Genderegulation

Nachdem Gene gefunden worden waren, die in kolorektalen Priméartumoren und Zelllinien
Uberreprésentiert waren und sowohl in Tumoren als auch in Zelllinien hochreguliert sind,
sollte der Einfluss dieser Gene auf die Uberlebensfahigkeit von Tumorzellen getestet werden.
Dazu wurden die 44 Gene in der Zelllinie SW480, einer kolorektalen Zelllinie, welche die
typischen chromosomalen Aberrationen kolorektaler Karzinome zeigt, jeweils durch zwei
verschiedene siRNAs ausgeschaltet. Anschlielend wurde die verbleibende Viabilitat der
Zellen im Verhéltnis zu einer Kontroll-siRNA (SiNEG) bestimmt. Mit gRT-PCR wurde die
Menge an mRNA bestimmt, die nach siRNA-Transfektion noch vorhanden war, um
sicherzustellen, dass die entsprechenden siRNAs auch das entsprechende Zielgen dereguliert

hatten.

3.4.1 siRNA-Transfektion

Der Erfolg der siRNA-Transfektion wurde durch eine Positivkontrolle iiberpriift. Der ,,Allstar
Mega Killer siRNA mix“ (siMEGA) (Qiagen) l6st bei erfolgreicher Transfektion ein Sterben
der Zellen aus, welches mit einem absoluten Viabilitatsverlust einhergeht. Daher ist die
Viabilitatsreduktion bei der Transfektion mit sSiIMEGA ein indirekter Marker fur die
Transfektionseffizienz. Im Mittel wurde nach 72h eine Viabilitatsreduktion um 90% erreicht,
nach 96h um 94%.

3.4.2  Viabilitatsassay und Knockdown-Validierung
48h nach Transfektion wurde RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und per gRT-PCR die

verbleibende Menge an mRNA eines Gens bestimmt. Nach 72h und 96h wurde die
verbleibende Viabilitdt der Zellen untersucht. Jeder Versuch wurde in drei Replikaten
durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der Toxizitdt des Transfektionsreagenz (Oligofectamin®) wurden auf jeder
Platte unbehandelte Zellen sowie nur mit Oligofectamin® versetzte Zellen mitgefihrt. Mit
Transfektionsreagenz versetzte Zellen verloren im Mittel 16% Viabilitdt im Vergleich zu
unbehandelten Zellen. Um den Einfluss einer Transfektion mit einer sSiRNA und deren
Prozessierung auf die Viabilitat von Zellen zu testen, wurde eine siRNA transfiziert, die keine
bekannte Zielsequenz im humanen Genom hat (SINEG). Die Transfektion mit SINEG fuhrte
im Mittel zu einer Viabilitatsreduktion von 20%. In den Abbildungen 18, 19, 20 und 21 sind
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die Viabilitatswerte der Zellen 72h und 96h nach Transfektion mit einer siRNA, relativ zur
Transfektion mit SINEG dargestellt. Zusatzlich ist die nach 48h in den Zellen verbleibende
MRNA-Expression des jeweiligen Zielgens, relativ zu mit SiNEG transfizierten Zellen
abgebildet.

19 siRNAs, entsprechend 16 Genen, fihrten nach 72h zu einer Viabilitatsreduktion von
>10%, 9 siRNAs, entsprechend 7 Genen, fiihren nach 72h zu einer Viabilitatsreduktion von
>20%. Nach 96h hat sich der Effekt der meisten siRNAs noch verstarkt, 20 SiRNAs,
entsprechend 17 Genen, fiihren zu einer Viabilitatsreduktion von >10%, 15 entsprechend 13

Genen zu einem Verlust >20%.

Zwei Gene gewinnen, nach einem Verlust >10% Viabilitdt zum Zeitpunkt 72h, nach 96h
wieder an Viabilitat hinzu: MIPEP und TUBGCP3.

Tabelle 13 zeigt die 15 siRNAs, entsprechend 13 Genen, durch die die starkste
Viabilitatsreduktion herbeigefiihrt wird.

SiIRNA Gensymbol | RNA 48h | Viabilitat 72h | Viabilitat 96h
ATP7/B_1 ATP7B 75% 46% 31%
C130RF12_2| POMP 61% 66% 36%
RFC3_6 RFC3 62% 65% 49%
NUPL1_1 NUPL1 19% 59% 51%
NUPL1_3 NUPL1 13% 79% 56%
CDX2_8 CDX2 43% 73% 58%
KIAA1008_2 DIS3 92% 67% 59%
LNX2_5 LNX2 23% 83% 67%
CKAP2_5 CKAP2 15% 76% 71%
SLC7Al1 4 | SLC7A1l 25% 83% 73%
POLR1D_1 | POLR1D 24% 84% 771%
CDX2_1 CDX2 30% 80% 771%
ZNF198_1 ZNF198 56% 87% 771%
FLJ25952 3 | ZDHHC20 10% 88% 80%
CENPJ_2 CENPJ 93% 88% 80%

Tabelle 13: Liste der siRNAs mit dem starksten Einfluss auf die Viabilitat. Dargestellt sind die
verbleibende Menge an mRNA nach 48h sowie die verbleibende Viabilitat nach 72h und 96h.
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Abbildung 18: Dargestellt ist in Blau die verbleibende Viabilitat von SW480 72h nach siRNA-Transfektion im Verhéltnis zu siNEG-transfizierten-Zellen. In Rot ist die

verbleibende mMRNA-Expression des siRNA-Target-Gens 48h nach Transfektion abgebildet, ebenfalls im Verhaltnis zu siNEG-transfizierten-Zellen.
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Abbildung 19: Dargestellt ist in Blau die verbleibende Viabilitat von SW480 72h nach siRNA-Transfektion im Verhaltnis zu siNEG-transfizierten-Zellen. In Rot ist die

verbleibende mMRNA-Expression des siRNA-Target-Gens 48h nach Transfektion abgebildet, ebenfalls im Verhaltnis zu siNEG-transfizierten-Zellen.
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Abbildung 20: Dargestellt ist in Blau die verbleibende Viabilitat von SW480 96h nach siRNA-Transfektion im Verhaltnis zu siNEG-transfizierten-Zellen. In Rot ist die

verbleibende mMRNA-Expression des siRNA-Target-Gens 48h nach Transfektion abgebildet, ebenfalls im Verhaltnis zu siNEG-transfizierten-Zellen.
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Abbildung 21: Dargestellt ist in Blau die verbleibende Viabilitdt von SW480 96h nach siRNA-Transfektion im Verhéltnis zu siNEG-transfizierten-Zellen. In Rot ist die

verbleibende mMRNA-Expression des siRNA-Target-Gens 48h nach Transfektion abgebildet, ebenfalls im Verhaltnis zu siNEG-transfizierten-Zellen.
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35 der 88 siRNAs, entsprechend 27 Genen, flhrten zu einem Knockdown ihres Zielgens von
>70%, 25 siRNAs reduzierten das Expressionsniveau ihrer Ziel-RNA um >50%. Weitere 17
siRNAs reduzierten die Expression ihres Zielgens um 20-50%. Die restlichen siRNAs fuhrten

zu keiner Verringerung der Ziel-mRNA.

Bei den Genen NUPL1 (RNA Reduktion 80% fir siRNA_1 und 17% fur siRNA_3) und
CDX2 (RNA Reduktion 57% fur siRNA_8 und 70% fir siRNA_1) fiihrten beide siRNAs zu
einer Viabilitatsreduktion von grofRer 20% nach 72h, diese Reduktion war nach 96h sogar

noch ausgeprégter.

Die Expression von LNX2 wurde durch die Transfektion mit siLNX2_5 um 77% reduziert, die
Viabilitat ging auf 82% nach 72h und auf 67% nach 96h zurick. Die zweite SiRNA
(SILNX2_7) reduzierte die RNA-Expression nur um 40%, es kam zu keiner
Viabilitatsanderung. Durch siCKAP2_5 (RNA-Reduktion 85%) kam es zu einer Reduktion
der Viabilitat von 24% nach 72h und 29% nach 96h. siCKAP2_6 (RNA Reduktion 60%)
fiihrte zu keiner Anderung der Viabilitat. Die Expression von SLC7A1 wurde von siRNA 4
auf 25% gesenkt, dies fiihrte zu einem Verlust an Viabilitat von 17% nach 72h, der nach 96h
noch ausgepragter war (27%). Durch die SiRNA_1 kam es zu einer Reduktion der RNA von
80%, dies hatte aber keinen Einfluss auf die Viabilitat. POLR1D knockdown durch siRNA 1
(RNA Reduktion um 76%) fiihrte zu einem Viabilitatsverlust von 16% nach 72h und 23%
nach 96h. Die zweite SiRNA (siMGC9850_1) gegen POLR1D fiihrte zu keiner messbharen
Reduktion des mRNA Spiegels, allerdings reduzierte sie die Viabilitat um 20% nach 96h.

Die Expression von C13orf 12 wurde von der siC130rf12_2 auf 60% gesenkt, es kam zu einer
Viabilitatsreduktion von 34% nach 72h und 65% nach 96h. siC13orf12_3 senkte das RNA-
Niveau nicht, es kam nur zu einer Viabilitatsreduktion von 20%.

SIATP7B_1 fiihrte zu einer MRNA Reduktion von 25% und zu einer Viabilitatsreduktion von
54% nach 72 und 69% nach 96h. Die zweite sSIRNA gegen ATP7B, siATP7B_4 reduzierte die
Ziel mMRNA zwar bis auf 45%, allerdings war die Viabilitdt nach 72h und 96h unveréndert.
SiRFC3_6 reduzierte die mRNA Menge um 38% und fuhrte zu einer Viabilitatsreduktion von
35% nach 72h und 52% nach 96h. siRFC3_5 hingegen reduzierte die Ziel-RNA auf 35%

flhrte aber zu keiner Viabilitatsreduktion.
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3.5  Zusammenfassung der Ergebnisse

In einer erneuten Auswertung der ArrayCGH-Daten primarer kolorektaler Karzinome und 15
kolorektaler Zelllinien (In-Silico-Analyse) konnten im Bereich der Chromosomenbanden
13g12.1g12.3 und 1334 zwei Regionen identifiziert werden, welche regelméaRige Zugewinne
zeigten. Genexpressionsanalysen dieser Tumoren und Zelllinien zeigten, dass von den 72
annotierten Genen in diesen Regionen 48 tberexprimiert sind. Die Expressionsmuster dieser
48 Gene sowie weiterer 19 Gene (ebenfalls hochreguliert auf 13q, aber auflerhalb der
Regionen liegend) wurden per PCR in 25 kolorektalen Karzinomzelllinien bestimmt. Diese
Bestimmung diente sowohl der Validierung der Mikroarray-Ergebnisse mit einer
unabhangigen Methode als auch der Analyse weiterer 10 Zelllinien. 44 der 67 Gene wurden
sowohl per Mikroarray als auch per gRT-PCR in Tumoren und Zelllinien als Gberexprimiert
gefunden. In einem ,, Loss-of-function-Screen “ wurde die mRNA dieser Gene durch siRNAs
dereguliert. Fir 13 Gene fiihrte der siRNA-vermittelte Knockdown zu einem

Viabilitatsverlust von >20%.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wird die Identifikation neuer potentieller Onkogene sowie moglicher
therapeutischer Zielgene auf Chromosom 13qg beschrieben. Das kolorektale Karzinom zeigt
ein spezifisches Muster an chromosomalen Aberrationen, welche im Verlauf der
Karzinogenese akkumulieren. Typischerweise finden sich Zugewinne der Chromosomen 1, 7,
80, 13 und 20 sowie Verluste der Chromosomen 4, 8p und 18q (Ried et al. 1996; Paredes-
Zaglul et al. 1998; Hermsen et al. 2002). Fir die meisten dieser Aberrationen konnten bereits
Zielgene identifiziert werden, beispielsweise liegt das MYC-Onkogen auf dem
Chromosomenarm 8q, welcher eine hohe Rate an chromosomalen Zugewinnen beim
kolorektalen Karzinom zeigt (Grade et al. 2007). Fur den Zugewinn von Chromosom 13q
konnten bisher allerdings noch keine solche Zielgene gefunden werden. Zuerst sollten daher
durch die erneute Auswertung von ArrayCGH-Daten Regionen auf 13q identifiziert werden,
welche regelméBige Zugewinne bei kolorektalen Tumoren zeigten. Da der chromosomale
Zugewinn von Bereichen der DNA zumeist mit einer Uberexpression der in diesen Bereichen
liegenden Gene einhergeht (Monni et al. 2001; Pollack et al. 2002), wurden anschlieRend
mikroarraybasierte Genexpressionsanalysen und ArrayCGH-Daten der selben Tumoren
integriert, um diejenigen Gene aufzudecken, welche in diesen Regionen liegen und auf RNA-
Ebene im Vergleich zu normaler Mukosa uberexprimiert sind. Per PCR konnte fur einen Teil
dieser Gene gezeigt werden, dass sie auch in einem Panel von 25 kolorektalen Zelllinien
hochreguliert sind.

Nach der Identifikation von Genen, welche sowohl in Tumoren als auch Zelllinien auf DNA
und Transkriptomebene Zugewinne aufwiesen, sollten sie als ndchstes auf ihre funktionelle
Relevanz fir die Tumorzelle tiberpriift werden. Mithilfe eines RNAi basierten ,,L0Ss-0f-
function “-Screens und anschlieBender Messung der zelluldren Viabilitdt kann die Relevanz
einzelner Gene fir die proliferative Aktivitat von Tumorzellen oder deren Uberleben getestet
werden. In &hnlichen Screens konnten bereits mehrere mdogliche Onkogene sowie
therapeutische Zielgene gefunden werden (Bol und Ebner 2006; Ngo et al. 2006; Schlabach
et al. 2008; Luo et al. 2009; Grade et al. 2011). Dementsprechend wurden die gefundenen, in
zugewonnenen Regionen liegenden und in Tumoren und Zelllinien hochregulierten Gene per

siRNA ausgeschaltet und die Auswirkungen des Expressionsverlustes der einzelnen Gene
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untersucht. Nachfolgend sollen die einzelnen experimentellen Schritte sowie die gefundenen
Gene diskutiert werden.

4.1 Interpretation der experimentellen Ergebnisse

4.1.1 Identifikation zweier Regionen auf 13g mit regelmé&Rigen Zugewinnen

Der Zugewinn von Chromosom 13q ist ein typisches, wenn auch spates Ereignis der
kolorektalen Karzinogenese (Paredes-Zaglul et al. 1998). Diverse Studien beschreiben einen
Zugewinn von Chromosom 13q bei dem kolorektalen Karzinom (Ried et al. 1996; Hermsen et
al. 2002; Ghadimi et al. 2003). In unserem Kollektiv zeigte sich ein &hnliches Bild: Von den
31 primaren Kolontumoren zeigten 61% Zugewinne von Teilen des Chromosomenarmes 13q,
bei den kolorektalen Zelllinien waren es 60%. Diese Daten wurden bereits teilweise von
Camps et al. publiziert (Camps et al. 2008; Camps et al. 2009).

Der regelmaRige Zugewinn von Teilen des Chromosoms 13 ist umso erstaunlicher, da in
anderen Tumorentitaten Verluste beschrieben werden, so ist ein Verlust oder die Mutation des
RB1-Tumorsupressorgenes auf 13q14.2 Ausloser des Retinoblastoms (Corson et al. 2007).
Ebenso kommt es zu chromosomalen Verlusten in der Karzinogenese des malignen
Melanoms, des Nierenzellkarzinoms sowie des Osteosarkoms (Ozaki et al. 2002; Arai et al.
2008; Pryor et al. 2011). Yokota et al. beschreiben, dass sie sowohl beim Lungenkarzinom,
als auch in einigen Féllen beim kolorektalen Karzinom Verluste von Teilen des Chromosom
13 in Metastasen der Tumoren fanden (Yokota et al. 1991). Scheinbar ist daher nicht der
Zugewinn des gesamten Chromosomenarmes 13q entscheidend, sondern der Zugewinn
einzelner Regionen. Die ArrayCGH ermoglicht es, durch ihre hohe Aufldsung, genau die
Bereiche auf 13q einzugrenzen, die in einer Mehrheit der Tumore Zugewinne oder sogar
Amplifikationen hatten, aber in keinem Tumor Verluste aufweisen. In der Summation aller
ArrayCGH-Daten zeigten sich zwei Regionen, ndmlich 13q12.1-13g12.3 und 13q34 welche
genau diesen Kriterien entsprachen, siehe Abbildung 11 (Summationsplot).

Neklason et al. fanden in ihrer Studie bei einer Familie der Utah Population Database mit
einem erhéhten Vorkommen von kolorektalen Karzinomen eine Verbindung zwischen
kolorektalen Adenomen und Karzinomen und Zugewinnen der Region 13g22.1-13937.3
(Neklason et al. 2010). Douglas et al. entdeckten in lhrer Untersuchung an 9 kolorektalen
Karzinomzelllinien per ArrayCGH die Region 13012.13-13g12.2, welche regelmaRig
Amplifikationen aufwies, was damit unsere Daten bestatigt (Douglas et al. 2004). Die

Autoren vermuteten, dass zwei in diesem Amplikon liegende Gene FLT3 und FLT1 die
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Zielgene dieser Aberration sein kdnnten und moglicherweise von funktioneller Bedeutung fir
die Entstehung des kolorektalen Karzinoms seien konnten. Unsere Expressionsdaten der
Primartumoren zeigten allerdings keine signifikante Uberexpression dieser beiden Gene
(siehe unten), aber trotzdem bestétigen diese beiden Studien die Wichtigkeit von Zugewinnen
auf Chromosom 13q. Eine weitere Studie beschreibt ein Amplikon bei 13q12.13-13q12.2,
also in direkter Nachbarschaft zu dem von uns gefundenen (Firestein et al. 2008). Diese

Studie wird weiter unten genauer diskutiert.

4.1.2  Uberexprimierte Gene in den beiden Regionen

Da chromosomale Zugewinne zumeist mit einer vermehrten Expression der auf dieser Region
liegenden Gene einhergehen (Tsafrir et al. 2006; Myllykangas et al. 2007) wurden bereits
erstellte Genexpressionsarrays erneut mit der Zielsetzung ausgewertet, in diesen beiden
Regionen Uberexprimierte Gene zu finden. In dieser Studie konnten diverse zwischen den
Tumoren und der normalen Mukosa differentiell exprimierte Gene gefunden werden. Auf
Chromosom 13 waren insgesamt 597 Proben des Arrays signifikant dereguliert (p>0,0001)
und damit mehr als bei der geringen Gendichte auf Chromosom 13 zu erwarten gewesen
waren (Dunham et al. 2004). Dies weist auf die Bedeutung von Chromosom 13 flr die

Entstehung des kolorektalen Karzinoms hin.

4.1.3  Genexpressionsprofil der Zelllinien und Mikroarray-Validierung

Mithilfe der semiquantitativen Real-Time-PCR wurden die Expressionsmuster der 48 in den
Primartumoren (Uberexprimierten Gene im Bereich von 13912.19g12.3 und 13934 sowie
weiterer 19 interessanter, hochregulierter Gene auf Chromosom 13q, welche aber aufRerhalb
der beiden Regionen liegen, in 25 kolorektalen Zelllinien bestimmt.

Genexpressionsarrays ermoglichen es, von einer groRen Anzahl Gene die Expressionslevel zu
bestimmen und so Zielgene zu identifizieren, die zwischen Tumor und normalem
Vergleichsgewebe differentiell exprimiert sind. Die groRe Menge an untersuchten Genen in
Mikroarray-Experimenten fiihrt allerdings dazu, dass die Anzahl an potentiell falsch positiven
Zielgenen steigt. Deshalb ist, neben einer strengen statistisch-/mathematischen Auswertung
der Arrayergebnisse, die Validierung der per Array gemessenen Expressionsunterschiede mit
einer unabhéngigen Methode entscheidend. Eine Methode zur Validierung von differentiellen
MRNA-Werten bietet die semiquantitative Real-Time-PCR (Rajeevan et al. 2001a).

Die PCR-Primer zur Validierung der Mikroarrays wurden so gewdhlt, dass sie nach

Madglichkeit in einem anderen Exon des Zielgens als die entsprechende Probe des
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Mikroarrays lagen. Daruber hinaus wurde darauf geachtet, dass die Primer alle Spleil3-
Varianten eines Genes abdecken. War dies nicht moglich, wurden mehrere Primerpaare
verwendet (siehe POLRD1). Im Gegensatz dazu deckten einige der Mikroarray-Proben nicht
alle Varianten eines Gens ab.

Dieses experimentelle Design wurde absichtlich gewahlt, auch wenn es zu einer schlechteren
Korrelation zwischen Array und PCR Daten (66%) als in anderen Studien (Rajeevan et al.
2001b) flhrte. Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass bei dem verwendeten Design
unterschiedliche Sequenzen desselben Gens gemessen wurden und nicht, wie in anderen
Studien, exakt die durch den Array vorgegebene Sequenz. Rajeevan et al. zum Beispiel
achteten darauf, dass die von den PCR-Primern amplifizierte Region mit den Proben des
Genexpressionsarrays Ubereinstimmt. Dadurch kdénnen sie bis zu 71% ihrer per Array
identifizierten Gene validieren. Da es das Ziel der vorliegenden Arbeit war, Gene zu
identifizieren, welche in den Primdrtumoren und in den Zelllinien hochreguliert sind, war es
entscheidend sicher zu stellen, dass ein Gen in all seinen Splei-Varianten in den Tumoren
hochreguliert ist. Dies war von Noten, da die siRNAs, welche spater zur Genderegulation
verwendet wurden, nicht zwangslaufig die durch den Array detektierten Varianten
deregulieren. Auch wenn die Mdglichkeit besteht, dass auf diese Weise einige interessante
Gene oder einzelne Spleil-Varianten falschlicherweise aussortiert wurden, ermdglichte die
Doppelbestimmung per PCR und Array eine weitere Reduktion der Zielgene und erhéhte die
Wahrscheinlichkeit, relevant deregulierte Gene zu finden. In unserem Fall, reduzierte sich die
Zahl der Gene von Initial 67 per Array als Uberexprimiert gefundenen auf 44 auch per PCR
validierte. Neben der Auswahl der Zielsequenzen trug ebenfalls die Erhéhung der Anzahl an

untersuchten Zelllinien zur Reduktion der Gene bei.

414  Viabilitatsscreen

Differentiell zwischen Tumor und Mukosa exprimierte Gene kdnnen an der Karzinogenese
beteiligt sein. Aufgrund der hohen Anzahl an Zielgenen, die in einer arraybasierten Analyse
gefunden werden, muss vor einer tiefgreifenden Analyse ihrer Funktion eine Vorauswahl
getroffen werden und die Menge der Gene auf die vielversprechendsten reduziert werden.
Unter der Annahme, dass die Uberexpression eines Gens mit onkogenem Potential zu einer
verstarkten Viabilitat, das heiRt zu verlangertem Uberleben, schneller Proliferation und
Wachstum sowie zu Apoptoseresistenz fuhrt, wurden die in den Array-Untersuchungen
gefundenen Gene in einem ,,l0ss-of-function-Screen® in einem Zelllinienmodell ausgeschaltet.

Da die einzelne Messung all dieser Parameter in einer Screen-Analyse sehr aufwendig waére,
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wurde zur Selektion der Kandidaten-Gene lediglich die Stoffwechselrate der Zellen
gemessen. Diese sank bei verminderter Proliferation sowie Verlust von Zellen, als indirekter
Marker fur Apoptose und Wachstumsinhibierung. Unter Anwendung dieser Strategie konnte
unsere Arbeitsgruppe bereits zwei Gene identifizieren, die potentiell die Entstehung des
kolorektalen Karzinoms begtinstigen (Grade et al. 2011).

Ahnliche Screens wurden schon haufiger angewendet. Ngo et al. schalteten mit einem RNAI-
basierten System in B-Zell-Lymphomzelllinien 2500 Gene aus und mafen die verbleibende
Viabilitat in einer Durchflusszytometrie-Analyse. Auf diese Weise konnten sie die Bedeutung
des NF-kB Signalweges fir das B-Zelllymphom aufdecken (Ngo et al. 2006). Schlabach et al.
nutzten eine &hnliche Methode, auch sie transfizierten Zellen mit ShRNAs und konnten eine
Viabilitatssenkung flr bestimmte Gene beobachten. Allerdings wurden in diesem Screen
nicht nur eine shRNA pro Gen verwendet, sondern mehrere. Dadurch erhofften sich die
Autoren weniger unspezifische Effekte (Schlabach et al. 2008).

Auf diese Weise kdnnen groRe Bereiche des humanen Transkriptoms untersucht werden. Der
Nachteil dieser Screeningmethoden allerdings ist, dass sehr viele einzelne Experimente mit
sehr vielen RNAi-Konstrukten durchgefiihrt werden mussen, Schlabach et al. verwendeten in
ihrer Analyse zum Beispiel 42000 shRNAs. Fir die Analyse des gesamten Transkriptoms mit
je drei RNAi-Konstrukten pro Gen wirden daher >100000 Konstrukte bendtigt. Durch die
Integration der ArrayCGH-Daten mit Genexpressionsdaten gelang es uns, interessante
Bereiche auf DNA und Transkriptomebene einzugrenzen. Durch diese Vorauswahl mussten
in unser Studie nur 44 vielversprechende Gene untersucht werden, die Menge an
Experimenten konnte auf diese Weise sehr stark gesenkt werden.

Bei 13 der 44 Gene kam es zu einem Viabilitatsverlust der Zellen von groRer als 20%. Dies ist
ein Hinweis auf die funktionelle Relevanz des Genes in einer Tumorzelle. Die Gene werden

im Einzelnen weiter unten diskutiert.

4.1.4.1 Bestimmung der verbleibenden mRNA-Menge

Zur Bestimmung des mRNA-Niveaus eines Zielgens wurde 48h nach der siRNA-Transfektion
RNA aus den Zellen isoliert und eine gRT-PCR durchgefihrt. Leider sind die Ergebnisse
nicht immer schlissig. So wird das Expressionsniveau von ATP7B durch siRNA_1 um 20%
gesenkt, siRNA_4 senkt das mRNA Niveau um 50%. Trotzdem verursacht nur siRNA 1
einen Viabilitatsverlust, sSiRNA_4 nicht. Ahnliches kann auch bei RFC3, CDX2 und KLF5

beobachtet werden: Eine starkere gemessene mRNA-Reduktion geht nicht zwangsweise mit
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einem ausgeprégteren Phanotyp einher. Eine Korrelation zwischen mRNA-Niveau und
Phénotyp zeigt sich hingegen bei LNX2, CKAP2 und C130RF12.

Eine Mdglichkeit fir die schlechte Korrelation kénnte ein suboptimales experimentelles
Design sein. Die zu messenden Genexpressionsunterscheide waren nicht sehr gro3 und die
Detektion daher sehr fehleranfallig. Dazu kommt, dass es erhebliche Schwankungen zwischen
den einzelnen Replikaten gab, teilweise von grofier 40 %. Damit waren die Schwankungen
zwischen den drei Replikaten (unterschiedliche Transfektionen derselben siRNA) sehr groR.
In dem hier verwendeten Setup wurden auf einer PCR-Platte die Ct-Werte eines einzelnen
Gens bestimmt. Dazu wurde ein Mastermix erstellt, der neben den PCR-Reagenzien und dem
Sybr-Green-Farbstoff ein Primer-Paar enthielt. Dieser Mastermix wurde auf einer 96-Well-
Platte verteilt und zu jedem Well eine cDNA Probe zugegeben. Dies fiihrte dazu, dass neben
der unterschiedlichen Expression der Gene in den einzelnen cDNA Proben, ebenfalls der
Pipettierfehler bei der Zugabe der cDNA das Ergebnis beeinflusste.

Um diese Probleme zu umgehen, wurde im Rahmen dieser Studie ein neues Design fur die
Validierung einer Genderegulation per PCR entwickelt und erprobt. Die cDNA wurde anstelle
der Primer in den Mastermix gegeben. Durch das gréfere Volumen konnte sichergestellt
werden, dass in jedem Well die gleiche Menge an cDNA war, und somit ,,Housekeeping*-
Gen und Zielgen mit derselben cDNA-Konzentration gemessen werden konnten. So konnten
eventuelle Ungenauigkeiten normalisiert werden.

AnschlieRend wurden die Primer zugegeben, da diese im Uberschuss in eine PCR-Reaktion
eingesetzt werden, haben Abweichungen im VVolumen keinen Einfluss auf das Ergebnis der
Reaktion. Im Ergebnis zeigte sich, dass die Standardfehler stark gesenkt und genauere
Bestimmungen der mRNA-Veranderungen gemacht werden konnten. Abbildung 22 zeigt ein
nach dieser Studie durchgefiihrtes Experiment, in dem das neue Setup angewendet wurde. Es
kam zu einer viel geringeren Standardabweichung und die Genderegulation konnte genauer

und reproduzierbarer gemessen werden.
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Abbildung 22: Veranderung des mRNA-Expressionsniveaus von POMP nach siRNA-Interferenz. Diese
wurden mit dem im Laufe dieser Arbeit entwickelten PCR-Setup gemessen.

415 Vergleich mit anderen Studien

Firestein et al. (2008) versuchten ebenfalls neue Onkogene zu identifizieren. Sie wollten Gene
finden, welche sowohl die Aktivitdt von R-Catenin als auch die Proliferationsrate von
kolorektalen Zelllinien beeinflussen. Zun&chst klonierten sie einen Reporter (TOP-
Flash/FOP-Flash) in die kolorektale Zelllinie DLD1, welcher die transkriptionelle Aktivitat
des R-Catenin-Komplexes anzeigt. AnschlieBend flhrten sie einen ersten Screen durch und
schalteten per RNAI 1000 Gene in den DLD1-Reporterzellen aus. Dabei konnten sie 34 Gene
identifizieren, deren Ausschalten die Aktivitat von B-Catenin reduzierte. In einem zweiten
Screen, der dem unseren im Prinzip sehr &hnlich ist, schalteten sie die 1000 Gene per RNAI in
HCT116 aus und fahndeten nach Genen, deren Deregulation zu einer Hemmung der
Proliferation von Tumorzellen flhrte. Insgesamt fanden sie 9 Gene, deren Expression sowohl
Einfluss auf die R-Catenin-Aktivitat als auch auf die Proliferation von Kolontumorzellen
hatte. Eines dieser 9 Gene war die Kinase CDKS8. In einem nachfolgenden ArrayCGH-
Experiment konnten sie zeigen, dass CDK8 in einem Amplikon auf 13q liegt, welches in ihrer
Untersuchung in 61% der Tumore Zugewinne zeigte. Dieses Amplikon (berschneidet sich
teilweise mit der ersten von uns gefundenen Region (13g12.1-13q12.3), in dem gemeinsamen
Bereich liegen 11 Gene. Die Gene USP12, RPL21, RAS11A, MTIF3, IPF1, GSH1, FLT3 und
GPR12 wurden sowohl von Firestone et al. als auch von uns in der zugewonnenen Region als
hochreguliert gefunden. CDX2, LNX2 und POLR1D wurden ebenfalls in beiden Studien
gefunden und aufgrund des Viabilitatsverlustes nach Ausschaltung in unserem Screen als
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potentielle Onkogene identifiziert. Die Kinase CDKS8, welche von Firestone et al.
weiteruntersucht wurde, lag direkt neben dem von uns beschriebenen Amplikon, und wir
konnten keine signifikante Hochregulation in der Gesamtheit der Primartumoren feststellen.
Eine mdgliche Erklarung kdnnte sein, dass von Firestone et al. zwei Mikrosatelliten-instabile-
Zelllinien fir die Identifikation von Zielgenen verwendet wurden, wéhrend die meisten
kolorektalen Tumoren Mikrosatelliten-stabil sind. Firestone et al. schlussfolgern, dass CDK8
das Zielgen des Zugewinnes von 13q12.13-13g12.2 ist, den anderen Genen in diesem Bereich
wurde keine Bedeutung zugemessen. Allerdings zeigen unsere Daten, dass weitere Gene
zusétzlich zu CDKS8 eine wichtige Rolle fur den Tumor spielen. LNX2 zum Beispiel liegt in
unmittelbarer Nahe von CDK8 (in beiden Studien im Bereich der regelméaRigen Zugewinne),
ist auf Transkriptomebene Uberexprimiert, und seine Ausschaltung fiihrt zu einem starken
Viabilitatsverlust. Die Studie von Firestone et al. zeigt die wichtige Rolle von Chromosom
13q beim kolorektalen Karzinom und sie bestétigt ebenfalls, dass die Region um Chromosom

13912.1 sehr interessant ist.

4.2 Diskussion der potentiellen neuen Onkogene

421 ATP7B (,,ATPase, Cu** transporting, beta polypeptide*)

Das Gen der ,,B-Peptid der Cu?* transportierenden ATPase* (ATP7B) liegt nicht in einer der
beiden Regionen auf Chromosom 13q, sondern auf 13q14.3. In den Primartumoren war es
durchschnittlich 3-fach Uberexprimiert, allerdings in der Gesamtheit der Tumoren nicht
signifikant (p=0,1625). Bei genauerer Betrachtung zeigte sich, dass einzelne Tumoren eine
starke Uberexpression, andere keine oder sogar einen Herrunterregulation zeigten. In den
Zelllinien zeigten ebenfalls nur SW48, COLO320DM, SW403 und SW1463 eine sehr
ausgepragte (>5-fach) Uberexpression. Trotz der nicht signifikanten Uberexpression iiber die
Gesamtheit der Tumoren wurde ATP7B aufgrund der sehr hohen Uberexpression in einer
Subgruppe der Tumoren und Zelllinien in den weiteren Screen aufgenommen. Eine siRNA-
vermittelte mRNA-Reduktion von nur 30% fuhrte zur starksten Viabilitatsreduktion dieser
Untersuchung (70%).

Physiologischerweise ist ATP7B, auch Morbus Wilson-Gen genannt, fir die
Aufrechterhaltung der Kupferhomdostase in Zellen verantwortlich. Aufgrund seiner Funktion
als Kupfertransporter ist ATP7A ebenfalls fur die Elimination platinbasierter
Chemotherapeutika verantwortlich. Nakayama et al. konnten bei Patientinnen mit einem

Ovarialkarzinom zeigen, dass hohe mMRNA- und Protein-Level von ATP7B ein Marker fir ein
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schlechtes klinisches Ergebnis einer Cisplatin basierten Chemotherapie sind (Nakayama et al.
2004). Chen et al. berichten, dass ATP7B in Lungenkarzinomen ebenfalls iberexprimiert ist
und mit dem Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie korreliert (Chen HH et al. 2011).
Fur das kolorektale Karzinom konnten Martinez-Balibera et al. zeigen, dass hohe mRNA- und
Proteinlevel von ATP7B bei Patienten mit einem fortgeschrittenen Adenokarzinom unter
Oxaliplatin/5-FU Therapie, zu einer kirrzeren Zeit ohne Fortschreiten der Erkrankung flhrten
(Martinez-Balibrea et al. 2009). In unserem Kollektiv scheint es ebenfalls Patienten und
Zelllinien mit unterschiedlichen mRNA-Niveaus von ATP7B zu geben. Scheinbar ist flr
Tumorzellen die Aufrechterhaltung des Kupferstoffwechsels essentiell, da eine Deregulation
von ATP7B zu einem starken Viabilitatsverlust fuhrte.

4.2.2 POMP (,proteasome maturation protein)

Das Proteasomreifungsprotein (POMP) liegt in der ersten Region auf Chromosom 13q und
war in allen Zelllinien Gberexprimiert. Zudem fand sich in den Primértumoren ebenfalls eine
Hochregulation. Die siRNA-vermittelte mRNA-Reduktion um 40% fiihrte zu einer starken
Reduktion der Viabilitdt (65%). In der Literatur ist eine Assoziation von POMP und
Malignomen noch nicht beschrieben. Jedoch ist POMP als Untereinheit des 26s Proteasoms
bekannt. Dieses Proteasom spielt eine entscheidende Rolle bei dem Abbau verschiedener
intrazellularer Proteine, darunter Zellzyklus- und Apoptoseregulatoren. Eine Deregulation des
Proteasom-vermittelten Proteinabbaus scheint daher onkogenes Potential zu besitzen (Mani
und Gelmann 2005). Der Wirkstoff Bortezomib inhibiert die Funktion des Proteasoms und
wird momentan klinisch in der Zweitlinien-Therapie des Plasmozytoms eingesetzt
(Richardson et al. 2005; Chen D et al. 2011). Erste praklinische Studien weisen auf eine
Wirksamkeit von Proteasom-Inhibitoren auch beim kolorektalen Karzinom hin (O'Neil et al.
2010). Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Deregulation eines einzelnen, in Tumorzellen
Uberexprimierten Bestandteils des Proteasoms zu einer starken Viabilitatsreduktion fihren.
Eine genauere Evaluation des onkogenen Potenzials sowie der Funktion von POMP scheint,

gerade im Hinblick auf die Entwicklung von Proteasominhibitoren, vielversprechend zu sein.

4.2.3  RFC3 (,replication factor C (activator 1) 3%)

Der Replikationsfaktor C (Aktivator 1) 3 (RFC3) liegt auf 13913.2 und kodiert fur ein 38 k
groRes Protein, das eine Untereinheit des Replikationsfaktor-C-Komplexes ist. Dieser
Komplex ist essentiell fiir die DNA-Elongation durch die DNA-Polymerasen Delta und

Epsilon (Majka et al. 2004). Kim et al. untersuchten Kolonkarzinome und fanden, dass 25%
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der MSI-H eine inaktivierende Mutation von RFC3 aufwiesen, aber kein MSS Tumor.
Daruber hinaus berichten sie, dass RFC3 in 65% der untersuchten Tumoren herunterreguliert
war (Kim et al. 2010). Diese Daten wiedersprechen unseren Ergebnissen: Das
Expressionsniveau von RFC3 lag in der Mehrheit der Primartumoren weit Uber dem der
Mukosa (durchschnittlich 5-fach héher) und auch in allen Zelllinien zeigte sich eine starke
Uberexpression. RNA-Interferenz fiihrte in SW480 (RFC3 14-fach im Vergleich zu normaler
Mukosa hochreguliert) zu einer Viabilitatsreduktion von 50%, bei einer RNA Abnahme von
40%. Koch et al. identifizierten RCF3 als ein c-MY C-assoziiertes Protein (Koch et al. 2007).
Diese Interaktion mit einem bekannten Onkogen, die starke Uberexpression in Tumoren und
die Viabilitatsreduktion nach Ausschaltung weisen auf eine mdgliche pro-onkogene Rolle von
RFC3 fur die kolorektale Tumorzelle hin.

4.2.4  NUPLI (,nucleoporin like 1%)

Uber NUPL1 ist wenig bekannt, es ist dem Ratten-Nucleusporen-Protein p58 dhnlich und Teil
des nukledren Poren-Komplexes. Alle Molekiile, die in oder aus dem Zellkern transportiert
werden, passieren diesen Komplex (Hu und Gerace 1998). In unseren Analysen zeigte sich,
dass die NUPL1-mRNA sowohl in den Primartumoren als auch in den meisten Zelllinien
hochreguliert ist. RNA-Interferenz fuhrte fur beide siRNAs zu einer Abnahme des NUPL1-
MRNA-Levels von mehr als 80%. Dies fiihrte zu einer 50%igen Minderung der Viabilitat von
SW480 Zellen. NUPL1 scheint fur kolorektale Zellen somit essentiell zu sein. Der starke
Verlust an Viabilitait und die hohe Uberexpression konnten es als therapeutisches Ziel
interessant machen. Allerdings mussen zunéachst weitere Studien durchgefuhrt werden, um die
der Viabilitatsreduktion zugrunde liegenden Signalwege aufzudecken. Desweiteren sollten die
Auswirkungen einer Ausschaltung von NUPL1 in somatischen Zellen getestet werden, um

einen Eindruck von moglichen Nebenwirkungen zu bekommen.

425 CDX2 (,caudal type homeobox 2¢)

CDX2 liegt in unmittelbarer Nahe der Regionen auf Chromosom13q. Es zeigte eine 5-fache
Uberexpression in einigen der Primartumoren (p<0,05) im Vergleich zu der
korrespondierenden Mukosa. In den Zelllinien zeigten nur 9 der 25 Zelllinien eine
Uberexpression von CDX2, 12 von 25 hatten eine niedrigere Expression als das
Referenzgewebe. SW480 hat eine 10-fach geringere Expression von CDX2 als normale
Mukosa, trotzdem konnte per RNA-Interferenz das Expressionsniveau um weitere 50%

gesenkt werden, was zu einer Viabilitatsreduktion von 40% fihrte.
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Ee et al. konnten per Immunhistochemie in kolorektalen Adenomen und Karzinomen
nachweisen, dass die Expression von CDX2 auf Proteinebene im Verlauf der kolorektalen
Karzinogenese abnimmt (Ee et al. 1995). Hinoi et al. untersuchten kolorektale Zelllinien und
fanden, dass einige Zelllinien eine reduzierte Expression von CDX2 zeigen (Hinoi et al.
2003). Ahnliches konnte auch in unseren Daten beobachtet werden, CDX2 war in 12
Zelllinien herunterreguliert. Kaimaketchiv et al. demonstrieren, dass die Expression von
CDX2 in friihen Adenokarzinomen hochreguliert ist, aber mit Fortschreiten der Tumorgenese
wieder verloren geht und somit als histologischer Marker flr frihe Adenokarzinome
verwendet werden kann (Kaimaktchiev et al. 2004). Daher scheint CDX2 trotz der
Uberexpression in einigen Tumoren kein universelles Ziel fur einen Therapieansatz zu sein.
Die hohe Viabilitatsreduktion lasst sich eventuell dadurch erklaren, dass sehr geringe

Expressionslevel von CDX2 essentiell fiir das Uberleben von Zellen sind.

426  DIS3 (,mitotic control homolog (S. cerevisiae))

DIS3 liegt auf Chromosom 13g22.1 und war in 20 der 25 Zelllinien Uberexprimiert (1,5-fach
erhoht). Die Zelllinie Colo320DM hat eine fokale Amplifikation und zeigte daher die hdchste
Expression von DIS3. Fast 50% der untersuchten Primartumore zeigte eine Uberexpression
von DIS3. Bei diesem Gen handelt es sich um eine Untereinheit des Exosoms, ein Komplex
der in dem intrazellularen RNA-Stoffwechsel eine herausragende Rolle spielt.
Interessanterweise scheint dieser Komplex eines der Ziele des Antimetaboliten 5-Fluoruracil
zu sein, der in der Therapie des kolorektalen Karzinoms verwendet wird (Lum et al. 2004).
Murakami et al. beschreiben in ihrer Studie, dass die Ribonuklease-Aktivitat von DIS3 fir das
Fortschreiten der Mitose sowie die Formation des Kinetochor-Komplexes bendtigt wird
(Murakami et al. 2007). Diese Assoziation mit der Zellzyklusprogression spricht flr die
onkogene Funktion von DIS3. Liang et al. untersuchten die kolorektalen Zelllinien SW480
und SW620, die sich in dem Potential Metastasen bilden zu kdnnen, unterscheiden. Eines der
Gene, welches mit hohem Metastasierungspotential einhergeht ist DIS3 (Liang et al. 2007).
Chapman et al. entdeckten allerdings bei der Sequenzierung von 38 multiplen Myelomen in
vier Fallen eine deaktivierende Mutation von DIS3. Dies widerspricht zumindest in dieser

Entitat einer Funktion als Onkogen (Chapman et al. 2011).

4.2.7 LNX2 (,ligand of numb-protein X 2¢)
LNX2 liegt auf Chromosom 13q12.2 und damit im Bereich der Regionen mit regelméRigen

genomischen Zugewinnen in den Primdrtumoren. Es war sowohl in den Tumoren als auch in
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den Zelllinien nur moderat Uberexprimiert. Durch RNA-Interferenz kam es in SW480 zu
einem Viabilitatsverlust.

LNX2 kodiert ein Protein, welches als Ubiquitin-Ligase funktionieren kann. Hohe Level von
LNX2 verursachen einen ubigiquitinvermittelten proteasomischen Abbau von NUMB, dies
fuhrt zu einer Aktivierung des NOTCH-Signalweges (Nie et al. 2002). Eine Aktivierung des
NOTCH Signalweges scheint fur das onkogene Potential von kolorektalen Tumorzellen
wichtig zu sein. So konnte in Kolon-Adenomen eine anormal hohe NOTCH-AKktivitat gezeigt
werden (Miyamoto und Rosenberg 2011). In APC-defekten Mausen fuhrt die Aktivierung des
NOTCH-Signalweges zur Adenombildung. Van Es et al. zeigten, dass die Inhibition des
NOTCH-Signalweges zu einer Differenzierung von Adenomzellen fuihrte (van Es et al. 2005).
Da sich in unseren Experimenten nach Ausschaltung von LNX2 in kolorektalen Zelllinien
eine starke Viabilitatsreduktion zeigte, vermuten wir, dass LNX2 uber den NOTCH-
Signalweg die Tumorzellen beeinflusst. Weitere Experimente mussen zeigen, ob es zu einer
Verénderung von Genen des NOTCH-Signalwegs kommt und ob sich der von van Es et al.
beschriebene Effekt der Ausdifferenzierung von Adenomzellen auch nach LNX2

Deregulation einstellt.

428 CKAP2 (,, cytoskeleton associated protein 2¢) / TMAP (,,cytoskeleton associated
protein 2¢)

Das mikrotubuli-assoziierte Protein CKAP2, auch tumor-assoziiertes mikrotubuli-assoziiertes
Protein (TMAP) genannt, ist in den Primartumoren 4,5-fach iberexprimiert (p<0,05), ebenso
war es in allen 25 Zelllinien stark hochreguliert, in SW480 sogar um das 18-fache im
Vergleich zu normaler Mukosa. RNA-Interferenz gegen dieses Gen (85% Herrunterregulation
der mRNA) fiihrte zu einer Viabilitatsreduktion von 30%. Hong et al. berichten Ahnliches,
nach siRNA-vermittelter mMRNA-Deregulation in den murinen Zelllinien NIH3T3 und C2C12
sowie in humanen Fibroblasten und HelLa Zellen, beobachteten Sie eine reduzierte
Zellviabilitat aufgrund vermehrter fehlerhafter Segregation von Chromosomen, die zu einer
verstarkten chromosomalen Instabilitat fuhrte (Hong et al. 2009). CKAP2 ist in mehreren
Tumorentitdten hochreguliert, unter anderem in Magenkarzinomen sowie B- und T-
Zelllymphomen (Bae et al. 2003; Maouche-Chretien et al. 1998; Eichmuller et al. 2001).
Allerdings gibt es bis jetzt keine Daten zum kolorektalen Karzinom in der Literatur.

Seki und Fang (2007) beschreiben die Funktion von CKAP2. Physiologischerweise scheint
CKAP2 ein Substrat des APC/C-Komplexes zu sein, das wahrend des Mitoseendes degradiert

wird. Eine kiinstliche Uberexpression fiihrte in HeLa-Zellen zu einem Zellzyklusarrest in der
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Mitose. Hiernach héatte CKAP2 eine tumorsuppressive Funktion. Allerdings scheint es
aufgrund der regelmaRigen Uberexpression von CKAP2 in verschiedenen Tumorentitaten, wie
auch in den von uns untersuchten Primdrtumoren und Zelllinien sowie der starken
Viabilitatsreduktion nach Ausschaltung wahrscheinlich, dass CKAP2 eine weitere onkogene

Funktion hat, die noch nicht bekannt ist.

4.2.9 SLC7A1 (,solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system),
member 1¢)

Die Expression von SLC7A1 ist in den Primértumoren gegeniiber normaler Kolonmukosa
zweifach erhoht; alle 25 Zelllinien zeigen ebenfalls eine Hochregulation des Gens. Eine
MRNA-Reduktion um 80% flihrte zu einem Viabilitatsverlust von im Mittel 25% (1 von 2
SIRNAs). SLC7AL kodiert flr einen L-Arginin-Transporter. In humanen Brustkrebszellen
(MCEF-7) ist das Proteinprodukt von SCL7A1 (CAT-1) exprimiert und sorgt wahrscheinlich
flr eine ausreichende Versorgung der Zelllinie mit L-Arginin (Abdelmagid et al. 2011). Eine
weitere Assoziation dieses Gens mit Neoplasien ist in der Literatur nicht beschrieben,
allerdings konnte es aufgrund der starken Hochregulation sowohl in Tumoren als auch in
Zelllinien eine wichtige Stoffwechselfunktion in der Tumorzelle haben oder auf eine andere,

bisher unbekannte Weise, onkogenes Potential entfalten.

4.2.10 POLRID (,,polymerase (RNA) I polypeptide D*)

Das Polymerase-(RNA)-I-Polypeptid-D-Gen (POLR1D) kodiert fiir einen Teil des RNA-
Polymerase | und Il Komplexes. Der Komplex I hilft bei der Produktion von 18S, 5.8S und
28S, wahrend die RNA Polymerase Ill kleine, essentielle RNAs, zum Beispiel tRNA,
5SrRNA und snRNAs synthetisiert (Martinez-Calvillo et al. 2007). Das POLR1D-Gen liegt
im amplifizierten Bereich auf Chromosom 13q. Nur einige der primdren Tumoren wiesen eine
Uberexpression des Gens auf. Allerdings zeigten 60% der Zelllinien eine Uberexpression.
Eine Herunterregulation des Gens um 60% fiuhrte zu einem Viabilitatsverlust von 23%.
Ahnliches wird von Sheffer et al. beschrieben, sie fanden bei der Integration von ArrayCGH-
(Affymetrix-SNP-Arrays) und Genexpressionsdaten ebenfalls ein Amplikon auf Chromosom
13g und fanden POLR1D in 42% der 50 von ihnen untersuchten Tumoren Uberexprimiert.
Dabei korrelierte die Uberexpression mit genomischen Zugewinnen (Sheffer et al. 2009). Der
Zugewinn und die Uberexpression von POLRD1 scheinen daher Tumorzellen einen
Selektionsvorteil zu bieten. Auf welche Weise POLRD1 prokanzerogen wirkt muss in

weiteren Studien geklart werden.
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4.2.11 ZNF198

Das Zink-Finger-198-Gen (ZNF198) war in den Primdrtumoren um das 2,96-fache
hochreguliert sowie in 53% der Zelllinien berexprimiert, eine Reduktion der Genexpression
um 43% fihrte zu einer Verminderung der Viabilitit um 20%. Uber die physiologische
Funktion von ZNF198 ist noch nicht viel bekannt, es konnte sich um einen
Transkriptionsfaktor (Baumann et al. 2003) handeln, ZNF198 kodnnte allerdings auch einen
Teil des BHC-Deacetylase-Komplexes darstellen. ZNF198 kann bei einer Translokation von
Chromosom 8 und 13 ein Fusionsgen mit dem Fibroblast-Growth-Faktor 1 (FGR1) bilden,
dieses Fusionsgen aktiviert den NOTCH-Signalweg (Ren und Cowell 2011). Unsere
Untersuchungen lassen vermuten, dass ZNF198 mdglicherweise zum Tumorerhalt oder

dessen Bildung auf eine bisher unbekannte Art beitragt.

4.3  Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Regionen auf Chromosom 13q identifiziert, die in
kolorektalen Karzinomen Zugewinne zeigten. Durch Genexpressionsanalysen konnten Gene
separiert werden, die in diesen Regionen liegen und die in Zelllinien und Tumoren
uberexprimiert waren. Per RNA-Interferenz wurden diese Gene ausgeschaltet um zu testen,
ob sie fur die Viabilitat der Tumorzellen eine Rolle spielen. Einige wenige der 13 gefundenen
Gene wurde bereits als potentiell krebsfordernd beschrieben, andere der Gene weisen

interessante Assoziationen zu beim kolorektalen Karzinom deregulierten Signalwegen auf.

Im Anschluss an diese Studie wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt, um die
Ergebnisse naher zu charakterisieren (diese sind allerdings nicht Gegenstand der vorliegenden
Arbeit). Initial wurde der siRNA Screen in der kolorektalen Zelllinie DLD1 wiederholt.
AnschlieBend wurden fur die 17 vielversprechendsten Zielgene die Experimente mit weiteren
2 SiRNAs sowie den 2 siRNAs aus dem Primarscreen in den Zelllinien SW480, HT29 und
DLD1 wiederholt.

Insgesamt fanden sich 8 Gene, bei denen eine siRNA-vermittelte Deregulation zu starken
Viabilitatsverlusten in den Zelllinien fuhrte. 6 der 13 in dieser Arbeit beschriebenen Gene
(NUPL1, DIS3, POMP, LNX2, SLC7A1 und POLRD1) waren darunter. Um die Funktion der
Gene aufzukldren, wurden fir die 8 Zielgene mikroarraybasierte Genexpressionsanalysen
nach siRNA-Deregulation durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass als Folge der Deregulation

wichtige Signalwege der Zelle verandert wurden. RNAi gegen POMP und NUPL1 flhrte zu
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einer Verénderung der Zielgene von SMAD4. Das Ausschalten von LNX2 deregulierte
Zielgene von TCF4 und, wie aus der Literatur antizipiert, NOTCH1 Zielgene.

Ein Manuskript, welches diese Ergebnisse zusammenfasst, befindet sich zum Zeitpunkt der
Abgabe dieser Arbeit im Begutachtungsverfahren. Weitere Experimente sollen die der
Viabilitatsreduktion zugrundeliegenden Signalwege genauer charakterisieren, momentan
werden die Verdnderungen im Transkriptom nach siRNA vermitteltem Gen-Silencing erneut
mit Mikroarrays zu verschiedenen Zeitpunkten nach siRNA-Transfektion untersucht, um die
zeitliche Abfolge der Veranderungen in der Zelle aufzudecken. Wir hoffen so die Funktion
der von uns gefundenen Zielgene weiter zu verstehen, um einerseits aufzudecken, ob und wie
sie zur Karzinogenese beitragen und andererseits, um sie auf ihre Eignung als therapeutisches

Ziel hin zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Kolorektale Karzinome sind durch ein spezifisches Muster chromosomaler Aberrationen
charakterisiert, die im Verlauf der Tumorprogression akkumulieren. Obwohl die meisten
Tumoren Sequenzgewinne oder Amplifikationen von Chromosom 13qg aufweisen, sind die

Zielgene dieser Aberration nach wie vor unbekannt.

Um potentielle Onkogene bzw. therapeutische Zielgene auf Chromosom 13q zu identifizieren,
wurde eine hochaufldsende Analyse dieser Region durchgefuhrt. Dazu wurden 25 primare
Kolonkarzinome (UICC-I1/111) und 15 kolorektale Zelllinien mittels Array-CGH untersucht.
Zusétzlich wurden die Genexpressionsprofile dieser Tumoren und Zelllinien mittels Whole-

Genome-Mikroarrays bestimmt.

67 Gene wiesen sowohl eine vermehrte Kopie-Anzahl als auch ein erhéhtes
Expressionsniveau auf. Die Expressionsmuster dieser Gene wurden dann in 25
Kolonkarzinom-Zelllinien mittels Real-Time-PCR validiert, wobei 44 der 67 Gene eine
deutliche Uberexpression auch in den Zelllinien zeigten. Das Ausschalten von 13 dieser 44
Gene in der Kolonkarzinom-Zelllinie SW480 fiihrte zu einer Reduktion der Zellviabilitat von
20-60%. Diese 13 Gene konnten somit potentielle Onkogene oder mdgliche therapeutische
Zielgene darstellen. In Folgeexperimenten versuchen wir daher, die der Viabilitatsreduktion

zugrundeliegenden Signalwege zu entschlisseln.
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